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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) werden dem angeborenen Immunsystem zugeordnet. Sie
bilden eine Untergruppe der Lymphozyten und sind an der Immunabwehr von Virusinfektionen
und Tumoren beteiligt. Zirka 15% der im peripheren Blut zirkulierenden Lymphozyten sind
NK-Zellen. Dariiber hinaus sind sie auch in sekundiren lymphatischen Geweben angesiedelt.
Ihre zytotoxische Aktivitdt wird {iber die Balance der Signale ihrer stimulierenden Rezeptoren,
welche Liganden auf infizierten oder entarteten Zellen erkennen und inhibierenden Rezeptoren,
die die Humanen Leukozyten Antigene-(HLA) Klasse I-Molekiile spezifisch binden, vermittelt.
Uberdies beeinflussen die NK-Zellen das adaptive Immunsystem indem sie Zytokine
sezernieren.

Das humane Zytomegalievirus (human cytomegalovirus; HCMV) ist ein B-Herpesvirus, das ein
Leben lang in seinem Wirt persistiert. Dieses weit verbreitete Pathogen infiziert je nach
geographischer Lage und soziookonomischem Umfeld 30-100% der Bevolkerung. Fiir
Gesunde ist eine Infektion in der Regel asymptomatisch, aber sie ist die hiufigste infektiose
Ursache flir Geburtsfehler und ein wichtiger Faktor fiir die Morbiditit und Sterblichkeitsrate
nach einer Knochenmarktransplantation. HCMYV repliziert in verschiedenen Zelltypen und wird
iiber Korperfliissigkeiten verbreitet.

Um sich vor der T-Zell vermittelten Immunantwort zu schiitzen reduzieren mit dem HCMV
infizierte Zellen die Expression der HLA-Klasse I-Molekiile. Diese Strategie macht die
infizierten Zellen jedoch angreifbar gegeniiber NK-Zellen. Diese detektieren das Fehlen der
HLA-Klasse I-Molekiile iiber Vertreter zweier Rezeptorfamilien, die konservierten Killerzell-
lektindhnlichen Rezeptoren (killer cell group antigen 2; NKG2) und die hochgradig
polymorphen Killerzell-immunglobulindhnlichen Rezeptoren (KIR). Beide werden klonal
exprimiert und kreieren ein diversifiziertes NK-Zell-Rezeptorrepertoire. Jiingste Studien
belegen, dass dieses Repertoire durch eine HCMV-Infektion verdndert werden kann. Einige
infizierte Individuen zeigen eine klonale Expansion von NKG2C"-NK-Zellen mit gleichzeitiger
Expression inhibierender KIR die spezifisch die eigenen HLA-Klasse I-Liganden binden.
Dariiber hinaus scheinen diese NK-Zellen einen reiferen Phinotyp zu besitzen und werden zu

den NK-Gedichtniszellen (“memory” NK-Zellen) gerechnet.

Wihrend dieses Projekts lag das Interesse darin, neue Erkenntnisse {iber die Interaktion der
NK-Zellen mit diesem klinisch hochst relevanten Pathogen zu gewinnen. Dafiir wurde ein in
vitro Modell etabliert um die Interaktion von sich entwickelnden NK-Zellen mit einer HCMV-
infizierten Stammzellnische zu erforschen.
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Zusammenfassung

Es konnte bereits gezeigt werden, dass mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem cells;
MSC) aus puerilem Knochenmark eine Stammzellnische bilden, die die Zelldifferenzierung zu
reifen NK-Zellen unterstiitzt (Brands, 2014). In dieser Arbeit wurden himatopoetische Stamm-
und Vorlduferzellen (hematopoietic stem and progenitor cells; HSPC) aus Nabelschnurblut
isoliert, magnetisch angereichert und anschlieBend auf in vitro mit dem HCMV-Stamm AD169
infizierten MSC kokultiviert. Die Kokultur mit HCMV-infizierten MSC fiihrte zu einer
signifikant beschleunigten NK-Zelldifferenzierung. Diese zeichnete sich durch einen hohen
Prozentsatz NKG2A"-NK-Zellen zu einem frithen Zeitpunkt der Generierung aus. AuBerdem
konnten hohere Frequenzen CD16°-NK-Zellen sowie eine gesteigerte NKG2D-Expression
festgestellt werden, die ebenfalls fiir eine beschleunigte Reifung sprechen.
Umplattierungsexperimente zeigten, dass ein HCMV-infiziertes Milieu bereits in der ersten
Woche der Differenzierung ausschlaggebend ist um eine gesteigerte NKG2A-Expression
zwischen der zweiten bis vierten Woche auszulosen. Des Weiteren wurden drei verschiedene
NK-Zellentwicklungsstadien durchflusszytometrisch sortiert und gleichfalls auf infizierten und
nicht-infizierten MSC kokultiviert. Auch hier zeigte sich, dass nur HSPC, die dem Einfluss des
HCMYV ausgesetzt waren, eine beschleunigte Entwicklung durchliefen. Eine HCMV-Infektion
scheint also vor allem fiir die friilhe NK-Zelldifferenzierung eine entscheidende Rolle zu
spielen.

Es wurde auBlerdem untersucht, in wie weit direkter Zell-Zell-Kontakt fiir die beobachteten
Veridnderungen notig ist. Mit Transwelleinsitzen wurden die HSPC rdumlich von den
infizierten MSC getrennt, wihrend 16sliche Faktoren wie Typ-I-Interferone (IFN), weiterhin
ungehindert ausgetauscht werden konnten. Das Ergebnis zeigt, dass sowohl 16sliche Faktoren
als auch der direkte Zell-Zell-Kontakt die NKG2A-Expansion nach einer HCMV-Infektion
fordern.

Funktionale Assays zeigten zudem eine hohere Zytokinproduktion (IFN-y und TNF-a) sowie
eine gesteigerte zytotoxische Aktivitidt wenn die generierten NK-Zellen sich in der Anwesenheit
des HCMV entwickelten.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein in vitro Modell fiir die Interaktion von sich
entwickelnden NK-Zellen mit einer HCMV-infizierten Stammzellnische etabliert werden, mit
dem neue Erkenntnisse iiber den Einfluss des HCMV auf die NK-Zellentwicklung gewonnen

wurden.
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Summary

Summary

Natural killer (NK) cells are innate immune cells, a subpopulation of lymphocytes, defending
virus infections and tumors. They comprise up to 15% of peripheral blood lymphocytes and are
found in secondary lymphoid tissues as well. The NK cell cytotoxicity is mediated by a balance
between signals transmitted by activating receptors, which recognize ligands on tumors and
virus-infected cells and inhibitory receptors specific for human leukocyte antigens (HLA) class
I molecules. Furthermore, NK cells are involved in shaping adaptive immune responses through
their production of cytokines.

The Human cytomegalovirus (HCMYV) is a B-herpes virus that establishes a lifelong persistent
infection. It is a widespread pathogen and depending on geographical location and
socioeconomic factors, 50 to 100% of all humans are infected. In healthy hosts, an infection is
usually asymptomatic but it represents the major infectious cause of birth defects and is an
important cause of morbidity and mortality following bone marrow transplantation. HCMV
replicates in different cell types and is commonly transmitted by secretion.

To protect itself from T cell immune response, HCMV-infected cells downregulate classical
HLA class I molecules. However, this immune evasion strategy makes the infected cells
susceptible to lysis by NK cells, which recognize missing HLA class I molecules via specific
cell surface receptors of two families, the conserved killer cell lectin-like receptors (killer cell
group antigen 2, NKG2) and the highly polymorphic killer cell immunoglobulin-like receptors
(KIR). Of note, both KIR and NKG2 receptors are clonally expressed and together constitute a
highly variable NK cell repertoire. Recent studies show that indeed the composition of this
repertoire can be altered by HCMV infection. Some infected Individuals show clonal
expansions of NKG2C" NK cells co-expressing inhibitory KIR for self-HLA class I ligands.
Furthermore it seems that these NK cells present a more mature phenotype, sometimes referred

to as “memory” NK cells.

During this project, gaining novel insights into the interaction of NK cells and this clinically
highly relevant pathogen was the main interest. Therefore an in vitro model to investigate the
interaction between developing NK cells and an HCMV-infected stem cell niche was
established.

It was previously elaborated that mesenchymal stem cells (MSC) from puerile bone marrow
constitute a suitable human stem cells niche to promote NK cell differentiation towards mature
NK cells (Brands, 2014). To this end, hematopoietic stem and progenitor cells (HSPC) from

cord blood were isolated, magnetically enriched and subsequently co-cultivated on MSC that
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Summary

were in vitro infected with the HCMV strain AD169. Co-culture with HCMV-infected MSC
led to significantly accelerated NK cell differentiation, characterized by a high percentage of
NKG2A" NK cells at early time points. Furthermore we observed a higher frequency of CD16*
NK cells and enhanced NKG2D expression again suggestive of an accelerated NK cell
differentiation process.

Interestingly, in replating experiments an HCMV-infected environment was primarily
important during the first week of differentiation, which was sufficient to cause considerable
alterations in the NK cell repertoire of the emerging mature NK cells during weeks 2-4.
Furthermore three different NK cell developmental stages were isolated by flow cytometric cell
sorting and likewise co-cultured with infected and uninfected MSC, respectively. Again, only
hematopoietic progenitors exposed to HCMV at the earliest stage were able to trigger
accelerated NK cell differentiation, pointing towards an important role of HCMV especially at
early time points of NK cell development.

Moreover, we analyzed whether a direct cell-cell contact between MSC and HSPC is necessary
to induce the observed developmental changes. Therefore we used transwell plates preventing
direct cell contact but enabling exchange of soluble factors such as type I interferons. The result
determined that soluble factors are sufficient to promote the NKG2A expansion but for a greater
yield, additional cell-cell-contact is necessary.

Besides, functional assays demonstrated a higher cytokine production (interferon-y and TNF-a)
and cytotoxicity of NK cells developing in vitro within the presence of HCMV.

In conclusion, a co-culture system for the interaction of developing NK cells and HCMV
infected MSC was established and used to gain novel insight in how HCMV influences NK cell

differentiation.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Immunbiologische Grundlagen

Das menschliche Immunsystem lésst sich in zwei, miteinander interagierende Komponenten
gliedern: das angeborene und das adaptive Immunsystem. Beide bestehen aus verschiedenen,
hochspezialisierten Zellen und Botenstoffen, die im Falle einer Infektion die Erreger bekdmpfen
und die Krankheit einddmmen konnen. Das angeborene Immunsystem ist unspezifisch, reagiert
sofort und hat im Allgemeinen kein ,,Ged4chtnis. Es setzt sich aus verschiedenen Zellen und
einer Reihe 16slicher Bestandteile zusammen. Dazu gehoren u. a. Granulozyten, dendritische
Zellen, Makrophagen, Mastzellen und Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) sowie Lysozyme,
Defensine, Interferone und das Komplementsystem (Abb. 1) (Murphy et al., 2009; Rink et al.,
2012).

Im Gegensatz dazu reagiert das adaptive Immunsystem verzégert, aber spezifisch. Dartliber
hinaus ist es dazu fdhig sich an bestimmte Pathogene zu ,,erinnern® und bei einer neuerlichen
Infektion schneller und gezielt auf sie zu reagieren und somit den Ausbruch der Krankheit zu
verhindern. Diese ,,Gedéchtnisleistung* ist die Grundlage fiir das Prinzip der Vakzination. Bei
einer Impfung wird das Immunsystem absichtlich mit einem modifizierten Erreger in Kontakt
gebracht, um bei einer natiirlichen Infektion mit Selbigem vorbereitet zu sein und eine
Erkrankung zu verhindern. Zu diesem System zdhlen T- und B-Zellen, sowie Antikorper (Abb.
1) (Murphy et al., 2009; Rink et al., 2012).

Immunzellen entstehen im lymphatischen System, welches unterteilt wird in zentrale (primére)
und periphere (sekundire) lymphatische Organe. Zu Ersteren zéhlen das Knochenmark und der
Thymus. Wihrend die Entwicklung und Reifung der Immunzellen im Knochenmark beginnt,
wandern die Vorldufer der T-Zellen in den Thymus, um dort zu immunkompetenten Zellen zu
reifen. Uber die Blutbahn gelangen die Zellen des Immunsystems zum Ort einer Infektion oder
in die peripheren lymphatischen Organe (u. a. Lymphknoten und Milz). Wéhrend die Vertreter
des angeborenen Immunsystems direkt am Ort der Infektion eingreifen, wandern die naiven T-
und B-Lymphozyten in die peripheren lymphatischen Organe ein und ldsen, nach einer
entsprechenden Stimulation mit Fremdantigenen, die adaptive Immunantwort aus (Rink et al.,

2012).

11



Einleitung

Multipotente
Stammzellen ) Selbsterneuerung

Myeloische Frlilihf: N
Vorldufer Lymp “ansc e
Vorlaufer
H Frithe
Myeloblast Lymphatische
e e T-Zell-

Vorldufer

Vorldufer

Entwick-
lung im
Thymus

I Y OO

Erythrozyt Thrombozyt basophiler eosinophiler neutrophiler plasmazytoide ~ NK-Zelle BfZelle
Granulozyt Granulozyt Granulozyt dendritische Zelle
.e
.
e
Mastzelle dendritische Zelle ~ Makrophage Plasmazelle aktivierte T-Zellen

Abb. 1 Die Hiimatopoese. Die meisten Zellen des Blutes haben nur eine kurze Halbwertszeit und miissen stindig
erneuert werden. Daher werden tidglich mehrere Milliarden Blutzellen neu gebildet. Damit ist das blutbildende
System eines der sich am schnellsten regenerierenden Organe des menschlichen Kdrpers. Der Ursprung jeder
Blutzelle ist eine hdmatopoetische Stammzelle (hematopoietic stem cell; HSC). Diese HSC befinden sich im
Knochenmark, in der sog. Knochenmarknische. In dieser Nische wird die Zellteilung und -differenzierung der
HSC penibel reguliert. Dabei ist der Zell-Zell-Kontakt iiber Adhdsionsmolekiile, aber auch die Anwesenheit von
Wachstumsfaktoren und Botenstoffen entscheidend. Aufgrund der Umgebungssignale in der Knochenmarknische
teilen sich die HSC entweder symmetrisch und halten somit die Gesamtmenge der HSC konstant, oder sie
polarisieren und teilen sich asymmetrisch. Dabei behidlt eine der beiden Tochterzellen ihre
Stammzelleigenschaften wihrend die andere den Weg der Blutzellbildung beginnt. Zundchst entsteht entweder
eine myeloische (common myeloid progenitor; CMP) oder eine lymphatische (common lymphoid progenitor; CLP)
Vorliuferzelle. Uber verschiedene Entwicklungsstufen bilden die CMP die sauerstofftransportierenden
Erythrozyten, die an der Blutgerinnung beteiligten Thrombozyten, aber auch Zellen des angeborenen
Immunsystems wie Granulozyten, Mastzellen, dendritische Zellen und Makrophagen. Mit jedem weiteren
Entwicklungsschritt nimmt das Differenzierungspotenzial weiter ab. Dies gilt auch fiir die Reifung der CLP. Sie
bilden die, dem adaptiven Immunsystem zugehorigen, B- und T-Zellen sowie die, der angeborenen Immunitét
zugeordneten, NK-Zellen. CTL: zytotoxische T-Zelle; NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle; Tu-Zelle: T-Helfer-Zelle.
Verandert nach Rink et al., 2012 (Akashi et al., 2000; Kondo et al., 2001; Kondo et al., 1997).

,Das angeborene Immunsystem ist die erste Verteidigungslinie des Korpers® (Rink et al., 2012
S.5, Z. 30ff). Sobald Pathogene die dulleren Barrieren (Haut, Schleimhaut etc.) des Menschen
tiberwunden haben und korpereigene Zellen verletzt werden, bzw. Tumorzellen intaktes
Gewebe verdriangen, werden lokale Immunzellen aktiviert. Die betroffene Region wird stirker
durchblutet und die Blutgefile werden durchléssiger, damit weitere Immunzellen einwandern
konnen (Munk, 2010). Die ersten immunologischen Zellen am Ort der Infektion sind
Phagozyten (z.B. neutrophile Granulozyten). Sie werden von Monozyten, die zu Makrophagen
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reifen, unterstiitzt. Dendritische Zellen nehmen, durch Pinozytose grof8ere Mengen Fliissigkeit
und somit darin enthaltene Toxine, Viren etc. auf, die sie so unschadlich machen. Diese Zellen
vermitteln auBerdem Informationen, wie Art und Ursprung der Infektion, zwischen
angeborenem und adaptivem Immunsystem. Die vierte Zellpopulation des angeborenen
Immunsystems sind die natiirlichen Killerzellen. Sie bekdmpfen intrazelluldr lebende
Parasiten, vornehmlich Viren, aber auch Tumorzellen durch zytotoxische Mechanismen. Des
Weiteren unterstiitzen 10sliche Faktoren die Immunabwehr (Munk, 2010; Murphy et al., 2009).
Konnen Krankheitserreger nicht in erster Instanz abgewehrt werden schreitet das adaptive
Immunsystem ein (Mackay, 1970; Rink et al., 2012). Parallel zu der angeborenen
Immunantwort werden Fragmente der oder ganze Pathogene z.B. von dendritischen Zellen in
das nichstgelegene lymphatische Gewebe iiberfiihrt. Uber den Blutstrom gelangen auch die
Zellen des adaptiven Immunsystems, T- und B-Zellen (zdhlen zu den Lymphozyten), dorthin.
Die dendritischen Zellen prisentieren im Folgenden die Antigene der Pathogene, welche von
den Lymphozyten mit Hilfe ihrer spezifischen Rezeptoren identifiziert werden konnen. B-
Zellen exprimieren antigenspezifische Rezeptoren, sogenannte (sog.) Immunglobuline, und
sezernieren Antikorper, die die dreidimensionale Struktur von Antigenen erkennen. T-Zellen
hingegen identifizieren Antigene, welche von Haupthistokompatibilitdtskomplex- (major
histcompatibility complex; MHC) Molekiilen auf der Zielzelloberflache présentiert werden.
Beim Vorhandensein additiver Stimulanzien werden die Lymphozyten aktiviert, proliferieren
und differenzieren. Die so entstandenen Effektorzellen gelangen zuriick in den Blutkreislauf
und erreichen, geleitet von Adhisionsmolekiilen und Chemokinen das infizierte Gewebe, wo
sie die Abwehr unterstiitzen (z.B. durch zellvermittelte Zytotoxizitit) (Rink et al., 2012). Dieser
sog. primdren Immunantwort steht ein weiterer Mechanismus gegeniiber. Um im Falle einer
erneuten Infektion mit dem gleichen Erreger vorbereitet zu sein, wandelt sich ein gewisses
Kontingent der antigenspezifischen Lymphozyten in Gedichtniszellen um. Ein zweiter
Ausbruch der Erkrankung wird somit verhindert, oder der Verlauf zumindest erheblich
gemildert, da die Immunreaktion schneller stattfindet und die Pathogene bereits am Eintrittsort
eliminiert werden konnen. Dieser Vorgang wird als sekundire Immunantwort bezeichnet

(Munk, 2010; Murphy et al., 2009).

Die Immunologie, als eigenstindige Wissenschaft, ist noch recht jung. Dennoch hat sie die
medizinische und naturwissenschaftliche Grundlagenforschung malBgeblich vorangebracht.
Um Erkrankungen vollends verstehen und behandeln zu kénnen, muss auch das Immunsystem
in die Forschung mit einbezogen werden. Schon heute gibt es etablierte immunologische

Therapien beispielsweise fiir chronisch-entziindliche, oder Tumorerkrankungen. Daneben sind
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immunologische Testverfahren ein wichtiges diagnostisches Instrument. Sein wohl populérster
Vertreter ist der Schwangerschaftstest (Rink et al., 2012).

In vielen medizinischen Disziplinen spielt die Immunologie eine wichtige Rolle, zum Beispiel
in der Krebsforschung, bei Autoimmun- und Infektionserkrankungen, oder in der
Transplantationsmedizin. Und héufig sind die Zusammenhidnge so eng verkniipft, dass es
Uberschneidungen zwischen verschiedenen Fachbereichen gibt. Mit der Impfung gegen
humane Papillomviren gelingt es beispielsweise die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
Gebarmutterhalskrebs zu senken. Hier tliberschneiden sich die Virologie, Onkologie und
Immunologie (Rink et al., 2012). Neu erworbenes Wissen wird genutzt, um Therapeutika,
Diagnostika und Impfstoffe herzustellen. In Zukunft konnte es moglich sein, Krankheiten, die
heute noch unheilbar sind, durch die gezielte Manipulation des Immunsystems zu behandeln.
So konnte, das Immunsystem dazu angeregt werden, Tumore abzustoen, tolerant gegeniiber

Autoantigenen und Allergenen, oder gegeniiber Transplantaten zu sein.

1.1.1 HLA - Aufbau, Struktur & Funktion

Fiir das Immunsystem ist es essentiell zwischen korpereigenen und korperfremden Strukturen
unterscheiden zu konnen. Spezielle Glykoproteine, die Molekiile des Haupthistokompa-
tibilitdtskomplexes (MHC), die auf der Oberfliche nahezu aller Korperzellen zu finden sind,
helfen dabei. Bei Menschen liegt der MHC auf Chromosom 6. Er ist ungefihr 3,6 Megabasen
lang und wird in drei Abschnitte unterteilt. Die Regionen I und II kodieren fiir eine wichtige
Gruppe antigenprisentierender Proteine, die MHC-Molekiile. Entsprechend ihrer Regionen
werden zwei Arten unterschieden, die MHC-Klasse I- und die MHC-Klasse II-Molekiile,
welche beide zur Immunglobulinsuperfamilie gehoren (Rink et al., 2012). Erstere werden auf
allen kernhaltigen Korperzellen und Thrombozyten exprimiert. Sie prisentieren Fragmente
korpereigener und korperfremder Proteine (z.B. von Viren, Bakterien oder Tumoren)
endogener Herkunft. Zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T lymphocytes, CTL; CD8"-T-
Zellen; cluster of differentiation; CD) registrieren ausschlielich den Komplex aus MHC-
Klasse I-Molekiil und Peptidfragment, nicht jedoch das alleinige Peptid, und l6sen im
Gefahrenfall eine Immunreaktion aus. MHC-Klasse II-Molekiile werden hingegen ausschlieB3-
lich von antigenprésentierenden Zellen (z.B. Makrophagen, dendritische Zellen und B-Zellen)
exprimiert und prisentieren exogene Antigene an T-Helferzellen (CD4"-T-Zellen), welche eine
Immunreaktion liber Zytokine koordinieren. Die dritte Region des MHC enthilt Gene, deren

Proteine sowohl an der Antigenprozessierung und -priasentation beteiligt sind, als auch andere
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immunologisch bedeutende Aufgaben iibernehmen, wie der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-

a), der Fieber auslost und verschiedene Immunzellen anregt (Munk, 2010; Murphy et al., 2009).

Im humanen System heiflen die MHC-Molekiile humane Leukozytenantigene (HLA). Der
Mensch besitzt Gene fiir acht verschiedene HLA-Klasse I-Proteine (Polygenie), die sich durch
einen hohen Polymorphismus auszeichnen. Die drei klassischen HLA-Klasse I-Molekiile sind
HLA-A, HLA-B und HLA-C. Diese sind wichtige Faktoren fiir die Antigenprédsentation bei
Infektionen und Gewebevertraglichkeit bei Transplantationen. Aulerdem gibt es die nicht-
klassischen Vertreter der HLA-Klasse-I-Molekiile HLA-E, -F und -G. Zu ihnen zdhlen dariiber
hinaus auch die MHC-Klasse I-Kette-dhnlichen-Proteine (MHC class I chain related; MIC) A
und B (Munk, 2010; Murphy et al., 2009; Rink et al., 2012). Diese Vielfalt durch Polygenie
und Polymorphismen bietet den Vorteil, dass bei Epidemien nie alle Menschen gleich anfillig
fiir einen Erreger sind und somit der Fortbestand der Spezies gesichert ist (Rink et al., 2012).
HLA-Klasse I-Molekiile bestehen aus einer dreigliedrigen a-Kette (al, 02, a3), die in der
Plasmamembran verankert ist. Daran assoziiert ein [»-Mikroglobulin (Bom). In der
Bindungsgrube zwischen al und a2 werden Peptidfragmente von 8-9 Aminosduren Lédnge
présentiert und somit der immunologische Status der Zelle angezeigt. Die neu gebildeten a-
Ketten durchlaufen eine Reihe wichtiger Prozessionsschritte ehe sie ein Repertoire endogener
Peptide auf der Zelloberflache prasentieren konnen. Im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
binden sie an das Chaperonprotein Calnexin, welches fiir die korrekte Faltung, die Ausbildung
von Disulfidbriicken und die Bindung von Bfom Sorge tridgt. Im Anschluss stabilisiert das
Glykoprotein Tapasin die Bindungsgrube des HLA-Klasse [-Molekiils und unterstiitzt die
Bindung an den TAP-Komplex. Der TAP-Komplex ist ein Heterodimer, bestehend aus TAP-1
und TAP-2. Beide Proteine (TAP-1/2) besitzen jeweils eine Transmembrandoméne, die
gemeinsam eine Pore in der ER-Membran formen, durch die Peptide zur Beladung des HLA-
Klasse I-Molekiils transportiert werden konnen (Munk, 2010; Murphy et al., 2009).

Proteine die im Zytosol der Zelle vorliegen (endogen, innerhalb der Zelle), sowohl
korpereigene, als auch solche, die von Pathogenen gebildet, oder durch Entartung
ungewohnlicher Weise exprimiert werden, konnen durch Ubiquitinierung in Proteasomen
abgebaut werden. Die so entstandenen Peptide werden mit Hilfe des TAP-Komplexes in das
ER transportiert. Dort gelangen sie zu den bereitgestellten (klassischen) HLA-Klasse I-
Molekiilen. Bei ausreichender Affinitét besetzt ein Peptid die HLA-Klasse I-Bindungsgrube
und stabilisiert nun ihrerseits das HLA-Klasse I-Molekiil, welches von seinem Chaperon
dissoziiert und iiber den Golgi-Apparat zur Zelloberflache gelangt (Munk, 2010; Murphy et al.,

2009).
15



Einleitung

HLA-E prasentiert seinerseits die Signalpeptide der klassischen HLA-Molekiile und offenbart
so indirekt, ob die HLA-Klasse I-Expression normal verlduft (Finton & Strong, 2012; N. Lee
et al., 1998). In Stresssituationen kann HLA-E aber auch Peptide von Hitzeschockproteinen,
oder Pathogenen tragen (Finton & Strong, 2012; van Hall et al., 2010). HLA-F wird mit
verschiedenen Krankheitsstadien in Verbindung gebracht und gilt als Marker flir aktivierte
Lymphozyten (Finton & Strong, 2012; N. Lee et al., 2010). Auf Trophoblasten findet sich eine
grofle Anzahl von HLA-G-Molekiilen. Sie spielen eine zentrale Rolle fiir die immunologische
Toleranz von Mutter und Fétus (Finton & Strong, 2012; Rouas-Freiss et al., 1997).

Das von den HLA-Klasse I-Molekiilen prasentierte Peptidspektrum kann sich durch virale
Infektionen, oder maligne Entartung, verdndern. Zytotoxische T-Zellen sind darauf
spezialisiert, diese Verdnderungen zu erkennen und entsprechende Zellen unschédlich zu
machen. Dartiber hinaus sind HLA-Klasse I-Molekiile auch ein wichtiger Signalgeber fiir die,

dem angeborenen Immunsystem zugeordneten, Natiirlichen Killerzellen (Rink et al., 2012).

1.1.2 Natiirliche Killerzellen

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) gehdren zum angeborenen Immunsystem. Sie verhindern
die Ausbreitung intrazellulir lebender Parasiten, wie Bakterien, Viren und Protozoen, aber auch
von entarteten Zellen (Tumoren), in dem sie erkrankte Zellen identifizieren und eliminieren.
Wie die T- und B-Zellen gehoren auch NK-Zellen zu den Lymphozyten, einer Untergruppe der
Leukozyten. Thre Entwicklung startet im Knochenmark und wird im sekundaren/peripheren
lymphatischen Gewebe fortgesetzt, wo sie zu groflen (~15um), granuldren Lymphozyten
heranreifen (Freud et al., 2006; Modrow et al., 2010). Im peripheren Blut zirkulieren ca. zwei
Milliarden NK-Zellen, die sich anhand ihrer Oberflichenproteine (CD56°#"CD16™ und
CD569mCD16") in zwei verschiedene Populationen einteilen lassen (Blum & Pabst, 2007;
Cooper et al., 2001a; Lanier et al., 1986). Dieses Phanomen ldsst sich aller Wahrscheinlichkeit
nach auf eine zweistufige Ausreifung der NK-Zellen zuriickfiihren. IL-15 induziert {iber den
IL-15Rezeptor (IL-15R) die Reifung zu CD56°"-NK-Zellen, also NK-Zellen die groBe
Mengen CD56 exprimieren. Die Entstehung der CD56%™-NK-Zellen (exprimieren im
Vergleich zu CD56™ " wenig CD56) ist noch nicht hinreichend geklirt, man geht jedoch davon
aus, dass es sich um eine hohere Differenzierungsstufe der CD56"€"-NK-Zellen handeln muss
(Caligturi, 2008; Chan et al., 2007; Cooper et al., 2001a; Lanier et al., 1986; Romagnani et al.,
2007).

NK-Zellen exprimieren neben CD56 eine Vielzahl aktivierender und inhibierender

Oberflachenrezeptoren, mit deren Hilfe sie korpereigene und korperfremde Zellen
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unterscheiden konnen. Fiir die Lyse etwaiger Zielzellen enthalten sie zytotoxische Granula.
AuBlerdem bilden NK-Zellen ein Reservoir fiir immunregulatorische Zytokine. Letztere dienen
der Rekrutierung von weiteren Immunzellen und sind ein Kommunikationsmittel zwischen
angeborenem und adaptivem Immunsystem. In einem gesunden Menschen sind
durchschnittlich 5-15% der im peripheren Blut zirkulierenden Lymphozyten NK-Zellen
(Cooper et al., 2001a; Modrow et al., 2010; Robertson & Ritz, 1990).

NK-Zellen wurden urspriinglich wegen ihrer Fahigkeit Tumorzellen zu eliminieren entdeckt.
1975 beobachteten Kiessling und seine Kollegen, natiirlich vorkommende Killerlymphozyten
aus der Maus, die, in vitro, Moloney-Leukdmie-Zellen toteten. Aufgrund ihrer Verteilung in
verschiedenen Organen und anhand ihrer Oberflaichenmarker konnten sie eindeutig von
Monozyten, T- und B-Zellen abgegrenzt werden (Kiessling et al., 1975b). Diese neu entdeckte
Lymphozytenpopulation zeichnete sich durch ihre spontane und selektive zytotoxische
Aktivitit gegeniiber Tumorzellen aus (Kiessling et al., 1975a).

Welcher Mechanismus es den NK-Zellen erlaubt, entartete von gesunden Zellen zu
unterscheiden blieb vorerst ein Rétsel, bis Klas Kérre 1981 in seiner Doktorarbeit eine
bahnbrechende Hypothese formulierte. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde angenommen, dass NK-
Zellen nach einem dhnlichen Prinzip wie T-Zellen agieren, dass sie also Fremdantigene auf der
Zielzelle detektieren. Kirre zog jedoch in Betracht, dass es sich moglicherweise genau
andersherum verhilt, dass ndmlich NK-Zellen das Fehlen bestimmter Informationen auf der
Oberfldche ihrer Zielzellen feststellen konnen. Er ging davon aus, dass die Abwesenheit bzw.
die unvollstindige Expression von MHC-Klasse [-Molekiilen auf der Oberfliche der
Wirtszellen selbige fiir NK-Zellen anfdllig macht. Diese Theorie ist nunmehr bekannt als
,»missing self*“-Hypothese (Kérre, 1985, 2002).

Viele Jahre intensiver Forschung ergaben immer detailliertere Einblicke in die Beschaffenheit
der NK-Zellen und ihre Funktion. So stellte sich heraus, dass eine Vielzahl von Rezeptoren auf
der NK-Zelloberfldche ein hochsensibles Signalgeflecht erzeugen, dessen Zusammensetzung
dariiber entscheidet, welche Zielzelle eliminiert wird (Lanier & Phillips, 1996; Ljunggren &
Karre, 1990; Storkus et al., 1987; Uhrberg et al., 1997; Yokoyama, 1993).

Ende der 1990er Jahre fiihrte die Beobachtung, dass NK-Zellen autologe Zellen mit einer
normalen MHC-Klasse I-Expression verschonen zu der Erkenntnis, dass jede NK-Zelle,
mindestens einen Rezeptor haben muss, der spezifisch das eigene MHC-Klasse I-Molekiil
erkennt und somit die Zelllyse inhibiert. Nicholas Valiante und Markus Uhrberg postulierten

dieses Phidnomen als ,,at least one* Hypothese (Valiante et al., 1997).
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1.1.2.1 Phanotyp, Entwicklung und Funktion

Reife NK-Zellen, sind groe granuldre Lymphozyten, die sowohl in der peripheren Blutbahn
als auch in den Sinusoiden der Leber und der roten Milzpulpa zu finden sind. Ihre
durchschnittliche Lebensdauer betrdgt eine Woche bis zehn Tage (Pezzutto, 2007). Da sie keine
spezifizierenden Oberflachenmarker besitzen, die sie eindeutig von den nahe verwandten T-
Zellen unterscheiden, werden sie iiber das Vorhandensein von CD56 und CD16 sowie die

Abwesenheit von CD3 definiert (Cooper et al., 2001a).

NK-Zellen entstehen aus himatopoetischen Stammzellen (HSC; hematopoietic stem cell) (Abb.
1). Bereits wiahrend der Embryonalentwicklung sind NK-Zellvorldufer in der Leber, der Milz
und dem Thymus nachweisbar. Thre Entwicklung startet in der sog. Knochenmarknische
(Schofield 1978). Die dort vorherrschenden Osteoblasten, Adipozyten, Endothelzellen und
mesenchymalen Stammzellen sezernieren eine Reihe, die Himatopoese stimulierende Faktoren
(Frenette et al., 2013). Unter dem Einfluss der Transkriptionsfaktoren Ikaros und PU-1 und der
Zytokine FMS-dhnlicher Tyrosinkinase 3 Ligand (FMS-like tyrosine kinase 3 ligand; FLT-3-
Ligand, ein Wachstumsfaktor und als solcher wichtig fiir das Uberleben und die Proliferation
der Zelle), c-KIT-Ligand (auch bekannt als Stammezellfaktor, stem cell factor; SCF),
Interleukin-(IL)7 und IL-15 entstehen aus HSC lymphoide Progenitorzellen (common
lymphoide progenitor cells; CLP). Aus den CLPs konnen sowohl T- und B-Zellen, als auch
NK-Zellen hervor gehen. Ausschlaggebend fiir die Differenzierung der verschiedenen
Lymphozyten sind sog. Helix-loop-helix-Transkriptionsfaktoren. Binden sie an die DNA
entstehen, je nach Transkriptionsfaktor entweder T- (NOTCH-1) oder B-Zellen (PAX-5).
Verhindert 1d2, ein DNA bindendes Protein, die Bindung eines entsprechenden
Transkriptionsfaktors entstehen im weiteren Verlauf NK-Zellen mit gesteigerter IL-15-
Rezeptor-Komplex-Expression (Pezzutto, 2007). IL-15 ist fiir das Uberleben, die Proliferation
und die Funktion der NK-Zellen unerlisslich. Dariiber hinaus stimulieren 1L-12, IL-18 und
TNF-a die weitere Entwicklung, die sich anhand der Oberflichenproteinexpression der sich
differenzierenden NK-Zellen in mehrere Stadien unterteilen ldsst (Abb. 2) (Caligiuri, 2008;
Freud et al., 2006; Montaldo et al., 2013a; Pezzutto, 2007).
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Abb. 2 NK-Zell-Entwicklung. Die Differenzierung von hdmatopoetischen Stammzellen zu reifen, funktionalen
NK-Zellen ldsst sich in fiinf Stadien unterteilen. Jedes Stadium zeichnet sich durch eine spezifische
Rezeptorexpression aus. Die Pro-NK-Zellen présentieren neben dem Stammzellmarker CD34 nur drei weitere
Proteine auf ihrer Oberfliche. Die Pre-NK-Zellen zeigen bereits das fiir NK-Zellen charakteristische CD56 und
die iNK-Zellen exprimieren auch schon die ersten immunologisch wichtigen Rezeptoren. Darauf folgt der
Entwicklungsschritt zur CD56¢"-NK-Zelle, die mit ihrer Zytokinexpression einen wichtigen Kommunikator
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem darstellt. Die ausgereiften CD56%™-NK-Zellen sind
zytotoxisch aktiv. iNK: immature/unreife NK-Zelle. Verdndert nach Caligiuri (Caligiuri, 2008; Cooper et al.,
2001c; Farag & Caligiuri, 2006; Freud et al., 2006; Freud et al., 2014; Montaldo et al., 2013b; Yu et al., 2013)

Aus den HSC des Knochenmarks entwickeln sich pro-NK-Zellen, die CD34, CD45RA und
CD10 exprimieren und fiir CD117 und CD161 negativ sind. CD34 ist ein Phosphoglykoprotein,
das vornehmlich auf hdmatopoetischen Stammzellen exprimiert wird (Sidney et al., 2014).
CD45RA st ein Marker fiir naive lymphatische Vorlduferzellen und CDI10 eine
Zinkmetalloendopeptidase, die verbreitet auf lymphoiden Geweben vorkommt. CD117, auch
c-KIT genannt, ist eine Tyrosinkinase und der Rezeptor fiir den Stammzellfaktor (SCF). Er ist
wichtig fiir die Proliferation und Differenzierung von hdmatopoetischen Stammzellen. CD161
ist ein Mitglied der C-Typ-lektindhnlichen Superfamilie und reguliert die NK-Zell-Funktion
(Caligiuri, 2008; Freud et al., 2006; Miller et al., 1994). Diese Zellpopulation findet sich
tiberwiegend in sekunddren lymphoiden Geweben, wie Lymphknoten und Tonsillen, in die sie
vorab iiber die Blutbahn migrieren miissen (Caligiuri, 2008; Fehniger et al., 2003; Freud et al.,
2014). Hier gibt es auch eine Fiille von dendritischen und anderen antigenprisentierenden
Zellen, welche bekanntermafen IL-15 sekretieren, welches fiir die NK-Zell-Reifung bendtigt
wird. Aus den pro-NK-Zellen entwickeln sich pre-NK-Zellen, die neben CD34 und CD45RA
auch CDI117 und CDI161 exprimieren (Caligiuri, 2008; Freud et al., 2005). Die daraus
hervorgehenden iNK- (unreife (immature)) Zellen tragen nunmehr CD117 und CD161 auf ihrer
Oberflache. CD34 und CD45RA werden hingegen herunterreguliert. Im weiteren Verlauf der
Reifung entstehen NK-Zellen die groBBere Mengen CD56 exprimieren und dementsprechend als
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CD56"e" (engl. bright = hell strahlend) bezeichnet werden (Caligiuri, 2008; Freud et al., 2006;
Pezzutto, 2007). AuBlerdem etablieren sich die ersten funktional charakteristischen NK-
Zellrezeptoren wie NKp46 (gehort zur Familie der natiirlichen zytotoxischen Rezeptoren, s.
Kapitel 1.1.2.2.1) als aktivierender und CD94/NKG2A (natural killer cell group antigen 2; s.
Kapitel 1.1.2.2.3) als inhibierender Vertreter einer stetig wachsenden Anzahl dieser
gegensitzlichen Signaltransduktoren (Freud et al., 2006; Montaldo et al., 2013a; Montaldo et
al., 2013b, 2014; Pezzutto, 2007). Dariiber hinaus bilden sich im Zytosol der NK-Zellen
zytotoxische Granula. Dabei handelt es sich um spezialisierte Lysosomen, in denen die Enzyme
Granzym B und Perforin angereichert sind. Diese beiden Enzyme erlauben den Eintritt in die
Zielzelle und leiten dort die Zelllyse ein.

CD56"e".NK-Zellen produzieren auBerdem groBe Mengen Interferon-gamma (INF-y;
immunstimulierendes Gewebshormon mit antiviraler/-tumoraler Wirkung) und regulieren
hiermit andere Immunzellen (Freud et al., 2006; Pezzutto, 2007). Je weiter die Differenzierung
fortschreitet, umso vielfdltiger wird das Repertoire der NK-Zellrezeptoren. Der IgG-Fc-
Rezeptor CD16 und die bedeutsamen Killerzell-immunglobulindhnlichen (Killer cell
immunoglobulin like receptor; KIR) Rezeptoren und weitere Vertreter der NKG2-Familie
ergidnzen die bisherigen Rezeptoren (Caligiuri, 2008; Cooper et al., 2001a; Pezzutto, 2007). Die
Frequenz der CD56-Molekiile auf der NK-Zelloberfliche nimmt hingegen ab. Die ausgereiften
NK-Zellen werden demzufolge als CD56%™ (engl. dim = verdunkeln) bezeichnet (Caligiuri,
2008; Chan et al., 2007; Lanier et al., 1986; Romagnani et al., 2007).

Etwa 90% der im peripheren Blut angesiedelten NK-Zellen sind vom Typ CD56%™CD16".
Diese NK-Zellen wirken als zytotoxische Effektorzellen und konnen ohne vorherige
Aktivierung ihre Zielzellen eliminieren. CD56°#"CD16-NK-Zellen produzieren hingegen
groBBere Mengen Zytokine und dienen somit vornehmlich der Rekrutierung anderer
Immunzellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems (Carson et al., 1994a; Fehniger et

al., 1999; Murphy et al., 2009).

1.1.2.2 NK-Zell-Rezeptoren

Der erste Kontakt der NK-Zelle mit einer Zielzelle erfolgt iiber die Bindung von
Adhésionsmolekiilen. Erst danach kommt es zu einer Interaktion von aktivierenden und
inhibierenden Rezeptoren mit ihren entsprechenden Liganden (Della Chiesa et al., 2014b;
Finton & Strong, 2012). Das Verhéltnis von aktivierenden und inhibierenden Impulsen
entscheidet letztlich dariiber, ob die Zielzelle eliminiert wird, oder nicht. Entscheidend hierbei

ist, dass die inhibierenden Signale die aktivierenden dominieren konnen. In der Regel erfordert
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die tatsdchliche Aktivierung einer NK-Zelle immer die Stimulation durch ein Minimum von 2
Rezeptoren oder einem Rezeptor und Zytokinen (Bryceson et al., 2009; Finton & Strong, 2012;
Horng et al., 2007).

NK-Zellen exprimieren eine Fiille von Rezeptoren und Adhésionsmolekiilen, die je nach
Reifegrad variieren kann. Sie tragen zur Koordination des angeborenen und adaptiven
Immunsystems genauso bei, wie zur zytotoxischen Eliminierung infizierter oder entarteter
Zielzellen (Cooper et al., 2001a; Finton & Strong, 2012).

Der erste Zell-Zell-Kontakt erfolgt iiber das funktional assoziierte Lymphozytenantigen 1
(Lymphocyte function-associated antigen 1; LFA-1; Komplex aus CD11a und CD18) der NK-
Zelle und dem intrazelluldren Adhdsionsmolekiil 1, -2, -3, -4 (Intercellular adhesion molecule
1-4; ICAM-1-4) der Zielzelle (Abb. 3). Erst dann binden die aktivierenden und inhibierenden
Rezeptoren ihre Liganden auf der Zielzelloberfliche. Werden geniigend inhibierende
Rezeptoren aktiviert, 16st sich die NK-Zelle von der Zielzelle und widmet sich der Uberpriifung
der nichsten. Uberwiegen die aktivierenden Signale wird die Zielzelle eliminiert. Dariiber
hinaus werden die NK-Zellen iiber Zytokine, wie beispielsweise 1L-2, IL-12 und IL-15, und
Chemokine aus ihrer Umgebung stimuliert (Abb. 3) (Montaldo et al., 2013a).

NK-Zellen exprimieren funktionale, heterodimere IL-2-Rezeptoren (IL-2RPy), welche eine
mittlere Affinitit zu IL-2 haben. CD56™#"".NK-Zellen sind hingegen die einzigen
Lymphozyten die hochaffine IL-2Rafy produzieren und bereits bei Zugabe geringer Dosen IL-
2 stark proliferieren und IFN-y bilden (in vitro) (Caligiuri, 2008; Fehniger et al., 2003). Eine
weitere Stimulation ist nicht notig. Dies steht in starkem Kontrast zu dem
Proliferationsverhalten anderer Lymphozyten (B- und T-Zellen), entspricht aber der Tatsache,
dass NK-Zellen eine friihe Rolle in der Immunantwort spielen. CD56%™-NK-Zellen haben
hingegen, in vitro, eine sehr geringe Proliferationskapazitit (Carson et al., 1994a; Cooper et al.,
2001a). IL-2 wird normalerweise nur von T-Zellen produziert. Dass NK-Zellen seinen Rezeptor
exprimieren, ldsst darauf schlieBen, dass tiber Zytokine die Kommunikation von NK- und T-
Zellen in den sekundéren Lymphorganen begiinstigt wird (Caligiuri et al., 1990; Cooper et al.,
2001a; Nagler et al., 1990). CD56"¢".NK-Zellen exprimieren auBerdem den c-kit-Rezeptor,
welcher die IL-2-induzierte Proliferation verstirkt und durch die Erhohung der B-
Zelllymphom-2-Expression (B-cell lymphoma 2; Bcl-2; konserviertes antiapoptotisches
Protein, bildet homo- oder heterodimere mit anderen Vertretern der Bcl-2-Familie) die
Uberlebensrate der NK-Zellen steigert (Carson et al., 1994b; Cooper et al., 2001a).

Alle NK-Zellen produzieren permanent Rezeptoren fiir Monokine (Zytokine aus Monozyten,

wie beispielsweise IL-1, IL-10, IL-12, IL-15 und IL-18), sowie IFN-y und andere Zytokine
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(z.B. TNF-0, IL-10, IL-13). Bei CD56"€"-NK-Zellen werden einige Rezeptoren fiir Monokine,
wie beispielsweise IL-1RI (Cooper et al., 2001a; Cooper et al., 2001b) und IL-18R in héherer
Frequenz exprimiert als in CD56%™-NK-Zellen, was darauf schlieBen lisst, dass friihe
Aktivierungssignale fiir NK-Zellen von Monozyten ausgesendet werden (Carson et al., 1994a;
Carson et al., 1995; Cooper et al., 2001a; Cooper et al., 2001b; Fehniger et al., 1999,
Inngjerdingen et al., 2001; Kunikata et al., 1998; K. S. Wang et al., 2000). Eine der
Hauptfunktionen von CD56" " NK-Zellen ist die Rekrutierung von Makrophagen und anderen
antigenprasentierenden Zellen mittels IFN-y und weiterer Zytokine, was zu einem positiven
Zytokinfeedback fiihrt und so eine effiziente Kontrolle der Infektion ermoglicht (Cooper et al.,
2001a).

AuBlerdem produzieren NK-Zellen Chemokinrezeptoren und eine Reihe von
Adhésionsmolekiilen (Campbell et al., 2001; Cooper et al., 2001a). Der funktionale CC-
Chemokinrezeptor 7 (CCR7, bekannt durch seine Funktion als Leitrezeptor der T-Zellen, der
die Passage in sekundire lymphoide Gewebe ermoglicht) und CXC-Chemokinrezeptor 3
werden vornehmlich auf CD56"¢".NK-Zellen exprimiert. CD56%™-NK-Zellen bilden
hingegen verstirkt CXCR1 und CX3CR1, Rezeptoren, die IL-8 und Fraktalkin binden
(Campbell et al., 2001; Cooper et al., 2001a).

CD56" " _NK-Zellen exprimieren das Adhisionsmolekiil CD62L (L-Selektin), welches die
Interaktion mit dem vaskuldren Endothelium vermittelt. Durch CCR7 und CD62L haben
CD56"e"_NK-Zellen die Mdglichkeit in sekundire lymphoide Gewebe einzuwandern, eine
Eigenschaft die eher unreifen NK-Zellen zu Gute kommt. CD56%™-NK-Zellen haben dieses
Potential nicht mehr (Cooper et al., 2001a; Frey et al., 1998).

Dariiber hinaus exprimieren NK-Zellen weitere Adhédsionsmolekiile wie beispielsweise CD2
(Typ I Transmembranprotein, vermittelt Zell-Zell-Kontakt) CD49e (Typ I integrales Membran-
glykoprotein, exprimiert auf aktivierten Lymphozyten, bildet Heterodimere mit Integrinf-1,
reguliert u.a. das Uberleben der Zelle und die Apoptose) oder ICAM-1 (Typ I
Transmembranprotein, wichtig fiir Zelladhédsion und Leukozytenmobilisierung (Entziindungs-
reaktionen)). Reife sowie terminal differenzierte NK-Zellen exprimieren aulerdem CD57, ein
Enzym der Glukuronyltransferasegenfamilie, das fiir die Zell-Matrix-Interaktion
mitverantwortlich ist, und CD69, ein Typ II Transmembranprotein der C-Typ-Lektin Familie,
welches iiber Disulfidbriicken Homodimere bildet, transient auf aktivierten NK-Zellen
exprimiert wird und in die Zielzelllyse involviert ist (Cooper et al., 2001a; Isaji et al., 2006;

Kared et al., 2016; Moingeon et al., 1989; Testi et al., 1994; Voraberger et al., 1991).
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Anstelle spezialisierter Rezeptoren gegen Antigene, wie es bei den T-Zellen der Fall ist,
besitzen NK-Zellen aktivierende und inhibierende Rezeptoren, die sowohl zur Erkennung von
Zielzellen als auch zur Regulation ihrer zytotoxischen Eigenschaften dienen (Cooper et al.,
2001a; Finton & Strong, 2012; Lanier, 2001). Aktivierende Rezeptoren besitzen meist
intrazelluldre, tyrosinbasierte, aktivierende Immunrezeptormotive- (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif; ITAM) Sequenzen wohingegen inhibierende Rezeptoren iiber
tyrosinbasierte, inhibierende Immunrezeptormotive- (immunoreceptor tyrosine-based inhi-
bitory motif, ITIM) Sequenzen verfiigen. ITAM-Sequenzen 16sen iiber Adaptermolekiile
Signale aus, die zur Degranulierung, der Ausschiittung von Zytotoxinen in die immunologische
Synapse (Raum zwischen Immunzelle und Zielzelle) fithren. ITIM-Sequenzen hingegen
rekrutieren Phosphatasen, die die aktivierenden Signale durch Dephosphorylierung abfangen
(Abb. 3) (Lanier et al., 1998a; Lanier et al., 1998b).

Zu den wichtigsten Vertretern der NK-Zellrezeptoren gehdren die Natiirlichen
Zytotoxizititsrezeptoren (natural cytotoxicity receptors; NCR), die inhibitorischen
Leukozytenrezeptoren  (leukocyte  inhibitory  receptors; LIR), die Killerzell-
immunglobulindhnlichen Rezeptoren (KIR) und die NKG2-Rezeptoren (Finton & Strong,
2012).

1.1.2.2.1 NCR-Familie

Die NCR sind HLA-unabhéngige aktivierende Rezeptoren, deren Expression auf NK-Zellen
beschrankt ist und deren Aktivierung zur Degranulation (Zytotoxizitit) der NK-Zelle fiihrt.
Derzeit sind drei verschiedene Vertreter bekannt: NKp30, NKp44 und NKp46. Die ersten
beiden sind auf Chromosom 6p21.3, NKp46 auf Chromosom 19q13.42 (Leukozyten Rezeptor
Komplex; leukocyte receptor complex; LRC) lokalisiert. Es handelt sich um Typ I
Transmembranproteine, die zur Immunglobulin (Ig)-Superfamilie zdhlen. Strukturell dhneln sie
den KIR und LIR (s.u.). NKp30 und NKp46 werden sowohl von ruhenden als auch von
aktivierten NK-Zellen exprimiert. NKp44 findet sich hingegen nur auf, mit IL-2 stimulierten,
NK-Zellen. Alle drei Rezeptoren besitzen einen positiv geladenen Bereich innerhalb der
Transmembrandoméine, der ihnen die Interaktion mit den Adaptermolekiilen DAP12, CD3C und
FceRIy ermoglicht (Details s. Kapitel 1.1.2.3) (Cantoni et al., 1999; Finton & Strong, 2012; A.
Moretta et al., 2000; Pende et al., 1999; Pessino et al., 1998). Die Liganden der NCRs sind in
der Regel viralen Ursprungs, wie beispielsweise das Tegumentprotein pp65 (pp =
Phosphoprotein; Molmasse 65 kDa) des humanen Zytomegalievirus (human cytomegalovirus;

HCMV), welches den NKp30 Rezeptor inaktiviert (Arnon et al., 2005; Finton & Strong, 2012).
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1.1.2.2.2 LIR-Familie

Die Gene der inhibitorischen Leukozyten Rezeptoren liegen im LCR auf Chromosom 19q13.4.
Sie sind Typ I Transmembranproteine mit zwei oder vier extrazelluldren Ig-Tandemdoménen.
Sie werden sowohl von lymphoiden als auch von myeloiden Zellen exprimiert und kénnen
inhibierende oder aktivierende Signale weiterleiten. Die Signaltransduktion erfolgt mittels
ITIM- (inhibitorische Signale) Sequenzen oder ITAM- (aktivierende Signale) Sequenzen, die
mit Hilfe ihres positiv geladenen Arginins in der Transmembrandoméne an das Adaptermolekiil
FceRly assoziieren (Brown et al., 2004; Cosman et al., 1997; Finton & Strong, 2012; Volz et
al., 2001). Es sind elf funktionale LIR bekannt, von denen fiinf HLA-Klasse I-Molekiile als
Liganden besitzen (die Liganden der iibrigen LIR sind noch nicht einwandfrei identifiziert).
Hervorzuheben sind LIR-1 und LIR-2, welche auch die nicht klassischen HLA-Klasse I-
Molekiile HLA-E, -F und -G binden konnen. Neben ihrer Rolle als HLA-Klasse I-Sensor
erfiillen sie weitere Funktionen in der Inmunabwehr von Virusinfektionen. So konnte gezeigt
werden, dass der inhibitorische LIR-1 an das UL18 Protein des HCMV bindet. ULI1S ist ein
HLA-Klasse I-Homolog, welches von infizierten Zellen exprimiert wird, um die Infektion zu
maskieren und sich vor dem Immunsystem zu schiitzen. LIR-1 bindet UL18 mit einer
tausendfach hoheren Affinitét als die eigentlichen HLA-Klasse I-Molekiile. Untersuchungen
zeigen jedoch, dass unter verschiedenen Bedingungen die ULI8 Produktion die NK-
Zellaktivitdt sowohl drosseln als auch steigern kann. Im Lauf der Evolution hat das HCMV
zahlreiche Strategien entwickelt, um dem Immunsystem zu entgehen. Im Gegenzug reagiert
auch das Immunsystem und verbessert seine Abwehrmechanismen. Das fiihrt dazu, dass der
Einfluss einer einzelnen Protein-Rezeptor-Interaktion wie UL18 mit LIR-1, auf die NK-
Zellaktivitdt nur schwer eingeschitzt werden kann (Chapman et al., 2000; Chapman et al., 1999;

Finton & Strong, 2012; C. S. Wagner et al., 2008; Yang & Bjorkman, 2008).

1.1.2.2.3 NKG2-Familie

Mitglieder der NKG2 Familie, die zu den Typ II Transmembran, C-Typ-lektindhnlichen
Rezeptoren gehoren, werden von NK- und CD8'T-Zellen exprimiert. Thre Gene liegen auf
Chromosom 12p13 (Finton & Strong, 2012; Suto et al., 1997). Zu lhren Produkten zdhlen
NKG2A, -B, -C, -E, und —H, welche sdmtlich mit CD94, das ebenfalls eine C-Typ-
lektindhnliche Faltung besitzt, dimerisieren (Brostjan et al., 2002; Finton & Strong, 2012;
Kaiser et al., 2005; Lazetic et al., 1996; Sullivan et al., 2007). Ausnahmen bilden NKG2D und
NKG2F. NKG2D, das vom KLRK1 (killer cell lectin like receptor KI) Gen auf Chromosom
12p12-13 codiert wird, bildet Homodimere (Bauer et al., 1999; Finton & Strong, 2012;
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Houchins et al., 1991). NKG2A/B sind inhibierende Rezeptoren, die ITIM-Sequenzen an Threm
zytoplasmatischen Fortsatz besitzen (Finton & Strong, 2012; Houchins et al., 1991).
NKG2C/D/E/H sind hingegen aktivierend und interagieren iiber die Adaptermolekiile DAP10
oder DAP12 (Diefenbach et al., 2002; Finton & Strong, 2012; Gilfillan et al., 2002; Lanier et
al., 1998a; Lanier et al., 1998b; Revilleza et al., 2011; Upshaw et al., 2006). NKG2D bindet an
die Stressproteine MICA/B und an ULBP1-6 (UL16 Bindeprotein-1). Die Aktivierung der NK-
Zellen iiber die Interaktion von NKG2D mit einem seiner Liganden bendtigt, im Vergleich zu
den meisten anderen Rezeptoren, kein zusitzliches stimulatorisches  Signal.
CD94/NKG2A/C/E-Heterodimere binden an das nicht klassische HLA-E Molekiil, welches
wiederum die Signalpeptide der klassischen HLA-A/B/C und des nicht klassischen HLA-G
Molekiils prisentiert. Durch diese Verbindung konnen beispielsweise NK-Zellen die HLA-
Expression einer Zielzelle liberpriifen (Braud et al., 1998a; Braud et al., 1998b; Finton &
Strong, 2012).

HLA-E-Molekiile erreichen nur durch die Bindung dieser Signalpeptide ihre charakteristische
Faltung, durch die es ihnen moglich ist auf die Zelloberfliche zu gelangen. Wird, wie im Fall
einer Kuhpockeninfektion, die HLA-E-Expression reduziert, so kann CD94/NKG2A aufgrund
der fehlenden Bindung kein inhibierendes Signal mehr weiterleiten. Als Folge wird die
infizierte Zielzelle lysiert (Brooks et al., 2006; Finton & Strong, 2012). Im Gegensatz dazu fiihrt
eine Infektion mit dem HCMV oder Hantaviren zu einer verstarkten HLA-E-Expression auf
den infizierten Zellen. NKG2A-Rezeptoren leiten dieses (falsche) inhibierende Signal weiter.
Durch diesen Trick werden die infizierten Zellen von den NK-Zellen nicht erkannt und die
Zelllyse wird verhindert. Als vermeintlicher Ausgleich kann in einigen infizierten Personen
allerdings die Expansion und Persistenz von aktivierenden NKG2C*-NK-Zellen wihrend einer
entsprechenden Infektion beobachtet werden (Beziat et al., 2012; de Rham et al., 2014; Della
Chiesa et al., 2013a; Della Chiesa et al., 2013b; Djaoud et al., 2013; Finton & Strong, 2012;
Foley et al., 2012a; Foley et al., 2012b; Guma et al., 2004; Lopez-Botet et al., 2004). Auffillig
ist, dass die NK-Zell-Subtypen CD56¢" und CD56%™ unterschiedliche Rezeptorrepertoires
exprimieren. So produzieren CD56"¢".NK-Zellen viel CD94/NKG2A und kaum bis kein
CD94/NKG2C. Bei den CD56%™-NK-Zellen nimmt der CD94/NKG2A-Spiegel hingegen ab
und es wird mehr CD94/NKG2C exprimiert. Diese Unterschiede hangen mit der der Reife der
verschiedenen NK-Zellen zusammen (Cooper et al., 2001a; Freud et al., 2005; Freud et al.,

2006).
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1.1.2.2.4 KIR-Familie

Die wichtigsten inhibierenden Rezeptoren der CD56%™-NK-Zellen sind die Killerzell-
immunglobulindhnlichen Rezeptoren (KIR). Die polymorphe KIR-Familie ist auf Chromosom
19q13.4 im bereits erwihnten LRC kodiert. Mitglieder dieser Rezeptorfamilie werden sowohl
von NK-Zellen als auch von T-Zellen exprimiert (Finton & Strong, 2012; Marsh et al., 2003).
Neben 15 funktionalen K/R-Genen gibt es zwei Pseudogene (KIR2DP1, KIR3DP]I), die durch
ein vorgezogenes Stopcodon Nonsensprodukte liefern. Jede NK-Zelle bildet ihr individuelles
KIR-Repertoire aus. Dieses reicht von nur einem einzigen KIR pro Zelle bis hin zu neun
verschiedenen. Im Schnitt werden jedoch drei bis fiinf KIR pro Zelle exprimiert (Uhrberg et al.,
1997).

KIR gehoren zur Gruppe der Typ I Transmembranproteine. Thr extrazelluldrer Teil besitzt
entweder zwei (KIR2D) oder drei (KIR3D) immunglobulindhnliche Domédnen. Durch die
Bindung ihres spezifischen Liganden koénnen KIR entweder aktivierende, oder inhibierende
Signale weiterleiten (Finton & Strong, 2012; Marsh et al., 2003). Inhibierende KIR werden mit
einem ,,.L“ (engl. long = lang) in der Nomenklatur gekennzeichnet (z. B.: KIR3DL). Sie haben
einen langen zytoplasmatischen Fortsatz mit zwei ITIM-Sequenzen, mit deren Signalkaskade
sie die Immunreaktion unterbinden. Aktivierende KIR besitzen hingegen nur eine kurze
intrazelluldre Region (Kennzeichnung ,,S*; engl. short = kurz), mit einer in der
Transmembranregion lokalisierten positiv geladenen Aminoséure (AS) (Arg oder Lys). Das
Adaptermolekiill DAP12 bindet diese AS und reagiert mit einem gegenséitzlich geladenen
Bereich einer ebenfalls in der Transmembran ansédssigen ITAM-Sequenz um aktivierende
Signale weiterzuleiten (Finton & Strong, 2012; Lanier et al., 1998b).

Die meisten KIR binden an HLA-Klasse I-Molekiile und sind somit unerlésslich fiir die
Unterscheidung zwischen korpereigenen und korperfremden Zellen. Inhibierende KIR binden
HLA-A, -B und -C, wohingegen die Liganden der aktivierenden KIR weitestgehend unbekannt
sind. HLA-Proteine besitzen verschiedene Motive, die von den KIR erkannt werden konnen.
Die HLA-C-Epitope C1 und C2 beispielsweise definieren sich durch einen Sequenzdimor-
phismus (Lys/Asn) an Position 80. Dieser befindet sich auf der al-Helix in der Ndhe des C-
terminalen Endes der peptidbindenden Spalte. Er wird von einem korrespondierenden
Dimorphismus (Met/Lys) an Position 44 der KIR2D-Isoformen komplementiert. KIR2D
erkennen dementsprechend C1 und C2 Epitope, KIR3DL1 das Bw4 Epitop (Finton & Strong,
2012; Mandelboim et al., 1996; Winter & Long, 1997).
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KIR2DL4 hat sowohl stimulierende als auch inhibierende Merkmale und wird als einziger KIR
von allen NK-Zellen exprimiert. KIR3DL2 liegt als Einziger als Homodimer vor (Pende et al.,
1996; Rajagopalan & Long, 1999; Uhrberg et al., 1997).

Anhand der An- bzw. Abwesenheit der K/R-Gene definieren sich verschiedene KIR-
Haplotypen. Vier Gene, die sog. Rahmengene, sind dabei allen gemeinsam: K/R3DL3,
KIR3DL?2, KIR2DL4, KIR3DPI (Wilson et al., 2000). Je nach Art und Anzahl der KIR-Gene
unterscheidet man zwischen Haplotypgruppe 4 und B. Haplotypgruppe 4 vereinigt neben den
Rahmengenen vier weitere Gene: KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DLI, und KIR2DS4. Alle aul3er
KIR2DS4 kodieren fiir inhibierende Rezeptoren. Alle anderen Genvariationen bilden die B-
Haplotypgruppe. Im diploiden Organismus setzen sich zwei Haplotypen zu einem Genotyp
zusammen, der entweder homozygot 44 oder BB oder heterozygot AB ist. Der KIR-Genotyp
AA besitzt alle und ausschlieBlich die Gene der Haplotypgruppe A. 4B besitzt alle Gene der
Haplotypgruppe 4 und mindestens ein Gen der Haplotypgruppe B und beim K/R-Genotyp BB
fehlt mindestens ein Gen der Haplotypgruppe 4 (Uhrberg et al., 1997).

Das KIR-Repertoire entwickelt sich scheinbar in einer festen Reihenfolge. KIR2DL3 ist
nachweislich der erste KIR, der auf der Zelloberflache in Erscheinung tritt (Fischer et al., 2007;
Miller & McCullar, 2001; Schonberg et al., 2011).

Die auftretenden HLA-Klasse I-Molekiile, KIR und KIR/HLA-Kombinationen korrelieren mit
der Anfilligkeit und dem Ausbruch verschiedener Krankheiten (Finton & Strong, 2012;
Parham, 2005). Es konnte beobachtet werden, dass KIR bei der Immunantwort auf
unterschiedliche Virusinfektionen wie HIV, Hepatitis B und C, HSV-1, EBV und HCMV eine
Rolle spielen. Dabei kénnen sie sich sowohl positiv, als auch negativ auf den Verlauf von
Viruserkrankungen auswirken (Estefania et al., 2007; Finton & Strong, 2012; Lopez-Botet et
al., 2004; Romero et al., 2008; Singh et al., 2007; Stewart et al., 2005). Es konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass sich die Expression von KIR3DS1 in Kombination mit HLA-Bw-4801
positiv auf den Verlauf einer HIV-Infektion auswirkt, da entsprechende NK-Zellen bevorzugt
aktiviert werden und HIV-1-infizierte Zellen lysieren (Finton & Strong, 2012; Martin et al.,
2002).

Nach einer Knochenmarktransplantation eines Spenders mit mehr als einem aktivierenden KIR
verringert sich das Risiko einer symptomatischen HCMV-Infektion, die zu einer Abstofung
des Transplantates fithren kann (Boyton & Altmann, 2007). Aullerdem besteht bei Miittern mit
der Haplotypgruppe 4 ein hoheres Risiko zur Praeklampsie, wenn der Fotus positiv fiir HLA-
C2 ist (Hiby et al., 2010; Hiby et al., 2004). Diese Zusammenhinge zwischen KIR/HLA und

den verschiedenen Erkrankungen sind jedoch noch nicht umfassend verstanden.
27



Einleitung

1.1.2.2.5 Lizenzierung

NK-Zellen erkennen korpereigene Zellen durch die Anwesenheit von HLA-Klasse I-
Molekiilen, die mittels KIR kontrolliert wird. Ist die Anzahl der HLA-Klasse I-Molekiile stark
reduziert oder fehlen sie vollstindig, erhélt die NK-Zelle kein inhibierendes Signal {iber die
entsprechenden HLA-Klasse I-spezifischen KIR und leitet, bei gleichzeitigem Vorhandensein
eines stimulierenden Signals, die Zelllyse ein. NK-Zellen miissten dementsprechend alle
mindestens einen KIR fiir eigene HLA-Klasse I-Molekiile exprimieren, um nicht autoreaktiv
zu sein (,,at least one“~-Hypothese) (Uhrberg et al., 1997; Valiante et al., 1997). Allerdings
wurde festgestellt, dass NK-Zellen ohne inhibierende KIR durchaus existieren, jedoch weniger
zytotoxisch und somit nur eingeschrénkt funktionstiichtig sind (Anfossi et al., 2006; Cooley et
al., 2007). Aus diesem Sachverhalt ergab sich die Hypothese, dass NK-Zellen einen Prozess
der Erziehung (education) oder auch Lizenzierung durchlaufen miissen, um die funktionale
Reife zu erlangen. Lizenzierte NK-Zellen sind funktional, also tolerant fiir kdrpereigene HLA-
Molekiile und zytotoxisch. Unlizenzierte sind hingegen hyporeaktiv. Lizenzierung bedeutet
also fiir die NK-Zelle den Erwerb eines inhibierenden KIR (bzw. eines anderen inhibierenden
Rezeptors, z.B. CD94/NKG2A), um zur vollen Funktionalitit zu reifen. Solange dieser
Reifungsprozess nicht vollzogen ist, bleibt die NK-Zelle inaktiv (Kim et al., 2005; Yokoyama
& Kim, 2006). Orr et al. haben allerdings bereits Ausnahmen von dieser These beschrieben, in
denen die Hyporeaktivitit iiberwunden werden konnte (Orr et al., 2010). Wie diese Prozesse

jedoch im Einzelnen ablaufen ist noch unklar.
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Abb. 3 Signaltransduktion verschiedener NK-Zellrezeptoren. Die NK-Zellaktivitidt wird iiber die Balance
zwischen inhibierenden und stimulierenden Signalen reguliert. Bei gleichzeitigem Auftreten eines inhibierenden
und eines stimulierenden Signals, dominiert das Inhibierende. Aktivierende Rezeptoren: Die Interaktion des
NKG2D-DAP10-Komplexes mit den MIC-Stressmolekiilen fiihrt zur Aktivierung der NK-Zelle. DAP10 besitzt
ein intrazytoplasmatisches, aktivierendes YxxM-Motiv, welches verschiedene Proteine, wie das p85a, eine
regulatorische Untereinheit des P13K, bindet. Unter der zusétzlichen Einwirkung von Vavl wird ERK
phosphoryliert und die zelluldre Zytotoxizitiat der NK-Zelle ausgelost. Der NKG2C-Rezeptor bindet hingegen an
den DAP12-Adaptor, der ITAM aufweist und die NK-Zelle {iber den ZAP70/Syk-Signalweg aktiviert. NKp44/46
nutzen ebenfalls den ZAP70/Syk-Signalweg, vermitteln ihre stimulatorischen Signale allerdings iiber die CD3(-
Kette. Der DNAM-1-Rezeptor, der Nectin-2 und den Poliovirusrezeptor (PVR) bindet, ist mit dem LFA-1-
Rezeptor assoziiert und aktiviert {iber diesen den P13K-Signalweg. Inhibierende Rezeptoren: Die inhibierenden
Rezeptoren verfligen iiber ITIM. Wenn z.B. NKG2A oder KIR2DL ihren Liganden binden, werden die ITIM
phosphoryliert und binden die SH2-Doméne der SHP-1-Phosphatase. Dies wiederum fiihrt zur
Dephosphorylierung von Vavl und die aktivierende Signalkaskade wird unterbrochen, die NK-Zelle bleibt inaktiv.
Veréandert nach Lopez-Larrea (Corrales-Aguilar et al., 2014a; Corrales-Aguilar et al., 2014b; Lopez-Larrea et al.,
2008).

1.1.2.3 Effektormechanismen

NK-Zellen téten ihre Zielzellen im Wesentlichen iiber drei verschiedene Reaktionswege, die

nicht-sekretorische Lyse, die sekretorische Lyse und ADCC (Abb. 4).

1.1.2.3.1 Sekretorische Lyse

Aktiviertes LFA-1 sorgt zusétzlich zum ersten Zell-Zell-Kontakt dafiir, dass sich die Granula
der NK-Zellen im Bereich der immunologischen Synapse sammeln, um eine eventuelle
Degranulierung schnell und zielgerichtet durchfiihren zu konnen. Bei den zytotoxischen

Granula der NK-Zellen handelt es sich um spezialisierte Lysosomen, in denen die Enzyme
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Granzym B und Perforin angereichert sind. Das saure Milieu innerhalb der Granula inaktiviert
sie. Erst nach der Entlassung in die immunologische Synapse entfalten sie ihre zytotoxischen
Eigenschaften (Abb. 4) (Rink et al., 2012).

Auf der Innenseite der Granula sind lysosomale Proteine, wie CD107 lokalisiert (vergl. Kapitel
2.2.11.1). Durch den exozytotischen Mechanismus der Degranulation gelangen diese auf die
Zelloberfldche und schiitzen die NK-Zelle so vor dem Eindringen der eigenen zytotoxischen
Molekiile. Des Weiteren verhindern Cathepsin B und Serpin, welche Perforin spalten bzw.
Granzym B inaktivieren, die Selbstzerstorung der NK-Zelle (Chavez-Galan et al., 2009,
Lieberman, 2003).

Das Perforin ermoglicht Granzym B den Eintritt in die Zielzelle. Auf welche Weise dies im
Detail geschieht ist noch nicht vollstindig geklért: Frither wurde angenommen, dass Perforin
entweder die Zellmembran permeabilisiert, wodurch Granzym B in die Zielzelle gelangen kann
oder Perforin und Granzym B endozytotisch von der Zielzelle aufgenommen werden und
Perforin Poren in der Endosomenmembran bildet, durch die Granzym B ins Zytosol entlassen
wird (Cullen & Martin, 2008; Voskoboinik et al., 2010). Es scheint jedoch wahrscheinlicher,
dass Perforin Poren in der Zellmembran der Zielzelle bildet durch die Kalziumionen in die Zelle
einstromen. Granzym B lagert sich darauthin an die gegensitzlich geladene Zellmembran an
und wird endozytotisch aufgenommen. Granzym B ist eine Serinprotease und initiiert den
Caspase-Signalweg, der wiederum die Apoptose einleitet (Krzewski & Strominger, 2008;
Lieberman, 2003).

Die Degranulation kann iiber verschiedene aktivierende Rezeptoren ausgelost werden. NKG2C
oder KIR2DS/KIR3DS iibermitteln ihr stimulatorisches Signal iiber die DAP12-ITAM-
Interaktion, wohingegen NKp44 und NKp46 es iiber die CD3(-Kette vermitteln. Alle diese
Rezeptoren initiieren die Zytotoxizitét iiber den ZAP70/Syk-Signalweg. NKG2D interagiert
mit DAP10 und nutzt den Rac/MEK-Signalweg, um die Degranulation auszuldsen (Lopez-
Larrea et al., 2008; Pezzutto, 2007).

1.1.2.3.2 Nicht-sekretorische Lyse

Die Eliminierung der Zielzelle kann noch iiber weitere Mechanismen ausgeldst werden, z.B.
indem bestimmte Liganden der NK-Zellen an ihre Rezeptoren auf der Zielzelle binden und auf
diese Weise direkt die Apoptose in der Zielzellen einleiten. Zwei bekannte Vertreter dieser
Liganden gehdren zur TNF-Superfamilie. Die Fas-Rezeptoren (= CD95) der Zielzelle binden
an die Fas-Liganden (engl.: death factor = Todestaktor) der NK-Zelle und lésen somit den
Caspase-Signalweg aus, welcher zur Apoptose fiihrt (Abb. 4). AuBerdem besitzen NK-Zellen
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den TNF-verwandten, Apoptose auslosenden Liganden (7TNF-related apoptosis inducing
ligand; TRAIL), der, wenn er gebunden wird, ebenfalls die Apoptose in der Zielzelle auslost
(Pezzutto, 2007; Rink et al., 2012).

1.1.2.3.3 ADCC

NK-Zellen exprimieren CD16, einen niedrigaffinen Fc-Rezeptor (FcyRIlla) fiir IgG, der von
den FCGR3A4-Genen auf Chromosom 1 kodiert wird und zur Ig-Superfamilie gehort. Wenn eine
infizierte Zelle erregerspezifische Antigene auf ihrer Oberflache prisentiert, konnen diese
Antigene von spezifischen Antikdrpern des Immunsystems gebunden werden. CD16 bindet
wiederum an den Fc-Teil dieser Antikorper. Uber die CD3(- oder die FceRIy-Kette, die
intrazelluldr mit dem CD16-Molekiil assoziiert sind, wird eine Signalkaskade angesto3en, die,
ohne die Transduktion eines weiteren aktivierenden Signals, zur Degranulierung der
zytotoxischen Granula in die immunologische Synapse und zur Lyse der Zielzelle fiihrt (Abb.
4). Dieser Vorgang wird als antikorperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitit (ADCC)
bezeichnet (Mandelboim et al., 1999; Murphy et al., 2009; Pezzutto, 2007).

1.1.2.3.4 Zytokinexpression

CD56e"CD16-NK-Zellen sind hingegen in der Lage mit anderen Immunzellen zu
kommunizieren und priagen so iiber Zytokine das spezifische Immunsystem (Cooper et al.,
2001a; Finton & Strong, 2012). Virusinfizierte Zellen produzieren beispielsweise IFN-o und
IFN-B, welche die CD56"¢"CD16-NK-Zellen dazu veranlassen ihrerseits Zytokine, wie IL-3,
IL-10 und IL-13 auszuschiitten. Binden NK-Zellen dariiber hinaus IL-12, das u.a. von
dendritischen Zellen produziert wird und bekommen sie einen zweiten Stimulus, beispielsweise
durch IL-2, dass von aktivierten T-Zellen sekretiert wird, so produzieren die NK-Zellen grof3e
Mengen IFN-y. Dariliber werden wiederum andere Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems, wie zum Beispiel Makrophagen, aktiviert. Des Weiteren stimuliert IFN-y die
Expression von HLA-Klasse [-Molekiilen und somit die Antigenprédsentation, was wiederum
die Erkennung infizierter Zellen durch T- und B-Zellen begiinstigt. AuBerdem hemmt IFN-y
die Proliferation von, mit Viren infizierten Zellen sowie Tumorzellen (Caligiuri, 2008; Cooper

et al., 2001b; Maher et al., 2007; Mocikat et al., 2003; Wallach et al., 1982).
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Abb. 4 NK-Zelleffektormechanismen. Die Funktionalitit der NK-Zellen wird durch die Balance der
empfangenen inhibierenden und stimulierenden Signale reguliert. Inhibierende Signale dominieren, bis auf wenige
Ausnahmen die stimulierenden. Auerdem wird normalerweise ein Minimum von zwei stimulierenden Signalen
bendtigt um einen Effektormechanismus auszuldsen. Es wird zwischen der Nicht-sekretorischen und
sekretorischen Lyse sowie der antikorperabhingigen zellvermittelten Zytotoxizitdt (ADCC) unterschieden.
Schema verdndert nach Pezzutto, 2007.

1.1.2.4 Pathophysiologische Relevanz

NK-Zellen gehoren im Fall einer Infektion zur ersten ,,Eingreiftruppe® des Immunsystems.
Gerade bei Neugeborenen, bei denen das adaptive Immunsystem noch nicht voll entwickelt ist,
sind sie von besonderer Wichtigkeit. Die NK-Zellen, die aus Nabelschnurblut isoliert wurden
unterscheiden sich allem Anschein nach nur geringfiigig von denen aus peripherem Blut
(Schonberg et al., 2011).

Das Verhiltnis der NK-Zellpopulationen verdndert sich im Laufe des Lebens. Wahrend die
Anzahl der CD56"¢".NK-Zellen weitestgehend gleich bleibt nimmt die der CD56%™-NK-
Zellen zu (Borrego et al., 1999; Cooper et al., 2001a; Manser et al., 2015). Auch das Verhiltnis
von NKG2A- und KIR-exprimierenden NK-Zellen ist altersbedingten Verdnderungen
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unterworfen. So nimmt die Frequenz von NKG2A ab, wéhrend die der KIR zunimmt (Le Garft-

Tavernier et al., 2010; Schonberg et al., 2011).

1.1.2.4.1 Stammzelltransplantation

NK-Zellen sind die ersten Lymphozyten, die nach einer Knochenmarktransplantation das
periphere Blut neu besiedeln. Zu Beginn liegt das Verhiltnis CD56"€"-NK-Zellen zu CD56%™-
NK-Zellen bei 70% zu 30%. Nach vier Monaten hat es sich meist normalisiert (10% zu 90%).
Diese Beobachtung lisst den Schluss zu, dass sich CD56"€"-NK-Zellen schneller entwickeln
als andere Lymphozyten und CD56Y™-NK-Zellen entweder aus CD56€"-NK-Zellen
hervorgehen, oder den Wachstumsfaktoren lidnger ausgesetzt sein miissen, um optimal
proliferieren zu konnen (vergl. Kapitel 1.1.2.1) (Cooper et al., 2001a; Gottschalk et al., 1990;
R. Jacobs et al., 1992).

Aufgrund ihrer immunregulatorischen Eigenschaften sind NK-Zellen interessante Kandidaten
fiir Immuntherapien zur Behandlung von Krebs- oder Immundefizienzerkrankungen (Caligiuri
et al., 1993; Cooper et al., 2001a; Shah et al., 2000). Es konnte beobachtet werden, dass NK-
Zellen des Knochenmarkspenders, die keine inhibierenden KIR fiir die Empfanger HLA-Klasse
I-Molekiile besitzen, sensibler fiir die Erkennung von Leukdmiezellen sind und diese effektiv
bekdmpfen (Graft versus leukemia-Effekt). Entsprechende Patienten erleiden seltener einen
Riickfall (Cooper et al., 2001a; Giebel et al., 2003; Miller et al., 2007; Ruggeri et al., 1999).
Die NK-Alloreaktivitit, die durch ein KIR/KIR-Liganden-,mismatch* zwischen Spender und
Empfanger hervorgerufen wird, begiinstigt aulerdem die Eliminierung der T-Zellen des
Empféingers. Das fordert die Akzeptanz des Transplantats durch den Wirt. Neben T-Zellen
werden ganz allgemein antigenpréisentierende Zellen durch alloreaktive NK-Zellen dezimiert,
was eine Graft versus Host-Reaktion unterbindet (Giebel et al., 2003; Schellekens et al., 2008).
Eine KIR-Typisierung im Vorfeld einer Transplantation kann helfen, potentiell alloreaktive
Spenderzellen zu ermitteln und somit den Behandlungserfolg zu verbessern (Schellekens et al.,

2008).

1.1.2.4.2 NK-Zellen als Therapeutika

Die Zugabe geringer Mengen IL-2 steigert die Anzahl der CD56*€"-NK-Zellen, die CD16
exprimieren und erwirkt so effizient ADCC. Dies macht man sich bereits in der HIV und
Krebstherapie zu Nutze. Die IL-2-induzierte Expansion ist wohl auf eine beschleunigte
Differenzierung und ein besseres Uberleben der Zellen zuriickzufiihren. Die additive Zugabe

des FLT3-Liganden und des c-KIT-Liganden konnte zusitzlich die Proliferation steigern
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(Kombipriparat). AuBerdem werden auch Zytokine, die die Zytokinproduktion und
Zytotoxizitit der NK-Zellen steigern, therapeutisch eingesetzt (Cooper et al., 2001a).

Des Weiteren wird angenommen, dass NK-Zellen die Therapie von B-Zell-Lymphomen und
Brustkrebs mit monoklonalen Antikdrpern unterstiitzen konnen (Clynes et al., 2000; Cooper et

al., 2001a).

1.1.2.5 NK-Zellgenerierung in vitro

Bereits Ende der 1990er Jahre wurde ein in vitro-System entwickelt, welches es ermdglichte,
die NK-Zellentwicklung unter kontrollierten Bedingungen zu beobachten. Die
hamatopoetischen Vorldufer (hematopoietic stem and progenitor cells; HSPC) (CD34"/Lin
/CD38) wurden aus Knochenmark isoliert und mit AFT024, eciner murinen f{Gtalen
Leberzelllinie kokultiviert (Miller et al., 1999).

Vor kurzem wurde im ITZ eine modifizierte Variante dieses urspriinglichen Systems
entwickelt, bei dem die HSPC (aus Nabelschnurblut) nicht wie bisher mit murinen Zellen,
sondern mit humanen mesenchymalen Stammzellen (mesenchymal stem cell; MSC)
kokultiviert werden. Dies ermdglicht die Analyse der NK-Zellentwicklung in vitro unter
Bedingungen die denen in der humanen Stammzellnische des Knochenmarks dhneln (Brands,
2014). Die NK-Zellen entwickeln sich in diesem System, vergleichbar wie in vivo, liber
definierte Stadien, von proNK-Zellen bis zu CD56* " NK-Zellen (Caligiuri, 2008; Freud et
al., 2006) und exprimieren u.a. die, fiir die NK-Zelle relevanten Proteine, CD56, CDI16,
CDY94/NKG2A/C, NKG2D und KIR. Mit Hilfe dieses in vitro Modells konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass sich die Expression der HLA Klasse I-spezifischen KIR unabhéngig vom HLA-
Typ (HLA-C1 oder HLA-C2) der MSC entwickelt und unter verschiedenen Bedingungen
immer KIR2DL3 als erster KIR auf der Zelloberflache exprimiert wird (Zhao, unverdftentlichte
Daten). Dieses Phidnomen ldsst sich auch bei Knochenmarktransplantationen beobachten. Es
scheint also ein festes, vom HLA-Typ unabhingiges Expressionsprogramm fiir KIR-Proteine
wihrend der NK-Zellentwicklung zu geben (Fischer et al., 2007; Miller & McCullar, 2001;
Shilling et al., 2003).

Die MSC sind eigentlich fiir ihre immunsuppressive Wirkung auf T- und NK-Zellen bekannt
(Meisel et al., 2004). Die Experimente der Mitarbeiter des ITZ zeigen aber eindeutig, dass dies
nur fiir reife NK-Zellen, nicht aber fiir die verschiedenen Stadien der NK-Zellentwicklung gilt.
Fiir die vorliegende Arbeit ist vor allem wichtig, dass dieses in vitro Modell eine Moglichkeit
bietet, die NK-Zellentwicklung erstmals unter dem Einfluss einer HCMV-Infektion zu

analysieren. So ist bereits bekannt, dass sich MSC leicht mit dem HCMV infizieren lassen und
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sie als addquate Wirtszelle flir das Virus fungieren konnen (Heseler et al., 2013; Meisel et al.,
2014; Meisel et al., 2004). Da das HCMV sehr wirtsspezifisch ist, sind die bisher fiir die NK-
Zelldifferenzierung verwendeten murinen Zelllinien AFT024 oder ELO8 fiir ein HCMV-

Infektionsmodell nicht geeignet.

1.2 Virologische Grundlagen

1.2.1 Das humane Zytomegalievirus

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) gehort zur Familie der Herpesviren (Humanes
Herpesvirus 5, HHVS), welche mit einem Durchmesser von 120 bis 200 Nanometern zu den
grofiten und komplexesten Viren zdhlen. Thr Erbgut besteht aus linearer doppelstrangiger (ds)
DNA und ist umgeben von einem ikosaedrischen Kapsid welches wiederum von einer
Lipidmembran eingehiillt wird (Abb. 5 A) (Doerr & Gerlich, 2010; Miksits & Hahn, 2007;
Modrow et al., 2010). Herpesviren sind streng wirtsspezifisch und replizieren vorwiegend in
Nervenzellen, epidermalen Zellen und Lymphozyten. Zu ihren Besonderheiten gehort die
Féhigkeit zur Persistenz, das heiflt, dass sie nach der Erstinfektion in den latenten Zustand
iibergehen und so im Organismus verweilen konnen (lysogener Zyklus). Das Zytomegalievirus
zahlt zur Subfamilie der B-Herpesviren. Diese zeichnen sich durch einen auffillig langsamen
Replikationszyklus aus (Doerr & Gerlich, 2010; Landolfo et al., 2003; Miksits & Hahn, 2007;
Modrow et al., 2010). Das HCMYV ist weitverbreitet und die Durchseuchung betrédgt je nach
geographischer Lage und in Abhéngigkeit der sozio6konomischen Faktoren zwischen 30%
(z.B. Deutschland) und 100% (z.B. Entwicklungslédnder auf dem afrikanischen Kontinent) (P.
Griffiths et al., 2015). Eine Infektion erfolgt iiber Korperfliissigkeiten, vornehmlich Urin und
Speichel.

Eine Infektion verlduft fiir immunkompetente Menschen in der Regel harmlos und ohne
nennenswerte Symptome. Allerdings ist sie die hdufigste Ursache flir Missbildungen bei
Neugeborenen und verursacht z. T. lebensbedrohliche Komplikationen bei immunsupprimier-
ten Personen (Griffiths, 2000; Landolfo et al., 2003; Pass, 2001). In den Fokus der Forschung
geriet das HCMV, weil sich herausstellte, dass es eine der Hauptursachen fiir AbstoBungs-
reaktionen nach Organtransplantationen (solid organ transplantation; SOT) und
Knochenmarktransplantationen (KMT) ist. Andererseits zeigte sich, dass eine HCMV-
Reaktivierung nach einer KMT in Leukimiepatienten mit einem geringeren Riickfall-Risiko
einhergeht (Cichocki et al., 2016; Della Chiesa et al., 2013a; Della Chiesa et al., 2013b;
Elmaagacli et al,, 2011). AuBlerdem beeinflusst und verdndert das HCMV einzelne
Komponenten des Immunsystems. So wurden beispielsweise Verdnderungen des
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Rezeptorrepertoires von Natlirlichen Killerzellen beobachtet (Beziat et al., 2012; Beziat et al.,
2013; de Rham et al., 2014; Della Chiesa et al., 2013a; Djaoud et al., 2013; Foley et al., 2012a;
Guma et al., 2004; Lopez-Botet et al., 2004). Diese Modifikationen werden bis heute nicht
hinreichend verstanden. Weder ihre Entstehung noch ihre Funktion konnen zufriedenstellend
erklart werden. Daher war ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit, sich eingehender mit dem

Wechselspiel von NK-Zellen und dem HCMV zu befassen.

B C

Glycoprotein \

Membrane /

Tegument

Capsid

dsDNA

D

Syndrom kongenital KMT  Organtransplantation AIDS
pranatal verzogertes Wachstum + - - -
mentale Retardierung + - - -
Mikrozephalie + - - -
Enzephalopathie/Enzephalitis + - - +
Polyradikulopathie ka. - - +
Thrombozytopenie + k.a k.a. ka
Petechie + ka ka. ka
Hypotonie + k.a k.a. ka
Surditas + k.a. k.a. k.a
Retinits ik + + +E
Pneumonitis - ++ + -/+
Osophagitis + + + +
Gastritis ik £ £ 4
Enterokolitis + + + +
Pankreatitis & - Bt -
Hepatitis ke + ++ 5
Hepatosplenomegalie ik k.a. 's ka.

Abb. 5 Das humane Zytomegalievirus. A Schematische Darstellung des HCMV. Die dsDNA ist von dem
ikosaedrischen Kapsid umgeben und zusétzlich von einer Lipidmembran umhiillt. B Aufnahme von gesunden
MSC (100-fache Vergroerung). C Aufnahme von, mit dem HCMV-Stamm AD169 infizierten MSC. Die Zellen
verindern ihre Morphologie, sind rund und geschwollen, statt langgestreckt. D Tabellarische Ubersicht der durch
HCMYV ausgeldsten Syndrome in immunsupprimierten Patienten. KMT: Knochenmarktransplantation; k.a.: keine
Angaben. Verdndert nach Landolfo et al., 2003
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1.2.1.1 Pathologie

Das HCMV ist einer der erfolgreichsten und am besten angepassten Humanpathogenen. Es ist
in allen Gesellschaftsschichten und Ethnien zu finden. Die weltweite Durchseuchung betrigt

bis zu 100% (Griffiths, 2000; Landolfo et al., 2003; Miksits & Hahn, 2007; Pass, 2001).

Eine Infektion mit dem HCMYV erfolgt tiber engen Kontakt mit bereits infizierten Personen.
Mangelnde Hygiene kann die Ausbreitung begiinstigen. Populationen, die in &drmlichen
Verhiltnissen leben sind stirker betroffen (Griffiths, 2000; Landolfo et al., 2003; Pass, 2001).
99% der Erstinfektionen bleiben unbemerkt, da sie entweder vollig symptomfrei sind oder nur
mit geringen Symptomen einhergehen (Miksits & Hahn, 2007; Modrow et al., 2010).

Die klinisch manifestierte Zytomegalie kann durch eine Erstinfektion, Reinfektion oder
Reaktivierung ausgelost werden und vereint viele verschiedene Symptome und Syndrome
(Abb. 5 D), welche in Patienten mit eingeschriankter Immunfunktion (z.B. Frithgeborene,
Patienten nach einer nach immunsuppressiven Therapie, AIDS-Kranke) studiert werden
konnten. Eines dieser Syndrome ist die HCMV-Mononukleose. Sie dhnelt symptomatisch dem
Pfeifferschen Driisenfieber und tritt nach einer Inkubationszeit von 20 bis 60 Tagen auf (Gerok,
2007). Die Betroffenen haben hohes Fieber und zeigen eine verstirkte Proliferation
zytotoxischer T-Lymphozyten. Das Virus beféllt mononukledre Blutzellen und wird so im
ganzen Organismus verteilt (lymphohdmatogene Verbreitung) (Landolfo et al., 2003; Nesmith
& Pass, 1995). Durch die starke Beanspruchung schwellen die Lymphknoten an und die Milz
kann sich vergroern. Eine begleitende Angina tritt nur selten auf. Die Symptome klingen nach
zweil bis drei Wochen wieder ab. Ein Sonderfall der HCMV-Mononukleose, mit zum Teil
schwerem Verlauf ist die Hepatitis. Der Patient hat ebenfalls Fieber, aber die Leberzellen
konnen massiv geschidigt werden. Dadurch werden die Stoffwechselfunktionen der Leber
gestort, es kann zur Gelbsucht kommen. Das Blut wird nicht mehr zuverldssig entgiftet, was
wiederum eine Enzephalitis verursachen kann die im schlimmsten Fall im Koma gipfelt. Das
Lebergewebe vernarbt, es kommt zur Fibrose und im weiteren Verlauf moglicherweise zur
Leberzirrthose. Weitere Folgen einer Infektion mit dem Zytomegalievirus konnen eine
Myokarditis oder eine Enterokolitis sein. Bei letzterem handelt es sich um eine entziindliche
Darmerkrankung, mit blutiger Diarrhoe, starkem Gewichtsverlust, Koliken und Fieber. Im
schlimmsten Fall wird die Darmwand durch mangelnde Durchblutung dermallen geschidigt,
dass es zu Infektionen und Faulnis und dariiber hinaus zu einer Sepsis kommen kann. Ein
weiteres Krankheitsbild ist die Nephritis mit hohem Fieber und Atherosklerose der
Nierenarterien (Miksits & Hahn, 2007). Dariiber hinaus ist das HCMV ein substanzielles

Posttransplantationspathogen. Dies gilt sowohl fiir Bluttransfusionen, solide Organtransplan-
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tationen als auch Knochenmarktransplantationen. Nach einer KMT tritt bei 32% bis 70% der
Patienten eine HCMV-Infektion auf und zwar unabhingig vom serologischen Status der
Beteiligten. Die bedrohlichste Manifestation des Virus ist in diesem Fall die Pneumonie, die in
zehn bis 15% der Fille auftritt und in schweren Féllen zum Tode fiihren kann. (Landolfo et al.,
2003; Rubie et al., 1993; Ruutu et al., 1990; Winston et al., 1993).

AuBerdem ist die HCMV-Infektion derzeit die héaufigste infektiose Ursache einer

Embryopathie, die mit Teils schweren Verldufen ebenfalls tddlich enden kann.

Normalerweise wird eine HCMV-Infektion vom Immunsystem kontrolliert und unterdriickt.
Eine vollstindige Tilgung des Virus ist jedoch selten, in der Regel wird nur die Persistenz
erreicht. Zytotoxische T-Zellen sind eine wichtige Komponente im Kampf gegen das HCMV,
aber auch NK-Zellen bieten Schutz, vor allem vor einer Reinfektion (Hengel et al., 1998;
Landolfo et al., 2003). Wéhrend der Erstinfektion wird anti-HCMV-Immunoglobulin (Ig) M
produziert, welches noch 3-4 Monate nach der akuten Infektion im Korper nachweisbar ist.
Dariiber hinaus werden lebensldnglich IgG Antikorper produziert (Landolfo et al., 2003).
Einmal infiziert ist man ein Leben lang Triger des HCMV. Latente virale DNA findet sich vor
allem in Makrophagengranulozyten-Vorldauferzellen im Knochenmark und in peripheren
Monozyten. Diese Reservoirezellen exprimieren nur die frithen E-Gene des Virus (s. Kapitel
1.2.1.2). Das HCMV nutzt die Monozyten als mobilen Speicher der das Virus iiber das Blut im
ganzen Korper verteilt. Sobald sie sich differenzieren und zu Makrophagen werden wird das
HCMV reaktiviert und erlangt den produktiven Status zuriick (Landolfo et al., 2003; Pass,
2001).

1.2.1.1.1 Therapie

Haufig werden nur die Symptome einer HCMV-Infektion behandelt, da der Erreger gar nicht
ermittelt wird (besonders bei leichtem Verlauf). Obwohl erfolgsversprechende Impfstoffe in
frither Phase entwickelt wurden gibt es keinen kommerziellen Impfstoff (Elek & Stern, 1974;
Landolfo et al., 2003; Plotkin et al., 1994).

Zur Medikation einer akuten Infektion werden Nukleosidanaloga verabreicht. Eines davon ist
Ganciclovir, ein Guanosinanalogon, welches durch Phosphorylierung selektiv aktiviert, sodann
in die HCMV-DNA integriert wird und die Replikation hemmt. Es kommt zum Kettenabbruch
und zur Immobilisierung der Viruspolymerase (Landolfo et al., 2003; Miksits & Hahn, 2007).

Um eine Infektion mit HCMV zu vermeiden, ist Hygiene ein wichtiger Faktor, da das Virus

tiber Korperfliissigkeiten ausgeschieden wird. Gerade der Kontakt zu Kleinkindern kann
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kritisch sein, da sie im Fall einer Infektion besonders viel des Krankheitserregers produzieren.
Immunschwachen Menschen kann eine prophylaktische Behandlung mit antiviralen Agenzien
helfen, eine akute Infektion zu vermeiden. Allgemein wiirde die Verwendung seronegativer
Bluttransfusionen bzw. Transplantate (kaum zu realisieren durch einen akuten Mangel an
Spenderorganen und -blut) helfen eine Ausbreitung zu verhindern (G. L. Gilbert et al., 1989;
Landolfo et al., 2003; Sayers et al., 1992; Stratta et al., 1990).

1.2.1.2 Aufbau und Struktur

Das HCMV ist ein sog. behiilltes Virus. Das Virion, also der infektiose Teil, besteht aus einem
ikosaedrischen Kapsid, welches die 230kbp lange, lineare dsDNA beinhaltet und einen
Durchmesser von ca. 100 Nanometern hat. Dieses ist von einer amorphen, (Tegument-)
Proteine enthaltenden Matrix und einer Lipiddoppelschicht umgeben. Insgesamt kommt das

Virus so auf eine GroBe von 150 bis 200 Nanometern (Landolfo et al., 2003).

Das HCMV-Genom ist das Grofite aller Herpesviren und hat einen charakteristisch hohen G-
C-Gehalt. Es wird in eine lange (UL = unique long) und eine kurze (US = unique short) Sequenz
und in Wiederholungssequenzen unterteilt. Es gibt ca. 200 offene Leserahmen (open reading
frame; ORF; der HCMV-Laborstamm AD169 hat 225 ORFs), wovon mehr als 50, zumindest
in vitro, entbehrlich scheinen (Chee et al., 1990a; Landolfo et al., 2003; Mocarski & Courcelle,
2001; Novotny et al., 2001). Die UL ORFs kodieren Proteine, die fiir die DNA-Replikation und
-Reparatur sowie die Virionstruktur wichtig sind. Sie sind in sieben Abschnitten konserviert,
die in dieser Form auch im Herpes simplex- und Epstein-Barr Virus zu finden sind (Chee et al.,
1990a). Die US ORFs sind weniger stark konserviert. Wahrend der produktiven Phase der
Infektion werden die HCMV-Proteine zeitlich koordiniert exprimiert. Zuerst entstehen die sehr
frithen (immediate early; 1IE), im Anschluss die frithen (early; E) und zu Letzt die spéten (late;
L) Proteine. Sie beeinflussen sich wechselseitig und sorgen fiir einen koordinierten Aufbau
neuer infektidser Virionen. Die Proteine der US-Region werden liberwiegend den E-Proteinen
zugeordnet. Einige dieser Vertreter dienen der Immunevasion (Fortunato & Spector, 1999;
Landolfo et al., 2003; Mocarski & Courcelle, 2001).

Im infektidsen Virion finden sich iiber 30 verschiedene Proteine. Vier davon bilden das Kapsid,
welches aus 162 Kapsomeren, Untereinheiten die sich aus hexameren und pentameren
Hauptkapsidproteinkomplexen zusammensetzen, aufgebaut wird. Benachbarte Kapsomere
werden tiber Oberflachenstrukturen miteinander verbunden (Britt & Mach, 1996; Landolfo et

al., 2003).
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Die Lipidhiille beinhaltet sechs Virusglykoproteine, welche mit drei Komplexen, gCI, gCII und
gCIII, assoziiert sind. Diese sind in der Familie der Herpesviren hoch konserviert und
entscheidende Komponenten fiir den Zelleintritt, die Verbreitung und Reifung der Viren
(Gretch et al., 1988), ohne die keine infektiosen Nachkommen gebildet werden konnen. Fiir
den Zelleintritt werden die Komplexe gCI und gCIII bendtigt. Letzterer fiihrt eine pH-
unabhingige Fusion von Virushiille und Zellmembran herbei (Hobom et al., 2000; Landolfo et
al., 2003).

Das Tegument zwischen Kapsid und Virushiille besteht aus ca. 20-25 verschiedenen Proteinen,
deren Aufgaben weniger gut charakterisiert sind (Baldick & Shenk, 1996). Es wird
angenommen, dass sie eine Rolle, in der frithen Phase der Infektion spielen, beispielsweise bei
der Freisetzung der Virus-DNA. Die meisten Tegumentproteine sind phosphoryliert und 16sen
Immunreaktionen aus. Ein prominenter Vertreter ist das pp65, welches aufgrund seines grof3en
Vorkommens als Marker in der Diagnostik verwendet wird. Generell scheinen die
Tegumentproteine fiir die Genexpression sowohl des Virus als auch der Wirtszelle von
entscheidender Bedeutung zu sein (Fortunato & Spector, 1999; Landolfo et al., 2003; Mocarski
& Courcelle, 2001).

1.2.1.3 Wachstumszyklus und Genregulation

Die Infektion erfolgt in der Regel iiber den Kontakt mit Urin oder Speichel. Das HCMV befillt
hiufig zuerst die Speicheldriisen und verteilt sich von dort im ganzen Koérper (Griffiths, 2000;
Landolfo et al., 2003). Die Adaption und Penetration erfolgen schnell und prézise. Eine
entscheidende Rolle hierbei spielt das gB-Glykoprotein, ein Heparansulfatproteoglykan
(Matrixprotein) bindendes Glykoprotein, des HCMV, das die Bindung und den Eintritt in die
Zielzelle erlaubt. Der gCIII-Komplex wiederum initiiert die pH-unabhingige Fusion der viralen
Lipidhiille mit der Zielzellmembran (Gonczol & Plotkin, 2001; Huber & Compton, 1998;
Landolfo et al., 2003).

Nach der Fusion gelangt das Nukleokapsid (Kapsid + DNA) schnellstmoglich in den Zellkern.
Die Tegumentproteine scheinen mit dem wirtszelleigenen Mikrotubulinnetztwerk zu
interagieren und auf diese Weise den Transport des Nukleokapsids in den Nukleus zu
ermoglichen. Gleichzeitig werden weitere Tegumentproteine an verschiedenen Stellen der
Zelle lokalisiert, um die virale Genexpression zu regulieren und eine unweigerlich folgende
erste Immunreaktion zu unterbinden (Gibson, 2008; Jean Beltran & Cristea, 2014; Kalejta,

2008; Landolfo et al., 2003; Ogawa-Goto et al., 2003).
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Die Interaktion der HCMV-Glykoproteine mit ihren wirtszelleigenen Rezeptoren geniigt, um
eine Signalkaskade in Gang zu setzen, die die zelluldre Genexpression verdndert (Browne et
al., 2001; Landolfo et al., 2003; Zhu et al., 1998; Zhu et al., 1997).

Das HCMV infiziert vielfiltige epitheliale Gewebe. Wihrend einer natiirlichen Infektion
repliziert es in Epithelzellen, Endothelzellen, ,,Smooth Muscle*“-Zellen, Mesenchymzellen,
Hepatozyten, Granulozyten und Makrophagen mit monozytischem Ursprung. In vitro repliziert
es am besten in menschlichen Haut- und Lungenfibroblasten (Bissinger et al., 2002; Kahl et al.,
2000; Landolfo et al., 2003; Plachter et al., 1996; Sinzger & Jahn, 1996; Sinzger et al., 1996).
Der Vermehrungszyklus ist mit 72-96 Stunden (je nach Virusstamm) vergleichsweise langsam.
Sowohl bei einer natiirlichen Infektion, als auch in vitro werden fiir das HCMYV klassische
zytopatische Effekte induziert. Bei natiirlichen Infektionen kommt es zu einer charakteris-
tischen Verdnderung des Zellkerns infizierter Zellen, welche als Eulenauge (engl.: owl-eye)
bezeichnet wird. Dieses Phdnomen entsteht, weil sich am Ort der Virusreplikation, im Zellkern,
kleine zytoplasmatische und groB3e intranukleédre Einschlusskdrperchen bilden (Ablagerung von
Virusproteinen und -Partikeln). AuBerdem kommt es zum Zusammenschluss von benachbarten
Zellen. Diese Synzytien, die aus vier bis acht Zellen gebildet werden, waren auch
namensgebend fiir das Zytomegalie- (griech.: Zyto = Zelle, mega = groB}; Riesenzell-) Virus
(Bissinger et al., 2002; Gerok, 2007). In vitro zeigt sich ein weiterer typischer zytopathischer
Effekt: Das HCMV-Protein UL37x1/VMIA (viral mitochondrion-localized inhibitor of
apoptosis) induziert die Freisetzung von Ca**-Ionen aus dem Endoplasmatischen Retikulum in
das Zytosol, wodurch die infizierten Zellen stark anschwellen und sich abrunden (Abb. 5 B/C)
(Brune, 2011; Landolfo et al., 2003; Miksits & Hahn, 2007; Sharon-Friling et al., 2006; Sinzger
et al., 2000). AuBlerdem kommt es zu einer Reorganisation des Aktinzytoskeletts. Bei den
Laborstimmen AD169 und Towne ist dieser zytopatische Effekt besonders ausgeprigt
(Landolfo et al., 2003).

Nach einer Infektion wird das Virus noch Monate bis Jahre spiter in Korperfliissigkeiten wie
Urin, Speichel, Trdnen, Spermasekret, Zervix- und Vaginalsekret sowie Muttermilch
ausgeschiittet. Wihrend einer akuten Infektion kann das HCMV auch aus, mittels Buffy coat-
préaparierten, Leukozyten isoliert werden, nicht aber aus Serum. Virale Antigene finden sich
tiberwiegend in Neutrophilen und Monozyten (Landolfo et al., 2003; Pass, 1985; Sinzger &
Jahn, 1996; Stagno et al., 1986).
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1.2.1.4 Immunabwehr, Immunevasion und Effektormechanismen

Bei immunkompetenten Personen, hélt das Immunsystem eine HCMV-Infektion normaler-
weise unter Kontrolle, wenngleich es nur duferst selten zu einer vollstdndigen Beseitigung des
Virus kommt (Reddehase et al., 1994). Die wichtigste Komponente im Kampf gegen das
HCMV ist die zellvermittelte Immunitit, aber auch die humorale Immunitét leistet einen nicht
zu unterschitzenden Beitrag (Landolfo et al., 2003). Das HCMV wire jedoch nicht halb so
erfolgreich, wenn es nicht seinerseits diverse Strategien entwickelt hitte, um sich dem
Immunsystem seines Wirts zu entziehen.

Die denkbar einfachste Strategie einen intrazelluldren Parasiten zu eliminieren ist die Einleitung
des Programmierten Zelltods (programmed cell death, PCD). Viren sind auf ihre Wirtszelle
angewiesen, wird diese zerstort, bzw. zerstort sie sich selbst, kann keine infektiose
Nachkommenschaft des Virus erzeugt werden. AuBBerdem werden Fragmente der toten Zelle,
die virale Proteine enthalten konnen von antikdrperprasentierenden Zellen aufgenommen und
dazu genutzt die adaptive Immunantwort zu sensibilisieren (Albert et al., 1998; Brune, 2011).
Der PCD kann sowohl durch Apoptose oder Nekrose, als auch durch Autophagie herbeigefiihrt
werden. Das HCMV exprimiert eine Vielzahl an, den Zelltod unterdriickenden, Proteinen,
damit sein Wirt iiberlebt und metabolisch aktiv bleibt (Brune, 2011). vMIA beispielsweise
kopiert die dreidimensionale Struktur der Bcl-2-Familie. Bcl-2 wirkt antiapoptotisch und
verhindert die Aktivierung von Kaspasen, indem es die Integritit der Mitochondrien bewahrt
(Brune, 2011; Youle & Strasser, 2008). Dariiber hinaus unterbindet das HCMV-Protein UL36
die Weiterleitung von Signalen, die iiber sog. Todesrezeptoren (death receptors), wie
beispielsweise Fas-Ligand oder TNF-a libertragen werden, indem es an die Prokaspase-8 bindet
und diese blockiert (Brune, 2011; Thorburn, 2004). Um die metabolische Aktivitdt der
Wirtszelle unter Stress zu erhalten, exprimiert HCMV das Protein UL38. Es verhindert die
Aktivierung des mammalian target of rapamycin complex I (mTORCI1), welcher in
Stresssituationen die Proteinbiosynthese und das Zellwachstum drosseln wiirde (Brune, 2011;

Moorman et al., 2008; Terhune et al., 2007).

1.2.1.4.1 Zellvermittelte Immunitit

NK-Zellen und zytotoxische CD8'-T-Zellen (CTL) sind die entscheidenden Faktoren bei der
Kontrolle einer HCMV-Infektion. Sind diese Zellen, aufgrund einer AIDS-Erkrankung oder im
Zuge einer KMT, nicht vorhanden oder nur eingeschrinkt funktionstiichtig, nehmen HCMV-
Infektionen einen schwerwiegenden Verlauf (Hengel et al., 1998; Jonjic et al., 1990; Landolfo

et al., 2003; Pass et al., 1983; Polic et al., 1996, Zanghellini et al., 1999). NK-Zellen sind im
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Fall einer Virusinfektion die erste zelluldre Instanz des Immunsystems. Mit Hilfe ihrer
verschiedensten Oberfldchenrezeptoren sind sie in der Lage infektionstypische Verdnderungen
der Zielzelle wahrzunehmen (z.B. die Herabregulation der HLA-Klasse I-Molekiile, was mittels
NK-Zell-eigener KIR-Rezeptoren registriert wird; vergl. Kapitel 1.1.2.2.4 und 1.1.2.3). Im
Anschluss an die NK-Zellen reagieren die HCMV-spezifischen CD8"-T-Zellen. Verschiedene
Studien identifizierten das Tegumentprotein pp65 und das 72-kDa IE1-Protein als Hauptziele
der CTL-Aktivitdt (Landolfo et al., 2003; Pass, 2001). Dariiber hinaus konnte auch ein Anstieg
der CD4"-T-Zell-Proliferation als Reaktion auf die HCMV-Infektion festgestellt werden. Sie
unterstiitzen mit Zytokinen die CTL-vermittelte Immunreaktion (Beninga et al., 1995;
Davignon et al., 1995; He et al., 1995; Landolfo et al., 2003; Y. N. Liu et al., 1993). Der Transfer
von HCMV-spezifischen T-Zellklonen in KMT-Patienten ohne vorausgegangene HCMV-
Infektion (seronegativ) konnte den Ausbruch eines Zytomegaliesyndroms verhindern (Walter

et al., 1995).

1.2.1.4.2 Humorale Immunitit

Wiéhrend der Erstinfektion mit dem HCMV bilden die B-Zellen der Betroffenen
Immunglobulin M (IgM). Diese Antikorper sind zwischen drei und vier Monaten im Blut
nachweisbar. Entsprechende IgG Antikorper werden bereits wenige Wochen nach der
Erstinfektion und von da an ein Leben lang produziert (Landolfo et al., 2003). Das Hauptziel
dieser Antikorper sind die Hiillproteine des HCMV. In trachtigen Meerschweinchen konnte
gezeigt werden, dass eine Immunisierung mit Antikorpern gegen das Hiillglykoprotein gB den
Fotus vor CMV bedingten Missbildungen schiitzt (Harrison et al., 1995). Daneben werden auch
Antikorper gegen Tegumentproteine produziert. Diese erlauben jedoch keine Interaktion mit
der Virionenoberfliche oder der Oberfliche infizierter Zellen und haben somit nur einen

geringen Anteil an der schiitzenden Immunreaktion (Landolfo et al., 2003).

1.2.1.4.3 Immunevasionsstrategien
Das HCMV hat eine Vielzahl von Strategien entwickelt, um sich der Immunreaktion seines
Wirtes zu entziehen (Abb. 6). Zum einen bevorzugt es fiir die Replikation Zelltypen, mit einer
geringen immunologischen Prdsenz (z. B. besitzen die Epithelzellen der Speicheldriisen nur
geringe Mengen der HLA-Klasse I-Molekiile auf ihrer Oberfldche. Die Antigenprésentation fiir
CTL ist somit unzureichend.), zum anderen hat das HCMV die Moglichkeit zur Persistenz, die
tiber viele Jahre andauern kann. Dariiber hinaus besitzt das HCMV zahlreiche Gene, deren
Expressionsprodukte die Immunreaktion modifizieren (Hengel et al., 1998; Landolfo et al.,
2003; Machold et al., 1997; Mocarski & Courcelle, 2001). Zum Schutz vor CD8"- und CD4"-
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T-Zellen unterdriickt das HCMV die Expression zahlreicher HLA-Klasse I- und II-Molekiile
(Abb. 6). Die Virusproteine unterbinden entweder die Zusammensetzung der Molekiile oder
verhindern ihren Transport an die Zelloberfliche (Halenius et al., 2015; Landolfo et al., 2003;
Rossini et al., 2012).

US2 verhindert die Antigenprasentation durch HLA-Klasse II-Molekiile durch Degradierung,
wodurch die CD4"-Zell-Immunreaktion verhindert wird. AuBerdem befordern US2 und USI11
die HLA-Klasse I-schweren Ketten vom ER ins Zytosol, wo sie von Proteasomen abgebaut
werden. Somit wird ihre Halbwertszeit verkiirzt und der Transport an die Zelloberfliche
verhindert. Folglich konnen keine Antigene fiir die CTL prasentiert werden und eine T-
Zellvermittelte Immunreaktion bleibt aus (Landolfo et al., 2003; Machold et al., 1997). US3
verhindert den Austritt von HLA-Klasse I-Molekiilen aus dem ER und US6 inhibiert die
Transporter fiir Antigenprozessierung (transporter associated with antigen processing; TAP)-
vermittelte Translokation selbiger. In beiden Fallen gelangen die HLA-Klasse I-Molekiile nicht
auf die Zelloberflache (Landolfo et al., 2003; Sadasivan et al., 1996). pp65 verhindert durch die
Phosphorylierung des 72 kDa-IE-1-Proteins dessen Antigenprozessierung und somit dessen
Préasentation fiir CTL auf der Zelloberflaiche (M. J. Gilbert et al., 1996; Jones & Sun, 1997;
Landolfo et al., 2003; Wiertz et al., 1996).

Der massive Verlust von HLA-Klasse I auf der Zelloberfliche macht die mit dem HCMV
infizierten Zellen jedoch auch angreifbar fiir die nach dem ,,missing self* Prinzip agierenden
NK-Zellen. Die NK-Zellen binden mit ihren meist inhibitorischen Rezeptoren an die HLA-
Klasse I-Molekiile ihrer Zielzelle. In Abwesenheit des HLA-Liganden bleibt das inhibierende
Signal aus und fiihrt bei einem gleichzeitig auftretenden, stimulierenden Signal, z.B. durch
Stressliganden, zur NK-Zellaktivierung. Um sich vor der NK-Zell-Reaktion zu schiitzen,
steigert HCMYV {iber sein UL40-Protein die HLA-E Expression auf der Oberfldche infizierter
Zellen. ULA40 ist ein Glykoprotein, welches eine neun Aminosduren lange, zur HLA-Klasse I-
Signalsequenz homologe Sequenz besitzt. Diese wird von HLA-E gebunden und gelangt so auf
die Zelloberflache. Der inhibierende NKG2A-Rezeptor der NK-Zellen bindet an HLA-E und
verhindert gleichfalls eine Immunreaktion (Landolfo et al., 2003; Tomasec et al., 2000).
Allerdings bindet auch der stimulierende Rezeptor NKG2C an HLA-E, dessen
Signaltransduktion zur Zelllyse fiihrt. LIR-1 ist ebenfalls ein inhibierender Rezeptor der NK-
Zellen, welcher das HCMV-Protein pUL18, ein HLA-Klasse-I-Homolog, bindet und zwar mit
1000-fach hoherer Affinitdt als normale HLA-Klasse-I-Liganden (Chapman et al., 2000;
Chapman et al., 1999; Cosman et al., 1997; Finton & Strong, 2012; Revilleza et al., 2011; Yang
& Bjorkman, 2008). Dieser Kontakt verhindert die Granulierung HCMV-infizierter Zellen.
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Jedoch fungiert pUL18 auch wieder als Ligand fiir NKG2C (Finton & Strong, 2012; Kaiser et
al., 2008; Revilleza et al., 2011; C. S. Wagner et al., 2008). Daher ist es nicht verwunderlich,
dass in jiingerer Zeit die Beobachtung gemacht wurde, dass es HCMV-seropositive Menschen
gibt die eine spezielle NK-Zellpopulation entwickelt haben, in der die NKG2C-Expression
verstdrkt ist (Beziat et al., 2012; de Rham et al., 2014; Della Chiesa et al., 2013a; Della Chiesa
et al., 2013b; Djaoud et al., 2013; Guma et al., 2004; Guma et al., 2006a; Lopez-Botet et al.,
2004; Lopez-Verges et al., 2011).

Die Proteine UL16, UL141 und UL142 sowie die microRNA ULI112-1 verhindern die
Préasentation der Stressmolekiile MICA (UL142), ULBP (UL16 und microRNA UL112-1) und
CDI155 (UL141). Somit konnen die NK-Zellrezeptoren NKG2D (MICA und ULBP) und CD96
(CD155) weder an ihre Zielzelle binden noch die Zelllyse einleiten (P. Griffiths et al., 2015).
Das HCMV schiitzt sich auch vor Chemokinen, indem es Homologe zu G-Protein gekoppelten
Rezeptoren einsetzt. Diese binden verschiedene pB-Chemokine und verhindern deren
Signaltransduktion (Bodaghi et al., 1998; Chee et al., 1990D).

Wihrend einer akuten HCMV-Infektion werden HCMV-spezifische IgG-Antikorper in grof3er
Zahl produziert. Es ist also sehr wahrscheinlich, dass das HCMV auch einen Mechanismus
entwickelt hat, um der humoralen Immunantwort zu entkommen. Tatsdchlich bilden infizierte
Zellen virusspezifische FcyR-Molekiile (vFcyR) und bringen sie auf die Zelloberfliche. Dort
bilden sie einen Komplex mit den bereits gebundenen IgG-Antikdrpern und verhindern auf
diese Weise die Aktivierung der wirtseigenen FcyR, wie CD16/FcyRIIIA. Dieser Vorgang wird
auch als bipolare Antikorperbriickenbildung (antibody bipolar bridging) bezeichnet (Corrales-
Aguilar et al., 2014a; Corrales-Aguilar et al., 2014b; Frank & Friedman, 1989; Sprague et al.,
20006).
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Abb. 6 Immunevasionsstrategien des HCMYV. 1 Das Virusprotein US2 degradiert die HLA-Klasse II-Molekiile
und verhindert so die Antigenprasentation fiir die T-Helferzellen. US2 und US11 binden an die HLA-Klasse I a-
Kette und exportieren sie aus dem ER in das Zytosol. Dort eskortiert US2 HLA-Klasse I-a-Kette zu den
Proteasomen. Durch den Abbau der HLA-Klasse I-o-Kette, verkiirzt sich deren Halbwertzeit und die
Antigenprésentation fiir CTL wird unterbunden. 2 US6 blockiert den TAP-Komplex und verhindert so den Export
von antigenpriasentierenden HLA-Klasse I-Molekiilen. 3 HLA-Klasse I-Molekiile werden dariiber hinaus auch von
US3 im ER einbehalten. 4 UL16 und UL141 verhindern den Transport der Stressproteine ULBP und MIC an die
Zelloberfldche und die entsprechende Signalweiterleitung iiber NKG2D. 5§ Das Virusprotein pp65 verhindert den
proteasomalen Abbau anderer Virusproteine, wodurch diese nicht als Antigene préasentiert werden konnen. 6 Der
viruseigene VFcyR bindet an die spezifischen IgG-Antikorper des Wirtes und verhindert so die Signalweiterleitung
iiber CD16. 7 Das Virusprotein UL18 bindet mit 1000-fach hoherer Affinitét, als die eigentlichen HLA-Klasse I-
Liganden, an den inhibierenden LIR-1. 8 UL40, ein Homolog zur Signalpeptidsequenz der HLA-Klasse I-
Molekiile, stabilisiert die HLA-E-Molekiile und sorgt fiir eine gesteigerte Oberflaichenexpression selbiger. HLA-
E+UL40 wird von den inhibierenden CD94/NKG2A-Komplexen gebunden und inhibiert so die NK-Zelle
(Corrales-Aguilar et al., 2014a; Corrales-Aguilar et al., 2014b; P. Griffiths et al., 2015; Landolfo et al., 2003;
Noriega et al., 2012).

1.2.1.5 HCMYV und NK-Zellen

Wie bereits erwidhnt sind NK-Zellen eine wichtige Komponente des angeborenen
Immunsystems und von entscheidender Bedeutung bei der Abwehr der HCMV-Infektion. Die
mannigfaltigen Mechanismen die das HCMV etabliert hat, um der Kontrolle durch die NK-
Zellen seines Wirtes zu entgehen, zeigen eindrucksvoll welche zentrale Rolle die NK-Zell-
vermittelte Immunitét fiir dieses Virus spielt. Die jiingsten Forschungen sprechen vor allem
dem NKG2C-Rezeptor der NK-Zellen eine bedeutende Rolle in der Erkennung und Kontrolle
einer HCMV-Infektion zu. Hinweise darauf geben die Beobachtungen, dass einige latent mit
HCMV infizierte Personen eine erhebliche Expansion von NKG2C-positiven NK-Zellen

erfahren, dass sich NKG2C-positive NK-Zellen nach einer hdmatopoetischen Stammzelltrans-
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plantation schneller entwickeln, wenn der Patient zeitgleich an einer akuten HCMV-Infektion
leidet und, dass unter bestimmten Umstdnden NKG2C-positive NK-Zellen in Kokultur mit, mit
HCMV-infizierten Fibroblasten, expandieren ((Della Chiesa et al., 2013b; Guma et al., 2006a;
Rolle et al., 2014); eigene unverdffentlichte Daten)

HCMYV remodelliert das NK-Zellrezeptorrepertoire. Neben der NKG2C-Expansion zeichnen
sich diese NK-Zellen auch durch einen besonders ausgereiften Phanotyp aus, der fiir KIR
positiv und fiir NKG2A negativ ist (NKG2A KIR"'NKG2C"). Die exprimierten KIR sind in der
Regel selbstspezifisch, das heiflt sie sind durch das eigene HLA-C lizenziert (KIR2DL3 fiir
HLA-C1 und KIR2DL1 fiir HLA-C2) (Della Chiesa et al., 2014a; Guma et al., 2004; Guma et
al., 2006a). Wie diese Verdnderung des NK-Zellrezeptorrepertoires ablduft ist noch nicht
hinreichend geklart. Es wire jedoch denkbar, dass die, durch das HCMV induzierte, HLA-E-
Uberexpression auf den infizierten Zellen, und die damit einhergehende Interaktion mit
NKG2C"-NK-Zellen, die Expansion bzw. die Proliferation dieser Zellen begiinstigt (Della
Chiesa et al., 2014a; Della Chiesa et al., 2014b). Da die stimulierenden NKG2C-Molekiile mit
den inhibierenden NKG2A-Molekiilen um die CD94-Molekiile auf der NK-Zelloberfldche
konkurrieren, konnte NKG2C die Prasenz von NKG2A auf der NK-Zelloberfliche
weitestgehend unterbinden. Eine entsprechend starke virusbedingte NKG2C-Expression
konnte die niedrigere Affinitdt zu HLA-E, im Vergleich zu NKG2A, mehr als ausgleichen
(Lauterbach et al., 2015). Dies wiirde wiederum dazu fiihren, dass einer der
Immunevasionsmechanismen der HCMV-infizierten Zelle, ndmlich die Inhibierung der NK-
Zelle durch die NKG2A-HLA-E-Interaktion aufler Kraft gesetzt wird. Die verstérkte
Expression der HLA-C-selbstspezifischen KIR konnte wiederum in der Tatsache begriindet
liegen, dass die HLA-A und HLA-B Molekiile durch HCMV herunterreguliert werden, nicht
aber die HLA-C Molekiile ((Ameres et al., 2013; Llano et al., 2003) eigene unverdffentlichte
Daten). Dieses Phdnomen kdme wiederum dem HCMV zu Gute, da es sich bei KIR2DL3 und
KIR2DL1 um inhibitorische KIR handelt. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
noch andere Faktoren Einfluss auf die NKG2C-Expression der NK-Zellen nehmen. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass UL18, der Ligand fiir den inhibierenden LIR-1-Rezeptor
auch ein potenzieller Ligand fiir NKG2C ist (Kaiser et al., 2008). Weiterhin bleibt die Frage zu
kldren, warum nur ein geringer Prozentsatz (26,3% bei einer Kohorte von 137 seropositiven
Spender, eigene unverdffentlichte Daten) von HCMV seropositiven Personen iiberhaupt eine

NKG2C-Expansion zeigt.

Die durch das HCMV herbeigefiihrten Verdnderungen des NK-Zellrezeptorrepertoires erlangen

groflere Bedeutung, wenn die T-Zell-vermittelte Immunitét, beispielsweise nach einer KMT,
47



Einleitung

gestort ist. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass nach einer
Nabelschnurbluttransplantation Patienten, die zu diesem Zeitpunkt eine HCMV-Infektion oder
-Reaktivierung hatten, sehr schnell ausgereifte NK-Zellen mit dem Phénotyp NKG2A"
KIR'NKG2C'CD57"CD16"Siglec-7" bilden konnten. Diese Zellen sind zytotoxisch und
produzieren Zytokine. Ein groBer Anteil dieser NK-Zellpopulation scheint auch ein Jahr nach
der Stammzelltransplantation noch vorhanden zu sein (Della Chiesa et al., 2012; Foley et al.,
2012b). Der Vergleich mit einer &hnlichen NK-Zellpopulation in der Maus erbrachte erstmals
die Theorie einer ,,memory*-NK-Zelle (Della Chiesa et al., 2014b; Sun et al., 2011). Es konnte
gezeigt werden, dass, in den Patienten mit HCMV-Reaktivierung, die Transplantation von
NKG2C"-NK-Zellen ebenfalls eine Expansion dieser NK-Zellen zur Folge hatte und sie
zusitzlich groere Mengen IFN-y exprimieren konnten. Dieses Phdnomen bestirkte die
Vermutung eines NK-Zell-Gedichtnisses, da diese NKG2C'-NK-Zellen einen scheinbar
starkeren antiviralen Effekt haben (Foley et al., 2012a). Allerdings ist diese Theorie, NKG2C"-
NK-Zellen seien NK-Gedachtniszellen doch etwas vage und zu viele Fragen bleiben bislang
unbeantwortet. Es ist durchaus mdglich, dass andere NK-Zellrezeptoren, wie beispielsweise die
KIR eine groBere Rolle bei den durch das HCMV verursachten Anderungen spielen, als bisher
angenommen (Della Chiesa et al., 2014a; Della Chiesa et al., 2014b). Und es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die vermeintlichen Gedéchtniszellen stetig neu produziert werden,

anstatt einen ldngeren Zeitraum zu iiberdauern (Della Chiesa et al., 2013a).

Obwohl eine HCMV-Infektion eine der hédufigsten Ursachen fiir die Abstofung eines
Transplantates, sowohl eines soliden Organs als auch einer Stammzellspende, ist, zeigen neuere
Studien, dass es einen Zusammenhang zwischen einer friithen HCMV-Reaktivierung und einem
geringeren Leukdmieriickfallrisiko zu geben scheint (Elmaagacli et al., 2011; Manjappa et al.,
2014). Eine Mdglichkeit wire, dass der schnelle Anstieg von funktionalen, ausgereiften NK-
Zellen mit einem KIR-Mismatch, ausgelost durch die HCMV-Reaktivierung, eine hohe
antileukdmische Aktivitdt zur Folge hédtte (Ruggeri et al., 2006). Es ist aber genauso gut
moglich, dass die HCMV-Infektion selbst zur Zelllyse der leukdmischen Blasten fiihrt. Ein
weiteres Szenario wére, dass die Herunterregulation der HLA-Klasse [-Molekiile auf den, mit
dem HCMYV infizierten Blasten, diese fiir die NK-Zellen angreifbar macht. NKG2C*"-NK-
Zellen konnten ihrerseits diejenigen Blasten abtoten, die aufgrund einer HCMV-Infektion
HLA-E auf der Oberfldche exprimieren (Della Chiesa et al., 2014b). Im Widerspruch dazu zeigt
eine neue Studie von Bjorklund et al. aus dem Jahr 2016, dass gerade die Transplantation von
naiven NK-Zellen (NKG2A"CD57'NKG2C"), die auch nach neun bis zwolf Monaten noch naiv

sind, mit besseren (langfristigen) Uberlebenschancen nach einer himatopoetischen
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Stammzelltransplantation (hematopoietic stem cell transplantation; HSCT) einhergehen
(Bjorklund et al., 2016). Alle diese Hypothesen miissen jedoch noch eingehender iiberpriift

werden.

1.2.1.5.1 HCMV in vitro

Fir die Propagation des HCMV in vitro eignen sich besonders gut Haut- oder
Lungenfibroblasten (z.B. MRC-5 Lungenfibroblasten). Eine erfolgreiche Infektion der
Fibroblasten kann leicht anhand der zytopathischen Effekte (Zellen sind vergrofert und
abgerundet, aulerdem kommt es zur Bildung von Synzytien) erkannt werden. Die Labor-
stimme AD169 und Towne, beispielsweise, lysieren die Fibroblasten ca. 72 Stunden nach der
Infektion und setzten groBe Mengen infektioser Virionen frei. Patientenisolate (vornehmlich
aus Urin von Kindern) verbreiten sich durch Zell-Zell-Kontakt innerhalb der Fibroblasten. Die
Ausbeute an neuen Virionen ist eher gering (Pass, 2001).

In den vergangenen zehn Jahren haben viele Arbeitsgruppen an in vitro Modellen gearbeitet,
um die Expansion der NKG2C"-NK-Gedéchtniszellen zu verstehen. Als Grundlage dienten in
der Regel, mit dem HCMV (z.B. AD169) infizierte Fibroblasten (z.B. MRC-5). Mit diesen
infizierten Zellen wurden des Weiteren NK-Zellen aller Art (aus seropositiven/seronegativen
Spendern, aufgereinigt oder in einem Gemisch mononukledrer Zellen des peripheren Blutes
(peripheral blood mononuclear cells; PBMC), mit und ohne zusétzliche Zytokine) kokultiviert
(Beziat et al., 2013; Charoudeh et al., 2013; Guma et al., 2006a; Rolle et al., 2014).

Die Arbeitsgruppe um Herrn Lopez-Botet konnte erstmals eine HCMV-induzierte Expansion
der NKG2C"-NK-Zellen bestitigen (Guma et al., 2006a). Sie infizierten Fibroblasten mit dem
HCMV-Laborstamm AD169 und beobachteten, dass darauf kultivierte, aus HCMV-
seropositiven Spendern stammende, PBMC eine deutliche Expansion der NKG2C*-NK-Zellen
verzeichneten. Dieser Effekt trat allerdings nur in speziellen Féllen auf, ndmlich wenn: erstens
die NK-Zellen direkten Kontakt zu den infizierten Fibroblasten hatten; zweitens sie in einem
Zellgemisch z.B. PBMC vorlagen; drittens die NK-Zellen wéhrend der Kokultur die T-
Zellpopulation verdrangen konnten; und viertens die NKG2C-Expression im Ausgangsmaterial
bereits nachweisbar war. Eine reproduzierbare Verdnderung des KIR-Repertoires konnten sie
nicht feststellen, jedoch scheint die Zugabe von IL-15 die NKG2C-Expansion zu begiinstigen.
Charoudeh et al. beobachteten mit dem gleichen Protokoll im Gegensatz zu Guma et al. eine
Veranderung des KIR-Repertoires (Charoudeh et al., 2013; Guma et al., 2006a). Sie
verzeichneten eine gesteigerte Expression der inhibierenden KIR2DL1 und KIR2DL3 sowie

des aktivierenden KIR3DSI. Erstere expandierten nur, wenn der entsprechende HLA-Klasse I-
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Ligand anwesend war (Charoudeh et al., 2013). Uberraschenderweise beobachteten Della
Chiesa et al., dass in vivo, nach einer KMT mit anschlieBender HCMV-Reaktivierung bevorzugt
die aktivierenden KIR2DS1, KIR3DS1 und KIR2DS2 exprimiert wurden (Della Chiesa et al.,
2014a). Béziat et al., fanden in ihrer Studie bei 38% der HCMV -seropositiven Probanden eine
Expansion inhibierender KIR wovon wiederum 83% auch eine NKG2C-Expansion aufwiesen.
Sie zeigten auBBerdem, dass nicht der Zell-Kontakt zu den mit HCMV-infizierten Fibroblasten
entscheidend fiir diese Verdnderungen ist, sondern nur der Kontakt zu dem NKG2C-Liganden
HLA-E. Sie verwendeten fiir die Kokultur eine lymphoide Tumorzelllinie (721.211), die sie mit
einem HLA-E-Konstrukt transfizierten, um HLA-E stabil auf der Zelloberfliche exprimieren
zu lassen. Als zusitzlichen Stimulus benutzten sie, wie in der Studie von Guma et al., IL-15.
Sie beobachteten eine starke Proliferation/Expansion von NKG2C*-Zellen, die im Gegensatz
zu den Studien von Guma und Charoudeh unabhingig vom HCMV-Serostatus des Spenders
war. AuBerdem identifizierten sie noch eine weitere NK-Zellpopulation, die NKG2C negativ
ist und stimulatorische KIR exprimiert (Beziat et al., 2013; Charoudeh et al., 2013; Guma et al.,
2006a). Kiirzlich veroffentlichte Daten von Rolle et al. zeigen eine Expansion von NKG2C*-
NK-Zellen auf HCMV-infizierten Fibroblasten unabhidngig vom serologischen Status der
Proben, dhnlich wie von Béziat bereits gezeigt, und untermauern die Relevanz der gesteigerten
HCMV-induzierten HLA-E Expression fiir die NKG2C-Expansion. Als wichtigen Stimulus
identifizierte Rolle et al., allerdings IL-12 statt IL-15. Diese Experimente bestitigen, dass
aufgereinigte NK-Zellen alleine, trotz des Kontaktes zu HCMV-infizierten Fibroblasten keine
Expansion von NKG2C zeigen, dass aber 16sliche Faktoren, die von PBMC ausgeschiittet
werden ausreichend sind (Transwellexperimente). Er bestétigt aulerdem die Annahme, dass
bereits die Ausgangszellen NKG2C exprimieren miissen, um diesen Rezeptor expandieren zu
konnen (Beziat et al., 2013; Rolle et al., 2014).

Lee et al. untersuchten im Jahr 2015, ebenfalls in einem Kokultursystem, die Auswirkungen
von HCMV-spezifischen Antikérpern auf die Entwicklung von NK-Gedéchtniszellen. Sie
verwendeten fiir die Kultivierung von PBMCs und aufgereinigten NK-Zellen mit HCMV
infizierte MRC-5 Fibroblasten und gaben neben IL-2 noch autologes, hitzeinaktiviertes Serum
der Probanden hinzu. Dabei entdeckten sie eine weitere NK-Zellpopulation, welche fiir FcRy
negativ ist. Diese Zellen expandieren nach dem Kontakt zu infizierten MRC-5 und Zugabe des
Serums, nicht aber ohne Serum und zeichnen sich durch eine gesteigerte CD16 Reaktivitit aus.
Lee et al. nehmen diese Studie zum Anlass, um die Wichtigkeit von HCMV-spezifischen
Antikorpern, die sich im Serum befinden und die er fiir den beobachteten Effekt verantwortlich

zeichnet, fiir die Entwicklung von NK-Gedéchtniszellen zu betonen (J. Lee et al., 2015). In der
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vorliegenden Arbeit sollte ein in vitro Modell entwickelt werden, mit dem die friihe
Entwicklung von NK-Zellen aus himatopoetischen Vorlduferzellen unter dem Einfluss einer

HCMV-Infektion eingehend untersucht werden kann.

1.3 Ziel dieser Arbeit

In den letzten Jahren ist der Einfluss des humanen Zytomegalievirus (HCMV) auf die
Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) zunehmend in den Fokus der Forschung geriickt. Das
Virus, das fiir gesunde Menschen nur marginale Bedeutung zu haben scheint, stellt fiir
immunschwache Personen eine ernstzunehmende Bedrohung dar. Es ist die hdufigste Ursache
infektionsbedingter Embryopathien und kann in der Transplantationsmedizin den Therapie-
erfolg erheblich schmélern.

Als erstes Etappenziel wihrend dieses Promotionsprojektes wurde in enger Zusammen-
arbeit des Instituts fiir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika mit dem Institut fiir
Virologie des Universitdtsklinikums Diisseldorf ein humanes in vitro Modell zur Generierung
von NK-Zellen unter dem Einfluss einer akuten HCMV-Infektion etabliert.

Ein solches in vitro Modell sollte die Untersuchung der Interaktionen zwischen sich
entwickelnden NK-Zellen und HCMV-infizierten Zellen unter kontrollierten Bedingungen
ermoglichen. Das Hauptziel dieser Arbeit war, die vom HCMYV induzierten Verdnderungen der
NK-Zelldifferenzierung wihrend der frilhen Entwicklungsphasen zu beobachten, zu
dokumentieren und hinsichtlich ihrer klinischen Bedeutung zu analysieren. Dazu sollten zum
einen die Oberflichenproteine der sich entwickelnden NK-Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt, zum anderen aber auch funktionale Analysen durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus
sollte der Einfluss des HCMV unter zeitlichen und rdumlichen Gesichtspunkten untersucht
werden. Weiterhin sollten die fiir NK-Zellen relevanten Verdnderungen der HLA Klasse I-
Expression auf der Seite der infizierten Zellen ndher untersucht werden. Ein durch dieses
Projekt vermitteltes verbessertes Verstindnis der Entstehung HCMV-spezifischer NK-Zellen
konnte letztendlich die Grundlage fiir einen gezielten immuntherapeutischen Einsatz von NK-
Zellen bei systemischer Reaktivierung des HCMV nach Knochenmarktransplantationen

ermoglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

Die Analyse der Oberflichenproteine der infizierten MSC und der sich entwickelnden NK-

Zellen sowie die funktionalen Analysen erfolgen mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie. Die

zu untersuchenden Proteine werden mit Antikdrpern, welche mit Fluorochromen gekoppelt sind

markiert.
Antikorper Konjugat Firma Isotyp Klon Katalog #
CD3 APC-Cy7 Biolegend IgGl  UCHT1 300426
BUV395 BD IgGl  UCHT1 563546
Bv510 Biolegend IgGl UCHT1 300448
FITC Biolegend IgGl  UCHT1 300406
Pacific Blue Biolegend IgGl UCHT1 300431
PE-Cy5 Biolegend IgGl UCHT1 300410
PE-Cy7 Biolegend IgGl  UCHT1 300420
CD14 BUV395 BD IgG2b  M¢P9 563561
FITC Biolegend IgGl HCDI14 325604
PE Biolegend IgGl HCDI14 325606
CD16 APC-Cy7 Biolegend IgGl  3G8 302018
FITC Biolegend IgGl  3GS8 302006
PE Coulter IgGl  3G8 A07766
PE-Cy5 Biolegend IgGl  3G8 302010
CD19 BUV395 BD IgGl  SJ25C1 563549
FITC Biolegend IgGl  HIBI19 302206
PE Biolegend IgGl  HIBI19 302208
CD34 Bv510 Biolegend IgGl 581 343528
PE Biolegend IgGl 581 343506
CD38 PE-Cy5 Biolegend IgGl  HIT2 303508
CD56 APC Biolegend IgGl HCDS6 318309
APC-Cy7 Biolegend IgGl HCD56 318332
Bv421 Biolegend IgGl HCDS56 318328
Horizon V450 BD IgGl  BI59 BDB560361
PE Coulter IgGl  N901 IM2073U
PE-Cy5 Biolegend IgGl HCD56 318308
PE-Cy7 Biolegend IgGl HCDS56 318318
PE-Dazzle594 Biolegend IgGl HCDS56 318348
CD57 Pacific Blue Biolegend IgM HCD57 322316
CD62L PE-Cy7 Biolegend 1IgGl DREG- 304822
56
CD69 PE-Dazzle594 Biolegend IgGl  FNS50 310942
CDY%4 APC Biolegend IgGl DX22 305508
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Antikorper Konjugat Firma Isotyp Klon Katalog #
FITC Biolegend IgGl DX22 305504
PE Biolegend IgGl DX22 305506
CD107 APC-Cy7 Biolegend IgGl  H4A3 328630
CD117 (c-kit) Bv421 Biolegend IgGl  104D2 313216
CD127 PE-Dazzle594 Biolegend IgGl  A019D5 351336
CD158a,h FITC Biolegend IgG2b HP-MA4 339504
(KIR2DL1/S1)
CD158b1,b2,j FITC Biolegend IgG2a DX27 312604
(KIR2DL.2/3/S2) PE-Cy5.5 Coulter IgGl GL183  A66900
PE-Cy7 Coulter IgGl  GL183 A66901
CD158e1 (KIR3DL1) FITC Biolegend IgGl DX9 312706
CD159a (NKG2A) APC Coulter IgG2b  Z199 IM3291U
PE Miltenyi  IgGl  REA110 130-098-
Biotec 814
PE-Cy7 Coulter IgG2b  Z199 B10246
CD159¢ (NKG2C) APC R&D IgGl 134591  FABI38A
PE R&D IgGl 134591  FABI138P
CD314 (NKG2D) PE Biolegend IgGl 1DI11 320805
CD335 (NKp46) Bv510 Biolegend IgGl  9E2 331924
CD336 (NKp44) PE-Cy5 Coulter 7231 A66903
Bcel2 AlexaFluor488 Biolegend IgGl 100 658704
Granzyme B FITC Biolegend IgGl GBIl 515403
FITC BD IgG GBI11 560211
Pacific Blue Biolegend IgGl GBIl 515408
HLA A,B,C PE Biolegend IgG2b W6/32 311406
purified Biolegend IgGl  W6/32 311402
HLA-C purified Carrington IgGl  DT9
HLA-C purified Mulder IgM WKA4C11
HLA-E PE Biolegend IgGl 3DI12 342604
purified Biolegend IgGl  3DI12 342602
IEpp72 AlexaFluor488 Millipore 1gG2  8BI1.2 MABS810X
IFN-y FITC Biolegend IgGl  B27 506504
PE-Cy7 Biolegend IgGl  B27 506524
lin-1 FITC BD IgG 340546
Perforin PE Biolegend 1IgG2b dG9 308106
TNF-a APC-Cy7 Biolegend IgGl MADbI1 502944
Sekunddre Antikorper
Goat anti mouse IgG FITC Biolegend 405305
Rabbit anti human IgM  FITC Dako F0317
Rabbit anti human IgG  FITC Dako FO315
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2.1.2 Chemikalien, Medien und Puffer

2.1.2.1 Chemikalien und Reagenzien

Produktliste
Produktgruppe Produkt Firma
DNA-Isolation, PCR &  Agarose Peqglab
Gelelektrophorese Aqua dest. fischar/Braun
Borsédure ROTH
dNTPs Peqlab
EDTA ROTH
Ethanol 70% Roth
Ethidiumbromid ROTH
HotstarTaqg DNA-Polymerase Qiagen
HLA-C-Primer (Frohn et al., 1998) Biomers
KIR-Primer (Uhrberg et al., 2002) Biomers
10x Loading Buffer (Ladepuffer fiir invitrogen
Gelelektrophoresen)
Polymerase-Puffer (10x) Qiagen
Tris-Base ROTH
1kb DNA-Leiter roboklon
Antikorpermarkierung  Albumin Fraktion V, proteasefrei ROTH
DPBS Lonza
Fixation Solution Biolegend
human Albumin octapharma
Intracellular Staining Perm Wash (10x) Biolegend
PFA 4% USB
Medien und Zusiitze Ascorbinsdure (20mg/ml) Sigma-Aldrich
DMEM(1x) 4,5 g/l D-Glucose, gibco
Glutamine, Pyruvate
Ethanolamin (50puM) Sigma-Aldrich
Fotales Bovines Serum (FBS) Biochrom AG
HAM’s F12 Biochrom AG
humanes AB Serum "off the clot" Biochrom AG
L-Glutamin gibco
Penicillin/Streptomycin gibco
(10.000U/m1/10.000pg/ml)
RPMI 1640 Lonza
Sodium-Selenit (50pg/1) Sigma-Aldrich
-Mercaptoethanol (24uM) gibco
Zellkultur DMSO Santa Cruz
Biotechnology
0,5% Trypsin gibco
Biocoll Separating Solution Biochrom AG
BD GolgiStop (Monensin) BD
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Produktgruppe Produkt Firma
Lyse-Puffer pH 7,4 (isotone UKD
Ammoniumchlorid-Losung)

Trizol Reagent life technologies
Zytokine Flt-3 Miltenyi Biotec

IL-2 Novartis

IL-3 Miltenyi Biotec

IL-7 Miltenyi Biotec

IL-12 Miltenyi Biotec

IL-15 Miltenyi Biotec

IL-18 R&D

SCF Miltenyi Biotec

2.1.2.2 Medien

2.1.2.2.1 Standardmedium

Standardmedium bildet die Grundlage fiir viele andere Medien.

Menge Produkt Firma

500 ml RPMI 1640 Lonza

10% FBS Biochrom AG
1% Penicillin/Streptomycin gibco

(10.000U/ml/10.000p.g/ml)

2.1.2.2.2 Einfriermedium

Es ist hdufig notig Zellen fiir einen spiteren Zeitpunkt einzufrieren. Dabei ist es wichtig, dass
das Einfriermedium mit Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt wird. DMSO verhindert die

Kristallbildung in der gefrierenden Zelle und bewahrt sie vor Schéden.

Menge Produkt Firma

45% Standardmedium

45% FBS Biochrom AG

10% DMSO Santa Cruz Biotechnology

2.1.2.2.3 MSC-Medium

Das Medium fiir die anspruchsvollen MSC ist ein néhrstoffreiches Vollmedium, das auch die

Infektion mit dem HCMV ermdglicht.

Menge Produkt Firma

500ml DMEM (1x) 4,5 g/l D-Glucose, L-Glutamine, gibco
Pyruvate

10% Hitzeinaktiviertes FBS (30 Min., 56°C) Biochrom AG

1% Penicillin/Streptomycin gibco

(10.000U/m1/10.000p.g/ml)

55



Material und Methoden

2.1.2.2.4 NK-Medium

NK-Medium begiinstigt die Proliferation von NK-Zellen und stimuliert ihre zytotoxische

Aktivitét. Es wird fiir funktionale Assays verwendet.

Menge Produkt Firma

95% Standardmedium

5% Hitzeinaktiviertes humanes AB-Serum (30 Biochrom AG
Min., 56°C)

1000U/ml IL-2 Novartis

2.1.2.2.5 NK-Generierungsmedium

Um die Entwicklung von himatopoetischen Vorlduferzellen zu reifen, funktionalen NK-Zellen

zu induzieren, benotigen die Zellen eine entsprechende Umgebung. Die MSC, mit denen sie

kokultiviert werden, tragen genauso dazu bei, wie die mit dem Medium zugegebenen Zytokine

und Nihrstoffe. Um optimale Ergebnisse zu erzielen, wird das Medium nach einer ersten

Reifungsphase von einer Woche ausgetauscht. Die verdnderte Zusammensetzung des NK-2-

Mediums begilinstigt die Differenzierung zu reifen NK-Zellen mit ihren charakteristischen

Rezeptoren und Eigenschaften.

NK-1-Medium (bis Tag 7)

Menge Produkt Firma
2/3 DMEM (1x) 4,5 g/l D-Glucose, L-Glutamine,  gibco
Pyruvate
1/3 HAM’s F12 Biochrom AG
20% Hitzeinaktiviertes humanes AB-Serum (30 Biochrom AG
Min., 56°C)
1% Penicillin/Streptomycin gibco
(10.000U/m1/10.000pg/ml)
1% L-Glutamin gibco
1000U/ml IL-2 Novartis
25ul Ascorbinsdure (20mg/ml) Sigma-Alsrich
25ul Ethanolamin (50puM) Sigma-Aldrich
25ul Sodium-Selenit (50ug/1) Sigma-Aldrich
24l -Mercaptoethanol (24pM) gibco
20ul IL-7 (20ng/ml) Miltenyi Biotec
20ul SCF Miltenyi Biotec
10ul Flt-3-lig (10ng/ml) Miltenyi Biotec
Sul IL-3 (5ng/ml) Miltenyi Biotec
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NK-2-Medium (ab Tag 7)

Menge Produkt Firma
2/3 DMEM (1x) 4,5 g/l D-Glucose, L-Glutamine,  gibco
Pyruvate
1/3 HAM’s F12 Biochrom AG
10% Hitzeinaktiviertes humanes AB-Serum (30 Biochrom AG
Min., 56°C)
1% Penicillin/Streptomycin gibco
(10.000U/m1/10.000pg/ml)
1% L-Glutamin gibco
1% IL-2 (1000U/ml) Novartis
25ul Ascorbinsdure (20mg/ml) Sigma-Aldrich
25ul Ethanolamin (50uM) Sigma-Aldrich
25ul Sodium-Selenit (50ug/1) Sigma-Aldrich
24ul B-Mercaptoethanol (24uM) gibco
20ul IL-7 (20ng/ml) Miltenyi Biotec
20ul SCF Miltenyi Biotec
10ul Flt-3-lig (10ng/ml) Miltenyi Biotec
10ul IL-15 (10ng/ml) Miltenyi Biotec

NK-3-Medium (fur die Generierung auf einer 721.221-HLA-E-Transfektante)

Menge Produkt Firma

2/3 DMEM (1x) 4,5 g/l D-Glucose, L-Glutamine,  gibco
Pyruvate

1/3 HAM’s F12 Biochrom AG

10% Hitzeinaktiviertes humanes AB-Serum (30 Biochrom AG
Min., 56°C)

1% Penicillin/Streptomycin gibco
(10.000U/m1/10.000pg/ml)

1% L-Glutamin gibco

1% IL-2 (1000U/ml) Novartis

25ul Ascorbinsdure (20mg/ml) Sigma-Aldrich

25ul Ethanolamin (50uM) Sigma-Aldrich

25ul Sodium-Selenit (50ug/1) Sigma-Aldrich

24ul -Mercaptoethanol (24pM) gibco

10ul IL-15 (10ng/ml) Miltenyi Biotec

Optional werden 10ng/ml IL-12 hinzugefiigt.

2.1.2.3 Puffer

2.1.2.3.1 Féarbepuffer

Ein Farbepuffer optimiert das Ergebnis der Antikdrperbindung und verbessert somit das
Messergebnis der Durchflusszytometrie. Der Chelatbildner Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
verhindert das Verklumpen der Zellen und das Bovine Serum Albumin (BSA) sittigt freie

Bindestellen auf den Zellen, um eine unspezifische Bindung der Antikorper zu minimieren.
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Menge Produkt Firma
500 ml DPBS, ohne Ca & Mg Lonza
2 ml EDTA (0,5 M) ROTH
0,5% w/v BSA (Albumin Fraktion V proteasefrei) ROTH

2.1.2.3.2 MACS-Puffer

Der MACS-Puffer verhindert aufgrund des EDTAs das Verklumpen der Zellen wiahrend der

magnetischen Zellseparation. Das humane Albumin sittigt freie Bindungsstellen auf den zu

behandelnden Zellen und minimiert auf diese Weise unspezifische Bindungen.

Menge Produkt Firma
500 ml DPBS, ohne Ca & Mg Lonza
2 ml EDTA (0,5 M) ROTH
5ml human Albumin octapharma

2.1.2.3.3 TBE-Puffer

TBE-Puffer dient zur Herstellung von Agarosegelen fiir die gelelektrophoretische Auftrennung

von PCR-Produkten.

Menge (10x) Produkt Firma

107,8¢ Tris-Base ROTH

55¢g Borsaure ROTH

8,2¢g EDTA ROTH

auf 1000ml Aqua dest. fischar

2.1.3 Gerite

Produktklasse Produkt Firma

Durchflusszytometer Cantoll BD
CyAn ADP Beckman Coulter
Cytoflex Beckman Coulter
MoFlo XDP Beckman Coulter

PCR und Elektrophorese GeneAmp PCR System Applied Biosystems
9700
Lautkammer Peqglab

Thermomixer Thermomixer comfort eppendorf

Zentrifuge MIKRO 20 Hettich Zentrifugen
Rotina 46 R Hettich Zentrifugen

2.1.4 Kits

Die kommerziellen Kits

enthalten exakt aufeinander abgestimmte Reagenzien die

beispielsweise fiir die magnetische Zellseparation, oder die DNA-Extraktion benétigt werden.

Produkt

Firma

CD3 MicroBeads, human

MACS, Miltenyi Biotec

CD14 MicroBeads, human

MACS, Miltenyi Biotec
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Produkt

Firma

CD19 MicroBeads, human

MACS, Miltenyi Biotec

CD34 MicroBead Kit, human

MACS, Miltenyi Biotec

Lineage Cell Depletion Kit, human

MACS, Miltenyi Biotec

QIAamp DNA Blood Mini Kit

Qiagen

2.1.5 Plastik

Bei den im Folgenden aufgelisteten Produkten handelt es sich vornehmlich um

Verbrauchsmaterialien fur die Zellkultur.

Produkt Firma

24 Loch Platte (Transwell) costar

24 Loch Platte TC SARSTEDT

5 ml Polypropylen Round-Bottom Tube BD Falcon

6 Loch Platte TC SARSTEDT
96 Loch Platte Rundboden SARSTEDT
96 Loch PCR Platten + Folien 4titude
Zellfilter CellTrics 30um (Filter) PARTEC
CRYO.S 2ml, PP, Round Bottom greiner bio-one
FiltropurS 0.45 SARSTEDT
Handschuhe Latex/Nitril Sempercare/Ansell

MACS Separation Columns, LS

MACS Miltenyi Biotec

MACS Separation Columns, MS

MACS Miltenyi Biotec

MACS Separator

MACS Miltenyi Biotec

Original Perfusor Syringe 50ml

BRAUN

Pipettenspitzen

SARSTEDT/greiner bio-one

Rohre 15 ml/ 50 ml SARSTEDT
Safe Seal Gefal3 0,5ml, 1,5ml, 2,0ml SARSTEDT
Stripetten costar

Zellkulturflaschen (25, 75, 175 cm2) SARSTEDT

2.1.6 Primer

Die Primer fiir die KIR- und HLA-C-Typisierung sind in den Publikationen von Uhrberg et al.,
2002 bzw. Frohn et al., 1998 beschrieben.

KIR Sense Antisense Linge (bp)
KIR2DL1 ACT CAC TCC CCC TAT CAG G AGG GCC CAG AGG AAA GTC A 1750
AGG GCC CAG AGG AAA GTT
KIR2DI1.2 CCATGA TGG GGT CTC CAA A GCC CTG CAG AGA ACCTAC A 1800
KIR2DL3 CCT TCA TCG CTG GTG CTG CAG GAG ACA ACT TTG GAT CA 798
KIR2DI.S TGCCTC GAG GAG GAC AT GGT CTG ACC ACT CAT AGG GT 1600
KIR3DL1 TAC AAA GAA GAC AGA ATC CAC A TAG GTC CCT GCA AGG GCA A 1600
TCC CAT CTT CCA TGG CAG AT
KIR3DL2 CGG TCC CTT GAT GCC TGT GAC CAC ACG CAG GGC AG 1900
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KIR Sense Antisense Linge (bp)
KIR2DS1 TCT CCA TCA GTC GCA TGA A/G AGG GCC CAG AGG AAA GTT 1800
KIR2DS2 TGC ACA GAGAGG GGA AGT A CAC GCT CTC TCC TGC CAA 1750
KIR2DS3 TCACTC CCCCTATCAGTTT GCA TCT GTA GGT TCC TCC T 1800
KIR2DS4 CTG GCC CTC CCA GGT CA GGA ATG TTC CGT TGA TGC 1950
KIR2DS5 AGA GAG GGG ACG TTT AAC C TCC GTG GGT GGC AGG GT 1950
KIR3DS1 GGC AGA ATA TTC CAG GAG G AGG GGT CCT TAG AGA TCC A 1750
HLA-C Sense Antisense Linge (bp)
HLA-Cw CGC CGC GAG TCC RAG AGG 142
NK1 (C2) GTT GTA GTA GCC GCG CAG G 142
NK2 (C1) GTT GTA GTA GCC GCG CAG T 142

2.1.7 Software

Fiir die Analyse der erhobenen Daten werden sowohl Graphik- als auch statistische Programme

herangezogen.
Produkt Firma
FACSDiva BD
GraphPad Prism5 GraphPad
Kaluza Analysis 1.3 Beckman Coulter
MS Office Microsoft
Summit Beckman Coulter
2.1.8 Viren

Wihrend des Promotionsprojektes kamen verschiedene HCMV-Stimme zum Einsatz. Der
Grofteil der Versuche wurde mit dem Laborstamm AD169 durchgefiihrt, aber auch der
Laborstamm TB40/E sowie das Patientenisolat UL1271 wurden verwendet. Alle HCMV-
Stamme wurden freundlicherweise vom Institut fiir Virologie des UKD, unter der Leitung von
Herrn Prof. Timm, vormals Herrn Prof. Drexler und in enger Zusammenarbeit mit Herrn PD

Zimmermann zur Verfiigung gestellt.

Stamm Eigenschaften

AD169 Stammt urspriinglich aus dem Nasenpolypen einer 7-Jdhrigen; Wirtstropismus
ist stark eingeschriankt; Endo- und Epithelzellen konnen nicht mehr infiziert
werden; kein Virustransfer auf Leukozyten; avirulent fiir den gesunden
Menschen; Deletion von 15kb im UL-Bereich, umfasst Leserahmen 133-151;
IRL (internal repeat long) zwischen UL- und US-Region (Duplikation des
Leserahmens 1-14); Punktmutation in Gen 131; (ATCC; BVL, 2007; Cha et
al., 1996; Gerna et al., 2002; Gerna et al., 2000; Gerna et al., 2003; Hahn et al.,
2004; Revello et al., 1998; Rowe et al., 1956)

TB40/E Isoliert mittels Rachenspiilung eines Knochenmarktransplantationspatienten;
Vermehrung durch Plaqueaufreinigung in Endothelzellkultur; Endotheliotrop;
Hat seinen ausgedehnten Zelltropismus, trotz zahlreicher Passagen, erhalten
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Stamm Eigenschaften

TB40/E konnen; Endo- und Epithelzellen konnen nach wie vor infiziert werden; Der
Virusstamm ist genetisch heterogen (Sinzger et al., 2008; Sinzger & Jahn,
1996; Sinzger et al., 2000)

UL1271 Niedrig passagiertes Patientenisolat; Isoliert 1997 aus dem Urin eines Kindes;
Herkunftsort Ulm (UL); (Atalay et al., 2002)

2.1.9 Zellen

2.1.9.1 Hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen

Die, die hdmatopoetischen Vorlduferzellen (R-CB-X = Ricardas cord blood ,.fortlaufende
Nummer®) enthaltenden mononukledren Zellen werden aus Nabelschnurblut (José Carreras
Stammzellbank) gewonnen (Dichtegradientenzentrifugation) und anschlieBend mit der
magnetische Zellseparation (magnetic cell separation; MACS)-Technologie von Miltenyi
Biotec (magnetische Zellseparation in zwei Schritten) isoliert. Das Nabelschnurblut ist
idealerweise nicht élter als 24 Stunden.

AuBlerdem wird aus dem Vollblut DNA gewonnen (QIAamp DNA Blood Mini Kit von Qiagen)
und fiir die KIR- und HLA-C-Typisierung genutzt.

Bezeichnung HLA-C Genotyp KIR-Genotyp
R-CB-01 ClC2 3
R-CB-02 ClC2 3
R-CB-03 C1C1 7
R-CB-04 Cl1C2 1
R-CB-05 C2C2 1
R-CB-06 C1C1 4
R-CB-07 C2C2 2
R-CB-08 C1C1 47
R-CB-09 C1C1 2
R-CB-10 C1C1 1
R-CB-12 CI1Cl1 3
R-CB-13 Cl1C2 4
R-CB-14 CiC2 9
R-CB-16 Cl1C2 1
R-CB-17 Cl1C2 1
R-CB-18 C1C1 2
R-CB-19 Cl1C2 3
R-CB-20 C1C1 1
R-CB-21 Cl1C2 10
R-CB-22 Ci1C2 1
R-CB-23 C1Cl1 3
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2.1.9.2 K562

Die K562-Zelllinie entstammt urspriinglich den Zellen einer 53-jdhrigen Frau mit chronischer
myeloider Leukdmie. Es handelt sich um die erste, humane Zelllinie dieser Art. Weil sie keine
HLA-Molekiile auf der Oberfliache présentiert, ist sie eine beliebte Zielzelle fiir NK-Zellen, die
aufgrund des ,,missing self* die Zelllyse einleiten. Somit eignen sich die K562 besonders gut
fiir funktionale Assays (vergl. Kapitel 2.2.11). Die Suspensionszellen sind rund und werden in
MSC-Medium kultiviert. Die ideale Konzentration liegt bei 1-2x10° Zellen pro Milliliter. Die
K562 werden je nach Bedarf ein bis zwei Mal pro Woche gefiittert (L. C. Andersson et al.,
1979; B. B. Lozzio & Lozzio, 1979; C. B. Lozzio & Lozzio, 1975).

2.1.9.3 Lymphoide Tumorzelllinie 721.221-HLA-E-Transfektante

Die urspriingliche B-lymphoblastoide-Tumorzelllinie (B-lymphoblastoid cell line; B-LCL) 721
hat aufgrund einer y-Strahlen-Behandlung eine Mutation im HLA-Komplex, die die Expression
von HLA-A und -B, nicht aber von -C verhindert. Durch anschlieBende physikalische
Deletionen und mutagene Verfahren entstanden zahlreiche 721-Mutanten. Die 721.221
zeichnet sich dadurch aus, dass sie weder HLA-A/B/C-mRNA-Transkripte, noch entsprechende
HLA-o-Ketten besitzt. Aulerdem exprimiert sie zwei nicht-klassische HLA-Klasse I-a-Ketten
mit einer Hiufigkeit von unter 1% im Vergleich zu unbehandelten B-LCL. Somit ist diese
Zelllinie sehr gut fiir die Transfektion mit HLA-Klasse I-Genen geeignet und erlaubt die
gezielte Untersuchung einzelner HLA-Klasse I-Molekiile. Die Expressionsstirke der
transfizierten HLA-Gene entspricht weitestgehend der, die in wildtypischen B-LCL gemessen
werden kann (Kavathas et al., 1980; Shimizu & DeMars, 1989). Béziat et al. nutzten eine .221-
HLA-E-Transfektante, um die NKG2C-Expansion auf NK-Zellen zu induzieren (Beziat et al.,
2013). Fiir das, in dieser Arbeit, vorgestellte Projekt wurde eine vergleichbare .221-HLA-E-
Transfektante, von Herrn Prof. Khakoo von der Universitit Southampton, UK, zur Verfligung

gestellt. Die 721.221 werden in Standardmedium kultiviert.

2.1.9.4 Mesenchymale Stammzellen

Die mesenchymalen Stammzellen (MSC) wurden in der Kinderklinik, Diisseldorf, aus puerilem
Knochenmark gewonnen. Es handelt sich bei ihnen um Vorlduferzellen des Bindegewebes, die
ein starkes Proliferations- und Differenzierungspotential besitzen. Die MSC koénnen sich
sowohl zu Fettgewebe, als auch zu Knorpel und Knochen sowie Biandern und Sehnen
differenzieren. Aullerdem unterstiitzen sie die Himatopoese (Devine & Hoffman, 2000; Dexter

et al., 1988; Dexter & Spooncer, 1987; Kemp et al., 2005; Pittenger et al., 1999). Diese adhérent
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wachsende Zellen werden in MSC-Medium kultiviert und nach Bedarf (je nach

Wachstumsgeschwindigkeit alle drei bis fiinf Tage) geteilt. Das Medium wird ebenfalls nach

Bedarf erneuert.
MSC-Linie HLA-C-Typ
9 C1C1
16 c2C2
20 ClC2
39 ClC1

2.1.9.5 MRC-5 Lungenfibroblasten

Bei der MRC-5-Zelllinie handelt es sich um menschliche fotale Lungenfibroblasten. Sie sind
diploid, méinnlich (XY), kaukasoid und entstammen einem 14 Wochen alten Fotus, isoliert im
September 1966 von J. P. Jacobs. Es sind ca. 42-46 Verdoppelungen moglich, bevor die
Seneszenz einsetzt. MRC-5-Zellen lassen sich vergleichsweise leicht mit HCMV infizieren und
unterstiitzen die Replikation des Virus. Darliber hinaus exprimieren sie, die fiir KIR relevanten
Liganden, HLA-C1, C2 und Bw4. Als Kulturmedium dient MSC-Medium. Die MRC-5-Zellen
wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Hengel des Instituts fiir Virologie
des Universitétsklinikums Freiburg zur Verfiigung gestellt (ATCC; Charoudeh et al., 2013; J.
P. Jacobs et al., 1970).

2.2 Methoden

2.2.1 Antikorpermarkierung von Zellen

Fiir die Analyse von Oberflachenproteinen und intrazelluldr vorliegenden Proteinen, werden
die zu untersuchenden Zellen mit spezifischen Antikorpern markiert. Dabei macht man sich
eine Antigen-Antikorper-Reaktion zu Nutze, bei der Oberflichenantigene der Zellen von
Antikorpern gebunden werden konnen, die spezifisch gegen dieses Antigen gerichtet sind.
Diese Antikorper sind in der Regel direkt an ein Fluorochrom gekoppelt, oder koénnen
nachtrdglich von einem sekundiren Antikorper, der seinerseits ein fluoreszierendes Konjugat
trigt, gebunden werden. Die auf diese Weise préparierten Zellen konnen
durchflusszytometrisch analysiert werden.

Die zu untersuchenden Zellen werden entweder frisch aus der Zellkultur geerntet oder
aufgetaut. Die Zellzahl wird bestimmt und im Anschluss werden sie einmal mit Fiarbepuffer
gewaschen (Zellen werden in einem Volumen von 1 bis 2 ml Féarbepuffer aufgenommen und
nachfolgend 7 Min. bei 4°C und 370g zentrifugiert). Der Uberstand wird abgenommen. Das
Zellpellet wir in 100-200ul Férbepuffer resuspendiert und in ein 5 ml Polypropylen-
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Rundbodenréhrchen iiberfithrt. Die Antikorper fiir die Oberflichenproteine werden
hinzugegeben und die Proben fiir maximal 30 Min. bei 4°C (abweichende Herstellerangaben
beachten) lichtgeschiitzt inkubiert. AnschlieBend werden die markierten Zellen erneut mit
Féarbepuffer gewaschen, um {iberschiissige Antikorper zu entfernen und falsch positive
Ergebnisse zu verhindern. Optional konnen nachfolgend noch intrazelluldre Proteine markiert
werden. Dafiir werden die Fixation Solution und der Intracellular Staining Perm Wash (1x; mit
destilliertem Wasser verdiinnt) von Biolegend nach Herstellerangaben verwendet. Zellproben,
die nicht intrazelluldr mit Antikérpern markiert werden, konnen nach dem letzten Waschen mit
4%igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert werden. Dies verhindert die Zersetzung der Zellen und

konserviert sie fiir einen Zeitraum von maximal 7 Tagen.

2.2.2 DNA-Isolation aus Vollblut
Die Isolation von DNA aus Vollblut erfolgt mit dem QI4damp DNA Blood Mini Kit von Qiagen

und wird entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.3 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann die Beschaffenheit verschiedenster Zellen bestimmt
werden. Dafiir werden die Zellen innerhalb eines Zytometers durch eine Kapillare gesaugt, mit
Laserlicht angeregt und mittels Detektoren vermessen. Verschiedene Parameter helfen dabei
ithre charakteristischen Eigenschaften zu ermitteln. Das Vorwiértsstreulicht (Forward Scatter;
FSC) gibt dabei Aufschluss iiber die Grofle einer Zelle, wihrend das Seitwirtsstreulicht (Side
Scatter; SSC) die Granularitidt der Zelle bestimmt. Beide Parameter zusammen geben so
Auskunft iiber die morphologischen Unterschiede der untersuchten Zellen.

Dariiber hinaus kann die Zellprobe vorausgehend mit Antikdrpern inkubiert werden, die mit
verschiedenen Fluorochromen markiert sind (vergl. Kapitel 2.2.1). Trifft ein entsprechender
Laser auf eine Zelle, die mit einem Antikorper-Fluorochrom-Konjugat markiert wurde, werden
die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes angeregt und erreichen ein hoheres Energieniveau.
Wenn die Elektronen anschlieBend auf ein niedrigeres Niveau zuriickfallen kommt es unter der
Abgabe von Wirme zur Emission von Photonen, die als Fluoreszenz vom Durchflusszytometer
detektiert werden konnen. Die Stirke des Fluoreszenzsignals ist dabei proportional zur der
Frequenz der vorhandenen Proteine auf bzw. in den Zellen.

Neben der reinen Analyse von verschiedenen Zellen, ist es mit sog. Zellsortierern auch moglich
Zellen, die bestimmten Kriterien entsprechen, aus einem Zellgemisch durchflusszytometrisch

zu isolieren.

64


http://ms-netz.de/index.php/Zelle_(Biologie)
http://ms-netz.de/index.php/Kapillare
http://ms-netz.de/index.php/Laser
http://ms-netz.de/index.php/Antik%C3%B6rper

Material und Methoden

2.2.4 Gelelektrophorese

DNA-Molekiile konnen mittels Agarose-Gelelektrophorese ihrer Grofle entsprechend
voneinander separiert werden. Dies wird beispielsweise dann ndtig, wenn eine partielle
Genomtypisierung, wie eine KIR- oder HLA-C-Typisierung, durchgefiihrt werden soll. Die
Produkte der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) werden bei diesem
Verfahren auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen, in ein elektrisches Feld (Elektrische-
Lautkammer mit TBE-Puffer als Laufpuffer) eingespeist und entsprechend ihrer Grofle
aufgetrennt. Da DNA-Molekiile negativ geladen sind, wandern sie in Richtung des positiven
Pols, der Anode. Thre Laufgeschwindigkeit richtet sich dabei nach ihrer Grofle, was bedeutet,
dass kleinere Molekiile die Anode schneller erreichen werden als grofere. Die Auftrennung der
DNA-Fragmente erfolgt bei einer konstanten Spannung von 200V fiir ca. 60 Min. bei
Raumtemperatur (RT). Um die Ergebnisse interpretieren zu kdnnen wird ein Grofenstandard

(1kb-Leiter) bei jeder Gelelektrophorese mitgefiihrt.

Zur Herstellung des Agarosegels werden entsprechende Mengen pulverformiger Agarose in
TBE-Puffer aufgekocht, diese Losung, nach einer kurzen Abkiihlungsphase, mit
Ethidiumbromid (0,04%o) versetzt und in Form gegossen. Ethidiumbromid interkaliert in die
DNA und macht diese unter UV-Licht sichtbar. Die PCR-Produkte werden vor dem Auftragen
mit Ladepuffer versetzt. Dieser stabilisiert den pH-Wert der Probe, erleichtert durch einen
Farbzusatz deren Handhabung und bedingt das Herabsinken der Probe in die Ladetasche des
Gels (der Inhaltsstoff Glyzerin ,,beschwert* die Probe aufgrund seiner hoheren Dichte).

2.2.5 Infektion von MSC/MRC-5 mit HCMV

Die adhérenten Zellen werden mind. 48 Std. vor der geplanten Infektion in die ausgewéhlten
Loch-Platten ausgesit. Die Konfluenz der Zellen sollte zum Zeitpunkt der Infektion zwischen
80-100% betragen. Die Infektion erfolgt mittels der gewiinschten Virusmenge pro Zielzelle
(molecules of infection; MOI), indem das entsprechende Virusvolumen in das Medium der
Zellkultur pipettiert wird. Um die Adsorption der Viren zu unterstiitzen, werden die infizierten
Zellen fir 2x15 Min. bei 870g zentrifugiert. Zwischen den beiden Durchgéngen werden die
Zellkulturplatten in der Zentrifuge gedreht, um die nicht 100%ige Aufrichtung der Platten
wihrend der Zentrifugation auszugleichen und eine gleichméBige Infektion des gesamten
Zellrasens zu gewihrleisten. Im Anschluss werden die infizierten Platten bei 37°C und 5% CO-

kultiviert.
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2.2.6 Isolation von HSPC aus Nabelschnurblut

Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation ist es moglich verschiedene Zellpopulationen
aufgrund ihrer Dichte aus Vollblut zu isolieren. Die verschiedenen Bestandteile des Blutes
werden gemél ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit aufgetrennt. Zu diesem Zweck wird die
Biocoll Seperating Solution genutzt. Dabei handelt es sich um eine Sucroseldsung, deren Dichte
hoher ist als die von Blut. Das Nabelschnurblut wird, um ein Verklumpen der zelluldren
Bestandteile zu vermeiden, mit DPBS im Verhdéltnis 1:2 verdiinnt. Das so vorbereitete Blut wird
vorsichtig iiber die Biocoll Seperating Solution geschichtet (Verhdltnis 3:1). Durch die
Zentrifugalkréfte (20 Min. bei 870g, RT ohne Bremse) sammeln sich die Lymphozyten und
Monozyten (mononukleédre Zellen, mononuclear cells; MNC) in der Interphase liber der Biocoll
Seperating Solution, unter dem Uberstand (Serum/Plasma/Thrombozyten). Erythrozyten und
Granulozyten bilden aufgrund ihrer hoheren Dichte das Zellsediment. Die Interphase wird
abgenommen und mehrfach mit DPBS gewaschen (Zentrifugation bei 370g, 4°C fiir 7 Min.).
Optional kann eine Erythrozyten-Lyse mit Ammoniumchlorid-Losung durchgefiihrt werden.

Aus den aufgereinigten MNC werden anschlieend die HSPC isoliert. Hierfiir wird das
magnetische Zellseparationssystem (magnetic cell separation; MACS) von Miltenyi Biotec
verwendet. Mit Hilfe spezifischer, an magnetische Mikrokugeln (Micro Beads) gekoppelter,
Antikdrper werden in einem ersten Schritt alle sog. Lineage-positiven (reife Zellen, die die
Oberflachenproteine CD2, CD3, CDI11b, CDI14, CD15, CDI16, CD19, CD56, CD123, oder
CD235a tragen) Zellen depletiert. In einem zweiten Schritt werden nun die HSPC, die den
Oberflichenmarker CD34 tragen angereichert. Die Durchfithrung der MACS erfolgt nach

Herstellerangaben.

2.2.7 Kokultur/Generierungskultur

Die Generierung von NK-Zellen aus HSPC in vitro erfordert die Kreation einer
Stammzellnische, dhnlich derer im Knochenmark, in welcher sich NK-Zellen natiirlicherweise
entwickeln. Diese Knochenmarknische (Schofield, 1978) besteht iiberwiegend aus
Osteoblasten, Adipozyten, Endothelzellen und MSC (Frenette et al., 2013). Dr. Brands konnte
wihrend seiner Promotion am Institut fiir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika des
Universititsklinikums Diisseldorf (ITZ des UKD) ein NK-Zellgenerierungsmodell etablieren,
welches sich der MSC als Nihrzellen fiir die HSPC bedient. Durch die Kultivierung in einem
anspruchsvollen Medium, dem zahlreiche Zytokine, wie beispielsweise der Stammzellfaktor
(stem cell factor; SCF), die normalerweise von den Zellen der Knochenmarknische sezerniert

werden, zugesetzt wurden, ist es moglich KIR-exprimierende NK-Zellen entstehenzulassen
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(Cumano & Godin, 2007; Frenette et al., 2013; Mendez-Ferrer et al., 2010; Miller et al., 1999;
Shestopalov & Zon, 2012).

Fiir dieses Projekt wurden die Néhrzellen, die MSC, zusétzlich mit dem HCMYV infiziert, um
die NK-Zellentwicklung unter den Bedingungen einer akuten HCMV-Infektion bzw.
Reaktivierung, wie sie nach KMT haufig auftritt, beobachten zu konnen. Die Etablierung dieses
erweiterten Generierungsmodells hat aufgrund des geschlossenen humanen Systems den
Vorteil, dass sich die entwickelten NK-Zellen auch fiir die Applikation in klinischen Studien

eignen wiirden.

Mindestens 48 Std. vor dem Beginn der Generierungskultur werden die MSC in 24 Loch-
Platten ausgesdt, sodass sie zum Zeitpunkt der Infektion eine Konfluenz zwischen 80-100%
erreichen. Die MSC werden 24 Std. vor dem Beginn der Generierungskultur mit dem HCMV
infiziert. Nach Ablauf dieser Frist, die eine optimale Infektion und erste Adaption der MSC an
das Virus gestattet, wird das alte Medium von den Zellen abgenommen und die frisch isolierten
HSPC in NK-1-Medium (2000 HSPC/ml/Loch) auf die MSC gesetzt. Als Kontrolle dienen
Ansitze mit nicht-infizierten MSC. Die Generierungskulturen werden fortan fiir 28-35 Tage bei
37°C und 5% CO: kultiviert. Nach 7 Tagen werden 80-90% des alten NK-1-Mediums
abgenommen und durch frisches NK-2-Medium ersetzt. Die Proliferation, der sich
entwickelnden NK-Zellen, steigt nun sprunghaft an. Das Medium wird nach Bedarf um jeweils
50% aufgefrischt. Die Zellen werden zu festgelegten Zeitpunkten geerntet, durchflusszyto-

metrisch analysiert, fiir funktionale Assays verwendet, oder fiir spétere Analysen eingefroren.

2.2.7.1 NK-Zellgenerierung im Transwellsystem

Eine Variation der Generierungskultur wird durch den Einsatz eines Transwellsystems
geschaffen. In diesen Platten werden die Nahrzellen, die puren bzw. infizierten MSC, rdumlich
von den zu generierenden HSPC getrennt. Ein siebartiger Transwelleinsatz hélt die HSPC in
einer hoheren Ebene liber den MSC. Ein direkter Zell-Zell-Kontakt zwischen HSPC und MSC
ist nicht moglich, jedoch erlauben die Transwelleinsdtze mit ihrer Porengrofle von 4pum den
ungehinderten Austausch von loslichen Faktoren, wie Zytokinen bis hin zu ganzen
Viruspartikeln. Aufgrund der kleineren Grundfldche der Einsdtze werden nur 1000 HSPC pro
Vertiefung als Ausgangsmenge in die Generierung eingesetzt. Dariiber hinaus erfolgt die

Generierung wie unter 2.2.7 beschrieben.
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2.2.7.2 NK-Zellgenerierung nach durchflusszytometrischer Zellsortierung

Anstelle der magnetischen Zellseparation konnen NK-Zellvorlaufer auch mittels
durchflusszytometrischer Sortierung aus Nabelschnurblut isoliert werden. Dafiir wird nach der
Isolation der MNC eine Depletion der CD3 (T-Zellen), CD14 (Monozyten) und CD19 (B-
Zellen) positiven Zellen durchgefiihrt (MACS-Technologie von Miltenyi Biotec unter
Verwendung spezieller Micro Beads nach Herstellerangaben). Die verbliebenen Lymphozyten
beinhalten die HSPC und NK-Zellvorldufer. Sie werden mit entsprechenden
fluorochromgekoppelten Antikdrpern markiert und die CD3, CD14 und CD19 negativen NK-
Zellentwicklungsstadien 2 (CD34°CD117'*CD56'CD94"), 3 (CD34CD117"'CD567"CD9%4)
und 4 (CD34°CD1174™-CD568"CD94") aussortiert. Da das Proliferationspotenzial mit
fortschreitender Differenzierung abnimmt werden von Stadium 3 und 4 statt 2000, 5000 Zellen

pro Vertiefung ausgesit. Die weitere Generierungskultur erfolgt wie in 2.2.7 beschrieben.

2.2.7.3 Kokultur von generierten NK-Zellen auf MRC-5 oder 721.221-HLA-E-
Transfektanten

Viele Arbeitsgruppen nutzen Fibroblasten (MRC-5) als Nihrzellen fiir die Kokultur mit PBMC
und adulten NK-Zellen. Zudem konnen auch generierte NK-Zellen unterschiedlicher
Reifegrade auf MRC-5 kokultiviert werden. Die Fibroblasten werden in 24-Loch-Platten zur
Konfluenz gebracht und nach Bedarf 24 Stunden vor dem Beginn der Kokultur mit dem HCMV
(AD169; MOI: 0,5) infiziert. Die NK-Zellen verlassen wihrend ihrer Differenzierung die
Knochenmarknische und setzen sie an anderer Stelle (z.B. in lymphatischen Geweben) fort. Um
eine solche Emigration in vitro zu simulieren werden die, sich entwickelnden NK-Zellen zu
definierten Zeitpunkten (Tag 14 und 21) geerntet und auf (nicht-) infizierte MRC-5 umgesetzt.
Das verwendete NK-2-Medium wird alle 2 bis 3 Tage aufgefrischt (1:2).

Des Weiteren konnen die NK-Zellen auf einer lymphoiden Tumorzelllinie (721.221-HLA-E-
Transfektante) kultiviert werden. Die 721.221-HLA-E-Transfektanten simulieren eine HCMV-
Infektion, bei der die Wirtszellen die HLA-E-Expression erhohen. Laut Béziat et al., geniigt die
verstarkte HLA-E-Expression, als Stimulus fiir ein verdndertes NK-Zellrezeptorrepertoire
(Beziat et al., 2013). Die Transfektanten werden vorab mit einer Dosis von 40 Gray bestrahlt
(y-Strahlung), damit sie die NK-Zellpopulation nicht iiberwachsen (Die Strahlung verursacht
genetische Verdnderungen die das Proliferationsvermodgen erheblich einschrinken). Die
eigentliche Kokultur wird in 96-Loch-Flachboden-Platten mit NK-3-Medium durchgefiihrt.
Das Verhiltnis von Transfektanten zu NK-Zellen betrdgt 1:10. Das Medium wird nach Bedarf
aufgefrischt (1:2).
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2.2.8 Polymerasekettenreaktion - KIR/HLA-C-Typisierung

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) ermoglicht die Amplifikation
spezifischer DNA-Sequenzen in vitro. Der Ablauf ldsst sich grob in drei Schritte unterteilen:
(1) die DNA-Denaturierung, bei der temperaturabhingig der DNA-Doppelstrang in zwei
Einzelstrange aufgebrochen wird, (2) die Primer-Anlagerung, also die spezifische Bindung von
Oligonukleotiden von ca. 20 Nukleotiden Lange, an die zu amplifizierende DNA-Sequenz, die
wiederum die Bindung einer DNA-Polymerase erlaubt die (3) die Primersequenz verlangert,
was auch als Elongation bezeichnet wird. Entwickelt wurde diese Methode von Kary B. Mullis
in den 1980er Jahren, der hierfiir mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet wurde. Die
Funktion der DNA-Polymerase ist hierbei von entscheidender Bedeutung. Sie bindet an den
DNA-FEinzelstrang und katalysiert die Verkniipfung neuer, komplementirer Nukleosidtri-
phosphate (ANTP) und repliziert auf diese Weise die DNA. Durch den Einsatz spezifischer
Primer werden nur die zu untersuchenden DNA-Sequenzen vervielfiltigt. Der Einsatz von
Primer-Paaren, die sowohl an den Leitstrang (Sense) als auch an den Gegenstrang (Antisense)
binden, verdoppelt den Durchsatz pro Durchgang. Ein PCR-Durchgang/Zyklus besteht immer
aus den drei Schritten Denaturierung, Anlagerung, Elongation. Da bei dem nichsten Zyklus
auch die neu synthetisierten DNA-Stringe als Ausgansmatrizen zur Verfiigung stehen
ermOglicht eine PCR eine exponentielle Amplifikation der DNA.

Damit die PCR automatisch und kontinuierlich erfolgen kann werden hitzestabile DNA-
Polymerasen, wie die Taq-Polymerase (Polymerase des thermophilen Eubakteriums 7Thermus
aquaticus) verwendet. Die verwendete HotstarTaq bietet dariiber hinaus den Vorteil, dass sie
erst nach einer Initiation bei 95°C aktiviert wird. Die Denaturierung der DNA findet im
Folgenden bei Temperaturen zwischen 94-96°C statt. Die Temperatur der Anlagerung der
spezifischen Primer ist abhingig von deren Schmelztemperatur, die wiederum vom GC-Gehalt
bestimmt wird. Die Elongation schlieBt sich bei 72°C an.

Alle PCR-Reaktionen werden in dafiir vorgesehenen, diinnwandigen 0,2 ml Reaktionsgefd3en

durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz betrdgt durchschnittlich 20pl.

PCR-Ansatz fiir 1 KIR-Typisierung

DNA S50ng
Dest. Wasser 18,7ul
dNTP 0,6ul
Primer I-1,5uM
HotstarTaq 0,12ul
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PCR-Zyklus KIR-Typisierung

95°C

15 min

96°C
20 sek

5 Zyklen

62°C
45 sek

72°C
90 sek

95°C

/  20sek 72°C
60°C 90 sek

30 Zyklen

45 sek

72°C

7 min

4°C

Die 40 haufigsten K/R-Genotypen der kaukasoiden Population sind in der nachfolgenden

Tabelle aufgefiihrt. Der Genotyp 1 ist homozygot fiir Haplotyp A, wihrend alle anderen

mindestens heterozygot fiir Haplotyp B sind (Uhrberg et al., 2002).

Genotyp 2DL1 2DL2 2DL3 2DL5 3DL1 3DL2 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1
1 X X X X X

2 X X X X X X X

3 X X X X X X X X X

4 X X X X X X X X X
5 X X X X X X X X

6 X X X X X X X X X X X X
7 X X X X X X X X X X X
8 X X X X X X X X

9 X X X X X X X X X X X
10 X X X X X

11 X X X X X X X X X
12 X X X X X X X X X X X
13 X X X X X X X X X X
14 X X X X X X X X
15 X X X X X X

16 X X X X X X

17 X X X X X X X X X X
18 X X X X X X X X X X
19 X X X X X X X X X X

20 X X X X X X

21 X X X X X X X X X X
22 X X X X X X X X X

23 X X X X X X X X X
24 X X X X X X X X X X
25 X X X X X X X X X
26 X X X X X X X X

27 X X X X X X X X X X

28 X X X X X X X

29 X X X X X X X X X
30 X X X X X X X X X X
31 X X X X X X X X

70



Material und Methoden

Genotyp 2DPLI 2DL2 2DL3 2DLS 3DLI 3DL2 2DSI 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DSI

32 X X X X X X X X X
33 X X X X X X X X X
34 X X X X X X X X X X
35 X X X X X X X X X
36 X X X X X X
37 X X X X X X X
38 X X X X X X X X X X X
39 X X X X X X X X X
40 X X X X X X X
PCR-Ansatz 1 HLA-C-Typisierung
DNA 50ng
Dest. Wasser Ad 25pl
dNTP Ll
Primer 1-1,5uM
HotstarTaq 0,125ul
PCR-Zvyklus HLA-C-Typisierung
10 Zyklen 22 Zyklen
95¢C | 95°C 94°C
15min | 15 sek 72°C |/ 10sek 7°C | 720C
65°C 30 sek 62°C 30 sek | 7 min
30 sek 30 sek 4°C

Um eine automatisierte und ununterbrochene Durchfiihrung der PCR zu ermdéglichen, sind alle
heutzutage eingesetzten DNA-Polymerasen hitzestabil. Fiir die hier vorliegende Arbeit wurde
ausschlieBlich die sog. Tag-Polymerase aus dem thermophilen Eubakterium Thermus aquaticus
verwendet. Sie besitzt ein Temperaturoptimum von 75°C und eine Halbwertszeit von 5 Min.
bei 100°C. Dieser DNA-Polymerase fehlt eine 3°-5’-Exonuclease-Aktivitit. Die Tag-
Polymerase hingt ein iiberstehendes Adenosin an das 3’-Ende der Produktstringe an, sodass

die entstehenden PCR-Produkte effektiv in TA- oder UA-Vektoren kloniert werden konnen.
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2.2.9 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit GraphPad Prism5 durchgefiihrt.
Die Daten werden als Mittelwert inkl. Standardabweichung dargestellt. Die Priifung auf
Signifikanz der Proteinexpressionsfrequenz zwischen NK-Zellen aus nicht-infizierten und
infizierten Generierungskulturen wurde mit Hilfe des paarigen studentischen t-Tests ermittelt.
Als statistisch signifikant verschieden (ein Sternchen, *) gilt der Vergleich zwischen zwei
Datensédtzen wenn der p-Wert kleiner als 0,05 ist. Ist der p-Wert kleiner als 0,01 gilt er als
statistisch sehr signifikant (zwei Sternchen, **) und ist ein p-Wert kleiner als 0,001 wird er als

statistisch hochsignifikant (drei Sternchen, ***) angesehen.

2.2.10 Zellkultur

2.2.10.1 Zellen auftauen und in Kultur nehmen

Die Zellen werden in ihrem Kryokonservierungsrohrchen angetaut und unter sterilen
Bedingungen in ein 15 ml Réhrchen mit 10 ml zellspezifischem Medium {iberfiihrt. Im
Anschluss werden die Zellen ihrer Beschaffenheit entsprechend zentrifugiert (MSC/MRC-5 bei
172g und 3 Min., K562, PBMC, MNC, HSPC und NK-Zellen bei 370g und 7 Min., RT). Der
Uberstand wird verworfen und das Zellpellet in einer ausreichenden Menge frischen Mediums
resuspendiert. Die Zellen werden in eine Viel-Loch-Platte, oder Zellkulturflaschen tiberfiihrt
und entsprechend ihrer Menge mit Medium aufgefiillt. Die Kultivierung erfolgt im Inkubator

bei 37°C und 5% CO..

2.2.10.2 Zellen fiittern, Medium wechseln

Je nach Bedarf werden die kultivierten Zellen regelméfig mit frischem Medium versorgt.
Manchmal reicht die Zugabe einer probaten Menge frischen Mediums zu dem bereits
Vorhandenen. Bei einem starken Verbrauch der dargebotenen Nihrstoffe empfiehlt sich ein
partieller Austausch des alten Mediums um 50%. Die vollstindige Abnahme des

konditionierten Mediums kann je nach Zelltyp zum Schock fithren und ist nicht zu empfehlen.

2.2.10.3 Zellen passagieren

Suspensionszellen konnen nach Belieben aufgeteilt, oder niedriger konzentriert werden, indem
eine bestimmte Zellmenge aus einem Kulturgefdll abgenommen, in ein neues tiberfiihrt und mit
frischem Medium aufgefiillt wird.

Bei adhdrenten Zellen wird das alte Medium abgenommen und der Zellrasen 1x mit einer

probaten Menge DPBS abgespiilt, ohne ithn zu beschidigen. Um die Zellen vom Boden der
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ZellkulturgefaBle zu 16sen wird eine kleine Menge Trypsin auf den Zellen verteilt. Nach einer
kurzen Einwirkzeit wird das Trypsin wieder abgenommen und die Zellen werden fiir 2 bis 5 (je
nach Zellart) Min. im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Trypsin ist ein Gemisch aus
proteinspaltenden Enzymen des Diinndarms. Durch die Behandlung verlieren die Zellen die
Bodenhaftung und kénnen durch festes Klopfen gelost werden. Durch die Zugabe von frischem
Medium wird die enzymatische Reaktion gestoppt und der vollstindige Abbau der Zellen
verhindert. Die Zellen kdnnen nun gezihlt, auf neue Kulturgefia3e verteilt, oder portionsweise

eingefroren werden.

2.2.10.4 Zellen einfrieren

Die Zellen, die eingefroren werden sollen, werden geerntet (vergl. Kapitel 2.2.10.3) und Threr
Morphologie entsprechend zentrifugiert (vergl. Kapitel 2.2.10.1). Der Uberstand wird
abgenommen und das Zellpellet in Einfriermedium resuspendiert. Die Zellsupension wird in
ein Kryokonservierungsrohrchen iiberfiihrt (max. 10x10°Zellen/ml/Rohrchen) und auf Eis
gestellt. Die Zellen werden anschlieBen bei -80°C tiefgefroren. Zellen, die lédngerfristig

konserviert werden sollen, werden nach einigen Tagen in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

2.2.11 Funktionsassays

2.2.11.1 Der CD107-Degranulationsassay

Es gibt verschiedene Moglichkeiten die Funktionalitit von NK-Zellen experimentell zu
bestimmen. Mit dem sog. CD107-Degranulationsassay wird das Degranulationsvermdgen der
NK-Zellen ermittelt. Die zytotoxischen Granula der NK-Zelle enthalten Perforin und Granzym
B. Auf der Innenseite der Granula befinden sich CD107-Molekiile, welche die NK-Zelle vor
der Wirkung der eingeschlossenen Enzyme schiitzt. Sobald die NK-Zelle eine Zielzelle als
infiziert, oder entartet identifiziert (z.B. aufgrund des Fehlens von HLA-Klasse [-Molekiilen),
werden die zytotoxischen Enzyme der Granula durch Endozytose in die immunologische
Synapse entlassen. Durch die Verschmelzung der Granula mit der NK-Zellmembran gelangen
die CD107-Molekiile auf die NK-Zelloberflache (Abb. 7). Mit Hilfe spezifischer Antikorper

konnen die CD107-Molekiile markiert und durchflusszytometrisch gemessen werden.
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+Fluorochrom

Abb. 7 Schematische Darstellung der NK-Zelldegranulation. NK-Zellen besitzen zytotoxische Granula deren
Innenseiten mit CD107-Molekiilen besetzt sind (links). Nach der Degranulation durch Endozytose gelangen die
CD107-Molekiile auf die NK-Zelloberflaiche und kénnen dort von spezifischen Antikdrpern gebunden werden
(rechts). Die Bindung fluorochromgekoppelter Antikorper kann durchflusszytometrisch analysiert werden. Perf.:
Perforin; Grz.: Granzym B. Verdndert nach Uhrberg, 2005.

Fiir einen CD107-Assay werden die NK-Zellen vorab (mind. 16 Stunden) mit IL-2 (1000U/ml)
stimuliert werden. Als Zielzelle dienen die HLA-Klasse I negativen K562-Zellen. Die
generierten NK-Zellen werden geerntet und ihre Zellzahl wird bestimmt. Gleiches gilt fiir die
K562. Im Anschluss werden die Zellen zentrifugiert (370g und 7 Min., RT). Die Zellpellets
werden mit einer Endkonzentration von 1x107 Zellen/ml in NK-Medium aufgenommen. Die
NK-Zellen werden mit den K562 in einem Verhiltnis von 10:1 (1x10°® NK-Zellen und 1x10°
K562) in einem Endvolumen von 200ul in einer 96 Lochplatte mit Rundboden kultiviert (37°C,
5% CO2). Zu Beginn wird der Antikorper gegen CD107 hinzugefiigt. Nach einer Stunde wird
Monensin (entsprechend der Herstellerangaben; verhindert den intrazelluldren Proteintransport,
und somit, dass die CD107-Molekiile wieder internalisiert werden) zu den Zellen gegeben. Die
Zellen werden nach weiteren fiinf Stunden Inkubation geerntet und mit weiteren Antikorpern
extra- und/oder intrazelluldr markiert. Darauf folgt die Analyse im Durchflusszytometer. Als
Referenz dienen Proben die ohne Zielzellen fiir sechs Stunden inkubiert wurden (spontane

Degranulation).

2.2.11.2 Der CFSE-Zytotoxizititsassay

Mit dem CFSE-Zytotoxizititsassay wird die zytotoxische Effizienz der NK-Zellen ermittelt,
indem Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden, die es ermdglichen tote von lebendigen Zellen
zu unterscheiden. Als Zielzellen, fiir die NK-Zellen, werden die HLA-Klasse [-negativen K562
verwendet. Vor dem Beginn des Assays miissen die NK-Zellen mind. 16 Stunden mit IL-2
(1000U/ml) stimuliert werden. Die Zellen (NK-Zellen und K562) werden geerntet und gezéhlt.
Im Anschluss werden die K562 mit der Chemikalie CFDA-SE (Carboxyfluorescein diacetat
succinimidyl ester) fir 10 Min. bei 37°C inkubiert. CFDA-SE wird leicht von den Zellen
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aufgenommen und bindet dort iiber den Succinimidyl-Ester vornehmlich an die Lysinreste
intrazelluldrer Proteine. Durch die, von intrazelluldren Esterasen, durchgefiihrte Abspaltung des
Diacetats fluoresziert das entstandene CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester). Die, auf
diese Weise markierten K562 werden zweimal gewaschen (DPBS+20% FBS; 370g und 7 Min.,
RT) und das Zellpellet in NK-Medium resuspendiert (Endkonzentration 1x107 Zellen/ml). Die
NK-Zellen werden, ebenfalls in einer Konzentration von 1x107 Zellen/ml, in NK-Medium
aufgenommen und im Verhiltnis 1:1 (1x10° NK-Zellen + 1x10° K562) mit den K562 in 96
Lochplatten (Rundboden) fiir fiinf Stunden bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Nachfolgend
werden die Zellen geerntet, mit DPBS gewaschen (370g und 7 Min., RT) und mit Propidium
Iodid (PI) versetzt. PI ist ein fluoreszierender Farbstoff, der die perforierte Membran toter
Zellen durchdringt mit den dortigen Nukleinsduren interkaliert. Im Durchflusszytometer
konnen nun diejenigen Zellen identifiziert werden, die wahrend des Assays gestorben sind bzw.
getotet wurden. Diese Zellen sind doppelt positiv fiir CFSE und PI. Als Referenzen dienen
K562, die ohne NK-Zellen inkubiert wurden (spontane Todesrate). Dariiber hinaus werden auch

ungefarbte und nur mit CFDA-SE geféarbte K562 als Kontrolle mitgefiihrt
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung einer HCMV-infizierten Stammzellnische fiir ein
humanes NK-Zellgenerierungsmodell

Ein Generierungsmodell, das humane mesenchymale Stammzellen (MSC) aus dem
Knochenmark nutzt, um NK-Zellen aus hidmatopoetischen Vorlduferzellen (HSPC) zu
differenzieren, wurde bereits in einem vorausgegangen Projekt am ITZ entwickelt (Brands,
2014) (vergl. Kapitel 1.1.2.5). Die MSC sind eine wichtige Komponente der natiirlichen
Entwicklungsnische der NK-Zellen, deren Differenzierung im Knochenmark beginnt. Dariiber
hinaus, ist bekannt, dass sich die MSC mit dem HCMYV infizieren lassen (Meisel et al., 2014).
Somit bieten sie die Moglichkeit, die Auswirkungen einer HCMV-Infektion auf die NK-
Zellentwicklung in einem in vitro Modell untersuchen zu konnen. Das erste Ziel musste also
sein, einen Virusstamm auszuwihlen, der die verwendeten MSC effektiv infiziert, sie aber in
ihrer unterstiitzenden Funktion moglichst wenig einschrinkt. Zudem sollte er in seiner
pathologischen Effizienz einem wildtypischen HCMV-Stamm weitestgehend entsprechen. In
Absprache mit Herrn PD Dr. Zimmermann (Institut fiir Virologie, UKD) kamen die, in der
Literatur viel zitierten Virusstimme AD169 sowie TB40/E in die engere Auswahl. Trotz seiner
hoheren Passage und einiger Gendeletionen bietet AD169 den Vorteil, leicht in groBen Mengen
produziert werden zu konnen, was fiir die Arbeit mit Generierungskulturen nicht zu
unterschétzen ist.

Humane Fibroblasten, insbesondere MRC-5, eignen sich am besten fiir die Virusstock-
produktion. Als Wirtszelle unterstiitzen sie die Virusreplikation optimal und eine erfolgreiche
Infektion lésst sich leicht anhand des zytopathischen Effekts erkennen (vergl. Kapitel 1.2.1).
Damit die erfolgreiche MSC-Infektion auch als solche verifiziert werden konnte, wurden
gleichzeitig auch MRC-5 Zellen mit AD169 infiziert. Dabei wurden Konzentrationen von einer

MOI zwischen 1 und 5 eingesetzt.

76



Ergebnisse

Abb. 8 Zytopathischer Effekt der HCMV-Infektion. A Die nicht-infizierten MSC liegen in einem dichten
Zellrasen, langgestreckt am KulturgefdBboden. B 24 Stunden nach der Infektion mit dem HCMV-Stamm AD169
sind die Zellen rund und geschwollen. C Nach 48 Stunden strecken sich die infizierten Zellen wieder, allerdings
bleibt eine geschwollene Kontur erhalten und der Zellrasen schlieit sich nicht vollstindig (Kokultur mit
Lymphozyten). D Die puren MSC im Vergleich mit E den infizierten MSC nach 21 Tagen. Die Zellen sind stark
vergrofert und haben ihre Adhédrenz weitestgehend verloren (A/B/C: 100-fache VergroBerung; D/E: 40-fache
Vergroflerung).

Die Infektion der MSC verursacht die charakteristischen phidnotypischen Verdnderungen wie
das Anschwellen und die Abrundung, der normalerweise langgezogenen Zellen (wie es auch
bei den MRC-5 zu beobachten ist), was u.a. auf die Wirkung des HCMV-Proteins vMIA
zuriickzufiihren ist (Abb. 8 A/B). Der vormals geschlossene Zellrasen wird aufgebrochen. Nach
ca. zwei Tagen strecken sich die Zellen wieder ein wenig, erscheinen unter dem Mikroskop
aber dauerhaft fiilliger und groBer (Abb. 8 C). Je hoher die Ausgangs-MOI desto mehr Zellen
sind infiziert. Bei der Beobachtung der infizierten MSC {iber einen ldngeren Zeitraum lésst sich
feststellen, dass auch nach 21 Tagen noch scheinbar intakte, infizierte Zellen in der Kultur
vorhanden sind. Allerdings haben diese Zellen sich phénotypisch stark verdndert. Dariiber
hinaus 16sen sie sich vom Kulturgefdboden, verlieren also ihre Adhdrenz, was wiederum auf
einen seneszenten Zustand schlieBen ldsst (Abb. 8 D/E). Insgesamt scheinen die MSC eine

HCMV-Infektion gut tolerieren zu konnen und eine NK-Zellgenerierung auf infizierten MSC

sollte dementsprechend moglich sein.

Eine erfolgreiche HCMV-Infektion ldsst sich neben der phénotypischen Analyse auch
durchflusszytometrisch bestétigen. Die zu untersuchenden Zellen werden wihrend des ersten
Infektionszyklus geerntet und intrazelluldr mit einem Antikorper gegen das IE-pp72-Protein

markiert. Dieser Antikorper ist an das Fluorochrom Alexa Fluor 488 gekoppelt, welches unter
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entsprechender Laserlichtanregung ein Fluoreszenzsignal aussendet. Die Messungen zeigen
deutlich, dass sowohl bei den MRC-5 als auch bei den MSC eine IE-pp72-positive
Zellpopulation vorhanden ist (Abb. 9). Die geringe Grof3e dieser Population (MRC-5: 8,02%;
MSC 20: 3,86%) ergibt sich dadurch, dass bereits bei der Infektionsstidrke darauf geachtet
wurde, nicht alle Zellen einer Kultur zeitgleich zu infizieren. Dadurch kann die Unterstiitzung
der MSC innerhalb einer Generierungskultur ldnger andauern. In diesem Fall wiirden die im
ersten Infektionszyklus infizierten MSC, nach der Virusfreisetzung (nach ca. 72 Stunden) die
bis dato noch nicht infizierten Zellen ihrerseits infizieren und einen weiteren Infektionszyklus
auslosen. Das fiihrt wiederum dazu, dass die sich entwickelnden NK-Zellen in der
Generierungskultur flir einen ldngeren Zeitraum mit den Signalen einer infizierten

Knochenmarknische versorgt werden.
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Abb. 9 Nachweis der HCMYV-Infektion mittels des Proteins IE-pp72. Die durchflusszytometrische Analyse
belegt die erfolgreiche Infektion der MSC. Nach einer Infektion mit dem HCMV-Stamm AD169 kénnen sowohl
in MRC-5 (oben rechts) als auch in MSC (unten rechts) die bereits sehr frith exprimierten IE-pp72-Molekiile
detektiert werden. Die nicht-infizierten Zellen sind erwartungsgemaf negativ fiir IE-pp72 (oben/unten links).

Dass die HCMV in den MSC auch reproduktiv sind und nicht nur eine persistierende Infektion
auslosen, konnte dadurch gezeigt werden, dass es mdglich war, frische, nicht-infizierte MSC
mit dem Uberstand einer viertigigen HCMV-infizierten MSC-Kultur zu infizieren. Nach ca. 72
Stunden wurden demnach reproduzierte HCMV von den Wirtszellen in das Medium freigesetzt
(Zelllyse). Es kann sich nicht um einen Vireniiberschuss der Erstinfektion handeln, da die zu

infizierenden Zellen, nach einer Adaptionsphase von max. 24 Stunden gewaschen wurden und

frisches Medium erhielten.
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Wihrend einer HCMV-Infektion in vivo kommt es zu zahlreichen immunologisch relevanten
Veranderungen in der HLA-Expression der Wirtszellen. Es wird vermutet, dass die Interaktion
der NK-Zellrezeptoren fiir verschiedene HLA-Klasse I-Molekiile mit den verdndert
exprimierten HLA-Klasse I-Molekiilen der infizierten Zellen, zu einer Modifikation des NK-
Zellrezeptorrepertoires fithren kann. Daher scheint die Zell-Zell-Interaktion der sich
entwickelnden NK-Zellen mit den MSC und ihren prasentierten Oberflachenmolekiilen nicht
unerheblich. Somit ist es von besonderem Interesse, dass der verwendete HCMV-Stamm die
HLA-Expression moglichst wildtypisch beeinflusst. /n vivo ldsst sich beobachten, dass, im
Falle einer HCMV-Infektion, die Oberflichenexpression der klassischen HLA-Klasse I-
Molekiile reduziert wird, wiahrend das nicht klassische HLA-E-Molekiil verstiarkt auf der
Zelloberfldche in Erscheinung tritt. Dieser Aspekt der HCMV-Infektion ldsst sich ebenfalls
durchflusszytometrisch erfassen. Die infizierten MSC und MRC-5 wurden je einen, zwei und
drei Tage nach der Infektion geerntet und mit verschiedenen HLA-Klasse I-spezifischen (HLA-
A/B/C (W6/32), HLA-C (DT9; WK4C11), HLA-E (3D12)) Antikdrpern behandelt. Diese
Antikorper wurden in einem zweiten Schritt mit einem Fluorochrom markiert und die Zellen
im Durchflusszytometer analysiert. Die Messwerte zeigen eine eindeutig reduzierte Expression
der HLA-A/B-Molekiile und einen Anstieg des HLA-E. Uberraschenderweise konnte keine
Reduktion der HLA-C-Molekiile nachgewiesen werden. Vielmehr scheinen sie entweder
gleichbleibend, oder sogar verstirkt auf der Oberfliche exprimiert zu werden (Abb. 10/Abb.
11).

Die MSC lassen sich ohne Schwierigkeiten mit dem HCMV-Stamm AD169 infizieren, was
sich sowohl phénotypisch als auch durchflusszytometrisch erfassen ldsst. Zudem ist die
Infektion reproduktiv und es konnen die typischen immunologischen Modifikationen der HLA-
Klasse I-Molekiile beobachtet werden. Die HCMV-infizierten MSC kénnen demnach in ein

NK-Zellgenerierungsmodell integriert werden.

3.1.1 HLA-C-Expression im Fall einer HCMYV-Infektion

In der Literatur wird allgemein von einer Reduktion der klassischen HLA-Klasse I-Molekiile
im Zuge einer HCMV-Infektion berichtet. Nur wenige Ausnahmen differenzieren dabei
zwischen der Reduktion der klassischen HLA-A/B-Molekiile und einer gleichbleibenden HLA-
C-Expression (Ameres et al., 2013; Llano et al., 2003; Schust et al., 1998). Da die HLA-C-
Expression fiir die Lizenzierung KIR-positiver NK-Zellen von entscheidender Bedeutung ist

und aufgrund der Beobachtung, dass es, als Folge einer HCMV-Infektion, in vivo zu einer
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priaferentiellen Expansion HLA-C spezifischer KIR kommen kann, wurde die HLA-C-
Expression in HCM V-infizierten MSC eingehender untersucht.

MRC-5-Fibroblasten dienen héufig als Ndhrzellen, fiir Kokulturen in denen der Einfluss des
HCMYV auf NK-Zellen untersucht wird (vergl. Kapitel 1.2.1.5.1). Sie eignen sich hervorragend
als Wirt fiir das HCMV und es konnte bereits gezeigt werden, dass die Infektion mit dem
HCMV-Stamm AD169 zu einer Reduktion der klassischen HLA-Klasse I-Molekiile sowie zu
einem Anstieg der HLA-E-Expression flihrt (Guma et al., 2006a; Rolle et al., 2014). Um dieses
Ergebnis zu bestitigen wurden MRC-5 Zellen ebenfalls mit dem AD169 infiziert und neben
der HLA-A/B- und HLA-E-Expression auch die von HLA-C untersucht. Hierbei zeigte sich,
dass es neben einer Reduktion der HLA-A/B-Molekiile und dem Anstieg des HLA-E auch zu
einer erhohten HLA-C-Expression kommt (Abb. 10). Dariiber hinaus wurden verschiedene
MSC-Linien (MSC9/16/20/39) mit unterschiedlichen HCMV-Stammen (AD169, TB40/E) und
einem Patientenisolat (UL1271) infiziert und im Anschluss nach 24, 48 und 72 Stunden die
HLA-Oberfldchenexpression bestimmt. Um die HLA-C-Expression zu untersuchen wurden
zwei verschiedene HLA-C-spezifische Antikorper verwendet. Der Klon DT9 wurde
freundlicherweise von Frau Dr. Carrington (Frederick National Laboratory for Cancer
Research, Frederick, MD, USA) und der Klon WK4C11 von Herrn Dr. Mulder (Leids
Universitair Medisch Centrum, Niederlande) zur Verfligung gestellt. Die Analyse bestétigte in
allen Féllen eine signifikante Reduktion der HLA-A/B-Molekiile (81% geringeres HLA-A/B-
Signal 72 Std. nach einer HCMV-Infektion; p (W6/32) < 0,0001), eine Expansion von HLA-E
(um 23% erhohtes HLA-E-Signal 72 Std. nach der HCMV-Infektion; p (3D12) = 0,0223) und
eine zumindest gleichbleibende, zum Teil auch deutlich erhéhte HLA-C-Expression (im
Durchschnitt ein 37% hoheres HLA-C-Signal 72 Std. nach einer HCMV-Infektion; p (DT9) =
0,0007, p (WK4C11) = 0,2360) (Abb. 11). Somit konnte ausgeschlossen werden, dass es sich
um einen virusstammspezifischen Effekt handelt, da die Ergebnisse sowohl fiir AD169 als auch
fiir TB40/E vergleichbar sind. Der Einsatz des Patientenisolates UL1271 zeigt auerdem, dass
die verdnderte HLA-Klasse I-Expression durch die Virusstimme (AD169/TB40/E), der durch
den Wildtyp entspricht. Aulerdem waren die Beobachtungen in allen verwendeten MSC und
auch in MRC-5 konstant. Somit handelt es sich auch nicht um ein wirtszellspezifisches

Phinomen.
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Abb. 10 Das HCMYV fiihrt in Fibroblasten zu einer Reduktion der HLA-A/B-Molekiile auf der
Zelloberfliche und zu einem leichten Anstieg der HLA-C bzw. -E-Expression. Die Infektion der MRC-5 mit
dem HCMV-Stamm ADI169 fiihrt zu Verdnderungen in der HLA-Expression. Die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitit (mean fluorescence intensity; MFI) wurde anhand der Messwerte der nicht-infizierten
Kontrolle normalisiert. Das HLA-A/B-Signal (W6/32) nimmt bei einer HCMV-Infektion ab, wihrend die HLA-C
(DT9 & WK4C11) und -E (3D12)-Signale zunehmen. Die MRC-5-Histogramme zeigen die Resultate nach einer
Infektion mit AD169 nach 72 Std.. Die Histogramme stehen exemplarisch fiir alle erhobenen Daten (grau:
ungefirbte Kontrolle, griin: nicht-infizierte Zellen, blau: infizierte Zellen). Die Balkendiagramme zeigen die
durchschnittliche Expressionsreduktion bzw. -steigerung nach einer HCM V-Infektion. n =3, p (W6/32) = 0,0017,
p (DT9) =0,1260, p (3D12) = 0,0660). nMFI = normalisierte Fluoreszenzintensitét.
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Abb. 11 Verinderte HLA-Expression auf MSC nach einer HCMV-Infektion. Die Infektion der MSC mit den
HCMV-Stimmen AD169, TB40/E und dem Patientenisolat UL1271 fiihrt zu Verdnderungen in der HLA-
Expression. Die durchschnittliche Fluoreszenzintensitit (mean fluorescence intensity; MFI) wurde anhand der
Messwerte der nicht-infizierten Kontrolle normalisiert. Das HLA-A/B-Signal (W6/32) nimmt bei einer HCMV-
Infektion ab, wihrend die HLA-C (DT9 & WK4C11) und -E (3D12)-Signale zunehmen. Die MSC-Histogramme
zeigen reprasentativ die HLA-Expression von MSC9 nach 72 Stunden (grau: ungeférbte Kontrolle, griin: nicht-
infizierte Zellen, blau: infizierte Zellen). Die jeweiligen Diagramme zeigen die durchschnittliche
Expressionsreduktion bzw. -steigerung nach einer HCMV-Infektion. n= 6, p (W6/32) <0,0001, p (DT9) = 0,0007,
p (WK4C11) =0,2360, p (3D12) = 0,0223; nMFI = normalisierte Fluoreszenzintensitét.

Diese Beobachtungen stiitzen die Hypothese, dass die Modifikation der NK-Zellen durch das
HCMV miittels der Interaktion der NK-Zellen mit den infizierten Zielzellen ausgelost wird.
HLA-E ist in diesem Fall der Ligand fiir die expandierten NKG2C-Molekiile wohingegen HLA-
C als Ligand fiir die expandierten inhibitorischen KIR2DL-Molekiile fungiert. Diese

wechselseitige Beeinflussung scheint ein bestdndiges Aufriisten im Kampf um die

Immunkontrolle widerzuspiegeln.
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3.2 Die in vitro NK-Zelldifferenzierung in einer HCMV-infizierten
Stammzellnische

Fiir das Generierungsmodell werden immer zwei Ansétze parallel analysiert. Bei einem Ansatz
sind die MSC unbehandelt, also pur und bei dem zweiten werden sie mit AD169 (MOI zwischen
0,1 und 5) infiziert. Die HSPC werden aus Nabelschnurblut, das nicht dlter als 24 Stunden ist,
isoliert. Die Reinheit (Lin(CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 und CD56)"CD34") der HSPC wird
durchflusszytometrisch tiberpriift und liegt durchschnittlich bei 95% (Abb. 12).
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Abb. 12 Reinheit der aus Nabelschnurblut isolierten HSPC. Die frisch isolierten HSPC werden mit einem
Lineage-Antikdper-Cocktail (lin-1) sowie Antikdrpern gegen CD34 und CD38 markiert und im
Durchflusszytometer analysiert. Durchschnittlich sind 95% der isolierten HSPC fiir CD34 positiv; die Mehrheit
davon ist auch CD38 positiv (Der lin-1 Cocktail enthdlt Antikdrper gegen CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 und
CD56).

Die Generierung erfolgt in 24-Loch-Platten. In jeder Vertiefung befinden sich ca. 140.000
MSC. 24 Stunden nach der Infektion werden 1000-5000 HSPC hinzugegeben und bis zu fiinf
Wochen kokultiviert. Nach einer Initiationsphase von sieben Tagen wird die Zusammensetzung
des Mediums leicht variiert (NK-1-Medium bis Tag 7; NK-2-Medium ab Tag 7), um die NK-
Zelldifferenzierung optimal zu unterstiitzen. Zu festgelegten Zeitpunkten werden Stichproben

der generierten Zellen geerntet und untersucht (Abb. 13 A).

3.2.1 Einfluss der HCMV-Infektion auf die Effektivitit der NK-
Zellgenerierung auf MSC.

Bei der mikroskopischen Beobachtung der sich entwickelnden Zellen lassen sich, wiahrend der
ersten Woche, kaum Unterschiede zwischen den puren und den infizierten Ansétzen feststellen.
Die HSPC proliferieren in etwa gleich stark und haben sich durchschnittlich verhundertfacht
(Abb. 13 B). Der MSC-Zellrasen ist in den unbehandelten Ansétzen intakt wohingegen er
aufgrund der Infektion in den Parallelansidtzen weniger geschlossen ist. Das Medium zeigt in

beiden Ansétzen keinen Farbumschlag. Nach 14 Tagen wird deutlich, dass die HSPC und
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friihen NK-Zellen, die auf infizierten MSC wachsen nicht mehr so stark proliferieren wie die
auf nicht-infizierten MSC (-HCMV © 1,3x10° Zellen/Vertiefung; +HCMV @ 3,8x10°
Zellen/Vertiefung). Allerdings bilden sie schon erste Zellcluster, also Ansammlungen von NK-
Zellvorlaufern, die typisch fiir die NK-Zellentwicklung in vitro sind. Diese Cluster sieht man
in den puren Ansétzen nur vereinzelt. Zwischen Tag 14 und 21 der Kokultur kommt es in den
puren Proben hdufiger zu einem Farbumschlag des Mediums, was auf eine hdhere
Stoffwechselaktivitdt schlieBen ldsst. Nach 21 Tagen zeigen sich z.T. gro3e Unterschiede
zwischen den Zellen von verschiedenen Spendern. Wéhrend die sich entwickelnden NK-Zellen
des einen Spenders weiterhin stark proliferieren, immer grofler werdende Cluster bilden und
die MSC in der Kultur verdriangen, stagnieren andere, oder reduzieren sogar ihre Zellzahl,
wihrend der MSC-Rasen bereits vorhandene Locher wieder fiillen kann. Dies gilt sowohl fiir
die puren als auch fiir die infizierten Ansétze. Durchschnittlich sehen die NK-Zellen in den
puren Ansédtzen ab der dritten Woche vitaler aus (die Zellen sind prall und rund, was durch die
Lichtbrechung des Mikroskops hervorgehoben wird). Bei den infizierten Kulturen bilden sich
grof3e, dunkle Zellcluster von sterbenden Zellen (Abb. 13 C). Dieser Effekt verstéirkt sich in
den nédchsten Wochen. Nichtsdestotrotz nimmt die Zellzahl der sich entwickelnden NK-Zellen
in der Gesamtheit weiter zu. Nach 28 Tagen sind in den meisten Ansdtzen (pur und infiziert)
keine MSC mehr zu sehen. In den infizierten Kulturen befinden sich mehr tote Zellen als

lebendige.
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Abb. 13 In vitro NK-Zelldifferenzierung mit und ohne HCMV. A Schematische Darstellung der NK-
Zellgenerierungskultur. B Wachstumskurve der sich entwickelnden NK-Zellen wihrend der Differenzierungs-
kultur mit und ohne HCMV (n = 2-13). C Lichtmikroskopische Aufnahmen der Generierungskultur zu
verschiedenen Zeitpunkten. Nach 21 Tagen (oben) ist der Zellkulturboden mit NK-Zellen bedeckt. Die Zellen
bilden Cluster, der MSC-Rasen ist groBtenteils verschwunden. Wenn die Zellen ldnger als vier Wochen kultiviert
werden, sterben sie sukzessive ab. Bei Kokulturen mit infizierten MSC tritt die Seneszenz schneller und heftiger
ein (unten rechts). Pfeilkopfe zeigen auf NK-Zellcluster, Pfeile auf infizierte MSC.
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3.2.2 Die Erneuerung der MSC wihrend der Generierung hat sowohl
positive als auch negative Effekte

Die Beobachtungen der infizierten MSC ergaben, dass sie zwar auch nach 21 Tagen noch intakt
in der Kultur vorlagen, aber ihre phénotypischen Verdnderungen lassen Zweifel daran
aufkommen, ob sie nach dieser langen Zeitspanne die NK-Zelldifferenzierung noch adéquat
unterstiitzen kénnen. Deshalb wurde ein Teil der sich entwickelnden NK-Zellen nach 7, 14 oder
21 Tagen auf frisch infizierte MSC umgesetzt. Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurden auch
Zellen aus den puren Ansidtzen zu den gleichen Zeitpunkten auf frische nicht-infizierte MSC
umplattiert. Die Zellzahlbestimmung ergab, dass die Umsetzung der puren Ansétze keinen
positiven Effekt auf die Zellproliferation hatte. Die Gesamtzellzahl ging im Gegenteil in einigen
Féallen nach der Umsetzung sogar zuriick (Abb. 14 A). Wenn die sich entwickelnden Zellen
bereits Cluster gebildet hatten, schien die Zerstorung ihres Umweltgefiiges die Proliferation zu

hemmen und in einigen Fillen sogar zur Apoptose zu fiihren.
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Abb. 14 Proliferation nach dem Austausch der MSC. A Wenn die HSPC nach 7 Tagen auf frische, nicht-
infizierte MSC umgesetzt werden, hemmt das die Proliferation. Ein Umsetzen nach 14 Tagen hat keinen Einfluss
auf das Wachstum und nach 21 Tagen wachsen sie durchschnittlich etwas besser (n = 3). B Werden die Zellen
wihrend der Generierung hingegen auf frisch infizierte MSC umgesetzt proliferieren die Zellen durchschnittlich
mehr (n = 3). umg. n7 T = umgesetzt nach 7 Tagen.
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Bei den infizierten Ansétzen lie3 sich hingegen nach jeder Umplattierung ein, wenn auch
geringer, Proliferationsschub verzeichnen (Abb. 14 B).

Letzteres konnte damit zusammenhéngen, dass die HCMV-Infektion eine partielle Zelllyse der
MSC zur Folge hat. Dabei werden Lysosomen freigesetzt deren Enzyme weitere Zellen in der
Kultur schdadigen konnen. Eine Umplattierung entfernt tote und sterbende Zellen aus der Kultur

und verhindert die durch sie ausgeloste Wachstumshemmung.

3.2.3 Die HCMV-Infektion der MSC fiihrt zu einer Steigerung der
Expression des inhibitorischen Rezeptors NKG2A

Jede Woche wurden Stichproben der Generierungen durchflusszytometrisch analysiert. Die
wichtigsten Parameter waren hierbei CD56 und CD3, um die sich entwickelnden NK-Zellen zu
definieren (CD3°CD56"), NKG2A als einer der ersten NK-Zellrezeptoren, ein KIR-MIX
bestechend aus KIR2DLI1/S1, KIR2DL2/3/S2 und KIR3DL1 als Marker fiir die
fortgeschrittenere Entwicklung der NK-Zellen und NKG2C, der in der Literatur, aufgrund
seiner, von HCMV verursachten, Expansion in vivo, sehr viel Beachtung findet. Die
durchflusszytometrische Analyse der CD56 positiven NK-Zellen der Generierung ergab einen
dramatischen Anstieg der NKG2A"-NK-Zellen, wenn die MSC mit dem HCMYV infiziert waren
(-HCMV: 47% NKG2A"; +HCMV: 71% NKG2A"; p = 0,0007) (Abb. 15). NKG2A gelangt
nur als Heterodimer mit CD94 auf die NK-Zelloberfldche, welches das Erreichen der vierten
Entwicklungsstufe der NK-Zellen markiert (vergl. Kapitel 1.1.2.1). Die vermehrte NKG2A-
Expression deutet sich bereits nach 14 Tagen der Generierungskultur an (Daten nicht gezeigt).
Nach drei Wochen ist der prozentuale Anteil NKG2A-exprimierender NK-Zellen in den
infizierten Kokulturen bereits anderthalbmal so gro3 wie in den nicht-infizierten Kontrollen.
Dass die sich entwickelnden NK-Zellen mit HCMV-Kontakt bereits so frith, nach 14 bis 21
Tagen, in groBer Anzahl das 4. Entwicklungsstadium erreicht haben lidsst den Eindruck
entstehen, als ob sich die NK-Zellen unter dem Einfluss des HCMV schneller entwickeln
wiirden. Eine andere Moglichkeit wire, dass unter dem Einfluss des HCMV NKG2A*-NK-

Zellen selektiv besser tiberleben.
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Abb. 15 NKG2A-Expansion unter dem Einfluss von HCMYV. HSPC, die ihre Differenzierung auf infizierten
MSC durchlaufen, bringen prozentual deutlich mehr NKG2A*-NK-Zellen hervor. Die durchflusszytometrische
Analyse der generierten NK-Zellen wird immer nach dem gleichen Prinzip durchgefiihrt. Anhand der Zellgrof3e
(FSC) und -granularitit (SSC) werden die Lymphozyten in der Kultur identifiziert. Uber den SSC und die
Pulsbreite (pulse width; PW) werden Doubletten, die das Ergebnis verfilschen konnten ausgeschlossen. Uber die
Parameter CD3 und CD56 werden dann die CD3"CD56"-NK-Zellen definiert. Alle weiteren Analysen bezichen
sich ausschlieBlich auf die NK-Zellen. Die Dot Plots stehen reprisentativ fiir die durchschnittlichen
Messergebnisse. Die Daten wurden nach 21 Tagen Kokultur erhoben.

3.2.3.1 Welchen Einfluss hat die Viruskonzentration auf die NKG2A -
Expansion?

Die Expansion der NKG2A"-NK-Zellen, die durch die HCMV-Infektion verursacht wird, kann
verschiedene Urspriinge haben. Die Hohe der Viruskonzentration konnte ein entscheidender
Faktor sein. Daher wurden die MSC mit unterschiedlichen Virusmengen (MOI 0,1-3<) infiziert
und die nachfolgend generierten Zellen wiederum nach 21 Tagen durchflusszytometrisch
untersucht. Eine NKG2A-Expansion lie sich bereits bei einer Ausgangs-MOI von 0,1
(rechnerisch wird nur jede zehnte Zelle einer Kultur infiziert) feststellen (-HCMV: 51%
NKG2A*; +HCMV: 88% NKG2A"). Bei einer MOI von 0,5 war die Frequenz NKG2A-
exprimierender NK-Zellen durchschnittlich sogar noch etwas und vor allem signifikant (p =
0,0208) groBer (Abb. 16). Bei einer hoheren MOI sanken die Durchschnittswerte wieder leicht
ab, wobei die Messwerte zwischen den einzelnen Spendern stark variierten. Eine hohe
Ausgangsinfektionsrate bedeutet einen fritheren Verfall der MSC und somit eine schlechtere
Unterstiitzung der NK-Zellgenerierung iiber den gesamten Zeitraum der Entwicklung. Das

Optimum liegt bei einer MOI von 0,5 (jede zweite MSC ist infiziert; - HCMV: 51% NKG2A™;
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+HCMV: 88,4% NKG2A"; p = 0,0208). Alle weiteren Generierungen wurden mit dieser

Ausgangskonzentration durchgefiihrt.
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Abb. 16 Die Infektion mit einer MOI von 0,1 ist ausreichend, um die Frequenz NKG2A-exprimierender
NK-Zellen zu steigern. Bereits die Infektion jeder zehnten MSC (MOI 0,1) erhoht die NKG2A-Expression der
generierten NK-Zellen. Die hochste NKG2A-Frequenz wird bei einer MOI von 0,5 (jede zweite MSC ist infiziert)
erreicht. Der Einsatz einer hoheren MOI fithrt zu heterogeneren Ergebnissen, die im Durchschnitt geringer
ausfallen. Die Daten wurden nach 21 Tagen Kokultur erhoben. n =4; p (MOI 0,5) = 0,0208.

3.2.3.2 Die HCMV-Infektion stimuliert die NKG2A-Expansion bereits zu
Beginn der NK-Zelldifferenzierung

Bei der Zelldifferenzierung ist der Zeitpunkt, an dem ein Signal die Zelle erreicht, nicht selten
ausschlaggebend fiir die weitere Entwicklung. Ein prominentes Beispiel hierfiir ist der
NOTCH-Signalweg. Die NOTCH-Proteine sind an der Bildung verschiedener Organe beteiligt.
Werden beispielsweise bei der Angiogenese des Zebrafisches, die Angioblasten, durch ein
Notch-Signal stimuliert, ist damit ihr weiterer Entwicklungsweg vorgezeichnet; es entstehen
Aortenzellen. Ohne dieses Notch-Signal werden die Angioblasten zu Zellen der Kardinalvene
(S. F. Gilbert, 2010).

Es ist durchaus vorstellbar, dass auch bei der NK-Zellentwicklung, ein frithes HCMV-
vermitteltes Signal die Differenzierung in eine bestimmte Richtung lenkt, deren Resultat die
NKG2A-Expansion ist. Aufgrund dieser Uberlegung wurden HSPC verschiedener Spender fiir
je 7, 14 oder 21 Tage auf nichtinfizierten MSC kultiviert, bevor sie auf infizierte MSC
umgesetzt wurden. Auflerdem wurden reziprok HSPC fiir 7 Tage auf infizierten MSC generiert
und im Anschluss auf pure MSC transferiert. Als Kontrolle wurden zusétzlich durchgingige

Generierungen auf puren oder infizierten MSC durchgefiihrt (Abb. 17 A).
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Abb. 17 Die HCMV-Infektion stimuliert die NKG2A-Expansion innerhalb der ersten Generierungswoche.
A Es werden HSPC sowohl auf infizierten, als auch auf nicht-infizierten MSC fiir 28 Tage generiert. Parallel
werden nach 7, 14 und 21 Tagen, sich entwickelnde NK-Zellen von den nicht-infizierten MSC geerntet und auf
infizierte MSC bzw. frische nicht-infizierte MSC umgesetzt. AuBBerdem werden NK-Zellvorldufer nach 7 Tagen
aus einer infizierten Kokultur geerntet und auf frische, nicht-infizierte MSC transferiert. B Das Balkendiagramm
verdeutlicht, dass die NKG2A-Expression der NK-Zellen zunimmt, die von nicht-infizierten auf frische nicht-
infizierte MSC umgesetzt wurden. Die HCMV-bedingte NKG2A-Expansion wie sie in den konstanten
Generierungen, ohne Umplattierung beobachtet werden kann (Balkendiagramme ohne Muster) bleibt aus. Die
NKG2A-Expression zwischen NK-Zellen von nicht-infizierten und infizierten MSC ist nach 28 Tagen signifikant
verschieden (n = 3; p = 0,0381 (Balken ohne Muster)). Aulerdem unterscheidet sich die NKG2A-Expression
zwischen konstant auf nicht-infizierten MSC kultivierten und nach 14 bzw. 21 Tagen umgesetzten Zellen auf
nicht-infizierte MSC signifikant (n = 3; p ((HCMYV gegen -HCMV/-HCMV nach 14 Tagen) = 0,0316; p ((HCMV
gegen -HCMV/-HCMYV nach 21 Tagen) = 0,0413). Zudem gibt es signifikante Unterschiede in der NKG2A-
Expression der konstant auf infizierten MSC kultivierten Zellen gegeniiber den nach 14 Tagen auf infizierte MSC
umgesetzten Zellen an Tag 28 (n = 3; p (+tHCMV gegen -HCMV/+HCMYV nach 14 Tagen) = 0,0118) C Bei den
Umplattierungsexperimenten zeigt sich, dass eine HCMV-Infektion nur dann zu einer NKG2A-Expansion fiihrt,
wenn die HSPC in den ersten sieben Tagen ihrer Entwicklung mit infizierten MSC in Kontakt kommen (n = 2-5;
Messung erfolgt an Tag 21).
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Das Umsetzen der sich entwickelnden NK-Zellen von nicht-infizierten auf nicht-infizierte MSC
fithrt zu einer Verschiebung der Frequenz NKG2A-Exprimierender Zellen. Die an Tag 14 und
21 umgesetzten NK-Zellen tragen an Tag 28 signifikant hdufiger NKG2A auf ihrer Oberfldche
(Abb. 17 B). Eine NKG2A-Expansion bleibt nach dem Umsetzen auf infizierte MSC nach den

ersten sieben Entwicklungstagen hingegen aus.

Die Analyse der NKG2A-Expression nach einer Umplattierung von infizierten MSC nach
sieben Tagen auf nicht-infizierte MSC bestitigte, dass der Kontakt zu den infizierten MSC in
den ersten sieben Entwicklungstagen ausreichend ist, um wéhrend der spéteren NK-
Zellentwicklung zu einer verstiarkten NKG2A-Expression zu fiihren (Tag 21: -HCMV: 50%
NKG2A"; +HCMV fiir 1 Woche: 79% NKG2A™). Die Einwirkung des HCMV nach der ersten
Woche hat keine NKG2A-Expansion mehr zur Folge (Tag 21: +HCMV nach der 1. Woche:
44% NKG2A") (Abb. 17 C). Es gibt also ein kleines Zeitfenster zu Beginn der NK-
Zelldifferenzierung, wihrend dessen der Grundstein fiir die weitere Entwicklung gelegt wird

und das HCMV mafgeblich Einfluss nehmen kann.

Fir eine weitere Generierung wurden hidmatopoetische Zellen verschiedener
Entwicklungsstadien direkt aus dem Nabelschnurblut eines Spenders mittels
durchflusszytometrischer Zellsortierung isoliert. Die CD3, CD14 und CD19 negativen NK-
Zellentwicklungsstadien 2 (CD34°CD117'CD56°CD94°), 3 (CD34'CD117°CD567"CD94") und
4 (CD34CDI117%m-CD56°¢"CD94") wurden wiederum parallel auf puren und infizierten
MSC abgelegt und kokultiviert. Nach 14 Tagen auf infizierten MSC waren die Zellen, die den
Stadien drei und vier entstammten {iberwiegend tot oder seneszent. Bei den iiberlebenden
Zellen konnte keine NKG2A-Expansion festgestellt werden (Abb. 18 A/B). Nach 21 Tagen
waren keine lebenden Zellen mehr zu detektieren. Die gleichen Zellen, die auf nicht-infizierten
MSC generiert wurden proliferierten in den ersten zwei Wochen leicht (Stadium 4) bis maBig
(Stadium 3) (Abb. 18 A). Die NKG2A Expression der Zellen aus Stadium 3 lag bei einem, dem
Entwicklungszeitpunkt angemessenen Wert von 49,5%. Der NKG2A-Wert der Zellen aus
Stadium 4 war hingegen ungewohnlich hoch (95,8%) (Abb. 18 B). Dieser Wert erklirt sich
dadurch, dass im Zuge der Zellsortierung nur diejenigen Zellen isoliert wurden, die bereits
CD9%4 auf der Oberfliche trugen. CD94 bildet im NK-Zellentwicklungsstadium 4 bereits
Heterodimere mit NKG2A. Die sortierten Zellen waren also bereits zu Beginn der Kokultur
anndhernd alle fiir NKG2A positiv.

Die NK-Zellvorlaufer des zweiten Stadiums hatten selbstverstindlich das grofite

Proliferationspotenzial, da dieses mit zunehmender Differenzierung abnimmt. Beide Ansitze
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(pur und infiziert) entwickelten sich {iber einen Zeitraum von 33 Tagen. Diejenigen Zellen, die
auf den infizierten MSC kultiviert wurden exprimierten deutlich hiufiger NKG2A (Abb. 18 C).
Dieses Ergebnis bestitigt die Hypothese, dass das HCMV die NK-Zellentwicklung bereits auf
der Ebene der HSPC und frithen NK-Zellvorldufer modifiziert.
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Abb. 18 Nur die NK-Zellen, die bereits im 2. Entwicklungsstadium HCMV-Kontakt hatten entwickeln eine
NKG2A-Expansion. A Wachstumskurven der durchflusszytometrisch sortierten NK-Zellentwicklungsstadien auf
(nicht-) infizierten MSC. B NKG2A-Expression der kokultivierten NK-Zellentwicklungsstadien nach 14 Tagen.
C NKG2A-Expression der Zellen des 2. NK-Zellentwicklungsstadiums wéhrend einer fiinfwochigen Kokultur. n
=1.
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3.2.4 HCMYV beeinflusst die Expression weiterer NK-Zellrezeptoren

Der NKG2A-Rezeptor ist ein potenzieller Angriffspunkt fiir die Immunevasion des HCMV.
Das Virus verursacht eine erhohte Expression von HLA-E (vergl. Kapitel 1.2.1.4.3 und Kapitel
3.1), welches nachgewiesenermalien der Ligand von NKG2A ist. Da NKG2A ein inhibierendes
Signal an die NK-Zelle weiterleitet, wenn es seinen Liganden bindet, schiitzt seine Interaktion
die mit HCM V-infizierte Zelle vor der zytotoxischen Lyse. Das HCMV hat dariiber hinaus noch
weitere Mechanismen entwickelt, die es vor einer Immunreaktion seines Wirtes schiitzen sollen
(vergl. Kapitel 1.2.1.4.3). Daher wurde liberpriift, ob die Expression noch weiterer, evtl. mit der
HCMV-spezifischen Immunevasion in Verbindung stehender, Oberflichenmolekiile der NK-
Zelle ebenfalls durch eine Generierung auf infizierten MSC verdndert wird. Im Folgenden
wurde die Expression von CD94, das Heterodimere mit NKG2A und NKG2C bildet, auf
generierten CD56 positiven NK-Zellen untersucht. AuBlerdem wurde die Expression des
stimulatorischen NKG2C-Rezeptors, welcher der Gegenspieler von NKG2A ist und ebenfalls
an HLA-E bindet, ermittelt. Des Weiteren wurde die KIR-Expression im Allgemeinen und die
von KIR2DL1 (bindet HLA-C2) und KIR2DL3 (Rezeptor von HLA-C1) im Besondern erfasst
(Abb. 19). Zudem wurde auch die Expression von NKG2D (bindet die Stressmolekiile MIC
und ULBP) und von CD16 (FcyRIIIA, bindet IgG-Antikorper und vermittelt ADCC) sowie die
Expression der stimulatorischen Rezeptoren NKp44 und NKp46 (ihre Liganden sind meist
viralen Ursprungs) durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 20).

Neben der Expansion NKG2A"-NK-Zellen (-HCMV: 47% NKG2A™; +HCMV: 71% NKG2A";
p=0,0007) (Abb. 19 A) ist, unter dem Einfluss des HCMV, auch die Anzahl CD94"-NK-Zellen
tendenziell (p = 0,0588) erhoht ((-HCMV: 64% CD94"; +HCMV: 81% CD94") (Abb. 19 B).
Die Menge NKG2D (-HCMV: 47% NKG2D*; +HCMV: 71% NKG2D") und CD16 (-HCMV:
31% CD16"; +HCMV: 43% CD16") exprimierender Zellen (Abb. 20 A/B), zwei Molekiile die
ebenfalls in die Immunevasion des HCMV integriert sind (vergl. Kapitel 1.2.1.4.3), hat sich
sogar signifikant gesteigert (p (NKG2D) = 0,0278; p (CD16) = 0,0184). AuBlerdem ist die
Frequenz NKp46-exprimierender NK-Zellen signifikant erhoht (-HCMV: 31% NKp46°;
+HCMV: 52% NKp46*; p = 0,0319) (Abb. 20 C). Die durchschnittliche Fluoreszenzintensitt
(mean fluorescence intensity; MFI) der Proteine, deren Frequenz erhoht ist (NKG2A, NKG2D,
CD16) wird durch den Einfluss des HCMV nicht veréndert, mit Ausnahme von NKp46 (Abb.
21). In letzterem Fall ist nicht nur die Anzahl der NKp46-exprimierenden Zellen gesteigert,
sondern es wird auch mehr NKp46 pro Zelle exprimiert.

Die KIR-Expression ist sowohl unter puren als auch infizierten Generierungsbedingungen

vergleichbar (Abb. 19 D/E/F), wobei festgehalten werden kann, dass die KIR2DL3-Expression
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mit durchschnittlich 40% wesentlich hoher liegt, als die KIR2DL1-Expression mit 3%.
Wihrend der Differenzierung von NK-Zellen werden die KIR in einer festgelegten Reihenfolge
exprimiert. Die beobachtete, hohere KIR2DL3 Préasenz auf den sich entwickelnden NK-Zellen
lasst sich damit erklaren, dass KIR2DL3 der erste inhibierende KIR auf der NK-Zelloberfldche
ist, also zeitlich vor KIR2DL1 exprimiert wird. Diese sog. sequenzielle Expression wurde in
vitro bereits beschrieben (Fischer et al., 2007; Miller & McCullar, 2001; Schonberg et al.,
2011). Auch die NKG2C-Expression, deren Expansion auf NK-Zellen durch eine HCMV-
Infektion in vivo seit Jahren dokumentiert wird, bleibt in diesem Generierungsmodell
unverdandert (Abb. 19 C). Zusammengefasst verursacht das HCMV wihrend der NK-
Zellgenerierung eine signifikante hohere Anzahl NKG2A-, NKG2D-, NKp46- und CD16-

exprimierender Zellen.
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Abb. 19 Oberflichenexpression verschiedener Proteine auf NK-Zellen wiihrend der Generierung in einer
HCM V-infizierten Stammzellnische. Die Expression der Oberflichenproteine der NK-Zellen wird nach 21
Tagen durchflusszytometrisch bestimmt. A Unter dem Einfluss von HCMV kommt es in 84% der Generierungen
zu einer Expansion NKG2A"-Zellen. B Die Frequenz der CD94"-Zellen ist in der infizierten Generierungskultur
tendenziell etwas erhoht. C Die NKG2C-Expression der NK-Zellen aus puren und infizierten
Generierungskulturen ist vergleichbar. D/E/F Die KIR-Expression wird von einer HCMV-Infektion nicht
verdndert.
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Abb. 20 Die NK-Zellentwicklung in einer HCMYV-infizierten Stammzellnische fiihrt zu einem Anstieg
NKG2D-, CD16- und NKp46-positiver Zellen. A/B Unter dem Einfluss des HCMV exprimieren signifikant
mehr NK-Zellen NKG2D und CD16 auf ihrer Oberflache. C Die Anzahl NKp46*-NK-Zellen ist in infizierten
Kulturen ebenfalls signifikant erhoht. D NKp44 wird sowohl von NK-Zellen aus puren als auch aus infizierten
Kulturen gleichermaf3en exprimiert. Die Dot Plots sind exemplarisch fiir die durchschnittlichen Messergebnisse
nach 21 Tagen.
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Abb. 21 HCMYV erhoht die NKp46-Expressionsstirke pro NK-Zelle. Wahrend der Entwicklung von NK-Zellen
entstehen unter dem Einfluss des HCMV groflere Mengen NKG2A, NKG2D, CD16 und NKp46 exprimierender
Zellen. Die Expressionsstirke pro Zelle bleibt jedoch, mit Ausnahme von NKp46, gleich. nMFI: normalisierte
Fluoreszenzintensitéit. Daten wurden nach 21-tidgiger Kokultur erhoben.

3.2.5 Eine direkte Infektion der HSPC und NK-Zellen mit AD169 ist nicht
moglich.

Eine zentrale Frage ist nun, wie das HCMV die NK-Zellentwicklung beeinflussen kann. Das
Virus ist dafiir bekannt mononukleédre Zellen und Monozyten infizieren zu konnen. Allerdings
hat der HCMV-Stamm AD169 eine Punktmutation im Gen 131 welches unerlésslich fiir die
Ubertragung des Virus auf Leukozyten ist (Gerna et al., 2003; Hahn et al., 2004; Revello et al.,
1998). Somit sollte eine direkte Infektion der sich entwickelnden NK-Zellen ausgeschlossen
sein. Goodrum et al., ist es gelungen primitive HSPC (CD34°CD38") mit dem niedrig
passagierten HCMV-Stamm Toledo zu infizieren (Goodrum et al., 2004). Um zu {iberpriifen,
ob die HSPC und NK-Zellvorldufer mit AD169 infiziert werden konnen, wurden die Zellen
wihrend der Generierung (Tag 7) geerntet und mit Hilfe des Antikorpers gegen das
Virusprotein IE-pp72 durchflusszytometrisch analysiert. Das Ergebnis war eindeutig. Weder
die CD34'CD38", noch andere in der Kultur befindliche Entwicklungsstufen zeigten ein
positives IE-pp72-Signal (Abb. 22). Eine direkte HCMV-Infektion der zu generierenden Zellen
kann als Ursache fiir die Verdnderungen des NK-Zellrezeptorrepertoires ausgeschlossen

werden.
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Abb. 22 Die direkte Infektion der HSPC und generierten Lymphozyten mit dem HCMV-Stamm AD169 ist
nicht moglich. Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen von drei verschiedenen Spendern nach
siebentdgiger Kokultur mit infizierten MSC (links) zeigt, dass weder die unreifen HSPC noch die bereits in der
Entwicklung fortgeschritteneren NK-Zellen IE-pp72 exprimieren und folglich nicht infiziert sind. Hellblau:
infizierte Kokultur, dunkelblau: pure Kokultur. Die Dot Plots sind exemplarisch fiir die durchschnittlichen
Messergebnisse nach 7 Tagen.

3.2.6 Die Veranderungen des NK-Zellrezeptorrepertoires werden sowohl
durch Zell-Zell-Kontakt als auch durch losliche Faktoren beeinflusst

Zellen kommunizieren auf verschiedenen Wegen miteinander. Der direkte Zell-Zell-Kontakt
vermittelt iiber Liganden-Rezeptorinteraktionen den aktuellen Status einer Zelle. So erkennen
beispielsweise die Immunzellen kranke, alte oder entartete Zellen. Dieser Kontakt gibt dartiiber
hinaus auch Aufschluss iiber die rdumlichen Verhédltnisse innerhalb eines Gewebes
(dichteabhingige Hemmung der Zellteilung). Zudem spielen 16sliche Faktoren, wie Zytokine,
Wachstumsfaktoren und Botenstoffe eine wichtige, zellkontaktunabhingige Rolle fiir die
interzellulire Kommunikation (Alberts et al., 2004). Wéhrend der NK-Zellgenerierung haben
die HSPC direkten Kontakt zu den (nicht-) infizierten MSC. Da das HCMV eine Reihe von
Oberflaichenmolekiilen seiner Wirtszelle beeinflusst, z.B. reduziert es die HLA-A/B-Molekiile
und steigert die HLA-E Expression (vergl. Kapitel 3.1), ist es naheliegend anzunehmen, dass
der Zell-Zell-Kontakt ein wichtiger Faktor fiir die Verdnderungen beziiglich des
Rezeptorrepertoires der NK-Zellen ist. Dariiber hinaus produzieren mit dem HCMYV infizierte
Zellen IL-6, IL-8 und eine HCMV eigene Variante des IL-10 (cmvIL-10) sowie TNF-o und
IFN-o/p (Amsler et al., 2013; Kotenko et al., 2000; Lun et al., 1986; Penfold et al., 1999; Zheng
et al., 2012). Diese loslichen Faktoren konnen ebenfalls eine entscheidende Rolle in Bezug auf

die NK-Zelldifferenzierung spielen.

Mit Hilfe eines Transwellsystems ist es moglich die HSPC rdumlich von den MSC zu trennen.
Die siebartigen Transwelleinsitze werden in das Medium eingelassen, dass die MSC bedeckt,
so dass ein direkter Zellkontakt zwar nicht mehr moglich ist, 16slichen Faktoren, wie Zytokine

bis hin zu ganzen Viruspartikeln, jedoch durch die Siebporen ausgetauscht werden konnen
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(Abb. 23). Diese Einsdtze werden sowohl fiir eine Generierung auf puren als auch auf infizierten
MSC verwendet. Parallel erfolgte eine Generierung mit HSPC des gleichen Spenders ohne
Transwelleinsitze. Die durchflusszytometrische Untersuchung der Oberflachenproteine der
NK-Zellen ergab, dass die NKG2A- und NKG2D-Expression unter dem HCMV-Einfluss im
Transwell zwar geringer ausfillt als bei direktem Zell-Zell-Kontakt, im Vergleich zu puren
Ansitzen aber dennoch erhoht ist (Abb. 23). Somit scheint ein Zusammenspiel von direkten
Zell-Zell-Kontakten und 16slichen Faktoren die NK-Zellproteinexpression zu verdndern. Da die
Expression des CD56-Proteins in allen Fillen (mit/ohne HCMYV, mit/ohne Transwell)
anndhernd gleich ist, und Herr Dr. Brands wihrend seiner Promotion zeigen konnte, dass die
Expression von CD56 auch ohne Néhrzellen herbeigefiihrt werden kann (Brands, 2014), ist
dessen Expression offenbar von den MSC und dem HCMV unabhingig (Abb. 23).

24 Std 7 Tage
MSC+AD169 ————— +HSPC

camll | _
zo .
. BNCE EmOE EEOE

]

CDs56 NKGZA NKG2D

B-HCMV B8TW-HCMV O+HCMV TW +tHCMV

Abb. 23 Zell-Zell-Kontakte und losliche Faktoren bedingen die Verinderungen des NK-
Zellrezeptorrepertoires. Durch sog. Transwelleinsétze werden die HSPC rdumlich von den MSC getrennt (oberes
Schema). Losliche Faktoren konnen jedoch durch die Poren des Einsatzes frei diffundieren. Fiir die Expansion der
Oberflachenproteine wie NKG2A und NKG2D sind losliche Faktoren ausreichend, mit Zell-Zell-Kontakt ist der
Effekt aber deutlich grofler. Die CD56-Expression ist vom Zell-Zell-Kontakt unabhéngig. Daten wurden an Tag
21 erhoben. Fiir die Analyse wurden CD3-CD56*-NK-Zellen betrachtet. TW: Transwell.
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3.2.7 Reifegrad der in vitro differenzierten NK-Zellen

Die NK-Zellen im menschlichen Korper werden in zwei Untergruppen gegliedert. Es gibt die
CD56"e".NK-Zellen, deren Hauptaufgabe wihrend einer Infektion die Zytokinproduktion und
-sezernierung ist. Die Zytokine modifizieren darauthin die adaptive Immunantwort. Aus den
CD56"g".NK-Zellen gehen die reiferen, zytotoxisch aktiven CD56%™-NK-Zellen hervor, die
ihre Zielzellen direkt eliminieren konnen. Die Unterscheidung der NK-Zellen anhand ihrer
CD56-Expression ist in vitro einigen Schwierigkeiten unterworfen. Bei der Kultivierung adulter
NK-Zellen aus peripherem Blut lie3 sich beobachten, dass nach einigen Tagen alle NK-Zellen
CD56 e waren (eigene unverdffentlichte Daten). CD56 ist also kein verlisslicher Marker fiir
den Reifegrad der in vitro differenzierten NK-Zellen. Um dennoch eine Aussage beziiglich der
Reife tdtigen zu konnen wurden drei andere Parameter untersucht: CD62L ist ein
Oberflachenprotein, das der NK-Zelle den Eintritt in sekundére lymphoide Gewebe ermoglicht.
Die Konzentration der nicht ausgereiften CD56"€".NK-Zellen ist in diesen Geweben
wesentlich hoher, als die der CD569™; CD62L wird also bevorzugt auf unreiferen NK-Zellen
exprimiert. Das Molekiil CD69 ist ein Aktivierungsmarker und eher auf reifen NK-Zellen zu
finden. AuBlerdem exprimieren ausdifferenzierte NK-Zellen CDS57, ein Enzym der
Glucuronyltransferasegenfamilie, das fiir die Zell-Matrix-Interaktion mitverantwortlich ist.
Die generierten NK-Zellen aus (nicht-) infizierten Kokulturen wurden nach 21 Tagen geerntet
und durchflusszytometrisch untersucht. Die Messergebnisse zeigen, dass die NK-Zellen aus der
HCMV-infizierten Differenzierungskultur durchschnittlich seltener CD62L exprimieren, also
weniger unreif sind (Abb. 24 A). Allerdings sind diese Werte nicht signifikant. CD69 wird von
den NK-Zellen mit und ohne HCMV-Kontakt annéhernd gleich stark exprimiert (Abb. 24 B).
Auch die CD57-Expression unterscheidet sich zwischen den NK-Zellen mit und ohne HCMV-
Kontakt nur marginal (Abb. 24 C). Die in vitro generierten NK-Zellen sind durch einen
aktivierten Phdnotyp gekennzeichnet, was u.a. mit der Zytokinzusammensetzung des
Generierungsmediums vereinbar ist. AuBBerdem gibt es nur wenige naive NK-Zellen (geringe
CD62L-Expression) bzw. voll ausgereifte NK-Zellen (niedrige CDS57-Expression). Die

untersuchten NK-Zellen befinden sich also noch in ihrem Reifungsprozess.
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Abb. 24 Reifegrad der generierten NK-Zellen. Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen von
verschiedenen Spendern erfolgte nach 21 Tagen. A CD62L wird nur in geringen Mengen exprimiert, eindeutige
Tendenzen sind statistisch nicht festzustellen. Die Ergebnisse scheinen jedoch unter dem Einfluss von HCMV eine
geringere CD62L-Priasenz zu zeigen. B Die meisten der in vitro generierten NK-Zellen exprimieren CD69. Dabei
macht es keinen Unterschied, ob die MSC mit dem HCMYV infiziert waren oder nicht. C Die CD57-Expression ist
sowohl auf NK-Zellen aus einer infizierten Stammzellnische als auch auf solchen, aus einer puren Kokultur, sehr
gering.

3.2.8 Funktionalitit der in vitro generierten NK-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine HCMV-Infektion das Rezeptorrepertoire wahrend
der NK-Zellentwicklung in vitro verandern kann, wire es denkbar, dass sich auch die
Funktionalitét dieser Zellen verdndert. Die NK-Zellen sind gro3e, granuldre Lymphozyten, die
entweder, durch die Sezernierung von Zytokinen, die adaptive Immunantwort prigen
(CD56™ e NK-Zellen) oder, als zytotoxische Effektorzelle (CD56%™-NK-Zelle),
virusinfizierte oder entartete Zellen eliminieren. Die Durchflusszytometrie ermdglicht auch die
Messung der intrazelluldren, zytotoxischen Molekiile Granzym B und Perforin sowie der
Zytokine IFN-y und TNF-a. IFN-y hat eine antivirale Wirkung und dient der Rekrutierung von
Makrophagen. TNF-a ist an Entziindungsprozessen beteiligt, rekrutiert Phagozyten, beeinflusst
Apoptose-, Proliferation- und Differenzierungsprozesse und unterdriickt die virale Replikation.
Da IFN-y und TNF-a nach vorausgegangener Stimulation besser detektiert werden konnen,
wurden die Kokulturen liber Nacht mit IL-12 und IL-18 (5ng/ml; 50ng/ml) versetzt, bevor sie
am ndchsten Morgen geerntet, mit Antikorpern behandelt und durchflusszytometrisch
analysiert wurden. Die Untersuchung der fiir drei Wochen in vitro generierten NK-Zellen ergab

vergleichbare Messwerte fiir Granzym B und Perforin zwischen den NK-Zellen, die mit und

ohne HCMV-Kontakt differenzierten (Abb. 25 A/B).
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Abb. 25 Funktionalitit der generierten NK-Zellen. Die Messung der zytotoxischen Molekiile und Zytokine
sowie die funktionalen Assays wurden zwischen der dritten und vierten Woche der Generierung durchgefiihrt. A/B
Es gibt keine Unterschiede beziiglich der Expression von Perforin und Granzym B. C/D Die Zytotoxischen-Assays
geben Hinweise auf eine effizientere Funktionalitit der NK-Zellen, die sich auf infizierten MSC entwickelt haben.
E/F Die Zytokinproduktion ist unter dem Einfluss des HCMYV deutlich erhoht.

Im Gegensatz dazu exprimierten die NK-Zellen aus der infizierten Kokultur signifikant groBere
Mengen IFN-y ((HCMV: 6%; +tHCMV: 19%; p = 0,0209) und TNF-a (-HCMV: 12%;

+HCMV: 26%; p = 0,0040) als ihre puren Vergleichszellen (Abb. 25 E/F).

Die zytotoxische Aktivitdt der generierten NK-Zellen wird mittels zweier spezialisierter

Testverfahren ermittelt. Der CD107-Assay gibt Aufschluss dariiber ob, und wie stark die NK-
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Zellen in Gegenwart ihrer Zielzellen degranulieren, also ihre zytotoxischen Molekiile Perforin
und Granzym B ausschiitten. Ein sog. CFSE-Zytotoxizitéitsassay zeigt dariiber hinaus, wie viele
Zielzellen unter dem Einfluss der NK-Zellen tatséchlich getotet werden. Als Zielzellen werden
in beiden Fillen die HLA-Klasse I-negativen K562-Tumorzellen verwendet, die, aufgrund des
missing self-Effekts, von NK-Zellen eliminiert werden. Die NK-Zellen werden mit den
Zielzellen fir 5 Stunden inkubiert, anschlieBend geerntet und durchflusszytometrisch
analysiert.

Der CD107-Assay ergab, dass diejenigen NK-Zellen, die sich unter dem Einfluss des HCMV
entwickelten, in Gegenwart ihrer Zielzellen tendenziell (p = 0,06) stirker degranulieren als die
ohne vorherigen Kontakt zu HCMV (Abb. 25 C). Die NK-Zellen die aus der infizierten
Kokultur stammen toten durchschnittlich auch mehr Zielzellen ((HCMV: 7,65%; +tHCMV:
10,40%), wie der CFSE- Zytotoxizitdtsassay zeigt, allerdings sind die Werte sehr heterogen,
sowohl bei den aus den infizierten als auch bei den aus den nicht-infizierten Kokulturen
stammenden NK-Zellen, sodass die Ergebnisse nicht signifikant sind (Abb. 25 D). Neben der
veranderten NK-Zellrezeptorexpression gibt es also auch funktionale Unterschiede die von dem
HCMYV ausgelost werden. Die verstirkte Zytokinproduktion weist demnach daraufhin, dass
sich in dem HCMV-infizierten in vitro Modell in kurzer Zeit NK-Zellen des
Entwicklungsstadiums 4 entwickeln, die funktional den CDS56"¢"-NK-Zellen in vivo

entsprechen.

3.2.9 Zellulare Zusammensetzung der Generierungskultur

Wie eingangs bereits erwéhnt proliferieren die HSPC und NK-Zellvorlaufer unter dem Einfluss
des HCMV weniger, sie machen nur etwa zwei Flinftel der Zellmenge der NK-Zellvorlaufer
der puren Kokultur aus (Abb. 13 B). AuBlerdem gibt es in der Gesamtheit mehr tote Zellen,
wenn die Kokultur infiziert ist. Dies liegt vermutlich an der schlechteren Physis der infizierten
MSC, die die Proliferation nicht optimal unterstiitzen konnen, was zum Absterben eines Teils
der zu generierenden Zellen fiihrt.

Die Analyse der CD56-Expression offenbart zudem, dass sich prozentual weniger CD56-
Zellen entwickeln (Abb. 26 A). Diese Beobachtung fiihrt zu der Uberlegung, ob sich neben den
NK-Zellen noch andere lymphoide Zellen in der Generierungskultur entwickeln kdnnten.

Zu den angeborenen lymphoiden Zellen (innate lymphoid cells; 1LC) zdhlen, neben den NK-
Zellen, noch weitere Zelltypen. Diese werden aufgrund der von ihnen produzierten Zytokine
und der Tatsache, dass sie nicht zytotoxisch aktiv sind, als T-Helferzell-dhnliche ILCs

bezeichnet. Sie exprimieren u.a. IFN-y, IL-17, oder IL-22 und modulieren damit, dhnlich wie
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die NK-Zellen das adaptive Immunsystem. Sie sind vor allem fiir die Immunregulation von
invasiv lebenden Mikroben niitzlich (z.B. Helminthen), aber sie sind auch in
Reparaturmechanismen involviert, die Gewebeschdden nach einer Infektion beseitigen. Die
ILC werden anhand ihrer Oberflichenproteine und ihrer Fahigkeit IFN-y zu produzieren in vier
verschiedene Klassen eingeteilt. Alle ILC sind fiir die /ineage-Proteine (CD1a"CD3°CD11¢c
CD14CD19CD9% CD34 CDI123 TCRaf TCRyd0 BDCA2 FceR1") negativ (lin). Es gibt die
ILC1 (linCD127°CD56"-CD117IFN-y"), ILC2 (linCD127°CD117°CRTH2"), ILC3 (lin"
CDI127'CD56™-CD117") und ILC3+NKp44 (linCD127'CD56"-CD117"NKp44™) (Bernink et
al., 2013; J. Mjosberg et al., 2012; J. M. Mjosberg et al., 2011; Moro et al., 2010; Sawa et al.,
2010; Spits & Cupedo, 2012). Eine Analyse der Zellen der verschiedenen Generierungskulturen
ergab, dass die sich entwickelnden lymphoiden Zellen der nicht-infizierten Generierung zu ca.
0,27% aus ILC1/3 und ILC3+NKp44 bestehen wihrend es bei den infizierten Kokulturen
2,27% (Abb. 26 B) sind. Diese Mengen sind so gering, dass die Hypothese, dass sich unter dem
HCMV-Einfluss weniger NK-Zellen entwickeln, weil sich andere ILC bevorzugt

differenzieren, verworfen werden kann.
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Abb. 26 Zellulire Zusammensetzung der Generierungskultur. A Generierungskulturen auf puren MSC
bringen mehr CD56*-NK-Zellen hervor. B Neben den NK-Zellen entwickeln sich in den Generierungskulturen
auch geringe Mengen anderer lymphoider Zellen wie ILC1, 3 & 3+NKp44. Zeitpunkt der Messung war Tag 21
der Kokultur.

Wenn man sich die Zusammensetzung der sich entwickelnden NK-Zellen in vitro genauer
anschaut stellt man fest, dass die Zellen mit Viruskontakt die 30-fache Menge naiver Zellen des

Stadiums 2 (-HCMV: 0,5%; +HCMV 15%), ein Drittel weniger Zellen des 3. Stadiums
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(-HCMV: 31%; +HCMV 19%) und fast 50% weniger der Zellen des 4. Stadiums (-HCMV:
45%; +HCMYV 24%) hervorbringen (Abb. 27).
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Abb. 27 Unter dem Einfluss des HCMYV proliferieren friithe NK-Zellvorliufer. In den infizierten
Differenzierungskulturen gibt es groBBere Mengen naiver NK-Zellvorldufer (Stadium 2). Auf nicht-infizierten MSC
entwickeln sich mehr Zellen des 3. NK-Zellentwicklungsstadiums. Die Unterschiede in der Menge des 4. Stadiums
sind zwischen infizierten und nicht-infizierten Kokulturen nicht signifikant. A exemplarische Dot Plots fiir zwei
unabhéngige Experimente (n = 4). B Graphische Darstellung der untersuchten NK-Zellentwicklungsstadien.
Zeitpunkt der Messung: Tag 21.

Interessanterweise gibt es eine weitere NK-Zellpopulation mit dem Phéinotyp CD3°CD56
CD16'NKG2C", deren Frequenz unter dem Einfluss des HCMV signifikant zunimmt (Abb.
28). Eine dhnliche NK-Zellpopulation konnte in HCMV-infizierten Kindern nachgewiesen
werden (Monsivais-Urenda et al., 2010). Diese CD3'CD56'CD16"-NK-Zellen stehen in der

Entwicklungshierarchie vermutlich auf der Hohe der CD56°#"-NK-Zellen und sind weniger

ausgereift als die CD569™-NK-Zellen (Lutz et al., 2011).
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Abb. 28 Unter dem Einfluss des HCMYV exprimiert eine CD3-CD56-NK-Zellpopulation verstirkt NKG2C.
Wihrend der NK-Zelldifferenzierung auf infizierten MSC, entwickelt sich eine CD56-NK-Zellpopulation die den
Rezeptor NKG2C verstérkt exprimiert. Dot Plots sind reprisentativ fiir die erhobenen Daten nach 21 Tagen
Kokultur es wurden ausschlieSlich CD3'CD56-NK-Zellen betrachtet.

Es lésst sich zusammenfassend feststellen, dass sich unter dem Einfluss des HCMV weniger
CD56 positive NK-Zellen entwickeln, aber diejenigen, die sich entwickeln werden schneller zu
funktionalen NKG2A-exprimierenden NK-Zellen des vierten Stadiums. Auflerdem scheint die
Proliferation der Zellen des zweiten Entwicklungsstadiums durch das HCMV erh6ht zu werden.

Die HCMV-Infektion fiihrt also zur Entwicklung einer geringeren absoluten Anzahl von NK-

Zellen. Damit gehen jedoch eine beschleunigte Reifung und eine erhdhte Funktionalitét einher.

3.2.10 NKG2A-expandierte NK-Zellen sind funktional aktiver

Die CD56'-NK-Zellen aus den, mit dem HCMYV infizierten, Differenzierungskulturen sind
iiberwiegend NKG2A positiv. Es stellt sich also die Frage, ob sich im Falle einer HCMV-
Infektion die NKG2A"-NK-Zellen schneller entwickeln oder ob sie auf eine besondere Weise
vor dem Zelltod geschiitzt sind und langer liberdauern, als die NKG2A™-NK-Zellen.

Das Molekiil Bcl-2 wirkt antiapoptotisch und konnte somit den NKG2A-expandierten-NK-
Zellen der infizierten Generierungskulturen einen entscheidenden Vorteil verschaffen. Die
Untersuchung des Bcl-2 im Durchflusszytometer ergab jedoch, dass die NK-Zellen beider
Generierungsanséitze dieses Molekiil gleichstark exprimieren (Abb. 29). Einen

Uberlebensvorteil gibt es demnach also nicht.
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Abb. 29 Bcl-2-Expression der generierten NK-Zellen. Die Anzahl Bel-2-exprimierender Zellen sowie die Bel-
2-Expression sind sowohl in puren als auch infizierten Generierungskulturen vergleichbar. Zellen beider Kulturen
sind somit durch Bel-2 vor der Apoptose geschiitzt. nMFI: normalisierte Fluoreszenzintensitit.

Die Differenzierung zu NKG2A-exprimierenden NK-Zellen scheint unter dem Einfluss einer
HCMV-Infektion einen besonderen Stellenwert zu haben. Deshalb sollten die CD3-
CD56'NKG2A"™-NK-Zellen noch genauer analysiert werden. Die Betrachtung der
verschiedenen Oberflichenmolekiile zeigt, dass die CD56'NKG2A'-NK-Zellen zwar
insgesamt weniger KIR-Rezeptoren, aber durchschnittlich etwas mehr KIR2DL1 exprimieren
(Abb. 30 E). Die Unterschiede bei der Expression von NKG2D, CD16 und NKp46 relativieren
sich hingegen (Abb. 30 F/G/H). Die Expression von CD16 und NKG2D auf NKG2A™-NK-
Zellen mit Viruskontakt unterscheidet sich hingegen signifikant (p (CD16) = 0,0009);
p (NKG2D) = 0,0243) von den puren (Abb. 32 A/B). Die HCMV-Infektion bewirkt also zum
Einen, dass eine NKG2A*-NK-Zellpopulation expandiert und zum Anderen, dass eine zweite
NKG2A'NKG2D'CD16"-NK-Zellpopulation entsteht. Beide Populationen sind funktional
aktiver, als ihre Vergleichskohorte ohne HCMV-Kontakt. Laut Freud et al., 2014 sind
CD16"NKG2A-NK-Zellen dem fiinften Entwicklungsstadium (CD56%™) zuzuordnen (Freud
etal., 2014). Eine Expansion dieser Zellen wiirde ebenfalls fiir eine beschleunigte Reifung unter

dem Einfluss von HCMV sprechen.
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Abb. 30 Proteinexpression der NKG2A-expandierten NK-Zellen. Ubersicht iiber die Expression verschiedener
Oberflachenrezeptoren auf CD3"CD56 " NKG2A*-NK-Zellen nach 21 Tagen Kokultur.
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Abb. 31 Funktionalitit der NKG2A-expandierten NK-Zellen. Die NKG2A*-NK-Zellen der infizierten
Kokultur produzieren signifikant groBere Mengen IFN-y und TNF-a und zeigen eine groflere Degranulierungs-
bereitschaft (CD107).

A B .
80+ * 100+
— - — . A‘
£ 601 | g 8" -
a £
~ o
<] = 60
2 401 o
& I 404 _
= [
g 204 2 5] —1— .
z = _r da
_ o g m" ad
T 0 » T
“HCMV +HCMV “HCMV +HCMV
n=35; p=0,0243 n=9; p=0,0009
C ) D
154 0.8
£, 10 B
z B
= Z 04
< 3
E E‘ 0.2
o : 0.0 T
“HCMV +HCMV “HCMV +HCMV
n=23;p = 0,0390 n=3;p=0,0642

Abb. 32 Oberflichenprotein- und Zytokinexpression der NKG2A-NK-Zellen. Die NKG2A-negativen NK-
Zellen aus infizierten Differenzierungskulturen exprimieren signifikant mehr NKG2D, CD16 und IFN-y und
tendenziell mehr TNF-a.

Funktionale Unterschiede gibt es bei der Expression von IFN-y, TNF-a und der
Degranulierungsbereitschaft (CD107). Sowohl die NKG2A-positiven als auch die NKG2A-

negativen Zellen der infizierten Generierung produzieren mehr IFN-y (p (NKG2A'TFN-y") =
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0,0041; p (NKG2ATFN-y") = 0,0390) als die der nicht-infizierten Generierung (Abb. 31 D;
Abb. 32 C). TNF-a wird hingegen nur von den NKG2A-positiven Zellen starker exprimiert (p
=0,0175) (Abb. 31 E). Die NKG2A"-NK-Zellen degranulieren signifikant stérker (p = 0,0473)
wenn sie auf HCMV-infizierten MSC generiert wurden (Abb. 31 C). Die Aktivierung (CD69-
Expression) der NKG2A"-NK-Zellen aus puren bzw. infizierten Generierungskulturen ist

gleichstark ausgeprigt (Abb. 31 F).

3.3 Spate NK-Zellentwicklung

In der Literatur wird die HCMV-abhingige NKG2C-Expansion in vivo exzessiv beschrieben.
Auch die Kokultur von adulten NK-Zellen kann unter Umsténden zu einer NKG2C-Expansion
in vitro fiithren (Beziat et al., 2013; Charoudeh et al., 2013; Guma et al., 2006a; Rdélle et al.,
2014). In dem hier beschriebenen Differenzierungsmodell konnte keine NKG2C-Expansion
festgestellt werden. Da NKG2C mit NKG2A um die Dimerisierung mit CD94 konkurriert,
NKG2A wihrend der Entwicklung aber zeitlich frither exprimiert wird, wire es fiir die
NKG2C-Molekiile, selbst wenn sie in groBen Mengen intrazelluldr vorhanden wéren, beinahe
unmoglich auf die NK-Zelloberfliche zu gelangen. Ein Austausch von NKG2A-Molekiilen
gegen NKG2C-Molekiile wird auch deswegen erschwert, weil NKG2A eine hohere Affinitét
zu CD94 hat, als NKG2C (Vales-Gomez et al., 1999).

Die NK-Zellentwicklung beginnt zwar im Knochenmark, aber die Reifung zur zytotoxischen
CD56%m-NK-Zelle wird dort nicht vollzogen. Die NK-Zellen emigrieren in die Blutbahn und
von dort in andere lymphatische Gewebe, wie Tonsillen und periphere Lymphknoten, aber auch
in den Gastrointestinaltrakt oder die Leber, und setzen dort ihre Entwicklung fort (vergl. Kapitel
1.1.2.1) (Freud et al., 2014). Das in dieser Arbeit beschriebene Generierungsmodell ermdglicht
eine solche Emigration nicht. Dariiber hinaus haben die MSC auf reife Immunzellen einen
supprimierenden Einfluss und konnten die spite NK-Zelldifferenzierung blockieren (Meisel et
al., 2004).

Um eine Auswanderung in ein anderes Milieu zu simulieren, kdnnten die sich entwickelnden
NK-Zellen nach einer Frithentwicklungsphase von 14 bis 21 Tagen geerntet und mit anderen

Zellen, z.B. Fibroblasten kokultiviert werden.

Die HSPC von zwei verschiedenen Spendern wurden fiir je 14 bzw. 21 Tage auf puren oder
infizierten MSC kultiviert bevor sie geerntet und auf frische pure oder infizierte MRC-5
umgesetzt wurden (Abb. 33 A/B). Im Anschluss wurden sie fiir drei bis sieben Tage weiter

kultiviert.
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Das Umsetzen der sich entwickelnden NK-Zellen auf infizierte Fibroblasten hatte das abrupte

und massenhafte Absterben der NK-Zellen zur Folge. Die CD56-Expression blieb allerdings

konstant (Daten nicht gezeigt), wihrend die erhoffte NK-Zellreifung und somit gesteigerte

NKG2C-Expression zu keinem Zeitpunkt eingeleitet, geschweige denn beobachtet werden

konnte.
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Abb. 33 Ein Nischenwechsel von MSC auf MRC-5 fiihrt nicht zu einer gesteigerten NKG2C-Expression.
Die in vitro generierten NK-Zellen wurden nach 21 Tagen von puren und infizierten MSC auf pure und infizierte
MRC-5-Zellen (und reziprok) umgesetzt und nach drei Tagen geerntet. A Die NKG2A-Expansion wird revidiert
und B eine NKG2C-Expression ist nahezu nicht vorhanden, mit Ausnahme einer Probe, die auf puren MSC
kultiviert wurde, ohne umgesetzt worden zu sein (n = 2).
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Béziat et al., haben ein Kokultursystem angewendet, bei dem sie statt infizierter Fibroblasten
eine lymphoide Tumorzelllinie (721.211), die sie mit einem HLA-E-Konstrukt transfizierten,
um HLA-E stabil auf der Zelloberfliche exprimieren zu lassen, zum Einsatz brachten (Beziat
et al., 2013). Eine dhnliche Transfektante wurde uns freundlicherweise von Herrn Prof. Salim
Khakoo aus der medizinischen Fakultdt der Universitidt Southampton, zur Verfiigung gestellt.
Die generierten Zellen wurden am 18. Tag der Differenzierung geerntet und unter
verschiedenen Bedingungen weitere sieben Tage kultiviert. Ein Drittel verblieb in der
Generierungskultur mit NK-2-Medium. Das zweite Drittel wurde im Verhéltnis 10:1 mit
bestrahlten Transfektanten in einer 96-Loch-Platte kokultiviert. Als Medium wurde NK-3-
Medium mit und ohne IL-12 (10ng/ml) verwendet. Bei dem dritten Drittel wurde lediglich das
Medium durch NK-3-Medium mit und ohne IL-12 (10ng/ml) ersetzt.

Wie in fritheren Experimenten bereits beobachtet werden konnte ist das Umsetzen wéhrend der
Generierung eine erhebliche Belastung fiir die Zellen und erhoht die Apoptoserate. Ein Teil der
Proben konnte deshalb nicht ausgewertet werden, da die Gesamtmenge der NK-Zellen zu
gering war. Die Zellen, die nicht umgesetzt wurden entwickelten sich wie erwartet. Es waren
vergleichbare Mengen CD56"-Zellen zu detektieren (Daten nicht gezeigt), die infizierten
Kokulturen brachten groflere Mengen NKG2A (-HCMV: 48%; +HCMV: 69%) und geringere
Mengen NKG2C (-HCMV: 8%; +tHCMV: 2%) hervor (Abb. 34). Die Variabilitit zwischen den
Werten der drei Spender war wie gewohnt hoch. Das Umsetzen der generierten Zellen aus den
infizierten Generierungskulturen fiihrte zu einem Abfall der NKG2A-Frequenz (+tHCMV:
69%; umgesetzt auf 721.221-HLA-E-Transfektanten in NK-3-Medium: 53%; umgesetzt auf
721.221-HLA-E-Transfektanten in NK-3-Medium + IL-12: 31%), wobei die Differenz grof3er
war, wenn dem NK-3-Medium zusitzlich 1L-12 zugesetzt wurde. Die Zellen aus puren
Generierungskulturen, die auf die 721.221-HLA-E-Transfektanten umgesetzt wurden weisen
eine leichte Steigerung der NKG2A-Expression auf (-HCMV: 48%; 721.221-HLA-E-
Transfektanten in NK-3-Medium: 56%) (Abb. 34 A). Die NKG2C-Expression ist unter allen
Bedingungen bei den NK-Zellen aus infizierten Generierungskulturen niedriger als bei denen
aus puren Kokulturen (Abb. 34 B). Weder das Umsetzen auf die 721.221-HLA-E-

Transfektanten, noch der Mediumwechsel konnte eine NKG2C-Expansion auslosen.
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Abb. 34 Keine gesteigerte NKG2C-Expression der in vitro generierten NK-Zellen nach einem
Nischenwechsel. Ein Teil der generierten NK-Zellen wird nach 18 Tagen auf bestrahlte 721.221-HLA-E-
Transfektanten (721.) umgesetzt und in NK-3-Medium fiir sieben Tage weiter kultiviert. Ein zweiter Teil bekommt
nur NK-3-Medium und ein Drittel wird auf die klassische Weise weiter generiert. Die durchflusszytometrische
Analyse offenbart, A dass die NKG2A-Expression nach dem Umsetzen der, aus infizierter Kokultur stammenden,
NK-Zellen reduziert wird und B die NKG2C-Expression sehr gering bleibt (n = 3).
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4. Diskussion

4.1 Analyse eines in vitro Generierungsmodells fiir die friithe NK-
Zellentwicklung

Ziel dieser Arbeit war, das Verstindnis, wie eine HCMV-Infektion die NK-Zellentwicklung
beeinflussen kann, zu verbessern. Im Vorfeld im ITZ durchgefiihrte Generierungsexperimente
sowie die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass die Verwendung eines
murinen oder humanen Korrelats der Stammzellnische zwingend erforderlich ist, da die NK-
Zelldifferenzierung andernfalls bereits vor dem Erreichen der KIR'-NK-Zellentwicklungs-
stadien abbricht. Dies bedeutet, dass nur in diesem Kontext in vitro phinotypisch und funktional
ausgereifte NK-Zellen entstehen konnen (Dezell et al, 2012). Da das HCMV streng
wirtspezifisch ist, wird fiir eine Infektion mit dem Virus eine humane Wirtszelle bendtigt. Nur
in einem vollstdndig humanen System kann daher die Interaktion der HCMV-infizierten Zellen
mit den HSPC beobachtet werden. Der Einsatz von humanen MSC als Stammzellnische der
Héamatopoese ermdglichte in der vorliegenden Arbeit erstmals die Etablierung eines in vitro
Modells, mit dem der FEinfluss einer HCMV-Infektion auf die NK-Zelldifferenzierung
untersucht werden konnte.

Die sorgfiltige Auswahl eines geeigneten HCMV-Stammes, AD169, gewdhrleistete eine
reproduzierbare und wildtypisch verlaufende Infektion der MSC mit einem charakteristischen
Phénotyp (angeschwollene, runde Zellmorphologie) und einer verdnderten HLA-Klasse I-
Expression. Die HSPC differenzieren sich in diesem in vitro Modell zu reifen, funktionalen
NK-Zellen, die die entsprechenden Oberflichenproteine bis zum terminalen fiinften
Entwicklungsstadium (Abb. 2) (Freud et al., 2014) exprimieren.

Die gidngigen Generierungsmodelle verwendeten bisher nur murine Nihrzellen wie ELO8 oder
AFT024 (McCullar et al., 2008; Miller et al., 1999; Oostendorp et al., 2002). Diese Protokolle
konnen jedoch nicht als Grundlage fiir die Generierung von NK-Zellen genutzt werden, die als
Immuntherapeutika Verwendung finden sollen. Bei xenogenen Modellen ist das Risiko einer
Ubertragung von murinen Krankheitserregern zu groB, als dass diese Zellprodukte klinisch
zugelassen wiirden. Das hier entwickelte Protokoll erlaubt theoretisch die medizinische
Anwendung der in vitro generierten NK-Zellen im Menschen, da die verwendeten MSC in der
Kinderklinik des UKD unter GMP-Bedingungen und in Abwesenheit tierischer Komponenten
etabliert und expandiert wurden. Auflerdem kann die Verwendung des AD169-Stammes als

unbedenklich eingestuft werden, da er die NK-Zellen aufgrund einer Gendeletion nicht direkt
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infizieren (Hahn et al., 2004) und eine Ubertragung des Virus auf den Empfinger somit
ausgeschlossen werden kann.

Es scheint auf den ersten Blick erstaunlich, dass die MSC die NK-Zelldifferenzierung so gut
unterstiitzen, sind sie doch allgemein fiir ihre immunsuppressive Wirkung bekannt. Sie hemmen
nachweislich die Proliferation und Funktionalitit der T-Zellen (Tse et al., 2003) und werden
dementsprechend fiir die Inhibition von Immunreaktionen, z.B. bei Stammzelltransplan-
tationen, erfolgreich als Immuntherapeutikum eingesetzt. Die verwendeten MSC entstammen
der Knochenmarknische und sind somit natiirlicher Bestandteil des Milieus, in dem sich
hdmatopoetische Zellen entwickeln (Frenette et al., 2013). Jedoch kommen sie nur bis zu einem
gewissen Differenzierungsgrad mit den sich entwickelnden Lymphozyten in Beriihrung. Die
NK-Zellen verlassen wéhrend ihrer Entwicklung das Knochenmark und wandern in
lymphatisches Gewebe ein, wo sie phinotypisch und funktional ausreifen (Freud et al., 2014;
Rink et al., 2012). Daher ist es keine Uberraschung, dass die MSC auf die HSPC einen anderen

Einfluss als auf ausgereifte Lymphozyten haben.

In vivo kommt es nach einer HCMV-Infektion bei einigen der Betroffenen (26% der
Blutspender, bezogen auf Deutschland, eigene unverdffentlichte Daten) zu einer Expansion von
NK-Zellen, die den stimulierenden, HLA-E-spezifischen Rezeptor NKG2C exprimieren. Dabei
konnte es sich um eine Reaktion des Wirts auf die Immunevasionsmechanismen des Virus
handeln, da das HCMV die meisten HLA-Klasse I-Molekiile, mit Ausnahme des HLA-E (und
HLA-C, vorliegende Arbeit) herunterreguliert. In dem, in dieser Arbeit beschriebenen, in vitro
Modell ist allerdings zu beobachten, dass die NKG2C-Expansion (Beziat et al., 2012;
Charoudeh et al., 2013; Della Chiesa et al., 2015; Guma et al., 2006a; Rolle, 2015; Rolle et al.,
2014; Z. Wuet al., 2013) ausbleibt (Abb. 19 C). Wenn NKG2C in Folge einer HCM V-Infektion
entsprechend der in vivo Situation expandieren wiirde, miissten in dieser Arbeit, nach 14
Generierungsexperimenten drei bis vier Proben ebenfalls eine NKG2C-Expansion aufweisen.
Stattdessen kommt es iiberraschenderweise zu einer Expansion von NKG2A*-NK-Zellen.
Dieser Rezeptor besitzt die gleiche Spezifitit wie NKG2C, hat aber eine inhibierende
Signaltransduktionsdoméne. NKG2A ist einer der ersten NK-Zellrezeptoren, der auf der
Zelloberfldche exprimiert wird (Caligiuri, 2008). Dass unter dem Einfluss des HCMV in vitro
die Frequenz der NKG2A"-NK-Zellen um 50% ansteigt, deutet darauf hin, dass die Infektion
zu einer beschleunigten Entwicklung der NK-Zellen fiihrt. Zudem zeigen die Versuche dieser
Arbeit, dass sich die Anzahl NKG2D- und NKp46-exprimierender NK-Zellen signifikant,
gegeniiber der nicht-infizierten Kontrolle, erhoht. In den HCMV-positiven Generierungs-

kulturen entwickeln sich dariiber hinaus auch groBere Mengen CD16"-NK-Zellen. Die CD16-
115



Diskussion

Expression markiert das Erreichen der fiinften, vollstindig ausgereiften Entwicklungsstufe

(Caligiuri, 2008).

4.1.1 HCMV-infizierte MSC stellen ein geeignetes in vitro Modell fiir die
friihe, nicht aber fiir die terminale NK-Zelldifferenzierung dar

Die phénotypischen Analysen weisen darauf hin, dass die NK-Zellen, die sich unter dem
Einfluss des HCMV entwickeln, schneller einen hoheren Reifegrad erlangen, als die
Kontrollzellen. Dieser Hypothese widerspricht jedoch, dass in den infizierten Kulturen weder
die NKG2C- noch die KIR-Expression ansteigt, obwohl diese auch als Marker fiir die terminale
NK-Zelldifferenzierung gelten. Allerdings konnte dies auch mit der immunsupprimierenden
Wirkung der MSC zusammenhéngen, welche die Induktion der sehr spaten Phase der NK-

Zelldifferenzierung hemmt.

Die Bedeutung der MSC fiir die friilhe NK-Zellentwicklung ergibt sich auch aus der
Beobachtung, dass eine Kokultur mit anderen Nahrzellen, wie beispielsweise STFS5-
Fibroblasten, keine effektive NK-Zelldifferenzierung (von HSPC bis CD56"€") ermdglicht
(Brands, 2014). Die Fibroblastenkokultur wird jedoch genutzt, um die Reifung der bereits
entwickelten ~CD56™8".NK-Zellen zu terminal differenzierten CD569™-NK-Zellen
voranzutreiben (Chan et al., 2007). AuBerdem kdnnen HCMV-infizierte Fibroblasten als
Nihrzellen verwendet werden, um NK-Zellen zu NK-Gedéchtniszellen mit dem Phéanotyp
NKG2C'NKG2A CD57 KIR" ausreifen zu lassen (Charoudeh et al., 2013; Guma et al., 2006a;
Rolle et al., 2014).

Ein Nischenwechsel der generierten NK-Zellen von MSC auf (infizierte) Fibroblasten bzw.
721.221-HLA-E-Transfektanten (Beziat et al., 2013) hétte eventuell das Potenzial die spite
NK-Zellreifung und eine damit einhergehende NKG2C-Expansion auf CD56°-NK-Zellen zu
begiinstigen (vergl. Kapitel 3.3). In den Versuchen fiihrte das Umsetzen allerdings zum
Absterben der NK-Zellen. Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass das Ernten der Zellen,
das Umsetzten inklusive des Mediumwechsels sowie die Zerstdorung des urspriinglichen
Zellverbundes (NK-Zellcluster) nicht unerhebliche Stressfaktoren darstellen, die die Viabilitat

der NK-Zellen negativ beeinflusst haben kdnnen.

4.1.2 Transition von NKG2A- zu NKG2C-exprimierenden NK-Zellen:
Welche Schliisse lisst das in vitro Modell zu?

In einem weiteren Experiment wurden die generierten NK-Zellen auf eine 721.221-HLA-E-

Transfektante umgesetzt, die phdnotypisch eine HCMV-infizierte Zelle simuliert, welche
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ebenfalls verstirkt HLA-E auf der Zelloberflache exprimiert. Bei gleichzeitiger Stimulation mit
IL-15 konnte, bei den NK-Zellen aus einer infizierten MSC-Kultur ein leichter Riickgang der
NKG2A-Expression bei gleichzeitigem Anstieg der NKG2C-Expression beobachtet werden.
Obwohl diese relativ geringen Differenzen keine belastbaren Schlussfolgerungen zuzulassen,
kann dennoch die Hypothese aufgestellt werden, dass es, wahrend der NK-Zellentwicklung, zu
einer Transition von NKG2A- zu NKG2C-exprimierenden NK-Zellen kommt, da beide
Rezeptoren um die Bindung zu CD94, mit dem sie Heterodimere bilden, konkurrieren (Abb.

35).
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Abb. 35 NKG2A-/NKG2C-Expression im Laufe der NK-Zellentwicklung (Wechselhypothese). Weniger reife
CD56"ie.NK-Zellen exprimieren groBe Mengen NKG2A. Wihrend der Entwicklung zu CD56%™-NK-Zellen ist
die NKG2A-Expression riickldufig und es gibt hohere Frequenzen NKG2C-exprimierender NK-Zellen. NK-
Gedéchtniszellen werden {iberwiegend als NKG2C-expandierend beschrieben. Wie eine HCMV-Infektion, zu der
verstirkten Expression des NKG2C-Rezeptors fiihrt ist noch Gegenstand der Diskussion.

Welche Rolle konnte eine HCM V-Infektion dabei spielen? Die NK-Zellentwicklung beginnt in
vivo im Knochenmark. Dort kénnen die HSPC bereits mit, mit HCMV-infizierten Zellen in
Kontakt kommen, denn myeloide Vorlduferzellen dienen als HCMV-Reservoire (Della Chiesa
et al., 2013a; La Rosa & Diamond, 2012). Die auf diese Weise beeinflussten jungen
CD56"#"NK-Zellen verlassen das Knochenmark und gelangen iiber die Blutbahn in sekundire
lymphatische Gewebe. Dort interagieren sie mit (infizierten) dendritischen Zellen oder
Makrophagen, was die Entwicklung zu reifen CD56%™-NK-Zellen stimuliert. Diese, nun bereits
von bis zu drei verschiedenen, HCMV-infizierten Zelltypen geprigten NK-Zellen zirkulieren
mit dem Blutstrom und kénnen nun, in periphere Gewebe eindringen, deren Zellbestandteile
wie Fibroblasten, Endothel- oder Epithelzellen ebenfalls mit dem HCMYV infiziert sein konnen
(Cooper et al., 2001a; Della Chiesa et al., 2013a; Guma et al., 2006a; La Rosa & Diamond,
2012). Diese erneute Konfrontation mit dem Virus kénnte dann die Reifung von CD569™-NK-

Zellen zu NK-Gedéchtniszelle induzieren (Abb. 36). In diesem Szenario wére die
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kontinuierliche Stimulation mit dem HCMV wihrend jeder Station der NK-Zellentwicklung
entscheidend fiir die Ausbildung der NK-Gedichtniszellen. In dem, in dieser Arbeit
verwendeten, Generierungsmodell liegt der Fokus auf dem ersten Entwicklungsschritt, der den

Grundstein legt, fiir die spétere Entstehung der NK-Gedéchtniszellen.
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Abb. 36 NK-Zellentwicklung unter dem Einfluss des HCMV. Die NK-Zellentwicklung startet im
Knochenmark, wo die HSPC in Kontakt mit infizierten MSC und/oder myeloiden Vorldufern kommen kdnnen.
Die frithen NK-Zellen wandern aus und gelangen iiber die Blutbahn in lymphatisches Gewebe wo sich der Wandel
von CD56" e NK-Zellen zu CD56%™-NK-Zellen vollzieht. Dabei interagieren sie mit dendritischen Zellen und
Makrophagen, die ebenfalls mit dem HCMYV infiziert sein konnen. Die reifen CD56%™-NK-Zellen kénnen auch in
infiziertes Gewebe eindringen. Dieser kontinuierliche Kontakt zu den HCMV-infizierten Zellen konnte die
Entwicklung von NK-Gedachtniszellen begiinstigen. Mye.V.: myeloide Vorlauferzellen; MSC: mesenchymale
Stammzellen; DC: dendritische Zellen; MPh: Makrophagen

4.2 Immunsystem versus HCMV — Studie eines evolutiondren
Wettrustens.

Das HCMV hat eine Vielzahl von Strategien entwickelt, um der Immunreaktion seines Wirtes
zu entgehen. Ein besonderes Augenmerk liegt dabei auf der verdnderten Expression der HLA-
Klasse I-Molekiile. Wéhrend die klassischen HLA-A/B-Molekiile auf der Oberflache infizierter
Zellen reduziert werden, wird die Expression des nicht-klassischen HLA-E erhoht (Ameres et
al., 2013; Gong et al., 2012; Llano et al., 2003; Tomasec et al., 2000; Ulbrecht et al., 2000; E.
C. Wang et al., 2002). AuBBerdem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Expression
des klassischen HLA-C durch eine HCMV-Infektion ebenfalls erhoht wird (Abb. 11). Die
HLA-A/B-Molekiile prisentieren Antigene fiir die CD8*-T-Zellen. Durch ihre Reduktion wird
eine T-Zell-Antwort unterbunden. Der Verlust der HLA-A/B-Molekiile macht die HCMV-
infizierten Zellen jedoch angreifbar fiir die NK-Zellen. Mit ihren spezifischen inhibierenden
Rezeptoren binden NK-Zellen an die klassischen HLA-Klasse I-Molekiile. Der durch diese
Verbindung vermittelte Schutz vor der NK-Zelllyse geht den infizierten Zellen teilweise
verloren. Aber das HCMV, als einer der am besten angepassten Humanpathogene, hat auch

hierfiir eine Mdglichkeit entwickelt der NK-Zellreaktion zu entkommen. Durch die Expression
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von UL40, einem Signalpeptidhomolog der klassischen HLA-Klasse I-Molekiile, ist es der
infizierten Zelle moglich, HLA-E auf die Zelloberfldche zu bringen, selbst dann wenn der TAP-
vermittelte Transport blockiert ist (vergl. Kapitel 1.2.1.4.3). HLA-E ist der Ligand von
NKG2A, einem inhibierenden NK-Zellrezeptor. Die Mehrheit der im peripheren Blut
zirkulierenden NK-Zellen exprimiert NKG2A (eigene unverdffentlichte Daten). Auf den ersten
Blick scheint eine HLA-E-Expression die infizierte Wirtszelle vor den NK-Zellen zu schiitzen.
Nun ist allerdings bekannt, dass es im Rahmen einer HCMV-Infektion zu einem Anstieg
NKG2C-exprimierender NK-Zellen kommen kann (Beziat et al., 2012; Foley et al., 2012b;
Gongetal., 2012; Guma et al., 2004; Guma et al., 2006a; Lopez-Verges et al., 2011; Monsivais-
Urenda et al., 2010). NKG2C, ein aktivierender Rezeptor, der gleichfalls an HLA-E bindet, ist
seinerseits der Gegenspieler von NKG2A. Der Kontakt von NKG2C zu seinem, durch die
HCMV-Infektion stark exprimierten, Liganden HLA-E steht im Verdacht, eine Expansion der
NKG2C-exprimierenden NK-Zellen auszuldsen. Zusdtzlich gilt IL-12, welches in vivo von
Monozyten, als Reaktion auf die HCMV-Infektion ausgeschiittet wird, als begiinstigender
Faktor. Im Fall einer NKG2C-Expansion wird der Schutzmechanismus des HCMV, welcher
durch die Inhibierung der NK-Zellen iiber die HLA-E-NKG2A-Interaktion entsteht,
aufgehoben und die aktivierte NK-Zelle konnte die infizierte Zelle eliminieren. Da das HCMV
sich koevolutiv mit seinem Wirt entwickelt, konnte man spekulieren, dass die NKG2C-
Expansion eine Reaktion auf die Immunevasionsstrategien des HCMV darstellt (Abb. 37).

Interessanterweise exprimieren die NKG2C'-NK-Zellen fast ohne Ausnahme zusitzlich
selbstspezifische KIR (d.h. im Fall einer HCMV-Infektion kommt es zu einer gleichzeitigen
Expansion von Zellen mit aktivierenden NKG2C und inhibierenden KIR), deren Liganden die
ebenfalls nicht reduzierten HLA-C-Molekiile sind. Moglicherweise ist das HCMV, evolutiv
gesehen, bereits einen Schritt weiter und inhibiert iiber HLA-C die NK-Zellfunktion. So wiirde
der Schutz vor der NK-Zelllyse gesichert, da die Signale der inhibierenden NK-Zellrezeptoren
generell die Signale der aktivierenden dominieren (Beziat et al., 2012; Bryceson et al., 2006;
Gong et al., 2012; Lanier, 2008). Andererseits, ist die Taktik, sich auf der einen Seite vor dem
Immunsystem zu verstecken und es auf der anderen Seite zu stimulieren eventuell auch
besonders raffiniert, denn vielleicht bieten gerade diese Gegensitze dem HCMV die

Moglichkeit in seinem Wirt zu tiberdauern, ohne ihn zu toten.

Bei der Kontrolle einer HCMV-Infektion ist das Zusammenspiel von T- und NK-Zellen
entscheidend. Dies zeigt sich auch darin, dass eine T-Zellsuppression eine HCMV-
Reaktivierung nach einer KMT beglinstigt (Della Chiesa et al., 2013a; Farnault et al., 2013;

Guma et al., 2006b; Kuijpers et al., 2008). Anfang der 2000er Jahre wurden CD8"-T-Zellen
119



Diskussion

beschrieben, die HLA-E-Molekiile die das UL40-Protein des HCMV gebunden haben,
detektieren konnen. Diese T-Zellen werden wegen ihrer zytotoxischen Eigenschaften gegen
Tumorzelllinien auch als NK-zytoloytische T-Lymphozyten (NK cytolytic T lymphocyte; NK-
CTL) bezeichnet (Gong et al., 2012; Guma et al., 2005; Pietra et al., 2003). Diese NK-CTL

wiirden wiederum dem Wirtsorganismus einen Vorteil gegen das HCMYV einbringen (Abb. 37).

In dieser Arbeit konnte aulerdem gezeigt werden, dass das HCMYV das Verhiltnis der sich in
der in vitro Generierung entwickelnden NK-Zellentwicklungsstadien verschiebt. Wahrend der
in vitro NK-Zellgenerierung konnte festgestellt werden, dass sich nach 21 Tagen ca. ein Drittel
der entwickelten Zellen im dritten NK-Zellentwicklungsstadium befinden (unverdffentlichte
Daten). Dieses Entwicklungsstadium wird in jlingster Zeit kontrovers diskutiert, da Zweifel
daran aufgekommen sind, ob sich diese Zellen tatsachlich zu NK-Zellen weiterentwickeln, oder
ob sie nicht vielmehr einen anderen lymphoiden Zelltyp, ILC3, beschreiben (Hughes et al.,
2014). Die Abgrenzung von NK-Zellen und ILC ist aufgrund ihres dhnlichen Phénotyps und
ihrer Funktion, sowie ihres gemeinsamen Entwicklungsweges nicht eindeutig. Montaldo et al.
haben durch eingehende Studien ein Modell entwickelt, das prognostiziert, dass sich die Wege
von NK-Zellen und ILC schon sehr friih trennen miissen (Montaldo et al., 2015). Die
Schwierigkeiten wihrend einer in vitro Zellgenerierung, Entwicklungsstadien und Zelltypen
eindeutig zu bestimmen, liegen immer darin begriindet, dass nur ein Ausschnitt der in vivo
Situation betrachtet werden kann und dass die Zugabe von Botenstoffen, wie Zytokinen recht
starr und somit von der in vivo Situation abweichend verlduft. So haben Beobachtungen von
Herrn Prof. Miller (Universitdt von Minnesota, USA) ergeben, dass die Zugabe von IL-7 in die
Generierungskultur die CD127-Oberflachenexpression (IL-7-Rezeptor) herunterreguliert
(miindliche Mitteilung). Aktuell werden ILC und NK-Zellen vornehmlich iiber die CD127-
Expression bzw. Nicht-Expression definiert. Das bedeutet, dass es wihrend einer
Generierungskultur leicht zu falsch-negativen Frequenzen kommen kann (dies gilt auch fiir die
Messwerte in der vorliegenden Arbeit). Eine Studie von Moretta et al. konnte zeigen, dass sich
aus HSPC aus Nabelschnurblut normalerweise NK-Zellen und ILC3 im gleichen Verhéltnis
entwickeln (F. Moretta et al, 2016). Wenn also, hypothetisch, aus dem NK-
Zellentwicklungsstadium drei keine NK-Zellen sondern beispielsweise ILC3 hervorgehen
wiirden, dann wire es sehr bemerkenswert, dass, wenn die Generierungskultur mit dem HCMV
infiziert ist, signifikant weniger Zellen dieses Entwicklungsstadiums entstehen und es
gleichzeitig zu einem 30-fachen Anstieg des Entwicklungsstadiums zwei kommt. Dies konnte

ndmlich bedeuten, dass im Fall einer HCMV-Infektion die ILC-Differenzierung signifikant
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reduziert wird (Abb. 26; Abb. 27). Was dies wiederum fiir den infizierten Organismus bedeutet,

bedarf weiterer Klarung.

Inwiefern der Erfolg, oder Misserfolg einer HCMV-Infektion einem evolutiondren Wettriisten
geschuldet ist und wie das genaue Zusammenspiel von ILC, NK-, T- und infizierten Zellen
sowie der FEinfluss weiterer Blutbestandteile wie Monozyten und dendritischen Zellen

funktioniert, ist noch nicht zufriedenstellend verstanden.

NKG2A*-NK-Zelle ~ NKG2C*KIR*-NK-Zell
CD8*-CTL i B NK-CTL

Fortsetzung folgt. ..

Abb. 37 Hypothese zur Entwicklung der Immunevasionsstrategien des HCMV wihrend der Evolution. Die
Strategien des HCMV um sich vor dem Immunsystems seines Wirtes zu schiitzen, erwecken den Eindruck als
wiren sie jeweils Reaktionen auf antivirale Entwicklungen des Wirtsimmunsystems. Das HCMV reguliert die
HLA-Klasse I-Molekiile seiner Wirtszelle stark herab, um sich vor den CTL zu schiitzen. Dadurch sind die
infizierten Zellen aber anfillig fir NK-Zellen. Um den inhibierenden NKG2A-Rezeptor der NK-Zellen zu
stimulieren bringen HCMV-infizierte Zellen den NKG2A-Ligand HLA-E auf ihre Oberflache. KIR-exprimierende
NK-Zellen konnen die infizierten Zellen allerdings immer noch abtéten. Also exprimieren die HCMV*-Zellen
auch HLA-C, den Liganden fiir die inhibierenden KIR KIR2DL1 und KIR2DL3. Die Bindung zu HLA-C aktiviert
jedoch die NK-CTL. CTL: zytotoxische T-Zelle.

4.3 In vitro generierte NK-Zellen aus einer HCMV-infizierten
Stammzellnische und NK-Zellen aus HCMV-seropositiven Kindern
im Vergleich

Eine zuriickliegende HCMV-Infektion fiihrt in einigen ,,gesunden” Erwachsenen zu einer
Expansion NKG2C"-NK-Zellen, die gleichzeitig einen inhibierenden, selbstspezifischen KIR
expandieren konnen (Guma et al., 2004; Guma et al., 2006a). Monsivais-Urenda et al. haben
2010 eine Studie mit 41 Kindern zwischen neun Monaten und 11 Jahren vorgestellt, die den
Einfluss einer HCMV-Infektion auf das kindliche Immunsystem untersucht. Da die HSPC mit
denen die Generierungen dieses Promotionprojektes durchgefiihrt wurden, aus Nabelschnurblut
stammen erscheint es sinnvoll, sie auch mit den NK-Zellen von Kindern zu vergleichen.
Ahnlich wie in Erwachsenen detektierten Monsivais-Urenda et al. einen signifikanten Anstieg

der NKG2C"-NK-Zellen, wenn der HCMV-Serostatus positiv war. Allerdings beschrénkt sich
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die Signifikanz auf die Messwerte der Kinder die zum Zeitpunkt der Studie schon élter als zwei
Jahre alt waren (Monsivais-Urenda et al., 2010). Eine gesteigerte Expression inhibierender KIR
(KIR2DL1/S1 und KIR3DL1) konnte hingegen nicht beobachtet werden. Wahrend der in vitro
Generierung lieen sich weder signifikante Unterschiede in der NKG2C- noch in der KIR-
Expression feststellen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Blutuntersuchungen der Kinder
unter zwei Jahren (das verwendete Nabelschnurblut wére in diese Altersklasse einzuordnen).
Interessanterweise zeigte sich bei den seropositiven Probanden auch ein Anstieg einer CD3"
CD56'NKG2C"-Zellpopulation. CD56-NK-Zellen wurden erstmalig in AIDS-Patienten
entdeckt (Mavilio et al., 2005). Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um sterbende CD56%™-
NK-Zellen, die wihrend der Apoptose ihr CD56 auf der Zelloberflache verlieren (Lutz et al.,
2011; Philippe et al., 1997). CD16°'CD56-NK-Zellen konnten allerdings auch im
Nabelschnurblut nachgewiesen werden. In vitro lieBen sich diese Zellen zu reifen CD56%™m-NK-
Zellen differenzieren (Lu et al., 2008; McCullar et al., 2008). Dies deutet darauf hin, dass es
sich bei diesem NK-Zellsubtyp um eine unreife Population handelt, die zufillig einige
phénotypischen Merkmale aufweist, die auch auf den seneszenten NK-Zellen der AIDS-
Patienten zu finden sind. Eine ahnliche NK-Zellpopulation (CD56'CD16p75/AIRMI1"
KIR"NKG2A") konnte auch in Patienten nach einer Nabelschnurbluttransplantation identifiziert
werden. Fiir deren Entstehung scheint HCMV eine Rolle zu spielen (Della Chiesa et al., 2012;
Lu et al., 2008; Phillips et al., 1992).

Wihrend der in vitro Generierung lief3 sich ebenfalls ein signifikant hoherer Prozentsatz CD3"
CD56'NKG2C"-NK-Zellen finden, wenn die MSC mit dem HCMYV infiziert waren (Abb. 28).
Diese hyporeaktiven CD56™-NK-Zellen scheinen bevorzugt dann zu entstehen, wenn die T-
Zellimmunitét gestort ist (Generierung ohne T-Zellen, sehr junge Kinder, Nabelschnurblut)
(Della Chiesa et al., 2013a; Monsivais-Urenda et al., 2010). Es ist bisher nicht geklért, ob die
CD56™-NK-Zellen von Beginn an kein CD56 exprimieren, oder ob sie aus CD56"-NK-Zellen
hervorgehen, die die Expression maximal reduziert haben. Vermutlich befinden sich die CD3"
CD56'CD16'-NK-Zellen in der Entwicklungshierarchie auf der Hohe der CD56°¢"_NK-Zellen
und sind weniger ausgereift als die CD56%™-NK-Zellen (Lutz et al., 2011).

In Kindern war die Population der NKG2C'-NK-Zellen grofier, wenn sie noch HCMV
sekretierten. Diese Beobachtung wiirde die Hypothese unterstiitzen, dass wéihrend einer akuten
HCMV-Infektion die NKG2C-Expression generell gesteigert wird, um die infizierten Zellen
besser kontrollieren zu konnen, aber bei der Mehrheit der infizierten mit dem Erreichen der
Persistenz wieder auf einen normalen Level absinkt. Nur bei etwa 26% bleibt der NKG2C-

Spiegel ein lebenslang erhoht. Sind die NKG2C-expandierten Zellen dieser Minoritét
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tatsdchlich NK-Gedichtniszellen und wenn ja, bieten sie seinem Besitzer Vorteile? Und was ist
mit denjenigen, die aufgrund einer Gendeletion gar kein NKG2C exprimieren konnen? Haben

diese Menschen dann auch keine NK-Gedichtniszellen?

4.4 NK-Gedachtniszellen — Konkurrenz fiir NKG2C! Welche Rolle
spielen die aktivierenden Rezeptoren CD16, NKp46 und NKG2D

4.4.1 CD16

Der Oberflachenrezeptor CD16 ist ein FCy-Rezeptor (FCyRIIIA), der an die FC-Region von
IgG-Antikorpern bindet und dadurch ADCC ausldst. CD56P 8" NK-Zellen exprimieren nur
sehr geringe Mengen CD16, wohingegen die CD16-Expression auf CD56%™-NK-Zellen hoch
ist. Aktivierte NK-Zellen drosseln ihre CD16-Expression iiber ADAM17 (Romee et al., 2013).
Die Bindung von CD16 an seinen Liganden benétigt keine weitere Kostimulation, um eine
zytotoxische Reaktion auszuldsen. Eine Reduktion der CD16-Expression nach der Aktivierung
der NK-Zelle verhindert somit eine mogliche Autoimmunreaktion. Wiahrend der NK-
Zellgenerierung entstehen in infizierten Kokulturen signifikant mehr NK-Zellen, die CD16
exprimieren. Die stirkere CD16-Expression ldsst auf einen hoheren Reifegrad der NK-Zellen

schliefen (s.0.).

Schon seit einigen Jahren wird {iber die Bildung HCMV-spezifischer NKG2C'-NK-
Gedéchtniszellen spekuliert (Della Chiesa et al., 2015; Foley et al., 2012a; Muccio et al., 2016;
Romee et al., 2012). Dabei schien die NKG2C-Expansion immer eine zentrale Rolle zu spielen.
Liu et al., haben hingegen kiirzlich gezeigt, dass auch die Menschen, die eine genetische
NKG2C-Defizienz aufweisen, NK-Zellen mit adaptiven Eigenschaften generieren kdnnen.
Diese Zellen zeichnen sich durch die Rezeptorkombination CD2/CD16 aus, deren Stimulation
eine erhohte INF-y und TNF-Produktion zur Folge hat. Auch die generierten NK-Zellen
produzieren unter dem Einfluss des HCMV signifikant grolere Mengen IFN-y und TNF-a
(Abb. 25, Abb. 31, Abb. 32) (L. L. Liu et al., 2016).

Die adaptiven Eigenschaften sind laut Liu et al., sowohl bei NKG2C*- als auch bei NKG2C™"-
NK-Zellen vergleichbar: Sie exprimieren KIR, zeigen eine geringe zytokinvermittelte
Aktivierung, eine reduzierte Aktivitit gegeniiber Tumorzellen und die bereits genannte
verstarkte CD2/CD16-stimulierte INF-y und TNF-Produktion (L. L. Liu et al., 2016). Auch Wu
et al., beschrieben, dass NKG2CMCD57"-NK-Zellen eine erhohte Reaktionsbereitschaft auf die
antikdrpervermittelte Stimulation zeigen (Z. Wu et al., 2013). Die Frage, die sich Liu et al.,
stellten war die, ob NKG2C fiir die Entstehung von adaptiven NK-Zellen nétig ist, oder ob es
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nicht viel mehr nur ein Marker fiir adaptive NK-Zellen sein kann. Da laut Liu, sowohl in
NKG2C*- als auch NKG2C”"-NK-Gedichtniszellenzellen, nur die CD2/CD16-Kombination
eine funktionale adaptive Immunantwort erzeugen kann (L. L. Liu et al., 2016), kommen
Zweifel an der Sonderstellung des NKG2C auf. Dazu kommt die Tatsache, dass nur ca. 26%
der HCMV-seropositiven Blutspender NKG2C-expandierte NK-Gedachtniszelle aufweisen
(eigene unverdffentlichte Daten). Die NKG2C Interaktion mit HLA-E (wird von HCMV-
infizierten Zellen stark exprimiert) scheint nach den neuesten Erkenntnissen fiir die
Entwicklung von NK-Gedéchtniszellen entbehrlich zu sein. Vielleicht ist die Entstehung der
adaptiven NK-Zellen vielmehr das Resultat einer andauernden NK-Zellaktivierung iiber die
Stimulation von CD16 mit HCMV-spezifischen Antikdrpern. Damit in Einklang wire auch die
Beobachtung, dass Kinder, die das HCMV noch aktiv ausscheiden (iiber Urin und Speichel),
mehr vermeintliche NK-Gedéchtniszellen besitzen. Diese Hypothese wiirde die Heterogenitét
der NKG2C-Expression in HCMV-seropositiven Personen erkldren. Die Frage nach dem
Vorteil der adaptiven NK-Zellen ist hingegen nach wie vor unbeantwortet. Es ist jedoch
bekannt, dass die NK-Gedichtniszellen, schlechter in der Tumorbekdmpfung agieren und im
Fall einer Entzlindung schlechter von Zytokinen aktiviert werden konnen (Berrien-Elliott et al.,
2015; L. L. Liuetal., 2016; Min-Oo et al., 2013; Petersen et al., 2009; J. A. Wagner & Fehniger,
2016).

4.4.2 NKp46

Urspriinglich wurde der aktivierende Rezeptor NKp46 wegen seiner Interaktion mit dem
Influenza Hamagglutinin bekannt. Zusammen mit dem NKG2D-Rezeptor steuert er die NK-
Zell-Immunantwort gegen die, mit dem Influenzavirus infizierten, aus Monozyten
hervorgehenden, dendritischen Zellen (monocyte derived dendritic cells; moDC) (Groh et al.,
2002; Magri et al., 2011; Nguyen et al., 2002). Eine Untersuchung von Magri et al. widmete
sich der Wechselbeziehung von NK-Zellen und, mit dem HCMYV infizierten, moDC (Magri et
al., 2011). Es stellte sich heraus, dass die NK-Zellen aus HCMV-seronegativen Spendern nach
einer Kokultur mit den infizierten moDC, groflere Mengen IFN-y sekretierten, als die
Kontrollzellen. Auflerdem zeigten sie eine stirkere Resonanz wihrend eines CD107-A4ssays.
Diese Phidnomene lassen sich auch in der Generierungskultur von HSPC mit infizierten MSC
beobachten. Die IFN-y-Produktion und die Degranulierungsbereitschaft spielen allgemein eine
wichtige Rolle bei der Imnmunabwehr von Virusinfektionen und scheinen von dem HCMV nicht
verhindert werden zu konnen. Durch die gezielte Inhibierung des NKp46-Rezeptors mittels

monoklonaler Antikérper (monoclonal antibody; mAb), wurden die gemessenen IFN-y- und
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CD107-Mengen deutlich reduziert (Magri et al., 2011). Daraus lésst sich Schlussfolgern, dass
NKp46 direkt verantwortlich fiir die NK-Zellantwort auf HCM V-infizierte moDC ist. Wéhrend
der Generierung von NK-Zellen auf, mit dem HCMYV infizierten MSC kommt es zu einer
verstarkten NKp46-Expression im Vergleich zu den Kontrollzellen. Augenscheinlich hat
NKp46 eine bisher noch nicht aufgeklérte, aber wichtige Funktion fiir die Interaktion von
HCMV-infizierten Zellen und NK-Zellen. Wéhrend der Kultivierung der moDC nahm die
Oberflachenexpression der NKp46-Liganden 72 Stunden nach der Infektion mit dem HCMV
deutlich ab. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass nach dieser Zeit die Immunflucht durch
spezifische HCMV-Proteine eingeleitet wird. Fiir die generierten Zellen, die iiberwiegend fiir
NKG2A positiv sind (infizierte Kokultur) wire ein aktivierender Rezeptor, der, zumindest
temporir, HCMV-infizierte Zellen erkennt, ein groBer Vorteil in der Verteidigung gegen das
Virus. NKG2C4m_NK-Zellen exprimieren nachweislich mehr NKp46 als NKG2CPrigh.NK -
Zellen (NK-Gedichtniszellen) (Muntasell et al., 2013). Vielleicht tiberbriicken die NKp46™-
NK-Zellen, als Effektorzellen die Zeitspanne, bis eine NKG2C-Expansion eintritt. Es konnte
sich aber auch um eine alternative reaktive NK-Zellpopulation handeln, denn bekanntlich
expandieren NKG2C"-NK-Zellen nur in ca. 26% der HCMV-seropositiven Probanden. NKp46
konnte auch bloB ein weiterer Puzzlestein im Wettstreit um die Kontrolle wihrend der HCMV -
Infektion sein. Um eine definitive Aussage treffen zu konnen, weil man iiber die Expression
von NKp46 in vivo vor, wihrend und nach einer HCMV-Infektion noch zu wenig. Hier wiren
noch weitere Studien notig, um die Bedeutung dieses aktivierenden Rezeptors besser einordnen

zu konnen.

4.4.3 NKG2D

NKG2D ist einer der wichtigsten aktivierenden NK-Zellrezeptoren. Anndhernd alle NK-Zellen
besitzen ihn auf ihrer Oberfliche. Er bindet an die Stressmolekiile MICA/B und ULBP1-6.
Nach einem Hitzeschock, durch die Entartung oder eine Virusinfektion exprimieren Zellen
diese NKG2D-Liganden. Natiirlich hat das HCMV auch gegen NKG2D praventive Strategien
Entwickelt. Das Virus reguliert die Expression der NKG2D-Liganden auf mannigfaltige Weise
(Proteine und microRNA; vergl. Kapitel 1.2.1.4.3). Das Bestreben des Virus eine NK-
Zellaktivierung durch die Interaktion von NKG2D mit seinen Liganden zu verhindern konnte
darin begriindet liegen, dass das aktivierende NKG2D-Signal entgegen der allgemein giiltigen
Regel (Bryceson et al., 2006; Lanier, 2008; Romee et al., 2013) ein inhibierendes NK-Zellsignal
dominieren kann (Crouse et al., 2015; Long & Rajagopalan, 2002). Der wichtigste NKG2D-
Ligand ist MICA. Von ihm gibt es tiber 80 verschiedene Allele (Fernandez-Messina et al., 2012;
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Seidel et al., 2015). Das am héufigsten exprimierte Allel ist MICA*008. In den untersuchten
Populationen liegt seine Expressionsrate bei 53% (Petersdorf et al., 1999; Seidel et al., 2015;
Zhang et al., 2001). Interessanter Weise ist dieses Allel resistent gegen das UL142-Protein des
HCMYV (Ashiru et al., 2009; Chalupny et al., 2006). Aufgrund der globalen Verbreitung des
HCMV liegt die Vermutung nahe, dass dieses Allel wegen seiner Resistenz einen
Selektionsvorteil bietet und sich durch den positiven Selektionsdruck derart ausbreiten konnte
(Slavuljica et al., 2011; Wilkinson et al., 2008). Neueste Studien zeigen hingegen, dass das
HCMV-Protein US9 selektiv die Oberflachenexpression des MICA*008-Molekiils verhindert.
Diese Entwicklung verdeutlicht auf beeindruckende Weise die Dynamik der Koevolution des
HCMV und seines Wirts (Seidel et al., 2015). Zudem bestérkt es einmal mehr die besondere
Bedeutung der NKG2D-vermittelten NK-Zellzytotoxizitét fiir das HCMV.

Muntasell et al., konnten 2010 zeigen, dass wihrend einer Kokultur von, mit dem HCMV-
Stamm TB40/E infizierten, MRC-5 und PBMC die NKG2D-Expression auf der NK-
Zelloberflache deutlich reduziert wurde. Dieser Effekt war transient, mit einem NKG2D-
Minimum nach 48 Stunden. Nach sieben Tagen war die NKG2D-Expression wieder auf einem
normalen Level. Diesen Effekt fiihrten sie auf die, wihrend einer HCMYV-Infektion
ausgeschiitteten, Zytokine IL-12 und Typ I-Interferone zuriick (Muntasell et al., 2010).

Neben den NK-Zellen kénnen auch T-Zellen NKG2D exprimieren. HCMV spezifische CD4 -
T-Zellen zeigen eine erhohte NKG2D-Expression. Diese Zellen haben einen reiferen Phinotyp,
als NKG2D CD4"-T-Zellen (Jensen et al., 2012). Die Zugabe verschiedener Zytokine wie IL-
2, IL-7 und IL-15 steigert die NKG2D-Expression wohingegen IL-21 und der transformierende
Wachstumsfaktor B (transforming groth factor f; TGFB) das Gegenteil bewirken (Burgess et
al., 2006; Castriconi et al., 2003; Raulet, 2003; Zwirner et al., 2007).

Wihrend der NK-Zellentwicklung soll NKG2D neben seiner immunologischen Bedeutung
auch eine regulatorische Rolle (Kontrolle der Proliferation und Schutz vor Apoptose) spielen

(Zafirova et al., 2011).

Nach einer dreiwdchigen Generierungsphase exprimieren die NK-Zellen, die auf HCMV-
infizierten MSC gewachsen sind signifikant groBere Mengen NKG2D auf der Oberfldche als
die Kontrollzellen. Diese NK-Zellen sind vielfach NKG2A~ (Abb. 31 B) was einem reiferen
Phénotyp entspricht. Wie bereits aufgrund der Expansion der NKG2A-exprimierenden NK-
Zellen angenommen, scheinen die NK-Zellen unter dem Einfluss des HCMV schneller zu
reifen. Reifere Zellen konnten in vivo auch schneller die Knochenmarknische verlassen und

ithre Differenzierung zu adulten, HCMV-spezifischen NK-Zellen vollziehen. Dadurch stiinden
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sie frither bereit, um eine HCMV-Reaktivierung kontrollieren zu konnen. Diese Uberlegung
unterstiitzt die Hypothese der Entwicklung von HCMV-spezifischen (NKG2C")-NK-

Gedichtniszellen.

4.5 Kontrolle des HLA-Klasse I-Profils — Ein Virus auf der Flucht.

Das HCMYV besitzt viele verschiedene Gene, deren Proteine mit der HLA-Expression des Wirts
interagieren. Eine Studie von Llano et al. konnte zeigen, dass US2, US6 und US11 die HLA-
Expression selektiv beeinflussen (Llano et al., 2003). US6 unterdriickt die Expression aller
HLA-Klasse I-Molekiile, wodurch eine HCMV-infizierte Zelle zu einer leichten Beute fiir die
NKG2A'KIR2DL'LIR-1"-NK-Zellen wird. US11 reduziert hingegen nur die Expression der
klassischen HLA-Klasse [-Molekiile, verschont aber die Expression des nicht-klassischen
HLA-E-Molekiils. Somit sind die infizierten Zellen gegen NKG2A"™-NK-Zellen geschiitzt, aber
angreifbar fiir NKG2C KIR"-NK-Zellen. US2 scheint neben der HLA-E- auch die HLA-B7-
Expression unveréndert zu lassen. Dies schiitzt die infizierten Zellen vor NKG2A "LIR-1"-NK-
Zellen. Ameres et al. postulieren hingegen, dass der HLA-C-Allotyp C*0702 gegen die
Wirkung von US2 und USI11 resistent ist, wodurch NK-Zellen mit HLA-C-spezifischen KIR
inaktiviert bleiben, aber C*0702-restrikte T-Zellklone die infizierten Zellen effektiv lysieren
konnen (Ameres et al., 2013).

Die unterschiedlichen Effekte der US-Proteine auf die HLA-Regulation sind ein Indiz fiir die
evolutiondre Adaption des HCMV an die NK-Zellimmunitit. Auch die in vitro Infektion der
MSC und MRC-5 mit verschiedenen HCMV-Stimmen bzw. einem Patientenisolat
demonstrieren, dass die HLA-C-Expression von den Regulationsmechanismen des Virus
unangetastet bleibt, was die erfolgreiche Anpassung dieses Virus an seinen Wirt unterstreicht.
Der Verbleib der HLA-C-Molekiile auf der Oberfliche HCMV-infizierter Zellen wiirde auch
eine mogliche Erklirung dafiir liefern, dass in vivo NK-Gedéchtniszellen HLA-C-spezifische
KIR expandieren (vergl. Kapitel 4.6).

4.6 Lizenzierung — Wie gut sind die in vitro generierten NK-Zellen
,.geschult*“?

Es wird davon ausgegangen, dass die HLA-Klasse I-Molekiile das KIR-Repertoire beeinflussen
konnen. SchlieBlich sind sie die Liganden der KIR. Andererseits liegen die HLA-Gene und die
KIR-Gene auf unterschiedlichen Chromosomen und werden dementsprechend unabhingig
voneinander vererbt. Damit die NK-Zellen im vollen Mafle funktionstiichtig werden kdnnen

miissen sie einen Prozess der ,,Erziehung* durchlaufen, der als Lizenzierung bekannt ist. Es
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wird vermutet, dass ein Selektionsprozess stattfindet, bei dem NK-Zellen, die einen
inhibierenden KIR fiir ,,Selbst“-HLA besitzen funktional und selbsttolerant, also lizenziert sind.
Im Umkehrschluss sind NK-Zellen ohne selbstspezifischen KIR hyporeaktiv und bleiben
inaktiv (Kim et al., 2005; Yokoyama & Kim, 2006). Orr et al. konnten 2010 allerding zeigen
dass auch unlizenzierte NK-Zellen eine Virusinfektion regulieren kénnen (Orr et al., 2010).
Auflerdem ist der genaue Mechanismus der Lizenzierung nicht bekannt. Es gibt zwei
gegensitzliche Hypothesen. Die eine besagt, dass NK-Zellen urspriinglich inaktiv sind und erst
durch den Erhalt des richtigen Rezeptors funktional werden. Die zweite Uberlegung geht davon
aus, dass alle NK-Zellen reaktiv sind und diejenigen ohne einen inhibierenden KIR durch eine
permanente Stimulation anergisch und somit inaktiviert werden (Raulet & Vance, 2006; M. F.
Wu & Raulet, 1997). Dariiber hinaus wurde in Mausen gezeigt, dass die Lizenzierung reversibel
ist, wenn sich das MHC-Klasse I-Milieu verdndert (Elliott et al., 2010; Joncker et al., 2010). Im
Jahr 2006 publizierten Yawata et al., dass die Anwesenheit eines HLA-Klasse I-Liganden die
Frequenz der NK-Zellen, die den dazu spezifischen KIR exprimieren, erhoht (Yawata et al.,
2006). Drei Jahre spiter wurde diesen Ergebnissen von Andersson et al., bereits widersprochen
(S. Andersson et al., 2009). Heute wird angenommen, dass einer Anpassung des KIR-
Repertoires an die entsprechenden HLA-Molekiile eine HCMV-Infektion vorausgehen muss
(Beziat et al., 2012; Beziat et al., 2013). Die Mehrheit der HCMV-seropositiven Blutspender
mit einer selbstspezifischen KIR-Repertoire-Verschiebung expandieren inhibierende KIR fiir
HLA-C. Nur ein Bruchteil exprimiert verstirkt den KIR fiir HLA-Bw4, oder aktivierende KIR
(Della Chiesa et al., 2015). Zudem konnte festgestellt werden, dass NK-Zellen mit einem
inhibierenden, selbstspezifischen KIR eine hohere funktionale Aktivitdt aufweisen, als NK-
Zellen denen ein entsprechender KIR fehlt (Anfossi et al., 2006; Fernandez et al., 2005; Kim et
al., 2005).

Es wire also denkbar, dass die NK-Zelldifferenzierung auf, mit dem HCMYV infizierten MSC,
zu einer selektiven Expansion der selbstspezifischen KIR fithren konnte, so wie es teils in vivo
beobachtet werden kann (Beziat et al., 2013; Charoudeh et al., 2013; Guma et al., 2004). Der
Vergleich aus nicht-infizierten und infizierten Generierungsansitzen ergibt hingegen, dass
unabhingig vom Infektionsstatus, dem HLA-C-Typ der MSC und vom KIR-Genotyp/HLA-C-
Typ der HSPC immer groflere Mengen KIR2DL3 (Ligand HLA-C1) als KIR2DLI1 (Ligand
HLA-C2) exprimiert werden (Abb. 19 E/F). Es findet keine KIR-Anpassung an den HLA-C-
Typ statt.
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4.7 Einsatz der in vitro generierten NK-Zellen als Immuntherapeutika
Das grofite Risiko einer HCMV-Reaktivierung nach einer KMT besteht, wenn der Empfanger
HCMV-seropositiv und der Spender HCMV-seronegativ ist. Das Immunsystem des
Empfingers ist depletiert und das latente oder aktive HCMYV kann nicht mehr von ihm reguliert
werden. Die Spenderzellen hatten hingegen noch nie Kontakt zu dem Virus, entsprechend gibt
es keine HCMV-spezifischen T-Zellen, die die Infektion kontrollieren konnten (Hanley &
Bollard, 2014). Eine Maoglichkeit den Patienten vor einer schwerwiegenden HCMV-
Reaktivierung zu schiitzen ist die Verabreichung von Virustatika, wie Ganciclovir,
Valganciclovir, Foscarnet und Cidofovir. Diese Medikamente haben allerdings, teils heftige
Nebenwirkungen. Late onset-Erkrankungen (Erkrankungen, die erst spit, bezogen auf das
Lebensalter, ausbrechen) konnen die Folge sein. Die Medikamente sind dariiber hinaus haufig
nephrotoxisch, myelosuppressiv. und konnen eine unvollstindige Immunrekonstitution
bewirken. Letzteres fiihrt zu einem Anstieg invasiven Pilzbefalls und bakterieller Sepsis
(Battiwalla et al., 2007; Boeckh & Ljungman, 2009; Broers et al., 2000; Fujita et al., 2008a;
Fujita et al., 2008b). Zudem konnen die Priparate aufgrund von Resistenzen wirkungslos sein
(Einsele et al., 2000; Fuji et al., 2011; Mori et al., 2000).
Derzeit wird deshalb der Einsatz immuntherapeutischer T-Zellen bevorzugt. Es gibt
verschiedene Methoden, um HCMV-spezifische T-Zellen zu produzieren (Hanley & Bollard,
2014), die nicht selten kostenintensiv und zeitaufwindig sind. Auch die Infusion selektierter
Lymphozyten (donor lymphocyte infusion; DLI) des Knochenmarkspenders werden genutzt,
um Viruserkrankungen des Empfingers zu bekdmpfen. Die DLI hat z.T. erhebliche
Nebenwirkungen, wie die ,,Graft versus Host Disease (GVHD), mit teils chronischem Verlauf
(Eiz-Vesper et al., 2012; Hanley & Bollard, 2014). Eine jlingst entwickelte Alternative bietet
der Einsatz von sog. third-party-T-cells, also T-Zellen aus einer weiteren, einer dritten Person
(Spender und Empfinger sind die Parteien eins und zwei). Diese ,,third-party**-T-Zellen
stammen aus einem HCMV-seropositiven Spender und sind zytotoxische Effektorzellen. Sie
konnen sehr schnell eine antivirale Immunitét erzeugen und schiitzen somit vor der klinischen
Manifestation des Virus. Dabei zeigen sie keine nennenswerte Toxizitdt oder ein erhdhtes
GvHD-Risiko. Die ,third-party*-T-Zellen sind partiell HLA-matched, kurzlebig, schnell
verfiigbar, es reichen kleine Mengen und sie sind effektiv (Eiz-Vesper et al., 2012; Hanley &
Bollard, 2014). Sie konnen direkt selektiert werden, ohne eine lange ex vivo Stimulation zu
benétigen. Dabei kommen vor allem zwei Methoden zum Einsatz. Entweder werden die Zellen
anhand ihrer IFN-Expression selektiert (Eiz-Vesper et al., 2012; Feuchtinger et al., 2008;
Mackinnon et al., 2008; Peggs et al., 2011; Rauser et al., 2004), oder mittels Peptid-MHC
129



Diskussion

(pMHC) Multimer-Isolation (Casalegno-Garduno et al., 2010; Cobbold et al., 2005; Schmitt et
al., 2011).

Die in vitro Generation von reifen NK-Zellen ist sehr zeitaufwéndig (durchschnittlich acht
Wochen) und auBlerdem ist die Kultur aus Néhrzellen, HSPC, HCMV und verschiedenen
Medien, sehr Komplex und pflegeintensiv. Zudem ist die Ausbeute relativ gering. Wie der
immuntherapeutische Ansatz der ,,third-party“-T-Zellen zeigt gibt es bessere, im Kosten-
Nutzen-Verhéltnis erfolgreichere Methoden, um eine HCMV-Reaktivierung nach einer
Stammzellspende zu kontrollieren. Hinzu kommt, dass die generierten NKG2A*-NK-Zellen
gegeniiber HCMV-infizierten Zellen nutzlos wiren. Oder konnte dieses Defizit an anderer
Stelle vielleicht von Vorteil sein? Die zytotoxischen Untersuchungen in dieser Arbeit (vergl.
Kapitel 3.2.10) haben gezeigt, dass die NKG2A"-NK-Zellen aus den infizierten Kokulturen
reaktiver gegeniiber HLA-defizienten Tumorzellen (K562) sind. Auch in vivo Studien belegen,
dass eine akute HCMV-Infektion nach einer Stammzelltransplantation (stem cell
transplantation; SCT) mit einem geringeren Riickfallrisiko einhergeht (Della Chiesa et al.,
2013a; Elmaagacli et al., 2011), vor allem, wenn ein KIR-mismatch der Spenderzellen vorliegt.
Die NKG2A-expandierten NK-Zellen sind hypersensitiv fiir den Verlust von HLA-E (wenn sie
zeitgleich KIR-exprimieren auch fiir HLA-C). Reusing et al., konnten zeigen, dass bei
padiatrischen akuten lymphatischen Leukdmien (ALL) die HLA-C und -E Molekiile auf den
entarteten Blasten selektiv herab reguliert sind (Reusing et al., 2015). Die in vitro generierten
NKG2A-expandierten NK-Zellen wiren der ideale Effektor gegen diese Tumorzellen, da sie
nur die Blasten toten wiirden, nicht aber die gesunden Lymphozyten, die HLA-C/E normal
exprimieren.

NK-Zellen kdnnen sowohl in der Blutbahn zirkulieren, als auch in Gewebe eindringen. Sollten
solide Tumore ebenfalls HLA-C/E herunterregulieren, wiren die generierten NK-Zellen auch

hier von potenziellem Nutzen.

4.8 Das humane Zytomegalievirus — Freund oder Feind?

In wie weit der Verbleib der NKG2C-expandierten NK-Zellen in einigen HCMV-seropositiven
Probanden einem kumulativen Prozess, sekundir zu einer hoheren Infektionsrate (Hinweise
darauf liefern Studien von HIV-Patienten) zuzuschreiben ist, oder ob andere Faktoren, wie
beispielsweise der Zeitpunkt der Erstinfektion oder die T-Zellimmunitét, eine Rolle spielen ist
noch vollig unklar (Abb. 38) (Guma et al., 2004; Guma et al., 2006b; Monsivais-Urenda et al.,
2010).
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Abb. 38 Entstehung der NKG2C*-NK-Gedichtniszellen. Es wird vermutet, dass eine HCMV-Erstinfektion
immer mit einer erhdhten NKG2C-Expression einhergeht. Bei der Mehrheit der Betroffenen sinkt der NKG2C-
Level nach der akuten Phase der Infektion jedoch wieder ab; nur bei ca. 26% bleibt die NKG2C-Expression
dauerhaft erhoht. Welche Faktoren die NKG2C-Expansion beeinflussen wird noch nicht hinreichend verstanden.
Es scheint allerding sicher, dass eine supprimierte T-Zell-Immunitiit die Entstehung von NKG2C#".NK-Zellen
begiinstigt. Die Funktion dieser Zellen und, ob sie fiir ihren Besitzer von Vor- oder Nachteil sind ist Gegenstand
aktueller Forschung. Verandert nach Muntasell et al., 2013.

Menschen mit einer dauerhaften NKG2C'-NK-Zell-Expansion biiflien einen Teil ihrer
immunologischen Flexibilitdt ein. Thr NK-Zellrezeptorrepertoire ist erheblich eingeschrankt
und erschwert moglicherweise die Reaktion auf verschiedene Virusinfektionen oder maligne
Entartung. Es gibt Erhebungen die nahe legen, dass HCMV-seropositive Menschen eine
kiirzere Lebenserwartung haben als seronegative (Hanley & Bollard, 2014; Olsson et al., 2000;
Simpson et al., 2012; Spielmann et al., 2014). AuBBerdem scheint das HCMV nicht nur vor der
Immunreaktion seines Wirtes zu ,,fliichten®, sondern es auch gezielt zu supprimieren (Andrews
et al., 2001; Hanley & Bollard, 2014; Jackson et al., 2011; Lehner & Wilkinson, 2001; Noriega
et al., 2012). Infizierte Zellen sezernieren beispielsweise eine cmv-Version des IL-10 Zytokins,
welches antiinflammatorisch ist und sowohl die angeborene als auch die adaptive
Immunantwort limitiert (Amsler et al., 2013; Chang & Barry, 2010; Kotenko et al., 2000; Pestka
et al., 2004).
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Die NKG2C'KIR*'NKG2ACD57"-NK-Zellen die man in einigen HCMV-seropositiven
Probanden finden kann werden auch als NK-Gedéichtniszellen propagiert. Doch statt eines
positiven Effekts, wie man ihn von T-Gedéchtniszellen kennt, gehen die Meinungen iiber die
NK-Gedéchtniszellen auseinander. Die NKG2C'KIR'NKG2ACD57'-NK-Zellen wiéren
hochstwahrscheinlich gegeniiber HCMV-infizierten Zellen inaktiv, weil ihre inhibierenden
KIR-vermittelten Signale das aktivierende Signal des NKG2C-Rezeptors dominieren wiirden.
Djaoud et al., konnte beobachten, dass die Degranulationsbereitschaft verschiedener NK-
Zellpopulationen aus HCMV-seropositiven Spendern, in Anwesenheit von K562 unabhingig
von der NKG2C/KIR-Expression ist. Auf infizierte, unreife DC reagierten die NKG2C
KIR2D"-NK-Zellen stérker, als die NKG2C'KIR2D"-NK-Zellen (Djaoud et al., 2013). Es wiire
theoretisch moglich, dass das stimulierende NKG2C-Signal das inhibierende KIR-Signal
iibertrifft, dhnlich wie bei NKG2D. (Crouse et al., 2015; Long & Rajagopalan, 2002). Nur
diejenigen Zellen, die sowohl stimulierende, als auch inhibierende Signale erhalten konnen
theoretisch einen ldngeren Zeitraum tliberdauern. Generell wird vermutet, dass stimulatorische
Signale zu einer gesteigerten Proliferation fiihren. Ohne ein parallel eingehendes inhibierendes
Signal wiirden die aktivierten Zellen ihre Zielzellen abtdten und selbst absterben (activation
induced cell death; AICD). Das inhibierende Signal, dass von lizenzierten NK-Zellen {iber die
HLA-C spezifischen KIR weitergeleitet wird, erhdht die Bcl-2-Produktion, wodurch die NK-
Zellen vor apoptotischen Vorgingen geschiitzt werden (Felices et al., 2014). Die gleichzeitige
Expansion von NKG2C und HLA-C spezifischen KIR wiirde dementsprechend zur
Proliferation (Aktivierung durch NKG2C) der NK-Gedichtniszellen fiihren und sie gleichzeitig
vor dem AICD schiitzen (Bcl-2-Anstieg durch KIR). Sollten diese NK-Gedéichtniszellen einen
Sonderfall darstellen und wire das NKG2C-Signal tatsdchlich das dominante, dann wiirden
HLA-E-positive Zellen eliminiert, also iiberwiegend HCMV-infizierte Zellen. Auf
Tumorzellen, die HLA-E herabregulieren konnen diese NK-Gedéchtniszellen jedoch nicht
mehr addquat reagieren und da sie den GroBteil der NK-Zellgesamtpopulation ausmachen, wére
dies fiir den Betroffenen mit Sicherheit ein Selektionsnachteil. Eine Einzelfallstudie beleuchtet
den Fall eines Jungen, mit {iberwiegend KIR2DLI1"-NK-Zellen (neben einer NKG2C-
Expansion kommt es in Folge einer HCMV-Infektion auch zu Expansionen inhibierender KIR,
durch die das NK-Zellrezeptorrepertoire stark eingeschrinkt wird), der seit seiner frithesten
Kindheit immer wieder von schwerwiegenden Infektionskrankheiten heimgesucht wird, die auf
eine unzureichende NK-Zellimmunitit zuriickzufiihren sind (Gazit et al., 2004). Wenn Zellen
des natiirlichen Immunsystems Eigenschaften des adaptiven Immunsystems entwickeln, wie es

im Fall der NK-Gedéchtniszellen der Fall zu sein scheint, konnen schwerwiegende Probleme
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entstehen. Die Expansion eines einzelnen, hoch spezialisierten NK-Zellklons, z.B. eine
NKG2C"-NK-Gedichtniszelle, fiihrt unweigerlich zu einem verminderten Reaktionspotential
der NK-Zellgesamtpopulation. Wenn die Mehrheit der NK-Zellpopulation einer Person aus
HCMV-spezifischen NK-Gedéchtniszellen besteht, ist die Grundmenge der iibrigen NK-Zellen
mit einem vielfdltigeren Rezeptorrepertoire stark reduziert. Im Fall einer Erkrankung, dauert es
unverhdltnismiBig lang, bis die bendtigten NK-Zellen ihre Grundgesamtheit soweit erhoht
haben, dass sie addquat reagieren konnen. Da das angeborene Immunsystem aber gerade
deshalb so wichtig ist, weil es normalerweise schnell reagieren kann, ist die Expansion HCMV -
spezifischer NK-Gedichtniszellen kritisch zu bewerten (Manser & Uhrberg, 2016). Hinzu
kommt die Tatsache, dass die zytokinvermittelte Aktivierung der NK-Gedéchtniszellen
gehemmt ist (L. L. Liu et al., 2016). Bei einer Expansion der NK-Gedéchtniszellen um 60%
wiirde das bedeuten, dass iiber die Hilfte der NK-Zellen der betroffenen Person fiir die Abwehr
von Infektionskrankheiten, die keine HCMV-Infektion sind, ungeeignet wiren.

Von den im ITZ untersuchten HCMV-seropositiven Blutspendern zeigen 26% eine NKG2C-
Expansion. Bezogen auf die gesamte Kohorte (seronegative und seropositive) ergibt das einen
Anteil von ca. 14%. Die Durchseuchung mit HCMV liegt in Deutschland bei ungefahr 50%.
Wiren die NKG2C-Expandierten NK-Zellen tatsichlich ein Selektionsvorteil, wiirde
vermutlich eine hohere Gesamtzahl Triger dieser NK-Gedichtniszellen sein. Betrachtet man
die Koexistenz der Sichelzellandmie und des Malariaerregers zeigt sich, dass in Malaria-
gefdhrdeten Regionen bis zu 33% der Bevolkerung heterozygot fiir die Sichelzellandmie sind.
In Gebieten ohne Malaria kommt die Sichelzellanimie hingegen so gut wie gar nicht vor.
Vielleicht ist aber auch, bezogen auf HCMV, der Selektionsdruck in Deutschland nicht grof3
genug. Es wire interessant zu wissen, wie die Verteilungen in anderen geographischen Gebieten

aussehen, wo die Durchseuchung grofer ist.

Es ist dariber hinaus denkbar, dass eine HCMV-Infektion zeitgeschichtlich gewisse
Selektionsvorteile hatte, zu einem Zeitpunkt, als Infektionskrankheiten noch die hdufigste
Todesursache waren (in vielen Landern ist dies heute noch der Fall). Ein Mausmodell konnte
zeigen, dass, mit dem murinen CMV infizierte Méuse, bei einer Zweitinfektion mit einem
anderen Erreger, wegen einer hoheren IFN-y Produktion (als Folge der MCMV-Infektion), eine
hohere Makrophagenaktivitit besaBen und dadurch die bessere Uberlebensrate aufwiesen
(Barton et al., 2007; Pawelec, 2014).

White et al., vertreten die Hypothese, dass Kinder, die sich bereits friih mit dem HCMV

infizieren im spateren Leben seltener an Allergien leiden (White et al., 2012).
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Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass eine HCMV-Infektion das Immunsystem stresst und
es schneller altern lisst (Hanley & Bollard, 2014; Pawelec, 2014). Die HCMV-spezifische
CD8"-T-Zellpopulation steigt im Alter sukzessiv an. Das liegt moglicherweise daran, dass die
Zellen seneszent werden (verkiirzte Telomere) und ihre Funktionalitét einbiilen, was durch eine
groBere Zellpopulation ausgeglichen werden soll (Pawelec, 2014). Altere Menschen erkranken
héufiger an tédlichen Lungenentziindungen. Diese konnten theoretisch durch eine HCMV-
Reaktivierung ausgelost werden. In diesem Fall wire HCMV direkt fiir den Tod dieser
Menschen verantwortlich. Allerdings gibt es diesbeziiglich keine belastbaren Daten, da in
diesen Fillen in der Regel keine detaillierte Diagnose gestellt wird (Hadrup et al., 2006;
Pawelec, 2014). Eine fiinf Jahre andauernde Studie mit Frauen zwischen 70 und 79 Jahren
bestitigte jedoch eine dreifach hohere Mortalitdt, in der HCMV-seropositiven Kohorte (G. C.
Wang et al., 2010).

Wihrend der Generierungskultur entsteht der Eindruck, dass die sich entwickelnden NK-Zellen
unter dem Einfluss des HCMV schneller reifen (signifikant groBere Mengen NKG2A, CD16
und NKG2D im Vergleich zu der puren Kontrollkohorte). Dieses Phinomen wird auch nach
Stammzelltransplantationen beobachtet (Della Chiesa et al., 2014a; Della Chiesa et al., 2012;
Della Chiesa et al., 2013b). Hier kommt es zu einer rapiden NK-Zelldifferenzierung deren
Produkte entweder NKG2C'-NK-Zellen, oder im Fall einer NKG2C-Gendefizienz,
CD569™NKG2AKIR"-NK-Zellen sind. Eine beschleunigte Reifung konnte auch mit einer
ebenfalls beschleunigten Alterung einhergehen, &hnlich wie in der in vivo Situation oben
beschrieben. In diesem Fall wére eine HCMV -Infektion, vor allem im héheren Lebensalter eine
groflere Gefdhrdung fiir den allgemeinen Gesundheitszustand als bisher angenommen. In
diesem Fall wiren nicht mehr nur die Immunsupprimierten oder Schwangeren von mdglichen
Konsequenzen einer HCMV-Infektion betroffen, sondern weit mehr (in Deutschland ca. jeder
Zweite). Die Entwicklung und der Einsatz eines Impfstoffes wéren eine sinnvolle,
prophylaktische MaBBinahme, die Missbildungen bei Neugeborenen reduzieren, die Therapie von
Krebspatienten und nach Organtransplantationen vereinfachen und das durchschnittliche

Lebensalter erhohen wiirde.

4.9 Ausblick

In Zukunft wire es wiinschenswert, ein geeignetes in vitro Modell auch fiir die spite NK-
Zelldifferenzierung zu etablieren. Allerdings gibt es fiir die Differenzierung der NK-
Gedachtniszellen in vitro derzeit noch viele unbekannte Parameter. Der ideale Zeitpunkt, an
dem die NK-Zellen von MSC auf andere Ndhrzellen umgesetzt werden sollten liegt genauso im
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Dunkeln, wie die Antwort auf die Frage danach, wie die ideale sekundére Nihrzelle beschaffen
sein sollte und welche Umweltfaktoren, wie Zytokine oder Chemokine, zusitzlich benotigt
wiirden. Aullerdem bliebe zu kldren, welchen Einfluss andere Blutbestandteile, wie Monozyten
(Rolle et al., 2014) oder dendritische Zellen (Andrews et al., 2001; Riegler et al., 2000; Rolle
& Olweus, 2009) auf die Entwicklung von NK-Gedéchtniszellen hitten. Dariiber hinaus wird
auch noch nicht verstanden, ob die NKG2C-Expansion durch die Proliferation bereits NKG2C-
positiver Zellen (Rolle et al., 2014) oder durch vormals NKG2A-positiver Zellen
(Wechselhypothese) entsteht. Ganz entscheidend und bisher unbeantwortet bleibt auch die
Frage danach, ob die NKG2C-Expansion iiberhaupt ein verldsslicher Marker fiir die NK-
Gedichtniszellen ist, oder ob es sich nicht viel mehr nur um einen von mehreren
Oberflichenmarkern handelt (J. A. Wagner & Fehniger, 2016). Weiterhin birgt die
Verwendung eines HCMV-Laborstamme natiirlich auch die Gefahr, dass durch eine genetische
Verdnderung des Virus just diesem die Moglichkeit zur Stimulation der NKG2C-Expansion

verloren gegangen ist.

Waihrend eines Nachfolgeprojektes, konnte dieses, in dieser Arbeit beschriebene in vitro Modell
erweitert werden, um auch die spiteren NK-Zellentwicklungsschritte mit ihren spezifischen

Interaktionspartnern untersuchen zu konnen (vergl. Abb. 36).
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Carboxyfluorescein succinimidyl ester
stem cell factor

common lymphoid progenitor
common myeloid progenitor
cytomegalovirus
Kohlenstoffdioxid

cytotoxic T lymphocyte
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor
Dalton

dendritic cells

das heif3t

Dulbecco's Modified Eagle Medium
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DNA
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dNTP
DPBS
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EBV

EDTA
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engl.

ER

FasL
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FCyRIII
FITC
FLT-3-Ligand

FSC

gC
GMP
GvHD
HAM
HCMV

HHVS

Dimethylsulfoxid
deoxyribonucleic acid

dezidualen NK
Nukleotidtriphosphate

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
Doppelstrang

early

Epstein-Barr-Virus
Ethylendiamintetraacetat

murine embryonale Leberzelllinie
Englisch

Endoplasmatisches Retikulum
Fas Ligand

Fotales Bovines Serum

fragment crystallisable gamma receptor 3
Fluorescein isothiocyanate
FMS-like tyrosine kinase 3 ligand
forward scatter
Erdbeschleunigung

glycoprotein complex

Good Manufacturing Practice
Graft versus Host Disease
Hamster

human cytomegalovirus

Humanes Herpesvirus 5
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HIV
HLA
HSC
HSCT
HSPC
HSV-1
ICAM
1d2

IE
IFN-y
Ig

IL
ILC
IL-R
iNK
IRL
ITAM
ITIM

ITZ

k.a.
K562
kb

KIR

Humanen Immundefizienz-Virus

humanes Leukozytenantigen

hematopoietic stem cell

Hematopoietic stem cell transplantation
hematopoietic stem and progenitor cells

Herpes simplex Virus 1

Intercellular adhesion molecule

inhibitor of DNA binding 2

immediate early

Interferon gamma

Immunglobulin

Interleukin

innate lymphoid cells

Interleukin-Rezeptor

immature NK-Zelle

internal repeat long

immunoreceptor tyrosine-based activation motif
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif

Institut fiir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika,
UKD

kilo

keine Angaben

humane myeloide Leukdmiezellen
kilobasen

Killer cell immunoglobulin like receptor
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KIR2DL
KIR2DS
KLRK1
KMT

L

LFA-1
LIR
LRC

Lys

mAb
MACS
MCMV
Met
MFI
mg
MHC
MIC
MIE
Min.
mind.
ml
MNC

moDC

KIR 2 immunglobulindhnliche Doménen long
KIR 2 immunglobulindhnliche Doménen short
killer cell lectin like receptor K1
Knochenmarktransplantationen

late

Liter

Lymphocyte function-associated antigen 1
leukocyte inhibitory receptors

leucocyte receptor complex

Lysin

Mol

monoclonal antibody

magnetic cell separation

murine cytomegalovirus

Methionin

mean fluorescence intensity

Milligramm

major histcompatibility complex

MHC class I chain related

major [E

Minute

mindestens

Milliliter

mononuclear cells

monocyte derived dendritic cells
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MOI
MRC-5
MSC
NCAM
NCR

ng
NK-CTL
NKG2
NKT
NK-Zelle
nMFI

o

ORF

PAMP
PAX-5
PBMC

PCD

PCR

PD

PE
PE-Cy5/Cy7
PFA

pH

molecules of infection

humane Lungenfibroblastenzelllinie
mesenchymal stem cell

neural cell adhesion molecule
natural cytotoxicity receptors
Nanogramm

NK cytolytic T lymphocyte

natural killer cell group antigen 2
NK-dhnlichen T-Zellen

Natiirliche Killerzelle

normalized mean fluorescence intensity
Durchschnitt

open reading frame

Proteine

p-Wert

pathogen-associated molecular pattern
Paired box protein 5

peripheral blood mononuclear cells
programmed cell death

polymerase chain reaction
Privatdozent

Phycoerythrin

phycoerythrin + cyanine dye
Paraformaldehyd

potentia Hydrogenii
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PI

YUY

pre

pro
Prof.
PRR
PVR
R-CB-X
RNA
RPMI

RT

s.0.

s.u.
SCF/c-KIT-Ligand
SCT
sog.
SOT
SSC
Std.
TAP
TB40/E
TC
TCR

TGF-p

Propidium Iodid
Phosphoprotein

vor

vor

Professor

pattern recognition receptor
Poliovirusrezeptor

Ricarda cord blood #
ribonucleic acid

Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

siche

siche oben

siche unten

stem cell factor

stem cell transplantation
sogenannt

solid organ transplantation
side scatter

Stunde

Transporter associated with antigen processing

HCMV-Stamm
tissue coated
T cell receptor

transforming growth factor f3
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TNF-a
TRAIL
U

u.a.
UKD
UL
UL1271
ULBP
US

\4
vergl.
vMIA
z.B.
z.T.
ZNS

B2m

Tumornekrosefaktor alpha
TNF-related apoptosis inducing ligand
Unit

unter anderem

Universititsklinikum Diisseldorf
unique long

HCMV-Patientenisolat

UL16 Bindeprotein

unique short

Volt

vergleiche

viral mitochondrion-localized inhibitor of apoptosis
zum Beispiel

zum Teil

Zentrales Nervensystem

B2-Mikroglobulin
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