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Zusammenfassung

. Zusammenfassung

Naturliche Killerzellen (NK Zellen) gehéren zur angeborenen Immunabwehr und sind als
wichtige Effektorlymphozyten an der Abwehr virusinfizierter und maligner Zellen beteiligt.
Obwohl das immunologische Gedachtnis normalerweise durch Zelltypen des adaptiven
Immunsystems vermittelt wird, konnten in den letzten Jahren auch Memory-Eigenschaften
fur NK Zellen beschrieben werden. In der Arbeitsgruppe André und in der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein vorausgehender Kontakt mit bestrahlten
Tumorzellen, ein sogenanntes Priming, zur Ausbildung Tumor-induzierter Memory-like
(TIML) NK Zellen fuhrt. Diese zeichnen sich durch eine gesteigerte Funktionalitat
verglichen mit unstimulierten NK Zellen aus. In vitro konnte belegt werden, dass diese
TIML-NK Zellen tumorspezifisch sind, d.h. die erhéhte Funktionalitat aulert sich nur
gegen jene Tumorentitdt, welche auch im Primingprozess beteiligt war.
Primingexperimenten mit Tumorfragmenten zeigten, dass ein direkter Kontakt zwischen
Rezeptoren und Liganden der Tumor- und NK Zellen noétig ist. Neu exprimierte
Rezeptoren auf der Oberflache der Tumorzellen sowie sezernierte Cytokine fihren nicht
zu einer Konvertierung in TIML-NK Zellen. Diese Daten werden von Transwell-
Experimenten, in welchen NK Zellen und Tumorzellen wahrend des Primingprozesses
keinen direkten Kontakt miteinander eingehen konnten, bestatigt. Durch weitere
Primingversuche in Anwesenheit des blockierenden anti-NKG2D Antikoérpers, wurde die
Bedeutung der NKG2D/IL15 Achse fur die Ausbildung von TIML-NK Zellen untersucht.
Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass die NKG2D/IL15 Achse keine Rolle bei der

Konvertierung in Memory-like NK Zellen spielt.

Neben ihrer cytotoxischen Aktivitat sind NK Zellen wichtige immunregulatorische Zellen.
Sie verbinden unter anderem durch Sekretion von Cytokinen sowie Chemokinen die
angeborene und adaptive Immunantwort. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde
ein Kokulturmodell mit NK Zellen und PBMCs etabliert, um den Einfluss naiver und TIML-
NK Zellen auf die T Zellantwort zu untersuchen. Diese Analysen kdnnten Aufschluss Uber
eine mdgliche schadliche Graft versus Host Disease (GvHD) oder verstarkte Graft versus
Leukdmie (GvL) Effekte durch T Zellen geben. Bestehende adoptive NK
Zelltransferprotokolle kénnten durch die Verwendung von TIML-NK Zellen und ihren
adaptiven Eigenschaften somit verbessern werden, was einen weiteren Schritt in Richtung

individualisierte Behandlungsstrategie fir den Patienten bedeutet.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Angeborenes und adaptives Immunsystem

Immunologie ist die Lehre der kérperlichen Abwehr von Krankheitserregern auf zellularer
und molekularer Ebene (Murphy et al., 2012). Das Immunsystem basiert auf der Aktivitat
von Leukozyten, welche sich aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle entwickeln, der
hamatopoetischen Stammzelle (hematopoetic stem cell, HSC), und teilen sich in die
lymphatische und myeloide Zelllinie auf. Zur Ilymphatischen Zellreihe gehdren
beispielsweise naturliche Killerzellen (NK Zellen), sowie T und B Zellen, wahrend zu der
myeloiden Reihe unter anderem Monozyten und Makrophagen gezahlt werden (Murphy et
al.,, 2012). AuRerdem wird das Immunsystem des Menschen in die angeborene und
adaptive Immunabwehr unterteilt. Die angeborene Immunabwehr ist durch die genetische
Erbinformation festgelegt und kann Pathogene schnell bekdmpfen. Die wichtigsten Zellen
des angeborenen Immunsystems sind Phagozyten, dendritische Zellen (dendritic cells,
DCs) und NK Zellen. T und B Zellen reprasentieren das adaptive Immunsystem, welches
sich im Laufe des Lebens weiterentwickelt und sich dadurch neuen oder veradnderten
Krankheitserregern anpassen und schlussendlich spezifisch reagieren kann (Chaplin,
2010; Murphy et al., 2012).

1.2 Natirliche Killerzellen

1975 beschrieben unabhéangig voneinander Herberman und Kiessling einen neuen
Zelltyp, welcher in der Lage war allogene Tumorzellen ohne vorausgehende Stimulation
zu lysieren (Herberman et al., 1975; Kiessling et al., 1975). Diese ,naturliche Cytotoxizitat*
wurde diesen Zellen zugeschrieben und der Begriff Naturliche Killerzellen (NK Zellen)
eingefuhrt. In den letzten 40 Jahren wurde das Wissen Uber die Funktion und die
Regulation der NK Zellen weiter vertieft (Caligiuri, 2008; Watzl, 2014).

NK Zellen sind relativ kurzlebige, jedoch duRerst wichtige Effektorlymphozyten und zahlen
zum angeborenen Immunsystem. Wie bereits einleitend erwahnt, entwickeln sie sich im
Knochenmark aus einer gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzelle und verteilen sich
nach ihrer Entwicklung im gesamten lymphatischen und nicht-lymphatischen Gewebe wie
Knochenmark, Lymphknoten, Milz, peripheres Blut, Lunge und Leber (Bodduluru et al.,
2015; Westermann et al., 1992). Humane NK Zellen stellen etwa 10 - 15 % aller
peripheren Lymphozyten dar und sind phanotypisch anhand ihrer CD56- und CD16-
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Einleitung

Expression bei gleichzeitiger Abwesenheit von CD3 klassifiziert (Bodduluru et al., 2015;
Cooper et al.,, 2001). Anhand des Expressionslevels von CD56 kénnen zwei grofle
Subpopulationen unterschieden werden: CD56dim und CD56bright. Mit etwa 90 %
exprimiert der GroRteil der NK Zellen wenig CD56 (CD56dim) aber viel CD16. Im
Gegensatz dazu exprimieren die restlichen 10 % viel CD56 (CD56bright) jedoch wenig bis
kein CD16 auf der Oberflache (Cooper et al., 2001). Frihe funktionelle Studien von Lanier
Uber die Subpopulationen ergaben, dass CD56dim Zellen eher Cytotoxizitat vermitteln,
wahrend CD56bright Zellen verstarkt Cytokine produzieren (Cooper et al., 2001; Lanier et
al., 1986).

Neben ihrer Fahigkeit, Tumorzellen spontan zu lysieren, spielen NK Zellen auch in der
Virusabwehr eine bedeutende Rolle (Bodduluru et al., 2015; Caligiuri, 2008; Campbell et
al., 2013). NK Zellen haben mehrere Mdglichkeiten an einer Immunantwort teilzunehmen:
durch die Vermittlung =zellularer Cytotoxizitat, die Sekretion von Cytokinen und
Chemokinen sowie die direkte zelluldre Interaktion mit anderen Immunzellen (Watzl,
2014).

Die Cytotoxizitdt wird unter anderem durch Exozytose oder auch bestimmte
Oberflachenrezeptoren vermittelt und wird im nachfolgenden Kapitel genauer betrachtet
(Kapitel 1.2.1). NK Zellen sind des Weiteren wichtige Produzenten der Cytokine IFN-y
(Interferon-y), TNF (Tumor-nekrose Faktor), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) sowie anderen Cytokinen und Chemokinen (Caligiuri, 2008). Aufgrund
ihrer Produktion von IFN-y wurden die NK Zellen zunachst der ILC Gruppe 1 (innate
lymphoid cell group 1) zugeordnet, mittlerweile jedoch werden sie aufgrund ihrer
cytotoxischen Fahigkeit als eigenstandige Gruppe betrachtet (Artis et al., 2015; Spits et
al., 2016).

Durch die Produktion dieser Cytokine und durch direkten zelluldaren Kontakt spielen NK
Zellen bei der Interaktion von Antigen-prasentierenden Zellen (antigen presenting cells,

APCs) eine zentrale Rolle in der Immunregulation (Campbell et al., 2013).

1.2.1 Funktionalitat der NK Zellen

Mitte der 70er Jahre wurde beschrieben, dass NK Zellen selektiv Zielzellen mit
verminderter MHC-| (major histocompatibility complex class [) Expression lysieren
(,missing self* Hypothese) (Herberman et al., 1975; Karre, 1997; Kiessling et al., 1975).
Heute weill man jedoch, dass ein Fehlen von MHC-I Molekilen auf der Oberflache nicht
unbedingt zur NK Zell-vermittelten Lyse fuhrt, sondern die cytotoxische Aktivitat eine

Folge aus verschiedenen aktivierenden und inhibierenden Signalen ist.
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Einleitung

Wie in Abbildung 1 dargestellt, erkennen reife NK Zellen mit ihren inhibitorischen

Rezeptoren MHC-I Molekiile, die auf allen kérperkernhaltigen Zellen exprimiert werden.

inhibierender

R7zeptoQ
ktivierender

Rezeptor

Abbildung 1 Schematische Darstellung der NK Zellerkennung und deren Folgen. Ubersicht méglicher
Interaktionen zwischen NK Zellen mit ihren potentiellen Zielzellen sowie mdgliche Folgen. (A) Exprimieren
Zielzellen weder aktivierende (griin) noch inhibierende (rot) Liganden, werden diese nicht lysiert. (B) Finden
inhibitorische Rezeptoren passende Liganden auf der Zielzelle, z.B. MHC-I, wird die NK Zellantwort ebenfalls
unterdriickt. (C) Fehlt die Interaktion zwischen inhibitorischen Rezeptoren und den MHC-I Molekilen und
werden gleichzeitig Liganden fur aktivierende Rezeptoren exprimiert, so werden die lytischen Proteine von der
NK Zelle ausgeschiittet, was die Lyse der Zielzelle zur Folge hat. (D) Exprimiert die Zielzelle Liganden fir die
inhibitorischen und aktivierenden Rezeptoren, ist die lytische Aktivitdt der NK Zelle von der Signalstarke der
einzelnen Interaktionen abhangig. Eigene Darstellung nach Lanier et al., 2005.

Durch diese Interaktion wird ein inhibierendes Signal an die NK Zellen gesendet und ihre
Aktivierung unterdriickt, da die Zelle als koérpereigen (,self‘) erkannt wird (Caligiuri, 2008;
Campbell et al., 2013). Durch maligne Transformation oder Virusinfektion kdnnen MHC-I
Molekule auf der Oberflache dieser Zielzellen fehlen, was dazu fuhrt, dass inhibierende
Rezeptoren auf NK Zellen nicht mit ihren Liganden interagieren kénnen und somit auch
kein supprimierendes Signal gesendet wird. Dies allein hat allerdings nicht die Lyse der
Zielzelle zur Folge (Abbildung 1 A). Zusatzlich kdnnen Zielzellen nach zelluldrem Stress
Liganden fur aktivierende Rezeptoren der NK Zellen exprimieren (Biassoni et al., 2000;
Caligiuri, 2008; Lanier, 2005; Vivier et al.,, 2008). Durch Bindung eines aktivierenden
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Rezeptors der NK Zelle wird ein aktivierendes Signal an die NK Zelle geschickt. Die
fehlende inhibitorische bei gleichzeitig aktivierender Interaktion hat dann die Lyse der
Zielzelle zur Folge (Abbildung 1 C). Exprimiert eine Zielzelle sowohl aktivierende als auch
inhibitorische Liganden auf ihrer Oberflache, haéngt es vom Expressionsniveau der
jeweiligen Rezeptoren und der daraus resultierende Signalstéarke ab (Abbildung 1 D)
(Lanier, 2005).

Der CD16 Rezeptor wurde als erster Aktivierungsrezeptor auf NK Zellen beschrieben und
ist auch am besten charakterisiert. Er bindet den konstanten Teil (Fc-Teil) der IgG-
Antikérper und ist so verantwortlich fir die Antikérper-vermittelte zellulare Cytotoxizitat
(ADCC; antibody-dependent cellular cytotoxicity) (Colucci et al., 2003; Lanier, 2005). Alle
aktivierenden Signale haben zur Folge, dass die cytoplasmatischen Granula der NK
Zellen freigesetzt werden, welche cytotoxische Proteine wie Perforin und Granzyme
enthalten. Durch das porenbildende Protein Perforin durchdringt Granzym die
Zellmembran der Zielzelle, um dort den programmierten Zelltod auszulésen (Murphy et
al., 2012).

Neben dem intrinsischen Signalweg ist auch der extrinsische Apoptoseweg als
Maoglichkeit zum Abtoten von Zielzellen beschrieben und bei NK Zellen unter anderem
Uber das TRAIL-Protein (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)
vermittelt. NK Zellen exprimieren TRAIL auf ihrer Oberflache, welcher mit den beiden
,1odesrezeptoren“ TRAIL-R1 (DR4) und TRAIL-R2 (DRS5) interagiert. Wenn NK Zellen auf
diese Weise Zielzellen erkennen, wird intrazellular durch den DISC (death-inducing
signalling complex) das Proenzym Caspase 8 in der Zielzelle aktiviert, was schlieRlich zur
Apoptose fuhrt (Falschlehner et al., 2007; Johnstone et al., 2008). Auf dhnliche Weise
agiert der Transmembran-Rezeptor Fas-Ligand (FasL) auf der Oberflache der NK Zellen.
Nach Interaktion mit dem Oberflachenprotein Fas auf Zielzellen wird dessen intrazellulare
Domane aktiv, 16st eine enzymatische Kaskade der Caspasen aus, was schlieBlich zur
Apoptose in der Zielzelle fuhrt (Nagata et al., 1995; Zamai et al., 1998).

1.2.2 Oberflachenrezeptoren der NK Zellen

Obwohl NK Zellen zur Lymphozytenreihe gehéren, unterscheiden sie sich stark von T und
B Lymphozyten, da NK Zellen keine Antigen-spezifischen, sondern keimbahnkodierte
Rezeptoren exprimieren (Watzl et al., 2014). Diese Rezeptoren beinhalten auch solche,
die mit I8slichen Liganden wie Cytokinen oder Antigenen auf der Oberflache interagieren.
Cytokin-Rezeptoren, wie IL15R, IL2R und IL21R sind an die common-gamma chain (yc)
gebunden und in die NK Zellentwicklung und -funktion involviert. An den IL15R bindet das

Cytokin IL15, welches speziell fir die Reifung und das Uberleben von NK Zellen benétigt
10
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wird (Vivier et al, 2011). In Abbildung 2 sind die wichtigsten NK Zellrezeptoren

schematisch dargestellt.

Abbildung 2 Schematische Ubersicht der wichtigsten NK Zellrezeptoren sowie deren Liganden.
Dargestellt sind die wichtigsten inhibitorischen (rot), aktivierenden (griin), kostimulatorischen (blau) und
Cytokin-Rezeptoren (gelb) der NK Zelle sowie deren entsprechenden zelluldren bzw. Iéslichen Liganden.
Aktivierende KIRs (aKIRs); Inhibitorische KIRs (iKIRs); Eigene Darstellung nach Vivier et al., 2011 und Watzl
etal., 2014.

1.2.2.1 Inhibitorische Rezeptoren

Humane NK Zellen erkennen MHC-I Molekile mit ihren inhibitorischen Rezeptoren, wobei
KIRs (killer cell immunoglobulin-like receptors) klassische MHC-I Molekile (HLA-A,B,C)
binden (Caligiuri, 2008; Long et al., 2001). 15 Gene und 2 Pseudogene kodieren fur die
KIRs im Menschen, wobei die Gene innerhalb des Genoms der Bevdlkerung variieren. Ein
weiterer inhibitorischer Rezeptor stellt NKG2A dar, der zusammen mit CD94 ein
Heterodimer bildet und nicht-klassische MHC-I Molekile (HLA-E) bindet. Alle
inhibitorischen Rezeptoren tragen ein ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition
motif) in ihrer cytoplasmatischen Doméne (Biassoni et al., 2001; Lanier, 2005). Eine
Bindung dieser Rezeptoren durch MHC-I induziert dann die Phosphorylierung der ITIMs,
was zur Rekrutierung von Phosphatasen und schlief3lich zur Unterdrickung zellularer
Aktivitat fuhrt (Lanier, 2005; Raulet et al., 2001). Auf diese Weise kdnnen gesunde

kdrpereigene Zellen von virusinfizierten oder Krebszellen unterschieden werden.

1.2.2.2 Aktivierende Rezeptoren

Neben den inhibitorischen Rezeptoren spielen auch die aktivierenden eine wichtige Rolle
bei der Regulation von NK Zellen. Die Signalwege der aktivierenden Rezeptoren zeigen
viele Gemeinsamkeiten mit den inhibitorischen Rezeptoren: aktivierende Signale werden
durch Transmembran-Adapterproteine auch hier Uber aktivierende Motive, sogenannte

ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), in der cytoplasmatischen
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Domane weitergeleitet. Zu den Adapterproteinen der NK Zellen zahlen CD3(¢, FceRIy und
DAP12. Die Assoziation dieser ITAM Adapterproteine und ihren Rezeptoren ist meist
durch die Interaktion in der Transmembranregion vermittelt (Lanier, 2003). Zu diesen
Rezeptoren gehéren die natirlichen Cytotoxizitatsrezeptoren (NCRs) NKp46, NKp30,
NKp44 sowie CD16 und die aktivierende Variante der KIRs (Watzl, 2014). Der Rezeptor
CD16, oder auch FcyRIIIA, ist mit CD3( und FceRly assoziiert und bindet den Fc-Teil von
IgG, wodurch ADCC vermittelt wird (Kapitel 1.2.1). NKp46 wurde als erster der NCRs
beschrieben und wird fast ausschlieRlich von humanen und murinen NK Zellen exprimiert
(Kruse et al., 2014; Walzer et al., 2007). Bis heute ist flr diesen aktivierenden Rezeptor
noch kein zellularer Ligand bekannt, wobei einige virale Antigene NKp46 aktivieren
kénnen (Kruse et al., 2014). Ein weiterer Rezeptor aus der Gruppe der NCRs stellt NKp30
dar, der einige Eigenschaften mit NKp46 teilt. Er wird ebenfalls von allen reifen NK Zellen
exprimiert und bindet neben einigen viralen Proteinen zelluldre Liganden wie BAT2 und
B7-H6. B7-H6 kommt nicht auf gesundem Gewebe vor, sondern wird von humanen
Tumorzellen und  proinflammatorischen  Monozyten oder  Neutrophilen  bei
Entziindungsreaktionen exprimiert (Brandt et al., 2009; Pogge von Strandmann et al.,
2007). NKp44 dagegen ist nicht wie NKp46 und NKp30 mit den Adapterproteinen CD3(
und FceRIly assoziiert, sondern mit DAP12. AulRerdem wird der Rezeptor nur von IL2
aktivierten NK Zellen exprimiert und stellte somit den ersten Marker zur Identifizierung
aktivierter NK Zellen dar (Biassoni et al., 2000; Vitale et al., 1998). NKp44 erkennt PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) und NKp44L, welche beide von Tumorzellen exprimiert
werden (Baychelier et al., 2013; Rosental et al., 2011). Ein weiterer wichtiger aktivierender
Rezeptor auf NK Zellen ist NKG2D, welcher auch CD314 genannt wird. Dieser wird von
cytolytischen Zellen des Immunsystems exprimiert und deshalb sowohl auf NK Zellen als
auch auf CD8" af T Zellen gefunden (Chan et al., 2014; Raulet, 2003). Er gehoért in die
gleiche Rezeptorfamilie wie NKG2A, NKG2C und NKG2E, sollte aber dennoch getrennt
betrachtet werden, da er nicht als Heterodimer mit CD94, sondern als Homodimer
exprimiert wird. Im Menschen ist NKG2D ausschlieRlich mit dem Adapterprotein DAP10
assoziiert, welches intrazellular ein Signalmotiv trdgt und so die Signalweiterleitung
sicherstellt. NKG2D bindet MHC-I verwandte Molekile MIC-A und MIC-B sowie
Cytomegalievirus UL16 Bindeproteine (ULBPs), welche nicht auf gesunden Zellen zu
finden sind, jedoch von infizierten, transformierten und/oder gestressten Zellen exprimiert
werden (Raulet, 2003). Beispielsweise zeigen 55 % der akuten myeloischen Leukamien
eine Expression der NKG2D-Liganden (Sanchez-Correa et al., 2011). Das Heterodimer
CD94/NKG2C agiert als aktivierender Rezeptor und bendtigt fur eine stabile Expression
an der Zelloberflache und zur Signalweiterleitung das Adapterprotein DAP12 (Lanier et
al., 1998). Er bindet ebenfalls wie CD94/NKG2A an HLA-E, wenn auch mit niedrigerer
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Affinitat. Auch scheint das gebundene Peptid auf HLA-E eine grofl3e Rolle bei der Bindung
von CD94/NKG2A bzw. CD94/NKG2C zu spielen (Lanier, 2005; Michaelsson et al., 2002).
Obwohl die extrazellulare Doméane von NKG2E der von NKG2C sehr ahnlich ist, konnte

bisher keine Assoziation mit DAP12 nachgewiesen werden (Lanier, 2005).

AuBerdem exprimieren NK Zellen noch weitere Rezeptoren mit verschiedenen Tyrosin-
basierten Signalmotiven in ihrer cytoplasmatischen Doméane, wie z.B. den aktivierenden
Oberflachenrezeptor DNAM-1 oder auch CD226 genannt. CD112, auch als PVR (polio
virus receptor) bekannt, und CD155 bzw. Nectin-2 konnten als Liganden von DNAM-1
identifiziert werden (Bottino et al., 2003; Lanier, 2005). Die Bindung von DNAM-1 auf NK
Zellen mit CD112 und CD155, welche auf humanen Tumorzellen Uiberexprimiert werden,

steigert die NK Zell-vermittelte Cytotoxizitat und Cytokinproduktion (Lanier, 2005).

1.2.3 Memory-like Funktion der NK Zellen

Das immunologische Gedachtnis ist klassischerweise so definiert, dass sich eine Zelle
des Immunsystems nach Erstkontakt mit einem Pathogen dieses merken kann, um dann

bei einem Zweitkontakt schneller und spezifischer zu reagieren.

Dieses Phanomen ist Eigenschaft der B und T Zellen des adaptiven Immunsystems, da
diese mit ihren rekombinanten Rezeptoren in der Lage sind, eine Vielzahl an Zellen mit
unterschiedlichen Spezifitdten zu generieren. Grundlage hiervon sind die variablen
Regionen des Antigenrezeptors, welche in Gruppen von Gensegmenten vererbt werden.
Durch DNA-Rekombination wahrend der Entwicklung von B und T Zellen werden diese
verschiedenen Gensegmente miteinander verknupft, wodurch sich viele verschiedene

Méglichkeiten an Rezeptorketten ergeben (Murphy et al., 2012).

Gedachtnis-Zellen sind langlebig und prasentieren nach Kontraktion proliferierende,
Antigen-spezifische Zellen, welche sich phanotypisch und epigenetisch von ihren naiven
Zellen unterscheiden (Min-Oo et al., 2013; Watzl, 2014; Zediak et al., 2011). Nach
Erstkontakt mit einem Antigen werden naive T Zellen aktiviert und expandieren sehr stark,
um Effektorfunktionen auszulben. Danach werden 90 - 95 % der aktivierten Zellen
apoptotisch, wobei einige Zellen als langlebige Gedachtniszellen erhalten bleiben, um bei
einer zweiten Immunantwort, der sogenannten recall response, das Antigen erneut zu
erkennen und schneller reagieren zu kénnen (Sprent et al., 2002; Sun et al., 2009;
Williams et al., 2007).

Obwohl NK Zellen mit ihren keimbahnkodierten Rezeptoren der angeborenen

Immunabwehr angehoéren, konnte in jlingsten Studien gezeigt werden, dass die
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Gedachtniseigenschaft nicht nur eine Fahigkeit der adaptiven Immunantwort ist, sondern
auch bei NK Zellen ausgebildet werden kann. Bis heute konnten verschiedene
Gedachtniseigenschaften fir NK Zellen beschrieben werden, die in Tabelle 1
zusammengefasst sind (Cooper et al.,, 2009; O'Leary et al., 2006; Paust et al., 2010;
Romee et al., 2012; Sun et al., 2009).

Tabelle 1 Ubersicht adaptiver Immuneigenschaften von NK Zellen. Cytomegalievirus (CMV); murines
Cytomegalievirus (MCMV); humanes Cytomegalievirus (HCMV); Interleukin (IL); Interferon (IFN); Natirliche
Killerzellgruppe 2 (NKG2); Chemokin CXC Rezeptor (CXCR); Eigene Darstellung nach Rdlle et al., 2013; Min-
Qo et al., 2013.

- . Verantwortlicher 1 IFN-y
Memory-Typ Spezies Generierung Rezeptor Synthese
Leber-standige Memory .
NK Zellen murin Hapten CXCR6 -
. MCMV-
murin Infektion Ly49H Ja
CMV-spezifische NK
Zellen -
human HCMV NKG2C Ja
Infektion
. IL12, IL15,
murin ? Ja
Cytokin-induzierte IL18
Memory-like NK Zellen IL12. IL15
human IL7 18 ’ ? Ja

Bereits 2006 konnten von Adrian und Kollegen in Rag2-defizienten Mausen, denen B und
T Zellen fehlen, nach vorausgehendem Kontakt mit chemischen Hapten, wie Oxazolon
und 2,4-Dinitrofluorbenzol, eine gesteigerte NK Zellantwort zeigen (O'Leary et al., 2006).
Bisher konnte eine Hapten-induzierte Kontakt-Hypersensibilitdt (contact hypersensitivity,
CHS) nur fur das adaptive Immunsystem belegt werden, wobei diese chemischen
Molekile als fremd erkannt und Hapten-spezifische, langlebige Gedachtniszellen
ausgebildet werden. Die Immunantwort der NK Zellen war ebenfalls spezifisch fur die
verwendete Chemikalie und konnte mindestens vier Monate nach dem ersten chemischen
Priming nachgewiesen werden. In weiteren Mausexperimenten mit zusatzlichem IL2Rg-
Knockout, also zusatzlich fehlenden reifen NK Zellen, oder auch einer NK Zell-Depletion,
konnte keine CHS mehr nachgewiesen werden. Dies unterstreicht die Bedeutung der NK
Zellen in diesem Zusammenhang. Interessanterweise war die Zellantwort auch noch nach
adoptivem Transfer auf naive Mause nachweisbar (O'Leary et al., 2006). Eine weitere
Studie derselben Arbeitsgruppe weitete das bisher beschriebene Memory-Modell auch auf
Virusinfektionen aus: Mause, welchen infektidse VLPs (virus-like particles) mit Proteinen
von Influenza oder HI-Viren subcutan gespritzt wurde, Uberlebten eine weitere Infektion

mit diesen Viren drei Monate spater besser, verglichen mit naiven Mausen. Des Weiteren
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konnten NK Zellen aus Mausen, welche zuvor mit VLPs geimpft wurden, den Schutz
gegenuber einer Infektion mit diesem Virus auch auf naive Mause Ubertragen (Paust et
al., 2010). In beiden Studien konnten CXCR6" Leber-standige NK Zellen nicht zur
Antigenerkennung, aber zum Uberleben dieser Memory-NK Zellen und fiir Effektor-

Funktionen als notwendig erachtet werden (O'Leary et al., 2006; Paust et al., 2010).

Nach dieser ersten Erkenntnis Uber Leber-standige Memory NK Zellen, wurden
Untersuchungen zu Gedachtnis NK Zellen auch auf andere Organe und Krankheiten
ausgeweitet. Etwa 50 % der NK Zellen aus C57BL/6 Mausen exprimieren den
aktivierenden Rezeptor Ly49H, welcher spezifisch das MCMV (murines Cytomegalievirus)
Protein m157 auf infizierten Zellen erkennt (Arase et al., 2002; Dokun et al., 2001; Smith
et al., 2002). In der Studie von Sun et al. konnte in diesem Zusammenhang die
Ausbildung von Ly49H" Memory NK Zellen gezeigt werden (Sun et al., 2009). Ly49H" NK
Zellen proliferieren nach MCMV-Infektion, gehen daraufhin in eine Kontraktionsphase
Uber und bilden schlief3lich langlebige Memory NK Zellen, welche bis zu 70 Tage nach
Infektion nachgewiesen werden kénnen. Dieser Memory Typ wird bei Restimulation mit
einer erhéhten IFN-y Synthese, Degranulation und einem veranderten Phanotypen in
Verbindung gebracht. Auch diese Zellen vermitteln Schutz gegeniber einer MCMV-
Infektion nach adoptivem Transfer auf naive Mause, welche NK Zellen ohne Ly49H-
Rezeptor besitzen. AulRerdem ist fur die Generierung dieser Memory-NK Zellen das
Cytokin IL12 notwendig (Sun et al., 2012).

Auch im Menschen konnte 2004 bereits gezeigt werden, dass nach einer HCMV
(humanes Cytomegalievirus) Infektion CD94/NKG2C* NK Zellen haufiger vorkommen als
bei HCMV" Individuen (Guma et al., 2004). Dies legte die Vermutung nahe, dass analog
zum MCMV-Modell mit dem Rezeptor Ly49H, ebenfalls Memory-NK Zellen durch HCMV
im Zusammenhang mit NKG2C generiert werden kénnen. Spatere Studien belegten die
Expansion von NKG2C* NK Zellen bei erneuter oder Erst-Infektion mit HCMV in Patienten
nach Transplantation (Della Chiesa et al., 2012; Foley et al., 2012; Lopez-Verges et al.,
2011). Diese NKG2C" NK Zellen produzieren mehr IFN-y und exprimieren den Rezeptor
CD57, welcher ein Marker fir terminale Differenzierung darstellt (Lopez-Verges et al.,
2011). Neben der phanotypischen Veranderung dieser adaptiven NK Zellen konnte auch
ein Fehlen von verschiedenen Signalproteinen (FceRly, SYK und EAT-2) sowie vom
Transkriptionsfaktor PLZF beobachtet werden (Schlums et al., 2015). Auch andere virale
Infektionen, wie das Hantavirus, HIV oder Hepatitis B Virus, haben einen Einfluss auf die
NKG2C" Subpopulation, jedoch lediglich bei HCMV" Individuen (Beziat et al., 2012;
Bjorkstrom et al., 2011; Brunetta et al.,, 2010). Hier ist eine Expansion ebenfalls auf
NKG2C" NK Zellen beschrankt.
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Des Weiteren konnte zuerst in Mausen 2009 die Generierung von Memory-like NK Zellen
durch kurze in vitro Stimulation von IL12, IL15 und IL18 in Abwesenheit eines Antigens
gezeigt werden (Cooper et al., 2009). Diese waren in der Lage bis zu vier Monate nach
adoptivem Transfer in Rag7-defiziente Mause eine hdhere Menge an IFN-y nach
Restimulation zu sekretieren, verglichen mit NK Zellen, welche vor dem adoptiven
Transfer nur mit IL15 behandelt wurden. Eine erhéhte Granzym B Expression sowie
Effektorfunktion konnte flr diesen Zelltyp bislang nicht belegt werden (Cooper et al., 2009;
Keppel et al., 2013).

Ebenfalls sekretierten humane NK Zellen, welche fir 16 h mit IL12, IL15 und IL18 versetzt
wurden und nach Waschschritten nur in IL2 und IL15 kultiviert wurden, eine erhéhte IFN-y
Menge nach Restimulation (Ni et al., 2012; Romee et al., 2012). Diese Eigenschaften der
sogenannten Cytokin-induzierten Memory-like (CIML-) NK Zellen sowie eine Langlebigkeit
in vivo und in vitro, konnte auch auf Tochterzellen Gbertragen werden. Des Weiteren
konnte eine Hochregulation des IL2Ra (CD25) nach IL12, IL15 und IL18 Behandlung
beobachtet werden (Ni et al., 2012; Romee et al., 2012).

1.3 T Zellen

T-Lymphozyten, die im Thymus gebildet werden, wurden in den 1960er Jahren entdeckt
und gehoéren der adaptiven Immunitat an (Murphy et al., 2012). Das Kennzeichen einer T
Zelle ist die Expression des Antigen-erkennenden T Zell-Rezeptors (TCR) (Chien et al.,
1984). Es gibt zwei Formen des TCRs: a- und B-Ketten TCR, welcher von 95 % der
peripheren T Zellen exprimiert wird, sowie ein y- und ®-Ketten TCR, der sich auf den
restlichen T Zellen befindet (Davis et al., 1988; Loh et al., 1987). Jeder T Lymphozyt
besitzt einen TCR, der zusammen mit CD3 T Zellrezeptorkomplexe ausbilden und so
Signale intrazellular weiterleiten kann (Hall, 2015; Smith et al., 1989). Liganden des TCRs
sind MHC-Molekile mit ihrem gebundenen Peptid auf APCs, wie zum Beispiel DCs
(Murphy et al., 2012).

Die meisten TCR-aB* T Zellen exprimieren des Weiteren einen von zwei Korezeptoren,
CD4 oder CD8. Diese Proteine binden auch MHC-I und MHC-Il und tragen zur TCR-
Signalweiterleitung durch diese Interaktionen bei (Bosselut et al., 1999; Shaw et al., 1989;
Veillette et al., 1989). CD4 bzw. CD8 definiert zwei unterscheidbare T Zelllinien, die sich
sowohl in ihrer MHC-Spezifitat und Funktionalitat abgrenzen. Die liberwiegende Zahl an
CD4" T Zellen sind MHC 1l beschrankt und fungieren als T Helferzellen, welche die Zellen

des Immunsystems durch Cytokinproduktion unterstiitzen. Im Gegensatz hierzu erkennen
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CD8" T Zellen MHC-I und zeigen nach Aktivierung cytotoxische Eigenschaften (Bosselut
et al., 1999).

1.3.1 T Zellaktivierung

Fir eine klonale Expansion und Differenzierung naiver T Zellen werden drei Signale
bendtigt: am wichtigsten ist hier das Antigen-spezifische Signal durch Interaktion des
TCRs mit dem MHC-Peptid-Komplex. Das zweite Signal oder auch ,kostimulatorische
Signal“ ist nicht antigen-spezifisch und stellt die Expansion und das Uberleben der naiven
T Zelle sicher. Das dritte Signal wird durch sekretierte Cytokine vermittelt, welche die
Differenzierung in T Zellsubpopulationen einleiten (Bromley et al., 2001; Halloran, 2004;
Murphy et al., 2012).

Das kostimulatorische Signal kann durch eine Reihe von Rezeptorpaaren auf der
Oberflache von T Lymphozyten und APCs erfolgen, wobei B7/CD28 sowie CD40/CD40L
die klassischen kostimulatorischen Interaktionen darstellen (Snanoud;j et al., 2007). Wenn
B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) auf der Oberflache von DCs an CD28 auf T Zellen binden,
wird in beiden Fallen die Produktion von verschiedenen Faktoren wie IL2, IL2Ra (CD25)
und CD40 Ligand induziert. Die Bindung von CD40 liefert wichtige Signale fir die
Antikérper-Produktion der B Zellen sowie die Hochregulation von B7 und MHC-Molekiilen
auf APCs, was schlussendlich zu einer Verstarkung des Antigen-spezifischen Signals 1
fuhrt. Durch die Bindung von IL2 an seinen Rezeptor und die Aktivierung des Signalwegs
mTOR, wird die Generierung von Effektor T Zellen sowie die klonale Expansion ausgeldst
(Snanoudj et al., 2007; van Kooten et al., 1997). IL2 wird von der aktivierten T Zelle selbst

produziert, wobei ohne IL2 kein Uberleben der T Zelle méglich ist.

Das dritte Signal wird durch sekretierte Cytokine bereitgestellt und bestimmt die
Differenzierung in die verschiedenen T Zellsubtypen (Kapitel 1.3.2 und 1.3.3) (Hirahara et
al., 2016).

1.3.2 CD4" T Zellen

T Zellen konnen durch ihre Korezeptoren noch weiter in CD4" bzw. CD8" T Zellen
unterschieden werden. CD4" T Zellen sind T Helferzellen, welche durch die Produktion
von spezifischen Cytokinen in der Immunabwehr eine zentrale Rolle spielen. Wie schon
zuvor beschrieben, bendtigen T Zellen drei Signale, wobei die sekretierten Cytokine die
Differenzierung des T Zellsubtyps bestimmen (Hirahara et al., 2016). Bereits 1986
konnten Mosmann und Coffman zeigen, dass sich die CD4 T Zelllinie in zwei

Untergruppen anhand ihrer IFN-y bzw. IL-4 Sekretion einteilen Iasst, sogenannte Th1 und
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Th2 Zellen (Mosmann et al., 1986; Mosmann et al., 1989). Heute sind neben diesen
beiden noch die Th9, Th17, Th22, regulatorischen (Tregs) und follikularen (Tfh) T

Zellsubpopulationen bekannt (lvanova et al., 2015).

IL12 und IFN-y sind die Cytokine, welche eine Differenzierung naiver T Zellen in Th1
Zellen auslosen (Trinchieri et al., 2003). IL12 wird in groRen Mengen von APCs produziert
und induziert auRerdem NK Zellen, IFN-y zu sekretieren (Luckheeram et al., 2012). Der
IL12-Rezeptor wird bereits auf naiven CD4 T Zellen exprimiert und auf Th1 Zellen
hochreguliert. IL12 und IFN-y aktivieren auflerdem STAT4 (signal transducer and activator
of transcription) und STAT1, die wiederrum den Haupttranskriptionsfaktor T-bet (T-box
expressed in T cells) induzieren und auf diese Weise die Differenzierung in die
Subpopulation Th1 koordinieren (Afkarian et al., 2002; Luckheeram et al., 2012). Th1
Zellen sind bei der Beseitigung von intrazelluldren Pathogenen beteiligt und sekretieren
vor allem IFN-y und IL2 (Romagnani, 1999; Zhu et al., 2008).

Die Differenzierung in Th2 Zellen wird durch IL4 und IL2 induziert. IL4 aktiviert hier
STAT6, was nachfolgend die Expression des Haupttranskriptionsfaktor GATA3 (GATA-
binding protein) hochreguliert. GATA3 ist verantwortlich fir die Cytokinproduktion,
Proliferation und verhindert die Differenzierung in Th1 Zellen (Kaplan et al., 1996; Zhu et
al., 2006). Th2 Zellen produzieren die Effektor-Cytokine 1L4, IL5, IL9, IL13, IL10 und IL25,
welche wichtig fiur die humorale Immunantwort gegen Parasiten und allergische
Reaktionen sind (Pearce et al., 1991; Robinson et al., 1992; Shimoda et al., 1996).

Th17 Zellen sind bei den Immunreaktionen gegen extrazellulare Bakterien und Pilze im
Darmtrakt wichtig. Auf’erdem sind sie bei der Entstehung von Autoimmunreaktionen
beteiligt (Annunziato et al., 2007; Weaver et al., 2006). Sie werden als unabhangige T
Zelllinie neben Th1 und Th2 Zellen betrachtet und ihre Differenzierung ist abhangig von
IL6, IL21 und TGF-B (Harrington et al., 2006; Luckheeram et al., 2012; Weaver et al.,
2006). Die Differenzierung ist unabhangig von T-bet und GATA-3, sondern von dem
Transkriptionsfaktor reinoic acid receptor-related orphan receptors (RORyt) reguliert
(Hirahara et al., 2010; Ivanov et al., 2006). Diese Zellen produzieren IL17A und das
verwandte IL17F, sowie IL21, IL22 und GM-CSF (lvanova et al., 2015; Korn et al., 2009).

Regulatorische T Zellen bzw. Tregs sind in der Lage, Immunantworten von Effektor T
Zellen zu  supprimieren und  Autoimmunerkrankungen sowie  Ubermalige
Entzindungsreaktionen zu vermeiden (Murphy et al, 2012; Sakaguchi, 2005).
Hauptsachlich werden TGF-f, IL35 und IL10 produziert, wobei IL10 ein starkes
inhibitorisches Cytokin darstellt (Asseman et al., 1999; Couper et al., 2008). Der
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Transkriptionsfaktor FoxP3 (Forkhead transcription factor) wird speziell von dieser Zelllinie
exprimiert und kann zusammen mit den Oberflachenmolekilen CD4 und CD25 genutzt

werden, um Tregs phanotypisch zu identifizieren (Luckheeram et al., 2012).

1.3.3 CD8" T Zellen

Neben CD4" T Zellen gibt es auch noch T Zellen, die einen CD8 Korezeptor auf ihrer
Oberflache exprimieren. Wie CD4" T Zellen bendtigen auch diese CD8" T Zellen 3
Signale, um aktiviert zu werden. Das dritte, Cytokin-vermittelte Signal wird hier von IL12
oder IFN-a bzw. IFN-B geliefert und induziert die Entwicklung der cytolytischen Aktivitat
(Curtsinger et al., 2005; Gately et al., 1992; Mescher et al., 2006). Die Lyse der Zielzellen
kann von den CD8" T Zellen oder auch CTLs (cytotoxic T lymphocytes) auf mindestens
drei unterschiedlichen Wegen realisiert werden. Der erste ist Cytokin-vermittelt, d.h. CD8"
T Zellen produzieren IFN-y und TNF, was schlieRlich eine Kaskade der Caspasen in der
Zielzelle auslost und Apoptose induziert. Der zweite Weg wird Uber die Freisetzung
lytischer Granula mit Perforin und Granzym B, ahnlich zu NK Zellen, realisiert. Der dritte
Signalweg ist Uber die Interaktion des Todesrezeptors Fas/FasL reguliert (Andersen et al.,
2006; Kagi et al., 1996; Murphy et al., 2012). Dadurch sind CTLs fur die Abwehr und
Kontrolle von bakteriellen und viralen Infektionen sowie Tumorzellen wichtig (Williams et
al., 2007).

1.3.4 CD8" Memory T Zellen

Wie bereits einleitend erwahnt, ist die Fahigkeit nach einer akuten Infektion ein
immunologisches Gedachtnis auszubilden das Kennzeichen der adaptiven Immunitat.
Hierbei ,erinnern“ sich die Zellen an das urspringliche Pathogen und kénnen bei Re-

Infektion schneller und besser reagieren (Cui et al., 2010; Murphy et al., 2012).

Fir die Ausbildung von langlebigen Antigen-spezifiscnen CD8" Memory T Zellen ist eine
komplexe Abfolge an Ereignissen noétig: nach Antigen-Erkennung und Aktivierung naiver T
Zellen, differenzieren diese in Effektor T Zellen und proliferieren stark (Expansion). Nach
erfolgreicher Infektionsabwehr gehen etwa 95 % der Effektor T Zellen in Apoptose Uber,
wahrend sich der kleinere Teil zu langlebigen Gedachtnis T Zellen entwickelt (Cui et al.,
2010; Hammarlund et al., 2003; Lauvau et al., 2015; Williams et al., 2007). Die Zahl der
Memory CD8" T Zellen ist liber die Zeit relativ stabil, was durch die Interaktion mit IL7 und
IL15 sichergestellt wird (Klonowski et al., 2005; Ma et al., 2006; Surh et al., 2005).

AuBerdem kann die Population der CD8" Memory T Zellen noch in weitere

Subpopulationen eingeteilt werden (Mahnke et al., 2013). Zuerst konnten diese
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Gedachtniszellen in sogenannte central memory T cells (TCM) und effector memory T
cells (TEM) anhand ihres Phanotyps und ihrer Funktion eingeteilt werden (Sallusto et al.,
2004). Der Schutz durch Gedéachtniszellen wird vor allem durch TEM gewahrleistet, die in
entziindetes peripheres Gewebe einwandern und dort Effektorfunktionen vermitteln. Im
Gegensatz hierzu sind TCM in sekundaren lymphatischen Organen lokalisiert und zeigen
nahezu keine Effektorfunktionen. Nach Antigen-Kontakt proliferieren und differenzieren
sie jedoch schnell in Effektor T Zellen. Aufgrund dessen ist nahe liegend, dass sich TEM
und TCM in der Expression des Chemokin-Rezeptors CCR phanotypisch unterscheiden,
der die Lokalisation in sekundaren lymphatischen Organen kontrolliert. Wahrend TCM
CCR7" sind, haben TEM die Expression von CCR7 verloren (Sallusto et al., 1999). Eine
zusatzliche Beurteilung der Expression des CD45RA und CD45RO Rezeptors erlaubt
dadurch die Unterscheidung zwischen naiven und Memory T Zellen (Sallusto et al., 1999).
CD45RA und CD45RO stellen Proteinprodukte verschiedener Splice-Varianten des CD45
Gens dar, wobei CD45RO vorrangig von Gedachtniszellen exprimiert wird (Terry et al.,
1988). Durch Miteinbeziehung des Markers CD28 lassen sich noch fransitional memory T
cells (TTM) abgrenzen. CD45RA*CCR7°CD28" TTM sind weiter differenziert als TCM,

jedoch nicht voll ausdifferenziert zu TEM.

Durch die Gabe von IL15 expandieren TEM und exprimieren wieder CD45RA und werden
dann terminal effector T cells (TTE) oder auch TEMRA genannt. CD45RA*CCR7" TTE
exprimieren auch zusatzlich Marker fiir Seneszenz wie KLRG1 und CD57 (Brenchley et
al., 2003; Henson et al., 2009) und besitzen geringes Proliferationspotenzial und eine
niedrige Effektorfunktion (Geginat et al., 2003; Henson et al., 2009).

14 Interaktionen von NK und T Zellen

NK Zellen sind als Immunabwehr gegen infizierte oder transformierte Zellen bekannt.
Aktivierte NK Zellen konnen eine Reihe von Molekilen exprimieren, die eine
Immunantwort verstarken oder aber auch einddmmen koénnen. Wie in Tabelle 2
zusammengefasst, kann eine Interaktion zwischen NK und T Zelle entweder direkt Uber
Zell-Zellkontakt stattfinden oder aber indirekt, wobei APCs involviert sind (Crouse et al.,
2015).

In vitro Experimente zeigten, dass humane NK Zellen die Reifung von DCs begtinstigen,
was durch den direkten Kontakt und produziertes IFN-y und TNF sichergestellt wurde.
Des Weiteren konnte eine verstarkte Expression von kostimulatorischen Molekllen wie
CD86, CD83, CD80 und CCR7 auf DCs sowie eine gesteigerte IL12 Produktion

beschrieben werden (Gerosa et al., 2002). Experimente in Mausen zeigten ebenfalls,
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dass NK Zellen die Reifung von DCs férdern, indem NK Zellen nach Kontakt mit MHC-1"
Tumorzellen IFN-y produzieren, welches zur Reifung von DCs fuhrt. Diese wiederum
produzierten IL12, was schlieBlich eine gesteigerte CD8" T Zell-Antwort gegenlber
Tumorzellen bedingte (Mocikat et al., 2003). In ahnlichen Maus-Experimenten mit A20
Tumorzellen konnten Adam et al. ebenfalls durch IFN-y Produktion von NK Zellen die 1L12
Expression in DCs auslésen, was schlieRlich zu einer anti-Tumorantwort von CD8" T
Zellen ohne die Hilfe von CD4" T Zellen flihrte (Adam et al., 2005). Auferdem werden
durch die NK Zell-vermittelte Lyse von Zielzellen Fragmente freigesetzt, welche wiederum
CD8" T Zellen nach Kreuzprasentation durch DCs starker aktivieren kénnen (Krebs et al.,
2009). Somit tragen NK Zellen durch Sekretion von Cytokinen oder durch die Lyse von

Zielzellen dazu bei, mittels DCs die CD8" T Zell Immunantwort einzuleiten.

Tabelle 2 Ubersicht moéglicher Interaktion von NK und T Zellen. Interferon (IFN); Interleukin (IL); Eigene

Darstellung nach Crouse et al., 2015 und André, unpublizierte Daten.

Gesteigerte T Zellantwort durch NK Zellen

IFN-y Produktion der NK Zellen férdert in vivo 1L12 Produktion
durch DCs, was zur gesteigerten CD8" T Zellantwort fiihrt

Mocikat, 2003

IFN-y Produktion der NK Zellen fordert in vivo IL12 Produktion
durch DCs, was zur CD4" T Zell-unabhéngigen CD8" T

Adam, 2005

Indirekter Zellaktivitat fihrt
Kontakt IFN-y und TNF férdern Reifung der DCs in vitro, was zur 1L12
Produktion und verstarken Expression von kostimulatorischen Gerosa, 2002
Molekilen fihrt
Antigenfreisetzung durch NK Zell-Lyse flhrt zu Kreuzprasentation Krebs. 2005
durch DCs und schlussendlich Aktivierung von CD8" T Zellen ’
IFN-y Produktion der NK Zellen férdert in vivo Differenzierung Martin-
+ . Fontecha,
CD4" T Zellen in Th1 Zellen
2004
Humane NK Zellen férdern Differenzierung von CD4" T Zellen in Marondi. 2006
Direkter Th1 Zellen durch IFN-y Produktion ’
Kontakt Murine NK Zellen steigern Aktivitat und Proliferation von CD4" Assarsson,
und CD8+ Zellen durch 2B4/CD48 Interaktion 2004
Stimulation via NKG2D, CD16 oder KIR2DS2 humaner pra-
aktivierter NK Zellen fihrt zur Proliferation und IFN-y Produktion Zingoni, 2004
CD4" T Zellen durch B7 oder OX40L Interaktion
Abgeschwachte T Zellantwort durch NK Zellen
Indirekter : : ; Hayakawa,
Kontakt TRAIL- induzierter NK Zell vermittelter Prozess 2004
NK Zell vermittelte Lyse von CD8" T Zellen SOd;é?L;eSt’
NK Zell-vermittelte Lyse von CD4" T Zellen Lu, 2007
Produktion von IL10 durch NK Zellen nach MCMV Infektion flihrt Lee 2009
Direkter zur verminderten CD8" T Zellantwort ’
Kontakt = <e aktivierter T Zellen durch NK Zellen in Abhéngigkeit der Cs;%‘i’:c';ﬁgy
NKG2D/NKG2D-L Interaktion 2003 ’
Lyse aktivierter T Zellen durch NK Zellen in Abhangigkeit der Ardonlino,
Perforin Feisetzung 2011

21



Einleitung

NK Zellen kénnen aber die T Zellimmunitat auch auf direktem Wege durch Sekretion von
Cytokinen oder durch cytotoxische Aktivitat positiv beeinflussen. Die Injektion von
Ovalbumin in Mause lasst NK Zellen in Lymphknoten einwandern und die Differenzierung
CD4" T Zellen in Th1 Zellen durch sekretiertes IFN-y der NK Zellen fordern (Martin-
Fontecha et al., 2004). Ahnlich beeinflussen humane NK Zellen aus sekunddrem
lymphatischen Gewebe Th1 Zellen: Durch eine starkere IFN-y Sekretion tonsillarer NK
Zellen, verglichen mit NK Zellen aus dem peripheren Blut, kommt es zu einer erhdhten
Th1 Polarisation (Morandi et al., 2006). Des Weiteren konnten Laouar et al. nicht nur
zeigen, dass IFN-y die Differenzierung in Th1 Zellen beglnstigt, sondern auch dass
sekretiertes TGF-B die IFN-y Produktion durch NK Zellen kontrolliert und schlieRlich auch
die Th1 Differenzierung reguliert. (Laouar et al., 2005). Die Arbeitsgruppe um Chambers
konnte aulRerdem belegen, dass murine NK Zellen die Aktivitat und Proliferation von anti-
CD3 und Antigen-stimulierten CD4" und CD8" T Zellen steigern kénnen. Diese Interaktion
ist von der Bindung durch 2B4 (CD244) auf NK Zellen und CD48 auf T Zellen abhangig
(Assarsson et al., 2004). Die Stimulation via NKG2D, CD16 oder KIR2DS2 humaner NK
Zellen, welche zuvor mit IL2, IL12 oder IL15 aktiviert wurden, fiihrt zur Proliferation und
IFN-y Produktion von autologen CD4" T Zellen. Dieser Effekt ist von der B7 und OX40
Liganden Expression auf aktivierten NK Zellen abhangig (Zingoni et al., 2004).

Im Gegensatz dazu kénnen direkte Interaktionen zwischen NK und T Zellen die folgende
Immunreaktion jedoch auch abschwachen. Sekretierte Cytokine, aber auch die Lyse
anderer Immunzellen spielt hier eine Rolle. Durch MCMV-Infektion produzieren murine NK
Zellen IL10, was zu einer reduzierten T Zellimmunitat fuhrt (Lee et al., 2009). Die negative
Regulation von T Zellantworten beinhaltet aullerdem die direkte Lyse von T Zellen. Drei
unterschiedliche Forschergruppen konnten zeigen, dass aktivierte T Zellen durch NK
Zellen lysiert werden, in Abhangigkeit der NKG2D/NKG2D-L Interaktion und Freisetzung
von Perforin (Ardolino et al., 2011; Cerboni et al., 2007; Rabinovich et al., 2003).
Immunisierung von Mausen mit Ovalbumin fiihrte ebenfalls zur Lyse von CD8" T Zellen in
Abhangigkeit von NKG2D und Perforin (Soderquest et al., 2011). Ahnlich hierzu wurden
CD4" T Zellen durch NK Zellen lysiert, welchen der inhibitorische Ligand Qa-1 fehlte (Lu
et al., 2007). Neben der direkten T Zell-Lyse konnte von Olson und Kollegen auch die
Induktion der T Zell-Apoptose nachgewiesen werden (Olson et al., 2007). Eine Inhibierung
der T Zellproliferation durch NK Zellen konnten Trivedi et al. in Zusammenhang mit einer
p21-vermittelten Inhibierung belegen. Der Zellzyklus-Inhibitor p21 induzierte hier eine
Akkumulation der T Zellen in der GO/G1 Phase (Trivedi et al., 2005).

Des Weiteren kdnnen NK Zellen T Zellen wiederum indirekt negativ beeinflussen. Hierzu

zahlt die Lyse von unreifen DCs durch den TRAIL-Rezeptor. Eine Depletion der NK Zellen
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oder Blockade des TRAIL-Rezeptors steigerte die Aktivitdt von CTLs wieder (Hayakawa
et al., 2004).

1.5 Akute kindliche Leukamien

Bei Leukdmien handelt es sich um eine maligne Transformation der Lymphozyten des
hamatopoetischen Systems wahrend ihrer Differenzierung im Knochenmark. Sie kénnen
aufgrund des Krankheitsverlaufs in akute und chronische Leukamien unterschieden
werden und je nach Ursprung der malignen Zellen der myeloischen oder lymphatischen

Reihe zugeordnet werden (Murphy et al., 2012)

Die akute lymphatische Leukdmie (ALL) und die akute myeloische Leukdmie (AML)
machen ungefahr ein Drittel aller Krebserkrankungen bei Kindern aus (Annesley et al.,
2015), wobei ALL die haufigste Krebserkrankung bei Kindern, vor allem zwischen dem
zweiten und funften Lebensjahr, darstellt (Kato et al., 2018; Schrappe et al., 2018). Wie
auch bei der AML koénnen als Ursache bei der ALL viele unterschiedliche genetische
Veranderungen vorliegen, welche die Zell-Vorlauferentwicklung verhindern und zu
anormaler Proliferation und Uberleben der Zelle fiihren (Ghazavi et al., 2015; Hunger et
al.,, 2015; Pui et al.,, 2012). Diese genetischen Veranderungen sind beispielsweise
Aneuploidie, chromosomale Neuordnung mit resultierender veranderter Genexpression,
Deletionen und DNA Mutationen (Harrison, 2009; Hunger et al., 2015). Prinzipiell wird ALL
in T Zell-Vorlaufer, B Zell-Vorlaufer oder B Zell-ALL charakterisiert. Basierend hierauf
werden anhand des Karyotyps weitere Subtypen unterschieden (Pui et al., 2012). Durch
diese Vielzahl an Ursachen werden diese Subtypen auch unterschiedlich behandelt
(Eswaran et al., 2015).

Durch Verbesserungen in der Behandlung und im Patientenmanagement konnte die
Uberlebensrate bei ALL deutlich auf Gber 80 % bei Kindern gesteigert werden (Moorman,
2012). Daruber hinaus kann ALL auch bei Erwachsenen auftreten, jedoch mit wesentlich
schlechteren Heilungschancen von etwa 40 % (Ghazavi et al., 2015). Bis zu 20 % der
Kinder mit ALL sind gegeniiber den Behandlungen refraktar und die Uberlebensrate fir
ein Rezidiv ist weiterhin gering. Auch wenn die Mehrheit der Kinder mit AML eine
vollstdndige Remission der Leukamie erreicht, sind weniger als 60 % langfristig

Uberlebensfahig (Annesley et al., 2015).

Durch die entartete Proliferation der Leukédmiezellen werden andere funktionsfahige
Immunzellen verdrangt. Die Folge sind hohes Fieber, Blutungsneigung, Knochen- und

Gelenkschmerzen sowie Abgeschlagenheit und Blasse (Schrappe et al., 2018).
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Wahrend der Leukamie-Therapie wird versucht die malignen Zellen im Knochenmark des
Patienten, durch eine Kombination aus Bestrahlung und cytotoxischer Chemotherapie zu
eliminieren (Murphy et al., 2012). Im Anschluss erfolgt bei Hochrisikopatienten eine
hamatopoetische Stammzelltransplantation (hematopoetic stemcell transplantaion, HSCT)
bei der Stammzellen eines Spenders auf den Empfanger lbertragen werden und so das

erkrankte Knochenmark ersetzt wird.

1.6 Zielsetzung

Das immunologische Gedachtnis ist normalerweise eine Eigenschaft des adaptiven
Immunsystems. Jingere Studien zeigen jedoch, dass diese Gedachtnis-dhnliche
Eigenschaft auch fur NK Zellen nachweisbar sind. In der vorliegenden Arbeit soll deshalb
eine Gedachtnis-ahnliche Funktion fir NK Zellen nach Tumorkontakt beschrieben und
verifiziert werden. Darlber hinaus soll der Mechanismus der Konvertierung von Effektor-
NK Zellen in Gedachtnis-ahnliche NK Zellen genauer untersucht werden. Hierbei liegt der
Fokus auf der Bedeutung des Zellkontakts wahrend des Primingprozesses, dem
Cytokinmilieu und der Beteiligung der NKG2D/IL15 Achse bei der Konvertierung in

Tumor-induzierte Memory-like NK Zellen.

NK Zellen sind nicht nur wichtige Effektorlymphozyten des angeborenen Immunsystems
und bekampfen virusinfizierte sowie maligne Zellen. Sie sind auch wichtige
immunregulatorische Zellen, die in der Lage sind, adaptive Immunantworten zu
beeinflussen. Daher soll in einem weiteren Teil dieser vorliegenden Arbeit die
immunregulatorische Wirkung der Gedachtnis-dhnlichen NK Zellen auf andere Zellen des
Immunsystems, v.a. aber auf T Zellen, beschrieben und mit naiven NK Zellen verglichen

werden.

Letztlich zielen diese Ergebnisse darauf hin, den adoptiven NK Zell Transfer fur kindliche
Patienten mit akuter Leukdmie mit ungunstiger Prognose zu optimieren und einen

klinischen Einsatz zu ermdglichen.
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2 Material

2.1 Gerate

Tabelle 3 Geréate sowie deren Hersteller

Geratebezeichnung

Hersteller

Durchflusszytometer BD LSRII
Durchflusszytometer BD Canto
,The Big Easy“ EasySep™ Magnet
EasySep™ Violet Magnet
Gel-System

Inkubator HERA Cell
Inversmikroskop Olympus 1X50

Kompaktwaage EMB-1200-1
Kihlzentrifuge Hettich Rotina 420R

Kihlzentrifuge Hettich Rotixa 50RS
Mr. Frosty Freezing Container
Neubauer improved Zahlkammer
Odyssey Fc Imaging System

PCR System GeneAmp 9700
Power Pac 1000

Pipettensatz
Pipettensatz
Pipettensatz
Pipetboy 2

Sterilbank HERAsafe
Tischzentrifuge Hettich Mikro 22R

Sonifier Cell Disruptor B12

Vortexer
Wasserbad No. 1012

Zahlkammer Neubauer Improved

Zell-bestrahlungsgerat GammacCell 1000 Elite

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
STEMCELL Technologies, Vancouver, Kanda
STEMCELL Technologies, Vancouver, Kanda

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim,
Deutschland

LI-COR Biotechnology GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

Applied Biosystems Deutschland GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mlinchen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Gilson, Inc., Middleton, WI, USA
Abimed GmbH, Langenfeld, Deutschland

Integra Biosciences GmbH, Biebertal,
Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Branson Sonic Power Company, Danbury,
Connecticut, USA

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland

Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim,
Deutschland

MDS-Nordion Inc., Ottawa, Kanada
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4 Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller

Produkt Hersteller

FACS Réhrchen Corning Inc., Corning, New York, USA
Kryoréhrchen Corning Inc., Corning, New York, USA

Parafilm American National Can Group, Chicago, lllinois,

Pasteur-Pipetten

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefal, 25 und 50 ml
Reaktionsgefall, Safe-Lock, div. GréRen
Serologische Pipetten, div. GréRen
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Zellkulturplatten

USA

WU Mainz, Deutschland

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Sarstedt AG & Co. KG, Nurnbrecht, Deutschland
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Corning Inc., Corning, New York, USA

Corning Inc., Corning, New York, USA

Corning Inc., Corning, New York, USA

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

2.3 Software

Tabelle 5 Software sowie verwendete Version und Hersteller

Software Version Hersteller

BD FACS Diva ™ 6.1.3 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD FACS Diva ™ 8 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
CorelDRAW X7 Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada
EndNote X 8.1 Thomas Reuters, New York City, USA

FCS Express 4 DeNovo Software, Glendale, CA, USA
FlowJo 10 FlowdJo, LLC, Ashland, Oregon, USA
GraphPad Prism Prism 6 GraphPad Software, San Diego, CA, USA
LEGENDplex™ Software 8.0 BioLegend, San Diego, CA, USA

Microsoft Office 2010 Albuquerque, New Mexcio, USA

24 Reagenzien

Tabelle 6 Reagenzien sowie deren Bezug

Medien/Puffer/Lésungen

Bezug

Bicoll (Ficoll)
DMSO

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Natrium- EDTA-L6sung 250 mM, pH 8,0
Fetal Calf Serum (FCS)
Gel Loading Dye Blue 6x

Biochrom, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Universitats-Apotheke, Tibingen, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,
USA
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Humanalbumin 50 g/I, Alburex5
Humanes IgG (100 mg/ml), privigen
Humanserum “Off the Clot” AB (HuS)
L-Glutamine 200 mM (L-Glut)

Low MW Ladder

RPMI-Medium1640
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
10x Rotiphorese TBE-Puffer
Trypanblau-Lésung 0,4%

CSL Behring GmbH, Marburg, Deutschland
CSL Behring GmbH, Marburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland

New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,
USA

Biochrom, Berlin, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

2.5 Medien und Puffer

Tabelle 7 Medien und Puffer sowie deren Zusammensetzung

Medien/Puffer

Zusammensetzung

Blockierpuffer

Humanes IgG in FACS-Puffer
(Endkonz. 10 pg/ml)

EasySep-Puffer

10 ml FCS
1 ml 250 mM EDTA

in 500 ml PBS

Einfriermedium

80 % Humanalbumin 50 g/l
20% DMSO

FACS-Puffer

10 ml FCS
4,2 ml 250 mM EDTA
in 500 ml PBS

RPMI + 10 % FCS

10 % FCS

1 % L-Glut

1 % Pen/Strep

in 500 ml RPMI 1640

RPMI + 20 % FCS

20 % FCS

1 % L-Glut

1 % Pen/Strep

in 500 ml RPMI 1640

RPMI + 10 % HuS

10 % FCS

10 % HuS

1 % L-Glut

1 % Pen/Strep

in 500 ml RPMI 1640

2.6 Zelllinien/primare Leukamien

Die primaren Leukédmiezellen (Tabelle 8) stammen aus der Universitatsklinik fur Kinder-

und Jugendmedizin in Tdbingen. Die Zellspenden erfolgten mit Genehmigungen der

lokalen Ethikkommission mit folgenden Projekt-Nummern an PD Dr. Dr. Maya C. André:
23/2007, 199/2010BO1, 154/2012B0O1, 29/2013BO1 und 213/2014BO2.
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Tabelle 8 Zelllinien/primére Leukdmien mit Eigenschaften und deren Bezug

Eigenschaften Bezug

Nalm-16 Leukamiezelllinie aus B-Zell Vorlaufern AG Lengerke
(BCP). Etabliert 1977 aus peripherem Blut Prof. Dr. C. Lengerke,
einer 12-jahrigen weiblichen Patientin mit Universitatsklinik Basel

akuter lymphatischer Leukadmie (ALL).
(Kohno et al., 1980)

P3B Anonymisierte primare BCP-ALL-Probe einer  Patientenprobe Kinderklinik Tlbingen
6-jahrigen, weiblichen Patientin mit zweitem Erhalten: August 2013
Rezidiv

P18R Anonymisierte priméare AML-Probe einer 1- Patientenprobe Kinderklinik Tubingen
jahrigen, weiblichen Patientin

P84D Anonymisierte primare AML-Probe einer 14-  Patientenprobe Kinderklinik Tlbingen
jahrigen, weiblichen Patientin Erhalten: August 2013

2.7 Farbstoffe

Tabelle 9 Farbstoffe sowie deren Bezug

Farbstoffe Bezug

CellTrace™ CFSE Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Pacific Blue Succinimidyl Ester Life technologies, Carlsbad, CA, USA
Zombie-Aqua Fixable Viability Kit BioLegend, San Diego, CA, USA
AF350 Succinimidyl Ester Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

Massachusetts, USA

2.8 Antikorper und Isotypen

Tabelle 10 Antikorper mit Isotyp sowie deren gekoppeltes Fluorochrom, Verdiinnung, Klon und Bezug

Antikorper Fluorochrom Verdiin- Klon Bezug Isotyp
nung

a-CD 3 PerCP 1:100 SK7 BD Biosciences, IgG1
Heidelberg,
Deutschland

a-CD 3 PE CF594 1:50 UCHT1 BD Biosciences, IgG1
Heidelberg,
Deutschland

a-CD 3 - 1:1000 HIT3a BD Biosciences, IgG2a
Heidelberg,
Deutschland

a-CD 4 PerCP 1:100 SK3 BD Biosciences, IgG1
Heidelberg,
Deutschland

a-CD 4 FITC 1:10 SK3 BD Biosciences, IgG1
Heidelberg,
Deutschland

a-CD 8 APC-H7 1:10 SK1 BD Biosciences, IgG1
Heidelberg,
Deutschland
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o-CD 10

PE CF594

1:50

HI10A

BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

1gG1

a-CD 16

AF700

1:50

3G8

BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

1gG1

a-CD 19

APC

1:50

SJ25C1

BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

1gG1

a-CD 25

FITC

2A3

BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

1gG1

a-CD 25

BV605

1:28,6

2A3

BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

1gG1

a-CD 28

PE/Dazzle594

1:20

CD28.2

BioLegend, San
Diego, CA, USA

1gG1

o-CD 45RO

PE-Cy7

1:20

UCHLA1

BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

1gG1

a-CD 54 (ICAM-1)

FITC

1:5

84H10

Beckman Coulter,

Krefeld,
Deutschland

1gG1

o-CD 56

BV421

1:50

HCD56

BioLegend, San
Diego, CA, USA

1gG1

o-CD 56

BV711

1:25

HCD56

BioLegend, San
Diego, CA, USA

1gG1

o-CD 56

BUV395

1:12,5

NCAM16.2

BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

1gG2b

a-CD 57

PE

1:20

NK-1

BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

IgM

a-CD 112

PE

1:50

TX31

BioLegend, San
Diego, CA, USA

1gG1

o-CD 155

PE

1:20

SKil.4

BioLegend, San
Diego, CA, USA

1gG1

a-CXCR® (CD186)

BV421

1:20

KO041E5

BioLegend, San
Diego, CA, USA

IgG2a

a-CCR7 (CD197)

AF700

1:20

G043H7

BioLegend, San
Diego, CA, USA

IgG2a

a-FoxP3

AF647

1:12,5

259D

BioLegend, San
Diego, CA, USA

1gG1

o-KLRG1

AF647

1:100

13F12F2

eBioscience
GmbH, Frankfurt,
Deutschland

IgG2a

a-NKG2C (CD159c)

PerCP

134591

R&D Systems,
Minneapolis,
Minnesota, USA

1gG1

a-NKG2D (CD 314)

APC

1:25

BAT221

Miltenyi Biotec,
Bergisch
Gladbach,
Deutschland

1gG1
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a-NKG2D (CD 314)

PE-Vio770

1:25

BAT221 Miltenyi Biotec,
Bergisch
Gladbach,
Deutschland

1gG1

a-NKG2D (CD 314)

20 pg/ml 1D11 BioLegend, San

Diego, CA, USA

1gG1

a-NKp30 (CD 337)

BV510

1:12

5 P30-15 BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

1gG1

a-NKp46 (CD 335)

BV605

1:12

) 9E2 BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

1gG1

a-MIC-A

1:100 AMO1 Prof. Dr. A.

Steinle,
Universitat
Frankfurt

1gG1

a-MIC-B

1:50

BMO1 Prof. Dr. A.
Steinle,
Universitat
Frankfurt

1gG1

o-ULBP1

1:100 AUMO3 Prof. Dr. A.

Steinle,
Universitat
Frankfurt

1gG1

o-ULBP2

1:100 BUMO1 Prof. Dr. A.

Steinle,
Universitat
Frankfurt

1gG1

o-ULBP3

1:100 CUMO3 Prof. Dr. A.

Steinle,
Universitat
Frankfurt

1gG1

sheep a-mouse IgG

PE

1:50

P8547 Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri,
USA

o-HLA-AB,C

PE

1:50

W6/32 BioLegend, San
Diego,
Californien, USA

IgG2a

o-HLA-E

1:25

MEM-E/08  Abcam,
Cambridge,
England

1gG1

2.9 Interleukine

Tabelle 11 Interleukine sowie deren Bezug

Interleukine

Bezug

IL2 (2000 U/pul)
IL12 (0,2 mg/ml)
IL15 (50 pg/ml)
IL18 (50 ng/pl)

Novartis, Basel, Schweiz
PeproTech, Hamburg, Deutschland
CellGenix, Freiburg, Deutschland
MBL, Nagoya, Japan
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210 Kits

Tabelle 12 Verwendete Kits mit Eigenschaft sowie deren Bezug

Kit Firma/Bezug Zielmolekil

EasySep Human CD3 Positive STEMCELL Technologies, CD3

Selection Kit Grenoble, Frankreich

EasySep Human CD56 Positive STEMCELL Technologies, CD56

Selection Kit 1l Grenoble, Frankreich

EasySep Human NK Cell STEMCELL Technologies, CD3, CD4, CD14, CD19,
Enrichment Kit Grenoble, Frankreich CD20, HLA-DR
EasySep Human NK Cell STEMCELL Technologies, CD3, CD4, CD14, CD19,
Enrichment Kit Il Grenoble, Frankreich CD20, HLA-DR

LEGENDPIex Human CD8/NK

Panel 13-plex

BioLegend, San Diego, CA,
USA

IL2, IL4, IL10, IL6, IL17A,
TNF-a, sFas, sFasL, IFN-y,
Granzym-A, Granzym-B,
Perforin, Granulysin

Intracellular Fixation &
Permeabilization Buffer Set

eBioscience GmbH, Frankfurt,
Deutschland

Zellen zur Fixierung &
Permeabilisierung
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3 Methoden

Alle Experimente wurden in einem standardisierten Labor der Sicherheitsstufe S1
durchgefihrt.

3.1 Isolation peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMCs)

Humane Vollblutspenden wurden durch die klinische Transfusionsmedizin ZKT Tubingen
bereitgestellt. Fur die Isolation von mononukledren Zellen (PBMCs) wurde von
verschiedenen anonymisierten Spendern das Blut entweder 1:1 mit RT-warmem PBS
verdunnt oder unverdinnt auf Ficoll geschichtet. Nach der Zentrifugation bei 500 g flr
25 min ohne Bremse und Beschleunigung wurden so die Erythrozyten durch den
entstehenden Dichtegradienten abgetrennt. Die PBMCs konnten anschlielRend vorsichtig
aus der Interphase pipettiert und mit PBS bei 350 g fir 10 min gewaschen werden. Die
gewonnenen PBMCs wurden gezahlt (Kapitel 3.2) und fir die Isolation verschiedener

Zelltypen vorbereitet (Kapitel 3.5 und 3.6).

3.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgt mit Hilfe einer Neubauer improved Zahlkammer. Hierflr
wurde die Zellsuspension mit Trypanblau verdinnt und in die Kammer gegeben. Die
Anzahl der ungeféarbten und somit lebenden Zellen in den vier GrolRquadraten wurde unter
dem Mikroskop (10x VergréRerung) im Phasenkontrast bestimmt. Die gezahlten Zellen
wurden durch die Anzahl der GroRquadrate geteilt und mit dem Verdunnungsfaktor sowie

dem Zahlkammerfaktor 10* multipliziert, um die Zellkonzentration der Probe zu ermitteln:

Zellzahl —  ausgezahlte Zellen

- = Anzahl GroRquadrate x Verdimnungsfaktor X Zahlkammer faktor 10*

3.3 Einfrieren von Zellen

Zellen kénnen mittels Kryokonservierung unter Aufrechterhaltung der Vitalitdt gelagert
werden. Hierfir wurden Zellen gezahlt und in jeweils 0,5 ml vorgekihltem Einfriermedium
und 0,5 ml Zellkulturmedium aufgenommen. 1 ml dieser Zellsuspension wurde in ein

Kryoréhrchen Uberfihrt und in einem Mr. Frosty UGN bei -80 °C gelagert. Zur
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Langzeitlagerung wurden die Zellen in flussigen Stickstoff transferiert. Bis zu

50 x 10° Zellen kdnnen so pro Kryoréhrchen aufbewahrt und gelagert werden.

3.4 Auftauen von Zellen

Die kryokonservierten Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C solange erwarmt, bis nur
noch ein kleines Stlck Eis Ubrig war. Die 1 ml Zellsuspension wurde anschlieRend in 9 ml
zimmerwarmes RPMI + 10 % FCS transferiert und das Kryoréhrchen mit 1 ml Medium
nachgesplilt. Nach Zentrifugation mit 350 g flir 10 min wurden die Zellen gezahlt und in

dem entsprechend warmen Medium aufgenommen.

3.5 Isolation primarer NK Zellen

NK Zellen wurden aus frisch isolierten PBMCs (Kapitel 3.1) Uber eine saulenfreie,
magnetische Zellseparation mit Hilfe des EasySep Human NK Enrichmentkits nach
Herstellerangaben negativ aufgereinigt. Hierfir wurden PBMCs auf 50 x 10%ml mit
EasySep Puffer eingestellt und fir 10 min mit 50 pyl/ml Enrichment Cocktail versetzt. In
diesem Schritt werden Uber ihre Oberflachenmolekile alle CD56° Zellen mit einem
tetrameren Antikérperkomplex markiert. Danach wurde der Zellsuspension 100 pl/ml
Magnetic Particles zugegeben, damit die markierten Zellen an magnetische Beads
gekoppelt werden. Nach einer Inkubation von 5 min wurde die Zellsuspension auf 10 ml
mit EasySep Puffer aufgeflllt und fir 2,5 min im Big Easy Magneten platziert. Beim
Abkippen der Zellsuspension werden so alle CD56 Zellen im Magneten Uber die
gekoppelten magnetischen Beads zurlickgehalten und nur die unmarkierten CD56" Zellen
isoliert. Die erhaltene CD56" Fraktion wurde mit PBS bei 350 g fir 10 min gewaschen und
anschlieRend die Zellzahl bestimmt. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Isolation wurde die
Reinheit der CD56°CD3" Fraktion bestimmt (Kapitel 3.17.2.1).

3.6 Depletion von NK Zellen

Zur Depletion von NK Zellen aus frisch isolierten PBMCs wurde das EasySep CD56
Positive Selection Kit nach Herstellerangaben verwendet, um NK Zellen Uber eine
saulenfreie, magnetische Isolation aus der Zellsuspension zu entfernen. Hierfir wurden
PBMCs auf 1 x 108/ml mit EasySep Puffer eingestellt und fir 3 min mit 100 yl/ml EasySep
Selection Cocktail versetzt. So werden NK Zellen Uber das spezifische

Oberflachenmolekil CD56 mit einem tetrameren Antikérperkomplex markiert. Im nachsten
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Schritt wurden 100 pl/ml der magnetischen RapidSpheres zugegeben, welche den
Antikérperkomplex der markierten Zellen erkennen und binden. Nach einer Inkubation von
3 min wurde die Zellsuspension auf 5 ml mit EasySep Puffer aufgefillt und fir 3 min im
Big Easy Magneten platziert. Beim Abschitten der Zellsuspension werden die markierten
CD56" NK Zellen im Magneten Uber ihre gekoppelten magnetischen Partikel
zurickgehalten und die NK Zellen so aus der Zellsuspension entfernt. Die erhaltene
CD56" Fraktion wurde mit PBS bei 350 g fur 10 min gewaschen und anschlieend die
Zellzahl bestimmt. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Depletion wurde die Frequenz der
NK Zellen in der isolierten Fraktion bestimmt (Kapitel 3.17.2.1). Bis zur weiteren
Verwendung der Zellen wurden diese kryokonserviert und bei -80 °C gelabert (Kapitel
3.3).

3.7 Depletion von T Zellen

Zur Depletion von T Zellen aus kultivierten, primaren NK Zellen wurde das EasySep CD3
Positive Selection Kit nach Herstellerangaben verwendet, um T Zellen Uber eine
saulenfreie, magnetische Isolation aus der Zellsuspension zu entfernen. Hierfir wurden
die primédren NK Zellen auf 1 x 10%/ml, mindestens jedoch in einem Volumen von 100 pl
aufgenommen, mit EasySep Puffer eingestellt und fir 15 min mit 100 pyl/ml EasySep
Selection Cocktail versetzt. So werden T Zellen Uber das spezifische Oberflachenmolekil
CD3 mit einem tetrameren Antikérperkomplex markiert. Im nachsten Schritt wurden
100 pl/ml der magnetischen RapidSpheres zugegeben, welche den Antikérperkomplex
der markierten NK Zellen erkennen und binden. Nach einer Inkubation von 3 min wurde
die Zellsuspension auf 5 ml mit EasySep Puffer aufgefillt und fir 3 min im EasySep
Magneten platziert. Beim Abschitten der Zellsuspension werden die markierten CD3"
T Zellen im Magneten zurickgehalten und die T Zellen so aus den kultivierten NK Zellen
entfernt. Die erhaltene CD3" Fraktion wurde mit PBS bei 350 g fir 10 min gewaschen und
anschlieRend die Zellzahl bestimmt. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Depletion wurde
die Frequenz der CD56"CD3" Fraktion bestimmt (Kapitel 3.17.2.1).

3.8 Generierung von Memory-like NK Zellen

Die Konvertierung von naiven NK Zellen in Tumor-induzierte Memory-like (TIML-) bzw.
Cytokin-induzierte Memory-like (CIML-) NK Zellen erfolgte nach dem Schema aus
Abbildung 3.
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TIML-NK Zellen
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Abbildung 3 Ubersicht Kulturmodell zur Generierung von Memory-like NK Zellen. Es ist das
experimentelle Layout zur Generierung von TIML- und CIML NK Zellen abgebildet. Nach Isolation von NK
Zellen an Tag -1 werden diese mit bestrahlten Tumorzellen (Generierung von TIML-NK Zellen) oder IL12/18
(Generierung von CIML-NK Zellen) fir 8 Tage kokultiviert. Alle Ansatze werden an Tag 0, 3 und 6 mit IL2 und
IL15 versorgt, um das Uberleben der NK Zellen sicherzustellen.

Far die Generierung von TIML-NK Zellen wurden Tumorzellen mit 100 Gy bestrahlt und
mit isolierten, primdren NK Zellen (Kapitel 3.5) an Tag -1 der Kultur im Verhaltnis 3:1
(Tumorzellen:NK Zellen) versetzt. Zur Generierung von CIML-NK Zellen erfolgte die
Kultivierung isolierter, primarer NK Zellen (Kapitel 3.5) an Tag -1 der Kultur fir 16 h mit
10 ng/ml IL12 und 50 ng/ml IL18 (Romee et al., 2012). Alle Priming-Anséatze, die naiven,
TIML- und CIML-NK Zellen, wurden auf 3 x 10° Zellen/ml mit RPMI + 10 % HuS eingestellt
und mit IL2 (100 U/ml) und IL15 (1 ng/ml) bei 37 °C im Brutschrank kultiviert.

Nach 16 h wurden alle Primingansatze dreimal mit 3 ml RPMI + 10 % FCS bei 350 g fur
10 min gewaschen, um die Cytokine IL12 und IL18 aus der Kultur zu entfernen. Danach
wurden die Zellen erneut in RPMI + 10 % HuS aufgenommen und mit IL2 und IL15

versorgt.

An Tag 3 der Kultur wurden die Primingansitze gezahlt und erneut auf 3 x 10° Zellen/ml
mit RPMI + 10 % HuS eingestellt und mit den Cytokinen IL2 und IL15 versorgt.

An Tag 6 erfolgte zur Uberpriifung der Reinheit der NK Zellkultur eine CD56°CD3"
Frequenzmessung (Kapitel 3.17.2.1). Lag die Frequenz der CD3" T Zellen (ber 3 %,
wurden die T Zellen aus der Kultur depletiert (Kapitel 3.7), andernfalls wurde ein
Mediumwechsel bei allen Priming-Anséatzen durchgefiihrt, die Ansitze wieder auf 3 x 10°
Zellen/ml mit RPMI + 10 % HuS eingestellt und mit den Cytokinen IL2 und IL15 versorgt.
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3.9 Isolation von membranstandigen Proteinen

Um zu Uberprifen, welche Rolle die Oberflachenrezeptoren der Tumorzellen wahrend des
Primings der NK Zellen spielen, wurden die Tumorzellen lysiert und die
Membranfragmente mit ihren membranstandigen Proteinen an Tag -1 fur das Priming

verwendet.

Hierfir wurde die, im Vergleich zur Anzahl an spater kultivierten NK Zellen, dreifache
Menge an Tumorzellen Nalm-16 mit einem Proteaseinhibitor nach Herstellerangaben
behandelt und anschlieBend durch zwei Einfrier-Auftau-Zyklen (-80 °C zu 37 °C)
aufgeschlossen (North et al., 2007). Durch die Zugabe von 30 ug DNase | pro 1 x 10°
Nalm-16 Zellen in einem Endvolumen von 100 ul PBS fir 1 Std bei 37 °C wurde die
genomische DNA verdaut. Bei der anschlieBenden Zentrifugation bei 14.000 g fur 15 min
erfolgte die Trennung I8slicher Proteine aus dem Cytosol von den Membranfragmenten
und ihren Proteinen. Das Pellet mit den membranstandigen Proteinen wurde in 1 ml PBS
geldst und mit einer Ultraschallsonde bei 180 Watt fur 1 min behandelt, um Aggregationen
zu vermeiden. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 14.000 g fur 15 min wurden die
isolierten, membranstandigen Proteine im Pellet zu den zu kultivierenden NK Zellen

gegeben und wie bereits beschrieben in Kultur genommen (Kapitel 3.8).

Als positive Kontrolle wurden in diesem Versuch auch TIML-NK Zellen mit Nalm-16

generiert (Kapitel 3.8).

3.10 Blockade von NKG2D auf NK Zellen

Zur Untersuchung der Beteiligung des NK Zellrezeptors NKG2D bei der Konvertierung
von naiven in TIML-NK Zellen, wurde mittels Antikdrperzugabe der Rezeptor so blockiert,
dass dieser wahrend des Primings gebunden, jedoch im abschlieRenden

Cytotoxizitatstest an Tag 7 wieder frei und funktionell war.

Far diesen Versuch wurden NK Zellen zunachst aus Vollblut isoliert (Kapitel 3.1 und 3.5)
und anschlieRend mit 20 pg/ml NKG2D fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Uberpriifung
der erfolgreichen Blockade (Kapitel 3.17.2.3) wurden die blockierten NK Zellen fur das
Priming mit zuvor 100 Gy bestrahlten Leukédmiezellen verwendet. Unstimulierte, blockierte
NK Zellen dienten als Kontrolle, um einen méglichen Einfluss des Blockade-Antikdrpers
wahrend der Kultur zu untersuchen. Als Positivkontrolle wurden unblockierte NK Zellen
desselben Spenders verwendet und ebenfalls fir das Priming mit zuvor bestrahlten

Leukamiezellen verwendet. Alle Ansatze wurden auf 3 x10° Zellen/ml mit RPMI + 10 %
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HuS eingestellt und mit 100 U/ml IL2 und 1 ng/ml IL15 versorgt. Die Kultivierung erfolgte
bei 37 °C im Brutschrank.

An Tag 3 der Kultur wurden die Primingansatze gezahlt und erneut auf 3 x10° Zellen/ml

mit RPMI + 10 % HuS aufgenommen und mit den Cytokinen IL2 und IL15 versorgt.

An Tag 6 wurde die Reinheit der NK Zellen in allen Primingansatzen mit einer CD56°CD3"
Frequenzmessung (Kapitel 3.17.2.1) tberprift. Lag die Frequenz der CD3" T Zellen Uber
3 %, wurden diese aus der Zellkultur mittels CD3 Depletion entfernt (Kapitel 3.7). Konnte
auf eine Depletion von T Zellen verzichtet werden, wurde ein Mediumwechsel bei allen
Anséatzen durchgefiihrt, diese wieder auf 3 x 10° Zellen/ml mit RPMI + 10 % HuS
eingestellt und mit 100 U/ml IL2 und 1 ng/ml IL15 versorgt.

Da die Funktionalitdt der NK Zellen an Tag 7 der Kultur in einem Cytotoxizitatstest
gemessen wurde und hierfir der NKG2D Rezeptor wieder frei und funktionell vorliegen
sollte, wurde eine Farbung des Rezeptors NKG2D aller Ansatze durchgefuhrt (Kapitel

3.17.2.3), durchflusszytometrisch analysiert und untereinander verglichen.

3.11 Transwell-Experimente

Bei den Transwell-Experimenten sollte der Zellkontakt zwischen NK Zellen und
Tumorzellen verhindert werden. Die NK Zellen wurden aus PBMCs an Tag -1 wie
gewohnt isoliert (Kapitel 3.1 und 3.5), auf 3 x 10° Zellen/ml mit RPMI + 10 % HuS
eingestellt und in eine Zellkulturplatte gegeben. In die wells wurden dann Transwell-
Einsatze eingehangt, die bestrahlte Tumorzellen (100 Gy) im Verhaltnis 1:3 (NK Zellen:
Tumorzellen) enthielten. Die Transwell-Einsatze hatten eine Porengrée von 0,4 ym und
eine Porendichte von 2 x 10° cm?, sodass ein Zellkontakt verhindert wird, aber der
Austausch von sekretierten Cytokinen moglich ist. Fir die CIML-NK Zellen erfolgte eine
Stimulation mit 10 ng/ml IL12 und 50 ng/ml IL18 fur 16 h. In diesen Ansatz wurden
ebenfalls Transwell-Einsatze gegeben, welche mit dem gleichen Volumen an RPMI| +
10 % HuS wie bei den TIML-NK Zellen gefillt waren. Ebenfalls wurden unstimulierte NK
Zellen mit Transwell-Einsatzen als Negativkontrolle kultiviert. Die Versorgung aller
Ansatze erfolgte mit 100 U/ml IL2 und 1 ng/ml IL15. Die Priming-Ansatze wurden nach
16 h dreimal mit RPMI + 10 % FCS gewaschen, um die Cytokine IL12 und IL18 aus der
Kultur zu entfernen. Hierbei wurden bei den Tumor-geprimten NK Zellen die NK Zellen
und die Tumorzellen aus dem Insert getrennt zentrifugiert. Danach wurden die Zellen
erneut in RPMI + 10 % HuS aufgenommen, in neue Einsatze Uberfiuhrt und mit IL2 und

IL15 versorgt. Des Weiteren sollte eine CD19 Farbung (Kapitel 3.17.2.4) sicherstellen,
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dass keine Tumorzelle aus dem Transwell-Einsatz in das well mit den kultivierten NK

Zellen gelangt.

An Tag 3 der Kultur wurden die Primingansétze gezahlt und erneut auf 3 x 10° Zellen/ml
mit RPMI + 10 % HuS eingestellt und mit Cytokinen IL2 und IL15 versorgt, wobei immer

das Volumen in den jeweiligen Transwell-Einsatzen miteinberechnet wurde.

An Tag 6 erfolgte zur Uberpriifung der Reinheit der NK Zellkultur eine CD56°CD3"
Frequenzmessung (Kapitel 3.17.2.1). Lag die Frequenz der CD3" T Zellen lber 3 %,
wurden die T Zellen aus der Kultur depletiert (Kapitel 3.7), andernfalls wurde ein
Mediumwechsel bei allen Priming-Ansatzen durchgefuhrt, diese wieder auf
3 x 10° Zellen/ml mit RPMI + 10 % Hu$S eingestellt und mit den Cytokinen IL2 und IL15

versorgt. Hierbei wurden neue Einsatze fir alle Ansatze verwendet.

3.12 Cytokin-Messungen im Uberstand

Zur Analyse des Cytokinmilieus wahrend des Primings von TIML und CIML-NK Zellen
wurden jeweils 100 pl aus der Kultur der Priminganséatze an den Tagen 0O, 4, 6 und 7
entnommen. Die entnommenen Uberstande wurden anschlieRend abzentrifugiert und in
ein neues Eppendorfgefal® Gberfiuhrt, um eventuell verbleibende Zellen zu entfernen und
nicht in die Analyse einzubeziehen. Als Kontrolle dienten mit 100 Gy bestrahlte
Tumorzellen in RPMI + 10 % HuS als auch allein das Medium RPMI + 10 % HuS mit den
Cytokinen IL2 (100 U/ml) und IL15 (1 ng/ml), um die Menge an Hintergrundsignal zu

identifizieren. Bis zur Analyse wurden die Uberstéande bei -80 °C gelagert.

Die FACS-basierte Analyse aller gesammelten Uberstéande erfolgte mit dem Legendplex
Human CD8/NK Panel laut Herstellerangaben. Dies ermoglicht die parallele

Quantifizierung von bis zu 13 verschiedenen Analyten in der Probe.

Nachdem 10 pl des Assay-Puffers in alle wells einer 96-well V-Form vorgelegt und 10 pl
der Probe bzw. des verdinnten Standards sowie 10 pl der gut resuspendierten Beads und
des Detection Antikérpers hinzugegeben wurde, wurde die Platte abgedeckt und fiir 2 Std
bei 1.000 rpm bei RT gleichmaRig geschittelt. In diesem Schritt bindet das Gemisch an

Antikérper gekoppelte Beads spezifisch an ihr jeweiliges Analyt.

Ohne Waschschritt wurden 10 pl Streptavidin-PE pro well hinzugegeben und die Platte
erneut fur 30 min bei 1.000 rpm bei RT gleichmaRig, lichtgeschitzt geschittelt. Dadurch,
dass Streptavidin-PE an die Detektionsantikdrper bindet, kann so durch das Fluoreszenz-

Signal in PE ein Verhaltnis zur gebundenen Menge an Analyt gebildet werden. Durch die
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spezifische Groélke der Beads kann dann ein quantitativer Rickschluss auf bis zu 13

verschiedene Analyte in einer Probe gezogen werden.

Nach der Zentrifugation bei 1.000 rpm fiir 5 min wurde der Uberstand abpipettiert und alle
wells mit 200 pl Waschpuffer versetzt. Nach erneuter Zentrifugation bei 1.000 rpm fiir 5
min und Entfernung des Uberstands, wurden die Pellets in 200 ul Waschpuffer

aufgenommen und sofort am Durchflusszytometer analysiert.

3.13 Live-Cell Imaging

Live-cell Imaging ermdoglicht es dynamische, phanotypische und morphologische
Prozesse in einem zeitlichen Ablauf zu quantifizieren und visualisieren. In diesem Versuch
sollte die durch TIML-, CIML- oder naiven NK Zellen (Kapitel 3.8) induzierte Apoptose in

den Tumorzellen innerhalb der ersten 5 h an Tag 7 der Kultur gemessen werden.

An Tag 7 der Kultur wurden die Primingansatze der NK Zellen gezahlt und 0,3 x 10°
Zellen entnommen. Diese wurden im Verhaltnis 1:1 mit ungefarbten Nalm-16 Zellen in
150 pyl RPMI + 10 % HuS aufgenommen und in eine 96-well F-Form Platte ausgesat. Als
negative Kontrolle dienten Tumorzellen, die allein kultiviert wurden. Alle Anséatze wurden

in Duplikaten gemessen.

Dem Medium wurde das Caspase 3/7 Reagenz (finale Konzentration 5 uM) fur Live-Cell
Imaging zugegeben. 4 Aufnahmen pro well erfolgten alle 20 Min mit einem 10x Objektiv in

Rot, Griin und Phasenkontrast.

3.14 Cytotoxizitatstest

Im Cytotoxizitatstest wird die Fahigkeit der NK Zellen gemessen, bestimmte Zielzellen
(z.B. Nalm-16) zu lysieren. Hierbei wurden die Priming-Ansatze sowie einen Tag zuvor

CFSE-markierte Tumorzellen (3.17.1) verwendet.

Primare Leukamieproben wurden zuerst Uber einen Dichtegradienten aufgereinigt.
AnschlieBend wurden alle Ansatze gezahlt und mit RPMI + 10 % HuS auf
1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die NK Zellen wurden mit den CFSE-markierten Zielzellen
(Kapitel 3.17.1) fir 5 h in den Verhéltnissen 3:1 (150.000 NK Zellen zu 50.000
Tumorzellen) und 1:1 (100.000 NK zu 100.000 Zielzellen) in 96-well Platten in einem

Gesamtvolumen von 200 pl im Brutschrank kokultiviert. Die Ansatze wurden in
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technischen Triplikaten pipettiert. Zur Ermittlung des Spontantods der Zielzellen wurden

diese in Monokultur-Ansatzen in gleicher Konzentration ausgesat fur 5 h inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurden alle Ansatze mit dem Farbstoff ARD- (Amine reactive
dye) Pacific Blue lebend/tot gefarbt (Kapitel 3.17.3.1).

3.15 Kokultur von NK Zellen und PBMCs

Zur Untersuchung der immunregulatorischen Eigenschaften von Memory-like NK Zellen
wurden diese nach Generierung (Kapitel 3.8) mit NK Zell-depletierten PBMCs (Kapitel
3.6) nach Schema aus Abbildung 4 kokultiviert.

0 1 2 3 4 5

T T;ge

Isolation CD56 PBMCs: Start Kokultur:
Lagerung bei -80°C NK + CD56 PBMCs

Abbildung 4 Ubersicht Kulturmodell zur Kokultivierung von NK und PBMCs. Dargestellt ist das
experimentelle Layout sowohl zur Generierung von Memory-like NK Zellen (grau) und die Isolation und
Kryokonservierung von CD56° PBMCs als auch die folgende Kokultur von NK Zellen und PBMCs fir 5 Tage.
Nach der Isolation von NK Zellen und deren Tumor- oder Cytokinpriming an Tag -8, wurden diese fiir 8 Tage
kultiviert und an Tag -7, -4 und -1 mit IL2 und IL15 versorgt, um das Uberleben der NK Zellen sicherzustellen.
An Tag -1 wurden die CD56° PBMCs wieder aufgetaut und GN in Kultur genommen. Die Kokultur aus PBMCs
und NK Zellen wurde an Tag 0 angesetzt und fiir 5 Tage bei 37 °C kultiviert.

NK Zell-depletierte PBMCs wurden einen Tag vor Start der Kokultur (Tag -1) aufgetaut
(Kapitel 3.4), gezahlt und auf 1 x 10° Zellen/ml mit RPMI + 10 % HuS eingestellt und mit
IL2 (100 U/ml) GN im Brutschrank bei 37 °C kultiviert. An Tag 0 wurde die Zellzahl aller
NK Zellansatze bestimmt und auf 1 x 10° Zellen/ml mit RPMI + 10 % HuS eingestellt. Der
Anteil der T Zellen in den PBMCs wurde durchflusszytometrisch bestimmt (Kapitel
3.17.2.2) und die berechnete Menge an PBMCs so zu den entsprechenden NK
Zellansatzen gegeben, dass sich ein gleiches Verhaltnis von T Zellen in den PBMCs zu
NK Zellen ergab. Fir die Stimulation einiger Ansatze wurden Nalm-16 Tumorzellen mit

100 Gy bestrahlt und im Verhéltnis 1:3 (NK Zellen:Tumorzellen) zu den Ansatzen
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gegeben. Alle Ansatze wurden zur Stimulation der T Zellen mit 1 pug/ml CD3 versetzt. Fir
das Uberleben der NK Zellen wurden die Ansatze mit 100 U/ml IL2 und 1 ng/ml IL15

versorgt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bis zur Analyse.

3.16 Proliferation

Um den Anteil der Zellproliferation innerhalb der Kokultur-Ansatze zu bestimmen und zu
vergleichen, wurden an Tag 0 die PBMCs mit 1 yM des Fluoreszenzfarbstoffs CFSE
markiert (Kapitel 3.17.1). Da dieser Farbstoff das Zytoplasma der Zelle gleichmaRig
anfarbt, kann Uber die Abnahme der Intensitat des Farbstoffs durchflusszytometrisch bei
jeder Teilung die Proliferation der Zellen verfolgt werden. Nach erfolgreicher CFSE-
Markierung der PBMCs wurde die Kokultur mit NK Zellen angesetzt (Kapitel 3.15). Die
Proliferation der PBMCs wurde an Tag 2 und Tag 3 der Kokultur nach entsprechender

Farbung (Kapitel 3.17.2.6 und 3.17.4) im Durchflusszytometer ermittelt.

3.17 Durchflusszytometrische Farbungen

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
Oberflachenmolekilen und intrazellularen Proteinen, Peptiden und DNA. Grundlage
hierfir ist die Farbung einer Einzelzellsuspension mit Fluoreszenzfarbstoffen. Fir die
Farbung kénnen sowohl Fluoreszenzfarbstoff-markierte Antikérper, DNA-interkalierende

Farbstoffe oder Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden.

Zur Analyse passieren die gefarbten Zellen im Durchflusszytometer einen fokussierten
Laserstrahl, der die Fluoreszenzfarbstoffe anregt. Das so emittierte Licht wird von einem
Detektor gemessen und verhalt sich proportional zur gebundenen Antikbrpermenge bzw.
Zelle. Zusatzlich zur Fluoreszenz wird im Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC),
welches parallel zum Probenfluss verlauft, die GréRe der Zelle ermittelt und nimmt mit der
GroRe der Zelle zu. Im Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC), welches im 90° Winkel auf
die Zellen trifft, wird die Granularitat bestimmt. Auch hier wird das Licht von mehr Granula

in der Zelle starker abgelenkt.

Alle Farbungen wurden jeweils mit 0,1 - 1 x 10° Zellen entweder in Polystyren-Réhrchen
oder in einer 96-well Platte durchgefiihrt. Die durchflusszytometrischen Analysen erfolgten
anschlieRend am BD LSRII bzw. BD Canto mit der BD FACSDIVA Software. Die Daten
wurden schlieRlich mit der Software BD FACSDIVA und auch FlowJo ausgewertet.
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3.17.1 CFSE-Markierung

Fir das Markieren mit Fluoresenzfarbstoff bestimmter Zellen wurden diese in PBS
aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Die CFSE Lésung wurde anschlieRend so mit
der Zellsuspension versetzt, dass eine Zielkonzentration von 0,5 pM CFSE fir
Cytotoxizitatstests und 1 pM CFSE fir Proliferationsmessungen eingestellt wurde. Der
Farbstoff CFSE diffundiert passiv in die Zelle, wo er durch zelleigene Esterasen gespalten

und somit die komplette Zelle fluoreszent markiert wird.

Die Suspension wurde im Brutschrank fir 15 min inkubiert, danach mit 3 ml kaltem FCS
abgestoppt und fir 2 min bei RT inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 8 ml RPMI +
10 % FCS bei 350 g fir 10 min wurden die Zellen ihrem entsprechenden Medium

aufgenommen, eingestellt und im Brutschrank kultiviert.

Es wurden 20 pl der Zellsuspension entnommen und diese durchflusszytometrisch

analysiert, um den Erfolg der CFSE-Markierung zu tberprifen.

3.17.2 Oberflachenfarbungen mit Primarantikorpern

Fir Oberflichenfarbungen wurden die entsprechenden Ansitze gezahlt und 1 x 10°
Zellen verwendet. Die Farbungen wurden entweder in einer 96-well Platte oder einem
FACS-Tube durchgefiihrt.

3.17.2.1 CD56 und CD3 Frequenz

Zur Bestimmung des Anteils an NK und T Zellen in einer Zellsuspension wurde der
Antikérper CD56-BV421 (1:50) und CD3-PerCP (1:100) verwendet. Nach einer Inkubation
von 10 min bei RT wurde die Farbung mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen (400 g fir 5 min).
Der Uberstand wurde abgeschittet und die Zellen im Rickfluss anschlieRend direkt

durchflusszytometrisch analysiert.

3.17.2.2 CD4 und CD8 Frequenz

Zur Bestimmung des Anteils an T Zellen in NK Zelldepletierten PBMCs (Kapitel 3.6)
wurden der Zellsuspension die fluoreszenzmarkierten Antikérper CD3-PE CF594 (1:50),
CD4-FITC (1:10) und CD8-APC-H7 (1:50) hinzugefugt. Nach einer Inkubation von 10 min
bei RT wurde die Farbung mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen (400 g fir 5 min). Der
Uberstand wurde abgeschiittet und die Zellen im Riickfluss direkt durchflusszytometrisch

untersucht.
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3.17.2.3 NKG2D Kontrolifarbung
Diese Farbung diente als Kontrolle, ob der Oberflachenrezeptor NKG2D auf NK Zellen

vollstadndig blockiert bzw. wieder frei war.

Fur die Farbung wurde sowohl aus den blockierten als auch den unblockierten Ansatzen
30 ul Zellsuspension entnommen und in eine 96-well Platte Uberflihrt. Nach einer
Zentrifugation bei 400 g fir 5 min wurden die Zellen in 50 yl FACS Puffer aufgenommen
und mit CD56-BV421 (1:50), CD3-PerCP (1:100) und NKG2D-APC (1:25) flr 20 min bei
4 °C gefarbt. Nach einem Waschschritt mit 200 pyl FACS Puffer bei 400 g fir 5 min erfolgte
eine Lebend-Tot Farbung mit ARD-Pacific Blue (Kapitel 3.17.3.1). Danach wurden die
Zellen entweder direkt analysiert oder in 0,5 % Formaldehyd (FA) fixiert. Zusatzlich wurde
eine FMO (fluorescence minus one) Kontrolle mitgefihrt, die nur mit CD56-BV421 (1:50)
und CD3-PerCP (1:100) und dem Lebend-Tot Farbstoff ARD-Pacific Blue gefarbt wurde.
Eine FMO Kontrolle enthalt immer einen Fluoreszenz-markierten Antikbrper weniger als
die komplett gefarbte Probe, in diesem Fall NKG2D-APC. So kdénnen in der
Durchflusszytometrie NKG2D" Zellen von NKG2D" Zellen klar abgegrenzt werden.

3.17.2.4 CD19 Kontrollfarbung

In Transwell-Experimenten soll der Kontakt von NK Zellen zu den Tumorzellen verhindert
werden. Hierfir wurde an Tag 0 der Kultur aus allen Primingansatzen (Kapitel 3.11)
jeweils 100 pl aus der Zellsuspension und dem Transwell-Insert flr die Kontrollfarbung
entnommen. Um eventuelle Tumorzellen in der Zellsuspension zu identifizieren wurde den
Farbe-Ansatzen der fluoreszenzmarkierte CD19-APC (1:50) hinzugefugt. Im Anschluss an
eine Inkubation von 20 min bei 4 °C folgte eine Lebend-Tot-Farbung mit ARD-Pacific Blue
(Kapitel 3.17.3.1). Die Analyse erfolgte sofort am Durchflusszytometer oder die Proben
wurden mit 0,5 % FA fixiert.

3.17.2.5 Oberflachenfarbung von NK Zellen
Neben der funktionellen Charakterisierung sollten naive, TIML- und CIML-NK Zellen auch
phanotypisch untersucht werden. Hierfir wurden an Tag 7 der Kultur aus den jeweiligen
Ansatzen 0,5 x 10° Zellen entnommen und in eine 96-well Platte berfiihrt. Nach
Zentrifugation bei 400 g fur 5 min wurden die Zellen mit 50 pl FACS Puffer versetzt und
mit den Antikérpern CD56-BUV395 (1:12,5), CD3-PE CF594 (1:50), CD16-AF700 (1:50),
CXCR6-BV421 (1:20), CD57-PE (1:20), CD25-FITC (1:10), NKG2C-PerCP (1:10),
NKG2D-PE-Vio770 (1:25), KLRG1-AF647 (1:100), NKp30-BV510 (1:12,5) und NKp46-
BV605 (1:12,5) fir 20 min im Dunkeln inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 200 pl
FACS-Puffer wurden die Zellen mit dem Farbstoff ARD-AF350 lebend7tot gefarbt
(3.17.3.3). Bei allen Farbungen wurden die entsprechenden Isotyp-Kontrollen mitgefiihrt.
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3.17.2.6 Oberflachenfarbung von T Zellen

Um die Anteile an CD4" und CD8" T Zellen nach Kokultur von NK Zellen und PBMCs zu
bestimmen, wurden jeweils 100 pl Zellsuspension aus den jeweiligen Ansatzen
entnommen und in eine 96-well Platte Uberfihrt. Nach Zentrifugation bei 400 g flr 5 min
wurden die Zellen in 50 pyl FACS Puffer aufgenommen und mit den Antikérpern CD56-
BV711 (1:25), CD4-PerCP (1:100) und CD8-APC-H7 (1:50) fur 20 min bei 4 °C im

Dunkeln versetzt.

Damit die Memorysubsets der CD8" T Zellen im Durchflusszytometer identifiziert werden
kénnen, wurde in diesem Schritt bei einigen Proben zuséatzlich noch CD45RO-PE-Cy7
(1:20), CD28-PE/Dazzle594 (1:20), CD25-BV605 (1:28,6) und CCR7-AF700 (1:20) 20 min
bei 4 °C im Dunkeln mitgefarbt (Mahnke et al., 2013).

Bei allen Proben folgte nach einem Waschschritt mit 200 yl FACS Puffer bei 400 g fir 5
min eine lebend-Tot Farbung mit ARD-AF350 (Kapitel 3.17.3.3).

3.17.2.7 Oberflachencharakterisierung von Tumorzellen

Die Blasten P3B, P18R und P12K sowie die Tumorzelllinie Nalm-16 wurde auf wichtige
Oberflachenmarker untersucht. Fur jeden Antikdrper wurde als Farbekontrolle in einem
getrennten Ansatz ein Isotyp des gleichen Subtyps in gleicher Konzentration mitgefihrt.
Die Isotyp-Kontrolle soll eine unspezifische Bindung des Fc-Teils der Antikérper

ausschliefien und das Hintergrund-Signal identifizieren.

Fur Farbung und Isotyp-Kontrollen wurden jeweils bis zu 1 x 10° Zellen verwendet. Fiir die
Farbung der NKG2D-Liganden und des Rezeptors HLA-E wurden die Zellen zuerst in 100
pl Blockierpuffer fir 30 min aufgenommen. Nach der Inkubation bei RT erfolgte die
Pimarfarbung mit MIC-A (1:100) zusammen mit MIC-B (1:100), ULBP1 (1:100), ULBP2
(1:100) und ULBP3 (1:100) bzw. HLA-E (1:25) ohne gekoppelten Farbstoff in

Blockierpuffer in einem Gesamtvolumen von jeweils 50 pl bei RT far 20 min.

Es folgten drei Waschschritte mit 200 pl FACS-Puffer und einer Zentrifugation bei 400 g
fur 5 min. Zur Farbung mit dem Sekundérantikérper in PE (1:50) wurden die Zellen in
200 pl FACS-Puffer aufgenommen und fir 15 min bei RT inkubiert.

In weiteren Einzelfarbungen wurden die Tumorzellen mit den Antikérpern CD155-PE
(1:20), CD112-PE (1:50), HLA-ABC-PE (1:50) und CD54-FITC (1:5) in 200 pl FACS-
Puffer fur 20 min bei 4 °C geféarbt.
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Um bei der durchflusszytometrischen Analyse die Tumorzellen zu identifizieren wurden
alle Einzelfarbungen zusatzlich parallel mit CD10-PECF594 (1:50) und CD19-APC (1:50)
gefarbt.

Nach einem Waschschritt mit 200 yl FACS-Puffer und einer Zentrifugation bei 400 g fur
5 min, erfolgte eine Lebend-Tot-Farbung mit ARD-Pacific Blue (Kapitel 3.17.3.1). Die
Proben wurden entweder sofort im Durchflusszytometer analysiert oder mit 0,5 % FA

fixiert.

3.17.3 Lebend-Tot Farbungen

Im Anschluss an eine Oberflachenfarbung kann eine Lebend-Tot Farbung durchgefihrt
werden, um so lebende und tote Zellen zu unterscheiden. Tote Zellen sind in der Lage
monoklonale Antikdrper zu binden und kénnen so in der Durchflusszytometrie ein falsch
positives Signal liefern. ARD-(Amine reactive dyes) Farbstoffe kbnnen Uber die 16chrige
Membran toter Zellen in diese eindringen. Dort werden die ARD-Farbstoffe durch
zelleigene Amine gespalten und der Farbstoff wird stark fluoreszent. Die reaktiven ARD-
Farbstoffe kdnnen allerdings nicht die Zellmembran lebender Zellen Gberwinden und nur
mit Oberflachenproteinen reagieren, was nur eine schwache Fluoreszenz zur Folge hat
(Life Technologies, 2009).

Die Farbungen wurden entweder in einer 96-well Platte oder einem FACS-Tube
durchgefihrt.

3.17.3.1 Lebend-tot Farbung mit ARD-Pacific Blue

Um tote Zellen mit dem Farbstoff ARD-Pacific Blue in der Durchflusszytometrie zu
unterscheiden, wurde die Zellsuspension zuerst mit 200 ul PBS gewaschen (400 g fur 5
min). Nach Abschiitten des Uberstandes wurden die Zellen in 200 ul PBS + 1 yl ARD-
Pacific Blue (1:100 in DMSO vorverdinnt) aufgenommen und bei RT fur 10 min im
Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Anséatze bei 400 g fir 5 min
abzentrifugiert und abschlieBend mit 200 yl FACS-Puffer gewaschen (400 g fur 5 min).

Die Ansatze wurden entweder direkt analysiert oder mit 0,5 % FA fixiert.

3.17.3.2 Lebend-tot Farbung mit ARD-Zombie Aqua

Ein weiterer Farbstoff zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen in der
Durchflusszytometrie ist ARD-Zombie Aqua. Hierfir wurden die zu farbenden Ansatze
zuerst mit 200 ul PBS gewaschen (400 g fiir 5 min). Nach Abschiitten des Uberstandes
wurden die Zellen in 100 yl PBS + 0,5 yl ARD-Zombie Aqua aufgenommen und fir 10 min

bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Ansatze bei 400 g fir
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5 min abzentrifugiert und abschlielend mit 200 ul FACS-Puffer gewaschen (400 g fur

5 min). Die Ansatze wurden entweder direkt analysiert oder mit 0,5 % FA fixiert.

3.17.3.3 Lebend-tot Farbung mit ARD-AF350

Mit dem Farbstoff ARD-AF350 ist ebenfalls eine durchflusszytometrische Unterscheidung
von lebenden und toten Zellen mdglich. Fur die lebend-tot Farbung mit diesem Farbstoff
wurde die Zellsuspension zuerst mit 200 yl PBS gewaschen (400 g fir 5 min). Nach
Abschiitten des Uberstands wurden die Zellen in 200 yl PBS + 1 ul ARD-AF350 fiir
10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Ansatze bei
400 g fur 5 min abzentrifugiert und abschlieRend mit 200 pl FACS-Puffer gewaschen. Die

Ansatze wurden entweder direkt analysiert oder mit 0,5 % FA fixiert.

3.17.4 Farbung von regulatorischen T Zellen

Neben Oberflachenrezeptoren ist es in der Durchflusszytometrie auch noch mdglich,
intrazellulare Molekile wie DNA oder auch Transkriptionsfaktoren anzufarben. Bei
intrazellularen Farbungen wird generell zwischen intrazytoplasmatischen Farbungen fir
beispielsweise = Cytokine  und intranukleare Farbungen fir DNA  oder

Transkriptionsfaktoren unterschieden.

Zur Bestimmung von Tregs wurde zusatzlich zu CD4 (Kapitel 3.17.2.6) noch CD25-BV605
(1:28,6) flr 20 min bei 4 °C auf der Oberflache mitgefarbt. Des Weiteren wurde auch noch
der Transkriptionsfaktor FoxP3 intranuklear angefarbt, um so eindeutig auf regulatorische
T Zellen zu gaten. Hierfur wurden die Zellen nach der lebend-tot Farbung mit ARD-AF350
(Kapitel 3.17.3.3) und der Oberflachenfarbung mit primaren Antikérpern (Kapitel 3.17.2.2)
in 200 pl FoxP3 Fix/Perm working solution aufgenommen und fir 40 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Ansatze zweimal mit jeweils 200 pl
Permeabilization Puffer bei 400 g flir 5 min gewaschen, um dann in 25 yl Permeabilization
Puffer mit FoxP3-AF647 (1:12,5) aufgenommen zu werden. Nach einer Inkubation von 40
min bei RT im Dunkeln wurde 150 ul Permeabilization Puffer zugegeben und die Zellen
bei 400 g fir 5 min abzentrifugiert. Nach abschlielendem Waschen mit 200 yl FACS
Puffer bei 400 g fur 5 min wurden die Zellen entweder direkt analysiert oder mit 0,5 % FA

fixiert.
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3.18 Mykoplasmentest

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden mit Hilfe des Venor® GeM OneStep
Kits negativ fir Mykoplasmen getestet. Der Test wurde nach Herstellerangaben

durchgefihrt und beruht auf der Amplifizierung der 16S rRNA im Mykoplasmengenom.

100 ul der zu testenden Zellkultur wurden entnommen und fiir 5 min auf 95 °C erhitzt.
Danach wurden die Proben bei maximaler Geschwindigkeit flr 15 sec abzentrifugiert, um
eventuellen Zellschrott zu pelletieren. 2 pl des Uberstandes wurden direkt fir die PCR
eingesetzt. 23 yl des OneStep Mixes wurde in PCR-Tubes vorgelegt und 2 ul der Probe
hinzugegeben. Zusatzlich wurden noch weitere Ansatze mit OneStep Mix und 2 pl Positiv

Kontrolle bzw. 2 pl frisches Zellkulturmedium (negative Kontrolle) mitgefuhrt.

Nach Durchlaufen des PCR Programms wurden die Proben mit Laufpuffer (1:6) versetzt
und 5 yl des Gemischs zusammen mit einem 100 bp-Marker auf ein 1,5 % Agarosegel
aufgetragen. Nach etwa 20 min bei 100 V konnte das Agarosegel im Imaging System
Odyssey Fc ausgewertet werden. Die interne Kontrolle lag bei 191 bp, wahrend sich eine

Kontamination mit Mykoplasmen mit einer Band bei 265 - 278 bp zeigen wirde.

3.19 Statistik

Die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde in Experimenten mit mehr als zwei
Messwerten aber nicht mehr als 2 Gruppen durchgefihrt und erfolgte mit dem

zweiseitigen ungepaarten studentischen t-Test:

* p <0,05 signifikant
* p <0,01 hoch signifikant
e p < 0,001 héchst signifikant
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3.19.1 Spezifische Lyse

Nach der durchflusszytometrischen Analyse der fluoreszenzgefarbten Zellen aus dem
Cytotoxizitatstest (Kapitel 3.14) wird der Mittelwert der lysierten Targetzellen, also der
CFSE und Pacific Blue doppelt positiven Zellen, des jeweiligen Ansatzes gebildet. In die
Berechnung der spezifischen Lyse flieRt dann noch der Spontantod der Targetzellen mit
ein, welcher sich aus den CFSE und Pacific Blue doppelt positiven Monokultur-Ansatzen

ermittelt. Die spezifische Lyse berechnet sich dann wie folgt:

(% lysierte Targetzellen) — (Spontantod Targetzellen)
100 % — (Spontantod Targetzellen)

Spezifische Lyse =

48



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 In vitro Cytotoxizitatstests von TIML-NK Zellen

Bis heute sind mehrere Formen von Memory-like NK Zellen beschrieben und werden mit
Langlebigkeit, Antigen-restringierten Immunantworten und letztlich unter gewissen
Bedingungen auch einer gesteigerten Funktionalitdt in Verbindung gebracht. In der
vorliegenden Arbeit sollte unter anderem die Charakterisierung von humanen NK Zellen
nach Stimulation mit bestrahlten Tumorzellen, einem sogenannten Priming, auf eine
veranderte Anti-Tumorantwort vorgenommen werden. Denn das Potential einer
gesteigerten Funktionalitat konnte die Arbeitsgruppe André nach vorausgehendem

Kontakt mit verschiedenen kindlichen Leukamien erstmals zeigen (Pal et al., 2017).

Far die Analyse der Funktionalitat dieser Tumor-induzierten Memory-like NK Zellen (TIML-
NK Zellen) wurden humane NK Zellen nach magnetischer Isolation aus PBMCs gesunder
Spender mit bestrahlten Tumorzellen im Verhaltnis 1:3 (NK Zellen:Tumorzellen) versetzt.
Nach acht Tagen Kokultur unter Zugabe von niedrig dosiertem IL2 und IL15 wurden die
TIML-NK Zellen erneut mit Tumorzellen in einem Cytotoxizitatstest in Kontakt gebracht.
Als Kontrolle wurden unstimulierte, sowie IL12 und IL18 stimulierte NK Zellen (Cytokin
induzierte Memory-like NK Zellen, CIML-NK Zellen) verwendet, welche ebenfalls acht

Tage unter den gleichen Bedingungen kultiviert wurden (Abbildung 5 A, C).

TIML-NK Zellen, welche an Tag -1 der Kultur mit der Tumorzelllinie Nalm-16 stimuliert
wurden, zeigen an Tag 7 in einem in vitro Cytotoxizitatstest eine signifikant hdhere Lyse
der gleichen Tumorzelllinie verglichen mit unstimulierten NK Zellen (Abbildung 5 B). Somit
fuhrt ein vorausgehender Tumorkontakt zu einer Konvertierung der NK Zellen in TIML-NK
Zellen, welche eine gesteigerte Funktionalitat aufweisen. Als Kontrolle wurden in diesen
Experimenten CIML-NK Zellen (Romee et al., 2012) mitgefihrt, welche an Tag -1 der
Kultur mit IL12 und IL18 stimuliert wurden. Auch ein Priming mit primaren, kindlichen
BCP-ALL Blasten P3B an Tag -1 fuhrt zur Induktion von TIML-NK Zellen und somit zu
einer signifikant gesteigerten Anti-Tumorantwort gegeniiber den Blasten P3B (Abbildung 5
C). Sowohl die Lyse der unstimulierten, als auch der TIML-NK Zellen der kindlichen

Blasten P3B liegt generell niedriger als die Lyse der Tumorzelllinie Nalm-16.
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Abbildung 5 Tumorpriming von NK Zellen fiihrt zur Konvertierung in TIML-NK Zellen und damit zu
einer gesteigerten Funktionalitat. (A) Experimentelles Layout zur Konvertierung von humanen, primaren NK
Zellen mit bestrahlten Tumorzellen der BCP-ALL Zelllinie Nalm-16 in TIML-NK Zellen. Ebenso wurden als
Kontrolle CIML-NK Zellen durch Stimulation mit IL12 und IL18 induziert. (A, B) An Tag 7 der Kultur erfolgte
der Cytotoxizitatstest von unstimulierten, TIML- und CIML- NK Zellen gegen Nalm-16. (B) Nalm-16 stimulierte
TIML-NK Zellen (dunkelgrau) zeigen eine signifikant gesteigerte Anti-Tumorantwort verglichen mit
unstimulierten (hellgrau) und CIML-NK Zellen (schwarz). Die Daten reprasentieren 9 bzw. 5 Spender. (C)
Experimentelles Layout zur Konvertierung von NK Zellen mit bestrahlten primaren kindlichen BCP-ALL
Blasten in TIML-NK Zellen. (C, D) An Tag 7 der Kultur erfolgte der Cytotoxizitatstest von unstimulierten und
TIML-NK Zellen gegen die BCP-ALL Blasten P3B. (D) P3B induzierte TIML-NK Zellen (dunkelgrau) zeigen im
Funktionalitatstest eine signifikant gesteigerte Lyse gegenuber P3B verglichen mit unstimulierten Kontroll-NK
Zellen (hellgrau). Die Daten reprasentieren 7 Spender. Alle Messungen im Cytotoxizitatstest wurden in
Triplikaten im Verhaltnis 3:1 (E:T) durchgefihrt und als Mittelwert dargestellt. Der Mittelwert aller Spender ist
als Strich dargestellt. * p < 0,05.

Um die Konvertierung von NK Zellen in TIML-NK Zellen detaillierter zu untersuchen,
wurde das Priming an Tag -1 der Kultur nicht nur mit ALL Zelllinien und ALL
Patientenproben, sondern auch mit AML Patientenproben durchgefuhrt (Abbildung 6 A).
Nach Priming mit den primaren kindlichen AML Blasten P18R zeigt sich auch hier eine
deutlich signifikant gesteigerte Funktionalitdt im Cytotoxizitatstest gegenuber diesen
Blasten verglichen mit unstimulierten NK Zellen. Als Kontrolle wurden CIML-NK Zellen
mitgefuhrt, wobei sich hier keine gesteigerte Lyse der Blasten P18R erkennen lasst

(Abbildung 6 C). Werden priméare, kindliche Blasten des Patienten P84D verwendet, liegt

50



Ergebnisse

die Lyse der Blasten generell sehr viel niedriger als in vergleichbaren Ansatzen mit P18R,
aber auch hier zeigt sich eine signifikant gesteigerte cytotoxische Aktivitat von TIML-NK

Zellen gegenuber P84D verglichen mit unstimulierten NK Zellen (Abbildung 6 B).
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Abbildung 6 Tumorpriming von NK Zellen fiihrt zu tumorspezifischen TIML-NK Zellen. (A)
Experimentelles Layout zur Konvertierung von NK Zellen in TIML-NK Zellen mit bestrahlten kindlichen,
primadren Blasten der anonymisierten Patienten P18R und P84D. Als Kontrolle wurden CIML-NK Zellen
verwendet. (A, B) An Tag 7 der Kultur erfolgte der Cytotoxizitatstest gegen P18R bzw. P84D. (B) P18R
stimulierte TIML-NK Zellen (dunkelgrau) zeigen hoch signifikant gesteigerte Lyse der P18R Blasten verglichen
mit unstimulierten (hellgrau) und CIML-NK Zellen (schwarz). Auch P84D stimulierte TIML-NK Zellen
(dunkelgrau) zeigen eine hoch signifikant verbesserte Tumor-Antwort gegeniiber P84D Blasten als
unstimulierte (hellgrau) oder CIML-NK Zellen (schwarz). Die Daten reprasentieren 5 bzw. 3 Spender
(Cytotoxizitatstest gegen P18R) und 3 Spender (Cytotoxizitdtstest gegen P84D). (C) Schematische
Darstellung zum Priming mit P3B und Funktionalitatstest gegen P18R bzw. Priming mit P18R und
Cytotoxizitatstest gegen P3B. (D) An Tag 7 der Kultur wurden, wie angegeben andere Tumorzellen
verwendet, wie zuvor im Priming. Hier zeigen die TIML-NK Zellen (dunkelgrau) eine &ahnlich niedrige
cytotoxische Aktivitdt gegen die Tumorproben, wie unstimulierte NK Zellen (hellgrau). Die Daten
reprasentieren 3 (P3B Priming) bzw. 4 Spender (P18R Priming). Alle Messungen im Cytotoxizitatstest wurden
in Triplikaten im Verhaltnis 3:1 (E:T) durchgefiihrt und als Mittelwert dargestellt. Der Mittelwert aller Spender
ist als Strich dargestellt. ** p < 0,01.

Um zu untersuchen, ob diese Steigerung der Cytotoxizitdt an Tag 7 der TIML-NK Zellen
auf die im Priming verwendete Tumorentitat beschrankt ist oder sich auch auf andere

Tumorproben Ubertragen lasst, wurden frisch isolierte NK Zellen an Tag -1 mit
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Tumorzellen geprimt, an Tag 7 im Cytotoxizitatstest aber einer anderen Tumorentitat
ausgesetzt (Abbildung 6 C). Die Untersuchungen zeigen, dass die Zunahme der
cytotoxischen Aktivitdt von TIML-NK Zellen tumorspezifisch ist, da keine Erhéhung der
spezifischen Lyse detektiert werden konnte, wenn sich die Tumorzellen vom Priming und
vom Cytotoxizitatstest unterscheiden. Diese Aussage kann sowohl fur ein Priming mit der
ALL Probe P3B und einem Cytotoxizitatstest mit der AML Probe P18R als auch
umgekehrt bestatigt werden (Abbildung 6 D).

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass ein vorausgehender Tumorkontakt von NK
Zellen mit ALL oder AML Proben TIML-NK Zellen induziert, welche eine erhdhte,

tumorspezifische Funktionalitat aufweisen.

4.2 Apoptose-Induktion von TIML-NK Zellen

Neben der Beschreibung der Funktionalitdt der TIML-NK Zellen im Vergleich zu naiven
NK Zellen, sollte auch die Fahigkeit zur Induktion von Apoptose bei Tumorzellen
untersucht werden. Deshalb wurden alle NK Zellansatze an Tag 7 der Kultur mit Nalm-16
Tumorzellen im Verhaltnis 1:1 (Tumorzelle:NK Zelle) versetzt und mit Hilfe eines Live Cell
Imaging Gerats die Apoptose-Rate Uber die Zeit mittels griinem Fluoreszenzsignals durch
Caspase 3/7 alle 20 Minuten bestimmt (Abbildung 7).

Wird die Apoptose in Abhangigkeit der Zeit quantifiziert (Abbildung 7 E), kann gezeigt
werden, dass sowohl TIML- als auch CIML-NK Zellen viel schneller und starker Apoptose
bei Nalm-16 Zellen induzieren konnen, als ungeprimte, naive NK Zellen desselben
Spenders. Die Negativkontrolle, bestehend aus Tumorzellen ohne NK Zellen, zeigt eine

nur sehr geringe Apoptose-Rate, welche allerdings ab 30 h leicht ansteigt.

Der starke Anstieg des Apoptose-Signals in den NK Zellansatzen nimmt nach 7 h leicht
ab, wird aber weiterhin bis zum Ende der Messung in allen Ansatzen kontinuierlich

starker.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass TIML- und CIML-NK Zellen in der Lage sind,
schneller und verstarkt Apoptose bei Tumorzellen zu induzieren. Somit belegen auch
diese Daten, dass ein vorausgehender Tumorkontakt oder eine Stimulation mit den
Cytokinen IL12 und IL18 eine erhdhte Funktionalitdt gegeniiber Tumorzellen zur Folge
hat.
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Abbildung 7 TIML- und CIML-NK Zellen induzieren schneller Apoptose im Kontakt mit Tumorzellen als
naive NK Zellen. Live Cell Imaging mit Meddung der Apoptose-Induktion. NK Zellansatze wurden an Tag 7 mit
ungefarbten Nalm-16 Tumorzellen versetzt und das Caspase-3/7 Fluoreszenz-Signal wurde in vier Einzelbildern
alle 20 min fir 50 h gemessen. Dargestellt ist ein Spender, welcher in Duplikaten angesetzt wurde. Gezeigt sind
Einzelbilder zu Beginn des Live Cell Imaging der (A) Monokultur Nalm-16, sowie (B) NK Zellen, (C) TIML-NK
Zellen und (D) CIML-NK Zellen jeweils in Kokultur mit Tumorzellen. (E) Grafische Darstellung des Apoptose-
Signals Uber die Zeit. Die Punkte zeigen den Mittelwert des Fluoreszenz-Signals, die Fehlerbalken stellen den

Standardfehler dar. Das gezeigte Experiment reprasentiert einen Spender.
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4.3 Charakterisierung der verwendeten Tumorzellen

Die BCP-ALL Tumorzellen Nalm-16, P3B sowie die AML Proben P18R und P84D dienten
in Experimenten zur Charakterisierung der Funktionalitdt von TIML-NK Zellen haufig als
Zielzellen. Aufgrund dessen wurde die Expression verschiedener Oberflachenmarker
durchflusszytometrisch untersucht, um eventuelle Rickschlisse auf die Konvertierung

von naiven in TIML-NK Zellen ziehen zu kénnen (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Oberflachencharakterisierung von verwendeten Tumorzellen hinsichtlich ihrer NK-
Zellliganden. Dargestellt ist die durchflusszytometrische Charakterisierung und Expression ausgewahlter
Oberflachenrezeptoren der BCP-ALL Tumorzelllinie Nalm-16 und der kindlichen Blasten P3B sowie der
kindlichen AML Blasten P18R und P84D. Die Analyse der NKG2D-Liganden (Pan-NKG2D-L) umfasst die
Farbung von MIC-A, MIC-B und ULBP1-3. Gezeigt ist eine reprasentative Probe der Zellen, gefarbt mit
spezifischem Antikérpermix (offenes Histogramm, schwarze Linie) und den entsprechenden Isotypkontrollen
(Histogramm grau gefiillt).

Die péadiatrische Tumorzelllinie Nalm-16 zeigt bei fast allen hier untersuchten
Oberflachenrezeptoren die hdchste Expression. Lediglich die anonymisierte BCP-ALL
Patientenprobe P3B zeigt eine leicht hdhere Expression beider Marker HLA-ABC und
HLA-E. Ebenfalls fallt auf, dass bei der primaren AML-Probe des anonymisierten
Patienten P18R fast keine HLA-ABC und HLA-E Expression detektierbar ist. Auch das
Zelladhasionsmolekil ICAM-1 wird von den kindlichen Blasten P84D (AML) kaum
exprimiert. Alle charakterisierten Tumorzellen zeigen eine mittlere Expression des Nectin-
2 Rezeptors (CD112) und des Poliovirus Rezeptors CD155. Eine Ausnahme hiervon stellt
lediglich die Tumorprobe P3B dar. Des Weiteren sind bei allen getesteten Tumorzellen
Liganden fir den Rezeptor NKG2D (Pan-NKG2D-L) auf der Oberflache detektierbar.

Somit stellen die in dieser Arbeit verwendeten Tumorproben geeignete Targetzellen in
Cytotoxizitatstests fur NK Zellen dar und auch die Untersuchungen zur Beteiligung der
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NKG2D/IL15-Achse bei der Konvertierung in TIML-NK Zellen kann mit diesen Leuk&mien
durchgeflihrt werden.

4.4 Untersuchungen zum Zell-Kontakt bei der Konvertierung in
TIML-NK Zellen

Nachdem die TIML-NK Zellen funktionell beschrieben wurden (Abbildung 5, Pal et al.,
2017), sollte geklart werden, wie die Konvertierung von naiven NK Zellen in TIML-NK
Zellen ablauft. Zuerst stellte sich die Frage, ob die Induktion von TIML-NK Zellen
Zellkontakt bendtigt oder ob Cytokine alleine fur eine Konvertierung ausreichen. Zur
Beschreibung der Zusammensetzung des Cytokin-Milieus wahrend der achttagigen
Kokultur der Primingansatze wurden die jeweiligen Uberstande an Tag 0, 4, 6 und 7
analysiert. Im Folgenden wird nur auf die Zusammensetzung der Cytokine und
cytotoxischen Marker an Tag 7 eingegangen, da die Untersuchungen an Tag 0, 4 und 6

nur sehr geringe Unterschiede in der Milieu-Zusammensetzung zeigten (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Analyse des Milieus von Cytokinen und cytotoxischen Markern bei der Konvertierung in
TIML- und CIML-NK Zellen an Tag 7 der Kultur. Analysierte Cytokine und cytotoxische Marker und deren
Konzentration wahrend der Generierung von TIML- und CIML-NK Zellen im Vergleich zu unstimulierten NK
Zellen an Tag 7 der Kultur. TIML-NK Zellen wurden an Tag -1 mit P3B geprimt, CIML-NK Zellen mit IL12 und
IL18 vorbehandelt. Die Daten reprasentieren 3 Spender. 2 von 3 Datenpunkten konnten hinsichtlich des
Analyts Granulysin bei CIML-NK Zellen nicht ausgewertet werden, weshalb hier nur ein Spender dargestellt
ist. Alle Messungen wurden im Durchflusszytometer in Triplikaten gemessen. Der Balken stellt den Mittelwert
aller Spender sowie die Standardabweichung dar.

Die Analyse an Tag 7 nach der Konvertierung in TIML- und CIML-NK Zellen zeigt, dass
sich die untersuchten Analyte in ihrer Sekretion zwischen Memory-like und naiven NK
Zellen unterscheiden. Vor allem IFN-y wird von CIML-NK Zellen an Tag 7 der Kultur

exprimiert, wahrend unstimuliete NK Zellen fast kein IFN-y ausschitten. Granulysin
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hingegen liegt in hdheren Konzentrationen in der Kultur an Tag 7 vor und wird vermehrt
von TIML-NK Zellen sekretiert, wahrend die Expression bei naiven und CIML-NK Zellen
ahnlich hoch ist. Bei den Analyten Granzym A, B und Perforin zeigen sich zwischen den

Ansatzen nur geringe Unterschiede.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass das Milieu wahrend der Kultur in den
Primingansatzen variiert. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass die Konvertierung der
TIML-NK Zellen anders ablauft, als die der CIML-NK Zellen.

Nach der Beschreibung der Zusammensetzung des Cytokin-Milieus, sollte in weiteren
Experimenten die Rolle des Zellkontakts untersucht werden. Hierfir wurden die
Tumorzellen in Transwell-Einsdtzen ausgesat. So konnte sichergestellt werden, dass NK
Zellen im well nicht mit den Tumorzellen in Kontakt treten, sekretierte Cytokine und
Chemokine Uber die permeable Membran allerdings ausgetauscht werden kénnen. TIML-
NK Zellen, welche mit bestrahlten Nalm-16 Zellen direkt kultiviert wurden, dienten als
Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurden in den unstimulierten sowie CIML-NK Zellen
auch Transwell-Einsatze mitgeflhrt, um einen mdglichen Effekt der Einsatze auf die NK
Zellen auszuschlieen (Abbildung 10 A).

Der Cytotoxizitatstest an Tag 7 zeigt wieder eine erhdhte Lyse der TIML-NK Zellen
verglichen mit den unstimulierten NK Zellen (Abbildung 10 B). Auch fir die CIML-NK
Zellen kann eine gesteigerte Anti-Tumorantwort gegenuber den Tumorzellen Nalm-16
nachgewiesen werden. Konnen die isolierten, primaren NK Zellen wahrend der
achttagigen Kultur nicht direkt mit den Tumorzellen in Kontakt treten, zeigt sich keine

erhohte Funktionalitat gegentber den Nalm-16 Tumorzellen.

Somit Iasst sich sagen, dass sekretierte Cytokine und Chemokine allein fiir eine Induktion
der Konvertierung in TIML-NK Zellen und eine damit verbundene erhdhte Funktionalitat
nicht ausreichen. Des Weiteren kann angenommen werden, dass ein direkter
Tumorkontakt zwischen NK und Tumorzelle notwendig ist, um TIML-NK Zellen zu

induzieren.
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Abbildung 10 Tumorpriming von TIML-NK Zellen ist Zellkontakt-abhédngig. (A) Experimentelles Layout
zur Untersuchung der Konvertierung von NK Zellen in TIML-NK Zellen mit bestrahlten Tumorzellen der BCP-
ALL Zelllinie Nalm-16 in Abhangigkeit des Zellkontakts. Als Kontrolle wurden mit IL12/18 vorstimulierte CIML-
NK Zellen verwendet. NK Zellen und bestrahlte Tumorzellen wurden wie bereits beschrieben in Transwell-
Einsatzen kokultiviert. Als Positivkontrolle wurden TIML-NK Zellen im Ausgangs-Modell mitgefiihrt. Transwell-
Einsatze wurden auch in ungeprimten und CIML-NK Zellen eingesetzt. (B) An Tag 7 der Kultur erfolgte der
Cytotoxizitatstest gegen Nalm-16. TIML-NK Zellen (dunkelgrau) zeigen gesteigerte Lyse der Nalm-16
verglichen mit unstimulierten NK Zellen (hellgrau). NK Zellen kokultiviert mit Nalm-16 (dunkelgraue Punkte),
wobei ein Transwell-Einsatz einen direkten Kontakt verhinderte, zeigen keine erhéhte Lyse der Tumorzellen.
Die Daten reprasentieren 3 Spender. Alle Messungen im Cytotoxizitatstest wurden in Triplikaten im Verhaltnis

1:1 (E:T) durchgefuihrt und als Mittelwert dargestellt. Der Mittelwert aller Spender ist als Strich dargestellt.

Um die Bedeutung des Zellkontakts fur die Generierung von TIML-NK Zellen weiter zu
untersuchen, wurden NK Zellen an Tag -1 der Kultur mit Lysat der bestrahlten Nalm-16
Zellen versetzt. Mit diesem Ansatz soll Uberprift werden, ob Rezeptor-Liganden
Interaktionen allein, d.h. ohne kostimulatorische Signale wie exprimierte Cytokine, zu
einer Konvertierung in diesem NK Zellansatz fuhren kdnnen. Als Positivkontrolle wurden
Nalm-16 geprimte TIML-NK Zellen verwendet. Fur das Lysat aus Nalm-16 wurden nach
mechanischem Aufschluss der Zellen die cytoplasmatischen von den membranstandigen
Proteinen getrennt (North et al., 2007). Somit wurde bei der Fragmentierung
sichergestellt, dass nur Membranfragmente und deren Proteine der Tumorzellen fir das

Priming verwendet wurden.
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Abbildung 11 Zellfragmente induzieren ebenfalls TIML-NK Zellen. (A) Experimentelles Layout zum
Priming mit Zellfragmenten der Tumorzelllinie Nalm-16. Im Cytotoxizittstest an Tag 7 wurden vitale Nalm-16
Zellen im Verhaltnis 1:1 (E:T) eingesetzt. (B) Dargestellt ist der Cytotoxizitatstest gegen Nalm-16 an Tag 7.
TIML-NK Zellen (dunkelgrau) dienen als Positivkontrolle und zeigen eine erhdhte spezifische Lyse verglichen
mit ungeprimten NK Zellen (hellgrau). NK Zellen, welche mit Nalm-16 Zellfragmenten geprimt wurden
(dunkelgraue Punkte), zeigen eine &ahnlich erhdhte Funktionalitdt, wie TIML-NK Zellen. Die Daten
reprasentieren 5 bzw. 3 Spender. Alle Messungen im Cytotoxizitatstest wurden in Triplikaten durchgefiihrt und
als Mittelwert dargestellt. Der Mittelwert aller Spender ist als Strich dargestellt. * p < 0,05.

Wie bereits beschrieben (Abbildung 5) ist auch hier in Abbildung 11 die spezifische Lyse
der TIML-NK Zellen nach Priming mit Nalm-16 verglichen mit den unstimulierten NK
Zellen signifikant erhdht. Wird die cytotoxische Aktivitat dieser Positivkontrolle mit den NK
Zellen verglichen, welche mit den Zellfragmenten von Nalm-16 geprimt wurden, fallt auf,
dass die Anti-Tumorantwort &hnlich stark wie die der TIML-NK Zellen ausfallt. Somit ist flr
eine erfolgreiche Konvertierung in TIML-NK Zellen keine intakte Tumorzelle nétig,
sondern allein die membranstandigen Proteine der Tumorzelle induzieren TIML-NK Zellen

und somit eine erhohte Funktionalitat.
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4.5 Die Rolle der NKG2D/IL15 Achse bei der Konvertierung in
TIML-NK Zellen

Im Rahmen dieses Projektes sollte die NKG2D/IL15 Achse genauer untersucht werden,
da der natural killer group 2 member D (NKG2D) Rezeptor ohne Kostimulation NK Zellen
aktivieren kann. Des Weiteren kann IL15 die Expression von NKG2D auf humanen NK
Zellen hochregulieren (Sutherland et al, 2002) und auch die intrazellulare
Signalweiterleitung von NKG2D ist von dem IL15R abhéangig (Horng et al., 2007). Auch
werden Tumorzelllinien, welche NKG2D-Liganden exprimieren, mit gesteigerter Affinitat
lysiert, was die Bedeutung des NKG2D Rezeptors fur die Cytotoxizitdt von NK Zellen
unterstreicht (Bauer et al., 1999; Cosman et al., 2001; Diefenbach et al., 2000).

Eine Konvertierung in TIML-NK Zellen kann auch ohne kostimulatorische Signale
erfolgen, was die vorherigen Ergebnisse mit Zellfragmenten mit der Zelllinie Nalm-16
belegen (Abbildung 11). Um die Fragestellung zu untersuchen, ob NKG2D an der
Konvertierung in TIML-NK Zellen beteiligt ist, wurde ein Modell entwickelt, in dem dieser
Rezeptor auf NK Zellen vor dem Priming mittels Antikbrperzugabe blockiert wird.
Gleichzeitig sollte aber sichergestellt sein, dass der NKG2D Rezeptor an Tag 7 fur den
Cytotoxizitatstest wieder frei zuganglich fur Liganden war, da sonst die Lyse der NK

Zellen maRgeblich beeintrachtigt sein kénnte.

Hierfir wurden an Tag -1 die frisch isolierten NK Zellen mit 20 uyg NKG2D Antikdrper
blockiert und nach erfolgreicher Uberpriifung der Blockade im Durchflusszytometer mit
den bestrahlten primaren, kindlichen Blasten P3B fur das Priming versetzt. Als Kontrolle
dienten naive, unblockierte NK Zellen und unblockierte NK Zellen, welche ebenfalls mit
bestrahlten Blasten stimuliert wurden. Diese Tumorzellen wurden fir die Blockade-
Experimente ausgewahlt, da sie ausreichend NKG2D-Liganden auf ihrer Oberflache

exprimieren und so geeignete Zielzellen darstellen (Abbildung 8).

Durchflusszytometrische Untersuchungen zeigen, dass der NKG2D Rezeptor durch die
Zugabe von 20 uyg NKG2D-Antikérper an Tag 3 der Kultur noch vollstandig blockiert ist, an
Tag 7 jedoch das Expressionsniveau von unblockierten NKG2D Rezeptoren zwischen
den unblockierten und zuvor blockierten Ansatzen vergleichbar hoch ist (Daten nicht

gezeigt).

Somit hat diese Blockade des NKG2D-Rezeptors keinerlei Auswirkungen auf die
cytotoxische Aktivitat der NK Zellen an Tag 7. Diese Annahme kann durch den Vergleich
der spezifischen Lyse zwischen den unblockierten und blockierten NK Zellansatzen

bestatigt werden, da diese ahnlich hoch liegt. In den Kontrollansatzen kann, wie bereits
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beschrieben (Abbildung 5), die Anti-Tumorantwort noch von zuvor stimulierten TIML-NK
Zellen gegenlber naiven NK Zellen signifikant gesteigert werden. Die spezifische Lyse
der blockierten, P3B geprimten NK Zellen ist verglichen mit den blockierten unstimulierten
NK Zellen ebenfalls signifikant erhéht (Abbildung 12). Eine Beteiligung des NKG2D
Rezeptors wahrend des Primings mit Tumorzellen kann mit diesen Ergebnissen also nicht
belegt werden und deutet somit darauf hin, dass die NKG2D/IL15-Achse an der
Konvertierung in TIML-NK Zellen nicht beteiligt ist.
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Abbildung 12 Die Konvertierung in TIML-NK Zellen erfolgt unabhdngig vom NKG2D-Rezeptor. (A)
Experimentelles Layout zur Blockade von NKG2D wahrend des Primings mit bestrahlten primaren Blasten
P3B. (B) Im Cytotoxizitatstest an Tag 7 wurden als Effektorzellen unstimulierte (hellgrau) und P3B stimulierte
(dunkelgrau) NK Zellen verwendet, welche zuvor mit 20 ug NKG2D Antikdrper inkubiert wurden, um den
Oberflachenrezeptor wahrend des Primings zu blockieren. Als Positivkontrolle dienen unblockierte, naive und
entsprechende TIML-NK Zellen. Die Zielzellen im Cytotoxizitatstest stellen ebenfalls die Blasten P3B dar.
Sowohl die Lyse der unblockierten als auch die der blockierten NK Zellen, nach Kokultur mit P3B, kann
verglichen mit den entsprechenden unstimulierten NK Zellen signifikant gesteigert werden. Die Daten
reprasentieren 5 Spender. Alle Messungen im Cytotoxizitatstest wurden in Triplikaten im Verhaltnis 3:1 (E:T)

durchgefiihrt und als Mittelwert dargestellt. Der Mittelwert aller Spender ist als Strich dargestellt. * p < 0,05.
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4.6 Phanotypische Untersuchungen von TIML-NK Zellen

Bisher konnten die TIML-NK Zellen rein funktionell durch eine gesteigerte,
tumorspezifische  Lyse  charakterisiet ~werden. Eine Analyse  bestimmter
Oberflachenmarker an Tag 7 der Kultur von TIML-NK Zellen verglichen mit naiven NK

Zellen, sollte Aufschluss Uber den Phanotyp der TIML-NK Zellen geben.
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Abbildung 13 Phéanotypische Untersuchung naiver und TIML-NK Zellen an Tag 7.
Durchflusszytometrische Untersuchung verschiedener Oberflaichenrezeptoren auf naiven (offenes
Histogramm, schwarze Linie), Nalm-16 stimulierten NK Zellen (TIML-NK Zellen, offenes Histogramm, rote
Linie) und IL12 und IL18 vorbehandelte NK Zellen (CIML-NK Zellen, blaue Linie) von Tag 7. Gezeigt ist ein
reprasentativer Spender. Entsprechende Isotypkontrollen wurden mitgefuhrt (grau gefilltes Histogramm)
(Manuskript in Revision, Schwab et al., 2018).

Generell sind die Unterschiede im  Expressionsmuster der untersuchten
Oberflachenmarker zwischen naiven, TIML- und CIML-NK Zellen sehr gering. Dennoch
kénnen bei einigen Rezeptoren marginale Expressionsunterschiede festgestellt werden.
Verglichen mit naiven NK Zellen exprimieren TIML-NK Zellen, wie in Abbildung 13
dargestellt, deutlich mehr NKp30 und NKp46. Vor allem aber in der Expression des IL2
Rezeptors unterscheiden sich TIML- von CIML-NK Zellen: CD25 ist bei CIML-NK Zellen
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deutlich hochreguliert. Das Expressionsniveau von NKG2D ist, verglichen mit
unstimulierten NK Zellen, auf CIML-NK Zellen deutlich und auf TIML-NK Zellen leicht
erhoht. Die Population der NKG2C" Zellen ist sowohl bei TIML- als auch CIML-NK Zellen

sehr klein.

Zusammenfassend lassen die vorliegenden Daten keine signifikante Regulation eines
oder mehrerer spezifischer Marker von TIML-NK Zellen verglichen mit ungeprimten NK
Zellen erkennen. Einzig die starkere Expression des Oberflachenmarkers CD25 bei CIML-
NK Zellen verglichen mit unstimulierten NK Zellen lasst sich durch diese Experimente

bestatigen (Leong et al., 2014; Romee et al., 2012).

4.7 Proliferation von CD4" und CD8" T Zellen

NK Zellen spielen nicht nur bei der Anti-Tumorantwort eine gro3e Rolle, sondern sind
auch in der Lage, adaptive Immunantworten zu beeinflussen. Deshalb sollte in weiteren
Experimenten der Einfluss von naiven und Memory-like NK Zellen auf andere Zelltypen
des Immunsystems, vor allem aber auf T Zellen, verglichen und beschrieben werden. In
einem ersten Schritt wurde hierfur ein autologes Kokulturmodell aus naiven bzw. Memory-
like NK Zellen und CD56-depletieren PBMCs etabliert (Abbildung 10 A). So kann ein
direkter oder indirekter Einfluss der NK Zellen auf beispielsweise T Zellen betrachtet

werden.

In dem hier etablierten Modell wurde der Kokultur zu Beginn 1 pg/ml l6slicher CD3-
Antikérper zur Stimulation der T Zellen hinzugegeben. Des Weiteren wurde IL2 und IL15

hinzugefiigt, um das Uberleben der NK Zellen wahrend der Kokultur sicherzustellen.

Zunachst sollte die Proliferation der T Zellen nach Kokultur mit naiven bzw. Memory-like
NK Zellen in An- oder Abwesenheit von bestrahlten Nalm-16 adressiert werden, da diese
Analyse Informationen tber den Aktivierungsstatus der T Zellen liefert. Wie in Abbildung
14 B gezeigt, nimmt die Proliferation sowohl der CD4" als auch der CD8" T Zellen nach
drei Tagen Kokultur mit NK Zellen und TIML-NK Zellen sowohl in An- als auch in
Abwesenheit der Nalm-16 Zellen zu. Hierbei dienten PBMCs ohne Kokultivierung mit
autologen NK Zellen unter den gleichen Kulturbedingungen als Negativkontrolle. Bei den
CIML-NK Zellen konnte keine Steigerung der Proliferation der CD4" Zellen im Vergleich
zur Kontrolle festgestellt werden. Auch fallt auf, dass Uber alle Ansatze hinweg die CD8* T
Zellen sehr viel starker proliferieren als CD4" T Zellen desselben Ansatzes. Eine weitere
Steigerung der Proliferation durch die zusatzliche Kultivierung von Nalm-16 Zellen konnte

nicht detektiert werden.
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Somit konnte lediglich eine leicht gesteigerte Proliferation der CD4" und CD8" T Zellen
nach Kokultur mit naiven und TIML-NK Zellen ermittelt werden. Dies konnte jedoch flr
CIML-NK Zellen nicht bestatigt werden. Die Unterschiede auf die Proliferationsfahigkeit

der T Zellen zwischen den Memory-like und den naiven NK Zellen sind somit sehr gering.
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Abbildung 14 Proliferation an Tag 3 der CD4" und CD8" T Zellen nach Kokultur mit NK Zellen. (A)
Experimentelles Layout zur Konvertierung von humanen, primaren NK Zellen nach dem etablierten Modell
(hellgrau), sowie die schematische Darstellung der Kokultur aus CD56-depletierten PBMCs mit den autologen,
naiven bzw. Memory-like NK Zellen (schwarz). PBMCs und NK Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 kultiviert,
bezogen auf den zuvor durchflusszytometrisch bestimmten Anteil an T Zellen in den PBMCs. Zu Beginn der
Kokultur wurden die Zellen mit 1 ug/ml CD3 und 100 U/ml IL2 und 1 ng/ml IL15 versetzt. Proliferationsanalyse
mittels CFSE der (B) CD4" und (C) CD8" T Zellen nach Kokultur mit naiven (hellgrau), TIML- (dunkelgrau)
bzw. CIML-NK Zellen (schwarz) in An- (Quadrate) und Abwesenheit (Dreiecke) von bestrahlten Nalm-16
Tumorzellen. Als Negativkontrolle diente eine Monokultur der CD56' PBMCs (Kreise). Dargestellt sind 2 bzw. 3

unterschiedliche Spender. Der Strich zeigt den Mittelwert aller Spender.

4.8 Proliferation der CD4" regulatorischen T Zellen

Da die Proliferationsunterschiede der CD4" und CD8" T Zellen nach drei Tagen Kokultur

mit autologen NK Zellen nur sehr gering waren, sollten in weiteren Untersuchungen die
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Unterschiede der immunregulatorischen Fahigkeiten von naiven im Vergleich zu Memory-

like NK Zellen in Subpopulationen genauer untersucht werden.

Innerhalb der CD4" T Zellen wurden die CD4'CD25'FoxP3" Tregs auf ihre
Proliferationsfahigkeit genauer analysiert. Abbildung 15 zeigt die Proliferationsanalyse
nach 3 Tagen Kokultur mit NK Zellen in An- oder Abwesenheit der bestrahlten

Tumorzelllinie Nalm-16.
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Abbildung 15 Proliferation der CD4" Tregs an Tag 3 nach Kokultur mit NK Zellen. Proliferationsanalyse
der CD4"CD25"FoxP3" Tregs nach Kokultur mit naiven bzw. Memory-like NK Zellen. PBMCs und NK Zellen
wurden im Verhaltnis 1:1 fir 3 Tage kultiviert, bezogen auf den zuvor durchflusszytometrisch bestimmten
Anteil an T Zellen in den PBMCs. Zu Beginn der Kokultur wurden die Zellen mit 1 pg/ml CD3 sowie 100 U/ml
IL2 und 1 ng/ml IL15 stimuliert. Als Negativkontrolle diente eine Monokultur der CD56' PBMCs (Kreise). Naive
NK Zellen (hellgrau), TIML- (dunkelgrau) und CIML-NK Zellen (schwarz) wurden in An- (Quadrate) und
Abwesenheit (Dreiecke) von bestrahlten Nalm-16 Tumorzellen mit autologen CD56'PBMCs kultiviert.

Dargestellt sind 5 unterschiedliche Spender. Der Strich zeigt den Mittelwert aller Spender.

Wie in Abbildung 15 dargestellt, sind zwischen den Kkultivierten Ansatzen keine
eindeutigen Unterschiede zu erkennen. Eine zusatzliche Kokultivierung von naiven oder
Memory-like NK Zellen steigert die Proliferation der Tregs nur in einem sehr geringen
Ausmal}. Werden die NK Zellen zusatzlich mit bestrahlten Tumorzellen stimuliert, kann
die Proliferation der Tregs nur in Kokultur mit TIML-NK Zellen leicht verstarkt werden.
Nach Kokultur mit CIML-NK Zellen und Nalm-16 nimmt die Proliferation leicht ab
verglichen mit PBMCs in Monokultur unter gleichen Kulturbedingungen. Eine zusétzliche
Kokultivierung mit Nalm-16 Tumorzellen hat dagegen bei naiven NK Zellen keinen

Einfluss auf die Proliferationsrate der Tregs.

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Kokultur mit naiven oder TIML-NK
Zellen in An- oder Abwesenheit bestrahlter Tumorzellen die Proliferation der Tregs nur in

einem geringen Ausmalf’ beeinflusst.

64



Ergebnisse

4.9 Proliferation der CD8" T Zell-Subpopulationen

Zusatzlich zur Subpopulation der CD4" Tregs sollten auch die CD8" Memory-
Subpopulationen hinsichtlich ihrer Proliferationsunterschiede nach Kokultur mit naiven

bzw. Memory-like NK Zellen untersucht werden.

Fir die Identifizierung und Charakterisierung humaner CD8" Memory Subpopulationen im
Durchflusszytometer wurden die drei Antikérper CD45R0O, CD28 und CCRY7 verwendet,
welche eine Unterscheidung von funf Subpopulationen in den PBMCs gesunder Spender
ermdglichen: naive, zentrale Memory, Effektor-Memory, transitional Memory und
terminalen Effektor T Zellen. Die komplexe Gating-Strategie ist in Abbildung 16 dargestellt
und zusammengefasst. Dieses Vorgehen ist an die in Mahnke et al. etablierte Gating-

Strategie angelehnt.
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Abbildung 16 Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Gating-Strategie zur
Identifizierung humaner CD8" Memory Subpopulationen (angelehnt an Mahnke et al, 2013.). Die
Farbung CD45RO, CCR7 und CD28 in Kombination mit CD56 und CD8 jeweils an unterschiedliche
Fluorochrome gekoppelt, ermdglicht die Bestimmung der CD8" Memory Subpopulationen in naive (TNV),
Effektor Memory (TEM), transitional Memory (TTM), zentrale Memory (TCM) und terminale Effektor T Zellen
(TTM) innerhalb der PBMCs an Tag 3 der Kultur. Dargestellt ist ein reprasentativer Spender.
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Die Proliferationsanalyse der CD8" Memory-Subpopulationen nach drei Tagen Kokultur
mit naiven bzw. Memory-like NK Zellen zeigt, dass sich eine Kokultur von naiven und
TIML-NK Zellen positiv auf die Proliferation der hier untersuchten Memory-
Subpopulationen auswirkt (Abbildung 17). Wahrend die Proliferation der TCM, TEM TTM
und TTE durch Kokultur im Mittel um mindestens 10 % steigt, nimmt die Proliferation
naiver CD8" T Zellen im Vergleich zu PBMCs in Monokultur unwesentlich zu. Im
Unterschied zur Kokultur mit naiven NK Zellen nimmt die Proliferation der TNV und der
TCM nach Kokultur mit TIML-NK Zellen in geringem Ausmalf} zu (Abbildung 17 A, B). Im
Gegensatz hierzu steht die Proliferation der TEM, TTM und TTE: Hier kann die Kokultur
mit TIML-NK Zellen die Proliferation der CD8" Zellen nicht in dem Ausmal verstarken wie
eine Kokultur mit naiven NK Zellen (Abbildung 17 C, D, E).
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Abbildung 17 Proliferation der CD8" T Zell Memory-Subpopulationen an Tag 3 nach Kokultur mit NK
Zellen. Proliferationsanalyse von CD8" Memory-T Zellsubpopulationen nach Kokultur mit naiven bzw.
Memory-like NK Zellen. CD56-depletierte PBMCs und NK Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 fir 3 Tage
kultiviert, bezogen auf den zuvor durchflusszytometrisch bestimmten Anteil an T Zellen in den PBMCs. Zu
Beginn der Kokultur wurden die Zellen mit 1 pg/ml CD3 sowie 100 U/ml IL2 und 1 ng/ml IL15 stimuliert. Als
Negativkontrolle diente eine Monokultur der CD56'PBMCs (Kreise). Naive NK Zellen (hellgrau), TIML-
(dunkelgrau) und CIML-NK Zellen (schwarz) wurden in An- (Quadrate) und Abwesenheit (Dreiecke) von
bestrahlten Nalm-16 Tumorzellen mit autologen CD56 PBMCs kultiviert. Untersucht wurden (A) naive T Zellen
(TNV), (B) zentrale Memory T Zellen (TCM), (C) Effektor Memory T Zellen (TEM), (D) transitionale Memory T
Zellen (TTM) und (E) terminale Effektorzellen (TTE). Dargestellt sind 4 unterschiedliche Spender. Der Strich
zeigt den Mittelwert aller Spender.
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Werden die Zellen wahrend der Kokultur zusatzlich mit bestrahlten Tumorzellen
kokultiviert, zeigt sich bei den TNV und TCM eine weitere Verstarkung der Proliferation
verglichen mit den allein kultivierten PBMCs und den CD8" Zellen nach Kokultur nur mit
NK Zellen. Auf die Proliferationsfahigkeit der TEM hat eine zusatzliche Stimulation mit der
Tumorzelllinie keine Auswirkungen. Eine leichte Inhibition der Proliferation der TTM und
TTE ist nach Kokultur mit NK Zellen und der bestrahlten Tumorzelllinie zu beobachten.
Die Unterschiede in der Proliferation in Anwesenheit bestrahlter Nalm-16 Zellen zwischen
naiven und TIML-NK Zellen sind generell eher gering, wobei die Proliferationsrate aller
CD8" Memory-Subpopulationen, die mit TIML-NK Zellen kokultiviert wurden, niedriger
liegt, als mit naiven NK Zellen. Die Proliferationsrate der CD8" Zellen ist unter Stimulation
mit Tumorzellen nach Kokultur mit CIML-NK Zellen am geringsten, verglichen mit der
Kokultur mit naiven oder TIML-NK Zellen. Eine Ausnahme hiervon stellt die Proliferation
von TEM und TTM dar: Hier liegt die Proliferationsrate ber der nach Kokultur mit TIML-
NK Zellen aber unter der Kokultur mit naiven NK Zellen. Die starkste Proliferation aller
getesteten CD8" T Zellsubpopulationen geht von den TCM aus, wohingegen die naiven

CD8" T Zellen am schwéchsten proliferiert haben.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Proliferation nach Kokultur mit NK
Zellen in allen CD8" Memory-Subpopulationen zunimmt. Eine leichte Forderung der
Proliferation konnte bei den naiven und TCM nach Kokultur mit TIML detektiert werden, im
Vergleich zu einer Kokultur mit naiven NK Zellen. Bei TEM, TTM und TTE konnte eine
eher inhibierende Wirkung auf die Proliferation verzeichnet werden. Eine Steigerung der
Proliferation durch zusétzliche Kokultivierung von bestrahlten Tumorzellen konnte nur fur
TNV und TCM gezeigt werden. Bei TEM, TTM und TTE bleibt die Proliferation gleich oder
nimmt etwas ab. Die Unterschiede bei der Kokultur mit naiven oder Memory-like NK
Zellen in Anwesenheit von Tumorzellen sind sehr gering, wobei eine eher inhibierende
Wirkung der Memory-like NK Zellen verglichen mit naiven NK Zellen beobachtet werden

konnte.
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5 Diskussion

Das immunologische Gedachtnis ist normalweise Eigenschaft der B und T Zellen des
adaptiven Immunsystems. In letzter Zeit mehren sich jedoch die Hinweise, dass NK Zellen
der angeborenen Immunabwehr ebenfalls Gedachtnis-dhnliche Eigenschaften ausbilden
kénnen. Bislang konnten fir humane NK Zellen bereits CIML-NK Zellen (Romee et al.,
2012) und CMV-induzierte Memory NK Zellen (Della Chiesa et al., 2012; Foley et al.,
2012; Guma et al., 2004; Lopez-Verges et al., 2011) beschrieben werden.

Deshalb sollten im Rahmen dieser Arbeit unter anderem die adaptiven Eigenschaften von
NK Zellen, welche nach Tumorkontakt in TIML-NK Zellen konvertieren, untersucht
werden, um die Graft versus Leukdmie (GvL) Effekte der NK Zellen weiter steigern zu

konnen.

5.1  Tumorpriming fiihrt zur Konvertierung in tumorspezifische
TIML-NK Zellen

Werden NK Zellen nach magnetischer Isolation fiir acht Tage mit bestrahlten
Leukédmiezellen stimuliert, zeigt sich in einem in vitro Cytotoxizitatstest eine verglichen mit
unstimulierten, naiven NK Zellen erhdhte Funktionalitdt gegenuber den Zielzellen
(Abbildung 5). Wenn auch die Anti-Tumoraktivitat dieser TIML-NK Zellen gegenuber den
verschiedenen getesteten BCP-ALL aber auch AML Proben unterschiedlich hoch ausfiel,
konnte die Funktionalitdt der TIML-NK Zellen nach vorausgehendem Tumorpriming in
allen Cytotoxizitatstests gesteigert werden (Abbildung 5 und Abbildung 6). Die Erh6hung
dieser cytotoxischen Aktivitdt fir geprimte NK Zellen, konnte jedoch nur in
Cytotoxizitatstests mit Tumorzellen bestatigt werden, welche auch zuvor fir die
Stimulation verwendet wurden. Diese Aussage gilt sowohl fur ein Priming mit einer ALL
Probe und einem Cytotoxizitatstest mit einer AML Probe als auch umgekehrt (Abbildung
6). Diese tumorspezifischen, adaptiven Immuneigenschaften der NK Zellen in
Zusammenhang mit einem vorausgehenden Tumorpriming, konnte somit erstmals in der
AG André beschrieben werden (Pal et al., 2017).

Weitere Experimente belegen ebenfalls, dass eine vorausgehende Stimulation mit
Tumorzellen oder Cytokinen IL12, IL15 und IL18 bei NK Zellen zu einer schnelleren und
gesteigerten Apoptose-Induktion bei Tumorzellen fuhrt (Abbildung 7). Wie einleitend
bereits erwahnt, sind NK Zellen in der Lage sowohl durch den intrinsischen als auch

extrinsischen Signalweg Apoptose in der Zielzelle auszulésen. In diesen Versuchen
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wurde die Aktivitdt der Caspasen 3 und 7 in Abhangigkeit der Zeit detektiert, welche in der
Zielzelle sowohl durch Perforin- als auch TRAIL-vermittelte Cytotoxizitat der NK Zellen
gespalten und somit aktiviert werden (Elmore, 2007). Somit zeigen auch diese
Ergebnisse, dass TIML-NK Zellen eine erhohte Funktionalitdt und eine damit verbundene

gesteigerte Induktion von Apoptose gegentiber Tumorzellen aufweisen.

Die Erhéhung der Funktionalitdt im Rahmen einer Stimulation mit Tumorzellen ist bisher
nur von Tumor-aktivierten NK Zellen (T-ANKs) bekannt (North et al., 2007). In dieser
Studie wurden NK Zellen nach lIsolation fir 20 h mit der Leukamie-Zelllinie CTV-1
stimuliert und anschlieBend in Cytotoxizitatstests B-Zelllymphomen, Brustkrebs-Zelllinien,
primaren Leukdmien und soliden Tumoren ausgesetzt. Die Ergebnisse zeigten, dass die
gesteigerte Funktionalitdt der T-ANKs nicht nur auf die Zelllinie CTV-1 beschrankt ist,
sondern nicht tumor-spezifisch auch bei den anderen Tumorproben nachgewiesen
werden konnte (North et al., 2007). Da keine Tumorspezifitdt belegt werden konnte und
die gesteigerte Aktivitat der T-ANKs auf einen kurzen Zeitraum nach der Stimulation mit
CTV-1 beschrankt ist, konnte dieser Zelltyp von den hier beschriebenen TIML-NK Zellen
abgegrenzt werden. Obwohl der Unterschied in der spezifischen Lyse zwischen den
Tumor-geprimten und den unstimulierten NK Zellen an Tag 7 nicht sehr hoch ausfallt, ist
er dennoch signifikant. AuRerdem deuten andere Ergebnisse der Arbeitsgruppe André
darauf hin, dass diese erhdhte Funktionalitdt auch noch bis zu 21 Tage nach dem
Tumorpriming nachweisbar ist, jedoch mit einer verminderten Lyseaktivitat verglichen mit
Tag 7 (Daten nicht gezeigt). Dies weist auf eine hohe Bedeutung der gesteigerten und

langanhaltenden Cytotoxizitat der TIML-NK Zellen hin.

Auch andere Gedachtnis-dhnliche NK Zelltypen weisen eine erhohte Funktionalitat
gegenuber Tumorzellen auf. Cytokin-induzierte Memory-like NK Zellen, welche auch in
dieser Arbeit bei den Cytotoxizitatsversuchen als Positivkontrolle mitgefiihrt wurden,
zeigen nach einer 16-stindigen Stimulation mit IL12, IL15 und IL18 sowie einer
darauffolgenden Kultur von 7 Tagen eine erhohte Lyse der Leukamie-Zelllinie K562
(Romee et al., 2016). Dies deckt sich mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit,
denn auch in Cytotoxizitatstests gegen die BCP-ALL Zelllinie Nalm-16 konnte eine
erhodhte lytische Aktivitat der CIML-NK Zellen detektiert werden (Abbildung 5). Diese
erhdhte Lyse gegentber Tumorzellen wird vor allem durch eine erhdhte IFN-y Sekretion
sichergestellt (Romee et al., 2016; Romee et al., 2012). Im Gegensatz hierzu konnte bei
den TIML-NK Zellen keine erhdhte IFN-y Produktion detektiert werden, jedoch eine
gesteigerte Perforin-Produktion nach BCP-ALL Restimulation an Tag 7 (Pal et al., 2017).
Diese erhdhte Perforin-Sekretion ist bislang einzigartig unter den Memory-NK Zellen, da
nicht nur fur CIML-NK Zellen, sondern auch fir CMV-Memory NK Zellen eine gesteigerte
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IFN-y Produktion beschreiben wurde (Cooper et al., 2009; Leong et al., 2014; Luetke-
Eversloh et al., 2014; Romee et al., 2012; Sun et al., 2009; Sun et al., 2012). Perforin ist
ein porenbildendes Protein und stellt den Eintritt von Granzymen sicher, die eine
Schlusselrolle in der DNA-Fragmentierung einnehmen und schlieBlich die Apoptose
induzieren (Street et al., 2001). Im Gegensatz dazu kommt IFN-y eher eine grolle
Bedeutung in Anti-Tumorantworten zu als bei der Vermittlung direkter Cytotoxizitat. IFN-y
verstarkt beispielsweise die Makrophagen-Aktivitat, die Antigen-Prasentation, reguliert die
Th1 und Th2 Immunantwort und kontrolliert zellulare Proliferation und Apoptose (Tau et
al., 1999).

Zudem zeigte sich die erhohte Funktionalitdt der TIML-NK Zellen gegenlber vielen
phanotypisch heterogenen kindlichen ALLs und AMLs (Abbildung 8), welche alle
untersuchten NK Zell-Liganden in unterschiedlichem Ausmal exprimieren. Arbeiten von
Bryceson et al. belegen, dass eine Interaktion von LFA-1 auf NK Zellen mit ihrem
Liganden ICAM-1 (oder auch CD54) bei gleichzeitiger Bindung von NKG2D, DNAM-1,
2B4 oder CD2 mit ihren entsprechenden Liganden zur Adhéasion und Polarisierung der
Granula in NK Zellen fihrt und schlussendlich zur erfolgreichen Lyse der Zielzelle
(Bryceson, 2005; Bryceson, 2009). Die Liganden fur diese Co-Interaktion wurden unter
anderem auch auf den in dieser Arbeit verwendeten Leuk@miezellen untersucht. Alle
verwendeten ALL- und AML-Proben zeigen eine mittlere bis hohe Expression der Marker
ICAM-1, CD155, CD122 sowie pan-NKG2D-L. Des Weiteren kann das Expressionsniveau
der Liganden von ALL- und AML-Proben eine Erklarung fir die unterschiedliche Hohe der
Lyse durch NK Zellen sein. Die niedrige Lyse der kindlichen ALL P3B kdnnte durch die
geringe Expression des aktivierenden Liganden CD155 und die hohe Expression des
inhibierenden Molekuls HLA-E hervorgerufen worden sein. Im Gegensatz hierzu kdnnte
die hohe Lyse der AML-Probe P18R dadurch erklart werden, dass die Expression
zahlreicher aktivierender Liganden, wie pan-NKG2D-L, CD112 und CD155 ein mittleres
bis hohes Niveau auf der Zelloberflache dieser Leukdmie zeigt. Gleichzeitig werden keine
HLA-ABC und HLA-E Molekile auf der Oberflache der Zielzelle P18R exprimiert und
somit kann Kkeine inhibitorische Interaktion mit NK Zellen stattfinden. Diese
Herunterregulation der MHC-I Molekile stellt eine Strategie von Tumorzellen dar, der
Immunantwort durch cytotoxische T Zellen zu entgehen, es steigert jedoch gleichzeitig die

Anfalligkeit der Tumorzellen fur die NK Zell-vermittelte Lyse (Storkus et al., 1991).

Der zugrundeliegende Mechanismus der Konvertierung von naiven in TIML-NK Zellen
sollte in der vorliegenden Arbeit genauer untersucht werden. Hierfir wirde am ehesten
die KIR-HLA-ABC Achse in Frage kommen, denn auch die gezeigte Tumorspezifitat der
TIML-NK Zellen (Abbildung 6) kénnte in diesem Zusammenhang erklart werden. Nicht nur
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der TCR auf T Zellen erkennt das gebundene Peptid der MHC-Molekile (Geluk et al.,
1997), auch fur NK Zellen konnte bereits belegt werden, dass ein prasentiertes Peptid
durch MHC-Molekile eine mafigebliche Rolle bei der nachfolgenden Aktivierung spielt
(Malnati et al., 1995; Rahbari et al., 2015). Dreidimensionale Strukturen von MHC-C1-
KIR2DL2 und MHC-C2-KIR2DL1 Komplexen zeigen ahnliche Interaktionen von KIRs mit
MHC-I Molekulen wie TCR mit MHC-I (Boyington et al., 2002; Parham, 2005).
Kristallstrukturen belegen, dass KIRs hauptséchlich mit der terminalen Carboxyl- und der
terminalen Amino-Gruppe interagieren (Boyington et al., 2002). Bereits 1995 konnten
Malnati et al. zum ersten Mal zeigen, dass KIRs spezifisch an Peptide auf MHC-I
Molekilen binden, denn eine Mutation einer einzelnen Aminosaure hatte eine
Veranderung der Immunantwort der spezifischen NK Zellen zur Folge (Malnati et al.,
1995). Ebenfalls zeigen eigene erste Blockadeversuche der HLA-ABC Molekile auf
Leukdmiezellen mittels eines HLA-ABC spezifischen Antikbpers wahrend des Primings
keine Erhéhung der Anti-Tumorantwort an Tag 7 (Daten nicht gezeigt). Da jedoch die
spezifische Lyse naiver Kontroll-NK Zellen, welche mit dem HLA-ABC spezifischen
Antikorper versetzt wurden, verglichen mit Proben ohne Antikdrperzugabe erhoht ist, stellt
die Durchfiihrung von Blockade-Experimenten mit Hilfe eines MHC-I spezifischen
Antikérpers in diesem Zusammenhang kein geeignetes System dar. Des Weiteren
konnten aber auch TIML-NK Zellen mit MHC-I defizienten Leukamiezellen generiert
werden: NK Zellen nach Priming mit den kindlichen AML Blasten P18R, welche keine
MHC-I Molekile auf ihrer Oberflache exprimieren, zeigen ebenfalls eine gesteigerte Anti-
Tumorantwort an Tag 7 (Abbildung 6, Abbildung 8). Deshalb ist davon auszugehen, dass
die KIR-HLA-ABC Achse bei der Konvertierung nicht beteiligt ist. Weitere Experimente
sind nétig, um diese Hypothese zu untermauern. Beispielsweise ist ein HLA-ABC-
Knockout der Tumorzelllinie Nalm-16 denkbar, mit welcher anschlieRend Priming-
Experimente und Cytotoxizitatstests an Tag 7 durchgefihrt werden. Die spezifische Lyse
verglichen mit TIML-NK Zellen nach Priming mit HLA-ABC® Nalm-16 wirde dann
Aufschluss Uber die Beteiligung dieser Achse an der Konvertierung in Memory-like NK
Zellen geben. Mit Hilfe solch eines induzierten Knockouts im offenen Leserahmen UL40
fur HLA-E bei HCMV-infizierten Fibroblasten, konnten Rodlle et al. zeigen, dass dies zu
einer starken Beeintrachtigung der Expansion von NKG2C* NK Zellen fiihrt (Rolle et al.,
2014). Durch diese Ergebnisse wurde so die Bedeutung der CD94/NKG2C-HLA-E Achse
fur Memory-like NK Zellen bei HCMV-Infektionen aufgeklart.

Dadurch, dass diese phanotypisch unterschiedlichen Leukamien alle in der Lage sind die
Konvertierung in TIML-NK Zellen zu induzieren, ist es erschwert einen bestimmten

Rezeptor oder Signalweg zu ermitteln, der diese Differenzierung auslost. Aufgrund
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dessen sollte in der vorliegenden Arbeit diese Konvertierung von naiven in TIML-NK

Zellen genauer untersucht und charakterisiert werden.

5.2 Die Konvertierung in TIML-NK Zellen ist Zell-Kontakt
abhangig

Nach der Charakterisierung der TIML-NK Zellen mit ihrer erhéhten lytischen Aktivitat sollte
nun der Frage nachgegangen werden, wie die Konvertierung von naiven in TIML-NK
Zellen ablauft. Untersuchungen zum Cytokin-Milieu wahrend der Konvertierung in
Memory-like NK Zellen ergaben keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
sekretierten Menge an IFN-y, Granzym-A und -B, Perforin und Granulysin verglichen mit
naiven NK Zellen (Abbildung 9). Diese Ergebnisse zeigen jedoch, dass das Cytokinmilieu
wahrend der Konvertierung in Memory-like NK Zellen bei TIML-NK Zellen verglichen mit
CIML-NK Zellen grundlegend anders zusammengesetzt ist und es sich auch deshalb bei

beiden Zelltypen um grundsatzlich unterschiedliche Memory-like Zelltypen handeln muss.

Bei anderen Memory-like NK Zellen ist bereits bekannt, dass Cytokine bei der
Konvertierung durchaus eine wichtige Rolle spielen und bei einigen Memory-like Zelltypen
konnten diese Cytokine auch schon identifiziert werden. Beispielsweise zeigten Studien in
verschiedenen Knockout-Mausmodellen, dass die gesteigerte NK Zellantwort bei der
Hapten-induzierten CHS mit 2,4-Dinitrofluorobenzol auf IFN-y, IL12 und IFN-a beruhen
(Majewska-Szczepanik et al, 2013). In der gleichen Studie konnte fir die IFN-y
Produktion durch Leber-standige NK Zellen eine Abhangigkeit von der Interaktion des
Rezeptors CXCR6 und dessen Ligand CXCL16 dargestellt werden (Majewska-
Szczepanik et al., 2013; Paust et al., 2010). Wurde entweder der Rezeptor CXCR6 oder
das membranstandige Chemokin CXCL16 mittels Antikdrper blockiert, nahm die IFN-y
Produktion ab (Majewska-Szczepanik et al., 2013). Auch fir CMV-Memory NK Zellen
konnte in IL12R-defizienten M&usen belegt werden, dass wahrend einer MCMV-Infektion
NK Zellen nicht in der Lage waren zu expandieren und Memory-NK Zellen auszubilden
(Sun et al., 2012). Die Notwendigkeit des Cytokins IL12 ist nicht nur in der Maus im
Zusammenhang mit einer CMV-Infektion bestatigt worden, sondern auch im Menschen.
Rolle et al. zeigten in einer Kokultur aus Monozyten, welche IL12 als Reaktion auf HCMV-
indizierte Fibroblasten sekretierten, dass die NKG2C* Subpopulation der NK Zellen in
Anwesenheit eines IL12-neutralisierenden Antikérpers nicht expandiert (Rolle et al.,
2014). Daher ist das Cytokin IL12 zusétzlich zur zelluldren Interaktion fur die Generierung
von CMV-induzierten Memory NK Zellen sowie dem Schutz wahrend einer CMV-Infektion

notwendig. Cytokine sind aber nicht nur fiir die Expansion oder die Ausbildung einer

73



Diskussion

zweiten Immunantwort essentiell, pro-inflammatorische Cytokine selbst sind in der Lage
NK Zellen mit Memory-like Eigenschaften in Abwesenheit eines Antigens zu generieren.
Die Stimulation von murinen und humanen NK Zellen mit IL12, IL15 und IL18 fihrt zu
einer erhdhten IFN-y Produktion (Cooper et al., 2009; Romee et al., 2012) und zumindest
bei humanen NK Zellen zu einer erhdhten in vitro Cytotoxizitat gegeniber K562
Tumorzellen (Keppel et al., 2013; Romee et al., 2016). Auf Grund dieser Studien ist davon
auszugehen, dass es sich bei der Konvertierung von naiven in Memory-like NK Zellen um
einen komplexen Prozess handelt, der - zumindest fiir die bisher beschriebenen Memory-
like NK Zelltypen - auf Cytokine in An- oder Abwesenheit bestimmter Rezeptor-Liganden

Interaktionen angewiesen ist.

Daher sollte als nachstes untersucht werden, ob allein die Sekretion von Cytokinen durch
Tumorzellen oder den NK Zellen selbst wahrend des Primings die Konvertierung in TIML-
NK Zellen induziert. Es ist bereits bekannt, dass Tumorzellen in der Lage sind Cytokine
wie IL10 oder TCF-B zu sekretieren und so die NK Zellantwort zu beeinflussen (Rouce et
al.,, 2016; Stringaris et al., 2014). Deshalb sollte wahrend der Kokultur der direkte
Zellkontakt zwischen NK Zellen und Leukamiezellen verhindert werden. Die Kultivierung
von naiven NK Zellen und Tumorzellen getrennt durch eine Transwell-Membran fihrte in
Cytotoxizitatstests an Tag 7 zu keiner Erhdhung der spezifischen Lyse (Abbildung 10).
Dies legt die Vermutung nahe, dass NK Zellen auf direkten Zell-Zellkontakt mit
Tumorzellen angewiesen sind und der Austausch von Cytokinen nicht ausreicht, um die
Generierung in TIML-NK Zellen zu induzieren. Auch in weiteren Untersuchungen zu den
T-ANKs von North et al. konnten dhnliche Beobachtungen gemacht werden: wurden zur
Generierung der T-ANKs mit der Zelllinie CTV-1 Transwell-Einsatze verwendet, so konnte
keine lytische Zellaktivitat der T-ANKs gegenlber verschiedener Tumorzelllinien mehr
dokumentiert werden (North et al., 2007).

Im nachsten Schritt wurde deshalb die Bedeutung der Rezeptor-Liganden-Interaktion
ohne kostimulatorische Signale untersucht, um der Frage nachzugehen, ob die
Konvertierung von naiven in TIML-NK Zellen allein durch die Interaktion von Rezeptoren
ohne etwaige Beteiligung sekretierter Cytokine erfolgt. Hierfir wurden membranstandige
Proteine der Tumorzelllinie Nalm-16 isoliert und fir acht Tage mit naiven NK Zellen
kokultiviert. Ein abschlieBender Cytotoxizitatstest zeigte eine &hnlich hohe NK Zell-
Funktionalitat gegenuber vitalen Nalm-16 Zellen wie NK Zellen, die zuvor mit bestrahlten
Nalm-16 Zellen stimuliert wurden (Abbildung 10). Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass die Konvertierung in TIML-NK Zellen ohne Cytokine stattfindet und dass keine neu
exprimierten Rezeptoren auf der Oberflache der Zielzellen fir die Generierung in TIML-
NK Zellen notwendig sind. Um die Aussage zu bestatigen, sollte die Spenderanzahl weiter
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erhéht werden. AuRerdem konnten in weitergehenden Experimenten, wie in der Studie
von North et al., NK Zellen mit Formaldehyd-fixierten Tumorzellen kokultiviert werden
(North et al., 2007). Auf diese Weise kann ebenfalls ein notwendiger Einfluss von neu
exprimierten Rezeptoren und kostimulatorischen Signalen ausgeschlossen und

gleichzeitig diese wichtige Aussage methodisch erweitert untersucht werden.

Somit kann davon ausgegangen werden, dass bei der Konvertierung von naiven in TIML-
NK Zellen der direkte Zell-Zellkontakt zwischen NK Zellen und Tumorzellen benotigt wird.
Da kostimulatorische Signale, wie beispielsweise Cytokine, eine eher untergeordnete
Rolle spielen, ist es nicht von Bedeutung ob die verwendete Tumorzelle wahrend des

Primings tot oder vital ist.

5.3 Die NKG2D/IL15 Achse ist bei der Konvertierung nicht
beteiligt

Da vorausgehende Experimente zeigten, dass die Konvertierung von naiven in TIML-NK
Zellen nicht auf Cytokinen, sondern auf direktem Zell-Zellkontakt beruht (Abbildung 10
und Abbildung 11), wurde zunachst die NKG2D/IL15 Achse im Zusammenhang mit der
Generierung von TIML-NK Zellen untersucht. Denn IL15 kann die Expression von NKG2D
auf humanen NK Zellen hochregulieren (Sutherland et al., 2002) und auch die
intrazellulare Signalweiterleitung von NKG2D ist von dem IL15R abhangig (Horng et al.,
2007). Die Kinase Jak3, welche durch den IL15R aktiv wird, ist auch daflir verantwortlich
das an NKG2D gekoppelte Adapterprotein DAP10 zu phosphorylieren. Somit ist die DAP-
10 vermittelte Aktivierung von NK Zellen auf IL15, dessen Rezeptor und der Kinase Jak3
abhangig (Horng et al., 2007). Des Weiteren werden Tumorzelllinien, welche NKG2D-
Liganden exprimieren, mit gesteigerter Affinitat lysiert (Bauer et al., 1999; Cosman et al.,
2001; Diefenbach et al., 2000), was die Bedeutung des NKG2D Rezeptors fir die
Cytotoxizitdt von NK Zellen unterstreicht. Auch in der T Zellbiologie sind diese
Zusammenhange zwischen IL15 und dem Rezeptor NKG2D bekannt, um die Bildung von

CD8" Memory T Zellen zu steigern (Huntington et al., 2007; Wensveen et al., 2013).

Zur Untersuchung der NKG2D/IL15 Achse wurde das bestehende Modell zur
Tumorstimulation naiver NK Zellen (Pal et al., 2017) durch die Zugabe eines NKG2D-
spezifischen Antikorpers so erweitert, dass der NKG2D-Rezeptor auf der Oberflache der
NK Zellen blockiert war. Gleichzeitig wurde sichergestellt, dass dieser Rezeptor im
abschlieRenden Cytotoxizitatstest wieder frei vorlag, um eine Beeintrachtigung in der
Lyse-Kapazitdt der NK Zellen auszuschliefen. Die Ergebnisse zeigen, dass die

spezifische Lyse der NK Zellen zwischen den blockierten und unblockierten, naiven NK
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Zellen vergleichbar hoch liegt. Somit hat die in dieser Arbeit etablierte NKG2D Blockade
durch Antikérperzugabe keinerlei Auswirkungen auf die Funktionalitdt von NK Zellen an
Tag 7. Des Weiteren konnte belegt werden, dass blockierte TIML-NK Zellen die
Tumorzellen P3B signifikant besser lysieren als naive, blockierte NK Zellen. Eine
Blockade des NKG2D Rezeptors wahrend des Primings hebt somit die Konvertierung in
TIML-NK Zellen nicht auf. In weiteren Experimenten konnte auRerdem keine Anderung
der IL15 Expression in Zellkulturiberstanden detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Dies
lasst vermuten, dass die NKG2D/IL15 Achse nicht am Priming-Prozess beteiligt ist.
Andere Ergebnisse der Arbeitsgruppe André bestatigen diese Vermutung, da die ALL-
Probe P31G trotz fehlender NKG2D-Liganden in der Lage ist, TIML-NK Zellen zu
generieren, was sich in einer héheren Lyse verglichen mit naiven NK Zellen zeigt (Pal et
al., 2017). Die Arbeitsgruppe Lanier geht ebenfalls davon aus, dass die NKG2D/IL15
Achse eher nicht an der Konvertierung von Effektor in Memory-like NK Zellen beteiligt ist,

was von den hier dargestellten Ergebnissen unterstutzt wird (Cerwenka et al., 2016).

5.4 TIML-NK Zellen besitzen keinen distinkten Phanotyp

In der vorliegenden Arbeit wurden TIML-NK Zellen auf die Anderung in der Expression
von CD25, NKp30, NKp46, NKG2C, NKG2D, CD16, CD57, KLRG1 und CXCRG6
untersucht, was jedoch keine Unterschiede verglichen mit unstimulierten NK Zellen ergab
(Abbildung 13) (Pal et al., 2017). Diese Ergebnisse stimmen mit der Literatur Uberein,
dass Memory NK Zellen phanotypisch nicht von naiven NK Zellen unterschieden werden
kénnen (Sun et al.,, 2011). Nichtsdestotrotz konnte fir Cytokin- und HCMV-induzierte
Memory-like NK Zellen ein spezifischer Phanotyp beschrieben werden. Die Untersuchung
des Expressionsniveaus fur CD25 sollte deshalb einen Vergleich zwischen TIML- und
CIML-NK Zellen ermdglichen. Denn CIML-NK Zellen zeichnen sich nach Aktivierung mit
IL12, IL15 und IL18 unter anderem durch die gesteigerte Expression von CD25 aus, was
es diesen ermdglicht bereits auf geringe Konzentrationen IL2 mit einer erhdhten
Funktionalitdt und IFN-y Produktion zu reagieren (Leong et al., 2014). Zumindest die
Hochregulation des IL2R (CD25) konnte in der vorliegenden Arbeit fir CIML-NK Zellen
bestatigt werden. TIML-NK Zellen zeigen im Gegensatz zu CIML-NK Zellen keine
gesteigerte Expression des CD25 Rezeptors. Die Expression der Rezeptoren NKp30 und
NKp46 ist bei TIML-NK Zellen leicht erhoht. Die Interaktion dieser Rezeptoren zusammen
mit kostimulatorischen Rezeptoren wie NKG2D kann durch die Bindung stress-induzierter
Liganden auf Zielzellen die Degranulation von NK Zellen induzieren (Carapito et al.,
2017). Aus diesem genannten Grund wurde das Expressionsniveau von NKp30, NKp46
und NKG2D sowohl auf naiven als auch TIML-NK Zellen analysiert. Des Weiteren ist
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NKG2D ein wichtiger Cytotoxizitats-vermitteInder Rezeptor. Hierbei werden die Liganden
MIC-A, MIC-B und ULBPs erkannt, welche nach HSCT sowohl auf malignen als auch
gesunden Zellen exprimiert werden (Gasser et al., 2005; Salih et al., 2003). Somit nimmt
der Rezeptor NKG2D auf NK Zellen eine wichtige Rolle zur Unterscheidung zwischen
kérpereigen und -fremd ein, was schlieRlich die Balance zwischen GvL und GvHD nach
HSCT malgeblich beeinflusst (Carapito et al., 2017). Auch HCMV-induzierte Memory NK
Zellen kénnen durch die Expression von CD94/NKG2C, CD57 und bei Abwesenheit von
NKG2A von ihren naiven NK Zellen abgegrenzt werden (Lopez-Verges et al., 2011).
Deshalb wurde auch die Expression des Rezeptors NKG2C auf TIML-NK Zellen
analysiert, um eine Beteiligung dieses Oberflichenmolekiils bei der Konvertierung in
TIML-NK Zellen zu kléren. Im Gegensatz zu HCMV-induzierten Memory NK Zellen konnte
keine Anderung in der NKG2C Expression auf TIML-NK Zellen detektiert werden. CD57
und KLRG1 sind wichtige Marker in der Reifung und Seneszenz der NK Zellen und
konnten bei CMV-induzierten Memory NK Zellen Aufschluss Uber die klonale Expansion
der CD57'NKG2C" NK Zellsubpopulation geben (Cichocki et al., 2016; Lopez-Verges et
al., 2011). Auch in der Regulation von CD57 zeigen TIML-NK Zellen keine Veranderungen
zu unstimulierten NK Zellen. Ebenfalls konnte die Analyse des Expressionsniveaus von
KLRG1 keine Unterschiede bei TIML-NK Zellen aufdecken. Murine Memory NK Zellen
nach MCMV-Infektion lassen sich nicht nur anhand der erhdhten Ly49H Expression von
ihren naiven NK Zellen unterscheiden, sondern Ly49H" Memory NK Zellen zeigen auch
eine gesteigerte KLRG1 Expression, was vermutlich die niedrigere Aktivierungstoleranz
dieser Zellen erklart (Sun et al., 2009). AulRerdem wurde noch der Marker CXCR6 auf
TIML-NK Zellen analysiert, welcher von Hapten-induzierten Memory NK Zellen bekannt ist
das Uberleben der Memory NK Zellen und die Funktionalitat zu vermitteln (O'Leary et al.,
2006; Paust et al., 2010). Da auch dieser Marker keine Veranderung in seiner Expression
nach Konvertierung in TIML-NK Zellen aufwies, konnten bislang keine phanotypischen

Unterscheide zwischen naiven und TIML-NK Zellen aufgedeckt werden.

5.5 Immunregulatorische Funktionen von Memory-like NK
Zellen

Die HSCT stellt eine mdgliche Behandlung von Hochrisiko-Patienten mit einer Vielzahl
von hamatologischen Krebserkrankungen dar, die eine hohes Risiko fir einen Rickfall
haben oder resistent gegeniber Chemotherapeutika sind. Nach der HSCT eines
Patienten mit Leukdmieerkrankung spielen GvL Effekte eine groRe Rolle, wobei die
Lymphozyten des Spenders einzelne, verbliebende Leukamiezellen erkennen und

lysieren (Verneris, 2013). Diese Effekte wurden meist allogenen T Zellen zugeschrieben.
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Aber auch andere Lymphozyten, wie NK Zellen, tragen zu GvL Effekten nach
Transplantation bei (Ruggeri et al., 2015). In diesem Zusammenhang sollten Memory-like
NK Zellen auf eine mogliche Anderung in ihren immunregulatorischen Eigenschaften
verglichen mit naiven NK Zellen untersucht werden. Hierfir wurde ein in vitro
Kokulturmodell aus NK Zellen und autologen PBMCs, welche zuvor CD56 depletiert
wurden, unter anti-CD3 Antikérper-Stimulation etabliert. Nach der Kokultur von drei Tagen
wurden abschlieBend die Proliferation der T Zellen bestimmt, um auf maogliche
stimulierende oder inhibierende Einflisse der Memory-like NK Zellen rickzuschlief3en. In
der Studie von Assarsson et al. wurde bereits eine stimulierende Wirkung von murinen NK
Zellen auf die Proliferation CD4" und CD8" T Zellen beschrieben, welche auf der
Interaktion von 2B4 der NK Zellen mit CD48 auf T Zellen beruhte. Diese Stimulation war
allerdings von spezifischen Antigenen, welche durch DCs prasentiert wurden, oder IL2
und einem anti-CD3 Antikérper abhangig (Assarsson et al., 2004). Auch in dem hier
etablierten Kokulturmodell aus NK Zellen und autologen CD56'PBMCs wurde zur
Stimulation ein anti-CD3 Antikérper verwendet. Die Proliferationsunterschiede nach
Kultivierung mit naiven oder TIML-NK Zellen waren allerdings nur sehr gering (Abbildung
14). Eine zuséatzliche Kokultivierung der Ansatze mit bestrahlten Tumorzellen Nalm-16
zeigte keine weitere Steigerung der Proliferation CD4" oder CD8" T Zellen. Da eine Studie
belegt, dass durch die NK Zell-vermittelte Lyse und Zellfragment-Freisetzung CD4" und
CD8" T Zellen in ihrer Cytotoxizitat gesteigert werden konnten (Krebs et al., 2009), wurde
auch hier fiur TIML-NK Zellen eine erhdhte Antigen-Freisetzung und eine damit
verbundene erhohte Aktivierung und Proliferation der CD4" und CD8" T Zellen erwartet.
Jedoch konnten keine Unterschiede in der Proliferation der T Zellen zwischen der
Kultivierung mit naiven oder TIML-NK Zellen sowohl in An- und Abwesenheit von

Tumorzellen verzeichnet werden.

CIML-NK Zellen zeichnen sich nach Restimulation mit Cytokinen oder Tumorzellen durch
eine erhdhte IFN-y Produktion aus, was in der Kokultur mit PBMCs zu einer Férderung der
DC Reifung mit einer verstarkten Kostimulation und IL12 Synthese flhrt (Adam et al.,
2005; Gerosa et al., 2002). Dies sollte einen stimulierenden Einfluss auf die Proliferation
der CD4" T Zellen haben. Die hier dargestellten Ergebnisse deuten aber auf einen eher
geringen Einfluss von CIML-NK Zellen auf T Zellen bei Anwesenheit von Tumorzellen
hin.. Fur eine fundierte Aussage Uber die immunregulatorischen Funktionen von Memory-
like NK Zellen auf die Proliferation von T Zellen, sind weitere Spender nétig, um trotz der
hohen Streuung der Ergebnisse eine Aussage fur eine stimulierende oder inhibierende

Wirkung auf T Zellen zu treffen.
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Durch die Vielzahl verschiedener Subpopulation der CD4" und CD8" T Zellen, kénnten
mogliche Anderungen in der Proliferation iberdeckt und somit nicht detektiert worden
sein. Aus diesem Grund sollte in weiteren Proliferationsanalysen speziell auf die Tregs

und CD8" Memory T Zellen fokussiert werden.

Wie einleitend bereits erwahnt, sind Tregs in der Lage Immunantworten zu supprimieren
und sind fur die immunologische Selbsterkennung verantwortlich (Gershon et al., 1971;
Pedroza-Pacheco et al., 2013). Des Weiteren ist bekannt, dass die Anzahl der Tregs
invers mit dem Fortschreiten verschiedener Krebserkrankungen wie Prostatakarzinomen
oder Darmkrebs korreliert (Doubrovina et al., 2003; Wu et al., 2004). Eine Veranderung in
der Proliferation von Tregs durch naive oder TIML-NK Zellen konnte in der vorliegenden
Arbeit nach Kokultur mit PBMCs jedoch nicht beschrieben werden. Lediglich eine leichte
Abnahme der Treg Proliferationsrate nach Kokultur von CIML-NK Zellen mit PBMCs in
Anwesenheit von Nalm-16 Zellen verglichen mit naiven NK Zellen ist zu beobachten
(Abbildung 15). Wahrend Daten aus der Literatur, die eine funktionelle Veranderung der
Tregs durch NK Zellen beschreiben, selten sind, ist der umgekehrte Einfluss auf NK
Zellen gut beschrieben. So ist bereits bekannt, dass Tregs durch sekretiertes TGF-$
sowohl die cytotoxische Funktion von NK Zellen als auch die Funktion und Reifung von
DCs inhibieren kénnen (Ghiringhelli et al., 2005; Misra et al., 2004). Um den Einfluss von
TIML-NK Zellen auf Tregs und die daraus resultierenden Folgen fiir mdgliche adoptive
Immuntherapien einschatzen zu koénnen, sind noch weitere Untersuchungen dieser
direkten oder auch Cytokin-vermittelten Interaktion noétig. Beispielsweise kdnnte sich hier
ein inhibierender Einfluss auf die Proliferation der Tregs und eine damit verbundene
verminderte Produktion von TGF-B durch Memory-like NK Zellen positiv auf die

Funktionalitat und Proliferation der NK Zellen auswirken.

Wird die Proliferation CD8" Memory T Zellen nach Kokultur mit naiven bzw. Memory-like
NK Zellen betrachtet, ist eine leicht fordernde Wirkung von TIML-NK Zellen verglichen mit
naiven NK Zellen fir TCM und naiven T Zellen zu verzeichnen. CIML-NK Zellen allerdings
zeigen eine leichte Hemmung der TCM Zell-Proliferation, was im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Soderquest et al. steht. In dieser Studie induziert eine Depletion von NK
Zellen eine Expansion und Differenzierung in TCM Memory T Zellen, welche eine
bedeutende Rolle in der Anti-Tumorantwort als OVA-spezifische TCM spielen
(Soderquest et al., 2011). Des Weiteren zeichnen sich TCM Memory T Zellen durch
erhdéhte Proliferationsfahigkeit aus (Sallusto et al., 1999). Die Ergebnisse der hier
vorliegenden Arbeit konnten dies bestatigen, da die Subpopulation der TCM Zellen die
hochsten Proliferationsraten verglichen mit den anderen hier getesteten CD8" Memory T
Zellen zeigen. Im Gegensatz zu TEM haben TCM Memory T Zellen nur eine geringe
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inflammatorische und zytotoxische Aktivitat (Sallusto et al., 2004) und die Bedeutung
dieser Subpopulation wird daher fiir eine direkte Verstarkung der GvL Effekte eher als
gering eingestuft. TEM Memory T Zellen zeichnen sich jedoch mit schnellen
Effektorfunktionen aus (Sallusto et al., 2004). Die Proliferation konnte durch Kokultur mit
TIML-NK Zellen inhibiert, mit CIML-NK Zellen leicht geférdert werden. Die TEM Memory T
Zellen kénnten durch ihre Effektorfunktionen einen vielversprechenden Effekt auf GvL
Reaktionen haben und der immunregulatorische Einfluss von Memory-like NK Zellen
sollten daher in weiteren Experimenten untersucht werden. CD8" TTE Memory T Zellen
zeigen laut Literatur eine starke Expansion nach IL15 Exposition und schlieBlich eine
schwache Proliferation und geringe Funktionsfahigkeit (Geginat et al., 2003; Henson et
al., 2009). Dies konnte durch die vorliegenden Ergebnisse aber nicht bestatigt werden,

denn hier zeigen TTE Memory T Zellen eine mittlere bis hohe Proliferation.

Eine zusatzliche Kokultivierung mit bestrahlten Tumorzellen stimulierte in diesem
Kokulturmodell die Proliferation von TNV, TCM und TTE leicht. Dieser fordernde Effekt
kénnte wieder durch die Kreuzprasentation von DCs erklart werden (Krebs et al., 2009),
da die Lyse der Tumorzellen durch NK Zellen zur Freisetzung von Tumorantigenen fuhrt,
welche von DCs auf MHC-I Molekilen prasentiert werden konnten. In diesem
Zusammenhang wirde eine gesteigerte Proliferation nach Kokultur mit TIML-NK Zellen
erwartet werden, da es durch TIML-NK Zellen zu einer erhéhten Lyse der Zielzelle und
somit einer starkeren Antigen-Freisetzung kommt. Diese Erwartung konnte in der hier

vorliegenden Arbeit allerdings nicht bestatigt werden.

Insgesamt konnte keine eindeutige Veranderung der immunregulatorischen Funktion von
Memory-like NK Zellen auf T Zellen im Vergleich zu naiven NK Zellen hinsichtlich der
Proliferation ermittelt werden. Um NK Zell-vermittelte GvL Effekte nach HSCT weiter zu
optimieren und denkbare schadliche Reaktionen wie eine GvHD auszuschlieRRen, sind
weitere Untersuchungen und Analysen der Interkation von Memory-like NK Zellen mit T

Zellen notig.

5.6 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein vorausgehender
Tumorkontakt die Konvertierung von Effektor in TIML-NK Zellen auslést. Diese TIML-NK
Zellen zeichnen sich durch eine erhdhte, langanhaltende, tumorspezifische Funktionalitat
aus. Diese Konvertierung wird vermutlich nicht durch Cytokine initiiert, sondern beruht auf
Rezeptor-Liganden Interaktionen. Die Beteiligung der NKG2D/IL15 Achse an der

Generierung der TIML-NK Zellen konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestatigt
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werden. Da alle Spender in der hier vorliegenden Arbeit nicht nach mdéglichen KIR KIRL
Interaktionen ausgewahlt wurden, spricht dies fir die These, dass ein Priming mit
Tumorzellen hiervon unabhangig stattfindet und somit die generellen GvL Effekte
gesteigert werden kénnen. Die Generierung von TIML-NK Zellen bietet somit neue
Ansatze und Perspektiven zukinftige Protokolle fur den adoptiven Zelltransfer in der

Therapie von kindlichen Leukamien zu verbessern.

Trotzdem bleiben noch viele offene Fragen, die im Zusammenhang mit TIML-NK Zellen
zukunftig beantwortet werden mussen: Der zugrundeliegende Mechanismus der
Konvertierung von Effektor in TIML-NK Zellen konnte noch nicht geklart werden, vor allem
die hierbei beteiligten Antigen-spezifischen Rezeptor-Liganden Interaktionen sind
unbekannt. Auch die Ausbildung eines bestimmten Phanotyps nach Konvertierung in
TIML-NK Zellen konnte bislang nicht beschrieben werden. Dies wirde die Identifizierung
dieser Memory-like NK Zellen auch fir weitergehende Experimente, beispielsweise in
vivo, erleichtern. Des Weiteren kann zum jetzigen Zeitpunkt der immunregulatorische
Einfluss dieser TIML-NK Zellen auf Zellen des adaptiven Immunsystems nicht
eingeschatzt werden. Deshalb sollte die Interaktion zwischen TIML-NK Zellen und speziell
T Zellen weiter untersucht werden, um GvL Effekte voll auszuschdpfen und die Einleitung

potentiell gefahrdender Immunantworten wie einer GvHD auszuschlielRen.
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