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,Das Leben ist wert, gelebt zu werden, sagt die
Kunst, die schonste Verfiihrerin, das Leben ist

wert, erkannt zu werden, sagt die Wissenschaft.“

Friedrich Nietzsche (1844-1900)
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ADCC Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity
(Antikérperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat)

AML Akute myeloische Leukdamie

APC Antigenprasentierende Zelle

CB Cordblood (Nabelschnurblut)

CcD Cluster of differentiation (Unterscheidungsgruppen)

CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl ester

CLP Common lymphoid progenitor
(gemeinsamer lymphoider Vorldufer)

CMV Zytomegalie-Virus

et al. et alias, lateinisch: und andere

GvHD Graft-versus-host-disease

GvL Graft-versus-Leukemia

HCT Hematopoietic cell tranplantation
(Hamatopoietische Zelltransplantaion)

HCV Hepatitis C-Virus

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

HLA Human leukocyte antigen
(Humanes Leukozyten Antigen)

HLA-C1,2 HLA-C Gruppe 1,2

HSC Hematopoietic stem cell (Hdmatopoietische Stammzelle)

HSCT Hematopoietic stem cell tranplantation
(Hamatopoietische Stammzelltransplantation)

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

iNKT Invariante NKT-Zellen

ITAM Immunoreceptor tyrosin-based activating motif

ITIM Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif

KIR Killer cell immunoglobulin-like receptor

LAMP-1,2 Lysosomal-associated membrane protein 1,2

LIR Leukocyte Ig-like receptor

LRC Leukocyte receptor complex (Leukozyten Rezeptor
Komplex)

MHC Major histocompatibility complex
(Haupthistokompatibilitatskomplex)

NCAM Neural cell adhesion molecule

NCR Natural cytotoxicity receptors
(Naturliche Zytotoxizitatsrezeptoren)

NKC NK cell cluster

NK-Zelle Natdrliche Killerzelle

PB Peripheres Blut
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PBMC

Pl
TCR
TNF

Peripheral blood mononuclear cells
(Periphere mononukleédre Zellen)
Propidium lodid

T cell receptor (T-Zellrezeptor)
Tumornekrosefaktor



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Natdirliche Killer (NK)-Zellen detektieren Verdnderungen in der Expression von HLA-Klasse I-
Molekiilen (MHC-Klasse I-Molekiile des Menschen) auf Korperzellen mit Hilfe bestimmter
inhibitorischer Rezeptoren, insbesondere der KIR- (killer cell Ig-like receptors) und NKG2-
Rezeptorfamilien. Wahrend KIR-Rezeptoren hochspezifisch fiir bestimmte HLA-Klasse |-
Epitope sind, handelt es sich bei NKG2A um einen Pan-HLA-Klasse |-Rezeptor. Diese
Rezeptoren werden klonal verteilt exprimiert, d.h. von NK-Zelle zu NK-Zelle unterschiedlich,
und bilden zusammen das sogenannte NK-Zellrepertoire. Bisher war unklar, ob und wie das
humane NK-Zellrepertoire durch die Interaktion dieser Rezeptoren mit ihren spezifischen
HLA-Klasse I-Liganden geformt wird. Um die Prinzipien dieser Interaktion besser zu
verstehen, wurden NKG2A und KIR-Rezeptoren sowie ihrer HLA-Klasse | Liganden in
peripherem Blut und Nabelschnurblut analysiert. Um die gleichzeitige Detektion der klonalen
Expression und Funktion aller wichtigen inhibitorischen Rezeptoren auf NK-Zellen zu
ermoglichen, wurde hierfir ein durchflusszytometrisches Verfahren etabliert, bei dem die
KIR- und NKG2A-Expression zusammen mit funktionalen Markern wie CD107 und

Interferon-y bestimmt werden kann.

Die prasentierten Ergebnisse zeigen, dass sich KIR und NKG2A-Rezeptoren gegenlaufig
zueinander verhalten, und zwar sinkt die Frequenz von NKG2A-exprimierenden NK-Zellen
von der Geburt bis zum Erwachsenenalter um 50%, wahrend sich reziprok dazu die KIR-
Expression fast verdoppelt. Diese Ergebnisse deuten auf eine Transition von einem
unspezifischen neonatalen zu einem hochspezifischen adulten NK-Zellrepertoire hin. Diese
Hypothese wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass in adulten NK-Zellen eine signifikante
Adaption der KIR-Expressionsfrequenzen zum entsprechenden HLA-Klasse I-Liganden
auftritt, wahrend dieser Effekt im neonatalen Blut nicht nachgewiesen werden konnte.
Interessanterweise zeigen sowohl neonatale als auch adulte NK-Zellen eine funktionale
Adaption an HLA-Klasse | in Bezug auf Zytotoxizitat und Zytokinproduktion, ein Prozess der
auch als Lizenzierung bezeichnet wird. Insgesamt konnte damit in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die Lizenzierung der strukturellen Adaptation des NK-Zellrepertoires

vorausgeht und beide Prozesse wahrscheinlich nicht direkt miteinander verknipft sind.



Summary

Summary

Natural killer (NK) cells sense changes in the expression of HLA class | molecules (human
MHC class | molecules) to target cells using specific inhibitory receptors, especially the KIR
(killer cell Ig-like receptors) and NKG2 receptor families. While KIR receptors are highly
specific for certain HLA class | epitopes, NKG2A is a Pan-HLA class | receptor. These receptors
are clonally expressed, i.e. different from NK cell to NK cell, and form together the so-called
NK cell repertoire. However, it was unclear whether and how the human NK cell repertoire is
shaped by the interaction of these receptors with their specific HLA class | ligands. To
understand the principles of this interaction better, NKG2A and KIR receptors and their HLA
class | ligands were analyzed in peripheral blood and cord blood. To enable the simultaneous
detection of clonal expression and function of all major inhibitory receptors on NK cells, a
flow cytometric protocol was established, in which the KIR and NKG2A expression can be

determined together with functional markers such as CD107 and Interferon-y.

The results show that KIR and NKG2A receptors act in opposite directions. The frequency of
NKG2A-expressing NK cells decreases from birth to adulthood by 50% while reciprocally the
KIR expression almost doubled. These results suggest a transition from a non-specific
neonatal to a highly specific adult NK cell repertoire. This hypothesis is supported by the
observation that in adult NK cells a significant adaptation of KIR expression frequencies for
the HLA class | ligands occurs while this effect in neonatal blood was not detectable.
Interestingly, both neonatal and adult NK cells show a functional adaptation to HLA class | in
terms of cytotoxicity and cytokine production, a process which is also referred to as
licensing. Furthermore, the study suggests that functional education of cognate KIR by self-
HLA class | precede structural adaptation of KIR repertoires and that both processes are not

directly linked to each other.

Vi



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist das biologische Abwehrsystem des Korpers gegen Krankheitserreger
wie Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten und besteht aus vielen zelluldren und humoralen
Bestandteilen, die ein komplex miteinander verflochtenes System bilden, um pathogene und
korperfremde Strukturen zu erkennen und zu vernichten. Das Immunsystem lasst sich in eine

angeborene und eine adaptive Immunantwort unterteilen.

Das angeborene Immunsystem bekdampft Krankheitserreger ohne vorherige Stimulation oder
zuvor Kontakt mit dem Erreger gehabt zu haben. Neben anatomischen und physiologischen
Barrieren und dem Komplementsystem ist ein Teil des angeborenen Immunsystems auch
zellvermittelt. Dem gehoren Granulozyten, Monozyten, dendritische Zellen und natdrliche
Killerzellen (NK-Zellen) an. Diese Zellen sind in der Lage, korperfremde von kérpereigenen
Zellen und Strukturen zu unterscheiden. Entweder sie erkennen das Fehlen von
korpereigenen Strukturen oder das Vorhandensein konservierter Pathogenstrukturen als
korperfremd und vernichten die Erreger entweder durch Phagozytose- oder
Lysemechanismen. Zudem produzieren viele dieser Zellen chemische Stoffe wie Interleukine
(IL) und Interferone (IFN), die andere Immunzellen aktivieren und die Immunantwort

verstarken.

Das adaptive Immunsystem besteht aus humoralen und zelluldaren Komponenten, die mit
Hilfe von Rezeptoren in der Lage sind, spezifische Strukturen der Angreifer als kdrperfremd
zu erkennen und zu vernichten. Es zeichnet sich durch seine Anpassungsfahigkeit gegenliber
neuen oder veranderten Erregern aus und vermittelt Immunitdat durch gezielte
Zellabwehrmechanismen und Antikérper. Eine weitere Eigenschaft des adaptiven
Immunsystems ist die Ausbildung so genannter ,Memory-Zellen”. Dies sind
Gedachtniszellen, die es ermdglichen, bei einer erneuten Ansteckung schneller und

effizienter zu reagieren.

Die Besonderheit des adaptiven Immunsystems besteht in der Diversitat und Spezifitat der
Rezeptoren von B- und T-Zellen. Durch verschiedene genetische Mechanismen wird eine

Vielzahl von verschiedenen Rezeptoren erzeugt, die alle eine unterschiedliche Spezifitat
1
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aufweisen. Die humorale Immunantwort wird hauptsachlich durch B-Zellen vermittelt.
B-Zellen erkennen mittels ihrer Rezeptoren sowohl gebundene als auch freie Antigene und
kénnen nach Aktivierung proliferieren und zu Plasmazellen differenzieren. Diese produzieren
dann Antikorper, die an die fremden Strukturen binden und diese markieren. Sowohl Zellen
des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems sind mittels Rezeptoren in der Lage

die Immunglobuline zu erkennen und die Lyse oder Phagozytose einzuleiten.

Die zellulare Immunantwort wird durch T-Zellen vermittelt. T-Zellen sind Lymphozyten, die
sich nicht wie die Gbrigen Lymphozyten im Knochenmark entwickeln, sondern ihre Reifung
im Thymus vollziehen. Sie tragen den T-Zellrezeptor (T-Cell Receptor, TCR), mit dem jede
Zelle ein anderes, spezifisches Antigen erkennen kann. Es gibt verschiedene
T-Zellpopulationen, die sich in ihren Oberflachenrezeptoren und Funktionen unterscheiden.
Durch so genannte Differenzierungscluster (Cluster of differentiation, CD) lassen sich alle
Zellen charakterisieren. CD3 ist ein T-Zellmarker, der auf T-Zellen mit dem TCR assoziiert

exprimiert wird. CD3 dient dabei der Signalweiterleitung.

CD4-positive T-Zellen sind T-Helferzellen. Sie erkennen Antigene, die mit Hilfe von MHC-
Klasse lI-Molekiilen (Major histocompatibility complex, MHC) auf der Oberfliche von
antigenprasentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen, B-Zellen und Monozyten,
prasentiert werden. Dadurch werden diese T-Zellen aktiviert und setzen Interleukine frei, die

wiederum andere Immunzellen, wie B-Zellen oder auch zytotoxische T-Zellen aktivieren.

CD8-positive T-Zellen sind zytotoxische T-Zellen, die Antigene erkennen, die an MHC-Klasse |-
Molekiile gebunden sind. MHC-Klasse I-Molekiile werden auf fast allen kernhaltigen Zellen
exprimiert. Bei Erkennung der Antigene durch den TCR und seinen Co-Rezeptor CD8 wird die

Lyse der Zielzelle eingeleitet (Janeway et al., 2002).
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Abbildung 1-1: Darstellung der Himatopoiese. Gedandert nach www.allthingsstemcell.co

Der Hauptteil der Immunzellen zirkuliert im peripheren Blut des Menschen, das sich aus
verschiedenen Bestandteilen zusammensetzt. Zunachst lasst sich das Blut in Blutplasma und
zelluldre Bestandteile unterteilen. Im Plasma sind Proteine, Salze, Zucker und Nahrstoffe
gelost. Die zellularen Bestandteile lassen sich noch einmal in Gruppen unterteilen.
Erythrozyten (rote Blutkorperchen) sind fiir den Sauerstofftransport im Blut verantwortlich,
Thrombozyten (Blutpldttchen) flir die Blutgerinnung, und Leukozyten (weilRe
Blutkérperchen) enthalten die Zellen des Immunsystems: Granulozyten (Eosinophile,

Neutrophile, Basophile), Monozyten und Lymphozyten (T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen).

Alle hamatopoietischen Zellen stammen von einer Vorlduferzelle, der sogenannten
hdamatopoietischen Stammzelle (hematopoietic stem cell, HSC) ab. Diese Zellen erneuern
sich zum einen selbst und differenzieren zum anderen in reife hamatopoietische Zellen tiber

verschiedene Zwischenstufen, die Gber ihre Oberflaichenmarker definiert werden.
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Alle hamatopoietischen Zellen sind positiv flir CD34, die gemeinsame lymphoide
Vorlauferzelle (common lymphoid progenitor, CLP) ist weiterhin positiv fir CD45RA und CD7
(Blom and Spits, 2006).

Im ersten Schritt der Differenzierung bilden sich myeloide oder lymphoide Vorlauferzellen.
Aus den myeloiden Vorlauferzellen entstehen Erythrozyten, Megakaryozyten, Granulozyten
und Monozyten, wahrend die lymphoiden Vorlaufer zu NK-, T- oder B-Zellen differenzieren
(Abbildung 1-1). Fir die weiteren Differenzierungsschritte sind zum einen
Transkriptionsfaktoren verantwortlich, zum anderen Zytokine sehr entscheidend.
Beispielsweise bendtigen T-Zellen fir ihre Entwicklung IL-7, wahrend NK-Zellen u.a. IL-15
brauchen. Es konnten noch nicht alle Schritte der lymphoiden Entwicklung geklart werden.
Besonders die Zellstadien der friihen Vorlaufer sind in vielen Fallen noch weitestgehend

unbekannt.

Des Weiteren zeigen neueste Studien zur Transdifferenzierung, dass auch aus myeloiden
Vorlaufern in vitro NK-Zellen generiert werden konnen (Grzywacz et al., 2010) was belegt,
dass ein bestimmter hamatopoietischer Differenzierungsweg nicht endgiiltig determiniert
sein muss. Weiterhin zeigt die Moglichkeit, aus Fibroblasten hamatopoietische Zellen zu
generieren (Szabo et al., 2010), dass vermeintlich enddifferenzierte nicht-hdmatopoietische
Zellen durch Uberexpression  wichtiger  Transkriptionsfaktoren,  sogenannter
Masterregulatoren, in ein hamatopoietisches Differenzierungsschicksal Uberfliihrt werden

kénnen.

1.2 Die Natiirliche Killer-Zelle

1.2.1 Phanotyp und Funktion von NK-Zellen

NK-Zellen sind eine Subpopulation der Lymphozyten, die als Teil der angeborenen
Immunantwort fiir die Bekdmpfung von virusinfizierten und tumordsen Zellen verantwortlich
sind. Sie sind groRe, granuldre Lymphozyten, deren Anteil an Lymphozyten im Blut

durchschnittlich 10-15 % betragt.

NK-Zellen kénnen im Gegensatz zu T- und B-Zellen virusinfizierte Zellen und Tumorzellen
ohne vorherige Antigenerkennung téten. Damit bilden sie ein wichtiges Bindeglied zwischen

4
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angeborener und adaptiver Immunantwort. Sie sind als eine der ersten Zellen am
Infektionsort und bekampfen diese zu einem sehr frihen Zeitpunkt. Dabei dammen sie die
Infektion ein, bis die T-Zellantwort startet und rekrutieren durch Zytokinausschiittung

weitere Immunzellen.

NK-Zellen zeichnen sich durch die Anwesenheit der Oberflichenmarker CD56 sowie die
Abwesenheit von CD3 aus (Lanier et al., 1991). CD56 gehort zur Immunglobulin-Superfamilie
und ist ein neurales Zelladhasionsmolekil (Neural Cell Adhesion Molecule, NCAM), dessen
Bedeutung auf NK-Zellen noch nicht vollstandig geklart ist. Basierend auf der Dichte von
CD56 auf der Oberflaiche der NK-Zellen lassen sich NK-Zellen in zwei Populationen
unterteilen, die sich phanotypisch und funktionell voneinander unterscheiden (Cooper et al.,
2001; Jacobs et al., 2001). Die Zellen, die viel CD56 auf ihrer Oberflache tragen, nennt man
CD56"""_Zellen, sie machen bis zu 10% der NK-Zellpopulation aus. CD56%™-Zellen dagegen
sind Zellen mit einer geringeren Zahl an CD56-Molekilen auf der Oberflache und bilden mit
ca. 90% den GroRteil der NK-Zellen. Funktionell unterscheiden sich diese beiden NK-

bright

Zellpopulationen darin, dass die CD56 -Zellen in ihrer Immunantwort vorwiegend

dim

Zytokine produzieren, wahrend CD56 " "-Zellen vorwiegend zytotoxische Aufgaben erfillen.

Weiteres Unterscheidungsmerkmal ist die Expression des Fc-Rezeptors CD16, auf CD56 bright

ist er kaum oder gar nicht vorhanden, wahrend die CD56 “™ ihn in hoher Dichte exprimieren.

CD16, ein niedrigaffiner Rezeptor fiir den Fc-Teil des Immunglobulin G (IgG) vermittelt die
antikérperabhdngige zelluldre Zytotoxizitat (antibody dependent cell-mediated cytotoxicity,
ADCC). Dabei erkennt und bindet CD16 antikorpermarkierte Zellen und leitet daraufhin

einen Lysemechanismus ein.

Es gibt eine kleine Population von T-Zellen, die neben ihren T-Zellmarkern wie CD3 oder TCR
auch Merkmale von NK-Zellen aufweisen. Diese so genannten NK-dhnlichen T-Zellen tragen
CD56 sowie NK-Zellrezeptoren auf ihrer Oberflache. Ihre Aufgabe im Immunsystem ist noch
nicht vollstindig geklart. Man weiR nur, dass es insbesondere CD8*-Memory-T-Zellen sind,

die diese Merkmale aufweisen (Young and Uhrberg, 2002).
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1.2.2 Effektormechanismen der NK-Zellen

Der NK-Zelle stehen verschiedene Mechanismen zu Verfligung eine Zielzelle zu toten. Der
erste Weg flihrt Giber zytotoxische Granula, die durch Degranulation in Richtung der Zielzelle
ausgeschittet werden. Es sind spezialisierte Lysosomen, die Granzym B und Perforin
enthalten. Der saure pH der Granula halt die Enzyme inaktiv, bis sie in das Zytosol der
Zielzelle gelangen. Ein Molekiil namens Serglycin bindet im sauren Milieu starker an
Granzym B und inhibiert es bis es im neutralen Zytoplasma ankommt und die Bindung sich
|6st. Perforin wird ebenfalls inhibiert, und zwar durch Calreticulin (Lieberman, 2003). Die
Membran wird durch lysosomale Proteine, wie z.B. CD107a und b (lysosomal-membran
associated proteins, LAMP1 und 2) stabilisiert, welche die Selbstzerstérung der NK-Zellen

durch die Effektormolekiile verhindern (Chavez-Galan et al., 2009).

Gegenstand der Diskussion ist immer noch, auf welchem Weg Granzym B dabei in die Zelle
gelangt. Sicher ist lediglich, dass Perforin dazu benétigt wird. Moglich sind zwei Szenarien:
Perforin ist in der Lage, die Zellmembran der Zielzelle zu perforieren und die Granzyme
gelangen durch die entstandenen Poren in die Zelle. (Cullen and Martin, 2008; Voskoboinik
et al., 2010). Der zweite mogliche Mechanismus ist, dass Granzym B Uber Rezeptoren der
Zelle endozytotisch aufgenommen und Perforin dazu bendtigt wird die Endosomen zu
perforieren, damit die Granzyme in das Zytosol gelangen (Lieberman, 2003; Lord et al.,
2003). Dort angekommen, konnen sie zur Tat schreiten: Es gibt fiinf verschiedene Granzyme
im humanen System: A, B, H, K und M. Die genaue Funktion der Granzyme H, K und M ist
nicht bekannt, aber sie haben wohl nicht die starke zytotoxische Funktion wie A und B.
Granzym B ist wie alle Granzyme eine Serin-Protease und ist zudem das wichtigste Granzym
der NK-Zellen. Es initiiert den Caspase-Signalweg, der letztendlich zur Apoptose der Zielzelle
fihrt, indem es direkt die Caspase-3 schneidet oder indirekt (iber die Mitochondrien die
Freisetzung apoptotischer Faktoren aktiviert. Granzym A ist in der Lage auf einem
langsameren und Caspase-unabhdngigen Weg Apoptose einzuleiten (Lieberman, 2003). Die

Konsequenz beider Wege ist der Zelltod.

Die Induktion der Apoptose kann jedoch auch (iber Rezeptoren vermittelt werden. Der Fas-
Rezeptor der Zielzelle bindet an den Fas-Liganden der NK-Zelle und 16st damit ebenfalls den
Caspase-Signalweg aus, der Uber eine Kette von Enzymreaktionen zur Apoptose fihrt

(Chavez-Galan et al., 2009).
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Ein weiterer wichtiger Effektormechanismus der NK-Zellen ist die Ausschiittung von
Zytokinen. Es werden sowohl Interleukine wie IL-3, IL-10 und IL-13 sowie Interferon-y (IFN-y)
ausgeschittet, um andere Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems zu
aktivieren. Ein Beispiel ist die Bekampfung virusinfizierter Zellen. Die infizierten Zellen
produzieren bei Auftreten von viraler doppelstrangiger RNA IFN-a und IFN-B, welche
wiederum die NK-Zelle aktivieren. Durch diese Aktivierung schiittet sie IFN-y aus, das
Makrophagen aktiviert und die Expression der MHC-Klasse I-Molekile und somit die
Antigenprasentation erhoht. Dadurch sind wiederum T- und B-Zellen in der Lage, diese

Zellen als fremd zu erkennen und ihre Lysemechanismen in Gang zu setzen.

Ist man zunichst davon ausgegangen, dass lediglich die CD56°"&"

NK-Zellen Zytokine
ausschitten, ist nun bekannt, dass auch die CD56%™ dazu in der Lage sind (Fauriat et al.,

2009).

1.3 NK-Zellrezeptoren

Neben den Killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR), die in Kapitel 1.4 ausfihrlich
behandelt werden, gibt es noch weitere Rezeptoren auf NK-Zellen, die durch eine Balance
aus inhibitorischen und stimulatorischen Signalen Lyse der Zielzelle auslésen oder
verhindern. Die meisten dieser Rezeptoren werden in einem Komplex, dem NK-Zellcluster

(NK cell cluster, NKC) auf Chromosom 12p13.1, kodiert.

1.3.1 NCR und LIR

Die natlrlichen Zytotoxizitatsrezeptoren (natural cytotoxic receptor, NCR) NKp30, NKp44
und NKp46 sind aktivierende Rezeptoren und werden auf NK-Zellen exprimiert. Dabei
werden NKp30 und NKp46 auf ruhenden sowie aktivierten NK-Zellen exprimiert, wogegen
NKp44 erst nach IL-2 Aktivierung exprimiert wird. (Pende et al., 1999; Sivori et al., 1997;
Vitale et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass NKp46 und NKp44 an verschiedene virale
Hamagglutinine binden kénnen und dadurch aktiviert werden (Mandelboim et al., 2001).
NKp30 induziert Zelllyse und ist in die Interaktion mit dendritischen Zellen involviert.

AulBerdem bindet NKp30 an BAT3, einen von Tumorzellen bei Stress ausgeschitteten Faktor
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und ist damit notwendig fir die Tumorbekdmpfung (Moretta et al., 2006; Pogge von
Strandmann et al., 2007). Die NCR sind die einzigen Rezeptoren, deren Expression auf die

NK-Zelle beschrankt ist (Biassoni et al., 2001).

Die inhibitorischen LIR (leukocyte Ig-like receptor) LIR-1 und LIR-2 sind inhibitorische
Rezeptoren mit vier extrazellulairen Domanen und ebenfalls einer ITIM-Doméane im
Zytoplasma. LIR-1 erkennt HLA-G (human leucocyte antigen, HLA), hat eine breite HLA-Klasse
I-Spezifitat und erkennt das virale Homolog UL18, wogegen LIR-2 HLA-F als Liganden hat
(Vitale et al., 1999; Lepin et al., 2000).

1.3.2 NKG2 Familie

Eine Gruppe von MHC-abhadngigen Rezeptoren ist die NKG2-Familie, die zu den C-Typ-Lektin-
dhnlichen Rezeptoren gehort. Sie besteht aus finf Mitgliedern: NKG2A, NKG2C, NKG2D,
NKG2E und NKG2F. Wahrend alle anderen Mitglieder der NKG2-Familie Heterodimere mit

CD94 bilden, kommt NKG2D nur als Homodimer vor.

NKG2A ist der einzige inhibitorischer Rezeptor dieser Familie. Sein Ligand ist HLA-E. HLA-E ist
ein nicht-klassisches HLA-Molekiil, das ubiquitar exprimiert wird und die Signalpeptide der
HLA-Molekile A, B und C (anstelle von antigenen Peptiden) bindet. Somit erkennt
CD94:NKG2A lediglich, ob HLA-Klasse | in seiner Gesamtheit herunter reguliert wird, da er
nicht zwischen HLA-A, -B und -C unterscheiden kann. Auch NKG2C, ein stimulatorischer
Rezeptor, kann an HLA-E binden, jedoch ist die Affinitdt des Liganden zum inhibitorischen

Rezeptor (NKG2A) héher (Vales-Gomez et al., 2000).

Ein weiteres Mitglied ist der stimulatorische Rezeptor NKG2D, der eine wichtige Funktion bei
der Erkennung von stressinduzierten Liganden wie MIC-A und MIC-B (MHC class | chain-
related gene A/B) sowie ULB-P erfillt (Sutherland et al., 2001). Die Liganden der

stimulatorischen Rezeptoren NKG2E und NKG2F sind bisher unbekannt.
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1.4 KIR

KIR steht fir Killer cell immunoglobulin-like receptor. Sie sind die charakteristischen
Rezeptoren reifer NK-Zellen und nehmen im Rahmen dieser Doktorarbeit auch den
wichtigsten Part ein. Die Gene sind Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie und werden
auf Chromosom 19g13.4 im Leukozyten-Rezeptorkomplex (leukocyte receptor complex, LRC)
kodiert (Trowsdale, 2001; Wilson et al., 2000). Sie werden nur von NK-Zellen und einer

kleinen Subpopulation von T-Zellen, den NK-3hnlichen T-Zellen, exprimiert.

1.4.1 KIR-Nomenklatur
Es gibt 15 verschiedene KIR-Gene, die alle einer einheitlichen Nomenklatur unterliegen und
sich anhand ihrer extra-und intrazelluldren Struktur in Gruppen einteilen lassen (Marsh et

al., 2003).

Die erste Gruppe der KIRs wirkt inhibitorisch und hat einen langen (Long = L)
zytoplasmatischen Teil, in dem sich ITIM-Domanen (immunoreceptor tyrosine-based
inhibition motif) befinden. Diese ITIMs sind essentiell fir die Transduktion der
inhibitorischen Signale, die durch den Rezeptor in das Innere der NK-Zelle vermittelt werden

(Long, 1999).

Die zweite Gruppe der KIRs wirkt stimulatorisch und besitzt im Gegensatz zu den
inhibitorischen Rezeptoren nur eine kurze (Short = S) zytoplasmatische Domane, sowie eine
basische Aminosaure in der Transmembran-Region. Die stimulatorischen Signale werden
nicht Uber zytoplasmatische Domanen, sondern Uber das Adaptermolekiii DAP12

weitergeleitet (Abbildung 1-2).
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Immunglobulin-
Doméane

:
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KIRZDLA KIR2DL4 KIR2DLS5A KIRZDSA KIR3DLA KIR3DS1 KIR3DLZ2
KIR2DL2 KIR2DLSB KIR2DS2 KIR3DL3
KIR2DL3 KIR2DS3
KIRZDS4
KIRZDSS

Abbildung 1-2: Aufbau der KIRs. Die blauen Domadnen sind die Immunglobulin-Domanen, von denen die KIRs entweder
zwei oder drei besitzen. Die gelben Domanen innerhalb des Zytoplasmas sind die ITIMs, an denen die inhibitorischen
Signale weitergeleitet werden. Die Aminosauren Lysin (K) und Arginin (R) in der Zellmembran sind Kennzeichen der
stimulatorischen KIRs (dunkelblau=D2, mittelblau= D1 und hellblau = DO Domane).

Der Rezeptor KIR2DL4 besitzt sowohl eine lange zytoplasmatische Domane als auch eine
basische Aminosdure in der transmembranen Region und hat damit sowohl Merkmale der
inhibitorischen als auch der stimulatorischen KIRs (Selvakumar et al., 1996). Das KIR2DL4-

Gen ist als einziger KIR in allen NK-Zellen konstitutiv exprimiert.

KIR besitzen entweder zwei (2D) oder drei (3D) extrazellulire Doméanen. Dabei lassen sich
drei konservierte Domanen definieren, die als DO, D1 und D2 Domanen bezeichnet werden
(Vilches and Parham, 2002). Alle KIR mit drei Domadnen haben die D0-D1-D2 Konfiguration,
wahrend es bei den KIR mit zwei Doméanen zwei unterschiedliche Konfigurationen gibt: DO-

D2 und D1-D2 (Abbildung 1-2).

Neben den 15 funktionalen KIR-Genen, existieren noch zwei Pseudogene: KIR2DP1 und
KIR3DP1, die jeweils durch eine Mutation ein vorzeitiges Stopcodon und damit lediglich ein
nonsense-Transkript erzeugen. KIR3DL2 ist der einzige KIR, der als Homodimer vorliegt.

KIR2DL5A und KIR2DL5B sind zwei strukturell ahnliche Varianten und werden auf zwei
10
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unterschiedlichen Loci an unterschiedlichen Regionen im Cluster kodiert (Gomez-Lozano et

al., 2007).

1.4.2 KIR-Genetik

Die KIR-Genfamilie ist ebenso wie ihre Liganden, die HLA-Klasse I-Molekile, hochpolymorph
(Uhrberg, 2005; Uhrberg et al., 1997). Der genetische Polymorphismus spielt sich sowohl auf
der Ebene der Zahl und Art der Gene als auch der Allele ab. So lassen sich aufgrund der An-
bzw. Abwesenheit eines KIR-Gens viele verschiedene KIR-Haplotypen definieren. Dabei
haben alle Individuen vier KIR-Gene gemeinsam: KIR3DL3, ein Gen mit bisher unbekannter
Funktion am zentromernahen Ende des KIR-Genclusters, KIR3DL2 am telomeren Ende und
KIR2DL4 sowie KIR3DP1 in der Mitte des Clusters (Wilson et al., 2000). Diese so genannten
»Framework“-Gene bilden den nicht-variablen Rahmen fir die librigen polygenen K/IR-Gene.
Als Polygenie bezeichnet man dabei das Vorkommen mehrerer verschiedener, miteinander

verwandter Gene mit dhnlicher Funktion.

Die KIR-Gene sind nicht nur polygen, sondern auch hochgradig polymorph auf allelischer
Ebene. Insbesondere von KIR3DL1 und KIR3DL2 existieren viele verschiedene Allele in der
Bevolkerung (Carrington and Martin, 2006). Dabei unterscheiden sich die Allele in ihrer
Frequenz, mit der sie in der Bevolkerung vorkommen und auch in ihrer Expression (Gardiner
et al., 2001). Wichtig zu erwdhnen ist in diesem Kontext auch, dass KIR2DL2 und KIR2DL3
bzw. KIR3DL1 und KIR3DS1 jeweils Allele desselben Genlokus darstellen. In diesen beiden
Fallen ist die bestehende Nomenklatur also etwas irrefiihrend, da unterschiedliche Gen-

Namen verwendet werden, was historische Griinde hat.

Die verschiedenen Haplotypen, die sich in Art und Anzahl der Gene unterscheiden, lassen
sich in zwei Gruppen einteilen (Abbildung 1-3): Gruppe A Haplotypen und Gruppe B
Haplotypen (Uhrberg et al., 1997).

11
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Haplotyp A

3DL3 2DL3 n 2DP1 [ 2DL1 | 3DP1  2DL4 { 3DL1 2DS4 q 3DL2
H{ zop1}{ 2oLt} sopt [ enta}{ o
Haplotyp B

—| 3DL3 H 2DS2 H 2DL2 |—| 3DP1 H 2DL4 H 3DSH1 H 2DL5 H 2DS5 H 2DS1

Abbildung 1-3: Haplotypgruppen A und B. Die gelb gekennzeichneten KIR-Gene sind die ,Framework“-Gene, die allen
Haplotypen gemeinsam sind. Die Gene KIR2DP1 und KIR3DP1 sind Pseudogene, die ein unvollstindiges Transkript
produzieren. KIR2DL2 und KIR2DL3 sowie KIR3DL1 und KIR3DS1 sind Allele des gleichen Gens. Alle Haplotypen der Gruppe A
haben nur eine bestimmte, hier dargestellte, Genkonfiguration. Die Haplotypgruppe B ist so definiert, dass dort alle
Genkonfigurationen zusammengefasst sind, die anders als die der Haplotypgruppe A aufgebaut sind. Hier ist daher nur eine
beispielhafte Genkonfiguration der Haplotypgruppe B skizziert.

Die Haplotypgruppe A besitzt eine fixe Zahl von sechs exprimierten Genen: KIR2DL1,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2 und KIR2DS4. Mit Ausnahme von KIR2DS4 haben alle
KIRs inhibitorisches Potential. Die Genkonfiguration der Haplotypgruppe A findet sich in
unterschiedlicher Frequenz in allen Bevolkerungsgruppen und weist eine sehr hohe Zahl
unterschiedlicher alleler Varianten auf. In den Gruppe B Haplotypen wurden alle anderen
Genkonfigurationen zusammengefasst, wodurch sich diese Gruppe wesentlich komplexer
darstellt und eine sehr variable Anzahl an Genen aufweist. Hier konnen bis zu zwolf KIR-Gene

vorhanden sein, von denen mehrere stimulatorische KIR sind.

Zwei Haplotypen werden jeweils in diploiden Organismen zu einem Genotyp kombiniert und
kénnen daher homozygot (AA, BB) oder heterozygot (AB) vorkommen. Ein Genotyp der
homozygot flir AA ist, setzt sich aus folgenden Genen zusammen: KIR2DL1, KIR2DL3,
KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2 und KIR2DS4. Ein Genotyp, der heterozygot fiir Haplotyp A und B
ist, besitzt alle Gene des Gruppe A Haplotyps plus mindestens ein zusatzliches Gen. KIR-

Genotypen, die homozygot fiir Gruppe B sind, fehlt mindestens ein Gruppe A Gen.

Die Komplexitat der Gruppe B Haplotypen erschwert ihre Expressions-Analyse, insbesondere
serologisch, da zum einen nicht fir alle Rezeptoren Antikorper existieren und zum anderen
sich die stimulatorischen Rezeptoren extrazellulair kaum von ihren inhibitorischen
Gegenspielern unterscheiden. Das bedeutet, dass ein fiir KIR2DL1 verwendeter Antikorper

nicht zwischen KIR2DL1 und KIR2DS1 unterscheiden kann.

12
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Zusammenfassend lasst sich fiir die beiden Haplotypgruppen sagen, dass Gruppe A
Haplotypen aus wenigen Genen besteht, die jedoch hochgradig allelisch polymorph sind,
wahrend Gruppe B Haplotypen eine Vielzahl an verschiedenen Genkonfigurationen
aufweisen. Damit entsteht eine groRe Vielfalt an KIR-Genotypen in der Bevdlkerung (Shilling

et al., 2002a).

Unterschiedliche Bevdlkerungsgruppen unterscheiden sich auch in der Zusammensetzung
der KIR-Genotypen innerhalb der Population. Es gibt zum einen sehr homogene Kohorten, in
denen Gruppe A Haplotypen dominieren, wie die Japaner, wo mehr als 50% der Bevdlkerung
homozygot fur Haplotyp A sind und das Verhaltnis von Gruppe A zu Gruppe B Haplotypen 3:
1 betragt (Yawata et al, 2002). Zum anderen gibt es im Gegensatz dazu
Bevolkerungsgruppen, wie die australischen Aborigines, in denen die Frequenz der Gruppe A
Haplotypen sehr gering ist. Nur eines von 67 untersuchten Individuen war in einer Studie
homozygot fir Haplotyp A (Toneva et al., 2001). Die kaukasoide Bevélkerung ist sehr
heterogen, doch auch hier ist der Genotyp, der homozygot fir Haplotyp Gruppe A ist, der am
haufigsten vertretene Genotyp. Ca. 1/3 der Bevdlkerung ist homozygot fiir Haplotyp A (Hsu
et al., 2002; Uhrberg et al., 2002). Diese sind nur wenige Beispiele fiir die Verteilung von KIR
in der Bevolkerung. Mittlerweile gibt es zahlreiche Publikationen tber die Verteilung der KIR-
Genotypen in den verschiedensten Bevolkerungsgruppen, welche die Basis fir nachfolgende
Studien zur klinischen Relevanz im Rahmen von Krankheitsassoziationen der KIR-Gene bilden

(Denis et al., 2005; Jiang et al., 2005; Norman et al., 2002; Rajalingam et al., 2002).

1.4.3 KIR-Liganden

Die Effektorfunktion der NK-Zelle wird durch das Verhéaltnis komplexer Signale der
stimulatorischen und inhibitorischen Rezeptoren bestimmt, welche MHC-Klasse | auf der
Oberflache erkennen. Die verschiedenen KIRs haben unterschiedliche MHC-Liganden.

Allerdings sind nicht flr alle KIRs die entsprechenden Liganden bekannt.

1.4.3.1 HLA (Aufbau, Funktion und Struktur)
Der Haupthistokompatibilitatskomplex ist eine Gruppe von Genen, die Proteine kodieren,

die fiir die Antigenprasentation auf Zellen essentiell sind. Im menschlichen Genom liegt
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dieser Komplex auf Chromosom 6p21.3. Beim Menschen nennt man die MHC-Molekiile auch

HLA-Molekdle. Sie lassen sich in zwei Klassen unterteilen (Abbildung 1-4).

DP DN DM DO DQ DR A G F
| |
Klasse Il Klasse |

Abbildung 1-4: Anordnung der HLA-Gene auf Chromosom 6

HLA-Klasse II-Molekiile werden von antigenprasentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen,
Monozyten und B-Zellen exprimiert. Sie binden Proteine extrazellularen Ursprungs mit einer

Lange von > 13 Aminosauren.

Molekiile der HLA-Klasse | binden Peptide zytosolischen Ursprungs mit einer Lange von 8-9
Aminosauren und werden mit wenigen Ausnahmen auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert.
HLA-Klasse I-Molekiile zeigen den immunologischen Status jeder Korperzelle an. Bei der
Prasentation von korpereigenen Peptiden sind die T-Zellen gegeniliber den prasentierenden
Zellen tolerant, prasentieren diese jedoch virale oder andere korperfremde Antigene,
werden zytotoxische T-Zellen aktiviert, die die Zielzelle lysieren. Einige virusinfizierte oder
entartete Zellen sind ihrerseits in der Lage, die Expression der HLA-Klasse I-Molekiile zu
vermindern, um so der zytotoxischen Immunantwort durch T-Zellen zu entgehen. Diesem
Mechanismus zur Umgehung des Immunsystems kann durch NK-Zellen mithilfe von HLA-

Klasse I-spezifischen Rezeptoren entgegen gewirkt werden.

Die HLA-Klasse | Gene zeichnen sich, ebenso wie die KIR-Gene, durch einen hohen
Polymorphismus aus, der sich aber nur auf der Ebene der allelischen Vielfalt abspielt. Diese
allelische Vielfalt macht sie zu der Region mit der bisher hochsten bekannten
Polymorphismus-Rate im menschlichen Genom. Beispielsweise sind fiir HLA-A Uber 450

Allele, fir HLA-B mehr als 780 Allele und fiir HLA-C iber 230 verschiedene Allele bekannt.

14
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1.4.3.2 KIR-Rezeptoren und ihre Liganden
Unterschiedliche KIR erkennen unterschiedliche HLA-Klasse I-Molekile. Es sind jedoch nicht

flir alle KIR die entsprechenden Liganden bekannt (Tabelle 1-1).

Tabelle 1-1: Zusammenfassung der KIR-Rezeptoren und ihrer Liganden

KIR Funktion Ligand

KIR2DL1 Inhibitorisch HLA-C Gruppe 2
KIR2DL2 Inhibitorisch HLA-C Gruppe 1 und 2
KIR2DL3 Inhibitorisch HLA-C Gruppe 1
KIR2DL4 Inhibitorisch und Stimulatorisch HLA-G
KIR2DL5A Inhibitorisch Unbekannt
KIR2DL5B Inhibitorisch Unbekannt
KIR3DL1 Inhibitorisch HLA-Bw4
KIR3DL2 Inhibitorisch HLA-A*03,A*11
KIR3DL3 Unbekannt Unbekannt
KIR2DS1 Stimulatorisch HLA-C Gruppe 2
KIR2DS2 Stimulatorisch Unbekannt
KIR2DS3 Stimulatorisch Unbekannt
KIR2DS4 Stimulatorisch HLA-A*11
KIR2DS5 Stimulatorisch Unbekannt
KIR3DS1 Stimulatorisch Unbekannt
KIR2DP1 Pseudogen -

KIR3DP1 Pseudogen -

Die NK-Zellen, die KIR2DL2 oder KIR2DL3 auf ihrer Oberflache tragen, werden durch HLA-C
Gruppe 1 (HLA-C1), NK-Zellen mit KIR2DL1 auf der Oberflache durch HLA-C Gruppe 2 (HLA-
C2) inhibiert (Colonna et al., 1993; Colonna and Samaridis, 1995). Die Epitope der Liganden
HLA-C1 und HLA-C2 unterscheiden sich in zwei Aminosauren: an Position 77, wo bei HLA-C1
Serin und bei HLA-C2 Asparagin vorhanden ist, sowie an Position 80, wo sich Asparagin bei
HLA-C1 und Lysin bei HLA-C2 an dieser Stelle befindet. Neue Studien haben gezeigt, dass
KIR2DL2 eine Sonderstellung einnimmt. Er ist in der Lage sowohl HLA-C1 als auch HLA-C2 zu

erkennen und durch beide inhibiert zu werden (Moesta et al., 2008; Winter et al., 1998).
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KIR3DL1-exprimierende Zellen werden durch HLA-Bw4 auf den Oberflachen ihrer Zielzellen
inhibiert (D'Andrea et al., 1995; Gumperz et al., 1995). HLA-B Allele, die das Bw4-Epitop
besitzen, unterscheiden sich in den Aminosduren 77-83 von den librigen Allelen, die als HLA-

Bw6 bezeichnet werden.

Die Bindung von KIR3DL2 an die HLA-A Allele -A3 und -A11 ist schwach und die Inhibition
durch diese Liganden ist abhangig von den prasentierten Peptiden (Dohring et al., 1996;
Hansasuta et al., 2004; Pende et al., 1996; Valiante et al., 1997).

Fiir KIR2DL4 wurde HLA-G als Ligand identifiziert, wobei die physiologische Relevanz dieser
Ligand-Rezeptor-Beziehung noch nicht endgiiltig geklart ist. HLA-G wird vor allem auf den
Trophoblasten in der Gebarmutter wahrend der Schwangerschaft exprimiert. NK-Zellen mit
KIR2DL4 auf ihrer Oberflache kénnten somit eine Rolle bei der Akzeptanz des Fetus durch

das Immunsystem der Mutter spielen (Faure, 2002; Rajagopalan, 1999).

KIR2DLS ist der einzige inhibitorische Rezeptor, fir den kein Ligand bekannt ist (Vilches et al.,
2000).

Fiir KIR2DS1 steht HLA-C2 als Ligand fest (Moesta et al., 2010), jedoch ist bekannt, dass bei
gleichem Liganden und gleicher Spezifitdt der inhibitorische Rezeptor eine hdhere Affinitat
zum Liganden besitzt als der stimulatorische Rezeptor (Stewart et al., 2005). Bekommt die
Zelle sowohl ein inhibitorisches als auch ein stimulatorisches Signal iberwiegt also stets das
inhibitorische Signal, so dass die Lyse korpereigener Zellen verhindert wird. KIR2DS4 ist ein
Produkt einer Genkonversion mit KIR3DL2 und hat den gleichen Liganden wie der
inhibitorische Rezeptor, namlich HLA-A11 (Graef et al., 2009). Fir die anderen

stimulatorischen KIR sind die Liganden nicht sicher oder nicht bekannt.

1.4.4 KIR-Expression und Regulation

Die KIR-Rezeptoren werden klonal exprimiert, das bedeutet, NK-Zellen exprimieren
unterschiedliche Kombinationen der genomisch vorhandenen KIRs. Alle theoretisch
moglichen Kombinationen konnten ex vivo mittels durchflusszytometrischer Analysen in
Menschen mit Gruppe A Haplotypen nachgewiesen werden (Yawata et al., 2008). Im

Gegensatz zu Gruppe B Haplotypen ist die Anzahl der exprimierten Rezeptoren auf 5
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begrenzt. In Spendern mit Haplotypgruppe B werden zusatzlich stimulatorische Rezeptoren
exprimiert, die durch ihre Ahnlichkeit zu ihrer inhibitorischen Entsprechung nicht von diesen

zu unterscheiden sind. Damit ist die Analyse der NK-Zellen auf klonaler Ebene nicht moglich.

Das KIR-Repertoire bezeichnet die Gesamtheit der NK-Zellen mit unterschiedlichen Rezeptor-
Kombinationen. Es bleibt im Erwachsenenalter weitgehend stabil. Nicht nur von Zelle zu
Zelle konnen unterschiedliche Kombinationen der KIRs festgestellt werden, auch von
Mensch zu Mensch sind die Frequenzen und die Expressionsintensitadt sehr variabel (Shilling
et al., 2002b). Durch verschiedene Regulationsmechanismen entwickeln sich je nach

genetischem Hintergrund und anderen Faktoren unterschiedliche Repertoires.

1.4.4.1 Endogene und exogene Faktoren

Wie bereits in 1.4.2 erwahnt, unterliegen die KIR-Gene einem starken Polymorphismus.
Diese genetische Vielfalt beeinflusst auch die Rezeptor-Expression. Anhand von KIR3DL1
konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Allele auch unterschiedlich stark exprimiert
werden, was anhand von Antikdrpern nachgewiesen werden konnte (Gardiner et al., 2001;

Gumperz et al., 1996).

Die KIR-Gene unterliegen dariiber hinaus weiteren Regulationsmechanismen. Trotz dieser
unterschiedlichen Expressionsdichte und —frequenz fallt zunachst einmal auf, dass die
Promotoren der verschiedenen KIR-Gene zu liber 90% homolog sind. Lediglich KIR2DL4, der
Rezeptor, der in allen NK-Zellen konstitutiv exprimiert wird, und KIR3DL3, der niedrig bis gar
nicht exprimiert wird, zeigen eine andere Struktur (Trompeter et al.,, 2005). Die
Promotorregionen weisen dariiber hinaus eine hohe Dichte an so genannten CpG—-Inseln auf,
CpG-Dinukleotiden, die die Erkennungssequenz fir die DNA-Methylierung darstellen.
Santourlidis et al. konnten nachweisen, dass exprimierte KIR-Gene unmethyliert sind und
nicht exprimierte KIR-Gene einen methylierten Promotor besitzen (Santourlidis et al., 2008;
Santourlidis et al., 2002). Durch 5-Aza-Desoxy-Cytidin, einem Methyltransferase-Inhibitor
konnte die Expression vorher aufgrund von Methylierung nicht exprimierter KIR-Gene
induziert werden. Damit steht die Epigenetik als weiterer Regulationsmechanismus fiir NK-
Zellen fest. Dabei spielen neben der DNA-Methylierung auch Verdnderungen der

Chromatinstruktur durch Histonmodifikationen eine Rolle (Santourlidis et al., 2008).
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1.4.4.2 Toleranz

Aufgrund der zytotoxischen Eigenschaften von NK-Zellen ist es wichtig zu wissen, wie sie zu
ihrer Toleranz gegeniiber korpereigenen Zellen gelangen. Obwohl NK-Zellen bereits 1975
identifiziert wurden (Herberman et al., 1975; Kiessling et al., 1975) , dauerte es weitere 15
Jahre bis veroffentlicht wurde, mit welchem Mechanismus NK-Zellen ihre Zielzellen
erkennen. Dieser Frage sind Ljunggren und Karre bereits in den 1980er Jahren nachgegangen
und haben schlieBlich das Prinzip des ,missing self postuliert (Karre, 1997; Ljunggren and
Karre, 1990). Das besagt, dass NK-Zellen ihre Zielzellen an ihrem ,fehlenden Selbst”
identifizieren, d.h. sie erkennen ihre Zielzellen daran, dass bestimmte Molekile auf der
Oberflache fehlen. Karre konnte zeigen, dass diese ,missing self“-Strukturen MHC-Klasse I-
Molekiile sind. Die intakte Expression von HLA-Klasse I-Molekilen auf den eigenen
Korperzellen wird von NK-Zellen mithilfe von inhibitorischen Rezeptoren, die dann ein
inhibitorisches Signal an das Zellinnere leiten, erkannt. Dadurch wird die Lyse verhindert.
Kénnen die inhibitorischen Rezeptoren nicht an eine Zelle binden, weil diese kein oder sehr
wenig HLA-Klasse | exprimiert, gibt es kein inhibitorisches Signal und Lyse findet statt. Die

Lyse wird somit erst eingeleitet, wenn die Zielzelle der NK-Zelle kein ,,Selbst” prasentiert.

Das bedeutet im Gegenzug, dass jede NK-Zelle mindestens einen Rezeptor fiir korpereigenes
MHC exprimieren muss (,,At least One“-Theorie) (Uhrberg et al., 1997; Valiante et al., 1997).
Diese Regel trifft aber moglicherweise nur auf funktional reife NK-Zellen zu. Neuere Studien
zeigen, dass es eine Population von NK-Zellen gibt, die keine inhibitorischen Rezeptoren, also
weder NKG2A noch KIR, exprimieren, und theoretisch autoreaktiv sein missten (Anfossi et
al., 2006; Fernandez et al., 2005). Zudem sind auch Zellen entdeckt worden, die KIR" sind,
jedoch keinen KIR fiir korpereigenes HLA tragen und somit nicht tolerant gegentiber ,Selbst”
sein dirften. In funktionellen Tests wurde jedoch gezeigt, dass beide Arten von NK-Zellen
eine verringerte Zytotoxizitat besitzen und damit vermindert reaktionsfahig im Vergleich zu
solchen Zellen sind, die KIR oder NKG2A exprimieren (Anfossi et al., 2006; Cooley et al.,
2007).

1.4.4.3 Einfluss von HLA-Klasse I-Liganden auf das Repertoire
Das Repertoire setzt sich aus NK-Zellen mit unterschiedlichen Rezeptor-Kombinationen
zusammen. Bei der Ausbildung des KIR-Repertoires wird die NK-Zelle vor folgendes Problem

gestellt: Zum einen liegen der KIR- und der HLA-Lokus auf zwei unterschiedlichen
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Chromosomen, zum anderen sind die KIR-HLA-Interaktionen einem hohen genetischen
Polymorphismus unterworfen. Trotz dieser Schwierigkeiten in der gemeinsamen Regulation
muss gewahrleistet werden, dass die NK-Zellen gegeniiber kdrpereigenen Zellen tolerant

sind. So liegt die Vermutung nahe, dass das KIR-Repertoire durch HLA beeinflusst wird.

Ein Einfluss der HLA-Klasse I-Molekiile, welche ja die Liganden der KIR-Rezeptoren darstellen,
auf die KIR-Expression konnte lange nicht gezeigt werden (Frohn et al., 1997; Gumperz et al.,
1996). Da KIR und HLA auf unterschiedlichen Chromosomen liegen, werden sie unabhangig
voneinander vererbt und stehen in keinem unmittelbaren genetischen Zusammenhang. In
Mausen, die anstelle von KIR, lektin-ahnliche Rezeptoren, genannt Ly-49, haben, wurde eine
Verschiebung des Repertoires zu NK-Zellen hin, die spezifisch fiir Selbst-MHC- Klasse | bereits
Mitte der 1990er beobachtet (Held et al., 1996). Im Menschen konnte zunéachst lediglich
gezeigt werden, dass sich Geschwister mit identischem genetischen Hintergrund beziglich
ihrer HLA-Klasse | und KIR-Gene weniger stark im Repertoire unterscheiden als Geschwister
mit unterschiedlichem HLA-Klasse | (Shilling et al., 2002b). In Japanern, einer
Bevolkerungsgruppe mit begrenztem genetischen Polymorphismus, konnte 2006 zum ersten
Mal deutlich gezeigt werden, dass es eine strukturelle Adaption des Repertoires gibt. Die
Anwesenheit eines HLA-Klasse I-Liganden erhohte die Frequenz der NK-Zellen, die den
passenden KIR exprimieren (Yawata et al., 2006). Die Diskussion wurde wieder neu entfacht,
als Andersson et al. eine Studie veroffentlichen, in der wiederum kein Zusammenhang des

KIR-Repertoires mit dem HLA-Klasse I-Typ gefunden werden konnte (Andersson et al., 2009).

1.4.4.4 Einfluss von HLA-Klasse I-Liganden auf die Funktion

Neben der strukturellen Adaption wurde ebenfalls vor kurzem erkannt, dass auch eine
funktionale Erziehung (,Education”) der NK-Zellen abhéngig vom kérpereigenen HLA-Klasse |
vorhanden ist. Dabei konnte der Beweis erbracht werden, dass NK-Zellen mit einem
inhibitorischen Rezeptor fir Selbst eine hohere funktionale Aktivitdt haben als NK-Zellen
ohne inhibitorischen Rezeptor fir ,Selbst” (Anfossi et al., 2006; Fernandez et al., 2005; Kim
et al., 2005).

Um die Anwesenheit von NK-Zellen ohne inhibitorischen Rezeptor fiir kérpereigene
HLA-Molekdle zu erklaren, wird zurzeit postuliert, dass NK-Zellen erst Giber einen Prozess der
Erziehung (,Education”), auch Lizenzierung (,Licensing”) genannt, ihre funktionelle

Kompetenz erlangen. In diesem Prozess gelangt die NK-Zelle zu funktionaler Reife und
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exprimiert die daflir notwendigen Rezeptoren auf der Oberfliche (Kim et al., 2005;
Yokoyama and Kim, 2006). Demnach gibt es im Immunsystem zwei Arten von NK-Zellen:
lizenzierte NK-Zellen, die funktional aktiv (aber auch tolerant) sind, weil sie einen
inhibitorischen Rezeptor fir ,Selbst” besitzen, sowie unlizenzierte NK-Zellen, die keinen
inhibitorischen Rezeptor fir ,Selbst” besitzen und hyporeaktiv sind. Man geht also davon
aus, dass der Erwerb eines inhibitorischen KIR-Rezeptors, der ,Selbst“-MHC-Klasse |-
Molekile erkennt, zur funktionellen Reifung einer NK-Zelle bendtigt wird. Dieser Prozess
impliziert, dass eine NK-Zelle inaktiv bleibt, solange sie nicht diesen MHC-Klasse I-
abhdngigen Toleranzprozess durchlaufen hat (Kim et al., 2005; Yokoyama and Kim, 2006).
Doch auch fiur diesen Mechanismus wurden bereits Ausnahmen beschrieben. So belegen
neueste Studien, dass auch sogenannte ,unlizenzierte” Zellen in der Lage sind,
Virusinfektionen zu regulieren (Orr et al., 2010). In diesem Fall kann also die Hyporeaktivitat
dieser unlizenzierten NK-Zellen durch entsprechende Stimulation im Rahmen einer

Immunantwort Gberwunden werden.

Lizenzierung

Lizenzierte
NK-Zelle

Korper-
eigene
Zelle

Unlizenzierte

. NK-Zelle
Keine

Lizenzierung

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung der Lizenzierung von NK-Zellen. Eine NK-Zelle exprimiert Rezeptoren, die
entweder, die koérpereigenen HLA-Molekile erkennt (Blau) oder Rezeptoren, die das nicht tun (Rot). Besitzt sie solche
Rezeptoren wird sie lizenziert und wird funktional kompetent.
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Die Mechanismen, mit denen die NK-Zellen lizenziert werden, sind weitestgehend
unbekannt. Zurzeit werden vor allem zwei Szenarien diskutiert, die mit den klangvollen
Namen ,,Arming“ und ,Disarming” belegt wurden. Beim ,,Arming” (Raulet and Vance, 2006;
Wu and Raulet, 1997), sind die NK-Zellen urspriinglich nicht reaktiv und werden mit der
Akquisition des richtigen Rezeptors funktional. Sie werden sozusagen bewaffnet. Diejenigen,
die nicht den passenden Rezeptor besitzen, bleiben hyporeaktiv. Beim , Disarming” passiert
genau das Gegenteil. Die Zellen sind reaktiv und nur diejenigen, die durch Fehlen eines
inhibitorischen Rezeptors standig stimuliert werden, werden anergisch und damit

entwaffnet.

In der Maus konnte aullerdem gezeigt werden, dass hyporeaktive (also unlizenzierte) NK-
Zellen ihr funktionales Potential wieder herstellen kénnen, wenn sie in ein passendes MHC-
Klasse I-Umfeld transferiert werden (Elliott et al., 2010; Joncker et al., 2010). Dies gilt im
speziellen nur fir die Zellen, die einen passen Rezeptor fiir ,Selbst” exprimieren. Auch das
Umgekehrte ist der Fall. Wenn Zellen, die lizenziert waren in ein Umfeld kommen, in das sie
nicht hineinpassen, verlieren sie ihre funktionale Kompetenz (Joncker et al., 2010). Damit
scheint es zumindest in der Maus wahrscheinlich zu sein, dass die eigenen MHC-Klasse I-
Produkte absolut notwendig fiir die funktionale Erziehung von NK-Zellen sind und dieser

Prozess nicht unumkehrbar ist.

1.5 NK-Zellen im Nabelschnurblut

Natdrliche Killerzellen aus Nabelschnurblut (Cordblood, CB) spielen eine wichtige Rolle bei
der Bekdmpfung von Infektionen in Neugeborenen, da das adaptive Immunsystem, im
speziellen die T-Zellantwort, noch nicht vollstindig ausgebildet ist. Des Weiteren nimmt ihre
Bedeutung weiter zu, da Nabelschnurblute in den letzten 20 Jahren zu einer wichtigen

Quelle fir allogene Stammzelltransplantationen geworden sind.

Trotz dieser Wichtigkeit ist das Wissen Uber NK-Zellen aus dem Nabelschnurblut begrenzt
und nicht konsistent. Es besteht Uneinigkeit dariiber, ob die NK-Zellen denen im adulten
Organismus dhneln oder nicht. Es gibt Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen
peripherem Blut (PB) und CB in der Rezeptorexpression, der Zytokinproduktion und der
Zytotoxizitat (Verneris and Miller, 2009).
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NK-Zellen aus Nabelschnurblut und adultem peripheren Blut (PB) unterscheiden sich
zundchst in ihrer spezifischen Zusammensetzung der NK-Zellsubpopulationen. Im CB gibt es
eine Population von NK-Zellen, die im adulten Blut nicht vorkommen. Sie exprimieren CD16
auf der Oberfliche, sind jedoch negativ fiir den NK-Zellmarker CD56 sind (CD16°CD56). Es
besteht die Vermutung, dass es sich hierbei um einen Vorlaufer von NK-Zellen handelt (Fan

et al., 2008; Gaddy and Broxmeyer, 1997; Gaddy et al., 1995).

Ein Hinweis auf die mogliche Unreife der NK-Zellen im CB ist die eindeutig festgestellte
verminderte Zytotoxizitat (Hoshina et al., 1999; Tanaka et al., 2003; Wang et al., 2007). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Zytotoxizitdt durch den Einsatz von Zytokinen (IL-15,
IL-12) auf ein ahnliches Niveau wie im peripheren Blut stimuliert werden kann (Dalle et al.,

2005; Fan et al., 2008).

Andererseits ergab eine detailliertere Analyse der NK-Zellen auf ihren Perforin und Granzym
B-Gehalt keine eindeutigen Hinweise auf funktionale Defizienzen. Hierzu gibt es zwei
Veroffentlichungen und beide zeigen entgegengesetzte Ergebnisse. In der Studie von Dalle
et. al. wurden mehr Granzym B- und Perforin-positive Zellen gemessen als im peripheren
Blut (Dalle et al., 2005), in der zweiten Studie von 2007 wurden gar keine positiven Zellen fur

Granzym B und Perforin im CB gefunden (Wang et al., 2007).

Die Rezeptor-Expression im CB ist weniger genau erforscht ebenso wie die Frage auf welche
Weise sich das NK-Zellrepertoire wahrend der Entwicklung bzw. im Alter verandert. Bekannt
ist, dass sich die Verteilung von T-, NK- und NK-dhnlichen T-Zellen andert, sowie eine
reziprokes Verhaltnis zwischen NKG2A und KIR besteht, wobei ersteres im Alter abnimmt
und letzteres im Gegenzug ansteigt (Lutz et al., 2005). Sundstrém et al zeigten, dass diese
Veranderungen im Wesentlichen in den ersten 5 Jahren stattfindet (Sundstrom et al., 2007).
Hier wurden Blutproben von Kindern im Alter von 2-5 Jahren mit ihrem eigenen
Nabelschnurblut verglichen und herausgefunden, dass die Zahl der NK-Zellen mit dem Alter
abnimmt und das Level der NCR-Expression ebenso reduziert ist. Hier fehlt jedoch die

Analyse der wichtigsten inhibitorischen Rezeptoren auf NK-Zellen, KIR und NKG2A.

Le Garff Tavernier et al. zeigten im vergangenen Jahr zum ersten Mal eine systematische
Analyse der wichtigsten NK-Zellrezeptoren als Vergleich im CB, in einer Kontrollgruppe

mittleren Alters, sowie alten (60-80 Jahre) und sehr alten (>80 Jahre) Erwachsenen. Dabei

22



Einleitung

wurde ersichtlich, dass die inhibitorischen Rezeptoren, die HLA-Klasse | erkennen, in den
verschiedenen Altersgruppen unterschiedlich exprimiert werden. Wahrend im
Nabelschnurblut mehr als 75% der Zellen NKG2A exprimieren, sinkt diese Frequenz in den
Erwachsenen auf ca. 50%. Im Gegensatz dazu stehen die KIR-exprimierenden NK-Zellen. lhre
Frequenz steigt signifikant in den Erwachsenen an. In einigen Fallen sogar noch weiter bis ins

hohe Alter. (Le Garff-Tavernier et al., 2010).

Die Frage nach dem Einfluss der Liganden auf die Rezeptorexpression als auch auf die
Funktion der NK-Zellen ist im Nabelschnurblut unbeantwortet. Wie bereits erwahnt, zeigen
NK-Zellen im adulten peripheren Blut eine Anpassung des Rezeptorrepertoires in
Abhangigkeit zum passenden Liganden (Schonberg et al., 2011; Yawata et al.,, 2006) und
auch der Prozess der Lizenzierung ist fir das periphere Blut ausreichend beschrieben. Zu

beiden Prozessen liegen bisher keine Daten aus dem Nabelschnurblut vor.

1.6 NK-Zellen in der Klinik

1.6.1 NK-Zellen und Schwangerschaft

Deciduale NK-Zellen sind die groRte Gruppe unter den maternalen Leukozyten im Uterus
wahrend einer Schwangerschaft (Trowsdale and Moffett, 2008). Sie exprimieren neben
HLA-C-spezifischen KIR auch KIR2DL4 (Male et al., 2010). KIR2DL4 ist der KIR, der in jeder NK-
Zelle exprimiert wird. Er erkennt HLA-G, dass nur in wenigen Geweben exprimiert wird,
unter anderem den Trophoblasten. Trophoblasten bilden die duBere Zellschicht einer
Blastozyste und verbindet diese mit der Gebarmutterwand. Somit kénnen NK-Zellen

beitragen, dass eine Immunreaktion der NK-Zellen gegen das Kind verhindert wird.

Eine schwerwiegende Schwangerschaftskomplikation ist Praeklampsie, bei der es durch
einen Fehler in der Invasion der Trophoblasten in die Gebarmutter zu verengten BlutgefalRen
in der Plazenta kommt, wodurch zum einen eine Unterernahrung des Babys entsteht und
zum anderen Bluthochdruck und Proteinurie bei der Mutter auftreten, beides Zeichen einer
gestorten Adaptation des mitterlichen Organismus an die Schwangerschaft. Es konnte
gezeigt werden, dass das Risiko ansteigt, wenn die Mutter homozygot fir KIR-Haplotyp A ist.

Dies ist jedoch nur ein Problem, wenn der Fétus positiv fir HLA-C2 Allele ist. (Hiby et al.,
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2004; Moffett and Hiby, 2007). Eine Begriindung fur das Ansteigen eines Prdeklampsie-
Risikos in Schwangerschaften mit HLA-C2 positiven Foten kénnte sein, dass deciduale NK-
Zellen von HLA-C2 stérker inhibiert werden als von HLA-C1 (Die Bindung von KIR2DL1 an
HLA-C2 ist starker als die von KIR2DL3 an HLA-C1) (Winter et al., 1998). Ein weiterer Grund
konnte ebenso das Fehlen des aktivierenden KIR2DS1 sein, der ebenfalls HLA-C2 erkennt und
in der Lage ist, inhibitorische Signale zu libertonen (Sivori et al., 2011). Offenbar fordern
aktivierende Signale die Trophoblasten-Invasion. In Mittern mit Gruppe A Haplotypen fehlt

dieses aktivierende Signal (Moffett and Hiby, 2007).

1.6.2 NK-Zellen und Stammzelltransplantationen

NK-Zellen spielen in vielerlei Hinsicht eine wichtige Rolle bei Stammzelltransplantationen
(hematopoietic stem cell tranplantation, HSCT). Zum Ersten macht man sich die NK-
Alloreaktivitat zu Nutze. Die NK-Alloreaktivitat leitet sich aus einem ,,Mismatch” zwischen
Spender NK-Zellklonen, die einen spezifischen KIR fiir HLA-Klasse |-Molekiile exprimieren,
und den HLA-Klasse I|-Molekilen des Empfangers her. Hier kommt dann das bereits
erwahnte ,missing-self“-Konzept zum Tragen (Vgl. Kapitel 1.4.4.2). Fehlt dem Empfanger
beispielsweise ein HLA-C Gruppe 1 Molekiil, sind alle NK-Zellen, des Spenders, die KIR2DL3
tragen, alloreaktiv. In jlingster Zeit gewinnt die KIR-Typisierung zur Bestimmung von
potentiellen alloreaktiven NK-Zellen der Spender immer mehr an Bedeutung (Schellekens et
al., 2008). Alloreaktive NK-Zellen haben folgende Vorteile: Sie téten die T-Zellen des
Empfangers und fordern die Rekonstitution und das Anwachsen des Transplantats.
Desweiteren werden auch antigenprasentierende Zellen des Empfangers getotet. Diese
konnen nun keine Antigene prasentieren und es werden mogliche ,Graft-versus-Host"-
Reaktionen verhindert (Giebel et al., 2003). Die wichtigste Eigenschaft dieser alloreaktiven
NK-Zellen ist aber wohl der ,,Graft-versus-Leukemia“(GvL)-Effekt, den sie auslésen, indem sie
die leukdmischen Zellen téten (Ruggeri et al., 2007; Ruggeri et al., 2005). Das Fehlen
passender HLA-Antigene als Liganden fir KIRs in einem Transplantationsansatz wird auch
,KIR/Ligand mismatch” genannt. Mehrere Studien zeigen einen positiven Einfluss, wenn
mindestens ein ,KIR/Ligand-mismatch” besteht. In dieser Konfiguration steigt die
Uberlebensrate und die Riickfallrate wird gesenkt (Giebel et al., 2003; Miller et al., 2007).

Grundsatzlich ldsst sich sagen, dass sich so ein ,mismatch” positiv auf die Alloreaktivitat der
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NK-Zellen auswirkt, und damit die NK-Aktivitdat gegen leukamische Zellen, gegen T-Zellen
sowie dendritische Zellen des Empfangers erhoht. Aber auch hier gibt es Unterschiede:
Patienten mit einem , KIR/Ligand mismatch” fur HLA-C1, was bedeutet, dass der Empfanger
kein Epitop fiir KIR2DL3 besitzt, zeigen eine héhere Uberlebensrate als Patienten mit einem

,HLA-C2 mismatch” (Stern et al., 2010).

Auch der KIR-Genotyp scheint eine Rolle bei der Uberlebensrate nach HSCT zu spielen.
Patienten, die ein Transplantat mit mindestens einem Gruppe B Haplotypen bekommen
haben, hatten eine signifikant héhere Uberlebensrate als Patienten mit zwei Gruppe A
Haplotypen (Cooley et al., 2009). Hier kdnnten die zusatzlichen stimulatorischen KIR eine
positive Wirkung haben. KIR2DS1-positive NK-Zellen beispielsweise, sind in der Lage, T-Zell-
Blasten und Dendritische Zellen zu toten und begrenzen damit den GvHD Effekt (Sivori et al.,

2011).

Bei Stammzelltransplantationen kdnnen sich nicht nur KIR- sondern auch HLA-Typ des
Spenders und Empfangers positiv oder negativ auf die Genesung auswirken. Besonders die
HLA-C-Epitope in Spender und Empfanger haben einen groBen Einfluss auf das klinische
Resultat. So wurde beobachtet, dass HLA-C1/C2 heterozygote Patienten aufgrund der
geringeren ,mismatch“Rate eine geringere Uberlebensrate haben als homozygote

Patienten (Sobecks et al., 2007).

Durch die Dokumentation der Rezeptorakquisition nach HSCT konnte in mehreren Studien
ebenfalls Hinweise darauf gefunden werden, dass es zum einen eine sequentielle Expression
der KIR gibt und diese zum anderen eine Rolle beim Erfolg der Therapie der Patienten spielt.
Somit hat die NK-Zellrekonstitution groen Einfluss auf den Erfolg einer
Stammezelltransplantation. Hierbei spielt sicherlich auch eine Rolle, dass NK-Zellen die ersten
Lymphozyten sind, die nach einer Stammzelltransplantation im peripheren Blut zu finden
sind. Dabei entwickeln sie ihr Repertoire offenbar in einer bestimmten Reihenfolge. Es
konnte gezeigt werden, dass nach einer geraumen Zeit, dass Repertoire im Empfanger dem
des Spenders gleicht (Shilling et al., 2003). In vitro Experimente sowohl in unserer als auch in
anderen Arbeitsgruppen, in denen NK-Zellen aus hamatopoietischen Stammzellen generiert
wurden, konnten zeigen, dass KIR2DL3 als erster KIR auf der Zelloberflache exprimiert wird.
Ebenso gibt es eine praferentielle Expression von KIR2DL3 in den generierten NK-Zellen

(Fischer et al., 2007; Miller and McCullar, 2001). Durch die friihere Akquisition von KIR2DL3
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gelangen HLA-C1 homozygote Patienten friiher zu einem funktionalem NK-Zellrepertoire,
das in der Lage ist die HLA-C Expression leukamischer oder virusinfizierter Zellen zu
Uberwachen und falls notwendig aktiv zu werden. In Patienten mit HLA-C2 fehlen durch das
spatere Aufkommen KIR2DL1 positiver NK-Zellen diese liberwachenden Zellen und es kommt

zu einer erhohten Frequenz von Virusinfektionen sowie Rezidiven (Fischer et al., 2007).

Wichtig in diesem Zusammenhang zu erwdhnen ist, dass in neueren Konzepten neben der
HLA-Typisierung auch der KIR-Genotyp und das Rezeptorrepertoire des Spenders bestimmt
werden, um die Zahl der alloreaktiven Zellen zu bestimmen, die einen positiven Effekt auf

die Wirksamkeit der Stammzelltransplantation des Patienten haben.

1.6.3 NK-Zellen und Krankheiten

NK-Zellen und ihre Rezeptoren spielen auch bei einer Vielzahl von Krankheiten eine Rolle.
Vor allem die Polymorphismen der KIRs und ihrer Liganden sind mit verschiedenen
Krankheiten assoziiert. Bestimmte Kombinationen aus KIR und HLA wurden vermehrt bei
bestimmten Infektionen und Autoimmunkrankheiten beobachtet, wo Genotypen mit
aktivierenden KIRs entweder schiitzend wirken oder aber im Gegenteil die Anfélligkeit
erhohen. Ein Beispiel hierfiir ist die zervikale Neoplasie, bei der bestimmte Kombinationen
aus KIR und HLA vermindert vorkommen, wogegen die Anwesenheit von KIR3DS1 das Risiko
einer Erkrankung erhoht (Carrington and Martin, 2006). Weiterhin fordern verschiedene
aktivierende Rezeptoren (KIR2DS1, KIR2DS2) das Auftreten von Arthritis in Psoriasis-
Patienten. Dieser Effekt verstarkt sich in Patienten, in denen ein inhibitorischer KIR keinen

Liganden besitzt (Nelson et al., 2004).

Besonders bei Virusinfektionen gibt es viele Hinweise darauf, dass KIR- und HLA-Genetik
sowohl beglinstigend oder als auch nachteilig wirken kénnen. KIR2DL3 in Kombination mit
seinem Liganden HLA-C1 hat einen direkten Einfluss auf den Riickgang einer Infektion mit
Hepatitis C-Viren (HCV). In verhaltnismaRig schwachen Infektionen verschlechtert die
Kombination aus KIR2DL3 und HLA-C1 die Heilung (Khakoo et al., 2004). Bei chronischen
HCV-Infektionen konnte gezeigt werden, dass die NKG2A-Expressionslevel erhoht waren.
Das Ansprechen auf eine Therapie mit Interferon oder einem antiviralen Polymerase-

Hemmer ist in diesen Fallen mit einer hohen Zahl an NKG2A-positiven NK-Zellen assoziiert
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(Harrison et al., 2010). Bei Infektionen mit dem Zytomegalie-Virus (CMV) reduziert sich das
Risiko einer Erkrankung nach Knochenmarktransplantation, wenn mehr als ein aktivierender
KIR vorhanden ist (Boyton and Altmann, 2007). Der humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist
ebenfalls ein Virus, bei dessen Erkrankung KIR eine Rolle zu spielen scheint, sowohl in der
Anfalligkeit als auch in der Progression (Boyton and Altmann, 2007). HLA-Bw4 als Ligand fir
KIR3DL1/S1 scheint einen beschutzenden Effekt auf die Progression der Infektion zu haben.
Dieser Effekt ist begrenzt auf diejenigen, die die Aminosdure Isoleucin an Position 80 des
HLA-Bw4-Molekils haben. Allele mit Isoleucin an dieser Stelle binden besser an KIR3DL1 und
vielleicht auch an KIR3DS1. Diese starke Bindung scheint die Progression der HIV-Erkrankung

zu verlangsamen (Martin et al., 2002).

Zusammenfassend scheinen in vielen Fallen die Assoziationen bestimmter KIR- und KIR-
Liganden-Konfigurationen mit einer bestimmten Erkrankung ein Ungleichgewicht von
Inhibition und Aktivierung widerzuspiegeln. Hierbei gilt es jedoch zu bedenken, dass dieser
Hypothese bisher nur genetische Assoziationen zugrunde liegen, bei denen die biologische

und medizinische Bedeutung weiter erforscht werden muss.

1.7 Ziel dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das KIR-Repertoire von humanen NK-Zellen untersucht
werden. Dabei sollten Faktoren identifiziert werden, welche die Regulation und Ausbildung
des individuellen Repertoires beeinflussen. Ziel war es zum Einen, dass KIR-Repertoire auf
struktureller Ebene zu charakterisieren. Zum anderen galt es, die Charakterisierung um
funktionale Aspekte zu ergdnzen. Dabei sollte ein besonderes Augenmerk auf die

Unterschiede zwischen den verschiedenen KIR-Haplotypgruppen gelegt werden.

Um festzustellen wie sich das KIR-Repertoire entwickelt und zu welchem Zeitpunkt eine
mogliche Adaption an die HLA-Klasse I-kodierten KIR-Liganden stattfindet, wurden sowohl
Proben aus adultem peripherem Blut sowie aus Nabelschnurblut untersucht. Hierbei war es
vor allem von Interesse festzustellen, ob es Unterschiede in der Ausbildung und
Zusammensetzung des KIR-Repertoires zwischen neonatalen und adulten NK-Zellen gibt.
Diese Frage ist zum einen von grundlegender biologischer Relevanz um zu verstehen, ob und
inwieweit sich das NK-Zellrepertoire von einer naiven Konfiguration im neonatalen

27



Einleitung

Repertoire zu einer durch verschiedene Infektionen gepragte Historie im adulten
Immunsystem verandert. Zum anderen ist die Frage von grofRer klinischer Relevanz, da
sowohl Nabelschnurblut als auch peripheres Blut im Rahmen der klinischen
Stammezelltransplantation eingesetzt werden und die Rolle der NK-Zellen fiir den Ausgang

der Transplantation als hochrelevant einzuschatzen ist.

Um festzustellen, inwiefern die Anwesenheit der Liganden das KIR-Repertoire in Struktur
und Funktion beeinflusst, ob eine entsprechende Adaption an die Liganden ein intrinsischer
Teil der NK-Zellentwicklung ist oder erst spater stattfindet und ob es lberhaupt eine
Transition von einem neonatalen zu einem adulten NK-Zellrepertoire gibt, werden im
Rahmen dieser Arbeit eine ausreichende Zahl an adulten Spendern sowie Nabelschnurblut-
Proben hinsichtlich der polymorphen KIR und HLA-Klasse | Loci genotypisch untersucht und
anschlieRend mit der phanotypischen KIR-Expression sowie NK-Zellfunktion verglichen.
Dabei werden Mehrfarben-Protokolle fiir die Durchflusszytometrie entwickelt, die es
ermoglichen alle wichtigen inhibitorischen HLA-spezifischen NK-Rezeptoren zusammen mit
verschiedenen funktionalen Parametern in einer Messung zu analysieren. Die Multifarben-
Durchflusszytometrie ermoglicht hierbei die gleichzeitige Analyse aller Parameter auf
klonaler Ebene. Die klonale Information (ber NK-Zell-Funktion und Phanotyp wurde dann
mit dem genetischen KIR und HLA-Klasse I-Hintergrund korreliert. Dieser Versuchsansatz
sollte es ermdoglichen, erstmals die Beziehungen zwischen KIR-Expression, ihrer Regulation

und den passenden Liganden detailliert zu beleuchten.
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Uberblick

Die grundlegende Idee dieser Arbeit war es, das KIR-Repertoire von NK-Zellen auf klonaler
Ebene zu untersuchen und damit dessen Regulation und funktionale Bedeutung besser zu
verstehen. Die Basis fir den Grofteil der hier prasentierten Daten bildete eine von mir
etablierte durchflusszytometrische Methode zur gleichzeitigen Analyse der funf wichtigsten
inhibitorischen NK-Zellrezeptoren, namlich KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2 sowie dem
ebenfalls HLA-Klasse |-spezifischen Rezeptor NKG2A. In Kombination mit funktionalen Assays
auf ebenfalls durchflusszytometrischer Ebene ermoglichte dieser Ansatz erstmals, Daten

Uber die NK-Zellfunktion auf Einzelzellniveau zu erheben.

Die Kombination der Analyse des NK-Zellrepertoires mit der funktionalen Analyse wurde fir
adultes peripheres Blut (Kapitel 2.3) sowie Nabelschnurblut (Kapitel 2.4) angewendet.
Desweiteren wurden alle Proben sowohl hinsichtlich ihrer KIR- als auch HLA-Genetik
charakterisiert. Bei der Analyse der Daten konnte neben gravierenden Unterschieden in der
Funktionalitat ein eindeutiger Unterschied in der Adaption des KIR-Repertoires an die
polymorphen HLA-Klasse I-Liganden gefunden werden. Wahrend adulte NK-Zellen einen
Frequenzanstieg solcher Klone zeigten, die einen ,passenden” Rezeptor fiir Selbst-HLA-
Klasse I-Liganden aufwiesen, war diese Adaption an autologe KIR-Liganden im

Nabelschnurblut nicht vorhanden.

Der oben dargestellte methodische Ansatz wurde ebenfalls auf die Analyse von NK-Zellen in
Transplantationspatienten (Kapitel 2.5) und die Charakterisierung von sogenannten iNKT—
Zellen angewendet (Kapitel 2.6), d.h. einer Population von T-Zellen, die einen nichtvariablen
T-Zellrezeptor besitzen und sich durch die Expression bestimmter NK-Rezeptoren
auszeichnen. Hierbei wurde deutlich, dass die KIR-Typisierung sowie die Analyse des NK-
Zellrepertoires aus klinischer Sicht immer mehr Bedeutung erlangt. Im Rahmen dieser Arbeit
konnten wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der Rezeptorexpression und der Entwicklung des
Rezeptorrepertoires gewonnen werden, die uns helfen die Bedeutung der NK-Zellen fir das

naturliche, aber auch das adaptive Immunsystem, besser zu verstehen.
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2.2 Clonal analysis of NK cell effector functions by multi-
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2.2.1 Zusammenfassung

NK-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der friihen Bekampfung von viralen Infektionen.
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die HLA-Klasse I-spezifischen Rezeptoren der NK-
Zellen, KIR, einen grofRen Anteil an der NK-zellvermittelten Antwort gegen HCV und HIV
haben (Vgl. Kapitel 1.6). Um die NK-Zellfunktion von Patienten mit viralen Infektionen zu
untersuchen, ist es sinnvoll funktionale Marker und die Expression der KIR-Rezeptoren

parallel zu analysieren.

Um die Funktion und die Rezeptorexpression von NK-Zellen zusammenhdngend zu
untersuchen, mussten im Rahmen dieser Arbeit mehrere durchflusszytometrische Protokolle

etabliert werden.

Fiir die Bestimmung der NK-Zellfunktion gab es lange Zeit nur einen klassischen Target-
Killing-Assay, den Chrom-Release-Assay. Dabei werden NK-Zellen mit Chrom-markierten
Targetzellen kokultivert. Wenn die Targets getotet werden, setzen sie das radioaktive Chrom
in den Uberstand frei, welches im Strahlungsmessgerit detektiert werden kann. In neuester
Zeit wurden CFSE-markierte Zellen fiir diesen Assay bevorzugt, da sie den Vorteil haben, im
Durchflusszytometer gemessen werden zu konnen. CFSE-markierte Zellen werden nach der
Kokultur mit NK-Zellen, in Kombination mit Propidiumiodid (Pl), einem Marker flir Apoptose,
gemessen, um so den Anteil der CFSE-positiven Zellen zu bestimmen, die durch NK-Zellen
getotet wurden. Beide Assays haben aber einen entscheidenden Nachteil: Sie messen
lediglich die getdteten Targets und konnen nicht identifizieren, welche Klone einer
gemischten NK-Zellpopulation aktiv geworden sind. Dieses Problem konnte mit einem Assay
gelost werden, der urspringlich fur T-Zellen entwickelt worden war, aber auch auf NK-Zellen
angewendet werden konnte. Bei diesem Assay misst man die Degranulation der

Effektorzellen mit Hilfe eines CD107-spezifischen Antikdrpers.

CD107 (LAMP-1, lysosomal-associated membrane protein-1) ist ein Molekil, das auf der
Innenseite der in den NK-Zellen befindlichen Granula lokalisiert ist. Wenn diese Granula bei
Aktivierung an die Oberflache gebracht werden, um Perforin und Granzym B in Richtung
Zielzelle zu entlassen, erscheint dieser Marker auf der Zelloberflache und kann mit einem

Antikorper detektiert werden. Erst im aktivierten Stadium, wenn die Granula an die
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Oberflache gelangen, haben die CD107-spezifischen Antikdrper die Moglichkeit an CD107 zu
binden, im ruhenden Stadium ist es nicht auf der Oberflache zu detektieren. Dieser Marker
wurde zunichst bei der Degranulation von CD8*-T-Zellen beobachtet, wird aber auch bei NK-

Zellen nach Stimulation mit MHC-defizienten Zielzellen hochreguliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde CD107 in Kombination mit den vier wichtigsten
inhibitorischen Rezeptoren (KIR2DL1, KIR2DL2/3, KIR3DL1 und NKG2A) gemessen, um
darstellen zu kénnen, welcher NK-Zellklon beim Aufeinandertreffen mit den Targets aktiviert
wird und CD107 mobilisiert. Dies erlaubte eine prazise Bestimmung der zytolytischen NK-

Zellen mit spezifischen Rezeptoren fiir HLA-Klasse I.

Hierbei gilt es zu beachten, dass der CD107-Assay nur dann eine zuverlassige Aussage Uber
die Zytotoxizitat zulasst, wenn die zytotoxischen Granula der NK-Zellen mit den
entsprechenden Effektormolekiilen Granzym und Perforin gefillt sind. Tatsachlich konnte
bei der parallelen Untersuchung von CD107 und CFSE bei unreifen NK-Zellen aus dem
Nabelschnurblut oder Patienten mit bestimmtem pathologischen Hintergrund nicht immer
eine Korrelation festgestellt werden. Mit dem Hinzunehmen der intrazellularen Marker
Perforin und Granzym B stellten wir dann fest, dass die lytischen Granula in diesen Fallen oft

nicht beladen waren.

In der Veroffentlichung ,,Clonal analysis of NK cell effector functions by multi-parameter flow
cytometry” (Vgl. Kapitel 2.2.2) haben wir ein Protokoll entwickelt, in dem Schritt fur Schritt
erklart wird, wie solche funktionale Analysen durchzufiihren sind. Dabei prasentieren wir
einen durchflusszytometrischen Assay, bei dem die Zelloberflachen-Mobilisierung von CD107
in Kombination mit den intrazellularen Markern Perforin und Granzym B gemessen wird.
Diese funktionalen Parameter werden parallel zu drei verschiedenen KIR gemessen, die eine

hochauflésende Analyse des NK-Zellrepertoires auf klonaler Ebene ermdglichen.
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Clonal analysis of NK cell effector functions by multi-parameter

flow cytometry
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University Diisseldorf, Germany

Abstract

Natural killer (NK) cells provide a first line of defense against viral infections and prepare the
ground for subsequent action of virus-specific T cells in a concerted way. Human NK cells
use a sophisticated system of inhibitory and stimulatory receptors of the KIR gene family,
which are expressed in a clonally-distributed manner. Several studies suggest that KIR play a
critical role in NK cell-mediated protection against HCV and HIV infection. As each NK cell
expresses an individual set of KIR receptors that enables them to sense differences in HLA
class I expression, classical measurement of NK cell function by analysis of target cell killing
does not enable to define and isolate the clinically relevant NK cell effector subsets. Here, we
have developed a flow-cytometry-based protocol to measure cytolytic activity together with
KIR expression in a clonal level. Combined analysis of KIR expression in conjunction with
cell surface mobilization of CD107 enables precise enumeration of cytolytic NK cells with
defined specificity for HLA class I. Moreover, via inclusion of intracellular perforin or
alternatively granzyme B, NK cells with deficient loading of cytotoxic granula can be
identified. The present protocol enables identification and isolation of cytotoxic NK cells on a
clonal level and enables reliable measurement in healthy as well as pathological settings such

as virus infection and hematological disease.
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1. Introduction

Natural Killer (NK) cells are lymphocytes that play a vital role in the early immune defense
against tumor cells and viral infections. In this regard, it is long known that patients with NK
cell deficiencies suffer from recurrent viral infections such as herpes viruses (7). Moreover,
genetic and functional evidence is now accumulating that the course of HIV infection is
significantly influenced by NK cells on the levels of resistance to infection, protection from
maternal-infant transmission, and the delay in disease progression (2-4). Similarly, a
protective role of NK cells was suggested in hepatitis C by a study showing linkage between

NK cell receptor genes and resolution of infection (35).

In contrast to lymphocytes of the B and T cell lineage, NK do not express an antigen-specific
and somatically-rearranged receptor. Instead, NK cells express a variety of MHC class I-
specific inhibitory and stimulatory receptors, either encoded by the killer cell
immunoglobulin-like receptor (KIR) family in primates and humans or the Ly-49 family in
rodents (6). In humans, 12 functional KIR genes are known that can be expressed in a
clonally-distributed fashion, i.e. a single NK cell can express all possible combinations of
KIR starting from one receptor up to all receptors encoded in the genome of that individual.
The system is complemented by the more conserved CD94:NKG2A heterodimer that is
specific for HLA-E and is expressed in a clonally-distributed manner as well (7). Restrictions
to the repertoire of expressed receptors on each NK cell are set by the HLA class I ligands,

which introduce a bias towards expression of cognate inhibitory receptors for self class I



molecules (8, 9). Nonetheless, NK cells lacking receptors for self and NK cells not expressing
any HLA class I-specific NK receptors are commonly found in the repertoire of most
individuals(70). As these NK cells are potentially autoreactive, mechanisms should be in
place to inhibit their inappropriate activation. Indeed, in recent years it was shown that only
NK cells expressing an inhibitory receptor for self are fully activated by MHC class I-
negative target cells whereas NK cells that lack cognate NK cell receptors are hyporesponsive

with regard to cytokine production and target cell killing (10, 11).

The classical method to determine cytotoxicity of NK cells is the Chromium release assay
(12). In this assay, a bulk population of NK cells is co-cultivated with >'Cr labeled target cells.
When target cells are killed, chromium is released to the supernatant, which can be analyzed
for radioactivity in a gamma counter. In recent years, non-radioactive cytotoxicity assays are
becoming more popular. In particular, carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)-labeling
of target cells in combination with propidium iodide (PI) staining of dead cells is now a

reliable alternative to measure target cell killing by flow cytometry (13).

Although the lysis of target cells provides a good estimation of the cytotoxicity of
lymphocytes, it does not enable direct identification and enumeration of cytotoxic NK cells.
To this end, the recently developed CD107 mobilization assay fills exactly this gap.
Originally developed for the identification of cytotoxic T cells (14), it was quickly adapted for
measuring cytotoxic NK cells (715). Recent studies have integrated the CD107 assay in
multicolor flow cytometric protocols thereby enabling identification and isolation of cytolytic

NK cells that express defined NK cell receptors (9).

The CDI107a and b molecules, also known as lysosome-associated membrane proteins

(LAMPI and 2) line the inner membrane of lytic granules. In the course of the degranulation
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process the granules fuse with the outer cell membrane and the CD107 molecules become
accessible to the cell surface. Consequently, whereas resting NK cells are negative for CD107
cell surface expression, activated cytolytic NK cells mobilize CD107 to the cell surface and
expression can be measured by flow cytometry. Importantly, CD107 is not a direct marker for
killing but a suitable marker for degranulation. Thus, only if the granules are filled with the
necessary lytic components, the CD107 assay constitutes a suitable correlate of cytotoxic
function. Lytic granules contain granzyme B, a serinprotease, and perforin, a membrane
disrupting protein (16). Both proteins cooperatively induce cell death by apoptosis in the
target cell (17). Importantly, NK cells do not always express the same amount of lytic
substances: under certain circumstances, for example when analyzing immature NK cells or in
certain pathological settings, lytic granules might not be properly loaded with perforin or

granzyme B and in these cases the lytic exocytosis will not be effective (data not shown).

Here, a flow cytometry-based protocol is presented, in which cell surface mobilization of
CD107 is analyzed in combination with intracellular perforin and granzyme B staining. These
functional parameters are measured together with three different inhibitory KIR receptors,
which enables a high-resolution analysis of NK cell receptor repertoires on a clonal level.
Moreover, clonal analysis of NK cell function is then compared with flow cytometric analysis

of target cell killing using a CFSE/PI assay.



. Materials

2.1. Cell culture

. K562 cells, HLA-class I-deficient erythroleukemic cell line.
10 ml peripheral blood from patients and healthy controls.

. Rosette Sep NK cell enrichment cocktail (Stemcell Technologies).

. PBS/EDTA: PBS, 2mM EDTA.

. Ficoll separating solution.

. K562 medium: DMEM, 4.5g/L Glucose, 2mM L-glutamine, 10% (v/v) fetal calf serum
(FCS), 100U/mL penicillin, 0.1mg/mL streptomycin.

. NK medium: RPMI 1640, 25mM HEPES, 2mM L-glutamine, 10% (v/v) FCS, 5% (v/v)
human AB-serum, 100 U/mL penicillin, 0.lmg/mL streptomycin, 1000U/mL rh

interleukin-2 (IL-2).

2.2.Degranulation assay

1. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) - Prepare a dilution of 50 ug/mL in distilled
water.

2. lTonomycine - Prepare a dilution of 10 ug/mL in distilled water.

3. 96well plate (u bottom).

4. NK-Medium: RPMI 1640, 25mM HEPES, 2mM L-glutamine, 10% (v/v) FCS, 5%
(v/v) human AB-serum, 100 U/mL penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin, 1000 U/mL rh
IL-2.

5. Golgistop containing monensin (BD Biosciences).

6. Monoclonal antibodies against CD107, CD56, CD3, KIR, NKG2A, granzyme B and
perforin (see Table 1 for details of specificity, labeling, and clones).

7. Cytofix/Cytoperm Fixation/ Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences).



8. PBS/EDTA: PBS, 2mM EDTA.
9. FACSCanto II with FACS Diva Software 6.0.

10. FlowJo Software v8.7.

2.3. CFSE Kkilling Assay

. Vybrant® CFDA SE Tracer Kit (Invitrogen) - Prepare a dilution of 0.5mM CFDA-SE in

DMSO.

. PBS.

. PBS/FCS: PBS, 20% (v/v) FCS.

. PBS/EDTA: PBS, 2mM EDTA.

. 96well plate (u-bottom).

. Propidium Iodide Staining Solution (PI).

. FACSCanto II with FACS Diva Software 6.0.

. FlowJo Software v8&.7.



. Methods

3.1. Cell isolation and culture conditions

. K562 cells were cultured in K562 medium at 37 °C and 5 % COa,.

. To isolate NK cells from peripheral blood, use the NK cell enrichment cocktail (see Note
1 and 2).

. Add 50 pL of the NK cell enrichment cocktail per mL blood (see Note 3) and incubate for
20 min. at room temperature (RT).

. Dilute the blood 1:1 with PBS and add it slowly to a 50 mL tube, prefilled with 15 mL
Ficoll. Centrifuge the sample for 35 min. at 440xg and RT without brake. Carefully
harvest the interphase (see Note 4).

. Wash the cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT).

. To isolate mononuclear cells (MNCs) from peripheral blood, add 15 mL Ficoll to a 50 mL
tube and slowly add 30 mL of blood, diluted 1:1 with PBS. Centrifuge the sample for
35 min. at 440xg and RT without brake. Carefully harvest the interphase and wash the
cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT).

. Primary NK cells or MNC’s are cultured overnight in NK medium at a concentration of

0.5-1x10%mL at 37 °C and 5 % CO,.

3.2. CD107 degranulation assay

. Count and harvest the required number of NK cells or MNCs. The cells are pre-incubated
with IL-2 for at least 16h (see Note 5). For the optimal 1:1 ratio, you need at least 1x10°
NK cells or 1x10° MNCs. For controls, 0.5-1x10° NK cells or MNCs are sufficient (Table

2).



10.

1.

Count and harvest the appropriate number of K562 cells to reach a 1:1 ratio with NK cells
during co-cultivation (see Note 6 and 7). Although a 1:1 ratio is usually best, it is
recommended to perform titration of effector/target ratios when setting up the method for
the first time (Table 2).

Centrifuge the cells (7 min., 440xg, RT).

Prepare a 96-well plate with 5 puLL of CD107 antibody in each well including negative and

positive controls.

. Prepare the positive control: 10 uL. of PMA (final concentration: 2.5 ug/mL) and 10 pL of

ionomycine (final concentration: 0.5 pg/mL).

Resuspend cell pellets in NK medium at a concentration of 1x10 cells/mL.

6.1. Add 10 pL of K562 (1x10%) and 10 pL of NK (1x10°) cells to the sample well (see
Note 8).

6.2. Add 10-50 uL of NK cells (0.5-1x10°) to the negative, positive, and unstained control
wells.

6.3. Fill up the wells to 200 pL with NK-Medium (see Note 9).

Incubate for a total of 6 hours at 37°C and 5 % CO, (see Note 10).

After 1 hour, add 2 uL monensin to the wells (see Note 11).

Harvest the cells in 4 ml round bottom tubes (‘FACS tubes’).

Wash the cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT) and resuspend the pellet in 100 pL

PBS/EDTA.

Stain the cells with the following monoclonal antibodies (different protocols for staining

with NKG2A (11.1) or perforin and granzyme B (11.2):

11.1. CD56, CD3, KIR, and NKG2A-specific mAbs according to Table 1. Put 5 pL
of each antibody (in case of CD56 and CD3, signals are usually strong and 2,5 uL

might also be sufficient) to the cells and mix briefly (see Note 12).



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

11.2. CD56, CD3, and KIR-specific mAbs. Put 5 pL. of each antibody (in case of
CD56 and CD3, see step 11.1) to the cells and mix briefly.

Incubate for 20 min. at 4°C.

Wash the cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT). For NKG2A-stained samples

continue directly with flow cytometrical analysis (step 21). For additional analysis of

granzyme B and/or perforin continue with step 14.

Start with the intracellular staining protocol using the Cytofix/Cytoperm kit. Resuspend

the cell pellet in 250 uL Permwash Solution and incubate for 20 min. at 4°C.

Prepare Permwash Buffer by diluting 5x Buffer 5:1 with distilled water.

Wash 2x with Permwash Buffer and centrifuge the cells (7 min., 440xg, RT). Resuspend

in 100 uL Perwash Buffer.

Add 20 pL of antibody against granzyme B or perforin and mix well.

Incubate for 30 min at 4°C.

Wash with Permwash Buffer and centrifuge 2x (7 min., 440xg, RT).

Wash the cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT), resuspend the pellet in 300 uL PBS.

To start flow cytometrical analysis, set a gate on the lymphocyte population in a FSC vs.

SSC dot plot (Fig. 1) (see Note 13, 14).

Create a dot plot of CD56-PC5 vs. CD3-Pacific blue and determine the percentage of NK

cells by gating on CD56"CD3" lymphocytes. (see Note 15).

Analyze these NK cells in a CD107 histogram and gate on CD107-positive cells in

comparison to the negative control (Fig. 1).

Do the same for perforin and/or granzyme B to determine the frequency of NK cells

stained for these intracellular markers. Calculate the frequency of the respective marker as

percentage of NK cells (see Note 16 and 17).



10.

11.

12.

13.

14.

15.

3.3. CFSE Kkilling assay

. Harvest the required number of K562 cells and wash with PBS (7 min., 440xg, RT). For

every well, at least 1x10° K562 are required. For the calculation of the required number of
cells, see Table 3.

Incubate the required number of NK cells (see Table 3) overnight in NK medium (at least
for 16h, Note 5).

Centrifuge the NK cells (7 min., 440xg, RT).

Resuspend K562 cells in PBS in a concentration of 1x10 cells/mL and put 2 pL of
CFDA-SE (0.5 mM) per mL into the tube.

Incubate for 10 min. at 37°C, invert 2x during the incubation.

Wash K562 cells 2x with PBS/FCS (7 min., 440xg, RT).

Resuspend both NK cells and K562 pellets to a final concentration of 1x10” cells/mL in
NK medium.

The following controls have to be prepared (Table 3):

8.1. 10-50 pL unlabelled K562 (0.1-0.5x10°).

8.2. 10-50 pL CFSE-labeled K562 cells as control for the CFSE staining (0.1-0.5x10°).
8.3. 10-50 uL CFSE-labeled K562 as a negative control (0.1-0.5x10°) (see Note 18).

Add 100 pL NK cells (1x10°) and 10 pL K562 (1x10°) in one well for an optimal E:T
ratio of 10:1 (see Note 19).

Add NK medium to all wells to a final volume of 200 puL.

Incubate the 96-well plate for 6 hours at 37 °C and 5 % CO,.

Harvest the wells in 4 mL round bottom tubes (‘FACS tubes’) for flow cytometry.

Wash the cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT) and resuspend the pellet in 300 pL
PBS.

Stain the cells with PI shortly before analysis (except unstained and CFSE controls).

Start flow cytometrical analysis and create FSC vs. SSC dot plot (see Note 20 and 21).
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16.

17.

18.

19.

10.

Determine the CFSE-positive cells in a histogram by setting a gate (see Note 22).

Show the CFSE-positive cells in a new dot plot.

Determine the frequency of CFSE'PI" cells as percentage of CFSE-positive K562 in a dot
plot or histogram.

Calculate the number of killed target cells (Fig. 2) (see Note 23).

Notes

. Flow cytometrical analysis of enriched NK cells is in some cases superior to direct

analysis of MNCs due to higher and more discriminative signals for CD107, granzyme B,
and perforin. Nonetheless, analysis can also be done directly from MNC:s.
Depending on the blood source and frequency of lymphocytes one usually obtains 5 to

10x10° NK cells from 10 mL blood.

. It is possible to use less kit, i.e. up to 1/3 of the recommended volume. In this case the

purity of NK cells will go down to about 70 % but the recovery rate will considerably
increase.

Sometimes it is difficult to locate the cells in the interphase. It is then advisable to remove
some of the Serum or Ficoll along with the enriched cells in order to ensure their complete
recovery.

Stimulation with IL-2 is recommended for the CD107 assay as well as the CFSE killing
assay to increase the frequency of responding NK cells in order to ensure reliable
statistical analysis.

We have observed that K562 is very well suited for CD107 analysis, whereas 721.221
gave the best results for stimulation of IFN-y production.

Typically, a 1:1 effector/target ratio is optimal for K562, but may have to be adjusted for
other target cells.

Whenever possible, increase the number of analyzed cells. A high number of recorded NK
cells leads to a better identification of small populations.

Optimal volume in each well is 200 uL medium but smaller medium volumes might be
used if the number of cells is limited.

Shorter incubation periods (4h) lead to weaker CD107 signal, longer incubation periods

(12-16h) are possible but do not necessarily increase CD107 signal or frequency.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Addition of monensin is recommended to avoid internalization of CD107. Of note, in pilot
experiments without monensin CD107 signals were somewhat weaker but could still be
evaluated.

Inclusion of KIR antibodies into the flow cytometry panel enables functional analysis of
NK cells at the clonal level. Calculate percentage of desired KIR-positive NK cells that
have mobilized CD107.

Lymphocytes are small in comparison to K562. Additionally, intracellular staining leads
to even smaller cell volumes. Carefully adjust FSC and SSC channels to enable exact
enumeration of lymphocytes.

Depending on the number of killed K562, many dead cells will be present in FSC and
SSC dotplots. Be sure to exclude the dead cells when gating on lymphocytes.
Compensation between the strong signals of PE-Cy5 and ECD is critical. Generally, do
not use CD56 and CD3 in fluorochromes that are analyzed in neighbouring channels.

To calculate the frequency of degranulated NK cells, subtract the percentage of CD107"
NK cells present in the negative control from the percentage of CD107" NK cells present
in co-culture with K562.

Not only the frequency but also the mean fluorescence intensity (MFI), i.e. the expression
levels per cell, of perforin, granzyme B, and CD107 can vary between samples and should
be analyzed when evaluating effector function of NK cells.

A CFSE-labeled negative control is necessary to determine the number of K562, which
lyse spontaneously.

A typical suitable effector/target ratio for CFSE with K562 is 10:1, but has to be adjusted
for every given cell line separately. For every new set up, prepare a killing curve with
different E:T ratios (i.e. 10:1, 5:1, 1:1, 1:5 and 1:10) and determine the optimal ratio with
the best killing efficiency and discriminative power in flow cytometry.

In a CFSE/PI assay also the dead target cells have to be measured. Take care to keep the
FSC threshold low, otherwise dead cells might be excluded from analysis.

PI is measured best in ECD or PE-Cy5 channel. Care has to be taken to enable good
compensation between the strong signals of CFSE and PI.

The CFSE signal can be very strong. In this case, adjust the voltage of the CFSE channel
accordingly.

To calculate the frequency of lysed target cells, subtract the percentage of spontaneous

lysis of K562 from the percentage of K562 in co-culture with NK cells.
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6. Figure legends

Fig. 1. Analysis of CD107 mobilization and intracellular expression of perforin and granzyme B in
neonatal and adult NK cells. Mononuclear cells (MNCs) from umbilical cord blood and adult peripheral blood
were each co-cultured with K562 target cells for 6h and subsequently surface-stained with mAbs against CD56,
CD3, KIR, and CD107. Surface staining was followed by intracellular staining for either granzyme B or
perforin. (A) For flow cytometrical analyses, lymphocytes are displayed in a FSC vs. SSC dot plot, as shown
here for an MNC sample. (B) NK cells were defined as CD56 'CD3" fraction of lymphocytes and analysis is
restricted to NK cells as shown here for an MNC sample. The results of the CD107, granzyme B, and perforin
analysis are presented as histogram overlays (blue graphs) together with the respective negative control samples
(red graphs) from a healthy adult (C) and a neonatal sample (D). Maximum cell counts are set to 100%. The
frequency of NK cells expressing CD107 after degranulation is comparable in both samples (left panel). Notably,
the percentage of cells expressing granzyme B (middle panel) and perforin (right panel) among NK cell differs
substantially. In the adult sample (upper panel), most NK cells contain granzyme B and perforin, whereas in the

neonatal sample (lower panel) only a minority of cells contain both effector molecules.

Fig. 2: Analysis of NK cell function with the CFSE/PI assay. Mononuclear cells from the same donors shown
in Fig. 1 were co-cultured with CFSE-labeled K562 for 6h in a 10:1 ratio and after co-culture stained with PI.
Double-positive cells (CFSE'PI", light grey bars) were compared to a negative control (CFSE-labeled K562
without effector cells, dark grey bars). Consistent with the results shown in Fig. 1 for granzyme B and perforin,

the adult sample showed a substantially higher killing frequency compared to the neonatal sample.
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Table 1: Antibody staining panel for CD107 assay.

Excitation/
. 1 . 2
t
Antibody Clone Conjugate Company Emission (nm)
CD107 H4A3 FITC BD Biosciences 488/518
NKG2A or 7199 Beckman Coulter
Perforin or 0G9 PE BD Biosciences 488/575
Granzyme B GBl11 BD Biosciences
1
KIR3DLI 72737 ECD Beckman Coulter 00,04
(custom conjugate)
CD56 N901 PE-Cy5 BD Biosciences 488/670
KIR2DL1/S1 EB6 APC Beckman Coulter 633/660
Beckm It
KIR2DL.2/3/S2 GL183 APC-Cy7 eckman Coulter | 535 755
(custom conjugate)
CD3 UCHT1 Pacific Blue | Beckmann Coulter 405/455

' Instead of surface staining for NKG2A, intracellular staining for either granzyme B or
perforin can be performed.

2FITC=Fluorescein

isothiocyanate);

PE=R-Phycoerythrin;

APC=Allophycocyanin; Cy5= Cyanine Dye 5, Cy7= Cyanine Dye 7.

ECD=PE-Texas Red;




Table 2. CD107 degranulation assay

: exemplified sample set up

Sample NK cells' K562 PMA/Ionomycin CI?107-
antibody
Unstained control 0.5-1x10° - -
Negative control 0.5-1x10° - - +
Positive control 0.5-1x10° - + +
10:1 1x10° 1x10° - -
5:1 5x10° 1x10° - +
1:1 1x10° 1x10° - -
1:5 1x10° 5x10° - +
1:10 1x10° 1x10° - +

'Calculate a 10x higher cell number when using MNCs instead of NK cells




Table 3. CFSE assay: exemplified sample set up

Sample NK cells K562 PI

Unlabelled control - 0.5-1x10° -
CFSE-labelled control - 0.5-1x10° -
CFSE-labelled negative control - 0.5-1x10° +
10:1 1x10° 1x10° +

5:1 5x10° 1x10° +

1:1 1x10° 1x10° +

1:5 1x10° 5x10° +

1:10 1x10° 1x10° +
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Ergebnisse und Diskussion

2.3.1 Zusammenfassung

Wie bereits in der Einleitung dargelegt, exprimieren NK-Zellen HLA-Klasse | spezifische
Rezeptoren (Vgl. Kapitel 1.4.3.2). Durch klonale Expression, KIR- und HLA-Genetik ergibt sich
fir jeden Menschen ein spenderspezifisches Repertoire. Uber die Frage, wie sich dieses
Repertoire im Menschen formiert, herrschte lange Unklarheit, bis 2006 veroffentlicht wurde,
dass in Japanern, einer Bevolkerungsgruppe mit geringer genetischer Variation der KIR-

Gene, eine strukturelle Adaption des Repertoires an HLA stattfindet (Vgl. Kapitel 1.4.4.3).

Um der Fragestellung nachzugehen, von welchen Faktoren das KIR-Repertoire von NK-Zellen
beeinflusst wird und dies sowohl fiir Gruppe A als auch Gruppe B KIR-Haplotypen eingehend
zu beleuchten, wurde eine vergleichende Analyse mit 150 Spendern durchgefiihrt. Dazu
wurden alle Spender fir ihre KIR- und HLA-C-Gene typisiert sowie eine
durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt, in der mithilfe der Durchflusszytometrie alle
inhibitorischen HLA-spezifischen Rezeptoren gemessen werden konnten. Anschliefend
wurden die Proben anhand der durchgefiihrten Typisierungen in Gruppe A und B Haplotypen

sowie in ihre HLA-C Subgruppen unterteilt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten drei bestimmende Faktoren identifiziert werden, die die
Struktur und auch die Funktion des KIR-Repertoires auf NK-Zellen beeinflussen, um ein
Repertoire zu erschaffen, das darauf ausgerichtet ist, spezifisch Selbst-HLA-Klasse | zu

erkennen. Diese drei Faktoren sind:

1. Passender HLA-Klasse I-Ligand

In Spendern mit Gruppe A Haplotyp konnte eine starke Adaption der Frequenzen des
passenden KIR an HLA festgestellt werden. So stieg die Frequenz von KIR2DL1
exprimierenden Zellen, insbesondere die Frequenz der Zellen, die nur KIR2DL1 auf der
Oberflache trugen, in Spendern mit HLA-C2 signifikant an, wahrend umgekehrt die
Frequenz der Zellen die KIR2DL3 tragen, in Spendern mit HLA-C1 hoher war als in
Spendern mit HLA-C2. Sehr aussagekraftig war in diesem Zusammenhang auch das
Verhiltnis der KIR2DL1*- und KIR2DL3"-Zellen zueinander. Wihrend in HLA-C1 immer
mehr KIR2DL3 als KIR2DL1 Zellen vorhanden sind, dreht sich dieses Verhaltnis komplett
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ins Gegenteil wenn man sich HLA-C2 Spender ansieht, hier sieht man mehr KIR2DL1 als

KIR2DL3-positive Zellen.

2. KIR-Haplotyp-Diversitat

Wir konnten weiterhin zeigen, dass sich die Regeln fiir Gruppe A nicht einfach auf
Gruppe B Haplotypen uUbertragen lassen. Der KIR-Haplotyp scheint ebenfalls eine Rolle
bei der Anpassung des Repertoires zu spielen, denn die beobachtete Expansion der
KIR2DL1*-Zellen in Spendern mit HLA-C2, die in Gruppe A Haplotypen so deutlich war,
war in Gruppe B Haplotypen nicht zu sehen. Bei der genauen Betrachtung der
verschiedenen KIR-Genotypen mit Gruppe B Haplotypen konnten wir KIR2DL2/KIR2DS2
als die Faktoren identifizieren, die einen unerwarteten und starken Einfluss auf die
Expression von KIR2DL1 austiben. In Gruppe B Haplotypen ohne KIR2DL2/S2 konnte
namlich erneut der Einfluss der Liganden auf die Frequenz der passenden Rezeptoren
beobachtet werden. Dieser dominant repressive Einfluss beschrankt sich nicht nur auf
die strukturelle Adaption, sondern betrifft auch die Funktion. So sind die KIR2DL1" Zellen
in Spendern mit KIR2DL2 weniger funktional als die gleichen Zellen in Spendern ohne
KIR2DL2. Ein Grund hierfliir mag sein, dass KIR2DL2 anders als KIR2DL3, wie von uns

erneut nachgewiesen werden konnte, sowohl HLA-C1 als auch HLA-C2 erkennt.

3. Sequentielle Rezeptorexpression wahrend der NK-Zellentwicklung

Doch warum inhibiert KIR2DL2 die Expression von KIR2DL1, wenn das Repertoire rein
stochastisch exprimiert wird? Die Antwort liegt in der NK-Zellentwicklung. Sowohl in in
vitro Assays unserer Arbeitsgruppe als auch nach Stammzelltransplantationen konnte
gezeigt werden, dass KIR2DL2 und KIR2DL3 wesentlich friiher exprimiert werden als
KIR2LD1, es scheint ein festgelegtes Programm fiir die sequentielle Expression der KIR zu

geben (Vgl. Kapitel 1.6.2 ).

Insgesamt muss festgestellt werden, dass sich die Regeln flir Spender mit HLA-C1 und

HLA-C2 unterscheiden. Durch die sequentielle Expression wird KIR2DL3 sehr frith wahrend

der NK-Zellentwicklung exprimiert. In Spendern mit HLA-C1 ist das sehr vorteilhaft und das

Repertoire ist bereit richtig ausgerichtet. In Spendern mit HLA-C2 muss es daher eine

wesentlich starkere Anpassung, geben, da KIR2DL2 erst spat exprimiert wird. Somit ist es
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nicht verwunderlich, dass die Signifikanz der Anpassung in HLA-C2 Spendern fiir KIR2DL1
wesentlich starker ist, als fiir KIR2DL3 in HLA-C1.

Letztendlich spricht vieles fiir ein Ligand-instructed Modell der Rezeptorakquisition, bei dem
ein urspringlich stochastisches KIR-Repertoire durch passende HLA-Klasse I-Liganden
modifiziert wird, abhdngig vom genetischen Hintergrund des KIR-Polymorphismus. Das
Programm der sequentiellen Expression wird solange ausgefiihrt bis ein passender KIR fiir

Selbst auf der Oberflache der NK-Zelle erscheint.
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Analyses of HLA-C—specific KIR repertoires in donors with group A and B
haplotypes suggest a ligand-instructed model of NK cell receptor acquisition

Kathrin Schonberg,! Martina Sribar,! Jlirgen Enczmann,! Johannes C. Fischer,! and Markus Uhrberg’

TInstitute for Transplantation Diagnostics and Cell Therapeutics, University of Diisseldorf Medical School, Dusseldorf, Germany

To determine the influence of KIR and HLA
class | polymorphism on human NK cell
repertoires, 32 different clonotypes repre-
senting all possible combinations of 4 in-
hibitory KIR and NKG2A were analyzed
by multicolor flow cytometry. In donors
homozygous for the common group A
KIR haplotype, a significant influence of
HLA-C ligands was seen: KIR repertoires
were dominated by clonotypes expressing
a single KIR for the respective cognate
ligand, either the C1-specific KIR2DL3 or

C2-specific KIR2DL1. In contrast, in donors
possessing the polymorphic group B
haplotypes, a similar adaptation to cog-
nate HLA-C was lacking. We suggest that
this discrepancy is largely the result of a
suppressive effect of the group B-specific
KIR2DL2 on the frequency of KIR2DL1*
NK cells. In functional assays, KIR2DL2
not only recognized C1 but also C2 lig-
ands, showing overlapping specificity with
KIR2DL1. Moreover, using an NK cell differ-
entiation assay we show sequential acquisi-

tion of KIR2DL2 before KIR2DL1 on develop-
ing NK cells. Together, these observations
are compatible with a ligand-instructed
model of NK cell education, in which recog-
nition of HLA class | by an inhibitory receptor
(KIR2DL2) suppresses subsequent expres-
sion of a second receptor (KIR2DL1) of re-
lated specificity. Importantly, the ligand-
instructed model fits to the observed KIR
repertoires in both broad KIR haplotype
groups. (Blood. 2011;117(1):98-107)

Introduction

A hallmark of natural killer (NK) cells is the expression of major
histocompatibility complex (MHC) class I-specific inhibitory
receptors, either encoded by the Ly-49 family in rodents' or the
killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) family in humans.?
According to the missing self-model, lack of MHC class I expres-
sion leads to elimination of target cells by NK cells expressing a
cognate inhibitory receptor for the respective MHC class I mole-
cule.? The concept implicates an educational system that shapes the
repertoire of inhibitory receptors to ensure NK cell self-tolerance.
In this regard, it was shown that expression of MHC class I leads to
specific adjustment of NK cell frequency expressing cognate Ly-49
in the mouse.*?

In human subjects, analysis of NK cell clones demonstrated that
functional NK cell repertoires have a high propensity to express at
least 1 inhibitory receptor for self-MHC class 1.° However, the
influence of the polymorphic human histocompatibility leukocyte
antigen (HLA) class I genes on NK cell education is not obvious:
firstly, NK cells express inhibitory KIR in the absence of cognate
HLA class I ligands at a considerable frequency; secondly, self-tolerant
NK cells without any HLA class I-specific inhibitory receptor exist
in the periphery.” Moreover, several studies failed to correlate the
frequency of any particular KIR to the presence of cognate HLA
class I ligands.3® Clear evidence for a direct influence of HLA class 1
on the KIR repertoire of NK cells came from studies of a Japanese
cohort, characterized by very limited KIR gene polymorphism.'?
The influence of HLA class I was again challenged by a recent
study in which KIR expression frequencies were found to be
independent of class I ligands.!!

The influence of MHC class I ligands on NK cell function is
another actual matter of debate. In this regard, it was shown in mice

and humans that those NK cells that express inhibitory receptors
for host-encoded MHC class I ligands exhibit an increased
responsiveness against MHC-deficient target cells.”!'>!3 The model
implicates that NK cells lacking inhibitory receptors for self-MHC
class I are hyporesponsive or anergic. However, it was recently
shown that these so-called ‘unlicensed’ NK cells are readily able to
control viral infection.'*

Human NK cell repertoires are also influenced by the extensive
polymorphism of KIR genes.> KIR genes are organized in dif-
ferent haplotypes: an abundant group of haplotypes that generally
consist of a defined set of 7 functional KIR genes was designated
group A haplotypes. Group B haplotypes are more variable and are
characterized by presence/absence polymorphisms of 5 additional
different stimulatory KIR and the inhibitory KIR2DL5.'%17 Because
of the higher complexity of group B haplotypes, detailed informa-
tion on KIR repertoire formation is so far mostly restricted to
donors of the A/A haplotype group as these can be unambiguously
monitored by multicolor flow cytometry.! However, in many
ethnic groups, except East Asian populations, group A/B or B/B
configurations dominate, and it is so far not known if the rules
found in cohorts with A/A haplotypes do similarly apply to other
populations and ethnic groups with much higher frequencies of
group B haplotypes.

Although the rules governing the formation of NK cell reper-
toires are a matter of debate, it is already evident that the
underlying KIR and KIR ligand genetic polymorphisms are of
predictive value in different clinical settings such as chronic
hepatitis C infection,'® control of HIV infection,!® resistance to
cervical neoplasia,® and hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) for leukemia.?’?> Moreover, during pregnancy, certain

Submitted March 23, 2010; accepted September 29, 2010. Prepublished
online as Blood First Edition paper, October 8, 2010; DOI 10.1182/blood-
2010-03-273656.

The online version of this article contains a data supplement.

98

The publication costs of this article were defrayed in part by page charge
payment. Therefore, and solely to indicate this fact, this article is hereby
marked “advertisement” in accordance with 18 USC section 1734.

© 2011 by The American Society of Hematology

BLOOD, 6 JANUARY 2011 - VOLUME 117, NUMBER 1



BLOOD, 6 JANUARY 2011 - VOLUME 117, NUMBER 1

combinations of maternal KIR genes and fetal KIR ligands are
associated with pre-eclampsia, a condition characterized by a
placentation defect that is hazardous for mother and baby.?

In an attempt to shed light on the formation of KIR repertoires
across the full range of KIR haplotype diversity, a comparative
analysis of donors with group A and group B haplotypes was
performed in a genetically diverse cohort of white subjects. We
demonstrate that the rules applying to formation of HLA-C-—
specific KIR repertoires found in group A haplotypes cannot simply
be conferred to group B haplotypes. Some of the most evident
functional and structural differences could be linked to presence
of KIR2DL2 and KIR2DS2 on group B haplotypes, which has
an unexpected and strong epistatic influence on the expression
of KIR2DLI1. The observations are compatible with a ligand-
instructed model of receptor acquisition in which initially sto-
chastic KIR repertoires are modified by cognate HLA class I
ligands in ways that depend on the genetic background of KIR gene
polymorphism.

Methods

KIR and HLA-C genotyping

Blood was obtained from healthy white donors after giving informed
consent in accordance with the Declaration of Helsinki. The study was
approved by the University of Diisseldorf ethics committee. Genomic DNA
was isolated from whole blood via QiaAmp DNA Blood Mini kit
(QIAGEN). KIR genotyping was performed by polymerase chain reaction—
sequence specific primer (PCR-SSP) as reported previously.?* As quality
control, several samples were independently KIR-genotyped with a differ-
ent PCR-SSP protocol.”> Group A and B haplotypes were defined as
previously described leading to the following genotype classification:
genotype A/A: KIR2DLI, KIR2DL3, KIR2DIL4, KIR3DLI, KIR3DL2,
KIR2DS4; genotype A/B: all group A genes plus at least 1 additional KIR
gene; genotype B/B: at least 1 group A gene missing. Notably, some of the
donors with genotype A/B might in fact be B/B donors that coincidentally
possess all group A genes on a group B background.

HLA-C group 1 (Cl) and HLA-C group 2 (C2) genotyping was
performed by PCR-SSP as described.” HLA-C subtyping was performed
using Luminex technology according to the manufacturers instructions
(One Lambda).

Flow cytometry

For flow cytometric analyses, the following mouse anti-human monoclonal
antibodies (mAbs) were used: PC5-conjugated CD56 (clone N901),
phycoerythrin (PE)-conjugated CD159a (NKG2A, clone Z199), allophyco-
cyanin (APC)—conjugated CD158a,h (KIR2DL1/S1, clone EB6), ECD-
conjugated CD3 (clone UCHTI1), PE- or ECD-conjugated CD158e
(KIR3DL1/S1, clone Z27.3.7), PE- or APC-cyanin 7— (Cy7) or APC-Alexa
Fluor 750-conjugated CD158b,j (KIR2DL2/3/S2, clone GL183) all
from Beckman Coulter. Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
KIR2DLI (clone 143211; R&D Systems), and Pacific Blue—conjugated
CD3 (clone UCHTI1; BD Biosciences) were also used. The CD158k-
specific mAb Q66 (KIR3DL2), kindly provided by A. Moretta (Universita
di Genova, Genova, Italy), was used in combination with anti-mouse
immunoglobulin M-FITC (Beckman Coulter). A 7-color flow cytometric
analyses was performed on FACSCanto II (BD Biosciences) using FACS-
Diva 5.0.1 software.

Cell isolation and cell culture

NK cells were isolated from fresh peripheral blood using the RosetteSep
method (NK cell enrichment kit; StemCell Technologies). The HLA class -
deficient target cell line K562 and 721.221 as well as the transfected
721.221 (Cw04, CwO07) were cultured in RPMI 1640 (Lonza) with
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1% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen) and 10% FCS (Biochrom). Cell
line 721.221 and the HLA class I-transfected sublines were kindly provided
by Salim Khakoo (Imperial College London, London, United Kingdom).

Interferon-y production and degranulation assay

Freshly isolated NK cells were cultured overnight in the presence of
1000 U/mL recombinant interleukin-2 (Chiron). The following day, NK
cells were cocultured with HLA class I-deficient K562 or 721.221 cells or
with HLA-C—transfected 721.221 at a 1:1 ratio. Negative controls were
performed with NK cells alone. In the positive control, phorbol myristate
acetate and ionomycine (both Sigma-Aldrich) were added to NK cell
cultures. To measure degranulation, CD107a-FITC (clone H4A3; BD
Biosciences) was added. After 1 hour of incubation, monensin (GolgiStop;
BD Biosciences) or alternatively brefeldin A (Sigma-Aldrich) was added.
The cells were incubated for another 5 hours. The cells were washed and
stained with antibodies against CD56, KIR2DL1, KIR2DL2/3, KIR3DL1, and
NKG2A. For the interferon-y (IFN-vy) assay, cells were fixed and perme-
abilized with Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) and intracellular
IFN-vy production was measured using anti-IFN-y FITC mAb (clone
B27; Invitrogen). HLA class I-mediated inhibition of NK cells was assessed by
comparison of transfected versus untransfected 721.221 target cells.

Differentiation of NK cells from hematopoietic progenitors

Human CD34*CD38 Lin~ hematopoietic progenitor cells were enriched
from cord blood using the CD34 Progenitor Cell Isolation kit (Miltenyi
Biotec) and subsequent flow cytometric cell sorting. CD347CD38 Lin~
cells were plated in 24-well plates in direct contact with irradiated
AFTO024 stromal cells and differentiated into mature NK cells as de-
scribed.?® KIR expression was analyzed by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and real-time polymerase chain
reaction (PCR) as described. 02227

Statistics

Statistical analyses were performed with SPSS 15 software. Significance
was determined with ANOVA or 2-tailed ¢ test. Values for P less than
.05 were significant.

Results

Differential influence of cognate HLA-C ligands on
KIR repertoires in donors with group A and B haplotypes

Repertoires of HLA class I-specific inhibitory receptors were
determined in CD56* NK cells in a cohort of 150 white donors
(Table 1) by multicolor flow cytometry, simultaneously using
antibodies with specificity for all 4 HLA class [-specific inhibitory
KIR (including cross-reactive stimulatory KIR), namely KIR2DL1/
KIR2DS1 (C2 group), KIR2DL2/KIR2DL3/KIR2DS2 (C1 group),
KIR3DL1/KIR3DS1 (Bw4), and KIR3DL2 (HLA-A3/All), as
well as the HLA-E—specific NKG2A. To simplify designation of
the 32 different receptor combinations (clonotypes) that can be
distinguished by this approach, an abbreviated nomenclature is
used omitting cross-reactive stimulatory KIR, such as clonotype
KIR2DL1_2DIL.2/3 refers to a combination of the antibody specifici-
ties KIR2DL1/KIR2DS1 and KIR2DL2/KIR2DL3/KIR2DS2. In
concordance with previous studies,'-?® major deviations from the
product rule were noted (supplemental Figure 1, available on the
Blood Web site; see the Supplemental Materials link at the top of
the online article). Firstly, NKG2A in combination with 1 or more
KIR was less frequently observed than expected (P < .05 in 9 of
15 possible combinations) and clonotypes with 2 or more KIR in
the absence of NKG2A were more frequently observed (P < .05 in
7 of 11 possible combinations).
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Table 1. Distribution of KIR genotypes in the cohort*
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KIR Group

Repertoire
Haplotype  Genotype 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 3DL1 3DL2 3DL3 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DSi1 a:alysis
AA 1 2] 22| 2| 2| =) =) 22| 68
AB 2 ] ] ] ] ] ] B ] ] 23
AB & 2] ] ] ] ] ] 2] 2] ] 2] ] 4
AB 4 ] ] ] ] ] ] @ ] ] ] ] 6
BB 5] ] ] ] ] ] B B ] B ] 2
AB 7 ] ] ] 22| 22| B B B 2] 2] 2] B B 10
AB 8 =] =] 2| =] =] =] B =) B 2] 2
BB 9 ] ] ] ] B8 8 B8 B ] B ] B | 1
BB 10 2] 2] ] ] 2] ] 2] 8]
AB 11 ] ] ] ] ] ] @ ] 2] ] ] 1
AB 12 ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] 6
AB 13 B B B 2] 2] 2] 2] 2] 2] B ] | 1
AB 14 ] ] ] ] ] 2] 2] B ] 2] 7
AB 15 B B B B B = B ] 1
AB 16 2| 22| 22| 2| =] =) 22| B 1
BB 17 ] ] ] ] 2] 2] B B ] ] B 2| 1
BB 18 2] 2] 2] ] 2] 2] 2] B 2] 2] ] 2] 1
AB 19 ] ] ] ] ] ] ] @ ] ] ] ] 1
AB 22 ] ] ] ] ] ] ] ] B ] ] 3
BB 23 22| 22| 22| 22| 2] 2] 2] 22| ] B | 1
BB 25 B 2] B B B B 2] 2| 2] B ] 1
BB 28 22| 22| 22| = = = 22| 22| ] 1
BB 30 B 2] 2] 2] 2] 2] 2] B 2] B B B 2
BB 35 ] ] ] ] ] ] ] B ] 2] ] 1
BB 42 ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] 1
BB 44 ) ) ) ) @ 5| B B 2| 1
Total 150

*Nomenclature of KIR genotypes according to Uhrberg et al?* except genotype 42 and 44, which represent novel genotypes. Presence of a KIR gene is represented by a

shaded box.

We next subdivided the cohort on the basis of KIR haplotype
groups and HLA-C ligands (Table 2). In the A/A haplotype
subgroup (Figure 1A), the repertoires of C1 and C2 donors were
largely similar except for 3 clonotypes: firstly, a pronounced
increase of single-positive KIR2DL1 (single-KIR2DL1%) NK cells
was observed in presence of cognate C2/C2 ligands; secondly,
single-KIR2DL3" cells were more prevalent in donors with
cognate C1/C1 ligands; in both cases the respective self-specific
clonotype represented the most frequent KIR-expressing clono-
type in that cohort; thirdly, the KIR2DL1_2DL.2/3 clonotype was
more abundant in C2 donors. In contrast, no such increase of
single-KIR* clonotypes for cognate HLA-C ligands was seen in
the B/B haplotype subgroup (Figure 1B). A minor increase in
presence of cognate C2 was seen for 3 clonotypes involving
KIR2DL1 (KIR2DL1_3DL2, KIR2DL1_NKG2A, and KIR2DL1_
2DL2/3_NKG2A). It should be mentioned that in group B donors,
it was not possible to differentiate between KIR2DL2, KIR2DL3, and
KIR2DS2 because of cross-reactivity of the GL183 antibody.

Separate analysis for the 3 subgroups of HLA-C ligands re-
vealed that in donors homozygous for group A haplotypes (A/A),
the overall frequency of NK cells expressing KIR2DL1 (sum

Table 2. Distribution of KIR haplotypes*

HLA-C Haplotype group

group A/A A/B B/B Total
C1/C1 28 30 6 65
C1/C2 30 22 7 58
C2/C2 10 13 27
Total 68 65 17 150

*Distribution depends on the subgroups of HLA-C ligands.

of all 16 clonotypes expressing KIR2DL1) as well as single-
KIR2DL1* NK cells increased in presence of cognate ligands in a
gene dose-dependent way (Figure 2A). A similar, but less pro-
nounced increase in response to cognate ligand was seen for the
frequency of KIR2DL3-expressing NK cells. Remarkably, in group
A/A donors the ratio of single-KIR2DL1*/single-KIR2DL3" fre-
quencies is reversed from 0.6 in C1/C1 donors to 4.3 in the
presence of cognate C2/C2 ligands (Table 3). Increased NK cell
frequency went along with decreased cell surface expression
levels for KIR2DL1 but not KIR2DL3 (supplemental Figure 2),
as previously described.!” In contrast to the group A haplotype
cohort, no significant changes in this ratio and no bias of
KIR2DL1 expression toward cognate ligands were seen for group
B haplotypes (A/B and B/B; Table 3 and Figure 2B).

The KIR2DL2/3 allelic pair affects frequency and function of the
KIR2DL1+* NK cell subpopulation

The next aim was to find out which features of the genetically
heterogeneous group B haplotypes might explain the apparent
differences in HLA-C—specific NK cell repertoires. When analysis
was restricted to the most frequent group B genotype (geno-
type 2),2* possessing all KIR genes of group A haplotypes plus
KIR2DL?2 and KIR2DS2, the frequency of KIR2DL1" NK cells
again did not increase in the presence of cognate ligands (Figure
2C). This suggested that the observed difference in the frequency of
KIR2DL1* NK cells between group A and B haplotypes was
associated with KIR2DL2 and KIR2DS2. To cross-check this
association, we next restricted the analysis to those group B
genotypes lacking KIR2DL2 and KIR2DS2 (Figure 2D). This
cohort indeed showed changes similar to the A/A haplotype group,
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Figure 1. KIR repertoires are shaped by HLA class |-
dependent mechanisms. The repertoire of donors
with group A/A haplotypes (A) and group B/B haplo-
types (B) is shown for C1/C1 ([J) versus C2/C2 (M)
donors. HLA class | ligand and haplotype group
distribution of samples is shown in Table 2. Designa-
tion of clonotypes does not include cross-reactive
stimulatory KIR. KIR"NKG2A~ refers to NK cells
expressing no inhibitory receptors. Statistical signifi-
cance was determined by 2-tailed t test at *P < .05,
**P < .01, ***P < .001. SD is indicated by error bar.
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such as frequency of KIR2DL1 and KIR2DL3 was increased in the
presence of the respective cognate ligand. In the remaining group B
genotypes (KIR2DL2*/2DS2* but not genotype 2) again no
significant influence of HLA-C ligands was observed (data not
shown). Remarkably, the KIR2DL1/KIR2DL3 frequency ratio was
strongly affected by the presence of the KIR2DL?2 gene: in group B
donors lacking KIR2DL2, ratios were highly responsive to the
presence of cognate ligands similar to what was seen in donors with
group A/A haplotypes (Table 3). In contrast, in group B donors
having KIR2DL2, the ratio remained unaffected.

Group A haplotypes
A o

% of NK cells
% of NK cells

aroup A Group B
e 2z ® & & ° 3 8 8 &
% of NK cells % of NK cells

These study observations already suggested that the frequency
of KIR2DL1" NK cells is influenced by the allelic state of the
KIR2DL2/3 gene. Indeed, the frequency of KIR2DL1" NK cells
decreased significantly and in a gene-dose dependent way in
presence of 0, 1, or 2 KIR2DL? alleles (Figure 3A). Consequently,
the frequency of cytotoxic KIR2DL1* NK cells is influenced by
the allelic state of the KIR2DL2/3 gene, (Figure 3B): flow
cytometric analysis of CD107 expression revealed a significantly
reduced fraction of degranulating KIR2DL1-expressing NK cells
in KIR2DL2* donors. In contrast, the frequency of degranulating

Group B haplotypes

Figure 2. HLA-C ligands differentially affect fre-
quencies but not expression levels of cognate KIR
in donors with group A and group B haplotypes.
(A) The cohort was divided into 4 genetic subgroups:
donors with group A (A/A) haplotypes (n = 68), do-
nors with group B (A/B and B/B) haplotypes (n = 82),
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donors with genotype 2 (KIR2DL2"; n = 23), and
donors with group B haplotypes lacking KIR2DL2
(n = 13). In panels A through D, the frequency of NK
cells expressing KIR2DL1 or KIR2DL2/3 is separately
shown for the 3 subgroups of HLA-C ligands. Results
are shown as stapled bars with overall frequency of
NK cells expressing a given KIR ([J) and frequency of
single-positive NK cells, that is NK cells expressing a
given KIR without coexpression of any other detectable
KIR or NKG2A (H). Results represent mean and an
error bar represents SD. Statistical significance was
determined by ANOVA at *P < .05, **P < .01,
***P < .001) and is shown for single-positive KIR
frequencies.
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Table 3. Ratio of KIR2DL1- to KIR2DL2/3-expressing NK cells

KIR Haplotype HLA-C Ratio KIR2DL1/KIR2DL2/3

group ligand (single/single KIR)* Pt

Group A C1/C1 0.69 (0.55) < .001 (< .001)
C1/C2 0.87 (1.04)
C2/C2 1.51 (4.39)

Group B C1/C1 0.40 (0.28) .330 (.356)
C1/C2 0.67 (0.81)
C2/C2 0.58 (0.59)

Group B KIR2DL2* C1/C1 0.40 (0.27) .748 (.660)
Ci1/C2 0.62 (0.80)
C2/C2 0.42 (0.36)

Group B KIR2DL2~ C1/C1 0.61 (0.49) .011 (.005)
C1/C2 0.84 (0.84)
C2/C2 1.42 (1.79)

*Expression frequency of KIR2DL1 divided by expression frequency of KIR2DL2/3.
Parentheses are ratio of single-KIR2DL1*/single-KIR2DL2/3.
1P values were calculated by ANOVA. Values for P less than .05 are significant.

KIR2DL2/3-expressing NK cells remained unchanged (Figure 3C).
Thus, KIR2DL2* donors possess less NK cells that are exclusively
specific for C2 ligands than KIR2DL2~ donors.

The correlation of KIR2DL1 expression with the allelic state of
KIR2DL2/3 was observed across all combinations of HLA-C ligands
(Figure 4A). We further concentrated our analysis on the subgroup
of C2/C2 donors, as their NK cell repertoire is functionally most
strongly affected by the observed changes in KIR2DL1 frequency.
Among the 8 KIR2DLI1" clonotypes that were most abundant
(frequency > 1%) in donors lacking KIR2DL.2, all but 1 clonotype ex-
hibited strongly decreased levels in donors possessing the KIR2DL2
gene (Figure 4B). The correlation was gene dose-dependent and
most strongly seen in donors with 2 copies of KIR2DL2. Interest-
ingly, no dependency on the presence of KIR2DL2 was seen in
case of the KIR2DL1_3DL2 clonotype, suggesting that KIR2DL1
expression is not affected by the presence of the HLA-A3— and
HLA-A1l1-specific inhibitory receptor KIR3DL2.

KIR2DL1 but not KIR2DS1 expression is affected by the
presence of KIR2DL2

As a result of serologic cross-reactivity of the EB6 antibody with
KIR2DL1 and KIR2DS], it was unclear in how far both receptors
were affected by the presence of KIR2DL2. Generally, single-
KIR2DS 1" NK cells should be rare in the presence of C2 ligands as
these cells are potentially autoreactive. Indeed, when we analyzed
the NK cell repertoire of a donor possessing KIR2DS1 but not
KIR2DLI (genotype 23),%* single-KIR2DS1" NK cells were rare
(< 0.3% of 6% overall KIR2DS1 frequency; supplemental Figure
3), an observation that is in line with previous studies of NK cell
clones.®?3% To exactly determine how the KIR2DS1* subset of
NK cells is influenced by KIR2DL2, the subset of KIR2DL1"/
KIR2DS1" donors (n = 29) were analyzed with 2 different KIR2DL1-
specific antibodies, 1 cross-reacting (mAb EB6) and 1 not cross-
reacting (mAb 143211) with KIR2DS1.3! Whereas the frequency of
single-KIR2DL1" as well as double-positive NK cells significantly
decreased in the presence of KIR2DL2, the frequency of single-
KIR2DS1" NK cells was not influenced (Figure 4C). These data
demonstrate that expression of the inhibitory KIR2DL1, but not the
closely related stimulatory KIR2DS1, is affected by KIR2DL?2.

KIR2DL2 can functionally replace KIR2DL1 as C2-specific
inhibitory receptor

These study data demonstrate that KIR2DL1 expression is sup-
pressed by KIR2DL2 in NK cell repertoires of most donors with
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group B/B haplotypes. One key question was whether the lack of
KIR2DL1-expressing NK cells leads to a general lack of NK cells
that are able to recognize C2 ligands in these donors. In this
regard, it was recently shown that KIR2DL2 and to a lesser extent
KIR2DL3 are not solely specific for HLA-C alleles with C1 epitopes,
as originally reported, but can also bind to C2 ligands.’>* To
this end, we compared the effector functions of NK cells from
donors lacking KIR2DL2 with those having 1 or 2 copies of
KIR2DL2 (Figure 5A). Single-KIR2DL3* NK cells (KIR2DL2~
donors) were strongly inhibited by 721.221 transfectants express-
ing the cognate C1 group ligand Cw*0701 but not by cells ex-
pressing the C2 group ligand Cw*0401. Significant differences in
effector functions were seen on the level of CD107 mobilization
(Figure 5B) as well as production of interferon-vy (data not shown).
In contrast, single-KIR2DL2/3" NK cells from KIR2DL2* donors
were inhibited by C1 as well as C2 transfectants without showing
significant differences in the degree of inhibition (Figure 5B). In
control experiments, single-KIR2DL1" cells were strongly inhib-
ited by C2 but not C1 ligands, as expected (data not shown). These
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Figure 3. The KIR2DL1* NK cell compartment is influenced by the allelic state
of KIR2DL2/3. (A) The frequency of NK cells expressing KIR2DL1 and KIR2DL2/3 is
shown for donors with group B haplotypes (A/B and B/B) who were divided into
3 groups according to the allelic state of the KIR2DL2/3 gene. Data are represented
as box plots: that represent the median and 25/75 percentiles, whiskers the lowest
and largest non-outlier data points (at most 1.5 times the box width). Sta-
tistical significance was determined by ANOVA at ***P < .001. (B-C) Frequency of
NK cells expressing KIR2DL1 (B) or KIR2DL2/3 (C) in a CD107 mobilization assay
against K562 target cells. Samples from donors without (n = 14) and with (n = 11)
KIR2DL2 genes are presented in scatter plots with each dot representing 1 sample.
Results are expressed as fraction of all CD56" NK cells. Statistical significance was
calculated by 2-tailed ttestas **P < .01.
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Figure 4. KIR2DL2-associated changes in KIR2DL1
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data demonstrate that the decreased frequency of KIR2DL1-
expressing NK cells in donors having the KIR2DL2 gene does
not lead to a general lack of NK cells that are able to recognize
C2 ligands. Instead, it suggests that KIR2DL2" NK cells can take
over the function as C2-specific receptor but without the ability to
discriminate between C1 and C2 ligands.

Sequential acquisition of HLA-C-specific KIR during NK cell
differentiation in vitro

These study data suggest that KIR2DL3 is mainly Cl-specific,
whereas KIR2DL1 as well as KIR2DL2 both can serve as
C2-specific receptors. The question remained as to why KIR2DL 1
is largely replaced by KIR2DL2 in C2/C2 donors: if both KIR types
can serve a similar function as C2-specific receptor they should be
selected at comparable frequencies as self-specific receptors.
Notably, we have previously shown that in the course of NK cell
differentiation, KIR2DL3 is expressed before and at a higher
frequency than KIR2DLI1.?> Here, the same in vitro NK cell

01 - +
2Dl 2Di2t 2Di2t
2DL3t 2DL3* 2DL3

2Dlz  2DL2* 2DL2
2DL3 20L3* 20LF

differentiation assay, with a hepatic stroma cell line as support,
was used to analyze if the nonrandom sequential acquisition of
KIR similarly applies to KIR2DL2. To this end, CD34*CD38 Lin~
hematopoietic progenitors from cord blood were differentiated
into mature NK cells. To distinguish between KIR2DL2 and
KIR2DS2, analyses were performed on the mRNA expression
level. In a KIR2DL2"KIR2DL3~ donor, KIR2DL2 mRNA was
detected on day 15 of in vitro culture together with several other
KIR (Figure 6A). Remarkably, no signal for KIR2DL1 was
detectable until the last time point of analysis (day 28). In a
KIR2DL2~KIR2DL3* donor (group A/A), a similar sequential
expression mode (albeit with a somewhat slower kinetics) with
detection of KIR2ZDL3 mRNA (day 22) before KIR2DL1 (day 28) as
well as other KIR was seen, (Figure 6B). Finally, in a
KIR2DL2"KIR2DL3* donor, a semi-quantitative evaluation of
expression was done by real-time PCR. Again, KIR2DL2 was
earlier and stronger expressed than KIR2DL1. Notably, KIR2DL3
was strongest expressed at later time points (Figure 6C). Thus,
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Figure 5. KIR2DL2-expressing NK cells are inhibited by C1 as well as C2 ligands. Flow cytometric analysis of CD107 mobilization and intracellular IFN-y on NK cells using
721.221 and HLA-transfected sublines Cw*0702 and Cw*0401 as target cell lines. (A) Histograms show CD107 expression of KIR2DL2/3* cells from a donor with KIR2DL2
(genotype 12) and 1 donor without KIR2DL2 (genotype 1). (B) Functional inhibition was calculated by measuring reduction of CD107 mobilization NK cells in response to
Cw*0401 (C2), Cw*0702 (C1)—transfected 721.221, and no targets (negative control). Values are calculated relative to NK cells cultured with untransfected 721.221. Analysis
was gated on single-KIR2DL2/3* NK cells in donors with (n = 6) or without (n = 5) KIR2DL2. Statistical analysis was performed by 2-tailed ttest for *P < .05.

KIR2DL1 was consistently expressed subsequent to KIR2DL2 (or
KIR2DL3).

Discussion

The intrinsic and extrinsic factors that shape human NK cell
repertoires are incompletely defined, in particular the contribution
of stochastic versus ligand-instructed mechanisms.®!%! The 3 major
determinants that influence the structure and function of KIR
repertoires could be distinguished, namely cognate HLA class |
ligands, KIR haplotype diversity, and a hardwired program of
sequential receptor acquisition during NK cell development. To-
gether, these factors seem to efficiently adjust a basically stochastic
repertoire toward specific recognition of self-HLA class 1.

The influence of HLA class I was clearly evident in group A/A
haplotype donors. Analysis of individual clonotypes revealed
highly specific changes in response to HLA class I ligands: in
C1/C1 as well as C2/C2 donors the specific single-KIR* clono-
type that recognizes cognate HLA in a mono-specific way was
found at frequencies exceeding any other KIR-expressing clono-
type. Moreover, the ratio of KIR2DL1*/KIR2DL3* NK cells was
significantly different between C1/C1 and C2/C2 donors. Espe-
cially the ratio of single-KIR2DL1*/single-KIR2DL3* frequencies
provided a highly reliable parameter that was consistently well
below 1 in C1/C1 and well above 1 in C2/C2 donors. It thus appears
that the relative proportions of C1- and C2-specific NK cells are a
parameter that is tightly controlled in the process of HLA class I-
dependent KIR repertoire development. It should be noted that
also the frequency of KIR3DL1-expressing NK cells significantly
increases with the presence of the respective Bw4 ligand (data not
shown). Our results are thus in agreement with a previous study in

the Japanese population showing adjustment of KIR expression
frequency by cognate HLA class 1.1°

The second major component shaping HLA-C-specific NK cell
repertoires is the genetic diversity of KIR, which is characterized
by extensive variation in KIR haplotypes. Comparative analysis of
clonotype profiles in group A and group B donors revealed pro-
nounced differences: the expansion of single-KIR™ NK cells for
cognate HLA-C, a highly significant and consistent finding in
group A/A donors, was not detectable in donors with group B
haplotypes. Subsequent analyses demonstrate that this difference
is not a general property of all group B haplotypes but segregates
with the presence of KIR2DL2. Not only the frequency but also the
function of KIR2DL1* NK cells was influenced by the presence of
KIR2DL2. There were less KIR2DL1" NK cells that degranulated
in the presence of HLA-deficient target in donors with KIR2DL2
compared with donors with homozygous KIR2DL3 (Figure 3B).
Moreover, KIR2DL2 exhibited specific inhibition of IFN-y pro-
duction not only by CI1 but also by C2 ligands, In fact, inhibi-
tion of KIR2DL2 by the C2 allele Cw*0401 was slightly lower
but not significantly different to the inhibition of KIR2DL1. Be-
cause Cw*0401 does represent a ligand of intermediate affinity
in binding assays,?? it is likely that many other C2 alleles will
similarly serve as inhibitory ligands for KIR2DL2. Notably,
HLA-C subtyping of C2/C2 donors (supplemental Table 2) did not
reveal any HLA-C alleles not supporting the KIR2DL.2-specific
effect on HLA-C—specific KIR repertoires. These findings to-
gether with previous studies suggest that the specificity of KIR2DL.2
transcends the distinction of HLA-C ligands in C1 and C2.3234

The presence of KIR2DL?2 had a dominant suppressive effect
on expression of KIR2DL1. We hypothesize that the impact of
KIR2DL2 on the formation of HLA-C—specific KIR repertoires
is not only based on its broad specificity but also on the mode of
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Figure 6. Sequential acquisition of KIR during NK A
cell differentiation. In vitro differentiation of NK cells
from hematopoietic stem cells was performed as
described in “Methods.” RT-PCR results from a donor
with KIR genotype 5 (KIR2DL2*KIR2DL3"; A) and a
donor with KIR genotype 1 (KIR2DL2~ KIR2DL3"; B).
Neural cell adhesion molecule (NCAM, CD56) inten-
sity was used as correlate for NK cell development,
B-actin as positive control for PCR. (C) Expression
levels of KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, and NCAM
normalized against B-actin from a donor with KIR
genotype 7 (KIR2DL2"KIR2DL3*") were measured
with real-time PCR. NCAM levels greater than 600 are
indicated.
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receptor acquisition during NK cell differentiation. In an in vitro
NK cell differentiation model it could be shown that KIR2DL2 and
KIR2DL3 expression preceded expression of KIR2DL1, both on
mRNA and, as shown by us and others, cell surface expression
levels.?>2 Similar observations were made during NK cell reconsti-
tution in clinical stem cell transplantation.’>-3 The molecular basis
for the observed sequential KIR acquisition mode is unclear.
Although KIR regulatory regions are highly homologous, distinct
differences exist between promoters of KIR2DL1 and KIR2DL2/3
in terms of transcription factor binding sites.?’ It is thus possible,
that small differences in promoter strength or the recently described
antisense activity of KIR promoters’® might be involved in the
control of sequential KIR acquisition.

We suggest that the presence of KIR2DL2 on developing NK
cells does not favor subsequent expression of KIR2DL1 on the
same clones. Because single-KIR2DL2* NK cells are already self-
specific in C1/C1 as well as C2/C2 donors, further acquisition of
KIR2DL1 is not required for induction of tolerance in any cir-
cumstance. In contrast, single-KIR2DL3* NK cells are largely specific
for C1 ligands and would thus not be selected for in C2/C2 donors.
Thus, in these donors KIR2DLI1 is required for induction of
tolerance to C2 ligands. These considerations readily explain why
in C2/C2 donors that possess the KIR2DL2 allele, single-
KIR2DL1* NK cells are exceedingly rare, whereas C2/C2 donors
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possessing 2 KIR2DL3 alleles exhibit a substantial expansion of
single-KIR2DL1" NK cells. In this context, we could exclude a
major role for KIR2DS1, as the presence of KIR2DL2 did not
affect expression level or frequency of KIR2DS1. Notably, it was
recently shown that KIR2DS1 expression is not influenced by
HLA-C either.3*4% In contrast, we could not differentiate between
expression of KIR2DL2 and KIR2DS2 by flow cytometry. Because
KIR2DL?2 and KIR2DS2 are in strong linkage disequilibrium and
we did not have any donors lacking 1 but not the other gene in our
cohort, we cannot exclude the KIR2DS2 gene as a confounding
factor. Nonetheless, as KIR2DS2 has no detectable affinity for
HLA-C ligands, KIR2DL?2 is likely to be the main factor leading
to the shift in HLA-C2-specific NK cell frequencies. Another
ambiguity that remains to be resolved as a result of the lack of
discriminating antibodies is the effect of KIR2DL2 on KIR2DLS3.
In fact it is likely that KIR2DL3 frequencies are lower in
KIR2DL2/3 heterozygotes than in KIR2DL3 homozygotes as a
result of a gene dose effect.

The study strongly suggests that the order in which NK cell
receptors are acquired during NK cell development is a crucial
factor that shapes HLA class I-specific NK cell repertoires, a
notion that pertains to KIR as well as NKG2A. During NK cell
development, NKG2A expression is initiated at an earlier stage
than KIR expression (K.S., unpublished observations, November
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2009).26 Those NK cell that express NKG2A as their only inhibitory
receptor, are already self-specific and thus do not require further
acquisition of cognate inhibitory KIR. Indeed, the NKG2A*KIR ™~
clonotype is significantly more frequent than expected by the
product rule, an effect that is independent of KIR haplotype groups.
Vice versa, combinations of NKG2A with cognate KIR are less
frequently found than statistically expected, an effect previously
described for NK cell clones.®

The observed bias toward single-KIR* NK cells for cognate
ligands, the repression of KIR2DL1 expression in the presence of
KIR2DL2 in C2/C2 donors, as well as the preponderance of
single-NKG2A* NK cells all point toward a system that favors
NK cells with restricted specificity for 1 major HLA class I ligand
(HLA class I or HLA-E, respectively). In line with this observation,
human NK cell repertoires are dominated by clonotypes with few
HLA class I-specific inhibitory receptors: among the 32 different
clonotypes, NK cells expressing combinations of 0 to 2 receptors
(representing 16 different clonotypes) comprised more than 90% of
the repertoire (Figure 1 and supplemental Figure 1). These obser-
vations are compatible with a ligand-instructed model: upon
interaction of an inhibitory receptor with a self-ligand, up-
regulation of additional receptors ceases or at least becomes less
likely. Only in the absence of a cognate ligand, more inhibitory
receptors are up-regulated until self-specificity is ensured. Of note,
the functional significance of the KIR"NKG2A~ population,
which is the largest clonotype in all analyzed cohorts, is still
unclear. It could be speculated that it provides a reservoir of still
immature NK cells that is shaped in the periphery toward expres-
sion of cognate HLA class I. This notion is compatible with the
observation that the overall frequency of KIR"NKG2A~ cells is
inversely correlated to the frequency of KIR"NKG2A~ NK cells.?®
In this context, it has to be noted that we have not assessed
expression of LILRBI, an inhibitory receptor with ubiquitous
specificity for HLA class 1.#! Given the comparably low affinity for
HLA class I and the fact that LILRB1 in contrast to KIR and
NKG2A does not confer enhanced missing self responses,?® the
impact of LILRB1 expression on KIR repertoire acquisition is
likely to be limited.

The present results appear to contradict a recent study claiming
that KIR repertoires are generated through a sequential but random
acquisition mode without any selection.!' The model is based on
the observation that combinations of 2 or more KIR are more
abundant than expected by the product rule and independent of
selection by cognate HLA class I. Indeed, we also observe that NK
cells expressing 3 to 5 KIR receptors in the absence of NKG2A are
more frequent than expected by the product rule. Although these
clonotypes are rare and add up to a cumulative frequency of 2% to
3% of NK cells, the effect is highly significant (supplemental
Figure 4). However, this observation does not exclude an influence
of HLA class I on the formation of KIR repertoires. The failure of
Andersson et al'! to detect HLA class I-mediated adaptation could
rather be because the authors did not break down the analysis to
single clonotypes and did not consider the major class I ligands
separately. In fact, if our data are calculated similarly, that is
cumulative consideration of KIR ligands and KIR receptors, the
influence of HLA class I ligands is no longer detectable: donors
with 1 major HLA class I ligand do not express significantly more
inhibitory receptors than donors with 2 or more HLA class I ligands
(supplemental Figure 4).

It is important to note that the rules governing formation of
KIR repertoires in group A/A donors are different for C1/C1 and
C2/C2 subgroups. Because of the early acquisition of KIR2DL2/3,

BLOOD, 6 JANUARY 2011 - VOLUME 117, NUMBER 1

the repertoire of a C1/C1 donor is inherently biased toward expression
of self-specific KIR. In contrast, the repertoire of a C2/C2 donor is
dependent on selection of KIR2DL1* NK cells, which are per se
less frequent in an unbiased KIR repertoire because of their late
appearance. This asymmetry, caused by the nonrandom sequential
acquisition mode, has various consequences for the formation of
KIR repertoires that are clearly visible in the present study, such
as single-KIR2DL1" NK cells show much stronger adaptation
toward cognate class I than single-KIR2DL3" NK cells. Moreover,
the KIR2DL1_2DL3 clonotype is significantly more frequent in
C2 than in C1 donors (Figure. 1A). Together, these observations
clearly indicate that it is generally crucial to perform the analysis of
individual KIR clonotypes in the context of individual HLA class I
ligands to provide the necessary resolution to detect the influence
of HLA class I on the KIR repertoire.

In the clinical setting of allogeneic HSCT, the observed
differences in expression of HLA-C—specific KIR between group A
and group B donors might have important consequences for the
composition of alloreactive NK cell repertoires. As shown in this
study, a gradual depletion of KIR2DL1* NK cells is seen in donors
having 1 and an even greater depletion in donors with 2 copies of
KIR2DL?2. Notably, only NK cells expressing the C2-specific
KIR2DL1* have the potential to recognize a C2/C1 mismatch in
graft-versus-host direction, whereas KIR2DL2* NK cells would
not discriminate between the 2 ligands. Thus, even if 2 donors share
the same HLA class I type they still might provide qualitatively and
quantitatively divergent alloreactive NK cell repertoires just on the
basis of the KIR2DL2/3 polymorphism. It is likely that specificity
and activation threshold of NK cells is further modified by
coexpression of stimulatory KIR. Interestingly, Pende et al>* have
recently shown that after haploidentical HSCT, donor-derived
KIR2DL2/3* NK cells poorly recognize C2 leukemic blasts unless
KIR2DS1 was coexpressed. This as well as observations showing
that donors with group B haplotypes are associated with less
bacterial infections and improved outcome in HSCT suggest that
inhibitory KIR repertoires indeed are modified by coexpression of
stimulatory KIR.#>43

In summary, the present study shows how HLA-C—specific NK
cell repertoires are structurally and functionally affected by both
HLA class I and KIR genotype. We suggest that the assessment of
KIR and HLA class I type in conjunction with high-dimensional
flow cytometry provides a promising approach to predict NK cell
function in the clinical setting such as haploidentical HSCT or
novel adoptive immunotherapy protocols.?h#

Acknowledgments

We thank all donors that volunteered for blood donation.
We also thank Dr A. Moretta for the CD158k-specific anti-
body (Q66, KIR3DL2) and Dr S. Khakoo for the HLA-deficient
721.221 and the HLA class I-transfected sublines.

This study was supported by the Deutsche Forschungsgemein-
schaft grants UH 91/2-1 and UH91/5-1 (M.U.).

Authorship

Contribution: K.S. designed the project, performed the experi-
ments, and wrote the manuscript; M.S. performed the NK cell
differentiation assays; J.E. performed the HLA-C typing; J.C.F.



BLOOD, 6 JANUARY 2011 - VOLUME 117, NUMBER 1

designed the project and performed statistical analysis; and M.U.
designed the project and wrote the manuscript.
Conflict-of-interest disclosure: The authors declare no compet-

ing financial interests.

References

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

INFLUENCE OF KIR2DL2/3 ON NK CELL REPERTOIRES

107

Correspondence: Markus Uhrberg, PhD, University Clinic of

Diisseldorf, Institute for Transplantation Diagnostics, and Cell

Therapeutics, Bldg 14.80, Moorenstrasse 5, D-40225 Diisseldorf,

Germany; e-mail: uhrberg @itz.uni-duesseldorf.de.

Raulet DH, Held W, Correa |, Dorfman JR,

Wu MF, Corral L. Specificity, tolerance and devel-
opmental regulation of natural killer cells defined
by expression of class I-specific Ly49 receptors.
Immunol Rev. 1997;155:41-52.

Moretta L, Moretta A. Killer immunoglobulin-
like receptors. Curr Opin Immunol. 2004;
16(5):626-633.

Ljunggren H, Karre K. In search of the “missing
self”: MHC molecules and NK cell recognition.
Immunol Today. 1990;12(2):237-244.

Held W, Dorfman JR, Wu MF, Raulet DH.

Major histocompatibility complex class I-
dependent skewing of the natural killer cell Ly49
receptor repertoire. Eur J Immunol. 1996;
26(10):2286-2292.

Johansson S, Johansson M, Rosmaraki E, et al.
Natural killer cell education in mice with single or
multiple major histocompatibility complex class |
molecules. J Exp Med. 2005;201(7):1145-1155.

Valiante NM, Uhrberg M, Shilling HG, et al. Func-
tionally and structurally distinct NK cell receptor
repertoires in the peripheral blood of two human
donors. Immunity. 1997;7(6):739-751.

Anfossi N, Andre P, Guia S, et al. Human NK cell
education by inhibitory receptors for MHC class I.
Immunity. 2006;25(2):331-342.

Gumperz JE, Valiante NM, Parham P, Lanier LL,
Tyan D. Heterogeneous phenotypes of expres-
sion of the NKB1 natural killer cell class | receptor
among individuals of different human histocom-
patibility leukocyte antigens types appear geneti-
cally regulated, but not linked to major histocom-
patibility complex haplotype. J Exp Med. 1996;
183(4):1817-1827.

Frohn C, Schlenke P, Kirchner H. The repertoire
of HLA-Cw-specific NK cell receptors CD158 a/b
(EB6 and GL183) in individuals with different HLA
phenotypes. Immunology. 1997;92(4):567-570.

Yawata M, Yawata N, Draghi M, Little AM,
Partheniou F, Parham P. Roles for HLA and KIR
polymorphisms in natural killer cell repertoire se-
lection and modulation of effector function. J Exp
Med. 2006;203(3):633-645.

Andersson S, Fauriat C, Malmberg JA,

Ljunggren HG, Malmberg KJ. KIR acquisition
probabilities are independent of self-HLA class |
ligands and increase with cellular KIR expression.
Blood. 2009;114(1):95-104.

Fernandez NC, Treiner E, Vance RE,

Jamieson AM, Lemieux S, Raulet DH. A subset of
natural killer cells achieves self-tolerance without
expressing inhibitory receptors specific for self-
MHC molecules. Blood. 2005;105(11):4416-4423.

Kim S, Poursine-Laurent J, Truscott SM, et al.
Licensing of natural killer cells by host major
histocompatibility complex class | molecules.
Nature. 2005;436(7051):709-713.

Orr MT, Murphy WJ, Lanier LL. ‘Unlicensed’
natural killer cells dominate the response to cyto-
megalovirus infection. Nat Immunol. 2010;
11(4):321-327.

Carrington M, Martin MP. The impact of variation
at the KIR gene cluster on human disease. Curr
Top Microbiol Immunol. 2006;298:225-257.

Uhrberg M, Valiante NM, Shum BP, et al. Human

18.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

diversity in killer cell inhibitory receptor genes.
Immunity. 1997,7(6):753-763.
Vilches C, Parham P. KIR: Diverse, Rapidly

evolving receptors of innate and adoptive immu-
nity. Annu Rev Immunol. 2001;20:217-251.

Khakoo SI, Thio CL, Martin MP, et al. HLA and NK
cell inhibitory receptor genes in resolving hepati-
tis C virus infection. Science. 2004;305(5685):
872-874.

Martin MP, Gao X, Lee JH, et al. Epistatic inter-
action between KIR3DS1 and HLA-B delays the
progression to AIDS. Nat Genet. 2002;31(4):
429-434.

Carrington M, Wang S, Martin MP, et al. Hier-
archy of resistance to cervical neoplasia medi-
ated by combinations of killer immunoglobulin-like
receptor and human leukocyte antigen loci. J Exp
Med. 2005;201(7):1069-1075.

Ruggeri L, Capanni M, Urbani E, et al. Effective-
ness of donor natural killer cell alloreactivity in
mismatched hematopoietic transplants. Science.
2002;295(5562):2097-2100.

Fischer JC, Ottinger H, Ferencik S, et al. Rel-
evance of C1 and C2 epitopes for hemopoietic
stem cell transplantation: role for sequential ac-
quisition of HLA-C-specific inhibitory killer 1g-like
receptor. J Immunol. 2007;178(6):3918-3923.
Hiby SE, Walker JJ, O’Shaughnessy KM, et al.
Combinations of maternal KIR and fetal HLA-C
genes influence the risk of preeclampsia and
reproductive success. J Exp Med. 2004;200(8):
957-965.

Uhrberg M, Parham P, Wernet P. Definition of
gene content for nine common group B haplo-
types of the Caucasoid population: KIR haplo-
types contain between seven and eleven KIR
genes. Immunogenetics. 2002;54(4):221-229.

Vilches C, Castano J, Gomez-Lozano N,
Estefania E. Facilitation of KIR genotyping by a
PCR-SSP method that amplifies short DNA frag-
ments. Tissue Antigens. 2007;70(5):415-422.

Miller JS, McCullar V. Human natural killer cells

with polyclonal lectin and immunoglobulinlike re-
ceptors develop from single hematopoietic stem
cells with preferential expression of NKG2A and
KIR2DL2/L3/S2. Blood. 2001;98(3):705-713.

Trundley AE, Hiby SE, Chang C, et al. Molecular
characterization of KIR3DL3. Immunogenetics.
2006;57(12):904-916.

Yawata M, Yawata N, Draghi M, Partheniou F,
Little AM, Parham P. MHC class I-specific inhibi-
tory receptors and their ligands structure diverse
human NK-cell repertoires toward a balance of
missing self-response. Blood. 2008;112(6):
2369-2380.

Foley B, De Santis D, Lathbury L, Christiansen F,
Witt C. KIR2DS1-mediated activation over-

rides NKG2A-mediated inhibition in HLA-C C2-
negative individuals. Int Immunol. 2008;20(4):
555-563.

Chewning JH, Gudme CN, Hsu KC, Selvakumar A,
Dupont B. KIR2DS1-positive NK cells mediate
alloresponse against the C2 HLA-KIR ligand
group in vitro. J Immunol. 2007;179(2):854-868.

Morvan M, David G, Sebille V, et al. Autologous
and allogeneic HLA KIR ligand environments and

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

activating KIR control KIR NK-cell functions. Eur
J Immunol. 2008;38(12):3474-3486.

Moesta AK, Norman PJ, Yawata M, Yawata N,
Gleimer M, Parham P. Synergistic polymorphism
at two positions distal to the ligand-binding

site makes KIR2DL2 a stronger receptor for
HLA-C than KIR2DL3. J Immunol. 2008;180(6):
3969-3979.

Pende D, Marcenaro S, Falco M, et al. Anti-
leukemia activity of alloreactive NK cells in KIR
ligand-mismatched haploidentical HSCT for pedi-
atric patients: evaluation of the functional role of
activating KIR and redefinition of inhibitory KIR
specificity. Blood. 2009;113(13):3119-3129.
Winter CC, Long EO. A single amino acid in the
p58 killer cell inhibitory receptor controls the abil-
ity of natural killer cells to discriminate between
the two groups of HLA-C allotypes. J Immunol.
1997;158(9):4026-4028.

Shilling HG, McQueen KL, Cheng NW,

Shizuru JA, Negrin RS, Parham P. Reconstitution
of NK cell receptor repertoire following HLA-
matched hematopoietic cell transplantation.
Blood. 2003;101(9):3730-3740.

Stern M, de Angelis C, Urbani E, et al. Natural
killer-cell KIR repertoire reconstitution after hap-
loidentical SCT. Bone Marrow Transplant. 2010;
45(11):1607-1610.

van Bergen J, Stewart CA, van den Elsen PJ,
Trowsdale J. Structural and functional differences
between the promoters of independently ex-
pressed killer cell Ig-like receptors. EurJ
Immunol. 2005;35(7):2191-2199.

Li H, Pascal V, Martin MP, Carrington M,
Anderson SK. Genetic control of variegated
KIR gene expression: polymorphisms of the bi-
directional KIR3DL1 promoter are associated
with distinct frequencies of gene expression.
PL0S Genet. 2008;4(11):1000254.

Fauriat C, Ivarsson MA, Ljunggren HG,
Malmberg KJ, Michaelsson J. Education of
human natural killer cells by activating killer cell
immunoglobulin-like receptors. Blood. 2010;
115(6):1166-1174.

Cognet C, Farnarier C, Gauthier L, et al. Expres-
sion of the HLA-C2-specific activating killer-cell
Ig-like receptor KIR2DS1 on NK and T cells. Clin
Immunol. 2010;135(1):26-32.

Chapman TL, Heikeman AP, Bjorkman PJ. The
inhibitory receptor LIR-1 uses a common binding
interaction to recognize class | MHC molecules
and the viral homolog UL18. Immunity.
1999;11(5):603-613.

Tomblyn M, Jo-Anne HY, Haagenson MD, et al.
Decreased infections in recipients of unrelated
donor hematopoietic cell transplantation from do-
nors with an activating KIR genotype. Biol Blood
Marrow Transplant. 2010;16:1155-1161.

Cooley S, Trachtenberg E, Bergemann TL, et al.
Donors with group B KIR haplotypes improve
relapse-free survival after unrelated hematopoi-
etic cell transplantation for acute myelogenous
leukemia. Blood. 2009;113(3):726-732.

Miller JS, Soignier Y, Panoskaltsis-Mortari A,

et al. Successful adoptive transfer and in vivo
expansion of human haploidentical NK cells

in patients with cancer. Blood. 2005;105(8):
3051-3057.



Table S1. Distribution of HLA-C subtypes in donors with C2/C2 ligands

Ratio:

Single-

KIR KIR kiRapL2 | HLAC | HLAC | HLAC |  Ro8F.
genotype | haplotype epitope allele allele Single-
KIR2DL2/3"

1 1 AA - C2/C2 0202 0501 2.456
2 1 AA - C2/C2 0401 1701 0.970
3 1 AA - C2/C2 0501 0602 3.438
4 1 AA - Cc2/C2 0202 1701 1.122
5 1 AA - C2/C2 0202 0401 1.222

6 1 AA - Cc2/C2 1502 1502 10.124
7 1 AA - Cc2/C2 0202 0202 9.214
8 1 AA - Cc2/C2 0401 1502 0.771
9 1 AA - C2/C2 0602 07xx * 1.321
10 4 AB - C2/C2 0202 0401 1.875
11 4 AB - Cc2/C2 0202 0602 1.698
12 4 AB - Cc2/C2 0202 0501 1.316
13 2 AB + Cc2/C2 0401 0602 0.371
14 2 AB + Cc2/C2 0401 0602 0.676
15 3 AB + C2/C2 0202 0602 0.241
16 3 AB + Cc2/C2 0602 1502 0.099
17 7 AB + C2/C2 0602 0602 0.412
18 7 AB + C2/C2 0202 0401 0.545
19 12 AB + Cc2/C2 0202 0501 0.303
20 12 AB + C2/C2 0501 0602 0.116
21 17 BB + Cc2/C2 0202 0501 0.000
22 18 BB + C2/C2 0501 0501 0.076
23 44 BB + Cc2/C2 0602 1502 0.788

*Luminex method was not able to discriminate between different Cw07 alleles, but HLA-C PCR-SSP
confirmed this allele as C2.




Figure S1. KIR repertoire is shaped by different mechanisms. Observed (white
bars) vs. expected (black bars) frequencies of NK cells expressing 32 different combinations
(clonotypes) of NKG2A and KIR inhibitory receptors are shown in a cohort of 150 mostly
Caucasian donors. Expected frequencies were calculated by the product rule as defined the
following way: The expected frequency of each clonotype was calculated by the “product

]
|10

rule” according to Yawata et al.”” For example, the expected frequency of single-KIR2DL1"-

NK cells is given by the following equation: a*(1-b)*(1-c)*(1-d)*(1-e) with a = %KIR2DL1, b =
%KIR2DL2/3, ¢ = %KIR3DL1, d = %KIR3DL2, and e = %NKG2A. Statistical analyses were
performed with SPSS 15 software. Significance was determined with Anova or two-tailed t-

test. P-values below 0.05 were significant (* p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

Figure S2. HLA-C ligands did not affect expression levels of cognate KIR in
donors with group A and B haplotypes. In each of the four plots the mean
fluorescence intensity (MFI) of KIR2DL1 and KIR2DL2/3 is shown separately for the three
subgroups of HLA-C ligands in donors with A/A haplotypes (upper panel, n=63) and in
donors with A/B and B/B haplotypes (lower panel, n=68). Data are presented as scatter plots
with each dot representing one sample. Statistical significance was determined by Anova
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) and is shown for MFI of all NK cells expressing the
respective receptor in (B).

Figure S2. Analysis of the NK cell repertoire of a donor possessing KIR2DS1
but not KIR2DL1. The NK cell repertoire of a donor with KIR genotype 23 (see Table
1) and C1/C2 ligands was determined by multicolor flow cytometry analysis as
described in Materials and Methods. The bars represent NK cell frequencies for each
of the possible 32 different receptor combinations resulting from variegated
expression of KIR2DS1, KIR2DL2 (including KIR2DS2), KIR3DL1, KIR3DL2 and
NKG2A on CD56" NK cells.

Figure S4. The cumulative number of cognate KIR receptors does not reveal
any association with the number of KIR ligands. Frequencies of NKG2A™ NK cells
expressing 0 to 4 KIRs in donors with 1 (n=9), 2 (n=19), 3 (n=44), or 4 (n=8) ligands
are shown in box plots representing the median and 25/75 percentiles, whiskers the

lowest and largest non-outlier data points (at most 1.5 times the box width).
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Figure S2
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Ergebnisse und Diskussion

2.4 Neonatal NK cell repertoires are functionally but not

structurally biased towards recognition of self HLA class I
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Ergebnisse und Diskussion

2.4.1 Zusammenfassung

Nachdem wir im adulten Blut feststellen konnten, dass es eine Adaption des Repertoires an
das eigene HLA-Klasse | gibt und diese durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird, stellte
sich die Frage, wann in der Entwicklung diese Adaption stattfindet. Aus diesem Grund
untersuchten wir mehr als 100 CBs mit der bereits erwahnten Methode der
Durchflusszytometrie. Da die strukturelle Adaption ein raffinierter Prozess ist, der der
gemeinsamen Betrachtung aller relevanten inhibitorischen Rezeptoren auf klonaler Ebene
bedarf, wurde zunachst das Repertoire der 32 moglichen Populationen bestimmt und mit PB

verglichen.

Dabei konnten zunachst folgende Erkenntnisse gewonnen werden. In Einklang mit der
Literatur konnte gezeigt werden, dass NKG2A exprimierende Zellen sind haufiger in CB als in
PB sind. Dies gilt sowohl fiir die Zellen, die nur NKG2A (single-NKG2A") als auch fiir Zellen,
die NKG2A mit einem oder mehr KIR koexprimieren. Alle diese Populationen sind signifikant
haufiger vorhanden in CB. Das Umgekehrte gilt fiir KIR exprimierende Zellen. Die Zellen, die
nur KIR auf ihrer Oberflache tragen, werden im adulten Organismus in wesentlich hoherer

Frequenz exprimiert als in CB.

Wie schon im PB wurde auch die Kohorte der Nabelschnurblutproben fiir Gruppe A und B
Haplotypen typisiert, sowie die Subgruppen fiir HLA-C unterschieden, um den Einfluss der
HLA-Liganden auf die Rezeptorexpression zu begutachten. Diese Unterteilung ist wichtig,
denn zuvor konnte von uns gezeigt werden, dass der KIR-Haplotyp eine wesentliche Rolle bei
der Formation des Repertoires im PB einnimmt. Uberraschenderweise gab es keinen Einfluss
der Liganden auf die Frequenz, weder in Gruppe A noch Gruppe B Haplotypen konnte eine
Anpassung der Frequenz des passenden KIR an seinen Liganden gezeigt werden. KIR2DL1 ist
nicht in Spendern mit HLA-C2 erhéht und KIR2DL3 ist nicht in Spendern mit HLA-C1 erhoht.
Auch HLA-Bw4 als Ligand fir KIR3DL1 wurde getestet, doch auch hier war ebenfalls kein

Einfluss auf die Frequenz zu sehen.

Die nachste Frage, die beantwortet werden sollte, war folgende: Hat das Fehlen einer
strukturellen Adaptionen auch ein Fehlen einer funktionalen Erziehung zur Folge? Dazu

wurde die Degranulation von HLA-C1 und HLA-C2 spezifischen NK-Zellen in HLA-C1 und HLA-
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Ergebnisse und Diskussion

C2 Spendern verglichen. Hier gab es keinen Unterscheid zwischen PB und CB. Der Effekt des
»Licensing” oder ,Education” war sowohl in neonatalen als auch in adulten NK-Zellen zu
sehen und miteinander vergleichbar. In HLA-C1 homozygoten Spendern funktionieren
KIR2DL3-positive NK-Zellen besser als KIR2DL1-positve NK-Zellen, d.h. die Frequenz an
degranulierenden Zellen mit KIR2DL3 ist hoher die Frequenz von degranulierenden KIR2DL1-
positiven Zellen. In HLA-C2 ist es umgekehrt, die Frequenz an degranulierenden KIR2DL1-
positiven Zellen ist hoher als die Frequenz der KIR2DL3-positiven degranulierenden Zellen.
Besonders deutlich wurde in der Auftragung, dass diese Tendenz in jedem einzelnen
Spender zu erkennen war. Auch hier ermittelten wir eine Ratio zwischen den KIR2DL1- und
den KIR2DL2/3-Zellen, die degranulieren und, erneut war hier die starkste Unterscheidung
sichtbar. Wie erwartet gab es In HLA-C1/C2 Spendern keinen Unterschied in der Frequenz
von KIR2DL2 zu KIR2DL3 Zellen, die CD107 exprimieren. Weiterhin konnten wir zeigen, dass

diese funktionale Erziehung nicht nur mit CD107 sondern auch mit IFN-y nachzuweisen war.

Die Tatsache, dass CB NK-Zellen strukturell nicht an HLA adaptiert sind, spricht dafir, dass
diese Adaption kein integraler Part der NK-Zellentwicklung ist. Im Gegensatz dazu ist die
funktionale Adaption des Repertoires von Anfang an vorhanden. Es ist wahrscheinlich, dass
diese beiden Anpassungen voneinander unabhangige Prozesse sind. Die Reduktion von
NKG2A ist Teil dieser strukturellen Adaption. Somit gelangt der Spender von einem
allgemein inhibitorischen Repertoire mit breiter Spezifitat zu einem spezifischen Repertoire,
das von KIR dominiert wird. Ziel dieser Prozesse ist es letztendlich ein flr Selbst-HLA-Klasse |-

spezifisches und funktionales Repertoire auszubilden.
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Abstract

Human NK cell repertoires are biased towards more frequent expression of inhibitory
KIR receptors for self-HLA class |. Moreover, only those NK cells that express
cognate receptors for self are fully functional in terms of cytotoxicity and cytokine
production. It is so far unknown if functional education and structural adaptation to
HLA class | are implemented during NK cell development and if both processes are
mechanistically connected. Here, we show that NK cell repertoires in cord blood are
not yet shaped towards increased clonal frequencies of KIR for self-HLA class | as
determined for the three major KIR ligands C1, C2, and Bw4. Nonetheless, neonatal
NK cells expressing cognate KIR exhibited enhanced effector function on the level of
degranulation and cytokine production. The study suggests that functional education
of cognate KIR by self-HLA class | precede structural adaptation of KIR repertoires

and that both processes are not directly linked to each other.



Introduction

Human natural killer (NK) cells express inhibitory receptors with specificity for MHC
class |, encoded by the killer cell Ig-like receptor (KIR) family.! A characteristic
feature of KIR, similar to the functionally-related Ly-49 family in rodents, is the
clonally-distributed expression mode, which creates a functionally diverse repertoire
of NK cells that differ in the kind and number of receptors expressed on each given
NK cell.? ® The factors that govern formation of these NK cell repertoires are
incompletely understood but involve a strong stochastic component.* ® In addition,
the extensive polymorphisms of MHC class | and KIR genes represent additional
parameters that influence repertoire and function of NK cells.® In humans, analogous
to mice, structural adaptation of NK cell repertoires to the highly polymorphic HLA
class | genes involves increase in frequency of NK cells expressing cognate
inhibitory receptors.”® Moreover, the presence of MHC class |-encoded ligands also
influences NK cell function: NK cells expressing an inhibitory receptor for self-MHC
class | exhibit increased effector functions compared to NK cells lacking a cognate
inhibitory receptor.’®'? Together, functional education and structural adaptation
increase the frequency of self-specific, functionally competent NK cells, which
constitutes an efficient strategy to deal with the polymorphic nature of KIR and HLA

class | genes.

It is so far unknown, how and when functional and structural adaptation of NK cells to
autologous MHC class | molecules occurs and if this process is an integral part of NK
cell development or if it rather acts on the stage of mature NK cells. In the latter case,
differences in cognate receptor expression would be expected between naive and
experienced NK cell repertoires. In this regard, umbilical cord blood (CB) constitutes
a source of neonatal NK cells that typically were not yet exposed to a broad range of
pathogens including viral infections and thus provides a correlate of naive NK cells.
In this study, a thorough analysis of KIR and NKG2A repertoires was performed in
NK cells from CB to better understand how naive NK cells are educated by self-HLA

class I.



Materials and Methods

Cell isolation, KIR and HLA class | genotyping

CB samples were kindly provided by the José Carreras Stem Cell Bank, Dusseldorf.
Data of PB samples were extracted from Schénberg et al.® HLA-C frequencies were
similar between the CB and PB cohorts. The KIR haplotype distribution was slightly
different with haplotype group A/A = 45.3%, A/B = 44.0%, and BB = 10.7% in PB vs.
haplotype group A/A = 34.5%, A/B = 52.2%, and B/B = 13.3% in CB. NK cells were
isolated using the RosetteSep method (Stemcell Technologies). KIR and HLA class |

genotyping were performed by PCR-SSP as reported previously.® '3

Flow Cytometry

The following mouse anti-human mAbs were used as previously described: CD56-
PC5, CD159a-PE (NKG2A), CD158a-APC (KIR2DL1/S1), CD158e-ECD (KIR3DL1),
CD158b-APC-Cy7 (KIR2DL2/3/S2) (Beckman Coulter), and CD3-Pacific Blue (BD
Biosciences). The CD158k-specific mAb Q66 (KIR3DL2, kindly provided by A.

Moretta) was used in combination with anti-mouse-IgM-FITC (Beckman Coulter).

The CD107 degranulation assay was done as previously described using CD107a-
FITC (BD Biosciences).’ NK cells were co-cultured with K562 cells at 1:1 ratio for 6
hours. For measurement of intracellular IFN-y, cells were fixed and permeabilized
with Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) and intracellular IFN-y production

was measured using anti-IFN-y FITC mAb (Invitrogen).

Results and Discussion

We have previously shown that adaptation to self-HLA class | is a subtle process that
requires conjoint consideration of all relevant inhibitory receptors on the clonal level.’
A similar approach was taken here for the analyses of neonatal NK cell repertoires:
KIR2DL1, KIR2DL2/3, and KIR3DL1, specific for the three major HLA class I-
encoded ligands C2, C1, and Bw4, respectively, were measured together with the
A3/A11-specific KIR3DL2 and the HLA-E-specific NKG2A by multicolor flow
cytometry on CD56"CD3" NK cells.

In the absence of published data on clonal NK cell repertoires in CB, we first
analyzed the distribution of the 32 clonal populations (i.e. clonotypes) of inhibitory

receptors in comparison to NK cells from adult peripheral blood (PB). Similar to PB,
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all 32 receptor combinations were expressed in the NK cell repertoires from CB
(Figure 1A)." Also in concordance with previous studies, NKG2A-expressing NK
cells were much more abundant in CB than in PB (overall frequency: 67,9% vs.
37,4%)."™ '° Clonal analysis revealed that single-NKG2A* as well as clonotypes co-
expressing NKG2A together with one or more KIR were significantly more abundant
in CB (Figure 1A). On the other hand, a significant decrease was seen in clonotypes
expressing single KIR or multiple KIR without NKG2A. Finally, NKG2A'KIR™ NK cells,
which were previously shown to be hyporesponsive in peripheral blood, were
significantly less abundant in CB.™

To explore the influence of HLA class I-encoded ligands on shaping of inhibitory KIR
repertoires, the cohort was stratified according to the presence of C1 and C2
epitopes. Since previous analyses of NK cells from PB have shown that the
dependence on HLA class | ligands was most easily detected in donors that were
homozygous for the KIR haplotype group A, which encodes for a defined set of six
KIR genes, the CB cohort was accordingly broken down.®"” Surprisingly, no bias
towards recognition of self-HLA class | could be detected in donors with group A/A or
group B/B haplotypes (Figure 1B-C): in C2/C2 donors, clonotypes with cognate
KIR2DL1 were not found at higher frequencies than in C1/C1 donors and similarly,
KIR2DL3 frequencies were not increased in C1/C1 donors. Moreover, neither the
frequency of single-KIR nor the cumulative frequency of all NK cells expressing a
given cognate KIR was biased towards self-ligands (Figure 1D). Whereas in PB we
had previously observed a 4-fold difference in single-KIR2DL1* NK cells between
C1/C1 and C2/C2 donors, not even a tendency towards a similar bias was detected
in CB.® Analysis of statistical power revealed a high probability that the lack of bias
was not due to insufficient sampling (B = 0,92 calculated with GPower 3.1). Similar
results were obtained for KIR3DL1, which did not show a frequency bias towards the
Bw4 epitope (Figure 1D). Finally, there was also no correlation found for KIR3DL2

and the presence of A3 and A11 epitopes (data not shown).

We next asked if the lack of structural adaptation of KIR repertoires in CB was
accompanied by a lack of functional education. To this end, we compared the
degranulation responses of C1- and C2-specific NK cells against the class I-negative
target cell line K562. The overall effector responses were generally lower in CB

(Figure 2A,C) than in PB (Figure 2B,D), which is in agreement with previous
5



literature.'® However, the educational impact of cognate ligands was comparable and
highly significant in both sources. In C1/C1 donors, single-KIR2DL2/3* NK cells
exhibited higher effector responses than single-KIR2DL1* NK cells (Figure 2A-B).
Vice versa, single-KIR2DL1" NK cells from C2/C2 donors exhibited higher effector
responses than single-KIR2DL2/3" NK cells from the same donors (Figure 2C-D).
Direct comparison of donors according to presence or absence of HLA-C ligands
shows a dose-dependent and highly significant increase of CD107-producing single-
KIR2DL1" NK cells in presence of cognate ligands (Figure 2E). As expected, no
difference in CD107 mobilization was seen between the two clonotypes in C1/C2
donors (Figure 2E). Finally, an educational impact was also seen on IFN-y
production. As shown in Figure 2F, the ratio of single-KIR2DL1" to single-KIR2DL2/3*
IFN-y-producing cells did significantly increase in presence of cognate C2 ligands in

a dose-dependent manner, again in concordance with previous observations in PB*°.

This is the first study to address the influence of HLA class | on KIR expression in
CB. The present data suggest that HLA class | has no effect on initial KIR repertoire
formation. The fact that NK cell repertoires from CB are not biased towards
expression of cognate inhibitory KIR suggests that adaptation of KIR expression
towards self-HLA class | ligands is not an integral part of NK cell development. In
contrast, functional education, also referred to as licensing, is already in place in
neonatal NK cells.'? Thus, the structural adaptation of adult KIR repertoires towards
self-ligands is mechanistically uncoupled from the ‘tuning’ of cognate receptors
towards increased effector function. Importantly, in the light of the present data in
neonatal blood, the original model of a ligand-instructed KIR repertoire development
has to be modified.® In fact, our data suggest that the ,nstruction’ process is
somehow ineffective at the neonatal stage and is initiated only postnatally and in an
antigen-experienced environment. An important question arising from this work is
what triggers the change from an unbiased neonatal to a biased adult KIR repertoire.
A plausible explanation would be, that the frequency of NK cells expressing cognate
KIR for self-HLA class | is affected by the individual immunological experience that
donors accumulate throughout life. In this regard, it was recently shown that viral
infection can lead to specific and long-lasting expansion of NK cell clones that
express single cognate KIR.” We thus consider the possibility that specific
expansion of functionally educated NK cells in response to certain pathogens
successively shapes naive NK cell repertoires towards recognition of self-HLA class
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I. The accompanied substantial decrease in NKG2A frequency from birth to
adulthood would be part of this structural transition from a more generic NK cell
repertoire that is able to accommodate a broad range of KIR and HLA class |
polymorphisms ab initio to a more specific, KIR-dominated repertoire. The present
work suggests that NK cell repertoires go through major structural changes from birth
to adulthood and raises the question how this process influences clinical
susceptibility to infection and disease. In this regard, it remains to be determined how
unbiased neonatal NK cell repertoires change during childhood and which role the

individual infection history plays in this process.
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Figure Legends

Figure 1. The KIR repertoires of neonatal NK cells are diverse but not biased
towards recognition of cognate HLA class |

(A) The frequencies of all 32 KIR and NKG2A receptor combinations (clonotypes)
that can be distinguished by the present flow cytometry approach are shown for CB
(black bars, n=90) and PB (white bars, n=150) as mean with error bars representing
SD. Clonotypes are ordered according to the number of expressed receptors starting
with no receptor (KIR'NKG2A"), one receptor (either a single KIR or NKG2A), two
receptors (i.e. KIR2DL1_3DL1 refers to a clone expressing KIR2DL1 and KIR3DL1
and no other KIR or NKG2A), and so forth. Designation of clonotypes does not
include cross-reactivity with stimulatory KIR. (B) Inhibitory receptor repertoires of CB
donors with group A/A KIR haplotypes. The order of clonotypes was similar to (A) but
without consideration of KIR3DL2. Donors were divided into subgroups possessing
C1/C1 (white bars, n=19) and C2/C2 (black bars, n=11) ligands. (C) Inhibitory
receptor repertoires of CB donors with group A/B and B/B KIR haplotypes. Donors
were divided into subgroups possessing C1/C1 (white bars, n=31) and C2/C2 (black
bars, n=22) ligands. (D) Frequency of CB and PB-derived NK cells expressing
KIR2DL1, KIR2DL3, or KIR3DL1 in donors with group A/A KIR haplotypes. For each
given KIR, donors were stratified according to the indicated HLA class | ligands.
Results are shown as stapled bars with overall frequency of NK cells expressing a
given KIR (light grey) and the corresponding fraction of single-KIR"™ NK cells (dark
grey). Sample distribution was: C1/C1 (n=19/38 for CB/PB), C1/C2 (n=20/30), and
C2/C2 (n=11/10) as well as Bw4/Bw4 (n=5 for CB), Bw4/Bw6 (n=16), and Bw6/Bw6
(n=9). Results are shown as mean with error bars representing SD. Data for PB were
calculated from the cohort analyzed in Schénberg et al.® Statistical significance was
determined by two-tailed t-test (*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001).

Figure 2. Neonatal NK cells are functionally educated by autologous HLA class
| ligands

CD107 mobilization against K562 was measured in single-KIR2DL1" and single-
KIR2DL2/3" NK cells from CB of C1/C1 (A) and C2/C2 (C) donors and similarly in PB
of C1/C1 (B) and C2/C2 (D) donors. In each case, data are depicted as individual
frequencies with statistical significance calculated for the ratio of KIR2DL1 to
KIR2DL2/3 (left side) and as box plots (right side). Boxes represent the median and

25/75 percentiles, whiskers the lowest and highest data points without outliers.
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Statistical significance was determined by two-tailed t-test (*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001). The sample distribution was C1/C1 (n=10) and C2/C2 (n=15) for CB and
C1/C1 (n=14) and C2/C2 (n=6) for PB. (E) Changes in frequency of CD107-
mobilizing single-KIR2DL1* (light grey) and single-KIR2DL2/3" (dark grey) NK cells of
CB donors. Donors were the same as in (A, C) but including C1/C2 (n=25) donors.
Throughout the figure, functional analysis was done without further subdivision into
KIR haplotype groups. Values represent the mean, error bars represent the SD. (F)
Production of IFN-y in NK cells from CB after 6h co-culture with K562. Donors were
divided into C1/C1 (n=8), C1/C2 (n=25) and C2/C2 (n=11) subgroups. Box plots
represent the ratio between IFN-y-producing single-KIR2DL1* and single-KIR2DL2/3*
NK cells. P values were calculated by ANOVA (*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001).
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Figure 2
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Ergebnisse und Diskussion

2.5.1 Zusammenfassung

Bei Stammzelltransplantationen (,hematopoietic cell transplantation”, HCT) als kurative
Behandlung von Leukdamien oder Lymphomen wird die Prognose stark durch die NK-Zellen
des Spenders beeinflusst. Der Empfanger profitiert hierbei von alloreaktiven NK-Zellen, die

einen KIR exprimieren, fir den der Empfanger keinen Liganden besitzt (Vgl. Kapitel 1.6.2).

Aufgrund ihrer wichtigen Rolle im Ergebnis nach HCT wurde im Rahmen dieser Publikation
das NK-Zellrepertoire mit Hilfe von Mehrfarben-Durchflusszytometrie bei 22 Patienten mit
,KIR/Liganden Mismatch” und 14 Patienten mit ,KIR/Liganden Match” vor und nach der
Transplantation analysiert. Dabei wurden die NK-Zellen mit breiter Spezifitit (NKG2A" und
LIR1") identifiziert und von der Analyse ausgeschlossen. Die Entwicklung der NKG2ALIR1 -
NK-Zellen wurde in den Spender/Empfanger-Paaren analysiert. Dabei konnte eine Expansion

dieser Zellen in folgenden Gruppen ermittelt werden:

e In Patienten in Remission im Vergleich zu Patienten mit Rezidiv

e In gesunden Spendern im Vergleich zu Patienten vor HCT

e In ,KIR/Liganden Mismatch” Patienten im Vergleich zu Patienten mit ,KIR/Liganden
Match”

Damit wurde deutlich gezeigt, dass NKG2A'LIR1-NK-Zellen einen positiven Einfluss auf die
Prognose des Patienten nach HCT haben. Die Frequenz dieser Zellen steigt nach HCT stark
an. NKG2A'LIR-NK-Zellen senken das Risiko eines Rezidivs. Umgekehrt gilt auch, dass
sinkende Frequenzen dieser Zellen Rezidiven vorausgehen. Bei der Analyse der Patienten
Uber einen langeren Zeitraum nach HCT konnte ermittelt werden, dass es wichtig ist, dass

auch lange nach der HCT die Zahl dieser Zellen erh6ht bleibt, um in Remission zu bleiben.

Die meisten dieser NKG2A'LIR1 -Zellen sind reife NK-Zellen, die positiv fir KIR sind. Diese NK-
Zellen tragen einen spezifischen KIR gegen den Liganden, bei dem ein ,,Mismatch” vorliegt.
So vermitteln sie den GvL-Effekt und toten leukdamische Zellen ab, und die Patienten bleiben

in Remission.

Bei einer weiteren Beobachtung spielt der KIR-Genotyp eine entscheidende Rolle: In

Patienten, die heterozygot fiir Gruppe A/B KIR-Haplotypen sind, expandieren die NKG2A
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Ergebnisse und Diskussion

LIR1-Zellen starker als in Patienten, in denen das Transplantat homozygot fiir Gruppe A KIR-
Haplotypen ist. Durch die groflere Diversitdt im Repertoire der Spender mit Gruppe B
Haplotypen entstehen mehr KIR-positive Zellen. Des Weiteren verstarken aktivierende

Rezeptoren den GvL-Effekt.

Insgesamt lasst sich sagen, dass die Patienten mit einem ,KIR/Liganden Mismatch” starker
vom GvL-Effekt profitieren als Patienten ohne ,,Mismatch”. Damit steigt die Bedeutung der

KIR-Typisierung bei Stammzelltransplantation stark an.
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Expansion of NKG2A™LIRI™ Natural Killer Cells in HLA-
Matched, Killer Cell Inmunoglobulin-Like Receptors/
HLA-Ligand Mismatched Patients following
Hematopoietic Cell Transplantation

Silvia Rathmann,"* Sabine Glatzel,"* Kathrin Schonberg,®> Markus Uhrberg,®> Marie Follo,’
Christian Schulz-Huotari,* Markus Kaymer,” Hendrik Veelken,' Jiirgen Finke,' Paul Fisch?

The prognosis after hematopoietic cell transplantation (HCT) for the treatment of leukemia or lymphoma in
humans is influenced by donor-derived natural killer (NK) cells, which enhance the graft-versus-leukemia
(GVL) effect. Such alloreactive killer cells can be generated in vivo after HCT if the donor expresses killer
cell immunoglobulin-like receptors (KIRs), such as KIR2DLI, KIR2DL2/3, or KIR3DLI, for which the recip-
ient lacks HLA class | ligands. We studied effector cells from 22 KIR/HLA-ligand mismatched and 14 KIR/
HLA-ligand matched, primarily HLA-matched patient-donor pairs after allogeneic HCT. A novel 8-color
flow cytometry panel allowed us to characterize effector-cell populations without “broadly reactive” inhib-
itory receptors such as CD94/NKG2A or LIRI. The numbers of such NKG2A™ LIRI™ NK cells increased fol-
lowing HCT in patients transplanted by KIR/HLA-ligand mismatched grafts, compared to KIR/HLA-ligand
matched grafts, and in patients transplanted from donors of the A/B, compared to A/A, KIR haplotypes.
NKG2ALIRI™ NK cells expressing only those inhibitory KIRs for which the patient had no HLA class | ligands
could be stimulated by HLA class I-deficient cells to express CD 107a. Thus, NKG2ALIRI™ NK cells may be
important GVL effector cells following HCT, even in patients transplanted from HLA-matched donors.

Biol Blood Marrow Transplant 16: 469-481 (2010) © 2010 American Society for Blood and Marrow Transplantation

KEY WORDS: Allogeneic hematopoietic cell transplantation, NK cells, HLA-matched, KIR/HLA-ligand
mismatch

INTRODUCTION nor-derived natural killer (NK) cells, which have been
shown to play an important role in the outcome of al-
logeneic HCT [1,2]. The function of NK cells is regu-
lated by the balance of signals from clonally distributed
inhibitory and activating cell surface receptors [3]. The
same receptors can be expressed on resting or activated
vdand off T cells [4]. The most important ones are the
inhibitory NK receptors, which induce tolerance
against self. These include the lectin-like receptor
CD94/NKG2A, which is specific for the nonclassical
class I molecule HLA-E, and is stabilized by leader
peptides from most classical HLA-A, -B, and -C allo-
types [5]. The Ig-like receptors, encoded in the leuko-
cyte receptor complex of chromosome 19, can be
divided into the killer cell immunoglobulin-like recep-
tors (KIRs) and the leukocyte Ig-like receptors [6]. The

Allogeneic hematopoietic cell transplantation
(HCT) is often the only possibility to cure acute mye-
logenous leukemias, myelodysplastic syndromes, and
aggressive leukemias/lymphomas. A key to survival in
this situation is the graft-versus-leukemia (GVL) effect,
mediated by effectors from the donor that destroy re-
sidual leukemia cells in the patient. These include do-
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leukocyte Ig-like receptors (CD8S5), previously called
immunoglobulin-like transcripts or leukocyte immu-
noglobulin-like receptors (LIR), are broadly reactive
inhibitory receptors against the HLA-A, -B, and -C al-
lotypes. Similar to CD94/NKG2A, they enable NK
cells to survey for overall class I expression [7]. In con-
trast, 3 different KIRs can distinguish between groups
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of HLA-A, -B, and -C allotypes [8-10]. KIR2DLI rec-
ognize HLA-C allotypes with a lysine at position 80
(C2 ligands such as Cw02, 0307, 0310, 04, 05, or 06).
KIR2DL2 and KIR2DL3 recognize HLA-C allotypes
with an asparagine at position 80 (C1 ligands, such as
Cw01, 03, 07, or 08). KIR3DL1 molecules recognize
HLA-B-allotypes with a polymorphic sequence motif
at position 77-83 (Bw4 epitope), whereas KIR3DL?2 in-
teracts with the HLLA-A3 and A1l allotypes.

Besides inhibition, NK cells require activation by
virus-infected or leukemic cells to mediate their protec-
tive functions [11,12]. Stimulatory receptors on NK cells
include lectin-like receptors such as CD94/NKG2C and
the KIRDS molecules. The HLA class I specificities
and antibody reactivities of activating KIRs overlap
with those of the corresponding inhibitory KIRs. Other
activating receptors on NK cells are the NKG2D homo-
dimers whose ligands include MHC class-I-related
chain A/B (MICA/B) [13]. A third class of activating re-
ceptors on NK cells, as well as some T cells, are the
natural cytotoxic receptors (NCR), NCR1 (NKp46),
NCR2 (NKp44), and NCR3 (NKp30) [9]. Although
the ligands for these receptors have not been fully eluci-
dated, they may be important in the recognition of
leukemic cells [9,11,12]. Inhibitory NK receptor signals
generally overrule signaling through stimulatory recep-
tors [10,14]. Several clinical studies demonstrated im-
proved survival post allogeneic HCT, along with
a strong GVL effect against myelogenous leukemias
when the patient was lacking 1 of the 3 major KIR/
HLA-ligands present in the donor, the Bw4 epitope in
HLA-B, or the Cl1 or C2 ligands in HLA-C [1,15-20].
The likely mechanism for this is that NK cells derived
from the graft express a “leukemia-reactive” profile of
inhibitory receptors. These inhibitory KIR do not find
an HLA class I ligand on the recipient’s cells, including
residual leukemia cells. Because all KIRs are encoded on
chromosome 19, they are segregated independently of
the HLA alleles on chromosome 6. Thus, transplants
from HLA identical family donors may be KIR-
mismatched [21], whereas only transplants from identi-
cal twins are HLA- and KIR-matched. We studied
regenerating NK and T cells following allogeneic
HCT in adult patents, most of which were HLA-
matched. According to the expression of KIRs in the
donor’s blood, the patients were divided into KIR/
HLA-ligand matched and mismatched groups. In an
effort to better understand the GVL effect we focused
our analysis on the regenerating NK cells without ex-
pression of broadly reactive inhibitory NK receptors
(CD94/NKG2A and LIR1 [CD85j]) and monitored
their regeneration in KIR/HLA-ligand matched as
well as mismatched patients post-HCT. In addition,
we monitored NK receptor expression on other innate
effector cell populations that may be relevant for the
GVL effect postallogeneic HCT, such as NKT cells,
NKT-like cells, and v3 T cells.

Biol Blood Marrow Transplant 16:469-481, 2010

MATERIALS AND METHODS

Patients

The study included 36 consecutive adult patients
treated by allogeneic HCT in the Division of Alloge-
neic Stem Cell Transplantation, Department of He-
matology/Oncology, Freiburg University Hospital.
The details of their transplant history are given in
Tables 1, S1, and S2. This study was approved by the
University of Freiburg Hospital Ethics Committee;
all clinical investigations were conducted according
to the Declaration of Helsinki Ethical Principles.
The patients provided informed written consent prior
to inclusion in this study. All patients received granu-
locyte colony-stimulating factor (G-CSF) mobilized
peripheral blood progenitor cells from HLA A-, B-,
and C-locus matched donors (32 patients) or HLA
A-, B-locus matched, but C-locus mismatched donors
(4 patients). The patients were only considered C-lo-
cus mismatched if the donor and recipient were as-
signed to different HLA-C allele groups (C1 or C2).
For the purpose of this study we assigned the patients
to the groups “KIR/HLA-ligand match” and “KIR/
HLA-ligand mismatch,” as defined shortly.

Sample Collection and Preparation

Blood samples were drawn from donors and recip-
ients before and after transplantation. The blood sam-
ples post-HCT were collected on days 14 (n = 36), 28
(n=35),56 (n=35),84(n=133),112 (n = 30), 140 (n
=29),168 (n = 31),252 (n = 16), and 336 (n = 1). All
blood samples were drawn within 1 week of the speci-
fied day. In the case of missed collections, samples
were obtained at interim time points whenever

Table 1. Characteristics of the KIR-Ligand Mismatched and
KIR-Ligand Matched HCT Patients

KIR-Ligand KIR-Ligand
Mismatch Match
N 22 14
Age 6258 565+ 15
Sex (male / female) 18/4 6/8
Diagnosis (n) AML/MDS = 16 AML/MDS = 9
B-NHL = 6 B-NHL =5
HLA class | mismatch in GVHD
direction (n)
A 0 0
B 0 0
C 3 |
KIR haplotype (n)
A/B 14 5
A/A 7 4
B/B | 5
Transplantation (n)
Related 5 (23%) 9 (64%)
Unrelated 17 (77%) 5 (36%)

AML indicates acute myelogenous leukemia; MDS, myelodysplastic syn-
drome; NHL, non-Hodgkin lymphoma; GVHD, graft-versus-host dis-
ease; KIR, killer cell immunoglobulin-like receptor.
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possible. Three relapsed patients were excluded from
further analysis when they had to undergo a second
transplantation. All blood samples were freshly pro-
cessed by isolation of peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) on Ficoll gradients (LSM 1077, PAA,
Pasching, Austria), followed by staining for flow cy-
tometry analysis.

KIR-Polymerase Chain Reaction (PCR)
Genotyping

Donor DNA samples were extracted using
QIAamp DNA Blood Mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany). KIR genotyping was performed according
to published protocols with minor modifications
[20,22] to differentiate inhibitory KIRs from activating
KIRs (KIR2DL1/S1, KIR2DL2/S2, KIR2DL3/S3,
KIR2DL5, KIR3DL1/S1, KIR3DL2) and determine
the KIR haplotypes.

Antibodies and Flow Cytometry

The following mouse antihuman monoclonal anti-
bodies (mAbs) were used: CD3-FITC (UCHTY1),
TCRy3-FITC IMMU 510), NKG2A-PE (Z199),
CD85j-PE  (HP-F1), TCR Va24-FITC (C15),
NKG2D-PE (ON72), NKp30-PE (Z225), NKp44-
PE (Z231), NKp46-PE (BAB281), CD3-ECD
(UCHT1), CD244-PE-Cy5 (C1.7.1), CD56-PE-Cy7
[N901(INKH-1)], CD1582a,h-APC (EB6.B) (all from
Beckman Coulter, Krefeld, Germany), and TCRaf3-
FITC (BMAO031) (Serotec, Oxford, UK). The mAb
TCR VBI11-PE-Cy7 (C21), CD158e-ECD (Z27),
and CD158b,j-APC-Cy7 (GL183) were purchased as
custom-conjugates (Beckman Coulter, Custom De-
sign Service). For surface staining, PBMC were incu-
bated with different mAb panels, as shown in Table
S3. Following 15 minutes of incubation, 50 pL of Op-
tiLyse B solution (Beckman Coulter) were added for
red cell lysis. After 15 minutes 500 pL of double-dis-
tilled water (Braun, Melsungen, Germany) were added
and the tubes were incubated for a further 20 minutes.
The samples were washed (PBS + 1% human serum),
fixed in 250 pL. 1% paraformaldehyde IOTest 3 Fix-
ative Solution; Beckman Coulter), and events were ac-
quired on a CyAn™ ADP Flow Cytometer (Beckman
Coulter). Voltage of the CyAn FlowCytometer was
first adjusted using appropriate isotype controls for
each color. Then, compensation beads for each color
(antimouse Ig CompBeads, BD) were run on the in-
strument. Upon analysis of the surface markers auto-
matic compensation was preformed using the Flow]Jo
(Tree Star, Ashland, OR, USA) program.

CD107a and Interferon (IFN)-y Assay

PBMC were incubated in complete medium
(IMDM, supplemented with L-Arginine, L-Aspara-
gine, L-Glutamine, penicillin, streptomycin [all
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from Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, Germany] and
heat-inactivated 10% male human serum [PAN-
Biotech, Aidenbach, Germany]) for 4 hours at 37°C
in the presence of monensin (GolgiStop; BD) the
CD107a-PE-Cy5.5 mAb (H4A3) (Beckman Coulter,
Custom Design Service) [23-25] and K562 cells
(50.000 K562/150.000 PBMC). Then, the cells were
washed (phosphate-buffered saline [PBS] + 1% hu-
man serum), stained for surface markers (30 minutes),
fixed, and permeabilized by IntraPrep Permeabiliza-
tion Reagent (Beckman Coulter). For intracellular
staining we used the IFN-y-Pacific Blue mAb
(4S.B3) (eBioscience, Frankfurt, Germany). Following
30 minutes of incubation, the cells were washed, resus-
pended in 250 pLL IOTest 3 Fixative solution (Beck-
man Coulter) and analyzed (8 colors) on an LSR II
cytometer using automatic compensation and the

Diva software (BD Biosciences).

Definition of KIR/HLA-Ligand Match and KIR/
HLA-Ligand Mismatch

Donor-recipient pairs were divided into the
categories “KIR/HLA-ligand match” and “KIR/HLA-
ligand mismatch” according to the receptor (KIR)-
ligand (HLA) model [17,18]. Using high-resolution
HLA typing all patients were assigned to C1, C2, or
C1/C2 groups (HLA-C) and to the Bw4 group
(HLA-B). In addition, donors’ PBMC were examined
by multicolor flow cytometry for NK cells expressing
KIR2DL1/S1 (C2-specific), KIR2DL2/D13/S2 (C1-
specific), or KIR3DL1/S1 (Bw4-specific) (Table S4).
A patient was assigned to the group “KIR/HLA-
ligand match” if the KIR expressed by the donor’s
NK cells matched the patient’s HLA-C or -Bw#4 li-
gands. Thus, most patients in the KIR-ligand matched
group expressed all 3 KIR ligands C1, C2, and Bw4. In
contrast, a patient was assigned to the group “KIR/
HLA-ligand mismatch” if the donor had NK cells ex-
pressing KIR for which the patient had no HLA-C or
Bw4 ligand. This would mean that there was a KIR-
mismatch in the graft-versus-host (GVH) direction.
Although patients #14 and #18 were missing HLA
C2 KIR ligands, they were assigned to the KIR/
HLA-ligand match group because phenotypic analysis
of their donors’ effector cells failed to demonstrate
KIR2DL1 expression [26].

Statistical Analyses

For a statistical comparison of the study groups
20,000 viable lymphocytes were collected per sample.
All data were analyzed using SPSS software (Version
14.0 SPSS, Munich, Germany). The significance of
the differences in cell counts between donor and recip-
ient pairs following HCT were tested using the non-
parametric Mann-Whitney U-test.
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RESULTS

A New 6-Color Flow Cytometry Panel
Differentiating NK and T Cell Subpopulations

We used special mAb panels to characterize inhib-
itory receptors on NK and T cells (Table S3, panels 1-
4). To identify MHC unrestricted effector cells, we first
gated on the NKG2A™ LIR1™ effector cells and, alter-
natively, on effector cells that expressed either
NKG2A or LIR1. Then, we identified the NK
(CD3™ CDS56") (panel 1), NKT-like (TCR af”
CD56™) (panel 2), v3 T cell (TCR v3") (panel 3),
and NKT (Va24* VB117) (panel 4) cell subsets within
this population. Because both NKG2A/CD9%4 and
LIR1 (CDS85j) represent inhibitory receptors with
broad reactivity against different HLA class I alleles,
we designated NKG2A™ LIR1™ NK cells as “potentially
alloreactive.” The NKG2A™ LIR1™ NK cell subset
was further gated on cells which were single-, double-,
or triple-positive for KIR2DL1/S1 (CD158a,h),
KIR2DL2/L3/S2, (CD158b,j), and KIR3DL1/S1
(CD158e). In addition, we used 4- or 5-color flow cy-
tometry to investigate the expression of activating re-
ceptors NKG2D, CD244 (2B4), NKp30, NKp44,
and NKp46 on each of these effector cell subsets (Table
S3, panels 5-8).

NKG2A™ LIRI™ NK Celis in the Course of HCT

Initially, we compared patients before HCT and
their healthy donors for the presence of MHC
unrestricted killer cells without broadly reactive NK-
inhibitory receptors, designated here the NKG2A™
LIR1™ phenotype (Figure 1A). Only NK cells of the
NKG2A™ LIRI™ phenotype, but not NKG2A™ LIR1™
NKT-like T cells or yd T cells, were decreased in
the patients before HCT, when compared to the
healthy donors (P < .001). In contrast, donors and pa-
tients had similar levels of NK cells expressing 1 or
both of the broadly reactive NK inhibitory receptors
NKG2A and LIR1 (Figure 1B). NKG2A™ LIR1™ NK
cells were already detectable in the donors and became
a prominent NK cell subpopulation in the late time
course following HCT in some of the patients
(Figure 2). There was a relatively sharp rise of
NKG2A™ LIR1™ NK cells between days 28 and 84
post-HCT. Although NKG2A™ LIR1™ NK cells
were, overall, a relatively small population, compared
to NK cells expressing NKG2A and/or LIRI, this
population continued to rise until approximately day
112 post-HCT, when the levels of the other NK cells
were decreasing (Figure 3). As determined by donor
KIR genotyping, increased levels of NKG2A™ LIR1™
NK cells post-HCT were more prominent in patients
of the A/B than A/A haplotypes, but there was no ap-
parent difference in the levels of NKG2A™ and/or
LIR1" NK cells (Figure 3). Interestingly, patients re-
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maining in complete remission (CR) had significantly
more NKG2A™ LIR1™ NK cells, but not NKG2A™
and/or LIR1" NK cells, compared to relapsed patients
as observed at 3 independent time points following
HCT (Figure 4).

Increased NKG2A™ LIRI™ NK Cells in KIR/HLA-
Ligand Mismatched Patients following HCT

We monitored NKG2A™ LIR1™ NK cells from day
14, up to day 168 post-HCT (Figure 5). Assignment of
the patients to the “KIR/HLA-ligand match” and
“mismatch” groups was performed according to the
“KIR/HLA-ligand model” (see the Methods section)
[18,26]. We noticed significantly increased levels of
NKG2A™ LIR1™ NK cells in the blood of the KIR/
HLA-ligand mismatched patients compared to the
matched patients (Figure 5). This difference was
mainly caused by an increase in the amount of
NKG2A™ LIR1™ CD56-dim NK cells (Figure Sla).
Nevertheless, the KIR/HLA-ligand mismatched pa-
tients also had a tendency toward higher levels of
NKG2A™ LIR1™ CD56-bright NK cells after HCT
than the matched patients (Figure S1b). These statisti-
cally significant differences were present at several in-
dependent time points following HCT, suggesting
that these were biologically relevant.

Next, we analyzed the NKG2A™ LIR1™ NK cells in
more detail with regard to expression of the relevant
KIR, as well as functional capacity using 8-color flow
cytometry. NKG2A™ LIR1™ NK cells expressing KIR
for which the patient had no HLA class I ligand (des-
ignated KIR-mismatched NK cells) were detectable
at relatively low levels before HCT. Following HCT
these KIR mismatched NK cells increased in most
patients to higher levels than observed in the particular
donors with the 2 representative patients shown in
Figure 6. Patient #21 had 2 KIR/HLA-ligand mis-
matches in the presence of an HLA-C group mismatch
(donor C1/C2 and patient C2/C2), whereas patient
#28 was HLA identical to his donor but still had
a KIR3DL1-Bw4 mismatch (Tables 2 and S1). Be-
cause the donors for patients #21 and #28 did not carry
KIR3DS1, all NK cells expressing KIR3DL1/S1 in
these patients following HCT expressed the inhibitory
form KIR3DLI1. However, patient #21 carried the
KIR2DL2/3 and KIR2DS2/3 genes; therefore, both
forms of this receptor could be expressed by the single
KIR2DL.2/1.3/S2™ cells in this patient. We examined
the functional activity of these potentially alloreactive
NK cells by measuring their surface CD107a expres-
sion and IFN-y secretion following stimulation by
K562 cells [23-25]. NKG2A™ LIR1™ NK cells express-
ing the mismatched KIRs, as well as other inhibitory
KIRs (marked by an arrow in Figure 6A) could clearly
be stimulated by K562 cells, revealing their alloreac-
tive potential against target cells that did not express
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Figure 1. Characterization of effector cells positive or negative for NKG2A/LIR inhibitory receptors in patients before HCT and their donors. The
numbers of NK cells, NKT-like cells (TCR a8*, CD56 ") and v T cells were gated on (A) all NKG2A™ LIR17, as well as on (B) NKG2A™ and/or LIR1™*
effector cells. “NKG2A™ and/or LIR1* effector cells” include the NKG2A™ LIRI™, the LIRI” NKG2A™, and the LIRI " NKG2A™ cell populations. Cell
numbers were determined by flow cytometry from a total of 20,000 cells in patients before HCTand their donors. Highly statistical significant differences

(Mann-Whitney U-Test) (P <.001) are indicated by **.

a corresponding inhibitory HLA class I ligand
(Figure 6B). In addition, we gated on NKG2A~
LIR1™ NK cells that expressed only the mismatched
KIR but none of the KIR/HLA-ligand matched inhib-
itory or activating receptors because such NK cells
should find no inhibitory HLA class I ligands on the
patient’s leukemia cells. Remarkably, even these single
mismatched KIR" NK cells appeared to be functional

effector cells showing a 2- to 4-fold increase in
CD107a expression while there was some, albeit lower,
induction of INF-y secretion.

Activating Receptors on NK Cells Post-HCT

Besides analysis of the diverse KIR, NKG2A, and
LIR1, we studied expression of the activating receptors
NKG2D, 2B4, NKp30, NKp44, and NKp46 on
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Figure 2. NKG2A/LIRI expression on NK cells of representative KIR/HLA-ligand mismatched donor/patient pairs. The NK cells of particular donors
and representative patients #28, #30, and #34 were analyzed for NKG2A/LIR | expression by gating on CD3~ CD56™ lymphocytes before HCT (pre

Tx) and at different time points following HCT.

patients’ NK cells using separate mAb panels (Figure 7,
Table S3, panels 5-8). The mean-fluorescence index
(MFT) was more informative than percentages of posi-
tive cells because most NK cells expressed NKG2D,
2B4, and NKp46, whereas NKp44 was only expressed
by the CD56-bright NK cells (Figure 7, and data not
shown). During the observation period (168 days)
there was a remarkable increase in the expression levels
of NKG2D in both KIR/HLA-ligand matched as well
as mismatched patients, although it appears that the
KIR/HLA-ligand mismatched patients might have
transiently higher expression levels of NKG2D than
KIR/HLA-ligand matched patients. Similarly, the ex-
pression levels of NKp30, NKp44, and NKp46 in-
creased following HCT, and this phenomenon was
observed in both the KIR/HLA-ligand mismatched
and matched patients. These expression levels were
measured on all NK cells because gating on the
NKG2A™ LIR1™ NK cell subpopulation would have
involved additional customized mAb that were un-
available at the time of our study.

NK Receptor Expression on T Cells Post-HCT

Besides typical NK cells we also measured the
blood percentages of the other effector cell subsets
(NKT-like, yd T cells, o T cells) and their differential
expression of KIR (Table S3). The percentages of
NKT cells and yd T cells in our patients were rather
low compared to NK cells (data not shown). KIR ex-
pression on these subsets increased posttransplant in
only a few of the patients. Typical NKT cells
(Va24" VB117) were extremely rare in the patients’
and donors’ blood. Therefore, the amount of blood

obtained and the samples stained did not allow detailed
analysis of the NKT cells. However, when staining
more lymphocytes we found that most V24"
VB11* NKT cells expressed KIRs, whereas T cells
that were single positive for Va24 or VP11 did not
(data not shown). Naturally, conventional af T cells
of donor origin increased in these patients post-
HCT, but KIR expression on these off T cells was
only noticed in exceptional patients.

DISCUSSION

In normal donors 20% to 50% of NK cells belong
to the NKG2A™ LIR1™ subset, whereas approximately
40% to 50% of NK cells express NKG2A and 15% to
50% LIR1, representing nonoverlapping NK cell sub-
sets (our unpublished results). To our knowledge,
KG2A™ LIR1™ NK cells have not been specifically ex-
amined to date [19,27]. This subset was increased in
healthy donors compared to the patients before
HCT, in patients that remained in remission com-
pared to relapsed patients, and in KIR-ligand mis-
matched patients compared to KIR/HLA-ligand
matched patients. Interestingly, there was no differ-
ence between patients in remission and relapsed pa-
tients in the percentages of NKG2A ™" NK cells. The
most straightforward interpretation of our observa-
tions is that NKG2A™ LIR1™ NK cells play a protective
role in the GVL effect. The tendency toward signifi-
cance of different NKG2A™ LIR1™ NK cell numbers
in KIR/HLA-ligand mismatched and matched
patients was already present by days 56 and 84 post-
HCT (Figure 5). Because at these time points most
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patients were still in clinical remission, this suggests
that decreasing percentages of NKG2A™ LIR1™ NK
cells preceded leukemic relapses and not vice versa.
Thus, higher numbers of antileukemic NK cells may
be important for maintaining remission in the time pe-
riod after day 112. Extrapolating from these data we
propose that the adoptive transfer of donor NK cells
[28] at some point during the time period between 1
and 3 months after HCT may protect against leukemia

relapse, and that prophylactic infusions of enriched
NKG2A™ LIR1™ NK cells may be particularly protec-
tive. Furthermore, we observed that expansion of
NKG2A™ LIR1™ NK cells was more evident in patients
with the A/B haplotype than in patients with the A/A
haplotype. However, there was no apparent difference
in the post-HCT rise of the NKG2A™* and/or LIR1"
NK cells associated with the different KIR haplotypes
(Figure 3). Patients with A/B KIR haplotypes carry
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a greater diversity of HLA allele-specific inhibitory
and activating receptors than A/A or B/B patients.
The presence of the A-haplotype with allele-specific
inhibitory KIRs may be required for education of
NKG2A™ LIR1™ NK cells because these cells express
less inhibitory receptors than NKG2A" and/or
LIR1" NK cells. In addition, the presence of activat-
ing KIR-genes in the B-haplotypes may enhance NK
cell proliferation and the GVL effect [29,30].

Most of the NKG2A™ LIR1™ NK cells that were in-
creased in the KIR/HLA-ligand mismatched patients
were of the CDS56-dim phenotype (Figure S1).
CD56-dim NK cells are the more cytotoxic NK cell
subset, naturally expressing lower levels of NKG2A
than CD56-bright NK cells that produce cytokines
[31]. The NKG2A™ LIR1™ NK cells could be consid-
ered developmentally immature, but this probably
only applies to NKG2A™ LIR1™ KIR™ NK cells that
produce less IFN-v and lack cytotoxic potential [32].
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However, the vast majority of the NKG2A™ LIR1™
NK cells are mature NK cells because they express var-
ious KIRs and are functional effector cells against
HLA deficient target cells (Figure 6). The engrafted
NKG2A™ LIR1™ NK cells expressing KIRs for which
the patient had no HLA class I ligand also increased
post-HCT and remained at these levels for at least 6
to 9 months, suggesting that their GVL effect is main-
tained for a long period of time [33,34]. The potential
for alloreactivity by single KIR"™ NKG2A™ LIR1- NK
cells was documented for several patients using the
CD107a assay following stimulation by K562 cells
[23] (Figure 6). These experiments confirmed that, re-
gardless of potential expression of an activating KIR,
these were functional alloreactive NK cells. In a recent
related study [35], single KIR" NK clones from trans-
planted pediatric patients were tested for lysis of autol-
ogous leukemia cells using conventional 51-Cr release
cytotoxicity assays. Our CD107a flow cytometry assay
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LIRI™ NK cells were measured in KIR/HLA-ligand mismatched and KIR/HLA-ligand matched transplanted patients before HCT (pre Tx) and at different
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ferences between the groups are indicated by * (Mann-Whitney U-test).
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Table 2. Clinical Details of KIR-Ligand Mismatched Transplanted Patients #21 and #28 Who Were Examined in Detail in Figure 6

#21 #28
Agelsex 57/f 52/m
Diagnosis MDS MDS
Disease status at HCT untreated untreated
Donor type unrelated unrelated
KIR ligand (donor) Cl,C2 Cl,C2
KIR ligand (patient) Cc2 cl,C2
KIR haplotype (donor) A/B AIA
Inhibitory KIR (donor) 2DLI1,2DL2/3,3DLI 2DLI1,2DL3,3DLI
Activating KIR (donor) 2DS2/3 No

KIR-ligand mismatch

GVHD (acute)
GVHD (chronic)
Donor chimerism
Outcome

KIR2DL2/3 - HLA-CI
KIR3DLI - HLA-Bw4
Grade | (skin)

mild day +192 (skin)
Yes

CR (+32 months)
Alive

KIR3DLI - HLA-Bw4

Grade 4 (skin, gut)

severe day +179 (gut) until day +195
Yes

CR (+30 months)

Alive

MDS indicates myelodysplastic syndrome; f, female; m, male; CR, complete remission; KIR, killer cell immunoglobulin-like receptor; HCT, hematopoietic

cell transplant; GVHD, graft-versus-host disease.

offers the advantage of analyzing very rare NK cell
subpopulations that have not been activated by IL-2
in vitro directly upon isolation from the patients’
blood. Expression of CD107a on the surface of NK
cells correlates with degranulation following stimula-
tion and represents a sensitive marker of NK cell activ-
ity [23,36]. Testing autologous leukemia cells for “the
lack of inhibition” of NK cell lysis by a missing HLA
class I ligand offers, in our opinion, no definitive ad-
vantage to K562 cells. Nevertheless, K562 cells differ
from autologous leukemia cells in the spectrum of li-
gands for NK activating receptors, most of which are
yet uncharacterized [11,12]. Autologous leukemia cells
were only available in a few patients, and are frequently
contaminated by normal bone marrow cells. These
facts and the condition of the leukemia cells following
thawing prevented meaningful functional experiments
in our system. This may be why other studies used
fresh allogeneic leukemia cells as well as the HLA class
I A, B, and C negative Epstein-Barr virus transformed
B cell line .221 as target cells [34].

The GVL effect by NK cells implies that leukemia
cells express ligands for activating NK receptors.
Because ligands for these receptors on leukemia cells
remain poorly characterized [9,11,12], it is still impos-
sible to predict which patients’ leukemia cells will be
GVL targets. Although the expression of activating re-
ceptors on leukemia cells cannot be influenced, it is
possible to select donors expressing an inhibitory
KIR without a corresponding HLA class I ligand on

the recipient’s leukemia cells [37]. This can occur in
both the HLA-mismatched or HLA-matched setting
of HCT. Nevertheless, most studies on the protective
role of potendally alloreactive NK cells were
conducted in the haploidentical setting of HCT
[15,17,33-35,38-40] or investigated both HLA-
matched and mismatched patients [19,20]. Only
a few groups have focused their analysis on HLA-
matched patients or HLA-identical siblings
[18,21,30,41,42]. However, there is clearly a lower in-
cidence of treatment related complications following
HLA matched allogeneic HCT [37], whereas a mis-
match at a single or multiple loci is associated with
higher treatment-related mortality and graft-
versus-host disease, regardless of other factors such
as patient age, disease status, or use of T cell depletion
[43]. For fully HLA-matched patients, haplotype
matching seems to further decrease the likelihood of
severe graft-versus-host disease [44]. Thus, practically
all patients in our institution were HLA-matched be-
cause our donors were HLA-identical siblings or unre-
lated donors, primarily selected based on a match in
HLA A, B and -DRB1.

One may question if functional alloreactive NK
cells exist post-HCT in the situation of an HLA-
match. We found at least 9 donors in our relatively
small study that expressed KIR for which they them-
selves lacked an HLA class I ligand (“aberrant” KIR).
Most aberrant KIRs were expressed by NK cells that
coexpressed additional inhibitory receptors. Although

Egure 6. Subpopulations of NKG2A™ LIRI™ NK cells expressing individual KIR and their alloreactive potential. (A) The numbers of NKG2A™ LIR 1™ NK
cells, expressing different KIR, from KIR/HLA-ligand mismatched patients #2| and #28 before (pre Tx) and at several time points following HCT, com-
pared to their donors. NK cell subsets expressing the KIR for which the patients had no HLA class | ligand (marked by an arrow). (B) CD 107a expression
and intracellular IFN-y secretion following stimulation by medium or K562 cells were measured by flow cytometry in subpopulations of the NKG2A™
LIRI™ NK cells from patients #21 (days 33| post-HCT) and #28 (day 357) (subsets indicated above the dot plots), expressing KIR for which the patients
had no HLA class | ligands (outlined by a frame). The percentages of positive cells are indicated in the quadrants. KIR2DL2/L3/S2* or KIR3DLI/S1 " gated
dot plots included NKG2A™ LIRI™ NK cells expressing other inhibitory KIR. Analysis of dot plots gated on multiple KIR was restricted to NK cells
expressing the mismatched KIR as their only inhibitory receptors (for patient #21 KIR2DL2/L3/S2" and/or KIR3DLI/SI* and for #28 KIR3DLI/

SI™) (for the KIR genotype see Tables 2/S1).
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Figure 7. Activating receptors on NK cells following KIR/HLA-ligand matched and mismatched HCT. The mean fluorescence index (MFI) was deter-
mined by flow cytometry for the activating receptors 2B4, NKG2D, NKp30, NKp44, and NKp46é expressed by NK cells from KIR/HLA-ligand mis-
matched and KIR/HLA-ligand matched transplanted patients before HCT (pre Tx) and at different time points following HCT. The numbers of
patients (n) in the KIR/HLA-ligand mismatched and matched groups for each time point are indicated on the right. Statistically significant differences
between the KIR/HLA-ligand mismatched and matched patients are indicated (*¥).

this would prevent most autoreactivity against normal
cells, such NK cells may still mediate a significant
GVL effect because leukemia cells may express ligands
for activating NK receptors so that the total activating
signals may prevail over the inhibitory signals [9,11].
In addition, leukemia cells may lose single HLA class
I alleles that would make them sensitive for GVL ef-
fects by rare NK cell subsets [45]. We show that
such NK cells expressing aberrant KIR increase post-
HCT (eg, KIR3DL1" cells in patients #21 and #28;
Figure 6). Although NK cells lacking self-HLA class
I receptors are normally considered to be developmen-

tally and functionally immature [24,46], the present
data and a study published recently [42] suggest that
NK cells expressing the HLA-mismatched KIRs, and
no other inhibitory receptors, may actually be func-
tional following HCT (Figure 6B). Nevertheless, we
cannot exclude that they are somewhat functionally
impaired, as has been suggested by another study in
a haploidentical setting [34]. Such single KIR™ NK
cells with alloreactive potential may be present in all
HLA-matched HCT-patients who are not positive
for all 3 KIR/HLA ligands (C1, C2, and Bw4). An in-
triguing hypothesis is that, even in the healthy donors,
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such NK cells might have a “leukemia-protective” ef-
fect. Further experiments are needed to investigate
how NK education following stem cell transplantation
might differ from the physiological development of
NK cells.

Expression levels of the activating receptors
NKG2D, NKp30, NKp44, and NKp46 on NK cells
increased in both patient groups during the observation
period following HCT (until day 168) (Figure 7). Most
remarkable was the rise in NKG2D-expression on NK
cells that could be observed in KIR/HLA-ligand mis-
matched patients around day +56 and in the KIR/
HLA-ligand matched patients around day +112. In-
creased expression levels of NK activating receptors
at later time points following HCT may represent
a mechanism in maintaining remission following
HLA mismatched, as well as matched transplants.

In addition to NK cells, we also investigated the ex-
pression of NK receptors on other effector cell popula-
tions such as NKT cells, NKT-like cells, as well as other
afy and vd T cells. It appears that NKG2A™ LIR1™
NKT-like cells and NKG2A™ LIR1™ 3 T cells express-
ing KIRs transiently increased following HCT
compared to the levels in the patient pre-HCT or those
seen in the donor. The vast majority of cytotoxic yd T
cells expressed CD94/NKG2A [4,47] and the
NKG2A™ LIR1™ phenotype on T cells is rather infre-
quent. Expression of broadly reactive inhibitory recep-
tors is restricted to T cells with a potential for
autoreactivity. These receptors downmodulate the acti-
vating signals from the TCR and protect from the auto-
immune capacity of these effector cells. In other words,
T cells expressing broadly reactive inhibitory receptors
need additional signals from the TCR to play a role in
GVH and GVL responses, and the antigenic specific-
ites of these cells depend on the T cell repertoire
of the particular donor. Our data showing relatively
few KIR-expressing T cells after HCT suggest that
such MHC unrestricted and potentially autoreactive
T cells are less important for the GVL effect than NK
cells.

In summary, our data suggest that NKG2A™ LIR1™
NK cells are important effector cells in GVL. NK
cells, expressing only 1 inhibitory KIR for which the
patient has no ligand, may mediate GVL effects in hap-
loidentical, KIR/HLA-ligand mismatched, as well as
in HLA-matched, KIR/HLA-ligand mismatched
HCT patients. The function of such NK cells follow-
ing HCT needs to be compared to similar NK cells
present in normal donors, as well as to regular
NKG2A"* NK cells.
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Ergebnisse und Diskussion

2.6.1 Zusammenfassung

Invariante NKT (iNKT)-Zellen sind eine Subpopulation der T-Zellen, deren TCR aus einer
invarianten a-Kette (Va24) in Kombination mit einer B-Kette (VB11) besteht. Dieser TCR
bindet an ein MHC-dhnliches Molekiil, CD1d, das nicht Peptide sondern Glycolipide
prasentiert. Erkennen iNKT-Zellen diese Lipide kommt es zu einer Ausschittung der Zytokine
IL-4, IFN-y und IL-10. Dies fiihrt zu einer Aktivierung weiterer Immunzellen. Die Fahigkeit,
schnell grofle Mengen an Zytokine zu sekretieren, macht sie zu einer Brlicke zwischen

angeborenen und adaptiven Immunsystem.

Die Frequenz dieser iNKT-Zellen ist in adulten Proben sehr gering. Im Rahmen dieser
Veroffentlichung wurden 64 Proben von Kindern im Alter zwischen 7 Monate bis 18 Jahren
analysiert. Mit zwei verschiedenen durchflusszytometrischen Farbungen wurden iNKT-Zellen
identifiziert und quantifiziert. In der ersten Farbung wurden CD3 positive T-Zellen gefarbt,
die TCRVa24 und TCRVP11l exprimieren, in der zweiten Farbung wurde mit dem
monoklonalen Antikorper 6B11 gefarbt. Die absoluten Zahlen liegen mit der ersten Farbung
bei 100-6624 und 515-8762 bei der zweiten Farbung pro ml Blut. Es konnte kein Unterschied
in der absoluten Zahl der iNKT-Zellen zwischen Kindern und Erwachsenen, zwischen den
Geschlechtern und auch ebenso kein Unterschied zwischen Kindern und Nabelschnurblut
festgestellt werden. Die Frequenz bewegte sich von 0.008-0.374 bzw. 0.021-0.712 in der
zweiten Farbung. Es konnte ein moderater, jedoch signifikanter Anstieg in der Frequenz im
Alter festgestellt werden. Dieser Anstieg lasst sich mit dem bekannten Rickgang der

absoluten Zahl an T-Zellen im Alter erklaren.

Diese Werte sind die ersten dieser Art, die Referenzwerte fiir iNKT-Zellen zeigen. Bei der
Durchfiihrung dieses Projektes wurden zum einen die Referenzwerte fiir iNKT-Zellen in
Kindern erstellt, zum anderen auch das KIR-Repertoire dieser Kinder analysiert. Es wurden
auch hier durchflusszytometrische Analysen in Kombinationen mit der Bestimmung des
genetischen Hintergrunds durchgefiihrt, die Aufschluss Uber die Verteilung der Rezeptoren
in Kindern und Jugendlichen geben sollen. Diese Studie muss durch weitere Proben

vervollstandigt werden (Manuskript in Vorbereitung).
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Abstract

Human invariant natural killer T cells (iINKT cells) are a unique population of T-cells
that express a semi-invariantly rearranged T cell receptor (TCR) and are involved in a
variety of immunoregulatory processes. We established reference values for iINKT
cells in 64 healthy children from 7 months to 18 years of age and 5 cord blood
samples by flow cytometry. iINKT cells were measured as CD3+ cells co-expressing
TCRVa24 and TCRVB11, and by using the monoclonal antibody 6B11, which
recognizes specifically their invariant TCR rearrangement. The absolute number of
iNKT cells ranged from 86 to 10499 (CD3+/ TCRVa24+/ TCRVB11+) and 233 to
11167 (CD3+/6B11+) INKT cells per milliliter of blood. This range is stable from birth
to adulthood. The relative iNKT cell count was found to be 0.003 to 0,71 % (CD3+/
TCRV024/TCRVB11) and 0.019 to 0.776 % (CD3/6B11) of peripheral blood T cells

and shows only a slight increase with age.

Key word

iNKT cells, reference values, children, anti-TCRVo24, anti-TCRVB11, monoclonal

antibody 6B11
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Introduction

Invariant natural killer T cells (iNKT cells) are a unique subset of innate immune cells
that have features of both T cells and natural killer (NK) cells. They express a semi-
invariant T cell receptor, characterized in mice by Va14-Ja18 and V8.2, V7, or
VB2, and in humans by Va24-Ja18 and VB11, although the B chain can be somewhat
variable [1-3]. This TCR recognizes lipid-based antigens in the context of CD1d
molecules, an MHC Class I-like molecule expressed on antigen presenting cells
(APCs) and other cell types. iINKT cells were initially discovered based on the finding
that a novel glycolipid compound, a-galactosyl ceramide (a-GalCer), had anti-tumor
activity [4]. It could be shown that a-GalCer binds CD1d and then a-GalCer-CD1d
complex activates NKT cells through their TCR. Their ability to rapidly secrete large
amounts of pre-formed cytokines upon activation allows them to bridge the innate
and adaptive immune responses by downstream recruitment and activation of
dendritic cells (DCs), NK cells and CD4+ and CD8+ T cells [5]. Therefore iNKT cells
are thought to play crucial roles in modulating antitumour, autoimmune and
antimicrobial responses [6—-8]. While the function of iINKT cells has been studied
extensively in mouse models, less is known about human iNKT cells. Absence or
low numbers of peripheral blood iINKT cells have been associated with diverse
autoimmune diseases in humans [9]. Their role in infectious and malignant diseases
still has to be determined [10]. Data on children are sparse. iINKT cells are thought to
play a role in the immune escape of neuroblastoma cells [11] and have been found to
be reduced in children with EBV-associated lymphoproliferative diseases due to
SAP- and XIAP- deficiency [12] as well as ITK-deficiency [13]. However, the
contribution of these cells to human diseases remains controversial [10, 14-16].
Moreover, there are no generally accepted reference values, especially with respect

to the lower normal limit.
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The evaluation of human iINKT cells in peripheral blood is particularly complicated by
different factors. First, their frequency in the peripheral blood is extremely low.
Second, different detection methods may limitate the comparability of the results.
Basically, three different staining methods have became widely accepted to evaluate
human iNKT cells by flow cytometry:

Classically, they have been identified using CD1d tetramers loaded with a-GalCer
[17-19].

Recently, it has been shown that iINKT cells can be easily identified by co-expression
of TCRVa24 and TCRVB11 or by using the monoclonal antibody (mAb) 6B11, which
recognizes the invariant CDR3 loop of their TCR a-chain, with good correlation to the
classical method [20,21].

In this study we established reference values for INKT cells in healthy children using

the latter staining methods.
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Patients and methods

Reference values for iNKT cells and NKT like cells

Age related reference values for INKT cells were generated from 64 FACS analyses
in a healthy paediatric population. The group consisted of children undergoing
elective surgery and children presenting to our outpatient hemostasiology clinic prior
to surgery.

In this group a bleeding disorder was ruled out if the past medical history and family
history did not suggest a bleeding disorder and there were normal results of standard
hemostasiologic tests. Children with acute infections, underlying illness or on any
medication were excluded. Adult control samples were obtained from 12 healthy
adult volunteers associated with our children’s hospital. Five cord blood samples of
healthy newborns were obtained from the Jose-Carreras cord blood bank Dusseldorf.
Ethical approval was obtained from the Ethics committee from the Heinrich-Heine

University Dusseldorf

Immunophenotyping of iNKT cells

Whole blood was anticoagulated with EDTA and processed within 24 h. A differential
white blood cell count was done automatically. Three colour FACS analysis was
performed with a FACS Canto (Becton Dickinson (BD), Heidelberg, Germany) flow
cytometer. INKT and NKT like cells were analysed by FACS staining using
fluorescein isothiocyanate, phycoerythrin and peridinin-chlorophyll-protein labelled
monoclonal antibodies (Becton Dickinson (BD), Heidelberg, Germany or Immunotech
(IM), Marseille, France) following the manufacturer's instructions. Antibodies (clone)

against the following epitopes were used: CD3 (SK7,BD), Va24 (C15,IM), V11
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(C21,IM), anti human iNKT (6B11, BD); mouse-IgG1 (MOPC-21/X40,BD) mouse-
lgG2a (X39,BD) (negative control). After gating on CD3+ T-lymphocytes the
percentages of INKT cells (CD3+ Va24+ VpB11+ and CD3+6B11+) were determined.
For all staining experiments, appropriate isotypematched controls were included.
Because of the low frequency of iNKT cells in PB, 1-5 x 10°l ymphocyte gated cells

were analysed.

Statistical analysis

The statistical analysis of control results was performed using Student's t-test after
log-transformation of the data to account for the skewed data distribution.
Correlations were calculated using Spearman (rs) correlation coefficients, depending
on the result of Shapiro-Wilk W tests of normality. Statistical significance was

considered for p = 0.05.
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Results
After gating on the lymphocyte population the iNKT cell population could easily be
identified and quantified based on CD3/TCRVa24/TCRVB11 as well as on CD3/6B11

expression (Fig.1).

The CD3/TCRVa24/TCRVB11 co-expression was analyzed in all 64 children. In 46
out of these 64 children we measured the CD3/6B11 co-expression in parallel. The
age ranges for the two groups were 7 months to 18 years with a median age of 8.25
years (TCRVa24/TCRVB11) and 1 year to 18 years with a median age of 10.5 years
(CD3/6B11). 34% (TCRVa24/TCRVB11) and 33% (CD3/6B11) of the children were
female. Additionally, the iINKT cell population was analysed in 5 cord blood samples
and 12 adults (age range 25 to 41 years, median age 31 years, 50% female) with
both methods. In the pediatric group (cord blood samples excluded) we found
absolute iINKT cell counts ranging from 86 to 10,499 INKT cells/ml blood using the
CD3/TCRVa24/TCRVB11 staining and from 233 to 11,167 /ml using the CD3/6B11
staining, respectively (Fig. 2a/b). Given such a wide range, simple determination of a
normal range by calculation of the mean +/- 2 standard deviations was not possible.
Therefore, outliers constituting approximately 2,5 % of the samples at both the lower
an upper ranges were excluded, creating a normal range of 100 — 6624/ml
(CD3/TCRVa24/TCRVB1) and 515 — 8762/ml (CD3/6B11). The median value was
560 cells/ml and 1972 cells/ml, respectively. (Fig 2a/b).

The data was next log-transformed for further analysis (Fig. 3a). Using the mean +/-
2 standard deviations of the log transformed data we calculate a normal iNKT range
of 76 — 5764/ml (CD3/TCRVa24/TCRVB11) and 411 —9003(ml (CD3/6B11), verifying

our accepted range above.
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The absolute iINKT cell count was not found to be linearly associated with age (Fig
3a) (p-value=0.79 from regression analysis R?=0.0014 and p-value=0.87 from
regression analysis R?=0.0004). There was no statistically significant difference
between children and adults (Fig. 4a) (p=0.29 and p=0.61), between children and
cord blood (Fig.4a) (p=0.18 and p=0.19) or between genders (Fig. 4c) (p=0.28 and
p=0.65). The relative count of INKT cells among total peripheral blood T cells (iNKT
in % CD3) ranged from 0.003% to 0.71% (CD3/TCRVa24/TCRVB11) and 0.019 to
0.776% (CD3/6B11), respectively (Fig. 2c/d). After exclusion of outliers we accepted
a range of 0.008% — 0.374% (CD3/TCRVa24/TCRVB11) and 0.021% — 0.712%
(CD3/6B11). This range was verified after a log transformation of the data and the
calculation of a normal iNKT range of 0.004% — 0.340% (CD3/TCRVa24/TCRVp311)
and 0.026% - 0.548% (CD3/6B11) as described above. In contrast to the absolute
iNKT cell count, the regression analysis of the log transformed data show a moderate
but significant increase of the relative iINKT cell count (iNKT in % CD3) with age (Fig
3b)(p-value=0.03 from regression analysis R?=0,0568 and p-value=0.05 from
regression analysis R?=0,0569). Accordingly, we found significantly higher INKT cell
percentages in the adult control group (Fig. 4b) (p=0.03 and p=0.04). Analysing the
CD3+ T cell population in our control groups we found a decrease with age (Fig. 5)
(p-value<0.01 from regression analysis R?=0.3452). According to the absolute iINKT
cell numbers we did not find a statistically significant difference in the relative iINKT
cell count between children and cord blood (Fig. 4b) (p = 0.31 and p=0.52) or gender
(Fig. 4d) (p=0.17 and p=0.8). iNKT reference values are summarized in the tables
1a/b. Comparing both staining methods we measured 2 to 3 fold higher absolute and
relative iNKT cell counts using the CD3+/6B11+ staining. We calculated a positive

correlation between both methods (rp re= 0.73 and rp aps =0.71).

Scandinavian Journal of Imnmunology

Page 8 of 21



Page 9 of 21

O©OONOOTDWN =

Scandinavian Journal of Inmunology

Discussion

We used two antibody combinations (CD3+/Valpha24+/Vbetal1+ and CD3+/6B11+)
to detect the INKT cell population by flow cytometry. To our knowledge our study is
the first one using the 6B11 antibody in children. Both methods show a strong
positive correlation, but in contrast to a single study in adults [20] which showed no
significant difference between the frequency of total INKT cells measured by
CD3+/6B11+ and CD3+/Va24+/VB11+ staining, we found a higher iNKT cell count
using the CD3+/6B11+ staining. Similar results were obtained by the study of
Fereidouni et al [21]. This observation may be explained by the fact, that the 6B11
monoclonal antibody recognizes all T-cell receptors with the invariant Va24-Ja18
CDR3 loop [22]. The invariant alpha chain occasionally pairs with other B-chains than
VB11 [10]. This variable pairing may contribute in some degree to a lower iNKT cell
count using the CD3+/Va24+/VB11+ staining. Further analyses will be necessary to
clarify the reasons for the differing results obtained by the different staining methods.
Nevertheless, our data show that with respect to the used detection method different
reference values should be applied.

Our study had the objective to create INKT cell normal values for children. We
measured the iINKT cell population in a large cohort of healthy children, cord blood
samples and adults and found a broad iINKT cell range in all age groups. The
absolute iINKT cell count was not age dependent but was stable from birth to
adulthood, which is in contrast to almost all other routinely determined lymphocyte
subpopulations. In contrast to the work of Marsh et al. [23] we found a moderate
increase of the relative iINKT cell count (iINKT in % of CD3+ T cells) with age with
both staining methods. This might easily be explained by the known constant
decrease of the absolute CD3+ T cell count during ageing [24,25]. We therefore
conclude that for the interpretation of iINKT cells in children the absolute iINKT cell
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count should be favoured. Especially in young children with high T cell numbers the
relative iINKT cell count may be falsely low.

A major problem in the interpretation of human peripheral blood iNKT cell counts is
the very low frequency and the wide variability. We found values as low as 80 iNKT
cells and values as high as 11.000 iNKT cells/ml of blood in healthy children. The
lower reference range is in a region where flow cytometry reaches its methodological
limits, what makes it difficult to decide if an iINKT cell number below this lower limit is
of pathological significance. This implies that measuring iINKT cells in an individual
person may be validated by repeated measurements at various time points.
Consistently low numbers of iINKT cells, as it has e. g. been shown in patients with
XLP due to SAP deficiency, may then allow to establish a link between NKT cell
number and disease [12,13]. The endogenous factors that contribute to the inter-
individual variability still have to be elucidated. Furthermore, longitudinal studies in
single individuals are necessary to examine intra-individual changes in response to

exogenous factors, that may account in part for the observed variability.
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Figure 1. Sample scatter plots illustrating the identification of whole blood iNKT cell populations.
After gating on the lymphocyte population (identified by forward and side light scatter) and CD3+
lymphocytes (T cells), iNKT cells were identified and quantified by co-expression of TCRVa24 and
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Table 1a. iNKT cell reference values in children

Staining CD3+/Va24+/\VVB11+ CD3+/6B11+
N 64 46
0.031 0.114
in % CD3 0.076 0.160
0.008 — 0.374 0.021 - 0.712
0.004 — 0.340 0.026 — 0.548
560 1972
/em3 1237 2562
100 - 6624 515 —-8762
76 - 5764 411 - 9003

Reference values for INKT cells were generated for children with two different
staining methods. Values are presented as median, mean, normal range after
exclusion of outliers and normal range calculated after log-transformation (top down).
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Table 1b. Reference values for iNKT cells in the adult control group
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Staining CD3+/Va24+/\VB11+ CD3+/6B11+
N 12 12
0.065 0.161
in % CD3 0.125 0.230
0.010 — 0.527 0.052 - 0.676
879 1892
/cm3 1572 2770
127 - 6898 506 — 9331

Values are presented as median, mean and normal range calculated after log-

transfoirmation (top down).

Scandinavian Journal of Inmunology




Ergebnisse und Diskussion

2.7 Ausblick

Bei der Betrachtung des NK-Zellrepertoires von PB und CB konnten im Rahmen dieser Arbeit
Unterschiede herausgearbeitet werden. Dabei ist das adulte NK-Zellrepertoire in Funktion
und Struktur spezifisch an das eigene HLA-Klasse | angepasst, wohingegen das neonatale
Repertoire diese strukturelle Anpassung vermissen lasst. Doch welche Faktoren fiihren zu
der Adaption? Eine Vermutung ist, dass virale Infektionen, denen wir im Laufe der Kindheit
ausgesetzt sind, sowie die individuelle immunologischer Erfahrung, eine Rolle spielen. So
wurde kirzlich bekannt, dass virale Infektionen zu einer langanhaltenden Expansion

spezifischer Klone flihren kdnnen.

Eine spezifische Expansion der funktional adaptierten Zellen, also der Zellen, die wahrend
einer Infektion tatig geworden sind, kdnnte demnach zur Ausbildung eines spezifischen
Repertoires fiihren? Um diese Vermutung zu bestitigen, ware es sinnvoll den
immunologischen Status an einer Kohorte zu Uberprifen, z.B. hinsichtlich einer CMV-
Infektion. Sollte es sich bestatigen, dass die Zahl oder Art der viralen Infektionen eine Rolle
bei der Ausbildung des Repertoires spielen, sollten solche Individuen mit vielen Infektionen
ein starker angepasstes Repertoire haben als die Menschen, die beispielsweise CMV-negativ

sind oder nur wenigen Infektionen ausgesetzt waren.

Am besten lasst sich diese Entwicklung bei Kindern nachvollziehen. Wann fangt die Adaption
an, wann expandieren die spezifischen NK-Zellen und wie entwickelt sich das Repertoire im
Laufe der Kindheit und Pubertit? Des Weiteren ware es interessant zu beobachten, ob diese

Entwicklung eines sich optimierenden Repertoires bis ins hohe Alter anhalt.

Durch die Entwicklung neuer Antikorper oder der Analyse auf Transkriptebene sollte der
Frage nachgegangen werden, welche Rolle die stimulatorischen KIR in der Regulation des
KIR-Repertoires spielen. Es ist durchaus moglich, dass die Spezifitat und Aktivierung von NK-
Zellen vielleicht durch die Koexpression stimulatorischer KIR reguliert wird. Auch der Einfluss
anderer Faktoren auf das KIR-Repertoire, wie Alter oder Geschlecht der Spender, sollten an einer
hoheren Probenanzahl analysiert werden. Schlussendlich sind noch viele Fragen offen, die die

Expression und Regulation der KIR-Rezeptoren betreffen.
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ADCC Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity
(Antikérperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat)

AML Akute myeloische Leukdamie

APC Antigenprasentierende Zelle

CB Cordblood (Nabelschnurblut)

CcD Cluster of differentiation (Unterscheidungsgruppen)
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CLP Common lymphoid progenitor
(gemeinsamer lymphoider Vorldufer)

CMV Zytomegalie-Virus

et al. et alias, lateinisch: und andere

GvHD Graft-versus-host-disease

GvL Graft-versus-Leukemia

HCT Hematopoietic cell tranplantation
(Hamatopoietische Zelltransplantaion)

HCV Hepatitis C-Virus

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

HLA Human leukocyte antigen
(Humanes Leukozyten Antigen)

HLA-C1,2 HLA-C Gruppe 1,2
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HSCT Hematopoietic stem cell tranplantation
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IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

iNKT Invariante NKT-Zellen
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KIR Killer cell immunoglobulin-like receptor
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MHC Major histocompatibility complex
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Natdirliche Killer (NK)-Zellen detektieren Verdnderungen in der Expression von HLA-Klasse I-
Molekiilen (MHC-Klasse I-Molekiile des Menschen) auf Korperzellen mit Hilfe bestimmter
inhibitorischer Rezeptoren, insbesondere der KIR- (killer cell Ig-like receptors) und NKG2-
Rezeptorfamilien. Wahrend KIR-Rezeptoren hochspezifisch fiir bestimmte HLA-Klasse |-
Epitope sind, handelt es sich bei NKG2A um einen Pan-HLA-Klasse |-Rezeptor. Diese
Rezeptoren werden klonal verteilt exprimiert, d.h. von NK-Zelle zu NK-Zelle unterschiedlich,
und bilden zusammen das sogenannte NK-Zellrepertoire. Bisher war unklar, ob und wie das
humane NK-Zellrepertoire durch die Interaktion dieser Rezeptoren mit ihren spezifischen
HLA-Klasse I-Liganden geformt wird. Um die Prinzipien dieser Interaktion besser zu
verstehen, wurden NKG2A und KIR-Rezeptoren sowie ihrer HLA-Klasse | Liganden in
peripherem Blut und Nabelschnurblut analysiert. Um die gleichzeitige Detektion der klonalen
Expression und Funktion aller wichtigen inhibitorischen Rezeptoren auf NK-Zellen zu
ermoglichen, wurde hierfir ein durchflusszytometrisches Verfahren etabliert, bei dem die
KIR- und NKG2A-Expression zusammen mit funktionalen Markern wie CD107 und

Interferon-y bestimmt werden kann.

Die prasentierten Ergebnisse zeigen, dass sich KIR und NKG2A-Rezeptoren gegenlaufig
zueinander verhalten, und zwar sinkt die Frequenz von NKG2A-exprimierenden NK-Zellen
von der Geburt bis zum Erwachsenenalter um 50%, wahrend sich reziprok dazu die KIR-
Expression fast verdoppelt. Diese Ergebnisse deuten auf eine Transition von einem
unspezifischen neonatalen zu einem hochspezifischen adulten NK-Zellrepertoire hin. Diese
Hypothese wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass in adulten NK-Zellen eine signifikante
Adaption der KIR-Expressionsfrequenzen zum entsprechenden HLA-Klasse I-Liganden
auftritt, wahrend dieser Effekt im neonatalen Blut nicht nachgewiesen werden konnte.
Interessanterweise zeigen sowohl neonatale als auch adulte NK-Zellen eine funktionale
Adaption an HLA-Klasse | in Bezug auf Zytotoxizitat und Zytokinproduktion, ein Prozess der
auch als Lizenzierung bezeichnet wird. Insgesamt konnte damit in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die Lizenzierung der strukturellen Adaptation des NK-Zellrepertoires

vorausgeht und beide Prozesse wahrscheinlich nicht direkt miteinander verknipft sind.



Summary

Summary

Natural killer (NK) cells sense changes in the expression of HLA class | molecules (human
MHC class | molecules) to target cells using specific inhibitory receptors, especially the KIR
(killer cell Ig-like receptors) and NKG2 receptor families. While KIR receptors are highly
specific for certain HLA class | epitopes, NKG2A is a Pan-HLA class | receptor. These receptors
are clonally expressed, i.e. different from NK cell to NK cell, and form together the so-called
NK cell repertoire. However, it was unclear whether and how the human NK cell repertoire is
shaped by the interaction of these receptors with their specific HLA class | ligands. To
understand the principles of this interaction better, NKG2A and KIR receptors and their HLA
class | ligands were analyzed in peripheral blood and cord blood. To enable the simultaneous
detection of clonal expression and function of all major inhibitory receptors on NK cells, a
flow cytometric protocol was established, in which the KIR and NKG2A expression can be

determined together with functional markers such as CD107 and Interferon-y.

The results show that KIR and NKG2A receptors act in opposite directions. The frequency of
NKG2A-expressing NK cells decreases from birth to adulthood by 50% while reciprocally the
KIR expression almost doubled. These results suggest a transition from a non-specific
neonatal to a highly specific adult NK cell repertoire. This hypothesis is supported by the
observation that in adult NK cells a significant adaptation of KIR expression frequencies for
the HLA class | ligands occurs while this effect in neonatal blood was not detectable.
Interestingly, both neonatal and adult NK cells show a functional adaptation to HLA class | in
terms of cytotoxicity and cytokine production, a process which is also referred to as
licensing. Furthermore, the study suggests that functional education of cognate KIR by self-
HLA class | precede structural adaptation of KIR repertoires and that both processes are not

directly linked to each other.

Vi



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist das biologische Abwehrsystem des Korpers gegen Krankheitserreger
wie Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten und besteht aus vielen zelluldren und humoralen
Bestandteilen, die ein komplex miteinander verflochtenes System bilden, um pathogene und
korperfremde Strukturen zu erkennen und zu vernichten. Das Immunsystem lasst sich in eine

angeborene und eine adaptive Immunantwort unterteilen.

Das angeborene Immunsystem bekdampft Krankheitserreger ohne vorherige Stimulation oder
zuvor Kontakt mit dem Erreger gehabt zu haben. Neben anatomischen und physiologischen
Barrieren und dem Komplementsystem ist ein Teil des angeborenen Immunsystems auch
zellvermittelt. Dem gehoren Granulozyten, Monozyten, dendritische Zellen und natdrliche
Killerzellen (NK-Zellen) an. Diese Zellen sind in der Lage, korperfremde von kérpereigenen
Zellen und Strukturen zu unterscheiden. Entweder sie erkennen das Fehlen von
korpereigenen Strukturen oder das Vorhandensein konservierter Pathogenstrukturen als
korperfremd und vernichten die Erreger entweder durch Phagozytose- oder
Lysemechanismen. Zudem produzieren viele dieser Zellen chemische Stoffe wie Interleukine
(IL) und Interferone (IFN), die andere Immunzellen aktivieren und die Immunantwort

verstarken.

Das adaptive Immunsystem besteht aus humoralen und zelluldaren Komponenten, die mit
Hilfe von Rezeptoren in der Lage sind, spezifische Strukturen der Angreifer als kdrperfremd
zu erkennen und zu vernichten. Es zeichnet sich durch seine Anpassungsfahigkeit gegenliber
neuen oder veranderten Erregern aus und vermittelt Immunitdat durch gezielte
Zellabwehrmechanismen und Antikérper. Eine weitere Eigenschaft des adaptiven
Immunsystems ist die Ausbildung so genannter ,Memory-Zellen”. Dies sind
Gedachtniszellen, die es ermdglichen, bei einer erneuten Ansteckung schneller und

effizienter zu reagieren.

Die Besonderheit des adaptiven Immunsystems besteht in der Diversitat und Spezifitat der
Rezeptoren von B- und T-Zellen. Durch verschiedene genetische Mechanismen wird eine

Vielzahl von verschiedenen Rezeptoren erzeugt, die alle eine unterschiedliche Spezifitat
1
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aufweisen. Die humorale Immunantwort wird hauptsachlich durch B-Zellen vermittelt.
B-Zellen erkennen mittels ihrer Rezeptoren sowohl gebundene als auch freie Antigene und
kénnen nach Aktivierung proliferieren und zu Plasmazellen differenzieren. Diese produzieren
dann Antikorper, die an die fremden Strukturen binden und diese markieren. Sowohl Zellen
des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems sind mittels Rezeptoren in der Lage

die Immunglobuline zu erkennen und die Lyse oder Phagozytose einzuleiten.

Die zellulare Immunantwort wird durch T-Zellen vermittelt. T-Zellen sind Lymphozyten, die
sich nicht wie die Gbrigen Lymphozyten im Knochenmark entwickeln, sondern ihre Reifung
im Thymus vollziehen. Sie tragen den T-Zellrezeptor (T-Cell Receptor, TCR), mit dem jede
Zelle ein anderes, spezifisches Antigen erkennen kann. Es gibt verschiedene
T-Zellpopulationen, die sich in ihren Oberflachenrezeptoren und Funktionen unterscheiden.
Durch so genannte Differenzierungscluster (Cluster of differentiation, CD) lassen sich alle
Zellen charakterisieren. CD3 ist ein T-Zellmarker, der auf T-Zellen mit dem TCR assoziiert

exprimiert wird. CD3 dient dabei der Signalweiterleitung.

CD4-positive T-Zellen sind T-Helferzellen. Sie erkennen Antigene, die mit Hilfe von MHC-
Klasse lI-Molekiilen (Major histocompatibility complex, MHC) auf der Oberfliche von
antigenprasentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen, B-Zellen und Monozyten,
prasentiert werden. Dadurch werden diese T-Zellen aktiviert und setzen Interleukine frei, die

wiederum andere Immunzellen, wie B-Zellen oder auch zytotoxische T-Zellen aktivieren.

CD8-positive T-Zellen sind zytotoxische T-Zellen, die Antigene erkennen, die an MHC-Klasse |-
Molekiile gebunden sind. MHC-Klasse I-Molekiile werden auf fast allen kernhaltigen Zellen
exprimiert. Bei Erkennung der Antigene durch den TCR und seinen Co-Rezeptor CD8 wird die

Lyse der Zielzelle eingeleitet (Janeway et al., 2002).
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Abbildung 1-1: Darstellung der Himatopoiese. Gedandert nach www.allthingsstemcell.co

Der Hauptteil der Immunzellen zirkuliert im peripheren Blut des Menschen, das sich aus
verschiedenen Bestandteilen zusammensetzt. Zunachst lasst sich das Blut in Blutplasma und
zelluldre Bestandteile unterteilen. Im Plasma sind Proteine, Salze, Zucker und Nahrstoffe
gelost. Die zellularen Bestandteile lassen sich noch einmal in Gruppen unterteilen.
Erythrozyten (rote Blutkorperchen) sind fiir den Sauerstofftransport im Blut verantwortlich,
Thrombozyten (Blutpldttchen) flir die Blutgerinnung, und Leukozyten (weilRe
Blutkérperchen) enthalten die Zellen des Immunsystems: Granulozyten (Eosinophile,

Neutrophile, Basophile), Monozyten und Lymphozyten (T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen).

Alle hamatopoietischen Zellen stammen von einer Vorlduferzelle, der sogenannten
hdamatopoietischen Stammzelle (hematopoietic stem cell, HSC) ab. Diese Zellen erneuern
sich zum einen selbst und differenzieren zum anderen in reife hamatopoietische Zellen tiber

verschiedene Zwischenstufen, die Gber ihre Oberflaichenmarker definiert werden.
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Alle hamatopoietischen Zellen sind positiv flir CD34, die gemeinsame lymphoide
Vorlauferzelle (common lymphoid progenitor, CLP) ist weiterhin positiv fir CD45RA und CD7
(Blom and Spits, 2006).

Im ersten Schritt der Differenzierung bilden sich myeloide oder lymphoide Vorlauferzellen.
Aus den myeloiden Vorlauferzellen entstehen Erythrozyten, Megakaryozyten, Granulozyten
und Monozyten, wahrend die lymphoiden Vorlaufer zu NK-, T- oder B-Zellen differenzieren
(Abbildung 1-1). Fir die weiteren Differenzierungsschritte sind zum einen
Transkriptionsfaktoren verantwortlich, zum anderen Zytokine sehr entscheidend.
Beispielsweise bendtigen T-Zellen fir ihre Entwicklung IL-7, wahrend NK-Zellen u.a. IL-15
brauchen. Es konnten noch nicht alle Schritte der lymphoiden Entwicklung geklart werden.
Besonders die Zellstadien der friihen Vorlaufer sind in vielen Fallen noch weitestgehend

unbekannt.

Des Weiteren zeigen neueste Studien zur Transdifferenzierung, dass auch aus myeloiden
Vorlaufern in vitro NK-Zellen generiert werden konnen (Grzywacz et al., 2010) was belegt,
dass ein bestimmter hamatopoietischer Differenzierungsweg nicht endgiiltig determiniert
sein muss. Weiterhin zeigt die Moglichkeit, aus Fibroblasten hamatopoietische Zellen zu
generieren (Szabo et al., 2010), dass vermeintlich enddifferenzierte nicht-hdmatopoietische
Zellen durch Uberexpression  wichtiger  Transkriptionsfaktoren,  sogenannter
Masterregulatoren, in ein hamatopoietisches Differenzierungsschicksal Uberfliihrt werden

kénnen.

1.2 Die Natiirliche Killer-Zelle

1.2.1 Phanotyp und Funktion von NK-Zellen

NK-Zellen sind eine Subpopulation der Lymphozyten, die als Teil der angeborenen
Immunantwort fiir die Bekdmpfung von virusinfizierten und tumordsen Zellen verantwortlich
sind. Sie sind groRe, granuldre Lymphozyten, deren Anteil an Lymphozyten im Blut

durchschnittlich 10-15 % betragt.

NK-Zellen kénnen im Gegensatz zu T- und B-Zellen virusinfizierte Zellen und Tumorzellen
ohne vorherige Antigenerkennung téten. Damit bilden sie ein wichtiges Bindeglied zwischen
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angeborener und adaptiver Immunantwort. Sie sind als eine der ersten Zellen am
Infektionsort und bekampfen diese zu einem sehr frihen Zeitpunkt. Dabei dammen sie die
Infektion ein, bis die T-Zellantwort startet und rekrutieren durch Zytokinausschiittung

weitere Immunzellen.

NK-Zellen zeichnen sich durch die Anwesenheit der Oberflichenmarker CD56 sowie die
Abwesenheit von CD3 aus (Lanier et al., 1991). CD56 gehort zur Immunglobulin-Superfamilie
und ist ein neurales Zelladhasionsmolekil (Neural Cell Adhesion Molecule, NCAM), dessen
Bedeutung auf NK-Zellen noch nicht vollstandig geklart ist. Basierend auf der Dichte von
CD56 auf der Oberflaiche der NK-Zellen lassen sich NK-Zellen in zwei Populationen
unterteilen, die sich phanotypisch und funktionell voneinander unterscheiden (Cooper et al.,
2001; Jacobs et al., 2001). Die Zellen, die viel CD56 auf ihrer Oberflache tragen, nennt man
CD56"""_Zellen, sie machen bis zu 10% der NK-Zellpopulation aus. CD56%™-Zellen dagegen
sind Zellen mit einer geringeren Zahl an CD56-Molekilen auf der Oberflache und bilden mit
ca. 90% den GroRteil der NK-Zellen. Funktionell unterscheiden sich diese beiden NK-

bright

Zellpopulationen darin, dass die CD56 -Zellen in ihrer Immunantwort vorwiegend

dim

Zytokine produzieren, wahrend CD56 " "-Zellen vorwiegend zytotoxische Aufgaben erfillen.

Weiteres Unterscheidungsmerkmal ist die Expression des Fc-Rezeptors CD16, auf CD56 bright

ist er kaum oder gar nicht vorhanden, wahrend die CD56 “™ ihn in hoher Dichte exprimieren.

CD16, ein niedrigaffiner Rezeptor fiir den Fc-Teil des Immunglobulin G (IgG) vermittelt die
antikérperabhdngige zelluldre Zytotoxizitat (antibody dependent cell-mediated cytotoxicity,
ADCC). Dabei erkennt und bindet CD16 antikorpermarkierte Zellen und leitet daraufhin

einen Lysemechanismus ein.

Es gibt eine kleine Population von T-Zellen, die neben ihren T-Zellmarkern wie CD3 oder TCR
auch Merkmale von NK-Zellen aufweisen. Diese so genannten NK-dhnlichen T-Zellen tragen
CD56 sowie NK-Zellrezeptoren auf ihrer Oberflache. Ihre Aufgabe im Immunsystem ist noch
nicht vollstindig geklart. Man weiR nur, dass es insbesondere CD8*-Memory-T-Zellen sind,

die diese Merkmale aufweisen (Young and Uhrberg, 2002).
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1.2.2 Effektormechanismen der NK-Zellen

Der NK-Zelle stehen verschiedene Mechanismen zu Verfligung eine Zielzelle zu toten. Der
erste Weg flihrt Giber zytotoxische Granula, die durch Degranulation in Richtung der Zielzelle
ausgeschittet werden. Es sind spezialisierte Lysosomen, die Granzym B und Perforin
enthalten. Der saure pH der Granula halt die Enzyme inaktiv, bis sie in das Zytosol der
Zielzelle gelangen. Ein Molekiil namens Serglycin bindet im sauren Milieu starker an
Granzym B und inhibiert es bis es im neutralen Zytoplasma ankommt und die Bindung sich
|6st. Perforin wird ebenfalls inhibiert, und zwar durch Calreticulin (Lieberman, 2003). Die
Membran wird durch lysosomale Proteine, wie z.B. CD107a und b (lysosomal-membran
associated proteins, LAMP1 und 2) stabilisiert, welche die Selbstzerstérung der NK-Zellen

durch die Effektormolekiile verhindern (Chavez-Galan et al., 2009).

Gegenstand der Diskussion ist immer noch, auf welchem Weg Granzym B dabei in die Zelle
gelangt. Sicher ist lediglich, dass Perforin dazu benétigt wird. Moglich sind zwei Szenarien:
Perforin ist in der Lage, die Zellmembran der Zielzelle zu perforieren und die Granzyme
gelangen durch die entstandenen Poren in die Zelle. (Cullen and Martin, 2008; Voskoboinik
et al., 2010). Der zweite mogliche Mechanismus ist, dass Granzym B Uber Rezeptoren der
Zelle endozytotisch aufgenommen und Perforin dazu bendtigt wird die Endosomen zu
perforieren, damit die Granzyme in das Zytosol gelangen (Lieberman, 2003; Lord et al.,
2003). Dort angekommen, konnen sie zur Tat schreiten: Es gibt fiinf verschiedene Granzyme
im humanen System: A, B, H, K und M. Die genaue Funktion der Granzyme H, K und M ist
nicht bekannt, aber sie haben wohl nicht die starke zytotoxische Funktion wie A und B.
Granzym B ist wie alle Granzyme eine Serin-Protease und ist zudem das wichtigste Granzym
der NK-Zellen. Es initiiert den Caspase-Signalweg, der letztendlich zur Apoptose der Zielzelle
fihrt, indem es direkt die Caspase-3 schneidet oder indirekt (iber die Mitochondrien die
Freisetzung apoptotischer Faktoren aktiviert. Granzym A ist in der Lage auf einem
langsameren und Caspase-unabhdngigen Weg Apoptose einzuleiten (Lieberman, 2003). Die

Konsequenz beider Wege ist der Zelltod.

Die Induktion der Apoptose kann jedoch auch (iber Rezeptoren vermittelt werden. Der Fas-
Rezeptor der Zielzelle bindet an den Fas-Liganden der NK-Zelle und 16st damit ebenfalls den
Caspase-Signalweg aus, der Uber eine Kette von Enzymreaktionen zur Apoptose fihrt

(Chavez-Galan et al., 2009).
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Ein weiterer wichtiger Effektormechanismus der NK-Zellen ist die Ausschiittung von
Zytokinen. Es werden sowohl Interleukine wie IL-3, IL-10 und IL-13 sowie Interferon-y (IFN-y)
ausgeschittet, um andere Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems zu
aktivieren. Ein Beispiel ist die Bekampfung virusinfizierter Zellen. Die infizierten Zellen
produzieren bei Auftreten von viraler doppelstrangiger RNA IFN-a und IFN-B, welche
wiederum die NK-Zelle aktivieren. Durch diese Aktivierung schiittet sie IFN-y aus, das
Makrophagen aktiviert und die Expression der MHC-Klasse I-Molekile und somit die
Antigenprasentation erhoht. Dadurch sind wiederum T- und B-Zellen in der Lage, diese

Zellen als fremd zu erkennen und ihre Lysemechanismen in Gang zu setzen.

Ist man zunichst davon ausgegangen, dass lediglich die CD56°"&"

NK-Zellen Zytokine
ausschitten, ist nun bekannt, dass auch die CD56%™ dazu in der Lage sind (Fauriat et al.,

2009).

1.3 NK-Zellrezeptoren

Neben den Killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR), die in Kapitel 1.4 ausfihrlich
behandelt werden, gibt es noch weitere Rezeptoren auf NK-Zellen, die durch eine Balance
aus inhibitorischen und stimulatorischen Signalen Lyse der Zielzelle auslésen oder
verhindern. Die meisten dieser Rezeptoren werden in einem Komplex, dem NK-Zellcluster

(NK cell cluster, NKC) auf Chromosom 12p13.1, kodiert.

1.3.1 NCR und LIR

Die natlrlichen Zytotoxizitatsrezeptoren (natural cytotoxic receptor, NCR) NKp30, NKp44
und NKp46 sind aktivierende Rezeptoren und werden auf NK-Zellen exprimiert. Dabei
werden NKp30 und NKp46 auf ruhenden sowie aktivierten NK-Zellen exprimiert, wogegen
NKp44 erst nach IL-2 Aktivierung exprimiert wird. (Pende et al., 1999; Sivori et al., 1997;
Vitale et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass NKp46 und NKp44 an verschiedene virale
Hamagglutinine binden kénnen und dadurch aktiviert werden (Mandelboim et al., 2001).
NKp30 induziert Zelllyse und ist in die Interaktion mit dendritischen Zellen involviert.

AulBerdem bindet NKp30 an BAT3, einen von Tumorzellen bei Stress ausgeschitteten Faktor
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und ist damit notwendig fir die Tumorbekdmpfung (Moretta et al., 2006; Pogge von
Strandmann et al., 2007). Die NCR sind die einzigen Rezeptoren, deren Expression auf die

NK-Zelle beschrankt ist (Biassoni et al., 2001).

Die inhibitorischen LIR (leukocyte Ig-like receptor) LIR-1 und LIR-2 sind inhibitorische
Rezeptoren mit vier extrazellulairen Domanen und ebenfalls einer ITIM-Doméane im
Zytoplasma. LIR-1 erkennt HLA-G (human leucocyte antigen, HLA), hat eine breite HLA-Klasse
I-Spezifitat und erkennt das virale Homolog UL18, wogegen LIR-2 HLA-F als Liganden hat
(Vitale et al., 1999; Lepin et al., 2000).

1.3.2 NKG2 Familie

Eine Gruppe von MHC-abhadngigen Rezeptoren ist die NKG2-Familie, die zu den C-Typ-Lektin-
dhnlichen Rezeptoren gehort. Sie besteht aus finf Mitgliedern: NKG2A, NKG2C, NKG2D,
NKG2E und NKG2F. Wahrend alle anderen Mitglieder der NKG2-Familie Heterodimere mit

CD94 bilden, kommt NKG2D nur als Homodimer vor.

NKG2A ist der einzige inhibitorischer Rezeptor dieser Familie. Sein Ligand ist HLA-E. HLA-E ist
ein nicht-klassisches HLA-Molekiil, das ubiquitar exprimiert wird und die Signalpeptide der
HLA-Molekile A, B und C (anstelle von antigenen Peptiden) bindet. Somit erkennt
CD94:NKG2A lediglich, ob HLA-Klasse | in seiner Gesamtheit herunter reguliert wird, da er
nicht zwischen HLA-A, -B und -C unterscheiden kann. Auch NKG2C, ein stimulatorischer
Rezeptor, kann an HLA-E binden, jedoch ist die Affinitdt des Liganden zum inhibitorischen

Rezeptor (NKG2A) héher (Vales-Gomez et al., 2000).

Ein weiteres Mitglied ist der stimulatorische Rezeptor NKG2D, der eine wichtige Funktion bei
der Erkennung von stressinduzierten Liganden wie MIC-A und MIC-B (MHC class | chain-
related gene A/B) sowie ULB-P erfillt (Sutherland et al., 2001). Die Liganden der

stimulatorischen Rezeptoren NKG2E und NKG2F sind bisher unbekannt.
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1.4 KIR

KIR steht fir Killer cell immunoglobulin-like receptor. Sie sind die charakteristischen
Rezeptoren reifer NK-Zellen und nehmen im Rahmen dieser Doktorarbeit auch den
wichtigsten Part ein. Die Gene sind Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie und werden
auf Chromosom 19g13.4 im Leukozyten-Rezeptorkomplex (leukocyte receptor complex, LRC)
kodiert (Trowsdale, 2001; Wilson et al., 2000). Sie werden nur von NK-Zellen und einer

kleinen Subpopulation von T-Zellen, den NK-3hnlichen T-Zellen, exprimiert.

1.4.1 KIR-Nomenklatur
Es gibt 15 verschiedene KIR-Gene, die alle einer einheitlichen Nomenklatur unterliegen und
sich anhand ihrer extra-und intrazelluldren Struktur in Gruppen einteilen lassen (Marsh et

al., 2003).

Die erste Gruppe der KIRs wirkt inhibitorisch und hat einen langen (Long = L)
zytoplasmatischen Teil, in dem sich ITIM-Domanen (immunoreceptor tyrosine-based
inhibition motif) befinden. Diese ITIMs sind essentiell fir die Transduktion der
inhibitorischen Signale, die durch den Rezeptor in das Innere der NK-Zelle vermittelt werden

(Long, 1999).

Die zweite Gruppe der KIRs wirkt stimulatorisch und besitzt im Gegensatz zu den
inhibitorischen Rezeptoren nur eine kurze (Short = S) zytoplasmatische Domane, sowie eine
basische Aminosaure in der Transmembran-Region. Die stimulatorischen Signale werden
nicht Uber zytoplasmatische Domanen, sondern Uber das Adaptermolekiii DAP12

weitergeleitet (Abbildung 1-2).
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Abbildung 1-2: Aufbau der KIRs. Die blauen Domadnen sind die Immunglobulin-Domanen, von denen die KIRs entweder
zwei oder drei besitzen. Die gelben Domanen innerhalb des Zytoplasmas sind die ITIMs, an denen die inhibitorischen
Signale weitergeleitet werden. Die Aminosauren Lysin (K) und Arginin (R) in der Zellmembran sind Kennzeichen der
stimulatorischen KIRs (dunkelblau=D2, mittelblau= D1 und hellblau = DO Domane).

Der Rezeptor KIR2DL4 besitzt sowohl eine lange zytoplasmatische Domane als auch eine
basische Aminosdure in der transmembranen Region und hat damit sowohl Merkmale der
inhibitorischen als auch der stimulatorischen KIRs (Selvakumar et al., 1996). Das KIR2DL4-

Gen ist als einziger KIR in allen NK-Zellen konstitutiv exprimiert.

KIR besitzen entweder zwei (2D) oder drei (3D) extrazellulire Doméanen. Dabei lassen sich
drei konservierte Domanen definieren, die als DO, D1 und D2 Domanen bezeichnet werden
(Vilches and Parham, 2002). Alle KIR mit drei Domadnen haben die D0-D1-D2 Konfiguration,
wahrend es bei den KIR mit zwei Doméanen zwei unterschiedliche Konfigurationen gibt: DO-

D2 und D1-D2 (Abbildung 1-2).

Neben den 15 funktionalen KIR-Genen, existieren noch zwei Pseudogene: KIR2DP1 und
KIR3DP1, die jeweils durch eine Mutation ein vorzeitiges Stopcodon und damit lediglich ein
nonsense-Transkript erzeugen. KIR3DL2 ist der einzige KIR, der als Homodimer vorliegt.

KIR2DL5A und KIR2DL5B sind zwei strukturell ahnliche Varianten und werden auf zwei
10
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unterschiedlichen Loci an unterschiedlichen Regionen im Cluster kodiert (Gomez-Lozano et

al., 2007).

1.4.2 KIR-Genetik

Die KIR-Genfamilie ist ebenso wie ihre Liganden, die HLA-Klasse I-Molekile, hochpolymorph
(Uhrberg, 2005; Uhrberg et al., 1997). Der genetische Polymorphismus spielt sich sowohl auf
der Ebene der Zahl und Art der Gene als auch der Allele ab. So lassen sich aufgrund der An-
bzw. Abwesenheit eines KIR-Gens viele verschiedene KIR-Haplotypen definieren. Dabei
haben alle Individuen vier KIR-Gene gemeinsam: KIR3DL3, ein Gen mit bisher unbekannter
Funktion am zentromernahen Ende des KIR-Genclusters, KIR3DL2 am telomeren Ende und
KIR2DL4 sowie KIR3DP1 in der Mitte des Clusters (Wilson et al., 2000). Diese so genannten
»Framework“-Gene bilden den nicht-variablen Rahmen fir die librigen polygenen K/IR-Gene.
Als Polygenie bezeichnet man dabei das Vorkommen mehrerer verschiedener, miteinander

verwandter Gene mit dhnlicher Funktion.

Die KIR-Gene sind nicht nur polygen, sondern auch hochgradig polymorph auf allelischer
Ebene. Insbesondere von KIR3DL1 und KIR3DL2 existieren viele verschiedene Allele in der
Bevolkerung (Carrington and Martin, 2006). Dabei unterscheiden sich die Allele in ihrer
Frequenz, mit der sie in der Bevolkerung vorkommen und auch in ihrer Expression (Gardiner
et al., 2001). Wichtig zu erwdhnen ist in diesem Kontext auch, dass KIR2DL2 und KIR2DL3
bzw. KIR3DL1 und KIR3DS1 jeweils Allele desselben Genlokus darstellen. In diesen beiden
Fallen ist die bestehende Nomenklatur also etwas irrefiihrend, da unterschiedliche Gen-

Namen verwendet werden, was historische Griinde hat.

Die verschiedenen Haplotypen, die sich in Art und Anzahl der Gene unterscheiden, lassen
sich in zwei Gruppen einteilen (Abbildung 1-3): Gruppe A Haplotypen und Gruppe B
Haplotypen (Uhrberg et al., 1997).

11
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Haplotyp A

3DL3 2DL3 n 2DP1 [ 2DL1 | 3DP1  2DL4 { 3DL1 2DS4 q 3DL2
H{ zop1}{ 2oLt} sopt [ enta}{ o
Haplotyp B

—| 3DL3 H 2DS2 H 2DL2 |—| 3DP1 H 2DL4 H 3DSH1 H 2DL5 H 2DS5 H 2DS1

Abbildung 1-3: Haplotypgruppen A und B. Die gelb gekennzeichneten KIR-Gene sind die ,Framework“-Gene, die allen
Haplotypen gemeinsam sind. Die Gene KIR2DP1 und KIR3DP1 sind Pseudogene, die ein unvollstindiges Transkript
produzieren. KIR2DL2 und KIR2DL3 sowie KIR3DL1 und KIR3DS1 sind Allele des gleichen Gens. Alle Haplotypen der Gruppe A
haben nur eine bestimmte, hier dargestellte, Genkonfiguration. Die Haplotypgruppe B ist so definiert, dass dort alle
Genkonfigurationen zusammengefasst sind, die anders als die der Haplotypgruppe A aufgebaut sind. Hier ist daher nur eine
beispielhafte Genkonfiguration der Haplotypgruppe B skizziert.

Die Haplotypgruppe A besitzt eine fixe Zahl von sechs exprimierten Genen: KIR2DL1,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2 und KIR2DS4. Mit Ausnahme von KIR2DS4 haben alle
KIRs inhibitorisches Potential. Die Genkonfiguration der Haplotypgruppe A findet sich in
unterschiedlicher Frequenz in allen Bevolkerungsgruppen und weist eine sehr hohe Zahl
unterschiedlicher alleler Varianten auf. In den Gruppe B Haplotypen wurden alle anderen
Genkonfigurationen zusammengefasst, wodurch sich diese Gruppe wesentlich komplexer
darstellt und eine sehr variable Anzahl an Genen aufweist. Hier konnen bis zu zwolf KIR-Gene

vorhanden sein, von denen mehrere stimulatorische KIR sind.

Zwei Haplotypen werden jeweils in diploiden Organismen zu einem Genotyp kombiniert und
kénnen daher homozygot (AA, BB) oder heterozygot (AB) vorkommen. Ein Genotyp der
homozygot flir AA ist, setzt sich aus folgenden Genen zusammen: KIR2DL1, KIR2DL3,
KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2 und KIR2DS4. Ein Genotyp, der heterozygot fiir Haplotyp A und B
ist, besitzt alle Gene des Gruppe A Haplotyps plus mindestens ein zusatzliches Gen. KIR-

Genotypen, die homozygot fiir Gruppe B sind, fehlt mindestens ein Gruppe A Gen.

Die Komplexitat der Gruppe B Haplotypen erschwert ihre Expressions-Analyse, insbesondere
serologisch, da zum einen nicht fir alle Rezeptoren Antikorper existieren und zum anderen
sich die stimulatorischen Rezeptoren extrazellulair kaum von ihren inhibitorischen
Gegenspielern unterscheiden. Das bedeutet, dass ein fiir KIR2DL1 verwendeter Antikorper

nicht zwischen KIR2DL1 und KIR2DS1 unterscheiden kann.

12
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Zusammenfassend lasst sich fiir die beiden Haplotypgruppen sagen, dass Gruppe A
Haplotypen aus wenigen Genen besteht, die jedoch hochgradig allelisch polymorph sind,
wahrend Gruppe B Haplotypen eine Vielzahl an verschiedenen Genkonfigurationen
aufweisen. Damit entsteht eine groRe Vielfalt an KIR-Genotypen in der Bevdlkerung (Shilling

et al., 2002a).

Unterschiedliche Bevdlkerungsgruppen unterscheiden sich auch in der Zusammensetzung
der KIR-Genotypen innerhalb der Population. Es gibt zum einen sehr homogene Kohorten, in
denen Gruppe A Haplotypen dominieren, wie die Japaner, wo mehr als 50% der Bevdlkerung
homozygot fur Haplotyp A sind und das Verhaltnis von Gruppe A zu Gruppe B Haplotypen 3:
1 betragt (Yawata et al, 2002). Zum anderen gibt es im Gegensatz dazu
Bevolkerungsgruppen, wie die australischen Aborigines, in denen die Frequenz der Gruppe A
Haplotypen sehr gering ist. Nur eines von 67 untersuchten Individuen war in einer Studie
homozygot fir Haplotyp A (Toneva et al., 2001). Die kaukasoide Bevélkerung ist sehr
heterogen, doch auch hier ist der Genotyp, der homozygot fir Haplotyp Gruppe A ist, der am
haufigsten vertretene Genotyp. Ca. 1/3 der Bevdlkerung ist homozygot fiir Haplotyp A (Hsu
et al., 2002; Uhrberg et al., 2002). Diese sind nur wenige Beispiele fiir die Verteilung von KIR
in der Bevolkerung. Mittlerweile gibt es zahlreiche Publikationen tber die Verteilung der KIR-
Genotypen in den verschiedensten Bevolkerungsgruppen, welche die Basis fir nachfolgende
Studien zur klinischen Relevanz im Rahmen von Krankheitsassoziationen der KIR-Gene bilden

(Denis et al., 2005; Jiang et al., 2005; Norman et al., 2002; Rajalingam et al., 2002).

1.4.3 KIR-Liganden

Die Effektorfunktion der NK-Zelle wird durch das Verhéaltnis komplexer Signale der
stimulatorischen und inhibitorischen Rezeptoren bestimmt, welche MHC-Klasse | auf der
Oberflache erkennen. Die verschiedenen KIRs haben unterschiedliche MHC-Liganden.

Allerdings sind nicht flr alle KIRs die entsprechenden Liganden bekannt.

1.4.3.1 HLA (Aufbau, Funktion und Struktur)
Der Haupthistokompatibilitatskomplex ist eine Gruppe von Genen, die Proteine kodieren,

die fiir die Antigenprasentation auf Zellen essentiell sind. Im menschlichen Genom liegt
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dieser Komplex auf Chromosom 6p21.3. Beim Menschen nennt man die MHC-Molekiile auch

HLA-Molekdle. Sie lassen sich in zwei Klassen unterteilen (Abbildung 1-4).

DP DN DM DO DQ DR A G F
| |
Klasse Il Klasse |

Abbildung 1-4: Anordnung der HLA-Gene auf Chromosom 6

HLA-Klasse II-Molekiile werden von antigenprasentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen,
Monozyten und B-Zellen exprimiert. Sie binden Proteine extrazellularen Ursprungs mit einer

Lange von > 13 Aminosauren.

Molekiile der HLA-Klasse | binden Peptide zytosolischen Ursprungs mit einer Lange von 8-9
Aminosauren und werden mit wenigen Ausnahmen auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert.
HLA-Klasse I-Molekiile zeigen den immunologischen Status jeder Korperzelle an. Bei der
Prasentation von korpereigenen Peptiden sind die T-Zellen gegeniliber den prasentierenden
Zellen tolerant, prasentieren diese jedoch virale oder andere korperfremde Antigene,
werden zytotoxische T-Zellen aktiviert, die die Zielzelle lysieren. Einige virusinfizierte oder
entartete Zellen sind ihrerseits in der Lage, die Expression der HLA-Klasse I-Molekiile zu
vermindern, um so der zytotoxischen Immunantwort durch T-Zellen zu entgehen. Diesem
Mechanismus zur Umgehung des Immunsystems kann durch NK-Zellen mithilfe von HLA-

Klasse I-spezifischen Rezeptoren entgegen gewirkt werden.

Die HLA-Klasse | Gene zeichnen sich, ebenso wie die KIR-Gene, durch einen hohen
Polymorphismus aus, der sich aber nur auf der Ebene der allelischen Vielfalt abspielt. Diese
allelische Vielfalt macht sie zu der Region mit der bisher hochsten bekannten
Polymorphismus-Rate im menschlichen Genom. Beispielsweise sind fiir HLA-A Uber 450

Allele, fir HLA-B mehr als 780 Allele und fiir HLA-C iber 230 verschiedene Allele bekannt.
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1.4.3.2 KIR-Rezeptoren und ihre Liganden
Unterschiedliche KIR erkennen unterschiedliche HLA-Klasse I-Molekile. Es sind jedoch nicht

flir alle KIR die entsprechenden Liganden bekannt (Tabelle 1-1).

Tabelle 1-1: Zusammenfassung der KIR-Rezeptoren und ihrer Liganden

KIR Funktion Ligand

KIR2DL1 Inhibitorisch HLA-C Gruppe 2
KIR2DL2 Inhibitorisch HLA-C Gruppe 1 und 2
KIR2DL3 Inhibitorisch HLA-C Gruppe 1
KIR2DL4 Inhibitorisch und Stimulatorisch HLA-G
KIR2DL5A Inhibitorisch Unbekannt
KIR2DL5B Inhibitorisch Unbekannt
KIR3DL1 Inhibitorisch HLA-Bw4
KIR3DL2 Inhibitorisch HLA-A*03,A*11
KIR3DL3 Unbekannt Unbekannt
KIR2DS1 Stimulatorisch HLA-C Gruppe 2
KIR2DS2 Stimulatorisch Unbekannt
KIR2DS3 Stimulatorisch Unbekannt
KIR2DS4 Stimulatorisch HLA-A*11
KIR2DS5 Stimulatorisch Unbekannt
KIR3DS1 Stimulatorisch Unbekannt
KIR2DP1 Pseudogen -

KIR3DP1 Pseudogen -

Die NK-Zellen, die KIR2DL2 oder KIR2DL3 auf ihrer Oberflache tragen, werden durch HLA-C
Gruppe 1 (HLA-C1), NK-Zellen mit KIR2DL1 auf der Oberflache durch HLA-C Gruppe 2 (HLA-
C2) inhibiert (Colonna et al., 1993; Colonna and Samaridis, 1995). Die Epitope der Liganden
HLA-C1 und HLA-C2 unterscheiden sich in zwei Aminosauren: an Position 77, wo bei HLA-C1
Serin und bei HLA-C2 Asparagin vorhanden ist, sowie an Position 80, wo sich Asparagin bei
HLA-C1 und Lysin bei HLA-C2 an dieser Stelle befindet. Neue Studien haben gezeigt, dass
KIR2DL2 eine Sonderstellung einnimmt. Er ist in der Lage sowohl HLA-C1 als auch HLA-C2 zu

erkennen und durch beide inhibiert zu werden (Moesta et al., 2008; Winter et al., 1998).
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KIR3DL1-exprimierende Zellen werden durch HLA-Bw4 auf den Oberflachen ihrer Zielzellen
inhibiert (D'Andrea et al., 1995; Gumperz et al., 1995). HLA-B Allele, die das Bw4-Epitop
besitzen, unterscheiden sich in den Aminosduren 77-83 von den librigen Allelen, die als HLA-

Bw6 bezeichnet werden.

Die Bindung von KIR3DL2 an die HLA-A Allele -A3 und -A11 ist schwach und die Inhibition
durch diese Liganden ist abhangig von den prasentierten Peptiden (Dohring et al., 1996;
Hansasuta et al., 2004; Pende et al., 1996; Valiante et al., 1997).

Fiir KIR2DL4 wurde HLA-G als Ligand identifiziert, wobei die physiologische Relevanz dieser
Ligand-Rezeptor-Beziehung noch nicht endgiiltig geklart ist. HLA-G wird vor allem auf den
Trophoblasten in der Gebarmutter wahrend der Schwangerschaft exprimiert. NK-Zellen mit
KIR2DL4 auf ihrer Oberflache kénnten somit eine Rolle bei der Akzeptanz des Fetus durch

das Immunsystem der Mutter spielen (Faure, 2002; Rajagopalan, 1999).

KIR2DLS ist der einzige inhibitorische Rezeptor, fir den kein Ligand bekannt ist (Vilches et al.,
2000).

Fiir KIR2DS1 steht HLA-C2 als Ligand fest (Moesta et al., 2010), jedoch ist bekannt, dass bei
gleichem Liganden und gleicher Spezifitdt der inhibitorische Rezeptor eine hdhere Affinitat
zum Liganden besitzt als der stimulatorische Rezeptor (Stewart et al., 2005). Bekommt die
Zelle sowohl ein inhibitorisches als auch ein stimulatorisches Signal iberwiegt also stets das
inhibitorische Signal, so dass die Lyse korpereigener Zellen verhindert wird. KIR2DS4 ist ein
Produkt einer Genkonversion mit KIR3DL2 und hat den gleichen Liganden wie der
inhibitorische Rezeptor, namlich HLA-A11 (Graef et al., 2009). Fir die anderen

stimulatorischen KIR sind die Liganden nicht sicher oder nicht bekannt.

1.4.4 KIR-Expression und Regulation

Die KIR-Rezeptoren werden klonal exprimiert, das bedeutet, NK-Zellen exprimieren
unterschiedliche Kombinationen der genomisch vorhandenen KIRs. Alle theoretisch
moglichen Kombinationen konnten ex vivo mittels durchflusszytometrischer Analysen in
Menschen mit Gruppe A Haplotypen nachgewiesen werden (Yawata et al., 2008). Im

Gegensatz zu Gruppe B Haplotypen ist die Anzahl der exprimierten Rezeptoren auf 5
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begrenzt. In Spendern mit Haplotypgruppe B werden zusatzlich stimulatorische Rezeptoren
exprimiert, die durch ihre Ahnlichkeit zu ihrer inhibitorischen Entsprechung nicht von diesen

zu unterscheiden sind. Damit ist die Analyse der NK-Zellen auf klonaler Ebene nicht moglich.

Das KIR-Repertoire bezeichnet die Gesamtheit der NK-Zellen mit unterschiedlichen Rezeptor-
Kombinationen. Es bleibt im Erwachsenenalter weitgehend stabil. Nicht nur von Zelle zu
Zelle konnen unterschiedliche Kombinationen der KIRs festgestellt werden, auch von
Mensch zu Mensch sind die Frequenzen und die Expressionsintensitadt sehr variabel (Shilling
et al., 2002b). Durch verschiedene Regulationsmechanismen entwickeln sich je nach

genetischem Hintergrund und anderen Faktoren unterschiedliche Repertoires.

1.4.4.1 Endogene und exogene Faktoren

Wie bereits in 1.4.2 erwahnt, unterliegen die KIR-Gene einem starken Polymorphismus.
Diese genetische Vielfalt beeinflusst auch die Rezeptor-Expression. Anhand von KIR3DL1
konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Allele auch unterschiedlich stark exprimiert
werden, was anhand von Antikdrpern nachgewiesen werden konnte (Gardiner et al., 2001;

Gumperz et al., 1996).

Die KIR-Gene unterliegen dariiber hinaus weiteren Regulationsmechanismen. Trotz dieser
unterschiedlichen Expressionsdichte und —frequenz fallt zunachst einmal auf, dass die
Promotoren der verschiedenen KIR-Gene zu liber 90% homolog sind. Lediglich KIR2DL4, der
Rezeptor, der in allen NK-Zellen konstitutiv exprimiert wird, und KIR3DL3, der niedrig bis gar
nicht exprimiert wird, zeigen eine andere Struktur (Trompeter et al.,, 2005). Die
Promotorregionen weisen dariiber hinaus eine hohe Dichte an so genannten CpG—-Inseln auf,
CpG-Dinukleotiden, die die Erkennungssequenz fir die DNA-Methylierung darstellen.
Santourlidis et al. konnten nachweisen, dass exprimierte KIR-Gene unmethyliert sind und
nicht exprimierte KIR-Gene einen methylierten Promotor besitzen (Santourlidis et al., 2008;
Santourlidis et al., 2002). Durch 5-Aza-Desoxy-Cytidin, einem Methyltransferase-Inhibitor
konnte die Expression vorher aufgrund von Methylierung nicht exprimierter KIR-Gene
induziert werden. Damit steht die Epigenetik als weiterer Regulationsmechanismus fiir NK-
Zellen fest. Dabei spielen neben der DNA-Methylierung auch Verdnderungen der

Chromatinstruktur durch Histonmodifikationen eine Rolle (Santourlidis et al., 2008).
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1.4.4.2 Toleranz

Aufgrund der zytotoxischen Eigenschaften von NK-Zellen ist es wichtig zu wissen, wie sie zu
ihrer Toleranz gegeniiber korpereigenen Zellen gelangen. Obwohl NK-Zellen bereits 1975
identifiziert wurden (Herberman et al., 1975; Kiessling et al., 1975) , dauerte es weitere 15
Jahre bis veroffentlicht wurde, mit welchem Mechanismus NK-Zellen ihre Zielzellen
erkennen. Dieser Frage sind Ljunggren und Karre bereits in den 1980er Jahren nachgegangen
und haben schlieBlich das Prinzip des ,missing self postuliert (Karre, 1997; Ljunggren and
Karre, 1990). Das besagt, dass NK-Zellen ihre Zielzellen an ihrem ,fehlenden Selbst”
identifizieren, d.h. sie erkennen ihre Zielzellen daran, dass bestimmte Molekile auf der
Oberflache fehlen. Karre konnte zeigen, dass diese ,missing self“-Strukturen MHC-Klasse I-
Molekiile sind. Die intakte Expression von HLA-Klasse I-Molekilen auf den eigenen
Korperzellen wird von NK-Zellen mithilfe von inhibitorischen Rezeptoren, die dann ein
inhibitorisches Signal an das Zellinnere leiten, erkannt. Dadurch wird die Lyse verhindert.
Kénnen die inhibitorischen Rezeptoren nicht an eine Zelle binden, weil diese kein oder sehr
wenig HLA-Klasse | exprimiert, gibt es kein inhibitorisches Signal und Lyse findet statt. Die

Lyse wird somit erst eingeleitet, wenn die Zielzelle der NK-Zelle kein ,,Selbst” prasentiert.

Das bedeutet im Gegenzug, dass jede NK-Zelle mindestens einen Rezeptor fiir korpereigenes
MHC exprimieren muss (,,At least One“-Theorie) (Uhrberg et al., 1997; Valiante et al., 1997).
Diese Regel trifft aber moglicherweise nur auf funktional reife NK-Zellen zu. Neuere Studien
zeigen, dass es eine Population von NK-Zellen gibt, die keine inhibitorischen Rezeptoren, also
weder NKG2A noch KIR, exprimieren, und theoretisch autoreaktiv sein missten (Anfossi et
al., 2006; Fernandez et al., 2005). Zudem sind auch Zellen entdeckt worden, die KIR" sind,
jedoch keinen KIR fiir korpereigenes HLA tragen und somit nicht tolerant gegentiber ,Selbst”
sein dirften. In funktionellen Tests wurde jedoch gezeigt, dass beide Arten von NK-Zellen
eine verringerte Zytotoxizitat besitzen und damit vermindert reaktionsfahig im Vergleich zu
solchen Zellen sind, die KIR oder NKG2A exprimieren (Anfossi et al., 2006; Cooley et al.,
2007).

1.4.4.3 Einfluss von HLA-Klasse I-Liganden auf das Repertoire
Das Repertoire setzt sich aus NK-Zellen mit unterschiedlichen Rezeptor-Kombinationen
zusammen. Bei der Ausbildung des KIR-Repertoires wird die NK-Zelle vor folgendes Problem

gestellt: Zum einen liegen der KIR- und der HLA-Lokus auf zwei unterschiedlichen
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Chromosomen, zum anderen sind die KIR-HLA-Interaktionen einem hohen genetischen
Polymorphismus unterworfen. Trotz dieser Schwierigkeiten in der gemeinsamen Regulation
muss gewahrleistet werden, dass die NK-Zellen gegeniiber kdrpereigenen Zellen tolerant

sind. So liegt die Vermutung nahe, dass das KIR-Repertoire durch HLA beeinflusst wird.

Ein Einfluss der HLA-Klasse I-Molekiile, welche ja die Liganden der KIR-Rezeptoren darstellen,
auf die KIR-Expression konnte lange nicht gezeigt werden (Frohn et al., 1997; Gumperz et al.,
1996). Da KIR und HLA auf unterschiedlichen Chromosomen liegen, werden sie unabhangig
voneinander vererbt und stehen in keinem unmittelbaren genetischen Zusammenhang. In
Mausen, die anstelle von KIR, lektin-ahnliche Rezeptoren, genannt Ly-49, haben, wurde eine
Verschiebung des Repertoires zu NK-Zellen hin, die spezifisch fiir Selbst-MHC- Klasse | bereits
Mitte der 1990er beobachtet (Held et al., 1996). Im Menschen konnte zunéachst lediglich
gezeigt werden, dass sich Geschwister mit identischem genetischen Hintergrund beziglich
ihrer HLA-Klasse | und KIR-Gene weniger stark im Repertoire unterscheiden als Geschwister
mit unterschiedlichem HLA-Klasse | (Shilling et al., 2002b). In Japanern, einer
Bevolkerungsgruppe mit begrenztem genetischen Polymorphismus, konnte 2006 zum ersten
Mal deutlich gezeigt werden, dass es eine strukturelle Adaption des Repertoires gibt. Die
Anwesenheit eines HLA-Klasse I-Liganden erhohte die Frequenz der NK-Zellen, die den
passenden KIR exprimieren (Yawata et al., 2006). Die Diskussion wurde wieder neu entfacht,
als Andersson et al. eine Studie veroffentlichen, in der wiederum kein Zusammenhang des

KIR-Repertoires mit dem HLA-Klasse I-Typ gefunden werden konnte (Andersson et al., 2009).

1.4.4.4 Einfluss von HLA-Klasse I-Liganden auf die Funktion

Neben der strukturellen Adaption wurde ebenfalls vor kurzem erkannt, dass auch eine
funktionale Erziehung (,Education”) der NK-Zellen abhéngig vom kérpereigenen HLA-Klasse |
vorhanden ist. Dabei konnte der Beweis erbracht werden, dass NK-Zellen mit einem
inhibitorischen Rezeptor fir Selbst eine hohere funktionale Aktivitdt haben als NK-Zellen
ohne inhibitorischen Rezeptor fir ,Selbst” (Anfossi et al., 2006; Fernandez et al., 2005; Kim
et al., 2005).

Um die Anwesenheit von NK-Zellen ohne inhibitorischen Rezeptor fiir kérpereigene
HLA-Molekdle zu erklaren, wird zurzeit postuliert, dass NK-Zellen erst Giber einen Prozess der
Erziehung (,Education”), auch Lizenzierung (,Licensing”) genannt, ihre funktionelle

Kompetenz erlangen. In diesem Prozess gelangt die NK-Zelle zu funktionaler Reife und
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exprimiert die daflir notwendigen Rezeptoren auf der Oberfliche (Kim et al., 2005;
Yokoyama and Kim, 2006). Demnach gibt es im Immunsystem zwei Arten von NK-Zellen:
lizenzierte NK-Zellen, die funktional aktiv (aber auch tolerant) sind, weil sie einen
inhibitorischen Rezeptor fir ,Selbst” besitzen, sowie unlizenzierte NK-Zellen, die keinen
inhibitorischen Rezeptor fir ,Selbst” besitzen und hyporeaktiv sind. Man geht also davon
aus, dass der Erwerb eines inhibitorischen KIR-Rezeptors, der ,Selbst“-MHC-Klasse |-
Molekile erkennt, zur funktionellen Reifung einer NK-Zelle bendtigt wird. Dieser Prozess
impliziert, dass eine NK-Zelle inaktiv bleibt, solange sie nicht diesen MHC-Klasse I-
abhdngigen Toleranzprozess durchlaufen hat (Kim et al., 2005; Yokoyama and Kim, 2006).
Doch auch fiur diesen Mechanismus wurden bereits Ausnahmen beschrieben. So belegen
neueste Studien, dass auch sogenannte ,unlizenzierte” Zellen in der Lage sind,
Virusinfektionen zu regulieren (Orr et al., 2010). In diesem Fall kann also die Hyporeaktivitat
dieser unlizenzierten NK-Zellen durch entsprechende Stimulation im Rahmen einer

Immunantwort Gberwunden werden.

Lizenzierung

Lizenzierte
NK-Zelle

Korper-
eigene
Zelle

Unlizenzierte

. NK-Zelle
Keine

Lizenzierung

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung der Lizenzierung von NK-Zellen. Eine NK-Zelle exprimiert Rezeptoren, die
entweder, die koérpereigenen HLA-Molekile erkennt (Blau) oder Rezeptoren, die das nicht tun (Rot). Besitzt sie solche
Rezeptoren wird sie lizenziert und wird funktional kompetent.
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Die Mechanismen, mit denen die NK-Zellen lizenziert werden, sind weitestgehend
unbekannt. Zurzeit werden vor allem zwei Szenarien diskutiert, die mit den klangvollen
Namen ,,Arming“ und ,Disarming” belegt wurden. Beim ,,Arming” (Raulet and Vance, 2006;
Wu and Raulet, 1997), sind die NK-Zellen urspriinglich nicht reaktiv und werden mit der
Akquisition des richtigen Rezeptors funktional. Sie werden sozusagen bewaffnet. Diejenigen,
die nicht den passenden Rezeptor besitzen, bleiben hyporeaktiv. Beim , Disarming” passiert
genau das Gegenteil. Die Zellen sind reaktiv und nur diejenigen, die durch Fehlen eines
inhibitorischen Rezeptors standig stimuliert werden, werden anergisch und damit

entwaffnet.

In der Maus konnte aullerdem gezeigt werden, dass hyporeaktive (also unlizenzierte) NK-
Zellen ihr funktionales Potential wieder herstellen kénnen, wenn sie in ein passendes MHC-
Klasse I-Umfeld transferiert werden (Elliott et al., 2010; Joncker et al., 2010). Dies gilt im
speziellen nur fir die Zellen, die einen passen Rezeptor fiir ,Selbst” exprimieren. Auch das
Umgekehrte ist der Fall. Wenn Zellen, die lizenziert waren in ein Umfeld kommen, in das sie
nicht hineinpassen, verlieren sie ihre funktionale Kompetenz (Joncker et al., 2010). Damit
scheint es zumindest in der Maus wahrscheinlich zu sein, dass die eigenen MHC-Klasse I-
Produkte absolut notwendig fiir die funktionale Erziehung von NK-Zellen sind und dieser

Prozess nicht unumkehrbar ist.

1.5 NK-Zellen im Nabelschnurblut

Natdrliche Killerzellen aus Nabelschnurblut (Cordblood, CB) spielen eine wichtige Rolle bei
der Bekdmpfung von Infektionen in Neugeborenen, da das adaptive Immunsystem, im
speziellen die T-Zellantwort, noch nicht vollstindig ausgebildet ist. Des Weiteren nimmt ihre
Bedeutung weiter zu, da Nabelschnurblute in den letzten 20 Jahren zu einer wichtigen

Quelle fir allogene Stammzelltransplantationen geworden sind.

Trotz dieser Wichtigkeit ist das Wissen Uber NK-Zellen aus dem Nabelschnurblut begrenzt
und nicht konsistent. Es besteht Uneinigkeit dariiber, ob die NK-Zellen denen im adulten
Organismus dhneln oder nicht. Es gibt Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen
peripherem Blut (PB) und CB in der Rezeptorexpression, der Zytokinproduktion und der
Zytotoxizitat (Verneris and Miller, 2009).
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NK-Zellen aus Nabelschnurblut und adultem peripheren Blut (PB) unterscheiden sich
zundchst in ihrer spezifischen Zusammensetzung der NK-Zellsubpopulationen. Im CB gibt es
eine Population von NK-Zellen, die im adulten Blut nicht vorkommen. Sie exprimieren CD16
auf der Oberfliche, sind jedoch negativ fiir den NK-Zellmarker CD56 sind (CD16°CD56). Es
besteht die Vermutung, dass es sich hierbei um einen Vorlaufer von NK-Zellen handelt (Fan

et al., 2008; Gaddy and Broxmeyer, 1997; Gaddy et al., 1995).

Ein Hinweis auf die mogliche Unreife der NK-Zellen im CB ist die eindeutig festgestellte
verminderte Zytotoxizitat (Hoshina et al., 1999; Tanaka et al., 2003; Wang et al., 2007). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Zytotoxizitdt durch den Einsatz von Zytokinen (IL-15,
IL-12) auf ein ahnliches Niveau wie im peripheren Blut stimuliert werden kann (Dalle et al.,

2005; Fan et al., 2008).

Andererseits ergab eine detailliertere Analyse der NK-Zellen auf ihren Perforin und Granzym
B-Gehalt keine eindeutigen Hinweise auf funktionale Defizienzen. Hierzu gibt es zwei
Veroffentlichungen und beide zeigen entgegengesetzte Ergebnisse. In der Studie von Dalle
et. al. wurden mehr Granzym B- und Perforin-positive Zellen gemessen als im peripheren
Blut (Dalle et al., 2005), in der zweiten Studie von 2007 wurden gar keine positiven Zellen fur

Granzym B und Perforin im CB gefunden (Wang et al., 2007).

Die Rezeptor-Expression im CB ist weniger genau erforscht ebenso wie die Frage auf welche
Weise sich das NK-Zellrepertoire wahrend der Entwicklung bzw. im Alter verandert. Bekannt
ist, dass sich die Verteilung von T-, NK- und NK-dhnlichen T-Zellen andert, sowie eine
reziprokes Verhaltnis zwischen NKG2A und KIR besteht, wobei ersteres im Alter abnimmt
und letzteres im Gegenzug ansteigt (Lutz et al., 2005). Sundstrém et al zeigten, dass diese
Veranderungen im Wesentlichen in den ersten 5 Jahren stattfindet (Sundstrom et al., 2007).
Hier wurden Blutproben von Kindern im Alter von 2-5 Jahren mit ihrem eigenen
Nabelschnurblut verglichen und herausgefunden, dass die Zahl der NK-Zellen mit dem Alter
abnimmt und das Level der NCR-Expression ebenso reduziert ist. Hier fehlt jedoch die

Analyse der wichtigsten inhibitorischen Rezeptoren auf NK-Zellen, KIR und NKG2A.

Le Garff Tavernier et al. zeigten im vergangenen Jahr zum ersten Mal eine systematische
Analyse der wichtigsten NK-Zellrezeptoren als Vergleich im CB, in einer Kontrollgruppe

mittleren Alters, sowie alten (60-80 Jahre) und sehr alten (>80 Jahre) Erwachsenen. Dabei
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wurde ersichtlich, dass die inhibitorischen Rezeptoren, die HLA-Klasse | erkennen, in den
verschiedenen Altersgruppen unterschiedlich exprimiert werden. Wahrend im
Nabelschnurblut mehr als 75% der Zellen NKG2A exprimieren, sinkt diese Frequenz in den
Erwachsenen auf ca. 50%. Im Gegensatz dazu stehen die KIR-exprimierenden NK-Zellen. lhre
Frequenz steigt signifikant in den Erwachsenen an. In einigen Fallen sogar noch weiter bis ins

hohe Alter. (Le Garff-Tavernier et al., 2010).

Die Frage nach dem Einfluss der Liganden auf die Rezeptorexpression als auch auf die
Funktion der NK-Zellen ist im Nabelschnurblut unbeantwortet. Wie bereits erwahnt, zeigen
NK-Zellen im adulten peripheren Blut eine Anpassung des Rezeptorrepertoires in
Abhangigkeit zum passenden Liganden (Schonberg et al., 2011; Yawata et al.,, 2006) und
auch der Prozess der Lizenzierung ist fir das periphere Blut ausreichend beschrieben. Zu

beiden Prozessen liegen bisher keine Daten aus dem Nabelschnurblut vor.

1.6 NK-Zellen in der Klinik

1.6.1 NK-Zellen und Schwangerschaft

Deciduale NK-Zellen sind die groRte Gruppe unter den maternalen Leukozyten im Uterus
wahrend einer Schwangerschaft (Trowsdale and Moffett, 2008). Sie exprimieren neben
HLA-C-spezifischen KIR auch KIR2DL4 (Male et al., 2010). KIR2DL4 ist der KIR, der in jeder NK-
Zelle exprimiert wird. Er erkennt HLA-G, dass nur in wenigen Geweben exprimiert wird,
unter anderem den Trophoblasten. Trophoblasten bilden die duBere Zellschicht einer
Blastozyste und verbindet diese mit der Gebarmutterwand. Somit kénnen NK-Zellen

beitragen, dass eine Immunreaktion der NK-Zellen gegen das Kind verhindert wird.

Eine schwerwiegende Schwangerschaftskomplikation ist Praeklampsie, bei der es durch
einen Fehler in der Invasion der Trophoblasten in die Gebarmutter zu verengten BlutgefalRen
in der Plazenta kommt, wodurch zum einen eine Unterernahrung des Babys entsteht und
zum anderen Bluthochdruck und Proteinurie bei der Mutter auftreten, beides Zeichen einer
gestorten Adaptation des mitterlichen Organismus an die Schwangerschaft. Es konnte
gezeigt werden, dass das Risiko ansteigt, wenn die Mutter homozygot fir KIR-Haplotyp A ist.

Dies ist jedoch nur ein Problem, wenn der Fétus positiv fir HLA-C2 Allele ist. (Hiby et al.,
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2004; Moffett and Hiby, 2007). Eine Begriindung fur das Ansteigen eines Prdeklampsie-
Risikos in Schwangerschaften mit HLA-C2 positiven Foten kénnte sein, dass deciduale NK-
Zellen von HLA-C2 stérker inhibiert werden als von HLA-C1 (Die Bindung von KIR2DL1 an
HLA-C2 ist starker als die von KIR2DL3 an HLA-C1) (Winter et al., 1998). Ein weiterer Grund
konnte ebenso das Fehlen des aktivierenden KIR2DS1 sein, der ebenfalls HLA-C2 erkennt und
in der Lage ist, inhibitorische Signale zu libertonen (Sivori et al., 2011). Offenbar fordern
aktivierende Signale die Trophoblasten-Invasion. In Mittern mit Gruppe A Haplotypen fehlt

dieses aktivierende Signal (Moffett and Hiby, 2007).

1.6.2 NK-Zellen und Stammzelltransplantationen

NK-Zellen spielen in vielerlei Hinsicht eine wichtige Rolle bei Stammzelltransplantationen
(hematopoietic stem cell tranplantation, HSCT). Zum Ersten macht man sich die NK-
Alloreaktivitat zu Nutze. Die NK-Alloreaktivitat leitet sich aus einem ,,Mismatch” zwischen
Spender NK-Zellklonen, die einen spezifischen KIR fiir HLA-Klasse |-Molekiile exprimieren,
und den HLA-Klasse I|-Molekilen des Empfangers her. Hier kommt dann das bereits
erwahnte ,missing-self“-Konzept zum Tragen (Vgl. Kapitel 1.4.4.2). Fehlt dem Empfanger
beispielsweise ein HLA-C Gruppe 1 Molekiil, sind alle NK-Zellen, des Spenders, die KIR2DL3
tragen, alloreaktiv. In jlingster Zeit gewinnt die KIR-Typisierung zur Bestimmung von
potentiellen alloreaktiven NK-Zellen der Spender immer mehr an Bedeutung (Schellekens et
al., 2008). Alloreaktive NK-Zellen haben folgende Vorteile: Sie téten die T-Zellen des
Empfangers und fordern die Rekonstitution und das Anwachsen des Transplantats.
Desweiteren werden auch antigenprasentierende Zellen des Empfangers getotet. Diese
konnen nun keine Antigene prasentieren und es werden mogliche ,Graft-versus-Host"-
Reaktionen verhindert (Giebel et al., 2003). Die wichtigste Eigenschaft dieser alloreaktiven
NK-Zellen ist aber wohl der ,,Graft-versus-Leukemia“(GvL)-Effekt, den sie auslésen, indem sie
die leukdmischen Zellen téten (Ruggeri et al., 2007; Ruggeri et al., 2005). Das Fehlen
passender HLA-Antigene als Liganden fir KIRs in einem Transplantationsansatz wird auch
,KIR/Ligand mismatch” genannt. Mehrere Studien zeigen einen positiven Einfluss, wenn
mindestens ein ,KIR/Ligand-mismatch” besteht. In dieser Konfiguration steigt die
Uberlebensrate und die Riickfallrate wird gesenkt (Giebel et al., 2003; Miller et al., 2007).

Grundsatzlich ldsst sich sagen, dass sich so ein ,mismatch” positiv auf die Alloreaktivitat der
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NK-Zellen auswirkt, und damit die NK-Aktivitdat gegen leukamische Zellen, gegen T-Zellen
sowie dendritische Zellen des Empfangers erhoht. Aber auch hier gibt es Unterschiede:
Patienten mit einem , KIR/Ligand mismatch” fur HLA-C1, was bedeutet, dass der Empfanger
kein Epitop fiir KIR2DL3 besitzt, zeigen eine héhere Uberlebensrate als Patienten mit einem

,HLA-C2 mismatch” (Stern et al., 2010).

Auch der KIR-Genotyp scheint eine Rolle bei der Uberlebensrate nach HSCT zu spielen.
Patienten, die ein Transplantat mit mindestens einem Gruppe B Haplotypen bekommen
haben, hatten eine signifikant héhere Uberlebensrate als Patienten mit zwei Gruppe A
Haplotypen (Cooley et al., 2009). Hier kdnnten die zusatzlichen stimulatorischen KIR eine
positive Wirkung haben. KIR2DS1-positive NK-Zellen beispielsweise, sind in der Lage, T-Zell-
Blasten und Dendritische Zellen zu toten und begrenzen damit den GvHD Effekt (Sivori et al.,

2011).

Bei Stammzelltransplantationen kdnnen sich nicht nur KIR- sondern auch HLA-Typ des
Spenders und Empfangers positiv oder negativ auf die Genesung auswirken. Besonders die
HLA-C-Epitope in Spender und Empfanger haben einen groBen Einfluss auf das klinische
Resultat. So wurde beobachtet, dass HLA-C1/C2 heterozygote Patienten aufgrund der
geringeren ,mismatch“Rate eine geringere Uberlebensrate haben als homozygote

Patienten (Sobecks et al., 2007).

Durch die Dokumentation der Rezeptorakquisition nach HSCT konnte in mehreren Studien
ebenfalls Hinweise darauf gefunden werden, dass es zum einen eine sequentielle Expression
der KIR gibt und diese zum anderen eine Rolle beim Erfolg der Therapie der Patienten spielt.
Somit hat die NK-Zellrekonstitution groen Einfluss auf den Erfolg einer
Stammezelltransplantation. Hierbei spielt sicherlich auch eine Rolle, dass NK-Zellen die ersten
Lymphozyten sind, die nach einer Stammzelltransplantation im peripheren Blut zu finden
sind. Dabei entwickeln sie ihr Repertoire offenbar in einer bestimmten Reihenfolge. Es
konnte gezeigt werden, dass nach einer geraumen Zeit, dass Repertoire im Empfanger dem
des Spenders gleicht (Shilling et al., 2003). In vitro Experimente sowohl in unserer als auch in
anderen Arbeitsgruppen, in denen NK-Zellen aus hamatopoietischen Stammzellen generiert
wurden, konnten zeigen, dass KIR2DL3 als erster KIR auf der Zelloberflache exprimiert wird.
Ebenso gibt es eine praferentielle Expression von KIR2DL3 in den generierten NK-Zellen

(Fischer et al., 2007; Miller and McCullar, 2001). Durch die friihere Akquisition von KIR2DL3
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gelangen HLA-C1 homozygote Patienten friiher zu einem funktionalem NK-Zellrepertoire,
das in der Lage ist die HLA-C Expression leukamischer oder virusinfizierter Zellen zu
Uberwachen und falls notwendig aktiv zu werden. In Patienten mit HLA-C2 fehlen durch das
spatere Aufkommen KIR2DL1 positiver NK-Zellen diese liberwachenden Zellen und es kommt

zu einer erhohten Frequenz von Virusinfektionen sowie Rezidiven (Fischer et al., 2007).

Wichtig in diesem Zusammenhang zu erwdhnen ist, dass in neueren Konzepten neben der
HLA-Typisierung auch der KIR-Genotyp und das Rezeptorrepertoire des Spenders bestimmt
werden, um die Zahl der alloreaktiven Zellen zu bestimmen, die einen positiven Effekt auf

die Wirksamkeit der Stammzelltransplantation des Patienten haben.

1.6.3 NK-Zellen und Krankheiten

NK-Zellen und ihre Rezeptoren spielen auch bei einer Vielzahl von Krankheiten eine Rolle.
Vor allem die Polymorphismen der KIRs und ihrer Liganden sind mit verschiedenen
Krankheiten assoziiert. Bestimmte Kombinationen aus KIR und HLA wurden vermehrt bei
bestimmten Infektionen und Autoimmunkrankheiten beobachtet, wo Genotypen mit
aktivierenden KIRs entweder schiitzend wirken oder aber im Gegenteil die Anfélligkeit
erhohen. Ein Beispiel hierfiir ist die zervikale Neoplasie, bei der bestimmte Kombinationen
aus KIR und HLA vermindert vorkommen, wogegen die Anwesenheit von KIR3DS1 das Risiko
einer Erkrankung erhoht (Carrington and Martin, 2006). Weiterhin fordern verschiedene
aktivierende Rezeptoren (KIR2DS1, KIR2DS2) das Auftreten von Arthritis in Psoriasis-
Patienten. Dieser Effekt verstarkt sich in Patienten, in denen ein inhibitorischer KIR keinen

Liganden besitzt (Nelson et al., 2004).

Besonders bei Virusinfektionen gibt es viele Hinweise darauf, dass KIR- und HLA-Genetik
sowohl beglinstigend oder als auch nachteilig wirken kénnen. KIR2DL3 in Kombination mit
seinem Liganden HLA-C1 hat einen direkten Einfluss auf den Riickgang einer Infektion mit
Hepatitis C-Viren (HCV). In verhaltnismaRig schwachen Infektionen verschlechtert die
Kombination aus KIR2DL3 und HLA-C1 die Heilung (Khakoo et al., 2004). Bei chronischen
HCV-Infektionen konnte gezeigt werden, dass die NKG2A-Expressionslevel erhoht waren.
Das Ansprechen auf eine Therapie mit Interferon oder einem antiviralen Polymerase-

Hemmer ist in diesen Fallen mit einer hohen Zahl an NKG2A-positiven NK-Zellen assoziiert
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(Harrison et al., 2010). Bei Infektionen mit dem Zytomegalie-Virus (CMV) reduziert sich das
Risiko einer Erkrankung nach Knochenmarktransplantation, wenn mehr als ein aktivierender
KIR vorhanden ist (Boyton and Altmann, 2007). Der humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist
ebenfalls ein Virus, bei dessen Erkrankung KIR eine Rolle zu spielen scheint, sowohl in der
Anfalligkeit als auch in der Progression (Boyton and Altmann, 2007). HLA-Bw4 als Ligand fir
KIR3DL1/S1 scheint einen beschutzenden Effekt auf die Progression der Infektion zu haben.
Dieser Effekt ist begrenzt auf diejenigen, die die Aminosdure Isoleucin an Position 80 des
HLA-Bw4-Molekils haben. Allele mit Isoleucin an dieser Stelle binden besser an KIR3DL1 und
vielleicht auch an KIR3DS1. Diese starke Bindung scheint die Progression der HIV-Erkrankung

zu verlangsamen (Martin et al., 2002).

Zusammenfassend scheinen in vielen Fallen die Assoziationen bestimmter KIR- und KIR-
Liganden-Konfigurationen mit einer bestimmten Erkrankung ein Ungleichgewicht von
Inhibition und Aktivierung widerzuspiegeln. Hierbei gilt es jedoch zu bedenken, dass dieser
Hypothese bisher nur genetische Assoziationen zugrunde liegen, bei denen die biologische

und medizinische Bedeutung weiter erforscht werden muss.

1.7 Ziel dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das KIR-Repertoire von humanen NK-Zellen untersucht
werden. Dabei sollten Faktoren identifiziert werden, welche die Regulation und Ausbildung
des individuellen Repertoires beeinflussen. Ziel war es zum Einen, dass KIR-Repertoire auf
struktureller Ebene zu charakterisieren. Zum anderen galt es, die Charakterisierung um
funktionale Aspekte zu ergdnzen. Dabei sollte ein besonderes Augenmerk auf die

Unterschiede zwischen den verschiedenen KIR-Haplotypgruppen gelegt werden.

Um festzustellen wie sich das KIR-Repertoire entwickelt und zu welchem Zeitpunkt eine
mogliche Adaption an die HLA-Klasse I-kodierten KIR-Liganden stattfindet, wurden sowohl
Proben aus adultem peripherem Blut sowie aus Nabelschnurblut untersucht. Hierbei war es
vor allem von Interesse festzustellen, ob es Unterschiede in der Ausbildung und
Zusammensetzung des KIR-Repertoires zwischen neonatalen und adulten NK-Zellen gibt.
Diese Frage ist zum einen von grundlegender biologischer Relevanz um zu verstehen, ob und
inwieweit sich das NK-Zellrepertoire von einer naiven Konfiguration im neonatalen

27



Einleitung

Repertoire zu einer durch verschiedene Infektionen gepragte Historie im adulten
Immunsystem verandert. Zum anderen ist die Frage von grofRer klinischer Relevanz, da
sowohl Nabelschnurblut als auch peripheres Blut im Rahmen der klinischen
Stammezelltransplantation eingesetzt werden und die Rolle der NK-Zellen fiir den Ausgang

der Transplantation als hochrelevant einzuschatzen ist.

Um festzustellen, inwiefern die Anwesenheit der Liganden das KIR-Repertoire in Struktur
und Funktion beeinflusst, ob eine entsprechende Adaption an die Liganden ein intrinsischer
Teil der NK-Zellentwicklung ist oder erst spater stattfindet und ob es lberhaupt eine
Transition von einem neonatalen zu einem adulten NK-Zellrepertoire gibt, werden im
Rahmen dieser Arbeit eine ausreichende Zahl an adulten Spendern sowie Nabelschnurblut-
Proben hinsichtlich der polymorphen KIR und HLA-Klasse | Loci genotypisch untersucht und
anschlieRend mit der phanotypischen KIR-Expression sowie NK-Zellfunktion verglichen.
Dabei werden Mehrfarben-Protokolle fiir die Durchflusszytometrie entwickelt, die es
ermoglichen alle wichtigen inhibitorischen HLA-spezifischen NK-Rezeptoren zusammen mit
verschiedenen funktionalen Parametern in einer Messung zu analysieren. Die Multifarben-
Durchflusszytometrie ermoglicht hierbei die gleichzeitige Analyse aller Parameter auf
klonaler Ebene. Die klonale Information (ber NK-Zell-Funktion und Phanotyp wurde dann
mit dem genetischen KIR und HLA-Klasse I-Hintergrund korreliert. Dieser Versuchsansatz
sollte es ermdoglichen, erstmals die Beziehungen zwischen KIR-Expression, ihrer Regulation

und den passenden Liganden detailliert zu beleuchten.
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Uberblick

Die grundlegende Idee dieser Arbeit war es, das KIR-Repertoire von NK-Zellen auf klonaler
Ebene zu untersuchen und damit dessen Regulation und funktionale Bedeutung besser zu
verstehen. Die Basis fir den Grofteil der hier prasentierten Daten bildete eine von mir
etablierte durchflusszytometrische Methode zur gleichzeitigen Analyse der funf wichtigsten
inhibitorischen NK-Zellrezeptoren, namlich KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2 sowie dem
ebenfalls HLA-Klasse |-spezifischen Rezeptor NKG2A. In Kombination mit funktionalen Assays
auf ebenfalls durchflusszytometrischer Ebene ermoglichte dieser Ansatz erstmals, Daten

Uber die NK-Zellfunktion auf Einzelzellniveau zu erheben.

Die Kombination der Analyse des NK-Zellrepertoires mit der funktionalen Analyse wurde fir
adultes peripheres Blut (Kapitel 2.3) sowie Nabelschnurblut (Kapitel 2.4) angewendet.
Desweiteren wurden alle Proben sowohl hinsichtlich ihrer KIR- als auch HLA-Genetik
charakterisiert. Bei der Analyse der Daten konnte neben gravierenden Unterschieden in der
Funktionalitat ein eindeutiger Unterschied in der Adaption des KIR-Repertoires an die
polymorphen HLA-Klasse I-Liganden gefunden werden. Wahrend adulte NK-Zellen einen
Frequenzanstieg solcher Klone zeigten, die einen ,passenden” Rezeptor fiir Selbst-HLA-
Klasse I-Liganden aufwiesen, war diese Adaption an autologe KIR-Liganden im

Nabelschnurblut nicht vorhanden.

Der oben dargestellte methodische Ansatz wurde ebenfalls auf die Analyse von NK-Zellen in
Transplantationspatienten (Kapitel 2.5) und die Charakterisierung von sogenannten iNKT—
Zellen angewendet (Kapitel 2.6), d.h. einer Population von T-Zellen, die einen nichtvariablen
T-Zellrezeptor besitzen und sich durch die Expression bestimmter NK-Rezeptoren
auszeichnen. Hierbei wurde deutlich, dass die KIR-Typisierung sowie die Analyse des NK-
Zellrepertoires aus klinischer Sicht immer mehr Bedeutung erlangt. Im Rahmen dieser Arbeit
konnten wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der Rezeptorexpression und der Entwicklung des
Rezeptorrepertoires gewonnen werden, die uns helfen die Bedeutung der NK-Zellen fir das

naturliche, aber auch das adaptive Immunsystem, besser zu verstehen.
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2.2.1 Zusammenfassung

NK-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der friihen Bekampfung von viralen Infektionen.
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die HLA-Klasse I-spezifischen Rezeptoren der NK-
Zellen, KIR, einen grofRen Anteil an der NK-zellvermittelten Antwort gegen HCV und HIV
haben (Vgl. Kapitel 1.6). Um die NK-Zellfunktion von Patienten mit viralen Infektionen zu
untersuchen, ist es sinnvoll funktionale Marker und die Expression der KIR-Rezeptoren

parallel zu analysieren.

Um die Funktion und die Rezeptorexpression von NK-Zellen zusammenhdngend zu
untersuchen, mussten im Rahmen dieser Arbeit mehrere durchflusszytometrische Protokolle

etabliert werden.

Fiir die Bestimmung der NK-Zellfunktion gab es lange Zeit nur einen klassischen Target-
Killing-Assay, den Chrom-Release-Assay. Dabei werden NK-Zellen mit Chrom-markierten
Targetzellen kokultivert. Wenn die Targets getotet werden, setzen sie das radioaktive Chrom
in den Uberstand frei, welches im Strahlungsmessgerit detektiert werden kann. In neuester
Zeit wurden CFSE-markierte Zellen fiir diesen Assay bevorzugt, da sie den Vorteil haben, im
Durchflusszytometer gemessen werden zu konnen. CFSE-markierte Zellen werden nach der
Kokultur mit NK-Zellen, in Kombination mit Propidiumiodid (Pl), einem Marker flir Apoptose,
gemessen, um so den Anteil der CFSE-positiven Zellen zu bestimmen, die durch NK-Zellen
getotet wurden. Beide Assays haben aber einen entscheidenden Nachteil: Sie messen
lediglich die getdteten Targets und konnen nicht identifizieren, welche Klone einer
gemischten NK-Zellpopulation aktiv geworden sind. Dieses Problem konnte mit einem Assay
gelost werden, der urspringlich fur T-Zellen entwickelt worden war, aber auch auf NK-Zellen
angewendet werden konnte. Bei diesem Assay misst man die Degranulation der

Effektorzellen mit Hilfe eines CD107-spezifischen Antikdrpers.

CD107 (LAMP-1, lysosomal-associated membrane protein-1) ist ein Molekil, das auf der
Innenseite der in den NK-Zellen befindlichen Granula lokalisiert ist. Wenn diese Granula bei
Aktivierung an die Oberflache gebracht werden, um Perforin und Granzym B in Richtung
Zielzelle zu entlassen, erscheint dieser Marker auf der Zelloberflache und kann mit einem

Antikorper detektiert werden. Erst im aktivierten Stadium, wenn die Granula an die
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Oberflache gelangen, haben die CD107-spezifischen Antikdrper die Moglichkeit an CD107 zu
binden, im ruhenden Stadium ist es nicht auf der Oberflache zu detektieren. Dieser Marker
wurde zunichst bei der Degranulation von CD8*-T-Zellen beobachtet, wird aber auch bei NK-

Zellen nach Stimulation mit MHC-defizienten Zielzellen hochreguliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde CD107 in Kombination mit den vier wichtigsten
inhibitorischen Rezeptoren (KIR2DL1, KIR2DL2/3, KIR3DL1 und NKG2A) gemessen, um
darstellen zu kénnen, welcher NK-Zellklon beim Aufeinandertreffen mit den Targets aktiviert
wird und CD107 mobilisiert. Dies erlaubte eine prazise Bestimmung der zytolytischen NK-

Zellen mit spezifischen Rezeptoren fiir HLA-Klasse I.

Hierbei gilt es zu beachten, dass der CD107-Assay nur dann eine zuverlassige Aussage Uber
die Zytotoxizitat zulasst, wenn die zytotoxischen Granula der NK-Zellen mit den
entsprechenden Effektormolekiilen Granzym und Perforin gefillt sind. Tatsachlich konnte
bei der parallelen Untersuchung von CD107 und CFSE bei unreifen NK-Zellen aus dem
Nabelschnurblut oder Patienten mit bestimmtem pathologischen Hintergrund nicht immer
eine Korrelation festgestellt werden. Mit dem Hinzunehmen der intrazellularen Marker
Perforin und Granzym B stellten wir dann fest, dass die lytischen Granula in diesen Fallen oft

nicht beladen waren.

In der Veroffentlichung ,,Clonal analysis of NK cell effector functions by multi-parameter flow
cytometry” (Vgl. Kapitel 2.2.2) haben wir ein Protokoll entwickelt, in dem Schritt fur Schritt
erklart wird, wie solche funktionale Analysen durchzufiihren sind. Dabei prasentieren wir
einen durchflusszytometrischen Assay, bei dem die Zelloberflachen-Mobilisierung von CD107
in Kombination mit den intrazellularen Markern Perforin und Granzym B gemessen wird.
Diese funktionalen Parameter werden parallel zu drei verschiedenen KIR gemessen, die eine

hochauflésende Analyse des NK-Zellrepertoires auf klonaler Ebene ermdglichen.
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Abstract

Natural killer (NK) cells provide a first line of defense against viral infections and prepare the
ground for subsequent action of virus-specific T cells in a concerted way. Human NK cells
use a sophisticated system of inhibitory and stimulatory receptors of the KIR gene family,
which are expressed in a clonally-distributed manner. Several studies suggest that KIR play a
critical role in NK cell-mediated protection against HCV and HIV infection. As each NK cell
expresses an individual set of KIR receptors that enables them to sense differences in HLA
class I expression, classical measurement of NK cell function by analysis of target cell killing
does not enable to define and isolate the clinically relevant NK cell effector subsets. Here, we
have developed a flow-cytometry-based protocol to measure cytolytic activity together with
KIR expression in a clonal level. Combined analysis of KIR expression in conjunction with
cell surface mobilization of CD107 enables precise enumeration of cytolytic NK cells with
defined specificity for HLA class I. Moreover, via inclusion of intracellular perforin or
alternatively granzyme B, NK cells with deficient loading of cytotoxic granula can be
identified. The present protocol enables identification and isolation of cytotoxic NK cells on a
clonal level and enables reliable measurement in healthy as well as pathological settings such

as virus infection and hematological disease.
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1. Introduction

Natural Killer (NK) cells are lymphocytes that play a vital role in the early immune defense
against tumor cells and viral infections. In this regard, it is long known that patients with NK
cell deficiencies suffer from recurrent viral infections such as herpes viruses (7). Moreover,
genetic and functional evidence is now accumulating that the course of HIV infection is
significantly influenced by NK cells on the levels of resistance to infection, protection from
maternal-infant transmission, and the delay in disease progression (2-4). Similarly, a
protective role of NK cells was suggested in hepatitis C by a study showing linkage between

NK cell receptor genes and resolution of infection (35).

In contrast to lymphocytes of the B and T cell lineage, NK do not express an antigen-specific
and somatically-rearranged receptor. Instead, NK cells express a variety of MHC class I-
specific inhibitory and stimulatory receptors, either encoded by the killer cell
immunoglobulin-like receptor (KIR) family in primates and humans or the Ly-49 family in
rodents (6). In humans, 12 functional KIR genes are known that can be expressed in a
clonally-distributed fashion, i.e. a single NK cell can express all possible combinations of
KIR starting from one receptor up to all receptors encoded in the genome of that individual.
The system is complemented by the more conserved CD94:NKG2A heterodimer that is
specific for HLA-E and is expressed in a clonally-distributed manner as well (7). Restrictions
to the repertoire of expressed receptors on each NK cell are set by the HLA class I ligands,

which introduce a bias towards expression of cognate inhibitory receptors for self class I



molecules (8, 9). Nonetheless, NK cells lacking receptors for self and NK cells not expressing
any HLA class I-specific NK receptors are commonly found in the repertoire of most
individuals(70). As these NK cells are potentially autoreactive, mechanisms should be in
place to inhibit their inappropriate activation. Indeed, in recent years it was shown that only
NK cells expressing an inhibitory receptor for self are fully activated by MHC class I-
negative target cells whereas NK cells that lack cognate NK cell receptors are hyporesponsive

with regard to cytokine production and target cell killing (10, 11).

The classical method to determine cytotoxicity of NK cells is the Chromium release assay
(12). In this assay, a bulk population of NK cells is co-cultivated with >'Cr labeled target cells.
When target cells are killed, chromium is released to the supernatant, which can be analyzed
for radioactivity in a gamma counter. In recent years, non-radioactive cytotoxicity assays are
becoming more popular. In particular, carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)-labeling
of target cells in combination with propidium iodide (PI) staining of dead cells is now a

reliable alternative to measure target cell killing by flow cytometry (13).

Although the lysis of target cells provides a good estimation of the cytotoxicity of
lymphocytes, it does not enable direct identification and enumeration of cytotoxic NK cells.
To this end, the recently developed CD107 mobilization assay fills exactly this gap.
Originally developed for the identification of cytotoxic T cells (14), it was quickly adapted for
measuring cytotoxic NK cells (715). Recent studies have integrated the CD107 assay in
multicolor flow cytometric protocols thereby enabling identification and isolation of cytolytic

NK cells that express defined NK cell receptors (9).

The CDI107a and b molecules, also known as lysosome-associated membrane proteins

(LAMPI and 2) line the inner membrane of lytic granules. In the course of the degranulation
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process the granules fuse with the outer cell membrane and the CD107 molecules become
accessible to the cell surface. Consequently, whereas resting NK cells are negative for CD107
cell surface expression, activated cytolytic NK cells mobilize CD107 to the cell surface and
expression can be measured by flow cytometry. Importantly, CD107 is not a direct marker for
killing but a suitable marker for degranulation. Thus, only if the granules are filled with the
necessary lytic components, the CD107 assay constitutes a suitable correlate of cytotoxic
function. Lytic granules contain granzyme B, a serinprotease, and perforin, a membrane
disrupting protein (16). Both proteins cooperatively induce cell death by apoptosis in the
target cell (17). Importantly, NK cells do not always express the same amount of lytic
substances: under certain circumstances, for example when analyzing immature NK cells or in
certain pathological settings, lytic granules might not be properly loaded with perforin or

granzyme B and in these cases the lytic exocytosis will not be effective (data not shown).

Here, a flow cytometry-based protocol is presented, in which cell surface mobilization of
CD107 is analyzed in combination with intracellular perforin and granzyme B staining. These
functional parameters are measured together with three different inhibitory KIR receptors,
which enables a high-resolution analysis of NK cell receptor repertoires on a clonal level.
Moreover, clonal analysis of NK cell function is then compared with flow cytometric analysis

of target cell killing using a CFSE/PI assay.



. Materials

2.1. Cell culture

. K562 cells, HLA-class I-deficient erythroleukemic cell line.
10 ml peripheral blood from patients and healthy controls.

. Rosette Sep NK cell enrichment cocktail (Stemcell Technologies).

. PBS/EDTA: PBS, 2mM EDTA.

. Ficoll separating solution.

. K562 medium: DMEM, 4.5g/L Glucose, 2mM L-glutamine, 10% (v/v) fetal calf serum
(FCS), 100U/mL penicillin, 0.1mg/mL streptomycin.

. NK medium: RPMI 1640, 25mM HEPES, 2mM L-glutamine, 10% (v/v) FCS, 5% (v/v)
human AB-serum, 100 U/mL penicillin, 0.lmg/mL streptomycin, 1000U/mL rh

interleukin-2 (IL-2).

2.2.Degranulation assay

1. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) - Prepare a dilution of 50 ug/mL in distilled
water.

2. lTonomycine - Prepare a dilution of 10 ug/mL in distilled water.

3. 96well plate (u bottom).

4. NK-Medium: RPMI 1640, 25mM HEPES, 2mM L-glutamine, 10% (v/v) FCS, 5%
(v/v) human AB-serum, 100 U/mL penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin, 1000 U/mL rh
IL-2.

5. Golgistop containing monensin (BD Biosciences).

6. Monoclonal antibodies against CD107, CD56, CD3, KIR, NKG2A, granzyme B and
perforin (see Table 1 for details of specificity, labeling, and clones).

7. Cytofix/Cytoperm Fixation/ Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences).



8. PBS/EDTA: PBS, 2mM EDTA.
9. FACSCanto II with FACS Diva Software 6.0.

10. FlowJo Software v8.7.

2.3. CFSE Kkilling Assay

. Vybrant® CFDA SE Tracer Kit (Invitrogen) - Prepare a dilution of 0.5mM CFDA-SE in

DMSO.

. PBS.

. PBS/FCS: PBS, 20% (v/v) FCS.

. PBS/EDTA: PBS, 2mM EDTA.

. 96well plate (u-bottom).

. Propidium Iodide Staining Solution (PI).

. FACSCanto II with FACS Diva Software 6.0.

. FlowJo Software v8&.7.



. Methods

3.1. Cell isolation and culture conditions

. K562 cells were cultured in K562 medium at 37 °C and 5 % COa,.

. To isolate NK cells from peripheral blood, use the NK cell enrichment cocktail (see Note
1 and 2).

. Add 50 pL of the NK cell enrichment cocktail per mL blood (see Note 3) and incubate for
20 min. at room temperature (RT).

. Dilute the blood 1:1 with PBS and add it slowly to a 50 mL tube, prefilled with 15 mL
Ficoll. Centrifuge the sample for 35 min. at 440xg and RT without brake. Carefully
harvest the interphase (see Note 4).

. Wash the cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT).

. To isolate mononuclear cells (MNCs) from peripheral blood, add 15 mL Ficoll to a 50 mL
tube and slowly add 30 mL of blood, diluted 1:1 with PBS. Centrifuge the sample for
35 min. at 440xg and RT without brake. Carefully harvest the interphase and wash the
cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT).

. Primary NK cells or MNC’s are cultured overnight in NK medium at a concentration of

0.5-1x10%mL at 37 °C and 5 % CO,.

3.2. CD107 degranulation assay

. Count and harvest the required number of NK cells or MNCs. The cells are pre-incubated
with IL-2 for at least 16h (see Note 5). For the optimal 1:1 ratio, you need at least 1x10°
NK cells or 1x10° MNCs. For controls, 0.5-1x10° NK cells or MNCs are sufficient (Table

2).
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1.

Count and harvest the appropriate number of K562 cells to reach a 1:1 ratio with NK cells
during co-cultivation (see Note 6 and 7). Although a 1:1 ratio is usually best, it is
recommended to perform titration of effector/target ratios when setting up the method for
the first time (Table 2).

Centrifuge the cells (7 min., 440xg, RT).

Prepare a 96-well plate with 5 puLL of CD107 antibody in each well including negative and

positive controls.

. Prepare the positive control: 10 uL. of PMA (final concentration: 2.5 ug/mL) and 10 pL of

ionomycine (final concentration: 0.5 pg/mL).

Resuspend cell pellets in NK medium at a concentration of 1x10 cells/mL.

6.1. Add 10 pL of K562 (1x10%) and 10 pL of NK (1x10°) cells to the sample well (see
Note 8).

6.2. Add 10-50 uL of NK cells (0.5-1x10°) to the negative, positive, and unstained control
wells.

6.3. Fill up the wells to 200 pL with NK-Medium (see Note 9).

Incubate for a total of 6 hours at 37°C and 5 % CO, (see Note 10).

After 1 hour, add 2 uL monensin to the wells (see Note 11).

Harvest the cells in 4 ml round bottom tubes (‘FACS tubes’).

Wash the cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT) and resuspend the pellet in 100 pL

PBS/EDTA.

Stain the cells with the following monoclonal antibodies (different protocols for staining

with NKG2A (11.1) or perforin and granzyme B (11.2):

11.1. CD56, CD3, KIR, and NKG2A-specific mAbs according to Table 1. Put 5 pL
of each antibody (in case of CD56 and CD3, signals are usually strong and 2,5 uL

might also be sufficient) to the cells and mix briefly (see Note 12).



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
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11.2. CD56, CD3, and KIR-specific mAbs. Put 5 pL. of each antibody (in case of
CD56 and CD3, see step 11.1) to the cells and mix briefly.

Incubate for 20 min. at 4°C.

Wash the cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT). For NKG2A-stained samples

continue directly with flow cytometrical analysis (step 21). For additional analysis of

granzyme B and/or perforin continue with step 14.

Start with the intracellular staining protocol using the Cytofix/Cytoperm kit. Resuspend

the cell pellet in 250 uL Permwash Solution and incubate for 20 min. at 4°C.

Prepare Permwash Buffer by diluting 5x Buffer 5:1 with distilled water.

Wash 2x with Permwash Buffer and centrifuge the cells (7 min., 440xg, RT). Resuspend

in 100 uL Perwash Buffer.

Add 20 pL of antibody against granzyme B or perforin and mix well.

Incubate for 30 min at 4°C.

Wash with Permwash Buffer and centrifuge 2x (7 min., 440xg, RT).

Wash the cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT), resuspend the pellet in 300 uL PBS.

To start flow cytometrical analysis, set a gate on the lymphocyte population in a FSC vs.

SSC dot plot (Fig. 1) (see Note 13, 14).

Create a dot plot of CD56-PC5 vs. CD3-Pacific blue and determine the percentage of NK

cells by gating on CD56"CD3" lymphocytes. (see Note 15).

Analyze these NK cells in a CD107 histogram and gate on CD107-positive cells in

comparison to the negative control (Fig. 1).

Do the same for perforin and/or granzyme B to determine the frequency of NK cells

stained for these intracellular markers. Calculate the frequency of the respective marker as

percentage of NK cells (see Note 16 and 17).
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11.

12.
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15.

3.3. CFSE Kkilling assay

. Harvest the required number of K562 cells and wash with PBS (7 min., 440xg, RT). For

every well, at least 1x10° K562 are required. For the calculation of the required number of
cells, see Table 3.

Incubate the required number of NK cells (see Table 3) overnight in NK medium (at least
for 16h, Note 5).

Centrifuge the NK cells (7 min., 440xg, RT).

Resuspend K562 cells in PBS in a concentration of 1x10 cells/mL and put 2 pL of
CFDA-SE (0.5 mM) per mL into the tube.

Incubate for 10 min. at 37°C, invert 2x during the incubation.

Wash K562 cells 2x with PBS/FCS (7 min., 440xg, RT).

Resuspend both NK cells and K562 pellets to a final concentration of 1x10” cells/mL in
NK medium.

The following controls have to be prepared (Table 3):

8.1. 10-50 pL unlabelled K562 (0.1-0.5x10°).

8.2. 10-50 pL CFSE-labeled K562 cells as control for the CFSE staining (0.1-0.5x10°).
8.3. 10-50 uL CFSE-labeled K562 as a negative control (0.1-0.5x10°) (see Note 18).

Add 100 pL NK cells (1x10°) and 10 pL K562 (1x10°) in one well for an optimal E:T
ratio of 10:1 (see Note 19).

Add NK medium to all wells to a final volume of 200 puL.

Incubate the 96-well plate for 6 hours at 37 °C and 5 % CO,.

Harvest the wells in 4 mL round bottom tubes (‘FACS tubes’) for flow cytometry.

Wash the cells with PBS/EDTA (7 min., 440xg, RT) and resuspend the pellet in 300 pL
PBS.

Stain the cells with PI shortly before analysis (except unstained and CFSE controls).

Start flow cytometrical analysis and create FSC vs. SSC dot plot (see Note 20 and 21).

10



16.

17.

18.

19.

10.

Determine the CFSE-positive cells in a histogram by setting a gate (see Note 22).

Show the CFSE-positive cells in a new dot plot.

Determine the frequency of CFSE'PI" cells as percentage of CFSE-positive K562 in a dot
plot or histogram.

Calculate the number of killed target cells (Fig. 2) (see Note 23).

Notes

. Flow cytometrical analysis of enriched NK cells is in some cases superior to direct

analysis of MNCs due to higher and more discriminative signals for CD107, granzyme B,
and perforin. Nonetheless, analysis can also be done directly from MNC:s.
Depending on the blood source and frequency of lymphocytes one usually obtains 5 to

10x10° NK cells from 10 mL blood.

. It is possible to use less kit, i.e. up to 1/3 of the recommended volume. In this case the

purity of NK cells will go down to about 70 % but the recovery rate will considerably
increase.

Sometimes it is difficult to locate the cells in the interphase. It is then advisable to remove
some of the Serum or Ficoll along with the enriched cells in order to ensure their complete
recovery.

Stimulation with IL-2 is recommended for the CD107 assay as well as the CFSE killing
assay to increase the frequency of responding NK cells in order to ensure reliable
statistical analysis.

We have observed that K562 is very well suited for CD107 analysis, whereas 721.221
gave the best results for stimulation of IFN-y production.

Typically, a 1:1 effector/target ratio is optimal for K562, but may have to be adjusted for
other target cells.

Whenever possible, increase the number of analyzed cells. A high number of recorded NK
cells leads to a better identification of small populations.

Optimal volume in each well is 200 uL medium but smaller medium volumes might be
used if the number of cells is limited.

Shorter incubation periods (4h) lead to weaker CD107 signal, longer incubation periods

(12-16h) are possible but do not necessarily increase CD107 signal or frequency.

11
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Addition of monensin is recommended to avoid internalization of CD107. Of note, in pilot
experiments without monensin CD107 signals were somewhat weaker but could still be
evaluated.

Inclusion of KIR antibodies into the flow cytometry panel enables functional analysis of
NK cells at the clonal level. Calculate percentage of desired KIR-positive NK cells that
have mobilized CD107.

Lymphocytes are small in comparison to K562. Additionally, intracellular staining leads
to even smaller cell volumes. Carefully adjust FSC and SSC channels to enable exact
enumeration of lymphocytes.

Depending on the number of killed K562, many dead cells will be present in FSC and
SSC dotplots. Be sure to exclude the dead cells when gating on lymphocytes.
Compensation between the strong signals of PE-Cy5 and ECD is critical. Generally, do
not use CD56 and CD3 in fluorochromes that are analyzed in neighbouring channels.

To calculate the frequency of degranulated NK cells, subtract the percentage of CD107"
NK cells present in the negative control from the percentage of CD107" NK cells present
in co-culture with K562.

Not only the frequency but also the mean fluorescence intensity (MFI), i.e. the expression
levels per cell, of perforin, granzyme B, and CD107 can vary between samples and should
be analyzed when evaluating effector function of NK cells.

A CFSE-labeled negative control is necessary to determine the number of K562, which
lyse spontaneously.

A typical suitable effector/target ratio for CFSE with K562 is 10:1, but has to be adjusted
for every given cell line separately. For every new set up, prepare a killing curve with
different E:T ratios (i.e. 10:1, 5:1, 1:1, 1:5 and 1:10) and determine the optimal ratio with
the best killing efficiency and discriminative power in flow cytometry.

In a CFSE/PI assay also the dead target cells have to be measured. Take care to keep the
FSC threshold low, otherwise dead cells might be excluded from analysis.

PI is measured best in ECD or PE-Cy5 channel. Care has to be taken to enable good
compensation between the strong signals of CFSE and PI.

The CFSE signal can be very strong. In this case, adjust the voltage of the CFSE channel
accordingly.

To calculate the frequency of lysed target cells, subtract the percentage of spontaneous

lysis of K562 from the percentage of K562 in co-culture with NK cells.
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6. Figure legends

Fig. 1. Analysis of CD107 mobilization and intracellular expression of perforin and granzyme B in
neonatal and adult NK cells. Mononuclear cells (MNCs) from umbilical cord blood and adult peripheral blood
were each co-cultured with K562 target cells for 6h and subsequently surface-stained with mAbs against CD56,
CD3, KIR, and CD107. Surface staining was followed by intracellular staining for either granzyme B or
perforin. (A) For flow cytometrical analyses, lymphocytes are displayed in a FSC vs. SSC dot plot, as shown
here for an MNC sample. (B) NK cells were defined as CD56 'CD3" fraction of lymphocytes and analysis is
restricted to NK cells as shown here for an MNC sample. The results of the CD107, granzyme B, and perforin
analysis are presented as histogram overlays (blue graphs) together with the respective negative control samples
(red graphs) from a healthy adult (C) and a neonatal sample (D). Maximum cell counts are set to 100%. The
frequency of NK cells expressing CD107 after degranulation is comparable in both samples (left panel). Notably,
the percentage of cells expressing granzyme B (middle panel) and perforin (right panel) among NK cell differs
substantially. In the adult sample (upper panel), most NK cells contain granzyme B and perforin, whereas in the

neonatal sample (lower panel) only a minority of cells contain both effector molecules.

Fig. 2: Analysis of NK cell function with the CFSE/PI assay. Mononuclear cells from the same donors shown
in Fig. 1 were co-cultured with CFSE-labeled K562 for 6h in a 10:1 ratio and after co-culture stained with PI.
Double-positive cells (CFSE'PI", light grey bars) were compared to a negative control (CFSE-labeled K562
without effector cells, dark grey bars). Consistent with the results shown in Fig. 1 for granzyme B and perforin,

the adult sample showed a substantially higher killing frequency compared to the neonatal sample.
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Table 1: Antibody staining panel for CD107 assay.

Excitation/
. 1 . 2
t
Antibody Clone Conjugate Company Emission (nm)
CD107 H4A3 FITC BD Biosciences 488/518
NKG2A or 7199 Beckman Coulter
Perforin or 0G9 PE BD Biosciences 488/575
Granzyme B GBl11 BD Biosciences
1
KIR3DLI 72737 ECD Beckman Coulter 00,04
(custom conjugate)
CD56 N901 PE-Cy5 BD Biosciences 488/670
KIR2DL1/S1 EB6 APC Beckman Coulter 633/660
Beckm It
KIR2DL.2/3/S2 GL183 APC-Cy7 eckman Coulter | 535 755
(custom conjugate)
CD3 UCHT1 Pacific Blue | Beckmann Coulter 405/455

' Instead of surface staining for NKG2A, intracellular staining for either granzyme B or
perforin can be performed.

2FITC=Fluorescein

isothiocyanate);

PE=R-Phycoerythrin;

APC=Allophycocyanin; Cy5= Cyanine Dye 5, Cy7= Cyanine Dye 7.

ECD=PE-Texas Red;




Table 2. CD107 degranulation assay

: exemplified sample set up

Sample NK cells' K562 PMA/Ionomycin CI?107-
antibody
Unstained control 0.5-1x10° - -
Negative control 0.5-1x10° - - +
Positive control 0.5-1x10° - + +
10:1 1x10° 1x10° - -
5:1 5x10° 1x10° - +
1:1 1x10° 1x10° - -
1:5 1x10° 5x10° - +
1:10 1x10° 1x10° - +

'Calculate a 10x higher cell number when using MNCs instead of NK cells




Table 3. CFSE assay: exemplified sample set up

Sample NK cells K562 PI

Unlabelled control - 0.5-1x10° -
CFSE-labelled control - 0.5-1x10° -
CFSE-labelled negative control - 0.5-1x10° +
10:1 1x10° 1x10° +

5:1 5x10° 1x10° +

1:1 1x10° 1x10° +

1:5 1x10° 5x10° +

1:10 1x10° 1x10° +
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Ergebnisse und Diskussion
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Ergebnisse und Diskussion

2.3.1 Zusammenfassung

Wie bereits in der Einleitung dargelegt, exprimieren NK-Zellen HLA-Klasse | spezifische
Rezeptoren (Vgl. Kapitel 1.4.3.2). Durch klonale Expression, KIR- und HLA-Genetik ergibt sich
fir jeden Menschen ein spenderspezifisches Repertoire. Uber die Frage, wie sich dieses
Repertoire im Menschen formiert, herrschte lange Unklarheit, bis 2006 veroffentlicht wurde,
dass in Japanern, einer Bevolkerungsgruppe mit geringer genetischer Variation der KIR-

Gene, eine strukturelle Adaption des Repertoires an HLA stattfindet (Vgl. Kapitel 1.4.4.3).

Um der Fragestellung nachzugehen, von welchen Faktoren das KIR-Repertoire von NK-Zellen
beeinflusst wird und dies sowohl fiir Gruppe A als auch Gruppe B KIR-Haplotypen eingehend
zu beleuchten, wurde eine vergleichende Analyse mit 150 Spendern durchgefiihrt. Dazu
wurden alle Spender fir ihre KIR- und HLA-C-Gene typisiert sowie eine
durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt, in der mithilfe der Durchflusszytometrie alle
inhibitorischen HLA-spezifischen Rezeptoren gemessen werden konnten. Anschliefend
wurden die Proben anhand der durchgefiihrten Typisierungen in Gruppe A und B Haplotypen

sowie in ihre HLA-C Subgruppen unterteilt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten drei bestimmende Faktoren identifiziert werden, die die
Struktur und auch die Funktion des KIR-Repertoires auf NK-Zellen beeinflussen, um ein
Repertoire zu erschaffen, das darauf ausgerichtet ist, spezifisch Selbst-HLA-Klasse | zu

erkennen. Diese drei Faktoren sind:

1. Passender HLA-Klasse I-Ligand

In Spendern mit Gruppe A Haplotyp konnte eine starke Adaption der Frequenzen des
passenden KIR an HLA festgestellt werden. So stieg die Frequenz von KIR2DL1
exprimierenden Zellen, insbesondere die Frequenz der Zellen, die nur KIR2DL1 auf der
Oberflache trugen, in Spendern mit HLA-C2 signifikant an, wahrend umgekehrt die
Frequenz der Zellen die KIR2DL3 tragen, in Spendern mit HLA-C1 hoher war als in
Spendern mit HLA-C2. Sehr aussagekraftig war in diesem Zusammenhang auch das
Verhiltnis der KIR2DL1*- und KIR2DL3"-Zellen zueinander. Wihrend in HLA-C1 immer
mehr KIR2DL3 als KIR2DL1 Zellen vorhanden sind, dreht sich dieses Verhaltnis komplett
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ins Gegenteil wenn man sich HLA-C2 Spender ansieht, hier sieht man mehr KIR2DL1 als

KIR2DL3-positive Zellen.

2. KIR-Haplotyp-Diversitat

Wir konnten weiterhin zeigen, dass sich die Regeln fiir Gruppe A nicht einfach auf
Gruppe B Haplotypen uUbertragen lassen. Der KIR-Haplotyp scheint ebenfalls eine Rolle
bei der Anpassung des Repertoires zu spielen, denn die beobachtete Expansion der
KIR2DL1*-Zellen in Spendern mit HLA-C2, die in Gruppe A Haplotypen so deutlich war,
war in Gruppe B Haplotypen nicht zu sehen. Bei der genauen Betrachtung der
verschiedenen KIR-Genotypen mit Gruppe B Haplotypen konnten wir KIR2DL2/KIR2DS2
als die Faktoren identifizieren, die einen unerwarteten und starken Einfluss auf die
Expression von KIR2DL1 austiben. In Gruppe B Haplotypen ohne KIR2DL2/S2 konnte
namlich erneut der Einfluss der Liganden auf die Frequenz der passenden Rezeptoren
beobachtet werden. Dieser dominant repressive Einfluss beschrankt sich nicht nur auf
die strukturelle Adaption, sondern betrifft auch die Funktion. So sind die KIR2DL1" Zellen
in Spendern mit KIR2DL2 weniger funktional als die gleichen Zellen in Spendern ohne
KIR2DL2. Ein Grund hierfliir mag sein, dass KIR2DL2 anders als KIR2DL3, wie von uns

erneut nachgewiesen werden konnte, sowohl HLA-C1 als auch HLA-C2 erkennt.

3. Sequentielle Rezeptorexpression wahrend der NK-Zellentwicklung

Doch warum inhibiert KIR2DL2 die Expression von KIR2DL1, wenn das Repertoire rein
stochastisch exprimiert wird? Die Antwort liegt in der NK-Zellentwicklung. Sowohl in in
vitro Assays unserer Arbeitsgruppe als auch nach Stammzelltransplantationen konnte
gezeigt werden, dass KIR2DL2 und KIR2DL3 wesentlich friiher exprimiert werden als
KIR2LD1, es scheint ein festgelegtes Programm fiir die sequentielle Expression der KIR zu

geben (Vgl. Kapitel 1.6.2 ).

Insgesamt muss festgestellt werden, dass sich die Regeln flir Spender mit HLA-C1 und

HLA-C2 unterscheiden. Durch die sequentielle Expression wird KIR2DL3 sehr frith wahrend

der NK-Zellentwicklung exprimiert. In Spendern mit HLA-C1 ist das sehr vorteilhaft und das

Repertoire ist bereit richtig ausgerichtet. In Spendern mit HLA-C2 muss es daher eine

wesentlich starkere Anpassung, geben, da KIR2DL2 erst spat exprimiert wird. Somit ist es
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nicht verwunderlich, dass die Signifikanz der Anpassung in HLA-C2 Spendern fiir KIR2DL1
wesentlich starker ist, als fiir KIR2DL3 in HLA-C1.

Letztendlich spricht vieles fiir ein Ligand-instructed Modell der Rezeptorakquisition, bei dem
ein urspringlich stochastisches KIR-Repertoire durch passende HLA-Klasse I-Liganden
modifiziert wird, abhdngig vom genetischen Hintergrund des KIR-Polymorphismus. Das
Programm der sequentiellen Expression wird solange ausgefiihrt bis ein passender KIR fiir

Selbst auf der Oberflache der NK-Zelle erscheint.
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IMMUNOBIOLOGY

Analyses of HLA-C—specific KIR repertoires in donors with group A and B
haplotypes suggest a ligand-instructed model of NK cell receptor acquisition

Kathrin Schonberg,! Martina Sribar,! Jlirgen Enczmann,! Johannes C. Fischer,! and Markus Uhrberg’

TInstitute for Transplantation Diagnostics and Cell Therapeutics, University of Diisseldorf Medical School, Dusseldorf, Germany

To determine the influence of KIR and HLA
class | polymorphism on human NK cell
repertoires, 32 different clonotypes repre-
senting all possible combinations of 4 in-
hibitory KIR and NKG2A were analyzed
by multicolor flow cytometry. In donors
homozygous for the common group A
KIR haplotype, a significant influence of
HLA-C ligands was seen: KIR repertoires
were dominated by clonotypes expressing
a single KIR for the respective cognate
ligand, either the C1-specific KIR2DL3 or

C2-specific KIR2DL1. In contrast, in donors
possessing the polymorphic group B
haplotypes, a similar adaptation to cog-
nate HLA-C was lacking. We suggest that
this discrepancy is largely the result of a
suppressive effect of the group B-specific
KIR2DL2 on the frequency of KIR2DL1*
NK cells. In functional assays, KIR2DL2
not only recognized C1 but also C2 lig-
ands, showing overlapping specificity with
KIR2DL1. Moreover, using an NK cell differ-
entiation assay we show sequential acquisi-

tion of KIR2DL2 before KIR2DL1 on develop-
ing NK cells. Together, these observations
are compatible with a ligand-instructed
model of NK cell education, in which recog-
nition of HLA class | by an inhibitory receptor
(KIR2DL2) suppresses subsequent expres-
sion of a second receptor (KIR2DL1) of re-
lated specificity. Importantly, the ligand-
instructed model fits to the observed KIR
repertoires in both broad KIR haplotype
groups. (Blood. 2011;117(1):98-107)

Introduction

A hallmark of natural killer (NK) cells is the expression of major
histocompatibility complex (MHC) class I-specific inhibitory
receptors, either encoded by the Ly-49 family in rodents' or the
killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) family in humans.?
According to the missing self-model, lack of MHC class I expres-
sion leads to elimination of target cells by NK cells expressing a
cognate inhibitory receptor for the respective MHC class I mole-
cule.? The concept implicates an educational system that shapes the
repertoire of inhibitory receptors to ensure NK cell self-tolerance.
In this regard, it was shown that expression of MHC class I leads to
specific adjustment of NK cell frequency expressing cognate Ly-49
in the mouse.*?

In human subjects, analysis of NK cell clones demonstrated that
functional NK cell repertoires have a high propensity to express at
least 1 inhibitory receptor for self-MHC class 1.° However, the
influence of the polymorphic human histocompatibility leukocyte
antigen (HLA) class I genes on NK cell education is not obvious:
firstly, NK cells express inhibitory KIR in the absence of cognate
HLA class I ligands at a considerable frequency; secondly, self-tolerant
NK cells without any HLA class I-specific inhibitory receptor exist
in the periphery.” Moreover, several studies failed to correlate the
frequency of any particular KIR to the presence of cognate HLA
class I ligands.3® Clear evidence for a direct influence of HLA class 1
on the KIR repertoire of NK cells came from studies of a Japanese
cohort, characterized by very limited KIR gene polymorphism.'?
The influence of HLA class I was again challenged by a recent
study in which KIR expression frequencies were found to be
independent of class I ligands.!!

The influence of MHC class I ligands on NK cell function is
another actual matter of debate. In this regard, it was shown in mice

and humans that those NK cells that express inhibitory receptors
for host-encoded MHC class I ligands exhibit an increased
responsiveness against MHC-deficient target cells.”!'>!3 The model
implicates that NK cells lacking inhibitory receptors for self-MHC
class I are hyporesponsive or anergic. However, it was recently
shown that these so-called ‘unlicensed’ NK cells are readily able to
control viral infection.'*

Human NK cell repertoires are also influenced by the extensive
polymorphism of KIR genes.> KIR genes are organized in dif-
ferent haplotypes: an abundant group of haplotypes that generally
consist of a defined set of 7 functional KIR genes was designated
group A haplotypes. Group B haplotypes are more variable and are
characterized by presence/absence polymorphisms of 5 additional
different stimulatory KIR and the inhibitory KIR2DL5.'%17 Because
of the higher complexity of group B haplotypes, detailed informa-
tion on KIR repertoire formation is so far mostly restricted to
donors of the A/A haplotype group as these can be unambiguously
monitored by multicolor flow cytometry.! However, in many
ethnic groups, except East Asian populations, group A/B or B/B
configurations dominate, and it is so far not known if the rules
found in cohorts with A/A haplotypes do similarly apply to other
populations and ethnic groups with much higher frequencies of
group B haplotypes.

Although the rules governing the formation of NK cell reper-
toires are a matter of debate, it is already evident that the
underlying KIR and KIR ligand genetic polymorphisms are of
predictive value in different clinical settings such as chronic
hepatitis C infection,'® control of HIV infection,!® resistance to
cervical neoplasia,® and hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) for leukemia.?’?> Moreover, during pregnancy, certain
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combinations of maternal KIR genes and fetal KIR ligands are
associated with pre-eclampsia, a condition characterized by a
placentation defect that is hazardous for mother and baby.?

In an attempt to shed light on the formation of KIR repertoires
across the full range of KIR haplotype diversity, a comparative
analysis of donors with group A and group B haplotypes was
performed in a genetically diverse cohort of white subjects. We
demonstrate that the rules applying to formation of HLA-C-—
specific KIR repertoires found in group A haplotypes cannot simply
be conferred to group B haplotypes. Some of the most evident
functional and structural differences could be linked to presence
of KIR2DL2 and KIR2DS2 on group B haplotypes, which has
an unexpected and strong epistatic influence on the expression
of KIR2DLI1. The observations are compatible with a ligand-
instructed model of receptor acquisition in which initially sto-
chastic KIR repertoires are modified by cognate HLA class I
ligands in ways that depend on the genetic background of KIR gene
polymorphism.

Methods

KIR and HLA-C genotyping

Blood was obtained from healthy white donors after giving informed
consent in accordance with the Declaration of Helsinki. The study was
approved by the University of Diisseldorf ethics committee. Genomic DNA
was isolated from whole blood via QiaAmp DNA Blood Mini kit
(QIAGEN). KIR genotyping was performed by polymerase chain reaction—
sequence specific primer (PCR-SSP) as reported previously.?* As quality
control, several samples were independently KIR-genotyped with a differ-
ent PCR-SSP protocol.”> Group A and B haplotypes were defined as
previously described leading to the following genotype classification:
genotype A/A: KIR2DLI, KIR2DL3, KIR2DIL4, KIR3DLI, KIR3DL2,
KIR2DS4; genotype A/B: all group A genes plus at least 1 additional KIR
gene; genotype B/B: at least 1 group A gene missing. Notably, some of the
donors with genotype A/B might in fact be B/B donors that coincidentally
possess all group A genes on a group B background.

HLA-C group 1 (Cl) and HLA-C group 2 (C2) genotyping was
performed by PCR-SSP as described.” HLA-C subtyping was performed
using Luminex technology according to the manufacturers instructions
(One Lambda).

Flow cytometry

For flow cytometric analyses, the following mouse anti-human monoclonal
antibodies (mAbs) were used: PC5-conjugated CD56 (clone N901),
phycoerythrin (PE)-conjugated CD159a (NKG2A, clone Z199), allophyco-
cyanin (APC)—conjugated CD158a,h (KIR2DL1/S1, clone EB6), ECD-
conjugated CD3 (clone UCHTI1), PE- or ECD-conjugated CD158e
(KIR3DL1/S1, clone Z27.3.7), PE- or APC-cyanin 7— (Cy7) or APC-Alexa
Fluor 750-conjugated CD158b,j (KIR2DL2/3/S2, clone GL183) all
from Beckman Coulter. Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
KIR2DLI (clone 143211; R&D Systems), and Pacific Blue—conjugated
CD3 (clone UCHTI1; BD Biosciences) were also used. The CD158k-
specific mAb Q66 (KIR3DL2), kindly provided by A. Moretta (Universita
di Genova, Genova, Italy), was used in combination with anti-mouse
immunoglobulin M-FITC (Beckman Coulter). A 7-color flow cytometric
analyses was performed on FACSCanto II (BD Biosciences) using FACS-
Diva 5.0.1 software.

Cell isolation and cell culture

NK cells were isolated from fresh peripheral blood using the RosetteSep
method (NK cell enrichment kit; StemCell Technologies). The HLA class -
deficient target cell line K562 and 721.221 as well as the transfected
721.221 (Cw04, CwO07) were cultured in RPMI 1640 (Lonza) with
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1% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen) and 10% FCS (Biochrom). Cell
line 721.221 and the HLA class I-transfected sublines were kindly provided
by Salim Khakoo (Imperial College London, London, United Kingdom).

Interferon-y production and degranulation assay

Freshly isolated NK cells were cultured overnight in the presence of
1000 U/mL recombinant interleukin-2 (Chiron). The following day, NK
cells were cocultured with HLA class I-deficient K562 or 721.221 cells or
with HLA-C—transfected 721.221 at a 1:1 ratio. Negative controls were
performed with NK cells alone. In the positive control, phorbol myristate
acetate and ionomycine (both Sigma-Aldrich) were added to NK cell
cultures. To measure degranulation, CD107a-FITC (clone H4A3; BD
Biosciences) was added. After 1 hour of incubation, monensin (GolgiStop;
BD Biosciences) or alternatively brefeldin A (Sigma-Aldrich) was added.
The cells were incubated for another 5 hours. The cells were washed and
stained with antibodies against CD56, KIR2DL1, KIR2DL2/3, KIR3DL1, and
NKG2A. For the interferon-y (IFN-vy) assay, cells were fixed and perme-
abilized with Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) and intracellular
IFN-vy production was measured using anti-IFN-y FITC mAb (clone
B27; Invitrogen). HLA class I-mediated inhibition of NK cells was assessed by
comparison of transfected versus untransfected 721.221 target cells.

Differentiation of NK cells from hematopoietic progenitors

Human CD34*CD38 Lin~ hematopoietic progenitor cells were enriched
from cord blood using the CD34 Progenitor Cell Isolation kit (Miltenyi
Biotec) and subsequent flow cytometric cell sorting. CD347CD38 Lin~
cells were plated in 24-well plates in direct contact with irradiated
AFTO024 stromal cells and differentiated into mature NK cells as de-
scribed.?® KIR expression was analyzed by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and real-time polymerase chain
reaction (PCR) as described. 02227

Statistics

Statistical analyses were performed with SPSS 15 software. Significance
was determined with ANOVA or 2-tailed ¢ test. Values for P less than
.05 were significant.

Results

Differential influence of cognate HLA-C ligands on
KIR repertoires in donors with group A and B haplotypes

Repertoires of HLA class I-specific inhibitory receptors were
determined in CD56* NK cells in a cohort of 150 white donors
(Table 1) by multicolor flow cytometry, simultaneously using
antibodies with specificity for all 4 HLA class [-specific inhibitory
KIR (including cross-reactive stimulatory KIR), namely KIR2DL1/
KIR2DS1 (C2 group), KIR2DL2/KIR2DL3/KIR2DS2 (C1 group),
KIR3DL1/KIR3DS1 (Bw4), and KIR3DL2 (HLA-A3/All), as
well as the HLA-E—specific NKG2A. To simplify designation of
the 32 different receptor combinations (clonotypes) that can be
distinguished by this approach, an abbreviated nomenclature is
used omitting cross-reactive stimulatory KIR, such as clonotype
KIR2DL1_2DIL.2/3 refers to a combination of the antibody specifici-
ties KIR2DL1/KIR2DS1 and KIR2DL2/KIR2DL3/KIR2DS2. In
concordance with previous studies,'-?® major deviations from the
product rule were noted (supplemental Figure 1, available on the
Blood Web site; see the Supplemental Materials link at the top of
the online article). Firstly, NKG2A in combination with 1 or more
KIR was less frequently observed than expected (P < .05 in 9 of
15 possible combinations) and clonotypes with 2 or more KIR in
the absence of NKG2A were more frequently observed (P < .05 in
7 of 11 possible combinations).
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Table 1. Distribution of KIR genotypes in the cohort*
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KIR Group

Repertoire
Haplotype  Genotype 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 3DL1 3DL2 3DL3 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DSi1 a:alysis
AA 1 2] 22| 2| 2| =) =) 22| 68
AB 2 ] ] ] ] ] ] B ] ] 23
AB & 2] ] ] ] ] ] 2] 2] ] 2] ] 4
AB 4 ] ] ] ] ] ] @ ] ] ] ] 6
BB 5] ] ] ] ] ] B B ] B ] 2
AB 7 ] ] ] 22| 22| B B B 2] 2] 2] B B 10
AB 8 =] =] 2| =] =] =] B =) B 2] 2
BB 9 ] ] ] ] B8 8 B8 B ] B ] B | 1
BB 10 2] 2] ] ] 2] ] 2] 8]
AB 11 ] ] ] ] ] ] @ ] 2] ] ] 1
AB 12 ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] 6
AB 13 B B B 2] 2] 2] 2] 2] 2] B ] | 1
AB 14 ] ] ] ] ] 2] 2] B ] 2] 7
AB 15 B B B B B = B ] 1
AB 16 2| 22| 22| 2| =] =) 22| B 1
BB 17 ] ] ] ] 2] 2] B B ] ] B 2| 1
BB 18 2] 2] 2] ] 2] 2] 2] B 2] 2] ] 2] 1
AB 19 ] ] ] ] ] ] ] @ ] ] ] ] 1
AB 22 ] ] ] ] ] ] ] ] B ] ] 3
BB 23 22| 22| 22| 22| 2] 2] 2] 22| ] B | 1
BB 25 B 2] B B B B 2] 2| 2] B ] 1
BB 28 22| 22| 22| = = = 22| 22| ] 1
BB 30 B 2] 2] 2] 2] 2] 2] B 2] B B B 2
BB 35 ] ] ] ] ] ] ] B ] 2] ] 1
BB 42 ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] 1
BB 44 ) ) ) ) @ 5| B B 2| 1
Total 150

*Nomenclature of KIR genotypes according to Uhrberg et al?* except genotype 42 and 44, which represent novel genotypes. Presence of a KIR gene is represented by a

shaded box.

We next subdivided the cohort on the basis of KIR haplotype
groups and HLA-C ligands (Table 2). In the A/A haplotype
subgroup (Figure 1A), the repertoires of C1 and C2 donors were
largely similar except for 3 clonotypes: firstly, a pronounced
increase of single-positive KIR2DL1 (single-KIR2DL1%) NK cells
was observed in presence of cognate C2/C2 ligands; secondly,
single-KIR2DL3" cells were more prevalent in donors with
cognate C1/C1 ligands; in both cases the respective self-specific
clonotype represented the most frequent KIR-expressing clono-
type in that cohort; thirdly, the KIR2DL1_2DL.2/3 clonotype was
more abundant in C2 donors. In contrast, no such increase of
single-KIR* clonotypes for cognate HLA-C ligands was seen in
the B/B haplotype subgroup (Figure 1B). A minor increase in
presence of cognate C2 was seen for 3 clonotypes involving
KIR2DL1 (KIR2DL1_3DL2, KIR2DL1_NKG2A, and KIR2DL1_
2DL2/3_NKG2A). It should be mentioned that in group B donors,
it was not possible to differentiate between KIR2DL2, KIR2DL3, and
KIR2DS2 because of cross-reactivity of the GL183 antibody.

Separate analysis for the 3 subgroups of HLA-C ligands re-
vealed that in donors homozygous for group A haplotypes (A/A),
the overall frequency of NK cells expressing KIR2DL1 (sum

Table 2. Distribution of KIR haplotypes*

HLA-C Haplotype group

group A/A A/B B/B Total
C1/C1 28 30 6 65
C1/C2 30 22 7 58
C2/C2 10 13 27
Total 68 65 17 150

*Distribution depends on the subgroups of HLA-C ligands.

of all 16 clonotypes expressing KIR2DL1) as well as single-
KIR2DL1* NK cells increased in presence of cognate ligands in a
gene dose-dependent way (Figure 2A). A similar, but less pro-
nounced increase in response to cognate ligand was seen for the
frequency of KIR2DL3-expressing NK cells. Remarkably, in group
A/A donors the ratio of single-KIR2DL1*/single-KIR2DL3" fre-
quencies is reversed from 0.6 in C1/C1 donors to 4.3 in the
presence of cognate C2/C2 ligands (Table 3). Increased NK cell
frequency went along with decreased cell surface expression
levels for KIR2DL1 but not KIR2DL3 (supplemental Figure 2),
as previously described.!” In contrast to the group A haplotype
cohort, no significant changes in this ratio and no bias of
KIR2DL1 expression toward cognate ligands were seen for group
B haplotypes (A/B and B/B; Table 3 and Figure 2B).

The KIR2DL2/3 allelic pair affects frequency and function of the
KIR2DL1+* NK cell subpopulation

The next aim was to find out which features of the genetically
heterogeneous group B haplotypes might explain the apparent
differences in HLA-C—specific NK cell repertoires. When analysis
was restricted to the most frequent group B genotype (geno-
type 2),2* possessing all KIR genes of group A haplotypes plus
KIR2DL?2 and KIR2DS2, the frequency of KIR2DL1" NK cells
again did not increase in the presence of cognate ligands (Figure
2C). This suggested that the observed difference in the frequency of
KIR2DL1* NK cells between group A and B haplotypes was
associated with KIR2DL2 and KIR2DS2. To cross-check this
association, we next restricted the analysis to those group B
genotypes lacking KIR2DL2 and KIR2DS2 (Figure 2D). This
cohort indeed showed changes similar to the A/A haplotype group,
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Figure 1. KIR repertoires are shaped by HLA class |-
dependent mechanisms. The repertoire of donors
with group A/A haplotypes (A) and group B/B haplo-
types (B) is shown for C1/C1 ([J) versus C2/C2 (M)
donors. HLA class | ligand and haplotype group
distribution of samples is shown in Table 2. Designa-
tion of clonotypes does not include cross-reactive
stimulatory KIR. KIR"NKG2A~ refers to NK cells
expressing no inhibitory receptors. Statistical signifi-
cance was determined by 2-tailed t test at *P < .05,
**P < .01, ***P < .001. SD is indicated by error bar.
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such as frequency of KIR2DL1 and KIR2DL3 was increased in the
presence of the respective cognate ligand. In the remaining group B
genotypes (KIR2DL2*/2DS2* but not genotype 2) again no
significant influence of HLA-C ligands was observed (data not
shown). Remarkably, the KIR2DL1/KIR2DL3 frequency ratio was
strongly affected by the presence of the KIR2DL?2 gene: in group B
donors lacking KIR2DL2, ratios were highly responsive to the
presence of cognate ligands similar to what was seen in donors with
group A/A haplotypes (Table 3). In contrast, in group B donors
having KIR2DL2, the ratio remained unaffected.

Group A haplotypes
A o

% of NK cells
% of NK cells

aroup A Group B
e 2z ® & & ° 3 8 8 &
% of NK cells % of NK cells

These study observations already suggested that the frequency
of KIR2DL1" NK cells is influenced by the allelic state of the
KIR2DL2/3 gene. Indeed, the frequency of KIR2DL1" NK cells
decreased significantly and in a gene-dose dependent way in
presence of 0, 1, or 2 KIR2DL? alleles (Figure 3A). Consequently,
the frequency of cytotoxic KIR2DL1* NK cells is influenced by
the allelic state of the KIR2DL2/3 gene, (Figure 3B): flow
cytometric analysis of CD107 expression revealed a significantly
reduced fraction of degranulating KIR2DL1-expressing NK cells
in KIR2DL2* donors. In contrast, the frequency of degranulating

Group B haplotypes

Figure 2. HLA-C ligands differentially affect fre-
quencies but not expression levels of cognate KIR
in donors with group A and group B haplotypes.
(A) The cohort was divided into 4 genetic subgroups:
donors with group A (A/A) haplotypes (n = 68), do-
nors with group B (A/B and B/B) haplotypes (n = 82),
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donors with genotype 2 (KIR2DL2"; n = 23), and
donors with group B haplotypes lacking KIR2DL2
(n = 13). In panels A through D, the frequency of NK
cells expressing KIR2DL1 or KIR2DL2/3 is separately
shown for the 3 subgroups of HLA-C ligands. Results
are shown as stapled bars with overall frequency of
NK cells expressing a given KIR ([J) and frequency of
single-positive NK cells, that is NK cells expressing a
given KIR without coexpression of any other detectable
KIR or NKG2A (H). Results represent mean and an
error bar represents SD. Statistical significance was
determined by ANOVA at *P < .05, **P < .01,
***P < .001) and is shown for single-positive KIR
frequencies.
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Table 3. Ratio of KIR2DL1- to KIR2DL2/3-expressing NK cells

KIR Haplotype HLA-C Ratio KIR2DL1/KIR2DL2/3

group ligand (single/single KIR)* Pt

Group A C1/C1 0.69 (0.55) < .001 (< .001)
C1/C2 0.87 (1.04)
C2/C2 1.51 (4.39)

Group B C1/C1 0.40 (0.28) .330 (.356)
C1/C2 0.67 (0.81)
C2/C2 0.58 (0.59)

Group B KIR2DL2* C1/C1 0.40 (0.27) .748 (.660)
Ci1/C2 0.62 (0.80)
C2/C2 0.42 (0.36)

Group B KIR2DL2~ C1/C1 0.61 (0.49) .011 (.005)
C1/C2 0.84 (0.84)
C2/C2 1.42 (1.79)

*Expression frequency of KIR2DL1 divided by expression frequency of KIR2DL2/3.
Parentheses are ratio of single-KIR2DL1*/single-KIR2DL2/3.
1P values were calculated by ANOVA. Values for P less than .05 are significant.

KIR2DL2/3-expressing NK cells remained unchanged (Figure 3C).
Thus, KIR2DL2* donors possess less NK cells that are exclusively
specific for C2 ligands than KIR2DL2~ donors.

The correlation of KIR2DL1 expression with the allelic state of
KIR2DL2/3 was observed across all combinations of HLA-C ligands
(Figure 4A). We further concentrated our analysis on the subgroup
of C2/C2 donors, as their NK cell repertoire is functionally most
strongly affected by the observed changes in KIR2DL1 frequency.
Among the 8 KIR2DLI1" clonotypes that were most abundant
(frequency > 1%) in donors lacking KIR2DL.2, all but 1 clonotype ex-
hibited strongly decreased levels in donors possessing the KIR2DL2
gene (Figure 4B). The correlation was gene dose-dependent and
most strongly seen in donors with 2 copies of KIR2DL2. Interest-
ingly, no dependency on the presence of KIR2DL2 was seen in
case of the KIR2DL1_3DL2 clonotype, suggesting that KIR2DL1
expression is not affected by the presence of the HLA-A3— and
HLA-A1l1-specific inhibitory receptor KIR3DL2.

KIR2DL1 but not KIR2DS1 expression is affected by the
presence of KIR2DL2

As a result of serologic cross-reactivity of the EB6 antibody with
KIR2DL1 and KIR2DS], it was unclear in how far both receptors
were affected by the presence of KIR2DL2. Generally, single-
KIR2DS 1" NK cells should be rare in the presence of C2 ligands as
these cells are potentially autoreactive. Indeed, when we analyzed
the NK cell repertoire of a donor possessing KIR2DS1 but not
KIR2DLI (genotype 23),%* single-KIR2DS1" NK cells were rare
(< 0.3% of 6% overall KIR2DS1 frequency; supplemental Figure
3), an observation that is in line with previous studies of NK cell
clones.®?3% To exactly determine how the KIR2DS1* subset of
NK cells is influenced by KIR2DL2, the subset of KIR2DL1"/
KIR2DS1" donors (n = 29) were analyzed with 2 different KIR2DL1-
specific antibodies, 1 cross-reacting (mAb EB6) and 1 not cross-
reacting (mAb 143211) with KIR2DS1.3! Whereas the frequency of
single-KIR2DL1" as well as double-positive NK cells significantly
decreased in the presence of KIR2DL2, the frequency of single-
KIR2DS1" NK cells was not influenced (Figure 4C). These data
demonstrate that expression of the inhibitory KIR2DL1, but not the
closely related stimulatory KIR2DS1, is affected by KIR2DL?2.

KIR2DL2 can functionally replace KIR2DL1 as C2-specific
inhibitory receptor

These study data demonstrate that KIR2DL1 expression is sup-
pressed by KIR2DL2 in NK cell repertoires of most donors with
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group B/B haplotypes. One key question was whether the lack of
KIR2DL1-expressing NK cells leads to a general lack of NK cells
that are able to recognize C2 ligands in these donors. In this
regard, it was recently shown that KIR2DL2 and to a lesser extent
KIR2DL3 are not solely specific for HLA-C alleles with C1 epitopes,
as originally reported, but can also bind to C2 ligands.’>* To
this end, we compared the effector functions of NK cells from
donors lacking KIR2DL2 with those having 1 or 2 copies of
KIR2DL2 (Figure 5A). Single-KIR2DL3* NK cells (KIR2DL2~
donors) were strongly inhibited by 721.221 transfectants express-
ing the cognate C1 group ligand Cw*0701 but not by cells ex-
pressing the C2 group ligand Cw*0401. Significant differences in
effector functions were seen on the level of CD107 mobilization
(Figure 5B) as well as production of interferon-vy (data not shown).
In contrast, single-KIR2DL2/3" NK cells from KIR2DL2* donors
were inhibited by C1 as well as C2 transfectants without showing
significant differences in the degree of inhibition (Figure 5B). In
control experiments, single-KIR2DL1" cells were strongly inhib-
ited by C2 but not C1 ligands, as expected (data not shown). These
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Figure 3. The KIR2DL1* NK cell compartment is influenced by the allelic state
of KIR2DL2/3. (A) The frequency of NK cells expressing KIR2DL1 and KIR2DL2/3 is
shown for donors with group B haplotypes (A/B and B/B) who were divided into
3 groups according to the allelic state of the KIR2DL2/3 gene. Data are represented
as box plots: that represent the median and 25/75 percentiles, whiskers the lowest
and largest non-outlier data points (at most 1.5 times the box width). Sta-
tistical significance was determined by ANOVA at ***P < .001. (B-C) Frequency of
NK cells expressing KIR2DL1 (B) or KIR2DL2/3 (C) in a CD107 mobilization assay
against K562 target cells. Samples from donors without (n = 14) and with (n = 11)
KIR2DL2 genes are presented in scatter plots with each dot representing 1 sample.
Results are expressed as fraction of all CD56" NK cells. Statistical significance was
calculated by 2-tailed ttestas **P < .01.



BLOOD, 6 JANUARY 2011 - VOLUME 117, NUMBER 1

Figure 4. KIR2DL2-associated changes in KIR2DL1
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data demonstrate that the decreased frequency of KIR2DL1-
expressing NK cells in donors having the KIR2DL2 gene does
not lead to a general lack of NK cells that are able to recognize
C2 ligands. Instead, it suggests that KIR2DL2" NK cells can take
over the function as C2-specific receptor but without the ability to
discriminate between C1 and C2 ligands.

Sequential acquisition of HLA-C-specific KIR during NK cell
differentiation in vitro

These study data suggest that KIR2DL3 is mainly Cl-specific,
whereas KIR2DL1 as well as KIR2DL2 both can serve as
C2-specific receptors. The question remained as to why KIR2DL 1
is largely replaced by KIR2DL2 in C2/C2 donors: if both KIR types
can serve a similar function as C2-specific receptor they should be
selected at comparable frequencies as self-specific receptors.
Notably, we have previously shown that in the course of NK cell
differentiation, KIR2DL3 is expressed before and at a higher
frequency than KIR2DLI1.?> Here, the same in vitro NK cell

01 - +
2Dl 2Di2t 2Di2t
2DL3t 2DL3* 2DL3

2Dlz  2DL2* 2DL2
2DL3 20L3* 20LF

differentiation assay, with a hepatic stroma cell line as support,
was used to analyze if the nonrandom sequential acquisition of
KIR similarly applies to KIR2DL2. To this end, CD34*CD38 Lin~
hematopoietic progenitors from cord blood were differentiated
into mature NK cells. To distinguish between KIR2DL2 and
KIR2DS2, analyses were performed on the mRNA expression
level. In a KIR2DL2"KIR2DL3~ donor, KIR2DL2 mRNA was
detected on day 15 of in vitro culture together with several other
KIR (Figure 6A). Remarkably, no signal for KIR2DL1 was
detectable until the last time point of analysis (day 28). In a
KIR2DL2~KIR2DL3* donor (group A/A), a similar sequential
expression mode (albeit with a somewhat slower kinetics) with
detection of KIR2ZDL3 mRNA (day 22) before KIR2DL1 (day 28) as
well as other KIR was seen, (Figure 6B). Finally, in a
KIR2DL2"KIR2DL3* donor, a semi-quantitative evaluation of
expression was done by real-time PCR. Again, KIR2DL2 was
earlier and stronger expressed than KIR2DL1. Notably, KIR2DL3
was strongest expressed at later time points (Figure 6C). Thus,
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Figure 5. KIR2DL2-expressing NK cells are inhibited by C1 as well as C2 ligands. Flow cytometric analysis of CD107 mobilization and intracellular IFN-y on NK cells using
721.221 and HLA-transfected sublines Cw*0702 and Cw*0401 as target cell lines. (A) Histograms show CD107 expression of KIR2DL2/3* cells from a donor with KIR2DL2
(genotype 12) and 1 donor without KIR2DL2 (genotype 1). (B) Functional inhibition was calculated by measuring reduction of CD107 mobilization NK cells in response to
Cw*0401 (C2), Cw*0702 (C1)—transfected 721.221, and no targets (negative control). Values are calculated relative to NK cells cultured with untransfected 721.221. Analysis
was gated on single-KIR2DL2/3* NK cells in donors with (n = 6) or without (n = 5) KIR2DL2. Statistical analysis was performed by 2-tailed ttest for *P < .05.

KIR2DL1 was consistently expressed subsequent to KIR2DL2 (or
KIR2DL3).

Discussion

The intrinsic and extrinsic factors that shape human NK cell
repertoires are incompletely defined, in particular the contribution
of stochastic versus ligand-instructed mechanisms.®!%! The 3 major
determinants that influence the structure and function of KIR
repertoires could be distinguished, namely cognate HLA class |
ligands, KIR haplotype diversity, and a hardwired program of
sequential receptor acquisition during NK cell development. To-
gether, these factors seem to efficiently adjust a basically stochastic
repertoire toward specific recognition of self-HLA class 1.

The influence of HLA class I was clearly evident in group A/A
haplotype donors. Analysis of individual clonotypes revealed
highly specific changes in response to HLA class I ligands: in
C1/C1 as well as C2/C2 donors the specific single-KIR* clono-
type that recognizes cognate HLA in a mono-specific way was
found at frequencies exceeding any other KIR-expressing clono-
type. Moreover, the ratio of KIR2DL1*/KIR2DL3* NK cells was
significantly different between C1/C1 and C2/C2 donors. Espe-
cially the ratio of single-KIR2DL1*/single-KIR2DL3* frequencies
provided a highly reliable parameter that was consistently well
below 1 in C1/C1 and well above 1 in C2/C2 donors. It thus appears
that the relative proportions of C1- and C2-specific NK cells are a
parameter that is tightly controlled in the process of HLA class I-
dependent KIR repertoire development. It should be noted that
also the frequency of KIR3DL1-expressing NK cells significantly
increases with the presence of the respective Bw4 ligand (data not
shown). Our results are thus in agreement with a previous study in

the Japanese population showing adjustment of KIR expression
frequency by cognate HLA class 1.1°

The second major component shaping HLA-C-specific NK cell
repertoires is the genetic diversity of KIR, which is characterized
by extensive variation in KIR haplotypes. Comparative analysis of
clonotype profiles in group A and group B donors revealed pro-
nounced differences: the expansion of single-KIR™ NK cells for
cognate HLA-C, a highly significant and consistent finding in
group A/A donors, was not detectable in donors with group B
haplotypes. Subsequent analyses demonstrate that this difference
is not a general property of all group B haplotypes but segregates
with the presence of KIR2DL2. Not only the frequency but also the
function of KIR2DL1* NK cells was influenced by the presence of
KIR2DL2. There were less KIR2DL1" NK cells that degranulated
in the presence of HLA-deficient target in donors with KIR2DL2
compared with donors with homozygous KIR2DL3 (Figure 3B).
Moreover, KIR2DL2 exhibited specific inhibition of IFN-y pro-
duction not only by CI1 but also by C2 ligands, In fact, inhibi-
tion of KIR2DL2 by the C2 allele Cw*0401 was slightly lower
but not significantly different to the inhibition of KIR2DL1. Be-
cause Cw*0401 does represent a ligand of intermediate affinity
in binding assays,?? it is likely that many other C2 alleles will
similarly serve as inhibitory ligands for KIR2DL2. Notably,
HLA-C subtyping of C2/C2 donors (supplemental Table 2) did not
reveal any HLA-C alleles not supporting the KIR2DL.2-specific
effect on HLA-C—specific KIR repertoires. These findings to-
gether with previous studies suggest that the specificity of KIR2DL.2
transcends the distinction of HLA-C ligands in C1 and C2.3234

The presence of KIR2DL?2 had a dominant suppressive effect
on expression of KIR2DL1. We hypothesize that the impact of
KIR2DL2 on the formation of HLA-C—specific KIR repertoires
is not only based on its broad specificity but also on the mode of
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Figure 6. Sequential acquisition of KIR during NK A
cell differentiation. In vitro differentiation of NK cells
from hematopoietic stem cells was performed as
described in “Methods.” RT-PCR results from a donor
with KIR genotype 5 (KIR2DL2*KIR2DL3"; A) and a
donor with KIR genotype 1 (KIR2DL2~ KIR2DL3"; B).
Neural cell adhesion molecule (NCAM, CD56) inten-
sity was used as correlate for NK cell development,
B-actin as positive control for PCR. (C) Expression
levels of KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, and NCAM
normalized against B-actin from a donor with KIR
genotype 7 (KIR2DL2"KIR2DL3*") were measured
with real-time PCR. NCAM levels greater than 600 are
indicated.
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receptor acquisition during NK cell differentiation. In an in vitro
NK cell differentiation model it could be shown that KIR2DL2 and
KIR2DL3 expression preceded expression of KIR2DL1, both on
mRNA and, as shown by us and others, cell surface expression
levels.?>2 Similar observations were made during NK cell reconsti-
tution in clinical stem cell transplantation.’>-3 The molecular basis
for the observed sequential KIR acquisition mode is unclear.
Although KIR regulatory regions are highly homologous, distinct
differences exist between promoters of KIR2DL1 and KIR2DL2/3
in terms of transcription factor binding sites.?’ It is thus possible,
that small differences in promoter strength or the recently described
antisense activity of KIR promoters’® might be involved in the
control of sequential KIR acquisition.

We suggest that the presence of KIR2DL2 on developing NK
cells does not favor subsequent expression of KIR2DL1 on the
same clones. Because single-KIR2DL2* NK cells are already self-
specific in C1/C1 as well as C2/C2 donors, further acquisition of
KIR2DL1 is not required for induction of tolerance in any cir-
cumstance. In contrast, single-KIR2DL3* NK cells are largely specific
for C1 ligands and would thus not be selected for in C2/C2 donors.
Thus, in these donors KIR2DLI1 is required for induction of
tolerance to C2 ligands. These considerations readily explain why
in C2/C2 donors that possess the KIR2DL2 allele, single-
KIR2DL1* NK cells are exceedingly rare, whereas C2/C2 donors
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possessing 2 KIR2DL3 alleles exhibit a substantial expansion of
single-KIR2DL1" NK cells. In this context, we could exclude a
major role for KIR2DS1, as the presence of KIR2DL2 did not
affect expression level or frequency of KIR2DS1. Notably, it was
recently shown that KIR2DS1 expression is not influenced by
HLA-C either.3*4% In contrast, we could not differentiate between
expression of KIR2DL2 and KIR2DS2 by flow cytometry. Because
KIR2DL?2 and KIR2DS2 are in strong linkage disequilibrium and
we did not have any donors lacking 1 but not the other gene in our
cohort, we cannot exclude the KIR2DS2 gene as a confounding
factor. Nonetheless, as KIR2DS2 has no detectable affinity for
HLA-C ligands, KIR2DL?2 is likely to be the main factor leading
to the shift in HLA-C2-specific NK cell frequencies. Another
ambiguity that remains to be resolved as a result of the lack of
discriminating antibodies is the effect of KIR2DL2 on KIR2DLS3.
In fact it is likely that KIR2DL3 frequencies are lower in
KIR2DL2/3 heterozygotes than in KIR2DL3 homozygotes as a
result of a gene dose effect.

The study strongly suggests that the order in which NK cell
receptors are acquired during NK cell development is a crucial
factor that shapes HLA class I-specific NK cell repertoires, a
notion that pertains to KIR as well as NKG2A. During NK cell
development, NKG2A expression is initiated at an earlier stage
than KIR expression (K.S., unpublished observations, November



106 SCHONBERG et al

2009).26 Those NK cell that express NKG2A as their only inhibitory
receptor, are already self-specific and thus do not require further
acquisition of cognate inhibitory KIR. Indeed, the NKG2A*KIR ™~
clonotype is significantly more frequent than expected by the
product rule, an effect that is independent of KIR haplotype groups.
Vice versa, combinations of NKG2A with cognate KIR are less
frequently found than statistically expected, an effect previously
described for NK cell clones.®

The observed bias toward single-KIR* NK cells for cognate
ligands, the repression of KIR2DL1 expression in the presence of
KIR2DL2 in C2/C2 donors, as well as the preponderance of
single-NKG2A* NK cells all point toward a system that favors
NK cells with restricted specificity for 1 major HLA class I ligand
(HLA class I or HLA-E, respectively). In line with this observation,
human NK cell repertoires are dominated by clonotypes with few
HLA class I-specific inhibitory receptors: among the 32 different
clonotypes, NK cells expressing combinations of 0 to 2 receptors
(representing 16 different clonotypes) comprised more than 90% of
the repertoire (Figure 1 and supplemental Figure 1). These obser-
vations are compatible with a ligand-instructed model: upon
interaction of an inhibitory receptor with a self-ligand, up-
regulation of additional receptors ceases or at least becomes less
likely. Only in the absence of a cognate ligand, more inhibitory
receptors are up-regulated until self-specificity is ensured. Of note,
the functional significance of the KIR"NKG2A~ population,
which is the largest clonotype in all analyzed cohorts, is still
unclear. It could be speculated that it provides a reservoir of still
immature NK cells that is shaped in the periphery toward expres-
sion of cognate HLA class I. This notion is compatible with the
observation that the overall frequency of KIR"NKG2A~ cells is
inversely correlated to the frequency of KIR"NKG2A~ NK cells.?®
In this context, it has to be noted that we have not assessed
expression of LILRBI, an inhibitory receptor with ubiquitous
specificity for HLA class 1.#! Given the comparably low affinity for
HLA class I and the fact that LILRB1 in contrast to KIR and
NKG2A does not confer enhanced missing self responses,?® the
impact of LILRB1 expression on KIR repertoire acquisition is
likely to be limited.

The present results appear to contradict a recent study claiming
that KIR repertoires are generated through a sequential but random
acquisition mode without any selection.!' The model is based on
the observation that combinations of 2 or more KIR are more
abundant than expected by the product rule and independent of
selection by cognate HLA class I. Indeed, we also observe that NK
cells expressing 3 to 5 KIR receptors in the absence of NKG2A are
more frequent than expected by the product rule. Although these
clonotypes are rare and add up to a cumulative frequency of 2% to
3% of NK cells, the effect is highly significant (supplemental
Figure 4). However, this observation does not exclude an influence
of HLA class I on the formation of KIR repertoires. The failure of
Andersson et al'! to detect HLA class I-mediated adaptation could
rather be because the authors did not break down the analysis to
single clonotypes and did not consider the major class I ligands
separately. In fact, if our data are calculated similarly, that is
cumulative consideration of KIR ligands and KIR receptors, the
influence of HLA class I ligands is no longer detectable: donors
with 1 major HLA class I ligand do not express significantly more
inhibitory receptors than donors with 2 or more HLA class I ligands
(supplemental Figure 4).

It is important to note that the rules governing formation of
KIR repertoires in group A/A donors are different for C1/C1 and
C2/C2 subgroups. Because of the early acquisition of KIR2DL2/3,
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the repertoire of a C1/C1 donor is inherently biased toward expression
of self-specific KIR. In contrast, the repertoire of a C2/C2 donor is
dependent on selection of KIR2DL1* NK cells, which are per se
less frequent in an unbiased KIR repertoire because of their late
appearance. This asymmetry, caused by the nonrandom sequential
acquisition mode, has various consequences for the formation of
KIR repertoires that are clearly visible in the present study, such
as single-KIR2DL1" NK cells show much stronger adaptation
toward cognate class I than single-KIR2DL3" NK cells. Moreover,
the KIR2DL1_2DL3 clonotype is significantly more frequent in
C2 than in C1 donors (Figure. 1A). Together, these observations
clearly indicate that it is generally crucial to perform the analysis of
individual KIR clonotypes in the context of individual HLA class I
ligands to provide the necessary resolution to detect the influence
of HLA class I on the KIR repertoire.

In the clinical setting of allogeneic HSCT, the observed
differences in expression of HLA-C—specific KIR between group A
and group B donors might have important consequences for the
composition of alloreactive NK cell repertoires. As shown in this
study, a gradual depletion of KIR2DL1* NK cells is seen in donors
having 1 and an even greater depletion in donors with 2 copies of
KIR2DL?2. Notably, only NK cells expressing the C2-specific
KIR2DL1* have the potential to recognize a C2/C1 mismatch in
graft-versus-host direction, whereas KIR2DL2* NK cells would
not discriminate between the 2 ligands. Thus, even if 2 donors share
the same HLA class I type they still might provide qualitatively and
quantitatively divergent alloreactive NK cell repertoires just on the
basis of the KIR2DL2/3 polymorphism. It is likely that specificity
and activation threshold of NK cells is further modified by
coexpression of stimulatory KIR. Interestingly, Pende et al>* have
recently shown that after haploidentical HSCT, donor-derived
KIR2DL2/3* NK cells poorly recognize C2 leukemic blasts unless
KIR2DS1 was coexpressed. This as well as observations showing
that donors with group B haplotypes are associated with less
bacterial infections and improved outcome in HSCT suggest that
inhibitory KIR repertoires indeed are modified by coexpression of
stimulatory KIR.#>43

In summary, the present study shows how HLA-C—specific NK
cell repertoires are structurally and functionally affected by both
HLA class I and KIR genotype. We suggest that the assessment of
KIR and HLA class I type in conjunction with high-dimensional
flow cytometry provides a promising approach to predict NK cell
function in the clinical setting such as haploidentical HSCT or
novel adoptive immunotherapy protocols.?h#
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Table S1. Distribution of HLA-C subtypes in donors with C2/C2 ligands

Ratio:

Single-

KIR KIR kiRapL2 | HLAC | HLAC | HLAC |  Ro8F.
genotype | haplotype epitope allele allele Single-
KIR2DL2/3"

1 1 AA - C2/C2 0202 0501 2.456
2 1 AA - C2/C2 0401 1701 0.970
3 1 AA - C2/C2 0501 0602 3.438
4 1 AA - Cc2/C2 0202 1701 1.122
5 1 AA - C2/C2 0202 0401 1.222

6 1 AA - Cc2/C2 1502 1502 10.124
7 1 AA - Cc2/C2 0202 0202 9.214
8 1 AA - Cc2/C2 0401 1502 0.771
9 1 AA - C2/C2 0602 07xx * 1.321
10 4 AB - C2/C2 0202 0401 1.875
11 4 AB - Cc2/C2 0202 0602 1.698
12 4 AB - Cc2/C2 0202 0501 1.316
13 2 AB + Cc2/C2 0401 0602 0.371
14 2 AB + Cc2/C2 0401 0602 0.676
15 3 AB + C2/C2 0202 0602 0.241
16 3 AB + Cc2/C2 0602 1502 0.099
17 7 AB + C2/C2 0602 0602 0.412
18 7 AB + C2/C2 0202 0401 0.545
19 12 AB + Cc2/C2 0202 0501 0.303
20 12 AB + C2/C2 0501 0602 0.116
21 17 BB + Cc2/C2 0202 0501 0.000
22 18 BB + C2/C2 0501 0501 0.076
23 44 BB + Cc2/C2 0602 1502 0.788

*Luminex method was not able to discriminate between different Cw07 alleles, but HLA-C PCR-SSP
confirmed this allele as C2.




Figure S1. KIR repertoire is shaped by different mechanisms. Observed (white
bars) vs. expected (black bars) frequencies of NK cells expressing 32 different combinations
(clonotypes) of NKG2A and KIR inhibitory receptors are shown in a cohort of 150 mostly
Caucasian donors. Expected frequencies were calculated by the product rule as defined the
following way: The expected frequency of each clonotype was calculated by the “product

]
|10

rule” according to Yawata et al.”” For example, the expected frequency of single-KIR2DL1"-

NK cells is given by the following equation: a*(1-b)*(1-c)*(1-d)*(1-e) with a = %KIR2DL1, b =
%KIR2DL2/3, ¢ = %KIR3DL1, d = %KIR3DL2, and e = %NKG2A. Statistical analyses were
performed with SPSS 15 software. Significance was determined with Anova or two-tailed t-

test. P-values below 0.05 were significant (* p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

Figure S2. HLA-C ligands did not affect expression levels of cognate KIR in
donors with group A and B haplotypes. In each of the four plots the mean
fluorescence intensity (MFI) of KIR2DL1 and KIR2DL2/3 is shown separately for the three
subgroups of HLA-C ligands in donors with A/A haplotypes (upper panel, n=63) and in
donors with A/B and B/B haplotypes (lower panel, n=68). Data are presented as scatter plots
with each dot representing one sample. Statistical significance was determined by Anova
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) and is shown for MFI of all NK cells expressing the
respective receptor in (B).

Figure S2. Analysis of the NK cell repertoire of a donor possessing KIR2DS1
but not KIR2DL1. The NK cell repertoire of a donor with KIR genotype 23 (see Table
1) and C1/C2 ligands was determined by multicolor flow cytometry analysis as
described in Materials and Methods. The bars represent NK cell frequencies for each
of the possible 32 different receptor combinations resulting from variegated
expression of KIR2DS1, KIR2DL2 (including KIR2DS2), KIR3DL1, KIR3DL2 and
NKG2A on CD56" NK cells.

Figure S4. The cumulative number of cognate KIR receptors does not reveal
any association with the number of KIR ligands. Frequencies of NKG2A™ NK cells
expressing 0 to 4 KIRs in donors with 1 (n=9), 2 (n=19), 3 (n=44), or 4 (n=8) ligands
are shown in box plots representing the median and 25/75 percentiles, whiskers the

lowest and largest non-outlier data points (at most 1.5 times the box width).
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Ergebnisse und Diskussion

2.4.1 Zusammenfassung

Nachdem wir im adulten Blut feststellen konnten, dass es eine Adaption des Repertoires an
das eigene HLA-Klasse | gibt und diese durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird, stellte
sich die Frage, wann in der Entwicklung diese Adaption stattfindet. Aus diesem Grund
untersuchten wir mehr als 100 CBs mit der bereits erwahnten Methode der
Durchflusszytometrie. Da die strukturelle Adaption ein raffinierter Prozess ist, der der
gemeinsamen Betrachtung aller relevanten inhibitorischen Rezeptoren auf klonaler Ebene
bedarf, wurde zunachst das Repertoire der 32 moglichen Populationen bestimmt und mit PB

verglichen.

Dabei konnten zunachst folgende Erkenntnisse gewonnen werden. In Einklang mit der
Literatur konnte gezeigt werden, dass NKG2A exprimierende Zellen sind haufiger in CB als in
PB sind. Dies gilt sowohl fiir die Zellen, die nur NKG2A (single-NKG2A") als auch fiir Zellen,
die NKG2A mit einem oder mehr KIR koexprimieren. Alle diese Populationen sind signifikant
haufiger vorhanden in CB. Das Umgekehrte gilt fiir KIR exprimierende Zellen. Die Zellen, die
nur KIR auf ihrer Oberflache tragen, werden im adulten Organismus in wesentlich hoherer

Frequenz exprimiert als in CB.

Wie schon im PB wurde auch die Kohorte der Nabelschnurblutproben fiir Gruppe A und B
Haplotypen typisiert, sowie die Subgruppen fiir HLA-C unterschieden, um den Einfluss der
HLA-Liganden auf die Rezeptorexpression zu begutachten. Diese Unterteilung ist wichtig,
denn zuvor konnte von uns gezeigt werden, dass der KIR-Haplotyp eine wesentliche Rolle bei
der Formation des Repertoires im PB einnimmt. Uberraschenderweise gab es keinen Einfluss
der Liganden auf die Frequenz, weder in Gruppe A noch Gruppe B Haplotypen konnte eine
Anpassung der Frequenz des passenden KIR an seinen Liganden gezeigt werden. KIR2DL1 ist
nicht in Spendern mit HLA-C2 erhéht und KIR2DL3 ist nicht in Spendern mit HLA-C1 erhoht.
Auch HLA-Bw4 als Ligand fir KIR3DL1 wurde getestet, doch auch hier war ebenfalls kein

Einfluss auf die Frequenz zu sehen.

Die nachste Frage, die beantwortet werden sollte, war folgende: Hat das Fehlen einer
strukturellen Adaptionen auch ein Fehlen einer funktionalen Erziehung zur Folge? Dazu

wurde die Degranulation von HLA-C1 und HLA-C2 spezifischen NK-Zellen in HLA-C1 und HLA-
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Ergebnisse und Diskussion

C2 Spendern verglichen. Hier gab es keinen Unterscheid zwischen PB und CB. Der Effekt des
»Licensing” oder ,Education” war sowohl in neonatalen als auch in adulten NK-Zellen zu
sehen und miteinander vergleichbar. In HLA-C1 homozygoten Spendern funktionieren
KIR2DL3-positive NK-Zellen besser als KIR2DL1-positve NK-Zellen, d.h. die Frequenz an
degranulierenden Zellen mit KIR2DL3 ist hoher die Frequenz von degranulierenden KIR2DL1-
positiven Zellen. In HLA-C2 ist es umgekehrt, die Frequenz an degranulierenden KIR2DL1-
positiven Zellen ist hoher als die Frequenz der KIR2DL3-positiven degranulierenden Zellen.
Besonders deutlich wurde in der Auftragung, dass diese Tendenz in jedem einzelnen
Spender zu erkennen war. Auch hier ermittelten wir eine Ratio zwischen den KIR2DL1- und
den KIR2DL2/3-Zellen, die degranulieren und, erneut war hier die starkste Unterscheidung
sichtbar. Wie erwartet gab es In HLA-C1/C2 Spendern keinen Unterschied in der Frequenz
von KIR2DL2 zu KIR2DL3 Zellen, die CD107 exprimieren. Weiterhin konnten wir zeigen, dass

diese funktionale Erziehung nicht nur mit CD107 sondern auch mit IFN-y nachzuweisen war.

Die Tatsache, dass CB NK-Zellen strukturell nicht an HLA adaptiert sind, spricht dafir, dass
diese Adaption kein integraler Part der NK-Zellentwicklung ist. Im Gegensatz dazu ist die
funktionale Adaption des Repertoires von Anfang an vorhanden. Es ist wahrscheinlich, dass
diese beiden Anpassungen voneinander unabhangige Prozesse sind. Die Reduktion von
NKG2A ist Teil dieser strukturellen Adaption. Somit gelangt der Spender von einem
allgemein inhibitorischen Repertoire mit breiter Spezifitat zu einem spezifischen Repertoire,
das von KIR dominiert wird. Ziel dieser Prozesse ist es letztendlich ein flr Selbst-HLA-Klasse |-

spezifisches und funktionales Repertoire auszubilden.
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Abstract

Human NK cell repertoires are biased towards more frequent expression of inhibitory
KIR receptors for self-HLA class |. Moreover, only those NK cells that express
cognate receptors for self are fully functional in terms of cytotoxicity and cytokine
production. It is so far unknown if functional education and structural adaptation to
HLA class | are implemented during NK cell development and if both processes are
mechanistically connected. Here, we show that NK cell repertoires in cord blood are
not yet shaped towards increased clonal frequencies of KIR for self-HLA class | as
determined for the three major KIR ligands C1, C2, and Bw4. Nonetheless, neonatal
NK cells expressing cognate KIR exhibited enhanced effector function on the level of
degranulation and cytokine production. The study suggests that functional education
of cognate KIR by self-HLA class | precede structural adaptation of KIR repertoires

and that both processes are not directly linked to each other.



Introduction

Human natural killer (NK) cells express inhibitory receptors with specificity for MHC
class |, encoded by the killer cell Ig-like receptor (KIR) family.! A characteristic
feature of KIR, similar to the functionally-related Ly-49 family in rodents, is the
clonally-distributed expression mode, which creates a functionally diverse repertoire
of NK cells that differ in the kind and number of receptors expressed on each given
NK cell.? ® The factors that govern formation of these NK cell repertoires are
incompletely understood but involve a strong stochastic component.* ® In addition,
the extensive polymorphisms of MHC class | and KIR genes represent additional
parameters that influence repertoire and function of NK cells.® In humans, analogous
to mice, structural adaptation of NK cell repertoires to the highly polymorphic HLA
class | genes involves increase in frequency of NK cells expressing cognate
inhibitory receptors.”® Moreover, the presence of MHC class |-encoded ligands also
influences NK cell function: NK cells expressing an inhibitory receptor for self-MHC
class | exhibit increased effector functions compared to NK cells lacking a cognate
inhibitory receptor.’®'? Together, functional education and structural adaptation
increase the frequency of self-specific, functionally competent NK cells, which
constitutes an efficient strategy to deal with the polymorphic nature of KIR and HLA

class | genes.

It is so far unknown, how and when functional and structural adaptation of NK cells to
autologous MHC class | molecules occurs and if this process is an integral part of NK
cell development or if it rather acts on the stage of mature NK cells. In the latter case,
differences in cognate receptor expression would be expected between naive and
experienced NK cell repertoires. In this regard, umbilical cord blood (CB) constitutes
a source of neonatal NK cells that typically were not yet exposed to a broad range of
pathogens including viral infections and thus provides a correlate of naive NK cells.
In this study, a thorough analysis of KIR and NKG2A repertoires was performed in
NK cells from CB to better understand how naive NK cells are educated by self-HLA

class I.



Materials and Methods

Cell isolation, KIR and HLA class | genotyping

CB samples were kindly provided by the José Carreras Stem Cell Bank, Dusseldorf.
Data of PB samples were extracted from Schénberg et al.® HLA-C frequencies were
similar between the CB and PB cohorts. The KIR haplotype distribution was slightly
different with haplotype group A/A = 45.3%, A/B = 44.0%, and BB = 10.7% in PB vs.
haplotype group A/A = 34.5%, A/B = 52.2%, and B/B = 13.3% in CB. NK cells were
isolated using the RosetteSep method (Stemcell Technologies). KIR and HLA class |

genotyping were performed by PCR-SSP as reported previously.® '3

Flow Cytometry

The following mouse anti-human mAbs were used as previously described: CD56-
PC5, CD159a-PE (NKG2A), CD158a-APC (KIR2DL1/S1), CD158e-ECD (KIR3DL1),
CD158b-APC-Cy7 (KIR2DL2/3/S2) (Beckman Coulter), and CD3-Pacific Blue (BD
Biosciences). The CD158k-specific mAb Q66 (KIR3DL2, kindly provided by A.

Moretta) was used in combination with anti-mouse-IgM-FITC (Beckman Coulter).

The CD107 degranulation assay was done as previously described using CD107a-
FITC (BD Biosciences).’ NK cells were co-cultured with K562 cells at 1:1 ratio for 6
hours. For measurement of intracellular IFN-y, cells were fixed and permeabilized
with Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) and intracellular IFN-y production

was measured using anti-IFN-y FITC mAb (Invitrogen).

Results and Discussion

We have previously shown that adaptation to self-HLA class | is a subtle process that
requires conjoint consideration of all relevant inhibitory receptors on the clonal level.’
A similar approach was taken here for the analyses of neonatal NK cell repertoires:
KIR2DL1, KIR2DL2/3, and KIR3DL1, specific for the three major HLA class I-
encoded ligands C2, C1, and Bw4, respectively, were measured together with the
A3/A11-specific KIR3DL2 and the HLA-E-specific NKG2A by multicolor flow
cytometry on CD56"CD3" NK cells.

In the absence of published data on clonal NK cell repertoires in CB, we first
analyzed the distribution of the 32 clonal populations (i.e. clonotypes) of inhibitory

receptors in comparison to NK cells from adult peripheral blood (PB). Similar to PB,
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all 32 receptor combinations were expressed in the NK cell repertoires from CB
(Figure 1A)." Also in concordance with previous studies, NKG2A-expressing NK
cells were much more abundant in CB than in PB (overall frequency: 67,9% vs.
37,4%)."™ '° Clonal analysis revealed that single-NKG2A* as well as clonotypes co-
expressing NKG2A together with one or more KIR were significantly more abundant
in CB (Figure 1A). On the other hand, a significant decrease was seen in clonotypes
expressing single KIR or multiple KIR without NKG2A. Finally, NKG2A'KIR™ NK cells,
which were previously shown to be hyporesponsive in peripheral blood, were
significantly less abundant in CB.™

To explore the influence of HLA class I-encoded ligands on shaping of inhibitory KIR
repertoires, the cohort was stratified according to the presence of C1 and C2
epitopes. Since previous analyses of NK cells from PB have shown that the
dependence on HLA class | ligands was most easily detected in donors that were
homozygous for the KIR haplotype group A, which encodes for a defined set of six
KIR genes, the CB cohort was accordingly broken down.®"” Surprisingly, no bias
towards recognition of self-HLA class | could be detected in donors with group A/A or
group B/B haplotypes (Figure 1B-C): in C2/C2 donors, clonotypes with cognate
KIR2DL1 were not found at higher frequencies than in C1/C1 donors and similarly,
KIR2DL3 frequencies were not increased in C1/C1 donors. Moreover, neither the
frequency of single-KIR nor the cumulative frequency of all NK cells expressing a
given cognate KIR was biased towards self-ligands (Figure 1D). Whereas in PB we
had previously observed a 4-fold difference in single-KIR2DL1* NK cells between
C1/C1 and C2/C2 donors, not even a tendency towards a similar bias was detected
in CB.® Analysis of statistical power revealed a high probability that the lack of bias
was not due to insufficient sampling (B = 0,92 calculated with GPower 3.1). Similar
results were obtained for KIR3DL1, which did not show a frequency bias towards the
Bw4 epitope (Figure 1D). Finally, there was also no correlation found for KIR3DL2

and the presence of A3 and A11 epitopes (data not shown).

We next asked if the lack of structural adaptation of KIR repertoires in CB was
accompanied by a lack of functional education. To this end, we compared the
degranulation responses of C1- and C2-specific NK cells against the class I-negative
target cell line K562. The overall effector responses were generally lower in CB

(Figure 2A,C) than in PB (Figure 2B,D), which is in agreement with previous
5



literature.'® However, the educational impact of cognate ligands was comparable and
highly significant in both sources. In C1/C1 donors, single-KIR2DL2/3* NK cells
exhibited higher effector responses than single-KIR2DL1* NK cells (Figure 2A-B).
Vice versa, single-KIR2DL1" NK cells from C2/C2 donors exhibited higher effector
responses than single-KIR2DL2/3" NK cells from the same donors (Figure 2C-D).
Direct comparison of donors according to presence or absence of HLA-C ligands
shows a dose-dependent and highly significant increase of CD107-producing single-
KIR2DL1" NK cells in presence of cognate ligands (Figure 2E). As expected, no
difference in CD107 mobilization was seen between the two clonotypes in C1/C2
donors (Figure 2E). Finally, an educational impact was also seen on IFN-y
production. As shown in Figure 2F, the ratio of single-KIR2DL1" to single-KIR2DL2/3*
IFN-y-producing cells did significantly increase in presence of cognate C2 ligands in

a dose-dependent manner, again in concordance with previous observations in PB*°.

This is the first study to address the influence of HLA class | on KIR expression in
CB. The present data suggest that HLA class | has no effect on initial KIR repertoire
formation. The fact that NK cell repertoires from CB are not biased towards
expression of cognate inhibitory KIR suggests that adaptation of KIR expression
towards self-HLA class | ligands is not an integral part of NK cell development. In
contrast, functional education, also referred to as licensing, is already in place in
neonatal NK cells.'? Thus, the structural adaptation of adult KIR repertoires towards
self-ligands is mechanistically uncoupled from the ‘tuning’ of cognate receptors
towards increased effector function. Importantly, in the light of the present data in
neonatal blood, the original model of a ligand-instructed KIR repertoire development
has to be modified.® In fact, our data suggest that the ,nstruction’ process is
somehow ineffective at the neonatal stage and is initiated only postnatally and in an
antigen-experienced environment. An important question arising from this work is
what triggers the change from an unbiased neonatal to a biased adult KIR repertoire.
A plausible explanation would be, that the frequency of NK cells expressing cognate
KIR for self-HLA class | is affected by the individual immunological experience that
donors accumulate throughout life. In this regard, it was recently shown that viral
infection can lead to specific and long-lasting expansion of NK cell clones that
express single cognate KIR.” We thus consider the possibility that specific
expansion of functionally educated NK cells in response to certain pathogens
successively shapes naive NK cell repertoires towards recognition of self-HLA class
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I. The accompanied substantial decrease in NKG2A frequency from birth to
adulthood would be part of this structural transition from a more generic NK cell
repertoire that is able to accommodate a broad range of KIR and HLA class |
polymorphisms ab initio to a more specific, KIR-dominated repertoire. The present
work suggests that NK cell repertoires go through major structural changes from birth
to adulthood and raises the question how this process influences clinical
susceptibility to infection and disease. In this regard, it remains to be determined how
unbiased neonatal NK cell repertoires change during childhood and which role the

individual infection history plays in this process.
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Figure Legends

Figure 1. The KIR repertoires of neonatal NK cells are diverse but not biased
towards recognition of cognate HLA class |

(A) The frequencies of all 32 KIR and NKG2A receptor combinations (clonotypes)
that can be distinguished by the present flow cytometry approach are shown for CB
(black bars, n=90) and PB (white bars, n=150) as mean with error bars representing
SD. Clonotypes are ordered according to the number of expressed receptors starting
with no receptor (KIR'NKG2A"), one receptor (either a single KIR or NKG2A), two
receptors (i.e. KIR2DL1_3DL1 refers to a clone expressing KIR2DL1 and KIR3DL1
and no other KIR or NKG2A), and so forth. Designation of clonotypes does not
include cross-reactivity with stimulatory KIR. (B) Inhibitory receptor repertoires of CB
donors with group A/A KIR haplotypes. The order of clonotypes was similar to (A) but
without consideration of KIR3DL2. Donors were divided into subgroups possessing
C1/C1 (white bars, n=19) and C2/C2 (black bars, n=11) ligands. (C) Inhibitory
receptor repertoires of CB donors with group A/B and B/B KIR haplotypes. Donors
were divided into subgroups possessing C1/C1 (white bars, n=31) and C2/C2 (black
bars, n=22) ligands. (D) Frequency of CB and PB-derived NK cells expressing
KIR2DL1, KIR2DL3, or KIR3DL1 in donors with group A/A KIR haplotypes. For each
given KIR, donors were stratified according to the indicated HLA class | ligands.
Results are shown as stapled bars with overall frequency of NK cells expressing a
given KIR (light grey) and the corresponding fraction of single-KIR"™ NK cells (dark
grey). Sample distribution was: C1/C1 (n=19/38 for CB/PB), C1/C2 (n=20/30), and
C2/C2 (n=11/10) as well as Bw4/Bw4 (n=5 for CB), Bw4/Bw6 (n=16), and Bw6/Bw6
(n=9). Results are shown as mean with error bars representing SD. Data for PB were
calculated from the cohort analyzed in Schénberg et al.® Statistical significance was
determined by two-tailed t-test (*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001).

Figure 2. Neonatal NK cells are functionally educated by autologous HLA class
| ligands

CD107 mobilization against K562 was measured in single-KIR2DL1" and single-
KIR2DL2/3" NK cells from CB of C1/C1 (A) and C2/C2 (C) donors and similarly in PB
of C1/C1 (B) and C2/C2 (D) donors. In each case, data are depicted as individual
frequencies with statistical significance calculated for the ratio of KIR2DL1 to
KIR2DL2/3 (left side) and as box plots (right side). Boxes represent the median and

25/75 percentiles, whiskers the lowest and highest data points without outliers.
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Statistical significance was determined by two-tailed t-test (*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001). The sample distribution was C1/C1 (n=10) and C2/C2 (n=15) for CB and
C1/C1 (n=14) and C2/C2 (n=6) for PB. (E) Changes in frequency of CD107-
mobilizing single-KIR2DL1* (light grey) and single-KIR2DL2/3" (dark grey) NK cells of
CB donors. Donors were the same as in (A, C) but including C1/C2 (n=25) donors.
Throughout the figure, functional analysis was done without further subdivision into
KIR haplotype groups. Values represent the mean, error bars represent the SD. (F)
Production of IFN-y in NK cells from CB after 6h co-culture with K562. Donors were
divided into C1/C1 (n=8), C1/C2 (n=25) and C2/C2 (n=11) subgroups. Box plots
represent the ratio between IFN-y-producing single-KIR2DL1* and single-KIR2DL2/3*
NK cells. P values were calculated by ANOVA (*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001).
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Figure 2
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Ergebnisse und Diskussion
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Ergebnisse und Diskussion

2.5.1 Zusammenfassung

Bei Stammzelltransplantationen (,hematopoietic cell transplantation”, HCT) als kurative
Behandlung von Leukdamien oder Lymphomen wird die Prognose stark durch die NK-Zellen
des Spenders beeinflusst. Der Empfanger profitiert hierbei von alloreaktiven NK-Zellen, die

einen KIR exprimieren, fir den der Empfanger keinen Liganden besitzt (Vgl. Kapitel 1.6.2).

Aufgrund ihrer wichtigen Rolle im Ergebnis nach HCT wurde im Rahmen dieser Publikation
das NK-Zellrepertoire mit Hilfe von Mehrfarben-Durchflusszytometrie bei 22 Patienten mit
,KIR/Liganden Mismatch” und 14 Patienten mit ,KIR/Liganden Match” vor und nach der
Transplantation analysiert. Dabei wurden die NK-Zellen mit breiter Spezifitit (NKG2A" und
LIR1") identifiziert und von der Analyse ausgeschlossen. Die Entwicklung der NKG2ALIR1 -
NK-Zellen wurde in den Spender/Empfanger-Paaren analysiert. Dabei konnte eine Expansion

dieser Zellen in folgenden Gruppen ermittelt werden:

e In Patienten in Remission im Vergleich zu Patienten mit Rezidiv

e In gesunden Spendern im Vergleich zu Patienten vor HCT

e In ,KIR/Liganden Mismatch” Patienten im Vergleich zu Patienten mit ,KIR/Liganden
Match”

Damit wurde deutlich gezeigt, dass NKG2A'LIR1-NK-Zellen einen positiven Einfluss auf die
Prognose des Patienten nach HCT haben. Die Frequenz dieser Zellen steigt nach HCT stark
an. NKG2A'LIR-NK-Zellen senken das Risiko eines Rezidivs. Umgekehrt gilt auch, dass
sinkende Frequenzen dieser Zellen Rezidiven vorausgehen. Bei der Analyse der Patienten
Uber einen langeren Zeitraum nach HCT konnte ermittelt werden, dass es wichtig ist, dass

auch lange nach der HCT die Zahl dieser Zellen erh6ht bleibt, um in Remission zu bleiben.

Die meisten dieser NKG2A'LIR1 -Zellen sind reife NK-Zellen, die positiv fir KIR sind. Diese NK-
Zellen tragen einen spezifischen KIR gegen den Liganden, bei dem ein ,,Mismatch” vorliegt.
So vermitteln sie den GvL-Effekt und toten leukdamische Zellen ab, und die Patienten bleiben

in Remission.

Bei einer weiteren Beobachtung spielt der KIR-Genotyp eine entscheidende Rolle: In

Patienten, die heterozygot fiir Gruppe A/B KIR-Haplotypen sind, expandieren die NKG2A
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Ergebnisse und Diskussion

LIR1-Zellen starker als in Patienten, in denen das Transplantat homozygot fiir Gruppe A KIR-
Haplotypen ist. Durch die groflere Diversitdt im Repertoire der Spender mit Gruppe B
Haplotypen entstehen mehr KIR-positive Zellen. Des Weiteren verstarken aktivierende

Rezeptoren den GvL-Effekt.

Insgesamt lasst sich sagen, dass die Patienten mit einem ,KIR/Liganden Mismatch” starker
vom GvL-Effekt profitieren als Patienten ohne ,,Mismatch”. Damit steigt die Bedeutung der

KIR-Typisierung bei Stammzelltransplantation stark an.
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Expansion of NKG2A™LIRI™ Natural Killer Cells in HLA-
Matched, Killer Cell Inmunoglobulin-Like Receptors/
HLA-Ligand Mismatched Patients following
Hematopoietic Cell Transplantation

Silvia Rathmann,"* Sabine Glatzel,"* Kathrin Schonberg,®> Markus Uhrberg,®> Marie Follo,’
Christian Schulz-Huotari,* Markus Kaymer,” Hendrik Veelken,' Jiirgen Finke,' Paul Fisch?

The prognosis after hematopoietic cell transplantation (HCT) for the treatment of leukemia or lymphoma in
humans is influenced by donor-derived natural killer (NK) cells, which enhance the graft-versus-leukemia
(GVL) effect. Such alloreactive killer cells can be generated in vivo after HCT if the donor expresses killer
cell immunoglobulin-like receptors (KIRs), such as KIR2DLI, KIR2DL2/3, or KIR3DLI, for which the recip-
ient lacks HLA class | ligands. We studied effector cells from 22 KIR/HLA-ligand mismatched and 14 KIR/
HLA-ligand matched, primarily HLA-matched patient-donor pairs after allogeneic HCT. A novel 8-color
flow cytometry panel allowed us to characterize effector-cell populations without “broadly reactive” inhib-
itory receptors such as CD94/NKG2A or LIRI. The numbers of such NKG2A™ LIRI™ NK cells increased fol-
lowing HCT in patients transplanted by KIR/HLA-ligand mismatched grafts, compared to KIR/HLA-ligand
matched grafts, and in patients transplanted from donors of the A/B, compared to A/A, KIR haplotypes.
NKG2ALIRI™ NK cells expressing only those inhibitory KIRs for which the patient had no HLA class | ligands
could be stimulated by HLA class I-deficient cells to express CD 107a. Thus, NKG2ALIRI™ NK cells may be
important GVL effector cells following HCT, even in patients transplanted from HLA-matched donors.

Biol Blood Marrow Transplant 16: 469-481 (2010) © 2010 American Society for Blood and Marrow Transplantation

KEY WORDS: Allogeneic hematopoietic cell transplantation, NK cells, HLA-matched, KIR/HLA-ligand
mismatch

INTRODUCTION nor-derived natural killer (NK) cells, which have been
shown to play an important role in the outcome of al-
logeneic HCT [1,2]. The function of NK cells is regu-
lated by the balance of signals from clonally distributed
inhibitory and activating cell surface receptors [3]. The
same receptors can be expressed on resting or activated
vdand off T cells [4]. The most important ones are the
inhibitory NK receptors, which induce tolerance
against self. These include the lectin-like receptor
CD94/NKG2A, which is specific for the nonclassical
class I molecule HLA-E, and is stabilized by leader
peptides from most classical HLA-A, -B, and -C allo-
types [5]. The Ig-like receptors, encoded in the leuko-
cyte receptor complex of chromosome 19, can be
divided into the killer cell immunoglobulin-like recep-
tors (KIRs) and the leukocyte Ig-like receptors [6]. The

Allogeneic hematopoietic cell transplantation
(HCT) is often the only possibility to cure acute mye-
logenous leukemias, myelodysplastic syndromes, and
aggressive leukemias/lymphomas. A key to survival in
this situation is the graft-versus-leukemia (GVL) effect,
mediated by effectors from the donor that destroy re-
sidual leukemia cells in the patient. These include do-
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leukocyte Ig-like receptors (CD8S5), previously called
immunoglobulin-like transcripts or leukocyte immu-
noglobulin-like receptors (LIR), are broadly reactive
inhibitory receptors against the HLA-A, -B, and -C al-
lotypes. Similar to CD94/NKG2A, they enable NK
cells to survey for overall class I expression [7]. In con-
trast, 3 different KIRs can distinguish between groups
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of HLA-A, -B, and -C allotypes [8-10]. KIR2DLI rec-
ognize HLA-C allotypes with a lysine at position 80
(C2 ligands such as Cw02, 0307, 0310, 04, 05, or 06).
KIR2DL2 and KIR2DL3 recognize HLA-C allotypes
with an asparagine at position 80 (C1 ligands, such as
Cw01, 03, 07, or 08). KIR3DL1 molecules recognize
HLA-B-allotypes with a polymorphic sequence motif
at position 77-83 (Bw4 epitope), whereas KIR3DL?2 in-
teracts with the HLLA-A3 and A1l allotypes.

Besides inhibition, NK cells require activation by
virus-infected or leukemic cells to mediate their protec-
tive functions [11,12]. Stimulatory receptors on NK cells
include lectin-like receptors such as CD94/NKG2C and
the KIRDS molecules. The HLA class I specificities
and antibody reactivities of activating KIRs overlap
with those of the corresponding inhibitory KIRs. Other
activating receptors on NK cells are the NKG2D homo-
dimers whose ligands include MHC class-I-related
chain A/B (MICA/B) [13]. A third class of activating re-
ceptors on NK cells, as well as some T cells, are the
natural cytotoxic receptors (NCR), NCR1 (NKp46),
NCR2 (NKp44), and NCR3 (NKp30) [9]. Although
the ligands for these receptors have not been fully eluci-
dated, they may be important in the recognition of
leukemic cells [9,11,12]. Inhibitory NK receptor signals
generally overrule signaling through stimulatory recep-
tors [10,14]. Several clinical studies demonstrated im-
proved survival post allogeneic HCT, along with
a strong GVL effect against myelogenous leukemias
when the patient was lacking 1 of the 3 major KIR/
HLA-ligands present in the donor, the Bw4 epitope in
HLA-B, or the Cl1 or C2 ligands in HLA-C [1,15-20].
The likely mechanism for this is that NK cells derived
from the graft express a “leukemia-reactive” profile of
inhibitory receptors. These inhibitory KIR do not find
an HLA class I ligand on the recipient’s cells, including
residual leukemia cells. Because all KIRs are encoded on
chromosome 19, they are segregated independently of
the HLA alleles on chromosome 6. Thus, transplants
from HLA identical family donors may be KIR-
mismatched [21], whereas only transplants from identi-
cal twins are HLA- and KIR-matched. We studied
regenerating NK and T cells following allogeneic
HCT in adult patents, most of which were HLA-
matched. According to the expression of KIRs in the
donor’s blood, the patients were divided into KIR/
HLA-ligand matched and mismatched groups. In an
effort to better understand the GVL effect we focused
our analysis on the regenerating NK cells without ex-
pression of broadly reactive inhibitory NK receptors
(CD94/NKG2A and LIR1 [CD85j]) and monitored
their regeneration in KIR/HLA-ligand matched as
well as mismatched patients post-HCT. In addition,
we monitored NK receptor expression on other innate
effector cell populations that may be relevant for the
GVL effect postallogeneic HCT, such as NKT cells,
NKT-like cells, and v3 T cells.

Biol Blood Marrow Transplant 16:469-481, 2010

MATERIALS AND METHODS

Patients

The study included 36 consecutive adult patients
treated by allogeneic HCT in the Division of Alloge-
neic Stem Cell Transplantation, Department of He-
matology/Oncology, Freiburg University Hospital.
The details of their transplant history are given in
Tables 1, S1, and S2. This study was approved by the
University of Freiburg Hospital Ethics Committee;
all clinical investigations were conducted according
to the Declaration of Helsinki Ethical Principles.
The patients provided informed written consent prior
to inclusion in this study. All patients received granu-
locyte colony-stimulating factor (G-CSF) mobilized
peripheral blood progenitor cells from HLA A-, B-,
and C-locus matched donors (32 patients) or HLA
A-, B-locus matched, but C-locus mismatched donors
(4 patients). The patients were only considered C-lo-
cus mismatched if the donor and recipient were as-
signed to different HLA-C allele groups (C1 or C2).
For the purpose of this study we assigned the patients
to the groups “KIR/HLA-ligand match” and “KIR/
HLA-ligand mismatch,” as defined shortly.

Sample Collection and Preparation

Blood samples were drawn from donors and recip-
ients before and after transplantation. The blood sam-
ples post-HCT were collected on days 14 (n = 36), 28
(n=35),56 (n=35),84(n=133),112 (n = 30), 140 (n
=29),168 (n = 31),252 (n = 16), and 336 (n = 1). All
blood samples were drawn within 1 week of the speci-
fied day. In the case of missed collections, samples
were obtained at interim time points whenever

Table 1. Characteristics of the KIR-Ligand Mismatched and
KIR-Ligand Matched HCT Patients

KIR-Ligand KIR-Ligand
Mismatch Match
N 22 14
Age 6258 565+ 15
Sex (male / female) 18/4 6/8
Diagnosis (n) AML/MDS = 16 AML/MDS = 9
B-NHL = 6 B-NHL =5
HLA class | mismatch in GVHD
direction (n)
A 0 0
B 0 0
C 3 |
KIR haplotype (n)
A/B 14 5
A/A 7 4
B/B | 5
Transplantation (n)
Related 5 (23%) 9 (64%)
Unrelated 17 (77%) 5 (36%)

AML indicates acute myelogenous leukemia; MDS, myelodysplastic syn-
drome; NHL, non-Hodgkin lymphoma; GVHD, graft-versus-host dis-
ease; KIR, killer cell immunoglobulin-like receptor.
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possible. Three relapsed patients were excluded from
further analysis when they had to undergo a second
transplantation. All blood samples were freshly pro-
cessed by isolation of peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) on Ficoll gradients (LSM 1077, PAA,
Pasching, Austria), followed by staining for flow cy-
tometry analysis.

KIR-Polymerase Chain Reaction (PCR)
Genotyping

Donor DNA samples were extracted using
QIAamp DNA Blood Mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany). KIR genotyping was performed according
to published protocols with minor modifications
[20,22] to differentiate inhibitory KIRs from activating
KIRs (KIR2DL1/S1, KIR2DL2/S2, KIR2DL3/S3,
KIR2DL5, KIR3DL1/S1, KIR3DL2) and determine
the KIR haplotypes.

Antibodies and Flow Cytometry

The following mouse antihuman monoclonal anti-
bodies (mAbs) were used: CD3-FITC (UCHTY1),
TCRy3-FITC IMMU 510), NKG2A-PE (Z199),
CD85j-PE  (HP-F1), TCR Va24-FITC (C15),
NKG2D-PE (ON72), NKp30-PE (Z225), NKp44-
PE (Z231), NKp46-PE (BAB281), CD3-ECD
(UCHT1), CD244-PE-Cy5 (C1.7.1), CD56-PE-Cy7
[N901(INKH-1)], CD1582a,h-APC (EB6.B) (all from
Beckman Coulter, Krefeld, Germany), and TCRaf3-
FITC (BMAO031) (Serotec, Oxford, UK). The mAb
TCR VBI11-PE-Cy7 (C21), CD158e-ECD (Z27),
and CD158b,j-APC-Cy7 (GL183) were purchased as
custom-conjugates (Beckman Coulter, Custom De-
sign Service). For surface staining, PBMC were incu-
bated with different mAb panels, as shown in Table
S3. Following 15 minutes of incubation, 50 pL of Op-
tiLyse B solution (Beckman Coulter) were added for
red cell lysis. After 15 minutes 500 pL of double-dis-
tilled water (Braun, Melsungen, Germany) were added
and the tubes were incubated for a further 20 minutes.
The samples were washed (PBS + 1% human serum),
fixed in 250 pL. 1% paraformaldehyde IOTest 3 Fix-
ative Solution; Beckman Coulter), and events were ac-
quired on a CyAn™ ADP Flow Cytometer (Beckman
Coulter). Voltage of the CyAn FlowCytometer was
first adjusted using appropriate isotype controls for
each color. Then, compensation beads for each color
(antimouse Ig CompBeads, BD) were run on the in-
strument. Upon analysis of the surface markers auto-
matic compensation was preformed using the Flow]Jo
(Tree Star, Ashland, OR, USA) program.

CD107a and Interferon (IFN)-y Assay

PBMC were incubated in complete medium
(IMDM, supplemented with L-Arginine, L-Aspara-
gine, L-Glutamine, penicillin, streptomycin [all
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from Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, Germany] and
heat-inactivated 10% male human serum [PAN-
Biotech, Aidenbach, Germany]) for 4 hours at 37°C
in the presence of monensin (GolgiStop; BD) the
CD107a-PE-Cy5.5 mAb (H4A3) (Beckman Coulter,
Custom Design Service) [23-25] and K562 cells
(50.000 K562/150.000 PBMC). Then, the cells were
washed (phosphate-buffered saline [PBS] + 1% hu-
man serum), stained for surface markers (30 minutes),
fixed, and permeabilized by IntraPrep Permeabiliza-
tion Reagent (Beckman Coulter). For intracellular
staining we used the IFN-y-Pacific Blue mAb
(4S.B3) (eBioscience, Frankfurt, Germany). Following
30 minutes of incubation, the cells were washed, resus-
pended in 250 pLL IOTest 3 Fixative solution (Beck-
man Coulter) and analyzed (8 colors) on an LSR II
cytometer using automatic compensation and the

Diva software (BD Biosciences).

Definition of KIR/HLA-Ligand Match and KIR/
HLA-Ligand Mismatch

Donor-recipient pairs were divided into the
categories “KIR/HLA-ligand match” and “KIR/HLA-
ligand mismatch” according to the receptor (KIR)-
ligand (HLA) model [17,18]. Using high-resolution
HLA typing all patients were assigned to C1, C2, or
C1/C2 groups (HLA-C) and to the Bw4 group
(HLA-B). In addition, donors’ PBMC were examined
by multicolor flow cytometry for NK cells expressing
KIR2DL1/S1 (C2-specific), KIR2DL2/D13/S2 (C1-
specific), or KIR3DL1/S1 (Bw4-specific) (Table S4).
A patient was assigned to the group “KIR/HLA-
ligand match” if the KIR expressed by the donor’s
NK cells matched the patient’s HLA-C or -Bw#4 li-
gands. Thus, most patients in the KIR-ligand matched
group expressed all 3 KIR ligands C1, C2, and Bw4. In
contrast, a patient was assigned to the group “KIR/
HLA-ligand mismatch” if the donor had NK cells ex-
pressing KIR for which the patient had no HLA-C or
Bw4 ligand. This would mean that there was a KIR-
mismatch in the graft-versus-host (GVH) direction.
Although patients #14 and #18 were missing HLA
C2 KIR ligands, they were assigned to the KIR/
HLA-ligand match group because phenotypic analysis
of their donors’ effector cells failed to demonstrate
KIR2DL1 expression [26].

Statistical Analyses

For a statistical comparison of the study groups
20,000 viable lymphocytes were collected per sample.
All data were analyzed using SPSS software (Version
14.0 SPSS, Munich, Germany). The significance of
the differences in cell counts between donor and recip-
ient pairs following HCT were tested using the non-
parametric Mann-Whitney U-test.



472 S. Rathmann et al.

RESULTS

A New 6-Color Flow Cytometry Panel
Differentiating NK and T Cell Subpopulations

We used special mAb panels to characterize inhib-
itory receptors on NK and T cells (Table S3, panels 1-
4). To identify MHC unrestricted effector cells, we first
gated on the NKG2A™ LIR1™ effector cells and, alter-
natively, on effector cells that expressed either
NKG2A or LIR1. Then, we identified the NK
(CD3™ CDS56") (panel 1), NKT-like (TCR af”
CD56™) (panel 2), v3 T cell (TCR v3") (panel 3),
and NKT (Va24* VB117) (panel 4) cell subsets within
this population. Because both NKG2A/CD9%4 and
LIR1 (CDS85j) represent inhibitory receptors with
broad reactivity against different HLA class I alleles,
we designated NKG2A™ LIR1™ NK cells as “potentially
alloreactive.” The NKG2A™ LIR1™ NK cell subset
was further gated on cells which were single-, double-,
or triple-positive for KIR2DL1/S1 (CD158a,h),
KIR2DL2/L3/S2, (CD158b,j), and KIR3DL1/S1
(CD158e). In addition, we used 4- or 5-color flow cy-
tometry to investigate the expression of activating re-
ceptors NKG2D, CD244 (2B4), NKp30, NKp44,
and NKp46 on each of these effector cell subsets (Table
S3, panels 5-8).

NKG2A™ LIRI™ NK Celis in the Course of HCT

Initially, we compared patients before HCT and
their healthy donors for the presence of MHC
unrestricted killer cells without broadly reactive NK-
inhibitory receptors, designated here the NKG2A™
LIR1™ phenotype (Figure 1A). Only NK cells of the
NKG2A™ LIRI™ phenotype, but not NKG2A™ LIR1™
NKT-like T cells or yd T cells, were decreased in
the patients before HCT, when compared to the
healthy donors (P < .001). In contrast, donors and pa-
tients had similar levels of NK cells expressing 1 or
both of the broadly reactive NK inhibitory receptors
NKG2A and LIR1 (Figure 1B). NKG2A™ LIR1™ NK
cells were already detectable in the donors and became
a prominent NK cell subpopulation in the late time
course following HCT in some of the patients
(Figure 2). There was a relatively sharp rise of
NKG2A™ LIR1™ NK cells between days 28 and 84
post-HCT. Although NKG2A™ LIR1™ NK cells
were, overall, a relatively small population, compared
to NK cells expressing NKG2A and/or LIRI, this
population continued to rise until approximately day
112 post-HCT, when the levels of the other NK cells
were decreasing (Figure 3). As determined by donor
KIR genotyping, increased levels of NKG2A™ LIR1™
NK cells post-HCT were more prominent in patients
of the A/B than A/A haplotypes, but there was no ap-
parent difference in the levels of NKG2A™ and/or
LIR1" NK cells (Figure 3). Interestingly, patients re-
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maining in complete remission (CR) had significantly
more NKG2A™ LIR1™ NK cells, but not NKG2A™
and/or LIR1" NK cells, compared to relapsed patients
as observed at 3 independent time points following
HCT (Figure 4).

Increased NKG2A™ LIRI™ NK Cells in KIR/HLA-
Ligand Mismatched Patients following HCT

We monitored NKG2A™ LIR1™ NK cells from day
14, up to day 168 post-HCT (Figure 5). Assignment of
the patients to the “KIR/HLA-ligand match” and
“mismatch” groups was performed according to the
“KIR/HLA-ligand model” (see the Methods section)
[18,26]. We noticed significantly increased levels of
NKG2A™ LIR1™ NK cells in the blood of the KIR/
HLA-ligand mismatched patients compared to the
matched patients (Figure 5). This difference was
mainly caused by an increase in the amount of
NKG2A™ LIR1™ CD56-dim NK cells (Figure Sla).
Nevertheless, the KIR/HLA-ligand mismatched pa-
tients also had a tendency toward higher levels of
NKG2A™ LIR1™ CD56-bright NK cells after HCT
than the matched patients (Figure S1b). These statisti-
cally significant differences were present at several in-
dependent time points following HCT, suggesting
that these were biologically relevant.

Next, we analyzed the NKG2A™ LIR1™ NK cells in
more detail with regard to expression of the relevant
KIR, as well as functional capacity using 8-color flow
cytometry. NKG2A™ LIR1™ NK cells expressing KIR
for which the patient had no HLA class I ligand (des-
ignated KIR-mismatched NK cells) were detectable
at relatively low levels before HCT. Following HCT
these KIR mismatched NK cells increased in most
patients to higher levels than observed in the particular
donors with the 2 representative patients shown in
Figure 6. Patient #21 had 2 KIR/HLA-ligand mis-
matches in the presence of an HLA-C group mismatch
(donor C1/C2 and patient C2/C2), whereas patient
#28 was HLA identical to his donor but still had
a KIR3DL1-Bw4 mismatch (Tables 2 and S1). Be-
cause the donors for patients #21 and #28 did not carry
KIR3DS1, all NK cells expressing KIR3DL1/S1 in
these patients following HCT expressed the inhibitory
form KIR3DLI1. However, patient #21 carried the
KIR2DL2/3 and KIR2DS2/3 genes; therefore, both
forms of this receptor could be expressed by the single
KIR2DL.2/1.3/S2™ cells in this patient. We examined
the functional activity of these potentially alloreactive
NK cells by measuring their surface CD107a expres-
sion and IFN-y secretion following stimulation by
K562 cells [23-25]. NKG2A™ LIR1™ NK cells express-
ing the mismatched KIRs, as well as other inhibitory
KIRs (marked by an arrow in Figure 6A) could clearly
be stimulated by K562 cells, revealing their alloreac-
tive potential against target cells that did not express
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Figure 1. Characterization of effector cells positive or negative for NKG2A/LIR inhibitory receptors in patients before HCT and their donors. The
numbers of NK cells, NKT-like cells (TCR a8*, CD56 ") and v T cells were gated on (A) all NKG2A™ LIR17, as well as on (B) NKG2A™ and/or LIR1™*
effector cells. “NKG2A™ and/or LIR1* effector cells” include the NKG2A™ LIRI™, the LIRI” NKG2A™, and the LIRI " NKG2A™ cell populations. Cell
numbers were determined by flow cytometry from a total of 20,000 cells in patients before HCTand their donors. Highly statistical significant differences

(Mann-Whitney U-Test) (P <.001) are indicated by **.

a corresponding inhibitory HLA class I ligand
(Figure 6B). In addition, we gated on NKG2A~
LIR1™ NK cells that expressed only the mismatched
KIR but none of the KIR/HLA-ligand matched inhib-
itory or activating receptors because such NK cells
should find no inhibitory HLA class I ligands on the
patient’s leukemia cells. Remarkably, even these single
mismatched KIR" NK cells appeared to be functional

effector cells showing a 2- to 4-fold increase in
CD107a expression while there was some, albeit lower,
induction of INF-y secretion.

Activating Receptors on NK Cells Post-HCT

Besides analysis of the diverse KIR, NKG2A, and
LIR1, we studied expression of the activating receptors
NKG2D, 2B4, NKp30, NKp44, and NKp46 on
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and representative patients #28, #30, and #34 were analyzed for NKG2A/LIR | expression by gating on CD3~ CD56™ lymphocytes before HCT (pre

Tx) and at different time points following HCT.

patients’ NK cells using separate mAb panels (Figure 7,
Table S3, panels 5-8). The mean-fluorescence index
(MFT) was more informative than percentages of posi-
tive cells because most NK cells expressed NKG2D,
2B4, and NKp46, whereas NKp44 was only expressed
by the CD56-bright NK cells (Figure 7, and data not
shown). During the observation period (168 days)
there was a remarkable increase in the expression levels
of NKG2D in both KIR/HLA-ligand matched as well
as mismatched patients, although it appears that the
KIR/HLA-ligand mismatched patients might have
transiently higher expression levels of NKG2D than
KIR/HLA-ligand matched patients. Similarly, the ex-
pression levels of NKp30, NKp44, and NKp46 in-
creased following HCT, and this phenomenon was
observed in both the KIR/HLA-ligand mismatched
and matched patients. These expression levels were
measured on all NK cells because gating on the
NKG2A™ LIR1™ NK cell subpopulation would have
involved additional customized mAb that were un-
available at the time of our study.

NK Receptor Expression on T Cells Post-HCT

Besides typical NK cells we also measured the
blood percentages of the other effector cell subsets
(NKT-like, yd T cells, o T cells) and their differential
expression of KIR (Table S3). The percentages of
NKT cells and yd T cells in our patients were rather
low compared to NK cells (data not shown). KIR ex-
pression on these subsets increased posttransplant in
only a few of the patients. Typical NKT cells
(Va24" VB117) were extremely rare in the patients’
and donors’ blood. Therefore, the amount of blood

obtained and the samples stained did not allow detailed
analysis of the NKT cells. However, when staining
more lymphocytes we found that most V24"
VB11* NKT cells expressed KIRs, whereas T cells
that were single positive for Va24 or VP11 did not
(data not shown). Naturally, conventional af T cells
of donor origin increased in these patients post-
HCT, but KIR expression on these off T cells was
only noticed in exceptional patients.

DISCUSSION

In normal donors 20% to 50% of NK cells belong
to the NKG2A™ LIR1™ subset, whereas approximately
40% to 50% of NK cells express NKG2A and 15% to
50% LIR1, representing nonoverlapping NK cell sub-
sets (our unpublished results). To our knowledge,
KG2A™ LIR1™ NK cells have not been specifically ex-
amined to date [19,27]. This subset was increased in
healthy donors compared to the patients before
HCT, in patients that remained in remission com-
pared to relapsed patients, and in KIR-ligand mis-
matched patients compared to KIR/HLA-ligand
matched patients. Interestingly, there was no differ-
ence between patients in remission and relapsed pa-
tients in the percentages of NKG2A ™" NK cells. The
most straightforward interpretation of our observa-
tions is that NKG2A™ LIR1™ NK cells play a protective
role in the GVL effect. The tendency toward signifi-
cance of different NKG2A™ LIR1™ NK cell numbers
in KIR/HLA-ligand mismatched and matched
patients was already present by days 56 and 84 post-
HCT (Figure 5). Because at these time points most
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patients were still in clinical remission, this suggests
that decreasing percentages of NKG2A™ LIR1™ NK
cells preceded leukemic relapses and not vice versa.
Thus, higher numbers of antileukemic NK cells may
be important for maintaining remission in the time pe-
riod after day 112. Extrapolating from these data we
propose that the adoptive transfer of donor NK cells
[28] at some point during the time period between 1
and 3 months after HCT may protect against leukemia

relapse, and that prophylactic infusions of enriched
NKG2A™ LIR1™ NK cells may be particularly protec-
tive. Furthermore, we observed that expansion of
NKG2A™ LIR1™ NK cells was more evident in patients
with the A/B haplotype than in patients with the A/A
haplotype. However, there was no apparent difference
in the post-HCT rise of the NKG2A™* and/or LIR1"
NK cells associated with the different KIR haplotypes
(Figure 3). Patients with A/B KIR haplotypes carry
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a greater diversity of HLA allele-specific inhibitory
and activating receptors than A/A or B/B patients.
The presence of the A-haplotype with allele-specific
inhibitory KIRs may be required for education of
NKG2A™ LIR1™ NK cells because these cells express
less inhibitory receptors than NKG2A" and/or
LIR1" NK cells. In addition, the presence of activat-
ing KIR-genes in the B-haplotypes may enhance NK
cell proliferation and the GVL effect [29,30].

Most of the NKG2A™ LIR1™ NK cells that were in-
creased in the KIR/HLA-ligand mismatched patients
were of the CDS56-dim phenotype (Figure S1).
CD56-dim NK cells are the more cytotoxic NK cell
subset, naturally expressing lower levels of NKG2A
than CD56-bright NK cells that produce cytokines
[31]. The NKG2A™ LIR1™ NK cells could be consid-
ered developmentally immature, but this probably
only applies to NKG2A™ LIR1™ KIR™ NK cells that
produce less IFN-v and lack cytotoxic potential [32].

8000
8000

4000

20.000 lymphocytes

*

!

NKG2ALIR1™ NK cells /

2000

g

However, the vast majority of the NKG2A™ LIR1™
NK cells are mature NK cells because they express var-
ious KIRs and are functional effector cells against
HLA deficient target cells (Figure 6). The engrafted
NKG2A™ LIR1™ NK cells expressing KIRs for which
the patient had no HLA class I ligand also increased
post-HCT and remained at these levels for at least 6
to 9 months, suggesting that their GVL effect is main-
tained for a long period of time [33,34]. The potential
for alloreactivity by single KIR"™ NKG2A™ LIR1- NK
cells was documented for several patients using the
CD107a assay following stimulation by K562 cells
[23] (Figure 6). These experiments confirmed that, re-
gardless of potential expression of an activating KIR,
these were functional alloreactive NK cells. In a recent
related study [35], single KIR" NK clones from trans-
planted pediatric patients were tested for lysis of autol-
ogous leukemia cells using conventional 51-Cr release
cytotoxicity assays. Our CD107a flow cytometry assay
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ferences between the groups are indicated by * (Mann-Whitney U-test).
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Table 2. Clinical Details of KIR-Ligand Mismatched Transplanted Patients #21 and #28 Who Were Examined in Detail in Figure 6

#21 #28
Agelsex 57/f 52/m
Diagnosis MDS MDS
Disease status at HCT untreated untreated
Donor type unrelated unrelated
KIR ligand (donor) Cl,C2 Cl,C2
KIR ligand (patient) Cc2 cl,C2
KIR haplotype (donor) A/B AIA
Inhibitory KIR (donor) 2DLI1,2DL2/3,3DLI 2DLI1,2DL3,3DLI
Activating KIR (donor) 2DS2/3 No

KIR-ligand mismatch

GVHD (acute)
GVHD (chronic)
Donor chimerism
Outcome

KIR2DL2/3 - HLA-CI
KIR3DLI - HLA-Bw4
Grade | (skin)

mild day +192 (skin)
Yes

CR (+32 months)
Alive

KIR3DLI - HLA-Bw4

Grade 4 (skin, gut)

severe day +179 (gut) until day +195
Yes

CR (+30 months)

Alive

MDS indicates myelodysplastic syndrome; f, female; m, male; CR, complete remission; KIR, killer cell immunoglobulin-like receptor; HCT, hematopoietic

cell transplant; GVHD, graft-versus-host disease.

offers the advantage of analyzing very rare NK cell
subpopulations that have not been activated by IL-2
in vitro directly upon isolation from the patients’
blood. Expression of CD107a on the surface of NK
cells correlates with degranulation following stimula-
tion and represents a sensitive marker of NK cell activ-
ity [23,36]. Testing autologous leukemia cells for “the
lack of inhibition” of NK cell lysis by a missing HLA
class I ligand offers, in our opinion, no definitive ad-
vantage to K562 cells. Nevertheless, K562 cells differ
from autologous leukemia cells in the spectrum of li-
gands for NK activating receptors, most of which are
yet uncharacterized [11,12]. Autologous leukemia cells
were only available in a few patients, and are frequently
contaminated by normal bone marrow cells. These
facts and the condition of the leukemia cells following
thawing prevented meaningful functional experiments
in our system. This may be why other studies used
fresh allogeneic leukemia cells as well as the HLA class
I A, B, and C negative Epstein-Barr virus transformed
B cell line .221 as target cells [34].

The GVL effect by NK cells implies that leukemia
cells express ligands for activating NK receptors.
Because ligands for these receptors on leukemia cells
remain poorly characterized [9,11,12], it is still impos-
sible to predict which patients’ leukemia cells will be
GVL targets. Although the expression of activating re-
ceptors on leukemia cells cannot be influenced, it is
possible to select donors expressing an inhibitory
KIR without a corresponding HLA class I ligand on

the recipient’s leukemia cells [37]. This can occur in
both the HLA-mismatched or HLA-matched setting
of HCT. Nevertheless, most studies on the protective
role of potendally alloreactive NK cells were
conducted in the haploidentical setting of HCT
[15,17,33-35,38-40] or investigated both HLA-
matched and mismatched patients [19,20]. Only
a few groups have focused their analysis on HLA-
matched patients or HLA-identical siblings
[18,21,30,41,42]. However, there is clearly a lower in-
cidence of treatment related complications following
HLA matched allogeneic HCT [37], whereas a mis-
match at a single or multiple loci is associated with
higher treatment-related mortality and graft-
versus-host disease, regardless of other factors such
as patient age, disease status, or use of T cell depletion
[43]. For fully HLA-matched patients, haplotype
matching seems to further decrease the likelihood of
severe graft-versus-host disease [44]. Thus, practically
all patients in our institution were HLA-matched be-
cause our donors were HLA-identical siblings or unre-
lated donors, primarily selected based on a match in
HLA A, B and -DRB1.

One may question if functional alloreactive NK
cells exist post-HCT in the situation of an HLA-
match. We found at least 9 donors in our relatively
small study that expressed KIR for which they them-
selves lacked an HLA class I ligand (“aberrant” KIR).
Most aberrant KIRs were expressed by NK cells that
coexpressed additional inhibitory receptors. Although

Egure 6. Subpopulations of NKG2A™ LIRI™ NK cells expressing individual KIR and their alloreactive potential. (A) The numbers of NKG2A™ LIR 1™ NK
cells, expressing different KIR, from KIR/HLA-ligand mismatched patients #2| and #28 before (pre Tx) and at several time points following HCT, com-
pared to their donors. NK cell subsets expressing the KIR for which the patients had no HLA class | ligand (marked by an arrow). (B) CD 107a expression
and intracellular IFN-y secretion following stimulation by medium or K562 cells were measured by flow cytometry in subpopulations of the NKG2A™
LIRI™ NK cells from patients #21 (days 33| post-HCT) and #28 (day 357) (subsets indicated above the dot plots), expressing KIR for which the patients
had no HLA class | ligands (outlined by a frame). The percentages of positive cells are indicated in the quadrants. KIR2DL2/L3/S2* or KIR3DLI/S1 " gated
dot plots included NKG2A™ LIRI™ NK cells expressing other inhibitory KIR. Analysis of dot plots gated on multiple KIR was restricted to NK cells
expressing the mismatched KIR as their only inhibitory receptors (for patient #21 KIR2DL2/L3/S2" and/or KIR3DLI/SI* and for #28 KIR3DLI/

SI™) (for the KIR genotype see Tables 2/S1).
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Figure 7. Activating receptors on NK cells following KIR/HLA-ligand matched and mismatched HCT. The mean fluorescence index (MFI) was deter-
mined by flow cytometry for the activating receptors 2B4, NKG2D, NKp30, NKp44, and NKp46é expressed by NK cells from KIR/HLA-ligand mis-
matched and KIR/HLA-ligand matched transplanted patients before HCT (pre Tx) and at different time points following HCT. The numbers of
patients (n) in the KIR/HLA-ligand mismatched and matched groups for each time point are indicated on the right. Statistically significant differences
between the KIR/HLA-ligand mismatched and matched patients are indicated (*¥).

this would prevent most autoreactivity against normal
cells, such NK cells may still mediate a significant
GVL effect because leukemia cells may express ligands
for activating NK receptors so that the total activating
signals may prevail over the inhibitory signals [9,11].
In addition, leukemia cells may lose single HLA class
I alleles that would make them sensitive for GVL ef-
fects by rare NK cell subsets [45]. We show that
such NK cells expressing aberrant KIR increase post-
HCT (eg, KIR3DL1" cells in patients #21 and #28;
Figure 6). Although NK cells lacking self-HLA class
I receptors are normally considered to be developmen-

tally and functionally immature [24,46], the present
data and a study published recently [42] suggest that
NK cells expressing the HLA-mismatched KIRs, and
no other inhibitory receptors, may actually be func-
tional following HCT (Figure 6B). Nevertheless, we
cannot exclude that they are somewhat functionally
impaired, as has been suggested by another study in
a haploidentical setting [34]. Such single KIR™ NK
cells with alloreactive potential may be present in all
HLA-matched HCT-patients who are not positive
for all 3 KIR/HLA ligands (C1, C2, and Bw4). An in-
triguing hypothesis is that, even in the healthy donors,
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such NK cells might have a “leukemia-protective” ef-
fect. Further experiments are needed to investigate
how NK education following stem cell transplantation
might differ from the physiological development of
NK cells.

Expression levels of the activating receptors
NKG2D, NKp30, NKp44, and NKp46 on NK cells
increased in both patient groups during the observation
period following HCT (until day 168) (Figure 7). Most
remarkable was the rise in NKG2D-expression on NK
cells that could be observed in KIR/HLA-ligand mis-
matched patients around day +56 and in the KIR/
HLA-ligand matched patients around day +112. In-
creased expression levels of NK activating receptors
at later time points following HCT may represent
a mechanism in maintaining remission following
HLA mismatched, as well as matched transplants.

In addition to NK cells, we also investigated the ex-
pression of NK receptors on other effector cell popula-
tions such as NKT cells, NKT-like cells, as well as other
afy and vd T cells. It appears that NKG2A™ LIR1™
NKT-like cells and NKG2A™ LIR1™ 3 T cells express-
ing KIRs transiently increased following HCT
compared to the levels in the patient pre-HCT or those
seen in the donor. The vast majority of cytotoxic yd T
cells expressed CD94/NKG2A [4,47] and the
NKG2A™ LIR1™ phenotype on T cells is rather infre-
quent. Expression of broadly reactive inhibitory recep-
tors is restricted to T cells with a potential for
autoreactivity. These receptors downmodulate the acti-
vating signals from the TCR and protect from the auto-
immune capacity of these effector cells. In other words,
T cells expressing broadly reactive inhibitory receptors
need additional signals from the TCR to play a role in
GVH and GVL responses, and the antigenic specific-
ites of these cells depend on the T cell repertoire
of the particular donor. Our data showing relatively
few KIR-expressing T cells after HCT suggest that
such MHC unrestricted and potentially autoreactive
T cells are less important for the GVL effect than NK
cells.

In summary, our data suggest that NKG2A™ LIR1™
NK cells are important effector cells in GVL. NK
cells, expressing only 1 inhibitory KIR for which the
patient has no ligand, may mediate GVL effects in hap-
loidentical, KIR/HLA-ligand mismatched, as well as
in HLA-matched, KIR/HLA-ligand mismatched
HCT patients. The function of such NK cells follow-
ing HCT needs to be compared to similar NK cells
present in normal donors, as well as to regular
NKG2A"* NK cells.
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Ergebnisse und Diskussion

2.6.1 Zusammenfassung

Invariante NKT (iNKT)-Zellen sind eine Subpopulation der T-Zellen, deren TCR aus einer
invarianten a-Kette (Va24) in Kombination mit einer B-Kette (VB11) besteht. Dieser TCR
bindet an ein MHC-dhnliches Molekiil, CD1d, das nicht Peptide sondern Glycolipide
prasentiert. Erkennen iNKT-Zellen diese Lipide kommt es zu einer Ausschittung der Zytokine
IL-4, IFN-y und IL-10. Dies fiihrt zu einer Aktivierung weiterer Immunzellen. Die Fahigkeit,
schnell grofle Mengen an Zytokine zu sekretieren, macht sie zu einer Brlicke zwischen

angeborenen und adaptiven Immunsystem.

Die Frequenz dieser iNKT-Zellen ist in adulten Proben sehr gering. Im Rahmen dieser
Veroffentlichung wurden 64 Proben von Kindern im Alter zwischen 7 Monate bis 18 Jahren
analysiert. Mit zwei verschiedenen durchflusszytometrischen Farbungen wurden iNKT-Zellen
identifiziert und quantifiziert. In der ersten Farbung wurden CD3 positive T-Zellen gefarbt,
die TCRVa24 und TCRVP11l exprimieren, in der zweiten Farbung wurde mit dem
monoklonalen Antikorper 6B11 gefarbt. Die absoluten Zahlen liegen mit der ersten Farbung
bei 100-6624 und 515-8762 bei der zweiten Farbung pro ml Blut. Es konnte kein Unterschied
in der absoluten Zahl der iNKT-Zellen zwischen Kindern und Erwachsenen, zwischen den
Geschlechtern und auch ebenso kein Unterschied zwischen Kindern und Nabelschnurblut
festgestellt werden. Die Frequenz bewegte sich von 0.008-0.374 bzw. 0.021-0.712 in der
zweiten Farbung. Es konnte ein moderater, jedoch signifikanter Anstieg in der Frequenz im
Alter festgestellt werden. Dieser Anstieg lasst sich mit dem bekannten Rickgang der

absoluten Zahl an T-Zellen im Alter erklaren.

Diese Werte sind die ersten dieser Art, die Referenzwerte fiir iNKT-Zellen zeigen. Bei der
Durchfiihrung dieses Projektes wurden zum einen die Referenzwerte fiir iNKT-Zellen in
Kindern erstellt, zum anderen auch das KIR-Repertoire dieser Kinder analysiert. Es wurden
auch hier durchflusszytometrische Analysen in Kombinationen mit der Bestimmung des
genetischen Hintergrunds durchgefiihrt, die Aufschluss Uber die Verteilung der Rezeptoren
in Kindern und Jugendlichen geben sollen. Diese Studie muss durch weitere Proben

vervollstandigt werden (Manuskript in Vorbereitung).
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Abstract

Human invariant natural killer T cells (iINKT cells) are a unique population of T-cells
that express a semi-invariantly rearranged T cell receptor (TCR) and are involved in a
variety of immunoregulatory processes. We established reference values for iINKT
cells in 64 healthy children from 7 months to 18 years of age and 5 cord blood
samples by flow cytometry. iINKT cells were measured as CD3+ cells co-expressing
TCRVa24 and TCRVB11, and by using the monoclonal antibody 6B11, which
recognizes specifically their invariant TCR rearrangement. The absolute number of
iNKT cells ranged from 86 to 10499 (CD3+/ TCRVa24+/ TCRVB11+) and 233 to
11167 (CD3+/6B11+) INKT cells per milliliter of blood. This range is stable from birth
to adulthood. The relative iNKT cell count was found to be 0.003 to 0,71 % (CD3+/
TCRV024/TCRVB11) and 0.019 to 0.776 % (CD3/6B11) of peripheral blood T cells

and shows only a slight increase with age.
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Introduction

Invariant natural killer T cells (iNKT cells) are a unique subset of innate immune cells
that have features of both T cells and natural killer (NK) cells. They express a semi-
invariant T cell receptor, characterized in mice by Va14-Ja18 and V8.2, V7, or
VB2, and in humans by Va24-Ja18 and VB11, although the B chain can be somewhat
variable [1-3]. This TCR recognizes lipid-based antigens in the context of CD1d
molecules, an MHC Class I-like molecule expressed on antigen presenting cells
(APCs) and other cell types. iINKT cells were initially discovered based on the finding
that a novel glycolipid compound, a-galactosyl ceramide (a-GalCer), had anti-tumor
activity [4]. It could be shown that a-GalCer binds CD1d and then a-GalCer-CD1d
complex activates NKT cells through their TCR. Their ability to rapidly secrete large
amounts of pre-formed cytokines upon activation allows them to bridge the innate
and adaptive immune responses by downstream recruitment and activation of
dendritic cells (DCs), NK cells and CD4+ and CD8+ T cells [5]. Therefore iNKT cells
are thought to play crucial roles in modulating antitumour, autoimmune and
antimicrobial responses [6—-8]. While the function of iINKT cells has been studied
extensively in mouse models, less is known about human iNKT cells. Absence or
low numbers of peripheral blood iINKT cells have been associated with diverse
autoimmune diseases in humans [9]. Their role in infectious and malignant diseases
still has to be determined [10]. Data on children are sparse. iINKT cells are thought to
play a role in the immune escape of neuroblastoma cells [11] and have been found to
be reduced in children with EBV-associated lymphoproliferative diseases due to
SAP- and XIAP- deficiency [12] as well as ITK-deficiency [13]. However, the
contribution of these cells to human diseases remains controversial [10, 14-16].
Moreover, there are no generally accepted reference values, especially with respect

to the lower normal limit.
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The evaluation of human iINKT cells in peripheral blood is particularly complicated by
different factors. First, their frequency in the peripheral blood is extremely low.
Second, different detection methods may limitate the comparability of the results.
Basically, three different staining methods have became widely accepted to evaluate
human iNKT cells by flow cytometry:

Classically, they have been identified using CD1d tetramers loaded with a-GalCer
[17-19].

Recently, it has been shown that iINKT cells can be easily identified by co-expression
of TCRVa24 and TCRVB11 or by using the monoclonal antibody (mAb) 6B11, which
recognizes the invariant CDR3 loop of their TCR a-chain, with good correlation to the
classical method [20,21].

In this study we established reference values for INKT cells in healthy children using

the latter staining methods.
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Patients and methods

Reference values for iNKT cells and NKT like cells

Age related reference values for INKT cells were generated from 64 FACS analyses
in a healthy paediatric population. The group consisted of children undergoing
elective surgery and children presenting to our outpatient hemostasiology clinic prior
to surgery.

In this group a bleeding disorder was ruled out if the past medical history and family
history did not suggest a bleeding disorder and there were normal results of standard
hemostasiologic tests. Children with acute infections, underlying illness or on any
medication were excluded. Adult control samples were obtained from 12 healthy
adult volunteers associated with our children’s hospital. Five cord blood samples of
healthy newborns were obtained from the Jose-Carreras cord blood bank Dusseldorf.
Ethical approval was obtained from the Ethics committee from the Heinrich-Heine

University Dusseldorf

Immunophenotyping of iNKT cells

Whole blood was anticoagulated with EDTA and processed within 24 h. A differential
white blood cell count was done automatically. Three colour FACS analysis was
performed with a FACS Canto (Becton Dickinson (BD), Heidelberg, Germany) flow
cytometer. INKT and NKT like cells were analysed by FACS staining using
fluorescein isothiocyanate, phycoerythrin and peridinin-chlorophyll-protein labelled
monoclonal antibodies (Becton Dickinson (BD), Heidelberg, Germany or Immunotech
(IM), Marseille, France) following the manufacturer's instructions. Antibodies (clone)

against the following epitopes were used: CD3 (SK7,BD), Va24 (C15,IM), V11
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(C21,IM), anti human iNKT (6B11, BD); mouse-IgG1 (MOPC-21/X40,BD) mouse-
lgG2a (X39,BD) (negative control). After gating on CD3+ T-lymphocytes the
percentages of INKT cells (CD3+ Va24+ VpB11+ and CD3+6B11+) were determined.
For all staining experiments, appropriate isotypematched controls were included.
Because of the low frequency of iNKT cells in PB, 1-5 x 10°l ymphocyte gated cells

were analysed.

Statistical analysis

The statistical analysis of control results was performed using Student's t-test after
log-transformation of the data to account for the skewed data distribution.
Correlations were calculated using Spearman (rs) correlation coefficients, depending
on the result of Shapiro-Wilk W tests of normality. Statistical significance was

considered for p = 0.05.
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After gating on the lymphocyte population the iNKT cell population could easily be
identified and quantified based on CD3/TCRVa24/TCRVB11 as well as on CD3/6B11

expression (Fig.1).

The CD3/TCRVa24/TCRVB11 co-expression was analyzed in all 64 children. In 46
out of these 64 children we measured the CD3/6B11 co-expression in parallel. The
age ranges for the two groups were 7 months to 18 years with a median age of 8.25
years (TCRVa24/TCRVB11) and 1 year to 18 years with a median age of 10.5 years
(CD3/6B11). 34% (TCRVa24/TCRVB11) and 33% (CD3/6B11) of the children were
female. Additionally, the iINKT cell population was analysed in 5 cord blood samples
and 12 adults (age range 25 to 41 years, median age 31 years, 50% female) with
both methods. In the pediatric group (cord blood samples excluded) we found
absolute iINKT cell counts ranging from 86 to 10,499 INKT cells/ml blood using the
CD3/TCRVa24/TCRVB11 staining and from 233 to 11,167 /ml using the CD3/6B11
staining, respectively (Fig. 2a/b). Given such a wide range, simple determination of a
normal range by calculation of the mean +/- 2 standard deviations was not possible.
Therefore, outliers constituting approximately 2,5 % of the samples at both the lower
an upper ranges were excluded, creating a normal range of 100 — 6624/ml
(CD3/TCRVa24/TCRVB1) and 515 — 8762/ml (CD3/6B11). The median value was
560 cells/ml and 1972 cells/ml, respectively. (Fig 2a/b).

The data was next log-transformed for further analysis (Fig. 3a). Using the mean +/-
2 standard deviations of the log transformed data we calculate a normal iNKT range
of 76 — 5764/ml (CD3/TCRVa24/TCRVB11) and 411 —9003(ml (CD3/6B11), verifying

our accepted range above.
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The absolute iINKT cell count was not found to be linearly associated with age (Fig
3a) (p-value=0.79 from regression analysis R?=0.0014 and p-value=0.87 from
regression analysis R?=0.0004). There was no statistically significant difference
between children and adults (Fig. 4a) (p=0.29 and p=0.61), between children and
cord blood (Fig.4a) (p=0.18 and p=0.19) or between genders (Fig. 4c) (p=0.28 and
p=0.65). The relative count of INKT cells among total peripheral blood T cells (iNKT
in % CD3) ranged from 0.003% to 0.71% (CD3/TCRVa24/TCRVB11) and 0.019 to
0.776% (CD3/6B11), respectively (Fig. 2c/d). After exclusion of outliers we accepted
a range of 0.008% — 0.374% (CD3/TCRVa24/TCRVB11) and 0.021% — 0.712%
(CD3/6B11). This range was verified after a log transformation of the data and the
calculation of a normal iNKT range of 0.004% — 0.340% (CD3/TCRVa24/TCRVp311)
and 0.026% - 0.548% (CD3/6B11) as described above. In contrast to the absolute
iNKT cell count, the regression analysis of the log transformed data show a moderate
but significant increase of the relative iINKT cell count (iNKT in % CD3) with age (Fig
3b)(p-value=0.03 from regression analysis R?=0,0568 and p-value=0.05 from
regression analysis R?=0,0569). Accordingly, we found significantly higher INKT cell
percentages in the adult control group (Fig. 4b) (p=0.03 and p=0.04). Analysing the
CD3+ T cell population in our control groups we found a decrease with age (Fig. 5)
(p-value<0.01 from regression analysis R?=0.3452). According to the absolute iINKT
cell numbers we did not find a statistically significant difference in the relative iINKT
cell count between children and cord blood (Fig. 4b) (p = 0.31 and p=0.52) or gender
(Fig. 4d) (p=0.17 and p=0.8). iNKT reference values are summarized in the tables
1a/b. Comparing both staining methods we measured 2 to 3 fold higher absolute and
relative iNKT cell counts using the CD3+/6B11+ staining. We calculated a positive

correlation between both methods (rp re= 0.73 and rp aps =0.71).
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Discussion

We used two antibody combinations (CD3+/Valpha24+/Vbetal1+ and CD3+/6B11+)
to detect the INKT cell population by flow cytometry. To our knowledge our study is
the first one using the 6B11 antibody in children. Both methods show a strong
positive correlation, but in contrast to a single study in adults [20] which showed no
significant difference between the frequency of total INKT cells measured by
CD3+/6B11+ and CD3+/Va24+/VB11+ staining, we found a higher iNKT cell count
using the CD3+/6B11+ staining. Similar results were obtained by the study of
Fereidouni et al [21]. This observation may be explained by the fact, that the 6B11
monoclonal antibody recognizes all T-cell receptors with the invariant Va24-Ja18
CDR3 loop [22]. The invariant alpha chain occasionally pairs with other B-chains than
VB11 [10]. This variable pairing may contribute in some degree to a lower iNKT cell
count using the CD3+/Va24+/VB11+ staining. Further analyses will be necessary to
clarify the reasons for the differing results obtained by the different staining methods.
Nevertheless, our data show that with respect to the used detection method different
reference values should be applied.

Our study had the objective to create INKT cell normal values for children. We
measured the iINKT cell population in a large cohort of healthy children, cord blood
samples and adults and found a broad iINKT cell range in all age groups. The
absolute iINKT cell count was not age dependent but was stable from birth to
adulthood, which is in contrast to almost all other routinely determined lymphocyte
subpopulations. In contrast to the work of Marsh et al. [23] we found a moderate
increase of the relative iINKT cell count (iINKT in % of CD3+ T cells) with age with
both staining methods. This might easily be explained by the known constant
decrease of the absolute CD3+ T cell count during ageing [24,25]. We therefore
conclude that for the interpretation of iINKT cells in children the absolute iINKT cell
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count should be favoured. Especially in young children with high T cell numbers the
relative iINKT cell count may be falsely low.

A major problem in the interpretation of human peripheral blood iNKT cell counts is
the very low frequency and the wide variability. We found values as low as 80 iNKT
cells and values as high as 11.000 iNKT cells/ml of blood in healthy children. The
lower reference range is in a region where flow cytometry reaches its methodological
limits, what makes it difficult to decide if an iINKT cell number below this lower limit is
of pathological significance. This implies that measuring iINKT cells in an individual
person may be validated by repeated measurements at various time points.
Consistently low numbers of iINKT cells, as it has e. g. been shown in patients with
XLP due to SAP deficiency, may then allow to establish a link between NKT cell
number and disease [12,13]. The endogenous factors that contribute to the inter-
individual variability still have to be elucidated. Furthermore, longitudinal studies in
single individuals are necessary to examine intra-individual changes in response to

exogenous factors, that may account in part for the observed variability.
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Figure 1. Sample scatter plots illustrating the identification of whole blood iNKT cell populations.
After gating on the lymphocyte population (identified by forward and side light scatter) and CD3+
lymphocytes (T cells), iNKT cells were identified and quantified by co-expression of TCRVa24 and
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Table 1a. iNKT cell reference values in children

Staining CD3+/Va24+/\VVB11+ CD3+/6B11+
N 64 46
0.031 0.114
in % CD3 0.076 0.160
0.008 — 0.374 0.021 - 0.712
0.004 — 0.340 0.026 — 0.548
560 1972
/em3 1237 2562
100 - 6624 515 —-8762
76 - 5764 411 - 9003

Reference values for INKT cells were generated for children with two different
staining methods. Values are presented as median, mean, normal range after
exclusion of outliers and normal range calculated after log-transformation (top down).
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Table 1b. Reference values for iNKT cells in the adult control group
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Staining CD3+/Va24+/\VB11+ CD3+/6B11+
N 12 12
0.065 0.161
in % CD3 0.125 0.230
0.010 — 0.527 0.052 - 0.676
879 1892
/cm3 1572 2770
127 - 6898 506 — 9331

Values are presented as median, mean and normal range calculated after log-

transfoirmation (top down).
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Ergebnisse und Diskussion

2.7 Ausblick

Bei der Betrachtung des NK-Zellrepertoires von PB und CB konnten im Rahmen dieser Arbeit
Unterschiede herausgearbeitet werden. Dabei ist das adulte NK-Zellrepertoire in Funktion
und Struktur spezifisch an das eigene HLA-Klasse | angepasst, wohingegen das neonatale
Repertoire diese strukturelle Anpassung vermissen lasst. Doch welche Faktoren fiihren zu
der Adaption? Eine Vermutung ist, dass virale Infektionen, denen wir im Laufe der Kindheit
ausgesetzt sind, sowie die individuelle immunologischer Erfahrung, eine Rolle spielen. So
wurde kirzlich bekannt, dass virale Infektionen zu einer langanhaltenden Expansion

spezifischer Klone flihren kdnnen.

Eine spezifische Expansion der funktional adaptierten Zellen, also der Zellen, die wahrend
einer Infektion tatig geworden sind, kdnnte demnach zur Ausbildung eines spezifischen
Repertoires fiihren? Um diese Vermutung zu bestitigen, ware es sinnvoll den
immunologischen Status an einer Kohorte zu Uberprifen, z.B. hinsichtlich einer CMV-
Infektion. Sollte es sich bestatigen, dass die Zahl oder Art der viralen Infektionen eine Rolle
bei der Ausbildung des Repertoires spielen, sollten solche Individuen mit vielen Infektionen
ein starker angepasstes Repertoire haben als die Menschen, die beispielsweise CMV-negativ

sind oder nur wenigen Infektionen ausgesetzt waren.

Am besten lasst sich diese Entwicklung bei Kindern nachvollziehen. Wann fangt die Adaption
an, wann expandieren die spezifischen NK-Zellen und wie entwickelt sich das Repertoire im
Laufe der Kindheit und Pubertit? Des Weiteren ware es interessant zu beobachten, ob diese

Entwicklung eines sich optimierenden Repertoires bis ins hohe Alter anhalt.

Durch die Entwicklung neuer Antikorper oder der Analyse auf Transkriptebene sollte der
Frage nachgegangen werden, welche Rolle die stimulatorischen KIR in der Regulation des
KIR-Repertoires spielen. Es ist durchaus moglich, dass die Spezifitat und Aktivierung von NK-
Zellen vielleicht durch die Koexpression stimulatorischer KIR reguliert wird. Auch der Einfluss
anderer Faktoren auf das KIR-Repertoire, wie Alter oder Geschlecht der Spender, sollten an einer
hoheren Probenanzahl analysiert werden. Schlussendlich sind noch viele Fragen offen, die die

Expression und Regulation der KIR-Rezeptoren betreffen.
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