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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Natiirliche Killerzellen sind grofe granuldre Lymphozyten, die zum angeborenen
Immunsystem gehoren. Sie bilden ca. 5-15% der Gesamtpopulation aller
Lymphozyten im peripheren Blut und spielen eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung
von Tumorzellen und Virusinfektionen. Uber ihre Oberflichenrezeptoren, die
KIR-Rezeptoren (Killer-cell Immunoglobulin like receptor) sowie lektinartige
NKG2-Rezeptoren, konnen die NK-Zellen die korpereigenen von korperfremden
Zellen unterscheiden. Dadurch sind sie in der Lage, die korpereigenen Zellen vor der
zytotoxischen Lyse zu schiitzen und gleichzeitig die korperfremden Zellen zu
eliminieren. Es gibt sowohl inhibitorische als auch stimulatorische KIR-Rezeptoren,
deren kodierende Gene in hohem Mafe polymorph sind und deren klonale Expression
zu unterschiedlichen, aber stabilen KIR-Kombinationen, dem sogenannten
KIR-Repertoire, auf den NK-Zellen fiihrt. Die meisten KIR-Rezeptoren sind fiir
Produkte der ebenfalls polymorphen HLA-Klasse-I-Gene spezifisch. Um die
Auswirkung der HLA-Klasse-I-Molekiile auf die Entstehung des KIR-Repertoires
besser zu verstehen, sollte diese Frage in einem geeigneten in vitro Modell der
NK-Zelldifferenzierung ndher untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde ein
Protokoll entwickelt, bei dem humane mesenchymale Stammzellen (MSC) als
Stammzellnische fungieren und verschiedene HLA-Klasse-I Varianten wihrend der
mehrwochigen Differenzierungsphase an die sich entwickelnden
NK-Zellvorlauferzellen priasentieren sollten. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt,
dass die KIR-Expression wihrend der NK-Zellentwicklung aus hidmatopoetischen
Stammzellen (HSC) oder aus KIR-negativen NK-Zellen unabhingig von den
entsprechenden HLA-Klasse-I-Liganden auf den MSC ist. Hierbei spielte es keine
Rolle, ob die hdmatopoetischen Vorlduferzellen aus neonataler oder adulter Quelle
isoliert wurden. Der siRNA-vermittelte knockdown der HLA-Klasse-I Komponente
beta2 microglobulin in MSC zeigt ebenfalls keinen Einfluss auf die KIR-Expression
und das KIR-Repertoire im Rahmen der NK-Zellentwicklung aus HSCs sowie auch
aus KIR-negativen NK-Zellen. Es zeigte sich, dass der inhibitorische Rezeptor
KIR2DL3 unter allen Bedingungen das KIR-Repertoire dominierte, unabhingig
davon, ob der entsprechende Ligand, das HLA-C1 Epitop, auf den
MSC-Feeder-Zellen  vorhanden war oder nicht. Ebenso wurde der
HLA-C2-spezifische Rezeptor KIR2DL1 unabhingig von seinem Liganden erst zu
einem spdteren Zeitpunkt und mit geringerer Frequenz in den Kulturen exprimiert.
Insgesamt konnte mit Hilfe des hier verwendeten vollstindig humanen in vitro

Modells der NK-Zelldifferenzierung gezeigt werden, dass die Anpassung des
1
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KIR-Repertoires an die polymorphen HLA-Klasse-I-Liganden erst in reifen
NK-Zellen und wahrscheinlich durch postnatalen Kontakt mit Viren und anderen

Pathogenen erfolgt.

In einem weiteren Teilprojekt konnte gezeigt werden, dass sich humane MSC auch als
Feeder-Zellen zur Differenzierung von induzierten pluripotenten Stammzellen in
NK-Zellen eignen. So konnten aus iPS-Zellen, die aus HSCs des Nabelschnurbluts
reprogrammiert worden waren, erfolgreich funktionale NK-Zellen generiert werden.
Im Vergleich zu den meist aus Fibroblasten stammenden iPS-Zellen konnten die
iPS-Zellen aus HSC effektiver wiederum zu HSC und anschliefend zu NK-Zellen
ausdifferenziert werden, was wahrscheinlich auf dem Dbereits fiir andere
Differenzierungsvorgénge beschriebenen ,,epigenetischen Gedéchtnis“ der iPS-Zellen
beruht. Die hier entwickelte Methode der effektiven Differenzierung von HSC-iPS zu
NK-Zellen ermoglicht damit zum einen die in vitro Analyse der sehr frithen Schritte
der NK-Zelldifferenzierung und stellt dariiber hinaus eine interessante Methode zur
Generierung von NK-Zellen zu immuntherapeutischen Zwecken aus einer potentiell

unlimitierten Zellquelle dar.




Zusammenfassung

Summary

Natural killer cells (NK cells) belong to the innate immune system. They are kind of
large granular lymphocytes, making up about 5-15% of peripheral blood lymphocytes,
and playing very critical roles in defending against tumors, and viral infections. They
express groups of receptors on their membrane surface, such as the KIR receptors
(killer cell immunoglobulin like receptor) and the lectin NKG2 receptors. Through the
surface receptors NK cells can recognize the self and non-self cells, thereby NK cells
are able to protect the self cells from cytotoxic lysis, on the other hand they can
eliminate the non-self cells. The KIR receptors have both stimulatory and inhibitory
effects on the NK cells and are responsible for the possible lysis of the target cell. The
KIRs are very polymorphic and display a clonal expression. The KIR repertoire of
NK cells indicates a specificity for HLA class I type. Different combinations of KIR
receptors and HLA class I molecules may have specific effects against certain
diseases and immunities. Using MSC cells (mesenchymal stem cells) as feeder cells
allows the establishment of a complete human NK cell differentiation system. In the
present study it was shown that the KIR expression was totally independent on the
HLA class I type of MSC feeder cells during the NK cell development from
hematopoietic stem cells (HSC) or NK progenitors. Whether the HSCs come from
newborns or adults, did not affect this result. Subsequently the down regulation of the
HLA class I in the feeder cells had no effect on the expression of KIR receptors or on
the KIR repertoire during the NK cell development from HSCs, as well as from NK
precursor cells. KIR2DL3 is the firstly and predominantly expressed KIR receptor
during NK cell genesis from HSCs, irrespective of its ligand, HLA-C1. However,
KIR2DLI1 is the lately and weakly expressed KIR receptor, regardless of its ligand,
HLA-C2.

The iPS cells are the cells that retain the characteristics of embryonic stem cells by
artificial reprogramming. They have the potential to differentiate into all types of cells.
In the present work, a complete human in vitro model for NK cell development from
iPS cells has been established with the help of human MSC feeder cells. This process
has been previously performed on murine OP9 feeder cells. Functional NK cells have
been successfully generated in culture. From HSCs-derived iPS cells more CD34" and
NK cells were generated compared to those from fibroblast-derived iPS cells,

indicating the memory of iPS cells.




Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem des Menschen

Das menschliche Immunsystem kann in zwei Hauptteile eingeteilt werden, das
angeborene Immunsystem und das adaptive Immunsystem. Die wichtigste Funktion
des Immunsystems ist es, Infektionen durch Krankheitserreger wie z.B. Bakterien,
Viren und Parasiten zu bekdmpfen, Tumorentwicklung zu verhindern, und
korperfremde Stoffe zu neutralisieren (/mmunology Janeway 2002). Die weillen
Blutzellen des Immunsystems stammen von den hidmatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark ab, die auf ihrer Oberfliche CD34 (CD steht fiir cluster of
differentiation), als Marker exprimieren (Baum et al., 1992; Egeland et al., 1998). Die
Stammzellen differenzieren sich dann zu myeloiden Vorlduferzellen, die die Vorstufe
von Granulozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen (DCs) und Mastzellen sind,
oder zu lymphatischen Vorlduferzellen. Die B-Zellen, T-Zellen und Natiirlichen Killer
(NK)-Zellen entwickeln sich aus den lymphatischen Vorlduferzellen. Wenn eine
Antigen-spezifische Immunantwort ausgelost wird, wie die Produktion von
Antikorpern gegen ein bestimmtes Pathogen (d.h. antigenspezifisch), wird diese
Reaktion als adaptive Immunantwort bezeichnet (Celluar and molecular
Immunobiology 2002; Immunology Janeway 2002). Darin spielen vor allem B- und
T-Zellen eine wichtige Rolle. Im Gegensatz dazu sind die NK-Zellen an der

Antigen-unabhingigen Immunitét beteiligt.

1.2 Natiirliche Killer (NK)-Zellen

Die NK-Zellen gehoren zu den Lymphozyten, die eine Untergruppe der weillen

Blutzellen (Leukozyten) sind. NK-Zellen besitzen keine antigenspezifischen
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Rezeptoren, und sie gehdren, neben den Myeloiden Zellen, wie Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen, zum angeborenen Immunsystem. Im Gegensatz dazu
gehoren die T- und B-Zellen zum adaptiven Immunsystem (/mmunology Janeway
2002). Wegen ihrer Morphologie wurden NK-Zellen zunichst als grofe granulire
Lymphozyten bezeichnet. NK-Zellen entwickeln sich wie die anderen Lymphozyten
(B- und T-Zellen) aus lymphatischen Vorlduferzellen. Nach der Reifung der NK-Zellen
zirkulieren sie spdter im Blutkreislauf. Sie sind grofer als T- und B-Lymphozyten, und
enthalten erkennbare zytoplasmatische Granula. Sie lassen sich aufgrund ihrer
Fahigkeit identifizieren, ohne vorherige Immunisierung oder Aktivierung in vitro
bestimmte Zelllinien lymphatischer Tumoren erkennen und abtdten zu konnen
(Kissling et al., 1975; Herberman et al., 1975; Immunology Janeway 2002). NK-Zellen
sind fahig Zytotoxizitidt auszuiiben, und spielen eine sehr wichtige Rolle bei der
Bekédmpfung von frithen Stadien viraler Infektionen und von Tumoren (Hoglund et al.,
1997, Nguyen et al, 1997). NK-Zellen werden  durch  einige
Oberflachenprotein-Marker charakterisiert, wie z.B. die Expression von CD56 und
CD16, anschlieBend durch die Abwesenheit des T-Zellmarkers CD3 (Rees et al.,
2002).

Ungefahr 5-15% der Lymphozyten des peripheren Blutes sind NK-Zellen. Sie sind
auch in den sekundiren lymphatischen Organen, wie z.B. in der Milz, im Knochenmark,
in der Leber, in der Gebarmutter sowie in die Lunge lokalisiert (Grégoire ef al., 2007).
Kleine Menge von NK-Zellen lassen sich auch in den sekunddren lymphatischen
Geweben (SLT, secondary lymphoid tissue) oder in dem Schleimhaut-assoziierten
Lymphgewebe (MALT, mucosa-associated lymphoid tissue) finden (Doherty et al.,
1999; Yu et al., 2013). In Fillen von Entziindungen sind die NK-Zellen auch im
betroffenen Gewebe anwesend (Moretta et al., 2002). Wie T-Zellen konnen NK-Zellen
zytotoxische Granula, die Granzym und Perforin enthalten, ausschiitten und somit in
korperfremden oder entarteten Zellen Apoptose induzieren (Trapani et al., 2002; Davis
et al., 2004). Sie sind auch in der Lage Zytokine wie z.B. Interferon (IFN)-y und
Tumornekrosefaktor (TNF)-a, zu produzieren (Biron et al., 1999). Auf diese Weise

kommunizieren die NK-Zellen mit anderen Zellen, und arbeiten bei der Vernichtung
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von infizierten oder malignen Zellen zusammen. Die genaue Reaktion der NK-Zelle
hiangt von der Art der Aktivierung ab, z.B. fordern IFN-a und -8 die zytotoxische
Aktivitdt, wahrend IL-12 auch die Synthese von INF-y stimuliert (Biron et al., 1999).

Die zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen wird allerdings nicht nur durch Zytokine,
sondern auch durch die Interaktion verschiedener NK-Zell-Rezeptoren mit
entsprechenden Liganden auf der Target-Zelle kontrolliert. Hier sind die
MHC-Molekiile (Major Histocompatibility-Complex (MHC) Klasse-I-Molekiile) von
besonderer Bedeutung. Sie vermitteln NK-Zellen einerseits die Toleranz gegeniiber
gesunden korpereigenen Zellen, und anderseits auch die zytotoxische Aktivitét bei der
Erkennung von korperfremden sowie infizierten Zellen (Braud ef al, 1999; Le

Bouteille et al., 1999).

1.3 MHC-Klasse-I-Molekiile

Bei den MHC-Klasse-I-Molekiilen handelt es sich um Oberflachenproteine, die von
allen kernhaltigen gesunden Zellen exprimiert werden. Ihre Aufgabe besteht darin, dem
Immunsystem alle von der jeweiligen Zelle synthetisierten Proteine als
Peptidfragmente zu prisentieren. In vielen Féllen von viralen Infektionen, sowie auf
Tumorzellen werden die korperfremden Peptide bzw. die Peptide, die auf die Entartung
hinweisen, nach auflen préasentiert und von T-Zellen in Form von
Peptid-MHC-I-Komplexen erkannt. In Folge einer erkennenden Bindung werden die
betroffenen Zellen lysiert. Aufgrund dieser Erkennungsmechanismen haben viele
Arten von Tumorzellen verschiedene Mechanismen entwickelt, um sich vor der
adaptiven Immunitdt schiitzen koénnen. Viele Tumorzellen und von Viren infizierte
Zellen exprimieren fast keine oder nur geringe Menge von MHC-Klasse-I-Molekiilen
auf ihrer Oberflache, wodurch sie von T-Zellen kaum erkannt werden konnen. Eine
Hauptaufgabe der NK-Zellen liegt darin, die Herunterregulation von
MHC-I-Molekiilen auf solchen infizierten sowie entarteten Zellen zu erkennen, die sich

so einer Erkennung durch das adaptive Immunsystem im Zuge eines sogenannten
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,Immune Escape‘ entziechen wollen und diese dann abzutoten (Ljunggren et al., 1990;
Karre et al., 1986).

Die MHC-Klasse-I-Molekiile werden bei Menschen als HLA- (humanes
Leukozyten-Antigen) Klasse-I-Molekiile bezeichnet. Es gibt drei klassische
HLA-I-Molekiile, namlich HLA-A, -B, und -C. Ihre Funktionen bestehen darin, alle
Fragmente aller in der Zelle synthetisierten Peptide auf der Zelloberfliche zu
priasentieren, wodurch die Zellen mit dem Immunsystem kommunizieren konnen.
Daneben gibt es noch drei sogenannte nichtklassische HLA-I Molekiile, nimlich
HLA-E, -F und -G. HLA-E présentiert selektiv die Signalpeptidfragmente der iibrigen
HLA-I-Molekiile (Braud ef al, 1999). Diese Komplexe sind daher nur auf der
Oberflaiche von den Zellen zu finden, deren klassische HLA-Molekiile korrekt
prozessiert und ausgeschleust werden. HLA-G scheint eine Rolle bei der Suppression
der Immunantwort zu spielen (Larsen et al., 2009). Wihrend einer Schwangerschaft
wird HLA-G nur von einigen aus dem Fotus stammenden Plazentazellen exprimiert
und schiitzt diese, die ansonsten keine weiteren MHC-Klasse-I-Molekiile exprimieren,
vor dem Angriff durch miitterliche NK-Zellen (Le Bouteille et al, 1999). Die
Expression von HLA-F ist auf B-Zellen beschrinkt, wihrend die genaue Funktion von
HLA-F bisher noch unbekannt bleibt (Allan et al., 2002). Es ist neulich beschrieben,
dass HLA-F (open conformers) mit einer hohen Affinitit am stimulatorischen

KIR3DS1-Rezeptor bindet (Beltran ef al., 2016).

14 »missing-self** Hypothese und NK-Zellrezeptoren

Das Immunsystem ist in der Lage, korperfremde oder virusbefallene Zellen zu
erkennen und eliminieren. Gleichzeitig muss es auch fdhig sein, die gesunden,
korpereigenen Zellen und die korperfremden Zellen voneinander zu unterscheiden, und
die korpereigenen vor der Lyse zu schiitzen. Dies wird mit der
,missing-self* Hypothese beschrieben (Ljunggren et al, 1990; Karre et al., 1986;

Immunology Janeway 2002). Diese mittlerweile vielfach bestédtigte Hypothese besagt,
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dass NK-Zellen in der Lage sind, solche Zellen, die keine oder nur geringe Mengen von
korpereigenen MHC-I-Molekiilen auf ihrer Oberfliche tragen, zu erkennen und
anzugreifen, wihrend die normalen, korpereigene MHC-I-Molekiile exprimierenden
Zellen nicht durch NK-Zellen angegriffen werden (Bix et al., 1991). Daneben konnen
NK-Zellen jedoch auch durch die Interaktion von aktivierenden Rezeptoren wie z.B.
natiirlichen Zytotoxizitédtsrezeptoren mit ihren Liganden aktiviert werden.

Es gibt zwei Gruppen von Rezeptoren, die zur Immunoglobulin-Superfamilie
gehorenden ,.killer immunoglobulin-like receptors* (KIR) und die lektinartigen
Rezeptoren (killer lectin-like receptors; KLRs), die als NKG2-Familie bezeichnet
werden (Lanier et al., 1998). Die Kombination dieser Rezeptoren steuert die Reaktion

der NK-Zelle in Abhangigkeit von der MHC-Klasse-I-Expression der 7arget-Zelle.

HLA-E
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Abb.1-1 Strukturelle Darstellung der NKG2-Rezeptor-Familie mit ihren Liganden. Nomenklatur nach
(Andre et al., 2001)

Zu beiden Gruppen gehoren nicht nur aktivierende Rezeptoren, sondern vor allem auch
inhibierende Rezeptoren. Um Toleranz gegentiber korpereigenen Zellen entwickeln zu
konnen, muss eine reife NK-Zelle mindestens einen inhibitorischen Rezeptor auf der
Oberflache exprimieren, z.B. einen inhibitorischen K/R-Rezeptor, der flir einen
korpereigenen Liganden spezifisch ist, oder NKG2A. (,,at least one“ Hypothese).
(Uhrberg et al., 97; Valiante et al., 1997; Raulet et al., 1997). Zwar konnen auch die
NK-Zellen, die keine inhibitorischen Rezeptoren fiir korpereigene MHC-I-Molekiile

besitzen, vorkommen, bei ihnen handelt es sich aber um funktional inaktive oder
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unreife NK-Zellen (Freud et al., 2006, Cooley et al., 2007). Diese ,,self-blind*“ Zellen
sind hyporesponisv und weisen kaum zytotoxische Aktivitdt auf und sind somit auch
tolerant gegeniiber korpereigenen Zellen (Anfossi et al., 2006).

Es wird angenommen, dass die Erkennung der eigenen HLA-Klasse-I-Molekiile fiir die
Zytotoxizitit der NK-Zellen benétigt wird, d.h. die NK-Zellen sind inaktiv, solange sie
keine korpereigenen HLA-I-Molekiile erkannt haben (Kim et al., 2005). Dieser Prozess
wird als ,,Licensing* bezeichnet. Durch ,,Licensing* entstehen zwei Gruppen von
NK-Zellen: lizenzierte NK-Zellen, die selbst-tolerant und zytotoxisch funktional sind,
und nicht-lizenzierte, hyporesponsive NK-Zellen. Die zweite Gruppe von NK-Zellen
reagiert sehr schwach auf Stimulation mit Tumor-Zellen, allerdings kdnnen sie durch
Stimulation mit Zytokinen aktiviert werden (Josson et al, 2009). Fiir das
»Licensing® der NK-Zellen muss es eine physikalische Interaktion zwischen den
inhibitorischen KIR und HLA-Klasse-I-Molekiilen geben. Man vermutet, dass dies im
Knochenmark wéhrend der Entwicklungsstadien der NK-Zellen stattfindet und das
daran bestimmte Stroma-Zellen beteiligt sind (Kim ef al., 2005).

Die CD56'CD3-NK-Zellen konnen aufgrund der CD56-Expressionsdichte und ihrer
Funktionen in zwei Subgruppen unterteilt werden: CD56%™-Zellen sind eine Gruppe
von NK-Zellen, die viele Granula und Perforin im Zytoplasma enthalten. Sie
exprimieren neben CD56 auch CDI16 auf ihrer Oberfliche und weisen ein hohes
Potenzial an Zytotoxizitit auf. Daneben sind CD56"¢"_NK-Zellen eine andere Gruppe
von NK-Zellen, die weder CD16 noch inhibitorische KIRs tragen, und auf die
Zytokin-Produktion wie z.B. IFN-y und IFN-a spezialisiert sind (Campbell ez al., 2001).
Man nimmt an, dass die CD56™&"-NK-Zellen sich als Vorldufer der
CD56%™_Subpopulation verhalten (Farag et al., 2006).

Neben den KIR-Rezeptoren und Rezeptoren aus der NKG2-Familie exprimieren
NK-Zellen auch noch eine andere Gruppe von Rezeptoren, die nicht spezifisch fiir
MHC-I-Molekiile  sind. Solche = Rezeptoren = werden  als  natiirliche
Zytotoxizititsrezeptoren (natural cytotoxicity receptors, NCRs) bezeichnet, zu denen
NKp30, NKp44 und NKp46 gehoren. Sie sind in der Lage, an tumorspezifische und

virale Oberfldchen-Antigene zu binden, und eine zytotoxische Reaktion der NK-Zellen
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zu vermitteln (Sivori et al., 2000; Moretta et al., 2000; Mandelboim et al., 2001; Vitale
et al., 1998). Die von Viren infizierten Zellen konnen auch durch CD16 (FcyRIII), der
ein niedrigaffiner Rezeptor flir den Fc-Teil von IgG-Antikorpern ist, erkannt werden.
CD16 gibt den NK-Zellen aktivierende Signale weiter, wenn Antikdrper an einer
Zelloberflache geclustert vorliegen. Es 16st dann die sog. ,.antibody-dependent

cell-mediated cytotoxicity “(ADCC) aus (Lanier et al., 1998).

1.5 KIR-Rezeptoren und ihre Liganden

Die KIR (Killer-cell Immunoglobulin like receptor) -Rezeptor-Familie ist nicht nur
polygen, sondern auch polymorph. Insgesamt 15 KIR-Gene sind bisher im Menschen
beschrieben worden (Uhrberg et al, 1997; 2002 und 2005a). Sie kodieren als
Gen-Cluster auf dem  humanen Chromosom 19, 1im  sogenannten
Leukozyten-Rezeptor-Komplex (leukocyte receptor complex, LRC) (Torkar et al.,
1998). Die Expression der KIR-Gene wird hauptsidchlich durch epigenetische
Modifikationen reguliert. Es wurde gezeigt, dass durch die DNA-Methylierung eines
konservierten =~ CpG-Bereichs im  Promotor der  KIR-Gene  klonale
KIR-Expressionsmuster aufrechterhalten werden. (Santourlidis et al, 2002).
Basierend auf der genetischen Struktur konnen zwei Gruppen von Haplotypen
unterschieden werden: Haplotyp A und B (Uhrberg et al.,1997). Der Haplotyp A
besitzt KIR3DL3, KIR2DL3, KIR2DLI, KIR2DL4, KIR3DLI1, KIR2DS4 und
KIR3DL2. Im Vergleich dazu ist Haplotyp B stirker variabel und besitzt mehr

stimulatorische KIR-Rezeptoren.

A | 3DL3 — 2pL3 2DPL 2DLL 3DPL — 2DL4 — 3DLI 3DL2

B1/[ 3pL3 2Ds2 L2 — 3Pl — 2bi4 | apst { aprsa H apss M ps1 H3DL2

B2 3DL3 2Ds2 2pL2 —{ 20LsB H 20s3 [ 20PL | 2DL1 | 8DPL | 2DL4 - 3DSL o 2DLsA | 2Ds5 | 2DS1 | 3DL2

Abb.1- 2: Schematische Darstellung der genomischen Struktur der K/R-Haplotypen. Die rosa und

blau markierten sind die ,,Framework“-Gene (modifiziert nach Martin et al., 2003).

Von den bisher bekannten 15 KIR-Genen kommen vier, 3DL3, 3DL1, 2DL4 und
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3DL2, in allen Haplotypen vor und werden deswergen als , Framework“-Gene
bezeichnet. Davon befindet sich KIR2DL4 in der Mittel, wobei KIR3DL2 am
telomeren Ende liegt (Martin et al., 2003).Die KIR-Rezeptoren unterscheiden sich
voneinander sowohl in der Anzahl der Immunglobulin-Doménen als auch in der Liange
threr zytoplasmatischen Anteile. Die inhibitorische Rezeptoren haben eine lange
zytoplasmatische Doméne (L steht fiir lang), wéhrend die stimulatorische Rezeptoren

eine kurze zytoplasmatische Domine (S steht fiir short) besitzen.

KIR3D KIR2D
/ \ [ N HLA-C1
KIR3DL
3 KIR3DS KIR2DL
— KIR2DS HLA-C2
Do i —_—
) I e e =
D2
HLA-A
[ ==1] e hrl et hfed [ == ﬁ-‘
[ ==} hrl [==1} I-'-l [ == hrl HLA_G
d
21TIM 1ITIM DAPI2 21TIM Adapter 2 ITIM DAPI2
1
> ITAM ITIM 2 ITAM
KIR.;])[.] KIR3DL3 K]R.’;}R] KIRZDLSA IK]R.’-‘])[.J] [ KIRZDL1 | [ KIRIDS] |
KIR3DL2 KIR2DLGE | KIRZDL2 | I KIR2DS2 |

KIRZDL3 KIR2DS3

KIR2DS4
KIR2DS3

Abb.1- 3: Strukturelle Darstellung der inhibitorischen und aktivierenden KIR-Rezeptoren und ihrer
HLA-Liganden. Modifiziert nach (Borrego et al., 2001).

In Abhéngigkeit vom KIR-Genotyp exprimiert jede NK-Zelle eine bestimmte, von
Zelle zu Zelle unterschiedliche Kombination von KIR auf der Oberflache, wodurch das
sogenannte KIR-Repertoire entsteht (Manser et al., 2015). Diese spezifische
Kombination wird klonotypisch an die Tochterzellen weitergegeben (Valiante et al.,
1997). Die inhibitorischen KIR-Rezeptoren binden an HLA-I-Molekiile, insbesondere
HLA-C: KIR2DL1, KIR2DL2, und KIR2DL3 binden an unterschiedliche allele
Subgruppen von HLA-C: KIR2DL1 an HLA-C2, KIR2DL3 an HLA-CI1, und
KIR2DL2 sowohl an HLA-C1 als auch -C2. Weiterhin bindet KIR3DL1 (NKB1) an
das HLA-B-kodierte Epitop HLA-Bw4 (Gumperz et al., 1995), und KIR3DL2
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(CD158k) an HLA-A, Die Affinitdt des KIR2DL2 an HLA-C2 ist schwicher als die
von KIR2DL1 (Colonna et al., 1993; Colonna et al., 1995). Nach der Bindung an
seinen HLA-Liganden kann die NK-Zelle so inhibiert werden. Generell scheinen
inhibitorische KIR-Rezeptoren eine hohere Affinitit zum jeweiligen Liganden
aufzuweisen als die aktivierenden KIR-Rezeptoren deren Liganden allerdings nur sehr
unvollstindig bekannt sind (Gomez et al., 1998).

Die inhibitorischen KIR-Rezeptoren besitzen ein zytoplasmatische Domine mit
sogenannten ITIMs (immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motifs). Diese
Signalmotive konnen iiber SH2-enthaltende Tyrosin-Phosphatasen eine Hemmung der
NK-Zellen vermitteln (Long et al 1999; Vivier et al., 2004). Dagegen weisen die
stimulatorischen KIR-Rezeptoren in ihren zytoplasmatischen Anteilen nur sehr kurze
Ketten ohne ITIM-Motive auf. Dieser Sachverhalt schlidgt sich in der
KIR-Nomenklatur nieder, wo das L filir long also lange zytoplasmatische Kette und
damit Inhibition steht (z.B. KIR3DL1) und das S fiir short also kurze zytoplasmatische
Kette steht (z.B. KIR3DSI1). Sie enthalten aber eine positiv geladene Aminosaure
(Arginin oder Lysin) in ihrer Transmembrandoméne, mit der sie iiber das negativ
geladene Adaptormolekiil DAP12 (oder auch killer cell activating receptor associated
protein, KARAP), welches ein sogenanntes ITAM-Motiv (immunoreceptor
tyrosin-based active motif) besitzt, interagieren konnen. Die ITAMs konnen iiber die
Bindung der Protein-Tyrosin-Kinase Syk sowie ZAP70 eine Aktivierung der
NK-Zellen auslosen (Lanier ef al., 1998; Tomasello et al., 1998).

Innerhalb aller KIR-Rezeptoren stellt KIR2DL4 eine Besonderheit dar, da er nicht
klonotypischer exprimiert wird, sondern bei allen NK-Zellen auftritt. Aullerdem ist
KIR2DL4 ein Zwitter-Molekiil. Es besitzt nicht nur ITIM, sondern auch eine
positiv-geladene Aminosdure in der Transmembran-Domidne. Aufgrund dieser
einzigartigen Figenschaften hat KIR2DL4 nicht nur stimulatorische, sondern auch
inhibitorische Funktionen (Garrington et al., 2003; Kikuchi-Maki et al., 2005). Die
Besonderheiten lassen vermuten, dass KIR2DL4 unter verschiedenen Bedingungen
unterschiedliche Funktionen ausiiben kann (Goodridge et al., 2003). Als einziger

KIR-Rezeptor wird KIR2DL4 von allen NK-Zellen entweder intrazytoplasmatisch
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oder auf der Zelloberfliche exprimiert (Cantoni et al., 1998; Husain et al., 2002;
Valiante et al., 1997). Es wurde in der Literatur beschrieben, dass der Ligand des
KIR2DL4 HLA-G ist, welcher nicht zu den klassischen HLA-Klasse-I-Molekiilen
gehort. HLA-G wird auf der Oberfldche der fetalen Plazentazellen exprimiert, seine
Funktion ist noch nicht vollstindig geklart, aber eine Hypothese wére, dass HLA-G an
der Entstehung der immunologischen Toleranz gegen den Embryo beteiligt ist

(Rajagopalan et al., 1999; lams et al., 2004).

1.6 Zytotoxizitit der NK-Zellen und Killing-Assay

Die Erkennung der Ziel- bzw. allgemein als Target bezeichneten Zellen fiihrt zu
dynamische Verdnderungen in der Morphologie der NK-Zelle. Die lytischen Granula
wandern durch die zytoskelettalen Strukturen zum Erkennungsort (Kuhn et al., 2002).
Die Granula-Membran fusioniert mit der Plasmamembran, und die Inhaltsstoffe der
Granula werden freigesetzt. CD107a und CD107b, auch als ,,m-associated membrane
proteins® (LAMP-1 und LAMP-2) bezeichnet, werden auf der Innenseite der
Granula-Membran exprimiert und werden durch die Degranulation auf die
Zelloberflache gebracht. Es wird davon ausgegangen, dass die Aufgabe von CD107
darin besteht, die Granula-Membran vor den lytischen Inhaltsstoffen der Granula zu
schiitzen (Andrejewski et al., 1999).

NK-Zellen besitzen spezielle lytische Granula, die essentielle ,,Waffen* sowohl der
NK-Zellen als auch der zytotoxischen T-Zellen sind, und Perforin (pore forming
Protein) sowie Granzym B enthalten (Peters et al., 1991). Nach Erkennung der
Target-Zelle kommt es zur hochsten Aktivierungsstufe der NK-Zelle. Die Granula
sammeln sich an dem Kontaktort und fusionieren, durch einen Anstieg der Ca**-Ionen,
mit der Membran, wodurch Perforin und Granzym B in die Immunsynapse freigesetzt
werden (Liebermann et al., 2003). Perforin und Granzym B, eine Serin-Protease,
werden nur in NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen exprimiert (Page et al., 1998;

Liebermann et al., 2003). Granzym B, welches die Asparagin-Reste der Proteine in der
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Target-Zelle spaltet, gelangt durch Endozytose in die Target-Zelle (Motyka et al.,
2000; Trapani et al., 2002). Hier spielt das Perforin eine wichtige Rolle. Perforin bildet
in der Vesikelmembran Poren und kann damit das Granzym B in das Zytoplasma der
Zelle freisetzen. Perforin kann auch direkt in der Zellmembran der 7arget-Zelle Poren
bilden. Nach dem Eindringen des Granzym B in die Target-Zelle kommt es dann durch
Aktivierung von Kaspasen zur Apoptose der Target-Zelle (Cullen et al., 2008).

Basierend auf der CD107-Expression auf der NK-Zelloberflache wurde eine Methode
entwickelt, durch welche die Freisetzung der zytotoxischen Stoffe von NK-Zellen
festgestellt werden kann, der sogenannte CD107-Assay. Hierbei wird die Expression
von CD107 auf der Oberfldche der NK-Zellen als Marker fiir die Degranulation und
somit indirekt der Zytotoxizitdt gemessen (Uhrberg et al., 2005). Dabei werden die
CD107-Proteine nach der Kokultivierung der NK-Zellen mit Target-Zellen
(HLA-Klasse-I-defekte ~ Zellen K562) fir bestimmte Zeit mit einem
Fluoreszenz-Farbstoff gefdarbt und anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert.
Nur solche NK-Zellen, die ihre Target-Zellen getroffen und Granula freigesetzt haben,
exprimieren CD107 auf ihrer Oberfliche, so dass CD107 als Korrelat fiir die

Zytotoxizitit der NK-Zelle angesehen werden kann.

1.7 Von himatopoetischen Stammzellen zu NK-Zellen

Am Anfang der Hamatopoese steht die asymmetrische Zellteilung der
hamatopoetischen Stammzellen. Unter einer asymmetrischen Zellteilung versteht man,
dass nach der Zellteilung eine Tochterzelle die Stammzelleigenschaften weiter behilt,
wihrend die andere die Féhigkeit, sich selbst unter Erhaltung der Pluripotenz zu
reproduzieren, verliert und sich ausdifferenziert. Aus dieser Zelle kann eine reife Zelle,
die jeder Blutzelltyp sein kann, ausdifferenziert werden (Ogawa et al., 2002). Wie im
Abschnitt 1.1 schon erwidhnt, tragen die hdmatopoetischen Stammzellen (HSC) das
Phosphoglykoprotein CD34 als Zeichen fiir undifferenzierte pluripotente Zellen auf

ihrer Oberfldche. Gleichzeitig sind sie negativ fiir alle bekannten Oberflachenmarker
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reifer hdmatopoetischer Zellen (meist als ,,lineage” Marker bezeichnet, Abk.: lin").
Generell sind CD34-exprimierende Zellen vorwiegend im Knochenmark (BM), im
Nabelschnurblut (CB), und in geringen Mengen auch im peripheren Blut zu finden
(Terstappen et al., 1991; Civin et al., 1996). Weiterhin konnen CD34-positiven Zellen
mit G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) aus dem Knochenmark in das
peripherische Blut mobilisiert werden. Die Anreicherung hématopoetischer
Stammzellen im Rahmen klinischer Transplantationen nutzt diese Eigenschaften aus,
so dass CD34" HSCs von Spendern isoliert werden kénnen, ohne dass dieses operative
Knochenmark entnommen werden muss. Im Menschen findet die NK-Zellentwicklung
aus HSCs im Knochenmark statt (Di Santo et al., 2006; Caligiuri 2008). Daran sind
auch Endothelzellen beteiligt, deren Aufgabe darin besteht, die zur
NK-Zellentwicklung notwendigen Zellkontakte und Zytokine zur Verfligung zu stellen
(Yu et al., 2013; Dezell et al., 2012).

In Anwesenheit der Zytokine IL-3, IL-7, IL-2, SCF (stem cell factor) und
Flt-3-Liganden konnen die CD34'CD38Lin~ HSC-Zellen zu NK-Zellen
ausdifferenziert werden (Miller et al., 1999; Nakajima et al., 2002). Der Erfolg dieses
in vitro Kultursystems beruht wesentlich auf der Kokultivierung mit adhirenten
Stromazellen. In der vorliegenden Arbeit wurden eine murine Stromazelllinie aus
Knochenmark (ELOS), murine Sternzellen der Leber, sowie humane mesenchymale
Stammzellen flir die Kokulturen als Feeder-Zellen verwendet. Diese Typen von
Feeder-Zellen bieten den CD34"-Zellen Zellkontakt an, und sind in der Lage, IRF-1
(der Transkriptionsfaktor interferon-regulatory factor-1) zu produzieren. IRF ist ein
essenzieller Faktor fiir die Entstehung der NK-Zellen. So haben IRF-1
wknock-down*-Maiuse einen Defekt bei der NK-Zellentwicklung (Ogasawara et al.,
1998).

Der ganze Entwicklungsprozess der NK-Zellen aus hdmatopoetischen Stammzellen
kann in mehrere Stadien unterteilt werden. In der initialen Phase kommt es zunéchst
zur Determination der HSC in die lymphatische Richtung. In diesem Stadium wird der
NK-Progenitor (NKP) generiert, der spédter nur noch in Richtung NK-Zelle

ausdifferenzieren kann. Der NKP ldsst sich phénotypisch iiber die Expression von
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CD34 und IL-2/IL-15 Rezeptoren sowie die Abwesenheit von CD56 charakterisieren
(Becknell et al., 2005). In dieser Phase exprimieren die Zellen auch andere
lymphatische Marker, wie z. B. CD43 und CD45RA auf ihrer Oberfldche. In der
néchsten Phase kommt es zur Ausreifung des NKPs in phédnotypisch und funktional
charakteristische NK-Zellen. Wahrend der NK-Zellentwicklung ist die Expression des
NKG2A-Rezeptors ein charakteristischer Schritt. Es ist ein Zeichen dafiir, dass sich
die differenzierenden Zellen zu funktionalen NK-Zellen differenzieren. Wenn sich die
CD56™e  NK-Zellen zu CD56%™  NK-Zellen entwickeln, wird die
NKG2A-Expression reduziert, gleichzeitig steigt die KIR-Expression sowie die
CD16-Expression an. Diese Reihenfolge ist sowohl in vivo als auch in vitro konstant

(Blom et al., 2006; Freud et al., 2006; Caligiuri 2008).

L . Funktionelle Reifun
Determination zur NK-Zelllinie g
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CD45RA+ CD45RA+- NKG2A+ NKG2A+-
CD56- CD56+ KIRs+/- KIRs+
NKG2A+- CD16+/- CD16+

Abb.1- 4: schematische Darstellung der Differenzierung von hdmatopoetischen Stammzellen zu

NK-Zellen (modifiziert nach Blom et al., 2006 und Freud et al., 2006).

Die Endphase beinhaltet den Export der NK-Zellen zu den peripheren Organen, und es
kommt zur Ausbildung der Effektorfunktionen, ndmlich der Zytotoxizitdt und der
Produktion von Zytokinen (Colucci et al., 2003).

CD56 ist ein charakteristischer Oberflichenmarker der NK-Zellen (Rees et al., 2002).
Er wird schon im frithen Stadium der NK-Zellentwicklung von den Zellen exprimiert.
Wie bereits in Abschnitt 1.4 erwdhnt, konnen humane NK-Zellen (aber nicht murine!)

mittels der Intensitdt der CD56-Expression in zwei Untergruppen unterteilt werden.
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Die CD56¢" NK-Zellen exprimieren CD56 sehr stark auf ihrer Oberfliche, wobei die
NK-Zellen, die CD56 mit einer niedrigeren Intensitét auf ihrer Oberflache exprimieren,
als CD56%™ NK-Zellen bezeichnet werden. CD56%™ entwickeln sich aus CD56eht
NK-Zellen (Chan et al., 2007; Ouyang et al., 2007). Die CD56bright NK-Zellen sind in
der Lage, verschiedene Zytokine zu produzieren, wie z.B. IL-3, IL-10, IL-13, INF-y
und -B (Fehniger et al., 1999; Cooper et al., 2001). Die CD56¢" NK-Zellen sind
hauptsédchlich fiir NKG2A positiv, sowie ILT2 (immunoglobulin-/ike transcript 2)
negativ. Hingegen exprimieren die CD56%™ NK-Zellen NKG2A mit einer
niedrigeren Hiufigkeit. Die Expression von KIRs oder CD16 auf CD56€" NK-Zellen
ist sehr beschrinkt. Nur eine kleine Gruppe von CD56€" NK-Zellen weisen KIRs
sowie CD16 auf ihrer Oberfliche auf, und schwache Tendenz der Expression von
klonotypischen KIR-Rezeptoren ist zu detektieren. (Freud et al., 2006; Caligiuri et al.,
2008; Beziat et al., 2011).

Die KIR-Expression der CD56%™ ist deutlich héher im Vergleich zu den CD56"eh
NK-Zellen und sie exprimieren klonotypischen KIR-Rezeptoren auf ihrer Oberflache.
Dariiber hinaus exprimieren die CD56%™ NK-Zellen ILT2 und CD16 (Cooper et al.,
2011; Jacobs et al., 2011). Innerhalb dieser Phase, von CD56#" zu CD56%™,
regulieren die NK-Zellen KIR-Rezeptoren und CD16 auf ihren Oberfldchen hoch und
sind dann in der Lage, durch Oberflichenrezeptoren die 7arget-Zellen zu binden und
durch entsprechende Signale zytotoxisch abzutoten. Nach dieser Phase der
NK-Zellentwicklung werden die entstandenen Zellen auch als zytotoxische

NK-Zellen bezeichnet.

1.8 Korrelation der KIR-Expression mit dem HLA-Klasse-I-Typ

und klinische Relevanz der KIR/HLA Interaktion

Wihrend der funktionalen Reifung der NK-Zellen, spielt die Interaktion zwischen
HLA-Klasse-I-Molekiilen und KIR-Rezeptoren eine wichtige Rolle. Im Abschnitt 1.4

wurde die ,,missing-self** Hypothese erwihnt, die zeigt, dass die NK Zellen nach der
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funktionalen Reifung in der Lage sind, die Zellen, die keine eigenen HLA-I-Molekiile
exprimieren, zu erkennen, und durch Zytotoxizitit abzutoten (Ljunggren et al., 1990;
Karre et al., 1986). In der Literatur wurde gezeigt, dass nur solche NK-Zellen, die
eigene inhibitorische Rezeptoren auf ihrer Oberfliche exprimieren, die Féhigkeit der
Target-Erkennung und nachfolgenden 7arget-Killing wiéhrend der NK-Reifung
erzielen konnen. An diesem Reifungsprozess sind HLA-Klasse-I-Molekiile beteiligt
(Anfossi et al., 2006; Kim et al., 2008; Yokoyama et al., 2006). Weiterhin ist in der
Literatur beschrieben, dass die Anwesenheit eines HLA-I-Liganden die Expression
des entsprechenden KIR-Rezeptors erhoht. So ist z.B. die Haufigkeit von
KIR2DL1-exprimierenden NK-Zellen in Anwesenheit seines Liganden HLA-C2
deutlich erhoht, wahrend in Spendern, welche das HLA-C1 Epitop besitzen, die
Expression des spezifischen Rezeptors KIR2DL3 erhoht ist. Auch im Fall von HLA-B
filhrt die Anwesenheit des HLA-B-kodierten Epitops Bw4 zu einer Erhohung der
Frequenz von NK-Zellen die den entsprechenden spezifischen KIR3DL1 exprimieren.
(Gumperz et. al., 1995; Yawata et al., 2006; Schonberg et al., 2011a; Sleiman et al.,
2014). Die HLA Abhéngigkeit der KIR Expression ist abhéngig von der Gendosis und
insofern stirker zu beobachten in Spendern die zwei Kopien des entsprechenden
HLA-Allels besitzen.

Der Polymorphismus der K/R-Gene sowie ihrer Liganden ist in vielerlei Hinsicht
klinisch relevant und beeinflusst z.B. auch die Stammzell-Transplantation fiir
Leukidmiepatienten (Fischer et al., 2007), sowie die Kontrolle von Virusinfektionen.
So beeinflusst die Anwesenheit des K/IR2DL3 Gens und seinen Liganden, HLA-CI die
Beseitigung einer Virusinfektion mit Hepatitis C (Khakoo et al., 2004). Weiterhin
wurde fir die Kombination von K/R3DSI und HLA-Bw4 beschrieben, dass sie die
Progression der AIDS Erkrankung in HIVl1-infizierte Patienten hemmen konnen
(Martin et al., 2002). Auf der anderen Seite scheint die Anwesenheit von KIR3DS1
die Gefahr von zervikaler Neoplasie zu erhohen, besonders im Fall der Abwesenheit
des entsprechenden inhibitorischen KIR-Rezeptors KIR3DL1 fiir den gleichen
Liganden (Carrington et al., 2005; Kus$nierczyk et al., 2013). SchlieBlich ist die

Wabhrscheinlichkeit einer Fehlgeburt besonders hoch, wenn die Mutter den KIR
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AA-Typ besitzt, und gleichzeitig HLA-C2 im Fetus vorhanden ist (Hiby ez al., 2004;
Hiby et al., 2010; Wang et al., 2014).

Aufgrund der vielféltigen Assoziationen von KIR und HLA-I mit verschiedenen
Krankheiten ist es wichtig herauszufinden, wo und wann die Anpassung der
KIR-Expression an die polymorphen HLA-I-Produkte erfolgt. Passiert dies bereits
wihrend der NK-Zellentwicklung oder erst nach dem Zusammentreffen mit

entsprechenden Pathogenen?

1.9 Mesenchymale Stammzellen (MSC) als Support fiir in vitro

NK-Zelldifferenzierung

Die mesenchymale Stammzellen entwickeln sich aus Mesoderm. Es handeln sich um
Stammzellen des Stiitz- und Bindegewebes, die in der Lage sind, sich mit hohem
Potenzial zu proliferieren und zu differenzieren. Die MSC-Zellen besitzen die
Fahigkeit, sich zu Knochen, Knorpeln, Myozyten oder Fettgeweben
auszudifferenzieren (Oni 1992; Brighton et al., 1997; Pittenger et al., 1999; Kemp et
al., 2005). Andererseits konnen die MSC-Zellen nicht zu hdmatopoetischen Zellen
ausdifferenzieren. Die MSC-Zellen befinden sich hauptsidchlich im Knochenmark,
konnen aber aus fast allen Geweben isoliert werden. Sie sind adhédrent wachsende
Zellen, und ihre Morphologie ist dhnlich wie die von Fibroblasten (Nardi et al., 2006;
Porcellini et al., 2009). Eine typische MSC-Zelle besitzt einen basalen Zellkorper mit
Protrusionen, die sich lang und diinn ausbreiten konnen. Damit konnen die Zellen an
einer bestimmten Fliche anhaften und wachsen (Netter et al., 1987; Brighton et al,,
1991).

In ihrer Eigenschaft als spezialisierte Stromazelle vermitteln MSC zusammen mit
hidmatopoetischen Stammzellen eine einzigartige Knochenmarknische
(Mendez-Ferrer ef al., 2010). Ihre Sekretion vieler Proteine, die zu den Bausteinen der
Extrazelluldrmatrix gehdren, ist essentiell fiir die Unterstiitzung der Himatopoese, die

im Knochenmark stattfindet. Daruber hinaus bieten die MSC-Zellen den
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hdmatopoetischen Stammzellen einen Zell-Zell-Kontakt an, der fiir den Prozess der
NK-Zellentwicklung aus HSCs erforderlich ist (Mendez-Ferrer ef al., 2010; Branch et
al., 2012). Zudem sind die humanen MSC-Zelllinien, die unter GMP-Bedingungen
hergestellt werden, fiir die klinische Forschung und klinische Anwendungen von
groflerer Bedeutung als die murine Feeder-Zelllinien fiir die NK-Zelldifferenzierung
in vitro. SchlieBlich sind MSC-Zelllinien mit unterschiedlichen HLA-Klasse-I-Typen
ideale  Feeder-Zellen um  zu  untersuchen, welchen  Einfluss  der
HLA-Klasse-I-Polymorphismus fiir die KIR-Expression der NK-Zellen im Rahmen
der NK-Zellentwicklung aus HSCs hat.

1.10 Von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) zu

NK-Zellen in vitro

Bei iPS-Zellen handelt es sich um pluripotente Stammzellen, die durch kiinstliche
Reprogrammierung aus Dbereits differenzierten somatischen Zellen, z.B.
Hautfibroblasten, generiert werden konnen. Die Herstellung der pluripotenten
Stammzellen erfolgt durch die ektopische Expression spezieller
Transkriptionsfaktoren der frithen Embryogenese (z. B. Oct4, Sox2 usw.). Im Rahmen
dieser somatischen Reprogrammierung, bei der es zu erheblichen epigenetischen
Verdnderungen auf der Ebene der DNA-Methylierung und Histonmodifikationen
zuriick zu einem Stammzell-Phinotyp kommt, erlangen die Zellen wieder die
Fahigkeit, sich zu allen Korperzelltypen auszudifferenzieren. Zwar zeigen die
iPS-Zellen viele &dhnliche Eigenschaften wie die natilirlich vorkommenden
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen), jedoch ist noch ungeklért, inwieweit die
heutigen iPS-Zellen mit den ES-Zellen phinotypisch und funktional identisch sind
(Takahashi et al., 2006; Takahashi et al., 2007). Die iPS-Zellen haben ein hohes
medizinisches  Potential, um genetische Erkrankungen besser in vitro
,modellieren* zu konnen und nicht zuletzt auch weil die Herstellung von iPS-Zellen

weniger ethisch/moralische Probleme mit sich bringt als die Forschung an ES-Zellen,
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die aus Embryonen gewonnen werden.

Es ist seit lingerem bekannt, dass der Differenzierungsprozess von ES-Zellen zu
NK-Zellen in vitro durchgefiihrt werden kann (Kaufman et al., 2001; Woll et al.,
2005). Da die iPS-Zellen dhnliche Eigenschaften wie ES-Zellen besitzen, war
anzunehmen, dass die Differenzierung von NK-Zellen auch aus iPS-Zellen
durchgefiihrt werden kann; sie bietet damit eine Moglichkeit, die
NK-Zelldifferenzierung nidher zu untersuchen und besser zu verstehen. Im Vergleich
zu dem etablierten Prozess der Entwicklung von HSCs zu NK-Zellen, kann die
NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen auch den Prozess der friihen Hidmatopoese
umfassen. Dadurch ldsst sich der Entwicklungsprozess von NK-Zellen in frithen
Stadien unter definierten Bedingungen durchfiihren, um mehr Details iiber die friihe
Entstehung von NK-Vorlduferzellen sowie von lymphatischen Vorlduferzellen zu

finden und zu analysieren.

1.11 Ziel der Arbeit

NK-Zellen exprimieren inhibitorische Rezeptoren der KIR-Familie, mit denen sie die
Expression von HLA-Klasse-I-Molekiilen auf den Korperzellen kontrollieren und so
maligne und virus-infizierte Zellen identifizieren konnen. Um diese Aufgabe effektiv
erfiilllen zu konnen, adaptieren NK-Zellen die Frequenz und Menge der jeweiligen
benotigten KIR-Rezeptoren auf ihrer Oberfliche, um die hochpolymorphen
HLA-Klasse-I-Liganden effektiv detektieren zu konnen. Ob diese Adaption wihrend
der NK-Zelldifferenzierung oder erst in reifen NK-Zellen stattfindet ist bisher unklar.
Ziel dieser Arbeit war, die Rolle der HLA-Klasse-I-Liganden wéhrend der
NK-Zelldifferenzierung zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde ein neues, in diesem
Labor entwickeltes in vitro System eingesetzt, bei dem hdmatopoetische Stammzellen
zu NK-Zellen ausdifferenziert werden konnen und zwar in Anwesenheit von
HLA-Klasse-I-exprimierenden MSC, welche als Korrelat einer humanen

Stammzellnische fungierten. Durch Einsatz verschiedener MSC mit verschiedenen
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HLA-Klasse-I-Molekiilen sollte so u.a. festgestellt werden, ob sich die Expression der
entsprechenden KIR wihrend der Differenzierungsphase an die vorhandenen
HLA-Klasse-I-Molekiile anpasst. Weiterhin sollte festgestellt werden, wie sich die
Herunterregulation der HLA-Klasse-I-Expression durch RNA-Interferenz auf den
MSC sowie die Modulation der KIR-Expression auf die NK-Zelldifferenzierung
auswirkt. Ein  verbessertes  Verstindnis dieser Faktoren ist fiir den
immuntherapeutischen Einsatz von NK-Zellen, z.B. gegen Tumorzellen von grof3er

Bedeutung.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Tab.2- 1: Gerite

Gerit Name Firma
Bestrahlungsgerit RS225 GULMAY Incorporated
Cell Dyn 3500R Abbott Laboratories
CO,-Brutschrank 1G150 Jouan
Durchflusszytometer Cytomics FC 500 Beckman Coulter
Durchflusszytometer Cyan Beckmann Coulter
Durchflusszytometer FACSCanto Beckman Coulter
Elektroporator Pulse Controller Plus Bio RAD
Capacitance Extender Plus
Gene Pulser® II
Floureszenz Mikroskop Axioplan 2 AxioCam HRC Zeiss
Gel-Kamara E.AS.Z. 420K Herolab
Gefrierschrank -20°C Liebherr

Gefrierschrank -80°C

Thermo Scientific

Hitzblacke Neolab

Inkubationsschiittler Schiittelapparate 3005-3020 GFLGesellschaft fiir
Modell G25 Labortechnik

Inkubator Certomat H B.Braun

Kiihlschrank 4°C Bosch

Kiivetten 2-mm-Elektroporationskiivetten peqLab

Mikroskop Wilovert S Hund

Nanodrop NanoDrop®N-1000 peqLab Biotechniques
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Thermo Cycler fiir ABI PRISM™ Sequence PE Applied Biosystems
Real-Time-PCR Detector 7700 PE Applied Biosystems
Thermocycler GeneAmpPCR System 9700 PE Applied Biosystems
und 2700
Thermocycler Thermomixer comfort Eppendorf
ABI Prism 7900HT Sequence
Thermocycler Detection System Appliet Biosystems
Thermocycler ABI Prism Sequence Detector 7700 | Appliet Biosystems
Thermocycler GeneAmpPCR System 9700 Appliet Biosystems

Ultraschall Desintegrator

Vibra-Cell 75022

Bioblock Scientific

Vortex IKA

Waage Precisa600 Oechmen Labortechnik
Zellsorter MoFlo XDF Bechman Coulter
Zentrifuge Zentrifuge Mikro20 Hettich-Zentrifugen
Zentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf
Zentrifuge(S2) Biofuge Stratos, Rotor #3335 Thermofischer

2.1.2 Materialien fiir die Zellkultur

Tab.2- 2: verwendeten Materialien fiir die Zellkultur

Material Firma
Advanced DMEM-Medium Gibco
Deckglédschen Menzel
Dispase StemCell
DMEM-Medium high Glucose Gibco
DMEM-Medium low Glucose Gibco
DMSO Sigma
Eppendorfgefilie 0,5, 1 und 2 ml Eppendorf
FCS Biochrom
Ficoll(Bicoll) Biochrom
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Humanes Serum Albumin StemCell und Biochrom
Kaniile BD Pharma
Kiivette Peglab
MACS-Séule Miltenyi

Neubauer Zahlkammer Marienfeld
Objekttriger Engelbrecht
Parafilm P.Plastik Packaging
Penicillin/Streptomycin Gibco

RPMI 1640 Lonza

Sterilfilter 0,45 und 0,25pum Millipore
Sterilpipette 5, 10, und 25ml Corning
Transfektionskiivetten Amaxa
Trypanblau(0,4%) Sigma

Typsin Gibco
Zellkulturflasche Corning
Zellkulturplatten 6, 12, 24, 48, 96 Well Corning
Zellschaber Greiner
Zentrifugationstube 5 und 25 ml Greiner

2.1.3 Zellmaterial und Zelllinien

AFT: murine fatale Leberzelllinie

Frische NK-Zellen: isoliert aus Nabelschnurblut (CB) und Periphere Blut (PB)

CD34" Zellen: isoliert aus CB oder Knochenmark (KM)

Hek293T: menschliche embryonale Nierenzellen

K562: HLA-defiziente Zellen, als Target fiir NK-Zellen

ELOS: murine embryonale hepatische Stroma Zellen

OP9: murine Knochenmark Stroma Zelllinie

OP9-Delta: murine Knochenmark Stroma Zelllinie, in deren Genom das

Delta-Ligand-Gen integriert wurde, und die Delta-Ligand auf
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Fibroblast:
STF5:

STF1 und BRE:

NK3.3:

NKL:

1PS-Zellen:

MEF-Zellen:
UG26-Zellen:

MSC:

ihrer Oberflache exprimiert.

menschliche Fibroblasten Zellen

menschliche immobilisierte Fibroblasten Zellen (von Dr.
Sleiman aus Laboratory of immunogenetics and allergology,
Centre de Recherche Public de la Sante 'CRP-Sante’,
Luxembourg zur Verfligung gestellt).

menschliche immobilisierte TAP-defekte Fibroblasten (von Dr.
Sleiman aus Laboratory of immunogenetics and allergology,
Centre de Recherche Public de la Sante 'CRP-Sante’,
Luxembourg zur Verfligung gestellt)

NK-Zelllinie (Kornbluth ef al., 1985), KIR-Genotyp: KIR2DL3,
KIR2DL3, KIR3DLI, KIR3DL2, KIR2DS4, KIR2DS5 und
KIR2DL4, davon sind nur K/IR2DL3 und KIR2DL4 exprimiert.
eine NK-Zelllinie, die aus dem peripheren Blut eines Patienten,
wer an grofen Granuldren Lymphozyten Leukdmie (LGL) litt,
hergestellt ist (Robertson et al., 1996).

Aus Fibroblast oder CB CD34" HSCs generierten pluripotenten
Stammzellen (wurden von Prof. Briistle aus Rheinische
Friedlich Wilhelms Universitit Bonn, zur Verfiigung gestellt.)
murine embryonale Fibroblasten, Feeder-Zellen fiir iPS-Zellen
Murine Zelllinie, die die Urogenital Ridges Region (UG)
reprasentiert, und von Mausembryo stammt (Oostendorp et al.,
2002).

menschliche mesenchymale Stammzellen (von Prof. Meisel aus
der Kinderklinik des Universititsklinikums Diisseldorf zur

Verfiigung gestellt).

Tab.2- 3: Information zu verwendeten MSC-Zelllinien.

MSC | HLA-A

HLA-B HLA-C Spender Alte

9 A 0201

Bwo6/Bw4 B 18CWNEF, 51DFXB | C1/C1 3.5
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16 A 03DCTR,31DCXX | Bw4/Bw4 B 4403, 5108 C2/C2 1,5
20 A 02EKGG, 26DZRP | Bw4/Bw4 B 2702, 4901 cr/c2 5
34 A 2402, 3201 Bwo6/Bwo6 B 3931, 4002 Cl/C2 2.5
39 A3,33 Bw6/Bwo6 B 7, 65 Cl/C2 8

2.1.4 Zellkulturmedien

NK-Zell-Medium bevor Killing-Assay:

RPMI 1640-Medium, 5% human AB-Serum, 1% Penicillin/Streptomycin, 1000 U/ml
IL-2, 10ng/ml IL-15.

ELOS8:
IMDM-Medium, 15% FCS, 5% Horse Serum, 1% Penicillin/Streptomycin, 1%

L-Glutamine, 1% no essential amino acid, 400uM B-mecarptomethanol.

Frische NK-Zellen aus CB:

RPMI 1640-Medium, 5% human AB-Serum, 1% Penicillin/Streptomycin, 1%
L-Glutamin, 500 U/ml IL-2, 10ng/ml IL-15.

MSC:

RPMI 1640-Medium, 1%. Penicillin/Streptomycin, Pléttchen-Lysat. Das fertige
Plattchen-Lysat haltige Medium fiir MSC-Kultivierung wurde von der Prof. Meisel
Arbeitsgruppe aus der Kinderklinik des Universitéitsklinikums Diisseldorf zur

Verfligung gestellt

NK-Generierung-Medium 1:

1/3 Volumen HAM's F12 Medium, 2/3 Volumen DMEM high Glucose Medium, 20%
human AB-Serum, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% L-Glutamin, 1000U/ml IL-2,
Sng/ml IL-3, 20ng/ml IL-7, 20ng/ml FCS (stem cell factor), 10ng/ml flt-3-Lig,
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20mg/L, 50pg/L Sodium-Selenit, 24uM B-Mercaptoethanol, 50uM Ethanolamin.

NK-Zellgenerierung-Medium 2:

1/3 Volumen HAM's F12 Medium, 2/3 Volumen DMEM high Glucose Medium, 10%
human AB-Serum, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% L-Glutamin, 1000 U/ml IL-2,
10ng/ml IL-15, 20ng/ml IL-7, 20ng/ml FCS, 10ng/ml flt-3-Lig, 20mg/L, Spg/L
Sodium-Selenit, 24uM B-Mercaptoethanol, S0uM Ethanolamin.

OP9 und OP9-Delta:

DMEM low Glucose Medium, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1%

L-Glutamine.

Hek293T:
DMEM high Glucose Medium, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 400uM

3-Mercaptoethanol

Hek293T (fur Virus-Produktion):

Advanced DMEM Medium, 2% oder 5% FCS (fiir Stammzellen geeignet), 1%

Penicillin/Streptomycin, 1% L-Glutamin.
Fibroblast:
DMEM high Glucose Medium, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1%

L-Glutamin.

KIR-negative NK-Zellen:

RPMI 1640 Medium, 10% human AB-Serum, 1% Penicillin-Streptomycin, 1%
L-Glutamin, 1000U/ml IL-2, 10ng/ml IL-15.

CD34 Generierung Medium 1:

DMEM low Glucose Medium, 10% human AB-Serum, 1% Penicillin/Streptomycin,
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10ng/ml bFGF, 400uM Monothioglycerol.

CD34 Generierung Medium 2:

DMEM low Glucose Medium, 10% human AB-Serum,1% Penicillin/Streptormycin,
100uM Monothioglycerol, Sng/ml bFGF, 50ng/ml SCF, 5ng/ml IL-2, 20ng/ml IL-7.

K562
DMEM high Glucose Medium, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin

NK3.3 Medium:

RPMI1640 Medium, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 10% IL-2 haltiger
Kulturiiberstand nach Kahle (Kahle et al., 1981)

NKL Medium:
RPMI1640 Medium, 10%FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 500U/ml IL-2

MACS-Puffer:
PBS, 2mM EDTA, 1% human Albumin

Standard Medium:

RPMI 1640 Medium, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin

Einfrieren Medium:

RPMI 1640 Medium, 35% FCS, 10% DMSO

1PS-Zellen Medium:

mTeSR™1-Medium, fiir die Haltung der human embryonalen Stammzellen.

MEF-Zellen Medium:

DMEM high Glucose Medium, 10% Knock-out Serum, 1% Penicillin/Streptomycin.
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2.1.5 Zytokine fiir die Zellkultur

Tab.2- 4: verwendete Zytokine fiir Zellkultur

Zytokine Firma
bFGF Invitrogen
Flt-3-Ligand Miltenyi
IL-2 Novartis
IL-3 Miltenyi
IL-6 Miltenyi
IL-7 Miltenyi
IL-15 Miltenyi
SCF Miltenyi

2.1.6 Materialien fiir Bakterien

Tab.2- 5: Materialien fiir die Bakterien

Material Firma
Agarose Invitrogen
Ampicillin Sigma

LB Broth Base Invitrogen
Select Agar Invitrogen
Petrischale Corning

2.1.7 Verwendete Bakterien

E.coli SURE: el4d(McrA)A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl supE44 thi-1 gyrA96
relAllacrecB recJ sbcC:: Tn5(Kan') vurC(F’ proAB lacl'ZAM15Tn10(Tet"))

Die Bakterien stammen von Gibco.
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2.1.8 Vektoren

Fir die Klonierung und Expression der shRNAs wurde der Vektor PCL2.THPC
verwendet. Die schematische Darstellung der Vektorkarte ist in Abb.2- 1 gezeigt. Zur
Klonierung von shRNAs wird der verwendete Vektor PCL2'THPC mit den
Restriktionsenzymen Clal und Mlul geschnitten, anschlieBend wird die shRNA in den
Vektor ligiert. Der PCL2. THPC Vektor enthélt auch GFP (griin fluoreszierende Protein)
als Reportergen. Nach einer lentiviralen Infektion exprimieren nur die infizierten

Zellen das GFP und lassen sich dadurch Durchflusszytometrie von den nicht infizierten

Zellen unterscheiden.
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Abb.2- 1: Vektor PCL2.THPC, in dem Vektor ist ein Promotor (H1) fiir ssRNA-Expression enthalten.
Vektor PCL6, in dem Vektor ist ein Promotor SFFV U3, fiir cDNA-Uberexpression enthalten.

pczHFVenv EM140

SV40 pA 7962bp

pCD/NL-BH
10256bp

fl pGH pA

Abb.2- 2: Capsid- und Enzym-Vektorkarte. Der pczHFVenv EM 140 (Capsidvektor, Foamy) dient

der Verpackung von Viruspartikeln, der pPCD/NL-BH (Enzymvektor, Helper) dient der Produktion
von Virusproteinen.
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Zur Uberexpression wurden die gewiinschten cDNA-Fragmente in den Vektor PCL6
einkloniert. Der PCL6-Vektor besitzt einen SFFV U3-Promotor, der fir die
Uberexpression der einklonierten cDNA verantwortlich ist. Wie PCL2-THPC enthilt
PCL6 ebenfalls GFP als Reportergen. Gewiinschte cDNA konnen mit Hilfe der
Restriktionsenzymen Nhel und Xhol in pCL6-Vektor einkloniert werden. Nach einer
erfolgreichen lentiviralen Infektion exprimieren die infizierten Zellen sowohl die
iiberexprimierte Fragmente als auch GFP.

Fir die transiente Virusproduktion in 293T-Zellen wurden folgende Plasmide
verwendet. Mit der Hilfe des Helpervektors (pCD/NL-BH) wurden die zur Produktion
benotigen Proteine hergestellt, wihrend der Capsidvektor (pczHFVenv EM140) zu der
Verpackung des Virus beitrigt.

2.1.9 Enzyme und Chemikalien

Tab.2- 6: Restriktionsenzyme (mit zugehdrigem 10x Puffer) zur Klonierung und Kontrolleverdau

der Vektoren

Restriktionsenzym Firma

BamHI Invitrogen

Clal Invitrogen

MIul Invitrogen

Nhel Invitrogen und Fermentas
Xbal Invitrogen

Xhol Invitrogen

Tab.2- 7: Chemikalien und Enzyme

Chemikalien oder Enzyme Firma

Aqua ad iniectabilia DeltaSelect GmbH
Advantage2 Polymerase und 10x Puffer Clontech
Bicoll(Ficoll) Biochrom
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DNA-Leiter, 100bp(0,5mg/pul) peqLab
DNA-Leiter, 1kb(0,1pg/ul) Invitrogen
DNase Qiagen
dNTPs(10mM) peqLab
EDTA Merck
Ethidiumbromid(1mg/ml) Sigma
Hotstar Tag-Polymerase und 10x Puffer Invitrogen
Lipofectalmin 2000 Invitrogen
M-MLV reverse Transkriptase(200U/ul) und 5x Puffer Promega
Oligo (dT) 15 Primer (300 pg/ml) Promega
PBS Lonza
Retronektin TAKARA BIO INC
RNase freies Wasser Qiagen
rRNasin®, RNase Inhibitor (40 U/ul) Promega
QuantiTest ®SYBR® Green PCR Mastermix Fermentas
SDS Merck
Sequencing RR-100 BigDye® Terminator und 5x Puffer | Applied Biosystems
Taq Polymerase(5U/pl) und 10x Puffer Qiagen
T4-DNA Ligase und 5x Puffer Invitrogen
Tris Roth
X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent Roche

Tab.2- 8: Antikorper fiir Durchflusszytometrie-Farbungen und Zellsortierung

Antikorper Farbe Firma

CD3 FITC, PE, PE-Cy5, APC-Cy7 Biolegend

CD8 FTTC Beckmann Coulter

CD16 FITC, PE, PE-Cy5 Biolegend

CD34 PE, vioGreen421 Biolegend und Beckman Coulter
CD38 PE-Cy5 Biolegend
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CD41 PE Biolegend

CD45R FITC Biolegend

CD56 PE, PC5, PE-Dazzle Biolegend Beckman Coulter
CD107 PE-Cy5 Beckman Coulter

CDI117 PE-Cy7 Beckman Coulter

KIR2DL1 FITC, APC Beckman Coulter

KIR2DL2/3 FITC, PE, PE-Cy5.5, PE-Cy7 Beckman Coulter und Biolegend
KIR2DS4 PE Biolegend

KIR3DLI1 PE, vioGreen421 Biolegend

HLA-A,B,C PE Biolegend

HLA-C.E Unkonjungiert, IgG-FITC Biolegend

NKG2A FITC,PE, APC, PE-Cy7, ECD Beckman Coulter und Biolegend
NKG2C PE Beckman Coulter

Perforin FITC Beckman Coulter

Tab.2- 9: Losungen

Name

Zusammensetzung

DEPC-Wasser

Aqua dest. 0,1% DEPC fiirl2h stehen, anschliefend

autoklavieren

HBS-Puffer

Hepes 100mM  NaCl 280mM  N,2HPO4 1,5mM

MACS-Puffer

PBS BSA oder HAS 0,5% w/v  EDTA 5mM

TAE-Puffer (Tris-Acetal-EDTA)

Tris 40mM Natrimacetat 20mM  EDTA ImM pHS,5

TE-Puffer (Tris-EDTA)

Tris 89mM EDTA 2,5mM  pH7

2.1.10 Kits

Tab.2- 10: verwendete Kits

Kit

Firma

CD3 Depletion Kit

Miltenyi
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CD34 Isolation Kit Miltenyi
CD56 Isolation Kit Miltenyi
Human NK Cell Enrichment Cocktail StemCell Technologies
Lineage Depletion Kit Miltenyi

Plasmid DNA Purification Mini

MACHEREY-NAGEL GmbH&Co. KG

Plasmid DNA Purification Maxi

MACHEREY-NAGEL GmbH&Co. KG

QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen
QIAprep Miniprep Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
QIAshredder Qiagen
RNeasy Micro Kit Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen
Rosette Easysep NK isolation KIT StemCell Technology

2.1.11 Primer

Tab.2- 11: verwendete Primer

Primer Sequenz 5'-3' Tm/°C | BandengréBe/bp
sB-Aktin cDNA ACTGGGACGACATGGAGAAAAT 56 352
asB-Aktin cDNA ATAGCACAGCCTGGATAGCAAC

sp2M cDNA CTCACGTCATCCAGCAGAGA 53,4 213
asp2M cDNA CGGCAGGCATACTCATCTTT

sKIR2DLI ¢cDNA | GCACCATGT CGC TCT 60 356
asKIR2DL1 ¢cDNA | GTC ACT GGG AGC TGA CAC

sKIR2DL3 ¢cDNA | CCTTCATCGCTGGTGCTG 60 252
asKIR2DL3 cDNA | CAGGAGACAACTTTGGATCA

sKIR2DL4 ¢cDNA | CTGTCCCTGAGCTCTACAA 60 541
asKIR2DL4 cDNA | CACTGAGTACCTAATCACAG
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sKIR3DL1 ¢cDNA | ACATCG TGG TCA CAG GTCC 60 556
asKIR3DL1 ¢cDNA | TGC GTATGT CAC CTC

sKIR3DL2 ¢cDNA | CGG TCC CTT GAT GCC TGT 60 368
asKIR3DL2 ¢cDNA | GAC CAC ACG CAG GGC AG

sKIR2DS4 ¢cDNA | CTG GCC CTC CCA GGT CA 60 450
asKIR2DS4 ¢cDNA | GGAATG TTC CGT TGA TGC

sKIR2DS5 cDNA | AGA GAG GGGACGTTTAACC 60 416
asKIR2DS5 cDNA | GCC GAA GCATCT GTA GGC

SNKG24 cDNA GGTAACGATAGTTGTTATT 55 325
asNKG24 cDNA CCAATCCATGAGGATGGTG

s2DL2 Nhel. CGGCTAGCCGATGTCGCTCATGGTCGTCAGC 58 1047
as2DL2 BamHI. GATTGAGGATCCTCATGGGCAGGAGACAACTTT

s2DL4 Nhel CGGCTAGCCGATGTCCATGTCACCCACGGTC 58 978

as2DL4 BamHI GATTGAGGATCCTCAGATTCCAGCTGCTGGTAC

2.1.12 shRNAs

Tab.2- 12: verwendete sh- und gsRNA

b2M shl GAATGGAGAGAGAATTGAA
(Figueiredo et al., 2010) CTTACCTCTCTCTTAACTT
b2M sh2 GTGGGATCGAGACATGTAAt
(Figueiredo et al., 20006) CACCCTAGCTCTGTACATT
b2M sh3 TTGCTATGTGTCTGGGTTT
(Huang et al., 20006) AACGATACACAGACCCAAA

2.1.13 Datenbank und Programm

Tab.2- 13: verwendete Datenbanken und Programme

Datenbank/Programm

Firma
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Systems Version 1.7 a

ABI PRISM™ Sequence Detection

Applied Biosystems

ABI PRISM™ Sequence Navigator™

Version 1.0.1

Perkin Elmer

ABI PRISMTM Sequence

Analysis Version 3.7

Applied Biosystems

Chromas Version 1.45

Technelysium

Clone Manager Suite

Scientific&Educational software

ClustalW

www.ebi.ac.uk/clustalw/

Cytomics RXP

Beckman Coulter

Kaluza Version 1.0-1.2

Beckman Coulter

Lalign

www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html

Microsoft Office 2016

Microsoft Corporation

NCBI-Server

www.ncbi.nlm.nih.gov

Oligo 6 www.oligo.net

Prism4.03 GraphPad Soft. Inc.

PubMed www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
RNAdraw

siRNA Target Designer - Version 1.6

Stepone Software Applied Biosystem
2.1.14 Referenzsequenzen
B2M mRNA (human): NM 004048.2
KIR2DL2 mRNA (human): NM 014219.1
KIR2DL4 mRNA (human): XM _002344453.3
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung von elektrokompetenten Bakterien SURE (E.coli)

Ein paar der gefrorenen Bakterien aus der original Stocklosung wurden auf einer
Agarplatte mit 30pg/ml Kanamyzin und 12,5ug/ml Tetrazyklin ausplattiert und iiber
Nacht bei 37°C im Brustschrank inkubiert. Am nichsten Morgen wurde eine
Bakterienkolonie gepickt und eine 25ml Vorkultur angeimpft. Diese Vorkultur wurde
gleichfalls iiber Nacht bei 37°C im Brustschrank inkubiert. Nach ca.16-20h wurde ein
Liter LB-Medium mit Kanamyzin/Tetrazyklin mit 1/100 Volumen der Ubernachtkultur
angeimpft. Die Bakterien wurden wachsen gelassen, bis die Kultur eine optische Dicht
(OD) 0,5 erreichte. AnschlieBend wurden die Bakteriensuspension in einem Eisbad
abgekiihlt und 15min mit der Geschwindigkeit von 4000g, bei 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, die Bakterien wurden auf Eis in einem Liter kaltem,
10%igem Glycerin resuspendiert. Dann wurden sie wie oben abzentrifugiert. Dieser
Schritt wurde noch einmal mit 500 ml kaltem, 10%igem Glycerin durchgefiihrt.
Danach wurden die Bakterien in 20 ml kaltem, 10%igem Glycerin gut resuspendiert
und einmal bei 4000g, 4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 2ml Glycerin
wieder aufgenommen. Dann wurde die Suspension auf 40ul Aliquots verteilt und in
fliissigem Stickstoff schnell gefroren. Die Aliquots der Bakterien wurden bei —80°C im

Frierschrank gelagert.

2.2.2 Transformation der Bakterien

Die gewiinschte cDNA, die genau analysiert werden sollen, wurden in Vektoren
kloniert und in Bakterien transfiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde die
elektrokompetenten Bakterien E.coli SURE durch Elektroporation (2.2.5)

transformiert.
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2.2.3 Restriktionsverdau von Vektoren

Die PCR-Produkte und der Vektor wurden mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen zusammen in ein Eppendorfgefdl pipettiert und tiber Nacht im
Heizblock bei 37°C geschnitten. Abhédngig von der DNA-Konzentration wurde der
Restriktionsverdau in einem Volumen von 10-20ul durchgefiihrt. Dabei wurden 0,5-1pl
jedes Enzyms verwendet. Alternative wurden Restriktionsenzyme, die die Fragmente
schnell verdauen konnen, eingesetzt. Hierbei wurden die Ansdtze nur fiir eine halbe

Stunde bei 37°C verdaut.

2.2.4 Ligation

Die Ligation wurde in einem moglichst kleinen Volumen (am besten weniger als 10ul)
durchgefiihrt, und der Ligationsansatz wurde iiber Nacht bei 14°C im Heitzblock
inkubiert. Jeweils 100ng Vektor wurde mit einem zehnfachen molaren Uberschuss
Insert zusammenpipettiert und Smin bei 65°C inkubiert, damit alle Fragmente linear
vorliegen. Nach der Abkiihlung dieses Ansatzes, wurden 2ul Ligase und die
entsprechenden Mengen Wasser sowie Puffer hinzugegeben und die Ligation auf 4°C
gestellt. Nach ca. 12 bis 18 Stunden wurde der Ligationsansatz mit dem

PCR-Purification Kit aufgereinigt und dann in 30ul Wasser aufgenommen.

2.2.5 Elektroporation

Pro Elektroporation wurde ein 40ul Aliquot E.coli SURE (wie in 2.2.1 angesetzt) ca.
15-20min auf Eis aufgetaut. Jeweils 0,5-2ul Plasmid-DNA wurden zu der
Bakteriensuspension hinzugefiigt und vorsichtig gemischt. Nach 20min Inkubation auf
Eis wurde die Mischung in eine vorgekiihlte 2mm Elektroporationskiivette iiberfiihrt.
Die Elektroporation erfolgte bei 2500V, 2000hm und 25pF. Die Bakterien wurden in 1
ml LB-Medium ohne Antibiotika aufgenommen und 30min bei 37°C und ca. 300rpm

auf einem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden 50-500ul aus der Kultur auf
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Agarplatten mit 100pug/ml Ampicillin ausplattiert, anschlieend {iber Nacht bei 37°C

im Brutschrank inkubiert.

2.2.6 Kolonie PCR

Wenn das Einsatzmaterial fiir eine Klonierung genomischer DNA war, wurden nach der
iber Nacht Inkubation der transformierten Bakterien bei 37°C, Kolonie RCRs
durchgefiihrt, um zu tiberpriifen, ob sich das im Vektor einklonierte Fragment aus der
jeweiligen Kolonie amplifizieren lies. Dazu wurden einzelne Kolonien gepickt und in
10ul Wasser auf eine 96-Well-Platte (runder Boden) tiberfiihrt. Der Rest der jeweiligen
Kolonie wurde in 300ul LB-Medium mit 100pg/ml Ampicillin aufgenommen und bei
37°C, ca. 200rpm 3-4 Stunden kultiviert.

Die Kolonien im Wasser wurden 10 Minuten bei 95°C inkubiert, damit sie durch die
Hitze lysiert werden. AnschlieBend wurde die entsprechende Menge des
PCR-Mastermix zu jedem Ansatz zugegeben und eine PCR wie in 2.2.46 beschrieben
durchgefiihrt. Die PCR konnte mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese analysiert
werden. Kolonien aus denen das Fragment sich amplifizieren lieen, wurden fiir

Minipriparationen eingesetzt.

2.2.7 Minipriparation

Je ca. 2 ml LB-Medium mit 100pg/ml Ampicillin mit einer einzelnen Bakterienkolonie
wurden flir die Minipriparationen angeimpft. Es wurde iiber Nacht bei 37°C und ca.
150 rpm auf einem Schiittler inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde in ein
Eppendorfgefd3 iiberfithrt und die Zellen wurden durch einmal 1-miniitige
Zentrifugation bei 13000rpm pelletiert. AnschlieBend wurde die Priparation mit Hilfe

vom MN-Miniprep Kit nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt.
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2.2.8 Kontrollverdau

Um zu iiberpriifen, ob das richtige Insert in den Vektor einkloniert worden ist, wurden
je Iul Plasmid aus der Minipriparationen erneut verdaut. In den Verdauansitzen
wurden entweder die Enzyme verwendet, die auch fiir die Klonierung eingesetzt
wurden, oder solche, die ein fiir das Insert charakteristisches Schnittmuster ergaben.
Ansatz fiir den Kontrollverdau:

je Enzym 0,5ul

Plasmid-DNA  1pl

Puffer lul

dH20 ad 10ul

Der Verdau erfolgte ca. 30min bis 1h bei 37°C. AnschlieBend wurden die Proben auf

einem Agarosegel aufgetragen und analysiert

2.2.9 Sequenzierung

Die Proben, im Kontrollverdau nach der Minipridparation das gewliinschte
Schnittmuster, aufwiesen, wurden zur Sequenzierung an das HLA-Labor gegeben.
Durchfiihrung nach (Sanger et al., 1977).

Sequenzierungsansatz:

Big Dye Puffer 1pul

Sequenziermix 1l

Primer lul

Plasmid-DNA  1ul

Wasser oul

Es wurden vektorspezifische Primer (T7 und T3 fiir pBluescript II KS+, pGL3
forward/reverse seq flir pGL3+) verwendet. Alle Fragmente wurden in beide

Richtungen sequenziert, sowie ggf. mit Primern, die Insert-spezifisch sind.
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PCR-Program:

96°C 1 min

96°C 10s

Tm 5s 25x
60°C 3 min

4°C 0

2.2.10 Maxipriparation

Je ca. 200ml LB-Medium mit 100pg/ml Ampicillin wurden mit einer einzelnen
Bakterienkolonie, die das gewiinschte Insert enthielt, angeimpft und iiber Nacht bei
37°C und ca. 300rpm auf einem Schiittler inkubiert. Nach ca.16h wurden die Bakterien
durch einmal 5-miniitige Zentrifugation bei 8000rpm bei 4°C geerntet. AnschlieSend
wurde die Maxipraparation mit dem MN-Plasmid Maxi Kit nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Das Plasmid-DNA-Pellet wurde ca. 350ul TE-Puffer
aufgenommen.

Nach der Maxipréparation wurde ein Kontrollverdau mit einer 1:10 Verdiinnung (ggf.)

der DNA durchgefiihrt (wie oben 2.2.8 beschrieben).

2.2.11 Zellkultur

Die priméren Zellen bzw. Zelllinien wurden im jeweiligen Medium bei 37°C bzw. 33°C,
5 % COz2 kultiviert. Zelllinien wurden bei einer Dichte von ca. 0,5-0,8 Millionen Zellen
pro ml gehalten, frische primédre Zellen bei ca. 1-2 Millionen Zellen pro Milliliter. Etwa

jeden zweiten Tag wurde frisches Medium hinzugegeben und die Dichte eingestellt.

2.2.12 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauerziahlkammer bestimmt. Die Probe wurde
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im Verhiltnis 1:2 mit Trypanblau versetzt. Das Trypanblau ist in der Lage, die toten
Zellen anzufdrben, wobei die lebendigen Zellen farblos bleiben. Die Mischung wurde
auf die Neubauerzdhlkammer aufgetragen, und vier grofle innere Quadrate von der

Kammer wurden ausgezdhlt. Die Zellzahl wurde mit folgender Formel berechnet:

Zellzahl/ml=Zellzahl von vier Quadraten/4 x Verdiinnungsfaktor 10*

Neben der Neubauerzdhlkammer konnte die Zellzahl auch durch einen Cell-Dyn

durchflusszytometrisch bestimmt werden.

2.2.13 Einfrieren der Zellen

Vor dem Einfrieren wurden die Zellen zunichst abzentrifugiert und das Pellet pro 10
Millionen Zellen in 900ul des entsprechenden Mediums resuspendiert. Je 900ul dieser
Zellsuspension wurde auf Cryotubes verteilt und mit je 100ul DMSO versetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen bei -80°C eingefroren und spiter in fliissigen
Stickstoff iiberflihrt. Zum Auftauen wurden die Zellen kurz bei 37°C im Wasserbad
erwiarmt, dann in 10ml, auf 37°C vorgewarmtem Medium gewaschen. Danach wurden

sie auf die gewiinschte Dichte in Kulturflaschen oder Kulturplatten ausgesit.

2.2.14 Splitten der adhérenten Zellen

Das Medium wurde aus der Kultur abgenommen, ohne die am Boden der Kulturflasche
abgesetzten Zellen zu beriihren. Danach wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde je nach GroBe der Kulturflasche so viel 1-prozentiges
Trypsin-EDTA zugegeben, dass der Boden der Kulturflasche bedeckt war. Bei 37°C
wurde fiir 5 Minuten inkubiert, oder eventuell kiirzer oder lédnger, bis sich die Zellen
vom Boden ablosen. Um dies zu beschleunigen wurden die Zellen von der GefaBwand

geklopft. Danach wurden gleiche Menge Medium und Trypsin-EDTA zugegeben. Die
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Zellsuspension wurde in ein Falcon-Réhrchen tiberfiihrt und 7 Minuten bei 1320rpm
und 21°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet in ca. 1ml
frischem Medium resuspendiert. Die gewiinschte Anzahl von Zellen wurde in eine
Flasche tiberfiihrt und mit frischem Medium auf die gewiinschte Dichte eingestellt. Vor
der Zentrifugation wurden 20ul der Zellsuspension zur Zellzahl-Bestimmung

abgenommen.

2.2.15 Kultivierung der MSC-Zellen

Vor dem Auftauen bzw. Splitten der MSC-Zellen wurden 5-10ml 0,1% steril filtrierte
Gelatine-Losung zu der Kulturflasche gegeben. Nach 30-miniitiger Inkubation bei
37°C im Brutschrank wurde die Gelatine abgenommen. Nachdem die Flasche
getrocknet worden ist, konnen die MSC in die Flasche ausplattiert werden. Die
MSC-Zellen diirfen in den Flaschen nicht zu dicht wachsen. Wenn 2/3 des Bodens der
Kulturflaschen mit MSC-Zellen bedeckt sind, wurden die Zellen entsprechend den in
2.2.14 beschriebenen Methoden gesplittet. Das Pldttchen-Lysat-haltige Medium zur
MCS-Kultivierung wurde freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe von Prof. Meisel
aus der Kinderklinik des Universitdtsklinikums Diisseldorf unter GMP-Bedingungen

hergestellt und zur Verfiigung gestellt.

2.2.16 Lymphozyten-Isolation aus Vollblut (CB, PB) und Knochenmark

Blut oder Knochenmark-Extrakt wurde abgenommen und 1:1 mit PBS-EDTA verdiinnt.
Das verdiinnte Blut wurde mittels Ficoll sedimentiert. Die Lymphozyten bleiben in der
Inter-Phase. Die Lymphozyten wurden mit einer Pasteurpipette vorsichtig
abgenommen, in ein 50ml Falcontube tiberfiihrt und mit PBS-EDTA gewaschen. Der
Waschschritt wurde noch zweimal wiederholt. Nach der Zentrifugation wurden die

Zellen in entsprechenden Medien wieder aufgenommen.
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2.2.17 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS=fluorescence-activated cell sorting) ermoglicht,
dass Zellen mit Hilfe von Lichtstreuung bzw. Fluoreszenzemission zeitparallel auf
mehrere Parameter untersucht werden konnen. Im Durchflusszytometer gelangen
Zellen einzeln in einem Tragerstrom aus PBS in den Fokus eines Laserstrahls. Dieser
wird durch die Grofle sowie Granularitit der Zelle gestreut. Somit kann die Streuung
basische Informationen iiber die Struktur der entsprechenden Zelle geben. Die Werte
der Streuung werden im sog. Forward bzw. Side Scatter wiedergegeben (Hulett ef al.,
1969). Daneben konnen Proteine, die auf der Zelloberfliche bzw. intrazelluldr in der
Zelle (besondere  Vorbehandlung erforderlich) exprimiert werden, mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gekoppelt werden. Die Emission der Farbstoffe
nach Anregung mit dem Laser wird gemessen und gibt Information iiber die Stérke der
Expression des entsprechenden Proteins. Es wurde mit dem Cytomics FC500-, Cantor-
und Cyan-Durchflusszytometer der Firma Beckman Coulter gearbeitet. Der
Anregungslaser besitzt im Fall von FC500 die Wellenldnge 488nm und 638nm. Mit
dem Gerdt konnen bis zu fiinf verschiedene Fluorochrome gleichzeitig gemessen
werden. Mit dem Cantor bzw. Cyan Durchflusszytometer konnen sechs bzw. neun

verschiedene Fluorochrome gleichzeitig detektiert werden.

2.2.18 Farbung fiir die Durchflusszytometrie

Pro Probe wurden ca. 250.000 bis 1Mio. Zellen abgenommen, abzentrifugiert, und
anschlieBend in 100-200ul kaltem PBS mit 2mM EDTA aufgenommen. Danach
wurden Antikorpers mit jeweiliger entsprechender Menge hinzugegeben und gut
gemischt. Ein Mastermix fiir die Antikérper wurde im Fall von groBeren
Probenmengen angesetzt und die entsprechende Menge der Antikdrpermischung auf
die einzelnen Proben verteilt. Die Mischung von Zellen und Antikérpern wurden 30min
im Dunkeln bei 4°C gefdarbt. Nach dem Waschen mit 2ml PBS/EDTA wurden die
Zellen abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,5ml PBS/EDTA aufgenommen und die
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angefarbte Probe wurde am Durchflusszytometer gemessen.

2.2.19 Intrazellulire Farbung fiir die Durchflusszytometrie

Zuerst wurden ca. 250.000 bis 1Mio Zellen wie im Abschnitt 2.2.18 beschrieben
gegen alle zu untersuchenden Oberflichenmarker angefarbt. Nach dem Waschen
wurden die Zellen mit Fixierungspuffer bei 4°C fiir 20min fixiert. Nach der Fixierung
wurden die Zellen zweimal mit 1x Wasch-Puffer gewaschen, und in 50pl
Wasch-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden dann mit entsprechenden
intrazelluldren Antikorpern bei 4°C fiir 30min gefarbt. AnschlieBend wurden die
Zellen einmal mit Wasch-Puffer und einmal mit PBS gewaschen, und in 200-500ul

PBS aufgenommen.

2.2.20 Isolation von CD34" HSCs aus Nabelschnurblut bzw. Knochenmark

Humanes Nabelschnurblut oder Knochenmark-Extrakt wurde von der
Nabelschnurblutbank bzw. Transplantationsstation des Universititsklinikums in
Diisseldorf zur Verfligung gestellt. Eine typische Probe besteht aus ca. 50-100ml Blut.
Daraus lieBen sich mittels Ficoll-Dichte-Zentrifugation die Mononukledren Zellen
(MNCS) isolieren (2.2.16). Nach dreimaligem Waschen mit PBS-EDTA wurden aus
der Fraktion der MNCS zunichst alle Lineage’-Zellen (CD2, CD3, CDI11b, CD14,
CD15, CD16, CD19, CD56, CD123 und CD235a) mittels magnetischer Zellseparation
(MACS) depletiert. AnschlieBend wurden aus dem Durchfluss die CD34" Zellen
angereichert. Dabei wurde wiederum auf das Prinzip der magnetischen Zellisolierung
zurlickgegriffen. Auf eine Erythrozytenlyse wurde verzichtet, da die HSC sehr
empfindlich dagegen sind. Die Reinheit jeder Aufreinigung wurde mittels
Durchflusszytometrie iiberpriift. Die isolierten CD34" Zellen wurden in eine
NK-Zellgenerierungskultur (2.2.21) eingesetzt. Wenn die Reinheit der isolierten Zellen

zu niedrig war, wurde die CD34" Anreicherung noch einmal durchgefiihrt.
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2.2.21 NK-Zelldifferenzierung aus CD34" Zellen in vitro

Die durch MACS isolierten CD34" HSC-Zellen wurden in NKI-Medium
aufgenommen. Pro Well einer 24-Well-Platte wurden 1000-5.000 CD34" Zellen
ausplattiert. Als Feeder-Zellen dienten ELO8 oder MSCs. 24 Stunden bevor die HSCs
isoliert wurden, mussten die EL08-Feeder-Zellen mit 15gray bestrahlt werden, um ihre
Zellteilung zu verhindern (bei MSC-Feeder Zellen ist dieser Schritt unnétig.).

In der ersten Woche wurde NK1-Medium verwendet, ab der zweiten Woche nach der
Aussaat der HSCs wurde NK2-Medium in die Kulturen zugegeben. Es dauert
normalerweise vier bis sechs Wochen, bis die Zellen KIR-Rezeptoren exprimieren und
die NK-Zellgenerierung abgeschlossen ist. Die Entwicklung der NK-Zellen wurde
durchflusszytometrisch verfolgt. Zum Medium-Wechseln wurde das alten Medium mit
der Pipette vorsichtig aus den Kulturen abgenommen und frisches Medium vorsichtig
in die Wells zupipettiert ohne die Feeder-Zellen zu beriihren.

Durch MACS isolierten
CD34*-HSCs

reife NK-Zelle
Feeder-Zellen

o 9 ®®@®
U ® ®
I 1

bestrahlen IL2,-3, -7, Fit-3-Ligand IL2, -7, -15, Flt-3-Ligand
und SCF haltiges Medium und SCF haltiges Medium
eine Woche ab zweite Woche

Abb.2- 3: schematische Darstellung der NK-Zelldifferenzierung aus CB oder KM isolierten
CD34"-HSCs in vitro.
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2.2.22 Zellsortierung

Die Durchflusszytometrie kann auch zur Isolation von gewiinschten Zellen verwendet
werden. Die Zellsortierung erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie
durchflusszytometrische Analyse. Der einzige prinzipielle Unterschied liegt darin,
dass nach der Zellsortierung die Zellen aufgehoben statt verworfen werden. Die
Zellen wurden mit entsprechenden Antikdrpern inter- sowie intrazelluldr angefarbt,
und mit der Hilfe des Zellsorters wurden die gewliinschten gefarbten Zellpopulationen

aussortiert.

2.2.23 CD56%™m- CD56Pright-NK-Zellen Sortierung

Nach der Lymphozyten-Isolation aus CB oder PB wurde anschliefend eine
CD3-Depletion durchgefiihrt. Nach der CD3-Depletion wurden die Zellen mit CD56-,
NKG2A- und KIRs-Antikorper gefarbt (wie 2.2.18 beschrieben), und mit Hilfe des
Zellsorters, s. 2.2.22 wurden die gewlinschten Populationen aussortiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die aussortierten Zellen in Medium fiir die

Kultivierung oder weiteren Experimente aufgenommen.

2.2.24 Isolation von NK-Zellen aus Blut

Neben in 2.2.23 beschriebener Methode konnen NK- bzw. CD56"-NK-Zellen mit dem
RosetteSep NK cell enrichment Kit von StemCell Technologie nach der Anweisung
des Herstellers isoliert werden. Mit diesem Kit konnen CD56*-Zellen isoliert werden,
ohne sie durch Bindung von Antikorpern an bestimmte Oberflichenproteine zu
aktivieren. Das Prinzip beruht darauf, dass alle ungewiinschten Zellen iiber Antikdrper
mit Erythrozyten verbunden werden. Es bilden sich so genannte Immunorosetten aus.
Diese Methode kann die Dichte der ungewiinschten Zellen erhéhen. Nach der
Dichtgradienten-Zentrifugation (wie Ficoll) sedimentieren die ungewiinschten Zellen,

zusammen mit ungebundenen Erythrozyten, im Pellet, wobei die gewiinschten
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CD56"-Zellen sich im Interphase Ring zwischen Plasma und Ficoll befinden.

2.2.25 Kultivierung von iPS-Zellen

Um den undifferenzierten pluripotenten Zustand der iPS-Zellen zu halten, wurden sie
erst auf MEF-Feeder Zellen in hES-Medium kultiviert, die vorher mit Mytomyzin
behandelt worden waren, um ihr Wachstum zu verhindern. Es erfolgten tégliche
Mediumwechsel.

Kurz vor Verwendung wurden die 1PS-Zellen mit Dispase von den
MEF-Feeder-Zellen abgelost und 5min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurde ein Volumen des Kulturmediums zu den Zellen gegeben, um die Dispase zu
stoppen. AnschlieBend wurden die iPS-Zell-Kolonien vorsichtig mit einem
Zellschaber vom Boden der Kulturplatte abgekratzt, und in ein Falcontube tiberfiihrt.
Die Zellen sollten nicht zu stark resuspendiert oder vereinzelt werden, da sie nicht
iiberleben konnen, wenn sie vereinzelt vorliegen. Nach einer 5-miniitigen
Zentrifugation bei 4°C 1000rpm wurde das Zellpellet in frischem Medium
aufgenommen und auf Zellkultur-Platten, die mit Matrigel beschichtet worden waren,
ausgesit. Die iPS-Zellen wurden fiir ca. eine Woche auf Matrigel kultiviert. Das
hES-Medium ist in der Lage das Wachstum der restlichen MEFs-Zellen zu verhindern,
damit fiir weitere Versuch der Einfluss der MEF-Zellen ausgeschlossen werden kann.

Dann wurde die iPS-Zellen einsatzbereit fiir weitere Differenzierungskulturen.

2.2.26 CD34"-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen

Frische undifferenzierte iPS-Zellen wurden von der iPS-Zellkultur (sieh. 2.2.25)
abgenommen, in CD34-Generierung-Medium 1 aufgenommen und auf bestrahlten
OP9-, OP9-Delta-, oder unbehandelten MSC-Feeder-Zellen ausplattiert. Nach vier
Tagen wurde CD34-Generierung-Medium2 verwendet, bis zum Auftreten von

CD34"-Zellen in der Kultur. Der Prozess der Generierung wurde
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durchflusszytometrisch verfolgt.

2.2.27 NK-Zellen-Differenzierung aus iPS-Zellen

Frische undifferenzierte iPS-Zellen wurden, wie im Abschnitt 2.2.26 beschrieben, zu
CD34"-Zellen ausdifferenziert. Die Zellen wurden mit zwei verschiedenen Methoden
weiter zu NK-Zellen ausdifferenziert. Erste Moglichkeit: CD34"-Zellen wurden mit
Hilfe des Zellsorters aufgereinigt, und auf neu angesetzten Feeder-Zellen ausplattiert
und dann wie in Abschnitt 2.2.21 beschrieben zu NK-Zellen ausdifferenziert. Zweite
Moglichkeit: die frischen undifferenzierten iPS-Zellen wurden nach Passage direkt in
NK-Gen Mediuml aufgenommen, auf Feeder-Zellen ausplattiert und zu NK-Zellen

ausdifferenziert.

2.2.28 CD107-Assay

Die NK-Zellen wurden aus der iiber Nacht Kultur bzw. der Generierungskultur geerntet.
10° Zellen wurden fiir die Untersuchung von Perforin und Granzym B nach der
Kultivierung abgenommen und der Rest der Zellen fiir das Assay verwendet.

Zunéchst wurde die Zellzahl mit der Neubauer-Zihlkammer unter dem Mikroskop
bestimmt. Die Zellen wurden in IL-2-haltigem NK-Medium aufgenommen und auf
eine Konzentration von 107 Zellen/ml eingestellt. Die Target-Zellen wurden ebenso
gezihlt, die ndtige Anzahl der Zellen geerntet und auf eine Konzentration von 10’
Zellen/ml eingestellt. Das Verhéltnis von Effektor-Zellen zu Target-Zellen lag bei 1:1
und 10:1. In einer 96-Well-Platte (runder Boden) wurde der Antikérper gegen CD107
vorpipettiert. Zu der positiven Kontrolle wurden jeweils 10ul PMA und Ionomycin
gegeben. Die Platte wurde im Brutschrank (37°C, 5% CO») fiir 1h inkubiert.

Anschliefend wurden zu den Wells 2ul Protein-Transport-Inhibitor (Monensin)
gegeben und fiir weitere 5 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen in

Durchflusszytometrie-Rohrchen geerntet und gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen
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durchflusszytometrisch analysiert. Die Anzahl der CD107"/CD56"-Zellen entspricht
der Menge der zytotoxischen NK-Zellen im Ansatz (Uhrberg et al., 2005).

| c¢cD107a
Y aCD107a
Perforin

A Granzyme

PR R

inaktive NK-Zelle zytotoxische NK-Zelle

Abb.2- 4: Schematische Darstellung des CD107-Assays, modifiziert nach (Uhrberg et al., 2005)

2.2.29 CFSE-Assay

Mit dem CFSE-Assay wurde die Effizienz des Abtdtens von Target-Zellen durch
NK-Zellen bestimmt. Zuerst wurden die HLA-Klasse-I-defekten K562-Target-Zellen
mit CFSE-Losung zusammen pipettiert und fiir 10min bei 37°C inkubiert, um die
lebendigen Zellen anzufdrben. Dann wurden die K562 mit PBS gewaschen und bei
1320rpm 7min abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die K562 mit dem
ausgerechneten Volumen des Mediums aufgenommen, zu gewlinschter Konzentration
eingestellt und mit NK-Zellen in bestimmtem Verhiltnis zusammenpipettiert. Nach
der 6-stiindigen Inkubation wurden die Zellen geerntet und mit gewliinschten
Antikorpern gefarbt. Auch Propidium-Iodid (PI) wurde zu den Zellen zugegeben, um
die getoteten Zellen anzufirben. Die Anzahl der abgetoteten Target-Zellen wurde
durch die Anzahl von CFSE und PI doppelpositiven Zellen minus die Anzahl der

doppelpositiven Zellen von unbehandelten 7arget-Zellen ermittelt.
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2.2.30 Granzym und Perforin Detektion

Um Granzym und Perforin nachzuweisen muss eine intrazellulire Féarbung
durchgefiihrt werden. Davor wurden zuerst die Oberflichenmarker (z.B. CD56, CD16,
KIRs, oder NKG2A, s. 2.2.18) der Zellen angefarbt. Nach der extrazelluldren Férbung
wurden die Zellen mit im Abschnitt 2.2.19 beschriebener Methode gegen Granzym
und Perforin angefarbt. Dann konnen die Zellen durch Durchflusszytometrie

analysiert werden.

2.2.31 Messung von IFN-Y

Die Funktion der NK-Zellen kann durch den Nachweis von IFN- v bestétigt werden.
Die NK-Zellen wurden ohne bzw. mit Target-Zellen fiir 6h inkubiert. Zu einem Well
wurden 50ng PMA und 10ul Ionomycin gegeben, um die NK-Zellen zu stimulieren.
Dieses Well dient als positive Kontrolle. Brefeldin A (10pg/ml) wurde eine Stunde
nach dem Inkubationsbeginn zugegeben, dadurch wurde die Exozytose von
INF-y-haltigen Vesikeln verhindert und intrazellulir angehduftet. Nach der 6h
Inkubation wurden die Zellen in FACS-R&hrchen iiberfiihrt und extrazelluldr gefarbt.
Dann wurden die Zellen gegen IFN-y intrazelluldr gefarbt. Nach zweimal Waschen

mit Sml PBS wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.32 Hybridisierung von shRNA

Die verwendeten shRNAs werden als Einzelstrdnge bestellt und miissen hybridisiert
werden, um in den Expressionsvektor kloniert werden zu koénnen. Die
einzelstrdngigen RNAs wurden in RNase-freiem Wasser auf eine Konzentration von
100pmol/ul eingestellt. Je 1 bis 3ul jedes Stranges wurden zusammen auf 95°C fiir
Smin im Heizblock inkubiert. Durch ein langsames Abkiihlen der Probe auf RT

lagerten sich die Einzelstringe zu Doppelstrange zusammen.
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2.2.33 RNA-Interferenz (RNAIi)

Die Transkription bestimmter Gene konnen mittels RNAi heruntereguliert werden. Es
gibt hauptséchlich zwei Gruppen von kleinen interferierenden RNAs, die miRNA
(micro RNA) und die siRNAs (small interfering RNA). Zu den siRNA gehort die
shRNA (small hairpin RNA) (Fire et al., 1998). Fiir einen permanenten

runterdriickenden Effekt an Ziel-Transkripten wird shRNA verwendet.

dsRNA

ﬂ Verkiirzt durch Dicer

PAlYIAINIANN

siRNA

RISC-Ausbildung

RISC

Aktivierung

AAAAA

Abb.1- 5: schematische Darstellung der Wirkungsweise von RNAi. Modifiziert nach (Fuchs et al.,
2004; Genetik Jannig, Knust 2004). ENDO: Endonuklease. EXO: Exonuklease. RecA: ein Enzym, das

mit dem entsprechenden RecA-Protein von E. coli verwandt ist.
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Zuerst werden doppelstrangige RNA Molekiile durch das Enzym ,Dicer® auf eine
Liange von 19-21 Nukleotiden gekiirzt. AnschlieBend werden die Doppelstringe
voneinander getrennt, und einer der beiden einzelnen Stringe wird in den
RISC-Komplex (RNA induced silencing complex) eingebaut (Fuchs et al., 2004; Lee
et al., 2004). Das RISC-Komplex kann anschlieBend mit Hilfe von inkorporierten
RNA-Frangmente  komplementdr an der  7arget~-mRNA  binlden, und
dementsprechenden mRNA, deren Sequenz komplementdr zu der siRNA ist, wird
degradiert. Auf dieser Weise erfolgt der Abbaut bzw. ,Silencing‘ der Ziel-mRNA
(Pushparaj et al., 2008; Genetik Janing, Knust 2004).

2.2.34 Ligation der shRNA in lentiviralen Vektoren PCL2.THPC

Die in 2.2.32 hybridisierten doppelstrangigen shRNA wurden in den lentiviralen
Vektor PCL2.THPC (s. Abb.2- 1) ligiert. In einem Verhéltnis von 1:10 wurden der
geschnittene Vektor und das shRNA-Insert auf 65°C flir Smin erhitzt. Nach der
Abkiihlung wurden 2ul Ligase sowie Puffer in die Probe zupipettiert und mit Wasser

auf 10ul aufgefiillt. Die Ligation erfolgte dann fiir 12-18h bei 4°C.

2.2.35 Amplifikation der cDNA

KIR2DL2- wund KIR2DL4-cDNA wurden mit Hilfe der PCR, in der
Advantage2-Polymerase verwendet wird, aus dem Topo-Vektor mit den Primern aus
2.1.11 amplifiziert (Topo-Vektoren mit KIR2DL2- bzw. KIR2DL4 cDNA-Insert
wurden vom Prof. Peter Parham’s Labor, Departments of Structural Biology and
Microbiology & Immunology at the Stanford University School of Medicine zur
Verfiigung gestellt). Zur Einklonierung der ¢cDNA in den Uberexpressionsvektor
PCL6 (s. Abb.2- 1) wurde Primer, die bereits die Schnittstellensequenzen der
entsprechenden Restriktionsenzyme (Xhol und Nhel) enthalten, verwendet, somit

enthalten die amplifizierten cDNA ebenfalls die Schnittstellen. AnschlieBend wurde
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die cDNA auf 0,5%iges Agarosegel aufgetragen und aufgereinigt (2.2.52). Zum
Uberpriifen der Sequenz wurde die aufgereinigte cDNA nach 2.2.9 sequenziert und

analysiert (Sequenz-Referenz s. 2.1.14).

2.2.36 Ligation der cDNA in Uberexpressionsvektor PCL6

Die in 2.2.35 amplifizierten cDNA wurden mit Hilfe der Ligase in den
Uberexpressionsvektor PCL6 ligiert. In einem Verhiltnis zwischen 1:5 und 1:10
wurden der geschnittene Vektor und das Schnittstellen-haltigen cDNA-Insert auf 65°C
fiir Smin erhitzt. Nach der Abkiihlung wurden 2ul Ligase sowie Puffer in die Probe
pipettiert und mit Wasser auf 10ul (max. 20ul) aufgefiillt. Die Ligation erfolgte fiir
12-18h bei 4°C.

2.2.37 Virusproduktion

Zunéchst wurden 3-5Mio. Hek293T-Zellen in 10 ml Medium (DMEM, 10% FCS,
1%P/S, 1% NEAA) in mit Poly-D-Lysin gecoatete Zellkulturschalen ausplattiert. Pro
Vektor bzw. pro herzustellendem Virus wurden fiinf solcher Platten bendétigt. Diese
Platten wurden iiber Nacht bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank inkubiert.

Am nichsten Tag wurde das Kulturmedium fiir Hek293T-Zellen abgenommen, und
9ml Transfektionsmedium wurde zu jeder Zellkulturschale gegeben (adv. DMEM, 2%
Virus-FCS, 1% P/S). Die Zellen miissen mindestens eine Stunde vor der Transtektion
inkubieren.

Nach der Inkubationszeit wurden die HEK293T-Zellen mit HBS-Puffer (100mM
Hepes, 280mM NaCl, 1.5mM Na,HPO4) und Vektoren transfiziert. Dazu wurden pro
Platte 9,25ug Capsidvektor, 9,25 ng Enzym-Vektor und 18ug von dem Vektor, der das
einzubringende Gen, bzw. die shRNA, enthidlt, mit H20 auf 600ul in einem Eppi
aufgefiillt. Zu der Vektor-Mischung wurde 600ul 2xHBS-Puffer zugegeben. Es wurde

invertiertund 15min bei RT inkubiert.
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Zwischen der Inkubationszeit wurde Chloroquin zu jede Platte gegeben
(Endkonzentration der Chloroquin betrdgt 25uM). Nach 15min wurde das
Transfektionsreagenz tropfenweise zu den Platten gut verteilt zugegeben. Platten
wurden vorsichtig geschwenkt und zu S2-Labor transportiert.

Am nidchsten Tag wurde das Transfektionsmedium abgenommen, und 15ml frisches
Medium (adv. DMEM, 5% Virus-FCS, 1% P/S) zu jede Platte gegeben. 30
Stundennach dem Medium-Wechsel erfolgte das erste Ernten der Viren. Der
Virusiiberstandwurde von jeder Platte abgenommen, dann wurden 15ml Medium fiir
das zweite Ernten zu den Platten gegeben. Der abgeerntete Virusiliberstand wurde
mittels einer Spritze iiber einen 45 um-Filter in ein Zentrifugenréhrchen gegeben. Es
wurde fiir 1,5h bei 15000 rpm und 4°C, mit Beschleunigung Stufe 9 und Bremse Stufe
3 zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und die
Viren-Pellets in 5Sml des Mediums, in dem die zu infizierenden Zellen kultiviert werden
sollten, aufgenommen und iiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt.

Ca. 18 Stunden spdter wurde das zweite Ernten der Viren durchgefiihrt (Schritte wie
beim ersten Ernten). Nach der Zentrifugation wurden die zweiten Viren-Pellets mit dem
Medium, womit die Viren vom ersten Ernten aufgenommen wurden, resuspendiert, in
500 ul Aliquots in Cyrotubes verteilt und anschlieend bei -80°C unter S2-Bedungen
aufbewahrt. Da Viren, die zur einmaligen Infektion fdhig waren, produziert wurden,

wurde der Prozess zu Sicherheitsstufe2 zugeordnet (Trobridge 2009).

2.2.38 Virus-Titer-Bestimmung

Von jeder neuen Virus-Charge wurden die Titer bestimmt. Dazu wurde die gewiinschte
Menge von Hela-Zellen ausplattiert und 2-3h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.
AnschlieBend wurden unterschiedliche Mengen Virus (dies entspricht hier
unterschiedlichen Volumina von Virusiiberstand) zu den Hela-Zellen gegeben. Nach
einem Tag wurde der Uberstand abgenommen, und die Hela-Zellen wurden einmal mit

PBS gewaschen. Danach wurden sie geerntet (sieh 2.2.14), in frischem Medium
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aufgenommen und weiter kultiviert. Nach drei bis sieben Tagen wurde die
Infektionsrate durchflusszytometrisch bestimmt. Im Fall von Suspensionszellen

wurden NK3.3, wie oben flir Hela beschrieben, zur Titer-Bestimmung eingesetzt.

2.2.39 Virusinfektion von Zellen

Vor der Infektion von Suspensionszellen wurden 24-Well-Suspensionskulturplatten mit
8ug/cm? Retronektin iiber Nacht gecoatet. Diese Behandlung sorgt spiter dafiir, dass
Zellen und Viren in rdaumliche Nidhe gelangen. Fiir adhirente Zellen war diese
Vorbereitung nicht nétig. Die benétigte Zellzahl wurde in die ggf. mit Retronektin
gecoateten Platten ausplattiert. Nach ca. 2-4 Stunden wurde das gewiinschte Volumen
des Virustiberstandes zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden iiber Nacht bei 37°C
und 5% CO; kultiviert. Nach 18-24 Stunden wurden sie einmal mit PBS gewaschen.
Nach der Zentrifugation wurden die Zellen wieder in frischem Kulturmedium
aufgenommen und weiter kultiviert. Nach zwei bis sieben Tagen konnte die Expression
des griin leuchtenden GFP-Reporter-Gens im Fluoreszenz-Mikroskop beobachtet

werden.

2.2.40 RNA-Isolation

Mit Hilfe von RNeasy Kits von Qiagen wurde RNA aus Zellen isoliert. Zur
Homogenisierung der Lysate wurden QIAShredder-Séaulen verwendet. Es wurde nach
Anweisung des Herstellers gearbeitet, und auch jeweils der optionale DNase-Verdau
durchgefiihrt. Nach der Konzentrationsbestimmung wurde die gewonnene RNA bei
-80°C gelagert. Wenn die RNA nicht direkt aus den Zellen isoliert wurde, wurden diese
in RLT-Puffer mit 10 % b-Mercaptoethanol eingefroren. Das b-Mercaptoethanol dient

dazu, die RNA-Denaturierung bei erhohten Temperaturen zu verhindern.
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2.2.41 Bestimmung der RNA-Reinheit

Die Reinheit der isolierten RNA wurde vor der cDNA-Synthese tiberpriift. Dazu dient
eine PCR mit Primern gegen den GAPDH-Promotor. Wenn in der RNA-Probe noch
DNA-Spuren vorhanden wiren, wiirde diese PCR positiv sein. Bei einem positiven
Nachweis der DNA wurde die DNase-Verdau noch einmal durchgefiihrt, und

anschlieBend wurde die RNA mit dem Qiagen RNeasy Kit noch einmal aufgereinigt.

2.2.42 Reverse-Transkriptions (RT)-PCR

Die vorhandene mRNA wurde vor der Amplifikation in cDNA umgeschrieben. 1-2ug
gesamte RNA wurde mit Hilfe der Primer oligo-dT und des ,,molony murine leukemia
virus“ (M-MLV) zu cDNA umgewandelt. Die oligo-dT-Primer koénnen am
PolyA-Schwanz der mRNA binden, und M-MLYV ist fiir die Umschreibung zustandig.
Um zu analysieren, ob ein bestimmtes Transkript auf RNA-Ebene nachweisbar ist,

wurde die RNA zunéchst wie folgt in cDNA umgeschrieben:

RNA (1pg) x ul
Oligo dT Primer (0,5ug/pl) Lul
dH20 (RNase frei) ad 15 ul

Der Ansatz wurde 5 min bei 70°C im Heizblock inkubiert um Sekundarstrukturen im

Template zu delektieren. Danach wurden die iibrigen Reagenzien hinzugegeben:

M-MLV -Puffer (5x) Sul
dNTPs (10mM) 1,25ul
RNasin (40 U/pl) 0,63l

M-MLYV reverse Transkriptase (200U/ul)  1pl
dH20 (RNase frei) ad 25ul

Die Reaktion erfolgte fiir 1 Stunde bei 42°C.
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2.2.43 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um z.B. PCR-Produkten aufzureinigen wurde eine Mischung von Losungen aus
Chloroform und Isoamylalkohol (im Verhiltnis 24:1) 1:1 mit Phenol gemischt. 1
Volumen der gemischten Losung wurde auf die DNA-Losung gegeben und gut
gemischt. Die Mischung wurde fiir 10 min bei 13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde nach der Zentrifugation vorsichtig abgenommen, ohne die untere Phase zu
beriihren, und in ein neues Eppendorftube iiberfiihrt. AnschlieBend wurden
1/20Volumen 5M NaCl und 3Volumen kaltes absolutes Ethanol nacheinander in die
Probe hinzugegeben und nach jeder Zugabe wurde die Probe durch Vortexen gut
gemischt. Es wurde 10min bei 13000rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
AnschlieBend wurden 300ul eiskaltes 70%iges Ethanol hinzugegeben und gut gemischt.
Es wurde 1min bei 13000rpm zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Ggf. wurde
noch einmal mit 100%igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde ca. 10min bei RT
getrocknet und dann in 30-50ul TE-Puffer aufgenommen. AnschlieBend wurde es
10min bei 60°C inkubiert und die Probe vor der weiteren Anwendung abkiihlt. Die

Konzentration von aufgereinigten Proben wurde mittels Nanodrop bestimmt.

2.2.44 DNA-Isolation mittels Qiagen DNA blood kit

Alternativ zur DNA-Isolation mittels Phenol-Chloroform-Extraktion kann DNA mit
Hilfe des Qiagen DNA blood kits isoliert werden. Zunédchst wurden die Zellen aus der
Kultur abgenommen und in 200ul PBS (unter 5*10° Zellen) aufgenommen. Wenn es
sich um Vollblut handelt, kann 200ul Vollblut direkt fiir die Isolation eingesetzt. Die

weiteren Schritte wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.45 Bestimmung der RNA- und DNA-Konzentration

Zur Bestimmung der RNA- und DNA-Konzentration wurde ein Nanodrop verwendet.

Beim Nanodrop handelt es sich um ein UV-Vis Spektrometer. Zuerst wurde der
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Nanodrop mit dem Elutionspuffer, der zur Aufnahme der RNA oder DNA verwendet
wurde, eingestellt. AnschlieBend wurden 0,5 bis 2ul Probe auf den Messfiihler des
Nanodrops aufgetragen und der Gehalt der RNA- oder DAN-Probe. Nanodrop einmal
mit destilliertem Wasser gereinigt, nachdem die Konzentration einer Probe bestimmt

worden war.

2.2.46 Endprodukt PCR

DNA-Fragmente bzw. Transkripte wurden mit Hilfe von PCR (polymerase chain
reaction) amplifiziert (Mullis et al, 1986; Saiki et al., 1988). Wenn genomische DNA
als Template diente, wurde diese mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit von Qiagen
nach dem Protokoll des Herstellers aus Blutzellen isoliert. Wenn moglich wurde fiir die
Klonierungen jedoch Plasmid-DNA als Ausgangsmaterial verwendet. cDNA wurde
wie unter 2.2.40 und 2.2.42 beschrieben gewonnen. Sollten die PCR-Produkte kloniert
werden, wurde die Advantage2-Polymerase verwendet und Schnittstellen fiir
Restriktionsenzyme iiber die verwendeten Primer eingefiigt. AuBBerdem wurden fiir
diese Zwecke bis zu 10 der jeweiligen 25l Ansétze vereinigt.

Mastermix PCR (25ul-Ansatz)

Pro Probe:
Puffer (10 x) 2,5ul
dNTPs (10 mM) 0,5ul

Primer (10 pmol/pl) 1,0ul
Primer (10 pmol/pl) 1,0ul
Taq Polymerase 0,25ul
dH20 ad 25 pl dH20 8,5ul

Es wurden jeweils 40-100ng DNA eingesetzt.

Mastermix fiir die PCR mit der Advantage2 Polymerase

Pro Probe (25ul-Ansatz):

Puffer (10x) 2,5ul
dNTPs (10 mM) 0,5ul
Primer (10 pmol/ul) 1,0ul
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Primer (10 pmol/ul) 1,0ul
Advantage2 Polymerase 0,5ul
DNA ca. 80ng
dH20 ad 25ul

Programm fiir die Advantage2 Polymerase
95°C Smin

95°C S5s

Tm°C 15s } 35x
72°C Imin/kb

72°C 7min

4°C 00

2.2.47 Real-Time PCR

Mit Hilfe eines Fluoreszenzsignals kann bestimmt werden, wie viele Transkripte eine
Probe behilt. Der in den Experimenten verwendete SYBR-Green-Mix enthielt bereits
dNTPs, Polymerase und SYBR-Green, welche die Fluoreszenzfarbstoffe ist. Das
SYBR-Green wurde mit einer Wellenldinge von 480nm angeregt, und sein
Emissionsmaximun lag bei 520nm. Wenn das SYBR-Green in der kleinen Furche der
DNA gebunden ist, leuchtet das SYBR-Green stark. Diese Eigenschaft ermdglicht es,

den Anstieg der DNA-Menge zu verfolgen. Wihrend einer PCR wurde die

DNA-Menge nach jedem Zyklus durch die Bestimmung der Fluoreszenz gemessen.

Nach der Zusammensetzung der Komponenten wurde die Real-Time-Messungen am

Step One Plus (Applied Biosystems) durchgefiihrt.

Mastermix Real-Time-PCR (15ul-Ansatz)

Pro Probe:

Primer (10 pmol/pl) 0,5ul

Primer (10 pmol/pl) 0,5ul

SYBR® Green Mastermix 7ul

dH>O Sul

Programm:

Denaturierung 10min 95°C
Denaturierung 30s 95°C
Annealing 30s Tm } 40X
Elongation 30s 72°C
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2.2.48 KIR-Typisierungs-PCR auf mRNA Ebene

Mastermix PCR:

H>O 19,89ul
10x Puffer 2,5ul
dNTPs 0,5ul

Hotstar Taq 0,125ul

Programm:

a5°
15min

2.2.49 Genomische HLA-C1/C2 Typisierung

Nach der DNA-Isolation wurde die gewonnene DNA fiir eine PCR zur
HLA-C-Typisierung eingesetzt. Dadurch wurde der HLA-C-Typ der Probe

festgestellt.
PCR Ansatz: PCR Programm:
H>O 18,4ul 95°C 15min
Puffer 2,5ul 95°C 15s
dNTPs Tl 65°C 30s } 10X
Primer 5’ Tl 72°C 30s
Primer 3° Tl 95°C 10s
DNA Tl 58°C 30s } 22X
Taq 0,125ul 72°C 30s

72°C 7min

4°C 0

2.2.50 DNA-Aufreinigung aus PCR-Produkten

Nach einer PCR wurde die DNA der Proben mittels des Qia Quick PCR Purification
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kits aufgereinigt. Zuerst wurde die DNA auf einer Silicamenbran der Isolationssdule
gebunden, dann wurde die Probe mit verschiedenen Puffer gewaschen, damit die
restlichen Salze und Proteine von der Membran abgewaschen wurden. Nach dem
Waschen wurde die, in der Membran gebundene DNA in Elutionspuffer

wiederaufgenommen. Dann war die DNA fiir weiterer Anwendungen einsatzbereit.

2.2.51 Gelelektrophorese

Um die aufgereinigten DNA-Fragmente analysieren zu kdnnen, miissen sie zuerst
aufgetrennt werden. Dazu wurden 0,8%-2%ige Agarosegele verwendet. Die
Zusammensetzung des Agarosegels hédngt der GroBe der DNA-Fragmente ab
(Maniatis ef al., 1989). Die gewliinschte Menge von Agarose wurde abgewogen, und
in TBE-Puffer aufgekocht. Nach dem vollstindigen Losen der Agarose wurde
0,3ul/ml Ethidiumbromid zugegeben. AnschlieBend wurde die Ldsung in eine
Gelkammer gegossen. Nach der Verfestigung des Gels wurden die DNA-Proben mit
5x Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden
die DNA-Proben durch die Fluoreszenz des interkallierten Ethidiumbromids unter

UV-Licht sichtbar gemacht.

2.2.52 DNA-Aufreinigung aus Gel

Um gewiinschte Fragmente aus PCR-Produkten aufzureinigen, wurde zunéchst das
PCR-Produkt auf ein manximal 1%iges Agarosegel aufgetragen. Unter UV-Licht
wurden die gewlinschten Banden vom Gel ausgeschnitten. Anschliefend wurde die
DNA aus dem Gel, mit Hilfe des Qiagen Gel Extraction Kits, aufgereinigt. Die

Aufreinigung wurde nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt.
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2.2.53 Lipofektion

Lipofektion oder Liposom-Transfektion ist eine Methode, mit der Nukleinsduren wie
z.B. Plasmide sowie siRNAs durch Liposomen in Zellen eingebracht werden konnen.
Liposomen sind Vesikel, die aus einem Phospholipid-Bilayer gebildet werden und die
Nukleinsduren umschlielen. Sie konnen leicht mit der Zellmembran fusionieren,
wodurch die Nukleinsduren in die Zielzellen gelangen (Felgner et al., 1987).

Vor der Lipofektion wurde fiir Suspensionszellen eine 6-Well-Platte mit Retronektin
gecoatet (sehen 2.2.39). Fiir adhdrente Zellen ist diese Vorbehandlung nicht nétig. Pro
Well wurden 1Mio Zellen aus der Kultur entnommen und abzentrifugiert. Die Zellen
wurden in moglichst wenig Medium aufgenommen, in die Platte gegeben, und fiir 1-3h
bei 37°C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Liposomen vorbereitet. 1-2pug
siRNA wurden mit 100ul RPMI-Medium versetzt. Anschliefend wurden 15-20ul
Lipofektionsreagenz (X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent) zu der siRNA
gegeben und mit der Pipette gut gemischt. Der Ansatz wurde fiir 15-20min bei RT
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die siRNA-haltigen Liposomen auf die
ausplattierten Zellen gegeben, und iiber Nacht bei den entsprechenden
Kulturbedingungen inkubiert. Am néchsten Tag wurde reichlich Kulturmedium zu den

Zellen gegeben. Nach 48h wurde die RNA aus den Zellen isoliert.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der HLA-Klasse-I-Liganden auf die KIR-Expression

wihrend der NK-Zellentwicklung in vitro

Fir die klinischen Anwendungen von in vitro differenzierten NK-Zellen ist es
grundsitzlich sinnvoll, ein Kultivierungssystem ohne xenogene Komponenten zu
etablieren. Aufgrund ihrer Eigenschaften als H&matopoese-unterstiitzende
Stromazellen boten sich humane MSC-Zellen, die unter GMP-Bedingungen
hergestellt wurden, als Alternative zu den bisher verwendeten murinen
ELO08-Feeder-Zellen an. Durch den vergleichenden Einsatz einer ganzen Serie von
MSC-Linien mit unterschiedlichen HLA-Klasse-I Genotypen konnte in diesem
System der Einfluss des HLA-Klasse-I-Polymorphismus auf die Expression der
HLA-Klasse-I-spezifischen KIR und NKG2-Rezeptoren und damit auf die

Auspriagung des NK-Zellrepertoires untersucht werden.

3.1.1 NK-Zelldifferenzierung auf EL08- und MSC-Feeder-Zellen

MACS-isolierte CD34"-HSCs wurden auf murine Feeder-Zellen (ELO0S), sowie
humane Feeder-Zellen (MSC) ausplattiert und zu NK-Zellen ausdifferenziert. In der
zweiten Woche der NK-Zellentwicklung, begannen die ELO8-Feeder-Zellen sich
abzulosen, wihrend die MSC-Feeder Zellen weiterhin in gutem Zustand blieben
(Abb.3- 1A und B). Die auf den Feeder-Zellen generierten Suspensionszellen waren
nach zwei Wochen auf den Feeder-Zellen sichtbar. Abb.3- 1C und D zeigen, dass am
Ende der NK-Zelldifferenzierung die ELO8-Feeder-Zellen nicht mehr in der Kokultur
zu finden waren, wihrend die MSC-Feeder-Zellen noch am Boden der Kulturplatte zu

finden waren.
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Abb.3- 1: Mikroskopische Aufnahme der differenzierenden NK-Zellen auf Feeder Zellen. A und B
wurden in Woche 2 aufgenommen, C und D in Woche 5. A und C: murine ELOS Zellen als Feeder. B
und D: human MSC als Feeder.

Nach der Anreicherung der CD34"-HSCs exprimierten iiber 95% der isolierten Zellen
CD34 und waren negativ fiir alle getesteten Lineage Marker (Lin"). Ungefédhr die Hilfte
der CD34"-Zellen exprimierten auch CD38 (Abb.3- 2A). In der ersten Woche der
NK-Zelldifferenzierung expandieren die CD34"-Zellen normal, und die Zellen fingen
an, sich in Richtung Lymphozyten zu entwickeln. Nach zwei Wochen hatten die
meisten Zellen CD38 auf ihrer Oberfliche exprimiert. Bis dahin waren keine
deutlichen Unterschiede zwischen den Zellen, die auf ELO8- oder MSC-Feeder Zellen
generiert waren, zu beobachten (Abb.3- 2B).

Nach drei Wochen waren ungefdhr die Hélfte der Zellen auf beiden Feeder-Zellen
CD56-positiv. Davon war ca. 1% der Zellen, die auf ELO8 generiert wurde, fiir
NKG2A positiv, wohingegen ca. 20% der Zellen, die auf MSC generiert wurden, auf
ihren Oberfliche NKG2A exprimierten. Ahnliche Ergebnisse waren bei der
KIR2DL3-Expression zu beobachten. Ungefdhr 0,3% aller Zellen, die auf ELOS
gewachsen waren, waren KIR2DL3 positiv, wihrend 2,5% aller Zellen, die sich auf
MSC entwickelt hatten, KIR2DL3 positiv waren. Wahrend der NK-Zellentwicklung

in vitro war KIR2DL3 bei beiden Kulturen der erste detektierbare KIR-Rezeptor, der
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auf der Oberflache der generierten NK-Zellen erschient (Abb.3- 2C).
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Abb.3- 2:NK-Zellentwicklung aus HSCs auf EL08- und MSC-Feeder-Zellen. A: Tag 0, direkt nach der
Isolation von CD34"-HSCs. B: Tag 14 der NK-Zelldifferenzierung. C: Tag 21 der
NK-Zelldifferenzierung. D: Tag 28 der NK-Zelldifferenzierung. E: kinetischer Verlauf der
KIR-Rezeptoren-Expression der generierten Zellen auf ELO8- und MSC-Feeder-Zellen. In der Grafik

aufgetragene Daten sind Mittelwerte von drei unabhidngigen Experimenten mit drei CBs.
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Nach vier Wochen waren iiberwiegend CD56-positive Zellen (iiber 90%) in der Kultur,
und die Frequenz der KIR- und NKG2A-positiven Zellen stieg an. Die auf MSC
generierten Zellen sind viel effizienter bei der Expression von NKG2A und
KIR-Rezeptoren als die auf ELO8 generierten Zellen. In der Kokultur mit ELO8 waren
ausschlieBlich KIR2DL3 und kaum andere KIR-Rezeptoren zu detektieren, wihrend
in der Kokultur mit MSC Zellpopulationen zu finden waren, die positiv fiir andere
KIR-Rezeptoren wie KIR2DL1, oder KIR3DL1 waren (Abb.3- 2D).

Die Beobachtung der KIR-Rezeptorentstehung auf den differenzierenden Zellen im
Lauf der Generierung hat deutlich die Tendenz gezeigt, dass im Lauf der
NK-Zellentwicklung die auf humanen MSC-Feeder-Zellen ausdifferenzierten
NK-Zellen eine hohere Frequenz von KIR-positiven Zellen hatten als die auf murine

ELO08-Feeder-Zellen ausdifferenzierten NK-Zellen (s. Abb.3- 2E).
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Abb.3- 3: Exemplarische Plots der durchflusszytometrischen Analysen der NK-Zelldifferenzierung aus
CD34"-HSCs auf MSC-Feeder-Zellen am Ende der NK-Zelldifferenzierung (Tag 35).

Ab der flinften Woche fingen die auf ELO8 generierten Zellen an, abzusterben. Im
Vergleich dazu, waren die auf MSC generierten Zellen noch weiterhin in guter
Verfassung, bis zu der sechsten Woche. Die Prozentzahl des KIR3DL1-Rezeptors ist
von Woche 4 zu Woche 5 stark gestiegen, dagegen ist die Prozentzahl des

KIR2DL3-Rezeptors um 2% abgesunken.

3.1.2 HLA-Klasse-I-Expression der MSC-Zelllinien

Basierend auf dem erfolgreichen Ergebnis der NK-Zelldifferenzierung auf

MSC-Feeder-Zellen, wurden weitere NK-Zellgenerierungen mit mehreren
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MSC-Zelllinien, die HLA-Klasse-I-C1/C1 Homozygot (MSC9 und MSC39),
HLA-Klasse-I-C1/C2 Heterozygot (MSC20 und MSC34), oder HLA-Klasse-I-C2/C2
Homozygot = (MSC16) sind,  durchgefiihrt, um den  Einfluss  der
HLA-Klasse-I-C-Typen auf das KIR-Repertoire zu untersuchen.

Zuerst wurde die Expression von HLA-Klasse-I-C der MSC-Linien untersucht. Die
Expression des HLA-Klasse-I wurde durchflusszytometrisch untersucht. Abb.3-4A
zeigt, dass fast alle Zellen aus allen MSC-Zelllinien HLA-Klasse-I-Molekiile (HLA-A,
B, C) auf ihrer Oberfliche exprimierten. Die gleichen Zellen wurden noch genauer,
auf HLA-C und -E untersucht, da diese als Liganden fiir entsprechende
KIR-Rezeptoren fungieren.

A
ungefarbt Cl/C1 Ccl/C2 C2/C2

A

n 3

HLA-ABC

B A C1/Cl1 ) cl/c2 . C2/C2

10

HLA-CE

Abb.3-4: HLA-Klasse-I-Expression ~der MSC-Zelllinien. A: HLA-ABC-Expression der
MSC-Zelllinien, mit HLA-C-Typen: CI1/C1, C1/C2 und C2/C2. B: HLA-CE-Expression der
MSC-Zelllinien mit HLA-C-Typen: C1/C1, C1/C2 und C2/C2.

In Abb.3-4B wurde gezeigt, dass bei jeder MSC-Linie eine kleine klare
HLA-CE-positive Population und eine Verschiebung der restlichen Zellen in die
Richtung HLA-CE-positiv zu sehen waren. Durch RT-PCR und anschlieBender
Real-Time PCR konnten die Transkripte von HLA-C1 und -C2 intrazelluldr

nachgewiesen werden.
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3.1.3 Funktionale Assays der generierten NK-Zellen

CD34"-HSCs aus CBs wurden isoliert und vergleichend auf ELO8 und fiinf
verschiedenen MSC-Linien ausplattiert und zu NK-Zellen ausdifferenziert. Am Ende
der NK-Zellgenerierung wurden die in Kultur ausdifferenzierten NK-Zellen fiir
funktionale Assays abgenommen, um zu iberpriifen, ob die in vitro generierten
NK-Zellen fahig waren, die Target-Zellen zu erkennen und durch ihre Sekretion der
zytotoxischen Stoffe abzutdten.

HLA-Klasse-I-defekte K562-Zellen wurden als Target-Zellen fiir die Experimente
eingesetzt. Nach der  Kokultivierung —mit  NK-Zellen wurde  die
Oberflachen-Expression von CD107, und die Sekretion von Granzym B und Perforin
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb.3-5A). Im Allgemeinen waren keine
auffilligen Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelllinien zu sehen. Ungefdhr
20% der CDS56-positiven Zellen trugen CD107 auf ihrer Oberfliche mit einer
Ausnahme. Die NK-Zellen, die auf MSC39 generiert wurden hatte nur ca. 10% CD107
positive Zellen. Auf EL08 sowie MSC9 und MSC20 waren fast alle NK-Zellen positiv
fiir intrazelluldres Granzym B, wihrend die Prozentzahl der Granzym B positiven
Zellen auf MSC16, MSC34, und MSC39 mit 60-80% etwas niedriger war.

Bei den Untersuchungen von Perforin waren die Ergebnisse dhnlich wie bei Granzym
B. Mehr als die Hélfte der NK-Zellen, die auf EL08, MSC39, MSC20 und MSC34
differenziert wurden, waren positiv flir Perforin. Auf den restlichen Feeder Zelllinien

waren ca. 40% der NK-Zellen, positiv fiir Perforin.
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Abb.3- 5: funktionale Assays der in vitro differenzierten NK-Zellen. A: CD107-Assay, und Sekretion
von Granzym B und Perforin. B: CFSE-Assay.
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Die Ergebnisse des Abtotens der Target-Zellen (CFSE-Assay) spiegelten die
Ergebnisse der Perforin-Sekretion wieder. NK-Zellen, die auf EL08, MSC39, MSC20
und MSC34 generiert wurden, zeigten die hochste Zytotoxizitdt. Die Lyserate der auf
MSC9 und MSC16 generierten NK-Zellen war etwas niedriger als die der anderen
(Abb.3- 5B).

Trotz der Unterschiede bei den funktionalen Assays waren alle in vitro generierten
NK-Zellen in den funktionalen Untersuchungen fahig, zytotoxische Granula (mit
Granzym B und Perforin gefiillt) zu produzieren, CD107 auf ihrer Oberfliche zu

exprimieren, und die 7arget-Zellen zu erkennen und abzutdten.

3.1.4 HLA-C-unspezifische Expression der KIR-Rezeptoren wihrend der
NK-Zellentwicklung aus CB isolierten CD34"-HSCs

Um die Auswirkung des HLA-Klasse-I-Polymorphismus auf die KIR-Expression
wihrend der NK-Zellentwicklung festzustellen, wurden CD34"-HSCs aus
Nabelschnurblut isoliert und auf MSC-Linien mit unterschiedlichem HLA-C-Typ,
ausplattiert und zu NK-Zellen differenziert. Als die NK-Zellen anfingen,
KIR-Rezeptoren auf ihrer Oberfliche zu exprimieren, wurden sie von der Kultur
abgenommen, und ihr KIR-Repertoire durchflusszytometrisch bestimmt. Damit alle
vorhandenen KIR-Rezeptoren durchflusszytometrisch analysiert werden konnten
wurden diese Untersuchungen ausschlieflich an Spenderproben gemacht, die
homozygot fiir den weniger komplexen Gruppe A KIR-Haplotyp waren.

Wihrend der in vitro NK-Zellentwicklung aus CD34"-HSCs ist KIR2DL3 immer der
erste KIR-Rezeptor (auBBer KIR2DL4), der von den sich entwickelnden NK-Zellen
exprimiert wird. Wie Abb.3- 6 zeigt, waren KIR2DL3-positive Zellen bereits in der
dritten Woche der Generierung zu sehen, wihrend erst in der vierten Woche KIR2DL1
auf den Zellen zu detektieren war. Die beiden Grafiken zeigen auch, dass sich die
Stirke der KIR2DL3- und KIR2DLI1-Expression nicht signifikant durch den
HLA-C-Typ der Feeder-Zellen beeinflussen lieB. Der Verlauf der KIR2DL3- und
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KIR2DL1-Expression auf allen Zelllinien war miteinander vergleichbar, und die

Expressionskurven hatten die gleiche Tendenz.
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Abb.3- 6: Kinetik der KIR2DL3- und KIR2DL1-Expression im Lauf der NK-Zellentwicklung in vitro.
A: KIR2DL3-Expression wihrend der NK-Zellentwicklung. B: KIR2DL1-Expression wihrend der
NK-Zellentwicklung.

Um die Auswirkungen der HLA-C-Typen auf die KIR-Expression genau zu
untersuchen, wurden mehrere NK-Zelldifferenzierungen auf den verschiedenen
MSC-Linien durchgefiihrt. Dafiir sind mehrere AA-Typ CBs als CD34"-HSCs-Quelle
verwendet worden. Auf MSC16, der einzigen HLA-C2/C2 Linie, hatten die
generierten Zellen eine relative niedrige Expressionsrate von allen KIR. Um die
individuellen Effekte auszuschliefen, wurden nach drei NK-Zelldifferenzierungen
noch zwei andere HLA-C2/C2 Linien fiir den Versuch eingesetzt (MSCI11 und
MSC17).

Die vierte und fiinfte Woche der NK-Zelldifferenzierung sind die besten Zeitpunkte,
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um die KIR-Expression der generierten Zellen festzustelle. Griinde dafiir sind, dass in
diesem Zeitraum die differenzierenden Zellen aktiv alle KIR-Rezeptoren exprimieren.
Auf der anderen Seite haben die sich differenzierenden Zellen in diesem Zeitraum die
Expansionsphase verlassen und fangen an funktional zu reifen und entsprechende
Rezeptoren zu exprimieren. Dazu gehoren die KIR-Rezeptoren. Ab der sechsten
Woche der Differenzierung verlangsamte sich das Wachstum der Zellen und viele
Zellen fangen an zu sterben. Gleichzeitig waren auch die MSC-Feeder-Zellen
komplett verschwunden. Deshalb wurden die Daten tiber KIR-Expression in Woche 4

und Woche 5 untersucht, um aussagekriftige Ergebnisse darzustellen.
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Abb.3- 7: KIR2DL3- wund KIR2DLI-Expression in Woche 4 und Woche 5 der
NK-Zelldifferenzierungen auf EL08, C1/C1-MSCs, C1/C2-MSCs und C2-C2-MSCs. Mittelwerte und
Standardabweichungen sind aus Daten von drei nicht voneinander abhdngigen Experimenten berechnet

(auBer MSC11, und 17 n=2).

In der Abb.3- 7A wurde die Expression von KIR2DL3 mit MSC-Linien mit
unterschiedlichen HLA-C-Typen in Zusammenhang gebracht. Unabhéngig vom
HLA-C-Typ kam KIR2DL3 als erster KIR-Rezeptor auf die Zelloberfliche, und er
war auch der am héaufigsten exprimierte KIR-Rezeptor. Auf MSC9 (C1/C1) und
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MSC20 (C1/C2) generierte NK-Zellen hatten die hochste KIR2DL3-Expressionsrate.
Ungeféhr 13% der NK-Zellen trugen KIR2DL3 auf ihrer Oberflédche, wobei knapp 10%
der NK-Zellen, die auf anderen MSC-Linien (MSC39 C1/C1, MSC20 C1/C2, MSC16
C2/C2) generiert wurden, in der fiinften Woche fiir KIR2DL3 positiv waren. Die
anderen beiden C2/C2 MSC Linien (MSC11 und MSC17) waren aus ungeklirten
Griinden von Anfang an weniger gute Supporter fiir die NK-Zellentwicklung als die
anderen Linien. Die auf MSCI11 und MSCI17 generierten Zellen zeigten eine
schwéchere Proliferation und eine geringere Expression aller NK-Zellrezeptoren.
Abb.3- 7B zeigt die KIR2DLI1-Expression der generierten NK-Zellen auf
unterschiedlichen MSC-Linien in Woche 4 und Woche 5. Ahnlich wie bei der
KIR2DL3-Expression hatten die auf MSC34 generierten NK-Zellen die hochste
KIR2DLI1-Expressionsrate. In der fiinften Woche war deutlich zu erkennen, dass die
auf allen drei C2/C2 generierte NK-Zellen am wenigsten KIR2DL1"-Zellen hatten,
trotz der Anwesenheit des KIR2DL1-Ligand: HLA-C2.

Der Vergleich der Ergebnisse der KIR2DL1- und KIR2DL3-Expression zeigte, dass
die KIR2DLI1- und KIR2DL3-Expression wiahrend der Entstehung der NK-Zellen aus
CD34'-HSCs unabhingig von vorhandenen HLA-C-Liganden ist. Wihrend der
NK-Zelldifferenzierung wird KIR2DL3 zeitlich vor KIR2DL1 auf den NK-Zellen
exprimiert. Die Frequenz der KIR-exprimierenden NK-Zellen war zwischen
verschiedenen MSC-Linien unterschiedlich, dies korreliert aber nicht mit dem HLA-C

Genotyp.

3.1.5 Quotient KIR2DL1/KIR2DL3

In den frithen Studien wurde gezeigt, dass das Repertoire der NK-Zellen aus
peripherem  Blut  HLA-C-Ligand-spezifisch ~ ist.  Der  Quotient  von
KIR2DLI1/KIR2DL3 hatte sich von unter eins zu iiber eins, von C1/C1 zu C2/C2
gedreht (Schonberg ef al., 2011a). Um festzustellen, ob die gleiche HLA-C-Spezifitét

der KIR-Expression bei der NK-Zellentstehung erscheint, wurde der Quotient von
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KIR2DL1/KIR2DL3 von mehreren Experimenten graphisch dargestellt.

In der Abb.3- 8A wird deutlich, dass es keinen einzigen Fall gab, wo der Quotient
KIR2DL1/KIR2DL3 iiber eins betrug. Das bedeutet, dass in allen
NK-Zellgenerierungen, egal welche HLA-C-Liganden die Feeder-Zellen besitzen und
den differenzierenden Zellen prisentieren, liberwiegend KIR2DL3 exprimiert wird.
Im Vergleich dazu war die Expression von KIR2DL1 viel schwicher. In keinem Fall

hat die KIR2DL1-Expression die KIR2DL3-Expression iberwogen.
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Abb.3- 8: A: Der Quotient von KIR2DL1/KIR2DL3 in der fiinften Woche der NK-Zelldifferenzierung.
B: Mean von KIR2DLI1. C: Mean von KIR2DL3.
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Die Mean-Werte der durchflusszytometrischen Analysen zeigen die Expressionsstérke
der KIR2DL1- und KIR2DL3-Rezeptoren auf der Zelloberflache an. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede in den Mean-Werten zwischen den unterschiedlichen
HLA-C-Typen der MSC-Linien festgestellt (Abb.3- 8B und C).

In Abb.3- 8B sieht man, dass die Mean-Werte von KIR2DL1 mehr von individuellen
CBs abhidngig sind, als von den HLA-C-Typen der Feeder-Zellen. Egal, ob die
Liganden fiir KIR2DL1 (HLA-C2) und KIR2DL3 (HLA-C1) vorhanden waren, die
Mean-Werte sowohl von KIR2DL1 als auch von KIR2DL3 der generierten NK-Zellen
liegen ungefahr im gleichen Bereich. Wie schon die Prozentzahl der KIR2DL1" und
KIR2DL3" NK-Zellen, waren die Mean-Werte auch unspezifisch fiir ihren Liganden.

3.1.6 Messung der KIR2DL1- bzw. KIR2DL3-Transkripte der auf C1/C1 und
C2/C2-MSCs generierten NK-Zellen

Die Menge der Transkripte von KIR2DL1 bzw. KIR2DL3 der NK-Zellen, die auf
HLA-C1/C1 und -C2/C2-MCSs ausdifferenziert worden sind, wurde mittels
Real-Time PCR gemessen, um festzustellen, ob die Expression von KIR2DL1 bzw.
KIR2DL3 auf mRNA-Ebene von den HLA-C-Typen der MSC-Feeder-Zellen
abhéngig ist.

Am Ende der NK-Zelldifferenzierung auf HLA-C1/C1 und -C2/C2 MSCs wurden die
NK-Zellen von den Kulturen abgenommen. AnschlieBend wurden die CD56"-Zellen
durch den Zellsorter aussortiert, um die restlichen Feeder-Zellen auszusortieren. RNA
wurde aus den NK-Zellen isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben. Mit Hilfe der
Real-Time PCR wurde die Transkription von KIR2DL1 bzw. KIR2DL3 der
NK-Zellen quantitativ bestimmt. Die CD56'-NK-Zellen stammen aus drei
voneinander unabhédngigen Differenzierungen und die Ergebnisse sind in Abb.3- 9
dargestellt. Zur Auswertung wurde die Menge der KIR-Transkripte durch die von
B-Aktin normalisiert. Der ACT-Wert ist die Differenz des CT-Werts der KIR und des
CT-Werts des p-Aktins. Je hoher der ACT-Wert ist, desto niedriger ist die

76




Ergebnisse

Transkript-Menge. Die Grafik in Abb.3- 9 zeigt, unabhédngig vom HLA-C-Typ, war
die Menge der KIR2DL3-Transkripte deutlich hoéher als von KIR2DLI. Die
KIR2DL1-Transkription der NK-Zellen die auf HLA-C1/C1 oder HLA-C2/C2
generiert wurden war ungefdhr gleich stark. Die Anwesenheit des Ligands von
KIR2DL1 hat keinen Einfluss auf die Menge von KIR2DL1 auf mRNA-Ebene.
Gleiche Ergebnisse wurden bei der Menge von KIR2DL3-Transkripten festgestellt.
Ihre Werte von C1/C1 und C2/C2 hatten kaum einen Unterschied.

uCl/Cl

C2/C2

ACT

KIR2DL3 KIR2DL1

Abb.3- 9: Quantitative Bestimmung der KIR2DL1- und KIR2DL3-Transkription mittel Real-Time

PCR. Die Ergebnisse beziehen sich auf drei einzelne Differenzierungen (n=3).

Aus oben erwidhnten Ergebnissen geht hervor, dass es auf mRNA-Ebene keine
Adaption der KIR-Rezeptoren an den vorhandenen HLA-C-Typen gibt. Keine
HLA-C-spezifische Transkription von KIRs kann festgestellt werden. Dies spiegelt

die Ergebnisse auf Protein-Ebene wieder.

3.1.7 KIR3DL1-Expression ist unabhéingig vom HLA-Klasse-I-Liganden Bw4

Die fiir die NK-Zelldifferenzierung verwendeten MSC-Zellen unterscheiden sich auch
in threr Expression von Bw4, dem HLA-B-kodierten Liganden von KIR3DL1. MSC39
und MSC34 sind HLA-Bw6/Bw6 homozygot, MSC9 HLA-Bw4/Bw6 heterozygot,
MSC16 und MSC20 HLA-Bw4/Bw4 homozygot. HLA-Bw4 ist der Ligand fiir
KIR3DLI1 (Cella et al., 1994; Gumperz et al., 1995).

In der Abb.3- 10 wurde gezeigt, dass keine HLA-Bw4-spezifische Expression von
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KIR3DLI1 festgestellt werden konnte. In Woche 4 haben die auf MSC39 (Bw6/Bw6)
generierten NK-Zellen die hochste KIR3DL1-Expressionsrate, wihrend in Woche 5 die
auf MSC9 (Bw4/Bwo6) generierten NK-Zellen die hochste KIR3DL1-Expressionsrate
zeigen. Knapp 4% der generierten NK-Zellen haben KIR3DL1 auf ihrer Oberflache
exprimiert. Wie schon bei den Ergebnissen der KIR2DL1- und KIR2DL3-Expression,
haben die auf MSC16 (Bw4/Bw4) generierten NK-Zellen, auch die niedrigste
KIR3DLI1-Expressionsrate, obwohl MSC16 homozygot fiir Bw4 (Ligand fiir
KIR3DL1) ist.
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Abb.3- 10: KIR3DL1-Expression in der vierten und fiinften Woche der NK-Zelldifferenzierung aus
CD34"-HSCs auf HLA-B-polymorphen MSC-Feeder-Zellen.

Fasst man die Ergebnisse von allen drei KIR-Rezeptoren zusammen, zeigt sich, dass
das KIR-Repertoire der NK-Zellen, die aus CB-CD34"-HSCs in vitro differenziert
wurden, HLA-Klasse-I-unspezifisch ist und die Stirke der Expression mehr von den

MSC-Linien selber als von ihrem HLA-Klasse-I-Typ abhingig ist.

3.1.8 HLA-Klasse-I-unspezifische Expression der KIR-Rezeptoren im Verlauf
der NK-Zellentwicklung aus CD34*-HSCs, die aus Knochenmark isoliert
wurden

Aus den oben beschriebenen Experimenten geht hervor, dass die KIR-Expression der
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NK-Zellen wihrend der NK-Zellentwicklung aus CB (also aus Neugeborenen)
isolierten CD34"-HSCs unabhéngig von vorhandenen HLA-Klasse-I-Typen ist. Diese
Ergebnisse passen zu einer Studie unserer Arbeitsgruppe in der gezeigt wurde, dass
neonatale NK-Zellen aus CB noch keine Anpassung an die HLA-Klasse-I-Liganden
des Spenders zeigt (Schonberg et al., 2011b). Im Gegensatz dazu konnte im peripheren
Blut von Erwachsenen, wie in der Einleitung beschrieben, eine deutliche Anpassung
des KIR-Repertoires festgestellt werden (Schonberg ef al., 2011a). Deshalb ergab sich
nun die Frage, ob eine Anpassung an die HLA-Klasse-I-kodierten KIR-Liganden
stattfindet, wenn das Startmarterial CD34"-HSCs aus Knochenmark von erwachsenen
Spendern sind. Zu diesem Zweck wurden CD34"-HSCs aus Knochenmark von drei
gesunden Erwachsenen isoliert, die ebenso wie die CB Proben den KIR-Genotyp AA
besitzen und anschlieBend auf zwei verschiedenen MSC-Linien (MSC39: C1/C1
Bw6/Bw6; MSC16: C2/C2, Bw4/Bw4) ausplattiert und zu NK-Zellen ausdifferenziert.
Die KIR-Expression wurde wéhrend der NK-Zellentwicklung durchflusszytometrisch
verfolgt.

Im Vergleich zu den CD34"-HSCs aus Neugeborenen proliferieren die CD34"-HSCs
aus Erwachsenen deutlich langsamer. Nach einer Woche hatten die Zellen aus CB sich
25 bis 30-fach im NK-Zellgenerierungs-Medium1 vermehrt, wéhrend die Zellen aus
dem Knochenmark sich nur 10-20-fach vervielfiltigt haben. Aus diesem Grund
wurden mehr CD34"-HSCs aus Knochenmark fiir die NK-Zelldifferenzierung
eingesetzt. Ansonsten wurden keine klaren Unterschiede wéhrend der
NK-Zellentwicklung in vitro festgestellt. Die CD34"-Zellen aus Knochenmark
verhielten sich sehr dhnlich wie die aus CB wihrend der NK-Zellentwicklung. Sie
waren in der Lage sich zu NK-Zellen mit entsprechenden Oberflichenmarkern in der
Kultur auszudifferenzieren.

Wie die Zellen aus CB, haben die aus Knochenmark generierten NK-Zellen in der
vierten und fiinften Woche die hochste KIR-Expressionsrate erreicht. Deshalb wurden

die Daten aus diesen beiden Woche fiir die Analyse der KIR-Expression verwendet.
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Abb.3- 11: KIR-Expression wihrend der NK-Zelldifferenzierung von CD34°-HSCs aus adultem
Knochenmark. A: KIR2DL1- und KIR2DL3-Expression in der vierten und flinften Woche der
NK-Zelldifferenzierung. B: Quotient von KIR2DL1/KIR2DL3. C: KIR3DL1-Expression in der vierten
und flinften Woche der NK-Zelldifferenzierung.

In der Abb.3- 11A wurde die KIR2DLI1- und KIR2DL3-Expression dargestellt.
Sowohl auf C1/Cl1-, als auch auf C2/C2-MSC generieten NK-Zellen exprimierten
tiberwiegend KIR2DL3. Im Vergleich dazu war die Prozentzahl der KIR2DL1"-Zellen
bei beiden Linien viel niedriger. Unabhédngig von dem vorhandenen HLA-C-Typ war
KIR2DL3 viel stirker exprimiert als KIR2DL1. Auf C2/C2-MSC (Ligand fiir
KIR2DL1) wurden ungefihr gleich viel KIR2DL1" NK-Zellen generiert, wie auf
Cl/C1-MSC. Trotz der Anwesenheit des KIR2DL1’s Liganden HLA-C2 auf den
MSC waren viel weniger generierte NK-Zellen KIR2DL1 positiv als KIR2DL3. Der
Quotient (Abb.3- 11B) von KIR2DLI1/KIR2DL3 lag unabhingig vom HLA-C-Typ
weit unter eins, d.h. unter den Kulturbedingungen exprimieren die ausdifferenzierten
NK-Zellen die KIR2DL1 und KIR2DL3 Rezeptoren unabhéngig vom HLA-C-Typ.

Da KIR3DL1 erst in der vierten Woche von den NK-Zellen exprimiert wurde, und
erst in der flinften und sechsten ihre hochste Expressionsrate erreichte, wurden die

Daten von Woche 5 und Woche 6 fiir die Analysen der KIR3DLI1-Expression

80




Ergebnisse

eingesetzt. In der Abb.3- 11C wurde gezeigt, dass die KIR3DLI1-Expression auch
unabhédngig von der Anwesenheit seines HLA-B-Liganden (HLA-Bw4) ist. Bei
Abwesenheit von HLA-Bw4 wurden sogar mehr KIR3DL1"™ NK-Zellen in der
sechsten Woche der NK-Zelldifferenzierung detektiert.

Wenn die Ergebnisse der KIR2DL1-, KIR2DL3- und KIR3DLI-Expression
zusammengefasst werden, kann keine HLA-Klasse-I-Spezifitit der KIR-Expression
festgestellt werden. Die Héufigkeit der KIR-Expression war, wihrend der in vitro
NK-Zelldifferenzierung aus CD34"-HSCs (aus CB und Knochenmark), mehr von

einzelnen MSC-Linien abhingig als von HLA-Klasse-I-Typen.

3.1.9 Funktionalitit der aus KM-CD34"-HSCs entwickelten NK-Zellen

Nach der Kokultivierung mit HLA-Klasse-I-defekten K562-Zellen wurde die
Zytotoxizitdt mit Hilfe des CFSE-Assays festgestellt.

In Abb.3- 12 ist zu sehen, dass die aus KM-CD34"-HSCs differenzierten NK-Zellen
zytotoxisch waren. Sie hatten offensichtlich die Target-Zellen erkannt und einen Teil
davon durch ihre Zytotoxizitit abgetotet. Die generierten NK-Zellen aus
Knochenmark 1 hatten mit 40% getoteter Zellen, die hochste Killingrate. Die von
Knochenmark 2 und Knochenmark 3 waren ungefahr gleich, bei 20%. Dabei spielt
der Typ der MSC-Feeder-Zellen keine Rolle.
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Abb.3- 12: Zytotoxizitdtsmessung (CFSE-Assay) mit NK-Zellen, die aus CD34"-HSCs des
Knochenmarks differenziert wurden. MSC16: HLA-C2/C2, -Bw4/Bw4; MSC39: HLA-C1/CI,
-Bw6/Bw6.
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3.1.10 NK-Zelldifferenzierung nach Umplattierung auf frische MSC

Die NK-Zelldifferenzierung aus HSCs dauert einige Wochen, in denen die bestrahlten
MSC ihre kostimulatorische Funktion ausiiben sollen. Obwohl MSC unter diesen
Bedingungen sehr lange in Kultur iiberleben (mindestens 5 Wochen), war nicht
auszuschliefen, dass die Feeder-Zellen (MSC) zum Zeitpunkt der Aktivierung und
Expression der KIR-Gene nicht mehr die fiir die Anpassung an HLA-Klasse-I
notwendigen Signale geben konnten. Daher wurden die KIR-negativen NK-Zellen
nach zwei Wochen auf frische MSC umplattiert. Zu diesem Zeitpunkt, d.h. ab der
dritten = Kulturwoche, beginnen die meisten KIR-negativen NK-Zellen,
KIR-Rezeptoren zu exprimieren. Eine bzw. zwei Wochen nach der Umplattierung

wurde die KIR-Expression der NK-Zellen gemessen.
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Abb.3- 13: KIR2DLI- und KIR2DL3-Expression in der vierten und fiinften Woche der
NK-Zelldifferenzierung nach der Umplattierung der KIR-negativen NK-Zellen nach 2 Wochen auf
frische MSC.

Im Abb.3- 13 ist dargestellt, dass trotz der Anwesenheit des HLA-C2-Liganden auf
der entsprechenden frischen MSC-Linie die Expression des spezifische KIR
(KIR2DL1) schwicher war als die Expression des Cl-spezifischen Rezeptors
KIR2DL3 fiir den die MSC-Linie gar keinen HLA Liganden hat. In beiden Kulturen
war KIR2DL3 der am hiufigsten exprimierte KIR-Rezeptor von allen exprimierten
KIR-Rezeptoren. Ob die KIR-negativen NK-Zellen auf C1/CI1- oder C2/C2-MSC
waren, spielte hier keine Rolle. KIR2DL3 wurde wesentlichen stirker exprimiert als
KIR2DL1. Eine HLA-C-Spezifitit bei der KIR-Expression konnte nicht festgestellt

werden.
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3.1.11 Induktion der KIR-Expression auf ex vivo-isolierten NK-Zellen in

Anwesenheit von MSC-Linien mit verschiedenen KIR Liganden

In den vorhergegangenen Experimenten konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die
fehlende Anpassung der KIR-Expression an die vorhandenen HLA-Klasse-I Liganden
ein in vitro Artefakt sind, welches durch inaddquate exogene Signale der MSC
wihrend der NK-Zellentwicklung hervorgerufen wird. Aus diesem Grund wurde im
ndchsten Schritt die Anpassung des KIR-Repertoires an HLA-Klasse-I-Liganden auf
bereits determinierten, aber noch KIR-negativen NK-Zellen untersucht, die ex vivo
aus CB isoliert wurden. Hierzu wurden CD56"€" und CD56%™-NK-Zellen, die keine
KIR-Expression zeigten, direkt aus CB isoliert und mit frisch ausplattierten
MSC-Feeder-Zellen  kokultiviert. =~ Konkret =~ wurden  drei  verschiedene
NK-Zell-Subpopulationen  durchflusszytometrisch ~ aus  CB  aufgereinigt:
,,Bright* (CD56"EY/KIR"), ,,Dim* (CD56%M/NKG2A"/KIR"), und
,DN*“ (CD56Y™/NKG2A/KIR"). Auf jedes Well wurden 50,000 Zellen von je einer
Art ausplattiert. Nach ca. 14 Tagen Kultivierung auf MSC erreichten die NK-Zellen
die hochste Rate der KIR-Expression.

Wihrend der Kokultivierung mit MSC-Zellen proliferierte die Bright-Population am
stiarksten. Nach zwei Wochen hatten die Bright-Zellen sich fast Sfach vermehrt. Die
Dim-Zellen waren bei der Proliferation am langsamsten (Verdopplung nach ca. 2
Wochen). Die Proliferationsrate der DN-Zellen lag zwischen den Bright- und
Dim-Zellen. Im Gegensatz dazu hatten die Bright-Zellen die niedrigste
KIR-Expressionsrate. Die DN-Zellen hatten die hochste KIR-Expressionsrate gefolgt
von den Dim-Zellen.

KIR2DL3 war wieder der am stirksten exprimierte KIR-Rezeptor, unabhingig von
den vorhandenen HLA-C-Typen, wie bei den NK-Zelldifferenzierungen aus
CD34"-HSCs. Auf beiden, sowohl HLA-C1/C1 als auch HLA-C2/C2-positiven MSC,
war die KIR2DL1-Expression viel schwicher als die von KIR2DL3. Die
KIR2DL1-Expression von allen drei KIR-negativen NK-Zellpopulationen auf C2/C2
MSC war nicht stiarker als die auf C1/C1 MSC, und war viel schwicher als die
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KIR2DL3-Expression. Gleiche Ergebnisse wurden bei den auf C1/C1 generierten
NK-Zellen beobachtet (Abb.3- 14A). Die KIR3DL1-Expression wurde ebenfalls nicht
signifikant durch die vorhandenen HLA-B-Typen beeinflusst. Die Anwesenheit des
KIR3DL1 Liganden, HLA-Bw4, fiihrte zu keiner Verstirkung der
KIR3DLI1-Expression im Vergleich zu den auf HLA-Bw6-homozygoten MSC
generierten KIR-negativen NK-Zellen (Abb.3- 14B).
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Abb.3- 14: KIR-Expression von KIR-negativen NK-Zellen wihrend der NK-Zelldifferenzierung auf
HLA-Klasse-I-unterschiedlichen MSC-Feeder-Zellen. Drei Sorten von KIR-negativen NK-Zellen
wurden  durchflusszytometrisch ~ aufgereinigt.  Bright: ~ CD56"#"/KIR/NKG2A"™";  Dim:
CD56%m/KIR/NKG2A™; DN: CD56%/KIR/NKG2A" A: KIR2DL1- und KIR2DL3-Expression der
KIR-negativen NK-Zellen. B: KIR3DLI1-Expression der KIR-negativen NK-Zellen. Daten waren
Mittelwerte von zwei voneinander unabhidngigen Experimenten. Die Zellen waren 14 Tage mit

MSC-Feeder-Zellen kultiviert
Im Rahmen der Entwicklung von NK-Zellen aus KIR-negativen NK-Zellen in vitro

spielten die HLA-Klasse-I-Molekiile keine Rolle in der Entstehung des

KIR-Repertoires der differenzierenden Zellen.
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3.1.12 MSC verhindern die Proliferation von NK-Zellen

Zu den in Abschnitt 3.1.11 beschriebenen Experimenten wurde auch ein Ansatz mit
murinen ELO8-Feederzellen als Positivkontrolle angesetzt, um festzustellen, ob die
CD56'KIR™ NK-Zellen tiberhaupt gut in Kultur {iberleben und proliferieren konnen.

Zum Beginn wurden 50,000 Zellen pro Welle ausplattiert.
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Abb.3- 15: Zellzahl zwei Wochen nach der Ausplattierung der aus CB isolierten CD56'KIR"
NK-Zellen. Die Werte der NK-Zellen auf MSC sind Mittelwerte der Kulturen von MSC-C1/C1 und
-C2/C2.

Nach einer Woche war die Vermehrung der Zellen auf ELO8 unter dem Mikroskop
deutlich zu erkennen, wihrend auf den MSC-Zellen kein Unterschied in der Zellzahl
der sich differenzierenden Zellen festgestellt werden konnte. Zu der Zeit sind fast alle
ELO8-Feeder-Zellen verschwunden, wohingegen MSC-Feeder-Zellen noch gut zu
sehen waren. Die Zellzahl wurde nach zwei Wochen bestimmt und in Abb.3- 15
dargestellt: es zeigt sich, dass die auf ELO8 ausplattierten Zellen viel stirker
proliferierten als die auf MSC ausplattierten Zellen. Die Zellzahl der DN-Zellen auf
ELO8 war fast doppelt so groB3, wie auf MSC. Auch bei den anderen zwei Arten von
KIR-negativen NK-Zellen war die Reduktion der Zellproliferation auf MSC im
Vergleich zu ELO8 deutlich zu erkennen. Die auf ELO8 generierten Zellen hatten nur
eine Woche gebraucht, um ihre hochste KIR-Expressionsrate zu erreichen, wihrend
die auf MSC genierenden Zellen zwei bis drei Wochen brauchten. Die beobachtete
Inhibition der NK-Zellproliferation deutet darauf hin, dass die MSC-Zellen, wie

vielfach beschrieben, immunregulatorisch auf Lymphozyten wirken konnen, u.a.
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durch Hemmung des Tryptophan Stoffwechsels der Zielzellen (Meisel et al., 2014).
Interessanterweise wirken die MSC nur auf reife NK-Zellen immunsuppressiv nicht

aber auf hamatopoetische Progenitoren.
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3.2 Einfluss der Herunterregulation von HLA-Klasse-I-Molekiilen

auf die Differenzierung bzw. KIR-Expression von NK-Zellen

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass im Rahmen der
NK-Zelldifferenzierung keine Anpassung des KIR-Repertoires an die vorhandenen
KIR-Liganden erfolgt. Unklar war jedoch weiterhin, inwiefern die Anwesenheit von
HLA-Klasse-I, unabhidngig von Unterschieden in den NK-Zell-Liganden C1, C2, und
Bw4, die Entwicklung der NK-Zellen beeinflusst. Zu diesem Zweck sollte die
Expression von HLA-Klasse-I in den MSC-Linien durch RNA Interferenz (RNA1)

reduziert werden.

3.2.1 Herunterregulation von B-2-Mikroglobulin mittels RNAi

Da das B-2-Mikroglobulin  (b2M) ein  essenzieller = Baustein  aller
HLA-Klasse-I-Molekiile ist, kann HLA-Klasse-I durch die shRNA vermittelte
Herunterregulation des b2M reduziert werden. Durch lentivirale Infektion wurden die
shRNAs in die MSC-Zellen eingefiihrt, und in den MSC permanent exprimiert. Eine
Woche nach der Infektion wurden die MSC-Zellen durchflusszytometrisch analysiert.
Im Anschluss konnte durch Real-Time PCR die Effizienz der shRNAs quantitativ
bestimmt werden.

Abb.3-4 zeigte bereits, dass HLA-Klasse-I von jeder normalen MSC-Zelle exprimiert
wird. Die unteren Plots (Abb.3- 16A) zeigten die HLA-Klasse-1 Expression der
infizierten MSC-Zellen an. Die lentivirale Infektion aller Vektoren war erfolgreich,
iiber 95% der MSC-Zellen waren GFP positiv nach der Infektion, d.h. fast alle Zellen
waren erfolgreich infiziert. Bei den, mit dem Leervektor infizierten Zellen wurde eine
normale HLA-Klasse-I-Expression beobachtet. Knapp 98% aller Zellen waren
HLA-Klasse-I positiv. Die HLA-Klasse-I-Expression in den mit shRNA1 gegen b2M
infizierten Zellen wurde dramatisch reduziert. Ungefdhr 82% der infizierten Zellen

hatten keine HLA-Klasse-I-Molekiile mehr auf ihrer Oberfliche, nur 18% der
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infizierten Zellen waren noch schwach HLA-Klasse-I positiv. Die Herunterregulation
von HLA-Klasse-I durch shRNA2 gegen b2M war viel schwécher als die von shRNAT.
Nur die Hélfte der infizierten Zellen waren HLA-Klasse-I negativ. Der Effekt von
shRNA3 gegen b2M war am schwichsten von allen drei shRNAs. Nur 18% der

infizierten Zellen hatten ihrer HLA-Klasse-I-Expression auf der Oberfldche verloren.
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Abb.3- 16: Herunterregulation von b2M mittels shRNA. Drei shRNA-Sequenzen wurden verwendet. A:
Durchflusszytometrische Analyse der HLA-Klasse-I-Expression von infizierten Zellen. MSC-Zellen
wurden mit PE-markierten Antikdrpern gegen HLA-Klasse-I geférbt, infizierte Zellen wurden {iber ihre
Expression von GFP identifiziert. B: Quantitative Bestimmung der b2M Menge auf mRNA-Ebene von
infizierten MSC-Zellen mittels Real-Time PCR. (n=3)

Die Abb.3- 16B zeigt die Bestimmung der b2M-Menge auf mRNA Ebene durch
Real-Time PCR. Die Daten stammen aus drei voneinander nicht abhingigen
Experimenten. Das Ergebnis der Real-Time PCR spiegelte die Ergebnisse der
Durchflusszytometrie wieder. Die shRNA1 hatte den stirksten Effekt auf b2M und
reduzierte die Transkription von HLA-Klasse-I um 80%, wéihrend die shRNA2 knapp
60% der b2M-Transkription unterdriickte. Keine Herunterregulation der b2M auf

mRNA Ebene wurde in den mit shRNA3 infizierten Zellen festgestellt. Die
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Ergebnisse der Real-Time PCR zeigten auch, dass mit shRNA1 (die stérkste
Reduktion von b2M) anschlieBend dann auch die stirkste Herunterregulation von
HLA-Klasse-I verursacht werden konnte. Basierend auf den Ergebnissen, wurde
shRNA1 gegen b2M in den weiteren Experimenten fiir die Herunterregulation von

HLA-Klasse-I in den Feeder-Zellen verwendet.

3.2.2 NK-Zelldifferenzierung auf HLA-Klasse-I-defekten MSC-Zellen

Die mit shRNA1 gegen b2M infizierten MSC-Zellen wurden gegen HLA-Klasse-I
gefarbt. Die fiir HLA-Klasse-I negativen MSC-Zellen wurden aufgereinigt und als
Feeder-Zellen fir die NK-Zelldifferenzierung aus HSCs eingesetzt. Parallel dazu
wurden MSC-Zellen, die mit dem Leervektor infiziert waren und HLA-Klasse-I

normal exprimierten als Kontrolle fiir die Experimente verwendet.
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Abb.3- 17: CD56- und NKG2A-Expression der generierten NK-Zellen auf HLA-Klasse-I-defizienten
MSC. wt: Wildtyp ev: Leervektor b2Msh: shRNA gegen b2M. A: Darstellung der CD56- und
NKG2A-Expression im Lauf der NK-Zelldifferenzierung. Als Feeder-Zellen wurden wt: normale
MSC-Zellen, e.v.: mit Leervektor infizierte MSC-Zellen und sh: mit shRNA gegen b2M infizierte und
HLA-Klasse-I-negative MSC-Zellen verwendet. B: FACS-Plots von Oberfldchenfiarbungen gegen CD56
und NKG2A auf den differenzierten NK-Zellen.
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Die NK-Zellentwicklung auf allen sechs MSC-Linien (wt Bw6/Bw6 C1/C1, wt
Bw4/Bw4 C2/C2, Leervektor Bw6/Bw6 C1/C1, Leervektor Bw4/Bw4 C2/C2, b2M sh
Bw6/Bw6 C1/C1 und b2M Bw4/Bw4 C2/C2) verlief normal. Die CD56-Expression
war auf aller Linien vergleichbar (Abb.3- 17A). Die NKG2A-Expression war bei den
MSC, die mit dem Leervektor und mit b2M shRNA transfiziert waren, etwas niedriger

als bei den auf Wildtyp-MSC generierten NK-Zellen (Abb.3- 17B).
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Abb.3- 18: KIR-Expression der NK-Zellen, die auf mit Leervektor, b2Msh infizierten und
wildtypischen MSC-Feeder-Zellen generiert wurden. In den linken Abbildungen sind die Mittelwerte
aus der vierten, fliinften und sechsten Woche der NK-Zelldifferenzierung aufgetragen. In den Grafiken
auf der rechten Seite ist die KIR-Expression im Lauf der Zeit exemplarisch dargestellt. A:

KIR2DL3-Expression. B: KIR2DL1-Expression. C: KIR3DL1-Expression.

Die KIR2DL3- und KIR3DLI1-Expression der NK-Zellen, die auf mit b2M shRNA

infizierten MSC generiert wurden war sogar etwas stirker als die von NK-Zellen, die
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auf mit Leervektor infizierten oder auf normalen MSC-Feeder-Zellen generiert
wurden (Abb.3- 18A und C). Alle generierte NK-Zellen hatten eine sehr niedrige
Expressionsrate von KIR2DLI, d.h. weniger als 1% der CD56"-Zellen waren fiir
KIR2DL1 positiv (Abb.3- 18B).

Das komplette Ausschalten von HLA-Klasse-I-Molekiilen hatte nur sehr begrenzte
Auswirkungen auf die NK-Zellentwicklung aus CD34"-HSCs in vitro. Insgesamt
konnten keine signifikanten Unterschiede in der Expression der verschiedenen KIR
zwischen NK-Zellen detektiert werden, die auf HLA-Klasse-I positiven oder
negativen MSC ausdifferenziert worden waren. KIR2DL3 war der am stdrksten
exprimierte KIR-Rezeptor unabhédngig davon, ob sein Ligand HLA-C1 vorhanden war.
Die KIR2DL1-Expression war hingegen viel schwécher als die von KIR2DL3, trotz
der Anwesenheit seines Liganden HLA-C2. Ahnliche Ergebnisse ergab die
KIR3DL1-Expression. Ob der Ligand HLA-Bw4 vorhanden war, spielte keine Rolle
fiir die Frequenz der KIR3DL1-exprimierenden NK-Zellen.

3.2.3 NK-Zell Differenzierung aus himatopoetischen Vorliuferzellen auf

TAP-defizienten Fibroblasten

Ein weiteres Modell an dem man die Auswirkungen einer nahezu vollstindigen
HLA-Klasse-I-Defizienz auf das KIR-Repertoire untersuchen kann, sind Zellen von
Peptid-Transporter-defizienten Zellen. Zu diesem Zweck wurden in Kooperation mit
Prof. J. Zimmer (Luxemburg) Fibroblasten von Patienten verwendet, die einen Defekt
in der TAP2-Untereinheit des Peptidtransporter-Komplex aufweisen. Diese
Fibroblasten konnen aufgrund dieses Defekts ihre HLA-Klasse-I-Molekiile nicht mehr
mit Peptiden beladen und werden deshalb nicht aus dem ER an die Zelloberflache
befordert. Diese TAP-defizienten Fibroblasten sind im Gegensatz zu den in den
vorherigen Experimenten verwendeten b2m knockdown MSC komplett
HLA-Klasse-I-defizient. In den entsprechenden Experimenten wurden drei

Fibroblasten-Linien als Feeder-Zellen fiir die NK-Zelldifferenzierung verwendet.
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Davon ist die STF5 die Wild-Typ Kontrolle, wéihrend die STF1 und BRE
immobilisierte TAP-defiziente Zelllinien sind. Als Folge des TAP-Defekts fehlen den
beiden Linien die HLA-Klasse-I-Molekiile komplett, wihrend die Kontroll-Linie STF5
HLA-Klasse-I normal exprimiert (Abb.3- 19).
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Abb.3- 19: HLA-Klasse-I-Expression der wildtypischen und TAP-defizienten Fibroblasten Linien.
STFS: normale Fibroblasten Linie als Kontrolle. STF1 und BRE: TAP-defizient.

Aus Nabelschnurblut wurden CD34'-HSCs isoliert, die Zellen wurden in
NKI1-Medium aufgenommen und auf ELO8- und drei verschiedenen
Fibroblasten-Zellen ausplattiert. Nach einer Woche, kultiviert in NK1-Medium und
einer Woche in NK2-Medium wurden Zellen fiir die Durchflusszytometrie
abgenommen. Unabhdngig von den gewihlten Feeder-Zellen exprimierten 60% und
77% CD38, ein Oberflichenmarker der auf CD34" himatopoetischen Progenitoren zu
diesem Zeitpunkt der Kultur typischerweise auftaucht. Die Prozentzahl von CD38"
Zellen lag zwischen 60% und 77%. Die auf ELO8-generierten Zellen exprimierten
CD38 hiufig mit CD56 zusammen. Zwar exprimierten die Zellen auf allen
Fibroblasten CD38 auch ungefdhr so héufig wie die auf ELOS, aber die
CD56-Expression war auf diesen Zellen kaum detektierbar (Abb.3- 20).

STFS STF1 BRE

o b2 p1 b2 Bl b2
2 0.2% 0.2% I 11% 0.4% | 06% 0.2%

0 107 | 10:

CD56

CD38

Abb.3- 20: CD38- und CD56-Expression der auf EL08-, STF5-, STF1- und BRE-Feeder generierten
Zellen nach 2 wochigen Kultivierung. Davon sind STF1 und BRE TAP-defizient, STFS ist der Wildtyp
Fibroblast.
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Die NK-Zellgenerierung auf allen drei Fibroblasten Linien war nicht erfolgreich, die
meisten CD34"-HSCs erreichten lediglich die CD38-Phase. Weiterhin war die
Proliferation der Zellen wesentlich schlechter im Vergleich zu den Ansdtzen in denen
die Zellen auf ELO08-Zellen kultiviert wurden. Auf allen Feeder-Linien waren 1500
CD34"-HSCs pro Well ausplattiert worden. Die Zellzahl der generierten Zellen auf
allen Feeder-Linien stieg in den ersten drei Wochen an, danach proliferierten die Zellen
lediglich auf ELO8 bis zur 5. Woche weiter. Dagegen sank die Zellzahl der Zellen auf
den drei Fibroblasten schon nach drei Wochen ab (Abb.3- 21).
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Abb.3- 21: Zellwachstum im Lauf der NK-Zellgenerierung aus HSCs. Wildtyp Fibroblasten STF5 und
TAP-defekte Fibroblasten, STF1 und BRE wurden als Feeder-Zellen verwendet. EL08 als Kontrolle.

Insgesamt konnten auf den Kontrolle ELOS-Feeder-Zellen erfolgreich NK-Zellen
generiert werden die NKG2A* bzw. KIR" exprimierten, wihrend auf den Fibroblasten
Linien nur sehr wenige CD56" und kaum NKG2A" bzw. KIR"-Zellen zu finden waren
(Abb.3- 22). Dabei machte es keinen Unterschied, ob die Fibroblasten TAP-defekt
oder wildtypisch waren.
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Abb.3- 22: Expression von Oberflichenmarkern am Ende der NK-Zelldifferenzierung auf ELOS-,

STF5-, STF1- und BRE-Feeder.

3.2.4 Kokultivierung von KIR-negativen NK-Zellen auf HLA-Klasse-I-defekten

Fibroblasten

Die vorherigen Ergebnisse zeigen, dass Fibroblasten generell nicht geeignet sind, die

NK-Zelldifferenzierung aus CD34"-HSCs zu unterstiitzen. Aus diesem Grund wurden

weitere Experimente mit KIR-negativen NK-Zellpopulationen durchgefiihrt.
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Abb.3- 23: NKG2A- und KIR-Expression von NK-Zellen, die aus CD56%™ NKG2A", KIR NK-Zellen

differenziert wurden. Die Analyse erfolgte nach zwei-wochiger Kokultur auf den entsprechenden

Fibroblasten-Linien.

Zwei Arten von CD56%™ aber KIR-negativen NK-Zellen wurden aus Nabelschnurblut

durchflusszytometrisch aufgereinigt, eine NKG2AKIR™ Zellpopulation (,,2A*) und

eine NKG2AKIR™ Zellpopulation (,,DN*). Die sortierten Zellen wurden dann in

NK-Medium aufgenommen und auf den vier Fibroblasten ausplattiert und fiir zwei

Woche kultiviert. Generell war die Proliferationsrate von DN-Zellen viel hoher als die

94




Ergebnisse

von 2A-Zellen (s. 3.1.11). Nach zweiwochiger Kultivierung wurde die NKG2A- und
KIR-Expression der entstandenen Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie
analysiert.

Abb.3- 23 stellt die NKG2A- und KIR-Expression von 2A Zellen dar. Diese Gruppe
von Zellen war urspriinglich NKG2A positiv, nach der Kultivierung auf den beiden
Wildtyp-Fibroblastenlinien Fib. und STF5 war die Prozentzahl von NKG2A™ Zellen
um 20% bzw. 45% reduziert. Auf den beiden TAP-defekten Linien war die
Prozentzahl von NKG2A" Zellen dramatisch reduziert. Auf STF1 waren kaum noch
NKG2A" Zellen zu finden, wobei auf BRE nur knapp 10% der Zellen noch NKG2A
auf der Oberflache trugen (Abb.3- 23 links). Die auf Wildtyp-Fibroblasten generierten
NK-Zellen zeigten auch eine stirkere KIR-Expression als die auf TAP-defekten
Fibroblasten generierten Zellen. Auf BRE wurden fast keine KIR" Zellen generiert,
auf STF1 waren 2,1% von den Zellen KIR positiv, wobei die Prozentzahl von KIR
positiven Zellen auf Fib. und STF5 3% bzw. 5.8% betrug (Abb.3- 23 rechts).
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Abb.3- 24: NKG2A- und KIRs-Expression von NK-Zellen, die aus CD56%™ DN-NK-Zellen
differenziert wurden. DN: KIR-negativ und NKG2A-negativ. Zwei Wochen in der Kokultur.

Ahnliche Ergebnisse waren bei den DN-Zellen zu sehen. Die auf Fibroblasten
generierten Zellen exprimierten am meisten NKG2A, wihrend die BRE sowohl fiir
die NKG2A-Expression als auch fiir die KIR-Expression der schlechteste Support
waren. Weniger als 10% der auf BRE generierten Zellen waren NKG2A positiv, nur
2,2% fiir KIR positiv. Ca. 30% der auf STF1 generierten Zellen exprimierten NKG2A
auf ihrer Oberfldche, und auf STF5 waren ca. 25% der Zellen NKG2A positiv (Abb.3-

24 links). Auf STF5 wurde die hochste KIR-Expressionsrate festgestellt, ungefahr 14%
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der Zellen haben nach der Kultivierung KIR-Rezeptoren exprimiert, gefolgt von den
auf Fib. generierten Zellen, mit iiber 8%. Die Werte von STF1 lagen dazwischen, bei
ungefdhr 3,5% (Abb.3- 24 rechts).

Fasst man die Ergebnisse zusammen, konnte festgestellt werden, dass TAP-defekte
Fibroblasten die Expression von NKG2A und KIR-Rezeptoren auf den NK-Zellen

schlechter induzieren konnten als die wildtypischen Fibroblasten.
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3.3 Uberexpression von KIR2DL2 und KIR2DL4

KIR-Rezeptoren werden in reifen NK-Zellen klonotypisch, also von Zelle zu Zelle
unterschiedlich, exprimiert. Es stellt sich die Frage, ob die Uberexpression von
bestimmten KIR-Rezeptoren die Expression von anderen KIR-Rezeptoren bzw. die
NK-Zellentwicklung  beeinflussen kann. Dazu wurden KIR2DL2- und
KIR2DL4-kodierende cDNAs generiert und in einen Uberexpressionsvektor
einkloniert.

CD34" hdamatopoetische Progenitorzellen wurden dann mit dem KIR-cDNA-haltigen
Uberexpressionsvektor mittels Lentiviren infiziert und in vitro zu NK-Zellen

ausdifferenziert.

3.3.1 Uberexpression von KIR2DL2 und KIR2DL4 in CD34" hiimatopoetischen

Vorliauferzellen und in NK-Zellen

Um den Effekt des Uberexpressionsvektors zu iiberpriifen, wurde die Zelllinie NKL als
Testlinie mit den Vektoren lentiviral infiziert. In der Abb.3- 25 wird gezeigt, dass die
wildtypischen NKL-Zellen weder KIR2DL2 noch KIR2DL4 auf ihrer Oberfliche
exprimieren. Nach der lentiviralen Infektion waren fast alle Zellen fiir den
GFP-Reporter positiv, d.h. die Infektion war erfolgreich durchgefiihrt worden. Bei der
Uberexpression von KIR2DL2 ergab sich, dass die GFP-positiven Zellen auch fiir
KIR2DL2 positiv waren, wihrend die mit dem Leervektor infizierten Zellen nur GFP
auf ithrer Oberfliche exprimierten, aber keine KIR2DL2-Expression sichtbar war. Die
lentivirale Infektion selbst hatte also keinen Effekt auf die KIR-Expression auf den
infizierten NKL-Zellen.

Die Uberexpression von KIR2DL4 fiihrte im Gegensatz zur Uberexpression von
KIR2DL2 nicht zu einer signifikanten Oberflachenexpression. Dies lag daran, dass
KIR2DL4 generell auf NK-Zellen nicht auf der Oberfliche exprimiert wird aufler

wenn sie flr lingere Zeit stimuliert werden (Goodridge et al., 2003; Kikuchi-Maki et
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al., 2003; Rajagopalan et al., 2006)
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Abb.3- 25: Uberexpression von KIR2DL2 und KIR2DL4 mit Hilfe des Uberexpressionsvektors PCL6.
NKL wurden transfiziert, drei Tagen nach der Transfektion wurden die Zellen analysiert. Wt: ungefarbte
Kontroll-Zellen. Leervektor: Zellen wurden mit einem PCL6-Vektor ohne Insert infiziert. 2DL2: Zellen
wurden mit dem Vektor, in den die cDNA von KIR2DL2 einkloniert war, infiziert. 2DL4: Zellen wurden
mit dem Vektor, in den die cDNA von KIR2DL4 einkloniert war, infiziert.

3.3.2 NK-Zelldifferenzierung aus KIR2DL.2- und KIR2DIL 4-

iiberexprimierenden HSCs

CD34"-HSCs wurden durch MACS angereichert und anschlieBend mit Lentiviren, die
die KIR2DL2- und KIR2DL4-Uberexpressionskonstrukte —enthielten, infiziert.
Darauthin wurden die Zellen auf murinen EL08-Feeder-Zellen ausplattiert und zu
NK-Zellen ausdifferenziert.

Wihrend der NK-Zellentwicklung waren keine signifikanten Unterschiede in der
Zellproliferation zwischen den vier Gruppen von Zellen zu sehen. Die lentiviral
infizierten HSCs verhielten sich phénotypisch, d.h. bei mikroskopischer Betrachtung,
in der Kultur dhnlich wie die uninfizierten HSCs. Generell zeigten die transfizierten
Zellen eine langsamere Differenzierung als die untransfizierten Kontrollen, was eine
typische Beobachtung bei transfizierten CD34" Zellen ist und wahrscheinlich auf die
Transfektionsbehandlung selbst zuriickzufiihren ist. Dementsprechend war, wie in
Abb.3-26 dargestellt, nach drei Wochen eine moderat geringere Frequenz des spiten
Progenitormarkers CD38 auf allen infizierten Zellen inklusive der Kontrollen zu
beobachten. Im Gegensatz dazu fiihrte die Uberexpression der beiden KIR-Rezeptoren
zu einer drastischen Reduzierung der Expression des NK-Zellmarkers CD56 im
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Vergleich zu untransfizierten sowie mit Leervektor transfizierten Zellen.
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Abb.3-26: CD38- und  CD56-Expression  nach  dreiwdchiger  Kultivierung  unter
NK-Zelldifferenzierungsbedingungen. K: unbehandelte Zellen. Leervektor: die Zellen wurden mit dem
PCL6 Leervektor infiziert. 2DL2: die Zellen wurden mit einem KIR2DL2 cDNA {iiberexprimierenden
Vektor infiziert. 2DL4: die Zellen wurden mit einem KIR2DL4 c¢cDNA iiberexprimierenden Vektor
infiziert. A: Grafische Darstellung der CD38- und CD56-Expression der differenzierenden Zellen. B:
Durchflusszytometrische Plots der CD38-Expression. C: Durchflusszytometrische Plots der
CD56-Expression.

Der Verlauf der CD56-Expression wéhrend der NK-Zelldifferenzierung ist in Abb.3-
27A gezeigt. Bei den Ansitzen PCL6, 2DL2 und 2DL4 bezichen sich die
Prozentzahlen auf GFP*-Zellen. Die CD56-Expression in den Kontrollzellen und den
mit Leervektor infizierten Zellen weist keine gro3en Unterschiede auf. Ab der zweiten

Woche war die CD56-Expression deutlich angestiegen, und erreichte in der vierten
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Woche die Sittigung, wihrend in der dritten Woche war die CD56-Expression der mit
Leervektor infizierten Zellen nur gering niedriger als die von Kontrollzellen. Dagegen
war die CD56-Expression von den mit KIR2DL2- und
KIR2DL4-Uberexpressionsvektor infizierten Zellen viel schwicher als die der
Ansitze mit Kontroll- und Leervektor. Am Ende der vierten Woche waren tiber 80%
der Zellen von Kontrolle und Leervektor CD56-positiv, wiahrend der Anteil von
CD56" Zellen in den 2DL2- und 2DL4-Ansitzen nur bei 10% lag. Ab der vierten
Woche sind die Daten allerdings nicht mehr reprdsentativ, da der Anteil der

transfizierten Zellen von den KIR-Uberexpressionsansitzen zu niedrig war.
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Abb.3- 27: Frequenz von CD56" und GFP*-Zellen im Verlauf der NK-Zelldifferenzierung. A:
CD56-Expression der Zellen im Lauf der NK-Zelldifferenzierung, bei PCL6, 2DL2 und 2DL4 beziecht
sich die Prozentzahl auf GFP"-Zellen, bei K auf alle Zellen. B: Prozentzahl der GFP* Zellen im Lauf
der NK-Zellentwicklung. K: unbehandelte Zellen; PCL6: Zellen, die mit dem Leervektor PCL6
infiziert wurden; 2DL2: Zellen, die mit dem KIRZDLZ—Uberexpressionsvektor infiziert wurden; 2DL4:

Zellen die mit dem KIR2DL4-Uberexpressionvektor infiziert wurden.

Nach drei Wochen in Kultur kam es zu einer starken Reduktion von GFP-positiven
Zellen in den KIR2DL2- und KIR2DLA4-iiberexprimierten Ansdtzen (Abb.3- 27B).
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Dagegen blieb die Menge der GFP™ Zellen in den mit Leervektor infizierten Kulturen
relativ konstant. Am Ende der vierten Woche war der Anteil der transfizierten Zellen
in den 2DL2- und 2DL4-Uberexpressions-Kulturen nur noch bei 5% und sank im
weiteren Verlauf der Generierung bis auf 2% ab. Im Gegensatz dazu stieg die
Frequenz der CD56" NK-Zellen in beiden Ansidtzen stark an, was auf eine
Verdrangung der transfizierten Zellen durch sich entwickelnde NK-Zellen spricht, die
sich entweder aus untransfizierten Vorldufern entwickelt haben oder das vorhandene

Insert nicht mehr exprimieren.
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Abb.3- 28: NKG2A- und KIR-Expression der generierten Zellen in der vierten Woche der
NK-Zellentwicklung. A: Dot-Plots der NKG2A-Expression. B: Dot-Plots der KIRs-Expression. C:
Grafische Darstellung der NKG2A-Expression. D: Grafische Darstellung der KIRs-Expression.
KIR-Mix bezieht sich auf eine Mischung von KIR-Rezeptoren-Antikdrpern: 2DL2/3, 2DL1, 2DL4,
3DL1. K: Kontrolle, unifizierte Zellen. PCL6: mit Leervektor infizierte Zellen. 2DL2: mit
KIR2DL2-Uberexpressionsvektor infizierte Zellen. 2DL4: mit KIR2DL4-Uberexpressionsvektor
infizierte Zellen.
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In der Kontrollkultur wurden erfolgreich NKG2A " und KIR" Zellen differenziert, und
bei den mit dem Leervektor infizierten Zellen waren auch NKG2A" bzw. KIR" Zellen
in der Kultur zu finden, allerdings in wesentlich verringerter Frequenz. Der Anteil der
NKG2A"-Zellen in der Kontrolle betrug 10,1%, wihrend dieser von den mit
Leervektor infizierten Zellen nur 1,3% aller GFP"-Zellen war. Die KIR-Expression
der Kontrolle und mit Leervektor infizierten Zellen wiesen dagegen keinen
Unterschied auf (Abb.3- 28C und D).

Die mit dem KIR2DL4-Uberexpressionsvektor infizierten Zellen exprimierten bis
zum Ende der NK-Zelldifferenzierung weder NKG2A noch KIRs auf ihrer Oberfliche.
Die mit dem KIR2DL2-Uberexpressionvektor infizierten Zellen exprimierten kein
NKG2A, und mit Ausnahme von KIR2DL2/3 waren sie bis zum Ende der
NK-Zelldifferenzierung, fiir keine KIR-Rezeptoren positiv (Abb.3- 28 A und B).

Eine Population von Zellen, die GFP-positiv, aber KIR-negativ waren, fand sich in
der KIR2DL2-Uberexpressionskultur (Abb.3- 28B). Sie verloren wihrend der
Kultivierung die Expression des cDNA-Inserts, womit sie trotz der Uberexpression
von KIR2DL2 KIR-negativ waren. Nach vier Wochen exprimierten noch ein paar
Zellen GFP, es wies jedoch keine von ihnen noch KIR2DL?2 auf ihrer Oberfliche auf.
In einer vergleichbaren Kultur, z. B. in der mit KIR2DL2 infizierten Kultur, lieBen
sich die NKG2A- sowie die KIR-Expression der infizierten und uninfizierten Zellen
voneinander unterscheiden. Die uninfizierten Zellen exprimierten ohne
Auffilligkeiten NKG2A und KIRs wie die Kontroll- und die mit Leervektor
infizierten Zellen, wihrend die mit KIR2DL4 infizierten Zellen keine NKG2A- oder
KIR-positiven Zellen aufwiesen. NKG2A war auch nicht in den mit KIR2DL2
infizierten Zellen detektierbar, KIR-positive Zellen hingegen schon. Dies ldsst sich
mit die Uberexpression von KIR2DL2 erkliren, da die Intensitit der KIR-Expression
abhingig von der GFP-Intensitdt war. Das heif3t, die KIR-Expression entstammte dem
ektopisch exprimierten KIR2DL2 und nicht dem endogenen K/R2DL2-Gen.

Die Ergebnisse aus den Experimenten haben gezeigt, dass die Uberexpression von
KIR2DL2 oder KIR2DL4 zu einer starken Reduktion von CD56" NK-Zellen fiihrt. Im

Gegensatz dazu konnten die Auswirkungen der Uberexpression von KIR2DL2 bzw.
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KIR2DL4 auf die NK-Zell-Differenzierung nicht zuverldssig beurteilt werden, da
bereits die mit dem Leervektor infizierten Kontrollzellen eine Reduktion der
NKG2A-Expression zeigten. Dies deutet darauf hin, dass die Prozedur der lentiviralen
Transduktion unabhéngig von dem eingebrachten Insert (KIR) die Entwicklung von

reifen NK-Zellen stark inhibierte.
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3.4 NK-Zellgenerierung auf murinen Sternzellen der Leber

Wegen ihrer physiologischen Ahnlichkeit mit Stromazellen konnten die Sternzellen
der Leber eine gute Quelle fiir Feeder-Zellen der NK-Zellgenerierung sein. Um dies
festzustellen wurden eine NK-Zellgenerierung mit CB-CD34"™-HSCs auf solchen
Sternzellen durchgefiihrt. Parallel dazu wurde eine Kultur mit MSC-Feeder-Zellen als

Kontrolle angesetzt.

A ks
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Abb.3- 29: Mikroskopische Aufnahme der Sternzellen in Kultur. A: Sternzellen der Leber in Kultur. B:
Kokultur von Sternzellen und differenzierenden Zellen, zwei Wochen nach Starten einer

NK-Zelldifferenzierung.

Nach der Ausplattierung von CD34"-HSCs war der Verlauf der Kokultur problemlos
wie bei allen in dieser Arbeit beschriebenen NK-Zellgenerierungskulturen; die
morphologische Verdnderung der Sternzellen war hingegen sehr auffillig. Vor der
Ausplattierung von CD34"-HSCs hatten die Sternzellen das Aussehen von Neuronen
(Abb.3- 29A), nach der Ausplattierung verloren die Sternzellen schnell ihre sog.
,Sternform* und wandelten sich zu Zellen, die eine groBe Ahnlichkeit mit

MSC-Zellen aufwiesen (Abb.3- 29B).

250

CD56

Abb.3- 30: CD56-Expression von NK-Zellen in der dritten Woche der NK-Zelldifferenzierung. A:

Leber-Sternzellen als Feeder. B: MSC als Feeder.
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Unter dem Mikroskop sahen die beiden NK-Zellgenerierungskulturen sehr dhnlich
aus, und die Zellproliferation beider Kulturen zeigte kaum Unterschiede. Allerdings
variierte CD56-Expression der differenzierenden Zellen von beiden Kulturen. Nach
drei Wochen waren nur 18,6% der auf Leber Sternzellen differenzierenden Zellen
CD56-positiv, wihrend 72,1% der auf MSC differenzierenden Zellen CD56 auf ihrer
Oberflache exprimierten (Abb.3- 30). Nach vier Wochen waren fast alle Zellen auf
MSC-Feedern CDS56-positiv. Trotz eines Anstiegs der CD56°-Zellen auf den
Leber-Sternzellen von 18,6% auf 71,4% war ihr Anteil stets niedriger als bei den
Zellen, die auf MSCs gewachsen waren. Die CD56-Expression der auf Sternzellen
differenzierenden Zellen, entsprach ungefdhr derjenigen bei den auf MSC
differenzierten Zellen eine Woche davor.

Nach vier Wochen hatten sich viele Zellen schon zu reifen NK-Zellen entwickelt.
Abb.3- 31 zeigt die Expression von NK-Markern der NK-Zellen, die auf Leber
Sternzellen differenziert wurden. 24,5% der CD56"-Zellen trugen NKG2A auf ihrer
Oberfliche, wihrend 10,8% bzw. 0,43% der CD56"-Zellen KIR2DL3 bzw. KIR2DL1
exprimierten. Die Prozentzahl von CD16- und CD56-doppelt positiven Zellen betrug
3,4%. Dies zeigt, dass auf Leber-Sternzellen der Ratte CD34"-HSCs zu NK-Zellen

generiert werden konnen.

3,40%

PE NKG2A
APC 2DL1
FITC CD16

: : e ed
10 10 10° F w

1 2 1 10 1 10 "
PE-Dazzle CD56 PE-Dazzle CDS6 PE-Dazzle CD56 PE-Dazzle CD56

Abb.3- 31: Expression von NK-Zellmarkern der auf Leber-Sternzellen generierten Zellen, nach vier
wochiger Kokultivierung. NKG2A, KIR2DL3, KIR2DL1 und CD16 gegen CD56 wurden in den
FACS-Plots aufgetragen. Die Prozentzahl bezieht sich auf CD56"-NK-Zellen.

Im Vergleich zu den auf MSC differenzierten NK-Zellen war auf Sternzellen eine
nicht signifikant erhohte Frequenz von NKG2A® NK-Zellen zu finden. Die

KIR2DL3-Expression von beiden Gruppen der NK-Zellen war ungeféhr gleich stark;
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ihr Wert lag bei 10% der CD56'-Zellen. KIR2DL1 war in beiden Gruppen von

NK-Zellen nur schwach exprimiert. Auf Sternzellen wurden weniger CDI6,

CD56-doppelt positive Zellen generiert als auf den MSC-Zellen (Abb.3- 32).
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Abb.3- 32: NKG2A-, KIR2DL3, KIR2DL1- und CD16-Expression der NK-Zellen am Ende der

NK-Zellentwicklung, die auf Sternzellen und MSC-Feeder-Zellen generiert wurden (n=2).

Die NK-Zelldifferenzierung aus CD34" HSCs auf Leber-Sternzellen konnte in einem

zweiten Versuch reproduziert werden.

Somit konnte gezeigt werden, dass

Leber-Sternzellen der Ratte fiir die NK-Zellentwicklung aus HSCs in vitro als

Feeder-Zellen geeignet sind.

106




Ergebnisse

3.5 NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen

Um den Prozess der NK-Zellentwicklung besser zu verstehen, sollte ein in vitro
NK-Zelldifferenzierungsmodell etabliert werden, das auch frithe Stadien der
NK-Zellentwicklung aus embryonalen Stammzellen (ES) einschlieft. Da die
iPS-Zellen fast die gleichen Eigenschaften wie die ES-Zellen besitzen und aufgrund
ihrer Herkunft aus somatischen Zellen weniger moralische Probleme aufwerfen als die
ES-Zellen, wurden sie als Ausgangsmaterial fiir die NK-Zellentwicklung verwendet

(modifiziert nach Watarai et al., 2010 Knorr ef al., 2013).

3.5.1 OP9 dienen als Feeder-Zellen fiir die Differenzierung der CD34"-Zellen
aus iPS-Zellen

In einem ersten Schritt wurden die iPS-Zellen zu CD34" HSCs differenziert und
anschlieBend unter Bedingungen, welche die NK-Zelldifferenzierung fordern, weiter
kultiviert. In unseren bisherigen Studien hat sich gezeigt, dass ELO8 die beste
Feeder-Zelllinie fur die NK-Zelldifferenzierung aus CD34°-HSCs. Allerdings bleibt
die Frage, welche Zelllinie die passende Feeder-Zelle fir die Entstehung von HSCs
aus iPS-Zellen ist. Um diese Frage zu beantworten, wurden fiinf murine Zelllinien
AFT, EL08, OP9, OP9-Delta und UG als Feeder-Zellen fiir die

CD34"-HSCs-Differenzierung eingesetzt.

1.5
1
0.5
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AFT ELO8 OP9 OP9-Delta UG

%Suspensionszellen

Abb.3- 33: Entstehung von CD34"-Zellen aus iPS-Zellen auf fiinf murinen Feeder-Zelllinien. Die
Grafik zeigt den Anteil der entstandenen CD34+-Zellmenge an den Suspensionszellen in Prozent nach

ca. 10 Tagen in der Differenzierungskultur.
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Eine Woche bis zehn Tage spater wurden Zellen aus der Kokultur abgenommen, und
durchflusszytometrisch analysiert. In den Kokulturen, in denen die ELO8- und
UG-Zellen als Feeder-Zellen eingesetzt wurden, waren keine Zellen CD34-positiv. Im
Gegensatz zur NK-Zelldifferenzierung aus CD34"-HSCs boten die EL08-Zellen eine
schlechte Unterstiitzung fiir die Differenzierung von CD34"-Zellen aus iPS-Zellen.
Die UG-Zellen waren auch fiir den Support der CD34'-Zellentwicklung aus
1PS-Zellen in vitro nicht geeignet.

In den Kulturen, in denen die AFT-, OP9- und OP9-Delta-Zellen als Feeder-Zellen
verwendet wurden, konnten CD34'-Zellen erfolgreich generiert werden. Auf
AFT-Feeder-Zellen waren knapp 1,5% der Suspensionszellen CD34-positiv, wahrend
der Anteil von CD34"-Zellen auf OP9 ca. 2,7% betrug. OP9-Delta-Zellen erreichten
mit iber 3,5% die hochste Rate an generierten CD34"-Zellen von allen Feeder-Zellen.
OP9-Delta bot somit die beste Unterstiitzung fiir die CD34"-Zellgenerierung, wihrend
gar keine CD34"-Zellen auf EL08 und UG generiert wurden, die Werte von AFT und
OP9 lagen dazwischen. Da OP9- und OP9-Delta die NK-Zellentwicklung besser als
AFT unterstiitzen, und auf ihnen mehr CD34'-Zellen generiert werden konnen,
wurden die beiden Zelllinien fiir weitere Differenzierungsexperimente von

CD34"-Zellen zu NK-Zellen herangezogen.

3.5.2 NK-Zellgenerierung aus iPS-basierenden CD34"-Zellen

Eine Woche vor dem Experiment wurden undifferenzierte iPS-Zellen passagiert und
auf Matrigel ausplattiert (Abb.3- 34A). Nach der Entstehung von iPS-Zellkolonien auf
der Kulturplatte wurden die iPS-Zellen fiir die NK-Zelldifferenzierung eingesetzt.
Frische, undifferenzierte iPS-Zellen wurden passagiert, in CD34-Generierungsmedium
aufgenommen und anschlieBend auf OP9- und OP9-Delta-Feeder-Zellen ausplattiert.
Rund eine Woche nach der Ausplattierung differenzierten sich die iPS-Zellen zu sog.
EBs (embryo bodies, Abb.3- 34B) aus. Im weiteren Verlauf der Differenzierung 16sten

sich die adhdrenten Zellen vom Boden der Kulturplatte ab, sie vereinzelten sich und
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wurden zu freischwimmenden Suspensionszellen. Dies ist auch der Zeitpunkt, an dem
sich die iPS-Zellen in die Richtung HSCs ausdifferenzieren. Wegen der geringen
Menge der Suspensionszellen und des Abtauchens der Suspensionszellen unter die
Feeder-Zellen waren die entstandenen Suspensionszellen unter dem Mikroskop kaum
zu sehen. Durchflusszytometrisch war eine CD34"-Zellpopulation allerdings deutlich
zu erkennen (Abb.3- 34C, Quanten-D4). Eine CD43-positive Zellpopulation war auch
zu erkennen. CD43 wird hauptsdchlich auf T-, B-Zellen, Monozyten und Granulozyten
exprimiert (Rosenstein et al., 1991) und wird deshalb als Marker verwendet, um Zellen

der hamatopoetischen Linie zu identifizieren.

C Aw 5

CDh43

Abb.3- 34: Mikroskopische Aufnahmen und durchflusszytometrische Analyse der ge.ﬁiultur wihrend
der CD34"-Zellentwicklung aus iPS-Zellen. A: Undifferenzierte iPS-Zellen, kultiviert auf Matrigel. B:
Eine Woche nach der Kokultivierung in CD34-Generierungsmedium auf OP9-Feeder-Zellen, zu diesem
Zeitpunkt entstand der sog. Embryonale Kdper (embryo bodies EBs). C: CD34- und CD43-Expression

der sich in der Kokultur differenzierenden Zellen.

Fiir die weitere Differenzierung zur NK-Zelle wurden die CD34"-Zellen mit Hilfe
einer durchflusszytometrischen Zellsortierung aus der Kokultur aussortiert. Die
sortierten Zellen wurden in das NK-Zellgenerierungsmedium aufgenommen und auf
neuen OP9- bzw. OP9-Delta-Feeder-Zellen ausplattiert. Nun begann die
NK-Zelldifferenzierung aus CD34"-Zellen. Mit der Steigerung der Zellzahl der
Suspensionszellen waren diese nun auch unter dem Mikroskop sichtbar. Die Zellen
wurden gegen Oberflachenmarker gefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Nach einer einwdchigen Kultivierung waren noch CD34"-Zellen in der Kultur zu sehen
(Abb.3- 35A), wihrend sich nach zwei Wochen die CD34"-Zellen in der Kultur kaum

mehr detektieren lieBen. Nach einer Woche exprimierte ungefahr die Hélfte der Zellen
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den Oberflichenmarker CD38, nach zwei Wochen waren fast alle Zellen CD38", was
darauf hinweist, dass die Zellen sich in die Richtung von Lymphozyten differenzieren,
da CD38 hauptsdchlich wihrend der Lymphozyten-Differenzierung exprimiert wird
(Jackson et al., 1990; Nakagawara et al., 1995). Nach einer Woche exprimierten die
Zellen, die CD56-positiv waren, diesen Marker nur schwach. Nach zwei Wochen
wurde die CD56-Expression in den Zellen stirker, die CD56-positive Zellpopulation
wurde eine sogenannte CD56"€"_Population (Abb.3- 35).
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Abb.3- 35: CD34-, CD38- und CD56-Expression wahrend der ersten und zweiten Wochen der
NK-Zellentwicklung aus CD34" Zellen. A: Nach einer Woche in NK-Gen-Medium. B: Nach zwei
Wochen in NK-Gen-Medium.

Ab der dritten Woche der NK-Zellentwicklung waren die meisten Zellen fiir CD56
positiv. 78% der Zellen in Kultur trugen CD56 auf ihrer Oberfldche, wobei fast keine
Zellen mehr CD34-positiv waren (Abb.3- 36A). Die CD56"-Zellen begannen auch
NKG2A zu exprimieren, dies zeigt, dass die Zellen noch einen weiteren Schritt zur
reifen NK-Zelle gemacht hatten (Abb.3- 36B).
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Abb.3- 36: NK-Oberflaichenmarker-Expression (CD56, CD34, NKG2A und KIRs) auf den Zellen in
der dritten und vierten Woche der NK-Zellentwicklung. KIR-Mix war eine Antikérpermischung,
besteht aus KIR2DL1, KIR2DL2/3, KIR3DLI1. A und B: Woche 3. C und D: Woche 4.

Nach vier Wochen stieg die Anzahl der NKG2A-positiven Zellen weiter an. 27% der

110




Ergebnisse

CD56-positiven Zellen hatten NKG2A auf ihrer Oberfliche exprimiert. Gleichzeitig
begannen die Zellen auch KIR-Rezeptoren zu exprimieren. Am Ende der vierten
Woche waren ca. 3% der CD56-positiven Zellen KIR-positiv (Abb.3- 36C, D).

Nach der langen in vitro Differenzierung von iPS-Zellen zunichst zu CD34"-Zellen
und dann zu KIR-exprimierenden NK-Zellen verlangsamte sich die Proliferation der
Zellen, und diese begannen auch zu sterben. Generell brauchten die Zellen ca. acht
Wochen, um sich unter Kulturbedingungen von iPS-Zellen zu NK-Zellen
auszudifferenzieren.

Nicht jede Differenzierungskultur fithrte am Ende zur erfolgreichen Generierung von
NK-Zellen. In den Experimenten waren auch viele weitere Typen von Zellen
entstanden, z.B. Kardiomyozyten, Adipozyten und undefinierbare Zellen (Abb.3- 37).
Unter dem Mikroskop konnte die Herzmuskulatur deutlich erkannt werden, und die
entstandenen Kardiomyozyten iibten sogar ihre Kontraktionsfunktion gut aus.
Daneben waren in vielen Kulturen am Ende der Generierung nur Adipozyten zu

finden.

Abb.3- 37: Mikroskopische Aufnahme der generierten Zellen am Ende der NK-Zelldifferenzierung aus
iPS-Zellen. A: Erfolgreiche Differenzierung zur NK-Zelle nach acht Wochen: in der Kultur waren
NK-Zellen entstanden. B: Differenzierungskultur nach acht Wochen: In der Kultur fanden sich keine
Suspensionszellen, also auch keine NK-Zellen. Adipozyten waren hingegen zu finden. C: Entstandener
Zellhaufen von Kardiomyozyten in der Differenzierungskultur. D: Undefinierbare adhdrente

Zellkolonie in der Differenzierungskultur.
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Die aus iPS-Zellen entwickelten NK-Zellen wurden auch in funktionalen Assays
eingesetzt. Diese Assays wurden am Ende der achten Woche der Generierung
durchgefiihrt. Da erreichte die Differenzierungskultur die hochste Rate an
KIR-positiven Zellen. Danach zeigten die Zellen nur noch eine geringe Tendenz, sich
weiter zu differenzieren oder zu proliferieren.

Nach der Kokultivierung mit HLA-I-defekten K562-Target-Zellen wiesen 40% bzw.
30% (10:1- und 1:1-Ansatz) der generierten NK-Zellen CD107 auf ihrer Oberflidche
auf. Abziiglich der 20% der negativen Kontrolle blieben noch 20% bzw. 10% der
generierten NK-Zellen fiir CD107 positiv (Abb.3- 38A).
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Abb.3- 38: Funktionelle Assays von den aus iPS-Zellen generierten NK-Zellen. A: CD107-Assay. B:
CFSE-Assay, Killing der Target-Zellen.

Die Ergebnisse der CFSE-Assays zeigen, dass 47% der K562-Target-Zellen nach der
Kokultivierung von differenzierten NK-Zellen abgetotet wurden (Abb.3- 38B). Diese
Ergebnisse zeigen, dass sich mit diesem Protokoll aus iPS-Zellen reife und

funktionale NK-Zellen differenzieren lassen.

3.5.3 MSQC, eine effiziente Feeder-Zelllinie fiir die Induktion von KIR aus iPS

Als Feeder-Zellen konnen die MSC-Zellen die NK-Zellentwicklung aus HSCs
grundsitzlich gut unterstiitzen. Zudem wurden auf MSC-Feeder-Zellen mehr
KIR-positive NK-Zellen generiert als auf murinen EL08-Feeder-Zellen (s. Abschnitt

3.1.1). AuBlerdem waren die ELO8-Zellen nicht in der Lage, den Prozess der

112




Ergebnisse

NK-Zellentwicklung aus iPS-Zellen vom Anfang bis zum Ende hindurch zu
unterstiitzen, da auf ihnen keine CD34" HSCs generiert werden konnen (s. Abschnitt
3.5.1). Hier stellt sich die Frage, ob die MSC-Zellen den
NK-Zelldifferenzierungsprozess aus iPS-Zellen ebenso gut unterstiitzen konnen, wie
die NK-Zelldifferenzierung aus hdmatopoetischen Stammzellen. Zur Beantwortung
dieser Frage wurden MSC-Zellen als Feeder-Zellen fiir die Differenzierung von
iPS-Zellen zu NK-Zellen -eingesetzt. Parallel dazu wurde eine Kultur mit
OP9-Feeder-Zellen als Kontrolle durchgefiihrt.

Die meisten Abschnitte der NK-Zellentwicklung aus iPS-Zellen verliefen auf MSCs
wie auf den OP9-Zellen (s. Abschnitt 3.5.1 und Abschnitt 3.5.2). Ein bis zwei Wochen
nach der Ausplattierung von iPS-Zellen waren CD34" HSCs in den Kulturen
nachweisbar. Danach wurden sie durchflusszytometrisch angereichert und in
NK-Zellgenerierungsmedium weiter zu NK-Zellen generiert. Sie exprimierten
nacheinander CD38, CD56, NKG2A und KIR-Rezeptoren. Bis zur sechsten Woche der
NK-Zellgenerierung erreichten die Zellen die hochste Rate der KIR-Expression. Hier
zeigten sich die auffilligsten Ergebnisse: auf den MSC-Zellen waren viel mehr

KIR-positive NK-Zellen generiert worden als auf den OP9-Zellen.

A A MSC B OoP9

=p1 : E 0
oA 1.0% | on% 3.4%

KIR-Mix

CD56

Abb.3- 39: KIR-Expression von den aus iPS-Zellen differenzierten NK-Zellen am Ende der
NK-Zelldifferenzierung. KIR-Mix war eine Antikorpermischung, bestehend aus KIR2DLI,
KIR2DL2/3, KIR3DLI1. A: In dieser Kultur wurden MSC-Zellen als Feeder-Zellen verwendet. B: In

dieser Kultur wurden OP9-Zellen als Feeder-Zellen verwendet.

Abb.3- 39 zeigt die KIR-Expression der differenzierten NK-Zellen. Plot A zeigt die

Prozentzahl der KIR"-Zellen, die auf MSC-Zellen generiert wurden, 21% aller Zellen,
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bzw. 21,65% der CD56" Zellen, waren KIR-positiv. Im Vergleich dazu war die
Prozentzahl der KIR" Zellen, die auf OP9-Zellen generiert wurden, viel niedriger, sie
betrug nur 3,4% aller Zellen bzw. 3,48% der CD56'-Zellen. Die Anwendung von
MSC-Zellen als Feeder-Zellen fiihrte somit zu einer starken Erhohung der
KIR-Expression auf neu generierten NK-Zellen. Die Proliferationsrate der

differenzierenden Zellen auf OP9 sowie MSC war hingegen vergleichbar.

3.5.4 NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen, die aus himatopoetischen

Vorliuferzellen des Nabelschnurbluts generiert wurden

In Abschnitt 3.5.2 wurde schon erwihnt, dass sich nicht alle iPS-Zellen unter den
Kulturbedingungen zu CD34"-HSCs bzw. NK-Zellen entwickeln konnten. Dies wirft
die Frage auf, wie die Effizienz der NK-Zellgenerierung erhoht werden kann. Es gibt
Hinweise in der Literatur, dass iPS-Zellen effektiver in das Gewebe ausdifferenzieren
konnen aus dem sie urspriinglich generiert wurden (Ohi et al., 2011; Barrero et al.,
2011). Dieses sogenannte epigenetische Gedéachtnis konnte mit einer nicht
vollstindigen Entfernung gewebespezifischer epigenetischer Modifikationen wie
DNA-Methylierung und Histonmodifikationen wéhrend des
Reprogrammierungsprozesses zusammenhingen. Um herauszufinden, ob iPS-Zellen
mit himatopoetischer Herkunft eine effektivere Differenzierung in NK-Zellen als z.B.
iPS aus Fibroblasten ermoglichen, wurden CD34"-HSC aus Nabelschnurblut isoliert
und zu 1PS-Zellen reprogrammiert (als 1PS-CB  kenngezeichnet; die
Reprogrammierung wurde von der Gruppe von Prof. Briistle, Rheinische
Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn, durchgefiihrt). Da unsere bisherigen Versuche
gezeigt hatten, dass MSC die NK-Zelldifferenzierung gut unterstiitzen und sich lange
in der Generierungskultur halten konnen, wurden sie hier als Feeder-Zellen
verwendet. Fiir die folgenden Experimente wurden zwei verschiedene iPS-Zellen
verwendet, die aus CD34"-HSCs des humanen Nabelschnurbluts gewonnen wurden

sowie eine Kontroll-iPS, die aus humanen Fibroblasten generiert worden war.
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Nach der Passage der iPS-Zellen wurden die Zellen zu vielen kleinen Zellclustern
geteilt. Diese Zellkolonien waren mit bloBem Auge sichtbar. Dies ermoglichte die
Verteilung von einzelnen Kolonien auf die Feeder-Zellen, d.h. jedem Well einer mit
Feeder-Zellen beschichteten Kulturplatte wurde nur eine iPS-Zellkolonie zugeteilt.
Die Entwicklung der iPS-Zellkolonie wurde in zweitdgigem Rhythmus mit dem
Mikroskop verfolgt.

Ungefdhr nach vier bis zehn Tagen wandelten sich manche adhdrenten Zellkolonien
zu Suspensionszellen um, und unter dem Mikroskop war dieser Anstieg deutlich zu
erkennen. Dann wurde vorsichtig eine Probe aus den Kulturen fiir die
Durchflusszytometrie abgenommen, ohne die Feeder-Zellschicht zu schadigen. Wenn
die Durchflusszytometrie CD34"-Zellen aufwies, wurde eine Kolonie gezihlt, die sich
in himatopoetischer Richtung entwickelte. Auf diese Weise wurde die Anzahl der sich
zu CD34"-Zellen entwickelnden Kolonien, die aus den drei iPS-Zelllinien entstanden

waren, festgestellt.

A A iPS-CB29 iPS-CB31 iPS-Fib

p1 EH =p1 D2 1 D2
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iPS-CB29 iPS-CB31 iPS-Fib

Abb.3- 40: Grafische Darstellung der CD34*-Zellentwicklung aus drei unterschiedlichen iPS-Zelllinien.
Davon stammen 2 von aus Nabelschnurblut isoliert CD34" reprogrammierten iPS-Zellen, die andere von
Fibroblasten. A: CD34-Farbung in der durchflusszytometrischen Analyse. B: Effizienz der Umwandlung

von iPS-Zellen zu CD34"-Zellen aus den drei iPS-Linien nach einer Woche in Kokultur.

Die Plots in Abb.3- 40 zeigt die CD34-Expression der differenzierenden Zellen. Aus
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allen drei iPS-Linien konnten erfolgreich CD34" Zellen generiert werden, aber die
Effizienz variierte. Bei den iPS-CB31-Zellen waren 7,7% der differenzierenden Zellen
nach einer einwdchigen Kultivierung fiir CD34 positiv, gefolgt von iPS-CB29 mit 4,2%.
Am niedrigsten waren mit nur 1,2% die iPS-Fib (Abb.3- 40A).

Wie bereits erwihnt, wurde die Anzahl der Kolonien gezihlt, deren Zellen erfolgreich
zu CD34"-Zellen ausdifferenzierten, um die Effizienz der Umwandlung von iPS- zu
CD34"-Zellen festzustellen. Die Effizienz wurde aus dem Quotienten der Anzahl der
CD34"-Kolonien geteilt durch die Anzahl der ausplattierten Kolonien berechnet. Die
Ergebnisse spiegeln die Erkenntnisse aus den durchflusszytometrischen Analysen
wieder. Die iPS-CB31-Zellen waren die effektivste Zellquelle, aus der sich
CD34"-Zellen entwickelten. Ungefihr 42% aller ausplattierten Kolonien hatten spiter
CD34"-Zellen entwickelt, wihrend dieser Anteil bei den iPS-CB29-Zellen 37% betrug
und damit nur geringfiigig geringer war als bei den iPS-CB31-Zellen. Im Vergleich zu
den iPS-CB-Linien war die Effizienz von iPS-Fib deutlich niedriger: In weniger als 10%
aller ausplattierten iPS-Fib-Kolonien waren CD34"-Zellen detektiert werden (Abb.3-

40B).

A iPS-CB29 iPS-CB31 iPS-Fib
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Abb.3- 41: CD56- und CDI16-Expression der differenzierenden Zellen in der vierten Woche der

NK-Zellentwicklung aus drei Linien von iPS-Zellen.

Trotz des Unterschiedes in der CD34"-Zellentwicklung war die Differenzierung von
iPS- zu NK-Zellen erfolgreich, unabhidngig davon, aus welchen iPS-Zellen die
CD34"-Zellen stammten. Sobald gesunde CD34"-Zellen in den Kulturen generiert
worden waren, entwickelten sie sich im NK-Zellgenerierungsmedium zu NK-Zellen.

In der vierten Woche der NK-Zelldifferenzierung lieBen sich bei allen Kulturen
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CD56"-Zellen detektieren, wobei zu diesem Zeitpunkt auch CD16"'CD56™-Zellen zu
finden waren. Die CD16-positiven Zellen ohne CD56 Expression wurden spiter zu
myeloiden Zellen. CD56 und CDI16-doppeltpositive Zellen konnten in diesem
Stadium nicht nachgewiesen werden. Die Prozentzahl der CD56"-Zellen aus drei

iPS-Linien entsprach ungefihr der Prozentzahl von CD34"-Zellen zwei Wochen davor

(Abb.3- 41).
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Abb.3- 42: CD56-, NKG2A-, und KIRs-Expression von den aus iPS-CBs und iPS-Fib entstandenen
NK-Zellen am Ende (in der achten Woche) der NK-Zelldifferenzierung. A: CD56- und
NKG2A-Expression. B: CD56- und KIRs-Expression. KIRs bestand aus KIR2DL1, KIR2DL2/3, und
KIR3DLI.

Die differenzierenden Zellen brauchten danach noch zwei Wochen, um sich weiter zu
entwickeln, bis sie die NKG2A- bzw. KIR-Rezeptoren exprimierten. Im Gegensatz
zur CD34- und CD56-Expression waren die aus iPS-Fib differenzierten NK-Zellen
bei der NKG2A- und KIR-Expression denen aus CB voraus. 24,4% bzw. 7.2% der aus
iPS-Fib entwickelten Zellen waren fiir NKG2A und KIRs positiv, wihrend die
Prozentzahlen bei den aus iPS-CB29 und iPS-CB31 entwickelten Zellen 5,2% und 3,6%
bzw. 2,8% und 3,4% betrugen. Zu diesem Zeitpunkt waren fast alle Zellen in den
Kulturen fiir CD56 positiv, unabhidngig davon, aus welcher iPS-Linie sie sich zu

NK-Zellen entwickelt hatten (Abb.3- 42).
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Abb.3- 43: Zellproliferation in den NK-Zelldifferenzierungskulturen aus drei iPS-Zelllinien im Lauf der
Zeit.

Abb.3- 43 zeigt eine vergleichbare Proliferation der Zellen im Lauf der
Differenzierung an. Alle Zellen aus den drei iPS-Linien begannen ab der zweiten
Woche, rasch zu proliferieren. Zwischen der dritten und fiinften Woche befanden sich
die Zellen aus allen drei Linien in einem logarithmischen Wachstum. Danach
verlangsamte sich das Wachstum der Zellen, und nach sieben bis acht Wochen sank
die Proliferationsrate der Zellen ab.

Die aus iPS-CB31 differenzierten Zellen proliferierten am besten, bei iPS-CB29 und
iPS-Fib war das Wachstum etwas schwiécher. Insgesamt weisen die
NK-Zelldifferenzierungen aus den drei iPS-Linien aber keine groen Unterschiede in

der Zellzahl auf.

3.5.5 NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen direkt in NK-Gen-Medium

Bislang waren alle beschriebenen NK-Zelldifferenzierungen aus iPS-Zellen mit einem
Zwischenschritt, der CD34"-Zellsortierung, durchgefiihrt worden. Die iPS-Zellen
wurden zuerst in  CD34-Gen-Medium aufgenommen, zu CD34"-Zellen
ausdifferenziert und durchflusszytometrisch angereichert. Anschlieend wurden sie
im NK-Gen-Medium zu NK-Zellen entwickelt. Normalerweise differenzierten sich
die Zellen in Kultur mit unterschiedlicher Geschwindigkeit aus. Dadurch entsteht ein

groBer Verlust von Zellen beim Schritt der CD34"-Zellsortierung, da viele Zellen zur
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Zeit der Sortierung noch nicht oder schon nicht mehr CD34 exprimierten und somit in
die negative Fraktion einsortiert wurden, obwohl viele davon im Grund féhig wéren,
sich zu NK-Zellen auszudifferenzieren. In einem Experiment wurden nach der
CD34"-Zellgenerierung die sich in Suspension befindenden CD34-negativen Zellen in
sortiert und in eine NK-Zelldifferenzierungskultur eingesetzt. Die Differenzierung
war erfolgreich. Am Ende der Differenzierung waren in den Kulturen CD56"-Zellen,
die NKG2A- bzw. KIR-Rezeptoren auf ihrer Oberfliche exprimierten, nachweisbar.
Aus diesem Grund kam es zur Uberlegung, eine NK-Zelldifferenzierungskultur
anzusetzen, in der die undifferenzierten 1PS-Zellen direkt in NK-Gen-Mediuml
aufgenommen wurden. Die Differenzierung wurde mittels Durchflusszytometrie
verfolgt. Sobald CD56" Zellen in der Kultur zu detektieren waren, wurde das Medium

zu NK-Gen-Medium2 gewechselt.
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Abb.3- 44: Zahl der lebendigen Suspensionszellen pro Well im Lauf der NK-Zelldifferenzierung aus
iPS-Zellen (Mittelwerte aus allen drei iPS-Zelllinien).

Die lebendigen Suspensionszellen in Kultur wurden nach der Ausplattierung von
1PS-Zellen wochentlich gezéhlt. Die Grafik in Abb.3- 44 zeigt den kinetischen Verlauf
der Zellzahl wihrend der NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen. In den ersten vier
Wochen lag die Zellzahl in einem konstant niedrigen Bereich, ab der flinften Woche
kam es dann zu einer starken Steigerung. Eine Phase von logarithmischem Wachstum
lieB sich zwischen der vierten und der siebten Wochen beobachten, danach
verlangsamte sich die Proliferation der differenzierenden Zellen.

In den ersten zwei Wochen waren kaum hématopoetische bzw. lymphatische
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Oberflaichenmarker auf den differenzierenden Zellen zu finden. CD31, CD34, CD38,
CD41, CD43 und CD45R wurden mittels Durchflusszytometrie iiberpriift; keiner von
ithnen wurde von den differenzierenden Zellen exprimiert. Unter dem Mikroskop
waren kaum Suspensionszellen zu erkennen, dafiir wurden aus adhdrenten
iPS-Zellkolonien entstandene kugelformige adhdrente Zellhaufen zu beobachten
(vergl. Abb.3- 34B).

Ab der dritten Woche fingen die Zellen an, CD34 zu exprimieren. Eine CD34"
Zellpopulation konnte durchflusszytometrisch identifiziert werden. Knapp 30% der
Zellen waren Lin-positiv (Abb.3- 45B). Das war auch ein Zeichen dafiir, dass die
Zellen sich aus iPS in Richtung Hémozyten differenzierten. Die CD38- und
CD56-Expression war zu diesem Zeitpunkt auf den differenzierenden Zellen sehr

niedrig (Abb.3- 45A).
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Abb.3- 45: Oberflichenmarker der differenzierenden Zellen in der dritten Woche der
NK-Zellgenerierung aus iPS-Zellen. A: Expression von CD34, CD38 und CD56. B: Expression
Lin-Cocktail

Unter dem Mikroskop waren am Ende der vierten Woche Suspensionszellen in der
Kultur  sichtbar. Eine  deutliche = CD38"-Zellpopulation  konnte  in
durchflusszytometrischen Analysen nachgewiesen werden, wihrend die Zahl der
CD34"-Zellen etwas geringer wurde. Die CD56-Expression war, wie in der Woche
zuvor, kaum zu sehen. CD16-positive/CD56-negative Zellen machten 22,8% der
differenzierenden Zellen aus (Abb.3- 46A).

Zwischen der vierten und fiinften Woche war die entscheidende Phase der

NK-Zellentstehung, da in diesem Zeitraum die Zellen anfingen, CD56 zu exprimieren.
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CD34

Bereits am Ende der fiinften Woche trugen 16% der CD56" Zellen schon NKG2A auf
ihrer Oberfliche, wobei der Anteil der CD56"-Zellen aller differenzierenden Zellen
fast 30% betrug (Abb.3- 46B). Ab diesem Zeitpunkt konnten die CD56"-Zellen als

unreife NK-Zellen bezeichnet werden.
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Abb.3- 46: Oberflichenmarker der differenzierenden Zellen in der vierten und finften Woche der
NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen. A: Woche 4. B: Woche 5.

Die Vermehrung der Zellen zwischen der fiinften und der siebten Woche wurde
mikroskopisch kontrolliert. Die Zellen befanden sich in einer rasch wachsenden Phase,
in der auch die Zahl von CD56"-Zellen schnell zunahm. Bis zu siebten Woche waren
fast alle Zellen CD56-positiv. Davon waren ca. 8.6% der Zellen auch fiir
CD16-positiv, wobei CD16-positive, aber CD56-negative Zellen nicht mehr in den
Kulturen zu finden waren. 5.47% der CD56"-Zellen wiesen NKG2A auf ihrer
Oberflache auf, wihrend knapp 4% der CD56"-Zellen KIR2DL3 exprimierten. Im
Vergleich zu der letzten Woche fiel die Prozentzahl von NKG2A*CD56"-Zellen ab,
gleichzeitig fingen die Zellen an, KIR-Rezeptoren zu exprimieren. Wie bei den oben
beschriebenen NK-Zelldifferenzierungen wurde KIR2DL3 als erster KIR-Rezeptor
auf den Zellen exprimiert. Am Ende der Generierung waren auch andere
KIR-Rezeptoren nachweisbar, allerdings war ihre Expression sehr beschrinkt. Bis
zum Ende der Generierung lieBen sich in den Kulturen keine CD3'-Zellen
nachweisen (Abb.3- 47).

Dieser Verlauf der NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen ohne CD34"-Zellsortierung
konnte erfolgreich reproduziert werden. Die generierten NK-Zellen wiesen CD56,

CD16, NKG2A und KIR-Rezeptoren auf ihrer Oberfliche auf. Eine interessante
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Beobachtung der Differenzierungskulturen war, dass in mehreren Kulturen sich
kontrahierende Kadiomyozyten (Abb.3- 37C) gleichzeitig mit NK-Progenitor bzw.

NK-Zellen zu finden waren.
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Abb.3- 47: Oberflaichenmarker der differenzierenden Zellen in der Endphase (Woche 5) der
NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen.

Die in Kultur entstandenen NK-Zellen wurden nach dem Erscheinen von
KIR-Rezeptoren in funktionelle Assays eingesetzt, in denen die Zytotoxizitit gegen

HLA-I-defekte K562-Zellen nachgewiesen werden konnte (Abb.3- 48).
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Abb.3- 48: Funktionale Assays der aus iPS-Zellen (iPS-Fib, iPS-CB29 und iPS-CB31) differenzierten
NK-Zellen am Ende der NK-Zelldifferenzierung. A: CD107-Assay. B: CFSE-Assay, Messung nach
toten Target-Zellen. HLA-I-defekte K562 wurde als Target-Zellen verwendet.
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4 Diskussion

4.1 Neue humane in vitro Modelle fiir die NK-Zellentwicklung

Seit langerem ist bekannt, dass CD56 'CD3-NK-Zellen aus CB CD34"-HSCs auf
einigen murinen Feeder-Zelllinien unter Kultur-Bedingungen in vifro generiert
werden konnen (Miller et al., 1999; Nakajima et al., 2002;). In einer Studie von 2008
wurde auch bereits episodisch beschrieben, dass man NK-Zellen auf humanen MSC
generieren kann, die Effizienz der NK-Zellgenerierung war aber sehr gering und die
Studie enthélt keine Informationen iiber die Expression von NK-Zellrezeptoren wie
NKps, KIR, oder NKG2-Rezeptoren (Frias et al., 2008). Weiterhin konnte vom
Kaufman Labor (Minneapolis, USA) gezeigt werden, dass embryonale Stammzellen
(ES-Zellen) sowie induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) auf murinen
Feeder-Zelllinien (Woll et al., 2005 und 2009; Knorr et al., 2013) oder auch ohne
Feeder-Zellen zu CD56'CD3" NK-Zellen differenzieren kénnen (Ng et al., 2008).
Nicht zuletzt auch aufgrund ihres grof8en Potentials als Antitumor-Therapeutikum ist
es deshalb von groflem Interesse herauszufinden, von welchen Faktoren die in vitro
Differenzierung von Stammzellen und das Repertoire der daraus gebildeten reifen
NK-Zellen abhidngt. Hierzu wurde ein in unserem Labor vor kurzem entwickeltes
Zellkultur-Verfahren eingesetzt und weiter optimiert, bei dem MSC des
Knochenmarks als humane Stammzellnische verwendet werden und alle eingesetzten
Materialen humanen Ursprungs und mit klinischen Anwendungen kompatibel sind

(Dissertation Brands 2014).

4.1.1 Ein vollstindig humanes System fiir die NK-Zelldifferenzierung aus

himatopoetischen Vorliuferzellen

In der vorliegenden Arbeit wurden erfolgreich reife NK-Zellen aus CD34°-HSCs auf
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humanen Feeder-Zellen (MSC-Zelllinien) unter Kulturbedingungen generiert, welche
den charakteristischen Phinotyp CD3'CD56 NKG2A'KIR" zeigten. Die generierten
reifen NK-Zellen waren funktional, d.h. sie waren in der Lage, HLA-Klasse-I-defekte
Tumor-Zelllinien wie z.B. K562 zu erkennen und effektiv abzutéten. Alle hier in dem
Verfahren verwendeten Materialen waren humanen Ursprungs und fiir klinische
Anwendungen getestet. Solche Vorteile weisen die NK-Zellen, die auf murinen
Feeder-Zellen generiert wurden, nicht auf. Im Gegensatz zu den bisher verwendeten
transformierten murinen Zelllinien handelt es sich bei den MSC um primére, nicht
entartete Zellen. Dariiber hinaus, war die KIR-Expression der auf MSC generierten
NK-Zellen deutlich hoher als die derjenigen Zellen, die auf murinen Feeder-Zellen
generiert wurden. Dies konnte ebenfalls unter immuntherapeutischen Gesichtspunkten
einen methodischen Vorteil darstellen, da NK-Zellen mit verschiedenen
KIR-Rezeptoren generiert werden, die eine spezifischere Erkennung von Zielzellen
im Kontext bestimmter Krankheiten ermdglichen konnen. In allen bisher bekannten
Methoden zur Generierung von NK-Zellen aus hdmatopoetischen Progenitorzellen
entstehen groftenteils unreife NK-Zellen, die lediglich den NKG2A-Rezeptor
exprimieren, welcher eine weniger spezifische Erkennung von HLA-Klasse erlaubt
(Miller et al., 2001). Unter dem NK-Differenzierungsmodel der vorliegenden Arbeit
wurden weder CD3-positiven T- noch CD56CD3-deppelpositiven NK-/ike T-Zellen
generiert.

Im Vergleich zu den murinen Feeder-Zellen ist das NK-Zelldifferenzierungssystem
auf MSCs sehr robust und reproduzierbar. Dies konnte damit zusammenhéngen, dass
die MSC-Zellen wihrend der ganzen NK-Zelldifferenzierung aus HSCs stabil am
Boden der Kulturplatte bleiben und somit den differenzierenden Zellen
kontinuierliche Unterstiitzung anbieten kdnnen. Die murinen Feeder-Zellen sind
hingegen schon nach zwei Wochen der Generierungskultur groBtenteils tot oder gar
nicht mehr vorhanden. Die kiirzere Verweildauer der murinen Feeder-Zelllinien in
Kultur ergibt sich wahrscheinlich durch eine effektive xenogene Erkennung durch die
entstchenden humanen NK-Zellen. Auflerdem miissen vor dem Start einer

NK-Zelldifferenzierung aus HSCs die MSC-Feeder-Zellen im Gegensatz zu murinen
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Feeder-Zellen, bei denen es sich um transformierte Zelllinien handelt, nicht bestrahlt
werden. Nachdem sich die MSC-Zellen abgesetzt haben, kann die
NK-Zelldifferenzierung aus HSCs direkt nach der CD34"-HSC-Anreicherung starten,
da das NK-Generierungsmedium das Wachstum der MSC-Zellen nicht fordert, aber
sie auch nicht abtdtet. Die MSC-Zellen bleiben in diesem Medium in einem ruhigen
Zustand ohne Proliferation, ein Uberwachsen der Kultur durch MSC ist hier nicht zu
befiirchten.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass MSC-Zellen die
NK-Zelldifferenzierung aus HSCs in vitro unterstiitzen konnen, aber die Proliferation
von reifen NK-Zellen verhindern. Dies bestdtigt die in der Literatur beschriebenen
Ergebnisse, dass die MSC-Zellen die Proliferation der mit IL-2 aktivierten NK-Zellen
verhindern konnen (Tse ef al., 2003; Spaggiari et al., 2006; Spaggiari et al., 2008).
MSC-Zellen sind nur immunsuppressiv, wenn sie durch IFN-y stimuliert werden,
dieses wiederum wird von CD56'-NK-Zellen, nicht aber von hdmatopoetischen
Vorlauferzellen produziert (Ryan et al., 2007; Pradier et al., 2011;). Das erklart auch,
warum die MSC-Zellen trotz ihres inhibitorischen Effektes fiir die Unterstiitzung der
NK-Zellentwicklung aus CD34"-HSCs gut geeignet sind.

Im Gegensatz zu MSC sind z.B. Fibroblasten nicht in der Lage die
NK-Zelldifferenzierung aus HSCs zu unterstiitzen. So entstanden auf Fibroblasten
lediglich CD38"-Vorlduferzellen und keine Zellen mit NK-Zellmarkern wie CD56.
Interessanterweise konnen wiederum auf Fibroblasten KIR™ zu KIR'™-NK-Zellen
ausdifferenziert werden, wobei es sich hier um einen sehr spidten Schritt der
NK-Zelldifferenzierung handelt. Die Griinde fiir dieses unterschiedliche Verhalten auf
MSC- bzw. Fibroblasten-Zellen sind darin zu sehen, dass die MSC-Zellen eine
Stroma-Zelllinie und Teil der Knochenmarknische sind, welche in der frithen Phase
der NK-Zellentwicklung bendtigt wird (Frenette et al., 2013). Durch Expression
bestimmter Rezeptoren sind MSC in der Lage den HSCs Differenzierungsstimuli
anzubieten und das fiir die NK-Zellentwicklung essentielle IRF-1 zu produzieren
(Ogasawara et al, 1998). Weitere wichtige Kandidaten fiir diese friilhen

Differenzierungssignale, deren Rolle in zukiinftigen Studien untersucht werden
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sollten, sind z.B. Rezeptoren der Notch-Familie wie DLL1, DLL4, und Jagged. Im
Gegensatz dazu konnen diese frithen Differenzierungssignale durch Fibroblasten
aufgrund ihres Phéinotyps nicht vermittelt werden. Insgesamt bedeutet dies
wahrscheinlich, dass die Zell-Zell-Kontakte und IRF-1 in der Phase, in der sich die
HSCs zur NK-Zell-Linie determinieren, essenziell sind, danach aber fiir die spite
funktionale Reifung der NK-Zellen keine Rolle mehr spielen. Dies ist auch
kompatibel mit den Ergebnissen der NK-Zelldifferenzierung auf murinen
Stromazellen wo sich zeigte, dass der Zell-Zellkontakt in den ersten 7 Tagen
ausreichend ist um eine Determinierung in die NK-Zelllinie zu erreichen (Dissertation
Brands 2014 und eigene Daten). Obwohl nach zwei Wochen NK-Zelldifferenzierung
in der Kultur kaum noch murine Feeder-Zellen vorhanden waren, reichten die in der
frithen Phase vermittelten Signale bereits aus damit sich die HSC auch ohne
Feeder-Zellen zu CD56"'NKG2A"- bzw. KIR"-NK-Zellen entwickeln konnen. Die
Zellkontakte und IRF-1 sind daher fiir die Determinierung der NK-Zellen wichtig,
nicht aber fiir die funktionale Reifung der NK-Zellen.

Wegen der angesprochenen Eigenschaften von Knochenmark-Stroma-Zellen kénnen
MSC-Zellen die NK-Zelldifferenzierung aus HSCs in friihen Phasen gut unterstiitzen,
wiéhrend sie in der spdten Phase die NK-Zell-Reifung verzogern, wodurch die
Differenzierung etwas ldnger dauert als bei murinen Feeder-Zellen. Erst wenn die
MSC-Zellen von ausreifenden NK-Zellen abgetotet worden sind, kommt es zu einer
effektiven Proliferation des reifen NK-Zellpools. Bevor die MSC-Zellen durch die
entstandenen NK-Zellen abgetdtet werden, haben die differenzierenden Zellen
groBBere Chancen, mit Feeder-Zellen bzw. ihren HLA-I-Molekiilen zu interagieren als
wihrend der Differenzierung auf murinen Stroma-Zellen. Dieser Effekt konnte dazu
beitragen, dass entsprechend mehr KIR-positive NK-Zellen generiert werden, wie die
Ergebnisse der Experimente, die im Abschnitt 3.1.1 erwéhnt wurden, zeigen.
Insgesamt bestétigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass mesenchymale
Stammzellen eine geeignete humane Feeder-Zellen-Quelle fiir Unterstiitzung der
NK-Zellentwicklung in vitro aus CD34" hiamatopoetischen Stammzellen darstellen.

Da die in der vorliegenden Arbeit verwendeten MSC-Zelllinien alle unter
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GMP-Bedingungen kultiviert wurden, sind die Experimente auch fiir klinische
Forschungen sowie fiir die Zelltherapie von Bedeutung. Dies bietet die Moglichkeit,

die in vitro generierten NK-Zellen in Patienten als Immuntherapeutikum einzusetzen.

4.1.2 MSC prisentieren HLA-Klasse-I-Antigene wihrend der

NK-Zelldifferenzierung

Da die verwendeten MSC-Linien alle klassischen HLA-Klasse-I-Molekiile auf der
Zelloberflache exprimierten, konnte in dieser Arbeit erstmals der Einfluss des
HLA-Klasse-I-Polymorphismus auf die Expression der HLA-Klasse-I-spezifischen
KIR-Rezeptoren in vitro untersucht werden. Bisherige Versuche, zu diesem Zweck
humane MHC-Klasse-I-Gene auf murinen Feeder-Zellen zu exprimieren, waren
bisher wenig erfolgreich. Unsere eigenen Untersuchungen sowie die Erfahrungen in
anderen Laboren (personliche Auskunft von Jeff Miller, University of Minnesota)
zeigten, dass die mit einem HLA-I-Uberexpressionsvektor infizierten Zellen die
eingebrachten Konstrukte im Laufe der mehrwochigen Kultivierung groBtenteils
verlieren, d, h. es ist keine kontinuierliche Exposition mit HLA-I-Molekiilen
gewihrleistet. Dies konnte damit zusammenhédngen, dass es sich bei den etablierten
murinen Feeder-Zelllinien fiir die NK-Zellgenerierung um Stromazellen aus der
embryonalen (ELOS8) oder fetalen (AFT024) Leber handelt. Fiir diese Leberzelltypen
ist bekannt, dass sie keine oder nur eine sehr schwache endogene Expression von
MHC-Klasse-1 aufweisen, d.h. eine ektopische Expression von HLA-Klasse-I konnte
in AFT024- und ELO8-Zelllinien durch endogene Mechanismen gezielt
herunterreguliert worden sein.

Zweitens sind die murinen Feeder-Zellen, wie oben bereits erwihnt, nicht in der Lage,
sich bis zur Phase der KIR-Expression in der Kokultur zu halten; sie verschwinden
innerhalb von zwei Wochen aus der NK-Zellgenerierung. Dadurch kdnnen sie die
Aufgabe, den NK-Zellen die relevanten KIR-Liganden zu dem Zeitpunkt zu

prasentieren, wenn die NK-Zellen beginnen die KIR-Rezeptoren zu exprimieren,
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nicht erfullen.

4.1.3 MSC unterstiitzen auch die NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen

Das Kaufman-Labor konnte bereits zeigen, dass funktionale NK-Zellen in einem in
vitro System in Anwesenheit von verschiedenen Zytokinen auf murinen
Stroma-Zelllinien, z.B. AFT aus ES-Zellen (Woll et al., 2005; Woll et al., 2009) bzw.
iPS-Zellen (Knorr et al., 2013) generiert werden kdnnen. In der vorliegenden Arbeit
wurde die NK-Zellentwicklung aus iPS-Zellen in vitro in einem vollstindigen humanen
System durchgefiihrt. Die Anwendung humaner, von der hiesigen Kinderklinik (Prof.
R. Meisel) unter GMP-Bedingungen hergestellter MSC-Zellen als Feeder-Zellen
ermoglichte die Generierung von NK-Zellen unter Bedingungen, die grundsétzlich
einen Einsatz als zelluldres Therapeutikum mdglich machen.

Der Einsatz der MSC-Zellen als  Feeder-Zellen  ermdglichte  die
NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen ohne Zwischenschritt, d. h. ohne vorherige
durchflusszytometrische Anreicherung der entstandenen CD34"-Zellen. Dieses
System hat einige Vorteile im Vergleich zu den beschriebenen Methoden, die den
Zwischenschritt der Sortierung von CD34"-HSCs einschlieBen. Zunichst werden die
differenzierenden Zellen weniger belastet, da sie nicht den Stress der Zellsortierung
tiberstehen miissen. Der Verzicht auf die CD34"-Anreicherung hat den weiteren Vorteil,
dass in dem ganzen Differenzierungsprozess keine Zellen verlorengehen, die das
Potential haben, NK-Zellen zu werden. Da die Zellen mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit in den Kulturen differenzierten, gingen Zellen, die zum Zeitpunkt der
CD34"-Anreicherung kein CD34 auf ihrer Oberfliche exprimierten, aber das Potential,
NK-Zellen zu werden, hatten, durch Anreicherung verloren. Dadurch kénnen aus der
gleichen Menge von Ausgangszellen, mehr NK-Zellen aus iPS- oder hES-Zellen
gewonnen werden. Weiterhin konnte die Zeitspanne der Differenzierung so wesentlich
verkiirzt werden, im Vergleich zu den NK-Zelldifferenzierungen mit angereicherten

CD34"-Zellen. Deshalb kann die direkte NK-Zellentwicklung aus iPS-Zellen ohne
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Zwischenschritt nicht nur die Generierungszeit verkiirzen, sondern auch die Effizienz

des Experiments erhdhen.

4.1.4 Gedachtnis der iPS-Zellen und mogliche klinische Anwendung

Durch Reprogrammierung konnen ausdifferenzierte somatische Zellen wieder zu
pluripotenten = Stammzellen werden. Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass
reprogrammierte Zellen ihre Herkunft nicht ,,vergessen* und iPS-Zellen somit iiber
ein ,,Gedéchtnis* verfiigen. Die reprogrammierten Zellen haben zwar das Potential,
sich zu allen Typen von Zellen zu differenzieren, bevorzugen jedoch jene Zellarten,
die sie urspriinglich einmal waren (Ohi ef al., 2011; Barrero et al., 2011). Das sog.
,Gedéchtnis® der iPS-Zellen lieB sich auch in den Experimenten der vorliegenden
Arbeit  beobachten. Die iPS-Zellen, die urspriinglich CD34°-HSCs aus
Nabelschnurblut waren, wurden viel effizienter zu CD34"-Zellen ausdifferenziert, als
iPS-Zellen, die urspriinglich Fibroblasten-Zellen waren. Solche Eigenschaften knnen
fiir die Generierungen bestimmter Arten von Zellen im Rahmen der klinischen
Zelltherapie ausgenutzt werden. Handelt es sich hingegen um eine allogene
Zelltherapie, sollte die gleiche Art von Zellen als Ausgansmaterial fiir die
Reprogrammierung verwendet werden, da aus den entsprechenden iPS-Zellen die
gewiinschten Zellen mit hoherer Effizienz generiert werden kdnnen.

Interessanterweise kam es im Verlauf der NK-Zelldifferenzierung aus iPS-Zellen
mehrere Male vor, dass in NK-Zelldifferenzierungskulturen aus iPS-Zellen
Kardiomyozyten generiert wurden. Ein Grund dafiir konnte sein, dass sich sowohl die
NK-Zellen als auch die Kardiomyozyten aus dem Mesoderm entwickeln (Campbell et
al., 2003). Dies kann das Phidnomen jedoch nicht hinreichend erkliren. T-Zellen bzw.
NK-/ike T-Zellen sind noch enger mit NK-Zellen verwandt als Kardiomyozyten,
wurden allerdings nicht in den Differenzierungskulturen aus iPS-Zellen generiert.
Warum sich Kardiomyozyten so leicht unter NK-Zelldifferenzierungsbedingungen aus

iPS-Zellen generieren lassen, ist bislang noch ungeklart.
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4.2 Die Entstechung des KIR-Repertoires wihrend der

NK-Zellentwicklung ist unabhangig vom HLA-Klasse-I-Typ

Fiir die funktionale Maturierung von NK-Zellen spielen HLA-Klasse-I-Molekiile eine
wichtige Rolle. Thre Interaktion mit KIR-Rezeptoren sowie mit NKG2-Rezeptoren
sind fiir die funktionale Reifung sowie die Toleranz gegeniiber korpereigenen Zellen
und Geweben verantwortlich. Ein bestimmter KIR-Rezeptor bindet seinen
entsprechenden HLA-Klasse-I-Liganden mit einer hoheren Affinitét als andere KIRs.
Die Frequenz und Stirke der KIR-Expression in reifen NK-Zellen gesunder
Probanden zeigt eine Abhidngigkeit von der Anwesenheit der entsprechenden
HLA-Klasse-I-Liganden (Yawata et al., 2006, Schonberg et al., 2011a; und Sleiman et
al., 2014). Interessanterweise ist auch die Infektion mit dem weitverbreiteten
Cytomegalovirus des Menschen (HCMV) mit einer erhohten Frequenz von
NK-Zellen korreliert die einen inhibitorischen KIR fiir eigenes HLA-Klasse-I
exprimieren. Die biologische Relevanz dieser Adaption des NK-Zellrepertoires im
Falle von HCMV-Infektionen ist noch unklar (Orr ef al., 2010; Beziat et al., 2013).
Eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit war, ob die beobachtete Anpassung des
NK-Zellrepertoires schon wihrend der NK-Zelldifferenzierung stattfindet oder ob die
Expression in dieser Phase stochastisch erfolgt und erst spéter, nach Kontakt mit
Pathogenen und/oder immunogenen Substanzen, erfolgt.

Um diese Frage moglichst genau untersuchen zu kdnnen, wurden hédmatopoetische
Stammzellen nur aus solchen Nabelschnurblutproben sowie Knochenmarkproben
verwendet, die einen KIR-Genotyp der Gruppe 4 aufwiesen (Uhrberg 1997). Hierbei
handelt es sich um den hiufigsten und gleichzeitig auch einfachsten K/R-Genotyp mit
lediglich sechs exprimierten KIR. Alle 6 KIR koénnen mit spezifischen Antikdrpern
voneinander unterschieden werden, so dass durchflusszytometrisch eine eindeutige
Identifikation des jeweiligen KIR auf der Oberfliche einer NK-Zelle mdglich ist, und
zwar auch dann, wenn andere KIR auf der gleichen Zelle koexprimiert werden. Dies

ist bei Genotypen in denen ein Haplotyp der Gruppe B involviert ist (entweder
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heterozygot als AB- oder homozygot als BB-Genotyp) nur selten moglich, da diese
sehr variabel sind und meist iiber eine groBere Zahl von stimulatorischen KIR
verfiigen, die sich serologisch nicht von den inhibitorischen KIR unterscheiden lassen.
Bei Spendern mit einer genetischen 44-Konfiguration konnte somit in dieser Arbeit
die Expression der entsprechenden HLA-C-spezifischen Rezeptoren KIR2DL3,
KIR2DL1 sowie HLA-Bw4-spezifischen KIR3DL1 eindeutig analysiert werden.

Um den sich in vitro zu NK-Zellen entwickelnden hdmatopoetischen Vorlduferzellen
HLA-Klasse-I-Molekiile prédsentieren zu konnen, wurden wie bereits erwéhnt,
humane MSC-Zelllinien, als Korrelat einer Stammzellnische, mit unterschiedlichen

HLA-I-Typen verwendet.

4.2.1 Die Entwicklung von NK-Zellen aus HSC des Nabelschnurbluts zeigt

keine Korrelation der KIR-Expression mit dem HLA-Klasse-I-Typ

Die Experimente dieser Arbeit zeigen sehr deutlich, dass in der frithen Entwicklung
von NK-Zellen die KIR-Expression unabhéngig vom vorhandenen HLA-Klasse-I-Typ
ist. Die erste Serie von Experimenten wurde mit CD34"-HSC aus Nabelschnurblut als
Startmaterial ~ durchgefiihrt. Diese in  vitro NK-Zelldifferenzierung aus
hidmatopoetischen Vorlduferzellen wurde insgesamt mit sieben AA-Haplotyp
Nabelschnurbluten auf insgesamt sieben (zwei HLA-C1/C1-, zwei HLAC1/C2- und
drei HLA-C2/C2-MSC; bzw. zwei HLA-Bw6/Bw6-, zwei HLA-Bw4/Bw6 und drei
HLA-Bw4/Bw4-MSC) Feeder-Zelllinien durchgefiihrt. Die Ergebnisse aus allen
NK-Zelldifferenzierungen stimmten tiiberein. Die KIR-Expression begann in der
dritten Woche der NK-Zelldifferenzierung aus hdmatopoetischen Vorlduferzellen.
Unabhingig von vorhandenen HLA-Klasse-I-Typen sowie den Nabelschnurbluten
selbst, war KIR2DL3 immer als erster KIR-Rezeptor auf der Oberfliche der
differenzierenden Zellen nachzuweisen, dariiber hinaus war KIR2DL3 auch immer
der KIR-Rezeptor, der am stirksten exprimiert wurde. Die andere KIR-Rezeptoren,

KIR2DL1, KIR3DL1 usw. wurden spiter und schwicher als KIR2DL3 exprimiert.
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Dieses Phanomen war bei jeder NK-Zelldifferenzierung auf jeder MSC-Zelllinie ohne
Ausnahme zu sehen. So war KIR2DL3 in allen Differenzierungskulturen fiinf- bis
zehnfach stérker exprimiert als KIR2DL1, unabhidngig von der An- oder Abwesenheit
des KIR2DL1-Liganden HLA-C2. Die KIR3DL1-Expression zeigte ebenfalls keine
Korrelation mit der Anwesenheit des Liganden, HLA-Bw4. Diese Ergebnisse waren
konstant bei jeder NK-Zelldifferenzierung zu sehen und lieBen sich reproduzieren.
Diese Ergebnisse sind somit kompatibel mit ex vivo Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe, dass die KIR-Expression von NK-Zellen die aus Neugeborenen
stammen, unabhingig vom HLA-Klasse-I-Typ der MSC-Feeder-Zellen ist. Dariiber
hinaus zeigt sich, dass der Cl-spezifische KIR2DL3 der erste und am stidrksten auf

der Oberfldche der NK-Zellen exprimierte KIR-Rezeptor ist.

4.2.2 Die Entwicklung von NK-Zellen aus HSC des adulten Knochenmarks
zeigt ebenfalls keine Korrelation der KIR-Expression mit dem

HLA-Klasse-I-Typ

Da die CD34" HSC aus Neugeborenen stammten, war unklar, ob sie sich wihrend des
NK-Zelldifferenzierungsprozesses genauso verhielten wie adulte CD34" HSC. Um
dies zu untersuchen, wurden CD34"-HSCs aus Knochenmark von gesunden adulten
Spendern, die den KIR-Genotyp A4 aufweisen, isoliert und auf MSC-Linien mit
unterschiedlichen HLA-C- und HLA-B-Typen ausplattiert und zu NK-Zellen generiert.
CD34"-HSC wurden aus insgesamt drei Knochenmark-Proben mit dem
AA-KIR-Genotyp isoliert und anschlielend auf je einer HLA-Bw6/C1 bzw. -Bw4/C2
MSC-Feeder-Zelllinie ausplattiert und zu NK-Zellen ausdifferenziert. Wiederum
konnte keine Anpassung der KIR-Expression an HLA-Klasse-I festgestellt werden.
Die Ergebnisse dieser Differenzierungen sind bei den drei Knochenmarkproben
reproduzierbar und zeigen, dass sowohl aus neonatalen als auch adulten
hdmatopoetischen Vorldufer-Zellen des Nabelschnurbluts bzw. des Knochenmarks
NK-Zellen entstanden, deren KIR-Repertoire nicht von der Anwesenheit der
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entsprechenden HLA-Klasse-I-kodierten Liganden beeinflusst wurde.

4.2.3 MSC-Umplattierungsexperimente und der Einsatz von KIR-negativen
NK-Zellen bestiitigt die Abwesenheit eines direkten Einflusses des

HLA-Klasse-I-Typs auf die KIR-Expression wihrend der Differenzierung

Da die ersten KIR" NK-Zellen wihrend der NK-Zelldifferenzierung nach ca. drei
Wochen zu sehen waren, bestand die Mdglichkeit, dass die Feeder-Zellen zum
Zeitpunkt der KIR-Induktion nicht mehr vital genug waren, um die notwendigen
Signale an die himatopoetischen Vorlduferzellen so geben und evt. dann auch eine zu
niedrige HLA-Klasse-I-Expression aufwiesen. Es musste daher tiberpriift werden, ob
die Abwesenheit eines Einflusses von HLA-Klasse-I auf die NK-Zellgenerierung evt.
auf die zu spéteren Zeitpunkten der Kultur fehlende Vitalitidt der MSC zuriickzufiihren
ist. Zu diesem Zweck wurden die NK-Zellvorldufer zu dem entsprechenden Zeitpunkt,
an dem die Zellen normalerweise beginnen KIR-Rezeptoren zu exprimieren auf
frische MSC umplattiert, so dass sichergestellt war, dass im kritischen Moment der
KIR-Entstehung die differenzierenden Zellen mit HLA-Klasse-I in Kontakt kommen
konnen. Die Ergebnisse zeigten, dass wihrend der NK-Zellentwicklung aus
hdmatopoetischen Stammzellen auch nach Umplattierung auf frische MSC keine
Anpassung der KIR-Expression an den vorhandenen HLA-Klasse-I-Typ erfolgte.
SchlieBlich wurde auch noch getestet, ob KIR-negative NK-Zellen, die bereits
Oberflaichenmarker reifer NK-Zellen besalen durch die Anwesenheit der
polymorphen HLA-I-Molekiile beeinflusst werden. In diesem Experiment wurden
daher KIR-negative NK-Zellen ex vivo aus A4-Genotyp Nabelschnurbluten isoliert
und auf frischen MSC-Linien (HLA-C1/C1, -C2/C2) in Anwesenheit der
KIR-induzierenden Zytokine IL-2 und IL-15 kultiviert. Dieses Experiment sparte also
alle fritheren Schritte der NK-Zelldifferenzierung aus, wodurch der Einfluss von
Kulturbedingungen so gut wie moglich ausgeschlossen wurde. Nichtsdestotrotz liel3
sich auch hier kein Einfluss der HLA-I-Molekiile auf die KIR-Expression feststellen.
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4.2.4 Der HLA-Klasse-1I ,.,knockdown* in MSC hat keine Auswirkung auf die

KIR-Expression wihrend der NK-Zelldifferenzierung in vitro

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die Herunterregulation von
HLA-Klasse-I einen Einfluss auf die NK-Zellentwicklung aus HSCs hat. Falls sich
die KIR-Expression wihrend der NK-Zelldifferenzierung an HLA-Klasse-I anpasst,
wiirde die Herunterregulation von HLA-Klasse-I-Molekiilen die Entstehung des
KIR-Repertoires beeinflussen. Die Experimente zeigen wiederum eindeutig, dass ein
effektiver HLA-Klasse-1 ,Knockdown‘ in den MSC-Feeder-Zellen keinen Einfluss auf
die Stirke der KIR-Expression hat, noch auf die Art der entstandenen KIRs.
KIR2DL3 wurde, abgesehen von KIR2DL4, welches nicht auf der Oberfliche der
NK-Zellen exprimiert wird (Goodridge et al., 2003; Kikuchi-Maki et al., 2003;
Rajagopalan et al., 2006), konsistent am frithsten und am stérksten exprimiert,
wiéhrend die Expression der iibrigen KIRs wie z.B. des C2-spezifischen KIR2DL1

spater erfolgte.

Insgesamt zeigten somit alle Versuchsansitze konsistent, dass das entstehende
KIR-Repertoire wihrend der NK-Zelldifferenzierung nicht vom HLA-I-Typ abhéngig
ist, sondern in einer genetisch festgelegten Reihenfolge exprimiert wird, bei der der
Cl-spezifische KIR2DL3 als erster KIR-Rezeptor auf die Oberfliche der
entstehenden NK-Zellen kommt, unabhidngig davon ob die interagierenden Zellen C1
oder C2-kodierende HLA-Klasse-I-Molekiile exprimieren. Die in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse sind konsistent mit der friiheren Beobachtung unserer Gruppe,
dass neonatale NK-Zellen aus Nabelschnurblut im Gegensatz zu adulten NK-Zellen
keine Adaption an den jeweiligen HLA-Klasse-I Typ zeigen (Schonberg et al., 2011b).
Basierend auf diesen in vivo Ergebnissen zusammen mit den in vitro Daten erscheint
es sehr wahrscheinlich, dass sich bis zur Geburt das NK-Zellrepertoire unabhingig
vom vorhandenen HLA-Klasse-I-Typ entwickelt. An der postnatalen Adaption des
NK-Zellrepertoires an HLA-Klasse-I konnten somit mehrere Faktoren beteiligt sein,

so z. B. das Zusammentreffen und Erkennen von Pathogenen, wie z.B. dem
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HCMV-Virus. Im Lauf der HCMV-Infektion kommt es zu einer deutlichen Expansion
von NK-Zellen, die einen KIR fiir eigenes HLA-Klasse-I auf der Oberfldche tragen.
Solche Prozesse lassen sich als eine Selektion von funktionalen und selbst
schiitzenden NK-Zellen ansehen. Durch innere und duflere Faktoren erfolgt eine
Selektion, und nur die NK-Zellen, die aufgrund ihrer Spezifitit bestimmte Aufgaben
erfiillen konnen, werden klonotypisch expandiert. Diese Adaption an HLA-Klasse-I
lasst sich dementsprechend vor allem in adulten Individuen nachweisen und basiert
wahrscheinlich auf der permanenten Exposition mit einer Vielzahl von Pathogenen,
die zu einer selektiven Expansion von NK-Zellklonen fithren, die KIR fiir eigene
HLA-Klasse-I-Molekiile exprimieren. Die Persistenz dieser NK-Zellklone wird
wahrscheinlich dadurch begiinstigt, dass die Interaktion der inhibitorischen KIR mit
ithren spezifischen HLA-Klasse-I-Liganden antiapoptotische Signale vermittelt, die
das selektive Uberleben dieser Klone ermdglichen (Ghio ef al., 2009; Saunders et al.,

2015).
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4.3 Welche Rolle spielt die sequentielle Expression von

NK-Zellrezeptoren fiir die NK-Zellentwicklung

Alle natiirlichen Prozesse haben eine eigene Ordnung und Reihenfolge, jeder Schritt
sollte weder zu friih noch zu spét erfolgen. Eine Verdnderung der Reihenfolge der
Prozessschritte konnte zu dramatischen Abweichung oder der Unterbrechung eines
Prozesses fithren. Dies konnte auch fiir die NK-Zellentwicklung gelten. Wie in der
Literatur beschrieben, gehort die Entstehung der KIR-Rezeptoren zur Endphase der
NK-Zelldifferenzierung aus HSCs (Freud et al., 2006). Vor der KIR-Induktion steht
als wichtiger Schritt die CDS56-Expression. CD56 ist ein charakteristischer
Oberflichenmarker fiir NK-Zellen (Rees et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit
wurden diese Reihenfolge durch Uberexpression von KIRs in CD34*-HSCs veriindert.
Die ektopische Expression von KIR2DL2 oder KIR2DL4 in den HSCs hatte eine
starke Reduktion der CD56-Expression zur Folge (s. Abschnitt 3.3.2). Die meisten
Zellen, die die exogene cDNA von KIR2DL2 bzw. KIR2DL4 iiberexprimierten,
hatten es nicht geschafft, innerhalb der ersten vier Wochen der
NK-Zelldifferenzierung CD56 auf ihrer Oberfldche zu exprimieren. Sowohl NKG2A-
als auch KIR-Expression wurden bis zum Ende der Differenzierung, in den mit einem
KIR2DL2- bzw. KIR2DL4-Uberexpressionsvektor infizierten Zellen komplett
ausgeschaltet.

Allerdings muss bei diesen Versuchen angemerkt werden, dass die lentivirale
Infektionsprozess mit dem Leervektor allein auch die CDS56-Expression etwas
reduziert und die NKG2A-Expression sogar stark reduzierte. Obwohl die
KIR-Expression vom Infektionsprozess unbeeintrichtigt blieb, konnte es daher sein,
dass die NK-Zellentwicklung durch den Infektionsprozess selbst beeinflusst wurde (s.
3.3.2). Dariiber hinaus waren Analysen nach mehr als vier Woche der Differenzierung
nicht mehr sinnvoll, da kaum noch transfizierte Zellen existieren (Abb.3- 27) und die
wenigen iibriggebliebenen hoch wahrscheinlich nicht mehr représentativ fiir gesunde

ausdifferenzierte NK-Zellen waren. Da die KIR-Expression der Kontrollkultur mit 0,7%
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sehr niedrig war, ist eine endgiiltige Aussage dariiber, ob die Uberexpression von
exogenem KIR2DL2 oder KIR2DL4 einen Einfluss auf die endogene KIR-Expression

hat, nur sehr eingeschriankt moglich. Weitere Experimente werden hier benotigt.
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4.4 Welche Kklinische Relevanz hat die genetisch festgelegte und
Liganden-unabhingige Induktion der KIR-Expression wihrend

der NK-Zelldifferenzierung?

NK-Zellen spielen in der Schwangerschaft eine gro3e Rolle. Im ersten Trimester der
Schwangerschaft findet sich in der dezidualen Kontaktzone zwischen miitterlichem
und fetalem Gewebe ein starkes Infiltrat von miitterlichen Lymphozyten, die im
Gegensatz zum peripheren Blut (5-10% NK-Zellanteil an den Lymphozyten) meist zu
iber 70% aus NK-Zellen bestehen. Die héufigste Komplikation wihrend der
Schwangerschaft ist die Praeklampsie, bei der die mangelnde Versorgung des Fetus
mit miitterlichem Blut im zweiten und dritten Trimester eine starke Gefdhrdung
sowohl fiir Mutter als auch Kind darstellen. Verschiedene Studien zeigen nun, dass
sich das Risiko von Praeklampsie dramatisch erhoht, wenn die Mutter homozygot fiir
den KIR-Haplotyp A und der Fetus einen viterlichen HLA-Haplotyp vererbt bekommt,
der das HLA-C2 Epitop aufweist. Das Risiko besteht auch, wenn die Mutter selbst die
Kombination von KIR-AA und HLA-C2/C2 hat (Hiby et al., 2004; Xiong et al., 2013;
Wang et al., 2014). Die Kombination von KIR-AA und HLA-C2/C2 ist in der ganzen
humanen Population nur sehr selten zusammen zu finden. So weisen ethnische
Populationen die einen hohen Anteil von KIR-A Haplotypen aufweisen, z.B. Japaner,
einen sehr niedrigen Anteil an KIR-B Haplotypen auf, in anderen Populationen wie
den australischen Aborigines verhilt es sich genau umgekehrt (Nakimuli et al., 2015).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten ein Grund fiir diese Selektion
gegeniiber der Kombination von KIR-AA und HLA-C2/C2 sein. Die
HLA-C1-spezifischen KIR2DL3"-NK-Zellen scheinen auch in der Decidua wihrend
der Schwangerschaft generell die dominierende NK-Zellpopulation zu sein.
Dementsprechend wiirden die miitterlichen KIR2DL3" NK-Zellen in der Decidua nur
bei Feten die einen HLA-Cl1-Liganden exprimieren einen inhibitorischen Liganden
vorfinden, wihrend HLA-C2 homozygote Feten keinen inhibitorischen Liganden fiir
diese dominante NK-Zellpopulation besitzen. Insgesamt scheint die genetische
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Kombination von miitterlichem KIR-A/A und fetalem HLA-C2/C2 aufgrund dieser
fehlenden Interaktion zwischen miitterlichen NK-Zellen und Fetus zu einer
schlechteren Versorgung des Fetus und damit zu einem erhohten Risiko fiir
Priaeklampsie zu fiihren.

SchlieBlich konnte der gleiche Mechanismus auch fiir die Beobachtung eine Rolle
spielen, dass Individuen mit der Kombination KIR-AA und HLA-C2/C2 schlechter
und langsamer auf akute Virusinfektion reagieren (Pan et al., 2011; Ku$nierczyk et al.,

2015).
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Abkiirzung

Abkiirzung

A
Abb.
ADCC

AIDS
Ak
AMP
ATP

bzw.

ca.

°C

CB
CD
cDNA
CLP
cm
CpG
CT
dATP
DEPC
dGTP
d.h.
dH>0O
DMEM
DMSO

Adenin

Abbildung

antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
(antikorperabhédngige zellvermittelte Zytotoxizitat)
acquired immunodeficiency syndrome
Antikorper

Ampicillin

Adenosintriphosphat

Basenpaar(e)

beziehungsweise

circa

Cytosin

Grad Celsius

cord blood (Nabelschnurblut)

Cluster of Differentiation
complementary DNA

comen lymphoid progenitor
Zentimeter

Cystosin.Guannin Dinukleotid
threshold Cycle
Desoxyadenosin-5"-triphosphate
Eiethylpyrocarbonat
Deoxyguanosine-5-triphosphate

das heif3t

destilliertes Wasser

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethyl-Sulfoxide
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Abkiirzung

DNMT
DNA
DNase
dNTP
ds
E.coli
EDTA
evtl.
FACS
FITC

GAPDH
GFP

gef.

h

HLA
HEK293T-Zelle
HSA

HSC

Ig

IL

IMDM

ITAM

ITIM

kb

KIR

LB

DNA-Methyltransferase
Desoxyribonukleinsiure
Desoxyribonuklease
2’-Desoxyribonukleosid-5"-triphosphat
doppeltstrangig

Escherichia coli

Ethylendiamintetrasessigsdure

eventuell

flourescence activated cell sorting
Fluoreszeinisothiocyanat

Guanin

Gramm

Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
griin fluoreszierendes Protein
gegebenenfalls

Stunde

humanes Leukozyten-Antigen-System
Human Embryonic Kidney 293 Zelle
humanes serum albumin

hdmatopoetische Stammzelle
Immunglobulin

Interleukin

Iscoves Modified Dulbecco’s Medium
Immunoreceptor tyrosine-based activation motif
Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif
Kilobase(n)

Killer-cell Immunoglobulin like receptor
Knochenmark

Liter

lysogeny broth
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Abkiirzung

LPS

MACS
MEF
MHC
min.
mg

ml

mM
MNC
mRNA
MSC
MW
NK
NKC
NS
OD
PB
PBMC
PBS
PC5
PCR
PE

PI
RNA
Rnase

RT

Lipopolysaccharid

Milli

Molar

magnetic cell sorting

murine embryonale fibroblasten
major Histocompatibility Complex
Minuten

Mikrogramm

Mikroliter

Millimeter

Millimol

Mononukledre Zellen
messenger-RNA

mesenchymale Stammzelle
Molekulargewicht

natiirliche Killerzellen

natural killer cluster

Nukleinsédure

optische Dichte

Peripheres Blut

peripheral blood mononuclear cells
phosphate buffered saline
Konjugat aus Phycoerythrin und Cyanin 5
polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Phycoerythrin

Propidiumjodid

Ribonukleinsédure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute

Raum Temperatur
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Abkiirzung

RT-PCR

S1

S2

SCF

SDS
SH-Gruppe
shRNA
siRNA
sog.

t

T

Tab.

TBE
TE-Puffer
TGF

TLR

Tm

TNF

Tris

usw

UV

v/v
w/v

z.B

Reverse Transkriptions-PCR
Sekunde

Sicherheitsstufe 1
Sicherheitsstufe2

Stammzellen Faktor (stem cell factor)
Sodiumdodecylsulfat
Sulthydryl-Gruppe

small hairpin RNA

small interfering RNA

Sogenannt

Zeit

Thymindin

Tabelle

Tris-Borat-EDTA Puffer
Tris-DETA-Puffer

transforming growth factor

toll like recptor
Schmelzetemperatur

Tumor Nekrose Faktor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
unit(s); Aktivititseinheit fiir Enzyme
Uracil

und so weiter

Ultraviolett

Volt

volumen per volume

weight per volume

zum Beispiel

negativ

positiv
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Eidesstattliche Erkliarung

Hiermit versichere ich, Xiaoyi Zhao, dass ich die vorliegende Dissertation im Rahmen
der Lehrstuhlbetreuung selbstindig angefertigt habe und keine anderen als die
angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet, sowie Zitate kenntlich gemacht
habe. Ich erklire gleichzeitig, dass ich diese Dissertation in der vorgelegten oder in

dhnlicher Form noch in keiner anderen Institution eingereicht habe.

Weiterhin erklédre ich, dass ich vorher noch keine erfolglosen Promotionsversuche

unternommen habe.

Diisseldorf, den 16. Okt. 2016

Xiaoyi Zhao
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