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Zusammenfassung

Immuntherapeutische Strategien versprechen ein spezifisches Targeting von malignen Zellen in der
Therapie der akuten myeloischen Leukdmie (AML), sind jedoch auf eine intakte T-Zell Funktion
angewiesen. In verschiedenen hamatologischen malignen Erkrankungen wurde jedoch eine T-Zell
Dysfunktion beschrieben. Diese dahnelt der bei chronischen Virusinfektionen wie HIV beschriebenen T-
Zell Erschopfung. Fir die Entwicklung neuer immuntherapeutischer Ansétze zur Behandlung der AML

ist daher die Kenntnis Gber die Funktionalitdt der T-Zellen entscheidend.

In einer Analyse des T-Zell Phdanotyps von an AML erkrankten Patienten in unterschiedlichen
Erkrankungsstadien mittels Durchflusszytometrie wurde die Expression der inhibitorischen Rezeptoren
CD244, CD160, PD-1 und TIM-3 bestimmt. AuRerdem untersuchen wir die Funktionalitat der T-Zellen

hinsichtlich ihrer Zytokinexpression und Proliferationsaktivitat.

Die Expression der inhibitorischen Rezeptoren unterschied sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose nicht
von gesunden Probanden. Nach allogener Stammzelltransplantation zeigt sich jedoch eine erhohte
Expression von PD-1 auf CD8" und CD4* T-Zellen. Hierbei konnten Storfaktoren im Sinne von
Altersunterschieden oder CMV Serostatus ausgeschlossen werden, scheint jedoch mit einem erhéhten
Anteil von T Effektor Gedachtniszellen bei diesen Patienten assoziiert zu sein. Hinsichtlich der
Zytokinexpression oder der Proliferation der T-Zellen zeigte sich zu keinem Zeitpunkt der Erkrankung

ein signifikatnter Unterschied zu den T-Zellen gesunder Probanden.

Wir schlielen hieraus, dass AML-Patienten im Rezidiv einen Shift der T-Zell Population vom naiven
Zustand hin zu differenzierten Effektor Zellen zeigen, welcher von einer Hochregulation der Expression
inhibitorischer Molekiile begleitet ist, jedoch ohne Defekt ihrer Funktionalitit einhergeht. Im
Gegensatz hierzu unterscheiden sich die T-Zellen von AML-Patienten bei Erstdiagnose nicht signifikant
von denen der gesunden Spender der gleichen Altersgruppe. Immuntherapeutische Ansatze haben

somit eine gute Aussicht auf Erfolg bei an AML erkrankten Patienten.



1. Einleitung

In der aktuellen Forschung zur Behandlung vieler Tumorerkrankungen eréffnen immuntherapeutische
Strategien interessante und neuartige Therapieoptionen. Diese versprechen ein spezifisches Targeting
von malignen Zellen bei deutlich reduzierten Nebenwirkungen im Vergleich zur klassischen

Chemotherapie.

Viele der immuntherapeutischen Strategien, an denen derzeit geforscht wird, erfordern eine intakte
T-Zell Funktion. Diese ist jedoch oftmals im Krankheitskontext nicht gegeben. In der Mehrzahl der
Tumorarten wird eine Dysfunktion der T-Zellen des Patienten festgestellt, wodurch der Tumor einer
direkten Antwort des Immunsystems entgehen kann. In diesen Problemkreis gehoért die sogenannte T-
Zell Erschépfung®?, die durch eine Uberexpression inhibitorischer Molekiile auf der T-Zell Oberfliche
gekennzeichnet ist, einhergehend mit einer verminderten Zytokinproduktion und reduzierten T-Zell
Proliferation bis hin zum Zelltod. Bei der akuten myeloischen Leukdmie wurde die T-Zell Funktion
bislang hauptsachlich im Mausmodell untersucht®“. In diesem Modellsystem ergaben sich Hinweise

auf eine mogliche Dysfunktion.

Die Funktionalitdt der T-Zellen ist von zentraler Bedeutung fir immunologische Therapieansatze in der
Behandlung der AML. Daher ist es das Ziel der vorliegenden Arbeit die Funktionalitat der T-Zellen bei

an AML erkrankten Patienten zu untersuchen.

1.1 Akute Myeloische Leukamie (AML)
1.1.1 Biologie und Epidemiologie der AML
Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine Erkrankung der weiBen Blutzellen. Sie definiert sich
durch die klonale Proliferation von undifferenzierten Blasten hamatologischer Zellen der myeloischen
Zelllinie im Knochenmark. Durch genetische Mutationen und chromosomale Umlagerungen werden
verschiedene Onkogene aktiviert und Antionkogene/Tumorsuppressoren deaktiviert. Dies fuhrt zu
einer Storung von Wachstum, Differenzierung und Apoptose von Leukozyten der myeloischen Zellreihe

und damit einhergehend eine ungebremste Proliferation der betroffenen Zellen.

Nach aktuellem Kenntnisstand ist die Entstehung der AML ein mehrstufiger Prozess. Vermutlich sind
mindestens zwei genetische Veranderungen innerhalb einer hamatologischen Stammzelle nétig. Diese
fiihren zur Begiinstigung der Proliferation sowie zur Beeintrachtigung der Apoptose.>® Hiufig bei AML
diagnostizierte genetische Veridnderungen sind beispielsweise eine Uberexpression des WT-1 Gens,

oder Mutationen des FLT-3 oder des NPM 1 Gens.”

Diese Mutationen fihren zu einer deregulierten und ungebremsten Proliferation unreifer, nicht

differenzierter Zellen der myeloischen Zellreihe, welche das umliegende Gewebe des Knochenmarkes



infiltrieren und die reguldre Hdmatopoese verdrangen. Die Folge ist eine Andmie, Thrombozytopenie,
sowie ein Mangel an funktionsfahigen Leukozyten. Die Patienten klagen infolge dessen liber Schwache,

Leistungsminderung, Belastungsdyspnoe, sowie eine erhohte Blutungsneigung und Infektanfalligkeit.

Haufig besteht eine ausgepragte Leukozytose aufgrund der klonalen Vermehrung der funktions-
defizienten Blasten. Wenn diese aus dem Knochenmark ausgeschwemmt werden, kommt es in

extremen Fallen auch zu Symptomen einer Leukostase.

Die AML tritt mit einer jahrlichen Inzidenz von 3,5/100.000 auf, und ist damit die hiufigste Leukdamie

des Erwachsenenalters. Unbehandelt fiihrt sie innerhalb weniger Wochen zum Tod.

1.1.2 Therapieoptionen
Die klassische Therapie der akuten myeloischen Leukdamie erfolgt mittels Chemotherapie. Es werden

dabei zwei Phasen unterschieden: Die Induktion und die Erhaltungstherapie.

Ziel der Induktionstherapie ist die moglichst vollstdndige Eliminierung der leukamischen Zellen,
mindestens jedoch die Verringerung von deren Anzahl um den Faktor 1000-10000. Bei etwa 70-80%
der jiingeren Patienten kann eine komplette Remission erreicht werden. Hierbei kommt es zu einer
vollstandigen Normalisierung des Blutbildes, wobei im Blutausstrich keine Blasten mehr nachweisbar

sind, mit einem verbleibenden Blastenanteil des Knochenmarks von < 5%.%°

Selbst bei optimaler Wirksamkeit der Chemotherapie mit Erreichen einer kompletten Remission bleibt
jedoch eine geschitzte Tumorlast von etwa 108-10° Zellen. Dadurch besteht ein hohes Risiko fiir ein
Rezidiv. Ohne eine weiterfiihrende Therapie kommt es oft innerhalb weniger Monate zu einer Neu-

Erkrankung.®®

Der Ursprung dieses Rezidivs ist eine kleine Population therapieresistenter leukdamischer Zellen in der
Stammzellnische, die aufgrund ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung als leukdmische Stammzellen
bezeichnet wird. Diese wird durch die Induktionschemotherapie haufig nicht eliminiert.! Die Induktion
flhrt somit lediglich zu einer Reduktion der Tumorlast sowie zu einer Besserung der Symptomatik,
indem die Blasten im Knochenmark zuriickgedrangt werden und die normale Hamatopoese wieder
mehr Raum einnehmen kann. Die eigentliche, tumorbildende leukdmische Stammzelle bleibt jedoch

erhalten und fihrt so zum Rezidiv.

Um dieses Risiko zu minimieren, erfolgt sofern moglich nach Erreichen der Remission eine weitere
Therapie Einheit. In welcher Form eine solche Postremissionstherapie durchgefiihrt werden sollte, ist
abhangig von Alter und Risikoprofil der Patienten, und ist Gegenstand intensiver Forschung und
zahlloser Therapiestudien. Heute durchgefiihrte Ansdtze beinhalten unter anderem hochdosiertes

Cytarabin, eine der Induktionstherapie &hnliche Erhaltungs-Chemotherapie, die autologe
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Stammzelltransplantation oder die allogene Stammzelltransplantation. Die niedrigste Rezidivrate

weist hierbei die allogene Stammazelltransplantation auf, auch sie liegt jedoch bei etwa 30%.1% 13

Neue Strategien zur Therapiefortsetzung nach einer Induktionstherapie werden daher dringend

bendtigt.

1.1.3 Neue Therapieansitze
Derzeit wird an vielen neuen Moéglichkeiten zu Verbesserung insbesondere der Postremissionstherapie
der AML geforscht. Eine der vielversprechendsten Ansétze ist dabei die Inmuntherapie. In den letzten
Jahren wurden Medikamente wie der Tyrosinkinaseinhibitor Midastaurin!® fiir Patienten mit einer
FLT3 Mutation und das an einen CD33-Antikérper gebundene Toxin Gemtuzumab Ozogamicin®®
entwickelt. Weitere mogliche Therapieansatze sind beispielsweise die Verwendung monoklonaler
Antikorper, wie in der Therapie des B-Zell Lymphoms mit Rituximab schon lange etabliert, die adoptive
Therapie mit NK Zellen oder T-Zellen, Immuntherapie mittels systemischer Zytokine, oder die Impfung

mittels Peptiden, modifizierten leukdmischen Zellen oder dendritischen Zellen.®

Voraussetzung fiir all diese Strategien ist jedoch ein funktionales Immunsystem. In der aktuellen
Forschung wird immer wieder festgestellt, wie verschiedenste Tumoren Wege finden, der Erkennung
durch das Immunsystem zu entgehen, oder die Funktionalitdt desselben zumindest in unmittelbarer

Umgebung einer Tumorzellmasse, teils aber auch im gesamten Kérper, reduzieren.’18

1.2 Angeborene und erworbene Immunitat
Das menschliche Immunsystem dient der Abwehr potentiell schadlicher Erreger. Dabei werden zwei
Mechanismen unterschieden: Das angeborene Immunsystem, welches zum einen auf unspezifischen
humoralen Mechanismen wie dem Komplementsystem und proinflammatorischen Zytokinen und zum
anderen auf unspezifischen Abwehrzellen wie Granulozyten, NK-Zellen, Monozyten und Makrophagen
beruht; und das erworbene Immunsystem, welches auf spezifische zellularen Reaktionen durch B- und
T-Zellen auf bestimmte Krankheitserreger beruht uns somit zwar erst der Aktivierung bedarf, jedoch
im Folgenden eine deutlich hohere Effektivitat aufweist als die angeborene Immunitat. Zum Zweck
dieser Arbeit werden wir uns im Folgenden auf die spezifische Immunitat insbesondere durch T-Zellen

konzentrieren.

1.3 T-Zellen im menschlichen Immunsystem und Differenzierung von T Memory Zellen
T-Zellen sind ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems. Sie bilden eine Untergruppe der

Lymphozyten und spielen eine zentrale Rolle in der zellvermittelten Immunabwehr.

Ihre Vorlaufer werden im Knochenmark gebildet, reifen im Thymus, und treten als sogenannte naive

T-Zellen in den Blutkreislauf ein. Sie zirkulieren dann durch die peripheren lymphatischen Gewebe wie

11



Lymphknoten, mukosales lymphytisches Gewebe und Milz. Treffen T-Zellen hier auf ihr spezifisches

Antigen, differenzieren sie sich zu T-Effektorzellen.

Alle T-Zellen nutzen den T-Zell Rezeptor (TCR) zur Antigenerkennung. Dieser wird durch CD3

stabilisiert®®

, welches als Erkennungsmolekdil fiir das Vorliegen eines TCR auf der Zelle dienen kann.
Der TCR ist ein Heterodimer, das meist aus einer a- und einer B-Polypeptid-Kette besteht.?® Ein
geringer Anteil der T-Zellen exprimiert allerdings einen TCR, der aus einem y:6-Heterodimer aufgebaut

ist. Diese kommen vorwiegend in epithelialen Geweben vor.?

Nach Differenzierung im Thymus liegen T-Zellen in zwei Hauptklassen vor, welche im Folgenden naher

erlautert werden.

1.3.1 CD8-T-Zellen
Naive CD8-T-Zellen differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen, deren Aufgabe die Lyse von infizierten

oder geschadigten Zellen ist.

CD8-T-Zellen erkennen liber den T-Zell Rezeptor Antigene, die Uber einen major histocompatibility
complex class 1 (MHC-I) prasentiert werden. Die Erkennung eines kompatiblen Antigens 16st eine
klonale Expansion der Zellen, sowie deren Differenzierung zu Effektor-Zellen aus. Als Effektorzellen
exprimieren sie Zytotoxine wie Perforin, Granzym B und FasL, und produzieren Zytokine wie IFN-y und
TNF-a. Auf diesem Weg triggern sie die Apoptose in antigentragenden Zielzellen. CD8 dient hierbei als

Corezeptor fir die Bindung des TCR an MHC-I von antigenprédsentierenden Zellen.??

Nach der Beseitigung des Antigens wird in einem Grol3teil der klonal expandierten CD8-T-Zellen die
Apoptose ausgel6st.”® Ein geringer Prozentsatz differenziert zu T-Gedichtniszellen, die spater

beschrieben werden.

1.3.2 CD4-T-Zellen
Naive CD4-T-Zellen kdnnen zu unterschiedlichen Subtypen mit unterschiedlichen Eigenschaften
heranreifen, wie beispielsweise Ty, Tu2, Thl7 und regulatorische T-Zellen. Sie werden aufgrund der
Cytokine, die von diesen Zellen freigesetzt werden, differenziert. Diese T-Zellen interagieren mit

anderen Zellen des Immunsystems wie B-Lymphozyten und Makrophagen.

Tul-Zellen produzieren dabei Zytokine wie IFN-y, IL-2 und TNF-a, welche eine Aktivierung und
Differenzierung von Makrophagen bewirken, wahrend Tn2-Zellen mit B-Zellen interagieren, und die
Produktion und Ausschittung von Antikérpern bewirken. Tyl7-Zellen sind dagegen nach dem von
ihnen produzierten IL-17 benannt, welches neutrophile Granulozyten aktiviert und zur Ausschiittung

von proinflammatorischen Proteinen wie unter anderem IL-1 und IL-6 fiihrt.?
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Regulatorische T-Zellen werden im Folgenden separat beschrieben.

1.3.3 T-Gedachtniszellen
T-Gedachtniszellen oder ,, T memory cells” sind im Blut persistierende aktivierte Effektor T-Zellen. Sie
sind duBerst langlebig, vermitteln die Immunantwort bei Reinfektionen mit zuvor erkannten Erregern
und ermoglichen eine schnellere und effizientere Reaktion. Sowohl CD4- als auch CD8-Effektor-T-
Zellen konnen sich zu Geddchtniszellen differenzieren. Gedachtniszellen kdnnen anhand
unterschiedlicher Oberflaichenmolekiile und Effektorfunktionen identifiziert werden. Hierzu gehoért die
Expression von CD45R0, die von Gedachtniszellen exprimiert wird, wahrend naive T-Zellen die Isoform

CD45RA exprimieren.?

Es gibt verschiedene Arten von Gedachtniszellen mit unterschiedlichen Aktivierungsmerkmalen. T-
Effektorgedachtniszellen, auch Tem genannt, kdnnen nach Aktivierung schnell zu funktionsfahigen T-
Effektorzellen heranreifen. Sie sind fiir einen raschen Eintritt in entziindetes Gewebe spezialisiert und

stehen damit fir eine direkte Immunabwehr bereit.

Eine weitere Gruppe von Gedachtniszellen sind die zentralen Gedachtniszellen oder Tcw. Diese Zellen
bendtigen langer, um sich in T-Effektorzellen zu differenzieren. Im Gegensatz zu Tem exprimieren Tem
CCR7, einen Chemokinrezeptor, der mit dem ,Homing” von Lymphozyten zu den Lymphknoten
assoziiert ist.”® Es wird vermutet, dass diese Zellen fir die Aufrechterhaltung eines langfristigen
Immungedachtnisses verantwortlich sind und sich bei Antigenkontakt in Effektorgedachtniszellen

differenzieren.

Neben den beiden genannten Zellgruppen sowie den naiven T-Zellen gibt es noch eine weitere Gruppe
von Gedachtniszellen, die sich dadurch auszeichnen, dass sie wie Tcm CCR7 exprimieren, aber wie naive
T-Zellen CD45RA exprimieren. Sie werden Temra Zellen genannt. Sie stellen eine hochspezialisierte
Gruppe von Gedachtniszellen, die in Abwesenheit des betreffenden Antigens aus Tcw entsteht und

vermutlich eine Rolle in der Homdostase des heterogenen Pools der Gedachtniszellen spielt.?’

1.3.4 Regulatorische T-Zellen
Eine spezielle Untergruppe der CD4 positiven T-Zellen bilden die regulatorischen T-Zellen. Sie
exprimieren FoxP3 als definierenden Transkriptionsfaktor. Im Gegensatz zu anderen T-Zellen liegt ihre
Aufgabe in der Unterdriickung von Immunreaktionen, welche durch autoreaktive T-Zellen ausgel6st
werden kénnen, die der Selektion im Thymus entgangen sind. Dies geschieht tGber unterschiedliche
Mechanismen, wie beispielsweise die Freisetzung von Zytokinen wie IL-10 und TGF-B oder die

Expression von CTLA-4. Sie verhindern so die Entstehung von Autoimmunerkrankungen.?
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1.3.5 NK-T-Zellen
Diese Zellen gehéren zu den sogenannten ,innate-like” Lymphozyten und bilden funktionell eine
Briicke zwischen angeborener und erworbener Immunitat. Sie exprimieren sowohl einen T-Zell-
Rezeptor, als auch den Rezeptor von NK-Zellen. Sie erkennen mikrobielle Lipide, die auf speziell durch
Infektionen exprimierten CD1-Proteinen prasentiert werden und spielen insbesondere bei der Abwehr

von Mycobakterien eine Rolle.?®

1.3.6 y6-T-Zellen
v6-T-Zellen sind eine kleine Gruppe von T-Zellen, deren TCR nicht aus einer a- und einer B-Kette
zusammengesetzt ist, sondern aus einer y- und einer 6-Kette. Diese Zellen findet man hauptsachlich in
Epithelien. Sie scheinen im Gegensatz zu af-T-Zellen mit ihrem TCR keine Peptide, sondern spezielle

Liganden wie Lipide zu binden.*°

1.4 T-Zell Erschopfung
Ein funktionstlichtiges Immunsystem eliminiert nicht nur kérperfremde Organismen wie Bakterien
oder Viren, sondern auch beschadigte oder entartete korpereigene Zellen. Viele Tumoren haben
jedoch Mechanismen entwickelt, um der Kontrolle durch das Immunsystem zu entgehen. Haufig wird

31,32

dabei eine T-Zell Dysfunktion beobachtet, nicht nur bei soliden Tumoren>"*4, sondern auch bei

33,34

hamatologischen Erkrankungen wie adulter T-Zell Leukdamie®*>*, chronischer myeloischer Leukdamie

(CML)3>38 und chronischer lymphatischer Leukdmie (CLL)*”-38% vor.

Diese T-Zell Dysfunktion wurde zuerst bei chronischen Virusinfektionen wie beispielsweise HIV

beobachtet und in den letzten Jahren bei immer mehr Tumorerkrankungen nachgewiesen.

1.4.1 Definition und Entstehung
Mit T-Zell Erschopfung wird ein dysfunktionaler Zustand von T-Zellen beschrieben, der definiert ist
durch den Verlust der Effektorfunktion und eine erhebliche Einschrankung der T-Zell Aktivierung. In
funktioneller Hinsicht charakteristisch fiir erschopfte T-Zellen sind die reduzierte Expression von
Cytokinen, sowie die Abnahme der Proliferation und der cytotoxischen Wirksamkeit. Phanotypisch ist
die vermehrte Expression inhibitorischer Rezeptoren und ein von funktionalen Effektor- oder Memory-
Zellen abweichender Transkriptionsstatus charakteristisch. Dies ist vor allem mit chronischen viralen

Infektionen und Tumorerkrankungen assoziiert.?

Waihrend der initialen Infektion differenzieren naive T-Zellen nach Antigenkontakt und Kostimulation
zu Effektor T-Zellen. Nach der Eliminierung der Infektion differenzieren diese zu polyfunktionalen

Memory T-Zellen, welche lange Zeit ohne Antigenkontakt tiberleben kénnen.*°
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Wahrend chronischen Infektionen persistiert das Antigen auch nach der Effektorphase. Bei
zunehmender Dauer der Antigenpersistenz und/oder zunehmender Antigenlast durchschreiten T-

Zellen mehrere Stadien der Dysfunktion.*%4?

Diese Dysfunktion wird durch drei verschiedene Pfade eingeleitet: Durch inhibitorische Oberflachen-
Rezeptoren und Checkpoint-Molekiile wie PD-1*, durch lésliche Faktoren wir Interleukin-10%*, und
inhibitorische Zelltypen wie regulatorische T-Zellen*!. Im Folgenden werden die fiir T-Zell Erschépfung

relevanten inhibitorischen Rezeptoren besprochen.

1.4.2 Inhibitorische Rezeptoren auf T-Zellen
T-Zellen exprimieren an ihre Oberflache eine Vielzahl von Rezeptoren, welche bei Bindung des
richtigen Liganden eine Immunreaktion inhibieren oder aktivieren kénnen.*® Sie modulieren und
regulieren Uberinhibierende oder aktivierende Oberflachenrezeptoren die Dauer und das Ausmald der
T-Zell Aktivierung, um fiir eine ausreichende protektive Immunantwort zu sorgen und Autoimmun-

reaktionen zu vermeiden.*#

Im Rahmen einer chronischen Antigenstimulation, wie beispielsweise bei chronischen viralen
Infektionen kann es dabei zu einer Uberexpression von inhibitorischen Rezeptoren kommen, was bei
den betroffenen T-Zellen zu einem Zunehmenden Verlust der Effektor-Funktion fihrt. Dabei korreliert
das Ausmall des Funktionsverlustes mit einer Koexpression einer zunehmenden Anzahl von

inhibitorischen Rezeptoren.*®

Diesen Mechanismus zur machen sich jedoch auch maligne Erkrankungen zunutze. Maligne Zellen
exprimieren Liganden dieser inhibitorischen Rezeptoren, um eine Immunreaktion gegen sie zu
unterdriicken.*® Daher sollen diese inhibitorischen Rezeptoren als eines der wichtigsten Merkmale der

T-Zell Erschopfung im Folgenden vorgestellt werden.

1.3.2.1 CD244
CD244 (2B4) ist ein Glykoprotein auf der Oberflache von NK- und T-Zellen. Je nach Expressionsstarke
von CD244 kommt es nach Bindung des Liganden CD48 zu einem aktivierenden oder inhibitorischem
Signal fiir die exprimierende Zelle des Immunsystems.*® So zeigt CD244 in vitro bei NK-Zellen mit
niedriger Oberflachen-Expression eine aktivierende Wirkung, bei starker Expression resultiert jedoch
ein inhibitorisches Signal, wobei die Konzentration der intrazelluldren an den Rezeptor bindenden

t.°% Die Wirkung in T-Zellen ist analog hierzu. So konnte gezeigt

Molekdle hier ebenfalls eine Rolle spiel
werden, dass bei LCMV-spezifischen T-Zellen mit einer niedrigen Expression von CD244 nach
Applikation eines anti-CD48 Antikorpers, der zur Blockade des CD244-Pathways fiihrt, die Produktion
von IFN-y abnahm, wahrend bei Zellen mit einer hohen Expression von CD244 die Produktion von IFN-

y zunahm.®
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1.3.2.2 CD160
CD160 gehort zur Familie der Immunglobuline. Es ist als Corezeptor auf unterschiedlichen Arten von
cytotoxischen T-Zellen zu finden, sowie auf einer kleinen Untergruppe von CD4* T-Zellen. Auf CD8* T-
Zellen ist die Expression von CD160 nach Verlust von CD28 hochreguliert, CD28 positive CD8* T-Zellen

exprimieren CD160 nur nach chronischer Antigenstimulation.>%*?

CD160 kann in 2 Isoformen vorliegen, mit GPI-Anker und als l6sliche Form. In Abhangigkeit der
vorwiegend vorhandenen Isoform und der Anwesenheit unterschiedlicher Liganden kénnen liber

CD160 aktivierende, oder inhibierende Signale vermittelt werden.53>45>56

Insbesondere in der Situation einer chronischen Antigenstimulation ist CD160 zusammen mit anderen
inhibitorischen Rezeptoren auf der Oberflache von T-Zellen deutlich in seiner Expression erhoht und

mit einem T-Zell Erschépfung assoziiert.®

1.3.2.3 PD-1
PD-1 oder ,Programmed Death-1“ wird voriibergehend auf aktivierten T-Zellen, B-Zellen und
Monozyten exprimiert und bindet 2 Liganden, PD-L1 und PD-L2.°” Die Bindung von PD-1 an seine

Liganden resultiert in einer verminderten Proliferation und Produktion von Zytokinen wie IL-2 und IFN-

58

Y.

Dabei dient die Bindung von PD-L1 der Regulation der Immuntoleranz, indem eine Aktivierung von
autoreaktiven Lymphozyten inhibiert wird. So entwickeln beispielsweise PD-L1 defiziente Mause

spontan Autoimmunerkrankungen.>¢°

Auch die Bindung von PD-L2, welches von aktivierten antigenprasentierenden Zellen exprimiert wird,
vermindert die T-Zell-Rezeptor gesteuerte Proliferation und Zytokinproduktion von CD4+ T-Zellen in

Abhingigkeit von der Konzentration des Antigens.®!

Beide Pfade reduzieren die Effektivitdat der T-Zell Reaktion in verschiedenen viralen und nicht-viralen
Infektionen und Tumorerkrankungen.*®2 Dieser Mechanismus wird inzwischen therapeutisch durch

verschiedene Antikorper wie beispielsweise Pembrolizumab genutzt.

1.3.2.4 Tim-3
Tim-3, oder ,T-cell Ig and mucin-containing domain-3“, wird von NK-Zellen, DCs und Tyl-Zellen
exprimiert. Nach Bindung seines Liganden Galectin-9 werden Tyl1-Zellen inhibiert.%® Bei erhéhter
Expression von Tim-3 konnte ein dysfunktionaler Zustand von T-Zellen nachgewiesen werden,

insbesondere auch in Coexpression mit anderen inhibitorischen Molekiilen wie PD-1.546°
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1.4.3 T-Zell Erschopfung bei malignen Erkrankungen
Die T-Zell Erschépfung wurde erstmals bei chronischen Viruserkrankungen wie LCMV und HIV
nachgewiesen. Wie bereits zuvor erwahnt, wurde eine dhnliche Dysfunktion von T-Zellen auch in

verschiedenen Tumorerkrankungen nachgewiesen.

PD-1 wurde beispielsweise in tumorinfiltrierenden Lymphozyten in verschiedenen Tumorarten
nachgewiesen.®®®” Umgekehrt werden seine Liganden, PD-L1 und PD-L2 von diversen Tumorarten
exprimiert.%8%° Durch Interaktionen wie diese kommt es schlieBlich zu einer Dysfunktion von
insbesondere den Tumor infiltrierenden T-Zellen, mit verminderter Proliferation und

Zytokinausschittung.

Fir die Erkenntnis, dass es moglich ist, sich diese Mechanismen unterschiedlicher inhibitorischer
Rezeptoren therapeutisch mittels inhibitorischer Antikdrper zunutze zu machen, und so eine Reaktion
des Immunsystems gegen die Tumorerkrankung zu erméglichen, erhielten 2018 James P. Allison und

Tasuku Honjo den Nobelpreis fir Medizin.

1.5 Fragestellung
Bisher wurde die T-Zell Erschépfung Gberwiegend im Rahmen chronischer viraler Infektionen, sowie
solider Tumoren nachgewiesen. Im Rahmen hamatologischer Erkrankungen wurde teils eine erhohte

Expression einzelner inhibitorischer Marker wie PD-1 nachgewiesen.

In der akuten myeloischen Leukdmie wurden Untersuchungen diesbeziglich nur am Mausmodell
untersucht, hier konnte eine Untergruppe von T-Zellen mit verminderter Zytokinproduktion bei
erhohter Coexpression von PD-1 und Tim-3 nachgewiesen werden. Die Anzahl dieser Zellen stieg bei

Progress der AML.2

Da insbesondere die betroffenen T-Zellen oft hochspezifisch fir ihr Antigen sind, ist deren
Funktionalitat flr jegliche Therapiestrategie, die auf einer Aktivierung des Immunsystems basiert,
entscheidend. Dies gilt fir Ansadtze wie Checkpoint-Inhibitoren, Impfungen mittels Peptiden,

modifizierte leukdmische Zellen oder dendritische Zellen.

Daher soll in der folgenden Arbeit die Expression und Koexpression der inhibitorischen Rezeptoren
CD244, CD160, PD-1 und TIM-3 auf den T-Zellen von an AML erkrankten Patienten in unterschiedlichen
Stadien der Erkrankung untersucht werden. AuRerdem untersuchen wir die Funktionalitdt der T-Zellen
hinsichtlich ihrer Zytokinexpression und Proliferationsaktivitat nach Stimulation in unterschiedlichen
Erkrankungsstadien. Dabei dienen HIV positive Patienten als Positivkontrolle und gesunde Spender als

Negativkontrolle.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zustimmung der Ethikkommission
Wir erhielten eine schriftliche Einverstandniserklarung von allen Patienten im Einverstandnis mit der
Deklaration von Helsinki. Alle Versuche wurden von der Ethikkommission der Ludwigs-Maximilians-

Universitat Minchen, Deutschland, genehmigt.

2.1.2 Patientenproben
Proben von peripher gewonnenem Blut wurden von 41 Patienten erhalten, die am Klinikum
GroBhadern in Miinchen, Deutschland, mit akuter myeloischer Leukdmie (AML) diagnostiziert wurden.
Alle Patienten waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme unbehandelt. Die Patientenproben wurden zu
den folgenden Phasen der Krankheit gesammelt: Bei der Erstdiagnose der Erkrankung (medianes Alter
53, 23-87), bei der Diagnosestellung einer refraktdren Erkrankung nach Induktionstherapie (medianes
Alter 63, 40-70), bei der Diagnose Rezidiv (medianes Alter 70, 40-85) oder nach

Stammzelltransplantation (medianes Alter 59, 39-71).

Proben aus peripherem Blut wurden auch von einer Kontrollgruppe von 30 gesunden Spendern im

Alter von 22 bis 60 Jahren gewonnen, mit einem Altersmedian von 38,5 Jahren.

Proben von HIV-positiv getesteten Patienten bei Erstdiagnose wurden freundlicherweise von Frau PD
Dr. Rika Draenert zur Verfligung gestellt (Abteilung fir Klinische Infektiologie des Klinikums der

Universitat Mlnchen, Campus Innenstadt, in Minchen, Deutschland).

Der CMV Serostatus von gesunden Spendern wurde von der Abteilung Virologie des Max von
Pettenkofer-Instituts in Minchen, Deutschland, bestimmt. 10/24 (41,7%) der gesunden Spender

wurden CMV positiv getestet.

2.1.3 Antikérper

Antikorper Farbe Klon Firma

CCR7 PE GO043H7 BioLegend
CD127 PE eBioRDR5 eBioscience
CD160 APC #688327 R&D Systems
CD244 PE C1.7 BiolLegend
CD244 APC Cl1.7 BiolLegend
CD25 Brilliant Violet 421 BC96 BioLegend
CD27 APC 0323 BioLegend
CD3 AlexaFluor 488 UCHT1 BiolLegend
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CD3 APC UCHT1 BioLegend
CD4 APC-H7 RPA-T4 BD

CD45RA Brilliant Violet 421 HI100 BioLegend
CD8 PerCP-eFlour 710 SK1 eBioscience
FoxP3 APC 236A/E7 eBioscience
IFN-y PE B27 BioLegend
IL-2 Brilliant Violet 421 MQ1-17H12 BioLegend
Iso PE MOPC-21 BiolLegend
Iso APC 133303 R&D Systems
Iso Brilliant Violet 421 MOPC-21 BiolLegend
LAG-3 Atto 647 N 17B4 AdipoGen
PD-1 Brilliant Violet 421 EH 12.2 H7 BiolLegend
PD-1 APC EH 12.2 H7 BiolLegend
TIM-3 PE R&D Systems
TNF-a APC MAb11 BioLegend

Tab. 2.1 Liste der verwendeten Antikérper

2.1.4 Kulturmedien

Substituiertes RPMI 1640 Medium

RPMI 1640 (PAN Biotech), substituiert mit 10 % (v/v) FCS (Gibco)

Einfrier (Kryo-) -Medium

80% FCS
20% DMSO
2.1.5 Zell Stimuli
CD28 BD, Franklin Lakes
CD49d BD, Franklin Lakes
CEFT jpt, Innovative Peptide Solutions, Berlin
lonomycin Sigma-Aldrich, Minchen
PHA Sigma-Aldrich, Miinchen
PMA Sigma-Aldrich, Miinchen

Tab. 2.2 Liste der verwendeten Zell Stimuli
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2.1.6 Chemikalien, Laborausstattung

2.1.6.1 Chemikalien

Brefeldin A

Sigma-Aldrich, Minchen

BSA (Bovines Serumalbumin)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

CD3 MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

CellTrace CFSE Cell Proliferation Kit

Invitrogen, Darmstadt

DMSO (Dimethylsulfoxid)

SERVA Electrophoresis GMBH, Heidelberg

Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28

Gibco, invitrogen, Carlsbad, USA

EDTA (0,5M) (Ethylendiamintetraessigsaure)

Gibco Life Technologies, Eggenstein

FcR Blocking Reagent

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

FCS

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA

Ficoll 1,077 g/ml (Bicoll Separating Solution)

Biochrome EG, Berlin

Formaldehyd (37%)

Carl Roth, Karlsruhe

FoxP3 Staining Set

eBioscience, Wien

Intracellular Staining Set

eBioscience, Wien

Intracellular Staining Set

BD, Franklin Lakes

LIFE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Staining Kit

Life technologies, Invitrogen, Carlsbad

MACS Separation Columns

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Monensin

Sigma-Aldrich, Minchen

PBS

PAN Biotech, Aidenbach

RPMI 1640 mit L-Glutamine, NaHCO3

PAN Biotech, Aidenbach

Tab. 2.3 Liste der verwendeten Chemikalien

2.1.6.2 Laborausstattung — Gerate und Verbrauchsmaterialien

CO;- Inkubator

Binder, Tuttlingen

FACS Réhrchen Polystrene Round-Bottom Tube

BD Biosciences, Heidelberg

FACS LSR I

BD Biosciences, Heidelberg

Falcon Rohrchen Polypropylene Conical Tube

BD Biosciences, Heidelberg

Einfrier-Container Nalgene Freezing Container

Thermo Scientific, Waltham, MA

Gefrierschranke Hera freeze (-80°C)

Thermo Electron Corperation, Waltham, MA

Kihl- und Gefrierschranke

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kyroréhrchen Cyrogenic vilas

Star Lab, Hamburg

Lamina-flow Werkbank

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Lithium-Heparin Rohrchen S-Monovette

Sarstedt, Nimbrecht

MACS Blunt-End Needles 16-gauge (steril)

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
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MACS Multi Stand

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Mikroskop DM IL

Leica, Solms

Navios

Beckmann Coulter, Krefeld

Pasteur Pipette

VWR International, Radnor, PA

Pipetboy acu

Integra Biosciences, Fernwald

Pipetten (10-1000 pl)

Eppendorf Research, Hamburg

Pipetten Costar (2-25 ml)

Corning, Kennebunk, ME

Pipettenspitzen (10-1000 pl)

Eppendorf Research, Hamburg

Sicherheitsfligelkanile S-Multifly-Set

Sarstedt, Nimbrecht

Sterile Abdecktlicher Secu-Drape

Sengewald, Rohrdorf

Tischzentrifuge

Fisher Scientifc, Schwerte

Vortexer Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, NY

Wasserbad ED 13

Julaba, Seelbach

Zellkultur Wellplatten

Becton Dickinson Labware, Heidelberg

Zahlplattchen

Invitrogen, Darmstadt

Zellkulturflaschen

BD Bioscience, Heidelberg

Zellkulturplatten Gridding Scoring Dishes

Stemcell Technologies, KéIn

Zellzdhler Countess

Invitrogen, Darmstadt

Zentrifuge Multifuge 3 s-r

Thermo scientific, Waltham, MA

Tab. 2.4 Liste der verwendeten Laborausstattung

2.1.7 Losungen
FACS/MACS Puffer:

500 ml PBS
2ml EDTA 0,5 mM
2,5 ml BSA

FACS FIX

500 ml PBS FACS Puffer
2% Formaldehyd (37%)

2.2 Methoden
2.2.1 Isolierung von PBMCs

Proben von peripher gewonnenem Blut wurden mit 10 ml Spritzen abgenommen, die Heparin als
Antikoagulans enthalten. Mononukledre Zellen (PBMCs) wurden mittels Dichtegradient-Zentrifugation

isoliert. Das Blut wurde in einem 1:3 Verhaltnis mit Phosphat Salin Puffer (PBS, Pan-Biotech,
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Aidenbach, Deutschland) verdiinnt. Das verdiinnte Blut (25 ml) wurde dann zu Ficoll (12 ml, Biochrom,
Berlin, Deutschland) zugefiigt und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten bei 860 g zentrifugiert. Die
PBMCs wurden entnommen und in RPMI 1640 (Pan-Biotech, Aidenbach, Deutschland) resuspendiert.
Die Zellen wurden zweimal mit RPMI 1640 gewaschen, gezadhlt, und entweder direkt fir weitere

Versuche verwendet oder eingefroren und bei -163 °C in fllissigem Stickstoff gelagert.

2.2.2 Immunfluoreszenz-Farbung und Analyse mittels Durchflusszytometrie
Nach der Isolierung wurden die PBMCs mit FACS Puffer (1 ml) gewaschen und zur Anfarbung von
Oberflachenmolekiilen weiterbehandelt. Dazu wurden die Zellen mit FcR Blocking Reagenz (10 l,
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Danach wurden monoklonale, mit
Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelte Antikorper zugefiigt und ebenfalls 10 Minuten bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen wieder mit FACS Puffer (1 ml) gewaschen, entweder mit FACS FIX (100
ul) fixiert und mittels Durchflusszytometrie innerhalb von maximal 3 Tagen analysiert, oder direkt zur

intrazellularen Farbung weiterverwendet.

2.2.3 Intrazelluldre Farbung
Zu den Zellen, in denen intrazelluldar FoxP3 nachgewiesen werden sollte, wurde aus dem FoxP3
Nachweis Kit (eBioscience, San Diego, USA) Fix Perm Losung (1 ml, siehe 2.1.6) zugegeben. Die Zellen
wurden dann 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach anschlieBendem Abzentrifugieren und zweimaligem
Waschen mit Perm Puffer (2 ml, 1:10 Verdinnung), wurde Anti-FoxP3 mAb (20 ul; APC, 236A/E7;
eBioscience, San Diego, USA) zugegeben und die Zellen erneut 30 Minuten bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit Perm Puffer (1 ml, 1:10 Verdiinnung) gewaschen, mit FACS FIX

fixiert und innerhalb von maximal 3 Tagen mittels Durchflusszytometrie analysiert.

2.2.4 MACS Separation
Ungefdrbte PBMCs wurden gezihlt und in MACS Puffer (80 pl pro 1 x 107 Zellen) gelést. CD3
MicroBeads (20 pl pro 1 x 107 Zellen, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) wurden zugegeben und 15
Minuten bei 4 °C inkubiert. Die MACS Saule wurde nach der Anzahl der verfligbaren Zellen gewahlt.
Fir eine Gesamtzellzahl von bis zu 2 x 108 Zellen oder eine erwartete Anzahl von bis zu 10’ CD3
positiven Zellen wurde die MS Saule (Miltenyi Biotec) gewahlt, flr eine gréBere Anzahl an Zellen wurde

die LS Saule verwendet.

Die Sdule wurde nach Herstelleranweisung vorbereitet und nach den Reinigungsschritten die
Zellsuspension zugefligt. Die CD3 markierten Zellen wurden dreimal gespiilt, wobei der nachste

Waschschritt jeweils nach vollstandiger Leerung des Reservoirs durchgefiihrt wurde.
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Die Saule wurde dann aus dem Separator entfernt und in ein 10 ml Falcon platziert. 1 ml MACS Puffer
wurde ins Reservoir von MS Saulen gegeben, 5 ml in LS Sadulen, und die Zellen mithilfe des Stempels

vom Saulenmaterial eluiert und weiteren Versuchen zugefiihrt.

2.2.5 Intrazelluldre Zytokin-Farbung
Nach der Wahl einer passenden Zahl von PBMCs wurden diese 5 Minuten bei 550 g zentrifugiert und
in RPMI 1640/10% FCS (100 pl pro 2 x 10° Zellen) resuspendiert. Je 100 pl der Lésung wurden in einem
Well einer 96-well Platte transferiert und tiber Nacht bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Mit Ausnahme
der nicht-stimulierten Kontrollen wurde zu den Zellen in den Wells anschlieRend einer von zwei

verschiedenen Stimuli gegeben.

Einem Drittel der Zellen wurden PMA (2 pl einer 1:100 Verdiinnung) und lonomycin (1,5 pl einer 1:10

Verdinnung) zugegeben.

Ein weiteres Drittel wurde mit CD3/CD28 Dynabeads (4 x 107 beads/pl, Gibco, Carlsbad, California,
USA), die nach Herstellerprotokoll vorbereitet wurden, versetzt. Die Beads wurden in einem Verhaltnis

von 3:1 von Zellen zu Beads verwendet (0,5 x 10° Beads pro Well bei 2 x 10° Zellen pro Well).

Alle Zellproben wurden eine Stunde bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. AnschlieBend wurde Golgi Stop,
bestehend aus in Ethanol gelostem Monensin, mit einer Endkonzentration von 8 pg/ml, und Brefeldin
A mit einer Endkonzentration von 10 pg/ml zugegeben, und die Zellen anschlieBend fir 5 Stunden bei

37 °Cund 5% CO, inkubiert.

Nach dieser Inkubation wurden die Zellen geerntet und die Zellen, die den gleichen Stimulus erhalten
hatten in einem FACS Rdhrchen gepoolt. Die mit CD3 CD28 Dynabeads stimulierten Zellen wurden
zunachst 2 Minuten in einem Magneten platziert, die Gberschissige Flussigkeit entfernt und die Beads
mit PBS (200 ul) gewaschen. AnschliefRend wurden alle Zellen mit FACS Puffer (1 ml) gewaschen und 5
Minuten bei 550 g zentrifugiert. Die extrazelluldre Farbung wurde wie oben beschrieben (siehe 2.2.2)

durchgefihrt.

Die Intrazellulare Farbung fiir Interferon y, Tumornekrosefaktor a und Interleukin-2 wurde mithilfe des
Intrazelluldren Farbekits (BD, Franklin Lakes, USA) durchgefiihrt. Die Zellen wurden in
Cytofix/Cytoperm Losung (100 pl pro Well) suspendiert und 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach
Waschen mit Perm/Wash Lésung (1 ml, 1:10 Verdliinnung) wurden mAb fiir IFN-y, TNF-acund IL-2 (siehe
2.1.3) zugegeben und 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Zuletzt wurden die Zellen mit Perm/Wash Lésung
(1 ml, 1:10 Lésung) gewaschen, mit FACS FIX (100 pl) fixiert und innerhalb von 3 Tagen mittels

Durchflusszytometrie analysiert.
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2.2.6 CFSE Assay
Eine erforderliche Anzahl an Zellen wurde in ein 15 ml Falcon (BD, Franklin Lakes, USA) transferiert,
mit FACS Puffer gewaschen (1 ml) und in PBS (4 ml) mit 0,1% BSA geldst. Die Zellen wurden dann mit
CFSE (1 pul) geféarbt und 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Falcon mit eisgekiihltem
RPMI 1640/10% FCS aufgefillt und die Lésung 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden dann 5
Minuten bei 550 g zentrifugiert, zweimal mit RPMI 1640/10% FCS (15 ml) gewaschen und anschlieRend
im Medium resuspendiert (200 pl pro 2 x 10° Zellen). Die PBMCs wurden auf einer 96-well Platte in je
200 pl MACS-Losung pro Well verteilt. Zellen in den Wells, die als Negativkontrolle dienten, wurden
nicht stimuliert, die ibrigen Zellen wurden mit Dynabeads (Verhaltnis von 3:1 von Zellen zu Beads)

stimuliert. Die Zellen wurden anschlieBend 7 Tage bei 37 °C und 5% CO; inkubiert.

Nach 7 Tagen wurden alle Zellen, die den gleichen Stimulus erhalten hatten, in je einem FACS Réhrchen
gesammelt und mit FACS Puffer gewaschen (1 ml). Bei Stimulation mittels Dynabeads wurden die
Beads vor dem Waschen magnetisch entfernt. Die Zellen wurden mit FcR Blocking Reagenz (10 pl,
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) 10 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann wurden monoklonale
Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelte Antikérper fiir CD3 (APC, UCHT1; BioLegend), CD4 (APC-H7, RPA-T4;
BD Biosciences) und CD8 (PerCP-eFluor 710, SK1; eBioscience) zugefligt und ebenfalls 10 Minuten bei
4 °Cinkubiert. AnschlieBRend wurden die Zellen wieder mit FACS Puffer (1 ml) gewaschen und entweder
direkt analysiert, oder mit FACS FIX (100 ul) fixiert und mittels Durchflusszytometrie innerhalb von

maximal 3 Tagen analysiert.

2.2.7 Einfrieren
Eine zum Einfrieren vorgesehene Zellsuspension wurde zunachst 5 Minuten bei 550 g zentrifugiert. In
der Zwischenzeit wurde Kryo-Medium in geeigneter Menge vorbereitet (s. 2.1.4). Nach
abgeschlossener Zentrifugation wurde der Uberstand abgegossen und die Zellen in FCS resuspendiert
mit einer Konzentration von maximal 2 x 107 Zellen je 500 pl. Je 500 pl wurden in ein KryoTube
Uberfiihrt, und dann langsam 800 pl Kryo-Medium dazugetropft. Anschlielend erfolgte die ziigige

Unterbringung bei -80 °C.

2.2.8 Auftauen
Der Inhalt einer geeigneten Anzahl Kryoréhrchen wurde durch Schwenken im Wasserbad aufgetaut.
Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon tibertragen und anschlieBend das Kryoréhrchen zweimal
mit 1,5 ml R10 gesplilt, diese Suspension wurde ebenfalls in das Falcon zugegeben. Langsam wurden
weitere 7 ml Medium zugegeben und die Suspension dann 5 Minuten bei 550 g zentrifugiert. Nach
Abkippen des Uberstandes erfolgte die Resuspension in 10 ml R10, mit anschlieBendem Zihlen der
Zellen. Nach erneutem Zentrifugieren fir 5 Minuten bei 550 g erfolgte die erneute Resuspension in

geeigneter Konzentration fiir weiterflihrende Versuche.
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2.2.9 Statistik
Die Daten wurden mit Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) analysiert und in Scatter Plots
dargestellt. Die statistische Signifikanz von Unterschieden wurde mittels Mann-Whitney U Test
ermittelt, ein p < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet (* in allen Grafiken), p < 0.01 wurde

bezeichnet mit **, p £0.001 mit ***, und p £ 0.0001 mit ****,
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3. Ergebnisse

3.1 Expression von CD244, CD160, PD-1 und TIM-3 in AML-Patienten und
Vergleichsgruppen

CD244, CD160, PD-1 und TIM-3 reprasentieren Oberflaichenmarker auf T-Zellen und modulieren nach
Interaktion mit ihren spezifischen Liganden die T-Zell Antwort. In der vorliegenden Arbeit wurde
zunéchst die Expression dieser Proteine in T-Zellen aus peripherem Blut (PB) von AML Patienten und
Vergleichsgruppen analysiert. Flr die Analysen standen Proben von insgesamt 63 AML Patienten mit
unterschiedlichen Krankheitsstadien, namlich AML Erstdiagnose, refraktar, Rezidiv, und Rezidiv nach
allogener Stammzelltransplantation (allo-SCT) zur Verflgung. Die Kontrollgruppen beinhalteten
Blutproben von 30 gesunden Spendern (HD, healthy donors) sowie 10 HIV-positiven Patienten (Tab.
3.1).

Status Durchschnittl. Alter Anzahl
HD 38,5 30
HIV-positiv 44,0 10
AML Erstdiagnose 53,0 23
AML refraktar 63,0 4
AML Rezidiv 70,0 9
AML Rezidiv nach allo-SCT 59,0 7

Tab. 3.1 Angaben zu Krankheitsstatus, durchschnittlichem Alter und Anzahl der Patienten bzw. Kontrollpersonen. HD:
gesunde Spender

3.1.1 Erhohte Expression von inhibitorischen Rezeptoren auf T-Zellen von HIV-
Patienten
Da T-Zellen bei HIV-positiven Patienten bekanntlich einen erschépften T-Zell Phinotyp aufweisen’®’%,
wurde die Expression von CD244, CD160, PD-1 und TIM-3 auf T-Zellen dieser Personengruppe mit
Probenmaterial aus gesunden Spendern verglichen. Hierfir wurden Lymphozyten Uber Ficoll
Dichtegradienten-Zentrifugation aus peripherem Blut angereichert und nachfolgend zunachst mittels
spezifischen Fluoreszenz-markierten Antikérpern und Durchflusszytometrie CD3* T-Zellen identifiziert
sowie der prozentuale Anteil von CD4* bzw. CD8* T-Zellen bestimmt. Abb. 3.1. zeigt reprasentative
Dotplots dieser Analysen von einem gesunden Spender sowie einem HIV-positiven Patienten. In

Ubereinstimmung mit publizierten Daten’? war der Anteil von CD4* T-Zellen in HIV-Patienten hoch

signifikant erniedrigt gegenliber der gesunden Kontrollgruppe (Abb. 3.2 A).
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Abb. 3.1 Durchflusszytometrische Analyse und Gatingstrategie. Dotplot Darstellung der jeweiligen Zellverteilung in gesunden
Spendern (A-C) und HIV-Patienten (D-F). (A, D) Darstellung der FSC und SSC Werte der angereicherten Lymphozytenproben.
(B, E) Identifizierung von CD3* T-Zellen. (C, F) Anteil von CD4* und CD8* T-Zellen. (A-F) Die Zahlen geben jeweils den
Prozentanteil an Lymphozyten, CD3* T-Zellen, sowie von CD4* und CD8*-T-Zellen an.
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Abb. 3.2 Anteil von CD4* T-Zellen (A) und CD8* T-Zellen (B) im peripheren Blut von gesunden Spendern (HC, healthy control)
und HIV-positiven Patienten. Die horizontalen Linien geben die jeweiligen Mittelwerte von n = 30 (HC) und n = 10 (HIV) an, die
p-Werte die Signifikanz der statistischen Unterschiede (**** p < 0.0001).

In beiden Zellpopulationen, CD4* und CD8* T-Zellen, wurde anschliefend die Expression von CD244,
CD160, PD-1, TIM-3 und LAG-3 analysiert. In Ubereinstimmung mit vorherigen Publikationen’>’* war
auf CD8* T-Zellen HIV positiver Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern die Expression von CD244
(Median 71,0 vs. 39,55; n =10 und n = 30; p = 0,0015; Fig. 3.3 A), CD160 (Median 39,55 vs. 20,3; n =10
und n = 30; p = 0,0003; Fig. 3.3 B) und PD-1 (Median 37,3 vs. 16,8; n = 10 und n = 30; p = 0,0032; Fig.
3.3 () signifikant erhéht. Hingegen war die Expression von TIM-3 in beiden Gruppen unverandert

niedrig und nicht unterschiedlich (Fig. 3.3 D).
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Abb. 3.3 Die inhibitorischen Rezeptoren CD244, CD160 und PD-1, nicht jedoch TIM-3, sind in CD8* T-Zellen von HIV-Patienten
signifikant erh6ht gegentiber gesunden Individuen. Die Punkte reprdsentieren die relative Expression von CD244 (A), CD160
(B), PD-1 (C) und TIM-3 (D) in CD8* T-Zellen von gesunden Spendern (HC) und HIV-Patienten (HIV). Die horizontalen Linien
indizieren die Mittelwerte (+ SD) von n = 30 (HC) sowie n = 10 (HIV) individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der

statistischen Unterschiede (** p < 0.01; *** p <0.001).

Generell war die Expression der ausgewahlten inhibitorischen Rezeptoren in CD4* T-Zellen geringer
(Abb. 3.4) mit einer dhnlichen Verteilung zwischen beiden Gruppen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe

aus gesunden Spendern war einzig die Expression von PD-1 in der Gruppe der HIV-Patienten signifikant

erhéht (Abb. 3.4 C), in Ubereinstimmung mit der Literatur.”
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Abb. 3.4 In CD4* T-Zellen von HIV-Patienten ist lediglich die Expression von PD-1 gegeniiber gesunden Individuen erhéht. Die
Punkte reprdsentieren die relative Expression von CD244 (A), CD160 (B), PD-1 (C) und TIM-3 (D) in CD4* T-Zellen von
gesunden Spendern (HC) und HIV-Patienten (HIV). Die horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte (+SD) von n = 30 (HC)
sowie n = 10 (HIV) individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der statistischen Unterschiede (* p <0.05; ** p <0.01).

3.1.2 Erhohte Expression von CD244 in CD4* T-Zellen von AML Patienten bei

Erstdiagnose

Nach Etablierung des methodischen Ansatzes zur Expressionsanalyse der inhibitorischen
Markerproteine in den beiden Kontrollgruppen aus gesunden Spendern bzw. HIV-Patienten wurde die
Analyse zunachst auf T-Zellen von Patienten, die neu an akuter myeloischer Leukamie erkrankt waren,
ausgedehnt. Die Blutentnahme erfolgte zum Zeitpunkt der Erstdiagnose vor Therapiebeginn. Wie
vorher wurden CD8* und CD4* T-Zellen getrennt betrachtet. Innerhalb der CD8* T-Zellpopulation war
zum Zeitpunkt der AML Erstdiagnose in den Patienten gegeniber der gesunden Kontrollgruppe

lediglich die Expression von CD160 signifikant erniedrigt (Median 13,50 vs. 20,30; n =23 und n = 30; p
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=0,0079; Fig. 3.5 B) sowie TIM-3 schwach erhéht (Median 1,67 vs. 0,79; n =22 und n=21; p=0,0167;
Fig. 3.5 D). Die Expression von CD244 und PD-1 in CD8* T-Zellen war bei an AML erkrankten Patienten

zumindest bei Erstdiagnose &dhnlich wie bei gesunden Probanden ohne statistisch signifikante

Unterschiede (Abb. 3.5 A und C).”®
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Abb. 3.5 In CD8* T-Zellen von nicht therapierten AML Patienten ist bei Erstdiagnose die Expression von CD160 erniedrigt.m°
nach 76 Dje roten Punkte reprdsentieren die relative Expression von CD244 (A), CD160 (B), PD-1 (C) und TIM-3 (D) in CD8* T-
Zellen von AML-Patienten bei Erstdiagnose (n = 23). Die Werte der Kontrollgruppen aus gesunden Spendern (HC, n=30) und
HIV-Patienten (HIV, n = 10) sind aus Abb. 3.3 entnommen. Die horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte (+ SD) der
individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der statistischen Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (* p < 0.05;

** p < 0.01; *** p < 0.001).

Ahnlich zeigten CD4* T-Zellen der neu an AML erkrankten Patienten eine geringe Abnahme der
Expression von CD160 (Median 2,46 vs. 3,81; n =23 und n =30; p=0,01; Fig. 3.6 B) gegenliber gesunden
Spendern, aber keine hoher signifikanten Expressionsunterschiede der Marker PD-1 und TIM-3.
Uberraschenderweise war die Menge an CD244 in den CD4* T-Zellen in dieser AML Patientengruppe

im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen, HC und HIV, sehr signifikant erhéht (Median 7,17 vs. 1,02; n

=23 und n = 30; p = 0,0008; Fig. 3.6 A).”®
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Abb. 3.6 In CD4* T-Zellen von nicht therapierten AML Patienten ist bei Erstdiagnose die Expression von CD244 signifikant
erhéht, mod-nach 76 Dje roten Punkte reprdsentieren die relative Expression von CD244 (A), CD160 (B), PD-1 (C) und TIM-3 (D) in
CD4* T-Zellen von AML-Patienten bei Erstdiagnose (n=23). Die Werte der Kontrollgruppen aus gesunden Spendern (HC, n = 30)
und HIV-Patienten (HIV, n = 10) sind aus Abb. 3.3 entnommen. Die horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte (+SD) der
individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der statistischen Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (* p < 0.05;

** p < 0.01; *** p < 0.001).
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3.1.3 Anstieg von CD244 und PD-1 in CD8* bzw.CD4"* T-Zellen von AML Patienten mit
Rezidiv
Zur Evaluierung von Veranderungen der Expression von CD244, CD160, PD-1 und TIM-3 im weiteren
Krankheitsverlauf wurden Proben von Patienten in spateren Krankheitsstadien betrachtet. Besonderes
Interesse galt dabei Patienten mit refraktdrer Erkrankung, die auf die Chemotherapie nicht
ausreichend angesprochen hatten, Patienten mit neu diagnostiziertem Rezidiv nach erfolgreicher
Behandlung der Ersterkrankung, und Patienten mit Rezidiv nach allogener Stammzelltransplantation

(allo-SCT).

In CD8* T-Zellen von Patienten mit refraktdrer Erkrankung war TIM-3 geringfligige, aber dennoch
signifikant Gberexprimiert (Median 4,79 vs. 0,79; n =4 und n = 21; p = 0,0245; Fig. 3.7 D, orange) im

Vergleich zu den gesunden Kontrollprobanden.

Andererseits zeigten Patienten, die ein Rezidiv erlitten hatten, eine signifikant erhdhte Expression on
CD244 in diesen Zellen (Median 78,20 vs. 39,55; n =9 und n = 30; p = 0,0006; Fig. 3.7 A, lila). CD244
war ebenfalls erhdht, wenngleich schwacher, in Patienten mit einem Rezidiv nach einer allogenen
Stammzelltransplantation (Median 70,90 vs. 39,55; n = 7 und n = 30; p = 0,0161; Fig. 3.7 A, braun). In
dieser Patientengruppe wurden auflerdem erhohte Expressionswerte fiir PD-1 mit ausgepragter
individueller Bandbreite (Median 37,90 vs. 16,80; n = 7 und n = 30; p = 0,0097; Fig. 3.7 C, braun) und
TIM-3 (Median 5,29 vs. 0,79; n = 7 und n = 21; p = 0,0101; Fig. 3.7 D, braun) gemessen, sowie eine
verminderte Expression von CD160 (Median 10,38 vs. 20,30; n = 6 und n = 30; p = 0,0331; Fig. 3.7 B,

braun).”®
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Abb. 3.7 Die Expression von CD244, CD160, PD-1 und TIM-3 In CD8* T-Zellen von AML Patienten variiert je nach
Krankheitsphase. mod-nach 76 Dje pynkte reprdsentieren die relative Expression von CD244 (A), CD160 (B), PD-1 (C) und TIM-3 (D)

30



in CD8* T-Zellen von AML-Patienten bei Erstdiagnose (n = 23, rot), Therapie-refraktdren Patienten (n = 4, orange), Patienten
mit Rezidiv (n = 9, lila) und Patienten mit Rezidiv nach allo-SCT (n = 7, braun). Die Werte der Kontrollgruppen aus gesunden
Spendern (HC, n = 30), HIV-Patienten (HIV, n = 10) und AML-Patienten bei Erstdiagnose (n = 23) sind aus Abb. 3.5 iibernommen.
Die horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte (+SD) der individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der statistischen
Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). Die statistische Auswertung erfolgte

mittels Mann-Whitney U Test.

Generell betrachtet waren die analysierten inhibitorischen Molekiile, abgesehen von zwei markanten
Ausnahmen, in CD4" Zellen wéhrend aller Krankheitsstadien nur schwach exprimiert und damit
qguantitativ vergleichbar zu gesunden Probanden. Allerdings war in Patienten mit Rezidiv die Menge an
CD244 um etwa 10-fach angestiegen (Median 10,4 vs. 1,022; n = 9 und n = 30; p = 0,0005; Fig. 3.8 A,
lila) und damit ahnlich erhéht wie bei Patienten bei Erstdiagnose (Fig. 3.8 A, rot), nicht jedoch bei
Patienten mit Rezidiv nach Stammzelltransplantation (Fig. 3.8 A, braun). In letzterer und nur in dieser
AML-Patientengruppe war hingegen ein sehr deutlicher Anstieg an PD-1 zu verzeichnen (Median 62,9

vs. 11,9; n =7 und n = 30; p < 0,0001; Fig. 3.8 C, braun).”®

A CD4+ CD244 B CD4+ CD160
100+ N 30+
@
2
%
[=]
o
£
C CD4+ PD1 D CD4+ TIM3
80- = 15
= * e HC
60 ¢ . ® HIV
S 2 10+ * e AML Erstdiagnose
= = ® AML refraktar
w 40_ w -
c L s ® AML Rezidiv
B3 R 5 e AML Rezidiv alloSCT

§¥,;i ;fﬁs‘}ﬁ

0-

Abb. 3.8 Die Expression von CD244 und PD-1 ist in CD4* T-Zellen von AML Patienten in distinkten Krankheitsphasen stark
erhéht, mod-rach 76 pje pynkte représentieren die relative Expression von CD244 (A), CD160 (B), PD-1 (C) und TIM-3 (D) in CD4*
T-Zellen von AML-Patienten bei Erstdiagnose (n = 23, rot), Therapie-refraktdren Patienten (n = 4, orange), Patienten mit Rezidiv
(n =29, lila) und Patienten mit Rezidiv nach allo-SCT (n = 7, braun). Die Werte der Kontrollgruppen aus gesunden Spendern (HC,
n = 30), HIV-Patienten (HIV, n = 10) und AML-Patienten bei Erstdiagnose (n = 23) sind aus Abb. 3.6 (ibernommen. Die
horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte (+ SD) der individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der statistischen
Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney U Test.
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3.1.4 Die Expression der inhibitorischen Molekiile variiert in Abhdngigkeit vom Alter,

nicht jedoch vom CMV Status
Zur besseren Berticksichtigung des unterschiedlichen Alters der Patienten und um eine alters-bedingte
Verzerrung der Daten in den einzelnen Gruppen zu vermeiden, erfolgte eine Aufteilung der Daten
entsprechend des Alters der Patienten in < 40 und > 40 Jahre. Der Vergleich der Expressionsstarken
der Marker erfolgte nun innerhalb der jeweiligen Altersgruppen. In Tab. 3 ist die Altersverteilung der

Patienten und Kontrollprobanden.

40 Jahre > 40 Jahre
Median Anzahl Median Anzahl
HD 25,0 15 58,0 15
HIV 29,5 4 47,5 6
AML Erstdiagnose 35,0 7 59,0 16
AML refraktar - - 63,0; 4
AML Rezidiv 40,0 1 71,0 8
AML Rezidiv nach alloSCT 39,0 1 59,0 6

Tab. 3. 2 Angaben zu Krankheitsstatus, durchschnittlichem Alter und Anzahl der Patienten bzw. Kontrollprobanden mit einem Alter von 40 Jahren
oder darunter, bzw. einem Alter (iber 40 Jahre. HD: gesunde Spender

Alle AML Patienten mit refraktadrer Erkrankung waren &lter als 40 Jahre. Daher wurde die Expression
der inhibitorischen Molekile in CD8* und CD4* T-Zellen hier nur in der betreffenden Altersgruppe

verglichen.

Die Aufteilung nach Alter ermoglichte groRtenteils eine differenzierte Aussagekraft Uber alle
Patienten/Kontrollgruppen hinweg. Im Einzelnen beschrédnkte sich der Anstieg an CD244 in CD8" T-
Zellen von HIV-positiven Patienten auf die Altersgruppe < 40 Jahre (Median 78,15 vs. 34,8; n=4 und n
=15; p =0,0005; Abb. 3.9 A), ebenso der Anstieg von CD160 (Median 42,0vs. 17,8; n=4undn=15; p
=0,0005; Abb. 3.9 B) und PD-1 (Median 39,9 vs. 18,5; n =4 und n = 15; p = 0,0005; Abb. 3.9 C). In der
Altersgruppe der > 40-jahrigen HIV positiven Patienten erreichten die Unterschiede keine statistische
Signifikanz, jedoch gab es eine Tendenz hin zu starkerer Expression aller vier Rezeptoren, CD244
(Median 65,9 vs. 60,9; n =6 und n=15; p =0,52; Abb. 3.9 A), CD160 (Median 35,0 vs. 25,7; n =6 und
n=15; p =0,13; Abb. 3.9 B), PD-1 (Median 26,7 vs. 14,8; n = 6 und n = 15; p = 0,16; Abb. 3.9 C) und
TIM-3 (Median 1,7 vs. 0,9; n =4 und n = 15; p = 0,53; Abb. 3.9 D).
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In CD8* T-Zellen von AML Patienten bei Erstdiagnose war nunmehr die Expression von CD160
ausschlieBlich in der Gruppe > 40 Jahre reduziert (Median 14,2 vs. 25,70; n =16 und n = 15; p = 0,0075;
Abb. 3.9 B), die Expression von TIM-3 in der Gruppe < 40 Jahre geringfiigig verstarkt (Median 1,67 vs.
0,69;n=7undn=6; p=0,0221; Abb. 3.9 D).

Patienten im Rezidiv einer AML oder mit refraktdrer Erkrankung zeigten keinen signifikanten
Unterschied in der Expression der analysierten Inhibitoren im Vergleich zu gesunden Spendern, im
Gegensatz zu Patienten > 40 Jahre mit Rezidiv nach allogener Stammzelltransplantation. In der
Patientengruppe war die Expression von CD160 reduziert (Median 11,4 vs. 25,7, n=5und n=15; p =
0,0193; Abb. 3.9 B), Expression von PD-1 (Median 51,05 vs. 14,8; n =6 und n = 15; p = 0,0084; Abb. 3.9
C) und TIM-3 (Median 6,72 vs. 0,93; n =6 und n = 15; p = 0,0365; Abb. 3.9 D) jeweils erhoht.

A CD8+ CD244 B CD8+ CD160
100 600 T o
80| o .I, o * ? L.t . i *
2 60 . 5 % T +£ el ‘ ’
B ®
Y o P
2 v 20-
[ ]

3;; L 'i% +%+§

0 0

)‘S\ vg‘\ 3 hﬁ‘\ N Q‘\q ) \\ﬁ Q‘\ )\*\ x>°'\ >\\‘~\ hQ‘\ 3 Q* '\‘\ hg‘\qhq\ hb‘\ ) hb‘\
ESPgry AR & o7 NS
Fali S Q.\ ~<\ & & \"b & § O Q) & & -:b - \6 )
& \'DQ 5© Qg"’ Qgﬂ( 5 'a}\ocJ 5 -'bo-’o & ng,\ Qg:b fo\@ &
.,\b\ r}b \’ N SRS > "b\ A ‘x§' &
PP S N \b O a4 O
L2 S Sl S < & z" &
S Sy &Y S
¢ & &
C CD8+ PD1 D cD8+ TIM3
-
. . .
80 40+
. . b
60{ — N ° 30+
¢ L ]
40+ * 20+
o ¢ -
. .
20-8 $ - 107 o T _ e
. ‘o J -
° 9 . ® -
0 0- ..

\‘s\ hQ"\ & bp‘\ @’\1@‘\ o h@\ ) bg‘\ ‘*\‘\"bp‘\ N hG\ \‘\79'\_’“@\ o 7&(}\ \‘\?ls\
- d b AT b 7 &
EENE g s &‘@6\ & EES T g PSSO
$ 5 o0 o & F 6 GO
ST @l F I @
R R P R R
& ¥ Q_e.\, & \;&\, Qg,\?gr
La ) v
® & ¥ &

Abb. 3.9 Die Expression von CD244, CD160, PD-1 und TIM-3 in CD8* T-Zellen ist vom Alter abhdngig. ™% nach 76 Dje Punkte
reprdsentieren die relative Expression von CD244 (A), CD160 (B), PD-1 (C) und TIM-3 (D) in CD8* T-Zellen von gesunden
Spendern (HC, griin), HIV-Patienten (blau), AML-Patienten bei Erstdiagnose (rot), Therapie-refraktédren Patienten (orange),
Patienten mit Rezidiv (lila) und Patienten mit Rezidiv nach allo-SCT (braun). Die Anzahl der Patienten bzw. Kontrollprobanden
ist in Tab. 3.3 angegeben. Die horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte (+SD) der individuellen Proben, die p-Werte die
Signifikanz der statistischen Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney U Test.
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Aufgeschlisselt nach dem Alter der Patienten zeigten auch CD4* T-Zellen von < 40-jahrigen HIV-
positiven Patienten eine verstarkte Expression von CD244 (Median 2,54 vs. 0,49; n =4 und n=15;p =
0,0273; Abb. 3.10 A), und PD-1 (Median 24,4 vs. 13,0; n =4 und n = 15; p = 0,0036; Abb. 3.10 C). Bei
den Uber 40-jahrigen wurde eine verminderte Expression von CD160 (Median 2,15 vs. 4,68; n = 6 und
n =15; p = 0,0233; Abb. 3.10 B) und, wie in der Altersgruppe < 40 Jahre, eine vermehrte Expression
von PD-1 (Median 25,2 vs. 10,7; n =6 und n = 15; p = 0,0449; Abb. 3.10 C) beobachtet.

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose exprimieren AML Patienten in der Altersgruppe < 40 Jahren in CD4* T-
Zellen vermehrt CD244 (Median 4,81 vs. 0,49; n = 7 und n = 15; p = 0,0011; Fig. 3.10 A), und in der
Altersgruppe > 40 Jahren vermindert CD160 (Median 2,31 vs. 4,68; n = 16 und n = 15; p = 0,0023; Abb.
3.10 B).

Patienten im Rezidiv einer AML ohne vorangegangene Stammzelltransplantation und einem Alter von
> 40 Jahren zeigten eine erhdhte Expression von CD244 (Median 10,95 vs. 1,36; n =8 und n = 15; p =
0,0337; Abb. 3.10 A), wahrend Patienten dieser Altersgruppe im Rezidiv nach Stammzell-
transplantation vermehrt PD-1 (Median 63,45 vs. 10,7; n = 6 und n = 15; p < 0,0001; Abb. 3.10 C)

exprimierten.
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Abb. 3.10 Die Expression von CD244, CD160, PD-1 und TIM-3 in CD4* T-Zellen ist vom Alter abhédngig. m°® nach 76 Dje Pynkte
reprdsentieren die relative Expression von CD244 (A), CD160 (B), PD-1 (C) und TIM-3 (D) in CD8* T-Zellen von gesunden
Spendern (HC, griin), HIV-Patienten (blau), AML-Patienten bei Erstdiagnose (rot), Therapie-refraktéiren Patienten (orange),
Patienten mit Rezidiv (lila) und Patienten mit Rezidiv nach allo-SCT (braun). Die Anzahl der Patienten bzw. Kontrollprobanden
ist in Tab. 3.3 angegeben. Die horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte (+SD) der individuellen Proben, die p-Werte die
Signifikanz der statistischen Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p <
0.0001). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney U Test.

Zusammenfassend zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der Expression verschiedener
Oberflachenmarker sowohl in CD8" als auch in CD4* T-Zellen in den betrachteten Altersgruppen. Um
eine Verzerrung der Ergebnisse durch unterschiedliche Altersstrukturen der Probandengruppen zu

vermeiden ist daher die altersabhangige Analyse die sinnvollere Art der Auswertung.

Neben dem Einfluss des Alters auf die Expression der inhibitorischen Molekiile wurde auch die
Bedeutung des CMV Serostatus analysiert. Hierzu wurde die Expression von CD244, CD160, PD-1 und
TIM-3 auf CD8" und CD4" T-Zellen von 24 gesunden Spendern mit bestatigtem positivem oder
negativem Serostatus in den beiden Altersgruppen untersucht. Hier zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Expression der inhibitorischen Oberflachenmolekiile nach Differenzierung in die

oben genannten Alterskohorten oder/und in Abhingigkeit des CMV Status (Abb. 3.11).7°
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Abb. 3.11 Die Expression von CD244, CD160, PD-1 und TIM-3 auf CD8* (A, B, C, D) T-Zellen und CD4* (E, F, G, H) T-Zellen ist
unabhéngig vom CMV Serostatus. mod- nach 76 Dje Punkte reprdsentieren die relative Expression von CD244 (A, E), PD-1 (B, F)
CD160 (C, G), und TIM-3 (D, H) in CD8* (A, B, C, D) T-Zellen und CD4* (E, F, G, H) T-Zellen in Abhdngigkeit von CMV Serostatus
und Alter < 40 Jahre oder > 40 Jahre. Die Darstellung erfolgt in folgenden Gruppen: Gesunde Spender (HC) < 40 Jahre (< 40y)
mit negativem Test fiir CMV (CMV-) (n = 9), <40 Jahre (< 40y) mit positivem Test fiir CMV (CMV+) (n = 3), > 40 Jahre (> 40y)
mit negativem Test fiir CMV (CMV-) (n = 5), und > 40 Jahre (> 40y) mit positivem Test fiir CMV (CMV+) (n = 7).

3.2 Vergleich der Differenzierung von T-Gedachtniszellen (T Memory Cells)
Im nachsten Schritt wurde die Verteilung der T-Zellen innerhalb der verschiedenen T Gedachtniszell-
Kompartimente untersucht. Eine Verschiebung der T Gedéachtniszell-Differenzierung zugunsten
antigen-erfahrener Gedachtniszellen kénnte zur beobachteten Erhéhung der Expression
inhibitorischen Molekiile wie PD-1 auf T-Zellen von Patienten beitragen und so eine Verzerrung der

Ergebnisse verursachen.

3.2.1 Verteilung der T Gedachtniszellen in Differenzierungsstadien
Zur Identifizierung der Gedachtniszellen wurde auf CD8* und CD4* T-Zellen jeweils die Expression von
CCR7 und CD45RA gemessen, und entsprechend in die folgenden Kompartimente unterteilt: Naive
Gedichtniszellen (CD45RA*/CCR7*), zentrale Gedachtniszellen (CM, CD45RA/CCR7*), Effektor
Gedéichtniszellen (EM, CD45RA/CCR7") und EMRA (CD45RA*/CCR7).
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Abb. 3.12 Nach Identifikation der Lymphozyten erfolgte die Selektion der CD3+ T-Zellen mit anschliefsendem Gating auf CD8+
und CD4+ T-Zellen (hier nicht gezeigt, siehe Abb. 3.1). Nach dieser Selektion erfolgt die Durchflusszytometrische Analyse und
Dotplot Darstellung der Expression von CD45RA und CCR7 auf CD8* (A) und CD4* (B) T-Zellen eines gesunden Spenders, nach
Identifizierung von CD3* T-Zellen (hier nicht gezeigt). Die Zahlen geben jeweils den Anteil an T, (CD45RA*/CCR7*), Tcm
(CD45RA/CCR7*), Tem (CD45RA/CCR7") und Temra (CD45RA*/CCR7") an.

Zunachst wurde die Verteilung der T-Zellen in die relevanten Gedachtnis-Differenzierungsstadien bei
den unterschiedlichen Patienten- und Kontrollgruppen < 40 und > 40 Jahren bestimmt. Die Ergebnisse

sind in Abb. 3.13 zusammengefasst.
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Abb. 3.13 Die Differenzierung der Geddchtniszell-Population auf CD8* T-Zellen ist lediglich bei AML Patienten nach allo-SCT
zugunsten von Effektor Geddchtniszellen verschoben.™od nach 76 Dje punkte représentieren den relativen Anteil der naiven
Geddchtniszellen (A), zentralen Geddchtniszellen (B), Effektor Geddichtniszellen (C) und EMRA (D) an der CD8* T-Zell Population
von gesunden Spendern (HC, griin), HIV-Patienten (blau), AML-Patienten bei Erstdiagnose (rot), Therapie-refraktdren
Patienten (orange), Patienten mit Rezidiv (lila) und Patienten mit Rezidiv nach allo-SCT (braun), in den Altersgruppen < und >
40 Jahre. Die Anzahl der Patienten bzw. Kontrollprobanden ist in Tab. 3.3 angegeben. Die horizontalen Linien indizieren die
Mittelwerte (+SD) der individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der statistischen Unterschiede bezogen auf gesunde
Probanden (* p < 0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney U Test.

Auf CD8* T-Zellen in der Altersgruppe < 40 Jahre zeigten HIV Patienten eine verstarkte Differenzierung
zu EMRA Zellen (Median 41,2 vs. 14,8; n =3 und n = 11; p = 0,0055; Abb. 3.13 D), auf Kosten der naiven
Gedachtniszellen (Median 13,6 vs. 54,3; n = 3 und n = 11; p = 0,0055; Abb. 3.13 A) die signifikant
abnahmen. Der prozentuale Anteil der Tcm und Tem bei HIV Patienten dieser Altersgruppe ist

vergleichbar mit der gesunden Kontrollgruppe (Abb. 3.13 B, C).

In der Altersgruppe > 40 Jahren hingegen zeigte sich flir die CD8* T-Zellen eine Verschiebung zugunsten
der Effektor Gedachtniszellen bei HIV Patienten (Median 45,8 vs. 27,45; n =5 und n = 10; p = 0,028;
Abb. 3.13 C), ebenso bei AML Patienten im Rezidiv nach allogener Stammzelltransplantation (Median
50,55 vs. 27,45; n = 6 und n = 10; p = 0,042; Abb. 3.13 C). Auch bei den Patienten nach allogener

Stammzelltransplantation erfolgte diese Verschiebung zulasten der naiven Gedachtniszellen (Median
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1,73 vs. 18,15; n =6 und n = 10; p = 0,016; Abb. 3.13 A). In dieser Altersgruppe der HIV-Patienten gab

es in den anderen Kompartimenten keine signifikante Veranderung.
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Abb. 3.14 Die Differenzierung der Geddchtniszell-Population auf CD4* T-Zellen ist bei AML Patienten nach allo-SCT zugunsten
von Effektor Geddchtniszellen verschoben mod.nach 76 Bej patienten mit Rezidiv zeigt sich eine verminderte Gruppe von Effektor
T-Zellen. Die Punkte reprdsentieren den relativen Anteil der naiven Geddchtniszellen (A), zentralen Geddchtniszellen (B),
Effektor Geddchtniszellen (C) und EMRA (D) an der CD8* T-Zell Population von gesunden Spendern (HC, griin), HIV-Patienten
(blau), AML-Patienten bei Erstdiagnose (rot), Therapie-refraktidren Patienten (orange), Patienten mit Rezidiv (lila) und
Patienten mit Rezidiv nach allo-SCT (braun), in den Altersgruppen < und > 40 Jahre. Die Anzahl der Patienten bzw.
Kontrollprobanden ist in Tab. 3.3 angegeben. Die horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte (+SD) der individuellen Proben,
die p-Werte die Signifikanz der statistischen Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <
0.001). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney U Test.

In der Altersgruppe > 40 Jahren zeigten AML Patienten mit Rezidiv nach allogener Stammzell-
transplantation auf CD4* T-Zellen, dhnlich wie auf CD8"* T-Zellen, einen signifikant erhéhten Anteil an
Effektor Gedachtniszellen (Median 76,65 vs. 32,00; n =6 und n = 10; p = 0,0017; Abb. 3.14 C) zulasten
der naiven Zellen (Median 1,83 vs. 41,75; n =6 und n = 10; p = 0,0004; Abb. 3.14 A). Im Gegensatz dazu
nahm in dieser Altersgruppe bei AML Patienten mit refraktarer Erkrankung die Population an Effektor
Gedéachtniszellen ab (Median 14,88 vs. 32,00; n = 4 und n = 10; p = 0,026; Abb. 3.14 C). Hier wurde

allerdings keine signifikante Erhéhung eines anderen Kompartiments beobachtet.”®
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Als nachstes wurde nun mittels linearer Regression die Korrelation zwischen Alter und der Haufigkeit

von naiven und T Effektor Gedachtniszellen innerhalb der Patientengruppen dargestellt (Abb. 3.15).

A CD8+ Tnaive B CD8+ Tem
100 100-
— HC
s 80 . . — HIV
E * — AML Erstdiagnose
iy — AML Rezidiv
g — AML Rezidiv alloSCT
2
2 .
20 40 60 80 100 100
Alter (Jahre) Alter (Jahre)
C CDA4+ Tnaive D CD4+ Tem

% Naive T Zellen

Alter (Jahre) Alter (Jahre)

Abb. 3.15 Die Verteilung von T Geddichtniszell-Phdnotypen in T-Zellen von Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose einer AML
entspricht der von gesunden Spendern. mod- nach 76 patjenten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien zeigen einen erhéhten
Anteil an Effektor Geddchtniszellen. Regressionsanalyse zur Korrelation der Hédufigkeit von T Memory Phédnotypen und Alter.
(A) Naive CD8* T-Zellen, (B) Effektor Memory CD8* T-Zellen, (C) Naive CD4* T-Zellen, (D) Effektor Memory CD4* T-Zellen.

Bei gesunden Spendern wurde ein starker Riickgang des Anteils naiver T-Zellen mit zunehmendem
Alter der Probanden beobachtet, was mit vorher beschriebenen Ergebnissen lbereinstimmt. Dieses

Muster zeigte sich auch bei AML Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose.”® ’’

Im Gegensatz dazu zeigten HIV positive Patienten und AML Patienten im Rezidiv mit oder ohne
Transplantation einen insgesamt niedrigeren Anteil an naiven T-Zellen zugunsten von Effektor

Gedachtniszellen bereits in jungem Alter, sowohl auf CD4* als auch CD8" Zellen.

Zusatzlich bestimmten wir die Expression von CD27. CD27 ist ein kostimulierender Immuncheckpoint,
welcher nach Bindung von CD70 zur Differenzierung von T-Zellen zu T-Gedachtniszellen beitrigt.”®

Dabei entsprechen CD27 negative T-Zellen einer Gruppe von differenzierten Gedichtniszellen.”®8°

40



>
o
=]
(-]
+
v 1)
(2]
g
+

. 80+ —
. I
F £ ., . e
] ] o HV
- 40 e, ° ° ® AML Erstdiagnose
L] [ ]
E 'é - . —:—‘ ® AML Rezidiv
o O 20 ~ . * . e AML Rezidiv alloSCT
B B M ees % ..i', .
s @ [ ]

o

Abb. 3.16 Der Anteil an CD27- T-Zellen in CD8* und CD4* T-Zellen ist bei AML Patienten im Rezidiv und im Rezidiv nach allo-SCT
vergleichbar mit HIV-Patienten erhéht. mod-nach 76 Dje pynkte reprdsentieren die relative Héufigkeit von CD27 T-Zellen in CD8*
(A) und CD4* (B) T-Zellen von gesunden Spendern (HC, n = 27, griin), HIV-Patienten (n = 8, blau), AML Patienten bei
Erstdiagnose (n = 19, rot), Patienten mit Rezidiv (n = 9, lila) und Patienten mit Rezidiv nach allo-SCT (n = 7, braun). Die
horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte (+ SD) der individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der statistischen
Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). Die statistische Auswertung erfolgte
mittels Mann-Whitney U Test.

AML Patienten bei Erstdiagnose zeigten dabei einen dhnlichen Anteil an CD27 negativen T-Zellen wie
gesunde Spender (CD8*: Median 19,8 vs. 14,7; p = 0,46; CD4*: Median 6,9 vs. 7,4; p = 0,92), wéhrend
AML Patienten im Rezidiv (CD8*: Median 39,7; p = 0,03; CD4*: Median 12,7; p = 0,04) sowie im Rezidiv
nach allogener Stammzelltransplantation (CD8*: Median 62,0; p = 0,03; CD4*: Median 30,6; p = 0,002)
dhnlich HIV Patienten (CD8*: Median 46,8; p = 0,01; CD4*: Median 18,5; p = 0,006) einen signifikant

erhéhten Anteil an CD27 negativen und damit differenzierteren T-Zellen zeigen.”®

3.2.2 Expression von inhibitorischen Molekiilen in Abhangigkeit von T Memory
Differenzierung
Um eine Aussage dariber zu ermdglichen, ob die unterschiedlichen Haufigkeiten der verschiedenen T
Gedachtniszell-Phdnotypen die beobachtete Expression der inhibitorischen Molekiile beeinflussen,

wurden CD244 und PD-1 auf den Memory Kompartimenten untersucht.
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Abb. 3.17 Bis auf eine leicht erhéhte Expression von PD-1 auf naiven CD8* T-Zellen in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien
zeigt sich insbesondere bei Effektor Geddchtniszellen keine signifikant erhéhte Expression von CD244 und PD-1.mod-nach 76 pje
Punkte reprdsentieren die relative Héufigkeit von CD244 (A, B) und PD-1 (C, D) auf naiven CD8* T-Zellen (A, C) und Effektor
Geddchtniszellen (A, C) von gesunden Spendern (HC, n = 5, griin), AML Patienten bei Erstdiagnose (n = 10, rot), Patienten mit
Rezidiv (n = 9, lila) und Patienten mit Rezidiv nach allo-SCT (n = 4, braun). Die horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte
der individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der statistischen Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (* p <
0.05)

Es zeigten sich generell dhnliche Expressionsstarken von CD244 und PD-1 in allen Patientengruppen.
Es wurde lediglich eine leicht erhéhte Expression von PD-1 auf naiven T-Zellen von AML Patienten im
Rezidiv ohne (Median 24,9 vs. 18,5; n = 9 und n = 5; p = 0,019; Abb. 3.17 C) und nach Stammzell-
transplantation (Median 44,25 vs. 18,5; n =4 und n = 5; p = 0,0159; Abb. 3.17 C) festgestellt. Unter den

Tem zeigten alle Patientengruppen dhnliche Expression von CD244 und PD-1.7®

3.3 Vergleich der T-Zell Funktionalitat
AbschlieBend wurde die Funktion der T-Zellen in allen Patientengruppen mittels Messung der Zytokin-

Produktion und der Proliferation der Zellen ermittelt.
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3.3.1 Zytokin-Produktion
Die Produktion von Interferon-y (IFN-y), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-2 (IL-2) wurde
auf T-Zellen aller AML Patientengruppen nach Stimulation mit PMA und lonomycin bestimmt und mit

der Produktion nicht stimulierter T-Zellen verglichen.

. ]50.9 0.272

timuliert &
unstimulie o

PMA+lono
mycin

IFNy IL-2

Abb. 3.18 Nach Identifikation der Lymphozyten erfolgte die Selektion der CD3+ T-Zellen mit anschliefendem Gating auf CD8+
und CD4+ T-Zellen (hier nicht gezeigt, siehe Abb. 3.1). Nach dieser Selektion erfolgt die Durchflusszytometrische Analyse und
Dotplot Darstellung der CD3+CD4-CD8+ und CD3+CD4+CD8- T-Zellen, aufgetragen gegen die Darstellung der Produktion von
IFN-y (A, D), TNF-a (B, E) und IL-2 (C, F) ohne Stimulation (A, B, C) und nach Stimulation mit PMA und lonomycin (D, E, F).

Zunachst erfolgte der ein Vergleich zwischen 20 gesunden Spendern und 4 HIV Patienten.

Die Produktion der getesteten Zytokine in T-Zellen von HIV Patienten war vermindert fir IFN-y (CD8":
Median 43,7 vs. 68,5; p=0,22; Abb. 3.19 A; CD4*: Median 11,6 vs. 18,1; Abb. 3.19 B), TNF-a (CD8":
Median 50,0 vs. 74,1; p=0,06; Abb. 3.19 C; CD4*: Median 56,0 vs. 81,2; p=0,01; Abb. 3.19 D) und IL-2
(CD8*: Median 11,7 vs. 30,4; p<0,0001; Abb. 3.19 E; CD4*: Median 21,6 vs. 50,4; p=0,007; Abb. 3.19 F).
Statistische Signifikanz wurde nicht immer erreicht, dies liegt vermutlich an der geringen Anzahl an

Proben von HIV positiven Patienten.

43



A CD8+ IFNy B CD4+ IFNy

100+ . 60-

hd ..u - ‘ . ?\/
80- e . P .
- N - N e AML Erstdiagnose
° a0 ~; o 404 . *  AML refraktar
> 60 z
2 .e . : . = . & AML Rezidiv
@ & H T . . ® AWML Rezidiv alloSCT
S a0 ¢ ¢ ] o* e
ES e % 20 N
L[] # . ;': :
20 - .-
. ? ® e,
0l an oo N %= op hd 0| @ oo % 22 o0  * T . 0 v
& s & \a
0&\\ N o“'}\ &
c CD8+ TNFu D CD4+ TNFa
100- N e et 100+ .-—" .
Ld
-2 — o
80- o ‘;. e 80- ¥ . ‘o
5: .. . a . e . .
L]
2 60 .. * . R AR .
= . = —
a el H P
L]
20 N 20 . .
1 o> g0 @ == 8o 000000000 u-—.—ﬂ—'—'.‘—:'—
& e & \gl
o“é} & ‘)&\\ &
E CD8+ IL-2 F CD4+ IL-2
80- 80+ —
oy
xww . () . o4
i . 3 *°
60 ..' » 60 .& - o
© * L]
ZE N LY - B :E N .f N :. .-‘ ;
b » %o & o .
S ? - ® :
L]
20+ . 201 - *
é - . .
L]
[ L] L] .
0 a0 W 55 e L L
& \o & \a
‘)“é\ Q“ \)Qé\ Qe‘

Abb. 3.19 Bis auf eine Abnahme der Produktion von IFN-y durch CD4+ T-Zellen bei AML Patienten bei Erstdiagnose zeigt sich
keine signifikante Verdnderung der Zytokinproduktion der T-Zellen von AML Patienten. mod- nach 76 Dje pynkte représentieren
den relativen Anteil an CD8* (A, C, E) und CD4* (B, D, F) T-Zellen, welche IFN-y (A, B), TNF-a (C, D) und IL-2 (E, F) produzieren,
von gesunden Spendern (HC, n = 20, griin), HIV-Patienten (n = 4, blau), AML Patienten bei Erstdiagnose (n = 11, rot), Patienten
mit Rezidiv (n = 7, lila) und Patienten mit Rezidiv nach allo-SCT (n = 4, braun). Die horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte
der individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der statistischen Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (* p <
0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney U Test.

Mit Ausnahme der signifikanten Abnahme von IFN-y in CD4" T-Zellen von AML Patienten bei
Erstdiagnose (Median 7,7 vs. 18,1; p = 0,0002; Abb. 3.19 B) zeigten AML Patienten aller Gruppen

keinerlei signifikante Unterschiede in der Zytokinproduktion.”®

3.3.2 Proliferation
Nach der Aktivierung vermehren sich T-Zellen bevor eine signifikanten Zytokinbildung erfolgen kann.
Daher gilt neben der Zytokinproduktion auch die Proliferationsrate ein wichtiges Merkmal zur
Beurteilung der Funktionalitdt von T-Zellen. Zu Bestimmung derselben erfolgte eine Markierung der

Zellen mit CFSE mit anschlieRender Stimulation mit CD3/CD28 beads. Die Zellen wurden anschlieRend
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flir 7 Tage inkubiert und die Dichte der Markierung mit CFSE zur Bestimmung der Anzahl der

vollzogenen Zellteilungen gemessen.
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Abb. 3.20 Nach Identifikation der Lymphozyten erfolgte die Selektion der CD3+ T-Zellen mit anschliefendem Gating auf CD8+
und CD4+ T-Zellen (hier nicht gezeigt, siehe Abb. 3.1). Nach dieser Selektion erfolgt die Durchflusszytometrische Analyse und
Dotplot- sowie graphische Darstellung der Proliferation nach Selektion von CD3+ T-Zellen im CFSE-Proliferations-Essay ohne
Stimulation (A) und nach Stimulation mit CD3/CD28 beads (B). Die Zahlen geben die Anzahl der erfolgten Zellteilungen mit
abnehmender Dichte von CFSE auf der Zelloberfldche bei mit CD3 CD28 beads stimulierten Zellen im Vergleich zu
unstimulierten Zellen an.

Fir die Auswertung wurde betrachtet, welcher Anteil der urspriinglich vorhandenen und CFSE-

gefarbten Zellen eine Zellteilung durchlaufen ist.
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Abb. 3.21 Die Proliferation der T-Zellen ist bei Patienten mit AML in allen Krankheitsstadien nicht beeintréchtigt. med nach 76 pje
Punkte reprdsentieren den Anteil an geteilten CD8+ (A) und CD4+ (B) T-Zellen nach siebentdgiger Inkubation mit und ohne
Stimulation mit und ohne Stimulation mit CD3/CD28 beads von gesunden Spendern (HC, n = 8, griin), AML-Patienten bei
Erstdiagnose (n = 7, rot), Patienten mit Rezidiv (n = 5, lila) und Patienten mit Rezidiv nach allo-SCT (n = 3, braun). Die
horizontalen Linien indizieren die Mittelwerte (+ SD) der individuellen Proben, die p-Werte die Signifikanz der statistischen
Unterschiede bezogen auf gesunde Probanden (* p < 0.05)

Bei Patienten im Erkrankungsrezidiv zeigte sich unter Stimulation mit CD3/CD28 beads auf den CD8*

T-Zellen sogar eine erhohte Proliferationsrate im Vergleich zu gesunden Spendern. In anderen
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Erkrankungsstadien konnte keine Beeintrachtigung der Proliferationsrate der T-Zellen von AML-

Patienten nachgewiesen werden.”®
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4. Diskussion

Die akute myeloische Leukdmie ist eine Erkrankung, welche nach wie vor eine hohe Sterblichkeit sowie
eine hohe Rezidivrate aufweist. Vielversprechende neue Therapieansitze entstammen dabei zu
weiten Teilen dem Feld der Immuntherapie. Hier sind beispielsweise bispezifische Antikdrper’® oder

Impfungen mittels modifizierter leukamischer Zellen oder dendritischer Zellen zu nennen.®

Eine Voraussetzung fiir die Wirkung der Immuntherapie ist ein funktionales Immunsystem. Bei vielen
Tumorerkrankungen wurden jedoch bereits Veranderungen der Immunabwehr mit phanotypischen
Veranderungen und funktionellen Defekten von T-Zellen nachgewiesen. So konnte beispielsweise bei
an chronisch lymphatischer Leukdmie (CLL) erkrankten Patienten eine erhohte Expression der
inhibitorischen Rezeptoren CD244, CD160 und PD-1 vor allem auf den CD8* T-Zellen unbehandelter

Patienten nachgewiesen werden.3®

Diese Rezeptoren werden auf der Oberflache von Zellen des Immunsystems exprimiert und wirken hier
als Korezeptoren, welche bei Bindung des entsprechenden Liganden eine Immunreaktion inhibieren
kénnen. So konnen (berschieBende Immunantworten und Autoimmunreaktionen vermieden

werden. 647

Diese Rezeptoren, oder auch Immun-Checkpoints, werden bei chronischer
Antigenstimulation von T-Zellen lGberexprimiert, was durch deren inhibierende Wirkung auf die T-
Zellen zu einer verminderten Proliferation und Zytokinproduktion und somit zum Funktionsverlust
flhrt. Dieser Mechanismus wird T-Zell Erschépfung genannt. Diese wurde zuerst bei chronischen

viralen Infektionen wie beispielsweise HIV nachgewiesen.! Seither konnte dieser Mechanismus jedoch

31,32 31-39

auch bei diversen soliden und hamatologischen Tumorerkrankungen nachgewiesen werden.

Im Einklang hiermit fiel bei den bereits erwahnten an CLL erkrankten Patienten eine verminderte
Proliferationsrate auf, bei jedoch erhaltener Produktion von IFN-y und TNF-a.® Die klinische Relevanz
dieser Veranderungen konnte ebenso gezeigt werden. In einer Patientengruppe in einem frilhen
Krankheitsstadium konnte eine Gruppe von CD8+ T-Zellen mit starker Expression von PD-1 identifiziert
werden, deren Auftreten ein unabhingiger Pradiktor fiir eine schlechtere Prognose war.3” Unter
Chemotherapie konnte aulerdem eine zunehmende Expression von inhibitorischen Rezeptoren

beobachtet werden, welche durch Lenalidomid reversibel waren.3°
Im Vergleich dazu sind von Patienten mit AML bisher kaum Daten zur T-Zell Funktion verfligbar.

In einer frilhen Studie von 1998 wurde eine erhohte Expression von Oberflachenmolekilen mit
aktivierendem Effekt auf T-Zellen, wie HLA-DR, CD69, CD71 und CD57, zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
beschrieben.®! Deutlich spater (2009) konnte die Arbeitsgruppe von Le Dieu et al. eine veridnderte T-

Zell Aktivierung bei AML Patienten mittels Genomexpressionsanalysen nachweisen.??
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Bezliglich der Aktivierbarkeit der T-Zellen bei Patienten mit AML konnte eine reduzierte
Stimulierbarkeit nach CD3+-Stimulation nachgewiesen werden, unter optimaler Kostimulation war
eine jedoch eine normale Proliferation méglich.®* Die Expression von inhibitorischen Rezeptoren
wurde dabei jedoch nicht untersucht. Lediglich nach allogener Stammzelltransplantation wurde eine
erhohte Expression von PD-1 auf spezifischen T-Zellen nachgewiesen werden, und es wurde eine
Untergruppe von TNF-a*/IFN-y~ T-Zellen beschrieben, aber nicht weiter charakterisiert.®> Generell
wurden die Expression von inhibitorischen Oberflachenmolekiilen und die Funktionalitat der T-Zellen

in verschiedenen Phasen der Erkrankung bisher nicht untersucht.

Neben der Beurteilung der T-Zell Funktionalitat ist die Expression der inhibitorischen Rezeptoren
jedoch auch in therapeutischer Hinsicht von Interesse. James P. Allison und Tasuku Honjo erhielten
2018 den Nobelpreis fiir Medizin fir die Erkenntnis, dass inhibitorische Rezeptoren wie CTLA-4 und
PD-1 auch als therapeutisches Ziel genutzt werden kénnen. Bei einer Blockade der inhibitorischen
Rezeptoren durch monoklonale Antikoérper gegen dieselben wie beispielsweise Pembrolizumab,
sogenannte Checkpoint-Inhibitoren, kann eine Aktivierung des Immunsystems gegen den malignen

Tumor erreicht werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CD8" und CD4* T-Zellen im Blut von an AML erkrankten
Patienten im Rezidiv nach allogener Stammzelltransplantation eine erhdhte Expression von PD-1
zeigen, welches die T-Zellen von Patienten bei Erstdiagnose nicht exprimieren. Die CD4+ T-Zellen
verhalten sich analog hierzu. Somit scheint eine langere Antigen-Exposition die erh6hte Expression von

PD-1 hervorzurufen.

Die Expression von inhibitorischen Rezeptoren kann jedoch auch auf gesunden, nicht-erschopften T-
Zellen von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst werden. Beispielsweise erscheint eine erhohte
Expression dieser Molekile bei zunehmendem Alter nach multiplen, moglicherweise auch
langerfristegen Antigenexpositionen im Laufe eines Lebens plausibel. Nach Aufteilung der Proben nach
dem Alter der Spender zeigten sich hier jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Expression der

inhibitorischen Rezeptoren.

Ein weiterer moglicher Storfaktor in der Interpretation der Ergebnisse ist die Seropositivitat fir das
Cytomegalovirus (CMV). Bei gesunden Probanden und Patienten, die an chronisch lymphatischer
Leukdmie (CLL) leiden, konnte bei Seropositivitat fir CMV eine Vermehrung von spezifischen T-
Gedichtniszellen nachgewiesen werden.®”# Auf den T-Zellen CMV-seropositiver Patienten konnte
eine veridnderte Expression inhibitorischer Rezeptoren nachgewiesen werden.®® Aber auch bei
gesunden Probanden unterscheidet sich die Expression der inhibitorischen Rezeptoren CD244 und PD-

1 auf unterschiedlichen T-Gedachtniszellen, wie hier gezeigt werden konnte. Somit erscheint eine

48



Beeinflussung der Expression inhibitorischer Rezeptoren, betrachtet auf eine Patientengruppe, durch
CMV-Seropositivitdt oder -Seronegativitat wahrscheinlich. Nach Bestimmung des CMV-Serostatus
zeigte sich, dass die Expressionsmuster von inhibitorischen Oberflachenmolekiilen unabhéngig hiervon

war.

Die Expression inhibitorischer Rezeptoren unterschied sich jedoch stark zwischen einzelnen
Untergruppen der T-Gedachtniszellen. Diese kdnnen anhand der Expression der Oberflichenmolekiile
CD45RA und CCR7 differenziert werden in naive T-Zellen, Effektorgedachtniszellen (Tem), welche nach
Antigenkontakt zu funktionalen Effektorzellen reifen, zentrale Gedachntiszellen (Tcm), welche ein
langfristiges Immungedachtnis aufrechterhalten, und Temga, die zur Homdostase des heterogenen
Pools an Gedéachtniszellen beitragen. Wie zuvor beschrieben’” verringert sich mit zunehmendem Alter
der Anteil an naiven T-Zellen. Patienten im Krankheitsrezidiv zeigten dagegen einen signifikant

hoheren Anteil an T Effektor Gedachtniszellen, unabhédngig vom Alter der Patienten.

Wir konnten zeigen, dass diese T Effektor Gedachtniszellen sowohl bei AML Patienten als auch bei
gesunden Probanden eine hohere Expression der inhibitorischen Rezeptoren CD244 und PD-1 zeigen

als naive T-Zellen.

Da eine signifikante Erhohung der Expression bezogen auf Patientengruppen lediglich bei Patienten im
Krankheitsrezidiv nachzuweisen war, welche auch einen signifikant héheren Anteil an T Effektor
Gedachtniszellen aufweisen, welche natirlicherweise eine erhéhte Expression von inhibitorischen
Rezeptoren zeigen, schlieBen wir hieraus, dass diese erhohte Expression eher der vermehrten

Differenzierung der T-Zellen als T Effektor Gedachtniszellen entspricht, als einer T-Zell Erschépfung.

Passend zu unseren Ergebnissen wurde eine Studie veroffentlicht, in der bei gesunden Spendern
gezeigt werden konnte, dass eine Expression inhibitorischer Rezeptoren mehr von der Differenzierung
und Aktivierung, als der Exhaustion von CD8* T-Zellen abhingig ist.?° In der zuvor erwihnten Studie an
CLL-Patienten ging die erhdhte Expression von PD-1 auf T-Zellen von CLL-Patienten ebenso mit einem
Shift zu T Effektor Gedachtniszellen einher.® In einer sehr detaillierten Studie zum T-Zell Status bei
CLL-Patienten wurde auRerdem ebenso beschrieben, dass eine Expression inhibitorischer Molekiile
mit einer Differenzierung der T-Zell-Population hin zu T Effektor Gedachtniszellen einhergeht. Diese
Studie analysiert jedoch keine Patienten nach allogener Stammzelltransplantation.®® MutmaRlich ist
hier die chronische Antigenstimulation ursachlich fir die Verschiebung der Expression der T-

Gedachtniszellen.

In den Studien zu CLL-Patienten konnten jedoch funktionelle Defekte der T-Zellen nachgewiesen
werden, insbesondere beziglich Proliferation und Zytotoxizitét,*® wihrend CMV*-spezifische T-Zellen

keine funktionelle Einschrinkung zeigten.®? In unserer Studie konnte keine funktionelle Einschrankung
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bezogen auf Proliferation oder Zytokinproduktion von T-Zellen bei AML Patienten zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose oder im Rezidiv nachgewiesen werden. Die Zytokinproduktion wurde dabei nach antigen-
unspezifischer T-Zell Stimulation mit PMA und lonomycin nachgewiesen, welche die Signalkette des T-
Zell-Rezeptors umgeht. Spezifische antileukdmische T-Zell-Antworten waren leider zu selten um eine
sinnvolle, valide Messung derselben durchzufiihren. Selbst eine Stimulation mit CD3/CD28 erzielte
lediglich minimale Antworten der T-Zellen in diesem Setting. Wir konnten jedoch nach der
beschriebenen Stimulation mit PMA und lonomycin eine verminderte Zytokinproduktion in HIV-
Patienten nachweisen. Wir schlieBen hieraus, dass ein funktioneller Defekt unterhalb des TCR-Signals
nachweisbar ist. Diese Daten passen zu einer kirzlichen Veroffentlichung, in welcher gezeigt werden
konnte, dass die Expression von PD-1 und CD244 auf CD8" T-Zellen differenzierte Zellen markiert, die

intrinsisch mehr Zytokine produzieren.*®

Das einzige Defizit in der Zytokinproduktion, welches hier nachgewiesen werden konnte, war eine
signifikant verminderte Produktion von IFN-y auf CD4* T-Zellen bei AML-Patienten zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose. Dies konnte bei Patienten im Rezidiv jedoch nicht nachgewiesen werden. Dies kdnnte
eine wichtige Beobachtung darstellen und eine Rolle in zuklinftigen immuntherapeutischen Ansatzen

spielen, beispielsweise in einer Umkehrung dieses Defektes durch eine Thl-polarisierende Therapie.

In Messungen anderer Arbeitsgruppen fanden die Kollegen entweder identische® oder reduzierte
Level von IFN-y bei unbehandelten AML-Patienten im Vergleich mit gesunden Spendern. Unsere Daten
beziehen sich auf die Gesamtmenge der T-Zellen; antigenspezifische T-Zellen sind in der AML sehr

selten und kdnnten von diesem Muster abweichen.
Fazit:

Anhand der hier vorgestellten Daten schlieBen wir, dass AML-Patienten im Rezidiv einen Shift der T-
Zell Population vom naiven Zustand hin zu differenzierten Effektor Zellen zeigen, welcher von einer
Hochregulation der Expression inhibitorischer Molekiile begleitet ist, jedoch ohne Defekt ihrer
Funktionalitat einhergeht. Im Gegensatz hierzu unterscheiden sich die T-Zellen von AML-Patienten bei
Erstdiagnose nicht signifikant von denen der gesunden Spender der gleichen Altersgruppe. Dies legt
nahe, dass ein langer bestehender Kontakt mit AML-Zellen eine chronische Stimulation induziert,
welche eine Umdifferenzierung der T-Zellen hervorruft. Da bei AML-Patienten bereits zuvor Defekte
der NK-Zellen gezeigt werden konnten,?® scheinen unsere Daten zu zeigen, dass immuntherapeutische
Strategien die auf funktionellen autologen T-Zellen basieren, wie beispielsweise bispezifische
Antikorper oder eine therapeutische Impfung, eine gute Aussicht auf Erfolg bei der AML haben

konnten.
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