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1. Zusammenfassung

Leukamische Blasten bei AML kdnnen ex vivo in DC umgewandelt werden, wodurch Anti-
gen-préasentierende Zellen entstehen, welche leuk&mische Antigene présentieren.

Im kleineren Rahmen sollten zundchst Daten zu methodischen Vorversuchen ausgewertet
werden, um bei AML und MDS unter serumfreien Bedingungen DC zu generieren. Diese me-
thodischen Vorversuche an 50 AML-, 24 MDS-Patienten und 23 gesunden Probanden erga-
ben, dass adhaente Zellfraktionen die DC-Ausbeute im Vergleich zu totalen MNC-
Fraktionen nicht verbessern, dass bei MACS-depletierten "MNC(-) - und aufgetauten MNC-
Fraktionen niedrigere DC-Zahlen erreicht werden, und dass die DC-Ernte bei AML- und
MDS-Patienten nach 10-14tdgiger Kulturzeit, bei gesunden Probanden jedoch nach 7tagiger
Kulturzeit hoher ist. Aul3erdem zeigte sich, dass die Zugabe von FL die DC-Ernte erhoht, der
Einsatz von autologem Plasma dagegen in vielen Félen einen inhibitorischen Effekt auf die
DC-Generierung hat. Die Kulturmedien CelGro und Xvivo erzielten vergleichbare DC-
Ausbeuten. Nach Ermittlung der optimalen Zedllfraktion, Kulturdauer und —zusétze, wurden
serumfreie DC von 100 AML-, 55 MDS- und 38 gesunden Proben in eéinem 10-14-t&gigem
serumfreien Xvivo-Kultursystem mit GM-CSF, IL-4, FL und TNF& angeziichtet und charak-
terisiert.

Bel der DC-Generierung unter standardisierten Bedingungen betrug die Ausbeute der MNC-
Fraktionen durchschnittlich 20% bel MDS, 34% bei AML und 25% bel gesunden Probanden.
Zwischen 53-58% der DC waren reife CD83'DC. Die DC-Ernten waren in den monozytéren
FAB-Klassen (AML-M4/5, MDS-CMML) am hdchsten, dagegen unabhangig von den zyto-
genetischen Risikogruppen. Das Oberfléachenmarkerprofil der DC von den AML- und MDS-
Proben (einschliefdich 1 MDS- und 3 AML-Zélllinien) war mit dem der gesunden DC ver-
gleichbar. In pardlelen Kulturansdtzen konnte auf’erdem gezeigt werden, dass in einem
"MCM-Mimic'-Medium mit PGE, der Anteil reifer, CCR7'DC besonders hoch war. Der leu-
ké&mische Ursprung der AML- und MDS-DC wurde bei 5 AML- und 4 MDS-Fédlen mittels
FISH durch die Persistenz klonaler, zytogenetischer Aberrationen in den DC oder in Ubrigen
Falen durch die Coexpression leukdmischer Antigene auf den DC bewiesen. Durch eine
kombinierte FISH/Immunophénotyp-Anayse (FISH-IPA) konnte zudem nachgewiesen wer-
den, dass obige klonale, numerische Aberrationen konstant in Kombination mit DC-Markern
detektierbar, jedoch nicht ale klonalen Zelen zu leukamischen DC umwandelbar waren
(durchschnittlich 53% der AML- und MDS-Blasten). Umgekehrt trugen auch nicht alle gene-
rierten DC die klonale Aberration (im Durchschnitt 51% der DC). In 41 AML-Féllen mit -
ner Leukamie-spezifischen bzw. aberranten Antigenexpression oder in AML-Fdlen mit ei-
nem CD33" Blastenphanotyp und gleichzeitig <5% CD14"-Zellen sowie in 13 MDS-Falen



mit einer detektierbaren CD34"- oder CD117"-Blastenpopulation konnten die FISH-IPA-
Daten durchflusszytometrisch bestétigt werden. Auch hier zeigte sich, dass, obwohl leuk&mi-
sche DC konstant nachweisbar waren, durchschnittlich ca. 50-65% der Blasten bei AML und
MDS zu leukamischen DC konvertiert werden konnten, sowie nur ca. 50-60% der detektierten
DC nachweidich leuk&mischen Ursprungs waren. Deshab empfiehlt sich mdglicherweise,
leukémische DC fur zukunftige Impfungen zu selektionieren, um Kontaminationen durch
nicht umgewandelte Blasten, die eine T-Zelantwort inhibieren konnten, oder durch nicht-
leukamische DC, die Autoimmunreaktionen verursachen konnten, zu vermeiden bzw. alterna-
tiv die stimulatorische Effizienz der generierten DC funktionell zu testen. In 6% der AML-
und in 31% der MDS-Félle waren <10% der DC generierbar. Moglicherweise kbnnen bei die-
sen Falen mit anderen Generierungsmethoden ausreichende Mengen von DC generiert wer-
den. In gemischten Lymphozytenreaktionen (MLR) konnten wir eine Aktivierung und Proli-
feration autologer T-Zellen nach DC-Kontakt zeigen sowie in zwel Falen mit AML-MO und
AML-M1 zytotoxische T-Zellen generieren, die fahig waren, naive Blasten im Fuorolyse-
Assay zu lysieren. In 4 Féllen mit nur wenigen leukamischen DC oder vitalen T-Zellen nach
der DC/MLR-Prozedur wurde keine Lyse der leukamischen Zellen nachgewiesen, was die
bedeutende Rolle beider Partner bei dem Lyseprozess herausstellt.

Die wichtigsten Erkenntnisse dieser Arbeit waren:

1, Die serumfreie Generierung leukdmischer DC unter serumfreien Kulturbedingungen ist bei
AML sowie bei MDS aus Blasten méglich.

2, DC konnen nicht bei allen Patienten mit der von uns untersuchten Methode generiert wer-
den.

3, Die Konvertierungseffizienz leukémischer Zelen zu DC leukamischer Abstammung ist
variabel.

4, T-Zellen von AML-/ MDS-Patienten sind durch autologe DC dieser Patienten aktivierbar,
sie proliferieren und bringen zytotoxische Zellen hervor, die naive Blasten lysieren konnen.
Somit stellen aus leuk&mischen Zellen generierte DC bet AML und MDS moglicherweise ein
interessantes immuntherapeutisches Medium dar, um autolog oder allogen die spezifische an-
tileuk&mische Immunantwort zu verbessern.



2. Einleitung

2.1. Geschichte, Definition und Einteilung der Leuk&mien

Rudolf Virchow verdffentlichte 1845 unter dem Titel ,,Weil3es Blut, als erster den Fallbericht
eines Patienten, bel dem er eine Vermehrung der weil3en Blutkorperchen feststellte, ohne dass
er sich dies durch eine bekannte Erkrankung hétte erkléren konnen. Erst unter einem spateren
Titel bezeichnete Virchow diese Krankheit als Leukdmie und definierte sie as eine Gruppe
von Erkrankungen, die eine Zunahme der weil3en Zelllinie aufwies, ohne dass eine Infektion
nachweisbar war (Wehmeier A, 2001). Allgemein liegt den Leukémien eine maligne Neopla-
sie der hamatopoetischen Zellen im Knochenmark zugrunde. Da es sich bel den Leuk&mien
um eine klonale Erkrankung handelt, kommt es nach der Ausbreitung der klonalen Zellen im
gesamten hamatopoetischen Gewebe zu einem Ubergreifen auf extramedullzre Organe und
zur Ausschwemmung unreifer Vorlduferzellen in das Blut. Diese unreifen Zellen (Blasten)
fuhren im peripheren Blut zu einer Verdréangung der normalen Blutzellen, was die typischen
Krankheitssymptome der Leukdmien wie Andmie, Blutungen infolge der Thrombozytopenie
und Abwehrschwache infolge von Granul ozytopenie erklart (Roche, 1998).

Schon zu Virchows Zeiten wurde schnell klar, dass es sich hier um keine einheitliche Krank-
heitsgruppe handelt. Heute teilt man die Leukdmien nach mehreren Gesichtspunkten ein. Die
Kriterien sind hierbel Krankheitsverlauf (akut/ chronisch), Zelllinie der Blasten (myeloisch/
lymphatisch), Atiologie (primar/ sekundér) und Differenzierungsgrad (reifzellig/ unreifzellig)
(Herold G, 2004).

Waéhrend die malignen Zellen der akuten Leuk&mien meist eine niedrige Differenzierung
aufweisen, findet man bei den chronischen Leukdmien vorwiegend eine Mehrzahl an reifen
Zdlen. Auch hinsichtlich des Altersgipfels unterscheiden sich akute und chronische Leuk&-
mien. Chronische Leukdmien sind hauptséchlich Erkrankungen des hoheren Lebensalters,
wohingegen akute Leukdmien einen Uberproportionalen Anteil an der Sterblichkeitsrate jin-
gerer Patienten aufweisen. Aufgrund der vorherrschenden Zélllinie erfolgt die weitere Unter-
teilung der akuten und chronischen Leukdmien in die vier Hauptgruppen ALL (akute lympha-
tische Leukamie), AML (akute myeloische Leukdmie), CLL (chronische lymphatische Leu-
kamie) und CML (chronische myeloische Leukamie). Die Atiologie der priméren Leukamien
ist meist unbekannt, es sind aber auch Sekundérleukamien bekannt, also Leukamien, denen
eine Entstehungsursache zugrunde liegt (Wilmanns W, 1994).

Dartiber hinaus gibt es klonale Erkrankungen des hdmatopoetischen Systems, die den vier
L euk&miehauptgruppen nicht exakt zuteilbar sind, aber auch teilweise tberlappende Merkma-
le aufweisen konnen. Dazu zéhlen beispielsweise die myeoproliferativen und die myelo-



dysplastischen Syndrome (Hiddemann, 2003).

Die Ahnlichkeiten hinsichtlich Morphologie und Zytogenetik sind vor allem zwischen der
AML und den myelodysplastischen Syndromen (MDS) besonders grof3. Gelegentlich lassen
sich die beiden Erkrankungsbilder nur durch subtilste Merkmale unterscheiden, weshab sie
oft als Teil eines einheitlichen Erkrankungsspektrums gesehen werden (Hellstrom-Lindberg
E, 2000). Nichtsdestotrotz muss man die MDS klinisch und biologisch von der AML abgren-
zen (Albitar M, 2002). Da 13 % der AML-Fé8le eine MDS-Erkrankung vorangeht (Fialkow
PJ, 1987), wurden die MDS fruher als Prdleukdmie bezeichnet (Kouides PA, 1996). Seit 1976
werden diese Krankheitsbilder nach der FAB-Eintellung unter der Bezeichnung dysmyelo-
poetische bzw. myelodysplastische Syndrome (MDS) zusammengefasst (Bennett JM, 1976).
Seitdem wurden die MDS als eigene Krankheitsentitdt immer weiter hinterfragt (Galton DA,
1986) und erforscht (Tricot G, 1986).

2.2. Die akute myeloische L eukdmie (AML) und die Myelodysplastischen Syndrome
(MDYS)

2.2.1. Epidemiologie

Allgemein machen Leukdmien 2,6 — 2,8 % aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland aus
(Arbeitsgemeinschaft Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2004).

Die AML ist herbei in ca. 80 % der Fale eine Erkrankung des mittleren und héheren Erwach-
senenalters. Das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung betragt 63 Jahre. Nur ca. 15-20 %
der AML-Patienten sind Kinder. Ab einem Alter von 45 Jahren bemerkt man einen steilen
Anstieg der AML-Haufigkeit (Inzidenz 3,5/ 100.000), die bis zu den 70jdhrigen weiter an-
steigt (Inzidenz 15/ 100.000) und schliefdich einen Gipfel bei den Uber 90jdhrigen erreicht
(Inzidenz 35/ 100.000). Die AML tritt bei Mannern etwas haufiger als bel Frauen auf und
zeigt auch geographische Unterschiede. So weisen z.B. Nordamerika, Westeuropa und Ozea-
nien die hochsten, Asien und Lateinamerika aber die niedrigsten AML-Erkrankungswerte auf
(Fuchs R, 2002).

Die MDS sind genauso wie die AML eine Erkrankung des htheren Lebensalters, sie kdnnen
aber auch, vor allem as Folge von hereditéren Chromosomen-Fragilitétszustanden oder im
Rahmen einer Sekundérneoplasie, im jingeren Erwachsenenalter und bei Kindern auftreten
(Solenthaler M, 2004; Masey JA, 1997). Die Haufigkeit aller Formen der MDS ist nach wie
vor nicht genau bekannt, da die Diagnosestellung nicht immer eindeutig ist. Durch verbesserte
hadmatologische Diagnostik sind die MDS-Félle deshab in den letzten beiden Jahrzehnten ge-
stiegen. Die Inzidenz betragt demnach ca. 4-5/ 100.000 in der Gesamtbevdlkerung, steigt aber



dann mit zunehmendem Lebensalter stark an und erreicht eine Zahl von 20/ 100.000 bei den
Uber 70jahrigen (Aul C, 2002). Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei 70 Jahren
(Maynadie M, 2002). Grundsétzlich sind Manner etwas haufiger betroffen als Frauen (Wil-
manns, 1994).

2.2.2. Krankheitshild

Die Symptomatik der AML l&sst sich hauptséchlich durch die klonale Expansion von unrei-
fen Vorléuferzellen im Knochenmark erkléren. Dadurch kommt es einerseits zur hdmatopoeti-
schen Insuffizienz, andererseits zur Zelinfiltration von extramedulldren Organen und Gewe-
ben. Die daraus resultierende Andmie fuhrt primér zu allgemeiner Schwéache, Abgeschlagen-
heit, Gewichtsverlust, Belastungsdyspnoe, Kopfschmerz und Schwindel. Da die Erkrankung
vorwiegend dtere Menschen mit schon vorbestehenden Herzleiden betrifft, kann es durch die
Anamie aber auch zu starken Tachykardien und zu Angina pectoris-Anféllen kommen, wes-
halb die Zeitspanne bis zur Diagnose in 40% der Félle weniger als einen Monat betragt. Der
Krankheitsverlauf ist somit in der Regel sehr akut. Bel jungen Menschen kann die AML a-
lerdings auch relativ lange beschwerdearm sein. Durch die Granulozytopenie im peripheren
Blut bestent zudem eine erhthte Infektanféligkeit. Leitsymptome sind deshalb Fieber und
vermehrte SchweilRbildung. Durch die gestorte Abwehrlage konnen ebenfalls  opportunisti-
sche Infektionen wie Herpes labialis, Mundsoor, Tonsllitiden, etc. auftreten. Da auch die
Thrombozyten im Knochenmark (KM) und im peripheren Blut (PB) zurlickgedrangt werden,
klagen ca. 20 % der Patienten aufgrund der erhéhten Blutungsneigung auch Uber Zahnfleisch-
bluten, Petechien und Suggilationen (flachenhafte Hautblutungen). Weitere Symptome, Uber
die in der Anamnese manchmal berichtet wird, sind Knochenschmerzen, Gingiva-Hyperplasie
und Hautinfiltrate. Dagegen sind eine Beteiligung des ZNS, Hepatosplenomegaie und
Lymphknotenschwellungen eher seltener zu beobachten (Fuchs R, 2002).

Die MDS zeigen eine ahnliche Symptomatik wie die AML (Kouides PA, 1999). Jedoch wird
die Diagnose oft erst as Zufalsbefund bei einer Routineblutuntersuchung gestellt. Die Sym-
ptome, die zur Diagnose fuhren, sind meist Folge einer unerkannten Andmie. Seltener fallen
Patienten durch schwerere Thrombozytopenien oder Neutropenien auf (Fenaux P, 2002). Un-
ter den MDS sind fur die CMML Organomegalien (Hepatosplenomegalien), Lymphadeno-
pathien und Hautinfiltrationen sehr charakteristisch (Hiddemann W, 2003). Fir die Ubrigen
Unterklassen der MDS sind Organomegalien allerdings mit im Durchschnitt weniger als 20 %
der Félle ebenso selten wie fur die AML (Hoffmann R, 1991). Typischerweise findet sich bel
den MDS en hyperzelluldres Knochenmark, wobei oft ale drei hdmatopoetischen Zdllinien
morphologische Verénderungen aufweisen (Dansey R, 2000).



2.2.3. Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der AML ist bis heute noch nicht vollig geklart. Man nimmt heutzutage eine
multifaktorielle Genese an, unterteilt die AML aber grundsétzlich in eine priméare und sekun-
dére Form. Generell liegt der AML ein klonaler Ursprung zugrunde (Giles FJ, 2002), waobei
zum genauen Vorgang der Klonbildung zwel verschiedene Hypothesen existieren. Eine geht
davon aus, dass in unterschiedlichen Entwicklungsstufen innerhab einer Vorlauferzellentitét
leuk&mische, mutationsbedingte Transformationen vorliegen, die andere, dass der Ursprung
der Neoplasie nur in Mutationen einer primitiven pluripotenten Stammzelle liegt. Ungeachtet
dieser beiden Modelle, kann diese Mutation (Translokation, Deletion oder Inversion) nun
entweder auf spontanem Wege ablaufen, oder durch sogenannte Risikofaktoren sekundér aus-
gelost werden. (Fuchs R, 2002). In beiden Falen kommt es durch Verdnderungen im Genom
(Chromosomenaberrationen mit verminderter DNA-Reperatur, aktivierte Onkogene oder in-
aktivierte Tumorsuppressorgene, Apoptoseverhinderung) zu einer unkontrollierten Zellteilung
(El-Deiry WS, 1997; Hofer 1, 1996). Als Risikofaktoren werden hauptséchlich Noxen angese-
hen, bei denen vermutet wird, dass sie die hdmatopoetischen Vorlauferzellen schadigen. Zu
diesen Noxen gehdren z.B. Chemikalien wie Benzole, Athylenoxide und Pegtizide, Che-
motherapeutika, Rauchen und radioaktive Strahlung. Die Chemotherapie zahlt mit einer Be-
teiligung von bis zu 20% bei den neudiagnostizierten AML-Féallen als einer der Hauptaus 6ser
der Sekundér-AML. Vor alem von akylierenden Substanzen wie Cyclophosphamid, Mechlo-
retamin, Busulfan und Chlorambucil und von Substanzen mit Wirkung auf die Topoisomerase
I wie die Anthracycline, Etoposid und Teniposid scheint hierbei eine grofl3e Gefahr auszuge-
hen. So wurden zum Beispiel Studien verdffentlicht, die nach einer Therapie der ALL im
Kindesalter mit Etoposid oder Teniposid (Pui CH, 1989), nach einer Therapie mit Cyc-
lophosphamid beim Morbus Hodgkin (Pedersen-Bjergaard J, 1984) und nach einer Therapie
mit Chlorambucil bei Polycythdmien (Kwong YL, 1996) von erhthten AML-Haufigkeiten
berichten. Der sicherste Zusammenhang zwischen auddsender Noxe und Leukamie bzw.
AML besteht aber wohl bel der radioaktiven Strahlung. Vor allem seit den Atombombenan-
griffen auf Hiroshima und Nagasaki ist dieser Zusammenhang greifbar. Die AML-Inzidenzen
stiegen dabel um das ca. 30-fache. In der Regel betrug die Latenz zwischen Abwurf und Er-
krankung bei den Uberlebenden hierbel zwischen 5 und 21 Jahren (Ishimaru T, 1979). Auch
nach dem Reaktorunfall 1986 in Tschernobyl war dies wieder nachvollziehbar (Mole RH,
1991). Seitdem wird auch schon des langeren darlber diskutiert, ob von Kernkraftanlagen ein
erhohtes Leuk&mierisko ausgeht. Studien in Deutschland konnten keinen erhthten Zusam-
menhang feststellen, wogegen eine Untersuchung in La Hague ( Frankreich ) bel Kindern und
Jugendlichen, die in der Néhe einer Wiederaufbereitungsanlage wohnten, gestiegene Leuk&-



mie-Inzidenzen nachwies (Fuchs R, 2002). Auch der Einfluss des Rauchens auf die Leuk&-
mie-Inzidenz sollte nicht unterschétzt werden. Experten gegen davon aus, dass Zigarettenrau-
chen das Risiko an einer Leukdmie zu erkranken bis zu 50% erhoht. Dartiber hinaus hat das
Rauchen einen sehr schlechten Effekt auf den Krankheitsverlauf einer AML (Chelghoum Y,
2002). Neben diesen Noxen werden auch genetische und virale Faktoren as Audldser von
Leukamien diskutiert. Eine genetische Disposition konnte zwar bis dato nicht gesichert wer-
den, die Konkordanz bel eineligen Zwillingen ist aber dennoch signifikant (Wilmanns W,
1994). Sicher ist dlerdings, dass bel einigen genetisch bedingten Erkrankungen die Gefahr, an
einer Leukamie zu erkranken, deutlich erhdht ist. Dazu gehéren beispielsweise das Down-
Syndrom, die Fancioni-Anédmie, das Bloom-Syndrom, das Li-Fraumeni-Syndrom (Sandler
DP, 1997), das Kostmann-Syndrom (Rosen RB, 1979), die Diamond-Blackfan-Anamie
(Freedmann MH, 2000) und die Ataxia teleangiektasia (Seidemann K). Seit dem Auftreten
von Tierleukdmien (Bishop JM, 1992), liegt die Virusdtiologie auch bel einigen humanen
Leuk&mieformen nahe. Bereits 1986 wurde das HTLV 1 — ein Retrovirus — as Auddser einer
alerdings nur selten vorkommenden Erwachsenen-T-Zell-Leukamie nachgewiesen (Kuefler
PR, 1986). Vor einigen Jahren wurde zudem eine Studie veroffentlicht, die von einer Koinzi-
denz der AML (v.a. FAB-Typ M4 und M5) mit der HIV-Infektion berichtet (Hentrich M,
2000).

Bei den MDS sind Atiologie und Pathogenese der AML ziemlich &hnlich. (Hirai H, 2002).
Wie bei der AML sind aber die Vorgange, die zur Erkrankung fihren, noch weitgehend unbe-
kannt. Auch bei den MDS, die ebenfals in primére und sekundére Dysplasien eingeteilt wer-
den, nimmt man einen Multistep-Prozess an (Hirai H, 2003). Sowohl bei priméaren, als auch
bei sekunddren MDS resultiert daraus ein maligner Zellklon, der die normale Hamatopoese
verdrangt und zur Ausschittung unreifer Blasten in das periphere Blut fuhrt (Heaney ML,
1999). Mutationen, die zu sekundéren MDS fuhren, werden vor allem nach vorangegangener
Chemo- oder Strahlentherapie beobachtet oder nach Exposition gegeniber Umweltnoxen
(Ross G, 2000; Willderling-Mollmann S, 2004). Erst kirzlich wurde in einer Studie berichtet,
dass Mutationen bel schon vorbehandelten AML- und MDS-Patienten deutlich haufiger zu
beobachten seien as bei neuerkrankten Patienten (Mauritzson N, 2002). Beispielsweise haben
Patienten nach der antineoplastischen Therapie eines Hodgkin-Lymphoms eine zehnprozenti-
ge Wahrscheinlichkeit an einem MDS zu erkranken (Sanz GF, 1997). Analog zur AML ver-
mutet man auch bel den MDS, dass Umweltgifte wie Benzol (Rigolin GM, 1998) und Zigaret-
tenrauch (Bjork J, 2000) zur malignen Entartung fuhren konnen. Ebenso wie bei der AML
scheint es auch bei den MDS angeborene Erkrankungen (z.B. Down-Syndrom, Monosomie 7,
Fancioni-Andmie, Bloom-Syndrom, Neurofibromatose Typ 1, etc.) zu geben, die mit einer
erhdhten MDS-Inzidenz verknupft sind (Hiddemann W, 2003). Eine virale Genese wie bei der



AML konnte bis dato allerdings noch nicht gesichert werden.
2.2.4. Einteilung, Diagnostik und Prognose
Die Eintellung der AML erfolgt mit Hilfe der FAB- (French-American-British) Klassifikation

(Tabelle 1), die erstmas 1976 vorgeschlagen wurde (Bennett JM, 1976). Seitdem wurden
immer wieder Uberarbeitete Einteilungen fur akute Leukdmien vertffentlicht (Bennett JM,

1985; Catovsky D, 1991; Bene MC, 1995) und diskutiert (Del Vecchio L, 1996).

Tabelle 1: Einteilung der AML nach der French-American-Britisch-Klassifikation.
POX Myeloperoxidase. NSE nicht-spezifische Esterase.

Abkirzung Bezeichnung Charakterisierung % der AML-Falle
MO AUL Undifferenzierte Marker zytoplasmatisch 5
Leuk&mie POX <3%
M1 Myeloblasten- keine Granulozytendiff. 15-20
leuk&mie, evtl. Auerstébchen
undifferenziert POX-positiv (3%)
M2 Myeloblasten- eintretende Differenzierung 30-40
leuk&mie mit (10% Promyelozyten)
geringer evtl. Auerstabchen
Differenzierung POX-positiv (64%)
M3 APL Promyelozyten- Promyelozytengranulation 5-10
leuk&dmie Auerstéabchen
POX-positiv (> 64%)
evtl. NSE-positiv
M3v feingranulére, Promyelozyten mit
promyelozytére minimaler Granulation
Leukémie evtl. Auerstébchen
POX-positiv (>3%)
evtl. NSE-positiv
M4 AMML Myelomonozytére Granulo-& Monozytendiff. 20
Leukamie zu je 20%
POX-positiv (>3%)
M4eo pathologische Eosinophile 5
NSE-positiv (>20%)
M5 AMOL Monozyten- 80% monozytare Zellen
leuk&dmie POX-negativ
Esterase positiv
NSE-positiv
Mba monoblastisch, undiff. | 80% Monoblasten 5
M5hb monozytisch, diff. 80% Pro-& Monozyten 5
M6 EL Erythroleukdmie 50% Erythropoese& 5




30% Blasten aus
Resthamatopoese
POX-, PAS-& NSE-positiv

M7 Megakaryoblasten- 30% Megakaryozyten- 1
leuk&dmie blasten, POX-negativ
NSE-positiv

Neuere Klassfikationen wie die MIC- (Morphologie, Immunologie, Zytogenetik) Klassifika-
tion (De Vita, 1997) oder die der AML-CG (Ludwig WD, 1993) beriicksichtigen aktuelle
Fortschritte im Bereich der Immunzytologie und der Zytogenetik.

Auch die WHO hat eine Eintellung der AML vorgeschlagen, welche aber mit der FAB-
Klassifikation nicht ganz konsistent ist und die MDS auch nicht vallig ausgrenzt (Harris NL,
1997).

Die WHO unterteilt die AML demnach in folgende vier Gruppen:

AML mit zytogenetischen und molekul argenetischen Aberrationen

AML mit multilinedrer Dysplasie (mit und ohne Myelodysplasie in der V orgeschichte)
Therapie-assoziierte AML und MDS

W DN PP

AML ohne weitere Spezifizierung

Diagnostisch kann man die AML meist schon anhand der klinischen Symptomatik erkennen
(siehe oben). Im Blutbild imponieren zunéchst eine Anémie, eine Thrombozytopenie und eine
Leukozytose (seltener eine Leukopenie), woraufhin ein weiteres diagnostisches Vorgehen er-
folgen sollte. Dazu wird vorrangig eine weitere Untersuchung des peripheren Blutes und des
Knochenmarksaspirates durchgefihrt. Die panoptische May-Grinwald-Giemsa-Farbung nach
Pappenheim, die Myeloperoxidase (MPO)-Reaktion, die unspezifische Esterase (NSE)-
Reaktion und eine PAS (Glykogen)-Farbung gehdren dabel zur Standarddiagnostik.

Zeigt sich im panoptisch geférbten Blut- oder Knochenmarkausstrich ein Blastenanteil von [
20 % dller kernhaltigen Zellen, so ist die Diagnose einer akuten Leukamie nach den Kriterien
der WHO sicher. In der FAB-Klassifikation wird dagegen ein Anteil von [ 30 % gefordert.
Auch das Vorhandensein von sogenannten Auer-Stébchen rechtfertigt die Diagnose einer
AML, sofern der Blastenanteil im Blut oder im Knochenmark > 20 % betragt. Der Nachweis
von Auer-Stabchen in Blut oder Knochenmark ohne die genannte Blastenerhthung kann ei-
nen Hinwels auf eine MDS-RAEB oder seltener auf einen myeloischen Blastenschub einer
CML geben. Andere morphologische Kriterien im mikroskopischen Bild (z.B. Promyelozyten
mit sogenannten Reisigbtindeln bel der AML-M3) kdnnen sogar einen Hinweis auf die FAB-
Subklasse geben (Hoffbrand AV, 1989). Eine Peroxidasepositivitét 18sst sich in der Regel bel
(03 % der Blasten nachweisen und ist beweisend fir eine AML -M1 — M4 nach der FAB-
Klassifikation. Eine positive NSE-Reaktion ist dagegen typisch fur die AML-M4 und AML-



10

M5 nach FAB. Bei der AML-M6 kann teilweise eine positive PAS-Farbung gefunden wer-
den.

Eine weitere immunzytologische und zytogenetische diagnostische Abklérung ist bei POX-
negativen Félen (z.B. AML-MO und -M6) nétig, um die AML differentialdiagnostisch sicher
von der ALL abzugrenzen und um die AML nach FAB klassifizieren zu kdnnen.

Eine immunphéanotypische Abkl&rung der AML und MDS kann mittels monoklonaler Anti-
korper, die gegen die Oberfléchenantigene der Blasten gerichtet sind, und einer Durchflusszy-
tometrie erfolgen (Barnard DR, 1996). Durch eine eindeutige Zuordnung der Zellen zur mye-
loischen Zellreihe durch die Marker MPO, CD13, CD33, CD65s, CD14, CD15, CD64 ist die
Abgrenzung zur ALL so gut wie sicher (Fuchs R, 2002; Cascavilla N, 1998; Re F, 2002). Ei-
ne Zellcharakterisierung nach Oberflachenantigenen bietet eine Hilfestellung bel der Einord-
nung der AML in die einzelnen FAB-Untergruppen (Tabelle 2), was in Kombination mit zy-
togenetischen Befunden eine Aussage hinsichtlich Prognose und Therapie zulsst (Bene MC,
1995; Rothe G, 1996; Hastka J, 1997). Ferner werden Blastenpopulationen durch ein be-
stimmtes Oberflachenmarkerprofil definiert, das im Verlauf der AML zur Residualleukdmie-
Wiederfindung dienen kann.

Tabelle 2: Immunphanotypisierung von AML-Untergruppen nach FAB-Klassifikation.

- Antigen nicht exprimiert. -/+ Antigen nur in <50% der Fdlle exprimiert. +/- Antigen in der
Mehrzahl der Félle exprimiert. + Antigen exprimiert. Offene Felder stehen fir partielle Ex-
pression oder fehlende Datenlage. MO-M7 FAB-Subklassen. CD Oberfachenantigene.

(Tabelle in Anlehnung Ubernommen — mit Ergdnzungen aus obigen Quellen — aus Fuchs R,
2002)

CD13/ |[CD34 |HLA-DR|MPO |CD64 |CD14 |CD15 |Glyco-A |CD41/ |CD117 |CD65s |[CD86
CD33 CD61
MO | +/- +l- +/- +l- - - - - - +/- -+ -+
M1 | + +/- + + -/+ - - -+
M2 | + +/- + + +/- - - +/- +/-
M3 | + - - + +/- - -I+ - - -1+ -1+
M4 | + -+ + + + + + - - +/- + +
M5 | +/- +/- + - + +/- + - - -+ +/- +
M6 | +/- -+ +/- - - - + -
M7 | -1+ +/- +/- - - - - + +-

Zusétzlich werden im Moment standig neuere Oberflachenantigene gefunden, die evtl. prog-
nostische Bedeutung fur die AML haben konnten (Raspadori D, 2002; Brouwer RE, 2000
).

Eine noch grofRRere prognostische Aussagekraft fir die AML hat die Zytogenetik. Mittels
Chromosomenanalyse in der Metaphase (klassische Zytogenetik) oder in der Interphase (Flu-
oreszenz-in-situ-Hybridiserung) konnen numerische oder strukturelle Aberrationen nachge-
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wiesen werden (Berger R, 1992). Spezifischere Verfahren wie die Polymerase-K ettenreaktion
(PCR) und die Mehrfarben-lmmunfluoreszenz decken auch Punktmutationen im Genom auf
(Serve H, 2000). Durch die hohe Sensitivitét dieser Untersuchungsmethoden kann auch die
sogenannte ,minimale Residualleukdmie® (MRD, minima residua disease), in der sich der
Patient klinisch und zytomorphologisch in einer Vollremission befindet, detektiert werden
(Taylor CG, 1996). Haufige Chromosomenaberrationen kénnen die AML in Féle mit glinsti-
ger, ungunstiger und intermedidrer Prognose einteilen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Haufige Chromosomenaberrationen bel der AML und ihre prognostische Bedeu-
tung.

t Trandokation. inv Inversion. g langer Arm eines Chromosoms.

(Einteilung in Anlehnung Gbernommen aus Haferlach T, 2003)

Prognose Karyotyp assoziierte beteiligte
FAB-Subtypen Fusionsgene
glinstig t(8;21) M2 AML1/ETO
t(15;17) M3 PML/RARa
M3v NPM/RAR&
inv(16)/t(16;16) M4eo CBFB/MYH11
intermediér normaler Karyotyp M variabel
andere Aberrationen M variabel
ungtinstig t(11923) M4, M5a MLL, AF9
17g-Aberrationen M variabel
inv(3)/t(3;3) MO, M4 EVI1
komplex aberrant M variabel
-5/50- M variabel
-7/70- M variabel

Neben obiger Prognoseeinteilung nach zytogenetischen Risikogruppen existieren auch noch
weitere Klassifikationen (Kern W, 2002; Ostendorf PC, 1997).

Darliber hinaus scheinen neuere Prognosefaktoren an Bedeutung zu gewinnen. Beispielsweise
haben auch FLT3-Mutationen bei AML-Blasten eine ungiinstige Prognose gezeigt (Kiyoi H,
1999). Auch die Expression des sogenannten C-kit-Rezeptors wird hinsichtlich ihrer prognos-
tischen Bedeutung noch Uberprift (Tsao AS, 2004). Ganz aktuell ist der Ansatz, AML-
Patienten mit normalem Karyotyp anhand ihres Genprofils prognostisch einzuschétzen (Bul-
linger L, 2004).

Von prognostischer Aussagekraft bel der AML sind auch einige funktionelle Parameter. Als
prognostisch eher unglinstig werden ein Alter Uber 60 Jahre, initial hohe Leukozytenwerte,
eine Serum-LDH Uber 700 U/I, eine fehlende Blastenreduktion nach Chemotherapie, das Vo-
rangehen einer Myelodysplasie und eine MRD in Remission angesehen (Serve H, 2000).
Neuerdings sind auch Spiegel spezieller Wachstumsfaktoren von prognostischer Bedeutung.
Bel der AML zeigt z.B. ein hoher Spiegel des hepatozytischen Wachstumsfaktors (HGF) eine
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gunstige Prognose an (Gwang Kim J, 2005).

Als unabhangiger unguinstiger Prognosefaktor werden auch oft ein spates Ansprechen auf die
sogenannte Induktionstherapie (Kern W, 2004) und das Vorhandensein eines Philadelphia-
Chromosoms angesehen (Keung Y -K, 2004).

Allgemein ist die Prognose der AML heutzutage im Grofen und Ganzen unbefriedigend.
Kinder haben eine Hellungsrate von 40-50% (Colby-Graham MF, 2003), und Erwachsene
unter 60 Jahre Uberleben in 40-45% der Fale (Newland A. 2002). In der Gruppe der Uber
60jahrigen liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei nur 4% (Jackson GH, 2002).

Nach der Diagnose- und Prognosestellung mussen schliefdlich noch weitere klinische Unter-
suchungen durchgefiihrt werden, um dem Patienten eine optimale supportive Therapie (EKG,
Sonographie Abdomen, Rontgen Thorax, Infektionsserologie, etc.) und evtl. spéater eine
Transplantation zukommen zu lassen (HLA-Typisierung) (Hiddemann W, 2003).

Die MDS werden seit 1982 ebenso wie die AML nach dem FAB-Schema eingeteilt (Tabelle
4) (Bennett M, 1982).

Tabelle 4: Einteilung der MDS nach der French-American-British-Klassifikation.

Bezeichnung Blastenanteile |Blastenanteile |weitere Uberleben
im Blut im Knochenmark|Charakterisierung |(Monate)
RA Refraktdre Anamie <1% <5% 415
RAS Refraktéare Andmie <1% <5% mindestens 15% 38,5
mit Ringsideroblasten Ringsideroblasten
im Knochenmark
RAEB Refraktare Anamie <5% 5-20% 14
mit Blastenexzess
RAEB-t Refraktéare Andmie >5% 21-30% evtl. Auer- 15
mit Blastenexzess Stabchen
in Transformation
CMML Chronische myelo- <5% 5-20% periphere Mono- 6
monozytére Leukdmie zytose (>1000/ 1)

Vergleichbar mit der AML gab es aber auch bei den MDS sténdig Versuche, an aktuelleren
Einteillungsschemata zu arbeiten, um dem klinischen Anspruch hinsichtlich Prognose und
Therapie gerecht zu werden (Lee JJ, 1999; Souto EX, 1997). Und obwohl die Kriterien der
FAB-Gruppe nicht unumstritten sind, konnte sich dennoch keines dieser Schemata bis dato
durchsetzen. Dies gilt auch fur die bisher vorgeschlagene Klassifikation der WHO (Harris
NL, 1997), welche die MDS folgendermal3en einteilt (Germing U, 2001):

RA ohne multilinedre Dysplasien (PRA)

RA mit multilineéren Dysplasien (RCMD)

RAS ohne multilinedre Dysplasien (PSA)

RAS mit multilineéren Dysplasien (RSCMD)

W DN PP
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RAEB |

RAEB I

5g-Anomalie

Unklassifiziertes MDS (MDS-U)

Deshab arbeiten viele Studiengruppen daran, die Einteilung der MDS immer weiter zu
verbessern (Langston AA, 2004).

Im Gegensatz zur AML ist in ca 90 % der MDS-Félle zwar ebenfdlls eine Anamie, jedoch
nur bel etwa einem Drittel der Patienten der klassische Befund einer Panzytopenie nachweis-

O N o u

bar. Auch Leukozytose und Thrombozytose schlief?en ein MDS nicht aus. Ausgepragte Dys-
morphien der Erythrozyten (z.B. Akanthozyten, Hypochromasie, Déhle-Kdrper), der Throm-
bozyten (z.B. Granulierungsanomalien) und der Granulozyten (z.B. Pseudo-Pelger-Zellen)
stellen weitere, alerdings nicht entscheidende Befunde, im peripheren Blutausstrich dar. Im
Serum sind Abweichungen vom normalen Serum-Immunglobulin-Spiegel haufig, und bei ca
einem Drittel der Betroffenen beobachtet man polyklonale Gammopathien. Gelegentlich ist
auch eine erhohte Inzidenz von Autoantikorpern zu verzeichnen (OkamotoT, 1997; Aul C,
2002).

Zur Diagnosesicherung ist letztendlich eine mikroskopische Untersuchung des Knochenmarks
unabdingbar. Das Knochenmark zeichnet sich bel den MDS typischerweise durch eine variab-
le, eher gesteigerte Zelldichte (hyperzellulares Mark in 63%, hypozelluldres Mark in 8-28%
der Féle), eine Dysmyelopoese (Dyplasiezeichen in 50% der Zellen bei mindestens 2 Zdlrei-
hen) und einen Uber 5% erhohten, fur die Diagnose einer AML aber nicht ausreichenden,
Blastenanteil aus. Kriterien der Dysgranulopoese sind z.B. Hypogranulation und Myelopero-
xidasedefekte, Dyserythropoese der Ringsideroblasten und Dysmegakaryopoese der Mikro-
megakaryozyten (Bennett M, 1982).

Die immunphéanotypische Untersuchung zur Diagnosestellung und Prognoseeinteilung ist bei
den MDS noch nicht etabliert, kdnnte aber in Zukunft bei unklarer Zellmorphologie und Zy-
togenetik von Nutzen sein (Stetler-Stevenson M, 2001). So scheint eine hohe Anzahl von
Knochenmarkszellen mit der Expression der Marker CD13, CD33, CD34, CD14 und HLA-
DR eine schlechte prognostische Bedeutung, dagegen ein hoher Prozentanteil an Zellen mit
der Expression des Markers CD11b eine gute prognostische Bedeutung zu haben (Elgehtany
MT, 1998; Zonghong S, 1998). Allerdings vertritt die Literatur noch keine einheitliche Mei-
nung hinsichtlich der prognostischen Aussagekraft von Oberflachenmarkern bei MDS.

Auch bel den MDS hat die Zytogenetik letztendlich die grofdte Prognosesicherheit (Nevill TJ,
1998). Chromosomale Aberrationen treten in 30-50% der neu diagnostizierten MDS-Féle auf
(Tassin F, 1998), die sich zum grofien Teil mit den Chromosomenanomalien bei der AML
decken und ebenfalls eine Zuteilung zu den drei oben genannten Prognosegruppen ermogli-



chen (Greenberg P, 1997) (Tabelle 5).

Tabelle 5: Prognostisch relevante zytogenetische Kategorien bei MDS.

g langer Arm eines Chromosoms. der Derivat.
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Prognose Karyotyp FAB-Typ
glnstig normaler Karyotyp RA
-Y RARS
del(5q) CMML
del(20q)
intermediér andere Aberrationen RA
RARS
RAEB
RAEB-T
CMML
ungtinstig komplex aberrante RAEB
Anomalien des RAEB-T
Chromosoms 7 CMML

Chromosomenaberrationen kénnten bei den MDS auch als Verlaufsparameter dienen, da bei
guter Therapieantwort eine Reduktion der aberranten leukdmischen Zellen festgestellt werden
konnte (Schmetzer HM, 1997).

Als prognostisch ungtinstig werden auch eine Transformation eines MDS in ein sekundéres
AML (RAEB-t), en hoher Zytopenie-Grad und eine grof3e Anzahl an Knochenmarksblasten
angesehen (Greenberg PL, 2002; Demyrkan F, 2000). Daneben stellen eine Fibrosierung, das
Vorhandensein von Auerstébchen und eine abnorme Lokalisation unreifer Vorlauferzellen
prognostisch schlechte Befunde dar (Hiddemann W, 2003).

Der sogenannte |PSS-Risiko-Score, der neben der Zytogenetik auch den Grad der Zytopenie
und die medulldre Blastenanzahl beriicksichtigt, konnte sich im Gegensatz zu anderen Sco-
ringsystemen (Mufti GJ, 1985) inzwischen international durchsetzen (Tabelle 6) (Greenberg
P, 1997).

Eine aktuelle retrospektive Studie, welche die diagnostische und prognostische Aussagekraft
von FAB-, WHO-Klassfikation und IPSS-Score verglich, stellte eindeutige Vorteile der
WHO- gegentiber der FAB-Klassifikation und noch deutlichere gegeniiber dem IPSS-Risiko-
Score dar (Lorand-Metze |, 2004).

In Zukunft kénnten weitere Messparameter wie z.B. die Zytokin-Expression und der Grad an
Zd lproliferation und —apoptose bei MDS-Patienten prognostische Bedeutung erlangen (Reza
S, 1999).

Neben den Spezialuntersuchungen zur prognostischen Einschétzung sollte man auch bel den
MDS Screening-Untersuchungen wie Verlaufsblutbild, EKG, etc. nicht auf3er acht lassen.
Aullerdem empfiehlt es sich differentialdiagnostische Méglichkeiten wie z.B. eine HIV-
Infektion, eine paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie oder einen Vitamin-Bi,- oder Folsau-
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remangel immer auszuschlief3en (Hiddemann W, 2003).

Tabdle 6: |PSS-Risko-Score.

KM Knochenmark. Niedrig-Risiko: normaler Karyotyp. Intermedidres Risiko | + 1I: weder
Hoch- noch Niedrigrisko, Trisomie 8. Hoch-Risiko: komplexe Aberrationen, Aberrationen
am Chromosom 7.

IPSS-Score Score-Wert
0 0,5 1 1,5 2

Blasten im KM, % <5 5-10 1) 11-20 21-30
Zytogenetisches Risiko glnstig | intermediér| unginstig 1] 1]
Zytopenien (Anzahl betroffener Linien) 0/1 2/3 %) %) %)
Risiko-Score Punktzahl Medianes Uberleben (Jahre)
Niedrig-Risiko 0 57
Intermediares Risiko | 0,5-1 3,5
Intermediares Risiko Il 1,5-2 1,2
Hoch-Risiko >2,5 0,4

In Zukunft kdnnten die einzelnen FAB-Subklassen in eigene Risiko-Scores eingeteilt werden.
Beispielsweise wurde fur die CMML bereits eine eigene Risikoeinteilung in vier prognosti-
sche Gruppen anhand der Anzahl der medulléaren Blasten, dem Grad der Anédmie und der
Menge der Lymphozyten und unreifen mononuklegren Zellen im peripheren Blut vorgeschla-
gen (OnidaF, 2002).

Allgemein ist die Prognose der MDS immer noch infaust, v.a. wegen des hohen mittleren Er-
krankungsalter (7.Lebensdekade) der Patienten, das oft nur noch palliative Therapiemdglich-
keiten offen lasst (Hofmann WK, 2004). Je nach FAB-Typ und IPSS-Score kann der Krank-
heitsverlauf zwischen wenigen Wochen und mehreren Jahren liegen (Jaiyesimi 1A, 2000).

2.2.5. Therapie

Ziel der aktuellen AML-Therapie ist es, eine komplette und dauerhafte Remission (CR =
complete remission) zu erreichen (weniger as 5% leukamische Zellen im peripheren Blut o-
der im KM). Trotz inzwischen hoher Remissionsraten, sind Ruckfdlle relativ haufig, da bei
vielen Patienten auch nach der Therapie weiterhin in sehr geringem Mal3e leukdmische Zellen
vorhanden sind, was man als ,minimae Resterkrankung” bezeichnet (engl. "Minima Resid-
ual Disease’, MRD) (Thomas X, 2002; Stirewalt DL, 2003). Diese verursacht innerhalb der
folgenden zwei Jahre bei 70-80% der Patienten ein Rezidiv.

Etablierte Therapiemtglichkeiten der AML sind die konventionelle Chemotherapie und die
Stammzelltransplantation (SZT), die in Form ener peripheren Blutstammzell- oder Kno-
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chenmarkstransplantation erfolgen kann (PBZT, KMT) (Bishop JF, 1997).

Bel der hochdosierten Polychemotherapie unterscheidet man zwischen der Induktions- und
der Postremissionstherapie (Stone RM, 2002).

Die Induktionstherapie setzt sich dabei meist aus der Gabe von Cytosin-Arabinosid (Ara-C)
und einem Anthrazyklin (z.B. Daunorubicin, Thioguanin) zusammen (Barge A, 1998). Auch
neuere Chemotherapeutika (z.B. Mitoxantron, Troxacitabin, Fludarabin) werden in der Induk-
tionstherapie bereits eingesetzt oder befinden sich noch in Erprobung (Giles FJ, 1999; Wed-
ding U, 2004; Ossenkoppele GJ, 2004). Eine neuere Moglichkeit bietet zudem die Doppelin-
duktionstherapie mit TAD (Thioguanin, Cytarabin, Daunorubicin) und HAM (Cytarabin, Mi-
toxantron) (Buechner T, 2003).

Die danach folgende Postremissionstherapie unterteilt man in eine Konsolidierungs- und eine
Erhatungstherapie. Die Konsolidierungstherapie hat dabei zum Ziel, bel Patienten mit kom-
pletter Remission die MRD zu bekdmpfen. Deshalb wird mittels zweier weiterer Chemothe-
rapiezyklen (verwendete Chemotherapeutika wie oben) oder einer SZT versucht, den malig-
nen Klon ganz zu zerstoren. Eine wenig intensivere Erhaltungschemotherapie Uber mehrere
Monate oder Jahre dient letztendlich dazu, eine erreichte Remission auch langfristig zu erhal-
ten (Winton EF, 2004).

Bel der SZT unterscheidet man die allogene von der autologen Form. Bel der alogenen SZT
sind als Spender sowohl HLA-identische, verwandte Donatoren als auch unverwandte Spen-
der bzw. HLA-differente Verwandte moglich. Dagegen bekommt der Patient bei der autolo-
gen SZT nach einer Chemotherapie sein eigenes, moglichst in kompletter Remission gewon-
nenes Stammzellpdparat, zu einem spéateren Zeitpunkt wieder zuriick. Vortell der autologen
SZT ist ein Ausbleiben einer Graft-versus-Host-Reaktion.

In der Frage, ob in der Konsolidierungstherapie der Polychemotherapie oder der SZT der
Vorzug zu geben ist, herrscht noch keine komplette Einigkeit (Levi I, 2004). Gesichert scheint
alerdings zu sein, dass die SZT durch eine hthere Komplikationsrate und therapieassozierte
Mortalitdt gekennzeichnet ist (Zittoun R, 1995), wohingegen bei Patienten mit unguinstiger
Prognose (z.B. therapy-related AML), die allogene SZT der Chemotherapie vorzuziehen ist
(Rund D, 2004). Abgesehen von den Nebenwirkungen stellt die SZT die einzig wirkliche ku-
rative Therapieoption dar.

Insgesamt sollte man beachten, dass die AML unterschiedliche Krankheitsauspragungen mit
einschlief?t, und dass individuelle Faktoren eines jeden Patienten bel der Therapie eine Rolle
spielen sollten. Beispielsweise werden Patienten mit Promyelozytenleukamie (AML-M3)
schon lange erfolgreich durch die Gabe von All-trans-Retinolsdure behandelt (Collins SJ,
1998). Dagegen erhaten Patienten ohne kurativen Therapieansatz eine umfassende palliative
Therapie (Infektionsprophylaxe, Schmerztherapie, Bluttransfusionen) (Estey EH, 2002). Bel



17

manchen Patienten ist auch der Einsatz einer Gesamtkorperbestrahlung kurativ wirksam
(Stelljes M, 2005).

Die Behandlungsmoglichkeiten bei den MDS sind insgesamt sehr eingeschrankt und nicht
zufriedenstellend (Langston AA, 2004). Gerade bei MDS-Patienten sollte kein einheitliches
Therapiekonzept erfolgen, sondern fir jeden einzelnen Patienten individuell erstellt werden
(Raza A, 2001). Insbesondere &dltere Patienten profitieren von den zwei Haupttherapiestand-
beinen Chemotherapie und SZT nicht mehr und sollten eine supportive Behandlung erhalten.
Im Mittelpunkt stehen dabei eine Bluttransfusion bei Anamie, eine Thrombozytentransfusion
zur Blutungsprophylaxe vor invasiven Eingriffen und die Gabe von Breitspektrumantibiotika
zum Schutz vor Infektionen. Zur Behandlung der Andmien bei MDS wird neuerdings auch
der Einsatz von humanem Erythropoetin erprobt (Rigolin GM, 2005). Als Nebenwirkung von
Transfusionen Uber einen langeren Zeitraum ist eine Eisenuberladung haufig, weshalb von
Zeit zu Zeit auch eine Chelationstherapie durchgefihrt werden muss (Pomeroy C, 1991).

Die Chemotherapie und die SZT ds einzige kurative Therapieoptionen fir ale MDS
Subentitdten kommen wegen des hohen, durchschnittlichen Erkrankungsalters nur fir eine
Minderzahl an Patienten in Betracht.

Eine hochdosierte Chemotherapie — meist mit Thioguanin, Daunorubicin, Cytarabin, etc. — ist
demnach nur bel deutlich jungeren Patienten von Nutzen. Die Remissionsraten sind jedoch
meist nur von kurzer Dauer. Ahnlich verhét es sich mit der niedrigdosierten Chemotherapie,
deren am haufigsten eingesetzte Substanz wie bei der AML das Ara-C darstellt (Bennett JV,
2002). Neuere Therapieansdtze wie z.B. die Behandlung des MDS mit Melphalan konnten
sich bisang noch nicht durchsetzen (Denzlinger C, 2000). Eine Kombinationstherapie von
Melphalan mit Fludarabine und Alemtuzumab zeigte alerdings selbst bel Patienten mit un-
gunstigem Risikoprofil ein exzellentes Ansprechen (van Besien, 2005).

Eine SZT, die meist ergdnzend nach einer Chemotherapie erfolgt, ist bei MDS-Patienten so-
wohl autolog as auch alogen méglich. Eine langerfristige Kontrolle der Krankheit wird al-
lerdings laut Studienergebnissen nur in 30-50% der Félle erreicht. Bessere Chemotherapeuti-
ka und eine verbesserte Transplantationsnachsorge und Spendersituation konnten die Hei-
lungschancen in der Zukunft evtl. erhdhen (Giralt S, 2004). Eine Studie, welche die dleinige
Chemotherapie mit einer Kombinationsbehandlung aus Chemotherapie und SZT anhand der
Vollremissionsraten und des erkrankungsfreien Uberlebenszeitraumes der behandelten MDS-
Patienten verglich, konnte weder in der einen noch in der anderen Therapie einen Vortell er-
kennen (Oosterveld M, 2002). Ahnlich verhielt es sich mit einer Studie bei der Refraktéren
Anamie, einer FAB-Untergruppe der MDS, welche die Uberlebensraten der Patienten mit und
ohne SZT verglich. Diese stellte zwar mit SZT bessere Uberlebensraten bei Patienten mit
komplexem Karyotyp fest, aber schlechtere Uberlebensraten bei den (ibrigen Patienten, was
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hauptsachlich auf die SZT-assoziierten Abstof3ungsreaktionen zuriickzufihren war (Cermak J,
2004).

2.3. Immunther apie

2.3.1. Ein kurzer Uberblick tiber Immunsystem und Tumorimmunologie

Unser Immunsystem ist ein sehr komplexer Mechanismus, an dem viele Zellen, Proteine und
Organe teilhaben. Die Organe des Immunsystems unterteilt man in die priméren lymphati-
schen, wo die unreifen Lymphoblasten sich zu immunkompetenten Zellen wandeln, und in die
sekundéren lymphatischen Organe, wo die gereiften immunkompetenten Zellen Kontakt zu
Antigenen bekommen, was sie schliefdich aktiviert. Zu den priméren lymphatischen Organen
zéhlt man den Thymus und das Knochenmark, zu den sekunddren Milz, Lymphknoten und
Tonsllen.

Die verschiedenen Zellen und Proteine unseres Immunsystems werden in vier Systeme unter-
tellt, namlich in das zdllulére spezifische und unspezifische und das humorale spezifische und
unspezifische System. Wahrend die unspezifische Immunantwort sehr schnell auf Human-
pathogene reagiert und sofort nach der Geburt anfangt zu arbeiten, hat das spezifische Im-
munsystem den Vorteil, dass es korperliche Fremdkorper gezielt angreift. Die zelluldren
Komponenten des unspezifischen Immunsystems wie z.B. Makrophagen, Natirliche Killer-
zellen (NK) und Dendritische Zellen (DC) sind aber sehr wichtig, um die Zeit bis zum An-
greifen des spezifischen Systems zu Uberbriicken, da die Latenzzeit zwischen Antigenkontakt
und spezifischer Immunantwort zwischen Tagen oder sogar Wochen liegen kann. Aber wenn
die Zellen der spezifischen Immunantwort einmal aktiviert sind, stellen sie eine starke Waffe
gegen jegliche Art mikrobieller Eindringlinge dar.

Zytotoxische T-Zellen erkennen und zerstdren menschliche Zellen, die von Viren oder Tu-
morzellen angegriffen wurden, T-Helfer-Zellen aktivieren B-Zellen und Gedéchtniszellen,
eine andere Untergruppe der T-Zellen, welche die Fahigkeit besitzen, sich an Antigene zu er-
innern, gegen die der Korper friiher schon einmal angekampft hat.

Auch die humoralen Mechanismen spielen bei der Immunabwehr eine sehr wichtige Rolle,
Das unspezifische humorale Immnunsystem verhindert mit ihrem Saureschutzmantel das Ein-
dringen von Mikroben durch die menschliche Haut und aktiviert Uber Zytokine das spezifi-
sche Immunsystem. Das Zytokin Tumornekrosefaktor (TNF) stimuliert beispielsweise zyto-
toxische Killerzellen, das Zytokin Interferon (INF) aktiviert die Produktion von antiviralen
Proteinen und Interleukine stimulieren T-Helferzellen und B-Zellen. Zur humoralen unspezi-
fischen Immunantwort gehoért auch das Komplementsystem, das aus neun Komplementfakto-
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ren besteht, die sich nach Antigenkontakt gegenseitig in einer Kaskade aktivieren und unter-
schiedliche Aufgaben in der Abwehr erfillen, wie z.B. die Aktivierung von Phagozyten oder
die Lyse von korperfrermden Zellen.

Der spezifische Teil des humoralen Systems wird schliefdich durch die AntikOrper représen-
tiert, die von den B-Zellen gebildet werden. Von diesen Antikorpern gibt es funf Typen (A,
D, E, G, M), welche in unterschiedlichen Bereichen des Korpers vertellt sind und dort auch
unterschiedliche Aufgaben wahrnehmen (Rompp, 2000).

Das menschliche Immunsystem antwortet meist sehr effizient auf infektiose, aber nur sehr
schlecht auf neoplastische Vorgange. Theoretisch gibt es eine Vielzahl an Mechanismen, mit
denen das Immunsystem Krebszellen zerstéren kann. Sowohl Antikorper, as auch T-Zdlen
koénnen tumorassoziierte Antigene (TAA) erkennen und dadurch Krebszellen zerstéren. Und
auch Uber eine Lyse durch das Komplementsystem oder lber eine Phagozytose durch Zellen
des retikuloendothelialen Systems oder durch NK-Zellen ist eine Einddmmung des Krebs-
wachstums moglich. In der Praxis ist der Kampf des Immunsystems gegen Tumorzellen aber
nur sehr eingeschrankt wirksam. Beispielsweise wurde beobachtet, dass die Funktion und An-
zahl von Abwehrzellen des menschlichen Korpers wie z.B. der DC bel verschiedenen Krebs-
erkrankungen haufig reduziert sein kann (Mohty M, 2001; Ratta M, 2001; Laguens G, 2002).
Vor alem liegt dies aber an der Komplexitdt der Karzinogenese einschliefdlich ihrer soge-
nannten ,,Immun-escape-Mechanismen®. Krebserkrankungen sind meist durch bestimmte ge-
netische Verdnderungen (z.B. Mutationen, Trandokationen, Deletionen) in betroffenen soma-
tischen Zellen bedingt. Zentraler Ausgangspunkt fir die Krebsentstehung sind nun zellulére
Gene (Onkogene und Suppressorgene), die ein geregeltes Wachstum von Zellen im menschli-
chen Korper regeln (z.B. Zdlproliferation, Differenzierung, Angiogenese, Embryogenese),
aber durch die genannten genetischen Verdnderungen ihrer Funktion nicht mehr nachkommen
konnen. Durch Fehlen dieser Regulationsmechanismen kdnnen sich Tumorzellen unkontrol-
liert weiter vermehren. Nach einer friihen Wachstumsphase, in der die Krebszellen Nahrstoffe
Uber Diffusion aus der Umgebung aufnehmen, folgt die Phase der Angiogenese, in der der
Tumor die Bildung von Kapillargeféf3en im Wirtsgewebe induziert. Selbst bei hdmatologi-
schen Tumoren wie der ALL und der CLL scheinen angiogenetische Prozesse im Knochen-
mark eine Rolle zu spielen (Molica S, 2004). Bei der weiteren Metastasierung, die sowohl
lymphogen als auch hdmatogen verlaufen kann, spielen eine Rethe von Molekilklassen, die
von den Krebszellen gebildet werden, eine zentrae Rolle. Adh&sionsmolekiile ermdglichen
die Invasion von gesundem Gewebe, Degradationsmolekiile die Migration in zwischenzellul&
res Bindegewebe und durch Basalmembranen, Wachstumsfaktoren das Wachstum in Metasta-
senzielorganen und eine Immunsuppression z.B. durch Funktionverlust der DC (Laxmanan S,
2005), und Motilitatsfaktoren versetzen die Tumorzellen in die Lage zu wandern. Tumorzel-
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len verfligen darliber hinaus Uber eine Vielzahl von , Immun-escape-Mechanismen®, mit de-
nen sie ihr ungehemmtes Wachstum noch weiter fortsetzen konnen (Gemsa D, 1997; Brossart
P, 2000 (11); Whiteway A, 2003) (Tabelle 7).

Tabelle 7: ,, Tumor-Immun-escape-Mechanismen®.

Typ Beispiel
Antigenmodulation Resistenz gegen Lyse durch Antikdrper und Komplement,
ausgeldst durch Antitumor-Antikérper
MHC- oder Antigen-Verlust Nichterkennung durch Effektor-T-Lymphozyten
Antigenmaskierung Maskierung von Tumorantigenen durch Substanzen wie z.B.
Sialomucin
Antigen-Shedding Abgabe von Tumorantigenen in die Mikroumgebung, Blockierung
von Antikdrpern oder T-Effektorzellen
Tumor "sneaking through" "Unterwanderung" im Niedrigzellzahlbereich
Tumor "overriding" "Uberwanderung" im Hochzellzahlbereich
Kompetition fir Wachstumsfaktoren|IL-2-Absorption durch Tumoren mit IL-2-Rezeptoren
Tumortoleranz genetische "Non-Responsiveness"
spezifische Inhibition, z.B. Mammary tumor virus (MTV)
tumorbedingte Immun- blockierende Faktoren (z.B. IL-10), Immunkomplexe
suppressionen Prostaglandine, VEGF
virale Komponenten (z.B. P15E)

Ein weiteres Problem der Tumorimmunologie stellt die Tatsache dar, dass nur ein Teil der
TAA individuaspezifisch sind. Meist sind Tumorantigene sowohl gruppenspezifisch (d.h. auf
verschiedenen Tumoren des gleichen Typs vorhanden) as auch unspezifisch (d.h. mit weiter
Verbreitung auf Tumorzellen sowie auch auf bestimmten normalen Zellen), was eine gezielte
Bekéampfung des Tumors durch das Immunsystem verhindert. Zusétzlich scheinen gestorte
apoptotische Prozesse an der Karzinogenese beteiligt zu sein, wie man sie z.B. auch bei den
MDS beobachten kann (Ganten D, 1998; Greenberg PL, 1998).

2.3.2. Momentane Moglichkeiten der Immuntherapie bei AML und MDS

Da die Moglichkeiten der klassischen Antitumor-Therapie eingeschrankt sind, hat man nach
Methoden geforscht, das Immunsystem in seinem Kampf gegen den Krebs zu unterstiitzen.
Diese Anstrengungen, unsere Immunantwort auf therapeutischem Wege zu beeinflussen, kann
man unter dem Begriff Immuntherapie zusammenfassen (Rompp, 2000). Diese neuen Strate-
gien wurden unter anderem auch entwickelt, um Autoimmun- und Infektionskrankheiten zu
behandeln, aber finden heute hauptséchlich in der Tumortherapie Anwendung (Till SJ, 2004;
Waller EK, 2004). Im Bereich der Immuntherapie wurden bis dato viele Methoden entwi-
ckelt, um die Aufmerksamkeit des eigenen Korpers auf den Krebs zu lenken (Seeler S, 2003),
die unter anderem auch in der AML- und MDS-Therapie vielversprechende Anséize liefern
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(Mothy M, 2003; Selleri C, 2002; Matthews DC, 1998). Heute unterscheidet man zwischen
der aktiven und passiven Immuntherapie (Gericke D, 1977).

Unter passiver Immuntherapie wird die Verabreichung monoklonaler Antikorper verstanden,
welche in vielen Krebstherapiestudien schon eindriickliche Erfolge erzielt hat ([No authors
listed], Treatmentupdate, 2003). Dabei induzieren die Antikdrper Apoptose, indem sie an Re-
zeptoren der Krebszelle binden und somit eine Komplement-abhangige Lyse der Tumorzelle
herbeifihren. Ein anderer Mechanismus, der Uber Antikorper vermittelt wird, ist eine Hem-
mung der antiidiotypischen Reaktion, welche eine Zunahme der Tumorzellanzahl meint (Gan-
ten D, 1998). Jedoch ist eine Wirksamkeit einer Therapie mit monoklonalen Antikorpern nur
dann erfolgversprechend, wenn die Krebszellen spezielle Tumorantigene auf ihrer Zellober-
flache présentieren. Darlber hinaus exprimieren auch oft normale Korperzellen Krebs
assoziierte Antigene (TAA) auf ihrer Oberfléche, was eine spezifische Tumorbekampfung
einschrankt (Walfel T, 2001). Inzwischen wurden neben den unkonjugierten auch sogenannte
konjugierte Antikorper entwickelt, um das Immunsystem bestmdglich gegen den Krebs zu
mobiliseren (Seder S, 2003; Talmann MS, 2002). Unter konjugierten Antikdrpern werden
Immunglobuline verstanden, die mit einem Zdllgift fusioniert wurden (Steele TA, 2000). Der
Vortell dieser sogenannten Immuntoxine besteht darin, dass sie die Zellwand der Krebszelle
passieren, woraufhin die toxische Substanz vom Antikorpermolekiil freigegeben wird. Bei-
spiele fur konjugierte Antikorper in der AML- und MDS-Therapie sind das Gemtuzumab, ein
CD33-Antikorper (Tsimberidou A, 2003), das inzwischen auch hinsichtlich seiner Anwend-
barkeit und Vertraglichkeit in der AML-Therapie von Kindern getestet wird (Zwaan CM,
2003), die Radioimmunotoxine (Bunjes D, 2002; Bunjes D, 2001) und andere Immuntoxine
(Trail PA, 2003; Stas R, 2002 (1)). Zusdtzlich zu diesen Immunstrategien existieren inzwi-
schen auferdem Studien, Antikorper zu entwickeln, welche nicht nur an das Tumor-
assoziierte Antigen (TAA), sondern auch zusétzlich an andere Strukturen binden, wie z.B. an
kostimulatorische Antigene von T-Zellen, Dendritischen Zellen oder NK-Zellen, was die Bin-
dungsféhigkeit von Abwehrzellen an Krebszellen erhoht (Schirrmacher V, 2002). Neben die-
sen sogenannten bispezifischen Antikorpern, ist man inzwischen auch schon dabel, trispezifi-
sche Immunglobuline zu konstruieren (Song LP, 2003). Auch in der Therapie der AML sind
bispezifische Antikorper bereits in der Erprobung (Kaneko T, 1994; Balaian L, 2001; Clark
JJ, 2003). Trotz guter Responseraten z.B. in der Therapie des Lymphoms, des Brustkrebs und
der CLL (Campbell P, 2003; Treon SP, 2000; Von Mehren M, 2003), blieben klinische Ver-
suche mit bispezifischen Antikérpern insgesamt bis jetzt weniger erfolgversprechend als an-
genommen, da die Plasmahalbwertszeit von bispezifischen Antikorpern um einiges kirzer ist,
als die von normaen Antikorpern (Peipp M, 2002). Sowohl bel der AML als auch bei anderen
Tumorerkrankungen konnte die Wirksamkeit einer Chemotherapie in Kombination mit mo-
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noklonalen Antikorpern allerdings durchaus verbessert werden (Alvarado Y, 2003; Mavroma-
tis B, 2003). Auch die passive Immuntherapie mit NK-Zellen kdnnte zukinftig in der AML-
Therapie an Attraktivitdt gewinnen (Brune M, 1996; Lowdell MW, 2000; Moretta L, 2003).
Besonders eine Subpopulation, sogenannte CD56'-NK-Zellen, haben in verschiedensten Stu-
dien vielversprechende Ergebnisse gezeigt (Gritzapis AD, 2002; Lang P, 2002).

Die aktive Immuntherapie unterteilt man in aktive spezifische und aktive unspezifische Me-
thoden. Der Unterschied liegt darin, dass bel der spezifischen Immuntherapie ein spezifisches
Tumorantigen erkannt wird, wéahrend bei der unspezifischen Immuntherapie, das Zielantigen
weitgehend unbekannt ist (Borrello IM, 2002). Chemische Substanzen und bakterielle Pro-
dukte sind Vertreter der unspezifischen Immuntherapie. Vor alem das BCG-Toxin wurde in
vielen Krebsstudien getestet, zeigte aber bis jetzt nur Wirksamkeit in der Therapie kleiner,
oberflachlicher Tumoren. Heute wird das BCG-Toxin hauptsachlich zur Therapie des Blasen-
krebs eingesetzt. Auch die sogenannten “immune modifiers’, zu denen ale Zytokine (Inter-
leukine, Wachtumsfaktoren, Erythropoetin, Tumornekrosefaktor, etc.) zéhlen, welche die
Kommunikation zwischen den Abwehrzellen ermdglichen, werden der aktiven unspezifischen
Immuntherapie zugerechnet. Da maligne Neoplasien unter anderem auch durch ein Fehlen
dieser Botenstoffe gekennzeichnet sind, stellen sie eine wertvolle Therapieoption dar (Waller
KE, 2003). Vielversprechende Effekte stellten sich vor allem bei der Behandlung der Chemo-
therapie-assoziierten Leukopenie (Gottlieb D, 2002; Sultana TA, 2003; Balducci L, 2002) und
in der Kombinationstherapie mit SZT, Chemotherapie oder Spender-Lymphozyteninfusionen
(DLI) dar (He XY, 2003; Shibuya A, 2002; Ganser A, 2000; Stasi R, 2002 (I1); Kolb H-J,
2002). Obwohl “immune modifiers’ die zellulére Immunitét deutlich verbessern (Linn YC,
2002), treten immer wieder Nebenwirkungen (Grippe-dhnliche Symptome, Induzierung von
leukdmischen Reaktionen, cytogenetische Aberrationen, thromboembolische Komplikatio-
nen) auf (Farag SS, 2002; Aoyama Y, 2003; Marsh JCW, 2000; Bessho M, 2003; Bunworasa-
te U, 2001; Steurer M, 2003). Die oben genannten Vorteile kdnnen aber dennoch ihren Ein-
satz in der Krebssmmuntherapie rechtfertigen (Braun S, 2000; Braun S, 2001). In einer ganz
neuen Studie wird sogar von mit Diphterietoxin konjugierten Wachstumsfaktoren berichtet
(Clark 33, 2003).

Eine grof3e Hoffnung ruht aber insbesondere auf der spezifischen Immuntherapie, zu der zyto-
toxische T-Zellen und Dendritische Zellen (DC) gehdren (Ridell SR, 2002; Coulie PG, 2003;
Del Giudice G, 2003). In der T-Zell-Therapie spielt vor allem auch die Entdeckung von neue-
ren Tumorantigenen eine bedeutende Rolle, die eine Antigen-spezifische Immuntherapie er-
maoglichen (Renner C, 2002; Van den Eynde B, 1995; Keilholz U, 2001). Zwar ist beispiels-
weise die Antwort cytotoxischer T-Zellen (CTL) auf eine Gen-Familie namens MAGE, die
fur Antigene auf Melanomzellen codiert, welche von CTL erkannt werden konnen (Boon T,
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1994), in weiterfuhrenden Studien enttduschend und wohl auch nur auf solide Tumoren be-
schrankt (Lutz MB, 2002 (1)) - dennoch kann bei bis zu 29% rickfélliger AML-Patienten
durch eine Spender-Lymphozyteninfusion gefolgt von einer allogenen SZT eine komplette
Remission erreicht werden (Kochendorfer JN, 2001). Vor alem Zytokin-induzierte T-Zellen
scheinen im Gegensatz zu Lymphokin-aktivierten T-Zellen eine starke Antitumorwirkung zu
haben (Linn YC, 2003). Diese auf einer Graft-versus-Leukdmie-Reaktion beruhende Lym-
phozyteninfusion zeigte bis jetzt vor alem in der Therapie der CML vielversprechende Erfol-
ge und scheint auch keine gravierenderen Nebenwirkungen aufzuweisen (Kolb H-J, 1997,
Falkenburg JHF, 1999). Aber auch bel AML- und MDS-Patienten konnten antileukdmische
T-Zellen generiert werden, und zeigt die Verabreichung von Lymphozytentransfusionen eine
bessere Prognose (Kolb H-J, 2004; Beck JF, 2002; Montagna D, 2003). Auch ein Monitoring
der Immunantwort auf Lymphozyteninfusionen bei Krebspatienten wird inzwischen schon
versucht (Whiteside TL, 2000).

Am vielversprechendsten scheinen jedoch immuntherapeutische Strategien mit Dendritischen
Zdlen (DC) zu sein, da sie in immuntherapeutischen Studien am besten abschneiden und as
antigenprasentierende Zellen (APC) auch unabdingbar fir die Generierung zytotoxischer T-
Zéllen sind (Rosenberg SA, 2004; Barratt-Boyes SM, 2004; Hon H, 2004).

2.4. Dendritische Zdlen

2.4.1. Definition und Funktion der DC

DC, die erstmals 1973 d's eigenstéandige und neue ZelIklasse beschrieben wurden (Steinman
RM, 1973), nehmen as Tell des unspezifischen Immunsystems eine wichtige Stellung in der
Kontrolle der Immunabwehr ein (Schlichting CL, 2004). Als potenteste APC haben sie einen
grol3en Einfluss auf die T-Zdl-Antwort (Racanelli V, 2004). Dabel nehmen sie nicht nur in
der Tumorbekdmpfung, sondern auch in der Infektionsbekampfung, bel allergischen Reaktio-
nen und bei Autoimmunerkrankungen eine wichtige Stellung ein (Ardavin C, 2004).

DC nehmen in der Peripherie mittels Pinozytose und Phagozytose Antigene auf, prozessieren
diese intrazellulé&r und binden se an MHC-Molekile, um sie danach an die Zelloberflache zu
transportieren, wo sie von T-Lymphozyten erkannt werden (Boes M, 2004). Mittels Ausschiit-
tung von Zytokinen werden die T-Zellen zusdtzlich angelockt (Brossart P, 2002). Nur im
Rahmen dieser Antigenprasentation kénnen T-Zellen ausreichend aktiviert werden (Turtle CJ,
2004). Somit nehmen die DC in den nicht-lymphatischen Geweben eine ,, Wéchterfunktion®
wahr (Chung NP, 2004). Auch B-Zellen fungieren als APC - der Unterschied zwischen DC
und B-Zellen als APC liegt dlerdings darin, dass DC mehr MHC-Klasse-11-Molekile und ak-
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zessorische Molektile exprimieren, dass sie grossere Mengen an IL-12, eines der potentesten
Interleukine gerichteter Immunantwort, produzieren und Fremdantigene internalisieren (Bau-
chereau J, 1998).

DC durchlaufen einen Reifungsprozess (Bild 1). Nach Antigenkontakt in der Haut oder auf
mukdsen Membranen werden die DC aktiviert, wandern zu lymphatischem Gewebe, wo sie
zu APC reifen und T-Lymphozyten aktivieren (Sundquist M, 2003). Im Laufe dieses Rei-
fungsvorgangs verlieren DC die Fahigkeit zur Phagozytose, ihre Zytoskelettstruktur wird neu
organisiert, die Dichte ihrer an MHC-Moleklle gebundenen Antigene nimmt zu (Whiteside
TL, 2004), ihr Energiespeicher wird mit groRen Mengen an Fett und Glykogen angereichert
(Maroof A, 2005), und eine verénderte Expression von Oberfl&chenmarkern und —rezeptoren
ermoglicht den DC, in die Lymphknoten zu wandern und besser mit T-Zellen in Kontakt zu
treten (Schnurr M, 2002) (Tabelle 8).

Tabelle 8: Unterschiede hinsichtlich des Reifegrades von DC. (Tabelle in Anlehnung
Ubernommen aus Avigan D, 1999 mit Erganzungen aus folgenden Quellen: Delgado E, 1998;
Adema GJ, 1997; Arndt SO, 2000; de Saint-Vis B, 1998; Dermeure CE, 2000; Lieberam I,
1999; Kaser A, 1999; Kanazawa N, 1999; Muzio M, 2000; Sallusto F, 1998; Sallusto F, 1994;
Tsuyji S, 2000; Strobl H, 1998; Steinmann RM, 2000; Singh-Jasuja H, 2000)

Unreife DC Reife DC

Fehlen dendritischer Fortsatze Dendriten mit auslaufenden Fortsatzen

Hohe Expression an MHCII-Molekiilen Hohe Expression von MHCI und II-Molekilen
Niedrige Expression an kostimulatorischen Hohe Expression an kostimulatorischen
Molekulen und Adhéasionsmolekiilen: Molekulen und Adhé&sionsmolekiilen:

CD40, CD86, CD80, CD54, CD83, HLA-DR CD40, CD86, CD80, CD54, CD83, HLA-DR,
CDla, CD11c, CD28

Hohe Expression an Molektlen der Hohe Produktion von Zytokinen:
Chemokin-Rezeptor-Familie: TNF-4, IFN-§, IL-12, IL-18, IL-14, IL-10, IFN-4, IL-16
CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, CCR6, CXCR1

Expression von Strukturen zur Antigen- Expression von Strukturen zur Antigen-
aufnahme und zum "processing": prasentation:

z.B. Fc-Rezeptoren, gp 96 (Hitzeschockprotein)|z.B. CD1a, CD83, B7-1

Geringere Expression von Strukturen Hohe Expression von Strukturen

zum "Homing" in Lymphknoten: zum "Homing" in Lymphknoten

CD62L, CCR7, CXCR4 niedrig CD62L, CCR7, CXCR4 hoch

Geringe Stimulierung von T-Zellen: Hohe Stimulierung von T-Zellen:
CCL18, CCL17, CCL22 niedrig CCL18, CCL17, CCL22 hoch

Expression von Strukturen zur Inhibition der Expression von Strukturen zur T-Zell-DC-
DC-Reifung und Zytokin-Produktion: z.B. CD47 |Interaktion: z.B. DC-SIGN

Die geringe Expression bestimmter kostimulatorischer, akzessorischer Molekile unreifer DC
verhindert eine Aktivierung von T-Zellen im ruhenden Gewebe. Unreife DC exprimieren z.B.
die Chemokin-Rezeptoren CCR1, CCR5 und CCR6 und das kostimulatorische Molekil
CD68, welche wahrend des Reifungsvorganges herunterreguliert werden. An deren Stelle
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nimmt die Expression von CD86, CD80, CD40, CCR7 und CD62L zu (Li L, 2003; Svane IM,
2003; Salusto F, 1998).

Vor alem die Oberfléchenstrukturen CCR7 und CD62L sind bel den Oberfldchenmolekiilen
von besonderer Bedeutung, da sie die DC zum Eintritt in die drainierenden Lymphknoten be-
fahigen. Oberfl&chenantigene zum DC-Kontakt auf T-Zellen sind z.B.CD40L, CD28, CD11a,
CD18 und CD54 (Von Andrian UH, 2000; Martin P, 2002; Martin-Fontecha A, 2003; Schee-
ren RA, 1991). Im Idedlfall konnen durch diese DC-T-Zdl-Interaktion bis zu zwanzig T-
Zéellen von einer DC aktiviert werden (Langenkamp A, 2002).

Unter den DC herrscht eine grof3e Heterogenitdt. Beim Menschen unterscheidet man zunéachst
zwischen den myeloiden und den plasmazytoiden/lymphoiden DC mit jeweils verschiedenen
charakteristischen Merkmalen und Funktionen. Zu den myeloiden, , klassischen” DC gehéren
die Langerhanszellen der Haut, die interstitiellen DC und die in-vitro generierten, von Mono-
zyten oder Knochenmarksstammzellen abstammenden DC (Bild 1). Im Gegensatz zu den my-
eloiden DC sind plasmazytoide DC CD11c-negativ und CD123-positiv und zudem auch im
Blut anzutreffen, alerdings fehlt ihnen selbst im lymphatischen Gewebe die typische DC-
Morphologie. Ob sie an der T-Zell-Aktivierung teilhaben, ist unsicher. Da sie aber unter
kinstlichen Bedingungen die Form typischer DC annehmen konnen, z&hlt man sie zu der
Klasse der DC (Chain BM, 2003). Beide Typen von DC werden zudem in DC1 (myeloide
DC) und DC2 (lymphoide DC) unterteilt, da erstere CD4"-T-Zdlen vornehmlich in Richtung
sogenannter T-Helfer 1 (TH1)- Antworten, wéhrend zweitere diese vor alem in Richtung T-
Helfer 2 (TH2)- Antworten dirigieren (Arpinati M, 2000) (Bild 1).

Durch ihre Fahigkeit Antigene zu phagozitieren und zu prozessieren, greifen DC — vor alem
unreife DC — zudem auch in apoptotische Prozesse ein (Janjic BM, 2002). Unter Apoptose
versteht man einen programmierten Zelltod, der Gber unterschiedliche Signalkaskaden initiiert
werden kann (Rompp, 2000). Zellen des Immunsystems sind durch die Expression von Zell-
oberflachenrezeptoren charakterisiert, die Apoptosesignale vermitteln. Dadurch wird erreicht,
dass aktivierte T-/NK-Zellen, Zielzellen (z.B. Tumorzellen) oder entziindungsvermittelnde
Zellen physiologisch und auf reguliertem Weg vernichtet werden (Wu L, 2005; Friesen C,
1999). Umgekehrt sollen T-Zellen zur Vermeidung einer Uberstimulierung durch Antigen-
beladene DC ihrerseits einen Einfluss auf die DC-Apoptose haben (Nicoletti C, 2005). Uber
den programmierten Zelltod bel DC selbst ist alerdings bisher erst wenig bekannt (Nencioni
A, 2002). Entsprechend Veroffentlichungen soll die Apoptose bei DC nur in eingeschrankter
Weise vom "Fasligation-pathway™ abhéngig sein (Bjorck P, 1997), sondern HLA-DR-
gesteuert sein (Bertho N, 2000).
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Bild 1. Entwicklungsschema der DC.
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DC scheinen auf3erdem an der Entwicklung des T-Zdl-Gedéchtnis des menschlichen Koérpers
beteiligt zu sein. Dazu sind sie auch in unreifen Zustand fahig (Dumortier H, 2005). In vitro
produzieren DC grofRe Mengen an IL-15, wodurch sie CD8'-T-Gedachtniszellen stimulieren.
Am Meerschweinchen und bel der Maus konnte die Differenzierung von CD8'-T-Zédlen in
Gedéchtniszellen durch DC auch in vivo gezeigt werden (Angelov GS, 2005; Badovinac VP,
2005). Sogar DC selbst scheinen ein immunologisches Gedachtnis zu besitzen. Dies lasst ins-
gesamt vermuten, dass DC zur Schaffung eines Immungedéchtnisses einen wichtigen Beitrag
leisten (Steinman RM, 2003; Hebel K, 2002).

Neben der Stimulierung von CD8"-Zédllen (zytotoxische T-Zellen und Gedéchtniszellen) tiber
MHC-Klasse-I-Molekiile der DC, treten DC auch mit CD4'-Zdlen (T-Helferzellen) tiber
MHC-Klasse-11-Molekile in Kontakt (Getti E, 2003). Diese scheinen unverzichtbar fur die
Vorbereitung einer Immunantwort zu sein, da sie mit den DC und den CD8"-Zdllen Hand in
Hand zusammenarbeiten. CD4"-Zellen miissen die DC iber eine CD40-CD40L -abhéngige
Interaktion wohl zuerst aktivieren, bevor diese tiber einen CD80/CD86-CD28-Signaweg mit
den CD8"-Zellen kommunizieren und diese stimulieren kénnen. Diesen Vorgang nennt man



27

,»Cross-Priming” (Cho HJ, 2003) (Bild 2).

Bild 2: Schematische Darstellung der T-Zell-Aktivierung durch eine DC. Ag Antigen. TCR
T-Z€l-Rezeptor. H Helferzelle. cyt zytotoxische T-Zelle. APC antigenprésentierende Zelle.
1) Auf eine Antigen-Prasentation der DC iiber MHCII an den TCRy, der CD4"-T-Zélle
folgt eine
2) Aktivierung der APC durch T-Helferzellen Giber eine CD-40-CD40L - abhangige Inter-
aktion.
3) Danach bindet die APC zunéchst niedrig affin Gber ICAM-1 an LFA-1 an die zytoto-
xische T-Zelle.
4) Bindet der TCRy: der CD8'-T-Zelle spezifisch an das MHCI préasentierte Ag, so er-
folgt eine
5) Konformationsanderung des LFA-1-Rezeptors, der daraufhin eine hthere Affinitét zu
ICAM-1 entwickelt.
6) Ebenso erfolgt eine Konformationsénderung des CD2-Molekiils, das an LFA-3 bindet.
7) Die Bindung von CD28 an die kostimulatorischen Molekile B7-1 oder B7-2 induziert
die Expression von CTLA-4, das ebenfalls an B7-1/-2 bindet, wodurch das kostimula-
torische Signal inhibiert wird. Nur durch die kostimulatorischen Signale von CD2 und
CD28 beginnen die T-Zellen zu proliferieren bzw. die Zdlle zu lysieren.
8) Die Uber NCAM vermittelte Bindung an die T-Zelle unterstitzt die T-Zellantwort.
9) Die Bindung des 4-1BB-Liganden an CD137 wirkt zusétzlich stimulierend.
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DC sind auRerdem indirekt daran beteiligt, zwischen fremdem und eigenem Gewebe zu unter-
scheiden, womit sie auch eine Rolle in der Toleranzentwicklung spielen. Hauptséchlich sind
DC Uber eine Aktivierung ,selbstreaktiver* T-Zellen an Autoimmunreaktionen beteiligt
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(Castellano G, 2004; 't Hart BA, 2004). Beispiele fur Autoimmunreaktionen sind Autoim-
munkrankheiten wie z.B. die Multiple Sklerose (MS) oder im weiteren Sinne auch die Graft-
versus-Host-Reaktion (GVHD) bei der alogenen hamatopoetischen SZT (Gad M, 2003; Adi-
kari SB, 2004; Brossart P, 2001; Seyfarth B, 2002). Im Rahmen einer Studie Uber die Genese
der Atopischen Dermatitis wurde zudem herausgefunden, dass DC durch den Besitz des IgE-
Rezeptors an der Entstehung autoimmunreaktiver Vorgange im Koérper beteiligt sein konnten
(Novak N, 2005).

DC koénnen nun aus unterschiedlichsten Zellpopulationen generiert werden (Schuler G, 2003).
Sie kénnen in-vitro aus CD34+-Vorlauferzellen, gewonnen aus Knochenmark, Nabel schnur-
blut oder peripherem Blut oder aus CD14+-Monozyten (Dannull J, 2000; Gunzer M, 2001,
Tan H, 2005) gewonnen werden. DC kénnen zudem mit Tumorpeptiden, Tumorlysaten, Tu-
mor-DNA/RNA oder ganzen Tumorzellen beladen werden (Galea-Lauri J, 2002 (I)). Auch
eine DC-Generierung aus leukémischen Blasten ist méglich. Wahrend die DC-Generierung
aus leukamischen Blasten zunachst bei Méusen erfolgreich umgesetzt wurde, hat sich die Me-
thode inzwischen auch beim Menschen zumindest in-vitro durchgesetzt (Colombo BM, 2000;
Kharfan-Dabaja MA, 2004). Daneben existieren inzwischen verschiedenste neuere Methoden,
welche die Funktion der DC ads APC maximieren sollen, wie z.B. eine Konjugation von leu-
kamischen Blasten mit Fusionsproteinen bei AML, eine retrovirale Transduktion von TNF in
AML-Blasten, eine verlangerte Antigenprésentation mittels spezieller Mikrosphéren bel mo-
nozytaren DC, etc. (Moldenhauer A, 2004; Yanagita S, 2004; Waeckerle-Men Y, 2004; Van
Tendeloo VFI, 2001; Bubenik J, 2001; Rea D, 2001).

Auch bezuglich des Vorganges der DC-Generierung werden viele verschiedene Methoden
angewendet, wobel meist natlrliche, die DC-Reifung beeinflussende Zytokine verwendet
werden (Bild 2) (Kufner S, 2005 (I und I1)). Am haufigsten werden GM-CSF zur granulopoe-
tischen Makrophagendifferenzierung und IL-4 und TNFa zur direkten DC-Differenzierung
verwendet (Koehler T, 2000). Andere Zellkulturzusétze differieren in Auswahl, Anzahl und
Zusammensetzung stark, betreffen aber meist diein Bild 3 angegebenen Zytokine.

Bild 3: Strukturelle Darstellung einer reifen und unreifen DC mit Berticksichtigung beeinflus-
sender Faktoren und Zytokine bei der DC-Reifung. Ag Antigen. T-Memory-Zelle = T-
Gedéchtniszelle.

(Darstellung in Anlehnung Ubernommen aus Bauchereau J, 1998 mit Erganzungen aus fol-
genden Quellen: Antonysamy, 2000; Charbonnier, 1999; Choudhury 1999; Robinson 1998;
Santiago-Schwarz, 1994 (1); Pickel, 1996; Arpinati, 2000; Santiago-Schwarz, 1993; Bendriss-
Vermare, 2001)
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Unreife Vorstufe Reife DC
Zusammengefasst konnen DC deshalb sowohl bei soliden as auch bel hamatologischen
Krebserkrankungen als optimale Tréger einer Antitumor-Immuntherapie angesehen werden
(Tatsumi T, 2002; Dhokapkar MV, 2000 (1); Shurin MR, 2003; Nouri-Shirazi M, 2000). Vor
allem zur Immuntherapie der AML sind DC besonders interessant, da die Idee, leuk&mische
AML-Blasten in DC umzuwandeln, die ihrerseits wieder Leukdmie-assoziierte Antigene
exprimieren, eine aufwendige Koppelung von DC mit Tumormaterial unnétig macht (Li L,
2005).

2.4.2. Momentane M églichkeiten der Krebsvakzinierung mit DC

Eine tumorspezifische Vakzinierung mit DC wurde zuerst zur Behandlung solider Tumoren
(v.a. Melanom, Prostatakrebs und kolorektales Karzinom) eingesetzt und zeigte dort erste
hoffnungsvolle Ergebnisse (Satthaporn S, 2001; Esche C, 1999; Colino J, 2003) (Tabelle 9).
Die erste Vakzinierungsstudie mit DC wurde im Jahre 1995 verdffentlicht. Seitdem wurden
schon mehr as 1000 DC-Vakzinierungen durchgefihrt (Ridgway D, 2003). Zum groféen Tell
werden die DC dabei zusétzlich mit Antigenen - sowohl synthetischer als auch idiotypischer
Herkunft (d.h. mit Tumorantigenen) — beladen, oder neuerdings auch mit Tumormaterial zu
einem Hybrid fusioniert (Banat GA, 2005; Xia D, 2005). Da Tumorzellen durch Mutation
spezifische Tumorantigene verlieren konnen, wird inzwischen bevorzugt, mehrere antigene
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Epitope (z.B. Peptidcocktails) zu verwenden (Markiewicz MA, 2004). In verschiedenen Stu-
dien konnte aul3erdem gezeigt werden, dass bei einer in vivo-Verabreichung von DC bel vie-
len Krebspatienten auch eine T-Zdl-Immunitét erzeugt wird. Methoden, die beim Immunmo-
nitoring zur Anwendung kommen sind z.B. Hautreaktionen nach intradermaler Antigenexpo-
stion (DTH-Test), die Bestimmung von Frequenz und Phanotyp antigenspezifischer T-
Lymphozyten oder die Erfassung der Funktionalitét der T-Zellen anhand der Zytokinsynthese
und lytischen Aktivitét.

Bei hdmatologischen Tumorerkrankungen stehen klinische Vakzinierungen mit DC eher noch
am Anfang. Zwar haben sich bel hdmatol ogischen Tumoren wie z.B. dem Lymphom und dem
Multiplem Myelom schon erfolgreich Forschungsgruppen etabliert (Hajek R, 2000) (Tabelle
9), dagegen stellen die leukdmischen Tumorerkrankungen bei in vivo-Vakzinierungen mit DC
immer noch eine Herausforderung dar. Dennoch geben erste in vivo-Versuche bel Leukamien
Anlass zu Hoffnung (Reichardt VL, 2005).

Erste klinische Versuche mit leukamischen DC as T-Zél-stimulierende Vakzine in Kombina-
tion mit IL-2 wurden in einigen IFN-refraktéren oder Imatinib-vorbehandelten CML-Félen
initiert (Claxton DF, 2001; Westermann J, 2004). Die Therapie wurde gut toleriert und zeigte
einen Verlust von Philadelphia-positiven Metaphasen in finf von neun Féllen und einen Ver-
lust der Trisomie 8 im leukamischen Klon in einem anderen Fall.

Uber in vivo-Vakzinierungsstudien bei AML ist dagegen bisher kaum berichtet worden. Ne-
ben dem Anderson Cancer Center in Houston (Molldrem J, 2002; Thomas M, 2001), gab
noch eine Studie von Li L et a. erste Erkenntnisse Uber DC-Vakzinierungsversuche bei
AML-Patienten bekannt (Li L, 2004). Dabei konnte eine spezifische T-Zdll-Aktivierung und
eine klinische Stabiliserung der Erkrankung fir einige Monate in zwei von finf AML-
Patienten nach einer Vakzinierung mit leukamischen DC erzielt werden.

Bel den MDS steht momentan selbst die in-vitro-Generierung von DC aus Blasten noch am
Anfang, so dass erfolgreiche in vivo-Studien bei MDS wohl so bald noch nicht zu erwarten
sind (Rigolin GM, 2001; Claxton DF, 2000).

Tabelle 9: Neuere klinische Versuche mit DC bei soliden Tumoren, Lymphomen und Multip-
len Myelomen.

MP influenza matrix peptide. KLH keyhole limpet hemocyamin. TT tetanus toxoid. Id
Idiotypic protein. PSMA prostate-specific membrane antigen. PSM-P1, PSM-P2 = PSMA.
PAP prostatic acid phosphatase. CR complete remission. PR partial remission. Ag Antigen.
SD stable disease. PBDC periphera blood DC.

[1] Antigen-spezifische-Reaktionen: Immunologische Reaktionen im Sinne einer T- (CD§',
CD4") oder B-Zdlantwort gegen tumorale Antigene, einer spezifischen Zytokin-Produktion
(z.B. IL-10, IFN) und/oder einer Antigen-spezifischen Hypersensibilitétsreaktion vom verzo-
gerten Typ.

[2] Antitumor-Antwort: Therapeutisches Ansprechen in Form einer Remission (z.B. geringer
Metastasenrtickgang, MX (mixed disease) = teilweiser Metastasenriickgang bei gleichzeiti-



31

gem Auftreten neuer Metastasen, Tumorriickgang bei spezifischer molekularer Analyse).

[3] klinisches Ansprechen (Response): Klinisches Ansprechen in Form von klinischen Para-
metern (z.B. Stabilisierung des klinischen Zustandes (SD), Ruckgang von spezifischen Tu-
morantigenen/-markern im Serumspiegdl).

(Tabelle in Anlehnung Ubernommen aus Satthaporn S, 2001 mit eigenen Erganzungen aus
neuesten Studien)



Krebserkrankung Antigen Patientenzahl + Ansprechen DC-Typ und -Quelle  |Quellenangaben
Gesunde Probanden MP, KLH 2 gesunde Probanden, 2 Ag-spezif. Reakt. [1] Unreife DC Dhodapkar MV, 2001
MP, KLH, TT 9 Probanden, 9 KLH- und 5 von 6 TT-spezif. Reakt. Monozyten-DC, reif Dhodapkar MV, 1999
Monozyten-DC, hetero-|Dhodapkar MV, 2000
MP, KLH, TT Ag-spezif. Reak. log (1

Melanom

Tumorlysat od. Peptidcocktail (z.B. KLH)

16 Pat. 2 CR, 3 PR, 16 Ag-spezif. Reskt.

Monozyten-DC, reif

Nestle FO, 1998

MAGE-1 u. -3, Melan-A, gp100, Tyrosinase

14 Pat. 2 Antitumor-Ant. [2], 5 Ag-spezif. Reakt.

Reife CD34(+)-DC

Mackensen, 2000 (1)

MAGE-3

8 Pat. 8 Ag-spezif. Reakt.

Monozyten-DC, reif

Schuler-Thurner, 2000

gp100, MART-1, Mage-3, Tyrosinase

18 Pat. 3 CR, 1 PR, 7 Antitumor-Ant., 16 Ag-spezif. Reakt.

Unreife CD34(+)-DC

Bauchereau, 2001

Tumorlysat, MART-1 od. MAGE-1

Ag-spezif. Reakt.

Autologe DC

Chakraborty NG, 2004

Tumorlysat 11 Pat. 1 PR, 2 Antitumor-Ant. Monozyten-DC, reif VilellaR, 2004
MAGE-3A1, TT od. Tuberkulin 11 Pat. 6 Antitumor-Ant., 8 Ag-spezif. Reakt. Monozyten-DC, reif Thurner B, 1999
Multiples Myelom Id, KLH 12 Pat. 2 CR, 9 PR, 2 Id-gpezif., 11 KLH-spezif. Reakt. Unreife PBDC Reichardt VL, 1999
Id, KLH 6 Pat. 5 Id-spezif., 6 KLH-gspezif. Reakt., 1 klin. R. [3] Monozyten-DC, unreif |Lim SH, 1999
Lymphom Id 4 Pat. 1 CR, 1 PR, 2 Antitumor-Ant. Unreife PBDC Hsu FJ, 1996
Tumorlysat, KLH 10 Pat. 1 CR, 4 PR, 5 Ag-spezif. Reskt. Monozyten-DC, reif Maier T, 2003
Prostata-CA PSM-P1, PSM-P2 107 Pat. 30% Ansprechen Monozyten-DC, reif Lodge PA, 2000
PAP-GM-CSF-Fusionspeptid 12 Pat. Ag-spezif. Reakt., 3 klin. R. Unreife PBDC Burch PA, 2000
PSA-codierende mRNA 13 Pat. 3 Antitumor-Ant., 13 Ag-spezif. Reakt., 6/7 klin. R. Monoyten-DC Heiser A, 2002
Nieren-CA Tumorlysat, KLH 4 Pat. 3klin. R. Monzyten-DC, reif Rieser C, 2000
Hybrid aus autolog. Tumorzelle u. alog. DC |17 Pat. 4 CR, 2 PR, 1 Antitumor-Antw., Ag-spezif. Reakt. Monozyten-DC, alogen |Kugler A, 2000
Renale Tumor-RNA 10 Pat. 6/7 Ag-spezif. Reakt. Autologe DC Su Z, 2003
Tumorlysat 12 Pat. 1 PR Reife PBDC Gitlitz BJ, 2003
Brustkrebs Cocktail aus p53-Peptiden 6 Pat. 2 Antitumor-Antw., 3 Ag-spezif. Reakt., 2 klin. R. Autologe DC Svane IM, 2004

Brust- und Eierstock-CA

HER-2/neu- od. MUC1-gewonnene Peptide

10 Pat. 5 Ag-spezif. Reakt.

Monozyten-DC, reif

Brossart P, 2000 (I1)

Uterus- und Eierstock-CA

KLH, autolog. Tumorzelllysat

8 Pat. 6 Ag-spezif. Reakt., 3Klin. R.

Monozyten-DC, reif

Hernando JJ, 2002

Schilddriisen-CA

Calcitonin, CA-Peptide

7 Pat. 1 PR, 7 Ag-spezif. Reakt., 3von 7 klin. R.

Monozyten-DC, reif

Schott M, 2001

Padiatrische solide CA

Tumorlysat, KLH

15 Pat. 1 PR, 6/10 KLH-spezif. Reakt., 5 klin. R.

Monozyten-DC, unreif

Geiger JD, 2001

Glioblastoma multiforme

Tumorlysat

14 Pat. 4/9 Ag-spezif. Reakt.

Reife PBDC

YuJS, 2004




33

2.5. Zielsetzung dieser Arbeit

Die meisten erfolgreich chemotherapierten AML-Patienten rezidivieren innerhab kurzer Zeit. Fur
MDS-Patienten gibt es (auf3er der Stammzelltransplantation) bisher keine kurativen Behandlungsopti-
onen. Daher ist das Haupttherapieziel fur die meisten AML-Patienten das Erreichen kompletter oder
mindestens lang andauernder Remissionen, fir MDS-Patienten das Aufrechterhalten stabiler Krank-
heitsphasen ohne Krankheitsprogress.

Als die effizientesten Antigen-préasentierenden Zellen initiieren und regulieren DC antigenspezifische
Immunantworten. Sie prasentieren Tumorantigene (TAA), induzieren eine tumorspezifische T-
Zdlreaktion und stellen daher ein vielversprechendes tumorimmuntherapeutisches K onzept dar.

Fur AML-Studien sind DC gerade deshalb so interessant, da die leukamischen, unreifen Vorlauferzel-
len direkt, ohne ,,Beladung” mit Tumorantigenen in leuk&mische DC umgewandelt werden kénnen.

Da nur reife DC durch eine hohe T-ZdIstimulations- und Migrationsféhigkeit gekennzeichnet sind,
und derzeit kein Standardkulturverfahren verfugbar ist, bestand das Ziel dieser Arbeit zundchst darin,
die optimale serumfreie Kulturbedingung fir die Generierung reifer DC aus leukdmischen Blasten he-
rauszufinden. Zundchst wurden daher diverse Zellfraktionen fir unterschiedliche Zeiten mit unter-
schiedlichen Zusétzen (+ autologes Plasma, = Fl, £ PGE;, etc.) in einem Standardmedium (GM-CSF,
IL-4, TNF8) kultiviert. Ein besonderes Anliegen bestand in der Etablierung einer Methode zur Gene-
rierung von DC bel MDS. Nach Ermittlung der besten Methode sollten die erhaltenen DC im Hinblick
auf ihr Expressionsprofil, ihre leukamische Abstammung sowie ihre autologe T-Zellaktivierende F&-
higkeit in der gemischten Lymphozytenkultur hin getestet werden.

Insgesamt sollte die vorliegende Arbeit einen Beitrag zur weiteren Optimierung von DC-
Generierungsstudien im Hinblick auf ihren kinftigen klinischen Einsatz (in vivo-Studien) leisten, um
bessere Behandlungsmaoglichkeiten fir Patienten mit AML und MDS zu erhalten.



3. Material und Methoden

3.1. Patientenkollektiv

In diese Arbeit gingen Untersuchungen von insgesamt 108 AML Patienten, 56 MDS Patienten und 38
gesunden Probanden ein, deren heparinisiertes Blut oder Knochenmarksproben mit deren Zustimmung
zwischen 1997 bis 2004 unserem Labor der I11. Medizinischen Klinik des Klinikums Grosshaderns zur
Untersuchung Uberlassen wurden. Die meisten Patienten wurden im Rahmen von Studien diagnosti-
ziert und behandelt. Die diagnostizierten Befunde (Zytomorphologie, Zytogenetik, Immunzytologie)
wurden uns von den jeweiligen Einsendern zur Verfugung gestellt (Laboratorien fur Leuk&miedia-
gnostik der Med. 111, der Kliniken Berlin, Ulm oder Oldenburg). Mit Ausnahme der FISH-IPA-
Analyseergebnisse, die zum grofien Teil von mir selbst erstellt wurden, wurden mir ale diagnostizier-
ten sowie im Rahmen aller Untersuchungen erstellten Untersuchungsergebnisse zur Auswertung tber-
lassen.

Die Diagnosestellung der AML- und MDS-Proben erfolgte auf Grundlage der FAB-Klassifikation
(Bennett M, 1976; Bennett M, 1982).

Die Proben von 50 AML Patienten (40 mit Erstdiagnose, 5 mit persistierendem Krankheitsverlauf und
5 mit Krankheitsriickfall), von 24 MDS Patienten und von 23 gesunden Probanden wurden fur einen
Methodenvergleich bei der DC-Generierung verwendet (siehe Kapitel 4.2.) (Tabelle 10).

Tabelle 10: Patientencharakteristika fur den Methodenvergleich. m mannlich. w weiblich. AMLp
primare AML. AMLs sekunddre AML. nd nicht ausgewertet (not done). * % der Blasten gemessen im
Untersuchungsmaterial (PB oder KM) mit FACS-Analyse bzw. % CD34"-Zdlen in MDS-Félen. **
Oberfléchenmarkerprofil der Blasten.

Patienten- FAB-Typ Alter bei % ic Blasten* Blastenphénotyp** klonaler Marker
nummer Diagnose/ (KM/PB) CD...
Geschlecht
9 AMLp MO 59/ m 17 33,Dr normal
25 AMLp MO 62/ m 39 33,13,34,7,117 normal
61 AMLp MO 69/ w 4 33,13,117,34 normal
130 AMLp MO 54/ m 76 13,33,117,7,2,65,15 1(9;18)(pq)
195 AMLp MO 55/m 21 34 normal
2 AMLp M1 69/ m 94 117,33,13,64 normal
6 AMLp M1 36/ w 79 13,33,117,34,56 n.d.
53 AMLp M1 24/ m 87 33,13,Dr,117,4 normal
121 AMLp M1 70/ w 40 13,117 normal
17 AMLp M1 73w 89 33,13,Dr normal
47 AMLp M1 45/ w 90 34,Dr,7,33 normal
38 AMLp M1 76/ w 59 13,34,117,Dr,7 n.d.
175 AMLs M1 69/ w 90 13,33,4,64,65,14,15 normal
7 AMLp M2 59/ m 62 117,33,13,65 normal
8 AMLp M2 44/ w 94 33,13,34,117,2,65,15 t(2;3)(pq)
22 AMLp M2 59/ m 21 33,34,13 1(8;21)
56 AMLp M2 37'm 38 33,13,117,Dr normal

104 AMLp M2 20/ w 33 15,33,123 t(3;5)(qq)
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126 AMLp M2 58/ w 86 13,33 1(8;21)

66 AMLs M2 74/ m 86 33,13,14,64,Dr,116 normal

71 AMLs M2 47w 45 34,33 n.d.

80 AMLs M2 66/ w 6 19,65,15,34 normal

89 AMLs M2 67/ m 30 Dr,33,13,34,117 n.d.

191 AMLs M2 73/'m 12 34,117,33 +8

71 AMLs M2 47w 45 34,33 n.d.

49 AMLs M2 55/ w n.d. 34,332 normal
1(3;18)(qa),ins(4;9)(a?).t(4;19)(p?) -

33 AMLs M2 50/ m 91 34,117,33,13,56,7 5,1(7;11)(qa),+9,del(99),t(9;12)(pa),t(5;10)(?p),-
11,4(5;14)(?p),del(17p),-18,-19,-20

43 AMLp M3v 29/ w 58 33,13,64,Dr- t(15;17),del(7q)

36 AMLp M4 4/ w 45 33,13 1(11;16)(pp)

29 AMLp M4 56/ m 31 33,Dr,64,14,15 normal

93 AMLp M4 52/ w 52 33,Dr,64,13,117 normal

12 AMLs M4 76/ m 91 7,13,33,Dr,14,64,34 +8,+9,+14

138 AMLs M4 68/ m 36 33,13,65,15,14,34 -7

10 AMLp M4eo 38w 43 13,33,117,34,Dr inv(16),del(7q)

20 AMLp M4eo 57/'m 81 117,33,34,13,Dr inv(16)

64 AMLp M4eo 70/ m 25 13,33,14 inv(16)

48 AMLp M4eo 40/ m 88 34,13,33,65,15,Dr normal

46 AMLp M4eo 33/w 75 33,15,4,64,Dr,56 normal

41 AMLp M5 42/ m 48 33,15,65,4,64,Dr,56 normal

44 AMLp M5 37'm 43 33,Dr,64,15,56 normal

108 AMLp M5 48/ w 85 33,13,15,64,14 normal

196 AMLp M5 67/w 9 64,33,13,4,15 nd.

197 AMLp M5 50/w 86 64,15,65,33,13 1(9;11)(921,;923)

201 AMLp M5 48/ m 93 n.d. normal

11 AMLs M5a 57/ w 74 7.1,13,33,86,Dr,15,56,64 +8,+13,+20,t(9:11)(pg23),inv(17)

18 AMLp M5b 77'm 40 33,13,64,34 normal

23 AMLp M5b 53/w 33 n.d. t(11;22)(qq)

65 AMLs M5b 75/ w 79 33,65,15,64 r(1pq)

51 AMLs M6 31w 7 34 -7

54 AMLs M6 60/ m 11 34,33 ins(5;17),del(5q),t(6;17)

16 MDS 70/ w 5 del(5q)

28 MDS ?2/m 2 n.d.

78 MDS RA 40/ w 13 del(5q)

83 MDS RA 68/ m 12 normal

97 MDS RA 77'm 2 normal

69 MDS RA 42/ m 15 t(2;10)(qp),-9,der(16q)

52 MDS RAS 60/ m 1 n.d.

84 MDS RAS 43w 1 +19

5 MDS RAEB 66/ m 0 n.d.

15 MDS RAEB 50/ m 1 normal

19 MDS RAEB 73w 2 1(3;5)(q0)

40 MDS RAEB 71w 1 n.d.

70 MDS RAEB 53/m n.d. dic(5;17)(qp),+8,t(19;20)(qp),-20,+22,t(11;14)(?p)

190 MDS RAEB 68/ m 4 -Y

110 MDS RAEB 71w 2 normal

30 MDS RAEB 79/ w 4 -7

62 MDS RAEBt 52/ m 10 normal

26 MDS RAEBt 64/ m 3 normal

67 MDS RAEBt 72w 2 n.d.

77 MDS RAEBt 67/ m 13 normal

141 MDS RAEBt  64/w n.d. i(179)

158 MDS RAEBt 75/ w 3 n.d.

57 MDS CMML 68/ w 8 n.d.

75 MDS CMML 58/ w 4 -21
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Von den AML Patienten stellten sich 13 mit einer undifferenzierten Leuk&mie (MO: n=5, M1: n=8), 15
Patienten mit einer unreifen granulozytéren Leukamie (M2: n=14, M3: n=1), 20 Patienten mit einer
monozytaren Leukdmie (M4: n=5, M4eo: n=5, M5: n=10) und 2 mit einer Erythroleukdmie (M6) vor.
Das Durchschnittsalter der AML Patienten betrug 55 Jahre, das Verhdtnis Manner zu Frauen war 1:1.
Von den MDS Patienten wurde bel 4 eine refraktére Anamie (RA), bel 2 eine refraktéare Anamie mit
Ringsideroblasten (RAS), bei 8 Patienten eine refraktare Anamie mit Blastenexzess (RAEB), bel 6 «i-
ne refraktére Anamie mit Blasten-exzess in Transformation (RAEB-t) und bel 2 eine chronische mye-
lomonozytéare Leukdmie (CMML) nachgewiesen. Bei 2 MDS Patienten war kein FAB-Typ verfugbar.
Das Durchschnittsalter der MDS Patienten betrug 64 Jahre, das Verhédltnis Manner zu Frauen 1:1.

Fur eine weitere Studie, in der auf Ergebnisgrundlage des Methodenvergleichs serumfrel leukamische
DC generiert wurden, flossen die Proben von 100 AML Patienten (83 mit Erstdiagnose, 7 mit per-
sistierender Erkrankung und 10 mit Rezidiv), von 55 Patienten, as auch von 38 gesunden Probanden
ein (siehe Kapitel 4.3.) (Tabelle 11). Zusdtzlich wurden DC von 4 verschiedenen AML- und MDS-
Zdllinien namens Mutz-1 (MDS-RAEB), Mutz-3(AML-M4), Kazumi und HL60 (beide AML-M2)
generiert (Tabelle 11).

Tabelle 11: Charakteristika der Patienten und Zdllinien fur die serumfreile DC-Generierungsstudie.
Dgn Diagnose. m méannlich. w weiblich. p MO priméare AML FAB MO. sM? sekunddre AML nicht-
FAB-klassifiziert. nd nicht durchgefiihrt. g guinstiges Risiko. u ungunstiges Risiko. i intermediéres Ri-
sko. Geschl Geschlecht. * % der Blasten gemessen im Untersuchungsmateria (PB or KM) mit FACS-
Analyse bzw. %CD34"-Zdllen in MDS-Fallen. ** Oberflachenmarkerprofil der Blasten.

Alter
bei
Dgn
/ ic-
Pat.- FAB- Gesc zytogenetisches | Blasten Blastenphanotyp
Nr Typ hl Klonaler Marker Risiko * (CD)"
AML 181 s M? 64/m 1(3;6)(qq),-7,del(16q),t(5;17)qq,t(6;10)(gp) u 92 34,33,13
211 MO 52/m inv3,-7 u 84 33,34,13,117,4,7
9 p MO ?/m normal i 17 33,Dr
25 p MO 62/m normal i 39 33,13,34,7,117
33,13,Dr,117,10,14,
50 p MO 72lw nd - 10 4
61 p MO 69/w normal i 4 33,13,117,34
92 p MO 73/m nd - 5 34,117,38
130 p MO 54/m t(9;18)(pq) i 76 13,33,117,7,2,65,15
167 p MO 70w nd - 8 33,13,7
202 p MO 63/m +8 i 95 13,33,117,64,7
148 p M1 ?2Im normal i 95 33,123
214 p M1 70w normal i 64 33,13,15,40
237 p M1 51/w nd - 2 34,117
238 p M1 T2lw nd - 53 13,33,117
2 p M1 69 normal i 94 117,33,13,64
6 p M1 ?lw nd - 79 13,33,117,34,56
38 p M1 76lw nd - 59 13,34,117,Dr,7
47 p M1 45w normal i 90 34,Dr,7,33
53 p M1 241w normal i 87 33,13,Dr,117,4
121 p M1 70/w normal i 40 13,117
136 p M1 29/m normal i 62 33,13,117
137 p M1 68/w normal i 69 13,33, MPO
161 p M1 51/m normal i 90 13,33,117,4




166 p M1 61/m del(3pa) i 66 13,33,65,34,4
188 p M1 41w normal i 96 123,56
13,33,117,65,15,7,2,
189 p M1 32/w normal i 22 c3
17 p M1 73w normal i 89 33,13,Dr
175 s M1 69/w normal i 90 13,33,4,64,65,14,15
198 s M1 71/m +8 i 67 33,65,56,15,64
220 s M1 64/m nd - 29 34,38,33(+)
231 M2 ?lw normal i 91 33,13
7 p M2 59/w normal i 62 117,33,13,65
33,13,34,117,2,65,1
8 p M2 44/w t(2;3)(pa) i 94 5
22 p M2 59/m 1(8;21) g 21 33,34,13
210 p M2 76/w normal i 6 nd
228 p M2 S54/w add(12p) i 69 33,13,34,7
56 p M2 37Im normal i 38 33,13,117,Dr
105 p M2 20/m t(3;5)(qq) i 76 15,33,123
126 p M2 58/m 1(8;21)(qq) g 86 13,33
140 p M2 83/w normal i 42 13,33,MPO
144 p M2 75/m normal i 88 33,13
176 p M2 58/m normal i 79 13,33,117,135
182 p M2 52/w normal i 18 33,7,34
200 p M2 33w normal i 23 117,13,33,65
205 p M2 39/m 1(8;21) g 85 13,33,34
1(3;18)(qq).ins(4;9)(q?) t(4;19)(p?).-
5,1(7;11)(qq),+9,del(90),t(9:12)(pa).t(5;10)(?p) -
33 s M2 55/m 11,1(5;14)(?p),del(17p),-18,-19,-20 u 91 34,117,33,13,56,7
37 s M2 67/m - - 79 33.117
49 s M2 55w normal i 2 34,33,2
66 s M2 T4/m normal i 86 33,13,14,64,Dr,116
71 s M2 47w nd - 45 34,33
80 s M2 66/w normal 6 19,65,15,34
90 s M2 67/m nd 86 Dr,33,13,34,117
172 s M2 76/m nd - 75 13,33,15,117
191 s M2 73/m +8 i 12 34,117,33
43 p M3v 29/w t(15;17),del(7qq) g 58 33,13,64,Dr-
60 p M3v 57w t(15;17) g 87 33,64,13,Dr-
29 p M4 56/m normal i 31 33,Dr,64,14,15
36 p M4 41w t(11;16)(pp) i 45 33.13
94 p M4 52/w normal i 76 33,Dr,64,13,117
132 p M4 57w +4,+9 etc u 82 33,34,38
135 p M4 27w normal i 52 13,33,MP0,33,38,34
184 p M4 ?/m normal i 71 nd
207 p M4 64/m +11,inv11(pgl3) i 61 33,65,14,4,56,135
12 s M4 76/m +8,+9,+14 u 91 7,13,33,Dr,14,64,34
138 s M4 68/m -7 u 36 33,13,65,15,14,34
10 pMdeo | 38w inv(16pq),del(7q) g 43 13,33,117,34,Dr
20 pMdeo | 37/m inv(16pq) g 81 117,33,34,13,Dr
46 pMdeo | 33w normal i 75 33,15,4,64,Dr,56
48 p Mdeo | 40/m normal i 88 34,13,33,65,15,Dr
64 pM4eo | 70/m inv(16pq) g 25 13,33,14
239 s M4 S54/w 1(9;11)(921,;923) u 49 13,33,117,135
41 p M5 42/m normal i 48 33,15,65,4,64,Dr,56
44 p M5 37Im normal i 43 33,Dr,64,15,56
108 p M5 48/w normal i 85 33,13,15,64,14
147 p M5 69/m - - 81 33,34
196 p M5 67/w - - 91 64,33,13,4,15
197 p M5 50/w 1(9;11)(921,;923) u 86 64,15,65,33,13
201 p M5 48/? normal i 93 nd
7.1,13,33,86,Dr,15,5
11 s M5a 57w +8,+13,+20,1(9;11)(pg23),inv(17pq) u 74 6,64
18 p M5h ?2Im normal i 40 33,13,64,34
24 p M5h 53/w 1(11;22)(qq) u 37 -
65 p M5b 75w r(1pq) i 79 33,65,15,64
51 s M6 3w -7 u 32 34
54 s M6 60/m ins(5;17),del(5q),t(6;17) u 11 34.33
MDS 16 MDS 70/w del(5q) g 5
28 MDS ?/m nd - 2
88 MDS 70/m nd - 3
139 MDS 29/m normal g 2
129 RA 50/w normal g 3
69 RA 42/m 1(2;10)(qp),-9,der(16q) u 15
78 RA 40/w del(5q) g nd
83 RA 68/m normal g 15

37
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97 RA 77Im normal g 2
134 RA 79w del(5q) g 8
145 RA 76/m normal g 3
52 RAS 60/m nd - 1
84 RAS 43/w +19 1
223 RAEB 75/m nd - 3
208 RAEB | 83/w normal u 6
215 RAEB 45/w normal 2
234 RAEB 55/m normal 10
5 RAEB 66/m nd 0
15 RAEB | 50/m normal g 1
19 RAEB 73w t(3;5)(qq) i 2
30 RAEB | 79w -7 (bei ED) u 4
31 RAEB 80/m normal g 0
40 RAEB 7w nd 1
42 RAEB 43/m nd 4
70 RAEB | 53/m dic(5;17)(gp),, +8,1(19;20)(qp),-20,+22,t(11;14)(?p) u nd
85 RAEB | 80/m +8 i nd
96 RAEB | 62/m normal g 1
99 RAEB | 76/m normal g 11
102 RAEB 67/m XXYY i 6
110 RAEB T7lw normal g 2
123 RAEB 63/w nd - 2
190 RAEB | 68/m -y g 4
127 RAEB 64/w der(5;17)(qq),-7,del(99),t(9;12)(qq) u 3
212 RAEBt | 40/w normal g 5
225 RAEBt 80/m nd - 7
227 RAEBt 51w nd - 10
62 RAEBt | 52/m normal g 10
133 RAEBt | 69/w del(5q) g 15
158 RAEBt 75w nd - 3
160 RAEBt | 65/m normal g 1
26 RAEBt | 64/m normal g 3
27 RAEBt | 52/m normal g 3
68 RAEBt | 72/w nd - nd
7 RAEBt | 67/m normal g 13
141 | RAEBt | 64w i(179) i 7
+1,+2,+4,+8,+9,+14,-
179 RAEBt | 83/m 16,,+19,t(8;11)(pq),dic(q;11)(gp);1(9;19)(?q) u 2
57 CMML | 68/w nd - 8
75 CMML 58/w 21 i 4
-X,-8,-16,-17,+18,+22,ins(1;8)(p?;0),
1(5;17)(a;) del(9)p(13)t(9;14)
Zell (9;0),t(9;24)(q ;0),t(16;17)(q;q),  sideline  with:-2,-5,-
linie HL60 pM2 | 15,delll(q;q) 13,33,15,4
Kazumi | pM2 | t(29)(p22;?)t(?9;15)(p;q) 13,33,34,15,4
1(1;3)(q;a).inv(3)(a;).1(2;7)(@;0).inv(7)(p;0) t(12;,22) (piq
Mutz-3 pM4 | ) 13,34,15,65,68
-X,add(1p),  1(2,211)(q0).(3;5)(q;9).4(5:22)(a;q),
del(3p),del(3a),del(5a).t(3 ;6)(p ;p).t(7 ;11)(a ;a) (1 ;8)(
PRA | q :q).add(%0) del(9p).add(14p) (5 15)(pp).A(T:16)(G0)
Mutz 1 EB | ,add(18p),add(21p) Dr,56,19

Dabei hatten 35 AML Patienten eine undifferenzierte Leukdmie (MO: n=14, M1: n=21), 31 ene
unreife granulozytéare Leukdmie (M2: n=29, M3: n=2), 29 eine monozytare Leukdmie (M4: n=13,
M4eo: n=5, M5: n=14) und 2 eine Erythroleukdmie (M6). In 2 AML-Fdlen konnte kein FAB-Typ be-
stimmt werden. Bei 71 AML Patienten konnte eine pAML, bei 24 eine SAML festgestellt werden. Das
mittlere Erkrankungsalter der AML Patienten betrug 56 Jahre, das Verhdltnis Manner zu Frauen 1:1.
Von den 55 MDS Patienten wurden 8 Patienten dem FAB-Typ RA, 2 dem FAB-Typ RAS, 22 dem
FAB-Typ RAEB, 17 dem FAB-Typ RAEB-t und 2 dem FAB-Typ CMML zugeordnet. Bei den restli-
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chen MDS Patienten war kein FAB-Typ verfligbar. Das Durchschnittsalter der MDS Patienten lag bel
65 Jahren, das Geschlechterverhaltnis betrug 1:1.

3.2. Verarbeitung des Zellmaterials

Das Knochenmark wurde nach Aufkl&rung der Patienten durch Punktion des hinteren Beckenkammes
gewonnen. Die Blutabnahmen erfolgten durch einfache Punktion einer peripheren Vene. Die Aufarbei-
tung des Zellmaterias erfolgte dann in unserem Labor. Als Kontrolle wurden auch Knochenmarks
(KM)- bzw. Blutproben (PB) von gesunden Spendern verwendet. Die Antikoagulation der Proben er-
folgte mit Heparin oder EDTA. Zur morphologischen und zytochemischen Beurteilung wurden KM-
bzw. PB-Ausstriche angefertigt (siehe 3.3.). Fur zytogenetische Untersuchungen wurden heparinisierte
Voll-KM/PB-Proben angesetzt (siehe 3.4.). Zur Erstellung der tbrigen Befunde wurden frisch sepa-
rierte mononuklegre Zellen (MNC) verwendet, die Uber Dichtegradzentrifugation (Ficoll-Hypaque,
Biochrom) gewonnen (Béyum A, 1984), danach gewaschen und in PBS suspendiert wurden (Bio-
chrom). Dadurch wurden ausdifferenzierte Zellen wie Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten o-
der Megakaryozyten abgetrennt und gesunde bzw. leuka@mische hdmopoetische Vorlauferzellen, sowie
Lymphozyten und Monozyten nach Z&hlung in der Neubauer-Zahlkammer weiter untersucht.

In einigen Parallelansdtzen wurden aus den MNC zuvor B- und T-Zellen herausgefiltert. Dazu wurden
die B- und T-Zellen mit magnetischen CD3- oder CD19-Antikdrpern markiert und danach mit Hilfe
des immunmagnetischen Zellsortiersystems von Miltenyi (MACS, Biotec) isoliert. Positiv-
sclelektionierte CD3"-Zdlen wurden fur gemischte Lymphozytenreaktionen (MLR) verwendet (siehe
3.10.), die Negativfraktion als "MNC(-) -Fraktion weiterverwendet.

Bereits separierte MNC, die nicht am selben Tag welterverarbeitet werden konnten, wurden Gber
Nacht bei 4” C im Kihlschrank gelagert. Fir Fragestellungen dieser Arbeit wurden zum Teil MNC
verarbeitet, die nach Kryokonservierung in flissigen Stickstoff bel -19601C aufgetaut worden waren
(Fliedner T™M, 1977).

Fur den Methodenvergleich wurde bel einigen kryokonservierten MNC as Paralelansatz die soge-
nannte Adhérenzmethode angewendet. Dazu wurden die MNC in Plastik-Well-Platten ausgesét und fur
zwei Stunden inkubiert. In dieser Zeit setzt sich eine adhédrente, monozytenhaltige Zellfraktion, von
einer nicht-adhérenten Zellfraktion ab. Die Plastik-adhdrenten Zellen wurden as weitere DC-Quélle
verwendet, wahrend die nicht-adhérenten Zellen verworfen wurden.
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3.3. Morphologische und zytochemische Unter suchungsmethoden

Die KM- und PB-Ausstriche wurden nach der panoptischen Methode von Pappenheim (May-
Grunwald-Giemsa) geférbt und morphologisch entsprechend den FAB-Kriterien beurteilt (siehe Tabel-
le 1 und 4). Ebenso wurde der Antell der Blasten zu dlen MNC im Ausstrich beurteilt
(=morphologisch bestimmter Blastenanteil). Zur genaueren Differenzierung wurden die KM- und PB-
Ausstriche zusétzlich zytochemisch mit Myeloperoxidase, Sudanschwarz, apha-Naphthylacetat-
Esterase, Naphthol-A SD-Chloracetat-Esterase und PAS (Periodic Schiff-Saure) gefarbt.

3.4. Zytogenetische Unter suchungsmethoden

Die Prgparation der Chromosomen zum Auffinden von numerischen oder strukturellen Aberrationen
erfolgte an unstimuliertem Knochenmarksaspirat oder an peripherem Blut nach eintégiger Kultivierung
der Zellen und Arretierung des Zellzyklus in der Metaphase durch das Spindelgift Cholchicin. Durch
Giemsa-Féarbung wurden bestimmte Abschnitte der Chromosomen unterschiedlich stark angeférbt, so
dass anhand dieser spezifischen Bandenmusterung neben der Grofde der Chromosomen auch eine Sor-
tierung nach ihrem Férbeverhaten und somit auch die Bestimmung des Karyotyps vorgenommen wer-
den konnte (Schoch C, 1997). Durch Erstellung solcher Karyogramme konnten fehlende oder zusétzli-
che Chromosomen sowie Chromosomenumlagerungen dargestellt und chromosomale Aberrationen
nachgewiesen werden (Schmetzer H, 1997).

Nach der auf den Richtlinien des Internationalen Systems fur menschliche, zytogenetische Nomenkla-
tur basierenden Analyse der 100 AML und 55 MDS Patienten (Mitelman F, 1995), wurden die Patien-
ten in zytogenetische Risikogruppen eingeteilt (Mrozek K, 1997; Greenberg P, 1997; Haferlach T,
2003): AML Patienten mit einem t(8;21)-, t(15;17)-, inv(16)- oder t(16;16)-Karyotyp wurden der giins-
tigen Risikogruppe, AML Patienten mit einem -5/5g-, -7/79-, t(11923)-, inv(3)-, 1(3;3), 17p- oder ei-
nem komplexen aberranten Karytotyp (I3 zytogenetische Aberrationen) der unglnstigen Risikogruppe
und AML Patienten mit eéinem normalem Karyotyp oder einer der restlichen Aberrationen der inter-
medidren Risikogruppe zugeordnet. MDS Patienten mit glinstigem Risikoprofil présentierten einen auf
del(5q), del(20g) oder —Y beschrankten aberranten Karyotyp bzw. einen normaen Karyotyp, mit un-
gunstigem Risikoprofil eine -7/7g-Aberration oder einen komplexen aberranten Karyotyp und mit in-
termediarem Risikoprofil jegliche Gbrigen Aberrationen.

3.5. Generierung der Dendritischen Zellen (DC)

Die MNC bzw. "MNC(-)" wurden fur 7 (gesunde Zellproben) — 14 Tage (AML- und MDS-Proben) auf
12-Wdll-Platten ausgesit und in Xvivo 15- (BioWhittaker, Europe) FCS-frelem Medium in einer Kon-
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zentration von 2.5x10° Zellen/ml inkubiert. Fir den Kulturmedienvergleich wurden einige Zellproben
paralel zu gleichen Bedingungen in CellGro (CellGenix) angesetzt. Dazu wurden jeweils 800 U/ml
GM-CSF (Sandoz), 500 U/ml IL-4 (Cell Concepts) und 40ng/ml FL (FLT3-Ligand, PromoCell) und
fur die letzten zwel Tage 200 U/ml TNFa (Cell Concepts) gegeben.

Fur den Methodenvergleich wurden in Parallelansdtzen DC auch ohne die Zugabe von 40ng/ml FL
generiert. AulRerdem wurden die Zellen paralel sowohl mit 10%igem autologem Plasma als auch ohne
10%iges Plasma kultiviert. Ebenso wurden fir den methodischen Vergleich die DC parale fur 7 und
fir 14 Tage angesetzt.

Fur die serumfreie DC-Generierungsstudie wurden die DC in einem parallelen Experiment in "MCM-
Mimic' -Medium kultiviert, das 800 U/ml GM-CSF, 500 U/ml IL-4, 10 ng/ml IL-1& (Cell Concepts),
1000 U/ml IL-6 (Cell Concepts), 200 U/ml TNF4, 1g/ml PGE, (Pharmacia) und as Zusatz 40 ng/ml
FL enthielt. Alle 4 — 7 Tage wurde die Hélfte des Mediums durch frisches Zytokin-angereichertes Me-
dium ersetzt. Nach 7 — 14 Tagen wurden die DC fur weitere Experimente geerntet.

3.6. Immunzytologische Unter suchungsmethoden (Dur chflusszytometrie)

Unter Berlcksichtigung des initidlen diagnostizierten Befundes und unter Berlicksichtigung des
Blastenphanotypes wurde ein Ausgangsbefund in unserem Labor erstellt, der erlaubte, die Blasten-
mengen sowie die Anteile an B-, T-, NK-Zellen und Monozyten in der uns zugesandten Probe zu
quantifizieren (Rothe G, 1996).

Bei MDS-Proben wurde zudem regelmaig die Anzahl der CD34"-positiven Zellen im PB bzw. KM
bestimmt, um die Menge an undifferenzierten Zellen/ Blasten zu bestimmen (Campana D, 2000; May-
nadie M, 2002; Stetler-Stevenson M, 2001). Die generierten DC wurden nach dem Ernten quantifiziert
und charakterisiert (siehe 3.9.)

Zur Immunphénotypisierung wurden die Zellen durchflusszytometrisch mit Hilfe direkt Fluorochrom-
markierter monoklonaler Maus-Antikorper (moAbs) des 1gG-1- oder 1gG-2-Subtyps untersucht. Um
Unterschiede in der Antigenerkennung zu vermeiden wurde bel allen Analysen derselbe Antikorper-
klon mit demselben konjugierten Fluorochrom verwendet. Bei der Auswahl des Farbstoffs wurden
Antigene, die in der Regel nur schwach auf der Zelloberfldche der untersuchten Zellen exprimiert wer-
den, mit dem stark fluoreszierenden Fluorochrom Phycoerythrin (PE) oder dem etwas weniger stark
fluoreszierendem Cy5-PE-Tandem-Konjugat (PC5) untersucht. Dagegen wurden eher hoch exprimier-
te Antigene mit Antikdrpern untersucht, die mit dem etwas schwécher fluoreszierenden Fluorochrom
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) konjugiert waren (Tabelle 12).



42

Tabelle 12: Vertellung und Funktion aller Fluorochrom-markierter Oberflachenantigene. BC Beckman
Coulter. Ser Serotec. BD Becton Dickinson. FITC Fluoreszeinisothiocyanat. PE Phycoerythrin. PC5
Fluorochrom-markierte Antikorper, die beim

PE-Cy5-Tandem-Konjugat. Phar  Pharmingen.

Methodenvergleich nicht verwendet wurden.

CD Andere Namen Hauptfunktion Hauptverteilung Vertrieb Far bstoff
CDla Antigenpréasentation Kortikale T-cells, DC  BC PE
CD3 T3 T-Zel-Aktivierung, T-Zelen BC FITC, PE, PC5
Signaltransduktion
CDh14 LPSR LPS-Rezeptor Monozyten BC PC5, FITC
(GPI-verbunden)
CD15 Lewis X Beteiligt an der Adhédsi- Granulozyten BC PC5, PE
on von Neutrophilen
und an Phagozytose
CD19 B4 B-Zell-Antwort B-Zellen BC PE
CD28 CD86/86-ligand  T-Zéll-ko- T-Zdl-Untereinheit BC FITC
stimulatorisches Sig-
nal
CD33 AML-Diagnose Pan-myeloider Marker BC FITC, PE, PC5
CD34 Stromaadhésion, DC- Héamatopoetische Vor- BC FITC, PC5
Differenzierung lauferzellen
CD40 TNF-R-Protein, betei- B-Zellen, DC, Mono- BC PE, FITC, PC5
ligt an der B-Z€l- Dif- zyten
ferenzierung
CD56 N-CAM Homophile Adhésion NK-Zellen, aktivierte BC PE
T-Zélen
CDh71 T9, Transferrin-  Kontrolliert die Eisen- PC PE
Rezeptor aufnahme wéhrend der
Proliferation
CD80 B7.1 Nicht-spezifisches ko- B-Zellen, DC Ser PC5
stimulatorisches  Anti-
gen fur T-Zellen
CD83 HB15 Antigenprasentation Differenzierte DC BC PC5, FITC, PE
CD86 B7.2 Nicht-spezifisches ko- Aktivierte B-Zellen, , Ser PE
stimulatorisches  Anti- Monozyten, DC
gen fur T-Zellen
CD117 SCRF, c-kit Rezeptor  fur  den Hamatopoetische Vor- BC PC5
Stammzellrezeptor lauferzellen
CD135 FLT3 Tyrosinkinase- Rezep- Frihe, lymphatisch BC PE
tor festgelegte Vorlaufer-
zellen
CD137 4-1BB TNF-R-Familie, Kosti- T-Zellen BD PE
mulierung der T-Zell-
Aktivierung
CD137L" 4-1BBL Rezeptor fir CD137 (4- DC, B-Zellen, Mono- Biozol FITC
1BB), kostimulatori- zyten Phar PE
sches Signa fur T-
Zélen
CD152 CTLA-4 Niederregulierung der Aktivierte T-Zellen BC PE
T-Zell-Aktivierung,
Ligand fur CD80, CD86
CD154 CD40L Kostimulatorisches Mo-  Aktivierte T-Zellen BD FITC
TRAP-1 lekll, Hauptpartner der
B-Zell-Hilfe bei der T-
Zell-Aktivierung
CD197 CCRY, EBI1, Homing von Lympho- T-, B-, NK-Zelen, R&D PE
BLR2 zyten und DC in DC, Monozyten,
Lymphknoten Makrophagen
CD209° DC Sign Regulierung der T-Zell- DC R&D FITC
Proliferation
HLA-Dr MHCKIassell  Antigenprésentation B-Zellen, aktivierte T- BC FITC, PC5

Zellen, DC
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7.1 NG2-Antigen Oberfléchenantigen der Zellen mit 11g23- BC PE
11g23-Aberration Aberration

Vor der Durchflusszytometrie wurden die MNC oder die kultivierten Zellen nach den Vorschriften des
Herstellers in PBS mit 10% FCS (Biochrom) suspendiert und mit den mononuklegren Antikorpern in-
kubiert. In der Isotypkontrolle, die regelmaliig durchgeftihrt wurde, wurden <3% positive Zellen tole-
riert. Mindestens 5000 Events/ Ereignisse wurden an einem Durchflusszytometer der Firma Becton
Dickinson (BD, FACS Calibur) ausgewertet. Die durchflusszytometrische Datenaufnahme und —
auswertung erfolgte mit dem Programm CellQuest (BD). Die Leukamiepopulation zeigte entsprechend
ihrer zelluldren Charakteristika (Zellgrofie, Granularitét) in der Dot-Plot-Darstellungsform ' Vorwarts-
streulicht (y-Achse) gegen Seitwértsstreulicht (x-Achse) ein typisches Scatterbild, Uber das ein Aus-
wertefenster gelegt wurde. Fir die Analyse der DC und leuk&mischen Zellen wurde das Auswertefens-
ter Uber die gesamte MNC-/DC-Fraktion gelegt (Bild 4). Fur T-Zdl-Anaysen wurde ein ’Lymphozy-
ten-Gate' geschaffen, das Lymphozyten und aktivierte Lymphozyten mit einschloss (Bild 5).

Bild 4: "MNC-/DC-Gate bei einem Patienten mit AML.
FSC Vorwarts-Scatter. SSC Seitwarts-Scatter. He Abkulrzung des Patientennamens.
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Bild 5: 'Lymphozyten-Gate’ um DC-induzierte autologe T-Zellen bei einer AML-M5. FSC Vorwérts-
Scatter. SSC Seitwarts-Scatter. PE Phycoerythin. FITC Fluoreszeinisothiocyanat. PC5 Cy-5-
Phycoerythin-Tandem-Konjugat. MLR gemischte Lymphozytenreaktion (mixed lymphocyte reaction).
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3.7. Vitalitdts-Nachweisder DC

Vitalitétsanalysen wurden in unserem Labor angefertigt. Dabei wurden die apoptotischen Zellen nach
einer bewahrten Methode, der Annexin V-Durchflusszytometrie, sichtbar gemacht (Merchant SH,
2001; Pepper C, 1998; Van Engeland M, 1998). Um die Anzahl der vitalen Zellen oder vitalen DC
nach der Kultivierungs-Prozedur zu berechnen, wurden die MNC oder DC gegatet und die vitalen
(AnnexinPl") Zellen im Gate quantifiziert (Koehler T, 2000). Der Vitalitéts-Test wurde gemald den
Herstelleranordnungen durchgefiihrt (BioVision, BioCat). Demnach wurden 1-3x10° Zellen in 300 il
Bindungspuffer fur 5 min mit 3 il Annexin V-FITC und 3 il Pl im Dunkeln inkubiert. Ohne die Zellen
vorher zu waschen, wurden die Zellen in einem Durchflusszytometer der Firma BD (FACS Calibur)
mit dem Programm CellQuest (BD) ausgewertet.

3.8. Durchfiihrung der simultanen, immunophanotypischen Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH-I1PA)

Alle FISH-IPA-Anaysen wurden von mir gemeinsam mit Mitarbeitern von Herrn Dr. Zitzelsberger im
Labor fir Humangenetik in der GSF Neuherberg durchgefihrt und ausgewertet.

AML- und MDS-Proben, von denen bekannt war, dass sie numerische, zytogenetische Aberrationen
prasentierten, wurden zur immunphanotypischen FISH-Analyse (FISH-IPA) herangezogen. Dazu wur-
den MNC- und DC-Proben auf Objekttrager zentrifugiert, luftgetrocknet und eingefroren. Nach
10minttiger Fixierung der Objekttréger in Aceton wurde eine Oberfléchenantigen-Markierung der Zel-
len mittels FITC- oder PE-konjugierten DC-Antikorpern (CD1a) durchgefihrt (Hessel H, 1996). Auf
eine 30mindtige Inkubationszeit in einer feuchten Kammer folgte nach Herstellerangaben eine weitere
Fixierung der Objekttréger in 3% BSA (3 min), in Methanol-Eisessig (Verhdtnis 3:1, 20 min tiefkalt)
und mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%iger Alkohol gefierschrankkalt, 90%iger Alkohol
kihlschrankkalt, 100%iger Alkohol kihlschrankkalt, je 2 min).

Die Detektion der chromosomalen Aberrationen wurde mit Zentromer-spezifischen Sonden fur die
Chromosomen 7, 8 (Oncor), 9 oder 21 (Abbot/Vysis) durchgefiihrt. Vor der Hybridisierung mussten
die Objekttrager in 70% FA (Formaaldehyd) 2xSSC bei 72[C fur 1,5 min und die Sonde nach einer
Vorbehandlung geméal3 Herstellerangaben bei 70C1C fur 5 min denaturiert werden. Die Hybridis erung
fand schliefdich Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei 370C statt.

Die Sondendetektion wurde am néchsten Tag - nach einer abermaligen Denaturierung in 50% FA
2xSSC bei 43[C fur 5 min und in 50% FA 2xSSC bei 37C fur 8 min, nach Blocken der Reaktion mit
PNM und einer anschliefienden 20minttigen Inkubationszeit - mit Cy3-konjugiertem Streptavidin und
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AMCA-konjugierten Antikorpern durchgefihrt. Abschliefend wurden die Zellen auf den Objekttré-
gern mit DAPI gegengeférbt und die Objekttrager mit Vectashield eingedeckelt.

Die Analyse der hybridisierten Objekttrager erfolgte mit einem Zeiss-Mikroskop und einer CCD-
Kamera, die mit einer Software fir Image-Analysen (MetaSystems) ausgestattet war. DC, die den klo-
nalen, chromosomalen Marker trugen, konnten so von CD1a’-DC ohne klonalen Marker und von klo-
nalen, zytogenetisch-aberranten Zellen, die keine DC-Antigene exprimierten, differenziert werden
(Bild 6).

Bild 6: Bewels des leukdmischen Ursprungs von DC bei Zellen eines MDS-RAEB-Falles durch FISH-
IPA: Detektion einer Trisomie 8 bei CD1a'-DC.

Die grinen Pfeile zeigen auf zwel DC leukdmischen Ursprungs (DC-Oberflachenantigenférbung bei
gleichzeitig bestehender chromosomaler Aberration), die Zelle oben rechts ist eine normale DC (DC-
Oberflachenantigenfarbung ohne chromosomale Aberration), die Zelle unten mittig eine leukdmische
Zédlle (fehlende DC-Oberflachenantigenfarbung bei chromosomaler Aberration).

3.9. Quantifizierung und Char akterisierung der DC

Samtliche folgend beschriebenen immunzytologischen Analysen und Auswertungen wurden in unse-
rem Labor durchgefihrt.

Nach dem Ernten der DC wurden zuerst sowohl die Gesamtzellzahl als auch die Anzahl der DC ge-
messen. Dabel wurden grof3e Zellen irreguldrer Morphologie mit zytoplasmatischen Projektionen als
DC angesehen (Bild 7).

Bild 7: Dendritische Zelle, generiert aus einer PB-MNC-Probe, bei einer AML-M4 zeigt eine charak-
teristische Morphologie mit irregulérer Form und zytoplasmatischen Projektionen.
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Mittels Durchflusszytometrie wurden in einem “Gate', das die gesamte MNC-/DC-Fraktion einschloss,
Zéellen, die en typisches Scatter-Bild dendritischer Zellen zeigten und die typischen DC-Antigene
exprimierten (CD86, CD80, CD40, CD1a, CD83) quantifiziert (Tabelle 12, Bild 4). Dabel gaten Zel-
len mit der hdchsten Expression dieser Marker als DC. DC, die CD83 coexprimierten wurden als reife
DC eingestuft. Ein anderes Reifungskriterium in spéteren Auswertungen war auch CD209-Positivitét.
In AML-Félen mit einer immunphanotypisch detektierbaren Blastenpopulation in der MNC-Fraktion
wurde die Anzahl der Blasten, die zu DC umgewandelt werden konnten, anhand der Coexpression
spezifischer, aberranter Blastenantigene (z.B. 7.1, CD56, CD117) festgestellt (Bild 8) (Kufner S, 2005
(1,11 und 111)).

In Fallen ohne verfiighare spezifische Blastenantigen-Kombination, aber mit weniger als 5% CD14-
Zdlen in der MNC-Fraktion, wurden CD33 oder CD13-Antikérper verwendet, um den Prozentsatz an
Blasten zu schétzen, die in leukdmische DC (DCie;) umgewandelt wurden. In MDS-Féllen mit weniger
as 10% Blasten wurden CD34"- oder CD117"-Zellen verwendet, um den Anteil der Zellen, die zu
DCey umgewandelt wurden, und zu evaluieren. Zusétzlich wurden DC von AML und MDS Patienten,
bei denen eine klonale Chromosomenaberration bel Diagnosestellung bekannt war, und die nach der
DC-Generierung wiederum detektierbar war, als klonale/leukamische DC definiert ( sehe Bild 6).

Bild 8: Beweis des leuk&mischen Ursprungs von DC in einer AML-M5 durch Immunphanotypisie-
rung: Coexpression des Blastenantigens 7.1 auf DC.
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3.10. Anfertigen der gemischten Lymphozyten-Kulturen (MLR) und Nachweis der T-Zdll-
Aktivierung durch leukéamische DC

Positiv selektionierte CD3*-T-Zellen (Milteney Biotech, 1x10° Zelen/Well) von AML- und MDS-
MNC wurden zusammen mit autologen, leukdmischen DC (1x10°) in 1ml RPMI 1640 Medium (Bio-
chrom), das 10% FCS enthidlt, kultiviert. Nach 5 Kulturtagen wurde die T-Zdlaktivierung hinsichtlich
der Expresson DC-relevanter Kontaktantigene durchflusszytometrisch bestimmt. Durch Vergleichen
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der Expression von DC-Liganden (z.B. CD28, CD137, CD154) auf den T-Zellen vor und nach dem
DC-Kontakt, und durch Evaluierung der Proliferationsaktivitét der T-Zellen wurde die Fahigkeit der
leukamischen DC zur T-Zdl-Aktivierung schliefdich bestimmt. Die T-Zdll-Proliferation wurde errech-
net, indem man die Koexpression von CD71 oder CD28 auf den T-Zellen vor und nach dem DC-
Kontakt quantifizierte (Nguyen XD, 2003) (siehe Bild 5).

3.11. Durchfiuhrung des Zytotox-Assays (Fluor olyse)

Fir den Zytotox-Assay wurden zuerst positiv selektionierte CD3*-T-Zellen (2x10°) zusammen mit
5x10* DC oder MNC in einer 24-Wellplatte in 2ml RMPI + 10% FCS, angereichert mit IL-7 (Tag 0-
21) (10ig/ml; CellConcepts, Deutschland) und IL-2 (Tag 7-21) (23 U/ml; Proleukin R5, Chiron), kul-
tiviert. Die Restimulierung der T-Zellen erfolgte mit 5x10* DC oder MNC am 7. und am 14. Tag. Alle
3-4 Tage wurde zudem die Héalfte des Mediums ausgewechselt. 6 Tage nach der letzten Restimulie-
rung wurden die DC- oder MNC-stimulierten T-Zellen (Effektorzellen, E) geerntet und zusammen mit
aufgetauten autologen DC oder MNC (Zielzellen/'target célls, T) in einem E/T-Verhdtnis von 6:1
und 1:1 far 3 h bei 3701C unter 5%igen CO ; in 1,5 ml Eppendorf-Behdtern kultiviert. Als Kontrolle
wurden Ziel- und Effektorzellen ohne vorherige gemeinsame Kultivierung zusammen generiert. Die
Zidzellen und die E/T-Zdl-Suspension wurden dann fur 15 min mit FITC- oder PE-konjugierten,
Blasten-markierenden Antikdrpern und mit 7-AAD (BD, Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland) markiert, um die Anzahl vitaler (7-AAD’) Blasten zu bestimmen. Danach wurden die
Zdlen in PBS gewaschen und nochmals in einer FACS-Ldsung suspendiert, die eine bestimmte Menge
an Calibrate APC-markierten Beads (BD, Heidelberg, Deutschland) enthielt, um den Zellverlust nach
3stiindiger Inkubationszeit zu quantifizieren. Die Zellen wurden schliefdlich durchflusszytomentrisch
analysiert. Die prozentuale Lyse wurde Uber die Differenz der Anzahl an vitalen Blasten vor und nach
dem Kontakt mit den Effektorzellen bestimmt (Kienzle N, 2002).

3.12. Statistische Berechnungen

Die statistischen Auswertungen dieser Arbeit wurden mit dem Programm Excel 97 (Microsoft) durch-
gefuhrt. Dabel wurden Mittelwerte, Standardabweichungen, Mediane, Schwankungsbereiche sowie
Gruppenvergleiche mit dem zweiseitigen T-Test bzw. Qui-Quadrat-Test ermittelt. Ein p-Wert < 0.05
galt als statistisch signifikant.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung des Ausgangsmaterials

Um die Anzahl der Monozyten, Lymphozyten, B-Zdlen, NK-Zellen und Blasten im Ausgangsmaterial
und den Blastenphanotyp bei leukdmischen Proben zu bestimmen, wurden vor der DC-Generierung
durchflusszytometrisch die MNC sowohl von 100 AML und 55 MDS Patienten as auch von 38 ge-
sunden Probanden (siehe Tabelle 11) analysiert. Im Durchschnitt fanden sich in den MNC-Fraktionen
der AML-Proben 11% B-Zellen, 9% T-Zellen, 14% Monozyten (5% in nicht-monozytér differenzier-
ten Leukamien), und 59% leukdmische Zellen. In MDS-Proben waren 6% B-Zellen, 15% T-Zdllen,
9% NK-Zellen, 12% Monozyten und 6% CD34"-Zellen nachzuweisen. In MNC-Proben gesunder Pro-
banden konnten durchschnittlich 10% B-Zellen und 39% T-Zellen gefunden werden.

4.2. Methodenvergleich bel der DC-Generierung (Kufner S, 2005 (1 und 11))

4.2.1. Kulturmedien- und Kulturdauervergleich

4.2.1.1. Die DC-Ausbeute in CellGro ist vergleichbar mit der Ausbeute in Xvivo

PB-MNC von 49 AML-, 16 MDS- und 13 gesunden PB-Proben wurden parallel unter serumfreien Be-
dingungen in Xvivo und CellGro kultiviert. Der immunphéanotypisch bestimmbare Blastenanteil in den

AML-MNC-Proben betrug durchschnittlich 56%, der Anteil an CD34"-Zellen in MDS-Proben 2%.
Die DC-Ausbeute und Ernte reifer DC war in beiden Kontrollgruppen dhnlich (Bild 9).



50

Bild 9: Kulturmedienvergleich zwischen CellGro und Xvivo. * % nach 10-14tégiger (AML/MDS) oder
7téagiger (gesunde Probanden) Kultur. 2DC mit Coexpression von CD83.

% Zellen AML (n=49) Xvivo AML (n=49) CellGro MDS (n=16) Xvivo
MDS (n=16) CellGro Ogesund (n=13) Xvivo gesund (n=13) CellGro
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Generierte DC! Reife DC?2

Auch die Coexpression kostimulatorischer Molekile wie CD40, CD86, CD80 und CD1a auf den DC
unterschied sich hinsichtlich des verwendeten Mediums nicht (Bild 10 und 11). Wegen des niedrigeren
Preises und der erlaubten Anwendbarkeit fur klinische Versuche wurde Xvivo fir weitere Versuche
verwendet.

Bild 10: Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD40 und CD86 nach 10-14tagiger Kultur
(AML/MDS) oder 7tagiger Kultur (gesunde Probanden) in CellGro und Xvivo (Hinwels. CD40 am
Tag 7 nicht gemessen, deshalb Wert von Tag 10-14).
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Bild 11: Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD80 und CD1a nach 10-14téagiger Kultur
(AML/MDS) oder 7tagiger Kultur (gesunde Probanden) in CellGro und Xvivo.
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4.2.1.2. Die Zugabe von 10%igem autologem Plasmaverringert die DC-Ernte

Um zu wissen, ob die Zugabe von 10%igem autologem Plasma als Proteinquelle die DC-Ernte erhoht,
wurden PB-MNC von 32 AML-, 11 MDS- und 10 gesunden Proben parallel mit und ohne autologem
Plasma kultiviert (Bild 12). Der immunphanotypisch bestimmbare Blastenanteil in den AML-MNC-
Proben betrug durchschnittlich 71%, der Anteil an CD34"-Zdlen in MDS-Proben 2%. Die Daten zei-
gen, dass die Zugabe von 10%igem autologem Plasma die DC-Ausbeute im Durchschnitt nicht erhoht.
Eine detalllierte Analyse der Daten zeigte aber, dass in 17 von 32 AML-Féllen (53%), in 5 von 11
MDS-Féallen (46%) und bel 6 von 10 gesunden Proben (60%) nach der DC-Kultur eine Abnahme der
relativen DC-Ernte von mindestens 10% in Anwesenheit von autologem Plasma beobachtet werden
konnte. Die Coexpression kostimulatorischer Molektile wie CD40, CD86, CD80 und CDl1awar in den
beiden Kontrollgruppen nicht verschieden (Bild 13 und 14). Um allerdings hemmende Effekte im Kul-
tursystem zu vermeiden, wurde entschieden, autologes Plasma nicht weiter fir die DC-Generierung zu
verwenden.
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Bild 12: Kulturmediumvergleich mit und ohne autologem Plasma (PL). ! % nach 10-14tagiger
(AML/MDS) oder 7tégiger (gesunde Probanden) Kultur. 2DC mit Coexpression von CD83.

B AML (n=32) mit PL B AML (n=32) ohne PL EMDS (n=11) mit PL
0
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Bild 13: Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD40 und CD86 nach 10-14tagiger Kultur
(AML/MDS) oder 7tégiger Kultur (gesunde Probanden) in Medium mit und ohne autologem Plasma
(Hinweis: CD40 am Tag 7 nicht gemessen, deshalb Wert von Tag 10-14).
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Bild 14: Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD80 und CD1l1a nach 10-14tégiger Kultur
(AML/MDYS) oder 7tagiger Kultur (gesunde Probanden ) in Medium mit und ohne autologem Plasma.
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4.2.1.3. Die Zugabe von FL steigert die DC-Ernte

Um den Einfluss von FL auf die DC-Ernte zu untersuchen, wurden 46 AML-, 14 MDS- sowie 13 ge-
sunde Proben sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von FL kultiviert (Bild 15).

Bild 15: Die Zugabe von FL steigert nicht die prozentuale DC-Ernte. ' % nach 10-14tagiger
(AML/MDS) oder 7tagiger (gesunde Probanden) Kultur. 2DC mit Coexpression von CD83.
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Der immunphanotypisch bestimmbare Blastenanteil in den AML-MNC-Proben betrug durchschnittlich
65%, der Anteil an CD34"-Zellen in MDS-Proben 4%. Die Daten zeigen, dass die Prozentzahlen an
DC, die mit und ohne FL generiert wurden, dhnlich sind. Eine detaillierte Untersuchung der Daten
zeigte allerdings, dass im Durchschnitt eine bis zu zweifache Steigerung der absoluten DC-Ausbeute
zu finden war, wenn FL dem Kulturmedium zugegeben wurde (Bild 16).

Bild 16: Die Zugabe von FL steigert die absolute DC-Ausbeute. * Absolute Anzahl der DC nach der
Generierung mit FL im Vergleich zur Anzahl der DC generiert ohne FL. n. Fa nicht FAB-klassifiziert.
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Die Coexpression kostimulatorischer Molekile wie CD40, CD86, CD80 und CD1a auf den reifen DC
unterschied sich hinsichtlich der Verwendung von FL nicht (Bild 17 und 18). Deshalb wurde beschlos-
sen, die DC unter Zugabe von FL zu generieren.
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17: Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD40 und CD86 nach 10-14tagiger

(AML/MDS) und 7tégiger (gesunde Probanden) Kultur in Medium mit und ohne FL (Hinweis: CD40
am Tag 7 nicht gemessen, deshalb Wert von Tag 10-14).
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18: Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD80 und CDla nach 10-14tagiger

(AML/MDS) und 7tagiger (gesunde Probanden) Kultur in Medium mit und ohne FL.
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4.2.1.4. Die DC-Ausbeute von leuké&mischen Proben erhoht sich nach einer 10-14tégigen Kultur in ei-
nem Medium mit GM-CSF, IL-4 und TNFa

Die optimale Kulturzeit fur die Generierung von DC von gesunden, AML- und MDS-Proben wurde
insofern untersucht, als dass die Zellen fir 6-8 Tage as auch fur 10-14 Tage paralel in Xvivo oder
CdlGro unter unterschiedlichen Bedingungen generiert wurden (Bild 19). Immunphanotypisch war in
den AML-MNC-Proben ein Blastenanteil von durchschnittlich 55%, in den MDS-Proben ein CD34"-
Zdlen-Anteil von durchschnittlich 2% nachzuweisen. Die Ergebnisse zeigen, dass die DC-Zahlen am
hochsten waren, wenn gesunde Proben fir 6-8 Tage, MDS- und AML-Proben aber fir 10-14 Tage
kultiviert wurden (MDS: 31 vs. 8% DC, p=0.0004; AML: 36 vs. 22%, p=0.00003). Die Anzahl reifer
DC war nach 7 oder 14tagiger Inkubationszeit bei AML- und MDS-Féllen vergleichbar, aber die von
gesunden Proben signifikant hdher nach 7tégiger Inkubationszeit.

Bild 19: Kulturdauervergleich zwischen 6-8 Tagen und 10-14 Tagen. * % nach 7 oder 10-14tégiger
Kulturzeit. 2 DC mit Coexpression von CD83.
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Die Ernte an DC unterschied sich hinsichtlich der Coexpression kostimulatorischer Marker wie CD1a,
CD86 und CD80 in den beiden Kontrollgruppen nicht (Hinweis. der kostimulatorische Marker CD40
wurde am Tag 7 nicht gemessen) (Bild 20). Deshalb wurde entschieden gesundes Zellmateria fir 6-8
Tage, dagegen leukamisches Zellmaterial fir 10-14 Tage zu kultivieren.
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Bild 20: Die Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD86, CD80 und CD1a nach 6-8 Tagen
und 10-14 Tagen DC-Generierungszeit.
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4.2.2. Vergleich von unterschiedlichen Zellpopulationen as Ausgangsmateria fir die DC-Generierung

4.2.2.1. Die DC-Ausbeute von adhéarenten und totalen MNC-Fraktionen ist vergleichbar

Um zu erfahren, ob sich die DC-Ernte unterscheidet, wenn man die plastikadhérente Zellfraktion an-
stelle von totalen PB-MNC-Fraktionen verwendet, wurden die Ergebnisse von 20 AML-, 8 MDS- und
4 gesunden Spendern verglichen, deren Proben parallel unter verschiedenen Kulturbedingungen ent-
weder als adhérente oder totale MNC-Fraktion kultiviert wurden. Die Daten zeigen, dass die Verwen-
dung von adhdrenten Zellfraktionen as Zelquelle, die DC-Ausbeute sowohl in AML- und MDS-
Félen, als auch in gesunden Falen nicht verbessert. Die Anzahl reifer DC unterschied sich hinsicht-
lich der beiden Zellpopulationen letztendlich nicht (Bild 21). Auch die Coexpression kostimulatori-
scher Molekile wie CD40, CD86, CD80 und CD1a differierte in den beiden Gruppen nicht (Bild 22
und 23). Aus diesem Grund wurde beschlossen, totale MNC-Fraktionen as weitere Zdllquelle fur die
DC-Generierung zu verwenden.
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Bild 21: Vergleich zwischen adhdrenten und MNC-Fraktionen (F) as Zelquelle fir die DC-
Generierung. * % nach 10-14tagiger (AML/MDS) oder 7tagiger (gesunde Probanden) Kultur. 2 DC mit
Coexpression von CD83.

% Zellen = AML (n=20) totale MNC-F. B AML (n=20) adhérente MNC-F. @ MDS (n=8) totale MNC-F.
MDS (n=8) adharente MNC-F.  Ogesund (n=4) totale MNC-F. gesund (n=4) adharente MNC-F.
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Bild 22: Die Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD40 und CD86 nach 10-14t&giger
(AML/MDS) und 7tagiger (gesunde Probanden) Kulturzeit in totalen und adhéarenten MNC-Fraktionen
(Hinweis: CD40 wurde am Tag 7 nicht gemessen, deshalb Wert von Tag 14).
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Bild 23: Die Coexpression der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD1a in totalen und adhéren-
ten MNC-Fraktionen (F).
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4.2.2.2. Die Ernte vitaler DC von totalen MNC-Fraktionen ist hoher als von T-Zell-depletierten MNC-
Fraktionen  MNC(-)’)

DC von 28 AML-, 12 MDS- und 12 gesunden Spendern wurden parallel zu unterschiedlichen Kultur-
bedingungen aus totalen MNC-Fraktionen und T-Zell-depletierten MNC-Fraktionen  MNC(-)") gene-
riet und danach verglichen. Der immunphanotypisch bestimmbare Blastenantell in den AML-
MNC/ MNC(-)'-Proben betrug durchschnittlich 48%/52%, der Anteil an CD34"-Zellen in den MDS-
Proben 4 bzw. 3%. Die Untersuchungen zeigen, dass die DC-Ausbeute in beiden Kontrollgruppen
zwar vergleichbar, die Vitalitét der geernteten DC aus ' MNC(-)’-Fraktionen aber signifikant schlechter
war (41 vs. 14% vitae DC in AML- oder MDS-Fdlen (p=0.01, Féle gepoolt); 55 vs. 18% in MDS-
Falen (p=0.01)) (Bild 24). Die Coexpression kostimulatorischer Molekiile wie CD40, CD86, CD80
und CD1a unterschied sich in den beiden Gruppen alerdings nicht (Bild 25 und 26). Deshab wurden
in weiteren Versuchen totale MNC-Fraktionen als DC-Quelle verwendet.
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Bild 24: Ver?Ieich zwischen totalen MNC- und 'MNC(-)’ -Fraktionen (F) as Zellquelle fur die DC-
Generierung. * % nach 10-14tagiger (AML/MDS) oder 7tagiger (gesunde Probanden) Kultur. 2 DC mit
Coexpression von CD83. * % Annexin PI'DC.

% Zellen
B AML (n=28) MNC-F. EAML (n=28) 'MNC(-)'-F. EMDS (n=9) MNC-F.
EMDS (n=9) 'MNC(-)'-F. Ogesund (n=12) MNC-F. Bgesund (n=12) 'MNC(-)'-F.
OAML/MDS gepooled (n=7) MNC-F. O AML/MDS gepooled (n=7) 'MNC(-)'-F.
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Bild 25: Die Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD40 und CD86 nach 10-14tégiger
(AML/MDS) und 7téagiger (gesunde Probanden) Kulturzeit in MNC- und "MNC(-) -Fraktionen (Hin-
weis. CD40 wurde am Tag 7 nicht gemessen, deshalb Wert von Tag 14).
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Bild 26: Die Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD80 und CD1a nach 10-14t&giger
(AML/MDS) und 7tégiger (gesunde Probanden) Kulturzeit in MNC- und "MNC(-) -Fraktionen.
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4.2.2.3. Sowohl PB- alsauch KM-MNC sind als DC-Quelle geeignet

DC von 9 AML und 2 MDS Patienten wurden sowohl aus PB- als auch aus KM-MNC generiert, um
die Ernte zu vergleichen. Der immunphéanotypisch bestimmbare Blastenanteil in den AML-PB/KM-
Proben betrug durchschnittlich 69%6/64%, der Anteil an CD34"-Zellen in den MDS-Proben 4 bzw. 3%.
Die Ergebnisse zeigen, dass die DC-Ernte und die Anzahl reifer DC sich beziiglich dieser beiden

Gruppen nicht unterscheidet (Bild 27). Auch die Coexpression kostimulatorischer Molekile wie
CD40, CD86, CD80 und CD1a unterschied sich in der PB- und KM-Quelle nicht (Bild 28 und 29). Zu-
sétzlich differierte die DC-Anzahl, die Blastenantigene coexprimierten, in Falen mit AML und >50%
Blasten nicht signifikant in den PB- und KM-Proben (42 vs. 45% DC). Aus diesem Grund wurden fir
weitere Versuche PB-Proben als DC-Quelle verwendet, aber auch KM-MNC falls verfugbar.
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Bild 27: Vergleich zwischen PB- und KM-MNC als ZelIpopulation fiir die DC-Generierung. * % nach
10-14tagiger (AML/MDS) Kultur. 2DC mit Coexpression von CD83.
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Bild 28: Die Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD40 und CD86 nach 10-14t&giger
(AML/MDS) und 7tégiger (gesunde Probanden) Kulturzeit in PB- und KM-Zellpopulationen (Hin-
weis. CD40 wurde am Tag 7 nicht gemessen, deshalb Wert von Tag 14).
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Bild 29: Die Coexpression der kostimulatorischen Molekile CD80 und CD1la nach 10-14t&giger
(AML/MDS) und 7tagiger (gesunde Probanden) Kulturzeit in PB- und KM-Zellpopul ationen.
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4.2.2.4. Die Ausbeute vitaler DC ist bel der Verwendung eingefrorener bzw. aufgetauter MNC ernied-
rigt

Die DC-Ernte von 9 aufgetauten AML- und 5 aufgetauten MDS-Proben wurde mit derjenigen von 9
frischen AML- und 5 frischen MDS-Proben mit dhnlichen Blastenzahlen und FAB-Typen verglichen.
Dabei kam heraus, dass sich die Anzahl reifer DC in den aufgetauten und frischen Proben nicht signi-
fikant unterschied, obwohl die Vitalitdt in der DC-Fraktion schlechter war, wenn aufgetaute MNC als
Zélquelle fur die DC-Generierung verwendet wurden (19% vs. 43% vitale DC). Die Daten zeigen ins-
gesamt, dass DC zwar aus eingefrorenen bzw. aufgetauten MNC generiert werden kénnen, aber mit
eingeschrénkter Vitalitét.

4.2.3. Charakterisierung der unter Xvivo + FL (14d) generierten DC

Die entsprechend dem Ergebnisteil des Methodenvergleichs unter optimalen Bedingungen generierten
DC (AML- und MDS-MNC-Fraktionen nach 10-14tagiger Kultur unter Xvivo + GM-CSF + IL-4 + FL
+ TNF4) wurden nun hinsichtlich der Coexpression kostimulatorischer Molekile, des leukamischen
Ursprungs und ihrer T-Zdl-Aktivierung weiter charakterisiert.



4.2.3.1. Reife DC aus AML- und MDS-MNC-Fraktionen exprimieren kostimulatorische Antigene

Die Untersuchung der Expression kostimulatorischer Antigene fir den T-Zel-Kontakt (z.B. CD40,
CD86, CD80) auf den DC zeigte eine vergleichbare Expression bei allen AML-, MDS- und gesunden
Spendern. Sowohl die Anzahl der DC als auch der prozentuale Anteil an reifen DC bei AML und MDS
war denen von gesunden Proben dhnlich. Die Anzahl vitaler DC war nach der Kultivierungsprozedur
in AML- und MDS-Féllen dlerdings geringer as bel gesunden Spendern (Bild 30).

Bild 30: Aus AML- und MDS-MNC koénnen vitale, reife DC generiert werden, die kostimulatorische
Molekiile exprimieren. * % nach 10-14tagiger (AML/MDS) oder 7tégiger (gesunde Probanden) Kultur.
2DC mit Coexpression von CD83. * % Annexin Pl DC. * % an DC, die ... coexprimieren.
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4.2.3.2. DC aus AML- und MDS-MNC-Fraktionen sind leukémischen Ursprungs

Um den leukdmischen/klonalen Ursprung von DC aus AML- und MDS-MNC-Proben zu beweisen,
wurden in Fallen mit klonalen numerischen Aberrationen ' FISH-1PA’-Anaysen durchgeftihrt. Die De-
tektion eines klonalen Markers in einer CD1a’-positiven Zelle wurde dabei als Beweis angesehen, dass
die DC leukamischen Ursprungs ist (Sehe Bild 6). Bei einem Fall von AML-M6 wurde eine Monoso-
mie 7, bei einer AML-M4 eine Monosomie 9 in CD1a’-positiven Zellen nachgewiesen. Auch DC aus
MDS-Zellmaterial waren leukémischen Ursprungs. Bei einem Fall von MDS-CMML konnte eine Mo-
nosomie 21, bei einer MDS-RAEB eine Trisomie 8 in CD1a’-positiven Zellen gefunden werden (Ta-
belle 13). Zusétzlich konnte bei einem Patienten mit AML-M5, bei dem eine 11g23-Aberration bel Di-
agnosestellung nachgewiesen worden war, die Coexpression des Blastenantigens 7.1, das Oberfl&
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chenantigen-Produkt einer 11g23-Aberration, gefunden werden (siehe Bild 8). Dies beweist insgesamt,
dass leukémische/klonale Zellen bei AML und MDS zu DC, die leukéamische Antigene und klonae
Marker présentieren, umgewandelt werden kénnen.

Tabelle 13: Die Codetektion eines klonalen Markers oder eines spezifischen Blastenantigens bei DC
beweist den leukdmischen/klonalen Ursprung.

AML-M4:; -9in DC detektierbar MDS-RAEB: +8 in DC detektierbar
AML-MG6: -7 in DC detektierbar
AML-M5: 7.1-Antigen auf DCs MDS-CMML -21 in DC detektierbar

4.2.3.3. Die Umwandlung von MNC zu DC steigert die T-ZdI-Aktivierung

Es ist bekannt, dass T-Zellen nach dem Kontakt mit Antigen-présentierenden DC die zur Bindung an
DC relevanten Liganden (z.B. CD137L-Liganden CD80 und CD86, CD28, CD137) hoch regulieren.
Deshab wurde die Expression dieser Marker auf T-Zellen von 17 gesunden Probanden, 11 AML und
3 MDS Patienten vor dem DC-Kontakt mit der von T-Zellen verglichen, die mit autologen DC fur 5
Tagein einer MLR kultiviert wurden (Bild 31).

Bild 31: T-Zellen von AML und MDS Patienten regulieren DC-K ontaktantigene nach autologem DC-
Kontakt hoch.
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Die Ergebnisse zeigen insgesamt, dass die T-Zellen sowohl von gesunden Probanden as auch von
AML und MDS Patienten die fir den DC-Kontakt relevanten Liganden nach der MLR hoch regulie-
ren.

Da T-Zdlen nach einer Antigen-Stimulierung auch proliferieren, wurden die Anteile proliferierender
T-Zellen von 11 AML-, 3 MDS- und 17 gesunden Probanden vor ihrem DC-Kontakt untersucht und
mit denen nach dem Kontakt mit autologen DC in einem ML R-Setting verglichen (Bild 32).

Bild 32: T-Zelen von AML und MDS Patienten proliferieren nach autologem DC-Kontakt.
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Die Ergebnisse zeigen, dass T-Zellen von AML und MDS Peatienten im Vergleich zu Kontrollen nach
autologem DC-Kontakt dazu stimuliert wurden zu proliferieren. Bild 5 zeigt ein Beispiel aktivierter T-
Zéellen nach einer 5tagigen Stimulation von T-Zellen mit autologen DC bei einer AML-M2. Die An-
zahl an T-Zéellen, die CD71 (Proliferationsmarker) und CD28 (DC-Kontaktmolekil) coexprimiert, hat
dabei nach 5tégiger MLR deutlich zugenommen.

4.3. Generierung von DC unter standardisierten Bedingungen mit Xvivo + Fl (14d) (Kufner S,
2005 (111))

Insgesamt liefd sich feststellen, dass die erfolgreichste Ernte reifer DC leukémischen Ursprungs von
AML- und MDS-Proben in Xvivo-Medium ohne Zugabe von autologem Serum, jedoch mit Zugabe
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von FL zu GM-CSF, IL-4 und TNFa nach einer 10-14tagigen Kultur erreicht wurde. Sowohl PB- as
auch KM-Proben sind gute Quellen fir die in-vitro-Generierung von DC, wohingegen die Verwen-
dung adhérenter Zellpopulationen im Vergleich zu totalen MNC-Fraktionen die DC-Ausbeute nicht
erhoht. T-Zel-depletierte Zdlfraktionen as DC-Quelle (MACS-Separation) zeigten eine schlechtere
Vitditat im Vergleich zu totalen MNC-Fraktionen. Die weitere Charakterisierung der DC zeigte
schliefdlich, dass diese unter der Methode Xvivo + FL (14d) leukamischer Herkunft waren, kostimula-
torische Molekule fir den DC-Kontakt exprimierten und in einer 5tdgigen MLR zur T-Zdl-
Proliferation fahig waren.

Anhand dieser Ergebnisse wurde beschlossen, alle weiteren AML- und MDS-MNC-Proben unter se-
rumfreien Bedingungen 10-14 Tage in Xvivo + GM-CSF + IL-4 + FL + TNFa zu kultivieren.

4.3.1. Weiterfuhrende Charakterisierung der DC

4.3.1.1. DC generiert aus AML- und MDS-MNC-Fraktionen sind reif und vital

Im Folgenden dargestellt sind die Ergebnisse, die von 100 AML-, 55 MDS- und 38 gesunden Proban-
den sowie von 4 Zelllinien gewonnen wurden (siehe Tabelle 11).

Es zeigte sich, dass nach der Kultivierungsprozedur im Durchschnitt 34% DC von AML-Proben, 20%
DC von MDS-Proben und 25% DC von gesunden Proben in der Zellsuspension detektiert werden
konnten (Bild 33). Zwischen 43-58% dieser DC coexprimierten CD83. Noch mehr dieser DC waren
durchflusszytometrisch negativ fir den Monozytenmarker CD14 (84% der DC bei AML, 77% bei
MDS und 67% bei gesunden Proben) oder CD209-negativ (76% der DC bei AML, 56% bei MDS und
50% bei gesunden Proben), was bewies, dass ein betréchtlicher Anteil der Zellen zu reifen DC umge-
wandelt werden konnten. Die Vitalitét der analysierten Zellen schwankte zwischen 38 und 64%. Aller-
dings wurden als Zellquelle sowohl frische als auch eingefrorene/aufgetaute Proben verwendet.

Die hochste DC-Ausbeute liefd sich mit der Mutz-3-Zédlllinie (AML-M4) erzielen. Auch der Reifegrad
der DC war bei den Zdllinien (Mutz-3 ausgeschlossen) im Vergleich zu den DC von Patienten hoher
(Bild 34).
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Bild 33: Vitae und reife DC kdnnen aus AML-, MDS- und gesunden Proben kultiviert werden. *
CD34*-Zellen bei MDS. ? % nach 10-14tagiger (AML/MDS) oder 7tagiger (gesunde Probanden) Kul-
tur. *DC mit Coexpression von CD83. * DC negativ fiir CD14.
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Bild 34: Vitale und reife DC konnen aus leukamischen Zellinien kultiviert werden. * % DC nach 10-
14tagiger (AML/MDS) oder 7tagiger (gesunde Probanden) Kultur. 2 % DC mit Coexpression von
CD83.
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4.3.1.2. Der leukamische Ursprung generierter DC von AML- und MDS-Proben konnte mittels * FI SH-
IPA’ bewiesen werden

Zusétzlich zu den schon nachgewiesenen klonalen Aberrationen von 3 AML- und 2 MDS-Fdlen, wur-
de an jeweils zwei weiteren AML- und MDS-Proben eine ' FISH-1PA’-Anayse durchgefihrt, um mit-
tels Codetektion einer klonalen numerischen Aberration in CD1a’™-Zellen den leuké&mischen Ursprung
der DC zu beweisen (Tabelle 14). Dabei lief3en sich in zwei Féllen mit SAML jeweils eine Monosomie
7 und zwel MDS-Fédlen (MDS-RAEB, MDS-RAEB) jeweils eine Trisomie 8 in CD1a"-Zellen nach-
weisen.

Tabelle 14: DC leukamischen Ursprungs kdnnen aus AML- und MDS-MNC generiert werden.

SAML: -7 in DC detektierbar MDS-RAEB: +8 in DC detektierbbar
SAML-Rd: -7 in DC detektierbar MDS-RAEB: +8 in DC detektierbar

4.3.1.3. "FISH-IPA’ und Durchflusszytometrie ermoglichen die Quantifizierung der zu DC umgewan-
delten Blasten und der DC nicht-leukamischen Ursprungs

Um zu bestimmen, wie viele leukdmische Zellen bet AML und MDS zu DC leuk&mischen Ursprungs
(DCie/') umgewandelt werden konnten, wurden die klonalen Zellen mit und ohne Coexpression von
CD1a nach ihrer Umwandlung zu DC quantifiziert. Dabel war festzustellen, dass durchschnittlich 53%
der klonalen Zellen bei AML/MDS (77% der leuk&mischen Zellen bei AML-DC-Kulturen und 37%
der leukamischen Zellen bei MDS-DC-Kulturen (Schwankungsbereich zwischen 18-54%)) CDla
coexprimierten, was vermuten |asst, dass diese zu 'DCie, umgewandelt werden konnten (Bild 35A).

Die meisten leukamischen Zellen sind bei der AML CD33" und somit durch einen myeloischen
Blastenphanotyp gekennzeichnet. Um also den Prozentanteil an Blasten zu schétzen, die zu DC um-
gewandelt wurden, wurden CD33"-Blastenpopulationen, die CD1a coexprimierten und eindeutig als
CD33"-Blasten-Fraktionen qualifizierbar waren, evaluiert. Dazu wurden Fale in die Untersuchung
eingeschlossen, die zusitzlich weniger als 5% CD14"-Zellen in der MNC-Fraktion enthielten, um
normale, aus Monozyten entstandene DC auszuschlief}en, oder die einen CD117"-, CD56'-, CD34"-
Blatenph&notyp aufwiesen. Dadurch war feststellbar, dass im Durchschnitt bel 57% dieser Féle ein
Zugewinn an DC-Markern auf der Blastenpopulation festgestellt werden konnte (beim Aufnehmen al-
ler Falle mit einem CD33"-Blastenphanotyp und mit mehr als 80% CD33*-Zdlen in den MNC-
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Fraktionen, coexprimierten durchschnittlich 52% der Blasten DC-Antigene nach 10-14tégiger Kultur-
zeit, was obig Dargestelltes bestétigt). Bei MDS-Proben von MDS Patienten mit fortgeschrittener
Krankheit, wurde die Anzahl der CD34"- oder CD117"-Zdlen , die DC-Antigene nach Kultur hinzu-
gewannen bestimmt. Vorraussetzung war ein Prozentanteil von >10% positiver, analysierbarer Zellen.
Dabei konnte gezeigt werden, dass 64% der CD34"-Zellen DC-Antigene coexprimierten (Bild 35B).
Bild 36 zeigt einige Beispiele fur die durchflusszytometrische Darstellung von MNC/DC in Féllen von
AML und MDS. Bei den ersten 3 Fallen kann man sehen, dass die leukamische Zellpopulation in der
MNC-Fraktion, die positiv fir CD33 (AML-MO), fur CD117 (MDS-RAEBt) oder CD34 (RAEB) ist,
in der DC-Kultur nach einer 10-14tagigen Kulturzeit as Zellpopulation, die immer noch positiv fir
diese Marker ist, wieder auffindbar ist, dass diese Zellpopulation aber zusétzlich auch durch eine fir
DC typische Zunahme im Seitwérts-Scatter gekennzeichnet ist. Die Coexpression dieser leukamischen
Marker auf den DC legt die Umwandlung dieser Zellen zu 'DCie,’ dar. In den Féllen 4 und 5 wird dar-
gestellt, dass die leukdmische Population quantitativ nicht die DC-typische Zunahme im Seitwérts-
Scatter oder die Coexpression von DC-Antigenen auf allen Blasten angenommen hat, sondern dass die
leukamischen Zellpopulationen immer noch die gleiche ' MNC-Scatter-Positionen’” einnehmen.

In Fallen mit klonaler Aberrationen zeigte sich auerdem, dass auch CD1a’-Zellen ohne den klonalen
Marker der leukamischen Zellen generiert werden konnten (Bild 35C).

Bild 35: Nicht ale leukamischen/klonalen Zellen konnen in 'DCie,” umgewandelt werden.
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Zellen, die in DC AML! oder MDS?, die zu DC leukdamische Marker
umgewandelt wurden umgewandelt wurden coexprimieren
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Somit wurde insgesamt bewiesen, dass mit der verwendeten Methode konstant 'DCie, in AML- und
MDS-Falen mit klonalen oder leukamischen Markern generiert werden konnten, die gleichzeitig DC-
Antigene prasentierten. Weiter kann zusammengefasst werden, dass ca. 60% der klona-
len/leukamischen Zellen bei AML oder MDS zu DC umwandelbar sind, und dass umgekehrt ca. 50%
der generierten DC leukamischen Ursprungs sind. Das bedeutet, dass sowohl klonale/leukémische DC
als auch DC nicht-leukamischer Herkunft in der DC-Kultur detektierbar sind.

Bild 36: Umwandlung von AML- und MDS-MNC zu DC in der FACS-Analyse.
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4.3.1.4. Die Expression von Migrationsantigenen auf DC kann durch die Kultivierung der DC in einem
"MCM-Mimic' -Medium mit PGE, verbessert werden

Nur DC, die Migrationsmarker wie CCR7 (CD197) coexprimieren, sind dazu fahig, in Lymphknoten
zu wandern und naiven T-Zellen Antigene zu prasentieren. Um die Expression von Migrationsantige-
nen auf DC zu analysieren, wurden DC, die im Standard-Medium mit GM-CSF, IL-4, TNFa und FL
mit DC verglichen, die in 'MCM-Mimic' -Medium mit GM-CSF, IL-4, TNF4, FL, IL-14, IL-6 und
PGE; kultiviert wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass das "M CM-Mimic' -Medium im Vergleich
zum Standard-Medium nicht nur die prozentuale DC-Ausbeute erhohte, sondern auch vor alem die
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Anzahl CCR7-positiver DC in der DC-Kultur (Bild 37), wahrend sich die Anzahl an DC, die kostimu-
latorische Molekiile coexprimierten, in den beiden Kulturgruppen nicht anderte. Diese Daten fuhrten
dazu, bel der DC-Generierung auf das’ MCM-Mimic’-Medium umzusteigen.

Bild 37: Vergleich des Standard-Mediums mit dem *"MCM-Mimic’-Medium bei der DC-Generierung.
!= mit Coexpression von CD83

% Zellen B AML (n=14) Standard-Medium O AML (n=14) MCM-Mimic B MDS (n=2) Standard-Medium
OMDS (n=2) MCM-Mimic O gesund (n=14) Standard-Medium Ogesund (n=14) MCM-Mimic

140 +

. ] |
°1 i

40 +

20 +

Generierte DC | Reife DC! | CD197+DC

4.3.2. Abhangigkeit der DC-Ernte vom FAB-Typ und der zytogenetischen Risikogruppe

4.3.2.1. Die DC-Ernte ist am htéchsten bei monozytéren FAB-Typen

Die DC-Ernte von AML- und MDS-Proben wurde nach einer Einteilung in verschiedene FAB-Typen
und zytogenetische Risikogruppen analysiert. In die Berechnungen gingen nur Félle mit Erstdiagnose-
stellung ein. Die DC-Ausbeute war mit durchschnittlich 30% DC in AML-Falen und 20% DC in
MDS-Fdlen be dlen nicht-monozytaren AML- und MDS-FAB-Typen vergleichbar. Die hochste DC-
Anzahl wurde in den (myelo-)monozytaren FAB-Klassen erreicht. Bei der AML waren es im Durch-
schnitt 40% DC, bei der CMML 36% DC (Bild 38). Dementsprechend waren auch in der AML-M4-
Zdllinie Mutz3 hohe DC-Zahlen zu finden (Siehe Bild 34).
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Bild 38: Die DC-Ausbeute in den unterschiedlichen FAB-Klassen.
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4.3.2.2. Die DC-Ernte ist unabhangig von der zytogenetischen Risikogruppe

Keine Unterschiede gab es in den DC-Ernten entsprechend unterschiedlicher, zytogenetischer Risiko-
gruppen zu finden (Bild 39).

Bild 39: Die DC-Ausbeute in den unterschiedlichen zytogenetischen Risikogruppen.
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Zudem wurde analysiert, in welchen FAB-Subklassen der AML und MDS die Differenzierung von
MNC zu DC eingeschrankt war. Dabei war festzustellen, dass in 6% der AML-Félle, in 31% der
MDS-Félle und 8% der gesunden Probanden weniger als 10% DC generiert werden konnten. Bei der
Untersuchung einer Abhangigkeit vom FAB-Typ fand man schliefdich, dass in 9% der Féle mit undif-
ferenzierter AML (AML-M2), aber in keiner der Ubrigen FAB-Typen, und in 31% der Félle mit RAEB
oder RAEBt weniger as 10% DC generiert wurden.

4.3.3. Aktivierung zytotoxischer T-Zellen und Lyse leukémischer DC durch zytotoxische T-Zellen

4.3.3.1. DC und autologe T-Zellen von AML- und MDS-MNC exprimieren Adhésionsmolekile und
kostimulatorische Molekile fir die DC-abhangige T-Zdl-Aktivierung

Die DC von den 100 AML-, 55 MDS- und 38 normaen Probanden wurden wiederum hinsichtlich ih-
rer Expression an Adhésionsmolekilen und kostimulatorischen Markern fir den T-Zdl-Kontakt (z.B.
CD137L, CD40, CD86) untersucht und verglichen. Dabel bestétigte sich auch bei diesem grof3eren Pa-
tientenkollektiv, dass DC von gesunden sowie von AML- und MDS-Spendern vergleichbare Mengen
kostimulatorischer Molekdle fir den T-Zell-Kontakt coexprimieren (Bild 40).

Bild 40: DC gewonnen aus AML- und MDS-PB-MNC coexprimieren kostimulatorische Antigene fir
den T-ZdI-Kontakt.
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Ebenso konnte eine vergleichbare Expression an CD80 und CD1a in den AML-, MDS- und gesunden
Proben nach der DC-Generierung gefunden werden. Auch auf den aus den Zelllinien generierten DC
konnten diese kostimul atorischen und Adhésionsmolekiile detektiert werden (Bild 41).

Bild 41: DC gewonnen aus AML- und MDS-Zédlllinien coexprimieren kostimulatorische Antigene fur
den T-Zédll-Kontakt.
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Zusétzlich wurde analysiert, ob die DC-Liganden auf den T-Zellen, die mit autologen DC in einer
MLR kultiviert wurden, ebenso hoch reguliert wurden. Dabel konnte festgestellt werden, dass nach
einer 5tégigen MLR eine prozentuale Hochregulierung von 55-78% beztiglich des DC-Liganden CD28
(Ligand fr CD86 und CD80), von 50-186% beztglich des DC-Liganden CD137 (Ligand fir BB4-L)
und von 40-100% beztglich des DC-Liganden CD154 auf den T-Zellen von 15 AML und 3 MDS Pa-
tienten statt gefunden hatte (Bild 42).

Das bedeutet insgesamt, dass die DC/T-Zdl-K ontaktantigene sowohl auf DC als auch auf autologen T-
Zéllen bei leukdmischen und gesunden Proben in vergleichbaren Mengen exprimiert und hoch regu-
liert wurden.
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Bild 42: Hochregulierung von DC-Liganden und Migrationsmarkern auf T-Zellen nach autologem
DC-Kontakt ([Tatw+DC] vor der Kultur = 100%, [ Tae+DC] nach 5tagiger Kultur = angegebene Diffe-
renz).

prozentuale [BAML (n= 15) BMDS (n=3) Bgesund (n=23) |
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T-Zellen, die ...

coexprimieren

200 T +186
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... CD28 ... CD154 ... CD137

... DC-Liganden

4.3.3.2. Die T-ZdI-Aktivierung ist gekoppelt mit einer Zunahme der Proliferation und der migratori-
schen Antigene

Auch in einem etwas groferem Patientenkollektiv (15 AML-, 3 MDS- und 23 gesunde Proben) konnte
erneut bewiesen werden, dass bel DC-stimulierte T-Zellen im Vergleich zu unstimulierten T-Zdl-
Kontrollen eine deutlich erhdhte Proliferation (zwischen 143-900%) nachzuweisen ist (p=0.0002 bei
MDS, p=0.009 bei AML) (Bild 43).

Zusitzlich konnte herausgefunden werden, dass CD62L auf CCR7- und CCR7'-T-Zellen exprimiert
wird. Die Expression beider Marker auf T-Zellen ermdglicht die Wanderung in Lymphknoten. Die Da-
ten zeigen, dass beide Migrationsantigene zwischen 28-312% nach autologem DC-Kontakt auf den T-
Zellen von AML- und gesunden Probanden hochreguliert wurden (Bild 44).
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Bild 43: T-Zellen proliferieren nach autologem DC-Kontakt ([ Tag+DC] vor der Kultur = 100%, [Ta.

««+DC] nach 5tagiger Kultur = angegebene Differenz). ~ p[0.05. = p[D.001.
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Bild 44: T-Zdlen regulieren nach autologem DC-Kontakt Migrationsmarker hoch. ([Tauet+DC] vor der

Kultur
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4.3.3.3. Durch MLR aktivierte zytotoxische T-Zelen sind zur Lyse leukdmischer DC fahig

Um die leukamisch-zytolytische Wirksamkeit von T-Zellen, die in einer MLR zusammen mit leuk&mi-
schen DC generiert wurden, zu untersuchen, wurden diese zusammen mit autologen MNC eines Pati-
enten mit AML-M1 kultiviert. Die MNC-Probe enthielt 50% CD33'/CD117" Blasten und das E:T-
Verhdtnis betrug 1:1 und 6:1. Nach 3 Stunden konnte eine spezifische Lyse von 3% bel einem E:T-
Verhdtnis von 1:1 und von 24% bei einem Verhatnis von 6:1 der CD33"/CD117" Blasten festgestelIt
werden (Bild 45A). In einem anderen Fall einer AML-MO, bei der die MNC-Probe 20% CD34"
Blasten enthielt, konnte im Vergleich zu Kontrollgruppen nach 3 Stunden eine spezifische Lyse von
18% der CD34" Blasten durch autologe T-Zellen (E:T = 1:1) gemessen werden (Bild 45B).

Bild 45: T-Zellen, die in der Anwesenheit von leukamischen DC generiert wurden, lysieren autologe
leukémische Zdllen in einem Fall von AML-M1 (A) und in einem Fall von AML-MO (B). ([Tatt+DC]
vor der Kultur = 100%, [TawtDC] nach 5tégiger Kultur = angegebene Differenz). E Effektorzellen
(aktivierte T-Zellen). T Zielzellen (target cells, leukdmische MNC).

% spezifi-
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CD33* Zel-
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I

30% + 30% -
25% -+ 24% 25% +
20% + 20% -+ 18%
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E:T=1:1 E:T=6:1 E:T=1:1

In vier anderen Falen mit AML-MO, M2, M2 und M4, in denen eine MLR zusammen mit autologen
T-Zellen und DC durchgeftihrt wurde, konnte keine spezifische Lyse nachgewiesen werden. In drel
dieser Félle konnte wiederum gezeigt werden, dass keine oder nur sehr wenige vitale T-Zellen fur den
Fluorolyse-Assay zur Verfiigung standen. In dem verbleibenden Fall waren nur sehr kleine Mengen an
leukdmischen DC in der MLR zu finden.
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Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass zytotoxische Subtypen dieser T-Zellen dazu fahig sind, spezi-
fisch (autologe) leukamische Zellen zu lysieren, ohne autologe (unstimulierte) T-Zellen oder DC mit
zu zerstoren. Insgesamt machen diese Daten deutlich, dass leukamische DC und aktivierte T-Zellen
eine zentrale Rolle spielen, um eine spezifische Lyse von autologen Blasten zu initiieren.



80

5. Diskussion

5.1. Immunantwort und Immuntherapie bei AML und MDS

Sowohl bei AML- als auch bei MDS-Patienten besteht das Problem darin, dass die malignen Zellen
keiner normaen Zdldifferenzierung und —reifung unterliegen (Hirai H, 2002). Da sich die leukémi-
schen Zellen im ganzen Korper ausbreiten und vertellen, gestaltet es sich gerade bei diesen Patienten
als sehr schwierig, den Krebs zu bekdmpfen und zu besiegen (Appelbaum FR, 2003; Kurzrock R,
2002). Ca. 70% der mit konventionellen Therapien erfolgreich behandelten AML-Patienten (CR in 50-
80 % der Félle) werden in den darauffolgenden zwei Jahren rickfallig, und ca. 20-25% der MDS-
Patienten aus mittleren und Hochrisikogruppen antworten nur kurzzeitig auf Chemotherapien (Behrin-
ger B, 2003; Aul C, 2002; Buechner T, 2003; Deeg HJ, 2002; Leopold LH, 2002). Deshalb stellen
immuntherapeutische Strategien eine grofe Hoffnung in der Leukdmiebekampfung dar. Neuere im-
muntherapeutische Strategien mit CD33-Antikorper-Radioimmunokonjugaten, Immuncotoxinen und bi-
und trispezifischen Antikorpern, sind momentan nur in Falen mit einer hohen Expression von tumor-
assoziierten Antigenen (TAA) vieversprechend (Tsmberidou A, 2003; Bunjes D, 2002; Trail PA,
2003; Baaian L, 2001; Song LP, 2003; Van der Bruggen P, 1991). Eine ungeniigende Expression an
kostimulatorischen Molekilen, an MHC-Molekilen und an TAA sind aber gerade die Hauptgriinde fur
die unwirksame Immunantwort bei onkologischen Krankheiten. Dazu kommen noch gestdrte A popto-
semechanismen (Restifo NP, 1993). Darum nimmt man an, dass DC in der Zukunft bei der Immunthe-
rapie von AML- und MDS-Patienten eine grof3e Rolle spielen kdnnten, da sie als professionelle Anti-
gen-présentierende Zellen (APC) Uberal im Koérper vorkommen, eine grof3e Migrations- und T-Zéll-
Aktivierungsféhigeit besitzen, zudem leicht aus leukdmischen Zellquellen generiert werden konnen
und bis jetzt in klinischen Studien sehr gut vertragen wurden (Cella M, 1997; Brossart P, 1998; Schu-
ler G, 2003; Nestle FO, 2001). Von entscheidender Bedeutung ist dabei hauptséchlich, dass die DC-
Generierung aus leukdmischen Zellquellen moglicherweise ein Schllissel dazu ist, leukdmische Anti-
gene fUr immunreaktive Zellen wieder erkennbar zu machen. Bel der Therapie von soliden Tumoren
sind DC — vor allem gekoppelt mit Tumorantigenen — schon lénger in klinischer Erprobung (Tabelle 9)
(Adler EM, 2004).

5.2. In vitro DC-Generierungsmethoden

5.2.1. Z€ellquellen fur die DC-Generierung

DC konnen aus gesunden und leukamischen PB-Monzyten, aus CD34"-Vorlauferzellen oder aus MNC
generiert werden (Ardavin C, 2001; Wang L, 2000; Strobl H, 1997; Caux C, 1997). Die meisten DC-
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Forschungsgruppen wéhlten totale MNC-Fraktionen as Zellquelle fur die Generierung leukamischer
DC, aber einige auch T-Zel-depletierte MNC-Fraktionen oder adharente Zellfraktionen (Luft T, 2002;
Suen Y, 2001; Charbonnier A, 1999; Brossart P, 1998). Die Studie von Suen et a. ist dabel die einzi-
ge, die wie in der hier vorliegenden Arbeit, die DC-Ernte und die DC-Charakteristika von adharenten
und totalen MNC-Fraktionen verglichen hat. Auch in dieser Methodenstudie wurden keine Unter-
schiede hinsichtlich der DC-Ausbeute und des Oberflachenantigen-Profils bel AML-Patienten gefun-
den (Suen Y, 2001). Ebenso wie in einer Studie von Bai et al. wurde in dieser Arbeit auch die DC-
Ausbeute aus PB-MNC-Fraktionen mit der aus KM-MNC-Fraktionen verglichen. Wahrend Bal et al.
eine 7-25 mal hohere DC-Ernte (obwohl mit dhnlichem Phanotyp) bei gesunden KM-Proben im Ver-
gleich zu gesunden PB-Proben feststellten, wurden in dieser Arbeit dhnliche DC-Mengen bei AML-
und MDS-PB im Vergleich zu AML- und MDS-KM gefunden (Bai L, 2002). Um diese Ergebnisse zu
stiitzen lag uns vor allem auch daran, die DC-Ernten von PB- und KM-Proben mit einer vergleichbaren
Anzahl an leukamischen Zellen in den Zellquellen zu untersuchen. Deshab wurden nur PB-/KM-
Probenpaare mit vergleichbaren Blastenmengen und FAB-Typen in die Studie eingeschlossen. Unter
diesen Vorraussetzungen wurde festgestellt, dass aus PB- und KM-Proben eine dhnliche DC-Ausbeute
hervorgebracht werden kann. Die Zellquellen gesunder PB- und KM-Proben in der Studie von Bai et
al. enthielten eventuell unterschiedliche Mengen an DC-Vorléuferzellen. Aulerdem konnten in dieser
Arbeit DC generiert werden, die sowohl bei PB- as auch bei KM-Proben Blastenantigene coexpri-
mierten. Dies lief3e darauf schlief3en, dass leukémische DC gleichermal3en von PB- und KM-Proben —
vorausgesetzt sie enthalten leukamische Zdlen - kultiviert werden kdnnen. Dagegen konnen grof3ere
Mengen gesunder DC besser von gesunden KM- a's von gesunden PB-Proben gewonnen und fir wei-
tere Experimente verwendet werden (Schuler G, 2003). Des weiteren wurden in der vorliegenden Ar-
beit die DC-Ernten von aufgetauten mit frischen Zellproben verglichen und herausgefunden, dass DC
zwar von zuvor eingefrorenen MNC-Fraktionen generiert werden kdnnen, jedoch einen geringeren An-
tell an vitalen DC aufweisen. Deshalb sollten die Studien Uberdacht werden, die eine Methode fiir das
Einfrieren von reifen DC fur den klinischen Einsatz vorschlagen (Feuerstein B, 2000). Dennoch gibt es
auch Studien, die von unveranderter Funktion der DC nach Kryokonservierung berichten (Westermann
J, 2003). Ein unerwartetes Ergebnis war die signifikant reduzierte DC-Ausbeute und -Vitalitét bei T-
Zdl-depletierten MNC-Fraktionen als DC-Quelle. Sogar ein Durchlauf von Zellen durch die magneti-
schen Saulen ohne Antikorper-konjugierte "Beads™ resultierte in einer reduzierten DC-Ernte, was die
Vermutung nahe legt, dass dendritische Vorlauferzellen auf magnetische Einflusse empfindlich reagie-
ren. Dagegen zeigten T-Zellen, die Uber magnetische Saulen selektioniert wurden, keine eingeschrank-
te Funktion in den gemischten Lymphozytenreaktionen (MLR). Anhand dieser Ergebnisse wird des-
halb die Verwendung MACS-selektionierter T-Zellen (z.B. fur MLR-Experimente), aber nicht die
Verwendung von T-Zell-depletierten MNC-Fraktionen als DC-Quelle empfohlen. Andere Autoren leg-
ten in gleicher Weise die Verwendung MACS-selektionierter T-Zellen fur die MLR nahe, aber gaben
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in keiner Weise Empfehlungen fur die Verwendung von T-Zell-depletierten MNC-Fraktionen as DC-
Quélle (Stein GM, 2002; Charbonnier A, 1999). Obwohl in diesem Fall wohl eindeutig methodisch
bedingt, kommen als weiterer Grund fur den Verlust an vitalen DC im Allgemeinen auch immer indu-
Zierte Apoptosemechanismen durch Tumorzellen in Frage (Matsue H, 1999).

5.2.2. Kulturmedien und Zd Ikulturzusétze beeinflussen die DC-Ernte

Auch andere Kulturbedingungen fur die Generierung von DC differieren in der Literatur stark. Die
Kulturzeiten fur leukdmische Zelen schwanken beispielswveise meist zwischen 7 und 14 Tagen
(Choudhury BA, 1999; Luft T, 2002; Loudovaris M, 2001; Zheng Z, 2000; Houtenbos |, 2003). Aller-
dings stehen hinter diesen Studien unterschiedlichste inhaltliche Ansétze wie z.B. variierende Zellquel-
len oder variierende Zytokin-Zugaben zu den auf GM-CSF, 1L-4 und TNF& basierenden Kulturme-
dien. Einige Autoren empfehlen aber auch die Kultivierung leukémischer DC fur 3-5 Tage bei auf
GM-CSF + FL + SCF + TNF& oder auf GM-CSF + IL-4 + IFN& basierenden DC-Kuturmedien (Pa-
noskaltsis N, 2002; Dauer M, 2003). Andere wiederum favorisieren eine Inkubationszeit zwischen 10-
14 Tagen (Woiciechowsky A, 2001; Luft T, 2002). Deshab wurde in dieser Arbeit die DC-Ernte mor-
phologisch und immunophanotypisch nach 7tégiger und 14tagiger Kulturzeit verglichen und festge-
stellt, dass bel gesunden Proben die hochste DC-Ausbeute schon nach 7 Tagen Inkubationszeit gefun-
den, wéhrend bei AML- und MDS-Proben hohere DC-Mengen erst nach 14tagiger Kulturzeit geerntet
werden konnten. Die Anteil an reifen DC waren jedoch nach 7 und 14tégiger Kulturzeit dhnlich.

Die Kulturmedien in den DC-Generierungsstudien unterscheiden sich ebenfalls betrachtlich. Das hau-
figste Standardmedium ist das RPMI-Medium, das entweder mit 20%igem FCS (Woiciechowsky A,
2001; Caux C, 1997; Westers TM, 2003) oder mit autologem Humanserum angereichert wird (Wacla-
vicek M, 2001, Harrison BD, 2001). Zu den FCS-freen Medien, die bereits fur DC-
Generierungsstudien verwendet wurden, gehtren StemSpan (Stemcell Technology, Houtenbos I, 2003;
Bruserud O, 2000), CellGro (CellGenix, Houtenbos I, 2003), Aim V (Gibco, Choudhury BA, 1999)
und Xvivo (Bio-Whittaker, Strobl H, 1997; Nguyen XD, 2003). Die Verwendung von Medien, die
FCS, BSA oder alogene Seren enthalten, sollte vermieden werden, da diese anaphylaktische Reaktio-
nen verursachen konnen (Mackensen A, 2000 (11)). Dagegen kann die Verwendung von autologen Se-
ren eéine Hemmung der DC-Reifung in vitro induzieren (Harrison BD, 2001). Dieser inhibitorische Ef-
fekt konnte auch in der vorliegenden Arbeit demonstriert werden, und war auch der Grund daftr, wa
rum entschieden wurde, den DC-Kulturen kein autologes Plasma beizuzufiigen. Wegen der angespro-
chenen Gefahr anaphylaktischer Reaktionen, bevorzugen die meisten Forscher ein serumfreies Kul-
turmedium zur DC-Generierung. In der Studie von Houtenbos et a. wurde mit 20%igen FCS angerei-
chertes RPMI-Medium mit den StemSpan- und CellGro-Medien verglichen und herausgefunden, dass
sowohl in serumfreiem als auch in mit Serum angereichertem Medium vergleichbare Mengen an DC
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kultiviert werden kénnen (Houtenbos I, 2003). In der vorliegenden Arbeit wurden die zwei serumfrei-
en Medien CellGro und Xvivo miteinander verglichen und ebenfalls keine Unterschiede in der DC-
Ausbeute und in den DC-Charakteristika festgestellt. Aus Kostengriinden wurde entschieden, fir die
DC-Arbeit Xvivo fir die weitere DC-Kultivierung zu verwenden.

Bis jetzt besteht auch kein einheitlicher Konsens hinsichtlich der Zugabe von unterschiedlichen Zyto-
kinen und Zellkulturzusétzen zu den DC-Kultursystemen zur Unterstiitzung der DC-Differenzierung
und —Reifung von AML-Blasten. Normaerweise enthalten DC-Medien GM-CSF zur granul opoeti-
schen Makrophagendifferenzierung und 1L-4 und TNF& zur direkten DC-Differenzierung (Koehler T,
2000). Zusétzlich wurden zu GM-CSF und TNFa IL-4 oder SCF + TGFa oder IL-4 + SCF + TGFa +
IL-13 + FL oder CD40L oder IL-4 + SCF oder FL als ergénzende Zytokine getestet (Oehler L, 2000;
Nguyen XD, 2003; Boyer MW, 2000; Koski GK, 1999). Manche Autoren beschreiben die DC-
Differenzierung aber auch ohne die Zugabe von TNFA Beispiele hierfir sind die Verwendung von
GM-CSF, IL-4 und CD40L, von GM-CSF, IL-4 und IL-2 oder von IL-4 und Calcium-lonophore fur
die DC-Generierung (Mohty M, 2002; Zhong RK, 2002; Westers TM, 2003; Osada T, 2002). Einige
Forschungsgruppen halten wiederum die Zugabe von IL-4 as unabdingbar fur die DC-Kultivierung,
da sie die Differenzierung zu Makrophagen verhindere (Wang L, 2000; Lutz MB, 2002 (1)), wobei
andere Gruppen auf die Verwendung von IL-4 zur DC-Kultivierung verzichten (Panoskaltsis N, 2002).
Aber selbst bel volligem Verzicht auf Zytokinzusétze soll eine potente Immunantwort induzierbar sein
(Banat GA, 2004). CD40L wird in DC-Kultivierungsstudien gerne verwendet (Brossart P, 1998), weil
der Anteil an DC, der entlang des "Fas-ligation-pathway™ stirbt, durch CD40L unempfindlich gegen-
Uber diesem Apoptosemechanismus gemacht werden kann (Bjorck P, 1997; Aldinucci D, 2002). Die
Verwendung von Retinolsaure konnte in einer Studie von Geary SM et al. 1996 den Beweis einer mo-
nozytéren Differenzierung bel HL-60-AML-M3-Leukdmiezellen mit einer darauffolgenden erhthten
immunstimulatorischen Fahigkeit in der gemischten Lymphozytenresktion erbringen, was die Wirk-
samkeit von ATRA bel der akuten Promyelozytenleukémie noch einmal hervorhebt und verdeutlicht,
dass zur DC-Differenzierung bei jeder FAB-Subklasse evtl. andere Zytokine und Zellkulturzusétze
verwendet werden missen (Geary SM, 1996). In einer Vertffentlichung von Weigel BJ et a. wurde
ebenfals ein immunstimulatorisches Agens (Cytosin-Phosphorothioate-Guanin-Oligodeoxynukleotid
= CpGs) as Zdlkulturzusatz bei der DC-Generierung aus Meerschweinchen-KM-Zdlen erfolgreich
eingesetzt, weshalb eine dementsprechende Verwendung durchaus Uberdacht werden konnte (Weigel
BJ, 2002). Auch die Verwendung von Glukokortikoiden zur DC-Generierung konnte eine Moglichkeit
darstellen, da diese einen positiven Einfluss auf die DC-Reifung haben sollen. Allerdings sollen sie
ebenso die Entwicklung von IL-10-produzierenden T-Zellen férdern (Franchimont D, 2004). Ebenfalls
kirzlich entdeckt wurde LIGHT, ein geklontes, neues Zytokin aus der TNF-Familie, das nachweidich
positiv zur DC-Reifung und zur Sekretion der Zytokine IL-6, IL-12 und TNFav.a. bei DC aus MDS
Monozyten beitrégt. Ein dhnlicher Effekt war auch bei der Zugabe von CD40L nachzuweisen (Zou
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Mehrere Methoden sind auch zur DC-Kultivierung aus Monozyten beschrieben. Kultursysteme variie-
ren neben den Standardzytokinen GM-CSF, TNFa + IL-4 zwischen der zusétzlichen Gabe von PGE; +
IL-6 + IL-14, PGE, + IL-6 + IL-1& + CD40L und TGFa + FLT3L (Moldenhauer A, 2003; Choi GS,
2000; Scandella E, 2002; Bracho F, 2003). Aber auch hier gibt es Félle, bei denen auf die Beigabe von
TNFaoder von IL-4 verzichtet wurde (Wong EC, 2001; Zech NH, 2003).

Auch bei anderen leukdmischen Erkrankungen ist die Datenlage hinsichtlich der DC-Generierung ahn-
lich uneinheitlich. So wurden DC aus CML-Blasten beispielsweise ma mit dem gangigen Zytokinmix
GM-CSF, TNFa und IL-4, ein anderes Mal mit IL-14, IL-6, TNFa und PGE; kultiviert (Choudhury A,
1997; Eisendle K, 2003).

Vide dieser Kulturbedingungen wurden allerdings nicht parallel getestet. So ist weder klar, welche
Methode die Beste fur die Generierung reifer leukémischer DC bei AML ist, noch welcher Stimulus
fur die DC-Reifung der Wirkungsvollste ist, um einen antileukémischen Effekt oder eine zytotoxische
T-Zdl-Antitumorantwort zu induzieren (Schuler G, 2003). Dariiber hinaus gibt es kaum Erfahrungen
fur die DC-Generierung aus MDS-MNC. In einer Verdffentlichung von Vuckovic S et al. zeigten
CMML-Monozyten nach Kultivierung mit GM-CSF, IL-4, TNFa und LPS typische DC-Eigenschaften
(Vuckovic S, 1999). Da hierbei alerdings nur monozytére MDS-Differenzierungen (CMML) einge-
schlossen und als Zellquelle zudem nur Monozyten verwendet wurden, ist diese Studie nicht als repra
sentativ anzusehen.

Da die meisten Forscher GM-CSF, TNFa und IL-4 fur die Kultivierung von DC aus leukdmischen
Blasten wahlten und in ihren Studien auf sehr ghnliche DC-Ergebnisse kamen (Harrison BD, 2001;
Narita M, 2001; Cignetti A, 1999), wurde entschieden fir diese Arbeit ein DC-Standardmedium zu
verwenden, das ebenfalls GM-CSF, IL-4, TNFaund zusétzlich FL enthielt (Bild 46).

Die Zugabe von FL oder SCF schien die DC-Ernte in anderen Studien zu erhéhen (Woiciechowsky A,
2001; Panoskaltsis N, 2002), was auch durch diese Arbeit bestétigt werden konnte. Woiciechowsky et
al. konnten eine durchschnittlich 1.5fache Erhohung der absoluten DC-Ernte feststellen, wahrend in
der vorliegenden Arbeit durch Zugabe von FL die DC-Ernte von AML- und MDS-Proben durch-
schnittlich sogar zwischen 1.8 und zweifach gesteigert werden konnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit
fuhren zwar zu keinem enheitlichen Konsens hinsichtlich der DC-Kultivierung aus leuk&mischen
Blasten, bekréftigen jedoch abermals, dass mit der gangigen Methode ' Standardmedium + GM-CSF +
IL-4 + TNFa+ FL’ reife DC sowohl aus AML-MNC as auch aus MDS-MNC generiert werden kon-
nen. Diese Datenlage konnte auch durch die Verwendung von Zédlllinien as DC-Quelle bestétigt wer-
den.
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5.3. Vitale, reife, leukamische DC kdnnen unter serumfreien Kulturbedingungen generiert wer-
den und die Umwandlung der MNC zu DC erhoht die T-Zdl-Aktivierung bei AML und MDS

Viele Forschungsgruppen generierten und charakterisierten DC von AML-Patienten somit unter ver-

schiedensten Kulturbedingungen (siehe obige Referenzen). Wie in den genannten Studien konnte auch

in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass DC aus AML- und MDS-MNC unter serumfreien
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Kulturbedingungen generiert werden konnen, und dass diese DC kostimulatorische Antigene fir den
T-Zdl-Kontakt und Reifemarker coexprimieren (z.B. Caux C, 1997; Choudhury BA, 1999; Woicie-
chowsky A, 2001). Die Hochregulierung von Reifemarkern (z.B. CD83, CD86, CD14") und T-Zdll-
Kontaktmolekilen (z.B. CD40, CD86, CD80, CD1a, CD137L) ist ein notwendiger Prozess wahrend
der DC-Differenzierung, der auch schon von anderen Autoren beschrieben wurde (Caux C, 1992;
Caux C, 1997; Li L, 2003; De Vries 1J, 2002; Kufner S, 2005 (1, 11 und 111); Charbonnier A, 1999; Bla-
zar BR, 2001). Um unreife DC zu detektieren, wurden einige der PB- und KM-Proben auch mit
CD209-markierten monoklonalen Antikorpern inkubiert. Auszéhlungen zeigten dann, dass die meisten
der DC bel AML-, MDS- und gesunden Proben negativ fir den Marker CD209 waren, was sie as gut
differenzierte DC identifizierte. Neben seiner Rolle als Unreifemarker fir DC, scheint CD209 aul3er-
dem an Adhésionsprozessen und DC-T-Zdl-Interaktionen beteiligt zu sein, was CD209 insgesamt zu
einem sehr nitzlichen Marker fir DC-Generierungsstudien macht (Relloso M, 2002; Van Kooyk Y,
2002). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die meisten DC CD40 oder CD86 exprimierten,
aber nur 10-15 % der DC CD137L coexprimierten. Jedoch war das DC-Expressionsprofil dieser Anti-
gene im Vergleich zu gesunden Kontrollproben dhnlich. Als man in dieser Arbeit zudem die Resktio-
nen von autologen T-Zdlen, die gemeinsam mit DC in einer MLR kultiviert wurden, beobachtete,
wurde festgestellt, dass auch die DC-Liganden auf den T-Zellen fir die genannten kostimulatorischen
Antigene hinaufreguliert wurden, was zu der Annahme fuhrte, dass die Kontaktmolekiilpaare auf bei-
den Zellen, also sowohl auf den DC as auch auf den T-Zellen exprimiert werden.

5.4. Von AML- und MDS-MNC generierte DC beinhalten eine grof3e Anzahl an DC leukami-
schen Ursprungs, die leukamische Marker zusammen mit DC-Antigenen exprimieren

Zusatzlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die aus AML- und MDS-MNC generierten DC
leuk&mische Antigene oder klonale Marker coexprimieren, was die schon von anderen Autoren ver6f-
fentlichte Datenlage bestétigte (z.B. Nguyen XD, 2003; Strobl H, 1997; Woiciechowsky A, 2001).
Santiago-Schwarz et al. waren dabel die ersten, die im Jahre 1994 beobachteten, dass aus Monozyten
generierte DC von AML-Patienten einen leuk@mischen Monoblasten-Phénotyp exprimierten (Santia-
go-Schwarz F, 1994 (11)). Andere Autoren bekréftigten diese Daten, indem sie mittels Western-Blot
demonstrieren konnten, dass DC, die von einem AML-Patienten generiert wurden, der eine inv(16)-
Aberration trug, auch nach der Kultivierung das Leukamie-assoziierte CBFB-MYH11-Protein expri-
mierten, oder indem sie bel 11g23-aberranten AML-F&8len eine Coexpression von DC-Antigenen mit
dem Proteinprodukt 7.1 zeigen konnten (Choudhury BA, 1999; Stripecke R, 2002; Kufner S, 2005 (I
und 11). Aul¥erdem konnte der leukamische Ursprung von DC in AML-Félen mit einer klonalen
Chromosomenaberration sowohl in dieser Arbeit als auch in anderen Verdffentlichungen durch die De-
tektion des klonalen Markers in den kultivierten DC bewiesen werden (Choudhury BA, 1999; Woicie-
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chowsky A, 2001; Harrison BD, 2001; Strobl H, 1997). In dieser Arbeit konnten numerische Chromo-
somenaberrationen in CD1a'DC bei einem Fall von AML-M6, bei einem Fall von AML-M4 und bei
zwei Falen von SAML nachgewiesen werden. Vor alem bel den DC, die aus MDS-MNC - welche im
Vergleich zur AML durch eine niedrigere Blastenanzahl charakterisiert sind - generiert wurden, stand
der Beweis noch aus, dass diese Zellen wirklich von den klonalen Vorlauferzellen abstammen. In der
vorliegenden Arbeit konnten bei vier MDS-Féllen mit Chromosomenanomalie auch nach der Kultivie-
rung die jeweiligen Aberrationen in den CD1a'DC gefunden werden, was bewies, dass DC konstant
aus klonalen MDS-Zéellen unter serumfreien Kulturbedingungen generiert werden konnen, die leuk&é
mische und DC-Charakteristika présentieren. Ein Beweis fur den leukamischen Ursprung von MDS-
DC wurde bis jetzt in diesem Ausmal3e nur selten erbracht. In einer Vertffentlichung von Rigolin et &.
wird die DC-Generierung bei 8 MDS-Patienten in FCS-Medium beschrieben, wobei eine defekte An-
tigen-Aufnahme und Antigenprésentation dieser DC zu allogenen T-Zellen beobachtet wurde (Rigolin
GM, 1999), was die schlechte Immunabwehr von MDS-Patienten bei Infektionen erklaren konnte. In
zwel dieser Falle konnte auch eine klonale Herkunft der DC nachgewiesen werden, aber eine Untersu-
chung des T-Zdl-aktivierenden Potentials dieser Zellen blieb die Studie schuldig. Ein anderer Autor
untersuchte die Hautschichten von einem MDS-Patienten beztiglich der Dichte und Morphologie ihrer
CD1a" Langerhanszellen. Ein Vergleich dieser Daten mit denen von gesunden Probanden zeigte, dass
die DC von MDS-Patienten durch eine abnormale Morphologie kennzeichnet waren, was wiederum
die schlechte immunreaktive Funktion dieser Langerhanszellen widerspiegeln konnte (Sepp N, 1991).

FISH-IPA-Analysen ermdglichen aber nicht nur eine qualitative Detektion von klonalen Markern in
DC, sondern auch eine quantitative Bestimmung, wie viele Zellen DC- und/oder klonale Marker
exprimieren. Ebenso kénnen dementsprechende quantitative Berechnungen bei AML-Féllen durchge-
fuhrt werden, die spezielle Blastenmarker wie z.B. das Proteinprodukt 7.1 zusammen mit DC-
Antigenen coexprimieren. Ein interessantes Ergebnis war bel diesen Untersuchungen die Tatsache,
dass quantitativ wohl nicht alle klonalen bzw. leukdmischen Zellen bet AML und MDS zu leukémi-
schen DC umgewandelt werden konnten, sondern dass in der DC-Kultur klonale bzw. leukamische
Zdlen verbleiben. Darliber hinaus konnten diese Daten bei allen AML- und MDS-Félen mit FACS
nachwei sbaren Blastenpopulationen in der MNC-Probe vor der Kultur durch die Verwendung markier-
ter Antikorper gegen CD33, CD56, CD117 (bei AML) oder CD34 und CD117 (bei MDS) bekréftigt
werden. Die genannten Antigene werden normalerweise auf AML- oder MDS-Vorlauferzellen bzw.
Blasten exprimiert (Upham JW, 2000; Raspadori D, 2002; Cascavilla N, 1998; Re F, 2002). Nach der
DC-Generierung waren aber nur auf 50-70% der DC diese Blastenantigene zusammen mit DC-
Markern coexprimiert, was obig beschriebene Daten bestétigen konnte, dass nicht jede klona-
le/leukémische Zelle zu ener leukédmischen DC umgewandelt wird. Die dennoch hohe DC-
Gesamtausbeute in den Versuchen lieRe sich nun dadurch erkléren, dass auch gesunde CD34*- und
CD14"-Zdlen ads DC-Quelle dienen. Tatsichlich konnten in dieser Arbeit auch AML- und MDS-
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CD1a" DC ohne leukdmische Herkunft generiert werden. Andererseits wére es auch moglich, dass
nicht ale leukdmischen Blasten zu 100% positiv fir Blastenantigene sind, und dadurch auch die um-
gewandelten, leuk@mischen DC diese Blastenmarker nicht coexprimieren.

Fur zukunftige Vakzinierungsversuche mit DC sind diese Erkenntnisse von grofier Bedeutung: Einer-
seits muss sichergestellt werden, dass keine naive Blasten retransfundiert werden, ferner konnte die
Effizienz der Vakzinierung unter der Vermischung mit DC nicht-leukamischer Herkunft gemindert
werden oder moglicherweise anders gerichtete Immunreaktionen zur Folge haben. Demnach muisste
eine positive Selektion der DCie, Oder eine funktionelle Testung der spezifischen antileukamischen
Wirksamkeit der generierten DC einer Vakzinierung am Patienten vorausgehen.

In diesem Fall wéare ein schneller, einfacher klinischer Test zur Identifizierung der generierten DC
(leukdmisch vs. nicht-leukdmisch) von Vortell. Neuere, momentan in Erprobung stehende Methoden
zum Nachweis des leukémischen Ursprungs von generierten DC sind z.B. die durchflusszytometrische
Bestimmung der ACE (,angiotensin-converting enzyme’) —Aktivitét, die bel DC im Vergleich zu Mo-
nozyten bis zu einen Faktor von 150 erhoht ist (Danilov SM, 2003), oder die Bestimmung der Fibro-
nektin-Genfragmente mittels PCR, die bel leukdmischen DC im Vergleich zu monozytadren DC Uber-
maldig eprimiert werden (Viale-Castellano A, 2004). Allerdings wurden derartige funktionelle Tests
keinen prozentualen Wert Uber die Umwandiung von Blasten in leukamische DC liefern.

5.5. Die hochste DC-Ernte kann von monozytdren FAB-Typen erzielt werden, und die DC-
Ausbeute ist unabhéngig von zytogenetischen Risikogruppen

Unsere Ergebnisse bestétigen, dass die hochste DC-Ausbeute bei Patienten mit einer monozytér diffe-
renzierten AML bzw. bei monozytdren AML-Zdllinien (M4/M5) erreicht werden kann (Tsuchiya T,
2002; Brouwer RE, 2000 (I1)). Zusétzlich konnten wir zeigen, dass auch bei MDS-Féllen mit monozy-
téren FAB-Typen, die hochste DC-Ausbeute erzielt werden kann. Umgekehrt konnte wiederum ge-
zeigt werden, dass der Grofliteil der AML-Félle, bei denen weniger als 10% DC generiert werden konn-
ten, meist zu den nicht-monozytar differenzierten (vor alem undifferenzierte AML-MO und —M2)
FAB-Typen gehorten. Dies lasst vermuten, dass fir diese Patientengruppen andere Methoden fir die
DC-Differenzierung angewendet werden missten, um hohere DC-Ausbeuten zu erzielen.

Ferner konnten wir erstmals zeigen, dass die DC-Ernte unabhangig von chromosomalen Aberrationen
und somit von zytogenetischen Risikogruppen bei AML und MDS ist. Das kénnte bedeuten, dass sich
grundsétzlich Patienten aller zytogenetischen Risikogruppen fir eine DC-basierte Immuntherapie qua-
lifizieren konnten.

5.6. Leukamische DC induzieren eine autologe T-Z€l-Aktivierung
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Der adoptive Transfer besonders von mit der Hilfe von DC kultivierten CTLs scheint eine klinisch
sehr effektive Strategie fir Patienten nach nicht-myeloablativer Chemotherapie zu sein (Dudley ME,
2002).

Die Signaubermittlung zwischen DC und T-Zellen kommt z.B. mit eéinem CD40-CD40L-, einem
CD86/CD80-CD28- oder einem CD137-CD137L-Kontakt zustande. Sofern genligend autologe T-
Zellen separierbar waren, wurde versucht mittels MLR-Kulturen eine autologe T-Zel-Aktivierung
festzustellen. Wegen der niedrigen Anteile der CD3*-Zdlen in den AML- und MDS-Proben war dies
alerdings oft nicht moglich. Im Falle ausreichend separierbarer CD3"-Zellen konnten wir eine im
Vergleich zu MNC-Fraktionen erhohte DC-vermittelte Expression von DC-Kontaktmolekilen auf T-
Zellen und DC sowie eine Hochregulierung von Migrationsmarkern (CCR7, CD62L) zeigen, was fir
eine DC-induzierte, autologe T-Zdl-Aktivierung sprechen konnte. Die genannten Migrationsmarker
sind dabei notwendig fir eine Wanderung der naiven T-Zellen oder der Gedachtnis-T-Zellen in die
Lymphknoten und in die Peyerschen Plaques (Lanzavecchia A, 2002; Von Adrian UH, 2000; Sallusto
F, 2002). Dies sind entscheidende Schritte fur die in vivo-Aktivierung und -Differenzierung von T-
Zellen zu Effektorzellen (Sallusto F, 2000; Muller WA, 2001; Lanzavecchia A, 2002). Funktionelle
Tests wurden in diesem Rahmen allerdings nicht durchgefihrt.

Es wurde zwar gezeigt, dass kostimulatorische Antigene auf leukdmischen Zellen haufig herunterregu-
liert sind, und somit ein Kontakt zu Effektorzellen erschwert ist (Vollmer M, 2003; Brouwer RE, 2000
(111)), jedoch konnten wir und andere Arbeiten zeigen, dass in 30-40% der AML-Félle dennoch kosti-
mulatorische Marker wie z.B. CD80 und CD86 (welche haufig in Abhangigkeit von der Expressions-
dichte mit einer schlechten Prognose korrelieren) auf den leukamischen Zellen exprimiert sind (Graf
M, 2004; Maeda A, 1998). Dies weist darauf hin, dass die Expression kostimulatorischer Marker auf
naiven leukamischen Zellen enzig nicht ausreichend sein kann, um ene ausreichende anti-
leukdmische T-Zdl-Antwort zu induzieren. Diese Daten bekréftigen somit die allgemeine Meinung,
dass die smultane Prdsentation von (leuk&mischen) Antigenen zusammen mit kostimulatorischen
Markern durch professiondlle Antigen-présentierende Zellen wie die DC notwendig ist, um T-Zelen
zu aktivieren. Durch Verwendung leukdmischer DC aus AML-MNC konnte in dieser Arbeit eine sig-
nifikante Proliferation von T-Zellen in der MLR gezeigt werden, was auch schon in anderen Studien
festgestellt werden konnte (Woiciechowsky A, 2001; Harrison BD, 2001). Die vorliegende Arbeit er-
weitert die schon beschriebene Datenlage insofern, als dass hierin auch durch aus MDS-Proben ge-
wonnenen DC eine signifikante T-Zdl-Proliferation im Vergleich zu Kontrollen erzielt werden konnte.
Untersuchungen zur autologen T-Zell-Differenzierung wurden auch schon in anderen Arbeiten unter-
nommen. Alle diese Untersuchungen lassen zwar vermuten, dass mit Hilfe leuk&mischer DC spezifi-
sche zytotoxische T-Zellen bereitgestellt werden kénnen, aber der Bewels fir deren zytotoxische F&
higkeiten musste noch eindeutiger erbracht werden (Harrison BD, 2001). Die vorliegenden Daten zei-
gen, dass T-Zdllen, die in ener MLR mit autologen, leukémischen DC generiert wurden, spezifisch



90

dazu féhig sind, naive Blasten nach nur 3 Tagen zu lysieren. Dies bestétigt die Fahigkeit und Funktion
leukdmischer DC autologe, zytotoxische T-Zellen zu stimulieren. Eine Inkubation von Blasten mit ak-
tivierten T-Zellen Uber Nacht konnte moéglicherweise die Rate an lysierten Zellen im Vergleich zu
Kontrollansdtzen noch erhdhen (Kienzle N, 2002). Andererseits konnten wir zeigen, dass die Generie-
rung zytotoxischer T-Zellen nur moglich ist, wenn gentigend vitale DC sowie T-Zellen der MLR bei-
gegeben werden, was die herausragende Rolle leukdmischer DC bei der Aktivierung Leukamie-
zytotoxischer T-Zellen herausstellt. Um diese Ergebnisse zu verbessern, konnte deshab die Verwen-
dung von aussortierten, angereicherten, leukamischen DC dazu beitragen, Leukdmie-zytotoxische T-
Zellen spezifisch zu aktivieren und zu vermehren.

Basierend auf den Beobachtungen dieser und anderer Arbeiten wére es wiinschenswert, mit Hilfe von
DC T-Zdl-Subpopulationen zu generieren, die spezielle Funktionen, Wanderungsfahigkeiten oder Ge-
dachtnideistungen aufweisen koénnten (Lanzavecchia A, 2002; Von Adrian UH, 2000; Falkenburg
JHF, 1997).

Jedoch wurde gezeigt, dass eine AML-generierte DC-Zdllinie (CS-1) keine Immunstimulierung, son-
dern im Gegensatz eine Immunsuppression bei T-Zellen hervorrief (CS-1 abstammende DC zeigen
keinen T-Zdl-stimulierenden Effekt) (Erben U, 2003). Daher sollte vor einer in vivo-Vakzinierung mit
DC die individudle T-Zdl-Aktivierungsféhigkeit vorab getestet werden, um maogliche inhibitorische
Vorgange (z.B. regulatorische T-Zellen) (Nicol A, 2000) aufzudecken.

5.7. Prostaglandin E; verbessert die Ausbeute an CCR7°-DC

Schliefdich wurde in dieser Arbeit noch getestet, ob die Generierung von DC in einem PGE;-
enthaltendem Medium einen héheren Ertrag an reifen, CCR7" DC liefert. Obwohl noch nicht festge-
legt wurde, welche DC-Generierungsmethode die Beste ist, um eine tumorspezifische T-Zdl-Antwort
zu erhaten, stellen MCM- und "MCM-Mimic -Medien den momentanen Standard dar. Denn in diesen
Medien kénnen konstant homogene, lebensfahige und reife DC von Krebspatienten hergestellt werden,
die zu Lymphknoten wandern, eine T-Helferzell-Antwort und zytotoxische Immunreaktionen in vitro
und in vivo verursachen konnen (Schuler G, 2003; Lee AW, 2002). Uber PGE; ist bereits bekannt,
dass es einen Stimulus fur die DC-Reifung und im besonderen fir die CCR7-Expression auf DC dar-
stellt (Bertho N, 2005; Norgauer J, 2003; Lee JJ, 2002). Dieser Marker steuert DC und T-Zellen zu den
Lymphknoten (Schuler G, 2003; Sallusto F, 1999; Luster AD, 2002). Zudem scheint PGE; die Diffe-
renzierung von naiven T-Zellen zu Thl-Helferzellen zu beglinstigen und vor apoptotischen Einfllssen
zu schitzen (Lee JJ, 2002; Baratelli F, 2005). Auch in dieser Arbeit konnte bestétigt werden, dass von
AML- und MDS-Patienten mehr reife und CCR7'-DC in éinem "MCM-Mimic'-Medium zusammen
mit PGE; kultiviert wurden. PGE, kann in Kultur kombiniert mit dem biologischen “response modi-
fier’ OK-432 (gewonnen aus einem schwach virulenten Su-strain von Streptokokkus pyrogenes) — bis
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jetzt vor allem verwendet fur die DC-Generierung aus Monozyten bei Tumorpatienten — sogar nach
schon 7tagiger Inkubationszeit reife CCR7'-DC hervorbringen (Sato M, 2003). Es sollte allerdings
auch bedacht werden, dass eine in vivo-Stimulierung von leukémischen Blasten mit PGE, kaum in Be-
tracht kommt, da die erhthte Stimulation der CCR7-Expression im Kdrper eine Metastasenbildung
begunstigen konnte, da Liganden von CCR7 (CCL19, CCL21) an der Infiltration von Tumorzellen be-
teilligt sind (Reiterer P, 2002). Ein weiterer Migrationsmarker, der fir das Homing in Lymphknoten
von entscheidender Bedeutung ist, ist das L-Selektin (CD62L) (Mackay IR, 2000), weshalb eine nied-
rige Expression dieses Markers auch mit einer schlechten Prognose bei der AML korrelieren konnte
(Graf M, 2003). Aber auch anderen Adhasionsmolekilen, die fir das Homing von Bedeutung sind
(z.B. MadCAM-1, GlyCAM-1), sollte man in Zukunft Beachtung schenken (Papadaki HA, 1999).
Hinsichtlich des Migrationsverhaltens der DC muss aber ergénzt werden, dass nur ca. 6% der in
"MCM-Mimic -Medium generierten DC die Lymphknoten innerhalb von 48 Stunden erreichen, was
auf der einen Seite herausstellt, wie wichtig die migratorische Funktion der DC ist, und auf der ande-
ren Seite, wie wichtig die richtige Injektionsstelle bei der Impfung ist (Schuler G, 2003). Untersuchun-
gen zeigten, dass ein defekter Arachidonsauremetabolismus — u.a. mitverursacht durch IL-4 — fur das
migratorische Handicap der DC verantwortlich zu sein scheint (Thurner M, 2001). Arachidonséure
stellt eine Vorstufe der Prostaglandine dar. Da PGE; in DC-Kultursystemen die Expression an Migra-
tionsmarkern zu steigern vermag, wirde dies umgekehrt die These des defekten Arachidonsduremeta
bolismus erkléren. So kénnte der Mangel an PGE, durchaus einer der Hauptgrinde fur die einge-
schrénkte Migrationsfahigkeit von DC in die Lymphknoten sein. Zur Kontrolle der migratorischen und
adhésiven Kapazitdt von DC konnte in Zukunft die Expression von Integrinen (z.B. CD49d) auf den
leukamischen DC herangezogen werden (Sadovnikova E, 2004).

Bel der Verwendung von PGE; sollte auch bedacht werden, dass PGE; in einer Studie von Pai R et .
in Verdacht stand Uber eine Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)-Rezeptors gastroin-
testinale Hypertrophien und Kolonkarzinome zu verursachen (Pai R, 2002). Auferdem ist problema
tisch, dass das Zytokin IL-12 (das entscheidende Zytokin fir die Induzierung einer zelluléren Immun-
antwort) auf DC, die in "MCM-Mimic’-Medium generiert wurden, nur gering exprimiert wird (Schuler
G, 2003). Eine begleitende Impfung mit IL-12 kdnnte dabei evtl. Abhilfe schaffen (Ogata K, 1995).
Prostaglandine scheinen insgesamt eine positive Wirkung auf DC zu haben, da kirzlich veréffentlicht
wurde, dass DC, die mit PGD, generiert wurden, eine erhthte Antigen-Présentation und Antigen-
Prozessierung zeigen (Gosset P, 2005).

5.8. Probleme aktueller DC-Generierungsstudien

Obwohl die genannten Standardmedien, die auch in dieser Arbeit verwendet wurden, potente DC-
Stimulatoren darstellen, kénnen immer noch nicht von jedem Patienten DC generiert werden. Die
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Probleme bel der DC-Kultivierung sind dabel sehr vielschichtig.

Um diese in den Griff zu bekommen, missten DC-Generierungsstudien zuerst einmal ale unter stan-
dardisierten Bedingungen ablaufen.

Ein wichtiger Punkt wére beispielsweise, darauf zu achten, dass die eingesetzten Zytokine unter guten
Herstellerqualitétsbedingungen (GMP = good manufacturing practice) produziert werden. Auch das
verwendete Zellmateria sollte ein représentatives Patientenkollektiv darstellen. Demnach ist darauf zu
achten, welches Patientengut in die AML-DC-Studien eingeschlossen wird. Eine Untersuchung zwi-
schen 1985 und 1994 ergab, dass Studienpatienten nicht représentativ fir die Gesamtheit der AML-
Erkrankungsfélle in der Bevdlkerung sind (Mengis C, 2003).

AuRerdem verbleibt noch zu I6sen, dass die DC-Kulturzeiten fir den spéteren Einsatz a's Impfstoff zu
lang sind (siehe Bild 32), was hohere Kosten nach sich zieht, und dass die Vitaitét der kultivierten
Zéellen oft nicht optimal ist (Schuler G, 2003; Houtenbos I, 2003; Sato M, 2003; Roddie PH, 2002).
Problematisch ist ebenfalls, dass bisher keine Einigung Uber en dandardisertes DC-
Generierungsmedium erzielt werden konnte. Weitere offene Fragen betreffen auch das Migrations-
verhaten der DC, die T-Zdl-Stimulierungsaktivitét in vivo und das Risiko von Hypersensibilitétsreak-
tionen (Mule JJ, 2000). Aulerdem sollte diskutiert werden, welche Patienten von einer DC-
Vakzinierung profitieren konnten und ob mdglicherweise autoimmune Reaktionen ausgel0st bzw. ver-
starkt werden konnen (Iwase O, 1995).

5.9. Bisherige in vivo Vakzinierungsstudien mit DC

Die meisten DC-Vakzinierungsstudien bel Patienten mit soliden Tumoren zeigten bei 2wdchentlichen
bis zu monatlichen Injektionen die besten Resultate hinsichtlich der Auslésung einer Tumorantigen-
spezifischen T-Zdl-Aktivierung. Beim Vergleich der moglichen Injektionsstellen schnitten die intra-
dermalen und intralymphatischen Verabreichungen am besten ab. Eine Studie von Fong et al. unter-
suchte unterschiedliche Applikationsformen von DC bei metastasierenden Prostatakarzinomen. Dabel
wurden bel  alen Patienten T-Zel-Antworten nachgewiesen, obwohl die hdchsten [IFN&
Ausschittungen und CD62L-Hochregulierungen nach intranodalen und intradermalen Impfungen ge-
funden wurden (Fong L, 2001). Bei soliden Tumoren besteht auf}erdem die zusétzliche Mdglichkeit
DC direkt in den Priméartumor oder in die Metastasen zu spritzen, was beispielsweise bei metastati-
schen Hautl&sionen von Vorteil ist (Jonathan MA, 2000).

DC-Leukémie-Generierungsstudien mit DC wurden zuerst vor alem bei der CML unternommen (Ei-
sendle K, 2003), weshalb erste klinische Versuche auch mit der CML starteten. Dietz et a. beispiels-
weise injizierten von CML-Patienten gewonnene DC subkutan in der Néhe von Lymphknoten (Dietz
AB, 2001). Die ersten klinische Versuche mit leukéamischen DC als T-Zdl-stimulierende Vakzine
wurden in 5 Félen einer CML im letzten Interferon-refraktaren Stadium in Kombination mit IL-2 ini-



93

tilert (Claxton DF, 2001). Die Therapie wurde von den Patienten gut toleriert. Obwohl in einem unter-
suchten Fall kein Verlust des Philadel phia-Chromosomes erreicht werden konnte, konnte dagegen bei
einem anderen leukdmischen Klon der Verlust einer Trisomie 8 nach dem zweiten Therapiezyklus
festgestellt werden. Erste DC-Vakzinierungsstudien bei AML fanden mit Mausen oder Meerschwein-
chen statt. Dabei konnten erste vielversprechende Ergebnisse im Sinne einer antileukamischen Ant-
wort (63% Langzeitiberlebensrate) erzielt werden (Pawlowska AB, 2001). Reinhardt et al. konnten
schliefdich bei therapierefraktéren AML-Félen nach einer Impfung mit leukémischen DC eine spezifi-
sche T-Zdl-Aktivierung in vivo nachweisen - alerdings konnten keine Remissionen bel diesem Ver-
fahren erzielt werden (Reinhardt P, 2002). Diese Daten beweisen insgesamt, dass auf DC basierende
Therapien zu einer T-Zdl-Aktivierung in vivo fuhren, dass jedoch eine Zerstdrung von leukémischen
Zellen sowohl bei CML- as auch bei AML-Patienten mit einer grof3en Tumorlast nicht alein durch
diese T-Zdlen erreicht werden kann. Dies bedeutet wiederum, dass Therapien mit DC bel AML-
Patienten in Remission verwendet und getestet werden sollten, um restliche leuk&mische Zellen zu be-
kampfen, oder bei MDS-Patienten, um riickfallfreie Uberlebenszeiten zu verlangern.

In Krebsstudien mit soliden Tumoren muss versucht werden, die T-Zellen dadurch mehr zu stimulie-
ren, indem die DC durch Koppelung mit Tumorpeptiden, Tumorlysaten, Tumor-DNA/RNA oder durch
Fusionierung mit Tumorzellen in ihrer Funktion als APC gestérkt werden (Galea-Lauri J, 2002 (11);
Zhou Y, 2002; Hellstrom KE, 2003; Titzer S, 2000; siehe Bild 46). Dies kdnnte gerade bel soliden
Tumoren so erfolgversprechend sein, da immer mehr Tumorantigene fir die einzelnen Krebserkran-
kungen gefunden werden (Weber J, 2002). Aber auch bei leukamischen Erkrankungen gibt es bereits
derartige — alerdings ex vivo - Versuche. Meist wurden DC nichtleuk&mischen Ursprungs von AML-
Patienten mit apoptotischen, leukamischen Blasten fusioniert (Spisek R, 2002; Fujii S-1, 1999). Die
antileuk&mische Antwort war dabel vielversprechend, da sie spezifisch gegen AML-Blasten gerichtet
war. Bel Tieren existieren bereits verschiedene Impfstudien mit gekoppelten DC. Zum Beispiel resul-
tierte eine Vakzinierung mit Antigen-beladenen (bcr-abl-Peptid) DC bei Mausen mit einer Immunisie-
rung gegen bcr-abl-positive CML (He L, 2001). Eine weitere Innovation auf dem Gebiet der DC-
Immuntherapie stellen gentechnisch modifizierte DC dar (Foley R, 2001). So kdénnen in DC unter an-
derem Gene fir bestimmte Tumorantigene oder fir Zytokine transduziert werden, was zu einer erhoh-
ten Expression von TAA bzw. zu einer erhdhten Produktion von wachstumsférdernden Zytokinen der
DC fihrt. Beispielsweise fuhrten bei an AML erkrankten Meerschweinchen sogar Impfungen mit
durch Transduktion von B7-1 (T-Zel-Ligand fur CD28) gentechnisch modifizierten AML-Blasten zu
einer langanhatenden systemischen Immunitét (5-6 Monate) gegeniiber Wildtyp-AML-Zellen (Dunus-
g-Joannopoulos K, 1996). Auch beim Menschen zeigten Versuche mit gentechnisch modifizierten,
leukdmischen DC gute Ergebnisse beziglich einer spezifischen T-Zellantwort Reaktionen (Mueller
MR, 2003).

Ein zusétzliches Immunmonitoring wére bei DC-Impfungen nun von Vorteil, um wichtige Informatio-
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nen quantitativer und qualitativer Art Uber T-Zdl-Untergruppen (T-Gedéachtniszellen, T-Effektorzellen
und naive T-Zellen) und ihren Aktivierungsstatus zu liefern (siehe Bild 48). Moglich wére dies bel-
spielsweise Uber eine Messung der intrazelluldaren Zytokinproduktion (z.B. IFN-&) (Campbell JDM,
2003; Becker C, 2001). Dadurch kénnte man auch vergleichen, ob eine Immunantwort bei der Verab-
reichung von beladenen oder gentechnisch modifizierten DC wirklich stérker ausféllt, as bei der Ver-
wendung von DC leukamischen Ursprungs, die leichter herzustellen wéren.

5.10. Ausblick: Dendritische Zellen - Die Krebsvakzine der Zukunft?

Berichten der Slddeutschen Zeitung zufolge warnen Experten inzwischen vor ,, Ubereilter Euphorie®
und der ,, Geschdftemacherel privater Therapiezentren® (Wormer H, 2002). Schliefdich ist immer noch
unklar, wie das Klinische Setting bei einer Vakzinierung mit DC am besten aussehen sollte (siehe Bild
48).

Unklar geblieben sind beispielsweise bisher sowohl die optimale Anzahl der zu verabreichenden DC
als auch die moglichen Injektionsstellen (i.v., s.c., i.m., intradermal, intranodal, intralymphatic, in das
KM). Auch die Grenzen einer DC-Immuntherapie wurden inzwischen von verschiedenen Seiten auf-
gezeigt. Beispielsweise ist heutzutage bekannt, dass DC nicht nur eine T-Zellantwort initiieren, son-
dern in manchen Félen auch zu einer Unterdriickung der T-Zellfunktion (v.a. der CD4"-T-Zédlen) fiih-
ren konnen (Kubsch S, 2003; Munn DH, 2004; Bild 47). Bei leukdmischen DC muss deshalb in be-
sonderem Mal3e immer auch eine mogliche gegenlaufige Beeinflussung des Immunsystems mitbedacht
werden (Fujii S, 2003). Dartiber hinaus besteht die Gefahr, dass ex vivo generierte DC trotz Expressi-
on leukamischer Antigene nach der Vakzinierung dennoch keine Antitumorantwort erreichen konnen,
da bel Krebserkrankungen auch eine sogenannte T-Zéell-Toleranz vorherrschen kann (Fauriat C, 2005).
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Bild 47: Mdogliche DC-T-Zdl-Interaktionen. APC Antigenprasentierende Zelle. MHC Haupt-
hi stokompatibilitétskompl ex.

Apoptose, Proliferation, Dif- Zdlzyklusarrest,
Unterdriick- ferenzierung der Beendigung der T-
ung der T- T-Zdlen, Zell-Aktivierung
Zdl-Antwort Effektorfunktion

Auch die Kostenfrage wird sich in Zukunft sellen. Denn die DC missten fir ene
Transfusionsbehandlung fir jeden Patienten in vielen Einzelschritten individudl, zeitaufwendig und
dementsprechend teuer hergestellt und zudem fir den grofieren Gebrauch eingefroren werden (Bild
B@xshalb wére die Umsetzung der Idee, Vorlaufer der DC im Korper des jeweiligen Patienten zur Tei-
lung anzuregen und Uber ihre Abkdmmlinge das Immunsystem zu aktivieren, von Vortell (Bauchereau
J, 2003). Bei leukamischen Erkrankungen miisste auf dem gleichen Wege versucht werden, auch die
Blasten im Korper des Patienten in DC umzuwandeln. Aus diesem Grund haben in der Leukamiefor-
schung evtl. sowohl DC-Vakzinierungsstudien mit leukamischen DC, als auch solche mit nichtleuk&a
mischen DC wie z.B. die von Padley DJ et al. ihre Berechtigung, da auch DC aus gesunden Zellquel-
len, wenn sie im menschlichen Korper umgewandelt wurden, zu einer Stérkung des Immunsystems
beitragen konnten (Padley DJ, 2001). Es konnte also versucht werden, gesunde und kranke DC-
Vorlaufer gleichermal3en in potente APC umzuwandeln. Allerdings bergen nicht-leukémische DC bel
einer Transfusion die Gefahr, Autoimmunreaktionen zu verursachen. Aul3erdem muss dabel bedacht
werden, dass andere Einflussgrofen die Blastenumwandiung im Korper vereiteln kénnten. Zum Bei-
spiel wurde herausgefunden, dass ein Wachstumsfaktor, der von vielen menschlichen Tumoren gebil-
det wird, der sogenannte vaskulére endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), die DC-Reifung in vivo
blockieren kann (Inoshima N, 2002), oder dass die DC-Differenzierung auch eine Abhangigkeit vom
extrazelluléren pH-Wert zeigt (Eljaafari A, 1998).

DC-Vakzinierungen bei hamatologischen Erkrankungen konnen sicher keine Chemotherapie ersetzen,
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vorstellbar waren aber Kombinationstherapien von DC + Zytokine zur Erhaltung stabiler Remissionen
oder nach alogenen Transplantationen zur Generierung optimierter Spenderlymphozyteninfusionen
(Bild 33; Kaminski ER, 2003; Gorin NC, 2000). Neben der Verabreichung von IL-12 zeigte beispiels-
weise auch IL-2 eine gute Wirksamkeit (Shimuzu K, 1999; Meloni G, 2002), wahrscheinlich bedingt
durch die spezielle Aktivierung von CD95L"-T-Zellen, welche (iber den Fas-Rezeptor (CD95) einen
apoptotischen Zelltod von leuk&mischen Zellen induzieren konnen (Komada Y, 1997).

Eine Studie von Rosenberg SA et al. gibt im Bereich der DC-Vakzinierung inzwischen auf jeden Fall
zu Optimismus Anlass, da diese be dem Vergleich von DC-Studien mit anderen immuntherapeuti-
schen Studien (z.B. monoklonale Ak, ,,immune modifiers*) insgesamt immerhin von einem bis zu 4%
hoherem Ansprechen bel DC-Vakzinierungen berichtet (Rosenberg SA, 2004). Um dieses Ergebnis
weiter zu verbessern, wére einer der wichtigsten Punkte, zu erforschen, warum nicht bei allen AML-
und MDS-Patienten leukémische DC generiert werden konnen. Dazu miféten verschiedene Methoden
getestet werden, um in jedem Erkrankungsfall eine optimale Ausbeute an leukamischen DC zu erhal-
ten. Dies wirde zwar vorerst kein hoheres klinisches Ansprechen versprechen, aber zumindest den
Weg dazu ebnen. Diese Fortschritte konnten Kliniker in der Zukunft erméglichen, spezielle auf den
AML- bzw. MDS-Patienten abgestimmte Immuntherapien zu entwerfen und anzuwenden (Bild 48),
indem sie z.B. mit DC impfen, allogene oder autologe T-Zellen fur den klinischen Gebrauch durch auf
DC-basierenden Kultursystemen kultivieren oder sogar T-Zel-Untergruppen (z.B. zytotoxische T-
Zdllen, T-Gedachtniszellen) generieren und auswéhlen (Walter EA, 1995; Zhong RK, 2002).
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Bild 48: Impfung bei AML und MDS: Mdgliches klinisches Setting.
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Insgesamt zeigt diese Arbeit auf, dass klonale bzw. leukdmische DC regelméldig sowohl von AML- as
auch von MDS-MNC in serumfreien MCM- und "MCM-Mimic-Medien generiert werden koénnen,
und dass diese DC dazu féhig sind eine T-Zdl-Aktivierung ex vivo zu induzieren. Mdglicherweise
koénnen mit Hilfe DC-basierter Vakzinierungen intelligente und wirkungsvolle Immuntherapien entwi-
ckelt werden, die dazu beitragen, einen Krankheitsprogress bei AML und MDS zu verhindern oder so-
gar —in Kombination mit spezifisch generierten T-Zelen — wirkungsvoll zu behandeln.



Bild 49: Mdgliche Strategie fir einen klinischen Versuch einer Vakzinierung/Transfusion mit DC.
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