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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) vermitteln eine frithzeitige Detektion und
Eliminierung von Virus-infizierten und entarteten Zellen. Dazu exprimieren sie
inhibitorische Rezeptoren der Killerzell-Immunglobulin-dhnlichen Rezeptor- (KIR-) und
NKG2-Rezeptor-Familie, mit denen sie eine intakte Oberflachenexpression ihrer
Liganden, der humanen Leukozyten-Antigen-Molekiile der Klasse I (HLA-Klasse I-
Molekiile), detektieren. Wenn eine Korperzelle HLA-Klasse I herunterreguliert, z.B. weil
sie Virus-infiziert ist und deswegen der HLA-restringierten adaptiven Immunantwort
entgehen will, kann dies von NK-Zellen erkannt werden und zur Abtotung der Zielzelle
fiihren, ein Mechanismus der als ,missing-self* Erkennung bezeichnet wird. Die hier
prasentierte Arbeit besitzt zwei Schwerpunkte. Zum einen beschreibt sie wie die
genetischen Polymorphismen des HLA- und KIR-Systems die Rezeptorexpression und
Funktion der NK-Zellen in gesunden Personen beeinflussen. Zum anderen wird
untersucht, welchen Einfluss dies auf die Suszeptibilitat fiir bestimmte hdmatologische

Erkrankungen hat.

Die entsprechenden Analysen zeigen, dass abhangig von der Anzahl und Art der
vererbten KIR-Gene ein Individuum zwischen 32 bis 4096 verschiedene Moglichkeiten
hat seine KIR und NKG2-Rezeptoren auf der Zelloberflaiche zu kombinieren wodurch
individuell verschieden komplexe NK-Zell-Repertoires entstehen. Es wurde ein neues
Modell ausgearbeitet mit dem sich die Aufrechterhaltung der grofien genetischen
Diversitit der KIR-Gene erklaren lisst. Das Modell basiert darauf, dass es zwei KIR-
Haplotypgruppen gibt, die mit distinkten Vor- und Nachteilen assoziiert sind, deren
Kombination aber synergistisch wirkt und so zur Selektion und zum Fortbestand beider
Haplotypgruppen in verschiedenen Populationen fiihren (siehe Abschnitt 2.1). Des
Weiteren zeigte sich in Analysen der KIR- und NKGZ2A-Expression in verschiedenen
Alterssegmenten, dass es von der Geburt bis ins Erwachsenenalter zu deutlichen und
stabilen Veranderungen des NK-Zell-Repertoires kommt. Hieraus wurde ein neues
Modell der Veranderungen des NK-Zell-Repertoires im Zuge der Alterung entwickelt

(siehe Abschnitt 2.2).
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Zusammenfassung

Die Komplexitat der miteinander interagierenden KIR- und HLA-Klasse I-Systeme wurde
auch in hamatologischen Erkrankungen untersucht. In einer Kohorte von padiatrischen
Patienten mit akuter lymphatischer Leukdmie (ALL) konnte in Analysen von KIR- und
HLA-Klasse I-Genen ein signifikant hoheres Vorkommen des KIR-Liganden HLA-C2
beobachtet werden. Korrelationen der genetischen Daten mit den klinischen Verlaufen
der Patienten verdeutlichten, dass HLA-C2 nicht nur einen neuen Risikofaktor fiir die
Suszeptibilitit einer padiatrischen ALL darstellt, sondern auch, dass durch das
Vorhandensein des C2-Epitops das Risiko eines Rezidivs nach beendeter Therapie
signifikant erhoht war (siehe Abschnitte 2.3 und 2.4). Durchflusszytometrische
Messungen der leukdmischen Blasten zeigten eine verringerte Oberflachenexpression
der zwei wichtigen NK-Zell-Liganden HLA-C und HLA-E in padiatrischen ALL-Patienten.
Interessanterweise waren deren NK-Zellen trotz der fehlenden inhibitorischen Liganden
nicht in der Lage, die leukdmischen Zellen zu eliminieren, was einen Defekt in der NK-
Zell-Aktivierung vermuten lasst (siehe Abschnitt 2.5). Auch in Patienten mit
Myelodysplastischem Syndrom (MDS) konnten funktionale NK-Zell-Defekte beobachtet
werden. Im Rahmen dieser Studie zeigten die NK-Zellen fast aller Patienten eine
verminderte Funktion, was in einer signifikant verringerten NK-Zell-Zahl und einem
unreiferen Phanotyp der NK-Zellen begriindet war. Diese funktionalen Verdanderungen
korrelierten mit einer schlechteren Zytotoxizitat aufgrund eines Defekts in der Beladung

der zytotoxischen Granula mit Perforin und Granzyme B (siehe Abschnitt 2.6).

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse tragen zu einem besseren Verstdandnis der
genetischen Faktoren bei, welche die NK-Zell-Funktion in gesunden Personen, wahrend
der Alterung, und in hamatologischen Erkrankungen beeinflussen. Zudem kénnte die
Identifizierung von HLA-C2Z als neuer Risikofaktor fiir das Auftreten eines spaten
Rezidivs dazu fiihren, dass die Therapieansitze fiir die betroffenen Patienten

entsprechend angepasst werden.
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Summary

Summary

Natural Kkiller (NK) cells enable early detection and elimination of virus-infected and
transformed cells. For this purpose, they express inhibitory receptors encoded by the
KIR and NKG2 receptor families, which together enable to determine the proper cell
surface expression of its ligands, which are the human leukocyte antigen (HLA) class I
molecules. NK cells become cytotoxic if the inhibitory NK cell receptors, that are
expressed on a given NK cell, are not properly inhibited by the respective ligands due to
downregulation of HLA class I, a mechanism called ,missing-self’ recognition. The
present thesis was focussed on two main aspects, namely how the extensive genetic
polymorphism of HLA class I and KIR genes influences NK cell receptor expression and
function in the healthy population and secondly how it influences susceptibility to

hematological malignancies.

The work shows that the clonal expression of KIR and NKG2A leads to distinct NK cell
repertoires with 32 to 4096 different receptor combinations depending on the inherited
number and kind of KIR genes. A new model is presented in which the two main KIR
haplotype groups are associated with divergent risks and benefits leading to balancing
selection and maintenance of the two haplotype groups in the population (see section
2.1). Furthermore, analysis of KIR and NKG2A expression in different age segments
shows that the NK cell repertoire goes through major changes from birth to adulthood

(see section 2.2).

Next, by analyses of KIR and HLA class I genes in a large cohort of patients with pediatric
acute lymphoblastic leukemia (ALL) we found a significantly increased incidence of the
KIR ligand HLA-C2 in patients. Analysis of clinical data revealed that HLA-C2 not only
constitutes a novel susceptibility factor for ALL but that it is also associated with a
significantly increased risk for relapse after cessation of chemotherapy (see sections 2.3
and 2.4). Flow cytometric analyses revealed that leukemic blasts of childhood ALL
patients had reduced surface expression levels of the major NK cell ligands HLA-C and
HLA-E. Interestingly, patients’ NK cells were not able to eliminate the leukemic cells
despite the lack of these inhibitory ligands, suggesting a general deficiency in NK cell

activation (see section 2.5). Functional NK cell deficiency was also observed in
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Summary

myelodysplastic syndrome (MDS). This work showed impaired function of the NK cell
compartment in most MDS patients either because NK cell numbers were strongly
reduced or NK cells were immature. In the latter case, immaturity was associated with
poor cytotoxicity due to a defective loading of cytotoxic granules with perforin and

granzyme B (see section 2.6).

The results presented in this thesis contribute to a better understanding of the genetic
factors that influence human NK cell function in health, ageing, and hematological
disease. Furthermore, the identification of HLA-C2 as a novel risk factor for leukemic
relapse might guide the adjustment of therapeutic regimens for individual patients

accordingly.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die humane Himatopoiese

Der Mensch ist taglich einer Vielzahl verschiedener Krankheitserreger, wie Viren,
Bakterien oder Pilzen, ausgesetzt, gegen die er sich zur Wehr setzen muss. Mit Hilfe des
Immunsystems wird gewahrleistet, dass diese Pathogene entweder erst gar nicht in den
Organismus eindringen, oder, dass sie vernichtet werden, wenn es zur Infektion
gekommen ist.

Ein Grofsteil der Zellen des Immunsystems befindet sich im peripheren Blut (PB) und
zirkuliert so durch den Korper. Neben dem wassrigen Teil des Blutes, in dem unter
anderem Proteine, Salze und Zucker geldst sind, besteht das Blut aus zelluldren
Bestandteilen, ndmlich den roten Blutkérperchen (Erythrozyten), den Blutplattchen
(Thrombozyten) und den weifSen Blutkoérperchen (Leukozyten). Letztere bilden das
Immunsystem und werden aufgrund der Morphologie ihres Zellkerns weiterhin in
Granulozyten und Agranulozyten (Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen und

Lymphozyten) unterteilt.
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der menschlichen Hamatopoiese. Schematische
Darstellung der humanen Hamatopoiese inklusive der fiir das Immunsystem wichtigen Zellen.
Modifiziert nach (Genetex).




Einleitung

Alle Zellen des Blutes stammen von einer hiamatopoietischen Stammzelle (hematopoietic
stem cell, HSC) ab (Abbildung 1). Eine HSC ist in der Lage lber eine asymmetrische
Zellteilung sich selbst zu erneuern, sowie eine hamatopoietische Vorlduferzelle
(hematopoietic progenitor cell, HPC) zu generieren. Aus dieser kann anschlief3end, wie in
Abbildung 1 zu sehen ist, ein myeloider oder ein lymphoider Vorlaufer entstehen, der
jeweils unter Anwesenheit bestimmter Zytokine und Transkriptionsfaktoren in

verschiedene Zelltypen differenziert (siehe Abbildung 1).

1.2 Das Immunsystem

Das Immunsystem verfligt iiber zwei verschiedene Abwehrmechanismen: die
angeborene und die erworbene/adaptive Immunantwort.

Die angeborene Immunantwort stellt die erste Verteidigungslinie des Kérpers dar. Unter
anderem dienen die Haut, Schleimhdute, Speichel und der Magen-Darm-Trakt als
Barriere, um das Eindringen eines Erregers in den Korper zu verhindern. Neben diesen
physiologischen Barrieren und dem Komplementsystem nehmen zellvermittelte
Prozesse einen wichtigen Teil des angeborenen Immunsystems ein. Dabei ist es die
Aufgabe von Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen (dendritic
cell, DC) und natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) Pathogene zu bekdmpfen, ohne vorher
stimuliert werden zu miissen. Sie sind in der Lage korperfremde von korpereigenen
Strukturen und Peptiden zu unterscheiden und vernichten Pathogene, sowie infizierte
Zellen durch Phagozytose oder durch Lyse der befallenen Zelle. Zudem bilden sie als
sogenannte antigenprasentierende Zellen, zu denen Makrophagen und DCs gehoéren, das
Bindeglied zwischen beiden Immunantworten, da sie durch die Prasentation
korperfremder Peptide die Zellen, die Teil der erworbenen Immunantwort sind,
stimulieren.

Die Aufgabe der erworbenen Immunantwort besteht darin, wesentlich gezielter und
anpassungsfahiger auf korperfremde Strukturen zu reagieren. Sie wird vermittelt durch
zellulare Abwehrmechanismen der B- und T-Zellen, sowie durch humorale,
antikérpervermittelte Mechanismen. Eine besondere Eigenschaft besteht zudem in der
Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses, so dass bei einer erneuten Infektion

mit dem gleichen Pathogen schneller reagiert werden kann.
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Die im Vergleich zur angeborenen Immunantwort gezieltere Immunreaktion entsteht
durch die grofde Vielfalt antigenspezifischer Rezeptoren auf B- und T-Lymphozyten, die
durch genetische Rekombinationsereignisse entstehen. Die Diversitit eines B-
Lymphozyts beruht auf membrangebundenen oder l6slichen Immunglobulinen (Ig) zur
spezifischen Antigenerkennung. B-Zellen sind in der Lage nach Antigenkontakt,
entweder vermittelt durch eine antigenprasentierende Zelle oder durch freie Antigene,
zu spezialisierten Plasmazellen zu differenzieren (siehe Abbildung 1), die losliche
Immunglobuline produzieren und somit die humorale Immunantwort darstellen. Ist ein
Pathogen von Antikérpern ,umhiillt’, konnen Zellen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems diesen Antigen/Antikoérper-Komplex erkennen und vernichten. Die B-
Zelle kann allerdings auch ihrerseits, neben DCs und Makrophagen, als
antigenprasentierende Zelle fiir T-Zellen fungieren. Zur Erkennung der Antigene
besitzen T-Lymphozyten den sogenannten T-Zell-Rezeptor (T cell receptor, TCR), wobei
jeder TCR fiir ein unterschiedliches Antigen spezifisch ist. Dabei werden die
Fremdantigene den T-Zellen tiber zwei verschiedene Molekiile prasentiert: tiber humane
Leukozyten-Antigene (human leukocyte antigen, HLA) der Klasse 1 (HLA-Klasse I) und
der Klasse II (HLA-Klasse II)(siehe Abschnitt 1.4.4.3). Wie in Abbildung 1 zu erkennen
ist, gibt es zwei Haupt-T-Zell-Populationen, T-Helfer-Zellen und zytotoxische T-Zellen.
Sie unterscheiden sich in der Expression ihrer Oberflaichenrezeptoren und besitzen
unterschiedliche Funktion. Die Oberflachenrezeptoren aller Zellen werden in so
genannte Differenzierungsgruppen (cluster of differentiation, CD) unterteilt und in der
CD-Nomenklatur zusammengefasst. T-Zellen besitzen den T-Zell-Marker CD3 (Kung, et
al 1979, Van Wauwe, et al 1980), der mit dem TCR assoziiert ist (Brenner, et al 1985)
und fir die Signaltransduktion innerhalb der Zelle verantwortlich ist (Oettgen, et al
1985). CD4+ T-Helfer-Zellen erkennen Fremdantigene liber die Prasentation in HLA-
Klasse II-Molekiilen und kénnen nach erfolgter Aktivierung andere Immunzellen durch
Ausschiittung von Interleukinen (IL) stimulieren. Auf der anderen Seite werden CD8*
zytotoxische T-Zellen aktiviert, wenn sie Fremdantigene, prasentiert von HLA-Klasse I-

Molekiilen erkennen, wodurch ihre zytotoxische Funktion initialisiert wird.

1.3 Natiirliche Killerzellen

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen




Einleitung

Immunantwort, indem sie eine der ersten Verteidigungslinien gegen Virus-infizierte und
entartete Zellen bilden. Dabei ist es zum einen ihre Aufgabe zytotoxisch aktiv zu sein
und zum anderen Zytokine und Chemokine zu sekretieren, um dadurch andere
Immunzellen anzulocken. Aufierdem wird durch die NK-Zell-Antwort die Zeit
liberbriickt, die das adaptive Immunsystem benotigt, bis es spezifisch auf Pathogene

reagieren kann.

1.3.1 Phinotypische Merkmale von NK-Zellen

NK-Zellen wurden erstmals 1975 als Immunzellen beschrieben, die schnell und ohne
vorherige Induktion zytotoxisch aktiv sein konnen (Herberman, et al 1975, Kiessling, et
al 1975a, Kiessling, et al 1975b). Sie machen etwa 15% der Lymphozyten des PB aus
und lassen sich anhand ihrer Oberflichenmarker als CD3- Lymphozyten definieren, die
CD56 (neural cell adhesion molecule, NCAM) und/oder CD16 (Fc-gamma-Rezeptor-III-
alpha, FcyRIlla) tragen (Hercend, et al 1985, Lanier, et al 1986, Lanier, et al 1989) (siehe
Abbildung 1). CD16 ist ein niedrig-affiner Rezeptor fiir Fc-Fragmente von IgG
Antikoérpern, wodurch die sogenannte Antikérper-abhangige zellulire Zytotoxizitat
(antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) induziert wird.

Abhangig von der Expressionsstirke des CD56 werden NK-Zellen unterschieden in
CD56bright NK-Zellen (CD56bright CD16low/), die circa (ca.) 5-10% der NK-Zellpopulation
ausmachen, eine unreifere Vorstufe in der NK-Zell-Entwicklung darstellen und deren
Hauptaufgabe die Produktion von Zytokinen und Chemokinen ist, sowie in reife CD564im
NK-Zellen (CD564m CD16+*), die hauptsachlich zytolytische Funktion tibernehmen, aber
auch Zytokine produzieren kénnen (Chan, et al 2007, Cooper, et al 2001, Jacobs, et al
2001, Lanier, et al 1986, Romagnani, et al 2007). Neben diesen beiden gut
charakterisierten Zelltypen wurden auch NK-Zell-Populationen beobachtet, die
phanotypisch CD564m CD16- oder CD56- CD16* NK-Zellen sind. Dabei wird vermutet,
dass CD56dim CD16- NK-Zellen entweder aktivierte Zellen sind, bei denen CD16 durch
Metalloproteasen proteolytisch abgespalten wurde (Harrison, et al 1991), oder, dass es
sich dabei um Vorlaufer handelt, die noch zu reifen CD56dim CD16* differenzieren (Lutz,
et al 2011). Letzteres gilt ebenfalls fiir die CD56- CD16* Zellpopulation (McCullar, et al
2008), wobei auch vermutet wird, dass es sich aufgrund einer hohen Apoptoserate um

seneszente oder sterbende NK-Zellen handelt (Lutz, et al 2011).
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1.3.2 Funktion und Effektormechanismen der NK-Zellen

Verschiedene  Subpopulationen @ der  NK-Zellen @ kénnen  unterschiedliche
Effektormechanismen wahrnehmen, deren Ziel es meist ist eine andere Zelle zu toten.

Dazu muss die NK-Zelle jedoch wissen, welche Zelle iiberhaupt getotet werden soll und
welche nicht, sie muss also den korpereigenen Zellen gegeniiber tolerant sein. 1986
konnte erstmals gezeigt werden, dass NK-Zellen das Vorhandensein oder die
Abwesenheit von ,Selbst“-Strukturen erkennen (Karre, et al 1986) und wenige Jahre
spater bekam dieser Mechanismus den Namen , missing-self“- Hypothese (Ljunggren and
Karre 1990). Kdrre konnte zudem zeigen, dass diese ,Selbst"-Strukturen, die die NK-
Zelle sucht, Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC)
Klasse I-Molekiile sind. Ist deren Expression intakt, wird die NK-Zelle iiber die Bindung
eines inhibitorischen Rezeptors inhibiert und somit eine zytotoxische Reaktion
verhindert. Hat die Zelle jedoch keine oder eine verringerte HLA-Klasse I-Expression,
wie es bei Virus-befallenen oder tumoros entarteten Zellen vorkommen kann, bleibt das
inhibitorische Signal aus. Die Aktivierung der NK-Zelle tritt jedoch erst ein, wenn
zeitgleich auch ein stimulatorisches Signal auftritt, als eine Art Schutzmechanismus
reicht das Ausbleiben des inhibitorischen Signals nicht aus, um die Zelle zu aktivieren.

Wenn es die Aufgabe von NK-Zellen ist die Zelle auf das Vorhandensein der humanen
Form des MHC, auf HLA-Klasse I-Molekiile, zu untersuchen, braucht dementsprechend
jede NK-Zelle mindestens einen Rezeptor fiir HLA-Klasse 1. Dies wurde 1997 unter der
,at least one“-Theorie zusammengefasst (Uhrberg, et al 1997, Valiante, et al 1997),
wobei inzwischen gezeigt werden konnte, dass es durchaus NK-Zellen gibt, die keinen
inhibitorischen Rezeptor fiir HLA-Klasse I besitzen (Anfossi, et al 2006, Cooley, et al
2007, Fernandez, et al 2005), welche dann jedoch eine verringerte Zytotoxizitat
aufweisen, da sie hyporesponsiv sind. Dadurch stellte sich heraus, dass eine NK-Zelle
durch den Erwerb eines inhibitorischen Rezeptors fiir ,Selbst“, ein Prozess, der als
Lizenzierung bezeichnet wird, erst eine Art funktionale Reife bekommt, mit der Sie ihrer

Funktion vollstandig nachgehen kann (Kim, et al 2005).

Wie bereits in 1.3.1 erwahnt, kénnen NK-Zellen Zytokine und Chemokine ausschiitten
und infolgedessen andere Zellen des Immunsystems aktivieren. Dazu gehort unter
anderem der Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Interferon y (IFN-y), IL-17 und IL-22.

Nachdem man lange davon ausging, dass lediglich CD56bright NK-Zellen in der Lage seien,
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Zytokine zu sekretieren, ist der jetzige Stand der Dinge, dass nach IL-12/IL-18-
Aktivierung CD56bright NK-Zellen besser Zytokine sekretieren, wahrend nach Aktivierung
durch eine Zielzelle CD56dim NK-Zellen bessere Zytokin-Produzenten darstellen (Luetke-
Eversloh, et al 2013).

Letztere verfligen zudem liber Mechanismen, mit denen sie direkt Zielzellen téten
koénnen. Nach erfolgter Aktivierung konnen NK-Zellen, die aufgrund ihrer Morphologie
auch als grofde granuldre Lymphozyten bezeichnet werden, Granula in Richtung der
Zielzelle entleeren, in denen sich die zytotoxischen Substanzen Granzym B, eine
Serinprotease, und Perforin befinden. Dabei wird vermutet, dass sich die NK-Zelle durch
die innerhalb der zytotoxischen Granula Membran-assoziierten Molekiile CD107a,
CD107b und Cathepsin-B vor der Selbstzerstérung vor und nach der Degranulation
schiitzt (Chavez-Galan, et al 2009). Der Mechanismus, iiber den Granzym und Perforin in
die Zielzelle gelangen ist jedoch noch nicht abschliefiend geklart: entweder perforiert
Perforin die Zellmembran, wodurch die Granzyme in die Zielzelle gelangen, oder das
Ganze wird endozytotisch von der Zielzelle aufgenommen und Perforin perforiert
anschlieffend die Endosomen innerhalb der Zielzelle (Cullen and Martin 2008,
Lieberman 2003, Lord, et al 2003, Voskoboinik, et al 2010). Im Inneren der Zelle
angekommen wird der Caspase-Signalweg initiiert, was zur Apoptose der Zielzelle fiihrt.
Beim Menschen sind fiinf serin-proteolytische Granzyme bekannt (A, B, H, K, M), von
denen A und B zytotoxische Funktion haben und die Funktion der Granzyme H, K, und M
noch nicht vollstandig bekannt ist.

Es gibt weitere Moglichkeiten die Zielzelle durch die Induktion von Apoptose zu toten.
Diese werden durch Bindung des Fas-Liganden an den Fas-Rezeptor der Zielzelle, sowie
durch Bindung des Tumornekrosefaktor-verwandten Apoptose-induzierenden Liganden
(tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand, TRAIL) an den entsprechenden

TRAIL-Rezeptor auf der Zielzelle ausgelost.

1.4 Rezeptoren der NK-Zellen

Die Funktion der NK-Zelle wird durch Signale von inhibitorischen und stimulatorischen
Rezeptoren bestimmt, die auf der NK-Zell-Oberflache exprimiert werden. Dabei sind
hauptsachlich drei Rezeptorfamilien fiir die Aktivierung und Inhibition der NK-Zelle

verantwortlich, die natiirlichen Zytotoxizitats-Rezeptoren (natural cytotoxicity receptors,
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NCR), die Rezeptoren der NKG2-Familie, sowie die Killerzell-Immunglobulin-ahnlichen

Rezeptoren (killer-cell immunoglobulin-like receptors, KIR)(Trowsdale, et al 2001).

1.4.1 Die Natiirlichen Zytotoxizitats-Rezeptoren

Natiirliche Zytotoxizitats-Rezeptoren besitzen alle eine stimulatorische Funktion und
kommen fast ausschliefdlich auf NK-Zellen vor. Genomisch sind NKp30 (NCR3) und
NKp44 (NCRZ2) auf Chromosom 6 und NKp46 (NCR1) auf Chromosom 19 lokalisiert.
Wahrend NKp30 und NKp46 bereits auf der Oberflache ruhender NK-Zellen exprimiert
sind, wird NKp44 erst dann exprimiert, wenn die Zelle vorher mittels IL-2 stimuliert
wurde (Pende, et al 1999, Sivori, et al 1997, Vitale, et al 1998). Die Expression der
Liganden der NCRs wird meist durch zelluliren Stress, Infektion oder tumordse
Transformation der Zelle induziert.

Es ist bekannt, dass NKp46 verschiedene virale Haemagglutinine bindet (Jarahian, et al
2011, Jarahian, et al 2009, Mandelboim, et al 2001), auferdem wurde gezeigt, dass
Heparan-Sulfat-Proteoglykane einen zelluliren Liganden fiir NKp46 darstellen
(Bloushtain, et al 2004).

Fir NKp30 konnten BAT3 (HLA-B assoziiertes Transkript 3) und B7-H6 als Liganden
nachgewiesen werden (Brandt, et al 2009, Pogge von Strandmann, et al 2007). BAT3,
welches unter Stressbedingungen von Tumorzellen exprimiert wird und so die NK-Zell-
Zytotoxizitat fordert, wird ebenfalls von dendritischen Zellen exprimiert, so dass die NK-
Zelle iiber NKp30-BAT3 mit der dendritischen Zelle kommuniziert und die IFN-y
Produktion induziert wird (Ferlazzo, et al 2002, Simhadri, et al 2008, Vitale, et al 2005).
Interessanterweise konnte fliir NKp30 auch eine inhibitorische Funktion nachgewiesen
werden. Arnon et al. konnten zeigen, dass das Zytomegalie-Virus (cytomegalovirus,
CMV)-spezifische Protein pp65 ein Ligand fiir NKp30 ist und direkt die NK-Zell-
Zytotoxizitat supprimiert (Arnon, et al 2005).

Wie fiir NKp46, konnten fiir NKp44 Interaktionen mit viralen Haemagglutininen und
Heparan-Sulfaten nachgewiesen werden (Arnon, et al 2001, Hershkovitz, et al 2007).
Auch fiir NKp44 konnte ein inhibitorischer Mechanismus nachgewiesen werden, da das
sogenannte proliferating cell nuclear antigen (PCNA) als Ligand fiir NKp44 fungieren
und die NK-Zelle an der IFN-y Sekretion und in ihrer Zytotoxizitit hindern kann
(Rosental, et al 2011).
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1.4.2 Rezeptoren der NKG2-Familie

Rezeptoren, die durch die NKG2-Gene im NK-Zell Gen-Komplex (NK cell gene complex,
NKC) auf Chromosom 12 kodiert werden (siehe Abbildung 2), sind Teil der Killerzell-
Lektin-dhnlichen Rezeptorfamilie (killer-cell lectin-like receptor, KLR). Sie gehoren wie
CD94 zur C-Typ Lektin Familie, da sie eine C-Typ Lektin-Domine aufweisen, und
besitzen eine Typ Il Membran-Orientierung mit einem extrazellularen C-Terminus
(Chang, et al 1995, Houchins, et al 1991). Funktional weisen sie sowohl inhibitorische
(NKG2A) als auch stimulatorische (NKG2C, -D, -E) Funktionen auf. Bei NKG2A wird das
inhibitorische Signal tiber ITIM-Motive (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motifs) vermittelt (Houchins, et al 1991, Lazetic, et al 1996), wahrend NKG2C mit DAP12
assoziiert (Lanier, et al 1998a), dessen ITAM-Motive (immunoreceptor tyrosine-based

activation motifs) ein stimulatorisches Signal erzeugen.
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Abbildung 2: Genomische Organisation des NKC auf Chromosom 12. Aus (Borrego, et al
2002).

Mit Ausnahme von NKG2D, der ein Homodimer bildet (Li, et al 2001) und mit DAP10
assoziiert ist (Wu, et al 1999), bilden die anderen NKG2-Molekiile Heterodimere mit
CD94 (Carretero, et al 1997, Chang, et al 1995, Lazetic, et al 1996). Als Ligand besitzen
sowohl CD94/NKG2A als auch CD94/NKG2C das nicht-klassische HLA-E (Borrego, et al
1998, Braud, et al 1998, Lee, et al 1998b) wobei die Affinitat von HLA-E zu CD94/NKG2A
hoher als die zu CD94/NKG2C ist (Vales-Gomez, et al 1999). Die Besonderheit von
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HLA-E besteht darin, dass es die Signalpeptide der klassischen HLA-Molekiile (HLA-A, -
B, -C) prasentiert, so dass dadurch die Expressionsstiarke der gesamten HLA-Klasse I-
Molekiile wiedergespiegelt wird (Lee, et al 1998a). Zu erwahnen ist hier auch, dass HLA-
E einen Dimorphismus aufweist, der zu schwacher und stiarker exprimierten Allelen
fiihrt (Geraghty, et al 1992, Strong, et al 2003).

NKG2D bindet die Stress-induzierten MHC-Klasse I-Ketten-verwandten (MHC class I
chain related, MIC) Proteine A und B, sowie verschiedene UL-16 bindende Proteine (UL-
16 binding protein, ULBP) (Bauer, et al 1999, Cosman, et al 2001). Fiir NKG2D konnte
gezeigt werden, dass das erzeugte stimulatorische Signal in der Lage ist, auch bei
gleichzeitiger Inhibition, z.B. durch CD94/NKG2A, eine Aktivierung der NK-Zelle zu
verursachen (Bauer, et al 1999). Weitere beschriebene Molekiile der NKG2-Familie sind
das stimulatorische NKG2E, welches ebenso Dimere mit CD94 bildet, jedoch nicht an die
Oberflache der Zellen gelangt, sondern intrazellular bleibt (Orbelyan, et al 2014),
NKG2B, das lediglich eine Splice-Variante von NKG2A darstellt (Plougastel, et al 1996),

und NKG2F, wortiber nur sehr wenig bekannt ist.

1.4.3 Leukozyten-Immunglobulin-dhnliche Rezeptoren

Leukozyten-Immunglobulin-dhnliche Rezeptoren, die auch als Immunglobulin-ahnliche
Transkripte (immunoglobulin-like transcript, ILT) bezeichnet werden und auf
Chromosom 19 im sogenannten Leukozyten-Rezeptor-Komplex (leukocyte receptor
complex, LRC) kodiert sind (siehe Abbildung 3), wurden Ende der 1990-]Jahre entdeckt
(Arm, et al 1997, Borges, et al 1997, Cella, et al 1997, Colonna, et al 1999, Colonna, et al
1997, Colonna, et al 1998, Cosman, et al 1999, Cosman, et al 1997, Fanger, et al 1999,
Fanger, et al 1998, Nakajima, et al 1999, Samaridis and Colonna 1997, Wagtmann, et al
1997). Auch hier gibt es Vertreter mit stimulatorischer, bzw. inhibitorischer Funktion,
die in Bezug auf die Signalweiterleitung innerhalb der Zelle den im nachsten Abschnitt
beschriebenen KIR dhneln. Sie sind auf anndhernd allen Leukozyten exprimiert, auf NK-
Zellen kommt vor allem ILT-2 (LIR1) vor, der eine inhibitorische Funktion besitzt. Als
Liganden fiir LIR1 wurden verschiedene HLA-Klasse I-Molekiile, sowie das virale Klasse

[-Homolog UL18 beschrieben (Fanger, et al 1999).




Einleitung

< (Centromere Telomere -»
Chromosome 19 (1;;3(3:_4)

[ | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

=

s 5 ¢ ¢ g1 €

= =] S = - = =

NOOAAAR AR MAAOAODAR mOOOOMOOOR N 4@

EiiiQQj m F?iii‘ﬂ r’?’???%’%‘bﬁ >

ILTs LAIRs ILTs KIRs

.
=

-
= ]

~1Mb
Abbildung 3: Genomische Organisation des LRC auf Chromosom 19. Aus (Borrego, et al

2002).

1.4.4 Killerzell-Immunglobulin-adhnliche Rezeptoren

Wie in der NKG2-Familie, kodieren auch KIR-Gene sowohl fiir stimulatorische als auch
inhibitorische Rezeptoren. Die KIR-Genfamilie befindet sich, wie die ILTs, auf dem
langen Arm von Chromosom 19 im LRC (Abbildung 3). Da es sich bei KIR um ein
polygenes System handelt, ist der Komplex je nach genetischer Zusammensetzung
zwischen 150 Kilobasen (Kb) und mehr als 200 Kb grof$ und verfiigt zudem {iber ein
besonders hohes Mafd an Sequenzpolymorphismen (Uhrberg 2005a, Uhrberg 2005b,
Uhrberg, et al 1997). Es gibt 15 verschiedene KIR-Loci, die zu insgesamt 17
verschiedenen KIR-Genen fiihren. Neben den NK-Zellen konnen auch Subpopulationen

der T-Zellen KIR exprimieren.

1.4.4.1 Struktureller Aufbau der KIR

Die einzelnen KIR unterscheiden sich beziiglich ihres Aufbaus in der Zahl ihrer
extrazelluliren Domédnen und in der Linge der zytoplasmatischen Kette. In der KIR-
Nomenklatur (Marsh, et al 2003) spiegelt sich dies in der Bezeichnung KIR2D (zwei
extrazellulare Domanen) bzw. KIR3D (drei extrazellulire Domdnen) wieder, sowie in
dem Zusatz L (lang) oder S (short), was die Lange des intrazellularen Teils des spateren

Rezeptors angibt (Abbildung 4).

10



Einleitung

Ein inhibitorischer KIR besitzt eine lange zytoplasmatische Kette mit zwei ITIM-Motiven,
die, sobald der Ligand gebunden wurde, phosphoryliert werden und die inhibitorische
Signalkaskade in Gang setzen. Stimulatorische KIR, mit einer kurzen zytoplasmatischen
Kette, besitzen eine geladene Aminosaure in der Transmembran-Region (Abbildung 4)
liber die sie mit DAP12 interagieren, dessen ITAM-Motive nach Bindung des KIR-

Liganden das stimulatorische Signal initiieren (Lanier, et al 1998b).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Aufbaus der KIR-Rezeptoren. KIR-Rezeptoren
unterscheiden sich in der Anzahl ihrer extrazelluliren Doménen, sowie in der Linge der
zytoplasmatischen Kette. ITIM-Motive in der langen zytoplasmatischen Kette inhibitorischer KIR
bzw. ITAM-Motive im Adaptormolekiil DAP12, welches mit stimulatorischen KIR assoziiert ist,
sind fiir die Signalkaskade innerhalb der Zelle verantwortlich. Gezeigt sind die KIR, die auch auf
der Oberfliche einer NK-Zelle exprimiert werden, inklusive ihren HLA-Liganden. Modifiziert
nach (Saunders, et al 2015).

Von den definierten 17 verschiedenen KIR-Genen besitzen acht inhibitorische
Eigenschaften (KIR2DL1-3, KIR2DL5A-B, KIR3DL1-3) wahrend sechs KIR
stimulatorische Eigenschaften aufweisen (KIR2DS1-5, KIR3DS1). KIR2DL4 bildet in
diesem System eine Ausnahme, da er sowohl inhibitorische als auch stimulatorische
Strukturen besitzt und damit auf beide Arten wirken kann (Faure 2002, Kikuchi-Maki, et
al 2003, Selvakumar, et al 1996). Eine weitere Ausnahme besteht darin, dass KIR2ZDL4 in

11
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allen NK-Zellen konstitutiv exprimiert wird (Rajagopalan and Long 1999, Valiante, et al
1997), wahrend die anderen KIR klonal verteilt sind (Ciccone, et al 1992). Bei KIRZ2DP1
und KIR3DP1 handelt es sich lediglich um Pseudogene. Daneben gibt es zwei weitere
KIR, deren Genstruktur intakt ist, die aber ebenfalls aus noch nicht genau definierten
Griinden nicht exprimiert werden, namlich KIRZDL5B und KIR3DL3 (Trundley, et al
2006, Vilches, et al 2000a).

1.4.4.2 Genetische Organisation des KIR-Locus

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei KIR um ein besonders polymorphes System.
Innerhalb des KIR-Locus sind die KIR-Gene in verschiedenen Haplotypen organisiert
(Abbildung 5). Abhangig von ihrer genetischen Zusammensetzung unterscheidet man
zwischen A- und B-Haplotypgruppen. Beide Haplotypgruppen besitzen die vier
framework KIR KIR2DL4, KIR3DLZ2, KIR3DL3 und KIR3DP1 (Uhrberg, et al 1997, Wilson,
etal 2000).

Zentromerer Teil Telomerer Teil
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Abbildung 5: Genomische Organisation der KIR-Haplotypen. Der KIR-Locus auf Chromosom
19 kann in einen =zentromeren und einen telomeren Bereich unterteilt werden.
KIR2DL2/KIR2DL3, KIR3DL1/KIR3DS1, KIR2DS3tel/KIRZ2DS5tel, und KIR2DS1/KIR2DS4 sind hier
an jeweils einem Locus dargestellt, da sie entweder Allele des gleichen Gens sind, oder sich
gegenseitig innerhalb eines Haplotyps ausschlief}en. Auf Basis der genetischen
Zusammensetzung kann man drei verschiedene zentromere und drei telomere Teile definieren,
aus denen sich alle haufigen Haplotypen zusammensetzen lassen. KIR, die aus verschiedenen
Griinden nicht auf der Zelloberfliche einer reifen NK-Zelle exprimiert werden, sind grau
hinterlegt. Modifiziert nach (Manser, et al 2015).

Neben diesen vier KIR besitzt der A-Haplotyp noch KIRZDL1, KIR2DL3, KIR3DL1,
KIR2DS4 und KIR2DP1, wobei KIRZDS4 hierbei den einzigen KIR mit stimulatorischer
Funktion darstellt.
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Gruppe B-Haplotypen konnen im Gegensatz zu Gruppe A-Haplotypen verschiedene
Kombinationen von KIR-Genen beinhalten. Generell unterscheiden sie sich von den A4-
Haplotypen dadurch, dass ihnen entweder mindestens ein Gen der A-Haplotypen fehlt
und/oder sie mindestens ein zusatzliches Gen besitzen (KIRZDLZ2, KIR2DL5, KIR2DS]1,
KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 und/oder KIR3DS1) (Uhrberg, et al 2002, Uhrberg, et al
1997). Wahrend also die B-Haplotypgruppe eine grofde Variabilitat insbesondere in der
Anzahl stimulatorischer KIR aufweist (Abbildung 5), besitzt die A-Haplotypgruppe eine
definierte und nichtvariable Kombination von KIR-Genen, die aber eine grofiere
allelische Vielfalt aufweisen (Shilling, et al 2002a).

Da sich ein KIR-Genotyp aus zwei KIR-Haplotypen zusammensetzt (A4, AB oder BB),
entstehen durch die unterschiedliche Anzahl der KIR-Gene, durch die unterschiedliche
Kopienzahl eines Gens (copy number variation, CNV) und durch allelische Diversitit

eines Gens KIR-Genotypen mit verschiedensten genetischen Zusammensetzungen.

1.4.4.3 DieLiganden der KIR

Wie in Abschnitt 1.2 kurz erwahnt, kodieren die HLA-Gene fiir Oberflachenmolekiile, die
der Antigenprasentation dienen. Die entsprechenden HLA-Gene liegen auf dem kurzen
Arm von Chromosom 6 (Abbildung 6). Bei HLA handelt es sich ebenfalls um ein
hochgradig polymorphes System. So sind zum jetzigen Zeitpunkt bereits tiber 10000
HLA-Klasse I-Allele und iiber 3500 HLA-Klasse II-Allele bekannt (Robinson, et al 2015).

Die beiden Klassen der HLA-Molekiile sind dabei fiir die Prasentation von Peptiden aus
unterschiedlichen Zellkompartimenten verantwortlich. Wahrend HLA-Klasse [-Molekiile
auf fast jeder kernhaltigen Korperzelle exprimiert werden und Peptide prasentieren, die
von zytosolischen Proteinen stammen, ist HLA-Klasse II normalerweise nur auf
antigenprasentierenden Zellen exprimiert und zustindig fiir die Prasentation von
Peptiden, die iiber endozytotische Vesikel aufgenommen wurden. Dabei werden sowohl
CD8* als auch CD4* T-Zellen nur dann aktiviert, wenn das prasentierte Peptid
korperfremden Ursprungs ist. Um einer solchen Fremd-Erkennung durch T-Zellen zu
entgehen, verfligen Virus-infizierte oder entartete Zellen liber Mechanismen, die HLA-
Expression herunter zu regulieren. Wird jedoch HLA-Klasse [ auf der Oberflache
verringert, um der T-Zell-Antwort zu entgehen, tritt der in 1.3.2 beschriebene Effekt des

»missing-self‘ ein, wodurch die NK-Zelle aktiviert wird.
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Die Funktion der NK-Zelle wird definiert durch die Balance aus inhibitorischen und
stimulatorischen Signalen. Der Grofiteil der KIR besitzt Liganden, die zur HLA-Klasse I
gehoren (siehe Abbildung 4), jedoch ist nicht fiir jeden KIR ein Ligand bekannt.

Sowohl der inhibitorische KIR2ZDL1 als auch der stimulatorische KIR2DS1 besitzen als
einzigen Liganden Molekiile, die zur HLA-C-Gruppe 2 (HLA-C2) gezahlt werden, wobei
die Interaktion von KIR2DL1 zu HLA-C2 eine hohere Bindungsaffinitat besitzt als HLA-
C2 zum entsprechenden stimulatorischen KIR2DS1 (Biassoni, et al 1997).

+7'0Mb b7 Abbildung 6: Anordnung der HLA-Gene
auf Chromosom 6. Gene, die zur HLA-
Klasse I gehoren sind blau hinterlegt, Gene,
': die Proteine der HLA-Klasse II kodieren,
5.0Mb . . .
4.0Mb sind orange hinterlegt. Aus (Robinson, et al
owe | T 2015)
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HLA-C-Gruppe 1-Molekiile (HLA-C1) stellen die Liganden fiir die inhibitorischen
KIR2DL2 und KIR2DL3, sowie fiir den stimulatorischen KIR2DS2, letzterer jedoch nur
mit sehr schwacher Affinitat (David, et al 2013, Vales-Gomez, et al 1998, Winter and
Long 1997). Dabei gilt die Interaktion und damit die Inhibition von KIR2ZDL1/HLA-C2 als
starkste, gefolgt von KIR2DL2/HLA-C1 und KIR2DL3/HLA-C1 (Winter, et al 1998). Ob
ein HLA-C-Allel das C1-Epitop oder das C2-Epitop besitzt, wird dabei lber die

Aminosdurepositionen 77 (C1=Serin oder C2=Asparagin) und 80 (Cl=Asparagin oder
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C2=Lysin) im Protein entschieden. KIRZDL2 kann zusatzlich mit HLA-C2 interagieren,
was auch fiir wenige KIR2DL3-Allele gezeigt werden konnte, in beiden Fallen ist jedoch
die Bindungsaffinitit zu HLA-C1 wesentlich hoher (Frazier, et al 2013, Moesta, et al
2008, Pende, et al 2009). HLA-Bw4 reprasentiert den Liganden fiir KIR3DL1 (Cella, et al
1994, D'Andrea, et al 1995, Gumperz, et al 1995). Auch hier gibt es dhnlich wie bei HLA-
C an Aminosaureposition 77 und 80 Unterschiede, die definieren, ob das Bw4- oder das
Bw6-Epitop im Protein vorliegen und damit, ob es einen Liganden fiir die NK-Zelle
darstellt oder nicht. Da das Bw4-Epitop auch auf manchen HLA-A-Allelen exprimiert
sein kann, fungieren auch diese Allele als Ligand fiir KIR3DL1. Es wurde lange Zeit
vermutet, dass KIR3DS1 die gleiche Liganden-Spezifitat besitzt wie KIR3DL1, jedoch ist
dies nach wie vor umstritten und KIR3DS1 scheint, wenn iliberhaupt, Peptid-abhangig
mit HLA-Bw4 zu interagieren (Carr, et al 2007, O'Connor, et al 2015). Die HLA-A-Allele
A3 und A11 stellen Liganden fiir KIR3DL2 (A3/A11) und KIR2DS2 (A11) dar (Dohring,
et al 1996, Liy, et al 2014). Neben den Liganden A3/A11 konnte gezeigt werden, dass
KIR3DL2Z mit HLA-F einen weiteren HLA-Klasse I-Liganden, und mit CpG-
Oligodesoxynukleotiden auch einen loslichen Liganden besitzt (Goodridge, et al 2013,
Sivori, et al 2010). KIR2DS4 besitzt eine etwas breitere Spezifitat, da HLA-C1-, HLA-C2-,
HLA-F- und HLA-A1102-Molekiile als niedrigaffine Liganden definiert werden konnten
(Goodridge, et al 2013, Graef, et al 2009). Fiir KIR2DL4 galt lange Zeit HLA-G als Ligand,
was jedoch in jiingeren Studien bezweifelt wurde (Le Page, et al 2014, Moradi, et al
2015, Rajagopalan and Long 1999). Stattdessen wurde mit Heparan-Sulfat/Heparin ein
loslicher Ligand beschrieben (Brusilovsky, et al 2013). Fir KIR2ZDS5 und KIR2DL5

wurden bisher keine Liganden beschrieben.

1.4.4.4 Genetische Variabilitat der KIR

Es gibt auf genetischer Basis mehrere Ebenen, die bereits fiir eine hohe Diversitit des
KIR-Genotyps sorgen. So entsteht durch die zwei Haplotypgruppen mit
unterschiedlicher genetischer Zusammensetzung, sowie durch die Kopienzahl und
allelische Vielfalt eines Gens eine hohe Variabilitdt. Ein weiterer genetischer Faktor ist
die unterschiedliche Verteilung der KIR-Genotypen/-Haplotypen, sowie von KIR-Allelen
in den verschiedenen Bevdlkerungsgruppen. Wahrend beispielsweise in ostasiatischen

Populationen mehr als 50% der Bevolkerung homozygot KIR-Haplotyp AA sind, ist der
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A-Haplotyp in den australischen Aborigines kaum vorhanden (Gonzalez-Galarza, et al
2015, Toneva, et al 2001, Yao, et al 2011, Yawata, et al 2002). In der kaukasischen
Bevolkerungsgruppe sind ca. 30% homozygot KIR-Haplotyp AA (Hsu, et al 2002,
Uhrberg, et al 2002). Gleiches spiegelt sich auf allelischer Ebene wieder, da KIR-Allele in
verschiedenen Populationen, so auch in den Mitteleuropdern, mit unterschiedlich hohen
Frequenzen vertreten sind (Hou, et al 2012, Vierra-Green, et al 2012). Allele eines Gens
unterscheiden sich dabei in der Oberflachen-Expression und der Bindung an den
Liganden, was direkt die NK-Zell-Aktivitat beeinflusst (Babor, et al 2014, Bari, et al 2009,
Dunphy, et al 2015, Gardiner, et al 2001, Gumperz, et al 1996, Moesta, et al 2008).

1.4.4.5 Das KIR-Repertoire

Die Expression an sich, sowie die Expressionsstiarke eines KIR auf der Oberfliche der
NK-Zelle wird durch viele verschiedene Faktoren reguliert. So kann ein KIR zwar
genetisch vorhanden sein, jedoch kaum oder gar nicht transkribiert werden. Bestimmte
Allele von KIR2S4 und KIR3DL1, sowie alle bekannten Allele von KIR2DL5B, KIR2DS3,
KIR3DL3 und die Pseudogene KIR2DP1 und KIR3DP1 werden nicht auf der Oberflache
der NK-Zelle exprimiert (Maxwell, et al 2002, Trundley, et al 2006, VandenBussche, et al
2009, Vilches, et al 2000b).

Wie bereits erwahnt sind KIR, mit Ausnahme von KIR2DL4, klonal verteilt, was
bedeutet, dass NK-Zellen unterschiedliche Kombinationen von KIR exprimieren. Die
Gesamtheit der NK-Zellen mit verschiedenen Rezeptor-Kombinationen wird dabei als
KIR-Repertoire  bezeichnet.  Grundlage dieser klonalen  Verteilung sind
Genregulationsmechanismen. Die Promotoren der KIR-Gene verfligen iiber eine
>90%ige Homologie, lediglich die Promotoren von KIRZDL4 und KIR3DL3 weisen eine
andere Struktur auf (Trompeter, et al 2005). Sogenannte CpG-Inseln, an denen
Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid, DNA) -Methylierung erfolgen kann, sind
in besonders hoher Dichte in den KIR-Promotoren vorhanden. Es konnte gezeigt
werden, dass die Promotoren von exprimierten KIR demethyliert sind und im Gegensatz
dazu die Promotoren der nicht-exprimierten KIR methyliert sind (Chan, et al 2003,
Santourlidis, et al 2002), jedoch liefs sich die Expression eines KIR mit methyliertem
Promotor durch einen Methyltransferase-Inhibitor induzieren. Ebenfalls konnte gezeigt

werden, dass Veranderungen der Chromatinstruktur, sowie Histonmodifikationen
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Einfluss auf die Expression eines KIR haben (Santourlidis, et al 2008). Dieses
epigenetische Muster wird dabei stets von einer Zelle an ihre Tochterzellen weitergeben
(Wolffe and Matzke 1999).

Obwohl die Gene fiir KIR und HLA auf verschiedenen Chromosomen liegen, beeinflusst
das eigene HLA das KIR-Repertoire innerhalb einer Person. Wahrend bereits 1996 in
Madusen gezeigt werden konnte, dass sich das Repertoire der murinen Ly49 Rezeptoren
in Richtung solcher Zellen verschiebt, die einen Rezeptor fiir eigenes MHC besitzen
(Held, et al 1996), konnte anfanglich im Menschen lediglich gezeigt werden, dass sich die
Repertoires von Geschwistern mit identischen KIR- und HLA-Klasse [-Genen weniger
stark unterscheiden, als die Repertoires von Geschwistern mit unterschiedlichem HLA
(Shilling, et al 2002b) . In der Folgezeit beschaftigten sich mehrere Gruppen mit zum Teil
gegensatzlichen Ergebnissen mit diesem Thema (Andersson, et al 2009, Dunphy, et al
2015, Schonberg, et al 2011b, Yawata, et al 2006). In der Mehrzahl der Studien konnte
eine Abhangigkeit der Frequenz eines KIR vom eigenen HLA nachgewiesen werden,
dahingehend, dass die Frequenz von NK-Zellen erhoht ist, die einen KIR fiir eigenes HLA
besitzen.

Das eigene HLA hat jedoch nicht nur Einfluss auf die Frequenz eines KIR innerhalb des
Repertoires, sondern auch auf die Funktion der NK-Zelle. Wie in 1.3.2 schon
beschrieben, konnte gezeigt werden, dass die Funktion von NK-Zellen abhiangig davon
ist, ob sie einen inhibitorischen Rezeptor fiir eigenes HLA-Klasse I besitzen oder nicht
(Anfossi, et al 2006, Fernandez, et al 2005, Kim, et al 2005). Uber diese Lizenzierung
erlangt die NK-Zelle somit ihre funktionale Reife. Zur Diskussion steht, ob es sich beim
Prozess der Lizenzierung eher um eine Entwaffnung (disarming) oder um eine
Bewaffnung (arming) mit zytotoxischen Funktionen handelt (Raulet and Vance 2006).
Da nicht-lizenzierte NK-Zellen zum einen tolerant gegeniiber korpereigenen Zellen sind,
obwohl sie keinen inhibitorischen Rezeptor fiir eigenes HLA-Klasse I exprimieren, und
zudem keineswegs funktional voéllig inaktiv sind, sondern eine verringerte
Funktionalitat aufweisen, wird davon ausgegangen, dass es sich um eine Entwaffnung

handelt.
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1.5 Alterung und Differenzierung von NK-Zellen

Wahrend die Funktion und das Repertoire von T-Zellen im Zuge der Alterung intensiv
beforscht werden, gibt es bisher nur wenige stichhaltige Erkenntnisse zu Anderungen
von NK-Zell-Phanotyp und -Funktion im Rahmen der Alterung. In den existierenden
Studien wurden oft nur sehr kleine Kohorten untersucht und die Ergebnisse variieren
haufig stark. (Almeida-Oliveira, et al 2011, Campos, et al 2014, Chidrawar, et al 2006, Le
Garff-Tavernier, et al 2010, Lutz, et al 2011). Es besteht allerdings ein weitgehender
Konsensus dartiber, dass Alterung mit steigenden NK-Zell-Frequenzen und innerhalb
des NK-Zell-Kompartiments mit einer Verringerung der unreiferen CD56bright NK-Zellen
einhergeht. Genaueres ist liber den Differenzierungsstatus von NK-Zellen bekannt. Wie
in 1.3.1 beschrieben gelten CD56brisht NK-Zellen als unreifere Vorstufe der CD56dim NK-
Zellen. Dies wird unter anderem dadurch gestiitzt, dass CD56bright NK-Zellen langere
Telomere besitzen, was fiir weniger bisher durchgefiihrte Zellteilungen spricht, und,
dass sie eine hohere Proliferationsrate und eine niedrigere Apoptoserate besitzen, als
CD56dim NK-Zellen (Cooley, et al 2007, Lutz, et al 2011, Romagnani, et al 2007).

Auch innerhalb der CD564m NK-Zellen gibt es Unterschiede im Differenzierungsstatus,
was in zahlreichen Studien untersucht wurde (Beziat, et al 2010, Bjorkstrom, et al
2010b, Campos, et al 2014, Le Garff-Tavernier, et al 2010, Lutz, et al 2011, Romagnani, et
al 2007). Da wahrend der NK-Zell-Differenzierung erst NKG2A und anschlief3end KIR
exprimiert wird, gilt der Erwerb von KIR und die Herunterregulation von NKG2A als
Schritt in Richtung terminale Differenzierung (Beziat, et al 2010). Innerhalb der KIR-
Familie konnte gezeigt werden, dass als erster KIR KIR2DL4 exprimiert wird, gefolgt von
KIR2DL2/3 und schliefdlich KIR2DL1 (Fischer, et al 2007, Schonberg, et al 2011b). Somit
gilt eine KIR2DL1* NK-Zelle als weiter differenziert im Vergleich zu einer KIR2DL3* NK-
Zelle. Des Weiteren zeigen KIR*NKG2A- NK-Zellen eine reduzierte Expression von
verschiedenen Naivitditsmarkern, sowie einen Anstieg an CD57, im Vergleich zu KIR*
NKG2A+ CD564im NK-Zellen, was ebenfalls fiir einen hoheren Reifegrad spricht (Beziat, et
al 2010, Bjorkstrom, et al 2010b, Brenchley, et al 2003).

Da das Verhaltnis zwischen NKG2ZA und KIR also einen wichtigen Schritt in der
Differenzierung der NK-Zelle markiert, wurde dies bereits von mehreren Gruppen
untersucht (Almeida-Oliveira, et al 2011, Beziat, et al 2010, Bjorkstrom, et al 2010b,
Campos, et al 2014, Le Garff-Tavernier, et al 2010, Lutz, et al 2011, Lutz, et al 2005,
Schonberg, et al 2011a). Viele dieser Studien betrachteten KIR und NKG2A dabei
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getrennt voneinander. Stattdessen untersuchte Schonberg das gesamte NK-Zell-
Repertoire (KIR-Repertoire inklusive NKG2A) aus Nabelschnurblut (cordblood, CB) und
PB und konnte zeigen, dass CB-NK-Zellen im Gegensatz zu PB-NK-Zellen von NKG2A
dominiert werden (Schonberg, et al 2011a). Beziiglich der zytotoxischen Funktionen
und der Fahigkeit Zytokine zu produzieren, konnten keine gravierenden Unterschiede
zwischen jungen und alteren Personen beobachtet werden (Campos, et al 2014,

Hazeldine, et al 2012, Le Garff-Tavernier, et al 2010).

1.6 NK-Zellen und Schwangerschaft

Wahrend der Schwangerschaft itibernehmen NK-Zellen, die wahrend des ersten
Trimesters die Hauptpopulation von Leukozyten im Uterus ausmachen, eine besondere
Rolle (Moffett-King 2002). Fetale Trophoblasten, die in miitterliches Gewebe
einwandern, sind dabei fiir die Ausbildung der Blutgefiafde in der Decidua zustandig,
welche liber die Plazenta versorgt wird. Dabei muss die Ausbildung der Blutgefafse gut
kontrolliert werden, da der Fotus weder tiber- (zu grof3es Baby bei der Geburt) noch
unterversorgt sein darf. Bei einer der haufigsten Schwangerschaftskomplikationen, der
Praeklampsie, werden die Blutgefafde nicht richtig ausgebildet, was zur Unterversorgung
im spateren Verlauf der Schwangerschaft bis hin zur Totgeburt fithren kann. 1996
konnte King zeigen, dass fetale Trophoblasten HLA-C-Molekiile exprimieren (King, et al
1996). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Repertoire uteriner NK-Zellen zu
HLA-C-spezifischen KIR verschoben ist (Sharkey, et al 2008) und, dass NK-Zellen eine
direkte Rolle in der Trophoblasten-Invasion in die Decidua tibernehmen, da sie die dafiir
benotigten Chemokine exprimieren. Mechanistisch scheint dabei die Inhibition der NK-
Zelle von besonderem Nachteil zu sein: Miitter, die homozygot fiir den von
inhibitorischen KIR-Genen dominierten KIR-Haplotyp AA sind und deren Foten HLA-C2
exprimieren, welches den starksten KIR-Liganden darstellt, besitzen ein besonders
hohes Risiko fiir Schwangerschaftskomplikationen, da sich durch die Inhibition der NK-
Zellen die Expression von Chemokinen, die Invasion der Trophoblasten und damit die
Ausbildung der decidualen Blutgefafde verringert (Hanna, et al 2006, Hiby, et al 2010,
Hiby, et al 2008, Hiby, et al 2004, Sharkey, et al 2008).
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1.7 NK-Zellen und Erkrankungen des himatopoietischen Systems

Leukdmien machen etwa 2,5% aller Krebserkrankungen aus (WHO), in Kindern ist die
akute lymphatische Leukdmie sogar die haufigste onkologische Erkrankung und macht
tiber 80% der kindlichen Leukamien aus. Weiterentwickelte chemotherapeutische
Ansatze und Stammezelltransplantationen (hematopoietic stem cell transplantation,
HSCT) sind nur zwei Griinde dafiir, dass die Uberlebensraten einer padiatrischen ALL
inzwischen bei 90% liegen (Pui, et al 2012). Eine ALL kann dabei in jedem Vorlaufer der
B- und T-Zell-Entwicklung entstehen und wird dementsprechend aufgrund ihres
Immunphanotyps Kklassifiziert. Die leukdmischen Zellen befinden sich dabei meist in
einem unreifen Zustand und werden als Blasten bezeichnet.

Aufgrund der raumlichen Ndhe im Blut und den lymphoiden Organen und ihrer
zytotoxischen Funktion sind NK-Zellen fiir die Kontrolle der Entstehung und Etablierung
einer Leukdmie von besonderer Bedeutung. In den letzten Jahren konnten einige
Gruppen zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen verschiedenen KIR-Genen und
ihren Liganden in der Entstehung bzw. der Wiederkehr der Leukdmie nach
Transplantation gibt (Almalte, et al 2011, de Smith, et al 2014, Giebel, et al 2005). Zudem
scheinen maligne entartete Zellen verschiedene Mechanismen entwickelt zu haben, um
der Eliminierung durch das Immunsystem zu entgehen. So ist der leukdmische Klon in
der Lage die Expression verschiedener HLA-Klasse I-Allele herunter zu regulieren,
womit sie der Erkennung durch T-Zellen entgehen (Demanet, et al 2004, Verheyden, et
al 2009) (siehe hierzu auch Abschnitt 2.5). In diesem Zusammenhang sollte ein Verlust
der NK-Zell-Liganden zu ,missing-self‘ fihren, jedoch gibt es Studien, die zeigen, dass
der leukdmische Klon ebenfalls die Liganden fiir stimulatorische Rezeptoren der NK-
Zelle herunter reguliert, so dass die NK-Zelle nicht stimuliert werden kann (Pende, et al
2005). Dies wird unterstiitzt durch die Beobachtung, dass NK-Zellen von Patienten, die
aufgrund einer TAP-Defizienz anndhernd kein HLA-Klasse I exprimieren, ebenfalls eine
verringerte Zytotoxizitat und Zytokinproduktion aufweisen (Sleiman, et al 2014), da die
NK-Zellen nicht lizenziert werden konnen. Ein weiterer Mechanismus, mit dem sich die
Leukdmie vor der Zerstorung durch die NK-Zelle schiitzt, scheint eine Art Perforin-
Resistenz zu sein, da die Bindung von Perforin an die Leukdmiezelle direkt mit NK-
Zellvermittelter Zytotoxizitat korreliert werden konnte (Lehmann, et al 2000). Der
Verlust von NK-Zell-Funktionen zeigt sich auch in anderen Erkrankung des

hamatopoietischen Systems, da NK-Zellen von Patienten mit Myelodysplastischem
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Syndrom (MDS), einer Knochenmarkserkrankung, bei der die Himatopoiese gestort ist,
ebenfalls eine verminderte Zytotoxizitat besitzen (siehe hierzu auch Abschnitt 2.6), was
in den entsprechenden Studien durch eine verringerte Expression stimulatorischer
Rezeptoren erklart wurde (Carlsten, et al 2010, Epling-Burnette, et al 2007).

Neben der Chemotherapie ist die allogene Stammzelltransplantation (hematopoietic
stem cell transplantation, HSCT) ein weiteres Mittel, die Leukdmie zu therapieren und zu
bekdmpfen. Die HSCT hat das Ziel die gesamten Zellen des Blutes eines Patienten durch
Zellen eines gesunden Spenders zu ersetzen. Dabei gewinnen NK-Zellen, sowie der
immungenetische Status der polymorphen KIR-Gene und HLA Klasse I-Liganden im
Rahmen der HSCT immer mehr an Bedeutung. Werden bei der Transplantation auch
alloreaktive NK-Zellen, also lizenzierte NK-Zellen des Spenders, fiir die der Empfanger
keinen Liganden besitzt, libertragen, hat dies im allgemeinen mehrere Vorteile: zum
einen werden mogliche residuale T-Zellen und antigenprasentierende Zellen des
Empfangers getotet, was ein Anwachsen des Transplantats begiinstigt und
Abstofungsreaktionen verhindert, zum anderen werden auch residuale leukdmische
Zellen getotet, was das Uberleben der Patienten begiinstigt (Giebel, et al 2003, Miller, et
al 2007, Ruggeri, et al 2002). Im Rahmen der Rekonstitution konnte gezeigt werden,
dass die in Abschnitt 1.5 beschriebene sequentielle Expression der KIR dazu fiihrt, dass
zuerst KIR2DL3 exprimiert wird. In Patienten, die HLA-C1 exprimieren, hat dies den
Vorteil, dass sie schneller liber lizenzierte, funktionale NK-Zellen verfiigen, als Patienten,
die HLA-C2 exprimieren (Fischer, et al 2007). Im gleichen Kontext ist eine kiirzlich
erschienene Studie zu sehen, in der das C2-Epitop als Risikofaktor fiir kindliche ALL
identifiziert wurde (Babor, et al 2014)(siehe hierzu auch Abschnitt 2.4). In einer
weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass das klinische Ergebnis nach HSCT bei
Patienten mit einer akuten myeloischen Leukdmie (AML) signifikant besser ist, wenn
der Empfanger mindestens ein HLA-C1-Allel besitzt (Cooley, et al 2014). Cooley et al
fanden dartuber hinaus einen Zusammenhang zwischen KIR-Genotyp und Rezidiv-Risiko.
Patienten, die ein Transplantat erhielten, dass homozygot den KIR-Haplotyp AA besaf3,
hatten ein hoheres Risiko flir ein Rezidiv, als Patienten mit transplantierten B-
Haplotypen (Cooley, et al 2009, Cooley, et al 2010). Im Gegensatz zu AML konnte ein
Einfluss des KIR-Polymorphismus auf die Suszeptibilitat fiir ALL, sowie die Inzidenz in
rezidivierenden ALL Patienten nicht bestitigt werden (Babor, et al 2012, Babor, et al
2014)(siehe hierzu auch Abschnitt 2.3 und 2.4)
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1.8 NK-Zell-Repertoire und Virus-Infektionen

Eine der Hauptaufgaben von NK-Zellen besteht in der friihzeitigen Bekdmpfung von
Virus-Infektionen. In diesem Zusammenhang wurden KIR-HLA-Konstellationen
untersucht, die vor- oder nachteilig fiir den Krankheitsverlauf und die Erkennung durch
NK-Zellen sein kénnen. So wurde in einer Kohorte von Hepatitis-C-Virus (HCV)-
infizierten Patienten beschrieben, dass Homozygotie fiir KIRZDL3 und HLA-CI mit einer
Ausheilung der Infektion assoziiert war (Khakoo, et al 2004). Dieser Effekt wurde
dadurch erklart, dass NK-Zellen in einem homozygoten HLA-C1 Individuum weniger
stark durch KIR2DL3 inhibiert werden, als sie es tiber KIR2DL2 werden, so dass die NK-
Zelle leichter iiber stimulatorische Signale aktiviert werden kann (Winter, et al 1998).
Eine andere Studie zeigte, dass sich das Risiko fiir die Entstehung von Leberkrebs
verringert, wenn die HCV-Patienten KIR3DS1/HLA-Bw4 besitzen (Lopez-Vazquez, et al
2005). Auch im Rahmen einer Infektion mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV)
war das Fortschreiten der Infektion in das erworbene Immundefizienzsyndrom
(Acquired immunodeficiency syndrome, AIDS) hochsignifikant verlangsamt, wenn die
Patienten genetisch KIR3DS1 und HLA-Bw4 besaf3en (Martin, et al 2002).

Aber nicht nur KIR scheint einen Einfluss auf den Verlauf einer Virus-Infektion zu haben,
auch umgekehrt scheint die Virus-Infektion einen Einfluss auf die KIR-Expression einer
Person zu nehmen. In verschiedenen Infektionssituationen konnte beobachtet werden,
dass die Patienten noch mehrere Monate nach der Infektion vor allem solche NK-Zellen
besafden, die den stimulatorischen Rezeptor NKG2C, sowie einen inhibitorischen KIR fiir
eigenes HLA-Klasse I exprimieren, wobei die Expansion abhdngig vom CMV-Status der
Person zu stehen scheint (Beziat, et al 2012, Beziat, et al 2013, Bjorkstrom, et al 201043,
Guma, et al 2004, Guma, et al 2006).

1.9 Ziele der Arbeit

Die Ziele der Arbeit lassen sich im Wesentlichen in zwei Hauptfelder unterteilen. Zum
einen sollten die Faktoren zusammengefasst werden, die fiir die Formung des NK-Zell-
Repertoires verantwortlich sind. Dabei wurde der Fokus darauf gelegt, welchen Einfluss
der KIR-Polymorphismus und das Vorhandensein von zwei KIR-Haplotypgruppen auf
die Zusammensetzung des Repertoires nehmen. Was ist der Vorteil eines Systems, das

aus zwei komplementdaren Haplotypgruppen besteht, bzw. wie bleiben beide
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Haplotypgruppen in verschiedensten Populationen und sogar unterschiedlichen Spezies
erhalten? Des Weiteren sollte untersucht werden, wie das eigene HLA-Klasse I-System
und die eigene immunologische Historie an der Formung des Repertoires beteiligt sind,
und ob es dabei zu einer progradienten Entwicklung zu einem seneszenten NK-Zell-
Repertoire kommt. Dazu wurden umfangreiche Analysen genetischer und
durchflusszytometrischer Studien durchgefiihrt, um daraus Modelle der NK-Zell-
Repertoire-Komplexitdt und der NK-Zell-Alterung zu erstellen (siehe Abschnitt 2.1 und
2.2).

Im zweiten Teil der Arbeit sollte auf die Relevanz dieser NK-Zell-Biologie fiir
hamatologische Erkrankungen eingegangen werden. Dazu wurden in zwei Studien DNA-
Proben gesunder Personen und padiatrischer Leukdamien dahingehend untersucht, ob es
auf Basis der KIR- oder HLA-Genetik Risikofaktoren fiir die Entstehung der Leukdmie
gibt und ob es einen Zusammenhang mit dem klinischen Verlauf der Krankheit gibt
(siehe Abschnitt 2.3 und 2.4).

In zwei weiteren Studien wurde der Frage nachgegangen, wie leukdmische bzw.
praleukdmische Zellen der Erkennung durch NK-Zellen entkommen. Zum einen wurde
dazu die Expression HLA-Klasse I-kodierter NK-Zell-Liganden auf den Lymphozyten (vor
allem auf den darin enthaltenen leukdmischen Blasten) padiatrischer ALL-Patienten
untersucht (siehe Abschnitt 2.5). Zum anderen wurden umfangreiche phanotypische
und funktionale Charakterisierungen der NK-Zellen von MDS-Patienten durchgefiihrt
und mit gesunden Personen verglichen (siehe Abschnitt 2.6).

Die Ermittlung von Risikofaktoren und Immunescape-Mechanismen ist von hoher
klinischer Relevanz, da dadurch Therapieansitze entsprechend verbessert, angepasst
oder gedndert werden konnen, wodurch die Uberlebensraten bei Patienten mit

hamatologischen Erkrankungen weiter gesteigert werden konnten.
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genetic diversity and evolution. Immunological Reviews, 267:178-196.

doi: 10.1111/imr.12316.

Diese Arbeit wurde in Immunological Reviews zum Thema ,,Co-Evolution of lymphocyte
Receptors with MHC class I” publiziert. © 2015 John Wiley & Sons Ltd. Die Genehmigung
zum Abdruck der Publikation in dieser Dissertation wurde von John Wiley & Sons Ltd.

eingeholt.

Impact Factor Immunological Reviews: 10,120

Eigene Mitwirkung an dieser Publikation:
— Auswertung verschiedener Studien
— Re-Analyse von >600 eigenen KIR-Genotypisierungen
— Entwicklung genetischer Modelle
— Anfertigung der Abbildungen und Tabellen inklusive der Verarbeitung
entsprechender Rohdaten

— Schreiben des Manuskriptes

Im Rahmen dieses Reviews wurden, basierend auf verschiedenen Studien, die bekannten
Faktoren zusammengefasst und diskutiert, die das humane KIR-Repertoire formen.
Dabei wurden vor allem der KIR-Polymorphismus, das Vorhandensein von zwei KIR-
Haplotypgruppen, das eigene HLA und die eigene immunologische Geschichte
thematisiert. Auf der Basis bereits publizierter KIR-Haplotyp-Frequenzen wurde hierfir
eine umfangreiche Matrix mit theoretisch zu erwartenden KIR-Genotyp-Frequenzen
erstellt und zudem fiir jeden Genotyp die potentielle Gréfie des KIR-Repertoires der

reifen NK-Zelle berechnet. Mehr als 600 selbst durchgefiihrte KIR-Genotypisierungen
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wurden fiir diese Arbeit re-analysiert, Genotypfrequenzen kalkuliert und mit den
theoretisch zu erwartenden Genotyp-Frequenzen verglichen.

Vorteile einzelner KIR-Gene und KIR-Haplotypen wurden herausgearbeitet und mit
Studien zur Reproduktion verglichen. Es wurde der Frage nachgegangen, welche Griinde
es gibt, dass die beiden KIR-Haplotypgruppen trotz Evolution und Selektionsdruck in
verschiedenen zivilisierten und indigenen Populationen erhalten geblieben sind, und ob
es vergleichbare Beobachtungen in anderen Spezies (Rhesusaffe, Schimpanse) gibt.
Durch aufwendige Analysen genetischer, sowie durchflusszytometrischer Studien und
dem Vergleich mit eigenen Datensatzen entstand ein neues Modell zur Komplexitit des
NK-Zell-Repertoires und dessen Bedeutung fiir eine effiziente Initialisierung der

angeborenen Immunantworten.
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2.2 Age-related changes in NK cell repertoires: impact on NK cell function and

immune surveillance

Manser AR, Uhrberg M (2015) Age-related changes in natural killer cell
repertoires: impact on NK cell function and immune surveillance. Cancer

Immunology Immunotherapy. doi:10.1007 /s00262-015-1750-0.

Diese Arbeit wurde als Teil der Symposium-in-Writing-Serie zum Thema ,Natural killer
cells, ageing and cancer” in Cancer Immunology, Inmunotherapy publiziert. © Springer-
Verlag Berlin Heidelberg 2015. Die Genehmigung zum Abdruck der Publikation in dieser

Dissertation wurde vom Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2015 eingeholt.

Impact Factor Cancer Immunology, Imnmunotherapy: 3,941

Eigene Mitwirkung an dieser Publikation:
— Auswertung verschiedener Studien
— Re-Analyse  von  publizierten, sowie  unpublizierten laboreigenen
durchflusszytometrischen Datensatzen
— Anfertigung der Abbildungen und Tabellen inklusive der Verarbeitung
entsprechender Rohdaten

— Schreiben des Manuskriptes

In diesem Review wurden Veranderungen im Rahmen der Differenzierung und Alterung
einer NK-Zelle diskutiert und welchen Einfluss dies auf eine korrekte Immunkontrolle
durch NK-Zellen hat. Die phdnotypischen Unterschiede zwischen verschiedenen NK-
Subpopulationen, sowie deren Relevanz fiir die NK-Zell-Funktion wurden thematisiert
und in einen Zusammenhang gebracht mit hamatologischen Erkrankungen.

Durch Re-Analyse der Primardaten laboreigener fritherer Studien konnte erstmals ein
Profil der KIR und NKG2A Expression iiber die gesamte Lebensspanne erstellt werden
(siehe Figure 1). Die Daten zeigen, dass es zu einer Transition von einem neonatalen
NKG2A-dominierten zu einem adulten KIR-gepragten NK-Zell-Repertoire kommt. Auf

der Basis dieser Daten, sowie verschiedener anderer alters-assoziierter Studien wurde
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ein Modell der NK-Zell-Alterung entwickelt, in dem differenzierungs- und alterungs-
bedingte Effekte, sowie der Einfluss von Virus-Infektionen berticksichtigt werden (siehe

Figure 2).
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2.3 Lack of association between KIR genes and acute lymphoblastic leukemia in

children

Babor F, Manser A, Schonberg K, Enczmann ], Borkhardt A, Meisel R, Uhrberg M
(2012) Lack of association between KIR genes and acute lymphoblastic leukemia in

children. Blood 120 (13):2770-2772. doi:10.1182 /blood-2012-07-440495.

Diese Arbeit wurde in Blood publiziert. © The American Society of Hematology. Die
Genehmigung zum Abdruck der Publikation in dieser Dissertation wurde von der

American Society of Hematology eingeholt.

Impact Factor Blood: 10,452

Eigene Mitwirkung an dieser Publikation:
— Durchfiihrung der KIR-Genotypisierungen der 204 gesunden Personen
— Auswertung aller KIR-Typisierungen
— Multifaktorielle Analyse der Assoziation von KIR und ALL

— Schreiben des Manuskripts

In einer 2011 erschienenen Studie von Almalte et al. gab es eine hochsignifikante
Assoziation mit dem Fehlen stimulatorischer KIR-Gene und der Suszeptibilitit einer
padiatrischen ALL in franco-kanadischen Kindern (Almalte, et al 2011). Basierend auf
diesen Ergebnissen fiihrten wir eine adhnliche Studie mit 218 padiatrischen ALL-
Patienten (185 B-ALL, 33 T-ALL) und 204 gesunden Spendern mit europdischer
Ethnizitat (ca. 92% deutsch) durch, die 2012 als ,letter to the editor” publiziert wurde.
Anders als in der franco-kanadischen Studie analysierten wir jedoch nicht einzelne KIR-
Gene isoliert voneinander, sondern verwendeten zwei verschiedene auf PCR-SSP
(polymerase chain reaction with sequence specific primers) basierende Typisierungs-
Protokolle, bei denen sechs inhibitorische (KIRZDL1, KIR2DLZ2, KIRZDL3, KIRZDLS5,
KIR3DL1, KIR3DL2) und sechs stimulatorische (KIRZDS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIRZ2DS4,
KIR2DS5, KIR3DS1) KIR-Gene bestimmt werden. Diese KIR-Typisierung ermdoglichte
dabei die Bestimmung des KIR-Genotyps und der KIR-Haplotypen, was aufgrund der
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starken Homologie und des Kopplungsungleichgewichts (linkage disequilibrium) einiger
KIR-Gene die Typisierungsqualitdt und -Plausibilitat erhohte.

Die anschliefenden Auswertungen und Analysen zeigten, dass in der von uns
analysierten Kohorte weder auf Basis einzelner KIR-Gene noch im Zusammenhang mit
verschiedenen Haplotyp-Konstellationen Risikofaktoren fiir eine kindliche ALL ermittelt
werden konnten. Sowohl die Frequenzen der einzelnen KIR-Gene, als auch die
Frequenzen der Haplotypen AA, AB und BB waren libereinstimmend in B-ALL, T-ALL

und der Kontrollkohorte.
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2.4 KIR ligand C2 is associated with increased susceptibility to childhood ALL

and confers an elevated risk for late relapse

Babor F*, Manser AR*, Fischer JC, Scherenschlich N, Enczmann J, Chazara O, Moffett
A, Borkhardt A, Meisel R, Uhrberg M (2014) KIR ligand C2 is associated with
increased susceptibility to childhood ALL and confers an elevated risk for late
relapse. Blood 124 (14):2248-2251. d0i:10.1182/blood-2014-05-572065.

*gleichberechtige Erstautoren

Diese Arbeit wurde in Blood publiziert. © The American Society of Hematology. Die
Genehmigung zum Abdruck der Publikation in dieser Dissertation wurde von der

American Society of Hematology eingeholt.

Impact Factor Blood: 10,452

Eigene Mitwirkung an dieser Publikation:
— Durchfiihrung und Auswertung der KIR-Allel-Subtypisierungen
— Durchfiihrung und Auswertung der Experimente zur Bestimmung der Kopienzahl
der KIR-Gene
— Durchfiihrung und Auswertung der durchflusszytometrischen Experimente
— Auswertung der HLA-Typisierungen und Bestimmung des NK-Zell-Liganden
— Statistische Analysen
— Schreiben des Manuskripts

— Bearbeitung der Gutachter-Kommentare

In dieser Studie beschaftigten wir uns mit moglichen Risikofaktoren einer ALL innerhalb
des HLA-Systems. Dazu wurden mit einer 320 Individuen umfassenden padiatrischen
ALL-Kohorte und einer 1515 Personen umfassenden Kontrollgruppe umfangreiche
genetische Typisierungen durchgefiihrt. Dies umfasste die HLA-B- und HLA-C-
Typisierung inklusive Bestimmung des Bw4/Bw6-Epitops und des C1/C2-Epitops, die
KIRZ2DL1-Allelsubtypisierung und die Bestimmung der Kopienzahl von KIRZDL1 und
KIR2DS1. Dabei stellte sich der KIR-Ligand HLA-C2 als Risikofaktor heraus, da seine
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Frequenz in der Patientenkohorte signifikant erh6ht war. Die anschlieféende Korrelation
des klinischen Verlaufs der Krankheit und der HLA-C-Epitope ergab, dass Patienten mit
steigender Zahl an C2-Epitopen ein signifikant hoheres Risiko besaféen, nach beendeter
Therapie (2,5 Jahre nach Diagnose) ein Rezidiv zu bekommen.

Durch die hohe HLA-C2-Frequenz riickten die C2-spezifischen KIR KIR2DL1 und KIR2DS1
in den Vordergrund. Nahere Analysen der Kopienzahl und der Allelfrequenzen zeigten
keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Kohorten.

Die Identifizierung von HLA-CZ als neuen Risikofaktor fiir ein Rezidiv ist von besonderer
klinischer Relevanz. Patienten, die das C2-Epitop besitzen, konnten entsprechend langer
therapiert oder engmaschiger kontrolliert werden, um das Auftreten eines Rezidivs zu

verhindern und die Uberlebensrate zu verbessern.

64



Publikationen

2.5 Selective downregulation of HLA-C and HLA-E in childhood acute

lymphoblastic leukaemia

Reusing SB, Manser AR, Enczmann ], Mulder A, Claas FH, Carrington M, Fischer JC,
Borkhardt A, Babor F and Uhrberg M (2015), Selective downregulation of HLA-C
and HLA-E in childhood acute lymphoblastic leukaemia. British Journal of
Haematology. doi: 10.1111/bjh.13777.

Diese Arbeit wurde im British Journal of Haematology publiziert. © 2015 John Wiley &
Sons Ltd. Die Genehmigung zum Abdruck der Publikation in dieser Dissertation wurde

von John Wiley & Sons Ltd eingeholt.

Impact Factor British Journal of Haematology: 4,711

Eigene Mitwirkung an dieser Publikation:
— Etablierung durchflusszytometrischer Protokolle
— Datenanalyse

— Schreiben des Manuskriptes

In dieser Studie wurde die Expression der KIR-Liganden HLA-B, HLA-C und HLA-E auf
Lymphozyten sowohl durchflusszytometrisch als auch molekularbiologisch auf
Transkriptionsebene tiberpriift.

Dabei zeigte sich im Vergleich von 31 neu-diagnostizierten B-ALL-Patienten zu 32
gesunden Spendern, dass die CD19* Lymphozyten der Patienten eine signifikant
geringere Expression von HLA-C und HLA-E auf ihrer Oberflache besaf3en, wahrend die
Gesamt-HLA-Klasse I-Expression (panHLA-Klasse I) und die Expression von HLA-Bw4
und -Bw6 vergleichbar waren. Diese Verringerung von HLA-C und HLA-E beschrankte
sich auf CD45- leukdmischen Blasten, die Expression von HLA-C und -E auf den nicht-
leukdmischen CD45* B-Zellen der Patienten waren vergleichbar zur Kontrolle-Kohorte.
Ubereinstimmend dazu war die Expression auf Transkriptionsebene in leukidmischen
CD34- CD19+ Blasten verringert, wahrend sie in nicht-leukdmischen CD34- CD19+ B-

Zellen vergleichbar mit der Expression auf B-Zellen gesunder Spender waren.
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Untersuchungen der NK-Zell-Aktivitat zeigten, dass spezifische NK-Zellen von gesunden
Personen trotz dieser ,missing-self“-Situation nicht in der Lage waren zu degranulieren,

was das Vorhandensein weiterer Immunevasions-Mechanismen vermuten lasst.
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2.6 Impaired cytotoxicity associated with defective natural Killer cell

differentiation in myelodysplastic syndromes

Hejazi M, Manser AR, Frobel ], Kundgen A, Zhao X, Schonberg K, Germing U, Haas R,
Gattermann N, Uhrberg M (2015) Impaired cytotoxicity associated with defective
natural killer cell differentiation in myelodysplastic syndromes. Haematologica 100

(5):643-652. d0i:10.3324 /haematol.2014.118679.

Diese Arbeit wurde in Haematologica publiziert. © 2015 Ferrata Storti Foundation. Die
Genehmigung zum Abdruck der Publikation in dieser Dissertation wurde von der

Ferrata Storti Foundation eingeholt.

Impact Factor Haematologica: 5,814

Eigene Mitwirkung an dieser Publikation:
— Datenanalyse

— Schreiben des Manuskriptes

Im Rahmen dieser Studie wurden der Phanotyp und die Funktion der NK-Zellen von 75
neu diagnostizierten MDS-Patienten durchflusszytometrisch analysiert und mit denen
gesunder Personen gleichen Alters verglichen. Diverse strukturelle und funktionale
Unterschiede/Defekte wurden beobachtet: Die Patienten wiesen eine signifikant
verringerte NK-Zell-Zahl auf, die mit der Krankheitsprognose korrelierte, sowie eine
Verschiebung innerhalb der NK-Zell-Population zu unreifen CD56bright NK-Zellen.
Analysen der NK-Zell-Subpopulationen und Messungen der Apoptoserate zeigten, dass
in den Patienten die CD564im NK-Zell-Zahl signifikant verringert war, was jedoch nicht in
einer hoheren Apoptoserate dieser Zellen begriindet war. Des Weiteren war auch das
KIR-Repertoire der wenigen reifen CD564m NK-Zellen in den MDS-Patienten zu einem
unreiferen Phanotyp verschoben.

Funktional waren die NK-Zellen trotz vergleichbarer Degranulation kaum in der Lage
Zielzellen, die als fremd erkannt werden missten, zu eliminieren. In weiteren

Experimenten zeigte sich, dass dies an einer signifikanten Reduktion von Perforin und
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Granzym B in den lysosomalen Granula lag. Diese zytotoxische Defizienz konnte durch
Langzeit-Stimulation mit IL-2 aufgehoben werden, was einen wirksamen

therapeutischen Ansatz fiir diese Patienten darstellen kénnte.
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fremde Hilfe unter Beachtung der ,Grundsatze zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis an
der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf erstellt worden ist.

Ich erklare gleichzeitig, dass ich die vorgelegte Dissertation in dieser oder in einer dhnlichen
Form noch bei keiner anderen Institution eingereicht habe. Weiterhin erklare ich hiermit, dass

vorher noch keine erfolglosen Promotionsversuche unternommen wurden.

Diisseldorf, den
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