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Einleitung 9

1 Einleitung

1.1 Eigenschaften, Untergruppen und Funktionen

von Natiirlichen Killerzellen

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sind grol3e, granuldre Lymphozyten, die
wichtige Bestandteile des Immunsystems darstellen. Sie kdnnen viele Arten von
Tumorzellen und Virus-infizierten Zellen ohne vorherige Sensibilisierung erken-
nen und lysieren. Damit beteiligen sie sich entscheidend an der Primaren
Immunantwort. Diese Funktion der NK-Zellen ist schon seit mehreren Jahrzehn-

ten bekannt.

In den letzten Jahren wurden aul3erdem viele neue Erkenntnisse tber Entwick-
lung, Aufbau, Funktionsweise und physiologische Aufgaben von NK-Zellen
veroffentlicht [29, 70, 25, 32]. So hat eine besondere Untergruppe von NK-
Zellen, die in den Lymphknoten dominiert, eine geringe zytotoxische Aktivitat,
gibt jedoch grol3e Mengen an Zytokinen ab. Auf3erdem kommunizieren NK-
Zellen mit verschiedenen anderen Zellen der Immunabwehr. Durch Interaktio-
nen mit Monozyten und Makrophagen modulieren NK-Zellen die Primére
Immunantwort. Durch Interaktionen insbesondere mit T-Zellen und
Dendritischen Zellen beteiligen sie sich aber auch an der antigen-spezifischen
Sekundaren Immunantwort. So kdnnen NK-Zellen die gesamte Immunantwort

verstarken oder limitieren.

NK-Zellen stammen von hdmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark ab.

Ihre weitere Entwicklung ist bislang jedoch nicht eindeutig geklart. Lymphknoten
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scheinen als Entwicklungsorte eine wichtige Rolle zu spielen. NK-Zellen sind
generell durch ihre Expression von CD56 und fehlende Expression von CD3
charakterisiert. Im peripheren Blut finden sich vorwiegend NK-Zellen, die CD56
nur mit geringer Antigendichte exprimieren und zusatzlich CD16 exprimieren
(CD56""-CD16"-NK-Zellen). Sie sind stark zytotoxisch und produzieren nur
wenige Zytokine. Im Unterschied dazu finden sich in den Lymphknoten vorwie-
gend NK-Zellen, die CD56 mit hoher Antigendichte exprimieren und CD16 nicht
exprimieren (CD56""-CD16™-NK-Zellen). Sie sind nur wenig zytotoxisch, produ-
zieren jedoch viele Zytokine. Es wird noch kontrovers diskutiert, ob diese Unter-
gruppen von NK-Zellen verschiedenen Entwicklungsschritten der NK-Zellen
entsprechen, sie sich je nach Stimulation ineinander umwandeln, oder ob sich
bereits frih die Zugehdrigkeit einer NK-Zelle zu einer der beiden Gruppen

entscheidet.

2009 veroffentlichten Cooper et al. und Sun et al. Studien, denen zufolge NK-
Zellen Eigenschaften aufweisen, die bislang nur Zellen der Spezifischen
Immunabwehr zugeschrieben wurden [23, 100]. So zeigten Cooper et al., dass
manche NK-Zellen ein Gedachtnis besitzen. Wurden sie einmal von Zytokinen
(IL-12 und IL-18) stimuliert und kehrten sie danach in den Ruhezustand zurtck,
SO reagierten sie ausgepragter auf erneute Interleukin-Stimulation oder auf
Stimulierung ihrer aktivierenden Rezeptoren als NK-Zellen, die zuvor nicht
stimuliert worden waren. Proliferierten so sensibilisierte NK-Zellen, vererbten
sie diese Eigenschaft an ihre Tochterzellen. Es kdnnte also sein, so ihre
Schlussfolgerung, dass eine einzige Aktivierung zu einer ganzen Population
von NK-Zellen mit erhdhter Aktivitat flhrt.

Sun et al. schlagen sogar vor, NK-Zellen nicht wie bislang Ublich der Unspezifi-
schen Immunabwehr zuzurechnen sondern sie als ,Evolutiondre Bricke"
zwischen der Unspezifischen und der Spezifischen Immunabwehr zu betrach-
ten. Sie schreiben den NK-Zellen fast alle Eigenschaften von Zellen der Spezifi-

schen Immunabwehr zu, insbesondere die Bildung von langlebenden
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Gedachtniszellen (nachgewiesen im Mausmodell). Eine typische Eigenschaft
von B- und T-Lymphozyten fehlt den NK-Zellen jedoch: Die Spezifitat ihrer
Rezeptoren fur bestimmte Antigene, entstanden durch Gen-Rearrangement

wahrend ihrer Entwicklung.

1.2 Zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen des

peripheren Blutes

Diese Arbeit beschéftigt sich vorwiegend mit der zytotoxischen Aktivitat von NK-
Zellen des peripheren Blutes. NK-Zellen machen 10 bis 15 % aller Lymphozy-
ten des peripheren Blutes aus [29], wobei diese Zahl interindividuell, im Tages-
verlauf und abhangig von weiteren Einflissen wie z. B. Stress oder Infektionen
stark variiert [12]. Bei Entzindungen, Virusinfektionen oder Tumorwachstum
wandern NK-Zellen schnell aus dem Blut in die betroffenen Gewebe. Fir diese
Einwanderung spielen verschiedene Oberflachenmolekiile der NK-Zellen, sowie
verschiedene Zytokine und Chemokine eine Rolle. Die genauen Mechanismen

sind noch nicht geklart, es gibt hierzu jedoch viele neue Erkenntnisse [70].

Im peripheren Blut und in verdnderten Geweben werden NK-Zellen von
Zytokinen, von Substanzen, die von Pathogenen abstammen, oder durch den
Kontakt mit Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren auf Zellen aktiviert.
Neben verschiedenen aktivierenden Rezeptoren besitzen sie auch verschie-
dene inhibierende Rezeptoren. Nach heutigem Verstandnis entscheidet ein
komplex reguliertes Gleichgewicht zwischen der Stimulierung von aktivierenden
und inhibierenden Rezeptoren einer NK-Zelle, ob diese NK-Zelle zytotoxisch
aktiv wird. Die Rezeptoren einer NK-Zelle werden dabei, im Unterschied zu
Antigenrezeptoren von B- und T-Zellen, nicht somatisch rekombiniert. Sie sind

damit zwar Liganden-spezifisch, nicht aber spezifisch fir einen bestimmten
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Krankheitserreger. Auf die verschiedenen Rezeptoren gehen Kapitel 1.3 und

1.4 naher ein.

Zellen, deren Lyse von NK-Zellen induziert wird, bezeichnet man als Target-
Zellen. NK-Zellen kénnen die Lyse von Targetzellen durch verschiedene
Mechanismen induzieren. Der bekannteste Mechanismus besteht dabei in der
Exozytose von Perforinen, Granzymen und weiteren Proteinen, die gemeinsam
zur Bildung von Poren in der Zellmembran der Zielzelle und schlief3lich deren
Tod fuhren [102]. Die lytischen Proteine speichern NK-Zellen in intrazellularen
sekretorischen Lysosomen, also spezialisierten, exozytischen Organellen. Wird
eine Zelle von einer NK-Zelle als Targetzelle identifiziert und soll lysiert werden,
so entsteht eine besondere Synapse zwischen NK- und Targetzelle. Dann
entlassen die sekretorischen Lysosomen der NK-Zelle ihre zytotoxischen
Inhaltsstoffe in diese Synapse. Dieser Vorgang wird auch als Degranulation

bezeichnet.

Ein weiterer Mechanismus, mit dem NK-Zellen die Lyse von Targetzellen indu-
zieren konnen [73], besteht in der Bindung eines Fas-Liganden (FasL) auf NK-
Zellen an den Fas-Rezeptor (Fas, CD95) auf Target-Zellen. Durch diese
Bindung werden in der Targetzelle Enzyme aktiviert, die zur Apoptose der Zelle

fuhren.

Des Weiteren kdnnen NK-Zellen die Zerstérung von Targetzellen durch die

Sekretion des ,,Tumor Necrosis Factor-a“ (TNF-a) induzieren [74, 101].
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1.3 Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren und ihre
Liganden
Hier wird nur auf die NK-Zell-Rezeptoren eingegangen, die dem Zell-Zell-

Kontakt dienen. Andere aktivierende NK-Zell-Rezeptoren, wie z.B.

Zytokinrezeptoren, werden hier nicht behandelt.

Rezeptor Ligand
C-Type-Lectin-artige Rezeptoren:
P J P HLA-E

CD94/NKG2C

unbekannt
CD94/NKG2E/H

MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3,
NKG2D

ULBP4
Natural-Cytotoxicity-Receptors:
NKp30, NKp44, NKp46 unbekannt
Killer-immunoglobulin-artige
Rezeptoren:
KIR2DS1 Cw4-Gruppe
KIR2DS2 unbekannt
KIR2DL4 HLA-G
KIR2DS4 unbekannt
KIR2DS5 unbekannt
KIR3DS1 unbekannt
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Weitere aktivierende Rezeptoren:

CD16

Fc-Teil von IgG-Antikorpern

CD244 (2B4) CD48
NKp80 AICL
CD69 unbekannt
CD40-Ligand CD40

CD226 (DNAM-1)

CD112, CD155

NTB-A

NTB-A

Adhéasionsmolekile:
e LFA-1(CD11a/CD18).

e LFA-2(CD2)

e LFA-3 (CD58)
e ICAM-1 (CD54)
e ICAM-2 (CD102)
e ICAM-3 (CD50)

ICAM1 (CD54), ICAM2 (CD102),
ICAM3 (CD50)

CD15, CD48, LFA-3 (CD58), CD59
LFA-2 (CD2)

LFA-1 (CD11a/CD18), Mac-1a
LFA-1 (CD11a/CD18)

LFA-1 (CD11a/CD18)
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1.3.1 Natural Cytotoxicity Receptors (NCR)

Die Natural Cytotoxicity Receptors (NCR) sind als aktivierende NK-Zell-
Rezeptoren schon lange bekannt [68]. Sie gehdren zur Gruppe der
Immunoglobulin-artigen Rezeptoren. Es sind bislang drei verschiedene Arten
von NCR bekannt. Zwei davon (NKp30 und NKp46) kommen auf allen NK-
Zellen des peripheren Blutes vor, wahrend die dritte, NKp44, nur auf aktivierten
NK-Zellen vorkommt [29].

Die Bedeutung der NCR fir die Zytotoxizitdt von NK-Zellen ist unumstritten,
wahrend Uber die Liganden der NCR noch viel Unklarheit herrscht. Zunehmend
werden Hinweise auf die Struktur von NCR-Liganden [5, 4, 40] sowie deren
Expression auf Tumorzellen [13, 18] und Leukamiezellen [72] publiziert, es
herrscht jedoch noch keine Einigkeit dartiber, ob es sich bei den aktivierenden

NCR-Liganden tberhaupt um zellgebundene Strukturen handelt [82].

Die Bedeutung der NCR selbst lasst sich auch ohne Kenntnis ihrer Liganden
belegen: Cross-linking von NCR mit kiunstlich verbundenen spezifischen Anti-
koérpern genugt, um bei aktivierten NK-Zellen die Degranulation auszuldsen,
und die Blockade von NCR mit spezifischen Antikbrpern hemmt die Zytotoxizitat
von NK-Zellen gegentiber Targetzellen [70, 76, 107]. Die Expressionsdichte von
NCR auf NK-Zellen ist dabei keine starre GroRe, sondern kann abhangig von
auReren Einflussen wie Kontakt zu Tumorzellen, Medikamenten oder bestimm-
ten Proteinen variieren [63, 44, 108, 62]. So verringern zum Beispiel die NK-
Zellen von AML-Patienten die Expression der NCR im Krankheitsverlauf, in der

Remission ist dies reversibel [30].

1.3.2 NKG2D

NKG2D, einer der am besten untersuchten aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren,

kommt auf NK-Zellen, manchen T-Lymphozyten und Makrophagen vor [83].
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NKG2D ist ein C-Type-Lectin-artiger, homodimerer Rezeptor, der an die
MHC-Klasse-I-verwandten Molekile MICA und MICB, sowie an UL16-bindende
Proteine (ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4) bindet (zu MHC-Klasse-l siehe
Kapitel 1.4.1). Dabei korreliert der prozentuale Anteil von NKG2D-
exprimierenden NK-Zellen des peripheren Blutes gesunder Spender positiv mit
ihrer Zytotoxizitat gegenuber der Zelllinie K562, die viele NKG2D-Liganden
exprimiert [45]. Chronische Bindung von Liganden an NKG2D-Rezeptoren regu-
liert ihre Expression jedoch herunter [84]. AulRerdem korreliert der Plasmaspie-
gel von bestimmten Zytokinen (TGF-betal), die von einigen Karzinomen ausge-
schittet werden, negativ mit der Expression von NKG2D auf den NK-Zellen der
Patienten [50]. Die NKG2D-Expression der NK-Zellen eines Menschen ist also
keine starre GroR3e, wenngleich sie bei gesunden Menschen eher wenig zu

schwanken scheint [62].

Die NKG2D-Liganden werden insbesondere bei Stress (oxidativer,
genotoxischer oder virusbedingter Stress) von Zellen exprimiert [99]. Romanski
et al. konnten MICA und MICB auf mehreren NK-Zell-unsensiblen B-Vorlaufer-
ALL-Zellinien nicht nachweisen, wahrend MICA und MICB auf einer NK-Zell-
sensiblen T-ALL-Zellinie nachweisbar war [86]. Insgesamt ist Uber die Expres-

sion von NKG2D-Liganden auf B-Reihen-ALL-Blasten noch wenig bekannt.

1.3.3 CD16

CD16 (FcyRIIIl) auf NK-Zellen ist fur die Antikérper-abhangige zellulare Toxizitat
(antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) verantwortlich [29, 70]. CD16
bindet spezifisch an die Fc-Teile von IgG-Antikdrpern. Dadurch kénnen sogar
zuvor ruhende NK-Zellen so stark stimuliert werden, dass die Degranulation
ausgelost wird [16]. Dadurch werden auch Zellen lysiert, die ohne gebundene

Antikorper nicht von den NK-Zellen lysiert worden wéren.
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1.3.4 Weitere aktivierende Rezeptoren, sowie Adhidsionsmolekiile

CD226 spielt einerseits eine wichtige Rolle bei der transendothelialen Wande-
rung von NK-Zellen [70], andererseits ist es aber auch ein aktivierender NK-
Zell-Rezeptor. CD226 bindet an CD155 (Poliovirus-Rezeptor, PVR) und CD112
(Nectin-2, PRR 2). Die experimentelle Blockade von CD226 auf NK-Zellen redu-
ziert deren zytotoxische Aktivitat gegenuber AML-Blasten, die entsprechende
Liganden exprimieren [77]. Auch der aktivierende NK-Zell-Rezeptor CD96
bindet an CD155 und CD112 [66, 33].

CD244 (2B4) und CD48 gehotren zu den Immunglobulin-artigen Rezeptoren [97,
2, 77, 51]. Sie kommen beide auf NK-Zellen vor und binden sich gegenseitig.
Dabei scheint CD244 die Funktion eines aktivierenden Rezeptors und CD48 die
Funktion seines Liganden zu haben. CD48 kommt aul3erdem auf T-Lymphozy-

ten, B-Lymphozyten und Monozyten vor.

NKp80 ist, wie NKG2D, ein C-Type-Lectin-artiger, homodimerer Rezeptor [46,
109]. NKp80 kommt auf allen menschlichen NK-Zellen und manchen
T-Lymphozyten vor und erhoht die Zytotoxizitit von NK-Zellen bei
Ligandenkontakt. NKp80 bindet an das ,activation-induced C-type lectin“ (AICL,
CLEC2B), das auf Monozyten, Makrophagen und Granulozyten bekannt ist.

Zunehmend werden auch Studien Uber die Bedeutung der aktivierenden Killer-
Immunoglobulin-artigen Rezeptoren (KIR) publiziert, wenngleich die inhibieren-
den KIR (siehe auch Kapitel 1.4) wesentlich bekannter und besser untersucht
sind als die aktivierenden KIR. KIR2DS1, KIR2DS2, KIR3DS1, KIR2DLA4,
KIR2DS4 und KIR2DS5 gehdren zu dieser Gruppe [75, 29]. KIR2DS1 bindet an
HLA-Molekile der Cw4-Gruppe (zur Cw4-Gruppe siehe Kapitel 1.4). KIR2DL4
bindet an HLA-G, kommt auf allen NK-Zellen vor und ist vorwiegend in der
Schwangerschaft von Bedeutung. Die Liganden der anderen Rezeptoren sind

jedoch unbekannt.
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Heterodimere  C-Type-Lectin-artige Rezeptoren bestehen aus zwei
Rezeptoranteilen (dem NKG2-Anteil und dem CD94-Anteil), die kovalent
miteinander verbunden sind [29]. Wahrend NKG2A und NKG2B zu den
inhibierenden Rezeptoren gehoren, sind NKG2C, NKG2E und NKG2H aktivie-
rende Rezeptoren. CD94/NKG2C bindet wie CD94/NKG2A und -B an HLA-E,

die Liganden der anderen beiden Rezeptoren sind unbekannt.

Der aktivierende NK-Zell-Rezeptor namens CD40-Ligand bindet an CD40 auf
Targetzellen. Eine starke Expression von CD40 auf B-Vorlaufer-ALL-Blasten
korrelierte in einer Studie mit einer starken Expression des Apoptose-
induzierenden CD95-Rezeptors und mit einer hohen ruckfallfreien Uberlebens-
rate [104].

CD69 ist ein weiterer aktivierender Rezeptor, der bei der Lyse von Tumorzellen

durch NK-Zellen von Bedeutung ist [29, 27]. Seine Liganden sind noch unklar.

NTB-A ist ein homophiler aktivierender NK-Zell-Rezeptor, er bindet also an

gleichartige Rezeptoren [28].

Mithilfe von Adhéasionsmolekilen [45, 29] halten sich Zellen sozusagen
gegenseitig fest. Da viele von ihnen bei Adhasion auch aktivierende Signale in
der Zelle generieren, rechnen sie manche Autoren den aktivierenden NK-Zell-

Rezeptoren zu. Deshalb werden sie hier in diesem Kapitel behandelt.

Nach Stimulierung durch Interleukin 2 vermehren NK-Zellen die Expression der

meisten Adhasionsmolekile [20].

Das Adhasionsmolekil CD56 ist eine Isoform des menschlichen Neural-cell-
adhesion-molecule. An seiner Expressionsdichte kann man verschiedene
Untergruppen von NK-Zellen unterscheiden: Wahrend sich in den Lymphknoten
viele vorwiegend Zytokin-produzierende NK-Zellen finden, die CD56 stark
exprimieren, exprimieren die meisten NK-Zellen des peripheren Blutes nur
wenig CD56 (siehe auch Kapitel 1.1).
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Weitere wichtige Adhasionsmolekule sind die Gruppe der ,intercellular adhesion
molecules® (ICAM) ICAM-1, -2 und -3, sowie die Gruppe der ,lymphocyte
function-associated antigens” (LFA) LFA-1, -2 und -3 [20, 57, 43]:

e Zytotoxische NK-Zellen exprimieren LFA-1. LFA-1 besteht aus den zwei
assoziierten Untereinheiten CD11a und CD18. LFA-1 bindet an ICAM1
(CD54), ICAM2 (CD102) und ICAM3 (CD50) und polarisiert bei Bindung
die Zelle, was dann die Degranulation, z.B. bei Aktivierung von CD16,
erst moglich macht [70].

e LFA-2 (CD2) bindet an CD15, CD48, LFA-3 (CD58) und CD59.
e LFA-3 (CD58) bindet an LFA-2.
e |CAM-1 (CD54) bindet an LFA-1 und Mac-1a.

e [ICAM-2 (CD102) bindet an LFA-1.

ICAM-3 (CD50) bindet an LFA-1.

Viele dieser Adhasionsmolekille kommen aufRer auf NK-Zellen auch auf ande-
ren Leukozyten, sowie potentiellen Targetzellen einschlie3lich Leukamiezellen

Vvor.

1.4 Inhibierende NK-Zell-Rezeptoren und ihre

Liganden

Hier wird nur auf die NK-Zell-Rezeptoren eingegangen, die dem Zell-Zell-
Kontakt dienen. Andere inhibierende NK-Zell-Rezeptoren, wie z.B.

Zytokinrezeptoren, werden hier nicht behandelt.
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Killer-lmmunoglobulin-Like-

Receptors:

KIR2DL1 HLA-Cw4-Gruppe
KIR2DL2, KIR2DL3 HLA-Cw3-Gruppe
KIR2DL5 unbekannt
KIR3DL1 HLA-Bw4-Gruppe
KIR3DL2 HLA-A3, HLA-A11
KIR3DL7 unbekannt

C-Type-Lectin-Receptors:
CD94/NKG2A/B HLA-E

Immunoglobulin-like Transcripts:
ILT-2 (LIR-1) Verschiedene HLA-Klasse-|

CD161 (NKR-P1A) LLT1

1.4.1 Killer-Immunoglobulin-artige Rezeptoren (KIR)

Die inhibierenden Killer-immunoglobulin-artigen Rezeptoren (KIR) spielen eine

besonders wichtige Rolle bei der Regulation der zytotoxischen NK-Zell-Aktivitat.

Die Mehrzahl dieser inhibierenden NK-Zell-Molekile bindet an verschiedene
MHC-Klasse-I-Molekiile. MHC steht fir ,major histocompatibility complex und
bezeichnet eine Gruppe von membrandsen Glycoproteinen (genaugenommen
eigentlich die kodierenden Gene), die Peptide von Pathogenen prasentieren,
um die T-Zell-Antwort zu initiieren [43]. Dabei sind MHC-Klasse-I-Molekule

vorwiegend fir die Prasentation von viralen Peptiden zustandig. MHC-Molektle
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zeigen eine hohe Variabilitat, da sie polygen und polymorph sind, was sie im
Kampf gegen Pathogene besonders effektiv macht. Beim Menschen werden die
entsprechenden Gene als ,human leukocyte antigen“ (HLA) bezeichnet. Beim
Menschen gibt es drei verschiedene HLA-Klasse-I-a-Ketten-Gene, die als HLA-
A, HLA-B und HLA-C bezeichnet werden.

HLA-Klasse-I-Molekile werden vermutlich von allen gesunden menschlichen
Zellen exprimiert. Dadurch sind diese Zellen vor der Lyse durch NK-Zellen
geschutzt [70]. Der Verlust der Expression von HLA-Klasse-I-Molektlen durch
Infektion oder maligne Transformation kann zur NK-Zell-Aktivierung fuhren, wie
schon lange bekannt ist (,missing self hypothesis“). Heute geht man jedoch
davon aus, dass NK-Zellen nur aktiv werden, wenn auch Liganden fir aktivie-
rende Rezeptoren auf einer Zelle vorhanden sind (,induced self hypothesis®)
[110]. Vermutlich werden deshalb nicht-h&matopoetische Zellen von allogenen

NK-Zellen nicht angegriffen (siehe unten).

Die Gruppe der inhibierenden KIR umfasst Rezeptoren fir HLA-A, -B und -C.
Die polymorphen HLA-Klasse-I-kodierten Molekile kann man dabei in HLA-
Gruppen von Molekilen zusammenfassen, die alle an den gleichen Rezeptor
binden. Folgende KIR-HLA-Zuordnungen sind bekannt [89, 21, 31]:

e Der NK-Zell-Rezeptor KIR2DL1 (CD158a) bindet Molekile der HLA-
Cw4-Gruppe.

e Die NK-Zell-Rezeptoren KIR2DL2 und KIR2DL3 (CD158b) binden Mole-
kile der HLA-Cw3-Gruppe.

e Der NK-Zell-Rezeptor KIR3DL1 (CD158e) bindet Molekiile der HLA-Bw4-
Gruppe.

e Der NK-Zell-Rezeptor KIR3DL2 bindet HLA-A3 und HLA-A11.
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Zwei weitere KIR dieser Gruppe sind KIR2DL5 und KIR3DL7, deren Liganden

noch unbekannt sind [29].

Der HLA- und der KIR-Genotyp der NK-Zellen eines Menschen werden getrennt
vererbt [29]. Zytotoxische NK-Zellen exprimieren jedoch normalerweise immer
mindestens einen inhibierenden KIR fir HLA-Molekile, die auch die gesunden
Zellen des eigenen Korpers exprimieren. So sind diese vor der Lyse durch NK-
Zellen geschutzt. Es gibt zwar bei jedem Menschen auch NK-Zellen, die keinen
inhibierenden KIR exprimieren, diese scheinen jedoch deshalb nicht geféahrlich

zu sein, weil sie nicht zytotoxisch aktiv sind [70].

Erhalt nun im Rahmen der HLA-nichtidentischen Stammzelltransplantation
(SZT) ein Mensch NK-Zellen eines anderen Menschen, so kann dabei ein soge-
nanntes KIR-Mismatch auftreten. Von einem KIR-Mismatch in Spender-
Empfanger-Richtung spricht man, wenn es allogene (also von einem anderen
Menschen stammende) NK-Zellen gibt, die KIR exprimieren, fir die die Zellen
des Empfangers keine Liganden exprimieren. Diese NK-Zellen kdnnen dann

also nicht tber KIR gehemmt werden und werden als alloreaktiv bezeichnet.

Beim KIR-Mismatch kann man das sogenannte ,Ligand-Ligand-Modell“ [89]
vom sogenannten ,Rezeptor-Ligand-Modell“ [52] unterscheiden. Sie unterschei-
den sich, vereinfacht gesagt, dadurch, dass beim Ligand-Ligand-Modell vom
HLA-Typ des Spenders auf die KIR geschlossen wird, die seine NK-Zellen
exprimieren, wahrend beim Rezeptor-Ligand-Modell die KIR-Expression der
NK-Zellen des Spenders direkt untersucht wird. Letzteres Modell erlaubt préazi-

sere Vorhersagen des therapeutischen Nutzens von NK-Zellen (Kapitel 1.6.4).

Alloreaktive NK-Zellen kénnen haufig Leukamiezellen lysieren, die von den
autologen (also korpereigenen) NK-Zellen nicht lysiert werden, weil deren HLA-
Molekile Uber KIR die NK-Zellen hemmen. Lysieren alloreaktive NK-Zellen
Leukadmiezellen, so wird dies als ,Graft-Versus-Leukemia“-Effekt (GVL)

bezeichnet. Interessanterweise kdnnen bei der HLA-nichtidentischen Stamm-
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zelltransplantation NK-Zellen einen GVL aufweisen, ohne jedoch zur sogenann-
ten ,Graft Versus Host Disease® (GVHD) beizutragen [69]. Mit GVHD ist
gemeint, dass Spenderzellen Empfangerzellen als fremd erkennen und angrei-
fen. Hierfur sind vor allem T-Lymphozyten verantwortlich, z. B. bei der
Abstol3ungsreaktion. NK-Zellen erkennen nur h&matopoetische Zellen als
.fremd“, diese haben aber nach SZT idealerweise alle den HLA-Typ des
Spenders. Alle anderen Korperzellen, die ja dann einen anderen HLA-Typ
aufweisen als die NK-Zellen, greifen diese nicht an. Dies liegt am ehesten
daran, dass nicht-h&matopoetische Zellen keine Liganden fir aktivierende NK-

Zell-Rezeptoren exprimieren.

1.4.2 C-Type-Lectin-artige Rezeptoren

Die heterodimeren C-Type-Lectin-artigen Rezeptoren CD94/NKG2A und
CD94/NKG2B binden an HLA-E. HLA-E gehort zu den HLA-Klasse-1B-Molekii-
len und ist im Vergleich zu den klassischen HLA-Klasse-I-Molekulen (HLA-A,
HLA-B, HLA-C) wesentlich weniger polymorph [69]. Bindung von HLA-E an
CD94/NKG2A wirkt stark inhibierend auf NK-Zellen. CD94/NKG2A wird
insbesondere von NK-Zellen in Lymphknoten stark exprimiert. Dies kénnte ein
Mechanismus sein, reifende NK-Zellen in Lymphknoten davon abzuhalten,
korpereigene gesunde Zellen zu attackieren, wéahrend die KIR zur

Funktionsfahigkeit entwickelt werden [70].

1.4.3 Leukocyte-Immunoglobulin-artiger Rezeptor 1 (LIR-1)

Der inhibierende Leukocyte-Immunoglobulin-artige Rezeptor 1 (LIR-1, ILT2)
bindet an verschiedene Molekile der HLA-Klasse | [16, 20]. Er ist mit den KIR

verwandt. Er bindet auBerdem an das virale Protein ,UL18" des Cytomegalie-
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Virus. Fur UL18 hat der Rezeptor eine wesentlich gré3ere Affinitat als fur HLA-

Klasse I.

1.44 CD161 (NKR-P1A)

Alle NK-Zellen des peripheren Blutes und manche T-Zellen exprimieren den
Rezeptor CD161 (NKR-P1A) [56, 1, 78, 45]. Er wurde lange am ehesten fir
einen aktivierenden Rezeptor gehalten, dessen genaue Funktion allerdings
noch nicht bekannt war. Heute weil3 man, dass er an das Lecin-artige
Transcript 1 (LLT1) bindet. Dadurch scheint er die Zytotoxizitdt von NK-Zellen

zu hemmen. Seine Funktion bleibt jedoch umstritten.

1.5 Die akuten Leukamien der B-Zell-Reihe im

Kindesalter

Die Chronische Lymphatische Leukdmie der B-Zell-Reihe ist die beim
Menschen insgesamt am weitesten verbreitete Leukdmieform. An ihr erkranken
vorwiegend Erwachsene jenseits der Lebensmitte, bei Kindern tritt sie sehr
selten auf. Die Akute Lymphatische Leukéamie (oder Akute Lymphoblastische
Leukamie) der B-Zell-Reihe (B-Reihen-ALL) ist die haufigste Leukamieform bei
Kindern und Jugendlichen [112]. Diese Arbeit bezieht sich vorwiegend auf die
kindliche B-Reihen-ALL, die etwa 85 % der Inzidenz von Kindern an Akuter

Lymphatischer Leukéamie (ALL) ausmacht.

Schrappe et al. summieren in dem Standardwerk ,Padiatrische Hamatologie
und Onkologie* [92]:

,Die akute lymphoblastische Leukamie ist die haufigste Krebserkrankung bei

Kindern und Jugendlichen. Die Entwicklung der intensiven Polychemotherapie
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seit Anfang der 70er Jahre und die konsequente Mitbehandlung der so-
genannten Extrakompartimente (in erster Linie des Zentralnervensystems) hat
zu der entscheidenden Verbesserung der Heilungsrate gefuhrt. Neue prazise
Methoden zur Bestimmung der In-vivo-Therapieresistenz erlauben eine zuver-
lassigere Aussage zur Prognose als die meisten Parameter zum Zeitpunkt der
Diagnose. Das bessere Verstandnis der Biologie der Leuk&miezelle lasst
Ruckschlusse auf die Pathogenese zu, tragt aber auch zur Entwicklung spezifi-
scher Therapieansatze bei. Trotz aller Fortschritte ist die erste Behandlung bei
einem Viertel der Kinder nicht erfolgreich. Dartber hinaus ist die derzeit verfug-
bare Therapie durch die Therapiedauer und durch einzelne, teilweise

schwerwiegende und unerwartete Nebenwirkungen sehr belastend.”

B-Reihen-ALL entsteht, wenn sich entartete B-Lymphozyten oder ihre
Vorlauferzellen, sogenannte B-Lymphoblasten, unnatirlich stark vermehren.
Meist stammen bei einem Patienten alle Leukamiezellen von derselben entarte-
ten Ursprungszelle ab. Wahrscheinlichste Ursachen dafir sind nach heutigem
Kenntnisstand spontane somatische Mutationen oder préexistierende
Keimbahnmutationen. Kinder ~mit  konstitutionellen chromosomalen

Abberationen, wie der Trisomie 21, haben ein erhdhtes Erkrankungsrisiko [92].

Das Erkrankungsrisiko ist im Alter von zwei bis vier Jahren am hdchsten. Insge-
samt erkranken an der ALL ca. 3,3 von 100.000 Menschen unter 15 Jahren,
davon circa 85 % an B-Reihen-ALL. Davon wiederum geht die Leukamie nur in
etwa 2 % der Falle von reifen B-Lymphozyten aus, wahrend sie in etwa 98 %
der Falle von B-Vorlauferzellen ausgehen [112, 92]. Die Zahlen variieren
deutlich zwischen einzelnen Bevélkerungsgruppen, die Grinde sind noch nicht
abschlieend geklart. In Deutschland werden die meisten Neuerkrankungen im
Deutschen Kinderkrebsregister erfasst und kénnen so statistisch ausgewertet

werden.

Die B-Reihen-ALL kann entsprechend der sogenannten EGIL-Klassifikation

nach dem Reifungsgrad der entarteten Zellen in weitere Untergruppen unterteilt
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werden [8]. In der Reihenfolge von der unreifsten zur reifsten Zelle werden

unterschieden:

e B (pro-B-ALL)
e BIl(c-ALL)

e BIIl (pra-B-ALL)
e BIV (B-ALL)

Unbehandelt ist die Prognose der ALL infaust: Sie fuhrt innerhalb weniger
Monate zum Tod, da die Leukdmiezellen die Blutbildung im Knochenmark und
andere Organe zerstoren. Wahrend man jedoch noch vor 50 Jahren kaum
Behandlungsmdglichkeiten hatte, kann man heute etwa 80 % der erkrankten

Kinder remissionsfrei heilen [14].

Die Inhalte der folgenden Abschnitte entstammen der Interdisziplinaren Leitlinie
der Deutschen Krebsgesellschaft und der Gesellschaft fur Padiatrische Onkolo-

gie und Hamatologie [91].

Leitsymptome der ALL-Erkrankung sind Symptome der Knochenmarkinsuffi-
zienz (Blasse, Abgeschlagenheit, Blutungsneigung, Infektzeichen) sowie
Hepatosplenomegalie und vergroRerte Lymphknoten. Bei ca. 20 % der Patien-
ten fallen Knochen- oder Gelenkschmerzen auf, weitere Hinweise kdnnen indo-
lente, einseitige Hodenschwellung, Hautinfiltrate oder Gingivahyperplasie sein.
Kopfschmerzen oder Hirnnervenausfalle kénnen auf Befall des Zentralen

Nervensystems (ZNS) hinweisen.

Die Initialdiagnostik dient neben der Diagnosesicherung der mdglichst préazisen
Abschatzung des Rezidivrisikos. Dafir relevant sind unter anderem die initiale
Leukamiezellmasse, das Ausmall des Organbefalls (insbesondere ZNS), die
Morphologie, der Immunphéanotyp und zytogenetische Merkmale der Leukamie-

zellen. Zur Diagnostik werden in der Regel periphere Blutentnahme,
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Knochenmarkspunktion und Liguorpunktion in besonders qualifizierten

Referenzzentren durchgefuhrt.

Der Immunphéanotyp ist fir die Unterscheidung der einzelnen ALL-Subtypen
relevant (B | bis B IV, siehe oben). Zytogenetisch relevant sind insbesondere
das sogenannte ,Philadelphia-Chromosom® mit der t(9;22)-Translokation, das
mit einer besonders ungunstigen Prognose assoziiert ist, oder die t(12;21)-
Translokation, die mit einer besonders glnstigen Prognose assoziiert ist.

Die Therapie erfolgt in Deutschland nach bestimmten Therapieprotokollen,
denen die Patienten unter Bertcksichtigung verschiedener prognostischer
Faktoren zugeteilt werden. Dabei enthalten alle Therapieprotokolle die
Chemotherapie, manche enthalten zuséatzlich Bestrahlungen und/oder die
Stammzelltransplantation. Zusatzlich sind bei Bedarf supportive Therapien wie
Bluttransfusion, Infekttherapie oder Schmerztherapie erforderlich. Aufl3erdem
mussen die Patienten nach bestimmten Kriterien engmaschig tberwacht

werden. Auch die psychosoziale Betreuung ist Bestandteil der Therapie.

Zur Verlaufsdiagnostik werden Differentialblutbilder und Knochenmarks-ausstri-
che erstellt und bewertet. Eine zunehmende Rolle spielen auRerdem neue
diagnostische Methoden der sogenannten minimalen Resterkrankungen (MRD),
da diese ein erhebliches Ruckfallrisiko darstellen. AuRerdem sind regelmafige
Untersuchungen der Organfunktionen notwendig, um Schadigungen frihzeitig
zu entdecken. Akute Notfallsituationen wie z. B. Sepsis kdnnen auftreten und

mussen adaquat behandelt werden.

1.6 NK-Zell-basierte Therapien der B-Reihen-ALL

Es gehort zu den physiologischen Aufgaben von NK-Zellen, entartete Zellen zu

erkennen und zu eliminieren, bevor diese sich unkontrolliert vermehren kénnen.
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Potentiell gefahrlich entartete Zellen mit Vermehrungspotential entstehen bei
jedem Menschen haufig, sie werden jedoch meistens von der kdrpereigenen
Immunabwehr erfolgreich bekampft. Kommt es zur Erkrankung an Leukéamie, so
hat diese Immunabwehr bereits versagt. Es liegt dann die Frage nahe, warum
die Leukamiezellen von den NK-Zellen nicht eliminiert wurden, und wie man

diese Erkenntnisse fur die Therapie nutzen kann. Ziele kbnnen hier liegen in:

a) der Pravention: Gibt es Hinweise auf Menschen, deren NK-Zellen beson-
ders unzuverlassig bei der Verhinderung einer Leukamie sind? Kann

man vorbeugen oder durch Friherkennung die Behandlung optimieren?

b) der Therapie: Kann man autologe oder allogene NK-Zellen dafir

einsetzen, Leukadmiezellen wirksam zu bekampfen?

c) der Ruickfallprophylaxe: Konnen NK-Zell-basierte Therapien bei
Leukamiepatienten das Ruckfallrisiko senken, insbesondere bei Patien-
ten mit besonders hohem Ruckfallrisiko, wie bei MRD hdherer Auspra-

gung?

Hierzu wurden in den letzten zehn Jahren bahnbrechende neue Erkenntnisse

veroffentlicht, wenngleich noch viele Fragen offen sind.

Es gibt verschiedene Mechanismen, die dazu fiihren, dass Leukamiezellen von
NK-Zellen nicht eliminiert werden. Haufig liegen auch mehrere Mechanismen
kombiniert vor. Bei den verschiedenen Leuk&mieformen scheinen dabei
verschiedene Mechanismen besonders relevant. Ihre Kenntnis ist entschei-

dend, um spezifische Therapien entwickeln zu kénnen.

Wie bereits erwahnt, wird die Aktivitdt von NK-Zellen durch ein differenziert
geregeltes Gleichgewicht aus der Aktivitat von aktivierenden und inhibierenden
Rezeptoren gesteuert. Dabei variiert sowohl die Expression der Rezeptoren auf
den NK-Zellen als auch die Expression ihrer Liganden auf den Targetzellen.

Wird eine Leukamiezelle nicht lysiert, so kann dies daran liegen, dass sie
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besonders viele Liganden fur inhibierende NK-Zell-Rezeptoren exprimiert, oder
daran, dass sie besonders wenige oder keine Liganden fur aktivierende NK-
Zell-Rezeptoren exprimiert. Es kann aber auch daran liegen, dass die NK-
Zellen, die mit der Leukamiezelle in Kontakt kommen, besonders viele inhibie-
rende Rezeptoren exprimieren, fur die es entsprechende Liganden auf der
Leukamiezelle gibt, oder daran, dass diese NK-Zellen besonders wenige
aktivierende Rezeptoren exprimieren, fir die es Liganden auf der Leukamie-
zelle gibt. Der Grund kann auch sein, dass die Leuk&miezelle bestimmte
Adhéasionsmolekile gering oder gar nicht exprimiert. Da Adh&asionsmolekile
notwendig sind, um eine Verbindung zwischen NK-Zelle und Targetzelle herzu-
stellen, kdnnte dies ebenfalls die Lyse vermindern. Eine weitere Moglichkeit ist,
dass die betreffenden NK-Zellen eine besonders niedrige Grundaktivitat aufwei-
sen, was verschiedene Grinde haben kann. Es besteht auch noch die Mdglich-
keit, dass die betreffenden NK-Zellen die Leukamiezelle zwar als Targetzelle
erkennen und zu lysieren versuchen, dass die Leukamiezelle jedoch immun
gegen die Lysemechanismen der NK-Zellen ist. Insbesondere unmittelbar
wahrend oder nach Chemotherapie gibt es schlie3lich zusatzlich die Méglich-
keit, dass der betroffene Mensch insgesamt zu wenige zytotoxisch aktive NK-

Zellen besitzt.

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick gegeben tber aktuelle Ansatzpunkte,
die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen gegeniber B-Reihen-ALL-Blasten zu

steigern, um sie fur die Leukdmietherapie zu nutzen.

1.6.1 Ansatzpunkt: Liganden von aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren

auf Blasten

Die Bedeutung der Expressionsdichte von Liganden aktivierender NK-Zell-
Rezeptoren auf B-Reihen-ALL-Blasten wird kontrovers diskutiert. Romanski et
al. veroffentlichten 2004 eine Studie [86], der zufolge inhibierende NK-Zell-
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Rezeptoren und deren Liganden nicht fur die haufig geringe Empfindlichkeit der
B-Reihen-ALL-Blasten gegeniber NK-Zellen verantwortlich sind. Sie zeigten
auch, dass die Molekile MICA und MICB, die Liganden des aktivierenden NK-
Zell-Rezeptors NKG2D darstellen, von den schlecht lysierbaren Blasten nicht
exprimiert wurden. Sie vermuteten deshalb, dass eine geringe oder fehlende
Expression von Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren fir deren geringe
NK-Zell-Empfindlichkeit verantwortlich ist. Im Gegensatz dazu stehen mehrere
Studien, die zeigen, dass die NK-Zell-Sensibilitdt von B-Reihen-ALL-Blasten in
erster Linie von der Expressionsdichte der Liganden von inhibierenden NK-Zell-
Rezeptoren und der Expression solcher Rezeptoren auf den NK-Zellen abhangt
(siehe Kapitel 1.6.2 und 1.6.4).

Verabreicht man Leukamiepatienten spezielle spezifische Antikorper, die an die
Leukamiezellen binden, so kdnnen diese an den aktivierenden Rezeptor CD16
auf der NK-Zelle binden und zur Aktivierung der NK-Zelle beitragen (ADCC,
siehe auch Kapitel 1.3). Ein Beispiel fur die klinische Anwendung ist der CD20-
Antikdrper Rituximab, der bei der Therapie von Non-Hodgkin-Lymphomen
bereits erfolgreich eingesetzt wird [71]. Allerdings ist seine Einsatzmoglichkeit
bei B-Reihen-Leukamien dadurch begrenzt, dass viele Leukdmiezellen CD20
nicht exprimieren. Aul3erdem entwickeln viele Leukadmiezellen Resistenzen
gegen den Mechanismus, oder die Therapie ist aus weiteren Grinden nicht
wirksam. Einen ahnlichen Ansatz verfolgt der Einsatz von CD19-4G7-chiméaren
Antikorpern, die in vitro die Zytotoxizitat von NK-Zellen gegenuber B-Reihen-
ALL-Blasten deutlich erhéhen [48].

Bislang gibt es nur sehr begrenzte Daten zur Expression von Liganden
aktivierender NK-Zell-Rezeptoren auf B-Reihen-ALL-Blasten, vieles ist noch

unklar.
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1.6.2 Ansatzpunkt: Liganden von inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren

auf Blasten

HLA-Klasse-I-Molekile sind nach heutigem Kenntnisstand die wichtigsten
Liganden fur inhibierende NK-Zell-Rezeptoren. Ihre Expressionsdichte auf
B-Reihen-ALL-Blasten korreliert negativ mit deren Empfindlichkeit gegeniber
der Lyse durch NK-Zellen [31, 80]. Durch Blockade der HLA-Klasse-I-Molekile
auf den Blasten kann in vitro die Lyse der Blasten durch die NK-Zellen signifi-

kant gesteigert werden.

Fur die Therapie der kindlichen B-Reihen-ALL ist es also wichtig zu wissen, ob
die Blasten des betreffenden Patienten eine hohe oder niedrige Expressions-
dichte der HLA-Klasse-I-Molekile zeigen. So kann die Effektivitat von zur
Therapie eingesetzten NK-Zellen abgeschéatzt werden. Die Therapie kann dann

gegebenenfalls mit weiteren Methoden optimiert werden.

1.6.3 Ansatzpunkt: Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren

Uber die Bedeutung aktivierender NK-Zell-Rezeptoren fiir die Therapie von B-
Reihen-ALL ist insgesamt noch wenig bekannt. Fauriat et al. zeigten 2007 [30],
dass die zytotoxischen NK-Zellen von Patienten mit Akuter Myeloischer Leuka-
mie (AML) wahrend der Erkrankung die Expression der aktivierenden NCR
herunterregulieren, was in der Remission jedoch reversibel ist. Dieser Effekt
kénnte also von den AML-Blasten induziert werden. Gleichzeitig korrelierte in
dieser Studie eine geringe Expression der aktivierenden NCR mit schlechten
Uberlebensraten. Fur die B-Reihen-ALL fehlen bislang entsprechende

Untersuchungen.

Pende et al. beschrieben 2009 einen aktivierenden KIR (KIR2DS1) auf NK-
Zellen von B-Reihen-ALL-Patienten [75], dessen Blockade die Lyse von

bestimmten Blasten deutlich vermindert. Giebel et al. beschrieben 2009 die
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Bedeutung mehrerer aktivierender KIR (KIR2DS1, KIR2DS3, KIR2DS5) bei der
allogenen Stammzelltransplantation [36]: Exprimierten die NK-Zellen der
Spender bestimmte solche Rezeptoren, wahrend die eigenen NK-Zellen des
Empfangers diese nicht exprimierten, so bestand ein erhdhtes Risiko fur GVHD
und Rezidiv. Sie schlagen vor, dies bei der Spenderauswahl zu bericksichti-

gen.

Altvater et al. beschrieben 2009 die genetische Modifikation von NK-Zellen [2],
die von gesunden Spendern und péadiatrischen B-Reihen-ALL-Patienten (B-
Vorlaufer-Zell-ALL) gewonnen worden waren. Sie intergrierten einen chimaren
Rezeptor mit Anteilen von CD19, CD244 und dem T-Zell-Rezeptor zeta in diese
NK-Zellen. Blasten der CD19-positiven ALL-Zellline ,REH“ wurden von so
veranderten NK-Zellen viel besser lysiert als von unveranderten NK-Zellen.
Diese Methode konnte in Zukunft bis zur klinischen Anwendbarkeit weiterent-

wickelt werden.

1.6.4 Ansatzpunkt: Inhibierende NK-Zell-Rezeptoren

Die wichtigsten inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren sind nach heutigem
Kenntnisstand die inhibierenden Killer-immunoglobulin-like receptors (KIR). Ihre
groBe Bedeutung fir die NK-Zell-Sensibilitdt von B-Reihen-ALL-Blasten wurde
in mehreren Studien gezeigt [105, 31, 75, 80]. Dabei exprimieren die NK-Zellen
verschiedener Menschen nicht alle die gleichen KIR. Besteht bei allogenen NK-
Zellen ein sogenanntes ,KIR-mismatch® in  Spender-Empfanger-Richtung,
(siehe Kapitel 1.4), so gibt es NK-Zellen, die nur KIR exprimieren, fur die die
betreffenden Blasten keine Liganden aufweisen. Diese NK-Zellen lysieren die
entsprechenden Blasten dann besonders gut und werden deshalb als
.alloreaktiv‘ bezeichnet. Bei der haploidentischen Stammzelltransplantation
(SZT) wurde bei bestehendem KIR-Mismatch zwischen Spender und Empfan-

ger ein niedrigeres Ruckfallrisiko beobachtet als ohne KIR-Mismatch, wobei
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noch lange nach der SZT NK-Zellen mit dem Phanotyp der Spender im Blut der
Empfanger nachweisbar waren. Dies ist eine wertvolle Erkenntnis, da Rezidive
die haufigste Todesursache nach SZT bei B-Reihen-ALL sind. Bei der
haploidentischen SZT werden Spender wenn mdoglich heute schon entspre-
chend ausgewahlt. Denkbar ware auf3erdem eine Anzucht von alloreaktiven

NK-Zellen, die dann therapeutisch transfundiert werden konnten.

1.6.5 Ansatzpunkt: Grundaktivitit der NK-Zellen

In der Umgebung vieler Tumore liegt eine erhdhte Konzentration von Zytokinen
vor, die die Aktivitat von NK-Zellen senken [50]. Auch ALL-Blasten konnten
diesen Mechanismus anwenden, um der NK-Zell-Lyse zu entkommen, jedoch

ist dartiber bislang nichts bekannt.

Zur Stimulierung von NK-Zellen wird Interleukin 2 (IL 2) in vitro und in vivo

bereits erfolgreich eingesetzt [29, 65].

1.6.6 Ansatzpunkt: Lysemechanismen der NK-Zellen

Es gibt Zellen, die gegen die zytotoxischen Proteine von NK-Zellen resistent
sind. So zeigten Hasenkamp et al. 2006 [38], dass Zellen der Zelllinie SupB15,
die von kindlichen B-Vorlaufer-ALL-Blasten abstammt, zum Teil resistent gegen
den Inhalt der zytotoxischen NK-Zell-Lysosomen waren. Aufl3erdem sind
Blasten mit MLL-Rearrangement (siehe Kapitel 5.5.5) haufig resistent gegen die
Lyse-Induktion mittels Fas-Mechanismus oder TNF [42]. Hier gilt es, Wege zu

finden, um diese Resistenzen zu umgehen.
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1.6.7 Ansatzpunkt: Insgesamt zu wenige NK-Zellen

Die Immunsuppression ist eine gefahrliche Nebenwirkung der Chemotherapie in
der Leukdmiebehandlung, insbesondere nach der intensivierten Chemotherapie
vor Stammzelltransplantation. NK-Zellen spielen hier eine wichtige Rolle, da sie
sich vor den B- und T-Lymphozyten erholen und lebensbedrohliche Infektionen
verringern. Frilhe Regeneration von NK-Zellen korreliert mit besseren Uberle-
bensraten und geringeren Ruckfallquoten nach SZT bei Kindern mit hAmatologi-
schen Erkrankungen [103]. Werden zur Stammzelltransplantation T-und-B-Zell-
depletierte Transplantate anstatt positiv-angereicherter Stammzellen verwen-
det, wird eine grof3e Anzahl von vitalen Spender-NK-Zellen mit transfundiert
[49]. Bei geeigneter Spenderauswahl konnen sie verbliebene Leukdmiezellen
bekampfen (siehe auch Kapitel 1.6.4), aber auch die Gefahr einer GVHD
reduzieren, zum Engraftment der Stammzellen beitragen und die Infektionsge-

fahr reduzieren.

Die NK-Zellen von padiatrischen Patienten mit B-Reihen-ALL kdnnen, wie die
von gesunden Spendern, effizient angereichert, in vitro angeziichtet, genetisch
verandert und/oder stimuliert werden [2, 34, 52]. Auch aus Nabelschnurblut und
hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark kann man zytotoxisch
aktive NK-Zellen anzichten [6, 22]. Dies konnte in Zukunft dazu genutzt
werden, autologe oder allogene NK-Zellen zu vermehren und so zu verandern
oder auszuwahlen, dass sie die jeweiligen Blasten besonders gut eliminieren

kénnen. Sie kénnten dann zu therapeutischen Zwecken genutzt werden.

1.6.8 Wechselwirkungen

Zunehmend werden nun auch Wechselwirkungen publiziert, die beim Einsatz
von NK-Zell-basierten Therapien auftreten koénnen. So beeinflussen

mesenchymale Stammzellen und NK-Zellen sich gegenseitig [98].
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Cyclosporin A, das haufig zur Prophylaxe der GVHD eingesetzt wird, verandert
ebenfalls Phanotyp und Funktion von NK-Zellen [108]. Antithymocyten-Globulin
(ATG) kann zur Lyse von NK-Zellen fuhren [52]. Nicht zuletzt kbnnen korper-
eigene NK-Zellen, die die Chemotherapie tberlebt haben, nach SZT zur Absto-
Rung des Transplantates fuhren [101 ].

1.7 Fragestellung

Ziel der Arbeit war es, neue Erkenntnisse lber die Bedeutung zu gewinnen, die
verschiedene aktivierende und inhibierende NK-Zell-Rezeptoren fur die
zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen haben, wenn diese NK-Zellen mit leukami-
schen Blasten der B-Zell-Reihe in Kontakt kommen. Dazu wurden zunéchst
kryokonservierte B-Reihen-ALL-Blasten von 23 Leukamiepatienten der Univer-
sitats-Kinderklinik Tubingen auf die Expression von verschiedenen Liganden
solcher Rezeptoren hin untersucht. Hierfir diente die Analyse mithilfe eines
FACS-Gerates (FACS = fluorescence activated cell sorter). AnschlieRend wur-
den Blasten von einem Teil der Patienten in Zytotoxizitatstests mit angereicher-
ten NK-Zellen freiwilliger gesunder Spender zusammengebracht. Dabei sollte
der Vergleich der zytotoxischen NK-Zell-Aktivitat bei Blockade von Rezeptoren
oder Liganden mit der zytotoxischen NK-Zell-Aktivitdt ohne eine solche
Blockade Informationen Uber die funktionelle Bedeutung von Rezeptor-Ligand-

Paaren liefern.

Da sich wahrend der Durchfiilhrung der Experimente herausstellte, dass Uber
die Expression von NKG2D-Liganden mithilfe von FACS-Analysen und bislang
etablierten Auswertungsmethoden keine zufriedenstellenden Aussagen mdglich
waren, wurde aullerdem eine neue Auswertungsmethode der Qualitativen
FACS-Analyse entwickelt.
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2 Material

2.1 Gerate und Software

FACSCalibur
Angeschlossene Hardware

Auswertungsprogramm CellQuest

Becton Dickinson
Apple

Becton Dickinson

Victor 1420 Multilabel Counter Wallac
Angeschlossene Hardware Compagq
Software Wallac 1420 Workstation Wallac
Blutanalysegerat: Cellcounter Advia 120 Bayer
Brutschrank Hera cell Heraus
Beheizbares Wasserbad Koéttermann
Sterile Werkbank Hera safe Heraus
Ultraschallentgaser Sonorex, Super RK 106 Bandelin
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Laborzentrifugen:
e Rotixa 50 RS _
. Hettich
e Rotixa RP :
Hettich
Pipettiergerat Pipettboy Tecnomara
Verstellbare Pipetten (Pipetman)
e Einzel Gilson
e Multi Gilson

Vario MACS (Magnetsaule)

Miltenyi Biotec

MLC - 1 Handmagnet Dynal
Lichtmikroskop Zeiss
Inversionsmikroskop Olympus
Neubauer Zahlkammer Brandt

Sonifier Cell Disruptor B-12

Branson Sonic Power

Ruttler Titramax 100

Heidolph

Vortexer VF 2

Janke & Kunkel
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2.2 Glas-, Plastik- und Metall-Material

Gewebekulturflaschen 250 ml

Costar

PPN-R6hrchen, steril, 15 ml, 50 ml

Greiner

Analyserohrchen, 5 ml, Rundboden

Becton Dickinson

Reaktionsgefalle, steril 1,5 ml Eppendorf
Mikrotitrierplatten, U-Form, F-Form Greiner
Spritzen, steril, 10 ml, 20 ml, 50 mi Braun
Butterfly-Kanulen Abbott
Sterile Plastikpipetten (1, 5, 10, 25 ml) Costar
Pipettenspitzen Gilson

Separationssaulen

Miltenyi Biotec

Deckglaser

Menzel

Einmal-Handschuhe

Safeskin
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2.3 Stammlosungen

Stammldsung A: Medium

e 500 ml RPMI 1640 Biochrom

e 50 ml Fetales Kalberserum (FCS) PAA Laboratories

e 5 ml L-Glutamin (200 mM) Biochrom

e 5 ml Penicillin(10000 U)/Streptomycin(10 mg/ml) | Biochrom

e 12,5 ml Hepes-Buffer 1 M Biochrom
Stammldsung B: FACS-Puffer

e 500 ml Phosphat buffered saline (PBS) Gibco

e 1,66 ml Bovine serum albumin (BSA), 30 % Sigma

e 5 ml Natriumazid, 10 % Sigma
Stammldsung C: MACS-Puffer

e 500 ml Phosphat buffered saline (PBS) Gibco

e 10,6 ml EDTA (250 mM)

e 10 ml Humanalbumin 20 %

Universitatsapotheke
DRK
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2.4 Sonstige Reagentien und Substanzen

QIFIKIT Dako
BATDA-Ligand Perkin Elmer
Europium-Ldsung Perkin Elmer
Ficoll Seromed
Phosphat buffered saline (PBS) Gibco
Lyse-Puffer Wallac

Interleukin 2 (IL 2)

Universitatsapotheke

Polyglobin 5 % Bayer
Heparin: Liqguemin Roche
Trypsin Biochem
Trypanblau (0,4 %) Sigma
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2.5 Antikorper und losliche Rezeptormolekiile

Antigen Subtyp Markierung Hersteller
Mix (Kontrolle) lgG1 unmarkiert * AG Steinle, Tubingen
* Becton Dickinson
Mix (Kontrolle) IgG2a unmarkiert Becton Dickinson
Mix (Kontrolle) lgG2b unmarkiert AG Steinle, Tubingen
Mix (Kontrolle) IgG1 FITC Becton Dickinson
Mix (Kontrolle) IgG2a PE Becton Dickinson
Mix (Kontrolle) IgG2a PerCP Becton Dickinson
Mix (Kontrolle) IgG1 APC Becton Dickinson
MICA IgG1 unmarkiert AG Steinle, Tubingen
MICB IgG1 unmarkiert AG Steinle, Tubingen
MICA+B IgG1 unmarkiert AG Steinle, Tubingen
ULBP1 IgG1 unmarkiert AG Steinle, Tubingen
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ULBP2 lgG1 unmarkiert AG Steinle, Tubingen
ULBP3 19G1 unmarkiert AG Steinle, Tubingen
NKp30-Molek. Fc-Chimera unmarkiert R&D Systems
NKp44-Molek. Fc-Chimera unmarkiert R&D Systems
NKp46-Molek. Fc-Chimera unmarkiert R&D Systems
NKG2D-Molek. Fc-Chimera unmarkiert R&D Systems
NKp30 IgG1 PE Beckman Coulter
NKp44 IgG1 PE Beckman Coulter
NKp46 IgG1 PE Beckman Coulter
NKG2D lgG1 APC R&D Systems
HLA-ABC (W6/32) |IgG2a unmarkiert Dako

HLA-E IgG1 unmarkiert Biozol
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CDl11a IgG2a FITC Becton Dickinson
CD50 IgG2b FITC Becton Dickinson
CD54 IgG2b PE Becton Dickinson
CD58 IgG2a PE Becton Dickinson
AICL

o 7G4.F4 lgG1 unmarkiert AG Steinle, Tubingen

e 7F12.D10 IgG1 unmarkiert AG Steinle, Tubingen
LLT-1

e 1B8.B6 lgG2b unmarkiert AG Steinle, Tubingen

e 8A6.D4 IgG2b unmarkiert AG Steinle, Tubingen
CD48 IgM FITC Becton Dickinson
CD112 IgG1 PE Becton Dickinson
CD155 IgG1 unmarkiert Acris
NG2 IgG2a unmarkiert AG Jung, Tubingen
CD56 IgG1 FITC Becton Dickinson
CD16 IgG2a PE Becton Dickinson
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CD3 IgG2a PerCP Becton Dickinson
CD19 IgG1 APC Becton Dickinson
Ziege-anti-Maus keine Angabe | FITC Dako
Ziege-anti-Maus keine Angabe | PE Dianova
Ziege-anti-Mensch | keine Angabe | PE Dianova

CD56 Microbeads | 1gG1 Eisenoxid Miltenyi Biotec
Dynabeads CD3 keine Angabe | Polystyren Dynal

2.6 Zellen

B-Reihen-ALL-Blasten

Patienten Uni-Kinderklinik Tubingen

Peripheres Vollblut

Freiwillige gesunde Spender

Zellkulturen
o K562
o 293T

e Hela-Zellen

AG Lang, Tubingen
AG Steinle, Tubingen
AG Salih, Tubingen
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3 Methoden

3.1 Gewinnung und Typisierung von Blasten

In dieser Arbeit wurden Blasten von 23 Leukamiepatienten der Uni-Kinderklinik
Tlbingen mittels FACS-Analyse auf die Expression von Liganden aktivierender
und inhibierender NK-Zell-Rezeptoren hin untersucht. Spéter dienten die
Blasten eines Teils dieser Patienten als Targetzellen in Zytotoxizitatstests. Die
Patienten litten an Common-ALL (cALL), pra-B-ALL, pro-B-ALL oder Mischfor-
men zwischen diesen Formen. Die Blasten waren im Rahmen der Behandlung
aus peripherem Blut oder Knochenmark gewonnen und in sogenannten Pilots
portioniert und kryokonserviert worden. Zur FACS-Analyse wurden sie
moglichst frisch aufgetaut oder in einzelnen Fallen zwischen Auftauen und
Markierung einen Tag lang im Kihlschrank aufbewahrt. Fir Zytotoxizitatstests

wurden sie immer frisch aufgetaut.

Die Leukamieformen der einzelnen Patienten und der jeweilige prozentuale
Blastenanteil der Proben waren im Rahmen der Behandlung bereits bestimmt
worden. Diese Daten standen in einer hausinternen Datenbank zur Verfligung
(Tabelle 3.1).

Die HLA-Typisierung der Blasten filhrte das HLA-Labor der Uniklinik Ttbingen
durch (Tabelle 4.19).

Da die Blasten nur in sehr begrenztem Umfang zur Verfiigung standen, konnten

nicht alle Versuche mit Blasten aller Patienten durchgefuhrt werden. Auch
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konnten Versuche, die aufgrund technischer Probleme nicht verwertbar waren,

aus diesem Grund nicht immer wiederholt werden.

3.2 Grundlagen der FACS-Analyse

3.2.1 Hintergrund

Die AbklUrzung FACS steht fur ,fluorescence activated cell sorter®. Das FACS-
Gerat ist eine besondere Art von Durchflusszytometer, das verschiedene Eigen-
schaften von Einzelzellen einer Zellsuspension simultan messen kann. Neben
der Grof3e und der Granularitat der Zellen kdnnen auch Fluoreszenzintensitéten
in verschiedenen Farben gemessen werden. Dies kann man nutzen, indem
man mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Antikérper einsetzt, die an zu
untersuchende Strukturen binden. Das FACS-Gerét regt dann durch Laser-
Strahlen die Fluoreszenzfarbstoffe an und misst die emittierten
Fluoreszenzintensitaten. Je mehr fluoreszierende Antikbrper an eine Zelle

gebunden haben, desto hdohere Fluoreszenzintensitaten treten auf [57].

Mit dem hier verwendeten FACS-Gerat konnten bis zu vier verschiedene Farb-
stoffe gleichzeitig eingesetzt werden. Folgende Farbstoffe kamen, an Antikérper

gekoppelt, zum Einsatz:

e Fluorescein-isothiocyanat (FITC)

e Phycoerythin (PE)

e Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP)
e Allophycocyanin (APC)
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Die FACS-Analyse ist eine inzwischen weitverbreitete Methode, die schon
haufig genau beschrieben wurde [57, 43]. Auf eine detailliertere Beschreibung
der Funktionsweise von FACS-Geraten wird deshalb hier verzichtet.

3.2.2 Markierung gesuchter Strukturen

a) Direkte Markierung mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern

Ein fluoreszenzgekoppelter Antikorper fur die FACS-Analyse besteht aus einem
Antikorper gegen ein gesuchtes Antigen und aus einem Farbstoff, der direkt an
diesen Antikorper gekoppelt ist. Binden so markierte Antikdrper an eine Zelle
und wird diese Zelle dann im FACS-Gerat untersucht, so senden die
Farbstoffmolekile nach Anregung durch den Laser Licht mit einer bestimmten
Wellenlange und Fluoreszenzintensitat aus. Das Gerat misst dieses Licht und
schreibt es der Zelle zu, da die Farbstoffmolekile Gber die Antikérper direkt an

die Zelle gebunden sind.
In dieser Arbeit wurde die Markierung folgendermaf3en durchgefuhrt:

Zunachst suspendiert man die Zellen in Rundboden-Analyserohrchen in
Stammldsung A (Medium), stellt die Zellkonzentration auf 1 Mio. pro ml ein, gibt
die gewlnschten Antikorper zu, mischt gut (Vortexer) und inkubiert diese
Mischung dann fir 30 min im Kihlschrank unter Lichtabschluss. Danach wascht
man die Zellen, indem man die Réhrchen mit Stammlésung B auffillt, sie
zentrifugiert (400 g, 10 min, 10 °C) und dekantiert. Dadurch entfernt man
ungebundene Antikoérper aus der Mischung, wahrend an Zellen gebundene
Antikdrper gemeinsam mit den Zellen zuriickgehalten werden. Die so markier-
ten Zellen werden dann resuspendiert und bis zur Messung unter Lichtab-

schluss im Kiuhlschrank aufbewahrt.
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b) Indirekte Markierung mit Primar- und Sekundarantikérpern

Stehen gegen ein zu untersuchendes Antigen keine fluoreszenzgekoppelten
Antikdrper zur Verfigung, kann man es haufig mit Primar- und Sekundarantikor-
pern markieren. Dazu benétigt man unmarkierte Primérantikbrper gegen das
betreffende Antigen und fluoreszenzgekoppelte Sekundarantikérper, die an die
Fc-Teile (Fc = crystalizable Fragment) der Priméarantikérper binden. Diese indi-
rekte Markierung bringt eine hohere Gefahr von Messungenauigkeiten und
Fehlern mit sich, erspart jedoch die aufwendige Koppelung von
Farbstoffmolekilen an spezifische Antikorper. Die fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikorper kdnnen in  Kombination mit vielen verschiedenen

Priméarantikdrpern eingesetzt werden [57].
In dieser Arbeit wurde die Markierung folgendermaf3en durchgefihrt:

Man suspendiert die Zellen zunachst in Rundboden-Analyseréhrchen in
Medium (Einstellung auf 1 Mio. pro ml), gibt die gewlinschten Primarantikérper
zu, mischt gut (Vortexer) und inkubiert diese Mischung dann fir 45 min im
Kihlschrank unter Lichtabschluss. Danach wascht man die Zellen, indem man
die Roéhrchen mit Stammlésung B auffillt, sie zentrifugiert (400 g, 10 min,
10 °C) und dekantiert. Dadurch entfernt man ungebundene Primarantikérper
aus der Mischung, wahrend an Zellen gebundene Primarantikorper gemeinsam
mit den Zellen zurtickgehalten werden. Dann resuspendiert man die Zellen, gibt
zu den Primarantikérpern passende Sekundarantikérper zu, mischt gut
(Vortexer) und inkubiert diese Mischung fir 45 min im Kihlschrank unter
Lichtabschluss. Danach wascht man die Zellen erneut, indem man die
Roéhrchen mit Stammlosung B auffillt, sie zentrifugiert (400 g, 10 min, 10 °C)
und dekantiert. Dadurch entfernt man nun auch ungebundene Sekundarkorper
aus der Mischung, wahrend an Zellen gebundene Antikérper gemeinsam mit
den Zellen zurlickgehalten werden. Die Zellen werden dann resuspendiert und
bis zur Messung unter Lichtabschluss im Kiuhlschrank aufbewahrt. Die Messung

sollte innerhalb von zwei Stunden nach Markierung erfolgen, da sonst zuneh-
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mend Ungenauigkeiten durch Losung von Antigen-Antikdrper-Bindungen
entstehen.

Bei dieser Methode mussen die Zellen nach der Inkubation mit den
Primarantikorpern und vor der Zugabe der Sekundarantikbrper gewaschen
werden, um freie Primarantikérper zu entfernen. Sind in der Zellsuspension bei
Zugabe der Sekundarantikbrper namlich viele freie Primarantikdrper vorhanden,
besteht die Gefahr, dass viele der zugegebenen Sekundarantikdrper an diese
freien Primarantikbrper binden. Dann stehen eventuell zu wenige
Sekundarantikdrper zur Verfugung, um die gebundenen Primarantikorper
zufriedenstellend zu markieren. Werden die Zellen nach der Inkubation mit den
Sekundarantikdrpern nicht gewaschen, besteht die Gefahr falsch positiver
Ergebnisse durch adharente Antikorper, sowie eine unndétig hohe stdrende

Hintergrundfluoreszenz.

c) Indirekte Markierung mit ldslichen Rezeptormolekiilen und

Sekundarantikorpern

Diese Methode kann man verwenden, wenn man unbekannte Liganden
bekannter Rezeptoren sucht. Sind die Liganden nicht bekannt, kann man gegen
sie auch keine spezifischen Antikérper herstellen, um sie zur Markierung einzu-
setzen. Man kann jedoch l6sliche Rezeptormolekile herstellen, die gegebenen-
falls an vorhandene Liganden auf zu untersuchenden Zellen binden. An diese
I6slichen Rezeptormolekile werden Fc-Teile von Antikérpern chemisch gekop-
pelt. Diese Fc-Teile kbnnen nun mit entsprechenden fluoreszenzgekoppelten

Sekundarantikdrpern markiert werden.

In dieser Arbeit wurden die Markierungsschritte analog zur Markierung mit
Primar- und Sekundarantikérpern durchgefihrt (siehe Abschnitt b). Anstelle der
Priméarantikorper wurden ldsliche Rezeptormolekile mit Fc-Teil der Firma R&D

zugegeben.
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3.2.3 Messung am FACS-Gerit

Wenn Zellen wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben markiert wurden, kann man ihre
Fluoreszenzintensitaten nach Anregung durch den Laser im FACS-Gerat
messen. Um verwertbare Ergebnisse zu erhalten, muss man zunachst
Verstarkerspannungen am Gerat einstellen. Hierfur werden sogenannte
Isotypkontrollen oder Negativkontrollen benotigt. Sie bestehen aus
Zellsuspensionen, die den zu untersuchenden Proben entsprechen, die jedoch
anstatt mit spezifischen Antikdrpern gegen gesuchte Strukturen mit Antikdrpern
inkubiert wurden, die von den zu untersuchenden Zellen sicher nicht exprimiert
werden. Bei direkter Markierung mit fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern
mussen an die Antikérper der Negativkontrollen die gleichen Farbstoffmolekiile
gekoppelt sein wie an die Antikorper der Proben. Bei indirekter Markierung mit
Primar- und Sekundarantikdrpern missen zu Proben und Negativkontrollen
gleiche Sekundarantikdrper zugegeben werden. Hier kann es aul3erdem
sinnvoll sein, zusatzlich Kontrollen ohne Priméarantikbrper, nur mit
Sekundarantikérpern, herzustellen. Auch zusatzliche Kontrollen ganz ohne

Antikérperzugabe kénnen sinnvoll sein.

Vor der Messung werden zunachst, ausgehend von Routineeinstellungen, die
Verstarkerspannungen fur Vorwartsstreulicht (forwardscatter, FSC) und
Seitwartsstreulicht (sidescatter, SSC) so eingestellt, dass die zu untersuchende
Zellpopulation gut zur Darstellung kommt. Das Vorwartsstreulicht ist ein Malf3 fr
die ZellgroRe, wahrend das Seitwartsstreulicht von der intrazellularen Granulari-
tat beeinflusst wird. Dadurch ergeben sich typische Verteilungsmuster, wenn in
einer Negativkontrolle oder Probe verschiedene Zellarten enthalten sind und

man die gemessenen Werte flir FSC und SSC als Punktdiagramm darstellt.

Danach werden, ebenfalls anhand der oben beschriebenen Negativkontrollen,

die Verstarkerspannungen der Messkanale fur die verschiedenen Wellenlangen
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so eingestellt, dass fiir die meisten Zellen eine Fluoreszenzintensitat zwischen

10° und 10* gemessen wird.

Sind die Verstarkerspannungen eingestellt, werden zunachst die
Negativkontrollen und dann die Proben nacheinander gemessen, die Einstellun-
gen durfen dabei nicht mehr verandert werden. Das Gerat misst nun fur jede
Zelle einzeln FSC, SSC, sowie emittiertes Licht in vier verschiedenen
Wellenlangen entsprechend den vier verschiedenen Farbstoffen (siehe Kapitel
3.2.1). Die Daten werden von einem angeschlossenen Rechner gespeichert

und mit geeigneter Software ausgewertet.

3.2.4 Auswertung

Zur Auswertung diente das Programm CellQuest. Es bietet verschiedene
Mdoglichkeiten, die gespeicherten Daten graphisch oder rechnerisch auszuwer-

ten.

a) Graphische Auswertung

Zur graphischen Auswertung stellt man zunachst FSC und SSC jeder einzelnen
Zelle einer Kontrolle oder Probe als Punktdiagramm dar. In dieser Darstellung
wahlt man die Zellwolke mit tGberwiegend lebenden Blasten durch Einkreisen
aus (Abbildung 3.3, links). Die Umrandung wird als ,Gate” bezeichnet, die so

ausgewahlten Zellen bilden die ausgewahlte Zellgruppe.

Die Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Zellen der ausgewahlten Zellgruppe
stellt man nun, fur jeden Farbstoff getrennt, als Histogramm dar. Dann Uberla-
gert man das so erstellte Fluoreszenz-Histogramm einer Probe mit dem

Fluoreszenz-Histogramm der zugehdorigen Negativkontrolle (Abbildung 3.1).
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Orange: Probe (Zellen der Zellkultur 293T mit Primarantikérpern gegen die
angegebenen NKG2D-Liganden und Sekundarantikérpern in PE)

Ordinate: Fluoreszenzintensitat

Abszisse: Anzahl der Einzelzellen, fir die diese Fluoreszenzintensitat ge-

messen wurde

Abbildung 3.1:

Beispiel fur Fluoreszenz-Histogramme von positiven Proben und korrespondie-
renden Negativkontrollen, wie sie mit dem an das FACS-Gerat angeschlosse-
nen Rechner und dem verwendeten Auswertungsprogramm erstellt werden

kdnnen

Haben die Zellen der ausgewdahlten Zellgruppe einer Probe viele fluoreszie-

rende Antikorper spezifisch gebunden, wéhrend die gleichartigen Zellen der
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Negativkontrolle keine fluoreszierenden Antikdrper spezifisch gebunden haben,
so liegt im Fluoreszenz-Histogramm das Maximum der Probe deutlich weiter
rechts als das der Negativkontrolle. In Abbildung 3.1 ist diese Differenz gut zu

erkennen.

Enthalt eine ausgewahlte Zellgruppe zwei Untergruppen von Zellen, an die
deutlich verschieden viele Antikérper gebunden haben, so ergibt sich ein
doppelgipfliges Histogramm. Bei den FACS-Analysen dieser Arbeit war dies
jedoch nur sehr selten zu beobachten.

Abbildung 3.1 zeigte Ergebnisse der FACS-Analyse von Zellen der Zellkultur
293T mit Priméarantikérpern gegen verschiedene NKG2D-Liganden. Die Zellkul-
tur exprimiert die NKG2D-Liganden stark, deshalb diente sie in dieser Arbeit als
Positivkontrolle fur die Funktionstichtigkeit der entsprechenden Antikdrper. Bei
der FACS-Analyse mancher Proben dieser Arbeit, zum Beispiel bei der
Untersuchung von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten mit Primarantikdrpern
gegen einzelne NKG2D-Liganden, war der Unterschied zwischen den
Fluoreszenzintensitaten der Proben und der Negativkontrollen jedoch deutlich
geringer (Abbildung 3.2).

Wenn sich die Fluoreszenzintensitdten von Proben und Negativkontrollen nur
wenig unterscheiden, ist es mit der graphischen Auswertungsmethode nicht
moglich, die Proben objektiv in positive und negative Proben einzuteilen. Als
positiv wird dabei eine Probe definiert, deren Zellen das gesuchte Merkmal
exprimieren. Als negativ wird eine Probe definiert, deren Zellen das gesuchte

Merkmal nicht exprimieren.

Um die Zunahme der mittleren Fluoreszenzintensitat einer Probe gegenlber
der Negativkontrolle objektivieren zu kénnen, muss man die gemessenen
Fluoreszenzintensitaten rechnerisch auswerten. Darauf wird in Abschnitt b

naher eingegangen.
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Abbildung 3.2:

Beispiel fur Fluoreszenz-Histogramme von Negativkontrollen und graphisch

nicht eindeutig positiven oder negativen Proben, wie sie in dieser Arbeit haufig
auftraten
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b) GeoMean-Werte

Zunachst berechnet man mithilfe des Auswertungsprogrammes sogenannte
GeoMean-Werte (GM). Sie werden bei Mehrfachmarkierungen fir jeden
Fluoreszenz-Farbstoff getrennt ermittelt. Der GM einer ausgewahlten
Zellgruppe entspricht dem geometrischen Mittelwert der gemessenen
Fluoreszenzintensitaten der Einzelzellen (Abbildung 3.3). Der geometrische
Mittelwert (im Gegensatz zum arithmetischen Mittelwert) ist deshalb sinnvoll,
weil die Fluoreszenzintensitaten der Einzelzellen einer homogenen Gruppe im

logarithmischen (und nicht im linearen) Mal3stab anndhernd normalverteilt sind.

Der GM einer Zellgruppe ist abhangig von der Anzahl der gebundenen
fluoreszierenden Antikorper pro Zelle. Er hangt aber auch davon ab, wie stark
die Zellen unspezifisch leuchten. Aul3erdem wird er von der Einstellung der
Verstarkerspannung am Gerat beeinflusst. Zusatzlich variiert er durch zufallige

Messfehler.

Mochte man wissen, ob fluoreszierende Antikdrper an eine Zelle gebunden
haben, muss man eine Probe mit einer geeigneten Negativkontrolle verglei-
chen. Beide mussen zur selben Messreihe (siehe Ubernachste Seite) gehoren,
damit die Unterschiede durch Verstarkerspannung und unspezifische Fluores-

zenz maoglichst gering sind.
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Links: In der Scatterdarstellung wahlt man die Zellwolke mit Gberwiegend
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Mitte: Das Fluoreszenz-Histogramm flr Negativkontrolle oder Probe enthalt
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Rechts: Die Tabelle enthalt verschiedene Informationen zur Messung, unter
anderem den GeoMean-Wert der ausgewahlten Zellgruppe (Das zusatzli-

che Gate ,M1“ ist hier nicht relevant)

File: 120406Blasqualquant P14 .005
Gate: G4

Gated Events: 5730

Total Events: 10000

X Parameter: FL2-H IgG1 PE (Log)

Marker Events % Gated % Total Geo Mean

All 5730 100.00 §57.30 2.06

File: 120406Blasqualquant P14 .009
Gate: G4

Gated Events: 5765

Total Events: 10000

X Parameter: FL2-H ULBP1 PE (Log)

Marker Events % Gated % Total Geo Mean

All 5765 100.00 57.65 9.66
M1 5763 99.97 57.63 9.65

File: 120406Blasqualquant P14 010
Gate: G4

Gated Events: 5224

Total Events: 10000

X Parameter: FL2-H ULBP2 PE (Log)

Marker Events % Gated % Total Geo Mean

All 5224 100.00 52.24 2,75
M1 5218 99.89 52.18 273

Abbildung 3.3:

Ermittlung des GeoMean-Wertes einer Zellgruppe
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Eine Messreihe wird hier definiert als Reihe aufeinanderfolgender

Messungen unter Einhaltung folgender Bedingungen:

e Zeitlicher Abstand kleiner zwei Stunden

e Messung am selben Messgerat

e Gleiche Einstellung von Verstarkerspannung und Kompensation bei
den Einzelmessungen

e Vergleichbare Merkmalstréger, vergleichbarer Féarbeablauf und

vergleichbare Antikdrper

GeoMean-Werte sind ein Mal3 fur die Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI). GM
sind innerhalb einer Messreihe fir vergleichbarer Zellgruppen (z. B. lebende B-
Reihen-ALL-Blasten  aus derselben kryokonservierten Portion desselben
Patienten) direkt vergleichbar. Ist hier der GM einer Probe viel gro3er als der
GM einer Negativkontrolle, so haben fluoreszierende Antikdrper spezifisch an
die Zellen der Probe gebunden (Ausschluss technischer Fehler vorausgesetzt).
Ist der GM einer Probe viel groRer als der einer anderen Probe, so haben beide

Proben unterschiedlich viele Antikorper gebunden.

GM variieren in gewissem Umfang durch zuféllige Messfehler. Deshalb ergibt
sich selbst bei der Messung von zwei gleich hergestellten Proben in derselben

Messreihe nicht zweimal genau der gleiche Wert.

Falls der GM einer Probe viel gro3er ist als der GM der zugehorigen
Negativkontrolle, so sind diese Messfehler unerheblich. Die Probe ist dann mit
hoher Wahrscheinlichkeit positiv fir das gesuchte Merkmal. Ist der Unterschied
zwischen dem GM einer Probe und der Negativkontrolle jedoch nur gering, so
kann mit den bisher zur Verfiigung stehenden Auswertungsverfahren nicht
geklart werden, ob Antikérper in geringer Anzahl spezifisch gebunden haben,

oder ob die Differenz lediglich durch zuféllige Messfehler hervorgerufen wurde.
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Zur Unterscheidung von gering positiven und negativen Proben wird in Kapitel
4.1 eine neue Auswertungsmethode eingeftihrt.

3.3 Qualitative FACS-Analyse von NKG2D-Liganden
auf Blasten mit Primar- und Sekundaranti-

korpern

3.3.1 Durchfiihrung

Ziel dieser Untersuchungen war es herauszufinden, ob kindliche B-Reihen-ALL-

Blasten Liganden fur den aktivierenden NK-Zell-Rezeptor NKG2D exprimieren.

Die hier verwendeten monoklonalen Maus-Primarantikorper wurden von der
Arbeitsgruppe Steinle, Abteilung Immunologie des Instituts fir Zellbiologie an
der Universitat Tudbingen zur Verfligung gestellt. Folgende Primarantikorper

kamen zum Einsatz:

e AMO1 gegen MICA

e BMO1 gegen MICB

e BAMO1 gegen MICA und MICB

e AUMOS gegen ULBP1

e BUMOL1 gegen ULBP2

e CUMO4 gegen ULBP3

e N1G9 als Isotypkontrolle

e Alternativ zu N1G9 wurde manchmal eine IgGl-Kontrolle der Firma

Becton Dickinson verwendet.
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PE-markierte Ziege-anti-Maus-Sekundarantikorper wurden von der Firma
Dianova bezogen. Die Markierung erfolgte wie in Kapitel 3.2.2, Abschnitt b,
beschrieben. Wéhrend der Inkubation der Zellen mit den Primarantikbrpern
lagen diese dabei in einer Konzentration von 5 pg/ml bis 15 pg/ml vor. Aufgrund
der sehr geringen Mengen eines jeden Antikorpers, die an einem Versuchstag
bendtigt wurden, sowie der schlechten Haltbarkeit verdinnter Antikorperlésun-
gen mussten stets sehr geringe Mengen von Antikérperlosungen pipettiert
werden. Die anfangs verwendete Menge lag bei 1 ul Antikdrperlésung, um eine
Konzentration von 5 pg/ml Antikorper in der Zellsuspension zu erreichen. Da
jedoch bei diesen geringen Mengen die Gefahr von Pipettierungenauigkeiten

sehr grof3 war, wurden spater etwas grof3ere Antikbrpermengen verwendet.

Die verwendeten Antikdrperkonzentrationen wurden mittels Titration Uberpruift.
Im oben genannten Konzentrationsbereich ergaben sich dabei gute Ergebnisse.
Die empfohlene Inkubations-Konzentration der AG Steinle lag bei 5 pg/ml bis
10 pg/ml. Die Sekundarantikérper wurden nach Angaben des Herstellers einge-
setzt, ihre Inkubationskonzentration wurde durch Titration Uberprift. Als
Positivkontrollen fir die Funktionstichtigkeit der Antikorper dienten die
Zellkulturen 293T und K562, die alle untersuchten NKG2D-Liganden exprimie-
ren. Hier ergaben sich eindeutig positive Ergebnisse (Abbildung 3.1). Die

Messung am FACS-Gerat erfolgte wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben.

3.3.2 Auswertung

Zur Auswertung der Daten musste eine neue Auswertungsmethode entwickelt
werden, die in Kapitel 4.1 beschrieben ist. Die Abbildungen und Diagramme in
Kapitel 4.1 wurden mit Microsoft Office Excel erstellt. Mit diesem Programm

wurden auch die beschriebenen Rechenoperationen durchgefihrt.
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Die statistischen Grundlagen werden im Standardlehrwerk von V. Harms
beschrieben [37]. Erster Schritt zur Auswertung war es, die Daten in eine
Normalverteilung, oder Gaulverteilung, zu Uberfuhren. ,Die Gauldverteilung
beschreibt die Streuung um den Mittelwert. Eine Gaul3verteilung entsteht, wenn
die Streuung dadurch bedingt ist, dass sehr viele voneinander unabhangige
Abweichungskomponenten additiv aufeinander einwirken.“ Betrachtet man die
Histogrammdarstellungen der gemessenen Fluoreszenzintensitaten in Abbil-
dung 3.3, so fallt folgendes auf: Die Verteilungen &hneln Normalverteilungen,
jedoch sind die Ordinaten logarithmisch skaliert. Es liegen also offensichtlich
logarithmische Normalverteilungen (Lognormalverteilungen) zugrunde, bei der

die Logarithmen der Zufallsvariablen normalverteilt sind.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse wurde sogenanntes Wahrscheinlichkeitspapier
eingesetzt, bei dem die Abszisse so verzerrt ist, dass die s-formige Kurve der
Summenhaufigkeitsfunktion einer Normalverteilung in eine Gerade Ubergeht.
Die Prufung auf Normalverteilung besteht also darin, die relativen
Summenhéaufigkeiten von Werten in mdglichst geringen Intervallen zu berech-
nen und diese in Wahrscheinlichkeitspapier einzutragen (Abbildung 4.4). Liegen
die Summenhaufigkeitswerte annahernd auf einer Geraden, sind die Ausgangs-

werte annahernd normalverteilt.

3.4 Quantitative FACS-Analyse von NKG2D-

Liganden auf Blasten

3.4.1 Hintergrund

Mit der Qualitativen FACS-Analyse (Kapitel 3.3) kann man untersuchen, ob

bestimmte Antigene auf bestimmten Zellen vorkommen. Quantitative Aussagen
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Uber die Anzahl der exprimierten Antigen-Molekule pro Zelle kdnnen jedoch
nicht gemacht werden. Die Quantitative FACS-Analyse ist aufwendiger und
teurer als die Qualitative FACS-Analyse, erlaubt jedoch solche Aussagen.
Deshalb wurde die NKG2D-Liganden-Expression der Blasten von 15 Patienten
zusatzlich mittels Quantitativer FACS-Analyse untersucht. Dazu wurde das
QIFIKIT von Dako verwendet.

Das QIFIKIT enthalt sogenannte ,Calibration-Beads”. Es handelt sich dabei um
eine Mischung aus funf verschiedenen kinstlichen Populationen, die jeweils
eine bestimmte Anzahl an Bindungsstellen fir Anti-Maus-Sekundarantikdrper
aufweisen. Die Bindungsstellen-Anzahlen pro Bead sind in der
Produktbeschreibung des Herstellers aufgefiihrt. Werden diese Beads mit
FITC-markierten  Sekundarantikorpern  sattigend markiert und ihre
Fluoreszenzintensitaten im FACS-Gerat gemessen, so ergeben sich steigende
Fluoreszenzintensitaten fiur steigende Anzahlen von Bindungsstellen. Werden
zu untersuchende Zellen sattigend mit Maus-Primarantikbrpern gegen ein
gesuchtes Antigen und dann mit den gleichen Sekundarantikérpern wie die
Calibration-Beads  markiert und werden dann nacheinander die
Fluoreszenzintensitaten der Beads und der Zellen mit dem FACS-Gerat gemes-
sen, so kann durch rechnerischen Vergleich ermittelt werden, wie viele

Primarantikdrper im Mittel an eine untersuchte Zelle gebunden haben.

3.4.2 Durchfithrung

Die Markierung erfolgte wie in Kapitel 3.2.2, Abschnitt b beschrieben. Dazu
dienten die gleichen Primarantikorper und Inkubations-Konzentrationen der
Primarantikorper wie in Kapitel 3.3.1. Kurz vor Ablauf der Inkubationszeit der
Primarantikorper wurden in ein leeres Rundboden-Analyseréhrchen 50 pl der
gut gemischten Calibration-Beads des QIFIKIT gegeben. In ein weiteres leeres

Rundboden-Analyserdhrchen wurden 50 pl der gut gemischten Set-up-Beads
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gegeben, die ebenfalls im QIFIKIT enthalten sind. Diese beiden Ro&hrchen
wurden dann weiterbehandelt wie die Proben und Negativkontrollen nach
Ablauf der Inkubationszeit fur die Primarantikdrper, also mit Stammlosung B
aufgeflllt, zentrifugiert, dekantiert, resuspendiert und mit Sekundarantikdrpern
markiert. Als Sekundarantikdrper dienten FITC-markierte Ziege-Anti-Maus-
Antikdrper der Firma Dako. Sie wurden nach Herstellerangaben eingesetzt. lhre
Inkubations-Konzentration wurde durch Titration Uberprift. Als Positivkontrollen
dienten wie in Kapitel 3.3 die Zellkulturen K562 und 293T.

Die Messung erfolgte wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben. Die Verstarkerspannung
fur den Kanal, der das von den FITC-Molekulen emittierte Licht misst, wurde
jedoch nicht allein anhand der Negativkontrolle eingestellt. Nach der Einstellung
anhand der Negativkontrolle wurden zunéchst die Set-Up-Beads gemessen. Es
handelt sich dabei um zwei kinstliche Eichpopulationen, von denen die eine
keine Bindungsstellen fur Sekundarantikdrper aufweist, die andere weist eine
hohe Anzahl von Bindungsstellen auf. In der Histogrammdarstellung der
gemessenen Fluoreszenzintensitdten sollten nun die Beads der Population
ohne Bindungsstellen zwischen 10° und 10! zur Darstellung kommen, die
Beads der Population mit vielen Bindungsstellen sollten noch deutlich darge-
stellt werden. Dies war nicht immer der Fall, sodass teilweise zwischen den
verschiedenen Bedingungen ein Kompromiss gefunden werden musste. Die
Probleme sind durch die unspezifische Fluoreszenz der Zellen zu erklaren
(vergleiche Kapitel 4.1.2, Abschnitt a).

Nach der Einstellung der Verstarkerspannung fir den FITC-Kanal wurden die
Calibration-Beads, die Negativkontrollen und die Proben im FACS-Gerét

gemessen, ohne dass die Einstellung zwischen den Messungen verstellt wurde.
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3.4.3 Auswertung

Die Auswertung erfolgte rechnerisch wie vom Hersteller beschrieben. Dazu
bestimmt man zunachst fir jede Population der Calibration-Beads den GM.
Auch der GM jeder Probe und Negativkontrolle wird ermittelt.

Die funf verschiedenen GM der Eichpopulationen einer Messreihe logarithmiert
man und stellt sie ihren bekannten, ebenfalls logarithmierten Bindungsstellen-
Anzahlen als Tabelle bzw. Punktdiagramm gegeniber. Dann ermittelt man die
Gleichung der Regressionsgeraden durch diese Punkte. Dazu wurde in dieser
Arbeit Microsoft Office Excel verwendet. Die ermittelte Regressionsgerade wird
kunftig als Eichgerade bezeichnet.

Die Eichgerade hat die Form

log (ABC) = m - log (MFI) + c.

ABC steht fur Antibody Binding Capacity und ist ein Mal3 fur die Summe aus der
Anzahl von Primar-Antikorpern, die eine Zelle im Durchschnitt gebunden hat,
und einer scheinbaren Anzahl von Antikdrpern, die eine Zelle im Durchschnitt

durch ihre unspezifische Fluoreszenz gebunden zu haben scheint.
MFI steht fir Mean Fluorescence Intensity und entspricht dem GM.

Nun setzt man die GM der Proben und Negativkontrollen einer Messreihe in die
Formel der zugehorigen Eichgeraden ein. Man kann dann die ABC der Proben
und Negativkontrollen berechnen. Die so ermittelte ABC von Negativkontrollen
wird vom Hersteller als Background Antibody Equivalent (BAE) bezeichnet. Da
eine Negativkontrolle so hergestellt wird, dass sie keine fluoreszierenden
Antikodrper spezifisch bindet, entspricht die BAE einer scheinbaren Anzahl von
Antikorpern, die eine Zelle im Durchschnitt durch ihre unspezifische Fluores-

zenz gebunden zu haben scheint.
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Die Anzahl von Primarantikdrpern, die EINE Zelle einer Probe im Durchschnitt
gebunden hat, bezeichnet der Hersteller als Specific Antibody Binding Capacity
(SABC). Sie berechnet sich als Differenz der ABC von Proben und BAE der

zugehdrigen Negativkonrollen:

SABC = ABC - BAE

Die weitere Auswertung der so ermittelten SABC-Werte wird in Kapitel 4.2

beschrieben.

3.5 Qualitative FACS-Analyse von NCR-Liganden
und NKG2D-Liganden auf Blasten mit
loslichen Rezeptor-Molekiilen und

Sekundarantikorpern

3.5.1 Hintergrund

Die FACS-Analyse von Antigenen auf Zellen mithilfe fluoreszierender Antikdrper
ist eine weitverbreitete Methode. Zur Suche nach Strukturen, die in ihrem
Aufbau noch nicht bekannt sind, oder gegen die aus anderen Grinden keine
Antikorper produziert werden koénnen, ist sie jedoch nicht geeignet. Genau
dieses Problem stellt sich bei der Suche nach den Liganden der Natural
Cytotoxicity Receptors (NCR). Die NCR werden von NK-Zellen exprimiert, ihre
NK-Zell-aktivierende Wirkung wurde von verschiedenen Autoren beschrieben

(siehe Einleitung). Uber ihre Liganden besteht jedoch nach wie vor Unklarheit.




Methoden 65

Da sie noch nicht eindeutig identifiziert wurden, kbnnen auch keine Antikdrper

gegen diese Liganden hergestellt werden.

Um herauszufinden, ob kindliche B-Reihen-ALL-Blasten NCR-Liganden
exprimieren, wurden die Blasten von 21 Patienten mit |0slichen NCR-Molekulen
der Firma R&D untersucht. Die Versuche basierten auf der These, dass die
I6slichen Rezeptormolekile fest an ihre Liganden auf den Blasten binden. Um
sie mittels FACS-Analyse nachweisbar zu machen, hatte der Hersteller Fc-Teile
von menschlichen IgG1-Antikdrpern chemisch an die Rezeptormolekile gekop-
pelt. Ein PE-markierter Ziege-anti-Mensch-Sekund&rantikorper sollte nun an die

Fc-Teile binden.

3.5.2 Durchfithrung

Die Molekile lagen bei Auslieferung in Pulverform vor und wurden zunachst

nach Angaben des Herstellers geldst und gelagert:

Je 25 ug Molekile wurden in 250 pl steriler Stammlésung C gelést. Die Losung
wurde dann fraktioniert bei -20 °C eingefroren, eine geringe Menge zum baldi-

gen Gebrauch wurde im Kihlschrank unter sterilen Bedingungen gelagert.

Bei der weiteren Durchfihrung der FACS-Analysen ergaben sich mehrere

Probleme:

1.) Die Uberprifung der Funktionstiichtigkeit der Molekiile war schwierig. Da
die Liganden, an die die Molekile binden sollten, noch nicht bekannt
waren, stand keine Positivkontrolle zur Verfugung. Deshalb wurde auf
Vollblut nach Liganden gesucht. Bei zwei Versuchen konnten jedoch bei
keiner Zellpopulation eindeutig positive Ergebnisse erzielt werden
(Tabelle 4.10). Auch auf den Zellkulturen K562 und 293T konnten keine

Liganden nachgewiesen werden (Tabelle 4.10). Der Hersteller hatte die
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Funktionstichtigkeit gepruft, indem er die Fahigkeit der Molekile gemes-
sen hatte, die Induktion der Interferon-y-Sekretion von NK-92-Zellen
durch anti-hNCR-Antikérper zu blockieren. Den Nachweis an Zellen
gebundener Molekule mittels FACS-Analyse hatte der Hersteller nicht

beschrieben.

In Ermangelung einer direkten Positivkontrolle wurden parallel zu den
|6slichen NCR-Molekilen l6sliche NKG2D-Molekile desselben Herstel-
lers und vergleichbaren Aufbaus eingesetzt. Fir sie standen die
Zellkulturen K562 und 293T als Positivkontrollen zur Verfiigung. Bei der
FACS-Analyse ergaben sich hier eindeutig positive Ergebnisse (Tabelle
4.10).

2.) Ein weiteres Problem ergab sich bei der Herstellung der Negativkontrol-
len. Vergleichbare Molekile, die sicher nicht an die zu untersuchenden
Blasten binden, standen nicht zur Verfigung. Deshalb wurde zunéchst
der Immunglobulin-Mix Flebogamma zur Herstellung der Negativkontrol-
len eingesetzt. Die Negativkontrollen bestanden also aus Blasten,
inkubiert zunachst mit Flebogamma, dann mit dem gleichen

Sekundarantikérper wie die Proben.

Im Verlauf kamen Zweifel an der Eignung von Flebogamma zur Herstel-
lung der Negativkontrollen auf. Zum Vergleich dienten dann zusatzliche
Kontrollen ganz ohne Antikdrper und Kontrollen nur mit Sekundarantikor-
pern (Kapitel 4.3.2).

3.) Da keine Positivkontrolle zur Verfigung stand, konnte die optimale
Inkubationskonzentration nicht durch Titration ermittelt werden. Der
Hersteller machte zur Konzentration folgende Angaben: Die EDsp bei der
Inhibierung der Induktion der Interferon-y-Sekretion von NK-92-Zellen
durch anti-hNCR-Antikorper liegt bei 0,03 bis 0,5 pg/ml (je nach Molekal).

Da eine mdglichst vollstandige Besetzung von Liganden mit Rezeptoren
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angestrebt wurde, wurden die Molekuile hier in héheren Konzentrationen
von 2 pg/ml bis 4 pg/ml eingesetzt. Mit diesen Inkubationskonzentratio-
nen von l6slichen NKG2D-Molekilen ergaben sich bei den
Positivkontrollen eindeutig positive Ergebnisse.

Die Markierungsschritte wurden analog zur Markierung mit Primér- und
Sekundarantikdrpern durchgefuhrt (siehe Kapitel 3.2.2, Abschnitt b). Anstelle
der Primarantikbrper wurden die I0slichen Rezeptormolekile mit Fc-Teil
zugegeben. Als Sekundarantikorper dienten PE-markierte Ziege-anti-Mensch-
Antikdrper der Firma Dianova, die nach Herstellerangaben eingesetzt wurden.

3.6 Quantitative FACS-Analyse von HLA-A + HLA-B
+ HLA-C sowie HLA-E auf Blasten

Die Quantitativen FACS-Analysen der Expression von HLA-A + HLA-B + HLA-C
sowie HLA-E auf Blasten wurden genauso durchgefuhrt und ausgewertet wie
die Quantitativen FACS-Analysen der NKG2D-Liganden (siehe Kapitel 3.4), es

wurden lediglich andere Primarantikorper verwendet.

Als Primarantikorper gegen HLA-A + HLA-B + HLA-C dienten W6/32-Antikdrper
der Firma Dako, die nach den Herstellerangaben verwendet wurden. Als
Primarantikdrper gegen HLA-E dienten Antikérper der Firma Biozol, die eben-

falls entsprechend der Herstellerangaben verwendet wurden.
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3.7 Qualitative FACS-Analyse weiterer Molekiile
mit potentiell NK-Zell-modulierender

Funktion auf Blasten

3.7.1 Adhasionsmolekiile

Auch die Expression der Adh&sionsmolekile CD11la, CD50, CD54 und CD58
durch die Blasten wurde mittels FACS-Analyse untersucht. Zur Markierung
dienten fluoreszenzgekoppelte Antikdrper der Firma Becton Dickinson. Die
Antikorper gegen CD11a und CD50 waren FITC-markiert, die Antikdrper gegen
CD54 und CD58 waren PE-markiert. Zusatzlich dienten bei allen Proben APC-
markierte CD19-Antikorper zur Erkennung von B-Zellen. Nur B-Zellen und

dendritische Zellen exprimieren CD19 [57].

Markierung, Messung und Auswertung erfolgten wie in Kapitel 3.2 beschrieben.
Die Antikérper wurden dabei in den in der Arbeitsgruppe Ublichen
Inkubationskonzentrationen eingesetzt (je 4 ul Antikorper-Fertigldsung wurden
zu 100 pl Zellsuspension gegeben). In jeweils einer Probe wurden die Blasten
mit CD11a-Antikoérpern (FITC), CD54-Antikorpern (PE) und CD19-Antikdrpern
(APC) markiert, in einer zweiten Probe mit CD50-Antikérpern (FITC), CD58-
Antikdrpern (PE) und CD219-Antikérpern (APC). Zur Auswertung wurden
zunachst die lebenden Zellen gegatet, dann wurden unter diesen durch erneu-
tes Gaten die CD19-positiven Zellen ausgewahlt. Die GeoMean-Werte der
ausgewahlten Zellen in FITC und PE wurden dann bestimmt und mit den
GeoMean-Werten der entsprechenden Negativkontrollen verglichen (Tabelle
4.13). Zur weiteren Auswertung der GeoMean-Werte diente die in Kapitel 4.1.2

entwickelte Auswertungsmethode.
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3.7.2 AICLundLLT-1

Zur Untersuchung der Expression von AICL und LLT-1 auf B-Reihen-ALL-
Blasten dienten unmarkierte Maus-Primarantikorper, die die AG Steinle, Abtei-
lung Immunologie des Instituts fur Zellbiologie an der Universitat Tubingen zur
Verfugung stellte. Die Versuche wurden als Blindversuche durchgefihrt. Dazu
wurden von der AG Steinle vier verschiedene Antikorper-Lésungen zur Verfu-
gung gestellt, die mit Nummern und Isotyp-Angaben versehen waren und von
denen zunachst nicht bekannt war, wogegen sich die Antikdrper richten. Auch
die entsprechenden Isotypkontrollen stellte die AG Steinle zur Verfigung.

Folgende Primarantikdrper kamen zum Einsatz:

e 7G4.F4 (IgG1l) gegen AICL

e 7F12.D10 (IgG1) gegen AICL

e 1B8.B6 (IgG2b) gegen LLT-1

e 8A6.D4 (IgG2b) gegen LLT-1

e N1G9 (IgG1) Isotypkontrolle

e D3-13F1 (IgG2b) Isotypkontrolle

e Alternativ zu N1G9 wurde manchmal eine IgG1l-Kontrolle der Firma

Becton Dickinson verwendet.

Die Primarantikérper lagen bei der Inkubation, wie die NKG2D-Liganden-
Antikorper, in einer Konzentration von 5 pg/ml bis 15 pg/ml vor. Die empfohlene
Konzentration der AG Steinle lag auch hier bei 5 pg/ml bis 10 pg/ml.

Mit Ausnahme der verwendeten Primarantikbrper wurden die Versuche
genauso durchgefihrt und ausgewertet wie die Qualitativen FACS-Analysen

der NKG2D-Liganden mit Primar- und Sekundarantikérpern (Kapitel 3.3).

Positivkontrollen standen bei diesen Blindversuchen leider nicht zur Verfigung.



Methoden 70

3.7.3 (CD48,CD112,CD155 und NG2

Zur FACS-Analyse von CD48 und CD112 dienten fluoreszenzgekoppelte
Antikorper der Firma Becton Dickinson. Die CD48-Antikdrper waren FITC-
markiert, die CD112-Antikdrper waren PE-markiert. Die FACS-Analysen wurden
wie die FACS-Analysen der Adhasionsmolekile (Kapitel 3.7.1) durchgefuhrt
und ausgewertet. Dabei wurden in jeweils einer Probe die Blasten mit CD48-
Antikérpern (FITC), CD112-Antikorpern (PE) und CD19-Antikorpern (APC)
markiert. Auf eine Positivkontrolle fur die CD48-Antikérper konnte verzichtet
werden, da in jeder Probe auch CD48-positive Zellen enthalten waren. Meist
waren dies die CD19-negativen Zellen. Als Positivkontrolle fur die CD112-
Antikdrper diente die Zellkultur K562, hier ergaben sich eindeutig positive

Ergebnisse.

Zur FACS-Analyse von CD155 und NG2 dienten unmarkierte Primarantikorper.
Die CD155-Antikorper wurden von der Firma Acris bezogen. Die verwendete
Inkubationskonzentration wurde durch Titration bestimmt, sie lag bei 4 pug/ml bis
6 pug/ml. Als Positivkontrolle diente die Zellkultur K562, hier ergaben sich klar
positive Ergebnisse. Die NG2-Antikorper stellte die AG Jung, Abteilung
Immunologie des Instituts fur Zellbiologie an der Universitat Tuibingen zur Verfi-
gung. Sie lagen bei der Inkubation in Konzentrationen von 14 pg/ml bis
42 pg/ml vor. Damit wurden bei den als Positivkontrolle dienenden Hela-Zellen
klar positive Ergebnisse erzielt. Mit Ausnahme der verwendeten Primarantikor-
per wurden die Versuche mit CD155- und NG2-Antikdrpern genauso durchge-
fuhrt und ausgewertet wie die Qualitativen FACS-Analysen der NKG2D-Ligan-

den mit Primar- und Sekundarantikdrpern (Kapitel 3.3).
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3.8 Anreicherung, Untersuchung und Stimulation

von NK-Zellen fiir Zytotoxizititstests

Die vorangegangenen Kapitel handelten von Methoden zum Nachweis
bestimmter NK-Zell-Rezeptor-Liganden auf der Oberflache von B-Reihen-ALL-
Blasten. Um die Bedeutung der NK-Zell-Rezeptoren auch in funktionellen Tests
untersuchen zu konnen, wurden vitale NK-Zellen benétigt. Sie stammten von
freiwilligen, gesunden Spendern. Diesen wurde jeweils am Tag vor der
Durchfihrung des entsprechenden Zytotoxizitatstestes Vollblut abgenommen
und heparinisiert. Die im Vollblut enthaltenen NK-Zellen wurden dann am
selben Tag angereichert, Uber Nacht im Brutschrank aufbewahrt und am folgen-

den Tag im Zytotoxizitatstest eingesetzt.

3.8.1 Isolierung peripherer mononukleirer Zellen mit Ficoll-Hypaque

Diese Methode erlaubt die Trennung von peripheren mononukledren Zellen
(PMNC) und anderen Blutzellen durch Zentrifugation aufgrund von
Dichteunterschieden. Die Durchfiihrung erfolgte wie in der Arbeitsgruppe ublich.
Da das genaue Vorgehen bereits in einer Dissertation veroffentlicht wurde [78],

wird hier auf die erneute Beschreibung verzichtet.

3.8.2 Zellanreicherung mit dem MACS-System

MACS® ist ein Produktname, der fir ,Magnetic cell sorting“ steht. Bei dieser
Methode setzt man zur Anreicherung bestimmter Zellen Antikorper ein, die
chemisch mit Eisenoxid-Molekilen gekoppelt wurden. Da die Eisenoxid-Mole-

kile von Magneten angezogen werden, kdnnen damit markierte Zellen in einem
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geeigneten magnetischen Feld zurliickgehalten werden, wahrend unmarkierte

Zellen aus dem magnetischen Feld hinausgespult werden.

Zur Anreichung von NK-Zellen dienten hier Eisenoxid-markierte CD56-Antikor-
per der Firma Miltenyi Biotec. CD56-Antikoérper eignen sich gut zur NK-Zell-
Anreicherung, da das Adh&asionsmolekul CD56 (Neural cell adhesion molecule,

NCAM) nur auf NK-Zellen und bestimmten T-Zellen vorkommt.

Die Durchfuhrung erfolgte wie in der Arbeitsgruppe ublich [78]. Die in der zitier-
ten Arbeit als ,Stammldsung B* bezeichnete Losung wird in dieser Arbeit als

»otammldsung C* bezeichnet (Kapitel 2.3).

Nach der CD56-Anreicherung stand eine Mischung aus NK-Zellen und CD56-
positiven T-Zellen zur Verfiigung, wobei die NK-Zellen den Grof3teil der Zellen
ausmachten. Fir einzelne Zytotoxizitatstests dieser Arbeit dienten diese
gemischten Zellen als Effektoren. Sie werden kinftig als ,CD56-angereicherte

NK-Zellen“ bezeichnet.

3.8.3 T-Zell-Depletion mit Dynabeads

Fur die zentralen Zytotoxizitatstests dieser Arbeit wurden die NK-Zellen in
einem weiteren Anreicherungsschritt von den T-Zellen getrennt, um
Verfalschungen der Ergebnisse durch T-Zellen zu vermeiden. Dazu dienten
Polystyren-markierte CD3-Antikorper der Firma Dynal, die als ,Dynabeads®
bezeichnet werden. CD3-Antikérper eignen sich gut zur T-Zell-Depletion, da
CD3 nur von T-Zellen und Thymozyten, nicht aber von NK-Zellen exprimiert
wird [43]. Auch die T-Zell-Depletion mit Dynabeads wurde wie in der Arbeits-
gruppe ublich durchgefihrt und wird hier nicht beschrieben, da das genaue
Vorgehen bereits veroffentlicht wurde [78]. Die mit dieser Methode angereicher-
ten NK-Zellen werden im Folgenden als ,CD3-depletierte NK-Zellen bezeich-

net.
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3.8.4 Untersuchung der angereicherten NK-Zellen

a) Reinheit

Die Reinheit der angereicherten NK-Zellen wurde immer mittels FACS-Analyse
Uberpraft. Dafur wurden sie mit fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern markiert.
Zur ldentifikation dienten FITC-markierte CD56-Antikorper, PE-markierte CD16-
Antikorper, und PerCP-markierte CD3-Antikorper. CD56-angereicherte NK-
Zellen wurden nur im Zytotoxizitatstest eingesetzt, wenn sie eine Reinheit von
mindestens 70 % aufwiesen. CD3-depletierte NK-Zellen wurden nur im
Zytotoxizitatstest eingesetzt, wenn sie eine Reinheit von mindestens 90 %
aufwiesen. In den meisten Fallen wiesen die CD3-depletierten NK-Zellen sogar

eine Reinheit von Uber 95 % auf.

b) Rezeptoren

NK-Zellen der Spender, die fir die Versuchsserien mit NKG2D-Blockade oder
NCR-Blockade dienten, wurden nach der IL-2-Stimulation  mit
fluoreszenzgekoppelten Antikérpern per FACS-Analyse auf die Expression der
entsprechenden Rezeptoren hin untersucht. Die NK-Zellen dieser Spender
waren eindeutig positiv fir NKG2D, NKp30 und NKp46. Sie waren nach IL-2-
Stimulation aber vor Blastenkontakt negativ fir NKp44 (Tabelle 4.20).

c¢) HLA-Typ

Die HLA-Typisierung der Spender fuhrte das HLA-Labor der Uniklinik Tubingen
durch (Tabelle 4.19).
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3.8.5 Stimulation

Ein Teil der NK-Zellen wurde jeweils zwischen Anreicherung und Verwendung
im Zytotoxizitatstest tber Nacht mit Interleukin 2 (IL 2) stimuliert. IL 2 lag dabei

in einer Inkubationskonzentration von 1000 IE/ml vor.

3.9 Zytotoxizitatstests mit Blockade von

Rezeptoren oder Liganden

3.9.1 Hintergrund

In dieser Arbeit dienten Zytotoxizitatstests dazu, zu untersuchen, in welchem
Ausmal} Blockaden von NK-Zell-Rezeptoren oder ihren Liganden die Zytotoxizi-
tat von NK-Zellen gegeniuber Blasten beeinflussen. Dazu wurde ein Set aus
,BATDA Reagent C136-100“ und ,Europium Solution C135-100“ der Firma
Delfia eingesetzt. Bei den damit durchgefuhrten sogenannten ,BATDA release
assays“ werden Targetzellen (in diesem Fall Blasten oder K562-Zellen) mit
BATDA (bis (acetoxymethyl) 2,2.6°,2“- terpyridine - 6,6 — dicarboxylic acid)
beladen. BATDA ist hydrophob und kann die Zellmembran leicht durchdringen.
Innerhalb der Zelle werden die Esterbindungen hydrolysiert und es entsteht
hydrophobes TDA (2,2':6°,2“- terpyridine - 6,6 — dicarboxylic acid), das die
Zellmembran nicht mehr durchdringen kann. So beladene, gewaschene
Targetzellen bringt man nun mit den Effektoren (hier NK-Zellen) zusammen.
Wenn eine Targetzelle lysiert wird, setzt sie TDA frei. Nach einer festgelegten
Inkubationszeit gibt man zum Zelliiberstand Europiumlésung zu, die in Verbin-
dung mit TDA stark fluoreszierende Verbindungen bildet. Durch Messen der
Fluoreszenzintensitat lasst sich dann die Menge des freigesetzten TDA bestim-

men. Daraus kann man Rickschliisse auf die Aktivitdt der Effektoren ziehen.
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Die Methode wird in der Produktinformation des Herstellers genau beschrieben
[113]. Bereits 1996 wurde sie von K. Blomberg et al. verotffentlicht [10].

In dieser Arbeit wurde meist die Zytotoxizitdt von NK-Zellen mit blockierten
Rezeptoren verglichen mit der Zytotoxizitat von NK-Zellen, bei denen keine
Rezeptoren blockiert waren. In einzelnen Fallen wurde die Zytotoxizitat von NK-
Zellen gegenuber Blasten, auf deren Oberflache Liganden blockiert waren,
verglichen mit der Zytotoxizitat der NK-Zellen gegenuber Blasten, auf deren

Oberflache keine Liganden blockiert waren.

Als Kontrolle fur die NK-Zell-Aktivitat dienten K562-Zellen als Targetzellen.

3.9.2 Durchfithrung

Folgende Schritte wurden nacheinander ausgefihrt:

1.) Am Tag vor dem Zytotoxizitatstest wurden die NK-Zellen angereichert,

gepruft und ein Teil der NK-Zellen mit IL 2 stimuliert (Kapitel 3.8).

2.) Am Tag der Durchfihrung wurden zunachst die als Target dienenden
Blasten aufgetaut, gewaschen, resuspendiert, auf 1 Mio. Zellen pro ml
eingestellt und 4 pl BATDA-L6sung pro ml Zellsuspension zugegeben.
Die Mischung wurde dann unter regelmafigem Schiitteln fir 60 Minuten

im Brutschrank inkubiert.

3.) Wahrenddessen wurden K562-Zellen aus der Kultur entnommen, gewa-
schen, ebenfalls auf 1 Mio. Zellen pro ml eingestellt und 2,5 ul BATDA-
Losung pro ml Zellsuspension zugegeben. Die Mischung wurde dann

unter regelmaRigem Schutteln fir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert.

4.) Sollten Rezeptoren auf NK-Zellen blockiert werden, wurden nun die

betreffenden NK-Zellen auf 8 bis 10 Mio. pro ml eingestellt, auf FACS-
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Rohrchen verteilt und mit Antikérpern gegen die betreffenden Rezepto-
ren versetzt. Es wurden dabei in der Regel die gleichen Antikérper und
Antikorper-Konzentrationen eingesetzt, die bei der FACS-Analyse in der
Arbeitsgruppe ublich waren (je 5 pl AK-Fertiglosung auf 100 pl
Zellsuspension). Abweichungen hiervon sind bei den einzelnen Versu-

chen im Ergebnisteil angegeben.

Die Antikorperlosungen enthalten Natriumazid als Konservierungsstoff.
Natriumazid kann die Aktivitat der NK-Zellen méglicherweise beeinflus-
sen. Deshalb wurden (mit einer Ausnahme) immer auch IgG1-
Isotypkontrollen hergestellt, in denen Natriumazid immer in mindestens

gleich hoher Konzentration vorlag wie in den Proben.
Die NK-Zellen wurden fur 30 Minuten mit den Antikérpern inkubiert.

5.) Nach Ende ihrer Inkubationszeit wurden die Targetzellen gewaschen
(finfmal Auffullen mit 37 °C warmem Medium, Zentrifugieren mit 300 g,
7 Minuten, Abnehmen Uberstand, Resuspendieren) und auf die
gewinschte Zellkonzentration eingestellt. Diese lag bei 50 000 Zellen/ml
fur Versuche, in denen keine Liganden auf Targetzellen blockiert werden
sollten, bei 200 000 Zellen pro ml fr Versuche, in denen Liganden auf

Targetzellen blockiert werden sollten.

6.) Nach Ende ihrer Inkubationszeit wurden aus den NK-Zell-Suspensionen
Verdunnungsreihen hergestellt. Jeder Ansatz wurde zunachst auf eine
Konzentration von 1 Mio. Zellen pro ml verdinnt, entsprechend einem
Effektor-zu-Target-Verhaltnis (E : T) von 20 : 1 im spateren Testansatz.
Daraus wurde jeweils eine Verdiunnungsreihe im Verhaltnis 1 :2 Uber
vier Stufen hergestellt, die den spateren E: Tvon10:1,5:1und2,5:1

entsprach.



Methoden 77

7.) FUr den Testansatz wurden aus der Target-Zell-Suspension nun der
sogenannte ,Background®-Ansatz und ,Ultraschalllyse“-Ansatz herge-
stellt. Far den ,Background“-Ansatz wurde ein Teil der Target-Zell-
Suspension erneut zentrifugiert und der Uberstand gewonnen. In diesem
Uberstand waren nun keine BATDA-beladenen Targetzellen mehr
enthalten. Fur den ,Ultraschalllyse“-Ansatz wurden in einem anderen Teill
der Target-Zell-Suspension die Targetzellen mithilfe eines Ultraschall-
Stabes zertrimmert, sodass in ihnen enthaltenes BATDA in die Ldsung

uberging.

8.) Nun konnte der Testansatz in Mikropipettierplatten (U-Form,
Rundbodenplatten)  zusammengestellt  werden. Dabei  wurden
,Background®, ,Spontanlyse®, ,Ultraschalllyse“ und ,Maximallyse“ jeweils

vierfach bestimmt, die Proben wurden jeweils dreifach angesetzt.

a) ,Background“: 100 pl Uberstand (s. Schritt 7) + 100 pl Medium (bei
Versuchen mit Blockade von Liganden auf Targetzellen 25 pl
Uberstand + 175 pl Medium)

b) ,Spontanlyse: 100 pl Target-Zell-Suspension + 100 pl Medium (bei
Versuchen mit Blockade von Liganden auf Targetzellen 25 pl Target-

Zell-Suspension + 175 yl Medium)

c) ,Ultraschalllyse®: 100 ul der entsprechenden Suspension aus Schritt 7
+ 100 pl Medium (bei Versuchen mit Blockade von Liganden auf

Targetzellen 25 pl der Suspension + 175 pl Medium)

d) ,Maximallyse®: 100 ul Target-Zell-Suspension + 20 ul Lysepuffer +
80 ul Medium (bei Versuchen mit Blockade von Liganden auf
Targetzellen 25 pl Target-Zell-Suspension + 20 ul Lysepuffer + 155 pl
Medium)
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e)

f)

9)

.Proben®: 100 ul Target-Zell-Suspension (bei Versuchen mit Blockade

von Liganden auf Targetzellen 25 ul Target-Zell-Suspension)

Bei Versuchen mit Blockade von Liganden auf Targetzellen wurden
nun die entsprechenden Blockade-Molekile zu den Targetzellen
gegeben. Losliche Rezeptormolekile mit Fc-Tell der Firma
R&D Systems lagen dann in einer Konzentration von 1 pg/ml vor.
Antikorper lagen dann in der gleichen Konzentration vor wie bei den
entsprechenden FACS-Analysen (s. vorangegangene Kapitel). Diese
Ansatze wurden dann fur 30 bis 45 min (je nach Blockademolekiil)
inkubiert und danach mit Medium auf eine Gesamtmenge von je

100 pl/Ansatz gestreckt.

Zu jeder Probe wurden nun 100 pl NK-Zell-Suspension pipettiert. So
entstanden Anséatze in verschiedenen Kombinationen von Rezeptor-
blockierten oder unblockierten, IL-2-stimulierten oder unstimulierten
NK-Zellen in verschiedenen Verdiunnungsstufen mit verschiedenen
Targetzellen (K562 oder Blasten), mit oder ohne Blockade von Ligan-

den.

9.) Die Platten wurden nun anzentrifugiert (100 g, 2 min) und zwei Stunden

lang im Brutschrank inkubiert.

10.) Nach einer Stunde wurde in eine entsprechende Anzahl von Wells von

Mikropipettierplatten (F-Form, Flachbodenplatte) je 200 pl

Europiumlésung gegeben und diese abgedeckt auf Raumtemperatur

erwarmt.

11.) Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Rundbodenplatten mit

Proben und Kontrollen nochmals zentrifugiert (200 g, 5 min), da zur

weiteren Durchfiihrung nur der Uberstand benétigt wurde.
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12.) Aus jedem Well der Rundbodenplatten wurden nun 20 pl Uberstand in
je ein mit 200 pl Europium befllltes Well der Flachbodenplatten
uberfuhrt. Die Flachbodenplatten wurden dann fir 20 Minuten unter

Lichtabschluss auf einem Rittler inkubiert.

13.) Nun wurden die Platten nacheinander im sogenannten ,Multilabel-
Counter analysiert. Dieses Gerat misst die Fluoreszenzintensitaten, die
die einzelnen Wells nach Anregung aussenden. Sie werden dann in

Form von Punktwerten gespeichert und als Tabelle ausgegeben.

3.9.3 Auswertung

a) Auswertung der einzelnen Zytotoxizititstests

Die Fluoreszenzintensitaten von ,Background®, ,Spontanlyse®, ,Ultraschalllyse’
und ,Maximallyse“ wurden im Test jeweils vierfach bestimmt, die der ,Proben®
wurden jeweils dreifach bestimmt (vergleiche Kapitel 3.9.2, Schritt 8). Zur
Auswertung bildet man nun zunachst jeweils den Mittelwert dieser mehrfach
bestimmten Werte und verwendet diesen zur weiteren Auswertung. Dadurch

werden Ungenauigkeiten minimiert.

,2Ultraschalllyse* und ,Maximallyse® geben idealerweise beide die
Fluoreszenzintensitat wieder, die erreicht wird, wenn alle Targetzellen lysiert
wurden. Die Ansatze hatten sich lediglich dadurch unterschieden, wie die
Targetzellen im Ansatz zerstort wurden. Bei der ,Ultraschalllyse” wurden sie
durch Ultraschallwellen zerstort, bei der ,Maximallyse chemisch durch
Lysepuffer. Im Idealfall ergeben sich sehr @hnliche Werte. Ergaben sich deutlich
verschiedene Mittelwerte, so wurde in dieser Arbeit jeweils der groRere der
beiden Werte zur weiteren Auswertung eingesetzt, da angenommen wurde,

dass bei der Ermittlung des kleineren Wertes technische Probleme aufgetreten
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waren. Im Folgenden ist mit ,Maximallyse* der groRere dieser beiden Werte

gemeint.

Wahrend des Tests sterben immer auch Targetzellen spontan ab, also ohne
von NK-Zellen lysiert zu werden. ,Spontanlyse® ist ein Mal3 fur diejenige
Fluoreszenzintensitat, die dadurch entsteht, dass Targetzellen spontan abster-
ben.

.Background ist ein Mal} fur diejenige Fluoreszenzintensitat, die allein durch

den Zelluberstand im Testansatz erzeugt wird.
Nun kann man folgende Werte berechnen:
1.) Prozentuale Spontanlyse des Zytotoxizitatstests (PSpolL):

Spontanlyse — Background

PSpol = 100%

Maximallyse x — Background'

Die PSpoL gibt an, welcher Prozentanteil der Targetzellen wahrend des
Tests spontan abgestorben ist. Die PSpoL sollte nicht mehr als 30 %
betragen, da sonst ein zu gro3er Anteil der gemessenen
Fluoreszenzintensitaten von der spontanen Targetzelllyse stammt und
ein zu geringen Anteil von der Lyse durch die NK-Zellen. Die Ergebnisse
sind dann wenig aussagekraftig. Tests mit einer PSpoL von mehr als
30 % wurden deshalb in dieser Arbeit flr die weitere Auswertung nicht
beriicksichtigt, alle im Ergebnisteil erwdhnten Zytotoxizitatstests hatten

eine geringere PSpoL.

2.) Prozentuale spezifische Lyse (PSL) einer Probe:

PSL — Probe — Spontanlyse 100 %
"~ Maximallyse + — Spontanlyse 0
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Die PSL gibt an, welcher Prozentanteil der Targetzellen in einem Well
von den zugegebenen NK-Zellen lysiert wurde. Sie ist damit ein Mal3 fur
die Zytotoxizitat der entsprechenden NK-Zellen gegenuber den jeweili-

gen Target-Zellen.

b) Statistische Auswertung der Ergebnisse

In Kapitel 4.7.1 und 4.7.2 wird die PSL von Blasten durch Rezeptor-blockierte
NK-Zellen mit der PSL gleicher Blasten durch unblockierte NK-Zellen vergli-
chen. Dazu werden die jeweiligen PSL-Wertepaare aus sechs bzw. sieben
Zytotoxizitatstests mittels Student-t-Test und Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen
auf signifikante Differenzen geprift. Die Berechnungen wurden mithilfe von

Microsoft Office Excel wie von V. Harms [37] beschrieben durchgeflhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Qualitative FACS-Analyse von NKG2D-Liganden
auf Blasten mit Primar- und Sekundaranti-

korpern

Ziel der FACS-Analysen in diesem Kapitel war es herauszufinden, ob Liganden
fur den aktivierenden NK-Zell-Rezeptor NKG2D auf kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten vorkommen. Es wurden Blasten von 23 padiatrischen Patienten mit
akuten Leukamien der B-Zellreihe (CALL, pra-B-ALL, pro-B-ALL oder Mischform

zwischen diesen Formen) untersucht.

Sechs verschiedene Primarantikorper gegen funf verschiedene bekannte
NKG2D-Liganden kamen zum Einsatz. Sie wurden mit PE-markierten
Sekundarantikdrpern sichtbar gemacht. Die verwendeten Primarantikdrper
richteten sich gegen die NKG2D-Liganden MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 und
ULBP3. Ein zusatzlicher Antikdrper band an MICA und MICB und lieferte somit
Informationen dartber, ob untersuchte Blasten MICA und/oder MICB exprimier-

ten.

4.1.1 Graphische Auswertung und GeoMean-Werte

Die Auswertung erfolgte zunachst graphisch (siehe auch Kapitel 3.2.4.a). Die
Histogramm-Darstellungen der Fluoreszenzintensitaten der Einzelzellen jeder

Probe waren dabei bis auf einen Patienten (s. u.) eingipflig. Deshalb erschien
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es nicht sinnvoll, fur diese einheitlichen Proben Prozentzahlen positiver und

negativer Zellen fur ein Merkmal anzugeben.

Die Fluoreszenzintensitaten der Proben und Negativkontrollen unterschieden
sich bei den Blasten deutlich weniger als bei den als Positivkontrolle dienenden
Zellkulturen. Dies weist auf eine geringere Expressionsdichte der NKG2D-
Liganden hin.

Aufgrund der geringen Unterschiede der Fluoreszentintensitdten von Proben
und Negativkontrollen konnte mithilfe der graphischen Auswertungsmethode
nicht eindeutig zwischen gering positiven und negativen Proben differenziert
werden. Deshalb wurden in einem nachsten Schritt die GeoMean-Werte aller
Proben und Negativkontrollen ermittelt (s. auch Kapitel 3.2.4.b). Die GeoMean-
Werte sind in Tabelle 4.1 aufgefihrt.

Bei Patient P2 (CALL, erstes Rezidiv) waren die Blasten bereits in der Scatter-
darstellung uneinheitlich. Auch die Fluoreszenzhistogramme fir die NKG2D-
Liganden waren vergleichsweise flach bis sogar doppelgipflig. Auf eine genau-
ere Differenzierung wurde im Rahmen dieser Arbeit verzichtet, aus der weite-

ren, statistischen Auswertung wurde P2 ausgeschlossen.
Ausgeschlossen aus der statistischen Auswertung wurde au3erdem:

e P5, da er als einziger Patient eine Blastenkonzentration < 70 % aufwies
e Ein Wiederholungsversuch (ULBP1 auf Blasten von P23)
e MICB auf Blasten von P6 (wegen einer Verunreinigung konnte die Probe

nicht ausgewertet werden, ein Messwert fehlt in der Tabelle)

21 Patienten sind in die weitere statistische Auswertung einbezogen (Tabelle
4.1.A, Abbildung 4.1).
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n = 20 oder 21 (verschiedene Patienten je Antikdrper)

Abbildung 4.1:

GeoMean-Werte der Qualitativen FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten mit Antikdrpern gegen MICA, MICB, MICA+B, ULBP1, ULBP2, ULBP3
und lgGlals Negativkontrolle (Tabelle 4.1.A)

Die mittleren GeoMean-Werte liegen fur MICA+B, ULBP1 und ULBP3 deutlich,
fur MICA, MICB und ULBP2 leicht Uber dem mittleren GeoMean-Wert der
Negativkontrolle 1IgG1. Dies weist bereits darauf hin, dass die entsprechenden
Primarantikorper an die Blasten mancher Patienten spezifisch binden. Die
mittleren GeoMean-Werte zeigen jedoch nicht, ob die Blasten aller oder nur

mancher Patienten spezifische Bindungsstellen aufweisen.
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Da bislang kein geeignetes Auswertungsverfahren zur Unterscheidung gering
positiver und negativer Proben zur Verfiigung steht, wird nun ein entsprechen-

des neues Auswertungsverfahren entwickelt (Kapitel 4.1.2).

4.1.2 Einfiihrung einer neuen Auswertungsmethode der Qualitativen

FACS-Analyse (MNF)

Die Qualitative FACS-Analyse erlaubte bisher nur eine Unterscheidung deutlich
verschiedener Expressionsdichten gesuchter Merkmale auf Zellen oder Proben.
Ublicherweise werden Proben mit korrespondierenden Negativkontrollen vergli-
chen, wobei die Verstarkerspannung so eingestellt wird, dass der Grol3teil der
Einzelzellen der Negativkontrolle eine Fluoreszenzintensitat zwischen 10° und
10" aufweist. Als positiv werden dann Zellen oder Proben gewertet, deren

Fluoreszenzintensitat oder mittlere Fluoreszenzintensitat groRer ist als 10™.

Der Nachweis gering exprimierter Merkmale ist mit dieser Methode nicht
moglich, denn der Unterschied der mittleren Fluoreszenz von Probe und
Negativkontrolle ist dabei so gering, dass auch der Grof3teil der niedrig-positi-
ven Zellen eine Fluoreszenz kleiner 10" aufweist. Dennoch gibt es bei ausrei-
chend groRRer Stichprobe deutliche Hinweise darauf, ob Antikérper gegen ein
gesuchtes Merkmal spezifisch gebunden werden. Darauf wird im Folgenden

naher eingegangen.

a) Grundlagen und Definitionen

Um GeoMean-Werte detailliert statistisch auswerten zu kdnnen, muss man sie
in Werte umrechnen, die zwischen verschiedenen Patienten und Messreihen
vergleichbar sind (zur Definition der Messreihe siehe Kapitel 3.2.4.b). Dazu
muss man zunachst wissen, welche Einflussgrof3en zu messende GeoMean-

Werte beeinflussen und wie GM von diesen Einflussgréfien abhéangen.
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Folgende Einflussgrof3en erweisen sich hier als relevant:

Verstarkerspannung

Mittlere unspezifische Fluoreszenzkraft (MFK,) der untersuchten Zell-
gruppe

Mittlere spezifische Fluoreszenzkraft (MFKs) der untersuchten Zellgruppe

Zufallige Messfehler

Im Folgenden wird auf die einzelnen Einflussgrof3en naher eingegangen:

Verstarkerspannung: Die Verstarkerspannung wird vom Untersucher

manuell eingestellt. Thren Einfluss zeigt Abschnitt b).

Mittlere Fluoreszenzkraft (MFK): Die MFK einer untersuchten
Zellgruppe wird hier als theoretische neue Groéf3e eingefuhrt. Sie wird
definiert als eine von der Verstarkerspannung unabhangige, mittlere
Fahigkeit einer Zellgruppe, bei Anregung durch den Laser zu leuchten.
Fur Zellgruppen, an deren Zellen fluoreszierende Antikdrper spezifisch
gebunden haben, setzt sie sich zusammen aus der mittleren spezifi-
schen Fluoreszenzkraft (MFKs) und der mittleren unspezifischen
Fluoreszenzkraft (MFK,).

Die MFK selbst kann nicht gemessen oder berechnet werden. Sie wird
jedoch als Rechenwert zur Verdeutlichung weiterer Uberlegungen bendo-

tigt.

Mittlere unspezifische Fluoreszenzkraft (MFK,): Die MFK, wird durch
verschiedene Eigenschaften der untersuchten Zellen bedingt. Beispiele
sind die ZellgroRe, die Oberflachenbeschaffenheit und die Fahigkeit,
fluoreszierende Antikdrper unspezifisch zu binden. Idealerweise ist die
MFK, einer Probe (MFK,) gleich der MFK der zugehérigen Negativkon-
trolle (MFKG).
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e Mittlere spezifische Fluoreszenzkraft (MFKg): Die MFKs einer
untersuchten Zellgruppe hangt ab von der Anzahl der spezifisch
gebundenen fluoreszierenden Antikdrper pro Zelle und von der

Beschaffenheit dieser Antikorper.

e Zufallige Messfehler: Beim Farbevorgang der Proben und beim Messen
selbst sind Ungenauigkeiten nicht vollig auszuschlie3en. Systematische
Fehler sind statistisch rickwirkend nicht zu erfassen. Fir zuféllige Fehler

wird eine géngige statistische Verteilung angenommen.

b) Einfluss der Verstirkerspannung des FACS-Gerites auf die gemesse-

nen Fluoreszenzintensititen

Der Einfluss der Verstarkerspannung auf gemessene GM ist gut anhand der
Eichpopulationen zu beobachten, die bei der Quantitativen FACS-Analyse mit
dem QIFIKIT von DAKO gemessen werden (Kapitel 4.2):

Jede Messreihe enthélt GeoMean-Werte von finf verschiedenen Eichpopulatio-
nen. Die Eichpopulationen bestehen jeweils aus kinstlichen Zellen mit bekann-
ter Bindungskapazitat fur einen fluoreszierenden Antikorper. Die funf einzelnen
Eichpopulationen weisen dabei deutlich voneinander verschiedene Antikorper-

Bindungskapazitaten auf.

Verwendet man gleiche Eichpopulationen in verschiedenen Messreihen, so ist
die Anzahl gebundener Antikoérper pro Zelle fur die einzelnen Populationen
immer nahezu identisch. Die GM der einzelnen Populationen variieren dann
annahernd nur in Abhangigkeit von der Verstarkerspannung und von zufalligen
Messfehlern. Dabei sind die Abweichungen der gemessenen GM durch
Messfehler gering im Vergleich zu den Unterschieden der MFI zwischen den

einzelnen Populationen.
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In Tabelle 4.4 sind die gemessenen GeoMean-Werte aus 16 verschiedenen
Messreihen solch gleicher Eichpopulationen aufgefuihrt. Um zu belegen, dass
alle funf Populationen einer Messreihe denselben Faktor enthalten, wurde
folgende Rechnung durchgefuhrt:

Als Bezugsgroéf3e wurde fur jede Population der geometrische Mittelwert der 16
GM aus den verschiedenen Messreihen berechnet. Dann wurden alle gemesse-
nen GM durch den jeweils zugehdrigen Mittelwert geteilt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 4.5 aufgefihrt. Man erhélt innerhalb einer Messreihe fir alle funf
Populationen annéhernd denselben Wert (geringe Abweichungen sind durch
zuféllige Messfehler erklarbar). Umgekehrt gilt nun auch: Multipliziert man ftr
jede Messreihe die gemessenen GM (Tabelle 4.4) mit dem fir die Messreihe
ermittelten Faktor (Tabelle 4.5), erh@lt man fir jede Population den als Bezugs-

grolRe dienenden Mittelwert.

Die Messreihen hatten sich annahernd nur durch die Einstellung der Verstéarker-
spannung unterschieden. Die Ergebnisse unterscheiden sich anndhernd nur

durch einen Faktor, der innerhalb einer Messreihe konstant ist.

Somit gilt:

Die GeoMean-Werte derselben Messreihe enthalten alle den gleichen

Faktor v, der durch die Einstellung der Verstarkerspannung bedingt ist.

MFI = MFK -v

c) Einfiihrung der ,Mittleren Normal-Fluoreszenz“ (MNF)

Wie im vorigen Kapitel gezeigt, enthalt jeder gemessene GeoMean-Wert einen

Faktor v, der von der Verstarkerspannung abhangig ist. Die GroRRe dieses
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Faktors ist jedoch bei den Ublichen Messverfahren nicht bekannt. Er ist inner-
halb einer Messreihe konstant, variiert jedoch zwischen verschiedenen Messrei-
hen. Um GeoMean-Werte verschiedener Messreihen miteinander vergleichen
zu koénnen, muss man sie deshalb zun&chst so umrechnen, dass sie den unbe-

kannten Faktor v nicht mehr enthalten.

Am einfachsten erreicht man die Unabhangigkeit der Ergebnisse von v, indem
man zwei Werte derselben Messreihe dividiert. Sinnvoll erscheint dabei die

Division des GM einer Probe durch den GM der zugehérigen Negativkontrolle:

MFI,

MFI,

Mit
MFI = MFK -v
(s. Abschnitt b), gilt auch:

MFI, MFK,-v _ MFK,

MFI, MFK,-v  MFK,

Damit ist der Quotient der GM von Probe und zugehériger Negativkontrolle

tatsachlich unabhéngig von v.

Mit diesem Quotienten haben schon verschiedene Arbeitsgruppen gearbeitet.
Seine Eignung zur Auswertung, sowie die Grenze zwischen als negativ und

positiv gewerteten Proben, wurden jedoch bislang nicht begrindet.

Eine statistische Begriindung der Grenze zwischen positiv und negativ ist nun

Ziel der folgenden Uberlegungen:



Ergebnisse 90

Der Quotient

MFI,

MFI,

ist zwar unabhangig von v und somit fur verschiedene Messreihen besser
vergleichbar als die GeoMean-Werte selbst. Dennoch ist er zur weiteren statisti-
schen Auswertung ungeeignet, da die verschiedenen Quotienten aus einer

Messserie nicht normalverteilt sind.

Eine Messserie wird hier, im Gegensatz zur Messreihe, definiert als Serie von
vergleichbaren Messungen des gleichen Merkmals in verschiedenen Mess-

reihen.

In dieser Arbeit besteht eine Messserie z. B. aus der FACS-Analyse von kindli-
chen B-Reihen-ALL-Blasten verschiedener Patienten, die in verschiedenen
Messreihen (z. B. an verschiedenen Tagen) mit gleicher Methode und gleichen

Antikérpern angefarbt wurden.

Eine Normalverteilung der Ergebnisse erleichtert die statistische Auswertung
enorm, da die Ergebnisse durch zuféallige Messfehler variieren. Sind die Ergeb-
nisse normalverteilt, kann auch von einer Normalverteilung der zufalligen Fehler

ausgegangen werden.

Nun wird eine neue GroRRe eingefiihrt, namlich die Mittlere Normal-Fluores-
zenz (MNF):

MFIp>

MNF = lOglO (W
n




Ergebnisse 91

Die MNF hat folgende Vorteile:

d)

Die MNF-Werte sind bei vielen Messserien insgesamt annéhernd
normalverteilt. Ausserdem sind bei manchen Messserien die Ergebnisse
zwar insgesamt nicht normalverteilt, jedoch sind dort die MNF bis zu
einer gewissen Maximalgro3e anndhernd normalverteilt. Falls der Mittel-
wert dieser Gruppe von MNF-Werten nahe bei null liegt, kann davon
ausgegangen werden, dass es sich um negative Proben handelt,
wahrend die gréReren MNF-Werte von positiven Proben stammen (siehe
Abschnitt d).

Ungenauigkeiten durch Messfehler sowie durch die natirliche Variabilitat
nicht untersuchter Merkmale der einzelnen Zellen werden minimiert
(siehe Abschnitt e).

Die MNF korreliert gut mit der Spezifischen Antikoérper-Bindungskapazitat
(SABC) und ist damit anndhernd proportional zur Anzahl spezifisch

gebundener Antikdrper pro Zelle (siehe Abschnitt f).

Normalverteilung der MNF-Werte und Abgrenzung von positiven

gegeniiber negativen Proben

Im vorigen Abschnitt wurde die Rechengrdf3e MNF definiert. Dieser Abschnitt

zeigt, dass MNF-Werte aus Serien von Qualitativen FACS-Analysen annahernd

normalverteilt sind oder sich annahernd in Normalverteilungen zerlegen lassen.

AulBerdem erklart er, wie man dadurch positive gegenuber negativen Proben

abgrenzen kann.

In Tabelle 4.2 sind die MNF-Werte aufgefiihrt, die sich aus den GeoMean-

Werten der Qualitativen FACS-Analyse aus Kapitel 4.1 ermitteln lassen. Abbil-

dung 4.2 zeigt die Haufigkeitsverteilung der MNF-Werte:
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Abbildung 4.2:

Haufigkeitsverteilung der MNF-Werte aus Tabelle 4.2.A (Qualitative FACS-
Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Priméarantikdrpern gegen MICA,
MICB, MICA+B, ULBP1, ULBP2 und ULBP3)

Es hat den Anschein, dass die Verteilung mehrgipflig ist, mit Maxima in den
beiden Intervallen 0,00 bis 0,05 und 0,10 bis 0,15. Um dies zu erharten, wurde
der Bereich von MNF =-0,04 bis MNF = 0,18 in Abbildung 4.3 noch einmal
dargestellt. Dabei sind die Einzelintervalle noch enger gewahlt. Aus dieser
Darstellung ist zu ersehen, dass sich tatséchlich Maxima in den Intervallen 0,02
bis 0,04 und 0,12 bis 0,14 befinden. Dazwischen liegen vier Intervalle mit
niedrigeren Patientenzahlen. Dies macht es sehr wahrscheinlich, dass es sich

tatsdchlich um einen Tiefpunkt handelt, der durch die unterschiedlich starke
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Expression des untersuchten Merkmals zustande kommt. Das Minimum liegt im
Intervall 0,08 bis 0,10.
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n =125 (je 20 oder 21 verschiedene Patienten pro Merkmal)

Abbildung 4.3:

Ausschnitt der Haufigkeitsverteilung der MNF-Werte aus Tabelle 4.2.A (Qualita-
tive FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Primarantikorpern
gegen MICA, MICB, MICA+B, ULBP1, ULBP2 und ULBP3)

Die MNF-Werte wurden nun in zwei Gruppen eingeteilt, ndmlich in Werte < 0,1
und Werte = 0,1. Die Grenze zwischen beiden Gruppen liegt hier also im Inter-
vall des Minimums der Haufigkeitsverteilung. Zur Einteilung der Proben in posi-
tive und negative Proben ist besonders interessant, ob die MNF-Werte < 0,1
annahernd normalverteilt sind und ob ihr Mittelwert signifikant von null abweicht.

Um das zu prufen, wurden die relativen Summenhdaufigkeiten der Werte < 0,1 in
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sogenanntes Wahrscheinlichkeitspapier eingetragen (Abbildung 4.4). Bei dieser
Darstellung ist der Mal3stab der Abszisse so verzerrt, dass die relative
Summenhaufigkeitskurve einer Normalverteilung eine Gerade ergibt.

Die Punkte in Abbildung 4.4 liegen anndhernd auf einer Geraden. Somit sind
die zugrundeliegenden MNF-Werte anndhernd normalverteilt.

Aus der Darstellung kann man fur die MNF-Werte < 0,1 einen Mittelwert von
0,017 und eine Standardabweichung von 0,047 ablesen. Daraus ergibt sich bei
n =70 Werten ein Standardfehler von 0,006. Das 95 %-Konfidenzintervall fir
den Mittelwert Null liegt damit bei -0,006 bis 0,006. Es ist somit unwahrschein-
lich, dass die MNF-Werte < 0,1 von negativen Proben stammen und allein

durch die zuféllige Varianz zustande kommen.

In dieser Arbeit wird dennoch davon ausgegangen, dass hier die allermeisten
Proben mit MNF-Werten < 0,1 in Tabelle 4.2.A negativ fir das jeweils unter-
suchte Merkmal waren, denn eine leichte Anhebung des Mittelwertes gegen-
Uber null kbnnte auch dadurch zustande kommen, dass die Antikérper gegen
die NKG2D-Liganden geringfugig starker unspezifisch gebunden haben als
IgG1. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass auf allen Zellen mit sehr
geringer Antigendichte alle NKG2D-Liganden exprimiert wurden. Dies kann
jedoch auch nicht eindeutig belegt werden. Geht man davon aus, dass die
Proben mit MNF-Werten < 0,1 negativ waren, so stammten grol3ere MNF-Werte
umso sicherer von positiven Proben. Proben mit MNF < 0,1 wurden also im

folgenden als negativ, Proben mit MNF = 0,1 als positiv gewertet.

Erganzend zeigt Abbildung 4.5 die relativen Summenhaufigkeiten aller MNF-
Werte fur ULBP1 und ULBP2 aus Tabelle 4.2.A, eingetragen in

Wahrscheinlichkeitspapier.
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<-0,08 <-0,04 <0,0 <0,04 <0,08 <0,12

Ordinate: Grol3e der MNF-Werte
Abszisse: relative Summenhaufigkeit der MNF-Werte in %
n =70 (MNF-Werte < 0,1)

Abbildung 4.4:

Relative Summenhaufigkeitsverteilung aller MNF-Werte < 0,1 aus Tabelle 4.2.A
(qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten, je 20 oder 21
verschiedene Patienten, mit Primarantikdrpern gegen MICA, MICB, MICA+B,
ULBP1, ULBP2, ULB3), eingetragen in Wahrscheinlichkeitspapier
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<-0,1 <0,0 <0,1 <0,2 <0,3

Ordinate: GrofRe der MNF-Werte

Abszisse: relative Summenhaufigkeit der MNF-Werte in %
n =21 (je Merkmal)

<0,4

Abbildung 4.5:

Relative Summenhéaufigkeit der MNF-Werte von ULBP1 (griin) und ULBP2 (rot)
aus Tabelle 4.2.A (qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten),

eingetragen in Wahrscheinlichkeitspapier
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Beide Verteilungen sind im zentralen Bereich nahezu normalverteilt. Dies ist
damit vereinbar, dass die Blasten der meisten Patienten eine untereinander
ahnliche, normalverteilte Expressionsdichte des jeweiligen Merkmals aufwei-
sen, und damit, dass MNF-Werte normalverteilter Merkmale eine Normalvertei-
lung ergeben. Der Mittelwert der MNF-Werte von ULBP2 l|asst sich mit 0,020
ablesen und liegt damit nahe beim Mittelwert der negativen Proben in Abbildung
4.4. Dies deutet darauf hin, dass ULBP2 von den meisten untersuchten
Zellgruppen nicht oder nur mit minimaler Antigendichte exprimiert wurde. Der
Mittelwert fur ULBP1 ist mit 0,155 deutlich groRRer als der der negativen Proben.
Dies deutet darauf hin, dass die meisten Proben fiir ULBP1 positiv waren. Die
Verteilung der MNF-Werte fir ULBP1 entfernt sich fur die oberen 30 % der
Werte von der Geraden. Hier kann davon ausgegangen werden, dass es sich
um Werte von Zellgruppen handelt, die das gesuchte Merkmal in besonders

hoher Antigendichte exprimierten.

e) Minimierung von Ungenauigkeiten durch Rechnung mit der MNF

Jeder einzelne MNF-Wert ist gleich der Differenz der Logarithmen von zwei
GeoMean-Werten und damit gleich der Differenz der Mittelwerte zweier
Normalverteilungen, namlich der logarithmierten Fluoreszenzintensitaten der
Einzelzellen der Probe und der Negativkontrolle. Schon dadurch werden
Ungenauigkeiten durch zufallige Messfehler und die nattrliche Variabilitat nicht
untersuchter Eigenschaften der Einzelzellen reduziert. Erfolgt nun die weitere
Auswertung vieler MNF-Werte wie in Abschnitt d) beschrieben, so werden
zusatzlich Ungenauigkeiten durch die natirliche Variabilitat nicht untersuchter
Merkmale zwischen den einzelnen Patienten minimiert und Ungenauigkeiten

durch Messfehler noch weiter reduziert.
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f) Korrelation von MNF mit SABC

Wir haben nun gesehen, wie sich mit den MNF-Werten rechnen lasst. Aber was

kann man sich eigentlich darunter vorstellen?

Aufgrund ihrer Definition ist klar, dass die MNF desto groRer wird, je grofRer die
Differenz der mittleren Fluoreszenzintensitat einer Probe und der zugehérigen
Negativkontrolle ist. Die Differenz ist durchschnittlich desto gréfl3er, je mehr
fluoreszierende Antikdrper bei der Probe spezifisch gebunden haben. Wie viele
Antikdrper das sind, lasst sich jedoch mit der qualitativen FACS-Analyse allein
nicht herausfinden, da nicht bekannt ist, in welchem Verhaltnis die Eigenfluores-

zenz einer Zelle zur Fluoreszenz des markierten Antikdrpers steht.

Wie im Methodenteil geschildert, lassen sich bei der Quantitativen FACS-
Analyse mithilfe der Eichpopulationen des QIFIKIT SABC-Werte berechnen. Die
SABC einer Probe gibt idealerweise die Anzahl der spezifisch an eine Zelle
gebundenen Primarantikdrper an. Dabei wirkten sich Messungenauigkeiten bei
geringen Antigendichten deutlicher aus als bei hohen Antigendichten. Nur
dadurch sind auch Werte kleiner null zu erklaren, wahrend in Wirklichkeit keine

negative Anzahl von Antikérpern gebunden werden kann.

Abbildung 4.6 zeigt die Korrelation von MNF und SABC fir die Werte aus den
Tabellen 4.7.A und 4.8.A. Auf der Ordinate ist dabei jeweils die SABC aufgetra-
gen, auf der Abszisse die MNF, wobei beide Werte jeweils aus denselben
GeoMean-Werten errechnet wurden (je Probe und Negativkontrolle aus Tabelle
4.6.A). Die Regressionsgerade fir die 13 - 6 Punkte und das Bestimmtheitsmaf3

R2 sind im Diagramm angegeben.

(Zur Korrelation von mittels Qualitativer und Quantitativer FACS-Analyse als

positiv bzw. negativ gewerteten Proben siehe auch Kapitel 4.2.)
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R2: Bestimmtheitsmal3 der Trendlinie (= Regressionsgerade) aller Werte
n= 6 - 13 (korrespondierende Wertepaare von MNF und SABC)

Abbildung 4.6:

Korrelation von MNF- und SABC-Werten (Quantitative FACS-Analyse kindlicher
B-Reihen-ALL-Blasten mit sechs verschiedenen Primarantikbérpern gegen
NKG2D-Liganden und Blasten von 13 verschiedenen Patienten, Werte siehe
Tabelle 4.7 und 4.8)

Fur ahnliche Merkmalstrager (B-Reihen-ALL-Blasten), ahnliche Primarantikor-
per, gleiche Sekundarantikdrper, vergleichbare Versuchsdurchfiihrung und
Merkmale mit geringer Expressionsdichte korrelieren die Werte mit einem

Bestimmtheitsmald von R2 = 0,8816 gut.

g) Zusammenfassung von Kapitel 4.1.2

Die ,Mittlere Normal-Fluoreszenz® (MNF) erscheint hier als sinnvoller und

aussagekraftiger Wert zur Auswertung der qualitativen FACS-Analyse. Betrach-
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tet wurde sie fur Messserien mit einander &ahnlichen Merkmalstragern und

Merkmalen mit geringer Expressionsdichte.

Mithilfe der MNF lassen sich Messwerte aus verschiedenen Messreihen direkt
miteinander vergleichen, Ungenauigkeiten werden minimiert und Ergebnisse
sind meist anndhernd normalverteilt oder anndhernd in Normalverteilungen
zerlegbar. Dadurch kann mithilfe der MNF-Werte auch fur Merkmale von gerin-
ger Expressionsdichte mit hoher Wahrscheinlichkeit angegeben werden, ob das

Merkmal von einer untersuchten Zellgruppe exprimiert wird oder nicht.

Die MNF-Werte korrelieren au3erdem gut mit der Spezifischen Antikorper-

Bindungskapazitat.

Somit erlaubt die in dieser Arbeit entwickelte Auswertungsmethode der qualitati-
ven FACS-Analyse deutlich differenziertere Aussagen als die bislang tblichen

Auswertungsmethoden.

4.1.3 Ergebnisse der Auswertung mittels MNF

Kapitel 4.1.1 hat gezeigt, dass bei der Qualitativen FACS-Analyse kindlicher B-
Reihen-ALL-Blasten mit Antikbrpern gegen verschiedene NKG2D-Liganden die
mittleren GeoMean-Werte der Proben Uber dem mittleren GeoMean-Wert der
Negativkontrolle liegen (Abbildung 4.1). Um untersuchen zu kdénnen, welcher
Anteil der Patienten die jeweiligen NKG2D-Liganden auf seinen Blasten expri-
miert, wurde in Kapitel 4.1.2 eine neue Auswertungsmethode eingefihrt. Ihre
Anwendung zur Auswertung der FACS-Analysen aus Kapitel 4.1.1 fuhrt nun zu

folgenden Ergebnissen:

Man kann die Proben in Abhangigkeit von ihrem MNF-Wert in positive und
negative Proben einteilen (Tabelle 4.3, Abbildung 4.7). Positiv bedeutet dabei,

dass die Blasten einer Probe das gesuchte Merkmal mit hoher Wahrscheinlich-
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keit exprimieren, negativ bedeutet, dass sie es wahrscheinlich nicht exprimie-
ren. Als Grenze zwischen positiven und negativen Proben wurde hier
MNF = 0,1 gewahlt. Positiv waren damit 19 % der Proben fur MICA, 25 % fur
MICB, 62 % fur MICA und/oder MICB, 76 % fur ULBP1, 19 % fur ULBP2 und
62 % fur ULBP3.

MICA MICB MIC A und/oder
MICB
= % pos. B % pos. ‘ H % pos.
B % neg. B % neg. H % neg.
ULBP1 ULBP 2 ULBP 3
W % pos. W % pos. ‘ M % pos.
H % neg. = % neg. B % neg.

n = 20 oder 21 (verschiedene Patienten je Merkmal)
rot: Anteil negativer Proben an der Stichprobe

grin: Anteil positiver Proben an der Stichprobe

Abbildung 4.7:

Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Antikdrpern
gegen MICA, MICB, MICA+B, ULBP1, ULBP2 und ULBP3: Anteil derjenigen
Patienten an der Stichprobe, deren Blasten positiv fir das jeweilige Merkmal

waren
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4.2 Quantitative FACS-Analyse von NKG2D-

Liganden auf Blasten

In Kapitel 4.1 wurden die Blasten von kindlichen B-Reihen-ALL-Patienten
mittels Qualitativer FACS-Analyse auf das Vorkommen verschiedener NKG2D-
Liganden untersucht. Dabei waren NKG2D-Liganden auf den Blasten der

meisten Patienten nachweisbar.

Zur Beurteilung der Bedeutung der NKG2D-Rezeptoren auf NK-Zellen fir deren
zytotoxische Aktivitdt gegenlber B-Reihen-ALL-Blasten ist nun weiterhin
interessant, wie viele solcher Liganden im Vergleich zu anderen Molekulen, wie
z.B. HLA-Molekulen, exprimiert werden. Quantitative Aussagen Uber die Anzahl
der vorkommenden Liganden-Molekile pro Zelle konnten mit der Qualitativen
FACS-Analyse jedoch nicht gemacht werden. Deshalb wurden die Blasten von

15 Patienten zusatzlich mittels Quantitativer FACS-Analyse untersucht.

Auch hier wurden Wiederholungsversuche, sowie P2 und P5, aus der statisti-
schen Auswertung ausgeschlossen (zur Begriindung siehe Kapitel 4.1.1). Damit
verbleiben 13 Patienten zur weiteren Auswertung (gemessene GeoMean-Werte
siehe Tabelle 4.6).

Die Spezifische Antikorper-Bindungskapazitat (SABC) einer Zellpopulation
berechnet man mithilfe von Eichpopulationen aus den gemessenen GeoMean-
Werten. Sie bezeichnet diejenige Anzahl von Primarantikdrpern, die im Mittel
von EINER Zelle spezifisch gebunden werden. Sie ist idealerweise gleich der
oder proportional zur Anzahl der gesuchten Merkmale auf der Zelloberflache.
Die ermittelten SABC-Werte sind in Tabelle 4.8 und Abbildung 4.8 dargestellt.

Der maximal ermittelte SABC-Wert fur eine Art von NKG2D-Liganden lag hier

bei rund 1 000 gebundenen Primarantikérpern pro Zelle, fir die Summe aller
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funf untersuchten NKG2D-Liganden ergaben sich maximal rund 1 500 spezi-
fisch gebundene Primarantikorper pro Zelle. Damit lag die Expressionsdichte
der Liganden des aktivierenden NK-Zell-Rezeptors NKG2D auf den untersuch-
ten Blasten deutlich unter der Expressionsdichte der HLA-Klasse-I-Molekiile,
die auf NK-Zellen inhibierend wirken. Fur diese ergaben sich Werte von rund
50 000 — 370 000 gebundenen Antikdrpern pro Zelle (Kapitel 4.5).

1600 .
1400 .
1200
1000 . .
800 . _
600 . _—
400 . : = E '
o 200 s . § : } .
S 0 AL = T ! + T
-200 . -
-400 > .
-600
MICA MICB MICA  ULBP1 ULBP2 ULBP3 MICA+B
und/oder +ULBP1
MICB +ULBP2
Primarantikdrper +ULBP3

Grine Punkte: SABC-Werte aus Tabelle 4.8.A
Schwarze Balken: Mittelwert der SABC-Werte

n = 13 (verschiedene Patienten je Antikorper)

Abbildung 4.8:

Spezifische Antikorper-Bindungskapazitdt (SABC) kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten fur Antikdrpern gegen MICA, MICB, MICA+B, ULBP1, ULBP2 und
ULBP3 bei der Quantitativen FACS-Analyse
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Auch ermittelte SABC-Werte variieren durch zuféllige Fehler. Zufallige Fehler
sind dabei desto relevanter, je kleiner die Expressionsdichte eines untersuchten
Merkmals ist. Sie sind z. B. bei der Quantitativen FACS-Analyse von HLA-
Klasse-I-Molekulen auf kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten wenig relevant. Fur
die Antikdrper gegen NKG2D-Liganden wurden teilweise negative SABC-Werte
ermittelt, obwohl natarlich in Wirklichkeit keine negative Anzahl von Antikbrpern
binden kann. Einzelergebnisse missen deshalb fir gering exprimierte
Merkmale als N&herungswerte betrachtet und statistisch weiter ausgewertet
werden. Stellt man die Haufigkeitsverteilung aller 6 - 13 ermittelten SABC-Werte

als Stabdiagramm dar, ergibt sich Abbildung 4.9.
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Abbildung 4.9:

Haufigkeitsverteilung der SABC-Werte aus Tabelle 4.8.A (Quantitative FACS-
Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Primarantikorpern gegen MICA,
MICB, MICA+B, ULBP1, ULBP2 und ULBP3)
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Ein deutlicher erster Peak lag in Abbildung 4.9 im Intervall O bis 50. Eine
annahernde Normalverteilung der SABC-Werte links eines Minimums wie in
Abbildung 4.2 und 4.3 war hier nicht ersichtlich.

Ein sehr interessantes Bild ergibt sich, wenn man die Ergebnisse aus Tabelle
4.8.A folgendermalfien in zwei Gruppen einteilt: Der einen Gruppe werden die
SABC-Werte derjenigen Patienten und Merkmale zugeordnet, die in Kapitel
4.1.3 als negativ gewertet wurden, also MNF-Werte < 0,1 ergaben. Der anderen
Gruppe ordnet man die restlichen SABC-Werte zu. Die Haufigkeitsverteilung
der SABC-Werte beider Gruppen ist in Abbildung 4.10 dargestellt.

Die Werte der rot dargestellten Gruppe sind nun annahernd normalverteilt, das
Maximum liegt im Bereich O bis 50 und somit nahe bei null. Nur zwei SABC-
Werte dieser Gruppe sind groRer als 200. Eine Uberpriifung des groReren
dieser beiden Werte ergab in einem unabhangigen Wiederholungsversuch eine
SABC von -6 (P17, ULBP1). Die Verteilung ist somit gut vereinbar mit der
Annahme, dass die SABC-Werte von Proben stammen, die das gesuchte

Merkmal nicht exprimieren.

Die Werte der grin dargestellten Gruppe ergeben eine zweigipflige Verteilung.
Diese ist damit vereinbar, dass die Blasten tatsachlich verschiedene
Expressionsdichten der untersuchten Merkmale aufweisen. Die SABC-Werte
< 200 stammen dann von Proben mit sehr niedriger Expressionsdichte des
untersuchten Merkmals, wahrend die SABC-Werte = 200 von Proben mit hohe-

rer Expressionsdichte stammen.

Der Bereich, in dem sich die Verteilung der positiven mit der der negativen
Proben Uberschneidet, ist hier wesentlich gréRer als er es bei der Qualitativen
FACS-Analyse war. Fur Proben mit einem SABC-Wert unter 200 besteht
dadurch eine grofRe Unsicherheit, ob die Blasten das jeweilige Merkmal expri-
miert haben. Blasten, die SABC-Werte > 200 lieferten, haben mit hoher

Wahrscheinlichkeit Antikdrper spezifisch gebunden.
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rot: Gruppe der SABC-Werte von denjenigen Patienten und Merkmalen,
die in Kapitel 4.1.3 als negativ gewertet wurden (MNF < 0,1)

grin: sonstige SABC-Werte aus Tabelle 4.8.A

n==6-13 (SABC-Werte)

Abbildung 4.10

Haufigkeitsverteilung der in zwei Gruppen eingeteilten SABC-Werte aus Tabelle
4.8.A (Quantitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit
Primarantikdrpern gegen MICA, MICB, MICA+B, ULBP1, ULBP2 und ULBP3)

Zum Nachweis sehr gering exprimierter Merkmale war die Quantitative FACS-
Analyse mit dem QIFIKIT von Dako und einem Sekundarantikérper in FITC hier
demnach der Qualitativen FACS-Analyse mit einem Sekundarantikérper in PE
unterlegen. FUr Antikérper-Bindungskapazitaten ab etwa 200 lieferte die

Quantitative FACS-Analyse jedoch aussagekréftige Ergebnisse.



Ergebnisse 107

4.3 Qualitative FACS-Analyse von NCR-Liganden
und NKG2D-Liganden auf Blasten mit
loslichen Rezeptor-Molekiilen und

Sekundarantikorpern

4.3.1 Messserie mit Flebogamma als Negativkontrolle, GeoMean-Werte

Mit dem Nachweis von NKG2D-Liganden auf kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten
beschaftigten sich bereits Kapitel 4.1 und 4.2. Eine weitere bekannte Gruppe
von aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren sind die Natural Cytotoxicity Receptors
(NCR), deren Liganden bis heute nicht bekannt sind. Spezifische Antikorper
gegen diese Liganden stehen damit nicht zur Verfigung, die Firma R&D
Systems bietet jedoch I6sliche NCR-Molekiile mit Fc-Teil an. Solche NCR-Mole-
kule wurden hier zum Nachweis von Liganden mit den Blasten inkubiert. Sie
sollten an vorhandene NCR-Liganden auf der Zelloberflache binden und mit
einem PE-markierten, antihumanen Sekundarantikorper in der FACS-Analyse

sichtbar gemacht werden.

Zusatzlich wurden FACS-Analysen mit entsprechenden l6slichen NKG2D-
Molekilen derselben Firma und mit demselben Sekundarantikérper durchge-
fuhrt. So konnten die Ergebnisse sowohl innerhalb der Methode (NCR-Liganden
vs. NKG2D-Liganden), als auch zwischen den Methoden (indirekte Antikorper

vs. losliche Rezeptormolekile bei NKG2D-Liganden) verglichen werden.

Als Negativkontrolle dienten hier zunéchst Blasten, die mit dem humanen
Immunglobulin-Mix Flebogamma und demselben Sekundarantikérper wie die

Proben inkubiert wurden.
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Als Positivkontrolle fir den Nachweis von NKG2D-Liganden dienten Zellen der
Zellkulturen K562 und 293T, die NKG2D-Liganden in hoher Antigendichte
exprimieren. Fur die NCR-Liganden stand keine Positivkontrolle zur Verfugung.

Wie in Kapitel 4.1 begrundet, wurden P2 und P5 sowie Wiederholungsversuche

aus der statistischen Auswertung ausgeschlossen.

Die Auswertung erfolgte zunachst mittels GM (Tabelle 4.9, Abbildung 4.11).
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Rezeptormolekiil oder Flebogamma

Braune Punkte: GeoMean-Werte aus Tabelle 4.9.A
Schwarze Balken: Geometrischer Mittelwert der GeoMean-Werte

n = 19 (verschiedene Patienten je Merkmal)

Abbildung 4.11:
GeoMean-Werte der Qualitativen FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-

Blasten mit |6slichen Rezeptormolekilen und Flebogamma als Negativkontrolle
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Die mittleren GeoMean-Werte lagen hier sowohl fir die NCR-Molekdle als auch
fur die NKG2D-Molekile leicht Uber dem mittleren GeoMean-Wert der mit
Flebogamma hergestellten Negativkontrollen. Der mittlere GM der NKG2D-

Molekile war dabei am grof3ten.

4.3.2 Kritische Untersuchung der Methode

a) Uberpriifung der Negativkontrollen

Im Verlauf kamen Zweifel am Einsatz von Flebogamma zur Herstellung der
Negativkontrollen auf. Deshalb wurden einige zuséatzliche Messungen durchge-
fuhrt.

Fur die Blasten einzelner Patienten und fur Zellen der als Positivkontrolle fur
NKG2D-Liganden dienenden Zellkulturen wurden jeweils folgende Ansatze
verglichen: Ungefarbte Zellen, nur mit Sekundarantikérpern inkubierte Zellen,
Zellen mit Flebogamma und Sekundarantikbrpern (entsprechend den
Negativkontrollen in Kapitel 4.3.1), Zellen mit l6slichen Rezeptormolekilen und
Sekundarantikérpern (entsprechend den Proben in Kapitel 4.3.1), sowie Zellen

mit Flebogamma, I6slichen Rezeptormolekilen und Sekundarantikérpern.

Folgendes féllt bei Betrachtung der GeoMean-Werte (Tabelle 4.10, Abbildung
4.12 auf):

e Die GM der Ansétze aus Blasten ohne Flebogamma sind gréRer als die

GM vergleichbarer Anséatze mit Flebogamma.

e Die GM von Blasten mit I6slichen Rezeptormolekilen unterscheiden sich
kaum von den zugehoérigen Negativkontrollen, wenn man Proben mit
Negativkontrollen vergleicht, die entweder beide mit oder beide ohne

Flebogamma hergestellt wurden.
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e Die GM-Unterschiede durch Flebogamma sind viel gré3er als die GM-

Unterschiede durch die |oslichen Rezeptormolekile.

10
9 M Zellen ohne Antikérper
8
B Zellen +
7 Sekundarantikorper
6
Zellen + NKp46-Molekile +
c 5 Sekundarantikdrper
m©
S
o M Zellen + Flebogamma +
0 3 - Sekundarantikdrper
2 _
M Zellen + Flebogamma +
1 - NKP46-Molekile +
0 - Sekundarantikorper
P17 P23 K562
Patient/Zellkultur

n =1 (gemessene GeoMean-Werte pro dargestelltem Balken)

Abbildung 4.12:

Beispielhafte Darstellung einiger GeoMean-Werte aus Tabelle 4.10 (Qualitative
FACS-Analyse, Uberpriifung der Eignung von Flebogamma zur Herstellung von
Negativkontrollen fir die Qualitative FACS-Analyse von Blasten mit |6slichen

Rezeptormolekilen und antihumanen Sekundarantikérpern)

Somit koénnen KEINE Aussagen Uuber spezifische Bindung l6slicher
Rezeptormolekile an Zellen getroffen werden, wenn bei der Qualitativen FACS-
Analyse Negativkontrollen aus Zellen mit Flebogamma mit Proben aus Zellen
ohne Flebogamma verglichen werden. Die mit Flebogamma hergestellten
Ansatze in Kapitel 4.3.1 dirfen nicht als Negativkontrolle fir die mit den |6sli-
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chen Rezeptormolekiilen ohne Flebogamma hergestellten Proben interpretiert

werden.

Aufgrund des knappen Patientenmaterials wurde auf eine Wiederholung der

Versuche mit geeigneteren Negativkontrollen verzichtet.

b) Positivkontrollen

Die Zellkulturen K562 und 293T exprimieren NKG2D-Liganden bekannterma-
Ren in hoher Antigendichte. Sie dienen deshalb in dieser Arbeit als

Positivkonrolle zum Nachweis von NKG2D-Liganden.

Unter Beriicksichtigung der Erkenntnisse aus Abschnitt a) wurden nun fir die
Zellkultur K562 Negativkontrollen und Proben je ohne Flebogamma, sowie
Negativkontrollen und Proben je mit Flebogamma verglichen (Tabelle 4.10,
Abbildung 4.13). Proben mit NCR-Moleklilen aus denselben Messserien

ermoglichen au3erdem einen Vergleich der Proben untereinander.
Folgendes fallt auf:

e Die GM der Proben mit I6slichen NKG2D-Molektlen sind hier deutlich

groRer als die der Negativkontrollen.

e Die GM von ungefarbten Zellen, Negativkontrollen mit und

Negativkontrollen ohne Flebogamma unterscheiden sich hier nur wenig.

e Die GM von Proben mit NKG2D-Molekilen sind deutlich gréRer als die
GM von Proben mit NCR-Molekdlen.

Die Ergebnisse sind nur damit erklarbar, dass I6sliche NKG2D-
Rezeptormolekile spezifisch an K562-Zellen gebunden haben. Der Nachweis
von NKG2D-Liganden war hier mit dieser Methode also mdglich. Sie scheint

damit zumindest zum Nachweis hoher Antigendichten prinzipiell geeignet.
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18 M Zellen chne Antikérper
16
B Zellen +
14 Sekundarantikérper
12 B Zellen + NKp30-Molekile +
Sekundarantikorper
10
c
3 Zellen + NKG2D-Molekiile +
% 8 Sekundarantikérper
&
6 M Zellen + Flebogamma +
Sekundarantikdrper
4
m Zellen + Flebogamma +
2 NKp46-Molekiile +
Sekundarantikdrper
0 W Zellen + Flebogamma +
K562 (1) K562 (2) NKG2D-Molekiile +
Zellkultur (Versuchs-Nr.) Sekundarantikorper

n =1 (gemessene GeoMean-Werte pro dargestelltem Balken)

Abbildung 4.13:
Beispielhafte Darstellung einiger GeoMean-Werte aus Tabelle 4.10 (Qualitative
FACS-Analyse von NKG2D-Liganden mithilfe von loslichen NKG2D-Molekilen

und antihumanen Sekundarantikdrpern, Positivkontrollen)

Fur NCR-Liganden stand keine Positivkontrolle zur Verfiugung. Deshalb wurde
der Nachweis auf Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten gesunder
Spender versucht (Tabelle 4.10). Es konnten jedoch keine spezifischen Zell-

NCR-Molekul-Bindungen nachgewiesen werden. Somit konnte kein Beleg daftr
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gefunden werden, dass die Methode zum Nachweis von NCR-Liganden geeig-

net ist.

4.3.3 Interpretation der Ergebnisse fiir die NCR-Liganden

Ein Nachweis von NCR-Liganden war durch die durchgefuhrten Experimente
nicht méglich. Jedoch konnte auch nicht gezeigt werden, ob die verwendeten
I6slichen Rezeptormolekile wirklich spezifisch an NCR-Liganden binden. Es
bleibt also unklar, ob solche Liganden Uberhaupt existieren, ob sie, falls sie
existieren, von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten exprimiert werden, und ob die
verwendete Methode zum Nachweis geeignet gewesen ware, wenn es solche

Liganden auf untersuchten Zellen gegeben hatte.

4.3.4 Interpretation der Ergebnisse fiir die NKG2D-Liganden

Wie in Kapitel 4.3.2 gezeigt, waren die in Kapitel 4.3.1 zunéchst verwendeten
Negativkontrollen nicht als Negativkontrollen zu den dort verwendeten Proben
geeignet. Zur Auswertung der Messergebnisse mittels MNF fehlen hier also die
Negativkontrollen. Dennoch kénnen die Messergebnisse in folgender Hinsicht

ausgewertet werden:

Anstatt aus den GM von Proben und Negativkontrollen die MNF zu berechnen,
berechnet man nun die MNF* aus den GM der Proben mit NKG2D-Molekulen
(Zahler) und den jeweiligen Mittelwerten der GM der Proben mit NCR-Moleku-
len (Nenner) aus derselben Messreihe. Je groRer dabei die MNF* fir eine
Messreihe wird, desto grof3er war der Unterschied zwischen der Fluoreszenz
der Probe mit NKG2D-Molekilen und den Proben mit NCR-Molekilen. Je
groRBer also die MNF* fir einen Patienten ist, desto wahrscheinlicher haben

seine Blasten NKG2D-Molekiile spezifisch gebunden. Falsch-negative Ergeb-
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nisse sind hierbei nattrlich moéglich, namlich falls auch NCR-Molekile spezi-
fisch gebunden haben.

Die Haufigkeitsverteilung der so berechneten MNF*-Werte (Abbildung 4.14)
lasst sich, bei einer geringen Probenzahl von n =19, nicht in Normalverteilun-
gen zerlegen. Eine Grenze zwischen positiven und negativen Proben ist somit

nicht plausibel.

Es fallt jedoch auf, dass die Probe mit dem grof3ten MNF*-Wert von P14
stammt — dem Patienten, fir den auch die grof3te SABC fir NKG2D-Liganden-
Antikorper ermittelt wurde (Kapitel 4.2). Geringere MNF*-Werte hier korrelieren

jedoch nicht gut mit den entsprechenden SABC-Werten in Kapitel 4.2.

Die Methode scheint so also zum Nachweis von NKG2D-Liganden mit einer
Expressionsdichte ab ca. 1 500 Molekillen pro Blast gut geeignet. Fir geringere

Expressionsdichten scheint sie in dieser Form nicht geeignet.

4.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse von Kapitel 4.3

e NCR-Liganden auf kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten konnten nicht

nachgewiesen werden.

e Auch konnte nicht gezeigt werden, ob die zum Nachweis verwendeten
l6slichen NCR-Molekile Gberhaupt spezifisch an NCR-Liganden binden,

ob die Methode also zum Nachweis Uberhaupt geeignet ist.

e Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von

NKG2D-Liganden mit einer vergleichbaren Methode mdglich ist.

e Insgesamt erwies sich die angewandte Methode als noch nicht ausge-
reift. Eine Wiederholung der Versuche mit besser geeigneten

Negativkontrollen kénnte eventuell zusétzliche Ergebnisse liefern
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Anzahl Patienten
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0,15-0,20
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0,05-0,00
0,00-0,05
0,05-0,10
0,10-0,15

MNF*-Intervall

n =19 (verschiedene Patienten)

Abbildung 4.14:

Haufigkeitsverteilung der MNF*-Werte, die aus den GM in Tabelle 4.9
folgendermassen berechnet werden: Logarithmus zu Basis 10 des Quotienten
aus dem GM der Probe mit NKG2D-Molekilen und dem geometrischen Mittel-
wert der GM der drei Proben mit NCR-Molekilen des jeweiligen Patienten
(Qualitative FACS-Analyse von NCR-Liganden und NKG2D-Liganden auf kindli-

chen B-Reihen-ALL-Blasten mit I6slichen Rezeptormolekiilen)
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4.4 Vergleich von drei Methoden der FACS-Analyse

In Kapitel 4.1 bis 4.3 wurden drei verschiedene Methoden der FACS-Analyse

zum Nachweis von NKG2D-Liganden bzw. NCR-Liganden verwendet. Dieses

Kapitel fasst die beobachteten Vor- und Nachteile der einzelnen Methoden noch

einmal zusammen:

4.1: Qualitative FACS-Analyse mit spezifischen Primarantikdrpern gegen

gesuchte Merkmale und Sekundérantikdrpern in PE:

+

Mit dieser Methode lie3en sich im Vergleich zu den anderen beiden
Methoden die geringsten Expressionsdichten untersuchter Merkmale
noch nachweisen.

Voraussetzung waren spezifische Primarantikorper gegen die gesuch-
ten Merkmale.

Quantitative Aussagen uber die Anzahl der gebundenen Antikérper

pro Zelle waren nicht mdglich.

4.2: Quantitative FACS-Analyse mit spezifischen Priméarantikérpern

gegen gesuchte Merkmale und Sekundarantikérpern in FITC:

Hier waren quantitative Aussagen Uber die Anzahl der gebundenen
Primarantikorper pro Zelle moglich.

Fur Merkmale mit geringer Expressionsdichte ergaben sich nur sehr
ungenaue Ergebnisse.

Voraussetzung waren spezifische Primarantikrper gegen die gesuch-
ten Merkmale.

Die bendtigten Eichpopulationen verursachten erhebliche zusatzliche

Kosten.
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4.3: Qualitative FACS-Analyse mit Idslichen Rezeptor-Molekilen und

antihumanen Sekundéarantikérpern in PE:

+ Mit dieser Methode konnte man prinzipiell Zellen auch auf nicht
bekannte Liganden zu bekannten Rezeptoren hin untersuchen, denn
es waren keine spezifischen Primé&rantikdrper gegen gesuchte Ligan-
den notwendig.

- Probleme machte hier das Finden einer geeigneten Positivkontrolle fir
den Nachweis nicht identifizierter Merkmale.

- Die starke unspezifische Bindung des antihumanen Sekundarantikoér-
pers bereitete weitere Probleme.

- Hier waren nur Merkmale mit hoher Antigendichte mit dieser Methode

nachweisbar.

4.5 Quantitative FACS-Analyse von HLA-A + HLA-B
+ HLA-C sowie HLA-E auf Blasten

Kapitel 4.1 bis 4.3 haben sich mit Liganden von aktivierenden NK-Zell-Rezepto-
ren beschaftigt. Gegenspieler der aktivierenden Rezeptoren auf NK-Zellen sind,
nach heutigem Kenntnisstand, die inhibierenden Rezeptoren. Zu den
bekanntesten inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren gehdren die verschiedenen
Rezeptoren fir HLA-A, HLA-B und HLA-C aus der HLA-Klasse I. Auch fir den

HLA-E-Rezeptor wurde mehrfach inhibierende Wirkung postuliert.

Um quantitative Aussagen Uber die Expressionsdichte der HLA-Molekile auf
den Blasten der betrachteten Patienten machen zu kénnen, wurden Quantita-
tive FACS-Analysen durchgefiihrt. Die verwendeten Primarantikdrper richteten
sich entweder gegen HLA-A + HLA-B + HLA-C (W6/32) oder gegen HLA-E
(MEM-E/07).
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Die SABC-Werte fur den Antikbrper gegen HLA-E liegen etwa im Bereich der
Summe der SABC-Werte der Antikbrper gegen die 5 NKG2D-Liganden. Die
SABC-Werte fur den Antikdrper gegen HLA-A+B+C sind dagegen um Potenzen
grofRer, im Durchschnitt sind sie rund 400-mal so grofl3 (Abb. 4.15, Tab. 4.12).
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HLA-A+B+C HLA-E MICA+B + ULBP1
+ULBP2 + ULBP3

Griine Punkte: SABC-Werte aus Tabelle 4.12.A/4.8.A

Schwarze Balken: Mittelwert der SABC-Werte

n =10 fir HLA-A+B+C, n = 14 fur HLA-E, n = 13 fir MICA+B + ULBP1 +
ULBP2 + ULBP3; (je verschiedene Patienten pro Merkmal)

Abbildung 4.15:

Spezifische Antikdrper-Bindungskapazitdt (SABC) kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten fur Antikorper gegen HLA-A+B+C, HLA-E und MICA+B + ULBP1 +
ULBP2 + ULBP3 bei der Quantitativen FACS-Analyse (im Vergleich)

Die SABC-Werte von HLA-A+B+C und HLA-E korrelierten hier nur gering, ledig-
lich 3,15 % der Varianz der SABC von HLA-E waren durch die Abh&ngigkeit
von der SABC von HLA-A+B+C zu erklaren (vgl. Werte Tabelle 4.12).
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4.6 Qualitative FACS-Analyse weiterer Molekiile
mit potentiell NK-Zell-modulierender

Funktion auf Blasten

4.6.1 Adhaisionsmolekiile

Adhéasionsmolekile dienen der temporéren Verbindung von NK- und Zielzelle.
Auch ihre verminderte Expression konnte ein Mechanismus der Blasten sein,
der Lyse durch NK-Zellen zu entgehen. Deshalb wurden die Blasten der vorn
betrachteten Patienten auch auf die Adh&sionsmolekile LFA-1 und LFA-3
(CD11a und CD58), sowie ICAM-1 und ICAM-3 (CD54 und CD50) hin unter-

sucht.

Die hier zur Qualitativen FACS-Analyse verwendeten direkten Antikbrper waren
FITC- oder PE-markiert und lieferten eine grol3e Spannbreite an GeoMean-
Werten (Tabelle 4.13). Da es sich um andersartige Antikorper handelt als in
Kapitel 4.1 bis 4.5, muss die Grenze zur Einteilung der Proben in ,positiv‘ und
,negativ’ mittels MNF neu ermittelt werden. Bei der Haufigkeitsverteilung der
MNF-Werte (Tabelle 4.14, Abbildung 4.16) fallt folgendes auf:

Es gibt viele Proben mit MNF < 0,1 und viele Proben mit MNF = 0,3. In den
Intervallen von 0,1 bis 0,3 liegt jedoch nur ein einziger MNF-Wert. Dies ist gut
damit erklarbar, dass Proben mit MNF < 0,1 das gesuchte Merkmal sehr wahr-
scheinlich nicht exprimiert haben. Sie werden deshalb hier als ,negativ‘ gewer-
tet. Proben = 0,3 haben sehr wahrscheinlich das gesuchte Merkmal exprimiert
und werden deshalb als ,positiv‘ gewertet. Ob die Probe mit dem MNF-Wert im
Intervall 0,2 bis 0,3 das gesuchte Merkmal exprimiert hat, kann nicht entschie-

den werden. Sie wird deshalb hier als ,fraglich positiv‘ gewertet (Abb. 4.17).
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CDl11a, CD50, CD54 und CD58)

Analyse
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CD 11a FITC CD 50 FITC

CD 54 PE CD 58 PE

n =19 oder 20 (verschiedene Patienten je Merkmal)

rot: Anteil negativer Proben an der Stichprobe
gelb: Anteil fraglich niedrig-positiver Proben an der Stichprobe
hellgrun: Anteil niedrig-positiver Proben an der Stichprobe
dunkelgrin: Anteil hoch-positiver Proben an der Stichprobe

Abbildung 4.17:
Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Antikdrpern

gegen CD11a, -50, -54, -58: je Anteil derjenigen Patienten an der Stichprobe,

die negativ, niedrig positiv und hoch-positiv fir das jeweilige Merkmal waren
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Alle vier Antikorper hatten fur die positiven Proben eine mindestens zweigipflige
Verteilung geliefert, wobei immer mindestens ein wertefreies Intervall oder das
Intervall eines Minimums an 0,8 angrenzte. Deshalb wurden die positiven
Proben in Abbildung 4.17 weiter unterteilt in niedrig positive Proben mit
MNF < 0,8 und hoch positive Proben mit MNF = 0,8.

Damit waren alle Proben positiv fir CD50 und CD58, je rund 20 % davon waren
niedrig-positiv und rund 80 % waren hoch-positiv. Fir CD54 waren 15 % der
Proben negativ, 45 % niedrig-positiv und 35 % hoch-positiv, fir eine Probe
(entspr. 5 %) konnte nicht entschieden werden, ob sie als niedrig-positiv oder
als negativ zu werten ist. Fur CD11a waren 68 % der Proben negativ, 16 %

waren niedrig-positiv und 16% waren hoch-positiv.

4.6.2 AICLundLLT -1

Zwei weitere Rezeptoren, Uber die moglicherweise Blasten die NK-Zell-Aktivitat
modulieren, sind der aktivierende NK-Zell-Rezeptor NKp80 und der inhibie-
rende NK-Zell-Rezeptor NKR-P1A (=CD161). Das Activation-Induced
C-type Lectin (AICL, auch CLEC2B genannt), bindet an NKp80, das Lectin-
Like Transcript-1 (LLT-1) bindet an NKR-P1A.

Die Primarantikbrper 7F12.D10 und 7G4.F4 richten sich gegen AICL, die
Primarantikérper 1B8.B6 und 8A6.D4 richten sich gegen LLT-1. Auch sie
wurden, zusammen mit Sekundarantikbrpern in PE, zur Qualitativen FACS-

Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten eingesetzt.

Da keine Positivkontrollen zur Verflgung standen, wurden aufl3erdem
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten gesunder Spender untersucht.
Dies ergab jedoch keine eindeutig positiven Ergebnisse. Die Versuche wurden

also ohne Positivkontrollen durchgefuhrt.
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Zur Bewertung der aus den gemessenen GM (Tabelle 4.15) berechneten
MNF (Tabelle 4.16) muss man auch hier ihre Haufigkeitsverteilung (Abbil-
dung 4.18) betrachten.
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n =76 (je 19 verschiedene Patienten pro Antikérper)

Abbildung 4.18:

Haufigkeitsverteilung der MNF-Werte aus Tabelle 4.16.A (Qualitative FACS-
Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Primarantikbrpern gegen AICL
und LLT-1)

Die meisten MNF-Werte in Abbildung 4.18 waren kleiner als 0,10, mit einem
Peak im Intervall - 0,02 bis 0,00. Sie waren anndhernd normalverteilt. Somit
hatten die Blasten sehr wahrscheinlich keine Antikorper spezifisch gebunden,
sie kdnnen also als ,negativ® fur spezifische Antikorperbindung gewertet
werden. Die beiden Proben mit den gré3ten MNF-Werten stammten jeweils von
demselben Patienten und wurden mit den beiden verschiedenen Antikdrpern

gegen AICL hergestellt. Einer der MNF-Werte war mit 0,52 deutlich gro3er als



Ergebnisse 124

die MNF-Werte der als negativ gewerteten Proben. Die Blasten dieses
Patienten werden als ,positiv‘ fur spezifische Bindung der Antikdrper gegen
AICL gewertet. Als ,fraglich positiv® werden die Blasten der Ubrigen Patienten
gewertet, bei denen der Mittelwert der beiden MNF-Werte fir AICL oder LLT-1
einen Wert 2 0,1 ergab (Abbildung 4.19).

AICL-Antikorper LLT-1-Antikorper

n = 38 (Proben pro Merkmal, davon je 19 verschiedene Patienten, je zwel
verschiedene Antikdrper pro Merkmal)

rot:  Anteil negativer Proben an der Stichprobe

gelb: Anteil fraglich positiver Proben an der Stichprobe

grin: Anteil positiver Proben an der Stichprobe

Abbildung 4.19:

Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Antikdrpern
gegen AICL und LLT-1: Je Anteil derjenigen Patienten an der Stichprobe, die
negativ, fraglich positiv und positiv flr spezifische Bindung der Antikérper gegen

das jeweilige Merkmal waren
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Somit waren die Blasten von 5 % der Patienten positiv fur spezifische Bindung
von Antikérpern gegen AICL, 11 % waren hierfur fraglich positiv und 84 %
waren negativ. Die Blasten aller Patienten waren negativ fir die spezifische
Bindung der Antikdrper gegen LLT-1. Da keine Positivkontrollen zur Verfiigung
standen, kann die Tatsache, dass die Blasten keine Antikdrper spezifisch
gebunden haben, jedoch nicht damit gleichgesetzt werden, dass sie LLT-1 nicht

exprimiert haben.

4.6.3 CD48,CD112,CD155 und NG2

Auch die Molekile CD48 (=Blast-1), CD112 (=PRR2) und CD155
(= Poliovirus-Rezeptor (PVR)) kdnnten, falls sie auf Blasten vorkommen, beim
Kontakt mit NK-Zellen deren Aktivitéat beeinflussen (siehe Kapitel 1.3.4). Fur das
Vorkommen von NG2 auf kindlichen ALL-Blasten wurde ein Zusammenhang
mit den Translationen t(4;11)(q21;923) und t(11;19)(p13;923) beschrieben. Bei
betroffenen Patienten war die Rickfallquote deutlich hoher als bei NG2-negati-
ven Patienten. Deshalb wurden kindliche B-Reihen-ALL-Blasten auch auf das

Vorkommen dieser Molekule hin untersucht.

Zum Nachweis von CD48 kamen direkte, FITC-markierte Antikdrper zum
Einsatz, zum Nachweis von CD112 dienten direkte, PE-markierte Antikorper.
Zur FACS-Analyse von CD155 und NG2 wurden Primarantikbrper zusammen

mit PE-markierten Sekundarantikorpern eingesetzt.

Betrachtet man die Haufigkeitsverteilungen (Abbildung 4.20) der aus den ge-
messenen GM (Tab. 4.17) berechneten MNF (Tab. 4.18) fallt folgendes auf:

e Fir CD48 sind die meisten MNF < 0,1 und nahezu normalverteilt. In den
Intervallen 0,1 bis 0,3 gibt es keine MNF-Werte, wahrend es einige MNF-
Werte > 0,3 gibt. Die verwendeten Antikdrper &hnelten den in Kapitel

4.6.1 verwendeten Antikorpern. Die MNF-Grenzwerte zur Einteilung der
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Proben in negativ, niedrig positiv und hoch positiv aus Kapitel 4.6.1

scheinen auch hier sinnvoll und werden ibernommen.

Auch die zum Nachweis von CD112 verwendeten Antikdrper ahnelten
denen in Kapitel 4.6.1. Hier konnen jedoch die MNF-Grenzwerte zur
Einteilung der Proben in ,positv‘ und ,negativ‘ NICHT Ubernommen
werden, denn im Intervall 0,1 bis 0,2 befindet sich hier nicht wie dort ein

Minimum, sondern ein Maximum.

Bei der hier untersuchten geringen Proben-Anzahl von n =19 kann die
Verteilung nicht in mindestens zwei Normalverteilungen zerlegt werden.
Auch ist der Peak nicht weit genug von null entfernt, um davon ausgehen
zu konnen, dass alle Proben niedrig positiv fir das gesuchte Merkmal
waren. Deshalb werden hier alle Proben als ,fraglich niedrig-positiv*

gewertet.

Fur CD155 sind die meisten MNF-Werte kleiner als 0,1, im Intervall 0,0
bis 0,1 befindet sich ein Maximum. Wie bei den NKG2D-Liganden in
Kapitel 4.1 gibt es auch hier einige Werte in den Intervallen von 0,1 bis
0,3. Bei n = 19 ist jedoch in diesem Bereich kein Minimum abgrenzbar,
somit stellt sich auch keine Grenze zwischen positiven und negativen
Proben dar. Alle Proben mit MNF < 0,3 werden deshalb hier als ,negativ*
gewertet. Die zwei MNF-Werte zwischen 0,3 und 0,8 werden als ,niedrig-

positiv‘ gewertet.

Fur NG2 sind alle MNF-Werte < 0,1. Sie werden als negativ gewertet.

65 % der Proben sind somit negativ flir CD48, 20 % sind niedrig- und 15 % sind

hoch-positiv. Fir CD112 ist bei allen Proben unklar, ob sie in geringem Umfang

spezifisch oder unspezifisch Antikdrper gebunden haben, 100 % der Proben

sind deshalb fraglich niedrig-positiv. Fir CD155 sind 90 % der Proben negativ
und 10 % sind niedrig-positiv. Fir NG2 sind alle Proben negativ (Abb. 4.21).
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Abbildung 4.20:

Haufigkeitsverteilung der MNF-Werte aus Tabelle 4.18.A (Qualitative FACS-

Antikérpern  gegen

mit

B-Reihen-ALL-Blasten

kindlicher
CD48, CD112, CD155 und NG2)

Analyse
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100
%

CD 155 NG2

n = 20 oder 21 (verschiedene Patienten pro Merkmal)

rot: Anteil negativer Proben an der Stichprobe
gelb: Anteil fraglich niedrig-positiver Proben an der Stichprobe
hellgrun: Anteil niedrig-positiver Proben an der Stichprobe
dunkelgrin: Anteil hoch-positiver Proben an der Stichprobe

Abbildung 4.21.:
Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Antikdrpern

gegen CD48, -112, -155 und NG2: je Anteil derjenigen Patienten an der Stich-
probe, die negativ, niedrig- und hoch-positiv fir das jeweilige Merkmal waren
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4.7 Zytotoxizitatstests zur funktionellen

Bedeutung von Rezeptor-Ligand-Paaren

Um Aussagen uber die Bedeutung aktivierender und inhibierender Rezeptoren
auf NK-Zellen fur deren zytotoxische Aktivitdt gegentber B-Reihen-ALL-Blasten
machen zu kénnen, ist zunéchst interessant, fir welche dieser Rezeptoren
Uberhaupt Liganden auf den Blasten vorkommen (Kapitel 4.1 bis 4.6). Dieses
Kapitel zeigt nun, welchen Einfluss die Blockade verschiedener Rezeptoren
oder Liganden auf die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen gegeniiber den
Blasten in sogenannten Zytotoxizitdtsassays (= Zytotoxizitatstests) hat, und
welcher Zusammenhang dabei mit der Expressionsdichte von HLA-Klasse-I-
Molekilen und HLA-E-Molekilen sowie dem Vorliegen eines KIR-Mismatches
besteht.

Aufgrund des unerwartet grol3en Aufwandes, der durch die komplizierte
Auswertbarkeit der FACS-Analysen bereits entstanden war, wurden die

Zytotoxizitatsassays auf wenige, gezielte Versuche reduziert.

Die angereicherten NK-Zellen fir die Assays stammten von freiwilligen gesun-
den Spendern. Die Blasten stammten von Patienten, deren Blasten in Kapitel
4.1 bis 4.6 untersucht worden waren. Die Auswahl der Spender und Patienten

erfolgte nach folgenden Kriterien:

e Liganden fur NK-Zell-Rezeptoren:
Es sollten Blasten als Zielzellen dienen, die Liganden fiur NK-Zell-

Rezeptoren exprimierten.

e Blastenanteil:
Ein hoher Blastenanteil (> 75 %) war Vorraussetzung fur blasten-

spezifische Ergebnisse.
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e HLA-Klasse-I-Expressionsdichte der Blasten:
Die HLA-Klasse-I-Expressionsdichte auf Zielzellen beeinflusst die
zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen. Leider war es nicht mdglich,
Blasten mit etwa gleich starker HLA-Expression auszuwéhlen, ohne die
anderen Auswahlkriterien zu verletzen. Die SABC der Blasten fur HLA-
A+B+C-Antikorper war aber in Kapitel 4.5 bestimmt worden und kann bei

der Interpretation der Ergebnisse bertcksichtigt werden.

e KIR-Mismatch:
Es sollten Spender-Patient-Konstellationen mit und ohne sogenanntes
,KIR-Mismatch“ verwendet werden (zur Erklarung des KIR-Mismatches
siehe Kapitel 1.4.1). Dazu wurden die HLA-Typen von moglichen Patien-
ten und Spendern, soweit noch nicht bekannt, im HLA-Labor der Uniklinik

Tubingen bestimmt (HLA-Gruppen siehe Tabelle 4.19).

Da die Aktivitdt von NK-Zellen zwischen verschiedenen Spendern sowie beim
selben Spender zwischen verschiedenen Tagen stark schwanken kann, dienten
Zellen der Zelllinie K562 (myeloische Leukamie-Zelllinie) als Kontrolle fir die
NK-Zell-Aktivitat.

Zur Auswertung der Zytotoxizitatsassays berechnet man, wie in Kapitel 3.9.3
beschrieben, die prozentuale spezifische Lyse (PSL) eines jeden Ansatzes. Sie
entspricht dem Anteil der Zielzellen, der in einer bestimmten Zeit (hier zwei
Stunden) von den zugegebenen NK-Zellen lysiert wurde. Je hoher dieser Anteil

ist, desto aktiver waren also die NK-Zellen bei der Lyse der Zielzellen.

Da B-Reihen-ALL-Blasten als wenig NK-empfindlich gelten, wurde hier bei allen
Versuchen ein Teil der NK-Zellen nach der Anreicherung Uber Nacht mit
Interleukin 2 (IL 2) stimuliert. Erwartungsgemal’ lysierten die unstimulierten NK-
Zellen die verwendeten Blasten bereits bei den ersten Versuchen so schlecht,

dass im Assay kein Unterschied zwischen den PSL mit und ohne Blockaden
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erkennbar war. Deshalb wurden in der Folge nur noch auf IL-2-stimulierten NK-

Zellen Rezeptoren blockiert.

4.7.1 Blockade von NKG2D-Rezeptoren oder ihren Liganden

NKG2D-Rezeptoren gehéren zu den aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren. In
Kapitel 4.1 bis 4.3 wurde gezeigt, dass die meisten kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten NKG2D-Liganden exprimieren, dass ihre Expressionsdichte jedoch im
Vergleich zu den inhibierenden HLA-Klasse-I-Molekilen sehr gering ist. Nun
wurde die Bedeutung der NKG2D-Rezeptoren fur die zytotoxische Aktivitat von
NK-Zellen gegeniber den Blasten in sieben vergleichbaren Zytotoxizitatsassays

untersucht.

Es kamen CD3-depletierte NK-Zellen von zwei verschiedenen Spendern und
Blasten von vier verschiedenen Patienten zum Einsatz. Dabei bestand fir die
Patienten P17, P21 und P23 gegentber Spender 2 (S2) ein KIR-Mismatch,
gegenuber Spender 1 (S1) bestand bei diesen Patienten kein KIR-Mismatch
(Ligand-Ligand-Modell). Ergédnzend wurden Blasten von P14 verwendet, da hier
gegentber NK-Zellen von S2 kein KIR-Mismatch bestand. Auf3erdem waren fir
P14 die hdchsten Antigendichten der NKG2D-Liganden auf den Blasten

bestimmt worden.

Zunachst wurden IL-2-stimulierte NK-Zellen beider Spender mittels FACS-
Analyse auf die Expression von NKG2D-Rezeptoren hin dberpruft (Tabelle
4.20). Die NK-Zellen beider Spender waren eindeutig positiv fur NKG2D
(graphische Auswertung), zwischen den beiden Spendern bestand kein
wesentlicher Unterschied hinsichtlich der Expressionsdichte der NKG2D-

Rezeptoren.

Bei den sieben Zytotoxizitatsassays liegt nun die mittlere PSL der Blasten durch

NKG2D-blockierte NK-Zellen bei allen verwendeten Verhaltnissen von NK-
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Zellen zu Blasten (Effektor-Target-Verhdaltnisse (E:T)) leicht unter der der
Kontrolle mit IgG1 (Abbildung 4.22, Tabelle 4.21).

Die Reduktion der PSL ist hier jedoch nach dem Wilcoxon-Test fur Paardifferen-
zen und dem Student-t-Test (je a = 0,05) NICHT signifikant. Au3erdem fallt auf,
dass fur P14, auf dessen Blasten die hdchste Antigendichte der NKG2D-Ligan-
den bestimmt worden war, keine Reduktion der Lyse durch NKG2D-Blockade
auftrat. Ein offensichtlicher Zusammenhang des Blockadeeffektes mit anderen
Merkmalen von NK- und Zielzellen, wie HLA-Klasse-I-Expressionsdichte oder
KIR-Mismatch, ist ebenfalls nicht zu beobachten (wobei die Aussagekraft der

Versuche diesbeziglich bei dieser kleinen Stichprobe natirlich gering ist).
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Balken: PSL der Einzelversuche, beispielhaft bei E:T von 10:1
Punkte: Mittelwerte der 7 Versuche
,M-“ = ohne KIR-Mismatch; ,M+“ = mit KIR-Mismatch

n =7 (verschiedene Spender-Patient-Konstellationen)

Abbildung 4.22:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch
NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Blockade von NKG2D-

Rezeptoren auf NK-Zellen
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Erganzend wurden folgende weiteren Versuche durchgefuhrt:

Um zu prufen, ob sich die Auswirkung der Blockade durch héhere
Antikorperkonzentrationen steigern lasst, etwa weil die oben verwende-
ten Konzentrationen zur Blockade ausreichend vieler Rezeptoren nicht
genugt hatten, wurden in zwei Versuchen (mit CD3-depletierten NK-
Zellen) zusatzlich Ansétze mit hoheren Antikdrperkonzentrationen
verwendet. Die Reduktion der PSL von Ansatzen mit hoheren
Antikorperkonzentrationen gegenuber der PSL von Anséatzen mit den
oben verwendeten Antikdrperkonzentrationen ist dabei jedoch nur gering
(Abbildung 4.23, Tabelle 4.22).

% spezifische Lyse

100

S1vs P23, M-, 10:1
80

60 S2vs P23, M+, 10:1

40 —e—Mittelwert 20:1

20
-o—Mittelwert 10:1

Blasten, Blasten, Blasten, Blasten, mit  Blasten, mit —o—Mittelwert 5:1
ohne L 2, mit IL 2, mit IL 2, IL 2, mit IL 2, mit
ohne AK ohne AK mit IgG1 NKG2D-AK NKG2D-AK

Sul/100ul  25pl/100ul —e—Mittelwert 2,5:1

Target-Zellen, NK-Stimulation, Antikdrper

Balken: PSL der Einzelversuche, beispielhaft bei E:T von 10:1
Punkte: Mittelwerte der zwei Versuche
,M-“ = ohne KIR-Mismatch; ,M+“ = mit KIR-Mismatch

n = 2 (verschiedene Spender-Patient-Konstellationen)

Abbildung 4.23:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch

NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Blockade von NKG2D-

Rezeptoren auf NK-Zellen, verschiedene AntikGrperkonzentrationen
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e In zwei Versuchen wurden anstatt der NKG2D-Rezeptoren auf NK-Zellen
ihre Liganden auf den Blasten blockiert (Abbildung 4.24, Tabelle 4.23).
Hier wurden CD56-angereicherte NK-Zellen verwendet. Als Zielzellen
dienten Blasten von P23, bei diesem Patienten wurde oben die grofite
Differenz zwischen den PSL mit und ohne NKG2D-Blockade beobachtet.
Sowohl durch Inkubation der Blasten mit I6slichen NKG2D-Molekuilen zur
Blockade der NKG2D-Liganden (vergleiche Kapitel 4.3) als auch mit
spezifischen ULBP1-Antikdrpern reduzierte sich die PSL gegeniber

unblockierten Blasten nicht.

100

Versuch 1, S3 vs. P23, M-,
80 (E:T=20:1)

60
M Versuch 2, S4 vs. P23, M+,

(E:T=20:1)

40 - _—

) B B I
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% spezifische Lyse

Blasten, Blasten, Blasten, Blasten,
mitIL 2, mitIL 2, mitIL 2, mitIL 2,
ohne AK mit NKG2D- ohne AK mit ULBP1-AK
Molekilen 1pg/mi
1ug/ml

Target-Zellen, NK-Stimulation, Antikorper

Balken: PSL der Einzelversuche (E:T = 20:1)
,M-“ = ohne KIR-Mismatch; ,M+“ = mit KIR-Mismatch

n = 1 (verschiedene Spender-Patient-Konstellationen pro Versuch)

Abbildung 4.24:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch
NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Blockade von NKG2D-

Liganden auf Blasten
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e Da Zellen der Zellkultur K562 NKG2D-Liganden in hoher Antigendichte
exprimieren, und da diese Zellen von NK-Zellen gut lysiert werden,
wurden schlie3lich in zwei Versuchen CD56-angereicherte, NKG2D-
blockierte NK-Zellen von zwei verschiedenen Spendern mit K562-Zellen
zusammengebracht (Abbildung 4.25, Tabelle 4.24). Auch hier verringerte
sich die PSL mit NKG2D-Rezeptor-Blockade nur gering bis gar nicht.
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K562, K562, K562, K562,
ohne IL 2, mit IL 2, mit IL 2, mit IL 2,
ohne AK ohne AK mit 1gG1 mit NKG2D-AK

Target-Zellen, NK-Stimulation, Antikérper

Balken: PSL der Einzelversuche (E:T = 5:1)
Punkte: Mittelwerte der zwei Versuche

n = 2 (verschiedene Spender)

Abbildung 4.25:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von K562-Zellen durch NK-Zellen gesunder
Spender im Zytotoxizitdtsassay: Blockade von NKG2D-Rezeptoren auf NK-

Zellen
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Zusammenfassend weisen die hier durchgefiihrten Versuche darauf hin, dass
die aktivierenden NKG2D-Rezeptoren auf NK-Zellen fur deren zytotoxische
Aktivitat gegenuber kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten keine oder nur geringe
Bedeutung haben.

4.7.2 Blockade von Natural Cytotoxicity Receptors oder ihren Liganden

Die Natural Cytotoxicity Receptors (NCR) gehdren ebenfalls zu den aktivieren-
den NK-Zell-Rezeptoren. Die Subtypen NKp30 und NKp46 kommen auf
stimulierten und ruhenden NK-Zellen vor, wahrend der Subtyp NKp44 vorwie-

gend auf stimulierten NK-Zellen vorkommt.

In Kapitel 4.3 war es nicht gelungen, mittels FACS-Analyse die Expression von
NCR-Liganden auf kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten zu zeigen oder zu widerle-
gen. NCR auf NK-Zellen kbnnen dagegen mit spezifischen Antikdrpern mittels

FACS-Analyse nachgewiesen werden (s. u.).

Anhand von sechs vergleichbaren Zytotoxizitatsassays wird nun untersucht, ob
NCR-Blockaden sich auf die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen gegenuber

kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten auswirken.

Bei allen Versuchen wurde ein Teil der CD3-depletierten, IL-2-stimulierten NK-
Zellen mittels FACS-Analyse auf ihre Expression von NCR hin untersucht
(Tabelle 4.20). Sie waren jeweils eindeutig positiv fir NKp30 und NKp46,
bezlglich der Expressionsdichte der Rezeptoren bestand zwischen beiden
Spendern kein wesentlicher Unterschied (graphische Auswertung). Fir NKp44
waren die NK-Zellen negativ (graphische Auswertung). Die Expression von
NCR, insbesondere von NKp44, kann jedoch je nach Aktivitat der NK-Zellen
variieren. Da fur die FACS-Analysen NK-Zellen verwendet wurden, die noch
nicht mit den Blasten in Kontakt gekommen waren, sind die Ergebnisse der

FACS-Analysen nicht zwingend mit der NCR-Expression der NK-Zellen
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wahrend der Durchfihrung der Zytotoxizitdtsassays gleichzusetzen. In den

Assays wurden deshalb alle drei NCR auf den betreffenden NK-Zellen blockiert.

Es kamen CD3-depletierte NK-Zellen von denselben Spendern und Blasten von
denselben Patienten wie in Kapitel 4.7.1 zum Einsatz. Der Ansatz ,S1 vs. P17¢
(Spender 1, Patient 17) musste aufgrund einer Verunreinigung verworfen
werden, somit verblieben sechs vergleichbare Assays zur Auswertung (Abbil-
dung 4.26, Tabelle 4.25).

Die Reduktion der PSL beim Einsatz NCR-blockierter NK-Zellen gegentuber der
Negativkontrolle mit IgG1 ist hier fur alle vier Verhaltnisse von NK-Zellen zu
Blasten (E:T) sowohl nach dem Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen als auch
dem Student-t-Test (je a = 0,05) signifikant.

Folgendes fallt bei Betrachtung von Abbildung 4.26 aul3erdem auf:

e Der Unterschied zwischen den PSL mit und ohne NCR-Blockade ist hier
zwar signifikant, dennoch ist er geringer als die Unterschiede der PSL
zwischen manchen Spender-Patient-Konstellationen, sowie zwischen IL-

2-stimulierten und unstimulierten NK-Zellen.

e Eine Reduktion der PSL tritt bei Konstellationen mit und ohne KIR-Mis-
match, bei Blasten mit hohen und niedrigen HLA-Expressionsdichten,
sowie bei insgesamt hoher und insgesamt niedriger zytotoxischer Aktivi-

tat der NK-Zellen gegeniiber den Blasten auf.

Diese Beobachtungen passen zu der Theorie, dass die zytotoxische Aktivitat
von NK-Zellen durch vielerlei verschiedene Mechanismen reguliert wird, die
sich gegenseitig nicht ausschlieRen. Die NCR scheinen an den Regelmechanis-

men als ein Faktor unter anderen beteiligt zu sein.



Ergebnisse 139

100

00
o

a
o

B
o

% spezifische Lyse
S

K562, K562, Blasten, Blasten, Blasten, Blasten,

ohnell 2, mitlIL2, ohnell2, mitIL2, mitIL2, mitlL?2,

ohne AK  ohne AK ohne AK ohne AK mitlgGl mit NCR-
AK

Target-Zellen, NK-Stimulation, Antikorper

e S1vs P17, M-, 10:1 mmmS2 vs P17, M+, 10:1 mmmS1vs P21, M-, 10:1
S22 vs P21, M+, 10:1 S1vs P23, M-, 10:1 S2 vs P23, M+, 10:1
S22 vs P14, M-, 10:1  --@-- Mittelwert 20:1 -@-Mittelwert 10:1

-d= Mittelwert 5:1 -© Mittelwert 2,5:1

Balken: PSL der Einzelversuche, beispielhaft bei E:T von 10:1
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n = 6 (verschiedene Spender-Patient-Konstellationen)

Abbildung 4.26:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch

NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitdtsassay: Blockade von NCR
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Folgende Versuche wurden hier erganzend durchgefihrt:

e Durch Steigerung der Antikérperkonzentrationen bei der Blockade der
Rezeptoren auf CD3-depletierten NK-Zellen wird in zwei bzw. drei Versu-
chen die PSL bei den meisten E:T weiter reduziert (Abbildung 4.27,
Tabelle 4.26).
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Target-Zellen, NK-Stimulation, Antikérper

Balken: PSL der Einzelversuche, beispielhaft bei E:T von 10:1
Punkte: Mittelwerte der 3 Versuche
,M-“ = ohne KIR-Mismatch; ,M+“ = mit KIR-Mismatch

n = 3 (verschiedene Spender-Patient-Konstellationen)

Abbildung 4.27:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch
NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Blockade von NCR auf

NK-Zellen, verschiedene Antikorperkonzentrationen
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e In einem Versuch (S3 vs. P23, CD56-angereicherte NK-Zellen) wurden
in verschiedenen Ansétzen vergleichend entweder NK-Zellen mit NKp30-
oder NKp46-Antikérpern inkubiert, oder es wurden Blasten mit I6slichen
NKp30- oder NKp46-Molekilen inkubiert, um potentiell vorhandene
NCR-Liganden auf den Blasten zu blockieren (Abbildung 4.28, Tabelle
4.27). Dabei ist im Vergleich zu unblockierten Rezeptoren und Liganden
die PSL mit I6slichen NCR-Molekulen nur gering vermindert, bei blockier-
ten Rezeptoren auf NK-Zellen ist sie deutlich reduziert. Dies wirft erneut
die Frage auf, ob die verwendeten I6slichen Rezeptormolekile schlecht
an vorhandene Liganden auf den Blasten binden, oder ob es keine
solchen Liganden auf den Blasten gibt, sondern die NCR Uber einen

anderen Mechanismus wirken.
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W S3vs P23, M-, (8ul/100pl) (8pl/100p1)
E:T=20:1 Target-Zellen, NK-Zell-Stimulation, Antikérper

Balken: PSL der Einzelversuche, E:T = 20:1
,M-“ = ohne KIR-Mismatch
n =1 (Versuch pro Balken)

Abbildung 4.28:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch
NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Blockade von NCR auf

NK-Zellen und potentiell von NCR-Liganden auf Blasten (Vergleich)
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Schlief3lich wurden in zwei Assays auch CD3-depletierte, NCR-blockierte
NK-Zellen zur Lyse von K562-Zellen eingesetzt. Zwar ist dies hier nicht
unmittelbar von Bedeutung, es konnte aber im Hinblick auf weitere
Untersuchungen interessant werden. Da K562-Zellen ohne grol3en
Aufwand zu zichten sind, Patientenmaterial jedoch stets nur sehr
begrenzt zur Verfligung steht, kdnnten zunachst K562 zur weiteren
Untersuchung der NCR-Funktion eingesetzt werden, falls NCR auch bei
der K562-Lyse von Bedeutung sind. In den zwei hier durchgefihrten
Versuchen trat im Vergleich zur Negativkontrolle mit IgG1 eine nur leicht
reduzierte PSL der K562-Zellen durch NCR-blockierte NK-Zellen auf
(Abbildung 4.29, Tabelle 4.28).

% spezifische Lyse

100

S1vs. K562, 5:1
mmS2 vs. K562, 5:1

[0}
o

- Mittelwert 20:1

o-Mittelwert 10:1

[=2]
o

-e—Mittelwert 5:1

-o—-Mittelwert 2,5:1

=~
o

N
o

K562, K562, K562, K562,
ohne IL 2, mitIL 2, mitIL 2, mitIL 2,
ohne AK ohne AK mit 1gG1 mit NCR-AK
3x15ul/100ul

Target-Zellen, NK-Stimulation, Antikérper

Balken: PSL der Einzelversuche, beispielhaft bei E:T von 5:1

Punkte: Mittelwerte der 2 Versuche

n=

2 (verschiedene Spender)

Abbildung 4.29:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von K562-Zellen durch NK-Zellen gesunder

Spender im Zytotoxizitatsassay: Blockade von NCR auf NK-Zellen
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Zusammenfassend bestéatigen die hier durchgefihrten Versuche die aktivie-
rende Wirkung von Natural Cytotoxicity Receptors auf NK-Zellen bei deren
zytotoxischen Aktivitat gegenuber kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten. Sie
scheinen als ein Faktor unter anderen an der Regulierung der NK-Zell-Aktivitat
beteiligt zu sein. Ob es allerdings auf den Blasten spezifische Liganden fur NCR
gibt, oder ob sie Uber einen anderen Mechanismus wirken, konnte nicht geklart

werden.

4.7.3 Blockade weiterer Molekiile

a) Adhidsionsmolekiile

Adhasionsmolekile dienen der temporaren Verbindung von NK-Zellen und
potentiell zu lysierenden Zellen. In Kapitel 4.6.1 wurden die Adhasionsmolekile
CD58, CD50 und CD54 auf den Blasten der meisten, CD11a nur auf denen

mancher Patienten nachgewiesen.

In je einem Zytotoxizitatsassay mit CD56-angereicherten NK-Zellen und Blasten
(P23), die alle vier Adhasionsmolekiile exprimierten, war die PSL bei Blockade
je eines Adhasionsmolekils auf den Blasten um maximal 26 % geringer als
ohne Blockade (Abbildung 4.30, Tabelle 4.29). Inwieweit diese Ergebnisse
verallgemeinert werden kdnnen, musste jedoch durch weitere Versuche getes-

tet werden.

b) CD48,CD112, CD155 und NG2

Auch die Molekile CD48, CD112 und CD155 kénnten moglicherweise beim
NK-Zell-Blasten-Kontakt Gber aktivierende NK-Zell-Rezeptoren die Zytotoxizitat
der NK-Zellen steigern. In Kapitel 4.6.3 wurde CD48 auf den Blasten von 35 %

der Patienten nachgewiesen. Fur CD155 wurden nur die Blasten von 10 % der
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Balken: PSL der Einzelversuche (E:T = 20:1)
,M-*“ = ohne KIR-Mismatch

n =1 (Versuche je Adhasionsmolekul)

Abbildung 4.30:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch
NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Blockade von

Adhasionsmolekilen

Patienten als positiv gewertet, die anderen hatten CD155 nicht oder nur mit
einer Antigendichte unterhalb der Nachweisgrenze exprimiert. Fur CD112
konnte nicht entschieden werden, ob es von den Blasten nicht oder nur mit
geringer Antigendichte exprimiert wurde. Die Blasten aller Patienten waren

negativ fur NG2.

In je zwei Zytotoxizitatsassays (Abbildung 4.31, Tabelle 4.30, je S3 vs. P23,
CD56-angereicherte NK-Zellen) wurden Blasten mit Antikdrpern gegen CD48
oder CD112 inkubiert. Die Blasten von P23 waren in Kapitel 4.6.3 positiv fur
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CD48, fur CD112 lag die MNF mit 0,36 im oberen Bereich. In einem Versuch
wurden zum Vergleich auch Blasten mit CD155-Antikdrpern inkubiert. CD155
war auf den Blasten dieses Patienten in Kapitel 4.6.3 nicht nachgewiesen

worden. Auf eine Blockade von NG2 wurde verzichtet.
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Punkte: Mittelwerte der 2 Versuche

,M-*“ = ohne KIR-Mismatch

n =1 oder 2 (unabhéngige Versuche pro Molekiil, jeweils mit derselben

Spender-Patient-Konstellation)

Abbildung 4.31:

Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch
NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Blockade von CDA48,
CD112 und CD155

Die PSL bei CD48-blockierten Blasten war jeweils um rund 20 % geringer als

bei unblockierten Blasten, bei CD-112-blockierten Blasten war sie um
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durchschnittlich 14 % geringer. Bei der CD155-Blockade war der Unterschied
zur PSL mit unblockierten Blasten so gering, dass er nicht als Effekt der
Blockade gewertet werden konnte.

Zwar fehlt hier eine Negativkontrolle mit gleich hoher Natriumazid-Konzentration
wie bei den Proben, die Versuche wurden aber in einer Versuchsreihe gemein-
sam mit der Blockade der Adhasionsmolekile (Abschnitt a)) durchgefihrt. Bei
diesen Proben lag die gleiche Natriumazid-Konzentration vor. Dort trat eine
deutlich geringere Reduktion der PSL auf.

Wie in Abschnitt a) gilt natrlich auch hier, dass eine hohere Anzahl von Versu-
chen notwendig ist, um verallgemeinernde Schliisse aus den Ergebnissen

ziehen zu konnen.

4.7.4 Funktionelle Bedeutung von HLA-A, -B und -C sowie HLA-E

Es ist unumstritten, dass die inhibierenden Killer-Immunoglobulin-artigen
Rezeptoren (KIR) eine besonders wichtige Rolle bei der Regulation der
zytotoxischen NK-Zell-Aktivitat spielen. Die HLA-Klasse-I-Molekille HLA-A,
HLA-B und HLA-C binden an diese Rezeptoren. Sie wurden hier auf den kindli-
chen B-Reihen-ALL-Blasten in verschiedener, aber immer hoher Dichte
nachgewiesen (siehe Kapitel 4.5). Frihere Vertffentlichungen belegen eine
negative Korrelation der Expressionsdichte dieser Molekile mit der PSL in
Zytotoxizitatstests (siehe auch Diskussion). Bei den vergleichbaren Versuchen
dieser Arbeit ist eine solche Korrelation zwar nicht zu beobachten (Abbildung
4.32, Tabellen 4.12 und 4.21), bei einer geringen Anzahl von maximal n =4
vergleichbaren Versuchen sind die Ergebnisse jedoch nicht sehr aussagekréftig
und stehen mit friheren Verotffentlichungen auch nicht im Wider-
spruch. Blockadeversuche wurden hier nicht durchgefiihrt, denn auch dazu gab

es bereits aussagekraftige Veroffentlichungen.
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Punkte: Prozentuale spezifische Lyse (PSL) der Einzelversuche, beispielhaft
bei E:T von 10:1, je mit und ohne IL-2-Stimulation der NK-Zellen,
Spender 2 (S2); Auflistung aller Werte siehe Tab. 4.12 und Tab. 4.21

Geraden: Regressionsgeraden durch die vier korrespondierenden Punkte

R2 = Bestimmtheitsmal3 der Regressionsgeraden

SABC = Spezifische Antikorper-Bindungskapazitat

n = 4 (Versuche mit verschiedenen Patienten und gleichem Spender)

Abbildung 4.32:

Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch
NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Korrelation der PSL mit
der HLA-Klasse-I-Expressionsdichte (HLA-A + HLA-B + HLA-C) auf Blasten

Die funktionelle Bedeutung eines KIR-Mismatches (siehe Kapitel 1.4.1) konnte
hier ebenfalls nicht belegt werden (Abbildung 4.33, Tabelle 4.21). Auch dabei
gilt jedoch, dass mit drei vergleichbaren Versuchspaaren keine sinnvolle statisti-
sche Aussage moglich ist. Hinzu kommt, dass bei allen drei Versuchspaaren

jeweils NK-Zellen derselben beiden Spender zum Einsatz kamen. Da die NK-
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Zell-Aktivitat interindividuell sehr stark variiert, kdnnen spenderspezifische

Faktoren die Ergebnisse beeinflusst haben.
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Punkte: Prozentuale spezifische Lyse (PSL) der Einzelversuche, beispielhaft
bei E:T von 10:1, je mit und ohne IL-2-Stimulation der NK-Zellen,
Spender 1 (ohne Mismatch = M-) und Spender 2 (mit Mismatch = M+);
vollstandige Auflistung aller Werte siehe Tabelle 4.21

Graue Balken: Mittelwerte der PSL-Werte

P = Patient (mit Nummer)

n = 3 (Versuchspaare mit gleichem Patienten und verschiedenem Spender)

Abbildung 4.33:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch
NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: PSL mit und ohne KIR-

Mismatch im Vergleich

HLA-E gehoért zu den HLA-Klasse-IB-Molekilen. Die Bindung von HLA-E an
CD94/NKG2A wirkt bekanntermalRen stark NK-Zell-inhibierend. Neueren Er-
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kenntnissen zufolge bindet HLA-E aber auch an aktivierende NK-Zell-Rezepto-
ren und ist insgesamt auf komplexe Weise an der Regulation der NK-Zell-
Aktivitat beteiligt. Bei den vier vergleichbaren Versuchen dieser Arbeit konnte
fur IL-2-stimulierte NK-Zellen eine maldige negative Korrelation der PSL mit der
Expressionsdichte von HLA-E auf Blasten beobachtet werden (Abbildung 4.34).
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Punkte: Prozentuale spezifische Lyse (PSL) der Einzelversuche, beispielhaft
bei E:T von 10:1, je mit und ohne IL-2-Stimulation der NK-Zellen,
Spender 2 (S2); Auflistung aller Werte siehe Tab. 4.12 und Tab. 4.21

Geraden: Regressionsgeraden durch die vier korrespondierenden Punkte

R2 = Bestimmtheitsmald der Regressionsgeraden

SABC = Spezifische Antikorper-Bindungskapazitat

n = 4 (Versuche mit verschiedenen Patienten und gleichem Spender)

Abbildung 4.34:
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten durch
NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Korrelation der PSL mit

der HLA-E-Expressionsdichte auf Blasten



Ergebnisse 150

Wie fur die HLA-Klasse-I-Molekile gilt aber auch fur die HLA-E-Molekiile, dass
bei der geringen Anzahl von n =4 vergleichbaren Versuchen die Ergebnisse
nicht sehr aussagekraftig sind. Eine grol3ere Anzahl vergleichbarer Versuche
sowie Versuche mit Blockade von HLA-E oder zugehorigen Rezeptoren auf NK-

Zellen waren hier interessant.
4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.8.1 Die Methoden betreffende Ergebnisse

Ziel der qualitativen FACS-Analysen in Kapitel 4.1 war es herauszufinden, ob
Liganden des aktivierenden NK-Zell-Rezeptors NKG2D auf kindlichen
B-Reihen-ALL-Blasten vorkommen. Die dabei gemessenen Fluoreszenzintensi-
taten der Proben unterschieden sich jedoch zu wenig von denen der
Negativkontrollen, um mit den Utblichen Auswertungsmethoden entscheiden zu
kénnen, ob die Blasten einer Probe die untersuchten Merkmale in geringer
Dichte exprimiert hatten oder gar nicht. Da die mittleren GeoMean-Werte der
Proben jedoch deutlich gréRer waren als die der Negativkontrollen (Abbildung
4.1, Tabelle 4.1.A) konnte angenommen werden, dass zumindest die Blasten
mancher Patienten NKG2D-Liganden exprimiert hatten. Um herauszufinden,
welche Blasten NKG2D-Liganden exprimiert hatten, wurde eine neue

Auswertungsmethode entwickelt (Kapitel 4.1.2).

Zentrale Bedeutung hatte bei der Auswertung mithilfe der neuen Methode die

Berechnung sogenannter MNF-Werte (MNF = Mittlere Normal-Fluoreszenz):

MFI,,)

MNF = lOglO (W
n
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Es konnte gezeigt werden: MNF-Werte sind, bei ausreichend groR3er
Stichprobe, normalverteilt, wenn die untersuchten Merkmale normalverteilt sind
und sich die untersuchten Zellen in ihrer unspezifischen Fluoreszenz ahneln.
MNF-Werte  korrelieren  auBerdem gut mit den  SABC-Werten
(SABC = Spezifische Antikorper-Bindungskapazitat), die mit der Quantitativen
FACS-Analyse, einer etablierten Methode, bestimmbar sind. Damit sind MNF-
Werte anndhernd proportional zur Anzahl spezifisch gebundener Priméar-

Antikorper pro Zelle.

Mithilfe der Haufigkeitsverteilungen der MNF-Werte konnte in Kapitel 4.1
bestimmt werden, welche Blasten mit hoher Wahrscheinlichkeit NKG2D-Ligan-
den exprimiert hatten. Aul3erdem konnten so in weiteren Kapiteln dieser Arbeit
Proben in Gruppen mit niedriger, hoher oder sehr hoher Expressionsdichte
untersuchter Merkmale eingeteilt werden. Mit der neuen Auswertungsmethode
waren also viel differenziertere Aussagen mdglich als mit bislang bekannten

Auswertungsmethoden der Qualitativen FACS-Analyse.

In Kapitel 4.3 wurde versucht, die noch nicht bekannten NCR-Liganden auf
Blasten nachzuweisen, indem zur FACS-Analyse |6sliche NCR-Molekile mit
Fc-Tell zusammen mit PE-markierten, antihumanen Sekundarantikdrpern
eingesetzt wurden. Hier konnte letztlich nur gezeigt werden, dass die Herstel-
lung von Proben und Negativkontrollen nicht in sinnvoller Form geschehen war,
somit blieben die Versuche im Hinblick auf die NCR-Liganden ohne Ergebnis.
Dagegen konnte gezeigt werden, dass l6sliche NKG2D-Molekile zum

Nachweis von NKG2D-Liganden in hoher Antigendichte geeignet sind.

In Kapitel 4.4 wurden drei Methoden der FACS-Analyse verglichen, die in dieser
Arbeit jeweils zum Nachweis von NKG2D-Liganden eingesetzt worden waren:
Die Qualitative FACS-Analyse mit spezifischen Primarantikbrpern gegen
einzelne NKG2D-Liganden und PE-markierten Sekundarantikorpern (a), die
Quantitative FACS-Analyse mit spezifischen Primérantikdrpern gegen einzelne
NKG2D-Liganden, FITC-markierten Sekundarantikérpern und dem QIFIKIT von



Ergebnisse 152

Dako (b), und die Qualitative FACS-Analyse mit I6slichen NKG2D-Molekilen
mit Fc-Teil und antihumanen, PE-markierten Sekundarantikdrpern (c). Dabei
konnten mit (a), mithilfe der neuen Auswertungsmethode, die geringsten
Antigendichten (SABC < 200) noch nachgewiesen werden. Mit (b) konnten
Molekule mit SABC-Werten ab etwa 200, mit (c) ab etwa 1 500 nachgewiesen
werden. Nur mit (b) kdnnen allein mit einer Methode auch fiir einzelne Proben
guantitative Aussagen uUber Antikdrper-Bindungskapazitaten getroffen werden.
Nur mit (c) ist der Nachweis von Molekulen moglich, gegen die keine spezifi-

schen Antikorper zur Verfligung stehen.

4.8.2 Liganden von aktivierenden und inhibierenden NK-Zell-

Rezeptoren auf kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten

Um Aussagen uber die Bedeutung verschiedener aktivierender und inhibieren-
der NK-Zell-Rezeptoren bei der zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen gegen-
Uber leuk&dmischen Blasten der B-Zell-Reihe machen zu kénnen, wurden
zunachst kindliche B-Reihen-ALL-Blasten auf die Expression von Liganden
dieser Rezeptoren hin untersucht. Abbildung 4.35 gibt einen Uberblick tiber die
Ergebnisse. Blasten erwachsener Patienten wurden in dieser Arbeit nicht unter-

sucht. Sie missen getrennt betrachtet werden.

In Abbildung 4.35 werden die Proben nach folgenden Kriterien in negativ,
fraglich niedrig-positiv, niedrig-positiv, hoch-positiv, sehr-hoch-positiv und

methodisch unklar eingeteilt:

Negativ sind hier Proben, bei denen aufgrund der Haufigkeitsverteilung der
MNF-Werte bei der Qualitativen FACS-Analyse mit hoher Wahrscheinlichkeit
davon ausgegangen werden kann, dass die Blasten das untersuchte Merkmal
nicht exprimiert haben. Dies entspricht meist MNF-Werten von < 0,1. Positiv

sind Proben, bei denen aufgrund der Haufigkeitsverteilung der MNF-Werte oder
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der SABC-Werte mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden
kann, dass die Blasten das gesuchte Merkmal exprimiert haben. Dies entspricht
hier MNF-Werten von 2= 0,1(meist bei Primarantikorpern und Sekundarantikor-
pern in PE) oder = 0,3 (meist bei direkten Antikorpern) oder SABC-Werten
= 200 (ein MNF-Wert von 0,1, der mit Primarantikérpern und Sekundarantikor-
pern in PE ermittelt wurde, entspricht hier in etwa einem SABC-Wert von 125,
jedoch war die Quantitative FACS-Analyse bei SABC-Werten unter 200 sehr
unzuverlassig bei der Unterscheidung positiver und negativer Proben).

Die positiven Proben werden nun weiter in Gruppen mit verschiedenen
Expressionsdichten der untersuchten Merkmale eingeteilt. Als niedrig-positiv
werden Proben mit MNF < 0,8 oder SABC < 1 000 gewertet (ein MNF-Wert von
0,8, der mit Primarantikorpern und Sekundarantikdrpern in PE ermittelt wurde,
entspricht hier in etwa einem SABC-Wert von 1 000). Als hoch-positiv werden
Proben mit 0,8 < MNF < 80 oder 1 000 < SABC < 100 000 gewertet, sehr hoch
positiv sind dann Proben mit MNF =80 oder SABC = 100 000. Als fraglich
niedrig-positiv werden Proben gewertet, bei denen aufgrund der MNF- oder
SABC-Werte nicht entschieden werden kann, ob die Blasten das untersuchte
Merkmal nicht oder in geringer Dichte exprimiert haben. Als methodisch unklar
werden Proben gewertet, bei denen die FACS-Analysen aufgrund methodischer

Probleme nicht zu einem eindeutigen Ergebnis gefuhrt haben.
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Abbildung 4.35:

FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Antikdrpern gegen
verschiedene Liganden von NK-Zell-Rezeptoren oder Adhasionsmolekile:
Anteil derjenigen Patienten an der Stichprobe, deren Blasten die jeweiligen
Merkmale nicht, fraglich, in niedriger, hoher oder sehr hoher Dichte exprimiert

haben (Zusammenfassung)
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a) Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren

Die NKG2D-Rezeptoren gehdren zu den am besten untersuchten aktivierenden
NK-Zell-Rezeptoren. NKG2D-Liganden konnten hier auf den Blasten der
meisten Patienten nachgewiesen werden, jedoch stets nur in geringer Antigen-
dichte. Niedrig positiv waren 19 % der Proben fir MICA, 25 % fur MICB, 62 %
fur MICA und/oder MICB, 76 % fur ULBP1, 19 % fir ULBP2 und 62 % fur
ULBP3 (zur Unstimmigkeit zwischen den Ergebnissen mit dem MICA-, dem
MICB- und dem MICA+B-Antikorper siehe Kapitel 5.1.3). Quantitativ wurden
Antikorper-Bindungskapazitaten bis maximal rund 1 000 fur Priméarantikorper
gegen eine Art von NKG2D-Liganden (ULBP1) gemessen, fir die Summe der
funf untersuchten NKG2D-Liganden lag der maximale SABC-Wert bei rund
1 500.

Bei den NCR handelt es sich um aktivierende NK-Zell-Rezeptoren, deren Ligan-
den bis heute nicht identifiziert wurden. NCR-Liganden konnten hier aufgrund
methodischer Probleme weder nachgewiesen noch ihre Expression widerlegt

werden.

An weiteren Liganden von aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren konnten AICL,
CD48 und CD155 nur auf den Blasten von einer Minderheit der Patienten
nachgewiesen werden: Die Blasten von einem von 19 Patienten waren niedrig
positiv fir AICL, die von zwei weiteren waren fraglich niedrig positiv, die tbrigen
waren negativ fur AICL. Die Blasten von 15 % der Patienten waren hoch-positiv
fur CD48, die von 20 % waren niedrig-positiv und die von 65 % waren negativ
fur CD48. Fur CD155 waren die Blasten von 10 % (2 von 21) der Patienten
niedrig-positiv, 90 % waren negativ. CD112 war fraglich in geringer

Expressionsdichte auf den Blasten mancher oder aller Patienten vorhanden.



Ergebnisse 156

b) Adhidsionsmolekiile

Die Adhasionsmolekile werden von manchen Autoren zu den aktivierenden
NK-Zell-Rezeptoren gerechnet. Sie dienen dem Zell-Zell-Kontakt, induzieren
aber teilweise auch aktivierende Signale in NK-Zellen. Adhéasionsmolekile
kommen auf NK-Zellen und Blasten vor.

Die Adhasionsmolekiile CD50, CD54 und CD58 konnten auf den Blasten der
meisten Patienten nachgewiesen werden: Die Blasten von 79 % der Patienten
exprimierten CD50 in hoher Expressionsdichte, die von 21 % in niedriger
Expressionsdichte. Die Blasten von 35 % der Patienten exprimierten CD54 in
hoher und von 45 % in niedriger Expressionsdichte, die von 5 % (1 Patient)
waren fraglich niedrig positiv und nur die von 15 % waren negativ fur CD54. Fur
CD58 waren die Blasten von 80 % der Patienten hoch-positiv und die von 20 %
waren niedrig-positiv. Lediglich fir CD11la waren die Blasten von 68 % der

Patienten negativ, jeweils 16 % waren niedrig- und hoch-positiv.

c) Liganden inhibierender NK-Zell-Rezeptoren

Zu den bekanntesten und nach heutigem Kenntnisstand wichtigsten Liganden
inhibierender NK-Zell-Rezeptoren gehoren die HLA-Klasse-I-Molekile HLA-A,
HLA-B und HLA-C. Ihre Expression auf kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten wurde
hier mittels Quantitativer FACS-Analyse untersucht. Als Primarantikdrper
dienten W6/32-Antikdrper, die an alle drei Molektle binden. Damit wurden fur
HLA-A+B+C SABC-Werte von rund 50 000 bis rund 370 000 ermittelt. Die
Proben waren somit alle hoch- oder sehr-hoch-positiv fir HLA-Klasse-I-Mole-
kile. Selbst der kleinste bestimmte SABC-Wert fur HLA-Klasse-I-Molekile war
noch etwa 250-mal so gro3 wie der grof3te bestimmte SABC-Wert fur die
Summe aller untersuchten NKG2D-Liganden (vergleiche Abschnitt a)). Sehr-
hoch-positive Proben gab es in dieser Arbeit insgesamt nur fir HLA-Klasse-I-

Molektle. Die Expressionsdichte der HLA-Klasse-I-Molekiile variierte dabei
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zwischen den Blasten der verschiedenen Patienten stark, zwischen den einzel-

nen Blasten eines jeden Patienten variierte sie dagegen kaum.

HLA-E gehort zu den HLA-Klasse-I1B-Molekulen und bindet ebenfalls an inhibie-
rende NK-Zell-Rezeptoren, neueren Erkenntnissen zufolge aber auch an
aktivierende NK-Zell-Rezeptoren. Die Expression von HLA-E auf den Blasten
wurde hier ebenfalls mittels Quantitativer FACS-Analyse untersucht. Dabei
wurden SABC-Werte von -281 bis 1787 ermittelt. Fur die Proben mit
SABC < 200 konnte nicht entschieden werden, ob sie HLA-E exprimiert haben,
da die Quantitative FACS-Analyse in diesem Bereich zu ungenau ist. Diese
Proben wurden also als fraglich niedrig-positiv gewertet (36 % der Proben).
57 % der Proben waren niedrig-positiv (200 < SABC < 1 000) und 7 % (eine
Probe) waren hoch-positiv. Eine Korrelation der Expressionsdichten von HLA-
A+B+C und HLA-E war hier kaum zu beobachten (Bestimmtheitsmaf3
R2=0,0315), was jedoch nicht zwingend auf eine entsprechend geringe
Korrelation der Merkmale selbst schlieRen lasst, da die Quantitative FACS-
Analyse fur niedrig-positive und negative Merkmale nur ungenaue Ergebnisse

liefert.

LLT-1, der Ligand des inhibierenden NK-Zell-Rezeptors NKR-P1A, konnte auf
den Blasten keines Patienten nachgewiesen werden. Da keine Positivkontrolle
zur Verflgung stand, kann daraus jedoch nicht sicher geschlossen werden,

dass LLT-1 von den Blasten nicht exprimiert wurde.

d) Sonstige Molekiile

Fior das Vorkommen von NG2 auf kindlichen ALL-Blasten wurde ein
Zusammenhang mit den Translationen t(4;11)(g21;923) und t(11;19)(p13;923)
beschrieben. Bei betroffenen Patienten war die Rickfallquote deutlich héher als
bei NG2-negativen Patienten. Deshalb wurden hier kindliche B-Reihen-ALL-

Blasten auch auf das Vorkommen dieser Molekiile hin untersucht. Alle
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untersuchten Proben waren jedoch negativ fir NG2, wobei Blasten mit bekann-
tem MLL-Rearrangement nicht zur Verfigung standen. Somit konnten auch
eine eventuelle funktionelle Bedeutung von NG2 oder eine Korrelation mit der
Expression weiterer Oberflachenmolekiile leider nicht untersucht werden.

4.8.3 Funktionelle Bedeutung verschiedener Rezeptor-Ligand-Paare

Zur Untersuchung der zytotoxischen Aktivitat naturlicher Killerzellen gegentber
Blasten mit und ohne Blockade von Rezeptoren oder Liganden wurden BATDA-
release-assays (Zytotoxizitatstests) durchgefiihrt. Diese sollten Hinweise auf die
funktionelle Bedeutung verschiedener Rezeptor-Ligand-Paare liefern. Da es zur
Bedeutung inhibierender Rezeptoren bei der zytotoxischen Aktivitat von NK-
Zellen gegentber kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten schon mehr veroffentlichte
Ergebnisse gab als zur Bedeutung der aktivierenden Rezeptoren, wurden hier
nur Versuche mit Blockade von aktivierenden Rezeptoren oder ihren Liganden
sowie Adhasionsmolekilen durchgefuhrt. Durch den Vergleich der verschiede-
nen Tests untereinander sollten zusatzlich Erkenntnisse Uber die funktionelle

Bedeutung inhibierender Rezeptor-Ligand-Paare gewonnen werden.

Da unstimulierte NK-Zellen die kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten zu schlecht
lysiert haben, um einen Effekt von Blockaden aktivierender Rezeptoren
beobachten zu konnen, wurden Blockadeversuche mit IL-2-stimulierten NK-

Zellen durchgefuhrt.

Zur Auswertung der Zytotoxizitatstests wurde jeweils die Prozentuale Spezifi-
sche Lyse (PSL) von Ansatzen mit und ohne Blockade verglichen. Sie gibt an,
welcher Anteil der Zielzellen im Testzeitraum von den NK-Zellen lysiert worden
ist. Damit ist die PSL ein Mal3 fur die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen unter
den gegebenen Testbedingungen. Je grolRer die PSL, desto aktiver waren die
NK-Zellen.
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Die Blockade von NKG2D-Rezeptoren fihrte in sieben vergleichbaren
Zytotoxizitatstests (drei Tests mit, vier Tests ohne KIR-Mismatch zwischen NK-
Zellen und Blasten) nicht zu einer signifikanten Reduktion der PSL. Durch eine
Steigerung der Konzentration der verwendeten Antikorper konnte die PSL nur
geringfligig weiter reduziert werden. In zwei ergdnzenden Zytotoxizitatstests mit
NK-Zellen und K562-Zellen als Targetzellen (diese Zellen exprimieren NKG2D-
Liganden in hoher Dichte) wurde die PSL durch Blockade von NKG2D-Rezepto-

ren ebenfalls nur gering reduziert.

Die Blockade von NCR (NKp30+44+46) fuhrte dagegen in sechs vergleichbaren
Zytotoxizitatstests (drei Tests mit, drei Tests ohne KIR-Mismatch zwischen NK-
Zellen und Blasten) zu einer geringen aber signifikanten Reduktion der PSL.
Die PSL konnte durch eine Steigerung der Konzentration der verwendeten

Antikdrper weiter reduziert werden.

In je zwei Zytotoxizitatstests war unter Zugabe von CD48- oder CD112-Antikor-
pern die PSL deutlich vermindert (zur Negativkontrolle siehe Kapitel 4.7.3,
Abschnitt b)). In einem Test war die PSL bei Blockade eines Adhasionsmole-
kils (CD50) um 26 % vermindert, bei den anderen drei untersuchten
Adhasionsmolekilen war sie in je einem Test kaum vermindert. Eine groRere

Anzahl von Versuchen ware hier interessant.

Eine negative Korrelation zwischen der Expressionsdichte von HLA-Klasse-I-
Molekilen und der PSL, sowie eine gréRere PSL bei Versuchen mit KIR-Mis-
match im Vergleich zu Versuchen ohne KIR-Mismatch, waren bei den vergleich-
baren Versuchen dieser Arbeit zwar nicht zu beobachten, aufgrund der gerin-
gen Anzahl vergleichbarer Versuche waren diese Ergebnisse jedoch nicht sta-
tistisch aussagekraftig und standen mit entsprechenden Thesen nicht im Wider-
spruch. Fir IL-2-stimulierte NK-Zellen konnte eine mafige negative Korrelation
der PSL mit der Expressionsdichte von HLA-E auf Blasten beobachtet werden,
auch hier war die Aussagekraft aufgrund der geringen Anzahl vergleichbarer

Tests jedoch gering. Weitere Versuche waren hier sicher lohnend.
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5 Diskussion

5.1 Methodenkritik

5.1.1 Einfithrung einer neuen Auswertungsmethode der Qualitativen

FACS-Analyse (MNF)

Mit den bislang etablierten Auswertungsmethoden der Qualitativen FACS-
Analyse war es nicht mdglich, gering exprimierte Merkmale gegen nicht expri-
mierte Merkmale abzugrenzen. Diese Unterscheidung kann von grol3er Bedeu-
tung sein, denn auch gering exprimierte Merkmale kénnen fir die Zellfunktion
wichtige Aufgaben erfillen. In dieser Arbeit wurde eine neue Auswertungsme-
thode entwickelt, die eine solche Unterscheidung in vielen Fallen mdglich
macht. Voraussetzung hierfir ist jedoch eine statistisch auswertbare Anzahl von
vergleichbaren Einzelwerten (ab etwa 20 Werte). Fir die Bewertung einzelner

Proben bietet die Methode dagegen keine Vorteile.

Zentrale Bedeutung fur die neue Auswertungsmethode hat die Berechnung von
sog. MNF-Werten (siehe Kapitel 4.1.2). Die Aussagekraft der MNF-Werte wurde
experimentell durch den Vergleich mit den Ergebnissen einer etablierten
guantitativen Methode [59] belegt. Dabei korrelierten die MNF-Werte gut mit
den Werten der Spezifischen Antikérper-Bindungskapazitat (SABC), die mit
Quantitativer FACS-Analyse ermittelt wurden. Das Bestimmtheitsmald lag bei
R2=0,8816 (n = 78 Wertepaare).
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Die Varianz der MNF-Werte in Abh&ngigkeit von den SABC-Werten ist dadurch
zu erklaren, dass die unspezifische Fluoreszenz der untersuchten Zellen in die
Berechnung der MNF eingeht. Da die unspezifische Fluoreszenz zwischen den
Proben einer Messserie nur gering variiert, sind die MNF-Werte einer Messserie
dennoch untereinander vergleichbar. Die SABC dagegen ist idealerweise
unabhéngig von der unspezifischen Fluoreszenz der Zellen. Das Bestimmtheits-
maf der Korrelation von MNF und SABC wird also hauptséchlich bestimmt
durch die Varianz der unspezifischen Fluoreszenz der Proben. Eine geringere
Rolle spielen auRerdem Messungenauigkeiten beim Bestimmen der Eichgera-
den bei der Quantitativen FACS-Analyse. MNF und SABC sind unabhangig von
der Verstarkerspannung und machen damit Proben aus verschiedenen

Messreihen direkt vergleichbar.

Die MNF allein kann, im Gegensatz zur SABC, keine Aussage Uber die abso-
lute Anzahl von Antikérper-Bindungsstellen auf untersuchten Zellen liefern. Sie
erreichte hier fur &hnliche Merkmalstrager, @hnliche Primarantikérper, gleiche
Sekundarantikérper und vergleichbare Versuchsdurchfihrungen jedoch
Verhaltnisskalenniveau, denn die MNF war (mit R =0,94) das Produkt aus
SABC und einer Konstanten. Bei Kenntnis von MNF und SABC von mindestens
einer Probe einer Messserie kann man somit die SABC-Werte der Ubrigen
Proben aus den MNF-Werten abschatzen. Dieses Vorgehen bietet die Mdglich-
keit, bei nur geringer Zunahme der Messungenauigkeit die SABC grofer

Probenmengen mit vergleichsweise geringem Aufwand zu ermitteln.

Untersucht wurde hier nicht, wie gut die MNF-Werte von Proben aus
verschiedenen Messserien vergleichbar sind. Aus den theoretischen
Uberlegungen im vorletzten Abschnitt I4sst sich jedoch ableiten, dass die MNF-
Werte, die fir verschiedene Zellarten oder mit verschiedenartigen Antikérpern
ermittelt wurden, nicht aussagekraftig miteinander verglichen werden kénnen.
Mdglich wird der Vergleich jedoch wieder, wenn man die SABC-Werte aus den

MNF-Werten abschatzt wie im vorigen Abschnitt beschrieben.
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Der experimentelle Vergleich von SABC und MNF wurde hier fir nur eine
Zellart (Blasten) durchgefuhrt. Vor der Anwendung der Methode zur Auswer-
tung der FACS-Analysen anderer Zellarten sollte Gberprift werden, wie stark
die unspezifische Fluoreszenz der Zellen der verschiedenen Proben einer

geplanten Messserie variiert.

5.1.2 FACS-Analyse von Blasten - Allgemeines

Die FACS-Analyse bietet die Moglichkeit, eine groRe Anzahl von Zellen in
kurzer Zeit einzeln auf das Vorkommen bestimmter Merkmale hin zu untersu-
chen. Die Ergebnisse kénnen dann statistisch weiter ausgewertet werden. Das
eingesetzte Datenverarbeitungsprogramm ,CellQuest® kann aus den gemesse-
nen Fluoreszenzintensitdten der Einzelzellen Geometrische Mittelwerte
(GeoMean-Werte) berechnen, die dann fir jede Probe und Negativkontrolle zur
weiteren Berechnung zur Verfigung stehen. Da der GeoMean-Wert jeder Probe
einen Mittelwert aus den Messwerten vieler Einzelzellen darstellt, werden schon
auf dieser Stufe der Auswertung Ungenauigkeiten durch die nattrliche Varianz
der Einzelzellen minimiert. Durch die weitere statistische Auswertung vieler so
gewonnener GeoMean-Werte werden insgesamt noch groRBere Zellzahlen

evaluiert.

Manche Autoren sind der Meinung, dass Zellen bei der FACS-Analyse nach
Zugabe der Antikorper mehrfach gewaschen werden missen [57]. In dieser
Arbeit wurden die Zellen nach der Inkubation mit Antikérpern jeweils nur einmal
gewaschen. Dies barg ein hodheres Risiko fur Messungenauigkeiten, ging
jedoch auch mit einem deutlich geringeren Zellverlust einher. Da kindliche
Blasten nur in sehr begrenztem Umfang zur Verfligung standen und eine
Vielzahl an Oberflachenmerkmalen untersucht werden sollte, wurde dieses

hohere Risiko fir Messungenauigkeiten in Kauf genommen. Wie im Ergebnisteil
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gezeigt, ergaben sich dennoch auch fur gering exprimierte Merkmale

aussagekraftige Ergebnisse.

Die untersuchten Blasten waren nach der Gewinnung zunéchst kryokonserviert
worden. Zur FACS-Analyse wurden sie moglichst frisch aufgetaut oder in
einzelnen Fallen maximal einen Tag lang im Kuhlschrank aufbewahrt. Die
Kryokonservierung von Zellen stellt heute eine etablierte Methode dar. Dennoch
sind Veranderungen der Zellen nicht auszuschlielen. So werden z. B. NKG2D-
Liganden von vielen Zellen bei Stress vermehrt exprimiert [99]. Wie der Stress
des Einfrierens, Auftauens und der Markierung der Blasten sich auf die Expres-

sion der untersuchten Molekile ausgewirkt hatte, bleibt unklar.

5.1.3 Qualitative FACS-Analyse von NKG2D-Liganden auf Blasten mit

Primér- und Sekundarantikérpern

Die FACS-Analyse mit Primar- und Sekundarantikérpern birgt immer ein héhe-
res Risiko von Messungenauigkeiten als die Verwendung von direkten
(fluoreszenzgekoppelten) Antikdrpern. Da aber direkte Antikorper gegen die
NKG2D-Liganden nicht zur Verfligung standen, dienten unmarkierte
Primarantikorper und PE-markierte Sekundarantikérper zum Nachweis. PE-
markierte Antikorper eignen sich besonders gut zum Nachweis von Antigenen
mit geringer Expressionsdichte, da die PE-Molekile vergleichsweise stark

leuchten.

Bei der Auswertung fiel auf, dass der MNF-Wert fur MICA+B (ermittelt mit
einem Antikdrper gegen beide Molekile) haufig deutlich grolRer war als die
Summe der MNF-Werte fir MICA und MICB. Dies ist entweder dadurch zu
erklaren, dass die Antikdrper gegen MICA und MICB schlechter an die gesuch-
ten Strukturen gebunden haben als der Antikérper gegen beide Strukturen, oder

aber dadurch, dass der Antikdrper gegen MICA+MICB starker unspezifisch an
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die Blasten gebunden hat. Die Erklarung einer schlechten spezifischen Bindung

der Antikorper gegen MICA und MICB erscheint hier plausibler.

5.1.4 Quantitative FACS-Analyse von NKG2D-Liganden auf Blasten

Es gibt verschiedene Methoden der Quantitativen Durchflusszytometrie [59, 96,
94]. Dabei gelten das hier verwendete QIFIKIT und vergleichbare Methoden als
am genauesten. Dennoch ist die Methode fehleranfallig. Das National Institute
of Standards and Technology (NIST) der USA hat sich deshalb immer wieder
um die Standardisierung der Quantitativen Durchflusszytometrie bemuht [93].

Das QIFIKIT ist eigentlich fur den quantitativen Nachweis hoher Antigendichten
konzipiert, wie sie in dieser Arbeit fir HLA-A+B+C vorlagen. Daneben wurde in
dieser Arbeit auch ein quantitativer Nachweis der gering exprimierten NKG2D-
Liganden versucht. Wie in Kapitel 4.2 gezeigt wurde, eignete sich die Methode
zum Nachweis von Antikorper-Bindungskapazitaten ab etwa 200 Antikdrpern
pro Zelle, darunter war sie zu ungenau. Dies ist immer noch eine erstaunlich
hohe Genauigkeit, denn die Eichpopulation mit der geringsten Antigendichte im
QIFIKIT weist eine SABC von etwa 3000 Bindungsstellen (je nach Charge) auf.
Die SABC fur NKG2D-Liganden-Antikérper auf Blasten lag damit weit darunter.
Hinzu kommt, dass FITC-markierte Antikbrper zum Nachweis von geringen
Antigendichten nicht so gut geeignet sind, da sie weniger stark fluoreszieren als

PE-markierte Antikdrper.

Wie bei der MNF bei der Qualitativen FACS-Analyse stimmte hier haufig die
Summe der SABC fir den MICA-Antikérper und den MICB-Antikorper nicht
Uberein mit der SABC fur den MICA+B-Antikorper (siehe Kapitel 5.1.3).
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5.1.5 Qualitative FACS-Analyse von NCR-Liganden und NKG2D-
Liganden auf Blasten mit l6slichen Rezeptor-Molekiilen und

Sekundirantikérpern

Die Liganden der NCR sind bis heute nicht identifiziert. Auch sind keine spezifi-
schen Antikorper gegen sie auf dem Markt. Deshalb wurde versucht, NCR-
Liganden mithilfe von I6slichen NCR-Molekulen nachzuweisen. Diese sollten
fest an gegebenenfalls vorhandene NCR-Liganden binden und mittels FACS-
Analyse nach Markierung mit einem Sekundarantikdrper sichtbar gemacht

werden.

Probleme ergaben sich hier bei der Suche nach einer geeigneten Positivkon-
trolle. Der Hersteller hatte die Funktionstiichtigkeit der Molekule durch funktio-
nelle Tests belegt (siehe Kapitel 3.5.2), eine feste Bindung der Molekile an
Zellen hatte er jedoch nicht beschrieben. Arnon et al. [4] beschrieben eine
deutliche Verminderung des Wachstums von menschlichen Prostata-Karzinom-
Zellen durch eine Behandlung mit vergleichbaren l6slichen NKp30-Molekilen.
Esin et al. [26] setzten l6sliche NCR-Molekile mit Fc-Teil ein, um
Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) mittels FACS-Analyse auf
das Vorkommen von NCR-Liganden hin zu untersuchen. Dabei wurde fir mit
NKp44-Molekilen  und  Sekundarantikbrpern  inkubierte =~ BCG-Zellen
durchschnittlich eine héhere Fluoreszenz nachgewiesen als fur BCG-Zellen, die
mit NKp30- oder NKp46-Molekilen und Sekundarantikérpern inkubiert worden
waren. Die Bindung von NKp44-Fc-Molekilen an BCG wurde
elektronenmikroskopisch bestétigt. Nowbakht et al. [72] setzten l6sliche NCR-
Molekile zur FACS-Analyse ein, an die FITC-konjugierte Ziege-anti-Maus-
Antikorper spezifisch banden. Sie zeigten, dass diese Molekile spezifisch an
THP-1-Zellen banden, nicht aber an K562. Der Nachweis einer spezifischen
Bindung der loslichen NCR-Molekile an BCG oder THP-1 wurde in dieser
Arbeit nicht versucht. Stattdessen wurde der Nachweis einer spezifischen

Bindung an Granulozyten, Monozyten oder Lymphozyten gesunder Spender
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versucht, was jedoch kein positives Ergebnis brachte. Vergleichend wurden
NKG2D-Moleklle desselben Herstellers und vergleichbaren Aufbaus einge-
setzt. Eine spezifische Bindung dieser Molekile an K562 konnte gezeigt

werden.

Weitere Probleme bereitete die Herstellung geeigneter Negativkonrollen. Das
zunéchst dafur eingesetzte Flebogamma erwies sich als nicht geeignet, denn
Negativkontrollen aus Zellen und Sekundarantikbrpern wiesen eine deutlich
hohere Fluoreszenzintensitat auf als Negativkontrollen aus Zellen, Flebogamma
und Sekundarantikdrpern. Dies ist am ehesten dadurch zu erklaren, dass
Flebogamma eine starke unspezifische Bindung der antihumanen
Sekundarantikdrper an die Blasten verhinderte. Da zu den Proben mit I6slichen
Rezeptormolekilen kein Flebogamma zugegeben worden war, waren Proben

und Negativkontrollen nicht aussagekraftig vergleichbar.

Aus dem vorigen Abschnitt Iasst sich ableiten, dass vermutlich auch eine starke
unspezifische Bindung des antihumanen Sekundarantikérpers zumindest beim
Nachweis von Liganden mit geringer Expressionsdichte ein Problem darstellte.
Hier waren Nowbakht et al. (s. 0.) im Vorteil, da sie I6sliche Rezeptormolekiile

hergestellt hatten, die mit Anti-Maus-Antikdrpern markierbar waren.

5.1.6 Quantitative FACS-Analyse von HLA-A + HLA-B + HLA-C sowie
HLA-E auf Blasten

Die Quantitativen FACS-Analysen der Expression von HLA-A+B+C sowie von
HLA-E auf Blasten wurden genauso durchgefihrt und ausgewertet wie die
Quantitativen FACS-Analysen der NKG2D-Liganden, es wurden lediglich

andere Primarantikoérper verwendet (siehe auch Kapitel 5.1.4).

Die SABC-Werte von HLA-A+B+C und von HLA-E korrelierten hier mit einem

Bestimmtheitsmafd von 0,0315 nur gering. Die geringe Korrelation in dieser
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Arbeit kann darauf zuriickzufiihren sein, dass HLA-E von den Blasten nur mit
geringen Antigendichten exprimiert wurde und dass die Quantitative FACS-
Analyse fur solch geringe Antigendichten sehr ungenaue Ergebnisse lieferte.
Auf eine entsprechend geringe Korrelation der Antigendichten der Molekule
selbst kann also nicht geschlossen werden.

5.1.7 Qualitative FACS-Analyse weiterer Molekiile mit potentiell NK-

Zell-modulierender Funktion auf Blasten

Zum Nachweis der untersuchten Adhasionsmolekile standen direkte Antikdrper
zur Verfigung. Die Verwendung von direkten Antikdrpern birgt ein geringeres
Risiko von Messungenauigkeiten als die Verwendung von Primar- und
Sekundarantikérpern. Da die meisten Adhasionsmolekile von den Blasten der
meisten Patienten in hoher Dichte exprimiert wurden, konnten die meisten
Proben bereits mit der graphischen Auswertungsmethode als positiv eingestuft
werden. Die Expressionsdichte der Molekile variierte jedoch sehr stark. Durch
die Ermittlung von MNF-Werten und deren Haufigkeitsverteilungen konnten die
Proben statistisch begriindbar in negative, niedrig positive und hoch positive
Proben eingeteilt werden. Lediglich fir eine Probe konnte nicht entschieden
werden, ob sie die untersuchten Adhasionsmolekile (CD54) nicht oder nur in
geringer Dichte exprimierte. Damit ermdglichte die Auswertung mittels MNF
auch hier prazisere Aussagen als bisher Ubliche Auswertungsmethoden der
Qualitativen FACS-Analyse.

Die Qualitativen FACS-Analysen der Expression von AICL und LLT-1 wurden
genauso durchgefihrt wie die Qualitativen FACS-Analysen der NKG2D-Ligan-
den, es wurden lediglich andere Primarantikérper verwendet (siehe auch Kapi-
tel 5.1.3). Die Versuche wurden zunéchst als Blindversuche durchgefihrt, um
bei der urspringlich geplanten graphischen Auswertung, bei der Proben mit

gering exprimierten Merkmalen nicht objektiv eindeutig in positive oder negative
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Proben einzuteilen sind, eine moglichst geringe Beeinflussung der Ergebnisse
durch die Untersuchererwartung zu erhalten. Je zwei verschiedene
Antikdrperarten richteten sich dabei gegen dasselbe Merkmal, wobei zunachst
nicht bekannt war, welche das waren. Die Ergebnisse der graphischen ,blinden”
Auswertung wurden jedoch im Ergebnisteil nicht weiter bertcksichtigt, da die
statistische  Auswertung  errechneter MNF-Werte eine  objektivere
Auswertungsmethode darstellte. Positivkontrollen standen fur diesen ,Blindver-
such” leider nicht zur Verfligung, weshalb insbesondere die zu 100 % negativen

Ergebnisse fur LLT-1 in Frage gestellt werden kdonnen.

Die Qualitativen FACS-Analysen der Expression von CD48 und CD112 wurden
genauso durchgefihrt und ausgewertet wie die Qualitativen FACS-Analysen
der Adhéasionsmolekile, es wurden lediglich andere direkte Antikdrper verwen-
det (siehe oben). Bei CD48 konnten so alle Proben in negative, niedrig-positive
und hoch-positive Proben eingeteilt werden. Fiur CD112 konnte jedoch objektiv
kein Grenzwert zur Einteilung in negative und niedrig-positive Proben festgelegt
werden. Die Haufigkeitsverteilung der MNF-Werte legt die Vermutung nahe,
dass die Expressionsdichte von CD112 zwischen den Blasten der verschiede-
nen Patienten variierte, die einzelnen Proben konnten hier jedoch alle nur als
»iraglich niedrig-positiv‘ gewertet werden. Dies zeigt, dass die Einteilung in posi-
tive und negative Proben mithilfe der Haufigkeitsverteilung von MNF-Werten
schwierig wird, wenn zwischen negativen und positiven Proben kein eindeutiges
Minimum auftritt, was durch die Haufigkeitsverteilung der untersuchten Merk-

male selbst bedingt sein kann.

Die Qualitativen FACS-Analysen der Expression von CD155 und NG2 wurden
genauso durchgefihrt und ausgewertet wie die Qualitativen FACS-Analysen
der NKG2D-Liganden, es wurden lediglich andere Primarantikbrper verwendet
(siehe auch Kapitel 5.1.3).
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5.1.8 Anreicherung, Untersuchung und Stimulation von NK-Zellen fiir

Zytotoxizitatstests

Die NK-Zellen fur diese Arbeit stammten von freiwilligen gesunden Spendern,
die unter Berucksichtigung ihres HLA-Typs ausgewahlt wurden. So wurde
sichergestellt, dass bei den zentralen Versuchsserien etwa gleich viele Versu-
che mit und ohne Vorliegen eines sogenannten KIR-Mismatches durchgefiihrt

wurden.

Die Anreicherung von NK-Zellen mithilfe von magnetisch markierten Antikor-
pern, wie sie in dieser Arbeit durchgefuhrt wurde, ist eine etablierte Methode,
die sich auf Vitalitat, Proliferationsverhalten und KIR-Expression der NK-Zellen
nicht relevant auswirkt [35, 67, 78, 52]. Dennoch ist eine Veranderung der
Expression von NK-Zell-Rezeptoren durch die Anreicherung nicht auszuschlie-
Ben, da die Expressionsdichte der Rezeptoren durch verschiedene Faktoren
beeinflusst werden kann (siehe Kapitel 1.3.1 und 1.3.2). In dieser Arbeit wurden
angereicherte NK-Zellen beider Spender fur die zentralen Versuchsserien auf
die Expression von NKG2D-Rezeptoren und NCR hin untersucht. Uber die
Verhéltnisse in vivo kann dadurch jedoch keine zuverlassige Aussage gemacht

werden.

Fur die Zytotoxizitatstests mit Blockade von Rezeptoren oder Liganden wurden
NK-Zellen mit IL 2 stimuliert, denn unstimulierte NK-Zellen zeigten eine so
geringe zytotoxische Aktivitdt gegenuber den Blasten, dass dadurch in
Blockadeversuchen keine aussagekraftigen Ergebnisse erzielt werden konnten.
Die IL-2-Stimulation von NK-Zellen wird schon lange in vitro und in vivo einge-
setzt und beforscht [58, 24, 55, 29, 65], die NK-Zell-stimulierende Wirkung von
IL 2 ist unumstritten. Auch hier konnte damit die zytotoxische Aktivitat von NK-
Zellen gegenuber Blasten deutlich erhdht werden. Allerdings muss hinterfragt
werden, inwieweit die Ergebnisse der Blockadeversuche mit IL-2-stimulierten

NK-Zellen zu verallgemeinern sind.
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5.1.9 Zytotoxizititstests

Zur Untersuchung der zytotoxischen Aktivitdt naturlicher Killerzellen mit und
ohne Blockade von Rezeptoren oder Liganden wurden BATDA-release-assays
(Zytotoxizitatstests) durchgefuhrt. Es handelt sich dabei um eine etablierte
Methode [10, 78].

Die zur Blockade zugegebenen Antikdrpersuspensionen enthielten Natriumazid,
das die Aktivitdt der NK-Zellen mdglicherweise beeinflusst haben koénnte.
Deshalb wurden bei den zentralen Versuchen immer Kontrollansatze herge-
stellt, zu denen IgG1l-Antikdrper-Suspension zugegeben wurde, sodass die
Azidkonzentration der Kontrollen immer mindestens so hoch war wie die der
Proben. Zur Auswertung wurden dann diese Kontrollen mit den Proben vergli-

chen.

NK-Zellen interagieren in vivo mit einer Vielzahl anderer Zellen des Immunsys-
tems, in den Zytotoxizitatstests wurden jedoch angereicherte NK-Zellen unter-
sucht. Somit kann keine Aussage dariuber gemacht werden, wie sich die NK-
Zellen gegentiber den Blasten in Gegenwart anderer Zellarten verhalten hatten.
Dafur kann die jeweils ermittelte prozentuale spezifische Lyse aber eindeutig
den NK-Zellen zugeschrieben werden, eine Uberlagerung mit T-Zell-Effekten

spielte keine relevante Rolle.

Aufgrund des bereits groRen Umfanges dieser Arbeit wurden nur wenige Zyto-
toxizitatstests durchgefuhrt. Um die Ergebnisse zu Uberprifen, sollten entspre-
chende Versuche mit einer grof3en Anzahl von Blasten verschiedener Patienten

und NK-Zellen verschiedener Spender durchgefihrt werden.
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5.2 NKG2D-Rezeptoren und ihre Liganden

NKG2D-Rezeptoren und ihre Liganden spielen bei der zytotoxischen Aktivitat
von NK-Zellen gegenuber vielerlei Tumorzellen eine wichtige Rolle [47, 50, 62].
NKG2D-Liganden werden von vielen Zellarten bei zellularem Stress verstarkt
exprimiert [72, 83], die Zellen werden dadurch empféanglicher fur die Lyse durch
NK-Zellen. Andererseits regulieren einige Tumorzellarten die Expression der
NKG2D-Liganden herunter und entkommen so der Lyse durch NK-Zellen [54,
64].

Uber die Expression von NKG2D-Liganden auf kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten ist noch wenig bekannt. In dieser Arbeit konnten NKG2D-Liganden auf
den meisten untersuchten kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten nachgewiesen
werden, es wurden jedoch sehr geringe Antigendichten gemessen. Salih et al.
[90] wiesen NKG2D-Liganden auf den Blasten von erwachsenen ALL-Patienten
nach. Romanski et al. [86] konnten auf verschiedenen B-Vorlaufer-ALL-Zell-
linien keine Expression von MICA/B nachweisen. Sie vertraten die These, dass
die geringe NK-Zell-Sensibilitat dieser Zelllinien auf die fehlende Expression
aktivierender Rezeptoren zurtickzufihren war, da die Zellen auch durch die
KIR-arme NK-Zelllinie NK-92 schlecht lysiert wurden. In dieser Arbeit wurden
kindliche B-Reihen-ALL-Blasten in sieben Zytotoxizitatstests mit und ohne KIR-
Mismatch von unstimulierten NK-Zellen schlecht lysiert, was zur These von
Romanski et al. passt. Durch die Stimulation mit IL 2 konnten jedoch gute Lysen
erreicht werden. Die Blockade von NKG2D-Rezeptoren auf IL-2-stimulierten
NK-Zellen hatte keine signifikante Auswirkung auf deren Zytotoxizitat gegen-
Uber den Blasten, was daflr spricht, dass NKG2D-Rezeptoren hier zumindest
keine grof3e Rolle spielten. Dies passt wiederum dazu, dass NKG2D-Liganden
auf den Blasten nur in sehr geringen Antigendichten nachgewiesen wurden.
Interessant ist hier die Frage, ob die Blasten bei starkerer Expression der

NKG2D-Liganden vermehrt lysiert worden wéren. Da die Liganden meist
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immerhin in geringer Antigendichte exprimiert wurden, konnte es moglich sein,
die Blasten zur vermehrten Expression anzuregen, wie dies bei AML-Blasten
bereits gelungen ist [72, 85]. Gelange dies, so bote sich ein interessanter
Ansatzpunkt zur Entwicklung neuer Therapien der kindlichen B-Reihen-ALL.

5.3 Natural Cytotoxicity Receptors und ihre

Liganden

NCR sind aktivierende NK-Zell-Rezeptoren, deren Liganden bis heute nicht
identifiziert sind. Die Bedeutung der NCR fir die zytotoxische Aktivitat von NK-
Zellen gegentliber vielerlei Targetzellen ist jedoch unumstritten [4, 9, 111]. Uber
die Bedeutung von NCR und ihren Liganden fir die Zytotoxizitat von NK-Zellen

gegentber kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten ist noch wenig bekannt.

In dieser Arbeit wurde versucht, NCR-Liganden auf Blasten mithilfe I6slicher
NCR-Moleklle nachzuweisen. Aufgrund verschiedener methodischer Probleme
konnten sie hier jedoch weder nachgewiesen noch ihr Vorkommen widerlegt
werden. Mehrere Autoren haben inzwischen eine Bindung &hnlicher l6slicher
Rezeptormolekile an verschiedene Zellarten beschrieben [4, 17, 18, 26], was
fur die Existenz zellgebundener NCR-Liganden spricht. Arnon et al. beschrie-
ben die aktivierende Bindung viraler Hamagglutinine an NKp44 und NKp46 [3]
sowie die inhibierende Bindung des viralen Proteins pp65 an NKp30 [5].
Mehrere Autoren zeigten, dass verschiedene Heparansulfate auf der Oberfla-
che von Targetzellen an NCR binden [11, 39, 40, 41]. Brandt et al. [13]
beschrieben ein Molekil namens B7-H6, das von Tumorzellen exprimiert wird
und an NKp30 bindet. Pogge von Strandmann et al. [82] zeigten schliel3lich,
dass ein Molekil namens BAT3 von Tumorzellen sezerniert wird, das aktivie-

rend als extrazellularer Faktor an NKp30 bindet. Sie stellten die These auf, dass
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kein direkter Zell-Zell-Kontakt notwendig ist, um NK-Zellen tUber NCR zu

stimulieren.

Um die Bedeutung der NCR fir die Zytotoxizitat von NK-Zellen gegenuber
kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten auch ohne Kenntnis ihrer Liganden untersu-
chen zu konnen, wurden in dieser Arbeit Zytotoxizitatstests durchgefuhrt. In
sechs vergleichbaren Tests, je drei mit und ohne Vorliegen eines KIR-
Mismatches, wurden auf IL-2-stimulierten NK-Zellen NCR mit NCR-Antikdrpern
blockiert. Die prozentuale spezifische Lyse war dabei bei den Proben mit
blockierten NCR signifikant geringer als bei den zugehdrigen Negativkontrollen
ohne NCR-Blockade. Durch eine Steigerung der Antikérperkonzentrationen
konnte die prozentuale spezifische Lyse weiter reduziert werden. Dies zeigte,
dass NCR fur die NK-Zell-Empfindlichkeit kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten von
Bedeutung sind. Pende et al. [77] hatten flr die Blasten von zwei cALL-Patien-
ten ebenfalls eine Reduktion der spezifischen Lyse durch NK-Zellen bei
Blockade von NCR beobachtet. Verhindert wurde die Lyse durch NCR-
Blockade in beiden Untersuchungen nicht, was dafir spricht, dass NCR zusam-
men mit anderen Regelmechanismen das Ausmald der Targetzelllyse bestim-

men.

Die Lyse von K562-Zellen wurde in dieser Arbeit durch die Blockade von NCR
nur gering reduziert. Nowbakht et al. [72] hatten die Bindung von l&slichen
NCR-Molekilen an THP-1-Zellen, nicht aber an K562-Zellen beschrieben, was
dafur spricht, dass die K562-Zellen NCR-Liganden nicht oder nur mit sehr gerin-
ger Antigendichte exprimierten. Im Gegensatz dazu beschrieben Mavoungou et
al. [63], dass die NK-Zell-Empfindlichkeit von K562-Zellen vom Ausmald der
NCR-Expression auf NK-Zellen abhing.

B-Reihen-ALL-Blasten gelten generell als wenig NK-Zell-sensibel. Auch in
dieser Arbeit lysierten unstimulierte NK-Zellen die Blasten nur schlecht. Die
Kenntnis der Bedeutung von NCR und ihren Liganden kdnnte genutzt werden,

um neue Therapien zu entwickeln. So beschrieben Nowbakht et al. [72]
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Hinweise darauf, dass bei AML-Blasten eine verstarkte NCR-Liganden-Expres-
sion induzierbar war. Fauriat et al. [30] zeigten, dass die NK-Zellen von AML-
Patienten die NCR-Expression reduzierten, was durch direkten Blastenkontakt
induziert wurde und in der Remission reversibel war. Kim et al. [44] zeigten,
dass ein Molekil namens Go6983 die verstarkte Expression von NCR auf NK-
Zellen induzierte. Die Expression von NCR kann auf3erdem durch Prolactin,
Cortisol und Cyclosporin A (CSA) beeinflusst werden [63, 108]. Gegenstand
weiterer Untersuchungen sollte nun sein, ob es moglich ist, entweder B-Reihen-
ALL-Blasten zu verstarkter NCR-Liganden-Expression anzuregen oder aber
allogene oder autologe NK-Zellen therapeutisch einzusetzen, die NCR verstarkt
exprimieren. Beide Ansatze konnten dazu beitragen, das Gleichgewicht
zwischen aktivierenden und inhibierenden Signalen bei NK-Zellen in Richtung

Aktivierung zu verschieben und B-Reihen-ALL-Blasten lysierbarer zu machen.

5.4 Rezeptoren fiir HLA-A, HLA-B, HLA-C sowie
HLA-E

HLA-Klasse-I-Molekile sind nach heutigem Kenntnisstand die wichtigsten
Liganden fur inhibierende NK-Zell-Rezeptoren (siehe auch Kapitel 1.4). Dabei
binden die klassischen HLA-Klasse-I-Molekile HLA-A, HLA-B und HLA-C an
verschiedene Rezeptoren aus der Gruppe der Killer-lmmunogloblin-Like-
Receptors (KIR), HLA-E, das zu den HLA-Klasse-IB-Molekilen gehort, bindet
an den C-Type-Lectin-artigen Rezeptor CD94/NKG2A. Diese Rezeptoren
spielen eine besonders wichtige Rolle bei der Regulation der zytotoxischen NK-
Zell-Aktivitat, da NK-Zellen mit ihrer Hilfe koérpereigene gesunde Zellen an
deren HLA-Expression erkennen kdnnen und dann nicht lysieren. Kranke oder
korperfremde Zellen werden haufig von NK-Zellen an einer veranderten oder

fehlenden HLA-Expression erkannt.
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In dieser Arbeit wurden fur die HLA-A+B+C-Expression von kindlichen
B-Reihen-ALL-Blasten SABC-Werte von etwa 50000 bis etwa 370 000
bestimmt. Dies bestatigt die grofl3e Variabilitat ihrer Expressionsdichte auf den
Blasten, wie sie bereits in friheren Veroéffentlichungen beschrieben wurde [78,
80, 31]. Dort wurde auch bereits gezeigt, dass die HLA-A+B+C-Expression der
meisten B-Reihen-ALL-Blasten niedriger ist als die gesunder ausgereifter B-
Zellen und als die CD34-positiver Stammzellen. Die Expressionsdichte von
HLA-A+B+C auf den Blasten korrelierte negativ mit ihrer Prozentualen Spezifi-
schen Lyse durch NK-Zellen. Die Blockade von HLA-Klasse-I-Molekulen auf
Blasten mit W6/32-Antikorpern fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der PSL
insbesondere bei Blasten mit hoher HLA-A+B+C-Expression. Das Ausmal3 der
Lyse war jedoch durch die Expressionsdichte der HLA-Klasse-I-Molekile allein
nicht erklarbar. Dies bestatigt die These, dass das Ausmall der HLA-Klasse-I-
Expression als ein wichtiger Faktor zusammen mit anderen an der Regulation

der zytotoxischen Aktivitat der NK-Zellen gegeniiber den Blasten beteiligt ist.

Bei der HLA-nichtidentischen Stammzelltransplantation kann ein sog. KIR-
Mismatch vorliegen (siehe auch Kapitel 1.4.1 und 1.6.4). Zu den Vor- und
Nachteilen eines KIR-Mismatches bei der Stammzelltransplantation von
verwandten und nicht-verwandten Spendern bei verschiedenen Leukamiefor-
men wurde inzwischen eine ganze Reihe von Studien publiziert [106]. Vieles
spricht dafur, dass kindliche B-Reihen-ALL-Blasten von NK-Zellen bei Vorliegen
eines KIR-Mismatches besser lysiert werden als ohne KIR-Mismatch [80, 31].
Wahrend Ruggeri et al. bei erwachsenen Patienten keinen GVL-Effekt
alloreaktiver NK-Zellen beobachteten [88, 89], beschrieben Leung et al. [53] ein
signifikant geringeres Ruckfallrisiko bei Vorliegen eines KIR-Mismatches nach
dem Rezeptor-Ligand-Modell fir padiatrische Patienten mit lymphatischen
Leukamien, die Stammzellen von HLA-haploidentischen verwandten Spendern

erhielten.
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All dies zeigt die groRe Bedeutung der KIR und ihrer Liganden fur die NK-Zell-
Empfindlichkeit kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten. Bei den Zytotoxizitatstests
dieser Arbeit war der Zusammenhang zwischen der zytotoxischen Aktivitat der
NK-Zellen gegeniuber den Blasten und der Expressionsdichte von HLA-Klasse-
I-Molekilen oder dem Vorliegen eines KIR-Mismatches zwar nicht offensicht-
lich, was jedoch bei der Vielzahl der Faktoren, die an der Regulation der NK-
Zell-Aktivitat beteiligt sind, und der geringen Anzahl an Versuchen in dieser
Arbeit mit obengenannten Ergebnissen auch nicht im Widerspruch steht.

Neben den klassischen HLA-Klasse-I-Molekilen (HLA-A, HLA-B und HLA-C)
sind auch nicht-klassische HLA-Klasse-I-Molekile an der NK-Zell-Regulation
beteiligt [15, 19, 106]. Auch ihre abweichende Expression konnte Leukamiezel-
len helfen, der Lyse durch NK-Zellen zu entkommen. Die NK-Zell-inhibierende
Wirkung von HLA-E hangt von der Bindung verschiedener HLA-Klasse-I-
Sequenz-Peptide ab [60]. Neueren Studien zufolge kann HLA-E je nach
prasentierten Peptiden sogar aktivierend wirken, indem es an CD94/NKG2C
bindet [81]. Die Expressionsdichte von HLA-E sagt allein also nichts lber seine
NK-Zell-inhibierende Wirkung aus, ein Zusammenhang der Expressionsdichten
von HLA-Klasse-I-Molekilen und HLA-E wird jedoch zumindest fiir gesunde
Zellen vermutet. Eine solche Korrelation war hier nicht zu beobachten, was
jedoch methodisch bedingt gewesen sein kbénnte (siehe Kapitel 5.1.6). Majum-
der et al. [61] zufolge wird HLA-E von verschiedenen Leukamiezellen nicht
exprimiert. Hier war HLA-E auf den meisten kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten
nachweisbar, jedoch in geringer Expressionsdichte. Fur IL-2-stimulierte NK-Zel-
len konnte in Zytotoxizitatstests eine maRige negative Korrelation der zytotoxi-
schen Aktivitat von NK-Zellen mit der Expressionsdichte von HLA-E auf Blasten
beobachtet werden, aufgrund der geringen Anzahl vergleichbarer Versuche war
die Aussagekraft dieses Ergebnisses jedoch gering. Um die Bedeutung von
HLA-E weiter zu untersuchen, waren Blockadeversuche interessant. Dabei
sollte auch ein Zusammenhang der Expressionsdichte und der Auswirkung von

Blockaden mit dem HLA-Klasse-I-Typ untersucht werden.
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5.5 Weitere Molekiile mit potentiell NK-Zell-

modulierender Funktion

5.5.1 Adhasionsmolekiile

Die Bindung von NK-Zellen an Targetzellen durch Adh&asionsmolekiile ist eine
wichtige Vorraussetzung fur deren Lyse [86]. Zur Bedeutung der einzelnen
Adhéasionsmolekiile gibt es eine Vielzahl jedoch zum Teil widerspriichlicher
Veroffentlichungen [78]. So korrelierte zum Beispiel die Expressionsdichte des
Adhéasionsmolekiils CD54 auf leuk&dmischen Blasten in einer Studie von
Romanski et al. [86] nicht mit dem Ausmal3 der Lyse der Blasten durch die NK-
Zellen. Blockadeversuche in geringem Umfang ergaben uneindeutige Ergeb-
nisse. Durch IFN-y und TNF-a konnte eine Steigerung der CD54-Expression
von B-Reihen-ALL-Blasten induziert werden, was jedoch nicht zu einer
gesteigerten NK-Zell-Empfindlichkeit fluhrte. Insgesamt weisen die verschiede-
nen Studien darauf hin, dass fur verschiedene Targetzellen verschiedene

Adhasionsmolekiile von Bedeutung sind.

Im Gegensatz zu ALL-Blasten von erwachsenen Patienten, die haufig keine
Adhasionsmolekiile exprimieren [88], konnten hier die meisten untersuchten
Adhasionsmolekiile auf den Blasten der meisten Patienten nachgewiesen
werden, teils sogar in hoher Expressionsdichte. Lediglich CD11a wurde von den
Blasten von 68 % der Patienten nicht exprimiert. Das Adhasionsmolekdl
ICAM-2 (CD102) wurde zwar in dieser Arbeit nicht untersucht, konnte jedoch
schon friher in unserer Arbeitsgruppe auf 100 % der kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten nachgewiesen werden [78]. In ergdnzenden Blockadeversuchen wurde
die PSL durch Blockade jeweils eines Adhasionsmolekils nur gering
vermindert. Auch die Blockade von CD1la auf Blasten, die CD11la stark

exprimierten, zeigte nur einen sehr geringen Effekt. Somit scheint die
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verminderte Expression von Adhasionsmolekulen kein Mechanismus der

kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten zu sein, der NK-Zell-Lyse zu entkommen.

55.2 AICLundLLT-1

Der aktivierende NK-Zell-Rezeptor NKp80 bindet an das Molekul AICL [46].
Dadurch wird die Lyse maligner myeloischer Zellen durch NK-Zellen geférdert
[109]. AuRerdem dient es dem Interzellularkontakt zwischen NK-Zellen und

Monozyten und ist so an Entziindungsreaktionen beteiligt.

Hier waren die Blasten von einem Patienten positiv fur AICL, bei zwei weiteren
Patienten war das Ergebnis der FACS-Analyse fraglich positiv. Interessant wére
es, in weiteren Versuchen diese Ergebnisse zu Uberpriifen sowie eine groRere
Anzahl von Blasten verschiedener Patienten und normalen B-Zellen auf das

Vorkommen von AICL zu untersuchen.

Der inhibierende NK-Zell-Rezeptor CD161 bindet an das Molekul LLT1 [1, 87].
LLT1 wird von Monozyten und B-Zellen des peripheren Blutes exprimiert. LLT1
konnte in dieser Arbeit auf kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten nicht nachgewie-
sen werden. Auch die verstarkte Expression dieses Molekiils scheint also nicht
fur die haufig geringe NK-Zell-Sensibilitdt der Blasten verantwortlich zu sein.
Jedoch missen die negativen Ergebnisse fiur LLT1 in dieser Arbeit hinterfragt

werden (siehe Kapitel 5.1.7).

5.5.3 CD155und CD112

Die NK-Zell-Rezeptoren CD226 und CD96 binden aktivierend an CD155 [33].
Die Bindung von CD155 und CD112 an CD226 dient einerseits der
transendothelialen Wanderung von NK-Zellen [70], andererseits fordert sie die

Lyse veranderter Zellen. CD155 wird von vielen Tumorzellen stark exprimiert
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[33]. CD155 und CD112 werden von myeloischen Blasten haufig exprimiert,

weniger haufig jedoch von lymphatischen Blasten [77].

Hier waren die Blasten von zwei der 21 Patienten positiv fir CD155, der Effekt
einer Blockade von CD155 bei den Blasten dieser Patienten wurde allerdigs

nicht untersucht.

Fur CD112 mussten hier alle Blasten als fraglich positiv gewertet werden (siehe
Kapitel 4.6.3), da eine Unterteilung in positive und negative Proben nicht
sinnvoll moglich war. Die Ergebnisse wiesen jedoch darauf hin, dass zumindest
manche Blasten CD112 exprimierten, wenn auch in geringer Expressionsdichte.
Eine Blockade von CD112 fihrte in zwei Versuchen zu einer geringen bis maRi-
gen Reduktion der PSL.

Die vergleichsweise geringe Expression von CD155 und CD112 durch kindliche
B-Reihen-ALL-Blasten kdnnte zu ihrer geringen NK-Zell-Sensibilitat beitragen.

Hier sollten weitere Studien durchgefihrt werden.

5.5.4 (CD48

Der NK-Zell-Rezeptor CD244 (2B4) bindet aktivierend an CD48 [15, 97]. Die
Bindung kann zwar nicht allein, jedoch in Kombination mit Aktivierung des
NKG2D-Rezeptors zur Degranulation filhren. Diese wird durch zusatzliche

Bindung von Adhasionsmolekilen weiter verstarkt.

Die meisten leukamischen Blastenarten zeigen eine verminderte Expression
von CD48 [77]. Auch hier konnte CD48 nur auf den Blasten von 35 % der
Patienten nachgewiesen werden, davon bei Uber der Halfte nur in geringer
Expressionsdichte. In zwei Versuchen mit Blasten, die CD48 in geringer
Expressionsdichte exprimierten, war die PSL bei Blockade von CD48 um rund

20 % reduziert. Dies weist darauf hin, dass die Expression von CD48 auf kindli-
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chen B-Reihen-ALL-Blasten fur ihre NK-Zell-Sensibilitat von Bedeutung ist.

Weitere Versuche sollten folgen, um ihre Bedeutung weiter aufzuklaren.

Da CD48 von manchen Blasten hier exprimiert wurde, und CD48 aul3erdem auf
gesunden B-Lymphozyten vorkommt, kdnnte hier eventuell ein Ansatzpunkt zur
Entwicklung neuer NK-Zell-basierter Therapien liegen. So kénnte versucht
werden, eine starkere Expression von CD48 auf den Blasten zu induzieren.
AulRerdem koénnten bei CD48-positiven Blasten eventuell NK-Zellen mit starker
CD244-Expression Erfolge bescheren.

5.5.5 NG2

Gesunde hamatopoetische Zellen exprimieren kein NG2. Behm et al. [7] wiesen
NG2 jedoch bereits 1996 auf den Blasten von 8,6 % (neun Patienten) der 104
untersuchten padiatrischen ALL-Patienten nach. Davon litten acht Patienten an
B-Reihen-ALL. Diese Patienten zeigten entweder eine Translokation
t(4;11)(q21;923) oder t(11;19)(p13;923), wahrend die Ubrigen Patienten keine
Translokation aufwiesen. Diese Translokationen des MLL-Gens korrelierten mit
einem hoheren Ruckfallrisiko. Schwartz et al. [95] bestétigten die Assoziation
von NG2-Expression und MLL-Rearrangement fir Blasten von erwachsenen B-
Vorlaufer-ALL-Patienten. Inukai et al. [42] zeigten einen Zusammenhang auf
zwischen MLL-Rearrangement und der Resistenz von Blasten gegen die Lyse-
Induktion mittels Fas-Mechanismus oder TNF. Fir die Bekdmpfung dieser
Blasten kommt also den anderen Lysemechanismen eine besondere Bedeu-

tung zu.

Hier konnte auf den Blasten von 20 kindlichen B-Reihen-ALL-Patienten kein
NG2 nachgewiesen werden. Kindliche B-Reihen-ALL-Blasten mit bekanntem

MLL-Rearrangement standen allerdings nicht zur Verfigung. Somit konnten
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auch eine eventuelle funktionelle Bedeutung von NG2 oder eine Korrelation mit

der Expression weiterer Oberflachenmolekule leider nicht untersucht werden.

5.5.6 Weitere Molekiile

Viele weitere Molekile kénnten die NK-Zell-Empfindlichkeit von kindlichen B-
Reihen-ALL-Blasten mitbestimmen. Troeger et al. [104] untersuchten zum
Beispiel die Expression von CD40, einem Mitglied der TNF-Rezeptor-Familie,
auf kindlichen B-Vorlaufer-ALL-Blasten. Dabei war die Expressionsdichte bei
Hochrisikopatienten signifikant geringer als bei Patienten mit geringem
Krankheitsrisiko. Das Ruckfallrisiko war bei starker CD-40-Expression niedriger

als bei geringer Expression.

Aufgrund der grol3en Vielfalt von Molekuilen, die an der Regulation der zytotoxi-
schen Aktivitat von NK-Zellen gegenliber B-Reihen-ALL-Blasten potentiell betei-
ligt sind, konnte hier nicht auf alle solchen Molekile eingegangen werden. Es
werden noch viele Untersuchungen notwendig sein, um die Zusammenhange

aufzuklaren.

5.6 Schlussfolgerungen fiir die Kklinische

Anwendung

Es gehort zu den natirlichen Aufgaben von Nattrlichen Killerzellen, entartete
Zellen zu erkennen und zu eliminieren. Erkrankt ein Mensch an Leukamie, hat
dieser Abwehrmechanismus bereits versagt. Da jedoch NK-Zellen prinzipiell
dazu in der Lage sind, veradnderte Zellen ohne vorherige Sensibilisierung zu
erkennen und abzutdten, kommt man an ihnen bei der Suche nach Waffen im

Kampf gegen die Leukamie nicht vorbei.
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Mochte man NK-Zellen gezielt zur Leukamietherapie einsetzen, so fragt man
sich unweigerlich, wovon es abhangt, ob eine NK-Zelle eine andere Korperzelle
lysiert oder nicht. Man fragt sich, welche Mechanismen dafur verantwortlich
sind, wenn eine neu entstandene Leukamiezelle von den korpereigenen NK-
Zellen nicht abgetotet wird, und man fragt sich, ob man dennoch NK-Zellen
dazu bringen kann, gegen die entstandenen Blasten vorzugehen. Fir letzteres
ist eine genaue Untersuchung der betreffenden Blasten notwendig. Die hier ent-
wickelte neue Auswertungsmethode der Qualitativen FACS-Analyse ermdglicht
dabei viel genauere Aussagen Uber die Expression untersuchter Moleklle auf
der Zelloberflache als bislang vertffentlichte Auswertungsmethoden. Der
Mehraufwand ist dabei vernachlassigbar gering.

Heute gehen viele Bestrebungen dahin, NK-Zellen in vitro anzuziichten und so
auszuwahlen oder zu manipulieren, dass sie die Blasten eines Patienten beson-
ders gut bekdmpfen konnen. Prinzipiell muss man dabei unterscheiden
zwischen Bestrebungen, patienteneigene NK-Zellen zum Kampf gegen
Leukamiezellen zu befahigen und den Versuchen, allogene NK-Zellen
(Spender-NK-Zellen oder in Kulturen angeziichtete NK-Zellen/NK-Zell-Linien)
dazu zu nutzen. Insbesondere nach der allogenen SZT kdnnen Spender-NK-
Zellen im Vergleich zu Spender-T-Zellen unkompliziert eingesetzt werden, da
NK-Zellen im Gegensatz zu T-Zellen nicht-hdmatopoetische Zellen des
Empfangers nicht angreifen. Hamatopoetische Zellen des Empfangers, die die
Chemotherapie Uberlebt haben, kénnen von den Spender-NK-Zellen jedoch
abgetottet werden. Dadurch kénnen allogene NK-Zellen das Rickfallrisiko und
das Risiko einer Abstol3ungsreaktion senken, ohne eine GVHD zu erzeugen.
Nebenbei senken sie auch noch das Risiko, an lebensgefahrlichen

Infektionskrankheiten zu erkranken.

Egal ob man patienteneigene oder allogene NK-Zellen therapeutisch einsetzen
mdchte — zur gezielten Entwicklung effektiver Therapien ist es unerlasslich, die

Mechanismen zu erforschen, Uber die die Aktivitat von NK-Zellen gesteuert
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wird. Wenngleich hier in den letzten Jahren bahnbrechende neue Erkenntnisse
veroffentlicht wurden, so ist doch noch immer vieles unklar. Es zeichnet sich
aber immer mehr ab, dass eine Vielzahl verschiedener Regelmechanismen
hierbei komplex zusammenspielt, und dass verschiedene Regelmechanismen
fur die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen gegenuber verschiedenen
Targetzellen von besonderer Bedeutung sind. Wenngleich die Vielzahl an
Regelmechanismen uniibersehbar scheint und ihre Erforschung verkompliziert,
so bietet sie dennoch auch eine groRe Chance: Erweist sich ein
Regelmechanismus als Ansatzpunkt zur Entwicklung effektiver Therapien
gegen eine Leukadmieform als nicht geeignet, so kann auf viele weitere

Mechanismen zurlickgegriffen werden.

Kindliche B-Reihen-ALL-Blasten sind meist wenig NK-Zell-sensibel. Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit geben Hinweise darauf, welche Bedeutung einige wichtige
aktivierende und inhibierende NK-Zell-Rezeptoren und deren Liganden bei der
zytotoxischen Aktivitdt von NK-Zellen gegenitber diesen Blasten haben.
Wenngleich viele weitere Regelmechanismen existieren, die hier nicht behan-
delt wurden, so kénnen die hier gewonnenen Erkenntnisse doch vielverspre-
chende Ansatzpunkte zur Entwicklung effektiverer NK-Zell-basierter Therapien

liefern:

Viele Arten von Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren werden von kindli-
chen B-Reihen-ALL-Blasten entweder nicht oder nur in geringer Antigendichte
exprimiert. Insbesondere die NKG2D-Liganden konnten zwar auf den meisten
Blasten nachgewiesen werden, jedoch nur in geringer Antigendichte. AICL,
CD155 und CD112 wurden nur auf den Blasten weniger Patienten und in gerin-
ger Antigendichte nachgewiesen. CD48 wurde nur auf den Blasten einer
Minderheit der Patienten in hodherer Expressionsdichte nachgewiesen. Die
funktionellen Versuche in dieser Arbeit zeigen, dass NCR zwar eine nachweis-
bare, aber dennoch eine geringe Rolle fir die Lyse der Blasten spielen. Diese

Ergebnisse passen zur These von Romanski et al. [86], derzufolge eine geringe
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oder fehlende Expression von Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren fir
die geringe NK-Zell-Sensibilitdt von B-Reihen-ALL-Blasten verantwortlich ist.
Therapeutisch kann diese Erkenntnis von Nutzen sein, wenn es gelingt, die
Blasten in vivo zu einer verstarkten Expression dieser Liganden anzuregen.
Auch kann man versuchen, die mangelnde Aktivierung von NK-Zellen dadurch
zu Uberwinden, dass man die NK-Zellen mithilfe aktivierender Antikbrper gegen
aktivierende NK-Zell-Rezeptoren, oder durch l8sliche Ligandenmolekule akti-
viert. Durch einen bispezifischen NKp46/CD19-Antikbrper konnte in unserer
Arbeitsgruppe die NK-Zell-Sensibilitat von ALL-Blasten in vitro signifikant
gesteigert werden [79].

Untersucht wurde hier nicht, ob die NK-Zell-Empfindlichkeit der Blasten mit der
Expressionsdichte der NCR oder anderer aktivierender NK-Zell-Rezeptoren
korreliert. Es ware aber denkbar, dass eine verstarkte Expression aktivierender
Rezeptoren auf NK-Zellen zu einer verstarkten Lyse von Blasten fuhrt, wenn
diese die entsprechenden Liganden immerhin in geringer Dichte exprimieren.
Ist dies der Fall, so kdnnte man zur Therapie allogene oder autologe NK-Zellen

erzeugen, die besonders viele entsprechende Rezeptoren exprimieren.

Hinweise darauf, dass eine verminderte Expression von Adhasionsmolekilen

zur geringen NK-Zell-Sensibilitat der Blasten beitragt, fanden sich hier nicht.

NK-Zellen werden bereits heute klinisch zur Bekampfung von leukdmischen
Blasten eingesetzt. Dabei wird meist im Rahmen der SZT auf angereicherte
Spender-NK-Zellen zurtickgegriffen bzw. die NK-Zellen werden bei der SZT
selbst im Transplantat belassen. Dabei konnte der antileukdmische Effekt der

NK-Zellen auch bei padiatrischen B-Reihen-ALL-Patienten gezeigt werden.

Die NK-Zell-Empfindlichkeit der Blasten hangt stark vom Ausmalfd ihrer HLA-
Expression ab. Insbesondere Blasten mit starker HLA-Klasse-I-Expression sind
meist wenig NK-Zell-sensibel, da die HLA-Moleklle an die inhibierenden KIR

binden. Hier kann der Einsatz allogener NK-Zellen mit KIR-Mismatch die
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therapeutischen Erfolge verbessern. Im Rahmen der SZT werden Spender
heute schon nach Mdglichkeit entsprechend ausgewahlt. Die Blockade von
HLA-Klasse-l auf Blasten oder KIR auf NK-Zellen wird hingegen noch nicht

klinisch eingesetzt.

Zwei weitere therapeutische Ansatze von klinischer Relevanz helfen bereits
heute dabei, die Escape-Mechanismen der Blasten zu umgehen: Durch
Stimulation mit Interleukinen und durch Gabe von Antikdrpern gegen
blastenspezifische Antigene (ADCC) kann die zytotoxische Aktivitat der NK-
Zellen gegeniuber Blasten gesteigert werden. Vielen Patienten kann jedoch

leider trotzdem noch nicht zufriedenstellend geholfen werden.

Die Bemiuhungen, NK-Zellen zu erzeugen, die eine verstarkte Zytotoxizitét
gegenuber wenig NK-Zell-sensiblen Blasten aufweisen, dauern an. Mit der
Zelllinie NK-92 wurde eine NK-Zell-Linie etabliert, die die Anzucht von NK-
Zellen mit spezifischen Eigenschaften zur klinischen Anwendung moglich
erscheinen lasst. Die NK-92-Zellen exprimieren sehr wenige inhibierende
Rezeptoren, gegen B-Reihen-ALL-Blasten zeigen sie eine variable zytotoxische
Aktivitat [106]. Solche NK-Zell-Kulturen kdénnten genetisch manipuliert werden
und so zu hochpotenten Waffen im Kampf gegen leukamische Blasten werden.
Insbesondere die Kombination verschiedener Moglichkeiten zur Erhéhung der
zytotoxischen Aktivitat der NK-Zellen gegenuber den jeweiligen Blasten mit
ihren besonderen Merkmalen scheint dabei vielversprechend. Die Beschafti-
gung mit der Bedeutung verschiedener Mechanismen der NK-Zell-Aktivierung

und -Inhibierung bleibt also spannend.
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6 Zusammenfassung

Im Korper eines jeden Menschen entstehen h&ufig maligne veranderte Zellen
mit Vermehrungspotential. Meist werden sie jedoch von kérpereigenen Abwehr-
mechanismen schnell unschadlich gemacht. Natirliche Killerzellen (NK-Zellen)
spielen dabei eine wichtige Rolle, da sie veranderte Kdrperzellen haufig ohne
vorherige Sensibilisierung erkennen kénnen und dann entweder direkt lysieren
oder die Eliminierung durch andere Korperzellen unterstitzen. Wie die NK-
Zellen letztlich unterscheiden, welche Zellen beseitigt werden sollen und welche
nicht, ist bis heute nicht vollstandig geklart. Nach heutigem Kenntnisstand
werden sie am ehesten durch ein Gleichgewicht aus Signalen gesteuert, die

Uber aktivierende und inhibierende Rezeptoren vermittelt werden.

Erkrankt ein Mensch an Leukamie, so haben die NK-Zellen dieses Menschen
die Stamm-Leukamiezelle und die abstammenden Leukamiezellen nicht erfolg-
reich bekampft. Leukdmische Blasten der B-Zell-Reihe scheinen besonders

resistent gegen NK-Zellen zu sein.

Diese Arbeit handelte davon, welche Bedeutung verschiedene aktivierende und
inhibierende Rezeptoren auf natirlichen Killerzellen bei deren zytotoxischen
Aktivitat gegenuber leukamischen Blasten der B-Zell-Reihe haben. Zunachst
wurden hier kryokonservierte kindliche B-Reihen-ALL-Blasten von 23 padiatri-
schen Patienten der Universitatsklinik Tubingen mittels FACS-Analyse auf das
Vorkommen vieler verschiedener Liganden solcher Rezeptoren hin untersucht.
Zur Auswertung von Qualitativen FACS-Analysen wurde eine Auswertungsme-
thode neu entwickelt, die genauere Aussagen uber die Expressionsdichte von

Molekilen erméglichte als bisher beschriebene Auswertungsmethoden. Dann
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wurden Zytotoxizitatstests mit NK-Zellen freiwilliger gesunder Spender und
Blasten der obengenannten Patienten durchgefiihrt. Der Vergleich von Tests
mit und ohne Blockade von Liganden oder Rezeptoren, sowie verschiedener
Tests ohne Blockade untereinander, ermdglichte Aussagen Uber die Bedeutung

vorhandener Rezeptor-Ligand-Paare.

Die Blasten der meisten Patienten exprimierten Liganden des aktivierenden NK-
Zell-Rezeptors NKG2D, allerdings nur in geringer Expressionsdichte. In sieben
vergleichbaren Zytotoxizitatstests konnte kein signifikanter Einfluss einer
Blockade von NKG2D-Rezeptoren festgestellt werden. Durch Steigerung der
Konzentration der zur Blockade verwendeten NKG2D-Antikdrper verminderte
sich in zwei ergédnzenden Versuchen die Prozentuale Spezifische Lyse (PSL)
nur geringfligig weiter. Dies wies darauf hin, dass NKG2D-Rezeptoren und ihre
Liganden nur eine geringe oder keine Bedeutung fir die zytotoxische Aktivitat
der NK-Zellen gegentber B-Reihen-ALL-Blasten haben, was ein Grund fir

deren geringe NK-Zell-Sensibilitat sein konnte.

Liganden der aktivierenden NCR konnten hier aufgrund methodischer Probleme
weder eindeutig nachgewiesen werden, noch konnte ihr Vorkommen auf den
Blasten widerlegt werden. Die Liganden der NCR sind bis heute nicht identifi-
ziert. In sechs vergleichbaren Zytotoxizitatstests reduzierte sich durch Blockade
von NCR die PSL gering aber signifikant, was darauf hinwies, dass NCR als ein
Faktor unter anderen an der Steuerung der zytotoxischen Aktivitdt von NK-

Zellen gegeniber B-Reihen-ALL-Blasten beteiligt sind.

An weiteren Liganden aktivierender NK-Zell-Rezeptoren wurden AICL, CD48
und CD155 nur auf den Blasten vereinzelter Patienten nachgewiesen, CD112
war fraglich mit geringer Expressionsdichte auf den Blasten mancher oder aller
Patienten vorhanden. Die Blockade von CD48 und CD112 fuhrte in zwei

Zytotoxizitatstests zu einer Verringerung der PSL.
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Somit wurde die These bestarkt, dass eine geringe Expression von Liganden
aktivierender NK-Zell-Rezeptoren zur geringen NK-Zell-Sensibilitat der
kindlichen B-Reihen-ALL-Blasten beitragt.

Die Adh&sionsmolekile CD50, CD54 und CD58 waren auf den Blasten der
meisten Patienten nachweisbar, meist sogar in hoher Expressionsdichte. Ledig-
lich das Adh&asionsmolekil CD11a wurde nur von den Blasten von 32 % der
Patienten exprimiert. Eine Blockade jeweils eines Adhéasionsmolekils zeigte
meist kaum einen Effekt. Insgesamt ergaben sich dadurch hier keine Hinweise
darauf, dass eine verminderte Expression von Adhasionsmolekilen fir die

geringe NK-Zell-Sensibilitdt der Blasten verantwortlich ist.

Die Liganden der inhibierenden KIR, HLA-A, HLA-B und HLA-C, waren auf den
Blasten der verschiedenen Patienten in sehr unterschiedlicher Expressions-
dichte nachweisbar. Alle Proben waren hierfiir jedoch hoch- oder sehr-hoch-
positiv. HLA-E war meist nur in geringer Expressionsdichte auf den Blasten
vorhanden. Der Ligand LLT-1 des inhibierenden Rezeptors NKR-P1A (=CD161)

konnte auf den Blasten nicht nachgewiesen werden.

Bislang gibt es nur vereinzelte veroffentlichte Untersuchungen zur Bedeutung
aktivierender Rezeptoren auf natirlichen Killerzellen bei deren zytotoxischen
Aktivitat gegentber B-Reihen-ALL-Blasten. lhre Ergebnisse sind im wesentli-
chen mit den hiesigen Ergebnissen vereinbar. Insgesamt weisen die verfligba-
ren Daten darauf hin, dass eine geringe Expression von Liganden aktivierender
NK-Zell-Rezeptoren zu der geringen NK-Zell-Sensibilitdt der B-Reihen-ALL-
Blasten beitragt. Eine veranderte Expression von Adhasionsmolekilen kann

hierfir hingegen eher nicht verantwortlich gemacht werden.

Die Bedeutung der inhibierenden KIR und ihrer Liganden ist etwas besser
untersucht. Die Expressionsdichte der HLA-Klasse-I-Molekile spielt nach heuti-
gem Kenntnisstand eine entscheidende Rolle fur die NK-Zell-Sensibilitdt der

B-Reihen-ALL-Blasten. Sie kann die unterschiedliche Lysierbarkeit der Blasten
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allein jedoch nicht erklaren. HLA-E scheint auf komplexe Weise an den

Regelmechanismen beteiligt zu sein, diese gilt es noch genauer zu erforschen.

Die Kenntnis der Bedeutung aktivierender und inhibierender Rezeptoren auf
naturlichen Killerzellen bei deren zytotoxischen Aktivitat gegeniiber B-Reihen-
ALL-Blasten ist klinisch insbesondere dann von Nutzen, wenn sie zur Entwick-
lung effektiverer Leuk&mie-Therapien beitragen kann. NK-Zellen scheinen zur
Leukamietherapie prinzipiell gut geeignet, da sie sich in vitro anziichten lassen,
und da allogene NK-Zellen nach SZT keine GVHD verursachen. Insbesondere
gegen AML-Blasten werden sie heute schon erfolgreich eingesetzt. Auch
Hinweise auf ihren erfolgreichen Einsatz zur Bekampfung von B-Reihen-ALL-

Blasten wurden bereits publiziert.

Eine Therapieoption konnte im Kampf gegen B-Reihen-ALL-Blasten darin
liegen, diese zu einer verstarkten Expression von Liganden aktivierender NK-
Zell-Rezeptoren anzuregen. Bei AML-Blasten ist dies bereits gelungen. Eine
weitere Mdoglichkeit besteht darin, das Zusammenspiel inhibierender NK-Zell-
Rezeptoren und ihrer Liganden zu stdren, wie dies beim Vorliegen eines
sogenannten KIR-Mismatches beim Einsatz allogener NK-Zellen bereits heute
geschieht. Auch verschiedene suspendierbare Substanzen kénnen zur NK-Zell-
Aktivierung beitragen, so z.B. Interleukine oder verschiedene spezielle
Antikorper. Schlie3lich kann man NK-Zellen anziichten, die gegentiber Blasten
mit spezifischen Eigenschaften besonders aktiv sind, z. B. indem man
gentechnisch neuartige aktivierende Rezeptoren integriert. Die Beschaftigung
mit der Bedeutung verschiedener Mechanismen der NK-Zell-Aktivierung

und -Inhibierung bleibt also spannend.
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7 Abbildungsverzeichnis

Abbildung Seite
Abbildung 3.1: 52
Beispiel fir Fluoreszenz-Histogramme von positiven Proben und
korrespondierenden Negativkontrollen, wie sie mit dem an das FACS-

Gerat angeschlossenen Rechner und dem verwendeten Auswer-
tungsprogramm erstellt werden kénnen

Abbildung 3.2: 54
Beispiel fiur Fluoreszenz-Histogramme von Negativkontrollen und
graphisch nicht eindeutig positiven oder negativen Proben, wie sie in

dieser Arbeit haufig auftraten

Abbildung 3.3: 56
Ermittlung des GeoMean-Wertes einer Zellgruppe

Abbildung 4.1: 84

GeoMean-Werte der Qualitativen FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-
ALL-Blasten mit Antikdrpern gegen MICA, MICB, MICA+B, ULBP1,
ULBP2, ULBP3 und IgGlals Negativkontrolle (Tabelle 4.1.A)
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Abbildung 4.2:

Haufigkeitsverteilung der MNF-Werte aus Tabelle 4.2.A (Qualitative
FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Primarantikor-
pern gegen MICA, MICB, MICA+B, ULBP1, ULBP2 und ULBP3)

92

Abbildung 4.3:

Ausschnitt der Haufigkeitsverteilung der MNF-Werte aus Tabelle
4.2 A (Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit
Priméarantikorpern gegen MICA, MICB, MICA+B, ULBP1, ULBP2 und
ULBP3)
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Abbildung 4.4:

Relative Summenhaufigkeitsverteilung aller MNF-Werte < 0,1 aus
Tabelle 4.2.A (qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten, je 20 oder 21 verschiedene Patienten, mit Primarantikorpern
gegen MICA, MICB, MICA+B, ULBP1, ULBP2, ULB3), eingetragen in

Wahrscheinlichkeitspapier
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Abbildung 4.5:
Relative Summenhaufigkeit der MNF-Werte von ULBP1 (grin) und
ULBP2 (rot) aus Tabelle 4.2.A (qualitative FACS-Analyse kindlicher
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Abbildung 4.21: 128
Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Anti-
korpern gegen CD48, -112,-155 und NG2: je Anteil derjenigen
Patienten an der Stichprobe, die negativ, niedrig- und hoch-positiv fur

das jeweilige Merkmal waren

Abbildung 4.22: 133
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:
Blockade von NKG2D-Rezeptoren auf NK-Zellen

Abbildung 4.23: 134
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:
Blockade von NKG2D-Rezeptoren auf NK-Zellen, verschiedene
Antikdrperkonzentrationen
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Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:
Blockade von NKG2D-Liganden auf Blasten
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Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von K562-Zellen durch NK-Zellen
gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Blockade von NKG2D-

Rezeptoren auf NK-Zellen
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Abbildung 4.26: 139
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:
Blockade von NCR

Abbildung 4.27: 140
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:
Blockade von NCR auf NK-Zellen, verschiedene Antikdrper-
konzentrationen

Abbildung 4.28: 141
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:
Blockade von NCR auf NK-Zellen und potentiell von NCR-Liganden

auf Blasten (Vergleich)

Abbildung 4.29: 142
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von K562-Zellen durch NK-Zellen
gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay: Blockade von NCR auf NK-

Zellen

Abbildung 4.30: 144

Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:

Blockade von Adhasionsmolekilen
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Abbildung 4.31: 145
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:
Blockade von CD48, CD112 und CD155

Abbildung 4.32: 147
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:
Korrelation der PSL mit der HLA-Klasse-I-Expressionsdichte (HLA-A

+ HLA-B + HLA-C) auf Blasten

Abbildung 4.33: 148
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:

PSL mit und ohne KIR-Mismatch im Vergleich

Abbildung 4.34: 149
Prozentuale spezifische Lyse (PSL) von kindlichen B-Reihen-ALL-
Blasten durch NK-Zellen gesunder Spender im Zytotoxizitatsassay:
Korrelation der PSL mit der HLA-E-Expressionsdichte auf Blasten

Abbildung 4.35: 154

FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten mit Antikbrpern ge-
gen verschiedene Liganden von NK-Zell-Rezeptoren oder Adhésions-
molekile: Anteil derjenigen Patienten an der Stichprobe, deren
Blasten die jeweiligen Merkmale nicht, fraglich, in niedriger, hoher

oder sehr hoher Dichte exprimiert haben (Zusammenfassung)
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8 Tabellen

Tab. 3.1 Kindliche B-Reihen-ALL-Blasten: Diagnosen der
Patienten und prozentuale Blastenanteile der
Proben
Pat.-Nr. Diagnose Prozentualer Blasten-
anteil der Proben
P1 CALL 70
P2 CALL, 1. Rez. unklar
P3 CALL 88
P4 CALL 80
P5 CALL 62
P6 CALL 76
P7 CALL 93
P8 CALL 82
P9 pra-/pro-B-ALL 90
P10 CALL 96
P11 CALL 85
P12 CALL 90
P13 CALL/pra-B-ALL 70
P14 CALL 80
P15 CALL 96
P16 CALL 80
P17 CALL 78
P18 CALL 95
P19 CALL 85
P20 CALL 81
P21 CALL 85
P22 CALL 95
P23 pro-B-ALL/cALL 85
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Tab. 4.1 Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten: Gemessene GeoMean-Werte
Pat.-Nr. lgG1| MICA| MICB| MICA+B| ULBP1|ULBP2|ULBP3
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche
P1 255 258, 243 3,28 3,49 2,25 511
P3 2,70| 3,14, 2,96 3,81 4,09 2,83 2,94
P4 1,85 2,08 1,92 2,52 3,24 2,08 2,02
P6 2,39 3,06 - 6,37 4,17 2,93 3,52
P7 2,86 269 256 3,72 4,28 2,50 3,21
P8 2,30 242 2,39 2,89 4,38 2,22 3,33
P9 1,60 156 1,62 1,70 1,65 1,59 1,69
P10 2,29 247 2,38 3,60 2,89 3,42 8,75
P11 2,51 1,84 2,48 2,52 1,92 1,97 1,92
P12 2,07 2,39 2,19 2,81 3,16 1,82 2,19
P13 2,60 282 2,75 2,92 4,05 2,49 3,38
P14 205 261 2,72 4,51 9,66 2,75 4,80
P15 291| 3,58, 4,00 11,79| 11,81 7,10 8,51
P16 1,34 144 1,40 1,49 1,79 1,47 1,76
P17 2,73| 2,73| 2,46 2,74 3,13 2,42 3,17
P18 2,74 3,00/ 3,65 4,27 6,22 3,28 4,65
P19 1,45 2,16] 1,96 2,27 2,19 2,01 2,40
P20 1,40 1,87 1,78 1,90 1,68 1,54 1,78
P21 2,22| 266 244 2,95 2,94 2,40 3,41
P22 1,35 1,37 1,36 1,42 1,94 1,39 2,35
P23 2,100 1,96/ 1,93 2,28 2,59 1,91 2,05
Anzahl 21 21 20 21 21 21 21
Geom.Mittelw. 2,13| 2,33| 2,28 3,00 3,33 2,32 3,08
Stand.abw. 0,52| 0,59| 0,67 2,23 2,57 1,20 1,99
Min 1,34 1,37 1,36 1,42 1,65 1,39 1,69
Max 2,91 3,58/ 4,00 11,79] 11,81 7,10 8,75
B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche
P2 3,11] 2,93| 1,76 2,95 2,63 2,40 4,53
P5 4,39 5,73| 4,46 13,09| 10,13 5,15 6,43
P23 (2) 2,61 574
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Tab. 4.2 Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten:
MNF (berechnet aus den GeoMean-Werten in Tabelle 4.1)
Pat.-Nr. MICA| MICB| MICA+B| ULBP1| ULBP2| ULBP3
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche
P1 0,01 -0,02 0,11 0,14 -0,05 0,30
P3 0,07 0,04 0,15 0,18 0,02 0,04
P4 0,05 0,02 0,13 0,24 0,05 0,04
P6 0,11 0,43 0,24 0,09 0,17
P7 -0,03 -0,05 0,11 0,18 -0,06 0,05
P8 0,02 0,02 0,10 0,28 -0,02 0,16
P9 -0,01 0,01 0,03 0,01 0,00 0,02
P10 0,03 0,02 0,20 0,10 0,17 0,58
P11 -0,13 -0,01 0,00 -0,12 -0,11 -0,12
P12 0,06 0,02 0,13 0,18 -0,06 0,02
P13 0,04 0,02 0,05 0,19 -0,02 0,11
P14 0,10 0,12 0,34 0,67 0,13 0,37
P15 0,09 0,14 0,61 0,61 0,39 0,47
P16 0,03 0,02 0,05 0,13 0,04 0,12
P17 0,00 -0,05 0,00 0,06 -0,05 0,06
P18 0,04 0,12 0,19 0,36 0,08 0,23
P19 0,17 0,13 0,19 0,18 0,14 0,22
P20 0,13 0,10 0,13 0,08 0,04 0,10
P21 0,08 0,04 0,12 0,12 0,03 0,19
P22 0,01 0,00 0,02 0,16 0,01 0,24
P23 -0,03 -0,04 0,04 0,09 -0,04 -0,01
Anzahl 21 20 21 21 21 21
Mittelwert 0,04 0,03 0,15 0,19 0,04 0,16
Stand.abw. 0,07 0,06 0,15 0,18 0,11 0,17
Min -0,13 -0,05 0,00 -0,12 -0,11 -0,12
Max 0,17 0,14 0,61 0,67 0,39 0,58
B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche
P2 -0,03 -0,25 -0,02 -0,07 -0,11 0,16
P5 0,12 0,01 0,47 0,36 0,07 0,17
P23 (2) 0,34
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Tab. 4.3 Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten: Einteilung der Proben in positive (1) und
negative (0) Proben (positiv: MNF in Tab. 4.2 2 0,1;
negativ: MNF in Tab. 4.2 <0,1)

Pat.-Nr. MICA| MICB| MICA+B| ULBP1| ULBP2| ULBP3

A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche

P1

1 1

P3

P4

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

P16

P17

P18

P19

P20

P21

P22

Rk olkRIrRoOoRIRRIRPIROROIRIRRR|F
RRRRPRokRkPkk|lolor|lolr|lor|lo|lo|-

P23

olo|r|rirrloloRr|FR|lOrR|O|rR ook FR|F|F

o
o

Anzahl

N
N

21 21 21

N

Anzahl pos.

N [ellellell Jl Jlellellelle}l] JJlelle]llellellollelle}] Jllellelle)
[lfel (ellellell i Jl dlellell il Jllelle]lelle]llellelle]lNlollelle)
I [ellelleolle]l Jllellellell Jl JJiellellell Jlellellellellelle] (@)

13 16 13

% pos.

19,05% | 25,00%| 61,90%]| 76,19%| 19,05%| 61,90%

B - Aus statisti

scher Auswertung ausgeschlossene Versuche

P2

0 0 0 0 0 1

PS5

1 0 1 1 0 1

P23 (2)

1
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Tab. 4.4

FACS-Analyse: Gemessene GeoMean-Werte funf unter-
einander verschiedener, in verschiedenen Messreihen

jeweils gleicher Eichpopulationen (QIFIKIT
Versuchs-Nr. Pop. 1| Pop.2| Pop.3| Pop. 4| Pop.5
V1 13,9 53,00/ 241,2] 736,9| 2042,9
V2 15,6 63,6/ 277,9| 859,0] 2292,6
V3 20,5 71,1] 321,5| 977,0] 24913
V4 10,2 41,0/ 188,3] 579,9| 1627,1
V5 20,8 87,1 392,7| 1329,3| 3333,8
V6 29,2 115,4| 540,1| 1672,9| 4456,9
V7 37,5 170,2| 689,6| 2144,5| 5699,6
V8 33,5| 131,6| 681,0] 2023,2| 5014,5
V9 250 101,4| 453,4| 1471,7| 44411
V10 19,8 75,2 362,1| 1217,4| 3704,0
V11 15,0 59,6] 316,0| 1093,8| 2955,8
V12 32,8| 126,3| 638,5| 1974,5| 5425,2
V13 29,0 1129| 539,1| 1678,6| 4449,8
V14 19,7 82,4 369,5| 1203,9| 34175
V15 19,9 76,0 377,7| 1280,0| 3921,7
V16 22,9 90,5| 4429| 1411,8| 3680,3
Anzahl 16,0 16,0 16,0 16,0 16,0
Geom.Mittelw. 21,6 85,5 401,0] 1275,2| 3481,9

Tab. 4.5

Quotient von Wert aus Tab. 4.4 und geometrischem
Mittelwert der jeweiligen Population aus Tab. 4.4

Versuchs-Nr. Pop. 1| Pop.2| Pop.3| Pop.4| Pop.5]| Mittel | Stand.

-wert| -abw.
V1 0,64 0,62 0,60 0,58 0,59| 0,61| 0,02
V2 0,72 0,74 0,69 0,67 0,66 0,70] 0,03
V3 0,95 0,83 0,80 0,77 0,72] 0,81 0,09
V4 0,47 0,48 0,47 0,45 0,47 0,47 0,01
V5 0,96 1,02 0,98 1,04 0,96] 0,99| 0,04
V6 1,36 1,35 1,35 1,31 1,28] 1,33] 0,03
V7 1,74 1,99 1,72 1,68 1,64 1,75| 0,14
V8 1,56 1,54 1,70 1,59 1,44 156| 0,09
V9 1,16 1,19 1,13 1,15 1,28] 1,18 0,06
V10 0,92 0,88 0,90 0,95 1,06] 0,94| 0,07
V11 0,69 0,70 0,79 0,86 0,85| 0,78 0,08
V12 1,52 1,48 1,59 1,55 156] 1,54| 0,04
V13 1,35 1,32 1,34 1,32 1,28] 1,32| 0,03
V14 0,92 0,96 0,92 0,94 0,98] 0,95 0,03
V15 0,92 0,89 0,94 1,00 1,13] 0,98| 0,09
V16 1,06 1,06 1,10 1,11 1,06] 1,08 0,03
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Tab. 4.6 Quantitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten: Gemessene GeoMean-Werte
Pat.-Nr. lgG1| MICA| MICB| MICA+B | ULBP1|ULBP2| ULBP3
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche
P1 254 2,69 2,73 2,96 3,72 2,65 4,01
P6 567| 6,89| 6,93 7,61 6,4 5,99 7,75
P7 846| 6,44 7,73 8,48 8,41 7,74 6,69
P10 3,17, 247| 2,84 3,06 3,23 3,83 4,89
P12 3,94 4,56 4,2 5,07 7,46 3,93 3,83
P13 25| 2,66| 2,66 2,84 6,55 2,34 3,08
P14 3,73] 3,96| 3,99 5,04 9,49 4,26 4,98
P15 3,13 3,31 3,08 4,5 6,24 4,21 4,11
P17 2,38| 2,63 242 2,94 4,5 2,46 2,87
P18 534| 7,24 7,86 7,73 8,84 6,6 7,81
P19 2,57 292 2,73 2,98 3,37 2,73 3,18
P21 2,73| 2,75| 284 3,39 3,39 2,78 3,55
P23 4,16| 2,98| 4,17 4,34 5,06 3,86 4,45
Anzahl 13 13 13 13 13 13 13
Geom.Mittelw. 3,59| 3,66| 381 4,33 5,51 3,82 4,46
Stand.abw. 1,74 1,76| 2,00 2,03 2,20 1,70 1,69
Min 2,38| 247 242 2,84 3,23 2,34 2,87
Max 8,46| 7,24| 7,86 8,48 9,49 7,74 7,81
B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche
P2 3,98 3,46| 3,39 3,84 12,74 4,96 517
P5 6,57 45| 5,82 6,91 6,33 5,63 6,05
P5 (2) 291 341| 3,16 4,89 2,73 3,03 3,27
P17 (2) 2 1,94
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Tab. 4.7 Quantitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten: MNF (berechnet aus den GeoMean-Werten in
Tabelle 4.6)
Pat.-Nr. MICA| MICB| MICA+B| ULBP1| ULBP2| ULBP3
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche
P1 0,02 0,03 0,07 0,17 0,02 0,20
P6 0,08 0,09 0,13 0,05 0,02 0,14
P7 -0,12 -0,04 0,00 0,00 -0,04 -0,10
P10 -0,11 -0,05 -0,02 0,01 0,08 0,19
P12 0,06 0,03 0,11 0,28 0,00 -0,01
P13 0,03 0,03 0,06 0,42 -0,03 0,09
P14 0,03 0,03 0,13 0,41 0,06 0,13
P15 0,02 -0,01 0,16 0,30 0,13 0,12
P17 0,04 0,01 0,09 0,28 0,01 0,08
P18 0,13 0,17 0,16 0,22 0,09 0,17
P19 0,06 0,03 0,06 0,12 0,03 0,09
P21 0,00 0,02 0,09 0,09 0,01 0,11
P23 -0,14 0,00 0,02 0,09 -0,03 0,03
Anzahl 13 13 13 13 13 13
Mittelwert 0,01 0,03 0,08 0,19 0,03 0,09
Stand.abw. 0,08 0,05 0,06 0,14 0,05 0,08
Min -0,14 -0,05 -0,02 0,00 -0,04 -0,10
Max 0,13 0,17 0,16 0,42 0,13 0,20
B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche
P2 -0,06 -0,07 -0,02 0,51 0,10 0,11
P5 -0,16 -0,05 0,02 -0,02 -0,07 -0,04
P5 (2) 0,07 0,04 0,23 -0,03 0,02 0,05
P17 (2) -0,01
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Tab. 4.8 Quantitative  FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-

Blasten: Spezifische Antikdrper-Bindungskapazitét (SABC)
Pat.-Nr. SABC (=ABCprone — ABCiyc1, berechnet mithilfe|Eichgera-

der Eichgeraden, aus GM aus Tab. 4.6) de

MICA| MICB | MICA+B|ULBP1|ULBP2|ULBP3] m| ¢
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche
P1 34 43 96 271 25 339] 1,06 2,31
P6 131 136 210 78 34 225] 1,05| 1,97
P7 -329| -120 3 -8 -118 -289| 1,09| 2,09
P10 -160 -76 -25 14 153 401] 1,06 2,31
P12 96 40 176 559 -2 -17| 1,09| 2,09
P13 20 20 44 526 -20 741 1,02| 2,09
P14 40 45 226 999 92 216] 1,01| 2,23
P15 40 -11 306 694 242 219] 0,99| 2,36
P17 32 5 72 273 10 63| 1,02| 2,09
P18 208| 277 262 385 138 271] 1,04| 1,99
P19 56 26 65 128 26 97| 1,03| 2,18
P21 3 19 114 114 9 142] 1,00| 2,24
P23 -180 2 28 140 -46 45| 1,09| 2,09
Anzahl 13 13 13 13 13 13
Mittelwert -1 31 121 321 42 137
Stand.abw. 143 96 105 300 94 176
Min -329| -120 -25 -8 -118 -289
Max 208| 277 306 999 242 401
B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche
P2 -103| -117 -28| 1821 197 239| 1,06| 2,24
P5 -328| -120 55 -39 -150 -83| 1,09| 2,09
P5 (2) 74 37 296 -27 18 53] 1,03| 2,14
P17 (2) -6 1,03| 1,96
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Tab. 4.9 Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten mit l6slichen Rezeptormolekilen: Gemessene
GeoMean-Werte

Pat.-Nr. Flebo- NKp30- NKp44- NKp46-| NKG2D-

gamma Molek. Molek. Molek. Molek.

A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche

P1 2,82 2,80 2,93 2,81 2,47

P3 3,17 3,13 3,05 2,93 3,37

P4 2,08 2,06 2,05 2,19 2,07

P6 3,53 3,74 3,46 2,45 2,29

P7 4,26 8,62 8,39 8,88 9,65

P8 2,19 2,68 3,41 2,70 3,27

P9 1,71 1,69 1,75 1,63 1,68

P10 2,00 2,19 2,14 2,22 2,90

P11 1,49 1,48 1,49 1,48 1,52

P12 3,21 4,45 4,41 4,50 4,21

P13 1,60 1,72 1,81 1,79 1,84

P14 1,97 2,19 1,91 1,87 3,18

P15 3,31 2,92 3,62 3,38 4,05

P16 1,12 1,18 1,17 1,17 1,15

P17 2,80 2,71 2,62 2,52 2,62

P18 2,17 2,66 2,55 2,43 3,51

P21 2,65 3,49 3,14 3,07 2,60

P22 1,19 1,03 1,04 1,03 1,03

P23 3,53 6,44 5,72 6,19 6,00

Anzahl 19 19 19 19 19

Geom.Mittelw. 2,31 2,61 2,61 2,51 2,70

Stand.abw. 0,88 1,85 1,75 1,88 1,98

Min 1,12 1,03 1,04 1,03 1,03

Max 4,26 8,62 8,39 8,88 9,65

B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche

P2 3,63 4,41 4,44 4,52 5,31

P5 3,55 5,52 4,59 6,05 5,44

P23 (2) 2,25 3,00 3,14 3,63 3,74
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Tab. 4.10 Qualitative FACS-Analyse verschiedener Zellen mit [6sli-
chen Rezeptormolekiilen: Gemessene GeoMean-Werte
Co|¥ 0|0 Q0
2 . 12512525128
gL s b FETEIEEES
3l 2l 2 B 2 8 |vS|le8|ulles
o %E:—Q:—Q:—QLBLEKUEKUEKUEKU
2 SIESICS|RS|ICESISS|EEIEBIEEIEE
= S|gs2 S22 2585|8585 (8 S
c| 2oL gll¥Cleg R |lox|ox|ox|ox
<| SISZREEERE0EI881838885
Q| VIOZIXIIXFXTIXIIDH+ Q4|4 Oy
c U)LL:EZ:EZ:EZ:EZ:ELLG)LLCDLLGJLLGJ
(@] ++-o+-c+-c+-c+-c+5+5+5+5
c clccS|lcSc|lcSc|lcSC|lcS|lcXx|cX|CX| CX
Pat.-Nr./ 2 222222222222
Zellart SIESSEANEASEANE SN N S N
P2 (2) 21 6,2 33| 66| 61| 6,1| 5,2
P5 (2) 3,0 29| 22| 39| 26
P17 (2) 26| 8,7/ 33| 91| 91| 9,0 3,9 4,0 4,0
P21 (2) 3,0/10,6] 7,1[10,9| 9.3
P21 (3) 3,2 3,8 26| 32| 3,3
P23 (3) 26| 49| 30 49 4,9 3,1, 29| 3,0
P23 (4) 54/10,0] 7,2 10,3 6,9/ 6,5/ 9,3] 6,3
K562 26| 2,7 34| 29| 29 15,8
K562 (2) 40| 41| 54 4,1 51| 81
293T 1,7/ 16/ 15| 15| 6,9
Vollblut - 15| 15,2| 20,1 19,6/ 19,5(/18,5|17,1
Granulozy-
tengate (1)
Vollblut - 44| 76| 81, 75| 7,8/ 81 7,8
Granulozy-
tengate(2)
Vollblut - 9,4/12,8] 125 12,71 12,5(12,2| 11,3
Monozy-
tengate (1)
Vollblut - 3,5| 6,9 59| 65| 69| 7,1| 7,0
Monozy-
tengate (2)
Vollblut - 45| 53| 54 55| 54| 52| 50
Lymphozy-
tengate (1)
Vollblut - 18| 24| 23| 23| 23| 24| 24
Lymphozy-
tengate (2)
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Tab. 4.11 Quantitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten: Gemessene GeoMean-Werte

Pat.-Nr. lgG1| HLA-E | HLA-A+B+C

A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche

P1 2,54 4,23

P6 5,67 9,19

P7 8,46 6,74 269,00

P8 2,16 5,74 2207,77

P9 3,41 1479,56

P10 2,09 3,16 3212,41

P12 3,94 5,20 641,71

P13 2,50 4,97

P14 3,73 8,17

P14 (2) 2,91 2873,85

P15 3,13 11,17

P17 2,00 2,44 2871,24

P18 5,34 11,34

P19 2,57 7,74 290,66

P21 2,73 4,44 369,30

P23 4,16 4,65 660,09

Anzahl 15 14 10

Geom. Mittelw. 3,33 5,81 1005,75

Stand.abw. 1,75 2,80 1197,14

B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche

P2 3,98 4,55 2049,96

P5 6,57 7,10 817,42
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Tab.4.12 |Quantitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten: Spezifische Antikdrper-Bindungskapazitét (SABC)
Pat.-Nr. SABC (=ABCprobe — ABCiyc1, berechnet mithilfe |Eichgerade
der Eichgeraden, aus GM aus Tabelle 4.11)

HLA-E | HLA-A+B+C m | c
A - in statistische Auswertung einbezogene Versuche
P1 390 1,06] 2,31
P6 382 1,05 1,97
P7 -281 54421 1,09 2,09
P8 270 228402 1,06| 1,82
P9 191656| 1,01| 2,09
P10 95 371851 1,04| 1,91
P12 196 143281| 1,09| 2,09
P13 319 1,02] 2,09
P14 769 1,01 2,23
P14 (2) 374688| 1,01| 2,09
P15 1787 0,99| 2,36
P17 42 327117] 1,03| 1,96
P18 665 1,04 1,99
P19 838 50915| 1,03| 2,18
P21 296 62850| 1,00| 2,24
P23 76 147749 1,09| 2,09
Anzahl 14 10
Mittelwert 418 195293
Stand.abw. 495 126947
Min -281 50915
Max 1787 374688
B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche
P2 114 559468| 1,06| 2,24
P5 86 186340| 1,09| 2,09
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Tab. 4.13 Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten: Gemessene GeoMean-Werte
Pat.-Nr. lgG1 lgG2a| CDlla CD58 CD54 CD50
FITC PE FITC PE PE FITC
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche
P1 3,79 3,23 2,98| 165,76 1,85 8,19
P3 3,31 2,68 3,67 63,82 21,04 106,77
P4 2,53 2,03 2,99 77,83 17,44 78,34
P6 2,90 2,30 3,12 33,23 16,58 50,83
pP7 4,33 3,02 4,77 81,41 13,39
P7 (2) 3,09 12,79
P8 2,18 2,18 2,53| 199,74 10,18 7,98
P9 4,24 1,04 3,59 2,79 9,24 48,59
P10 3,48 3,08 3,98 58,23 10,48 92,43
P11 2,01 1,69 16,79 5,09 1,54 28,28
P12 2,82 2,42 7,84 36,95 25,79
P13 3,02 3,16 3,30 66,46 512 8,73
P14 3,46 2,58 11,91 86,72 6,98 38,34
P16 2,19 2,75 2,51 134,90 12,32 24,68
P17 3,15 3,18 10,71 73,31 11,98 83,87
P18 4,73 3,70 4,23 15,39 20,25 80,39
P19 2,40 2,21 2,46 5,25 20,60 52,18
P20 1,74 1,74 1,04 58,74 19,83 23,85
P21 2,49 2,08 17,89 91,79 2,49 22,02
P22 2,00 1,46 54,81 8,85 85,00
P23 2,89 2,13 21,15 58,04 10,87 59,60
Anzahl 20 20 19 20 20 19
Geom. Mittelw. 2,88 2,33 4,83 44,83 9,76 35,88
Stand.abw. 0,84 0,68 6,02 51,38 6,98 32,03
B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche
P2 3,43 3,90 3,69 2,56 14,28 3,54
P5 2,71 2,18 7,58 86,82 23,31
P5 (2) 3,89 15,68
P23 (2) 3,07 3,39 26,27 62,54 12,08
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Tab. 4.14 |Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten:
MNF (berechnet aus den GeoMean-Werten in Tabelle 4.13)
Pat.-Nr. CD11a FITC| CD58 PE | CD54 PE|  CD50 FITC
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche
P1 -0,10 1,71 -0,24 0,33
P3 0,04 1,38 0,89 1,51
P4 0,07 1,58 0,93 1,49
P6 0,03 1,16 0,86 1,24
P7 0,04 1,43 0,65 0,62
P8 0,06 1,96 0,67 0,56
P9 -0,07 0,43 0,95 1,06
P10 0,06 1,28 0,53 1,42
P11 0,92 0,48 -0,04 1,15
P12 0,44 1,18 1,03
P13 0,04 1,32 0,21 0,46
P14 0,54 1,53 0,43 1,04
P16 0,06 1,69 0,65 1,05
P17 0,53 1,36 0,58 1,43
P18 -0,05 0,62 0,74 1,23
P19 0,01 0,38 0,97 1,34
P20 -0,22 1,53 1,06 1,14
P21 0,86 1,64 0,08 0,95
P22 1,57 0,78 1,63
P23 0,86 1,44 0,71 1,31
Anzahl 19 20 20 19
Mittelwert 0,22 1,28 0,62 1,10
Stand.abw. 0,36 0,46 0,37 0,37
B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche
P2 0,03 -0,18 0,56 0,01
P5 0,45 1,60 1,03 0,61
P23 (2) 0,93 1,27 0,55
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Tab. 4.15 Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-
Blasten: Gemessene GeoMean-Werte

Pat.-Nr. lgG1| IgG2b| 7G4.F4|7F12.D10| 1B8.B6| 8A6.D4
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche

P1 2,31 2,10 2,23 1,98 2,09 1,86
P4 1,86 1,84 2,04 1,90 1,87 1,80
P7 2,89 3,23 3,07 2,77 3,05 2,91
P8 2,30 2,33 2,46 2,40 2,14 2,20
P9 1,60 1,57 1,53 1,61 1,64 1,63
P10 2,23 2,22 2,25 2,30 2,14 2,19
P11 2,51 2,08 1,74 2,01 2,31 1,94
P12 1,87 2,08 2,15 2,07 1,97 2,05
P13 2,60 2,50 2,59 2,73 2,70 2,43
P14 2,05 2,42 2,45 2,60 2,50 2,47
P15 2,91 2,52 9,63 4,47 2,76 2,78
P16 1,34 1,50 1,44 1,32 1,63 1,54
P17 2,73 2,71 2,65 2,47 2,59 2,59
P18 2,74 3,62 3,74 3,33 4,03 3,57
P19 1,45 1,98 1,98 2,00 2,05 1,96
P20 1,40 1,37 1,25 1,32 1,37 1,54
P21 2,22 2,33 2,61 2,46 2,53 2,41
P22 1,35 1,37 1,38 1,35 1,36 1,44
P23 2,43 2,75 2,59 2,86 2,53 2,68
Anzahl 19 19 19 19 19 19
Geom. Mittelw. 2,08 2,16 2,32 2,20 2,20 2,15
Stand.abw. 0,53 0,59 1,81 0,76 0,63 0,55

B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche

P2

3,05]

1,97 |

3,64]

2,34

2,40

2,36
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Tab.4.16 |Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten:
MNF (berechnet aus den GeoMean-Werten in Tabelle 4.15)

Pat.-Nr. 7G4.F4 | 7F12.D10| 1B8.B6 | 8A6.D4
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche

P1 -0,02 -0,07 0,00 -0,05
P4 0,04 0,01 0,01 -0,01
P7 0,03 -0,02 -0,02 -0,05
P8 0,03 0,02 -0,04 -0,02
P9 -0,02 0,00 0,02 0,02
P10 0,00 0,01 -0,02 -0,01
P11 -0,16 -0,10 0,05 -0,03
P12 0,06 0,04 -0,02 -0,01
P13 0,00 0,02 0,03 -0,01
P14 0,08 0,10 0,01 0,01
P15 0,52 0,19 0,04 0,04
P16 0,03 -0,01 0,04 0,01
P17 -0,01 -0,04 -0,02 -0,02
P18 0,14 0,08 0,05 -0,01
P19 0,14 0,14 0,02 0,00
P20 -0,05 -0,03 0,00 0,05
P21 0,07 0,04 0,04 0,01
P22 0,01 0,00 0,00 0,02
P23 0,03 0,07 -0,04 -0,01
Anzahl 19 19 19 19
Mittelwert 0,05 0,03 0,01 0,00
Stand.abw. 0,13 0,07 0,03 0,03

B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche

P2 | 0,08] -0,12] 0,09 0,08
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Tab. 4.17 |Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten:
Gemessene GeoMean-Werte
Pat.-Nr. lgG1l| CD48]|1gG2a| CD112| 1gG1l| CD155|1gG2a| NG2
FITC| FITC PE PE PE PE PE PE
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche
P1 3,79 11,37 3,23 2,72 2,31 6,79 2,77 3,07
P3 3,31 3,62| 2,68 2,84 2,70 3,39 2,64 2,86
P4 2,53 2471 2,03 2,80 1,86 2,741 1,88| 1,86
P6 2,90 2,221 2,30 2,55 2,43 12,10
pP7 4,33 3,76] 3,02 3,99 2,89 554 2,94 2,86
P8 2,18 42,75 2,18 6,47 2,30 2,79 2,21| 245
P9 4,24| 455 1,04 1,30 1,60 2411 161 1,43
P10 3,48 3,27 3,08 3,02 2,23 2,22 2,22 2,37
P11 201 1135 1,69 1,55 2,51 2,10] 1,86| 2,02
P12 2,82 3,021 2,42 4,15 1,87 2,141 2,04 2,03
P13 3,02 38,11| 3,16 5,94 2,60 3,27 2,73| 2,98
P14 3,46 3,10] 2,58 3,32 2,05 2,64 2,63| 2,62
P15 2,91 3,84 240 2,34
P16 2,19| 39,81 2,75 1,92 1,34 164] 1,37| 1,56
P17 3,15 291] 3,18 3,01 2,73 2,791 2,64 2,93
P18 4,73 4,46 3,70 5,82 2,74 3,821 2,93 3,05
P19 2,40 2,131 2,21 2,95 1,45 2,00 194 2,07
P20 1,74 150 1,74 2,74 1,40 167] 1,31 1,45
P21 2,49 2,301 2,08 3,45 2,22 294 2,55| 2,74
P22 2,00 11,16] 1,46 1,98 1,35 1,47] 143 151
P23 3,07 6,63] 3,39 7,77 2,43 2,85 2,74 2,71
Anzahl 20 20 20 20 21 21 20 20
Geom. 2,88 5491 2,39 3,17 2,12 294 2,18| 2,27
Mittelw.
Stand.- 0,84 13,40 0,71 1,72 0,52 2,361 0,53 0,57
abw.
B - Aus statistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche
P2 3,43 3,621 3,90 5,20 3,05 3,33] 1,71 1,70
P5 2,71 3,441 2,18 5,16 2,92 9,50
P23 (2) 2,89 6,33] 2,13 2,59 2,42 2,85
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Tab.4.18 |Qualitative FACS-Analyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten:
MNF (berechnet aus den GeoMean-Werten in Tabelle 4.17)
Pat.-Nr. CD48 FITC| CD112 PE| CD155 PE | NG2 PE
A - In statistische Auswertung einbezogene Versuche
P1 0,48 -0,07 0,47 0,04
P3 0,04 0,03 0,10 0,03
P4 -0,01 0,14 0,17 0,00
P6 -0,12 0,04 0,70
P7 -0,06 0,12 0,28 -0,01
P8 1,29 0,47 0,08 0,04
P9 0,03 0,10 0,18 -0,05
P10 -0,03 -0,01 0,00 0,03
P11 0,75 -0,04 -0,08 0,04
P12 0,03 0,23 0,06 0,00
P13 1,10 0,27 0,10 0,04
P14 -0,05 0,11 0,11 0,00
P15 0,12 -0,01
P16 1,26 -0,16 0,09 0,06
P17 -0,03 -0,02 0,01 0,05
P18 -0,03 0,20 0,14 0,02
P19 -0,05 0,13 0,14 0,03
P20 -0,06 0,20 0,08 0,04
P21 -0,03 0,22 0,12 0,03
P22 0,75 0,13 0,04 0,02
P23 0,33 0,36 0,07 0,00
Anzahl 20 20 21 20
Mittelwert 0,28 0,12 0,14 0,02
Stand.abw. 0,48 0,15 0,17 0,03
B - Ausstatistischer Auswertung ausgeschlossene Versuche
P2 0,02 0,12 0,04 0,00
P5 0,10 0,37 0,51
P23 (2) 0,34 0,08 0,07
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Tab. 4.19 HLA-Typen der Patienten, deren Blasten untersucht wur-
den, und der gesunden Spender, deren NK-Zellen in Zyto-
toxizitatstests eingesetzt wurden (x = unbekannt)

Pat.-Nr., HLA-Typ HLA-Typ HLA-Typ Zusammenfassung

Spender-Nr. |HLA-A HLA-B HLA-C HLA-B + HLA-C

P1 XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX

P2 2301 2501 |4403 4403 |0401 1601 |Bw4++/CwMix

P3 0301 3101 |0702 4402 [0702 0501 |Bw4-+/CwMix

P4 02xx 01xx 40xx 38xx 0304 1203 Bw4-+/CW4-

P5 0101 0201 |0801 3501 [0401 0701 |Bw4-/CwMix

P6 3101 6802 |14025101 [0802 1502 |Bw4-+/CwMix

P7 XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX

P8 24xx 30xx 18xx 40xx 0501 0202 Bw4-/Cw3-

P9 0201 0301 |35015101 |[0401 1502 |Bw4-+/Cw3-

P10 24XX 23xX 35xx 44xx 0401 0401 Bw4-+/Cw3-

P11 XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX

P12 XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX

P13 XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX

P14 01xx 02xx 35xx 38xx 0401 1203 | BW4-+/CwMix

P15 02xx 24xx 35xx 51xx XXXX XXXX

P16 0201 6801 |3501 4402 [0401 0704 |BW4-+/CwMix

P17 01xx 24xx 08xx 55xx 0303 0701 Bw4-/Cw4-

P18 XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX

P19 23XX 26XX 49xx 38xx 07xx 12xx

P20 3201 3201 |0702 4402 |[0702 0501 |Bw4-+/CwMix

P21 03xx 03xx 40xx 56xx 0102 0304 |Bw4-/Cw4-

P22 XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX

P23 0201 1101 |3501 4001 |0304 0401 |Bw4-/CwMix

S1 0201 3201 |0702 4001 [0304 0702 |Bw4-/CwA4-

S2 03xx 33xx 35xx 58xx 0401 0302 | Bw4-+/CwMix

S3 0101 1101 |4002 5501 |0202 0303 |Bw4-/CwMix

S4 XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX Bw4+x/CwMix
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Tab. 4.20 |Qualitative FACS-Analyse CD3-depletierter, IL-2-stimulierter
NK-Zellen gesunder Spender fir Zytotoxizitatstests:
Einteilung in positive und negative Proben (graphische
Auswertung)
Spender |Versuchs-Nr. [NKG2D NKp30 NKp44 NKp46
S1 (A positiv positiv negativ positiv
S1 V2 positiv positiv negativ positiv
S1 V3 positiv positiv negativ positiv
S2 V1 positiv positiv negativ positiv
S2 V2 positiv positiv negativ positiv
S2 V3 positiv positiv negativ positiv
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Tab. |Prozentuale Spezifische Lyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten
4.21 |durch NK-Zellen gesunder Spender in Zytotoxizitatstests:
Blockade von NKG2D-Rezeptoren auf NK-Zellen
(E:T = Effektorzellen:Targetzellen, hier NK-Zellen:Blasten)
< —~
228 3 £ v
=2 @ - -
53|3z¢ ¥ S ¥|cl¥ ea¥|eag c=
S |52 : F gl S Lle_52EN
= | © = NOON=ZO [ H=905=2|9 -0
= xtrt|lac < BEEBeEIsEcEig=Sige=|aNY
| L g o|no <= ¥ ool EolmooclmESCImMmEE M=
Prozentuale Spezifische Lyse
20:1 |- S1lvs P17 100 89 14 91 100 72
20:1 |+ S2 vs P17 100 98 24 100 98 96
20:1 |- S1lvs P21 88 76 13 56 56 57
20:1 |+ S2 vs P21 95 97 12 51 54 47
20:1 |- S1vs P23 99 93 31 89 95 91
20:1 |+ S2 vs P23 87 92 17 56 39 42
20:1 |- S2vs P14 90 100 20 64 56 61
20:1 Mittelwert 94 92 19 72 71 67
10:1 |- Slvs P17 84 87 5 65 57 56
10:1 |+ S2 vs P17 66 82 10 64 77 72
10:1 |- Slvs P21 75 74 6 41 40 43
10:1 |+ S2vs P21 72 100 11 37 36 33
10:1 |- S1vs P23 67 86 31 98 100 81
10:1 |+ S2 vs P23 63 88 15 37 37 27
10:1 |- S2 vs P14 53 90 19 30 25 29
10:1 Mittelwert 69 87 14 53 53 49
5:1 - S1lvs P17 52 82 -4 40 38 40
5:1 + S2 vs P17 16 85 4 40 41 36
5:1 - Slvs P21 41 66 5 28 28 33
5:1 + S2vs P21 63 79 3 20 22 16
5:1 - S1vs P23 60 84 23 90 85 65
5:1 + S2 vs P23 50 88 9 30 24 26
5:1 - S2 vs P14 26 54 10 12 2 10
5:1 Mittelwert 44 77 7 37 34 32
251 |- S1lvs P17 27 64 6 35 24 24
2,51 |+ S2 vs P17 10 44 5 17 22 19
251 |- Slvs P21 18 54 21 18 18
2,5:1 |+ S2vs P21 46 65 13 12 12
2,51 |- S1vs P23 33 54 12 78 67 55
2,5:1 |+ S2 vs P23 21 56 -2 28 20 14
251 |- S2 vs P14 11 33 4 6 -1 -1
2,5:1 Mittelwert 24 53 5 28 23 20
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Tab. |Prozentuale Spezifische Lyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten
4.22 |durch NK-Zellen gesunder Spender in Zytotoxizitatstests:
Blockade von NKG2D-Rezeptoren auf NK-Zellen,
verschiedene Antikérperkonzentrationen
(E:T = Effektorzellen:Targetzellen, hier NK-Zellen:Blasten)
<
22 le @ = =2
g-qg, - B SN X | s E-H<Fi E-H<F§
SS|sg® |83<|8o% (525 |8EQRE|EERS
- X 8'%3 fcc|f=c 8o 820803
i [¥x8 |®ha2 |mcc|mEGC|mEE |m2Zh|02Zq
Prozentuale Spezifische Lyse
20:1 |- S1vs P23 31 89 95 91 81
20:1 |+ S2 vs P23 17 56 39 42 36
20:1 Mittelwert 24 73 67 67 59
10:1 |- S1vs P23 31 98 100 81 73
10:1 |+ S2 vs P23 15 37 37 27 22
10:1 Mittelwert 23 68 69 54 48
05:1 |- S1vs P23 23 90 85 65 63
05:1 |+ S2 vs P23 9 30 24 26 18
05:1 Mittelwert 16 60 55 46 41
2,5:1 - S1vs P23 12 78 67 55 45
2,5:1 |+ S2 vs P23 -2 28 20 14 11
2,5:1 Mittelwert 5 53 44 35 28
Tab. |Prozentuale Spezifische Lyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten
4.23 |durch NK-Zellen gesunder Spender in Zytotoxizitatstests:
Blockade von NKG2D-Liganden auf Blasten
(E:T = Effektorzellen:Targetzellen, hier NK-Zellen:Blasten)
<
=0 w ! =
SE (2 3 Q5 E ¥
28 |5.5 |« cals | ¥ c o g
=-S5 °> 2 2. 2x |8 2 _
S5 20 n =2 n=—<90 |p=9 0w =m
- xt |25 o0 S = £ 8S==3% |8=E5 © = 5
| L xS |lna 2 mES M EES mES 0 ED
Prozentuale Spezifische Lyse
20:1 |- S3vs P23 56 58
20:1 |+ S4 vs P23 26 30
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Tab. |Prozentuale Spezifische Lyse von K562-Zellen durch NK-Zellen
4.24 |gesunder Spender in Zytotoxizitatstests:
Blockade von NKG2D-Rezeptoren auf NK-Zellen
(E:T = Effektorzellen:Targetzellen, hier NK-Zellen:Blasten)
o
2 é /U(g: N *='-' é
TN - ~NE N 3 E A
T H > - - - -
~ |go! gee |gzZg [g22 |g.¢
. og D c c n = c o == n =X
L D= = ¥ 5o ¥ Eo ¥ EE Y EZ
Prozentuale Spezifische Lyse
5:1 |S1vs. K562, 46 68 50 51
(je 8ul AK/ 100l
Zellsusp.)
5:1 |S3vs. K562, 20 100 89 79
(je 5ul AK/ 100l
Zellsusp.)
5:1 |Mittelwert 33 84 70 65
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Tab. |[Prozentuale Spezifische Lyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten
4.25 |durch NK-Zellen gesunder Spender in Zytotoxizitatstests:
Blockade von NCR auf NK-Zellen
(E:T = Effektorzellen:Targetzellen, hier NK-Zellen:Blasten)
< —~
gz|¢ 3 =
c| - n v P
.52 e ¥ ¥ cl¥|ca¥|dagcey
S S| S92 : F gl 2 318 58 ES
- <| o= NOON=ZQ| OO G=05==2|7 -
= xtrt|las < BEEBeE|I8sEEs=Sime=|aNG
| L A ¥ ool¥ EolmooclmESImEEmTZ
Prozentuale Spezifische Lyse
20:1 |- S1vs P17
20:1 |+ S2 vs P17 100 98 24 100 98 93
20:1 |- S1lvs P21 88 76 13 56 56 57
20:1 |+ S2 vs P21 95 97 12 51 54 47
20:1 |- S1vs P23 99 93 31 89 95 82
20:1 |+ S2 vs P23 87 92 17 56 39 26
20:1 |- S2vs P14 90 100 20 64 56 32
20:1 Mittelwert 93 93 20 69 66 56
10:1 |- Slvs P17
10:1 |+ S2 vs P17 66 82 10 64 77 61
10:1 |- Slvs P21 75 74 6 41 40 33
10:1 |+ S2vs P21 72 100 11 37 36 29
10:1 |- S1vs P23 67 86 31 98 100 90
10:1 |+ S2 vs P23 63 88 15 37 37 19
10:1 |- S2 vs P14 53 90 19 30 25 17
10:1 Mittelwert 66 87 15 51 53 42
5:1 - S1vs P17
5:1 + S2 vs P17 16 85 4 40 41 39
5:1 - Slvs P21 41 66 5 28 28 24
5:1 + S2vs P21 63 79 3 20 22 18
5:1 - S1vs P23 60 84 23 90 85 71
5:1 + S2 vs P23 50 88 9 30 24 16
5:1 - S2 vs P14 26 54 10 12 2 3
5:1 Mittelwert 43 76 9 37 34 29
2,51 |- Slvs P17
2,5:1 |+ S2 vs P17 10 44 5 17 22 17
251 |- Slvs P21 18 54 21 18 15
2,5:11 |+ S2vs P21 46 65 13 12 12
251 |- S1vs P23 33 54 12 78 67 52
2,5:1 |+ S2 vs P23 21 56 -2 28 20 9
251 |- S2 vs P14 11 33 4 6 -1 -3
2,5:1 Mittelwert 23 51 5 27 23 17
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Tab. |Prozentuale Spezifische Lyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten
4.26 [durch NK-Zellen gesunder Spender in Zytotoxizitatstests:
Blockade von NCR auf NK-Zellen,
verschiedene Antikorperkonzentrationen
(E:T = Effektorzellen:Targetzellen, hier NK-Zellen:Blasten)
N N N
S~ |lo @ X | ¥ | .3 | 5 - 5 = o x
Sz|p.¢ |S:|Ep|E=|E23/E25 E23
22|25 | &5 ES5|5E|5ES|EEZ|EEZ
- 2T |[2F ¢ 20| 0| S | 8ad| 208 208
u_ | ¥ & |ve <= o o  pnd 2 o2 ndd
Prozentuale Spezifische Lyse
20:1 |+ S2 vs P17 24 100 98 93 79
20:1 |- S1vs P23 31 89 95 82 83 74
20:1 |+ S2 vs P23 17 56 39 26 15 15
20:1 Mittelwert 24 82 77 67 59
10:1 |+ S2 vs P17 10 64 77 61 57
10:1 |- S1vs P23 31 98 100 90 82 65
10:1 |+ S2 vs P23 15 37 37 19 13 9
10:1 Mittelwert 19 66 71 57 51
51 |+ S2 vs P17 4 40 41 39 31
51 |- S1vs P23 23 90 85 71 69 61
51 |+ S2 vs P23 9 30 24 16 11 9
5:1 Mittelwert 12 53 50 42 37
2,5:1 |+ S2 vs P17 5 17 22 17 22
2,51 |- S1vs P23 12 78 67 52 60 46
2,5:1 |+ S2 vs P23 -2 28 20 9 6 5
2,5:1 Mittelwert 5 41 36 26 29
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Tab. |Prozentuale Spezifische Lyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten
4.27 |durch NK-Zellen gesunder Spender in Zytotoxizitatstests:

Blockade von NCR auf NK-Zellen und potentiell von NCR-Liganden

auf Blasten (Vergleich); Spender S3 versus Patient P23

(E:T = Effektorzellen:Targetzellen, hier NK-Zellen:Blasten)

o ) ) ) ) )

< — <} = = = = X = X

% ol i 2 = = = =, =< = <

ST |22 5. |%8s|S¢s| g3 fes

SS | ol | & |25 |22 88 825 8xS
= rr |8 8| 3w t_(gé Beo|8es|8=3 | 8=3
L ¥ S8 | X | ¥ | n=Z | m o | mES|mE=S mnEL | mEX
20:1 - 62| 99 7 100 69 72 48 47
10:1 - 67102 2 68
5:1 - 41| 98 1 58
2,5:1 - 28| 100 3 46
Tab. |Prozentuale Spezifische Lyse von K562-Zellen durch NK-Zellen
4.28 |gesunder Spender in Zytotoxizitatstests:

Blockade von NCR auf NK-Zellen

(E:T = Effektorzellen:Targetzellen, hier NK-Zellen:Blasten)

c —~

%) % é o <¥F

Sgs - N % ~ O ~

g o N oo N =2 o N =D N2z
= aac @ g cc Q= £ Q= Q=
W |or<= X555 Y EG Y EE VEE

Prozentuale Spezifische Lyse

20:1 |S1vs. K562 100 89 84 85
20:1 |S2 vs. K562 100 98 87 79
20:1 |Mittelwert 100 94 86 82
10:1 |S1vs. K562 84 87 83 84
10:1 |S2vs. K562 66 82 87 81
10:1 | Mittelwert 75 85 85 83
5:1 |S1vs. K562 52 82 78 58
5:1 |S2vs. K562 16 85 84 73
5:1 |Mittelwert 34 84 81 66
2,5:1 | S1 vs. K562 27 64 54 47
2,5:1 | S2 vs. K562 10 44 54 51
2,5:1 | Mittelwert 19 54 54 49
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Tab. |[Prozentuale Spezifische Lyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten
4.29 |durch NK-Zellen gesunder Spender in Zytotoxizitatstests:
Blockade von Adhasionsmolekilen
(E:T = Effektorzellen:Targetzellen, hier NK-Zellen:Blasten)
< ~—~
= . = = = =
ES| s 5 S|l . o JEZ| L Ex| .Ex| Ey
221t > c=Jlcdgled ledLeENIENI
= 152 GggB_J(DBJH R O I T I e
PR = 0 s n=2loT AT HoTnlo=Tmn
i CEIFES nSS 882828282
1] ¥ 8 = COC M ECMEOIMEOMEOIMED
Prozentuale Spezifische Lyse
20:1 |- S3vs P23 4 56 51 49 47
1)
20:1 |- S3vs P23 7 100 74
(2)
Tab. |Prozentuale Spezifische Lyse kindlicher B-Reihen-ALL-Blasten
4.30 |durch NK-Zellen gesunder Spender in Zytotoxizitatstests:
Blockade von CD48, CD112 und CD155
(E:T = Effektorzellen:Targetzellen, hier NK-Zellen:Blasten)
c ~—
=0 . = = =
EE|s D Ny E | Ex| Ex
20322 [§2< g caeas
s < .2 ngg_lig_lob 2,892 ,8
T~ = I Nn—clo—-—<9F|0—-d|n —d
= LGS S nSS|8S=cl8=2Q| 82082
L] ¥ 8 = C° M ESIMmEOCIMEOIMmEOD
Prozentuale Spezifische Lyse
20:1 |- S3vs P23 4 56 37 36
1)
20:1 |- S3vs P23 7 100 78 92 96
(2)
20:1 Mittelwert 6 78 58 64
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10.1

ABC
ADCC
AICL
AK
ALL
AML
APC
ATG

BAE
BATDA
BCG

CALL
CSA

FACS
FasL
Fc
FITC
FSC

Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

Antikdrper-Bindungskapazitat (Antibody Binding Capacity)
Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity
Activation-Included C-type Lectin

Antikorper

Akute Lymphatische Leukamie

Akute Myeloische Leukamie

AlloPhycoCyanin

AntiThymocyten-Globulin

Background Antibody Equivalent
Bis Acetoxymethyl Terpyridine Dicarboxylic Acid

Bovis bacillus Calmette-Guerin

common ALL

CycloSporin A

Fluorescence Activated Cell Sorter
Fas-Ligand

crystalizable Fragment
Fluorescein-lsoThioCyanat

ForwardSCatter
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GVL
GM
GVHD

HLA

ICAM

KIR

LFA
LLT

MACS
MFI
MFK
MHC
MLL
MNF
MRD

NCAM
NCR
NIST
NK-Zelle

PBS
PE
PerCP
pMNC

Graft Versus Leukemia
GeoMean-Wert (geometrischer Mittelwert)
Graft Versus Host Disease

Human Leukocyte Antigen

InterCellular Adhesion Molecule

Killer-lmmunoglobin-artiger Rezeptor

Lymphocyte Function-associated Antigen
Lectin-artiges Transcript (Lectin-Like Transcript)

MAgnetic Cell Sorting

Mittlere Fluoreszenzintensitat (Mean Fluorescence Intensity)
Mittlere FluoreszenzKraft

Major Histocompatibility Complex

Mixed Lineage Leukemia

Mittlere Normal-Fluoreszenz

Minimale Resterkrankung (Minimal Residual Disease)

Neural Cell Adhesion Molecule
Natural Cytotoxicity Receptor
National Institute of Standards and Technology

Natirliche Killerzelle

Phosphat Buffered Saline
PhycoErythin
Peridinin Chlorophyll Protein

periphere Mononukleare Zellen (peripheral MonoNuclear Cells)
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PSL
PSpoL
PVR

SABC

SSC
SZT

TDA

TNF-a
ZNS

10.2

Prozentuale Spezifische Lyse
Prozentuale SpontanLyse
PolioVirus-Rezeptor

Spezifische Antikorper-Bindungskapazitat (Specific Antibody Bin-
ding Capacity)

SideSCatter

StammZellTransplantation

Terpyridine Discarboxyclic Acid

Tumor Necrosis Factor-a

Zentrales NervenSystem
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