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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Akute Lymphoblastische Leukdmie (ALL) geht als maligne Erkrankung des blutbildenden
Systems aus dem Knochenmark hervor und ist durch eine ineffektive Hamatopoese der
Vorlauferzellen der Lymphozyten gekennzeichnet und geht oft mit einer unkontrollierten
Proliferation unreifer, weilRer Blutzellen einher. Laut des deutschen Kinderkrebsregisters
erkranken pro Jahr ca. 500 Kinder und Jugendliche im Alter von 0-14 Jahren an einer akuten
Leukdmie, welche somit die haufigste Krebserkrankung im Kindes- und Jugendalter ist. Es wird
stetig an neuen Therapieansatzen gearbeitet, um die padiatrische ALL noch besser therapieren zu
kdnnen. Zahlreiche Studien belegen immer wieder die essentielle Rolle der NK-Zellen, in der
Kontrolle und Bekampfung maligner Erkrankungen des Blutsystems. Es ist allgemein bekannt, dass
entartete oder virusinfizierte Zellen im Laufe der Zeit Mechanismen entwickelt haben, um der Lyse
und somit der zytotoxischen Immunantwort zu entgehen. Diese so genannten immune-escape
Mechanismen ermdglichen es den Tumorzellen dem Radar der Immunzellen zu entgehen und sich
somit der Kontrolle des Immunsystems zu entziehen. Ein gangiger Mechanismus ist die Reduktion
der HLA-Klasse | Molekule. In diesem Zusammenhang spielen Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)
eine essentielle Rolle, da sie Uber spezifische inhibitorische Rezeptoren in der Lage sind, die
Expression der hochpolymorphen HLA-Klasse | Molekile zu kontrollieren. Unklar ist, wie sich

entartete Zellen trotzdem vor der Erkennung durch NK-Zellen schitzen kénnen.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit liegt daher auf der Analyse der HLA-Klasse | Expression, im speziellen
der NK-Zell-spezifischen Liganden HLA-C und -E. Weitere Analysen beschaftigen sich mit der
phanotypischen Charakterisierung von NK-Zellen in ALL-Patienten, sowie der Stimulation der
antileukdamischen Antwort, autologer und allogener NK-Zellen, via therapeutischer Antikorper-
konstrukte. Die Analyse der HLA-Klasse | Expression padiatrischer ALL Patienten zeigte keine
signifikante Reduktion der Oberflachenexpression mit spezifischen Antikdrpern gegen HLA-ABC, -
Bw4 und Bw6. Im Gegensatz dazu wurde eine starke Verminderung der Oberflachenexpression von
HLA-C und -E beobachtet, die sich jedoch nur partiell auf mRNA Niveau widerspiegelte. Weiterhin
zeigten DNA-basierte Analysen, dass keine genetische Assoziation zwischen dem HLA-E
Polymorphismus (HLA-E*01:03 und HLA-E*01:01) und der Entstehung einer akuten Leukamie
besteht. Tiefergehende Analysen bestatigten, dass die Repression von HLA-E ein sensibler und sehr

Vil



Zusammenfassung

dynamischer Prozess in der Entstehung einer ALL ist und HLA-E als prognostischer Marker fir die
frihzeitige Erkennung eines rezidivierenden Patienten prospektiv eingesetzt werden kann: alle
Patienten, die nach KMT oder Chemotherapie rezidivierten zeigten eine dynamische und graduelle
Herunterregulation von HLA-E. Mittels Blockierungsexperimente der NKG2A/HLA-E Interaktion
war es moglich, NK-Zellen, die exklusiv den Rezeptor NKG2A tragen, erfolgreich zu stimulieren. Die
Antikorper vermittelte HLA-E Blockade auf den Blasten der ALL Patienten flhrte zu einer signifikant
erhéhten NK-Zell Degranulation, was die Schlussfolgerung zulasst, dass der leukdmische Blast die
HLA-E Oberflachenexpression zwar auf ein niedriges, aber von der NK-Zelle toleriertes Level
herunterreguliert und so der NK-Zell Lyse, aber auch der Lyse durch HLA-E spezifische, zytotoxische

T-Zellen entgeht.

Ein weiterer Fokus der Arbeit lag auf der phdnotypischen Charakterisierung der autologen NK-
Zellen, um mogliche Funktionsdefizite zu erkennen und therapeutische Moglichkeiten zu
etablieren, diese Funktionsdefizite aufzuheben. Funktionale NK-Zell Defekte konnten eine
Erklarung fir die Resistenz padiatrischer ALL-Blasten sein. Die Analyse der Molekile CD16,
Perforin, Granzym B, NKp30 und NKp46 ergab eine signifikante Reduktion auf den NK-Zellen der
ALL-Patienten, welche mit einer schlechteren Zytotoxizitdt korrelierten. Um diese
Funktionsdefizite aufzuheben, folgte die Stimulation autologer aber auch allogener ALL NK-Zellen
Uber zwei vollstandig humanisierte Antikdrperkonstrukte: CD16xCD33 (BiKE) und CD16IL15CD33
(TriKE). CD33, welches ein myeloides und tumorassoziiertes Differenzierungsantigen darstellt
wurde als Ziel-Molekil auf den Blasten der Leukdmiepatienten verwendet. ALL-Patienten, die eine
CD33 Expression aufweisen gelten als eine schwer therapierbare Risikogruppe, mit oftmals
gravierendem Krankheitsverlauf. Die Analysen zeigten, dass der Einsatz der beiden
therapeutischen Antikdrper zu einer gesteigerten autologen aber auch allogenen NK-Zell

Degranulation sowie Zytokin-Produktion flhrte.

In dieser Arbeit wird die Expression von HLA-E erstmals als wichtiger Marker fir die friihzeitige
Rezidiv-Erkennung in ALL etabliert. Darlberhinaus tragen die Ergebnisse zu einem besseren
Verstdandnis der vielseitigen tumor-escape Mechanismen padiatrischer ALL-Blasten bei. Die hier
gezeigten Ergebnisse konnten schliellich auch zur Entwicklung neuer zellularer und Antikorper-

basierter Therapiemoglichkeiten beitragen.



Summary

Summary

Acute lymphopblastic leukemia (ALL) is a disorder of the lymphoid line of blood cells, characterized
by ineffective hematopoiesis and the uncontrolled proliferation of large numbers of immature
lymphocytes. Numerous studies proof that the clinical application of natural liller cells (NK cells)
against leukemia is an essential and promising area of investigation. HLA molecules are mandatory
for the immune recognition, as impaired or altered HLA-I expression prevents the activation of
cytotoxic immune mechanisms and therefor serves as a tumor driven/mediated immune evasion
mechanism to escape NK- and T-cell mediated immune surveillance. Modulation or down-
regulation of HLA expression has been reported as a frequent but also reversible incidence. So far
only scanty information is available regarding loss or down-regulation of HLA-class | expresison in
hematologic malignancies and the anti-leukemic potential of NK-cells in pediatric ALL patients.
Therefore in the present study, taking advantage of non-commercial (HLA-C (DT9), HLA-Bw4
(MUS4H4) and HLA-Bw6 (OUWA4F11), HLA-class | specific human monoclonal antibodies (mAbs),
we have compared HLA class | antigen expression levels on ALL blasts with that on autologous B-
cells from healthy donors. Down-regulation did not affect overall levels of HLA-class | (HLA-ABC,
W6/32). Whereas panHLA class | and HLA-Bw4/Bw6 expression remained unchanged, down-
regulation was exlusively restricted to HLA-C and HLA-E. To this end, we followed expression of the
non-classical HLA-E molecule on leukemic blasts through serial time-points during the disease
history of pediatric ALL patients undergoing chemotherapy or HSCT. A strong and consistent down-
regulation could be found in all patients at the time of diagnosis. Upon complete remission, HLA-E
levels restored to normal and stable ranges, while in all cases of relapse HLA-E levels dropped
significantly. Additional transcriptional analysis revealed a moderate reduction of mRNA levels,
pointing to additional post-transcriptional mechanisms. Blocking the HLA-E/NKG2A interaction
significantly increased CD107 degranulation, leading us to the hypothesis, that ALL blasts
downregulate HLA-E surface expression to a specific, but tolerogenic low level that still enables full

inhibition by NK cells.



Summary

Further analysis focused on the phenotypical characterization of patients NK-cells to better
understand the diverse resistance mechanisms of leukemic cells, showing a clear down-regulation
of NK-specific molecules as CD16, granzyme B, perforin, NKp30 ans NKp46. This phenotype
correlated with suppressed function of NK cells. The development of new cancer therapies based
on NK-cell activation must consider these immune evasion mechanisms and thereby creating the
basis for a successful therapy/treatment of high risk patients. In the context of limited antigen
specificity and in addition to monoclonal antibodies, bispecific and trispecific antibodies hold
potential in augmenting the antineoplastic effect via direct linking of target and effector cells. For
instance, manipulating NK cell function specifically via CD16 signaling appears to be promising in
enhancing NK cell activity and target recognition. To address these issues NK cells from either
ALL/AML patients or NK cells from healthy donors were stimulated with BiKE/TriKE. Stimulation
with both humanized antibodies potently restored NK cell function (cytotxicity and cytokine
production) in ALL and AML patients and stimulated NK cell mediated lysis of ALL and AML blasts
derived from pediatric patients. Most importantly, the application of bi- and trispecific antibodies
provides an eclectic platform to further improve endogenous and allogenic NK cell stimulation,
incorporating/linking/including alternative immunotherapies for high-risk subgroups/entities with
pPOOr Prognosis.

In summary, the present study suggests that down-regulation of HLA-E is a necessary happening
for the establishment of pediatric B-ALL, pointing to a crucial role of NK cells and to HLA-E as a
novel and highly reliable marker for monitoring of minimal residual disease in peripheral blood of

ALL patients.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die humane Hamatopoese

Im menschlichen Organismus zirkulieren je nach GroRe und Gewicht zwischen vier und sechs
Liter Blut, welches sich aus dem Blutplasma (wassrige Losung aus EiweilRen, Salzen,
Nahrstoffen, etc.) und den zelluldren Bestandteilen (rote Blutkdrperchen (Erythrozyten),
Blutplattchen (Thrombozyten) und weille Blutkérperchen (Leukozyten)) zusammensetzt.
Taglich werden, auf Grund der geringen Halbwertszeit der im Blut zirkulierenden Zellen,
mehrere Milliarden Blutzellen neugebildet — durchschnittlich 2x10° pro Sekunde. Die als
Hamatopoese bezeichnete Neubildung und Entwicklung von Blutzellen leitet sich aus den
beiden altgriechischen Begriffen ,haima“ (Blut) und ,poesis” (bilden, hervorbringen) ab und

erfolgt weitestgehend im Knochenmark (Leukdamien 2014),(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der humanen Hamatopoese (verandert nach Rink et al., 2012).

Der Ursprung einer jeden Blutzelle ist die hamatopoetische Stammzelle (hematopoietic stem
cell, HSC) im Knochenmark, in der sogenannten Knochemarknische. Dort hat die HSC zwei
Moglichkeiten der Zellteilung: die symmetrische und die asymmetrische Zellteilung. Die
symmetrische Zellteilung, bei der zwei identische Tochterzellen mit Stammzellcharakter
entstehen, dient der Selbsterhaltung. Uber diese Art der Teilung wird die Gesamtmenge der

HSC konstant gehalten. Bei der asymmetrischen Zellteilung entsteht eine Tochterzelle mit

1



Einleitung

Stammzelleigenschaften, sowie eine hamatopoetische Vorlduferzelle (hematopoietic
progenitor cell, HPC). Aus dieser kann entweder eine myeloische (common myeloid progenitor,
CMP) oder eine lymphatische (common lymphoid progenitor, CLP) Vorlduferzelle entstehen
(Morrison and Kimble 2006, Siminovitch, et al 1963). In weiteren Differenzierungsschritten und
unter Anwesenheit verschiedener Zytokine/Botenstoffe und Transkriptionsfaktoren gehen aus
den CLPs reife lymphoide Zellen wie B-, T-Zellen (adaptives Immunsystem) und NK-Zellen
(angeborenes Immunsystem) hervor. Die CMPs hingegen bilden die an der Blutgerinnung
beteiligten Thrombozyten, die sauerstofftransportierenden Erythrozyten, sowie Zellen des
angeborenen Immunsystems (Granulozyten, Mastzellen, dendritische Zellen und
Makrophagen). Je weiter eine Zelle entwickelt ist, desto geringer ist ihr

Differenzierungspotenzial, (Akashi, et al 2000, Kondo, et a/ 2001), (Abbildung 1).

1.2 Das humane Immunsystem - ein Uberblick

Um die Integritdat des menschlichen Organismus gegen pathologisch entartete (kbrpereigene)
Zellen, sowie Krankheitserreger und korperfremde Stoffe (Bakterien, Viren etc.) zu schitzen
und eine effiziente, sowie zielgerichtete Immunantwort zu generieren, hat sich das
menschliche Immunsystem im Laufe der Evolution fortlaufend weiterentwickelt. Es stellt ein
komplexes System aus zwei, sich Gberlappenden und interagierenden Abwehrsystemen dar:
die angeborene und die erworbene/adaptive Immunitat. Die angeborene Immunantwort, oft
auch als erste Verteidigungslinie des Korpers beschrieben, bietet Gber physikalische (Haut) und
chemische (Schleimhaute, Speichel, Magen-Darm-Trakt) Barrieren, sowie dem Komplement-
system einen ersten Schutz vor pathogenen Erregern. Durchdringt ein Pathogen die dulSeren
Schutzbarrieren, beginnen zellulare Komponenten zu greifen. Neben den Phagozyten
(Monozyten/Makrophagen, Granulozyten und Dendritische Zellen (dendritic cells, DCs)) sind
insbesondere die Natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) dazu in der Lage, ohne vorherige
Stimulation, korperfremde von koérpereigenen Peptiden und Strukturen zu unterscheiden und
diese zielgerichtet zu lysieren. Uber die Freisetzung von Zytokinen kénnen indes weitere
Effektorzellen der angeborenen, als auch erworbenen Immunantwort zum Infektionsort
rekrutiert werden. Als Bindeglied zwischen der angeborenen und erworbenen Immunantwort
fungieren die NK-Zellen, da sie die Funktion beider Immunsysteme vermitteln, indem sie die
Zellen der erworbenen Immunantwort stimulieren und rekrutieren.

2
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Abbildung 2: Angeborene und erworbene Immunitdt. Die angeborene Immunantwort reagiert innerhalb weniger Stunden auf
eine Infektion sowie pathogene Erreger. Vermittelt wird diese schnelle Reaktion des Immunsystems vorwiegend Uber |6sliche
Faktoren (Komplement-Proteine), sowie zellulire Komponenten (Granulozyten, Mastzellen, dendritische Zellen,
Monozyten/Makrophagen). Nach einem Zeitraum von vier bis sieben Tagen greift die spezifisch erworbene Immunantwort, die
bei erneutem Kontakt mit einem bekannten Antigen, durch ihre langlebige Gedachtnisfunktion, effizienter und schneller als
die angeborene Immunantwort reagieren kann. Vermittelt wird diese durch Antikérper-produzierende B-Zellen, T-Zellen und
den NK-Zellen. Letztere fungieren als Bindeglied, da sie Funktionen beider Arme des Immunsystems vermitteln
(https://viamedici.thieme.de/lernmodule/biochemie/angeborene+und+adaptive+immunantwort+%C3%BChberblick).

Die Immunzellen der angeborenen Immunantwort sind jedoch meist nicht in der Lage,
Pathogene spezifisch zu erkennen und ein immunologisches Gedachtnis auszubilden. Die
Aktivierung der erworbenen (adaptiven) Immunitat erfolgt erst dann, wenn eine Infektion nicht
vollstandig durch die angeborene Immunitdat kontrolliert werden kann. Die adaptive
Immunantwort zeigt eine klare Spezifitat flir das Pathogen und beruht auf dem Prinzip der
Erkennung von Fremdantigenen Uber antigenspezifische Rezeptoren. AulRerdem ist sie dazu in
der Lage, Uber erhalten gebliebene spezifische Antikérper und Gedéachtniszellen, ein
immunologisches Gedachtnis auszubilden, welches eine effizientere und gezieltere Reaktion
bei einer erneuten Infektion gewahrleistet. Vermittelt wird die erworbene Immunantwort
durch zellulare Abwehrmechanismen der T- Zellen und Uber antikoérpervermittelte, humorale
Mechanismen der B-Zellen.

Die spezifische, erworbene Immunantwort erfordert die klonale Aktivierung von B- und T-
Lymphozyten als Effektorzellen, sowie eine grofRe Vielfalt antigenspezifischer Rezeptoren.
Letztere entstehen durch den Prozess der somatischen Rekombination und bilden die

Grundlage der erworbenen Immunantwort. T-Zellen definieren sich lber die Expression des
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Markers CD3 (cluster of differentiation, CD), der mit dem polymorphen T-Zell-Rezeptor (T cell
receptor, TCR) assoziiert ist und die Signaltransduktion innerhalb der Zelle reguliert (Brenner,
et al 1985, Kung, et al 1979, Oettgen, et al 1985). T-Zellen kénnen hinsichtlich der Expression
ihrer Oberflachenrezeptoren, als auch ihrer Funktion weiterhin in CD4* T-Helferzellen und CD8*
zytotoxische T-Zellen unterteilt werden. Im Zuge der Immunantwort werden nur diejenigen T-
Zellen aktiviert, deren TCR einen Komplex bestehend aus Peptid und humanem Leukozyten
Antigen (human leukocyte antigen, HLA) spezifisch erkennt (HLA Restriktion), (Doherty and
Zinkernagel 1975). CD8* zytotoxische T-Zellen werden hauptsachlich durch zytoplasmatische
Fremdantigene aktiviert, welche Gber HLA-Klasse | Molekile prasentiert werden. Extrazellulare,
phagozytierte Antigene hingegen, werden Gber HLA-Klasse Il Molekile an CD4* T-Helferzellen
prasentiert (Janeway 1992). Nach erfolgreicher Prasentation des Fremdantigens Uber das
jeweilige HLA-Klasse | oder Il Molekil, setzen CD4* T-Helferzellen verschiedene Interleukine
frei, die weitere Immunzellen stimulieren, wohingegen bei den CD8* zytotoxische T-Zellen ihre
zytotoxische Funktion initialisiert wird. Die humorale Immunantwort wird von den B-Zellen
vermittelt, deren Diversitat auf |6slichen und membrangebundenen Antikdrpern
(Immunoglobuline, Ig) beruht. Aktivierte T-Helfer-Zellen sind dabei in der Lage Uber Zell-Zell
Kontakt und Zytokin-Produktion die B-Zellen zur Proliferation und Differenzierung zu B-
Plasmazellen und B-Gedéachtniszellen anzuregen. Die spezialisierten Plasmazellen produzieren
und sezernieren |6sliche Igs, die dazu dienen, das Pathogen zu eliminieren und es flr andere
Zellen des Immunsystems (Phagozyten, NK-Zellen) zu markieren. Auf der anderen Seite ist die
B-Zelle als antigenprasentierende Zelle ihrerseits dazu in der Lage Uber HLA-Klasse || Molekile
das Fremdpeptid der T-Zelle zu prdsentieren. Fir eine schnellere und zielgerichtetere
Immunantwort - nach sekunddrem Antigenkontakt- sorgen dann in letzter Instanz die

langlebigen Gedachtniszellen (Munk 2010, Murphy 2009).
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1.3 NatUrliche Killerzellen (NK-Zellen)

Neben den T- und B-Zellen stellen die NK-Zellen mit einer Frequenz von 5-10% die dritte
eigenstandige Lymphozytenpopulation der zellularen Immunabwehr im Blut, sowie im
lymphatischen Gewebe dar. Erstmals wurden NK-Zellen, auf Grund ihrer Fahigkeit bestimmte
Tumorzellen in vitro zu eliminieren, beschrieben und klassifiziert (Ferlazzo and Munz 2004,
Kiessling, et al 1975a, Kiessling, et al 1975b). NK-Zellen sind vorwiegend im peripherem Blut,
Knochenmark, Lymphknoten, in der Lunge, Leber, Milz, und dem Uterus lokalisiert. In den
letzten Jahren ist ein gesteigertes Interesse an der Rolle der NK-Zellen in der Bekampfung von
Virusinfektionen, Tumoren, sowie am klinischen Effekt der NK-Zellen in der hamatopoetischen
Stammzelltransplantation (hematopoietic stem cell transplantation, HSZT) zu beobachten. NK-
Zellen sind eine wichtige Komponente der frihen Immunantwort und sind maligeblich an der
Kontrolle und Bekampfung maligner Erkrankungen des Blutsystems beteiligt. Als erste
Verteidigungslinie sind NK-Zellen dazu in der Lage, durch die Sekretion von Chemokinen und

Zytokinen andere Immunzellen zu rekrutieren, als auch selbst zytotoxisch aktiv zu werden.

1.3.1 Entwicklung, NK-Phanotyp und Reifungsstadien/Subpopulationen

Wie jede Zelle des blutbildenden Systems gehen auch NK-Zellen wahrend der Hamatopoese
aus einer gemeinsamen CD34* hamatopoetischen Stammzelle (HSZ) und im Verlauf einer
lymphoiden Vorlduferzelle hervor (Galy, et al 1995, Miller, et al 1994). Umstritten hingegen ist
der Ort des Reifungsprozesses, -einst im Knochenmark beschrieben, weisen neueste Studien
auf eine Entwicklung der NK-Zellen im Thymus, sowie auf eine Entstehung in den sekundaren
lymphatischen Organen (wie z.B. den Lymphknoten) hin (Freud, et al 2006).
Verschiedene Differenzierungsstadien der NK-Zellen konnten unter anderem aus dem Lymph-
knoten, der Leber, der Plazenta und dem Thymus isoliert werden (Di Santo and Vosshenrich
2006, Freud and Caligiuri 2006, Yokoyama, et al 2004). Morphologisch handelt es sich bei NK-
Zellen um grofRe (~ 15um) granulare, zirkulierende Zellen (large granular lymphocytes, LGL),

deren durchschnittliche Lebensdauer sieben bis zehn Tage betragt (Pezzutto, 2007).
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Das bezeichnende, phanotypische Merkmal reifer NK-Zellen ist die Expression des neuralen
Zelladhasionsmolekuls (Neural Cell Adhesion Molecule, NCAM) CD56 und/ oder CD16 bei
gleichzeitiger Abwesenheit des T-Zell Rezeptormolekils CD3 (Farag, et al 2002, Hercend, et al
1985, Lanier, et al 1991, Lanier, et al 1986, Lanier, et al 1989). CD16, auch als FcyRIll bezeichnet,
vermittelt und induziert als niedrigaffiner |gG Rezeptor die sogenannte Antikdrper-abhangige
zellulare Zytotoxizitat (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Die Lyse der Zielzelle
wird Uber die Bindung von CD16 an das Fc-Fragment von IgG Antikdrpern eingeleitet
(Brumbaugh, et al 1997, Leibson 1997, Mandelboim, et al 1999). Innerhalb der CD56" NK-
Zellen, lassen sich basierend auf der Expressionsdichte des CD56 Rezeptors zwei
Subpopulationen definieren, die sich in ihrem Phanotyp und ihrer Funktion differentiell
entwickelt haben: CD167'°%CD56Pe" NK-Zellen (ca. 5-10% der im peripheren Blut
zirkulierenden NK-Zellen) beschreiben unreifere NK-Zell Vorlaufer, die vorwiegend
immunregulatorische Funktionen, wie die potente Produktion von Zytokinen/Chemokinen (u.a.
Interferon (IFN-y), Tumornekrosefaktor (TNF-B), so wie die Interleukine IL-3, IL-10, IL-13)
Ubernehmen (Cooper, et al 2001, Nagler, et al 1990). NK-Zellen mit dem reifen Phanotyp
CD16*CD569™ stellen mit ca. 90% die Mehrheit, der im Blut zirkulierenden NK-Zellen dar
(Jacobs, et al 2001, Lanier, et al 1991, Nagler, et al 1990). Dieser zytotoxische Zelltyp vermittelt
mit Hilfe, der in den intrazelluldaren Granula eingelagerten Molekile Granzym B und Perforin
die unmittelbare Zytotoxizitat gegeniber entarteten und potentiellen target Zellen (Cooper, et

al 2001, Jacobs, et al 2001).

1.3.2 Wie NK-Zellen zwischen Freund & Feind unterscheiden: , missing-self*
Hypothese

Uber die Wirkweise von NK-Zellen gibt es verschiedene, sich zum Teil erganzende Hypothesen.
1986 postulierte Klas Karre erstmals die Hypothese, dass NK-Zellen das Vorhandensein, aber
auch die Abwesenheit von korpereigenen Strukturen (,selbst”) erkennen und so zwischen
selbst und fremd differenzieren (sog. Selbsttoleranz). Dieser als ,missing-self” Hypothese
beschriebene Mechanismus, bildet bis heute die Grundlage fir das Verstandnis der
Selbsttoleranz von NK-Zellen gegeniiber kérpereigenen, gesunden Zellen (Hoglund, et al 1990,

Karre, et al 1986, Ljunggren and Karre 1990).
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Wenig spater konnte Karre aufzeigen, dass es sich bei den ,Selbst“- Strukturen um
Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex, MHC; im humanen
System: human leukocyte antigen, HLA) Klasse | Molekile handelt. Bei intakter HLA-Klasse |
Expression, wird die NK-Zelle Uber die Bindung eines inhibitorischen Rezeptors inhibiert — die
NK-Zelle bleibt zytotoxisch inaktiv. Bei Tumorzellen oder Virus-infizierten Zellen hingegen, kann
es zu einem Verlust oder einer Herunterregulation der HLA-Klasse | Expression kommen, was
zur Folge hat, dass die Zielzelle auf Grund der schwachen inhibitorischen Signale lysiert wird.
Zeitgleich muss jedoch ein stimulatorisches Signal erfolgen, um die Aktivierung der NK-Zelle
auszulosen (Lanier 2005). Die Reaktivitat einer NK-Zelle wird hierbei maligeblich durch die
Balance aus verschiedenen aktivierenden und inhibierenden NK-Zell Rezeptoren reguliert
(Abbildung 2), (Ljunggren and Karre 1990, Ljunggren and Malmberg 2007). Wenige Jahre spater
postulierten Nicholas Valiante und Markus Uhrberg die als ,at least one” bekannte Hypothese
(Uhrberg, et al 1997, Valiante, et al 1997). Diese besagt, dass jede NK-Zelle mindestens einen,
flir das eigene HLA-Klasse | Molekl spezifischen Rezeptor exprimieren muss, um eine gesunde,
autologe Korperzelle, mit intakter HLA-Klasse | Expression zu verschonen. Weitere zehn Jahre
spater brachten die Analysen von Fernandez, Anfossi als auch Cooley hervor, dass entgegen
der zuvor postulierten ,at least one” Theorie es durchaus NK-Zellen gibt, die Gber keinen
inhibitorischen Rezeptor fir HLA Klasse | verfigen. Diese NK-Zellen werden als hyporesponsiv
bezeichnet, da sie eine verringerte Zytotoxizitat aufweisen (Anfossi, et al 2006, Cooley, et al
2007, Fernandez, et al 2005). In einem, als Lizenzierung bezeichneten Prozess, erlangt die NK-
Zelle durch den Erwerb eines inhibitorischen Rezeptors fir ,selbst” ihre funktionale Reife (Kim,

et al 2005).
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Abbildung 3: Missing-self: NK-Zell Aktivierung und Inhibition- eine Frage der Balance. NK-Zellen weisen gegenlber gesunden
Zellen, bei denen eine ausgewogene Balance zwischen aktivierenden und inhibierenden Signalen herrscht, eine Art
Selbsttoleranz auf- es kommt nicht zur Lyse der Zelle (a). Bei Tumorzellen hingegen kann es zu einem Verlust oder einer
Herunterregulation der MHC-Klasse | Expression kommen, was zur Folge hat, dass die Zielzelle auf Grund der schwachen oder
fehlenden inhibitorischen Signale lysiert wird (b). Weiterhin kann es durch die Uberexpression von aktivierenden Signalen, in
Folge einer Infektion oder Modifikation, zur Zielzelllyse kommen, modifiziert nach (Vivier, et al 2012).

1.4 Immunologische Kontrolle durch NK-Zellen: Effektormechanismen

NK-Zellen sind im Wesentlichen dazu in der Lage, Uber drei unterschiedliche Effektor-

mechanismen, in Tumor- oder Virus- infizierten Zellen Apoptose und Nekrose auszuldsen.

1.4.1 Sekretorische Lyse: Die zytotoxischen Molekile Granzym B und Perforin

Spezialisierte sekretorische Lysosomen innerhalb der NK-Zell Granula enthalten eine Reihe von
Lysosom-spezifischen Enzymen und die zytotoxischen Molekile Granzym B und Perforin
(Burkhardt, et al 1990, Peters, et al 1991). Innerhalb der Granula herrscht ein saures Milieu,
welches die vorzeitige Aktivierung von Perforin (ein Ca’~abhéngiges, porenformendes Protein)
in den potenziell zytotoxischen Granula, bis zu der Entlassung in die immunologische Synapse
inaktiviert (Diefenbach and Raulet 2001, Rink, et al 2012, Smyth, et a/ 2001, van den Brink and
Burakoff 2002).

Die Annahme, dass Perforin an seinen Inhibitor Serglycin gebunden ist und es erst zu einer

Spaltung dieser Verbindung und Aktivierung von Perforin nach der Freisetzung in die Synapse
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kommt (Masson, et al 1990), wurde durch die Beobachtung, dass NK-Zellen von Serglycin-
defizienten Mdausen funktional sind, entkraftet (Grujic, et al 2005). Durch die Bildung der
immunologischen Synapse zwischen NK- und Zielzelle werden die Granula in Richtung der
Bindungsstelle polarisiert (Bryceson, et al 2006). Bereits im Jahre 2002 postulierte Balaji et al.
die Hypothese, dass Cathepsin B (ein Protein in der Granulamembran) Perforin Molekile, die
nach Degranulation in Richtung NK-Zelle wandern, durch Proteolyse inaktiviert (Balaji, et al
2002, Pipkin and Lieberman 2007). Ein weiteres Molekil, welches vermutlich am Schutz der
NK-Zelle vor der Selbstzerstérung durch Perforin beteiligt ist, sind die sich auf der
Innenmembran  der Granula befindlichen CD107 Molekile (das lysosomale
Membranglykoprotein-1, LAMP-1), welche nach Aktivierung der NK-Zelle auf die Zelloberflache
gelangen. Cohnen et al. konnte in diesem Zusammenhang 2013 zeigen, dass die CD107
Molekule auf der NK-Zell Oberflache nach Degranulation die Bindung von Perforin an die NK-
Zellmembran verhindern kénnen und diese somit schiitzen (Alter, et al 2004, Cohnen, et al
2013). Es gibt verschiedene Theorien, die kontrovers die Rolle von Perforin im
Eintrittsmechanismus von Granzym B in die Zielzelle diskutieren. Die erste Theorie besagt, dass
Perforin die Zellmembran der Zielzelle permeabilisiert, wodurch Granzym B in die Zielzelle
gelangen kann. Zweitere geht davon aus, dass sowohl Perforin als auch Granzym B
endozytotisch von der Zielzelle aufgenommen werden und Perforin die endosomale Membran
perforiert, wodurch Granzym B ins Zytosol entlassen werden kann (Cullen and Martin 2008,
Voskoboinik, et al 2010). Als Serinprotease initiiert Granzym B den Caspase-Signalweg, der den
programmierten Zelltod, die Apoptose, einleiten kann (Krzewski and Strominger 2008,
Lieberman 2003). Im Menschen bekannt sind bisher die flinf Granzyme A, B, H, Kund M, wobei
Granzym B am effektivsten die Apoptose in den target Zellen zu induzieren scheint. Die finf
Granzyme unterscheiden sich in ihrer Chromosomen-Position als auch Substratspezifitat,

weisen jedoch ein dhnliches Strukturmuster auf (Lopez, et al 2013, Sutton, et a/ 2000).
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1.4.2 FAS/FAS-Ligand-Mechanismus: ,der Todeskuss”

Ein weiterer Mechanismus, der die Elimination der Zielzelle auslost, wird Uber die zur Tumor-
Nekrose-Faktor-Superfamilie (TNF-Superfamilie) zahlenden Fas-Rezeptoren (auch CD95 oder
apoptosis antigen 1, APO-1) und seine zugehorigen Liganden FaslL (Fas death factor,
Todesfaktor) realisiert. Die Fas-Rezeptoren der Zielzelle binden an die Fas-Liganden der NK-
Zelle und l6sen den Caspase-Signalweg aus, welcher die Apoptose einleitet (Suda, et al 1995).
NK-Zellen  exprimieren  weiterhin  den  Tumornekrosefaktor-verwandten-Apoptose-
induzierenden Ligand (TNF-related apoptosis inducing ligand) TRAIL Bindet TRAIL an die
Zielzelle, wird ebenfalls die Apoptose dieser eingeleitet (Pezzutto 2007, Rink, et a/ 2012, Trapani
and Smyth 2002, van den Brink and Burakoff 2002).

1.4.3 Antikorperabhangige zellulare Zytotoxizitat

Der Mechanismus, bei dem antikérperbeladene Zielzellen durch Effektorzellen, wie NK-Zellen
eliminiert werden, wird als antikdrperabhangige zellulare Zytotoxizitat bezeichnet. Ca. 90% der
im Blut zirkulierenden zytotoxisch aktiven NK-Zellen (CD569™-Zellen) exprimieren CD16, einen
Fc-Rezeptor (FcyRllla) mit niedriger Affinitat zu Immunglobulin-G (1gG) (Lanier, et al 1988). Der
Fc-Teil, der an die Zielzelle gebundenen Antikérper dient als Bindungsstelle fir den
niedrigaffinen Fc-Rezeptor (FcyRllla) CD16. Bindet CD16 an den Komplex aus Antikorper und
Zielzelle, kommt es ohne die Transduktion eines weiteren aktivierenden Signals zur
Degranulation der zytotoxischen Granula und/oder zur Ausschiittung von Zytokinen und zur
Lyse der target Zellen (Mandelboim, et al 1999, Murphy, et al 2009, Pezzutto 2007). Dem
Mechanismus der antikdrperabhangigen, zellvermittelten Zytotoxizitat liegen derzeit viele

Therapiestudien mit monoklonalen und bispezifischen Antikérpern zu Grunde.
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1.5Rezeptoren der NK-Zelle

1.5.1 Die Naturlichen Zytotoxizitats Rezeptoren (NCR)

Die Natirlichen Zytotoxizitdtsrezeptoren (natural cytotoxicity receptor, NCR) NKp30, NKp44
und NKp46 stellen die drei aktivierenden Rezeptoren der NCRs dar und gehoren der
Immunoglobulin Superfamilie an (Moretta, et al 2001). Die NCRs sind die einzig bekannten
Rezeptoren, deren Expression vollstandig auf NK-Zellen beschrankt ist (Cantoni, et al 1999).
Ihnen wird eine essentielle Rolle bei der Erkennung und Eliminierung von Tumor- sowie
Virusinfizierten Zellen zugeschrieben (Arnon, et al 2004). NKp30 und NKp46 werden bereits auf
ruhenden NK-Zellen exprimiert, wohingegen NKp44 erst nach Stimulation mit Interleukinen auf
der Oberfldche detektierbar ist (Pende, et al 1999, Sivori, et al 1999, Sivori, et al 1997). Eine
Induktion der Liganden der NCRs basiert oft auf Infektionen, zellularem Stress oder der
tumordsen Transformation der Zelle. NKp44 und Nkp46 binden an verschiedene virale
Hamagglutinine (Mandelboim, et al 2001), wohingegen flir NKp30 bisher drei Liganden bekannt
sind: B7-H6 (wird auf der Oberflache verschiedener Tumorzellen exprimiert), das HLA-B
assoziierte Transkript 3 (BAT3, stressinduziertes Tumorantigen), sowie pp65, ein Protein des
humanen Zytomegalie Virus (human cytomegalovirus, HCMV), (Arnon, et al 2005, Brandt, et a/
2009, Mandelboim, et al 2001, Pogge von Strandmann, et al 2007, Sivori, et al 1997). BAT3
stellt ein stressinduziertes Tumorantigen dar, welches die NK-Zell Zytotoxizitat fordert (Brandt,
et al 2009, Pogge von Strandmann, et al 2007), wohingegen das HCMV spezifische Protein pp65

die NK-Zell Zytotoxizitat supprimiert (Arnon, et al 2005).

1.5.2 Rezeptoren der NKG2 Familie

Die NKG2 Familie gliedert sich im Wesentlichen im humanen System in den inhibitorischen
NKG2A Rezeptor und die stimulatorischen NKG2C, -D und -E Rezeptoren, welche zu den MHC
abhangigen Rezeptoren (den C-Typ-Lektin-Antigen Rezeptoren) gehéren und auf Chromosom
12 kodiert werden (Glienke, et al 1998, Houchins, et al 1991). Exprimiert werden die
Rezeptoren auf NK-Zellen und einer Subpopulation der T-Zellen. Mit Ausnahme von NKG2D
bilden die NKG2 Rezeptoren mit CD94 Heterodimere, wobei NKG2E nur intrazellular exprimiert

wird (Orbelyan, et al 2014). NKG2D bildet als einziger Rezeptor der NKG2 Familie, durch die
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Assoziation mit dem Adaptorprotein DAP10, Homodimere und Ubernimmt bei der Erkennung
von stress-induzierten Liganden wie z.B. MICA und MICB (MHC class | chain-related protein A/B)
und den virusinduzierten ULBPs (UL16 binding proteins) eine tragende Rolle (Cerwenka and
Lanier 2003, Cosman, et al 2001, Diefenbach, et a/ 2002, Garrity, et a/ 2005, Lanier 2015,
Steinle, et al 2001). Der mit CD94 ein Heterodimer bildende inhibitorische Rezeptor NKG2A,
besitzt ebenso wie NKG2C als Liganden das nicht klassische HLA-E Molekdl, welches ubiquitar
exprimiert wird (Borrego, et al 1998, Braud, et al 1998, Wada, et al 2004). HLA-E prasentiert
die Signalpeptide der klassischen HLA-Molekile A, B und C und vermittelt so den gesamten
HLA- Klasse | Status der Zelle - kann jedoch nicht spezifisch zwischen ihnen unterscheiden. Die
inhibitorische Signalkaskade wird Uber zwei ITIM Motive (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motifs) im zytoplasmatischen Teil von NKG2A vermittelt (Houchins, et a/ 1991). Als
Gegenspieler assoziiert NKG2C mit DAP12, dessen ITAM Motive (immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs) ein stimulatorisches Signal erzeugen und mit einer geringeren Affinitat

an HLA-E binden (Vales-Gomez, et al 1999).

1.5.3 Killerzell Immunglobulin-ahnliche Rezeptoren (KIR) und ihre Liganden

Das polygene System der KIR Gene wurde erstmalig in den friithen 90er Jahren beschrieben.
Die KIR Gene gehoren der Immunglobulin Superfamilie an und sind auf dem langen Arm von
Chromosm 19 im sogenannten Leukozyten Rezeptor Komplex (leukocyte receptor complex,
LCR) lokalisiert (Torkar, et al 1998). Der Komplex variiert je nach genetischer Zusammensetzung
zwischen 150 und 200 Kilobasen (Kb) (Uhrberg 2005b, Uhrberg 2005c). NK-Zellen und kleine
Subpopulationen von T-Zellen kénnen KIR exprimieren (Moretta, et al 1996, Moretta, et al
2000b). Bis heute konnten 17 funktionale KIR-Gene identifiziert werden, darunter zwei nicht
exprimierte Pseudogene (KIR2DP1und KIR3DP1). Jede NK-Zelle bildet ein individuelles klonales
KIR-Repertoire mit einem einzigen KIR bis hin zu neun unterschiedlichen KIR aus — im Schnitt
jedoch drei bis finf KIR pro Zelle (Uhrberg, et al 1997, Valiante, et al 1997). Bekannt sind derzeit
acht inhibitorische (KIR2DL1-3, KIR2DL5A/B, KIR3DL1-3) und sechs stimulatorische KIR
(KIR2DS1-5, KIR3DS1). KIR2DL4 besitzt als einziger KIR sowohl inhibitorische, als auch
stimulatorische Merkmale. KIR gehéren zu der Gruppe der Typ | Transmembranproteine und
definieren sich Uber die strukturellen Eigenschaften der extrazelluldaren Doméanen, sowie Uber

die Ldnge ihrer zytoplasmatischen Kette. Erstere definieren sich Uber zwei (KIR2D) oder drei
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(KIR3D) Immunglobulin (Ig)-dhnliche Doménen. Die intrazellularen, zytoplasmatischen Anteile
werden anhand ihrer Lange mit L (long cytoplasmic tail) oder S (short cytoplasmic tail)
gekennzeichnet - stimulatorische KIR besitzen eine kurze, inhibitorische hingegen eine lange
zytoplasmatische Kette. 1999 postulierte Long, dass in der langen zytoplasmatischen Kette der
inhibitorischen KIR zwei ITIM-Sequenzen enthalten sind, die sobald der Ligand gebunden hat,
phosphoryliert werden und so die inhibitorische Signalkaskade induzieren (Long 1999).
Stimulatorische KIR hingegen besitzen nur eine kurze zytoplasmatische Kette, sowie eine positiv
geladene Aminosaure (Arginin/Lysin), die mit dem negativ geladenen Adaptermolekil DAP12
interagiert. Dieses enthalt die ITAM- Motive, die nach Bindung des KIR Liganden das
stimulatorische Signal weiterleiten (Lanier, et al 1998, Olcese, et al 1997). Als membranstdndige
Liganden der KIR Rezeptoren wurden bis heute nur die hochpolymorphen klassischen HLA-
Klasse | Molektle (HLA-A, -B und -C) definiert. HLA-C zeichnet sich durch einen Dimorphismus
an Position 77 (C1: Serin, C2 Asparagin) und 80 (C1: Asparagin, C2: Lysin) aus. HLA-C1 stellt den
Liganden fir KIR2DL3, KIR2DS2 und KIR2DL2, wobei KIR2DL2 mit niedriger Affinitdt auch an
HLA-C2 binden kann. KIR2DL1/S1 besitzen beide HLA-C2 als Liganden. Bei gleichem Liganden
und gleicher Spezifitat der strukturell homologen Rezeptorpaar KIR2DL1/S1 und KIR2DL2/3/S2
farihren Liganden, besitzen die inhibitorischen Rezeptoren eine hdhere Affinitat zum Liganden,
als ihr stimulatorisches Pendant (Stewart, et al 2005, Vales-Gomez, et al 2001). Somit Gberwiegt
das inhibitorische Signal und verhindert die Lyse korpereigener Zellen. HLA-B, welches in zwei
Epitope (HLA-Bw4 und — Bw6) unterteilt werden kann, interagiert mit KIR3DL1/S1 (Cella, et al
2009, Katz, et al 2004). Die beiden Epitope unterscheiden sich in ihren Sequenzmotiven an
Position 77-83. Fur HLA-Bw6 ist derzeit kein entsprechender KIR-Rezeptor bekannt (Gumperz,
et al 1995).
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1.6 Der Haupthistokompatibilitatskomplex

Den ersten Meilenstein in der Beschreibung des HLA-Systems setzte der englische Pathologe
Peter A. Gorer, der 1936 entdeckte, dass kdrpereigene Zellen auf ihrer Oberflache eine Art
molekulare Selbstsignatur prasentieren, die sie von korperfremden Strukturen/Molekulen
abgrenzen. In murinen Transplantationsstudien fand er heraus, dass ein Transplantat umso
langsamer abgestoRen wurde, je enger die Tiere miteinander verwandt waren (Thorsby 2009).
George Davis Snell erhielt 1980 fiur seine herausragenden Studien zur Gewebekompatibilitat
und der lIdentifizierung der genetischen Ordnung des HLA-Systems (1950er Jahre) den
Nobelpreis fir Medizin und Physiologie. In den folgenden Jahren forschte unter anderem
Dausset (1954) am Phanomen des homologen menschlichen Genkomplexes. So beschrieb
Dausset 1954, dass Empfanger von Fremdbluttransfusionen Antikorper gegen HLA-Antigene
auf Leukozyten der Spender bildeten. Das erste menschliche Leukozyten-Antigen wurde von
Dausset 1958 als Mac-2, heute HLA-A2 definiert (Dausset 1958). Die HLA-Antigene werden auf
einem vier Megabasen (Mb) umfassenden Locus auf dem kurzen Arm des menschlichen
Chromosom 6 (6p21.3) mit einer aulRerordentlich hohen Dichte exprimiert/kodiert. Da dieser
Genlocus eine wichtige Rolle bei der Gewebevertraglichkeit (AbstoRung oder Akzeptanz) im
Rahmen einer Transplantation spielt wird er als Haupthistokompatibilitatskomplex (major
histocompatibility complex, MHC), hdufig auch als humaner Leukozyten-Antigen (HLA-Komplex)
bezeichnet. Die am besten charakterisierten Gene des MHCs sind die HLA-Klasse | und Il Gene.
Anhand ihrer Lokalisation, sowie Struktur und den vorhandenen Funktionsunterschieden
unterteilen sich die HLA-Molekile in zwei Klassen: HLA-Klasse | und HLA-Klasse Il. Im
Wesentlichen spielen die HLA-Klasse | und Il Molekile eine entscheidende Rolle wahrend der
spezifischen Immunantwort, in der Transplantations-Histokompatibilitat und Gbernehmen eine
essentielle Rolle in der Suszeptibilitat fir unterschiedliche Autoimmunerkrankungen (Nepom
2012). Die HLA-Klasse I-Region umfasst ca. 1.800 Kb und die HLA-Klasse lI-Region ca. 1.000 Kb
(Wassmuth 2010), (Abbildung 4). Die in diesem Genlocus kodierten HLA-MolekUle gehéren zur

Immunglobulinsuperfamilie (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Genomische Organisation des HLA Komplexes im Bereich 6p21.1-6p21.3 des kurzen Arms von Chromosom 6.
Anordnung der HLA- Klasse |, Il und Ill Loci, sowie deren Genprodukte (abgeandert nach (T. Lapp 2013b).

Am telomeren Ende der HLA-Klasse | Region werden die Gene fir die a-Ketten (schwere Kette)
der klassischen HLA-Klasse | Loci A, B und C sowie die Gene der nichtklassischen (HLA-E, -F und
-G) HLA-Klasse Molekile kodiert. Das auf Chromosom 15 kodierte, monomorphe [-2-
Mikroglobulin bildet die B-Kette (leichte Kette) der HLA-Klasse | Molekile. Weiter zentromer
gelegen, folgen die Gene der HLA-Klasse |Ill. Diese kodieren unter anderem
immunregulatorische Proteine wie Komplementfaktoren und Zytokine. Am zentromeren Ende
befinden sich die HLA-Klasse Il Gene. HLA-Molekile werden kodominant exprimiert, was
bedeutet, dass ein Mensch maximal sechs verschiedene klassische HLA-Klasse | Molekile
(jeweils 3 des mitterlichen und véaterlichen Haplotyps) gleichzeitig auf der Oberflache der Zelle
exprimiert. Die Polygenie der HLA-Merkmale kann durch Homozygotie fir einzelne Loci oder
den ganzen Haplotyp entsprechend verringert ausfallen (Janeway 1992, Wassmuth 2010),

(Abbildung 4).
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1.6.1 HLA Klasse I: Molekulstruktur, Biosynthese und Funktion

Die charakteristische Struktur der HLA-Klasse | Molekile definiert sich Uber spezialisierte
funktionelle Doméanen, welche fir die immunologischen Eigenschaften des HLA-Komplexes

verantwortlich sind (Suttorp 2016).

HLA-Klasse | Molekiil Peptidbindungsfurche +Peptid

Peptid-

o ﬁ_ bindungsspalte

Membrandistale Domanen

Membranproximale
Domaéne
(lg-Faltdomine)

Transmembransegment

Zytoplasmatischer Teil

Abbildung 5: Struktur der HLA-Klasse | Molekdile. Beim HLA-Klasse | Molekil formt die a-Kette allein eine Peptidbindungsfurche.
Verandert nach (Lichtman 2005).

Das HLA-Klasse | Molekul zeichnet sich durch einen heterodimeren Aufbau aus. Es besteht aus
einer schweren, im MHC kodierten 45-Kilodalton (kDa) und hochpolymorphen a-Kette und
einer nichtkovalent gebundenen, leichteren B-Kette, die nicht vom MHC kodiert wird und ca.
12kD grof ist — dem monomorphen B2-Mikroglobulin. Die schwere a-Kette untergliedert sich
in 3 Subdomanen, die sich von N-terminal bis C-terminal erstrecken und als a1-3 definiert sind.
Die al- und a2- Domédne bildet eine B-Faltblattstruktur, die den Boden der
Peptidbildungsspalte/furche bildet- hier bindet das zu prasentierende Peptid. Auch der
allelische Polymorphismus der HLA-Molekile ist dort lokalisiert. Die in der Zellmembran
verankerte und hochkonservierte a3- Domane hingegen vermittelt im Zusammenspiel mit der
B2-Domadne die Bindung und Interaktion mit den Co-Rezeptoren der T-Zellen (CD8 oder CD4).
Sie ist weiterhin fir die Signaltransduktion ins Zellinnere verantwortlich (Janeway 1992). Das
antigene Peptid weist eine Lange von 8-11 Aminosduren auf und entsteht durch die

proteolytische Spaltung und Prozessierung von zytosolischen Peptiden endogenen Ursprungs
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(zellular, viral als auch mikrobiell) im Proteasom (Ehring, et al 1996). Im Proteasom werden
nicht gefaltete Proteine mittels Adenosin-Triphosphat-(ATP)-abhangiger Proteolyse degradiert.
Die im Proteasom degradierten Proteine werden von einem Antigenpeptid-Transporter
(transporter associated with Antigen Processing, TAP) ins Endoplasmatische Retikulum (ER)
transportiert. Dort werden sie von einer Aminopeptidase (ER Aminopeptidase associated with
antigen processing, ERAAP) weiterverarbeitet, um die Anlagerung mit einer komplementéaren
Sequenz an die HLA-Molekile zu gewahrleisten. Gleichzeitig formt TAP mit den Chaperonen
Calnexin, und ETp57 den sogenannten ,peptide loading complex” (PLC), welcher mit der
schweren a -Kette assoziiert. Die Chaperone Tapasin und Calreticulin lagern sich mit dem B2-
Mikroglobulin zu einem Komplex zusammen. Durch den PLC erfolgt die Stabilisierung und
Faltung des aus der a-Kette und dem B2m bestehenden MHC-I Komplexes, welche die Beladung
mit Peptiden ermoglicht. Der trimolekulare Komplex, bestehend aus der schweren a -Kette, f2-
Mikroglobulin und Peptid wird im Golgi-Apparat glykosyliert und auf die Zelloberflache
transportiert. Dort kann er den entsprechenden T-Zell Rezeptor CD8* zytotoxischer T-Zellen
erkennen und ihm das prozessierte Peptid prasentieren (Androlewicz and Cresswell 1994,
Cresswell, et al 1999). Im immunologischen Kontext besteht die Hauptaufgabe der HLA-Klasse
| Moleklle darin, eine Toleranz des Immunsystems gegenlber korpereigenen Zellen zu
vermitteln, sowie die adaptive Immunantwort zu initiieren. Letzteres geschieht Uber die
Prasentation von Fremdpeptiden an CD8* T-Zellen, die dann zu zytotoxischen T-Zellen
ausreifen, um dann Effektorfunktionen (Zytotoxizitat, Zytokin-Produktion Fas/CD95 etc)
auszulben. Man schatzt, dass auf einer Zelle zwischen 0,1x10°-0,2x10° HLA-Klasse | Molekile
exprimiert werden, die bis zu 1000 verschiedene Peptide gebunden haben und diese
prasentieren. Ein GrofRteil der prasentierten Peptide sind Selbstpeptide. Virale Peptide stellen
die haufigste Quelle an prasentierten Fremdpeptiden dar. Eine Besonderheit in diesem
Abwehrsystem stellt die MHC-Restriktion dar. Diese besagt, dass T-Zellen Fremdantigene nur
dann erkennen, wenn diese im MHC-Molekll Komplex prozessiert und prasentiert werden

(Zinkernagel and Doherty 1974).
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1.6.2 Die klassischen HLA Klasse | Molekule: HLA-A/B und -C

Die auf der Zellmembran lokalisierten klassischen HLA-Klasse | Molekile (HLA-A, -B und -C)
werden mit einer unterschiedlichen Quantitat auf allen kernhaltigen somatischen Zellen
exprimiert. Die Expressionsstdrke dieser Antigene ist stark vom Zelltyp abhadngig. Unter den
Lymphozyten exprimieren die antigenprasentierenden B-Lymphozyten hdhere Level an HLA-A,
-B und -C Antigene als T-Lymphozyten. Weiterhin exprimieren unreife T-Zellen geringere
Mengen der klassischen Molekile als ausgereifte T-Lymphozyten. Die Expressionsstarke
variiert auch zwischen den drei verschiedenen Loci innerhalb eines gleichen Zelltyps.
Durchflusszytometrische Analysen von Lymphozyten aus dem peripheren Blut gesunder
Spender zeigten auf, dass die Proteinmengen von HLA-A und -B annahernd gleich sind,
wohingegen HLA-C ca. 10fach geringer auf der Oberflache exprimiert wird (Apps, et al 2015,
Thomas, et al 2009). Wie das KIR System ist auch der menschliche HLA-Komplex hochgradig
polymorph, sowie polygen. Dies resultiert aus einer allelischen Vielfalt von Gber 5200 Allelen
flr HLA-A, 6500 Allelen fir HLA-B und mehr als 5100 Allelen HLA-C. Zum jetzigen Zeitpunkt sind
Uber 17000 HLA-Klasse | Allele und 6700 HLA-Klasse Il Allele bekannt, was die HLA-Klasse |
Region zum polymorphsten Segment im humanen Genom macht. Die Zahl serologisch
definierter HLA-Antigene liegt ca. bei 155 (Robinson J. 2015). Als ,treibende Kraft der
allelischen Diversifikation” wird die Diversitat der Pathogene angesehen, die einen starken
Selektionsdruck auf die HLA-Gene ausUbt. Allgemein bekannt ist, dass es diverse Assoziationen
bestimmter HLA-Allele mit verschiedenen Krankheitstypen gibt- diese kénnen entweder
protektiv sein, oder einen Risikofaktor darstellen. Dennoch sind bis heute die
zugrundeliegenden Pathomechanismen fir viele HLA-Assoziationen nicht eindeutig geklart, es
scheint jedoch so, als wirde das Vorliegen eines ,Suszeptibilitats- Allels” zumeist zwar die
Erkrankung beglinstigen, jedoch nicht eine vollstandige Penetranz hervorrufen. Diese wird erst
im Zusammenspiel mit weiteren genetischen, sowie Umweltfaktoren hervorgerufen
(Altenburg, et al 2012, Hanna and Etzioni 2014, T. Lapp 2013a). Bekannte/prominente Allel-
spezifische Assoziationen sind u.a. HLA-B8 und Myasthenia gravis, HLA-B27 und die
Spondylarthropathie, HLA-Cw6 mit Psoriasis vulgaris und HLA-B51 mit der Behcet Krankheit
(Chen and Tsai 2018, Jeanty, et al 2014, Naeim, et al 1978, Nepom 2012, Yamamoto, et a/
2005).
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1.6.3 HLA-E: Das nicht-klassische HLA-Klasse | Molekdl

HLA-E ist ein heterodimeres Molekl, dass sich aus einer a-Kette des HLA-E Molekls (42 kDa)
und der leichteren B2-Mikroglobulin Untereinheit (12 kDa) zusammensetzt (Lo Monaco, et al
2008) und in allen untersuchten Geweben und Zelllinien transkribiert wird (Borrego, et al 1998,
Ulbrecht, et al 1999). Im Kontrast zu den klassischen HLA-Klasse | Molekilen, weist HLA-E einen
sehr geringen Polymorphismus, mit nur zwei nicht synonymen funktionalen HLA-E Allelen, HLA-
Ex0101 ynd HLA-E*0193 quf. Die beiden beschriebenen Allele unterschieden sich in einer einzigen
Aminoséureposition. Hierbei handelt es sich um eine Substitution an Position 107: HLA-E"0101
(HLA-ER) weist an Aminoséureposition 107 ein Arginin auf, - HLA-E™103 (HLA-E®) hingegen ein
Glycin. Obwohl die beiden Allele in einer vergleichbaren Haufigkeit in der kaukasischen
Bevolkerung vorkommen, unterscheiden sie sich in ihrer quantitativen Oberflachenexpression
(Geraghty, et al 1992). HLA-E™1%3 st hierbei das stiarker exprimierte Allel. Obwohl die
Transkriptmenge und das intrazelluldare Proteinlevel hoch sind, ist die Oberflachenexpression
hingegen eher schwach, teilweise um das funf bis Zehnfache geringer als HLA-C (PE Posch
2011). Die Oberflachenexpression des HLA-E Molekils ist von der Bindung hydrophober,
nonamerer Signalsequenzen (Peptide), zumeist aus der Signalsequenz von HLA-Klasse |-
Molekulen (As 3-11) abhangig. Hierbei sind die Positionen 2 (Methionin), 7 und 9 (Leucin)
entscheidend (Lo Monaco et al., Braud et al., Lanier et al.). Die bekannten Rezeptoren fur HLA-
E sind die beiden C-Typ-Lektin-Rezeptoren (CD94 /NKG2A und CD94/NKG2C), die auf NK-Zellen

exprimiert werden, sowie der T-Zellrezeptor der zytolytischen T-Zellen (CD8), (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Moleklstruktur der miteinander agierenden Moleklle NKG2A (Rezeptor) und HLA-E (Ligand), (Petrie, et al 2008).

In verschiedenen Forschungsarbeiten konnte aufgezeigt werden, dass der HLA-E
Polymorphismus mit verschiedenen Erkrankungen assoziiert ist. Beispielhaft publizierte Lajoie
et al. 2006, dass das HLA-E® Allel (in einer afrikanischen Kohorte) mit einem vierfach
verringerten Risiko einer HIV-1 (Humanes Immundefizienz-Virus) Infektion assoziiert ist (Lajoie,
et al 2006). Bekannt ist, dass unter anderem das humane Zytomegalievirus (HCMV), das HI-
Virus (HIV), sowie das Hepatitis C Virus (HCV) fir ein Peptid kodieren, welches die HLA-E
Expression stabilisiert und somit durch die Interaktion mit dem inhibierenden NKG2A Rezeptor
der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitdt entgehen. Beispielsweise kodiert HCMV fir ein Peptid,
welches homolog zur Signalsequenz VMAPRTLIL des klassischen MHC-Klasse | Molekils HLA-
CwO03 ist und somit infizierte Zellen vor der Lyse durch NK-Zellen schitzt (Nattermann, et al
2005). Verschiedene Studien beschrieben weiterhin eine protektive Rolle des starker
exprimierten Allels HLA-E™193 (HLA-E®) im Rahmen einer allogenen, himatopoetischen
Stammzelltransplantation. Patienten mit einem homozygoten Phédnotyp fiir HLA-E 0103 wiesen
eine geringere Frequenz an Graft-versus-host Erkrankungen (akut und chronisch), als auch eine

gesteigerte Gesamtiberlebensrate auf (Hosseini, et al 2012, Mossallam, et al 2015).
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1.6.4 Natdurliche Killerzellen & ihre klinische Relevanz in hamatologischen
Erkrankungen

Als maligne hamatologische Erkrankung wird eine bosartige Erkrankung des blutbildenden
Systems mit Ursprung in den unreifen Vorlauferzellen (im Blut, Knochenmark oder
Lymphknoten) definiert. An einem hamatologischem Malignom erkranken durchschnittlich 20
von 100000 Einwohnern pro Jahr. Zu den wichtigsten Formen des Blutkrebses zdhlen die akuten
(ALL und AML), als auch chronischen (CML und CLL) Leukdamien, das Non-/Hodgkin-Lymphom
(NHL/ HL), sowie das Myelodysplastische Syndrome (MDS), Myelo-proliferative Neoplasien
(MPN) und das Multiple Myelom (Leukamien 2014). Zahlreiche Studien belegen immer wieder
die essentielle Rolle der NK-Zellen, in der Kontrolle und Bekdampfung maligner Erkrankungen
des Blutsystems. Es ist allgemein bekannt, dass entartete oder virusinfizierte Zellen im Laufe
der Zeit einen Mechanismus entwickelt haben, um der Lyse und somit der zytotoxischen
Immunantwort zu entgehen. Diese so genannten immune-escape Mechanismen ermaoglichen
es den Tumorzellen dem Radar der Immunzellen zu entgehen und sich somit der Kontrolle des
Immunsystems zu entziehen. Tumorzellen sind unter anderem dazu in der Lage ihre HLA-Klasse
| Expression zu vermindern und somit der T-Zell Kontrolle zu entgehen (Demanet, et al 2004b,
Verheyden, et al 2009). Dieser Mechanismus macht die malignen Zellen jedoch fir die NK-Zell
abhiangige Lyse anfalliger. Um auch den NK-Zellen zu entgehen, sind diverse Entitdten dazu
Ubergangen unter anderem die Liganden stimulatorischer Rezeptoren auf der Oberflache zu
reduzieren. Pende und Romanski publizierten den Verlust der stimulatorischen Rezeptoren
MICA/B und ULBPs (Rezeptoren fir den Ligand NKG2D), sowie eine Reduktion der
aktivierenden NK Liganden PVR, Nectin-2, CD48 und NK-T-B. Beides verhindert die Aktivierung
der NK-Zellen (Pende, et al 2005, Romanski, et al 2005, Verheyden and Demanet 2008). Eine
weitere Methode, sich effektiv vor der NK-Zell Lyse zu schitzen, ist die Blockierung
stimulatorischer Rezeptoren. So zeigten verschiedene Forschungsgruppen, dass Tumorzellen
|6sliches MICA und ULBPs sezernieren, um die NKG2D Rezeptoren der NK-Zelle zu blockieren.
Die kinstlich herbeigefiihrte Blockade fihrt zum Ausbleiben des stimulatorischen Signals

(Groh, et al 2002, Raffaghello, et al 2004, Salih, et al 2003).

Um die Komplexitat der vielseitigen immune-escape Mechanismen der Tumoren zu verstehen,
ist es von Noten, einen Blick auf die autologen NK-Zellen von hamatologisch erkrankten

Patienten zu werfen. Neben der Reduktion, der Uberexpression von Liganden und der Blockade

21



Einleitung

von Rezeptoren weisen autologe NK-Zellen erkrankter Patienten selbst oft einen veranderten
Phdnotyp, sowie gravierende funktionale Defekte auf. Diverse Studien weisen auf eine
verminderte Expression von NKp30 und NKp46, sowie eine Uberexpression des inhibitorischen
Rezeptors NKG2A hin (Costello, et al 2002, Fauriat, et al 2007, Stringaris, et al 2014). Diese
phanotypischen Verdnderungen gingen mit funktionalen Defiziten, wie einer verminderten
CD107a Degranulation, Zytokin-Produktion (IFN-y und TNF-a), sowie Zytotoxizitdt, einher
(Costello, et al 2004, Fauriat, et al 2007, Stringaris, et al 2014). In MDS Patienten konnte Hejazi
et. al drei verschiedene Gruppen von NK-Zellen definieren: Die Erste bestand aus Patienten mit
einer normalen NK-Zellzahl, sowie Funktion, die Zweite aus Patienten mit normaler NK-Zellzahl,
jedoch eingeschrankter Funktion (verminderte Granzym B und Perforin Expression) und die
Letzte aus einer kleinen Gruppe Patienten, die sich durch das fast vollstandige Fehlen von NK-

Zellen kennzeichneten (Hejazi, et al 2015).

1.7 Die akute lymphatische und myeloische Leukamie im Kindesalter

Jahrlich wird in Deutschland bei etwa 1800 Kindern eine maligne Krebserkrankung
diagnostiziert- rund 600 Neuerkrankungen (31%) davon sind Leukdmien und somit die haufigste
Krebserkrankung im Kindes- und Jugendalter. Das Wort Leukamie setzt sich aus den beiden
griechischen Wortern ,leukds”, weils, und ,haima“, Blut, zusammen und wurde Mitte des 19.
Jahrhunderts von dem Berliner Mediziner Rudolf Virchov und dem Schotten John Bennett
beschrieben. Die Inzidenz einer Leukdmie-Diagnose liegt jahrlich bei 13/100.000 Kindern
weltweit. Der Ursprung einer Leukdmie liegt am Ort der Blutbildung- im Knochenmark und geht
oft mit einer unkontrollierten Proliferation unreifer, weiller Blutzellen einher. Bei Leukdmien
wird die akute von der chronischen Form unterschieden, wobei Letztere im Kindesalter sehr
selten ist und die Mehrheit an der akuten Form der Leukamie leidet. Die akute lymphatische
Leukdmie (ALL) ist eine maligne, klonale Transformation einer frihen lymphatischen
Vorlauferzelle und mit einer Inzidenz von 80% die haufigste Form der Leukamie bei Kindern.
Laut des deutschen Kinderkrebsregisters erkranken pro Jahr ca. 500 Kinder und Jugendliche im
Alter von 0-14 Jahren neu an einer akuten lymphatischen Leukdamie. Am haufigsten tritt sie bei
Kindern unter 5 Jahren auf (5,3/10.000 Einwohner pro Jahr). Die akute myeloische Leukdmie
(AML) entsteht im Gegensatz zur ALL aus einer frihen myeloischen Vorlauferzelle und macht

einen Grofteil der akuten Leukdmien im Erwachsenenalter aus. Obwohl die AML die deutlich

22



Einleitung

seltenere Erkrankung (zweithaufigste Leukamie, 10-15%) im Kindesalter ist, stellt sie die
prognostisch wesentlich schlechtere Leukdamieform bei Kindern dar (Blutbildung , Leukdmien
2014). Ca. 15% der ALL Patienten erleiden einen Krankheitsriickfall (Rezidiv). Uber die Rolle der
NK-Zellen bei der Entstehung, aber auch moglichen Bekampfung akuter lymphatischer
Leukamien, insbesondere im Kindesalter, gibt es nur wenige Publikationen. Es wird postuliert,
dass die Interaktion zwischen NK-Zelle und ALL-Zelle weniger effizient ist, als die zwischen NK-
Zelle und AML-Zelle, allerdings liegen nur wenige Funktionsuntersuchungen der NK-Zellen
selbst, wie sie bei Diagnosestellung im peripheren Blut von padiatrischen Leukdmiepatienten
vorzufinden sind, vor. Die ALL scheint sich bezlglich der Suszeptibilitat gegentber alloreaktiven
NK-Zellen deutlich von anderen Leukdamiearten (AML, CML und CLL) abzugrenzen. Dies zeigten
Untersuchungen im Rahmen hdamatopoetischer Stammzelltransplantationen (HSZT) mit KIR-
Rezeptor-Liganden-Inkompatibilitat. Ruggeri et al. zeigte, dass bei Patienten mit AML nach
einer haploidentischen HSZT mit KIR-Liganden Inkompatibilitdt eine signifikant hohere
Uberlebensrate, eine verringerte Rezidivhaufigkeit und eine verringerte AbstoRBungsrate zu
verzeichnen war (Ruggeri, et al 2002, Velardi, et al 2002). Eine bereits 1999 ebenfalls von
Ruggeri veroffentlichte Studie zeigte, dass der antileukdamische Effekt (graft versus leukaemia,
GVL) von alloreaktiven NK-Zellklonen ausschliefRlich in CML und AML Patienten zu beobachten
war. In derselben Studie wurde die Lysefdhigkeit von NK-Zellen in vitro analysiert. Es konnte
gezeigt werden, dass die alloreaktiven NK-Zellen dazu in der Lage waren AML-, CLL- und Non-

Hodgkin-Zellen effizient zu eliminieren, nicht aber ALL-Zellen (Ruggeri, et al 1999).

1.7.1 Pathogenese und Klassifikation

Uber die Mechanismen, die zur Entstehung einer akuten Leukdmie fithren ist nach wie vor
wenig bekannt. Ausgehend von einer einzelnen transformierten Zelle, kommt es zu einer
unkontrollierten Vermehrung funktionsuntlchtiger Zellen- dem sogenannten malignen Klon.
Diese Zellen tragen alle dieselben Merkmale und verdrangen im Ort der Blutneubildung die
gesunden Zellen, was eine erhodhte Infektionsgefahr, ein erhdhtes Blutungsrisiko und eine
Blutandmie mit sich fihren kann. Die transformierten Zellen (leukdmische Blasten) kdnnen nun
aus dem Knochenmark in den normalen Blutkreislauf gelangen und so andere Organe
,befallen”. In den meisten Fallen ist die tatsachliche Ursache der akuten Leukdamien weitgehend

unbekannt. Einzig allein bestimmte vererbte und erworbene Immundefekte oder
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Chromosomen Anomalien (genetische Aberrationen) sind mit einem deutlich erhéhtem Risiko,
an einer Leukamie zu erkranken, assoziiert. Auch hier missen die diagnostizierten genetischen
Genveranderungen nicht zwangslaufig zu einer Erkrankung fihren- manche Kinder erkranken
erst Jahre spater oder gar nicht an einer akuten Leukdmie. Dies deutet daraufhin, dass neben
den immunologischen und genetischen Faktoren auch auBere Einflisse in die
Krankheitsentstehung mit einflieRen (Virusinfektionen, radioaktive Strahlen, chemische
Substanzen und Medikamente, (Buffler, et al 2005, Creutzig U 2006, G 2004, Pui, et al 2004).
Bei der als sekundadre Leukdmie bezeichneten AML, kommt es im friheren Stadium der
Grunderkrankung (Myelodysplastisches Syndrom (MDS)) zu einer gesteigerten Apoptoserate in
HSZ und gleichzeitig zu einer gesteigerten Expression der TRAIL-Rezeptoren und Fas- es kommt
zur Reifungsstdérung der HSC, was die periphere Zytopenie zur Folge hat. Den Ubergang in eine
AML bedingen eine verminderte Apoptoserate, eine unkontrollierte Proliferation
(Reifungsstérung) der HSZ, sowie ein Uberschuss an Blasten (Bouscary, et al 1997, Kerbauy and
Deeg 2007, Zang, et al 2001). Das erste Klassifikationssystem wurde von der FAB (French-
American-British Cooperation Group) vorgeschlagen und galt fast 20 Jahre lang als
standardisiertes Diagnosesystem in der Leukdmie Diagnostik. Die FAB Diagnostik beruft sich auf
zytomorphologische Eigenschaften, sowie auf den Monozyten- und Blastenanteil im Blut. 1999
gelang es der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ein Uberarbeitetes Klassifikationssystem zu
etablieren, welches weitere Faktoren, wie die Anzahl der betroffenen Zellreihen, die
mikroskopischen Befunde aus Blut und Knochenmark, sowie chromosomale Aberrationen
beriicksichtigt (Jaffe, et al 1999). Die akuten Leukdmien werden im Vergleich zu dhnlichen
lymphoblastischen Lymphomen durch einen Knochenmarkbefall von tGber 25 % (ALL) und 20%
(AML) charakterisiert. Die FAB Klassifikation unterteilt ALL in drei und AML in sieben

morphologische Subtypen (Tabelle 1 und 2).
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Tabelle 1: FAB Klassifikation der ALL

FAB Klassifikation Morphologie

ALL L1 kleine, homogene Zellen; sehr wenig Zytoplasma; gleichférmiger Zellkern; Nukleoli
unscharf oder nicht sichtbar; leichte bis maRkige Basophilie

ALL 12 GroRRe, heterogene Zellen; relativ viel Zytoplasma; unregelmaRiger und
ungleichférmiger Zellkern; ein oder mehrere groRe und klar erkennbare Nukleoli;
mafige bis starke Basophilie

ALL L3 Burkitt-Typ: grofRe Zellen mit wenig Heterogenitat; relativ viel Zytoplasma;
gleichméliger, ovaler bis runder Zellkern; ein oder mehrere klar erkennbare
Nukleoli; sehr starke Basophilie; klar erkennbare zytoplasmatische Vakuolen

Tabelle 2: FAB Klassifikation der AML

Subtyp Morphologie Haufigkeit Zytogentetische
Aberration

MO Myeloblasten ohne Granula <5%

M1 Myeloblasten +/- Granula 15-20% t(9;22)

M2 Myeloblasten mit Granula, einzelne = 25-30% t(8;21)
Myelozyten

M3 Promyelozyten, deutlich granuliert 5-10% t(15;17)

M4 Myeloblasten und Promyelozyten > 20-30% inv/del(16) bei M4eo
20%

Mb5a GrofRe Monoblasten 5% t/del(11)

M5b Monoblasten, Promonozyten und 5-10% t(8;16)
Monozyten; Monozytose im
peripheren Blu

M6 Megaloblastare Erythropoese >50%, 5%
Myeloblasten > 30%

M7 Megakaryoblasten 5%

Neben den gangigen Klassifikationen gibt es flr die akute lymphatische Leukdamie noch die EGIL-
(European Group for the Immunological Characterization of Leukemias) und die GMALL
(German Multicenter Study Group on Adult Acute Lymphoblastic Leukemia) Studiengruppen
Klassifikationen. Erstere definiert durchflusszytometrisch den Immunophanotyp der ALL-
Blasten, und kann so eine Zuordnung zur B- oder T-Zellreihe gewahrleisten, sowie den
Differenzierungsgrad der leukdmischen Zellen bestimmen. Die GMALL Studiengruppe nimmt

eine Unterteilung anhand der verschiedenen gangigen Systematiken und Klassifikationen vor.
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1.8 Immuntherapien

In den letzten Jahren ist ein gesteigertes Interesse an der Rolle der Naturliche Killer (NK)-Zellen
in der Bekampfung von Virusinfektionen, Tumoren (zelluldre Immuntherapien), sowie am
klinischen Effekt der NK-Zellen im Rahmen der hamatopoetischen Stammzelltransplantation zu
beobachten. Gerade da, wo multimodale Therapieansatze der Chemotherapie und hamato-
poetischen Stammzelltransplantation scheitern, werden neue immuntherapeutische
Strategien bendtigt, um Hochrisikopatienten besser ansprechen und therapieren zu kdnnen. In
der modernen Krebsbehandlung gewinnt die Immunbiologie und -therapie, sowie das
Potenzial der klassischen Immunzellen immer mehr an Bedeutung. Zu den erfolgreichsten
neuen Entwicklungen im Feld der Immuntherapie gehoren die CAR-T-Zelltherapie (chiméare
Antigenrezeptor-T-Zellen) und bispezifische T-Zell Antikérper, wie beispielsweise
Blinatumomab (CD19xCD3). Beriicksichtigt man die Hochrisikopatienten mit einem refraktaren
Krankheitsverlauf, scheinen NK-Zell basierte Therapien eine vielversprechende Alternative zu
den bisher standardisierten therapeutischen Mdglichkeiten zu bieten. Diese Therapien stltzen
sich auf die Analyse und Charakterisierung neuer, krankheitsspezifischer Marker, die eine
kritische Rolle in der Entwicklung neoplastischer Zell-Verdnderungen spielen und/oder von der

malignen Zellpopulation exprimiert werden.

1.8.1 Bispezifische 'killer-cell-engager': BiKE und TriKE

Erst kirzlich konnte ein vollstandig humanisierter bispezifischer CD16xCD33 (bispecific Killer
Cell Engager, BiKE) Antikorper entwickelt werden. Dieser verflgt jeweils Gber ein scFv Fragment
(single chain variable fragment) gegen CD16 (FcyRIll) sowie gegen CD33, welches ein myeloides
und tumorassoziiertes Differenzierungsantigen darstellt (Gleason, et al 2014, Wiernik, et al
2013). Dies bedeutet, dass der BiKE Antikdrper eine direkte Verbindung zwischen der malignen
CD33* Zielzelle und der NK-Zelle herbeiflihrt, sowie eine direkte Aktivierung der NK-Zelle tber
CD16 bewerkstelligt. Dies resultiert in einer erhdhten Zytotoxizitdt sowie der vermehrten
Ausschittung von NK-Zell relevanten Zytokinen. Gleason et al., konnte in diesem Zuge eine
verbesserte Zytotoxizitdt gegeniliber AML-Blasten aus Erwachsenen zeigen (Gleason, et al
2014). In weiteren Experimenten konnte die Gruppe um Jeffrey S. Miller eine modifizierte
Version des bisher existierenden BiKE-Antikdrpers entwickeln. Dieser tragt Interleukin-15 - ein

fir die NK-Zellentwicklung sowie die Homdostase und Proliferation wichtiges Interleukin, als
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intra-molekularen Linker zwischen CD16 und CD33 (Abbildung 7). Mittels TriKE (trispecific Killer
Cell engager, CD16xIL15xCD33) konnte die NK-Zell Viabilitat, sowie Proliferation verbessert,
aber auch die NK-Zell vermittelte Zytotoxizitat, Degranulation und Zytokin-Produktion im
Vergleich zu unbehandelten und mit BiKE Antikdrper behandelten gesunden Spenderzellen
potent induziert werden (Gleason, et al 2014, Vallera, et al 2016). CD33 wird von annahernd
90% aller AML Blasten exprimiert, wohingegen nur eine Hochrisiko-Subgruppe der
padiatrischen ALL eine geringe Oberflaichenexpression des myeloischen Markers aufweist.
Aufgrund der hohen Spezifitat der bispezifischen Antikorper stellen genau diese Risikogruppen
die idealen target Zellen flr neue, innovative antikdrperbasierte Therapien dar. In diesem
Kontext untermauern bereits publizierte Studien in adulten AML/MDS Kohorten sowohl die
Notwendigkeit, als auch das Potenzial dieser vielversprechenden Immunglobulin-basierten

bispezifischen Antikdrper (Gleason, et al 2014, Vallera, et al 2016, Wiernik, et al 2013).
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Abbildung 7: CD16xCD33 BiKE und CD16xIL15xCD33 TriKE vermittelte NK-Zell ‘targeting” an das tumor-assoziierte CD33 Antigen.
Die CD16 Komponente des bispezifischen Antikérpers bindet an das NK-Zell Oberflachenantigen CD16 (FcyRIll) und realisiert
Uber die CD33 Komponente, mittels Bindung an das myeloide CD33 auf der Zielzelle, die immunologische Synapse. IL-15 agiert
als Verbindungselement zwischen CD16 und CD33 und verbessert die NK-Zell Proliferation, sowie Viabilitat (modifiziert nach
(Miller 2013).
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1.9Ziele der Arbeit

Die akute Leukamie stellt die haufigste Krebserkrankung im Kindes- und Jugendalter dar und
wird durch die Proliferation und Akkumulation von Blasten, maligne entarteter, unreifer Zellen
des blutbildenden Systems (der Hamatopoese) charakterisiert. Die ineffektive Hamatopoese
der Vorlduferzellen der Lymphozyten geht oftmals mit einer unkontrollierten Proliferation
unreifer, weiRer Blutzellen einher. Analysen von diversen Forschungsgruppen (Demanet, et al
2004a, Verheyden, et al 2009) zeigten auf, dass ein moglicher immune escape Mechanismus
der Blasten die Herunterregulation der klassischen HLA-Klasse | Molekile darstellt. Die
bisherigen Analysen betrafen weitestgehend erwachsene ALL Patienten, sowie einzelne HLA-A,
-B und —C Allele. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Oberflachenexpression der klassischen
HLA-Klasse | Molekile, sowie des nicht-klassischen HLA-Klasse | Molekls HLA-E auf Blasten von
ausschlieRlich padiatrischen B-ALL Patienten, sowie deren Auswirkung auf die Erkennung durch
autologe und allogene NK-Zellen charakterisiert werden.

Im Falle von Veranderungen in der Expressionsstarke sollte geklart werden, ob dies das Resultat
einer veranderten Transkriptionsrate ist, auf moglichen posttranskriptionellen Mechanismen
beruht, oder ob es durch eine verdnderte genetische Verteilung der Allele (mogliche neue
Suszeptibilitats Faktoren) zustande kommt. Da die Vermutung naheliegt, dass die NK-Zellen in
padiatrischen ALL-Patienten funktional beeintrachtig sind, es bisher jedoch wenige Studien
gibt, die sich mit der phanotypischen Charakterisierung der NK-Zellen und den biologischen
Mechanismen beschéftigen, sollten in einem weiteren Teil der Arbeit phanotypische und
funktionale Unterschiede, sowie deren Ursache, zwischen NK-Zellen aus gesunden Spendern
und pdadiatrischen ALL-Patienten identifiziert werden. Dabei sollte die NK-Zellfunktion durch
Analysen der zytotoxischen Molekile Perforin und Granzym B, der natdrlichen
Zytotoxizitatsrezeptoren NKp30 und NKp46 und dem niedrigaffinen Fc-Rezeptor (FcyRllla)
CD16 bestimmt werden. Des Weiteren sollten in vitro Experimente zum
Degranulationspotential, zur Zytotoxizitdat und zur Zytokin-Produktion zeigen, ob die
Stimulation der antileukdmischen NK-Zellantwort durch spezifische therapeutisch einsetzbare
Antikorper, die antileukdmische Effektorfunktion von autologen und/oder allogenen NK-Zellen

wiederherstellen kann, was einen wichtigen Fortschritt in der Therapie darstellen konnte.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Antikorper

Tabelle 3: Verwendete Primar- und Sekundarantikorper flr durchflusszytometrische Messungen

Antikorper
CD3
CD10
CD13
CD14
CD16
CD19
CD20
CD22
CD33
CDA45
CD56
CD66b
CD107

CDh117
HLA-ABC
HLA-Bw4
HLA-Bw6

HLA-C

HLA-E

HLA-DR

NKp30 (CD337)
NKp46 (CD335)
Granzyme B
Perforin
IFN-y
TNF-a
Goat anti mouse IgG
Rabbit anti human IgG
CD158a (KIR2DL1)
CD158a,h (KIR2DL1/S1)
CD158b2 (KIR2DL3)
CD158b1,b2,j
(KIR2DL2/3/52)
CD158e1 (KIR3DL1)
CD158e1, e2
(KIR3DL1/51)
CD159a (NKG2A)

Konjugat
BV510
PE-Cy7

PE-Cy7, BV421
PE
FITC, APC-Cy7
APC,BV650
BV421, PE-Cy7
APC
PE-Cy5
APC-Cy7
PE-Dazzle/594
FITC, APC
BV785, FITC,
APC-Cy7, BV510
BV421, PE
AF700, PE
unkonjugiert
unkonjugiert
unkonjugiert
unkonjugiert
BV605
PE, APC
PE, BV510
PacificBlue, FITC
PE
AF700, PE-Cy7
APC-Cy7
FITC
FITC
FITC, APC
VioBlue
FITC, APC
PE-Cy5.5

BVv421, PE-Cy7
APC

PE, PE-Cy7, APC

Klon
UCHT1
HI10a
WM15
13B8.2
3G8
HIB19
2H7
HIB22
WM53
HI30
HDC56
G10F5
H4A3

104D2
W6/32
MUS4H4
OUWA4F11
DTS
3D12
1243
P30-15
29A14
GB11
dGo
B27
MAb11

143211
11PB6

180701
GL183

DX9
227

7199
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Isotyp
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
lgG2b
lgG1
lgG1
lgG1
lgG1
IgM
lgG1

lgG1
lg2a

1gG1

IgG1

1gG1

IgG1

lgG2a

IgG1

lgG2a

1gG1

lgG1

lgG1

lgG1
sekundar
sekundar

lgG1

lgG1

lgG1

lgG1

IgG1
IgG1

IgG2b

Firma
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend

Biolegend
Biolegend
Arend Mulder
Arend Mulder
Mary Carrington
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Biolegend
Dako
R&D systems
Miltenyi Biotec
R&D systems
Beckman Coulter

Biolegend
Beckman Coulter

Beckman Coulter
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2.1.2 Medien und Puffer

Tabelle 4: Verwendete Medien in der Zellkultur

Medium Zusammensetzung
Kultivierungsmedium fur HL60, RAJI, SEM RPMI1640 [25mM Hepes, L-Glutamin]
10%FCS,
1%Penicillin/Streptomycin
(10.000U/ml/10.000 pg/ml)
Kultivierungsmedium fur K562 DMEM [ Dulbeccos Modified Eagles Medium
High Glucose]
10%FCS
1% Pen/Strep
1% L-Glutamin
NK-Zellmedium [IL2 Medium] RPMI 1640
10% FCS
5% Humanes AB Serum (hitzeinaktiviert)
1% Penicillin/Streptomycin
1000U/mL rh IL-2
Einfriermedium RPMI 1640
50% FCS
10% DMSO
MACS Puffer 500 ml DPBS
2 mM EDTA
1% Humanes Albumin
Farbepuffer fir Durchflusszytometrie DPBS
2 mM EDTA
0,5% BSA (Albumin Fraktion V)

2.1.3 Zelllinien

Tabelle 5: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Zelllinienart

Nalmé Humane ALL

MonoMac6 Humane AML
ML2 Humane AML
K562 Humane CML

721.221 WT EBV transfizierte B-Zelllinie
HL60 Humane AML
SEM Humane ALL
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2.1.4 Chemikalien

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Zytokine

Produkt
Agarose
Ammoniumchlorid-Lésung
Aqua destilliert
Biocoll separating solution (Ficoll)
Brefeldin A
Dimethylsulphoxid (DMSO)
DPBS
dNTPs [10nmol/ul]

DNA Leiter, 100 bp (0,5 mg DNA/ml)
DNA Leiter, 1kb (20 ng DNA/pul)
Ethanol 70%, 100%
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethidiumbromid
Fotales Bovines Serum (FBS)
Fixation Solution
HotstarTaq DNA-Polymerase [5U/ul]
Human Serum Type AB
Intracellular Staining Perm Wash
Interleukin 2 (Proleukin)
Interleukin 15
Ladepuffer (10x)
Lyse-Puffer (isotone
Ammoniumchlorid Lésung)
Monensin (Protein Transport Inhibitor)
Penicillin/Streptomycin
Polymerase-Puffer (10x)
Propidium lodid
Trypsin 0,5%

Trypan Blau
B-Mercaptoethanol (24 uM)

2.1.5 Kits

Tabelle 7: Verwendete Kits

Kit
CD14 und CD33 MicroBeads, human
QlAamp DNA Blood Mini Kit
RNeasy Mini Kit
Vybrant® CFDA SE Cell Tracer Kit

Bezugsquelle
Peqglab
Apotheke der Uniklinik Dusseldorf
Braun
Merck Millipore

Sigma
Lonza
Peqglab
Peqlab
Invitrogen
Roth
Roth
Roth
Merck
Biolegend
Qiagen
Merck
Biolegend
Novartis
Miltenyi Biotec
Thermo scientific
Uniklink Dusseldorf

BD
Invitrogen
Qiagen
Biolegend
Gibco
Sigma
Gibco

Firma
Miltenyi Biotec
Qiagen
Qiagen
Thermo Fisher Scientific
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2.1.6 Gerate und Softwareprogramme

Tabelle 8: Verwendete Gerate und Programme zur Auswertung

Gerat/Programm
Binokular Mikroskop
Brutschrank
Cell Dyn 3500R
Durchflusszytometer FACS Canto |
Durchflusszytometer CyAn ADP
Durchflusszytometer CytoFlex
Sorter MoFlo XDP
Thermocycler GeneAmp PCR System
9700
BD FACS Diva
Endnote X7
GraphPad Prism 5
Kaluza Analysis Software 2.0
StepOne Software v2.1

2.2 Methoden

Firma
Zeiss
Binder
Abbott Laboratories
BD
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Applied Biosystems

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Thomson Reuters, USA
Graphpad Software, USA
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Applied Biosystems

2.2.1 Isolierung von mononuklearen Zellen aus peripherem Blut

Die mononukledren Zellen wurden sowohl aus peripherem Blut von Patientenproben und

Fremdspendern (zur Verfligung gestellt von der Blutspendezentrale, Dusseldorf) mittels

Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Alle Proben wurden nach dem folgenden Protokoll auf-

und verarbeitet:

1) Blut 1:2 mit PBS verdinnen, auf 15ml Trennmedium (Bicoll Seperating Solution)

schichten

2) 20min, bei 900g ohne Bremse zentrifugieren (21°C)

3) Interphase (enthalt mononukledre Zellen, liegt zwischen Plasma und Ficollschicht)

mittels Pasteurpipette ernten, mit PBS/EDTA bei 1900rpm bei 4° fir sieben Minuten

zentrifugieren

4) Uberstand verwerfen, Pellet resuspendieren, erneut waschen und abzentrifugieren

5) 20ul fur Zellzahlbestimmung (in einer Neubauer improved-Zahlkammer) entnehmen,

1:1 mit Trypanblau mischen und zahlen.

6) Berechnung der Zellzahl anhand folgender Formel:

Zellzahl/ml = mittlere Zahl pro Quadrat x Verdiinnungsfaktor x 10*
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2.2.2 Einfrieren und Auftauen von mononukledren Zellen

Die frisch isolierten mononukledren Zellen (MNCs) wurden mit einer maximalen Zellzahl von
5x10° Zellen in 2ml CryogefdRen eingefroren. Dazu wurden 500ul der Zellsuspension in
Einfrierrohrchen Gberfihrt und mit 500ul Einfriermedium mit 20% DMSO versetzt
(Endkonzentration von 10% DMSO). Die Zellen wurden bei -80 °C gelagert und nach ca. einer
Woche in flissigen Stickstoff Gberflhrt. Das toxische DMSO verhindert, dass sich im Wasser
Eiskristalle bilden und schitzt die Zelle somit vor Zellschdden, erfordert jedoch ein zlgiges
Arbeiten auf Eis. Zum Auftauen wurden Die Einfrierrohrchen in einem 37° warmen Wasserbad
angetaut und dann in ein 15ml ReaktionsgefaR Gberfihrt, indem 10ml PBS/EDTA oder warmes
Medium vorgelegt wurden. Es folgte die Zentrifugation (7min bei 1900rpm und 4°C) und die

Resuspension des Zellpellets in einem geeigneten Medium/Puffer.

2.2.3 Durchflusszytometrische Analysen

Die charakteristischen sowie morphologischen Merkmale und Eigenschaften einer Zelle lassen
sich mittels Durchflusszytometrie ermitteln. Die beiden wichtigsten Parameter — GroRe &
Granularitat einer Zelle werden Uber das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC, Grofse) und
durch das Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC, Granularitat) bestimmt. Um spezifische
Fluoreszenzeigenschaften einer Zelle zu bestimmen, werden diese mit Antikérpern markiert,
die mit einem Fluorophor gekoppelt sind. Dieser Antikdrper richtet sich gegen ein spezifisches
Oberflachenantigen der Zelle. Bei der Messung wird jede Zelle einzeln durch die Flusskapillare
gesaugt und von Lasern mit verschiedenen Anregungswellenlangen angeregt. In den Zellen, an
die der fluoreszierende Antikérper gebunden hat, konnen die Elektronen des
Fluoreszenzfarbstoffes angeregt werden und auf ein hoheres Energieniveau gelangen. Die
messbare Fluoreszenz (Emission von Photonen) erfolgt erst, wenn die angeregten Elektronen

unter Warmeverlust auf ihr urspriingliches (energiedrmeres) Energieniveau zuriickkehren.

2.2.3.1 Indirekte, intra- und extrazellulare Antikorperfarbung

2x10° Zellen wurden in 100l Farbepuffer in einem Polypropylen-Réhrchen aufgenommen und
mit dem priméaren Antikorper (unkonjugiert, AK) fir 20min bei 4°C inkubiert und anschlieRend

mit MACS Puffer gewaschen (1-2ml). Das Zellpellet wurde resuspendiert und mit dem
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Sekundarantikérper (mit Fluorophor gekoppelt) erneut flir 20min bei 4°C inkubiert und im
Anschluss wie bereits beschrieben gewaschen und zentrifugiert. Im letzten Schritt folgten die
Hinzugabe und Inkubation der direkt konjugierten AK fir erneute 20 min bei 4°C. Nach der
extrazellularen Farbung der Oberflachenproteine folgte je nach Fragestellung die intrazellulare
Farbung. Hierfir wurden die Zellen mit Fixationspuffer versetzt und fir 20 min bei 4°C
inkubiert. Nach dem Waschen mit dem Intracellular Staining Perm Wash Puffer (1x, mit aqua
dest. verdinnt) wurden die Antikorper fur die intrazellularen Proteine hinzugegeben und 30
min, bei 4°C inkubiert. Es folgten zwei letzte Waschschritte - erneut mit dem Intracellular

Staining Perm Wash Puffer (1x) und zuletzt mit PBS (300g, 7 min, 4°C).

2.2.4 Magnetische und durchflusszytometrische Zellsortierung

Die von der Firma Miltenyi Biotec entwickelte MACS Technologie (Magnetic Activated Cell
Sorting) ist eine Methode zur Isolation einer bestimmten Zellpopulation aus einem Zellgemisch.
Die Sortierung beruht auf kleinen magnetischen Kigelchen, die an monoklonale Antikorper,
spezifisch fur ein Antigen, gebunden sind, so wie ferromagnetischen Trennsaulen. Je nach Saule
(Separations- und Depletionssaulen) unterscheidet man zwischen der Positiv- und
Negativselektion. Erstere markiert die gewlinschten Zellen via Microbeads, wohingegen bei der
Negativselektion/Depletion die markierten Zellen in der Sdule zurlickgehalten werden und die
aufgereinigten, unmarkierten Zellen (von Interesse) die Saule passieren kénnen. Das bedeutet,
dass bei der Ubertragung des Zellgemisches diejenigen Zellen in der Sdule verbleiben, die zuvor
mit Microbeads markiert wurden. Die unmarkierten Zellen passieren die Trennsdule und
befinden sich im Durchfluss. In dieser Arbeit wurden CD33 und CD14 Microbeads verwendet,
um CD33"CD14* Zellen (Granulozyten, Monozyten, myeloide Progenitoren) aus dem
Zellgemisch zu entfernen und ausschlieflich CD33" Zellen fur funktionale Analysen zu
verwenden. Um eine moglichst effiziente Aufreinigung des Zellgemisches zu gewahrleisten,
wurden fir alle Analysen Depletionssaulen (LD) verwendet. Die magnetische Sortierung
erfolgte angelehnt an das CD33 und CD14 Isolationskitprotokoll von Miltenyi Biotech. Die
durchflusszytometrische Sortierung wurde am MoFlo XDP Zellsortierer der Firma Beckman

Coulter durchgefiihrt.

34



Material & Methoden

2.2.5 Funktionale Analysen der NK-Zellen
2.2.5.1 CD107a-Degranulationsassay und Zytokin-Produktion

Um die Aktivitat einer NK-Zelle zu bestimmen fihrt man diese mit einer HLA-Klasse | negativen
Zielzelllinie zusammen und misst CD107a (LAMP-1, Lysosomen assoziiertes Membran-Protein
1), ein Protein, welches bei Aktivierung der NK-Zelle auf die Oberflache gelangt. Normalerweise
befindet sich dieses Molekdl bei einer ruhenden NK-Zelle auf der Innenseite der Granula. Durch
die Aktivierung verschmilzt die Granula mit der Plasmamembran, woraufhin die CD107a
Molekule auf die Zelloberflache gelangen und dort Uber spezifische Antikdrper markiert und
durchflusszytometrisch analysiert werden kdnnen. Das folgende standardisierte Protokoll

wurde fir die durchgefiihrten Analysen verwendet:

1) PBMCs 14-16 Stunden tber Nacht in NK Medium (IL2 haltig) kultivieren (siehe 2.1.2)
2) NK-Zellen (Effektorzellen) und target Zellen (Bsp. K562 od. HL60) ernten und beide auf
eine Konzentration von 1x107 Zellen/ml mit NK-Medium einstellen.
3) Effektor: target (E: T) Verhéltnis von 10:1 wahlen, bei aufgereinigten NK-Zellen eine E:
Tvon 1:1 wahlen.
Folgende Ansatze wurden pipettiert (96 Rundboden Platte):
e Ungefdrbte Kontrolle: enthélt nur die Effektorzellen
e Negativkontrolle: Effektorzellen ohne target Zellen (Detektion der zielzell-
unspezifischen Degranulation der NK-Zelle)
e Positivkontrolle: Effektorzellen und target Zellen
Zu allen Ansatzen, exklusive der ungefarbten Kontrolle, CD107 Antikérper hinzufliigen und auf
200ul mit NK-Medium auffillen, eine Stunde bei 37°C, 5% CO2 inkubieren und Monensin
hinzufigen. Monensin blockiert den Golgi-Proteintransport und verhindert dadurch die
Wiederinternalisierung der CD107 Molekile. Fir die spatere Messung der Zytokin-Produktion,
wie IFN-y und TNF-a, wurde Brefeldin A hinzugefiigt. Brefeldin A inhibiert die Protein-Sekretion
zwischen dem endoplasmatischen Retikulum (ER) und dem Golgi-Apparat.
Nach weiteren vier Stunden Inkubation wurden die Zellen geerntet und mit den extrazellularen
Antikorpern gefarbt. Nach der Oberflachenfarbung folgte die intrazelluldare Farbung der

Zytokine IFN-y und TNF-a (siehe 2.2.3.1).
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2.2.5.2 NK- Zell Stimulation via CD16xCD33 BiKE und CD16xIL15xCD33 TriKE
Antikorper

Die NK-Zellen wurden wie unter 2.2.5.1 beschrieben in Kultur genommen und stimuliert. Es
erfolgte eine 30mindtige Prdinkubation der NK-Zellen mit BiKE oder TriKE Antikérper. Danach
wurden die NK-Zellen in einem Verhaltnis von 10:1 mit den Ziel-Zellen zusammengefihrt,
abzentrifugiert und weitere 4 Stunden inkubiert. Es wurde weiterhin analog zu 2.2.5.1

verfahren.

2.2.5.3 Blockierung via aHLA-E (3D12) und aHLA-ABC (W6/32)

Analog zu 2.2.5.1 wurden PBMCs mit B-ALL Blasten in einem Verhaltnis von 10:1
zusammengefihrt und 5Std. co-inkubiert. Es erfolgte eine Prainkubation der Blasten mit
10ug/ml eines HLA-E (3D12) oder HLA-ABC (W6/32) spezifischem Antikérpers. Nach 5h wurde
die CD107 Frequenz auf KIR"™&NKG2A*CD569™ NK-Zellen gemessen und mit einem

Kontrollansatz ohne blockierendem Antikorper verglichen.

2.2.5.4 CFSE-Zytotoxizitatsassay

Im Gegensatz zum CD107 Assay bestimmt man mit dem CFSE Assay nicht die
Degranulationsaktivitat einer stimulierten NK-Zelle, sondern die Effizienz der NK-Zelle die
Zielzelle zu lysieren und abzutoten. Im ersten Schritt inkubiert man die target Zellen (HLA-Klasse
| negativ) mit CFDA-SE (Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) fir 15 min bei 37°C.
CFDA-SE wird von der Zelle aufgenommen. In der Zelle wird die Acetat Gruppe von
intrazelluldren Esterasen gefaltet und zu fluoreszierendem CFSE (Carboxyfluorescein
succinimidylester) prozessiert. Nach der Inkubation folgte ein Waschschritt mit PBS + 20% FBS
(300g, 7 min, 21°C). Weiterhin wurde analog zum CD107 Assay verfahren. Jedoch erfolgte
anstatt der extra- sowie intrazellularen Markierung der Zellen die Markierung mit Propidium
lodid (Pl). Pl ist ein fluoreszierender DNA-Farbstoff, der die perforierte Membran toter Zellen

durchdringen kann. Folgende Ansadtze werden benotigt:
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1) Ungefarbte target Zellen (Uberpriifung der CFSE Farbung)

2) CFSE markierte target Zellen

3) CFSE+PI markierte target Zellen (Spontane Lyse)

4) CFSE+PI markierte target Zellen und Effektorzellen (E: T ratio 1:1, spezifische Lyse)
Die Ansatze wurden anschliefend im Durchflusszytometer analysiert und die spezifische Lyse
nach der folgenden Formel berechnet:

spezifische Lyse (%) = experimentelle Lyse — spontane Lyse

2.2.5.5 HLA-E Stimulation

PBMCs von gesunden Spendern und ALL Patienten wurden Uber Nacht (24h) oder fur 48h mit
IFN-y (100 U/mL) in einer 24well Platte a 0.5x10° Zellen stimuliert. Als Kontrollansatz wurden
die PBMCs beider Gruppen nur in Medium Kkultiviert. AnschlieRend wurde die HLA-E

Oberflachenexpression zu den jeweiligen Zeitpunkten gemessen und miteinander verglichen.

2.2.6 DNA und RNA Extraktion

Die DNA-Extraktion wurde mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit von Qiagen durchgefiihrt. Die
RNA-Extraktion erfolgte analog des RNeasy Kits von Qiagen. Uber den RLT Puffer (0,5-5 x 10°
Zellen in 350pl RLT Puffer oder 5 x 10%° — 1 x 107 Zellen in 600ul), der zuvor mit R-
Mercaptoethanol versetzt wurde (10ul RB-Mercaptoethanol auf 1 ml Puffer), wurden die Zellen
aufgeschlossen und Ribonukleasen inhibiert. Die Aufreinigung erfolgte (ber eine Silica-
Membran-Sdule (Elution in 30 ul RNase-freiem Wasser). Anschlielend wurde am
Spektrophotometer (Nanodrop, Qiagen) die Konzentration der DNA oder RNA gemessen. Nach

der Isolierung wurde die DNA oder RNA bei -80 °C gelagert.
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2.2.7 KIR Typisierung

Die KIR Primer mussen auf Grund der hohen Homologie, die unter den KIR Genen herrscht, ein
sehr spezifisches Design aufweisen. Die KIR-Typisierung wurde mittels SSP-PCR (Polymerase

chain reaction, sequence specific primer) durchgefthrt (Uhrberg, et al 2002).

Tabelle 9: Oligonukleotide fir die KIR-Typisierung (Uhrberg et al. 2002)

KIR-GEN Sense Primer Antisense Primer Lange (bp)
KIR2DL1 ACT CACTCC CCCTAT CAG G AGG GCC CAG AGG AAAGTCA 1750
AGG GCC CAG AGG AAAGTT
KIR2DL2 CCATGATGG GGT CTCCAAA GCC CTG CAG AGAACCTACA 1800
KIR2DL3 CCTTCATCG CTG GTG CTG CAG GAG ACAACT TTG GAT CA 798
KIR2DL5 TGC CTC GAG GAG GACAT GGT CTG ACC ACT CAT AGG GT 1600
KIR3DL1 TAC AAA GAA GAC AGA ATC CAC TAG GTC CCT GCA AGG GCA A 1600
ATCC CAT CTT CCATGG CAG AT
KIR3DL2 CGG TCCCTT GAT GCCTGT GAC CAC ACG CAG GGCAG 1900
KIR2DS1 TCT CCATCA GTC GCATGA A/G AGG GCC CAG AGG AAAGTT 1800
KIR2DS2 TGC ACA GAGAGG GGA AGT A CAC GCT CTCTCCTGC CAA 1750
KIR2DS3 TCACTCCCCCTATCAGTTT GCATCT GTAGGTTCCTCCT 1800
KIR2DS4 CTG GCC CTC CCAGGT CA GGAATG TTC CGTTGA TGC 1950
KIR2DS5 AGA GAG GGG ACGTTT AACC GGAATG TTC CGT TGA TGC 1950
KIR3DS1 GGCAGAATATTC CAG GAG G AGG GGT CCTTAG AGATCCA 1750

Es wurde der folgende PCR Ansatz, sowie das folgende PCR Programm verwendet.

Tabelle 10: PCR Ansatz wurde flr eine KIR Typisierung

PCR Mix Volumen in pl
Aqua dest Ad 25
10xPuffer 2,5
DNA (50-200ng/ul) 2
dNTPs (10 nmol/ul) 0,55
Primer Sense (2,5 pmol/ul) 2,5
Primer Antisense(2,5 pmol/ul) 2,5
HotStar Tag DNA Polymerase (5U/ul<) 0,17

Flr die PCR wurde die HotstarTag-Polymerase verwendet, die erst nach der Initiation bei 95°C

aktiviert wird. Das folgende PCR-Programm wurde fir die KIR-Typisierung verwendet:
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10 Zyklen
95°C | 94°C
15min | 10s
65°C
40s

20 Zyklen
94°C ]
20s 72°C
61°C 30s
20s

Abbildung 8: Ablauf des PCR-Programms einer KIR-Typisierung.

2.2.8 HLA-C und -E Typisierung

72°C
/min

Die HLA-C und -E Typisierung wurde mittels PCR-SSP durchgefihrt. Die HLA-A und HLA-B

Typsierungen wurden durch das HLA-Labor des Instituts fir Transplantationsdiagnostik und

Zelltherapeutika mittels Luminex-Technologie durchgefihrt.

Tabelle 11: Oligonukleotide fir die Bestimmung der HLA-C und —E kodierten KIR Liganden (Frohn, et al

1998, Grimsley, et al 2002)

HLA-C/E Sense Antisense

C1 GTT GTA GTA GCC GCG
CGC CGC GAG TCC RAG AGG CAG G

C2 GTT GTA GTA GCC GCG
CAGT

HLA-E*0103 CCG CCT CAG AGG CAT CATTTG TGC GAG CTG GGG CCC
GACG

HLA-E*0101 CCG CCT CAG AGG CAT CATTTG GCG AGC TGG GGC CCC
GTCA

Tabelle 12: PCR Ansatz HLA-C-Typisierung (n=1)

PCR Mix
Agua dest

10xPuffer

DNA (50-200ng/p)
dNTPs (10 nmol/ul)
Primer Sense (10 pmol/ul)

Primer Antisense(10 pmol/ul) C1

oder

Primer Antisense(10 pmol/ul) C2
HotStarTag DNA Polymerase (5U/ul<)

z

39

Lange (bp)
142

142
149

149

Volumen in pl
Ad 25

2,5
1

1
1
1

0,125
25
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Das folgende Programm wurde fiir die HLA-C Typisierung verwendet:

10 Zyklen 25 Zyklen
96°C |95°C 94 °C
15min | 20 72°C 20 T2°C| 72°C
S o, 5 o
65°C 4h s 61°C 1 min| 7 min
155 20s 4°C
oo

Abbildung 9: Ablauf des PCR-Programms einer HLA-C1/C2-Typisierung

Die HLA-E Typisierung wurde mittels SSP-PCR durchgefiihrt, das folgende Programm wurde fir

die Typisierung verwendet:

Tabelle 13: Ablauf des PCR-Programms zur HLA-ESR Typisierung

PCR Schritt Dauer Temperaturin ° C
Denaturierung 15min 95°C
Amplifikation (32Zyklen) 20s 95°C
30s 63°C
20s 72°C
Endpolymerisation 7 min 72 °C
Aufbewahrung oo 4°C

2.2.9 Gelelektrophorese

Die Auswertung der PCR-Produkte der KIR- sowie HLA-C/E-Typisierung wurde mittels Agarose-
gelelektrophorese durchgefiihrt. Fir beide Typisierungen wurde ein 1%iges Agarosegel
gegossen, 5ul Blaumarker pro well hinzupipettiert und letztendlich 18ul davon aufgetragen.
Das gegossene Gel wurde zuvor mit Ethidiumbromid versetzt. Fir die HLA-C und —E Typisierung
wurde jedoch auf Grund der kleinen Fragmente (ca. 140bp) ein 2%iges Gel gegossen. Die Gele
liefen bei 180V ca. 50-60min. Fir die HLA-C- sowie E-Typisierung wurde die 100bp Leiter, fir
die KIR-Typisierung (mit Produkten von 789bp-1950bp) wurde die 1kb DNA Leiter als Marker

aufgetragen.
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2.2.10 Reverse Transkription und Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR ABI Step
one plus)

Fir das Umschreiben der RNA in cDNA wurde die Reverse Transkriptase des Moloney Murine
Leukemia Virus (M-MLV) verwendet. Je nach GréRe des umzuschreibenden Template wurden
entweder Oligo-dT-Nukleotide (15mere) oder Random Primers benutzt. Fir die cDNA Synthese

von kleineren Templates wurden Oligo dT Primer verwendet

Tabelle 14: PCR Ansatz der Reversen Transkription (cDNA-Synthese)

PCR MIX Volumenin pl
Aqua dest Ad 25
RNA (2ug) X

H20 to 14,85
Oligo dT (0,5 pg/ul) 2

Denaturierung bei 70°C um vorhandene Sekundarstrukturen der RNA zu I6sen und eine effektive Hybridisierung
der Oligo-dT-Primer zu gewahrleisten. Danach wurde die Probe sofort auf Eis abgekiihlt. AnschlieRend wurden
die folgenden Reagenzien hinzugefiigt:

dNTPs (10 nmol/ul) 1,5
RNasin (40U/ul) 0,65
5xPuffer 5ul
M-MLV-RT (200U/ul) 0,125

Die Reverse Transkription erfolgte fir 100 min bei 42°C. Ein Abstoppen der Reaktion erfolgte
bei 72°C fir 15min. Wahrend einer Echtzeit PCR kénnen die entstehenden PCR Produkte im
Moment der Synthese Uber interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe (hier SYBR GreenTM)
detektiert und quantifiziert werden. Der Anstieg der Konzentration des doppelstrangigen
Amplifikationsproduktes ist proportional zum Anstieg der emittierten Fluoreszenz. Artefakte
wie Primer Dimere kdnnen {ber eine Schmelzpunktanalyse ermittelt und ausgeschlossen
werden- hierbei wird das Reaktionsgemisch in 1 °C-Schritten von 50 °C auf 95 °C erhitzt und
kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen. Der Zeitpunkt, an dem das DNA Produkt schmilzt, ist
durch einen Abfall der Fluoreszenz gekennzeichnet, da der interkalierende Farbstoff von der
nun einzelstrangig vorliegenden DNA dissoziiert. Der Grenzzyklus (cycle threshold = Ct) gibt die
Zyklenzahl an, bei der die Probe die erste grolRere Steigung erfahrt und das erste Mal deutlich

zu detektieren ist. Uber den Ct-Wert kdnnen zwei Proben miteinander verglichen werden und
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Aussagen Uber die Konzentrationen der Proben getroffen werden. Je kleiner der Ct-Wert, desto

hoher die Konzentration des amplifizierten Produktes.

Tabelle 15: SYBR-Green Ansatz pro well

SYBR-Green Ansatz pro Well Volumen in pl
SYBR Green 7
cDNA (40-50ng) 1.5
3" Primer C1 und C2 0,5
5 Primer C1 0,5
5'Primer C2 0,5
Die cDNA wird vorgelegt, fur die restlichen Ansatze wird ein Mastermix
erstellt
H20 Ad 13,5 ul

2 15

2.2.11 Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH)

Mittels FISH lassen sich Nukleinsdure-Sequenzen in einzelnen Zellen, auf Chromosomen oder
im Zellkern abbilden. Durch sequenzspezifische Nukleinsdure-Sonden findet die Hybridisierung
(doppelstrangig) zur komplementéren Zielsequenz statt. Die Markierung findet meistens Uber
fluoreszierende Sonden statt. Diese Analysen wurden im Institut fir Humangenetik und
Anthropologie unter der Leitung von Univ.-Prof. Dr. Dagmar Wieczorek durchgefihrt.

Die PBMC der ALL-Patienten wurden aufgetaut und mit Antikdrpern gefarbt. Die relevanten
Populationen wurden am MoFlo XDP Zellsortierer sortiert und fir die FISH-Analysen
vorbereitet. Es wurden die folgenden Sonden verwendet: Lokus 9p21//9g11 (CDKN2A) sowie

Lokus 9934//22q11 (bcr-abl). Insgesamt wurden vier ALL-Proben fiir diese Analysen verwendet.
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3. Ergebnisse

Es ist allgemein bekannt, dass entartete oder virusinfizierte Zellen im Laufe der Zeit
verschiedene Mechanismen entwickelt haben, um der Lyse und somit zytotoxischen
Immunantwort der Immunzellen zu entgehen. Sie sind unter anderem dazu in der Lage die
Oberflachenexpression bestimmter HLA-Klasse | Molekile zu reduzieren (u.a. HLA-C und HLA-
E) und auf der anderen Seite die Reduktion spezifisch aktivierender Antigene (MICA/MICB,
ULBP’s) (Diefenbach, et al 2001, Lanier 1997, Reusing, et al 2016, Verheyden, et al 2004) zu
initiieren. Dies fuhrt in vielen Fallen dazu, dass die Blasten nicht effektiv von den Immunzellen
erkannt und lysiert werden kénnen. Um phéanotypische Unterschiede zwischen gesunden und
leukdmischen B-, T- und NK-Zellen zu identifizieren, erfolgte eine Analyse der
Oberflachenexpression der HLA-Klasse | Molekile, sowie von spezifischen aktivierenden NK-
Rezeptoren (NKps), zytotoxischen Molekilen (Granzym B und Perforin) und dem fir ADCC
entscheidenden Molekll CD16. Die aufgeflihrten MolekUle spielen eine essentielle Rolle in der
Erkennung, sowie Eliminierung von entarteten Zellen im autologen und allogenen Rahmen. Es
folgten funktionale Untersuchungen der antileukdamischen Effektorfunktion (Degranulation,
Zytokin-Produktion) und der spezifischen Lyse von autologen und allogenen NK-Zellen ohne
und mit Stimulation zweier bispezifischer Antikdrper (CD16xCD33 BiKE und CD16xIL15xCD33
TriKE), beide nicht kommerziell erhaltlich, freundlicherweise von Jeffrey S. Miller zur Verfligung
gestellt). Aufgrund des limitierten Probenmaterials und einer begrenzten Zellzahl innerhalb der

Patientenproben konnte nicht jede Analyse mit allen Patienten durchgefihrt werden.
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3.1 Patientencharakteristika

Insgesamt wurden 54 padiatrische ALL (Altersdurchschnitt 7,3 Jahre), 10 padiatrische AML
Patienten (Altersdurchschnitt 14,4 Jahre) und 48 gesunde Spender in diese Arbeit
eingeschlossen. Im Rahmen einer Kooperation mit der Klinik fir Kinder- Onkologie,
Hamatologie und Klinische Immunologie, unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Arndt Borkhardt,
wurden die Proben der kindlichen ALL- und AML-Patienten fir diese Arbeit bereitgestellt. Die
Einwilligung wurde gemal’ der Deklaration von Helsinki von allen Patienten eingeholt. Die akute
lymphatische Leukamie (ALL) stellt mit einem Anteil von 80% die haufigste Form der Leukdamie
bei Kindern dar. Laut des deutschen Kinderkrebsregisters erkranken pro Jahr ca. 500 Kinder und
Jugendliche im Alter von 0-14 Jahren neu an einer akuten lymphatischen Leukdmie. Die AML
(akute myeloische Leukamie), ist nach der ALL die zweithaufigste Leukdmie bei Kindern und
Jugendlichen -beinahe ein Drittel aller Krebserkrankungen im Kindes- und Jugendalter sind

akute Leukdmien (Blutbildung , Leukdmien 2014).

3.2 Durchflusszytometrische Analyse: HLA-Klasse | Expression auf Lymphozyten

Mittels Durchflusszytometrie und basierend auf der Expression der Marker CD19, CD45, CD3
wurde die HLA-Klasse | Oberflachenexpression der klassischen HLA Molekile HLA-ABC, -B, -C
und des nicht-klassischen HLA-Molekils HLA-E fir 29 ALL Proben sowie 32 Proben von
gesunden Spendern auf B- und T-Zellen analysiert. Fur die durchflusszytometrischen Analysen
wurde der flr HLA-ABC spezifische pan HLA-Klasse | Antikorper W6/32 verwendet. Weiterhin
wurde der fur HLA-Bw4/A24/A32/A25 spezifische MUS4H4, sowie fir HLA-Bw6 spezifische
OUWA4F11 Antikorper verwendet. Bei den Antikérpern handelt es sich um nicht kommerziell
erhéltliche Antikdrper (dankenswerterweise zur Verfligung gestellt von A. Mulder, Leiden
University Medical Center). Ebenso wurde der nicht kommerzielle Antikbrper DT9 verwendet-
dieser erkennt samtliche HLA-C Allele (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von
M.Carrington, National Cancer Institute). Fir das nicht klassische HLA-Molekil HLA-E wurde
der kommerziell erhéltliche 3D12 Antikorper verwendet. Dieser erkennt beide exprimierten
HLA-E Allelvarianten (HLA-ES/R). Bei den leukdmischen Proben handelte es sich um Proben zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose des jeweiligen Patienten. Zundchst wurde Uber das Vorwarts-

(forward scatter, FSC), sowie Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC), also basierend auf Groke
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und Granularitat, die Lymphozyten-Population von den restlichen Zellen abgegrenzt und
definiert. Die B-Zellen wurden innerhalb der Lymphozyten-Population als CD19*CD3" und
CD45*%, die T-Zellen als CD3*CD56™ und CD45" definiert. CD45 (Pan-Leukozytenmarker) wird in
der Literatur haufig als Diskriminierungsfaktor zwischen gesunden und entarten Zellen
verwendet- letztere weisen in der Regel eine verminderte oder fehlende Expression von CD45
auf. Uber den Quotienten aus der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI), sowie dem
Vorwartsstreulicht der jeweiligen Zellpopulation, wurde die HLA Oberflachenexpression fiir

jedes Individuum ermittelt. Diese Vorgehensweise schlieRt Unterschiede auf Grund der

ZellgroRe aus (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Durchflusszytometrische Analyse der HLA-Klasse | Expression auf den Lymphozyten Subpopulationen (CD3* T- und
CD19* B-Zellen) eines gesunden Spenders. Aufgetaute PBMC wurden nach der Antikorperfarbung am Durchflusszytometer
analysiert. Die Lymphozyten wurden anhand ihrer GroRe (Forward-Scatter, FSC) sowie Granularitdt (Side-Scatter, SSC)
bestimmt. Danach wurden innerhalb der Lymphozyten-Population die B-Zellen (CD19*CD3-CD45*) und die T-Zellen (CD3*CD56"
CD45*) definiert und in einem Histogramm fiir das jeweilige HLA-Molekil sowie den FSC aufgetragen.
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Die folgenden plots zeigen exemplarisch die HLA-Klasse | Oberflachenexpression auf den B- und

T-Zellen eines gesunden Spenders (Abbildung 11).
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Abbildung 11: HLA-Klasse | Expression von HLA-ABC, -C, -E, -Bw4 und —Bwé6 auf B- und T-Lymphozyten eines gesunden Spenders.
In den density-plots werden T- und B-Zellen aus dem Lymphozyten gate dargestellt. CD56* Lymphozyten (NK-Zellen) wurden
zuvor ausgeschlossen. Aufgetragen wurde das entsprechende HLA-Molekil gegen CD19. Die Histogramme stellen eine
Uberlappung (overlay histogramme) der Expressionslevel der einzelnen HLA Molekiile auf B- und T-Zellen dar - iiber diese ldsst
sich die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der HLA-Klasse | Oberflachenexpression definieren.

Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten, dass B- und T-Lymphozyten annahernd gleiche
Level an HLA-ABC, HLA-Bw4 und —Bw6 exprimieren. Ein anderes Bild ergab sich fir die
Oberflachenexpression von HLA-C und —E. Hier zeigten die B-Zellen eine deutlich starkere

Oberflachenexpression der beiden Molekile.

Abbildung 12 spiegelt die Ergebnisse der HLA-Expression von 32 gesunden Spendern wieder.
Da nicht jedes Individuum die Epitope Bw6 bzw. Bw4 besitzt, kam es hier zu unterschiedlichen

Probenzahlen (HLA-Bw6, n= 26, HLA-Bw4, n=29), (Abbildung 12).
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Abbildung 12: HLA-Klasse | Oberflachenexpression auf den B- und T-Lymphozyten gesunder Spender. Jeder Punkt reprasentiert
den Quotienten aus MFI/MFSC fur die B- und T-Zellpopulation eines gesunden Individuums, die horizontalen Linien stellen
Mittelwerte da (n= 32, statistische Signifikanz wurde mittels gepaartem T-test oder Wilcoxon Test berechnet, ***p<0,0001).

Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten signifikante Unterschiede hinsichtlich der HLA-
Klasse | Expression zwischen den B- und T-Lymphozyten gesunder Individuen. Die
antigenprasentierenden B- Zellen exprimierten dahnlich viel Gesamt-HLA-Klasse |, sowie HLA-
Bw4, - Bwb6, im Vergleich zu den T- Zellen. Allerdings ergaben sich deutliche Unterschiede
bezlglich der HLA-C und —E Expression. B-Lymphozyten exprimierten signifikant mehr HLA-C,

vor allem aber HLA-E auf ihrer Oberflache im Vergleich zu den T-Lymphozyten.

3.3 Analyse der HLA-Klasse | Expression in padiatrischen B-ALL Patienten

In der Literatur ist beschrieben, dass erwachsene AML, CML sowie ALL Patienten eine
abweichende oder veranderte HLA-Klasse | Expression im Vergleich zu gesunden Individuen
zeigen. Der totale Verlust von HLA-Klasse | Molekiilen hingegen scheint ein duRerst seltenes
Ereignis darzustellen. Die folgenden Analysen beziehen sich ausschlieBlich auf padiatrische B-
ALL Patienten mit einem Altersdurchschnitt von flinfeinhalb Jahren. Es wurden 29 ALL Proben
auf die Oberflachenexpression von HLA-ABC, -Bw4, -Bw6, -C und —E auf B- und T-Zellen
untersucht. Die Analyse der HLA-Klasse | Oberflachenexpression der T-Zellen der leukdmischen
Proben ergab keine Unterschiede zu den T-Zellen der gesunden Kontrollkohorte. Die
Expressionslevel der HLA-Klasse | Molekiile auf den T-Zellen beider Kohorten war nahezu

identisch (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Vergleich der HLA-Klasse | Oberflachenexpression auf den T-Lymphozyten (CD3*) gesunder Spender (healthy
volunteers, HV) und ALL Patienten. Jeder Punkt reprasentiert den Quotienten aus MFI/MFSC fur die T-Zellpopulation eines
gesunden Individuums oder ALL Patienten, die horizontalen Linien stellen deren Mittelwerte dar, ((a) HLA-ABC: HV (n=32), ALL
(n=29); (b) HLA-Bw4: HV (n=29), ALL (n=23); (c) HLA-Bw6: HV (n=26), ALL (n=26); (d) HLA-C: HV (n=32), ALL (n=29); (e) HLA-E:
HV (n=32), ALL (n=29). Statistische Signifikanz wurde mittels Mann-Whitney U test berechnet.

Da es sich bei dem analysierten Patientenkollektiv ausschlieBlich um B-Zell Leukdmien (B-ALL)
handelte, wurde ebenfalls die HLA-Klasse | Oberflachenexpression auf den endogenen B-Zellen
bzw. den entarteten B-Zellen (Blasten) analysiert und mit der HLA Oberflachenexpression

gesunder B-Zellen (HV) verglichen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Vergleich der HLA-Klasse | Oberflichenexpression auf den B-Lymphozyten (CD19*) gesunder Spender (healthy
volunteers, HV) und den Blasten/B-Zellen der ALL Patienten. Jeder Punkt reprasentiert den Quotienten aus MFI/MFSC fur die
CD19*-Zellpopulation eines gesunden Individuums oder ALL Patienten, die horizontalen Linien stellen deren Mittelwerte dar,
((a) HLA-ABC: HV (n=32), ALL (n=29); (b) HLA-Bw4: HV (n=29), ALL (n=23); (c) HLA-Bw6: HV (n=26), ALL (n=26). Statistische
Signifikanz wurde mittels Mann-Whitney U test berechnet.

Die Oberflachenexpression der drei Molekile HLA-ABC, -Bw4 und —Bw6 zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den CD19* Zellen der leukdmischen Patienten und den
gesunden Spendern. Ein anderes Bild hingegen ergab sich flr die Oberflachenexpression von
HLA-C sowie —E. Anhand der Oberflachenexpression von HLA-C und —E lieRen sich innerhalb

des Patientenkollektivs drei unterschiedliche Gruppen definieren:

Gruppe 1: Patienten mit einem Blastenanteil von >80%
Gruppe 2: Patienten mit einem Blastenanteil von 25-80%

Gruppe 3: Patienten mit einem Blastenanteil von <25%

In den folgenden plots und Histogrammen sind exemplarisch drei leukdmische Proben fir ihre
HLA-E Expression dargestellt, die sich in ihrem prozentualen Blastenanteil in die drei benannten

Gruppen untergliedern (Abbildung 15).
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Abbildung 15:Unterschiedliche HLA-E Expression in ALL Patienten mit unterschiedlichem prozentualem Anteil an CD19* Zellen
(Blasten und B-Zellen). ALL1: Patientenprobe mit 92% CD19* Zellen (Blasten und B-Zellen) und einer fiir HLA-E negativen CD19*
Population. ALL2: Patientenprobe mit 71% CD19* Zellen (Blasten und B-Zellen) und einer fiir HLA-E negativen sowie positiven
CD19* Population. ALL3: Patientenprobe mit 22% CD19* Zellen (Blasten und B-Zellen) und einer fur HLA-E positiven CD19*
Population.

Wie in Abbildung 15 sichtbar, fiel auf, dass je hoher der Blastenanteil innerhalb der Probe war,
desto geringer fiel die HLA-E Oberflachenexpression auf der CD19* Population aus. Dasselbe

Muster ergab sich analog fur HLA-C (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren liellen sich die leukdmischen Proben Uber ihre HLA-C und -E Expression und Uber

CD45 in gesunde CD19*CDA5*HLA-EMe" B-Zellen sowie CD19*CD45HLA-E°% Blasten

untergliedern und hinsichtlich ihrer HLA Expression getrennt voneinander analysieren

(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Stark verminderte Oberflachenexpression von HLA-C und -E auf den Blasten der leukdamischen Patienten. Die Tukey
Box Plots reprasentieren die Oberflaichenexpression von HLA-C (a) und —E (b) fiir nicht leukdmische B-Zellen (mittelblau) und
leukamische Blasten (hellblau) des Patientenkollektivs (n=29), im Vergleich zu den B-Zellen (dunkelblau) der Kontrollkohorte
(n=32, HV). Die Ergebnisse wurden tber den Mann-Whitney U test miteinander verglichen, ***p<0.001).

Die B-Lymphozyten der Kontrollkohorte und die endogenen ,gesunden” B-Zellen der ALL
Kohorte zeigten annahernd gleiche Expressionslevel fir HLA-C und —E. Im Kontrast dazu zeigten
die Blasten der leukdmischen Proben eine hoch signifikante Reduktion von HLA-C und —E auf

der Zelloberflache.

3.4 Expressionsanalyse von HLA-C und —E auf transkriptioneller Ebene

Um herauszufinden, ob sich die durchflusszytometrisch beobachteten Expressions-
unterschiede von HLA-C und -E ausschliefBlich auf das Niveau der Oberflachenexpression
beziehen, wurde im nachsten Schritt mittels quantitativer Echtzeit-PCR (real-time PCR) das
Expressionsniveau auf transkriptioneller Ebene analysiert. Hierbei wurde selektiv zwischen den
KIR-Liganden HLA-C1 und HLA-C2 unterschieden, um herauszufinden, ob eines der beiden
Allele einen Risikofaktor fir die Entstehung eine padiatrischen ALL darstellt. Fir die Analysen
wurden vier gesunde Spenderproben sowie drei péadiatrische ALL Proben am
Hochgeschwindigkeitssorter MoFlo XDP in verschiedene Zellpopulationen sortiert. Bei den
gesunden Spenderproben wurde in CD3*CD56™ T-Zellen und CD19*CD3" B-Zellen unterschieden.
Da es sich bei den drei Leukdmien um CD34* Leukdamieproben handelte, wurde CD34 als

Blasten-Marker verwendet.
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Dadurch wurden die leukdmischen Proben in drei Fraktionen unterteilt: CD19*CD34" Blasten,
CD19*CD34 endogene B-Zellen und CD3*CD56" T-Zellen. Fir die Berechnung des Expressions-
unterschiedes wurde fir jede untersuchte Probe der Ct-Wert des Referenzgens (R3-Aktin) vom
Ct-Wert des zu untersuchenden Zielgens subtrahiert (ACt= Ct Zielgen- Ct Referenzgen,
Abbildung 17).

517 HLA-C1 HLA-C2 HLA-E

Act

cD19 + + o+ + o+ 4 + o+ o+
CD34 + + +

HV ALL HV ALL HV ALL

Abbildung 17: Vergleich der ACt Werte flir HLA-C1, -C2 und —E . Vergleich zwischen B-Zellen (HV CD19*CD34") gesunder Spender
(n=4), sowie B-Zellen (ALL: CD19*CD34") und Blasten (ALL: CD19*CD34*) leukdamischer Patienten (n=3). Die Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

Obwohl die mRNA Level fir HLA-C1, -C2 und —E in den CD34* leukdmischen Blasten geringer
als in den residualen nicht-leukdmischen B-Zellen waren, konnten keine signifikanten
Unterschiede ermittelt werden, was wahrscheinlich auf die geringe Probenanzahl
zurickzufthren ist. Die mRNA Level der B-Zellen aus gesunden Spendern und die der
residualen, nicht-leukdmischen B-Zellen waren anndhernd identisch. Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass posttranskriptionelle Mechanismen in der Herunterregulation der beiden

Moleklle ebenfalls eine Rolle spielen konnten.
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3.5 HLA-E Polymorphismus

Die Blasten der ALL Kohorte wiesen eine starke Oberflachenreduktion fir HLA-C und —E auf,
wohingegen die endogenen B-Zellen und die B-Zellen der Kontrollkohorte eine annahernd
gleich starke Expression der beiden Molekile aufwiesen. Insgesamt stellte sich die
Oberflachenexpression von HLA-C homogener als die von HLA-E dar. Hieraus ergab sich die
Fragestellung, ob die heterogene HLA-E Oberflachenexpression auf die verschieden stark
exprimierten Allele zurlckzufiihren sei und, ob eine Assoziation zwischen einem bestimmtem
HLA-E Genotyp bzw. einem bestimmten HLA-E Allel (HLA-E*01:01 (HLA-ER) und HLA-E*01:03
(HLA-E®)) und einer B-ALL besteht. Beide Allele kommen zwar in einer vergleichbaren Haufigkeit
in der kaukasischen Bevdlkerung vor, unterscheiden sich jedoch deutlich in ihrer
Expressionsstarke: HLA-E*01:03 wird im Gegensatz zu HLA-E*01:01 signifikant starker auf der
Oberflache exprimiert (Borrego, et al 1998, Grimsley, et al 2002, Sullivan, et al 2008). In der
Kontrollkohorte zeigte sich eine klare Korrelation zwischen dem Genotyp bzw. den
unterschiedlichen HLA-E Allelen und der Oberflachenexpression. Die beobachtete Korrelation
spiegelte sich aber nicht im Patientenkollektiv wider. In der leukamischen Kohorte war sowohl
in den endogenen B-Zellen, als auch den Blasten keine Korrelation zwischen Oberflachen-
expression und exprimiertem Allel ersichtlich, was auf die sehr geringen HLA-E Levels auf den

Blasten zurickzufthren ist (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Korrelation zwischen der HLA-E Oberflachenexpression und dem HLA-E Genotyp in der Kontroll-, nicht aber in der
ALL-Kohorte. Die Tukey Box Plots reprasentieren die Oberflachenexpression von HLA-E (graublau), HLA-E*01:01 (hellblau), HLA-
E*01:01/01:03 (mittelblau) und HLA-E*01:03 (dunkelblau) fir (a) die Kontrollkohorte (n=32), (b) die nicht leukdmischen B-
Zellen der ALL Kohorte (n=29) und (c) die Blasten der ALL Kohorte (n=29). Die Ergebnisse wurden tber den Mann-Whitney U
test miteinander verglichen, ***p<0.001, *p<0,01). Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler (SD).

Um einen genetischen Allel-spezifischen Zusammenhang zwischen der Entstehung einer
padiatrischen ALL und den beiden unterschiedlichen HLA-E Allelen zu Gberprifen wurden 291
padiatrische ALL Proben und 261 gesunde Spender fir HLA-E subtypisiert. Die Analysen
ergaben keine Assoziation zwischen einem bestimmten HLA-E Genotyp bzw. einer Allelvariante
(HLA-E*01:01 (HLA-ER) und HLA-E*01:03 (HLA-E®)) und einer B-ALL. Beide Allele scheinen
weder einen protektiven Einfluss zu nehmen, noch die Entstehung einer ALL zu beglnstigen.
Die in dieser Arbeit analysierten Allel- und Genotypfrequenzen stimmen mit den von Geraghty

et al. publizierten Frequenzen Uberein (Geraghty, et al 1992), (Tabelle 16).

Tabelle 16: HLA-E Allel- und Genotypfrequenzen

HLA-E Allelfrequenz HLA-E*01:03 HLA-E*01:01  HLA-E Genotypfrequenz E*01:03/E*01:03 E*01:03/E*01:01 E*01:01/E*01:01

HV (n=261) 45,60% 54,40% 18% 51,70% 31,40%
ALL (n=291) 44,80% 55,20% 21,30% 47,10% 31,60%
Geraghty et al. (n=90) 44% 56% 19% 49% 31%
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3.6 HLA-E als friher prognostischer Marker in Patienten mit Rezidiv

Zusammenfassend konnte man in allen analysierten péadiatrischen ALL Proben eine drastische
Reduktion der Oberflachenexpression der beiden HLA Klasse | Molekile HLA-C und —E, nicht
aber fur HLA-Bw4 und HLA-Bw6 beobachten. Basierend auf diesen Ergebnissen, ergab sich die
Fragestellung, ob es einen zeitlichen Zusammenhang zwischen der HLA-C/E Oberflachen-
reduktion und der Pathogenese bzw. Entstehung einer rezidivierenden ALL gibt und HLA-E als
prognostischer Marker prospektiv eingesetzt werden kann. Um dieser Hypothese nachzugehen
wurden kryokonservierte padiatrische ALL Proben zu verschiedenen Zeitpunkten bezlglich
ihrer HLA-Klasse | — im Speziellen die HLA-E Expression analysiert. Das Patientenkollektiv
unterteilte sich in zwei Gruppen: Patienten mit Chemotherapie ohne Rezidiv (Abbildung 19a)
und Patienten mit Chemotherapie und Rezidiv (Abbildung 19b) bildeten Gruppe 1. In Gruppe 2
befanden sich Patienten mit einer Knochenmarkstransplantation ohne Rezidiv (Abbildung 20a),
mit Rezidiv nach kompletter Remission (Abbildung 20b) und mit Rezidiv nach partieller

Remission (Abbildung 20c).
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Abbildung 19: Systematische Herunterregulation von HLA-E in ALL Patienten mit Rezidiv, nach Chemotherapie. (a) ALL Patienten,
die nach Chemotherapie in eine komplette Remission Ubergingen und als gesund gelten (n=17), zeigten eine konstant
bleibende HLA-E Expression. (b) ALL Patienten (n=6) mit Rezidiv. (c-d) Exemplarischer HLA-E Verlauf von je einem ALL Patienten
ohne Rezidiv (c), sowie mit Rezidiv nach kompletter Remission (d). Statistische Signifikanzen wurden tber eine one-way-ANOVA
oder einen gepaarten t-Test berechnet (*p<0.05, ***p<0.001).

Patienten, die kein Rezidiv erlitten, zeigten Uber Jahre hinweg eine konstante HLA-E Expression,
wohingegen Patienten mit Rezidiv eine Herunterregulation von HLA-E aufwiesen. Es stellte sich
die Frage, ob dieses Phdanomen auch bei Patienten mit einer Knochenmarkstransplantation
auftritt. Hierflr wurden insgesamt 19 ALL Patienten hinsichtlich ihrer HLA-E Expression
untersucht. Acht der analysierten Patienten blieben nach erfolgter Transplantation Rezidiv-frei.
Sechs Patienten erlitten nach kompletter Remission ein Rezidiv und finf Patienten erlitten
innerhalb eines kurzen Zeitraums (t<6 Monate, partielle Remission) ein Rezidiv. In den beiden
Kohorten mit Rezidiv konnte eine signifikante HLA-E Herunterregulation beobachtet werden.
In der Rezidiv-freien Kohorte blieben die HLA-E Expressionslevel nach Transplantation auf

einem gleichbleiben den Niveau (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Systematische Herunterregulation von HLA-E in ALL Patienten mit Rezidiv, nach Knochenmarkstransplantation. (a)
ALL Patienten, die nach KMT in eine komplette Remission tbergingen und als gesund gelten (n=8). Ein Teil dieser Patienten
konnte Gber 3-5 Jahre bezlglich ihrer HLA-E Expression analysiert werden. Dem gegenUber steht eine Gruppe an ALL Patienten
(n=11), die ein Rezidiv, entweder nach kompletter (b) oder partieller (c) Remission erlitten. (d-f) Exemplarischer HLA-E Verlauf
von je einem ALL Patienten, ohne Rezidiv (d), mit Rezidiv nach kompletter Remission (e) und einem Patienten mit Rezidiv nach
partieller Remission (f). Statistische Signifikanzen wurden tber eine one-way-ANOVA oder einen gepaarten t-Test berechnet
(*p<0.05).

Ahnlich wie in der Patientenkohorte, die als Therapieform eine Chemotherapie durchlaufen
hatte, zeigten Rezidiv-freie Patienten nach KMT eine stabile HLA-E Oberflachenexpression
(Abbildung 20a und 20d). Rezidivierende Patienten hingegen, zeigten eine Reduktion der HLA-
E Oberflachenexpression, welche in den meisten Fallen temporar friher, als das eigentlich
diagnostizierte Rezidiv auftrat (Daten nicht gezeigt). Bei Patienten, die innerhalb eines kurzen
Zeitabstandes nach erfolgter KMT ein Rezidiv erlitten (innerhalb der ersten sechs Monate),
konnte man in kirzester Zeit eine Veranderung in der HLA-E Oberflachenexpression
beobachten. Dank jahrelanger Kryo-Konservierung zahlreicher padiatrischer Studienproben in
der Kinderklinik Dusseldorf, war es moglich Verlaufsproben dreier Patienten in einem
Zeitrahmen von bis zu zweieinhalb Jahren engmaschig fir inre HLA-E Expression zu analysieren.
Der schwerwiegende Krankheitsverlauf dieser Patienten resultierte in jeweils zwei KMTs mit

wiederkehrendem Rezidiv. Um einen Eindruck zu erhalten, wie sich die HLA-E Expression nach
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erfolgter KMT verhdlt, wurde zusatzlich die Oberflachenexpression des Spenders
durchflusszytometrisch ermittelt und als Basislinie definiert. Als Tag null wurde der Tag der
ersten KMT definiert- von diesem ausgehend, erfolgte die zeitliche Berechnung der weiteren
analysierten Proben. Der in Abbildung 21 dargestellte Patient (Patient 1) rezidivierte nach
beiden KMT, die zweite KMT erfolgte an Tag 413. Die grau hinterlegte Flache kennzeichnet
einen Therapiezeitraum, in dem der Patient auf Grund von diversen Antikdrpertherapien- u.a.
Blinatumomab Uber eine sehr geringe Frequenz an B-Zellen verfligte, so dass diese Zeitpunkte
nicht analysiert werden konnten. Diese Phase resultierte in einer fir die zweite KMT

notwendigen Remission.

KMTI KMTII

[
>

A
A

[
»

22500 )
1 :I

20000 ; ]
. !

I

175004 ;
:Is-nan--as--as--a--.4.-.5--4;------
|

15000 ! !

i i
R I L T R I e I I I
i |

12500 | I
10000+ ; I
75001

1
==+ Donor HLA-E Level i :
50001 W Tx L ]

1 1
2500 @ Remission ' !
@ Rezidiv 1

T T T ‘I r T T T T TF
0 50 100 130 200 250 300 350 400 430 500 550 600 &30

CD19* HLA-E MFI

0

Zeit nach Transplantation (in Tagen)

Abbildung 21: HLA-E als friher prognostischer Rezidiv-Marker. Exemplarischer Verlauf der HLA-E Expression auf den B-Zellen
des Patienten nach erfolgter KMT mit Rezidiv. Der Patient wurde an Tag 0 und Tag 413 transplantiert (quadratisches Symbol)
und rezidivierte an Tag 197 und 609 (rautenférmiges Symbol). Der grau hinterlegte Bereich kennzeichnet einen
Therapiezeitraum mit therapeutischen Antikérpern, die u.a. gegen CD19 auf den B-Zellen gerichtet waren. Der Patient wies in
diesem Zeitraum einen sehr geringen prozentualen Anteil an CD19+ Zellen auf. Eine Auswertung von HLA-E Uber den MFI war
in diesem Zeitraum nicht moglich. Das HLA-E Expressionsniveau des jeweiligen Spenders ist in Form einer gepunkteten Linie
dargestellt. Die Zeitrdume der beiden KMTs sind durch zwei Kasten voneinander abgetrennt (KMTI grau, KMTII rot).

Nach beiden KMTs war bis zur Rezidiv-Diagnose eine klare Reduktion der HLA-E
Oberflachenexpression zu verzeichnen. Die MRD Daten, die zur routinemaRigen Uberpriifung
des Patientenstatus im ChariteCentrum fir Frauen-, Kinder- und Jugendmedizin in Berlin
erhoben wurden, wiesen einen kongruenten Verlauf zum Abfall der HLA-E Oberflachen-
expression auf, was die Sensitivitat des Markers widerspiegelt (Daten nicht gezeigt). Abbildung
22 zeigt im Detail die HLA-E Expression nach erfolgter zweiter KMT. Von Tag 533 bis hin zu Tag

609 fand eine kontinuierliche Reduktion von HLA-E auf der Oberflache statt. Tag 609 stellt den
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Zeitpunkt der Diagnose des erneuten Rezidivs dar (Abbildung 22a-b). Zu diesem Zeitpunkt

erreichte die HLA-E Oberflachenexpression ihr Minimum.

Um die graduelle Reduktion von HLA-E besser zu verdeutlichen wurde ein Overlay (dot-plots
(c), Histogramme (d)) der HLA-E Expression auf den B-Zellen/Blasten des Patienten von Tag 533
bis Tag 609 angefertigt (Abbildung 22a-d).
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Abbildung 22: Kontinuierliche Herunterregulation von HLA-E. (a+b) Exemplarischer Verlauf der HLA-E Expression auf den B-
Zellen/Blasten des Patienten nach erfolgter zweiter KMT mit Rezidiv. Der Patient wurde an Tag 413 zum zweiten Mal
transplantiert und rezidivierte an Tag 609. Das HLA-E Expressionsniveau des Spenders ist in Form einer gepunkteten Linie

dargestellt. (c+d) Overlay (dot-plots (c), Histogramme (d)) der HLA-E Expression auf den B-Zellen des Patienten von Tag 533 bis
Tag 609.

Die weiteren plots resultierten aus t-SNE (T-distributed Stochastic Neighbor Embedding)
Berechnungen via Flowjo Software. T-SNE errechnet Uber einen definierten Algorithmus aus

allen analysierten Parametern, von Proben unterschiedlicher Zeitpunkte, ein bestimmtes
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Expressionsmuster fiir beliebige Zellpopulationen und stellt diese in einem 2-dimensionalen-

Konstrukt graphisch dar.

Bei der analysierten Zellpopulation handelte es sich ausschlieBlich um die B-Zellen/Blasten des
Spenders zu den angegebenen Zeitpunkten (Tag 533-609). Die graue Fldche beschreibt das
Expressionsmuster fur die Marker CD19, CD10, CD20, CD22, CD45 und CD34, welches aus allen
angegebenen Zeitpunkten (d553-d609) errechnet wurde. Die farblich markierte Flache,
beschreibt die HLA-E Expression zu dem jeweilig angegebenen Zeitpunkt. In den t-SNE plots
war eine starke Dynamik von HLA-E auf den B-Zellen erkennbar. Diese konnte ebenso in dem

jeweils zugehorigen Histogramm dargestellt werden (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Dynamische Herunterregulation von HLA-E im Krankheitsverlauf. Die graue Flache beschreibt das
Expressionsmuster fir CD19, CD10, CD20, CD22, CD45 und CD34, welches aus allen angegebenen Zeitpunkten (d553-d609)
errechnet wurde. Die farblich markierte Flache, beschreibt die HLA-E Expression zu dem jeweilig angegebenen Zeitpunkt. Die
Histogramme beschreiben den zeitlichen Verlauf der HLA-E Herunterregulation von Tag 533 bis hin zu Tag 609, (Tag 533 lila,
Tag 553 pink, Tag 576 griin, Tag 589 tirkis, Tag 609 blau).

Zwischen Tag 533 und 609 war eine kontinuierliche Verschiebung der HLA-E Expression zu
beobachten, die sich in einer Herunterregulation widerspiegelte. Die Herunterregulation ldsst
sich anhand der Histogramme gut nachvollziehen: hier war eine deutliche Reduktion der HLA-

E Oberflachenexpression zwischen Tag 533 und Tag 609 ersichtlich.
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Die oben beschriebenen Analysen konnten mit zwei weiteren Patienten durchgefihrt werden.
Diese konnten &hnlich engmaschig auf |hre HLA-E Oberflachenexpression wahrend ihres

Krankheits- und Therapieverlaufs analysiert werden.

Der untersuchte Zeitraum umfasste erneut zwei KMT, zwei Rezidive (Patient 2 und 3), sowie
zwei molekulare Rezidive (als molekulares Rezidiv wird ein Wert von <1073 auf MRD Niveau

definiert) bei Patient 3 (Abbildung 24).
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Abbildung 24: HLA-E als prognostischer Rezidiv-Marker. (a+b) Exemplarischer Verlauf der HLA-E Expression auf den B-
Zellen/Blasten zweier Patienten nach zweimaliger KMT (quadratisches blaues Symbol) mit Rezidiv (rautenférmiges rotes
Symbol). Der grau hinterlegte Bereich kennzeichnet einen Zeitraum von zellularen (Zytokin-induzierte-Killerzellen (cytokine-
induced killer cell, CIK)) und Antikérperbasierten- (Blinatumomab CD19xCD3, anti-CD19 Antikorper (4G7)) Therapien, (Patient
a: anti-CD19 Antikorper (4G7) und Blinatumomab, Patient b: Therapieblock I: Blinatumomab und CIK-Zellgabe, Therapieblock
II: CIK-Zellgabe). Das HLA-E Expressionsniveau des jeweiligen Knochenmarkspenders wird in Form einer gepunkteten blauen
Linie dargestellt. Die Zeitrdume der beiden KMTs werden durch zwei Kasten voneinander abgetrennt (KMTI grau, KMTII rot).

Beide Patienten wiesen eine starke HLA-E Oberflaichenreduktion im zeitlichen Verlauf des
auftretenden Rezidives nach der jeweiligen KMT auf. Auch hier verhielten sich die MRD

Analysen addquat zu den HLA-E Oberflachenexpressionsdaten (Daten nicht gezeigt).
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Selbst bei Patient 3, der nach der zweiten KMT zwei molekulare Rezidive aufwies und
verschiedene Therapien durchlief, war HLA-E ein verldsslicher prognostischer Indikator, der

frihzeitig das Rezidiv anzeigte (Abbildung 24).

3.7 HLA-E als geeignete Zielstruktur fir Therapieansatze?

Es ist allgemein bekannt, dass die kindliche ALL verschiedene Mechanismen entwickelt hat, um
der Eliminierung durch das Immunsystem zu entgehen. Der leukdamische Klon ist dazu in der
Lage die Expression verschiedener HLA-Klasse | Allele herunter zu regulieren, womit er der
Erkennung durch T-Zellen entgeht (Demanet, et al 2004b, Verheyden, et al 2009). Das Ereignis
der Herunterregulation stellt zwar einen immune-escape Mechanismus vor einer T-Zellantwort
dar, sollte jedoch bei den NK-spezifischen Liganden HLA-E und —C zur einer klassischen
,missing-self” Situation und somit zur NK-Zell Aktivierung und Lyse des Blasts fihren.
Verschiedene Studien beschreiben jedoch Resistenzen der kindlichen ALL gegenliber der NK-
Zell Lyse. Ein Mechanismus konnte die Expression der stimulatorischen Rezeptoren der NK-
Zellen betreffen. Pende et al., konnte 2005 zeigen, dass ein Teil der Liganden fur
stimulatorische Rezeptoren (u.a. MICA/B) durch den leukamischen Klon herunter reguliert
werden konnen und dadurch eine Aktivierung verhindern (Pende, et al 2005). Die ndchsten
Analysen zielten darauf ab zu klaren, warum der leukdmische Klon dazu in der Lage ist, HLA-E
stark herunter zu regulieren, ohne sich selbst zu einem NK-Zell target zu machen. Die
Hypothese der folgenden funktionalen Analysen war, dass der leukdmische Klon die HLA-E
Oberflachenexpression zwar bis auf ein Minimum herunterreguliert, das verbleibende HLA-E
jedoch noch ausreicht, um eine Interaktion mit dem inhibitorischen NK-Rezeptor NKG2A
einzugehen, von dem bekannt ist, dass er eine sehr starke Affinitat fir seinen exklusiven
Liganden HLA-E hat und somit die NK-Zelle inhibiert. Im Folgenden wurde die NKG2A-HLA-E
Interaktion zwischen gesunden NK-Zellen und primdren ALL Blasten Uber einen anti-HLA-E
Antikorper (3D12) sowie Uber anti-HLA-ABC (W6/32) blockiert und CD107 auf NKG2AKIR NK-
Zellen analysiert (Abbildung 25).
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Abbildung 25: HLA-E Blockade tberwindet Tumorresistenz gegeniiber NK-Zellen. (a+b) CD107 Expression auf NKG2A*KIR-
CD56dm NK-Zellen von drei gesunden Spender (n=3), nach tber-Nacht Stimulation mit IL-2 (500U/mL) und vierstindiger ko-
Kultur mit den Blasten von drei ALL Patienten (n=3, mit einer Blasten Frequenz >80%), in Ab- oder Anwesenheit von anti-HLA-
E (3D12) oder anti-HLA-ABC (W6/32) Antikorper. Der Inkubation mit Effektorzellen (E: T, 10:1) ging eine 30-min(tige
Prainkubation der Blasten mit den blockierenden Antikérpern (10ug/mL) voraus. Statistische Signifikanzen wurden (ber einen
gepaarten t-Test berechnet (¥***p<0.001). Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

Uber die Antikérper-vermittelte HLA-E-NKG2A Blockade war es moglich, NK-Zellen, die exklusiv
den Rezeptor NKG2A tragen, erfolgreich zu stimulieren. Die Antikdrper-vermittelte HLA-E
Blockade auf den Blasten der ALL Patienten flihrte zu einer signifikant erhéhten NK-Zell
Degranulation. Die Blockade Uber den anti-HLA-ABC Antikoérper zeigte keine signifikanten

Unterschiede im Vergleich zum Kontrollansatz.

Um nachzuvollziehen ob es sich bei der Herunterregulation von HLA-E auf den Blasten um ein
reversibles Ereignis handelt, wurden primare Leukamieproben tber 24 und 48 Stunden mit IFN-
y stimuliert. Frihere Publikation von Brouwer und Masuda deuten bereits darauf hin, dass es
sich bei der HLA Reduktion um ein reversibles Ereignis handelt, welches durch geeignete Stimuli
- wie Interferon-a/y aufgehoben werden kann (Brouwer, et al 2002a, Masuda, et al 2007). Fur
die Analyse wurden drei ALL Proben und die PBMCs von drei gesunden Spendern in
Kulturmedium in An- oder Abwesenheit von IFN-y flr 24h und 48h kultiviert. Im Vergleich zu
der HLA-E Expression auf den B-Zellen der gesunden Spender kam es bei den ALL Patienten zu
einem starken Anstieg der HLA-E Expression auf den Blasten. Nach 48h IFN-y Stimulation
entsprach das Level der HLA-E Expression auf den Blasten, dem mittleren HLA-

Expressionsniveau der gesunden Kontrollgruppe (Daten nicht gezeigt), (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Wiederherstellung der HLA-E Expression via IFN-y. (a) Drei padiatrische ALL Proben wurden tber 24 und 48h in
Kulturmedium +/- IFN-y (100U/mL) kultiviert. Die HLA-E Expressionslevel wurden zu den verschiedenen Zeitpunkten analysiert.
(b) Exemplarisches Overlay der drei unterschiedlichen Konditionen und Zeitpunkte einer ALL Probe (Kulturmedium: hellblaues
Histogramm, 24h IFN-y: dunkelblau gestricheltes Histogramm und 48h IFN-y: schwarz gepunktetes Histogramm). Die
statistische Signifikanz wurde Uber einen gepaarten t-Test berechnet (*p<0.05, **p<0.01).

3.8 HLA-E Herunterregulation korreliert mit der Anwesenheit der klonalen
genetischen Aberration

Das geeignete Standard-Verfahren, um das Ausmal} der klonalen genetischen Aberrationen in
ALL-Patienten zu betrachten, ist die FISH-Methode. Diese Technik beruht auf der
Hybridisierung von DNA-Sonden, die spezifische chromosomale Strukturen identifizieren. Die
FISH-Analysen wurden mit den aufgereinigten Zellen im Institut fur Humangenetik und
Anthropologie der Uniklinik DUsseldorf unter der Leitung von Prof. Dr. Univ.-Prof. Dr. Dagmar
Wieczorek und Dr. Barbara Hildebrandt durchgefiihrt. Im gesamten Patientenkollektiv konnte
man in den Rezidiv-, sowie Initialproben eine konsistente Herunterregulation von HLA-E
beobachten. Je nach fortgeschrittener Pathogenese der Leukdmie waren in individuellen
padiatrischen Proben mehrere Populationen bezlglich des HLA-E Expressionslevel zu
erkennen. Diese wurden als HLA-EM8" und HLA-E'" definiert (Daten nicht gezeigt). Um zu
analysieren in welcher Phase der maligne Klon bereits vorhanden ist, und um die Hypothese zu
Uberprifen, ob es sich bei den HLA-EM&" exprimierenden Zellen um endogene ,gesunde” B-
Zellen handelte, wurden die CD19* Zellen von zwei ALL Patienten mit genetischer Aberration
mittels FISH analysiert. Bei den Proben handelte es sich um jeweils eine Initial-, sowie Rezidiv-
Probe von zwei unterschiedlichen Patienten. Patient 3 wies eine genetische Verdnderung im
pl16-Gen, auch als CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A, p16) bekannt, auf. Bei CDKN2A
handelt es sich um ein Tumorsuppressor-Gen, welches eine entscheidende Rolle in der
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Uberwachung des Zellzyklus einnimmt. Als genetische Aberration lag bei Patient 4 das
sogenannte Philadelphia Chromosom, also eine reziproke Translokation zwischen Chromosom
9 und 22 (t (9;22) (g34; g11)) vor. Das dadurch entstandene Produkt wird als bcr-abl-Gen
beschrieben und kommt in ca. 5% der kindlichen ALL vor. Das Fusionsprotein bewirkt eine
veranderte Tyrosinkinase-Aktivitdt und verhilft der Tumorzelle so zu unkontrolliertem
Wachstum. Es folgte eine durchflusszytometrische Sortierung der CD19* Fraktion in
mindestens 2 Populationen: HLA-E"&" und HLA-E'*", wenn mdglich wurde eine dritte Population
(HLA-Entermediate) definjert und sortiert. Abbildung 27 zeigt exemplarisch die gating-Strategie fiir

die Sortierung der ALL Proben.
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Abbildung 27: Exemplarische Darstellung der gating-Strategie fiir die Sortierung der Zellen eines ALL Patienten anhand seiner
HLA-E Oberflachenexpression. Die Lymphozyten wurden anhand ihrer GréRe (Forward-Scatter, FSC) sowie Granularitat (Side-
Scatter, SSC) bestimmt. Danach wurden innerhalb der Lymphozyten-Population die B-Zellen/Blasten (CD19+CD3) definiert,

gegen CD45 und HLA-E aufgetragen und in eine CD45*CD19 HLAE™®"

low

und CD45:CD19 HLA-E*" sortiert.
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Die Ergebnisse der FISH-Analysen der zwei Patienten (Patient 3 und 4) sind in Tabelle 17
zusammengefasst. Bei Patient 3 (CDKN2A Aberration) wurde Gberraschenderweise sowohl in
der HLA-EMe" als auch in der HLA-E'" eine Beteiligung der genetischen Aberration festgestellt
werden. In der HLA-E'®" Population war diese jedoch um ein Vielfaches stirker. Bei Patient 4
(BCR/ABL) konnte sowohl in der Initial- als auch Rezidiv-Probe ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen der HLA-E Herunterregulation und Anwesenheit der klonalen genetischen Aberration
nachgewiesen werden. In der Rezidiv Probe wurde ein zusatzliches Fusionssignal aufgefunden.
Hierbei handelte es sich wahrscheinlich um ein zuséatzliches Philadelphia (Ph) Chromosom

(Tabelle 17).

Tabelle 17: FISH-Analysen bei zwei ALL Patienten mit CDKN2A und Philadelphia Chromosom

Patient Mutation/Aberration Population Frequenz aberranter Zellen

3 Initial CDKN2A CD19*HLA-ENie" 25,4% 9p-
CD19*HLA-E'ow 98,8% 9p-

3 Rezidiv CD19*HLA-ENie" 6,7% 9p-
CD19*HLA-E'o% 93,3% 9p-

4 Initial BCR-ABL CD19*HLA-EhEn 1,6% Ph
CD19*HLA-E'o% 23,7% Ph

4 Rezidiv CD19*HLA-EhEn 1,8% Ph
CD19*HLA-E"% 49,4% Ph, 49,1% Ph+Ph

Zusammenfassend konnte anhand der FISH-Analysen festgestellt werden, dass das HLA-E
Expressionsniveau und dessen Herunterregulation mit der Anwesenheit der klonalen
genetischen Aberration korreliert. Patient 4 wies zeitgleich eine Deletion im ikzf1 Gen auf. In
52% der Philadelphia-Chromosom (Ph)-positiven ALLs, liegt eine Deletion im ikzf1 Gen vor,

welches mit einem erhohtem Rezidiv Risiko korreliert (Ribera, et al 2015).
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3.9 Suszeptibilitat der kindlichen ALL gegenlber NK-Zellen

Bedauerlicherweise zeigen gerade kindliche akute lymphatische Leukdamien ein hohes Mal3 an
Resistenz gegeniber allogenen, reaktiven NK-Zellen und unterscheiden sich deutlich in ihrer
Suszeptibilitdit gegentber NK-zellen von anderen Leukamieformen (AML, CML und CLL).
Erschwerend kommt hinzu, dass auch die autologen NK-Zellen verschiedene Funktionsdefizite
aufweisen kénnen, die eine zytotoxische Eliminierung der leukdmischen Zellen zusatzlich

beeintrachtigen.

3.9.1 Phanotypisierung leukamischer NK-Zellen

Bisher gibt es nicht viele Daten, die sich mit der phanotypischen Charakterisierung von NK-
Zellen in akuten Leukdmien (ALL und AML) beschaftigen. Basierend auf der Fragestellung, ob
NK-Zellen der Patienten eine veranderte Oberflachenexpression der NK-Zell-spezifischen
Moleklle CD16, Granzym B, Perforin, NKp30 und NKp46 aufweisen, wurden diese mittels
Durchflusszytometrie analysiert und mit den NK-Zellen gesunder Spender verglichen.
Abbildung 28 und Abbildung 29 stellt eine reprasentative durchflusszytometrische Messung
der genannten Molekile eines gesunden Spenders und eines ALL Patienten dar. Zunachst
wurde Uber das Vorwarts-, sowie Seitwartsstreulicht, also basierend auf GroRe und
Granularitat, die Lymphozyten-Population von den restlichen Zellen abgegrenzt und definiert.
Diese Zellen wurden im nadchsten Schritt in einem density plot fir die verschiedenen Marker
gegeneinander aufgetragen. Die NK-Zellen wurden innerhalb der Lymphozyten-Population als
CD56*CD3 und CD45* definiert. Uber CD45 lassen sich auch Blasten, die eine Ko-Expression von
CD56 aufweisen, von den tatsdchlichen NK-Zellen des Patienten differenzieren (Abbildung 28

und Abbildung 29).
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Abbildung 28: Durchflusszytometrische NK-Zell Phanotypisierung eines gesunden Spenders. Aufgetaute PBMC wurden nach der
Antikorperfarbung am Durchflusszytometer analysiert. Die Lymphozyten wurden anhand ihrer GréRe (Forward-Scatter, FSC)
sowie Granularitat (Side-Scatter, SSC) bestimmt. Danach wurden innerhalb der Lymphozyten-Population die NK-Zellen als
CD56+CD3-CD45+ definiert. Die NK-Zell Population wurde dann in weiteren density-plots gegen die Marker CD16, Granzym B,

Perforin sowie NKp30 und NKp46 aufgetragen.

Die Phanotypisierung erfolgte von 17 gesunden Spendern, sowie von je acht padiatrischen AML
und ALL Patienten. Bei dem Material handelte es sich um kryokonservierte Proben aus
peripherem Blut. Ein Vergleich von frischen und aufgetauten Proben (kryokonserviert) zeigte
keine signifikanten Unterschiede in den phanotypischen Analysen der genannten
Oberflachenmolekile (Daten nicht gezeigt). Abbildung 29 zeigt die beispielhafte Analyse der
genannten Molekile in einem ALL Patienten. Die durchflusszytometrischen Messungen

wurden immer mit gleichbleibenden Einstellungen gemessen.
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Abbildung 29: NK-Zell Phédnotypisierung eines padiatrischen ALL Patienten. Aufgetaute mononukleare Zellen einer ALL Probe
wurden nach der Antikorperfarbung am Durchflusszytometer analysiert. Die Lymphozyten wurden anhand ihrer GroRe
(Forward-Scatter, FSC) sowie Granularitat (Side-Scatter, SSC) bestimmt. Danach wurden innerhalb der Lymphozyten-Population
die NK-Zellen als CD56*CD3-CD45*definiert. Die NK-Zell Population wurde dann in weiteren density-plots gegen die Marker
CD16, Granzym B, Perforin sowie NKp30 und NKp46 aufgetragen.

Abbildung 30 stellt den prozentualen Vergleich der Oberflachenexpression von CD16, Granzym
B, Perforin auf NK-Zellen gesunder Spender und leukdamischer Patienten dar. Die Analysen der
Oberflachenexpression von CD16, Granzym B und Perforin zeigte signifikante Unterschiede
zwischen der Kontrollkohorte und den beiden Patienten Kohorten. Auffallend war, dass auch

der Vergleich der beiden leukdmischen Kohorten Unterschiede offenbarte (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Verminderte Expression von CD16, Granzym B und Perforin auf den NK-Zellen von ALL und AML Patienten. Die Box
plots reprasentieren die Expression von (a) CD16, (b) Granzym B und (c) Perforin auf den NK-Zellen von gesunden Spendern
(HV, n=17) und padiatrischen AML/ALL Patienten (je n=8). Die horizontale Linie reprasentiert den Median der einzelnen Werte.
Die Ergebnisse wurden Uber einen ungepaarten t-Test miteinander verglichen, (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001).

Die Analysen ergaben, dass eine deutliche Verringerung fir alle analysierten Molekile auf der
Zelloberflache der leukdmischen NK-Zellen vorlag (CD16: gesunde Spender: 96%+0,78; AML:
80%*4,0 ALL: 86%%1,9; Granzym B: gesunde Spender: 83%+1,5; AML: 65%6+6,0; ALL:67%+4,9
und Perforin: gesunde Spender: 88%+1,1; AML:76%+2,9; ALL:65%+5,6), (Abbildung 31).
Weitere Messungen umfassten die beiden natlrlichen Zytotoxizitatsrezeptoren NKp30 und

NKp46 (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Stark verminderte Expression von NKp30 und NKp46 auf den NK-Zellen der ALL und AML Patienten. Die Box plots
reprasentieren die Expression von (a) NKp30 und (b) NKp46 auf den NK-Zellen von gesunden Spendern (n=17), padiatrischen
AML Patienten (n=8) und ebenso vielen padiatrischen ALL Patienten. Die horizontale Linie prasentiert den Median der
einzelnen Werte. Die Ergebnisse wurden Uber einen ungepaarten t-Test miteinander verglichen, (**p<0.01, ***p<0,001).

NKp30 und NKp46 zeigten die starkste Reduktion auf den NK-Zellen der AML und ALL Patienten
(NKp30: gesunde Spender: 81%*2,2; AML:18%+3,8; ALL:51%*3,2 und Nkp46: gesunde
Spender: 84%+1,6; AML: 52%+6,3; ALL:66%6,4). Hinzuzuflgen ist, dass im AML Patienten-
kollektiv die Oberflachenreduktion von CD16, Granzym B, NKp30, so wie NKp46 noch starker
war als in der ALL Kohorte. Lediglich Perforin wies im ALL Patientenkollektiv eine geringere
Oberflachenexpression als in der AML Kohorte auf (Abbildung 30 und Abbildung 31). Die

reduzierte Oberflachenexpression der Marker konnte nicht nur in der Frequenz, sondern auch

im MFI nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

3.10 Stimulation der antileukamischen NK-Zellantwort durch spezifische
Antikdrper

Eine der wichtigsten Funktionen und Aufgaben der NK-Zellen ist die Eliminierung von Tumor-
zellen (Smyth, et al 2001). Diese haben im Laufe der Jahre die unterschiedlichsten immune
escape Varianten entwickelt, um der NK-Zell Lyse zu entgehen. Die immune escape Varianten
betreffen eine Vielzahl an NK-Zell-spezifischen Rezeptoren, Liganden, zytotoxischen
Molekulen, Bindungsproteinen sowie Adhadsionsmolekilen (Epling-Burnette, et al 2007,

Ruggeri, et al 1999, Verheyden, et al 2004).
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Gerade Risikopatienten sind oft von den flexiblen Strategien der malignen Zellen betroffen. So
weisen auf der einen Seite die autologen NK-Zellen unter anderem eine verminderte
Zytotoxizitat und Zytokin-Produktion auf, auf der anderen Seite sind die Blasten dazu in der
Lage ihre Suszeptibilitat gegenlber allogenen NK-Zellen zu verringern. Dies flhrt in vielen Fallen
dazu, dass die Blasten nicht effektiv von den Immunzellen erkannt und lysiert werden konnen.
Um diese Hochrisikopatienten besser therapieren zu kénnen, werden neue immun-
therapeutische Strategien bendtigt. Fir die kommenden Analysen standen zwei bispezifische
Antikorper (CD16xCD33 (bispecific killer cell engager, BiKE) und CD16xIL15xCD33 (trispecific
killer cell engager, TriKE)) zur Verfliigung. Beide Antikorper konnten in friheren Studien von
Gleason, sowie Vallera et al. das natlrliche Potenzial der Immunzellen in MDS sowie adulter
AML steigern bzw. reaktivieren (Gleason, et al 2014, Vallera, et al 2016, Wiernik, et al 2013).
An den beiden CD33* Zelllinien HL60 (CD33* humane AML Zelllinie) und SEM (CD33*", humane
padiatrische ALL-Zelllinie), sowie der CD33" Zelllinie RAJI (humane Burkitt Lymphom Zelllinie)
wurde zunéachst die Starke der CD33 Oberflachenexpression analysiert und die Spezifitat des
BiKE Konstruktes funktional (CD107-, IFN-y- und TNF-a Produktion) getestet. Als Effektorzellen
fungierten CD33-depletierte PBMCs von gesunden Spendern. Um den ausschlieRlichen Effekt
auf das target zu untersuchen, war es notwendig CD33* Zellen wie endogene Monozyten und
Granulozyten zu depletieren. AnschlieRend wurden verschiedene NK-Zell-spezifische
Interleukine in Kombination mit BiKE getestet. In den Experimenten wurde eine Konzentration
von 10ug/mL BiKE Antikorper verwendet, da mit dieser Konzentration in Titrationsversuchen
eine Sattigung erzielt wurde (Daten nicht gezeigt). Die Kombination IL2 + IL15 + BiKE wurde

gewahlt um den moglichen Effekt von IL15 des TriKE Antikorpers zu simulieren (Abbildung 32).
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Abbildung 32: BIiKE vermittelte NK-Zell Aktivierung gegen Zelllinien mit unterschiedlicher CD33 Expression. (a) CD33
Expressionslevel der verschiedenen Zelllinien HL60 (AML), SEM (ALL) und RAJI (Burkitt Lymphom), (U=Kontrolle, ungefarbt). (b)
Effekt des bispezifischen Antikorpers (CD16xCD33) in Kombination mit NK-Zell-spezifischen Interleukinen auf die Degranulation
und Zytokin-Produktion (CD107, IFN-y und TNF-a) CD33 depletierter PBMCs, nach Koinkubation mit der Zelllinie HL60 als
target. (c-e) Degranulationsassay sowie intrazellulare IFN-y und TNF-a Produktion. CD33 depletierte PBMCs wurden Gber Nacht
mit IL2 stimuliert und am nachsten Morgen fir 5h mit den target Zelllinien und 10pg/mL BiKE ko-kultiviert und anschlieRend
durchflusszytometrisch analysiert. Die Saulen reprasentieren die gemittelte, sowie auf einen Negativwert (ohne target)
normalisierte Expression zweier gesunder Individuen. Die Ergebnisse wurden Uber einen gepaarten t-Test miteinander
verglichen (n=2, *p<0,01; **p<0,001; E: T, 10:1, w/o=without target).

Die CD33" Zelllinie RAJI diente in diesem Experiment als Negativkontrolle. Die beiden Zelllinien
HL60 und SEM wiesen eine stark unterschiedliche CD33 Oberflachenexpression auf. Die
promyeloische Zelllinie HL60 zeigte im Vergleich zu der lymphoiden Zelllinie SEM eine starke
(CD33Meh)  die Zelllinie SEM eine schwache CD33 Expression (CD33'°%), (Abbildung 32a). Die
Behandlung mit unterschiedlichen NK-Zell-spezifischen Interleukinen zeigte, dass eine
Kombination aus IL-2 und IL-15 die Degranulation und die Zytokin-Produktion am effektivsten
induzierte, die einzelne Verwendung der Interleukine erzielte jedoch vergleichbare Ergebnisse

(Abbildung 32b).
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Um die Spezifitdt des Konstruktes zu Uberprifen wurde im nachsten Schritt die Degranulation
sowie Zytokin-Produktion von gesunden Spender-NK-Zellen gegen die drei unterschiedlichen
target Zelllinien mit und ohne CD16xCD33 BiKE Antikorper analysiert (Abbildung 32c-e). Unter
Verwendung des BiKE Antikoérpers war eine deutlich gesteigerte CD107a sowie IFN-y und TNF-
o Expression gegen die beiden CD33* Zelllinien HL60 und SEM zu erkennen. Anzumerken ist,
dass die Zelllinie HL60 starker auf die Stimulation mit CD16xCD33 BiKE ansprach. Die CD33"
Zelllinie RAJI sprach kaum auf den bispezifischen CD16xCD33 Antikdrper an, was die Spezifitat
des Konstruktes bestatigt. Neben dem bispezifischen BiKE Antikdrper, konnte die Gruppe um
Jeffrey S. Miller eine modifizierte Version des bisher existierenden BiKE-Antikorpers entwickeln.
Dieser tragt Interleukin-15 — ein fur die NK-Zellentwicklung sowie die Homdostase und
Proliferation wichtiges Interleukin, als intramolekularen Linker zwischen CD16 und CD33 und
wird als TriKE Antikdrper bezeichnet. Studien von Vallera et al. und Gleason et al. deuten
daraufhin, dass der TriKE Antikorper die NK-Zellaktivitat noch potenter als der BiKE Antikorper
induzieren kann. Im nachsten Schritt wurden deshalb funktionale Analysen durchgefihrt, in
denen der Effekt der beiden Antikérper Konstrukte BiKE und TriKE (10ug/mL) miteinander

verglichen wurde.

3.10.1 Antileukamische Effektor Funktion von allogenen NK-Zellen

Um die antileukamische Funktion von autologen, sowie allogenen NK-Zellen zu analysieren
wurden weiterhin funktionale Analysen bezlglich der Degranulation, Zytokin-Produktion und
Zytotoxizitat durchgefthrt. Der CD107-Assay spiegelt lediglich das Aktivierungspotential der
NK-Zellen wider, wohingegen der Zytotoxizitatsassay (CFSE-Assay) Aufschluss dariber gibt, ob
die NK-Zellen die target Zellen tatsachlich lysieren konnen. Fir die Analyse mit allogenen NK-
Zellen wurden aus Buffy Coats isolierte PBMCs einer CD33 Depletion unterzogen und Uber
Nacht in IL2-haltigem Medium kultiviert. Am nachsten Morgen wurden diese mit einer Effektor:
target (E: T) ratio von 10:1 fir 5h mit ALL (Abbildung 33), sowie AML Blasten ko-kultiviert
(Abbildung 34).
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Abbildung 33: BiKE und TriKE vermittelte NK-Zell Aktivierung gegen ALL Blasten. (a) Degranulationsassay, sowie intrazelluldre
IFN-y und TNF-a Produktion. CD33 depletierte PBMCs wurden tGber Nacht mit IL2 stimuliert und am ndchsten Morgen fir 5h
mit den target Zellen (padiatrische ALL Blasten) und +/- 10ug/mL BiKE oder TriKE ko-kultiviert, sowie durchflusszytometrisch
analysiert. Die Messung bestand aus vier Konditionen: In der ersten Kondition (E) wurde die spontane Degranulation und
Zytokin-Ausschiittung des Effektors gemessen. In der zweiten (E: T) fihrte man die Effektorzellen (n=2) mit den ALL Blasten
zusammen (n=4). Erst in Kondition 3 (E: T+ BiKE) und 4 (E: T+ TriKE) wurden die therapeutischen Antikdrper zu der Kokultur aus
Blasten und gesunden Effektorzellen hinzugegeben. Die verbundenen Punkte symbolisieren den Verlauf fur je eine
Patientenprobe. Die Ergebnisse wurden Uber einen gepaarten t-Test miteinander verglichen (*p<0,01; **p<0,001;
***p<0,0001, E: T, 10:1). (b) Exemplarische Darstellung der CD107a Degranulation der NK-Zellen eines gesunden Spenders
gegen die leukamischen Zellen einer ALL Patientenprobe +/- BiKE/TriKE.

Die Zugabe des bispezifischen CD16xCD33 BiKE Antikérpers flhrte zu einer signifikanten
Steigerung der NK-Zell Degranulation, sowie zu einer erhdéhten Zytokin-Produktion im Vergleich
zu den nur mit Effektorzellen kokultivierten target Zellen. Die Zugabe des TriKE Antikorpers
CD16xIL15xCD33 fuhrte zwar auch zu einer Induktion der Degranulation und IFN-y Produktion,
Ubertraf die Potenz des bispezifischen Antikdrpers jedoch nicht (Abbildung 33).In der folgenden
Analyse wurden primare leukdmische Zellen von padiatrischen AML Patienten als target Zellen
verwendet. Der Versuchsablauf entsprach dem des ALL Protokolls. Auch hier Ubertraf die
Wirkungsweise des TriKE Antikorpers nicht die des bispezifischen Konstruktes (Daten nicht

gezeigt), (Abbildung 34).
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Abbildung 34: BIiKE vermittelte NK-Zell Aktivierung gegen AML Blasten. (a) Degranulationsassay sowie (b) intrazellulare IFN-y
und (c) TNF-a Produktion. CD33 depletierte PBMCs wurden Gber Nacht mit IL2 stimuliert und am nachsten Morgen fur 5h mit
den target Zellen (pédiatrische AML Blasten) und +/- 10ug/mL BIiKE ko-kultiviert, sowie durchflusszytometrisch analysiert. Die
Messung bestand aus vier Konditionen: In der ersten Kondition (E) wurde die spontane Degranulation und Zytokin
Ausschittung des Effektors gemessen. In der zweiten (E: T) fihrte man die Effektorzellen (n=2) mit den AML Blasten zusammen
(n=4). Erst in Kondition 3 (E: T+ BiKE) wurde der therapeutische Antikérper zu der Kokultur aus Blasten und gesunden

Effektorzellen hinzugegeben. Die Ergebnisse wurden Uber einen gepaarten t-Test miteinander verglichen (**, p<0,001; ***,
p<0,0001, E: T, 10:1).

Der funktionale Assay mit den leukdamischen Zellen der AML Patienten lieferte vergleichbare
Ergebnisse. Die Zugabe des bispezifischen CD16xCD33 BIiKE Antikorpers flhrte zu einer
signifikanten Steigerung der NK-Zell Degranulation, sowie zu einer erhdhten Zytokin-Produktion
im Vergleich zu den nur mit Effektorzellen kokultivierten target Zellen. Die Zugabe des TriKE
Antikorpers Ubertraf auch hier die Potenz des bispezifischen Antikorpers nicht (Abbildung 34),

(Daten nicht gezeigt).

Im nachsten Schritt wurde die natdirliche, sowie antikdrperabhangige Zytotoxizitat der NK-Zellen
gegenlber den Blasten mittels CFSE Assay analysiert. Die target Zellen wurden mit 5-(6)-

carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDA-SE) behandelt. Dieser Stoff fluoresziert
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nicht und kann durch die Zellmembran in die Zelle eindringen. Innerhalb der Zelle werden die
Acetyl-Reste durch das Enzym Esterase entfernt. So entsteht 5-(6)-Carboxy-fluorescein
succinimidyl ester (CFSE), welches fluoresziert und Uber die Succinimidyl-Ester kovalent an
Proteine bindet und dadurch in der Zelle bleibt (De Clerck, et al 1994). Propidium-lodid (PI)
interkaliert zwischen die Basen von Nukleinsduren. Daher wird Pl zur Unterscheidung von toten
und lebenden Zellen eingesetzt (tote Zellen: PI*; lysierte Zellen, die zu Beginn vital waren:

CFSE*PI*und lebende Zellen: CFSE*), (Abbildung 35).
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Abbildung 35: BIKE und TriKE vermittelte NK-Zell Zytotoxizitét. (a) Exemplarische Darstellung der NK-Zell-vermittelten Lyse der
CD33* Zelllinie HL60. Das graue Histogramm stellt die spontane Lyse der HL60 Zellen dar, das rote Histogramm stellt den Ansatz
mit Effektorzellen (PBMCs eines gesunden Spenders), das blaue bzw. griine Histogramm die Ansatze mit Effektorzellen sowie
BiKE bzw. TriKE dar. (b) Als target Zellen wurden je vier AML sowie ALL Patientenproben verwendet und mit den NK-Zellen
gesunder Spender (Effektorzellen) +/- BiKE/TriKE ko-kultiviert. Die Sdulen reprasentieren die gemittelte sowie auf die spontane

Lyse der AML/ALL Blasten (n=4) normalisierte Zytotoxizitat zweier gesunder Individuen (n=2). Die Fehlerbalken repréasentieren
den Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

Die beiden therapeutischen Antikdrper waren in der Lage, die Zytotoxizitat der NK-Zellen
gesunder Spender gegentber der CD33* Zelllinie HL-60 potent zu steigern. Jedoch konnte nur
eine geringflgige Steigerung der Zytotoxizitat der gesunden NK-Zellen gegentiber den AML (7%
w/o Antikorper, 9% +BiKE, 11,6% +TriKE) sowie ALL (8,5% w/o Antikorper, 16% +BIKE,
18,5%+TriKE) Blasten erzielt werden. Die ALL Blasten lieRen sich im Vergleich zu den AML

Blasten starker lysieren, wobei dieser Effekt nicht signifikant war (Abbildung 35).

77



Ergebnisse

3.10.2 Antileukamische Effektor Funktion von autologen NK-Zellen

Es ist bekannt, dass NK-Zellen von Patienten mit malignen hamatologischen Erkrankungen
ausgepragte phanotypische Veranderungen sowie Funktionsdefizite aufweisen. So publizierten
bereits mehrere Arbeitsgruppen, dass NK-Zellen von AML Patienten eine reduzierte Expression
der Natirlichen Zytotoxizitatsrezeptoren NKp30 sowie NKp46 aufweisen. Der inhibitorische
Rezeptor NKG2A hingegen wies eine erhdhte Frequenz auf. Diese phanotypischen
Verdnderungen gingen mit funktionalen Defiziten, wie einer verminderten Degranulation,
Zytokin-Produktion (IFN-y und TNF-a) sowie Zytotoxizitat, einher (Costello, et al 2004, Fauriat,
et al 2007, Stringaris, et al 2014). In MDS Patienten konnte Hejazi et al. drei verschiedene
Gruppe von NK-Zellen definieren: Die Erste bestand aus Patienten mit einer normalen NK-
Zellzahl sowie Funktion, die Zweite aus Patienten mit normaler NK-Zellzahl jedoch
eingeschrankter Funktion, und die letzte aus einer kleinen Gruppe Patienten die sich durch das
fast vollstandige Fehlen von NK-Zellen kennzeichneten (Hejazi, et a/ 2015). In den folgenden
Analysen lag der Fokus nunmehr darauf, die immunstimulierenden Fahigkeiten der beiden
therapeutischen Antikdrper auf die autologen NK-Zellen der padiatrischen AML und ALL
Patienten zu beleuchten. Wie in den vorhergehenden Experimenten wurden funktionale
Analysen bezlglich Degranulation, Zytokin-Produktion und Zytotoxizitat durchgefthrt. Auf
Grund des limitierten Probenmaterials konnten einige funktionale Analysen (CD107 und
Zytokin- Produktion) nur mit BiKE Antikdrper sowie AML Patientenmaterial durchgefihrt
werden (

Abbildung 36).
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Abbildung 36: BiKE und TriKE vermittelte NK-Zell Aktivierung autologer AML/ALL NK-Zellen gegen die CD33*Zelllinie HL60. (a) NK-
Zell Zytotoxizitat autologer AML sowie ALL Proben gegentiber der CD33* Zelllinie HL60 in Kombination +/- BiKE/TriKE (n=4). Im
ersten Ansatz (w/o E) wurde die spontane Lyse der target Zellen ermittelt. Es folgten weitere Ansatze mit Effektor und target
Zellen (E: T), sowie in Kombination mit BiKE oder TriKE (E: T+ BiKE/TriKE). (b-d) Degranulationsassay sowie intrazelluldre IFN-y
und TNF-a Produktion. Die Zellen von vier AML Patienten wurden Uber Nacht mit IL2 stimuliert und am nachsten Morgen fir
5h mit den target Zellen (HL60) und +/- 10ug/mL BIiKE ko-kultiviert sowie durchflusszytometrisch analysiert. Die Messung
bestand aus 4 Konditionen: In der ersten Kondition (AML) wurde die spontane Degranulation und Zytokin-Ausschittung des
Effektors (AML) gemessen. In der zweiten (AML: HL60) fihrte man die Effektorzellen (n=4) mit der HL60 Zelllinie zusammen.
Erst in Kondition drei (AML: HL60 + BiKE) wurde der therapeutische Antikérper zur Kokultur aus AML Effektorzellen und HL60
hinzugegeben. Die Saulen reprasentieren die gemittelte Werte von vier AML Patienten gegen HL60. Die Ergebnisse wurden
Uber einen ungepaarten t-Test miteinander verglichen (n=4, *p<0,01; **p<0,001, E: T, 10:1).

Im zytotoxischen Assay konnte die Effektor Funktion der AML und ALL Patienten in den
Ansdtzen mit BiKE und TriKE gegenlber der CD33* Zelllinie HL60 signifikant gesteigert werden.
Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Behandlung der Patienten NK-Zellen mit den beiden
therapeutischen  Antikorpern eine Reaktivierung der Funktionalitat (Zytotoxizitat,
Degranulation und Zytokin-Produktion) mit sich fuhrte. In den AML Patienten konnte die Lyse
von 23% (ohne BiKE) auf 31% mit BiKE und 32% mit TriKE gegenlber HL60 gesteigert werden.

Ein ahnliches Bild ergab sich fir die ALL Patienten: Ohne die therapeutischen Antikdrper betrug
die Lyse der HL60 Zellen 17%, mit BiKE Antikorper 29% und mit TriKE Antikorper 28%. Anhand
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vorhergehender Analysen mit gesunden Spendern (Daten nicht gezeigt) wurde eine 25%ige
spezifische Lyse als Grenzwert fir eine gesunde NK-Zell Funktionalitat festgelegt (

Abbildung 36). Neben der zytotoxischen Funktion konnte eine signifikante Steigerung der
Zytokin- Sekretion, sowie Degranulation beobachtet werden. Normwerte wurden erneut
anhand von Analysen mit gesunden Spendern wie folgt definiert: >40% (CD107), >15% (IFN-y)
und >10% (TNF-a). Die Degranulation der NK-Zellen der AML-Kohorte konnte mit BiKE
Antikorper von 34,5% auf 53,5%, die IFN-y Sekretion von 16,5% auf 31%, sowie die TNF-a
Produktion von 9% auf 17% gesteigert werden. Bei der IFN-y Produktion konnten zwei

Patientenproben nicht erfolgreich stimuliert werden.
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4. Diskussion

Die padiatrische ALL ist durch eine gestdrte Hamatopoese, in Form von einer Uberproduktion
unreifer weiller Blutzellen, im peripheren Blut gekennzeichnet. Die ALL ist hierbei nicht auf eine
bestimmte Stelle im Kérper beschrankt, sondern kann vom Knochenmark ausgehend das Blut,
das lymphatische System und weitere Organe befallen. Mit einem Anteil von ca. 80%, stellt die
akute Leukamie die haufigste Form der Leukamie bei Jugendlichen zwischen null und 14 Jahren
dar und macht in etwa ein Drittel aller Krebserkrankungen im Kindes- und Jugendalter aus.
Obwohl ein nachhaltiger Therapieerfolg mittlerweile in ca. 80% de Fallen erzielt werden kann,
konnten bisher nur malige Erfolge bezlglich des Langzeitlberlebens von kindlichen Patienten
mit einer Hochrisiko ALL erzielt werden. Verschiedene zellulare und Antikorper-basierte
Immuntherapien stellen vielversprechende Ansdtze dar, um das LangzeitUberleben, die
Rezidiv-Raten nach Transplantation und das Therapieansprechen zu verbessern und zu
optimieren. Bedauerlicherweise zeigen gerade akute Leukdmien vielfdltige immune-escape
Mechanismen und darin resultierend ein hohes Mal an Resistenzen gegentber Immunzellen
und Immuntherapien. Ziel dieser Arbeit war es, die Resistenz- und immune-escape
Mechanismen der padiatrischen akuten Leukamien besser zu charakterisieren und
methodische Ansdtze zu entwickeln, um Therapiemoglichkeiten aufzuzeigen. Ein besonderes
Augenmerk lag  hierbei auf der HLA-Klasse |  Oberflachenexpression  der
Leukamiezellen.Gesunde Zellen exprimieren eine definierte Auswahl an HLA-Klasse |
Molekllen. Diese Selbstsignatur schiitzt korpereigene Zellen vor der Lyse durch autologen NK-
Zellen. Bekannt ist, dass verschiedene Leukdmieformen eine Modifikation ihrer HLA-Klasse |
Expression auf u.a. allelischen, aber reversiblen Niveau vorgenommen haben (Brouwer, et al
2002b, Verheyden, et al 2009). Das bedeutet, dass maligne Zellen oft eine reduzierte
Expression und nur in seltenen Fallen einen totalen Verlust an HLA-Klasse | Allelen aufweisen.
Erste Analysen offenbarten eine gesonderte und zugleich zentrale Rolle des nicht klassischen
HLA-Klasse | Molekdls HLA-E, weswegen der Fokus der weiteren Analysen auf HLA-E lag. In den
bisherigen Arbeiten lag das Hauptaugenmerk auf der Analyse der klassischen HLA-Klasse |
Molekule, jedoch nicht auf HLA-E. Weiterhin beschaftigten sich die wenigen publizierten
Studien bisher weitestgehend mit adulten akuten Leukdmien, wohingegen das in dieser Arbeit

analysierte Patientenkollektiv ausschlieRlich aus padiatrischen ALL Patienten bestand.
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Um die Komplexitat der vielseitigen immune-escape Mechanismen der Tumoren zu verstehen,
ist es von Noten, einen Blick auf die autologen NK-Zellen von hdmatologisch erkrankten
Patienten zu werfen. Neben der Reduktion stimulatorischer und der Uberexpression
inhibitorischer Liganden auf der Leukdmiezelle sowie der Blockade von Rezeptor/Liganden
Interaktionen durch Tumor-sezernierte Molekile weisen autologe NK-Zellen erkrankter
Patienten selbst oft einen verdnderten Phanotyp sowie gravierende funktionale Defekte auf.
Ein wichtiger Analyseaspekt galt daher der Charakterisierung phénotypischer, sowie
funktionaler Unterschiede der NK-Zellen von ALL- und AML-Patienten. Als Vergleichskohorte
dienten gesunde Spender. Hierflir wurden NK-Zell spezifische Oberflaichenmolekile wie das
hauptsdchlich fir ADCC verantwortliche Oberflachenantigen CD16 untersucht. Des Weiteren
wurden die zytotoxischen Molekile Granzym B und Perforin, sowie die beiden Natdirlichen
Zytotoxizitatsrezeptoren NKp30 und NKp46 analysiert. Die zuletzt genannten Molekile spielen
alle eine essentielle Rolle in der Erkennung und Eliminierung von Tumor- sowie Virusinfizierten
Zellen. Vor allem im Feld der Leukamien sind sowohl Funktionsdefizite der autologen NK-Zellen,
als auch Resistenzen gegenlber der Lyse von alloreaktiven NK-Zellen bekannt (Fauriat, et al
2007, Hejazi, et al 2015, Ruggeri, et al 1999). Diese Hochrisikogruppen erfordern
immuntherapeutische Alternativen zu den bisher praktizierten Therapiemoglichkeiten. Eine
Strategie ist die Stimulation der antileukamischen NK-Zellantwort durch humanisierte,
therapeutische Antikdrper. Der Fokus der weiteren Analysen lag daher auf der Stimulation der
antileukamischen Effektorfunktion von autologen und allogenen NK-Zellen mittels
bispezifischem CD16xCD33 BiKE, sowie CD16xIL15XCD33 TriKE Antikorper. Die beiden
Konstrukte sind nicht kommerziell erhdltlich und wurden dankenswerterweise von Prof. Dr.

Jeffrey S. Miller (Department of Medicine, University of Minnesota) zur Verfligung gestellt.
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4.1. HLA-Klasse | Oberflachenexpression auf den T-Zellen padiatrischer B-ALL
Blasten

Im ersten Teil der Arbeit wurde die HLA-Klasse | Expression auf pddiatrischen B-ALL Blasten
analysiert und mit der Oberflachenexpression auf Zellen gesunder Spender verglichen. Der
Fokus lag hierbei auf den Liganden HLA-Bw4, -Bw6 und -C sowie den fur NKG2A und -C
spezifischen Liganden HLA-E. Das padiatrische Patientenkollektiv umfasste 29 initiale Proben
(Altersdurchschnitt: finfeinhalb Jahre), dem gegeniber standen 32 gesunde Spenderproben.
Es folgte die durchflusszytometrische Analyse von PBMCs beider Kohorten, mittels spezifischer,
monoklonaler Antikérper. In Abhangigkeit vom Zelltyp, in der die maligne Veranderung
stattgefunden hat, lasst sich die ALL in verschieden Subtypen u.a. in T-Zell- und B-Zell-
Leukdmien aufgliedern. Ca. 85% aller Falle von ALL sind auf B-Zellleukdmien zurlckzufihren
(Bunin, et al 2008, Schrappe, et al 2000). Eine Analyse der HLA Klasse |-Expression auf der T-
Zellpopulation der B-ALL Patienten zeigte im Vergleich mit der T-Zellpopulation gesunder
Spender keine signifikanten Unterschiede. Dieses Ergebnis legitimiert auf der einen Seite die T-
Zellpopulation als gesunde Kontrollpopulation und bestétigt die maligne Klonalitat in den B-

Zellen der B-ALL Patienten.

4.2 Selektiv veranderte HLA-Klasse | Oberflachenexpression auf padiatrischen B-
ALL Blasten

Bei der B-ALL handelt es sich um eine maligne, klonale Neoplasie, die von lymphatischen B-
Vorlauferzellen ausgeht. Das analysierte Patientenkollektiv bestand ausschlielRlich aus
padiatrischen B-ALL Patienten, weshalb im ndchsten Schritt die HLA-Klasse | Expression auf den
endogenen B-Zellen bzw. den entarteten Zellen (Blasten) analysiert wurde. Bisher gibt es nur
wenige Studien, die sich mit der Rolle der HLA-Gene in der Pathogenese von Leukdmien
beschaftigen. Allgemein bekannt ist, dass maligne Zellen oftmals eine reduzierte Expression
und in wenigen Fallen einen Verlust von spezifischen HLA-Klasse | Allelen aufweisen. Die in
dieser Arbeit durchgeflihrten Analysen der HLA-Klasse | Oberflachenexpression auf
padiatrischen B-ALL Blasten bringen neue und interessante Kenntnisse hervor: in
durchflusszytometrischen Analysen konnten flir HLA-ABC (gesamt HLA-Klasse |) und die beiden
vorwiegend auf HLA-B Allotypen exprimierten Epitope HLA-Bw4 und -Bw6 keine signifikanten

Unterschiede hinsichtlich ihrer Oberflachenexpression zwischen den leukdmischen B-Zellen
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(Blasten) und den B-Zellen gesunder Spender gefunden werden (Reusing, et al 2016). Diese
Ergebnisse stehen teilweise im Widerspruch zu einer bereits 2004 publizierten Studie von
Demanet (Demanet, et al 2004b). In dieser Studie beschreibt Demanet, eine partielle Reduktion
von HLA-Bw4 (14%, drei aus 36) und eine stark ausgepragte Reduktion von HLA-Bw6 (44%, 16
aus 36) in AML und CML Patienten. Diese Erkenntnisse deuten auf einen HLA Phanotyp hin, der
es den Tumorzellen erlaubt einerseits der zytotoxischen T-Zell Antwort, als auch der NK-Zell
Antwort zu entgehen. In einer spateren Studie von Verheyden und Demanet, konnte die oben
beschriebene Reduktion jedoch in einer Kohorte von 16 B-ALL Patienten nicht beobachtet
werden (Verheyden, et al 2009). Beide Studien deuten auf einen selektiven und
krankheitsspezifischen Mechanismus hin, der sich zwischen den verschiedene Leukamieformen
stark zu unterscheiden scheint. Weitere Studien berichten von Allel-spezifischen
Herunterregulationen, die jedoch unregelmaRBig und nicht in jedem analysierten Fall zu
beobachten waren (Brouwer, et al 2002a, Elkins, et al 1984, Wetzler, et al 2001). Der Verlust
der HLA-Klasse | Expression wurde auch in lymphoblastischen Zelllinien (Imreh MP et al. 1995,

Nooij-van Dalen AG. et al. 1999), sowie im B-Zell-Lymphom (Amiot L. et al. 1998) beschrieben.

Im Vergleich zu den Expressionsveranderungen von HLA-A und -B, den primdren
Restriktionselementen der T-Zellen, ergab sich in dieser Arbeit ein sehr viel klareres Bild fir die
leukamiespezifischen Veranderungen der HLA-C und -E Expression. Im analysierten
Patientenkollektiv war eine signifikante Herunterregulation der beiden Liganden zu
beobachten, die vorwiegend von NK-Zellen erkannt werden. HLA-C und -E spezifische T-Zellen
kommen im Gegensatz zu HLA-A und -B-restringierten T-Zellen eher selten vor.
Bemerkenswerterweise war die Herunterregulation der beiden, im Vergleich zu HLA-A und -B
vergleichsweise schwach exprimierten, HLA-C und -E Molekile in jedem einzelnen Patienten
konsequent nachvollziehbar. Das beschriebene Phanomen der HLA-C Herunterregulation ist im
Einklang mit einer bereits 2009 von Verheyden verdffentlichten Studie. In dieser beschreibt
Verheyden eine signifikante Reduktion von HLA-C in CLL, AML und auch ALL Patienten.
Allerdings wurde in dieser Studie ein anderes Patientenkollektiv (Durchschnittsalter 23,5) und
nur 33% der bekannten C-Allele analysiert. Interessanterweise schien die HLA-C Expression mit
fortschreitender Pathogenese und somit steigender Blastenzahl zu korrelieren. So zeigten
Patienten mit einer geringen Blastenzahl (<25%) anndhernd dhnliche Level wie die gesunden
Spender. Patienten mit einer mittleren Blastenzahl (25-80%) zeigten eine HLA-C'®" und eine
HLA-CMe" (endogene B-Zellen) exprimierende Population, wohingegen Patienten mit einer
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Blastenzahl >80% nur noch eine HLA-C'®" Population mit einer sehr geringen HLA-C Expression
aufwiesen (analog zu Abbildung 15). Eine noch konsequentere Herunterregulation konnte nur
fur HLA-E beobachtet werden. Das nicht klassische HLA-Klasse | Molekdl wird ubiquitar in allen
humanen Geweben transkribiert und weist eine hohe Homologie zwischen den Spezies auf.
HLA-E ist mit 2 nicht synonymen funktionalen HLA-E Allelen, (HLA-Ex01:01 und HLA-Ex01:03)
das am wenigsten polymorphe HLA-Mitglied. Beide Allele kommen mit einer vergleichbaren
Haufigkeit in der kaukasischen Bevolkerung vor, unterscheiden sich jedoch in ihrer
guantitativen Oberflachenexpression (Geraghty et al. 1992). HLA-E*01:03 ist das starker
exprimierte Allel. Trotz hohem intrazelluldren Proteinlevel, ist die Oberflaichenexpression
hingegen eher schwach, teilweise um das 5-10fache geringer als HLA-C. Die Erkenntnis, dass
HLA-E in jedem einzelnen Patienten eine Herunterregulation erfuhr, steht in einem starken
Widerspruch zu vielen anderen malignen Krankheitsbildern. So stabilisieren bestimmte
Virusformen die HLA-E Oberflachenexpression, indem sie fir Peptide codieren, die die HLA-E
Oberflachenexpression erhdhen, um so der NK-Immunantwort zu entkommen (Tomasec, et al
2000). In vielen tumordsen Entitaten (Mamma- und Ovarialkarzinom, Kolorektalem Karzinom
etc.) wird HLA-E als negativer prognostischer Faktor beschrieben, der durch eine
Uberexpression in den entsprechenden Tumorarten gekennzeichnet ist (Andersson, et al 2016,
de Kruijf, et al 2010, Levy, et al 2008, Lo Monaco, et al 2008). Gestitzt wird die Beobachtung
der konsequenten HLA-E Herunterregulation von einer Studie von Majumder et. al. Dieser
analysierte 18 ALL Patienten auf ihre HLA-E Oberflachenexpression sowie die HLA-E
Transkription in den malignen Zellen der leukdmischen Patienten (AML, CML, CLL und ALL).
Weder auf Transkriptebene noch auf der Zelloberflache der malignen Zellen konnte eine HLA-
E Expression nachgewiesen werden (Majumder, et al 2006). In der vorliegenden Arbeit zeigten
Expressionsanalysen von HLA-C und HLA-E mittels quantitativer real-time PCR eine moderate
Reduktion von HLA-E auf mRNA Level. Die von Majumder postulierte Abwesenheit von HLA-E
auf Transkript-Ebene konnte nicht bestatigt werden. Anhand der Ergebnisse dieser Studie ldsst
sich schlussfolgern, dass es sich bei der HLA-C und —E Herunterregulation um einen
Mechanismus handelt, der sich auch posttranskriptionell abspielt. Die beschriebene
Herunterregulation von HLA-E konnte unabhangig von der Allel Variante beobachtet werden.
Auch die Hypothese, dass eine Assoziation zwischen einem bestimmtem HLA-E Genotyp bzw.
einem bestimmten HLA-E Allel (HLA-E*01:01 (HLA-E®) und HLAE*01:03 (HLA-E®)) und einer B-

ALL besteht, konnte nicht bestatigt werden.
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4.3 HLA-E als friher prognostischer Rezidiv Marker und Zielstruktur fir
antikdrper-basierte Immuntherapien

Auf Grund der in allen untersuchten Féllen beobachteten HLA-E Herunterregulation entstand
die Frage, ob HLA-E eine Rolle in der Pathogenese der Leukdmie spielt und ob HLA-E ein
frihzeitiger Indikator fur ein Rezidiv ist. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden 34 B-
ALL Patienten zu verschiedenen Therapiezeitpunkten hinsichtlich ihrer HLA-E Expression
durchflusszytometrisch analysiert. Teilweise war es moglich einzelne Patienten Uber einen
Zeitraum von bis zu finf Jahren zu analysieren. Acht Patienten wurden doppelt in die Analysen
eingeschlossen, da sie entweder mehrere KMT unterliefen und/oder mehrfach rezidivierten. Es
wurde eine Unterteilung in Patienten mit Chemotherapie (n=23) oder Knochenmarks-
transplantation (n=19) vorgenommen. Innerhalb der Gruppe der Patienten, die eine
Chemotherapie erhielten rezidivierten sechs Patienten, innerhalb der Gruppe der Patienten mit
einer KMT rezidivierten elf Patienten. Bemerkenswerterweise zeigten alle Patienten, die ein
Rezidiv erlitten, unabhdngig von der Therapieform einen signifikanten Abfall ihrer HLA-E
Oberflachenexpression, wohingegen die Patienten ohne Rezidiv Uber mehrere Jahre hinweg
ein stetig konstante HLA-E Oberflachenexpression zeigten (Abbildung 19und Abbildung 20). In
dieser Arbeit war es moglich, engmaschig die HLA-E Oberflachenexpression dreier Patienten zu
analysieren, die in einem Zeitraum von eineinhalb-zwei Jahren zwei Mal transplantiert wurden
und anschlielend rezidivierten. Als Basislinie wurden das HLA-E Expressionsniveau des
jeweiligen Spenders definiert. Bei allen drei Patienten war nach KMT im Verlauf der Zeit eine
klare und kontinuierliche Reduktion der HLA-E Oberflachenexpression bis hin zum Rezidiv zu
verzeichnen. Eine anerkannte und sensitive Methode zur frihzeitigen Erkennung eines
Rezidives ist die Bestimmung der ,Minimale Resterkrankung” (minimal residual disease, MRD).
Bei der molekulargenetischen Bestimmung der MRD werden Leukdmie-spezifische DNA
Sequenzvarianten, chromosomale Translokationen und genomische Rearrangements mit einer
Nachweisgrenze von 0,01-0,001% (1 Zelle aus 10.000- 1 Zelle aus 100.000) detektiert. Das
gewonnene Probenmaterial stammt aus dem Knochenmark des Patienten. Erfreulicherweise
zeigte ein Abgleich mit den vorliegenden MRD Daten, dass das Expressionsniveau von HLA-E
mit den MRD Daten korrelierte. Nicht zuletzt diese Erkenntnis deutet auf die Uberraschend
hohe Sensitivitat und Exklusivitat von HLA-E hin. HLA-E scheint ein geeigneter prognostischer
Marker flr die friihe Erkennung eines Rezidives darzustellen. Da es sich bei dem analysierten
Material ausschlieflich um Proben aus dem peripheren Blutkreislauf handelte, scheint die
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durchflusszytometrische HLA-E Analyse eine geeignete Methode zu sein, um gangige

Analyseverfahren zur Leukamietypisierung zu unterstttzen.

Eine Frage, die sich auf Grund dieser Ergebnisse beinahe schon zwingend aufdrangt, ist die
Frage nach der biologischen Relevanz dieser Beobachtungen. Durch die Reduktion der HLA-E
Oberflachenexpression kommt es zu keiner oder hdchstens zu einer geringen Interaktion mit
dem inhibitorischen Rezeptor NKG2A. Die fehlende Inhibition sollte die leukdmische Zelle im
Normalfall fir die NK-Zellen angreifbar machen. Die beschriebenen Resistenzen deuten jedoch
vielmehr daraufhin, dass auf der einen Seite trotz geringer HLA-E Level die Inhibition der NK-
Zelle erfolgt und auf der anderen Seite noch weitere immune-escape Mechanismen parallel
dazu die leukdamische Zelle vor der Lyse schitzen. So konnte Verheyden zeigen, dass ALL
Patienten mit einer erhdhten Frequenz im Vergleich zu einer gesunden Kotrollkohorte fir den
aktivierenden Rezeptor NKG2C negativ waren. Weiterhin publizierte Verheyden, dass B-ALL
Zellen fur die Liganden MICA/B negativ sind und ebenso ein sehr geringes Level an anderen NK-
Zell aktivierenden Liganden (Nectin-2, CD48, unique long 16-bindig proteis= ULBPs, polivirus
receptor=PVR etc.) exprimieren (Verheyden and Demanet 2008). Um die Frage zu kldren, ob
das geringe HLA-E Level auf den Blasten ausreicht, um die NK-Zelle zu inhibieren wurden in der
vorliegenden Arbeit entsprechende funktionale Analysen durchgefihrt. Im Folgenden wurde
die NKG2A-HLA-E Interaktion zwischen gesunden NK-Zellen und primaren ALL Blasten Uber
einen anti-HLA-E Antikérper (3D12) sowie Uber anti-HLA-ABC (W6/32) blockiert und CD107 auf
CD56NKG2AKIR- Zallen analysiert. Die Antikdrper vermittelte HLA-E-NKG2A Blockade fuhrte zu
einer signifikant erhéhten NK-Zell Degranulation, was die Schlussfolgerung zulasst, dass die
HLA-E Level auf den Blasten ausreichen um die NK-Zelle erfolgreich zu inhibieren. Erst kirzlich
publizierte Studien unterstreichen die tragende Rolle der Rezeptor-Liganden-Interaktion
zwischen HLA-E und NKG2A. So publizierte die Gruppe um Eric Vivier, dass die Blockade von
NKG2A als Immuncheckpoint-Inhibitor, ein neuer Ansatzpunkt sei, um die anti-Tumor-
Immunitat von NK-, sowie T-Zellen zu férdern. In der Studie kam ein humanisierter anti-NKG2A
Antikorper (Monalizumab) zum Einsatz. Die Blockade des inhibitorischen NKG2A Rezeptors
fihrte zu einer gesteigerten NK-Zell Aktivitat gegen verschiedene Tumorzellen und zur
Funktionserhaltung von CD8* zytotoxischen T-Zellen (Andre, et al 2018). Weitere Studien, die
sich mit der Blockade des inhibitorischen Rezeptors NKG2A beschéaftigen, weisen auf das grofle
immuntherapeutische Potential hin. So beschrieb unter anderem Kamiya et al. eine wesentlich
gesteigerte NK-Zell Zytotoxizitdt gegenlber Tumorzellen, nach retroviraler Transduktion
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humaner NK-Zellen mit einem NKG2A Protein-Expression-Inhibitor (Kamiya, et al 2019,
Muntasell, et al 2017, Ruggeri, et al 2016). Diese Studien unterstreichen das klinische Potenzial
der NKG2A-HLA-E Interaktion und die immunmodulierenden Moglichkeiten, die diese beiden

MolekUle bieten.

4.4 HLA-E als Marker des malignen Klons

Die Hdmatopoese in Leukdamiepatienten verlauft klonal- das bedeutet, dass die malignen Zellen
auf eine oder wenige entartete hamatopoetische Stammzellen zurlickgehen. Bei Jugendlichen
mit einer B-ALL gehen Deletionen wie IKZF1 (lkaros family zinc finger protein 1), COKN2A/B
(cyclin-dependant kinase inhibitor 2A/B) oder auch EBF1 (early B cell factor 1) mit einer
unglnstigen Prognose einher. Die genannten genetischen Deletionen korrelieren mit einem
erhéhtem Rezidiv-Risiko, schlechterem Therapieansprechen und einem negativen Einfluss auf
das Gesamtlberleben (Neumaier 2016). Im Rahmen dieser Arbeit wurde HLA-E als moglicher
Marker des malignen Klons in zwei ALL Patienten mit CDKN2A/B Deletion oder Philadelphia-
Chromosom analysiert. Ca. 52% der Philadelphia-Chromosom positiven ALL Patienten tragen
zusatzlich eine Deletion im ikzf1-Gen (Neumaier 2016). Fir die Analysen wurden die B-
Zellen/Blasten der beiden Patienten Uber CD45 und HLA-E in zwei Populationen
(CD19*CD45*HLA-E"e" und CD19*CD4A5HLA-EY) unterteilt, durchflusszytometrisch sortiert
und via FISH-Analysen analysiert. Von beiden Patienten wurden jeweils die Initialprobe und die
Probe zum Zeitpunkt des Rezidives analysiert. In Patient 3 mit CDKN2A Deletion zeigten 25,4%
bzw. 6,7% in der CD19*CD45*HLA-EM&" und 98,8% bzw. 93,3% in der CD19*CD45 HLA-E""
Population die genetische Aberration. Hinzuzuflgen ist, dass nach der Sortierung der
Initialprobe die beiden Populationen engmaschiger eingegrenzt wurden, um ein besseres
Sortierungsergebnis zu erzielen. Der zweite analysierte Patient (Patient 4) wies das
Philadelphia-Chromosom auf. In der Initialen Probe zeigten 1,6% der high Population und
23,7% der low Population das Philadelphia Chromosom. Ahnlich verhielt es sich mit der Rezidiv-
Probe, hier zeigten 1,8% in der CD19*CD45*HLA-EM8" Population und 49,4% CD19"CDA5 HLA-
El% Population die genetische Translokation. In der CD19*CD45 HLA-E"®Y Population wurde ein
zusatzliches Fusionssignal aufgefunden: 49,1% der Zellen zeigten ein zusatzliches Signal (49,1%
Ph+Ph), wobei es sich wahrscheinlich um ein zusatzliches Philadelphia Chromosom handelt. Die

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es sich bei der Entstehung des malignen Klons um ein
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dynamisches Kontinuum handelt, was auch die kontinuierliche HLA-E Herunterregulation
wiederspiegelt. Die Analysen deuten darauf hin, dass die Herunterregulation von HLA-E
weitestgehend mit der Etablierung bzw. dem Wiederauftreten der klonalen genetischen
Aberration Ubereinstimmt. Die erlangten Ergebnisse stitzen die Rolle von HLA-E als frihzeitiger

prognostischer Marker in der Erkennung eines entstehenden Rezidivs.

4.5 ldentifikation von phanotypischen Unterschieden zwischen gesunden und
leukamischen NK-Zellen: Ursachen flir die beobachteten Defekte in der NK-
Zellfunktion

Die Leukamien unterscheiden sich in myeloische und lymphatische Leukamien, die entweder
chronisch oder akut verlaufen kénnen. Mit rund 80% stellt die ALL die haufigste, die AML mit
15-20% die zweithdufigste Leukdamieform im Kindesalter dar. Die in dieser Arbeit
durchgeflhrten Analysen der NK-Zellen lieferten die folgenden Ergebnisse: In den
durchflusszytometrischen Analysen wurden die NK-Zellen als CD56*CD3°CD45* definiert. Da
einige Leukdmien eine CD56 Expression auf inren Blasten aufweisen, konnte Uber CD45, ein
Antigen, welches schwach bis kaum auf den unreifen Blasten exprimiert wird, eine
Differenzierung zwischen Blasten und endogenen NK-Zellen erfolgen. Dazu wurden andere NK-
Zellmarker, wie CD16, Granzym B, Perforin, NKp30 sowie NKp46 in 8 padiatrischen AML und
ALL Patienten, sowie in 17 gesunden Spendern analysiert. Ein Vergleich der Frequenzen ergab,
dass gesunde Spender signifikant mehr CD16, Granzym B, Perforin, NKp30 sowie NKp46 als ALL
und AML Patienten exprimieren. Aus logistischen Griinden erfolgten die Analysen aus
kryokonserviertem Material. Um auszuschlieRen, dass die reduzierten Frequenzen eine Folge
der Kryokonservierung waren, wurden Analysen aus frisch-isolierten mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes und eingefrorenem Material, von den selben Spendern vorgenommen. Die
durchgefiihrten Analysen der unterschiedlich behandelten Zellen stimmten in ihrer Frequenz
miteinander Uberein. Somit konnte sichergestellt werden, dass es sich um absolut

vergleichbare Ergebnisse handelt.
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4.6 Verminderte Expression von CD16, Granzym B und Perforin

Eine Besonderheit der NK-Zellen ist ihre Fahigkeit neben der natirlichen Zytotoxizitat die
sogenannte antikorper-abhangige Zytotoxizitat (ADCC) auszufihren. Diese Reaktion beruht auf
der Interaktion zwischen dem aktivierenden NK-Zell Rezeptor FcyRIIl (CD16) und spezifischen
lgG Antikorpern auf der Oberfliche der Zielzelle. Infizierte Zellen prasentieren
erregerspezifische Antigene auf ihrer Oberflache, die von spezifischen Antikérpern des
Immunsystems gebunden werden kénnen. Der Fc-Teil dieser Immunglobuline dient als
Bindungsstelle fir den zur Ig-Superfamilie gehdrenden, niedrigaffinen Fc-Rezeptor (FcyRllla)
CD16. Ca. 90% der im Blut zirkulierenden zytotoxisch aktiven NK-Zellen (CD569™-Zellen)
exprimieren CD16 (Lanier, et al 1988). Bindet CD16 an den Komplex aus Antikorper und
Zielzelle, kommt es ohne die Transduktion eines weiteren aktivierenden Signals zur
Degranulation der zytotoxischen Granula und zur Lyse der target Zellen (Mandelboim, et al
1999). Die Analyse der CD16 Frequenz auf CD569™-Zellen in ALL und AML Patienten ergab eine
signifikante Reduktion des NK-Zell Rezeptors. Die CD16 Frequenz der AML Patienten betrug im
Mittel 80%, die der ALL Kohorte 87%, wohingegen die Frequenz der gesunden Spender 96%
betrug. Frihere Expressionsstudien in MDS (Myelodysplastisches Syndrom, Vorstufe einer
sekundaren AML (Leukdamie)) Patienten stitzen diese Beobachtungen. Das analysierte MDS
Patientenkollektiv zeigte eine signifikant reduzierte CD16 Expression. In den MDS Patienten war
eine Reduktion der CD16 Expression auf 63% im Vergleich zu 89% in gesunden Spendern zu
verzeichnen (Gleason, et al 2014). Da es sich bei dem analysierten Patientenkollektiv um
initiale, sowie pdadiatrische Proben handelt, kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine

weitere Reduktion von CD16 im Verlauf der Pathogenese der Leukamie erfolgt (Abbildung 3a).

Ein anderer Mechanismus, der die Zytotoxizitat der NK-Zellen vermittelt ist die Ausschittung
der zytotoxischen Molekile Granzym B und Perforin aus der NK-Zell-Granula. Nach der
Degranulation werden die zytotoxischen Molekdle in die immunologische Synapse entlassen
(Diefenbach and Raulet 2001). Es gibt verschiedene Theorien, die kontrovers die Rolle von
Perforin im Eintrittsmechanismus von Granzym B in die Zielzelle diskutieren. Die erste Theorie
besagt, dass Perforin die Zellmembran permeabilisiert, wodurch Granzym B in die Zielzelle
gelangen kann. Zweite geht davon aus, dass sowohl Perforin als auch Granzym B endozytotisch
von der Zielzelle aufgenommen werden und Perforin die endosomale Membran perforiert,

wodurch Granzym B ins Zytosol entlassen werden kann (Cullen and Martin 2008, Voskoboinik,
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et al 2010). Bisher liegen nur wenige Daten Uber die Expression von Granzym B und Perforin in
padiatrischen ALL sowie AML Patienten vor. Um zu Uberprifen ob die Granula der NK-Zellen
der AML und ALL Patienten mit Perforin und Granzym B beladen sind, wurde die Expression der
beiden Molekile mittels intrazellularer Antikérperfarbung analysiert. Beide Molekile wiesen in
beiden Patientengruppen eine signifikant geringere Expression im Vergleich zur Kontroll-
kohorte auf. Granzym B wies in AML und ALL Patienten eine dhnlich starke Reduktion auf.
Perforin hingegen wies in der ALL Kohorte eine signifikant reduzierte Oberflachenexpression
im Vergleich zu der AML Kohorte auf. In der gesunden Kontrollkohorte betrug die gemittelte
Expression von Granzym B 82%, die von Perforin 89% wahrend nur 64% (AML) und 65% (ALL),
sowie 80% (AML) und 65% (ALL) der NK-Zellen in Patienten Granzym B und Perforin
exprimierten. 3 von 8 (37,5%) padiatrischen ALL Patienten wiesen eine normale Granzym B
sowie Perforin Expression auf. Hingegen wiesen sogar 50% der 8 padiatrischen AML Patienten
eine normale Granzym B und 62,5% (5 aus 8) eine normale Perforin Expression auf (Abbildung
3c). In beiden Kohorten wurde eine eindeutig signifikante Korrelation zwischen der Expression
von Granzym B und Perforin beobachtet (Daten nicht gezeigt). Patienten mit einer
verminderten Granzym B sowie Perforin Expression wiesen ebenfalls eine verminderte
Zytotoxizitat auf. Wohingegen MDS Patienten eine normale Degranulation, aber verminderte
Zytotoxizitat aufwiesen, so wurde in den padiatrischen AML und ALL Patienten auch eine
verminderte Degranulation beobachtet (Daten nicht gezeigt), (Hejazi, et al 2015). Dies spricht
dafir, dass zum einen eine verminderte CD107a Mobilisierung, als auch die verminderte
Expression der beiden Molekile Granzym B sowie Perforin zu einer schwachen Zytotoxizitat
fihren kdnnen. Eine weitere von Lehmann publizierte Studie belegt, dass es eine hohe
Korrelation zwischen der Bindung von Perforin an die target Zelle und der Lyse-Effizienz (der
target Zelle) durch NK-Zell Lysate existiert. Dies bedeutet, dass Tumorzellen, die eine Perforin
Resistenz aufweisen, sich schlechter bis gar nicht lysieren lassen und eine geringere
Suszeptibilitat gegenlber NK-Zell-basierter Zytotoxizitat zeigen (Lehmann, et al 2000, Uhrberg
2005a). Die Ergebnisse dieser Arbeit und bereits publizierte Analysen legen nahe, dass es eine
Vielzahl an spezifischen Mechanismen gibt, die entweder auf autonome oder synergistische

Weise die Tumorzelle vor der NK-Zell Lyse schiitzen.
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4.7 Defiziente Expression von NKp30 und NKp46 in AML und ALL Patienten

Die natlrlichen Zytotoxizitatsrezeptoren NKp30, NKp44 und NKp46 weisen eine koordinierte
und miteinander verknupfte Expression auf. NKp44 stellt einen Spezialfall dar, da das Molekdl
erst nach in vivo oder in vitro Stimulation auf der Oberflache zu detektieren ist. Die Analysen
beschrankten sich daher auf die beiden Molekile NKp30 sowie NKp46. Bisher wurden
ausschlieRlich adulte AML, nicht jedoch padiatrische, Patienten hinsichtlich ihrer NCR
Expression analysiert. Flr die natirlichen Zytotoxizitatsrezeptoren NKp30 sowie NKp46 wurde
eine signifikant unterschiedliche Oberflachenexpression in den pddiatrischen AML und ALL
Patienten festgestellt. Die Oberflachenexpression der Kontrollkohorte betrug 80%, die der AML
Patienten 18,5% und die der ALL Patienten 51%. Ein dhnliches Bild ergab sich fir NKp46, wenn
auch nicht ganz so drastisch wie fir NKp30 (Abbildung 3b). In der Literatur werden 3 Typen
anhand ihrer NCR Oberflachenexpression unterschieden: NCRP8 (hohe Dichte an Nkp30 und
NKp46 Molekiilen auf der Oberflache), NCR!" (geringe Dichte an Nkp30 und NKp46 Molekiilen
auf der Oberfliche), sowie NCRYscordant (hohe Dichte von NKp30 oder NKp46 bei zeitgleicher
geringen Dichte des jeweiligen anderen Molekils:  NKp30P°&t/NKp46@!  oder
NKp309U!/NKp46PTet). Ca. 80-90% der gesunden Spender weisen einen NCRP"8"t Phinotyp auf,
wohingegen die restlichen 10-20% uber einen NCRY" Phinotyp charakterisiert werden. Ein
gemischter Phanotyp (NCRYscordant) konnte bisher in gesunden Spendern nicht beobachtet
werden, was bedeutet, dass die Expressionsdichte von NKp30 und NKp46 in gesunden
Spendern korreliert (Costello, et al 2004, Fauriat, et al 2007, Sivori, et al 1997). Fauriat et al.
analysierte in einer Studie 71 Erwachsene AML Patienten. 66% der Kohorte exprimierten einen
NCR" Phinotyp, wohingegen nur 18% einen normalen NCRP 8" Phinotyp aufwiesen. Die
restlichen 16% wiesen einen NCRYscodant phanotyp auf (Fauriat, et a/ 2007). In einer Studie von
Venton et al., wurde ausschlieRlich der NCR Phanotyp in AML Patienten (Durchschnittsalter
von 75 Jahren) aufgefunden. In dem hier analysierten péadiatrischen Patientenkollektiv,
bestehend aus acht AML sowie acht ALL Proben, konnte eine ahnliche Verteilung festgestellt
werden (Abbildung 31). Die ‘cut-off points’ um den NCR! Phanotyp zu definieren lagen bei
einer Oberflachenexpression von NKp30<60% und NKp46<70%. Sechs (75%) der ALL Patienten
wiesen einen NCR Phanotyp, zwei (25%) einen NCRYscordant phianotyp auf. Keiner der acht ALL
Proben wies einen NCRP"8"t Phinotyp auf. In den AML Patienten ergab sich ein dhnliches Bild,

obwohl hier alle Proben einen NCR¥' Phinotyp aufwiesen. Im NCRYscordant phianotyp war
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auffallig, dass ausschlielRlich NKp46, nicht aber NKp30, eine normale Oberflaichenexpression
aufwies. Verschiedene Kokulturen, bestehend aus gesunden peripheren, reifen NCRPrgt NK-
Zellen und leukdmischen Zellen (AML Blasten) fiuhrten zu reiner Reduktion der NKp30
Oberflachenexpression, nicht aber zu einer Reduktion der Oberflachenexpression von NKp46
(Fauriat, et al 2007, Moretta, et al 2000a). Die Ergebnisse von Fauriat et al. und Moretta et al.
legen den Schluss nahe, dass leukamische Zellen bereits die Ontogenese der NK-Zellen
beeintrachtigen, um effektiv die Regulation sowie Expression der NCRs zu verdndern bzw. zu
reduzieren (Fauriat, et al 2007, Moretta, et al 2000a). Weiterhin konnte in vielen Patienten nur
eine partielle NKp30, jedoch eine vollstandige NKp46 Wiederherstellung der
Oberflachenexpression verzeichnet werden, wenn diese die komplette Remission erreichten.
Diese und bereits publizierte Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die Reduktion sowie
Funktion von NKp30 und NKp46 auf unterschiedliche Regulationsmechanismen zurickzufihren
ist. So publizierte Pende et al., dass NKp30 bei der Eliminierung diverser Tumor target Zellen
eine essentielle Rolle spielt, wohingegen Nkp46 sowie NKp44 kaum in die Eliminierung dieser
target Zellen involviert waren (Pende, et al 1999). Verschiedene Blockierungsversuche (mAb-
mediated masking) zeigten deutlich, dass die Blockierung von NKp30 eine deutliche Inhibition
der target Zell-Lyse herbeiflihrte, wohingegen die Blockierung von NKp46 und NKp44 einen
moderaten inhibitorischen Effekt mit sich brachte (Pende, et al 1999). Eine Blockierung von
NKp30 und NKp46 in Kombination flihrte zu einer gesteigerten Inhibition der Zytotoxizitat, was

auf einen synergistischen Effekt der beiden Rezeptoren schlieRen ladsst.

4.8 Antileukamische Effektorfunktion von autologen und allogenen NK-Zellen

Die Funktionalitat der NK-Zellen kann auf unterschiedliche Weise analysiert werden. Der
Standard Test, um die Degranulation der NK-Zellen nachzuvollziehen ist der CD107a Assay. In
diesem Assay wird nachvollzogen, ob und wie stark die NK-Zellen in Gegenwart von
potenziellen target Zellen aktiviert werden. CD107 stellt hierbei das zentrale Molekll fir die
durchflusszytometrischen Analysen der NK-Zell-Degranulation dar. 2005 publizierte Uhrberg et
al.,, ein bis heute gdngiges Protokoll, welches in vielen Laboren als Standard Assay verwendet
wird (Uhrberg 2005a). Der CD107 Assay gibt jedoch keinen Aufschluss dariber, wie effektiv die
target Zellen lysiert wurden. Diese Frage kann mittels eines Zytotoxizitdstassays geklart
werden. Anstatt eines Chrom-Release-Assays, wurde der Durchflusszytometrie basierte CFSE
Assay verwendet. Dieser besitzt den Vorteil, dass man die target Zellen nicht mit radioaktiven
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Cr°! Isotopen markieren muss. In dieser Arbeit wurde ein signifikanter Unterschied in der
Degranulation der NK-Zellen zwischen den padiatrischen AML und ALL Patienten und den
gesunden Spendern festgestellt. Sie wiesen eine homogen schlechtere CD107a Expression als
die gesunde Spenderkohorte auf. Hinsichtlich der Zytotoxizitat ergab sich ein heterogenes Bild
in Bezug auf die Granzym B und Perforin Expression. Obwohl ein nicht zu vernachladssigender
Teil der AML Kohorte eine normale Expression der beiden zytotoxischen Molekile aufwies,
waren diese nicht effektiv dazu in der Lage, die HLA-Klasse I-defiziente Zelllinie HL60 zu lysieren.
Dies ist moglicherweise auf die Beobachtung zurlckzufiihren, dass eine verminderte
Degranulation und CD107 Mobilisierung der autologen NK-Zellen vorlag. Gleichzeitig ist
bekannt, dass leukdmische Zellen diverse Resistenz-Mechanismen sowie immune-escape
Strategien entwickelt haben um der Lyse alloreaktiver NK-Zellen zu entgehen. In einer friheren
Studie konnte gezeigt werden, dass trotz Reduktion der HLA-C sowie HLA-E Molekile auf den
Blasten, gesunde allogene NK-Zellen nicht in der Lage waren die leukdmischen Zellen als fremd
zu erkennen (missing self), (Reusing, et al 2016). Dies kdnnte unter anderem darauf
zurickzufthren sein, dass neben der Reduktion inhibitorischer Liganden ebenso aktivierende
NK-Zell Liganden und Rezeptoren betroffen sind. In diesem Zusammenhang gibt es diverse
Arbeitsgruppen, die eine Reduktion oder sogar Abwesenheit der aktivierenden Liganden sowie
Rezeptoren — u.a. MICA/B, ULBPs, PVR sowie die NCRs und NKG2D in erwachsenen AML und
ALL Patienten beobachteten (Epling-Burnette, et al 2007, Pende, et al 2005, Romanski, et al
2005).

Eine Alternative zu den bisher gangigen Therapiemoglichkeiten ist der Einsatz von bi- und
trispezifischen Antikorpern. In den vorliegenden Analysen wurden zwei bispezifische
(CD16xCD33 und CD16xIL15xCD33) Antikdrperkonstrukte verwendet. Beide Antikdrper nutzen
CD33 als Zielmolekil auf der Oberflache der Blasten und bringen die Zielzelle Uber das CD16
Molekll auf den NK-Zellen in rdumlichen Kontakt (immunologische Synapse). Allerdings wird
CD33 nur von einer kleinen Hoch-Risiko Gruppe der ALL Patienten exprimiert. Diese weisen oft
einen schweren Krankheitsverlauf mit eingeschrankten Therapiemoglichkeiten auf. Im
Gegensatz dazu exprimieren fast alle AML Blasten CD33. Die folgenden Analysen beschéftigten
sich mit dem Potenzial der beiden therapeutischen Antikorper, eine gezieltere und effizientere
Immunantwort allogener gesunder NK-Zellen zu generieren und auf der anderen Seite auch die
Funktionalitdt autologer NK-Zellen mit Funktionsdefiziten wiederherzustellen. In ersten
Versuchen wurde die CD33 Spezifitdt der bei Antikdrper analysiert. Hierfir wurde eine CD33"
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Zelllinie (RAJI) und zwei CD33* Zelllinien (SEM, HL60) mit unterschiedlich starker CD33
Expression verwendet. Die funktionalen CD107 Degranulations Assays wurden mit CD33
depletierten mononukledren Zellen von gesunden Spendern durchgefihrt. Diese wurden tber
Nacht mit IL2 stimuliert und am nachsten Morgen fir 5 Stunden mit den target-Zelllinien in An-
oder Abwesenheit des BiKE Antikorpers ko-kultiviert. Des Weiteren wurde die Produktion der
beiden Zytokine IFN-y und TNF-a Uber eine intrazelluldre Farbung durchflusszytometrisch
analysiert. IFN-y und TNF-a stellen die wichtigsten Zytokine der NK-Zelle dar. lhre Produktion
kann durch die Interleukine IL2, IL12 sowie IL18 angeregt werden (Abbildung 4). In den ersten
funktionalen Analysen konnte die Spezifitat der beiden Antikorper bestatigt werden. So war die
Degranulation sowie Zytokin-Produktion in den Ansitzen mit der CD33"8" Zelllinie HL60 am
starksten. Die CD33" Zelllinie RAJl war vergleichbar mit der Negativkontrolle, in der nur die
Effektorzellen enthalten waren. Es folgte die BiKE und TriKE vermittelte NK-Zell Aktivierung
gegenUber pddiatrischen ALL und AML Blasten (Abbildung 5). Hier zeigte sich eine signifikant
gesteigerte  CD107 Degranulation, sowie Zytokin-Produktion in den Ansdtzen mit
bispezifischem Antikdrper. Jedoch konnte keine weitere Verbesserung mit dem TriKE
Antikorper im Vergleich zu den Ansatzen mit bispezifischem Antikorper erzielt werden. Im
nachsten Schritt wurde die BIiKE und TriKE vermittelte NK-Zell Zytotoxizitat Gberprift. Mittels
CFSE Assay wurde Uberprift, wie viele der Blasten tatsachlich von den NK-Zellen lysiert werden
(Abbildung 6). Hierflr wurden erneut mononukledre Zellen gesunder Spender Uber Nacht in
L2 haltigem Medium kultiviert und am nachsten Morgen fir 5h mit den Blasten der ALL und
AML Patienten in Kombination mit den therapeutischen Antikorpern kokultiviert. Um die
spontane Lyse der Blasten zu Uberprifen, bestand ein Kontrollansatz nur aus den Blasten. Diese
wurden mit CFSE und spater mit Pl behandelt, um die Unterscheidung zwischen lysierten und
lebenden Zellen zu gewahrleisten. In den Ansatzen mit BiKE, sowie TriKE Antikorper konnte eine
leichte Steigerung der spezifischen Lyse der ALL und AML Blasten beobachtet werden. BiKE und
TriKE Antikdrper zeigten erneut ahnliche Werte. Zu Berlcksichtigung ist jedoch, dass die AML
sowie ALL Proben bereits eine sehr hohe Autolyse von 50-60% aufwiesen. Die normale Autolyse
von vitalen Zellen liegt im Schnitt zwischen 0-10%. Das bedeutet, dass der geringe Effekt der
therapeutischen Antikdrper vermutlich auf die geringe Vitalitat der Blasten zurlckzufthren ist.
Befindet sich eine Zelle bereits in Apoptose, ist es naheliegend, dass dies durch die rekrutierten
Immunzellen erkannt wird. Die Zellen weisen einerseits eine morphologische Veranderung auf,

auf der anderen Seite werden diverse Apoptose Moleklle bzw. Todesrezeptoren auf der
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Oberflache der apoptotischen Zelle exprimiert, die den Immunstatus der Zelle an die
Immunzellen weitervermitteln. Dies spricht daflr, dass die Aktivitdt der NK-Zellen in einem
starken Zusammenhang mit der Vitalitdt der Zielzelle steht. Es stellte sich nun die Frage, ob die
Funktionsdefizite der NK-Zellen durch Stimulation mittels BiKE oder TriKE Antikorper
wiederhergestellt werden kénnen. Die alleinige Kurzzeit-Stimulation mit IL2 reichte hierfr
nicht aus (Abbildung 7). Bei der Analyse der Zytotoxizitdts- sowie Degranulations-Daten muss
berlcksichtigt werden, dass die Frequenz der NK-Zellpopulation innerhalb der AML und ALL
Patienten stark schwankte. Im ersten Teil konnte die Zytotoxizitat der autologen NK-Zellen
gegen die CD33* Zelllinie HL60 in den Ansatzen mit den therapeutischen Antikérpern im
Vergleich zum Ansatz ohne Antikorper signifikant gesteigert werden. Die beiden bispezifischen
Antikorper zeigten ein vergleichbares Ergebnis. Im nachsten Schritt wurde die Degranulation
sowie Zytokin-Produktion der autologen NK-Zellen Gberpruft. Aufgrund der limitierten Zellzahl
wurden die Experimente nur mit BiKE Antikorper durchgefihrt, da das TriKE Konstrukt in allen

vorherigen Experimenten vergleichbare Ergebnisse erzielte.

Des Weiteren konnten fir den Versuch nur initiale padiatrische AML Proben verwendet
werden, da das kryokonservierte Material der initialen padiatrischen ALL Proben nicht fur alle
Versuche ausreichend zur Verfigung stand. Die Ergebnisse zeigen eine gesteigerte CD107
Degranulation, sowie Zytokin-Produktion in den Ansatzen mit BiKE Antikdrper. Im Vergleich zu
dem unbehandelten Kontrollansatz waren diese zwar nicht signifikant unterschiedlich, jedoch
ist dies wahrscheinlich auf die geringe Anzahl an analysierten Proben zurlckzuflhren. Zwei der
vier analysierten Proben zeigten selbst unter Stimulation mit dem bispezifischen Antikdrper nur
eine geringe IFN-y Produktion. Dies konnte unter anderem auf eine Stérung im IFN-y oder IL12
Signalweg hindeuten. Darlber hinaus muss man konstatieren, dass die meisten leukdamischen
Proben Uber eine geringere CD16 Oberflachenexpression auf ihnren NK-Zellen verflgten und der
Einsatz von Interleukinen (IL2, IL12, IL15, IL18) sowie BiKE und TriKE zu einer weiteren
Reduktion von CD16 auf der Oberflache fihrt. In der Literatur wird dieses gangige Ereignis als
,Shedding” bezeichnet- ein Ereignis, welches auf die Aktivierung von Matrix
Metalloproteinasen zurlckzufihren ist und die NK-Zell Aktivierung voraussetzt. Es ist bekannt,
dass die Funktion und Expression von CD16 auf NK-Zellen durch die Metalloprotease ADAM17
(a disintegrin and metalloproetase-17) reguliert wird. Nach Aktivierung der NK-Zelle wird CD16
proteolytisch durch die Metalloprotease ADAM17 abgespalten und ist im Zelliberstand
nachweisbar (Grzywacz, et al 2007, Harrison, et al 1991, Romee, et al 2013). In diesem
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Zusammenhang zeigte Wiernik et al., dass die reduzierte CD16 Oberflachenexpression zu einer
verminderten CD107 Degranulation sowie Zytokin-Produktion fihrte, welche durch die
Inhibition von ADAM17 mittels spezifischem Inhibitor wieder gesteigert werden konnte. Die
vorliegenden Daten zeigen, dass sowohl die allogene als auch autologe NK-Zell Antwort via
CD16xCD33 und CD16xIL15xCD33 Antikorper stimuliert und potent induzieren werden konnte.
Sowohl die Degranulation, Zytokin-Produktion als auch Zytotoxizitat konnte in beiden
Versuchsansatzen merklich gesteigert werden. Hierbei wurden jedoch keine Unterschiede
zwischen dem BiKE und TriKE Antikdrper beobachtet. Dies konnte unter anderem auf die Dauer
der Stimulation und dem Ausgangspatientenmaterial zurtickzufihren sein. In der Originalstudie
beschreibt Vallera einen Stimulationsansatz, der sogar eine 24h Prdinkubation der
Effektorzellen mit den therapeutischen Antikdrpern beinhaltet. Bei dem eingesetzten
Patientenmaterial handelte es sich um defekte Empfanger NK-Zellen nach einer
hamatopoetischen Stammzelltransplantation. In der vorliegenden Arbeit hingegen wurden die
NK-Zellen Uber Nacht stimuliert (12-16h). IL15 ist ein Interleukin, welches die NK-
Zellentwicklung, Proliferation, Homdostase sowie die Vitalitat positiv beeinflusst und reguliert
(Bachanova, et al 2014, Munger, et al 1995, Steel, et al 2012). Denkbar ist, dass NK-Zellen im
Zuge der Kurzzeitstimulation nicht auf IL15 ansprechen und das eine langere Inkubationszeit
mit dem TriKE notwendig ist. Leider steht das Molekul fir weitere Studien nicht mehr zur

Verflgung.
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4.9 Zusammenfassung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die selektive Herunterregulation von HLA-E und -C in
ALL Patienten, eine weitere Strategie der Immunevasion der leukamischen Zellen vor der
Immunkontrolle zytotoxischer NK- und T-Zellen darstellt. Die vorliegende Arbeit liefert
eindeutige Hinweise darauf, dass HLA-E ein exklusiver prognostischer Marker fir die frihe
Erkennung eines Rezidives darstellt. Die Herunterregulation von HLA-E, respektive HLA-C
scheint ein notwendiges Ereignis darzustellen, um der immunologischen Kontrolle der NK-
Zellen entgehen zu konnen. Dabei scheint der Blast im Laufe der Pathogenese der Leukdamie
HLA-E auf ein Expressionslevel herunter zu regulieren, welches dem der T-Zellen entspricht
(Toleranzlevel), und somit eine ausreichende Inhibition Gber den Rezeptor NKG2A erzeugt.
Dabei korreliert die Herunterregulation von HLA-E in hdchstem Malse mit den erhobenen MRD
Daten und dem Krankheitsverlauf der Patienten. Die Analysen ergaben keine Assoziation
zwischen einem bestimmten HLA-E Genotyp bzw. einer Allel-Variante (HLA-E*01:01 (HLA-ER)
und HLA-E*01:03 (HLA-E®)) und scheinen deshalb fur alle B-ALL Patienten gleichermaRen
relevant zu sein. Eine interessante Frage, die sich aus der vorliegenden Arbeit ergibt ist,
inwiefern es sich bei der reversiblen HLA-E Herunterregulation um epigenetische Mechanismen
handelt, die einen Ansatzpunkt flr weitere Therapiemoglichkeiten bieten konnten.
Phanotypische Analysen der autologen Patienten NK-Zellen (AML und ALL) zeigten eine
signifikante Reduktion der Expression fur die Molekile CD16, Granzym B, Perforin, Nkp30 und
NKp46. Diese phanotypischen Analysen stitzen die Annahme, dass die leukdmischen Zellen sich
vor der NK-Zell-Lyse schiitzen, indem sie auf der einen Seite eine Modifikation der HLA-Klasse |
Expression herbeifihren und auf der anderen Seite fir die NK-Zell-Zytotoxizitat wichtige
MolekUlle in ihrer Expression beeintrachtigen. In diesem Zusammenhang wurde bereits ein
NKp30, sowie NKp46 defizienter Phdanotyp in adulten AML Patienten (Fauriat, et al 2007), sowie
eine vermindert CD16 Expression in MDS Patienten (Gleason, et al 2014) beschrieben. Ebenfalls
gezeigt werden konnte, dass durch eine geeignete Stimulation via therapeutischer
Antikorperkonstrukte (BiKE und TriKE) die Funktionalitat autologer und allogener NK-Zellen
annahernd wiederhergestellt werden kann. Es stellt sich die Frage, ob der Einsatz bi- oder tri-
spezifischer  therapeutischer  Antikdrperkonstrukte  eine  geeignete  alternative
Therapiemoglichkeit zu den vor kurzem entwickelten CAR-T-Zellen darstellt, die mit chimaren

Antigenrezeptoren gegen leukdmische Zielstrukturen transfiziert sind. Bei der CAR-T-Zell-
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Therapie wird der T-Zell Rezeptor gentechnisch so verandert, dass er entartet Zellen erkennen
kann, obwohl sie kdrpereigene Zellen sind. Jingste Ergebnisse von Maude et al., deuten auf das
grofRe Potential der CAR-T-Zell Konstrukte in der Leukdmietherapie hin (Maude, et al 2014). Es
stellt sich weiterhin die Frage, inwiefern kombinierte NK-Zell Stimulationsanséatze, z.B zellulare
Therapie plus Antikorper oder/und stimulatorischen Interleukinen sich positiv auf die

Funktionalitat der NK-Zellen auswirken konnten.
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