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1 Summary

Acute myeloid leukemia is a disease of the hematopoietic system with pathological
proliferation of myeloid progenitor cells in the bone marrow. Standard therapy for this
disease involves intensive chemotherapy. However, after chemotherapy the majority
of patients suffer a relapse. A subsequent allogeneic stem cell transplantation is still
considered the only curative approach to disease elimination in the treatment of AML.
However, only few patients are eligible for this therapeutic regimen, among others, due
to their age or poor overall fitness. It is therefore of great interest to explore new
alternatives in therapy. Immunotherapies are a novel promising approach, whereby the
patient's own immune system is stimulated to fight the tumor. Immunotherapies
comprises various approaches, including vaccination with dendritic cells. These cells
have a crucial function in induction of an antitumor response, by presenting tumor

antigens to the immune system and thus activating tumor-specific T-cells.

It has already been confirmed in clinical trials that vaccination using dendritic cells can
induce antitumor responses. However, the clinical benefit of monotherapy has been
limited so far.

Moreover, a number of tumor-associated antigens have been identified that may be
relevant targets in AML, including neoepitopes, which arise from tumor-specific
mutations and are therefore foreign to the immune system. However, administration of

such antigens as a monotherapy has not yet shown satisfying immune responses.

The aim of this work was to combine tumor-associated antigens, especially
neoantigens with dendritic cell vaccination, leading to improved clinical efficacy

achieved by combining the two monotherapies.

Therefore, tumor-specific T-cells targeting key AML mutations were generated and
functionally evaluated. The cells served additionally as a tool to test a «CD40 antibody
construct. This antibody consists of a CD40 single-chain variable fragment and a CMV
pp65-specific antigen containing epitopes of NPM1 or WT1, leading to activation and
antigen-presentation by DCs. Antigen-presentation and DC activation by the antibody

should be detected with the tumor-specific T cells.

Two different epitopes were selected as target antigens for vaccination and their

efficacy was compared.



On the one hand, Wilms tumor 1 (WT1) was evaluated as a target antigen, which is
widely overexpressed in AML and has been evaluated in multiple studies. In this work,
a WT1-specific T-cell clone was successfully generated and expanded. Several
experiments with this T-cell clone demonstrated improved tumor antigen-specific lysis
of various target cells.

On the other hand, the mutant neoepitope Nucleophosmin 1 (NPM1) was evaluated
as a second target antigen. This gene was selected based on frequency in AML as
well as by high stability in the mutation status in NPM1. The NPM1 specific T-cell clone
also showed a targeted immune response against NPM1 mutant AML cell lines.

Additionally, a significantly stronger immune response was observed when evaluating
the aCD40-DC antibody construct with the NPM1-specific T-cell clone compared to
the generated WT1-specific T-cell clone. As a result, our work indicates that a

combination of neoantigens and dendritic cell vaccination is a promising approach.



2 Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukamie ist eine Erkrankung des blutbildenden Systems mit
pathologischer Vermehrung von myeloischen Vorlauferzellen im Knochenmark. Die
Standardtherapie der Erkrankung umfasst eine intensive Chemotherapie. Im
Anschluss an die Chemotherapie erleidet allerdings die Mehrheit der Patienten ein
Rezidiv. Eine anschlieBende allogene Stammzelltransplantation gilt bis heute daher in
der Therapie der AML als einzig kurativer Ansatz zur Krankheitselimination. Allerdings
kommen nur wenige Patienten fir dieses Therapieschemata in Betracht, unter
anderem auf Grund ihres Alters oder ihres schlechten Allgemeinzustandes. Es ist
daher von groBem Interesse, neue Alternativen in der Therapie zu erforschen. Einen
neuartigen vielversprechenden Ansatz bieten Immuntherapien, wobei das
kérpereigene Immunsystem dazu angeregt wird, den Tumor zu bekampfen. Die
Immuntherapien umfassen diverse Anséatze. Einer davon ist die Impfung mit
dendritischen Zellen. Diese Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der
Induzierung einer Antitumor-Antwort, durch die Prasentation von Tumorantigenen an

das Immunsystem, wodurch Tumor-spezifische T-Zellen aktiviert werden.

Es wurde bereits in klinischen Studien bestéatigt, dass eine Vakzinierung mit
dendritischen Zellen Antitumor-Antworten induzieren kann. Der klinische Nutzen einer

Monotherapie ist bisher allerdings begrenzt.

Zudem konnten in den letzten Jahren bereits eine Reihe von Antigenen, die in der AML
als Zielstrukturen relevant sein kbénnen, identifiziert werden, darunter auch
Neoantigene, welche aus tumorspezifischen Mutationen entstehen und dem Kérper
daher fremd sind. Eine Monotherapie durch Verabreichung solcher Antigene zeigte

jedoch noch keine zufriedenstellenden Immunantworten.

Ziel dieser Arbeit war es, tumorassoziierte Antigene, insbesondere Neoantigene mit
der dendritischen Zellvakzinierung zu verbinden, wodurch eine verbesserte klinische

Wirksamkeit durch die Kombination der beiden Monotherapien erreicht werden sollte.

Dazu wurden tumorspezifische T-Zellen generiert, welche gegen wichtige AML
Mutationen gerichtet sind, um anschlieBend ihre Funktion zu testen. Die generierten
T-Zellen sollten zudem dazu dienen, ein aCD40 Antikdrperkonstrukt zu testen. Der
CD40-Antikdrper besteht aus einem CD40 single-chain variable fragment, sowie
einem CMV pp65-spezifischen Antigen, welches das NPM1/WT1-Epitop enthalt, was

zur Aktivierung und Antigenprasentation von DZ fahrt. Mithilfe der Antigen-
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spezifischen T-Zellen sollte die DZ-Aktivierung, sowie die Peptidprasentation durch

den Antikérper nachgewiesen werden.

Als Zielantigen der Impfung wurden zwei verschiedene Epitope ausgewahlt und deren
Wirksamkeit verglichen.

Einerseits wurde Wilms Tumor 1 ausgewahlt, welches in der AML Uberexprimiert ist
und bereits in mehreren Studien evaluiert wurde. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
erfolgreich ein  WT1-spezifischer T-Zell-Klon generiert und expandiert. In
verschiedenen Versuchen mit diesem T-Zell-Klon konnte eine verbesserte
Tumorantigen-spezifische Lyse von verschiedenen Zielzellen gezeigt werden.

Als zweites Zielantigen wurde das mutierte Neoantigen NPM1 getestet. Dieses Gen
wurde anhand der Haufigkeit in der AML sowie durch eine hohe Mutationsstabilitat
evaluiert. Die NPM1 spezifischen T-Zellen zeigten ebenfalls eine zielgerichtete
Immunantwort gegentber NPM1 mutierten AML Zelllinien.

Mit dem NPM1 T-Zell-Klon zeigte sich zudem eine deutlich starkere Immunantwort bei
der Evaluierung des aCD40 DZ-Antikdrperkonstrukts im Vergleich zum generierten
WT1-spezifischen T-Zell-Klon. Damit gibt unsere Arbeit einen Hinweis darauf, dass
eine Kombination aus Neonantigenen und dendritischer Zellvakzinierung einen

vielversprechenden Ansatz darstellt.



3 Einleitung

3.1 Akute myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukamie (AML) bezeichnet eine pathologische Proliferation der
myeloischen Zellreihe. Es kommt zur Ausschwemmung von unreifen und

funktionsunfahigen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark.
3.1.1 Epidemiologie

Von allen malignen Erkrankungen des hamatologischen Systems entfallen rund 13 %
auf akute Leukédmien. Die akuten Leukdmien umfassen die myeloische sowie die
lymphatische Zellreihe, wobei in 80 % der Félle myeloische Zellen betroffen sind.
Wahrend Kinder meist an einer akuten lymphatischen Leukadmie (ALL) erkranken,
betrifft die AML haufiger Erwachsene, wobei das Erkrankungsrisiko mit dem Alter
ansteigt. Bei der Erstvorstellung einer AML sind die Patienten im Durchschnitt 70 Jahre
alt. Das Verhaltnis von Mannern: Frauen betragt 3:2. Das 5-Jahres-Uberleben bei
akuter myeloischer Leukamie hat sich in den letzten Jahren durch neue
Therapiekonzepte deutlich verbessert, allerdings betragt dieses immer noch nur 24 %
(Stand 2014 in Deutschland) (1-4).

3.1.2 Symptome/Klinik

Bei Erkrankten sind die Symptome meist unspezifisch und vielfaltig. Durch
Verdrangung gesunder Zellen durch die myeloischen Vorlauferzellen resultieren eine
Anamie, Thrombozytopenie und Leukopenie. Die Anamie fuhrt in Folge zu einer
Abgeschlagenheit, Dyspnoe und Midigkeit. Durch die Thrombozytopenie kommt es
zu erhéhter Blutungsneigung mit Petechien. Die niedrige Leukozytenzahl bedingt
haufig Fieber sowie eine generell erhdhte Infektanfalligkeit. Eine Infiltration
unterschiedlichster Organe durch Leukozyten resultiert oft in einer Hepatomegalie,
Splenomegalie, Lymphadenopathie oder auch in Knochenschmerzen. Bei einem
sogenannten ,Leukostasesyndrom“ kommt es zur Bildung von Thromben mit
Zirkulationsstérungen. Falls eine akute myeloische Leukadmie unbehandelt bleibt,
versterben die Patienten oft innerhalb von wenigen Monaten an diesen Komplikationen
(5-7).

3.1.3 Pathogenese

Bisher konnten einige Risikofaktoren als Ursprung fir die Krankheitsentstehung der
AML identifiziert werden. In Einzelfallen kommen frihere Chemotherapien oder
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chemische Noxen als Ursache in Betracht. Bei der Mehrheit der Patienten liegt jedoch
eine genetische Veranderung durch Chromosomenanomalien oder isolierte
Genmutationen vor (8). Bei Kindern und jungen Erwachsenen sind sogar 30-50 %
Genmutationen wie Translokationen und Inversionen die Ursache der
Krankheitsentstehung (9). Die haufigsten Genmutationen sind Translokationen wie
t(8;21), 1(15;17) oder inv(16), aber auch eine Trisomie 21 zeigt eine hohe Korrelation
mit dem Auftreten der Erkrankung (5).

Neben genetischen Mutationen bestehen bei AML-Patienten auBerdem relevante
zytogenetische Veranderungen, wodurch in Folge wichtige Prozesse der
Zellentwicklung, Proliferation und das Uberleben der Zelle deutlich veréndert sind.
Eine geeignete Therapie ohne betrachtliche Schaden zu entwickeln fallt daher schwer
(10).

Altere Patienten weisen, neben einem schlechteren Allgemeinzustand, haufig in
deutlich gréBerem Umfang zytogenetische Veranderungen auf als jingere Patienten.
Dies fuhrt als Resultat auch oft zu einem schlechteren Ansprechen auf
Chemotherapien (11).

3.1.4 Klassifikation

Die akute myeloische Leukamie wird klassifiziert nach der historischen French-
American-British-Klassifikation (FAB-Klassifikation) (6, 12) und der Klassifikation der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) (13). In der FAB-Klassifikation wird die
Erkrankung anhand ihrer Morphologie sowie der Zytogenetik eingeteilt. Die FAB-
Klassifikation unterscheidet acht verschiedene Untergruppen MO bis M7 (14). Eine
detailliertere Unterteilung erlaubt die WHO Klassifikation (13). Im Jahr 2008 wurden
die ersten Genmutationen (NPM1 und CEBPA) als Entitaten in die Klassifikation der
WHO fir AML aufgenommen (13). Im Jahr 2016 wurde die WHO Kiassifikation erneut
aktualisiert und umfassten ab diesem Zeitpunkt die  Morphologie,
Immunphanotypisierung sowie die klinische Prasentation der Erkrankung (15).
Zusatzlich werden AML-Patienten abhangig von ihrer Prognose in Untergruppen
unterteilt. Das European LeukemiaNet unterteilt die Erkrankung in gunstig,
intermediare sowie ungunstige genetische Veranderungen (16). Die Einteilungen sind
von Bedeutung, da nach diesen eine Therapieentscheidung flr arztliches Personal
empfohlen wird. Neuere Sequenzierungsanalysen ermoglichen mittlerweile eine
schnelle Einteilung in die jeweiligen Untergruppen und erleichtern so die

Therapieentscheidungen (17).



Tabelle 1

WHO Kilassifikation myeloischer Neoplasien 2016

(Déhner H, et al. Diagnosis and Management of AML in adults: 2017 ELN

recommendations from an international expert panel)

AML mit verwandten Neoplasien

AML mit wiederkehrenden genetischen
Abnormalitaten

AML mit t(8;21)(g22;922.1); RUNX1-
RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1g22)  oder
t(16;16)(p13.1;922);

CBFB-MYH11

Akute Promyelozytenleukamie mit PML-
RARA

AML mit t(9;11)(p21.3;023.3); MLLT3-
KMT2A

AML mit t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
AML mit inv(3)(g21.3926.2)  oder
t(3;3)(921.3;026.2);

GATA2, MECOM(EVIT)

AML (Megakaryoblasten) mit
t(1;22)(p13.3;913.3);

RBM15-MKL1

Provisorische Entitat: AML mit BCR-ABL1
AML mit NPM1 Mutation

AML mit CEBPA Mutation (biallelisch)

Provisorische Entitat: AML mit
RUNX1Mutation
AML mit  Myelodysplasie-bedingten

Veranderungen
Therapiebedingte myeloische Neoplasie
AML mit minimaler Differenzierung

AML ohne Maturierung

AML und verwandte Neoplasien

Akute myelomonozytére Leukamie

Akute monoblastische/monozytare
Leukamie

Rein erytroide Leukamie

Akute megakaryoblastische Leukamie
Akute basophile Leumamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Myeloisches Sarkom

Myeloische Proliferation im
Zusammenhang mit dem Down Syndrom
Vortibergehende abnormale Myelopoese
Myeloische Leukédmie assoziiert mit Down
Syndrom

Blastische plasmazytoide dendritische
Zellneoplasie

Akute Leukamie mit unklarer
Abstammung

Akute undifferenzierte Leukamie

MPAL mit 1(9;22)(934.1;911.2); BCR-ABL1
MPAL mit t(v;11923.3); KMT2A rearranged
MPAL, B/myeloisch, NOS

MPAL, T/myeloisch, NOS



Tabelle 2 2017 ELN-Risiko Klassifikation durch genetische Verfahren
Déhner H, et al., 2017, Diagnosis and management of acute myeloid leukemia
in adults: 2017 ELN recommendations from an international expert panel)
Risiko Kategorie Genetische Abnormalitat

Gunstige genetische Veranderungen
t(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1;
inv(16)(p13,1922) oder

t(16;16)(p13.1;022); CBFB-MYH1 1

NPM1 Mutation ohne FLT3-ITD oder FLT3-
ITD

Biallele CEBPA Mutation

Intermediare genetische Veranderungen
NPM1 Mutation und FLT3-ITD

Wildtyp NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit
FLT3-ITD

(ohne ungtinstige genetische Veranderung)
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
Zytogenetische Abnormalitat nicht
klassifiziert

als gunstig oder ungunstig

Unglinstige genetische Veranderung
t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
t(v;119283.3); KMT2A rearranged
t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL 1
inv(3)(g21.3926.2) oder (3;3)(g21.3;926.2);
GATA2, MECOM(EVI 1)

-5 oder del(5q); -7; -17/abn(17p)
Komplexer Karyotyp, Monosomaler
Karyotyp

Wildtyp NPM1 und FLT3-ITD

RUNX1 Mutation

ASXL1 Mutation

TP53 Mutation



Tabelle 3 FAB-Klassifikation

MO
Akute  myeloische  Leukadmie  mit
minimaler Differenzierung: unreife

Blasten ohne Granulation, POX <3 %,

EST negativ
M1
Akute myeloische Leukdmie ohne

Ausreifung: weniger als 10 % reife Zellen
(=Promyelozynte, Granulozyten,
Monozyten), nur spérliche Granulation,
POX >3 %, EST <20 %

M2
Akute

Ausreifung: >10 % reife Zellen in der

myeloische  Leukdmie  mit
Myelopoese,
Monozyten, POX >3 % (meist deutlich
positiv), EST meist schwach positiv)
M2pas0

Akute Basophilen Leukéamie

M3

Akute Promyleozytenleukamie: 30 %

weniger als 20 %

Promyelozyten (Blastenanteil oft
weniger), POX >3 % (meist stark positiv),
EST schwach bis maBig positiv

M3v
Akute
mikrogranulare Form
M4
Akute

Myeloische

Promyelozytenleukamie,

myelomonozytdre  Leukamie:

Zellen  (Blasten  und
Promyelozyten) >20 %, monozytare
Zellen (Monoblasten und reife Formen)
20 % bis 80 %, POX >3 %, EST >20 %

negativ bis leicht positiv, EST >20 %

(kraftig positiv)

M5
Akute
mehr als 80 % der myeloischen Zellen sind

Monoblasten/Monozytenleuk@mie:

Monoblasten bzw. Monozyten, POX meist
M5a

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

M5b

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

M6

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

M7
Akute
Hochgradig pleomorphe Blasten, POX <3 %,

Megakaryoblastenleukamie:

EST kann positiv sein



3.1.5 Diagnostik

Als diagnostische Verfahren werden die Morphologie von Knochenmark und
Blutausstrich, die Analyse von Zelloberflachenmarkern mittels Durchflusszytometrie,
die ldentifizierung von Chromosomenveranderungen sowie zytogenetische Tests
herangezogen (16, 18). Zur Diagnosestellung einer AML missen im Knochenmark
oder Blutausstrich 20% oder mehr Blasten vorkommen, auBBer bei 1(8;21), t(15;17),
t(16;16) sowie inv(16) (7, 16). Die Zytogenetik sollte in ihrer Beurteilung ein Screening
auf die haufigsten Mutationen miteinschlieBen, was sich mittlerweile als Standard
etabliert hat. Darunter fallen Mutationen in den Genen NPM1, CEBPA, RUNX, FLTS3,
TP53 und ASXL1. Im Vergleich zu anderen haufig vorkommenden Tumoren weist die
AML relativ wenige, aber oft krankheitsspezifische Mutationen auf (16, 19).

3.1.6 Therapiemdglichkeiten

Die klassische Therapie der akuten myeloischen Leuk&mie wird in drei Phasen
unterteilt: Induktionsphase, Konsolidierungsphase und Erhaltungsphase. Die
Induktionsphase soll zu einer kompletten Remission flihren. Sie besteht in der Regel
aus einer Chemotherapie nach dem ,7+3“ Schema. Dabei werden 7 Tage Cytarabin
(Pyrimidinanaloga) und im Anschluss 3 Tage Daunorubicin (Antrazyklin) in relativ
hohen Dosen verabreicht (5, 7, 16, 20). Als Postremissionstherapie wird entweder eine
weitere Chemotherapie oder eine Stammzelltransplantation durchgefiihrt (16, 21). Die
angewandte Chemotherapie ist jedoch bei einem GroBteil der Patienten tber 60 Jahre
nicht mehr kurativ (22).

Der Ansatz mit der besten Wirksamkeit in der Postremissionsphase der AML besteht
in einer allogenen Stammzelltransplantation (23). Dennoch kommen nur wenige
Patienten flr diese Therapie infrage (20). Ausschlusskriterien sind unter anderem ein
zu hohes Alter, zahlreiche Komorbiditaten, keine verfligbaren Spender, ein friihes
Rezidiv oder auch initial kein Therapieansprechen (24-26). Es besteht daher ein hoher
Bedarf an der Entwicklung neuartiger oder alternativer Therapieansatze zur

Stammzelltransplantation.
3.1.7 Immuntherapien in der AML

Zur Behandlung einer AML werden seit Neuerem auch immuntherapeutische Ansatze
in Betracht gezogen. Die Immuntherapie hat die Krebstherapie in den letzten Jahren
revolutioniert (27). Dabei wird Uber verschiedenste Mechanismen versucht, das eigene

Immunsystem anzuregen, um den Tumor zu bekampfen. Das Konzept der
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Immuntherapie ist jedoch bei Leukd&mien und kalten Tumoren mit geringer
Mutationslast deutlich schwieriger anzuwenden (28). Wahrend far die akute
lymphatische Leukadmie schon viele klinische Studien im Rahmen der Immuntherapie
laufen und erste Ansatze bereits zugelassen sind (zum Beispiel Blinatumomab (29,
30) oder CD19-spezifische CAR-T-Zellen (31)), ist dieser Therapieansatz bei AML
deutlich schwieriger. Dies ist bedingt durch ein umfassendes Expressionsmuster,
welches gleichzeitig auch in der gesunden Hamatopoese zu finden ist (27). Im letzten
Jahrzehnt jedoch haben sich auch im Bereich der AML viele neue Therapiekonzepte
entwickelt. Aktuell umfasst die Immuntherapie im Bereich der AML flinf verschiedene
Konzepte:  Antikdrper-Wirkstoff ~ Konjugate  (ADC), T-Zell rekrutierende
Antikdrperkonstrukte, chiméare Antigenrezeptor T-Zellen (CAR T-Cells), Checkpoint-
Inhibitoren sowie die dendritische Zellvakzinierung (27). Fir die Impfung mit
dendritischen Zellen missen AML relevante Zielstrukturen gewahlt werden. In der
Regel werden Tumorantigene als Zielstruktur gewéhlt. Im folgenden Kapitel werden
unterschiedliche zur Wahl stehende Kandidaten fur eine dendritische Zellvakzinierung
genauer besprochen.

3.2 Klassifikation der Zielantigene

Die Wahl des Antigens fir die Impfung ist entscheidend und hat gro3e Auswirkungen
auf den Impferfolg. Zu den wichtigsten Kriterien, die Antigene erfillen sollten, zéhlen
unter anderem die therapeutische Funktion, die Immunreaktion, die Spezifitdt und

auch die Haufigkeit eines solchen Antigens im Patienten (32).
3.2.1 Leukamie-assoziierte Antigene

Um einen Tumor besser zu kontrollieren und eine Antitumorreaktion hervorzurufen,
spielt die Erkennung von tumorassoziierten Antigenen mithilfe von humanen

Leukozytenantigenen (HLA) eine entscheidende Rolle (33).

In diesem Zusammenhang sind Leukamie-assoziierte Antigene (LAA) relevant. Es
konnten bereits viele LAAs identifiziert werden, welche eine T-Zell-Antwort in der AML
hervorrufen. Zu diesen zahlen unter anderem BAGE, BCL-2, G250, PRAME, RHAMM,
Proteinase 3 und WT1 (34). LAAs Ubernehmen zwei wichtige Rollen: Sie erhéhen die
Zellproliferation und fuhren zu spezifischen T-Zell-Antworten. Eine Therapie mit
Leuk&mie-assoziierten Antigenen ist auch nach Hochdosischemotherapie einsetzbar.
Es ware zwar aufgrund einer Zytopenie als Nebenwirkung eine geringere T-Zell-
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Aktivitat zu erwarten, diese sind aber in ihrer Funktion nicht eingeschrankt und zeigen

sogar erhéhte Proliferationsraten nach Stimulation (35, 36).

Nachdem diese Antigene dem eigenen Koérper sehr vertraut sind, muss der Impfstoff
die Toleranzschwelle fur das Antigen brechen und die wenigen Antigen-reaktiven
CD8+ T-Zellen rekrutieren, um eine Immunantwort zu erhalten (37). Damit die T-Zell-
Antwort nicht unterdrickt wird beziehungsweise weiterhin bestehen bleibt, gibt es die
Méglichkeit zur Verwendung von Adjuvantien (38). Durch diese kann eine Verstarkung
der Impfung stattfinden, damit eine langere Wirksamkeit sichergestellt werden kann.

3.2.2 Zelloberflachenantigene

Verschiedene charakteristische Zelloberflachenantigene werden von myeloischen
Zellen exprimiert. Zu den am haufigsten in der AML verwendeten Oberflachenmarker
zahlen CD33 sowie CD123 (39). Diese Antigene werden haufig als Ziel im Rahmen
der CAR T-Zelltherapie oder auch fur Antikérper-Wirkstoff-Konjugate verwendet (40).
Bei diesen Antigenen ist es allerdings mdglich, dass damit auch gesunden Zellen als
Zielzellen erkannt und eliminiert werden, was eine Anamie der betreffenden Zellen zur

Folge hat.
3.2.3 Neoantigene

Neben Leukamie-assoziierten und ursprungsabhangigen Antigenen gibt es auch
sogenannte Leukamie-spezifische Antigene. Diese Neoantigene entspringen aus
einer nicht-synonymen somatischen Mutation (41). Sie werden erst wahrend der
Tumorentstehung gebildet und kommen daher in gesunden Zellen nicht vor (42).
Neoantigene in Krebszellen sind somit mutierte Peptide, die durch eine zuféllige
Mutation vom Immunsystem erkannt werden (43). Insertionen, Deletionen und
Einzelnukleotidvarianten, welche zu Frameshifts im Gen flhren, z&hlen zu den
Veranderungen die Neoantigene hervorbringen (44). Ein groBer Vorteil von
Neoantigenen ist, dass sie durch ihre Eigenschaften zu keiner T-Zell-Toleranz fUhren
(45). Somit wird eine On-Target-Off-Tumor Toxizitat, wie sie bei Leukamie-
assoziierten Antigenen auftreten kann, verhindert. Der Begriff Neoantigen wird
teilweise auch fir Antigene verwendet, welche komplett tumorspezifisch sind. Zu
diesen zahlen zum Beispiel Peptide, die durch abberantes RNA-SpleiBen gebildet
wurden (44). Zu den bekannten Leukamie-spezifischen Antigenen gehéren FLT3-ITD,
DEK-CAN, AML 1-ETO, PML-RARa und NPM1 (46, 47).
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Durch Genomsequenzierung konnten bereits viele patienteneigene und speziell auf
den Tumor zugeschnittene Peptide identifiziert werden, wobei die ldentifikation von
haufigen Neoantigenen in diesem Fall eine besondere Herausforderung darstellt (33).
Es werden verschiedenste Verfahren angewandt, welche teilweise eine gro3e Anzahl
an Tumorantigenen erkennen (48-50). Es muss allerdings davon ausgegangen
werden, dass von etwa 1000 nicht-synonym gefundenen Mutationen in der Regel nur
ein Neoantigen entsteht, welches auf HLA prasentiert wird (51, 52).

3.2.3.1 Impfung mit Neoantigenen

In der Forschung wurde nach diesen Erkenntnissen eine Impfung mit Neoantigenen

konzipiert, um spezifische T-Zellen zu rekrutieren.

Eine Verringerung der Tumormasse nach Infusion von Neoantigen-spezifischen-T-
Zellen bewies, dass CD8+ positive T-Zellen auf mutierte Antigene reagieren, jedoch
ohne relevante Toxizitat zu verursachen (45). Ein erfolgreiches Beispiel ist die Infusion

von HPV-spezifischen T-Zellen beim Zervixkarzinom (53).

Beim metastasierten Melanom und Glioblastom wurden bereits personalisierte
Neoantigenimpfungen durchgeflihrt. Dabei wurden durch Analysen patienteneigene
Mutationen identifiziert und dem Patienten als Impfstoff injiziert. Es konnten positive
Antworten durch T-Zell-Antworten sowie teilweise ein Ausbleiben von Rezidiven nach
der Impfung beobachtet werden (51, 54, 55).

Bei der Wahl der Neoantigene sollte generell darauf geachtet werden, dass es sich um
Mutationen handelt, die in Tumoren stark ausgebildet sind sowie eine hohe Stabilitat
aufweisen und in einem GroBteil der Patienten vorkommen (56). Das am besten
erforschte und am haufigsten nachgewiesene Neoantigen in der AML ist die NPM1
Mutation, welches dadurch ein attraktives Ziel fir eine Impfung bei AML-Patienten
darstellt. In Kapitel 3.4. wird ndher auf die NPM1 Mutation eingegangen.

Eine Kombination aus mehreren unterschiedlichen Antigenen scheint sinnvoll zu sein,
um das Risiko einer Runterregulation von Zielantigenen auf malignen Zellen zu
miniminieren. Dieser Effekt wurde haufig bei einer Therapie mit CAR T-Zellen
beobachtet (39). Es ware zum Beispiel mdglich, Leukamie-assoziierte Antigene mit
Leukamie-spezifischen Antigenen zu kombinieren, um mehrere gleichzeitige
Angriffspunkte zu haben (57). In diesem Zusammenhang kénnte WT1 als h&ufiges
Leuk&mie-assoziiertes Antigen eine wichtige Rolle spielen.
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3.3 Wilms Tumor 1

3.3.1 Allgemeines zu WT1

Das Wilms Tumor 1 (WT1) Gen befindet sich auf Chromosom 11p13 (58). Es kodiert
fir einen Transkriptionsfaktor mit einer Aktivator- und einer Repressordomane und
spielt eine entscheidende Rolle in den Bereichen des Zellwachstums sowie der
Zelldifferenzierung (59). WT1 wurde urspriinglich den Tumorsupressorgenen
zugeordnet, basierend auf der Existenz von WT1-Mutationen in verschiedenen
Tumorentitdten (60). Dagegen wurde eine Uberexpression von WT1 in akuten
Leuk@mien und vielen soliden Tumoren festgestellt (61). Zudem wird das Wachstum
von WT1-exprimierenden Leukamiezelllinien durch einen siRNA-induzierten
Knockdown von WT1 gehemmt (62). Deshalb wird WT1 heute eher eine onkogene
Funktion zugeschrieben (46, 60, 63). Neben vieler weiterer Funktionen ist WT1 auch
an der Mitose der Zellen beteiligt, indem es das Checkpoint-Protein MAD2 reguliert
und dadurch Einfluss auf die chromosomale Stabilitat besitzt (64).

WT1 wird in kleinen Mengen auch in gesunden Zellen exprimiert, wie im zentralen
Nervensystem, in den Keimdrisen und teilweise auch im Rahmen der Hamatopoese
(60). Durch das Vorkommen in gesunden Zellen kann es unter WT1 Therapie zu einer
On-Target-Off-Tumor Toxizitdt kommen (39). Dabei findet eine Immunreaktion gegen
gesunde Zellen statt.

In Mausversuchen konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung der WT1 Expression
den Leukamiefortschritt verhindern konnte und bei hoher Expression von WT1 eine
Induktion der Leukamie stattfand und somit die onkogene Funktion von WT1 zusatzlich
unterstreicht (65). Bei kompletter Deletion des WT1 Gens folgten pathologische
Veranderungen wie Glomerulosklerose, eine Atrophie des Pankreas, ein Verlust des

Knochenvolumens sowie eine Stérung der Hamatopoese (66).
3.3.2 Rolle von Wilms Tumor 1 in AML

Die Uberexpression von WT1 ist in einem GroBteil der AML-Patienten nachweisbar
(67) und wird korreliert mit einem reduzierten Langzeitliberleben sowie einem
schlechteren Ansprechen auf Chemotherapie (67-70), wobei andere Studien diesen
Effekt nicht sicher belegen konnten (71). WT1 Mutationen waren zudem haufig
gemeinsam mit Mutationen im FLT3-IDT oder CEBPA Gen nachweisbar (72). Da WT1
ein intrazellulares Protein ist, werden flr immuntherapeutische Ansétze verschiedene

WT1-Peptide als Tumortarget untersucht, die vor allem auf HLA*02 prasentiert werden

14



(73). Insbesondere das Peptid RMFPNAPYL (WT1126-134), prasent im wild-typ Protein,
als auch das Peptid VLDFAPPGA (WT137.45), welches durch eine WT1-Mutation

entsteht, zeigten sich als besonders immunogen (74, 75).

Eine Impfung mit Wilms Tumor 1 in Kombination mit weiteren Zusatzen wurde bereits
in zahlreichen Studien erprobt (76-81). Der Nachweis einer Immunantwort erfolgte in
der Regel anhand der Messung von WT1-spezifischen T-Zellen und verstarkter IFN-y
Sekretion. Die Wirkung der Impfung war allerdings oft nicht von langer Dauer, was

haufige Auffrischungsimpfungen erforderlich machte (79).

In mehreren Studien mit Peptid- und DZ-basierten Impfungen mit WT1 als Zielantigen
konnte eine gute Vertraglichkeit, spezifische Immunreaktionen und verbesserte 5

Jahres-Uberlebensraten nachgewiesen werden (59, 82, 83).
3.4 Nucleophosmin

3.4.1 Allgemeines zu NPM1

Nucleophosmin (NPM) wandert als Protein zwischen Zellkern und Zytoplasma. Es
verhindert, dass Proteine im Nucleolus aggregieren und transportiert Partikel durch die
Kernmembran (84). AuBerdem Ubernimmt es eine wichtige Funktion im Signalweg des
p53-Tumorsupressorgens (85). Nachdem NPM eine relevante Rolle in der
Tumorsuppression spielt, kénnten Stérungen in der Bewegung von NPM zwischen
dem Zytosol und dem Zellkern als Anhaltspunkt flr die Entstehung einer
Tumorerkrankung wichtig sein. Die Nucleophosmin-Gruppe umfasst mehrere
Mitglieder (NPM1, NPM2, NPM3 und NPM-ahnliches Protein) und wird zu den Histon-
Chaperonen gezahlt (86).

3.4.2 Nucleophosmin 1 in akuter myeloischer Leukamie

In einer Studie von Falini et al. konnte bei etwa einem Drittel der AML Patienten
zytoplasmatisches NPM1 nachgewiesen werden. Diese Lokalisation ist bedingt durch
eine Mutation in Exon 12 im Nucleophosmin Gen (87). Eine Mutation im NPM1 Gen
zahlt durch ein Vorkommen in fast 30 % der Patienten zu den haufigsten Mutationen
bei der akuten myeloischen Leukamie, wobei ein GroBteil der Patienten zusatzliche
Mutationen in der Methylierung und in der Hydroxymethylierung aufweisen (DNMT3a,
IDH1, TET2) (88-91). NPM1 Mutation war mit vielen morphologischen Subtypen der
Erkrankung, oft einem normalen Karyotyp und in der Regel auch mit gutem
Ansprechen auf Chemotherapie verknipft (87, 90, 92). In mehr als 90 % der Patienten
waren vor allem drei Typen von NPM1 Mutationen (Typ A, B und D) vorhanden (88,
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90, 93). Eine NPM1 Mutation tritt in der AML am haufigsten zusammen mit anderen
Mutationen auf, meist in Kombination mit einer DNMT3a oder mit FLT3-ITD Mutation
(91). Patienten mit einer NPM1 Mutation ohne FLT3-ITD Mutation zeigen ein besseres
Gesamtlberleben im Vergleich, wobei die Ursachen hierfir noch nicht ganz aufgeklart
sind (94).

In einer groBen Kohortenstudie wurde festgestellt, dass NPM1 Mutationen fast
ausschlieBlich sekundare Ereignisse waren, die erst nach DNMT3a-, IDH1- oder
NRAS-Mutationen auftraten und so auf ein bestimmtes Mutationsmuster hindeuten
(89). Mutationen wurden haufiger in Frauen nachgewiesen und traten in Kombination
mit DNMT3a Mutation mit héheren Leukozytenzahlen sowie héheren Blastenzahlen
im Knochenmark auf (95). Die meisten Patienten mit NPM1 Mutation scheinen nicht
von einer Stammzelltransplantation als Erstlinientherapie zu profitieren (90).

Ein hohes Transkriptionslevel an mutiertem NPM1 gilt als negativ prognostischer
Faktor mit hohen Ruckfallquoten in Patienten mit MRD (Minimal Residual Disease)
(96). Eine Therapie, die auf NPM1 abzielt, ist daher auch ein erfolgversprechender
Ansatz in der Therapie der Minimalen Resterkrankung.

NPM1 wurde als Target fir Immuntherapien bereits haufiger getestet. In einer
aktuellen Studie von Xie et al. wurde NPM1 bereits als Target fir die Chimare
Antigenrezeptor (CAR) T-Zell-Therapie verwendet. Es konnten erfolgreich CAR T-
Zellen generiert werden, die in vitro und in vivo Zytotoxizitdt von NPM1+/HLA-A2+
Zelllinien und primare AML Zellen vermittelten, aber nicht von NPM1- bzw. HLA-A2-
Zellen. Die Verwendung von mutiertem NPM1 als Ziel hat zudem den Vorteil, dass On-
Target-Off-Tumor-Toxizitat reduziert werden kann (97).

Daruber hinaus wurden von Van der Lee et al. NPM1 T-Zell-Rezeptoren (TCR)
generiert und konnten in Mausversuchen eine gute Wirksamkeit mit Vermehrung von

CD8+ spezifischen T-Zellen nachweisen (98).
3.5 Dendritische Zellvakzinierung bei AML
3.5.1 Rolle der dendritischen Zelle im Immunsystem

1973 wurden durch Steinman et al. in peripheren lymphatischen Organen die
dendritischen Zellen (DZs) als neuer Zelltyp identifiziert (99), die zu den Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ) gezahlt werden (100). Dendritische Zellen sind in der
Lage, eine 10 bis 100-fach starkere T-Zell-Proliferation auszulésen als Monozyten
oder B-Zellen (101). Sie prozessieren Pathogene, nachdem sie diese in die Zellen
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aufgenommen haben und prasentieren die erzeugten Peptid-Fragmente auf
Haupthistokompatibilititskomplexe (MHC) Klasse | und Il (102, 103). Durch die
Antigenprasentation induzieren DZs sowohl CD4+ und CD8+ T-Zell-Antworten, als
auch Natdurliche Killerzell-Antworten (104, 105). Dies geschieht unter anderem durch
die Ausschittung von IL-12 und anderen Zytokinen. Sie stellen somit eine Schnittstelle
zwischen angeborener und erworbener Immunitat dar (106). Dendritische Zellen sind
in ihrer Rolle als Abwehrzellen auch in der Lage zur sogenannten ,Kreuzprasentation®.
Dabei werden internalisierte Tumorassoziierte Antigene (TAA) auf MHCI prasentiert,
die in Folge eine Aktivierung von TAA-spezifischen CD8+ T-Zellen verursachen
kénnen (107, 108). Diese besondere Funktion der dendritischen Zelle kann genutzt
werden, um tumorspezifische Antworten und in Folge auch ein Ianger anhaltendes T-
Zell-Gedéachtnis zu erzielen (108). Damit die ,Kreuzprasentation“ funktioniert, muss
das jeweilige Antigen Uber das Endosom oder Phagosom geleitet werden, wo es
entsprechend prozessiert wird (109). Dendritische Zellen sind durch ihre besondere
Rolle somit die starksten Stimulatoren des Immunsystems von inaktiven und naiven T-
Zellen (110).

3.5.2 Reifung dendritischer Zellen

Zur Auslésung von Antigen-spezifischen T-Zell-Reaktionen ist die Reifung der DZs von
groBBer Relevanz (100, 111). Erst durch die Reifung kommt es zu einer Hochregulation
von kostimulatorischen Molekulen, zur Expression von Chemokinrezeptoren und zu
einer Verstarkung der Antigenprasentation der DZs (112). Es sind deshalb nur reife
DZ in der Lage, eine adaquate T-Zell-Antwort hervorzurufen. Ausgeldst wird eine
natdrliche Reifung durch mikrobielle Produkte, welche die Aktivierung von Pattern
Recognition Receptors (PRR) oder RIG-1 férdern oder durch bestimmte Zytokine (113,
114).

Da DZs nur ungefahr 1 % der mononuklearen Zellen im Blut ausmachen, ist es eine
Herausforderung groBe Mengen an dendritischen Zellen zu produzieren. Daher
wurden flr in vitro-Versuche und Vakzinierung haufig aus Monozyten generierte DZs
verwendet (115). Zur Generierung von DZs aus Monozyten sind viele unterschiedliche
Protokolle publiziert und wurden durch die Zugabe von bestimmten Zytokinen (wie IL-
6, IL-1) und Prostaglandinen rasch optimiert (116). Die Protokolle zur Maturierung
wurden zudem tendenziell zeitlich verklrzt. Neuere Protokolle ermdglichen die
Generierung von reifen DZs aus Monozyten innerhalb von 72 Stunden anstelle von 5-
7 Tagen (117, 118).
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3.5.3 Impfung mit dendritischen Zellen

In der Regel werden zur DZ Vakzinierung Zellen verwendet, welche aus Monozyten
hervorgehen, insofern sie die gréBte Immunantwort hervorrufen sollen und ohne
groBBen Aufwand aus peripheren Blutproben herzustellen sind (27). Es ist allerdings
bis heute noch nicht klar, welche DZ-Untergruppe das beste Mittel zur Vakzinierung
ist (119).

Dendritische Zellen lassen sich in drei groBe Untergruppen einteilen: Plasmazytoide
DZs (pDZ), myeloide/konventionelle DZ1s (cDZ1) sowie myeloide/konventionelle
DZ2s (cDZ2). Jede einzelne Untergruppe reagiert auf unterschiedliche Pathogene und
interagiert mit spezifischen T-Zellgruppen (120, 121). cDZ1 zeichnen sich vor allem
durch Antigen-Kreuzprasentation an CD8+ T-Zellen aus und produzieren grof3e
Mengen an IL-12, wahrend cDZ2 eher CD4+ T-Helfer-Zell-Reaktionen induzieren
(122). Im Gegensatz dazu werden pDZs vor allem nach Virusinfektion aktiv und
sondern groBe Mengen an Typ-Il-Interferonen ab (123). Es existieren neben den
Hauptuntergruppen zwei weitere DZ Gruppen, welche aus deren Vorlaufern
hervorgehen. Dazu zahlen die Langerhans-Zellen (LCs) sowie die von Monozyten
stammenden DZs (moDZs), welche vor allem im Gewebe eine Antigenprasentation

sowie Produktion von Interleukinen leisten (122, 124).

Eine Impfung mit Leuk@mie-assoziierten Antigenen in Form von Peptid-basierten
Impfstoffen konnte noch keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielen. Dies ist vor
allem durch eine T-Zell-Toleranz sowie ineffiziente T-Zell-Antworten zu erklaren (125).

Anhand der besonderen Rolle von DZ im Rahmen von Immunreaktionen wurde die
These aufgestellt, dass DZ ein geeignetes Mittel fir eine Impfung mit Antigenen
darstellen wirden (119). Um diese These zu bestatigen, wurden gesunde Probanden
mit Antigen-gepulsten DZ geimpft. Dabei konnten antigenspezifische Immunantworten
beobachtet werden, wahrend eine reine Peptid-basierte Impfung keine Reaktion

ausloste (126).

Fir die Impfung mithilfe von dendritischen Zellen stehen zwei unterschiedliche
Ansatze zur Verfligung, welche in den folgenden beiden Kapiteln vorgestellt werden.

3.5.4 Impfung mit ex vivo generierten DZ

Fir die DZ-Vakzinierung werden haufig DZ verwendet, die ex vivo aus Monozyten

generiert und mit Tumorantigenen beladen wieder in den Patienten zurlcktransferiert
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werden. Die DZ sollen anschlieBend zu den Lymphknoten wandern und dort antigen-

spezifische Immunantworten auslésen.

Es konnten allgemein in vielen Tumorentitaten erste Erfolge mittel DZ Vakzinierung
gezeigt werden, diese sind allerdings noch verbesserungsfahig. In einer
umfangreichen Metaanalyse wurden in 77 % beim Prostatakarzinom sowie in 61 %
beim Nierenzellkarzinom antigen-spezifische zellulare Immunantworten nach DZ
Impfung detektiert (127). Als erfolgreiches Beispiel wurden in einer Phase I-Studie
TLR7/8 gereifte, mit RNA transfizierte DZ, die unter anderem fir CMVpp65, WT1 und
PRAME kodieren, AML Patienten verabreicht. Die Verabreichung war problemlos und
einfach durchfihrbar, fihrte kaum zu Nebenwirkungen und zeigte eine Vermehrung
antigenspezifischer CD8+ sowie CD4+ T Zellen im Blut (128, 129). Beim
Prostatakarzinom wurde die DZ Vakzinierung mit dem TLR3-Agonisten poly-ICLC
verknUpft und resultierte in MHCI-Tetramer Analysen in einer antigenspezifische T-
Zell-Vermehrung sowie teilweise in einem verzégerten Fortschreiten der Erkrankung
in der Bildgebung (130).

Des Weiteren wurde Sipuleucel-T als der erste DZ Impfstoff von der FDA (Food and
Drug Administration) zugelassen, welcher zur Behandlung vom Prostatakarzinom
eingesetzt wird (131). Eine allogene DZ Impfung wurde bereits an mehreren Patienten
in der Postremissionsphase getestet und konnte ein verlangertes Langzeitliberleben
korrelierend mit der Aufrechterhaltung der T-Zell-Funktion durch die Impfung
nachweisen (132).

Bei DZ-Vakzinierungen wurden zudem unterschiedliche Injektionsmethoden, wie
intradermal, intranodal oder auch direkte Tumorinjektionen im Hinblick auf die
Migration der DZ in die Lymphknoten getestet. Dabei konnte jedoch keine bevorzugte
Methode sichergemacht werden (115).

Eine Impfung mit ex vivo generierten DZs hat zwar bereits einige Fortschritte gemacht,
allerdings sind die Behandlungsergebnisse noch nicht zufriedenstellend. AuBerdem ist
diese Methode sehr kosten- sowie arbeitsintensiv und kann auch nicht standardisiert
ablaufen, da flr jeden Patienten ein individueller Impfstoff produziert werden muss
(119).

3.5.5 In vivo DZ-Vakzinierung

Ein alternativer Ansatz verfolgt die Aktivierung der dendritischen Zellen direkt im
Kérper durch in der Regel spezielle Antikérper (133). Diese sollen tber Rezeptoren,
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welche von dendritischen Zellen exprimiert werden, in die Zellen eindringen und dann
wieder prasentiert werden, um eine Immunreaktion auszulésen (134, 135). Dieser
Ansatz hat den Vorteil, dass kein patientenindividueller Impfstoff produziert werden
muss, wodurch Kosten gesenkt werden kdnnen. Zudem kénnen mit dieser Methode
die nattrlichen DZs im Kérper direkt stimuliert und aktiviert werden (119).

Verschiedene DZ-Antigene werden zurzeit fir in vivo DZ-Vakzinierungen getestet,
wobei insbesondere CD40 als Zielantigen verwendet wird (136). Der Einsatz von
agonistischen CD40-Antikérpern soll eine Aktivierung beziehungsweise Reifung der
DZs hervorrufen, welche dann in Folge proinflammatorische Zytokine produzieren und
eine T-Zell-Aktivierung induzieren (119). Ein CD40-Antikérper, welcher in Funktion
eines Wirkverstarkers verabreicht wird, soll dadurch die Reaktion von CD8+ T-Zellen
gegenlber dem spezifischen Antigen erhéhen (137). Neben dem CD40-Antikérper gibt
es noch weitere Wirkverstarker, die eine ahnliche Funktion austiben (134).

In Studien wurden fir dieses Verfahren kaum relevante Nebenwirkungen festgestellt
und in Kombination mit anderen Immuntherapien, vor allem der Immuncheckpoint
Blockade zeigte sich ein verbessertes Uberleben (138, 139). Beim Pankreaskarzinom
fihrte die Kombination aus einem aCD40 Antikérper mit Chemotherapie und aPD-1
zu einer Verringerung der Tumormasse und filhrte zu einem verbesserten Uberleben
im Mausmodell (138). In einer Phase | Studie mit agonistischem CD40 Antikérper in
Kombination mit Gemcitabine zeigte sich bei fortgeschrittenem Adenokarzinom des
Pankreas ein verbessertes Gesamtiberleben mit Riickgang der Lebermetastasen
(139).

Eine Impfung mit dendritischen Zellen wird in vielen Studien kombiniert mit weiteren
Immuntherapien und erzielt dadurch noch deutlich bessere Ergebnisse (140). In einem
Mausmodell beim metastasierten Mammakarzinom wurde die DZ-Vakzinierung mit
P60 (einem Peptid, welches Foxp3 hemmt) kombiniert und resultierte in einem
vermindertem Tumorwachstum sowie einer langeren Uberlebenszeit (141). Arab et al.
kombinierten DZ Vakzinierung mit einer Blockade des Adenosin Rezeptors A2A sowie
CD73 und erreichten damit eine erhéhte IFN-y Produktion sowie verminderte IL-10
Spiegel (142).
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4 Arbeitshypothese

Far die akute myeloische Leuk@mie existiert vor allem in der Rezidivphase noch keine
vielversprechende Therapie sowie eine Alternative flr Patienten, bei denen eine
allogene Stammzelltransplantation nicht infrage kommt. Deshalb werden zurzeit unter
anderem unterschiedlichste immuntherapeutische Konzepte verfolgt, inklusive der
dendritischen Zellvakzinierung. Bei dieser werden dem Patienten entweder ex vivo-
modifizierte DZ verabreicht, oder spezielle Antikdrper, die DZ direkt im Koérper
aktivieren. Dies soll zu einer Tumorantigenprasentation auf den MHC-Molekilen der

DZ fahren und T-Zell-Antworten induzieren, die zur Lyse von Tumorzellen flhren.

Ziel dieser Arbeit war es, Antigen-spezifische T-Zell-Klone zu generieren, welche
gegen entscheidende Mutationen der akuten myeloischen Leukadmie gerichtet sind.
Diese Tumor-spezifischen T-Zellen sollten dazu dienen, in Folge ein DZ
Antikdrperkonstrukt zu testen. In diesem Ansatz werden folglich die DZ Vakzinierung

mit einer leuk@mieassoziierten oder leukamiespezifischen Antigentherapie verbunden.

Die erfolgreich generierten spezifischen T-Zell-Klone wurden auf ihre Funktionalitat
untersucht. Dazu wurden AML Zelllinien sowie primare AML Zellen herangezogen und
die Tumorlyse durch die spezifischen T-Zellen untersucht, wobei die gesunden
hamatopoetische Zellen unbeeinflusst bleiben sollten. Im Anschluss wurde in einer
Kokultur mit den generierten T-Zellen ein aCD40-DZ- Antikérperkonstrukt getestet.
Durch die Versuche sollte eine neue Kombinationstherapie von tumorspezifischen

Antigenen und Neoantigenen mit DZ-Vakzinierung naher untersucht werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Gerate

Tabelle 4

Liste der technischen Ausristung

Bezeichnung

Hersteller

Sterilwerkbank HERA SAFE 2020

Thermo Scientific, Langenselbold, D

Tischzentrifuge 5424

Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge Rotina 420R

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D

Zellzahlgerat Countess I

Life Technologies, Singapore, SGP

Mirkoskop Leica DMIL

Leica Microsystems, Wetzlar, D

Invertiertes Mikroskop

Zeiss, Jena, D

FACS Aria lll BD Bioscience

Guave easyCyte 6HT Merck Millipore

Inkubator Binder, Tuttlingen, D

FACS Cytoflex S/LX Beckmann Coulter, Krefeld, D

Microplate-Reader Infinite M1000 Pro

Tecan Group, Mannedorf, CH

Wasserbad VWB 12

VWR, Leuven, B

Kihlschrank 2-8°C

Liebherr, Bulle, CH

Gefrierschrank -20°C

Liebherr, Bulle, CH

Gefrierschrank -80°C

Thermo Fisher Scientific

Mini Vortex Mixer SU1900

Neolab, D

Mr. Frosty Gefrierbehalter

Thermo Scientific, Waltham, USA

Bestahlungsgerat XStrahl RS225

XStrahl, Ratingen, D

PipettBoy Acu Integra

Bioscience, Fernwald, D

Kolbenhubpipetten

Eppendorf, Hamburg, D
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5.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5 Liste der Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller

Polypropylen-Zentrifugenréhrchen 1,5/ 2 ml | Eppendorf, Hamburg, D

Polypropylen-Zentrifugenréhrchen 15/ 50 ml | Corning, Reynosa, Mexico

Polystyrene-round-bottom-tube 5 mi Corning, Reynosa, Mexico

Pipettenspitzen 0,5-20/ 2-200/ 50-1000 pl Eppendorf, Hamburg, D

Serologische Pipetten 5/ 10/ 25 ml Corning, Durham, USA
Zellkulturplatten 6/ 12/24/48/96 well Corning, Durham, USA
Nunc Zellkulturplatten 6/12 well Nuncleon Delta Surface, Thermo Fisher

Scientific, Roskilde, Danemark

Pasteurpipetten VWR, Darmstadt, D

Zellkulturschale 35/ 100 mm Eppendorf, Hamburg, D
Zellkulturflaschen T25/T75/T175 Corning, Durham, USA

Leucosep Réhrchen Greiner Bio-One

Countess™ cell counting chamber slides Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
Cryogenic Vials 1,8 ml Starlab, Hamburg, D

5.1.3 Blutproben

Peripheres Blut wurde von gesunden Spendern gesammelt und gemaB der
Deklaration von Helsinki sowie mit Genehmigung der Ethikkommission der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen verwendet. Die primaren AML Zellen stammen von
Patienten des LMU Klinikums GroBBhadern.

5.1.4 Kommerzielle Antikérper

Tabelle 6 Antikérper fur Durchflusszytometrie

Antigen Flourophor Reaktivitat | Isotyp Hersteller | Klon

CcD2 APC, FITC human Mouse BioLegend | RPA2.10
lgG1
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CD3 APC, FITC human Mouse BioLegend | 17A2
lgG2

CD8 FITC, human Mouse BioLegend | SK1

PerCPeFlour710, lgG1
BV

NPM1 av- PE human MBL

spezifischer

TCR (Quick

switch

Tetramer)

IFN-y PE human Mouse BioLegend | B27
lgG1

TNF-o APC human Mouse BioLegend | MAb11
lgG1

CCR7 APC human REAfinity | Miltenyi REA108

CD45RA Bv421 human Mouse BioLegend | HI100
lgG2

CD80 BV510, APC human Mouse BioLegend | 2D10
lgG1

CD83 PerCP-Cy5.5 human Mouse BioLegend | HB15e
lgG1

CD86 APC human Mouse BioLegend | BU63
lgG1

CD19 FITC, PE human Mouse BioLegend | HIB19
lgG1

CD33 PE, Bv421 human Mouse BioLegend | WM53
lgG1

CD34 PC-7 human Mouse BioLegend | 561
lgG2

CD38 AF750 human Mouse BioLegend | HB-7
lgG1
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CD69 FITC-C human Mouse Biolegend FN50
lgG1

Zombie Invitrogen
Green
Fixable
Viability Kit

Live/Dead Invitrogen
Fixable Aqua
dead

5.1.5 Reagenzien fir Zellkultur-Medien und Kryokonservierung von Zellen

Tabelle 7 Standardpuffer- sowie Medien fir Zellkulturmethoden sowie Kryokonservierung
Bezeichnung Hersteller
RPMI 1640 Medium PAN Biotech, Aidenbach, D
DPBS PAN Biotech, Aidenbach, D
VLE RPMI 1640 (very low endotoxin) PAN Biotech, Aidenbach, D
X-VIVO 15 Medium Lonza, Verviers, B
DMSO SERVA Electrophoresis, Heidelberg, D
Ficoll Biochrome, Berlin, D
EDTA Invitrogen, Bleiswijk, NL
FKS/FBS Invitrogen, Bleiswijk, NL
Trypanblau Invitrogen, Bleiswijk, NL

5.1.6 Verwendete Zytokine

Tabelle 8 Liste der verwendeten Zytokine
Zytokin Hersteller
GM-CSF (Granulozyten-stimulierender | Peprotech, Hamburg, D
Faktor)
IL-4 Peprotech, Hamburg, D
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IL-7

Peprotech, Hamburg, D

IL-15

Peprotech, Hamburg, D

PGE-2 (Prostaglandin 2)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

IL-16 R&D Systems, Minneapolis, USA
TNF-a Peprotech, Hamburg, D

IFN-y Peprotech, Hamburg, D

R848 Invivogen, Toulouse, F

PHA-L Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
IL-2 Peprotech, Hamburg, D

IL-21 Peprotech, Hamburg, D

5.1.7 Puffer und Medien

Tabelle 9 Liste der Standard Puffer und Medien fir die Zellkultur

Bezeichnung

Bestandteile

FACS-Puffer

DPBS
0,5 % BSA

2 mM EDTA

Fixationspuffer fir FACS

FACS-Puffer

2 % Formaldehyd

R10-Kulturmedium fir Zelllinien

RPMI 1640
1 % Hepes
1 % Pen/Strep/L-Glutamin

10 % FKS (hitze-aktiviert)

Kryomedium fur Kryokonservierung

FKS+ 10 % DMSO
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5.1.8 Ausgewahlte Epitopsequenzen

1. Sequenz  288-296 von mutiertem NPM1  Protein (mNPM1icLa)
RMTDQEAIQDLCLAVEEVSLRK (Transduzierte TCR- Zellen aus dem Labor
von Van der Lee et al. (98))

2. Sequenz 283-291 von  mutietem  NPM1 Protein  (MNPM1aQ)
RMTDQEAIQDLCLAVEEVSLRK (von unserer Arbeitsgruppe generierter Klon)

Die Sequenz 283-291 wurde von uns anlehnend an das Paper von Greiner et al. (143)
ausgewahlt. Die Vorteile bestehen darin, dass es die haufigste Mutation im NPM1
Protein ist und Greiner et al. zeigen konnten, dass eine Zunahme von peptid-
spezifischen Zellen nach Impfung mit spezifischen CD8+ T-Zellen sichtbar war (143).
Es waren hoch-avide Bindungspotentiale sowie ausreichend T-Zell-Antworten zu
sehen.

3. Sequenz 37-45 von mutiertem WT1 Protein (WT1vip) VLDFAPPGA

Diese Sequenz wurde nach dem Abstract von Smithgall et al. Identification of a novel
WT1 HLA-A*0201-restricted CTL epitope using whole gene in vitro priming. auf der
Jahrestagung der American Society of Hematology 2001 ausgewé&hlt. Ein weiterer
Nachweis zur Funktionalitat dieses Klons wurde durch eine vergleichende Studie von

Rezvani et al gezeigt (73).

5.1.9 Programme

Tabelle 10 Liste der Programme

Programm Hersteller
FlowdJo v9 TreeStar, Ashland, OR, USA
GraphPad Prism version 6 und 8.2 GraphPad Software Inc.

5.2 Zellkulturmethoden

5.2.1 Zelllinien

Die Zelllinien HL-60, OCI-AML 3, BV-173, MOLM 13 sowie SKM-1 wurden
entsprechend den Angaben der DSMZ bei 37°C unter 5 % CO2 sowie 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert und regelmaBig auf Kontaminationen mit Mykoplasmen

getestet.
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Tabelle 11

Verwendete Zelllinien

Zelllinie | Ursprung | Hersteller | Zytogenetik Molekulargenetik | Positive
Immunfluoreszenz
HL-60 DSMZ AML FAB | Humaner hyperdiploider Karyotyp XX, - X, -X, -8, -8, -16,-17,-17, | MYC Gen; c-myc | CD4+
ACC 3 M2;PB;35 | +18, +22, +2 mar, ins(1;8) (p?31;924hsr) x2, der (5) t(5;17) | Amplicons CD13+
Jahre, W | (gq11;911)x2, add (6)(g27)x2, der(9) del(9)(p13 )i(9;14)
(g?722;0722) x2, der(14)t(9;14) (q?22;q722)x2, der(16)t(16;17) CD15+
(022;922)x1-2, add (18)(g21) CD33+
OClI- DSMZ AML FAB | Humaner Hyperdiploider Karyotyp 48(45- | NPM1, DNMT3a, | CD4+
AML3 ACC 582 | M4;PB; 57 | 50)<2n>X/XY,+1,+5,+8,der(1)t(1;18)(p11;q11),i(5p),del(13)(q13q | R882C CD13+
Jahre, M 21),dup(17)(q21925)
CD15+
CD34+
CD68+
MOLM- | DSMZ AML FAB | Humaner hyperdiploider Karyotyp 51(48- | FLT3 ITD; CBL | CD4+
13 ACC 554 | Mb5a 52)<2n>XY,+8,+8,+8,+13,del(8)(p1?p27),ins(11;9)(923;p22p23) | deltaExon8 mutant CD15+
(RAEB);
PB: 20 CD33+
Jahre, M cyCD68+
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SKM-1 DSMZ AML FAB | Humaner hyperdiploider Karyotyp 43(38-43), <2n>XY,+1,-12,- | N-ras, K-ras CD4+
ACC 547 | M5 14,-20,-21, t(1;19)(921;913),del(2)(p11), CD13+
(RAEB-T); | del(9)(g12),add(17)(p17?),der(10)t(10;721)(p11;911),-21
CD15+
PB;
CD33+
76Jahre,
M HLA-DR+
BV-173 | DSMZ CML; 45 | Humaner hyperdiploider Karyotyp 47(46-48)<2n>X/XY, -9,+22, | BCR-ABL e13-a2 CD10+
ACC 20 Jahre, M +mar, add(1)(g42), add(8)(p23), 1(9;22)(q34;911), CD13+
der(22)t(9;22)(g34;q11),der(?)t(9;?)(?p11;7?)
CD19+
HLA-DR+
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5.2.2 Isolierung von mononuklearen Zellen aus peripherem Blut (PBMC)

Mit Heparin versetztes peripheres Blut wurde 1:1 mit PBS verdiinnt. 15 ml einer
Fiocoll-Trennlésung wurden in einen 50 ml Falcon vorgelegt, mit 30 ml des verdinnten
Blutes langsam Uberschichtet und zentrifugiert (30 min, 820 rcf mit langsamem
Anfahren und Abbremsen der Zentrifuge). Die Leukozyten-haltige Schicht (engl. buffy
coat) wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen und zweimal mit DPBS
gewaschen. Die Zellen wurden entweder direkt weiterverwendet oder in R10-Medium
resuspendiert, oder in Kryomedium bei -150 °C fr eine spatere Verwendung gelagert.
Zum Einfrieren wurden Mr. Frosty Behalter verwendet.

5.2.3 Generierung von dendritischen Zellen aus Monozyten

Dendritische Zellen wurden anlehnend an das Protokoll von Lichtenegger et al. aus
PBMCs oder reinen Monozyten generiert (144). Reine Monozyten wurden aus PBMCs
mit Monocyte Isolation Kit Il, human (Miltenyi Biotech) geman den Anweisungen des
Herstellers isoliert. PBMCs oder Monozyten von gesunden Spendern wurden in DZ-
Medium (Endotoxinarmes RPMI 1640 versetzt mit 1,5 % Humanserum (Pool von
Blutgruppe AB-positiven mannlichen Erwachsenen, Institut flr Transfusionsmedizin,
Suhl) und einer Konzentration von 0,5x107 Zellen/ml resuspendiert und in 6- oder 12-
Well-Platten (Nuncleon Delta Surface, Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danemark)
kultiviert, welche eine Oberflachenbehandlung flir verbesserte Zelladharenz besitzen.
Nach zwei Stunden wurden die nicht-adharenten Zellen abgenommen und bei 37 °C
weiter kultiviert. Die adharenten Zellen wurden zweimal mit Medium gewaschen und
anschlieBend fur 48 Stunden bei 37 °C in DZ-Medium versetzt mit 800 IU/ml GM-CSF
(Peprotech), 580 IU/ml IL-4 (Peprotech) und 250 ng/ml PGE2 (Sigma-Aldrich)
kultiviert, um in Folge unreife DZs zu erhalten. Zur vollstandigen Reifung der DZs
wurden anschlieBend 2000 IU/ml IL-18 (R&D Systems), 1100 IU/mlI TNF-a
(Peprotech), 5000 IU/ml INFy (Peprotech) und 1 pg/ml R848 (Invivogen) hinzugefugt.
Um sicherzustellen, dass die dendritischen Zellen gereift sind, wurde die Expression
von Reifungsmarkern (CD80, CD83, CD86 und HLA-DR) Uberpruft und die
Zytokinsekretion mittels Durchflusszytometrie quantifiziert und mit den unreifen DZs

verglichen.
5.2.4 Peptidbeladung von DZs
Zur Peptidbeladung von DZs wurden verschiedene Verfahren verwendet. Einerseits

wurden unreife und reife DZs mit WT1- oder NPM1-Peptiden fiir 1,5-2 Stunden bei 37
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°C in serumfreiem Medium beladen. Andererseits wurden unreife DZs fiir 24 Stunden
an die eine NPM1- WT1-

Antigendomane fusioniert wurde. Fir NPM1 wurden unterschiedliche Reinheitsgrade

mit o-CD40 Antikdrperkonstrukt inkubiert, oder
zugegeben, um einen Unterschied in der Wirksamkeit festzustellen. (NPM1vav, JPT,

Berlin, Germany sowie NPM1.av, JPT, Berlin, Germany)
5.2.5 Dendritische Zellfarbung

Dendritische Zellen wurden in ihrer vollstandigen Maturierung getestet. Die Zellen
wurden mit verschiedenen Oberflichenmarkern (siehe Tabelle 1), welche eine
relevante Rolle im Rahmen der DZ-Maturierung spielen, gefarbt und anschlieBend

mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Tabelle 12 Farbeprotokoll zur Feststellung des Maturierungsstatus bei DZs
Flourophor | FITC PE PerCP- | APC Bv421/ KO525
Cyb5.5 PacBlue

Isotyp lgG1 lgG1 CD3 lgG1 lgG2b Live/Dead
ebioscience | ebioscience ebioscience | Biolegend

DC 1 CD14 CD80 CD3 CD83 HLA-DR | Live/Dead
ebioscience | BD BD Biolegend

DC 2 CD274 (PD- | CD40 CD3 CD86 Live/Dead
L1) Biolegend Biolegend
BD

5.2.6 Generierung und Expansion von WT1- und NPM1-spezifischen T-Zellen

PBMCs wurden von HLA-A*02:01-positiven Spendern isoliert, reife DZs erzeugt und
flr zwei Stunden mit Peptid gepulst. Die DZs wurden anschlieBend mit 30 Gy bestrahlt.
Aus den nicht-adharenten Zellen wurden autologe CD8+ T-Zellen mit Hilfe des CD8+
T cell isolation kit (Miltenyi Biotec) geman den Anweisungen des Herstellers isoliert.
Zusatzlich wurde eine CD45R0 und CD57 Depletion eingesetzt, um Gedéachtnis T-
Zellen auszuschlieBen und in Folge nur naive T-Zellen fir die weiteren Versuche zu
erhalten. AnschlieBend wurde eine Kokultur aus gepulsten DZs und isolierten CD8+
T-Zellen in einem Verhaltnis von 4:1 T-Zellen: Dendritische Zellen angesetzt, in RPMI
1640-Medium mit 5 % HS und 30 ng/ml IL-21 (Peprotech). Nach drei und sechs Tagen
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wurde die Kokultur 1:1 mit RPMI 1640-Medium mit 10 ng/ml IL-15 (Peprotech) und 10
ng/ml IL-7 (Peprotech) expandiert. Nach neun Tagen wurden die WT1- oder NPM1-
positiven T-Zellen mittels Tetramer gefarbt und mit einem FACS Aria Il (BD
Bioscience) gesortet. Das benutzte Tetramer wurde zuvor an das jeweilige Peptid
zusammen mit einem Peptide Exchange Factor gebunden. Um die gesorteten T-Zellen
anschlieBend zu expandieren, wurden PBMCs von zwei HLA*02:01-positiven
Spendern (1:1 gemischt) als Feederzellen verwendet und mit 1 uM WT1- oder NPM1 -
Peptid in X-VIVO-15-Medium (Lonza) fir 2 h bei 37 °C gepulst. Die Feederzellen
wurden mit 30 Gy bestrahlt und in einer Konzentration von 0,4x108 Zellen/ml in X-VIVO
15-Medium mit 5 % HS, 10 ng/ml IL-7, IL-15 und 0,5 pg/ml PHA-L (Sigma-Aldrich)
resuspendiert. Die Expansion erfolgte in einer 6-Well-Platte fiir Suspensionszellen
(Sarstedt). Nach drei Tagen wurde die Halfte des Volumens durch frisches X-VIVO 15-
Medium mit 5 % HS, 50 U/ml IL-2 (Peprotech), 20 ng/ml IL-7 und 20 ng/ml IL-15
ersetzt. Im Anschluss wurden die Zellen alle 4-6 Tage mit gleichem Medium
expandiert, wenn sich das Medium gelb verfarbte. Experimente mit diesen T-Zellen
konnten 9-20 Tage nach der Expansion durchgefihrt werden. Eine Fitterung der
Zellen mit den Zytokinen war nach vollendeter Expansion nur noch alle 14-20 Tage
notwendig. Die expandierten T-Zellen wurden auch eingefroren und flr neue
Experimente frisch aufgetaut.

5.2.7 Isolation von CD8+ spezifischen T-Zellen mittels IFN-y Catch Reagent

Ein IFN-y Catch Reagent (Miltenyi Biotech) wurde angewendet, um die Ausbeute
positiver NPM1aia spezifischer CD8+ T-Zellen zu erhéhen. Dazu wurden CD3+ Zellen
mit dem EasySep™ Human CD3 positive Selection Kit Il (Stemcell) isoliert und in einer
96-Well Platte far 4 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 mit Peptid gepulst. Das im
Anschluss verwendete IFN-y Catch Reagent setzte sich aus zwei unterschiedlichen
Antikérpern zusammen. Der erste Antikdrper, welcher als Catch Reagent bezeichnet
wird, bindet bei 37 °C an die Leukozytenoberflache, wodurch diese in Folge IFN-y
sezernierten. Ein zweiter IFN-y Detektionsantikérper, welcher an PE konjugiert ist,
bindet entsprechend an IFN-y sezernierende Zellen. IFN-y positive Zellen wurden
anschlieBend durch Flourescence-activated cell sorting (FACS) isoliert. Das Gating
erfolgte wie bereits oben beschrieben. Die positiven Zellen wurden in RPMI+ 5 % HS+
0,1 % P/S mit zugegebenem IL-2 sowie IL-7 weiter in Kultur gehalten. Als
Positivkontrolle wurde ein CEFT-Peptidpool verwendet, welcher aus einem Mix von 27
Peptiden spezifisch fir CMV, EBV, Tetanus und Influenza besteht und daher haufig
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vorkommende Peptide an der Zelloberflache detektiert. Es wurden zwei verschiedene
NPM1-Peptide mit unterschiedlichen Reinheitsgraden verwendet. Das High Purity
Peptid wies eine Reinheit von Uber 95 % auf, wahrend das Low Purity Peptid nur eine
Reinheit von Uber 65 % aufbringen konnte.

5.3 Funktionelle Tests

5.3.1 Allogene DZ-T-Zell-Kokulturen

Fiar die DZ-T-Zell-Kokultur wurden PBMCs von HLA-A*02:01-positiven Spendern
gesammelt und aus den PBMCs anschlieBend DZs generiert. Dendritische Zellen
wurden mit 200nM Peptid-gekoppelten CD40 Antikérper (aCD40.aFITCNPM1-
Mutation, aCD40.aFITCWT1), mit aCD40-Antikérpern, die mit einem Kontrollpeptid
konjugiert waren, oder mit aHer2-Kontrollen fir unspezifische Bindung vor dem
Versuch zusammen inkubiert. Da es auch méglich ist, dass die aCD40-vermittelte DZ-
Reifung auch unabhédngig von konjugierten Peptid-spezifischen T Zellen aktiviert
werden kann, wurde der aCD40-Antikérper mit Kontrollpeptid konjugiert und mit den
anderen Antikérpern verglichen. Damit sollte die Peptid-Spezifitdt auf WTH1

beziehungsweise NPM1 untersucht werden.

Die dendritischen Zellen wurden nach Peptidbeladung mit den WT1- oder NPM1-
spezifischen T-Zellen, die wie oben beschrieben erzeugt sowie vermehrt wurden, in
einem Verhaltnis von 1:5 DZ : T-Zellen far 4 bis 6 Stunden in DZ-Medium mit
zugesetztem 25 uM Monesin und 10 pug/ml Brefeldin A bei 37 °C in einer Konzentration
von 1uM kultiviert. Die T-Zell-Aktivierung wurde mittels intrazelluldrer Farbung von
CD8+ T-Zellen analysiert, sowie durch die Messung der Zytokinkonzentration im
Zellkulturiberstand mit einem Cytometric Bead Array (CBA; BD Bioscience) geman
den Anweisungen des Herstellers auf der Grundlage der IFN-y- und TNF-o-
Sekretionsmenge. Der CBA wurde auf einem Guava easyCyte 6HT (Merck Millipore)
oder auf einem Cytoflex S (Beckmann Coulter) gemessen.

5.3.2 Zytotoxizitatstest

Expandierte WT1- oder NPM1-spezifische T-Zellen oder unspezifische CD8+ T-Zellen
von gesunden Spendern, wurden 24 Stunden lang mit T2-Zellen im Verhéaltnis von 1:4
T-Zellen: T2-Zellen und mit verschiedenen Konzentrationen von WT1-
beziehungsweise NPM1-Peptid inkubiert. Alternativ. wurden NPM1-spezifische T-
Zellen mit den HLA-A* 02:01+ und NPM1-mutierten Zelllinien MOLM-13-, SKM1 und
OCI-AML 3 mit oder ohne Zugabe von NPM1-Peptid getestet. Die Zellen wurden
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anschlieBend mit dem LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Thermo Fisher
Scientific) und floureszenzmarkierten aCD19 (PE; BioLegend) und aCD2 (APC,;

BioLegend) Antikdrper gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.
5.3.3 Kokultur mit AML Zelllinien

Fir die Kokultur wurden HL-60, BV-173, MOLM 13, SKM1, OCI-AML3 sowie primare
AML Zellen verwendet. Die Zelllinien wurden aufgetaut und bis zu den Versuchen in
Kultur gehalten. Es wurde eine E:T Ratio von 1:4 gewahlt. Die Zelllinien wurden
mindestens 24 Stunden zusammen mit den T-Zellen inkubiert. Vor Anlegen der
Kokultur wurden die peptid-gepulsten Zelllinien jeweils 1 Stunde mit 1 pug/ml Peptid
gepulst. Die Zellkulturen wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert gemessen an
einem Cytoflex S beziehungsweise LX (Beckman Coulter).

5.4 Datenanalyse und Statistik

5.4.1 Methoden der Datenanalye

Fir die Datenanalyse wurde Prism v8 (GraphPad, Stadt, USA) verwendet.
Unterschiede in der Reifung dendritischer Zellen, der T-Zell-Aktivierung und der
Proliferation wurden mit dem Wilcoxon Signed Rank Test bewertet, bei dem abhangige
Stichproben mit unbekannter Verteilung miteinander verglichen wurden. Fir die
Antigenexpression wurden die mediane Floureszenzintensitat mit folgender Formel als

MFI Ratio normalisiert:
MFI Ratio= MFI Oberflachenmarker/MF| Oberflachenmarkerisotyp

Ein Schwellenwert von 1,5 wurde als untere Grenze fir die Antigenexpression

angesehen.
5.4.2 Auswertung von Durchflusszytometriedaten

Durchflusszytometriedaten wurden mit Flowdo v9 (Tree Star, Ashland, OR, USA)
ausgewertet. Die Zellen wurden zunachst nach ihrer ZellgréB8e im Forward-Scatter und
nach ihrer Granularitat im Side-Scatter gegatet sowie durch unterschiedliche
Fluoreszenz-markierte Antikérper gefarbt. Dies ermdglicht eine Unterscheidung
zwischen AML Zellen und T-Zellen. Mittels einer LIVE/DEAD-Farbung wurden die
toten Zellen von den Analysen ausgeschlossen. Die gleiche Gating-Strategie wurde
auch auf die jeweiligen Isotyp-Kontrollen angewandt, um einen idealen Vergleich

darzustellen.
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FSC-A : FSC-A

Comp-FL3-A :: CD3 APC-A

Comp-FL7-A :: L_D KO525-A

Comp-FL10-A :: Tetramer PE-A

Comp-FL2-A :: CD8 PerCP-A

Abbildung 1 Gating Strategie am Beispiel vom CMVnLv-positiven T Zellen
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6 Resultate

6.1 Charaktierisierung von dendritischen Zellen

Der Maturierungszustand der dendritischen Zellen wurde anhand verschiedener
Oberflachenmarker analysiert. Abbildung 2 zeigt ein reprasentatives Beispiel flr reife
DZs nach Aktivierung mit R848. Die DZs kennzeichneten sich durch eine niedrige
Expression von CD14 (MFI-Ratio: 2,3) und hoher Expression von HLA-DR (MFI-Ratio:
204,2) sowie den DZ-Aktivierungsmarkern CD80 (MFI-Ratio: 124,6), CD83 (MFI-Ratio:
10,7), PD-L1 (MFI-Ratio: 33,1), CD86 (MFI-Ratio: 306,8), CD40 (MFI-Ratio: 110,8).

CD14 HLA-DR CD80 CD83

PDL1 CD86 CD40

Abbildung 2 DZ Maturierung
Expression von CD14 und verschiedenen DZ-Aktivierungsmarkern an einem
reprasentativen Beispiel fur DZs nach 2 Tagen. Antigenexpression in blau und
jeweilige Isotypkontrolle in grau.

6.2 Generierung und Validierung von antigen-spezifischen T-Zellen

Fiar die Kokulturexperimente wurden WT1vip- und NPM1ae-spezifische T-Zellen

isoliert und expandiert in Anlehnung an das Protokoll von W6lfl und Greenberg (145).

Nach neun Tagen wurden fir das Sorten von antigen-spezifische T-Zellen diese mit
einem entsprechenden Peptid-konjugierten Tetramer gefarbt. Wie in Abbildung 3
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sichtbar, waren 0,7 % der CD8+ T-Zellen spezifisch fir WT1vip. Als Positivkontrolle

wurden zusatzlich CEFT-spezifische T-Zellen generiert mit einem Anteil von 6,33 %.

Mit demselben Ansatz wurde auch versucht,

NPM1-spezifische T-Zellen zu

generieren. Allerdings waren nur wenige CD8+ T-Zellen antigen-spezifisch (0,017 %),

im Vergleich zur Negativkontrolle mit Nicht-Peptid-konjugiertem Tetramer (0,015 %)

(Abbildung 4). Fir die nachfolgenden Experimente wurde deshalb ein TCR-transgener

NPM1cLa Klon von van der Lee et al. (98) hergenommen.

Unstimulated cells

WTH1y,p pulsed cells

CEFT positive Control

Tetramer

Tetramer+
0,015

Tetramer+
0,70

Tetramer+
6,33

Abbildung 3 Isolation WT1v.p-spezifische Zellen
Sorten von WT1y.p-spezifischen CD8+ T-Zellen nach Tetramerfarbung (Mitte).

Links dargestellt die Negativkontrolle mit unstimulierten Zellen und rechts die

Positivkontrolle mit CEFT-spezifischen CD8+ T-Zellen.
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Abbildung 4 Isolation NPM1ao-spezifischen Zellen
Sorten von NPM1 ap-spezifischen CD8+T-Zellen (oben), links als Kontrolle eine
Farbung mit HIV-Tetramer, als Positivkontrolle die gesorteten WT1yp
spezifischen CD8+T-Zellen (unten).

6.3 Alternativer Ansatz zur Isolation von antigen-spezifischen CD8+
T-Zellen

Nachdem per Tetramerfarbung kaum NPM1-spezifische CD8+ T-Zellen isoliert werden
konnten, wurde als alternativer Ansatz ein IFN-y Sekretionsassay verfolgt, bei dem T-
Zellen nach Peptidstimulation mit einem speziellen Antikdrper zur Ausschittung von

IFN-vy stimuliert werden.

Die Gatingstrategie entsprach der oben bereits genannten, als Positivkontrolle wurde
ein CEFT Pool verwendet (55,6 %). Mit dem IFN-y Catch Versuch wurde mit zwei
unterschiedlich stark aufgereinigten NPM1-Peptiden getestet, ob die Reinheit des
Peptids einen groBen Einfluss auf die detektierte Zellzahl an IFN-y* T-Zellen hat. Beim
weniger aufgereinigten NPM1-Peptid (Low Purity, 65 % Reinheitsgrad) war die Anzahl
an IFN-y* CD8+ T-Zellen deutlich geringer als bei dem starker aufgereinigten (High
Purity, 95 % Reinheitsgrad) NPM1-Peptid (7,8 % versus 35,5 %).
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Abbildung 5 IFN-y Sekretionsassay

IFN-y Sekretionsassay mit

Verwendung

von

IFN-y

unterschiedlich

Control

Low Purity Peptide
NPM1

High Purity Peptide
NPM1

CEFT

stark

aufgereinigten NPM1-Peptiden. Die Zellen wurden zuvor mittels HumanSep

CDS3 positive Selection Kit Il isoliert und anschlieBend auf CD3 sowie CD8

positive Zellen gegatet. Der Isotyp wurde in schwarz/grau dargestellt, die IFN-y

Farbung in Rot.

Im linken Abschnitt der Abbildung wurden die Populationen mittels Dot plots

ausgewertet, wahrend im rechten Abschnitt ein Vergleich zwischen CD8+ Selektion

und CD3+ Selektion im Histogramm dargestellt wurde. Die Isolation mit High Purity
Peptide NPM1 zeigte reichlich NPM1 spezifische CD8+ T-Zellen (35,5 %) wahrend mit
Low Purity Peptide NPM1 (7,8 %) nur wenige spezifische T-Zellen sichtbar waren.
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6.4 Zytotoxizitatversuch mit T2 Zellen

Um die Spezifitat der expandierten T-Zellen zu Uberprifen, wurde eine Kokultur mit T2
Zellen durchgefiihrt. Die HLA*02:01* T2 Zellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen des entsprechenden Peptids inkubiert und die Lyse der T2 Zellen
nach einem Tag per Durchflusszytometrie analysiert. Fir eine effektive Lyse der T2
Zellen war eine NPM1cLa-Peptidkonzentration von 10 bis 106 mol/l notwendig,
wahrend bei geringeren Konzentrationen kaum Lyse stattgefunden hat. Bei WT1vip
gepulsten T2 Zellen konnte eine hohe Zytotoxizitat in einem Konzentrationsbereich

von 1077 bis 10 mol/l beobachtet werden.

WT1y,.p peptide-pulsed T2 cells

Conc
_ -6 -7 -8 - -10 -11 :
10°M 10°M 10’M 10°M 10°M 101OM 10" M oM VLD Peptide

Ch2

~ 1 WT1y specific T cells

CD19

Abbildung 6 WT1vip-spezifische T Zellen lysieren Peptid-gepulste T2 Zellen
T2 Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des WT1y.p-Peptids
gepulst und 24 Stunden lang mit WT1yp-spezifischen oder gesunden Spender
T-Zellen (im Falle von NPM1) im Verhéltnis 1:4 kultiviert. Die Zelllyse wurde
durch die Bestimmung der lysierten CD19+ T-Zellpopulation mittels

Durchflusszytometrie festgestellt.
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Abbildung 7 NPM1cLa-spezifische T Zellen lysieren Peptid-gepulste T2 Zellen
T2-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des NPM1 ¢ a-Peptids
gepulst und 24 Stunden lang mit NPM1cLa-spezifischen oder gesunden
Spender-T-Zellen im Verhéltnis 1:4 kultiviert.

6.5 Kokultur mit AML-Zelllinien

In Kapitel 6.4. konnte bereits gezeigt werden, dass eine Lyse von gepulsten T2-Zellen
durch die WT1vip sowie NPM1cLa spezifischen T-Zellen stattgefunden hat. Ein
weiterer Nachweis flr funktionsfahige T-Zellen erfolgte in vitro mittels priméarer
Zelllinien. Als Kontrolle fir WT1vLp spezifische Zellen wurden HLE0 Zellen verwendet,
welche HLA*02:01 negativ und WT1 negativ sind. Sowohl ungepulste als auch mit
WT1viLp-Peptid gepulste HL60 Zellen wurden nicht lysiert. Die BV-173 Zelllinien wurde
als HLA*02:01 positive sowie WT1 positive Zelllinie verwendet, um eine Toxizitat der
spezifischen Zellen gegentber AML Zelllinien zu demonstrieren. Wahrend bei
gesunden Spendern sowohl ohne, als auch mit Peptid keine Lyse sichtbar war, konnte
mit WT1 spezifischen T-Zellen eine Lyse der AML-Zellen beobachtet werden.

Auch mit HLA-A*02:01* primaren AML Zellen, welche eine WT1 Expression aufwiesen,
wurde eine Lyse der AML Zellen durch die WT1-spezifischen T-Zellen beobachtet
(Abbildung 8).
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Abbildung 8 WT1vip spezifische Zellen lysieren AML Zellen

In einem weiteren Zytotoxizitatstest wurden NPM1cia-TCR transgene T-Zellen
getestet. Dabei wurden HLA-A*02:01- NPM1"'"t MOLM13-Zellen als Negativkontrolle
verwendet, wobei keine Lyse stattfand. Mit HLA-A*02:01* NPM1¥/wt SKM1 Zellen,
wurde eine leicht verminderte Anzahl an AML Zellen detektiert, im Vergleich zur
Kokultur mit unspezifischen T-Zellen. Als Positivkontrolle wurden HLA-A*02:01+*
NPM1mutQCI-AML 3 Zellen verwendet (146), welche durch die NPM1-spezifischen T-
Zellen nahezu komplett lysiert wurden (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Lyse in AML-Zelllinien
T-Zellen, die mit einem NPM1cLa-spezifischen T-Zell-Rezeptor transduziert
wurden, lysieren NPM1¢cia- und HLA-A*02:01-positive AML-Zelllinien

6.6 Kokultur mit CD34+ Knochenmarkszellen

Da WT1 auch im gesunden Knochenmark exprimiert wird, wurde die ,on-target off-
tumor® Toxizitdt der WT1-spezifischen T-Zellen in Kokulturen mit CD34+
mononukledren Knochenmarkszellen getestet, welche zusatzlich mit WT1vLpo-Peptid
gepulst wurden. Mit CD3+ T-Zellen machten CD34+ Knochenmarkszellen 38 %
(gepulst) bzw. 32 % (ungepulst) der viablen Zellen am Ende des Zytotoxizitatstest aus.
Genauso wurde mit WT1-spezifischen T-Zellen nur eine geringe Lyse von ungepulsten
CD34+ Knochenmarkszellen beobachtet, wahrend WT1vip-Peptid gepulste
Knochenmarkszellen fast komplett durch WT1-spezifische T-Zellen lysiert wurden
(Anteil Knochenmarkszellen an viablen Zellen: 27 % versus 3 %) (Abbildung 10). Als
Kontrolle wurde parallel die Lyse von ungepulsten und WT1viLp-Peptid gepulsten T2-
Zellen getestet, wobei im Falle der gepulsten T2 Zellen eine eindeutige Lyse sichtbar
war, wahrend die ungepulste Population bestehen blieb. In einer Kokultur von T2
Zellen zusammen mit CD3+ Zellen fand im Gegensatz dazu gar keine Lyse statt.
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Abbildung 10 Kokultur mit CD34+ Knochenmarkszellen
WT1vo spezifische T-Zellen lysieren nur wenig gesunde ungepulste CD34+
Knochenmarkszellen (rechts). Als Kontrolle diente eine Kokultur mit T2 Zellen
und WT1-spezifischen T-Zellen, wo nur bei gepulsten Zellen eine Lyse sichtbar

war (links).

6.7 Antikorper-vermittelte Peptid-spezifische T-Zell-Aktivierung in
allogenen DC/T Zellkokulturen

Die Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen wurden generiert, um die Funktionalitat des
Peptid-gekoppelten aCD40 Antikérpers zu testen. Dazu wurden unreife
beziehungsweise reife dendritische Zellen mit verschiedenen aCD40-
Antikérpervarianten stimuliert und im Anschluss mit allogenen Peptid-spezifischen
CD8+ T-Zellen kokultiviert. Die T-Zell-Aktivierung, gemessen als IFN-y und TNF-a

Produktion, diente dabei als Nachweis fur die Peptid-Prasentation durch die DZs.
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Abbildung 11 AK-vermittelte Peptid-spezifische T-Zell-Aktivierung
Allogene Kokultur mit NPM1cia -spezifischen T-Zellen und HLA-A* 02:01
positiven DZ, welche mit den verschiedenen Antikdrperkonstrukten vorinkubiert

wurden, in einem Verhaltnis von 5:1.

In den Abbildungen werden jeweils unreife iDZ mit reifen mDZ verglichen. Die DZ
wurden zuvor entweder mit dem aCD40.aFITCNPM!  AntikGrper, mit dem
aCD40.aFITCWYT™ Antikérper, dem aHer2.aFITC™PM! Antikrper oder mit dem
NPM1CLA Peptid beladen. Der aCD40.aFITCW™ Antikbrper wurde mit einem
Kontrollpeptid konjugiert, da auch eine aCD40-abhanigige Reifung zu einer T-Zell-
Aktivierung fihren kann. Die aHer2-Kontrollen dienten als Vergleich, um unspezifische

Bindungen ausschlieBen zu kdnnen. Eine T-Zell-Aktivierung wurde sowohl durch
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intrazellulare Farbung (ICS) von IFN-y sowie TNFa., als auch durch eine Messung der

beiden Zytokine im Uberstand mittels Durchflusszytometrie gemessen.

Mit unreifen DZ konnte eine vermehrte Zytokinsekretion im ICS mit dem NPM1-
spezifischen Antikdrper im Vergleich zu den anderen Antikérpern gesehen werden.
Die NPM1-Peptidbeladung alleine diente die Positivkontrolle mit reichlicher
Zytokinausschuttung. Im CBA stellte sich keine vermehrte Zytokinausschittung im
Vergleich zu den anderen Antikérpern dar. In den Versuchen mit reifen DZ zeigte sich
sowohl im ICS als auch im CBA eine vermehrte Sekretion von IFN-y sowie TNFa. Eine

CD40-unspezifische Reaktion war sowohl mit unreifen als auch mit reifen DZs nicht zu

sehen.
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Abbildung 12 Allogene Kokultur mit WT1v.p-spezifischen Zellen
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Allogene Kokultur von WT1yp-spezifischen T-Zellen und vorinkubierten reifen
sowie unreifen DZ mit verschiedenen Antikdrperkonstrukten in einem 5:1
Verhaltnis.

Die Vorinkubation der DZ erfolgte entweder mit dem aCD40.aFITCVT!, mit dem
aHer2.aFITCWY™, dem Kontrollantikérper aCD40.aFITC™NPM! oder mit dem WT1 Peptid
allein. Die Auswertung erfolgte mittels T-Zell-Aktivierung durch Messung von IFN-y
sowie TNFa im ICS sowie CBA. Die alleinige Zugabe von WT1 Peptid konnte eine
Spezifitat der Zellen beweisen. AuBerdem war keine unspezifische Aktivierung durch
den CD40-Antikdrper allein zu sehen. In der Kokultur mit unreifen DZ, als auch mit
reifen DZ konnten keine Unterschiede zwischen den Antikérpern gesehen werden.
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7 Diskussion
7.1 Isolation und Expansion von Peptid-spezifischen T-Zellen

In dieser Arbeit wurden Antigen-spezifische T-Zellen generiert, welche gegen WT1 und
NPM1 Antigene gerichtet sind. Die Isolation sowie Expansion von WT1vLp spezifischen
T-Zellen war effizient méglich, im Gegensatz zu NPM1aia spezifischen T-Zellen. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen aus der Literatur (97, 98, 143). Eine Ursache kdnnte
sein, dass NPM1aq zu den Neoantigenen zahlt und daher nur wenige antigen-
spezifische T-Zellen im Kérper vorhanden sind. Van der Lee et al. haben TCR
transduzierte T-Zellen (TCR) entwickelt, nachdem sich eine reine Isolation sowie
Expansion als Herausforderung darstellte. Dazu wurden NPM1 Peptide aus AML
Proben identifiziert und in gesunden Spendern NPM1-spezifische T-Zellen mit
Tetrameren isoliert und anschlieBend T-Zellklone gebildet (98).

Bei der Isolation von Neoantigen-spezifischen T-Zellen kdnnte zudem die Reinheit des
Peptids eine Rolle spielen. Wir beobachteten, dass mit einem weniger aufgereinigten
NPM1-Peptid weniger CD8+ T-Zellen IFN-y produzierten als mit einem starker
aufgereinigten NPM1-Peptid. Zudem ware es fir eine Isolation von NPM1 spezifischen
T-Zellen eventuell sinnvoll, vor Isolation die gesunden Spender auf eine Mutation im
NPM1 Gen zu testen. Es ist mdglich, dass bei vielen gesunden Spendern eine solche
Mutation nicht vorhanden war und daher auch nicht isoliert werden konnte.

Als Alternative zu gesunden Spendern ware eine Isolation von NPM1 spezifischen T-
Zellen direkt aus Blutproben von AML Patienten mit einer solchen Mutation mdglich.
Forghieri et al. konnten nach Stimulation mit NPM1 Peptiden bei AML Patienten
erfolgreich T-Zell-Antworten gegentber NPM1 demonstrieren (147). Diese Zellen
kdnnten im Anschluss isoliert werden. Woolthuis et al. konnten aus CD34+
Knochenmarkszellen eine NPM1-spezifische Population expandieren, wodurch diese
Methode auch eine Option zur Expansion ware (148). Zusatzlich kénnten die
Konzentrationen von Zellen und Zytokinen optimiert werden, um die Ausbeute an NPM1-
spezifischen T-Zellen zu erhdhen (149). Eine Anderung des Expansionsprotokolls kénnte
die Expansion mdglicherweise verbessern. Rasmussen et al. konnten spezifische T-
Zellen mittels Dynabeads CD3/CD28 rasch expandieren (150). Zhang et al. haben
synthetische APCs generiert, welche eine Expansion oder Anreicherung von T-Zell-
Klonen in weniger als zwei Wochen ermdglicht (151).
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Die von uns isolierten T-Zellen sollten als Instrument flir Kokulturversuche zum Nachweis

von unterschiedlichen Therapien dienen.

Die Zellen wurden vor allem zur Validierung eines in vivo DZ Vakzinierungsantikérper
eingesetzt. Ziel war es, die Aktivierung von antigen-spezifischen T-Zellen zu messen.
Dazu musste eine Peptidprasentation auf DZs nachgewiesen werden, die mit dem
aCD40-DZ Antikdrperkonstrukts aktiviert wurden. Fiir die Uberpriifung des in vivo
aCD40-DZ Antikérperkonstrukts wurde far WT1 der von uns generierte Klon
verwendet. Im Fall von NPM1 wurden zur Validierung die TCR transduzierten T-Zellen
von Van der Lee et al. verwendet, nachdem unser generierter Klon nicht adaquat

expandiert werden konnte (98).
7.2 Wahl des geeigneten Antigens fir AML Impfung

In den letzten Jahren wurden vor allem durch Sequenzierungsanalysen eine Vielzahl
von neuen Antigenen entdeckt, gegen welche eine Immunreaktion durch T-Zellen
ausgeldst werden konnte (152). Diese Erkenntnisse dienten als Motivation, antigen-
spezifische T-Zellen zu generieren, welche gegen neu identifizierte Antigene gerichtet
sind. Zur Validierung unseres Ansatzes wahlten wir zwei verschiedene Antigene aus.

WT1 ist eines der ersten identifizierten Tumor-assoziierten Antigene und wurde bereits
in vielen Studien als Zielantigen untersucht (77, 83, 153). Durch WT1-Mutationen
entstehen zudem viele Peptidsequenzen, welche das Potential tragen, T-Zell-
Antworten hervorzurufen. Das von uns gewahlte Peptid WT1vLp zeigte in Versuchen
von Smithgall et al. (ASH Meeting 2001) eine gute Wirksamkeit mit hoher IFN-y
Sekretion durch T-Zellen. Rezvani et al. konnten die Immunreaktion auf das WT1vip
Peptid auch mittels RT-PCR sowie IFN-y Erhdhung nachweisen (73). In anderen
Studien zeigten sich allerdings auch viele andere Peptidsequenzen als die von uns
ausgewahlte mit herausragenden Immunreaktionen (154). Es qilt daher zu Gberlegen,
ob eine andere Sequenz im gleichen Setting eine verbesserte Wirksamkeit zeigen

wlrde.

Auch NPM1 erwies sich in anderen Publikationen bereits als vielversprechendes
Zielantigen (97, 98, 143), wobei die Immunantworten abh&ngig von den ausgewahlten
Epitopen waren (143). Mit dem NPM1cLa-Peptid konnten wir in einigen Versuchen
Immunantworten beobachten. Van der Lee et al. konnten zudem eine antitumorale

Wirkung von NPM1cLa TCR-tansduzierten T-Zellen im Mausmodell nachweisen (98).
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NPM1-Mutationen kommen in rund 30 % der AML-Patienten vor und bilden durch die
Beschrankung auf maligne Zellen ein hervorragendes Zielantigen (45, 88, 89). Durch
NPM1-Mutationen werden zudem Neoantigenen generiert, die als nicht-synonyme
Mutationen ausschlieBlich in Tumorzellen exprimiert und vom eigenen Korper als
fremd erkannt werden, wodurch es in Folge zu T-Zell-Antworten und Lysierung von
Tumorzellen kommt (87). Durch zytoplasmatische Dislokation von NPM1 kann der
Proteinabbau beglnstigt werden, wodurch die Prasentation auf HLA und in Folge auch
T-Zell-Antworten verstarkt werden (155). Durch Mutationen kdnnen, wie bereits
erwahnt, neue Antigene generiert werden, wobei nicht alle Neoantigene auf MHC

Komplexen prasentiert werden.

Neben den in dieser Arbeit untersuchten Antigenen werden fir DZ Vakzinierungen
noch weitere Antigene in Betracht gezogen. Zum Einsatz kam zum Beispiel auch das
Antigen NY-ESO-1, welches bereits in einer klinischen Studie untersucht wurde (156).
In dieser Phase 1 Studie wurde bei Patienten vor allem mit Melanomtumoren, ein
Impfstoff verabreicht, welcher mit dem Tumorantigen NY-ESO-1 fusioniert wurde. Der
Impfstoff zeigte eine humorale sowie zellulare Immunitat mit Bildung von Antikérpern

und hohen IFN-y Sekretionen und kaum Nebenwirkungen in der Therapie.

Auch die Identifikation von neuen Patienten-spezifischen Neoantigenen steht aktuell
im Fokus der Forschung. Sahin et al. haben bei Melanompatienten individuelle
Neoantigene identifiziert und eine RNA-Impfung gegen diese Epitope erfolgreich
durchgefuhrt (54). Dieser Ansatz lief3 sich vor allem bei soliden Tumoren mit hoher
Mutationslast gut anwenden. Jedoch sind generell breiter einsetzbare, nicht
individuelle Antigene besser flr die Therapieentwicklung geeignet, weil diese flr
mehrere Patienten statt individuell flir jeden einzelnen Patienten angewendet werden

kénnen.
7.3 Zielzellen von Impfungen

Neben der Auswahl des optimalen Zielantigens, ist die Peptidprasentation auf MHC |
oder MHC |l abh&ngig von der Peptidsequenz wichtig far den Impferfolg. Die meisten
Studien haben ihren Fokus im Bereich der Neoantigene auf CD8+ T-Zellen gesetzt.
CD8+ T-Zellen werden durch DZs Uber Antigen-Kreuzprédsentation auf MHC | Molekile
aktiviert. Die CD8+ T-Zellen sind anschlieBend in der Lage, die Tumorzellen direkt zu
lysieren. In Studien wurde allerdings beobachtet, dass auch CD4+ T-Zell-Antworten
gegenlber Neoantigenen bereits in vielen Tumorentitadten nachgewiesen wurden (157,
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158). Eine durchgefihrte Neoantigen-Impfung im Mausmodell bestatigte eine CD4+
T-Zell-Antwort auf die Vakzinierung (159). AuBerdem sind CD4+ T-Zellen in der Lage,
nach Aktivierung durch eine Impfung Zytokine zu produzieren, welche zu CD8+ T-
Zellproliferation flhren (160).

Eine Impfung, welche gleichzeitig sowohl CD8+ als auch CD4+ T-Zellen mobilisiert,
ware ein interessanter Ansatz. Der von uns gewahlte Antikérper kbnnte sich durch
gleichzeitiges Abzielen auf beide T-Zellentitaten in seiner Wirksamkeit potenzieren.
Dies hatte dann nicht nur direkte zytotoxische Effekte auf den Tumor tGber CD8+ T-
Zellen, sondern wirde auch das Potential einer Langzeitimmunisierung durch

aktivierte B-Zellen hervorbringen (161).
7.4 Klinischer Erfolg von Vakzinierungsstrategien

In den letzten Jahren wurden sowohl Peptidimpfstoffe als auch DZ Vakzinierungen fur
verschiedenste Indikationen getestet (51, 55, 125, 132). Dabei zeigten
Peptidimpfstoffe bislang eine nicht ausreichende klinische Wirksamkeit. Dies kénnte
unter anderem damit zu tun haben, dass meist nicht mutierte kérpereigene Antigene
zum Einsatz kamen. Gegen koérpereigene Antigene sind zumeist keine oder nur sehr
wenige antigen-spezifischen T-Zellen vorhanden aufgrund deren Deletion im Thymus
zur Vermeidung einer Autoimmunitat. Wir haben aus diesem Grund gezielt zwei haufig
vorkommende Mutationen in WT1 und NPM1 ausgewahlt, gegen welche keine T-Zell-

Toleranz vorhanden sein sollte.

Tumore sind allerdings in der Lage, auch unterschiedliche Mechanismen gegen
mutierte Antigene zu entwickeln, mit denen sie den antigen-spezifischen T-Zellen
entkommen. Dies kann durch den Verlust der Antigenexpression oder durch Verlust
des HLA-Locus passieren (45).

Eine Kombination aus unterschiedlichen Antigenen beziehungsweise Immuntherapien
erscheint sinnvoll, damit Tumore keine Resistenzen gegenlber Monotherapien
entwickeln kénnen und eine Immunantwort Gber mehrere Zielantigene ablaufen kann
und so ihre Wirkung verstarken kénnte (162). Vielversprechend erscheint zudem die
DZ-Vakzinierung in Kombination mit einer weiteren Immunmodulation. In einem
Mausmodell konnte eine verbesserte Wirksamkeit bei Kombination von
Peptidvakzinierung mit einer Checkpointblockade mittels PD-L1 gezeigt werden (163).
Beim Melanom wurden in einer Phase Il Studie durch computergestitzte Vorhersagen

multiple patientenspezifische Neoantigene identifiziert und den Patienten
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anschlieBend als Impfung verabreicht, was in einer T-Zell-Antwort resultierte. Ein
Patient dieser Studie zeigte sogar eine CR nach Impfung mit individuellen
Tumorantigenen kombiniert mit PD-L1 Blockade (54). Nachdem Kombinationen aus
Immuncheckpoint-Blockade und Zellvakzinierung die besten Erfolge gezeigt haben,
kénnte eine Kombinationstherapie auch bei unserem Behandlungsansatz versucht
werden (51, 164).

7.5 Vergleich von ex vivo mit in vivo DZ Impfung

DZs spielen in ihrer Funktion als Antigenprasentierende Zellen sowie zur Aktivierung
von T-Zellen eine wichtige Rolle in der Immuntherapie. Bei einer Impfung mit
dendritischen Zellen sollen Tumorantigene auf MHC Komplexe préasentiert werden.
Die T-Zell-Reaktion auf die Antigene fuhrt dann im besten Fall zu einer
Tumorelimination beziehungsweise einer Tumorverkleinerung. In der DZ Vakzinierung

unterscheidet man zwischen der ex vivo und der in vivo Methode.

GroB3e Vorteile in der in vivo Vakzinierung bestehen in einer einfachen Anwendung bei
gleichzeitig gréBerer Produktionsmenge. Die Antikérper sind off-the-shelf und es muss
nicht wie bei der ex vivo Impfung fir jeden Patienten ein eigenes Zellvakzin aufwendig
generiert werden. Dadurch entsteht eine kostenglnstigere sowie eine weniger
zeitaufwendige Methode im Vergleich zur ex vivo Impfung. Eine gleiche
Produktqualitat innerhalb unterschiedlicher klinischer Zentren kann durch diese
Methode auBerdem gewéahrt werden (134).

Wie bereits erwahnt, spielt die Reifung der DZ eine wichtige Rolle (111). Wahrend bei
der ex vivo Vakzinierung bereits auB3erhalb des Kdrpers eine Maturierung erfolgen und
kontrolliert werden kann, muss bei der in vivo Vakzinierung der eigene Kérper dazu
angeregt werden, diesen Vorgang durchzufiihren. Dazu werden bestimmte Signale
bendtigt. DZs kdnnen physiologisch Uber Pattern Recognition Receptors (PRRs) oder
bestimmte Ligand/Rezeptor-Interaktionen aktiviert werden, wie agonistische CD40-
Antikérper, die bei DZ Vakzinierung haufig als Adjuvans verwendet werden (134).
PRRs werden zuvor durch PAMPs wie TLR-Liganden aktiviert. Der Vorteil der in vivo
Methode besteht darin, dass die Prozesse innerhalb einer komplett physiologischen
Umgebung ablaufen und damit auch die meisten DZ Subtypen erreicht sowie aktiviert
werden. In der ex vivo Impfung werden im Gegensatz nur limitiert DZ Untergruppen

produziert, im Regelfall wird eine ex vivo Impfung daher nur mit einer bestimmten DZ
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Subpopulation hergestellt. Saskia Schmitt konnte in Versuchen eine induzierte Reifung

der dendritischen Zellen durch das Antikérperkonstrukt nachweisen (165).

Die Verabreichung eines zusatzlichen Adjuvans zu Maturierungszwecken kann
allerdings zu einem Zytokin-Freisetzungssyndrom oder auch zu anderen
unerwinschten Autoimmunreaktionen fihren (166). So konnte nach Injektion eines
agonistischen aCD40-Antikérpers eine Uberstimulierung von B-Zellen beobachtet
werden, welche als Nebenwirkung zu einer Splenomegalie fihrte (167). Durch
simultanes Verabreichen von Antigen und Adjuvans in einem Verabreichungssystem
oder in einem gekoppelten Molekll stellte sich heraus, dass UberschieBende
Immunreaktionen deutlich seltener auftraten sowie die Effektivitat erhéht wurde (168,
169). Diesen Trick verwendet auch unser AntikGrperkonstrukt, bei dem an den
agonistischen aCD40-Antikérper direkt die Zielsequenz des Antigens gekoppelt ist,

wodurch beides zusammen in die dendritische Zelle aufgenommen wird.

Ex vivo und in vivo DZ-Vakzinierung kénnen in ihrer Wirksamkeit allerdings noch nicht
ausreichend verglichen werden, da im Rahmen der in vivo Vakzinierung nur wenige
klinische Studien vorliegen. Eine Phase Il Studie konnte in einem direkten Vergleich
kein statistisch signifikant besseres oder schlechteres Abschneiden einer in vivo DZ-
Vakzinierung nachweisen, im Vergleich zu einer ex vivo DZ-Vakzinierung. Es war aber
im Allgemeinen ein besseres Gesamtlberleben bei DZ Impfung im Gegensatz zur
Kontrolle ohne Therapie zu beobachten, was erneut den allgemeinen klinischen

Nutzen von DZ-Vakzinierungen unterstreicht (170).
7.6 Chancen, Limitationen und Zukunftsperspektiven

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bei gesunden Spendern tumor-spezifische T-
Zellen ex vivo mit Peptid-gepulsten DZ expandiert werden konnten. Dies unterstitzt
die Annahme, dass ex vivo aktivierte und mit Peptid beladene DZ nach Impfungen zu

Immunantworten mit ausreichender T-Zell-Vermehrung in Patienten flihren kénnten.

Die antigen-spezifischen Zellen kénnten auBBer im Rahmen der DZ Vakzinierung auch
zum Beispiel direkt fur eine T-Zell-Therapie verwendet werden und dem Patienten
damit unabhangig von DZ verabreicht werden (171). Die generierten T-Zellen kénnten
im Patienten dadurch eigenstdndig einen Therapieerfolg herbeifihren. Eine
erfolgreiche TCR Therapie mit dem Antigen WT1 wurde bereits durch Chapuis et al.
gezeigt (74). Die Zukunft der DZ Vakzinierung kdnnte vor allem in unterschiedlichsten
Kombinationstherapien liegen. Eine Kombination von DZ Vakzinierung mit CAR-T-
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Zelltherapie zeigte in diesem Zusammenhang groBe Erfolge. In einem
Axenotransplantationsmodell wurden die beiden Immuntherapieansatze mit WT1 als
Zielantigen kombiniert. Durch gleichzeitige DZ-Vakzinierung persistierten die CAR-T-
Zellen und verlangerten damit die Remission nach CAR-T-Zelltherapie (172).

Eine DZ Impfung, welche gegen WT1 Mutationen oder gegen das Neoantigen NPM1
gerichtet ist, ist aufgrund der Auftretenswahrscheinlichkeit in circa 30 % der Patienten
anwendbar. AuBerdem setzt die Therapie voraus, dass Patienten auf diese beiden
Mutationen getestet werden. Dies gehért aber mittlerweile zum diagnostischen
Repertoire dazu (21, 173). Die Peptidsequenz im oCD40-Antikérper kann durch
andere Epitope ausgetauscht werden, wodurch dieser Therapieansatz auch bei

Patienten mit anderen Mutationen anwendbar wéare.

Der von Saskia Schmitt generierte aCD40 DZ-Antikdrper zeigte in der NPM1-
gekoppelten Variante eine gute Wirksamkeit, wahrend bei der WT1-gekoppelten
Variante niedrigere Mengen an IFN-y sowie TNF-a sezerniert wurden. Dies kénnte
aber an der Verwendung von TCR-transduzierten T-Zellen bei NPM1 versus de novo
antigen-spezifischen WT1 T-Zellen liegen. In den oben beschriebenen Versuchen
wurden die TCR transduzierten T-Zellen von van der Lee et al. verwendet. Die
Herstellung des CD40 Peptid-gekoppelten Antikérpers sowie die biochemische
Charakterisierung wurden bereits von Saskia Schmitt in ihrer Dissertation sowie in
einem Journal verodffentlicht (165). Saskia Schmitt zeigte in ihrer Doktorarbeit bereits
die Kokulturversuche mit NPM1 TCR T-Zellen und aCD40 Antikérperkonstrukt, jedoch
mit anderen Spendern. Mdglichweise zeigt auch der Einsatz des Neoantigens NPM1
in diesem Fall eine starkere Immunantwort, da diese dem Kérper fremd sind und in

gesunden Zellen nicht vorkommen.

Die beiden ausgewahlten Tumorantigene werden auBerdem in aktuellen Studien noch
h&ufig bei anderen Therapieansatzen verwendet. Augsberger et al. haben einen WT1-
bispezifischen Antikérper generiert, welcher aktuell in einer Phase | Studie getestet
wird (75). AuBerdem finden beide Antigene Anwendung im Bereich der TCR-
transgenen T-Zellen (74, 98, 174). Zusatzlich wurde NPM1 zur CAR-T Zell-Therapie
eingesetzt und zeigte erste Erfolge (97).

Sowohl im Bereich der Neoantigene, als auch im Bereich der DZ Impfung gab es viele
erfolgreiche Studien in den letzten Jahren (42, 49, 131). Beide Methoden wurden
deutlich verbessert und bergen das Potential als Therapiealternative zur
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Stammzelltransplantation eingesetzt zu werden (27). AuBerdem eignen sich die

Methoden hervorragend fur eine Kombinierung mit anderen Immuntherapien.

Trotz allem sind noch viele weitere Optimierungen fir einen Durchbruch der DZ-
Vakzinierung in der Therapie der AML nétig. Unser Ansatz mit einem Peptid-
gekoppelten CD40-Antikérper zeigte erste vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich
einer optimierten DZ-Vakzinierungsstrategie. Dieser Ansatz kénnte zudem auch in

anderen Tumorentitdten und mit anderen Tumorantigenen verfolgt werden.
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