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I. Einleitung

I. 1. Die akute myeloische Leukamie (AML)

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine klonale Erkrankung primitiver
hamatopoetischer Zellen. Betroffen sind myeloische Vorlauferzellen (AML-Zellen), wobei die
Beteiligung der myeloischen Zellreihe variabel ist. Genetische Veranderungen flhren zu
einem abnormalem Wachstum, Dedifferenzierung und einem verandertem Apoptoseverhalten
der AML - Zellen. Durch die Ausbreitung der AML - Zellen im Knochenmark wird die gesunde
Hamatopoese verdrangt, und es kommt zu einer hamatopoetischen Insuffizienz. Uber die
Ausschwemmung ins periphere Blut kénnen die AML-Zellen extramedullare Organe befallen
und schadigen. Die AML ist eine akute Erkrankung, die unbehandelt innerhalb von Monaten

zum Tod fiihrt."23

I. 1.1. Epidemiologie und Klinik

Im Erwachsenenalter stellt die AML mit einem Anteil von 80% die haufigste akute Leukamie
dar. In Deutschland liegt die Inzidenz bei etwa 3,5/100.000/Jahr und steigt mit dem
Lebensalter." ° Das mediane Erkrankungsalter liegt bei etwa 65 Jahren.” ® . Manner sind
haufiger betroffen als Frauen (1,6 versus 1).° Die Erkrankungsraten blieben in Deutschland fiir
beide Geschlechter in den letzten Jahren stabil.® Diese epidemiologischen Daten gelten nicht

fur Kinder." 4 8°

Das klinische Bild der AML ist in der Regel unspezifisch. Aufgrund der hamatopoetischen
Insuffizienz kann es zu einer Panzytopenie und daraus resultierenden klinischen
Beschwerdebildern kommen. Leitsymptome sind bei etwa 50% der Patienten Midigkeit, bei
etwa 10% der Patienten Fieber (mit oder ohne erkennbare Infektion) und bei etwa 5% der

Patienten bestehen initial Himatome und eine Blutungsneigung.'

60% der Patienten leiden an einer Leukozytose. Hierdurch besteht die Gefahr eines
Leukostase-Syndroms. Mikrozirkulationsstérungen fiihren zu Organschadigung. Haufigste
Manifestationen sind die respiratorische Insuffizienz ggf. mit pulmonaler Hypertonie,
neurologische Ausfalle und Sehstérungen bei Stauung der retinalen Venen sowie
Papillenddemen. Einen weiteren hamatologischen Notfall stellt die Erstdiagnose einer akuten
Promyelozytenleukamie (FAB M3) dar. Bei diesem Subtyp der AML kann es zu

lebensbedrohlichen Gerinnungsstérungen kommen.” AML-Zellen der Promyelozytenleukamie



exprimieren und sezernieren Gerinnungsfaktoren (z.B. tissue factor und cancer proagulants).
Durch die systemische Gerinnungsaktivierung kommt es zu einer Verbrauchskoagulopathie.®
Patienten mit einer sekundaren AML (sAML) oder therapieassoziierten AML (tAML) haben
h&ufig normale oder verminderte Leukozytenwerte im peripheren Blut.”® Monozytére AML-
Erkrankungen kdénnen sich extramedullar in Form von Hautinfiltraten, einer Meningeosis

leukaemica, Gingivahyperplasien und Milz- und Leber-Infiltrationen manifestieren.

I. 1.2. Risikofaktoren und Pathogenese

Es sind bislang einige Risikofaktoren bekannt, die mit der Ausbildung einer AML in Verbindung
gebracht werden. Eine erhdhte Inzidenz der AML ist assoziiert mit bestimmten somatischen
Chromosomenaberrationen wie der Trisomie 21 oder Erkrankungen mit einem DNS-Repair-
Defekt.'® 3* Eine Knochenmarkschadigung durch ionisierende Strahlen oder Zytostatika erhéht
ebenfalls das Risiko, an einer AML zu erkranken. Zu den Zytostatika gehéren unter anderem
Alkylantien und Topoisomerase |I-Hemmer. Innerhalb der WHO-KIlassifikation stellt die AML
nach vorangegangener Strahlen- oder Chemotherapie eine eigene Subgruppe dar, die
therapieassoziierte AML (tAML). Weitere Risikofaktoren sind die Exposition mit Benzol,
Mineraldlprodukten, Farben oder Herbiziden.”® GemaR der WHO-Klassifikation wird
unterschieden zwischen einer De-novo-AML (neu entwickelten) und einer sAML. Die sAML
(sekundaren) bildet sich aus einer vorbestehenden hamatologischen Erkrankung. Ein
erhohtes Risiko fur die Entstehung einer sAML haben das myelodysplastische Syndrom,
myeloproliferative Erkrankungen, die Aplastische Anamie, das multiple Myelom und die

paroxysmale Hamoglobinurie. Die SAML gilt prognostisch als ungtinstig.® ’

Die AML ist eine heterogene Erkrankung. Es wird angenommen, dass die Leukdmogenese
von veranderten myeloischen Vorlauferzellen ausgeht. Ursachen der Leukdmogenese sind
zytogenetische und molekulare Veranderungen, die zu einer veranderten Proliferation und
Differenzierung der AML-Zellen fuhren. Nach dem aktuellem Kenntnisstand basiert die
leukamische Transformation auf einem mehrstufigen genetischen Prozess. Entscheidend ist
das gleichzeitige Auftreten mehrerer genetischer Veranderungen.? "' '2 GemaR der WHO
Klassifikation werden chromosomale Veranderungen und rekurrente Genmutationen auch als

Klassifikationsparameter verwendet und sind prognostisch relevant.

Zytogenetik

Zytogenetisch wird unterschieden zwischen AML-Erkrankungen mit einem aberrannten
Karyotyp und AML-Erkrankungen mit einem normalem Karyotyp. Aberrante Karyotypen
kénnen numerische und strukturelle Veranderungen aufweisen. Zu den numerischen
Chromosomenaberrationen gehoren die Trisomie 8, die Monosomie 5 und 7. Die strukturellen
Chromosomenaberrationen werden weiter in balancierte- und unbalancierte Translokationen

unterteilt. Als prognostisch glinstig gelten die balancierten Translokationen 1(8;21)(q22;q22),



inv(16)(p13.1922) t(16;16)(p11;922), t(15;17)(q22;921) und t(9;11)(p22;923). Durch diese
Translokationen entstehen die Fusionsgene RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH1, PML-RARA,
und MLLT-MLL.6 11.2 " ' Die Translokation t(15;17) gilt als Beweis fir eine akute
Promyelozytenleukamie." # Zu den unbalancierten Chromosomenanomalien zéhlen die
Deletion auf Chromosom 5 und 7. Diese Veranderungen gelten prognostisch als ungunstig.
Finden sich drei oder mehr zytogenetische Veranderungen in einer AML-Zelle, wird der
Karyotyp als komplex aberrannt bezeichnet. Ein komplex veranderter Karyotyp ist mit einer

schlechten Prognose assoziiert.%

Molekulargenetik

Neben den genannten zytogenetischen Veranderungen treten Genmutationen auf, die fur die
Leukdmogenese wichtig sind.® 2* Bei Patienten mit einem normalen Karyotyp (ca. 50% der
AML) ist die Molekulargenetik besonders wichtig fur die Prognose, Therapie und zur
Verlaufskontrolle. Bislang bekannte Mutationen betreffen die Gene NPM1, FLT3, DNMT3A,
IDH1, IDH2, WT1, K-RAS, N-RAS, KIT, RUNX1, TP53, CEBPA. Bei Patienten mit AML und
einem normalem Karyotyp treten die Mutationen NPM1, FLT3 ITD CEBPAa, IDH1 und IDH2
gehauft auf.? Es hilft der Ubersichtlichkeit, die Mutationen nach ihrer Funktionalitat einzuteilen.
Déhner et al. 2008 unterscheiden daflr in Klasse | und Il Mutationen. Im Folgenden werden
die fur diese Arbeit relevanten Mutationen vorgestellt.

Mutationen der Klasse | fiihren zu einem Proliferations- und Uberlebensvorteil der AML-Zellen.
Mit einer Gesamthaufigkeit von ca. 30% gehdren Mutationen im Bereich des FLT3-Gens zu
den haufigsten molekularen Veranderungen der AML. Das FLT3-Gen kodiert fiir eine
Tyrosinkinase, die wichtig fir die Regulation von Apoptose und Proliferation hamatopoetischer
Vorlauferzellen ist. Die haufigsten Mutationen sind Langenmutationen (interne
Tandemduplikationen), die als FLT3 ITD bezeichntet werden. Weitere Mutationen befinden
sich in der Tyrosinkinase-Domane (auch als FLT3 TKD bezeichnet). Veranderungen der
Tyrosinkinase-Domane flihren zu einer Hyperproliferation und Verstarkung antiapoptotischer
Signale in der Progenitorzelle. '2'° Patienten mit einer FLT3 ITD-Mutation haben
prognostisch ein unglnstigeres Risiko im Vergleich zu Patienten mit einem FLT3 TKD-
Wildtyp.?® Therapeutisch wird FLT3 bereits als Target genutzt. Die Behandlung mit den FLT3
Inhibitoren  Midostaurin,  Sunitinib, Sorafenib  zeigte in Erganzung zu den
Standardchemotherapie-Zyklen ein verbessertes Uberleben.!" '® Weitere Mutationen, die zu
einem Proliferations- und Uberlebensvorteil der betroffenen AML-Zellen flhren, sind
Mutationen der Tyrosinkinase cKIT und Mutationen des Protoonkogens RAS.2 1" 12

Die Mutationen der Klasse Il fiihren zu Differenzierungsstérungen der AML-Zellen. Mit einer
Gesamthaufigkeit von 15% tritt eine Mutation im CEBPAa-Gen auf. Das CEBPA
(CCAAT/Enhancer - Binding Proteine)- Gen kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der fir die

Myelopoese wichtig ist. Die Mutation kann mono-oder biallelisch vorliegen." In den meisten



Fallen liegt eine biallelische CEBPAa-Mutation vor, die in Kombination mit einem normalem
Karyotyp und einem FLT3-Wildtyp mit einer héheren Wahrscheinlichkeit fur eine komplette

Remission und mit einem besseren progressionsfreien Uberleben assoziert ist.'8 '1-122

Mit einer Gesamthaufigkeit von ca. 33% gehdéren die NPM1-Mutationen ebenfalls zu den
haufigen Mutationen der AML. Nach aktuellem Wissensstand sind die Nucleophosmin-
Proteine (NPM1) an zahlreichen Pathways beteiligt und steuern dadurch unterschiedliche
zellulare Funktionen wie z.B. mRNA-Transport, Chromatin Remodeling und Apoptose.
Prognostisch scheint die NPM1-Mutation, in Kombination mit einem normalen Karyotyp, einen
gunstigen Einfluss auf das Erreichen einer kompletten Remission und das progressionsfreie
Uberleben zu haben.??> AuRerdem erweist sich die NPM1-Mutation relevant fiir das MRD-
Monitoring.?® Aufgrund der vielfaltigen Funktionen nimmt die NPM1-Mutation in dieser

funktionellen Gliederung eine Sonderstellung ein.2 ' 1214 1819

I. 1.3. Klassifikation

Die Einteilung der AML in ihre Subtypen erfolgt gegenwartig nach der traditionellen French-
American-British-Klassifikation (FAB-Klassifikation) und der Kilassifikation durch die
Weltgesundheitsorganisation (WHO).2 7 ' 8 Die FAB - Klassifikation beruht auf einer
morphologischen Differenzierung und zytochemischen Aspekten der leukamischen Zellen.
Gemalk der FAB-Klassifikation wird die AML unterteilt in die Subtypen MO bis M7.2 ® Ein
besseres Verstandnis der zytogenetischen und molekulargenetischen Veranderungen fihrte
zu der WHO-Klassifikation. In der aktuell revidierten der WHO-Klassifikation von 2008 werden
sieben Subgruppen unterschieden (s. Tabelle 1 und 2).1327282918

Weitere Untersuchungen der zytogenetischen und molekularen Veranderungen hinsichtlich
ihrer prognostischen Relevanz fir den Verlauf einer AML-Erkrankung, fuhrten 2010 zu der
Einteilung in unterschiedliche Risiko-Gruppen. Die von der ELN (European Leukemia Net)
vorgenommene Einteilung des Risikos der Erkrankung in ,gunstig“, intermediar® und
,unginstig“ (s. Tabelle 3), basiert auf zytogenetischen und genetischen Merkmalen. Diese
Einteilung liegt den aktuellen europaischen Behandlungs-Richtlinien zugrunde.™ '8

Das Medical Research Council (MRC) veréffentlichte 2010 eine revidierte zytogenetische
Klassifikation der AML (s. Tabelle 4). Als prognostisch glinstig gelten balancierte
Chromosomenaberrationen (s. Kapitel | 1.2. Atiologie und Pathogenese ). Ein komplex
veranderter Karyotyp, aber auch einzelne numerische- und unbalancierte strukturelle
Chromosomenaberrationen werden hingegen als prognostisch unglnstig gewertet (s.
Kaptitel | 1.2. Atiologie und Pathogenese). Werden keine chromosomalen Veranderungen in
den AML-Zellen (AML mit normalem Karyotyp) nachgewiesen, besteht ein intermediares

Risiko.?® %0



Tabelle 1. WHO-KIlassifikation 2008 (D6hner H, et al. 2010.
Diagnosis and management of acute myeloid leukemia in

adults)

AML mit haufigen genetischen Verdanderungen
AML mit t(8;21)(p22;g22); RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1;922);0r t(16;16) p13.1;922); CBFB-MYH11 APL mit

t(15;17) )(p22.1;q12); PML-RARA

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

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

AML mit inv(3)(p21.;g26.2)or t(3;3) (p21;926.2);RPN1-EVI1
AML (megakaryoblastisch) mit t(1.;22) (p13;q13);RBM15-MKL1
AML mit NPM1-Mutation

AML mit CEBPA-Mutation

Myelodysplasie assoziierte AML
Therapie assoziierte myeloische Neoplasie

AML ohne anderweitige Klassifikation (NOS)
AML mit minimaler Differenzierung

AML ohne Ausreifung

Akute myelomonozytare Leukamie

Akute Erythromzytenleukadmie

Akute Megakaryoblastenleukamie

Akute Basophilenleukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Myelosarkome (Chlorome)
Myeloische Leukdmie bei Down Syndrom

Akute Leukdamie mit nicht eindeutiger Linienzugehorigkeit

Akute undifferenzierte leukamie

Gemischer Phenotyp akute Leukdmie mit t(9;22)(p34;q11.2);BCR-ABL1
gemischter Phenotyp

Akute leukamie mit t(v;11923);MLL rearrangiert

Gemischter Phenotyp akute Leukédmie mit B myeloid, NOS

Gemischter Phenotyp akute Leuk@mie mit T/myeloisch, NOS

(NK)-Zell lymphoblastische Leuk@mie/lymphom

Tabelle 3. ELN-Klassifikation (D6hner H, et al.,
2010, Diagnosis and management of acute
myeloid leukemia in adults)

Giinstige genetische Veranderungen
1(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1;
inv(16)(p13.1922

oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-
MYH11

NPM1 Mutation ohne FLT3-ITD
(normaler Karyotyp)

CEBPA Mutation (normaler Karyotyp)

Intermediére genetische Veranderungen
NPM1 und FLT3-ITD Mutation

(normaler Karyotyp)

Wildtyp NPM1 und FLT3-ITD Mutation
(normaler Karyotyp))

Wildtyp NPM1 ohne FLT3-ITD Mutation
(normaler Karyotyp)

1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

Zytogenetische Verdanderungen nicht klassifiziert als giinstig oder
ungiinstig

Ungiinstige genetische Verdnderungen
inv(3)(921926.2) oder 1(3;3)(921;926.2); RPN1-EVI1
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); MLL rearrangiert

Tabelle 2. FAB Klassifikation

Mo

Akute myeloische Leukadmie mit minimaler Differenzierung: unreife
Blasten ohne Granulation. POX <3%, EST negativ

M1

Akute myeloische Leukadmie ohne Ausreifung: weniger als 10 % reife
Zellen (= Promyelozyten, Granulozyten, Monozyten), nur sparliche
Granulation. POX > 3 %, EST <20 %

M2

Akute myeloische Leukadmie mit Ausreifung: 210 % reife Zellen in der
Myelopoese, weniger als 20 % Monozyten. POX > 3 % (meist deutlich
positiv), EST meist schwach positiv.

M2 baso

Akute Basophilen-Leukamie

M3

Akute Promyelozyten-Leukamie: 30 % Promyelozyten (Blastenanteil of
weniger) POX > 3 % (meist stark positiv), EST schwach bis maRig
positiv

M3v

Akute Promyelozyten-Leukamie, mikrogranulare Form.

M4

Akute myelomonozytare Leukamie: Myeloische Zellen (Blasten +
Promyelozyten) > 20 %, monozytare Zellen (Monoblasten und reife
Formen) 20 % bis 80 %. POX > 3 %, EST >20 %

M4eo

Akute myelomonozytare Leukamie mit Eosinophilie

M5a

Akute Monoblasten-Leukamie: mehr als 80 % der myeloischen Zellen
sind Monoblasten bzw. Monozyten, davon sind mehr als 80 %
Monoblasten oder Promonozyten. POX meist negativ bis leicht positiv,
EST > 20 % (kraftig positiv)

M5b

Akute Monozyten-Leuké@mie: mehr als 80 % der myeloischen Zellen sind
Monoblasten bzw. Monozyten, davon sind mehr als 20 % Monozyten.
POX meist negativ bis leicht positiv, EST > 20 % (kréftig positiv)

Mé

Akute Erythroleukémie: > 50 % aller Zellen sind Erythroblasten oder
>30 % aller Blasten unter den nicht-erythrozytaren Zellen sind
Erythroblasten, haufig trilinedre Dysplasie. POX > 3 %, EST kann positiv
sein

M7

Akute Megakaryoblasten-Leukamie: Hochgradig pleomorphe Blasten.
POX < 3 %, EST kann positiv sein

Tabelle 4. MRC-Klassifikation (Déhner H, et al., 2010,
Diagnosis and management of acute
myeloid leukemia in adults)

Giinstiger Karyotyp
1(15;17)(922;912)
1(8;21)(q22;922)
inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922)
(unabhéngig von weiteren zyto-
genetischen Veranderungen)

Intermediérer Karyotyp
Alle Karyotypen, welche weder eine glinstige noch
eine unglinstige prognostische Bedeutung haben

Ungiinstiger Karyotyp

Anomalien des Chromosoms 3q
inv(3)(921926)/(3;3)(q21;926)

Anomalien der Chromosomen 5 oder 5q
Anomalien der Chromosomen 7 oder 7q
(6;11)(q27;923)

t(10;11)(p11~13;923)

t(11923) (ausgeschlossen: t(9;11)(p21~22;923) und
1(11;19)(q23;p13))

1(9;22)(q34;911)

-17/Anomalien des kurzen Armes von Chromosom
17 (17p)

Komplexe Veranderungen (2 4 klonale Anomalien)



I. 1.4. Diagnostik

Diagnostisch ist oft schon ein einfaches Blutbild wegweisend. Im Differentialblutbild kommt es
zu charakteristischen Veranderungen. Die zytologische Analyse erfolgt mittels
mikroskopischer Begutachtung von Ausstrichen des Knochenmark- und des peripheren
Blutes. Untersucht werden das Vorkommen von myeloischen Blasten, der Zellgehalt,
dysplastische Veranderungen und die Auspréagung der Resthadmatopoese.®' Definitionsgeman
muss der Anteil von leukéamischen Blasten >20% sein (WHO-Klassifikation)."® Kommt es zu
einer punctio sicca oder es besteht der Verdacht auf ein myelodysplastisches Syndrom, sollte

eine Knochenmark-Stanze erfolgen.”® ¥

Durch zytochemische Farbungen kann die
Zugehorigkeit bestimmter AML-Zellen zur myeloischen Zellreihe aufgrund eines spezifischen
Anfarbeverhaltens charakterisiert werden. Durch die Farbung der Myeloperoxidase (MPO)
kann Granula in differenzierten myeloischen Zellen dargestellt werden. Mittels des
Farbeverhaltens der unspezifischen Esterase kdnnen monozytare Zellen detektiert werden.
Aufgrund der Morphologie und Zytochemie der leukamischen Zellen kann oft bereits zwischen

der Diagnose einer AML und ALL unterschieden werden.

Die immunphanotypische Charakterisierung erfolgt durch Fluoreszensmarkierung von
Zelloberflachenantigenen und intrazytoplasmatischen Antigenstrukturen. Mit dieser Diagnostik
kénnen Zellen unterschieden werden. Anhand des Antigenexpressionsmusters wird die
Zuordnung  der  unterschiedlichen  Zelllinien  (myeloisch/lymphatisch,  B/T-Zell,
Differenzierungsstadium, leukamisch/gesunde hédmatopoetische Zelle) vorgenommen.*® Ein
positiver Nachweis eines Antigens gilt ab einer Expression von >20% auf den AML-Zellen.™
Fir einige AML-Subtypen ist die Immunphanotypisierung entscheidend. Die FAB MO kann z.B.
durch die myeloischen Antigene CD13 und oder CD117 diagnostiziert werden. Dabei ist die
MO morphologisch eine undifferenzierte AML, ohne zytochemische Veranderungen. Auch fur
die akute megakaryoblastére Leukdmie (FAB M7) und die akute Leukdmie unklarer
Linienzugehorigkeit (WHO) ist die Immunphanotypisierung diagnostisch entscheidend. %
Einige genetische Veranderungen sind mit immunphanotypischen Eigenschaften assoziiert.
AML-Zellen mit einer NPM1-Mutationen exprimieren den Oberflachenmarker CD33 besonders
hoch.’ Neben der Verwendung fiir die Erstdiagnostik, kann die Immunphénotypisierung zur
Erkennung prognostisch und therapeutisch relevanter Target-Antigene dienen. Auch in der
Verlaufsbeurteilung der minimalen Resterkrankung wird die Immunphanotypisierung

eingesetzt. ® 1* 22

Die zytogenetische Analyse erfolgt durch eine Chromosomenanalyse. Die Chromosomen
werden lichtmikroskopisch beurteilt und oder es kann eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

(FISH) durchgefuhrt werden. Um Veranderungen auf den Chromosomen leukdmischer Zellen



(z. B. Translokationen und Inversionen) sicher zu detektieren, missen ca. 20 - 25 vitale Zellen
in der Metaphase analysiert werden.?® Zu zytogenetischen Aberrationen siehe Kapitel 1 1.2.

Atiologie und Pathogenese - Zytogenetik.

Die Diagnostik der molekulargenetischen Veranderungen erfolgt mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) und nachgeschalteten Screening-Verfahren. Zu molekulargenetischen

Veranderungen siehe Kapitel | 1.2. Atiologie und Pathogenese - Molekulargenetik.

. 1.4. Therapie und Prognose

Unbehandelt fuhrt die AML innerhalb von wenigen Monaten zum Tod. Die Therapiewahl
basiert zum einen auf der Klassifikation der vorliegenden AML (FAB, WHO, ELN und MRC)
und der im weiteren Verlauf der Erkrankung bestimmten Minimalen Resterkrankung (MRD
Diagnostik) sowie dem Alter und dem Allgemeinzustand des Patienten. Aktueller
therapeutischer Standard sind intensive Poly-Chemotherapien. Man unterscheidet eine
Induktions- von einer Konsolidierungs- und Erhaltungsphase. Ausgenommen von diese
Therapieregimen sind Patienten, die nicht in kurativer Absicht therapiert werden kénnen und

Patienten mit einer Promyelozytenleukamie.

Kuratives Ziel der Induktion ist das Erreichen einer kompletten Remission (CR) der AML. Das
Standart-Regime ,7+3 “ besteht aus einer 7 -tdgigen Cytarabin- und einer 3 -tagigen
Anthrazyklin-Gabe (z.B. Daunorubicin, Idarubicin oder Mitoxantron).”> Die CR ist
zytomorhpologisch definiert als <5% AML-Zellen im Knochenmark, <1% AML-Zellen im
peripheren Blut, bei gleichzeitig ausreichend regenerierter Hamatopoese (Neutrophile 21x10°
/L, Thrombozyten 21x10""/L).?2 ' In Abhangigkeit von der prognostischen Gruppe (ELN)
erreichen etwa 60-80% der Patienten eine CR.' 2 Insgesamt liefen/laufen Studien zur
Verbesserung der Induktionstherapie. Die Daten der AMLCG-Studiengruppe zeigten fur die
Doppelinduktion (auch unter HAM als 2. Induktion, mit Hochdosis-Cytarabin) fiir Patienten mit

Hochrisiko-AML ein verbessertes Gesamtiiberleben.?

Ziel der Konsolidierungstherapie ist die Eliminierung residueller leukamischer Zellen, um die
prinzipiell hohe Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs zu vermindern. Im Unterschied zur
Induktion, beruht die Wahl der Postremissionstherapie auf Faktoren wie dem Rezidivrisiko, der
therapieassoziierten Mortalitat, sowie vorhandener Targetstrukturen. Flr Patienten mit einem
gunstigen genetischen Risikoprofil besteht die Postremissionstherapie aus weiteren Zyklen
Hochdosis - Cytarabin und einer sich daran anschlieRenden Erhaltungstherapie. Bei Patienten
mit einem ungulnstigen oder intermediaren genetischen Risiko wird die Moglichkeit einer
allogenen bzw. autologen Stammzelltransplantation (SZT) gepriift.? '3 8 3% 3 Dje allogene
Stammzelltransplantation (ASZT) ist bislang die effektivste Therapie, um das Rezidivrisiko zu

senken. Verlaufsanalysen zeigten fur AML-Patienten mit einem high risk im Vergleich



Chemotherapiekonsolidierung versus allogene Transplantkonsolidierung fir zweitere ein
verbessertes Gesamtiiberleben (GU, Overall Survival OS). Die transplantierten Patienten
haben jedoch eine hohere therapieassoziierte Mortalitat im Vergleich zu Patienten mit einer

Chemotherapiekonsolidierung.? % 3¢ 183

Das Overall-Survival fir Patienten tUber 60 Jahren liegt bei 5-15%, flr Patienten unter 60
Jahren bei 35-40%. Der Grund fir die insgesamt schlechte Prognose ist, dass die meisten
Patienten innerhalb der ersten 3 Jahre an einem Rezidiv erkranken. °**” Besonders ungtinstig
ist ein frihes Rezidiv, das innerhalb der ersten 6 Monate auftritt. (s. Déhner et al., 2010). Far
die Prognose einer AML sind sowohl AML-bezogene und Patienten-bezogene Risikofaktoren
relevant. Zu den Patienten-bezogenen Risikofaktoren gehéren das Alter, die Komorbiditat und
der Allgemeinzustand.” 3¢ ' 37 Zy den AML - bezogenen Risikofaktoren gehdren die
Leukozyten-Werte, AML - Entwicklung aus einem MDS, zytogenetische Veranderungen (s.
Kapitel 1. 1. 3. Einteilung und Diagnostik) und molekulargenetische Veranderungen (s.
Kapitel | 1.2. Atiologie und Pathogenese). Den starksten Einfluss auf die Prognose scheinen

das Alter und molekulare bzw. zytogenetische Veranderungen zu haben.™

I. 1.5. Immuntherapie in der AML

Zu den neueren Therapiestrategien, um die Prognose der AML zu verbessern, gehdren die
immuntherapeutischen Ansatze. Diese beruhen auf der zunehmenden Erkenntnis der
Interaktionen zwischen AML-Zellen und Immunzellen (z.B. den zytotoxischen T-Zellen). Ziel
der immuntherapeutischen Strategien ist es, die antileukdmische Immunitat zu starken. Die
effektivste Immuntherapie fur die AML stellt bis heute die ASZT dar. Nach einer Hochdosis
Chemotherapie ggf. mit Bestrahlung (Konsolidierung) erhalten Patienten ein neues
Immunsystem. Die transplantierten Immunzellen sollen sich gegen (residuelle) leukamische
Zellen richten (Spender gegen Wirt Reaktion).®® 3° Aufgrund der hohen Mortalitiat und
Morbiditat, sowie der Abhangigkeit von der Verfuigbarkeit eines Spenders, besteht ein grolRer
Bedarf an weiteren immuntherapeutischen Strategien fiir die Behandlung der AML.% % Da fiir
die AML unterschiedliche Immune-Escape Mechanismen bekannt sind, die zu einer defekten
Immuniberwachung (Immune surveillance) flhren, werden immuntherapeutisch
unterschiedliche Pathways genutzt bzw. untersucht. Man unterscheidet bei den
immuntherapeutischen Ansatzen zwischen Strategien der aktiven Immunisierung
(Vakzinierungen von Peptiden-, DZs, adoptiver T Zell-Transfer) und Strategien der passiven
Immunisierung wie z.B. der Antigen-spezifischen Blockade verschiedener Immun-

Kontrollpunkte um préexistierende Antigen-abhangige Immunregulationen zu verstarken. 4048



I. 1.6. Bispezifischer CD33/CD3 - Antikorper

Antikdrper-basierte immuntherapeutische Strategien in der AML fokussieren sich bislang auf
die Targetstruktur CD33. Die Expressionsfrequenz liegt bei (iber 90% fiir die AML.*°® *°
Allerdings blieb der klinische Erfolg der CD33 abhangigen Antikorper-basierten Ansatze
bislang begrenzt. Bekannte Beispiele daflr sind Gemtuzumab Ozogamicin (Myelotarg®), ein
anti - CD33 Antikdérper — Calicheamicin Konjugat und Lintuzumab (SGN-33) ein monoklonaler
Antikérper. °' Bispezifische Antikdrper auch als BiTE-Konstrukte (Bi-specific T-cell engager)
bezeichnet, bieten eine wirksamere Moglichkeit antileukamische T-Zellen zu nutzen. Die
Rekrutierung der Antigen-positiven T-Zelle erfolgt unabhangig von TZR MCH V/Il Interaktionen
und benétigt keine Tumor-spezifischen Peptid-Antigene. *'

BiTE-Konstrukte sind aus zwei unterschiedlichen scFv - Fragmenten monoklonaler Antikdrper
aufgebaut. Jedes scFv-Fragment besteht dabei aus einer variablen Domane einer V. -und
einer Vy-Kette. Die Domanen sind Uber eine Peptidsequenz (Linker) miteinander verbunden.
Ein Paratop der BiTE-Konstrukte richtet sich gegen ein Tumor-(assoziiertes-) Antigen das
zweite scFv-Fragment gegen ein Antigen auf T-Zellen. Durch die Bindung kommt es zu einer
Aktivierung und Expansion der Antigen-positiven T-Zelle.*® Durch die Bindung von Target- und
Effektor-Zelle entsteht eine lytische Synapse: durch die Freisetzung von Perforin, Granzymem
und Caspasen wird die Target-Zelle lysiert. °' %

Blinatumomab ist der bislang erfolgreichste BiTE. Das Konstrukt richtet sich gegen CD3
und CD19 und wurde im November 2015 in der EU zur Behandlung der bcr-abl negativen B-
ALL zugelassen. Besonders effektiv zeigte sich Blinatumomab fiir Patienten mit einem MRD

positiven Rezidiv und wenigen leukdmischen Blasten. ' %2

Fir die Therapie der AML wurde, analog zu Blinatumomab ein CD33/CD3 BiTE® Antikdrper
(AMG 330) entwickelt. Dieser richtet sich gegen CD33 auf leukdmischen Blasten und gegen
CD3 auf zytotoxischen T-Zellen. In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zu dem
CD33/CD3 BIiTE® durchgefiihrt, deshalb soll im Folgenden speziell auf diesen BIiTE

eingegangen werden.

In vitro konnte eine CD33/CD3 BIiTE® - vermittelte Lyse von CD33+ AML Zelllinien (z.B. KGa,
U937, HL-60) gezeigt werden. In Abwesenheit von T-Zellen wurde kein Effekt durch
CD33/CD3 BIiTE® auf AML-Zellen beobachtet.>* Die maximale Lyse wurde bei CD33/CD3
BIiTE® Konzentrationen von 1 ng/ml gefunden. Die CD33/CD3 BIiTE® vermittelte Lyse zeigte
sich auch bei primdren AML-Zellen und gesunden (allogenen) T-Zellen. Die Kokulturen
wurden zwischen 48 und 72 h in einem E:T Ratio 1:1 mit dem CD33/CD3 BiTE® (c=1 ng/ml)
oder einem Kontroll-Antikdrper behandelt und mittels FACS-Analysen ausgewertet. °°° Aigner
et al. definierten die myeloischen Zellen durch eine Expression von CD45+CD3-CD13+. AML-
Zellen wurden durch eine Expression von CD13+CD34+ oder CD13+CD117 charakterisiert.
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Aigner et al. zeigten in ihren Versuchen auch eine CD33/CD3 BIiTE® - abhangige Expression
von T-Zell Aktivierungsmarkern wie CD25, CD54, CD69, und CD71 auf CD8+ und CD4+ T-
Zellen, eine CD33/CD3 BiTE® -abhangige Sekretion von IL-1B, IL-2, IFN y und TNF und eine
CD33/CD3 BiTE-abhangige T-Zellproliferation (CFSE-markierte T-Zellen). Dabei wurde ein
unterschiedlicher Einfluss innerhalb der einzelnen T-Zellpopulationen gefunden: eine
besonders starke Proliferation zeigten Effektor Gedachtnis-T-Zellen (CD45RO-CCR?7-
CD45RA+).%* %° Krupka et al. (2014) konnten in autologen Langzeitkulturen die Proliferation
der T-Zellen und die CD33/CD3 BiTE®-vermittelte Lyse von primaren AML-Zellen zeigen. *°
* Auch bei einem immundefizienten Mausmodell welches mit der AML-Zelllinie HL60 und
humanen allogenen T-Zellen (CD33/CD3 BiTE® 0.5mg/kg/d i.v.) injiziert worden war, konnte
die CD3/CD3 BiTE® - vermittelte Lyse der AML-Zellen durch die T-Zellen festgestellt werden.®

I. 1.6.1. Einflussfaktoren der CD33/CD3 BiTE® - vermittelten Zytotoxizitat

In den praklinischen Untersuchungen zeigte sich die antileukdmische Wirkung des CD33/CD3
BiTE®s abhangig von der E:T Ratio, der Target-Expression von CD33, der eingesetzten
CD33/CD3 BiTE® Konzentration und der Expression koregulatorische Rezeptoren. ** *° Bei
hohen E:T Ratios (z.B. 1:80) wurde eine verminderte CD33/CD3 BIiTE® vermittelte Blasten-
Lyse, im Vergleich zu Proben mit einem niedrigen E:T Ratio (z.B. 1:1), gemessen. Krupka et
al. (2014) etablierten ein Langzeitkultursystem, um primare AML-Zellen Uber einen langeren
Expositionszeitraum beobachten zu kdnnen. In diesen AML - Langzeitkulturen zeigte sich eine
E:T Ratio abhangige Wirkkinetik. Krupka et al. (2014) konnten zwar eine CD33/CD3 BiTE® -
vermittelte Lyse beobachten. Bei einer hohen E:T Ratio kam es jedoch zu einer verzdgerten
Lyse. Der Einfluss der Target-Expression auf die BiTE-vermittelte Lyse zeigte sich sowohl fir
AML-Zelllinien als auch in primaren AML-Proben. Die Wirkkinetik zeigte sich bei Krupka et al.
(2014) auch abhangig von der Hohe der Target-Expression. Es konnte festgestellt werden,
dass AML-Zellen mit hoher CD33-Expression (CD33""9") innerhalb eines kiirzeren Zeitraums
CD33/CD3 BiTE®-vermitteltet lysiert wurden im Vergleich zu CD33%™ AML-Zellen.*" *° Laszlo
et al. (2013) zeigten, dass die auch die differentielle Expression koregulatorischer Immun-
Kontrollpunkte wie z.B. PD1 die antileukdmische Aktivitdt des CD33/CD3 BIiTE®s
beeinflussen.’” Die CD33/CD3 BIiTE® -vermittelte Lyse zeigte sich in den praklinischen
Untersuchungen unabhangig von der Aktivitat des ABC-Transporters (Walter et al. 2012) und

einzelnen Nukleotid-Polymorphismen des CD33-Gens.®**’

I. 1.6.2. Ansétze fiir eine gesteigerte CD33/CD3 BiTE® - vermittelte Zytotoxizitat

Um die Target - Expression zu erhdhen, wurde der Einfluss von epigentisch wirksamen
Medikamenten (z.B. Azazytidin, Panobinostat) auf die Expression von CD33 auf AML-AML-
Zellen untersucht. Laszlo et al. (2013) zeigten eine CD33/CD3 BIiTE® -abhangige verstarkte
CD33- Expression fir einige AML-Zelllinien (KG-1a und OCI-AML3).%® Praklinisch konnte der
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Einfluss koregulatorischer Rezeptoren auf die Wirksamkeit des CD33/CD3 BiTE® festgestellt
werden, so dass aktuell die zusatzliche Checkpoint-Blockade in Kombination mit dem
CD33/CD3 BIiTE® untersucht wird. Erfolgreiche Kombinationsstrategien sind die zusatzliche
Blockade der TIGIT/PVR/PVRL2 Achse oder der PD1/PD-L1/PD-L2 Achse bei AML-Zelllinien

und primaren AML-Zellen,°

Zusammenfassend und im Hinblick auf geplante klinische Studien ist aufgrund der Vordaten
davon auszugehen, dass die Zytotoxizitdt des CD33/CD3 BiTE®s durch unterschiedliche
Faktoren gesteigert werden kann. Durch eine verbesserte Wirksamkeit soll klinisch eine
verklrzte Expositionsdauer erreicht werden. Fir AML-Patienten mit einer hohen AML-
Blastenlast, Lymphopenie und einer geringen Target-Expression von CD33 ist dies wichtig, da
die Expositionsdauer des CD33/CD3 BiTE®s mit der Toxizitat korreliert. °® Fiir Blinatumomab
zeigten sich lebensbedrohliche Adverse Events (AE) wie das Tumorlysesyndrom (bei
Patienten mit einer hohen Tumorlast). Die Zytokin-Freisetzung, die zu unterschiedlichen
Schweregraden des Cytokine-Release-Syndroms flihrt, korrelierte mit der T-Zellproliferation

und erhéhten Serum Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine wie IL6 und IFNy.>* 5% %
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Abb. 1 Koregulatorische Interaktionen zwischen T-Zellen und Antigenprasentierenden
Zellen (APC). Chen L, 2013
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC3786574/figure/F1/ (Stand 06. 06. 2016)

I. 1.7. Immun-Kontrollpunkte der AML
T-Zellen kdnnen Uber ihren T-Zell-Rezeptor (TZR) Antigene erkennen, die ihnen von Antigen-

prasentierenden Zellen (APZ) auf MHC Il Molekilen prasentiert werden. Das durch die



12

Bindung entstehende Signal bzw. die T-Zellaktivierung wird durch Immun-Kontrollpunkte
(immune checkpoints) koreguliert. Immun-Kontrollpunkte bestehen aus Interaktionen
zwischen Ligand- und Rezeptor - Molekulen auf APZs und T-Zellen. Die Immun-Kontrollpunkte
haben einen Einfluss auf die Aktivierung, Differenzierung und Effektorfunktion von T-Zellen °
In den letzten Jahren wurde die Bedeutung dieser koinhibitorischen Interaktionen in der
immunologischen Kontrolle von Tumoren - beziehungsweise in der Resistenz von Tumoren -
gegenuber dem Immunsystem (immune escape) erkannt und therapeutisch versucht, die
antitumorale Immunitat durch die Blockade verschiedener Immun-Kontrollpunkte (checkpoint

blockade) zu verbessern.

Auf AML-Zellen wurde die Expression von CD86, CD40, CD274 (= PD-L1), CD275 (= B7-H2)
und CD200 beschrieben. Uberlebensanalysen zeigten fiir die Expression von CD86 und
CD275 einen Einfluss auf die Prognose der Patienten. Die Expression der Checkpoint
Molekule CD86, CD274, CD276 (= B7-H3) und HVEM zeigte eine Korrelation mit spezifischen
zytogenetischen und molekularen Charakteristika der AML. Die Expression der zugehdrigen
Interaktionspartner auf T-Zellen (z.B. PD-1, CD244 = 2B4, und Tim-3,) wurde bei AML-
Erstdiagnosen ebenfalls gemessen. Es konnte eine differentielle Expression fir PD1 und Tim3
im  Verlauf der AML-Erkrankung, insbesondere bei Rezidiven nach allogener
Stammzelltransplantation, gefunden werden. AML-Zellen zum Zeitpunkt des Rezidivs
exprimieren zudem LAG3. Die verstarkte Expression koinhibitorischer Immun-Kontrollpunkte
existiert nicht nur bei malignen Erkrankungen, sondern wurde zunachst in Verbindung mit
funktionellen Defiziten bei chronischen viralen Infektionen beschrieben und geht einher mit

einer s.g. T-Zellerschépfung (t cell exhaustion). -7

Die in dieser Arbeit untersuchten Immun-Kontrollpunkte werden im Folgenden genauer

beschrieben.

Das CD33 (Siglec-3)-Antigen gehort zu den Sialinsaure bindenden Rezeptoren. CD33 besteht
aus zwei extrazellularen Doméanen (IgV und IgC2). Intrazellular findet sich eine Aminosequenz
(immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif (ITIM)). Liganden von CD33 sind
Sialinsauren. Uber eine intrazellulare Tyrosin-Phosphorylierung kommt es zu einer Aktivierung
der SHP-1- und SHP-2-Phosphatasen uber welche weitere Signalkaskaden ausgeldst werden.
Fir die CD33 Siglec-Mitglieder wurden inhibitorische Funktionen bei der Regulation von
inflammatorischen  Prozessen und Immunantworten beschrieben. 3 4% 4" Der
transmembranare Rezeptor wird hauptsachlich auf myeloischen Zellreihen exprimiert. In Gber
99% von 621 AML Erstdiagnosen beschrieben Krupka et al. (2014) eine positive Expression
des membranenstandigen Glykoproteins CD33 auf AML-Zellen. Auch zum Zeitpunkt des AML-
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Rezidivs wurde die CD33-Expression nachgewiesen. Auch fiir Patienten mit einer urspuinglich
CD33 negativen AML konnte beobachtet werden, dass leukamische Zellen im Rezidiv CD33
exprimieren. CD33 wird ebenfalls auf leukamischen Stammzellen exprimiert. Die
Expressionshohe liegt deutlich Uber von gesunden hamatopoetischen Stammzellen
(p=0,047).%0 74

Das ILT3 (CD85k)-Antigen ist ein Oberflachenprotein und gehdért zu den immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motifs (ITIM). Der ILT3-Rezeptor besitzt eine zytoplasmatische
Aminosequenz, welche nach Aktivierung (Bindung durch ILT3-Liganden) phosphoryliert wird.
Die weitere Signaltransduktion erfolgt ebenfalls Gber die Tyrosin-Phosphatasen SHP-1

und SHP-2. Fir den ILT3-Rezeptor wurden sowohl eine koinhibitorische Funktion als auch
eine Funktion bei der Antigen-Aufnahme der APCs beschrieben. Der ILT3-Rezeptor wird auf
APZs (Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen) exprimiert. Die ILT3-Expression
wurde jedoch auch auf unreifen myeloischen Zellen (AML M4/M5) als auch auf lymphatischen
Zellen (CLL und t-ALL) beschrieben. Eine chronische Antigen-Stimulation flhrte bei
regulatorischen T-Zellen in vitro zu einer verstarkten Induktion von ILT3 auf APZs. Die
verstarkte ILT3-Expression war assoziiert mit einer Differenzierung von T-Zellen zu anergen
CD4+T -Zellen und CD8+T-Zellen (TRegs). "°~"°

Das HVEM-Antigen (herpes virus entry mediator), auch bekannt als TNFRSF14 (tumor
necrosis factor receptor superfamily member 14), gehért zur den TNF-Rezeptoren. An den
HVEM-Rezeptor binden Liganden wie LIGHT (Protein der TNF-Familie), Lymphotoxin-a, BTLA
(B and T-lymphocyte attenuator) und CD160. Die Bindung von LIGHT und Lymphotoxin-a fuhrt
zu kostimulatorischen Signalen, wahrend BTLA und CD160 koinhibitorisch wirken. Nach dem
derzeitigen Kenntnisstand Uberwiegen die Wirkungen von BTLA und CD160. BTLA wird in
unterschiedlichen Tumorentitdten verstarkt exprimiert. Der Rezeptor wird auf der
Zelloberflache von nicht-aktivierten B- und T-Lymphozyten auf APZs und auf Endothelzellen

exprimiert. Die HVEM-Expression wurde auch auf leukédmischen Lymphozyten gefunden.®

Das LAG3-Antigen (Lymphocyte-activation protein 3) wird auch als CD223 bezeichnet und
gehort zu der Immunglobulin (Ig) Superfamilie. Der Immune-Checkpoint-Rezeptor besteht aus
4 extrazellularen Ig Domanen und einem Transmembranprotein. Der Ligand von LAG3 ist das
MHC-II-Protein. Die Expression wurde auf CD4+ und (exhausted) CD8 +T-Lymphozyten
gefunden. Urspringlich wurde der Rezeptor hauptsachlich fir regulatorischen T-Zellen
beschrieben. Die Expression wurde jedoch auch auf hdmatopoetischen (myeloischen) Zellen
gefunden. Fir CD4+T-Zellen scheint die zusatzliche LAG3-Expression einen antiproliferativen

Effekt zu haben. Eine besonders starke LAG3-Expression zeigten in vitro die CD4+TRegs.
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Dies konnte auch in Versuchen mit LAG3 (-/-) M3usen gezeigt werden. Ahnlich wie bei HVEM
ist von unterschiedlichen Funktionen des LAG3-Proteins auszugehen. Uberwiegend scheint

jedoch der inhibitorische Einfluss auf die MHC-lI-vermittelte T-Zell-Antwort zu sein. 887

Das CD244-Antigen (2B4, NAIL=NK cell activation inducing ligand) gehdért zu den
Immunglobulinen der SLAM-Familie. Nach aktuellem Kenntnisstand interagiert CD244 mit
dem Immunglobulin CD48 (B-lymphocyte activation marker, BLAST-1). Das
Oberflachenprotein gehoért ebenfalls zu der SLAM-Familie und ist Uber einen
Glykosylphosphatidyl-Inositol-Anker mit der Zellmembran verbunden. Die Interaktion zwischen
CD48 und seinem ,high-affinity“-Rezeptoren CD244 sind komplex. Es wurden bisher sowohl
stimulatorische wie inhibitorische Funktionen beschrieben. Die CD244/CD48-Achse reguliert
die Aktivitat von NK-Zellen und CTLs, insbesondere die Regulation und Differenzierung von
Effektor- und Gedachtnis-T-Zellen. CD244 wird auf NK-Zellen, T-Zellen, Eosinophilen,
Mastzellen und DCs exprimiert. Die CD48-Expression wurde zuerst auf lymphozytéaren Zellen
beschrieben. CD48 scheint jedoch auf allen Leukozyten exprimiert werden zu kénnen. Seine
Expression wurde auch auf ha@matopoetischen Stammzellen festgestellt. In vitro wurde
gezeigt, dass in Tumorzellen die CD48-Expression mit einer starkere NK-Zell-Aktivitat
assoziiert ist. Fur die CD244- Expression wurde - unabhangig von der Expression von CD48
— inibitorische Einflisse auf proinflammatorische Immunreaktionen gefunden. Bei CD244-/-
Mausen wurde ex vivo eine starkere Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine durch

zytotoxische T-Zellen festgestellt.?®- 9
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Il. Aufgabenstellung

Die Arbeit gliedert sich in folgende zwei Teilprojekte:

Der Einfluss des E:T Ratios und der Target-Expression auf die CD33/CD3 BiTE® s mediierte
Zytotoxizitat wurde bereits gezeigt. Wir nahmen an, dass eine vorgeschaltete zytoreduktive
Phase vor der CD33 BiTE Therapie fir AML-Patienten (vor allem mit Leukozyten >30 000/ul)
bei gleicher Wirksamkeit und kirzerer CD33/CD3 BiTE® Exposition die Inzidenz und Schwere
Zytokin-vermittelter Toxizitat reduzieren kann. Die Zytoreduktion sollte jedoch die T-
Zellfunktion- oder die Target-Antigen-Expression nicht beeintrachtigen. Daraus ergeben sich

folgende Fragen:

1. Beeintrachtigt eine Vorphase mit Cytarabin oder Hydroxyurea die CD33 BiTE
mediiierte Zytotoxizitat und Proliferation von CD3+T-Zellen?
2. Haben Cytarabin oder Hydroxyurea Einfluss auf die CD33-Expression auf AML-

Zellen?

Basierend auf den Vorkenntnissen der Arbeitsgruppe von Frau Professor Subklewe wurden in
dieser Arbeit die Immun-Kontrollpunkte ILT3, CD244, CD48, HVEM und LAG3 auf AML-Zellen

charakterisiert:

1. Finden sich Differenzen im Expressionsprofil oben genannter Immun-Kontrollpunkte
auf AML-Zellen bei Erstdiagnose und Rezidiv?

2.  Korreliert die Expression der Immun-Kontrollpunkte mit genetischen Charakteristika
der Erkrankung (Molekulargenetik, Zytogenetik)?

3.  Haben die Immun-Kontrollpunkte prognostische Relevanz fir die AML?
Kann durch TNFa und IFNy-Stimulation die Expression von LAG3, ILT3 und HVEM
auf AML Zellen verandert werden?

5. Verbessert die zusatzliche Blockade von ILT3 und HVEM die Wirksamkeit
des CD33/CD3 BiTE® Antikorpers?
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lll. 1.1.1. Verwendete Zellinien
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Zell- Ursprung Hersteller Zytogenetik Molekulargenetik | Positive
Linie Immun-
fluoreszens
HL-60 DSMZ ACC AML FAB M2 Humaner hyperdiploider Karyotyp XX, - MYC Gen; CD4 +
3 PB; 35 Jahre; X, -X, -8, -8, -16, -17, -17, +18, +22, +2 c-myc Amplicons CD13 +
W mar, ins(1;8) (p?31;924hsr) x2, der (5) CD15 +
t(5;17) (911;911)x2, add (6)(q27)x2, CD33 +
der(9) del(9)(p13 )t(9;14) (9?22;q722)
x2, der(14)(9;14) (q?22;q722)x2,
der(16)t(16;17) (922;922)x1-2,
add(18)(921)
KG1- DMSZATCC | AML Humaner hauptséachlich diploider Fusionsgen: CD13 +
alpha CCL-246.1 (promyelo- Karyotyp, 5% polyploid - 46(44- FGFR10P2- CD15 +
Blasten, 47)<2n>X/XY, +8, +11, -12, -17, - FGFR1 (OP2- CD33 +
Makrophagen) | 20,der(5;17)(q10;910)del(5)(q?11q?13), | FGFR1) CD34 +
BM;59 Jahre; del(7) (q22935), i(8q), der(8) t(8;12)
M (p11;913) add(8) (q24), i(11q), add(16)
(913/21), der(19) t(14;19) (q11;913),
add(20) (p13)
MLOM- DSMZ ACC AML FAB M5a | humaner hyperdiploider Karyotyp: mit FLT3 ITD; CD4 +
13 554 (RAEB); 4% Polyploidie — 51 (48-52) <2n>XY, CBL delta Exon CD13 (+)
PB; 20 Jahre; +8, +8, +8, +13, del (8) (p1?p2?), ins 8; CD15 +
M (11;9) (923;p22p23) MLL-MLLT3 (MLL- | cyCD68 +
AF9)
Fusionsprotein
MV4-11 DSMZ ACC AML FAB M5; Humaner Karyotyp: XY (46-48); +8, FLT3 ITD CD4 +
12 PB;10 Jahre; +18, +19, -21, t(4;11)(921;923) (internal tandem CD13 +
M duplication) CD15 +
t(4;11);Fusionsgen | CD33 +
MLL -AFF1 (MLL-
AF4) MLL-
AF  AFF1 ( MLL-
AF4)
OCI- AML FAB M4; humaner hyperdiploider Karyotyp; - NPM1; DNMT3A CD4 +
AML3 PB; 57 Jahre; 48(45-50)<2n>X/XY, +1, +5, +8, der(1) R882C; CD13 +
M t(1;18) (p11;911), i(5p), del (13) CD15 +
(913921), dup (17) (q21925) - sideline CD34 +
with r(Y)x1-2 - homozygot fiir RB1 cyCD68 +
PL-21 DSMzZ ACC | AML Humaner hyperdiploider Karyotyp, - FLT3 ITD; CD4 +
536 (refraktare APL) | 93(83-96)<4n>XXYY, +3, +5, +5, +6, Monozyten- CD13 +
PB; 24 Jahre; +6, +7, -9, -10, -11, -12, +13, -14, -17, - spezifische CD15 +
M 21, +22, +22, + mar, del(1) (p11), i(5p) Esterase CD33 +
x2-3, der(6) t(6;15) (p25;q24), der(13) CD34
ins(13;13) (932;9797?) x3-4 +cyCD68 +
lll. 1.1.2. Zellmedien
Zelllinien-Kulturmedium (R10) RPMI 1640 (500ml)
1% Hepes
1% Pen/Strep/L-Glutamin
10%ml FBS (hitze-inaktiviert)
Blastenmedium MS5 Alpha Mem (500ml)
12,5% Horseserum (hitzeinaktiviert)
12,5% FBS(hitzeinaktiviert)
5,5% Penicillin/Strep/L-Glutamin
5%Hepes
Blastenmedium fiir Langzeitkultur Blastenmedium sie MS5 Medium (%00ml)
20ng/ml IL3,
20ng/ml G-CSF
20ng/ml TPO,
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57,4uM R-Mercaptoethanol

Kryomedium fiir Kryokonservierung 20% DMSO
Zelllinien-Kulturmedium (R10) RPMI 1640 (500ml)
1% Hepes

1% Pen/Strep/L-Glutamin
10%ml FBS (hitze-inaktiviert)

lll. 1.1.3. Reagenzien fiir Zell-Medien, Dichtegradientenzentrifugation,

Kryokonservierung

RPMI 1640 Medium

W: L-Glutamine
W:2 g/l NaHCO3
PAN Biotech, Aidenbach/BRD

Alpha MEM Eagle

W: L-Glutamine

W: Ribonucleosides

W: Deoxyribonucleosides

2,2 g/l NaHCO3

Pan Biotech, Aidenbach/BRD

FKS/FBS GIBCO, Life Technologies, Eggenstein/BRD
DPBS W: Calcium

W: Magnesium

PAN Biotech, Aidenbach/BRD
BSA Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach/BRD
EDTA 0,5M GIBCO, Life Technologies, Eggenstein/BRD
Formaldehyd 37%

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe/BRD

Pen/Strep/l-Glutamin

Penicillin: 10 000U/ml
Streptomycin: 10 000 pg/ml
L-Glutamin: 29,2 mg/ml
1:1005,5ml(n:100)

Hepes

1 Molar
GIBCO, Life Technologies, Eggenstein/BRD

Rekombinantes humanes IL3

0,1ug/ul
Peprotech Germany, Hamburg/BRD

Rekombinanest humanes TPO

0,1ug/ul
PeproTech Germany, Hamburg/BRD

G-CSF

0,1ug/ul
PeproTech Germany, Hamburg/BRD

3-2 Mercaptoethanol

Sigma Aldrich, Minchen/BRD

Ficoll 1,077g/ml
Biochrome AG, Berlin/BRD
DMSO SERVA Electrophoresis GMBH, Heidelberg/BRD

lll. 1.1.4. Zellzdhlung

Neubauerzahlkammer

Invitrogen, Darmstadt, BRD

Trypanblau (0,4%ig, in Kochsalzlésung)

GIBCO Life Technologies, Eggenstein/ BRD

lll. 1.1.5. Zellplatten

Zellkulturplatten, 12-Well-Platten, Rundboden

Becton Dickinson Labware, Heidelberg/ BRD

Zellkulturplatten, 24-Well-Platten, Rundboden

Becton Dickinson Labware, Heidelberg/ BRD

Zellkulturplatten, 48 Well-Platten Rundbogen

Becton Dickinson Labware, Heidelberg/ BRD
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lll. 1.2.1. Zytoreduktiva
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(Cytarabine)

Hydroxyurea 0,1g/2ml H20
Sigma-Aldrich, St. Louis/lUSA
Cytosine-R-D-arabinofuranoside 0,1g/2ml H20

Sigma-Aldrich, St. Louis/lUSA

lll. 1.2.2. BIiTE-Antikorper (Bi-specific t-cell

engagers)

AMG 330

AMGEN Reserach Munich, Minchen/BRD

Kontroll-Antikérper

AMGEN Reserach Munich, Minchen/BRD

lll. 1.2.3. Blockade-Antikorper

Purified anti-human CD270(HVEM) 500pg/mi
Biolegend
Anti-Human CD85k (ILT3) 1mg/ml

eBioscience, San Diego, CA/USA

lll. 1.3. Stimulation von leukdmischen Zellen

lll. 3.1. Zytokine

Rekombinantes humanes INF-y

0,2 mg/mloder 1mg/ml
Pepro Tech Germany, Hamburg/BRD

Recombinantes humanes TNF-alpha

Aliquots a 50 pl (c=10ug/ml)
aktuell: 0,01MG/ML?
R&D Systems

lll. 1.4. Immunologische Methoden und deren Auswertung
lll. 1.4.1. Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)

MACS-Saulen (MS Columns) und Magnetstander

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach/ BRD

Beads: human CD3-Microbeads
anti-PE-Microbeads

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach/ BRD

Biotin Antikérper

DPBS

PAN Biotech GmbH, Aidenbach/BRD

Bovines Serum Albumin (BSA Stock Solution, pH 7,2)

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach/ BRD

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, pH 8,0, 0,5M)

Gibco, Invitrogen, Paisley/UK

lll. 1.4.2. Durchflusszytometrie (FACS) zur

Oberflaichenmolekiilen

quantitativen Bestimmung von

FACS-Puffer:

DPBS + 0,5% BSA + 2mM EDTA

Fixationspuffer fir FACS:

FACS-Puffer + 2% Formaldehyd

FcR Blocking Reagent, human

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach/BRD

LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit

Invitrogen, Darmstadt/BRD

Durchflusszytometer: FACS Calibur

BD Biosciences San José/USA
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FlowJo 9.9 Software

Becton Dickinson, Heidelberg/BRD

Antikorper gegen Konjugierter Klon Biolegend San Diego,
Fluoreszenzfarbstoff CA/USA

anti-human CD2 APC RPA-2.10 Biolegend San Diego,
CA/USA

anti-mouse/rat CD29 APC/Cy7 HMR1-1 eBioscience, San Diego,
CA/USA

CD33 PE-Cy7 WM-53 Biolegend San Diego,
CA/USA

ILT3 PE ZM4 1 Biolegend San Diego,
CA/USA

HVEM PE 122 eBioscience, San Diego,
CA/USA

LAG3 PE-Cy7 3DS223H Biolegend San Diego,
CA/USA

CD244 PE/APC C1.7 Beckman Coulter
Deutschland, Krefelt/BRD

CD48 FITC Biolegend San Diego,
CA/USA

Tim3 Brilliant violet (BV) F38-2E2 Biolegend San Diego,
CA/USA

CD200 PE 0X108 BD Biosciences, San José,
CA/USA

CD86 PacBlue 1IT2.2 eBioscience, San Diego,
CA/USA

Isotyp Konjugierter Klon Hersteller

Kontrollen Fluoreszenzfarbstoff

migG APC MOPC-21 Biolegend San Diego,
CA/USA

migG1 APC P3.6.2.8.1 Biolegend San Diego,
CA/USA

migG1 APC/Cy7 MOPC-21 Biolegend San Diego,
CA/USA

migG1 Brilliant violet (BV) MOPC-21 Biolegend San Diego,
CA/USA

migG k PE MOPC-21 Biolegend San Diego,
CA/USA

migG1 PE-Cy5 MOPC-21 Biolegend San Diego,
CA/USA

migG1 PE-Cy7 MOPC-21 Biolegend San Diego,
CA/USA

migG1 FITC P3.6.2.8.1 eBioscience, San Diego,
CA/USA

migG2b PB MPC-11 Biolegend San Diego,
CA/USA

lll. 1.4.3. Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) Proliferations - Assay

| Cell Trace CFSE Cell Prolieferation Kit

| Invitrogen, Darmstadt/BRD

lll. 1.5. Allgemein verwendete Gerate

Lamina-flow Werkbank

BDK, Sonnenbulhl-Genkingen/BRD

Zentrifuge Multifuge 3 s-r

Thermo scientific, Waltham/USA

Mikroskop DM IL

Leica, Solms/BRD

Zellzahler Countess

Invitrogen, Darmstadt/BRD

FACS Calibur

Becton Dickinson, Heidelberg/BRD

Vortexer Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia/USA

Wasserbad ED 13

Julaba, Seelbach/BRD

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter

Thermo scientific, Waltham/USA

Kihl und Gefrierschranke

Liebherr, Bulle/CH
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lll. 2. Methoden

lll. 2.1. Zellkultur

lll. 2.1.1. Zelllkulturbedingungen und Langzeitkultursystem

Alle Zellen wurden in einem entsprechenden Zellkulturmedium bei 37°C in 5%iger CO»-
Atmosphare und 95%iger Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die verwendeten AML-Zelllinien wurden in
dem Zellkulturmedium R10 (RPMI 1640, 1% Hepes, 1% Penicillin/Streptomycin/Glutamin,
10% FCS (fetales Kalberserum, hitze-inaktiviert) inkubiert. Fir primare AML-Zellen wurde ein
spezielles Blastenmedium (Alpha MEM, 12,5% FCS 12,5% Pferde-Serum und 5,5%
Penicillin/Streptomycin/Glutamin) verwendet. Fir eine bessere Viabilitdt der Langzeitkulturen
wurden dem Blastenmedium die Zytokine rhg-CSF (rekombinanter humaner Granulozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor), IL-3 (Interleukin 3), TPO (Thrombopoetin) und B-
Mercaptoethanol zugeflgt, jeweils in einer Konzentration von 20 ng/ml. Die AML-Zellen
wurden auf einen Feederlayer, wie von Krupka et al. (2016 und 2014) beschrieben, auf
bestrahlte MS-5-Zellen ausgesaht.®°®° Es wurde an Sterilwerkbanken mit laminarem Luftstrom

gearbeitet und steriles Material verwendet.

lll. 2.1.2. Zelllinien in Kultur

In den Versuchen wurden unterschiedliche AML-Zelllinien verwendet: OCI-AML3, MOLM-13,
HL60, PL21, MV4-11 (s. Material 1.1.). Die Kultivierung erfolgte in Zellkulturflaschen mit 75
cm? Oberflache in 20 ml Suspension. Die Zellen wurden alle 3 Tage in einem Verhéltnis 1:2
bis 1:5 gesplittet und auf diese Weise je nach Zelllinie in Konzentrationsbereichen zwischen
0,1 x 10° und 2 x 10%/ml in Kultur gehalten. Als Kulturmedium wurde R10 verwendet (s. Kapitel
12.1.1.).

lll. 2.1.3. In vitro verwendete primare mononukleére Blutzellen

Primar mononuklare leukamische Blutzellen des Knochenmarks (BMMCs) wurden durch
Punktion des Beckenkamms, periphere Blutzellen (PBMCs) von AML-Patienten oder
gesunden Spendern durch eine periphere Venenpunktion gewonnen. Die verwendeten
primaren AML-Zellen stammten von Patienten mit der Erstdiagnose einer AML. Die
verwendeten primaren Zellen wurden vor Therapiebeginn entnommen. Primares Zellmaterial
wurde entweder direkt am Abnahmetag verwendet oder als kryokonservierte Probe aufgetaut.
Bei einem Patienten wurde nach Ende der Therapie mit Cytarabin zu zwei unterschiedlichen

Zeitpunkten vendses Blut enthnommen.



21

lll. 2.1.4. Isolierung von mononukledren Zellen des peripheren Blutes und des
Knochenmarks

Mononukleéare Zellen wurden durch eine Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Das periphere
Blut wurde 1:2, das Knochenmark 1:3 mit PBS verdinnt und auf einen Ficoll (Trennlésung aus
synthetischen  Saccharose-Polymeren) aufgeschichtet. Durch die anschlieBende
Zentrifugation (RT, 2000 rpm, 30min, Geschwindigkeitserhéhung 9, Bremse 9) trennten sich
die PBMCs und BMMCs aufgrund der unterschiedlichen Dichte nach ihrer
Bewegungsgeschwindigkeit im Ficoll von den Erythrozyten und verblieben als weilllicher
Leukozytenfilm zwischen Plasma und Ficoll. Von dort konnten sie mit einer Pasteur-Pipette
abgenommen und in 50ml kaltem Medium gepoolt werden. Es folgten zwei weitere Wasch-
Schritte (Zentrifuge auf 1800 rpm bzw. 550 rpm eingestellt). Die Zellen wurden direkt weiterver-

arbeitet oder kryokonserviert.

lll. 2.1.5. Kryokonservierung von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes und des
Knochenmarks

Fir die Kryoonservierung erfolgte eine Zellzahlbestimmung der PBMCs und BMMCs und die

Aufnahme in 100% FBS in einer Konzentration von 1,25-2,5 x 107 Zellen/ml (entsprechend 1 -

2 x 107 Zellen je Kryordhrchen, Minimum: 5x10°). Jeweils 800 ul der Zellsuspension wurden

in ein Kryoréhrchen gegeben, erganzt durch ein Freeze Medium (80% FBS, 20% DMSO) in

einem Verhaltnis 1:1. In einer sog. ,Mister Frosty“ - Box wurden die Kryorohrchen Uber 5-12

Tage bei -80°C gelagert bevor sie in flissigen Stickstoff bei -196°C transferiert wurden.

lll. 2.1.6. Auftauen von mononukledren Zellen des peripheren Blutes und des
Knochenmarks

Das Auftauen der PBMCs erfolgte in einem 37°C warmen Wasserbad. Die Zellsuspension

wurde in ein Falcon Uberfuhrt und langsam mit 10ml erwarmten Zellmedium (s. Kapitel 112.1.1.)

aufgefullt. Um zytotxisches DMSO (Dimethylsulfoxid) zu entfernen, erfolgte eine Zentrifugation

bei 550g/min. Das Zell-Pellet wurde in unserem Blastenmedium (s. Kapitel 1l 2.1.1.)

resuspendiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Zellzahlung (s. Kapitel 11 1.1.4.)

und die weitere Prozessierung in Abhangigkeit von den geplanten Versuchen.

lll. 2.2. Zytoreduktion und Behandlungsprotokoll
In der vorliegenden Arbeit wird der Effekt von Cytarabin (AraC) und Hydroxyurea (Litalir) auf

die T-Zellproliferation und Aktivierung untersucht. Beide Substanzen gehdren zu den gangigen
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zytoreduktiven Substanzen in der AML-Therapie. Die gewahlten Konzentrationen wurden

aufgrund publizierter Serumkonzentrationen von Patienten unter Therapie ausgewahlt.

Als Kernstiuck der Induktionstherapie aber auch der Konsolidierung zahlt Cytarabin in
Deutschland zu den wichtigsten Chemotherapeutika, die in der AML Anwendung finden. Als
Isomer des Nukleosids Cytidin wirkt Cytarabin als Antimetabolit und wird nach seiner
Phosphorylierung in die aktive Form Cytosinarabinosidtriphosphat, anstelle von
Cytosintriphosphat wahrend der Replikation, in die DNA eingebaut."’® Die klinisch
verabreichten Konzentrationen variieren in den verschiedenen Studien-Protokollen. Aktuell
werden Konzentrationen zwischen 100 und 3000 mg/m