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Zusammenfassung

CD137 (4-1BB), ein Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptor (TNFR), der Fas-
Rezeptor CD95 und ihre Liganden spielen eine wichtige Rolle bei der Regula-
tion der Apoptose bzw. der Immunantwort und der Pathogenese verschiedener
Erkrankungen.

CD137 wird unter anderem auf aktivierten CD8+ T-Zellen exprimiert und
vermittelt die Kostimulation zu seinem auf dendritischen Zellen exprimier-
ten Liganden (CD137L). Darüber hinaus ist bekannt, dass CD137L auch auf
soliden Tumorzellen, auf Tumoren lymphatischer Herkunft sowie auf akti-
vierten T-Zellen exprimiert sein kann. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Übertragung von CD137L auf die Zelloberfläche von Tumorzellen zu einer
Immunantwort gegen jene maligne Zellen führt. Der Fas-Ligand (CD178),
ebenfalls ein Mitglied der TNFR-Familie, wird unter anderem auf der Zello-
berfläche von zytotoxischen T-Zellen exprimiert und vermittelt im Zusammen-
spiel mit seinem Rezeptor CD95 Apoptose in CD95-sensitiven Zellen. Dabei
sind Metalloproteasen für die Abspaltung von löslichen Formen des CD137L
sowie des CD178 verantwortlich. Ein vermehrter Nachweis des löslichen CD178
(sCD178) konnte bei Patienten mit einer erhöhten Apoptoserate, sowie bei di-
versen malignen Erkrankungen nachgewiesen werden, wie z.B. bei Leberzirrho-
se oder Melanomen; über die Rolle des löslichen CD137L (sCD137L) ist wenig
bekannt. Vor kurzem konnte unsere Arbeitsgruppe für Patienten mit mye-
lodysplastischem Syndrom (MDS) zeigen, dass niedrige Werte des sCD137L
und hohe Werte des sCD178 signifikant mit der Dauer eines progressfreien
Überlebens korrelieren.

Somit steht fest, dass CD137 und CD95 und ihre Liganden zentrale regula-
torische Funktionen des zellulären Überlebens sowie der Immunantwort beein-
flussen. Mit dieser Arbeit soll daher das Expressionsverhalten von CD137L,
sowie das Sekretionsverhalten von löslichen CD137L und CD178 bei Pati-
enten mit akuter myeloischer Leukämie, Myelodysplasien und Non-Hodgkin-
Lymphomen und die prognostische Relevanz der Ergebnisse näher untersucht
werden, um die biologischen Zusammenhänge im klinischen Kontext besser zu
verstehen und mögliche therapeutische Aspekte ableiten zu können.

Zunächst wurden Serumwerte des sCD137L und des sCD178 von 42 Pa-
tienten mit akuter myeloischer Leukämie (AML) und von 46 Patienten mit
Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) in verschiedenen Krankheitsstadien und Sub-
typen bestimmt, und die prognostische Relevanz der Ergebnisse, vor allem im
Hinblick auf den Krankheitsverlauf und progressfreie Lebenszeiten, korreliert.

Im Vergleich zu gesunden Probanden waren Serumwerte des sCD137L bei
NHL-Patienten im Durchschnitt signifikant erhöht. Bei Patienten mit T-Zell-
Lymphom erreichten die Werte im Mittel 13 pg/ml, bei Patienten mit B-Zell-
Lymphom 7pg/ml. Diese im Vergleich zu AML- und MDS-Proben geringeren
Mengen (sCD137L erreichte bei AML-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung im Mittel einen Wert von 107 pg/ml) könnte dadurch erklärt werden,
dass maligne Zellen bei NHL, im Gegensatz zu AML und MDS, in der Re-
gel nicht im Blut nachweisbar sind. Eine Korrelation von Serumwerten des
sCD137L mit Subtypen des NHL oder dem klinischen Verlauf der Patienten
zeigte sich nicht.

Im Gegensatz dazu konnten wir bei AML-Patienten (wie bereits von un-
serer Gruppe bei MDS gezeigt) eine direkte Korrelation von erhöhten Se-
rumwerten des sCD137L mit ungünstigen Subtypen und einem kürzeren pro-
gressfreien Überleben zeigen: Patienten mit einem intermediären zytogeneti-
schen Risiko wiesen z.B. einen Mittelwert von 59 pg/ml auf, Patienten mit
einer, aufgrund der Zytogenetik, schlechten Prognose einen Mittelwert von
288 pg/ml. Patienten mit weniger als 40% Blasten im Knochenmark wiesen
14 pg/ml sCD137L im Vergleich zu 186 pg/ml bei Fällen mit mehr als 40%
Blasten auf. Ferner konnten wir für AML-Fälle zeigen, dass niedrige Werte
(<10,5 pg/ml) des sCD137L mit einer höheren Wahrscheinlichkeit des pro-
gressfreien Überlebens korrelierten (P=0,07). Dies könnte bedeuten, dass im
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Serum vermehrt nachweisbarer sCD137L an den Rezeptor auf T-Zellen bin-
det, dadurch kompetitiv die Bindung der T-Zellen an dendritische Zellen oder
Tumorzellen behindert, und somit Immune-Escape vermittelt. Die Quantifi-
zierung von sCD137L erlaubt in Folge dessen eine Prognoseabschätzung für
AML und MDS, aber nicht für NHL-Patienten. Eine Korrelation von Serum-
werten des sCD178 mit Subtypen oder prognostischen Faktoren bei Patienten
mit AML oder NHL konnte nicht gezeigt werden.

Im nächsten Schritt wurde die Expression von CD137L auf peripheren
Blutzellen von 34 AML-, fünf MDS- und neun NHL-Patienten untersucht. Es
zeigte sich eine zelluläre Koexpression von CD137L auf malignen Zellen bei
NHL, sowie auch auf Blasten von AML- oder MDS-Patienten. 29 bzw. 28%
der malignen Zellen bei Patienten mit einem B- oder T-Zell-Lymphom, 22%
der Blasten von AML-Patienten und 16% der Blasten von MDS-Patienten ko-
exprimierten zellulären CD137L (cCD137L). Zusätzlich wurde untersucht, ob
cCD137L auf dendritischen Zellen (DC), die aus blastenhaltigen Blutproben
bei 34 AML-Patienten und fünf MDS-Patienten generiert wurden, exprimiert
wird. Eine Expression des CD137L konnte sowohl auf DC von Patienten mit
AML (35%), als auch mit MDS (44%) nachgewiesen werden. Aufgrund der
Expression von cCD137L sowohl auf Tumorzellen als auch auf DC kann ge-
schlossen werden, dass der Marker an sich weder ein spezifischer Tumor- noch
DC-Marker ist, jedoch höchstwahrscheinlich das Reaktionsverhalten zwischen
diesen Zellen und T-Zellen beeinflusst.

Im letzten Teil der Arbeit sollte bei vier Proben von Patienten mit AML
und elf von Patienten mit NHL festgestellt werden, ob eine direkte Korre-
lation einer zellulären Expression von CD137L mit im Serum nachweisba-
ren sCD137L-Werten besteht. Unsere Daten zeigten jedoch keine regelmäßige
Korrelation zwischen zellulärer Expression des CD137L und der Menge des
im Serum nachweisbaren sCD137L bei den von uns untersuchten Proben von
AML- und NHL-Patienten. Dies könnte bedeuten, dass bei erhöhter zellulärer
Expression von CD137L nicht zwingend eine Metalloprotease-vermittelte Ab-
spaltung der löslichen Form einhergehen muss.

Zusammenfassend lässt sich somit feststellen, dass CD137L auf malignen
lymphatischen sowie auch myeloischen Zellen exprimiert wird, was bislang
noch nicht gezeigt wurde. Zudem wird cCD137L auf DC nachgewiesen. Seine
lösliche Form findet sich in vermehrter Form bei AML- und MDS-Patienten.
Sie korreliert bei oben genannten Patienten mit einem kürzeren progressfreien
Überleben. Somit konnten wir mit dieser Arbeit neue Erkenntnisse über das
Expressionsverhalten des CD137L, sowie auch die prognostische Bedeutung
von ins Serum freigesetztem CD137L erarbeiten. Dadurch könnte in Zukunft
ein Krankheitsprogress bei AML oder MDS früher erkannt und therapeutisch
interveniert werden. Sollte es gelingen, freigesetzten CD137L mit einer in-
novativen immunologischen, z.B. antikörperbasierten Strategie zu entfernen,
könnte möglicherweise der Immune-Escape umgangen und die Kostimulation
zwischen T-Zellen, DC und Tumorzellen wieder hergestellt werden.
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1 Einleitung

1.1 Die akute myeloische Leukämie

Definition und Epidemiologie Der Begriff Leukämie wurde von R. Virchow
geprägt, der bei einem Patienten mit chronisch myeloischer Leukämie beim Spiegeln
des Augenhintergrundes das ”weiße Blut“ des Patienten bemerkte [167].

Leukämien sind definiert als maligne Neoplasien des hämatopoetischen Systems.
Sie sind charakterisiert durch eine unregulierte Proliferation und eine fehlende Aus-
differenzierung unreifer hämatopoetischer Vorläuferzellen [127].

Die akute myeloische Leukämie repräsentiert eine Gruppe von Störungen der
klonalen hämatopoetischen Stammzellreihe. Bei diesen liegt entweder eine man-
gelnde Differenzierung oder eine von physiologischen Regulierungsmechanismen un-
abhängige Proliferation von myeloischen Vorläuferzellen (Blasten) zugrunde, was
zu einer Akkumulation und anschließenden Ausschwemmung nicht funktionsfähiger
Blasten führt. Häufig werden auch extramedulläre Organe befallen [182]. Durch die-
se Akkumulation unreifer Vorläuferzellen im Knochenmark (KM) und im periphe-
ren Blut (PB) werden gesunde, funktionstüchtige Erythrozyten, Granulozyten und
Thrombozyten zurückgedrängt, wodurch die Patienten unter Anämie, verstärkter
Blutungsneigung und schweren Infektionen leiden [200, 92].

Die AML ist mit 80% der AML-Fälle zwischen dem 60. und dem 65. Lebensjahr
eine Erkrankung des höheren Erwachsenenalters [176].

In der BRD liegt die Inzidenz insgesamt bei ca 3/100.000 Einwohnern pro Jahr,
15/100.000 bei den über 65-Jährigen [22] und 0,6/100.000 bei den unter 15-Jährigen
[59]. Die AML findet sich 1,5 mal häufiger beim männlichen als beim weiblichen
Geschlecht. Frauen mit der Blutgruppe 0 haben eine geringere Erkrankungswahr-
scheinlichkeit [82].

Ätiologie Obwohl es immer wieder neue Erkenntnisse über die multifaktorielle
Ätiologie der AML gibt, sind die speziellen Ursachen noch nicht in vollem Ausmaß
bekannt.

Man weiß jedoch, dass folgende Faktoren bei der Entstehung einer AML eine
Rolle spielen: zum einen sind genetische Faktoren bekannt. Das Risiko im ersten
Lebensjahrzehnt an einer AML zu erkranken steigt bei Patienten mit Trisomie 21 um
das 10-20 fache. Ebenfalls erhöht ist es bei Patienten mit Neurofibromatose Typ 1.
Außerdem lassen sich bei verschiedenen Leukämien typische Chromosomenaberra-
tionen nachweisen [153, 167]. Am häufigsten findet eine postzygotische, genetische
Transformation statt, wodurch Gene verändert werden, die in der Regulation von
Zellwachstum, Ausreifung oder Apoptose involviert sind (Protoonkogene). Meist
blockieren diese Protoonkogene die Funktion sog. Transkriptionsfaktoren, über die
die hämatopoetische Differenzierung gesteuert wird, wie z.B AML1/ETO (FAB-
Klassifikation M2). Die Translokation t(8;21)(q22;q22) ist die bei AML-Patienten
am häufigsten vorkommende genetische Aberration [26]. Bei ca. 30% der AML-
Patienten werden Mutationen der ras-Protoonkogene gefunden [45, 130], die in die
Vermittlung wachstumsfaktorabhängiger Signale (GTP-Stoffwechsel) involviert sind
[166]. Ebenso findet man bei 20-30% der AML-Zellen Mutationen des Wachstums-
faktorrezeptors FL-R, was zur ligandenunabhängigen Stimulation des Rezeptors und
zur Apoptoseresistenz der Zellen führt [93].

Durch die Beobachtung von Opfern von Strahlenunfällen oder Nuklearwaffen
wurde festgestellt, dass ionisierende Strahlen Leukämien mit einer Latenz von
bis zu fünf Jahren begünstigen [167].

Außerdem ist bekannt, dass ein vermehrter Kontakt zu Benzol [11] und die
Aufnahme von alkylierenden Substanzen in der Nahrung, sowie im Zigarettenrauch
ein erhöhtes Risiko mit sich bringt [153].
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Ein weiteres Problem stellen in der modernen Onkologie sekundäre AML-
Erkrankungen dar. Infolge einer Chemotherapie, mit oder ohne Radiotherapie,
einer anderen Neoplasie treten mit einer Häufigkeit von 10-15% sekundäre AML-
Erkrankungen auf. Eine Bedeutung hierfür haben alkylierenden Substanzen wie,
Metchloretamin, Cyclophosphamid, Busulfan, Chlorambucil, BCNU und CCNU,
sowie Substanzen mit Wirkung auf die DNS-Topoisomerase II, wie Etoposid, Te-
niposid und Anthracycline. V.a. nach Therapie mit Cyclophosphamid des Morbus
Hodgkins [141], mit Teniposid oder Etoposid der ALL im Kindesalter [147], mit
Chlorambucil bei Polycythämien [97] und mit Melphalan bei Myelomen [35] wurde
eine erhöhte AML-Inzidenz beobachtet. In diesen Fällen geht üblicherweise bis zum
Ausbruch der AML eine myelodepressive Phase voraus.

Pathogenese Der Ursprungsort der AML ist das Knochenmark, das diffus von
leukämischen Blasten infiltriert wird. Durch diesen Vorgang wird, wie bereits
erwähnt, die Ausreifung der gesunden hämatopoetischen Zellreihe durch eine mecha-
nische Verdrängung gehemmt, was zu einer progressiven Knochenmarkinsuffizienz
führt. Im weiteren Krankheitsverlauf können die entarteten Zellen aus dem Kno-
chenmark ausgeschwemmt werden und andere Gewebe, wie z.B. Leber, Milz und
Lymphknoten, infiltrieren [127]. Zu den allgemeinen Malignitätsfaktoren zählen die
Proliferationskinetik, die Hämatopoeseverdrängung und der Differenzierungsblock.

Charakteristisch für die Proliferationskinetik ist eine hohe Zellteilungsrate,
also eine kurze Zellverdopplungszeit, was zu einem raschen Wachstum der entarteten
Zellen führt. Es ist bekannt, dass die meisten Zellen Zytokine wie z.B. G-CSF, IL-
3 und IL-1 benötigen um zu proliferieren. Um unabhängig von diesem externen
Stimulationsweg proliferieren zu können, besitzen einige AML-Zellen eine autokrine
HGF-Produktion [91, 202].

Dadurch, dass die Stromazellen des Knochenmarks, in denen die normale Hä-
matopoese stattfindet von leukämischen Blasten im Rahmen einer AML besetzt
sind, und die gesunden und entarteten Zellen gleichermaßen Zytokine zur Prolifera-
tion benötigen, endet die AML in einer Anämie, Granulo- und Thrombozytopenie.
Dies führt bei den betroffenen Personen zu einer Agranulozytose mit Verlust der
Infektabwehr und einer Thrombozytopenie mit hämorrhagischer Diathese [167].

Außerdem ist bei der AML der Differenzierungsblock betroffen. Die Blasten,
die bei der AML gebildet werden, können, je nachdem welche Zellreihe betroffen
ist, nicht phagozytieren und die Erythrozyten und Thrombozyten sind nicht funkti-
onstüchtig. Zu Beginn der Erkrankung kann man im Blut noch gesunde Granulozy-
ten nachweisen. Dieser Zustand, in dem nur leukämische Blasten und segmentkerni-
ge Granulozyten im Blut zu finden sind, nennt man ”Hiatus leucaemicus“ (hiatus,
lat. = Spalt) [167].

Die Zellen der AML stammen alle von einer einzigen, genetisch veränderten
Vorläuferzelle ab, weshalb sie zu den klonalen Erkrankungen zählt, und können sich
aus verschiedenen Reifungsstufen der myeloischen Stammzellreihe entwickeln [47].
In Einzelfällen wurden jedoch auch oligoklonale Fälle beobachtet [169]. Es ist be-
kannt, dass 2/3 aller AML-Zellen von reiferen, hämatopoetischen Vorläuferzellen
abstammen. Diejenigen AML Fälle, die ihren Ursprung in pluripotenten Stamm-
zellen haben, scheinen v.a. bei älteren Patienten und bei Patienten mit sekundärer
Leukämie und/oder vorausgegangenem MDS aufzutreten [48, 47]. Dies erklärt die
klinische, morphologische, immunphänotypische und molekulare Heterogenität der
AML.

Diagnostik und Klassifikation Um eine AML diagnostizieren zu können, sind
die zytomorphologische Beurteilung von Blut- und Knochenmarkausstrichen in der
Pappenheim-Färbung und zytochemische Analysen nach der FAB-Klassifikation von
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Bedeutung: durch die FAB-Klassifikation (French-American-British-Klassifikation)
wird die AML nach morphologischen, zytochemischen und zytogenetischen Mar-
kern in die Subtypen M1 bis M7 unterteilt. Außerdem wird der Immunphänotyp
zur Klassifikation bestimmt. Um die Zellmorphologie und eventuelle Zelleinschlüsse
wie Granula oder Auer-Stäbchen beurteilen zu können, wird die klassische Färbung
mit der panoptischen May-Grünwald-Giemsa-Färbung nach Pappenheim verwen-
det. Zur weiteren Differenzierung der Zellen verwendet man die mit zytochemischen
Verfahren nachweisbaren Enzymaktivitäten (Myeloperoxidase MPO, unspezifische
Esterase NSE) oder Glykogen (PAS-Färbung).

Grundlegend für die Diagnose einer AML ist das Vorhandensein eines Blasten-
anteils im Knochenmark unter allen kernhaltigen Zellen von mindestens 30%, wobei
mindestens 3% der Blasten Peroxidase-positiv sein müssen [92]. Bei gut 93% der
Patienten sind mehr als 50% leukämische Blasten neben reifen Granulozyten, ein
stark hyperzelluläres Knochenmark und ein Überwiegen des entsprechenden Zell-
klons im Blutausstrich nachweisbar. Die Anzahl der Leukozyten ist nicht spezifisch
und kann im Blutbild normal, erhöht oder erniedrigt sein, wobei 40% aller Fälle sub-
leukämisch (= normale oder erniedrigte Leukozytenzahl) verlaufen [2]. Meist besteht
eine Anämie mit einem Hb-Wert von weniger als 10g/dl und eine Thrombozytopenie
mit unter 50.000 Thrombozyten/ml [181]. Neben der Zytomorphologie und der Zy-
tochemie sind folgende Untersuchungen notwendig, um den Patienten bestmöglichst
supportiv therapieren zu können: ein Differentialblutbild mit Infektionsserologie, die
Blutgruppenbestimmung, die Anlage von Überwachungskulturen, Röntgenbilder des
Thorax und der Nasennebenhöhlen, eine sonographische Untersuchung des Abdo-
mens und eine Lungenfunktion [92]. Je nachdem, ob sich die AML de novo, nach
vorangegangener Radio- und/oder Chemotherapie eines anderen Malignoms, aus ei-
nem mehr als sechs Monate bestehenden myelodysplastischen Syndrom (MDS) oder
einer anderen myeloproliferativen Erkrankung entwickelt, unterscheidet man zwi-
schen einer primären (pAML) und einer sekundären AML (sAML) [90]. Die WHO-
Klassifikation beinhaltet eine Kombination aus Methoden der FAB-Klassifikation
(Zytomorphologie, Zytochemie und Immunphänotypisierung), der Zyto- und Mole-
kulargenetik und weiteren klinischen Faktoren. In dieser Arbeit wurde jedoch die
FAB-Klassifikation verwendet [92].

Klinik Der rasche Krankheitsverlauf ist geprägt von den Folgen der Verdrängung
der normalen Hämatopoese und der leukämischen Infiltration extramedullärer Ge-
webe, wobei die Patienten meist durch Abgeschlagenheit und Schwäche, Belas-
tungsdyspnoe, Tachykardie, Blässe, Fieber, Infektionen und Knochenschmerzen
beeinträchtigt sind. Neben eher unspezifischen Symptomen wie Appetitlosigkeit,
Schwäche, Abgeschlagenheit, und der B-Symptomatik (Gewichtsverlust, Nacht-
schweiß und Fieber) zeigen sich als Zeichen der Anämie Blässe, Tachykardie und
ein, in vielen Fällen nachweisbares, Systolikum. Durch die Thrombopenie neigen die
Patienten verstärkt zu Blutungen wie starke Epistaxis, Fundusblutungen, Petechien
nach langem Stehen und oralen Schleimhautblutungen. Die Neutropenie, die durch
eine Verdrängung der Granulopoese entsteht, bringt ein erhöhtes Risiko an Infek-
tionen, z.B der Atemwege, des Zahnfleisches, der Nasennebenhöhlen, der Harnwege,
der Perianalregion, der Haut- und Schleimhautübergänge und Pilzinfektionen, wie
z.B Soor durch Candida albicans mit sich [13, 12, 2, 92]. Extramedulläre Manifes-
tationen treten bei t(8;21)und inv(16), einer Positivität für CD56, CD2, CD4 und
CD7, den Subtypen M2, M4, und M5, einer vorhandenen Differenzierung bzw. Aus-
reifung, einem bestimmten Alter und hohen Leukozytenzahlen auf. Als häufigste
Manifestationen sind die Infiltration von oberflächlichen Lymphknoten, Leber und
Milz, Zahnfleisch, ZNS und Haut zu nennen [92].
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Prognose Es ist bekannt, dass 70% der erwachsenen Patienten im Alter von 15
bis 60 Jahren durch moderne Chemotherapieregime eine komplette Remission (CR)
mit 25 bis 35%-igem Langzeitüberleben erreichen. Die Prognose bei Patienten über
60 Jahren ist jedoch im Hinblick auf die Remissionsrate, die Remissionsdauer und
die Überlebenszeit erheblich schlechter [92].

Bei Patienten mit AML gelten einige funktionelle Parameter als allgemeine Pro-
gnosekriterien: für einen prognostisch ungünstigen Verlauf gelten initial hohe Leu-
kozytenzahlen, Serum-LDH Werte von mehr als 700U/l, ein Lebensalter von > 60
Jahren, eine fehlende Blastenreduktion nach initialer Chemotherapie, ein autonomes
Koloniewachstum in vitro und der Nachweis einer minimalen Residualerkrankung
zum Zeitpunkt der Remission.

Die Prognose bei AML ist, wie durch viele Analysen bekannt, zusätzlich von
zytogenetischen Anomalien abhängig: eine CR konnte bei der Gruppe mit der besten
Prognose, zu der die Translokation t(8;21) (FAB-M2), t(15;17) oder die Inversion
inv(16)/ t(16;16) (FAB-M4Eo) zählen, bei über 80% erreicht werden. Nach fünf
Jahren waren 70% der Patienten in anhaltender Remission. Diese beiden sind die
am häufigsten vorkommenden Anomalien der de-novo-AML bei Patienten jünger
als 45 Jahre. 10 bis 15% aller Patienten zählen zu der Gruppe mit der schlechtesten
Prognose. Sie weisen zytogenetische Anomalien wie -5/5q-, -7/7q- t(3;3)und 17p
oder einen komplexen aberranten Karyotyp mit mehr als drei Anomalien auf. Hier
erreichen 75% der Patienten eine CR, wobei nur 10% dieser Patienten nach fünf
Jahren eine anhaltende Remission aufweisen. Zu der Gruppe der Patienten mit
einem intermediären Risiko gehören all diejenigen mit normalem Karyotyp oder
anderen chromosomalen Anomalien. 75% dieser Patienten erreichen eine CR, das
krankheitsfreie Überleben liegt bei nur 30% [92, 64].

Therapie Bei der AML muss die Behandlung der Krankheit sofort begonnen
werden, sobald die Diagnose gestellt wurde. Floride Infekte, Gerinnungsstörungen
oder Blutungen werden jedoch vor Therapiebeginn behandelt, um den Zustand des
Patienten zu stabilisieren [92].

Die Therapie der AML ist aufgeteilt in eine Induktions-, Konsolidierungs- und
Erhaltungstherapie, wobei das Ziel der Behandlung das Erreichen und Erhalten ei-
ner CR ist. Bei der konventionellen Induktionstherapie wird weltweit am häufig-
sten das ”3/7“-Programm verwendet. Hierfür werden die Patienten drei Tage lang
mit einem Anthrazyklin, meist Daunorubicin, und sieben Tage lang mit Cytosin-
Arabinosid (AraC) behandelt. Mehrere Studien haben gezeigt, dass eine Intensi-
vierung der Induktionstherapie zu einer Erhöhung der Remissionsrate führt, jedoch
auch die Frühtodesrate erhöht. Die Durchführung einer Konsolidierungstherapie
nach Erreichen einer Remission bringt ein signifikant besseres Überleben der Pati-
enten mit sich. Hierzu gehört sowohl die Chemokonsolidierung, als auch die Kno-
chenmarktransplantation (KMT). Die konventionelle Konsolidierung beinhaltet die
Gabe von gleichen Zytostatika im selben Dosisbereich, der bereits zur Induktions-
therapie verwendet wurde [92]. Bei der KMT unterscheidet man zwischen der allo-
genen und der autologen KMT. Bei der allogenen KMT finden sich zwei Arten von
KM-Spendern: HLA-identische, verwandte Spender oder nicht verwandte Spender
bzw. HLA-differente Verwandte. Die Prognose des Patienten bei der Indikationsstel-
lung spielt hier eine große Rolle. Durch die KMT wird zwar die Rezidivrate gesenkt,
es besteht jedoch ein erhöhtes Risiko durch lebensbedrohliche Komplikationen. Die
autologe Stammzelltransplantation nach myeloablativer Therapie und intensivier-
ter Konsolidierungstherapie zeigte ebenfalls eine signifikant verminderte Rezidivrate
(bei ebenfalls erhöhter Mortalität und nicht verbessertem Gesamtüberleben). Um
die Mortalität, die bei vielen Patienten durch ein Rezidiv nach Erreichen einer
Remission und einer Konsolidierungstherapie auftritt, zu senken, erhalten die Pati-
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enten über zwei bis drei Jahre eine Erhaltungstherapie. Hierzu zählen die ”low
dose maintenance“ und die ablative, zytoreduktive Erhaltungstherapie.

1.2 Das myelodysplastische Syndrom

Definition und Epidemiologie Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind de-
finiert als klonale Erkrankungen hämatopoetischer Stammzellen. Charakteristisch
sind ein zellreiches, dysplastisches Knochenmark mit oft erhöhtem Blastenanteil
und eine qualitativ und quantitativ veränderte Hämatopoese, wodurch eine Anämie,
Neutropenie und/oder eine Thrombozytopenie mit unterschiedlichem Schweregrad
entsteht. Daraus resultiert oft eine transfusionspflichtige Anämie und ein erhöhtes
Risiko für Infektionen oder Blutungen. Noch dazu besteht die Gefahr, dass das
MDS in eine sAML übergeht. Über 50% der Patienten sterben an den Folgen, die
das Krankheitsbild mit sich bringt, nämlich Infektionen, Blutungen aber auch an
der sich daraus entwickelnden sAML. 2/3 der Patienten haben eine Überlebenswahr-
scheinlichkeit von 3-4 Jahren nach Auftreten der Krankheit, wobei einzelne Personen
mit hohem Risikofaktor (siehe Tabelle 3) nur eine Überlebenswahrscheinlichkeit von
einem Jahr haben [29, 4]. Die Inzidenz von MDS variiert von 2,1-12,6 Fällen pro
100.000 Einwohnern pro Jahr. Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 60 und
70 Jahren, wobei die Inzidenz bei dieser Altersgruppe 20-50/100.000 Einwohnern
pro Jahr beträgt [10, 9, 199]. Die wachsende Inzidenz dieser Krankheit lässt sich
auf die immer besser werdende medizinische Behandlung älterer Menschen und auf
unsere immer älter werdende Gesellschaft zurückführen [199].

Ätiologie Als Risikofaktoren für MDS gelten Alkoholgenuss, Zigarettenrauch, io-
nisierende Strahlung, immunsuppressive Therapien, virale Infektionen und Kontakt
mit Benzol. Diese Faktoren treffen jedoch nur bei ca. 20-30% der Patienten zu.
Ältere Menschen und Männer erkranken häufiger [154, 36, 126, 133, 49]. Bei nach-
weisbar vorhandenen Risikofaktoren wird die Krankheit oft als sekundäres MDS
beschrieben [49], wobei Fälle von idiopathischem MDS, auch primäres MDS ge-
nannt werden (bis zu 90%). Am häufigsten tritt das sekundäre MDS nach Zytosta-
tikatherapie (Alkylanzien, Topoisomerase II-Inhibitoren, Cisplatin, Fludarabin und
Azathioprin) und/oder Radiochemotherapie auf [116, 154, 4], welches als schwer
therapierbar gilt und sich oft zu einer sAML weiterentwickelt [29]. Diese besondere
Form von MDS wird t-MDS genannt (therapy-related MDS).

Pathogenese Der Pathogenese von MDS liegen klonale zytogenetische Verän-
derungen von Knochenmarkzellen und ein abnormes Knochenmark zugrunde [30,
106, 152, 27, 69, 46, 66].

Anfangs dominiert eine vermehrte Apoptose von Vorläuferzellen, was zu einer
ineffektiven Hämatopoese führt. Diese wird durch eine erhöhte Proliferation von
hämatopoetischen Vorläuferzellen ausgeglichen [46]. Das Resultat ist eine Zytope-
nie neben einer normalen oder erhöhten Zellzahl im Knochenmark [44]. Gründe für
diese Veränderungen kann eine erhöhte Apoptoserate sein, bei der lösliche Fakto-
ren wie Epogen oder Interaktionen von TNF mit TNFR und Fas mit Fas-L (siehe
Kapitel 1.5.2) eine Rolle spielen. Eine Dysregulation des Immunsystems, bei der oft
HLA-D15 (DR2) überexprimiert ist, und eine Dysregulation der Angiogenese mit
Beteiligung von VEGF (vascular endothelial growth factor) und TNFα sind bei der
Pathogenese dieser Erkrankung von Bedeutung.

Die zweite Phase des MDS ist gekennzeichnet von Ereignissen, die die Apopto-
serate senken, anti-apoptotische-Signale fördern und genetische Instabilitäten mit
sich bringen [152]: Telomere sind stabilisierende Regionen am Ende des eukaryo-
ten Chromosoms, die durch das Telomerase-Enzym nach Zellteilungen immer wie-
der mit repetitiver DNA verlängert werden. Diese Telomere werden zu Beginn der
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Knochenmark Peripheres Blut
Subtyp % Blasten % Ringside-

roblasten
% Blasten Monozyten

Refraktäre Anämie (RA) < 5 ≤ 15 ≤ 1 < 1/nl

Refraktäre Anämie mit Ringsi-
deroblasten (RARS)

< 5 > 15 ≤ 1 < 1/nl

Refraktäre Anämie mit Blas-
tenexzess (RAEB)

5-20 ± < 5 < 1/nl

Refraktäre Anämie mit Blasten-
exzess in Transformation
(RAEB-t)

21-30 ± < 5 > 1/nl

Chronische myelomonozytäre
Leukämie (CMML)

≤ 20 ± < 5 > 1/nl

Tabelle 2: FAB-Klassifikation der MDS [189]

Krankheit durch die gesteigerte Apoptoserate immer kürzer. Bei fortschreitender
Krankheit, wie bei fast allen Krebsarten, inklusive AML, werden diese jedoch durch
eine erhöhte Telomeraseaktivität immer länger [114, 135, 6, 152]. Noch dazu lassen
sich bei Patienten mit MDS veränderte Methylierungen erkennen, die z.B zu einer
erhöhten Zellteilung führen [103, 71]. Weitere genetische Instabilitäten sind zu 30%
eine Überexpression des anti-apoptotischen Gens Bcl-2, p53 Abnormalitäten und
Punktmutationen im RAS-Oncogen, welche meist einen schlechteren Krankheits-
verlauf zur Folge haben [135, 6, 152, 46].

Zytogenetische Aberrationen finden sich bei primären MDS zu 40-70%, bei t-
MDS jedoch zu 95% [154]. Die häufigsten Aberrationen bei MDS sind del(20q), Mo-
nosomie Y, Monosomie 5, das 5q-Syndrom, Monosomie 7/del(7q), das 17p-Syndrom,
11q23 Aberrationen, Trisomie 8 und weitere komplexe Karyotypen [137]; auch sie
bedeuten eine schlechtere Prognose für die Patienten [29].

Diagnostik und Klassifikation Diagnostisch entscheidende morphologische Be-
fundkonstellationen für ein MDS sind: eine variable, eher gesteigerte Zelldichte,
wobei ein Alters berechtigt hyperzelluläres Mark in 63% der Fällen und ein hypo-
zelluläres Mark in 8-28% der Fälle auftritt, Zeichen der Dysmyelopoese in mindes-
tens zwei Zellreihen (Erythroblasten, Megakaryozyten oder neutrophile Segment-
kernige) mit mindestens 50% betroffenen Zellen in jeder Zellreihe und ein mehr
als 5% erhöhter, jedoch für die Diagnose einer AML nicht ausreichender Prozent-
satz von Blasten im Blut und/oder Knochenmarksausstrich [1]. Weitere Befunde,
die für die Diagnose jedoch nicht entscheidend sind, sind z.B ausgeprägte erythro-
zytäre Dysmorphien, wie Makroovalozyten und Akantozyten, Hypochromasie oder
Mikrozytose und Döhle Körper, eine Linksverschiebung der Granulozyten, Megaka-
ryozytenkerne und zirkulierende Mikromegakaryozyten und eine Eosinophilie oder
Vermehrung der Gewebsmastzellen im Knochenmark [189].

Die auch für diese Arbeit verwendete FAB-Klassifikation basiert auf der Mor-
phologie des Blutes und des Knochenmarks (siehe Tabelle 2).

Um auch die Anzahl der betroffenen Zelllinien und den Karyotyp bei der Klas-
sifikation der MDS berücksichtigen zu können, wurde das IPSS-Score (Interna-
tionales Prognose-Scoringsystem), das zusätzlich eine Einteilung in Risikogruppen
ermöglicht, entwickelt (siehe Tabelle 3).

Bei der WHO-Klassifikation werden zusätzlich neben dem Blastenanteil, der
Differenzierung und der Linienzugehörigkeit der Dysplasiegrad, der Karyotyp bzw.
molekulare Aberrationen als genetischer Faktor und klinisch definierte Syndrome

17



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

Blasten im KM, % < 5 5-10 ® 11-20 21-30
Karyotyp* günstig intermediär ungünstig ® ®
Zytopenien (Anzahl betr. Linien) 0/1 2/3 ® ® ®

*Karyotyp =zytogenetisches Risiko
günstig: normaler Karyotyp, -Y, del(5) allein, del(20)

intermediär: weder Hoch- noch Niedrig-Risiko, +8
ungünstig: komplexe Aberrationen (≤ 3 Aberrationen), Veränderung an

Chromosom 7

Tabelle 3: IPSS-Risiko-Score [189]

(5q-Syndrom) integriert.

Klinik 20% der Patienten sind asymptomatisch und ihre Diagnose ist auf einen
Zufallsbefund zurückzuführen. Von den 80% aller Betroffenen, die Symptome zeigen,
haben 70% Anämiesymptome (Müdigkeit, und Blässe), 35% hohe Infektionsneigun-
gen und 20% Blutungsneigungen in Folge einer Zytopenie. Außerdem weisen einige
Patienten einen extramedullären Befall, wie Lymphadenopathie und Hepatospleno-
megalie auf. Dieses Erscheinungsbild ist jedoch häufiger bei chronisch myelomono-
zytärer Leukämie zu finden [34, 16, 192]. Es wird geschätzt, dass bis zu 10% der
MDS-Patienten an verschiedenen Autoimmunerkrankungen, wie z.B akute systemi-
sche Vaskulitis, Glomerulonephritis, Fieber, Arthritis und peripheren Neuropathien
leiden [155, 193]. Noch dazu stellten Chandran et al fest, dass seronegative Ar-
thritiden eine Assoziation mit MDS aufweisen und diesem oft vorausgehen [31]. Eine
weitere Komplikation des MDS ist der Diabetes insipidus, was auf eine leukämische
Infiltration des Hypothalamus-Hypophysen-Systems zurückzuführen ist. Diese Pati-
enten leiden an Hypodipsie, Hypernatriämie und Dehydratiation, wobei diese Kom-
plikation des MDS nur selten auftritt [129].

Prognose Kriterien wie ein höheres Alter, Vorerkrankungen, ein reduzierter All-
gemeinzustand, das Ausmaß der Zytopenie, eine Erhöhung der Thymidinkinase
und der LDH, ein erhöhter Blastenanteil und komplexe Chromosomenaberratio-
nen zählen zu den ungünstigen Prognosefaktoren. Außerdem sterben über 50% der
Patienten an den Komplikationen des MDS wie Infekten, Blutungen und sAML [4].
Bei einer Punktzahl von 0 Punkten im IPSS-Risiko-Score (siehe Tabelle 3) gilt ein
niedriges Risiko mit einem medianen Überleben von 5,7 Jahren, mit 0,5 bis 1 Punkt
haben die Patienten ein intermediäres Risiko I mit einem medianen Überleben von
3,5 Jahren, mit 1,5 bis 2 Punkten gilt ein intermediäres Risiko II mit einem media-
nen Überleben von 1,2 Jahren und mit mehr als 2,5 Punkten haben die Patienten
ein medianes Überleben von 0,4 Jahren [189].

Therapie Bei der Therapie des MDS wird zwischen einer symptomatischen
Therapie und speziellen Therapieoptionen unterschieden.

Die symptomatische Therapie ist vor allem bei älteren Patienten eine wich-
tige Option. Zu ihr zählen die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten bei ei-
nem Hämoglobin von unter 8g/dl, die Gabe von Thrombozytenkonzentraten bei
Thrombozytenwerten unter 10/nl oder manifesten Blutungen und eine frühzeitige
Antibiotikatherapie bei Infekten.

Jede weitere über die symptomatische Therapie hinaus gehende Behandlung ist
individuell abzuwägen und abhängig vom Behandlungsziel, wie das Anstreben einer
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kompletten Remission, die alleinige Behandlung krankheitsspezifischer Komplika-
tionen und das Ziel das Gesamtüberleben zu verlängern oder den Patienten rein
palliativ zu versorgen [189].

Es gelten jedoch von dem U.S. amerikanischen National Comprehensive Can-
cer Network erstellte Leitlinien, die Indikationen für spezielle Therapieoptionen
geben. Dazu gehören Allgemeinsymptome (Fieber, Nachtschweiß und Müdigkeit),
ein schnelles Fortschreiten der Erkrankung oder der Wechsel in eine höhere MDS-
Kategorie, ein IPSS von über 1,5 oder neutrophile Granulozyten von weniger als
0,5/nl, ein gehäuftes Auftreten von Infekten oder eine hämatopoetische Insuffizi-
enz, die eine Transfusion von Erythrozyten oder Thrombozyten postuliert [131].
Bei Vorliegen einer der genannten Punkte kann die Indikation zu folgenden The-
rapiemöglichkeiten gegeben sein. Zur Milderung einer Anämie ist die Gabe von
Wachstumsfaktoren, wie Erythropoietin (EPO) ggf. in Kombination mit dem Gra-
nulozytenkolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF) zur Besserung einer Neutrope-
nie üblich. Durch eine Immunsuppressive Therapie mit Ciclosporin (CyA) [88]
oder Anti-Thrombozyten-Globulin (ATG) [122, 187, 19] kann Transfusionsunab-
hängigkeit oder in Einzelfällen sogar eine komplette Remission erreicht werden.
Diese Behandlung ist, v.a. bei Patienten unter 65 Jahren, mit einem IPSS bis 1, oh-
ne aktive Infektionen und mit bis zu diesem Zeitpunkt niedrigem Transfusionsbedarf
sinnvoll.

1.3 Das Non-Hodgkin-Lymphom

Definition und Epidemiologie Non-Hodgkin-Lymphome sind bösartige Krank-
heiten des lymphatischen Systems. In 85% der Fälle handelt es sich um B-Zell-,
in ungefähr 15% um T-Zell- oder NK-Zell-Lymphome [14, 168]. Eine leukämische
Manifestation ist in 30% der Fälle zu beobachten. Zu den Sonderformen zählen
das Plasmozytom, das sich primär im Knochenmark manifestiert und die chro-
nisch lymphatische Leukämie (CLL), ein leukämisches B-Zell-Lymphom [5]. Die
Inzidenz der NHL beträgt 10/100.000 Einwohner jährlich, wobei die Tendenz stei-
gend ist. Männer erkranken häufiger als Frauen, außerdem ist ein Häufigkeitsgipfel
im höheren Alter zu erkennen [5, 23].

Ätiologie Zu den bereits bekannten Risikofaktoren zählen Viren, wie das Epstein-
Barr-Virus (EBV), das an der Entstehung des in Zentralafrika vorkommenden en-
demischen Burkitt Lymphom beteiligt ist, das humane T-lymphozytäre Virus 1
(HTLV1), ein Retrovirus, und HTLV2, Chromosomenaberrationen wie Trans-
lokationen, die Tumorsuppressorgene inaktivieren sowie ionisierende Strahlung
und angeborene und erworbene Immundefekte. Maligne Erkrankungen sind
bei Kindern mit angeborenen Immundefekten die zweit häufigste Todesursache, wo-
bei über die Hälfte NHL darstellen. Auch Patienten, die mit Immunsuppressiva be-
handelt werden oder an AIDS erkrankt sind, entwickeln gehäuft ein NHL [5, 14, 23].

Pathogenese Bei der Pathogenese des NHL spielen Hybrid-Gene, wie REL-NRG,
die durch Translokationen entstehen, eine entscheidende Rolle [5]. Die Ursache
dafür, dass B-Zell-Lymphome ungefähr zehn mal so häufig wie T-Zell-Lymphome
vorkommen, liegt vermutlich darin begründet, dass B-Zellen drei Entwicklungsstu-
fen durchlaufen müssen und damit im Gegensatz zu den T-Zellen anfälliger für
pathogene Translokationen sind, die zu Fehlregulationen von wachstums- und über-
lebenssteuernden Genen führen [42].

Diagnostik und Klassifikation Zu Beginn der Diagnosestellung steht eine
ausführliche Anamnese, die die Frage nach B-Symptomatik, Pruritus und auffälligen
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Lymphknoten enthalten muss. Bei der klinischen Untersuchung wird vor allem
auf den Lymphknotenstatus und eine häufig vorkommende Milzvergrößerung ge-
achtet. Außerdem sind ein auffälliges Blutbild mit leukämischem Verlauf, erhöhte
LDH-Werte und eine erhöhte Blutsenkungsgeschwindigkeit richtungweisend, wobei
zusätzlich auf eine monoklonale Gammopathie geachtet werden sollte. Entscheidend
zur Diagnosestellung eines NHL ist die Lymphknotenbiopsie mit anschließender his-
tologischer Untersuchung. Dies ist prognostisch und therapeutisch von Bedeutung.
Zusätzlich sollten das Knochenmark und befallene Organe biopsiert werden [5, 50].

In Deutschland wird neben der international gültigen WHO-Klassifikation, die
auch in dieser Arbeit verwendet wurde, die Kiel-Klassifikation benutzt. Durch
die WHO-Klassifikation werden, unter Berücksichtigung der Wachstumsdynamik
und Zellreife, die Lymphome in zwei Gruppen unterteilt: die indolenten Lym-
phome mit niedrigem Malignitätsgrad und die aggressiven Lymphome mit hohem
Malignitätsgrad. Noch dazu werden Faktoren, wie die Immunologie und die Ge-
netik berücksichtigt. Einige Lymphome, wie das MALT-Lymphom des Gastroin-
testinaltraktes, AIDS-related lymphoma, lymphoproliferative Erkrankungen, ZNS-
Lymphome und die CLL werden aufgrund ihrer besonderen Histologie, dem klini-
schen Verlauf und der Therapie gesondert betrachtet [3].

Klinik Zu den Leitsymptomen eines NHL zählen vor allem die Lymphadenopa-
thie, die Splenomegalie und die Hepatomegalie. Neben Allgemeinsymptomen, wie
Fieber, Nachtschweiß, Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit, Müdigkeit, Leistungsmin-
derung und Blässe, auf Grund einer Anämie, leiden die Patienten bei Granulozy-
topenie, Antikörpermangelsyndrom oder Immundefizienz häufig an Infekten und
bei Thrombopenie an Blutungsneigungen und Petechien. Außerdem werden Haut-
veränderungen wie Erytheme und plaqueartige Infiltrationen, Pruritus und Zeichen
der Organinfiltration beobachtet [50].

Prognose Die Prognose von Patienten mit NHL ist wesentlich von der Art des
Tumors, dem Ausmaß der Erkrankung, der Verfassung des Patienten und der medi-
zinischen Vorgeschichte abhängig. Von folgenden Faktoren ist bereits bekannt, dass
sie mit einem rasch progredienten Krankheitsverlauf einhergehen: ein Alter von über
60 Jahren, ein reduzierter Allgemeinzustand, Zeichen der B-Symptomatik, ein dis-
seminiertes Stadium, eine abdominelle Tumormasse von mehr als zehn Zentimetern
im Durchmesser, mehr als drei extranodale Manifestationen, ein Befall des Kno-
chenmarks, eine erhöhte LDH-Konzentration im Serum und eine Verschlechterung
des histologischen Typs [43].

Die Stadieneinteilung der NHL erfolgt nach dem Prinzip der Ann-Arbor-Klassi-
fikation (siehe Tabelle 4), die aus vier Stadien besteht und zwischen einem primär
nodalen und einem primär extranodalen Befall unterscheidet.

Niedrigmaligne NHL zeichnen sich durch ihre langsame Progredienz aus. Die
Patienten haben meist ein generalisiertes, nicht heilbares Stadium mit einer Über-
lebenszeit von zwei bis zehn Jahren, wobei die Patienten mit den seltener vorkom-
menden lokalisierten Stadien mit einer 50%igen Chance geheilt werden können.
Hochmaligne oder aggressive NHL sind meist rasch progredient, bei zehn bis 15%
lokalisiert (Stadium I-II) und bei 85-90% generalisiert (Stadium II-IV). Da sie rasch
wachsen, sind sie mit einer Wahrscheinlichkeit von 50% prinzipiell heilbar. Unbehan-
delt haben die Patienten jedoch eine kurze Überlebenszeit von Wochen bis Monaten
[3, 5].

Therapie Bei der Therapie eines NHL muss immer das Alter und der Allge-
meinzustand des Patienten, sowie die Histologie und das Stadium der Erkrankung
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Stadium Primär nodale Manifestation
(70%)

Primär extranodale Mani-
festation (30%)

I Befall einer Lymphknotenregion Befall eines extralymphatischen
Organs oder Gewebes

II1 Befall von benachbarten Lymph-
knotenregionen über- oder unter-
halb des Zwerchfells (II1) oder ei-
ner Lymphknotenregion mit lo-
kalisiertem Übergang auf ein be-
nachbartes Organ oder Gewebe
(II1E)

Befall eines extralymphatischen
Organs einschl. der regionalen
Lymphknoten (II1) oder eines
weiteren benachbarten extralym-
phatischen Organs (II1E) ober-
oder unterhalb des Zwerchfells

II2 Befall von zwei nicht benach-
barten oder mehr als zwei be-
nachbarten Lymphknotenregio-
nen ober- oder unterhalb des
Zwerchfells (II2) einschl. eines
lokalisierten Befalls eines ex-
tralymphatischen Organs oder
Gewebes (II2E)

Befall eines extralymphatischen
Organs und Lymphknotenbe-
fall, der über die regionalen
Lymphknoten hinausgeht und
auch einen weiteren lokalisierten
Organbefall einschließen kann
(II2E)

III Befall von Lymphknotenregio-
nen ober- und unterhalb des
Zwerchfells (III) einschl. eines
lokalisierten Befalls eines ex-
tralymphatischen Organs oder
Gewebes (IIIE) oder der Milz
(IIIS) oder beide (IIISE)

Befall eines extralymphatischen
Organs und Lymphknotenbefall
ober- und unterhalb des Zwerch-
fells einschl. eines weiteren loka-
lisierten extralymphatischen Or-
gans oder Gewebes (IIIE) oder
der Milz (IIIS) oder beide (IIISE)

IV Lymphknotenbefall mit diffu-
sem oder disseminiertem Befall
extralymphatischer Organe und
Gewebe

Diffuser oder disseminierter Or-
ganbefall mit oder ohne Lymph-
knotenbefall

Zusatz: A Ohne Allgemeinerscheinungen B: Mit B-Symptomatik (> 10% in
den letzten 6 Monaten)

Tabelle 4: Ann-Arbor-Klassifikation [5]
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berücksichtigt werden. Die Therapie variiert, je nachdem welche Untergruppe vor-
herrscht, stark. Hochmaligne NHL werden immer, niedrigmaligne nur zum Teil, mit
einer kurativen Absicht bei Diagnosestellung aggressiv nach dem CHOP-Schema
(Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin = Oncovin und Prednison) therapiert.
Patienten, die eine Sekundärtherapie erhalten, und Hochrisikopatienten werden mit
einer Hochdosis-Chemotherapie mit anschließender Stammzelltransplantation be-
handelt. Von einer Sekundärtherapie spricht man bei primär refraktären Patien-
ten und solchen mit Rezidiven. Niedrigmaligne NHL werden überwiegend schonend
mit einer palliativen Absicht therapiert: Patienten in einem lokalisierten Stadium
(Stadium I und II) werden nach dem Prinzip ”watch and wait“ therapiert oder
mit einer milden Radiotherapie und/oder einer milden Chemotherapie nach dem
CHOP-Schema behandelt. Bei Patienten im generalisierten Stadium (Stadium III
und IV) gelten B-Symptome, eine hämatopoetische Insuffizienz, eine rasche Pro-
gredienz, eine Organdestruktion, große Lymphknoten und oder eine Splenomegalie
mit Beschwerden oder eine Paraproteinämie mit einer Erhöhung des Gesamteiweißes
über 9g/dl als Therapieindikation [5, 50].

1.4 Das Immunsystem

1.4.1 Allgemein

Das Immunsystem hält als komplex funktionierendes System die individuelle Struk-
tur des menschlichen Körpers aufrecht, indem es körperfremde Substanzen abwehrt
und atypische Zellen des menschlichen Körpers, wie zum Beispiel Tumorzellen, kon-
tinuierlich eliminiert [72].

Es besteht aus einem unspezifischen, angeborenen, und in der frühen Phase der
Immunantwort, aktiven System und einem adaptiven, erworbenen Immunsystem,
das erst nach einigen Tagen aktiv wird.

Zum unspezifischen Immunsystem gehören vor allem neutrophile Granulo-
zyten, Makrophagen, dendritische Zellen und NK-Zellen (natürliche Killerzellen).
Diese Zellen kommunizieren hauptsächlich über proinflammatorische Zytokine wie
IL-1 (Interleukin-1), IL-6, TNFα (Tumornekrosefaktor-alpha), IL-12 und Chemo-
kine, wie IL-8 und Eikosanoide, wie Prostaglandine, Prostazykline und Throm-
boxane miteinander, durch die weitere Zellsysteme wie Endothelzellen und Lym-
phozyten aktiviert werden. Die in der Frühphase der Immunantwort freigesetzten
Effektormoleküle Stickstoffmonoxid (NO), reaktive Sauerstoffspezies, Komplement-
faktoren, Myeloperoxidase, proteolytische Enzyme, wie Granulozyten-Elastase und
toxische Granulabestandteile wirken zytotoxisch auf die ”bekämpften“ Mikroorga-
nismen [142].

Zelluläre Faktoren der unspezifischen Abwehr, wie Makrophagen, dendritische
Zellen, Granulozyten und NK-Zellen stellen eine Verbindung zwischen dem unspe-
zifischen und dem adaptiven Immunsystem dar. Die adaptive Immunantwort
unterscheidet sich von der unspezifischen in den Eigenschaften der Spezifität, der
Fähigkeit zur Unterscheidung zwischen ”Selbst“ und ”Nicht-Selbst“ über das MHC-
bzw. HLA-System (siehe unten) und einem immunologischen Gedächtnis [142]. Das
adaptive Immunsystem lässt sich wiederum in eine zelluläre und eine humorale
Komponente unterteilen. Die zelluläre Antwort besteht aus Zellen der lymphati-
schen Reihe, den B-Zellen, die im Knochenmark heranreifen und den T-Zellen, die
sich im Thymus zu reifen Zellen entwickeln. Bei den B- und T-Zellen wird jeweils
nicht das ganze Antigen von den entsprechenden Lymphozyten erkannt, sondern
nur ein Epitop, was dazu führt, dass ein Antigen von verschiedenen Lymphozyten-
klonen erkannt werden kann. Unterschiede zwischen B- und T-Zellen gibt es vor
allem in deren spezifischen Antigenerkennung, der Struktur der jeweiligen Antige-
nerkennung und ihrer Effektorfunktion. Genauer gesagt werden Antigene von B-

22



Zellen in ihrer nativen Form erkannt, wogegen T-Zellen Antigene erst nach Prozes-
sierung und Präsentation der Peptide durch Antigen-präsentierende Zellen (APC)
über Membran gebundene MHC- bzw. HLA-Moleküle wahrnehmen können. Durch
MHC-Moleküle ist es dem Immunsystem möglich, zwischen körpereigenen und frem-
den bzw. entarteten Zellen unterscheiden zu können. Die MHC-Moleküle der Klas-
se I sind auf nahezu allen Körperzellen vorhanden. Durch sie wird die Zelle bzw.
das jeweilige Gewebe charakterisiert. Antigenbruchstücke, z.B von Viren, die in die
Zelle eingedrungen sind, bewirken durch die Präsentation über MHC-I eine T-Zell-
Antwort. Die infizierte Zelle wird eliminiert. MHC-Moleküle der Klasse II sind vor
allem auf Zellen des Immunsystems, den APCs nachweisbar. Sie präsentieren be-
vorzugt größere Peptidbruchstücke, z.B von Bakterien, die über Endozytose von
der Zelle aufgenommen wurden. Auch B-Lymphozyten präsentieren die von ihnen
aufgenommenen Antigene über MHC-II-Moleküle [120]. CD4+ T-Zellen benötigen
HLA-II-Moleküle und differenzieren, nachdem sie aktiviert wurden, zu TH1-Zellen,
die überwiegend eine zelluläre Immunantwort induzieren und TH2-Zellen, die eher
eine von Antikörpern abhängige humorale Immunantwort bewirken. CD8+ T-Zellen
benötigen HLA-I-Moleküle. Diese sind zytotoxische T-Zellen oder Suppressor-T-
Zellen. Die Aktivierung von T-Zellen erfolgt unter anderem über die soeben be-
schriebene, unspezifische Wechselwirkung von T-Zellen mit APCs über CD4 und
CD8, die spezifische Wechselwirkung von T-Zell-Rezeptor mit über HLA-I oder
HLA-II präsentierten Antigenpeptiden und über die Wechselwirkung mit dem auf
T-Zellen vorkommenden CD28 und dem auf APCs vorhandenen B7 (CD80/CD86).
Diese Aktivierung wirkt kostimulatorisch.

An der humoralen Abwehr sind Antigenrezeptoren beteiligt. Sie werden von
B-Zellen, nachdem sie zu Plasmazellen aktiviert wurden, freigesetzten. Diese Im-
munglobuline (IgM, IgD. IgG, IgA und IgE), auch Antikörper genannt, können,
gelöst oder als Bestandteile der Plasmamembran von reifen B-Zellen, nachgewiesen
werden. Durch die Aktivierung einer größeren Anzahl von B-Zellen bei der Immuni-
sierung wird erreicht, dass eine Vielzahl von Antikörpern, die gegen unterschiedliche
Epitope gerichtet sind, im Serum vorhanden sind. Die Aktivierung der B-Zellen ge-
schieht über einen mehrstufigen Prozess, an dem unter anderem, wie auch bei der
T-Zelle, kostimulatorische Signale über die Wechselwirkung zwischen B7 und CD28
beteiligt sind [75, 142].

1.4.2 Erkennung von Krebszellen durch das Immunsystem

Trotz des heutigen umfassenden Wissens über die Mechanismen unseres Immunsys-
tems ist immer noch nicht genau bekannt, wie Tumore der Immunantwort entgehen
können, und in welcher Weise Tumorzellen mit dem Immunsystem interagieren.
Paul Ehrlich glaubte bereits Ende des 19. Jahrhunderts, dass eine Immunreaktion
gegen Tumorzellen besteht. Er vertrat die These, dass aberrante Zellen in großem
Ausmaß in unserem Körper vorhanden sind, jedoch vom Immunsystem soweit in
Schach gehalten werden, dass nur ein gewisser Teil an Tumorerkrankungen klinisch
sichtbar werden. Burnett und Thomas entwickelten Ehrlichs Idee weiter und kamen
zu dem Entschluss, dass die Zellen des Immunsystems kontinuierlich den menschli-
chen Körper nach abnormalen Zellen absuchen und diese anschließend eliminieren
[159].

Es spricht viel dafür, dass das Immunsystem entscheidend dazu beiträgt, das
Tumorwachstum zu verzögern und eine Regression von bereits existierenden Tumo-
ren zu bewirken. Folgende Beobachtungen unterstützen diese Theorie: 1) Autopsien
zeigten eine erhöhte Anzahl von Tumoren, die klinisch inapparent waren, 2) in vie-
len Tumoren wurde eine lymphatische Infiltration gefunden, die als Zeichen einer
immunologischen Reaktion gewertet werden kann, 3) es wurden spontane Regres-
sionen beobachtet, 4) die Inzidenz von Tumoren ist in der Neonatalperiode und
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bei älteren Menschen, beides Lebensabschnitte in denen das Immunsystem nicht
voll funktionsfähig ist, am größten, 5) es wurde eine erhöhte Anzahl an Tumoren
bei immunsupprimierten Patienten gefunden [159]. Es wurde jedoch bekannt, dass
die Tumore, die bei immunsupprimierten Patienten in größerem Ausmaß nachge-
wiesen wurden, mit Infektionskrankheiten assoziiert sind, was die These wiederum
schwächt [77].

Letztendlich konnte man durch viele Experimente zeigen, dass das Immunsys-
tem, vor allem die zelluläre Immunantwort mit den zytotoxischen T-Lymphozyten,
eine große Rolle bei der Tumorabwehr im menschlichen Körpers spielt [83, 150].
Es wurde gezeigt, dass sich die zelluläre Immunantwort gegen intrazelluläre Prote-
ine richtet, die über das MHC-System auf der Zelloberfläche präsentiert und von
T-Zellen erkannt werden (siehe unten) [56]. Lange Zeit wurde vermutet, dass Tumor-
zellen über fremde Moleküle, die auf der Zellmembran exprimiert werden durch das
Immunsystem als ”fremd“ erkannt werden. Es wurde aber gezeigt, dass die meisten
Immunreaktionen gegen Tumore nicht auf der Unterscheidung zwischen ”Selbst“
und ”Nicht-Selbst“ basieren, sondern eher gegen Antigene gerichtet sind, die die
Zelle als körpereigen auszeichnen, jedoch im Kontext mit anderen immunologisch
relevanten Faktoren stehen [21, 136].

1.4.3 Mechanismen verminderter Immunantwort – Immune Escape

Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse stellt sich die Frage, ob Tumorzellen aktive
Strategien entwickeln, um der körpereigenen Immunantwort zu entgehen oder ob sie
vom Immunsystem schlicht und ergreifend nicht erkannt oder gar ignoriert werden.

Tumorzellen exprimieren entweder Neoantigene oder Onkofetalantigene. Neoan-
tigene lassen sich in tumorspezifische Antigene, die lediglich auf Tumorzellen, aber
nicht auf adulten Normalzellen, nachweisbar sind und in tumorassoziierte Antigene,
die im Gegensatz zu den tumorspezifischen Antigenen auch auf normalen untrans-
formierten Zellen zu finden sind, aufteilen.

Folgende Immunreaktionen konnten bei den meisten Tumoren bereits nachgewie-
sen werden: Im Rahmen einer humoralen Immunreaktion wird das Tumorwachstum
durch gegen tumorassoziierte Oberflächenantigene gerichtete Antikörper gehemmt.
Dies geschieht entweder durch komplementbindende Antikörper, die zytotoxisch auf
Tumorzellen wirken, oder durch Makrophagen bzw. natürliche Killerzellen. Durch
diese humoralen Antikörper werden jedoch häufig tumorspezifische Membrananti-
gene bedeckt, wodurch sie für zytotoxische Zellen nicht mehr erkennbar sind. Zyto-
toxische CD8-Zellen der zellvermittelten Immunantwort erkennen Tumorzellen über
tumorspezifische Antigene, die über HLA-I-Moleküle präsentiert werden, und töten
sie daraufhin ab. Diese sind in vielen Tumoren als tumorinfiltrierende Lymphozyten
(TIL) nachweisbar [151].

Eine inadäquate Immunantwort könnte auf der Tatsache beruhen, dass das
zweite Signal, das T-Zellen zu ihrer Aktivierung aus ihrer Umwelt von Zytokinen
oder kostimulatorischen Molekülen benötigen, im Tumorgewebe nicht existiert und
damit eine Toleranz des Tumors bewirkt. Noch dazu führt die Tatsache, dass An-
tigene, um von T-Zellen erkannt zu werden, von APCs präsentiert werden müssen.
Dafür wird eine relativ große Menge von Antigenen benötigt. Eine nicht ausreichen-
de Menge an Antigenen führt nicht nur dazu, dass T-Zellen nicht aktiviert werden,
sondern auch zu einer Toleranz der Tumorzellen gegenüber dem Immunsystem [96].
Ein Grund für die niedrige Anzahl an Antigenen ist vermutlicherweise, dass Tu-
morzellen ohne eine inflammatorische Komponente über Apoptose zugrunde gehen.
Dies hat zur Folge, dass Phagozyten, die die Fähigkeit zur Antigenpräsentation
nicht besitzen, die abgestorbenen Zellen phagozytieren, was wiederum zu einer zu
geringen Menge an Antigenen führt, die von dendritischen Zellen präsentiert werden
können [41].
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Neben den soeben beschriebenen Vorgänge der inadäquaten Immunantwort gibt
es viele Hinweise für aktive Mechanismen der Tumorzellen, um einer Erkennung und
Bekämpfung durch das Immunsystem entgegen zu wirken (Immune Escape).

Wie schon beschrieben, ist die Expression von Antigenen zusammen mit MHC-
Molekülen entscheidend für die Erkennung eines Tumors durch T-Zellen. Deshalb
ist eine T-Zell-Antwort bei abnormer Antigenprozession nicht gewährleistet. Eine
defekte Expression von Proteasomen- oder Transporteruntereinheiten in Tumorzel-
len, die zu einer funktionslosen Prozession und Expression von Antigenpeptiden zu
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) führt, konnte nachgewiesen werden [149, 112].
Außerdem entdeckten Marincola et al. eine reduzierte Anzahl von Transporterunter-
einheiten in Gewebeproben von verschiedenen Tumoren und noch ausgeprägter bei
Metastasen [113]. Weiterhin deutet die Tatsache, dass eine verminderte Expression
von MHC oder HLA I auf der Oberfläche von Tumorzellen zu einer verminderten
Immunantwort gegen Tumorzellen führt, auf einen ”Immune Escape“ Mechanis-
mus hin. Dies konnte zu Beginn an Tiermodellen gezeigt werden und weiterhin an
verschiedenen menschlichen Tumoren [37, 52, 54, 77]. Die Tatsache, dass die An-
zahl von exprimiertem HLA I zwischen unterschiedlichen Tumorgeweben variiert
bestätigt diese These [33]. Ein kompletter Verlust von HLA I würde eine Akti-
vierung von NK-Zellen mit sich bringen, die die Eigenschaft besitzen, Zellen mit
zu geringer Expression von HLA I zu eliminieren [108]. Dies lässt vermuten, dass
besagte reduzierte Anzahl von HLA I auf der Oberfläche von Tumorzellen noch
ausreichend ist, um keine NK-Zell-Aktivierung zu bewirken, jedoch zu gering ist,
um T-Zellen zu aktivieren [81].

Ein weiterer Grund für die Toleranz von Tumorzellen durch das Immunsystem
könnten lösliche HLA-Moleküle darstellen. Es sind viele Mechanismen beschrieben
worden, auf welche Weise die Sekretion von HLA induziert wird. Noch dazu konn-
ten lösliche HLA-Moleküle im Serum, im Urin und in anderen Körperflüssigkeiten
nachgewiesen werden, wobei die Leber eine sehr große Menge an löslichem HLA
aufwies. Da die Leber ein Organ ist, das eine hohe Toleranz im Rahmen von Trans-
plantatabstoßungen aufweist, ist dies ein Zeichen für die immusuppressive Wirkung
von löslichem HLA [203, 81]. Zavazava et al. stellten die These auf, dass lösliches
HLA durch einen programmierten Zelltod von zytotoxischen T-Lymphozyten eine
Immuntoleranz induziert [204].

Noch dazu ist bekannt, dass verschiedene Faktoren die ”Schulung“ von T-Zellen
von Geburt an beeinflussen. In diesem Zusammenhang haben T-Zellen auch wieder-
holten Kontakt mit entarteten endogenen und exogenen Epitopen. Dieses Phänomen
wurde von Bevan als ”molecular mimikry“ beschrieben [18]. Bestimmte T-Zell-
Rezeptoren besitzen die Eigenschaft, mehrere, biochemisch verwandte Peptide bin-
den zu können, wodurch viele verschiedene Reaktionen induziert werden können.
Hierbei beeinflussen Interaktionen mit teilweise agonistischen oder antagonistischen
Peptiden die Reaktionen von CTL mit ihren natürlichen Liganden [109]. Dies könnte
eine Ursache für eine beeinträchtigte Reaktion von tumorantigenspezifischen CTL
gegen Tumore sein.

Der programmierte Zelltod, auch Apoptose genannt, spielt eine wichtige Rolle
in der Tumorimmunologie. Hierbei induziert die Bindung des Fas-Rezeptors an sei-
nen Liganden (siehe Kapitel 1.5.2) die Apoptose der Zielzelle [183]. In den letzten
Jahren wurde man jedoch auf eine weitere Rolle des Fas/Fas-Ligand Systems auf-
merksam, und zwar bei der Interaktion zwischen Tumoren und dem Immunsystem.
Neben der schon bekannten Expression von FasL auf T- und NK-Zellen, fand man
ihn zusätzlich auf Zellen, die nicht zum lymphatischen System gehören, nämlich auf
Stromazellen des Auges und auf Sertolizellen des Hodens und von Neuronen. Diese
Tatsache lässt vermuten, dass das Vorhandensein von FasL für einen besonderen
Immunstatus wichtig ist [61]. Deshalb stellt man sich vor, dass Tumorzellen nicht
nur die Expression von Fas runter regulieren [81, 107], sondern auch FasL expri-
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mieren oder seine Expression nach einer chemotherapeutischen Behandlung hoch
regulieren [51]. Dadurch, dass diese Expression von FasL zu einer Eliminierung
von Tumor-infiltrierenden-Lymphozyten (TIL) führt, ermöglicht sie den Tumorzel-
len, sich vor dem Immunsystem zu schützen [55, 148, 177]. Die Tatsache, dass bei
menschlichen Tumoren in situ die Apoptose von Lymphozyten charakterisierend ist
[55, 148], unterstützt diese These, die jedoch immer noch nicht endgültig geklärt
ist. Die Diskussion über die Rolle des FasL bei der Frage nach einem ”Immune Es-
cape“ Mechanismus verdeutlicht, dass die Interaktion zwischen Tumoren und dem
Immunsystem über die Expression von Oberflächenmolekülen bei weitem komplexer
ist, als zu Beginn erwartet.

Salih vermutet, dass die Interaktion von Tumoren und dem Immunsystem von
einem Gleichgewicht zwischen der Expression von verschiedenen Oberflächenmole-
külen abhängig ist, die für die Immunogenität von Tumorzellen und damit für das
Zustandekommen einer adäquaten Immunantwort zuständig sind [159]. Die Tat-
sache, dass CD137L, der Ligand des an der Kostimulation von T-Zellen beteilig-
ten CD137 (siehe Kapitel 1.5.1), in unterschiedlichem Ausmaß auf Tumorzellen
entdeckt wurde [158], und dass die Behandlung mit sublethalen Dosen von ver-
schiedenen Chemotherapeutika eine Hochregulierung oder Runterregulierung der
Expression von CD137L oder anderen kostimulatorischen Molekülen auf Tumorzel-
len induziert, spricht weiterhin für eine Interaktion zwischen Tumorzellen und dem
Immunsystem [159].

1.5 Die Rolle des CD137L und CD178

In diesem Abschnitt werden der CD137L und der CD178 mit ihren jeweiligen Re-
zeptoren charakterisiert und deren Aufgabe und Funktion, ihr Zusammenhang mit
Tumorzellen und die jeweils lösliche Form näher erläutert.

1.5.1 CD137/CD137L (4-1BB/4-1BBL)

Charakterisierung CD137 (4-1BB) gehört zur Familie der Tumornekrose Fak-
tor Rezeptoren (TNFR), die primär auf aktivierten T-Zellen exprimiert werden
[179, 138]. Zu der Familie der TNFR zählen letztendlich 13 Proteine, zu denen Fas
(CD95), CD30, TNFR I/II, OX40, CD40, CD27, HVEM/TR2, RANK und OPG
gehören. Die Familie der TNFR kann weiterhin in zwei Gruppen aufgeteilt werden:
zu der einen gehören Moleküle wie CD137, OX40 und CD27, die hauptsächlich auf
lymphatischen Zellen exprimiert werden, zu der anderen Moleküle wie NGF-R, Fas
und TNFRI/II, die auf mehreren Gewebearten zu finden sind [179].

Seine Namen erhielten der TNF und dessen Rezeptor durch Versuche an Mäusen,
deren Tumore nach einer Behandlung mit TNF nekrotisierten. Er wird jedoch
in der Onkologie noch nicht zu diesen Zwecken eingesetzt. TNF führt als pro-
inflammatorisches Zytokin zu Fieber und in hohen Konzentrationen zum septischen
Schock, außerdem spielt er eine entscheidende Rolle bei entzündlichen Erkrankun-
gen [67, 104, 68].

Die menschliche Form des CD137 wurde aus cDNA-Banken (complementäre
DNA) von peripheren T-Zellen isoliert, die mit PMA und Ionomycin behandelt wur-
den. Das Protein besteht aus 225 Aminosäuren mit zwei N-Glykosilierungsstellen
[205], vier extrazellulären Cystein-reichen Modulen, die bis zu 30% homolog zu an-
deren Mitgliedern der TNFR Familie sind, und intrazellulären Domänen, die außer
CD27 wenig Ähnlichkeit mit anderen Mitgliedern aufweisen [179]. CD137 konnte
auf der Oberfläche von CD8 und CD4 positiven T-Zellen, aktivierten Thymozyten,
intraepithelialen Lymphozyten, aktivierten NK Zellen und eosinophilen Leukozyten
nachgewiesen werden. Menschliche mRNA von CD137 wurde bei aktivierten T-
Zellen, B-Zellen, Monozyten und einigen IL-1b stimulierenden, nicht-lymphoiden
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Zellen gefunden [173, 111]. Man konnte bis jetzt jedoch noch keine Expression
von CD137 auf Monozyten, nichtlymphatischen Zellen und B-Zellen nachweisen
[53]. CD137 wird durch eine Aktivierung von T-Zellen oder T-Zell-Hybriden durch
anti-CD3 monoklonale Antikörper (mAB) oder PMA/Ca-Ionophor hochreguliert
[144, 38, 53].

Nach mehreren Versuchen wurde auch der Ligand für CD137 gefunden; CD137L
ist ein Typ II Glykoprotein mit einem extrazellulären C Terminus. Er ist homolog zu
anderen Mitgliedern der TNF-Familie, wie TNF, Lymphotoxin a und b, CD40L und
CD27L [58, 7], wiegt 34 kDa und befindet sich auf der Oberfläche von aktivierten
T-Zellen, Makrophagen, Monozyten, dendritischen Zellen (DC), B-Zellen und B-
Lymphom-Zellen [58]. Auf der Oberfläche von B-Lymphom-Zellen und gereinigten
B-Zellen wird CD137L nach Kontakt mit cAMP (3‘,5‘-cyclo-AMP) oder LPS (Lipo-
polysaccharid), oder durch Stimulation über CD40 hoch reguliert [78, 38, 145, 58, 7].
Die Expression von CD137L auf T-Zellen erreicht innerhalb von vier Stunden nach
Stimulation mit anti-CD3 mAB den höchsten Wert. Dieser sinkt nach 16 Stunden
wieder auf seinen Ausgangswert [7].

Aufgabe und Funktion Eine Aufgabe des CD137 ist die Kostimulation von
T-Zellen. Diese benötigen einerseits, wie schon in Kapitel 1.4.1 beschrieben, die
Interaktion des T-Zell-Rezeptors (TCR) mit dem MHC Peptid Komplex und ande-
rerseits die bedeutendere Kostimulation durch die Interaktion von CD28 und B7.
Versuche mit anti-CD3 mAB haben ergeben, dass die IL-2-Produktion der T-Zellen
durch Gabe von anti-CD3 mAB steigt [178, 174, 144, 7]. Dieses Resultat bekommt
man jedoch nicht bei alleiniger Gabe von CD137 ohne anti-CD3 mAB, was darauf
hinweist, dass CD137 ein kostimulierendes Molekül ist [78]. Weitere Untersuchungen
weisen darauf hin, dass CD137 und CD28 zwei voneinander unabhängig arbeitende
Moleküle sind [179]. Wie schon von anderen Mitgliedern der TNFR Familie bekannt,
ist auch CD137 für eine bestimmte Untergruppe von T-Zellen spezifisch; CD8+ T-
Zellen reagieren in vitro im Vergleich zu CD4+ T-Zellen um ein 25-faches schneller
auf eine Kostimulation mit anti-CD3/anti-CD137 mAB als CD4+ T-Zellen [178].

In vivo-Versuche an Mäusen mit Tumoren und an Mäusen, die eine akute ”graft-
versus-host disease“ durchmachten, zeigten, dass durch die Gabe von anti-CD137
die Proliferationskapazität und die zytolytische Aktivität stieg [118, 178]. Diese
Ergebnisse, vor allem die Tatsache , dass CD8+ T-Zellen bevorzugt durch anti-
CD137 mAB aktiviert werden, weisen darauf hin, dass CD137 einen großen Einfluss
auf das Immunsystem bei intrazellulären pathologischen Vorgängen, Tumoren und
der Modulation einzelner Entzündungsstadien hat [179].

Eine Studie von Jakob Bukczinsky et al., die sich mit CD8+/CD28− T-Zellen
beschäftigt, die bei asymptomatischen HIV- und HCMV-Patienten [196, 175, 188,
123], bei Tumorpatienten und Patienten mit Autoimmunerkrankungen, aber auch
bei älteren Menschen zu finden sind, ergab, dass diese CD28− T-Zellen durch den
Liganden CD137 unabhängig von CD28 kostimuliert werden können. Dies äußerte
sich durch Zellteilung, Produktion inflammatorischer Zytokine, steigende Perforin
Werte, erhöhte zytolytische Ereignisse an Effektorzellen und die Hochregulation des
antiapoptotischen Proteins Bcl-XL [24].

Da der Verlauf der oben genannten Krankheiten und auch der bei rheumatoider
Arthritis und Lupus erythematodes mit der Anzahl der vorhandenen CD8+/CD28−

T-Zellen korreliert, kann der Aktivierung von T-Zellen über CD137L eine wichtige
therapeutische Rolle zugeschrieben werden [24].

Neuere Daten haben ergeben, dass CD137L auch eine wichtige Rolle bei der
Vermehrung von CD4+ T-Zellen spielt [60, 28]. Noch dazu hat CD137 die Eigen-
schaft, ein bidirektionales Signal in die Zelle, die den Liganden exprimiert, zu sen-
den. Splenische B-Zellen, die mit anti IgM getriggert wurden, konnten durch dieses
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rückwirkende Signal kostimuliert werden [145]. Auch in Monozyten, die den Li-
ganden CD137L exprimieren, wird ein Signal geschickt, das zu einer Expression
des Makrophagen stimulierenden Faktors und somit zum längeren Überleben die-
ser Zellen führt [100, 198, 190]. Außerdem zeigten Langstein et al., dass durch die
Wechselwirkung von CD137L auf Monozyten mit einem CD137 Ig fusionierten Pro-
tein IL-6, IL-8 und TNFα freigesetzt, ICAM exprimiert und die Expression von
FcgRIII reduziert wird, wobei keine Veränderungen in der Höhe der Expression
von HLA-DR festgestellt wurde. Noch dazu konnte eine verstärkte Adhärenz und
Proliferation der Monozyten nach besagtem Rückwärts-Signal über den Liganden
CD137 gemessen werden [99].

Überraschenderweise beobachteten Langstein et al. eine erhöhte Apoptoserate
bei den über CD137 aktivierten Monozyten und verglichen diese mit dem Mecha-
nismus des Zelltods bei Lymphozyten, der durch deren Aktivierung herbeigeführt
wird. Hier bewirkt die Interaktion eine Aktivierung und Proliferation parallel zu
einem programmierten Zelltod [157, 99]. Michel et al. zeigten, dass die Expression
von Fas (CD95; siehe Kapitel 1.5.2) durch die Interaktion von CD137L mit dem
zellständigen CD137 in ruhenden primären B- und T-Lymphozyten induziert wird,
was zur Fas abhängigen Apoptose dieser Zellen führt. Die Induktion der Apop-
tose über CD137 ist, laut Michel et al., jedoch unabhängig von Fas. Dies konnte
zum einen dadurch gezeigt werden, dass antagonistisch wirkende anti-CD95 An-
tikörperfragmente die über CD137 induzierte Apoptose nicht hemmen und zum
anderen dadurch, dass CD137, im Gegensatz zu anti-CD95, Apoptose in ruhenden
Lymphozyten herbeiführen kann [119].

Tumorzellen und ihr Zusammenhang mit CD137L/CD137 Eine inter-
essante Tatsache ist, dass Mitglieder der TNF- Familie auf Tumorzellen exprimiert
werden [140, 65]. Die Expression von CD137L auf Tumorzellen mit lymphatischem
oder myeloischem Ursprung wurde festgestellt. Eine funktionelle Expression in un-
terschiedlichem Ausmaß konnte sowohl auf verschiedenen menschlichen Tumorzell-
linien, als auch auf soliden Tumoren nachgewiesen werden. Auch Tumorzellen wer-
den über CD137L aktiviert, was zu einer Produktion von IL-8 führt [158]. Man
konnte jedoch keinen direkten Zusammenhang zwischen der Höhe der Expression
von CD137L auf Tumorzellen und der durch diesen Faktor induzierten Produktion
von IL-8 nachweisen. Dies könnte dadurch erklärt werden, dass Tumorzellen die
Fähigkeit besitzen, die Stärke des Signals, das über CD137 vermittelt wird, zu re-
gulieren. Noch dazu werden durch die Interaktion von CD137L auf Tumorzellen
und CD137 auf T-Zellen letztere Zellen kostimuliert, dadurch der T-Zell-Rezeptor
(TCR) aktiviert und IFN-γ und IL-2 abgesondert, was mit der Anzahl von CD137L
auf Tumorzellen korreliert [158].

Guinn et al. [62] verglichen das Tumorwachstum von verschiedenen Formen
des B-Zell-Lymphoms A20, die entweder CD137L exprimierten (A20/4-1BBL) oder
nicht (A20/B7-1). Sie zeigten, dass diejenigen Mäuse, die A20/B7-1 injiziert be-
kamen innerhalb von 25 Tagen Tumore entwickelten, wohingegen diejenigen mit
A20/4-1BBL in den folgenden 150 Tagen nach Injektion tumorfrei blieben. Mele-
ro et al. [117] konnten nachweisen, dass eine retrovirale Übertragung von CD137L
auf Mastzelltumorzellen oder Zellen von Lymphomen zu einer schützenden Immu-
nantwort gegen diese Tumore führt. Um festzustellen, ob der natürliche CD137L
ebenfalls eine effektive Immunantwort herbeiführen kann, transduzierte Melero
et al. CD137L in P815 (ein Mastozytom, das eine Immunantwort auslöst) und
AG104A (ein Sarkom, das nur eine schwache Immunantwort bewirkt). Mäuse, die
mit CD137L transduzierten Tumoren inokuliert wurden, blieben tumorfrei und er-
krankten auch nicht an Wildtumoren, was zeigt, dass die Mäuse eine lang anhaltende
Immunität gegen Tumore entwickelten.
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Auch Zhengmao Y et al. kamen durch Mäuseversuche zu dem Ergebnis, dass
Melanomzellen, die eine sehr geringe Expression des MHC I und somit eine sehr
schwache Immunantwort auslösen, nachdem sie mit CD137L behandelt wurden,
eine starke T-Helferzellantwort aufwiesen.

Diese Erkenntnisse lassen auf eine analoge Therapie bei menschlichen Mikrome-
tastasen und Tumoren, die eine geringe Expression von MHC I aufweisen, hoffen
[201] und zeigen, dass die Expression des CD137L auf Tumorzellen einen positiven
Effekt bewirkt, indem eine Immunantwort gegen besagte Tumorzellen unterstützt
wird.

sCD137L (s4-1BBL) Es ist bekannt, dass einige Liganden der TNF-Familie in
löslicher Form in Patientenseren nachweisbar sind. Diese wurden von der Zello-
berfläche abgesondert [163]. Salih et al. stellten außerdem fest, dass CD137L in
löslicher Form durch die Aktivität der Matrix-Metalloproteinase (MMP) von der
Oberfläche verschiedener Leukozyten abgelöst wurde [161]. Die Folgen, die durch
die Ablösung des CD137L von der Zelloberfläche entstehen sind noch unklar und
hängen womöglich vom Zelltyp ab. Bei T-Lymphozyten könnte es deren Sensiti-
vität für apoptotische Signale mindern [119], bei APCs, wie B-Zellen und Monozy-
ten, bei denen CD137 eine Rolle der Aktivierung, Kostimulation und Proliferation
spielt, könnte die Absonderung von CD137L zu einer verminderten inflammatori-
schen oder kostimulierenden Immunantwort führen [163].

Im Rahmen unserer Arbeit stellte Helmut Salih bereits mittels Cut-off-Werten
einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen hohen Serumwerten des
sCD137L und niedrigen Serumwerten des sCD178 (siehe Kapitel 1.5.2) und einer
rapiden Progression der Krankheit von Patienten mit MDS fest [160].

1.5.2 CD178/CD95 (Fas-Ligand/Fas)

Charakterisierung Der Fas Rezeptor (Fas, CD95) und der Fas Ligand (FasL,
CD178, CD95-L) sind komplementäre Faktoren eines Weges, der zur Apoptose der
Zielzelle führt und spielen somit eine bedeutende Rolle in der Regulation des Im-
munsystems [80].

Das Typ-I-Membran-Protein Fas (CD95, Apo-1) findet man auf der Oberfläche
von Immunzellen und auf Zellen der Leber, der Lunge und der Nieren. Auf anderen
Zellen wie den B-Zellen des Pankreas oder den Zellen der Langerhans-Inseln wird er
jedoch nur im Rahmen einer Entzündung oder Autoimmunerkrankung exprimiert
[195, 143].

Zytotoxische T-Zellen exprimieren den FasL (CD178) auf ihrer Zelloberfläche.
Er ist ein 40-kDa-Typ-II-Membran-Protein und gehört zur TNFα-Familie [143]. Die
aktive Seite des Liganden befindet sich auf der extrazellulären Region des FasL und
entfaltet ihre Wirkung durch die Bindung an den Fas-Rezeptor der Zielzelle. Die Re-
gulation erfolgt durch den zytoplasmatischen Teil (FasL(Cyt)), wobei die Sequenz
FasL(2-33) wesentlich für die zytolytische Funktion des FasL zuständig ist. Die Ex-
pression von FasL wird über dessen Transkription, Translation und Posttranslation
reguliert, die Absonderung des FasL gilt als effektiver Weg um die Expression des
FasL zu vermindern (siehe unten, [86]). Der FasL kann jedoch auch in Form eines
Vesikels von der Zelloberfläche abgesondert werden. Diese Form wird ”FasL vesicle
preparation“ (FasL VP) genannt. FasL VP ist genauso groß wie der zellständige
FasL und legt noch dazu eine starke zytolytische Aktivität an den Tag [87].

Aufgabe und Funktion Zytotoxische T-Zellen (CTL) haben unter anderem
die Aufgabe, virusinfizierte Zellen, von Bakterien infizierte Makrophagen oder
körpereigene, entartete Zellen durch direkte, antigenspezifische Zytolyse abzutöten.
Dies geschieht über die Apoptose. CTL haben, um eine Zielzelle in die Apoptose
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zu führen, zum einen die Möglichkeit Inhaltsstoffe ihrer zytotoxischen Granula frei
zusetzen und somit eine Aktivierung von Caspasen durch aktivierte Granzyme zu
bewirken, oder über den nicht dauerhaft auf aktivierten Zellen des Organismus ex-
primierten Fas [143]. Somit werden diejenigen Zellen, die Fas expriemieren durch
die Aktivierung über FasL abgetötet [80]. FasL spielt nicht nur in der Induktion
der Apoptose eine Rolle, sondern hat auch bei der Eliminierung von aktivierten
T-Zellen während der Herabregulierung der Immunantwort eine bedeutende Rolle
[128].

Tumorzellen und ihr Zusammenhang mit Fas/FasL Es ist bekannt, dass
Tumorzellen und TIL Fas und FasL in verschiedenem Ausmaß exprimieren und
dass das Verhalten der Zellen durch das Zusammenspiel zwischen Rezeptor und
Ligand beeinflusst wird.

Die Expression des FasL konnte bereits bei verschiedenen malignen Erkrankun-
gen, wie dem Kolonkarzinom und dessen Lebermetastasen, dem Lungenkrebs, dem
multiplen Myelom, dem Ösophaguskarzinom und den Ewing-Sarkomen nachgewie-
sen werden [134, 132, 177, 191, 17, 121]. Außerdem konnte zum Teil ein Zusammen-
hang zwischen der Expression des FasL und dem klinischen Stadium der Krankheit
festgestellt werden [177, 121]. Weiterhin zeigten Ioachim et al., dass Fas und sein
Ligand auf Krebszellen von Patienten mit Mammakarzinom und auf TIL koexpri-
miert werden und dass die Expression von Fas auf normalen Epithelzellen und TIL
in größerem Ausmaß vorhanden ist als auf Tumorzellen, wobei die Expression von
FasL auf Tumorzellen stärker ausgeprägt war. Dieselben Ergebnisse wurden bereits
bei vorausgegangenen Studien mit anderen Tumoren bestätigt.

Die dort erkennbare Hochregulation von FasL auf Tumorzellen und alle bisheri-
gen Ergebnisse sprechen dafür, dass Tumorzellen die Eigenschaft besitzen, Apoptose
in TIL und dem gesunden Gewebe, das den Tumor umgibt, zu induzieren und damit
die Immunantwort unterbinden können [80, 105].

Außerdem konnte eine hohe Expression von Fas und FasL in Knochenmarkzellen
von Patienten mit MDS festgestellt werden, was die hohe Apoptoserate der Zellen
unter diesem Krankheitsbild erklärt [73]. Lickliter et al. fanden eine hohe Expression
von FasL bei Patienten mit AML und CML (chronisch myeloische Leukämie) mit
hohen Blastenzahlen, wobei Patienten während chronischen Phasen der CML eine
sehr schwache Expression des FasL zeigten. Es gibt jedoch auch Hinweise dafür,
dass eine höhere Expression von Fas und FasL auf Blasten oder T-Zellen von AML-
Patienten mit einer besseren Prognose für die Patienten assoziiert ist [146].

Diese Ergebnisse sind ein Hinweis für einen möglichen Zusammenhang zwischen
einer erhöhten Expression des FasL und akuten Formen von Leukämien. Eine Ursa-
che der erhöhten Expression des FasL bei Patienten mit Leukämien könnte jedoch
auch die Expression des FasL auf Blasten sein. Da diese Zellen bei Leukämien in
großem Ausmaß vorhanden sind könnte die erhöhte Expression von FasL einfach an
dem Phänotyp der dort vermehrt vorkommenden Zellen liegen [105].

sCD178 (sFas-Ligand) Der membrangebundene 40-kD FasL wird durch eine
Metalloproteinase von der Oberfläche der Zelle abgesondert und somit zu einem
löslichen 26-29 kD Fragment [186]. Im Zusammenhang dazu ist es möglich, die Ab-
sonderung des FasL durch einen Metalloproteinaseinhibitor zu unterbinden [171].
Der abgesonderte lösliche FasL (sFasL) besitzt jedoch eine nur geringe zytolytische
Aktivität. SFasL hemmt sogar in großem Ausmaß die über den FasL vermittelte Zy-
tolyse [185]. Eine erhöhte Anzahl von sFasL wurde bei Patienten mit Krankheiten
festgestellt, die durch vermehrten pathologischen Zelltod charakterisiert sind, wie
z.B. der alkoholinduzierten Leberzirrhose, dem malignen Melanom, verschiedenen
Arten von Leukämien und rheumatoiden Erkrankungen [65, 171, 85].
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

CD178 und CD137L wurden immer wieder in Seren von Patienten mit den ver-
schiedensten Tumorarten beschrieben. Außerdem spielen sie eine große Rolle bei
der Pathogenese verschiedener Krankheiten. Salih und Schmetzer konnten zeigen,
dass hohe Serumwerte des sCD137L und geringe Serumwerte des sCD178 signifi-
kant mit einer raschen Progression des MDS korrelieren. Aufgrund dieser Ergebnisse
soll im Rahmen dieser Arbeit die Rolle des sCD137L und sCD178 im Zusammen-
hang mit Subtypen und zur Prognoseabschätzung bei Patienten mit MDS, AML
und NHL untersucht werden. Da bekannt ist, dass CD137L auf Tumorzellen und im
Rahmen der Kostimulation durch T-Zellen auf DC exprimiert wird, soll die zelluläre
Expression von CD137L auf leukämischen Blasten bei AML und MDS, auf Tumor-
zellen von NHL, sowie auf DC, die aus leukämischen Blasten generiert wurden,
untersucht werden. Wir hoffen dadurch neue Kenntnisse über die Expressionspro-
file von CD137L und die Funktionen dieses Liganden zu erlangen, um somit neue
Erkenntnisse für Therapieansätze bei Krankheiten wie AML und MDS liefern zu
können.

31



32



2 Material und Methoden

2.1 Patientencharakterisierung

Das von uns untersuchte Material (Serum und Vollblut), das in dieser Studie ver-
wendet wurde, stammt von Patienten, die zwischen 1990 und 2005 im Klinikum
Großhadern, Ludwig-Maximilians-Universität in München, behandelt wurden. Es
wurde mit dem Einverständnis der Patienten entnommen.

Die Diagnosestellung von AML, MDS und NHL basiert auf der Morphologie
des Knochenmarks und der histologischen Analyse. Patienten, die an einer AML
erkrankten, wurden wie in Kapitel 1.1 beschrieben in die zytogenetischen Risiko-
gruppen günstig (g), intermediär (i) und schlecht (s) eingeteilt. Die Behandlung der
Patienten erfolgte innerhalb klinischer Studien, wobei die Patienten mit AML, MDS
und NHL in allen Stadien der Krankheit untersucht wurden. Jegliche hier verwen-
deten Daten wurden aus den medizinischen Dokumenten der Patienten erhoben.

Bei der Untersuchung der Proben beobachteten wir zusätzlich den Verlauf ver-
schiedener Serumwerte innerhalb von drei Monaten bis zu zwei Jahren. Nachdem
das vom Patienten abgenommene Blut zentrifugiert war, wurde das Serum bei -40◦C
eingefroren, bis es für ELISA verwendet wurde.

Um die Rolle des löslichen CD137L und des löslichen FasL genauer un-
tersuchen zu können wurden 46 Serumproben von 23 Patienten mit NHL und 42
Serumproben von 27 Patienten mit AML zum Zeitpunkt der Diagnose und während
des weiteren Krankheitsverlaufs analysiert:

von Patienten mit NHL wurden acht Proben zum Zeitpunkt der Diagnosestel-
lung, acht während persistierender Krankheit, sieben während der Progression, sechs
in CR und zwei von Patienten, die einen Rückfall erlitten, untersucht. Das mittlere
Alter der Patienten betrug 50 Jahre, wobei zehn Patienten älter und elf jünger als
50 waren. 16 Patienten waren an einem B-Zell-Lymphom erkrankt, vier an einem
T-Zell-Lymphom, zwei an einer chronisch lymphatischen Leukämie (CLL) und einer
an einer cALL. In Anlehnung an die Ann Arbor Klassifikation (siehe Tab. 4) zählten
drei zum Stadium I, fünf zum Stadium II, zwei zum Stadium III und sieben zum
Stadium IV. Tabelle 5 zeigt alle Patienten mit NHL mit der jeweiligen Diagnose
und den einzelnen Werten des sCD137L und des sCD178.

Die bei AML untersuchten Patientenseren stammten von neun Patienten mit
einer pAML und 18 mit einer sAML. 27 Proben stammten von Patienten mit AML
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, acht von Patienten mit persistierender Krank-
heit, zwei von Patienten während des Progresses, vier von Patienten in CR, drei in
PR und drei von Patienten, die einen Rückfall erlitten. Im Hinblick auf die FAB-
Klassifikation (siehe Tab. 1) waren 19 Patienten an einer AML-M1, neun an einer
AML-M2, einer an einer AML-M3, sechs an einer AML-M4 und zwei an einer AML-
M5 erkrankt. Bei drei Fällen war der FAB-Typ nicht bekannt. Wir konnten von 19
Patienten die zytogenetische Risikogruppe eruieren: dabei gehörten 14 der Gruppe
mit einer intermediären und fünf der mit einer schlechten Prognose an. Tabelle 6
zeigt alle Patienten mit AML mit der jeweiligen Diagnose und den einzelnen Werten
des sCD137L und sCD178.

Um die immunologische Rolle des zellständigen CD137L und seine Beziehung
zum löslichen CD137L besser kennen zu lernen, untersuchten wir das Serum von
neun gesunden Probanden und von 49 Patienten mit AML, MDS oder NHL zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung und im weiteren Verlauf der jeweiligen Krankheit.
Mononukleäre Zellen (MNC) aus heparinisiertem Blut (PB) oder Knochenmark
(BM) (PB-MNC, BM-MNC) wurden vom Interface durch ihren Dichtegrad mit Hilfe
der Zentrifugation isoliert (Ficoll-Hypaque, Biochrom, Berlin, Germany), gewaschen
und in PBS ohne Ca2+ und Mg2+ gegeben (Biochrom).

Die 36 Serumproben der AML-Patienten stammen von 35 Patienten während
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ä
m

ie
T

-Z
e
ll

P
ro

g
1

n
e
in

IV
n
e
in

ja
ja

1
2
,3

7
9

4
9
,5

1
6

8
,2

0
9

3
2
,8

3
6

7
6
0

/
m

T
-Z

e
ll

N
e
o
p
la

sie
T

-Z
e
ll

P
ro

g
6
,9

n
e
in

IV
A

ja
ja

n
e
in

8
,2

8
4
,8

1
1
,9

7
2

6
,9

4
2
0

m
D

L
C

B
L
:
C

B
B
-Z

e
ll

C
R

3
,1

n
e
in

n
e
in

n
e
in

1
,1

7
5

1
,5

1
6

8
,9

8
3

1
1
,5

9
1

2
1

7
4

/
m

D
L
C

B
L
:
C

B
B
-c

e
ll

C
R

7
n
e
in

II
B

ja
n
e
in

n
e
in

2
,3

3
7

1
,3

3
5

4
,4

8
9

2
,5

6
5

2
2

w
D

L
C

B
L
:C

B
;
A

M
L

B
-Z

e
ll

C
R

1
,6

n
e
in

d
e
l(7

q
)

n
e
in

n
e
in

5
,2

2
2

1
3
,0

5
6

1
2
,9

1
1

3
2
,2

7
8

6
7
1

/
w

M
A

L
T

,
D

L
C

B
L
:
C

B
B
-Z

e
ll

C
R

8
,8

n
e
in

I
ja

n
e
in

n
e
in

5
,9

6
8

2
,7

1
3

9
,7

8
1

4
,4

4
6

8
1
8

/
w

a
n
a
p
la

stisch
e
s

g
ro

ß
z
e
llig

e
s

L
y
m

-
p
h
o
m

T
-Z

e
ll

C
R

5
,1

n
e
in

I
B

n
e
in

n
e
in

n
e
in

1
0
,3

7
4

8
,1

3
6

1
2
,6

0
2

9
,8

8
4

2
3

6
0

/
m

ly
m

p
h
o
e
p
ith

e
lo

id
z
e
llig

e
s

(L
e
n
-

n
e
rt)

L
y
m

p
h
o
m

T
-Z

e
ll

C
R

2
3

n
e
in

II
ja

n
e
in

n
e
in

4
,2

5
4

5
,6

7
2

1
0
,0

5
4

1
3
,4

0
5

T
ab

elle
5:

P
atien

ten
ch

arak
terisieru

n
g

sC
D

137L
u
n
d

sC
D

178
b
ei

N
H

L

34



P
a
t
ie

n
-

t
e
n
-

n
u
m

m
e
r

A
lt

e
r

(
b
e
i

U
n
-

t
e
r
s
u
-

c
h
u
n
g
)

/
G

e
-

s
c
h
le

c
h
t

D
ia

g
n
o
s
e

S
t
a
d
iu

m
L
e
u
-

k
o
z
y
-

t
e
n
z
a
h
l

(
G

/
l)

P
B

-
B

la
s
t
e
n

[%
]

B
M

-
B

la
s
t
e
n

[%
]

c
h
r
o
m

o
s
o
m

a
le

M
a
r
k
e
r

z
y
t
o
g
e
-

n
e
t
is

c
h
e

R
is

ik
o
-

g
r
u
p
p
e

s
C

D
1
3
7
L

M
it

t
e
l-

w
e
r
t

s
C

D
1
3
7
L

M
it

t
e
l-

w
e
r
t

(
b
e
z
.

a
u
f

4
0
0
0

L
e
u
k
o
-

z
y
t
e
n
)

s
C

D
1
7
8

M
it

-
t
e
lw

e
r
t

s
C

D
1
7
8

M
it

-
t
e
lw

e
r
t

(
b
e
z
.

a
u
f

4
0
0
0

L
e
u
k
o
-

z
y
t
e
n
)

1
7
9

/
m

A
M

L
s-

M
2

D
g
n

2
,5

5
5
0

-5
,
d
e
l(

7
q
),

d
e
r(

1
1
q
)

s
5
3
,3

4
5

8
5
,3

5
2

6
,9

1
1
1
,0

5
6

2
2
8

/
w

A
M

L
p
-M

4
D

g
n

2
,3

2
6

4
6
,X

X
i

1
1
,2

8
8

1
9
,6

3
1

1
0
,0

8
8

1
7
,5

4
4

3
7
6

/
w

A
M

L
s-

M
2

D
g
n

1
2

3
1

6
1

d
e
l(

5
q
)

s
0
,6

1
7

0
,2

0
6

2
,5

8
4

0
,8

6
1

4
6
6

/
w

A
M

L
s

D
g
n

2
,5

4
2

1
8
,2

7
9

2
9
,2

4
6

3
,5

0
3

5
,6

0
5

5
5
8

/
w

A
M

L
s-

M
1

D
g
n

2
1
5

4
4

d
e
l(

3
p
),

d
e
l(

5
q
),

d
e
l(

7
q
)

s
1
3
6
4
,1

2
9

2
7
2
8
,2

5
8

1
3
,5

6
6

2
7
,1

3
2

6
5
2

/
m

A
M

L
s

D
g
n

1
3
,2

3
6

5
5

6
,0

1
7

1
,8

2
3

2
,5

7
0
,7

7
9

7
8
3

/
m

A
M

L
p
-M

5
D

g
n

2
4

5
1

4
6
,X

Y
i

7
8
,7

8
4

1
3
,1

3
1

9
,5

1
4

1
,5

8
6

8
7
8

/
m

A
M

L
s-

M
4

D
g
n

4
,3

1
1

4
2

-Y
,

d
e
l(

3
p
),

t(
9
;1

9
)

(q
,q

),
+

1
,-

3
,+

4
,-
5
,
+

6
,+

8
,-
9
,-
1
8
,
-1

9
,+

2
1
,-
2
2

s
1
9
,8

5
4

1
8
,4

6
9

1
6
,0

8
5

1
4
,9

6
3

9
4
9

/
m

A
M

L
s-

M
4

D
g
n

2
,7

1
3
1

r(
1
)

i
1
4
,8

2
6

2
1
,9

6
4

1
2
,3

9
3

1
8
,3

6
1
0

6
6

/
m

A
M

L
s

D
g
n

1
2

3
5

2
1

i
0
,0

6
8

0
,2

7
2

3
,0

5
7

1
2
,2

2
8

1
1

6
3

/
w

A
M

L
p
-M

2
D

g
n

0
,5

5
8

4
6
,X

X
i

4
3
9
,3

7
7

3
5
1
5
,0

1
6

7
,5

4
6

6
0
,3

6
8

1
2

5
4

/
m

A
M

L
s

D
g
n

2
,9

3
1

4
6
,X

Y
i

9
,5

8
6

1
3
,2

2
2

3
,3

1
5

4
,5

7
2

1
3

7
5

/
m

A
M

L
s-

M
4

D
g
n

3
1
,4

6
8

8
5

4
6
,X

Y
i

1
,5

8
9

0
,2

0
2

9
,3

3
1
,1

8
9

1
4

7
1

/
m

A
M

L
s

D
g
n

1
,7

0
3
4

4
6
,X

Y
i

1
8
,3

8
4
3
,2

4
7

5
,0

7
5

1
1
,9

4
1

1
5

6
7

/
m

A
M

L
s

D
g
n

2
,3

3
2

t(
1
;3

)(
p
;q

),
d
e
l(

1
1
p
)

i
0
,6

2
9

1
,0

9
4

4
,0

8
5

7
,1

0
4

1
6

6
9

/
w

A
M

L
s

D
g
n

1
,5

0
3
1

7
3
,9

5
6

1
9
7
,2

1
6

1
0
,5

0
9

2
8
,0

2
4

1
7

8
2

/
m

A
M

L
s-

M
2

D
g
n

1
,3

1
4
1

4
6
,X

Y
i

3
9
,6

5
5

1
2
2
,9

5
3
1
,8

7
6

9
8
,9

8
1
8

5
0

/
m

A
M

L
s

D
g
n

1
,6

0
3
1

4
6
,X

Y
i

0
,5

9
1

1
,4

7
8

2
,4

3
6

6
,0

9
1
9

7
0

/
w

A
M

L
p
-M

2
D

g
n

5
,2

8
5

6
8

-7
,+

8
,+

8
,+

8
s

0
,6

6
2

0
,5

0
9

1
8
,1

3
4

1
3
,9

4
9

2
0

4
5

/
w

A
M

L
p
-M

2
D

g
n

1
0
3

6
8

d
e
l(

9
q
)

i
2
0
4
,0

4
3

7
,9

2
4

7
,5

1
8

0
,2

9
2

2
1

4
6

/
w

A
M

L
s-

M
2

D
g
n

9
,5

0
3
0

t(
6
;9

),
+

8
i

2
,4

8
6

1
,0

4
7

6
,2

5
2

2
,6

3
2

2
2

6
3

/
w

A
M

L
s-

M
4

D
g
n

2
0

1
3
9

4
6
,X

X
i

2
,8

7
0
,5

7
4

5
,7

5
1

1
,1

5
2

2
8

/
w

A
M

L
p
-M

4
P
e
r

4
,2

0
3
3

5
,2

1
3

4
,9

5
6

3
,6

0
9

3
,4

3
7

1
1

6
3

/
w

A
M

L
p
-M

2
P
e
r

4
,7

7
5
3
,5

4
1

4
5
,5

6
7

0
,9

8
8

0
,8

4
1

1
2

5
4

/
m

A
M

L
s

P
e
r

3
,5

6
,5

8
5

7
,5

2
6

3
,2

8
7

3
,7

5
7

1
4

7
1

/
m

A
M

L
s

P
e
r

2
,1

0
1
0

4
6
,X

Y
2
6
,2

7
5
0
,0

3
8

5
,1

5
3

9
,8

1
5

1
6

6
9

/
f

A
M

L
s

P
e
r

3
,6

0
1
2

4
6
,X

X
1
7
2
,5

2
8

1
9
1
,6

9
8

9
,5

0
9

1
0
,5

6
6

1
8

5
0

/
m

A
M

L
s

P
e
r

1
,1

0
1
2

3
,0

7
3

1
1
,1

7
5

2
,8

7
1
0
,4

3
6

2
3

4
1

/
w

A
M

L
s-

M
2

P
e
r

1
6

7
1
1

4
6
,X

X
5
,9

2
5

1
,4

8
1

8
,2

5
6

2
,0

6
4

2
2

6
3

/
w

A
M

L
s-

M
4

P
e
r

4
6
6

5
,9

1
5

1
,8

3
4

1
3
,6

3
7

4
,2

2
9

2
2
8

/
w

A
M

L
p
-M

4
P
R

1
,8

0
8

0
,4

9
1
,0

8
9

6
,7

9
5

1
5
,1

1
8

5
0

/
m

A
M

L
s

P
R

1
,5

0
6

2
,4

2
4

6
,4

6
4

3
,7

4
6

9
,9

8
9

2
3

4
1

/
w

A
M

L
s-

M
2

P
R

3
,2

0
6

4
6
,X

X
8
,9

9
1
1
,2

3
8

1
0
,9

7
5

1
3
,7

1
9

1
6

6
9

/
w

A
M

L
s

P
ro

g
1
,7

0
3
7

2
2
,8

3
4

5
3
,2

7
2

1
1
,1

7
7

2
6
,2

9
9

2
3

4
1

/
w

A
M

L
s-

M
2

P
ro

g
2
,3

2
2
0

d
e
r(

5
q
)

4
,9

6
4

8
,6

3
3

9
,0

3
7

1
5
,7

1
7

2
4

2
9

/
m

A
M

L
p
-M

4
R

e
z

2
5

8
6

6
8

0
,5

4
1

0
,8

6
6

4
,6

4
7
,4

2
4

2
5

5
2

/
m

A
M

L
p
-M

2
R

e
z

7
,6

3
4

3
1

+
1
3
,
+

1
9
,
i(

1
7
q
)

0
,3

5
2

0
,1

8
5

5
,7

5
2

3
,0

2
7

2
6

5
4

/
m

A
M

L
p
-M

3
R

e
z

1
,8

0
6
6

6
5
,6

1
2

1
4
5
,8

0
4

1
1
,4

5
4

2
5
,4

5
3

6
5
2

/
m

A
M

L
s

C
R

1
,5

1
1
0
,7

5
5

2
8
,6

8
2
,9

2
8

7
,8

0
8

1
1

6
3

/
w

A
M

L
p
-M

2
C

R
8

1
2

7
6
,9

7
5

3
8
,4

8
8

0
,8

3
2

0
,4

1
6

2
7

w
A

M
L
p
-M

5
C

R
6
,2

0
3

0
,2

3
6

0
,1

5
2

4
,2

2
1

2
,7

2
3

2
0

4
5

/
w

A
M

L
p
-M

2
C

R
0
,9

0
4

4
4
3
,9

4
7

1
9
7
3
,0

9
8

6
,7

8
8

3
0
,1

6
9

T
ab

el
le

6:
P
at

ie
n
te

n
ch

ar
ak

te
ri

si
er

u
n
g

sC
D

13
7L

u
n
d

sC
D

17
8

b
ei

A
M

L

35



aktiven Stadien der Krankheit, wobei 28 Proben zum Zeitpunkt der Diagnosestel-
lung, vier während einer persistierenden Phase der Krankheit, und drei während
eines Rückfalls untersucht wurden. Unter den von uns untersuchten Patienten wie-
sen 29 eine pAML und sieben eine sAML auf. Bei einem Patienten konnten das
Stadium der Krankheit und weitere Angaben nicht ermittelt werden. Neun Patien-
ten litten an einer undifferenzierten Leukämie (AML-M0: n=3, AML-M1: n=6),
15 an einer juvenilen granulozytischen Leukämie (AML-M2: n=13, AML-M3: n=2)
und elf an einer monozytoiden Leukämie (AML-M4: n=5, AML-M5: n=6). Das
mittlere Alter der Patienten betrug 59 Jahre, wobei Patienten im Alter zwischen 30
und 84 Jahren vertreten waren (siehe Tab. 7).

Die Proben der MDS-Patienten umfassten fünf Personen. Ein Patient hatte
die Diagnose einer refraktären Anämie (RA), vier die einer refraktären Anämie mit
Blastenexzess (RAEB). Das mittlere Alter der Patienten betrug 59 Jahre, wobei
Patienten im Alter zwischen 52 und 64 Jahren vertreten waren (siehe Tab. 7).

Die elf Proben der NHL-Patienten stammen von neun Personen. Zu diesen
zählt zusätzlich eine Probe eines Patienten mit der Diagnose einer cALL. Das mitt-
lere Alter der Patienten betrug 44 Jahre, wobei Patienten im Alter zwischen 16 und
62 Jahren vertreten waren (siehe Tab. 7).

Meine Aufgabe beinhaltete zum einen die Auswertung der Daten über die in
Patientenseren nachweisbaren löslichen Werte des CD137L und des CD178 bei Pa-
tienten mit AML und NHL, zum anderen die Auswertung der von mir und ande-
ren Doktoranden experimentell eruierten, auf Blut- und KM-Proben nachweisbaren
Daten des zellständigen CD137L bei Patienten mit MDS, AML und NHL im Zu-
sammenhang mit den jeweiligen löslichen Werten dieses Liganden.

2.2 Reagentien

Die von uns verwendete Streptavadin-Horseradish Peroxidase stammte von den Vec-
tor Laboratories (Burlinghame, CA, USA), die Klone der anti-CD178 monoklona-
len Antikörper 4H9 und 4A5 von MBL (Nagoya, Japan), die rekombinanten Fusi-
onsproteine ”mouse CD8-human CD178“, ”mouse CD8-human CD137L“ und der
anti-CD137L Antikörper ”nos 18 und 28“ wurden, wie von Helmut Salih und Helga
Schmetzer beschrieben, hergestellt [161]. Fluorochrommarkierte Antikörper bezogen
wir von Biozol (CD137L-FITC, Clone5F4 und CD137L-Pe, CloneC65-485). Diese
wurden zur Untersuchung der Expression auf Zelloberflächen verwendet [161]. Alle
anderen Reagentien erhielten wir von Sigma (St Louis, MO, USA).

2.3 Bestimmung des sCD137L und sCD178 im menschlichen
Serum

Die Serumwerte beider Moleküle wurden, wie von Helmut Salih und Helga Schmet-
zer beschrieben, an Hand von ELISA ermittelt [161, 162]. SCD137L und sCD178
konnten durch Kryokonservierung fixiert werden [161, 162]. Um die Seren analy-
sieren zu können, mussten sie im Verhältnis 1:3 in 5%-iger BSA (bovine serum
albumine) in PBS verdünnt werden. Nachdem sie 15min bei 12000 g zentrifugiert
wurden, verteilten wir sie auf 96 well Platten. Um die Werte von sCD137L mes-
sen zu können, wurden 96 well Platten über nacht bei 4◦C mit 100 µl pro well mit
2,0µg/ml des capture anti-CD137L Antikörper 18 in PBS bedeckt. Nach der Inku-
bation wurden die Platten mit BSA fixiert. Nachdem sie gewaschen wurden fügten
wir die Standardlösung (rekombinantes CD8-CD137L) und die Proben zu den wells
hinzu. Im Anschluss wurden sie über nacht bei 4◦C bebrütet. Am nächsten Tag
wurden die Platten gewaschen, im Anschluss ergänzten wir 100 µl einer Lösung,
bestehend aus biotinolisiertem anti-CD137L Antikörper 28 im Verhältnis 2 µg/ml
in 10%-igem fetalen Kalbserum. Daraufhin wurden die Platten wiederum für 2 h bei
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Patienten-
nummer

Alter (bei
Untersu-
chung)

Geschlecht Diagnose Stadium zytogenetische
Risikogruppe

1 64 m AMLp-M0 Dgn s
2 63 m AMLp-M0 Pers s
3 64 m AMLs-M0 Dgn i
4 38 w AMLp-M1 Dgn i
5 82 w AMLp-M1 Dgn s
6 67 w AMLp-M1 Dgn s
7 46 w AMLp-M1 Dgn i
8 64 w AMLp-M1 Dgn
9 62 w AMLp-M1 Rez
10 63 w AMLp-M2 Dgn i
10 63 w AMLp-M2 Pers i
11 54 w AMLpM2 Dgn
12 40 m AMLp-M2 Dgn
13 84 m AMLp-M2 Dgn i
14 64 m AMLp-M2 Dgn g
15 64 m AMLp-M2 Dgn
16 64 w AMLp-M2 Dgn i
17 56 m AMLp-M2 Rez i
18 64 w AMLs-M2 Dgn s
19 66 m AMLs-M2 Dgn i
20 34 w AMLs-M2 Dgn i
21 41 w AMLs-M2 Pers
22 62 w AMLp-M3 Dgn g
23 64 m AMLp-M3 Rez
24 64 m AMLp-M4 Dgn
25 64 w AMLp-M4 Dgn i
26 64 w AMLp-M4 Dgn
27 64 w AMLp-M4 Dgn
28 53 m AMLs-M4 Dgn
29 30 m AMLp-M5 Dgn
30 m AMLp-M5
31 61 m AMLp-M5 Dgn
32 63 m AMLp-M5 Dgn i
33 63 w AMLp-M5 Dgn
34 33 w AMLp-M5 Dgn
35 47 m AMLs Pers
36 64 w MDS-RA Pers
37 52 m MDS-RAEBt Dgn g
38 52 m MDS-RAEBt Dgn g
39 64 m MDS-RAEBt Pers
40 64 w MDS-RAEBt Dgn
41 31 m cALL Rez
42 54 m CCNHL Pers
42 53 m CCNHL Prog
42 54 m CCNHL Pers
43 59 w CB-NHL and

AML
CR

44 49 m MALT-NHL
polymorph-
zelliges
CB-NHL

prog

45 22 w IB-NHL Rez
46 19 w Ki1-NHL Pers
47 60 m T-NHL Dgn
48 16 m T-LB-NHL Prog
49 62 m Lennert-NHL CR2

Tabelle 7: Patientencharakteristika von AML, MDS und NHL in ver-
schiedenen Krankheitsstadien für den Nachweis von cCD137L
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37◦C bebrütet und gewaschen. Im Anschluss kam streptavidin-meerrettich Peroxi-
dase hinzu (ein Gemisch im Verhältnis 1:2000 in 10%-igem fetalen Kalbserum-PBS).
Daraufhin wurden sie wieder für 1 h bebrütet und gewaschen. Die Entwicklung er-
folgte mit Hilfe des ”TMB Peroxidase Substrate System“ (KPL, Gaithersburg, MD,
USA). Die Absorbation wurde bei 450 nm gemessen (Referenz 750 nm).

Um die Menge an löslichem Faktor CD178 nachzuweisen, wurden 96 well Plat-
ten über Nacht bei 4◦C mit 100 µl des capture Ab Klon 4H9 mit 1,0 µg/ml pro
well bebrütet. Nach abgeschlossener Inkubation fügten wir 100µl pro well einer
15%-igen BSA hinzu. Die Fixierung der Platten erfolgte bei 37◦C über 2 h. Zu den
gewaschenen Platten fügten wir Standardlösungen und Proben zu den wells hinzu.
Im Anschluss folgte eine Inkubation für 2 h bei 37◦C. Zu den gewaschenen Plat-
ten fügten wir 100µl einer Lösung aus biotinolysiertem detection Antikörper Klon
4A5 im Verhältnis 1,0 µg/ml in 3%-igem BSA hinzu und inkubierten die Platten
für 2 h bei 37◦C. Die Platten wurden gewaschen. Danach fügten wir das Konjugat
Streptavidin-alkaline Phosphatase hinzu (ein Gemisch im Verhältnis 1:2000 in 3%-
igem BSA) und bebrüteten sie im Anschluss wieder für 1 h bei 37◦C und wuschen sie.
Hierauf wurden sie mit Hilfe des ELISA Amplifikationssystems (Life Sciences Inc.,
Bethesda, MA, USA), nach den Anleitungen des Herstellers, entwickelt. Die Ab-
sorbation wurde bei 450 nm gemessen (Referenz 750 nm). Die Konzentrationen des
sCD137L und sCD178 in Supernatants wurden als Mittelwerte und im Verhältnis
zu 4000 Leukozyten angegeben.

Die Serumproben wurden im Labor von Professor Schmetzer gesammelt; die
Ergebnisse der Elisa-Untersuchung wurden im Labor von Professor Salih ermittelt
und mir zur Auswertung zur Verfügung gestellt.

2.4 Analyse der Oberflächenexpression des cCD137L bei
MNC oder DC

Um die Menge und die Phänotypen leukämischer Zellen, DC, B-Zellen, T-Zellen und
NK-Zellen in den von uns untersuchten PB- oder BM-Proben analysieren zu können,
führten wir eine Flow-Zytometrie mit einem von uns zusammengestellten Panel aus
monoklonalen Maus-Antikörpern (moABS), das direkt mit Fluorescin Isothiocyanat
(FITC), Phycoerythrin (PE) oder Tandem Cy5-PE-Konjugation (PC5) konjugiert
wurde, durch. Die Antikörper erhielten wir von Coulter-Immunotech (Marseille,
Frankreich)*, Beckton Dickinson (BD, Heidelberg, Deutschland)**, R&D (Min-
neapolis, USA)***, Serotec (Düsseldorf, Deutschland)**** und Biozol (Burlinga-
me, USA)***** (CD1a*; CD3* [T3]; CD14* [LPS-R]; CD15* [Lewis X]; CD19*
[B4]; CD28* [CD80/86-Ligand]; CD33*; CD34*; CD40*; CD56* [N-CAM]; CD71*
[Transferrin Rezeptor]; CD80**** [B7.1]; CD83* [HB15]; CD86**** [B7.2]; CD117*
[c-kit]; CD135 [FLT3]; CD137** [4-1BB]; CD137L***** [4-1BBL]; CD152* [CTLA-
4]; CD154** [CD40L]; CD197*** [CCR7]; HLA-Dr* [MHC Klasse II]; 7.1* [NG2-
Antigen]).

Wir gaben MNC oder Zellkulturen in PBS mit 10% FCS (Biochrome). Diese
inkubierten wir mit moAbs unter Beachtung der Herstellerhinweise. Letztendlich
wurden 5000 Ereignisse an einem FACS Calibur Flow-Zytometer (BD) mit Hilfe
der Datenerhebung von Cell Quest und einer Software für Analysen (BD) evaluiert.
Um alle unspezifischen Bindungen herauszufiltern wurden parallel dazu Kontrollen
mit Isotypen durchgeführt. Für die Analysen leukämischer Zellen oder DC wurde die
gesamte MNC/DC Fraktion gegated. Mit Hilfe von CellQuest Software (BD) wurden
die Anteile der positiven Zellen in den von uns definierten Gates im Vergleich zu
den Isotypen kalkuliert. Der Phänotyp der Blasten in Fällen mit AML wurde wie
folgt evaluiert: in dem Fall, dass der Prozentsatz von positiven Ereignissen in einem
Gate im Umkreis von Blasten, Lymphozyten und Monozyten über 20% betrug,
betrachteten wir diese als positiv für den jeweiligen Oberflächenmarker [15].
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DC-Generie-
rungsmethoden
/ Medium

Stimulierungs-
substanzen der
DC-Differenzie-
rung

Art der Wirkung Kulturzeit Literatur

”MCM-Mimic“ GM-CSF, IL-4,
TNFα, IL-1β,
IL-6, PGE2

Zytokin basierte
DC-Differenzie-
rung, PGE2 führt
zu gesteigerter
CCR7-Expression
und erhöhter
Migration

10-14 Tage [95, 172]

”Picibanil“ GM-CSF, IL-4,
TNFα-Lysat
von Streptococ-
cus pyogenes,
PGE2

Bakterienlysat und
PGE2 stimulieren
die DC-Differenzie-
rung

7-8 Tage [165]

”Ca-Ionophore“ IL-4, A23187 Umgehung der
zytokin-basierten
DC-Differenzierung

3-4 Tage [76]

Tabelle 8: DC-Differenzierungsmethoden

2.5 DC-Generierung

DC wurden mit drei verschiedenen, parallel verlaufenden, DC-Differenzierungs-
methoden generiert: MCM-Mimic [101, 197], Picibanil und Ca-Ionophore [76] (siehe
Tab. 8). MNC von AML-Patienten in aktiven, blastenreichen Stadien der Krank-
heit wurden in 12-well multiwell Gewebekulturplatten in Xvivo 15 (BioWhittaker,
Europe) FCS-freiem Medium inkubiert.

MCM-Mimic: DC wurden aus 2,5 x 106 MNC/ml in einem ’MCM-Mimic’-
Medium, das 800U/ml GM-CSF, 500U/ml IL-4 und 40 ng/ml FLT-3 enthält, an-
gezüchtet. Nach vier bis fünf Tagen wurden dieselben Zytokine erneut zur Kultur
hinzu gegeben. An Tag sieben oder acht wurde das halbe Medium ausgewechselt
und erneut GM-CSF, IL-4 und FLT-3 zusammen mit 150 ng/ml IL-6, 5 ng/ml IL-1β,
1µg/ml PGE2 und 5 ng/ml TNFα hinzu gegeben. Nach zehn bis 15 Tagen wurden
die generierten DC für darauf folgende Experimente geerntet.

Ca-Ionophore: bei dieser Methode wurden DC aus 7 x 105 MNC/ml in ’Ca-
Ionophore’ [76] mit zusätzlichen 375 ng/ml A23187 und 250U/ml IL-4 generiert und
nach drei bis vier Tagen geerntet.

Picibanil: ’Picibanil’ ist ein lösliches Produkt des Streptococcus pyogenes und
besitzt unspezifische immunmodulatorische Effekte. Mit Hilfe dieses Produktes,
500U/ml GM-CSF und 250U/ml IL-4 wurden DC aus 1-1,25 x 106 MNC/ml an-
gezüchtet. Nach sieben bis acht Tagen wurden 5 oder 10µl/ml OK-432 (= Picibanil)
und 1µg/ml PGE2 hinzu gegeben. Nach neun bis elf Tagen Inkubationszeit wurden
die Zellen geerntet.

Diese Untersuchungen führte ich zum Teil selbst durch, oder mir wurden Ergeb-
nisse vom Labor von Frau Prof. Schmetzer zur Auswertung überlassen.

2.6 Statistische Analyse

Die statistische Evaluierung und Ermittlung von Cut-off Kurven wurde, wie von Ma-
zumdar und Glassman beschrieben, durchgeführt [115]: ein ’walking cut-off’ verläuft
von den niedrigsten zu den höchsten Werten des sCD137L oder sCD178 der Serum-
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proben. Für jeden Cut-off Wert teilten wir die Seren der Patienten in zwei Gruppen,
in Werte über oder unter dem spezifischen Cut-off. Für jede Separation führten wir
einen Log-rank Test durch, der innerhalb der jeweiligen Gruppen die Dauer des pro-
gressfreien Überlebens der Patienten verglich. Jeder Test ergab einen Chi-Quadrat
Wert, der die unterschiedliche Dauer des progressfreien Überleben der Patienten
repräsentierte. Der Chi-Quadrat Wert hängt von der Anzahl der Patienten in der
jeweiligen Gruppe ab. Ein großer Unterschied der Patientenanzahl in jeder Gruppe
führt zu einem kleineren Chi-Quadrat Wert als bei Gruppengrößen mit ähnlicher
Anzahl. Dies ist selbst dann der Fall, wenn der Unterschied in der durchschnittlichen
Überlebenszeit unverändert bleibt.

Die Cut-off Werte des sCD137L und des sCD178, die die höchsten Chi-Quadrat
Werte erzielten, wählten wir für die Analyse. Sie repräsentieren die Werte mit einer
maximalen Wahrscheinlichkeit für eine relevante Differenzierung zwischen Fällen
mit längerer oder kürzerer Dauer progressfreien Überlebens.

Beim Log-Rank Test wurden Patienten, denen zu diesem Zeitpunkt Knochen-
mark transplantiert wurde, oder die während der letzten Messung innerhalb des
Intervalls der Nachbehandlung in einem stabilen Zustand waren, zensiert.

Nachdem die Cut-off Werte zur Verfügung standen, evaluierten wir korrespon-
dierende Zeiträume progressfreien Überlebens und stellten sie laut Kaplan-Meier
dar. Um die Relevanz der gezeigten Cut-off Werte zu illustrieren, verwendeten wir
P-Werte.

Der Spearman Rangkorrelationskoeffizient wurde für die statistische Analyse
der möglichen Zusammenhänge zwischen den Mittelwerten der Serumwerte des
sCD137L und sCD178 mit den unterschiedlichen Kriterien des IPSS, des zytoge-
netischen Risikos, den verschiedenen Untergruppen der jeweiligen Krankheit und
den unterschiedlichen Blastenwerten verwendet. Die statistische Analyse wurde mit
’Statistica 5.0’ (StatSoft Inc., Seattle, WA, USA) und ’SAS 6.12’ (SAS Inc., Cary,
NC, USA) durchgeführt. Unterschiede wurden bei P < 0, 05 als statistisch signifi-
kant betrachtet. Die statistische Evaluierung und Ermittlung von Cut-off Werten
wurde nur in Fällen mit eruierbaren Daten zum klinischen Verlauf durchgeführt.
Falls vorhanden, verfolgten wir den Verlauf von Werten einzelner Patienten über
einen längeren Zeitraum.

Ziel der statistischen Analyse war es, Cut-off Werte mit statistischer Signifikanz
zu erlangen, die eine von den bisherigen Score-Parametern unabhängige, höchst
signifikante Aufteilung der einzelnen Fälle in eine prognostisch günstige und eine
prognostisch ungünstige Gruppe erlauben.

Zusammenfassend war es unser Anliegen neue Erkenntnisse über die Bedeutung
der beiden löslichen Faktoren sCD137L und sCD178, über den Zusammenhang zwi-
schen sCD137L und cCD137L, sowie über die zelluläre Expression des CD137L und
dessen Bedeutung zu erlangen. Die Konzentration des sCD137L und sCD178 wur-
den in dreifacher Ausführung bestimmt, die Werte sind als Mittelwerte der Tripletts
angegeben.
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Abbildung 1 sCD137L und sCD178 bei B- und T-Zell Lymphomen
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3 Ergebnisse

3.1 Serummenge der löslichen Faktoren sCD137L und sCD178
bei NHL

sCD137L und sCD178 bei B- und T- Zell-Lymphomen in verschiedenen
Stadien und Subtypen des NHL Die Werte des sCD137L und des sCD178
jedes einzelnen Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten sind in Tabelle 5 aufge-
zeigt.

Patienten mit einem T-Zell-Lymphom stellten sich im Vergleich zu Patienten
mit einem B-Zell-Lymphom mit geringfügig höheren Werten des sCD137L und des
sCD178 zur Zeit der Diagnosestellung vor. SCD137L erreichte bei Patienten mit
einem T-Zell-Lymphom einen Mittelwert von 13 pg/ml, bei Patienten mit einem B-
Zell-Lymphom nur 7 pg/ml. Beim sCD178 zeigte sich ein Mittelwert von 14 pg/ml
bei Patienten mit einem T-Zell-Lymphom und 12 pg/ml bei Patienten mit einem
B-Zell-Lymphom (siehe Abbildung 1).

Patienten mit progressivem Krankheitsverlauf wiesen im Vergleich zu Patien-
ten in anderen Krankheitsstadien (bezogen auf 4000 Leukozyten) höhere Werte des
sCD137L und sCD178 auf (siehe Abbildung 2). Eine genauere Analyse dieser Grup-
pe ergab, dass keiner der sieben Patienten im Progress einen Knochenmarkbefall
mit Lymphomzellen präsentierte.

Ein Vergleich der Werte des sCD137L und des sCD178 von Patienten mit oder
ohne Knochenmarkbefall zeigte geringere Werte beider Faktoren bei Patienten mit
Tumorbefall des Knochenmarks (siehe Abbildung 3).

Außerdem untersuchten wir den Zusammenhang zwischen sCD137L und sCD178
und dem Alter der Patienten. Hierbei stellten wir einen Unterschied zwischen den
jeweiligen Stadien der Krankheit fest. Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestel-
lung und in kompletter Remission, die jünger als 60 Jahre alt waren, zeigten höhere
Werte des sCD137L im Vergleich zu älteren Patienten. Im Gegensatz dazu wie-
sen Patienten zum Zeitpunkt einer Progression des NHL und einem persistierenden
Stadium, die jünger waren als 60 Jahre, niedrigere Werte des sCD137L auf (siehe
Abbildung 4).

Wir fanden jedoch keinen Zusammenhang zwischen Werten des sCD137L und
des sCD178 und normalen oder erhöhten LDH-Werten (Daten dazu werden nicht
gezeigt) oder einer extranodalen Manifestation (siehe Abbildung 5).

Eine Unterteilung der Patienten nach der Ann-Arbor-Klassifikation ergab, dass
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Abbildung 2 sCD137L und sCD178 in verschiedenen Stadien von NHL
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Abbildung 3 sCD137L und sCD178 bei NHL-Patienten mit oder ohne KM-Befall
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Abbildung 4 sCD137L und sCD178 bei NHL-Patienten unterschiedlichen Alters
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Abbildung 5 sCD137L und sCD178 bei NHL-Patienten mit oder ohne extranodaler
Manifestation
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Abbildung 6 sCD137L und sCD178 bei NHL-Patienten in Abhängigkeit zur Ann-
Arbor-Klassifikation
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Patienten im Stadium I die höchsten Werte und im Stadium II die niedrigsten Werte
des sCD137L aufwiesen (siehe Abbildung 6).

sCD137L und sCD178 in Abhängigkeit vom klinischen Verlauf der Pa-
tienten mit NHL Wir fanden keinen Zusammenhang zwischen Werten des
sCD137L oder des sCD178 und dem klinischen Verlauf von sieben Patienten mit
NHL. Hierfür wurde die Überlebenszeit der Patienten, die Wahrscheinlichkeit für
das Erreichen einer kompletten Remission oder der Zeitpunkt des Todes der Patien-
ten untersucht. Cut-off Werte für sCD137L zeigten keine signifikanten Ergebnisse,
die einen Zusammenhang zwischen der Prognose der Patienten mit NHL und der
Menge des löslichen Faktors zeigten (Daten dazu werden nicht gezeigt).

3.2 Serummenge der löslichen Faktoren sCD137L und sCD178
bei AML

sCD137L und sCD178 in verschiedenen Stadien und Subtypen der AML
Die Werte des sCD137L und des sCD178 jedes einzelnen Patienten zu unterschied-
lichen Zeitpunkten sind in Tabelle 6 aufgezeigt.

Patienten bei Diagnosestellung oder in kompletter Remission zeigten höhere
Werte des sCD137L im Vergleich zu Patienten zum Zeitpunkt eines Rezidivs, in par-
tieller Remission (PR), während dem Progress oder dem Persistieren der Krankheit
(P=0,16; siehe Abbildung 7).

Im Mittel waren die Werte von den Fällen mit sAML, im Vergleich zu den
Fällen mit pAML, niedriger (P=0,31). Patienten, die an einer sAML erkrankt waren,
zeigten die höchsten Werte zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Vergleich zu
anderen Stadien der Krankheit (P=0,25). Die Seren von Patienten mit pAML wiesen
die höchsten Werte des sCD137L bei Patienten mit CR und zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung im Vergleich zu anderen Stadien der Krankheit auf (P=0,27; siehe
Abbildung 8).

Im Hinblick auf den Faktor sCD178 fanden wir keine Zusammenhänge mit den
hier genannten Kriterien.

Es fiel auf, dass bei Patienten, die an einer AML-M2 erkrankt waren, im Ver-
gleich zu den Patienten, die an einer AML-M4 erkrankt waren, höhere Werte des
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Abbildung 7 sCD137L und sCD178 bei AML-Patienten in verschiedenen Krank-
heitsstadien
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Abbildung 8 sCD137L und sCD178 bei Patienten mit pAML und sAML
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Abbildung 9 sCD137L und sCD178 in Abhängigkeit der FAB-Klassifikation bei
AML-Patienten
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sCD137L gemessen wurden (P=0,30). Da wir jedoch eine zu geringe Anzahl an
Patienten mit verschiedenen FAB-Typen zur Verfügung hatten, war es uns nicht
möglich, nach einem Zusammenhang zwischen den einzelnen FAB-Typen und dem
sCD137L zu suchen. Deshalb fassten wir die Patienten nach Fällen mit undifferen-
zierter AML (AML-MO, -M1 und -M2) und monozytoider AML (AML-M4 und
-M5) zusammen. Wir fanden heraus, dass die Werte der Patienten mit undifferen-
zierter AML höher ausfielen als diejenigen mit monozytoider AML (P=0,29; siehe
Abbildung 9).

Patienten mit einem intermediären zytogenetischen Risiko (n=14)wiesen zur
Zeit der Diagnosestellung geringere Werte des sCD137L auf als Patienten mit einer
schlechten Prognose (n=5; siehe Abbildung 10). Die Werte des sCD178 wiesen keine
signifikante Korrelation mit den zytogenetischen Risikogruppen oder dem FAB-Typ
der Patienten auf.

Um eine mögliche Abhängigkeit der Mengen der löslichen Faktoren mit Blas-
tenzahlen im Knochenmark bei Diagnose aufzudecken, unterteilten wir die Patien-
tendaten in zwei Gruppen mit mehr (n=12) oder weniger (n=10) als 40% Blasten
im Knochenmark. Es zeigte sich wiederum, dass Patienten mit günstigeren Bedin-
gungen, hier mit weniger Blasten im Knochenmark, auch die geringere Menge an
löslichem CD137L aufwiesen (P=0,16). Ähnlich wie bei den vorangegangen Untersu-
chungen zeigte sich keine Assoziation zwischen sCD178 und der Menge der Blasten
im Knochenmark (siehe Abbildung 11).

sCD137L und sCD178 in Abhängigkeit vom klinischen Verlauf der Pa-
tienten mit AML Die Werte des sCD137L waren zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung mit denen während CR vergleichbar (siehe Abbildung 7). In diesen beiden
Stadien zeigten sich im Vergleich zu allen anderen Stadien die höchsten Werte. Um
den Grund für die hohen Werte des sCD137L während der Zeit der kompletten Re-
mission heraus zu finden, versuchten wir besondere Ereignisse, wie eine Behandlung
mit Chemotherapeutika, mit einzubeziehen. Hierbei bemerkten wir im Verlauf der
kompletten Remission die höchsten Werte nach dem ersten Zyklus Chemotherapie,
vergleichbar mit den ersten Monaten nach dem Zeitpunkt der Diagnosestellung, mit
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Abbildung 10 sCD137L und sCD178 in Abhängigkeit von zytogenetischen Risi-
kogruppen bei AML-Patienten
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Abbildung 11 sCD137L und sCD178 in Abhängigkeit mit der Blastenanzahl im
Knochenmark bei AML bei Diagnosestellung

0

50

100

150

200

<40
%

 (n
=1

0)

>40
%

 (n
=1

2)

pg
/m

l

sCD137L abs
(MW)

sCD137L rel
(MW)

sCD178 abs
(MW) 

sCD178 rel
(MW)

544

abs: absolut, rel: relativ (bezogen auf 4000 Leukozyten), MW: Mittelwert, n:
Anzahl Proben, </>40%: %Blasten im Knochenmark

47



Abbildung 12 sCD137L bei AML-Patienten mit CR bzw. bei Patienten die verstar-
ben oder nicht
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sinkenden Werten im weiteren Verlauf der CR (P=0,20; Abbildung 12).
Bei Patienten, deren Werte wir zum Zeitpunkt der Diagnosestellung von AML

studiert hatten und die an den Folgen der Krankheit innerhalb von vier Monaten
starben (n=5), zeigten sich höhere Werte des sCD137L (> 20 pg/ml) im Vergleich
zu denjenigen Patienten, die länger überlebten (P=0,27; n=16; siehe Abbildung 12).

Wir fanden wiederum keine signifikanten Unterschiede der Serumwerte des
sCD178. Im Allgemeinen zeigten die Mittelwerte des sCD178 weniger Schwankun-
gen im Vergleich zu den unterschiedlichen Werten des sCD137L.

Die folgenden Abbildungen zeigen Serumwerte des sCD137L und des sCD178
im Zusammenhang mit der Expression von Blasten im Knochenmark während des
klinischen Verlaufs zweier MDS-Patienten. In Abbildung 13 sind die Werte zum
Zeitpunkt des Übergangs von einem MDS zu einer AML und der Phase der Remis-
sion zu sehen. Wir fanden hohe Werte des sCD137L während persistierender MDS
und AML und ebenfalls während der ersten Phase der kompletten Remission. Ab-
bildung 14 zeigt ebenfalls Serumwerte des sCD137L, des sCD178 und die Expression
von Blasten im Knochenmark während des klinischen Verlaufs eines AML-Patienten
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, sowie während der Phase der persistierenden
Erkrankung. Hier wird ersichtlich, dass die Serumwerte des sCD137L während des
Verlaufs der Krankheit anstiegen. Bei beiden Patienten konnten wir keinen Zusam-
menhang zwischen dem klinischen Verlauf und den Werten des sCD178 erkennen.

Um die prognostische Relevanz des sCD137L und des sCD178 in Fällen mit
pAML und sAML zum Zeitpunkt der Diagnosestellung für den weiteren Verlauf
der Krankheit zu evaluieren, ermittelten wir Cut-off-Werte. Anhand derer war es
uns möglich, Fälle mit einem günstigen von denjenigen mit einem ungünstigen Ver-
lauf zu unterscheiden. Der für sCD137L evaluierte Cut-off-Wert von 10,5 pg/ml für
Patienten mit sAML und pAML teilt die Gruppen in zehn Fälle mit niedrigeren
und in zwölf Fälle mit höheren Serumwerten des sCD137L auf (siehe Tabelle 9).
Wir konnten zeigen, dass niedrigere Werte des sCD137L mit einer höheren Wahr-
scheinlichkeit eines längeren progressfreien Überlebens korrelieren (P=0,07; siehe
Abbildung 15).
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Abbildung 13 sCD137L und sCD178 Serumwerte eines Patienten im Verlauf
während MDS und AML

KM-Blasten (%): Blasten im Knochenmark in Prozent, abs: absolut, rel: relativ
(bezogen auf 4000 Leukozyten), MW: Mittelwert

Abbildung 14 sCD137L und sCD178 Serumwerte eines AML-Patienten im Verlauf

KM-Blasten (%): Blasten im Knochenmark in Prozent, abs: absolut, rel: relativ
(bezogen auf 4000 Leukozyten), MW: Mittelwert

Fälle mit
weniger als
10,5 pg/ml
(p+sAML)

Fälle mit mehr
als 10,5 pg/ml
(p+sAML)

sAML/pAML 8/2 9/3
g/i/s 0/7/2 0/7/3
KM-Blasten > 40%/< 40% 5/5 7/5
undifferenzierte AML/ monozy-
toide AML

4/2 4/4

s: sekundär, p: primär, g: günstig, i: intermediär, s: schlecht

Tabelle 9: Charakterisierung der Patienten der Cut-off-Kurve

49



Abbildung 15 Längeres progressfreies Überleben bei AML-Fällen mit niedrigeren
sCD137L-Werten
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Eine Einzelbetrachtung der Fälle mit sekundärer AML (n=17) ergab einen Cut-
off-Wert von 8 pg/ml, der die Fälle in neun mit niedrigeren und 13 mit höheren
sCD137L Werten unterteilte. Obwohl wir keine signifikanten Unterschiede im Bezug
auf ein progressfreies Überleben der Patienten feststellen konnten, war eine Tendenz
für ein längeres progressfreies Überleben bei Patienten mit niedrigeren Werten des
sCD137L ersichtlich (Daten dazu werden nicht gezeigt).

Für sCD178 konnten wir einen Cut-off-Wert von 9 pg/ml ermitteln, der eine
Unterteilung der Gruppe von 22 Patienten mit pAML oder sAML zum Zeitpunkt
der Diagnose in 13 Fälle mit niedrigeren sCD178 Werten und neun Fälle mit höheren
sCD178 Werten ergab. Die Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen waren
nicht signifikant (Daten dazu werden nicht gezeigt).

Ein Vergleich von AML-Patienten in anderen Stadien der Krankheit war durch
die niedrige Fallzahl nicht möglich.

Insgesamt zeigte sich eine, wenn auch aufgrund der niedrigen Fallzahlen nicht
signifikante, Tendenz für eine Korrelation zwischen hohen sCD137L Werten und
einem ungünstigen Subtyp oder einer schlechten Prognose.

3.3 Oberflächenexpression von cCD137L auf Tumorzellen
bei AML, MDS oder NHL

3.3.1 Oberflächenexpression von cCD137L bei AML, MDS oder NHL

CD137L Expression auf MNC bei Patienten mit AML Die Expression
von CD137L in MNC-Fraktionen bei AML in akuten Krankheitsstadien mit einem
FITC-konjugierten Antikörper war insgesamt niedrig. Zwischen 5-15% CD137L+

Zellen ließen sich nachweisen, bei granulär/promyelozytärer und monozytärer AML,
sowie bei Fällen mit einem ungünstigen Karyotyp etwas mehr als bei den restlichen
Subtypen (siehe Abbildungen 16 und 17).

Dabei war die Expression zum Zeitpunkt des Rezidivs am höchsten (siehe Ab-
bildung 18).

Koexpressionsanalysen von cCD137L und Blasten zeigten, dass 22% der Blasten
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Abbildung 16 Expression des cCD137L in verschiedenen FAB-Subtypen bei AML
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Abbildung 17 Expression des cCD137L in verschiedenen zytogenetischen Risiko-
gruppen bei AML
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Abbildung 18 Expression des cCD137L in unterschiedlichen Stadien der AML
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Abbildung 19 Expression des cCD137L auf Blasten bei AML und MDS
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CD137L bzw. 45% der CD137L+ Zellen Blastenmarker exprimieren - insgesamt fan-
den sich in der gesamten MNC-Fraktion 4% doppeltpositive Zellen (siehe Abbildung
19).

CD137L Expression auf MNC bei Patienten mit MDS Die Expression von
CD137L in MNC-Fraktionen bei MDS mit einem FITC-konjugierten Antikörper
war auch hier niedrig: sie wies 16% CD137L+ Zellen in der MNC-Fraktion von fünf
MDS-Patienten auf. Bei einem Vergleich der einzelnen Stadien der Krankheit fiel
uns eine höhere Expression von cCD137L in Seren von Patienten zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung (17%, n=3) im Vergleich zu Seren von Patienten mit persis-
tierender Krankheit auf (14%, n=2, Daten dazu werden nicht gezeigt).

CD137L Expression auf MNC bei Patienten mit NHL Die Expression des
CD137L in MNC-Fraktionen bei NHL, einschließlich eines cALL-Falles, mit einem
FITC-konjugierten Antikörper ergab insgesamt niedrige Werte mit höheren bei B-
Zell-Lymphomen und bei Patienten mit persistierender NHL (siehe Abbildungen 20
und 21).

Ein paralleler Vergleich mittels FITC- und PE-konjugierten Antikörpern zeigt
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Abbildung 20 Expression des cCD137L bei Patienten mit T- oder B-Zell-
Lymphomen
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Abbildung 21 Expression des cCD137L im Krankheitsverlauf bei NHL-Patienten
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Abbildung 22 Expression des cCD137L auf Lymphomzellen bei NHL
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ähnliche Ergebnisse, der PE-markierten Antikörper färbt die Zellen jedoch besser
an und erziehlt dadurch höhere Werte (siehe Abbildungen 20 und 21).

Eine Untersuchung der Koexpression von CD137L mit Lymphomzellen bei Pa-
tienten mit NHL, einschließlich eines Patienten mit cALL, zeigte, dass 29% der
T-Zellen und 28% der B-Zellen CD137L exprimieren. 29/22% der CD137L posi-
tiven Zellen koexprimierten T-/B-Zell Marker, wohingegen 4/2% doppelt positive
Zellen in der MNC-Fraktion nachgewiesen werden konnten (siehe Abbildung 22).

CD137L Expression auf MNC bei gesunden Spendern Mit Hilfe ei-
nes FITC konjugierten, gegen CD137L gerichteten Antikörper, konnten wir 24%
CD137L+ Zellen in einer MNC-Fraktion von neun gesunden Spendern feststellen.

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass CD137L in der MNC-Fraktion von
gesunden Probanden nachzuweisen ist und zu unterschiedlichen Konzentrationen
auf Blasten bei AML und MDS Patienten und auf B- und T-Zellen bei Patienten
mit NHL koexprimiert wird.

3.3.2 cCD137L - ein DC-Marker

Expression des CD137L auf DC bei Patienten mit AML und MDS Um
die Expression des CD137L in der jeweiligen MNC-Fraktion von Patienten mit AML
und MDS, die wir während des Stadiums der Erstdiagnose, während persistierender
Krankheit und während eines Rezidivs untersucht hatten, nachweisen zu können,
benutzten wir einen FITC konjugierten, gegen CD137L gerichteten Antikörper. In
der MNC-Fraktion von Patienten mit AML (n=32) konnten wir neun % CD137L+

Zellen feststellen, in der von Patienten mit MDS (n=5) 16%.
Im nächsten Schritt generierten wir DC mit den drei in Kapitel 2.5 beschriebenen

Methoden Picibanil, MCM-Mimic und Ca-Ionophore. Mittels Picibanil generierten
wir bei Patienten mit AML (n=28) 12% und bei Patienten mit MDS (n=3) 14%
DC, mit MCM-Mimic 12% bei Patienten mit AML (n=26) und 16% bei Patienten

54



Abbildung 23 Die Expression des cCD137L auf ex vivo generierten DC bei AML
und MDS

0

20

40

60

80

100

1 2 3 4 5 6 7 8 9

%
 p

os
iti

ve
 Z

el
le

n

AML

MDS

1: % an DC/CD137L doppeltpositiven Zellen in der MNC-Fraktion (Picibanil,
MW)

2: % an DC/CD137L doppeltpositiven Zellen in der MNC-Fraktion (MCM-Mimic,
MW)

3: % an DC/CD137L doppeltpositiven Zellen in der MNC-Fraktion
(Ca-Ionophore, MW)

4: % an DC, die CD137L koexprimieren (Picibanil, MW)
5: % an DC, die CD137L koexprimieren (MCM-Mimic, MW)
6: % an DC, die CD137L koexprimieren (Ca-Ionophore, MW)

7: % an CD137L+ Zellen, die DC-Marker koexprimieren (Picibanil, MW)
8: % an CD137L+ Zellen, die DC-Marker koexprimieren (MCM-Mimic, MW)
9: % an CD137L+ Zellen, die DC-Marker koexprimieren (Ca-Ionophore, MW)

MW: Mittelwert

mit MDS (n=4) und mit Ca-Ionophore 10% bei Patienten mit AML (n=27) und 7%
bei Patienten mit MDS (n=4). In der Annahme, CD137L sei auch ein DC Marker,
fanden wir 3/8% CD137L+ Zellen in der AML-/MDS-DC-Kultur mittels Piciba-
nil (n=32/4), 4/5%mittels MCM-Mimic (n=30/5)und 4/3% mittels Ca-Ionophore
(n=31/5).

Koexpressionsanalysen von CD137L auf DC, die mit Picibanil, MCM-Mimic
und Ca-Ionophore ex vivo generiert wurden, ergaben mittels Picibanil 3/3% dop-
peltpositive Zellen (n=29/3), mittels MCM-Mimic 3/4% (n=25/4) und mittels Ca-
Ionophore 3/2% in der AML-/MDS-DC-Kultur. DC zeigten mittels Picibanil eine
35/44%-ige (n=26/3), mittels MCM-Mimic eine 43/43%-ige (n=25/4) und mit-
tels Ca-Ionophore eine 41/49%-ige (n=25/4) zusätzliche Expression von CD137L.
CD137L+ Zellen wiesen eine zusätzliche Expression von DC-Markern von 83/57%
bei Picibanil (n=27/3), von 80/83% bei MCM-Mimic (n=25/4) und von 72/74%
bei Ca-Ionophore (n=26/4) in AML-/MDS-Proben auf (siehe Abbildung 23).

Vergleicht man den Prozentsatz von CD137L+ Zellen vor und nach der DC-
Generierung, fällt ein Rückgang von CD137L+ Zellen von 9/16% auf 3/8% mittels
Picibanil (n=32/5), auf 4/5% mittels MCM-Mimic (n=30/5) und auf 4/3% mit-
tels Ca-Ionophore (n=31/5) bei Fällen mit AML/MDS auf. Bei der Betrachtung
individueller Einzelproben konnten wir bei über 50% der Fälle eine Hochregulation
CD137L+ Zellen feststellen (Daten dazu werden nicht gezeigt).

Zusammenfassend zeigen unsere Daten eine Expression des CD137L auf DC, eine
Koexpression mit Lymphomzellen bei Patienten mit NHL und eine Koexpression
mit Blastenmarkern bei Proben von Patienten mit AML und MDS.
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Abbildung 24 Koexpression von CD137L auf leukämischen Zellen

3.3.3 CD137L-FITC und CD137L-PE Antikörper im Vergleich

Erst zu einem späteren Zeitpunkt im Verlauf der Arbeiten stand uns ein PE-
markierter Antikörper zur Verfügung. Vergleichsuntersuchungen zwischen beiden
Antikörpern wiesen mittels FITC-konjugiertem anti-CD137L Antikörper nur 19%
CD137L+ Zellen im MNC-Gate von 34 Patienten mit AML im Vergleich zu 31%
mittels PE-konjugiertem anti-CD137L Antikörper in einem Gate von sechs AML-
Patienten auf. Beim direkten Vergleich von fünf Patienten zeigte sich bei vier Pati-
enten, dass der PE-konjugierte anti-CD137L Antikörper die Zellen bessser anfärbt
(Daten dazu werden nicht gezeigt).

Abbildung 24 zeigt Beispiele von hohen Expressionsraten (ca. 50%) des CD137L
auf leukämischen Zellen bei einem Patienten mit cALL mittels CD137L-PE An-
tikörper: eine Koexpression von CD137L mit CD34+ und CD19+ Zellenpopulatio-
nen wird hier sichtbar (siehe Abbildung 24).

3.3.4 sCD137L - ein Marker für Mechanismen des ”Immune-Escape“
im Zusammenhang mit seiner zellulären Expression

Wir konnten bereits zeigen, dass hohe Serumwerte des sCD137L bei MDS und
AML mit einer schlechten Prognose assoziiert sind. Deshalb verglichen wir Wer-
te des sCD137L mit der zellulären Expression des CD137L. Hierfür standen uns
vier Proben von AML-Patienten und elf von NHL-Patienten zur Verfügung. Ver-
gleichsuntersuchungen mit löslichem und zellständigem CD137L bei AML-Patienten
zeigten bei zwei von vier Fällen eine Korrelation (Patient eins und zwei, Abbildung
25). Werte des dritten Patienten in Fall drei und vier wiesen eine hohe zelluläre
Expression des CD137L mittels PE-konjugiertem Antikörper und eine extrem hohe
Menge an löslichem CD137L zum Zeitpunkt der Diagnose, sowie niedrige Werte des
zellulären und hohe Werte des löslichen CD137L während der Persistenz auf (siehe
Abbildung 25).

Bei Patienten mit NHL fanden wir korrespondierend niedrige Werte des zel-
lulären und löslichen CD137L bei acht von elf Fällen. Die übrigen drei Fälle wiesen
eine relativ hohe Expression des zellulären und relativ niedrige Werte des löslichen
CD137L auf (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 25 sCD137L und cCD137L bei Patienten mit AML
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Abbildung 26 sCD137L und cCD137L bei Patienten mit NHL
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle des sCD178 bei Patienten mit AML, MDS und
NHL

Die Expression des CD178, Mitglied der TNF-Familie und Ligand für den Todes-
rezeptor CD95 (Fas/APO-1), spielt bekanntlich eine Rolle bei der Pathophysiolo-
gie von MDS [57, 125, 63, 32]. Es konnte mitunter von uns gezeigt werden, dass
CD178 auf akuten leukämischen Zelllinien und auf Zellen von pAML exprimiert
wird. Dies lässt vermuten, dass jener Ligand ebenfalls bei Leukämien wie AML
von Bedeutung ist und auch dort einen Einfluss auf die Pathophysiologie hat. Die
Erkenntnis, dass die Interaktion zwischen leukämischen Zellen mit in der Kultur
vorhandenen T-Zellen durch CD178 beeinflusst wird, bekräftigt seine Rolle bei
der Immunreaktion. Oben genannte Fakten könnten sowohl bei der Vermittlung
des ”Immune-Escape“ von leukämischen Zellen, als auch bei Immunreaktionen eine
Rolle spielen [156, 25]. Es wird darüber diskutiert, ob die Absonderung des CD178
als lösliche Form von der Zelloberfläche zu einer Verminderung seiner Fähigkeit,
Apoptose in CD95-sensitiven Zielzellen auszulösen, führt [171]. Salih und Schmet-
zer zeigten, dass Werte des sCD178 unter 15pg/ml signifikant mit einer raschen
Progression der Krankheit bei Patienten mit MDS einhergehen [160]. Das weist
darauf hin, dass sCD178 bei MDS eine immunologisch prognostische Rolle für den
Krankheitsverlauf hat, der unabhängig von anderen, derzeit benutzten Parametern,
wie der zytogenetischen Risikogruppe ist.

In dieser Studie analysierten wir den Zusammenhang des sCD178 mit Subtypen
und prognostischen Faktoren bei Patienten mit AML oder NHL. Wir konnten weder
einen signifikanten Zusammenhang mit sCD178 und den LDH-Werten, der extra-
nodalen Manifestation und der Ann-Arbor-Klassifikation bei Patienten mit NHL,
noch mit den Stadien der AML, undifferenzierter und monozytoider AML, der An-
zahl von Blasten im Knochenmark und dem klinischen Verlauf der Krankheit bei
Patienten mit AML beobachten. Die Werte des sCD178 wiesen, im Vergleich zum
sCD137L, eine sehr geringe Schwankungsbreite auf. Dies könnte zum einen daran
liegen, dass die von uns untersuchte Patientenzahl zu gering war, zum anderen dar-
an, dass die Absonderung des sCD178 für den klinischen Verlauf der Krankheit nicht
pathophysiologisch relevant ist. Es ist jedoch derzeit zu wenig über die Rolle des
sCD178, vor allem über dessen prognostische und klinische Relevanz bei Patienten
mit AML und NHL bekannt, um darüber eine sichere Aussage treffen zu können.

4.2 Die Rolle des sCD137L bei Patienten mit AML, MDS
und NHL

Wir und andere Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass CD137L konstitutiv
auf Tumorzellen, akut leukämischen Zellen und Zellen des B- und T-NHL exprimiert
wird [158, 161, 138, 39, 124]. Noch dazu wurde aufgezeigt, dass CD137L eine wichtige
Rolle bei der Interaktion von leukämischen Zellen mit dem Immunsystem spielt
[79, 20]. Vor kurzem demonstrierten wir, dass auch eine lösliche Form des CD137L
existiert, die in Seren von Patienten mit verschiedenen malignen hämatologischen
Erkrankungen wie AML und MDS nachgewiesen werden kann [161, 160]. Erhöhte
Serumwerte des sCD137L wurden auch bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen
beschrieben und es konnte gezeigt werden, dass diese mit der Schwere der Krankheit
korrelierten [89, 160]. Wir zeigten außerdem, dass niedrige Werte des sCD137L
und hohe Werte des sCD178 bei Patienten, die an MDS erkrankt waren, mit einer
längeren progressfreien Zeit korrelierten [160].

In dieser Studie analysierten wir den Zusammenhang der Serumwerte des
sCD137L mit Subtypen und prognostischen Faktoren bei Patienten mit AML oder
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NHL. Obwohl die Serumwerte des sCD137L bei Patienten mit NHL signifikant höher
waren, als bei gesunden Probanden (P=0,03), fielen sie im Vergleich zu den Werten
bei Patienten mit AML und MDS viel geringer aus [161]. Außerdem zeigte sich kein
Zusammenhang mit verschiedenen Subtypen des NHL. Dies könnte an der Tatsache
liegen, dass das NHL seinen Ursprung im lymphatischen Gewebe hat. Bei Patien-
ten mit AML spielt sich auf Grund der hohen Tumormasse im Blut die zelluläre
Interaktion im peripheren Blut ab. Im Gegensatz dazu ist das NHL, laut Definiti-
on, hauptsächlich in Lymphknoten auffindbar und nur zu einem geringen Teil im
peripheren Blut.

Weiterhin ermittelten wir Serumwerte des sCD137L bei Patienten mit NHL und
forschten nach einem Zusammenhang mit verschiedenen histologischen oder klini-
schen Aspekten, wie der Tumorlast, dem Ansprechen auf eine Chemotherapie oder
prognostischen Parametern. Wir suchten nach einer Korrelation zwischen Mengen
des sCD137L und der Ann-Arbor-Klassifikation und prognostischen Faktoren, wie
dem Alter, dem LDH-Spiegel und der extranodalen Manifestation. Es ließ sich je-
doch kein Zusammenhang feststellen. Dies lässt darauf schließen, dass sCD137L kein
geeigneter prognostischer Faktor ist, um ein rasch fortschreitendes NHL erkennen
zu können. Um zu einem endgültigen Ergebnis zu kommen, bedarf es jedoch noch
weiterer Forschung im Hinblick auf die Bedeutung des sCD137L im Zusammenhang
mit NHL.

Bei Patienten mit AML demonstrierten wir eine Korrelation von Werten des
sCD137L mit ungünstigen Subtypen (wie sAML, undifferenzierter AML und einer
schlechten Prognose) und mit einer hohen Blastenanzahl im Knochenmark. Dieser
Zusammenhang könnte ein Hinweis auf eine erhöhte Absonderung des CD137L bei
Fällen mit höheren Blastenzahlen sein und gibt weitere Rätsel über den Grund der
Absonderung des CD137L von Blastenzellen auf. Eine mögliche These besteht darin,
dass die Blastenzellen CD137L absondern um vom Immunsystem nicht erkannt zu
werden (siehe unten).

Dafür spricht auch unsere nächste Beobachtung: Patienten, die innerhalb von
vier Monaten nach Diagnosestellung verstorben waren, zeigten höhere Werte des
sCD137L im Vergleich zu denjenigen Patienten, die länger lebten. Hohe Serumwer-
te des sCD137L waren im allgemeinen mit einem kürzeren progressfreien Überleben
der Patienten assoziiert. Dies zeigt, dass die Serumwerte des sCD137L einen
zusätzlichen, immunologisch prognostisch relevanten Faktor darstellen, um das Ri-
siko des Fortschreitens der Krankheit einschätzen zu können.

Ein für uns überraschendes Ergebnis stellten die hohen Serumwerte des sCD137L
während frühen Phasen der Krankheit dar, nämlich einen Monat nach Chemothe-
rapie, mit im weiteren Verlauf der kompletten Remission abnehmenden Werten.
Dieser vermehrte Nachweis des sCD137L kann durch die Zelllyse der Chemothera-
pie erklärt werden.

Die Absonderung des CD137L von der Zelloberfläche könnte, wie bereits oben
angedeutet, zu einer Herabregulierung der Immunantwort gegen diese Zellen führen,
indem das kostimulatorische Signal über den auf T- und NK-Zellen exprimierten
Rezeptor CD137 vermindert wird. Noch dazu könnte der Verlust des CD137L von
der Zelloberfläche entarteter Zellen ein rückwärtiges Signal in die jeweilige Zelle
verhindern. Dies ist seit dem Nachweis, dass ein rückwärtiges Signal über CD137L
in Lymphozyten und Monozyten zur Apoptose führt, von Bedeutung [119, 99].
Folglich könnte die Absonderung des CD137L von der Zelloberfläche in einem
erhöhten Überleben der jeweiligen Tumorzellen resultieren, indem die über CD137L
übermittelte Apoptose-Signale abgeschwächt werden.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass sCD137L als prognostischer Faktor für die Eva-
luation des Risikos für ein rasches Fortschreiten der Erkrankung bei Patienten mit
AML und MDS [160] geeignet ist. Dies war jedoch bei Patienten mit NHL nicht
der Fall. Der pathophysiologische Hintergrund über die Korrelation der Serumwer-
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te des sCD137L mit der Progression der Krankheit ist zwar noch nicht bekannt, die
Analyse der Serumwerte des sCD137L kann jedoch zu einem besseren Monitoring
des Krankheitsverlaufs führen. Dies ist vor allem hilfreich, um in einer Phase des
drohenden Risikos einer Progression der Krankheit diese durch eine frühe therapeu-
tische Intervention abwenden zu können. Es ist jedoch immer noch wenig über die
Auswirkungen des löslichen Moleküls sCD137L selbst und die Rolle der Absonde-
rung des CD137L bekannt und dessen Anteil an der Pathophysiologie der AML und
des MDS bedarf weiterer Forschung.

4.3 Die Rolle des zellständigen CD137L bei der Vermittlung
und Modulation der Immunreaktion

Die Entstehung maligner Erkrankungen ist von der Interaktion der Tumorzellen
mit dem Immunsystem abhängig. Dies ist ein langwieriger Prozess, der entweder
frühzeitig durch eine Elimination der entarteten Zellen unterbunden wird, oder nach
längerer Zeit zu einer klinisch manifesten Tumorerkrankung führt. Die Toleranz der
Tumorzellen durch das Immunsystem, bei der viele Mitglieder der TNF-Familie
involviert sind, spielt hierbei eine bedeutende Rolle.

CD137L, ein Mitglied der TNFR Genfamilie ist an der Regulation der Zellproli-
feration, der Differenzierung und dem programmierten Zelltod beteiligt [180]. Viele
Rezeptoren treten mit ihren dazugehörigen löslichen oder zellulären Liganden, wie
CD40L, FasL oder CD137L in Kontakt [8, 183, 7]. Es konnte gezeigt werden, dass
CD137L ein kostimulatorisches Molekül für CD4+und speziell für CD8+ T-Zellen
ist [158, 184]. Außerdem wissen wir, dass CD137L konstitutiv auf APC Zellen (z.B
B-Zellen, Monozyten und DC) exprimiert wird [40]. Die Interaktion zwischen CD137
und seinem Liganden stimuliert die Zellproliferation und die Produktion einiger im-
mun relevanter Zytokine, wie IL-2, IL-4 und IFNγ über eine von CD28 unabhängige
Kostimulation [164]. Die Expression einiger dieser Marker auf Tumorzellen scheint
eine Rolle beim Entkommen der malignen Zellen vor dem Immunsystem zu spielen,
indem sie bei Lymphozyten, die den Tumor infiltrieren Apoptose auslösen [194]. Es
konnte von uns und anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass CD137L konsti-
tutiv auf Tumorzellen exprimiert wird [158, 138], wobei bis jetzt nur wenige Daten
über die zelluläre Expression des CD137L auf naiven leukämischen Zellen von Pa-
tienten mit AML und MDS existieren. Wir fanden jedoch bereits heraus, dass der
lösliche CD137L im Serum von Patienten mit AML und MDS in größerem Ausmaß
vorhanden ist als in Seren gesunder Probanden [160, 70]. Außerdem sind einige Da-
ten über die Hochregulation von CD137L auf DC während der DC-Generierung auf
Zellen gesunder Probanden und bei Patienten mit Leukämie bekannt [98, 95, 170].

Mit unserer Studie führten wir Daten auf, die Auskunft über die Werte des
CD137L als ”Tumormarker“, der auf naiven malignen hämatopoetischen Zellen ex-
primiert wird, als DC-Marker, der auf gesunden Zellen oder Zellen mit leukämischer
Abstammung exprimiert wird und als Molekül, das als Vermittler zum Entkommen
vor der Immunantwort agiert, Auskunft geben.

CD137L - Ein Tumormarker Basierend auf der Beobachtung, dass CD137L
auf Zellen von soliden Tumoren oder auf Zellen hämatopoetischer Tumoren expri-
miert wird [158], untersuchten wir dessen Expression auf naiven malignen Zellen
von Patienten mit AML, MDS und NHL mittels eines FITC- oder PE-konjugierten
CD137L Antikörpers. Ein Vergleich von PE- und FITC-konjugierten Antikörpern
zeigte, dass der PE-Antikörper sensitiver für CD137L ist, und somit die Zellen besser
anfärbt. Dies bedeutet, dass der Gebrauch des PE-konjugierten CD137L Antikörper
aussagekräftiger ist als der des FITC-konjugierten.

Unsere Daten zeigten eine zelluläre Koexpression von CD137L auf Blasten von
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AML- oder MDS-Patienten, wie auch auf Lymphomzellen von Patienten mit NHL.
Noch dazu konnten wir eine höhere Expressionsrate des CD137L während akti-
ver AML-Stadien, besonders während der Persistenz der Krankheit, feststellen.
Für eine zuverlässige Aussage über die Tumorlast während des Krankheitsverlaufs
benötigt man jedoch zusätzlich zu CD137L eine Kombination anderer, für den jewei-
ligen Patienten spezifischer, Antikörper, wie CD117, da CD137L auch auf anderen
hämatopoetischen Zellen exprimiert wird.

Mit unseren Daten bekräftigen wir eine Koexpression des CD137L auf lympha-
tischen malignen Zellen [158] und können zusätzlich eine Koexpression auf myeloi-
schen malignen Zellen nachweisen, was bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht gezeigt
werden konnte. Trotz geringer Probenanzahl darf man vermuten, dass CD137 und
sein Ligand in der spezifischen, über T-Zellen stimulierten, Immunantwort myeloi-
scher Krankheiten involviert ist.

CD137L - ein DC-Marker Wir untersuchten die Expression des CD137L bei
Patienten mit AML und MDS vor und nach der Umwandlung leukämischer Zellen
zu DC.

Es wurde bereits gezeigt, dass DC gesunder Probanden eine CD137L mRNA be-
sitzen und CD137L auf ihrer Zelloberfläche exprimieren - vor allem bei DC-Kulturen
mit IL-1 und solchen DC, die T-Zellen aktivieren. Dies konnte über die Hochre-
gulation von CD137L auf T-Zellen gezeigt werden [98, 95]. Außerdem weiß man,
dass Lipopolysaccharide in einer Kultur hauptsächlich eine Expression des CD137L
auf DC induzieren [102]. Im Zusammenhang dazu konnten Lee et al. zeigen, dass
CD137L im Vergleich zu CD30, ein Marker für aktivierte T- und B-Zellen, zu einer
geringeren Menge exprimiert wird. Es kann jedoch eine Stimulation und Expan-
sion von T-Zellen mit ausgewählten CD137L+ Zellen erreicht werden [102], was
wiederum auf die Rolle des CD137L als T-Zell-Stimulator hinweist.

Unsere Gruppe konnte eine Expression des CD137L, sowohl auf DC gesunder
Probanden, als auch auf DC von Patienten mit AML oder MDS während aktiver
Stadien der Krankheiten nachweisen [95, 94, 110]. Jedoch zeigt sich die Koexpression
des CD137L auf DC sehr variabel und relativ niedrig (35-50% CD137L+ DC). Das
bedeutet, dass CD137L nur als DC-Marker verwendet werden kann, wenn sich in
den unkultivierten Proben niedrige Werte, und in den kultivierten hohe Werte des
CD137L zeigen, da er auch auf Tumorzellen exprimiert wird. Außerdem konnten
wir sowohl einen Anstieg als auch einen Rückgang der Expression des CD137L
nach der DC-Generierung feststellen. Zu einem anderen Zeitpunkt wiesen wir eine
Hochregulation von CD137L auf CD3 positiven T-Zellen, die ”DC-Kontakt“ hatten,
nach [95, 170].

Um die beste Methode für eine DC-Generierung und die Stimulation von NK-
oder T-Zellen herauszufinden, wird eine detaillierte Studie über die Expressionsra-
te von CD137L auf DC, abhängig von verschiedenen DC-Generierungsmethoden,
benötigt [110, 139].

CD137L - Ein Marker für ”Immune Escape“ Unsere Gruppe konnte be-
reits die Absonderung des CD137L und die lösliche Form des CD137L in Seren
von Patienten mit soliden oder hämatopoetischen Tumoren nachweisen [163]. Wei-
terhin konnten wir zeigen, dass, vor allem bei Patienten mit AML und MDS, die
Werte des sCD137L mit der Prognose der Patienten korrelierten [160, 70]. Trotz
einer hohen Expression kostimulierender Faktoren kann man beobachten, dass Im-
munantworten von löslichen Faktoren wie IL-2R, IL-3R, FasL und CTLA-4, die
gemeinsam mit zellulären Mechanismen wirken, beeinflusst werden [105]. Korre-
lationen zwischen löslichen und zellulären immunologischen Markern wurden bis
jetzt noch nicht untersucht. Theoretisch könnte die Intensität der Expression der
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löslichen Marker mit der Rate der Absonderung und konsequenterweise mit dem
Einfluss auf die Immunantwort zusammenhängen.

Unsere Daten ergaben keine eindeutige Korrelation zwischen zellulärer Expressi-
on des CD137L und der Menge des löslichen CD137L bei vier von uns untersuchten
Proben dreier AML-Patienten, von denen wir gleichermaßen Zellen und Serum zur
Verfügung hatten, oder bei elf Proben von neun NHL-Patienten. Eine Korrelation
zwischen löslichen und zellulären Markern, wie z.B FasL und CTLA-4 ist bis zu
diesem Zeitpunkt noch nicht untersucht worden.

In dieser Studie zeigten wir, dass CD137L auf mononukleären Zellen bei Pa-
tienten mit NHL, MDS oder AML exprimiert wird. Wir konnten eine Expression
des CD137L auf DC bekräftigen, und damit die multifunktionale Rolle des CD137L
deutlich machen. CD137L kann nur als Tumormarker verwendet werden, wenn es
nicht auf DC exprimiert wird und als DC-Marker, wenn in der unkultivierten Pro-
be nur niedrige Werte des CD137L und in der kultivierten Probe hohe Werte des
CD137L nachweisbar sind. Wir konnten eine Expression des CD137L auf malignen
lymphatischen Zellen aufzeigen und bewiesen eine Expression des CD137L auf ma-
lignen myeloischen Zellen. Obwohl eine direkte Korrelation zwischen der Menge an
sCD137L und dem klinischen Verlauf des MDS und der AML gezeigt werden konn-
te, sahen wir keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen der zellulären Expression
und der löslichen Form des sCD137L. Möglicherweise korreliert die zelluläre Expres-
sion von CD137L auf malignen Zellen mit einer guten Prognose der Patienten.

Kontinuierliche Erfolge in der Entwicklung neuer Therapien gegen Krebs haben
zu einem besseren Verständnis des komplexen Themas der zellulären und moleku-
laren Interaktion des Immunsystems geführt. Für die Entwicklung neuer Therapie-
ansätze ist die Kenntnis von möglichen Tumor-Escape-Mechanismen von zentraler
Wichtigkeit. Bislang in diesem Kontext bekannt sind Wechselwirkungen zwischen
TNFen und ihren Rezeptoren. Als Beispiel für resultierende Immunstrategien seien
Bestrebungen genannt, CD137L-negative Tumore in CD137L-positive zu konvertie-
ren um somit deren Immunogenität zu steigern [84]. Das CD40/CD40L-System
ist für die Regulation der durch B- und T-Zell vermittelten Immunantwort wich-
tig. Ähnlich wie bei sCD137L korrelierte bei Patienten mit multiplem Myelom und
AML eine hohe Menge an sCD40 im Serum mit einer schlechteren Prognose für die
Patienten [74].

Diese Erkenntnisse zeigen, dass sowohl lösliche als auch zelluläre Formen eines
Moleküls die Immunantwort beeinflussen können, wodurch sich mögliche immunthe-
rapeutische Behandlungsansätze ergeben könnten mit dem Ziel, das Wechselspiel
zwischen Liganden und Rezeptoren bzw. deren löslichen Faktoren mit Zellen der
Immunantwort zu manipulieren. Erkenntnisse aus unseren Untersuchungen tragen
dazu bei, einerseits das Wechselspiel zwischen dem CD137 und seinem Liganden
bzw. die Rolle des sekretierten Liganden bei der Modulation von Immunreaktionen
besser zu verstehen und könnten helfen diese Wechselspiele im Sinne zielgerichteter
Tumor-Immuntherapien zu beeinflussen.
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5 Ausblick

Es wurde anhand dieser Arbeit offensichtlich, dass der lösliche CD137L, der in Se-
ren gesunder Probanden in einer wesentlich geringeren Menge nachgewiesen werden
konnte als bei Patienten mit AML, MDS und NHL, mit dem klinischen Verlauf
von AML- und MDS-Patienten korreliert und dass zusätzlich ein Zusammenhang
zwischen dem zellulären CD137L und dem klinischen Verlauf von AML-Patienten
besteht. Unsere Daten zeigen, dass CD137L, auf Grund seiner zusätzlichen Expres-
sion auf anderen hämatopoetischen Zellen, nicht als zuverlässlicher Tumormarker
verwendet werden kann, obwohl eine zelluläre Expression von CD137L auf Zellen
von Patienten mit MDS, AML und NHL nachgewiesen werden konnte. Er ist trotz
seiner Expression auf DC aus demselben Grund kein zuverlässiger DC-Marker.

Mit dieser retrospektiven Studie konnten wir demonstrieren, dass die Analyse
des sCD137L und des sCD178 bei Patienten mit AML und MDS von klinischer Be-
deutung sein kann. Auf Grund des Zusammenhangs, sowohl zwischen der Menge an
löslichem CD137L, als auch der Expression von zellulärem CD137L mit dem klini-
schen Verlauf von Patienten mit AML, und der Korrelation zwischen dem löslichen
CD137L mit dem klinischen Verlauf von Patienten mit MDS besteht die Möglichkeit,
diese Erkenntnisse therapeutisch zu nutzen und Patienten mit AML und MDS im
Hinblick auf CD137L besser behandeln zu können. Hierfür ist eine prospektive Ana-
lyse dieser Parameter geplant, um mehr über deren Rolle bei der Diagnosestellung
und das Monitoring des klinischen Verlaufs der Krankheit zu erfahren.

Therapeutische Interventionen wie das Verhindern der Absonderung des CD137L
von der Zelloberfläche von Tumorzellen, oder eine Beeinflussung der Interaktionen
zwischen CD95 und CD178 oder CD137 und CD137L könnten neue Möglichkeiten
zur Behandlung hämatologischer Erkrankungen, wie AML und MDS, bieten.
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Mein ganz besonderer Dank gilt meinem Mann Tobias Scholl, der mich in jeg-
licher Hinsicht unterstützt, für mich da ist und mich immer wieder aufbaut. Ohne
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Riede UN, Werner M, und Schäfer HE, Herausgeber, Allgemeine und spezielle
Pathologie, Seiten 358–361. Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 5. Auflage, 2004.

[152] Rosenfeld C und List A. A hypothesis for the pathogenesis of myelodysplastic
syndromes: implications for new therapies. Leukemia, 14:2–8, 2000.

[153] Rosner F und Lee SL. Down‘s syndrome and acute leukaemia: myeloblastic
or lymphoblastic? Am J Med, 53:203–218, 1972.

[154] Rund D und Ben-Yehuda D. Therapy-related leukemia and myelodysplasia:
evolving concepts of pathogenesis and treatment. Hematology, 9 (3):179–187,
2004.

[155] Saif MW, Hopkins JL, und Gore SD. Autoimmune phenomena in patients
with myelodysplastic syndromes and chronic myelomonocytic leukaemia. Leuk
Lymphoma, 43 (11):2083–92, 2002.

[156] Salih HR, Starling GC, Brandl SF, Pelka-Fleischer R, Haferlach
T, Hiddemann W, Kiener PA, und Nüssler V. Differentiation of
promyelocytic leukemia: alterations in Fas (CD95/Apo-1) and Fas
ligand (CD178) expression. 2002, 117:76–85, Br J Haematol.

81



[157] Salih HR, Kiener PA, und Nüssler V. 4-1BB ligand - just another
costimulating molecule? International Journal of Clinical Pharma-
cology and Therapeutics, 40 (8):348–353, 2002.

[158] Salih HR, Kosowski SG, Haluska VF, Starling GC, Loo DT, Lee
F, Aruffo AA, Trail PA, und Kiener PA. Constitutive expression of
functional 4-1BB (CD137) ligand on carcinoma cells. J Immunol,
165:2903–2910, 2000.

[159] Salih HR und Nüssler V. Commentary: Immune Escape versus
tumor tolerance: how do tumors evade immune surveillance? Eur
J Med Res, 6:323–332, 2001.

[160] Salih HR, Nüssler V, Denzlinger C, Starling GC, Kiener PA, und
Schmetzer HM. Serum levels of CD137 ligand and CD178 are pro-
gnostic factors for progression of myelodysplastic syndrome. Leu-
kemia and Lymphoma, 45:301–308, 2004.

[161] Salih HR, Schmetzer HM, Burke C, Starling GC, Dunn R, Pelka-
Fleischer R, Nüssler V, und Kiener PA. Soluble CD137 (4-1BB)
ligand is released following leukocyte activation and is found in sera
of patients with hematological malignancies. J Immunol, 167:4059–
4066, 2001.

[162] Salih HR, Starling GC, Knauff M, Davis PM, Pitts WJ, Aruffo A,
und Kiener PA. Retinoic acid and vitamin E modulate expression
and release of CD178 in carcinoma cells: consequences for induction
of apoptosis in CD95 sensitive cells. Exp Cell Res, 270:248–258,
2001.

[163] Salih HR, Starling GC, Knauff M, Davis PM, Pitts WJ, Aruffo A,
und Kiener PA. Retinoic acid and vitamin e modulate expression
and release of cd178 on carcinoma cells: consequences for induction
of apoptosis in cd95-sensitive cells. Exp Cell Res, 2001.

[164] Saoulli K, Lee SY, Cannons JL, Yeh WC, Santana A, Goldstein MD, Bangia
N, DeBenedette MA, Mak TW, Choi Y, und Watts TH. CD28-independent,
TRAF2-dependent costimualtion of resting T cells by 4-1BB ligand. J Exp
Med, 187:1849, 1998.

[165] Sato M, Takayama T, Tanaka H, Konishi J, Suzuki T, Kaiga T, und Taha-
ra H. Generation of mature dendritic cells fully capable of T helper type
1 polarization using OK-432 combined with prostaglandin E2. Cancer Sci,
94:1091–1098, 2003.

[166] Satoh T, Nakafuku M, Miyajima A, und Kaziro Y. Involvement of ras p21
protein in signal transduction pathways from interleukin 2, interleukin 3 and
granulocyte/macrophage colony stimulating factor, but not from interleukin
4. Proc Natl Aca Sci USA, 88:3314–3318, 1991.
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