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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem — eine Einfiihrung

Jeder Organismus wird von Beginn seiner Existenz an mit einer Vielzahl an
Mikroorganismen und anderen fremden Substanzen konfrontiert, die potentiell
schadliche Wirkung haben und damit die Intaktheit seiner Individualitdt gefahrden
kbnnen. Aus diesem Grund hat die Natur ein komplexes System an
Abwehrmechanismen entwickelt — das Immunsystem. Die Voraussetzung fir einen
wirksamen Schutz des Individuums vor schadlichen Einflissen ist die Differenzierung
zwischen korpereigenen und korperfremden Zellen, Zellbestandteilen und Substanzen.
Das Immunsystem ist aufgebaut aus zwei verschiedenen, miteinander kooperierenden
und in der Funktion eng miteinander verbundenen Anteilen: einer unspezifischen,
naturlichen Immunitat und einer spezifischen, erworbenen Immunitét. Die unspezifische
Immunitat setzt sich zusammen aus anatomischen Anteilen (physikalisch-chemische
Barriere von Haut und Schleimhauten), physiologischen Anteilen (Kdrpertemperatur,
niedriger Magen-pH, Lysozym, Komplementsystem, Akutphasen-Proteine), dem
Phagozytosesystem der Makrophagen, den Naturlichen Killerzellen und zahlreichen
Zytokinen. Der spezifische Teil des Immunsystems besteht aus einem humoralen
Anteil, den B-Lymphozyten und den von ihnen nach Differenzierung zu Plasmazellen
produzierten Antikérpern, und aus einem zellularen Anteil, den T-Lymphozyten. Die
zellularen Bestandteile des Immunsystems sind in der Lage, Zytokine als Botenstoffe,
Stimulations- und Signalvermittler zu sezernieren.

Der spezifische Anteil des Immunsystems unterscheidet sich vom unspezifischen zum
einen durch die Notwendigkeit der HLA-gekoppelten Antigenprasentation, woflr
komplexe Rezeptorsysteme bendtigt werden. Das Antigen wird hierbei nach
Phagozytose und intrazellularer Prozessierung durch eine antigen-prasentierende Zelle
(APZ) auf der Zelloberflache der APZ in Kombination mit einem HLA-Molekul
exprimiert und von T-Lymphozyten erkannt. Bei entsprechender Grof3e bzw. in
Verbindung mit einem Hapten kann die Antigenerkennung auch direkt durch B-
Lymphozyten erfolgen. Die Reaktionswege der spezifischen Immunantwort haben
hierdurch eine langere Reaktionszeit als die des unspezifischen Immunsystems.
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Andererseits besitzt das spezifische Immunsystem die Fahigkeit Gedéachtniszellen zu
bilden, diese fuhren bei einer erneuten Infektion mit demselben Antigen zu einer
schnelleren und effizienteren Eliminierung desselben. Durch den Antigenkontakt und
unter Einfluss von Zytokinen werden B- und T-Lymphozyten zu Proliferation und
Differenzierung aktiviert. Schlie3lich kommt es durch Interaktion von Lymphozyten,
Makrophagen, Komplementsystem und Zytokinen zur Elimination des eingedrungenen
Fremdstoffes.

Wie jeder Teil des Organismus so kann auch das Immunsystem in seiner Funktion
gestort sein. Es gibt viele Beispiele von fehlgesteuerter oder fehlender Immunabwehr:
bei Autoimmunerkrankungen ist die Unterscheidung von Selbst und Fremd gestort, es
kommt zu einer Immunreaktion gegen den eigenen Kdrper.
Immundefizienzerkrankungen  kdnnen ausgelést werden durch  genetische
Veranderungen oder chemische, physikalische oder biologische Noxen. Allergien und
Asthma resultieren aus einer Uberschiessenden Immunantwort, wéahrend
Abstol3ungsreaktionen nach Transplantationen und die Graft-versus-host-Reaktion

unerwinschte Folgen einer intakten Immunfunktion sind [1, 25, 28].

1.2 Das HLA-System

Das HLA (Humane-Leukozyten-Antigene)-System, synonym MHC (Major-
Histocompatibility-Complex), ist ein komplexes System aus korpereigenen Antigenen,
welche von nahezu allen kernhaltigen Zellen exprimiert werden. Die Gene des HLA-
Systems werden auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 kodiert und autosomal
kodominant vererbt. Die HLA-Genorte zeichnen sich durch einen ausgepragten
Polymorphismus aus, wodurch eine grof3e Anzahl an verschiedenen HLA-Ph&notypen
moglich ist. Man unterscheidet zwischen HLA-Klasse-I-Antigenen und HLA-Klasse-II-
Antigenen, die im folgenden ndher beschrieben werden. Sie gehdren strukturell zur
Immunglobulin-Superfamilie. Weiterhin konnte auf Chromosom 6 eine HLA-Klasse-
llI-Region identifiziert werden, die u.a. fur Faktoren des Komplementsystems,
Hitzeschockproteine und Zytokine (TNFund {3) kodiert [1, 25, 28].
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1.2.1 HLA-Klasse-I-Antigene

Die HLA-Klasse-I-Region auf dem Chromosom 6 setzt sich zusammen aus den drei
Genorten HLA-A, HLA-B und HLA-C, die wiederum eine unterschiedliche Anzahl von
Allelen besitzen. Weiterhin werden in dieser Region auch die Gene fur die Klasse-I-
ahnlichen Polypeptide HLA-E, -F und -G kodiert, deren genaue Bedeutung und
Funktion allerdings noch nicht vollstandig aufgeklart werden konnte.
HLA-Klasse-I-Antigene sind auf fast allen kernhaltigen Zellen und Thrombozyten
nachweisbar. Korneaendothel, exokrine Zellen der Parotis und des Pankreas, ZNS-
Neurone und Trophoblasten bilden Ausnahmen. Besonders ausgepragt ist die
Expression auf lymphoiden Zellen, Granulozyten, Makrophagen und dendritischen
Zellen. HLA-Klasse-I-Molekile prasentieren endogen synthetisierte Antigene. Es
handelt sich um zelleigene oder virale Peptide, die von Transportmolekilen (TAP =
Transportproteine assoziiert mit Antigen-Prozessierung) ins endoplasmatische
Retikulum transportiert und dort an HLA-Klasse-I-Molekille gebunden werden. Im
Anschluss daran werden die HLA-Peptid-Komplexe auf der Zelloberflache exprimiert
und kénnen dort von CD8T-Zellen erkannt werden. Dies fiihrt zur Differenzierung der
CD8'-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen (CTL) und konsekutiver Lyse der

antigenprasentierenden Zelle [1, 25, 28].

1.2.2 HLA-Klasse-lI-Antigene

In der HLA-Klasse-1I-Region des Chromosoms 6 liegen die Gene fir HLA-DR, HLA-
DQ, HLA-DP, HLA-DM und HLA-DO. Diese Genorte setzen sich wiederum
zusammen aus einer unterschiedlichen Anzahl weiterer, strukturell differierender Allele.
HLA-DM und HLA-DO unterscheiden sich von den klassischen HLA-Klasse-II-
Antigene durch ihre Eigenschaft, auch ohne gebundenes Peptid stabil zu sein.
HLA-Klasse-1lI-Antigene werden von B-Zellen, Thymusepithelzellen, Makrophagen,
dendritischen Zellen und aktivierten T-Zellen exprimiert. Sie prasentieren exogene
Antigene, die zuvor uUber Rezeptoren oder Endozytose in die Zelle aufgenommen
wurden. In endosomalen Vesikeln werden die Proteine durch Proteasen zu 10 - 20

Aminosauren grof3en Peptiden verdaut. Die Endosomen verschmelzen mit Vesikeln aus
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dem endoplasmatischen Retikulum, die HLA-Klasse-lI-Molektle enthalten. Nach
Abspaltung der invarianteyzKette entstehen HLA-Peptid-Komplexe, die wiederum an
der Zelloberflache exprimiert werden. HLA-Klasse-ll-Antigene stimulieren und
aktivieren CD4-T-Helferzellen Dies filhrt zu Zytokinsekretion durch diese und
Interaktion mit B-Zellen und anderen Effektorzellen des Immunsystems [1, 25, 28].

1.2.3 HLA-Restriktion

Die Antigenerkennung durch T-Lymphozyten kann nur erfolgen, wenn das Antigen
dem T-Zell-Rezeptor (CD3) in Form eines HLA-Antigen-Komplexes durch eine APZ
prasentiert wird. Dieser Mechanismus wird zusatzlich dadurch verfeinert, dass T-Zellen
nur nach Kontakt mit fremdem HLA oder fremdem HLA-gebundenem Peptid aktiviert
werden. Hierbei missen die Antigene in Form von Oligopeptiden in der
Peptidbindungsgrube von HLA-Molekilen gebunden sein. Die ausgepragte Vielfalt an
HLA-Allelen gewahrleistet, dass durch die vielen moglichen Konformationen der
Peptidbindungsgrube ein gro3es Spektrum an Antigenen prasentiert werden kann. Der
in dieser Peptidbindungsgrube gebildete HLA-Peptid-Komplex wird vom T-Zell-
Rezeptor erkannt, es bildet sich ein trimolekularer Komplex, der durch Hilfsmolekiile,
z.B. CD4- oder CD8-Rezeptoren, stabilisiert werden kann. Da es nur durch HLA-
gekoppelte Antigenprasentation und Kostimulation durch die APZ zu einer Aktivierung
der T-Zelle kommt, bedingt dies eine sehr spezifische Immunantwort, die jedoch

mehrere Tage bis zu einer effizienten Abwehrreaktion bendtigt [1, 25, 28].

1.24 Relevanz des HLA-Systems im klinischen Alltag

Das HLA-System spielt eine grol3e Rolle in der Transplantationsimmunologie. Bei der
Auswahl eines geeigneten Spenders z. B. fur eine Knochenmarktransplantation (KMT)
sind besonders die Ubereinstimmung der HLA-Merkmale A, B, DR und DQ bedeutend
fur den Erfolg der KMT. Da jeder Spender jeweils ein von der Mutter und ein vom

Vater vererbtes Allel besitzt, missen insgesamt 8 Merkmale idealerweise

Ubereinstimmen.
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Des weiteren beobachtet man eine Assoziation verschiedener Erkrankungen mit
bestimmten HLA-Allelen, z. B. haben Menschen mit dem Allel HLA-DR4 ein um den
Faktor 10 erhoOhtes relatives Risiko, an rheumatoider Arthritis zu erkranken. Bei
gleichzeitigem Vorhandensein von HLA-DR4 und HLA-DR3 steigt die
Wahrscheinlichkeit, an insulin-abhdngigem Diabetes mellitus zu erkranken um den
Faktor 20 [25].

1.3 CD-Oberflachenantigene

Die Phanotypisierung von Leukozytensubpopulationen und deren Reifungsgrad erfolgt
anhand der Expression von bestimmten Molekilen auf der Zelloberflache. Um diese
Molekule nachzuweisen, bedient man sich monoklonaler Antikérper, die spezifisch das
entsprechende Antigen binden. Die Summe der fir ein bestimmtes Oberflachenmolekil
typischen Antikdrper bezeichnet man als ,Cluster of differentiation (CD)“ [25].

1.4 Natirliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) machen im Peripherblut etwa 5-15% der
lymphozytischen mononuklearen Zellen aus. Weiterhin lassen sich NK-Zellen in der
Milz, der Leber, der Darmmukosa, dem Thymus und im Knochenmark nachweisen. Ein
Teil der NK-Zellen gehdrt aufgrund ihrer Zellgré3e und der intrazellularen azurophilen
Granula (primare Lysosomen, die Perforin und Granzyme enthalten) zu der sehr
heterogenen Population der Large Granular Leukocytes (LGL), der auch andere
lymphoide Zellen angehoéren. [25]

Experimentelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass NK-Zellen sich sehr
wahrscheinlich im Knochenmark aus CIZD8 Vorlauferzellen der T-Zell-Reihe
differenzieren. Sie lassen sich aus CBS#ammzellen anziichten [58]. Innerhalb der
NK-Zellpopulation finden sich verschiedene Expressionsmuster von
Oberflachenmolekilen. Es konnte noch nicht vollstandig geklart werden, ob es sich bei
dieser Heterogenitat um unterschiedliche Subpopulationen oder Aktivierungsstufen der
NK-Zellen handelt. Die meisten NK-Zellen exprimieren jedoch die folgenden
Oberflachenmolekdle:
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CD2: ein Adhéasionsmolekil, die 75-k[BalUntereinheit des IL-2-Rezeptors.

CD16 (FG/RIINA): ein Rezeptor fur die Fc-Region von Immunglobulinen.

CD56: ein Adhasionsmolekul, das als typischer Marker fir humane NK-Zellen gilt.
CD69: ein Aktivierungs-Molekul, das von aktivierten Leukozyten exprimiert wird.
Weiterhin findet man auf NK-Zell-Subpopulationen die Antigene CD8, CD25, CD38,
CD71 und HLA-DR. AuRer CD56 konnen diese Antigene auch auf T-Zelloberflachen
nachgewiesen werden, NK-Zellen werden daher im allgemeinen als *(CIDEG
charakterisiert [25].

Die zentrale Aufgabe von NK-Zellen ist die frihe Abwehr von Viren, intrazellularen
Bakterien und Parasiten. Ihre Aktivitat wird hierbei stimuliert von den Zytokinen IFN-
a, IFN-B und IL-12, die von infizierten Zellen sezerniert werden. Die anti-virale NK-
Zell-Aktivitat erreicht ihren Hohepunkt etwa am 3. Tag post infectionem und stellt
damit die erste Front zellularer Abwehrmechanismen. Erst ab dem 7. Tag treten
zytotoxische T-Zellen (CTL) in Aktion. Eine weitere wichtige Funktion von NK-Zellen

ist die Fahigkeit Tumorzellen spontan zu lysieren. Durch die Produktion von
verschiedenen Zytokinen (u.a. IFNund TNFa) spielen NK-Zellen aul3erdem eine
wichtige Rolle in der Regulation der Immunantwort [25].

Bei der Erforschung der NK-Zellfunktion wurde beobachtet, dass als fremd erkannte
Zellen, seien sie nun infiziert oder maligne entartet, von NK-Zellen ohne die
Mitwirkung der anderen Komponenten des Immunsystems lysiert werden kbnnen. Man
erklart sich diese Fahigkeit damit, dass eine Target-Erkennung allein in Abhangigkeit
von der Expression von HLA-Klasse-I-Antigenen erfolgt. Exprimiert eine Zelle keine
oder als fremd erkannte HLA-Klasse-I-Antigene so kommt es konsekutiv zur Zytolyse
durch NK-Zellen. Dieses Phdnomen wurde erstmals 1995 von Karre als ‘Missing-self-
Hypothese’ (‘express yourself or die’) beschrieben und in spéateren Studien bestatigt
[25, 29]. NK-Zellen unterscheiden sich damit von CTL in mehreren Punkten: Sie
exprimieren nicht den antigen-spezifischen T-Zell-Rezeptor und bilden keine
Gedachtniszellen aus. Das Erkennen von Zielzellen unterliegt nicht der klassischen
HLA-Restriktion durch HLA-gekoppelte Antigenprasentation und APZ-Kostimulation
und erfolgt dadurch schneller als die CTL-Aktivierung. Trotzdem ist die NK-
Zellfunktion eng an die HLA-Expression gebunden, da diese eine spontane Zytolyse
korpereigener Zellen durch natirliche Killerzellen verhindern kann.
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1.4.1 NK-Zellrezeptoren

Da sich NK-Zellen in einem daueraktivierten Zustand befinden, ist es die Aufgabe der
NK-Zellrezeptoren, die zytotoxische Aktivitat zu regulieren. Man unterscheidet hierbei
aktivierende (KAR) und inhibierende (KIR) Rezeptoren. In der Interaktion zwischen
aktivierenden und inhibierenden Signalen wird letzteren die wichtigere Position
zugeordnet im Sinne einer Vetofunktion tGber aktivierende Signale [3, 25]. NK-Zellen
kénnen aber auch durch I6sliche Komponenten des Immunsystems wee IFN-[3,
TNF-a, IL-12 und IL-15 direkt aktiviert werden. AulRer KAR und KIR besitzen NK-
Zellen weitere Rezeptoren, die ihre Funktion beeinflussen, hierzu zahlen
Adhasionsmolekile (z.B. LFA-1, ICAM-1) und Zytokin-Rezeptoren (z.B. IL-2R, IL-
12R). Die NK-Zellfunktion der Targetzelllyse scheint letztendlich das Resultat aus
positiven Signalen von KAR und kostimulatorischen Rezeptoren und Molektilen auf der
einen Seite und inhibierenden Interferenzen der KIR auf der anderen Seite zu sein [3,
11, 25, 31, 35, 59].

Die folgenden inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren konnten bisher identifiziert
und durch experimentelle Untersuchungen an NK-Zell-Klonen weiter charakterisiert
werden [17, 31, 55, 59]:

Inhibierende Rezeptoren, KIR (killer inhibitory receptor)

- Rezeptoren der Immunglobulin-Superfamilie, Typ | Transmembran-Proteine
p58 (58kD): Rezeptoren der 58kD-Gewichtsklasse erkennen HLA-C. Es konnten zwei
Subtypen differenziert werden [16, 45]:
p58.1 (NKAT1/CD158a):  Spezifisch fur HLA-Cw-2, -4, -5, -6, -15.
Wird erkannt durch den mAk Anti-EB6.
p58.2 (NKAT2/CD158b):  Spezifisch fur HLA-Cw-1, -3, -7, -8.
Wird erkannt durch den mAk Anti-GL183.
p70 (70kD) (NKAT3): Rezeptoren der 70kD-Gewichtsklasse sind spezifisch fir
verschiedene HLA-B- und HLA-A-Antigene [16, 45, 55].
p140 (140kD) (NKAT4): Rezeptoren der 140kD-Gewichtsklasse sind spezifisch fur
HLA-A-3 und -11 [16, 45, 55, 59].
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KIR2DLA4:

Dieser Rezeptor wird auf allen NK-Zellen exprimiert und ist spezifisch
fur HLA-G, das bisher nur mit fetalen Trophoblastzellen assoziiert wird
[52, 55].

- Rezeptoren der C-Typ-Lektin-Superfamilie, Typ Il Transmembran-Proteine

CD94/NKG2: Es handelt sich um ein Heterodimer, das aus zwei Glykoproteinen

Ly49A-I:

aufgebaut ist. Dabei ist jeweils ein CD94-Molekul mit einer von vier
Untereinheiten des NKG2-Molekiils (NKG2A, NKG2B, NKG2C oder
NKG2E) uber Disulfidbricken verbunden. Dieser Rezeptorkomplex
kann inhibierend oder aktivierend in die NK-Zellfunktion eingreifen, je
nachdem ob CD94 mit NKG2A oder -B (inhibierend) oder NKG2C
oder -E (aktivierend) gebunden ist [12, 13, 14, 31, 32, 59]. Der
CD94/NKG2-Komplex interagiert mit auf der Zielzelle exprimiertem
HLA-E. HLA-E ist ein HLA-Klasse-I-Antigen, das nur dann auf der
Zelloberflache exprimiert wird, wenn es an ein Peptid gebunden
vorliegt, welches von HLA-A, -B oder -C stammt [25]. Die HLA-E-
Expression ist also ein Indikator fur die HLA-Klasse-I-Biosyntheserate
einer Zelle. Uber die HLA-E-vermittelte NK-Zellinhibition oder -
aktivierung hat damit die Expressionsrate von HLA-Klasse-I-Antigenen
auf der Zelloberflache einen direkten Einfluss auf die Uberlebenschance
der Zielzelle [12, 13, 14, 32, 33, 34, 37]. Des weiteren konnte gezeigt
werden, dass durch eine CD94/NKG2-A-Rezeptor-Bindung die CD16-
getriggerte NK-Zellaktivierung antagonisiert werden kann [48].

Es handelt sich um eine Gruppe von NK-Rezeptoren, die bisher nur bei
Nagern nachgewiesen werden konnten und mit HLA-Klasse-I-
Antigenen interagieren. Die meisten dieser Rezeptoren besitzen eine
intrazellulare ITIM-Sequenz und haben damit inhibierende Funktion,
Ly49D und Ly49H sind aktivierende Rezeptoren [3, 31, 64]. Es wurde
postuliert, dass der CD94/NKG2-Rezeptor das humane Korrelat zum
murinen Rezeptorkomplex Ly49 darstellt [16].
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Aktivierende Rezeptoren, KAR (killer activatory receptor)

- Rezeptoren der Immunglobulin-Superfamilie, Typ | Transmembran-Proteine

p50 (50kD): Diese Rezeptoren der 50kD-Gewichtsklasse besitzen strukturelle
Ahnlichkeit mit den p58-KIR und erkennen HLA-C. Es konnten drei
Subtypen differenziert werden, wobei fir p50.3 noch keine spezifische
HLA-Interaktion nachgewiesen werden konnte [45]:
p50.1 (NKATS5) erkennt HLA-Cw-2, -4, -5, -6, -15
p50.2 (NKAT6) erkennt HLA-Cw-1, -3, -7, -8
p50.3 (Anti-PAX169, Anti-PAX180, Anti-PAX250)

- Rezeptoren der C-Typ-Lektin-Superfamilie, Typ Il Transmembran-Proteine

NKR-P1: Ein 60kD schweres Dimer mit Disulfidbrtickenbindung [16].

NK-TR: Ein 150kD schweres Protein.

CD94: Dieser Rezeptor wurde bereits ausfuhrlich beschrieben.

- Andere Rezeptoren, denen NK-Zell-aktivierende Eigenschaften zugeschrieben werden:

CD2: Ein Adhasionsmolekil (LFA-2) mit kostimulatorischer Funktion.

CD1e6: Die FgRIlI-Untereinheit des Fc-&eptors ist an der Antikdrper-
abhangigen zellvermittelten Zytotoxitat (ADCC) beteiligt.

AuBerdem scheinen die Rezeptoren CD7, CD27, CD28, CD44, CD69 und verschiedene

B2-Integrine an einer NK-Zell-Aktivierung beteiligt zu sein [11, 25, 31, 35, 59, 62].

Die p50- und p58-Rezeptoren repréasentieren zwei Typen von NK-Zellrezeptoren, bei
denen &hnliche extrazellulare Strukturen mit unterschiedlichen Transmembran- und
Zytoplasmamolekilen assoziiert sind und dadurch gegensatzliche Funktionen erhalten.
Inhibierende Rezeptoren wie z.B. p58 haben einen langen intrazellularen Anteil, der
sogenannte "Immune Receptor Tyrosine-Based Inhibitory Motifs" (ITIM) enthélt. Im
Anschluss an eine Bindung von p58 an ein korrelierendes HLA-Klasse-I-Protein kommt
es via ITIM zu einer Aktivierung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen (SHP-1 und SHP-
2) und konsekutiv zu einer Inhibition der NK-Zellzytotoxizitat [3, 16, 31, 55].
Aktivierende Rezeptoren wie z.B. p50 haben einen kurzen intrazellularen Anteil und
besitzen keine ITIMs, haben daflr jedoch eine positiv geladene Aminosaure (meistens
Lysin) im Transmembransegment. Diese Aminosdure ermoglicht die Bindung an

DAP12, ein Membranmolekil mit einem negativ geladenen Anteil, das wiederum mit
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einem "Immune Receptor Tyrosine-Based Activatory Motif* (ITAM) verbunden ist und
zur NK-Zellaktivierung fuhrt [3, 31].

1.4.2 Mechanismen der Zytolyse durch NK-Zellen

Jeder Aktivierung einer NK-Zelle zu Zytolyse, Zytokinsekretion, Proliferation oder
Differenzierung geht eine Interaktion zwischen einem NK-Zellrezeptor und einem
spezifischen Liganden voraus, der eine intrazellulare Signalkaskade folgt. Verschiedene
Mechanismen sind bekannt, die letztendlich zur Lyse der Zielzelle fuhren:

ADCC (Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity) & Exozytotische Lyse

Durch ADCC kénnen zytotoxische Zellen, die selbst nicht die Méglichkeit spezifischer
Antigenerkennung besitzen, zur Lyse der Zielzelle aktiviert werden. Bei NK-Zellen
bindet die FgRIIl-Untereinheit (CD16) des Fcdzeptors an die Fc-Untereinheit von
Antikoérpern, die wiederum an Oberflachenantigene der Zielzelle gebunden sind. Durch
diese Bindung wird eine intrazellulare Signalkaskade bei der NK-Zelle in Gang gesetzt.
Am Ende dieser Signalkette steht die exozytotische Freisetzung zytolytischer Enzyme,
die im Zytoplasma in grof3en Granula vorliegen. Von diesen Enzymen bewirkt die
Gruppe der Perforine zunachst die Bildung von zahlreichen Poren in der Membran der
Zielzelle. Durch diese Poren gelangen ebenfalls freigesetzte Granzymproteasen in die
Zelle, die hier Caspasen aktivieren, welche wiederum die Fragmentation der DNA
induzieren und so letztendlich zu Apoptose (programmierter Zelltod) fuhren [11, 25].

Fas-/FasL-Mechanismus

Apoptose kann auch uber die Bindung zwischen dem Fas-Antigen (CD95) der Zielzelle
und dem Fas-Liganden (FasL) der Effektorzelle eingeleitet werden. Auch hier wird
durch die Interaktion zwischen Fas-Rezeptor und Fas-Ligand eine intrazellulare
Signalkaskade induziert, die durch aktivierte Caspasen zu DNA-Fragmentation und
Zellkernpyknose und somit programmiertem Zelltod fuhrt [11, 25].

11
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1.5 Zytokine und ihre Rolle im Immunsystem

Zytokine sind meist kleine Proteine (MG 8 — 40 kDa), die von vielen verschiedenartigen
Zelltypen produziert werden, oft abhangig von entsprechenden Aktivierungszustanden
der Zelle. Umgekehrt kbnnen die meisten Zellen ein breites Spektrum an Zytokinen
produzieren. Diese Botenstoffe werden nur bei Bedarf synthetisiert und sezerniert und
kobnnen sowohl autokrin als auch parakrin oder endokrin als Mediatoren der
Kommunikation zwischen Zellen dienen. lhre Wirkung beinhaltet die Beeinflussung
von Uberleben, Wachstum, Differenzierung und Funktion zahlreicher Blut- und
Gewebszellen und wird Uber eine Bindung an spezifische Rezeptoren vermittelt. Die
Expression der Zytokinrezeptoren wird durch spezifische Mechanismen reguliert,
verschiedene Signale (u.a. Zytokine) vermitteln eine Erh6hung oder Verminderung der
Rezeptorexpression. Der Zytokin-Rezeptorbindung folgt die Aktivierung der
intrazellularen Signaltransduktion. Einige Zytokine benutzen einen gemeinsamen
Rezeptor, der Ligand-Rezeptor-Bindung folgen jedoch  unterschiedliche
Wechselwirkungen mit weiteren Rezeptorproteinen. Andere Zytokine vermitteln ihre
Wirkung Uber denselben Transduktionsweg. Dies bewirkt eine ausgepragte Redundanz
der Aktivitaten einiger Zytokine, deren Sinn noch nicht vollstandig aufgeklart werden
konnte. Durch die Rezeptorbindung kommt es Uber verschiedene
Signaltransduktionswege zur Genregulierung auf Transkriptionsebene. Durch diese
Genregulierung werden biologische Aktivitaten vermittelt, die z.B. in der
Immunabwehr eine wichtige Rolle bei der Differenzierung, Aktivierung und
Koordination von Effektorzellen des Immunsystems spielen. Durch die Induktion der
Synthese anderer Zytokine entsteht ein komplexes Netzwerk.

Bisher sind uber 50 Zytokine bekannt, eine Klassifikation erfolgt nach ihrer
Hauptaktivitat, wobei alle Zytokine vielfaltige Funktionen erfullen kénnen, ihre
Wirkung ist meist pleiotrop. Man unterscheidet die Gruppe der primar antiviral aktiven
Interferone (IFN a, 3, -y). Die Interleukine (IL-&, -B, 2-18), Tumornekrosefaktar

und 3 und Lymphotoxin sind wichtig bei inflammatorischen Prozessen. Zu den T-Zell-,
B-Zell- und hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren gehoren zahlreiche Interleukine und
die Koloniestimulierenden Faktoren (CSF) fur die entsprechende Zielzellreihe (z.B. G-
CSF, M-CSF, EPO, TPO) [22, 25, 46].
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151 NK-Zellen und Zytokine

Uber das Spektrum der Zytokinproduktion durch NK-Zellen und die Beeinflussbarkeit
dieser Zellreihe durch verschiedene Zytokine ist bereits einiges bekannt. IL-2, -12, IFN-
a, -B und y und TNFa und {f3 steigern die Aktivitdt von NK-Zellen, IL-1, IL-4 [23]

und PDGF (Platelet-derived growth factor) verringern sie [22]. IL-15 und BGF-
steigern die Expression von CD94 auf NK-Zellen und kdnnen damit inhibierenden oder
aktivierenden Einfluss haben [5, 41, 42, 50]. Bekannt ist au3erdem, dass NK-Zellen
IFN-y, TNF-a, IL-3, GM-CSF und G-CSF produzieren [61]. Durch die Produktion von
IFN-y und TNFea scheinen NK-Zellen schon in frihen Infektionsstadien einen
wichtigen Einfluss zu nehmen auf den Erfolg der Immunantwort [43]. IL-2 und IL-12
induzieren die Sekretion von IFNdurch NK-Zellen [4, 6, 47]. IL-7 und IL-15 nehmen
Einfluss auf NK-Zellreifung, -proliferation, -zytotoxizitat und -IFNProduktion [18,

19]. IL-18 hat in Kombination mit IL-2 oder IL-12 einen verstarkenden Effekt auf die
IFN-y-Produktion [2, 15]. IFNy (neben IL-12) wiederum nimmt entscheidenden
Einfluss auf die Bildung von Thl-Zellen bei bakteriellen, viralen und parasitaren
Infektionen. Damit bilden IL-2, IL-7, IL-12, IL-15 und IL-18 wichtige Bindeglieder
zwischen unspezifischem und spezifischem Immunsystem [27, 60]. Ross und Caligiuri
konnten 1997 zeigen, dass die Stimulation der yHteduktion durch obengenannte
Zytokine im weiteren Verlauf zur Apoptose der betroffenen NK-Zelle fuhrt. Diese
Zytokin-induzierte Apoptose scheint mit der Produktion von TiNdRirch die NK-Zelle
assoziiert zu sein. Damit scheint also ein Regulationsmechanismus der NK-Zellfunktion
durch Zytokine vorhanden zu sein [56]. Das Hypophysenhormon Prolaktin, das auch
von Zellen des Immunsystems gebildet wird, nimmt ebenfalls Einfluss auf die
Interferony-Produktion von NK-Zellen: es kann sowohl alleine die Produktion dieses
Zytokins erhdhen als auch in Gegenwart von IL-2 und IL-12. Hierbei erreicht das
alleinige Vorhandensein von Prolaktin nicht die Effizienz der beiden letztgenannten
Zytokine. Die Gegenwart physiologischer Konzentrationen von Prolaktin scheint jedoch
die IL-2-induzierte IFNy-Produktion zu verstarken [39]. Durch IL-2 stimuliert
differenzieren sich NK-Zellen auRerdem zu Lymphokin-aktivierten Killerzellen (LAK-
Zellen), die eine besonders hohe zytotoxische Aktivitdt aufweisen [38]. Des weiteren
konnten D’Andrea et al 1996 zeigen, dass die Produktion vond Nid IFNy durch
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KIR*-T-Zellen im autologen System gesteigert ist in Gegenwart von anti-KIR-mAK
bzw. anti-HLA-Klasse-I-mAk. Dies lasst darauf schlieBen, dass die KIR einen
wichtigen Einfluss auf die Zytokinproduktion von Lymphozyten haben [20].

1.6 Umriss der Arbeit

Die experimentellen Untersuchungen dieser Arbeit orientieren sich an zwei
Schwerpunkten: Zunéachst soll eine Methode entwickelt werden zur Anreicherung der
KIR-p58.1-NK-Zellsubpopulation. Die Datengrundlage der aufgefuhrten Theorien der
HLA-C-regulierten NK-Zellfunktion rekrutiert sich bisher vor allem aus Studien an
geklonten NK-Zellen. Nun soll an nativen Zellen tberpriuft werden, ob die Inhibition
von p58.1-NK-Zellen durch HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, und -Cw8 reproduzierbar ist. Die
Anreicherung dieser spezifischen NK-Zellsubpopulation erfolgt mit Hilfe
immunomagnetischer Arbeitstechniken, die Phéanotypisierung mittels
Durchflusszytometrie. Durch Zytotoxizitatsversuche gegen die Zelllinie K562 wird die
Vitalitat und gegen HLA-Cw6- und Cw7-transfizierte Zellen die postulierte Regulation
der erhaltenen Zellen untersucht. Durch Messung von intrazellular vorhandenen
Zytokinen bei NK-Zellen im Vergleich zu T-Zellen sollen Einblicke in weitere
Regulationsmechanismen der NK-Zellfunktion erhalten werden. Diese Messungen
werden wiederholt an Zellen, die zuvor durch eine MLC (Mixed Lymphocyte Culture)
stimuliert werden. Hiermit soll zum einen durch die Verlaufsbeobachtung von CD56-,
CD3-, CD158a- (p58.1-KIR) und CD158b- (p58.2-KIR) Antigenen untersucht werden,
ob es im Rahmen der MLC zu einer Veranderung in der Rezeptorexpression kommt.
Zum anderen soll gepruft werden, ob sich die Zytokinproduktion durch Konfrontation

mit fremdem Antigen verandert.
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2 Methoden

2.1 Isolierung von peripheren mononukleéren Zellen

Aus Buffy Coats (bereitgestellt von der Blutbank) oder peripherem Vollblut freiwilliger
Spender werden durch Dichtegradientenzentrifugation periphere mononukleare Zellen
(PBMNC) nach der von Boyum beschriebenen Methode isoliert [9, 10]:

Zu 25 ml Blut werden 25 ml Stammlosung 1 (PBS/EDTA) zugegeben und 2-3 mal mit
der Pipette aufgezogen und vermischt. In 50 ml Rdéhrchen werden 15 ml des
Trennmediums Lymphoprep vorgelegt, jeweils 25 ml Blut-Stammldsung-1-Mischung
werden vorsichtig darauf aufgetragen, so dass zwei Phasen entstehen. Anschlie3end
erfolgt die Dichtegradientenzentrifugation bei 800 g, 20 min, *c26hne Bremse. Es
entstehen drei Phasen: die unterste Phase besteht aus Erythrozyten und Lymphoprep,
darauf befinden sich die mononuklearen Zellen, es folgt Serum. Die mittlere Phase mit
den mononuklearen Zellen wird vorsichtig abgnommen und dreimal gewaschen mit
Stammlosung 1, Zentrifugation bei 400 g, 15 min;@5Bremse 7. Anschliel3end
erfolgt die manuelle Bestimmung der Zellzahl am Lichtmikroskop mit Neubauer-

Zahlkammern.

21.1 Immunomagnetische Zellanreicherung

Zur Anreicherung einer bestimmten Zellpopulation mit bekannter Antigenstruktur
werden die Zellen mit an Eisenionen (Microbeads) konjugierten, spezifischen
Antikdrpern markiert, die an die entsprechenden Epitope binden. Die markierten Zellen
werden anschlielBend auf eine mit paramagnetischer Eisenmatrix gefillte Trennséule
aufgetragen, die sich in einem Hochleistungs-Permanentmagneten befindet (MACS =
Magnetic Activated Cell Sorter). Positiv markierte Zellen werden in der Trennsaule
zuruckgehalten, die Negativfraktion erscheint als Durchlauf. Die Positivfraktion kann
nach Entfernen der Trennsaule aus dem Magneten eluiert werden. Die Microbeads
kénnen durch ein Release-Reagenz von den gebundenen Antikdrpern wieder entfernt
werden [51].
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2.1.2  lIsolierung von CD56/CD3-NK-Zellen und CD56'/CD3"-T-Zellen

Die Methode des "Magnetic Activated Cell Sorting" (MACS) soll anhand der
Anreicherung von CD56CD3-NK-Zellen und CD5&CD3'-T-Zellen beschrieben
werden. Zur Differenzierung der Zytotoxizitdt von NK- und T-Zellen gegeniiber HLA-
Cw6- und HLA-Cw7- transfizierten Zellen wurden diese beiden Zellpopulationen
angereichert. Es wird mit dem System der Firma Miltenyi gearbeitet. Alle
Waschvorgange werden bei 400 g und®€ 4ir 8 min durchgefuhrt. Alle Materialen

und Reagenzien werden auf Eis aufbewahrt. Folgende Vorgehensweise wurde gewahlt:

Isolierung von mononuklearen Zellen wie unter 2.1 beschrieben.
Der letzte Waschschritt wird mit Stammlésung 2 (PBS entgast + BSA + EDTA)
durchgefuhrt. Anschliel3end Zellzahlbestimmung.

Anreicherung von CD56-Zellen:

Zur Reduktion unspezifischer Bindungen werden dem Zellpellepl2@olyglobulin
(humanes 1gG) pro I@ellen zugegeben, anschlieRend 5-miniitige Inkubation auf Eis.
Nun folgt die Zugabe von 201 Multisort Anti-CD56-Microbeads pro I@ellen. Nach

einer weiteren Inkubationszeit von 15 min wird das Zellpellet mit entgaster
Stammldsung 2 resuspendiert und anschlie3end Uber einan K@lon-Filter gegeben.

Die von Zellklumpen gereinigte Suspension wird nochmals gewaschen und schlief3lich
in 5 ml entgaste Stammldsung 2 aufgenommen.

Wahrend der Inkubationszeiten wird die Trennsdule vorbereitet: Es wird eine Separation
Column Typ VS im Magnetsystem installiert und mit 7 ml entgaster Stammlésung 2
gespult. Es folgt das tropfenweise Auftragen der Zellsuspension auf die Saule. Danach
wird die Saule mit 12 ml entgaster Stammlésung 2 gespult. Durch getrenntes Auffangen
der Spulflissigkeit erhalt man die nicht gebundene Negativfraktion. Nach Entnahme der
Trennsaule aus dem Magneten und Aufsetzen auf ein 15 ml Réhrchen kann man die
Positivfraktion mit 6 ml entgaster Stammlésung 2 eluieren durch schnelles
Durchdricken des mit dem zur S&ule gehdrigen Stempels.

Positivfraktion = Eluat: CD56Zellen
Negativfraktion = Durchlauf: CD56&zellen
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Anreicherung von CD3'- und CD3-Zellen:

Es wird die bei der CD56Anreicherung gewonnene Positivfraktion weiterverwendet.
Die Zellsuspension wird bei 400 g und %C48 Minuten lang zentrifugiert, es folgt ein
Waschschritt mit Stammlésung 2. Es wird ein Ansatz miuPMultisort Anti-CD3-
Microbeads pro 10Zellen hergestellt und auf Eis 15 min lang inkubiert. Danach folgen
wiederum die Resuspension in entgaster Stammldsung 2, das Abfiltern tGber einen 40
pm Nylon-Filter, ein weiterer Waschschritt und erneute Resuspension in 5 ml entgaster
Stamml6ésung. Nach Vorbereiten der MACS-Séaule wird die Zellsuspension aufgetragen.
Die MACS-Anreicherung wird nach der soeben beschriebenen Methode vollendet. Man

erhalt folgende Zellfraktionen:

Positivfraktion = Eluat: CD58CD3'-T-Zellen
Negativfraktion = Durchlauf: CD5BCD3-NK-Zellen

2.1.3  Isolierung von CD15813/CD3/CD158a-NK-Zellen

Zur spezifischen Anreicherung von CD158%K-Zellen, die weder CD3- noch
CD158a-Rezeptoren tragen, wurde die im folgenden beschriebene Methode entwickelt
und evaluiert. Die Anreicherung dieser KIR-Subpopulation ist in dieser Art bisher noch

nicht beschrieben worden. Nach folgendem Schema wurde vorgegangen:
Isolierung von mononukleéren Zellen wie unter 2.1 beschrieben.

Depletion von CD3- und CD1584-Zellen:

Die Zellen werden gezéahlt und die PBMNC-Zellzahl mit Stammlésung 2 auf eine
Konzentration von 500 Mio / ml eingestellt. Zur Verringerung unspezifischer
Bindungen werden 5QI Polyglobulin / ml Zellsuspension zugegeben (llGro 16
Zellen) und fir 5 min bei +°€ inkubiert. Im nachsten Schritt werden L30AnNti-
OKT3 (unmarkiert) / ml (10ul pro 3,3 x 16 Zellen) und 200pl Anti-CD158a
(unmarkiert) / ml (10ul pro 2,5 x 16 Zellen) zugegeben, es folgen eine 20-miniitige
Inkubation bei + 4C und 2 Waschschritte mit Stammldésung 2. Um diese markierten

Zellen aus dem Zellgemisch entfernen zu kénnen, werdepl X®oat-Anti-Mouse-
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Microbeads pro 10Zellen dazu pipettiert und inkubiert fir 20 min bei %4 Zum
Schluss werden die Zellen noch einmal gewaschen mit Stammlésung 2 und
anschlieBend in 2 ml davon aufgenommen. Mit Hilfe des oben beschriebenen
Magnetsystems werden die Zellen nun aufgetrennt. Man erhalt:

Positivfraktion = Eluat: CD3CD1584-Zellen
Negativfraktion = Durchlauf: CDR&CD158a-Zellen

Anreicherung von CD1588-Zellen:

Der soeben erhaltene Durchlauf der MACS-Depletion wird weiter verarbeitet. Nach der
Bestimmung der Zellzahl erfolgt eine Zentrifugation bei 400 g fur 8 min, anschliel3end
sorgfaltiges Abnehmen des Uberstands. Das Zellpellet wird mitl #nti-CD158b
(unmarkiert) pro 19 Zellen versetzt und fir 25 min bei ®G inkubiert. Es folgen 2
Waschschritte mit jeweils 2 ml Stammlosung 2. Als nachster Schritt werdehREd-
Anti-Mouse-Microbeads pro 2@ellen zugegeben und fiir 15 min bei ®c4inkubiert.

Diese Microbead-gekoppelten Antikdrper binden an den Anti-CD158b-Antikdrper. Der
Ansatz wird einmal gewaschen und dann in p0Gtammlésung 2 aufgenommen.
Aufgrund der geringeren Zellzahl wird fir die magnetische Anreicherung eine
Separation Column Typ MIm MiniMACS-System verwendet. Die Saule wird mit 1

ml Stammlésung 2 gespult und die Zellsuspension aufgetragen. Dann wird nochmals
mit 2 ml Stammldsung 2 gespilt und schliel3lich, nach Entfernung der Saule aus dem
Magneten, wird mit 1 ml Stammlésung 3, die zuvor 30 min bei + 56°C inaktiviert

wurde, eluiert. Man erhélt:

Positivfraktion = Eluat: CD158KCD3/CD158aNK-Zellen
Negativfraktion = Durchlauf: CD158K-D3/CD158a-NK-Zellen

Um die Ergebnisse der Zellanreicherungen evaluieren zu kdnnen wird nach jedem
Anreicherungsschritt die Zellzahl bestimmt und eine Immunphanotypisierung der
erhaltenen Subpopulation mittels Durchflusszytometrie durchgefuhrt.
Kontrollfarbungen zeigen, ob unspezifische Bindungen aufgetreten sind.
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2.2 Immunphanotypisierung mit der Durchflusszytometrie

Es handelt sich um eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspension anhand
von Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften, mit Hilfe derer Zellgro3e, Granularitat
und immunologischer Phanotyp bestimmt werden konnen (FACS = Fluorescence
Activated Cell Sorter). Die Zellsuspension wird durch eine Kapillare mit Uberdruck in
den Messbereich gesogen, wobei es durch Beschleunigung des Zellflusses zur einzelnen
Hintereinanderreihung der Zellen kommt. Im Messbereich kommt es durch
Wechselwirkung der Zelle mit dem einfallenden Laserstrahl (Argonlaser, Wellenlange
488 nm) zur Lichtstreuung. Diesen Vorgang bezeichnet man als hydrodynamische
Fokussierung. Anhand der Veranderung der Richtung des Lichtstrahls, die von
Photodetektoren wahrgenommen wird, kdnnen Zellgro3e, Struktur der Zellmembran
und intrazellulare Bestandteile identifiziert werden. Dabei gibt es zwei Parameter:
Vorwartsstreulicht (forward light scatter = FSC) entlang des einfallenden Lichtstrahls
als Mal3 fur die Zellgrof3e, und Seitwartsstreulicht (side scatter = SSC) im rechten
Winkel zum einfallenden Lichtstrahl als Mal3 fur die intrazellulare Granularitat [21].

Durch Markierung der Zellen mit monoklonalen AntikGrpern, die mit einem von vier
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind, kann eine immunologische Phanotypisierung der
Zellen erfolgen. Dabei absorbieren die Farbstoffe Lichtenergie des Messlasers. Durch
diese Energie werden Elektronen auf ein hoheres Energieniveau gehoben und emittieren
beim Rucksprung auf das Ausgangshiveau ein Photon. Die Fluoreszenzenergie des
Photons ist geringer als die Absorptionsenergie, das abgestrahlte Licht ist langwelliger
als das anregende Licht. Die Fluoreszenzintensitat ist direkt proportional zur Anzahl der
Bindungsstellen einer Zelle, die mit Farbstoff-gekoppelten Antikorpern besetzt sind [30,
57].

Als Fluoreszenzfarbstoffe werden verwendet:

» Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Emissionsmaximum bei 520 nm

» Phycoerythrin (PE), Emissionsmaximum bei 560 nm

= Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP), Emissionsmaximum bei 680 nm

» Allophycocyanin (APC), Emissionsmaximum bei 660 nm

Durch Messung von Lichtstreuung und Fluoreszenz und Umwandlung der Signale in

elektrische Impulse kdnnen die Daten an einem angeschlossen Computer mit Hilfe eines
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speziellen Mess- und Bearbeitungsprogramms ausgewertet werden. Die Ergebnisse
werden in Form eines Koordinatensystems (Dot Plot) dargestellt, jede untersuchte Zelle
entspricht hier einem Punkt. Durch das Setzen von Gates konnen einzelne
Zellsubpopulationen  abgegrenzt und genauer analysiert ~werden. Um
Fehlinterpretationen zu verhindern, wird bei jeder Immunphanotypisierung eine
Zellprobe mit einer Kontroll-Antikorpermischung gefarbt, die Uber unspezifische
Bindungen informiert und fur eine genaue Messeinstellung verwendet wird. Es werden
zwei Systeme fir die Durchflusszytometrie benutzt:
1. Messeinheit: FACScan von Becton-Dickinson, besitzt 3 Fluoreszenzkanéle.

PC von Hewlett-Packard.

Auswertungsprogramm PC Lysys II.
2. Messeinheit: FACSCalibur von Becton Dickinson, besitzt 4 Fluoreszenzkanale.

Computer von Apple (Macintosh).

Auswertungsprogramm CellQuest.

221 Durchfuhrung der FACS-Direkt-Farbung

In spezielle FACS-ROhrchen werden 100 pl Zellsuspension (Konzentration 50 - 150 x
10* Zellen / 100 pl) vorgelegt. AnschlieRend werden jeweils 10 pl eines Fluoreszenz-
Farbstoff-konjugierten Antikdrpers zugegeben. Sollen unterschiedliche Farbstoffe
verwendet werden, konnen mehrere Direktfarbungen auch im selben Ansatz
durchgefuhrt werden. Nach Vortexen der Zellsuspension Inkubation auf Eis fir 30 min
unter Lichtausschluss. Nur bei Verwendung von heparinisiertem Vollblut folgt die

Zugabe von 2 ml FACS-Lyse-Puffer und eine zweite Inkubation fir 10 min unter

denselben Bedingungen. Anschlielend folgen zwei Waschschritte mit PBS zur
Entfernung von ungebundenem Antikdrper. Zentrifugation jeweils bei 400 g und + 4°C
fur 8 min. Wichtig ist eine sorgféltige Resuspension des Zellsedimentes jeweils im
Anschluf3 an die Zentrifugation. Die Proben kénnen nun gemessen werden.
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2.2.2 Durchfuhrung der FACS-Indirekt-Farbung

Nach Anreicherung der CD1588D3/CD1584aNK-Zellen waren diese bereits mit
unmarkiertem Anti-CD158b beladen. An diesen Anti-CD158b waren wiederum
Microbeads gebunden. Da davon ausgegangen werden kann, dass durch die
Anreicherung nicht alle CD158b-Antigene durch Anti-CD158b besetzt werden, wird
mit folgender FACS-Indirekt-Farbung gearbeitet: zusatzliche Markierung der Zellen
(100 pl Zellsuspension) mit 20 pl unmarkiertem CD158b-monoklonalen Antikdrper,
dadurch Absattigung noch freier Antigenbindungsstellen auf der Zelloberflache.
Inkubation und Waschen. Zugabe von 5 pl Goat-Anti-Mouse-Antikérper, FITC-
konjugiert, pro 100 pl Zellsuspension. Es handelt sich hierbei um einen Anti-Globulin-
Antikorper, der an Anti-CD158b bindet. Nochmals Inkubation und Waschen. Zugabe
von 50 pl Mausserum, Inkubation und Waschen. Das Mausserum dient der
Verhinderung unspezifischer Bindungen bei der nun folgenden PE-Féarbung. Diese wird

wie oben beschrieben durchgefiihrt.

10*

1

102

102 10° 10%

Abbildung 1:
Unspezifische Bindung mit GAM-FITC.

2.3 Zytotoxizitatstest

Es handelt sich um eine Methode zur Bestimmung der Zytotoxizitat von Effektorzellen.
Die Durchfihrung entspricht weitgehend der von Blomberg et al 1986 vorgestellten
Weise. Hierbei werden die Zielzellen (Targetzellen) mit lipophilem BATDA-Liganden
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inkubiert, der die Fahigkeit zur Passage der Zellmembran besitzt. In der Zelle wird der
Ligand zur hydrophilen Form (TDA) hydrolysiert und verliert dadurch seine
Membrangangigkeit. Bei der durch Effektorzellen verursachten Targetzellzerstorung
wird TDA freigesetzt und bildet mit der zugegebenen Europium-Lésung (Eu-Solution)
einen stark fluoreszierenden stabilen Chelatkomplex (EuTDA). Die photometrisch
gemessene Fluoreszenz ist direkt proportional zur Lyserate.

Zur Beurteilung der Zytotoxizitat der Effektorzellen wird die Spezifische Lyse
berechnet. Aus Drei- und Vierfachbestimmungen der Messwerte werden zunachst
jeweils Mittelwert und Standardabweichung bestimmt. Aul3erdem mussen die Parameter
Spontanlyse, Maximallyse und Background ermittelt werden. Die Spontanlyse
entspricht der spontanen Freisetzung von TDA und ist somit ein Mal3 fur den Zustand
der Targetzellen. Ihr Wert sollte nicht Gber 30% liegen. Die Maximallyse ist der Wert,
der durch Lyse aller Targetzellen maximal erreicht werden kann. Beim Background
handelt es sich um die Fluoreszenz-Aktivitat von im zellfreien Uberstand eventuell

vorhandenen Liganden.

(Spontanlge— Backgroung x100

Spontanlyse in % -
(Maximallyse— Backgroundl

(MelR3wert- Spontanlys) x100

Spezifische Lyse in % -
(Maximallyse— Spontanlys)

2.3.1 Vorbereitung der Targetzellen

Als Targetzellen werden transformierte lymphoide Zellen (K562), HLA-freie (LCL-
721.221) und HLA-transfizierte Zellen (HLA-Cw6, HLA-Cw7) verwendet. Die

Zelllinie K562 ist ein Standard-Target zur Bestimmung der NK-Zell-Zytotoxizitat, die
anderen Zelllinien dienen den Untersuchungen zur HLA-C-beeinflu3ten NK-Zell-
Aktivitat.

Zellkultur

Die Targetzelllinien wachsen in einer Suspensionskultur bei + 37°C in wasser-
dampfgesattigter 5%iger CG@\tmosphére im Brutschrank. Zur Langzeitkultivierung
muss das Kulturmedium fur K562 10% Fetales Kalberserum (FCS) enthalten
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(Stammldsung 3). Dem Medium fur die HLA-freien und HLA-C-transfizierten Zellen
muss aufRerdem Hygromycin B zugesetzt werden (Stammldsung 4). Die Bedingungen
zum Zellwachstum werden verbessert indem die Zellkonzentration relativ klein gehalten
wird. Daher werden die Zellen jeden zweiten Tag in einer Konzentration von ca. 5 - 10
x 10" Zellen / ml neu ausgesat. Einen Tag vor dem Zytotoxizitatstest werden sie
nochmals verdunnt. Dieser Proliferationsreiz wirkt guinstig auf den Zustand der Zellen,
wodurch die Spontanlyse positiv beeinfluf3t wird.

BATDA-Markierung der Targetzellen flr den Zytotoxizitatstest

Zur schonenden Behandlung der Zellen erfolgen alle Zentrifugationsschritte fir 5 min
bei 200 g und Bremse 3. Die Zellsuspensionen werden zentrifugiert und die Uberstande
dekantiert, danach wird die Konzentration mit Stammlésung 5 auf jeweiBellen /

ml eingestellt. Pro Target werden 2 ml Zellsuspension (= 2°xZ#&llen) mit 5 pl
BATDA-Ligand resuspendiert und fur 30 min im Brutschrank (+ 37°C, 5%)CO
inkubiert. Um den BATDA-Liganden aus dem Uberstand zu entfernen werden die
Targets anschlieBend finf mal mit Stammlésung 5 gewaschen. Nach jedem
Waschschritt werden die Zellen in ein neues 15 ml R6hrchen Uberfihrt, um eine
Verunreinigung durch nicht aufgenommenen Liganden zu minimieren. Die Zellen
mussen sehr vorsichtig gehandhabt werden, um eine vorzeitige Freisetzung des
Liganden zu vermeiden. Im Anschluf3 an den letzten Waschschritt wird die Zellzahl
bestimmt und die Konzentration mit Stammlésung 5 auf 5*xZ&llen / ml eingestellt.

Dies entspricht einer Konzentration von 5000 Targets / Well bei der Durchfihrung des
Zytotoxizitats-Testes mit 100 pl Targetsuspension / Well. Zusétzlich wird von jeder
Targetpopulation eine Probe entnommen und separat zentrifugiert. Der Uberstand

hiervon wird zur Background-Bestimmung verwendet.

2.3.2  Vorbereitung der Effektorzellen

Bei den Effektorzellen handelt es sich um die in den Zellanreicherungen gewonnenen
Populationen an CD158€D3/CD158&Zellen, CD1586BCD3/CD158&Zellen,
CD56'/CD3'-Zellen, CD56/CD3-Zellen und unaufgereinigte PBMNC. Die Zellzahl
wird bestimmt, die Konzentration wird mit Stammlésung 5 auf 2% 10l eingestellit.

Die Zentrifugation erfolgt hierbei mit 400 g fir 8 Minuten. Anschlie3end wird eine
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Verdunnungsreihe hergestellt, die sich in ihrer Ausgangskonzentration auf die
Targetzellkonzentration bezieht, die bei 5 X Zellen / ml liegt. Je nach vorhandener
Effektorenanzahl kann die Verdlinnungsreihe mit einem E/T-Verhaltnis von 80:1, 40:1
oder 20:1 beginnen, was einer Effektorenkonzentration von £ kb0 2 x 16 / ml

oder 1 x 18/ ml entspricht.

2.3.3 Durchfuhrung des Zytotoxizitatstest

Es wird eine Mikrotiterplatte mit 96 Rundboden-Kavitaten (= Wells) verwendet.

In der ersten Reihe werden drei Vierfach-Bestimmungen durchgefuhrt:

1. Background: in die ersten vier Wells werden jeweils 100 pul Medium und 100 pl
Target-Uberstand pipettiert.

2. Spontanlyse: in die folgenden vier Wells werden jeweils 100 pl Medium und 100 pl
Targetzellsuspension gegeben.

3. Maximallyse: die letzten vier Wells enthalten zuséatzlich zu 100 pl Medium und 100
pl Targetzellsuspension jeweils 15 pl Triton.

In den folgenden Reihen werden Dreifach-Bestimmungen durchgefihrt. Fir jedes E/T-

Verhaltnis werden jeweils 3 x 100 pl einer Effektorzellverdinnung mit 3 x 100 pl

Targetzellsuspension angesetzt. Wenn das Assay fertig pipettiert ist, wird die Platte fur

2 min bei 100 g mit Bremse 4 anzentrifugiert, anschlieBend kommt sie zur Inkubation

fur 2 h in den Brutschrank. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Platte bei obiger

Einstellung wiederum anzentrifugiert. Jeweils 20 pl des Uberstandes eines Wells

werden in eine neue 96-Lochplatte mit Flachboden pipettiert. Mit der Multipette werden

200 pl Europium-LOosung jedem Well zugegeben. Nach weiteren 15 Minuten auf dem

Schattler kann das Ergebnis am Fluorometer gemessen und anschlie3end ausgewertet

werden.

24 Intrazellulare Zytokinbestimmung

Zur Bestimmung der Zytokinproduktion von definierten Zellsubpopulationen werden
intrazellulare  Zytokinfarbungen in  Kombination mit  phé&notypisierenden
Oberflachenfarbungen durchgefiihrt. Hierzu werden nach Anreicherung von PBMNC
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diese zur Zytokinproduktion stimuliert mit PMA (Phorbol 12-Myristat 13-Acetat),
lonomycin und Monensin. PMA und lonomycin fiihren Uber einen erhodhten
Kalziumeinstrom (lonomycin) oder direkt (PMA) zu einer polyklonalen Aktivierung der
Zelle, wahrend Monensin als Protein-Transport-Inhibitor die Zytokinsekretion der Zelle
verringert und damit die intrazellulare Zytokinkonzentration erhdht. Im Anschlul? an die
Stimulation wird eine Oberflachenfarbung mit fluoreszierenden Antikdrpern, die mit
den Farbstoffen FITC, PE und PerCP gekoppelt sind, durchgefuhrt. Es folgt die
Fixierung der Oberflachenfarbung und Zellstruktur mit Formaldehyd und
Permeabilisierung der Zellmembran mit Saponin-Losung. Durch die Permeabilisierung
der Zellmembran werden Poren geschaffen fur den Eintritt der Anti-Zytokin-
Antikorper. Zur Verhinderung unspezifischer Bindungen wird nun eine Inkubation mit
humanem Ig@ angeschlossen. Schlie3lich werden intrazellular vorliegende Zytokine
mit APC-konjugierten spezifischen Antikdrpern angefarbt. Die Immunph&notypisierung

der Zellen und Messung ihrer Zytokinproduktion erfolgt mittels Durchflusszytometrie.

241 Durchfiihrung

Isolierung von mononukleéren Zellen wie unter 2.1 beschrieben.

Einstellen der Zellkonzentration auf®@ellen / ml mit Stammlésung 3.

Stimulation der Zellen

In eine 24-Lochplatte werden 1 x 21®BMNC = 1 ml Zellsuspension pro Loch
vorgelegt. Dann werden 10 ng / ml Zellsuspension PMA, 200 ng / ml Zellsuspension
lonomycin und 3uM / ml Zellsuspension Monensin zugegeben und jeweils gut
resuspendiert. Es folgt eine Inkubationszeit von 12 h bei*€ 3ihd 5% CQ im

Brutschrank.

Oberflachenfarbung

Aus jedem Ansatz der 24-Lochplatte werden p0@er Zellsuspension in ein FACS-
Rohrchen Uberfuhrt. Die Zellen werden zweimal gewaschen mit jeweils 2 ml kaltem
2%igen FCS-PBS, die Zentrifugationsschritte erfolgen bei 400 g fur 5 min .+ 4
Der Waschpuffer wird anschlieend mit Pasteurpipette und Vakuumpumpe sorgfaltig

entfernt. Die Oberflachenfarbung wird nun mit jeweils p2 des gewulnschten

25



Methoden

Antikorpers durchgefiihrt, es folgen eine Inkubation fir 30 min auf Eis und zwei
Waschschritte unter denselben Bedingungen wie zuvor, der Waschpuffer wird wieder

genau abgenommen.

Fixierung

Zur Fixierung der Zellstruktur inklusive Oberflachenfarbung wird jedem Ansatz jeweils
1 ml kalter 2 %iger para-Formaldehyd-Losung zugegeben und dann fur 45 min auf Eis
inkubiert. Es folgen zwei Waschschritte.

Intrazellularfarbung

Fur die Intrazellularfarbung wird zunachst Humanigergegebene Konzentration = 5

mg / ml) mit 0,3%iger Saponin-L6sung um den Faktor 20 verdinnt. Zu jedem Ansatz
werden 20pl HumanlgG pipettiert und anschlieend 15 min auf Eis und unter
Lichtausschluss inkubiert. Dann wird mit 80 des gewiinschten spezifischen APC-
Antikorpers, der zuvor von der Ausgangskonzentration 0,1 mg / ml mit 0,3%iger
Saponin-Lésung um den Faktor 400 verdinnt wurde, gefarbt. Es folgen eine
Inkubationszeit von 45 min auf Eis und unter Lichtausschluss und 2 Waschschritte mit
0,1%iger Saponin-Lésung, Zentrifugation bei 400 g und °€ 40r 5 min. Der

Waschpuffer muss wieder genau abgenommen werden.

2.4.2 Messung und Auswertung

Bei der durchflusszytometrischen Bestimmung der intrazellularen Zytokinproduktion
wird nach folgendem Schema vorgegangen: An unstimulierten Zellen werden zunachst
Kontrolimessungen mit dem FACS-Kontroll-Antikérpgt/y2 durchgefihrt, um die
Kanale FL1 (FITC) und FL2 (PE) einzustellen. Anschlie3end folgen Einzelmessungen
fur die Kandle FL3 (PerCP) und FL4 (APC). Anhand von Doppel- und
Dreifachfarbungen werden die Kanaleinstellungen nochmals abgeglichen, bevor mit den
Messungen am vierfach gefarbten Probenmaterial begonnen wird. Die
Vierfachfarbungen erfolgen mit Anti-CD158a-FITC, Anti-CD158b-PE, Anti-CD3-
PerCP und jeweils einem Zytokinfarbenden APC-Farbstoff (Anti-IL-2-APC, Anti-IL-5-
APC, Anti-IL-10-APC, Anti-IL-12-APC, Anti-IFN-APC und Anti-TNF-APC). Diese

Messungen werden am stimulierten Zellmaterial wiederholt.

26



Methoden

Bei der Auswertung wird zundchst das phanotypische Muster der Proben bestimmt,
indem eine quantitative Untersuchung auf CD3nd CD3-Zellen durchgefiihrt wird.
Diese werden wiederum nach dem Merkmal CD158al CD158b aufgetrennt. Zum
Schluss erfolgt die Zuordnung der Zytokin-Messwerte zu den hierdurch ermittelten
Zellpopulationen.

Beispiel einer Farbung zum Nachweis der intrazellularen Produktion von Inteyferon-
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Abbildung 2:
Nachweis von intrazellularer Produktion von IlMait phanotypischer Zuordnung.

2.5 Lymphozytenmischkultur

Das Testprinzip beruht auf der Beobachtung, dass antigenreaktive Lymphozyten bei
allogener, Antigenprasentation zur Proliferation stimuliert werden (MLC = Mixed
lymphocyte culture). Abhangig von den Differenzen zwischen den HLA-Antigenen und
der Reaktionsfreudigkeit der Effektoren kann dies auch in einer Lyse der
antigenprasentierenden Zellen (Stimulatoren) resultieren. Werden Lymphozyten zweier
unterschiedlicher Spender miteinander vermischt und sind alle Zellen in
funktionsfahigem Zustand, so handelt es sich um eine Zweiweg-MLC. Hierbei
stimulieren sich die Populationen gegenseitig, beide konnen Anderungen in
Wachstumsverhalten, Differenzierung und Zytotoxizitat zeigen. Wurde eine der beiden
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Zellreihen jedoch zuvor bestrahlt, so verliert sie hierdurch ihre Reaktivitdt und
Teilungsfahigkeit bei Erhaltung der Oberflachenstruktur, sie kann also nach wie vor als
Stimulus dienen. Hier spricht man von einer Einweg-MLC. [Friemel]

251 Durchfiihrung

Von zwei verschiedenen Spendern werden PBMNC angereichert und mit Stammlésung
3 auf eine Konzentration von 1 x®/0ml eingestellt. Es wird die Methode der Einweg-
MLC angewendet, die Herstellung der Stimulatoren erfolgt durch Bestrahlung jeweils
einer von zwei Lymphozytenpopulationen mit 30 Gy am Telecobalt-Geréat. In eine 24-
Lochplatte werden jeweils 1 ml der Stimulator-Population und Effektor-Population pro
Loch pipettiert. Es entstehen somit vier Versuchsansatze, jede Lymphozytenpopulation
dient in verschiedenen Ansatzen als Effektor oder als Stimulator. Die MLC wird im
Brutschrank (+ 37°C, 5% Cfpaufbewahrt. Am Tag des Ansatzes und an verschiedenen
darauffolgenden Tagen werden Proben entnommen, bei denen die Zellzahl bestimmt

und eine FACS-Immunphanotypisierung durchgefuhrt wird.

2.5.2 Bestimmung der intrazellularen Zytokinproduktion nach MLC

Zusatzlich zur Immunphéanotypisierung werden die MLC-Ansétze darauf untersucht, ob
Interferony, Tumor-Nekrose-Faktam- oder Interleukin-2 von den aktivierten

Lymphozyten produziert werden. Dies geschieht durch eine wie unter 2.5 beschriebene
intrazellulare FACS-Farbung und durch die folgend beschriebene Bestimmung von

Interferony im Uberstand der MLC.

2.5.3  Bestimmung von Interferon-y im Uberstand der MLC

An verschieden fortgeschrittenen Inkubationstagen werden Proben der MLC
entnommen und bei 450 g fur 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen, bei
- 70°C eingefroren und bei vollstandiger Vorlage aller Proben auf Interferon-
angefarbt. Es wurde der QTF1015 human yANMMunoassay Kit der Firma WAK-

Chemie Medical GmbH verwendet. Es handelt sich hierbei um ein Verfahren zur
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guantitativen Bestimmung von humanem I¥#Nn Flussigkeiten auf der Grundlage

einer durchflusszytometrischen Immunfluoreszenz-Messung.

Durchfuhrung

Man beginnt mit der Vorbereitung der Standardmessreihe und der zu bestimmenden
Proben. Die IFN¢Standards besitzen folgende Konzentrationen: 20000 pg / ml, 5000
pg / ml, 1000 pg / ml, 200 pg / ml, 50 pg / ml, 10 pg / ml, 2 pg / ml, 0 pg / ml. Zur
Herstellung der Standardmessreihe werden jeweils 1BO&ines IFNy-Standards in
FACS-ROhrchen pipettiert. Dasselbe geschieht mit f0Jeder Probe an MLC-
Uberstand. Die IFN~Capture-Beads werden durch Vortexen resuspendiert, dann
werden jedem Ansatz 14 IFN-y-Capture-Beads zugegeben. Es folgen eine Inkubation
fur 60 min auf dem Ruttler und zwei Waschschritte mit jeweils 2 ml 1X IFA-Puffer,
Zentrifugation bei 500 g fur 5 min. Der Waschpuffer wird sorgfaltig abgenommen. In
jedem FACS-RoOhrchen werden nunidlQAnti-IFN-y-AntikOrper pipettiert, wieder wird

fur 30 min auf dem Ruittler inkubiert, anschlieend einmal gewaschen und zentrifugiert
wie zuvor. Das Zellpellet wird in 20Qul PBS resuspendiert und kann nun

durchflusszytometrisch gemessen werden.

Auswertung
Die Messwerte der Standardmessreihe ergeben bei doppelt logarithmischer Darstellung
gegen die IFNrKonzentration eine Standardkurve, anhand derer die yiFN-

Konzentration der Proben an MLC-Uberstand bestimmt werden kann.
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3 Material

3.1 Allgemeine Gerate und Laborartikel

Sterile Werkbank Mobilien W 90
Sterile Werkbank

Zentrifugen Rotina 48R und Rotixa RP
Vortexer VF 2

Dreh-Schuittler

Waage

Heizbad

Cellcounter H3

Cellcounter Advia 120
Brutschrank

Zellkulturflaschen 50 ml, 250 ml
Pipettiergerat Pipettboy Plus
Pipettiergerat Fireboy
Pipettiergerat Multipette plus
Pipetten

Pipettenspitzen

Rohrchenstander

Sterile Polysterol-Zentrifugenrohrchen 15 ml, 50 ml
Butterfly-21

Kanulen

Einmalspritzen (5 ml, 20 ml, 50 ml)
Desinfektionsspray

Handschuhe

Eppendorf-Rohrchen

Mikrolance 3
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Waldner
Heraeus
Hettich
Janke & Kunkel
Heidolph
Sartorius
Kdttermann
Bayer
Bayer
Heraeus
Greiner
Tecnomara
Tecnomara
Eppendorf
Gilson
Sarstedt, Greiner
Nalgene
Greiner

Abbott

Braun
Braun
Braun
Safeskin
Eppendorf
Becton Dickinson
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3.2 Allgemeine Reagenzien

PBS-Spezial (Phosphat Buffered Saline)
EDTA (250 mmol, pH 8,0)

Bovine serum albumine (BSA) 7,5%
Hepes-Puffer

RPMI 1640-Medium

Fetales Kalberserum (FCS)
L-Glutamin

Penicillin / Streptomycin
Hygromycin

Aqua destillata

Heparin

3.3 Hard- und Software

PC & Drucker Laser Jet 4 Plus
PC Lysis li

HP Reader

PC Macintosh

CellQuest

Word 6.0

Excel 5.0

WinMDI

3.4 Mikroskopie

Lichtmikroskop (Zellzahlbestimmung)
Inversionsmikroskop (Zellkulturbeobachtung)
Neubauer Zahlkammer

Objekttrager 76 x 26 mm

Deckglaser

Trypanblau (0,4%)
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Life Technologies
Univ. Apotheke
Life Technologies
Gibco
Biochrom
Seromed
Seromed
Seromed
Sigma
Fresenius
Sigma

Hewlett-Packard

Becton Dickinson
Hewlett-Packard
Apple

Apple

Microsoft
Microsoft

Joseph Trotter

Olympus
Olympus
Brandt
Langenbrinck
Knittel
Sigma
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3.5 Stammldésungen

Stammlésung 1: Wasch-Puffer
* 500 ml PBS-Spezial
e +10,6mlEDTA (250 mM)

Stammldsung 2: MACS-Puffer (entgast)
* PBS-Spezial

« +10,6 ml EDTA (250 mM)

« +36,5ml BSA (7,5%)

e 20 min. in ein Ultraschallbad zur Entgasung

Stammldsung 3: Medium fiir Zellkultivierung

(K562, MLC und intrazellulare Zytokinfarbung)

* RPMI 1640

* + 5 mlL-Glutamin (200 mM)

* + 5 ml Penicillin (10000 U/ ml) / Streptomycin (100Qg/ ml)
* + 12,5 ml Hepes-Puffer (25 mM)

* + 50 ml Fetales Kalberserum (FCS)

Stammldsung 4: Medium fiir Zellkultivierung
(HLA-CW6, HLA-CW?7, LCL 721.221)
* 48 ml Stammldsung 3

* + 2 mlHygromycin B (100 pg/ ml)

Stammldsung 5: Medium fur BATDA-Assay

* RPMI 1640

* + 5 mlL-Glutamin (200 mM)

* + 5 ml Penicillin (10000 U/ ml) / Streptomycin (100Qg/ ml)
* + 12,5 ml Hepes-Puffer (25 mM)

* + 50 ml Fetales Kalberserum, inaktiviert (30 min. b&i®6
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3.6 Spezielle Materialien fur die Isolierung von mononuklearen Zellen
Probenmaterial

Buffy Coats Blutbank Tubingen
Peripheres Vollblut Freiwillige Spender
Reagenzien

Stammlésung 1
Lymphoprep Nyegard

3.7 Spezielle Materialien fur die immunomagnetische Zellanreicherung

Geréate und Laborartikel

Vario MACS / Mini MACS (Magnete) Miltenyi Biotec
MACS-Separation Columns VE10° Zellen) / MS (10’ Zellen)  Miltenyi Biotec
Ultraschallbad Sonorex Super RK 106 Bandelin
Nylon-Zellfilter (40 um) Falcon
Filterpapiere Shandon

Reagenzien und Antikorper
Stammlésung 2
Stammlésung 3

Polyglobulin Alpha
CD56-Multisort Kit (Microbeads und Reagenzien) Miltenyi Biotec
CD3-Multisort Kit (Microbeads und Reagenzien) Miltenyi Biotec
Anti-CD3 unmarkiert (IgG1 / OKT3) Becton-Dickinson
Anti-CD158a unmarkiert (IgG1) Becton-Dickinson
Anti-CD158b unmarkiert (IgG1) Becton-Dickinson
Goat-Anti-Mouse-Microbeads Miltenyi Biotec
Rat-Anti-Mouse-Microbeads Miltenyi Biotec
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3.8 Spezielle Materialien fur die Immunph&notypisierung

Geréate und Laborartikel

FACScan-Flowcytometer Becton-Dickinson
FACS Calibur Becton-Dickinson
FACS-ROhrchen 12 x 75 mm spitz Greiner

Reagenzien und Antikorper

Mausserum

Kontroll Antikdrperyl/j2 Simultest Becton-Dickinson
Anti-CD3-FITC (IgG1) Becton-Dickinson
Anti-CD3-PE (I1gG1) Becton-Dickinson
Anti-CD3-PerCP (IgG1) Becton-Dickinson
Anti-CD3-APC (IgG1) Becton-Dickinson
Anti-CD56-FITC (IgG1 / NCAM 16.2) Becton-Dickinson
Anti-CD56-PE (IgG1 / Lell*19) Becton-Dickinson
Anti-CD56-PE (IgG1/ NCAM 16.2) Becton-Dickinson
Anti-CD94-PE (I1gG1) Immunotech
Anti-CD158a-FITC (IgG1) Becton-Dickinson
Anti-CD158a-PE (1gG1) Immunotech
Anti-CD158b-PE (1gG1) Immunotech
Goat-Anti-Mouse-FITC (IgG1) Becton-Dickinson
Anti-HLA-A,B,C-FITC (w6/32) Harlan Sera-Lab Lt.
Anti-DX9-PE (1gG1) Becton-Dickinson
3.9 Spezielle Materialien fur die Zytotoxizitatsbestimmung

Geréate und Laborartikel

Zytotox-Fluorometer 1230 Arcus LKB-Wallac
96-Loch-Mikrotiterplatten (Rund- und Flachboden) Greiner
Multititer-Ranks (12 Maxisorp) Nunc
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Reagenzien
Stammlésung 5
BATDA-Ligand
EU-Solution

Triton X-100 (10%)

Zellreihen
Standard-NK-Zell-Target K562.

EBV-transformierte B-Lymphoblastoid Zellinie LCL-721.221.
LCL-721.221 transfiziert mit HLA-Cw6, HLA-Cw7.

Delfia
Delfia
Sigma

3.10 Spezielle Materialien fur die intrazellulare Zytokinbestimmung

Geréte und Laborartikel
Pasteurpipette
Vakuumpumpe

Reagenzien und Antikorper
Stimulatoren PMA, lonomycin, Monensin
DMSO (Dimethylsulfoxid)
PFA (Paraformaldehyd)
Saponin-Lésung
Anti-CD158a-FITC
Anti-CD158b-PE
Anti-CD3-PerCP
Anti-IL-2-APC
Anti-IL-5-APC
Anti-IL-10-APC
Anti-IL-12-APC
Anti-IFNy-APC
Anti-TNFa-APC
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Pfeiffer Vacuum

Pharmingen
Sigma
Sigma
Pharmingen
Becton-Dickinson
Immunotech
Becton-Dickinson
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen

Pharmingen
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3.10.1 Herstellung der Stimulatoren

PMA:

In DMSO geltstes PMA wird bei -7C aufbewahrt, aliquotiert & 30 (c =2 mg / mid

20 ug PMA / Aliguot). Bei Bedarf wird ein Aliquot mit PBS auf 2 ml aufgeftllt (c = 20
g / 2 mIJ10000 ng / ml). Davon werden 1f0abgenommen und auf 1 ml aufgefullt
(c = 1000 ng / ml). Jeweils 1@l werden entnommen und der Zellsuspension

zugegeben, dies ergibt die erforderliche Konzentration von 10 ng / ml Zellsuspension.

lonomycin:

In DMSO geltstes lonomycin wird bei -5 aufbewahrt, aliquotiert a 30 (c =1 mg /

ml 00 10pg lonomycin / Aliquot). Bei Bedarf wird ein Aliquot mit PBS auf 500
aufgefillt (c = 20ug / ml 020000 ng / ml). Davon werden jeweils fiDentnommen

und der Zellsuspension zugegeben, dies ergibt die erforderliche Konzentration von 200

ng / ml Zellsuspension.

Monensin:

In PBS gelostes Monensin wird bei 2€5aufbewahrt, aliquotiert a 1l (c= 150uM /
Aliquot). Bei Bedarf wird ein Aliquot mit PBS auf 5001 aufgefillt (c = 3M /
Aliquot). Daraus werden jeweils 30 entnommen der Zellsuspension zugegeben, dies

ergibt die erforderliche Konzentration vouB® / ml Zellsuspension.

3.10.2 Herstellung des Fixators

Zur Herstellung des Fixators para-Formaldehyd (PFA) (2%) wird 1 g PFA in 50 ml PBS

aufgenommen und bei 80 im Wasserbad aufgelost.

3.10.3 Herstellung des Waschpuffers

Zur Herstellung des Waschpuffers FCS-PBS (2%) werden 10 ml FCS zu 500 ml PBS

gegeben.
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3.10.4 Herstellung des Permeabilisators

1 g Saponin (10%-LO6sung) wird in 10 ml PBS aufgenommen und & 3n
Wasserbad aufgeldst. Daraus werden Losungen mit Konzentrationen von 0,3% und
0,1% hergestellt.

3.11 Spezielle Materialien fur die MLC

Geréate und Laborartikel

Telecobaltgerat Gammacell Elite MDS Nordion
24-Loch-Platten Greiner
Reagenzien

Stammlésung 3

3.12 Spezielle Materialien zur IFNy-Bestimmung im Uberstand der MLC

Reagenzien
QTF 1015 human INF-Immunoassay Kit: WAK-Chemie Medical GmbH
INF-y-Standards: 20000 pg / ml,
5000 pg / ml
1000 pg / ml
200 pg / ml
50 pg / mi
10 pg / mi
2 pg/ mi
Opg/ml
IFN-y-Capture-Beads
10X IFA-Puffer
Anti-IFN-y-Antikdrper, PE-konjugiert
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4 Ergebnisse

4.1 Isolierung von CD15815/CD3/CD158a-NK-Zellen

4.1.1 Prinzip

Zur spezifischen Untersuchung der zytotoxischen Aktivitat von CD188bZellen,

die nur diesen KIR-Rezeptor exprimieren, nicht aber CD158a, musste zunéchst eine
Methode zur Anreicherung dieser KIR-Subpopulation entwickelt werden. Folgende
Vorgehensweise wurde gewahlt:

— Isolierung von mononuklearen Zellen (PBMNC) aus peripherem Voliblut.

- Depletion von CD3 und CD158%Zellen durch Markierung der PBMNC mit Anti-
OKT3 (unmarkiert) und Anti-CD158a (unmarkiert) und Zugabe von Goat-Anti-
Mouse-Microbeads.

- Isolierung von CD158bNK-Zellen durch Markierung der CDED158&
Zellsuspension mit Anti-CD158b (unmarkiert) und Anreicherung mit Rat-Anti-
Mouse-Microbeads.

Bei dieser Methode wurde auf eine CD®Greicherung verzichtet. Die genaue
Durchfihrung der immunomagnetischen Anreicherung ist ausfiihrlich im Methodenteil
beschrieben.

4.1.2 Ergebnisse

Die beschriebene Methode konnte soweit optimiert werden, dass die gewonnene Anzahl
an CD158WCD3/CD158aZellen zur Durchfilhrung von Zytotoxizititsassays

verwendet werden konnte.

4.1.2.1PBMNC-Isolierung

Die Tabelle 1 und Abbildung 3 zeigen die Ergebnisse nach PBMNC-Isolierung. Es

wurden insgesamt 17 Buffy Coats eingesetzt. Die ersten drei davon wurden einzeln
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angereichert, danach wurden die Versuche mit Pools aus jeweils zwei Buffy Coats
durchgefuhrt. Die Anreicherung wurde daher insgesamt 10 mal durchgefiihrt. Die
errechnete PBMNC-Gesamt-Zellzahl wurde gemittelt aus den 17 Buffy-Coat-Isolaten
nach Auswertung des Differential-Blutbildes, d.h. in Bezug auf die Lymphozytenzahl.
Die weiteren Werte beziehen sich auf die tatsachlich weiterverwendeten PBMNC-
Isolate, d.h. unter Einbeziehung der Pools. Bei den prozentualen Anteilen an CD158a
und CD158b wurden Doppelfarbungen mit einbezogen, es handelte sich also nicht um
einfach positive KIR-Populationen.

Gesamt-Zellzah! | Anteil an CD3 | Anteil an CD1584 | Anteil an CD158b
720 x 10 76,8% 3,0% 5,0%

(570-880 x 18)  |(71,1-84,7%) |(0,9-8,1%) (3,1-7,8%)

(n=17) (n=10)

Tabelle 1: Quantitative Auswertung nach PBMNC-Isolierung.

10
10*

CD158b PE

10% 10° 10

CD3 FITC CD158a FITC

Abbildung 3: Zellpopulation nach PBMNC-Isolierung.

4.1.2.2CD3/CD158a-Depletion

Die Tabelle 2 und die Abbildung 4 zeigen die Ergebnisse der Auswertung der zehn
Versuche nach Depletion der ClBGD1584-Zellen. Die gemittelte Gesamt-Zellzahl
und der Wert fiur die Ausbeute aus PBMNC beziehen sich auf die Anzahl von 17

ursprunglich vorhandenen Buffy Coats, die fur diese Versuche verwendet wurden. Die
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weiteren Werte nehmen Bezug auf die durch die Depletion erhaltenéCDR38a

Zellpopulation. Wie man aus Tabelle 2 und Abbildung 4 erkennen kann, war die

Depletion von CD3- und CD1584%Zellen im allgemeinen sehr erfolgreich, nur geringe

Anteile dieser beiden Zellpopulationen verblieben im Eluat. Die eluierte Zellfraktion
bestand zu einem GroRteil aus CDZ®llen, die darin enthaltenen CD158kellen

waren fast vollstandig CD56

Zellzahl nach Ausbeuteaus | Anteil an Anteil an | Anteil an
Depletion PBMNC CD3' CD158a |CD1586

44,6 x 10 5,8% 3,0% 1,1% 9,9%
(13,0-116,0 x 1§) |(1,5-14,9%) |(0,86-4,9%) |(0,0-4,9%) |(4,0%-15,6%)
(n=17) (n=10)

Tabelle 2: Quantitative Auswertung nach CD3/CD158a-Depletion.

10
10

107
107

102

CD158a PE
CD158b PE

CD3 FITC CD56 FITC

Abbildung 4: Zellpopulation nach CD3/CD158a-Depletion.

4.1.2.3CD158b-Anreicherung (CD1588/CD3/CD1584a-NK-Zellen)

Die Tabelle 3 und die Abbildungen 5 und 6 zeigen die Ergebnisse der CP158b
Anreicherung aus der zuvor erhaltenen @QOB158&Zellfraktion. Die Zellzahl
bezieht sich wiederum auf die aus 17 Buffy Coats durchschnittlich eluierte Zellzahl, die

weiteren Daten auf die 10 Versuchsansétze, die phanotypisch untersucht wurden.
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Zellzahl nach

Anreicherung

Ausbeuteaus

CD1586 in PBMNC

Ausbeuteaus
CD1586 nach Depletion

0,95 x 10 2,7% 28,7%

(0,2-2,7 x 16) |(0,4-7,0%) (13,1-47,1%)

(n=17) (n=10)

Anteil an Anteil an Anteil an Reinheit

CD3' CD1584 CD56'/CD1585 |CD1585/CD3/CD158a
2,1% 1,7% 82,2% 85,6%

(0,8%-4,0%) |(0,0%-7,2%) | (65,1%-95,1%) |(72,7%-93,5%)
(n=10)

Tabelle 3: Quantitative Auswertung nach CD158b-Anreicherung.

10*

107

102

CD3 PE

CD158a PE

10

108

10%

CD158b +

GAM-FITC

10*

107

102

10

108

Abbildung 5: Zellpopulation nach CD158b-Anreicherung.
Anteil an CD3und CD158% Zellen.
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10
10*

107
107

102
102

CD56 PE

10

108

107 107 10% 10° 10 10% 10° 10

CD158b + GAM-FITC unspezif. Bindung GAM-FITC

Abbildung 6: Zellpopulation nach CD158b-Anreicherung.
Anteil an CD5&ellen.

4.2 Isolierung von CD56/CD3-NK-Zellen und CD56'/CD3"-T-Zellen

4.2.1 Prinzip

Zur spezifischen Untersuchung der zytotoxischen Aktivitat von CIOREB-NK-
Zellen und CD56CD3'-T-Zellen gegen K562, LCL 721.221, HLA-Cw6- und HLA-
Cw7-transfizierte Zellen mussten diese beiden Zellfraktionen angereichert werden.

Folgende Vorgehensweise wurde gewahlt:

— Isolierung von mononuklearen Zellen aus peripherem Vollblut.
- Durchfithrung einer MACS-Anreicherung von CD&%ellen.
- Separation der CD5ACD3"- und CD56/CD3-Zellpopulationen, ebenfalls durch

magnetische Zellsortierung.

Die genaue Durchfuhrung ist ausfiihrlich im Methodenteil beschrieben.
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4.2.2 Ergebnisse

4.2.2.1PBMNC-Isolierung

Die Tabelle 4 und Abbildung 7 zeigen die Ergebnisse nach PBMNC-Isolierung. Es
wurden sechs Versuche durchgefthrt.

Gesamt-Zellzahl |Anteil an Anteil an Anteil an
CD56'-Zellen |CD3'-Zellen CD56'/CD3'-Zellen

909 x 10 30% 64% 6,2%

(620-1131 x 16) [ (21,7-37,6%) |(55,5-69,0%) |(4,8-7,7%)

(n=6)

Tabelle 4: Quantitative Auswertung nach PBMNC-Isolierung.

-
)
=

1023

CD56 PE

10

10

1023

Kontrolle CD3 FITC

Abbildung 7: Zellpopulation nach PBMNC-Isolierung.
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4.2.2.2CD56'-Isolierung

Die Anreicherung der CDS5&Zellen funktionierte zuverlassig. Tabelle 5 und
Abbildung 8 zeigen die Ergebnisse.

Gesamt-Zellzahl | Ausbeuteaus CD56-PBMNC | Reinheit

50,5 x 10 29,4% 99,5%
(22,3-95,0 x 18) |(19,0%-40,8%) (97,84-99,98%)
(n=6)

Tabelle 5: Quantitative Auswertung nach CD58nreicherung.

10*

1023

CD56 PE

. 107 0 0 10° 10°
0 1023

Kontrolle CD3 FITC

Abbildung 8: Zellpopulation nach 56Anreicherung.
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4.2.2.3Auftrennung in die CD56'/CD3"- und CD56'/CD3-Zellfraktionen

Die Ergebnisse der Anreicherung von CLED3'-T-Zellen und CD56CD3-NK-
Zellen waren zufriedenstellend. Einzig eine COB®3"-Anreicherung ergab nur eine
Reinheit von 52,3%.

Gesamt-Zellzahl

Ausbeuteaus CD56, jew. bez. aufl Reinheit
CD56'/CD3"-Anteil bzw.
CD56'/CD3-Anteil resp.

CD56'/CD3" 10,6 x 10 44.,5% 82,7%
(3,3-20,4 x 18) | (27,4%-59,4%) (52,3-96,9%)
CD56'/CD3 | 15,6 x 16 40,2% 95,3%
(4,8-32,0 x 18) | (29,7%-49,3%) (82,9-99,2%)
(n=6)

Tabelle 6: Quantitative Auswertung CD5&D3'- und CD56/CD3-Zellpopulationen.

10¢

10¢

107

107

10!

107

CD56 PE

107

10!

108

10° 10

10% 10?

CD3 FITC

10 10° 10 10% 10? 10

CD3 FITC

Abbildung 9: Zellpopulationen an CD56CD3-NK-Zellen und CD5&CD3'-T-Zellen.
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4.3 Zytotoxizitat der angereicherten Zellpopulationen

Die Zytotoxizitat der CD158WCD3/CD158aNK-Zellen wurde gegeniiber folgenden
Targets untersucht: K562, LCL 721.221, HLA-Cw6, HLA-Cw?7. Ziel der Anreicherung
von CD56/CD3-NK-Zellen und CD58/CD3'-T-Zellen war es, anhand von Zytotox-
Versuchen gegen dieselben Targetzellinien eine Aussage Uber die zytotoxische Potenz
dieser Zellpopulationen treffen zu kdénnen. Dadurch sollte vor allem ein Vergleich zu
der Zytotoxizitat der CD158HCD3/CD1584&NK-Zellen ermoglicht werden.

43.1 Versuchsaufbau

Die Untersuchungen erfolgten anhand der BATDA-Methode. Aufgrund der niedrigen
Zellzahlen bei den CD158Anreicherungen wurden die Zytotox-Versuche dieser
Zellpopulation mit einem E/T-Verhaltnis von 20:1 - 2,5:1 durchgefiihrt. Die Zytotox-
Versuche der CD56CD3-NK-Zellen und der CD5BCD3'-T-Zellen wiederum
wurden aufgrund der gunstigen Zellzahlen mit E/T-Verhaltnissen von 40:1 - 5:1
angesetzt. Daher besteht nun der Sachverhalt, dass fur alle vorhandenen
Zellpopulationen einzig bei E/T-Verhaltnissen von 20:1, 10:1 und 5:1 Daten ubiquitar
prasent sind. Diese Werte sind in den Abbildungen schwarz hinterlegt. Die E/T-
Verhaltnisse, die nur bei einem Teil der Effektoren vorhanden sind, sind grau hinterlegt.
Da jede Versuchsreihe einzeln fur sich betrachtet eine gleichmafiige Abnahme der
Lyseraten zeigt, scheint es gerechtfertigt, die Versuche trotz dieses etwas
eingeschréankten Bereiches miteinander zu vergleichen. Die Abbildungen im folgenden
enthalten die zusammengefal3ten Versuchsergebnisse.
Bei den Effektoren handelt es sich um folgende Populationen:
- NK-Zellen (CD56/CD3)

KIR"-NK-Zellen (CD1586b/CD158a/CD56/CD3)

KIR-NK-Zellen (CD1580/CD1584a/CD56/CD3)

T-Zellen (CD56/CD3")

PBMNC
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4.3.2 Zytotoxische Aktivitat gegen HLA-Cw6-transfizierte Zellen

Die zytotoxische Aktivitat der Effektoren gegen HLA-Cwé6-transfizierte Zellen war
durchweg gering. Spontanlyse: 17,8%-34,8%. n = 6.

O 40:1

e B 201
E 907 B 101
N €
o 80 Hc
L 0l 5:1
£ 0251
@ 60T
>
- 50+
[}
S 40T
2
S 30T
< i
& 20

10 +

0

NK-Zellen NK-Zellen NK-Zellen T-Zellen PBMNC
CD158b+ CD158b-
Effektoren

Abbildung 10: Zytotoxische Aktivitdt gegen HLA-Cwe6-transfizierte Zellen.

4.3.3 Zytotoxische Aktivitat gegen HLA-Cw7-transfizierte Zellen

CD56-angereicherte NK-Zellen nach CD3-Depletion zeigten die besten Lyseraten
gegen HLA-Cw7-transfizierte Zellen, gefolgt von KIRIK-Zellen.
Spontanlyse: 21,6%-26,7%. n = 6.

O 401
128 B 201
80 + B 101
o
70 T 5:1
60 + 0251

Spezifische Lyse in Prozent

NK-Zellen NK-Zellen NK-Zellen T-Zellen PBMNC
CD158b+ CD158b-
Effektoren

Abbildung 11: Zytotoxische Aktivitdt gegen HLA-Cw7-transfizierte Zellen.
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4.3.4  Zytotoxische Aktivitat gegen K562

Auch gegentiber der Zellinie K562 zeigten CD@@gereicherte NK-Zellen nach CD3-
Depletion die besten Ergebnisse, wiederum gefolgt vori-KKRZellen und KIR-NK-
Zellen. Spontanlyse: 16,5%-18,9%. n = 6.

O 401

100 T B 20:1

90 T B 01
80 T H5q

707 O 25:1

60 T
50 T
40 T
30 T

20 T
10 T
0 f | T

NK-Zellen NK-Zellen NK-Zellen T-Zellen PBMNC
CD158b+ CD158b-

Spezifische Lyse in Prozent

Effektoren

Abbildung 12: Zytotoxische Aktivitdt gegen K562.

4.3.5 Zytotoxische Aktivitat gegen LCL 721.221

Gegen die theoretisch HLA-freie Zellinie LCL 721.221, die als Standardtarget zur
Bestimmung der NK-Zellaktivitdt verwendet wird, konnte keine lytische Aktivitat
nachgewiesen werden. Bei der phanotypischen Kontrolle der Targetzellen zeigte sich,
dass die Zellen entgegen der Annahme HLA-positiv waren.

Spontanlyse: 19,2%-30,3%. n = 6.
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= ] .
& 400t 10:1
= B
3 300t '
> 0251
2 200 T
(&)
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= 10,0 T I:I i ii | i
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3
%) 0,0 -

NK-Zellen NK-Zellen NK-Zellen T-Zellen PBMNC

CD158b+ CD158b-

Effektoren

Abbildung 13: Zytotoxische Aktivitat gegen LCL 721.221.
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4.4 Nachweis von intrazellularer Zytokinproduktion

4.4.1 Intrazellulare Zytokinproduktion nach chemischer Stimulation

In funf Versuchsansatzen wurden CD&fhgereicherte Lymphozyten phanotypisch
untersucht. AnschlieBend wurde die intrazellulare Produktion von IL-2, IL-5, IL-10, IL-
12, IFNy und TNFa durchflusszytometrisch bestimmt. Die genaue Durchfiihrung der
Stimulation und Farbung der Zellen ist ausfuhrlich im Methodenteil beschrieben.
Ebenso die  Durchfuhrung der anschlieBenden  durchflusszytometrischen
Untersuchungen mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen. Die Abbildungen
zeigen den prozentualen Anteil der phanotypisch bestimmten Zellpopulationen, die das
jeweilige Zytokin produzieren. Da die Ergebnisse teilweise stark differieren, werden die
Werte nicht zusammengefal3t sondern einzeln dargestellt. Bei der ph&notypischen
Untersuchung zeigte sich zunachst, dass der Blutspender von Versuch 4 keinen
CD1584-KIR exprimiert. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die CD158a
Zellen des Blutspenders fur Versuch 5 nach Stimulation nicht mehr nachweisbar waren.

4.4.1. linterleukin-2

Die Produktion von IL-2 konnte nur in sehr geringem Male nachgewiesen werden.
Einzig bei CD56-T-Zellen konnte mit diesem Versuchsansatz eine schwache IL-2-
Produktion gezeigt werden. Der Hochstwert lag bei 9,4% der T-Zellen in Versuch 1.
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Abbildung 14: Nachweis von intrazellular produziertem IL-2.
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4.4.1.2nterferon-y

Alle untersuchten Zellpopulationen produzierten in hohem Mal3eylf¢- lassen sich
hierbei nur geringfligige Unterschiede zwischen T-Zellen und NK-Zellen feststellen,
wobei T-Zellen marginal bessere Ergebnisse zeigten.
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Abbildung 15: Nachweis von intrazellular produziertem IRN-

4.4.1.3Tumor-Nekrose-Faktor-a

Die Produktion von TNF* war bei T-Zellen deutlich héher als bei NK-Zellen.
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Abbildung 16: Nachweis von intrazellular produziertem TME-

4.4.1 . dnterleukin-5, Interleukin-10 und Interleukin-12

Eine Produktion dieser Zytokine konnte nicht nachgewiesen werden.
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4.4.2 Intrazellulare Zytokinproduktion nach Antigenstimulation

Im Anschlu3 an die Bestimmung der intrazellularen Zytokinproduktion nach
chemischer Stimulation wurde untersucht, ob die dabei erhaltenen Ergebnisse
reproduzierbar sind durch Stimulation der Lymphozyten in einer gemischten
Lymphozytenkultur (MLC = Mixed Lymphocyte Culture). Die genaue Durchflihrung
dieser Methode ist im Methodenteil beschrieben. Die Zellen wurden hierzu nicht
angereichert, es wurden vielmehr PBMNC von zwei verschiedenen Spendern in zwei
Ansatzen inkubiert. In jedem Ansatz war ein Spenderblut zuvor bestrahlt worden. Der
Versuchsaufbau sah daher folgendermal3en aus:

Versuch 1:  Spender 1 PBMNC vs Spender 2 PBMNC bestrahlt

Versuch 2:  Spender 2 PBMNC vs Spender 1 PBMNC bestrahlt

Hierdurch sollte ermoglicht werden, dass zwei verschiedene HLA-Populationen
miteinander konfrontiert wurden, jedoch nur einer der beiden Populationen noch die
Fahigkeit zur Proliferation, Antigenexpression und Zytokinproduktion erhalten blieb.

Aus der MLC wurden an Tag 0, Tag 6 und Tag 10 Proben entnommen und auf Zellzahl,
Phanotyp, intrazellulare Zytokinproduktion und IfNkonzentration im Uberstand

untersucht.

4.4.2.1Verlauf der Zellzahlen

Bei Versuch 1 kam es zunéchst zu einer Zellproliferation, gefolgt von deutlicher

Reduktion der Zellzahl. Die Zellzahlen in Versuch 2 blieben konstant.

Versuch 1 Versuch 2
Tag 0 1,0 x 10/ ml 1,0 x 16/ ml
Tag 6 1,2 x 10/ ml 1,0 x 16/ ml
Tag 10 0,6 x 10/ ml 1,0 x 16/ ml

Tabelle 7: Verlauf der Zellzahlen der MLC.

4.4.2. 2Verlauf der Antigenexpression der MLC

Zunachst konnte beobachtet werden, dass der Anteil an-TZ8llen innerhalb des

FACS-Lymphogates weiter anstieg. Ein Anstieg von CEBéllen in Versuch 1 war
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verbunden mit der Beobachtung, dass auch diese Zellen fast ausschlieRlichrndD3
damit T-Zellen waren. Auffallig war weiterhin, dass es zwischen Tag 6 und Tag 10 in
Versuch 1 zu einem starken relativen Anstieg an CDt1384en kam, die wiederum

zum groRten Teil CD3 d.h. T-Zellen, waren. Obwohl sich die Zellzahl zwischen
diesen beiden Zeitpunkten halbierte, vervierfachte sich der prozentuale Anteil der
CD1584-Zellen in dieser Zeit.

100% T
oo | P —
—
80% T
T 70% T
IS
< 60% T
@
S 50% T
<
C 40% +
o
O 30% T
20% T B
\F
10% T —u
0% } } {
Tag O Tag 6 Tag 10

Zeitpunkt

Abbildung 17: Verlauf der Expression von CD56 und CD3 in der MLC.
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Abbildung 18: Verlauf der Expression von CD158a und CD158b in der MLC.
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4.4.2.3Nachweis von intrazellularer Zytokinproduktion

Die MLC-Ansatze wurden auf die intrazellulare Produktion von IL-2, {ANyd TNFa
untersucht. Die Ergebnisse fielen sehr schwach aus, es konnte nur eine Produktion von

IFN-y beobachtet werden.
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Abbildung 19: Nachweis von intrazellular produziertem IfNk der MLC.
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Abbildung 20: Nachweis von intrazellular produziertem TFn der MLC.
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Abbildung 21: Nachweis von intrazellular produziertem IL-2 in der MLC.

4.4.2.4interferon- y-Konzentration im Uberstand der MLC

Die IFN-y-Konzentration im Uberstand entwickelte sich in den beiden Versuchen

gegenlaufig.
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Abbildung 22: Nachweis von IFN¢im Uberstand der MLC.
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5 Diskussion

5.1 Allgemeine Methodenkritik

5.1.1 Immunomagnetische Zellanreicherung

Die Anreicherungen erfolgten aus peripherem Vollblut und Buffy Coats freiwilliger
gesunder Blutspender. Ein Buffy Coat ist die Schicht aus Leukozyten und
Thrombozyten, die sich nach langerem Stehen oder nach Zentrifugation zwischen
sedimentierten Erythrozyten und Plasma ausbildet. Die ungerinnbar gemachten
Praparate wurden aus der Blutbank der Universitatsklinik Tubingen bezogen. Im
allgemeinen wurden Zellen mehrerer Spender dort bereits zu einem Buffy Coat gepoolt.
Bei der immunomagnetischen Zelltrennung mit magnetischen Mikrokugeln handelt es
sich um eine Standardmethode zur Isolierung von Lymphozytensubpopulationen. Sie ist
diesbezuglich hinreichend beschrieben und evaluiert worden [21, 24, 44]. Die
Effektivitat der Entfernung von markierten Zellen aus einem Zellgemisch liegt bei
99,9%, die Vitalitat der Zellen soll durch die Methode nicht beeintrachtigt werden [21].

5.1.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein einfaches und schnelles Verfahren zur
immunologischen und morphologischen Phanotypisierung von mononuklearen Zellen.
Die Expression bestimmter Oberflachenantigene kann durch Markierung der Zellen mit
fluoreszierenden Farbstoffen analysiert werden. Es handelt sich um ein einfaches und
schnelles Verfahren, das in diagnostischer Routine und wissenschatftlicher Arbeit fest
etabliert ist. Die Farbstoffe FITC, PE und PerCP gehéren zur Routineausstattung und
die Anfarbung der Zellen mit diesen Fluoreszenzfarbstoffen erfolgte nach
standardisierten Protokollen. Neu hinzugenommen wurden die APC-Farbstoffe zur
intrazellularen Zytokinbestimmung. Die Farbung mit APC erfolgte nach einem fur PE
standardisierten Protokoll fur die Intrazellularfarbung. Die Messung mit diesem
Farbstoff beanspruchte einen zweiten Laser im Durchflusszytometer, die Einstellungen

hierfir wurden experimentell ermittelt.
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5.1.3 Zytotoxizitatstest

Der Europium-Freisetzungs-Zytotoxizitatstest ist ein von Blomberg et al beschriebenes
Verfahren, das die Zerstbrung von Targetzellen durch Effektorzellen quantitativ
darstellt [7,8]. Dies geschieht durch photometrische Messung der Fluoreszenz von aus
lysierten Zellen freigesetztem TDA-Europium-Komplex. Im Gegensatz zum
*IChromfreisetzungstest handelt es sich um eine nicht-radioaktive Methode und ist
dadurch einfacher zu handhaben. Zudem ist sie schneller in der Durchfihrung. Die
Qualitat der Messergebnisse des Europium-Freisetzungstests (FST) wird widdreim

FST durch die spontane Freisetzung von TDA b2¥€hrom beeintrachtigt. Diese
Spontanlyserate ist zunachst abhéngig vom Zustand der Zellen, kann aber auch
Targetzell-spezifisch variieren. Sie kann jedoch durch einen schonenden Umgang mit
den Zellen bei vielen Zelllinien unter 30% gehalten werden. Dieser Wert konnte bei den
durchgefuhrten Versuchen fast immer deutlich unterschritten werden. Ein weiteres Mal3
fur die Beurteilung eines Zytotoxizitatstests stellt die in Abhéangigkeit vom eingesetzten
Effektor/Target- Verhéltnis absinkende Lyserate dar. Da die Zellzahlen nach Abschlufl3
der CD158b-Zellanreicherungen teilweise sehr niedrig waren, ergaben sich zwei
Dinge, die bei der Auswertung beachtet werden mussten: Zum einen war es nicht immer
moglich mit der angereicherten Zellpopulation Zytotoxizitdtsversuche gegen alle vier
Targets durchzufuhren. In diesem Fall wurde auf das Target LCL 721.221 verzichtet.
Diese Entscheidung erfolgte im Hinblick auf die Tatsache, dass die zytotoxische
Aktivitat gegen die Tumorzelllinie K562 ausreichend Auskunft Gber den Zustand der
Effektorzellen gibt. Zum anderen wurden die Versuche mit der CD4&8Ipopulation

bei E/T-Verhaltnisse von 20:1, 10:1, 5:1 und 2,5:1 durchgefuhrt, die Versuche mit den
anderen Zellpopulationen bei E/T-Verhaltnissen von 40:1, 20:1, 10:1 und 5:1. Dadurch
sind einzig bei E/T-Verhéltnissen 20:1, 10:1 und 5:1 Daten fur alle vorhandenen
Zellpopulationen prasent. Da jede Versuchsreihe einzeln fir sich betrachtet eine
gleichméaRige und deutliche Abnahme der Lyseraten zeigt, scheint es gerechtfertigt, die

Versuche trotz dieses etwas eingeschrankten Bereiches miteinander zu vergleichen.
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5.1.4 Nachweis von intrazellularer Zytokinproduktion

Zur Bestimmung der intrazellularen Zytokinproduktion wurde ein Standardprotokoll fur
die Zytokin-PE-Farbung angewandt auf die Zytokin-APC-Farbung. Der entscheidende
Punkt bei der Auswertung war, adaquate Messeinstellungen fir den zweiten Laser im
Durchflusszytometer zu eruieren und diesen mit den Lasereinstellungen fur die anderen
drei Farbstoffe abzustimmen. Anhand von zahlreichen Probemessungen konnte dies
erfolgreich durchgefihrt werden.

5.1.5 MLC und Nachweis von intrazellularer Zytokinproduktion

Die gemischte Lymphozytenkultur ist eine gangige Methode zur Bestimmung der
Alloreaktivitdt von Lymphozyten [21]. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob mit dem
Versuchsansatz einer MLC auch ein adaquater Nachweis von intrazellularer
Zytokinproduktion durch NK-Zellen gelingen kann. Die hierzu erhaltenen Ergebnisse
korrelieren teilweise nicht sehr stark mit den Werten fir die Zytokinfarbungen ohne
MLC. Es ist daher zu Uberlegen, ob dieser Versuchsaufbau ein geeigneter Ansatz fur die
Bearbeitung der Fragestellung ist.

5.1.6  Bestimmung von Interferon-y im Uberstand der MLC

Die Messungen zur Interfergakonzentration im Uberstand der MLC erfolgten mit
einem evaluierten IFN-Immunassay-Kit der Firma WAK Chemie Medical GmbH.
Nach Erstellung einer Titrationskurve mit den Messwerten der Standard-
Verdiinnungsreine konnten die Ergebnisse der Messung des MLC-Uberstands

zugeordnet werden.
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5.2 Isolierung von CD15885/CD3/CD158a-NK-Zellen

521 Spezielle Methodenkritik

Es sollte zunachst eine Methode zur Anreicherung der KIR-Subpopulation von
CD158B5-NK-Zellen aus Peripherblut entwickelt werden. Diese Zellen sollten weder
den T-Zell-Rezeptor CD3 noch den KIR-Rezeptor CD158a koexprimieren. Hierdurch
sollten Untersuchungen zur isolierten Funktion von CDI586-Zellen unter nativen
Bedingungen ermdglicht werden. Unter der Vorgabe, dass die Zellen durch die
Anreicherungsmethode in ihrer Funktion nicht beeintrachtigt wirden, sollte es
urspringlich das Ziel der Arbeit sein, die gewonnene KIR-Subpopulation in Zellkultur
zur Proliferation zu stimulieren, um sie dann gegebenenfalls im Hinblick auf eine
zukunftige therapeutische Anwendung weiter untersuchen zu kdnnen. Zur Beurteilung
der Zellfunktion nach Anreicherung wurden Zytotoxizitdtsversuche durchgefihrt. Die
Anreicherung basierte auf folgendem Versuchsaufbau:

Isolierung von PBMNC
Die Isolierung von mononuklearen Zellen aus Peripherblut (PBMNC) durch Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation funktionierte zuverlassig.

Depletion von CD3- und CD158&-Zellen

Die Depletion von CD3und CD1584&Zellen aus der PBMNC-Zellsuspension verlief
durchgehend zufriedenstellend. In der verbleibenden Negativfraktion waren im Mittel
noch 3,0% CD3Zellen und 1,1% CD158&Zellen enthalten.

Anreicherung von CD1588-Zellen

Die Reinheit der eluierten Positivfraktion (CD158MD3/CD158&Zellen) nach
Abschluss der Anreicherung lag bei durchschnittich 85,6%. Der Anteil an
CD158B/CD56-Zellen lag bei durchschnittlich 82,2%, d.h. es handelte sich fast
ausschlief3lich um NK-Zellen.

Die Ausbeute an CD158€D3/CD158&Zellen aus der durchflusszytometrisch
ermittelten CD158bFraktion der PBMNC betrug durchschnittlich 2,7%. Die Ausbeute
an CD158KH/CD3/CD1584aZellen aus den CD158{Zellen nach Depletion von CD3
und CD158a lag im Mittel bei 28,7%.
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5.2.2 Beurteilung der Ergebnisse

Die Reinheit der angereicherten CD15&llen war mit 85,6% zufriedenstellend und
ausreichend fur die Auswertung der Zytotoxversuche, die mit dieser Zellpopulation
durchgefihrt wurden. Der durchschnittliche Anteil von 82,2% an Ci&8en belegt

die primare Prasenz des CDI15%tezeptors auf NK-Zellen und rechtfertigt den
Verzicht auf eine zusatzliche CD58nreicherung, die die Zellen zuséatzlichem Stress
aussetzen wurde. Eine Erklarung fur die eher niedrige Ausbeute hingegen kdnnte sein,
dass die einzelnen Zellen aus der KRllpopulation, die angereichert werden sollten,

das Oberflachenantigen CD158b in relativ geringem Ausmald exprimieren und dadurch
die entstehenden Antigen-Microbead-Antikorper-Komplexe nicht die tatsachlich
vorhandene Zellzahl erfassten. AuRerdem wurden Zellen, die sowohl den Rezeptor
CD158b als auch CD158a exprimieren, depletiert, so dass auch dies zu einer
Verringerung der Zellzahl beigetragen hat. Resultierend aus dieser Vermutung ist es
fragwirdig, ob es gelingen konnte, die Eluat-Zellzahl mit dem gewéahlten
Versuchsaufbau weiter zu optimieren. Der limitierende Faktor des Versuchsansatzes
bestand daher auch darin, dass die eluierten Zellzahlen nicht ausreichend waren, um
zusatzlich zu Zytotoxizitatsversuchen einen Anteil der gewonnenen Zellpopulation zu
kultivieren. Die Frage, ob der Versuch eines Zellkulturansatzes gelungen ware, stellt
sich jedoch nicht nur in Bezug auf die Zellzahl. Des weiteren ware es hierbei sicher
relevant gewesen, ob die angereicherten Zellen, die nach wie vor mit Microbeads
beladen waren, sich zur Proliferation hatten stimulieren lassen, oder ob zuvor das
enzymatische Abdauen der Microbeads erforderlich geworden ware, was die Zellen

einem weiteren Stressfaktor ausgesetzt hatte.

5.3 Isolierung von CD56/CD3-NK-Zellen und CD56'/CD3"-T-Zellen

Um die zytotoxische Funktion der angereicherten CDI/&8b3/CD158&
Zellpopulation vergleichend beurteilen zu kénnen, wurden CIOREB-NK-Zellen und
CD56'/CD3'-T-Zellen angereichert.
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5.3.1 Beurteilung der Ergebnisse

CD56'-Anreicherung

Die PBMNC-Isolierung und Anreicherung von CDS%ellen verlief durchgehend
zuverlassig. Die Ausbeute an CD&%ellen aus PBMNC lag im Schnitt bei 29,4%. Der
mittlere Wert fur die Reinheit der eluierten CDS&raktion war 99,5%.

Trennung der CD56/3"-T-Zellen von den CD56/3-NK-Zellen

Bei der Auftrennung der CD5&raktion in T-Zellen und NK-Zellen konnte eine
Ausbeute von 44,5% an T-Zellen und 40,2% an NK-Zellen erzielt werden. Die Werte
beziehen sich jeweils auf die zuvor durch FACS-Phanotypisierung ermittelten Anteile
an CD56/CD3'-T-Zellen bzw. CD58CD3-NK-Zellen in der CD56-Fraktion der
PBMNC. Die mittlere Reinheit der T-Zellen lag bei 82,7%, wobei der Wert allerdings
deutlich verschlechtert wird durch eine relativ schlechte Anreicherung von 52,3% bei
sechs Versuchsansatzen. Die mittlere Reinheit der NK-Zellpopulation lag bei 95,3%.

5.4 Zytotoxizitat der angereicherten Zellpopulationen

541 Spezielle Methodenkritik

An klonierten NK-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass diese in der Lage sind,
Zellen mit veranderter oder fehlender HLA-Klasse-I-Expression zu erkennen und zu
lysieren. Dieser Mechanismus wird durch verschiedene Oberflachenrezeptoren der NK-
Zelle reguliert. Besonders wichtig hierbei scheinen Killer Inhibitory Receptors (KIR) zu
sein, die mit unterschiedlichen HLA-Klasse-I-Antigenen interagieren kénnen. Dadurch
bewirken sie die Inhibition der NK-Zelle und verhindern eine Iytische Aktivitat
gegenuber der antigenprasentierenden Zelle. Es wurde postuliert, dass der Rezeptor
p58.1-KIR, der durch Anti-CD158a bzw. Anti-EB6 erkannt wird, mit den Antigenen
HLA-Cw-2, -4, -5, -6 und -15 interagiert und der Rezeptor p58.2-KIR, durch Anti-
CD158b bzw. Anti-GL183 erkannt, mit HLA-Cw-1, -3, -7 und -8. Anhand der
angereicherten CD158ED3/CD158&NK-Zellen sollten diese Erkenntnisse an

nativen Zellen reproduziert werden. In dieser Arbeit lag der Schwerpunkt in der
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Untersuchung von NK-Zellen, die von den beiden 58kD-KIR ausschliel3lich den p58.2-
Subtyp (CD158b) exprimieren. Dazu war der p58.1-Subtyp (CD158a) zuvor depletiert
worden. Die Zytotoxizitat der angereicherten CDIB8D3/CD158a&NK-Zellen

wurde anschlieRend in vergleichenden Untersuchungen mit ‘GTB8-Zellen und
CD56/CD3'-Zellen beurteilt. Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der
Zytotoxversuche noch einmal zusammengefasst. Alle angegebenen maximalen
spezifischen Lyseraten (MSL) beziehen sich auf das E/T-Verhéltnis 20:1. Die Werte
sind die gemittelten Ergebnisse der jeweiligen Versuchsreihen.

Zytotoxizitat gegen K562 und LCL 721.221

Um die Vitalitat der einzelnen Zellpopulationen beurteilen zu kénnen, wurde ihre
zytotoxische Aktivitdt gegen die Tumorzellinie K562, das Standard-Target fur NK-
Zellen, und gegen die HLA-freie Zellinie LCL 721.221 untersucht. Die
Spontanlyseraten der Versuche mit K562 lagen bei 16,5% - 18,9%, mit LCL 721.221
bei 19,2 - 30,3%.

Die Ergebnisse lassen erkennen, dass NK-Zellen eine h6here Zytotoxizitat gegeniber
K562 besitzen als T-Zellen. Besonders auffallend ist die hohe Lyserate von K562 durch
die Population der CD58CD3-NK-Zellen mit einer MSL von 56,2%. Danach nimmt

die zytotoxische Aktivitat der einzelnen Effektorpopulationen in folgender Reihenfolge
ab: KIR-NK-Zellen (CD1580CD1584&/3) zeigen eine Lyserate von 41,3%, KIRK-

Zellen (CD158H/CD158&/3) liegen bei 27,2%, gefolgt von CDBED3"-T-Zellen mit

17,6% und unaufgereinigten Lymphozyten (PBMNC) mit 7,9%. Die Zellinie LCL
721.221, die theoretisch keine HLA-Klasse-I-Antigene exprimieren sollte, ist ebenfalls
ein klassisches NK-Zelltarget. Tatsachlich konnte aber kaum zytotoxische NK-Aktivitat
gegen dieses Target nachgewiesen werden. Da durch Farbung mit dem HLA-Klasse-I-
bindenden Antikérper w6/32 gezeigt werden konnte, dass der eingesetzte LCL 721.221-
Klon entgegen der Erwartungen HLA-Klasse-I-Antigene exprimierte, verwundert dies
jedoch nicht.

Zytotoxizitat gegen HLA-Cw6-transfizierte Targetzellen
HLA-Cw6-transfizierte Zellen wurden durchgéngig in allen Versuchen wenig lysiert.
Die Spontanlyseraten von 17,8% - 34,8% lassen darauf schliel3en, dass die Targetzellen

generell in gutem Zustand waren und die Versuchsergebnisse nicht durch schlechte
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Rahmenbedingungen verfalscht wurden. Maximale spezifische Lyseraten wurden mit
14,6% von KIR-NK-Zellen (CD158B/CD158&3) und mit 12,1% von T-Zellen
(CD56'/CD3") erreicht. Die unaufgetrennten NK-Zellen (CD&ED3) erwiesen sich
gegen HLA-Cw6-Targets als schwachste Effektoren (MSL 2,6%).

Zytotoxizitat gegen HLA-Cw7-transfizierte Targetzellen

Bei Spontanlyseraten von 21,6% - 26,7% stellten unaufgetrennte NK-Zellen
(CD56'/CD3) die Effektorpopulation mit dem hochsten Killingpotential gegeniiber
HLA-Cw7-Transfektanten dar (MSL 36,1%). Es folgten KNK-Zellen (CD158b
/CD1584&/3) mit einer MSL von 24,6%, KIRNK-Zellen (CD158B/CD158&/3") mit
17,1%, T-Zellen (14,5%) und unaufgereinigte Lymphozyten (9,9%).

5.4.2 Beurteilung der Ergebnisse

Die Vitalitat aller isolierten Effektorpopulationen konnte anhand von Zytotoxversuchen
gegen K562 geprift und bestéatigt werden. Betrachtet man gezielt das zytotoxische
Verhalten der in der CD158b-Anreicherung gewonnenen *HIR-Zellen
(CD158B/CD158a/CD3), so laRt sich folgendes feststellen: Die maximale spezifische
Lyserate bei einem E/T-Verhéltnis von 20:1 liegt fur K562 bei 27,2%, fir HLA-Cw6-
transfizierte Targets bei 14,6% und fur HLA-Cw7-transfizierte Targets bei 17,1%. Es
handelt sich insgesamt um relativ niedrige Werte, die eine Interpretation schwierig
machen. In Kenntnis der bisherigen Untersuchungsergebnisse  von
Rezeptorbindungsstudien an klonierten NK-Zellen wirde man jedoch erwarten, dass
CD1585/CD158&NK-Zellen  HLA-Cw6-Transfektanten  lysieren, HLA-Cw7-
Transfektanten hingegen nicht oder zumindest weniger als HLA-Cw6-Targets. Auch die
KIR-NK-Zellen (CD1580CD15843) zeigen eine hohere zytotoxische Aktivitat
gegenuber HLA-Cw7 als gegentber HLA-Cw6, sie waren jedoch in ihrer lytischen
Aktivitat gegeniiber HLA-Cw7 potenter als die KiRellen. Dies konnte wiederum ein
Hinweis sein darauf, dass die CD15&ellen im Vergleich zu CD158{Zellen
tatsachlich durch die Interaktion mit HLA-Cw7 inhibiert wurden. Auffallig in diesem
Zusammenhang ist weiterhin die hohe zytotoxische Aktivitat der unaufgetrennten NK-
Zellen (CD56/CD3) gegen K562 und HLA-Cw7-Transfektanten bei nahezu fehlender
Lyse der HLA-Cwe6-Transfektanten. Die hohe zytotoxische Aktivitdt gegeniber den
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ersten beiden Targets konnte an dem daueraktivierten Zustand der NK-Zellen liegen.
Dies mag ihnen eine im Vergleich zu T-Zellen schnellere und starkere Reaktion
gegeniuber den Targets erlauben, da der gegebene Versuchsansatz den T-Zellen nicht
genlugend Zeit bietet, ihre volle zytotoxische Aktivitat zu entwickeln. Lag dann die
fehlende Lyse der HLA-Cwe6-Zellen in einem generell mangelhaften Zustand dieser
Targets, welcher auch die geringe Lyse durch die"#iR-Zellen begriinden wiirde?

Da die Versuche uber einen langeren Zeitraum hinweg verteilt waren und hierbei
unterschiedliche HLA-Cwe6-Zellklone verwendet wurden, scheint dies jedoch
unwahrscheinlich. Zudem wurden mit den KIRK-Zellen immerhin Lyseraten von
14,6% erreicht. Auch die Spontanlyseraten der HLA-Cw6-Transfektanten von 17,8% -
34,8% boten keinen Hinweis fur einen schlechten Zustand der Zellen.

Die Ergebnisse bleiben insgesamt uneinheitlich; die an klonierten NK-Zellen
postulierten Theorien der HLA-C-Regulation konnten mit diesem Versuchsaufbau nicht
bestatigt werden. Eine Inhibition der Effektorzellen durch eine Interaktion zwischen
CD94/NKG2 und HLA-E konnte ausgeschlossen werden, die HLA-Cw6- und HLA-
Cw7-Targets wurden negativ auf die Expression von HLA-E untersucht. Weiterhin ist
zu bedenken, dass der Antikdrper GI183, mit dem die Anreicherung durchgefihrt
wurde, nicht nur an p58.2-KIR bindet, sondern auch an p50.2-KAR. Dieser KAR-
Rezeptor aktiviert NK-Zellen zu lytischer Aktivitdt gegen HLA-Cw-1-, -3-, -7-, oder -8-
prasentierende Zellen. Man nimmt jedoch an, dass die Affinitdt der KAR zu HLA-C
geringer ist als die von KIR, so dass die inhibierende Komponente gegenuber der
aktivierenden tberwiegt im Zusammenspiel von KIR und KAR. Der aktivierende KAR-
Einfluss soll daher nur bei geringem Vorhandensein von KIR zum Tragen kommen.
Dies wiurde die Ergebnisse im Hinblick auf HLA-Cw6 und HLA-Cw7 also nur dann
erklaren, wenn die angereicherten Zellen tatsachlich mehr p50.2 KAR exprimieren
sollten als p58.2 KIR. Eine andere Studie, veroffentlicht 1998 von Winter et al, kam auf
ahnliche Ergebnisse in Bezug auf HLA-Cw-3 und -4 [62]. Ein weiterer Ansatz zur
Erklarung der Ergebnisse mag auf3erdem in der Anreicherungsmethode begriindet sein,
da die KIR-NK-Zellen dem Stress eines zusatzlichen Anreicherungsschrittes und der
fortbestehenden Microbead-Bindung unterliegen, der bei der-MHktion nicht
gegeben ist. Auch besteht die Moglichkeit, dass die"#&len durch den gebundenen
Gl183-Antikorper in irgendeiner Weise Dbeeinflul3t werden. Dieser Theorie
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widersprechen jedoch Versuche, die zeitgleich in unserem Labor durchgefihrt wurden
und bei denen fast ausschlieBlich CD15BIK-Zellen einer Melanompatientin HLA-
Cw7-transfizierte Zellen ebenfalls besser lysierten als HLA-Cw6-Targets, ohne durch
eine Bindung von Anti-GI183 oder Microbeads beeinflu3t worden zu sein [53]. Man
kann sich des weiteren fragen, ob die Expression von KIR generell Einfluss auf die
lytische Grundaktivitdt von NK-Zellen austbt. So a3t sich die geringere zytotoxische
Aktivitat der KIR"-Zellen im Vergleich zu KIRZellen und unaufgetrennten NK-Zellen
(CD56'/CD3) gegeniiber dem HLA-freien Target K562 nicht mit einer KIR-Inhibition
erklaren.

Als Schlussfolgerung der dargelegten Uberlegungen ist es vorzuschlagen, dass die in
dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse ein nochmaliges Bedenken der an klonieften KIR
NK-Zellen postulierten Thesen bewirken sollten. Offensichtlich sind die Mechanismen
der Regulation zytotoxischer NK-Funktion komplexer als bisher angenommen. Die
Inhibition einer NK-Zelle scheint zu resultieren aus dem Zusammenspiel vielfaltiger
Faktoren, bei denen KIR- und KAR-Rezeptoren, deren Expressionsmuster, HLA-
Klasse-I-Affinitat und Rezeptor-Interaktivitat, vermutlich eine wichtige aber nicht die
einzige Rolle spielen.

5.5 Nachweis von intrazellularer Zytokinproduktion

5.5.1 Intrazellulare Zytokinproduktion nach chemischer Stimulation

In einem weiteren Ansatz zur Erforschung der NK-Zell-Funktion wurde an
angereicherten CD5&ellen untersucht, ob bei einzelnen, immunphanotypisch
identifizierten  CD56-Subpopulationen  Unterschiede in der intrazellularen
Zytokinproduktion nachgewiesen werden kdnnen. Methodisch wurde so vorgegangen,
dass mit Hilfe von Vierfarben-Durchflusszytometrie zunachst zwischei+ Kl KIR
-NK-Zellen und KIR- und KIR-T-Zellen differenziert wurde (FITC, PE und PerCP).
Daraufhin konnten die intrazellular vorliegenden Zytokine, mit APC gefarbt und der
jeweiligen Zellpopulation zugeordnet, gemessen werden. Es wurden Untersuchungen
zur Produktion von Interleukin-2, -5, -10 und -12, Interfeyomrd Tumor-Nekrose-

Faktora durchgefihrt.
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5.5.1.1interleukin-2

Interleukin-2 (IL-2) wird Uberwiegend von aktivierten CDB-Zellen sezerniert. Als
Wachstumsfaktor ist dieses Zytokin fur die Stimulation von T-Lymphozyten und NK-
Zellen bedeutsam. NK-Zellen werden durch IL-2 zur Proliferation und Differenzierung
in lymphokinaktivierte Killerzellen (LAK) angeregt. Diese besitzen die Fahigkeit
Tumorgewebe zu lysieren ohne gesundes Gewebe anzugreifen. Die IL-2-LAK-Therapie
wird daher zur Behandlung maligner Erkrankungen genutzt. Au3erdem wird die IFN-
Produktion von NK-Zellen durch IL-2 erh6ht [22, 25, 46].

Bei den durchgefihrten Untersuchungen konnte nur bei der T-Zell-Population eine

Produktion dieses Zytokins nachgewiesen werden.

5.5.1.2nterferon-y

Interferony (IFN-y) wird bei immunologischen und entzindlichen Vorgéngen gebildet.
Es wird von Thl-Zellen und NK-Zellen produziert, wobei die Synthese durch
Antigenkontakt stimuliert wird. Auch IL-2, IL-7, IL-12, IL-15 und IL-18 induzieren die
IFEN-y-Bildung durch NK-Zellen. IFN¢ wurde zunéchst die Wirkung zugeschrieben,
Zellen vor viraler Infektion zu schitzen. Diese Wirkung wird vermittelt durch die
Hochregulation von u.a. HLA-I- und -II-Molektlen auf der Oberflache verschiedener
Zellreihen. Weiterhin aktiviert IFN- Endothelzellen und neutrophile Granulozyten,
fordert nicht nur die zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen sondern auch die von
Monozyten, wirkt als Chemotaxin und induziert eine vermehrte Expression von
Adhasionsmolekulen. IFN-stimuliert B-Zellen zur Proliferation, Differenzierung und
Produktion von IgG, es fordert au3erdem die Polarisierung von T-Zellen zu Thl-Zellen
und zytotoxischen T-Zellen [22, 25, 46].

IFN-y wurde in allen untersuchten Proben in hohem Mal3e nachgewiesen, es sind jedoch
teilweise starke Differenzen zwischen den einzelnen Versuchen zu erkennen. T-Zellen

zeigten dabei generell hohere Werte als NK-Zellen.

5.5.1.3Tumor-Nekrose-Faktor-a

Tumor-Nekrose-Faktoo- (TNF-a) wird von Makrophagen, NK-Zellen und aktivierten
T-Lymphozyten produziert. Die biologische Wirkung von TW&F-ist stark

proinflammatorisch. TNFEr hemmt die Proliferation von Tumorzellen und stimuliert
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Fibroblasten- und Endothelzellwachstum, es vermehrt die Expression von
Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen. TMFstimuliert die Produktion von
Prostaglandinen und Zytokinen durch Makrophagen und Granulozyten. Die Expression
von HLA-Molekilen auf antigenprasentierenden Zellen wird gesteigert, die
Proliferation und zytotoxische Aktivitat von CTL verstarkt, bei B-Zellen wirkt TaNF-
fordernd auf Wachstum und 1gG-Synthese [22, 25, 46]. Bei NK-Zellen scheinTNF-
bei der Induktion des programmierten Zelltodes involviert zu sein. Im Anschluf3 an eine
zytokin-induzierte Stimulation der NK-Zelle zur IFNProduktion wurden erhdhte
TNF-a-Werte beobachtet, gefolgt von Apoptose der NK-Zelle. Hier kann es sich um
einen Regulationsmechanismus handeln, der einer Gberschie3enden zytotoxischen NK-
Zell-Funktion entgegen wirken soll [56].

Die Produktion von TN war besonders hoch bei den ersten zwei Versuchen, auch

hier zeigten T-Zellen deutlich hohere Werte als NK-Zellen.

5.5.1.4Interleukin-5

Nach bisherigen Kenntnissen wird das Zytokin Interleukin (IL-5) von aktivierten T-
Lymphozyten und Mastzellen gebildet. Es hat grof3en Einfluss auf die Reifung und
Aktivierung von eosinophilen Granulozyten und spielt daher eine wichtige Rolle bei
parasitaren und allergischen Erkrankungen. Diese Wirkung wird verstarkt durch die
Induktion eines Klassenwechsels hin zu IgA bei der Synthese von Antikorpern durch B-
Lymphozyten. IL-5 stimuliert aul3erdem die Produktion von Histamin und Leukotrienen
durch basophile Granulozyten [22, 25, 46].

Eine Assoziation von IL-5 mit NK-Zellen konnte bisher nicht beobachtet werden. Auch
mit den hier durchgefiihrten Versuchen konnten keine neuen Erkenntnisse zu einer
eventuell vorhandenen Produktion von IL-5 durch NK-Zellen gewonnen werden. Eine
Produktion durch die CD56T-Zellen konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden.

5.5.1.5Interleukin-10

Interleukin-10 (IL-10) wird vor allem von aktivierten T-Lymphozyten gebildet. Die

Wirkung dieses Zytokins ist vorrangig anti-inflammatorisch indem es der Ausweitung
einer antigenspezifischen Immunantwort entgegenwirkt. Dies geschieht durch die
Reduktion der HLA-Klasse-II-Expression von Antigen-prasentierenden Zellen und die
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Suppression der Zytokinproduktion durch Makrophagen, wodurch indirekt ein negativer
Einfluss auf die Aktivierung von T-Zellen entsteht. Auf NK-Zellen wirkt IL-10 in Form
einer Hemmung der IFN- und TNFea-Sekretion, es fordert jedoch trotzdem deren
zytotoxische Aktivitat [22, 25, 46].

In Korrelation mit den bisherigen Kenntnissen konnte keine Produktion von IL-10
durch NK-Zellen nachgewiesen werden. Eine Produktion durch die ©DZeéllen

konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden.

5.5.1.6Interleukin-12

Antigenprasentierende Zellen wie Makrophagen und B-Zellen besitzen die Fahigkeit
zur Interleukin-12- (IL-12) Synthese. Dieses Zytokin wird bei bakteriellen, parasitaren
und viralen Erkrankungen gebildet. Synergistisch mit IL-2 aber auch unabhéngig davon
wirkt es auf T- und NK-Zellen als Reiz zu zytotoxischer Aktivierung und Proliferation.
IL-12 induziert auRerdem die IF{-und TNFea-Bildung in diesen Zellen. T-Zellen
werden zur Polarisierung hin zu Thl-Zellen beeinfluf3t. NK-Zellen produzieren unter
Einfluss von IL-12 auch IL-3, GM-CSF und G-CSF [22, 25, 46].

Mit dem gewahlten Versuchsansatz konnte eine Produktion dieses Zytokins durch die
untersuchten Zellpopulationen, sowohl CD36Zellen als auch CDS6NK-Zellen,

nicht nachgewiesen werden.

5.5.2 Intrazellulare Zytokinproduktion nach Antigenstimulation

Es konnte also eine intrazellulare Produktion von {Fdiad TNFea bei NK- und T-
Zellen und eine IL-2-Produktion bei T-Zellen nachgewiesen werden. Es lag daher nahe,
zu Uberprifen, ob diese Zytokinproduktion auch in einen Zusammenhang mit der
Alloreaktivitat dieser Zellreihnen gebracht werden konnte. Als Versuchsansatz hierfur
wurde die Durchfihrung einer gemischten Lymphozytenkultur (Mixed lymphocyte
culture MLC) gewahlt. Es wurden unauftrennte Lymphozyten von zwei Spendern
miteinander Kkultiviert. Dabei war in jedem Versuchsansatz jeweils eine Spender-
Lymphozyten-Population zuvor mit 30 Gy bestrahlt worden. An den Tagen 0, 6 und 10
wurden Proben entnommen und auf Verlauf der Zellzahl, Phanotyp, intrazellulare

Zytokinproduktion und IFNKonzentration im Uberstand untersucht.
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5.5.2.1Verlauf der Zellzahlen

Bei Versuch 1 kam es zunachst zu einer Zellproliferation, von Tag O bis Tag 6 erhthte
sich die Zellzahl von 1,0 x 20 ml auf 1,2 x 18/ ml. Zwischen Tag 6 und Tag 10
reduzierte sich diese jedoch um die Hélfte auf 0,6 %/ 18l. Bei Versuch 2 blieb die
Zellzahl konstant bei 1,0 x 10 ml.

5.5.2.2Verlauf der Antigenexpression

Da sowohl das Verhalten von NK-Zellen als auch das von T-Zellen, und hier nicht nur
CD56'-T-Zellen, Uberpriift werden solite, wurde die MLC mit unaufgetrennten
Lymphozyten angesetzt. Durch FACS-Phéanotypisierung war es moglich, zwischen den
einzelnen Zelltypen zu unterscheiden. Tatsachlich war der T-Zell-Anteil, beurteilt an
der CD3-Expression, von Anfang an sehr hoch (84%) und es kam auch im weiteren
Verlauf der MLC vor allem zu einer T-Zell-Proliferation, der prozentuale Anteil lag an
Tag 10 bei beiden Versuchsansétzen tber 90%.

Die CD56-Expression nahm bei Versuch 1 deutlich zu, doch handelte es sich hierbei um
CD56'/CD3'-T-Zellen. Des weiteren konnte eine Zunahme der CD158a-Expression
beobachtet werden, wahrend die Expression von CD158b keine Anderung zeigte.

Die CD56-Expression in Versuch 2 nahm ab. Die prozentuale Expression von CD158a

und CD158b blieb konstant auf niedrigem Niveau.

5.5.2.3Intrazellulare Zytokinproduktion

Im Rahmen dieses Versuchsaufbaus konnte so gut wie keine IL-2- unda-TNF-
Produktion nachgewiesen werden. Die vergleichsweise hohen Messwerte bei diesen
Zytokinen bei CD158bZellen (13,3% bei IL-2 und 11,4% bei TNH-an Tag 10 bei
Versuch 1 mussen kritisch betrachtet werden. Zwar konnten diese Werte aus den FACS-
Messungen ermittelt werden, doch nahmen diese Bezug auf eine sehr kleine Zellzahl, da
der CD158b-KIR, wie im letzten Absatz dargelegt, in der Gesamtexpression eher
herunterreguliert wurde. Man sollte dies also vernachlassigen. Wichtiger ist die
Beobachtung, dass vor allem an Tag 6 der MLC hohe Werte fly ik&¢thgewiesen
werden konnten: Bei Versuch 1 produzierten 22,1% der-KiRellen, 23,5% der
CD158B-Zellen und 38,3% der CD158ellen dieses Zytokin. Bei Versuch 2 lagen

die Werte mit 10,4% (KIRT-Zellen), 7,3% (CD158b) und 18,1% (CD158a) deutlich
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niedriger. Es ist zu beachten, dass fast alle Zellen bei dieser Untersuchuhd-CD3
Zellen sind. Auffallend ist also, dass der CD158a-KIR nicht nur in Versuch 1 vermehrt
exprimiert wird, sondern dass diese Zellen auch insgesamt eine besonders hohe

Produktion von IFNy aufweisen.

5.5.2.4interferon- y-Konzentration im Uberstand

Die IFN-y-Konzentration im Uberstand der MLC entwickelte sich unterschiedlich in
den beiden Versuchen:

Bei Versuch 1 konnte an Tag 6 eine Konzentration von 3500 pg / ml nachgewiesen
werden, die an Tag 10 auf 1200 pg / ml sank. Die Werte korrelieren mit der hohen IFN-
y-Produktion an Tag 6 und dem Verlauf der liHRroduktion.

Bei Versuch 2 stieg der Wert von 1800 pg / ml ( Tag 6) auf 2500 pg / ml (Tag 10). Die
niedrigeren Werte korrelieren mit der niedrigeren N-Rroduktion in diesem
Versuchsansatz, der Verlauf ist jedoch reziprok zum Nachweis von intrazellularem IFN-

y, das von Tag 6 auf Tag 10 absank.

5.5.3 Beurteilung der Ergebnisse

Bei den durchgefuhrten Untersuchungen konnte nur bei der T-Zell-Population eine
Produktion von IL-2 nachgewiesen werden, dies stimmt mit den bisherigen Kenntnissen
zu diesem Zytokin Uberein [1, 22, 25]. Eine Produktion von IL-5, IL-10 und IL-12
durch NK-Zellen oder T-Zellen konnte nicht nachgewiesen werden, diese ist in der
Literatur fur NK-Zellen bisher auch nicht beschrieben, bei T-Zellen jedoch bekannt fur
IL-5 und IL-10 [1, 22, 25, 46]. Wie zu erwarten war [1, 22, 25, 43, 61], wurdeyliaiN-

allen untersuchten Proben in hohem Mal3e nachgewiesen. T-Zellen zeigten dabei hohere
Werte als NK-Zellen. Da die fiinf Versuche mit dem Blut funf verschiedener
freiwilliger Spender durchgefihrt wurden, kann man vermuten, dass die zum Tell
heterogenen Ergebnisse in der individuellen physiologischen Verfassung des einzelnen
Spenders begrindet sein mégen. Dadurch kdnnen sich die untersuchten Zellen in
unterschiedlich vorstimuliertem Zustand befunden haben. Die Produktion voro TNF-

war besonders hoch bei den ersten zwei Versuchen, auch hier zeigten T-Zellen deutlich
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hohere Werte als NK-Zellen. Es mag eine ahnliche Ursache zugrunde liegen wie soeben
fur IFN-y dargelegt.

Die Entwicklung der Antigenexpression der MLC zeigte eine deutliche Vermehrung des
prozentualen Anteils an CDJ-Zellen. Ein Anstieg von CD5&Zellen in Versuch 1

war verbunden mit der Beobachtung, dass auch diese Zellen fast ausschlieRlich CD3
und damit T-Zellen waren. Obwohl sich die Zellzahl zwischen Tag 6 und Tag 10
halbierte, vervierfachte sich der prozentuale Anteil der CD1B84en in dieser Zeit.

Es kam also zu einem starken relativen Anstieg an CD1&8en, die wiederum zum
groRten Teil CD3 d.h. T-Zellen, waren. Dies widerspricht den Beobachtungen von
Yamada et al, der 1998 die Vermutung auRerte, dassKiRellen keinen TCR (CD3)
exprimieren wirden [63]. Eine Koexpression von TCR und KIR ist bisher tatsachlich
vor allem beiy/d-T-Zellen beschrieben, die innerhalb der T-Zellpopulaton eine
Minderheit darstellena/pB-T-Zellen scheinen dagegen nur selten KIR zu exprimieren
[49]. Handgretinger et al konnte 1999 bei einem Fall von isolierter Aplasie der
Erythropoese ("Pure red cell aplasia”) einen KyR-T-Zellklon nachweisen, der
vermutlich fir die isolierte Lyse der HLA-armen erythropoetischen Vorlauferzellen
verantwortlich war [26].

Mehrere Mdoglichkeiten der Interpretation stehen zur Verfigung fur die Zunahme an
CD1584-T-Zellen: man konnte vermuten, dass diese Zellen eine bessere
Uberlebensfahigkeit im gegebenen Versuchsansatz besaRen oder man kann spekulieren,
dass es gar zu einer relativen Zellproliferation dieser Zellreihe kam. Am
wahrscheinlichsten ist jedoch, dass es im Rahmen der Antigenkonfrontation, bei
Vorhandensein eines korrelierenden Antigens, zu einer vermehrten relativen Expression
des KIR CD158a gekommen ist. Dies konnte in der Funktion einer Beeinflussung der
zytotoxischen T-Zell-Aktivitat begriindet sein. Ahnliche Beobachtungen beschrieb
Bertone et al, der eine vermehrte Expression des inhibierenden CD94/NKG2A-
Rezeptors auf T-Zellen nachweisen konnte nach Stimulation mitl ¢8f- Mingari et

al aullerte 1998 die Vermutung, dass die KIR-Expression von reifen NK-Zellen stabil
bleibt, hingegen in T-Zellen unter bestimmten Bedingungen, z.B. durch Stimulation mit
Zytokinen, verandert werden kann. Sie beobachtete eine erhdhte Exression von
CD94/NKG2A auf CD8-T-Zellen unter Stimulation mit IL-10, IL-1 und TGE-
wahrend IL-4, IL-6, IL-7, IL-12 und IFN+ keinen Effekt zeigten [40]. Beide
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interpretierten dies im Sinne einer Inhibition und damit Regulation der T-Zell-Rezeptor-
(TCR)-vermittelten Zytotoxizitat tber CD94/NKG2A.

Die MLC-Ansatze wurden auf3erdem auf die intrazellulare Produktion von IL-2y IFN-
und TNFa untersucht. Die Ergebnisse fielen sehr schwach aus, einzig T-Zellen, sowohl
KIR™ als auch KIR zeigten eine IFN+Produktion, wobei die Werte besonders hoch
lagen bei der zuvor erwahnten CD15%zlIpopulation. Hier kbnnte es sich um eine
Bestatigung der soeben formulierten Vermutung handeln: Durch eine vermehrte
Expression des KIR auf T-Zellen kdnnte einer Uberschiellenden TCR-vermittelten
Zytotoxizitat, erkennbar hier an der hohen IfHRroduktion, entgegengewirkt werden.

Die Messung der IFN-Konzentrationen im Uberstand entwickelte sich in den beiden
Versuchen gegenlaufig. Warum es in Versuch 2 zu einer Erh6hung dey- IFN-
Konzentration im Uberstand kam bei deutlicher Verringerung der intrazellularey- IFN-

Konzentration bleibt unklar.
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6 Zusammenfassung

NK-Zellen sind lymphozytische mononukleére Zellen, deren zytotoxische Aktivitat
nicht der klassischen HLA-Restriktion unterliegt. An klonierten NK-Zellen konnte
nachgewiesen werden, dass diese in der Lage sind, Zellen mit verédnderter oder
fehlender HLA-Klasse-I-Expression zu erkennen und zu lysieren. In der Funktion und
Regulation von NK-Zellen und NK-Zellzytotoxizitat wird daher der Interaktion
zwischen HLA-Klasse-I-Antigenen und den sogenannten KIR (Killer Cell Inhibitory
Receptors) und KAR (Killer Cell Activatory Receptors) besondere Bedeutung
zugesprochen. Es wurde postuliert, dass der Rezeptor p58.1-KIR, der durch Anti-
CD158a bzw. Anti-EB6 erkannt wird, mit den Antigenen HLA-Cw-2, -4, -5, -6 und -15
interagiert und der Rezeptor p58.2-KIR, durch Anti-CD158b bzw. Anti-GL183 erkannt,
mit HLA-Cw-1, -3, -7 und -8.

Ziel dieser Arbeit war es, durch Untersuchungen an der KIR-Subpopulation p58.2
(CD158b) weitere Erkenntnisse uber die Interaktion zwischen NK-Zellen und HLA-C-
Antigenen zu gewinnen und die durch Untersuchungen an klonierten Zellen postulierten
Theorien im nativen System zu verifizieren. Die Zytotoxizitdt der angereicherten
CD1585/CD3/CD158&NK-Zellen wurde hierfiir in vergleichenden Untersuchungen
mit CD56"/CD3-NK-Zellen und CD5&/CD3"-T-Zellen beurteilt.

Es wurde zunachst eine Methode zur Anreicherung von NK-Zellen entwickelt, die
spezifisch den CD158b-KIR (p58.2) exprimieren ohne Koexpression des CD158a-KIR
(p58.1). Um Interaktionen des p58.1-KIR bei den anschlielenden Experimenten
auszuschliel3en, wurden Zellen, die diesen Rezeptor exprimierten, depletiert. Ebenfalls
depletiert wurden CD3T-Zellen. Die Reinheit der angereicherten CDI38D158a
/CD3-Zellpopulation war mit 85,6% zufriedenstellend.

Trotz geringer Ausbeute konnten funktionelle Untersuchungen zur Zytotoxizitat der
isolierten Zellpopulation (CD158KCD3/CD1584) im Vergleich zu KIRNK-Zellen
(CD158b/CD3/CD1584), unaufgetrennten NK-Zellen (CD5ED3), T-Zellen
(CD56'/CD3") und unaufgetrennten Lymphozyten (PBMNC) angeschlossen werden.
Dies erfolgte anhand von BATDA-Zytotox-Assays. Zytotoxizitdtsversuche gegen die
Tumorzelllinie K562, die als klassisches NK-Zelltarget gilt, bewiesen die Vitalitat der
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angereicherten Zellen. In Zytotoxizitatsversuchen mit HLA-C-transfizierten
Targetzellen konnte die an klonierten CD158tK-Zellen postulierte Inhibition durch
HLA-Cw7 und Aktivierung bzw. fehlende Inhibition durch HLA-Cw6 mit den
angereicherten nativen Zellen nicht reproduziert werden.

Um weitere Kenntnisse Uber regulatorische Fahigkeiten von NK-Zellen zu erhalten
wurden CD56-angereicherte Zellen immunphanotypisch differenziert und die
identifizierten Subpopulationen an CD158&zw. CD158b-NK-Zellen sowie -T-
Zellen vergleichend auf die intrazellulare Produktion von Zytokinen untersucht. Es
konnte eine intrazellulare Produktion von IfFNind TNFa bei NK- und T-Zellen und

eine IL-2-Produktion bei T-Zellen nachgewiesen werden.

Die phanotyp-spezifischen Zytokinuntersuchungen wurden wiederholt an PBMNC, die
in einer gemischten Lymphozytenkultur stimuliert worden waren. Im Rahmen dieses
Versuchsansatzes konnte durch Messungen der intrazellularen Zytokinproduktion und
der Zytokinkonzentration im Uberstand der MLC nur eine Produkion vonylFN-
nachgewiesen werden. In der phanotypischen Differenzierung lieRen sich die KIR
Zellen fast ausschlieBlich als CDB-Zellen identifizieren, es zeigte sich auRerdem eine
deutliche Zunahme der CD158&ubpopulation, die zudem die hochste N-N-
Produktion aufwies. Dies laf3t darauf schlieRen, dass KIR auch bei T-Zellen eine
bedeutende Rolle in der Beeinflussung der Zytotoxizitat spielen.

Die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse zeigen, dal3 die Regulation zytotoxischer
NK-Zellfunktion komplex ist und in einem Zusammenspiel vielfaltiger Faktoren zu
interpretieren ist. KIR- und KAR-Rezeptoren und deren Expressionsmuster, HLA-
Klasse-I-Affinitaten und Bzeptor-Interaktionen scheinen hierbei eine wichtige aber
nicht die einzige Rolle zu spielen. Die entwickelte Methode zur Isolierung einer
spezifischen KIR-Subpopulation aus nativen Zellen kann in der weiteren Erforschung
der NK-Zellfunktion gut eingesetzt werden.
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8.3 Abklrzungen
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ADCC Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity
AK Antikorper

APC Allophycocyanin

APZ Antigen-prasentierende Zelle

BSA Bovine Serum Albumin

CD Cluster of Differentiation

CTL Cytotoxic T-Lymphocytes

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid

E/T-Verhaltnis
Europium-FST

Effektor / Target-Verhaltnis
Europium-Freisetzungstest

Eu-Solution Europium-Solution

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter
FACScan Fluorescence Activated Cell Scan

FCS Fetal Calf Serum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FL1 Fluoreszenz 1 (Fluoreszenzkanal fur FITC)
FL2 Fluoreszenz 2 (Fluoreszenzkanal fur PE)
FL3 Fluoreszenz 3 (Fluoreszenzkanal fur PerCP)
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FL4 Fluoreszenz 4 (Fluoreszenzkanal fir APC)
FSC Forward Scatter

g Erdbeschleunigung

GM-CSF Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor
HLA Humane Leukozyten Antigene

IFN-y Interferony

lg Immunglobulin

IL Interleukin

ITAM Immune Receptor Tyrosine-Based Activatory Motif
ITIM Immune Receptor Tyrosine-Based Inhibitory Motif
KAR Killer Cell Activatory Receptor

KIR Killer Cell Inhibitory Receptor

LAK-Zellen Lymphokin-aktivierte Killerzellen

LGL Large Granular Lymphocytes

MACS Magnetic Activated Cell Sorter

mMAK monoklonaler Antikorper

MHC Major Histocompatibility Complex

MLC Mixed Lymphocyte Culture

MSL Maximale Spezifische Lyserate

NK-Zelle Natdrliche Killerzelle

PBMNC Peripheral Blood Mononuclear Cells

PBS Phosphate Buffered Saline

PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein

PFA Paraformaldehyd

PMA Phorbol 12-Myristat 13-Acetat

RAM Rat-Anti-Mouse

SSC Side Scatter

TCR T-Zell-Rezeptor

TGFf Transforming-Growth-Factds-

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktom-

U/min Umdrehungen / Minute
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