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1. Zusammenfassung

Die Akute Myeloische Leuk&mie (AML) ist eine neoplastische Erkrankung der Hamatopoese,
welche durch eine Ubersteigerte Zellproliferation und gestorte Differenzierung der
myeloischen Zellreihe charakterisiert ist. Obwohl initiale Chemotherapien hohe Raten an
Remissionen erreichen liegt die 4-Jahres-Uberlebensrate der Patienten lediglich bei 34%.
Stammzelltransplantationen (SZT) und die Gabe von Spenderlymphozyten (DLI) sind
vielversprechende kurative Ansatze in der Behandlung der Akuten Myeloischen Leukémie
(Jabbour, Estey, and Kantarjian, 2006; Kolb, 2008; Schmid et al., 2012a). T-Zellen sind die
Hauptmediatoren der antileukamischen Immunantwort und somit wichtige Effektoren der
Immuntherapie (Schmetzer, 2011). Wir und andere Gruppen konnten bereits zeigen, dass
Dendritische Zellen leukdmischen Ursprungs (DCiey, in der Folge als ‘DC’ abgekiirzt) nach
Stimulation die antileukdmische Funktionalitdt von T-Zellen verbessern, auch wenn dies nicht
in jedem einzelnen Fall gelingt (Grabrucker et al., 2010; Liepert et al., 2010). ‘DC’ wurden
mit 4 verschiedenen serumfreien Kulturmedien [*“MCM-Mimic*, ‘Ca-lonophore (A 23187)
‘Picibanil (OK-432) ¢ und ‘Intron‘] in einem Vorversuch aus blastenhaltigen PB-MNCs
generiert und die ergiebigste Methode im ‘Hauptversuch® zur quantitativen ‘DC’ Generierung
verwendet (Kremser et al., 2010).

Die Quantitat und Qualitat der ‘DC” und T-Zellen wurde mit Hilfe einer von unserer
Arbeitsgruppe etablierten Gatingstrategie in Kombination mit einer durchflusszytometrischen
Analyse der erhaltenen Zellen bestimmt (Grabrucker et al., 2010; Liepert et al., 2010). Um die
bestmdgliche Charakterisierung der T-Zell-Subtypen vornehmen zu kdnnen verglichen wir
verschiedene T-Zell-Panels in einem Vorversuch. Dabei kamen wir zu dem Schluss, dass sich
die von Sallusto beschriebenen T-Zellsubtypen Tnaive, Tem, Tem Und Teg (Sallusto et al., 1999)
am besten mit den Oberflachenmarkern CD45R0O, CCR7 und CD27 darstellen lie3en. Auf
diese Weise war es sogar maglich in einem 4-Kanal-Durchflusszytometer einen weiteren
Oberflachenmarker dazu zu kombinieren. Mittels Durchflusszytometrie bestimmten wir die
Zusammensetzung und Differenzierung von verschiedenen T-Zell-Subtypen in 12 AML
Patienten im Vergleich zu 5 gesunden Probanden vor, wéhrend und nach Stimulation mit
‘DC’ oder mononukledren Zellen (‘“MNC”) in einer 7 Tage wéhrenden gemischten
Lymphozyten-Reaktion (MLR). Dabei legten wir den Fokus auf die qualitative und
quantitative Erfassung aktivierter T-Zellen, von T-Zellen in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien (Thaive, Tcm, Tem UNd Ter) Und von B-Integrin-exprimierenden T-
Zellen. Zusétzlich verglichen wir stimulierte und nicht-stimulierte T-Zellen in ihrer

Zusammensetzung und bestimmten deren antileuk&mische Funktionalitat. Ziel dieser Arbeit
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war es Zusammenhéange der T-Zell-Profile mit der Funktionalitit zu erkennen und pradiktive

Marker herauszuarbeiten.

Wir konnten zeigen, dass die T-Zellen von AML-Patienten im Vergleich zu gesunden
Probanden vor Stimulation signifikant geringere Anteile an aktivierten T-Zellen, T¢m und B-
Integrin® T-Zellen und héhere Anteile an Taive SOWie Terr aufwiesen. Nach 7 Tagen
Stimulation mit ‘DC’ oder ‘MNC’ waren die T-Zell Profile charakterisiert durch einen
signifikanten Anstieg von aktivierten T-Zellen mit Effektorfunktion. Auch nach Stimulation
zeigten die AML-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden geringere Anteile an
aktivierten T-Zellen, B-Integrin® T-Zellen und T,y dafiir hohere Anteile an Tesr. 64% der Falle
nach ‘DC’- Stimulation wiesen im Vergleich zu 40% der Falle nach “MNC’-Stimulation
antileukamische Zytotoxizitat auf, was die Uberlegenheit der ‘DC’ im Vergleich ‘MNC” als
Stimulatoren unterstreicht. Interessanterweise konnten wir dabei keinen signifikanten
Unterschied der T-Zell-Profile zwischen ‘DC’- und ‘MNC’-stimulierten AML-Probanden
feststellen. Die antileukdmische Aktivitdt ging mit einem erhéhten Anteil an Tem und Thaive
vor Stimulation als auch hoheren Anteilen von Ty, aktivierten T-Zellen und B-Integrin® T-
Zellen nach ‘DC’-Stimulation einher. Anhand unserer Daten war es erstmalig maoglich, cut-off
Werte fiir Aktivierungsmarker, Differenzierungsmarker und p-Integrin® T-Zellen zu

definieren, welche eine préadiktive Aussage uber die antileukamische T-Zellantwort zulassen.

Zusammenfassend bestétigt diese Arbeit die bedeutende und zentrale Rolle der T-Zellen in
der Immunantwort bei leukamischen Erkrankungen. Durch den Vergleich verschiedener T-
Zell-Profile konnten wir einen weiteren Beitrag in der Charakterisierung und Detektion
verschiedener T-Zell-Subtypen erbringen. Wir konnten erneut zeigen, dass die spezifische
antileuk&mische T-Zell-Antwort durch ‘DC’-Stimulation verbessert werden kann. Unsere
Arbeit zeigt, dass AML Patienten mit hohen Anteilen an T¢m und Thaive VOr Stimulation
besonders von einer ‘DC’-Stimulation profitierten. Verschiedene T-Zell-Subtypen konnten
dabei als préadiktive Marker herausgearbeitet werden: Zellen von AML-Patienten mit hohen
Anteilen an aktivierten T-Zellen, B-Integrin® T-Zellen und T¢y, nach ‘DC’-Stimulation zeigten
eine erhohte antileuk&mische Funktionalitat, was diese T-Zell-Subtypen zu interessanten

Ansatzpunkten einer antileukdmischen Immuntherapie machen konnte.
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2. Einleitung

2.1 Definition, Atiologie und Einteilung der Akuten Myeloischen Leukamie

2.1.1 Definition

Die Akute Myeloische Leuk&mie (AML) ist eine neoplastische Erkrankung der Hadmatopoese,
welche durch klonale Proliferation und gestorte Zelldifferenzierung der myeloischen
Zellreihen gekennzeichnet ist. Die Infiltration von Blut, Knochenmark und anderen Geweben
durch hamatologische Vorlauferzellen, sog. ,Blasten®, flihrt zu einer Beeintrachtigung der
Organfunktionen und unbehandelt zum Tode. Insbesondere im Knochenmark kommt es durch
Verdrangung der anderen Zellreihen zu einer gestorten Erythro,-Leuko,-und
Thrombozythopoese (Kriener, Fend, and Hansmann, 2008). Klinisch resultiert u.a. eine
Anamie mit Abgeschlagenheit, eine erhohte Blutungsneigung sowie eine erhohte
Infektneigung (Staib, 2009).

2.1.2 Epidemiologie

Laut der Deutschen Gesellschaft fir Himatologie und Onkologie (DGHO) ist die AML eine
eher seltene Erkrankung mit einer Inzidenz von 3,8/100.000 pro Jahr (Stand August 2005),
wobei Méanner etwas haufiger betroffen sind als Frauen (Vasu and Blum, 2013; Wetzler,
Marcucci, and Bloomfield, 2012). Zwar kann es in allen Lebensabschnitten zu einem
Ausbruch der Erkrankung kommen, jedoch steigt die Inzidenz mit steigendem Lebensalter
von 2-3/100.000 bei jungeren Patienten auf 13-15/100.000 bei 70-80 Jahrigen (Burnett,
Wetzler, and Lowenberg, 2011). Es findet sich ein eindeutiger Erkrankungsgipfel bei
Patienten > 65 Jahren; somit ist die AML als eine Erkrankung des dlteren Menschen
anzusehen ist. Das durchschnittliche Alter bei Erstdiagnose liegt bei 67 Jahren (Wetzler,
Marcucci, and Bloomfield, 2012).

2.1.3 Atiologie und Pathogenese

Myeloische Leukamien werden je nach Verlauf und VVoranschreiten der Erkrankung in akute
und chronische Leukamien eingeteilt (Staib, 2009). Die Atiologie ist noch nicht vollstandig
aufgeklart und nach wie vor Gegenstand aktueller Forschung. Nach derzeitigem Verstandnis
entstehen Akute Myeloische Leukdmien hochstwahrscheinlich auf dem Boden spontaner

Neumutationen, weshalb man nicht von einer direkten genetischen Disposition ausgeht.
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Allerdings hat sich ein generell erhéhtes Risiko fur eine leukdmische Erkrankung bei
familidarer Haufung von malignen Erkrankungen gezeigt, so dass doch von einer gewissen
pradisponierenden Veranlagung ausgegangen werden muss. Geschwister eines an Leukamie
erkrankten Kindes haben ein geringfligig erhohtes Risiko (1,1-fache), wohingegen bei
eineiigen Zwillingen ein Erkrankungsrisiko von immerhin 15% besteht (Creutzig and
Reinhardt, 2006). Man geht davon aus, dass die Erkrankung von den Myeloblasten (unreife
Vorlauferzellen der myeloischen weillen Blut-Zellreihe) ausgeht. Bei einer AML kommt es zu
genetischen Veranderung einzelner myeloischen Vorlauferzelle was zu einer Stagnation ihrer
Reifung flhrt. Diese Zelle differenziert nicht weiter und bleibt in einem funktionslosen
Zustand. Weitere genetische Veranderung fuhren schlieBlich dazu, dass die Zelle beginnt
unkontrolliert zu proliferieren, sich dem programmierten Zelltod entzieht und nicht
differenziert was in einem Multi-Organ-Befall mit leukdmischen Zellen resultiert (Licht and
Sternberg, 2005). Tabelle 1 zeigt einige bekannte pathophysiologische Mechanismen und ihre
Ursachen.

12



autonome Differenzierungs- Vermeidung Gesteigerte Verlust der Zell-
Eigenschaft Zellproliferation block Apoptose Selbsterneuerung Zyklus-Kontrolle Dissemination
Molekulare Aktivierende Fusion von AKT pathway —catenin Mutationen P53 Dysfunktion ~ TNF Sekretion
Verénderung Mutationen: FIt3, Transkriptionsfaktoren Aktivierung durch
Ras, c-Kit, c-FMS, gefolgt von RTK  Aktivierung des Wnt Verlust von Rb leukdmische
Jak2, PTPN11 Retinoic acid Rezeptor Aktivierung Catenin pathways durch Blasten
Inaktivierende PML-RARa, PLZF- fuhrt zu Bad Fusion von P15, P16 stimuliert das
Mutationen - NF1 RARa Deaktivierung Transkriptionsfaktoren zyklinabhéngige Endothelium.

Autokrine loops:
(Trk-A
Hochregulation
durch
RUNX1-MTGS8)

Kern bindende Faktoren
RUNX1-MTG8
CBFB-MYH11
RUNX1-EVI1

MLL-Fusionen

Hox Genfusion und
Uberexpression

Punktmutationen von
Transkriptionsfaktoren
Pu.1l, C/EBPa, RUNX1

P53 Mutationen
in
AML des Alters

P53
Dysregulation
durch
Fusionsproteine,
NPM Mutationen

Bcl2
Uberexpression

13

aktivierte RTK
pathways kooperieren
um Selbsterneuerung zu
induzieren
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Kinase,
Genmethylation

Gesteigerte
Selektin,
Cadherin und
Integrin
Expression
fordert Adhesion
und Emigration
durch GefaRe.



Selten ist eindeutig nachzuweisen welcher Mechanismus zu Desoxyribonukleinsdure (DNA)-
Verénderungen fuhrte. Eine gehdufte Inzidenz wurde allerdings bei folgenden Risikofaktoren
festgestellt: die Exposition radioaktiver, ionisierender Strahlung in hoher Dosis, wie es die
gesteigerte AML-Inzidenz nach den Atomangriffen in Japan 1945 zeigte, sowie die
chronische Exposition gegeniiber Chemikalien wie Benzolen, Farbstoffen, Pestiziden,
Petroleum. Aber auch chronischer Nikotinkonsum kann potenziell das Knochenmark
schadigen und steht im Verdacht das Auftreten einer Leukdmie zu begtinstigen (Jabbour,
Estey, and Kantarjian, 2006). Daneben kdnnen Zytostatika und eine Radiatio zur Behandlung
einer soliden Tumorerkrankung, wie beispielsweises eines Lymphoms oder eines
Gallengangskarzinomes, zu DNA-Veranderungen fihren (Larson, 2007). In diesem Fall
spricht man von einer sekundéren AML (SAML) oder ,therapy-related AML (t-AML). So
werden 2 typische Therapie-assoziierte sekundare AML unterschieden: SAML nach Therapie
mit Alkylanzien, z.B Cyclophosphamid, die nach einer Latenz zwischen 4-8 Jahren auftreten
oder nach Einsatz von Topoisomerasen Il (z.B. Etoposid) nach einer Latenz von gewohnlich
1-3 Jahren (Jabbour, Estey, and Kantarjian, 2006). Aber auch andere therapeutisch nutzbare
Substanzen wie Chloramphenicol, Phenylbutazon, Chloroquine und Psoralen kénnen zu einer
Schédigung des Knochenmarkes fuihren und so eine AML begtinstigen. Ebenso entstehen
SAML auch auf dem Boden myelodysplastischer Prozesse mit chronischem Verlauf, wie
beispielsweise dem Myelodysplastischen Syndrom (MDS) oder der Polycythemia vera und
werden zudem vermehrt in Rahmen anderer Syndrome wie dem Down Syndrom, Klinefelter
Syndrom, Fanconi-Andmie, Kostmann oder dem Wiskott-Aldrich Syndrom beobachtet
(Jabbour, Estey, and Kantarjian, 2006).

2.2 Diagnostik, Klassifikation und Prognose der Akuten Myeloischen Leukamie

2.2.1 Diagnostik und Klassifikation

Liegt der Verdacht einer Erkrankung der Hamatopoese vor, wird diese an Hand von
Anamnese, korperlichem Untersuchungsbefund, Blutbild, Differentialblutbild,
Knochenmarkzytologie und —zytochemie, Knochenmarkbiopsie, Immunphanotypisierung,
Zytogenetik und Molekulargenetik (z.B. NPM1, CEBPA, FLT3) diagnostiziert (Dohner et al.,
2010; Vardiman et al., 2009; Wetzler, Marcucci, and Bloomfield, 2012). Seit 1976 versucht
man eine einheitliche Klassifikation fiir die AML zu finden. Unter Beriicksichtigung der
Blastenanzahl, dem Grad der Differenzierung und der Linienzugehdrigkeit, basierend auf
morphologischen, zytochemischen und immunphdanotypischen Analysen wurde die AML in
der French American British (FAB-) Klassifikation in AML MO0- M7 eingeteilt (siehe Tab. 2)
14



(Bennett et al., 1985; Harris et al., 2000; Hayhoe, 1988). Klinische und prognostische Aspekte
wurden jedoch in der FAB- Klassifikation nicht berticksichtigt, was sich in der klinischen
Anwendung oftmals als unpraktisch herausstellte (\Vardiman, Harris, and Brunning, 2002).
Die Mdglichkeit molekular- und zytogenetischer Analysen erweiterten zudem das
Diagnostikspektrum sowie das Verstandnis fur die Pathogenese der Erkrankung und erlaubten
eine genauere Prognose. Es zeigte sich, dass sich die gefundenen genetischen Anomalien
nicht mit der auf der Morphologie basierenden FAB-Einteilung in Einklang bringen lief3en,
mit Ausnahme der akut promyelozyten Leukdmie M3 welche eine typische Translokation
t(15;17) aufweist. Lediglich die M3 und M4Eo AML zeigten prognostisch relevante
zytogenetische Korrelationen mit dem FAB-Typ (Arber, 2001). Dazu lieR sich beobachten,
dass bei einigen SAML und AML entstehend aus dem MDS im Gegensatz zu den de-novo
Leukamien typische genetische Anomalien wie beispielsweise 3g-, -5, 59-, -7, 79-, +8, +9,
11qg-, 12p-, -18,-19, 20qg-, +21, t(1;7), (2;11) oder komplex aberrante Karyotypen auftraten
(Harris et al., 2000). Dartiber hinaus waren die Prognose und der klinische Verlauf dieser
Patienten schlecht. All diese Erkenntnisse fuihrten zu einer neuen Klassifikation, der WHO-
Klassifikation, die sich primdr an zytogenetischen Anomalien orientiert und klinische
Parameter (u.a. die Krankengeschichte des Patienten) mehr gewichtet (Haferlach et al., 2003).
Die WHO teilte die AML in 4 Hauptgruppen ein: AML mit rekurrenten zytogenetischen
Translokationen, AML mit Dysplasie mehrerer Zellreihen, Therapie-assoziierte AML und
andere nicht klassifizierte AML (Vardiman, Harris, and Brunning, 2002). Im weiteren Verlauf
wurden diese Gruppen erganzt (siehe Tabelle 3). Eine weitere Anderung war, dass bereits ein
Blastenanteil von 20% im peripheren Blut fur die Diagnosebestétigung ausreicht, da sich
zeigte, dass Patienten mit einem Blastenanteil von 20-30% die gleiche Prognose wie Patienten
mit einem Blastenanteil >30% aufweisen (Harris et al., 2000; Vardiman, Harris, and
Brunning, 2002). Auch die WHO-KIlassifikation wird regelmaRig den neuen Erkenntnissen
angepasst. So wurden 2008 beispielsweise u.a. eine Reihe von neuen zytogenetischen
Abnormalitaten, wie AML mit t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 hinzugefugt, die
Unterscheidung der Therapie-assoziierten AML entfiel und neue Kategorien wie Down-

Syndrom-related myeloid proliferations wurden eingerichtet (\Vardiman et al., 2009).
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% der

AML Erst-
. Zytochemie Typische diagnosen
guAbl?[- Bezeichnung I\K/Ignrrg)zh;::(;gzche (EST=Esterase, Zytogenetische (Haferlach
yp POX=Peroxidase) Aberrationen etal.,
2003)
MO Akute myeloische Leukdmie mit | Unreife Blasten ohne [POX < 3 %, EST -
minimaler Differenzierung Granulation negativ
33
M1 Akute myeloische Leukdmie < 10 % reife Zellen [POX 0. SSB+ > 3 %, -
ohne Ausreifung (= Promyelozyten, EST <20 %
Granulozyten, 19,1
Monozyten
M2 Akute myeloische Leukdmie mit |>10 % reife Zellen in [POX > 3, EST meist t(8;21) (in ca.
Ausreifung der Myelopoese, schwach positiv 20 %)
< 20 % Monozyten 32,2
M3 Akute Promyelozyten-Leukamie | >20 % POX > 3 % (meist stark |t(15;17), selten 49
hypergranulierte positiv), EST schwach |t(5;17), t(11;17)
Promyelozyten (Auer | bis maRig positiv
Stébchen)
M3v Akute Promyelozyten- - - t(15;17)
Leuk&mie, mikrogranulare Form
18
M4 Akute myelomonozytére > 20 %, Myeloische [POX >3 %, EST >20 % |- 16,9
Leukamie Zellen (Blasten,
Promyelozyten)
20-80% monozytare
Zellen (Monoblasten
und reife Formen)
M4g, Akute myelomonozytére > 5% Eosinophile - inv(16) 6,2
Leuk&mie mit Eosinophilie
M5 Akute Monoblasten/Monozyten- | > 80 % der POX meist negativ bis |-
Leukamie myeloischen Zellen | leicht positiv, EST >
sind Monoblasten 20 % (kréftig positiv)
bzw. Monozyten
Mb5a Akute Monoblasten-Leukédmie |>80 % der POX meist negativ bis |-
myeloischen Zellen | leicht positiv, EST >
sind Monoblasten 20 % (kraftig positiv) 59
oder Promonozyten
M5b Akute Monozyten-Leuk&mie < 80 % der POX meist negativ bis |- 6,2
myeloischen Zellen | leicht positiv, EST >
sind Monoblasten, 20 % (kraftig positiv)
> 20 % Monozyten
M6 Akute Erythroleuk&dmie > 50 % aller Zellen [POX >3 %, EST kann |- 33
(Erythramie) sind Erythroblasten | positiv sein
oder >30 % aller
Blasten unter den Ringsideroblasten
nicht-erythrozytaren
Zellen sind
Erythroblasten,
héufig trilineére
Dysplasie
M7 Akute Megakaryoblasten- Hochgradig POX <3 %, EST kann |- 0,3

Leukémie

pleomorphe Blasten

positiv sein

Tabelle 2 French American British (FAB-) Klassifikation der AML (Bennett et al., 1985)
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Akute myeloische Leukamien mit rekurrenten genetischen Anomalien

AML mit £(8;21)(q22;g22); RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
APL mit t(15;17)(922;912); PML-RARA*

AML mit t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL+}

AML mit t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(q21g26.2) oder t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1

AML (megakaryoblastic) mit t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1
Vorlaufige Entitat: AML mit mutiertem NPM1

Vorlaufige Entitat: AML mit mutiertem CEBPA

Akute myeloische Leukamien mit Myelodysplasie-assoziierten Veranderungen

Therapie-assoziierte myeloische Neoplasien

Akute myeloische Leukamie ohne weitere Kategorie (not otherwise specified, NOS)

AML mit minimaler Differenzierung (FAB MO0)

AML ohne Ausreifung (FAB M1)

AML mit Ausreifung (FAB M2)

Akute myelomonozytare Leukdmie (FAB M4)

Akute monoblastére/monozytare Leukamie (FAB M5a, b)
Akute Erythroleukdmie (FAB M6)

- reine Erythroleukdmie

- Erythroleuk@mie, erythroid/myeloid

Akute Megakaryoblastenleukdamie (FAB M7)

Akute Basophilenleukédmie

Akute Panmyelosis mit Myelofibrose (Syn.: akute Myelofibrose; akute Myelosklerose)

Myeloisches Sarkom (Syn.: extramedullarer myeloischer Tumor; granulozytéres
Sarkom; Chlorom)

Myeloische Proliferationen bei Down-Syndrom

Transient abnormale Myelopoese (Syn.: Transientes myeloproliferatives Syndrom)
Down Syndrom assoziierte myeloische Leukamie

Blastische plasmazytoide dendritische Zell-Neoplasien

Akute Leukdmien mit unklarerLinienzugehdrigkeit

Akute undifferenzierte Leukdmie

Akute Leukémie mit gemischtem Phénotyp und t(9;22)(q34;911.2); BCR-ABL1

Akute Leukémie mit gemischtem Phénotyp und (v;11g23); MLL-Rearrangement

Akute Leukdmie mit gemischtem Phénotyp, B/myeloisch, (nicht anderweitig spezifiziert)
Akute Leukédmie mit gemischtem Phanotyp, T/myeloisch, (nicht anderweitig spezifiziert)
Vorldufige Entitat: Natural killer (NK) Zell lymphoblastische Leuk&mie/Lymphom

Tabelle 3 Die WHO-Klassifikation der AML aus dem Jahr 2008 (Dohner et al., 2010)

Trotz Einfuhrung der WHO-Klassifikation findet die FAB-KIassifikation nach wie vor
sowohl in wissenschaftlichen Arbeiten als auch im klinischen Alltag bei der Diagnosefindung

der AML immer noch Beachtung (Haferlach et al., 2003). Hinzu kommt, dass zytogenetische
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Analysen zwar wichtig und winschenswert, im klinischen Alltag jedoch zum jetzigen
Zeitpunkt leider noch nicht flachendeckend verfugbar sind (Vardiman, Harris, and Brunning,
2002). In dieser Arbeit wurde die FAB-Klassifikation verwendet.

2.2.2 Prognose

Der Erfolg der Therapie und damit die Prognose hangt sehr stark vom Alter des Patienten,
dessen Co-Morbiditaten aber auch von der Zytogenetik ab (Haferlach et al., 2003). So kénnen
die Patienten an Hand zytogenetischer Analysen in 3 Gruppen eingeteilt werden: glinstig,
intermediér und unginstig (Tabelle 4). Es zeigte sich, dass das zytogenetische Risiko mit dem
Alter korreliert. So zeigen jlingere Patienten (<60 J.) eher ein guinstiges, altere Patienten (>60
J.) hingegen ein ungunstiges zytogenetisches Risikoprofil, (Burnett, Wetzler, and Lowenberg,
2011).

Risko Gruppe Zytogenetische Anormalien

gunstig t(15;17)(922;921)
1(8;21)(922;922)
inv(16)(p13g22)/t(16;16)(p13;q22)

Intermediér Entitaten, die weder giinstig noch ungiinstig
zuzuordnen sind

ungunstig abb(3q) [ausschlielilich t(3;5)(q21-25;031-35)],
inv(3)(q21926)/t(3;3)(q21;926)
add(5q)/del(5q), -5
add(7q)/del(7q), -7
t(11g23) [ausschliellich t(9;11)(p21-22;g23) und
t(11;19)(q23;p13)]
t(9;22)(g34;q11)
-17/abn(17p)
Komplexer Karyotyp (>4 unabhéngige
Anormalien)

Tabelle 4 Zytogenetische Risikogruppen fir AML des Medical Research Council (Kuhnl and Grimwade, 2012)

2.3 Therapie

2.3.1 Induktions- und Konsolidierungstherapie

Die Behandlung setzt sich in der Regel aus 2 Behandlungsschritten zusammen: der

Induktionstherapie mit dem Ziel einer vollkommenen Eradikation aller Blasten und dem
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Erreichen der Vollremision (VR), gefolgt vom post-Remissions-Management
(Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie), bei welchem der initiale Behandlungserfolg
gesichert werden soll (Wetzler, Marcucci, and Bloomfield, 2012). Obwohl es sich bei der
AML um eine sehr heterogene Erkrankung handelt, hat sich ein Standard Induktions-Schema
bewahrt, welches seit Jahren angewandt wird, wobei gewisse lokale Modifikationen bestehen
(Fernandez, 2010). So werden in Deutschland Patienten mit Thioguanine, Cytarabine, und
Daunorubicin [TAD] und hoch-dosiert Cytarabine and Mitoxanthrone [HAM]) in
Kombination als TAD-HAM oder HAM-HAM behandelt(Stelljes et al., 2011), wohingegen in
den USA das sog. ,,7+3“-Regime, bestehend aus einer Kombination von Cytarabin mit einem
Anthracendion oder Anthracyclin, am meisten verbreitet ist (Dohner et al., 2010; Fernandez,
2010). Die Dosierung richtet sich weitgehend nach Alter und Risikogruppe des Patienten
(Wetzler, Marcucci, and Bloomfield, 2012). Der Zusatz von anderen unterstiitzenden
Medikamenten oder die Intensivierung der Cytarabin-Dosis flihrte partiell zu besseren
Ergebnissen, ist aber auf Grund starker toxischer Nebenwirkungen nicht fir jeden Patienten
zutraglich und in der Regel nur fur jlingere Patienten eine Option (Burnett, Wetzler, and
Lowenberg, 2011). So findet sich beispielsweise eine Mortalitat nach Induktionstherapie von
30-40% bei Uber 80-Jahrigen, wahrend unter 50-jahrige nur eine Mortalitit von 5-10%
aufweisen (Jabbour, Estey, and Kantarjian, 2006). Durch die Induktionstherapie erreichen,
abhangig vom Alter des Patienten 50-80% eine VR (Burnett, Wetzler, and Lowenberg, 2011).
Von einer VR wird gesprochen, wenn ein Blastenanteil <5% im Knochenmark bei einer
Thrombozytenzahl >100x10%/L und einer neutrophilen Granulozytenzahl von > 1x10%L
erreicht werden (Jabbour, Estey, and Kantarjian, 2006). Allerdings erleiden 85% der alteren
Patienten und 50% der jungen Patienten mit schlechter Prognose trotz
Konsolidierungstherapie innerhalb von 3 Jahren einen Rickfall (Burnett, Wetzler, and
Lowenberg, 2011). Die durchschnittliche 4 Jahres-Uberlebensrate liegt somit bei nur 34%
(Hengeveld et al., 2012). Der Grund fir einen Ruckfall liegt im Verbleib einer kleinen Anzahl
an Leuk&miezellen, die erneut proliferieren und ein Rezidiv ausldsen konnen. Dies wird als
,minimale Resterkrankung‘ (MRD) bezeichnet (Westers et al., 2006). Das Uberwachen der
MRD und friihzeitige Erkennen einer erneuten Proliferation der leuk&mischen Zellen ist ein
entscheidender prognostischer Faktor geworden, welcher eine Anderung der Therapie,
beispielsweise den Einsatz einer immunotherapeuthischen Intervention notwendig machen
kann (Miyazaki et al., 2012). Neuere technische Methoden wie die Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) oder Immunphéanotypisierung der aberranten Blasten mittels
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Durchflusszytometrie stehen als geeignete Instrumente hierfiir zur Verfugung (DiNardo and
Luger, 2012).

Um die Chancen auf eine dauerhafte Remission zu erh6hen muss sich eine Post-
Remissionstherapie anschlieen. Diese kann aus einer Chemotherapie, einer allogenen oder
autologen Stammzelltransplantation bestehen (Giles et al., 2002). Laut dem National
Comprehensive Cancer Network werden verschieden Ansatze, in Abhangigkeit des
Schweregrades der Prognosegruppe verfolgt. Demnach sollen Patienten der gunstigen
Riskiogruppe mit einer Chemotherapie und ggf. einer autologen SZT
(Stammzelltransplantation), Patienten der unglnstiger Risikogruppe mit einer allogenen SZT
behandelt werden, da diese ansonsten grotenteils einen Riickfall innerhalb von 6 Monaten
erleiden (Kolb, Simoes, and Schmid, 2009; Stelljes et al., 2011). Fir die Behandlung von
Patienten der intermedidren und ungiinstigen Risikogruppe wurden alle 3 Therapien als gleich
erfolgreich angesehen. Eine im Jahr 2009 im Journal of American Medical Association
(JAMA) veroffentlichte Meta-Analyse konnte nun erstmals zeigen, dass eine allogene SZT
einen Uberlebensvorteil bei Patienten der intermediaren und ungiinstigen, aber nicht fiir
Patienten der glinstigen Risikogruppe haben (Koreth et al., 2009). Da die Versagensrate der
Konsolidierungstherapie immer noch unbefriedigend hoch ist, geht die Suche nach
zusétzlichen alternativen Therapieansatzen weiter. Monoklonale Antikdrper wie Gemtuzumab
oder Ozogamicin additiv zur Standardtherapie verabreicht haben die klinischen Verlaufe nicht
verbessert. Zwar konnte durch die Zugabe von hamatopoetischen Wachstumsfaktoren die
Dauer der Neutropenie verkiirzt und damit die friihen Tode durch Infektionen verringert, als
auch durch Supportiva die Vertraglichkeit und damit die Dosierung der Chemotherapeutika
erhdht werden. Insgesamt konnten diese Ansatze die klinischen Verldaufe jedoch nicht
verbessern (Fernandez, 2010). Die SZT ist bislang der einzige kurative Lsungsansatz,
insbesondere im Falle eines Rezidivs (Kolb, 2008).

2.3.2 Stammzelltransplantation und Donor Lymphozyten Infusion

Es stehen 2 Varianten der Stammzelltransplantation zur Verfligung: die autologe SZT (der
Patient bekommt eigene Stammzellen transplantiert) und die allogene SZT (der Patient
bezieht Stammzellen von einem HLA (Humanes Lymphozyten Antigen)-identischen
kompatiblen Spender) (Willemze et al., 2004). Die Stammzellen des Spenders kdnnen
entweder direkt aus dem Knochenmark mittels multiplen Knochenstanzen aus dem

Beckenkamm gewonnen, oder nach Mobilisierung der Stammzellen mit Granulocyte Colony-
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Stimulating Factor (G-CSF) aus dem peripheren Blut entnommen werden. Der Vorteil
letzteren Verfahrens ist, dass es sich im Vergleich zur Knochenstanze um einen flr den
Spender weniger schmerzhaften Eingriff handelt. Allerdings kann die G-CSF Behandlung
voriibergehende Krankheitssymptome wie Fieber und Abgeschlagenheit ausldsen, und
maogliche Langzeitfolgen sind nicht auszuschlieRen. Trotzdem hat dieses weniger invasive
Verfahren die Spendenbereitschaft der Bevolkerung stark verbessert. Bensinger et al. konnten
zeigen, dass Stammzellen, welche aus peripheren Blut des Spenders gewonnen werden zu
einer schnelleren Erholung des Blutbildes der Patienten im Vergleich zur
Knochenmarkspende fiihren (Bensinger et al., 2001). Bei der Suche nach einem geeigneten
Spender werden inzwischen nicht nur HLA-identische Geschwister in Erwagung gezogen, da
sich zeigte, dass HLA-identische Fremdspender vergleichbare klinische Verlaufe aufweisen.
Auch haploide SZT- beispielsweise von Eltern auf ihre Kinder sind méglich (Kolb, Simoes,
and Schmid, 2009). Im Allgemeinen l&sst sich festhalten, dass die autologe SZT besser
vertraglich ist. Es kommt zu keinen Graft versus Host (GvH)-Reaktionen, jedoch werden im
Vergleich zur allogenen SZT h&ufiger Riickfalle beobachtet (Soiffer, 2008; Willemze et al.,
2004; Woiciechowsky et al., 2001). Die allogene SZT ist eine effiziente Behandlungsmethode
fiir Patienten mit schlechter Prognose im fortgeschrittenen Stadium der AML und im Rezidiv
der einzige kurative Behandlungsansatz. Dabei macht man sich zu Nutze, dass die T-Zellen
des Donors von Antigenen auf den Blasten aktiviert werden und diese lysieren (Graft versus
Leukemia (GvL)-Effekt) (Woiciechowsky et al., 2001). Die Entstehung des GvL-Effektes ist
nach wie vor nicht komplett geklart. Vermutlich zeichnen, bei vorliegender HLA-
Ubereinstimmung, sogenannte ,,minor histocompatibility antigens*, welche auf allen
Zelloberflachen exprimiert werden, verantwortlich fur die GvL und GvHD (Ferrara et al.,
2009). Es gilt als gesichert, dass T-Zellen eine wichtige Rolle spielen, wobei auch Natrliche
Killerzellen (NK-Zellen) und B-Zellen mitwirken (Smits, Berneman, and Van Tendeloo,
2009). Es ist denkbar, dass T-Zellen die Tumorzellen direkt via Granzym oder Perforin
lysieren. Allerdings wird auch die Lyse via Zytokinen wie Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-a),
Interferon-y (IFN-y) oder Fas/Fas-Liganden-Interaktionen diskutiert (Soiffer, 2008). Limitiert
wird dieser Ansatz von oftmals parallel auftretenden GvH-Reaktionen, bei denen T-Zellen des
Spenders gegen gesundes Gewebe des Empfangers vorgehen und eine GvH-Erkrankung
(GvHD) auslésen. Klinisch zeigen sich Symptome meist in Form von Exanthemen im Bereich
der Haut, Diarrhden im Bereich des Gastrointestinaltraktes oder Leberversagen bei
Leberbeteiligung (Vogelsang, Lee, and Bensen-Kennedy, 2003). Bereits im Jahre 1979

erkannte die Gruppe Weiden, P. L., N. Flournoy, et al. einen signifikanten Zusammenhang
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zwischen GvL und GvHD. Knochenmark-transplantierte Patienten ohne GvHD zeigten eine
2,5-fach hohere Rickfallquote im Vergleich zu transplantierten Patienten mit GvHD (Weiden
etal., 1979). Es ist die groRe Herausforderung der Transplantationsmedizin eine Balance
zwischen der GvL und der GvHD zu finden um eine gute Elimination der unerwiinschten,
proliferierenden leukdmischen Zellen, bei gleichzeitig guter Vertraglichkeit fir ein breites
Patientenkollektiv zu erreichen. Bisher ist es noch nicht gelungen die GvHD komplett von der
GvL zu trennen. Bei der Chronischen Myeloischen Leukdmie (CML) zeigte sich, dass eine
allogene SZT mit T-Zell depletiertem Graft keine GVHD zur Folge hatte. Nach Erreichen des
Chimérismus, d.h. dem Installieren von Spenderzellen im KM des Patienten, konnte den
Patienten zusatzlich Spenderlymphozyten (DLI) verabreicht werden, was die Rezidivrate auf
Grund eines positiven GvL Effekts drastisch senkte. Bis zu 80% der CML-Patienten konnten
so geheilt werden (Kolb, 2008). Die DLI ist somit ein erganzender kurativer
Behandlungsansatz fir CML Patienten im Rezidiv nach SZT. Allerdings ist dieser
Therapieansatz bei der AML im Vergleich zur CML weitaus weniger wirksam. Bei unter 20%
der Félle fiihrte die DLI zu einer Heilung (Soiffer, 2008). Dies liegt vermutlich an der hoheren
Proliferationsrate der Blasten in der AML (Kolb, 2008). Mehr noch korreliert die
Wirksamkeit und Vertréglichkeit der DLI noch stark mit dem Alter (<37 J.), der Risikogruppe
(gunstige Risikogruppe), dem zeitlichen Auftreten des Ruckfalls (>5 Monate), der
Blastenmenge (<35% Blasten), und ist somit nur fur einen kleinen Teil der Patienten eine
Therapieoption (Kolb, Simoes, and Schmid, 2009; Schmid et al., 2007; Schmid et al., 2012a;
Schmid et al., 2012b).

Um den Effekt der DLI zu verbessern wurden verschiedene Strategien erdacht: eine
Chemotherapie vor der DLI, diverse Immuntherapien, Antikérper gegen Tumorantigene,
sowie Infusionen von NK-Zellen (Kolb, Simoes, and Schmid, 2009; Smits, Berneman, and
Van Tendeloo, 2009; Soiffer, 2008).

2.3.3 Unterlaufen der Immunantwort

Leuk&mische Zellen kénnen sich durch verschiedene Mechanismen der Wirkung von
Chemotherapie bzw. der Kontrolle des Immunsystems entziehen: Beispielsweise kann die
Aufnahme von Zytostatika in eine Zelle verringert bzw. die aktive Ausschleusung zu
Resistenzen fiihren. Ein Defekt der Apoptose kann ebenfalls fiir das Uberleben der
Tumorzelle verantwortlich sein. Zudem konnen leukdmische Zellen durch weitere
Unterwanderungsmechanismen (Immunescape) der Eliminierung durch T-Zellen entgehen.

Zum einen da Tumorantigene durch herunterregulierte MHC I1-Molekdile auf leuk&mischen
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Blasten zu schwach exprimiert sind oder aufgrund einer schwachen Co-Stimulation durch die
Blasten. (Westers et al., 2006). Dies flhrt zu einer inadaquaten T-Zell Stimulation und somit
zu T-Zell Anergie oder Toleranz (Westers et al., 2006). Des Weiteren wird vermutet, dass
leuk&mische Zellen durch Sekretion von inhibitorischen Zytokinen wie IL-10 oder TGF- ein
immunsupprimierendes Mikromilieu schaffen (Duncan and Roddie, 2008). Grundsétzlich
werden verschiedene immuntherapeutische Strategien zur Uberwindung von

Immunescapemechanismen herangezogen.

2.3.4 Immuntherapie

Ziel der Immuntherapie ist, den zuvor beschriebenen Immunescape riickgangig zu machen.
Hauptséachlich wird dies durch die Aktivierung von NK-Killerzellen und Leukamie-
spezifischen T-Zellen erreicht. Leukamie-spezifische T-Zellen sind T-Zellen, die gegen
Leukdamie-assoziierte Antigen (LAA) gerichtet sind. Idealerweise sind diese Antigene
ausschlieBlich auf Tumorzellen exprimiert, so dass kein korpereigenes Gewebe angegriffen
wird. Prinzipiell wird zwischen einer passiven und aktiven Immuntherapie unterschieden. Die
passive Immuntherapie beinhaltet den Transfer von in-vitro generierten Antikérpern oder
Zellen (adoptive Immuntherapie/ DLI) wie beispielsweise NK-Zellen oder T-Zellen mit
antileukamischen Funktionalitat (Schmid et al., 2007; Smits, Berneman, and Van Tendeloo,
2009; Vasu and Blum, 2013). Die Antikdrper binden dabei an auf Blasten exprimierte
Antigene (z.B. CD33) und induzieren mit dem Fc-Teil eine antikdrpervermittelte
Zellzytotoxizitat oder das Komplementsystem. Eine Konjugation der Antikorper mit
Radioisotopen oder Medikamenten (z.B. Gemtuzumab/Ozogamicin) kénnen ihr Potenzial
dabei stark erhdéhen (Smits, Berneman, and Van Tendeloo, 2009; Vasu and Blum, 2013). Im
Gegensatz zur aktiven Immuntherapie wird bei der passiven Immuntherapie in der Regel kein
Antigengedachtnis ausgebildet (Smits, Berneman, and VVan Tendeloo, 2009).

Bei der aktiven Immuntherapie wird eine Aktivierung und Proliferation tumorspezifischer T-
Zellen in-vivo induziert. Dabei kénnen Interleukine (z.B. Interleukin-2), Tumorpeptide (z.B.
Wilms-Tumor 1 (WT1), Proteinase 3, oder Receptor for hyaluronic acid-mediated motility (
RHAMM)) transferiert werden (Smits, Berneman, and Van Tendeloo, 2009). Nachteil der
Gabe von Interleukin-2 ist eine teilweise beobachtete Thrombozytopenie. Bei der Gabe von
Peptiden ist die eingeschrankte Verfugbarkeit von geeigneten LAA-Epitopen, eine kurze

Halbwertszeit der HLA-peptid Komplexe sowie der mogliche Verlust der Antigenexpression
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durch die leuk&mischen Zellen im Rahmen des Immunescapes zu befiirchten (Smits,
Berneman, and Van Tendeloo, 2009).
Bei der Vakzination mit Zellen unterscheidet man die Tumorzell-Vakzination sowie die

Transfusion von in-vitro modifizierten DC, Mononuklearer Zellen (MNC) oder Blasten.

Die effizienteste Aktivierung der T-Zellen erfolgt durch DC. Sie exprimieren neben diversen
LAA auch co-stimulatorische Signale, die sie fur eine optimale T-Zell Stimulation bendtigen
(Smits, Berneman, and Van Tendeloo, 2009). Mehrere in-vitro Moglichkeiten DC, die
leuk&mische Antigene prasentieren, herzustellen wurden Gber die Jahre beschrieben. Es gibt
zunachst den Ansatz DC mit Peptiden oder Tumorzelllysat beladen. Ein Beispiel hierfiir wére
das Genprodukt von PML-RARa. Das Problem hierbei ist, dass nicht fiir jedes AML ein
Peptid zur Verfiligung steht, als auch dass eine Antigen-Drift zu befiirchten ist (Duncan and
Roddie, 2008; Smits, Berneman, and VVan Tendeloo, 2009; Westers et al., 2006).
Tumorzelllysate kdnnen zum Einsatz kommen, falls kein Antigen bekannt ist. Dabei wird
jedoch in Kauf genommen, dass das Antigen nicht Leukdmie-spezifisch ist und es so zu
Autoimmunreaktionen kommen kann (Duncan and Roddie, 2008; Westers et al., 2006). Bei
einem anderen Ansatz wird RNA in die DC eingebracht, die ein Tumorantigen kodiert. Dieser
Ansatz bietet eine groRe Auswahl an Epitopen fir MHC | als auch MHC 1. Allerdings ist die
Ausfuhrung dieses Ansatzes sehr storungsanfallig (Westers et al., 2006). Bei einem ,Hybrid-
Modell* werden DC mit Tumorzellen fusioniert. Dabei kdnnen sowohl bekannte als auch
unbekannte Antigene auf die DC Ubertragen werden. Jedoch hat sich auch die Herstellung
eines Hybrides als komplexer und nicht immer reproduzierbarer VVorgang erwiesen (Westers
et al., 2006).

Die wohl eleganteste Mdglichkeit stellt die Generierung von DC aus leuk&mischen Blasten
dar. Dabei macht man sich zu Nutze, dass Blasten und DC von denselben myeloischen
Vorlauferzellen abstammen. Wir wie auch andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass es
maoglich ist Blasten unter Einsatz von Zytokinen, wie zum Beispiel GM-CSF, SCF, FIt3-L,
IL-3, IL-4 und TNF-a in sogenannte leukemia-derived DC oder DC leukdmischer
Abstammung (‘DC’ oder DCe,) auszudifferenzieren (Houtenbos et al., 2003; Kremser et al.,
2010; Westers et al., 2006). Es zeigte sich, dass diese ‘DC’ in der Lage sind, die T-Zell
Anergie zu Uberwinden und die T-Zellen soweit zu stimulieren, dass diese Blasten lysieren
(Grabrucker et al., 2010; Kremser et al., 2010; Li et al., 2006; Smits, Berneman, and Van
Tendeloo, 2009). Ein zusatzlicher Vorteil dieser Methode im Gegensatz zu antigenbeladenen
DC ist dass multiple leukdmische Antigene prasentiert werden konnen (Schmetzer et al.,

2007). Allerdings gelang dies nicht in allen Féllen, im Gegenteil zeigte sich in manchen
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Féllen sogar eine starkere Proliferation der Blasten (Roddie et al., 2006; Schuster et al., 2008).
Die genauen Umsténde daruber sind bisher nicht bekannt. Moglicherweise verhindern
regulatorische T-Zellen eine zuverléssige Blasten-Elimination, oder es findet keine

ausreichende Stimulation und Bildung von zytotoxischen T-Zellen statt (Roddie et al., 2006).

2.4 Antigenpréasentation Gber Dendritische Zellen und T-Zellaktivierung

2.4.1 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) sind Antigen Présentierende Zellen (APC) und spielen eine
entscheidende Rolle in der T-Zellaktivierung. Sie entstammen der myeloischen Zellreihe und
zirkulieren in unreifer Form im peripheren Gewebe, wo sie Pathogene oder leukédmie-
assoziierte Antigene durch Phagozytose aufnehmen und prozessieren (Duncan and Roddie,
2008). Daraufhin begeben sich die DC, geleitet von Integrinen und Chemokinen in den
afferenten Lymphbahnen in die sekundaren Lymphorgane. In den Lymphknoten treffen sie
auf naive T-Zellen oder zentrale Gedéchtniszellen (T.y) welche sie aktivieren (Sheridan and
Lefrancois, 2011). Die aktivierten T-Zellen verlassen die Lymphknoten via den efferenten
Lymphbahnen, folgen der Zirkulation bis zum Ductus Thoracicus, der in das venose System
mundet. Durch ihre Fahigkeit der Migration, Antigenprasentation sowie der Sekretion von T-
Zell stimulierenden Zytokinen sind DC idealer Vermittler von Antikdrperantworten und das

zentrale Ziel von Immuntherapien (Duncan and Roddie, 2008).

2.4.2 T-Zell DC Interaktion

T-Zellen sind als Teil des adaptierten Immunsystems dazu ausgebildet ausschliel3lich von
professionellen APC (B-Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen) aktiviert zu werden
(Sille, Visser, and Boes, 2005). Die Aktivierung und Proliferation von naiven T-Zellen, aber
auch von Gedéachtniszellen wird durch den antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR)
vermittelt (Sharpe, 2009). Das Antigen wird von den APC durch die major histocompatibility
complex (MHC) dargeboten (Redmond, Ruby, and Weinberg, 2009), wobei MHC | mit CD8+
T-Zellen und MHC 11 mit CD4+ T-Zellen interagieren (Duncan and Roddie, 2008). Fiir eine
suffiziente T-Zell Stimulation ist jedoch nicht nur eine Antigenprésentation via den MHC |
und Il Voraussetzung, sondern es mussen von der APC auch co-stimulatorische Signale
Ubertragen werden (,,2 signal theory*) (Boesteanu and Katsikis, 2009; Duncan and Roddie,
2008; Redmond, Ruby, and Weinberg, 2009; Woiciechowsky et al., 2001). Zu diesem
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Zwecke bildet sich zwischen der T-Zelle und der APC eine sogenannte ,,Antigen-Briicke*,
bestehend aus Rezeptoren der CD28 oder TNF/TNFR Familien auf T-Zellen mit Molekulen
auf APC aus. Eine Reihe von co-stimulatorischen Rezeptoren konnten mittlerweile
identifiziert werden, wie z.Bsp. CD28, CTLA-4, ICOS, PD-1 (Programmed Death-1) und
BTLA (B and T cell lymphocyte attenuator), welche mit B7-1, B7-2, B7h B7H-1, HVEM auf
APC interagieren. Weitere co-stimulatorische Rezeptorenpaare der TNF/TNFR Familie, die
fiir eine erfolgreiche T-Zell Aktivierung benétigt werden sind beispielsweise OX-40:0X40L,
CD27:CD70, 4-1BB:4-1BBL, CD30:CD30L, GITR:GITRL und HVEM:Light (Boesteanu
and Katsikis, 2009; Crawford and Wherry, 2009; Sharpe, 2009).

Der wohl am besten erforschte co-stimulatorische Rezeptor ist CD28. CD28 wird konstitutiv
auf T-Zellen exprimiert und bindet an die Liganden CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2), welche
von APC dargeboten werden. Durch dieses Signal werden T-Zellen zur Produktion von IL-2
und die Expression des Rezeptors CD25 angeregt, was eine auto- und parakrine
stimulatorische Wirkung auf T-Zellen hat (Wang and Chen, 2004). Dies hat zur Folge, dass T-
Zellen durch Herabsetzen der Aktivierungsschwelle des TCR leichter zu aktivieren sind,
proliferieren, differenzieren und anti-apoptotische Molekule wie Bcl-xL exprimieren
(Redmond, Ruby, and Weinberg, 2009). Fehlen diese co-stimulatorischen Signale unterbleibt
die T-Zell Differenzierung, was zu T-Zell-Anergie oder T-Zell-Tod und somit zu einer
Immuntoleranz fihrt (Redmond, Ruby, and Weinberg, 2009; Rudd, Taylor, and Schneider,
2009). Neue Forschungsergebnisse konnten zeigen, dass CD28 auch fir die Aktivierung von
Memory Zellen benétigt wird (Boesteanu and Katsikis, 2009).

Neben den aktivierenden Signalen werden auch inhibitorische Signale tber die oben
beschriebenen Bindungen zwischen T-Zellen und APC ubertragen. Auf diese Weise werden
T-Zellen positiv und negativ reguliert (Crawford and Wherry, 2009). Als eine Art
Gegenspieler des CD28 kann CTLA-4 (CD152) betrachtet werden. Dieser wird auf
aktivierten T-Zellen gefunden und interagiert ebenfalls mit CD80 und CD86 (Seliger et al.,
2008). CTLA-4 (CD152) besitzt eine 10-100 fach héhere Affinitat zu CD80/CD86 als CD28
und eine inhibitorische Wirkung auf die TCR und den CD28 Signalweg. Auf diese Weise
wird die Immunreaktion gezielt reguliert (Seliger et al., 2008). In CTLA-4 wird grol3es
Potential fir die Behandlung von T-Zell vermittelten Autoimmunerkrankungen, Allergien,
TransplantationsabstoRungsreaktionen oder Asthma gesehen (Wang and Chen, 2004).
Abbildung 1 zeigt schematisch die T-Zell Aktivierung durch eine APC mit einem Teil der co-

Stimulatorischen Rezeptoren:
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Abbildung 1 Co-stimulatorische Antigenbindungen bei T-Zell DC Interaktion. Quelle: http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/schrage-arnhild-2006-07-07/HTML/image002.gif Enthommen aus der Dissertation mit
dem Titel Interaktion von T-Zellen mit sinusoidalen Endothelzellen der Leber von Diplom-Biologin Arnhild
Schrage, Seite 10 (abgerufen 08.07.2015)

2.4.3 T-Zell Differenzierungsstadien

Naive T-Zellen und Effektor T-Zellen

Wird eine naive T-Zelle (Thaive) IMm Kontext einer Immunreaktion stimuliert proliferiert sie
und andert ihren Phénotyp, sie ,,differenziert (MacLeod et al., 2011). Oberflachenmarker, die
der Anheftung an lympatisches Gewebe oder der Interaktion mit APC dienen, werden
zugunsten von Oberflachenantigenen herunterreguliert, welche zum Emigrieren in peripheres,
entzlindetes Gewebe benétigt werden oder Effektorfunktionen erfiillen. Das Emigrieren in
peripheres Gewebe ist ein in mehreren Stufen verlaufender Prozess. Dabei kommt es zunéchst
zu dem sogenannten ,rolling‘, wobei die T-Zellen langsam entlang den vaskularen
Endothelzellen streifen. Die Flussgeschwindigkeit ist dabei so verlangsamt, dass es durch
endothelstandige Liganden zu einer weiteren Aktivierung und einer festen Adhéasion der T-
Zellen an die Endothelzellen kommt. Vermittelt wird das ,rolling* und die feste Adhédsion u.a.
durch P-/E-/L-Selektine, ICAM-1, ICAM-2, LFA-1, MAdCAM-1, VCAM-1 und

VLA-4 (Kruger and Mooren, 2007). Derart gebunden, verbleiben die T-Zellen an ihrem Ort
und durchwandern das Endothel um in das Gewebe einzudringen in welchem sie als

Effektorzellen (Tes) aktiv werden.

Gedé&chtnis T-Zellen

Zusétzlich zu naiven und Effektor T-Zellen werden im Rahmen einer Immunreaktionen
Gedachtnis T-Zellen gebildet. Gedachtnis T-Zellen sind Teil des adaptiven Immunsystems,
welcher Langzeitimmunitat ermoglicht. Sie werden nach dem erstmaligen Kontakt mit einem

Antigen gebildet und sind die einzigen Zellen einer Immunantwort, die nicht der Apoptose
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unterliegen (MacLeod et al., 2011). Kommt der Organismus erneut mit dem Antigen in
Kontakt, kann dank der Gedéchtnis T-Zellen eine schnellere und starkere Immunantwort
ausgelost werden (Sekundare Immunantwort). Dies kommt dadurch zustande, dass
Gedachtniszellen im Vergleich zu naiven T-Zellen eine geringere Stimulationsschwelle und
ein hoheres Proliferationspotential zeigen (MacLeod et al., 2011; Roberts, Ely, and
Woodland, 2005). Zudem ist die Anzahl der Gedachtniszellen héher als die der Tpajve, SO dass
die Wahrscheinlichkeit des Zusammentreffens von Antigen und Antigen-spezifischer T-Zelle
zunimmt (MacLeod et al., 2011)

Sallusto et al. teilten die Memory Zellen je nach Oberflachenprofil in 2 Subtypen ein. Zentrale
Gedéachtnis-T-Zellen (T¢m) und Effektor Gedéachtnis-T-Zellen (Tem), welche an Hand des
Oberflachenexpressionsmusters fir Lymphknoten- und Gewebsadhésionsrezeptoren, einer
typischen Zyktokinsekretion und des Proliferationsverhaltens unterschieden werden kénnen.
Tem exprimieren, ahnlich den naiven T-Zellen, die Oberflachenantigene CCR7 und CD62L,
welche fiir den Ubertritt aus dem Blut in sekundires Lymphatische Gewebe benotigt werden,
wohingegen Tem Rezeptoren fir die Emigration in entziindetes Gewebe exprimieren, wie
beispielsweise das Integrin B2 oder 3. Fir die Unterscheidung von naiven T-Zellen eignen
sich CD45R0 oder CD45RA, welche auf aktivierten T-Zellen exprimiert werden (Fallen et
al., 2003; MacLeod et al., 2011). Des Weiteren unterscheiden sich die beiden
Subpopulationen hinsichtlich ihrer Zytokinsekretion. So sezernieren T u.a. IL-2, welches
fiir die auto- und parakrine T-Zellstimulation und Proliferation bendétigt wird, Tem hingegen
sezernieren mit IL-4, IL-5 und IFN-y pro-inflammatorische Zytokine mit Effektorfuntkionen,
die von T¢n, nicht sezerniert werden (MacLeod et al., 2011; Sallusto, Geginat, and
Lanzavecchia, 2004). Die beiden Subpopulationen unterscheiden sich also sowohl in Funktion
als auch in ihrer Verteilung im Kdrper. Gemeinsam haben sie, dass sie im Vergleich zu naiven
T-Zellen effizienter und schneller Giber den T-Zell-Rezeptor stimuliert werden kénnen und
dass beide Subpopulationen liber Jahre im Korper unabhéngig voneinander nachgewiesen
werden konnen (Sallusto et al., 1999). Dies liegt an der erhohten Affinitat des T-Zell-
Rezeptors zum Antigen. Jedoch erscheinen sie abh&ngiger von einer funktionierenden

Stimulation via DC zu sein (Boesteanu and Katsikis, 2009).

Die Rolle der T¢m und T, ist nach wie vor nicht im Detail verstanden und Gegenstand der
Forschung. Es gibt Hinweise darauf, dass Ty, auf Grund ihres hohen Proliferationspotentials
als regenerativer Pool, der im Sinne einer Homeostase eine Aufrechterhaltung der T
gewahrleistet, angesehen werden kdnnen, wohingegen Tem, Welche Effektorzytokine wie

IFN-y sezernieren eine schnellere sekundare Immunantwort auslésen (Harris et al., 2002;
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Hengel et al., 2003; Reinhardt et al., 2001; Roberts, Ely, and Woodland, 2005; Wherry et al.,
2003).

Uber die Entstehung der Gedachtniszellen herrscht Uneinigkeit. Altere Untersuchungen legen
nahe, dass ein paar wenige Effektorzellen nach der Beendigung der Immunreaktion nicht in
Apoptose uUbergehen, sondern zu Gedachtniszellen umgewandelt werden. Neuere
Untersuchungen zeigen, dass Gedéchtniszellen in Abhangigkeit von Stérke und Dauer des
Stimulus direkt aus naiven T-Zellen und unabhéngig von Effektor T-Zellen entstehen kénnen
(Gerlach, van Heijst, and Schumacher, 2011; Manjunath et al., 2001; Sallusto, Geginat, and
Lanzavecchia, 2004; Wherry et al., 2003). Je langer und starker ein Stimulus auf die naive T-
Zelle wirkt, desto weiter differenziert sie, wobei die Reihenfolge der Differenzierung Thaive =
Tem =2 Tem =2 Tesr lautet. Es hat sich gezeigt, dass mit steigender Differenzierung das
Proliferationspotential, das Ansprechen auf homeostatische Zytokine, die Telomerldnge und
die IL-2 Produktion abnehmen, wohingegen die Effektorfunktionen wie Perforine oder
proinflammatorische Zytokine zunehmen, wie Abbildung 2 zeigt. (Klebanoff, Gattinoni, and
Restifo, 2006; Prezzemolo et al., 2014).

Proliferationspotential, Ansprechen auf homeostatische
Zytokine, Telomerlange, IL-2 Produktion

Effektorfunktion
Iytotoxizitat

Abbildung 2 Differenzierungstadien der T-Zellen von naiven T-Zellen zu Effektor T-Zelle. In Abhéngigkeit von
Dauer und Starke des Stimulus entstehen Ty, Tem 0der Tesr. Mit steigendem Differenzierungsgrad nehmen
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Proliferationspotetial und das Ansprechen auf homeostatische Zytokine ab, wohingegen die Effektorfunktion
zunimmt (Klebanoff, Gattinoni, and Restifo, 2006).

In jingster Vergangenheit wurde die Existenz einer weiteren Subpopulation postuliert. Dabei
handelt es sich um sogenannte Gedéchtnis-Stammzellen (Tscmy, welche einen den Tpaive
ahnlichen Phéanotyp besitzen, aber eine hohe Expression an CD95 aufweisen, der regelmaRig

auf Gedachtniszellen zu finden ist (Prezzemolo et al., 2014).

2.4.4 Charakterisierung von T-Zellsubtypen an Hand von Oberflachenantigenen

Mehrere Arbeitsgruppen haben sich mit der Charakterisierung von T-Zellsubtypen anhand
ihres Antigenprofiles beschéaftigt. Dabei wurde eine Reihe von Oberflachenantigenen
verwendet. Im Folgenden sollen die von uns verwendeten Oberflachenantigene in Kiirze
dargestellt werden:

CD3

CDa3 ist ein Proteinkomplex, der sich aus 4 Polypeptidketten zusammensetzt (1x Gammakette,
1x Deltakette und 2x Epsilonketten) und auf T-Lymphozyten exprimiert wird. Zusammen mit
dem TCR bildet CD3 den TCR/CD3 Komplex. Uber diesen werden spezifische Antigene
erkannt und T-Zellen aktiviert. Auf Grund seiner Spezifitat fur T-Zellen und seines
Vorkommens in allen Stadien der Differenzierung ist CD 3 der gangige Oberflachenmarker
von T-Zellen.

CD4

CD 4 ist ein Glykoprotein und Mitglied der Immunoglobulin Superfamilie. Es wird auf T-
Zellen exprimiert und fungiert als Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors in der Interaktion mit
APC. Dabei bindet CD4 an MHC II. In der Folge verstérkt es die Aktivierungskaskade der T-
Zellen (Prezzemolo et al., 2014). CD4" T-Zellen werden auch als Helferzellen bezeichnet.
CD8

CDa8 ist ein heterodimeres, transmembranes Glykoprotein, welches sich aus einer a- und p-
Kette zusammensetzt und auf T-Zellen exprimiert wird. Es fungiert als Co-Rezeptor flr den
T-Zell-Rezeptor und interagiert mit MHC I, welcher von allen kernhaltigen Zellen des
Korpers dargeboten wird (Prezzemolo et al., 2014). Uber den MHC | présentieren die Zellen
zelleigene Proteine und weisen sich den T-Zellen auf diese Weise als kérpereigen aus. Ist eine
Zelle virusbefallen oder entartet, werden prozessierte Proteine tiber den MHC | dargeboten, so
dass interagierende CD8" T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen aktiviert werden und die
Zielzelle zerstoren. CD8" T-Zellen werden auch zytotoxische T-Zellen genannt (obwohl sie

auch supprimierende Funktion haben).
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CCR7
CCRY7 ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor und findet sich u.a. auf Gedachtnis-T-Zellen

(Sallusto et al., 1999; Sheridan and Lefrancois, 2011). Die Liganden von CCR7, CCL19 und
CCL21, werden insbesondere auf den hochendothelialen Venolen (HEV) der Lymphknoten
exprimiert. Die Aktivierung via CCR7 fuhrt zu einer Migration der T-Zellen in sekundéres
lymphatisches Gewebe (Noor and Wilson, 2012).

CD45R0O
Die Protein Tyrosin Phosohatase CDA45 ist ein haufiges Oberflachenmolekil auf

hédmatopoetischen Zellen. Durch die Dephosphorylation der Src-Kinase und negativen
Regulation der JAK-Kinase spielt CD45 eine Schlsselrolle in der Antigen-Signalkaskade in
T- und B-Lymphozyten (Cario et al., 2014). Es existieren viele verschiedene Isoformen,
wobei CD45RA auf Tpaive Und CD45RO auf Ton-naive €Xprimiert wird (MacLeod et al., 2011;
Sallusto et al., 1999).

CD27
CD27 ist ein transmembranes Homodimer und Mitglied der TNFR-Familie und wird ebenfalls

auf T-Zellen exprimiert. Ahnlich dem CD28 spielt CD27 als Vermittler von co-
stimulatorischen Signalen eine Rolle in der Aktivierung und Proliferation von T-Zellen
(Denoeud and Moser, 2011). Im Rahmen der T-Zellaktivierung wird die Expression von
CD27 auf T-Zellen herunterreguliert, so dass sich CD27 gut zur Unterscheidung von T-
Effektorzellen und nicht-Effektorzellen eignet (Fallen et al., 2003; Klebanoff, Gattinoni, and
Restifo, 2006).

2.4.5 T-Zell Aktivierung

Die T-Zell-Aktivierung kann durch typische Aktivierungsmarker auf der Oberflache der T-
Zelle nachgewiesen werden. Im Folgenden werden die von uns verwendeten
Aktivierungsmarker in Kurze vorgestellt:

CD154
CD154, auch bekannt als TRAP, T-BAM, CD40 Ligand, ist ein Typ Il Transmembran

Glykoprotein der TNF Superfamilie und bildet mit dem Rezeptor CD40 ein Liganden-
Rezeptor Paar. Zundchst wurde das Vorkommen von CD154 vornehmlich auf aktivierten
CD4" T-Zellen beschrieben, wodurch ihm eine bedeutende Funktion in der T-Zell
vermittelten B-Zell Aktivierung zugesprochen wurde. Neuere Untersuchungen konnten
jedoch auch die Expression von CD154 auf B-Zellen und DC nachweisen. Dementsprechend
konnte eine CD40 Expression auch auf aktivierten CD4" und CD8" Zellen detektiert werden.

Die Aktivierung via CD154/CDA40 fiihrt zu einer Zunahme der Expression von CD80/86 auf
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DC, sowie der Sekretion von IL-12, welches wiederum zu einer Differenzierung zu Thl-
Zellen und der Produktion von IFN-y fiihrt (Ma and Clark, 2009).

CD69

CD69 ist ein Typ Il Membran Glykoprotein und Mitglied der C-Typ Lektin Familie. CD69
ist ein friiher Lymphozytenaktivierungsmarker (Lio et al., 1996), der allerdings auch auf allen
anderen im Knochenmark vorkommenden Zellen im Rahmen einer Aktivierung exprimiert
wird, nicht jedoch auf ,ruhenden‘ Zellen (Sancho, Gomez, and Sanchez-Madrid, 2005;
Shipkova and Wieland, 2012). Die Funktion dieses Oberflachenmarkers ist nicht ganz geklart.
Studien konnten zeigen, dass die Stimulation von CD69 zu einer erhdhten Proliferation und
Produktion von IL-2, IFN-y und TNF-a fiihrt. So kann CD69 als Mediator des
proinflammatorischen ,signal pathways* betrachtet werden (Sancho, Gomez, and Sanchez-
Madrid, 2005). Dariiber hinaus konnten CD8*CD69" T-Lymphozyten im Endomyokardium
eines Herztransplantates gefunden werden, die eine Abstoung des Transplantates
verursachten. Diese und weitere &hnliche Erkenntnisse, ermutigten Wissenschaftler CD69 als
Marker fir aktive, alloreaktive Spenderlymphozyten zu verwenden. 2006 konnten u.a.
Hartwig et al. zeigen, dass alloreaktive Spender T-Zellen durch magnetisches ,cell sorting*
aus einem Stammzelltransplantat oder einer DLI isoliert werden kénnen (Hartwig et al.,
2006). Auf der anderen Seite wurde berichtet, dass CD69 ebenfalls eine Rolle in der
Beendigung der Immunreaktion durch die Anregung der Produktion von TGF-f spielt. Daher
gilt CD69 als ein pleiotropischer Rezeptor mit einer dualen immunregulatorischen Funktion
(Sancho, Gomez, and Sanchez-Madrid, 2005).

CD71

CD71 ist ein Transferrin Rezeptor und wie CD 69 ein Typ Il Membran Glykoprotein. Er
bindet Fe(Apo)-transferrin und transportiert das fur Zellwachstum benétigte Eisen via
Endozytose in die Zelle (Aisen, 2004; Luck and Mason, 2012). Er findet sich nicht auf
ruhenden Leukozyten, wird jedoch auf aktivierten T-Zellen exprimiert bzw. auf jeder Zelle,
die in die Proliferation eintritt hochreguliert (Nguyen et al., 2003; Shipkova and Wieland,
2012). Nguyen et al. konnten zeigen, dass CD71 ein geeigneter Marker fur die Messung der
Proliferation von T-Zellen in gemischten Lymphozytenkulturen (MLC) ist und ein
Expressionsmaximum an Tag 7 aufweist (Nguyen et al., 2003).

CD137

CD137, auch 4-1BB, ist ein Mitglied der TNF Rezeptor Superfamilie, welches auf T-Zellen,
NK-Zellen, B-Zellen, sowie auf myeloischen Zellen exprimiert wird (Langstein, Michel, and

Schwarz, 1999). Aktiviert von seinem Liganden CD137L, einem Typ Il Membranprotein,
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welche sowohl von APC als auch von Tumorzellen exprimiert wird, spielt CD137 eine
wichtige Rolle in der T-Zell-Aktivierung und dem Uberleben von T-Zellen (Wang et al.,
2009). CD137 vermittelte Signale kooperieren mit TCR-vermittelten Signalen und verstarken
so die Proliferation und Entwicklung zu Effektor-T-Zellen (Scholl et al., 2009; Sharpe, 2009).
Houtenbos et al. konnten zeigen, dass das Zugeben von 4-1BBL in eine MLC bestehend aus
T-Zellen und ‘DC’zu einer gesteigerten Differenzierung zu Memory- und Effektor-T-Zellen
mit einer erhohten INF-y Sekretion flihrte (Houtenbos et al., 2007).

2.5 Integrine

Integrine sind transmembrane Zellrezeptoren, welche sich aus nichtkonvalent gebundenen a-
und B-Untereinheiten zusammensetzen. Sie werden von nahezu allen Zellen des Korpers mit
Ausnahme der Erythrozyten, exprimiert und erftllen eine Reihe von Funktionen, u.a. in der
Zelladhésion oder Signaltransduktion. In Lymphozyten dienen sie der Migration in
entzlindetes Gewebe, dem Erkennen von fremden Antigenen, der Zellproliferation und dem
Uberleben der Zelle (Kamiguchi et al., 1999). So nutzen beispielsweise sowohl Tpaive als auch
Terr 04p7 fiir die Migration aus peripheren BlutgefdRen in lymphatisches Gewebe des
Gastrointestinaltraktes (GIT). Dabei bindet 047 Integrin an Mucosal Adressin Cell Adhesion
Molecule-1 (MAdCAM-1), welches konstitutiv auf den Hochendothelialen Venen (HEVS) der
lymphatische Gewebe, den mesenterialen Lymphknoten oder den Peyer Plaques, exprimiert
wird. Geddchtnis-T-Zellen nutzen analog das Integrin aEf37, welches mit dem E-cadherin
interagiert.(Gorfu, Rivera-Nieves, and Ley, 2009; Hamann et al., 1994; Shaw and Brenner,
1995). Anders als a4p7, welches vor allem fur die Migration in lymphatisches Gewebe des
Gastrointestinaltraktes ben6tigt wird, ist a4p1 an der Leukozytenmigration in diverse Gewebe
beteiligt, u.a. in das Knochenmark, entziindete Gewebe oder follikuldres Gewebe (Kang et al.,
2011). Kuklin et al konnten zeigen, dass a4B7 den Transport der T-Zellen in das GIT-Gewebe
vereinfacht, auch wenn a4p7 nicht fiir eine suffiziente Immunreaktion benétigt werden
(KukKlin et al., 2000).

Daneben zeigte sich, dass die Zelladhasion von T-Zellen an extrazelluldre Matrix via B1-
Integrin als co-stimulatorisches Signal fir T-Zell-Rezeptor abhéngige T-Zellproliferation und
IL-2 Produktion fungiert (Kamiguchi et al., 1999). Zudem wird der Eintritt bzw. der Verbleib
von T-Zellen im Knochenmark durch 1-Integrin vermittelt. Dabei wird die T-Zelle via 1-
Integrin von VCAM-1 exprimierenden Stromazellen des Knochenmarks gebunden. Jene
Stromazellen erfillen durch Sekretion von IL-7 dariliber hinaus auch homeostatische

Funktionen fur Geddchtnis T-Zellen (DeNucci and Shimizu, 2011).
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Name der T-Zellen

Subpopulation Abkiirzung Oberflachenmarkerprofil | Kurzcharakterisierung Referenz

naive T-Zellen T naive CCR7+,CD45R0-,CD3+ ungeprimte T-Zellen

central memory T-Zellen Tcm CCR7+,CD45R0+,CD3+ ; . . .. Sallusto et al. 1999

Effektor memory T-Zellen T em CCR7-,CD45R0+,CD27+,CD3+ Gedachtniszellen, Langzeitimmunisierung Klebanoff et al 2006
Zytotoxine, Perforine, Granozyme und Granulysine Fallen et al. 2003

Effektor-T-Zellen T eff CCR7-, CD45RO+, CD27-,CD3+ sezernierende T-Zellen Hamann et al. 1997

Nicht-naive T-Zellen T non-naive CD45R0O+,CD3+ Gedachtnis+/Effektor- T-Zellen

Aktivierung & Proliferation

Transferrin-Rezeptor+ T-Zellen CD71+ T-Zellen CD71+, CD3+ . . .
Typ Il C-Typ Lectin+ T-Zellen | CD69+ T-Zellen CD69+, CD3+ Friher Proliferationsmarker
CD80/86-R+ T-Zellen CD28+ T-Zellen CD28+, CD3+

TNF-Rezeptor superfamily
member 9+ T-Zellen

CD137+ T-Zellen

CD137+, CD3+

CD40Ligand+ T-Zellen

CD154+ T cells

CD154+, CD3+

APC- T-Zellen -Interaktion

Rudd et. al 2009
Starska et al. 2011
Myers et al 2005
Ma et al. 2009

B-Integrine

B1-Integrin+ T-Zellen

CD29+ T-Zellen

CD29+,CD3+

B7-Integrin+ T-Zellen

B7+ T-Zellen

B7+,CD3+

Adhésionsmolekiile

Gorfu et al. 2009
Kamiguchi et al. 1999
deNucci et al. 2011

Tabelle 5 Ubersicht iiber die T-Zell-Differenzierungsstadien, sowie deren Oberflachenmarkerprofil (DeNucci and Shimizu, 2011; Fallen et al., 2003; Gorfu, Rivera-Nieves, and
Ley, 2009; Hamann et al., 1994; Kamiguchi et al., 1999; Klebanoff, Gattinoni, and Restifo, 2006; Ma and Clark, 2009; Myers and Vella, 2005; Rudd, Taylor, and Schneider,
2009; Sallusto et al., 1999; Starska et al., 2011)
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3. Material & Methoden

Ein Teil der experimentellen Arbeiten wurde in Kooperation mit cand. Dr. med. Julia
Schick (Labor Prof. Schmetzer, Medizinische Klinik 111; Klinikum GroRhadern) sowie Frau
T. Kroell (MTA im Labor Prof. Schmetzer, Medizinische Klinik 111, Klinikum GroRhadern)
angefertigt.

3.1 Patientenkollektiv

Fur diese Doktorarbeit wurden 12 periphere Blut- oder Knochenmarksproben von AML
Patienten im akuten Stadium der Krankheit bzw. in VR verwendet, die sich im Zeitraum von
2003 bis 2010 in der KMT-Station des Klinikums Grohaderns, im Klinikum Oldenburg oder
Harlachinger Klinikum in Behandlung befanden. Die Diagnostik (Zytomorphologie,
Zytogenetik, Immunzytologie) wurde von den jeweiligen Kliniken und Laboratorien
durchgefuhrt und uns zusammen mit den klinischen Verlaufen zur Verfiigung gestellt. Fir die
‘DC’-Generierung wurden 6 Proben von Patienten vor SZT (4 bei Erstdiagnose, 1 Probe in
Persistenz, 1 Probe in Rezidiv) und 6 Proben nach SZT (2 Proben in Persistenz, 4 Proben in
Rezidiv) verwendet. T-Zellen wurden vor SZT, alle in aktiven Stadium der Erkrankung
(,autolog® n=6) oder nach SZT (n=6) prépariert, von denen 3 in VR und 3 in Rezidiv waren.
Die Diagnosestellung der AML- Proben erfolgte nach der FAB-Klassifikation. 2 Patienten
hatten eine AML mit minimaler Differenzierung (M0: n=2), 2 Patienten eine AML ohne
Ausreifung (M1: n=2) 1 Patient eine AML mit Ausreifung (M2: n=1), 4 Patienten mit einer
Akuten myelomonozytére Leukamie (M4: n=4), 1 Patient eine akute Monoblasten/
Monozyten -Leukamie (M5: n=1), sowie jeweils ein Patient mit einer SAML und
CMML/MDS. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 52,1 Jahre, bei einer Spanne von
26-70 Jahren, das Verhaltnis mannliche zu weibliche Patienten war 1:1.

Fur die gesunde Vergleichsgruppe wurden periphere Blutproben von 5 gesunden Spendern,
mit einem Durchschnittsalter von 28,6 Jahren (Spanne von 26-48 Jahren) verwendet. Das

Verhaltnis mannliche zu weiblichen Probanden war dabei 2:3.
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Patienten Alter bei IC
No. Diagnosestellung  Geschlecht FAB-Typ Stadium Blasten Phanotyp (CD) Bla% | T-Zell-Quelle und Zustand
887 59 w MDS/CMML  pers 33,34,14,64,117 8 Pers, autologous®
914 66 m SAML rI?.PéZZ.T 34,33,15,117 47 Rez., autolog
824 70 m M1/M2 Dgn. 7,13,34,117 68 Dgn, autolog
748 67 m M2 Dgn. 34,33,117,13 50 Dgn, autolog
855 68 m M4 Dgn. 13,33,34,65,117 37 Dgn, autolog
948 42 w M5 Dgn. 34,33,117 70 Dgn, autolog
m569 49 w MO Pers 15,33,13,34,19 11 VR, nach SZT
853 34 m MO oot 34,3317 50  |VR, nach SZT
m761 38 w M1 pers 34,117,15,65,2,7 40 VR, nach SZT
880 26 m M4 g?l’ " 33,64,13,15,117 90 Rez. n. SZT *
458 47 w M4 g?l’ " 13,33,117 15 VR, nach SZT
938 58 w M4 gg?l' " 34,117,33,4 74 Rez. n. SZT *

Tabelle 6 Ubersicht tiber die Patientencharakteristik am Zeitpunkt der 'DC'-Generation bzw.T-Zell Praparation. Dgn. = Erstdiagnose; Rez. = Rezidiv; Rez. n.
SZT = Reizidiv nach SZT; Pers. = Persistenz; pers. Rez. = persistierendes Rezidiv; VR= Vollremission * T-Zellen geerntet an verschiedenen Zeitpunkten des
Rezidivs Pat 880,938 oder wahrend persitierender Erkrankung (Pat. 887) und gepoolt fur MLR.
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3.2 Verarbeitung des Zellmaterials

3.2.1 Blutentnahme

Nach Einwilligung der Patienten wurde den Patienten das Knochenmark-Aspirat aus dem
hinteren Beckenkamm bzw. die Blutprobe aus einer peripheren VVene entnommen. Um eine
Gerinnung zu vermeiden wurden pro 50 ml Probenmaterial 5000 I.E. Heparin zugesetzt.

Innerhalb von 24h wurde aus der Probe die Mononukleare Zell Fraktion (MNC) isoliert.

3.2.2 Isolierung der MNC-Fraktion

Auf 15 ml der auf Raumtemperatur erwéarmten Ficoll-Trennlésung (Ficoll-Hypaque,
Biochrom, Berlin, Germany) wurden ca. 30 ml der Blutprobe (peripher vendses Blut oder
Knochenmarksaspirat) geschichtet. Die entstandene biphasische L6sung wurde danach bei
460g fir 20 min zentrifugiert. Die sich zwischen Serum und Ficoll-Lésung abzeichnende
MNC Fraktion wurde mit Hilfe einer Pasteurpipette abgenommen und in ein frisches
Rohrchen uberfihrt, in PBS (Biochrom, Berlin, Germany) resuspensiert und bei 420 g fiir 7
min zentrifugiert und zur Bestimmung der Zellzahl abermals in PBS resuspensiert. (Boyum
1984). Die MNC-Fraktion der 12 AML-Patienten setzte sich aus durchschnittlich 3+2% B-
Zellen, 9+6% T-Zellen, 2+2% NK-Zellen, 5+6% Monozyten sowie 56+25% leukamischen
Blasten zusammen. Im Falle einer aberranten Expression von CD19+, CD56+ oder CD14+
durch die Blasten, konnte die Fraktion der B-Zellen, NK-Zellen und Monozyten nicht

quantifiziert werden.

3.2.3 Bestimmung der Zellzahl

25 pl Zellsuspension wurden mit 75 pl Turks-Ldsung vermengt und mikroskopisch in 100-

facher VergroRerung mit Hilfe einer Neubauer-Zellkammer gezahlt.

3.2.4 Positive Isolierung von CD3+Zellen

T-Zellen wurden mit Hilfe von beads-konjugierten CD3-Antikorpern selektiert. Daflir wurden
10" MNC in 80pl MACS-Puffer [473 ml PBS (phosphate buffered saline) + 25 ml BSA
(Bovine Serum Albumin) + 2 ml EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)] sowie 20ul CD3"
Beads (Miltenyi Biotec) in Losung gebracht und 15 min im Kihlschrank inkubiert. Daraufhin
wurden der Zellsuspension weitere 500 pl MACS-Puffer zugegeben, 7 min bei 420 g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das zentrifugierte Pellet in 500 pul MACS-Puffer
resuspendiert bevor dieses auf die im Magneten steckende LS+ Trennséule (Miltenyi Biotec),
welche mit 3 ml MACS-Puffer vorgespult wurde, gegeben wurde. Dadurch wurden die

37



magnetisch beladenen T-Zellen an den Magnete gebunden und die verbliebenen CD3-
negativen Zellen wanderten in ein Auffangréhrchen unter der Séule. Zuletzt wurde die LS+
Sdule aus dem Magneten entfernt, 5 ml MACS-Pufferldsung hinzugefligt und die Suspension

mittels eines Stopsels durch die LS+ Séule gedriickt, um die T-Zellen zu erhalten.

3.2.5 Einfrieren der Zellen

Bis zu 1,5x 10" gewaschene Zellen wurden in 500p fetales Kalberserum (FCS)
aufgenommen, mit 500l auf Eis gekuhltem Einfriermedium, bestehend aus 80% FCS und
20% Dimethylsulfoxid (DMSO), in einem Kryordhrchen vermischt und in einer Einfrierbox

bei -80°C eingefroren.

3.3 Generierung von DC leukamischer Abstammung (‘DC’)

Wie bereits beschrieben, kénnen leuk&mische Zellen in ‘DC” konvertiert werden. Diese
Zellen prasentieren sowohl das leukdamische Antigenrepertoire, als auch die DC-typischen, fir
eine suffiziente T-Zell-Aktivierung benétigten, Oberflachenmarker (z.B. CD40, CD86, CD80,
CD1a, CD83). Fur die Generierung der ‘DC’ wurden 4 parallel laufende VVorversuche
(‘MCM-Mimic,‘Ca-lonophore‘,‘Picibanil*,“Intron® ) durchgefiihrt, um die effektivste
Methode fur den Hauptversuch zu ermitteln. Verwendet wurden dazu 12-Wellschalen mit
FCS-freiem Medium (Xvivo 15 Bio Whittaker, Europe, Verviers, Belgien), welche samt
Zellen bei 37°C und 5% CO, fur 4-11 Tage im Brutschrank inkubiert wurden.

‘MCM-Mimic*

Zu 2,5 x 10° MNC/ml gaben wir ein Zytokingemisch, bestehend aus 800 U/ml GM-CSF
(Sandoz), 500 U/ml IL-4 (Cell concepts, Umkirch, Deutschland) und 40 ng/ml FLT-3
(PromoCell). Die Zugabe der gleichen Menge erfolgte erneut an den Tagen 4 oder 5 sowie
Tag 7 oder 8, wobei zum letzten Zeitpunkt ein halber Mediumwechsel sowie die zusatzliche
Zugabe von 150ng/ml IL-6 (Cell concepts), 10 ng/ml IL-1p (Cell concepts), 1ug/ml
Prostaglandin E, ( PGE; Pfizer, Wien, Osterreich) und 200 U/ml TNF-a (Cell concepts)
durchgefuhrt wurde. An Tag 10-12 wurden die Zellen geerntet und die Anteile von DC und
‘DC’ bestimmt (Kremser et al., 2010; Lee et al., 2002; Woiciechowsky et al., 2001)
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‘Ca-lonophore (A 23187)°

0,7 x 10°MNC/mI Zellen wurden mit 375 ng/ml A23187 (Sigma-Medizin-Technik, Thum,
Deutschland) und 250 U/ml IL-4 fur 3-4 Tage inkubiert (Houtenbos et al., 2003; Kremser et
al., 2010).

‘Picibanil (OK-432) *

1,25 x 10° MNC/ml wurden mit 500 U/ml GM-CSF und 250 U/ml IL-4 in Kultur angesetzt
und inkubiert. Nach 7-8 Tagen wurden 10 pl OK-432 (Chugai Pharmaceuticals, Kamakura
City, Japan) und 1 pg/ml PGE; hinzugefiigt ehe an Tag 9-11 die Ernte und
durchflusszytometrische Messung der Zellen erfolgte. Bei der Generierung von DC aus MNC
bei Proben von gesunden Spendern erfolgte die Zugabe der Zytokine OK-432 und PGE,
bereits an Tag 4-5, die durchflusszytometrische Messung an Tag 7-8 (Kremser et al., 2010;
Sato et al., 2003).

‘Intron *

2,5 x 10°MNC/ml wurden mit 800U/ml GM-CSF und 5p/ml Intron versetzt und inkubiert.
Nach 3-4 Tagen erfolgte eine erneute Zugabe von GM-CSF und Intron in gleicher Menge, an
Tag 7-8 ein halber Mediumwechsel sowie die erneute Zugabe von GM-CSF, Intron und 200
U/ml TNF-a. Nach 10-12 Tagen wurden die Zellen geerntet.

Bei Proben von gesunden Spendern erfolgte die Zugabe von GM-CSF, ‘Intron‘ und TNF-a,
nur einmalig, der Mediumwechsel entfiel, die Zellen wurden ebenfalls an Tag 10-12 geerntet
(Kremser et al., 2010).

Alle fir die DC-Generierung verwendeten Reagenzien sind flr die Behandlung von Patienten
zugelassen. Generell sollte im Hinblick auf einen spéateren klinischen Einsatz von generierten
DC darauf geachtet werden Serum-freie Medien zu verwenden (Houtenbos et al., 2003).

3.4 Quantifizierung und Charakterisierung von ‘DC’

Die Quantifizierung und Charakterisierung der ‘DC’ ist wichtig, um den Erfolg der ‘DC’-
Generierung zu kontrollieren. Nur so kann eine erfolgreiche T-Zell-Stimulation gewahrleistet
werden. Frihere Methoden der DC Erkennung mittels Morphologie unter dem Mikroskop
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sind unbefriedigend, da es nicht immer gelingt, DC von anderen Zellen aufgrund des sich

ahnelnden Phanotyps zu unterscheiden.

Unsere Arbeitsgruppe entwickelte eine eigene durchflusszytometrische Strategie zur
Quantifizierung und Charakterisierung von ‘DC’ (Schmetzer et al., 2007). Diese Strategie
nutzt die Tatsache, dass DC und Blasten unterschiedliche Side Scatter Profile und
Antigenexpressionsprofile aufweisen. So ist es moglich, ‘DC’, Blasten, die nicht zu ‘DC’
konvertierten, und DC nichtleukdmischer Abstammung zu unterscheiden. Leukamische
Blasten konnen durch Blasten-typische Marker wie CD33, CD34, CD117, CD65, CD56,
CD7, DC durch Oberflachenmarker wie CD80, CD86, CD40, CD1a, CD83, CD206, CD1b,
CD137L charakterisiert werden. Allerdings kénnen DC-typische Antigene wie z.B. CD8O0,
CD86 oder CD83 auch auf Blasten exprimiert sein. Aus diesem Grund werden vor ‘DC’-
Generierung ein oder wenn moglich mehrere DC Marker ermittelt, welche nicht auf den
Blasten exprimiert werden. Zusatzlich werden exprimierte Blastenmarker ermittelt. Nach
‘DC’-Generierung wird nun untersucht, ob doppelt-positive Zellen fur die zuvor ermittelten
negativen DC-Marker und positiven Blastenmarker entstanden sind (Schmetzer et al., 2007).
Diese doppelt positiven Zellen entsprechen den aus Blasten entstandenen ‘DC’, welche somit
sowohl das Blastenantigen als auch die spezifischen Co-stimulatorischen Antigene der APC

exprimieren. Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung dieses VVorgangs.

Vor Zellkultur nach Zellkultur
r
Bla” Bla™ 7R
— cosa. CD 34, CD&0, CDES,
CD&S, CDE5, CD206, CD1b,
f
o7 o7 CD40, CD80, CD86

CD1b, CDA0,
COib, COM0, COHEO, CDEN, COBS,
CDBG. CD206 D206

DC” DC

Abbildung 3 Schematische Darstellung der Umwandlung von Blasten zu ,DC¢. Links im Bild: Blasten
(Bla*/DC -gelb) und DC (Bla/DC" -blau) mit exemplarischen Oberflachenmarkern vor Zellkultur. Rechts im
Bild: Nach Zellkultur lassen sich ,DC* (Bla*/DC" -griin) mit positiver Expression von Blastenantigenen und
DC-Oberflachenmarkern nachweisen
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Da sich Blasten und DC beziiglich ihrer Fluoreszenz unterscheiden, ist es nicht mdglich beide
Zelltypen nur mit einem Gate zu analysieren. Deshalb entwickelten wir eine 2-Gate-Strategie.
Das erste Gate, das sogenannte Blastengate, wird um die Blastenpopulation gelegt, die durch
einen niedrigen SSC (Side Scatter) und FSC (Forward Scatter) charakterisiert ist. Das zweite
Gate, das sogenannte DC-Gate, umfasst die restlichen Zellen. Beide Gates haben die fir sie
enthaltenen Zellen die optimalen Instrumenten-Einstellungen, so dass unabhéngig
voneinander in jedem Gate positive und negative Ereignisse bestimmt und quantifiziert
werden kénnen. Am Ende werden dann die Ergebnisse der beiden Gates summiert (Schmetzer

et al., 2007).

Vor Zellkultur nach Zellkultur
DC-Gate DC-Gate

FsC FsC

-l

\ Blasten-Gate
Blasten-Gate

S8C SSC

Abbildung 4 Schematische Darstellung der Gatingstrategie zur Quantifizierung der ,DC¢. Links im Bild: vor der
Zellkultur befinden sich die Blasten (orange) in einem umschriebenen Blasten-Gate und wenige DC (blau).
Nach Zellkultur beobachtet man eine ,,Wanderung® der Zellen im SSC, was durch das nun vermehrte
Vorkommen von ‘DC’ (griin) zu erkléren ist.
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Abbildung 5 Beispiel einer ,DC*-Quantifizierung. Vor der Zellkultur lassen sich die typischen Blasten- und DC-
Gates festlegen (links oben). Nach Zellkultur ,, wandern® die Zellen entlang des FSC und SSC (rechts oben).
Darunter zeigt sich das Verhalten der CD117" (Blasten) bzw. CD80" DC im SSC-Profil. Jeweils links in der
Abbildung vor Zellkultur und rechts nach Zellkultur. Es zeigt sich eine erhdhte Ablenkung der Strahlen im SSC
nach Zellkultur. (Abb. wurde mir freundlicherweise von Prof. Schmetzer zur Verfligung gestellt.)

Tote Zellen und Zellschutt wurden beim ,Gating* abgeschnitten und von der Analyse
ausgeschlossen.
Die Generierung von ‘DC’ wurde als positiv erachtet wenn >10% DC und gleichzeitig >5%

‘DC’ innerhalb der Zellfraktion gefunden wurden.

3.5 Ergebnis der ‘DC’-Generierung

Es konnten mittels etablierter Methoden in jeder Probe der 17 Falle (AML-Patienten und
gesunde Probanden) erfolgreich DC generiert werden. In 7 von 12 Fallen war ‘MCM-Mimic*,
in 3 von 12 Fallen Ca-lonophore und in 2 von 12 Féllen ‘Picibanil* die beste Methode zur

‘DC’-Generierung. Die Proben der AML-Patienten zeigten nach der Inkubation in dem
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individuell am besten geeigneten Medium durchschnittlich 23£16% DC (10-56%) und 9+7%
‘DC’ (5-19%)

3.6 Gemischte Lymphozytenkultur (MLR)

Isolierte CD3" T-Zellen der AML Patienten oder der gesunden Spender wurden parallel mit
bestrahlten (20 Gy fir 1h) ‘DC’ bzw. blastenhaltigen MNC in einer 24 Wellschale angesetzt.
Pro 1,5 x 10° T-Zellen wurden 37.000 ‘DC’ bzw. MNC in 1,5 ml RPMI-1640 Medium
(Biochrom, Berlin, Deutschland) mit 15% Humanserum (PAA, Laboratories, Pasching,
Osterreich) und 50 U/ml IL-2 (Proleukin R5, Chiron, Miinchen, Deutschland) angesetzt. Die
Zellen wurden an den Tagen dO, d1, d3, d5 und d7 geerntet und ihr Antigenprofil gemessen;
an d7 wurde dartiber hinaus ein Blastenlysetest durchgefiihrt. An den Tagen d3 und d5
erfolgten ein halber Mediumwechsel, sowie die Restimulation mit 37.000 bestrahlten ‘DC’
bzw. MNC und 50 U/ml IL-2 (Kremser et al., 2010).

3.7 Durchflusszytometrie

Unter Beriicksichtigung des jeweiligen individuellen Blastenphanotyps wurde eine Basis-
FACS-Flow Analyse zur Bestimmung des Phanotyps und der Menge der leukamischen
Blasten, T-Zellen, Monozyten und DC durchgefuhrt. Dies erfolgte durch Fluorescein
Isothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE), Tandem Cy7-PE (PC7) und Allophycocyanin
(APC), welche direkt an monoklonale Maus-Antikdrper (moAbs) gekoppelt sind. Um
Unterschiede in der Antigenbestimmung zu vermeiden wurde in jeder Messung das gleiche
Panel und identische Antikdrper Kombinationen verwendet; Antigene mit bekanntermafien
eher schwacher Expression wurden mit Antikdrpern mit starken Farbstoffen wie APC und PE
gemessen, Antigene mit starker Expression auf der Zelloberflache mit Antikérpern mit
schwécheren Farbstoffen wie FITC und Cy7.

Die Antikorper wurden zur Verfiigung gestellt von Immunotech/Beckman Coulter # (Krefeld,
Deutschland) Becton Dickinson ° (Heidelberg, Deutschland), Caltag ¢ (Hamburg,
Deutschland), Serotech ¢ (Duisseldorf, Deutschland), und Invitrogen é(Karlsruhe,
Deutschland).

Folgende moAbs wurden verwendet:

FITC konjugierte moAbs : CD1b”, CD80%, CD83% CD86°, CD3* CD27¢, CD154"
CD45RO".

PE-konjugierte moABs: CD80% CD83% CD86™, CD206%, CD4% CD8°, CD137°, CD29°.

43



PC7-konjugierte moABs: CD1a?, CD40°, CD3?% CD4% CCR7°, 7TAAD

PC-konjugierte moAbs CD34*¢; CD117% CD33% CD1a*, CD40¢, CD206° CD3? CD8",
CD28", CD45R0®, CD69°, CD71°, p7-Integrin®

Zu messende Zellen wurden gewaschen (370g, 7 min) in PBS und 20 % FCS (Biochrom)
resuspensiert und unter Berticksichtigung der Herstellerhinweise mit den moAbs inkubiert. Im
Durschnitt wurden pro Réhrchen 50.000-100.000 Zellen inkubiert, wobei letztendlich 3000-
5000 Ereignisse am FACS Calibur Flow-Zytometer (Becton Dickinson, BD, Heidelberg,
Deutschland) gemessen und mit der Cell-Quest Software fiir Analysen ( Becton

Dickinson, BD, Heidelberg, Deutschland) evaluiert. Um unspezifische Bindungen der

Antikorper herauszufiltern, wurden stets mit Isotypkontrollen durchgefihrt.

3.7.1 T-Zell Gating

Um eine moglichst unverfalschte Messung von aktivierten T-Zellen nach MLR zu erhalten
wurde beim Gating darauf geachtet, moglichst alle CD3+ Zellen zu erfassen. Hierzu wurde
ein Gate mdglichst eng um das Lymphozyten-Cluster gelegt, welches nach oben eine offene
Konfiguration besitzt, wie in der Literatur beschrieben wurden (Molero et al., 2005). Dabei
wurde berticksichtigt, dass das T-Zell Cluster unter Stimulation seine Lage &ndert, so dass alle
T-Zellen erfasst werden.

Leukamische Zellen wurden als positiv flr einen Marker gewertet, wenn 20% der Blasten in
der MNC-Fraktion positiv fiir diesen Marker waren (Campana Behm 2000; Bene 1995). T-

Zellen wurden tber die Expression von CD3 detektiert..

3.8 T-Zell Charakterisierung

Uber die Jahre wurden viele verschiedene Panels zur T-Zell Charakterisierung gepriift. Unter
diesen fanden die Panels von Sallusto, Berger und Fallen mit am meisten Beachtung (Berger
et al., 2008; Fallen et al., 2003; Sallusto, Geginat, and Lanzavecchia, 2004; Sallusto et al.,
1999). In einem Vorversuch untersuchten wir verschiedene Panels, um das flir unseren
Versuch am besten funktionierende Panel zu finden. Da sich die Panels von Sallusto und
Fallen weitgehend dhnelten stellten wir diese dem Panel von Berger gegendiber. Tabelle 7

zeigt die verwendeten Panels fur diesen Vergleich:
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Berger CD62L"CD95 CCR7°CD28" | CD62L"CD95'CCR7°CD28" | CD62L CD95" CCR7
CcD28

Sallusto/Fallen | CCR7°CD45RO" CCR7'CD45RO'CD27" CCR7'CD45RO"

Tabelle 7 Expressionsprofile von T-Zellen in verschiedenen Differenzierungsstadien im Vergleich (,Berger® vs ,
Sallusto/Fallen‘- Strategie)(Berger et al., 2008; Fallen et al., 2003)
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Abbildung 6 Anteile von T-Zellen in verschiedenen Differenzierungsstadien im Vergleich (,Berger* vs ,
Sallusto/Fallen‘- Strategie)(Berger et al., 2008; Fallen et al., 2003). Es zeigt sich, dass an Hand des Berger-
Panels durchgehend weniger positive T-Zellsuptypen gemessen werden konnten.

Es fiel auf, dass mit Hilfe des Berger Panels durchgehend geringere Anteile an positiven T-

Zell Subtypen detektiert werden konnten als mit den Strategien von Sallusto oder Fallen.
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Insbesondere Taive SOWiE Tem+err Wurden kaum durch das Panel nach Berger erfasst, so dass
wir uns fir das Panel von Sallusto/Fallen fir die T-Zell Charakterisierung der Subtypen
entschieden.

3.9 Blastenlysetest

Die lytische Aktivitét der Te wurde durch einen Lyse-Test gemessen. Bei diesem Test wird
die Anzahl der lebenden Blasten mit Hilfe spezieller Antikdrpern vor und nach Kontakt mit
Effektorzellen (E) bestimmt und die Anteile lebender Blasten durch die Zugabe von ,Beads*
in Abhéngigkeit der urspriinglichen Anteile lebender Zellen ermittelt. ‘DC*- oder Blasten
stimulierte T-Effektorzellen (E) der AML-Patienten wurden in einem 1,5 ml Eppendorfgefald
mit den Blasten-haltigen ‘MNC* der AML-Patienten als Zielzellen (T) in einem Verhaltnis
von 1:1 fiir 3h sowie tiber Nacht in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Im
Vorhinein wurden die Blasten fur 15 Minuten mit 2 blastenspezifischen Antikérpern in FITC
oder PE markiert, ehe sie mit den Effektorzellen zusammengefihrt wurden. Als Kontrolle
wurden Effektorzellen separat nach gleichem Schema behandelt und erst kurz vor der
Messung mit den Targetzellen vermischt. Um die Anzahl der lebendigen Zielzellen und den
Zellverlust nach 24h Inkubation zu bestimmen, wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
resuspensiert, mit 7AAD (BD, Biosciences Pharmingen) versetzt und eine definierte Menge
an Fluorosphere beads (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) hinzugefligt. Die lebenden
Zellen wurden in einem SSC/7AAD-gate gegatet und im Anschluss die Anteile lebender
Zellen, die spezifische Blastenmarker exprimierten, mit Hilfe der definierten Menge
hinzugefiigter Beads quantifiziert. Die Zellen wurden in einem FACS Calibur Flow
Cytometer analysiert und mit der CELL Quest software (Becton Dickinson, Heidelberg,
Germany) ausgewertet. Der Prozentsatz der Lyse wurde als die Differenz der Zielzellen vor
und nach Effektorzell-Kontakt festgelegt (Kienzle et al., 2002;Kufner et al., 2005a).

3.10 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Mittelwerte, Standardabweichung und die Ergebnisse des two-tailed-T-Tests wurden an
einem PC mittels Excel 2007 (Microsoft) berechnet. Das statistische Signifikanzniveau betrug
p<0,05.
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4. Ergebnisse

Wir verglichen T-Zell Profile vor und nach Stimulation mit blastenhaltigen MNC (‘MNC?)
bzw. mit ‘DC’ von gesunden Probanden mit Profilen von T-Zellen von AML-Patienten bei
Erstdiagnose, wéhrend persistierender Krankheit und mit Ruckfall vor SZT sowie von AML
Patienten nach allogener SZT. Da T-Zell Profile der AML Patienten vor und nach SZT
vergleichbar waren, wurden die Ergebnisse dieser beiden Gruppen fiir den Vergleich mit

gesunden T-Zellen gepoolt.

4.1 VVor Stimulation

4.1.1 AML Patienten zeigen héhere Anteile an Tpaive Und Tesr und geringere Anteile an Ty Vor
Stimulation im Vergleich zu gesunden Spendern.

Unsere Analysen vor Stimulation zeigten, dass sich das T-Zell Expressionsmuster von AML-
Patienten von gesunden Probanden unterscheidet. AML-Proben hatten signifikant héhere
Anteile an Taive (p=0.04) und T (p=0.02) sowie geringere Anteile an T¢y (p=0.08) in CD4"
T-Zellen als die gesunden Probanden (14+12% CD4" Thaive, 21+16% CD4" T, 18+16%
CD4" Teg in AML Vs 5+5% CD4" Taive, 37+15% CD4" T, 623% CD4™ T in gesunden
Probanden (siehe Abb.7). Flr Tem und Thon-naive €rgaben sich keinerlei signifikante
Unterschiede. Im Allgemeinen konnten wir in CD8"T-Zellen eine dhnliche Verteilung
beobachten mit ebenso signifikant hoheren Werten flr T (p=0.006) und niedrigen Werten
fiir Tem bei den AML-Patienten, mit dem Unterschied, dass CD8*T-Zellen gesunder

Probanden eine hoheren Anteil an Tyaive aufwiesen (siehe Abb.7)
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Abbildung 7 zeigt die Anteile der verschiedenen Differenzierungsstadien in CD4" und CD8" T-Zellen. Der
Vergleich zwischen Proben von gesunden Probanden und AML-Patienten zeigte, dass AML-Patienten hdhere
Anteile an T .ive Und T hatten, wohingegen Gesunde héhere Werte fiir T, aufwiesen.

4.1.2 T-Zellen von gesunden Probanden zeigen einen hoheren Grad der Aktivierung vor
Stimulation als T-Zellen von AML-Patienten

Unstimulierte T-Zellen von gesunden Probanden zeigten geringe Anteile an CD69*CD3"
(2+2%) und CD71'CD3" (9£8%) Zellen und héhere Anteile von CD28*CD3" (80+13%) und
CD137°CD3" (28+20 %) Zellen. Uberraschenderweise zeigten sich iiberdies nur geringe
Anteile von CD154°CD3" Zellen (2+2%). Im Vergleich zwischen AML-Patienten und
gesunden Probanden, lieR sich im Allgemeinen festhalten, dass gesunde Probanden hohere
Anteile an aktivierten T-Zellen als AML-Patienten aufwiesen. Am deutlichsten zeigte sich
dies fiir CD28, welcher von durchschnittlich 96+2% der T-Zellen aus gesunden Probanden
exprimiert wurde im Gegensatz zu 80+13% auf AML-T-Zellen (p=0.002). Analoges konnten
wir fir CD137 (p=0.01) feststellen (Abb.8).

p=0.002 =0.01
120 —_— -“_._,

100

1
1 B AML vor
' Stimulation

(n=12)

1 1
80 _[
60 % O Gesund vor
T Stimulation
40 (n=5)
20 I
0 __ﬂél_m )

CD69+ CD71+ (CD28+ C(CD137+ CD154+

% in CD3+

Abbildung 8 Vergleich der Aktivierungsmarker CD69,CD71, CD28,CD137 und CD154 vor T-Zell-Stimulation.
Im Allgemeinen wiesen gesunde Spender héhere Anteile an Aktivierungsmarker-positiven T-Zellen aus, was fur
einen hoheren Grad der Aktivierung vor Stimulation spricht.
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4.1.3 Gesunde T-Zellen vor Stimulation weisen hohere Anteile an B-Integrin exprimierenden
T-Zellen aller Differenzierungsstadien auf

Unsere Analyse konnte zeigen, dass vor Stimulation gesunde Probanden signifikant hohere
Anteile von B-Integrin-positiven T-Zellen in allen Differenzierungsstadien der T-Zellen
aufwiesen als auf T-Zellen von AML-Patienten. Abbildung 9 zeigt die Expression von 7-
Integrin® und CD29" Taive Tem UNd Temeerr. Fiir B7-Integrin zeigten sich signifikante
Unterschiede in Taive (p=0.006), Tcm (p=0.05) und Tem+efr (p=0.04), wie auch fiir CD29 in
Thaive und Tey (p<0.001).
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Abbildung 9. Vergleich der Anteile von B7-Integrin und CD29-positiven T-Zellen in verschiedenen T-Zell-
Differenzierungsstadien vor der Stimulation. Gesunde T-Zellen zeigten hohere Anteile von B7-Integrin und
CD29 exprimierenden T-Zellen als die der AML-Patienten.

Insgesamt prasentierten sich T-Zellen von AML-Patienten mit hoheren Anteilen von Tpaive
sowie Ter und geringeren Anteilen von T, in CD4" und CD8" T-Zellen. T-Zellen von AML-
Patienten wiesen im Vergleich zu gesunden Probanden niedrigere Anteile aktivierter T-Zellen

sowie B-Integrin-exprimierende T-Zell in allen T-Zell-Differenzierungsstadien auf.

4.2 Nach Stimulation

4.2.1 Die Stimulation von T-Zellen mit ‘DC’ als auch ‘MNC’ von AML-sowie gesunden
Proben fiihrt zu einer Anderung des T-Zellprofiles

Nach 7 Tagen Stimulation von T-Zellen in MLR konnten wir Anderungen im
Expressionsmuster der T-Zellen von AML-Patienten und der gesunden Probanden_feststellen.
Hohere Anteile an T-Zellen vom Effektortyp sowie aktivierte T-Zellen waren nachweisbar.
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4.2.2 ‘DC’-Stimulation zeigt keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur ‘MNC’-
Stimulation von T-Zellen.

Interessanterweise konnten wir kaum Unterschiede der T-Zellprofile nach ‘DC’-Stimulation
gegentiber der ‘MNC’-Stimulation bei AML, bzw. gesunden Proben feststellen. Wenn
Unterschiede messbar waren, lagen diese innerhalb weniger Prozentpunkte und wiesen keine
Signifikanz auf. Zwischen gesunden und AML-Proben lieRen sich einige Unterschiede

feststellen, auf die im Folgenden eingegangen werden soll:

4.2.3 AML-Proben zeigen geringere Anteile von T, und héhere Anteile von T-Zellen mit
Effektorfunktion.

Nach 7 Tagen Stimulation wiesen die ‘DC’-stimulierten CD4" Zellen von gesunden
Probanden signifikant hthere T.n-Anteile gegeniiber denen von AML-Patienten auf (p=0.05),
wohingegen groRere Tem-und Teg- Fraktionen in den Patientenproben gemessen werden
konnten. Eine dhnliche Verteilung zeigte sich in den CD8 T-Zellen (p=0.03). Bei den Tpaive
und Thon-naive €rgaben sich keine signifikanten Unterschiede (Siehe Abb.10). Ahnliches fanden
wir in der Analyse der CD8-Population. Auch hier zeigten sich héhere Anteile der Tem und
Tefr in den T-Zellen der AML gegeniiber den T-Zellen von Gesunden, mit einem signifikanten
Unterschied von p=0.04 in T im Vergleich zwischen ‘DC’-stimulierten AML-T-Zellen und

‘DC’-stimulierten gesunden T-Zellen.
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Abbildung 10 Zusammensetzung der CD4" und CD8" Subpopulation. Vergleich von AML-Patienten mit
gesunden Probanden nach sowohl ‘DC’-Stimulation als auch “MNC’-Stimulation. Gesunde Probanden hatten
einen héheren Anteil an T, wohingegen, AML-Patienten hohere Anteile an T, und T aufwiesen.
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4.2.4 Sowohl AML- als auch gesunde Proben zeigen eine Hochrequlation an aktivierten T-
Zellen, allerdings unterschiedlicher Auspragung

AMVL-Patienten als auch das gesunde Vergleichskollektiv zeigten im Vergleich zu
unstimulierten Zellen einen héheren Anteil an CD69™ und CD71" Zellen nach Stimulation.
Bei den Markern CD69 und CD71 lieRen sich keine Unterschiede zwischen den AML-und
gesunden Proben feststellen, jedoch wiesen gesunde T-Zellen nach ‘DC’-Stimulation héhere
Anteile an CD69" und CD71" T-Zellen im Vergleich zur ‘MNC’-Stimulation auf (p=0.07-
0.09). Interessanterweise zeigte sich wie schon an Tag 0 ein signifikant héheres Vorkommen
von CD28" (p=0.002-0.006) und CD137" (p=0.08) T-Zellen bei gesunden Probanden im
Vergleich zu den AML-Patienten. Im Gegensatz dazu zeigten AML-Patienten groliere
Anteilen CD154" T-Zellen (p=0.03) (siehe Abb.11).
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Abbildung 11 Expression der Aktivierungsmarker auf T-Zellen von gesunden Probanden nach ‘DC’- und
‘MNC’-Stimulation, sowie von AML-Patienten nach ‘DC’- und ‘MNC’-Stimulation. Nach Stimulation zeigten
sich hohere Anteile an CD28" und CD137" T-Zellen in gesunden Probanden, wohingegen in AML-Proben
héhere Anteile an CD154"Zellen gemessen werden konnten.

4.2.5 Stimulierte T-Zellen von AML-Patienten zeigen geringere Anteile von B-Integrinen im
Vergleich zu gesunden Probanden.

T-Zellen gesunder Probanden présentierten sich ahnlich dem Tag 0, auch nach Stimulation,
mit groBeren Anteilen an B7-Integrin® Toave im Vergleich zu AML-Patienten (p=0.02). Der
Marker CD29 wurde nahezu auf 100% der stimulierten T-Zellen von gesunden Probanden
exprimiert. Im Vergleich zu den AML-Patienten zeigten sich jeweils signifikant hdhere
Anteile an allen T-Zell-Differenzierungsstadien (Tnaive, Tem Tem+eff). INnerhalb der AML-
Patienten und den gesunden Probanden konnten wir keinen Unterschied zwischen ,‘DC’und

‘MNC’-Stimulation feststellen. (Siehe Abb.12).
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Abbildung 12 Vergleich der Anteile an B7-Integrin® und CD29" T-Zellen innerhalb der T-Zell-
Differenzierungsstadien (T aives Tem Temsefr) NACh T-Zell-Stimulation. Es zeigten sich héhere Anteile von p7-
Integrinen auf T,,ve VOn Gesunden als auch von AML-Patienten, in T, und Ten.efr Zeigte sich ein ausgeglichenes
Verhaltnis. Dagegen zeigten sich signifikant hohere Anteile von CD29" Zellen in allen Differenzierungsstadien
im Vergleich der Gesunden gegentiber den AML-Probe nach ‘DC’-Stimulation

Zusammenfassend lasst sich festhalten: Das T-Zell Profil von AML- und gesunden Proben
zeigte eine Verschiebung hin zu Profilen mit hoheren Anteilen von T-Zellen mit
Effektorphanotyp. Im Vergleich zeigten AML-Patienten geringere Anteile von T¢p,
Aktivierungsmarker- und B-Integrin positiven T-Zellen, aber dafiir hbhere Anteile an Teg.
Interessanterweise konnten wir keine signifikanten Unterschiede der T-Zell-Profile zwischen
‘DC’- und “‘MNC’-stimulierten Proben feststellen.

4.3 Kinetik

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben konnten wir wahrend der T-Zell-Stimulation in der
MLR eine Verschiebung des T-Zell-Differenzierungsmusters von Zellen mit hohem
Proliferationspotential zu Zellen mit Effektorfunktion, sowie eine Zunahme von aktivierten T-
Zellen verzeichnen. Im Folgenden untersuchten wir den zeitlichen Ablauf dieser Prozesse

anhand einer Kinetik mit Messungen der T-Zellprofile an Tag 1,3,5 und 7.
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4.3.1 In CD4" T-Zellen, anders als bei CD8" T-Zellen, vollziehen sich Anderungen des T-
Zellprofiles innerhalb der ersten 5 Tage.

Thaive Und Tem Nahmen unter Stimulation sukzessive ab. Ty, zeigten zu Beginn (Tag 1) eine
kurze Phase der Proliferation ehe diese ebenfalls eine Abnahme zeigten. Im Gegensatz dazu
stiegen die Anteile der Tes und Tron-naive KOntinuierlich an. Diese Entwicklung konnten wir
sowohl bei den AML-Patienten als auch in der gesunden Vergleichsgruppe feststellen. Es
zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede nach ‘DC’- und ‘MNC’-Stimulation, so dass hier in
dieser Darstellung lediglich die Diagramme fur ‘DC’-stimulierte AML-Proben abgebildet
werden sollen (siehe Abb.13). Erwahnenswert ist der Fakt, dass die CD4" T-Zellen bereits an
Tag 5 ein Gleichgewicht erreichten welches sich bis zu Tag 7 nicht &nderte, wohingegen in
CD8" Zellen keinerlei Plateaus auszumachen waren. Insgesamt konnten wir in jeder Probe,
sowohl von Gesunden als auch von AML-Patienten eine Verschiebung des

Differenzierungsmusters feststellen.
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Abbildung 13 Kinetik der T-Zell-Differenzierungsstadien wahrend ‘DC’-Stimulation bei AML-Patienten. Die
Anteile von T aive Tem Und Ty, nahmen wéhrend der T-Zellstimulation sowohl in CD4" als auch CD8" Zellen
ab, wohingegen T und Toon-naive ZUNAhMenN. Ty, zeigte dabei einen Anstieg mit Gipfel an Tag 1. In CD4" T-
Zellen, ungleich den CD8" T-Zellen, stellte sich bereits nach Tag 5 ein Gleichgewicht der T-Zell-
Differenzierungsstadien ein.

4.3.2 CD69 zeigt Eigenschaften eines frithen Aktivierungsmarker, CD71 und CD154 die eines
.spaten®. CD28 und CD137 blieben in ihrer Expression konstant.

Ahnlich wie bei den Kinetiken tber die Entwicklung der T-Zellen durch verschiedene
Differenzierungsstadien, fanden wir auch bei den Aktivierungsmarkern vergleichbare
Ergebnisse nach ‘DC- und ‘MNC’ —Stimulation bei gesunden Proben und AML-Patienten.
Des Weiteren zeigten sich dhnliche kinetische Verldufe bei Gesunden wie auch bei AML, so

dass im Folgenden exemplarisch die Kinetik der Aktivierungsmarker bei den ‘DC’-
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stimulierten T-Zellen dargestellt wird. Auf Unterschiede wird im Text hingewiesen, auf
eigene Abbildungen wird verzichtet.

In der Entwicklung aktivierter T-Zellsubpopulation tber die Zeit konnten wir unterschiedliche
Verlaufe feststellen. CD69 zeigte, wie in der Literatur beschrieben, eine friihe Steigerung der
Expression auf T-Zellen. Bereits nach 24h wurde der Hochstwert, welcher bei 24+14%
(p<0.001 gegeniiber dem Tag 0) lag erreicht. Ab Tag 3 konnte dann eine ,,Herabregulierung
des Markers festgestellt werden. CD71 hingegen, als spaterer Proliferationsmarker, wies die
hdchsten Anteile an Tag 5 auf (31£13%), jedoch konnte bereits an Tag 1 eine Steigerung und
an Tag 3 eine signifikante (p=0.01) Anderung im Vergleich zu Tag 0 gemessen werden. Die
Anteile CD28" und CD137" Zellen zeigten uiberraschenderweise keinerlei signifikante
Schwankungen und blieben auf relativ konstantem Niveau. Auf die generell htheren Anteile
dieser beiden Marker in gesunden Proben wurde in den beiden vorangehenden Kapiteln schon
eingegangen. Die Anteile CD154" T-Zellen nahm langsam zu, mit einem Héhepunkt an Tag
7. Bei diesem Marker l&sst sich nun erstmals ein deutlicher Unterschied in der Kinetik von T-
Zellen der AML-Patienten im Vergleich zu den T-Zellen der gesunden Probanden feststellen.
Im Gegensatz zu den AML-Patienten zeigten die gesunden Probanden keine Zunahme der
CD154" T-Zellen.
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Abbildung 14 Kinetik der Aktivierungsmarker von AML-Patienten nach ‘DC’-Stimulation. CD69 zeigte eine
friihe Hochregulation mit Hochstwert an Tag 1, wohingegen CD71 und CD154 erst nach Tag 5 bzw.7 den
Hohepunkt ihrer Expression erreichen. CD28 und CD137 zeigten eine konstante Expression wahrend
Stimulation.

Die Stimulation durch ‘DC* und ‘MNC”’ fuhrte bei den naiven T-Zellen zu einer

Herabregulierung von B7-Integrin-positiven Zellen, sowohl bei Gesunden als auch bei AML-
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Patienten. Ahnliches gilt fiir B7-Integrin-expremierende Tem-eft, O€I denen eine sukzessive
Abnahme uber die Zeit beobachtet werden kann. Interessanterweise konnten wir dieses
Ph&nomen nicht bei T, erkennen. In Hinblick auf CD29 wurde zunéchst eine geringe
Zunahme der Anteile von CD29" To.ive gemessen, ehe ein Riickgang dhnlich den CD29*
Tem+efr Deobachtet wurde. Die Anteile von CD29" T, waren keinen Schwankungen
unterworfen. Bei den gesunden Probanden konnten derlei Dynamiken nicht festgestellt
werden, es zeigte sich ein konstant hoher Level an CD29" Zellen in allen
Differenzierungsstadien der T-Zellen (Siehe Abb.15).
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Abbildung 15 Kinetik von p7-Integrin® und CD29" Zellen in den unterschiedlichen T-Zell-
Differenzierungsstadien von AML Patienten (oben) und gesunden Probanden (unten) unter ‘DC*-Stimulation.
Sowohl bei gesunden als auch bei AML-Proben nahmen die Anteile von B7* T-Zellen in den T als auch auf
Temsert IM Gegensatz zu Ty, ab. Die Anteile von CD29" T-Zellen bei AML nehmen sukzessive ab, wohingegen
gesunden T-Zellen konstante Anteile von CD29 aufweisen.

Im Folgenden interessierten uns die funktionellen Eigenschaften der stimulierten T-Zellen.
Anhand eines Zytotoxizitatstest (Durchfuhrung siehe Material und Methoden) konnten wir die
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lytische Aktivitat der stimulierten T-Zellen messen und diese je nach Ergebnis einer
,Lysierer<und ,,Nicht-Lysierer Gruppe zuordnen. Diese beiden Gruppen wurden Analog zu
Kapitel 4.1 und 4.2 im Hinblick auf ihre Zusammensetzung der T-Zelldifferenzierungsstadien,

Aktivierungsmarker und die B-Integrine untersucht.

4.4 Lyseverhalten

4.4.1 ‘DC’-stimulierte T-Zellen lysieren Blasten besser als ‘MNC’-stimulierte T-Zellen.

Es wurde deutlich, dass eine ‘DC’-Stimulation der ‘MNC’-Stimulation in funktioneller
Hinsicht Gberlegen ist. 7 der 11 (64%) Proben nach ‘DC’-Stimulation zeigten eine Lyse der
Blasten, im Gegensatz zu ‘“MNC’-stimulierten Zellen mit nur 4 von 10 (40%) bzw.
unstimulierten T-Zellen mit 4 von 9 (44%) Proben, welche als Negativ-Kontrolle ebenfalls

getestet wurden. (Siehe Tabelle 8)

Lyse durch  Lyse durch

Patli\lenten FAB-type Stadium T-Zell-Quelle ulr;ztsﬁnﬁirecr?:e MNC . 'D.C -
0. T-Zellen stimulierte  stimulierte T-
T-Zellen Zellen
887 MDS/CMML Pers.v. SZT autolog/ vor SZT + + +
914 SAML Rezn.SZT  autolog/ vor SZT - - -
824 M1 Dgn. autolog/ vor SZT n.d - +
748 M2 Dgn. autolog/ vor SZT - - -
855 M4 Dgn. autolog/ vor SZT n.d. n.d. nd
948 M5 Dgn. autolog/ vor SZT - -
m569 MO Pers.n. SZT nach SZT
853 MO Rez n. SZT nach SZT n.d. n.d.
m761 M1 pers.n. SZT  nach SZT + - -
880 M2 Rezn.SZT  nach SZT + + +
458 M4 Rezn.SZT  nach SZT - - -
938 M4 Rezn.SZT  nach SZT + + +

Tabelle 8 Ergebnisse des Zytotoxizitatstest von T-Zellen nach 7 Tagen Stimulation mit ‘DC’, ‘MNC’ sowie von
unstimulierten T-Zellen.Dgn. = Erstdiagnose; Rez. v. SZT = Rickfall vor SZT; pers. = Persistenz; Rez. n. SZT =
Rickfall nach SZT; Pers.n.SZT = Persistenz nach SZT; n.d.= ohne Ergebnis/ nicht durchgefihrt

4.4.2 ,Blasten-Lysierer” sind durch deutlich héhere Werte an Tyaive Und Tcm Und geringere
Werte an Tegund Ton-naive_ dekennzeichnet

Wir konnten zeigen, dass Félle, die nach Stimulation Blasten lysierten, vor Stimulation héhere
Werte an CD8 Thaive (p=0.06) und CD8" T, und geringere Werte fiir CD8 T CD8" Tefr und

CD8" Thon-naive (p=0.08) im Vergleich zu Féllen, ohne Blasten-lytische Aktivitat aufwiesen
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(siehe Abb.16). Vergleichbare Verhiltnisse fanden wir in CD4" T-Zellen vor: Vor Stimulation
zeigten die Lysierer hthere Anteile an Tpajve Und T¢m SOwie geringere Anteile an Tem, Ter Und
Tnon-naive (P=0.05) (Daten nicht abgebildet).
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M Lysierer vor Stimulation (n=7) M Lysierer vor Stimulation (n=7)
ONicht-Lysierer vor Stimulation (n=4) O Nicht-Lysierer vor Stimulation (n=4)

Abbildung 16 AML-Patienten vor ‘DC’-Stimulation, eingeteilt in spatere Lysierer und Nicht-Lysierer. Die
Lysierer préasentieren sich mit deutlch héheren Werten fir T e und T, und geringeren Werten fir Teg und Tpon.
naive IN der CD8™ und CD4* T-Zellfraktion.

4.4.3 Die T-Zell-Differenzierungsmuster von T-Zellen, die nach ‘DC’-oder ‘MNC’-
Stimulation antileukdmische Eigenschaften besitzen, unterscheiden sich nicht von T-Zellen
ohne blastenlytische Eigenschaften.

Wie Abbildung 17 zeigt, waren die Werte in den CD4" oder CD8"-Subpopulationen an Tpaive
Tem Und Tegs der Lysierer als auch Nicht-Lysierer im Verlauf der MLR vergleichbar und
wiesen keine signifikanten Unterschiede am Tag des Lysetests auf. Wir konnten lediglich
hohere Werte von Tponnaive UNd Term bei den Lysierern im Vergleich zu den Nicht-Lysierern
nach ‘DC’-Stimulation, als auch in Tey nach ‘MNC’-Stimulation messen, wobei jeweils kein
Signifikanzniveau erreicht wurde. Im Allgemeinen konnte kaum ein Unterschied in den T-
Zellzusammensetzungen nach ‘DC- und ‘MNC” —Stimulation, weder in der Lysierer noch in
der Nicht-Lysierer Gruppe, festgestellt werden.
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Abbildung 17 Vergleich der AML-Proben, eingeteilt in Lysierer und Nicht-Lysierer, nach ‘DC’-/‘MNC*-
Stimulation. Es zeigt sich ein vergleichbares Bild ohne signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen
Stimulationsarten bei Lysierern und Nicht-Lysierern.

Wie Abbildung 18 zeigt, sind die T-Zell-Aktivierungsmarker-Profile der Proben mit
Lyseaktivitat verglichen mit den Proben ohne Lyseaktivitét vor als auch nach ‘DC’ sowie
‘MNC’-Stimulation vergleichbar. Es fiel lediglich ein hherer Anteil an CD28"T-Zellen in
den Proben mit im Vergleich zu den Proben ohne lytische Aktivitat auf. Zusétzlich zeigte sich
ein hoherer Anteil an CD137" und ein niedrigerer Anteil an CD71" T-Zellen vor Stimulation,
wobei diese Unterschiede nicht signifikant waren. Im Rahmen dieser Arbeit sollte der
zeitliche Verlauf der Stimulation untersucht werden. Da die Expression von
Aktivierungsmarkern auf T-Zellen oftmals nur temporér und nicht konstitutiv ist, entschlossen
wir uns auch die Tage 1,3 und 5 zu analysieren und die Proben in Félle mit und ohne
antileukamische Funktionalitat nach 7 Tagen einzuteilen. Die Gruppe der Lysierer zeigte
signifikant héhere Anteile von CD69"T-Zellen wahrend ‘DC’-Stimulation als die Nicht-
Lysierer. Besonders deutlich waren die Unterschiede an Tag 1 (p=0.1), 3 und 5 (p=0.006). An
Tag 7 waren die Werte der beiden Gruppen dann vergleichbar. Erstaunlicherweise liel3 sich
ein inverses Verhalten bei ‘MNC’-stimulierten T-Zellen feststellen. Hierbei zeigten Nicht-
Lysierer bis einschlieRlich Tag 3 hohere Anteile an CD69T-Zellen. Ahnliche Verlaufe
konnten wir fir CD137 messen. So présentierten sich die ,,Lysierer nach ‘DC’-Stimulation
mit signifikant héheren Werten fur CD137 an den Tagen 1 (p=0.006), 3 (p=0.08) und 5
(p=0.05) im Vergleich zur “MNC’-Stimulation, bei der keine signifikanten Unterschiede
festzumachen waren. Interessanterweise zeigte CD71 ein sich von CD69 unterscheidendes

Profil. Lediglich an Tag 5 zeigten sich eindeutig hthere Werte der ‘DC’-stimulierten Lysierer

58



gegeniiber den Nicht-Lysierern bei CD71"Zellen. Auffallig war ebenfalls die Abnahme von
CD28"T-Zellen der Falle, die nicht lysierten. Dieser Trend setzte bereits ab Tag 1 der
Stimulation ein und galt sowohl fiir ‘DC’- als auch ‘MNC’-Stimulation. Fiir CD154"Zellen

konnten keine nennenswerten Unterschiede verzeichnet werden (Daten nicht abgebildet).
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X 40 X 40
20 - — 20
0 - - 0 -
<o°’x /\,\/x ’\c,bx ');\x ny CD69+ CD71+ CD28+ CD137+ CD154+
Q 6) Q'\’ Q\'
O C OLyse nach 'DC'-stimulation (n=7)
M keine Lyse 'DC'-stimulation (n=4)
M Lyse vor Stimulation (n=7) M Lyse nach '"MINC'-stimulation (n=4)
OKeine Lyse stimulation (n=4) K Keine Lyse 'MNC'-stimulation (n=6)

Abbildung 18 Vergleich der AML-Zellproben, eingeteilt in Lysierer und Nicht-Lysierer, nach 7 Tagen ‘DC’
-/*MNC’-Stimulation im Bezug auf die Aktivierungsmarker. Es zeigt sich ein vergleichbares Bild ohne
signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Stimulationsarten bei Lysierern und Nicht-Lysierern.

Vor Stimulation wiesen T-Zellen, die im spateren Lysetest Blasten lysierten, signifikant
hohere Werte von CD29 in Thaive (p=0.05) , Tcm (p=0.03) und Tem+efr auf. Ebenso fiel ein
starkerer Anteil von B7-Integrin® Taive Und Tem+er auf, wohingegen die Nicht-Lysierer

grollere Anteile B7-Integrin auf T¢n, prasentierten.

An Tag 7 zeigte sich uns ein uneinheitliches Bild. Im Allgemeinen war der Anteil von 7-
Integrinen” Zellen in allen Differenzierungsstadien sowohl nach ‘DC’- als auch ‘MNC’-
Stimulation in den Lysierern hoher als in den Nicht-Lysierern, auch wenn lediglich fiir die
‘MNC’-stimulierte Tem«ef €in signifikanter Unterschied gemessen werden konnte (p=0.04).
Der Anteil an CD29" T-Zellen nach ‘MNC’-Stimulation war bei Lysierern stets hoher als bei
Nicht-Lysierern (Tem+er P=0.06), was nach ‘DC’-Stimulation lediglich in den Tem+err ZU Sehen
war. In Tpaive und Tem War der Anteil der CD29*Zellen leicht unter dem Niveau der Nicht-

Lysierer.
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Abbildung 19 Vergleich der AML-Proben, eingeteilt in Lysierer und Nicht-Lysierer nach ‘DC’-/‘MNC*-
Stimulation. Es werden die Anteile von B7-Integrin und CD29 auf den Unterschiedlichen T-Zell-Subtypen
aufgezeigt. Vor Stimulation zeigen die Lysierer grofiere Anteile an B-Integrin+ Zellen. Nach Stimulation ergibt

sich ein uneinheitliches Bild ohne signifikante Unterschiede.

Im Allgemeinen Iasst sich festhalten, dass Lysierer hohere Anteile an aktivierten T-Zellen

zeigten als Nicht-Lysierer. Insbesondere wahrend der Stimulation waren Unterschiede im

Expressionsprofil zu sehen. Die Aktivierungsmarker CD69, CD28 und CD137 zeigten dies

deutlich. Allerdings trifft dies nur fir die ‘DC’-Stimulation zu und nicht fiir die ‘MNC’-

Stimulation, bei welcher sich ausgeglichene Verhaltnisse zeigten.
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4.5 ,Cut-off Werte¢

4.5.1 .Cut-off Werte‘ an Thaive, Tem Und Tefs als auch an T-Zell-Aktivierungsmarkern kénnen
dazu beitragen, die antileukdmische Funktionalitdt von unstimulierten und ‘DC’-stimulierten
T-Zellen vorherzusagen

Basierend auf diesen Ergebnissen haben wir Cut-off Werte ermittelt, die dabei helfen, die
Iytische Aktivitat von T-Zellen in Blastenlysetest vorherzusagen. Dabei ermittelten wir die
Werte, die die beste Einteilung und Abgrenzung von Lysierern und Nicht-Lysierern erlaubte.
Interessanterweise lielen sich diese Cut-off Werte nur fiir die ‘DC’-stimulierten T-Zellen
bestimmen, wohingegen bei ‘MNC’-stimulierten T-Zellen auf Grund einer groReren Streuung
der Ergebnisse keine Grenzwerte bestimmt werden konnten. Wir fanden, dass Félle mit
héheren Anteilen als 7,5% an Tpaive und als 12% von Ty, in CD8"Zellen und geringeren
Anteilen von Teg als 24% in 75-86% der Falle antileukamische T-Zell Aktivitat zeigten (siehe
Abbildung 20). In Umkehr zeigten nur 40% bzw. 25% der Falle mit Anteilen von Taive bzw.
Tem unter diesen Grenzwerten die Fahigkeit Blasten zu lysieren. Dieselben Cut-off Werte
konnten fiir ‘DC’-stimulierte T-Zellen angewandt werden. Interessanterweise zeigte sich
dabei, dass 71% der Falle mit Tyaive< 7,5% in CD8" eine zelllytische Aktivitat im ex-vivo Test
zeigten. Im Gegensatz dazu gingen Proben mit Anteilen >12% von T¢m, und > 24% von Tes in
CD8" mit guter antileukamischer T-Zellreaktivitét einher (Lyse in 71% der Fille bei

CD8 Tcm>12%/ CD8" Tefr). Ahnliche Ergebnisse konnten fiir CD4" Tyaive, CD4 T und
CD4 T ermittelt werden (Daten nicht abgebildet).
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Abbildung 20 Cut-off Werte vor und nach Stimulation helfen die antileuk&mische Funktionalitat im Lysetest
vorherzusagen bzw. prognostische Grenzwerte zu erstellen. Patienten mit T .ie>7.5% und T, >12% bzw.
Terr<24% vor Stimulation und T gie<7.5% und T, <12% bzw. T>24% zeigten in mehr als 71% der Falle zu

einer Blastenlyse.

Des Weiteren konnten wir zeigen, dass die Expression von Aktivierungsmarkern ebenso die
antileuk&mische T-Zell-Antwort vorhersagen kann. Im Allgemeinen l&sst sich
zusammenfassen, dass Falle mit hoheren Anteilen an aktivierten T-Zellen nach T-Zell
Stimulation eine bessere lytische Funktionalitat zeigten, wenn auch nicht fur alle
Aktivierungsmarker ein Cut-off Wert bestimmt werden konnte. Im Gegensatz dazu
korrelierten niedrige Anteile an CD69" und CD71" T-Zellen vor Stimulation mit hherer
antileukamischer Funktionalitat im ex vivo Test. 100% bzw. 83% der Falle mit CD69'CD3"
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<1.5% bzw. CD71"CD3" <6% vor ‘DC’-Stimulation waren in der Lage, Blasten zu lysieren.
Da sich wéhrend der Stimulation die Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Zellen
hohen Schwankungen unterworfen ist, war es nicht méglich nach ‘DC’-Stimulation die
gleichen Cutt-of Werte zu verwenden wie vor der Stimulation. Deshalb mussten wir neue
Cut-off Werte ermitteln. Jedoch zeigte sich, dass lediglich fur CD28 und CD154 Cut-off
Werte zu ermitteln waren (Daten nicht abgebildet). Wie im vorherigen Kapitel beschrieben,
war es sinnvoll, bei den Aktivierungsmarkern auch die Tage 1,3 und 5 mit in die
Uberlegungen einzubeziehen, da einige T-Zell-Aktivierungsmarker nur temporar exprimiert
werden und an Tag 7 nicht mehr nachweisbar sind. Also teilten wir die Patienten, je nach
ihren Ergebnissen im Lysetest, nach Tag 7 in eine Lyse oder Nicht-Lyse Gruppe ein und
verglichen diese beide Gruppen zusétzlich an den Tagen 1, 3 und 5. Abbildung 21 zeigt die
Aktivierungsmarker an Tag 5: T-Zellen erlangten in 80-100% der Falle Blasten lytische
Funktionalitit, wenn die Proben >19% CD69*CD3", >18% CD'CD3", >85% CD28"CD3"
und >11% CD137°CD3" enthielten. Ahnliche Cut-off Werte konnten wir fiir Tag 1 (CD69,
CD71 und CD137) und 3 (CD137) ermitteln (Daten nicht abgebildet).
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Abbildung 21 Cut off Werte vor und nach Stimulation im Bezug auf Aktivierungsmarker. Patienten unter den
definierten Grenzwerten vor, bzw. Uber den definierten Grenzwerten nach Stimulation zeigten in der Mehrzahl
der Faélle lytische Aktivitat im Lysetst.

Des Weiteren fanden wir, dass lytisch aktive T-Zellen hohere Anteile an B7-Integrin® T-
Zellen besaBen als T-Zellen ohne lytische Aktivitat. Wie Abbildung 22 zeigt, lysieren 71-
100% der Falle mit B7 Temserr >26%, CD29" Thaive >79% CD29"T¢m >95% CD29 Temuetr >97%
vor ‘DC’-Stimulation Blasten im ex-vivo Lysetest. Ahnliche Werte konnten wir fir Temsefr
nach ‘DC’-Stimulation erkennen. Alle Falle mit B7" Temeert >26% oder CD29 " Temaefr >90%
zeigten lytische Aktivitat. Uberraschenderweise fanden wir gegenteilige Ergebnisse fir Thaive
und T¢m nach *DC’-Stimulation. Hier war kein Fall mit CD29" T aive >79% und CD29" T,
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>95% in der Lage Blasten zu lysieren. Geringere Anteile von CD29 T aive und CD29" Tepy

gingen mit guter antileukamischer Funktionalitét einher.
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Abbildung 22 Cut-off Werte fiir B-Integrin*Zellen vor und nach Stimulation, anhand derer pradiktive bzgl.

antileuk&mischen Funktionalitat im Lysetest abgeschatzt werden kann. Genauere Erléuterungen siehe Text.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass héhere Werte an Tpaive , Tem und B-Integrinen in
allen T-Zell-Subtypen, und niedere Werte an aktivierten T-Zellen vor ‘DC’-Stimulation mit
einer guten antileukdmischen T-Zell Ativitéat einhergehen. Nach ‘DC’-Stimulation hatten
Patienten der lytischen Gruppe héhere Anteile an Ty, Tersr, Und hohe Anteile an aktivierten T-
Zellen und B-Integrinen auf Temeefr. INteressanterweise zeigten sie dabei geringere Werte fur
Thaive SOWie CD29 T paive und CD29" T,
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5. Diskussion

5.1 Die Rolle von T-Zellen in der Tumorabwehr

Allogene SZT ist die einzige kurative Therapieoption fiir Patienten mit AML, wobei die
Spender-T-Zellen einen starken antileukdmischen Effekt erzeugen, auch wenn Riickfélle
auftreten konnen (Kolb, 2008; Schmid et al., 2007; Schmid et al., 2012a). Im Rahmen der
zelluléren Immunantwort kommen T-Zellen eine zentrale Bedeutung zu (Schmetzer et al.,
2007). In gesunden Individuen werden sie von DC oder anderen Antigen préasentierenden
Zellen stimuliert und entwickeln daraufhin eine spezifische T-Zellantwort, resultierend in der
Préasenz einer hohen Anzahl von Effektor T-Zellen. Daruiber hinaus wird ein T-Zell-
Gedachtnis gebildet, welches eine schnelle und effektive Antwort auf eine erneute
Konfrontation mit dem bekannten Antigen erlaubt (Roberts, Ely, and Woodland, 2005). Das
Verbreichen von DL, fhrt in vielen Fallen zu einer kompletten Remission und einer
langfristigen Heilung der Patienten. Allerdings nicht in allen Féllen. Im Gegenteil provozierte
die DLI-Gabe teilweise sogar eine Aggravation der Erkrankung (Kolb, 2008; Kremser et al.,
2010; Roddie et al., 2006; Schmid et al., 2012b; Schuster et al., 2008).

Bisher steht wenig Wissen beziglich der Entwicklung und Aktivierung verschiedener T-Zell-
Subtypen sowie ihrer antileukdmischen Funktionalitat unter verschiedenen
Stimulationsbedingungen zur Verfugung. Ein Wissenszuwachs auf diesem Gebiet konnte
dazu beitragen definierte T-Zell Subpopulationen aufzuarbeiten, zu manipulieren und die

Immuntherapie zu verbessern.

5.2 Die beste Strategie zur T-Zell Charakterisierung

In Voruntersuchungen verglichen wir verschiedene in der Literatur beschriebene Ansétze und
Strategien zur Charakterisierung von T-Zellen und ihrer Subtypen (Berger et al., 2008; Fallen
et al., 2003; Klebanoff et al., 2005; Sallusto and Lanzavecchia, 2011; Sallusto et al., 1999).
Ziel war, ein in der Durchfuihrung einfaches und dennoch zuverléssiges T-Zell-Panel fiir die
qualitative und quantitative T-Zell Charakterisierung unter verschiedenen
Stimulationsbedingungen zu finden. Wie in Kapitel ,,Material und Methoden* beschrieben,
stellten sich CD45R0O, CD27 und CCRY7 als ideale Marker fiir die Charakterisierung der T-
Zell Subtypen Tnaive, Tem, Tem Ters UNd Tron-naive heraus (Fallen et al., 2003; Sallusto and
Lanzavecchia, 2011). Hierbei ergab sich zusétzlich die Moglichkeit der Analyse von 4
gleichzeitig kombinierten Oberflichenmarkern (z.B. CD4", CD8", CD29" etc.) in einem 4
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Kanal-Flowzytometer. Auf Grund des Vorkommens von CD45RA Tem (Temra) entschlossen
wir uns CD45RO0 fur die Unterscheidung von Thaive Und T¢m ZU Nutzen, um Interferenzen
durch CD45RA Tem (Temra) Vorzubeugen. (Ibana et al., 2012; Sallusto and Lanzavecchia,
2011)

Die von Berger et al. entwickelte alternative Strategie zur T-Zell Charakterisierung konnten
wir nicht reproduzieren (Berger et al., 2008): In unseren Versuchen konnten wir, verglichen
mit den oben genannten T-Zell Panels von Fallen, Sallusto oder Klebanoff, nur 10% der T-
Zellpopulationen mit dem Berger-Panel detektieren. Dies ist moglicherweise einer
spezialisierten Gating/Quantifikations- Strategie geschuldet, welche wir nicht reproduzieren
konnten. Alternativ ist auch moglich, dass Berger et al. andere T-Zellsubtypen
charakterisierten, welche sich in ihrem Profil und vielleicht auch ihren Eigenschaften von den

unseren unterscheiden.

Demzufolge verwendeten wir eine modifizierte T-Zell Charakterisierungsstrategie, welche auf

den Arbeiten von Fallen, Sallusto und Klebanoff basiert.

5.3 Vergleich von T-Zell Subtypen in AML-Patienten und gesunden Probanden

Die Zusammensetzung unstimulierter T-Zellen von AML Patienten unterschieden sich von T-
Zellen gesunder Probanden: Unsere Daten zeigten, dass unkultivierte T-Zellen von AML
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden, sowohl vor (autologe T-Zellen) also auch
nach SZT héhere Anteile von Thaive Und Terr und geringere Anteile von CD4" und CD8" T,
als auch aktivierten/proliferierenden und B-Integrin/CD29 coexprimierenden T-Zellen
aufwiesen.

Ungeniigende Stimulation, aber auch eine Reihe von ,Immunescape‘-Mechanismen seitens
der leukdmischen Zellen kénnen zu einer insuffizienten T-Zell-Antwort fihren, welche von
Immuntoleranz und T-Zell Anergie geprégt ist (Narita et al., 2001; Westers et al., 2006).
Unsere Ergebnisse stimmen mit friiheren Erkenntnissen (iberein und kénnten als Resultat
andauernder insuffizienter Stimulation der T-Zellen in den AML Patienten gedeutet werden.
Moglicherweise hat die andauernde Préasenz der residuellen leukdmischen Zellen zur
Generierung ineffektiver Effektor T-Zellen gefiihrt. Des Weiteren kdnnten die erhdhten
Anteile von Tnaive Und die reduzierten Anteile an aktivierten T-Zellen einen weiteren Hinweise
auf eine insuffiziente T-Zell Stimulation bzw. Anergie im Rahmen einer antileuk&mischen

Reaktion geben.
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5.4 Die Stimulation von T-Zellen von AML Patienten mit ‘MINC’ oder ‘DC’ erhéht die
Anteile von aktivierten T-Zellen mit Effektorfunktion

Wir und andere konnten bereits zeigen, dass eine Leukamie-bedingte T-Zell-Anergie durch
die Stimulation durch ‘MNC’ und insbesondere durch ‘DC’ durchbrochen werden kann
(Grabrucker et al., 2010; Kremser et al., 2010; Narita et al., 2001; Schmetzer, 2011; Westers
et al., 2006). Unsere Daten zeigen, dass die T-Zell-Profile von AML- und gesunden
Probanden im Anschluss an die Stimulation mit ‘DC’ als auch ‘MNC” eine Anderung
hingehend zu einem Profil geprégt von Zellen mit Effektorfunktion zeigten. Wie vor
Stimulation zeigten Proben von AML Patienten geringere Anteile von Tr,, oder
Aktivierungsmarker- und p-Integrinexprimierenden T-Zellen; aber einen héheren Anteil von
Tesf.

Das konnte bedeuten, dass AML-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden hohere
Anteile von (dysfunktionalen) Tnaive Und Tegr und in Konsequenz kleineren Anteilen von T¢p,
entwickeln. Diese Ergebnisse konnte man im Sinne einer reaktiven Uberproduktion von
funtkionslosen Tes auf Grund einer permanenten Konfrontation mit leuk&mischen Antigenen

interpretieren.

Auf der anderen Seite spricht die geringe Anzahl an T, fur eine gestorte Generation von T¢p,
oder Gedéachtniszellen im Allgemeinen. Die Wichtigkeit von Gedéachtniszellen fir das
Immunsystem und die Immunantwort ist unbestritten (Roberts, Ely, and Woodland, 2005).
Spranger et al. konnten zeigen, dass CD8 T zu einer gesteigerten Zytokinexpression und
dadurch zu einer verbesserten Bekd&mpfung von Tumorzellen im Korper beitragen (Spranger
et al., 2012), Klebanoff et al. konnten zeigen, dass T.n, eine wichtige Rolle (wichtiger als Ten)
in der adaptiven Immuntherapie einnehmen (Klebanoff et al., 2005). Ausgehend von unseren
Daten und Daten der Literatur ist es denkbar, dass die gestorte Generation von T, in AML-
Patienten eine Ursache in der Genese von Tumor-Escape und dem Ausbruch bzw. Riickfall
der Erkrankung darstellt.

Der Grad der T-Zell-Aktivierung lasst sich an Hand einiger Oberflachenmarker messen,
welche im Anschluss an eine T-Zell Stimulation hochreguliert werden. CD69 und CD71
haben sich als brauchbare T-Zell Aktivierungsmarker bewahrt, da sie nicht konstitutiv auf
ruhenden T-Zellen exprimiert werden und im Anschluss an eine Stimulation einen Anstieg
der Expression aufweisen (Starska et al., 2011). CD28, CD137 und CD154 sind ebenfalls T-
Zell-Oberflachenmarker, welche in Kontakt mit APC stehen und co-stimulatorische Signale
bei der T-Zell-Aktivierung Ubertragen (Ma and Clark, 2009; Myers and Vella, 2005; Rudd,
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Taylor, and Schneider, 2009). Manche Gruppen nutzen CD28 ebenfalls dazu, Tes zu
charakterisieren (als CD28'CD8"CD57"), da CD28 im Rahmen der Stimulation und
Differenzierung von der Oberflache der T-Zellen verloren geht (Coppo et al., 2012).

Im Allgemeinen zeigten AML Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden geringere
Anteile von aktivierten Zellen wihrend der Stimulation mit ‘DC’ oder ‘MNC’. Dieser
Unterschied ist moglicherweise durch eine Leukamie-induzierte T-Zell Anergie oder
verminderte spezifische antileuk&mische T-Zell Aktivierung in AML-Patienten zu erklaren.
Interessanterweise konnten héhere Anteile von aktivierten T-Zellen nach MLR sowohl nach
‘MNC’ — als auch ‘DC’-Stimulation in AML-Patienten und gesunden Probanden im
Vergleich zu den unstimulierten Proben gefunden werden. Die Zunahme von aktiverten T-
Zellen in gesunden Proben mag durch die Stimulation durch infektiése oder inflammtorische
Stimuli erklart werden. Mdglicherweise ist die Zugabe von T-Zell-stimulierendem 1L-2 in
unserem Versuchsaufbau bereits ausreichend fiir eine Zunahme der CD69" und CD71" Zellen.
Der einzige Marker, der ausschlielRlich in AML-Proben eine Zunahme zeigte, war CD154, der
Rezeptor flir CD40. Houtenbos et al. konnten zeigen, dass ‘DC’ reichlich CD154 L (=CD 40)
exprimieren und dass «CD40/aCD28 Diabodies die Proliferation und die Effektivitat der
Tumor-spezifischen T-Zell-Aktivierung steigern (Houtenbos et al., 2008). Umgekehrt konnten
Lee et al. zeigen, dass die Zugabe von CD154 (CD40 L) sich positiv auf die ‘DC’-
Generierung auswirkt (Lee et al., 2004). Wir vermuten, dass Uber die CD154-CD40 Bindung
eine wechselseitige Verstarkung der T-Zell-‘DC’ Interaktion ausgeldst wird, ohne eine
notwendige Bedingung fur die T-Zell Aktivierung darzustellen, diese jedoch verstarken kann.
CD28 und CD137 erwiesen sich in unseren Versuchen als wenig brauchbar- zumindest in
dem von uns zeitlich erfassten Fenster-, da sie nahezu konstant exprimiert wurden und im
Falle von CD28 sogar eine leichte Abnahme im Verlauf der Zeit zu verzeichnen war.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass CD69 und CD71 sich als generelle
Proliferationmarkern in Gesunden und und bei AML-Patienten bewahrt haben, was bereits in
vorrausgehenden Arbeiten beschrieben wurde, (Grabrucker et al., 2010; Kremser et al., 2010;
Liepert et al., 2010) und dass CD154 ein vielversprechender ‘DC’-spezifischer

Aktivierungsmarker im Rahmen von ‘DC’-Stimulation in AML ist.

5.5 Geringere Anteile an pB-Integrin-exprimierenden T-Zellen nach Stimulation als
spezifischer Marker fur eine antileukéamische T-Zell Aktivierung?

Unsere Ergebnisse zeigen, dass der Anteil von p-Integrin® T-Zellen der AML Patienten durch
Stimulation abnahm, wohingegen gesunde Probanden konstante Werte offenbarten. Nach
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Stimulation fanden wir signifikant geringere Proportionen von CD29" T-Zellen in AML-
Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden. Dieser Sachverhalt l&sst sich anhand
unserer Daten nicht vollstandig erklaren, es liegt jedoch die Vermutung nahe, dass die
Anwesenheit der leukdmischen Blasten eine Rolle spielt. Mdglicherweise ist die Anwesenheit
eines Antigens wichtig fir die Veranderungen der B-Integrine. Man weil3, dass CD29 in die
Migration von Leukozyten ins Knochenmark oder in entziindetes Gewebe involviert ist,
wohingegen B7-Integrin eine Rolle beim Emigrieren der T-Zellen in lymphatisches Gewebe
des Gastrointestinalen Systems eine Rolle spielt (Kang et al., 2011). Vermeulen et al. konnten
frihere Vermutungen bestatigen, die besagen, dass CD29 fiir das ,Knochenmark-homing*‘ von
Stammzellen von Bedeutung ist (Vermeulen et al., 1998). DeNucci et al. fanden heraus, dass
Tem , Welche kein CD29 exprimierten, die Fahigkeit verlieren sich an Stoma-Zellen im KM zu
binden, ihre Adhésion aufzulésen und vom KM ins periphere Blut zu emigrieren (DeNucci
and Shimizu, 2011). B-Integrine erfullen somit wichtige Funktionen in der T-Zell Migration
und Stimulation (Elices et al., 1990; Gorfu, Rivera-Nieves, and Ley, 2009; Hamann et al.,
1994; Kamiguchi et al., 1999; Shaw and Brenner, 1995). Das geringere Vorkommen von (-
Integrin® T-Zellen in AML-Patienten kénnte mit einer veranderten Stimulation und Migration
der T-Zellen von AML-Patienten einhergehen. Mdglicherweise sind die -Integrine auf T-
Zellen genauso anzusehen wie andere co-stimulatorische Oberflachenmolekdle, zum Beispiel
CD28, welche wéhrend der Stimulation herunterreguliert werden. Alternativ kdnnten -
Integrine als eine Art ,,Anker* betrachtet werden, welcher fir den Antigenkontakt verwendet
wird und nach Stimulation verloren geht. Somit ware es moglich, dass ein geringer Anteil an
B-Integrin-exprimierender T-Zellen nach Stimulation ein spezifischer Marker fur eine

antileukdmische T-Zell Aktivierung ist.

5.6 Entwicklung der T-Zell-Subtypen wahrend der Stimulation

Was die Entwicklung der T-Zellen wéhrend der Stimulation angeht konnten wir die Daten der
Literatur bestétigen: ‘MNC’- und insbesondere ‘DC’ stimulierte T-Zellen von AML-Patienten
als auch von gesunden Probanden zeigten eine Zunahme der Anteile von T-Effektor- und -
Gedachtniszellen sowie eine Abnahme der naiven T-Zellen. Sallusto und Kollegen
beschrieben bereits eine Anderung des T-Zellprofils hingehend zu Zellen mit
Effektorfunktion in Folge einer Stimulation (Berger et al., 2008; Klebanoff et al., 2005;
Sallusto, Geginat, and Lanzavecchia, 2004). Der Literatur zu Folge ist die Immunantwort in 4
Phasen unterteilt: die Induktions-, Expansions-, Kontraktions- und Gedéchtnisphase. In Virus-

spezifischen Immunreaktionen ist der maximale Level der Proliferation und Differenzierung
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am Ende der Expansionsphase nach 8 Tagen post Infektionem erreicht (Whitmire, 2011,
Whitmire et al., 2008). Im Gegensatz dazu konnten wir zeigen, dass bereits nach 5 Tagen
Stimulation stabile Verhaltnisse mit dem HOohepunkt an Effektor-T-Zellen erreicht wurde. Wir
nehmen an, dass die antigenspezifische, zielgerichtete Aktivierung der T-Zellen durch ‘DC*
aber auch durch "MNC* die Aktivierung und Proliferation der T-Zellen beschleunigt haben
konnte. Alternativ konnte das Vorkommen bereits vorhandener Ty, in der T-Zell Suspension,
welche im Vergleich zu Tpaive U einer schnelleren und starkeren (sekundéren) Immunantwort
in der Lage sind (Roberts, Ely, and Woodland, 2005), unsere Ergebnisse erkléaren. Die
Bildung des T-Zell-Gedé&chtnisses ist nach wie vor noch nicht komplett verstanden. Es konnte
gezeigt werden, dass T-Zellen nach Stimulation von Tpaive ZU Tcm Und weiter zu Tem und Tegs in
Abhéngigkeit der Dauer und Stérke des Stimulus differenzieren (Klebanoff, Gattinoni, and
Restifo, 2006). Diese T-Zell-Subtypen kénnen anhand ihres typischen Expressionsmuster an
ihrer Oberflache, der Telomerenlénge, der Sekretion von Zytokinen und Perforinen gemessen
und quantifiziert werden (Klebanoff, Gattinoni, and Restifo, 2006; MacLeod et al., 2011,
Reinhardt et al., 2001; Sallusto et al., 1999). Andere Forscher proklamierten, dass ein kleiner
Teil der Tes nach der Immunantwort nicht in der Apoptose zu Grunde geht, sondern zu T,
differenzieren und als solche das T-Zellgedéchtnis bilden (Gerlach, van Heijst, and
Schumacher, 2011; Wherry et al., 2003). Da wir einen kleinen Anstieg an T. an Tag 1
messen konnten sind wir eher dazu geneigt zu vermuten, dass Tnaive direkt zu T¢n, und nicht
erst zu Effektorzellen differenzieren, auch wenn unser Versuchssetting nicht ausreichend ist

um dies zu beweisen.

5.7 Die antileukamische Funktionalitat korreliert mit den T-Zell-Subtypen.

Unsere Resultate bestatigen friihere Ergebnisse von uns, dass ex-vivo stimulierte T-Zellen
antileukdmische Funktionalitét erlangen und dass ‘DC’-stimulierte T-Zellen in Lysetests
besser abschneiden als “MNC’-stimulierte oder unstimulierte T-Zellen (Grabrucker et al.,
2010; Kremser et al., 2010). 64% der Falle nach ‘DC’-Stimulation erlangten antileukdmische
Funktionalitat im Vergleich zu 40% nach ‘MNC’-Stimulation. Wir vermuten, dass dieser
Unterschied durch die Eigenschaften von ‘DC’ erklért werden kann, welche sowohl das
gesamte Repertoire an leukdmischen Antigenen als auch suffizient co-stimulatorische Signale
fur die T-Zell-Stimulation auf sich vereinen (Westers et al., 2006). Interessanterweise konnten
auf den ersten Blick keine signifikanten Unterschiede nach ‘DC” und ‘MNC” —Stimulation

aufgezeigt werden.
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Es zeigte sich jedoch, dass die ‘DC’-Stimulation die antileukdmische Funktionalitat verbessert
und mit einem veranderten T-Zell-Profil, verglichen mit Féllen ohne antileuk&mische
Funktionalitat, einhergeht. Durch unsere Versuche konnten wir ein Muster von T-Zell-
Zusammensetzungen identifizieren, welches mit antileukdmischer Aktivitét einhergeht. Félle
mit antileuk&mischer Aktivitat hatten hohe Anteile von CD4+/CD8+ Tpajve, CD4+/CD8+ T¢p
und geringe Anteile an CD4+/CD8+ Tem bzw. T VOr Stimulation. Das bedeutet, dass Falle
mit hohen Anteilen an T-Zellen mit geringer Diffenrenzierung vor Stimulation bessere
Immunreaktionen zeigten: Thaive Und T¢m Sind T-Zellen mit hohem Stimulations- und
Proliferationspotenzial, welche zu T-Zellen mit Effektorfunktion differenzieren (Sallusto,
Geginat, and Lanzavecchia, 2004). Im Gegensatz dazu versagten die Falle mit hohen Anteilen
an T VOr Stimulation haufiger im Lysetest.

Jedoch nicht nur die Anteile der Ty, vor ‘DC*-Stimulation, sondern auch nach Stimulation
scheinen von Bedeutung fir die Effizienz einer Immunreaktion zu sein. Unsere Cut-off Werte
zeigen, dass héhere Anteile von T, nach Stimulation mit einer guten antileukamischen
Funktionalitat einhergingen. Da T, durch das Fehlen von Effektorfunktionen definiert
werden (Masopust et al., 2001; Sallusto, Geginat, and Lanzavecchia, 2004; Sallusto et al.,
1999) ist nicht klar wie T, die Immunreaktion nach Stimulation beeinflussen. Es ist bekannt,
dass CD8" Gedichtniszellen eine vermehrte Ausschiittung von 1L-12 seitens DC férdern, was
zur Bildung von Thl und weiteren CTL fiihrt. Des Weiteren bewahren CD8"Tnem DC vor
Apoptose-Induktion durch CTL (Watchmaker et al., 2008). Mdglicherweise ist das im
Vergleich vermehrte Vorkommen von T, in der Lysegruppe ein Zeichen von erfolgreicher
Tem-Generierung, welches mit einer erfolgreichen Blastenbekdmpfung korreliert. Im
Umkehrschluss wirde dies bedeuten, dass Patienten ohne suffiziente Immunantwort unfahig
sind Ty zu produzieren. Demnach konnten Tcy, als préadiktive Marker in einem

immuntherapeutischen Setting eingesetzt werden.

Neben T, sind Ter die hauptverantwortlichen Zellen einer Immunantwort. In unserem Lyse-
Test gingen hohe Anteile von T nach ‘DC*-Stimulation mit guter antileukamischer
Funktionalitat einher. Jedoch zeigten sich Hinweise, dass nicht einzig die Quantitat tiber den
klinischen Verlauf entscheidet, sondern auch die Qualitat der Tes. Wir konnten sehen, dass
AML-Patienten hohere (mdglicherweise anerge) Anteile an Teg vor Stimulation im Vergleich
zu gesunden Probanden aufwiesen, was durch den permanenten Kontakt mir leukdmischen
Zellen in vivo erklért werden konnte. Dies zeigt jedoch, dass die Quantitat der T-Zellen

alleine nicht der Schliissel fur eine erfolgreiche Immunantwort ist. Im Gegensatz zu unseren
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Beobachtungen nach ‘DC’-Stimulation zeigten Patienten mit geringeren Anteilen an T Vor
Stimulation besser Ergebnisse im Lyse Test. Es ist moglich dass die Patienten, die hohe
Anteile an T und geringe Anteile an Tem/Thaive VOr Stimulation haben, es nicht schaffen eine
antileukédmische Reaktion auszulésen und funktionelle Tes und Tcrm, zu generieren, da nicht
genugend ungeprimte oder nicht ausdifferenzierte T-Zellen fiir eine ,DC*-Stimulation zur
Verfligung stehen. Demnach zeigten die AML-Proben das beste Ergebnis, die die meisten
neuen und funktionellsten T ausbildeten. Einfach ausgedriickt kénnte man sagen, dass
diejenigen AML-Patienten die schlechteste Prognose aufwiesen, die bereits in einer
Immunreaktion festgefahren waren und ber wenig unausgebildete und noch zu stimulierende

Zellen wie Tpaive 0der Tem verflgen.

Es zeigte sich ebenso, dass Patienten mit hoheren Anteilen an Ty und Tpaive vor ‘DC’-
Stimulation bessere Resultate in den ex-vivo Lyse-Tests aufwiesen. T¢n, haben ein hohes
Proliferationspotential (Sallusto, Geginat, and Lanzavecchia, 2004; Sallusto et al., 1999),
zeigen eine bessere Resistenz gegeniiber Apoptose-Mechanismen als andere T-Zellen
(Chevalier et al., 2011) und reagieren besonders gut auf ‘DC’-Stimulation, auch ohne die
gesamte Bandbreite der co-stimulatorischen Signale (Roberts, Ely, and Woodland, 2005;
Wherry et al., 2003). Mit ihrer charakteristischen Fahigkeit der ,Selbsterneuerung* (Wherry et
al., 2003) konnen sie als eine Art Background-Pool betrachtet werden, der kontinuierlich
,untergegangene‘ Tem und Teg ersetzt und deren Spiegel in adaquater Hohe halt (Reinhardt et
al., 2001). In welchem Male T, eine Rolle in akuten Immunreaktionen spielen ist nicht
geklart, auch wenn ihnen eine Relevanz zugeschrieben wird. Untersuchungen von Klebanoff
et al. konnten die Uberlegenheit von T¢, gegeniiber Ter im Rahmen der adaptiven
Immuntherapie zeigen (Klebanoff et al., 2005) und Berger et al. wiesen nach, dass
transferierte Klone von T¢n, im Vergleich zu Tey, 1dnger im Empfanger tiberlebten und ein
besser funktionierendes Geddachtnis bildeten (Berger et al., 2008). Unsere Ergebnisse
unterstiitzen diese Vermutung und geben weitere Hinweise darauf, dass T, eine
Schlisselrolle in den vorliegenden Immunreaktionen spielen. Es ist durchaus plausibel, dass
die Stimulation von Proben mit héheren Anteilen an Ty, bessere Resultate im Lyse-Test
zeigen, da diese Zellen eine hohere T-Zell-Proliferation als auch eine T-Zell-Differenzierung
zu T zeigen und somit eine starkere Immunantwort ausbilden kénnen. Wir vermuten:
Proben mit hoheren Anteilen an Ty, haben eine groRere Wahrscheinlichkeit und ein gréReres

Potenzial eine grofiere Menge an funktionierenden T auszubilden.
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5.8 Der Grad der Aktivierung bei T-Zellen korreliert mit der Funktionalitat im Lyse
Test

Die antileukédmische Funktionalitat korreliert eindeutig mit der Hohe der Anteile an
aktivierten T-Zellen. Dieser Zusammenhang konnte allerdings nicht an Tag 7 nachgewiesen
werden. Dies kann dadurch erklért werden, dass Aktivierungsmarker nur temporér exprimiert
und nach 7 Tagen Stimulation herunterreguliert werden und nicht mehr an der T-Zell-
Oberflache nachzuweisen sind. Wenn man allerdings den Verlauf in die Untersuchungen mit
einbezieht und Patienten der Lyse-Gruppe mit Patienten der Nicht-Lyse-Gruppe vergleicht
zeigen sich starke Korrelationen an den Tagen 1, 3 und 5. Es war zu sehen, dass Patienten mit
starkerer Expression der Aktivierungsmarker wéhrend der Stimulationsphase ein besseres
Abschneiden im Lyse Test zeigten. Es erscheint logisch, dass Patienten mit hoherer
Proliferation auch eine bessere Funktionalitat erreichen. Insbesondere der Tag 5 eignete sich,
um Cut-off Werte herauszuarbeiten, die moglicherweise auch zur VVorhersage
antileukamischer Reaktionen nutzbar gemacht werden kénnen. Des Weiteren ist es
vorstellbar, dass Aktivierungsmarker dahingehend genutzt werden kdnnten antileukamisch
aktive T-Zellen schon wéhrend der Stimulation zu isolieren, aufzureinigen und dann im
Rahmen einer DLI zu verabreichen. Hartwig et al. und andere versuchten CD69*, CD71" und
CD137" T-Zellen von ihrem KM-Transplantat zu entfernen, unter der Annahme, somit den
Ausloser der GvHD zu eliminieren bei gleichzeitigem Aufrechterhalten der gewiinschten GvL
(Hartwig et al., 2006; van Dijk et al., 1999; Wehler et al., 2007). Unsere Daten deuten
daraufhin, dass CD69" und CD71" T-Zellen als auch CD28" und CD137" Zellen
verantwortlich fur die antileukdmische Antwort sind und fir diese auch benétigt werden. Es
ware interessant zu sehen ob selektierte CD69" T-Zellen eine bessere Blasten-Lyse zeigen
und ob diese Verbesserung mit einer erhdhten Alloreaktivitat erkauft wird.

5.9 Hohe Anteile von f-Integrinen korrelieren mit antileukdmischer Funktionalitat

Unsere Ergebnisse zeigten, dass hohe Anteile von CD29"/ B7-Intergin® Tem und Taive VOr
Stimulation mit guter antileuk&mischer Funktionalitit einherging. Da B-Integrine, allen voran
CD29, co-stimulatorische Signale vermitteln und eine Schlisselrolle in der Proliferation und
IL-2-Produktion von T-Zellen inne haben (Kamiguchi et al., 1999), kann man sich vorstellen
dass das Fehlen von B-Integrinen negative Konsequenzen beziglich der T-Zell-Stimulation
mit sich bringt. Kim et al. konnten zeigen, dass co-stimulatorische Signale via CD29 die T-
Zell-Stimulation verstérkt und Kulkin et al. vermuteten, dass a4f7 die Immunantwort im

Magen-Darm-Bereich erleichtert (Kuklin et al., 2000). Dies wiirde erklaren, warum lytisch
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aktive T-Zellen (welche IL-2 fiir optimale Proliferation benotigen) héhere Anteile an CD29*
Tnaive aufzeigen. Dartiber hinaus zeigten unsere Cutoff-Analysen, dass Proben mit hohen
Anteilen an CD29"/ B7-Integrine” Tegrnach ‘DC’-Stimulation eine gute antileukamische
Funktionalitit im Lysetest zeigten. Daraus folgern wir, dass CD29"/ p7-Integrine” Tnaive/ Tem.,
die zu CD29+/ B7-Integrine” Tef differenzieren, die Teg mit der besten antileukamischen
Funktionalitét sind. Demnach konnten CD29 und B7-Intergin als Marker flir neu generierte

Terr mit antileukamischer Funktionalitat dienen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

6.1.1 Klinische Relevanz von T-Zell-Subtypen fiir die Immunotherapie der AML

Wir konnten zeigen, dass die antileukdmische Funktionalitét von T-Zellen durch das T-
Zellprofil von AML-Patienten vor und nach ‘DC’-Stimulation vorhergesagt werden kann.
Detailliertere Cut-off-Analysen offenbarten, dass die Zusammensetzung von T-Zell-Subtypen
und Aktivierungsmarkern hilfreich fir die Vorhersage von antileuk&mischer Aktivitét ist und
somit helfen kénnte die Immunantwort im Rahmen von Immuntherapien vorherzusagen. In
den vorhergehenden Kapiteln konnten wir zeigen, dass Patienten mit hoheren Anteilen an T-
Zellen mit hoher Proliferationspotenz, wie zum Beispiel T¢m und Thaive, eher von einer ‘DC’-
Stimulation profitieren als Patienten mit hoheren Anteilen von (mdglicherweise
dysfunktionellen) Tes. Das wirde bedeuten, dass die Immunsysteme von Patienten, die an
einem Ruckfall nach Stammzelltransplantation leiden, aber einer addquaten Menge an T,
bereit halten, durch eine spezifische Stimulation, z.B. durch ‘DC*, reaktiviert werden kann.
Zusétzlich konnten wir zeigen, dass hohere Anteile an T, und T nach der Stimulation mit
antileukamischer Funktionalitédt korreliert und damit als pradiktiver Marker in der
Immuntherapie fungieren kdnnen. In &hnlicher Art und Weise kdnnen CD69, CD71, CD137
und B-Integrine als pradiktiver Marker verwendet werden. Unsere Daten lassen die
Vermutung zu, dass sowohl CD69" und CD71", als auch CD137" und p-Integrin® T-Zellen fiir
die antileuk&mische Immunantwort verantwortlich sind und deshalb unerl&sslich sind.
Demzufolge konnten Strategien fur die adoptive Immuntherapie abgeleitet werden: ein
adoptiver Transfer von Ty, oder T, wie bereits von Klebanoff et al und Berger et al.
vorgeschlagen (Berger et al., 2008; Klebanoff, Gattinoni, and Restifo, 2006; Klebanoff et al.,
2005) konnte demnach einen Pool an Zellen mit hohem Proliferationspotenzial und hoher
Resistenz gegen Apoptose bereitstellen, welche im Gegensatz zu Tem, in der Lage sind ein
antileuk&dmisches T-Zell-Gedé&chtnis aufzubauen ohne eine GvHD zu induzieren. (Chevalier et
al., 2011; Sallusto, Geginat, and Lanzavecchia, 2004; Sallusto et al., 1999). Dariiber hinaus
zeigen unsere Daten, welch vielversprechender Ansatz die Stimulation mit ‘DC’ Zellen ist,
welche als in-vivo induzierte ‘DC’-vermittelte Immunstimulation zu einer spezifischen (Re-)
Aktivierung von antileukdmischen T-Zellen aus Taive 0der Ty flhren kdnnte. Auf diese
Weise konnte die T-Zell-basierte Immuntherapie im Rahmen von SZT oder DLI verbessert
werden (Roberts, Ely, and Woodland, 2005; Wherry et al., 2003).
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6.1.2 Zusammenfassung:

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass sich die T-Zell-Profile von AML-Patienten im
Vergleich zu T-Zell-Profilen von gesunden Probanden unterscheiden. Wir nehmen an, dass
diese Unterschiede der permanenten Konfrontation und Stimulation der T-Zellen durch
residuelle leukdmische Zellen geschuldet sind und eine inadaquate Immunantwort auf die
AML widerspiegelt. Darlber hinaus konnten unsere Daten zeigen, dass dieser anerge Zustand
durch eine ‘DC’-basierte Stimulation von T-Zellen tberwunden werden kann und
antileukéamisch funktionelle T-Zellen generiert werden kénnen. Insbesondere Proben mit
hohen Anteilen an Zellen mit hohem Proliferationspotenzial wie T¢y und Thaive, als auch B-
Integrin® T-Zellen zeigten eine gute antileukamische Funktionalitat in unseren Tests. Dies
konnte bedeuten, dass das Immunsystem von Patienten, welche einen Ruckfall nach einer
SZT erleiden, jedoch eine addquat hohe Anzahl an Ty, bereit halten, durch Stimulation mit
‘DC” in vivo oder in vitro wieder reaktiviert werden konnten. Im Weiteren konnten wir
zeigen, dass die Funktionalitat der T-Zellen mit einem bestimmten Profil der T-Zellen und T-
Zell-Oberflachenmarkern vor und nach Stimulation korreliert. Die oben genannten
Aktivierungsmarker und B-Integrine kdnnten als pradiktive Marker fur das Monitoring der
reaktiven Potenziale der T-Zellen und ihrer Subtypen im Verlauf der Immunreaktion dienen.
Hohe Anteile von Aktivierungsmarkern und B-Integrinen gingen mit guter antileukédmischer
Reaktion im Lyse-Test einher. Wir konnten zeigen, dass Aktivierungsmarker als pradiktive
Marker in Immuntherapien eingesetzt werden kdnnen. Es ist sogar denkbar, dass an Hand
dieser Marker antileukdmische T-Zellen isoliert und in hoherer Konzentration den Patienten
verabreicht werden konnten oder dass die von uns getesteten Aktivierungsmarker und f-
Integrine als ,, Target fur adjuvante Substanzen verwendet werden kdnnen, welche die T-Zell
Antwort verstarken. Wir glauben, dass T, dabei am besten mit APC interagieren. Somit
kénnte auch hier eine aufgereinigte T-Zellspende mit hohen Anteilen an Ty, eine DLI
verbessern. In diesem Zusammenhang sind allerdings noch weitere Untersuchungen beziiglich

der exakten co-stimulatorischen Pathways in diesem Setting von Noten.
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