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1. EINFUHRUNG

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine klonale Erkrankung primitiver hdmatopoeti-
scher Vorlduferzellen. Verursacht wird diese durch vielfdltige genetische Verdanderungen ein-
schlieBlich chromosomaler Aberrationen, molekularer Mutationen, Modifikationen in nicht-
kodierender RNA und epigenetischer Verdnderungen. [13,64] Mit jahrlich etwa 4,3 Erkrankun-
gen pro 100.000 Einwohnern stellt die AML die hidufigste Form einer akuten Leukidmie beim
Erwachsenen dar mit wachsender Inzidenz, insbesondere bei dlteren Patienten: Im Alter von

>65 Jahren steigt die Inzidenz auf 20,1 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner. [62]

Unbehandelt fiihrt die AML meist rasch, aber spétestens innerhalb von einem Jahr zum Tod.
[79] Ihr klinisches Erscheinungsbild ist bestimmt durch zunehmende himatopoetische Insufti-
zienz infolge der Infiltration des Knochenmarks durch die leukdmischen Blasten. Die Behand-
lungsstrategien bei AML-Patienten werden stratifiziert anhand von genetischen Markern, Alter
und Begleiterkrankungen. [23] Bis zu 30% der Patienten qualifizieren nicht fiir eine intensive
Chemotherapie und werden daher palliativ behandelt. Die {ibrigen Patienten erhalten zunichst
eine intensive Induktionstherapie mit dem Ziel, eine Remission (Reduktion der Leukémiezell-
zahl unter die Nachweisgrenze) zu erreichen und die normale Funktion des Knochenmarks wie-
derherzustellen. Die Erfolgsrate dabei ist generell hoch, jedoch erleidet die Mehrheit der Pati-
enten in der Folge ein Rezidiv (Wiederauftreten der Erkrankung). Um dies zu vermeiden, sind
verschiedene Post-Remissions-Strategien zur Eliminierung der minimalen Resterkrankung (mi-
nimal residual disease, MRD) entwickelt worden. [11] Bei der derzeit effektivsten Post-Remis-
sions-Therapie handelt es sich um eine allogene Stammzelltransplantation (allo-SZT). [40] Al-
lerdings ist nicht fiir jeden Patienten ein geeigneter Spender zu finden, und die Transplantation
geht mit zahlreichen Nebenwirkungen einher, daher ist sie nur bei einem Teil der Patienten

moglich.

Aus diesem Grund ist es von grofler Bedeutung, neue effektive Therapiekonzepte zu entwi-
ckeln, sowohl fiir die Primértherapie als auch fiir die Postremission und im Rezidiv. Jahrzehn-
telange Bestrebungen, die gingigen Chemotherapie-Regime zu verbessern, haben nur geringe
Fortschritte erbracht, erwéhnenswert ist die Zulassung von CPX-351, einer liposomalen For-
mulierung der klassischerweise verwendeten Substanzen Cytarabin und Daunorubicin. [50]

Hingegen kamen in den letzten Jahren sechs neue zielgerichtete molekulare Therapien zur Zu-



lassung, welche die Leitlinien zur Therapie der AML bereits wesentlich verdndert haben: Mi-
dostaurin, Gilteritinib, Enasidenib, Ivosidenib, Glasdegib und Venetoclax. [8,41] Weitere Inhi-
bitoren sind in klinischer Entwicklung. [71]

Ein wesentliches Feld zur Erforschung neuer Therapieansitze ist zudem die Tumor-Immunthe-
rapie. Fortschritte in der Immuntherapie haben die Behandlungskonzepte in der Himato-Onko-
logie im letzten Jahrzehnt sehr wesentlich verdndert. In der soliden Onkologie werden immun-
therapeutische Wirkstoffe, insbesondere Checkpoint-Inhibitoren (CPI), inzwischen héaufig
schon in der Erstlinie verwendet. In der Himatologie wurden die Fortschritte in der Entwick-
lung immuntherapeutischer Ansétze bisher iiberwiegend bei malignen B-Zell-Erkrankungen
einschlieBlich der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) erzielt. In der AML hingegen haben
Therapiestrategien zur Modifikation des Immunsystems die klinische Anwendung erst in den

letzten Jahren erreicht. [52,54,56] Verschiedene immuntherapeutische Mechanismen, die im

Rahmen experimenteller AML-Therapien Anwendung finden, sind in Abbildung 1 dargestellt.

Abbildung 1: Mechanismen der Tumor-Immuntherapie im Kontext der AML. (A) Konven-
tionelle Antikorper gegen AML-Oberflichenantigene; (B) Antikorper-Wirkstoff-Konjugate; (C)
T-Zell-rekrutierende Antikorper-Konstrukte; (D) Chimére Antigen-Rezeptor (CAR) T-Zellen;
(E) Checkpoint-Inhibitoren; (F) Dendritische Zellen zur Vakzinierung. Abbildung aus [56].



Zu erwihnen ist, dass mit Gemtuzumab ozogamicin ein Antikorper-Wirkstoff-Konjugat 2017
die Zulassung fiir die Behandlung von Erwachsenen mit neu diagnostizierter CD33" AML er-

halten hat und damit als eine neuartige immuntherapeutische Option zur Verfiigung steht. [3]

Im Rahmen dieser Arbeit werde ich hingegen insbesondere naher auf diejenigen Mechanismen
eingehen, welche auf einer Aktivierung autologer T-Zellen basieren, namlich T-Zell-rekrutie-
rende Antikorper-Konstrukte, CPI und Vakzinierungskonzepte (Abbildung 1C, E und F). Ziel
dieses Habilitationsprojektes war dabei stets, Erkenntnisse aus préklinischen Versuchen in kli-
nische Studien zu translatieren, um neue Therapiestrategien fiir Patienten mit AML zu entwi-

ckeln.



2. IMMUNKONTEXT DER AML

2.1 HINTERGRUND

Grundsitzlich verfiigt das menschliche Immunsystem iiber verschiedene Mechanismen, nicht
korpereigene und auch entartete Zellen zu erkennen. Charakteristisch fiir die AML, wie auch
fiir andere maligne Erkrankungen, ist jedoch die sogenannte Immunevasion: Durch bestimmte
Merkmale der Leukdmiezellen sowie den Einfluss des Tumormilieus auf die Immunzellen der
Patienten werden die malignen Zellen vom Immunsystem nicht oder nicht vollstdndig beseitigt.
[5] Zudem ist die AML eine Erkrankung mit einer geringen Mutationslast, damit zusammen-
hingend wenigen Neoepitopen und daher auch wenig ausgeprigten endogenen Immunantwor-
ten. Eine Monotherapie mit CPI, wie sie sich in den letzten Jahren fiir mehrere onkologische
Erkrankungen (unter anderem Malignes Melanom, Bronchialkarzinom und Urothel-Karzinom)
sowie den Morbus Hodgkin etabliert hat, setzt hingegen eine endogene Immunantwort gegen
den Tumor voraus und ist bei der AML daher wenig aussichtsreich. [9] Eine bessere Charakte-
risierung des Immunsystems von AML-Patienten sowie eine Identifizierung potentieller Me-
chanismen der Immunevasion ist hilfreich fiir die Entwicklung zielgenauer immuntherapeuti-

scher Strategien (als Monotherapien oder in Kombination) in der AML.

2.2  EIGENE WISSENSCHAFTLICHE BEITRAGE

2.2.1 Charakterisierung des Immunsystems von AML-Patienten in verschiede-
nen Erkrankungs- und Therapiestadien

Eigene Publikationen:

e Lichtenegger FS et al.: Impaired NK cells and increased T regulatory cell numbers dur-
ing cytotoxic maintenance therapy in AML. Leuk Res. 2014; 38(8):964-9.

e Schnorfeil FM, Lichtenegger FS et al.: T cells are functionally not impaired in AML:
increased PD-1 expression is only seen at time of relapse and correlates with a shift

towards the memory T cell compartment. J Hematol Oncol. 2015 Jul 30; 8:93.

Eine wichtige Voraussetzung fiir den erfolgreichen Einsatz T-Zell-aktivierender Therapiestra-
tegien sind Patienten-eigene T-Zellen in ausreichender Anzahl und mit hinreichender Funktion.
Wihrend verschiedene Defekte in der Funktion Natiirlicher Killerzellen (NK-Zellen) bei AML-
Patienten vielfach beschrieben sind [24,59], war {iber den T-Zell-Status vor einigen Jahren noch

wenig bekannt. Eine differenzierte Betrachtungsweise der T-Zell-Funktion in verschiedenen
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Krankheits- und Therapiephasen einer AML ist notwendig fiir einen zielgerichteten Einsatz T-

Zell-aktivierender Therapien.

Zunichst untersuchten wir den Immunstatus von AML-Patienten in kompletter Remission
(complete remission, CR) und im Verlauf einer zytotoxischen Erhaltungstherapie, welche zu
diesem Zeitpunkt an unserem Zentrum standardméBig als Postremissionstherapie durchgefiihrt
wurde, falls ein Patient nicht fiir eine allo-SZT qualifizierte. [12] Es zeigte sich, dass Patienten
in CR eine reduzierte Zahl an NK-Zellen, CD4" T-Zellen und regulatorischen T-Zellen (Treg)
aufwiesen. [53] Zudem konnten wir bestétigen, dass die NK-Zell-Aktivierung eingeschrankt
ist. Die Féahigkeit der CD4" T-Zellen zur Proliferation unterschied sich bei den untersuchten
AML-Patienten jedoch nicht von einer Vergleichsgruppe gesunder Probanden (healthy donors,
HD; siehe Abbildung 2). Im Verlauf der zytotoxischen Therapie nahm das proliferative Poten-
tial der CD4" T-Zellen hingegen ab, bevor es sich an Tag 24 wieder erholte. Dies unterschied
sich nicht wesentlich zwischen den verschiedenen Kombinationstherapien. Insbesondere nahm
die T-Zell-Aktivitdt auch bei dem Cyclophosphamid-haltigen Therapieblock (Cytarabin sub-
kutan 100 mg/m? alle 12 Stunden Tag 1-5 + Cyclophosphamid 1 g/m? intravends Tag 3) ab.
Eine immunmodulatorische Wirkung im Sinne einer Verstdrkung von Immunantworten, wie
fiir niedrig dosiertes Cyclophosphamid beschrieben [33], konnten wir in diesem Kontext nicht
beobachten. Wir konstatierten daher, dass jegliche Therapie, deren Mechanismus auf funkti-
onsfahigen autologen T-Zellen beruht, nicht von einer zytotoxischen Erhaltungstherapie beglei-

tet werden sollte.
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Abbildung 2: Die Proliferation der T-Helfer-Zellen von AML-Patienten in kompletter Re-
mission ist identisch mit der gesunder Probanden (HD), nimmt aber im Laufe einer zytoto-

xischen Erhaltungstherapie ab. Abbildung aus [53].

Verschiedene Verdnderungen in Phinotyp und Funktion von T-Zellen wurden fiir mehrere ha-

matologische Erkrankungen beschrieben, einschlieBlich adulter T-Zell-Leukdmie/Lymphom
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[46,74], chronischer myeloischer Leukdmie (CML) [16,61] und chronischer lymphatischer
Leukimie (CLL) [28,63,69]. Diese Beobachtungen wurden im Kontext der T-Zell-Erschopfung
interpretiert, die bei langanhaltender Aktivierung im Rahmen von chronischen viralen Infekten
beschrieben ist. Diese ist definiert durch erhdhte Expression verschiedener inhibitorischer Re-
zeptoren (CD244, PD-1, CD160, TIM-3, LAG-3) auf T-Zellen in Kombination mit verringerter
Effektor-Funktion (geringere Proliferation, verminderte Zytokin-Produktion, eingeschrénkte
Zytotoxizitit) und schlieBlich Apoptose der T-Zellen. [88] Wir gingen daher der Hypothese
nach, ob dhnliche Verdnderungen auch bei AML-Patienten in verschiedenen Erkrankungssta-

dien gesehen werden.
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Abbildung 3: T-Zellen von AML-Patienten sind funktionell intakt. Proliferation (A, B) und
IFN-y Produktion (C, D) mit oder ohne unspezifischen Stimulus wurden fiir CD8 T-Zellen (A, C)
und CD4 T-Zellen (B, D) aus dem peripheren Blut von AML-Patienten in verschiedenen Erkran-
kungsstadien (AML _diag = bei Erstdiagnose, AML _rel = im Rezidiv nach intensiver Chemothe-
rapie, AML _rel allo = im Rezidiv nach allogener Stammzelltransplantation) verglichen mit ge-

sunden Probanden (HC) und HIV-Patienten (HIV). Abbildung aus [72].

Wir untersuchten peripheres Blut und Knochenmark von AML-Patienten bei Erstdiagnose, im
Rezidiv nach intensiver Chemotherapie und im Rezidiv nach allo-SZT im Vergleich zu gesun-
den Probanden und HIV-Patienten, bei welchen eine T-Zell-Erschopfung beschrieben ist. [72]
Es zeigte sich, dass T-Zellen von AML-Patienten im Rezidiv nach allo-SZT, nicht aber bei
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Erstdiagnose, eine erhohte Expression von PD-1 (programmed cell death protein ) aufweisen.
Funktionelle Defekte, sowohl beziiglich Proliferation als auch beziiglich Zytokin-Sekretion,
wiesen die T-Zellen von AML-Patienten jedoch weder bei Erstdiagnose noch im Rezidiv auf,
mit der einzigen Ausnahme einer verminderten IFN-y Sekretion bei AML-Patienten in Erstdi-
agnose (siche Abbildung 3). Diese wichtige Voraussetzung fiir den erfolgreichen Einsatz T-

Zell-aktivierender Therapiestrategien fiir die AML ist daher erfiillt.

2.2.2  Expression koinhibitorischer Molekiile als potentieller Mechanismus ei-
ner Immunevasion

Eigene Publikationen:

e Lichtenegger FS et al.. RNA and protein expression of herpesvirus entry mediator
(HVEM) is associated with molecular markers, immunity-related pathways and relapse-
free survival of patients with AML. Cancer Immunol Immunother. 2015 Dec;
64(12):1505-15.

e Haubner S et al.: Coexpression profile of leukemic stem cell markers for combinatorial

targeted therapy in AML. Leukemia. 2019 Jan; 33(1):64-74.

Aus Untersuchungen insbesondere von AML-Patienten mit einem Rezidiv nach allo-SZT ist
bekannt, dass AML-Zellen mittels verschiedener Mechanismen die Kontrolle durch das Im-
munsystem unterlaufen. [7] Hierzu gehort auch die Expression koinhibitorischer Molekiile. Zu
diesen Untersuchungen haben wir beigetragen, indem wir die Expression zahlreicher koinhibi-
torischer Molekiile auf der Oberfliche der AML-Zellen in einer Vielzahl von Proben bei Erst-
diagnose und im Rezidiv charakterisierten. Als von besonderem Interesse erwies sich in dieser
Analyse das noch recht wenig untersuchte Molekiill HVEM (herpesvirus entry mediator). [55]
Wir konnten sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene zeigen, dass AML-Zellen dieses
Molekiil exprimieren und dass diese Expression invers korreliert mit FLT3 (fms-like tyrosine
kinase 3) ITD (internal tandem duplication) Mutationen sowie Mutationen in NPM1 (nucleo-
phosmin), hingegen positiv korreliert mit bi-allelischen Mutationen in CEBPA (CCAAT/enhan-
cer-binding protein alpha). Eine erhohte HVEM-Expression war zudem assoziiert mit einem
lingeren Rezidiv-freien Uberleben bei Patienten in der intermediiren Risikogruppe nach der
Klassifikation der European LeukemiaNet (ELN) sowie bei Patienten nach allo-SZT (siehe Ab-
bildung 4).
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Abbildung 4: Eine erhohte Expression von HVEM auf AML-Zellen ist in manchen Sub-

gruppen assoziiert mit einem lingeren Rezidiv-freien Uberleben. Patienten in CR nach inten-

siver Chemotherapie wurden entsprechend ihrer HVEM-Expression in eine hohe (oberes Quartil)

und eine niedrige (drei untere Quartile) Gruppe eingeteilt. Das Rezidiv-freie Uberleben wurde

zwischen beiden Gruppen verglichen fiir alle evaluierbaren Patienten (A, B), fiir alle Patienten in

der intermedidren Risikogruppe nach der ELN-Klassifikation (C, D) und fiir alle Patienten mit

allo-SZT in 1. CR (E, F), jeweils sowohl in der Kohorte fiir die Analyse der Protein-Expression
(A, C, E) als auch in der Kohorte fiir die Analyse der mRNA-Expression (B, D, F). Abbildung

aus [55].

Auch weitere koinhibitorische Molekiile werden auf AML-Zellen exprimiert. Fiir TIM-3 (7-
cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3) und CD244 zeigten wir dies im Rahmen
einer grofleren Untersuchung zur Koexpression leukdmischer Stammzell-Marker zur kombi-
nierten zielgerichteten Therapie. [30] Insbesondere CD244 wird dabei auch von leukdmischen

Stammzellen (LSZ) und im Rezidiv exprimiert (siche Abbildung 5). Das Expressionsprofil von
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AML-Blasten beziiglich PD-L1 (programmed cell death 1 ligand 1) publizierten wir in einem
anderen Kontext (siche 5.2.1). [48]
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Abbildung 5: Die inhibitorischen Molekiile TIM-3 und CD244 werden auf AML-Zellen ex-
primiert. Die Expression verschiedener Oberflichenmolekiile wurde auf primdren AML-Proben
bei Erstdiagnose (A, B) und im Rezidiv (A, C) durchflusszytometrisch gemessen. Insbesondere

CD244 wurde auch auf leukdmischen Stammzellen (hier englisch LSC) identifiziert. Abbildung
aus [30].

2.3 DISKUSSION UND AUSBLICK

Art und AusmaB einer Immunantwort ist sowohl durch die Effektor- als auch durch die Target-
Zellen bedingt. In den hier vorgestellten Arbeiten konnten wir neue Kenntnisse beziiglich bei-
der Seiten bei der T-Zell-Antwort auf primdre AML-Zellen beitragen. Einerseits konnten wir
zeigen, dass autologe T-Zellen in den verschiedenen Krankheitsstadien sowohl quantitativ als
auch qualitativ in der Lage sind, eine Immunantwort zu generieren, eine Kombination von T-
Zell-aktivierenden Therapien mit einer zytotoxischen Erhaltungstherapie (oder anderen zytoto-
xischen Postremissionstherapien) aufgrund ausgeprégter Auswirkungen auf die Zahl und Funk-
tion der T-Zellen jedoch wenig aussichtsreich erscheint (siehe 2.2.1). Andererseits trugen wir
einige Erkenntnisse beziiglich der Expression inhibitorischer Molekiile auf primdren AML-Zel-
len in Erstdiagnose und im Rezidiv und damit einen wichtigen Mechanismus der Immunevasion

in der AML zusammen (siche 2.2.2).
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Die weitgehend erhaltene T-Zell-Funktion sowohl bei Erstdiagnose der AML als auch im Re-
zidiv wurde einige Jahre spdter durch eine weitere detaillierte Studie bestétigt. [89] Insbeson-
dere wurde hier in immunhistochemischen Untersuchungen auch kein Hinweis auf eine T-Zell-
Exklusion im Knochenmark gefunden. Andere Studien untersuchten im Detail einige funktio-
nelle Unterschiede zwischen T-Zellen bei AML-Patienten und gesunden Spendern und insbe-
sondere eine Reversibilitdt dieser Verdnderungen unter intensiver Induktions-Chemotherapie
oder einer Therapie mit CPI. [44,49] Nach aktuellem Wissensstand sind Zahl und Lokalisation
der T-Zellen bei Erstdiagnose einer AML also normwertig; die T-Zell-Funktion ist etwas ein-
geschrinkt, vor allem in der Rezidiv-Situation, dies ist jedoch reversibel, und der Einsatz T-

Zell-aktivierender Therapien in der AML erscheint in dieser Hinsicht sehr plausibel.

In Bestdtigung und Ergéinzung unserer Arbeiten wurde die Expression von Immunrezeptoren
auf primdren AML-Zellen in weiteren Untersuchungen charakterisiert. [2,89] Diese Oberflé-
chen-Molekiile durch CPI neuerer Generation zu blockieren, ist ein moglicher Ansatz, um die
Immunevasion der AML-Zellen zu verhindern. Mehrere weitere Mechanismen der Immuneva-
sion sind fiir die AML, insbesondere im Rezidiv nach allo-SZT, beschrieben, stellen jedoch

nicht den Fokus dieser Arbeit dar. [7,83]
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3. GENERIERUNG VON AML-SPEZIFISCHEN IMMUNANTWOR-
TEN DURCH VAKZINIERUNG MIT DENDRITISCHEN ZELLEN

3.1 HINTERGRUND

Vakzinierungen sind eine bedeutsame immuntherapeutische Strategie, um (unter anderem) eine
T-Zell-Antwort gegen bestimmte Antigene zu induzieren oder zu verstirken. In Bezug auf die
AML gilt dies insbesondere fiir T-Zell-Antworten gegen intrazellulire Leukémie-assoziierte
Antigene (LAA). Immunisierungen mit LAA-Peptiden wurden mit méBigem Erfolg in mehre-
ren kleineren klinischen Studien untersucht. [22,52] Dendritische Zellen (DZ) als professionelle
Antigen-prasentierende Zellen (APZ) sind ideal geeignet, um starke und dauerhafte Immunant-
worten zu induzieren. [87] In der Mehrzahl der DZ-basierten klinischen Vakzinierungsstudien
wurden ex vivo aus Monozyten generierte DZ verwendet. Hierfiir braucht es zwei Schritte: Zu-
néchst werden die Monozyten mit IL-4 und GM-CSF kultiviert, um Monozyten zu unreifen DZ
zu differenzieren. Klassischerweise wurden hierfiir Kulturzeiten von 5-6 Tagen verwendet, je-
doch konnte gezeigt werden, dass auch kiirzere Kulturzeiten bis hinab zu 24 Stunden ausrei-
chen. [19] Fiir die nichsten 24-48 Stunden werden die DZ durch Zugabe verschiedener Zyto-
kine und anderer Substanzen zur Ausreifung (Maturierung) gebracht. Art und Konzentration
dieser Substanzen sind entscheidend fiir die Charakteristika der resultierenden DZ. Zahlreiche
verschiedene Maturierungs-Cocktails wurden fiir die Generierung von DZ verwendet [77],
Goldstandard war dabei lange Zeit die Kombination aus TNF-a, IL-13, IL-6 und PGE,. [38]
Dieses Protokoll wurde darauf optimiert, die Expression von Oberfldchenmarkern als Zeichen
der Ausreifung zu erhohen sowie die Migration und einige immunstimulatorische Eigenschaf-
ten von DZ zu verbessern. Mit geringen Variationen wurde es fiir die meisten klinischen Stu-

dien verwendet, in denen ex vivo generierte DZ eingesetzt wurden.

Die Ergebnisse von zwei etwas grofleren Studien zum Einsatz von ex vivo generierten DZ in
der Postremissionstherapie der AML werden hier kurz vorgestellt, eine detaillierte Ubersicht
haben wir kiirzlich publiziert. [85] Vakzinierungen mit DZ nach Elektroporation mit mRNA
fiir h\TERT (human telomerase reverse transcriptase) fiihrten zu Antigen-spezifischen T-Zell-
Antworten in 11/19 Patienten; das Rezidiv-freie Uberleben (relapse-fiee survival, RFS) nach
einer mittleren Beobachtungszeit von 52 Monaten war 58%. [43] Im Rahmen einer Phase II
Studie mit DZ nach Beladung mit Wilms Tumor 1 (WT1) mRNA wurden anti-leukdmische
Antworten in 13/30 Patienten detektiert, eine molekulare Remission wurde in 9/30 Patienten

erzielt, und das RFS sowie das Gesamt-Uberleben (overall survival, OS) nach 5 Jahren waren
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30.8% bzw. 50.0%. [1] In beiden Studien wurde die klassische Kombination von proinflamm-

atorischen Zytokinen und Prostaglandinen fiir die DZ-Maturierung verwendet.

Primidre Blut-DZ (BDZ) stellen eine vielversprechende Alternative zu den Monozyten-gene-
rierten DZ dar, mit dem Vorteil, dass sie in vivo differenzieren und nur eine kurze ex vivo Be-
handlung bendtigen und daher moglicherweise ihre funktionellen Eigenschaften besser erhalten
und in vivo léanger liberleben. [76] Mindestens drei verschiedene BDZ-Populationen werden
unterschieden: CD141+ myeloische DZ (cDZ1), CD1c+ myeloische DZ (cDZ2), und CD304+
plasmazytoide DZ (pDZ). In den letzten Jahren sind die ersten klinischen Studien unter Ver-
wendung von BDZ durchgefiihrt worden und konnten die Sicherheit ihrer Verabreichung sowie
eine gewisse Effektivitdt zeigen. Patienten mit fortgeschrittenem Melanom wurden mit pDZ
vakziniert nach ex vivo Aktivierung mit einer Frithsommer-Meningoenzephalitis (FSME)-Va-
kzine und Beladung mit Antigen. Die pDZ zeigten einen reifen Phinotyp und sekretierten hohe
Mengen an Typ I-Interferonen. [82] Antigen-beladene, aber nicht aktivierte cDZ2 wurden fiir
die Vakzinierung von Patienten mit einem Prostata-Karzinom verwendet, jedoch konnten keine
Tumor-spezifischen Immunantworten detektiert werden. [66] In einer Studie an Patienten mit
metastasiertem Melanom wurden die cDZ2 mit GM-CSF aktiviert, und 3/14 Patienten zeigten
funktionelle Tumor-spezifische T-Zellen. [73] Die Autoren spekulieren, dass ein stirkerer Ak-

tivierungsstimulus zu verbesserten Immunantworten fithren konnte.

Im Rahmen dieses Habilitationsprojektes wurde zunéchst préklinisch ein Toll-like-Rezeptor
(TLR)7/8-basiertes Protokoll zur Herstellung von DZ mit verbesserter Immunogenitit aus au-
tologen Monozyten entwickelt; die resultierenden DZ wurden im Vergleich zu den klassisch
maturierten charakterisiert (sieche 3.2.1). Diese DZ priiften wir im Rahmen einer als von Wis-
senschaftlern initiierten Studie (Investigator-Initiated Trial, 1IT) konzipierten Phase I Studie
fiir die Postremissionstherapie von AML-Patienten. Die Ergebnisse dieser klinischen Studie
und ihrer begleitenden Analysen stellen einen zentralen Bestandteil dieses Habilitationsprojek-
tes dar (siehe 3.2.2). Ansdtze zur weiteren Optimierung dieser immuntherapeutischen Strategie
schlieen die Kombination einer DZ-Vakzinierung mit CPI und den Einsatz von BDZ ein. Die-
ses Habilitationsprojekt beinhaltet sowohl eine Arbeit, in der gezeigt werden konnte, dass die
Blockade von LAG-3 (lymphocyte activation gene 3, CD223) in der Kombination mit der Blo-
ckade von PD-1 besonders effektiv ist, um die Aktivierung von T-Zellen durch DZ zu verstér-
ken (siehe 3.2.3), als auch eine Arbeit, in der nachgewiesen wurde, dass die Kombination aus
einem TLR3- und einem TLR7/8-Liganden fiir die ex vivo Aktivierung zu einem optimalen

immunstimulatorischen Profil der BDZ fiihrt (siche 3.2.4).
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3.2  EIGENE WISSENSCHAFTLICHE BEITRAGE

3.2.1 Entwicklung eines TLR7/8-basierten Protokolls zur Herstellung von
Dendfritischen Zellen mit verbesserter Immunogenitdt

Eigene Publikationen:

e Beck B et al.: Effects of TLR agonists on maturation and function of 3-day dendritic
cells from AML patients in complete remission. J Transl Med. 2011 Sep 13; 9:151-64.

e Lichtenegger FS et al.: CD86 and IL-12p70 Are Key Players for T Helper 1 Polarization
and Natural Killer Cell Activation by Toll-Like Receptor-Induced Dendritic Cells.
PLoS One. 2012; 7(9):e44266.

e Subklewe M et al.: New generation dendritic cell vaccine for immunotherapy of acute

myeloid leukemia. Cancer Immunol Immunother. 2014; 63:1093-103.

Wie bereits ausgefiihrt (siehe 3.1), ist die ex vivo Generierung von DZ aus Monozyten zeit- und
arbeitsaufwendig, insbesondere bei Durchfiihrung unter Reinraum-Bedingungen fiir eine klini-
sche Anwendung. Zudem ist das in der groen Mehrzahl der bisherigen klinischen Studien mit
DZ verwendete Maturierungs-Protokoll optimiert im Hinblick auf Expression von Oberfli-
chenmarkern als Zeichen der Ausreifung, jedoch nicht auf die maximale Aktivierung von T-
Zellen. In Kooperation mit der Gruppe von Frau Prof. Schendel am Institut fiir Molekulare
Immunologie des Helmholtz-Zentrums Miinchen entwickelten wir ein neues Protokoll zur ex
vivo Generierung von DZ, welches in zweifacher Hinsicht optimiert war zu den zuvor {iblichen
Protokollen. Zum einen wurde die Kulturzeit reduziert von 7-9 Tagen auf 3-4 Tage, zum ande-
ren wurde das Maturierungs-Protokoll weiterentwickelt im Hinblick auf resultierende T-Zell-

Aktivierung insbesondere durch Hinzunahme eines TLR7/8-Agonisten (R848).

Die derart hergestellten DZ, welche wir als TLR-3-DZ bezeichneten, wurden zunéchst detail-
liert charakterisiert in Gegeniiberstellung zu den mit dem klassischen Protokoll (conventional
cocktail, cc) liber 7 Tage (cc-7-DZ) oder liber 3 Tage (cc-3-DZ) maturierten DZ sowie tolero-
genen DZ (IL10-3-DZ). [51] Die Monozyten wurden dabei aus dem peripheren Blut von HD
gewonnen. Wir konnten zeigen, dass sich TLR-3-DZ durch eine hohe Expression von kostim-
ulatorischen gegeniiber koinhibitorischen Molekiilen auszeichnen sowie durch eine starke Sek-
retion von IL-12p70, einem wichtigen immunstimulatorischen Zytokin. Funktionell iibersetz-
ten sich diese Signale bei der Interaktion mit autologen T-Zellen im Vergleich zu den cc-3-DZ

oder cc-7-DZ in eine signifikante Vermehrung von stimulatorischen aktivierten T-Zellen ge-
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geniiber Treg sowie in eine deutliche Erhéhung von IFN-y, welches von Typ 1 T-Zellen sekre-
tiert wird (sieche Abbildung 6). Des Weiteren bewirkten TLR-3-DZ auch eine signifikante Ver-
starkung der NK-Zell-Aktivierung. Wir konnten zeigen, dass diese immunstimulatorischen Ei-
genschaften der TLR-3-DZ insbesondere auf der Expression von CD86 und der Sekretion von
IL-12p70 beruhen.
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Abbildung 6: TLR-3-DZ induzieren verstirkt aktivierte, IFN-y sekretierende T-Zellen.
TLR-3-DZ, cc-7-DZ, cc-3-DZ und 1L.10-3-DZ wurden aus dem peripheren Blut von gesunden
Spendern generiert und mit autologen Monozyten-depletierten mononukledren Zellen kultiviert.
(C) Innerhalb der aktivierten CD4"CD25" T-Zellen wurde die Ratio aus nicht-regulatorischen
(FoxP3"CD127") und regulatorischen (FoxP3"CD127") T-Zellen gebildet. (D) Der Uberstand aus
der Kokultur wurde auf Sekretion von IFN-y, IL-4 und IL-17A analysiert. Abbildung aus [51].

Das so etablierte Protokoll zur Generierung von DZ mit verbesserter Inmunogenitit wurde im
nichsten Schritt iibertragen von gesunden Probanden auf intensiv vorbehandelte AML-Patien-
ten in CR. [6] Fiir vier im Detail etwas verschiedene Maturierungs-Protokolle, von denen eines
identisch war zu dem spéter in der klinischen Studie verwendeten, konnten wir zeigen, dass die
immunstimulatorischen Eigenschaften der TLR-3-DZ nicht von der Quelle der Monozyten ab-
héngen (siche Abbildung 7). Dies war eine wesentliche Voraussetzung zur klinischen Applika-

tion von TLR3-DZ bei AML-Patienten.
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Abbildung 7: Die Aktivierung allogener T-Zellen durch TLR-3-DZ ist unabhiingig von der
Herkunft der DZ von gesunden Probanden oder AML-Patienten in CR. Im Detail etwas ver-
schiedene Maturierungs-Cocktails (C = CLO75 und R = R848 sind TLR7/8-Agonisten, P = poly-
IC ist ein TLR-3 Agonist; der in der klinischen Studie verwendete Cocktail ist daher ,,R*) wurden
verwendet, um die immunstimulatorischen Eigenschaften der DZ von gesunden Probanden und
AML-Patienten zu vergleichen. Gezeigt ist hier das Ergebnis eines Proliferations-Assays; der Sti-
mulations-Index gibt das Verhiltnis proliferierender T-Zellen nach Kokultur mit DZ im Vergleich

zu Aktivierung mit Phytohdmagglutinin (PHA) an. Abbildung aus [6].

Dieses Protokoll wurde in Konformitit mit guter Herstellungspraxis (good manufacturing prac-
tice, GMP) hochskaliert, um eine ausreichende Menge an DZ fiir eine Vakzinierung im klini-
schen MaB3stab zu erhalten. Ausgangsprodukt war hierfiir ein Leukapheresat. Fiir die Antigen-
Beladung der DZ kamen prinzipiell verschiedene Moglichkeiten in Frage, insbesondere Pep-
tide, Proteine oder RNA definierter Antigene, aber auch Tumorzell-Lysat. Die Entscheidung
fiir Elektroporation von in vitro-transkribierter (ivt) RNA zur Beladung der DZ erfolgte, um die
Vorteile eines oder mehrerer definierter Antigene mit der Unabhingigkeit vom Gewebe-Typ
(humanes Leukozytenantigen, HLA) zu verbinden. [81] Insbesondere konnte durch unsere Ko-
operationspartner auch gezeigt werden, dass Elektroporation von ivt-RNA zu besserer T-Zell-
Aktivierung durch die DZ fiihrt als Elektroporation von totaler Tumor-RNA. [37] Der gesamte
Prozess der Herstellung Antigen-beladener TLR-3-DZ ist in Abbildung 8 skizziert.
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Abbildung 8: Prozess zur Herstellung Antigen-beladener TLR-3-DZ. Monozyten werden
durch GM-CSF und IL-4 innerhalb von 48 Stunden zu unreifen DZ differenziert. Die Hinzugabe
eines Maturierungs-Cocktails, welcher einen TLR7/8-Liganden beinhaltet, fiihrt innerhalb von 24
Stunden zur Entwicklung reifer DZ, welche sich durch ein positives kostimulatorisches Profil und
eine hohe Produktion von IL-12p70 auszeichnen. Nach Elektroporation mit Antigen-kodierender
RNA sind diese DZ in der Lage, die T-Helfer-Zell-Antwort in Richtung Typ 1 zu polarisieren,
Antigen-spezifische T-Effektor-Zellen zu stimulieren und NK-Zellen zu aktivieren. Abbildung
aus [81].

3.2.2 Klinische Priifung von TLR7/8-maturierten Dendritischen Zellen zur Po-
stremissionstherapie fiir AML-Patienten

Eigene Publikationen:

e Lichtenegger FS et al.: Toll-like receptor 7/8-matured RNA-transduced dendritic cells
as post-remission therapy in acute myeloid leukaemia: results of a phase I trial. Clin

Transl Immunology. 2020 Mar 3; 9(3):e1117. doi: 10.1002/cti2.1117. eCollection 2020.

Auf der Grundlage der oben, vor allem in 2.2.1 und 3.2.1, zusammengefassten vorbereitenden
Arbeiten fiihrten wir eine Phase I Studie zur Erstanwendung von mit ivt-RNA beladenen TLR-
3-DZ beim Menschen durch. AML-Patienten in CR mit hohem Risiko fiir ein Rezidiv (aufgrund
von nicht-giinstiger Risikogruppe oder MRD Positivitdt) konnten eingeschlossen werden, er-
hielten eine Leukapherese und wurden im Falle einer erfolgreichen DZ-Generierung aus den
isolierten Monozyten bis zu 10 Mal innerhalb von 26 Wochen mit drei verschiedenen Chargen

(jeweils ein Antigen je DZ-Charge) von je 5x107 DZ intradermal vakziniert.
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Zur Antigen-Beladung wurde ivt-RNA verwendet, welche fiir die LAA WT1 und PRAME
(preferentially expressed antigen in melanoma) sowie das virale Protein hCMVpp65 (humanes
Cytomegalie-Virus Phosphoprotein 65) kodieren. Die Wahl des Transkriptionsfaktors WT1
und des Tumor/Hoden-Antigens (cancer testis antigen) PRAME erfolgte auf der Grundlage
einer Reihe von etablierten Kriterien wie der differentiellen Expression auf AML-Zellen und
leukdmischen Stammzellen versus hdmatopoetischen Stammzellen, der Onkogenitét, Immuno-
genitdt, der nachgewiesenen klinischen Effektivitdt sowie der Moglichkeit zum MRD-Monito-
ring. [14,81] Das in der Immunologie sehr etablierte und sehr immunogene virale Protein
CMVpp65 wurde hinzugenommen, um eine Positivkontrolle fiir den Effekt der DZ-Vakzinie-
rung zu haben und eine Adjuvanz-Wirkung durch lokale Inflammation bei starker Immunant-
wort zu erreichen. Die getrennte Beladung der DZ-Chargen mit jeweils nur einem Antigen er-
folgte zur Vermeidung von Antigen-Kompetition, insbesondere zwischen dem sehr dominanten

viralen Antigen und den beiden LAA. [42]

Primires Ziel der Phase I Studie war es, die Machbarkeit der Generierung von DZ aus dem
Plasmapheresat von AML-Patienten in Postremission sowie die Sicherheit ihrer intradermalen
Applikation zu untersuchen. 13 Patienten wurden in die Studie eingeschlossen, 3 davon wurden
nicht vakziniert, entweder wegen Erkrankungs-bezogenen Faktoren (zwei sehr frithe Rezidive
noch vor der ersten Vakzinierung) oder wegen Faktoren im Zusammenhang mit der Vakzin-
Produktion (ein Patient mit hoher IL-10 Sekretion der generierten DZ). Fiir die anderen 10
Patienten reichten die generierten DZ fiir die im Protokoll geforderten mindestens 6 Vakzinie-
rungen mit allen drei Antigen-beladenen DZ-Chargen aus. Dies betont zum einen das sehr hohe
Rezidiv-Risiko der eingeschlossenen Patienten-Population, zum anderen die hohe Erfolgsrate
(>90%) fiir die Produktion von DZ mit hoher Sekretion von IL-12p70 und niedriger Sekretion
von IL-10. Die mediane Zeit zwischen Leukapherese und Start der Vakzinierung betrug dabei
25 Tage, was aufgrund der aufwendigen Logistik im Studiensetting mit Transport des Plasma-

pheresates in ein kooperierendes GMP-Labor in Oslo als recht ziigig zu bewerten ist.

Insgesamt wurden bei den 10 Patienten 105 Vakzinierungen durchgefiihrt, in mehreren Patien-
ten auch iiber den im Studienprotokoll festgelegten Zeitrahmen hinaus. Es wurden ausschlie3-
lich voriibergehende Nebenwirkungen gesehen, und bis auf ein Fieber Grad 3 waren alle Ne-
benwirkungen nur Grad 1-2. Hiufigste Nebenwirkungen waren Hautreaktionen (R6tung, Ver-
hirtung, Juckreiz), welche in 100% der Patienten an der Vakzinierungsstelle sowie in 50% auch
auBlerhalb der Vakzinierungsstellen auftraten, stets in Grad 1, sowie muskuloskelettale Schmer-

zen (60%, Grad 1-2). Obwohl DZ mit verbesserten immunstimulatorischen Eigenschaften im
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Vergleich zu fritheren Vakzinierungsstudien eingesetzt wurden, erwies sich die Vertriglichkeit

der Therapie daher als ausgesprochen gut.

Als sekundires Ziel der Studie untersuchten wir Immunantworten auf die erfolgte Vakzinie-
rung. Die lokale Immunantwort wurde 48 Stunden nach der 5. Vakzinierung bestimmt, dabei
waren bei allen Patienten und allen Antigenen eine Rotung und Induration zu sehen; bei 9 Pa-
tienten konnte auch eine Hautbiopsie von der Vakzinierungsstelle gewonnen werden. In der
immunhistochemischen Analyse dieser Biopsien zeigte sich eine dichte Infiltration von CD4*

und CD8" T-Zellen (siche Abbildung 9).

CD4' T cells CD8' T cells

Abbildung 9: Intradermale Vakzinierung mit TLR7/8-maturierten Dendritischen Zellen
fiihrt zu lokaler T-Zell-Infiltration. Immunhistochemische Analysen von Hautbiopsien von der

Vakzinierungsstelle zeigen dichte Infiltration von CD4" und CD8" T-Zellen. Abbildung aus [58].

Systemische Immunantworten auf die verwendeten Antigene wurden im peripheren Blut vor
der ersten, nach der flinften Vakzinierung und am Studienende mittels ELISpot (enzyme-linked
immune absorbent spot) und Multimer-Fiarbung bestimmt (siche Abbildung 10). Eine verstérkte
Immunantwort nach der Vakzinierung wurde mittels ELISpot in 2/10 Patienten fiir WT1, in
4/10 Patienten fiir PRAME und in 9/10 Patienten fiir CMV gesehen; diese Ergebnisse wurden
mittels Multimer-Farbung weitgehend bestitigt. Die Antworten auf das CMV-Antigen pp65
waren generell deutlich hoher (siehe Abbildung 10c, d, g und h). Dabei wurden sowohl die
Expansion priexistierender Immunantworten (siche Abbildung 10c, g) als auch die Induktion
neuer Immunantworten (siehe Abbildung 10d, h) beobachtet. Mittels Multimer-Farbung konn-
ten neben CD8" T-Zellen auch Antigen-spezifische CD4" T-Zellen nachgewiesen werden
(sieche Abbildung 10i). Die Immunantworten auf die beiden LAA waren deutlich niedriger, aber
dennoch in einigen Patienten deutlich detektierbar (siehe Abbildung 10a, b, e und f). Teilweise
kann dieser Unterschied auf methodische Restriktionen zuriickgefiihrt werden, etwa be-

schriankte Verfligbarkeit von HLA-spezifischen Multimeren und einen zufélligen Mix von Pep-
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tiden unterschiedlicher Lénge fiir den ELISpot, daher konnten vermutlich nicht alle LAA-spe-
zifischen T-Zellen detektiert werden. Dennoch spielen die Unterschiede zwischen einem vira-

len Antigen und einem Autoantigen sicherlich eine Rolle.
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Abbildung 10: Vakzinierung mit TLR7/8-maturierten Dendritischen Zellen fiihrt zu syste-
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mischer Inmunantwort auf die verwendeten Antigene. Mononukleére Zellen wurden vor und
nach Vakzinierung aus dem peripheren Blut isoliert und mittels ELISpot (a-d) und Multimer-
Farbung (e-1) auf Antigen-spezifische Zellen getestet. Erhohte Immunantworten konnten sowohl
gegen die Leukdmie-assoziierten Antigen WT1 (a, ¢) und PRAME (b, f) als auch gegen
CMVpp65 (c, d, g, h, i) nachgewiesen werden. Abbildung aus [58].

Trotz des einarmigen Phase I Designs und der beschrankten Patientenzahl werteten wir explo-
rativ auch klinische Endpunkte aus. Von den 10 vakzinierten Patienten rezidivierten 3 bereits
im Verlauf der Vakzinierungen und 2 weitere nach dem Ende der Behandlung. Die anderen 5
Patienten waren zum Stichtag fiir die Auswertung der Studie weiterhin in CR. Die zugehodrigen
Kaplan-Meier-Kurven fiir RFS und OS sind in Abbildung 11 wiedergegeben. Diese klinischen
Verldaufe wurden mit einer passenden Kohorte von 88 Patienten aus dem AML-CG (Acute
Myeloid Leukemia Cooperative Group) Register verglichen. Hieraus konnte ein Hinweis auf
einen vorteilhaften Effekt der Vakzinierung beziiglich des RFS abgeleitet werden (Median von
1084 vs. 396 Tagen, siche Abbildung 11b). Dieser Unterschied war besonders auffillig bei
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jiingeren Patienten und bei Patienten mit Immunantworten, die durch die Vakzine ausgelost
wurden. Jiingere Patienten (< 65 Jahre) hatten ein signifikant besseres OS und RFS als iltere
Patienten (> 65 Jahre). In der jiingeren Kohorte rezidivierten nur 2 von 7 Patienten, und 6 von

7 waren am Stichtag noch am Leben (siehe Abbildung 11c und d).
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Abbildung 11: Uberlebensanalysen ergeben Hinweise auf verbesserte Prognose der vakzinierten
Patienten, insbesondere fiir jiingere Patienten und Patienten, die eine Inmunantwort entwickeln.
Gesamtiiberleben (OS) (a, ¢, €) und Rezidiv-freies Uberleben (RFS) (b, d, f) der vakzinierten Patienten
wurden mittels Kaplan-Meier-Kurven visualisiert und mittels Log-Rank Test verglichen. (a, b) Inner-
halb der Studie vakzinierte Patienten wurden mit einer passenden Kohorte von 88 Patienten aus dem
AML-CG Register verglichen. (c, d) Innerhalb der Studienkohorte wurden Patienten <65 Jahre und >65
Jahre zum Zeitpunkt der Diagnose verglichen. (e, f) Patienten mit einer Immunantwort, definiert als
Zunahme der LA A-spezifischen T-Zellen nach Vakzinierung, wurden mit den Patienten ohne Immun-

antwort verglichen. Abbildung aus [58].
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Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit einer weiteren Publikation, in der ein OS-Vorteil
insbesondere in der jiingeren Kohorte gesehen wurde. [1] Dies ist moglicherweise begriindet in
dem groBeren Pool an naiven T-Zellen in jiingeren AML-Patienten, welche fiir eine Induktion
neuer anti-leukdmischer Immunantworten erforderlich sind. [72] Zudem korrelierten durch die
Vakzinierung verstarkte Immunantworten gegen WT1 und PRAME mit einem verlédngerten OS
und RFS (siehe Abbildung 11e und f). Insbesondere waren alle drei Patienten aus der jiingeren

Kohorte mit einer Leukdmie-spezifischen Immunantwort zum Stichtag noch in CR.

Zusammenfassend konnte in dieser Phase I Studie gezeigt werden, dass die Vakzinierung von
Hochrisiko AML-Patienten mit ivt-RNA beladenen TLR-3-DZ machbar und sicher ist und zur
Induktion von Leukdmie-spezifischen Immunantworten fiihrte. Ein explorativer Vergleich legt
einen positiven Effekt auf den klinischen Verlauf insbesondere bei jiingeren Patienten und bei
Patienten mit einer Immunantwort nahe. Da eine Vakzinierung als Monotherapie klinisch den-
noch nicht effektiv genug fiir eine weitere Entwicklung erscheint, kommen mehrere alternative
immuntherapeutische Strategien infrage. Diese schlieBen die Kombination der DZ-Vakzinie-

rung mit CPI sowie alternativ den klinischen Einsatz von BDZ ein.

3.2.3 Optimierung von Vakzinierungsstrategien in der AML durch Kombina-
tion mit Checkpoint-Inhibitoren

Eigene Publikationen:

e Lichtenegger FS, Rothe M et al.: Targeting LAG-3 and PD-1 to Enhance T Cell Acti-
vation by Antigen-Presenting Cells. Front Immunol. 2018 Feb; 9:385. doi:
10.3389/fimmu.2018.00385

Durch die Gabe von CPI konnen endogene T-Zell-Antworten gegen Tumor-assoziierte Anti-
gene (TAA) erfolgreich reaktiviert werden. Dies fiihrt zu einem signifikant verldngerten OS fiir
zahlreiche Tumor-Entitéten. Fiir Tumorerkrankungen mit geringen endogenen Immunantwor-
ten wie die AML hat diese Therapiemodalitit bisher jedoch keinen klaren klinischen Vorteil
gezeigt. AuBler in der molekularen Synapse zwischen Tumorzellen und T-Zellen spielen koin-

hibitorische Molekiile jedoch auch in der Interaktion zwischen DZ und T-Zellen eine Rolle.

Wir untersuchten daher in dieser Studie, welchen Einfluss die Blockade der koinhibitorischen
Molekiile PD-1, HVEM, CD244, TIM-3 und LAG-3 auf die Proliferation und Zytokin-Sekre-
tion von T-Zellen nach Stimulation mit autologen TLR-3-DZ hat. In diesem Kontext zeigte
sich, dass die Blockade von LAG-3 den stirksten Effekt auf die T-Zell-Aktivierung hat im
Vergleich zu den anderen Molekiilen, insbesondere auch zu PD-1/PD-L1 (siche Abbildung 12).
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Abbildung 12: Blockade von LLAG-3 alleine oder in Kombination mit PD-1 bewirkt den
stirksten positiven Effekt auf Proliferation und IFN-y Sekretion der T-Zellen nach Stimu-
lation mit TLR-3-DZ. CD3" T-Zellen von gesunden Probanden wurden in Gegenwart verschie-
dener Checkpoint-Inhibitoren mit TLR-3-DZ kokultiviert, welche mit einem Pool viraler und
bakterieller Peptide beladen waren. Gezeigt ist die Proliferation von CD4" (A, B) sowie CD8" (C,
D) T-Zellen und die IFN-y Sekretion aller T-Zellen. Abbildung aus [57].



Dieses Ergebnis war konsistent sowohl zwischen verschiedenen Methoden, die T-Zell-Aktivie-
rung zu messen (Proliferation, Sekretion von IFN-y), als auch zwischen verschiedenen stimu-
latorischen Antigenen (Pool aus viralen und bakteriellen Peptiden, spezifisches virales Antigen,
spezifisches Tumor-Antigen), und wurde sowohl fiir CD4" als auch fiir CD8" T-Zellen beo-
bachtet. Nur unter Bedingungen mit schwachem Antigen-Stimulus konnte dieser Effekt durch

die duale Blockade von LAG-3 und PD-1 noch verstiarkt werden.

Aus dieser Arbeit kann geschlussfolgert werden, dass das Priming neuer Immunantworten
durch die Blockade von LAG-3, ggf. in Kombination mit einer Blockade von PD-1, deutlich
verstdrkt werden kann. Dies ist als interessante Option zu sehen, um in Zukunft den immuno-
logischen und klinischen Effekt einer DZ-Vakzinierung zu verstirken. Zunéchst jedoch fiihrten
die Erkenntnisse dieser Arbeit zur Realisierung einer Phase II Studie (IIT) zum Einsatz des
LAG-3 Antikorpers Relatlimab in Kombination mit dem PD-1 Antikérper Nivolumab und
Azacytidin zur Behandlung von Patienten mit rezidivierter oder refraktdrer AML (AARON,
EudraCT 2018-002939-21). Der erste Patient konnte am 03.05.2021 in diese Studie einge-

schlossen werden.

3.2.4  Evaluation von Dendritischen Zellen aus dem peripheren Blut als alter-
native Vakzinierungsstrategie

Eigene Publikationen:

e Hinel G et al., Lichtenegger FS, Subklewe M: Blood DCs activated with R848 and
poly(I:C) induce antigen-specific immune responses against viral and tumor-associated
antigens. Cancer Immunol Immunother. 2021 Nov 25;1-14. doi: 10.1007/s00262-021-
03109-w. Online ahead of print.

Wie in 3.1 ausgefiihrt, konnten BDZ eine mogliche Alternative zu Monozyten-generierten DZ
fiir Vakzinierungs-Strategien darstellen. Ihr wesentlicher Vorteil ist, dass sie durch die in vivo
Differenzierung und kurze ex vivo Behandlung ihre funktionellen Eigenschaften besser erhalten
und in vivo langer iiberleben. Friihe klinische Studien bei Melanom- und Prostata-Karzinom-
Patienten zeigten vielversprechende Ergebnisse, jedoch wurde diskutiert, dass ein stérkerer als

der dort verwendete Aktivierungsstimulus zu verbesserten Immunantworten fithren konnte.

Ziel unserer Untersuchungen war, ein Protokoll zu identifizieren, mit dem BDZ optimal in vitro
aktiviert werden konnen. Insbesondere evaluierten wir verschiedene Kombinationen von TLR-

Liganden.
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Abbildung 13: Die Stimulation durch Poly(I:C) und R848 fiihrt zur optimalen Aktivierung
von Dendritischen Zellen aus peripherem Blut. Verschiedene Kombinationen von TLR-Lig-
anden wurden verglichen in Bezug auf die simultane Aktivierung der drei untersuchten BDZ-
Populationen (englisch pDCs, ¢cDCls, cDC2s). Dargestellt ist die Expression von CD80 (A),
CD40 (B), CCR7(C) und PD-L1 (D) auf den BDZ-Populationen sowie die Sekretion von IL-
12p70 (E) und IFN-a (F) durch BDZ nach Aktivierung (n=6). Die Proliferation (G) und IFN-y

Sekretion (H) von T-Zellen wurde verglichen nach Kokultivierung mit BDZ mit und ohne Stimu-

lation durch TLR-Liganden (n=14-16). Abbildung aus [31].
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Es zeigte sich, dass die Kombination aus dem TLR3-Liganden polyinosinic:polycytidylic acid
[poly(I:C)] und dem TLR7/8-Liganden R848 die beste der getesteten Kombinationen ist, um
ein positiv kostimulatorisches Profil auf allen BDZ-Populationen zu induzieren. Zudem fiihrte
dieser Aktivierungsstimulus zu einer hohen Sekretion von IFN-o und IL-12p70 durch die BDZ
(siche Abbildung 13). Wir konnten nachweisen, dass die simultane Aktivierung der drei Popu-
lationen zu erhohten immunstimulatorischen Eigenschaften fiihrt im Vergleich zu getrennter
mafgeschneiderter Aktivierung von pDZ und cDZ, am ehesten bedingt durch synergistische
Interaktionen zwischen den Populationen. Die Stimulation von BDZ mit diesem Protokoll re-
sultierte in verbesserter Migration, hoher NK-Zell-Aktivierung und starker Antigen-spezifi-

scher T-Zell-Induktion.

Unsere Schlussfolgerung aus dieser Arbeit ist, dass die simultane in vitro Aktivierung aller
BDZ-Populationen mit einer Kombination aus poly(I:C) und R848 stark immunstimulatorische
DZ generiert. Dieses Protokoll ist daher eine vielversprechende Voraussetzung fiir eine mogli-
che Testung einer BDZ-Vakzinierung in Monotherapie oder in Kombination mit anderen im-

muntherapeutischen Strategien.

3.3  DISKUSSION UND AUSBLICK

In den detaillierten priaklinischen Arbeiten zur Vorbereitung der Phase I Studie (siche 3.2.1)
konnten wir vielfach zeigen, dass die Verkiirzung der in vitro Differenzierungszeit und die Hin-
zunahme von TLR-Liganden (insbesondere TLR7/8) bei der DZ-Aktivierung zur Generierung
von DZ mit sehr ausgeprigten immunstimulatorischen Eigenschaften fiihrt. Insbesondere im
Hinblick auf die Sekretion von IL-12p70 und in der Folge die Aktivierung von Typ 1 T-Zellen
sind diese den DZ, die in der Mehrzahl der klinischen Studien bisher eingesetzt wurden, deut-

lich iiberlegen.

Diese Ergebnisse konnten in der Folge nur teilweise in das klinische Setting translatiert werden.
Die Generierung von DZ aus dem Plasmapheresat von AML-Patienten in Postremission erwies
sich als machbar, und ihre Verabreichung als ausgesprochen vertraglich. Gegen das virale An-
tigen hCMVpp65 wurden in der durchgefiihrten Phase I Studie (siehe 3.2.2) tatsidchlich auch
sehr ausgeprigte Immunantworten bei nahezu allen Patienten beobachtet, gegen die LAA WT1
und PRAME hingegen nur schwéchere Immunantworten bei einem Teil der Patienten. Ein po-
sitiver Effekt auf den klinischen Verlauf kann insbesondere bei jiingeren Patienten und bei Pa-
tienten mit einer Immunantwort vermutet werden, aber fiir eine statistisch gesicherte Aussage

war die Studie nicht ausgelegt.
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Verschiedene Faktoren mogen dazu beigetragen haben, dass die immunologischen und klini-
schen Effekte in der Phase I Studie geringer ausgeprigt waren als moglicherweise erwartet.
Von grofler Bedeutung ist vermutlich die Verwendung von Autoantigenen fiir die Vakzinie-
rung. Durch Strategien, die auf Neoantigenen beruhen, konnten stirkere Immunantworten aus-
gelost werden. Des Weiteren zeigt ein Vergleich der Charakteristika der in der klinischen Studie
verwendeten DZ mit den praklinischen Experimenten ein erheblich niedrigeres Verhéltnis von
CD86 zu PD-L1 und deutlich geringere Sekretion von IL-12p70. Dies ist moglicherweise auf
die Hochskalierung des Herstellungsprozesses zuriickzufiihren einschlieBlich der Elutriation
des Leukapheresates nach Ubernacht-Lagerung im Vergleich zu Plastik-Adhirenz frisch iso-
lierter mononukleérer Zellen aus dem peripheren Blut. Der entsprechende Prozess konnte mog-

licherweise weiter optimiert werden.

Allerdings sind Kombinationen einer DZ-Vakzinierung mit anderen immuntherapeutischen
Strategien aussichtsreicher, um die generierten Immunantworten und den klinischen Benefit
weiter zu erhohen. Medikamente wie DNA-Methyltransferase-Inhibitoren und Histon-Deacety-
lase-Inhibitoren, deren Mechanismus auf epigenetischer Modifikation beruht, sind geeignete
Kombinationspartner, da sie verbessertes Prozessieren und Prasentieren von Antigenen auf ma-
lignen Zellen bewirken. [60,75,80,90] Bei Patienten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS)
fiilhrte die Kombination einer Vakzinierung gegen NY-ESO-1 mit Decitabine zu einer erhdhten
Antigen-spezifischen Immunantwort. [29] Im Rahmen eines individuellen Heilversuches nach
Ende der in der Phase I Studie festgelegten Behandlung bewirkte die Kombination der DZ-
Vakzinierung mit 5-Azacytidin eine bemerkenswerte Verstarkung der lokalen und systemi-
schen Immunantwort. Bei einem Patienten fiihrte dies zu einer voriibergehenden MRD-Kon-

version. Dieser Ansatz konnte in zukiinftigen klinischen Studien weiterverfolgt werden.

CPIs sind ein naheliegender Kombinationspartner fiir Vakzinierungsstrategien. Friihe klinische
Studien erproben bereits die Kombination einer DZ-Vakzinierung mit PD-1 Inhibitoren zur
Behandlung verschiedener Tumorerkrankungen einschlieBlich der AML. [86] Sicherheit und
Effektivitdt eines dualen Einsatzes von epigenetischer Modifikation mittels Azacytidin und ei-
ner PD-1 Blockade mit Nivolumab wurde kiirzlich fiir AML-Rezidive gezeigt. [20] Die Kom-
bination einer DZ-Vakzinierung mit diesem Schema, eventuell erweitert um eine LAG-3 Blo-
ckade (siehe 3.2.3), konnte zu einer komplexen, aber auch sehr effektiven immuntherapeuti-

schen Strategie fiihren.
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In unseren priklinischen Arbeiten zur Aktivierung von BDZ mit TLR-Liganden (sieche 3.2.4)
konnten wir zeigen, dass diese Zellen vielversprechende Alternativen zu aus Monozyten gene-
rierten DZ fiir Vakzinierungsstrategien sind. Ihre klinische Erprobung bei AML-Patienten steht
generell noch aus, und das Aktivierungsprotokoll mit TLR-Liganden wurde auch noch nicht

klinisch getestet.

Neben dem idealen Kombinationspartner wird in Zukunft auch zu untersuchen sein, fiir welches
klinische Setting innerhalb der AML-Therapie eine DZ-Vakzinierung am besten geeignet ist.
Eine interessante Idee ist es beispielsweise, die Vakzinierung zur Verstirkung und Aufrechter-
haltung einer synthetischen Immunantwort nach dem adoptiven Transfer von TCR-transgenen
oder CAR-modifizierten T-Zellen einzusetzen, um einer T-Zell-Erschépfung entgegen zu wir-

ken und den antileukdmischen Effekt zu erhGhen.
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4. T-ZELL-AKTIVIERUNG DURCH IMMUNSTIMULATORISCHE
RNA ALS THERAPIEPRINZIP IN DER AML

4.1 HINTERGRUND

Eine noch deutlich experimentellere immuntherapeutische Strategie ist die T-Zell-Aktivierung
durch immunstimulatorische RNA, welche einen Liganden fiir RIG-I (Retinoic acid Inducible
Gene I)-artige Rezeptoren darstellt. RIG-I ist ein Mustererkennungsrezeptor, welcher im Zyo-
plasma eine typisch virale Struktur erkennt: doppelstringige RNA-Stiicke mit einem 5°-
Triphosphat-Ende. Nach Bindung an virale RNA interagiert RIG-I mit MAVS (Mitochondrial
Antiviral Signaling Protein) und aktiviert dieses Molekiil. Am Ende der Signalkaskade fiihrt
dies zu einer Aktivierung von NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells) und IRF (interferon regulatory factor) 3/7 und damit zur Ausschiittung von Typ 1 In-
terferon und proinflammatorischen Zytokinen. [15] Die Zytokin-Ausschiittung in Kombination
mit der direkten Erkennung viraler RNA durch Immunzellen resultiert in einer adaptiven Im-

munantwort gegen Virus-infizierte Zellen. [65]

Durch die Verwendung exogener kurzer 5°-Triphosphat-RNA (ppp-RNA) kann eine virale In-
fektion imitiert und die Immunantwort damit auch gegen Tumorzellen gerichtet werden. RIG-
I Liganden wurden bereits erfolgreich in praklinischen Modellen fiir mehrere solide Tumoren
getestet einschlieBlich Melanom [65], Pankreaskarzinom [27] und Mammakarzinom [25].
Auch erste klinische Studien zur intratumoralen und intraldsionalen Verwendung eines synthe-
tischen RNA-Oligonukleotids bei Patienten mit fortgeschrittenen oder rezidivierten soliden Tu-

moren werden bereits durchgefiihrt. [26,35]

Fiir die Verwendung von RIG-I Liganden als therapeutische Strategie bei hdmatologischen Er-
krankungen lagen bisher hingegen keine wesentlichen préklinischen Untersuchungen vor. Eine
groBBe Herausforderung liegt hier insbesondere darin, den RIG-I Liganden in die malignen Zel-
len zu transportieren. Im Rahmen dieses Habilitationsprojektes wurden zunédchst neuartige
DNA-basierte Nanopartikel fiir den intrazelluldren Transport kurzer RNA-Molekiile gepriift
(siche 4.2.1). Da bei dieser innovativen Technik jedoch noch zahlreiche Probleme zu 16sen sind,
erfolgte die Testung von RIG-I Aktivierung durch ppp-RNA in einem AML-Maus-Modell mit-
tels systemischer Applikation im Komplex mit einem klassischen Transfektions-Agens (siche
4.2.2). Trotz des fehlenden spezifischen Transports konnten hier einige bemerkenswerte Ergeb-

nisse erzielt werden.
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4.2  EIGENE WISSENSCHAFTLICHE BEITRAGE

4.2.1 Evaluation DNA-basierter Nanopartikel fiir den intrazelluldren Trans-
port kurzer RNA-Molekiile

Eigene Publikationen:

e Kocabey S et al., Lichtenegger FS: Cellular uptake of tile-assembled DNA nanotubes.
Nanomaterials. 2015; 5(1):47-60

Der Transport von Biomolekiilen einschlieflich Krebsmedikamenten in die Zielzellen oder gar
deren Organellen ist eine grole Herausforderung in der Biotechnologie. Verschiedene Nano-
partikel-basierte Transportsysteme sind hierzu bereits entwickelt worden, unter anderem Poly-
mere, Liposomen und Konjugate, mit unterschiedlicher Effizienz und Toxizitét. In den letzten
Jahren haben DNA-basierte Nanostrukturen viel Aufmerksamkeit als interessante Option zur
Losung dieser Herausforderung gefunden, etwa zum Transport von siRNA (Small interfering
RNA), Antikorpern, Immunstimulanzien und Krebsmedikamenten. Der Vorteil von DNA-Na-
nopartikeln ist, dass sie leicht mit verschiedenen molekularen Gruppen modifiziert werden kon-
nen, um einen zielgerichteten Transport zu ermdglichen. Eine hiufig verwendete Zielstruktur
zur Etablierung neuer Nanostrukturen ist dabei der Folat-Rezeptor. Ein typisches Problem die-

ser Strukturen ist ithre Stabilitit in Blut oder Gewebe.

In dieser in vitro Studie untersuchten wir, ob ein neuartiges Rohren-formiges Nanopartikel,
welches sich aus 24 Oligonukleotiden eigenstindig zusammensetzt (sieche Abbildung 14), in
der Lage ist, eine Folat-mediierte Aufnahme kurzer RNA-Molekiile ins Zytosol von HeLa-Zel-
len zu bewirken. Zur experimentellen Uberpriifung wurden die Nanopartikel mit siRNA, wel-
che gegen GFP (Green Fluorescent Protein) gerichtet ist, sowie einem Fluorochrom zur Loka-

lisationsanalyse verwendet.

Es zeigte sich, dass die DNA-Strukturen in das Endosom aufgenommen wurden, das Zytosol
der Zielzellen hingegen nicht erreichten. Entsprechend erfolgte auch kein Silencing des GFP-
Gens. Die Hinzunahme von bis zu 6 Folat-Molekiilen auf der Oberfldche hatte keinen Einfluss
auf die Aufnahme der Nanopartikel. Daneben arbeiteten wir experimentell einige weitere Her-
ausforderungen heraus, welche bei der Durchfithrung von in vitro und in vivo Experimenten
mit DNA-basierten Strukturen zu beachten sind. Die Arbeit wurde in ihrem Feld aufmerksam
aufgenommen, als Methode zum Transport immunstimulatorischer RNA in AML-Zellen eig-

neten sich die DNA-Partikel damit jedoch nicht.
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Abbildung 14: Spontaner Zusammenbau des Rohren-formigen Nanopartikels. Mittels
Klick-Reaktion verbinden sich die modifizierten Oligonukleotide mit dem PEGylierten Folat
(links), bevor sich je 24 DNA-Partikel spontan zu einer 6 Helices umfassenden Rohre verbinden

(rechts). Abbildung aus [45].

4.2.2 Invivo Testung systemischer RIG-1 Aktivierung durch 5 -Triphosphat-
RNA in einem AML Modell

Eigene Publikationen:

e Ruzicka M et al., Lichtenegger FS, Rothenfusser S: RIG-I-based immunotherapy en-
hances survival in preclinical AML models and sensitizes AML cells to checkpoint

blockade. Leukemia. 2020 Apr; 34(4):1017-1026. doi: 10.1038/s41375-019-0639-x.

Das therapeutische Potential systemischer RIG-I Aktivierung durch intravendse Gabe von ppp-
RNA zusammen mit einem klassischen Transfektions-Agens untersuchten wir in einem Maus-
modell auf Basis des murinen C1498 Klons. Die Gabe von ppp-RNA fiihrte zu einer Reduktion
der Anzahl an AML-Zellen in allen untersuchten Kompartimenten und zu einer deutlichen Ver-
zogerung des Erkrankungsverlaufs (siehe Abbildung 15). In mehreren Tieren konnte sogar eine
CR induziert werden einschlielich Bildung eines immunologischen Gedéichtnisses. Mittels
weiterer Untersuchungen konnten wir zeigen, dass der therapeutische Effekt abhéngig ist von

der Signalweitergabe durch IFN und MAVS sowie von CD4* und CD8" T-Zellen, nicht jedoch
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von NK- oder B-Zellen. Die Immunaktivierung durch ppp-RNA fiihrte dabei zu Hochregulie-
rung von PD-L1 auf den verbliebenen AML-Zellen. Die Kombination von ppp-RNA mit einem
CPI gegen PD-1 zeigte daher einen erhdhten antileukdmischen Effekt.
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Abbildung 15: Systemische Behandlung mit ppp-RNA fiihrt zu einer Reduktion der AML-
Last und verlingertem Uberleben in einem AML-Mausmodell. (A) In einem syngenen
C1498-GFP Mausmodell wurden die Méuse vier Mal innerhalb von zwei Wochen intravends mit
50 pg Triphosphat-RNA behandelt. (B) An Tag 17 zeigte sich in den meisten der untersuchten
Organe ein signifikant geringerer Anteil GFP-positiver (AML-) Zellen bei den behandelten (n=3)
im Vergleich zu den unbehandelten (n=5) Méusen. (C) Die Behandlung mit Triphosphat-RNA
fiihrte zu einem deutlich verlingerten Uberleben der Miuse nach Induktion einer AML (n=16 pro

Gruppe). Abbildung aus [70].

4.3  DISKUSSION UND AUSBLICK

T-Zell-Aktivierung durch immunstimulatorische RNA ist eine innovative immuntherapeuti-
sche Strategie, die priklinisch gut untersucht ist und derzeit in ersten klinischen Studien gepriift
wird. [26,35] Dabei kommt aktuell iberwiegend eine intratumorale Applikation von RIG-I A-
gonisten bei Patienten mit soliden Tumoren zur Anwendung. Die Herausforderung eines ziel-
gerichteten Transports dieser Biomolekiile ist bisher nicht geldst, jedoch gibt es interessante
Ansidtze mit Hilfe verschiedener neuer Nanopartikel. [18,36] Es bleibt abzuwarten, ob die lo-
kale Applikation im klinischen Setting antitumorale Effekte zeigt und ob spezifischere Trans-

portstrategien sich klinisch translatieren lassen.
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In diesem Zusammenhang ist es sicherlich interessant, dass wir zeigen konnten, dass eine in-
travendse Applikation ohne zielgerichteten Transportmechanismus bei einer systemischen Er-
krankung wie der AML im Maus-Modell bemerkenswerte immunstimulatorische und antileu-
kdmische Aktivitit zeigte. Insbesondere aufgrund der beobachteten kompletten Remissionen
mit Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses stellt die Behandlung mit ppp-RNA eine

potentiell interessante neue immuntherapeutische Strategie zur Behandlung der AML dar.
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5. EINSATZ VON T-ZELL-REKRUTIERENDEN ANTIKORPERN
ZUR T-ZELL-AKTIVIERUNG BEI AML-PATIENTEN

5.1 HINTERGRUND

Antikorper-basierte Immuntherapien sind eine etablierte Strategie zur Bekdmpfung chemore-
sistenter Tumorzellen. Neben konventionellen Antikdrpern und Antikorper-Wirkstoff-Konju-
gaten sind in den letzten Jahren T-Zell-rekrutierende Antikdrper in den Fokus des Interesses
geriickt (siehe Abbildung 1). Dabei handelt es sich um bispezifische Antikorper-Konstrukte,
deren Wirkmechanismus es ist, durch simultane Bindung an T-Zellen des Patienten — zumeist
iiber CD3 im T-Zell-Rezeptor-Komplex — und Tumorzellen — iiber Tumor-assoziierte Antigene
— beide in rdumliche Nihe zueinander zu bringen. Die Aktivierung der T-Zellen fiihrt dann zu

einer Lyse der Tumorzelle, und zwar unabhingig von der Spezifitit des T-Zell-Rezeptors.

Der Nachweis, dass dieser Wirkmechanismus zu klinischem Benefit fiihren kann, wurde durch
das CD19/CD3 Antikoérper-Konstrukt Blinatumomab erbracht. Es wurde 2014 von der ameri-
kanischen Food and Drug Administration (FDA) fiir die Behandlung von rezidivierter oder
refraktérer Philadelphia-negativer B-Vorldufer-ALL zugelassen, nachdem in einer Phase 11 Stu-
die gezeigt wurde, dass bereits ein oder zwei Zyklen der Therapie zu einer CR-Rate von 43%
fiihrten. [84] In der Phase III Studie translatierte sich das in einen signifikanten OS-Vorteil
gegeniiber Chemotherapie. [39] Seither sind zahlreiche T-Zell-rekrutierende Antikorper in un-
terschiedlichen Formaten und mit unterschiedlichen Zielstrukturen entwickelt und klinisch ge-

testet worden. [67]

Auch fiir die AML haben T-Zell-rekrutierende Antikdrper einen gro3en Stellenwert innerhalb
der untersuchten immuntherapeutischen Strategien. Eine bedeutsame Frage ist hier die Wahl
des richtigen Ziel-Antigens (siehe auch 6). Mit unseren beiden Arbeiten zum CD33/CD3 bispe-
zifischen T-Zell-rekrutierenden Antikérper AMG 330 (siehe 5.2.1) trugen wir wesentlich dazu
bei, diesen Antikorper praklinisch zu validieren und den Weg zu bereiten fiir die klinische Stu-
die zur Erprobung dieser Therapie bei Patienten mit rezidivierter oder refraktirer AML
(NCT02520427). Eine Interimsanalyse von 60 Patienten zeigte eine hohe, aber noch beherrsch-
bare Rate an Zytokin-Ausschiittungs-Syndrom (cytokine release syndrome, CRS) und eine mé-
Bige klinische Effektivitit in der Monotherapie in allerdings stark vorbehandelten Patienten.
[68] Um die Spezifitit zu erhdhen, werden in letzter Zeit auch Antikorper entwickelt, die gegen
intrazelluldre Targets gerichtet sind. Ein Beispiel dafiir ist ein bispezifischer T-Zell-rekrutie-

render Antikorper gegen ein WT1-Peptid im Kontext von HLA-A*02 (siehe 5.2.2).
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5.2  EIGENE WISSENSCHAFTLICHE BEITRAGE

5.2.1 T-Zell-Aktivierung in der AML durch Einsatz des CD33/CD3 bispezifi-
schen T-Zell-rekrutierenden Antikérpers AMG 330

Eigene Publikationen:

e Kirupka C et al.: CD33 target validation and sustained depletion of AML blasts in long-
term cultures by the bispecific T-cell-engaging antibody AMG 330. Blood. 2014;
123(3):356-65

e Kirupka C et al.: Blockade of the PD-1/PD-L1 axis augments lysis of AML cells by the
CD33/CD3-BiTE® antibody construct AMG 330: reversing a T-cell induced immune
escape mechanism. Leukemia. 2016 Feb;30(2):484-91. doi: 10.1038/leu.2015.214.

In diesen beiden Arbeiten wurde ex vivo evaluiert, ob der T-Zell-rekrutierende Antikdrper
AMG 330 zur klinischen Erprobung als Therapie der AML geeignet ist. Mittels einer neu etab-
lierten Langzeit-Kultur konnte die Interaktion von primdren AML-Zellen mit autologen T-Zel-
len des Patienten im Kontext des Antikorpers iiber einen langeren Zeitraum analysiert werden.
Es zeigte sich, dass AMG 330 in der Lage ist, Geddchtnis-T-Zellen effizient zu rekrutieren und
zu expandieren und in der Folge eine iiberwiegende bis komplette Lyse der AML-Zellen zu

bewirken. [47]

In weiterfiihrende Untersuchungen konnten wir zeigen, dass die Kinetik und Effektivitdt der
durch AMG 330 induzierten Lyse von der CD33-Expression und dem Verhéltnis von T-Zellen
zu AML-Zellen innerhalb der Probe abhdngt. T-Zell-Aktivierung durch AMG 330 fiihrte zu
proinflammatorischen Bedingungen und dabei auch zu einer Hochregulation des Checkpoint-
Molekiils PD-L1, das bei Primirdiagnose gar nicht bis nur gering konstitutiv exprimiert wird.
Insbesondere unter Bedingungen mit suboptimaler T-Zell-Stimulation, beispielsweise aufgrund
eines geringen Verhiltnisses von T-Zellen zu AML-Zellen, fiihrte die Kombination von AMG
330 mit einem CPI gegen PD-1 oder PD-L1 daher zu einer erheblichen Verstirkung von T-
Zell-Stimulation und Lyse der AML Zellen (sieche Abbildung 16). [48]
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Abbildung 16: Die Blockade von PD-1/PD-L1 verstirkt die AMG 330-bedingte Lyse primé-
rer AML-Zellen. Primdre AML-Patienten-Proben wurden mit autologen oder allogenen T-Zel-
len kokultiviert unter Anwesenheit von AMG 330 oder einem Kontroll-Antikérper-Konstrukt.
Die Hinzugabe eines blockierenden Antikdrpers gegen PD-1 oder PD-L1 fiihrte zu erhdhter Lyse
(a), T-Zell-Proliferation (b) und IFN-y Sekretion (c) in den Bedingungen mit AMG 330. Dieser
Effekt auf Lyse (d) und Proliferation (e) war insbesondere unter Bedingungen mit suboptimaler
Stimulation durch AMG 330 zu beobachten, beispielsweise aufgrund eines geringen Verhéltnis

von T-Zellen zu AML-Zellen (1:9 vs. 1:1). Abbildung aus [48].
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5.2.2 T-Zell-Aktivierung in der AML durch Einsatz eines bispezifischen T-Zell-
rekrutierenden Antikorpers gegen CD3 und ein WT1-Peptid im Kontext
von HLA-A*02

Eigene Publikationen:

e Augsberger C, Hénel G et al.: Targeting intracellular WT1 in AML with a novel RMF-
peptide-MHC-specific T-cell bispecific antibody. Blood. 2021 Dec 23;138(25):2655-
2669. doi: 10.1182/blood.2020010477.

AML-Zellen haben ihre Linien-spezifischen Oberflachen-Antigene gemein mit hdmatopoeti-
schen Zellen der myeloischen Reihe. Dies hat zur Folge, dass der gewlinschte antileukdmische
Effekt nicht ausreichend zu trennen ist von unerwiinschten Nebenwirkungen auf die gesunde
Myelopoese. Eine vielversprechende Strategie ist es, intrazelluldre Antigene im Kontext spezi-
fischer HLA-Molekiile als Zielstruktur zu verwenden. Der T-Zell-rekrutierende Antikorper ge-
gen das WT1-Peptid RMFPNAPYL im Kontext von HLA-A*02 (WTI-T cell bispecific, WT1-

TCB), der in dieser Arbeit untersucht wurde, ist dafiir ein innovatives Beispiel.

Der WT1-TCB bewirkte Antikorper-mediierte zelluldre Toxizitdt gegen AML-Zellen in Ab-
hingigkeit ihrer Expression von WT1 und HLA-A*02. In Langzeitkulturen konnte eine spezi-
fische Lyse primirer AML-Zellen sowohl durch allogene als auch durch autologe T-Zellen
nachgewiesen werden. Dabei erwiesen sich polyklonale T-Zellen nach Aktivierung durch
WTI-TCB als effektiver als ein Peptid-spezifischer T-Zell-Klon. Die Kombination des WT1-
TCB mit Lenalidomid als Immunmodulator verstirkte den zytotoxischen Effekt der T-Zellen
gegen die AML-Zellen. In einem Zelllinien-basierten ebenso wie in einem Patienten-Xeno-
graft-basierten humanisierten AML-Mausmodell konnte eine signifikante und Dosis-abhingige

Reduktion der leukédmischen Zellen nachgewiesen werden (siche Abbildung 17).
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Abbildung 17: Der T-Zell-rekrutierende Antikorper gegen WT1 (WT1-TCB) zeigt antileu-
kimische Wirksamkeit in einem humanisierten Mausmodell. (A-B) Wachstumskurven leu-
kémischer SKM-1 Zellen in humanisierten Méusen unter wochentlicher Behandlung mit unter-
schiedlichen Dosen des WT1-TCB oder einer Vehikel-Kontrolle. (C) Die CD34"CD133" gesunde
Stammgzell-Population bleibt in den humanisierten Méusen unter Behandlung mit WT1-TCB
weitgehend erhalten. (D-E) WT1-TCB zeigt antileuk&mische Aktivitét in einem Xenograft-Mo-
dell. Abbildung aus [4].

5.3  DISKUSSION UND AUSBLICK

Ausgelost durch den Erfolg T-Zell-rekrutierender Antikorper in der Therapie von B-Zell-Er-
krankungen, zundchst der B-Vorldufer-ALL [39,84], aber auch der malignen B-Zell-Lym-
phome [10,34] und des Multiplen Myeloms [32], werden derzeit auch gegen die AML zahlrei-
che T-Zell-rekrutierende Antikorper erprobt. Bedeutsame Zielstrukturen auf der Oberflache der
AML-Zellen sind dabei die Linien-spezifischen Antigene CD33 [17] und CD123 [78]. Wie

schon in 5.2.2 erwihnt, muss ein moglicher therapeutischer Benefit hier gegen die langdauernde
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Myelosuppression abgewogen werden, die durch den On-Target-Off-Tumor-Effekt gegen ge-
sunde myeloische Zellen bewirkt wird. Der wichtigste unerwiinschte Effekt im Zusammenhang
mit dem Wirkmechanismus per se ist daneben fiir alle T-Zell-rekrutierenden Antikorper das
CRS. Die derzeit laufenden frithen klinischen Studien werden zeigen, ob diese beiden uner-
wiinschten Effekte im Setting der AML beherrschbar sind und ob der antileukdmische Effekt
bei sicheren Dosen ausreichend ist, um ein positives Nutzen-Risiko-Verhéltnis zu ermdglichen

und eine weitere klinische Entwicklung zu unterstiitzen.

Daneben wird an vielen Optionen gearbeitet, um mit modifizierten T-Zell-rekrutierenden An-
tikdrpern das Risiko insbesondere fiir On-Target-Off-Tumor-Effekte zu reduzieren. Eine dieser
Moglichkeiten ist es, statt eines Oberfldchen-Antigens ein intrazelluldres Peptid im HLA-Kon-
text als Zielstruktur zu verwenden. Die Anzahl dieser Strukturen auf der Oberfldche einer
AML-Zelle ist deutlich niedriger als die typischer Oberflichen-Antigene. Durch die hohere
Aviditdt des WT1-TCBs im Vergleich zu typischen unmodifizierten TCRs reicht diese geringe
Zahl von Zielstrukturen jedoch fiir eine effektive Lyse in vitro aus. Aktuell erfolgt die klinische
Erprobung in einer Phase I Studie (NCT04580121). Die Ergebnisse dieser Studie werden Be-

deutung iiber dieses Molekiil hinaus fiir diese therapeutische Strategie als Ganzes haben.
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6. AKTUELLE ENTWICKLUNG UND ZUKUNFTIGE PERSPEKTI-
VEN

Bis vor wenigen Jahren gab es zur Behandlung der AML im Wesentlichen eine einheitliche
Strategie weitgehend unabhéngig von den Charakteristika der Erkrankung: eine mehr oder we-
niger intensive zytotoxische Therapie, wenn moglich gefolgt von einer konsolidierenden allo-
SZT. Neben der Entwicklung zielgerichteter Therapien liegt der Fokus der aktuellen Forschung
auf innovativen T-Zell-basierten Therapiestrategien, die darauf abzielen, antileukdmische Ef-
fekte zu vermitteln, ohne dabei die ausgepriagten und lange anhaltenden Nebenwirkungen einer

allo-SZT mit sich zu bringen.

Mit dem vorliegenden Habilitationsprojekt haben wir zu Erkenntnissen iiber zwei wichtige
Plattformen fiir T-Zell-basierte Therapiestrategien beigetragen, die sich derzeit in klinischer
Entwicklung befinden: zum einen die Generierung von AML-spezifischen Immunantworten
durch Vakzinierung mit Dendritischen Zellen (siehe 3), zum anderen den Einsatz von T-Zell-
rekrutierenden Antikorpern zur T-Zell-Aktivierung (siehe 5). Ein weiterer Fokus meiner Arbeit
war die experimentelle Untersuchung einer T-Zell-Aktivierung durch immunstimulatorische
RNA als Therapieprinzip in der AML (siehe 4); eine klinische Priifung steht hier noch aus. Eine
weitere bedeutsame Plattform ist die Verwendung genetisch modifizierter T-Zellen, seien es
TCR-transgene oder CAR-modifizierte T-Zellen; diese war jedoch nicht Gegenstand dieser Ar-
beit. CPI als Monotherapie zeigen in der AML méBige Aktivitdt, stellen aber potentiell wichtige
Kombinationspartner sowohl fiir andere immuntherapeutische als auch nicht-immuntherapeu-

tische Strategien dar.

Alle genannten Therapiestrategien stehen in der AML noch am Anfang der klinischen Entwick-
lung. Eine groBBe Herausforderung ist die Auswahl des Zielantigens bzw. des Zielepitops. [21]
Eine ideale Zielstruktur wie fiir die B-Zell-Neoplasien konnte fiir die AML bisher nicht identi-
fiziert werden. Die Aktivierung von T-Zellen gegen Linien-spezifische Antigene, wie sie bisher
in der Mehrzahl der klinischen Studien untersucht wird, fiihrt zu begleitender, zum Teil lang
andauernder Myelosuppression. T-Zellen gegen LAA, die auf den Zellen der gesunden Hédma-
topoese weniger oder gar nicht exprimiert werden, zeigen hiufig On-Target-Off-Tumor Toxi-
zitdten in anderen Geweben. Und die Stimulation von T-Zell-Antworten gegen intrazellulédre
Leuké@mie-spezifische Antigene steht noch am Beginn der klinischen Untersuchungen (siche
5.2.2). Moglicherweise werden zukiinftige Strategien auch eine Kombination mehrerer Ziel-

Antigene verwenden, sei es parallel oder sequentiell.
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Als hdufigste unerwiinschte Therapie-bedingte Nebenwirkung im Zusammenhang mit T-Zell-
aktivierenden Therapien hat sich das CRS herausgestellt. Dieses ist durch Pramedikation und
frithe Intervention zwar meist beherrschbar, jedoch sind Strategien zur Vermeidung und zum
optimalen Management dieser Nebenwirkung Gegenstand intensiver Diskussionen und Unter-

suchungen.

Zusammenfassend hat es in den letzten Jahren deutliche Fortschritte in der Entwicklung inno-
vativer immuntherapeutischer Strategien zur Behandlung der AML gegeben. Dennoch stehen
wir noch am Anfang der Entwicklung, die meisten klinischen Studien befinden sich in frithen
Phasen und sind noch nicht abgeschlossen. Weitere Schwerpunkte aktueller Diskussionen sind
die gezielte Verwendung von Biomarkern zur Selektion geeigneter Therapien fiir den einzelnen
Patienten und die Identifikation des idealen Settings fiir den Einsatz von Immuntherapien in der
AML, beispielsweise MRD oder frithe Rezidive. In den néchsten 5-10 Jahren werden damit
wesentliche Erkenntnisse erwartet, die den Stellenwert der Immuntherapie fiir die Behandlung

der AML klarer bestimmen werden.
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8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ALL

Allo-SZT

AML

AML-CG

APZ

BDZ

CAR T-Zelle

cDZ1
cDZ2
CEBPA
CLL
CML
CPI

CR

CRS

DZ
ELISpot
ELN
FDA
FLT3
FSME
GFP
GMP
hCMVpp65

HD

Akute lymphatische Leukdmie

Allogene Stammzell-Transplantation
Akute myeloische Leukdmie

Acute Myeloid Leukemia Cooperative Group
Antigen-prasentierende Zelle(n)

Blut Dendritische Zelle(n)

Chimédre Antigen-Rezeptor T-Zelle
CD141+ myeloische Dendritische Zelle(n)
CDl1c+ myeloische Dendritische Zelle(n)
CCAAT/enhancer-binding protein alpha
Chronische lymphatische Leukédmie
Chronische myeloische Leukdmie
Checkpoint-Inhibitor

Komplette Remission (complete remission)

Zytokin-Ausschiittungs-Syndrom (cytokine release syndrome)

Dendritische Zelle(n)

Enzyme-linked immune absorbent spot
European LeukemiaNet

Food and Drug Administration
Fms-like tyrosine kinase 3
Friihsommer-Meningoenzephalitis

Green fluorescent protein

Gute Herstellungspraxis (good manufacturing practice)

Humanes Cytomegalie-Virus Phosphoprotein 65

Gesunder Proband (healthy donor)

_44 -



HLA Humanes Leukozytenantigen

hTERT human telomerase reverse transcriptase

HVEM Herpesvirus entry mediator

IIT Von Wissenschaftlern initiierte Studie (investigator-initiated trial)
IRF Interferon regulatory factor

ITD Internal tandem duplication

vt in vitro transkribiert

LAA Leukimie-assoziiertes Antigen

LAG-3 Lymphocyte Activation gene 3

LSz Leukidmische Stammzelle

MAVS Mitochondrial antiviral signaling protein

MDS Myelodysplastisches Syndrom

MRD Minimale Resterkrankung (minimal residual disease)
NF-«B Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NK-Zelle Natiirliche Killerzelle

NPM1 Nucleophosmin

oS Gesamt-Uberleben (overall survival)

pDZ Plasmazytoide dendritische Zelle(n)

PD-1 Programmed cell death protein 1

PD-L1 Programmed cell death 1 ligand 1

PHA Phytohdamagglutinin

Poly(I:C) Polyinosinic:polycytidylic acid

ppp-RNA 5¢-Triphosphat-RNA

PRAME Preferentially expressed antigen in melanoma

RFS Rezidiv-freies Uberleben (relapse-free survival)
RIG-I Retinoic acid inducible gene |

siRNA Small interfering RNA
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TAA
TIM-3
TLR

Treg Zelle
WT1

WTI1-TCB

Tumor-assoziiertes Antigen

T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3
Toll-like Rezeptor

Regulatorische T-Zelle

Wilms Tumor 1

T-Zell-rekrutierender Antikorper gegen das WT1-Peptid
RMFPNAPYL im Kontext von HLA-A*02 (WTI-T cell bispecific)
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