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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind eine heterogene Gruppe von Erkrankungen
des Knochenmarks, die mit einer ineffektiven Hamatopoiese einhergehen und vor
allem alte Menschen betrifft (>70 Jahre). Im Gegensatz zu den Untersuchungen der
myeloiden Zellen, die im Rahmen dieser Erkrankung vor allem betroffen sind, haben
sich in der Vergangenheit nur wenige Studien mit der Rolle der Lymphozyten, im
Speziellen der Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen), in der Pathogenese des MDS
beschaftigt. NK-Zellen sind eine Subpopulation der Lymphozyten, deren wichtigste
Aufgabe die Bekdmpfung von virusinfizierten und entarteten Zellen ist. Um solche
malignen Zielzellen zu erkennen und zu eliminieren, exprimieren NK-Zellen unter
anderem Rezeptoren der KIR- und NKG2-Familie, sowie die zytotoxische Molekile
Granzym B und Perforin. Es war bereits bekannt, dass NK-Zellen von MDS-Patienten
funktionale Stérungen aufweisen kénnen, jedoch wurden in den entsprechenden, oft
widersprlchlichen Studien die NK-Zellen nicht ausreichend charakterisiert.

Um die Rolle der NK-Zellen genauer zu charakterisieren wurden in dieser Arbeit die
NK-Zellen von neu-diagnostizierten MDS-Patienten und altersgleichen gesunden
Spendern umfangreich phanotypisch und funktional untersucht. Dazu wurden
verschiedene durchflusszytometrische Multiparameter-Protokolle erarbeitet, um
einzelne NK-Zellsubpopulationen hinsichtlich ihrer Expression der zytotoxischen
Molekile und spezifischen NK-Zellrezeptoren zu analysieren, sowie deren
Effektorfunktion gegeniber einer Zielzelllinie zu Uberprifen. Dabei stellte sich heraus,
dass nur eine kleine Gruppe der Patienten eine normale NK-Zellzahl und -Funktion
aufwiesen (Gruppe 1). Die Mehrheit der Patienten besaBen normale NK-Zellzahlen,
allerdings mit eingeschrankter Funktion (Gruppe 2). Weiterhin wurde in dieser Arbeit
zu erstem Mal eine kleine Gruppe Patienten (13%) definiert, die sich durch das fast
vollstdndige Fehlen von NK-Zellen kennzeichnen(Gruppe 3). Diese Gruppe-3-
Patienten zeigten klinisch eine signifikant schlechtere Prognose im Vergleich zu den
anderen beiden Gruppen.

Die MDS-Patienten der Gruppe 2 zeigten eine stark erhdhte Frequenz von unreifen
NK-Zellen, insbesondere KIRNKG2A- NK-Zellen und KIR2DL2/3* NK-Zellen sowie
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Zusammenfassung

eine erhfhte Expression des von naiven NK-Zellen exprimierten Rezeptors CD62L.
Die in diesen Patienten beobachtete funktionale Defizienz korrelierte dabei signifikant
mit der niedrigen Expression von Perforin und Granzym B. Interessanterweise konnte
die Funktionalitat der NK-Zellen durch geeignete Stimulationsprotokolle unter
Verwendung von IL-2 wiederhergestellt werden.

In vitro Differenzierungsexperimente zeigten, dass die hamatopoietischen
Stammzellen (HSC) aller drei definierten Patientengruppen in der Lage waren zu NK-
Zellen auszudifferenzieren, Patienten der Gruppe 2 und 3 zeigten jedoch einen
deutlich verzbégerten Verlauf. Dies bedeutet, dass das Differenzierungspotenzial der
HSC in Richtung der NK-Zelllinie grundsatzlich vorhanden ist, es jedoch durch
intrinsische Defekte der HSC und/oder eine schlechtere Unterstlitzung der
Knochenmarknische in den Patienten zu den beobachteten funktionalen und
phanotypischen Veranderungen der NK-Zellen kommen kann.

SchlieBlich zeigten immungenetische Analysen (FISH) von MDS-Patienten mit 5g-
Syndrom, dass die NK-Zellen Teil des malignen MDS-Klons waren, wahrend die
ebenfalls analysierten B- und T-Zellen im allgemeinen keine Beteiligung am Kilon
aufwiesen. In einem der Patienten konnte nachgewiesen werden, dass sich die klonale
Beteiligung auf solche NK-Zellen beschrankte, die funktional defizient waren und kein
Perforin exprimierten, wahrend Perforin-exprimierende funktionale NK-Zellen des
gleichen Patienten keine klonalen Marker zeigten.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass die ausgepragte NK-Zell-
Defizienz in MDS-Patienten wahrscheinlich auf einem Ausreifungsdefekt beruht,
dessen mogliche Ursachen eine dysfunktionale Stammzellnische sowie eine klonale
Beteiligung des NK-Zellkompartiments sind.
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Summary

Summary

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of clonal hematopoietic
disorders of the elderly (>70 years), characterized by ineffective hematopoiesis,
peripheral cytopenias and high risk of progression to acute myeloid leukemia (AML).
In contrast to the many studies conducted on myeloid cell function in MDS, only few
studies have investigated the role of the lymphoid lineage, in particular natural killer
cells (NK cells) in pathogenesis of MDS. NK cells are cytotoxic lymphocytes involved
in the immune response against tumors and virus-infected cells. In order to recognize
and eliminate malignant cells, NK cells express receptors of the KIR and NKG2 family,
as well as the cytotoxic molecules granzyme B and perforin. A reduced function of NK
cells has already been described in MDS patients; however, in these often

contradictory studies NK cells were not sufficiently characterized.

To this end, the phenotype and function of NK cells in elderly MDS patients was
compared to age-matched healthy donors. For this purpose, different flow cytometric
multiparameter protocols were developed to analyze individual NK cell subpopulations,
regarding the expression of cytotoxic molecules and specific NK cell receptors, as well
as their effector function against target cell line.

It turned out that only a small group of patients had normal levels of NK cell count and
cytotoxicity (group 1). The majority of patients showed normal or reduced NK cell count
with suppressed cytotoxicity (group 2). Remarkably, one subgroup of patients (13%)
had no detectable NK cell population, here described as NK cell-deficient patients. The
latter were predominantly high-risk group patients and exhibited a significant
correlation to poor prognosis. NK cell from group 2 patients were predominantly
immature due to a high frequency of the hyporesponsive KIR'NKG2A- subset,
dominant expression of KIR2DL2/3, and increased levels of CD62L, a marker of naive
NK cells. Furthermore, low levels of perforin and granzyme B correlated with
suppressed function of NK-cells in this group of patients. Interestingly, the cytotoxicity
of NK cells could be fully reconstituted by appropriate IL-2 stimulation.
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Summary

In order to find out if NK cell deficiency in MDS is related to a defect in the NK cell
differentiation pathway, hematopoietic stem cells (HSC) of all three groups of MDS
patients were isolated from bone marrow and subjected to an in vitro NK cell
differentiation assay. It turned out that NK cells could be successfully generated from
HSC of all analyzed MDS groups. However, NK cell differentiation from HSC was less
efficient in group 2 and group 3 patients. These data suggest that HSC from MDS
patients generally have the potential to differentiate into NK cells but intrinsic defects
of HSC and/or lack of stromal support prohibits their phenotypic and functional

maturation.

Finally, immunogenetic analysis (FISH) of MDS patients with 5g-syndrome showed
that NK cells, but not T- and B-cells, belong to the malignant MDS clone. In one patient,
the clonal involvement could be tracked down specifically to the subset of functionally
deficient NK cells that were characterized by a lack of perforin expression, whereas
NK cells of the same patient that expressed normal levels of perforin showed no clonal
label.

In summary, the present study shows that NK cell deficiency in MDS patients is

probably due to a maturation defect that in turn could be due to a dysfunctional stem
cell niche and/or clonal involvement of NK cells.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das humane Immunsystem

Das menschliche Immunsystem reprasentiert einen Abwehrmechanismus des Kérpers
gegen pathogene Mikroorganismen wie Viren, Bakterien und Pilze und besteht aus
einer ,angeborenen® und einer ,erworbenen® Immunantwort. Um eine effiziente
Immunantwort zu erreichen, Gberlappen und interagieren diese miteinander.

Die angeborene Immunantwort ist die erste Verteidigungslinie des Kdérpers flr die
Bekampfung von Pathogenen. Hat ein Pathogen die physikalischen (Haut) oder
chemischen Barrieren (Speichel, Magensaure) durchdrungen, beginnen zellulare
Bestandteile der angeborenen Immunsystem diese zu bek&mpfen. Dazu gehéren
Monozyten/Makrophagen, Granulozyten, Dendritische Zellen (DC) und naturliche
Killerzellen (NK-Zellen), die in der Lage sind, konservierte Oberflachenstrukturen der
Pathogene oder das Nichtvorhandensein von kérpereigenen Strukturen zu erkennen.
Zusétzlich setzen diese Zellen eine Reihe von Zytokinen frei, um weitere Effektorzellen
der angeborenen Immunantwort zum Infektionsort zu locken und gleichzeitig die Zellen
des erworbenen Immunsystems zu rekrutieren. Zellen der angeborenen Immunantwort
kénnen die Krankheitserreger nicht spezifisch erkennen und bieten keinen Schutz
gegen eine erneute Infektion, es wird also kein immunologisches Gedéachtnis gebildet.

In vielen Fallen kann eine Infektion nicht vollstdndig vom angeborenen Immunsystem
kontrolliert werden und erfordert ein Eingreifen des erworbenen (=adaptiven)
Immunsystems. Im Gegenteil zum angeborenen Immunsystem werden die Pathogene
spezifisch erkannt und es kommt zur Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses. Hierzu gehdéren T- und B-Zellen, die mithilfe ihrer hochspezifischen
Rezeptoren jedes beliebige Antigen erkennen kénnen. Diese spezifische Erkennung
erfolgt bei T-Zellen durch den T-Zell-Rezeptor und bei B-Zellen durch
membrangebundene Immunglobuline (lg), die als B-Zell-Rezeptor bezeichnet werden.

Durch die somatische Rekombination besitzt jede B- und T-Zelle individuelle
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Einleitung

Rezeptoren, die hochvariable Anteile besitzen und dadurch bestimmte Epitope
erkennen.

T-Zellen besitzen den Marker CD3 (cluster of differentiation, CD) und bestehen aus
verschiedenen Subpopulationen. Zu den wichtigsten gehéren CD4+ T-Helfer-Zellen
und CD8* zytotoxische T-Zellen. Beide Populationen erkennen Fremdantigene, die
dber HLA-Molekile (Humane Leukozyten-Antigene) préasentiert werden. Dabei
unterschiedet man zwischen zwei verschiedenen Molekilen: HLA Klasse-l und
Klasse-Il. HLA Klasse-l Molekile werden auf allen kernhaltigen Korperzellen
exprimiert und prasentieren die Fremdantigene an zytotoxischen T-Zellen. HLA
Klasse-Il Moleklle werden auf sogenannten antigenprésentierenden Zellen (APZ)
exprimiert. Zu lhnen gehéren Makrophagen, B-Zellen und DCs und sie prasentieren
den T-Helfer-Zellen die Fremdpeptide. Zytotoxische T-Zellen besitzen zytotoxische
Granula, mit denen sie die infizierten Zellen gezielt abtéten kdnnen. T-Helfer-Zellen
setzen nach der Aktivierung eine Reihe von Interleukinen frei, die andere Zellen wie

Monozyten, B-Zellen und zytotoxische T-Zellen aktivieren.

Die B-Zellen vermitteln die humorale Immunantwort. Neben membrangebundenen Igs
(B-Zell-Rezeptor) exprimieren diese Zellen auch HLA Klasse-Il Molekile und kénnen
die Fremdpeptide an T-Helfer-Zellen prasentieren. Diese produzieren wiederum
Zytokine, die die B-Zellen zur Proliferation und Differenzierung zu Plasmazellen
anregen. Plasmazellen sind in der Lage, |6sliche Igs zu produzieren, die spezifisch an
Pathogene binden und sie somit fir die anderen Zellen des Immunsystems, wie NK-
Zellen und Phagozyten, markieren.

1.2 Hamatopoiese

Taglich werden ca. 1,5 x 10" Blutzellen gebildet und somit ist das Blut eines der am
starksten regenerativen Organe im Koérper (Bryder, et al 2006). Die Bildung und
Entwicklung der Blutzellen wird als Hamatopoiese bezeichnet. Die verschiedenen
Blutzellen leiten sich von einer kleinen Population multipotenter Stammzellen ab, die
erstmals wahrend der embryonalen Entwicklung im Dottersack gebildet werden. Diese
sogenannten hamatopoietischen Stammzellen (hematopoietic stem cells, HSC) sind
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Einleitung

in der Lage sowohl sich selbst zu erneuern, als auch sich in verschiedene
h&amatopoietische Zellen zu differenzieren (Siminovitch, et al 1963). Bei der
Selbsterneuerung der HSC gibt es zwei Mdoglichkeiten der Zellteilung: die
symmetrische und die asymmetrische Zellteilung. Bei der symmetrischen Zellteilung
entstehen zwei identische Tochterzellen mit Stammzellcharakter, wohingegen bei
einer asymmetrischen Zellteilung eine Stammzelle und eine differenzierte Tochterzelle
gebildet wird (Morrison and Kimble 2006). Die langlebigen HSC befinden sich
hauptséachlich im Knochenmark (KM), in der sog. Knochenmarknische. Diese setzt sich
aus Endothelzellen, mesenchymalen Stammzellen (MSC) und Osteoblasten
zusammen und bildet somit eine spezielle Umgebung, die das Gleichgewicht zwischen
Proliferation und Differenzierung der HSC steuert.

Knochenmark :
P {\“ B-Zellen

Stammzelle .\,
A =
'. N -

X / lymphatische ' T-Zellen
S
| Vorlauferzelle -
i
|II o
u i )
| £ "l natirliche Killerzellen
v Ly
myeloische .

Vorlauferzelle

\ Hi“i‘-f———__,__‘ ™ eosinophile
a \\\ ey U Granulozyten
r_,:/ . @ \‘ . basophile Granulozyten
b P Monozyten
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Hamatopoiese (Kompetenznetz-Leukamien)

Zunachst entstehen die gemeinsamen myeloischen (common myeloid progenitor,
CMP) oder lymphatischen (common lymphoid progenitor, CLP) Vorlauferzellen. Die

CLP bringen in weiteren Differenzierungsschritten die reifen lymphoiden Zellen wie T-
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und B-Zellen, sowie NK-Zellen hervor. Aus den CMP entwickeln sich Thrombozyten,
Monozyten, Erythrozyten und Granulozyten (Abbildung 1).

Zur ldentifikation hamatopoietischer Stammzellen kann die Expression bestimmter
Oberflachenmolekiile herangezogen werden. So exprimieren friihe hdmatopoietische
Vorlauferzellen CD34+, ein Oberflachenmolekil welches mit der Differenzierung der
HSC verloren geht. Durch spontane Verdnderungen des Erbgutes in
hamatopoietischen Stammzellen kénnen entartete Zellen entstehen, die einen
Differenzierungsdefekt aufweisen und als unreife Progenitorzellen (Blasten) im
Knochenmark und Blut akkumulieren. So kann sich eine Gruppe von Zellen bilden, die
dieselben Merkmale tragen und als ,Klon“ bezeichnet werden. Breitet sich der maligne
Klon im Knochenmark aus, kommt es zu klonalen Erkrankungen, wie Leukamien oder
zum myelodysplastischen Syndrom (MDS), mit dem sich die vorliegende Arbeit
beschaftigt.

1.3 Naturliche Killerzellen

Natdrliche Killerzellen (NK-Zellen) gehéren zur angeborenen Immunantwort und
spielen eine essentielle Rolle bei der Bekdmpfung von Virus-infizierten und entarteten
Zellen. NK-Zellen sind in der Lage, zytotoxisch aktiv zu werden, zum anderen
sekretieren sie Zytokine, um dadurch andere Zellen des Immunsystems zu rekrutieren.
Zum ersten Mal wurden die NK-Zellen auf Grund ihrer Fahigkeit entdeckt, Tumorzellen
in vitro abzutéten (Kiessling, et al 1975). Man stellte fest, dass sie die entarteten Zellen
ohne vorherige Aktivierung téteten, wodurch ihre Bezeichnung als ,natlrliche®
Killerzellen entstand (Kiessling, et al 1975). Neben T- und B-Zellen gehéren die NK-
Zellen zu den Lymphozyten und machen in der Regel 5-15% der Lymphozyten des
peripheren Blutes (PB) aus. Morphologisch werden die NK-Zellen als groBBe (~ 15um)
granulare Zellen beschrieben, die phanotypisch anhand der Abwesenheit von CD3 und
des Vorhandenseins von CD56 (neural cell adhesion molecule, NCAM) und/oder
CD16 auf der Oberflache identifiziert werden kénnen (Hercend, et al 1985, Lanier, et
al 1986, Lanier, et al 1989). CD16 ist ein niedrigaffiner FcyRIIlI auf NK-Zellen, der das
Fc-Fragment der IgG bindet und dadurch die NK-Zellen fiir die sogenannte Antikérper-
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abhéngige zellulare Zytotoxizitédt (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC)
gegenulber IgG-markierten Zielzellen aktivieren kann (Mandelboim, et al 1999).

Anhand der Expressionsstarke von CD56 kdnnen die NK-Zellen in zwei
Subpopulationen unterteilt werden (Abbildung 2): CD569"t NK-Zellen (CD56P"9M,
CD167dm) stellen eine unreifere Vorstufe der NK-Zellen dar und besitzen vorwiegend
immunregulatorische Funktionen, indem sie Zytokine produzieren (Chan, et al 2007,
Romagnani, et al2007). Dazu z&hlen Interferon (IFN)-y, Tumornekrosefaktor (TNF)-a,
Interleukin (IL)-10, IL-13 und GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor) (Cuturi, et al 1989, Martin-Fontecha, et al 2004). CD569™ NK-Zellen (CD564™,
CD16") stellen mit ca 90% die Mehrheit der NK-Zellen im PB dar. Sie weisen grof3e
Mengen an zytotoxischen Granzym- und Perforin-haltigen Granula auf und besitzen
daher hauptséachlich zytotoxische Funktionen (Cooper, et al 2001, Jacobs, et al 2001).

A) B)
cD16dm- CD16Pbright
CD56bright i 1 | |
IL-2Ra CD569m m | IL-2/-15RB
0 o IL-21-15RB yc
NKG2A e e .
i KR @
Rezeptor: _;. bright Rezeptor:
- o ke L ™ L-selektinhioh e % =
+ KIR ° N +++ KIR B ¢ S- CXCR1
+++ NKG2A ° &) +NKG2A e a0 o -
4 55 CCR7 2 o0 o * S
e o ® e LY L4 @ — CX3CR1
TNF- g GM-CSF e ®e O
[ N} o L3P 'Y B J
o TNF« Effektorfunktionen: Effektorfunktionen:
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Abbildung 2: Subpopulationen der NK-Zellen. Unterschiede in Rezeptorexpression und Funktion der
CD56ig"t und CD569™ NK-Zellen. A) CD56brigit NK-Zelle: hohe Produktion von Zytokinen wie IFN-y,
TNF-a, IL-10 und GM-CSF, erhdéhte Expression von NKG2A, niedrige Expression von Killer-
Immunoglobulin-dhnliche Rezeptoren (KIR) und CD16 und dadurch geringe Zytotoxizitdt und ADCC
(Antikdrperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat), geringer Anteil an zytotoxischen Granula. B)
CD569m NK-Zelle: hohe Expression von KIR und CD16 und dadurch erhéhte Zytotoxizitat und ADCC,
niedrige Zytokinproduktion und Proliferation durch die Expression des schwachaffinen IL-2 Rezeptor
(IL-2RBy). Adaptiert nach (Cooper, et al 2001)

Gegenstand der Diskussion ist immer noch, in welchem Verhaltnis diesen beiden

Subpopulationen zueinander stehen. Es wurde gezeigt, dass CD569™ NK-Zellen direkt
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aus CD5619"t NK-Zellen generiert werden konnen (Freud, et al 2014, Luetke-Eversloh,
et al 2013). Diese Studien schlieBen allerdings nicht aus, dass manche CD56P1dnt
Zellen aktivierte NK-Zellen sind, die CD56 hochreguliert und CD16 verloren haben.
Moglicherweise sind die CD569" NK-Zellen im peripheren Blut eine heterogene
Gruppe, bestehend aus unreifen Zellen, die aus dem Knochenmark ausgewandert sind
sowie reifen aktivierten NK-Zellen (Berahovich, et al 2006).

Neben diesen beiden Zelltypen sind auch Populationen wie CD569m"CD16" und CD56
CD16* beobachtet worden. Es wird vermutet, dass es sich bei diesen Zelltypen um
Vorlauferzellen handelt, die noch zu reifen CD569™CD16* Zellen differenzieren (Lutz,
etal2011). CD569™CD16° NK-Zellen kdnnen auch aktivierte NK-Zellen sein, bei denen
CD16 herunterreguliert oder der extrazellulare Teil durch ,shedding“ enzymatisch
abgetrennt wurde (Harrison, et al 1991).

1.3.1 Effektormechanismen der NK-Zellen

Wie bereits in 1.3 beschrieben, zeichnet sich die Funktion der NK-Zellen durch die
Zytotoxizitat und Ausschittung von Zytokinen aus. Diese Effektormechanismen sind
mit der Entstehung einer hochentwickelten und robusten Maschinerie verbunden, die
die Einleitung dieser Effektormechanismen kontrollieren, um korpereigene Schaden
zu vermeiden (Vivier, et al 2008). Das bedeutet vor allem, dass die Funktion der NK-
Zellen reguliert werden muss. Fur das Verstandnis dieser Regulation war die ,missing
self'-Hypothese, die Ende 1980er von Karre und Ljunggren formuliert wurde, von
enormer Bedeutung (Karre, et al 1986). Diese besagt, dass die NK-Zelle in der Lage
ist, die Expression der HLA Klasse-l Molekile auf der Zelloberflache zu erkennen.
Diese Spezifitat ist bedingt durch die Expression verschiedener inhibitorischer und
stimulatorischer Rezeptoren auf der NK-Zelle. Sind die HLA Klasse-I Molekile
vorhanden, wird die NK-Zelle Gber die Bindung von inhibitorischen Rezeptoren
inhibiert. So werden alle kernhaltigen Koérperzellen durch die Aktivierung der
Inhibitorischen Signalkaskade vor der Lyse durch die NK-Zellen geschitzt. Bei
entarteten Zellen und vielen Virus-infizierten Zellen wird jedoch die Expression der
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HLA Klasse-I Molektile herabreguliert, wodurch diese Zellen aufgrund des Fehlens der
Inhibition fir die NK-Zellen angreifbar werden.

Die Intensitat und Qualitdt der NK-Zellfunktion hangt sowohl von Zytokinen im
Mikromilieu als auch von anderen Zellen des Immunsystems wie T-Zellen,
Makrophagen und DCs ab. Es ist mittlerweile bekannt, dass IL-2 die Proliferation,
Zytotoxizitat und zum Teil die Zytokinproduktion der NK-Zellen férdert. IL-12, IL-15 und
IL-18 zahlen ebenfalls zu den Aktivatoren der NK-Zellfunktion.

1.3.1.1 Zytotoxizitat (Perforin/Granzym B)

Die Zytotoxizitat der NK-Zellen basiert auf der Degranulation zytotoxischer Granula.
Diese werden oft als ,sekretorische Lysosomen*® bezeichnet, da sie die Charakteristik
von Lysosomen aufweisen (Burkhardt, et al 1990, Peters, et al 1991). Sie beinhalten
eine Reihe von Lysosom-spezifischen Enzymen, ebenso wie Proteine, die spezifisch
flr zytotoxische Granula sind. Zu diesen Proteinen zéhlen unter anderem Perforin und
Granzym B. Durch Bildung einer immunologischen Synapse zwischen NK- und
Zielzelle werden die Granula in Richtung der Bindungsstelle polarisiert (Bryceson, et
al 2006). Zu einer Degranulation kommt es dann, wenn die stimulatorischen Signale
gegenulber den Inhibitorischen Uberwiegen. Perforin und Granzym B sind in ruhenden
NK-Zellen exprimiert und werden nach der Degranulation in der immunologischen
Synapse freigesetzt. Ein Marker flir aktivierte NK-Zellen sind CD107 Molekile
(lysosomale Membranglykoprotein-1, LAMP-1), die sich auf der Innenmembran der
Granula befinden und nach der Degranulation auf die Oberflache gelangen (Alter, et
al 2004). Es wird vermutet, dass die CD107 Molekile am Schutz der NK-Zelle vor der
Selbstzerstérung durch Perforin beteiligt sind (Cohnen, et al 2013).

Perforin ist ein Ca?*-abhangiges, porenformendes Protein, welches Granzym B
ermdglicht in die Zielzelle zu gelangen, um dort die Apoptose einzuleiten. Studien
haben gezeigt, dass Perforin-defiziente Mause anféllig fur Virusinfektionen und
Tumoren sind (Kagi, et al 1994, Lowin, et al 1994). In Patienten mit ,familidrer
hamophagozytischer Lymphohistiozytose* (FHL) konnten biallelische Perforin-

Mutationen als urséchlich fir eine Immundefizienz nachgewiesen werden
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(Goransdotter Ericson, et al 2001, Stepp, et al 1999). Perforin wird nach der Synthese
im endoplasmatischen Retikulum (ER) in die zytotoxischen Granula verpackt. Es gibt
verschiedene Mechanismen, wie eine vorzeitige Aktivierung von Perforin in den
zytotoxischen Granula verhindert wird: Das saure Milieu (pH 5,1-5,4) in den Granula
sorgt dafur, dass Perforin inaktiv bleibt (Kataoka, et al 1997). Es wurde lange Zeit
angenommen, dass Perforin in den Granula an seinen Inhibitor Serglycin gebunden ist
und es erst zu einer Spaltung dieser Verbindung und zur Aktivierung des Perforin
kommt wenn Perforin in der Synapse freigesetzt wird, (Masson, et al 1990, Pipkin and
Lieberman 2007). Diese Annahme gilt heute als unwahrscheinlich, da in einer Studie
gezeigt wurde, dass die NK-Zellen von Serglycin-defizienten Mausen funktional sind
(Grujic, et al 2005, Voskoboinik, et al 2010).

Das Wort Granzym ist eine Kombination aus den Worten Granula und Enzyme und
beschreibt eine Gruppe von Serin-Proteasen, die in den zytotoxischen Granula von
NK- und T-Zellen gelagert sind und den programmierten Zelltod, die Apoptose,
einleiten kénnen. Beim Menschen sind bisher fiinf Granzyme bekannt: Granzym A, B,
H, K und M. Sie weisen ahnliche Strukturen auf, zeigen jedoch Unterschiede in ihrer
Chromosomen-Position und Substratspezifitdt. Wahrend die Expression und
biologische Funktion von Granzym A und B gut erforscht ist, bleibt vieles Gber Granzym
H, K und M unbekannt. Granzym B scheint am effizientesten in der Auslésung von
Apoptose in den Zielzellen zu sein: Zielzellen, die in vitro Granzym B und Perforin
ausgesetzt sind, sterben innerhalb von 5-8 Minuten durch Apoptose (Lopez, et al 2013,
Sutton, et al 2000, Voskoboinik, et al 2015).

Das Zusammenspiel zwischen Granzym B und Perforin ist allerdings noch nicht
eindeutig geklart. Es ist unklar, ob Perforin die Zielzellmembran permeabilisiert,
wodurch Granzym B in der Zielzelle gelangen kann oder beide Molekille durch
Endozytose von der Zielzelle aufgenommen werden und Perforin erst Poren in der
Endosomenmembran bildet.

Es stellt sich nun die Frage, wie die NK-Zellmembran vor dem freigesetzten Perforin
und Granzym B geschitzt wird. Balaji et al. haben im Jahr 2002 dazu eine Hypothese
vorgestellt. Diese besagt, dass Cathepsin B, ein Protein in der Membran der Granula,
bei der Degranulation und Verschmelzung der beiden Membranen an die
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Plasmamembran der NK-Zelle transportiert wird und Perforin-Molekle, die in Richtung
NK-Zelle wandern, durch Proteolyse inaktiviert (Balaji, et al 2002, Pipkin and
Lieberman 2007). Eine weitere Studie besagt, dass die CD107 Molekile auf der NK-
Zelloberflache in der Lage sind, nach der Degranulation die Bindung von Perforin an
NK-Zellmembran zu verhindern und somit bieten einen Schutzmechanismus gegen
freigesetztes Perforin (Cohnen, et al2013).

1.3.1.2 Zytokinproduktion

Neben ihrer zytotoxischen Aktivitdt sezernieren die NK-Zellen Zytokine wie IFN-y,
TNF-a und GM-CSF. Diese aktivieren weitere Zellen des Immunsystems wie T-Zellen,
Makrophagen und DCs, stimulieren die Expression der HLA Klasse-I Molekiile und
somit die Antigenprasentation (Rock, et al 2002). Auf diese Weise kdnnen NK-Zellen
die Immunantwort regulieren und einen Einfluss auf das adaptive Immunsystem

ausuben.
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Abbildung 3: Regulation der Immunantwort durch die NK-Zellen. Nach der Aktivierung durch
I6slichen Faktoren wie IL-15, IL-12 und IL-18 férdern (roter Pfeil) die NK-Zellen die Ausreifung und
Aktivierung von DCs, Makrophagen und T-Zellen mittels einer Kombination aus Oberflachen
Rezeptoren und Zytokinen. Umgekehrt, kdnnen die NK-Zellen unreife DCs und aktivierte CD4+ T-Zellen
und Makrophagen abtéten (blauer Pfeil). Adaptiert nach (Vivier, et al 2008)
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1.3.1.3 ADCC

ADCC steht fir antikdrperabhangige zellulare Zytotoxizitat (antibody-dependent
cellular cytotoxicity) und beschreibt einen Mechanismus, bei dem die
antikérperbeladenen Zielzellen durch Effektorzellen, wie NK-Zellen, Makrophagen
oder DCs, zerstort werden. Die Mehrzahl der NK-Zellen exprimiert CD16, einen Fc-
Rezeptor mit niedriger Affinitat zu Immunglobulin-G (IgG), welches den Fc-Teil der an
die Zielzelle gebundenen Antikdrper erkennt und daran bindet. Sobald dieser Kontakt
zustande kommt, wird eine Signalkaskade in der NK-Zelle aktiviert, die zur
Degranulation der NK-Zelle oder/und Ausschittung von Zytokinen fihren kann
(Mandelboim, et al 1999).

1.3.1.4 Todesrezeptor Signalweg (Fas-FasL)

Ein weiterer Mechanismus, der zur Eliminierung der Zielzelle fahrt, ist der Fas/Fas-
Ligand Signalweg, der sowohl von NK-Zellen, als auch von T-Zellen benutzt wird. Fas-
Ligand (FasL) gehdrt zur TNF-Familie und wird von NK-Zellen, T-Zellen, Makrophagen
und neutrophilen Granulozyten exprimiert. Fas-Rezeptor (CD95) wird in verschiedene
Zelltypen, wie aktivierten B- und T-Zellen und auch in verschiedenen Tumorzellen
exprimiert. Die Bindung von Fas-Rezeptor und FasL I6st den Caspase Signalweg aus,
was zur Lyse der Zielzelle fihrt (Sharma, et al2000, Suda, et al 1995). Dieser Vorgang
spielt u.a. eine essentielle Rolle bei der Beseitigung aktivierter B- und T-Zellen und
Aufrechterhaltung der Homdostase wahrend der Immunantwort (Sharma, et al 2000).
Nach dem gleichen Prinzip erfolgt auch die Bindung von TRAIL (TNF-verwandter
Apoptose-induzierender Ligand, TNF-related apoptosis-inducing Ligand) an die
verschiedenen TRAIL-Rezeptoren (TRAILR) (Pan, et al 1997, Walczak, et al 1997).
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1.3.2 Rezeptoren der NK-Zellen

Die Regulierung der NK-Zellfunktion erfolgt durch eine Reihe von inhibitorischen und
stimulatorischen Rezeptoren, die auf der NK-Zelloberflache exprimiert werden. Dabei
kann zwischen drei Haupt-Gruppen unterschieden werden: Natlrliche Zytotoxizitats-
Rezeptoren (natural cytotoxicity receptor, NCR), C-Typ Lektin-dhnliche Rezeptoren
(NKG2-Familie) und Killerzell-immunoglobulin-dhnliche Rezeptoren (killer-cell
immunoglobulin-like receptors, KIR).

1.3.2.1 Die Natiirliche Zytotoxizitats-Rezeptoren (NCR)

Die NCR sind stimulatorische Rezeptoren, deren Expression auf NK-Zellen beschréankt
ist. Beim Menschen werden NKp30, NKp44 und NKp46 auf NK-Zellen exprimiert, die
Expression von NKp44 wird jedoch erst nach der Stimulation mit IL-2 hochreguliert
(Fuchs, et al 2005, Vitale, et al 1998). Studien haben gezeigt, dass eine
Zusammenarbeit der NCR fir die optimale Erkennung und Eliminierung der Zielzellen
von enormer Bedeutung ist (Augugliaro, et al 2003, Horton and Mathew 2015).

Fir NKp30 sind bis jetzt drei Liganden bekannt: HLA-B assoziiertes Transkript 3
(BAT3), was von Tumorzellen bei Stress ausgeschittet wird und direkt an NKp30
bindet (Pogge von Strandmann, et al 2007), B7-H6, was auf der Oberflache
verschiedener Tumorzellen exprimiert wird (Brandt, et a/ 2009, Pesce, et al 2015) und
pp65 Protein des humanen Zytomegalievirus (HCMV), dessen Bindung an NKp30 zur
Inhibierung der Zytotoxizitat fuhrt (Arnon, et al 2005). Fir NKp44 und NKp46 konnte
gezeigt werden, dass sie an virale Hamagglutinine von Influenza und Parainfluenza
binden (Mandelboim, et al 2001).

1.3.2.2 NKG2-Familie

NKG2 Rezeptoren, die zur C-Typ-Lektin Familie gehéren, werden auf NK-Zellen und
eine Subpopulation der zytotoxischen T-Zellen (CD8*) exprimiert. Sie besitzen sowohl
inhibitorische (NKG2A) als auch stimulatorische (NKG2C, -D und -E) Eigenschaften.
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Bis auf NKG2D bilden alle Heterodimere mit CD94 (Lazetic, et al 1996). NKG2A und
NKG2C binden an HLA-E Molekile (Borrego, et al 1998, Braud, et al 1998, Finton and
Strong 2012). HLA-E ist ein nicht klassisches HLA-Molekdl, das die Signalpeptide der
HLA-A, -B und -C prasentiert und dadurch die Expression der gesamten HLA Klasse-
| Molekiile wiedergibt. HLA-A, -B und -C gehéren zur HLA Klasse-I Genfamilie.

Der zytoplasmatische Teil von NKG2A tragt zwei ITIM-Motive (immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif), die die inhibitorische Signalkaskade aktivieren
(Houchins, et al 1991). Das stimulatorische Gegenstiick, NKG2C, ist ein DAP12-
assoziierter Rezeptor und bindet mit niedrigerer Affinitat ebenfalls an HLA-E (Vales-
Gomez, et al 1999). Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Frequenz der NKG2C+
NK-Zellen in HCMV-seropositiven Individuen ansteigt (Guma, et al 2004, Monsivais-
Urenda, et al 2010, Wagner and Fehniger 2016).

Im Gegensatz zu NKG2A und NKG2C bildet NKG2D Homodimere, die stressinduzierte
MHC Klasse-l-assoziierte Moleklle MICA/B (Major histocompatibility complex class |
chain-related, MIC) und ULBP1-6 (UL16 binding protein) binden und durch die
Assoziation mit DAP10 ein stimulatorisches Signal auslésen (Bauer, et al 1999,
Cerwenka and Lanier 2003, Cosman, et al 2001). NKG2D wirkt als eigenstandiger
stimulatorischer Rezeptor und die vermittelte Aktivierung der NK-Zellen kann die
gleichzeitige Inhibition durch inhibitorische Rezeptoren lberwiegen (Cerwenka and
Lanier 2003).

NKG2E, ein weiterer Rezeptor dieser Familie, bildet ebenfalls Heterodimere mit CD94,
bleibt jedoch intrazellular und wird nicht auf der Oberflache exprimiert (Orbelyan, et al
2014).

1.3.2.3 Killerzell-immunoglobulin-ahnliche Rezeptoren

Die Rezeptoren der KIR-Familie sind die wichtigsten Rezeptoren der NK-Zellen flr die
missing self-Erkennung und bestehen aus stimulatorischen und inhibitorischen
Rezeptoren. Diese werden von KIR-Genen kodiert, die im Leukozyten-Rezeptor-
Komplex (leukocyte receptor complex, LRC) auf Chromosom 19qg13.4 lokalisiert sind.
Bis heute sind 17 KIR-Gene identifiziert worden, darunter zwei Pseudogene
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(KIR2DP1, KIR3DP1). Es gibt insgesamt acht inhibitorische (KIR2DL1-3, KIR2DL5A-
B, KIR3DL1-3) und sechs stimulatorischen KIR (KIR2DS1-5, KIR3DS1). KIR2DL4
besitzt sowohl inhibitorische als auch stimulatorische Eigenschaften. Der Aufbau
einzelner KIR unterscheidet sich in der Anzahl der extrazellularen Domanen und der
Lange der zytoplasmatischen Kette. Sie kénnen entweder zwei (KIR2D) oder drei
(KIR3D) extrazellulare Immunglobulin-dhnliche Doméne besitzen. Inhibitorische KIR
werden mit einem ,L“ (engl. long) in der Nomenklatur gekennzeichnet und besitzen
eine lange zytoplasmatische Kette, die zwei tyrosinhaltige ITIM-Motive enthalten.
Diese kdnnen phosphoryliert werden und somit die inhibitorische Signalkaskade
aktivieren, was zu einer schnellen Deaktivierung der NK-Zellfunktionen fihrt (Moretta,
et al2001). Stimulatorische KIR besitzen hingegen eine kurze zytoplasmatische Kette
(gekennzeichnet als ,S“ engl. short) mit einer positiv geladenen Aminoséaure in der
Transmembranregion, die an das Adaptermolekil DAP12 mit aktivierenden ITAM-
Motiven (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) binden kann. Dadurch
werden die aktivierenden Signale weitergeleitet und die NK-Zellfunktion in Gang
gesetzt (Lanier 1998).

Die meisten inhibitorischen KIR erkennen die hochpolymorphen HLA Klasse-I
Molekule. Unter den drei klassischen HLA Klasse I-Proteinen HLA-A, -B und -C nimmt
HLA-C eine Sonderstellung ein, da nur im Fall von HLA-C alle bekannten Allotypen
auch Liganden der KIR darstellen und sich in zwei Ligandengruppen einteilen lassen:
HLA-C1 und HLA-C2 lassen sich durch die Aminosauren an Position 77 (C1: Serin,
C2: Asparagin) und 80 (C1: Asparagin, C2: Lysin) definieren. Sowohl KIR2DL1 als
auch KIR2DS1 besitzen HLA-C-Gruppe 2 (HLA-C2) als Ligand. HLA-C-Gruppe 1
(HLA-C1) reprasentieren die Liganden fir KIR2DL3, KIR2DS2 und KIR2DL2, letzterer
kann jedoch mit niedrigerer Affinitat auch an HLA-C2 binden. Die stimulatorischen KIR
der strukturell-homologen Rezeptorpaare KIR2DL1/S1 und KIR2DL2/L3/S2 binden an
den gleichen Ligand wie inhibitorische KIR, jedoch mit einer wesentlich geringeren
Affinitat (Biassoni, et al 1995, Vales-Gomez, et al2001). Bw4 wird von einem Teil der
HLA-A und HLA-B Allotypen exprimiert und stellt den Liganden fir KIR3DL1 dar.

Bei den KIR-Genen handelt es sich um ein stark polymorphes und polygenes System
(Uhrberg, et al 1997). Aufgrund An- bzw. Abwesenheit eines KIR-Gens lassen sich
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zwei Haplotyp-Gruppen, Haplotyp-Gruppe A und Haplotyp-Gruppe B definieren. Beide
Haplotyp-Gruppen besitzen die sogenannten framework-Gene, KIR2DL4, KIR3DL2,
KIR3DL3 und KIR3DP1, die in allen Individuen vorkommen (Uhrberg, et al 1997,
Wilson, et al 2000). Haplotyp-Gruppe A umfasst zusatzlich zu framework-Genen eine
begrenzte Anzahl von KIR-Genen mit nur einem stimulatorischen KIR, KIR2DS4, und
den inhibitorischen KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1 und dem Pseudogen KIR2DP1. Die
Haplotyp-Gruppe B ist wesentlich komplexer und beinhaltet eine variable Anzahl an
KIR-Genen. In einem diploiden Organismus werden zwei Haplotypen zu einem
Genotyp kombiniert und es entstehen dadurch homozygote AA-, BB- oder
heterozygote AB-Individuen. Der KIR-Genotyp AA besitzt alle KIR-Gene der Haplotyp-
Gruppe A. KIR-Genotyp AB-Individuen besitzen zusatzlich zu den Haplotyp A-Gene
mindestens ein Gen der Haplotyp-Gruppe B und beim Genotyp BB fehlt mindestens
ein Gen des Haplotyps A. Etwa 30% der kaukasischen Bevdlkerung sind homozygot
fir KIR-Haplotyp A (Hsu, et al 2002, Uhrberg, et al 2002).

Die Expression der KIR-Gene wird epigenetisch reguliert. Unter Epigenetik versteht
man vererbbare Gen-Modifikationen, die nicht auf Veranderungen der DNA-Sequenz
beruhen (Goldberg, et al 2007). Zu diesen Modifikationen zahlt auch die DNA-
Methylierung. Die Promotorregionen der KIR-Gene weisen eine hohe Dichte an CpG
Nukleotiden auf, die sogenannten CpG-Inseln, die die Zielsequenz fir DNA-
Methylierung darstellen. Die Promotoren von exprimierten KIR sind demethyliert und
im Gegensatz dazu die Promotoren von nicht exprimierten KIR methyliert (Santourlidis,
et al 2002). Andere epigenetische Regulationsmechanismen, wie Veranderungen der
Chromatinstruktur durch Histonmodifikationen, kénnen ebenfalls die Expression der
KIR-Gene beeinflussen (Santourlidis, et al 2008).

Die Verteilung des KIR ist klonal, was bedeutet, dass auf einzelnen Zelle verschiedene
Kombinationen von KIR exprimiert werden kdnnen. Diese Kombinationen werden als
KIR-Repertoire bezeichnet, welche von Zelle zu Zelle und auch in verschiedenen
Individuen unterschiedlich sind (Shilling, et al 2002, Valiante, et al 1997).
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1.3.3 Selbst-Toleranz der NK-Zellen

NK-Zellen tragen inhibitorische Rezeptoren, welche die Anwesenheit der HLA Klasse-
| Molekile erkennen. Da diese auf allen kernhaltigen Kdérperzellen exprimiert werden,
sind sie durch die Aktivierung der inhibitorischen Signalkaskade vor der Lyse durch die
NK-Zellen geschiitzt. Das Ganze bedeutet, dass jede NK-Zelle mindestens einen
inhibitorischen Rezeptor fir korpereigenes HLA Klasse-l exprimieren muss. Dies
wurde 1997 unter der ,at least one” Theorie zum ersten Mal beschrieben (Uhrberg, et
al 1997, Valiante, et al 1997) Neue Studien haben jedoch gezeigt, dass es eine
Population von NK-Zellen gibt, die keinen inhibitorischen Rezeptor fir kérpereigene
HLA Klasse-| exprimieren (Anfossi, et al 2006, Fernandez, et al 2005). Diese Zellen
besitzen einen funktionell eingeschrankten Phanotyp und sind hyporesponsiv. Die
Entstehung dieser hyporesponsiven Zellen wurde anhand der Lizensierungs-
Hypothese erklart. Diese besagt, dass die NK-Zellen fir die funktionale Entwicklung
neben den inhibitorischen Rezeptoren auch den entsprechenden HLA Klasse-I
Liganden bendtigen (Kim, et al 2005, Yokoyama and Kim 2006). Das bedeutet, dass
die NK-Zellen erst durch den Erwerb eines inhibitorischen Rezeptors fir kérpereigene
HLA Klasse-I Molekile funktional reif werden. Die Lizensierung bietet somit eine

Garantie fir Selbst-Toleranz und vermeidet Autoimmunreaktionen.

1.3.4 Entwicklung und Alterung von NK-Zellen

NK-Zellen entstehen im Menschen aus CD34* hamatopoietischen Stammzellen
(HSC). Jedoch ist die Entstehung aus lymphoiden oder myeloiden Vorlauferzellen
immer noch umstritten. Wahrend bereits gezeigt wurde, dass die NK-Zellen aus
lymphoiden Vorlauferzellen (CLP) entstehen (Kondo, et al 1997), gibt es auch Studien
Uber die Entstehung der NK-Zellen aus myeloiden Vorlauferzellen (CMP) (Perez, et al
2003).

Das Knochenmark gilt als primarer Ort fur die Entstehung von NK-Zellen (Caligiuri
2008, Colucci, et al 2003) und das Knochenmarkstroma spielt dabei eine wichtige

Rolle. Die Stromazellen exprimieren IL-15, was fir die NK-Zell Entwicklung und die
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Viabilitéat von reifen NK-Zellen entscheidend ist (Mrozek, et al 1996). Neben IL-15 sind
weitere Differenzierungsfaktoren wie Flt-3 oder IL-7 und auch der Zellkontakt zwischen
HSC und Endothelzellen in der Knochenmarknische von Bedeutung. Nach der
Entstehung im Knochenmark kénnen die NK-Zellen in verschiedene Organe wandern,
um sich weiter zu differenzieren.

Im Jahr 2006 haben Freud und Caligiuri finf aufeinanderfolgende Stadien der NK-
Zelldifferenzierung in Lymphknoten identifiziert (Freud, et al 2006). Nach diesem
Modell gelten die CD56™ Zellen als ausdifferenzierte Subpopulation der NK-Zellen,
die sich aus CD56"9" Zellen entwickeln. Mehrere Fakten unterstlitzen diese
Hypothese: CD569" Zellen sind die erste Subpopulation, die nach einer
Stammzelltransplantation im Blut erscheinen (Jacobs, et al 1992). Es ist auch gezeigt
worden, dass die CD56"19" NK-Zellen langere Telomere besitzen, was ein MaBstab
flr durchgeflihrte Zellteilungen ist (Romagnani, et al 2007). Nur CD569™ Zellen
exprimieren CD57, was ein Marker fir ausdifferenzierte Zellen ist. AuBerdem, sind
CD56*19"t NK-Zellen in der Lage, sich in vitro in Kokultur mit Gelenk-Fibroblasten zu
CD569™ Zellen zu entwickeln (Chan, et al 2007).

Die CD569™m NK-Zellen sind allerdings keine homogene Population und innerhalb
dieser Population gibt es ebenfalls Unterschiede im Differenzierungsstatus. Wahrend
der NK-Zelldifferenzierung wird erst NKG2A, gefolgt von KIR, auf der Oberflache
exprimiert. Daher gelten NKG2A'KIR* NK-Zellen, die wahrend der Differenzierung
NKG2A herunterreguliert haben, als terminal-differenzierte NK-Zellen (Beziat, et al
2010). Dabei ist KIR2DL4 der erste KIR, der in den NK-Zellen exprimiert wird, gefolgt
von KIR2DL3 und KIR2DL1 (Schonberg, et al 2011b). Das bedeutet, dass die
KIR2DL1* NK-Zellen einen héheren Reifegrad aufweisen als KIR2DL3* NK-Zellen.

NK-Zelldifferenzierung kann auch in vitro erfolgen. Miller et al. etablierte bereits 1999
ein System, bei dem die HSC aus Knochenmark zusammen mit murinen AFT024
Nahrzellen und in Anwesenheit von Faktoren wie IL-15, IL-7, IL-3, IL-2 und FIt3-Ligand
kokultiviert wurden (Miller, et al 1999). Durch die Verwendung der murinen
embryonalen Leberzelllinie EL-08 konnte dieses System verbessert und eine hdhere
Frequenz von KIR* NK-Zellen differenziert werden (McCullar, et al 2008). In unserem

Labor konnte dariiber hinaus ein Protokoll ohne murine akzessorische Zellen etabliert
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werden, bei dem stattdessen humane mesenchymale Stammzellen (MSC) eingesetzt
werden die aus Knochenmark isoliert wurden und eine Komponente der

Stammzellnische darstellen (Brands 2014).

Wahrend die Differenzierung von NK-Zellen intensiv beforscht wird, gibt es wenige
Erkenntnisse tber NK-Zellen im Rahmen der Alterung. Mehrere Studien zeigen, dass
es wahrend des Alterns zu einer Erhéhung der NK-Zellfrequenz kommen kann
(Borrego, et al 1999, Camous, et al 2012, Solana, et al 2006). Anderseits gibt es eine
Umverteilung der NK-Subpopulationen, so dass die Frequenz der CD56%™ NK-Zellen,
insbesondere der ausdifferenzieten CD57+ NK-Zellen erhdht ist. Trotz dieser
Erhdhung bleibt die Zytotoxizitdt der NK-Zellen im Alter unverandert (Kutza and
Murasko 1996).

1.3.5 NK-Zellen und hamatologische Erkrankungen

Zahlreiche Studien haben gezeigt dass NK-Zellen eine bedeutsame Rolle bei der
Kontrolle hamatologischen Tumoren spielen. Dieser Kontrollmechanismus gelingt
allerdings nicht immer. Der Grund dafir kann in zweierlei Hinsichten diskutiert werden.
Einerseits finden die Tumorzellen Wege, die Kontrolle des Immunsystems zu
unterlaufen, was als Immune escape bezeichnet wird. Die Tumorzellen sind in der
Lage, durch die Reduzierung der HLA Klasse-I-Expression der T-Zell-Kontrolle zu
entgehen (Demanet, et al 2004, Verheyden, et al 2009). Dieser Verlust macht
allerdings die Tumorzellen anfélliger gegentber einer Lyse durch die NK-Zellen. Es
gibt jedoch weitere Mechanismen, die den Tumorzellen den immune escape vor der
NK-Zellantwort ermdglichen. In diesem Kontext ist HLA-G relevant, ein nicht-
klassisches HLA Klasse-I Molekil, das als Ligand fur KIR2DL4 gilt und dessen
Expression auf Trophoblasten in der Plazenta wahrend der Schwangerschaft begrenzt
ist. HLA-G scheint fir der Toleranz der Mutter gegeniber dem Fotus eine wichtige
Rolle zu spielen. Eine erhdhte HLA-G-Expression auf leukdmischen Blasten ist in
Patienten mit AML (akute myeloide Leukdmie) und chronischer lymphatischer
Leukamie (CLL) beobachtet worden (Locafaro, et al2014, Maki, et al2008). Allerdings
wird die Bindung von KIR2DL4 an HLA-G in neuen Studien bezweifelt (Le Page, et al
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2014, Moradi, et al 2015). Des Weiteren kénnen Tumorzellen die Liganden fur
stimulatorische Rezeptoren, wie MICA und ULBPs (Liganden fir NKG2D)
herunterregulieren und dadurch die Aktivierung der NK-Zellen verhindern (Pende, et
al 2005). Einige Tumorzellen setzen zudem Iésliche MICA und ULBPs frei, die zum
Beispiel durch proteolytische Abspaltung entstehen. Diese kénnen dann die NKG2D
Rezeptoren auf der NK-Zellen blockieren, was zum Ausfall des stimulatorischen
Signals fihrt (Marcus, et al 2014, Salih, et al 2003).

Neben den Immune escape Mechanismen der Tumoren weisen andererseits die NK-
Zellen von hamatologisch-erkrankten Patienten ausgepragte phanotypische und
funktionale Defekte auf. In AML Patienten konnte eine verminderte Expression von
NKp30 und NKp46, sowie eine Hochregulierung des inhibitorischen Rezeptors NKG2A
nachgewiesen werden (Baier, et al 2013, Costello, et al 2002, Fauriat, et al 2007,
Sanchez-Correa, et al 2011, Stringaris, et al 2014). Die phanotypischen
Veranderungen waren begleitet von funktionalen Defizienzen, wie einer geringen
CD107-Degranulation und Zytotoxizitdt der NK-Zellen und ebenfalls niedrige
Produktion von TNF-a und IFN-y (Costello, et al 2002, Fauriat, et al 2007, Stringaris,
et al2014).

1.3.5.1 Das Myelodysplastische Syndrom

Das myelodysplastische Syndrom (MDS) umfasst eine heterogene Gruppe von
erworbenen klonalen Erkrankungen der hdmatopoietischen Stammzellen, die durch
eine ineffektive Hamatopoiese gekennzeichnet sind. Friher wurden diese
Erkrankungen auch als schleichende Leukamie oder Praleukdmie bezeichnet. Der
Begriff myelodysplastische Syndrome stammt aus dem Griechischen und ist eine
Kombination der Worte ,,myelos“ (Knochenmark) und ,dys plasein“ (schlecht gebildet)
und beschreibt die veranderten Vorlauferzellen im Knochenmark.

MDS gehért zu den haufigsten hdmatologischen Erkrankungen und tritt vorwiegend
bei alteren Menschen auf (Durchschnittsalter von 70 Jahren), jedoch kénnen auch
jungere Menschen und Kinder betroffen sein (Passmore, et al1995). Die Inzidenz einer

MDS-Diagnose liegt weltweit bei 4/100.000 Personen im Jahr, die mit zunehmendem
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Alter stark ansteigt und in der Altersklasse tGber 80 Jahren 50/100.000 im Jahr erreicht
(Neukirchen, et al 2011). Dabei sind Manner haufiger an MDS erkrankt als Frauen
(Germing, et al 2013).

Man unterscheidet zwischen der primaren und sekundaren MDS, auch Therapie-
assoziiertes MDS (t-MDS) genannt, die als Folge einer Chemo- oder Strahlentherapie
auftritt.

In den vergangenen Jahren wurden die phanotypischen und funktionalen Merkmale
der NK-Zellen in MDS-Patienten untersucht. Bereits im Jahr 1994 wurde die
verminderte Zytotoxizitat der NK-Zellen in MDS-Patienten beobachtet (Ogata, et al
1994). Diese Beobachtung wurde in den darauf folgenden Jahren von weiteren
Gruppen bestatigt (Carlsten, et al 2010, Epling-Burnette, et al 2007, Gleason, et al
2014, Kiladjian, et al 2006), jedoch ist die genaue Ursache flr die mangelhafte
Funktion der NK-Zellen noch nicht bekannt. Epling-Burnette et al. konnten einen
Zusammenhang zwischen der Zytotoxizitdt der NK-Zellen und einer verringerten
Expression von NKp30 und NKG2D nachweisen (Epling-Burnette, et al 2007).
Kiladjian et al. berichteten ebenfalls Uber eine geringe Zytotoxizitdt und IFN-y
Produktion, welche selbst nach IL-2 Stimulation unverandert blieb (Kiladjian, et al
2006). In diesen Studien wurden die NK-Zellen im PB untersucht und eine
Veranderung in Frequenz der NK-Zell-Population konnte nicht beobachtet werden.
Untersuchungen der NK-Zellen im Knochenmark der MDS-Patienten zeigten eine
verringerte Expression von DNAM-1 und NKG2D, was mit einer erhéhten Blastenzahl
assoziiert war (Carlsten, et al 2010).

Auf der Suche nach einer Methode zur Verbesserung der NK-Zellfunktion hat die
Arbeitsgruppe von J.S. Miller aus Minnesota, vor einigen Jahren einen bispezifischen
Antikérper entwickelt, der einerseits an CD16 der NK-Zellen und andererseits an
CD33, exprimiert auf den myeloiden Blasten, binden kann (CD16xCD33). Dadurch
konnte die Eliminierung der CD33* AML-Blasten durch NK-Zellen geférdert werden
(Gleason, et al 2012). Der Einsatz dieses Antikdrpers in MDS-Patienten zeigte
ebenfalls eine Steigerung der NK-Zellfunktion (Gleason, et al2014). Durch die Bindung
von CD16xCD33 an CD33* myeloide Suppressorzellen (myeloid-derived suppressor
cells, MDSC), die in MDS-Patienten erhdht vorhanden sind und bekanntlich die
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Funktion von NK-Zellen unterdriicken, konnte eine Verbesserung der NK-Zellfunktion
erreicht werden (Gleason, et al 2014, Hoechst, et al 2009, Li, et al 2009).

1.3.5.1.1 Pathogenese

Uber die Mechanismen, die zur Entstehung des MDS fiihren ist nach wie vor wenig
bekannt. In den meisten Fallen kann ein krankheitsausl6ésender Faktor nicht
identifiziert werden (Neukirchen, et al 2011) und die Krankheit gilt bis heute als
idiopathisch (unbekannte Ursache). Studien Uber die genetischen Aberrationen in
MDS haben gezeigt, dass die Abnormalitdt der HSC klonal ist und bis jetzt nicht
vollstandig geklart ist, ob auBer myeloiden Zellen noch die lymphoiden Zellen oder
Stroma-Zellen im Knochenmark zu dem malignen Klon gehéren. Es wird
angenommen, dass die Erkrankung mehrstufig (multistep) verlauft (Nolte and
Hofmann 2008). Der auslésende Faktor kann chemisch, genetisch (Mutationen) oder
Bestrahlungs-assoziiert sein. Eine Akkumulation dieser Faktoren kann den Zellzyklus
und die Transkription von Tumorsuppressoren beeinflussen und zur Expansion des
malignen MDS-Klons fiihren (Nolte and Hofmann 2008). In friihen Stadien des MDS
ist eine erhdhte Apoptose in HSC zu sehen, was mit vermehrter Expression der
Rezeptoren wie Fas und TRAIL assoziiert ist (Bouscary, et al 1997, Kerbauy and Deeg
2007, Sloand, et al 2002, Zang, et al 2001). In dieser Phase sind sowohl die normalen
als auch die abnormalen HSC aktiv und tragen beide zur Himatopoiese bei, was eine
leichte Reifungsstdérung zur Folge hat. Die gesteigerte Apoptose, begleitend von
Reifungsstérungen der HSC fiihrt zu verschiedenen peripheren Zytopenien. In
spateren Erkrankungsstadien ist die Apoptose vermindert, die Proliferation der HSC
erhdht und der maligne Klon dominiert. So kommt es zu schwerwiegenden
Reifungsstérungen, Uberschuss an Blasten (unreife Zellen) und schlieBlich zum

Ubergang in eine AML.

33



Einleitung

1.3.5.1.2 Diagnose

Bei meisten MDS-Patienten sind periphere Zytopenien einer oder mehrerer Zellreihen
und Dysplasie der hamatopoietischen Vorlauferzellen im Knochenmark, eventuell
begleitend mit einer Vermehrung von Blasten nachweisbar. 80-90% der Patienten
zeigen zum Zeitpunkt der Diagnose eine Anamie (Erythrozytopenie), 40% eine
Neutropenie (Verminderung der Neutrophilen) und 45% eine Thrombozytopenie
(Mangel an Thrombozyten) (Steensma and Bennett 2006). Diese Symptome kénnen
allerdings auch in anderen Erkrankungen vorkommen, so dass eine morphologische
Untersuchung des Blutes und des Knochenmarks, sowie die Anfertigung eines
Differenzialblutbildes fir die genaue Diagnose entscheidend sind. Weisen diese
Untersuchungen auf eine hamatologische Erkrankung hin, wird eine
Knochenmarkprobe aus dem Beckenkamm zytologisch und histologisch untersucht.
Bei etwa 50% der MDS-Patienten liegt eine chromosomale Aberration vor. Die
wesentlichen Aberrationen sind ein Verlust des langen Arms des Chromosom 5
(del(5q)), Verlust der Chromosomen 5 oder 7 und Trisomie 8.

1.3.5.1.3 Klassifikation

Das erste Klassifikationssystem der MDS war die FAB-Klassifikation, die 1982 von der
French-American-British Cooperation Group vorgeschlagen wurde. Dieses System
basierte auf zytomorphologischen Kriterien, medullarem und peripheren Blastenanteil
sowie der Monozytenzahl im Blut und war fast 20 Jahre lang das Standard System in
der MDS-Diagnostik. Diese Klassifikation unterteilt MDS in 5 Subtypen (Tabelle 1).

34



Einleitung

Tabelle 1: FAB-Klassifikation des MDS (Bennett, et al 1982)

Subtyp Abkiirzung Blastenanteil Blastenanteil
medullar peripher
Refraktare Anamie RA < 5% <1%
Refraktare Anamie mit RARS < 5% <1%

Ringsideroblasten

Refraktare Anamie mit RAEB 5-20% < 5%
Blastenlberschuss (excess blasts)

Refraktare Anamie mit RAEB-T 20-30% < 5%
Blastentberschuss in

Transformation

Chronische myelomonozytische CMML <20% <5%
Leuk&mie

Refraktare Anamie (RA) beschreibt eine Anamie, die nicht auf die Behandlungen mit
Eisen, Folsaure oder Vitamin B2 anspricht. RA unterschiedet sich von Refraktare
Anamie mit Ringsideroblasten (RARS) durch das Vorhandensein von mindestens 15%
Ringsideroblasten im Knochenmark. Ringsideroblasten sind die Erythroblasten
(Erythrozyten-Vorlauferzellen), die perinukledr angeordnete, eisenbeladene Granula
enthalten, bei denen es sich um ferritinhaltige Mitochondrien handelt. Diese beiden
Subtypen stellen friihe Stadien des MDS mit niedrigem Blastenanteil im Blut und im
Knochenmark dar. Die mediane Uberlebenszeit ist verglichen mit anderen Subtypen
héher (32 Monate bei RA, 42 Monate bei RARS). Die Subtypen Refraktare Anamie mit
Blastentberschuss (RAEB) und Refraktare Anamie mit BlastenUberschuss in
Transformation (RAEB-T) sind durch einen erhdhten Blastenanteil im Knochenmark
(5-20% bei RAEB und 20-30% bei RAEB-T) gekennzeichnet und zahlen zu den

fortgeschrittenen Stadien des MDS. Die Lebenserwartung ist hier deutlich geringer (12
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Monate bei RAEB und 5 Monate bei RAEB-T) und es besteht ein hohes Risiko zum
Ubergang in eine AML (44% bei RAEB und 66% bei RAEB-T). Bei der RAEB-T kénnen
sogar bereits Auerstabchen, kleine stabchenférmige Granula als charakteristisches
Merkmal der AML, auftreten (L6ffler H 2004). Der letzte definierte Subtyp in der FAB-
Klassifikation ist Chronische myelomonozytische Leukamie (CMML) und beschreibt
ein RAEB mit vermehrter Monozytenzahl. Die Lebenserwartung betragt 20 Monate und

eine 14%ige Wahrscheinlichkeit, eine AML zu entwickeln.

Im Laufe der Zeit zeigte sich, dass es Patienten gibt, die mit Hilfe des FAB-Systems
nicht klassifiziert werden koénnen. Im Jahr 1999 wurde ein Uberarbeitetes
Klassifikationssystem durch eine Arbeitsgruppe der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) vorgeschlagen (Harris, et al 1999). Dieses beriicksichtigt die Anzahl der
betroffenen Zellreihen, die mikroskopischen Befunde aus Blut und Knochenmark und
die chromosomalen Aberrationen (Harris, et al 1999). Im Jahr 2007 wurden einige
Neuerungen beschlossen und so entstand eine neue Unterteilung die in Tabelle 2
dargestellt ist.

Nach der WHO-Klassifikation gilt das 5g-Syndrom als eigenstandiger Subtyp. RAEB-
T wurde abgeschafft und zu AML zugeordnet. Neue Subtypen wie Refraktare
Zytopenie mit multilinedren Dysplasien (RCMD), unklassifizierte MDS (MDS-U) und
Refraktare Zytopenie mit unilinearer Dysplasie (RCUD), welche aus RA, Refraktare
Neutropenie (RN) und Refraktare Thrombozytopenie (RT) bestehen, sind eingefihrt
worden. Weiterhin werden die FAB-Subtypen RAEB und CMML in zwei Untergruppen,
abhangig vom Blastenanteil im Knochenmark und im Blut, aufgeteilt.
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Tabelle 2: WHO-Klassifikation des MDS (Vardiman, et al 2009)

Merkmale im

Subtyp Abk. Merkmale im Blut Knochenmark
Uni- oder Bizvtopenie normale oder vermehrte
59-Syndrom del(5q) o ylop Megakaryozyten, <5%
<1% Blasten
Blasten
Refraktare Zytopenie mit Uni- oder Bizytopenie Unilinedre Dysplasien
i . RCUD
unilineérer Dysplasie <1% Blasten <5% Blasten
. _ Uni- oder Bizytopenie Dyserythropoiese
a) Refraktare Anamie RA <1% Blasten <5% Blasten
.. . Uni- oder Bizytopenie Dysmegakaryopoiese
b) Refraktare Thrombozytopenie RT <1% Blasten <5% Blasten
" . Uni- oder Bizytopenie Dysgranulopoiese
c) Refraktéare Neutropenie RN <1% Blasten <5, Blasten
Refraktare Anamie mit Anamie keine Dyserythropoiese
Ringsideroblasten RARS Blasten <5% Blasten
15% Ringsideroblasten
Refraktare Zytopenie mit RCMD Bi- oder Panzytopenie Dysplasien in 2-3 Linien,
multilinearen Dysplasien <1% Blasten <5% Blasten
Refraktare Zytopenie mit RCMD- Bi- oder Panzytopenie DyspIan:n in 2-3 Linien,
Ringsideroblasten RS <1% Blasten <5% Blasten
15% Ringsideroblasten
.. . Uni- bis Panzytopenie Dysplasien in 2-3 Linien,
gleaf Srta:rt]a[l]rbeefsr;ahr:ées rl'mt RAEB | keine Auerstabchen 5-9% Blasten
<5% Blasten keine Auerstébchen
.. . Uni- bis Panzytopenie Dysplasien in 2-3 Linien
hefrakiare Anamie mit RAEBII |  Auerstabchen +/- 10-19% Blasten,
5-19% Blasten Auerstdbchen +/-
Dysplasien in <10% der
s ) Uni- bis Panzytopenie Zellen mind. 1 Zellreihe,
unklassifizierte MDS MDS-U <1% Blasten keine Auerstabchen,
<5% Blasten
: . Uni- bis Panzytopenie Dysplasien in 1-3 Linien
chronische myelomonozytére o oder genet. oder mol.
. CMML | <5% Blasten o
Leukamie | >1*103 Monozvten / uil. Klonalitdsbefund,
y H <10% Blasten
_ . Dysplasien in 1-3 Linien
Chronische myelomonozytére Uni blsoPanzytopeme oder genet. oder mol.
. CMML I 5-9% Blasten o
Leukamie Il >1*10% Monozvten / uil. Klonalitdsbefund,
ylen/ 10-19% Blasten
Refraktare Andmie mit Anamie, Dyserythropoiese
Ringsideroblasten mit RARS-T Thrombozytose, <5% Blasten

Thrombozytose

keine Blasten

15% Ringsideroblasten
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1.3.5.1.4 Prognose

Unter  Berlcksichtigung  verschiedener  Klinischer,  morphologischer  und
zytogenetischer Parameter, wie Blastenanteil im Blut und Knochenmark, Ausmalf3 der
Dysplasien und Karyotyp, werden die Patienten Risikogruppen zugeteilt. Das
internationale Prognosesystem (/nternational Prognostic Scoring System, IPSS)
gehdrt zu den meist genutzten Systemen. Hierbei werden drei Risikomerkmale in der
Bewertung berlcksichtigt, was zu einer Verteilung auf vier Risikogruppen fuhrt (siehe

Tabelle 3, Tabelle 4).

Tabelle 3: Berechnungsgrundlagen des IPSS

Score 0 0,5 1 1,5 2
% Blasten im Knochenmark 0-4 5-10 - 11-20 21-29
Anzahl der Zytopenien 0-1 2-3 0 - -
Zytogenetische Risikogruppe gut intermediar | schlecht - -

Tabelle 4: Risikogruppen nach IPSS (Greenberg, et al 1997)

Score Risikogruppe mediane Uberlebenszeit | Zeit bis AML-Entwicklung
0 Niedrigrisiko (low) 68 Monate 113 Monate
0,5-1 Intermeoziliﬁf Risiko | 42 Monate 40 Monate
1,5-2 Intermed(iﬁ:gs) Risiko |l 14 Monate 13 Monate
225 Hochrisiko (high) 5 Monate 2 Monate

Aus therapeutischer Sicht werden die Risikogruppen ,niedrig“ und ,intermediar | als
niedrigrisiko-MDS und ,intermediar II“ und ,hoch® als hochrisiko-MDS bezeichnet.
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1.3.5.1.5 Therapie

Die Behandlung des MDS hangt von viele Faktoren wie Risikogruppe, Patientenalter
und klinischem Zustand ab. Bei Niedrigrisiko-MDS ist die Anamie die haufigste
Therapieindikation. Das Ziel der Therapie ist die Aufrechterhaltung der Lebensqualitat,
die sich auf unterstiitzende MaBnahmen wie Transfusionen von Erythrozyten- und
Thrombozytenkonzentraten konzentriert. Bei Patienten mit hohem Transfusionsbedarf
steigt der Eisengehalt im Ko&rper an und kann zur Beeintrachtigung vieler
Organfunktionen fihren. Daher missen diese Patienten Medikamente bekommen, die
das Eisen binden und Uber die Niere ausscheiden lassen (Eisenchelatoren). Die
Anwendung verschiedener hamatopoietischer Wachstumsfaktoren wie G-CSF und
des Erythropoiese-stimulierenden-Faktors Erythropoietin (Epo) haben sich in den
letzten Jahren durchgesetzt und stellen mittlerweile RoutinemaBnahmen zur
Behandlung von Niedrigrisiko-MDS dar. Diese Faktoren stimulieren die gesunden
Stammzellen im Knochenmark, was zur Produktion von reifen Blutzellen fihrt. Der
Einsatz immunmodulatorischer Substanzen, wie Lenalidomid, ist eine alternative
Therapiemdéglichkeit.

Bei hochrisiko-MDS gilt die allogene Stammzelltransplantation (SZT) als einzig
kuratives Therapieverfahren. Dabei handelt es sich um die Ubertragung der
Stammzellen aus Knochenmark, Nabelschnurblut oder PB (Apheresat) von einem
gesunden Spender in den Patient. Bei Patienten, die fiir eine allogene SZT nicht in
Frage kommen, existieren alternative Therapieformen wie Chemotherapie oder
Zugabe von DNA-Methylteransferase Inhibitoren wie 5-Azacytidin oder einem Histon-
deacetylase-Inhibitor (HDACI) (Cameron, et al 1999, Christman 2002, Raj and Mufti
2006).
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1.4 Ziele der Arbeit

MDS sind eine Reihe hamatologischer Erkrankungen, die durch ineffektive
Hamatopoiese in einer oder mehreren myeloiden Linien gekennzeichnet werden. Die
NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Eliminierung von entarteten Blutzellen.
Es ist bekannt, dass die NK-Zellen in MDS-Patienten funktional beeintrachtigt sind,
jedoch sind die biologischen Mechanismen, die diesen Verdnderungen zugrunde
liegen, bleiben weiterhin unklar. Im Rahmen dieser Arbeit sollen die phanotypische
und funktionale Charakteristik der NK-Zellen in MDS-Patienten und altersgleichen
gesunden Spendern untersucht werden. Dabei soll die NK-Zellfunktion durch Analysen
der zytotoxischen Molekille Perforin und Granzym B innerhalb der Granula in
Kombination mit einem CD107-Degranulationsassay, einem Zytotoxizitdtsassay und
der intrazellularen IFN-y Produktion bestimmt werden. Diese funktionalen Analysen
sollen mittels Durchflusszytometrie mit der Expression verschiedener NK-
Zellrezeptoren Kkorreliert werden. Zusatzlich soll anhand der im Labor bereits
etablierten Methode der in vitro NK-Zelldifferenzierung aus hamatopoietischen
Vorlauferzellen untersucht werden, ob sich die CD34* HSC von MDS-Patienten in
vitro, in Gegenwart von Zytokinen und Stromazellen, zu NK-Zellen entwickeln lassen.
Zum Schluss soll mittels FISH-Analysen bestimmt werden, ob neben den myeloiden
Linien auch lymphoide Linien, im speziellen die NK-Zellen der MDS-Patienten, Teil des

malignen Klons sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

Antikorper
CDs3

CD16

CD19
CD34
CD38
CD56

CD57
CDe2L
CD107

CD158a,h
(KIR2DL1/S1)

Konjug

APC-
ECD
PE-Cy5
PE-Cy5
PE-Cy7
FITC
PE
FITC
PE
PE-Cy5
APC
PE
PE-Cy5
PE-Cy7
PE-
FITC
PE-
FITC
PE-Cy5
FITC
PE

Klon

UCHT1
UCHT1
UCHT1
UCHT1
UCHT1
3G8

3G8
HIB19
581
LS198-4-3
N901
N901
N901
HCD56
REA-196
HCD57
DREG56
H4A3
H4A3
HP-MA4
EB6B

Isotyp

lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1

lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1

Firma

Biolegend
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Beckman Coulter
Biolegend
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Biolegend
Miltenyi Biotech
Biolegend
Beckman Coulter
BD Pharmingen
BD Pharmingen
Biolegend
Beckman Coulter
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CD158b1,b2,j PE-Cy5 | GL183 lgG1 Beckman Coulter
(KIR2DL2/3/S2) PE-Cy7 GL183 lgG1 Beckman Coulter
CD158e1,e2 FITC 227 lgG1 Beckman Coulter
(KIR3DL1/S1) APC 227 lgG1 Beckman Coulter
CD158e1 FITC DX9 lgG1 Biolegend
CD159a (NKG2A) ' PE Z199 lgG2b | Beckman Coulter
CD314 (NKG2D) PE 1D11 lgG1 Biolegend
CD337 (NKp30) PE Z25 lgG1 Beckman Coulter
Granzym B FITC GB11 lgG1 Biolegend

IFN-y FITC B27 lgG1 Biolegend
Lineage cocktail 1 | FITC CD3, Klon SK7 BD Pharmingen

CD16, Klon 3G8
CD19, Klon SJ25C+1
CD20, Klon L27
CD14, Klon M@P9
CD56, Klon NCAM16.2

Perforin PE dG9 lgG2b | Biolegend

2.1.2 Chemikalien

Produktgruppe Produkt Firma
DNA Isolation, PCR, Agarose Peqglab
Gelelektrophorese Aqua dest fischar/Braun

Borsaure Roth

DNA Leiter, 100 bp Invitrogen
dNTPs Peqglab

EDTA Roth

Ethanol 70% Roth
Ethidiumbromid Roth

HotstarTag DNA-Polymerase Qiagen
Ladepuffer (10x) Thermo scientific
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Antikdrpermarkierung

Zellkultur

Zytokine

Polymerase-Puffer (10x)
Tris-Base

Albumin Fraktion V, proteasefrei
DPBS

Fixation Solution

humanes Albumin

Intracellular Staining Perm Wash

Propidium lodid

Ascorbinsaure (20 mg/ml)
Biocoll Separating Solution
DMEM  4,5g/I D-Glucose
DMSO

Ethanolamin (50uM)

Fotales Bovines Serum (FBS)
HAM’'s F12

humanes AB Serum "off the clot"
L-Glutamin

Lyse-Puffer (isotone

Ammoniumchlorid Lésung)
Monensin (GolgiStop)

Penicillin/Streptomycin
RPMI 1640
Sodium-Selenit (50ug/l)
B-Mercaptoethanol (24 uM)
Trypsin 0,5%

Flt-3

IL-2 (Proleukin)

IL-3

IL-7

IL-15

SCF

Qiagen

Roth

Roth

Lonza
Biolegend
octapharma
Biolegend
Biolegend
Sigma-Aldrich
Merck Millipore
Gibco

Santa Cruz
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck
Gibco/Thermo

Fisher Scientific
UKD

BD

Gibco

Lonza
Sigma-Aldrich
Gibco

Gibco

Miltenyi Biotec
Novartis
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
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2.1.3 Medien und Puffer

Medium
Standardmedium

Einfriermedium

NK-Medium

K562-Medium

NK1-Medium (bis Tag 7)

NK2-Medium (ab Tag 7)

Zusammensetzung
RPMI 1640

10% FBS

1% Penicillin/Streptomycin
(10.000U/mI/10.000 pg/ml)
45% Standardmedium
45% FBS

10% DMSO
Standardmedium

5% Humanes AB Serum (hitzeinaktiviert)
1000 U/ml IL-2

DMEM (4,5¢g/I D-Glucose)
10% FBS

1% Penicillin/Streptomycin

(10.000U/mI/10.000 pg/ml)
27,5 ml DMEM (4,5¢g/I D-Glucose)

12,5 ml HAM’s F12

10 ml Humanes AB Serum
50 pumol/ml Ethanolamin

50 pg/ml Natriumselenit

24 uM B-Mercaptoethanol
500 pl Penicilin/Streptomycin
1000 U/ml IL-2

5 ng/ml IL-3

20 ng/ml IL-7

10 ng/ml FIt3-Ligand

20 ng/ml SCF

30 ml DMEM (4,5¢g/I D-Glucose)
15 ml HAM’s F12
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Farbepuffer fir Durchflusszytometrie

MACS Puffer

TBE-Puffer

2.1.4 Kits

Kit
FITC Annexin V Apoptose Kit mit 7-AAD
CD3 MicroBeads, human
QlAamp DNA Blood Mini Kit
Vybrant® CFDA SE Cell Tracer Kit

5 ml Humanes AB Serum

50 pmol/ml Ethanolamin

50 pg/ml Natriumselenit

24 uM B-Mercaptoethanol
500 pul Penicilin/Streptomycin
1000 U/ml IL-2

10 ng/ml IL-15

20 ng/ml IL-7

10 ng/ml FIt3-Ligand

20 ng/ml SCF

500 mI DPBS

2mM EDTA

0,5% BSA (Albumin Fraktion V)
500 ml DPBS

2mM EDTA

5 ml Humanes Albumin
107,8 g Tris-Base

55 g Borsaure

8,29 EDTA

1 L Aqua dest.

Firma
Biolegend

Miltenyi
Qiagen

Thermo Fisher Scientific
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2.1.5 Primer

Primer fir die KIR-Typisierung nach (Ordonez, et al 2012)

KIR
KIR2DL1
KIR2DL2
KIR2DL3
KIR2DLS
KIR3DL1

KIR3DL2
KIR2DS1

KIR2DS2
KIR2DS3
KIR2DS4
KIR2DS5
KIR3DS1

Sense

Antisense

GTTGGTCAGATGTCATGTTTGAA | CCTGCCAGGTCTTGCG

AAACCTTCTCTCTCAGCCCA
AGACCCTCAGGAGGTGA
ATCTATCCAGGGAGGGGAG
CCATyGGTCCCATGATGCT
TCCATCGGTCCCATGATGTT
CATGAACGTAGGCTCCG
TCTCCATCAGTCGCATGAG
TCTCCATCAGTCGCATGAA
TGCACAGAGAGGGGAAGTA
CTTGTCCTGCAGCTCCT
GGTTCAGGCAGGAGAGAAT
AGAGAGGGGACGTTTAACC
CATCGGTTCCATGATGCG
CATCAGTTCCATGATGCG

2.1.6 Gerate

Gerat

Binokular Mikroskop

Bestrahlungsgerat RS225

Brutschrank
Cell Dyn 3500R

Durchflusszytometer Canto |

Durchflusszytometer CyAn ADP

GCCCTGCAGAGAACCTACA

CAGGAGACAACTTTGGATCA

CATAGGGTGAGTCATGGAG
CCACGATGTCCAGGGGA

GACCACACGCAGGGCAG
GGTCACTGGGAGCTGAC

CCCTGCAAGGTCTTGCA
GCATCTGTAGGTTCCTCCT
CTGGAATGTTCCGTKGATG
CTGATAGGGGGAGTGAGT
CCACGATGTCCAGGGGA

Firma
Zeiss
GULMAY Incorporated
Binder
Abbott Laboratories
BD

Beckman Coulter

Lange
142
142
156
147

108/109

131
96

110
158
133/111
147
107
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Sorter MoFlo XDP Beckman Coulter
Thermocycler GeneAmp PCR System Applied Biosystems

2.1.7 Software

Programm Firma
BD FACS Diva BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Endnote X7 Thomson Reuters, USA
GraphPad Prism 5 Graphpad Software, USA

Kaluza Analysis Software 1.5a | Beckman Coulter, Krefeld, Detuschland

Microsoft Office 2013 Microsoft Deutschland GmbH, Stuttgart,
Detuschland
Summit Beckman Coulter, Krefeld, Detuschland
2.1.8 Zellen
Zellen Ursprung

Primare Zellen | PBMC von MDS-Patienten

PBMC von altersgleichen

gesunden Spendern

PBMC aus ,buffy coat*

Zelllinien K562 Blut einer Patientin mit chronischer

myeloider Leukamie

EL-08 Murine Embryonale Leberzelllinie

MSC Péadiatrische mesenchymale

Stammzellen
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Die Blut-Proben der MDS-Patienten wurden von der Klinik fir Himatologie, Onkologie
und Klinischer Immunologie der Uniklinik Dasseldorf unter der Leitung von Herrn Prof.
Dr. med. Rainer Haas bereitgestellt. Die Blut-Proben von altersgleichen gesunden
Spendern wurden von freiwilligen Spendern zur Verfligung gestellt. Buffy coats wurden
von DRK Blutspendedienst BaWi Hessen und teilweise von der Blutbank der Uniklinik

DuUsseldorf bereitgestellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von mononuklearen Zellen aus peripherem Blut

Die mononukleéren Zellen aus peripherem Blut (PBMCs) von Patienten und gesunden
Spendern wurden spatestens 24 Stunden nach der Blutentnahme mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert.

Zunachst wurde das Blut im Verhéltnis 1:2 mit PBS-EDTA verdlinnt, langsam in einem
50 ml Réhrchen auf 15 ml Ficoll geschichtet und fir 20 min bei 900 g ohne Bremse
und 21°C zentrifugiert. Ficoll besitzt eine gréBere Dichte (1,077 g/ml) als Lymphozyten
und Monozyten und eine geringere Dichte als Erythrozyten und Granulozyten. Nach
der Zentrifugation besteht die oberste Schicht aus Blutplasma und Thrombozyten.
Zwischen der obersten Schicht und der Ficoll-Schicht befindet sich eine weil3e
Interphase bestehend aus Lymphozyten und Monozyten. Die Erythrozyten und
Granulozyten bilden das Pellet. Die Interphase wurde vorsichtig abgenommen und
zwei Mal mit PBS gewaschen (10 min, 300 g, 4°C).

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Aus der Zellsuspension wurden 20 pl abgenommen und im Verhaltnis 1:1 mit
Trypanblau gemischt. Aus dieser Mischung wurden 20 pl in eine Neubauerzahlkammer
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pipettiert und am Lichtmikroskop gezahlt. Trypanblau kann die permeable Membran
toter Zellen durchdringen und sie blau farben. Gezahlt wurden die lebenden Zellen in
allen vier groBen Quadraten. Die Zellzahl wurde anhand folgender Formel berechnet:

Zellzahl/ml = mittlere Zahl pro Quadrat x Verdinnungsfaktor x 104

2.2.3 Einfrieren von Zellen

PBMC von Patienten und gesunden Spendern wurden direkt nach der Isolation
eingefroren. Daflir wurden die Zellen mit Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. DMSO
verhindert die Kristallbildung wahrend des Einfrierprozesses, da dies die Zellen
mechanisch zerstéren wirde. Die toxischen Eigenschaften von DMSO erfordern
zugiges Arbeiten mit vorgekihlten Medien.

Die Zellen wurden in einer Konzentration von maximal 1*107 Zellen/ml in kaltem
Einfriermedium ohne DMSO aufgenommen. Je 500 pl der Zellsuspension wurden in
Einfrierréhrchen Gberfihrt und mit 500 pl Einfriermedium mit 20% DMSO versetzt.
Dadurch ergab sich eine Endkonzentration von 10% DMSO. Die Einfrierréhrchen
wurden zwei Tage bei -80°C gelagert und anschlieBend zur dauerhaften Lagerung in
-196°C flussigen Stickstoff Uberflhrt.

2.2.4 Auftauen von Zellen

Auch beim Auftauen von Zellen ist rasches Arbeitstempo erforderlich um den toxischen
Effekt des DMSO auf die Zellen zu minimieren.

Ein 15 ml Réhrchen aufgefiillt mit FBS-haltigem Standardmedium wurde bereitgestellt.
Einfrierrhrchen wurden im 37°C warmen Wasserbad erwarmt und vor dem
vollstandigen Auftauen (Eisklumpen war noch zu sehen) in das vorbereitete R6hrchen
dberfihrt. Dann wurde die Zellsuspension bei 4°C, 300 g fur 10 min abzentrifugiert.
Die Zellen wurden ein zweites Mal mit PBS gewaschen und das Pellet wurde
anschlieBend in dem gewtiinschten Medium/Puffer resuspendiert.
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2.2.5 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kbnnen verschiedene Eigenschaften von Zellen wie
Granularitdt und GroBe, aber auch vor allem Fluoreszenzeigenschaften bestimmt
werden. Daflr missen die Zellen mit Antikbrpern markiert werden, die mit einem
Fluorophor gekoppelt sind. Bei der Messung werden die Zellen vereinzelt durch eine
Kapillare gesaugt und passieren Laser mit verschiedenen Anregungswellenlangen, die
die antikdrpergekoppelte Fluorophore anregen. Die von den Fluorophoren
aufgenommene Energie wird in Form von Licht definierter Wellenlange emittiert und
von Detektoren gemessen. Zusatzlich zu den Fluoreszenzen wird das Streulicht
detektiert. Das Vorwartsstreulicht ist ein Maf3 fir die GréBe und das Seitwartsstreulicht

bestimmt die Granularitat der Zelle.

2.2.5.1 Extrazellulare Antikorperfarbung

2*10° — 1*108 Zellen wurden in 200 ul Farbepuffer aufgenommen und in einem
Polypropylen-Rundbodenréhrchen Uberfahrt. Die Antikbrper far die
Oberflachenproteine wurden hinzugegeben und fir 20 min bei 4°C lichtgeschitzt
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Farbepuffer gewaschen (10 min, 300g,

4°C) und durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.5.2 Intrazellulare Antikorperfarbung

Die extrazellulare Farbung der Oberflachenproteine wurde wie bereits beschrieben
durchgefuhrt (siehe 2.2.5.1). Als nachstes wurden die Zellen mit Fixation Buffer
versetzt und fir 20 min bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen mit Intracellular Staining
Perm Wash (1x, mit destilliertem Wasser verdinnt) wurden die Antikérper flr
intrazellulare Proteine zugegeben und 30 min bei 4°C lichtgeschltzt inkubiert. Die
Zellen wurden anschlieBend einmal mit Intracellular Staining Perm Wash (1x) und

einmal mit PBS gewaschen (300g, 7 min, 4°C).
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2.2.6 Funktionale Analyse der NK-Zellen

2.2.6.1 CD107a-Degranulationsassay

CD107a (LAMP-1, Lysosomen assoziiertes Membran-Protein 1) ist ein Marker fur die
Aktivitat der NK-Zellen, der sich in ruhenden Zellen auf der Innenseite der Granula
befindet. Die Stimulation der NK-Zelle durch eine Zielzelle verursacht eine
Verschmelzung der Granula mit der Plasmamembran, woraufhin die CD107a Molekile
auf die Zelloberflache gelangen, wo sie mit spezifischen Antikbrpern markiert und

durchflusszytometrisch analysiert werden kénnen.

Fir den Assay wurden die PBMC 16 Std. in einer Konzentration von 1*10%/ml in NK-
Medium (siehe 2.1.3) kultiviert. Als Zielzelle wurde die HLA-Klasse |-negative K562
Zelllinie verwendet. Die PBMC und K562 Zellen wurden geerntet und deren Zellzahl
bestimmt. Die Zellen wurden jeweils in einer Konzentration von 1*107 Zellen/ml in NK-
Medium aufgenommen. AnschlieBend wurden sie zusammen im Verhaltnis 10:1 in ein
Well einer 96-wellplatte (Rundboden) mit bereits vorpipettiertem Antikérper gegen
CD107, kultiviert (1*107 PBMC + 1*108 K562). In einem weiteren Well wurden PBMC
ohne Zielzellen pipettiert, um die spontane (zielzellunspezifische) Degranulation der
NK-Zellen zu messen. Nach einer Stunde Inkubation (37°C, 5% CQO2) wurde Monensin
zugegeben. Monensin blockiert den Golgi-Proteintransport und verhindert dadurch die
Wiederinternalisierung der CD107 Molekule. Nach weiteren finf Stunden Inkubation
wurden die Zellen geerntet, mit weiteren Antikérpern gefarbt und

durchflusszytometrisch analysiert (Siehe 2.2.5.1 und 2.2.5.2).

2.2.6.2 CFSE-Zytotoxizitatsassay

Mit diesem Assay kann bestimmt werden, wie effizient die NK-Zellen ihre Zielzellen
abtéten kdénnen. Zuerst wurden die HLA-Klasse | negativen K562 Zellen (Zielzellen)
mit CFDA-SE (Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) 15 min bei 37°C

inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit PBS + 20% FBS gewaschen
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(300g, 7 min, 21°C) und mit einer Konzentration von 1*107 Zellen/ml in NK-Medium
aufgenommen. CFDA-SE wird dabei von den Zellen aufgenommen und dort von
intrazellularen Esterasen zu fluoreszierendem CFSE (Carboxyfluorescein succinimidy!
ester) prozessiert. Die mit IL-2 stimulierten PBMCs (16 Std. Inkubation in NK-Medium)
wurden geerntet, gezahlt und ebenfalls mit einer Konzentration von 1*107 Zellen/ml in
NK-Medium resuspendiert. AnschlieBend wurden die PBMCs und K562 Zellen im
Verhéaltnis 10:1 (1*107 PBMC + 1*108 K562) in ein Well einer 96-wellplatte
(Rundboden) fir finf Stunden bei 37°C, 5% CO:2 kultiviert. Nachfolgend wurden die
Zellen geerntet, mit PBS gewaschen (300g, 7 min, 21°C) und mit Propidium lodid (PI)
versetzt. Propidium lodid ist ein fluoreszierender DNA-Farbstoff, der die perforierte
Membran toter Zellen durchdringen kann. Im Durchflusszytometer wurde die Frequenz
der CFSE*PI* Zellen bestimmt. Diese Zellen stellen K562 Zellen dar, die wahrend des
Assays getdtet wurden. Um die spontane Lyse der K562 zu bestimmen wurden die
K562 Zellen ohne PBMC kultiviert. Die spezifische Lyse wurde nach folgender Formel
berechnet:

spezifische Lyse (%) = experimentelle Lyse — spontane Lyse

2.2.6.3 IFN-y Produktion

Dieses Assay diente dem Nachweis von IFN-y, welches nach der Inkubation mit K562
Zellen in den NK-Zellen (IL-2 stimuliert) produziert wird und intrazellular detektiert
werden kann. Der Assay wurde wie der bereits beschriebene CD107-
Degranulationsassay (2.2.6.1) durchgefthrt. Anstatt Monensin wurde Brefeldin A
zugegeben. Brefeldin A inhibiert die Protein-Sekretion zwischen dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) und dem Golgi Apparat. Nach weiteren finf
Stunden Inkubation wurde eine extrazellulare Farbung der Oberflachenmarker und
anschlieBend intrazellulare Farbung mit Antikbrper gegen IFN-y durchgeflhrt.
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2.2.7 Zellsortierung

2.2.7.1 Magnetische Zellsortierung

Die MACS Technologie (Magnetic Activated Cell Sorting) ist eine Methode zur
Isolierung von bestimmten Zellpopulationen aus einem Zellgemisch, die von der Firma
Miltenyi Biotec entwickelt worden ist. Daflir werden die MACS Microbeads und
ferromagnetische Trenns&ulen benétigt. Bei den Microbeads handelt es sich um kleine
magnetische Kugelchen, die an monoklonale Antikérper gebunden sind. So werden
die Zellen, die einen bestimmten Marker auf der Oberflache aufweisen, magnetisch
markiert. Bei der Ubertragung des Zellgemischs auf die Trennsiule bleiben die
markierten Zellen in der Saule, wahrend die unmarkierten Zellen die Saule passieren.
Es gibt zwei verschiedene Mdglichkeiten der Trennung: die Positivselektion, bei der
die gewlnschten Zellen mit den Microbeads markiert werden und Negativselektion
oder auch Depletion, wo die markierten Zellen in der Saule zuriickgehalten werden

und die aufgereinigten, unmarkierten Zellen von Interesse die Saule passieren.

In dieser Arbeit wurden CD3-Microbeads verwendet, um die T-Zellen aus der PBMC
zu entfernen. Bis zu 1*107 Zellen wurden in 80 ul MACS-Puffer aufgenommen, 20 pl
CD3 Microbeads zugegeben und fir 15 Min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen mit MACS-Puffer gewaschen (300g, 7 min, 4°C), in 500 pl Puffer
aufgenommen und auf der Trennsdule (im magnetischen Feld) gegeben.
Durchgelaufene Zellen (Eluat) wurden in einem Réhrchen aufgesammelt, gezahlt und

deren Reinheit durchflusszytometrisch gemessen.

2.2.7.2 Durchflusszytometrische Zellsortierung

Die Sortierung der Zellen basiert auf der gleichen Technik wie die
durchflusszytometrische Analyse, mit dem Unterschied, dass nach der Messung die
Zellen in einem R&hrchen aufgefangen werden. In dieser Arbeit wurde ein MoFlo XDP
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Zellsortierer der Firma Beckman Coulter verwendet. Die Zellen wurden, wie in 2.2.5
beschrieben, mit Antikérpern gefarbt und die gewlnschten Zellen sortiert.

2.2.8 Apoptose Analysen

Diese Methode erméglicht die Farbung apoptotischer Zellen durch die Verwendung
des mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Annexin V  und anschlieBender
durchflusszytometrischer Analyse. Annexin V bindet an Phosphatidylserine (PS), die
normalerweise auf der Innenseite der Membran lokalisiert sind und wahrend der
Apoptose auf die AuBenseite transportiert werden. Werden die Zellen nekrotisch und
ihre Zellmembran durchlassig, kann Annexin V in die Zelle eindringen und an der
Innenseite der Membran binden. Daher kénnen bei alleiniger Farbung mit Annexin V
die apoptotischen nicht von den nekrotischen Zellen unterschieden werden. Man
kombiniert daher die Annexin V-Markierung mit einer 7-AAD-Farbung. 7-AAD kann die
DNA toter Zellen farben. Apoptotische Zellen sind daher Annexin V-positiv und 7-AAD-
negativ, wahrend die bereits nekrotischen Zellen positiv fur beide Parameter sind.

Kryokonservierte PBMC von MDS-Patienten und altersgleichen gesunden Spendern
wurden aufgetaut. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 0,2-1*107 Zellen/ml in
Annexin V binding Buffer resuspendiert, jeweils 5yl Annexin V-FITC und 7-AAD
zugegeben und fir 15 min in RT und im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde 400

ul binding Buffer zu jedem Réhrchen gegeben und durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.9 Expansion der NK-Zellen

Die gefrorenen PBMC von Patienten und gesunden Spendern wurden aufgetaut. T-
Zellen wurden mittels CD3-Microbeads (magnetische Zellsortierung, 2.2.7.1) aus der
Zellsuspension entfernt, um eine spateres Wachstum dieser Zellen in der Kultur zu
vermeiden. Nach der Depletion wurden die restlichen Zellen in NK-Medium

aufgenommen.

54



Material und Methoden

Als Feeder-Zellen wurden die PBMCs aus drei verschiedenen Buffy Coats und die
Zelllinie K562 verwendet. Bei einem Buffy Coat handelt es sich um eine konzentrierte
Leukozyten-Suspension, die entsteht, wenn man Blut mit Gerinnungshemmern
versetzt und abzentrifugiert. Aus den Buffy Coats wurden die PBMCs anhand der
Dichtegradientenzentrifugation isoliert und gemischt. Die auf diese Weise entstandene
Zellmischung wurde ebenso wie die K562-Zellen mit Réntgenstrahlung bestrahlt (15
Gy fur PBMC, 40 Gy fur K562). Die bestrahlten PBMC und K562, sowie T-Zell-

depletierten Zellen wurden in folgendem Verhaltnis zusammen gemischt:

1*10% bestrahlte PBMC + 1*10° bestrahlte K562 + 1*10° T-Zell-depletierte Zellen in 1
ml NK-Medium in einem well einer 24-Well-Platte.

Die Zellen wurden bei 37°C, 5% COz2 inkubiert. Das Medium wurde jeden zweiten Tag
gewechselt. Am Tag 7 wurden alle Zellen geerntet, gezahlt und durchflusszyto-
metrisch analysiert.

2.2.10 Generierung der NK-Zellen

Vor Beginn einer NK-Zellgenerierung wurden 24-Well-Platten mit 0,2%iger
Gelatinelésung beschichtet und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde
die Gelatinelésung abgenommen und die Platten mit offenem Deckel zum Trocknen
unter der Sterilbank stehen gelassen. Pro Well wurden 40.000 EL-08 Zellen ausgesat.
Die Platten waren nach ca. zwei Tagen konfluent bewachsen und wurden mit
Roéntgenstrahlung (15 Gy) am Gulmay RS225 bestrahilt.

Die aufgereinigten CD34+* HSC aus dem Knochenmark von MDS-Patienten und
altersgleichen gesunden Spendern wurden freundlicherweise vom Forschungslabor
der Klinik fir Hamatologie, Onkologie und klinische Immunologie der Uniklinik
Dusseldorf zur Verfigung gestellt. Die Zellen wurden in einer Konzentration von
50.000 Zellen/ml in NK1 Medium aufgenommen und pro Well 1 ml pipettiert. Nach
einer Woche wurde das NK1 Medium durch NK2 Medium ersetz, im weiteren Verlauf
der Generierung wurde das NK2 Medium regelmaBiig gewechselt. Jede Woche wurde
mit einem Teil der Zellen eine durchflusszytometrische Analyse durchgefihrt, um den
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Verlauf der Generierung zu dokumentieren. In der Regel dauerte eine Generierung 5-
6 Wochen, wobei CD56 friihestens ab der zweiten Woche nachweisbar war. Am Ende
der Generierungskultur wurden die Zellen geerntet und anschlieBend mit Antikérpern
gefarbt. In einigen Experimenten wurden péadiatrischen MSC als Feeder-Zellen
vorbereitet. Der Vorbereitungsablauf der beschichteten Platten dhnelte denen mit EL-
08 Zellen.

2.2.11 DNA-Isolation aus Vollblut

Die DNA-Isolierung aus Blut wurde mit dem Qiamp DNA Blood Kit von Qiagen
entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Konzentration der isolierten

DNA wurde mit am Spektrophotometer gemessen.

2.2.12 KIR-Typisierung

Die KIR-Gene zeigen untereinander eine hohe Homologie. Aufgrund dieser Homologie
ist ein sorgfaltiges Primer-Design flr die Typisierung von groBer Bedeutung. In
Abschnitt 2.1.5 sind die verwendete Primer aufgelistet (Ordonez, ef al 2012).

Fir die PCR wurde die HotstarTag-Polymerase verwendet, die erst nach der Initiation
bei 95°C aktiviert wird. Alle PCR-Reaktionen wurden in 0,2 ml ReaktionsgefaBen

durchgeflhrt.
PCR-Ansatz:
PCR-Puffer (10x) 1 ul
dNTPs (10nmol/ul) 0,3 pl
3’-Primer 2 ul
5’-Primer 2 ul
HotStar Taq DNA-Polymerase 0,1
DNA (40-50 ng) 2ul
Aqua dest. Auf 10 pl auffillen
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Die KIR-Typisierung wurde mit folgendem Programm durchgefthrt:

95 °C

94 °C

10 Zyklen

15 min

10 s
65 °C

40 s

94 °C

20 s

20 Zyklen

72 °C

72 °C

61°c_/

20 s

30s

7 min

Die 40 haufigsten KIR-Genotypen innerhalb der kaukasoiden Population in der
folgenden Tabelle aufgefthrt (Uhrberg, et al 2002).

Haplotyp
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2.2.13 Gelelektrophorese

Die Produkte der PCR wurden mittels Elektrophorese in einem Agarosegel
aufgetrennt. Es wurden Agarosegele mit 2% Agarosegehalt verwendet. Die Gele
wurden mit Ethidiumbromid versetzt. Die PCR-Produkie wurden mit Ladepuffer
versetzt und in die Taschen des Gels aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte fir eine
Stunde bei 180 V. Mit Hilfe des Ethidiumbromids konnten die DNA-Fragmente im UV-

Licht (Geldokumentationsgerat) sichtbar gemacht werden.

2.2.14 FISH-Analysen

Die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) ist eine Methode, um Nukleinsaure-
Sequenzen, wie DNA und RNA, in einzelnen Zellen, im Zellkern, auf Chromosomen
oder in Gewebeschnitten zu visualisieren. Dabei werden sequenzspezifische
Nukleinsaure-Sonden verwendet, die komplementar zu den Zielsequenzen sind und
mit diesen einen doppelstrangigen Hybrid bilden. Die Sonden sind meistens mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert.

Diese Analysen wurden im Institut fir Humangenetik und Anthropologie unter der
Leitung von Frau Prof. Dr. B. Royer-Pokora durchgefiihrt. Insgesamt wurden vier MDS-

Proben fur diese Analysen verwendet.

Die PBMC der MDS-Patienten wurden aufgetaut und mit Antikérpern gefarbt. Die zu
untersuchenden Populationen wurden durchflusszytometrisch sortiert und anschlieBend
for die FISH-Analysen verwendet. Fir FISH-Analysen wurden die Sonden flr einen
Locus in 5p als Kontrolle und fur das Gen EGR-1 in 5931 Locus verwendet.
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genetische Analysierte Sonde Chromosom-
Aberration Populationen Banden
Patient A | Deletion 5q T-Zellen EGR1 5p15.2 - 5931
B-Zellen
NK-Zellen
Patient B | Deletion 5q T-Zellen EGR1 5p15.2 - 5931
B-Zellen

Perforin- NK-Zellen

Perforint NK-Zellen
Patient C | Deletion 5q T-Zellen EGR1 5p15.2 - 5931

B-Zellen

Perforin- NK-Zellen

Perforint NK-Zellen
Patient D | Deletion 5q T-Zellen EGR1 5p15.2 - 5931

B-Zellen

Perforin- NK-Zellen

Perforint NK-Zellen

2.2.15 Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden mit GraphPad Prism 5 durchgefiihrt. Bei
Normalverteilung der Daten wurde Student’s zweiseitigen ungepaarten t-Test und
beim Vergleich der mehr als zwei Gruppen 71-way-Anova angewendet. Unterschiede

wurden als signifikant betrachtet wenn p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristik der Patienten

Insgesamt wurden 75 MDS-Patienten und 30 gesunde Spender in dieser Arbeit
eingeschlossen. Im Rahmen einer Kooperation mit der Klinik fir Hamatologie,
Onkologie und klinische Immunologie der Uniklinik DUsseldorf, unter der Leitung von
Herrn Prof. Rainer Haas, wurden die Proben der MDS-Patienten fur diese Arbeit
bereitgestellt. Die Einwilligung wurde gemaf der Deklaration von Helsinki von allen
Patienten eingeholt. MDS tritt vorwiegend im hohen Alter auf und die Alterung geht
bekanntermalBen mit Veranderungen in den Kompartimenten des Immunsystems,
unter anderem den Lymphozyten, einher. Um altersspezifische Effekte
auszuschlieBen, war ein Vergleich mit einer Kohorte von altersgleichen gesunden
Spendern erforderlich. Diese Proben wurden von verschiedenen freiwilligen Spendern,
zur Verflgung gestellt. Tabelle 5 stellt die Charakteristik der MDS-Patienten dar.
Ubereinstimmend mit anderen Studien, waren in der Patientenkohorte mehr Ménner
betroffen als Frauen (Verhéltnis 1,5:1) (Neukirchen, et al2011). Auf den Zeitpunkt der
Blutentnahme bezogen, lag das Durchschnittsalter in der Patientenkohorte bei 71
Jahren (41-90 Jahre) und in der gesunden Kohorte bei 72 Jahren (51-90 Jahre). Bei
der Auswahl der Patienten wurde darauf geachtet, dass sie vorher keine MDS-
spezifischen Therapien bekommen hatten, damit der Vergleich mit der Kontrollkohorte
tatsdchlich  MDS-spezifische Effekte und nicht medikamentés bedingte
Veranderungen wiederspiegelt. Die Mehrheit der Patienten bekam regelmaBig
Erythrozytenkonzentrate transfundiert. 78% der Patienten wurden nach dem IPSS
System als Niedrigrisiko- (niedrig/intermediar ) und 22% als Hochrisiko-Patienten
(intermediar ll/hoch) eingestuft. Sie konnten nach der WHO-Klassifikation in sieben
Subtypen aufgeteilt werden: RA, RARS, RCMD, RAEB I/ll, CMML- 5g-Syndrom und
MDS-U. (Fur die Definition der Klassifizierung siehe Tabelle 2)
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Tabelle 5: Charakteristik der MDS-Patienten

gesunde Spender

Alter: 51-90 Jahre (Median 72

Jahre)

MDS-Patienten

Geschlecht

Mannlich
Weiblich

Alter (Jahre)

40-60
60-70
70-80
> 80

WHO Subtyp

IPSS

RA

RARS
RCMD
RAEB /I
CMML
5g-Syndrom
MDS-U

Niedrigrisiko
Intermediar | (Int1)
Intermediar Il (Int2)

Hochrisiko

Total

30

75

45
30

22
30
16

35
24
11
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3.2 Analyse der Lymphozyten-Subpopulationen

Aus 10-20 ml peripherem Blut der MDS-Patienten und gesunden Spendern wurden
PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert und bis zu weiteren Analysen
kryokonserviert. Die Kryokonservierung ist ein gangiger Schritt, der sowohl die
logistischen Herausforderungen bei der Beschaffung der Proben, als auch die
methodische Varianz minimiert. Zudem zeigten sich im direkten Vergleich von frischen
und aufgetauten Proben keine signifikanten Unterschiede in den phanotypischen
Analysen. Die zentrale Aufgabe dieser Arbeit war es, die phanotypischen und
funktionalen Merkmale der NK-Zellen in MDS-Patienten zu untersuchen. Zunachst
sollte mittels Durchflusszytometrie und basierend auf der Expression der Marker CD56
und CD3, die Frequenz der verschiedenen PBMC-Subpopulationen in den Patienten
und den altersgleichen gesunden Spendern ermittelt werden. Bei diesen Analysen
wurde die Lymphozyten-Population basierend auf ihrer GréBe und Granularitat
bestimmt. Danach wurden innerhalb der Lymphozyten-Population die NK-Zellen als
CD56*CD3, die NK-ahnliche T-Zellen (NKT-Zellen) als CD56+*CD3* und die T-Zellen
als CD3+*CD56° Lymphozyten definiert (Abbildung 4).

A) B)

I NK NKT

SSC
CD56

Lymphozyten

FSC

Abbildung 4: Die durchflusszytometrische Darstellung der Lymphozyten-Subpopulationen eines
gesunden Spenders. Aufgetaute PBMC wurden nach der Antikérperfarbung am Durchflusszytometer
analysiert. (A) Die Lymphozyten wurden nach ihrer GréBe (Forward-Scatter, FSC) und Granularitat
(Side-Scatter, SSC) bestimmt. (B) Aufgrund der Expression von CD56 und CD3 wurden drei
Lymphozyten-Subpopulationen definiert: NK-Zellen (CD56+CD37), NK-&hnliche T-Zellen (NKT,
CD56+CD3*) und T-Zellen (CD3+CD56).
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Die hier untersuchten NKT Zellen sind nicht zu verwechseln mit den haufig auch als
NKT-Zellen bezeichneten CD1-spezifische T-Zellen mit definiertem T-Zellrezeptor.
Dabei wurde eine deutliche Verringerung der NK-Zellfrequenz in MDS-Patienten
beobachtet (gesund: 13,7%%1,5; MDS: 8,8%%1,3; p=0,0368) (Abbildung 5A).
Besonders auffallend war, dass eine Subgruppe von Patienten eine stark reduzierte
NK-Zellfrequenz von <1% zeigte. Solche geringen Frequenzen konnten in der
gesunden Kohorte nicht beobachtet werden (NK-Zellfrequenz: 2-35%).

Im Gegensatz zu den NK-Zellen, zeigten beide Kohorten vergleichbare Frequenzen
der T-Zellen (gesund: 64,9%%1,7; MDS: 67,7%%2,5) und NKT-Zellen (gesund:
5,04%+0,7; MDS: 5,37%0,7) im peripheren Blut (Abbildung 5 B,C).
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Abbildung 5: geringe NK-Zellfrequenz bei MDS-Patienten. Frequenz (%) von NK-Zellen (CD56+CD3-
(A), T-Zellen (CD3+*CD567) (B) und NKT-Zellen (CD3+CD56*) (C) anhand durchflusszytometrischen
Analysen in 75 MDS-Patienten und 30 altersgleichen gesunden Spendern. Jeder Punkt représentiert
ein Individuum, die horizontalen Linien stellen den Mittelwert dar. Die Y-Achse ist logarithmisch

dargestellt. (*P<0,05)

Die Verringerung oder Erhéhung der Frequenz einer Zellpopulation muss nicht mit
einer gleichzeitigen Veranderung der absoluten Zellzahlen einhergehen. Daher ist es
wichtig, auch die absoluten Zellzahlen zu analysieren, da diese genauere
Informationen geben als der prozentuale Wert. Unter der absoluten Zellzahl versteht
man die Zellzahl pro 1ul (=1mm3) Blut, die anhand des Differentialblutbilds der
Patienten und den gesunden Spendern am Tag der Blutentnahme und der Frequenz
der einzelnen Populationen berechnet wurde. Nach diesen Analysen konnte kein
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Unterschied in der Zellzahl von T-Zellen (gesund: 1456+92.4; MDS: 1206%87,3;
p=0,0825) und NKT-Zellen (gesund: 114,5+21,1; MDS: 97,6423,8; p=0,6544)
zwischen beiden Kohorten erkannt werden (Abbildung 6 B,C). Allerdings wurde eine
stark signifikante Verminderung der NK-Zellzahl in MDS-Patienten beobachtet
(gesund: 319,7+41,6; MDS: 107+16,1; p<0,0001) (Abbildung 6A): 10 von 75 Patienten
(13,3%) zeigten eine NK-Zellzahl <10 Zellen/mm?3. Diese Patienten werden im weiteren
Verlauf dieser Arbeit als ,NK-Zelldefizient* bezeichnet. Solche geringen NK-Zellzahlen

konnten in der Kontrollkohorte nicht beobachtet werden.
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Abbildung 6: stark reduzierte NK-Zellzahl in MDS-Patienten. Absolute Zellzahl (/mm3) der NK-Zellen
(A), T-Zellen (B) und NKT-Zellen (C) in 75 MDS-Patienten und 30 altersgleichen gesunden Spendern
wurden folgendermafen berechnet: (Absolute Zellzahl der Lymphozyten) x (Frequenz der jeweiligen
Population). Die gestrichelte Linie in (A) grenzt die NK-Zelldefizienten Individuen ab. Jeder Punkt
reprasentiert ein Individuum und die horizontalen Linien stellen den Mittelwert dar. Die Y-Achse ist
logarithmisch dargestellt. (***P<0,001)

Abbildung 7A stellt die reprasentativen Dot Plots der CD56- und CD3-Expression in
einem gesunden Spender und einem Patienten mit NK-Zelldefizienz dar. In NK-
Zelldefizienten Patienten konnte keine klar definierte NK-Zellpopulation identifiziert
werden.

Um festzustellen, ob die NK-Zelldefizienz mit einer Verminderung der T-Zellen
einhergeht, wurden die Zellzahlen beider Populationen gegenlbergestellt. Dabei
konnte keine Korrelation zwischen NK- und T-Zellzahl beobachtet werden (Abbildung
7B).
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Danach wurde der Frage nachgegangen, ob die NK-Zelldefizienz eine Folge der
Herunterregulation des CD56 Markers auf den NK-Zellen ist. Daraufhin wurde die
Expression weiterer NK-Zellmarker wie CD16 auf den NK-Zellen von NK-
Zelldefizienten Patienten untersucht. Diese Untersuchungen haben ergeben, dass die

NK-Zelldefizienten Patienten auch keine CD16-Expression aufweisen (<1%) (Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Keine Korrelation zwischen NK-Zelldefizienz und verminderte T-Zellfrequenz (A)
Reprasentative durchflusszytometrische Dot Plots zeigen die Expression von CD56 und CD3 in PBMC
von einem gesunden Spender (oben) und einem MDS-Patienten mit NK-Zelldefizienz (unten). (B) Das
Punktediagramm stellt die absolute Zellzahl (/mmS) von NK- und T-Zellen gegeneinander. Die
gestrichelte Linie grenzt die NK-Zelldefizienten Individuen ab.

Um einen Effekt der Kryokonservierung auf die Frequenz der NK-Zellen
auszuschlieBen, wurden die durchflusszytometrischen Analysen mit frisch isolierten
PBMC von drei NK-Zell-defizienten Patienten wiederholt. Dabei wurde die NK-
Zelldefizienz bei allen Patienten bestatigt. Zwischen beiden Analysen (mit gefrorenen
und frischisolierten PBMC) lagen gut zwei Jahre, so dass auch gezeigt werden konnte,

dass die NK-Zelldefizienz in diesen Patienten im Laufe der Zeit konstant bleibt.
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3.2.1 Analyse der NK-Zellen im Alter

Wie in der Literatur bereits beschrieben, tritt MDS vorwiegend bei alteren Menschen
auf. Andererseits ist es bekannt, dass es im Rahmen der Alterung zur Verschiebung
von Subpopulationen des Immunsystems kommen kann. Dazu zahlt der Anstieg der
NK-Zellfrequenz. Um den Effekt der Alterung auf die Frequenz und Zellzahl der NK-
Zellen in Patienten und gesunden Spendern zu interpretieren, wurden sie in vier
Altersgruppen aufgeteilt (40-60, 60-70, 70-80 und 80-90 Jahre) und dabei die NK-
Zellfrequenz und -Zellzahl in diesen Gruppen miteinander verglichen. (Abbildung 8).
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Abbildung 8: NK-Zelldefizienz kommt (iberwiegend in jiingeren Patienten vor. NK-Zellfrequenz (%)
(A) und NK-Zellzahl (/mm?3) (B) in 75 MDS-Patienten aufgeteilt in vier Altersgruppen (in Jahren): 40-60
(n=7), 60-70 (n=22), 70-80 (n=30) und 80-90 (n=16). Die Gestrichelte Linie in (B) grenzt die NK-Zell-
defizienten Patienten ab. NK-Zellfrequenz (%) (C) und NK-Zellzahl (/mm?3) (D) in 30 altersgleichen
gesunden Spender (in Jahren): 40-60 (n=3), 60-70 (n=8), 70-80 (n=14) und 80-90 (n=5). Statistische
Signifikanz wurde mittels 7-way Anova berechnet. (*P<0,05)

67



Ergebnisse

Es wurde festgestellt, dass NK-Zelldefizienz vorwiegend in den jlingeren Patienten
vorkommt. 28% der Patienten zwischen 40-60 Jahren zeigten eine NK-Zelldefizienz,
wahrend bei 60-70 Jahrigen 22%, bei 70-80 Jahrigen 10% und bei 80-90 jahrigen 0%
NK-Zelldefizienz aufwiesen. Anhand der statistischen Methode 7-way Anova wurde
die Signifikanz zwischen den vier Altersgruppen berechnet und innerhalb der Patienten
eine signifikante Erhéhung der NK-Zellfrequenz und -Zellzahl mit zunehmendem Alter
beobachtet. In der Kontrollkohorte konnte dagegen kein eindeutiger Anstieg der NK-

Zellzahl und -Frequenz erkannt werden.

3.2.2 Analyse der NK-Zellen nach Subtyp und IPSS

Als nachstes wurde untersucht, ob sich bei den MDS-Patienten eine Korrelation
zwischen der beobachteten  NK-Zelldefizienz ~und  einer  bestimmten
krankheitsspezifischen Diagnose (IPSS und Subtyp) feststellen lasst (Abbildung 9).
Die Aufteilung nach IPSS in Niedrigrisiko (Niedrigrisiko/Intermediar-1, low/Int1) und
Hochrisiko (Intermediar ll/hochrisiko, Int2/high) ergab, dass sowohl die Frequenz
(Niedrigrisiko: 10,3%%1,6; Hochrisiko: 3,3%%1; p=0,0281), als auch die Zellzahl
(Niedrigrisiko: 123+19; Hochrisiko: 45+15,6; p=0,0462) der NK-Zellen in Patienten mit
Hochrisiko-MDS signifikant reduziert waren (Abbildung 9A,C). Die NK-Zelldefizienz
wurde bei Hochrisiko-Patienten deutlich haufiger beobachtet (5% in low/Int1 und 44%
in Int2/high, P<0,001), was auf eine starke Assoziation zwischen der NK-Zelldefizienz
und dem IPSS hindeutet.

Nach ihrem Subtyp wurden die Patienten in drei Gruppen, RA/RARS, RCMD und
RAEB I/ll aufgeteilt. Wie bereits erwdhnt besteht bei Patienten mit RAEB I/l das
héchste Risiko fiir einen AML-Ubergang, wobei die RA/RARS Patienten eher einen
milderen Krankheitsverlauf zeigen. Auch bei dieser Aufteilung fand sich eine deutliche
Korrelation mit dem Schweregrad des MDS (Abbildung 9B,D). Sowohl die Frequenz
(RA/RARS: 18,9%%4,6; RAEB I/ll: 3,9%%1,1; p=0,0013), als auch die Zellzahl
(RA/RARS: 236,3168.26; RAEB I/ll: 52+18,57; p=0,0049) der NK-Zellen in der RAEB
I/ll-Gruppe waren signifikant niedriger, als die in der RA/RARS-Gruppe. Die Patienten
mit NK-Zelldefizienz befanden sich signifikant haufiger in der Hochrisikogruppe RAEB
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I/ll. 31% der Patienten dieser Gruppe zeigten eine NK-Zelldefizienz, wahrend in der
RCMD- und RA/RARS- Gruppe nur 11% bzw. 0% NK-Zelldefizienz festgestellt wurde.
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Abbildung 9: NK-Zelldefizienz korreliert mit Prognose. Frequenz (%) (A) und absolute Zellzahl
(/mm3) (C) von NK-Zellen, getrennt in 2 IPSS-Gruppen: Niedrigrisiko/Intermediér-I (low/Int1, n=59) und
hochrisiko/Intermediar-Il (Int2/high, n=16). Frequenz (%) (B) und Zellzahl (/mm3) (D) der NK-Zellen
innerhalb der WHO-Subtypen, Refraktare Andmie/Refraktére Andmie mit Ringsideroblasten (RA/RARS,
n=8), Refraktdre Zytopenie mit multilinedren Dysplasien (RCMD, n=43) und Refraktdre Anamie mit
Blastentberschuss I/ll (RAEB VI, n=13). Statistische Signifikanz zwischen den drei Subtyp-Gruppen
wurde mittels ,, 7-way Anova“und zwischen RA/RARS und RAEB V/ll, sowie low/Int1 und Int2/high mittels
t-Test berechnet. Die gestrichelte Linie in (C, D) grenzt die NK-Zelldefizienten Individuen ab. Jeder
Punkt reprasentiert ein Individuum und die horizontalen Linien stellen den Mittelwert dar. (*P<0,05,

**P<0,01)
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Basierend auf der NK-Zellzahl Iasst sich zusammenfassend sagen, dass es eine kleine
Gruppe (13%) von MDS-Patienten gibt, die eine NK-Zellzahl von <10 Zellen/mm?3 Blut
aufweisen. Diese Patienten werden in dieser Arbeit als ,NK-Zelldefizient” bezeichnet.
Es sind hauptsachlich Patienten jingeren Alters zwischen 40-60 Jahren mit einer

ungtnstigen Prognose (IPSS und WHO Kilassifizierung).

3.3 Funktionalitat der NK-Zellen in MDS-Patienten

Anhand von drei verschiedenen Assays sollte die NK-Zellfunktion in MDS-Patienten
und altersgleichen gesunden Spendern ermittelt werden: Durch den CD107-
Degranulationsassay, den Zytotoxizitatsassay und durch die intrazellulare Produktion
von IFN-y. Aufgrund einer begrenzten Zellzahl innerhalb der Patientenproben konnte
nicht jeder Assay bei jedem Patienten durchgeflhrt werden. Die Patienten mit NK-
Zelldefizienz mussten aufgrund der geringen Zellzahl aus diesen Analysen

ausgeschlossen werden.

3.3.1 CD107- und Zytotoxizitatsassay

Der CD107-Degranulationsassay hat sich bis jetzt als Standard-Assay fir die
Funktionalitat der NK-Zellen durchgesetzt und gibt eine Aussage dariber, ob die NK-
Zellen in Gegenwart der HLA Klasse-I-negativen Zielzellen (K562 Zelllinie) aktiviert
werden. Daraufhin wird die Expression von CD107 Molekilen, die nach Degranulation
der NK-Zelle auf der Oberflache gelangen, durchflusszytometrisch detektiert.
Insgesamt waren 30 Patienten und 20 altersgleiche gesunde Spender in diese
Experimente inbegriffen. Die PBMC wurden vorher 16 Stunden in IL-2-haltigem NK-
Zellmedium kultiviert.

Der CD107-Assay ergab vergleichbare Werte fir die Degranulation zwischen
Patienten und gesunden Spendern (gesund: 25,5%%1,9; MDS: 27,5%%2,6; p=0,5761)
(Abbildung 10A). Hierbei wurden nur die CD107+ NK-Zellen gemessen.

Wahrend der CD107-Assay Aufschluss darliber gibt, ob und wie stark die NK-Zellen
in Gegenwart von Zielzellen aktiviert werden, zeigt der Zytotoxizitatsassay, wie viele
Zielzellen durch die NK-Zellen tatséchlich abgetétet werden. Hierfir wurden die PBMC
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von 43 MDS-Patienten und 20 gesunden Spendern untersucht. Da in diesen
Versuchen die HLA Klasse-I-negative K562 Zelllinie als Zielzelle verwendet wurde, war
davon auszugehen, dass eine Lyse der Zielzellen auf NK-Zellen zurlckzufihren ist

und nicht auf zytotoxische T-Zellen.
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Abbildung 10: Stark verminderte Zytotoxizitat der NK-Zellen in MDS-Patienten. (A) Die
Degranulation der mit IL-2 stimulierten NK-Zellen nach der Kultivierung mit K562 Zielzellen wurde in 30
Patienten und 20 altersgleichen gesunden Spendern durchflusszytometrisch untersucht (CD56+CD3-
CD107+). (B) Der Zytotoxizitatsassay wurde mit 20 gesunden Spendern und 43 Patienten durchgefihrt.
Die spezifische Lyse der K562 nach der Inkubation mit PBMC (IL-2 stimuliert, Verhaltnis 10:1) wurde
durchflusszytometrisch als CFSE+PIl+ Zellen gemessen. Patienten mit einem Zytotoxizitatswert von
<20% werden als funktionsdefizient betrachtet. (C) Reprasentative Darstellung der K562-Lyse von
einem Patient mit verminderter NK-Zellzytotoxizitdt und einem gesunden Spender. Das linke
Histogramm stellt die spontane Lyse der K562 ohne Effektorzellen dar, das mittlere Histogramm die
K562-Lyse durch die NK-Zellen eines funktionsdefizienten Patienten und das rechte Histogramm die
K562-Lyse durch die NK-Zellen eines reprasentativen gesunden Spenders gemessen als CFSE+Pl+
Zellen.
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Um die NK-Zell-spezifische Lyse der K562 zu berechnen wurde die spontane Lyse der
K562 (ohne Effektorzellen) von dem gemessenen Wert (Effektorzellen + K562)
abgezogen.

Die Ergebnisse verdeutlichen eine hoch signifikante Verminderung der NK-
Zellzytotoxizitat in MDS-Patienten (gesund: 26,7%x1,6; MDS: 14,5%%1,7; p<0,0001)
(Abbildung 10B). 81% der Patienten zeigten eine Zytotoxizitat <20%, wahrend nur bei
10% der gesunden Spendern solch eine geringe Zytotoxizitdt gemessen wurde.
Anhand dieser Analysen und aufgrund von Normwerte wurde eine 20%ige spezifische
Lyse als Grenzwert festgelegt und NK-Zellen mit einem Zytotoxizitatswert von 220%
als ,funktional” und <20% als ,nicht funktional® definiert.

Bei der Analyse der Zytotoxizitats-Daten musste berlicksichtigt werden, dass die
Frequenz der NK-Zellpopulation innerhalb der PBMC in MDS-Patienten stark
schwankte. Aus diesem Grund wurde ermittelt, ob ein Zusammenhang zwischen der
verringerten Zytotoxizitat und der NK-Zellfrequenz besteht. Wie aus Abbildung 11 zu
entnehmen ist, besteht in der Patientenkohorte eine leichte Korrelation zwischen
beiden Parametern (p=0,0207). Es ist jedoch deutlich zu erkennen, dass die Mehrheit
der Patienten mit normaler NK-Zellfrequenz (2-15%) eine verminderte Zytotoxizitat

<20% aufweisen.
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Abbildung 11: Korrelation zwischen Zytotoxizitdt und NK-Zellfrequenz in den gesunden
Spendern und den Patienten. Die Gegeniberstellung der NK-Zellfrequenz innerhalb der PBMC und
der Zytotoxizitdt der NK-Zellen in altersgleichen gesunden Spendern (links) und MDS-Patienten
(rechts). Die Geraden stellen die lineare Regression dar (gesund P=0,0943, MDS P=0,0207).
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Um zu klaren, in wie weit die Funktionsdefizienz der NK-Zellen auf eine bestimmten
Krankheitsprognose (Subtyp bzw. IPSS) beschrankt ist, wurden die Zytotoxizitatsdaten
in verschiedenen Gruppen ausgewertet (Abbildung 12). Hier konnte weder zwischen
den Niedrigrisiko (low/Int1) und Hochrisiko (Int2/high) Gruppen (Niedrigrisiko:
15,5%%2; Hochrisiko: 9,2%%0,7; p=0,1848), noch zwischen den verschiedenen
Subtypen (RA/RARS: 16,4%%3,5; RAEB l/ll: 9,9%*1,8; p=0,1064) ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden.

Allerdings fiel auf, dass kein Patient mit funktionalen NK-Zellen der Hochrisiko-
Gruppen (Int2/high und RAEB I/Il) zugewiesen werden konnte.
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Abbildung 12: Keine Korrelation zwischen Zytotoxizitat der NK-Zellen und Prognose in MDS-
Patienten. Darstellung der Zytotoxizitdt von NK-Zellen in MDS-Patienten aufgeteilt nach (A) IPSS
Gruppen, Niedrigrisiko / Intermediar | (low/Int1, n=36) und Hochrisiko / Intermediar Il (Int2/high, n=7)
und (B) WHO-Subtypen: Refraktare Anamie/Refraktare Andmie mit Ringsideroblasten (RA/RARS, n=5),
Refraktére Zytopenie mit multilinedren Dysplasien (RCMD, n=23) und Refraktare Anamie mit
Blastentberschuss l/ll (RAEB I/ll, n=7). Die spezifische Lyse der K562 nach der Inkubation mit PBMC
(IL-2 stimuliert, Verhaltnis 10:1) wurde durchflusszytometrisch als CFSE+Pl+ K562 Zellen gemessen.
Jeder Punkt reprasentiert ein Individuum, die horizontalen Linien stellen den Mittelwert dar.

Der CD107-Assay spiegelt das Aktivierungspotential der NK-Zellen wider, wahrend der
Zytotoxizitatsassay Aufschluss darlber gibt, ob die NK-Zellen die Zielzellen tatsachlich
abtéten kénnen. Wie bereits aus der Literatur bekannt ist, besteht eine positive
Korrelation zwischen der CD107-Expression und der Zytotoxizitdt der NK-Zellen

73



Ergebnisse

(Aktas, et al 2009). In der Patientenkohorte konnte diese Korrelation jedoch nicht
beobachtet werden (p=0,9047) (Abbildung 13). Bei Patienten mit funktionsdefizienten
NK-Zellen (Zytotoxizitat <20%) schwankte die CD107-Expression zwischen 1% und
60%.
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Abbildung 13: Kein Zusammenhang zwischen Degranulation und Zytotoxizitat der NK-Zellen in
MDS-Patienten. Die X-Achse stellt die Zytotoxizitat (%) und die Y-Achse die Degranulation (%CD107+
NK-Zellen) der NK-Zellen dar. Die blaue Linie stellt die lineare Regression dar (P=0,9047).

Demnach lassen sich die MDS-Patienten anhand der NK-Zellzahl und funktionalen
Analysen in drei Gruppen aufteilen (Abbildung 14):

Gruppe 1: Eine kleine Gruppe von Patienten mit normaler NK-Zellzahl und -Funktion
(210 NK-Zellen/mm? Blut, Zytotoxizitat 220%, n=8)

Gruppe 2: eine groBe Gruppe von Patienten mit normaler bzw. reduzierter NK-Zellzahl
und eingeschrankter Funktion (Zytotoxizitat <20%, n=35)

Gruppe 3: Patienten mit NK-Zelldefizienz (<10 NK-Zellen/mm?3 Blut, n=10, 13% aller
Patienten).

Die Gruppe 3-Patienten wurden aufgrund sehr geringer NK-Zellzahl aus den
Funktionsanalysen ausgeschlossen und daher wurden 0-Werte flir die Zytotoxizitat in

Abbildung 14 eingetragen.
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Abbildung 14: Die Aufteilung der MDS-Patienten in drei Gruppen anhand der Zellzahl und
funktionalen Analysen der NK-Zellen. Gruppe 1: Patienten mit normaler NK-Zellzahl und -Funktion
(=210 NK-Zellen/mm3 Blut, Zytotoxizitat 220%, n=8), Gruppe 2: Patienten mit normaler bzw. reduzierter
NK-Zellzahl und verminderter Funktion (Zytotoxizitdt <20%, n=35) und Gruppe 3: Patienten mit NK-
Zelldefizienz (<10 NK-Zellen/mm3 Blut, n=10). Patienten der Gruppe 3 waren nicht in den funktionalen

Analysen eingeschlossen.

3.3.2 Intrazellulare Messung von Perforin und Granzym B

Die Granula der NK-Zellen beinhalten zytotoxische Molekile, wie Granzym B und
Perforin, die nach der Aktivierung und Degranulation der NK-Zellen in Richtung der
Zielzelle freigesetzt werden und gemeinsam in der Zielzelle apoptotische Prozesse
induzieren. Somit hat die Beladung der Granula in den NK-Zellen eine wichtige Rolle
bei der zytotoxischen Funktion dieser Zellen.

Die starke Diskrepanz zwischen Degranulation und Zytotoxizitat der NK-Zellen in der
Patientenkohorte lie3 die Frage aufkommen, ob die Granula mit Perforin und Granzym
B beladen sind. Aus diesem Grund wurde die Expression von Perforin und Granzym
B anhand einer intrazellularen Antikérperfarbung durchflusszytometrisch ermittelt. Die
NK-Zellen bestehen bekanntlich aus zwei Subpopulationen, CD569" und CD56%™
NK-Zellen. Dabei sind die letzteren die reiferen NK-Zellen, deren Granula zytotoxische
Molekiile beinhalten. Daher wurden diese Analysen auf die CD569™ Subpopulation
beschrankt. Die Ergebnisse verdeutlichen einen signifikanten Unterschied in der
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Expression von Granzym B und Perforin in der Patientenkohorte verglichen mit den
gesunden Spendern (Abbildung 15). Der Mittelwert fir die Granzym B- und Perforin
Expression lag in der gesunden Kohorte bei 88% und 82%, wahrend nur 70% und 55%

der NK-Zellen in Patienten Granzym B bzw. Perforin exprimierten.
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Abbildung 15: Stark verminderte Expression von Granzym B und Perforin in MDS-Patienten. (A)
Die Expression von Granzym B und Perforin in CD569™ NK-Zellen wurde mittels intrazellulérer Farbung
in 37 MDS-Patienten (hellblau) und 20 gesunde Spender (dunkelblau) durchflusszytometrisch ermittelt.
(**P<0,01, **P<0,001) (B) Reprasentative Darstellung (Dot Plots) der Expression von Granzym B und
Perforin in CD569™ NK-Zellen in einem gesunden Spender (oben) und einem MDS Patienten (unten).

Abbildung 15B zeigt reprasentative Dot plots eines MDS-Patienten und eines
gesunden Spenders, wo die unterschiedliche Expression von Granzym B und Perforin
in CD569™ NK-Zellen deutlich zu erkennen ist. 98% und 99% der NK-Zellen in dem
gesunden Spender sind Granzym B* bzw. Perforin*. Die Expression von Granzym B
und Perforin betragt im Patienten 48% bzw. 45%.

Wourde die Expression von Perforin und Granzym B direkt gegenibergestellt, konnte
sowohl in der Kontrollkohorte, als auch in der Patientenkohorte eine signifikante
Korrelation zwischen der Expression von Perforin und Granzym B beobachtet werden
(Lineare Regression; gesund und MDS p<0,0001) (Abbildung 16). So gut wie alle
gesunden Spender zeigen innerhalb der CD569™ Population eine Granzym B- und
Perforin-Expression von Uber 80%. In der Patientenkohorte geht dabei die geringe

Granzym B-Expression mit einer noch niedrigeren Expression von Perforin einher.
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Dabei wurde eine starke Assoziation zur Zytotoxizitat der NK-Zellen festgestellt. Alle
Gruppe 1-Patienten (mit funktionalen NK-Zellen) zeigten eine Perforin/Granzym B-
Expression 260% (Abbildung 16, rechts, ungefillte Punkte). Es konnte kein Patient mit
einer Perforin/Granzym B-Expression <60% der Gruppe 1 zugewiesen werden.
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Abbildung 16: Starke Korrelation zwischen der Perforin- und Granzym B-Expression und
Assoziation zur Zytotoxizitat. Dargestellt ist die Expression von Granzym B gegen Perforin in 20
gesunden Spendern (links) und 37 MDS-Patienten (rechts). Rechts: Die ungefillten Punkte stellen die
Individuen mit normaler NK-Zellzytotoxizitat (spezifische K562-Lyse =20%) und die gefillten Punkte
zeigen die Individuen mit geringer NK-Zellzytotoxizitat (spezifische K562-Lyse <20%). Jeder Punkt
reprasentiert ein Individuum. Die blaue Linie stellt die lineare Regression dar (P<0,0001).

3.3.3 Intrazellulare Produktion von IFN-y

Neben ihrer zytotoxischen Funktion besitzen die NK-Zellen die Aufgabe, verschiedene
Zytokine zu sekretieren. Diese Eigenschaft der NK-Zellen ist in den CD569™ und
CD56"9" NK-Zellen unterschiedlich ausgepragt. CD5619"t NK-Zellen zeigen eine
geringere Zytotoxizitat als CD569™ NK-Zellen und zeichnen sich hauptséchlich durch
Zytokin-Produktion als Haupteffektorfunktion aus. In diesem Teil der Arbeit sollte die
intrazellulare Produktion von IFN-y in NK-Zellen von Patienten und gesunden
Spendern miteinander verglichen werden. Um die Zytokine in den NK-Zellen

intrazellular zu detektieren, musste zuerst deren Sekretion gehemmt werden, sodass
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die Zytokine in der Zelle akkumulieren. Dies erfolgte durch die Zugabe von Brefeldin

A, welches den Protein-Transport zwischen Golgi Apparat und ER inhibiert.
Die Ergebnisse zeigten eine signifikant verminderte Produktion der IFN-y in den NK-
Zellen der Patienten (gesund: 17,1%x3,7; MDS: 6,2%=1,9) (Abbildung 17A).
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Abbildung 17: Verminderte IFN-y Produktion von NK-Zellen in MDS-Patienten. Die intrazelluléare
IFN-y Produktion von NK-Zellen (IL-2 stimuliert) in Gegenwart von K562 Zielzellen wurde in 10 MDS-
Patienten und 7 altersgleichen gesunden Spendern durchflusszytometrisch untersucht. Die Diagramme
zeigen die Frequenz der IFN-y* Zellen innerhalb der NK-Zellen (A) und in CD564m/CD56Prignt

Subpopulationen (B) (*P<0,05; **P<0,01)

Die Aufspaltung der NK-Zellen in die CD56"" und CD569™ Subpopulationen ergab,
dass CD569nt NK-Zellen sowohl in den Patienten als auch in gesunden Spendern
deutlich mehr IFN-y produzieren, was mit den Erkenntnissen aus der Literatur
Ubereinstimmt (Abbildung 17B). Dabei féallt auf, dass die IFN-y Produktion in den
beiden CD56"9" und CD56%™ Subpopulationen in den Patienten niedriger ist
(CD569M: gesund 12,5%+2; MDS 7,6%*3,5; p=0,1774) (CD56": gesund
30,8%*4,6; MDS 19,8%%4,8; p=0,1311).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die MDS-Patienten und die gesunden
Spender sich in der Degranulationsaktivitat der NK-Zellen nicht unterscheiden. Jedoch
ist die Zytotoxizitdt der NK-Zellen in MDS-Patienten stark vermindert. Diese

Diskrepanz ist auf die beeintrachtigte Expression von Granzym B und Perforin
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zurGckzufuhren. Es konnte ebenfalls eine positive Korrelation zwischen der niedrigen
Perforin/Granzym B-Expression und der verminderten Zytotoxizitat der NK-Zellen in
den Patienten beobachtet werden. Die NK-Zellen der MDS-Patienten haben auBerdem
eine signifikante Verringerung der IFN-y Produktion im Vergleich zu den gesunden

Spendern aufgezeigt.

3.4 Etablierung einer Methode zur Expansion der NK-Zellen

Um eine optimale Stimulation und Proliferation von NK-Zellen zu erreichen ist meist
die Zugabe von Zytokinen nicht ausreichend. Viele Methoden haben bereits gezeigt,
dass die Zugabe von Feeder-Zellen zu einer effektiveren Proliferation von NK-Zellen
fihrt (Campbell 1999, Pierson, et al 1996). Basierend auf diesen Methoden wurde in
dieser Arbeit einen Expansionsprotokoll mit bestrahlten K562-Zellen und einer PBMC-
Mischung verschiedener Spender (ebenfalls bestrahlt) als Feeder-Zellen in der
Gegenwart von IL-2 etabliert. Dabei sollen die NK-Zellen durch den Kontakt mit ihren
Liganden und durch die von Feeder-Zellen produzierten Iéslichen Faktoren stimuliert

werden.

A) B) C)
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Abbildung 18: Reprasentative Dot Plots der Expansion der NK-Zellen eines gesunden Spenders.
(A) verschiedene Populationen innerhalb der Lymphozyten vor der CD3-Depletion, (B) Populationen
innerhalb der Lymphozyten nach der CD3-Depletion mittels magnetischer Zellsortierung (MACS), (C)
und nach 10 Tagen Inkubation der CD3-depletierten PBMC mit bestrahlten K562 und bestrahlten
PBMC, welche aus drei verschiedenen Buffy coats isoliert und gemischt wurden, in Anwesenheit von
IL-2.
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Als Ausgangsmaterial wurden CD3-depletierte PBMC verwendet, so dass eine
mogliche Expansion von T-Zellen ausgeschlossen werden konnte. In Abbildung 18
sind die PBMC Subpopulationen vor (Abbildung 18A) und nach der CD3-Depletion
beispielhaft in einem gesunden Spender dargestellt (Abbildung 18B). Die Frequenz
der NK-Zellen lag vor der CD3-Depletion bei 11% und nach der CD3-Depletion bei
28%. Nach 10 Tagen Kultivierung bestand die Zellmischung Uber 90% aus NK-Zellen
(Abbildung 18C).

Insgesamt wurden finf MDS-Patienten und drei altersgleiche gesunde Spender in
diesem Experiment analysiert. Wie in Abbildung 19 zu sehen ist, konnten die aus MDS-
Patienten isolierten NK-Zellen ebenfalls erfolgreich expandiert werden. Die Reinheit
aller Kulturen an Tag 10 lag bei 80-96% NK-Zellen. Die Expansionsrate der NK-Zellen
variierte von Person zu Person, sowohl in den gesunden Spendern, als auch in den
Patienten. In den gesunden Spendern wurde eine Expansionsrate zwischen 25- und
190-fach (Mittelwert 99-fach) und in den Patienten zwischen 12- und 130-fach
(Mittelwert 54-fach) beobachtet.
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Abbildung 19: Expansion der NK-Zellen von MDS-Patienten und gesunden Spendern. Insgesamt
wurden CD3-depletierte PBMC von fiinf MDS-Patienten und drei gesunden Spendern zehn Tage lang
in Anwesenheit von bestrahlten K562 und bestrahlter PBMC-Mischung aus drei verschiedene Buffy
coats und IL-2 kultiviert.
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3.4.1 Wiederherstellung der NK-Zellfunktion nach Stimulation

Nach der erfolgreichen Expansion und Stimulation der NK-Zellen in Patienten und
gesunden Spendern sollte nun geprift werden, ob die Stimulation der NK-Zellen die
Defizienz auf der Ebene der Perforin/Granzym B-Expression und Zytotoxizitat
beheben kann. Fir diesen Zweck wurden die NK-Zellen von flnf Patienten und drei
altersgleichen gesunden Spendern, wie in Abschnitt 3.4 beschrieben, zehn Tage lang
mit IL-2 und Feeder-Zellen stimuliert. AnschlieBend wurden die Zytotoxizitat der
stimulierten NK-Zellen und ihre Perforin/Granzym B-Expression untersucht und mit
den initialen Analysen (am Tag 0) verglichen (Abbildung 20). Diese Analysen ergaben,
dass die Expression von sowohl Granzym B (Abbildung 20A), als auch Perforin
(Abbildung 20B) in allen MDS-Patienten geférdert werden konnte. Die niedrige
Expression von Granzym B (zwischen 33% und 75%) und Perforin (zwischen 25% und
70%) in den Patienten konnte nach zehn Tage Stimulation auf das Niveau der

gesunden Spender gebracht werden (295%).
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Abbildung 20: Wiederherstellung der Funktion und Perforin/Granzym B-Expression in NK-Zellen
von MDS-Patienten nach Stimulation. NK-Zellen von finf MDS-Patienten und drei altersgleichen
gesunden Spendern wurden zehn Tage lang durch die Zugabe von Feeder-Zellen (bestrahlte K562 und
PBMC-Mischung aus drei verschiedenen Buffy coats) und in Gegenwart von IL-2 stimuliert.
AnschlieBend wurde die Expression von Granzym B (A) und Perforin (B), sowie die Zytotoxizitat der
stimulierten NK-Zellen (C) ermittelt.
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Ahnliches wurde bei der Zytotoxizitat der NK-Zellen beobachtet. Bei allen fiinf Gruppe

2-Patienten konnte eine gesteigerte Zytotoxizitat auf 40-60% festgestellt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die funktionale Defizienz nach der
Stimulation und Expansion der NK-Zellen vollstadndig wiederhergestellt werden konnte,
und zwar sowohl auf der Ebene der Zytotoxizitat, als auch in der Beladung der
zytotoxischen Granula, d.h. es handelt sich bei der beobachteten funktionalen
Defizienz der NK-Zellen in MDS-Patienten um einen reversiblen Prozess.

3.5 Analyse der CD569™ und CD56""9ht Subpopulationen

Nachdem die funktionalen Eigenschaften von NK-Zellen in Patienten ausfihrlich
analysiert wurden, sollten die phanotypischen Merkmale naher studiert und mit der
Funktion korreliert werden. Im Laufe der Untersuchungen wurde deutlich, dass die
CD56*19"t Subpopulation in einigen Patientenproben verstarkt vorhanden war. Um es
genauer zu betrachten, wurde die Frequenz der CD56"9" NK-Zellen in beiden
Kohorten miteinander verglichen, wobei eine signifikant ernéhte Frequenz in der
Patientenkohorte gegenlber der gesunden Personen festgestellt werden konnte
(gesund: 6,48%=0,6; MDS 13,7%%1,7; p=0,0076) (Abbildung 21). Dabei gab es keinen
Zusammenhang mit der NK-Zellfrequenz, da die GbermaBige Frequenz der CD56P"19M
NK-Zellen sowohl bei Patienten mit normalen, als auch mit verminderter NK-
Zellfrequenz (1-2%) beobachtet werden konnte. In Abbildung 21B ist eine
durchflusszytometrische Messung von NK-Zellen aus PB eines gesunden Spenders
(oben) und zweier MDS-Patienten (unten) exemplarisch dargestellt. Die Frequenz der
CD56"19" Subpopulation innerhalb der NK-Zellen des gesunden Spenders betragt 3%.
63% der NK-Zellen in einem Patienten mit niedriger NK-Zellfrequenz (1,5%) und 39%

in einem Patient mit normaler NK-Zellfrequenz (5,4%) bestehen aus CD56°"9" Zellen.
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Abbildung 21: Erhohte Frequenz der CD56"9" Subpopulation in MDS-Patienten. (A) Frequenz der
CD56vrig"t Zellen innerhalb der NK-Zellen in 65 MDS-Patienten und 30 altersgleichen gesunden
Spendern. (** P<0,01). (B) Reprasentative Dot plots der CD56brig"t und CD56m NK-Zellen in einem
altersgleichen gesunden Spender (oben) und zwei MDS-Patienten (unten). Die Frequenzen beziehen

sich auf NK- Zellen (CD56+CD3").

Als nachstes wurde Uberpriift, ob die erhdhte Frequenz der CD5619" NK-Zellen mit

einer Erhdhung der absoluten Zellzahl zusammenhéangt (Abbildung 22A). Trotz der

signifikant erh6hten Frequenz der CD569" NK-Zellen in Patienten, war die Zellzahl
vergleichbar zu der Zellzahl gesunder Spender (gesund: 16,7+1,9; MDS 14,312,6;
p=0,5652). Die Zellzahl der CD569™ NK-Zellen (Abbildung 22B) hingegen war in
Patientenkohorte signifikant stark vermindert (gesund: 288,9+31; MDS 108,5%16;

p<0,0001).
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Abbildung 22: stark verringerte Zellzahl der CD569™ Subpopulation in MDS-Patienten. Absolute
Zellzahl von CD56Y1ignt (A) und CD56¢m (B) in 65 MDS-Patienten und 30 altersgleichen gesunden
Spendern. (***P<0,001)

Um die Ursache fur die funktionale Defizienz der NK-Zellen der MDS-Patienten
aufzuklaren,  wurden die Zellzahl und -Frequenz der CD569" und CD569™
Subpopulationen in Gruppe 1- (normale Funktion der NK-Zellen) und Gruppe 2-
Patienten (verminderte Funktion der NK-Zellen) separat analysiert (Abbildung 23).
Gruppe 2- Patienten zeigten dabei eine signifikant erhéhte Frequenz der CD56P19M
Subpopulation (Gruppel vs. Gruppe 2: p=0,1534; Gruppe 1 vs. gesund: p=0,3111;
Gruppe 2 vs. gesund: p=0,0008) (Abbildung 23A), sowie eine stark verringerte Zellzahl
der CD56%™ Subpopulation (Gruppe1 vs. Gruppe 2: p=0,0170; Gruppe 1 vs. gesund:
p=0,2411; Gruppe 2 vs. gesund: p<0,0001) (Abbildung 23D).
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Abbildung 23: starke Verringerung der CD569™ Zellzahl und erhohte CD56"9" Frequenz in
Patienten mit funktional-defizienten NK-Zellen. Frequenz (A) und Zellzahl (B) der CD56Prignt NK-
Zellen und Frequenz (C) und Zellzahl (D) der CD564 ™ NK-Zellen in Gruppe 1-Patienten (mit funktionalen
NK-Zellen, Zytotoxizitdt =20%, n=35), Gruppe 2-Patienten (mit funktional-defizienten NK-Zellen,
Zytotoxizitat <20%, n=8) und altersgleichen gesunden Spender (n=30) (*P<0,05, ***P<0,001).

Im Gegensatz dazu wurde bei den Gruppe 1-Patienten kein Unterschied in der
Frequenz und Zellzahl der beiden Subpopulationen zur Kontrollkohorte festgestellt.
Der Vergleich von Gruppe 1- und Gruppe 2-Patienten zeigte eine signifikant reduzierte
Zellzahl der CD569™ Subpopulation in Gruppe 2-Patienten. Sowohl Gruppe 1- als auch
Gruppe 2-Patienten zeigten keinen Unterschied in der Zellzahl der CD56Pid"
Subpopulation im Vergleich zur Kontrollkohorte (Gruppei vs. Gruppe 2: p=0,4592;
Gruppe 1 vs. gesund: p=0,4566; Gruppe 2 vs. gesund: p=0,6952) (Abbildung 23B).
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bei MDS-Patienten eine signifikante
Erhéhung der Frequenz der CD569" NK-Zellen zu sehen ist, die mit einer starken
Verminderung der CD569™ NK-Zellzahl einhergeht und, dass diese Unterschiede

verstarkt bei Gruppe 2-Patienten beobachtet werden konnten.

3.6 Spontane Apoptose der NK-Zellen

Unter Apoptose versteht man den programmierten Zelltod. Durch Markierung der
Zellen mit Annexin V kdnnen apoptotischen Zellen durchflusszytometrisch bestimmt
werden. Annexin V kann in frihapoptotischen Zellen an Phosphatidylserine binden,
die wahrend der Apoptose auf die AuBBenseite der Membran transportiert werden. Da
die Membran in nekrotischen (spatapoptotischen) Zellen durchlassig ist, kann Annexin
V die Zellen durchdringen und ebenfalls an der Innenseite der Membran binden. Daher
ist eine Kombination von Annexin V mit DNA-bindenden Farbstoffen, wie Propidium
lodid oder 7-AAD notwendig, um die apoptotischen von nekrotischen Zellen zu

unterscheiden.

Wie aus den Ergebnissen in Abschnitt 3.5 ersichtlich, ist sowohl die Frequenz, als auch
die absolute Zellzahl der CD569™ Subpopulation in MDS-Patienten stark verringert.
Um zu Uberprifen, ob dieses Phanomen mit der Apoptose dieser Zellen korreliert,
wurde die Apoptose in NK-Zellsubpopulationen der Patienten und altersgleichen
gesunden Spendern untersucht (Abbildung 24).

Nach diesen Analysen konnte kein Unterschied in der Frequenz apoptotischer Zellen
der CD569™ (Abbildung 24A) und CD569" Subpopulationen (Abbildung 24B)
zwischen beiden Kohorten ermittelt werden (CD56%™: p=0,7835; CD56°"9": p=0,4102),
wobei festgestellt werden muss, dass es in den MDS-Patienten sehr starke
Schwankungen in der Apoptoserate gibt. Unabhangig von der Erkrankung zeigte sich,
dass die CD569™ Zellen in beiden Kohorten eine signifikant hdhere spontane Apoptose
aufwiesen als die CD56°"9" Zellen. (gesund: CD56%™ 20,8%+3,6; CD56°"19": 7, 2%+0,8;
p<0,0001) (MDS: CD56%™ 22%+3,2; CD56""9": 8%+0,8; p=0,0001). Insgesamt legen
diese Ergebnisse nahe, dass die starke Verminderung der CD569™ NK-Zellen in MDS-
Patienten nicht auf einer erhéhten Apoptoserate beruht.
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Abbildung 24: Apoptose der CD56%™ und CD56°"9" Subpopulationen in Patienten und gesunden
Spendern. Frequenz (%) der apoptotischen Zellen in CD569™ (A) und CD56g" (B) Subpopulationen
von 20 MDS-Patienten und 13 altersgleichen gesunden Spendern mittels Annexin V/7-AAD-Analyse.
Apoptotische Zellen wurden dabei als Annexin V-positiv und 7-AAD-negativ definiert. (C) Das Diagramm
stellt den signifikanten Unterschied der Frequenz apoptotischen Zellen zwischen den CD569™ und
CD56Y1ght Subpopulationen in sowohl MDS-Patienten als auch gesunden Spendern dar. (***P<0,001)

3.7 Analyse der Rezeptoren der NK-Zellen

Im Folgenden sollte analysiert werden, ob die Funktionsdefizienz der NK-Zellen von
MDS-Patienten mit der Expression bestimmter inhibitorischer oder stimulatorischer
NK-Zellrezeptoren korreliert. Daraufhin wurde von 30 MDS-Patienten und 20
altersgleichen gesunden Spendern eine genetische KIR-Typisierung durchgeflhrt
(Ordonez, et al 2012). Tabelle 6 stellt die KIR-Genotypen in den Patienten und den
gesunden Spendern dar (Uhrberg, et al 1997).

AnschlieBend wurde mittels Multiparameter-Durchflusszytometrie die Expression
verschiedener KIR (KIR2DL1/S1, KIR2DL2/L3/S2 und KIR3DL1) und NKG2A auf der
Oberflache ermittelt. Basierend auf diesen Daten wurde einen Diagramm Uber das
KIR-Repertoire der NK-Zellen in der Patienten- und Kontrollkohorte erstellt (Abbildung
25A). Es stellte sich heraus, dass sich die NK-Zellen von MDS-Patienten und den
gesunden Spendern in verschiedenen Parametern unterscheiden. Die NK-Zellen der
Patienten wiesen eine auffallend hohe Frequenz von KIR'INKG2A- Zellen auf (gesund:
16,6%=1,3; MDS: 30,8%%4,3; p=0,0074). Bei diesen Zellen handelt es sich
wahrscheinlich um unreife NK-Zellen, die aufgrund fehlender Lizensierung

hyporesponsiv sind. Daher wurde die Frequenz dieser Zellen der Zytotoxizitat der NK-
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Zellen gegenibergestellt, wobei jedoch kein Zusammenhang festgestellt werden
konnte (Lineare Regression p=0,6914) (Abbildung 25B).

Tabelle 6: KIR-Typisierung der Patienten und gesunden Spender
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AA 1 X X X X X 12 7
AB 2 X X X X X X X 6 2
AB 3 X X X X X X X X X 1 2
AB 4 X X X X X X X X X 3 3
BB 5 X X X X X X X X 1 3
AB 6 X X X X X X X X X X X X 0 1
AB 7 X X X X X X X X X X X 1 0
AB 12 X X X X X X X X X X X 1 1
AB 15 X X X X X X 1 0
BB 17 X X X X X X X X X X 1 0
BB | 25 X X X X X X X X X 1 0
BB | 30 X X X X X X X X X X 1 1
BB | 35 X X X X X X X X X 1 0

Innerhalb der

Patienten hin

inhibitorischen

KIR-Familie konnte eine Verschiebung des NK-Zellrepertoires der
zu einer bevorzugten Expression von KIR2DL2/3, der als erster
KIR auf der Oberflache der NK-Zellen exprimiert wird, beobachtet

werden (p=0,0180). Im Gegensatz dazu war die Expression der ,spaten” KIR2DL1
(p=0,0004) und KIR3DL1 (p=0,0210) in Patienten stark reduziert. Innerhalb der
Subpopulationen mit zwei bzw. drei Rezeptoren auf der Oberflache (KIR oder NKG2A),

welche eine sehr reife Population von NK-Zellen darstellen, war die Frequenz der

Subpopulationen mit KIR2DL1-Expression deutlich geringer als in gesunden

Spendern. Beim Vergleich der NK-Zellen, die nur jeweils einen der drei KIR

exprimieren, konnte eine starke Tendenz zur KIR2DL3 Expression in Patienten
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nachgewiesen werden (Abbildung 25 C). 81% der NK-Zellen in Patienten mit ein KIR
auf der Oberflache exprimieren KIR2DL3, wahrend diese Zahl bei gesunden Spendern
41% betragt (P<0,001).
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Abbildung 25: Unreifer Phanotyp der NK-Zellen in MDS-Patienten. (A) KIR-Repertoire, basierend
auf der Expression von KIR2DL1, KIR2DL2/3, KIR3DL1 und NKG2A, in CD569™ NK-Zellen von 30
Patienten und 20 altersgleichen gesunden Spendern. (B) Analyse der Korrelation von Zytotoxizitat und
Frequenz der KIR'NKG2A- in der NK-Zellen von Patienten (n=13). (C) Kuchendiagramme zur
Darstellung der Frequenz der CD56¢™ NK-Zellen, die jeweils einen einzigen KIR (KIR2DL1, KIR2DL2/3
oder KIR3DL1) exprimieren, in gesunden Spendern (oben) und Patienten (unten). (*P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001)
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Aufgrund der Verwendung eines Antikdrpers gegen KIR2DL2/L3/S2 (Klon GL183) bei
den durchflusszytometrischen KIR-Analysen konnte zwischen diesen drei KIR nicht
unterschieden werden. Das Gleiche gilt fir den Antikérper gegen KIR2DL1/S1 (Klon
HP-MA4 oder EB6B). Aus diesem Grund wurde das KIR-Repertoire von Patienten, die
homozygot flr Haplotyp-Gruppe A (AA) und heterozygot bzw. homozygot fir Haplotyp-
Gruppe B (AB, BB) sind, separat analysiert. Individuen der Haplotyp-Gruppe AA
besitzen kein KIR2DL2, KIR2DS2 und KIR2DS1, so dass das detektierte Signal die
Expression von KIR2DL3 bzw. KIR2DL1 eindeutig widerspiegelt. Diese Daten zeigten
vergleichbare Ergebnisse zur Abbildung 25A.
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Abbildung 26: Expression der verschiedenen Subpopulationen in CD56%™ NK-Zellen, basierend
auf der Expression von KIR und NKG2A. (A) Frequenz der vier NK-Zell Subpopulationen basierend
auf die Expression von KIR (KIR2DL1, KIR2DL2/3 und KIR3DL1) und NKG2A in CD569™ NK-Zellen. (B)
Frequenz der CD564™ NK-Zellen, die 0-3 KIR auf der Oberflache tragen. Die Analysen wurden mit 30
MDS Patienten und 20 altersgleichen gesunden Spendern durchgefthrt. (*P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001)

Basierend auf der Expression von KIR und NKG2A kénnen vier Subpopulationen der
NK-Zellen definiert werden. Wahrend der Entwicklung wird als erstes NKG2A und
anschlieBend KIR auf der Oberflaiche exprimiert, so dass die KIR'NKG2A
Subpopulation die unreiferen Zellen und die KIR*NKG2A- NK-Zellen die terminal-
differenzierten reifen NK-Zellen darstellen. In der Patientenkohorte wurde, wie bereits
in Abbildung 25 gezeigt, eine starke Erhdéhung der Frequenz der unreifen KIR'NKG2A
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Subpopulation (p=0,0035) beobachtet, wahrend es zu einer Verminderung der reiferen
KIR*NKG2A* und KIR*NKG2A" NK-Zellen kommt (Abbildung 26A).

Ubereinstimmend mit den Analysen der vollstindigen NK-Zellrepertoires (Abbildung
25A) ergab die Analyse der NK-Zellen in Abhangigkeit von der Anzahl der KIR auf der
Oberflache ebenfalls eine Erhdhung der Frequenz von unreiferen Zellen. Die Frequenz
der NK-Zellen ohne KIR auf der Oberflache war in der Patientenkohorte signifikant
erhéht (p=0,0042), wahrend die NK-Zellen, die zwei bzw. drei KIR tragen, deutlich
verringert waren (p=0,0002, p=0,0386).

Als nachstes sollte die Expression weiterer Marker wie CD57 und CD62L, die den
Reifegrad der NK-Zellen widerspiegeln, untersucht werden. Die Expression von CD57
ist auf CD569™ NK-Zellen beschrankt und geht mit einem Verlust der
Proliferationsstarke und einer erhéhten zytotoxischen Kapazitéat einher, was auf einen
hdheren Differenzierungsgrad hindeutet (Lopez-Verges, et al 2010). CD57 wird in
CD56"19"t NK-Zellen kaum oder gar nicht exprimiert. CD62L spielt bei der Migration
der naiven Lymphozyten in lymphatisches Gewebe eine wichtige Rolle und wird

Uberwiegend in CD56"9" NK-Zellen exprimiert.
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Abbildung 27: Erhohte Expression von CD62L in CD56%™ NK-Zellen von MDS-Patienten.
Expression von CD57 und CD62L wurde in CD56¢m (A) und CD56bright NK-Zellen (B) von 16 MDS-
Patienten und zehn gesunden Spendern durchflusszytometrisch untersucht. (*P<0,05)

CD569™M NK-Zellen der Patienten wiesen eine signifikant vermehrte CD62L-Expression
auf (gesund: 14,4%+1,2; MDS: 25,8%%5,2; p=0,0379), wahrend kein Unterschied in
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der CD57-Expression zwischen beiden Kohorten festgestellt wurde (gesund:
49,3%14,7; MDS: 43%5,7; p=0,4076) (Abbildung 27A). Bei Betrachtung der
CD56Pright NK-Zellen in beiden Kohorten wurde, eine hohe CD62L-Expression und eine
sehr geringe bzw. keine Expression von CD57 beobachtet. Dabei wurde jedoch kein

Unterschied zwischen beiden Kohorten festgestellt (Abbildung 27B).

Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass die NK-Zellen von MDS-
Patienten einen unreifen Phanotyp aufweisen. Innerhalb der CD569™ NK-Zellen
zeigten die Patienten eine signifikant erhdhte Frequenz der KIR'NKG2A- Zellen,
wohingegen die Expression von reiferen Subpopulationen KIR*NKG2A* und
KIR*NKG2A" reduziert war. Die dominante Expression von KIR2DL3, die geringe
Frequenz der NK-Zellen mit mehreren KIR auf der Oberflache und die vermehrte
Expression von CD62L auf den CD569™ NK-Zellen der Patienten bestétigen diese
Hypothese.

3.8 in vitro Generierung der NK-Zellen

Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, ob die beobachtete NK-Zelldefizienz
und der funktionale Defekt auf eine unvollstdndige Ausdifferenzierung der
hamatopoietischen Stammzellen (HSC) der MDS-Patienten zu reifen NK-Zellen
zurtckzufihren ist. Zu diesem Zweck wurden CD34* HSC aus MDS-Patienten isoliert
und deren Differenzierungspotential in die NK-Zell Entwicklungslinie mit Hilfe eines
bereits in unserem Labor etablierten Protokolls ausgetestet (Brands 2014). Die
isolierten CD34+ HSC aus dem Knochenmark wurden vom Forschungslabor der Klinik
fir Hamatologie, Onkologie und klinische Immunologie zur Verfigung gestellt und
zusammen mit Feeder-Zellen (murinen EL-08 Zellen oder padiatrischen MSC) in
einem Expansionsmedium (NK1-Medium) kultiviert. Die beinhalteten Zytokine IL-3 und
SCF sorgen dabei fir eine Expansion der CD34+* HSC. Nach einer Woche wird durch
die Zugabe der Zytokine IL-2 und IL-15 (NK2-Medium) die Ausdifferenzierung der
expandierten HSC zur NK-Zelle in Gang gesetzt, wodurch nach weiteren 4 Wochen
reife NK-Zellen, die NKG2A und KIR tragen, geerntet werden kénnen (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der in vitro NK-Zellgenerierung. Vor Beginn der NK-
Zellgenerierung wurden die Feeder-Zellen (EL-08-Zellen oder padiatrische MSC) in einer 24- Well-Platte
ausgesat und bestrahlt. Die isolierten CD34+ HSC wurden zusammen mit den Feeder-Zellen in NK1-
Medium (IL3, IL-7, SCF und FIt-3 Ligand) kultiviert. Nach einer Woche wurde das NK1-Medium durch
NK2-Medium (IL-2, IL-15, IL-7, SCF und Flt-3 Ligand) ersetzt. Die Zellen wurden fiir weitere 4-5 Wochen
kultiviert. Der Ablauf der Generierung wurde jede Woche anhand durchflusszytometrischer Messungen
dokumentiert.

In diesen Experimenten wurden insgesamt drei MDS-Patienten, die den drei
verschiedenen, von uns definierten, NK-Zell-Gruppen 1, 2 und 3 angehdrten sowie ein
altersgleicher gesunder Spender untersucht. Es konnten in allen drei
Patientengruppen einschlieBlich eines NK-Zell-defizienten Patienten (Gruppe 3),
erfolgreich NK-Zellen aus CD34+ HSC generiert werden. Jedoch fiel auf, dass der
Ablauf der NK-Zellgenerierung in Gruppe 2 und Gruppe 3-Patienten im Vergleich zu
dem Gruppe 1-Patienten und zu dem gesunden Spender deutlich langsamer war.

Als erstes wurden CD34+ Zellen aus Knochenmark einer Patientin (funktionale NK-
Zellen, Niedrigrisiko-MDS) und eines altersgleichen gesunden Spenders
ausdifferenziert (Abbildung 29). Bei der Patientin handelte es sich um eine 72-jahrige
Frau, die sowohl beziglich ihrer NK-Zellzahl, als auch NK-Zellfunktion, Werte im
Normbereich aufwies und somit zur Gruppe 1 gehorte (Siehe 3.3.1). Bei der Probe des
67-jahrigen gesunden Spenders wurden die CD34*+ Zellen ebenfalls aus dem
Knochenmark isoliert. Als Feeder-Zellen wurden padiatrische MSC verwendet, die
durch eine Kooperation mit der Klinik fir Kinder-Onkologie, Hamatologie und Klinische
Immunologie zur Verfligung gestellt wurden. Allgemein wurde ein vergleichbarer
Ablauf der Differenzierung in beiden Kulturen beobachtet. Anhand von wdchentlichen
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durchflusszytometrischen Messungen ab der zweiten Woche konnte der Ablauf und
die Entwicklung der NK-Generierung dokumentiert werden (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Vergleichbarer Ablauf der NK-Zelldifferenzierung aus CD34* Zellen einer Gruppe
1 Patientin und einem altersgleichen gesunden Spender. Angereicherte CD34+ Zellen aus dem
Knochenmark eines gesunden Spenders (A) und einer Patientin mit Niedrigrisiko-MDS (B) wurden auf
MSC Feeder-Zellen zu NK-Zellen differenziert. Die Expression von CD38 und der Lineage-Marker
wurde in der zweiten Kulturwoche ermittelt. In der dritten Woche wurde bereits die Expression des
CD56-Marker festgestellt und in der vierten und fiinften Woche wurde die Expression von NKG2A und
KIR2DL3 auf den NK-Zellen gemessen.

In der zweiten Woche konnte in beiden Kulturen eine Differenzierung Richtung
lymphatischer Vorlduferzellen festgestellt werden. Diese duBerte sich durch den
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Verlust von CD34 und eine erhdhte Expression von CD38. Mittels der sogenannten
Lineage-Marker (Lin) sollten die verschiedenen lymphoiden Differenzierungsmarker
auf der Oberflache detektiert werden (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, und CD56).
Obwohl in der ersten Kulturwoche deutlich mehr Lint Zellen in der
Differenzierungskultur mit gesunden CD34+ Zellen vorhanden waren (gesund: 71%;
MDS: 5%), zeigten beide Kulturen in den nachsten Wochen ein vergleichbare
Expression von CD56. In der funften Woche bestanden beide Kulturen zu 99% aus
CD56* Zellen, die eine vergleichbare Expression von NKG2A (gesund: 18%; MDS:
21%) und KIR2DL3 (gesund: 0,5; MDS: 0,9) aufwiesen.

In einem weiteren Experiment wurde die NK-Generierung mit CD34* Zellen aus einer
Gruppe 2-Patientin (eingeschrankte NK-Zellfunktion, Niedrigrisiko-MDS) durchgeflhrt
(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Verzdgerter Ablauf der NK-Zelldifferenzierung aus CD34* HSC in einer Gruppe 2-
Patientin. CD34+ HSC, isoliert aus Knochenmark der Patientin, wurden in Gegenwart von humanen
MSC fiinf Wochen lang kultiviert. Die Expression von CD38 und Lineage-Markern wurde in der zweiten,
dritten und vierten Woche durchflusszytometrisch ermittelt. In der finften Woche der Differenzierung
wurde die Expression der NK-Zellmarker CD56, NKG2A und KIR2DL3 ermittelt.
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Auffallend war, dass nur 2% der Zellen in der zweiten Woche Lineage-Marker
exprimierten. Im Verlauf der dritten und vierten Kulturwoche konnte ein Anstieg der
Lin*-Zellen auf 10% bzw. 15% beobachtet werden. Erst in der finften Woche waren
reife NK-Zellen mit NKG2A und KIR2DL3 auf der Oberflache nachweisbar. 65% der
Zellen exprimierten CD56, davon 92% NKG2A* und 61% KIR2DL3*. NKG2A ist der
erste inhibitorische Rezeptor und KIR2DLS3 der erste KIR, die im Laufe der Entwicklung
auf der Oberflache der NK-Zellen exprimiert werden. Im Vergleich zu der NK-
Zellgenerierungen mit den HSC aus dem gesunden Spender und Gruppe 1-Patienten
konnte ein deutlich verlangsamter Ablauf der NK-Zellentwicklung beobachtet werden.
Nach finf Wochen exprimierten nur 65% der Zellen den NK-Zell-Marker CD56.

Zum Schluss wurden CD34* Zellen aus dem Knochenmark eines Patienten mit NK-
Zelldefizienz (Gruppe 3) in der Differenzierungskultur angesetzt (Abbildung 31). Als
Feeder-Zellen wurden EL-08 Zellen verwendet. Als Kontrolle wurden CD34* Zellen,
isoliert aus einem Nabelschnurblut, ebenfalls auf EL-08 Zellen differenziert. Bereits in
den ersten Wochen konnte ein Unterschied zwischen beiden Kulturen festgestellt
werden. In der Patientenkultur konnte in den ersten drei Wochen nur eine sehr
langsame Expansion der CD34+ Zellen beobachtet werden, so dass der Wechsel zu
NK2-Medium erst ab der vierten Woche erfolgte.

Aufgrund der sehr geringen Zellzahl konnten die Zellen nur einmal in Woche 5
durchflusszytometrisch analysiert werden, die restlichen Zellen wurden fir eine weitere
Woche in Kultur behalten. Wahrend in der Kontrollkultur in der fiinften Woche fast alle
Zellen CD56* waren (Abbildung 31B, erster Plot), bestand die Patientenkultur zu
diesem Zeitpunkt nur zur 24% aus CD56* Zellen (Abbildung 31A, erster Plof). Die
Expression von NKG2A und KIR2DL3 lag zu diesem Zeitpunkt in der Patientenkultur
bei 62% bzw. 0,2% und in der Kontrollkultur bei 19% und 1%. In der sechsten Woche
erreichte die CD56-Expression in der Patientenkultur 44%, von denen 88% NKG2A
und 0,5% KIR2DL3 exprimierten. Zu diesem Zeitpunkt sind die Zellen in der
Kontrollkultur  bereits typischerweise terminal differenziert und gréBtenteils
apoptotisch.
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Abbildung 31: Verzégerte NK-Zelldifferenzierung der NK-Zellen aus CD34* Zellen, isoliert aus
Knochenmark von einem MDS-Patient mit NK-Zelldefizienz (Gruppe 3). (A) Die CD34+ Zellen des
Patienten wurden auf EL-08 Feeder-Zellen kultiviert. Aufgrund der langsamen Expansion wurden die
Zellen drei Wochen in NK1-Medium kultiviert. AnschlieBend erfolgte der Wechsel zu NK2-Medium.
Durchflusszytometrisch wurden die Zellen in den Wochen 5 und 6 analysiert. Dabei wurde die
Expression von CD56, NKG2A und KIR2DL3 ermittelt. (B) NK-Zelldifferenzierung mit CD34+ Zellen,
isoliert aus Nabelschnurblut, auf EL-08 Zellen. Die Dot plots stellen die Expression von CD56, NKG2A
und KIR2DL3 in der flinften Woche dar.

Mit den generierten NK-Zellen aus der Patientenkultur wurde anschlieBend ein
Zytotoxizitdtsassay durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden die generierten NK-Zellen aus
einer parallel dazu durchgefiihrten Kultur (vier Wochen alt, bereitgestellt von einer
Kollegin) verwendet. Die Frequenz der CD56+*-Zellen lag bei 85%. Obwohl die
generierten NK-Zellen aus der Patientenkultur zwei Wochen alter waren, zeigten sie
eine geringere Zytotoxizitat im Vergleich zur den generierten NK-Zellen aus der
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Kontrollkultur (CFSE+PIl+ Zielzellen: 34,3% mit Kontrollkultur-NK-Zellen und 20,5% mit
Patientenkultur-NK-Zellen) (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Die verminderte Zytotoxizitit der generierten NK-Zellen aus CD34* HSC eines
Gruppe 3 Patienten. Das linke Histogramm stellt die spontane Lyse der K562 ohne Effektorzellen dar,
das mittlere Histogramm die K562-Lyse durch generierte NK-Zellen, aus Nabelschnurblut HSC (Woche
4) und das rechte Histogramm die K562-Lyse durch die generierten NK-Zellen aus CD34+ HSC eines
Gruppe 3 Patienten (Woche 6).

Zusammenfassend konnten bei allen drei MDS-Patienten aus HSC NK-Zellen
generiert werden (Gruppe 1, 2 und 3). Jedoch fiel auf, dass bei den Gruppe 2- und
Gruppe 3- Patienten die NK-Zellentwicklung deutlich langsamer verlaufen ist. Zudem
war aufféllig, dass die generierten CD56* Zellen der Gruppe 2- und Gruppe 3-
Patienten eine deutlich héhere Expression von NKG2A aufwiesen.

3.9 Klonale Beteiligung der NK-Zellen

Eine mdégliche Ursache der in dieser Arbeit gezeigten strukturellen und funktionalen
NK-Zelldefizienz kénnte in der Beteiligung des malignen Klons an der lymphoiden
Entwicklung in den MDS-Patienten, insbesondere in die NK-Zelllinie, liegen. Es gibt
hierzu bisher keine systematischen Untersuchungen in der Literatur. Ein Standard-
Verfahren, um das Ausmaf der klonalen genetischen Aberrationen in MDS-Patienten
zu betrachten, ist die FISH-Methode. Diese Technik beruht auf der Hybridisierung von
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DNA-Sonden, die spezifische chromosomale Strukturen identifizieren. FISH kann an
Knochenmarkzellen, besonders erfolgreich an aufgereinigten CD34+ Zellen von
Patienten, durchgefihrt werden und tragt so zur Diagnostik der Krankheit bei. Wie
bereits bekannt ist, gehdren die myeloiden Blutzellen in MDS-Patienten zum malignen
Klon. Es ist allerdings noch unklar, inwieweit die lymphoiden Blutzellen eine klonale
Beteiligung aufweisen. Insgesamt wurden vier Patienten mit 5q-Syndrom in diese
Untersuchungen eingeschlossen. Die Deletion im langen Arm des Chromosoms 5
(del(5q)) ist die haufigste Chromosomenaberration in MDS und kann anhand von
spezifischen DNA-Sonden (Sonde EGR-1, Chromosombande 5q31) mittels FISH
detektiert werden.

Als MaBstab fur die Funktionalitat der NK-Zellen wurden diese Zellen, basierend auf
der Perforin-Expression, in zwei Populationen, Perforin® und Perforint,
durchflusszytometrisch sortiert. Zusatzlich wurden von jedem Patienten die T- und B-
Zellen sortiert. Die FISH-Analysen wurden mit den aufgereinigten Zellen im Institut far
Humangenetik und Anthropologie der Uniklinik Disseldorf durchgefihrt. Abbildung 33
stellt eine reprasentative FISH-Analyse der NK-Zellen in einem Patient mit 59-

Syndrom dar.

Abbildung 33: FISH-Analyse bei einem MDS-Patient mit 5q-Syndrom. Deletion des Locus EGR-1
in 5931: nur 1 rotes Signal bei zwei erhaltenen griinen Signalen des Kontrol-Locus bei 5p. Jeweils zwei
Signale zeigen einen Normalbefund (0.B (ohne Befund).
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Die Ergebnisse der FISH-Analysen der vier Patienten sind in Tabelle 7
zusammengefasst.

Bei zwei Patienten (Patient A und B) konnte eine eindeutige Beteiligung des malignen
Klons in NK-Zellen festgestellt werden, wahrend bei B-Zellen sehr geringe und bei T-
Zellen keine aberranten Zellen beobachtet wurde. Interessanterweise gehdrten alle
aberranten NK-Zellen bei Patient B zur der Perforin- Subpopulation, wahrend die
Perforin* NK-Zellen keine Beteiligung des malignen Klons zeigten.

Tabelle 7: FISH-Analysen bei MDS-Patienten mit 5q-Syndrom

Gruppe Population Anzahl der aberranten
Zellen
Patient A 2 NK-Zellen 76%
T-Zellen 9,60%
B-Zellen 16,40%
Patient B 2 Perforin- NK-Zellen 86,0%
Perforin+ NK-Zellen 0%
T-Zellen 0%
B-Zellen 7%
Patient C 2 Perforin- NK-Zellen 0%
Perforin+ NK-Zellen 6%
T-Zellen 0%
B-Zellen 0%
Patient D 1 Perforin- NK-Zellen 6,2%
Perforin+ NK-Zellen 0%
T-Zellen 0%
B-Zellen 0%
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Bei der Analyse der zwei weiteren Patienten (Patient C und D) konnte eine geringe
Frequenz der aberranten Zellen in NK-Zellen beobachtet werden, die Werte waren
jedoch sehr nah am sogenannten cut-off Limit (5%).

Zusammenfassend konnte anhand der FISH-Analysen festgestellt werden, dass die
NK-Zellen die einzige Lymphozyten-Subpopulation waren, die konsistent und mit
teilweise sehr hoher Frequenz die maligne genetische Aberration aufwiesen. Die
Daten aus diesen Analysen deuten darauf hin, dass die frlihe hamatopoietische
Vorlauferzelle, aus der sich die aberrante Hamatopoiese in MDS-Patienten ergibt,
keineswegs auf die Myelopoiese beschrankt ist sondern auch lymphoides Potential
insbesondere in die Line der NK-Zellen aufweist.
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4 Diskussion

MDS ist durch eine ineffektive Hamatopoiese, eine gestdrte Blutzellausreifung im
Knochenmark und demensprechend einem Mangel an reifen Blutzellen im peripheren
Blut gekennzeichnet. Dabei sind eine oder mehrere myeloiden Linien betroffen.
Inwieweit die Lymphopoiese beeintrachtigt ist, ist bis heute nicht genau geklart, jedoch
gibt es eindeutige Hinweise darauf, dass lymphatische Zellen bei MDS durchaus in
ihrer Funktion beeintrachtigt sind (Fozza, et al 2016). Eine niedrige Lymphozyten-
Zellzahl ist dabei assoziiert mit einer unginstigen Prognose, was darauf hindeutet,
dass diese Zellen den Verlauf der Krankheit stark beeinflussen (Jacobs, et a/2010). In
den vergangenen Jahren wurde immer mehr deutlich, dass die NK-Zellen von MDS-
Patienten phanotypische und funktionale Defekte aufweisen. Bereits im Jahr 1994
wurde Uber die verminderte Funktion der NK-Zellen in MDS-Patienten berichtet
(Ogata, et al 1994). Seitdem haben sich mehrere Studien mit der Ursache dieser
funktionalen Defizienz beschaftigt, die gewonnenen Ergebnisse waren jedoch oft sehr
widersprichlich, so dass es bisher unklar war, welche Faktoren zur funktionalen
Defizienz der NK-Zellen beitragen (Carlsten, et al 2010, Epling-Burnette, et al 2007,
Gleason, et al 2014, Hejazi, et al 2015, Kiladjian, et al 2006).

Ziel dieser Arbeit war die NK-Zellen von MDS-Patienten phanotypisch und funktional
zu charakterisieren, um die mdglichen Ursachen und Mechanismen der
Funktionsdefizienz der NK-Zellen zu begreifen. Dabei sollten die Patienten mit einer
Kohorte aus gesunden Spendern verglichen werden. Da MDS vorwiegend im hohen
Alter auftritt und die Alterung bekanntermafBen mit Veranderungen der Lymphozyten
einhergeht (Borrego, et al 1999, Camous, et al 2012, Chidrawar, et al 2006, Lutz, et al
2011, Manser and Uhrberg 2016), diente eine Kohorte aus altersgleichen gesunden
Spendern (Uber 55 Jahren) als Kontrollgruppe, so dass altersspezifische, MDS-
unabhangige Effekte ausgeschlossen werden konnten.
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4.1 Phanotypische Merkmale der NK-Zellen

MDS ist eine Stammzellerkrankung, die durch eine gestérte Reifung und Proliferation
der HSC charakterisiert wird. Dabei steigt die Zahl der Blasten im Knochenmark an
wodurch die Bildung normaler Erythrozyten und Leukozyten verhindert wird.

Die in dieser Arbeit durchgeflhrten Analysen der NK-Zellfrequenz in MDS-Patienten
bringen unvorhergesehene neue Kenntnisse zutage: Eine Gruppe der Patienten zeigte
eine  sehr geringe NK-Zellfrequenz von <1%  (Abbildung 5). In
durchflusszytometrischen Analysen war bei diesen Patienten keine eindeutige NK-
Zellpopulation, basierend auf der Expression von CD56 und CD3, zu erkennen.
Insgesamt war die NK-Zellfrequenz der Patienten im Vergleich zu den altersgleichen
gesunden Spendern signifikant niedriger. Die Analysen der absoluten Zellzahl der NK-
Zellen zeigten das gleiche Bild (Abbildung 6). Die NK-Zellzahl war in den Patienten
noch starker beeintrachtigt als NK-Zellfrequenz. Bei 13% der Patienten lag die NK-
Zellzahl <10 Zellen/mm3. Diese Gruppe der Patienten wird in dieser Arbeit als NK-
Zelldefizient bezeichnet. Diese Ergebnisse widersprechen vorherigen Studien, die
eine unveranderte oder sogar erhéhte NK-Zellfrequenz in MDS-Patienten beobachtet
haben (Chamuleau, et al2009, Epling-Burnette, et al 2007, lwase, et al 1995, Kiladjian,
et al2006). In einer neueren Studie wurde allerdings ebenfalls Gber eine geringere NK-
Zellfrequenz in MDS-Patienten berichtet, jedoch wurden keine absoluten Zellzahlen
analysiert (Gleason, et al 2014). Bemerkenswert ist hierbei auch, dass innerhalb der
T- und NKT-Zellpopulationen kein Unterschied hinsichtlich der Frequenz und der
Zellzahl zwischen Patienten und gesunden Spendern zu beobachten war. Die
vorliegenden Ergebnisse deuten deshalb darauf hin, dass innerhalb der Lymphozyten
insbesondere die NK-Zellen der MDS-Patienten betroffen sind.

In den durchflusszytometrischen Analysen wurden die NK-Zellen als CD56+*CD3-
Zellen definiert. Im weiteren Verlauf der Analysen sollte deshalb sichergestellt werden,
dass die beobachtete NK-Zelldefizienz nicht allein auf dem Fehlen des CD56 Markers
basierte. Dazu wurden andere NK-Zellmarker, wie CD16, in verschiedenen NK-
Zelldefizienten Patienten untersucht und dabei eine vergleichbar geringe Frequenz
des CD16 Markers gemessen. Diese Beobachtung schlieBt die Annahme aus, dass
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die NK-Zelldefizienz der MDS-Patienten lediglich auf einer Stérung der CD56-
Expression basiert.

Aus logistischen Grinden wurde der GroBteil der Analysen in dieser Arbeit mit
kryokonservierten Proben von Patienten und gesunden Spendern durchgefihrt. Durch
diese Gleichbehandlung erscheint es unwahrscheinlich, dass die beobachtete NK-
Zelldefizienz ein Effekt der Kryokonservierung sein kdnnte. Um diesen Punkt naher zu
untersuchen, wurden Analysen an frisch-isolierten PBMC von drei NK-Zelldefizienten
Patienten durchgefiihrt: die Analysen stimmten mit den vorherigen Ergebnissen an
eingefrorenem Material Gberein und bestéatigten an frischem Material bei allen drei
Patienten das Vorhandensein einer NK-Zelldefizienz. Somit kann sichergestellt
werden, dass die beobachtete NK-Zelldefizienz keine Folge der Kryokonservierung ist.
Da zwischen den Analysen der kryokonservierten und frisch-isolierten Proben gute
zwei Jahre liegen, kann zudem angenommen werden, dass die NK-Zelldefizienz im
Laufe der Zeit konstant erhalten bleibt.

NK-Zellen sind bekanntlich in der Lage, Virus-infizierte Zellen zu beseitigen, so dass
ein systematischer Mangel an NK-Zellen zu erhdéhten Virus-Infektionen fihren kann.
Bei den NK-Zelldefizienten Patienten wurden jedoch keine tbermaBigen Infektionen
beobachtet. Es muss allerdings erwahnt werden, dass nur eine begrenzte Anzahl der
NK-Zelldefizienten Patienten Uber einer langeren Zeit zur Behandlung in der Uniklinik
Dusseldorf erschienen sind und daher keine verlassliche Aussage u(ber die

vorgekommenen Virus-Infektionen in diesen Patienten getroffen werden kann.

Zusatzlich zu Virus-infizierten Zellen kénne NK-Zellen ebenfalls Tumor-Zellen
erkennen und vernichten. So kann auch spekuliert werden, dass das Fehlen der NK-
Zellen in NK-Zelldefizienten Patienten zu einer schlechteren Prognose der Krankheit
beitragt. Tatsachlich werden die meisten Patienten mit NK-Zelldefizienz als Hochrisiko-
Patienten eingestuft (Intermediar Il/hoch). Die Tatsache, dass deutlich weniger NK-
Zelldefiziente Patienten zur Niedrigrisiko Gruppe gehéren, deutet darauf hin, dass eine
Korrelation zwischen der NK-Zelldefizienz und der unglinstigen Prognose besteht. Mit
Progression der Krankheit in Hochrisiko-Patienten dominiert der maligne MDS-Klon,
es kommt zur schweren Reifungsstérungen und einem Uberschuss an Blasten, die im

Knochenmark und Blut akkumulieren. Die NK-Zelldefizienz kann daher auch als eine
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Folge der gestérten NK-Zellentwicklung im Knochenmark betrachtet werden.
Andererseits gehért die Eliminierung der Tumorzellen zu den Hauptfunktionen der NK-
Zellen und die Abwesenheit der NK-Zellen tragt in Hochrisiko-Patienten zu einer
schlechten Prognose der Krankheit bei.

Zusatzlich wurde in dieser Arbeit ein Zusammenhang zwischen der NK-Zelldefizienz
und dem Alter der Patienten festgestellt (Abbildung 8). Insgesamt wurden 75 Patienten
und 30 gesunde Spender untersucht. Die NK-Zelldefizienz trat vorwiegend in jingeren
Patienten auf. Dies kann daran liegen, dass die jingeren Patienten, die in dieser Arbeit
untersucht worden sind, Uberproportional einen schweren Krankheitsverlauf zeigen
und als Hochrisiko eingestuft werden. Kiindgen et al. demonstrierten in einer Studie
mit 2500 MDS-Patienten, dass die jingeren Patienten (<50 Jahre), im Vergleich zu
den alteren Patienten, eine signifikant héhere Frequenz von RAEB-II Subtyp
aufweisen (Kuendgen, et al 2006). Insgesamt konnte in den MDS-Patienten der
vorliegenden Studie eine positive Korrelation zwischen NK-Zellfrequenz und -Zellzahl
und zunehmendem Alter beobachtet werden. Verschiedene Studien Gber den Einfluss
der Alterung auf die Lymphozytenpopulationen zeigen ebenfalls einen Anstieg der NK-
Zellfrequenz und -Zellzahl in gesunden alteren Menschen (Borrego, et al 1999, Lutz,
et al 2005). In unserer altersgleichen Kontrollkohorte konnte kein entsprechender
altersabhangiger Anstieg der NK-Zellen Spendern beobachtet werden. Allerdings kann
die geringe Zahl der gesunden Spender der Grund daflir sein, dass der Alterungseffekt
innerhalb dieser Kohorte nicht erkennbar ist. Um eine verlassliche Aussage machen
zu kénnen, ware es wuinschenswert longitudinale Untersuchungen der gleichen

Individuen Uber Jahre hinweg durchzufihren.

4.2 Beeintrachtigte Funktion der NK-Zellen

Die Funktionalitdt der NK-Zellen kann aus verschiedenen Blickwinkeln untersucht
werden. Mit Hilfe des, inzwischen weit verbreiteten, CD107-Degranulationsassays wird
bestimmt, ob und wie stark die NK-Zellen in Gegenwart von Zielzellen aktiviert werden.
Dieser Assay beruht auf der durchflusszytometrischen Detektion des CD107 Markers,
der nach der Degranulation auf die Zelloberflache der NK-Zellen transportiert wird. Ein
Vorteil dieser Methode liegt in der Méglichkeit, anhand der Antikérperfarbung die
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Aktivierung verschiedener Subpopulationen von NK-Zellen zu untersuchen. Dieser
Assay gibt jedoch keinen Aufschluss dartiber, ob bzw. wie viele Zielzellen durch die
NK-Zellen getdtet werden. Um diese Frage zu beantworten, muss ein
Zytotoxizitadtsassay durchgefiihrt werden. In den bisherigen Studien wurde die
Zytotoxizitat der NK-Zellen in MDS-Patienten hauptséchlich mittels Chrom-Release-
Assays bestimmt. Bei diesem Assay werden die Zielzellen mit dem radioaktiven Isotop
51Cr markiert, was durch die Zelllyse in den Uberstand freigesetzt wird. Die Menge des
freigesetzten 5'Cr gilt als MaB fiir die Zytotoxizitat der NK-Zellen. Der Nachteil dieses
Assays ist allerdings die Problematik, die der Umgang mit radioaktiven Stoffen mit sich
bringt. In dieser Arbeit wird zum ersten Mal die Zytotoxizitat der NK-Zellen in MDS-
Patienten anhand eines CFSE-Zytotoxizitdtsassays, einer Durchflusszytometrie-
basierten Methode, ermittelt.

Die funktionalen Assays wurden mit IL-2-stimulierten PBMC durchgefihrt. Frihere
Studien hatten gezeigt, dass die Bindung der NK-Zellrezeptoren an ihren Liganden im
allgemeinen nicht ausreicht, um eine effektive Lyse der Zielzellen auszulésen und die
ruhenden NK-Zellen daher zuerst mit IL-2 stimuliert werden missen (Bryceson, et al
2006). IL-2 bindet an den aus drei Untereinheiten bestehenden IL-2-Rezeptor (IL-2Ra,
B, v), wodurch die Aktivierung und Proliferation von NK-Zellen angeregt wird.

In dieser Arbeit konnte kein Unterschied in der Degranulation der NK-Zellen zwischen
den Patienten und den gesunden Spendern festgestellt werden. Die Patienten
verhalten sich jedoch in Bezug auf Degranulation sehr heterogen. Bei einem Patienten
konnte nur eine sehr geringe CD107-Expression auf der Oberflache der NK-Zellen
detektiert werden (1,5%), wahrend es eine Reihe von Patienten gab, deren NK-Zellen
eine Degranulationsaktivitat bis zu 60% zeigten. Diese Beobachtung widerspricht einer
Studie, in der Uber eine verminderte Degranulation der NK-Zellen, sowohl im
peripheren Blut, als auch im Knochenmark, berichtet wird (Carlsten, et al 2010).
Hinsichtlich der Zytotoxizitdt wurde ein anderes Bild beobachtet. Der von vielen
Studien postulierte Rlickgang der NK-Zellzytotoxizitdt war hier in der Mehrheit der
Patienten nachzuweisen und im Vergleich zu den altersgleichen gesunden Spendern
wurde eine hoch signifikante Verminderung der Zytotoxizitat in den NK-Zellen der
Patienten beobachtet.
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Der CD107-Degranulationsassay wird mittlerweile in vielen Laboren als
Standardassay fir die Analyse der NK-Zellfunktion verwendet (Uhrberg 2005). Die
beobachtete Diskrepanz zwischen dem Degranulationsassay und dem
Zytotoxizitadtsassay in MDS-Patienten war deshalb nicht zu erwarten. Viele Patienten
mit einer hohen Degranulationsaktivitat zeigten eine schwache Zytotoxizitat. Unsere
Daten deuten deshalb darauf hin, dass die Verwendung des CD107-
Degranulationsassays fir die Analyse der NK-Zellfunktion fragwlrdig ist und
zumindest fir MDS-Patienten nicht als zuverlassiger Assay zur Messung der Funktion
der NK-Zellen verwendet werden kann.

Fir die Zytotoxizitatsassays wurden als Effektorzellen PBMC der Patienten und
gesunden Spender und als Zielzelle HLA Klasse-l-negative K562-Zellen verwendet,
so dass eine HLA-restringierte Aktivierung der T-Zellen durch die Zielzellen
ausgeschlossen war. Bei der Gegenlberstellung der NK-Zellfrequenz innerhalb der
PBMC und der Zytotoxizitdt der NK-Zellen war eine leichte Korrelation zwischen
beiden Parametern in den Patienten zu sehen. Jedoch wurde deutlich, dass die NK-
Zellzytotoxizitat der MDS-Patienten auch im Vergleich zu Kontrollen mit vergleichbaren
NK-Zellfrequenzen signifikant erniedrigt war. Somit kann ausgeschlossen werden,
dass die geringe Frequenz der NK-Zellen in MDS-Patienten die Ursache fir die
verminderte Zytotoxizitat ist. Die Durchfihrung des Zytotoxizitdtsassay mit
aufgereinigten NK-Zellen war aufgrund der zu niedrigen NK-Zellzahl innerhalb der
Patientenproben, vor allem nach dem Auftauen der Zellen, nicht méglich.

In einer Studie aus dem Jahr 2007 wurde Uber eine Korrelation zwischen einer
verringerten NK-Zellfunktion und einer schlechten Prognose in MDS-Patienten
berichtet (Epling-Burnette, et al2007). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Zytotoxizitat und der Prognose in MDS-
Patienten beobachtet werden, was jedoch an der geringen Anzahl der untersuchten
Patienten in den jeweiligen Gruppen liegen kann. Allerdings ist auffallig, dass auch hier
alle Patienten mit funktionalen NK-Zellen zur Niedrigrisiko-Gruppe gehéren.

Die Funktion der NK-Zellen zeichnet sich, zusatzlich zur Zytotoxizitat, auch durch die
Produktion verschiedener Zytokinen aus. Auf dieser Weise Uben NK-Zellen einen

regulatorischen Effekt auf die Immunantwort aus. IFN-y gilt als wichtigstes Zytokin der
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NK-Zellen, deren Produktion unter anderem durch IL-12, IL-18 und auch IL-2 angeregt
wird. In dieser Arbeit wurde die intrazellulare Produktion von IFN-y in IL-2-stimulierten
NK-Zellen, in Gegenwart von K562 Zielzellen, durchflusszytometrisch gemessen. Die
Sekretion von IFN-y aus den NK-Zellen wurde durch die Zugabe von Brefeldin A,
welches den Protein-Transport zwischen dem Golgi-Apparat und dem ER inhibiert,
gehemmt. Auf die gesamte NK-Zellpopulation bezogen, lieB sich eine signifikant
verminderte IFN-y-Produktion in der Patientenkohorte feststellen. Die getrennte
Betrachtung der CD569™ und CD56°"9" Subpopulationen zeigte lediglich eine
Tendenz zu einer verringerten IFN-y-Produktion in beiden Subpopulationen der
Patientenkohorte. CD56°"9"t NK-Zellen sind dabei im Allgemeinen die Subpopulation,
die hauptséachlich fir die Zytokin-Produktion verantwortlich ist, jedoch, im Vergleich zu
CD569™ NK-Zellen, kaum zytotoxisch aktiv sind. Diese Erkenntnis wird durch die
Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt, da gezeigt werden konnte, dass die CD56°"19" NK-
Zellen in beiden Kohorten signifikant mehr IFN-y produzierten als CD569™ NK-Zellen.
Die Letzteren sind jedoch auch in der Lage, nach Stimulation mit HLA Klasse-I-
negativen Zielzellen und IL-2, verschiedene Zytokine wie IFN-y und TNF-a zu
produzieren, so dass die Rollenverteilung zwischen den beiden Subpopulationen
deshalb nicht so streng getrennt werden kann.

Zusammenfassend wird in dieser Arbeit eine stark beeintrachtigte Funktion der NK-
Zellen in MDS-Patienten, hinsichtlich der Zytotoxizitdt und IFN-y-Produktion,
beobachtet, wahrend die Degranulation der NK-Zellen unverandert bleibt. Basierend
auf der Zytotoxizitat und Zellzahl der NK-Zellen werden die MDS-Patienten (n=75), wie
unter Punkt 3.3.1 aufgeflihrt, in drei Gruppen aufgeteilt: Gruppe 1-Patienten (n=8)
besitzen eine normale NK-Zellfrequenz und Zellzahl, die auch funktional sind
(Zytotoxizitat =20%), Gruppe 2-Patienten weisen eine normale oder teilweise
verringerte NK-Zellzahl mit beeintrachtigter Zytotoxizitat (Zytotoxizitat <20%) auf, und
schlieBlich Gruppe 3-Patienten, mit einer NK-Zelldefizienz (NK-Zellzahl <10

Zellen/mm3).
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4.3 Verminderte Expression von Perforin und Granzym B

NK-Zellen verdanken ihre zytotoxische Aktivitdt den vorhandenen Granula, die
zytotoxische Molekiile wie Perforin und verschiedene Granzyme beinhalten. Diese
Moleklle werden nach der Degranulation der NK-Zellen freigesetzt und I6sen auf
kooperative und noch nicht véllig verstandene Weise die Lyse der Zielzellen aus.
Zunéachst ermdglicht Perforin Granzym B den Eintritt in die Zielzelle, indem es in der
Zellmembran der Zielzelle Poren bildet. Das so eingedrungene Granzym B aktiviert

dann die Apoptose, die zur Lyse der Zielzelle fihrt.

Die beobachtete Diskrepanz zwischen Degranulation und Zytotoxizitat der NK-Zellen
in den Patienten lasst die Frage aufkommen, ob die Granula der NK-Zellen in den
Patienten mit Perforin und Granzym B beladen sind. Daher wurde die Expression
dieser beiden Molekdle anhand intrazellularer  Antikérperfarbungen
durchflusszytometrisch analysiert. Innerhalo der NK-Zellen ist die CD569™
Subpopulation fiir die zytotoxische Aktivitdt zustandig, sodass die Expression von
Perforin und Granzym B auf diese Subpopulation beschrankt ist. Daher wurde die
Expression von Perforin und Granzym B nur in CD56%™ NK-Zellen betrachtet.

Die Ergebnisse zeigten eine signifikant verminderte Expression der beiden Molekile
in den NK-Zellen der Patienten, wobei die Perforin-Expression starker beintrachtig war.
Dies bedeutet, dass die Patienten prozentual weniger NK-Zellen mit Perforin und
Granzym B besitzen. In beiden Kohorten wurde eine stark signifikante Korrelation
zwischen der Expression von Perforin und Granzym B beobachtet. In der
Kontrollgruppe betrug die Expression beider Molekilen in fast allen Individuen tber
80%. In der Patientenkohorte ging die geringe Granzym B-Expression mit einer noch
niedrigeren Perforin-Expression einher. Diese Korrelation lasst vermuten, dass die

Perforin und Granzym B-Expression dhnlichen Regulationsmechanismen unterliegt.

Im nachsten Schritt wurde untersucht ob der beobachtete Mangel an Perforin und
Granzym B in den NK-Zellen tatsachlich mit verminderter NK-Zellzytotoxizitat
korreliert. Alle Gruppe 1-Patienten zeigten eine Perforin/Granzym B-Expression von

260%, wahrend dort keine Patienten mit einer verminderten Perforin-Granzym B-
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Expression zu finden waren. Es gab jedoch eine kleine Gruppe von Patienten, die trotz
normaler Perforin/Granzym B-Expression eine schwache Zytotoxizitat aufwiesen. Die
Degranulationsanalysen von zwei Patienten aus dieser Gruppe zeigten eine stark
verminderte CD107 Mobilisierung (1,5% und 9% CD107-Expression), so dass
vermutet werden kann, dass in diesen Patienten tatsachlich die verminderte
Degranulation zur schwachen Zytotoxizitat fahrt. DarUGber hinaus muss man
konstatieren, dass es neben dem Perforin/Granzym B Mechanismus weitere weniger
spezifische Mechanismen gibt, die von NK-Zellen far die Lyse ihrer Zielzellen
verwenden werden, welche in dieser Arbeit nicht untersucht wurden. Dazu zahlt in
erster Linie der Fas/FasL Signalweg. FasL wird auf NK-Zellen exprimiert, wobei
dessen Bindung an Fas (exprimiert auf vielen Tumorzellen) die Apoptose in den Fas-
tragenden Zellen auslésen kann (Sharma, et al 2000, Suda, et al 1995). Weiterhin
exprimieren NK-Zellen auch TRAIL, welches in Zellen die den TRAIL-Rezeptor
exprimieren Apoptose auslésen kann (Pan, et al 1997, Walczak, et al 1997). Ob diese
Mechanismen bei den NK-Zellen der MDS-Patienten eine Rolle spielen ist zurzeit nicht
bekannt.

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich vermuten, dass die verminderte Zytotoxizitat der
NK-Zellen in MDS-Patienten im Zusammenhang mit einem Mangel an Perforin- und
Granzym B-haltigen NK-Zellen steht. Das bedeutet, dass die NK-Zellen der Patienten
durchaus in der Lage sind, nach Kontakt mit der Zielzelle und einer angemessenen
Stimulation, zu degranulieren und ihre Granula ausschitten. Diese enthalten aber
nicht in allen NK-Zellen Perforin und Granzym B, wodurch der Effekt auf die Zielzelle
minimiert wird. Diese Beobachtungen kénnen nicht nur fir MDS, sondern auch fir
weitere hamatologische Erkrankungen, wie AML, die eine Funktionsdefizienz der NK-

Zellen aufweisen, relevant sein.

Es stellte sich nun die Frage, ob die Funktionsdefizienz der NK-Zellen durch
Stimulation wiederhergestellt werden kénnte. Kiladjian et al. berichteten in einer Studie
Uber eine beeintréchtige in Vitro Proliferation der NK-Zellen (Kiladjian, et al 2006). Die
NK-Zellen der Patienten und der gesunden Spender wurden 7-10 Tage mit IL-2
stimuliert. Dabei konnte keine Proliferation der NK-Zellen in den Patientenproben
beobachtet werden, wahrend die NK-Zellen der gesunden Spender sich bis zu 6
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Wochen vermehrt haben. Die Zugabe von IL-2 ist jedoch flir eine optimale Proliferation
und Expansion der NK-Zellen nicht ausreichend. Eine Reihe von Protokollen
verwenden, zusatzlich zu Zytokinen, bestrahlte Feeder-Zellen, unter anderem RPMI
8866-Zellen und eine PBMC-Mischung aus verschiedenen Individuen (Campbell
1999). Die Zelllinie RPMI 8866 hat die Eigenschaft, die Proliferation und Expansion
der NK-Zellen durch die Produktion von IL-12 zu unterstitzen (Valiante, et al 1992).
Die Verwendung der PBMC-Mischung verschiedener Spender hat dabei den Zweck,
den NK-Zellen den Kontakt mit ihren Liganden zu erméglichen und ebenfalls die
Produktion von léslichen Faktoren zu unterstitzen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
eine modifizierte Methode zur Expansion der NK-Zellen verwendet, bei der die RPMI
8866 Zellen durch die HLA Klasse-I-negativen K562 Zellen ersetzt wurden. Die
Ergebnisse zeigen, dass sowohl bei MDS-Patienten, als auch in den altersgleichen
gesunden Spendern innerhalb einer 10-tagigen Kokultur eine effektive Expansion der
NK-Zellen erreicht werden konnte. Dabei konnte das Expressionslevel von Perforin
und Granzym B, sowie die Zytotoxizitat der NK-Zellen in Gruppe 2-Patienten komplett
wiederhergestellt werden, was bedeutet, dass der funktionale Defekt in diesen
Patienten reversibel ist. Unklar ist zurzeit, ob sich durch Zugabe von Zytokinen auch
eine Reaktivierung der endogenen NK-Zellen im Patienten erreichen lasst, da die
alleinige Zugabe von IL-2 in MDS keinen ausreichenden Stimulus darzustellen scheint.
Evil. ist hierzu ein weiterer Stimulus Uber direkten Kontakt mit third party-Zellen

erforderlich.

4.4 Defekte in der Ausreifung von NK-Zellen

4.4.1 CD56%™ und CD56""9" Subpopulationen

NK-Zellen werden anhand der Expression des CD56 Markers in zwei Subpopulationen
aufgeteilt. Die zytotoxischen CD569™ NK-Zellen entwickeln sich, nach allgemeinen
Kenntnisstand, aus den CD569" NK-Zellen. Letztere Ubernehmen eine
immunregulatorische Funktion und sind in der Lage verschiedene Zytokine zu

produzieren.

111



Diskussion

Im Laufe der Untersuchungen fiel auf, dass es einige Patienten gab, die eine erhéhte
Frequenz der CD569" Subpopulation aufwiesen. Auf die gesamte Kohorte bezogen,
bestatigte sich dieser signifikante Anstieg in der Frequenz der CD56°"9"t Subpopulation
in der Patientenkohorte (Abbildung 21). Bei der Analyse der absoluten Zellzahl der
beiden Subpopulationen wurde jedoch ein anderes Bild beobachtet. Wahrend die
Zellzahl der CD56%™ Subpopulation in der Patientengruppe stark vermindert war, war
kein Unterschied in der Zellzahl der CD56°"9" Subpopulation zwischen beiden
Kohorten zu sehen (Abbildung 22). Dieses Phadnomen war besonders in Gruppe 2-

Patienten zu beobachten.

Die niedrige Zellzahl der CD569™ NK-Zellen in MDS-Patienten warf die Frage auf, ob
diese Zellen schneller sterben und somit ein Zusammenhang zur Apoptoserate dieser
Zellen besteht. Daraufhin wurde die spontane Apoptose der einzelnen
Subpopulationen der NK-Zellen in der Patienten- und Kontrollkohorte untersucht.
Sowohl in CD569™ als auch in CD56°9"t NK-Zellen, war die Apoptoserate zwischen
den beiden Kohorten gleich, so dass es unwahrscheinlich scheint, dass die
verminderte Zellzahl der CD569™ NK-Zellen auf die erhéhte Apoptose dieser Zellen
zurlickzufiihren ist. Auffallig war, dass die CD56"9"t NK-Zellen deutlich weniger
Apoptose aufwiesen als die CD569™ NK-Zellen. Diese Daten stimmen mit einer Studie
Uberein, die ebenfalls liber die geringere Apoptose in CD56°9" NK-Zellen gesunder
Spender berichten (Lutz, et al 2011).

4.4.2 KIR- und NKG2-Familie

Uber die Expression von KIR und NKG2A in MDS-Patienten ist bislang wenig bekannt.
Epling-Burnette et al. zeigten eine geringe Expression der stimulatorischen
Rezeptoren NKp30 und NKG2D in MDS-Patienten, wahrend in weiteren Studien kein
Unterschied in der Expression dieser Rezeptoren beobachtet wurde (Carlsten, et al
2010, Epling-Burnette, et al 2007, Kiladjian, et al2006). Durch diese widersprichlichen
Ergebnisse ist noch unklar, ob in MDS-Patienten eine Korrelation zwischen der
Funktion und der Expression bestimmter Rezeptoren besteht. In dieser Arbeit wurden
zum ersten Mal verschiedene inhibitorische Rezeptoren wie KIR2DL1, KIR2DL2/3 und
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KIR3DL1, sowie NKG2A, welche die vier wichtigsten HLA Klasse-I-spezifischen
inhibitorischen  NK-Zellrezeptoren  darstellen, mithilfe  der Multiparameter-
Durchflusszytometrie in MDS-Patienten untersucht. Bei der Analyse des KIR-
Repertoires wurde, Ubereinstimmend mit alteren Studien, beobachtet, dass es eine
Subpopulation von NK-Zellen in der Patienten- und Kontrollgruppe gibt, die weder KIR
noch NKG2A auf der Oberflache exprimieren (Abbildung 25). Diese KIR'NKG2A- NK-
Zellen exprimieren keinen HLA Klasse-I-spezifischen inhibitorischen Rezeptor, was
dem weithin akzeptierten Model ,at least one” widerspricht. Anfossi et al. und Cooley
et al. zeigten, dass diese Subpopulation der NK-Zellen hyporesponsiv sind (Anfossi,
et al 2006, Cooley, et al 2007). Die Frage bleibt jedoch offen, wie die Selbsttoleranz
der beschriebenen NK-Zellen gewahrleistet wird, wenn sie offenbar keinen selbst-HLA
Klasse-I-spezifischen inhibitorischen Rezeptoren exprimieren. Erwahnenswert ist,
dass nicht alle inhibitorische KIR in diesen Studien durchflusszytometrisch detektiert
werden konnten, da zu diesem Zeitpunkt nicht gegen alle KIR monoklonale Antikérper
vorhanden waren. Jedoch konnte Cooley et al. auch mit Q-RT-PCR (quantitative real-
time PCR) die Abwesenheit von inhibitorischen KIR innerhalb dieser Zellen bestéatigen.
Sie zeigten ebenfalls, dass die KIRINKG2A- Subpopulation unreife NK-Zellen darstellt,
die sich in vitro und in Anwesenheit von Feeder-Zellen und Zytokinen, wie IL-15, zu

reiferen NK-Zellen, mit KIR und NKG2A auf der Oberflache, differenzieren lassen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Frequenz der KIR'NKG2A NK-Zellen
in MDS-Patienten deutlich héher war, als in den gesunden Spendern, sodass der
Anteil an hyporesponsiven NK-Zellen entsprechend gréBer war. Innerhalb der KIR-
Familie konnte eine Verschiebung des NK-Zellrepertoires der Patienten hin zu einer
bevorzugten Expression von KIR2DL2/3 beobachtet werden. Aus friheren Studien
unseres Labors sowie anderer Arbeitsgruppen (Fischer, et al2007, Miller and McCullar
2001) war bereits bekannt, dass KIR2DL2/3 als erster inhibitorischer KIR auf der
Oberflache der entstehenden NK-Zellen exprimiert wird und insofern vermehrt auf
naiven NK-Zellen zu finden ist. In den MDS-Patienten zeigte sich eine erhdhte
Expression von KIR2DL2/3 auf den NK-Zellen, die jeweils nur einen der drei
untersuchten KIR exprimierten. Die Expression der ,spateren” KIR2DL1 und KIR3DL1
war hingegen in MDS-Patienten signifikant reduziert, sodass sich auch auf Basis der
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KIR-Expression ein unreiferer Phanotyp der NK-Zellen der MDS-Patienten

verdeutlichte.

Miller et al. hatten bereits zuvor die Expression von KIR und NKG2A in in vitro
generierten NK-Zellen analysiert und konnten zeigen, dass NKG2A, gefolgt von KIR,
der erste Rezeptor ist, der auf der Oberflache der NK-Zellen exprimiert wird (Miller and
McCullar 2001). Innerhalb der KIR-Familie wird KIR2DL2/3 als erster KIR, gefolgt von
KIR2DL1 und KIR3DL1, exprimiert (Fischer, et al2007). Anhand der Ergebnisse dieser
Studien I&sst sich somit eine sequentielle Expression der NK-Zellrezeptoren
nachweisen: zunachst entstehen KIR'NKG2A-, dann KIR-NKG2A+ und schlieBlich
KIR*NKG2A* NK-Zellen Im Laufe der weiteren Entwicklung wird NKG2A
herunterreguliert, so dass terminal-differenzierte KIR*NKG2A- NK-Zellen entstehen.
Bei der Betrachtung dieser vier Subpopulationen in den Patienten und den gesunden
Spendern wurde festgestellt, dass es neben der erhéhten Frequenz der KIR'NKG2A
NK-Zellen zu einer Verminderung der reiferen KIR*NKG2A*+ und enddifferenzierten
KIR*NKG2A NK-Zellen in MDS-Patienten kommt.

Die beschriebenen phanotypischen Charakteristiken der NK-Zellen in MDS-Patienten
ahneln denen von NK-Zellen aus Nabelschnurblut (neonatale NK-Zellen). Studien
haben gezeigt, dass neonatale NK-Zellen eine erhdhte Frequenz der CD56Pright
Subpopulation aufweisen (Le Garff-Tavernier, et al 2010). Innerhalb der CD569™
Subpopulationen ist die Expression von NKG2A erhdht, was mit einer Verminderung
der KIR-Expression einhergeht, auBerdem ist die NK-Zellfunktion in neonatalen NK-
Zellen geringer, als in NK-Zellen aus peripherem Blut (Le Garff-Tavernier, et al 2010,
Schonberg, et al2011a).

4.4.3 Marker der terminalen NK-Zell-Differenzierung

Zusatzlich zu KIR und NKG2A wurden noch weitere Parameter wie CD57 und CD62L,
deren Expression auf der Oberflache der NK-Zellen den Reifegrad dieser Zellen
wiederspiegelt, untersucht. CD57 ist als ein Marker fiir die Identifizierung der terminal-
differenzierten NK-Zellen mit  geringem Proliferation- und hohem
Zytotoxizitatspotenzial bekannt und wird hauptséchlich auf der CD569™ Subpopulation

114



Diskussion

exprimiert (Bjorkstrom, et al2010, Lopez-Verges, et al2010). Die CD569" NK-Zellen
tragen kein CD57 auf der Oberflache und exprimieren CD62L, was allgemein auf
naiven Lymphozyten exprimiert wird und flr die Migration dieser Zellen in
lymphatisches Gewebe eine wichtige Rolle spielt. Es besteht also eine negative
Korrelation zwischen der Expression von CD57 und CD62L auf den NK-Zellen. Die
Analyse dieser beiden Molekile auf den NK-Zellen der Patienten und gesunden
Spendern stellte eine signifikant héhere Expression von CD62L auf der CD569™
Subpopulation in MDS-Patienten dar. Bei der CD57-Expression auf CD569™ NK-Zellen
war jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen zu sehen. CD62L
wurde auf CD56°"9" NK-Zellen beider Gruppen gleich hoch exprimiert und wie erwartet

wurde keine Expression von CD57 auf diesen Zellen gemessen.

Mehrere Studien konnten zeigen, dass in friher Phase nach einer hamatopoietischen
Stammzelltransplantation (HSCT) die NK-Zellen im peripheren Blut vorwiegend aus
CD56*19"t Subpopulation bestehen, die sich im Laufe der Zeit zu CD569™ NK-Zellen
ausdifferenzieren (Dulphy, et al2008, Jacobs, et al 1992, Vago, et al2008). Zusétzlich
wurde Uber eine erhéhte Expression von NKG2A und CD62L auf den CD569™ NK-
Zellen berichtet, die in der spateren Phasen nach der HSCT stark abnimmt und zu
einer bevorzugten Expression von KIR Ubergeht (Shilling, et al2003, Vago, et al2008).
Die Ergebnisse legen nahe, dass ein sequentielle Ausreifung der CD56"9" zy friihen
CD569™ NK-Zellen (KIR'NKG2A*CD62L*) und schlieBlich zu terminal-differenzierten
CD569™m NK-Zellen (KIR*NKG2A-CD62L") in vivo stattfindet.

Insgesamt sprechen die phanotypischen Merkmale der NK-Zellen in MDS-Patienten,
wie erhdhte Frequenz der KIR'NKG2A- Zellen, reduzierte Frequenz der reiferen
Subpopulationen KIR*NKG2A* und KIR*NKG2A-, dominante Expression von KIR2DL3
und vermehrte Expression von CD62L auf CD569™ NK-Zellen dafiir, dass, obwohl
MDS eine Krankheit der alteren Menschen ist, die NK-Zellen unreif sind. Es kann
dardber hinaus spekuliert werden, dass der Defekt in der Ausreifung der NK-Zellen in
MDS-Patienten ursachlich fir die beeintrachtigte Funktion dieser Zellen ist.
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4.5 NK-Zellgenerierung aus CD34+* HSC

Eine ineffektive Hadmatopoiese ist das Hauptmerkmal des MDS, wodurch periphere
Zytopenien einer oder mehrerer Zelllinien entstehen. In vitro Studien konnten bereits
zeigen, dass das Proliferations- und Differenzierungspotential der CD34+ HSC zur
myeloiden Zelllinie in MDS-Patienten stark vermindert ist (Greenberg 1986, Greenberg
and Mara 1979, Sawada 1994, Sawada 1996). Dabei ist der Effekt von verschiedenen
Wachstumsfaktoren auf MDS-HSC ebenfalls vermindert (Nagler, et al 1990,
Schipperus, et al 1990). Wie effektiv die Differenzierung der MDS-HSC in die
lymphoide Linie ablauft, bleibt gréBtenteils unklar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
zum ersten Mal CD34+ HSC der MDS-Patienten in vitro und in Gegenwart von Feeder-
Zellen zu NK-Zellen ausdifferenziert. Die Hypothese war, ob die NK-Zelldefizienz in
Gruppe 3-Patienten oder die funktionale Defizienz der NK-Zellen in Gruppe 2-
Patienten auf einen Ausreifungsdefekt der CD34+ HSC zuriickzufiihren sind. Far
diesen Zweck wurden CD34* HSC aus drei MDS-Patienten, jeweils ein Patient aus
Gruppe 1, 2 und 3 und einem altersgleichen gesunden Spender in Gegenwart von
Feeder-Zellen und Zytokinen zu NK-Zellen ausdifferenziert. Interessanterweise gelang
die NK-Zellgenerierung aus HSC aller MDS Gruppen. Aus allen Generierungskulturen
konnten NK-Zellen mit KIR (KIR2DL2/3) und NKG2A auf der Oberflache gewonnen
werden, jedoch war der Verlauf der Generierung in jedem Patient unterschiedlich.
Wahrend der Gruppe 1-Patient eine vergleichbare NK-Zellgenerierung zu dem
gesunden Spender zeigte, wurde bei der Gruppe 2 und Gruppe 3-Patienten ein
deutlich verzégerter Ablauf der NK-Zellgenerierung beobachtet. In der zweiten
Kulturwoche trugen bei dem gesunden Spender der gréBte Teil der Zellen (70%)
Lineage-Marker (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, und CD56), wahrend nur 5% der
Zellen des Gruppe 1-Patient Lin* waren. Trotz des beobachteten Unterschieds in der
zweiten Woche, wurde ab der dritten Woche bei beiden Kulturen ein sehr &hnlicher
Ablauf der NK-Zellgenerierung festgestellt. Nach der flnften Woche bestand die
Generierungskultur, sowohl bei dem Gruppe 1-Patienten, als auch bei dem gesunden
Spender, aus CD56* Zellen, die auch zu gleichem Anteil KIR2DL3 und NKG2A trugen.
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Bei dem Gruppe 2- und Gruppe 3-Patienten wurde eine sehr langsame Proliferation
der HSC und eine weniger effektive NK-Zellgenerierung beobachtet. Am Ende der
Generierung bestand die Kultur nur zum Teil aus CD56* Zellen, die KIR und NKG2A
trugen. Auffallend in beiden Kulturen war die hohe Expression von NKG2A auf den
CD56+-Zellen. Dies deutete, neben der niedrigen Frequenz CD56* Zellen, ebenfalls
auf einen verlangsamten Ablauf der Generierung hin, da NKG2A im Allgemeinen als
erster inhibitorische Rezeptor, noch vor der Initiation der KIR-Expression, auf NK-
Zellen exprimiert wird und im Laufe der Entwicklung herunterreguliert wird.

Die ineffiziente Myelopoiese in MDS-Patienten basiert auf den intrinsischen Defekten
in CD34+ HSC, die durch verschiedenen Arten von Mutationen innerhalb der Zelle
entstehen und zur Bildung des malignen MDS-Klons fiihren. Der zellulére
Mechanismus, der dazu fihrt, dass die normale HSC durch eine maligne MDS-HSC
ersetzt wird, ist noch nicht detailliert geklart. Dies kann durch direkte Wechselwirkung
zwischen normalen und malignen HSC, aber auch durch indirekte Interaktion zur
Knochenmarknische vermittelt werden. Die Knochenmarknische besteht aus einer
extrazellularen Matrix (wie Kollagen und Fibronektin) und zellularen Elemente, wie
Osteoblasten, Adipozyten, Endothelzellen und vor allem MSC. Die MSC wurden
erstmals von Friedenstein (Friedenstein, et al 1968) als fibroblastenartige, adharent
wachsende Zellpopulation aus Knochenmark-Aggregat beschrieben, welche ein
hohes Proliferation- und Differenzierungspotenzial besitzen und sich zu verschiedenen
Geweben ausdifferenzieren kénnen. Im Knochenmark spielen sie bei der
Hamatopoiese eine wichtige Rolle, indem sie Wachstum und Entwicklung der HSC
unterstltzen. Bisher wurde die Rolle der MSC in der Pathogenese des MDS in einigen
Studien untersucht und festgestellt, dass die MDS-MSC molekular und funktional
verandert sind und in deutlich geringerem MaBe die Hamatopoiese im Knochenmark
unterstitzen (Aanei, et al2012, Geyh, et al 2013, Klaus, et al2010, Varga, et al 2007).
Ob es sich hierbei um primare intrinsische Defekte der MSC handelt, oder ob diese
sekundér, infolge der Expansion des malignen Klons, entstanden sind, bleibt unklar.

Mit Blick auf die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse kann vermutet werden, dass
die intrinsische Aberrationen der MDS-HSC zur einer ineffektiven NK-Zellgenerierung
im Knochenmark fuhren, was die geringe Zellzahl und den unreifen Phanotyp der NK-
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Zellen in MDS-Patienten erklaren kénnte. Die HSC der Patienten mit NK-Zelldefizienz
(Gruppe 3) lieBen sich in vitro und in Gegenwart von gesunden Stroma-Zellen zu NK-
Zellen differenzieren, jedoch war der Ablauf der NK-Zellgenerierung im Vergleich zu
den gesunden HSC deutlich verzdgert. In vivo tragt bei diesen Patienten vermutlich
der Mangel an unterstitzenden Stroma-Zellen im Knochenmark durch die
Veranderungen der MSC zur gestdrten NK-Zellgenerierung bei, was dann zu einem
vollstdndigen Fehlen von NK-Zellen im Blut fihren kann.

4.6 Gehoren die NK-Zellen zum malignen MDS-Klon?

Die Hamatopoiese in MDS-Patienten ist klonal. Das bedeutet, dass sie auf eine oder
wenige entartete HSC zurlickgeht. Eine Vielzahl von genetischen Aberrationen tragen
zur Entstehung des malignen MDS-Klons bei, die sich im Laufe der Krankheit im
Knochenmark verbreiten und somit zu einem Ausreifungsdefekt der Blutzellen flhren.
Hierbei sind die Chromosomen 5 und 7 am haufigsten betroffen. Dabei sind Deletionen
die am haufigsten vorkommenden Aberrationen, bei denen ein Teil des genetischen
Materials verloren geht. So wurde vermutet, dass die betroffenen Chromosomregionen
Gene tragen, die von pathologischer Relevanz sind. Zum Beispiel konnte fir das 5g-
Syndrom in einem Mausmodell bereits gezeigt werden, dass die Deletion des kurzen
Armes von Chromosom 5 zu einem Verlust des Genes RPS14 fihrt und einen MDS-
Phanotyp verursacht (Ebert 2009).

Die Stérungen der Hamatopoiese in MDS beschranken sich hauptsachlich auf die
Myelopoiese, es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die lymphatischen Vorlauferzellen
ebenfalls zum malignen Klon gehdren. Miura et al. konnten anhand von FISH-
Analysen in MDS-Patienten mit Monosomie 7 eine erhéhte Frequenz von aberranten
Zellen innerhalb der NK-Zellpopulation zeigen (in drei von vier untersuchten
Patienten), wahrend B- und T-Zellen weniger betroffen waren (Miura, et al2000). Diese
Ergebnisse konnten Jahre spater von Kiladjian et al., bestatigt werden. Hierbei konnte
eine Beteiligung der NK-Zellen in drei Patienten mit jeweils 5g-Deletion, 7g-Deletion

und Trisomie 8 nachgewiesen werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Beteiligung des malignen Klons innerhalb der NK-
, T- und B-Zellen in vier MDS-Patienten mit 5g9-Syndrom mittels FISH-Analysen
untersucht. In zwei Patienten war eine hohe Frequenz der aberranten Zellen innerhalb
der NK-Zellpopulation zu erkennen, was mit den Daten der obengenannten Studien
vereinbar ist. In einem Patienten waren die chromosomalen Aberrationen auch in B-
und T-Zellen nachweisbar, jedoch mit einer deutlich geringeren Frequenz. Es stellte
sich nun die Frage, ob eine Korrelation zwischen der Beteiligung der NK-Zellen am
malignen Klon und der funktionalen Defizienz der NK-Zellen einiger Patienten bestand.
Da die Perforin-Expression der NK-Zellen ein sensitiver Parameter fir ihre Zytotoxizitat
ist, wurden die NK-Zellen von drei MDS-Patienten in Perforin- und Perforin*
Subpopulationen sortiert und mittels FISH analysiert. Interessanterweise zeigten die
Perforin- NK-Zellen in einem MDS-Patienten eine sehr hohe Beteiligung am malignen
Klon (86%), wahrend in Perforin* NK-Zellen, und auch in B- und T-Zellen, keine
Klonbeteiligung festgestellt werden konnte. In zwei anderen Patienten konnte keine
genaue Aussage Uber die Beteiligung des Klons in den untersuchten Populationen
getroffen werden. Innerhalb ihrer NK-Zellen war eine geringe Frequenz an aberranten
Zellen detektiert worden, die Werte lagen jedoch sehr nah am cut-off Limit (5%).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die NK-Zellen in MDS-Patienten haufig zum
malignen Klon gehdren und zumindest in einigen Fallen auch mit der funktionalen

Defizienz der NK-Zellen assoziiert sind.
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4.7 Zusammenfassung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sich MDS-Patienten in drei Gruppen
einteilen lassen, die sich in Phanotyp und Funktion ihrer NK-Zellen unterscheiden und
signifikante Unterschiede in der Krankheits-Prognose aufweisen. Neben einer kleinen
Gruppe von MDS-Patienten mit normaler NK-Zell-Frequenz und Funktion (Gruppe 1)
konnte eine weitere Gruppe von MDS-Patienten definiert werden, die sich durch eine
fast vollstindige Abwesenheit von NK-Zellen auszeichnet und eine schlechte
Prognose in IPSS und WHO Kilassifizierung aufweist (Gruppe 3). Die gréBte Gruppe
zeichnet sich durch das Vorhandensein von funktional defizienten NK-Zellen aus
(Gruppe 2). In dieser Gruppe deuten die phanotypischen Merkmale wie eine erhdhte
Frequenz der CD56°"" Subpopulation und KIR'NKG2A- CD569™ NK-Zellen, eine
reduzierte Expression der reiferen Subpopulationen KIR*NKG2A+ und KIR*NKG2A",
die dominante Expression von KIR2DL3 und die vermehrte Expression von CD62L auf
den CD56¢™ NK-Zellen auf eine unvollstandige Ausreifung der NK-Zellen als Ursache
dieser funktionalen Defizienz hin. Die verminderte Zytotoxizitat der NK-Zellen in
Gruppe 2 korreliert zudem mit der beeintrachtigten Expression der zytotoxischen
Molekdle Perforin und Granzym B.

Die phanotypischen und funktionalen Defekte der NK-Zellen und vor allem die
Abwesenheit der NK-Zellen in Gruppe 3 sind wahrscheinlich auf eine ineffektive NK-
Zelldifferenzierung aus HSC zurlickzufiihren sein. Es kann jedoch keine verlassliche
Aussage darUber getroffen werden, ob der Ausreifungsblock durch einen intrinsischen
Defekt der MDS-HSC oder eine dysfunktionale Stammzellnische, wie z.B. den Mangel
an unterstitzenden Stroma-Zellen, verursacht wird. Um diese Frage naher zu
untersuchen, kdnnten in vitro NK-Zelldifferenzierungen in einem Modell der MDS-
Stammzellnische durchgefihrt werden, in dem man z.B. mesenchymale Stammzellen
(MSC) aus Knochenmark von MDS-Patienten mit und ohne NK-Zelldefekt isoliert und
als Feeder-Zellen fur die Ausreifung von gesunden HSC zu NK-Zellen verwendet.
Dadurch kénnte festgestellt werden, ob die MSC der MDS-Patienten in der Lage sind,
die NK-Zelldifferenzierung der gesunden HSC zu unterstitzen.
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Die vorliegende Arbeit liefert eindeutige Hinweise darauf, dass die NK-Zellen,
insbesondere die funktional-defizienten NK-Zellen zum malignen MDS-Klon gehéren
kénnen. Es ist allerdings unklar, wie der maligne Klon die Differenzierung und Funktion
der NK-Zellen beeinflusst und ob eine klonale Beteiligung der NK-Zellen die
Hauptursache flr die beobachteten ausgepragten Defizienzen ist. Es konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass durch geeignete Stimulationsprotokolle die Funktionalitat der
NK-Zellen wiederhergestellt werden kann. In diesem Zusammenhang konnte in
klinischen Studien bereits gezeigt werden, dass eine Behandlung mit
immunmodulatorischen Medikamenten wie Thalidomid die Funktion der NK-Zellen in
einigen MDS-Patienten verstarken kann (Hayashi, et al 2005). Thalidomid fiihrte auch
in Patienten mit multiplem Myeloma zu einer Erhéhung der NK-Zellfrequenz, was fir
NK-Zelldefiziente MDS-Patienten ebenso relevant sein kénnte. Wachstumsfaktoren
wie Erythropoietin werden seit Jahren zur Stimulation der Blutbildung bei MDS-
Patienten eingesetzt. Eine interessante Frage, die sich aus der vorliegenden Arbeit
ergibt ist, inwiefern eine gezielte Stimulation der NK-Zelldifferenzierung, z.B. durch
Gabe von IL-15 die Funktionalitat des NK-Zellkompartiments und im Endeffekt auch
das Krankheitsbild des MDS positiv beeinflussen wirden.

SchlieBlich stellt sich auch die Frage, ob in Zukunft der Einsatz von genmodifizierten
NK-Zellen, z.B. durch Transfektion mit einem chimaren Antigenrezeptor (CAR) mit
Spezifitét fir den MDS-Klon, eine alternative Therapie-Methode fir MDS-Patienten
darstellen kdénnte. Fur diese Therapie kdnnten beispielsweise autologe NK-Zellen in
Gruppe 2-Patienten und allogene NK-Zellen in Gruppe 3-Patienten verwendet werden.
Die Herstellung von geeigneten CAR-NK-Zellen gegen den MDS-Klon kdnnte eine
effektive Erkennung und Abtétung der malignen Zellen ermdéglichen.
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