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Abstract: NK cells have a unique capacity to kill mutated or infected cells quickly.
These characteristics of the NK cell are greatly used in this M.Sc. thesis when
cytotoxicity analyses with varying conditions are performed. The main goal of this
thesis was to determine the effects of time and various cytokines on NK effector
cells. Therefore, the effects of cytokines on NK cells with various incubation times
and different target cells are presented. The target cells in the cytotoxicity analyses
were either K562, NK-92 or YT-cells.

The incubation of isolated peripheral blood mononuclear cells with various
cytokines showed that most of the cytokine treated effector cells showed higher
cytotoxicity than the control cells when K562 cells were used as target cells. When
NK-92 cells were used as target cells there were significantly less NK activity than
in experiments with K562 cells when effector cells were incubated with cytokines.
Experiments also managed to determine a timeframe when K562 cells were more
prompt for lysis than NK-92 cells. At 24-48 hours of incubation K562 cells showed
more lysis compared to NK-92 cells. When comparing at 48-72 hours of incubation
the effectors cells showed more NK activity against NK-92 cells than K562 cells.
The difference between NK-92 and K562 cell lysis can be an indication that
different NK subpopulations are responsible for lysis of K562 and NK-92 cells.

To determine if the low NK activity without any preincubation was due to regulatory
factors purification of NK cells was done. The purified NK cells used in 0- and 48
hours cytotoxicity analyses also showed a cytotoxic discrepancy between K562 and
NK-92 cells. This may indicate that there are some regulatory factors active, or that
there are two different subpopulations of NK-cells that are activated at different
timeframes.

Keywords: Cytokine treatments, cytotoxicity analyses, K562, NK-92, effector
cells

Date: 22.3.2021




Hans Bergman

ABO AKADEMI - Fakulteten for naturvetenskaper och teknik

Abstrakt

Amne: Cellbiologi

Forfattare: Hans Bergman
Arbetets titel: Karaktérisering av humana NK-celler med specificitet mot

immunoterapeutiskt (fas 1) godkdnda NK-92-celler

Handledare: Christer Lindqvist

Abstrakt: NK-celler har den unika kapaciteten att doda infekterade eller muterade
celler snabbt och effektivt. Dessa egenskaper utnyttjades i denna pro gradu-
avhandling da cytotoxicitetsanalyser med varierande cytokiner utfordes. Syftet med
avhandlingen var att klargora effekten av cytokinbehandlingar pa effektorceller, och
prelimindrt kartligga NK-aktiviteten av PBMC mot NK-92-celler. Utover det
klargjorde resultaten effekten av cytokinbehandlade NK-celler under varierande
tidsperioder. Isolerade perifera mononukledra blodceller och renade NK-celler
anviandes huvudsakligen som effektorceller. Som malceller 1 de utforda
cytotoxicitetsanalyserna fungerade K562, NK-92 och YT-celler.

Cytokinbehandlingarna visade en effekt da de flesta cytokinbehandlade
effektorceller dodade mer effektivt &n mediumbehandlade effektorceller dd K562
fungerade som malcell. Daremot var effekten av cytokinbehandlingen mindre da
NK-92 fungerade som malcell i forhallande till analyser utférda med K562 som
mélcell. Analyser med cytokinbehandlade PBMC visade intressant data di det
forekom stora skillnader 1 cytotoxiciteten trots samma cytokinbehandling men olika
maélceller. Skillnaden i cytotoxiciteten mot dessa tvd malceller gav dven en separat
tidsram, eftersom K562 lyserades mest nér effektorcellerna preinkuberades 1 2448
timmar respektive 48—72 timmar for NK-92. Denna skillnad 1 NK-aktiviteten av
PBMC beroende pa malcell kan bero pa att det finns flera olika subpopulationer av
NK-celler med varierande kénslighet beroende pd mélcell.

For att i en inblick i om effektorcellerna ér utsatta for ndgon slags reglering sdsom
steriska hinder, cell-cell-kontakter eller l6sliga faktorer renades NK-celler.
Reningen av NK-celler ur isolerade perifera mononukledra blodceller utférdes med
hjilp av Dynabeads® och de renade NK-cellerna anvéndes for 0 och 48 timmars
analyser.

Nyckelord: Cytokinbehandling, cytotoxicitetanalys, K562, NK-92, effektorcell
Datum: 22.03.2021
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Forkortningar

Histokompeatibilitetskomplex (eng. Major histocompatibility complex, MHC)
Perifera mononukleéra blodceller (PBMC)

CD (Eng. Cluster of differentiation)

Naturliga mordarceller (NK-celler)

TDA (bis(acetoxymethyl)2,2:6,2-terpyridine-, 6-dicarboxylat, BATDA)
IL-2 (interleukin-2)

IL-12 (interleukin-12)

IFN-y (interferon-gamma)

IL-21 (interleukin-21)

IL-15 (interleukin-15)

JAK (Janus Kinase)

STATS (signal transducer and activator of transcription 5)
IL-2R (interleukin-2 receptor)

TNF (eng. Tumour-necrosis factor)

TGF-B1 (eng. Transforming growth factor beta-1)
BATDA (eng. Benzophenonetetracarboxylicdianhydride)
EDTA (eng. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)
T-cellreceptor (eng. T-cellreceptor, TCR)
Effektor:mélcell forhéllande (E:M-forhallande)
Immunglobulin (Ig)

KIR (eng. Killer immunoglobulin-like receptors, KIR)

HLA (transplantationsantigen)
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1 Introduktion

Mainniskans immunforsvar dr uppdelat i tva delar, det specifika och ospecifika
immunforsvaret (1). Dessa tvd immunforsvar skiljer sig fran varandra med tanke pa

celltyper, responstid och verkningsmekanism.
1.1 Ospecifika immunforsvaret

Det ospecifika forsvaret kallas kroppens forsta forsvar och har en snabb responstid
jamfort med det specifika immunforsvaret. Till det ospecifika immunforsvaret hor
forutom celler &ven magsicken, 6gonen, saliv och huden (2). De vita blodkropparna
som tillhér det ospecifika immunforsvaret ar NK-celler, neutrofila granulocyter,
mastceller, makrofager, basofila granulocyter, eosinofila granulocyter och dendritiska
celler. Fran figur 1 kan det ses att beroende pé vilken differentieringsvig cellerna har

tagit sa tillhor de antingen den myeloida grenen eller den lymfoida grenen.

Celltyp:

Myeloid stamcell {@ Erytrocyter

Trombocyter

. Basofila granulocyter
Benmiirg

—

Eosinofila granulocyter

Neutrofila granulocyter
Multipotent stamcell

Mast celler

Monocyter

Makrofager

Dendritisk celler

Lymfoid stamcell B-celler

T-celler

NK-celler

Figur 1: Cellerna i blodet och deras differentieringsvigar. Beroende pd differentieringsvigen hor

cellerna antingen till den lymfoida grenen eller den myeloida grenen.

Dendritiska celler (eng. Dendritic cell, antigen-presenting cell, APC) har som uppgift
att snappa upp och behandla antigener som sedan introduceras for T-celler (3). Utover

det har dendritiska celler en viktig roll vid stimulering av T- och B-celler.
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Neutrofila granulocyter dr en variant av fagocyter som cirkulerar i blodet i stora
koncentrationer. Vid inflammation soker neutrofilerna sig till det inflammerade
omradet med hjilp av olika ytproteiner sdsom integriner och selektiner (4). Neutrofiler
ar den forsta vagen av celler som nar inflammationsomradet och dirmed en av de

forsta celltyperna som aktiveras vid inflammation.

Basofila granulocyter mognar i ryggmérgen och cirkulerar i det vaskuldra nétverket
dér de har en kort livstid pa ndgra dagar (5). Basofilernas huvudsakliga uppgift ér
producera cytokiner sdsom IL-4 och IL-13 som har en visentlig roll vid

inflammationer.

Eosinofila granulocyter dr granulocyter som befinner sig bland annat i mag- och
tarmkanalen, och verksamma frdmst i samband med parasitinfektioner (6). Eosinofila
granulocyter producerar inte interleukiner som mastceller och basofila granulocyter
utan producerar istillet eosinofila katjonproteiner och eosinofila peroxidaser som har

pro-inflammatoriska effekter (5).

Mastceller &r en celltyp som hor till den myeloida grenen och har en viktig roll vid
allergiska reaktioner och andra inflammatoriska processer (7). Dessa celler befinner
mest 1 saliv och huden och ddrmed &r de en stor del av kroppens forsta forsvar.
Mastceller differentieras i sitt verkningsomrdde som ir till exempel de perifera

vavnaderna sasom blodkirl (7).
1.2 Specifika immunforsvaret

Tack vare det specifika immunforsvaret har ménniskokroppen mojlighet att effektivt
doda patogener som tidigare invaderat kroppen (1). Celler som tillhor det specifika
immunforsvaret & T- och B-celler. Det specifika immunforsvaret anvinds da
kroppens ospecifika immunforsvar inte har kapacitet att doda den invaderande

patogenen 1i tid.
1.2.1 B-celler

B-celler binder till patogener med hjélp av antikroppar som leder till att B-celler
genomgér celldelning, varefter produktionen av de specifika antikropparna paborjas.

Antikropparna ror sig sedan runt i kroppen med hjélp av bland annat blodomloppet.
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Da B-cellerna binder till réitt antigen kan de medverka med aktiveringen av det

specifika immunforsvaret (1, 2).
1.2.1.1 Antikroppar

Antikropp kallas dven immunglobulin (Ig) vars bastruktur bestar av tvd tunga och tva
latta proteinkedjor (8). De tunga och litta proteinkedjorna kan indelas i regioner, en
variabel region och en konstant region. De variabla regionerna ar delarna som binder
antigener och de konstanta regionerna binder till proteiner pa immunforsvarets celler.
De konstanta regionerna bestammer till vilken av de fem grupperna IgG, IgE, IgA,
IgM och IgD antikroppen tillhor. Dessa olika grupper av Ig hittas i olika stéllen i

kroppen dir de har unika biologiska funktioner.

Litta kedjan
Tunga kedjan
Antigen bindande '-I
delen
| Disulfid
bindningar
Cellbindande I!isuli:ld W, och V,: Variabla regioner
delen bindningar C och C 'Konstanta regioner

Figur 2: Basstrukturen av en antikropp. Bldfdrgade delarna dr disulfid bindingarna, Vi och Vy dr de

variabla regionerna, Cr och Cy dr de konstanta regionerna. Modifierad fran (9).

1.2.2 T-celler

T-celler hirstammar frdn benmérgen, varefter de migrerar till brdssen dar de
differentierar. T-celler kategoriseras i olika grupper beroende pd funktionen av
ytmarkorerna som forekommer pa cellytan (10, 1). De viktigaste subklasserna av T-

celler dr cytoxiska T-celler, T-hjélpar celler samt regulatoriska T-celler.

Hjéalpar-T-celler dr en del av det specifika immunforsvaret, vars uppgift ér att aktivera

immunforsvarets celler (11). Genom att utsondra cytokiner kan hjélpar-T-celler uppna
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en Onskad effekt pd bade nérvarande och avldgsna celler. Hjilpar-T-celler kan
aktiveras med hjilp av antigenpresenterande celler (eng. antigenpresenting cells,
APC), som sker i tvd faser. I den forsta fasen binder hjdlpar-T-cellens TCR (7-
cellreceptor, TCR) till antigenpresenterande cellens antigenbundna MHC-komplex
(eng. Major histocompatibility complex, MHC). 1 den andra fasen binder den
sekundérstimulatoriska-receptoren CD28 till den antigenpresenterande cellens ligand

B7, vilket leder till aktivering av hjélpar-T-celler.

Cytotoxiska T-celler hor till de celler 1 det specifika immunforsvaret som dodar
muterade- eller infekterade celler (2). Cytotoxiska T-celler har specifika T-
cellreceptorer som binder till specifika antigener. Nér T-cellreceptorer binder till den
ritta antigenen aktiveras cellen, vilket ofta leder till inducering av apoptos i mélcellen.
For att cytotoxiska T-celler inte ska doda kroppsegen védvnad sé krivs det tva skilda

signaler fOr att inducera apoptos.

Den regulatoriska T-cellens huvudsakliga roll &ar att reglera det specifika
immunforsvaret sa att ingen sjilvskada sker (12, 13). Regulatoriska T-celler anvinder
for det mesta cytokiner for att inducera en nedreglerande respons i effektor-T-celler
(13). De kan &dven signalera med hjélp av cell-cell-kontakter via cytokinen TGF-B1
(eng. Transforming growth factor beta-1, TGF-f1). TGF-B1 ér inte en 16slig cytokin
utan &r fastankrad i cellmembranet, TGF- B1 liganden binder till TGF-B1 receptorn
och inducerar immunsuppression (14). Det finns tva grupper av regulatoriska T-celler
de nativa och de adaptiva (12). Nativa regulatoriska T-cellerna ansvarar for att inga
autoimmuna angrepp sker i kroppen genom nedreglering av aktiva immunceller i
normala tillstdnd. De adaptiva regulatoriska T-cellerna bildas d& immunforsvaret
stoter pa infekterade- eller muterade celler. Cancerceller kan signalera for
differentiation av regulatoriska T-celler som leder till en nedsédnkt immunrespons mot

cancercellerna.
1.2.2.1 T-cell receptor och MHC-1 proteinkomplexet

T-cellens motsvarighet till B-cellens antikropp ar T-cellreceptor (13, 15). TCR bestér
av tvd monomerer, o och . TCR &r den receptor som ansvarar for att kdnna igen
antigener som har bundit till MHC-komplexet pé cellytan av den infekterade cellen
(16). Dessa monomerer har olika genvariationer som leder till en stor variation av T-

cellreceptorer. Bdde a och P har en extracellulir och intracelluldr del, diar den

5



Hans Bergman

extracelluldra delen utgdr den variabla regionen och intracelluldra den konstanta
regionen (15). Konstanta regionen star for signaltransduktionen in i cellen. Den
variabla delen av TCR ir den delen som binder till peptidfragmenten som &r bundna
till MHC-1. Denna region dr den som ger TCR variation och mojligheten att kénna
igen olika peptidfragment bundna till MHC-1, som &r ett proteinkomplex som
uttrycker fragment av peptider som producerats intracelluldrt, sékallade kroppsegna
peptider (17). En annan bendmning for MHC-1 proteinkomplexet i médnniskan &r

transplantationsantigen eller HLA.

Ifall cellen dr utsatt for ndgon mutation eller infektion kommer det med stor
sannolikhet att bindas icke kroppsegna peptidfragment till MHC-1. Ifall dessa
peptidfragment &r kroppsegna s& fungerar MHC-1 som en inhibitor. Om
peptidfragmenten som uttrycks av MHC-1 inte dr kroppsegna s& fungerar MHC-1 som
en aktivator. Ifall MHC-1 uttrycks lite eller inte alls pd grund av cancer eller

virusinfektioner blir cellerna en maltavla for NK-celler.
1.3 NK-celler

I Ivan Roitts laboratorie uppticktes r 1973 celler med en cytotoxisk aktivitet som var
varken T- eller B-celler (18). I Sverige ar 1975 upptickte Rolf Keissling lymfocyter
som inte krdvde en antikropp eller tidigare stimulering for att doda cancerceller, dessa
celler fick namnet naturliga mordarceller. Samma &r upptiackte Ronald Herberman att
det fanns en subpopulation av celler som visade cytotoxisk aktivitet redan efter fyra
timmar, dessa fick namnet NK-celler (19). NK-celler dven kallade naturliga
mordarceller hor till det ospecifika immunforsvaret. Naturliga mordarceller
hérstammar frén hematopoetiska stamceller och differentieras i bdde benmérgen och i
lymfkirlen. Detta menar att NK-celler har sitt ursprung ur den lymfoida grenen, till
den lymfoida grenen hor B-, T- och NK-celler (20, 21). Av PBMC i blodet dr 5-15 %
NK-celler (22). NK-celler har en viktig funktion 1 ménniskans vardag eftersom de kan

eliminera vissa virusinfekterade- och cancerceller.

NK-celler har en forméga att doda genom att utsondra cytotoxiska d&mnen, detta sker
utan en fordrdjningsfas (23). De verksamma dmnen som utsondras dr perforin och
granzyme B. Perforin &r ett protein som har formagan att bilda tunnlar i membran
vilket leder till att molekyler kan ta sig igenom cellmembranet in i cellen (24). Tack

vare perforins formaga att andra membranstrukturen pa mélcellen kan granzyme B ta
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sig in i cellen och initiera apoptos (25). Granzyme B ir en protease som klyver kaspas
8, 10, 3 och 7 som initierar apoptos inifrdn malcellen. Detta sker via olika

signaleringskaskader sdsom utsondring av cytokrom C fran mitokondriet (25).

NK-celler har en synergi med celler fran det specifika immunforsvaret tack vare att
dessa celler utsondrar cytokiner som aktiverar NK-celler. Speciellt dendritiska celler
som utsondrar IL-15 och makrofager som stér for utsondringen av IL-12 och IL-18 dr
viktiga for aktivering av NK-celler (26). Forutom att NK-celler kan utan fordr6jning
doda virusinfekterade- och cancerceller, spelar NK-celler d&ven en roll i att nedreglera

celler fran det specifika immunforsvaret genom utsondring av cytokiner.
1.3.1 NK-cell receptorer

NK-cellen har olika receptorer pa cellmembranet som har bade aktiverande och
nedreglerande effekter pd NK-aktivitet. Tabell 1 representerar aktiverande receptorer,
inhiberande receptorer och cytokinreceptorer som dr nirvarande pa ytan av en NK-
cell (26). Ytmarkorer som identifierar NK-prekursorer dr CD34", CD3", CD4" och
CDS§" dir positiva mirket indikerar ndrvaro av ytmarkoren och negativa tecknet

franvaron (23).

De vanligaste aktiverande och inhiberande receptorerna som uttrycks pa NK-cellernas
cellmembran édr KIR (eng. Killer immunoglobulin-like receptors, KIR) (27). Tack vare
dessa receptorers stora diversitet kan NK-cellerna kénna igen flera olika allotyper av
HLA. Dessa receptorer dr heterodimerer som har en extracelluldr del som binder till
liganden, och en intracelluldr del som for signalen in 1 cellen. Inhiberande KIR binder
till olika varianter av HLA-A, HLA-B och HLA-C (transplantationsantigen) som
uttrycks pé kroppsegna friska celler. En del cancer- och virusinfekterade celler
uttrycker oftast inget eller vildigt lite av transplantationsantigener, detta leder till att
ingen aktivation av inhiberande KIR sker. Figur 3 demonstrerar hur cytotoxiciteten av

NK-cellen &r beroende av vilka molekyler som uttrycks (28).
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Figur 3: Cytoxiciteten av NK-celler dr beroende av vilka molekyler som uttrycks mellan NK- och

madlcell. Modifierad fran (28).

Aktiverande KIR binder till andra typer av HLA sdsom HLA-C2 och HLA-A3/A1

(29). Ifall den aktiverande signaleringen dr starkare 4n den inhiberande signaleringen

aktiveras NK-cellen (27). En av de viktigaste cytokinreceptorerna som uttrycks pa

NK-cellen dr cytokinreceptorer dir den sd kallade common-gamma chain” ingér (30).

Tabell 1: Tabell pa aktiverande-, inhibitoriska- samt cytokinreceptorer som finns pa NK-celler.

Redigerad fran (26, 31).

Aktiverande receptorer | Inhibitoriska Cytokinreceptorer
receptorer

NKp46, NKp3, NKp44 | LAIR-1 IL-1R
CD16/CD9%4/CDg4 CEACAM-1 IL-2R
hNKp30/44/80 TIGIT IL-12R
mNKR-P1C KLRG-1 IL-15R

2B4 mNKR-P1B/mNKR-P1D | IL-18R

Ly9 M Inh.Ly49 IL-21R
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M Act.Ly49 CDY94/NKG2A IFNAR
hKIR-S hKIR-L

NTBA hLILRBI

CRACC

TRAIL

Som tabell 1 visar finns det mer NK-cell aktiverande receptorer dn inhibitoriska
receptorer. Niar NK-celler kommer i kontakt med andra celler sa dr NK-cellernas

huvudsakliga uppgift att kéinna igen MHC-1 ytproteinet.
1.4 Malceller
1.4.1 K562-celler

K562 dr NK-kinsliga malceller som é&r isolerade frdn en 53 ar gammal kvinna med
kronisk myeologen leukemi ar 1975 av Lozzio’s forskningsgrupp i Philadelphia (32).
K562-celler har nedreglerade gener som spelar en kritisk roll i celladherens (33).
K562-celler har en ovanligt kort kromosom 22, som kallas Philadelphia kromosom
(eng. Philadelphia chromosome). Den korta kromosomen leder till att genetiskt
material frdn kromosom 9 och kromosom 22 sammanslas och fusionsgenen BCR-
ABLI uppstar (34). BCR-ABLI ir ett tyrosinkinas-komplex som &r konstant aktivt
och didrmed nedregulerar gener som har en effekt pa celladherens (33). BCR-ABL1
fusionsgenen fungerar dven som en ytmarkor sé att man kan identifiera celler med en
Philadelphia kromosom. K562-cellinjen uttrycker bara sma mangder MHC-1 och

anvands darfor som malcell for olika NK-cellinjer (35).
1.4.2 NK-92-celler

Ar 1992 lyckades Hans Klingemann i Vancouver Canada isolera NK-celler fran
periferala blod leukocyter som hédrstammade frén en patient med granulidr lymfoma
(36). Dessa isolerade NK-celler fick namnet NK-92-celler. NK-92-celler bevarar
cytotoxiciteten da de inkuberas i medium som innehéller fetalkalvserum och IL-2.
Cellinjen NK-92 anvéinds mycket inom forskning och kan frysas ner utan att dess
cytotoxicitet paverkas (37, 36). Olika NK-cellinjer har isolerats fran patienter med

NK-cell lymfom men ingen av dessa NK-cellinjer har visat lika hog cytotoxicitet mot
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tumdrceller som NK-92 (36). NK-92-celler ar av speciellt intresse da de kan
modifieras med hjélp av en CAR (eng. Chimeric Antigen Receptor, CAR) vars uppgift

ar att oka specificiteten av NK-cellen.
1.4.3 YT-celler

YT ér en cellinje som isolerades fran en 15 érig pojke med akut lymfoblastisk lymfom
ar 1985 1 Japan av Yodoi’s forskningsgrupp (38). Denna cellinje &r tetraploid och har
flera ytreceptorer som dr liknande som NK-cellernas ytreceptorer sésom HNKN-1 Ag
(38). I en studie av (39) framkom det att YT-celler har en cytotoxisk effekt mot
myelomceller med ytmarkéren CD86 da YT-celler inkuberas med cytokinen I1L-2.
Eftersom cytotoxiciteten har sedan tidigare etablerats kunde cellerna anvindas som
bade mal- och effektorceller i denna pro gradu-avhandling. Tabell 2 visar de olika

malcellernas ytmarkdrer.

Tabell 2: Ytmarkérer som uttrycks av mdlcellerna (40, 41, 42,).

K562-celler NK-92-celler YT-celler
CD45, CDI13, CD34, | CDI1o0, CD2, CD7, | CD7, CD28, CD30,
CD71, CD61 CDl11a, CD28, CD45, | CD45R0, TLiSA, S6F1,

CD54, CD56, CD4, CD3, | CD25, CD56, HLA-DR
CD1, CDS5, CD8, CDI10,
CDl16, CDl14, CDI19,
CD20, (D23, CD34,
HLA-DR

1.5 Cytokiner

Cytokiner ar proteiner som utsondras av olika celler och leder till olika reaktioner
beroende pa cytokinen (40). Cytokinerna kan ha en pro-inflammatorisk effekt eller en
anti-inflammatorisk effekt. Cytokinerna har tre olika signaleringsmdojligheter:
autokrin, parakrin eller endokrin signalering. Nér cellen producerar och stimulerar sig
sjdlv. med cytokiner kallas det autokrin signalering. Parakrin signalering dr nir
cytokinerna har en effekt pa nirliggande celler och endokrin signalering dr nir de

paverkar celler lidngre ifran. Figur 4 visar de olika signaleringsmdjligheterna.
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Cytokiner har olika namn beroende pé celltypen som producerat dem. De cytokiner

som anvéndes i denna avhandling var interleukiner som dr producerade av leukocyter.

. O- T ., ) ..
< Blodomloppet
Avligsen cell

Endokrin signalering
@ v ==
Parakrin signalering Nirliggande cell

: ; A
Autokrin signalering

Figur 4: De olika signaleringsmojligheter cellerna anvinder sig av. Svarta prickarna dr

signaleringsmolekylerna.

1.5.1 1IL-2

IL-2 ar ett 15,5 kDa stor cytokin med fyra a-helixar (41). IL-2 binder receptorn IL-2R
och har olika egenskaper 1 kroppens immunforsvar. Till dessa egenskaper hor
stimuleringen av regulatoriska T-celler och 6kningen av kroppens immunresponser
mot cancerceller. Utdver detta har IL-2 dven en viktig roll i differentieringen av naiva
T-celler (42). IL-2 kan stimulera NK-cellernas cytotoxicitet, 6ka produktionen av
cytokiner 1 NK-celler samt 6ka NK-cellernas motilitet (41). IL-2 produceras 1 stort sett
av CD4+ T-celler och CD8+ T-celler (43).

1.5.2 1IL-12

IL-12 dr en 70 kDa stor cytokin som produceras huvudsakligen av aktiverade B-celler,
makrofager och dendritiska celler (44). IL-12 har en heterodimerisk struktur med fyra

a-helixar. IL-12 skiljer sig frén de andra interleukinerna d& den kodas av tvd olika

11
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gener. IL-12 familjens heterodimeriska struktur mojliggdr interaktioner som inte kan
utforas av andra cytokiner (44). Till IL-12 familjen tillhor IL-23, IL-12, IL-27 och IL-
35. IL-12 och IL-23 har en aktiverande effekt medan IL-27 och IL-35 har en
nedreglerande effekt pa immunresponsen. IL-12 har en proinflammatorisk effekt da
den stimulerar T- och NK-celler att producera IFN-y (interferon-gamma) (45). Nér
IFN-y produceras av T- och NK-celler sker det en aktivering i antigenpresenterande
celler (APC). Denna aktivering leder till att APC producerar mer IFN-y vilket leder
till en positiv feedbackloop.

1.5.3 1IL-15

IL-15 &r en 14-15 kDa stor cytokin som binder till IL-15 Ra receptorn som finns pa
ytan av makrofager, monocyter, NK-celler, B-celler, T-celler och dendritiska celler
(46). IL-15 produceras huvudsakligen av fibroblaster, makrofager, monocyter och
dendritiska celler. Produktionen av IL-15 i de olika cellerna dr vildigt noggrant
reglerad da IL-15 har en stor pro-inflammatorisk effekt pd dess mélceller (47). I NK-,
B- och T-celler inducerar IL-15 cellproliferation och celldifferentiation samt dkar IL-
15 cytotoxiciteten av dessa celler. I makrofager okar IL-15 fagocytosaktiviteten

medan i dendritiska celler har IL-15 en effekt pé cellproliferation (46).
1.54 1IL-21

IL-21 &r en 14 kDa stor cytokin som har en bred mélgrupp av celler och produceras
huvudsakligen av T- och NK-celler (48). IL-21 har en effekt pa dendritiska celler, T-
celler, NK-celler, makrofager och B-celler. I B-celler reglerar IL-21 cellproliferation
och differentiering av B-celler till minnes B-celler. IL-21 framkallar differentieringen
frain M1 makrofager till M2 makrofager. I NK-celler har IL-21 effekt pa
cellproliferation och NK-cellernas cytotoxicitet da patogener ar niarvarande. I CD4+
och CD8+ T-celler 6kar cellproliferation samt cytotoxiciteten. Om IL-21 eller dess

receptor IL-21R muteras i celler minskas effekten av organismens immunrespons (49).
1.5.5 Interferon Gamma

Interferon-y &r en 25 kDa stor cytokin som spelar en stor roll i kroppens kamp mot
cancer (50). Onormalt forhdjd produktion av interferon-y leder till autoimmuna
sjukdomar. Interferon-y aktiverar expressionen av MHC-2 proteinkomplexet pa

cellmembranet och aktiverar makrofager for fagocytos. Dessa cytokiner produceras
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mest av NK-, CD8+ och CD4+ T-celler. Interferon-y binder till IFNGRI1

(interferongamma receptor-1) som ir en typ 2 interleukinreceptor (51).
1.5.6 Interleukinreceptorer och dess verkningsmekanismer

Interleukinreceptorer delas upp i tvé klasser: klass 1 och klass 2, och de vanligaste
interleukinreceptorerna &r dimerer (52). klass 1 interleukinreceptorer binder for det
mesta bara interleukiner, och har identiska signaltransducerande subenheter. Ddremot
binder klass 2 receptorer bara nagra fa interleukiner och istéllet binder de interferoner
sasom IFN-y. Cytokinerna IL-2 och IL-15 har en gemensam subenhet som har namnet
IL-2/15RP. Det som mojliggor att cellen kan skilja ifran IL-2 eller IL-15 é&r
interleukinernas a-kedja (53). Denna kedja har en viss affinitet till
receptorsubenheterna beroende pa cytokinen, som leder till olika signaleringskaskader
dd IL-2 eller IL-15 binder till receptorn. Det finns tre olika interleukin-2
receptorkedjor yc (CD132), B (CD122) och a (CD25). Dessa proteinkedjor bildar
komplex som har en inverkan med vilken affinitet IL-2 binder (41). Figur 5 visar hur

interleukinreceptorerna har en identisk subenhet i1 detta fall gamma-kedjan.

Figur 5: Strukturer av ofta forekommande interleukinreceptorer med gamma-kedja. Redigerad frdn

(54)
1.6 Tidsupplosta immunofluorescenta analyser

Tidsupplosta immunofluorescenta analyser ér fordelaktiga da radioaktiva dmnen inte
behover anvindas som flourescenta sonder (55). En mycket anvédnd tidsupplost
fluorescens baserad metod dr den som anvédnds for att méta cellers cytotoxiska
formiga (56). 1 den metoden inmirks maélcellerna med BATDA (eng.
Benzophenonetetracarboxylicdianhydride) som efter upptagning omvandlas till TDA
med hjdlp av intracelluldra esteraser. Denna omvandling framgér i figur 6.
Ovanndmnda egenskaper utnyttjas dd effektorcellerna dddar malcellerna och
cellmembranet lyseras vilket leder till att TDA licker ur cellen och kan ddrmed méitas.

Europium tillsétts for att bilda ett kelat med TDA som lickt ur de lyserade cellerna.
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Kelatet fungerar som den langlivade flourescenta sonden och méjliggdr métning av
mingden lyserade celler. De ldnglivade fluorescenta sonder mdjliggdr mitning av
emissionsignalen 1 ett betydligt senare skede én icke tidsbaserade analyser. Denna

egenskap ger ldga bakgrundstérningar.

A
Cell membran

| | | = ﬁ Hydrolysering =y -.\

Q - ) = 0 : - o | " | o
N N M s~ - " = " ) N =
0\_] 0 3 T !
a. CH CHi. .0 _;: -
1‘:/ T ' + 2 CHLCOO + 2 HyCO
Lysering av cell membran
B .
Eu3+

o | | | = 4] -

0 0

Figur 6: En schematisk illustration hur BATDA hydrolyseras da dmnet tar sig in i cellen, och hur
europium bildar ett kelat med TDA redigerad frdn: (56).

1.7 Dynabeads®

Dynabeads ® &r kulor som anvénds for att isolera och separera specifika celler med
hjilp av magneter (57). Dessa kulor dr gjorda av polysteren som dr ett aromatiskt
kolvite. Kulorna har en sfarisk form och ytan dr 6verdragen med streptavidin for att
kunna binda biotinylerade antikroppar. Dessa polymerer dr superparamagnetiserade
vilket innebér att de dr bara magnetiska ifall de utsitts for ett magnetiskt falt. Denna
paramagnetiska egenskap mdjliggér ater suspension av dessa kulor nir magnetiska

faltet upphor.

Till dessa kulor kan man tillsdtta specifika antikroppar som till exempel binder till
membranbundna differentieringsantigener som finns pa cellerna av. Vid isolering med
hjilp av dynabeads &r det ofta bra att de celler som &r av intresse forblir ororda da de
inte bundit till magnetkulorna. Figur 7 hénvisar de olika stegen hur en isolering av

NK-celler sker ur helblod.
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Figur 7: Rening av NK-celler med hjdilp av Dynabeads™. Modifierad fran (57).

1.8 Malsittningar
Malsittningar som stillts for detta projekt:

e Pavisa att det &r NK-celler som dodar NK-92-celler.

e Undersoka hur dessa NK-cellers (med specificitet for NK-92-celler)
cytotoxiska formaga pdverkas genom inkubering i1 vanligt odlingsmedium
under 0—72 timmar.

e Undersoka hur dessa NK-cellers cytotoxiska forméga pdverkas genom
inkubering av 1 narvaro av IL-2, IL-12p70, IL-15, IL-12 eller IFN-gamma
under 0-72 timmar.

e Prelimindra undersokningar huruvida dessa NK-cellers aktivitet dr relaterad
till NK-92-cellens egen cytotoxiska aktivitet mot K562-celler.

e Initiala undersokningar huruvida NK-celler med specificitet for NK-92-celler

regleras av CD4" celler.
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2. Material och metoder
2.1 Cellkultur

Cellinjerna NK-92, PBMC, K562 samt YT odlades i RPMI 1640 i ndrvaro av 5 %
fetalkalvserum (GIBCO™, [nvitrogen Corp., Paisley, UK.), 2 mM L-glutamin, 10
U/ml penicillin G natriumsulfat och streptomyosin sulfat (GIBCO™). Utdver det
tillsattes det i NK-92-cellernas medium 20 U/ml IL-2 (Peprotech lot: 0116226).
Forhallanden 1 inkubatorn var 37 °C och 5 % koldioxidhalt. Da effektorcellerna
cytokinbehandlades spiddes cellerna ut till koncentrationen 1x10%/ml och cytokiner
tillsattes i preinkubationsmediet. Preinkubationerna av effektorcellerna gjordes pa

Nunclon™ surface (Thermo Scientific™) petriskalar.
2.1.1 Cytokiner

Samtliga cytokiner l0stes upp 1 MQ-vatten till en koncentration av 10 pg/ml
(Peprotech IL-21: lot 0116226, IL-15 lot 0804CY12C155, IL-12: lot 0715611 och IL-
2: 1ot 080CY12 C155).

2.1.2 Cellrakning och tvitt av celler

Ritt koncentrationen av celler som anvéndes till inmarkningen med BATDA eller som
effektorceller uppnaddes med hjélp av cellrdkning. Detta gjordes efter att cellerna hade
tvittats tre ganger i RPMI 1640 + 5 % fetalt kalvserum och centrifugerats (583 g,
5min, 20°C). Cellerna spéaddes ut tiofaldigt i trypanbld farg som mojliggor rakningen
av doda celler. 10 pl cellsuspension togs och blandades med 90 pl trypanblé 16sning
varefter 10 ul trypanblé+cellsuspension 10sning tillsattes 1 en Burker kammare och

raknades med hjélp av ett mikroskop.
2.1.3 Datahantering

Resultaten dr analyserade med hjélp av statistikprogrammet GraphPad Prism 9 version
4.00 (San Diego, California USA). GraphPad Prism anvindes for att rikna medeltal,
standardavikelse och for att utféra oberoende t-test mellan cytokinbehandlade K562-
och NK-92-celler. Alla p-virden under 0,05 betraktades som signifikanta och

markerades med *.
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2.2 Ficoll-Hypaque™ densitetcentrifugering

Det firska blodet tappades ur blodpasen i ett 50 ml falconrdér (Thermo Fisher
Scientific) varefter blodet centrifugerades (583 g, 5 min, 20°C). 20 ml av plasmat som
lagt sig hogst upp i roret avlagsnades med en pasteurpipett, varefter 20 ml 1640-RPMI
medium tillsattes och cellsuspensionen omskakades. 6 ml av cellsuspensionen
tillsattes 1 ett ror med Ficoll-Hypaque 16sning, och detta gjordes 6 génger varefter
roren centrifugerades (583 g, 25 min, 20°C). Figur 8 illustrerar hur ett provror sag ut
efter centrifugeringen. R6da blodkropparna trycks ner i rorbottnet och Ficoll-hypaque
lagret bildas ovanpa, vilket separerar réda och vita blodkroppar. Cellerna av intresse
ar de vita blodkropparna som befinner sig mellan Ficoll-Hypaque lagret och
blodplasmat. Dessa vita blodkroppar togs med en pasteurpipett och dverfordes till ett

skilt ror varefter PBMC ér klara for anvéndning.

i

Plasma
.-*"",’—

_’_’_,_,.-r—'-‘-'ita blodkroppar
,‘,,'-f'—l-_in:-:-]l—h}-'paque
f/'_,,—-'—Rﬂj da blodkroppar

0

Figur 8: lllustration av ett provror efter en lyckad densitetcentrifugering, cellerna av intresse dr de vita
blodkropparna som har isolerats fran réda blodkroppar med hjilp av Ficoll-Hypaque [osning
Modifierad fran (58).

2.3 Inmirkning av mélcellerna med BATDA

Mailcellerna spéddes till koncentration 1x10%/ml och preinkuberades i ett vattenbad i
~ 37 °C i 15 minuter, varefter 1-1,5 pl BATDA tillsattes i cellsuspensionen.
Malcellerna lades sedan i ett vattenbad i ~ 37 °C 1 25 minuter. Cellerna tvittades sedan

tre gdnger 1 medium (RPMI 1640+FCS 5 %) med centrifugering (583 g, 2 min, 20°C).
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Efter tvitten justerades malcellernas koncentration till 5000 celler/100 pl, varefter de
blandades med effektorceller i en 96-hélsplatta (Sarstedt Inc, Niimbrecht, Tyskland)
och inkuberades 1 2 timmar (37°C, 5 % koldioxidhalt).

2.4 Uppsittningen av cytotoxicitetsanalysen

Cytotoxicitetsanalysen utfordes i en 96-hals platta med V-botten kopt frdn Sarstedt
Inc. Effektorcellerna tvittades med hjélp av centrifugering i medium (RPMI 1640+5
% FCS) varefter de riknades och justerades till koncentration 5x10° celler/ml. Efter
tvitten tillsattes 100 ul (5x10° celler/ml) av effektorceller i triplikat och en
seriespiadning gjordes for att uppna 100:1, 50:1, 25:1, 12,5:1, 6,25:1 och 3,125:1
effektor/mélcell-forhallanden. Varefter 100 pl (5x10° celler/ul) av BATDA inmérkta
celler kunde tillsdttas 1 brunnarna vilket ledde till en slutvolym av 200 pl per brunn.
procent lys riknades for varje enskilda experiment med hjilp av ett maximalt och
spontant véirde. Dessa viarden kunde fis med hjilp av att blanda 100 pl (5000
celler/100 pl) malceller med antingen 0,05 % Triton X-100 som uppgav maximal
fluorescence eller 100 pul medium (1640 RPMI+ 5 % FCS) som uppgav spontan
fluorescence. D4 plattan var fardig for inkubering gjordes en kort centrifugering (162
g, Imin, 20°C) varefter plattan inkuberades i 2 timmar i 37 °C, 5 % koldioxidhalt och
95 % luftfuktighet.

Efter inkuberingen centrifugerades 96-halsplattan (583 g, 5min, 20°C) sd att en
cellpellet av de kvarvarande levande cellerna skulle bildas. Brunnarna i en Costar
RIA/EIA 96-hélsplatta (Corning Inc., Corning, NY, USA) som korrelerade med
plattan som cytotoxicitetsanalysen skedde 1 tillsattes 100 pl europiumldsning
(PerkinElmer, Inc.). 20 ul av effektor/mélcell-16sning togs och tillsattes 1 plattan med
europiumlosning och plattan skakades 1 15 minuter varefter fluorescencen méttes med
1420 Victor multi-label counter (PerkinElmer Inc.) Procentvérden av fluorescensen

som utgavs rdknades med hjilp av foljande formel:

Specifik fluorescens (lysprocent) =

Experimentell fluorescens—spontan fluorescens

x100%.

Maximal fluorescens—spontan fluorescens
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2.5 Tviitt av dynabeads® och behandling

PBMC tvittades i sterilt isoleringsbuffert som bestod av Ca** och Mg 2" fri (GIBCO)
PBS* + 2 % FCS och 2mM EDTA (eng. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA).
PBMC spidddes ut med medium till 100x10%ml och anvindes i reningen med
Dynabeads (Dynabeads Untouched ™ Human NK Cells [cat no 11349D/Invitrogen].
Reningskulorna vortexades varefter de 750 pl Dynabead losning som inneholl
antikropparna tillsattes. de antikroppar som anvéndes var 1gG antikroppar for CD3,
CD14,CD36,CDw123, HLA klass 2 och CD235a. 1 ml av isoleringsbuffert blandades
med pérlorna varefter de placerades i en magnetstidllning (Dynal MPC-1) i 1 minut i
en horisontal position varefter bara supernatanten halldes ut. 750 pl isoleringsbuffert

tillsattes i roret med pérlorna och fick sté i kylskap tills anvandning.
2.5.1 Isolering av NK-celler

600 ul av 100x10%ml PBMC 16sning togs och fordes dver till ett skilt ror, detta gjordes
1 tvd separata ror. 200 pl av varmeinaktiverat FCS och antikroppsmix lades till i bada
roren. Dessa ror lades pd gungning 1 20 minuter 1 4°C. Varefter 5 ml PBS* lades 1
varsitt ror och centrifugerades i (420 g, 8min, 8°C). Supernatanten hélldes ut fran bada
roren varefter 16sningen som inneholl reningspérlorna (Dynabeads™) fran kylskapet
lades till réren och inkuberades 1 15 minuter under mjuk blandning. Sedan lades 5 ml
isoleringsbuffert till bdda roren och blandades om cirka 10 ginger per ror. Efter
blandning lades roren 1 en magnetstillning (Dynal MPC-1) i 2 minuter och
supernatanten togs tillvara och centrifugerades (583 g, 5 min, 20°C). Bada
cellsuspensionerna l6stes upp i RPMI-1640 + 5 % FCS medium och riknades varefter
cellkoncentrationen justerades till 5x10°ml som anviindes i analysen. Resten av
5x10%/ml cellsuspensionerna justerades till 1x10%/ml och inkuberades enligt den

indikerade tiden 1 37°C, 5 % CO..
3. Resultat
3.1 PBMC visar NK-aktivitet mot NK-92 och K562-celler

Figur 9 dr sammanstélld fran experiment med PBMC som effektorcell och YT, NK-
92, och K562 som malceller. PBMC visade cytotoxisk aktivitet mot bade K562- och
YT-celler vid 6,25:1 E:M-forhdllande med 5 % lyserade méalceller vid bada fallen.

Nar E:M-forhallandet steg gick NK-aktiviteten mot Y T-celler nerat och hélls vid ~ 2
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%. Déremot med K562 som maélceller kunde en cytotoxicitet pa 72,2 % uppnas vid
100:1 E:M-forhallande. Vid samma E:M-forhallande visade PBMC en cytotoxisk
aktivitet pa 34,1 % mot NK-92-celler.
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Figur 9: Data ur cytotoxicitetsanalyser med PBMC som effektorcell och YT (O), NK-92 (c) och K562
(W) som mdlceller, Resultaten dr redovisade som medelvirde + standardavvikelse och dr baserade

pd 3 oberoende experiment.

3.2 Inverkan av cytokinbehandling pa NK-aktiviteten av PBMC under inkubation
3.2.1 Effekten av IL-2 pa NK-aktiviteten av PBMC under inkubation

Figur 10 visar cytotoxiciteten av PBMC vid preinkubering 1 0—72 timmar. Figur 10
representerar d& PBMC var preinkuberade 1 50ng/ml IL-2 samt ndr de var

preinkuberade 1 medium.

Vid 72 timmars preinkubering i IL-2 och E:M-forhédllandet 100:1 var cytotoxiciteten
av PBMC mot NK-92-celler 59,7 % respektive 75,4 % for medium behandlade
PBMC. Nir effektorcellerna var preinkuberade i1 48 timmar visade IL-2 behandlade
PBMC en cytotoxisk aktivitet pd 60 % respektive 59,7 % for medium behandlade
PBMC. 24 timmars preinkubation i IL-2 visade PBMC en cytotoxisk aktivitet pa 60,6
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% mot NK-92-celler, d& preinkubation i medium uppgav en lysis procent pa 43,8 %.
Aven vid 1aga E:M-forhillanden kan en cytotoxisk aktivitet mot NK-92-celler ses i
biade medium och IL-2 behandlade PBMC. Vid 24 timmars inkubation och 12,5:1
E:M-forhallanden visar IL-2 preinkuberade PBMC en cytotoxicitet pd 11,6 % mot
NK-92-celler och 13,8 % da PBMC var preinkuberade i medium. Nér effektorcellerna
preinkuberades 1 72 timmar i IL-2 uppnaddes en cytotoxisk aktivitet pa 14,1 % nér
E:M-forhallandet var 12,5:1. Preinkubation i medium under samma tid och

forhdllanden gav PBMC 20,1 % lyserade malceller med NK-92 som malcell.

Med K562 som mélceller gav det en cytotoxisk aktivitet pd 74,1 % vid 24 timmar, 80
% vid 48 timmar och 81,2 % da PBMC var preinkuberade i 72 timmar i [L-2. Medium
behandlade PBMC visade en NK-aktivitet pa 33,0 % vid ingen preinkubation, 63,8 %
vid 24 timmar, 69,8 % vid 48 timmar preinkubation och 70,0 % vid 72 timmar
preinkubation.
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Figur 10: Cytotoxiciteten av IL-2 (A, B, C) och medium (D, E, F, G) behandlade PBMC mot K562- och

NK-92-celler vid 0 tim, 24 tim, 48 tim och 72 timmar preinkubation. Representerar B medium
behandlade PBMC:K562, O medium behandlade PBMC:NK-92, | representerar IL-12 PBMC:K562

och @ [L-12 PBMC:NK-92. Resultaten dr redovisade som medelvirde + standardavvikelse. * p <0,05
nér K562 jimfordes med NK-92, n=3.

3.2.2 Effekten av IL-12 pa NK-aktiviteten av PBMC under inkubation

Figur 11 ar sammastélld ur experiment ndr NK-92- och K562-celler fungerade som
malceller for IL-12 (50 ng/ml) preinkuberade PBMC. En cytotoxisk aktivitet pd 4,00
% vid ingen preinkubation respektive 65,0 % vid 24 timmar och 86,6 % vid 48 timmar
vid 100:1 E:M-forhdllande. Dé effektorcellerna preinkuberades i IL-12 i 72 timmar
resulterade det 1 en procent lys pa 63,4 % med NK-92 som malcell. I medium
behandlade PBMC var den cytotoxiska aktiviteten mot NK-92-celler 23,3 % d4 ingen
preinkubation skedde, 69,5 % med 24 timmars preinkubation och 75,6 % med 72

timmars preinkubation.
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Med K562 som malceller gav det en cytotoxisk aktivitet pd 9,40 % vid ingen
preinkubation, 78,4 % vid 24 timmar, 88,8 % vid 48 timmar och 92,8 % da PBMC var
preinkuberade i 72 timmar 1 IL-12. Medium behandlade PBMC visade en NK-aktivitet
pa 16,0 % vid ingen preinkubation, 75,4 % vid 24 timmar och 78,7 % vid 72 timmar

preinkubation.
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Figur 11: Cytotoxiciteten av IL-12- (A, B, C, D) och medium- (E, F, G) behandlade PBMC mot K562-

och NK-92-celler vid 0 tim, 24 tim, 48 tim och 72 timmar preinkubation. Representerar B medium

behandlade PBMC:K562, O medium behandlade PBMC:NK-92, W visar IL-12 PBMC:K562 och ®
IL-12 PBMC:NK-92. Resultaten dr redovisade som medelvirde + standardavvikelse. *p <0,05 ndr

K562 jamfordes med NK-92, resultaten dr baserade pd 3 oberoende experiment.

3.2.3 Effekten av IL-15 pd NK-aktiviteten av PBMC under inkubation

Figur 12 visar effekten av 50 ng/ml IL-15 pd NK-aktiviteten av PBMC. Da NK-92-
celler fungerade som maélceller visade IL-15 preinkuberade PBMC en cytotoxisk
aktivitet pa 14,0 % da E:M-forhallandet var 100:1 vid ingen preinkubation respektive
65,0 % vid 24 timmar, 86,6 % vid 48 timmar och 40,0 % vid 72 timmar preinkubation.
Samtidigt i medium behandlade PBMC var den cytotoxiska aktiviteten mot NK-92-
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celler 8,20 % da ingen preinkubation skedde, 53,5 % med 24 timmars preinkubation,
56,6 % med 48 timmar preinkubation och 70,4 % vid 72 timmar preinkubation.

Dé K562 fungerade som maélceller uppniddes en procent lys pa 88,8 % vid ingen
preinkubation, 98,5 % vid 24 timmar, 78,8 % vid 48 timmar och 93,6% da PBMC var
preinkuberade 1 72 timmar 1 IL-15. Medium behandlade PBMC visade en NK-aktivitet
pa 71,6 % vid ingen preinkubation, 95,5 % vid 24 timmar, 69,2 % vid 48 timmar och
70,3 % vid 72 timmar preinkubation.
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Figur 12: Cytotoxiciteten av 50 ng/ml IL-15- (4, B, C, D) och medium- (E, F, G, H) behandlade PBMC
mot K562- och NK-92-celler vid 0 tim, 24 tim, 48 tim och 72 timmar preinkubation. Representerar ™

medium behandlade PBMC:K562, O medium behandlade PBMC:NK-92, | visar IL-12 PBMC:K562
och @ [L-12 PBMC:NK-92. Resultaten dr redovisade som medelvirde + standardavvikelse. *p<0,05

da K562 jimfordes med NK-92, resultaten dr baserade pd 3 oberoende experiment.

3.2.4 Effekten av IL-21 pad NK-aktiviteten av PBMC under inkubation

Figur 13 4r sammanstdlld ur data fran experiment med PBMC preinkuberade i 50ng/ml
IL-21 i 0-72 timmar. Den hogsta cytotoxiska aktiviteten av mediumbehandlade
PBMC som effektorcell och K562 som mélcell kunde observeras nér effektorcellerna
hade preinkuberats 1 48 timmar. Cytotoxiska aktiviteten for medium behandlade
PBMC mot K562-celler vid E:M-f6rhéllandet 100:1 och 48 timmar preinkubation var
58,2 % respektive 65,8 % nir IL-21 behandlade PBMC fungerade som effektorceller.
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Medan vid 72 timmar preinkubation i IL-21 visade PBMC en NK-aktivitet pd 74,7 %
mot K562-celler respektive 52,1 % dd PBMC preinkuberades i medium.

Déremot med NK-92 som malceller och 100:1 E:M-forhallande kunde hogsta NK-
aktiviteten av cytokinbehandlade PBMC ses vid 48 timmar preinkubation med 26,1 %

lyserade malceller. Vid samma tid och forhallanden gav mediumbehandlade PBMC
17,2 % lyserade NK-92-celler.
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Figur 13: Cytotoxiciteten av IL-21- (A, B, C, D) och medium- (E, F, G, H) behandlade PBMC mot

K562- och NK-92-celler vid 0 tim, 24 tim, 48 tim och 72 timmar preinkubation. Representerar &
medium behandlade PBMC:K562, O medium behandlade PBMC:NK-92, | visar IL-12 PBMC:K562

och @ [L-12 PBMC:NK-92. Resultaten dr redovisade som medelvirde + standardavvikelse. *p<0,05
da K562 jimfordes med NK-92, n=3.

3.3 NK-aktiviteten av NK-92 klon 1 och klon 2

Figur 14 presenterar resultat ur experiement med tvd olika NK-92 kloner som
effektorceller och K562 som malcell. En NK-aktivitet pa 71,8 % uppniddes dd NK-
92 klon 1 anvédndes som effektorcell medan bara en cytotoxisk aktivitet pa 5,50 %
uppgavs da NK-92 klon 2 fungerade som effektorcell vid 50:1 E:M-forhallanden. Da
NK-92 klon 1 anvidndes som effektorcell och K562 som malcell kunde klar cytotoxisk
aktivitet ses dven vid vildigt ldga effektor:mélcell-forhdllanden. Vid 12,5:1 E:M-
forhallande ar NK-aktiviteten av klon 2 0,40 % respektive 62,6 % med klon 1 som

effektorcell. D& cytotoxiciteten &r faststdlld kan dessa kloner anvédndas for att faststélla
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ifall cytotoxiciteten av maélcellerna har en effekt pa hur mycket de lyseras av

effektorceller.
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Figur 14: Cytotoxicitetsanalys med NK-92 klon 1 och klon 2 som effektorceller och K562 som mdlcell.
O visar NK-92 klon 1:K562 och ® NK-92 klon 2:K562. Resultaten dr redovisade som medelviirde +

standardavvikelse och dr baserade pa 3 oberoende experiment.

3.4 Cytotoxiciteten av medium behandlade PBMC mot NK-92 klon 1 och klon 2

Figur 15 presenterar resultat frdn experiment med PBMC som effektorceller under
varierande preinkuberingstider (0—72 timmar) med de tvé olika klonerna av NK-92
som malceller. Storsta skillnaden i NK-aktiviteten av PBMC kan ses da ingen
preinkubation skedde och uppgav en cytotoxisk aktivitet pa 43,3 % med klon 2 som
malcell respektive 13,6 % med NK-92 klon 1 som mélcell med E:M-forhdllande
100:1. NK-aktiviteten av PBMC mot klon 1 och klon 2 6kar med preinkubation, vid
24 timmar preinkubation och 100:1 E:M forhdllande visade PBMC en cytotoxisk
aktivitet pa 68,3 % mot klon 1 och 91,4 % mot klon 2. Nér medium behandlade PBMC
hade preinkuberats 1 72 timmar gav det 89,9 % lys av klon 1 celler respektive 100 %

lys av klon 2 celler.
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Figur 15: Medium behandlade PBMC formdga att lysera NK-92 klon 1 (O) och NK-92 kion 2 (®)
celler under 0 tim. (A), 24 tim. (B), 48 tim. (C) och 72 timmar (D) preinkubation. Resultaten dr

redovisade som medelvirde + standardavvikelse och dr baserade pa 3 oberoende experiment.

3.5 Cytotoxiciteten av renade NK-celler mot NK-92 klon 1 och klon 2

Figur 16 dr sammastélld ur data fran experiment med renade NK-celler mot tva NK-
92 kloner. Nar medium behandlade PBMC anvéndes 1 cytotoxicitetsanalyser direkt
efter de var isolerade gav de en cytotoxicitet pd 7,90 % mot klon 1 och 37,6 % mot
klon 2 med 100:1 E:M-forhallande. Vid 100:1 E:M-forhallande och ingen
preinkubation visade de renade NK-cellerna en cytotoxisk aktivitet pa 68,1 % mot

klon 2 respektive 41,4 % med klon 1 som mélcell.

Vid 48 timmars preinkubation uppnddde de renade NK-cellernas en cytotoxicitet pa
62,1 % mot klon 2 och 51,1 % mot klon 1. Vid E:M-forhéllandet 12,5:1 var lysis

procenten av renade NK-celler 21,9 % mot klon 2 respektive 29,6 % med medium
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behandlade PBMC. Medan under samma forhallanden med klon 1 som malcell kunde
en cytotoxisk aktivitet pd 21,9 % ses med renade NK-celler respektive 29,6 % da
medium behandlade PBMC fungerade som effektorceller.

0 tim. A 48 tim. B
100 - 100+
80+ 80
2 60— g‘ 60
ET R® 40 )
20- Y 20 f
n | 1 | I U 1 ] 1 |
100:1 30:1  25:1 12,51 100:1 50:1 251 12,51
E:M-forhallande E:M-forhallande
0 tim. C 48 tim. D
100 100-
80 804
w 60 o 60-
= =
2 40 E
20+ 20+
0 T T T T_ 0 T T T T
100:1 50:1 2511 12,541 100:1 50:1 25:1 12,51
E:M-forhallande E:M-forhallande

Figur 16: Cytoxicitetetsanalyser med medium behandlade PBMC (A, B) och renade NK-celler (C, D)

som effektorceller under 0 tim. och 48 timmar. O visar medium behandlade PBMC:NK-92 klon 1 O

medium behandlade PBMC:NK-92 klon 2, ™ representerar renade NK-celler:NK-92 klon 1 och @

renade NK-celler:NK-92 klon 2. Resultaten dr redovisade som medelvirde + standardavvikelse, n=3.

31



Hans Bergman

4. Diskussion

Fran figur 9 kan det ses hur PBMC uppvisar en mérkbar NK-aktivitet mot K562- och
NK-92-celler, mot YT-celler visar PBMC vildigt 14ga nivaer av NK-aktivitet. En NK-
aktivitet kunde observeras redan vid sa laga E:M-forhallanden som 6,25:1. Nér
effektor:malcell-forhallandet 6kades sa kunde en méarkbar 6kning i1 procent lyserade
malceller observeras i bade NK-92- och K562-analyserna. En lysis procent pa 72,2 %
dé K562 var malceller respektive 34,1 % nédr NK-92 var mélcell uppnaddes vid 100:1
E:M-forhallanden (fig. 9). Fastdn mingden lyserade K562-celler var ndstan tvéfaldig
jamfort med NK-92 sa dr det en hog NK-aktivitet av PBMC som kan observeras mot
NK-92-celler.

Cytokinexperimenten (fig. 10—13) pavisar data hur medium behandlade PBMC kan
lysera bade K562- och NK-92-celler under varierande preinkubationstider. PBMC
cytotoxiska aktivitet 6kar under preinkubation med hogsta effekten vid 24—48 timmar
for K562-celler och 48—72 timmar for NK-92-celler. Férhdjningen av cytotoxiciteten
kan bero pa celluldra responser som orsakas d& den yttre miljon fordndras. I en studie
utford 1 Christer Lindqvist laboratorie pavisades det att NK-aktiviteten av PBMC okar
mot NK-92-celler efter en tidsperiod mellan 24-48 timmar utan cytokiner, da
cytotoxiciteten av PBMC mot K562-celler var hog frén borjan (60). Den fordrojda
immunresponsen kan dven bero pa olika regulatoriska faktorer som dr med i den
i1solerade cellkulturen av vita blodkroppar. Dessa regulatoriska faktorer kan beskrivas
som losliga faktorer, diverse regulatoriska celler, steriska hinder och cell-cell-

kontakter.

NK-92-celler anses vara en bra cellinje for CAR-terapi tack vare dess NK-aktivitet
och lagre underhéllningskostnader &n CAR T-celler (61). En studie av (61) pavisade
att terapi med CAR NK-92-celler visade varierande resultat dd CAR NK-92-celler
anviandes mot patienter med myeloid leukemi. Dessa fas 1 kliniska studier pavisade
att ndr NK-92-celler forekom en langre tid 1 blodet sa minskades koncentrationen CAR
NK-92-celler frdn 7,4 x 103/ml dag ett till 2,9 x 10*/ml vid dag fyra. Data ur figur 10
kan forklara varfor CAR NK-92-cellernas koncentration sjunker efter administration.
D& medium behandlade PBMC visade 43,8 % lyserade NK-92-celler redan vid 24
timmar preinkubation (fig. 10g) varefter NK-aktiviteten av PBMC 6kade (fig. 10F, ).

Detta kan vara en orsak varfor resultaten av immunoterapier med NK-92-celler som
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effektorceller inte varit sd imponerande. Det dr mdjligt att anvinda CAR YT-celler
istdllet for CAR NK-92-celler nir PBMC uppvisar inte lika stor cytotoxisk aktivitet
mot YT-celler som NK-92-celler (fig. 9).

D& PBMC ér preinkuberade i cytokiner sasom IL-15, IL-2, IL-21 och IL-12p70
uppvisar de en forhojd potential av att lysera K562- och delvis NK-92-celler. I de
utforda experimenten kan det observeras att K562-celler lyserades mer effektivt dn
NK-92-celler oavsett vilken cytokinbehandling effektorcellerna var utsatta for.
Behandlingen av isolerade PBMC med cytokiner visar att maximala effekten av
cytokinerna uppnas vid 48—72 timmars preinkubation dd medium behandlade PBMC
visade minst cytotoxicitet. Med hjélp av de ovannidmnda cytokinerna kan det vara
mojligt att skapa en jamn aktivering av effektorceller under en tidsperiod pa 0-72
timmar vilket kan utnyttjas i immunoterapier. Dock uppvisade cytokinbehandlade
effektorceller hogsta cytotoxiciteten vid 24-48 timmar d& NK-92-celler var malceller

varefter effekten avtar (fig. 115 ¢).

Cytokinbehandlingarna gav varierande effekter beroende pa vilken cellinje fungerade
som maélcell. IL-2 behandlade PBMC visade mer cytotoxicitet in medium behandlade
mot K562-celler vid alla olika preinkubationstider (fig. 10). Medan med NK-92 som
madlceller visade IL-2 behandlade PBMC lédgre cytotoxicitet an medium behandlade
vid 72 timmar preinkubation (fig. 10). Storsta skillnaden i lyserade malceller mellan
dessa tvd malceller kunde ses d& PBMC var preinkuberad i IL-15 1 72 timmar (fig.
12p). Vid E:M-forhallande 100:1 och K562 som mélceller uppfattades en cytotoxicitet
pa 93,6 % medan med NK-92 som malceller vid samma forhédllande gav 40 % lyserade
NK-92-celler (fig. 12p). Att cytokinbehandlingarna har olika effekt beroende pa
malcellen kan ha sin grund i att det finns olika NK-subpopulationer i PBMC som
reagerar olika pa cytokinbehandlingarna. Detta fenomen kan dven betyda att med hjélp
av cytokiner kan kroppsegna NK-cellernas cytotoxicitet styras mot eller bort fran

antingen K562- eller NK-92 celler vilket skulle kunna utnyttjas i immunoterapier.

NK-92 klonerna gav en unik chans att undersdka huruvida mélcellernas cytotoxicitet
har en effekt pa hur mycket klonerna lyseras av PBMC. Enligt figur 14 framstar det
att en klar skillnad mellan cytotoxiciteten av NK-92 klon 2 och klon 1 mot K562-celler
uppstod. Denna skillnad kan bero pa att NK-92 klon 2 har eller saknar yttre strukturer

som dr med och reglerar NK-kénsligheten mot K562-celler. Den l14ga cytotoxiciteten
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1 NK-92 klon 2 kan dven bero pé att ifall utsondringen av perforin och granzym B ar
felaktig kan klon 2 inte utfora sina cytotoxiska egenskaper. Fler undersokningar med
NK-92 klon 2 bor utforas for att faststélla orsaken till lag cytotoxicitet mot K562-

celler.

Resultaten ur figur 15 visade att PBMC kunde mer effektivt doda NK-92 klon 2 dn
NK-92 klon 1. Data ur figur 15 kan tyda pa att lyseringen av NK-celler genomgar
nagon slags ytterlig reglering sdsom cell-cell-kontakter eller 16sliga faktorer for att

uppratthalla en balans av cytotoxisk aktiva NK-celler i blodomloppet.

Det dr dven intressant att storsta skillnaden i cytotoxiciteten kunde ses nér ingen
preinkubation av medium behandlade PBMC skedde, 43,3 % lyserade NK-92 klon 2
celler respektive 13,6 % lyserade NK-92 klon 1 (fig. 154). Denna respons av NK-
cellerna i PBMC kunde indikera att det dr nigra yttre strukturer som ar muterade i NK-
92 klon 2 sdsom NK-cell aktiverande- eller inhiberande ligander, vilket leder till 6kad
NK-aktivitet av PBMC. Det dr dven mojligt att utver yttre strukturer har NK-92 klon
2 mutationer 1 intracelluldira komponenter. Dessa komponenter kan vara
transkriptionsfaktorer som ar inhiberade eller Gveraktiverade. Detta kan leda till
forh6jd produktion av antingen inhiberande- eller aktiverande cytokiner som sedan

slapps ut frén cellen till omgivningen

For att minska pa regulatoriska signaler renades NK-celler frin isolerade PBMC. Nér
de renade NK-cellerna anvdndes som effektorceller mot de tvd NK-92 klonerna sa
dodades klon 2 mer én klon 1 (fig. 16). Figur 16 klargor att det ar en stor skillnad
mellan cytotoxiciteten av renade NK-celler och medium behandlade PBMC mot bade
klon 2 och klon 1 vid ingen preinkubation (fig. 164 c). Trots det visar det sig att
effekten av renade NK-celler avtar vid 48 timmars stadie var medium behandlade
PBMC effekt okar jamfort med ingen preinkubation (fig 16s p). De renade och
medium behandlade NK-cellerna uppvisade en signifikant cytotoxiciteten mot klon 2
aven vid 12,5 E:M-forhallanden, da en véldigt 1ag cytotoxicitet observerades mot klon

1.

Renade NK-cellernas cytoxicitet i forhdllande med medium behandlade vid 48
timmars preinkubation ger intressant data. Med hjdlp av data ur figur 16 kan det
fastslds att medium behandlade PBMC cytotoxicitet forhdjs mer vid inkubation 4n de

renade NK-cellernas. Troligaste orsaken varfor renade NK-cellers cytotoxicitet okar
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forsumbart under preinkubation jamf{ort med medium behandlade PBMC ér att renade
NK-celler behdver de andra regulatoriska cellerna for att bevara sina cytotoxiska
egenskaper. Daremot de regulatoriska system som dr ndrvarande i medium behandlade
PBMC sédnker NK-aktiviteten nér ingen preinkubation har skett. Varefter de utsondrar
proinflammatoriska cytokiner/signaler som aktiverar NK-cellerna vid lédngre
preinkubation. Utover detta kan det konstateras att vid langre preinkubationer ses en
forhojd cytotoxicitet av bade renade NK-celler och medium behandlade PBMC mot
klon 1 (fig. 16).

Preinkubationstider pa 0, 24, 48 och 72 timmar ger preliminéra data pa hur PBMC
cytotoxicitet forhaller sig d& de &ar preinkuberade. Utdver det kan ovannimnda
experiment ge en inblick huruvida dveraktivering av PBMC med cytokiner har en
tidsram da cellerna aterstéller sig, och dr kapabla att uttrycka cytotoxiska egenskaper
igen. Flera experiment med alla cytokiner som anvénts i denna avhandling bor utforas
dé vissa forhdllanden saknade data. Detta var pd grund av brist pa antingen effektor-
eller mélceller som ledde till att cellerna inte réckte till att utféra analyser med 100:1

E:M-forhallande.

For T-celler dr det mojligt att kénna igen ndr de dvergar till utmattningsskedet med
hjilp av specifika ytmarkorer (62). Med hjdlp av att identifiera ytmarkdrerna som
uttrycks pa NK-celler nér cellernas cytotoxicitet dr nedsdnkt kan mdjliggora
blockering av dessa receptorer for att uppna en hogre NK-aktivitet. Denna typ av
aktivering utnyttjas redan med T-celler da inhibitoriska receptorer sdsom PD-1 och
CTLA-4 inhiberas och ingen inhibering av T-celler sker. I en studie av (63) foreslds
det olika receptorer som mojligtvis aktiveras dd NK-cellen dr 1 utmattningsfasen. Att
kunna uppréatthalla NK-aktiviteten i en langre tid &r en viktig hornsten for att uppna

maximal potential av NK-celler nér de anvédnds 1 immunoterapier.

For vidare forskning foreslar jag ytterligare experiment med renade NK-celler for att
erhdlla mer data under en bredare tidsram &n O och 48 timmar. Orsaken till att
experimenten med renade NK-celler utfordes enbart vid 0 och 48 timmars stadie var
avkastningen renade NK-celler. Avkastningen var 18g jimfort med koncentrationen

NK-celler som fordrades for cytotoxicitetsanalyser med 100:1 E:M-forhéllandet.

Det dr dven av intresse att forska mer 1 orsaken for l&g cytotoxicitet nir ingen

preinkubation sker dd medium behandlade PBMC fungerar som effektorceller. For att
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fi en inblick vilka celltyper det & som reglerar medium behandlade PBMC
cytotoxicitet borde CD*'-celler renas. Med dessa experiment kontrolleras det om
CD4+-celler dr cellerna som reglerar NK-aktiviteten nir PBMC inte har preinkuberats.
Forutsatt att CD4+-celler ar de storsta reglerande faktorerna for NK-aktiviteten kan
regulatoriska T-celler isoleras fOr att vidare karaktarisera orsaken till 14g cytotoxicitet

av medium behandlade PBMC dé ingen preinkubation har skett.

Immunoterapier dr ytterst invecklade terapiformer d& varje individ har ett unikt
immunforsvar som blivit stimulerat pa ett visst sdtt. Detta leder till att en stor varians
1 effekten av terapin fas. Ifall battre forstaelse om bade aktiverande- och inhiberande
faktorer i immunforsvaret erhalls kan detta utnyttjas for att uppna en 6nskad respons
av immunoterapin i varje individ. Denna typ av manipulering av den enskilda
patientens immunforsvar skulle vara en stark grund for nya och ennu battre

cancerterapiformer, som utan tvekan ar vilkomna.

Anvindningen av NK-92- och CAR NK-92-celler som effektorceller i
immunoterapier bor kanske analyseras noggrannare med tanke pd det data som

presenterats i denna pro gradu-avhandling.
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