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I Einleitung
1  AKUTE MYELOISCHE LEUKAMIE (AML)

1.1  Geschichte

Der Mediziner Rudolf Virchow war der Erste, der die Leukdmie 1845 beschrieben hat.
Leukdmie bedeutet ,weilles Blut® und bezieht sich auf die verbreiterte
Leukozytenmanschette (buffy coat) auf der Erythrozytensaule nach Zentrifugation des
Blutes bei Leuk&amiepatienten mit sehr hohen Leukozytenzahlen (Herold et al. 2003,
S. 74).

1.2  Definition

Die akuten myeloischen Leukadmien sind durch einen Zelldefekt in der Hamatopoese
der myeloischen Stammzellen gekennzeichnet. Es kommt zu einem
Differenzierungsstopp und damit zur autonomen klonalen Expansion unreifer
myeloischer Zellen im Knochenmark und Verdrangung der reguldren Hamatopoese.
Leukamische Zellen koénnen ins Blut ausgeschwemmt werden und dabei

extramedullare Organe infiltrieren (Herold et al. 2003, S. 74).

1.3 Epidemiologie

Die Inzidenz der akuten myeloischen Leukamie steigt mit dem Alter kontinuierlich an.
Ebenso wie bei den anderen Formen der Leukamie, Uberwiegt das mannliche

Geschlecht.
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Abb.1a: Inzidenz der Leukadmie in den USA Abb.1b: Geschatze AML-Falle in Deutschland



Frauen
Inzidenz :2,9/100000 Einwohner

Manner
Inzidenz: 4,3/100000 Einwohner

(Erwachsene und Kinder) (Erwachsene und Kinder)

Tab.1: AML Inzidenz aufgeteilt nach Geschlecht
(www.kompetenznetz-leukaemie.de/content/aerzte/epidemiologie/leukaemiehaeufigkeit)

(Hehlmann et al. 2004)

Atiologie
Die Ursache ist in der Mehrzahl der Falle unbekannt. Bekannt sind chromosomale

1.4

Aberrationen sowie Knochenmarksschadigung durch Benzol, Zytostatika, Senfgas
und ionisierende Strahlung. Nicht selten wird auch die Entwicklung einer sekundaren
AML aus einem myelodysplastischen Syndrom oder einer Polyzythaemia vera
beobachtet (Herold et al. 2003, S. 74).

1.5 Einteilung
Eine AML wird mit Hilfe der FAB-Klassifikation in die Subtypen M1-M7 eingeteilt.

Maf3gebend sind dabei die Morphologie, die Differenzierungsrichtung und der
Reifegrad. Weiterhin spielen die enzymhistochemische Reaktion und Zytogenetik

eine wichtige Rolle.

AML-Subtypen % von AML | Zytochemie Zytogenetik
positiv fur

M1 Akute undifferenzierte L. (AUL) | 5 - -
M1 AML ohne Ausreifung 15 POX inv(3)
M2  AML mit Ausreifung 25 POX t(8;21)
M3 Akute Promyelozyten-L. (APL) } _
M3V Variante mikrogranulozyt. L. } 10 PO } 1(15:17)
M4  Akute monomyelozytére L. 25 POX+Esterase | iny(16),t(16;16)
M5 Akute monozytare L. 10 Esterase t(11q ;23)

a) undifferenziert

b) differenziert
M6 Akute Erythroleukamie 5 - del(5),del(7)
M7 Akute Megakaryozytare L. 5 } unterschiedl.

Tab.2: FAB-Klassifikation der AML (Erench-American-British-Group) nach morphologischen Kriterien

Sonderformen: M4eo (mit Eosinophilie)

M2 Baso und M4 Baso (mit Basophilie)




Die WHO hat 1999 einen neuen Vorschlag zur Klassifikation der AML in 4 Gruppen
gemacht, die hier verkurzt wiedergegeben wird:

1. AML mit definierten Chromosomenbefunden (Translokationen)

2. AML mit multilinearer Dysplasie (2 oder 3 Zelllinien) mit oder ohne

vorbestehendem MDS

3. AML und MDS, therapiebedingt

4. Andere Formen der AML
(Mitrou et al. 2001, S. 68-69)

1.6  Klinik

Haufig werden Allgemeinsymptome wie Abgeschlagenheit, Fieber und Nachtschweil3
beschrieben. Die Patienten zeigen Symptome, die infolge der progredienten
Knochenmarksinsuffizienz entstehen:

e aufgrund der Leukopenie Anfalligkeit fur bakterielle und virale Infekte,
besonders Entziindungen an Haut- und Schleimhautliibergdngen, sowie
Pilzinfektionen (z.B. Soor durch Candida albicans)

e Blasse, Dyspnoe und Mudigkeit als Folge der Anamie

e Blutungen infolge der Thrombozytopenie oder disseminierter intravasaler
Gerinnung

Weitere Symptome koénnen Lymphknotenschwellungen, Hepatosplenomegalie,
Knochenschmerzen, hypertrophe Gingivitis, Meningitis leukaemica, leukamische
Haut- und Organinfiltrationen sein.

Des Weiteren kann es zu Komplikationen kommen, wie der hamorrhagischen
Diathese, Lungenentziindung (meist durch Pilze verursacht) oder anderen schweren
Infekten bis hin zur Sepsis, Urat-Nephropathie oder Nephrotisches Syndrom (durch

den massiven Kernzerfall) (Renz-Polster et al. 2000, S. 285).

1.7  Diagnostik
Die Sicherung der Diagnose erfolgt mittels eines Differentialblutbildes und dem

Knochenmarksbefund mit  Morphologie,  Zytochemie, Zytogenetik  und
Immuntypisierung.

Die Zahl der Leukozyten im peripheren Blut kann erhdht, aber auch normal oder
erniedrigt sein (40% der Falle verlaufen subleukdmisch). Thrombozyten,
Granulozyten und das Hamoglobin sind oft erniedrigt, die

Blutsenkungsgeschwindigkeit, Harnsaure und Laktatdehydrogenase meist erhoht.
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Die Knochenmarkszytologie zeigt typischerweise eine erhthte Zelldichte mit einem
hohen Prozentsatz pathologischer, uniformer Zellen. Die Erythropoese und
Megakaryopoese sind dabei verdrangt. Allein die Zahl unreifer Zellen (Blasten) sichert
die Diagnose einer AML: In einem Ausstrich von peripherem Blut oder Knochenmark
mussen mindestens 20% Blasten darzustellen sein. Befinden sich die Blasten nur im
Knochenmark, spricht man von einem aleukédmischen Verlauf. Fehlen im
Knochenmarksausstrich die mittleren Entwicklungsstufen (Myelozyten oder
Metamyelozyten), so spricht man von einem Hiatus leucaemicus.

Die Zytochemie, wie die Bestimmung von PAS (p-Aminosalicylsaure), POX
(Peroxidase) und Esterase, die Zytogenetik (Suche nach Chromosomenaberrationen)
und die Immunophanotypisierung (Bestimmung von Oberflachenmarkern) dienen der

besseren Charakterisierung des proliferierenden Klons (Fuchs et al 2007, S.335-340).

1.8 Therapie
Die Therapie sollte meist in Zentren nach Therapieprotokollen innerhalb von

Studiengruppen erfolgen.

e Symptomatisch: Unterstiitzende Behandlung (supportive care): sorgféaltige
Hygiene, Infektprophylaxe, Substitution von Blutprodukten, Prophylaxe einer
Uratnephropathie unter Zytostase

e Zytostase: Remissionsinduktionstherapie: (Verminderung maligner Zellen um
mindestens Zehnerpotenzen)

Es gibt verschiedene Therapieprotokolle; die meisten Kombinationen enthalten
Cytosin-Arabinosid (ARA-C) und ein Anthracyclinderivat.
e Remissionserhaltende Behandlung:
Veschiedene Strategien:
o Allogene Knochenmarkstransplantation oder Stammzelltransplantation nach
myeloablativer Therapie
o Allogene Knochenmarkstransplantation nach nicht-myeloablativer Therapie
o Autologe Stammzelltransplantation
o Therapie der Promyelozytenleukamie (M3) mit All-trans-Retinsaure (ATRA,
Tretinoin) bei Nachweis des PML/RAR-Alpha-Gens
o Therapie mit monoklonalen Antikdrpern, z.B. anti-CD33-Antikorpern
(Fuchs et al. 2007, S.361-378)
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1.9 Prognose
Die komplette Remission ist definiert durch die Ruckkehr zur normalen

Knochenmarksmorphologie mit einem Blastenanteil <5%, volliges Verschwinden aller
initial vorhandener leuk&mischen Infiltrationen einschliel3lich  extramedull&rer
Lokalisationen. Die Remissionskriterien muissen fur mindestens vier Wochen
nachgewiesen sein (Fuchs et al. 2007).
Bei der definierten Blastengrenze von 5% besteht zwar zytologisch das Kriterium
einer Vollremission, dennoch verbleiben bis zu 10'° Leukamiezellen im Kérper, die
weiterhin in der Lage sind zu proliferieren (Yin et al. 1999).
Obwohl 50-75% der Patienten anfangs eine komplette Remission erreichen, erleiden
viele der Patienten ein Rezidiv (Cole et al. 1997; Greiner et al. 2008). Das
Rezidivrisiko betragt im Durchschnitt fur alle Typen der akuten myeloischen Leukamie
uber 50 %, die Langzeitiberlebensrate aller Patienten mit AML etwa 20 % (Greiner et
al. 2008, Fuchs et al. 2007).
Ungunstige Prognosefaktoren sind dabei:

e Leukozyten >100 000/pl

e Alter > 60 Jahre

e Therapiezyklen bis zur Remission > 1

e Zytogenetik: abn(3q), 5/5q, 7/7q, abn(12p), abn(17p), komplex veranderte

Karyotypen

1.10 Akute myelomonozytidre Leukdmie—Myelomonozytarer Typ mit Eosinophilie

(M4eo0)

Die AML FAB M4eo wird in etwa 5% der akuten Leukamien gefunden. Sie wird durch

den Nachweis von mehr als 20% monozytaren Zellen (Monoblast, Promonozyt und
Monozyt) und mehr als 20% granulozytare Zellen (Neutrophile und Vorlaufer) bei
einem Blastengehalt von tber 20% definiert (Kundu et al. 2001).
Bei der M4eo handelt es sich um eine meist auf das Knochenmark beschrénkte
Eosinophilie ohne Ausschwemmung in das periphere Blut. Pathognomonisch ist
dabei das Auftreten von abnormen eosinophilen Granulationen.
Die Md4eo ist in den meisten Fallen mit einer chromosomalen Aberration
vergesellschaftet. Sie zeigt die zytogenetische Abnormitat der Inversion eines
Abschnittes des langen Arms des Chromosoms 16 (invl6) oder seltener einen
Austausch der Allele, als eine verwandte Form t(16,16). Bei dem Rearrangement der
Inversion 16 ist der Transkriptionsfaktor ,Core binding factor beta (CBFR)“ auf dem
12



langen Arm des Chromosoms 16 (Bande g22) mit dem Gen fir die Schwerkette des
Myosins glatter Muskelzellen (MYH11) des Chromosoms 16 mit der Lokalisation
Bande p23 auf dem kurzen Arm des Chromosoms verschmolzen. Es resultiert die
Ausbildung des Fusionsgens CBFB-MYH11 (Viswanatha et al. 1998). Der
Transkriptionsfaktor CBF ist fur die genetische Regulation der Hamopoese und der
Osteogenese essentiell.

Das Fusionsprodukt CBFR3-MYH11 blockiert und inhibiert die Transkription durch
zytoplasmatische Sequestration einer Untereinheit. Dieses Ph&nomen scheint mit
dem Ausbruch der akuten Leuk&mie beim Menschen eng verbunden zu sein. Das
Fusionsgen erzeugt bei den beobachteten Leuk&mien Transkripte, die zum Nachweis
und Quantifizierung durch die PCR Technik geeignet sind (Strout et al. 1999;
Shigesada et al. 2004).

Abb.2: Ausstrichpraparat AML M4eo mit atypischen Eosinophilen (Mitrou et al. 2001)

pld . 2 " Invi16)
L - B 8
_ﬂ_FI -— 1:|.|}.r_ [ 3 l .
16 der{16) Normal 16

16  der{16)

Abb.3: Chromosomendarstellung des Rearrangements der Inversion 16 (infobiogen)
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2 DAS IMMUNSYSTEM

2.1 Allgemeines
Das Immunsystem des Menschen ist ein komplexes funktionelles System. Es dient

der Erhaltung der Individualstruktur durch Abwehr pathogener korperfremder
Substanzen (Antigene) und kontinuierliche Elimination anormaler (u.a. maligne
entarteter) Korperzellen.

Man kann zwei Untereinheiten unterscheiden, eine unspezifische (angeborene) und
eine spezifische (erworbene) Immunitat. Die unspezifische Immunantwort erfolgt
dabei im Gegensatz zur spezifischen unabhangig von der Art des Antigens. Beide
Systeme vermitteln ihre Abwehr sowohl durch humorale als auch durch zellulare
Faktoren.

Die unspezifische angeborene Immunitat ist fir die frihen Phasen der Immunantwort
verantwortlich. An ihr sind natirliche Barrieren wie intakte Haut und Schleimhaut,
zellulare Abwehrmechanismen wie das Monozyten-Makrophagen-System, naturliche
Killerzellen, Granulozyten und das Komplementsystem beteiligt.

Die spezifische erworbene Immunitat wird selektiv durch Antigene induziert. Sie
werden von antigenprasentierenden Zellen (zirkulierende Monozyten, Makrophagen,
dendritische Zellen, B-Lymphozyten) in den sekundaren Lymphorganen den T-
Lymphozyten prasentiert. Es kommt zu einer klonalen Expansion antigenspezifischer
T- und B-Lymphozyten, den sogenannten Effektorzellen (spate Phase der
Immunantwort). Aus ihnen kdnnen nach Antigenelimination Gedachtniszellen
entstehen, die bei erneuter Exposition dem gleichen Antigen gegeniuber eine
effizientere Reaktion des Immunsystems induzieren (Renz-Polster et al. 2000, S.328-
333).

2.2  T-Lymphozyten

Bis zu 75% der mononukledren Zellen im Blut sind T-Lymphozyten. Die T-
Lymphozyten entstehen im Knochenmark aus den pluripotenten Stammzellen. Dort
erfolgt eine weitgehend antigenunabhéngige erste Proliferationswelle unreifer
Vorlauferzellen. Diese wandern dann vom Knochenmark in den Thymus. Hier
durchlauft die unreife Vorlauferzelle drei Reifungsstadien. Im Stadium | der T-Zell-
Differenzierung kommt es unter dem EinfluB von IL-2 zur Umlagerung/
Rearrangement des T-Zell-Rezeptors (TCR). Auf diese Weise entstehen eine
Vielzahl von T-Lymphozyten mit TCR unterschiedlicher Affinitat. Da diese Zellen

weder das CD4- noch das CD8-Oberflachenantigen tragen werden sie als doppelt
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negativ bezeichnet. In der nachsten Reifungsstufe erscheinen Molekile des CD3-
Antigenrezeptorkomplexes auf der Zelloberflache. Zudem besitzen diese Zellen nun
die Oberflachenantigene CD4 und CD8 (doppelt positiv). Im Stadium 1l der T-Zell-
Differenzierung folgt ein entscheidender Schritt zur Reifung der eigentlichen T-
Lymphozyten. Als Folge der Interaktion mit dem MHC (major histocompatibility
complex) der Thymuszellen findet eine Aufspaltung in zwei Populationen statt, die
entweder das CD4- (60%) oder das CD8-Antigen (40%) tragen (einfach positiv). Da
der T-Zell-Rezeptor Fremdantigen nur im Zusammenhang mit dem korpereigenen
MHC erkennen und binden kann, durchlaufen die naiven T-Lymphozyten zum Schluf3
einen strengen Selektionsprozess. T-Lymphozyten mit zu hoher oder vollig fehlender
Affinitat zu MHC werden eliminiert. Dadurch werden im Thymus sowohl autoreaktive
als auch funktionsuntiichtige T- Lymphozyten beseitigt (Burmester et al. 2002, S. 8-
12).
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Abb.4: Differenzierung der T-Lymphozyten

Nur 2% aller T-Lymphozyten werden schliel3lich als naive T-Lymphozyten in das
periphere Blut ausgeschleust und wandern in lymphatische Gewebe und zirkulieren
bis zu einem eventuellen Antigenkontakt (Mitrou et al. 2001, S. 133-134).
Die reifen T-Lymphozyten konnen strukturell Uber die Expression von
Oberflachenmarkern wie CD4 und CD8 definiert werden. Die funktionelle Einteilung
der reifen T- Lymphozyten erfolgt nach ihrer Rolle am Immungeschehen:
e T-Helferzellen: Die meist CD4" T-Lymphozyten werden durch den MHC-Klasse-
lI-Peptid-Komplex aktiviert. Es kommt zur Proliferation und Sekretion

verschiedener Zytokine. Die aktivierten CD4" T-Lymphozyten konnen
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Makrophagen und Killerzellen aktivieren und B-Lymphozyten zur
Antikorperbildung anregen.

e T-Supressorzellen: Diese Zellen unterdricken die Immunantwort anderer T-(v.a.
Helfer-) Lymphozyten und B-Lymphozyten, entweder tber direkten Zellkontakt
oder uber Sekretion von Zytokinen.

e Zytotoxische T-Lymphozyten: Diese Zellen mit antigenspezifischer Aktivitat
gegen virusinfizierte Zellen, Tumorzellen und Zellen histoinkompatiblen
Gewebes erkennen das Antigen durch Rezeptoren auf der Zelloberflache bei
gleichzeitiger Bindung an den MHC-Klasse-I-Peptid-Komplex. Sie sind so in
der Lage Uber die Sekretion von lytischen Enzymen (Perforin, Granzyme, u.a.)
peptidexprimierende Zellen zu lysieren. In der Regel exprimieren diese Zellen
das Oberflachenmolekul CD8.

e Gedachtniszellen: Manche CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten sterben nicht wie
die Effektorzellen nach dem Antigenkontakt ab, sondern werden zu
langlebigen, funktionell ruhenden, immunkompetenten Gedé&chtniszellen. Sie
ermodglichen bei erneutem Kontakt mit einem bestimmten Antigen eine
schnelle Immunantwort.

(Burmester et al. 2002, S.14)

2.3  Antigenprasentation

Die Stimulation der T-Lymphozyten geschieht vor allem durch Wechselwirkungen mit
professionell antigenprasentierenden Zellen (APC). Zu den antigenprasentierenden
Zellen zahlen zirkulierende Monozyten, Makrophagen, dentritische Zellen und B-
Lymphozyten. Die wichtigsten Molekile in diesem Aktivierungsprozess sind die T-
Zell-Rezeptoren (TCR) auf den T-Lymphozyten und die Histokompatibilitatsantigene
(MHC-Proteine = Major Histocompatibility Complex) auf den antigenprasentierenden
Zellen.

T-Lymphozyten kénnen Antigene nur in Assoziation mit MHC-Proteinen erkennen.
Hierfir mussen diese Antigene zunachst zu Peptidfragmenten verdaut werden, um an
die Peptid-bindende Grube der MHC-Proteine (HLA-Antigene) binden zu kénnen.
Dabei werden zwei Gruppen von MHC-Molekllen unterschieden: MHC-Klasse-I und
MHC-Klasse-lI.

Endogene, das heil3t innerhalb der Zelle synthetisierte Antigene (unter anderem
Tumorantigene) oder virale Proteine werden durch grof3e Proteasomen zu kleinen

Peptiden verdaut und dann ins Endoplasmatische Retikulum transportiert. Hier treffen
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sie auf MHC-Klasse-I-Proteine. Passen die Peptide in die antigenbindende Region
des MHC-Proteins hinein (MHC-abh&ngige Restriktion), werden die MHC-Peptid-
Komplexe Uber den Golgi-Apparat bis auf die Zelloberflache transportiert.

Exogene Antigene kdnnen entweder Uber Oberflachenrezeptoren oder endosomale
Vesikel eingeschleust und durch Proteasen zu Peptiden verdaut werden. Die
Endosomen verschmelzen dann mit Vesikeln, die MHC-Klasse-II-Proteine enthalten.
Ahnlich wie bei den MHC-Klasse-I-Proteinen, interagieren die antigenen Peptide mit
der antigenbindenden Region der MHC-Proteine und werden als MHC-Peptid-
Komplexe auf die Zellmembran transportiert (Germain et al. 1993, Maffei et al. 1998).

2.4 Interaktionen von T- Lymphozyten

Der spezifische T-Zell-Rezeptor geht mit dem MHC-Peptid-Komplex eine Bindung
ein. Komplettiert wird diese Bindung durch eine weitere Bindung mit einem CD4- bzw,
CD8-Antigen. Die Bindung eines MHC-Peptid-Komplexes unterliegt einer Restriktion,
so dass CD4-Zellen nur mit MHC-Klasse-II-Proteinen und CD8-Zellen nur mit MHC-
Klasse-I-Proteinen kommunizieren. Anschliel3end findet Uber den CD3 Komplex die
eigentliche Signaltransduktion statt. Es kommt schlie3lich zur Gen-Aktivierung und
nachfolgender Transkriptionsregulation. Wichtigster Vorgang bei der T-Lymphozyten
Aktivierung ist die Transkription des IL-2 Gens.

Fur die Entwicklung, Differenzierung bzw. Aktivierung und Antigenerkennung der T-
Lymphozyten sind neben dem T-Zell-Rezeptor zahlreiche Hilfsmolekile erforderlich.
Letztere sind besonders an der Bindung zwischen den T-Lymphozyten und den
antigenprasentierenden  Zellen beteiligt. Einige dieser Molekile befinden sich
ausschlieBlich auf den Zellen der T-Zellinie, so zum Beispiel die CD3- Antigene,
wahrend andere auch auf B-Lymphozyten und antigenprasentierenden Zellen
vorkommen.

Das CD2 Molekul stellt den Rezeptor fir das CD58 (Leukozytenfunktionsantigen)-
Antigen dar und ist ein wichtiges Molekll bei der alternativen Aktivierung des T-
Lymphozyten. Es ist ein friiher Lymphozytenmarker und wird von T-Lymphozyten und
NK-Zellen exprimiert.

Das CD3 Antigen besteht aus einer Reihe von wichtigen membranstandigen
Proteinen, die eng mit dem T-Zell-Rezeptor assoziiert sind. Nur in Verbindung mit
diesen Molekilen kann eine Signaltransduktion nach Kontakt mit den MHC-Proteinen

stattfinden, die dann zur eigentlichen T-Lymphozyten-Aktivierung flhrt.
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Das CD4 Antigen ist charakteristisch fur die T-Helfer-Zellen; es wird auch von
antigenprasentierenden Zellen und eosinophilen Granulozyten exprimiert.

Das CD8 Antigen ist charakteristisch fur zytotoxische T-Lymphozyten; es wird auch in
schwacher Auspragung auf NK-(Natdrlichen Killer-) Zellen exprimiert.

Sowohl CD4- als auch CD8-Antigene interagieren mit der Tyrosinkinase p56',

Die Molekile CD28 und CD152 (CTLA-4) binden an CD80 und CD86 (auch B7.1 und
B7.2 bezeichnet) auf antigenpréasentierenden Zellen. Die Interaktion von CD28 und
CD80/CD8E6 liefert ein notwendiges kostimulatorisches Signal fur die T-Lymphozyten-
Aktivierung und -Proliferation, wahrend die Bindung von CTLA-4 an diese Molekile
ein hemmendes Signal fur die T-Lymphozyten darstellt. (Abbas et al. 2005, Kapitel 7,
8)
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Abb.5: Wechselwirkung zwischen T-Lymphozyt und APC bei der Antigenerkennung
2.5  Zytotoxische Zellen

Zytotoxische Zellen sind eine heterogene Subpopulation der Lymphozyten. Sie sind in
der Lage durch kontaktmediierte Lyse andere Zelltypen zu zerstoren. In die Zellfamilie
der zytotoxischen Zellen gehdren die Makrophagen, die Neutrophilen Granulozyten
und vor allem die zytotoxischen T-Lymphozyten und die Natirlichen Killerzellen (NK).
Sie stellen die natirliche Verteidigung des Organismus gegen virale, bakterielle und
parasitare Infektionen, insbesondere gegen neoplastische Erkrankungen dar.

Naturliche Killerzellen machen etwa 10 % der Blutlymphozyten aus. Sie tragen das
Adhésionsmolekll CD56, teilweise exprimieren sie auch CD8. Im Unterschied zu den

zytotoxischen T-Lymphozyten sind sie nicht antigenspezifisch und kdénnen ohne

18



vorherige Antigenexposition sofort die Zielzelle (v.a. virusinfizierte und bdsartig
transformierte Korperzellen) zerstdren. Die Proliferation der NK-Zellen unterliegt der
Regulation der T- Lymphozyten (Helfer- und Supressorzellen). Ihre Aktivitat wird v.a.
durch Interferone sowie Interleukine und anderen Immunmodulatoren stimuliert.

Die zytotoxischen T- Lymphozyten bendtigen zu ihrer Aktivierung unter anderem die
Interaktion einem einen MHC-Klasse-I-Peptid-Komplex. Innerhalb weniger Stunden
kommt es zu einer massiven Expression des IL-2-Rezeptors, gefolgt von der
Produktion von IL-2 und der Transformation zum T-Lymphoblasten. Nach 20-48
Stunden beginnt, vorrausgesetzt der zytotoxische T-Lymphozyt erhédlt adaquate
kostimulatorische Signale, die DNA-Synthese und die Zellproliferation. Durch den
kontinuierlichen Einflu3 von IL-2, das ebenfalls von antigen-spezifisch aktivierten
CDA4+-Helferzellen gebildet wird, werden in dem T-Lymphoblasten azurophile Granula
gebildet. Diese enthalten lytische Proteine, Perforine sowie Serinproteasen, TNF-a
und /oder TNF-B. Die groRen Lymphoblasten differenzieren dann in reife zytotoxische
Effektorzellen mit antigenspezifischer zytolytischer Aktivitat. Diese konnen die
zytotoxischen Peptide Uber einen transmembranalen Kanal in die gebundene

Zielzelle freisetzen (Janeway et al. 2002, Kapitel 4,7).

3 ZYTOKINE

3.1 Definition

Interleukine (IL-x) sind zu den Zytokinen zéhlende Peptidhormone, d.h. sie sind
korpereigene Botenstoffe der Zellen des Immunsystems. Das Wort Interleukin kommt
dabei aus dem Lateinischen: inter = zwischen und leukos = weil3. Sie vermitteln die
Kommunikation zwischen Leukozyten, aber auch anderen an der Immunreaktion
beteiligten Zellen (z.B. Makrophagen). Nach der Reihenfolge ihrer Entdeckung
werden sie in mehrere Untergruppen unterteilt, die durch Zahlen gekennzeichnet
werden (IL-1 bis IL-35).

Die Wirkung der Interleukine ist dabei hochst unterschiedlich. Interleukine regen
spezifisch bestimmte Zellen des Immunsystems zu Wachstum, Reifung und Teilung
an oder verhindern genau diese Prozesse der Aktivierung (Horn et al. 2005, S. 408
ff).

32 L2

Interleukin-2 ist das wichtigste Signal fur einen T-Lymphozyten. Nach Erkennen

seines Antigens auf dem MHC-Rezeptor einer antigenprasentierenden Zelle (APC)
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schittet der T-Lymphozyt Interleukin-2 aus. Dieses Signal wirkt hauptséchlich
autokrin auf ihn selbst. Durch eine intrazellulare Signalkaskade kommt es zur
Aktivierung und klonalen Teilung der T-Lymphozyten. Haben sie einmal ihr Antigen
erkannt, vervielfaltigen sie sich, daher gehort dieses Interleukin zu den
Wachstumsfaktoren. Neben der autokrinen T-Zellaktivierung wirkt Interleukin-2 auch
auf B-Lymphozyten und natirliche Killerzellen mit dem gleichen Effekt. Zur
Produktion von Ty2-Zytokinen wie IL-4 und IL-5 wird IL-2 benotigt.

Therapeutisch ist Interleukin-2 eines der wichtigsten Interleukine (Horn et al. 2005,
S. 411).

4 TUMORIMMUNOLOGIE

4.1  Allgemeines
Tumorzellen unterscheiden sich biologisch wesentlich von ihren nicht-malignen

Ursprungszellen. Diese Differenzen sind durch wahrend der Tumorentwicklung
erworbene genetische Veranderungen bedingt und fihren u.a. auch zu der Bildung
gualitativ oder quantitativ veranderter molekularer Strukturen in den Krebszellen.
Werden solche tumorassoziierten Strukturen vom spezifischen Immunsystem des
tumortragenden Wirtes erkannt, spricht man von Tumorantigenen (Boon et al. 1997;
Sahin et al. 1999).

An der spezifischen Erkennung von Antigenen sind zellulare und humorale (durch
Antikdrper bedingte) Mechanismen beteiligt. In vitro Experimente haben gezeigt, dass
die Zerstérung von Tumorzellen in erster Linie jedoch durch zellulare Abwehr erfolgt,
wobei unterschiedliche Komponenten des Immunsystems die antitumorale Reaktivitat
determinieren (Apasov et al. 1993).

Die naturlichen Killer (NK)-Zellen, aktivierte Makrophagen und Lymphokin-aktivierte
Killer (LAK)-Zellen erkennen und eliminieren Tumorzellen unspezifisch, d.h. in
Abwesenheit eines spezifischen Tumorantigens. Im Gegensatz dazu stehen die
spezifischen Abwehrmechanismen, die T-Zell-vermittelte Zytotoxizitat, die Antikdrper-
vermittelte Komplement-abhéngige Tumorzellyse und die Antikdrper-abhangige
zellulare Zytotoxizitat. Diese konnen nur in Anwesenheit eines Tumorantigens
aktiviert werden, wobei die T-Zell-mediierten Erkennungsmechanismen fir die
Tumorimmunitat die Schlisselrolle spielen (Cantrell et al. 1996; Lanier et al. 1997).
Die potentiell klinisch-therapeutische Bedeutung von Tumorantigenen ergibt sich aus

der Tatsache, dass die Erkennung von Antigenen auf neoplastischen Zellen durch
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das Immunsystem zur Induktion von zytotoxischen Effektormechanismen fihrt und
die Elimination der Krebszellen bewirken kann. Entsprechend ist es eine zentrale
Zielsetzung der Tumorimmunologie, diese Strukturen molekular zu definieren (Falk et
al. 1991; De Plaen et al. 1997; Sahin et al. 1999; Van der Bruggen 2002).

4.2 Tumorescapemechanismen

In immunkompetenten Patienten wird das Tumorwachstum durch viele Faktoren
reguliert, die zum einen abhéngig zum anderen unabhangig von der korpereigenen
Immunantwort sind. Tumore, die sich in einem immunkompetenten Patienten
entwickeln, sind entweder der Uberwachung des Immunsystems entkommen oder die
gegen sie gerichtete Immunantwort reicht nicht aus, um das Tumorwachstum zu
verhindern. Insbesondere in Hinblick auf die Entwicklung von Immuntherapien hat die
Definition und ldentifizierung von Mechanismen, die zum ,Immune escape® von
Tumoren fihren, in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen (Seliger et al. 1999).
Tumore entwickeln verschiedene Mechanismen, der Kontrolle des Immunsystems zu
entkommen, wobei sie entweder spezifische Immuneffektorzellen inaktivieren oder
die Aktivierung von potentiell antitumoralen Effektormechanismen verhindern.
Dies sind im Wesentlichen
e Immunselektion (Selektion von Antigen-negativen Mutanten)
(Jager et al. 1997)
e antigene Modulation (u.a. Punktmutationen innerhalb des antigenen Peptides)
(Maeurer et al. 1996)
¢ Alterationen der MHC-Klasse-I und II-Oberflachenexpression
(Restifo et al. 1993; Seliger et al. 1997)
¢ defiziente MHC-Klasse-1 und lI-Antigenprasentation
(Garrido et al. 1997; Garcia-Lora et al. 2003)
e inadaquate Expression von akzessorischen und kostimulatorischen Molekdlen
(Hogg et al. 1993; Zheng et al. 1997)
e Defizienzen in der Signaltransduktion von T-Lymphozyten
(Matsuda et al. 1995; Reichert et al. 2002)
e Produktion von tumorassoziierten immunsuppressiven Substanzen
(Enk et al. 1997; Steinbrink et al. 1999)
¢ Neutralisierung von Immuneffektormechanismen durch das Fas/FasL System
(Walker et al. 1997; Abrams et al. 2005)
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Aufgrund der inter- und intratumoralen Heterogenitdt und der unvollstandigen
Kenntnis Uber die synergistischen bzw. antagonistischen Wirkmechanismen in vivo ist
die Signifikanz und der Stellenwert der verschiedenen Faktoren fir die Entstehung
des ,Immune escape“Phanotyps von Tumorzellen bisher nicht eindeutig geklart.
Einiges spricht dafir, dass sich mehrere Immunevasionsprozesse uberlagern (Seliger
et al. 1999).
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1 Fragestellung

Die AML ist trotz vieler Fortschritte in der Behandlung aufgrund hoher Rezidivraten
und Infektionen bis hin zur Sepsis eine lebensbedrohliche Erkrankung. Obwohl 50-
75% Patienten anfangs eine komplette Remission erreichen, erleiden viele der
Patienten ein Rezidiv (Cole et al. 1997; Greiner et al. 2008).

Die initiale Remission ist stark abhangig von der biologischen Charakteristik der
leuké&mischen Blasten. Dabei spielt das Vorhandensein von chromosomalen
Aberrationen einen wichtigen prognostischen Faktor (Bloomfield et al. 1984; Mrozek
et al. 2008). So imponieren einige Untergruppen der AML, die durch eine deutlich
bessere Prognose gekennzeichnet sind. Hierzu zahlen die AML M2 mit der
Translokation t(8;21)(g22;922), die Promyelozytenleukamie mit der Translokation
t(15;17) und die AML M4eo mit der inv(16). (Grimwade et al. 1998; Mrozek et al.
2001)

Die chromosomale Aberration inv(16) ist mit einem bestimmten Phanotyp der
Leukamiezellen und einem klassischen Kklinischen Erscheinungsbild verbunden.
Interessant ist, dass Spenderlymphozyteninfusionen oder eine stark ausgepragte
Spender-gegen-Empfanger-Reaktion bei der AML inv(16) zu Langzeitremissionen
fuhrten (Au et al. 1999; Greiner et al. 2008). Ebenso konnte rekombinantes IL-2
angewandt Uber 12 Wochen nach initialem Erreichen einer kompletten Remission bei
einer AML inv(16) zu einer Langzeitremission von tber 5 Jahren fihren (Cortes et al.
1999; Sahin et al. 2007).

Diese klinischen Daten geben Hinweis auf die besondere Immunogenitat der inv (16)
positiven Blasten.

Chromosomale Aberrationen resultieren oftmals in grundlegenden Veranderungen in
der Regulation von Zellproliferation und Apoptose und sind haufig mit der Expression
von Fusionsproteinen assoziiert (Mitani et al. 2002). Die chromosomale Aberration
der inv(16) (M4eo) und ihrer Varianten resultiert in der Expression des CBFp-MYH11
Fusionsproteins. Solche Fusionsproteine kdnnen die molekulare Basis fur die
Expression von leukamiespezifischen Peptidsequenzen darstellen, die vom
Immunsystem erkannt werden und somit eine Immunantwort induzieren kénnen
(Bruserud 1999).

Klinische und experimentelle Daten von antileukdmischen Effekten nach allogener

Stammezelltransplantation und nach Spender-Lymphozyten Infusionen belegen, dass
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T-Lymphozyten eine entscheidende Rolle in der Erkennung leukamiespezifischer
Peptidsequenzen spielen (Ringdén et al. 2005).

Diese Ergebnisse ermutigen, nach weiteren immuntherapeutischen Ansatzen zur
Behandlung der AML auf der Basis von malignomreaktiven Effektorzellen zu
forschen. Vor allem die Eradikation verbleibender Tumorzellen im Stadium des

.Minimal residual disease“ ist dabei von grofl3er Bedeutung.

In dieser experimentellen Arbeit wollen wir auf zellularer Ebene prifen:

o Ist dieses Fusionsprotein CBFI3/MYH11 ein potentielles Kandidatenpeptid fir die
T-Lymphozyten-spezifische Erkennung durch das Immunsystem?

o Kann die Tumorzelle als eine antigenprasentierende Zelle (APC) fungieren, sind
z.B. kostimulatorische Molekule vorhanden?

o Kommt es zu einer T-Lymphozyten Aktivierung?

o LaRt sich eine Subpopulation der T-Lymphozyten isolieren?

o Welchen Phanotyp hat diese Subpopulation?

o Ist diese T-Lymphozyten Aktivierung peptidspezifisch ?

o Lasst sich diese durch spezifische Zytotoxizitat beweisen?
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1.3
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1.6

1.7

1.8

1.9

1.10

1.11

1.12

Material

LABORGERATE
Brutschrank

Durchflusszytometer

Mikroskop

Pipetten

Epics XL

DM IL

P 20, P 100, P 200, P 1000

Multipette® plus

8-Kanal-Pipettiergerat (25-200ul)

12-Kanal-Pipettiergerat (25-200ul)

Pipettierhilfen

Sterile Arbeitsbank

Vortex
Wasserbad

Zentrifuge

Bestrahlungsgerét

PCR-Zubehor

Pipettboy acu

REAX control

Multifuge 3S-R Biofuge

Irradiator OB 29 (Cs*®")

Cetus Test Tube Thermostat TCR 100

Gelelektrophorese-Zubehor

horizontale Flachbrett-

Gelelektrophoreseapparatur

Stromgeber
UV-Transluminator
Polaroidkamera
Polaroidfilm (667)

Heraeus Instruments
Beckman Coulter

Leica

Gilson

Eppendorf

Micronic Systems

IBS Integra Biosciences
Heraeus Instruments
Heidolph

GFL®

Heraeus

Steuerungstechnik +
Strahlenschutz GmbH

Braunschweig

Perkin Elmer

KEUTZ Labortechnik

Biometra
MAGV
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1.13

1.14

2

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

3

3.1

Oberflachenscanner
TRACE 96

Zell-Harvester

halbautomatisch

WEITERE MATERIALIEN

Blutenthnahmesysteme

Butterfly 21G grun, mit Adapter
Combi-Stopper

Ecoject® Plus

Gewebekulturplatten
24 well mit Abdeckplatte

Suspensionskulturplatte 96 well mit Abdeckplatte
NUNCLON™ Surface 96 well

Kulturflaschen
Zellkulturflaschen 50 ml, 250 ml

Pipettenspitzen
Pipetten 10 ml, 25 ml, 50 ml

Combi-Tips plus 0,5 ml, 5 ml
Pipettenspitzen gelb, blau

Pasteur capillary pipettes

Roéhrchen

konische R6hrchen mit Drehverschluss
15ml, 50ml

Rundboden, PS, 12 x 75 mm, 5 ml
Nunc Cryo Tube™ Vials 1,8 ml

MEDIEN

Kulturmedium

Berthold

Inotech

Kabe Labortechnik
Braun

Dispomed

Greiner
NUNC™

BD Falcon

BD Falcon
Eppendorf
Sarstedt

WU Mainz

BD Falcon

Greiner Labortechnik
NUNC™

Als Kulturmedium wurde RPMI 1640 mit L-Glutamin (Gibco ™) eingesetzt, das mit

10% fotalem Kalberserum (FCS, Gibco ™, hitzeinaktiviert), Penicillin-Streptomycin
(entspricht 100 IE/ml; Gibco BRL) versetzt wurde.

26



3.2 Waschmedium

Als Waschmedium wurde oben genanntes Kulturmedium mit nur 5% FCS-Zugabe

verwendet.

3.3 Einfriermedium

Als Einfriermedium wurde oben genanntes Kulturmedium mit 20% FCS-Zugabe und
10% DMSO verwendet.

3.4 |L-2-Medium

Um bei einzelnen Versuchen die angewandten Zellen ausreichend mit dem
Wachstumsfaktor IL-2 zu versorgen, wurde dem oben genannten Kulturmedium
gentechnisch aus E. coli K12 gewonnenes Interleukin 2 (Proleukin; Chiron) in einer

finalen Konzentration von 20-50 U/ml zugesetzt.

4 PUFFER UND REAGENZIEN

4.1 Ficoll, Trennldsung zur Dichtegradientzentrifugation

Fur die Isolierung von PBMC aus Vollblut und der Trennung von toten und lebenden
Zellen wurde Ficoll (Ficoll-Paque™ PLUS; Amersham Biosciences AB) mit einer

Dichte von 1,077 g/ml verwendet.

4.2 Fixationslosung fur Durchflusszytometrie

Zum Fixieren gefarbter Zellen wurden diese in PBS mit 5% Formaldehyd-L&sung
(Fisher) fixiert.

4.3 Féarbe- und Waschpuffer fur Durchflusszytometrie

Zum Waschen antikdrpermarkierter Zellen wurde PBS mit 5% und zum Farben mit

0,2% bovinem Serumalbumin (Albumin, Bovine; Sigma®) benutzt.

4.4 PBS
PBS-Dulbecco (Phosphate Buffered Saline (1x); pH 7,4; PAA) ohne Calcium und

Magnesium.

4.5 Heparin
Das Vollblut wurde zur Gerinnungshemmung bei Entnahme mit Heparin-Natrium

(Liguemin® N 25000; Roche) in einer Konzentration von 250 IE/ml Vollblut versetzt.

4.6 Propidium-Jodid

Propidium-Jodid (Propidium lodide staining solution; BD Biosciences) wurde zur

Unterscheidung toter von lebenden Zellen am Durchflusszytometer verwendet.
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4.7 Trypanblau-L6sung

Zur Bestimmung der Zellzahl und zur Unterscheidung toter von lebenden Zellen mit
der Neubauer-Zdhlkammer am Mikroskop wurde im Verhaltnis 1:1 mit Aqua ad
iniectabilia verdinnte Trypanblau-Lésung (Trypan blue solution 0,4%; SIGMA)
eingesetzt.

48 BSA
Bovines Albumin 30% (SIGMA-ALDRICH®)

49 ECS
Fetales Kalber Serum wurde zur Anreicherung dem Kultur-, Einfrier- und

Waschmedium zugesetzt.

4.10 °H-Thymidin-Losung

Das radioaktive Thymidin wird in die DNS der Zelle eingebaut und kann somit die

Synthese-Aktivitat der Zelle widerspiegeln. Auf diese Weise kann das
Proliferationsverhalten der Zelle untersucht werden. (Radiochemical Centre,
Amersham, England)

5 BIOMAGNETEN

51 Isolations-Kits

Zur spezifischen Isolation bestimmter Zell-Subpopulationen werden Isolations-Kits der
Firma Dynal® verwendet. Diese enthalten uniforme, superparamagnetische
Polystyren-Kérner mit einem Durchmesser von 4,5 um, die auf ihrer Oberflache
spezifische Antikorper tragen.

T Cell Negative Isolation™ Kit

Die sogenannten Dynabeads gehen mit den spezifischen Rezeptoren eine feste
Bindung ein, die durch eine Enzymreaktion unter Verlust des funktionsfahigen
Rezeptors wieder getrennt werden kann. Zur Gewinnung von T-Lymphozyten mit
funktionsfahigem CD2 Rezeptor und ohne Antikdrperkontakt, benutzten wir oben
genannten Isolationskit, das heil3t, B-Lymphozyten, NK-Zellen, Monozyten,
Thrombozyten, dendritische Zellen, Granulozyten und Erythrozyten werden mit Hilfe
anti-CD14, -CD16a+b, -CD19, -CD36, -CD56, -CD123 und -CD235a beschichteten

beads gebunden und entfernt.
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5.2 CD3/CD28 T-Zell Expander

Zur Expansion von T-Zell-Klonen wurden ein mit CD3 und CD28 doppelt besetzte

Polystyren-Kérner (Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expander; Dynal®) eingesetzt.

6 INTERLEUKIN 2

Es wurde gentechnisch aus E. coli K12 hergestelltes Interleukin 2 (Proleukin®;

Chiron) in der Endkonzentration von 20-50 U/ml verwendet.

7 PKH 67 GREEN FLUORESCENT CELL LINKER KIT

PKH 67 ist ein grun fluoreszierendes (FITC) Molekdl, das sich in die Zellmembran der
Zelle einlagert. Auf diese Weise kann eine Zelle unabhangig von ihren
Oberflachenmolekilen angefarbt werden.

8 ANTIKORPER

Die Antikorper-Stocklésung wird 1: 9 mit PBS verdunnt (Arbeitslosung).

CD-Bez. |Konjugat |Charakterisierung

CDla FITC Prasentationsmolekdl fur bakterielle Lipoide, MHC-Klasse-I-
Ahnlichkeit, Thymozyten, B-Zellen, dendritische Zellen

CD2 FITC/PE |LFA3 Ligand, Schafserythrozytenrez., Rez. fir CD48+CD59

CD3 FITC/PE |[T-Zellen (assoziiert mit TCRo oder y3, Signaltransduktion)

CD 4 FITC T-Helfer/Inducer-Zellen (Rez. Fur MHC 1)

CD 8 FITC/PE |zytotoxische/Supressor-T-Zellen (Rez. MHC 1), NK-Zellen,
Thymozyten

CDlla PE LFA 1, ICAM-1 binding

CD11c PE Rez. fuir CD18 exprimiert auf Monozyten/Makrophagen,
dendritischne Zellen, Granulozyten, NK-Zellen, assoziiert
CTL killing

CD 13 PE Monozyten, Neutrophile

CD 14 FITC/PE |Monozyten, Makrophagen, Langerhans-Zellen, Rez. fur LPS
u. LBP

CD 25 FITC Aktivierte T- und B-Zellen, stimulierte Monozyten und
Makrophagen

CD 27 FITC CD70-Rez., TNF-Rez. &hnliches /Protein

CD 28 FITC reife Thymozyten, T-Zellen (Kostimulation), Plasmazellen
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CD 33 FITC panmyeloisch, Mehrheit der Monozyten

CD 45 FITC ,leucocyte common antigen®, Signaltransduktion

CD 45RO [FITC T-Lymphozyten, Gedachtnis(memory)zellen

CD 56 PE NK-Zellen, T-Zellen (N-CAM)

CD 58 PE LFA 3, Ligand fur CD2

CD 64 FITC Monozyten, Makrophagen, Dendriten; Phagozytose, Ak-
abhangige zellulare Zytotoxizitat

CD 69 FITC Thymozyten, NK-Zellen, Neutrophile, Eosinophile; friher
Aktivitatsmarker fur T- und B-Zellen

CD 80 FITC/PE |aktivierte T- und B-Zellen, Makrophagen; Koregulator bei T-
Zell-Aktivierung mit CD86, B7.1

CD 83 PE Dendritische Zellen

CD 86 PE Gedéachtnis-B-Zellen, Monozyten, dendritische Zellen,
Endothelzellen, aktivierte T-Zellen; T-Zell-Kostimulation,
B7.2, CTLA-4 Ligand

CD 117 PE hamatopoetische Vorlauferzellen, Gewebsmastzellen; GF-
Rezeptor

CD 154 FITC/PE |Aktivierte CD4 positive T-Zellen(CD40 Ligand); induziert B-
Zell-Proliferation und —Aktivierung, Signal fir Ig-Sekretion
und lg-Switch

CD209 PE DC-SIGN (dendritic cell specific intercellular adhesion
molecule-3-grabbing non-integrin, Makrophagen,
dendritische Zellen

IgG1 FITC/PE |unspezifische Bindung freier Ig

(Burmester/Pezzutto, Taschenatlas der Immunologie, Thieme Verlag 1998)

Tab.3.: verwendete Antikérperldsungen

9 HLA-A TYPISIERUNG

Wir benutzten ein SSP-Reagenzienkit fur die HLA-A Typisierung auf DNS-Basis
(HLA-A SSP Kit, Biotest).
Der Kit enthalt:

e PCR-Bl6cke,

Primer/Nukleotidgemische enthalten

bestehend aus PCR-Gefallen, die die getrockneten

e PCR-Streifen, die fur die 24 Ansatze die Negativkontrolle enthalten
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e PCR-Cocktail mit PCR-Puffer, Kresolrot und Glycerin
e PCR-Deckelstreifen
Zusatzlich waren noch folgende Materialien erforderlich:
e Taq Polymerase (Perkin Elmer) 5 U/ul
e Agarose
e Gel
e Ethidiumbromidlésung 10 mg/ml
e DNS-Langenstandard

10 WESTERNBLOT

10.1 Antikdrper
CBFp Dianova
Anti-Rabbit POD Amersham

10.2 Chemilumineszenz Reagenzien

ECL-plus Amersham

10.3 Molekulargewichtsstandard

Rainbow Amersham

10.4 Weitere Reagenzien

Elektrophoresepuffer Tris-HCI 125 mM

(auf 1I Aqua destillata) Glycin 160 mM
SDS 10%

Probenpuffer fur PAGE (2x) Tris-HCI 100 mM
SDS 4%

Bromphenolblau 0,2%
Glycerol 20%

DTT 200mM
Proteasehemmer PMSF 1 mM in Isopropanol
(auf 5 ml RIPA) Aprotinin (30ul/ml RIPA)

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Roche

Sigma

Sodium orthovanadate 100 mM Merck

Othadiae acid 10 mM
Leupeptin (1pug/ml RIPA)
RIPA Nonidet-P40 1%

Sodium deoxycholate 0,5%

Merck
Roche
Amaresco
Sigma
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SDS 0.1% Sigma

PBS (1x) Dulbecco
Transferpuffer Tris-HCI| 25mM Merck
(auf 1I Aqua destillata) Glycin 160mM Merck
Methanol 20% Merck
SDS 0.1% Merck
Waschpuffer PBS (1x) Dulbecco
0.1% Polysorbat-20 Merck
Blockingpuffer PBS (1x) Dulbecco
0.1% Polysorbat-20 Merck
5% Magermilchpulver Nestlé

11 ZELLLINIEN

11.1 K562

Es handelt sich dabei um Zellen einer humanen chronisch myeloischen Leukamie
wahrend einer Blastenkrise. Sei eignen sich besonders gut fur Versuchsansatze zur
Testung der Zytotoxizitat Naturlicher Killerzellen. Sie ist erhaltlich bei der Deutschen

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ).

11.2 SW480
Hierbei handelt sich um Zellen eines humanen Adenokarzinoms des Colons Grad IlI-
IV. Auch diese Zelllinie ist bei der DSMZ erhaltlich.

11.3 Patientenzellen

Es wurden periphere mononukledre Zellen, sowie Knochenmarksaspirat von

Patienten mit AML unterschiedlichen Karyotypen eingesetzt.

11.4 Spenderzellen

Es wurden periphere mononukleare Zellen von 5 freiwilligen gesunden Spendern

eingesetzt.

12 SOFTWARE

Die Arbeit wurde mit Microsoft Word 2007 erstellt. Die Ergebnisauswertung erfolgte
mit Microsoft Excel 9.0.
Als Software zur Auswertung der Durchflusszytometriedaten wurde Expo 32.0

verwendet
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\Y/ Methoden

1 ZELLSEPARATION

1.1 Isolierung mononuklearer Zellen (PBMC) aus peripherem Blut

Ausgangspunkt jeder Zellseparation waren entweder 40 ml heparinisiertes
Vollblut/Citrat-Vollblut oder 10-40 ml heparinisiertes Knochenmarksaspirat. Dieses
wurde dann 1: 4 mit PBS verdiinnt und 20 ml Ficoll-Paque™ PLUS mit 20 ml dieser
Suspension in 50 ml R6hrchen Uberschichtet und 25 min bei 1200 g ohne Bremse
zentrifugiert.

PBMC wurden an der Interphase zwischen Plasma und Ficoll vorsichtig

abgenommen, zweimal mit PBS gewaschen und in Kulturmedium aufgenommen.

1.2 Waschen von Zellen

PBMC werden in 40 ml PBS aufgenommen und fir 8 min bei 500 g zentrifugiert.
AnschlieRend wird der Uberstand dekantiert und das Zellpellet resuspendiert.

1.3  Trennung von lebenden und toten Zellen

Da eine zu grosse Anzahl toter Zellen die Kultur lebender Zellen unginstig
beeinflusst, werden mit Hilfe von Ficoll-Trennlésung die toten von den lebenden
Zellen getrennt. Hierzu wurden 5 ml Ficoll in 10 ml Réhrchen vorgelegt und mit 5 ml
Zellsuspension (0,5 - 3x10° Zellen/ml) (iberschichtet und 25 min bei 1200 g ohne
Bremse zentrifugiert.

Lebende Zellen wurden an der Interphase zwischen Medium und Ficoll vorsichtig
abgenommen, zweimal mit PBS gewaschen und wieder in Kulturmedium

aufgenommen.

1.4 Negative Isolation von T-Lymphozyten

Die negative T-Lymphozyten Isolierung ist eine indirekte Form der Isolierung. Dazu
werden die mononukledren Zellen mithilfe der Ficoll-Trennlésung (siehe 1V.1.1) aus
dem mit Heparin versetzten Vollblut isoliert und gekdhilt.

Dann miissen die Dynabeads® zunachst gewaschen werden. Man benétigt 100 pl
Dynabead®-Lésung fiir 1x10° mononukledre Zellen. Die entsprechende Menge
Dynabeads® wird in ein 15 ml-Réhrchen (Greiner) gegeben und fiir eine Minute an
den Magneten (Dynal MPC®) gestellt. Die Dynabeads® haften an der dem Magneten

zugewandten Seite des Rohrchen, so dass die Uberschussige Flissigkeit abgesaugt
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werden kann. Danach werden die Dynabeads® wieder in der urspriinglichen Menge
PBS/0,1% BSA aufgenommen.

Um die T- Lymphozyten von den unerwinschten Zellen zu trennen, werden die
mononukledren Zellen mit einem Gemisch aus verschiedenen Antikdrpern gegen B
Zellen, NK-Zellen, Monozyten, Granulozyten und aktivierte T Lymphozyten inkubiert.
Dafiir werden die mononukledren Zellen in 100 - 200 pl PBS/0,1% BSA pro 1x10’
Zellen aufgenommen. Danach gibt man pro 1x10’ Zellen 20 ul hitzeinaktiviertes FCS
und 20 pl Antikbrpermischung hinzu. Diese Suspension sollte nun bei 2-8°C fur 10
min inkubieren. AnschlieRend werden 1 ml PBS/0,1% BSA pro 1-5x10° Zellen
dazugegeben und bei 500 g fur 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantiert. Die
Zellen werden wieder in 0,9 ml PBS/0,1% BSA pro 1x10’ Zellen aufgenommen und
mit den gewaschenen Dynabeads® bei 20°C fiir 15 min inkubiert. Wahrend der
Inkubation sollte das Rohrchen mit der Zellsuspension immer leicht geschwenkt
werden. Wahrend dieses Vorgangs inkubieren die Dynabeads® mit den Antikorper
tragenden Zellen.

Danach wird die Zell-Dynabeads®-Suspension, in der sich Dynabeads®Rosetten
gebildet haben, vorsichtig 5-6 mal resuspendiert und mit 1-2 ml PBS/ 0,1% BSA pro
1x10’ Zellen aufgefiillt .

AnschlieRend wird das Réhrchen an den Magneten gestellt. Die Dynabeads® mit den
gebundenen Zellen werden an die Wand des RoOhrchens gezogen, sodass der
Uberstand mit den T- Lymphozyten entnommen werden kann. Die so gewonnenen
Zellen werden dann in PBS gewaschen und anschlieRend in RPMI Kulturmedium

aufgenommen.

15 Herstellung von EBV-LCL

Mithilfe der E-Rosettierung werden T-Lymphozyten separiert. Die Methode basiert auf

der Bindungsaffinitit des CD2-Molekils auf der Oberflache humaner T-Lymphozyten
zu einem Protein auf der Oberflache von Schafserythrozyten (LFA-3, lymphocyte
function associated molecule-3). Die durch die Rosetten-bildung erreichte erhdhte
Dichte der Aggregate macht man sich bei dieser Trennung von T- und B-
Lymphozyten zunutze.

30 ml Schafserythrozytensuspension werden zweimal mit PBS gewaschen (800g, 10
min, ohne Bremse). Der leukozytenreiche Ring auf den Erythrozyten wird abgesaugt.
Die Erythrozyten werden anschlieend in 20 ml Kulturmedium aufgenommen und

nach Zugabe von 0,5 ml Test-Neuramidase (1 U/ml) fir 30 min im Wasserbad bei
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37°C inkubiert. Nach der Inkubation werden die Erythrozyten erneut zweimal mit PBS
gewaschen und dann mit Kulturmedium auf eine 10%ige Schafserythrozytenldsung
verdunnt.

Die zu trennenden mononukledre Zellen (max. 40x10° Zellen) werden in 4-5 ml
Kulturmedium (10%) aufgenommen, gut resuspendiert, mit 1 ml der 10%igen
Schafserythrozyten-Suspension gemischt und im Rundboden-Réhrchen vorsichtig
uber 3 ml Ficoll-Trennlésung geschichtet. Nach Zentrifugation (800g, 20 min, ohne
Bremse) werden die nicht-rosettierten Zellen (E- - Zellen = B- Lymphozyten und
Monozyten) an der Phasengrenze abgenommen und anschlieend 2x mit PBS
gewaschen.

Die nach der E-Rosettierung angereicherte B-Zellfraktion wird mit EBV-haltigem
Uberstand der Zelllinie B95-8 fir 2 Stunden bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
Danach werden die Zellen zweimal gewaschen und mit Kulturmedium in 50 ml
Kulturflaschen bei 37°C inkubiert. Nach 2-3 Wochen wachsen die EBV
transformierten B-Zellen kontinuierlich in Kultur und kdnnen als Stimulator- oder

Targetzellen verwendete werden.

1.6 Zellzahl und Zellvitalitat

Zellzahlen werden mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Zu diesem Zweck
wird Zellsuspension entnommen und 1:1 mit Trypanblau-Lésung verdinnt.

Dieser Farbstoff wird von toten Zellen aufgrund ihrer Membrandysfunktion
aufgenommen, so dass sich diese im Mikroskop leicht von ungefarbten lebenden
Zellen unterscheiden lassen.

Die Zellkonzentration in der Zellsuspension berechnet sich aus der Multiplikation der
Zellzahl in einem Eckquadrat (entspricht /10 pl) und dem Verdiinnungsfaktor 2 (1: 1
Verdiinnung mit Trypanblau-Lésung). Durch Multiplikation mit dem Faktor 1 x 10*

erhalt man die Zellzahl/ml Zellsuspension.

1.7 Herstellen von Patientenserum

Das mit Heparin versetzte Vollblut wird fir 10 min bei 800g zentrifugiert. Es trennt
sich dabei in eine obere Serumphase und eine untere korpuskulére Phase auf. Aus
der oberen Phasen wird 1 ml Serum entnommen und im Einfrierréhrchen bei -20°C

aufbewahrt.
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2 ZELLKULTUREN

2.1 Tumorzelllinien (AML)

Tumorzellen (1 x 107), gewonnen wie in Abschnitt IV 1.1 beschrieben, werden in eine

250 ml Kulturflasche mit 50 ml Kulturmedium gegeben. Diese Kulturflaschen werden
zur Inkubation liegend bei 37°C und 5% CO, Gasanteil bis zur weiteren Verwendung
im Brutschrank aufbewahrt. Das Kulturmedium wird alle drei Tage gewechselt (siehe
IV.1.2). Einmal pro Woche werden die lebenden von den toten Zellen getrennt (siehe
IV.1.3).

2.2 Phéanotypisierung der AML Zellen

Sowonhl die frisch isolierten Tumorblasten als auch bereits vier Wochen kultivierten
Blasten werden auf folgenden Oberflachenantigene untersucht (siehe 1V.3.2):

(1) Autofluoreszenz

(2) 19gG1FITC/1gG1 PE

(3) CD3FITC/CD45 PE

(4) CD45 FITC / CD14PE

(5) CD3FITC/CDllaPE

(6) CD3FITC/CD1lc PE

(7) CD13FITC/CD33PE

(8) CD80FITC/CD86 PE

(9) CD64 FITC/CD117 PE

(10) CD1a FITC/CD209 PE

(11) CD2 FITC/CD83 PE

2.3 Stimulationsversuch von T-Lymphozyten mit Blasten einer akuten myeloischen

Leukadmie
Aus dem mit Heparin versetzten Vollblut gesunder Spender und Patienten wird zuerst
Serum gewonnen und eingefroren (siehe 1V.1.6), anschlieBend werden die T-
Lymphozyten isoliert (siehe 1V.1.4). Diese werden in Kulturmedium aufgenommen
und in einer 24-well Platte (Greiner) in einer Konzentration von 1x10° Zellen/well fiir
11 Tage bei 37 °C und 5% CO; kultiviert.
Je nach Ansatz werden bestrahlte AML-Zellen (siehe IV.6.6) in einer Konzentration
von 1x10° Zellen/well dazugegeben.
Pro Patient erfolgen 6 Anséatze:

(1) T-Lymphozyten des Patienten + AML Blasten des Patienten
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(2) T- Lymphozyten des Patienten + Medium
(3) T- Lymphozyten des Patienten + EBV-LCL
(4) T- Lymphozyten des Spenders + AML Blasten des Patienten
(5) T- Lymphozyten des Spenders + Medium
(6) T- Lymphozyten des Spenders + EBV-LCL
An den Tagen 3 und 7 wird frisches Medium und IL-2 in einer Endkonzentration von
20 U/ml hinzugefiigt. Zur Restimulation werden an Tag 3 1x10° und an Tag 7 5x10*
bestrahlte AML Zellen (siehe 1V.2.6) in die Ansétze (1) und (4) dazugegeben. An Tag
11 werden die Zellen der verschiedenen Ansatze in Kulturmedium aufgenommen und
mittels Ficoll (siehe 1V.1.2) die lebenden von den toten Zellen getrennt.
An Tag 0, 3, 7 und 11 werden die Zellen am Durchflusszytometer auf ihre
Oberflachenmolekile  untersucht (siehe 1V.3.2). Dabei werden folgende
Oberflachenantigene bestimmt:
(2) Autofluoreszenz
(2)  1gG1FITC/1gG1 PE
3) CD3 FITC / Standardzellen + Propidium Jodid EDC
4 CD3 FITC / CD8 PE
(5) CD4 FITC / CD8 PE
(6) CD3 FITC / CD56 PE
@) CD25 FITC / CD8 PE
(8) CD27 FITC / CD8 PE
9 CD28 FITC / CD8 PE
(10) CD154 FITC/CD3 PE
(11) CDllaFITC/CD3PE
(12) CD45RO FITC/CD8 PE
(13) CD69 FITC
Der Messung (3) werden 1x10° Standardzellen (siehe 1V.3.3) und 5 pl Propidium

Jodid zur quantitativen Analyse der T-Lymphozyten Population zugegeben.

2.4 Expansion von aktivierten T- Lymphozyten

Zur polyklonalen Expansion werden die stimulierten Zellen (1V.2.2) mit Dynabeads®
CD3/CD28 T Cell Expander und 20 U IL-2/ml versetzt und in einer 96-well-
Kulturplatte (NUNCLON®) in einer Konzentration von 1x10* Zellen/well bei 37°C und
5% CO, fiir 5-9 Tage kultiviert . Das Verhaltnis von Dynabead® zu T-Lymphozyten
betrdgt dabei 1:1. Mit anti-CD3/anti-CD28-beschichteten Beads stimulierte Zellen
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weisen eine hohere Proliferationsrate und eine erhdhte IL-2 Synthese auf als Zellen,
die mit Phytoh&magglutinin (PHA) stimuliert wurden (Schwarz et al 2007). Die
Stimulation mit Beads ist wesentlich physiologischer als die mit Thapsigargin
(blockiert die SERCA- Pumpe des endoplasmatischen Retikulums), PHA oder
Antikorpern in Losung.

2.5  Zytotoxizitdts-Versuch

Zur Bestimmung der Zytotoxizitdt werden die expandierten T- Lymphozyten (siehe
IV.2.3) in einer 96-well Platte in einer Konzentration von 2x10° Zellen/well
ausplattiert. Den T- Lymphozyten werden je nach Ansatz und soweit verfligbar
folgende AML Zellen oder PBMC (siehe IV.6.6) in einer Konzentration von 5x10*
Zellen/well hinzugefugt. Die AML Zellen und PBMC werden vor der Kokultur mit PKH
67 Green Fluorescent Cell Linker Kit markiert (siehe IV.2.5) und bestrahlt (siehe
IV.2.6).

1) T- Lymphozyten

(2) T- Lymphozyten + AML Blasten stimulierend

3) Medium + AML Blasten stimulierend

(4) T- Lymphozyten + AML Blasten inv16 HLA-A matched allogen

(5) Medium + AML Blasten inv16 HLA-A matched

(6) T- Lymphozyten + AML Blasten inv16 HLA-A mismatched allogen

(7) Medium + AML Blasten inv16 HLA-A mismatched

(8) T- Lymphozyten + AML Blasten anderen Karyotyps allogen

(9) Medium + AML Blasten anderen Karyotyps

(10) T- Lymphozyten + AML Blasten anderen Karyotyps allogen

(11) Medium + AML Blasten anderen Karyotyps

(12) T- Lymphozyten + K562

(13) Medium + K562

(14) T- Lymphozyten + SW 480

(15) Medium + SW 480

(16) T-Zellen + PBMC eines Spenders allogen

(17) Medium + PBMC eines Spenders

(18) T- Lymphozyten + EBV-LCL

(19) Medium + EBV-LCL
Nach 4, 12, 18, 24 und 48 Stunden wird am Durchflusszytometer eine quantitative

Analyse der durch die T-Lymphozyten zerstérten AML Zellen bzw. PBMC
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durchgefiihrt. Dazu werden den einzelnen MeRproben jeweils 1x10° Standardzellen

(siehe 1V.3.2) und 5 pl Propidium Jodid zugegeben.

2.6 Markieren von Zellen mit PKH 67 Fluorescent Cell Linker Kit

Zur Dbesseren Differenzierung der AML-Zell/lPBMC-Population von den T-
Lymphozyten am DurchfluRzytometer, werden die AML Zellen/PBMC vor der
Kokultur mit den aktivierten T- Lymphozyten (siehe Zytotox 1V.2.4) mit PKH 67 Green
Fluorescent Cell Linker Kit markiert.

Das Zentrifugat von 5x10° Zellen wird in 500 pl Diluent C (wird mit PKH 67 Green
Fluorescent Cell Linker Kit geliefert) resuspendiert. Danach werden 4 pl PKH 67 mit 1
ml Diluent aufgenommen; 500 pl davon werden der Zellsuspension zugegeben und 4
min bei 25°C ohne Lichteinwirkung inkubiert. Anschliel3end wird die Reaktion mit 1
ml BSA gestoppt. Nach 1 min Inkubationszeit werden 2 ml RPMI-Medium
dazugegeben und die Suspension 10 min bei 400 g zentrifugiert. Anschlie3end wird
der Uberstand dekantiert und die Zellen noch zwei Mal mit RPMI-Medium

gewaschen.

2.7 Bestrahlen von Zellen

Um die Proliferationsaktivitat der Tumorzellen zu minimieren, werden sie radioaktiv
bestrahlt. Ziel der Dosisfindung war, dass die Tumorzellen nicht weiter proliferieren
aber dennoch vital sind.

Zum Bestrahlen werden die Zellen in der gewilnschten Konzentration in
Kulturmedium aufgenommen und in ein 15 ml-Réhrchen gegeben. Die Zellen werden
137

im Bestrahlungsgerat einer Cs
PBMC: 30 Gy).

-y-Strahlenquelle ausgesetzt (AML Zellen: 90 Gy,

2.8  Blockversuch

Um festzustellen, ob die Zytolyse der AML Blasten durch die T-Lymphozyten von
einer Bindung an den MHC-Klasse-I-Rezeptor abhangig ist, wurde ein Blockversuch
durchgefiihrt. Dazu wurden vor dem Zytotoxizitatsversuch die AML Blasten mit anti-
MHC-Klasse-l oder -ll oder die T-Lymphozyten mit anti-CD4 oder -8 spezifischen
monoklonalen Antikdrpern in einer Konzentration von 5 ul Antikérper/1x10 5 Zellen fir
30 min inkubiert. AnschlieRend wurden die AML Blasten mit PBS gewaschen und

dann wie in (IV.2.5) beschrieben weiter verarbeitet.
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2.9  3H-Thymidin Einbau

Um das Proliferationsverhalten von T-Lymphozyten auf verschiedene Stimuli (z.B.

Zytokine, Mitogene, Stimulatorzellen, etc.) zu untersuchen, kdnnen Mikrokulturen mit
radioaktiv markiertem Thymidin versehen werden, dessen Einbau in die DNS die
Synthese-Aktivitat der Zellen in bestimmten Markierungszeitrdumen widerspiegelt und
somit als MalRR der Proliferation gilt. Die Zellkulturen werden in 96-Loch-
Mikrotiterplatten gegeben, pro Loch werden 20 pl einer *H-Thymidin-Lésung
(spezifische Aktivitat: 1 uCi/Vertiefung) zugegeben und fir 5-6 Stunden bei 37°C und
6% CO, im Brutschrank inkubiert. Mit Hilfe eines halbautomatischen Zell-Harvester
werden die Kulturen auf Glasfiltermatten transferriert und diese fur 2 Stunden im
Trockenschrank getrocknet. Die [B-Emission kann nun im ortssensiblen

Oberflachenscanner gemessen werden.
3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

3.1  Prinzip
Mithilfe der Durchflusszytometrie lassen sich auf Einzelzellebene morphologische

Eigenschaften von Zellen ebenso charakterisieren wie die Expression von
Oberflachenmolekulen (Immunphanotypisierung).

Im Zytometer werden die Zellen einzeln am Messpunkt in einen Laserstrahl gelenkt.
Durch Streuung des Laserlichtes werden sowohl die Zellgrol3e (FS=forward scatter),
als auch die Zellstruktur (SS=side scatter) erfasst.

Zur Bestimmung von Oberflachenantigenen werden die Zellen mit
farbstoffgekoppelten Antikorpern inkubiert, deren Fluoreszenzmolekile durch das
Laserlicht zur Lichtemission angeregt werden. Nach Verstarkung durch einen
Photomultiplier wird das emittierte Licht durch spezifische Detektoren erfaf3t, die
MelRwerte digitalisiert und mittels einer speziellen Software ausgewertet.

Als Kontrolle dienen sowohl ungefarbte (Autofluoreszenz) als auch mit einem
Zweitantikérper gefarbte Zellen (zur Erfassung von unspezifischer Bindung). Zum
Nachweis der Koexpression mehrerer Oberflachenmolekiile kénnen die Zellen
simultan mit bis zu vier unterschiedlich markierten Antikdrpern inkubiert werden.

Zur Bestimmung der Quantitat wird der Probe eine definierte Menge an
Standardzellen (siehe 1V.3.2) zugegeben. Diese lassen sich durch ihre Farbung als
homogene Population im Dotplot gut abgrenzen und erlauben so Ruckschlisse auf

die Zellzahl der urspringlichen Probe.
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3.2 Antikdrper-Markierung der Zellen

Die Zellen werden in einer 96-well-Platte (max. 5 x 10°well) bei 350 g 4 min
abzentrifugiert. AnschlielRend werden die Zellen in 50 pl Antikdrper-Arbeitsiésung
resuspendiert und 30 min bei 2-8°C inkubiert. Danach folgen zwei Waschvorgéange
mit PBS/FCS 2%. Die gewaschenen Zellen werden in 300 ul PBS aufgenommen und

in die fir das Zytometer vorgesehenen Rohrchen pipettiert.

3.3 Herstellung von Standardzellen

Die Tumorzellen der Linie K562 (DSMZ) werden dafur zunéachst radioaktiv bestrahlt
(siehe Kapitel 1V.2.3). Zellen der Linie K562 exprimieren zu 95%-99% den
Oberflachenmarker CD13. Sie werden mit PE-konjugiertem anti-CD13 in einer
Konzentration von 10 pl/1x10° Zellen 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen werden die Zellen in PFA 5% auf eine Konzentration von 1x10° Zellen/ml

eingestellt.

34 Bestimmung der Proliferationsraten

Um bei der Auswertung am Durchflusszytometer auch eine quantitative Aussage
darlber treffen zu kdnnen, wie sich die einzelnen Zellpopulationen im Vergleich zum
Ausgangswert (z.B. an Tag 0) verhalten, werden den einzelnen Messungen jeweils
1x10°>  Standardzellen und 5 pl  Propidiumjodid  hinzugegeben. Die
Standardzellpopulation fluoresziert so stark PE, dass die Ubrige Messung dadurch
nicht gestoért wird. Die Berechnung der Proliferationsraten erfolgt aus dem Vergleich
der lebenden T-Lymphozyten Population im Verhaltnis zur Menge der Standardzellen
an Tag 0 mit jenem Verhaltnis an den folgenden Tagen. Daraus ergibt sich folgende

Formel:

Standardzellen Tag0( %) X T —Lymphozyten Tag x( %)
T —Lymphozyten Tag0( %) Standardzellen Tag x( %)

= Proliferationsrate

Tag 0= Kontrolle

Proliferationsraten von 1,0 entsprechen keiner Anderung des Zellzahlverhaltnisses,
Proliferationsraten >1,0 einem Zuwachs der T-Lymphozyten, Raten unter 1,0 einer

Verringerung/Absterben von T-Lymphozyten.
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35 Bestimmung der Zytotoxizitatsraten

Auch zu diesen Messungen wurden zur Bestimmung des Verhaltnisses der einzelnen
Populationen zueinander die Standardzellen in definierter Anzahl hinzugegeben.

Zur Berechnung der getoteten Tumorzellen berechnet man zunéchst den
prozentualen Anteil der nach dem Zytotoxizitatsversuch verbliebenen Tumorzellen
aus der Division der Tumorzellen im Verhaltnis zum Anteil der Standardzellen zum
jeweiligen Zeitpunkt. Zur Errechnung der getdteten Tumorzellen wird dieses Ergebnis

von 1 subtrahiert und zur Erlangung eines Prozentwertes mit 100% multipliziert.

Tumorzelle n Tag 0 (%) Tumorzelle n Tag x (%) .
1- : X100=getotete Tumorzellen(%)
Standardzellen Tag 0(%) Standardzellen Tag x (%)

Tag 0= Kontrolle Tag x=Ende Zytotoxizitatsversuch
4 HLA-A TYPISIERUNG

4.1  Prinzip
Der Biotest HLA-A SSP Kit ist ein Testsystem zur Typisierung von HLA-A Merkmalen

mit Hilfe der PCR-Technik. Die SSP-Methode nutzt allelspezifische Primer in der
Amplifikationsreaktion zur Typisierung. Die Methode beruht auf dem Prinzip, dass nur
Primer, deren Sequenzen vollstindig komplementar zur Zielsequenz einer
vorliegenden DNA-Probe sind, an diese DNA binden und in einer PCR-Reaktion ein
Amplifikat erzeugen. Nicht komplementare Primer dagegen binden nicht an die DNA,
und es findet keine Amplifikation statt.

Die Zusammensetzung der Primermixe erlaubt die eindeutige Zuordnung der HLA-
Merkmale A*01-A*80.

4.2 DNA-Isolation

Mittels Ficoll isolierte PBMC werden in Lysis Puffer aufgenommen, zusammen mit
Proteinase K Solution in ein Eppendorfgefa gegeben, im Thermoblock bei 56 °C
inkubiert und anschlieRend zentrifugiert. Der Uberstand mit dem denaturierten Protein
wird mit Ethanol (96%) versetzt und in ein QIAmp-spin-Column-Rdhrchen gegeben.
Die DNA bindet an die Filtermembran des Ro6hrchens und wird in mehreren
Waschvorgangen mit verschiedenen Waschpufferlésungen (AW1, AW2) gereinigt.
Die isolierte DNA wird mit Aqua ad iniectabilia (auf 70 °C vorgewarmt) aus der

Filtermembran herausgewaschen.
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43 PCR

Die DNA aus 4.1 wird mit dem Master Mix, bestehend aus PCR-Cocktail, Taq
Polymerase, in ein PCR-Hitchen, die die getrockneten Primer/Nukleotidgemische
bereits enthalten, gegeben und in der PCR-Maschine amplifiziert (30 Zyklen).

4.4 Gelelektrophorese

Das Amplifikat der PCR wird mit Ladepuffer versetzt und in einem Agarose (2%)-Gel
bei 8 V/icm Elektrodenabstand elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wird zur
Dokumentation auf einem UV-Transluminator fotografiert.

4.5  Auswertung
Fur die Auswertung wird das Muster der spezifischen Banden auf das beigefiigte

Auswerteschema Ubertragen und das Typisierungsergebnis mit Hilfe des

Reaktionsschemas abgelesen.
5 WESTERNBLOT

5.1  Prinzip
Die Technik besteht aus der elektrophoretischen Auftrennung eines

Proteingemisches in  einem  Polyacrylamid(PA)-Gel = mit  nachfolgendem
immunologischem Nachweis der auf eine feste Phase Ubertragenen spezifischen

Proteinbanden.

5.2 Probenaufbereitung

Das eisgekuhlte Zellpellet wird in RIPA (Radioimmunoprazipitations Assay) Puffer mit
Proteasehemmern lysiert und anschlieRend abzentrifugiert. Etwa 10 ul des

Uberstandes werden zur Proteinbestimmung eingesetzt.

53 Proteinbestimmung (Biorad-Protein-DC Assay)

Der Uberstand aus 5.2 wird 1: 5 mit Reagenz A und 1: 40 mit Reagenz B versetzt.
Nach Inkubation bei Raumtemperatur wird der Proteingehalt am Spektralphotometer

bei 750 nm bestimmt.

54 Proteinauftrennung mit PAGE (Polyacrylamidgel-Elektrophorese)

Zur Proteinauftrennung sollten 50-100 pg Protein eingesetzt werden, welches 1: 1 mit
Probenpuffer (Ladepuffer) und Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) versetzt gekocht
wird. Nach dem Kochen wird das Proteingemisch auf ein PAGE-Gel aufgetragen und

eine Stunde bei 90 V aufgetrennt.
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5.5 Blotten
PAGE-Gel, die gewasserte PVDF-Membran und Whatman Paper werden in
Transferpuffer equilibriert. Das Sandwich fir den Blot setzt sich wie folgt zusammen:
e Kathode —
e drei Lagen Whatman Paper
e PVDF-Membran
e PAGE-Gel

e drei Lagen Whatman Paper v
e Anode

Transferrichtung

Der Blot wird fur 45 min bei 38 V angeschlossen, so dass die Proteine von dem
PAGE-Gel auf die PVDF-Membran Ubertragen werden.

5.6 Immunfarbung

Nach dem Blotten wird die PVDF-Membran in Waschpuffer gespult und anschlieRend
fur eine Stunde im Blockingpuffer equilibriert. Danach wird der Blockingpuffer
abgegossen und die PVDF-Membran fir eine Stunde auf dem Ruttler mit dem
Primarantikorper inkubiert. Nach mehreren Waschvorgéangen inkubiert die PVDF-
Membran anschlieend mit dem Sekundarantikbrper. Die Membran wird wieder
mehrfach gewaschen und zum Schluf3 mit den ECL-plus-Reagenzien inkubiert. Die
Membran wird dann in transparente Folie eingewickelt und einem Ro&ntgenfilm

exponiert. Die Expositionszeit betragt je nach Antikérper 5-30 min.

6 STATISTIK

Es handelt sich um eine explorative Datenanalyse, die zur Generierung neuer
Hypothesen dient. Daher kann im Rahmen der Ergebnisdarstellung nicht von
Signifikanzen, sondern lediglich von Tendenzen gesprochen werden. Bei
symmetrischer Verteilung der Ergebnisse wurde der arithmetische Mittelwert der
Stichprobe bestimmt. Zur Orientierung dient die Standardabweichung im Intervall -2s
bis +2s.

Der Einsatz anderer explorativer statistischer Testverfahren erschien angesichts der

geringen Stichprobenumfangs nicht angemessen.
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V Ergebnisse

1 CHARAKTERISIERUNG DER AML ZELLEN

1.1 Expression von Oberflachenmarkern

Um die Interaktion zwischen Lymphozyten und Tumorzellen n&her beleuchten zu
konnen, missen die Tumorzellen zunéchst phano- und genotypisiert werden. Dazu
wurden in vorliegender Arbeit die AML Zellen verschiedener Patienten mit

verschiedenen FAB Klassifikationen und Karyotypen untersucht (Tab.4).

Patient Alter Geschlecht FAB-Klassifikation chrom. Aberration  Ursprung

1 45 w Mdeo Inv(16) p13g22 PB
2 59 w Méeo Inv(16) p13g22 KM
3 22 m Mdeo Inv(16) p13q22 KM
4 48 w Mdéeo Inv{16) p13g22 PB
5 46 w M4 normal KM
6 47 W M4 normal KM
7 51 m M4 normal PB
8 37 m M4 normal PB
9 30 w M2 normal PB
10 35 w M2 normal PB
11 39 w M2 komplex PB
12 47 m M1 Pentasomy (13) KM
13 39 w M1 Add(15)q26 PB
14 30 m M5 Ins (10;11) PB
15 55 m M5 komplex KM
16 33 v M5 Trisomy(8) KM

Tab.4: Charakteristika der Patienten; PB=peripheres Blut; KM=Knochenmark

Die zytometrische Bestimmung der Oberflachenmarker erfolgte jeweils nach
Entnahme der Blasten aus dem Knochenmark/Blut und nach einer
Kultivierungsperiode von vier Wochen. Die AML Blasten dazu wurden in
Kulturmedium kultiviert ohne den Zusatz von Zytokinen. Auf diese Weise lie3en sich
Zellinien der verschiedenen Patienten generieren.

Die AML Zellen wurden auf die Oberflachenmarker CD13 und CD33 als typische
Marker fur die Vorlaufer der myeloischen Zellreihe untersucht. Bei den frisch isolierten
Blasten konnte bei 11 von 16 Patienten eine starke Expression dieser
Vorlaufermarker nachgewiesen werden, die hingegen nach einer Kultivierungsperiode
von 4 Wochen nicht mehr nachweisbar waren. Es konnte eine Expression von 50-
80% bei den frisch isolierten Blasten, aber von nur 0-10% bei den Kkultivierten

Zellinien beobachtet werden (Abb. 6a+b).
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Abb.6b: 4 Wochen kultivierte AML Blasten

Auch die Expression des Monozytenmarkers CD14 sank wéhrend der in vitro

Kultivierung von 50% an Tag 0 auf 0-10% an Tag 28.
Die Blasten wurden ebenfalls auf das Vorhandensein von kostimulatorischen
Molekulen untersucht. LFA1 (CD11a) war an Tag O bei 15/16 Patienten <10%

exprimiert. Die Expression stieg bis Tag 28 auf bis zu 50-80% stark an.
Ahnlich verhielt es sich mit den Markern fur B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86). Beide

Marker wurden bei frischen Blasten durchschnittlich weniger als zu 30% exprimiert.

An Tag 28 stiea die Expression auf durchschnittlich 50-80% signifikant an (Abb.7a+b)
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Fur LFA3 (CD58) konnte sowohl bei den frisch isolierten Blasten als auch bei den
kultivierten Blasten eine starke Expression nachgewiesen werden.

Die Oberflachenmarker CD1a und CD209 konnten wahrend des gesamten Zeitraums
nicht nachgewiesen werden (Abb.8).
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Abb.8: CD1la Expression auf kultivierten AML Blasten

Zellen blieben auch wéahrend dieser Zeit negativ fir CD19 als B Zell Marker.

Diese Veranderung des Expressionsmusters der Oberflachenmarker korrelierte nicht
mit den einzelnen FAB Klassifikationen oder Karyotypen.

Zum Vergleich wurden auch T-Lymphozyten mit monoklonalen Antikorper gefarbt und

im Durchflusszytometer gemessen (Tab. 5a+hb).

Patient CD13 CD33 LFA1 CD11c LFA3 ‘CD1a CD14 cDso CD86 CD83 CD209
(a) :
1|++ + + . ot - et = - +
2|- - +et +et + ++
3|+tet et + +4+ et - 4ot
4|++ ++ + ++ +et i- ++ - - +
5+t +et + - et - ++ - +
6|- +ot o 4+ + + -
7|44+ - + - et - + - ++
8l+++ +et + et et o e
al+++ - - - +ot . - ++ +4+ ++
10| +++ + + 4t et - = - +
11}- + + + et :
12|+ + + e+t +e+e i- - - - +
13| ++ + + + +++ - + - + +
14)++ ++ - ++ ot . et - -
15[ +++ et - ++ et - ++ s & +
16/- = + - et o ++ = +
(b)
1}- e z, +ot = - + ++ ot
2|- e + et = = ++ 4t +et
3l- +++ . P - 2 e - ++
4!- ++ - et . - ++ ++ +et
5|44+ et + 4t et - - e+ 4t +
6/- = e et S = ++ ++
71- - ++ - ot . - ++ 4+ et
8- - ++ = tete - = + ++
al- = +r - +ot b - e ++ +e
10|- = ++ - o+ o - g ++ +o4
11)- % e S ot - - Z + ++
12|- - e - et - + - - ++
13/- - + +t - - ++ 4t ++
14|- = ++ + et o c ++ ++ +
15/- ++ ++ + ot . - ++ ++ ++
16]- = ++ + +et - = e ++4+ +et

Tab.5a+b: Expression der Oberflachenmarker der AML Blasten an Tag 0 (a) und Tag 28 (b) der in
vitro Kultivierung; - 0-10%;+ 10-30%; ++ 30-50%, +++ 50-80%; ++++>80%
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1.2  Morphologie
Makroskopisch fiel auf, dass die Tumorblasten im Verlauf der Kultivierungsperiode ein

adharentes Wachtumsverhalten aufwiesen. Sie wuchsen sowohl adharent am Boden
der Kulturflaschen als auch untereinander in Formation ahnlich einer Traube.

Daher wurde untersucht, ob das verdnderte Expressionsmuster der
Oberflachenmarker und adharente Wachstumsverhalten mit einer Veranderung der
Zellmorphologie einhergehen konnte. Dazu wurden Ausstrichpréparate angefertigt.
Es wurde die Morphologie von den frisch isolierten Blasten mit den zugehdrigen
kultivierten Blasten verglichen. Die morphologischen Kriterien waren dabei im
wesentlichen ZellgroRe, Kernform und -lage, Struktur des Kernchromatins,
Vorkommen und Grol3e der Nukleolen, Breite und Farbung des Zytoplasmas und das
Vorkommen intrazytoplasmatischer Organellen.

Mikroskopisch konnten anhand der oben genannten morphologischen Merkmale
zwischen frischen und kultivierten AML Blasten keine Unterschiede festgestellt
werden, allerdings zeigten die kultivierten Blasten ansatzweise die Ausbildung

dendritischer Zellfortsatze.

1.3 Zytochemische Untersuchungen

Zytochemische Untersuchungen sind zur Klassifikation der Leukamien sehr hilfreich.
Sie werden in die FAB- und in die WHO-KIassifikation einbezogen.
Esterase-Reaktion: Esterase-positiv sind vor allem Monozyten und Makrophagen.
Peroxidase-Reaktion: Peroxidase-positiv sind Zellen der Granulopoese mit
Ausnahme des Myeloblast I. Auch die Monozyten kdnnen schwach peroxidase-
positiv sein.

Es wurden jeweils die Ausstrichpréparate von frisch isolierten und kultivierten Blasten
in Bezug auf ihre Peroxidase- und Esterase Reaktion verglichen.

Die frischen Blasten der AML mit dem Karyotyp M4eo zeigten im Vergleich zu den
frischen Blasten anderen Karyotyps eine starke Peroxidase Reaktion zwischen 60-
80%. Bei den kultivierten Zellen hingegen war unabhangig vom Karyotyp die
Peroxidase-Reaktion kaum noch nachweisbar (Abb.9a).

Die Esterase Reaktion war bei frisch isolierten und kultivierten Zellen zu gleichen

Anteilen nachzuweisen (Abb.9b).

48



: . aats
@ T,
o W
v P ) 4 . a3 /
s ; . : I ‘ ik
L (n &
z Ry ,..\‘q \ : » e W
o .’;‘.:" ; —,5{‘ | » '7.,. “ & .- ﬂgg
'%” ‘ 4 dam © @ l). o’ - \
.v A 2 '.:?X Q:d r-'\b -
. ) RES 0 U
- Qi’ ;Q. i, ) f'f 50 ; . .
¥ ' _j" &.‘ “‘.1‘ ! - - - : |

Abb. 9:

(A) Positive Peroxidase Reaktion frischer AML Blasten (oben), negative Peroxidase Reaktion
kultivierter AML Blasten (unten)

(B) Positive Esterase Reaktion frischer AML Blasten (oben), positive Esterase Reaktion kultivierter
AML Blasten (unten)

1.4  Western blot

Weiterhin wurde untersucht, ob die kultivierten Zellen der M4eo ihren Genotyp der
inv(16) beibehielten. Zum Nachweis des der inv(16) zugrundeliegenden CBF-MYH11
(70 kDa) Fusionsgens wurde die Western Blotting Methode verwendet, ein Verfahren
zum differentiellen Nachweis von Proteinenbanden nach elektrophoretischer
Auftrennung und Transfer auf Membranen. Sowohl die frisch isolierten als auch die
kultivierten Tumorblasten wiesen dieses Fusiongen mit den daflr typischen
Proteinbanden in gleichem Malie auf (Abb.10).

"M2 I8'4' 516,

T0kDa > :
-
Abb.10: Nachweis des 70kDa Fusionsproduktes ’
CBFR/MYH11 mittels Western blot Technik in den
Banden 3-6 in Zellysaten von inv(16) positiven AML
Blasten

Bande 1-Patient 6, Bande 2-Patient 10, Bande 3-

Patient 1, Bande 4-Patient 2, Bande 5 -Patient 3,
Bande 6-Patient 4
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2 STIMULATION VON T-LYMPHOZYTEN DURCH KULTIVIERTE AML ZELLEN

2.1 Allgemeines
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob von AML Blasten in der Lage sind, T-

Lymphozyten zu stimulieren. Dazu wurden T-Lymphozyten mit AML Blasten der
verschiedenen Karyotypen kokultiviert (Mixed Tumor Lymphocyte Reaction =
MTULR).

Um den beeinflussenden Faktor Proliferation der Tumorzellen funktionell reduzieren
zu koénnen, wurden die verschiedenen AML Zellen zuvor mit 90 Gy bestrahit.

Die Versuchsansatze wurden auch mit nicht bestrahlten Blasten durchgefihrt,
allerdings wurde hier die Auswertung der Ergebnisse durch die starke Proliferation
der AML Blasten wesentlich beeinfluf3t.

Die MTuLR wurden an Tag 0, 3, 7, und 11 am Durchflusszytometer gemessen. Die T-
Lymphozyten wurden auf ihren Phanotyp untersucht, und das Verhéltnis von naiven
zu stimulierten/aktivierten T-Lymphozyten erhoben. Die Quantifizierung erfolgte durch
die Gegeniberstellung zu einer Standardzellpopulation mit genau definierter Zellzahl,
die den Kulturen vor der Messung hinzugegeben wurde, die Proliferationsaktivitat
wurde durch die messbare Inkorporation von *H-Tdr in die replizierende DNA
dargestellt. Als Kontrollen dienten sowohl T-Lymphozyten und Tumor Zellen alleine
als auch Epstein Barr virus transformed B Lymphoblastoid cell lines (EBV-LCL).

Zum einen wurde die Stimulation von allogenen T-Lymphozyten durch inv(16) positive
und negative AML Blasten bzw. durch PBMCs von gesunden Spendern untersucht
und zum anderen die Stimulation von autologen T-Lymphozyten durch AML Blasten
von inv(16) AML Blasten.

2.2 MTuLR mit allogenen T-Lymphozyten

Anhand der durchflusszytometrischen und quantifizierenden Untersuchungen konnte
festgestellt werden, dass die inv(16) positiven und negativen AML Blasten die
allogenen T-Lymphozyten von gesunden Spendern stark stimulierten und an Tag 3 zu
einer 3-3,5fachen Expansion der gesamten CD3+ allogenen T-Lymphozyten flhrte.
Bei der MTUuLR mit inv(16) negativen Blasten war zu beobachten, dass die Zellzahl an
Tag 7 etwas zurlck ging und an Tag 11 noch das 2fache betrug bezogen auf die
Menge CD3+ T-Lymphozyten an Tag 0. Die MTuLR mit AML Blasten von inv(16)
positiven Patienten zeigte, dass der Anteil der CD3+T-Lymphozyten zwar an Tag 7
etwas zuriickging, aber an Tag 11 wieder anstieg und zu einer Expansion bis auf das

4fache bezogen auf Tag 0 anstieg. Eine leichte Expansion der T-Lymphozyten zeigte
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sich auch bei der MTULR mit frischen Blasten von inv(16) positiven AML Blasten, die
aber nicht annahernd so deutlich war wie durch kultivierte Zellen, die eine hohere
Exprimierung von konstimulatorischen Molekilen (wie B7.1 und B7.2) aufwiesen
(Abb.11a, 15a+b).

2.3 MTuLR mit autologen T-Lymphozyten

Der Versuch der autologen Stimulation von T-Lymphozyten inv(16) negativen AML
Blasten zeigte eine kaum messbare Expansion der CD3+ T-Lymphozyten, die sich
auch am Tag 7 nahezu konstant hielt. An Tag 11 waren nur noch 75% der Zellen
messbar als urspriinglich an Tag 0 eingesetzt worden waren. Die Mikroskopie unter
Anfarbung mit Trypanblau zeigte, dal3 viele Zellen abgestorben waren.

Im autologen Stimulationsversuch mit inv(16) positiven Blasten hingegen konnte an
Tag 3 eine Zunahme der T-Lymphozyten Zahl um das 2,5fache zur urspringlich
eingesetzten T-Lymphozyten Menge festgestellt werden. An Tag 7 konnte nochmals
eine leichte Expansion auf das 3fache zu Tag 0, und an Tag 11 konnte eine T-
Lymphozyten Expansion auf mehr als das 5fache zur Ausgangskonzentration im
autologen System gemessen werden.

Durch frische AML Blasten konnten im Gegensatz zu kultivierten AML Blasten nur
wenig Stimulation und Proliferation der T-Lymphozyten induziert werden (Abb.11b,
15c+d).
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Abb.11a: Inkorporation von *H-Tdr zum Vergleich der Stimulationsfahigkeit sowohl frischer als auch
kultivierter AML Blasten mit inv(16) (Patienten1-4) und ohne Inv(16) (Patienten 7-10) im allogenen
Versuchsansatz
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Abb.11b: Inkorporation von *H-Tdr zum Vergleich der Stimulationsfahigkeit sowohl frischer als auch
kultivierter AML Blasten mit inv(16) (Patienten1-4) und ohne inv(16) (Patienten 7-10) im autologen
Versuchsansatz

2.4 Anhalten der Aktivierung

Die Aktivierung konnte durch repetitive Zugabe von AML Blasten und rekombinantem
IL-2 bis zu 192 Stunden aufrechterhalten werden. Dies wurde durch
durchflusszytometrische  Untersuchungen und Expansionsfahigkeit der T-
Lymphozyten bestatigt (Abb.15a-d).

2.5 Rolle kostimulatorische Molekile (am Beispiel von B7.1, B7.2)

Der Versuchsansatz entsprach dem der vorherigen. Die MTULR kultivierten sowohl im
allogenen als auch im autologen System mit inv(16) positiven und negativen AML
Blasten. Diese Blasten exprimierten auf ihrer Oberflache nur sehr geringe Anteile von
B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86).

Die Messungen ergaben an Tag 3 fir das allogene System eine Expansion um das
2fache. Die Expansionsrate hielt sich bis Tag 7. An Tag 11 konnte ein Rickgang der
CD3+ T- Lymphozyten verzeichnet werden. Die Stimulation schien nicht so suffizient
wie in den Versuchen mit CD80 und CD86 stark exprimierenden Zellen.

Im autologen System zeigte sich an Tag 3 keine bis kaum Expansion sowohl in
Gegenwart von inv(16) positiven als auch inv(16) negativen AML Blasten. Die
insuffiziente Stimulation der T- Lymphozyten fihrt schlieBlich zum Zelluntergang,
denn an Tag 7 waren nur noch wenige und Tag 11 kaum noch Zellen per
Durchflusszytometrie messbar.

Zur weiteren Untersuchung der Zellvitalitat wurden T-Lymphozyten an Tag 11 aus

allogenen und autologen Versuchansatzen sowohl durch inv(16) positive als auch
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negative AML Blasten mit Trypan Blau angereichert. Die mikroskopische
Untersuchung zeigte bei allen Versuchansatzen eine Aufnahme von Trypanblau in

das Zellinnere der meisten T-Lymphozyten, was den Zelluntergang bestatigte.
3 PHANOTYP DER PROLIFERIERENDEN T-LYMPHOZYTEN

3.1 Allgemeines
Um neben der GroRen- und Mengenzunahme (Abb.12) der T-Lymphozyten auch die

Veranderung des Expressionsmusters der Oberflachenantigene zu erfassen, wurden
in regelmafigen Abstdnden durchflusszytometrische Untersuchungen durchgefihrt.
Neben den T-Lymphozyten-Markern wurden auch Aktivierungsmarker und das
Vorhandensein von kostimulatorischen Molekilen, sowie das Vorhandensein von B-
Lymphozyten, NK-Zellen und Monozyten bestimmit.
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Abb.12: GréRen- und Mengenzunahme der T-Lymphozyten durch die Aktivierung: (A) naiv, (B)
aktiviert

3.2  Aktivierungsmarker

Als Aktivierungsmarker der T-Lymphozyten gelten CD25 und CD69. Es konnte
beobachtet werden, dass im Falle der Stimulation diese Marker schon nach 24
Stunden nachweisbar waren. Beide erreichten ein Maximum nach circa 72 Stunden
und wurden dann aber trotz anhaltender Aktivierung und Proliferation der T-
Lymphozyten wieder herabreguliert. Der Verlauf der Exprimierung von CD25 und
CD69 war éahnlich, CD25 wurde starker exprimiert, so dass im Folgenden
vereinfachend nur auf die Expression von CD25 eingegangen wird (Abb.13).

In der allogenen Stimulation konnte sowohl durch inv(16) positive als auch inv(16)
negative AML Blasten eine T-Lymphozyten Proliferation an Tag 3 um das 3fache
festgestellt werden. Der Anteil der CD25+ betrug dabei bei MTULR mit inv(16)
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negativen das 6,5fache bei der mit inv(16) positiven AML Blasten sogar das 8fache
des Ausgangswertes an Tag 0. Die Expression von CD3 reduzierte sich bis auf das
2fache (inv(16) negativ), ahnlich wie der Anteil der CD25+ Zellen (2,5fache) des
Ausgangswertes an Tag O.

In der autologen MTuLR mit inv(16) negativen AML Blasten war kaum T-
Lymphozytenproliferation zu beobachten, die Menge der CD3+ T-Lymphozyten blieb
von Tag 0 bis Tag 7 anndhernd konstant und nahm bis Tag 11 sogar noch weiter ab,
mikroskopische Untersuchungen mit Trypanblau bestatigten den Zelluntergang.
Dennoch war eine Aktivierung durch CD25 messbar, die aber aufgrund der fehlenden
Proliferation der T-Lymphozyten vernachlassigbar erscheint. In der autologen MTULR
mit inv(16) positiven Blasten dagegen war eine deutliche Proliferation der CD3 T-
Lymphozyten zu beoachten (Tag 3 auf das 2,5fache bis Tag 11 auf das 5fache). Der
Anteil der CD25+ T-Lymphozyten proliferierte dabei an Tag 3 bis auf das 5fache,
reduzierte sich dann aber bis an Tag 11 auf das 1,5fache des Ausgangswertes an
Tag 0.

Nahere Untersuchungen ergaben, dass in den Stimulationsversuchen durch AML
Blasten von Patienten mit inv(16) vor allem die CD25/CD8 doppeltpositiven T-
Lymphozyten expandierten. Besonders deutlich wurde das in den autologen

Versuchsansatzen.
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Abb.13: CD25/CD8 doppelt positive T-Lymphozyten-Population an Tag 7 der autologen Stimulation

Zu keinem Zeitpunkt konnten B-Lymphozyten oder Monozyten nachgewiesen werden
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3.3 CD4/CDS8 Subpopulationen

Mit dem Durchflusszytometer wurden die Anzahl und Proliferationsaktivitat der beiden

Subpopulationen bestimmt (Abb.14a+b).
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Abb.14a+b: Verhaltnis CD4 zu CD8 bei naiven (A) und aktivierten (B) T-Lymphozyten

Im allogenen Versuchsansatz mit inv(16) negativen AML Blasten konnte gezeigt
werden, dass die CD4+ T Zellen um das 3fache, die CD8+ um das 4fache an Tag 3
expandierten. Allerdings hielt diese Proliferationsaktivitat nicht lange an, die Zellzahl
ging bis Tag 11 wieder bis auf ihre Ausgangswerte zurlick. Das Verhaltnis von CD4
zu CD8 sank an Tag 7 von 2:1 auf 1,3:1 , an Tag 11 betrug es ungeféahr wieder 2:1
(Abb. 15b).

Im allogenen Versuchsansatz mit inv(16) positiven Blasten proliferierten die CD4+ T
Zellen um das 2-3fache, wohingegen die CD8+ anfangs um das 4fache, bis Tag 11
sogar um das 7-8fache proliferierten. Das fuhrte dazu, dass sich das Verhdltnis von
CD4+ zu CD8+ Zellen von 2:1 zu Beginn der MTULR umkehrte zu CD4/CD8 1:2 (Abb.
15a).

Ahnlich verhielt es sich auch im autologen Versuchsansatz. In der MTULR mit inv(16)
negativen AML Blasten war wie schon erwahnt nur wenig Proliferation messbar. Das
Verhaltnis von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten blieb von Beginn der MTULR bis Tag
11 bei 2:1 (Abb. 15c).

In der autologen MTUuLR mit AML Blasten von inv(16)positiven Patienten proliferierten
die CD4+ T-Lymphozyten um das 2-3fache, die CD8+ Zellen an Tag 11 sogar um das
9fache. Das Verhaltnis von CD4+ zu CD8+ verschob sich dabei von 2:1 an Tag 0 zu
1.2 an Tag 11 (Abb.15d)
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Abb.15a: allogene Stimulation von Spender T-Lymphozyten mit AML inv(16)
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Abb.15b: allogene Stimulation von Spender T-Lymphozyten mit AML ohne inv(16)
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Abb.15c: autologe Stimulation von T-Lymphozyten mit AML ohne inv(16)
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Abb.15d: autologe Stimulation von T-Lymphozyten mit AML inv(16)
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3.4 Andere T-Lymphozyten Subpopulationen

An Tag 11 der autologen Stimulation mit AML Blasten mit inv(16) konnte eine
CD45R0O/CD8 doppelt positive Population mit einem Gesamtanteil von fast 30%
festgestellt werden (das 20fache im Vergleich zum Anteil in naiven T-Lymphozyten)
(Abb.16).
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Abb.16: CD45RO/CD8 doppelt positive T-Lymphozyten-Population an Tag 11 der autologen
Stimulation

3.5 Weitere akzessorische Molekiile

Weitere Untersuchungen sollten die zytotoxischen T-Lymphozyten naher
charakterisieren.

Im autologen Stimulationsversuch mit inv(16) positiven AML Blasten zeigen die CD8
T-Lymphozyten eine deutliche Koexpression kostimulatorischer Rezeptoren wie
CD27 und CD28. Ebenso zeigt sich eine deutliche Proliferation der CD3/CD11a
doppelt positiven T-Lympozyten (Abb.17c).

Die Daten des autologen Stimulationsversuches mit inv(16) negativen AML Blasten
zeigen eine starke Proliferation von CD56 positiven Zellen, die Daten sollten aber
aufgrund der au3erst geringen Zellzahl kritisch betrachtet werden (Abb.17d).

Die allogenen Stimulationsversuche zeigen sowohl durch inv(16) positive als auch
negative AML Blasten eine anfanglich erhdhte Proliferation mit verstarkter Expression
von Aktivierungsmarkern, die aber ab Tag 3 wieder regredient ist. Ebenso verhélt es
sich mit den kostimulatorischen/akzessorischen Molekilen CD11a/CD27/CD28
(Abb.17a+b).
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Abb.17b: Darstellung der CD8+-T-Lymphozyten Subpopulation und ihre Expression von
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Abb.17c: Darstellung der CD8+-T-Lymphozyten Subpopulation und ihre Expression von

kostimulatorischen/akzessorischen Molekilen nach autologer Stimulation mit AML mit inv(16)
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Abb.17d: Darstellung der CD8+-T-Lymphozyten Subpopulation und ihre Expression von
kostimulatorischen/akzessorischen Molekilen nach autologer Stimulation mit AML ohne inv(16)

4 ZYTOTOXIZITAT

4.1  Allgemeines
Zur Untersuchung der zytotoxischen Aktivitat wurden die stimulierten T-Lymphozyten

mittels eines CD3+/CD28+ Kits und den zuvor zur Stimulation eingesetzten AML
Blasten expandiert .

Die expandierten T-Lymphozyten wurden dann mit verschiedenen Blasten
kokultiviert: autologe AML Blasten mit denen die T-Lymphozyten im Vorversuch
stimuliert wurden, allogene AML Blasten anderen Karyotyps, K562, SW480, allogene
PBMCs und EBV-LCL. Der Anteil der lysierten Blasten wurde nach 4, 12, 18, 24 und
48 Stunden mittels Durchflul3zytometrie evaluiert (Abb.18). Der grote Anteil an
lysierten Blasten war nach 18 Stunden messbar. Zur Vereinfachung wird deshalb hier

nur auf die Daten nach 18 Stunden eingegangen.
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Abb.18: Darstellung der Durchflusszytometrie-Analyse eines Zytotoxizitatsversuches

4.2 Zvytotoxizitat durch inv(16) positive AML Blasten

Spender T-Lymphozyten wurden allogen durch inv(16) positive AML Blasten aktiviert,
expandiert und dann im Lyseversuch eingesetzt. Die starkste Lyseaktivitat mit ca 62%
zeigte sich gegeniber den inv(16) positiven AML Blasten, mit denen die T-
Lymphozyten urspringlich geprimt wurden. Inv(16) positive AML Blasten eines
anderen Patienten wurde zu 52%, inv(16) negative AML Blasten wurden zu 48%
lysiert, SW480 Blasten und EBV-LCL sogar nur zu 10%, K562 Blasten wurden zu
53%, allogene PBMCs zu 6% lysiert (Abb.19a).

Im autologen Versuchsansatz zeigten die durch autologe inv(16)positive AML Blasten
aktivierten T-Lymphozyten eine Lyseaktivitat von 50%. Allogene inv(16) positive AML
Blasten HLA-matched werden zu 23%, inv(16) mismatched zu 10%, allogene PBMCs
zu 12% lysiert. Die Ubrigen Lyseraten betrugen <10% (Abb.19b)
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Abb.19a: Zytotoxizitat allogen stimulierter T-Lymphozyten eines Patienten mit AML inv(16)
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Abb.19b: Zytotoxizitat autolog stimulierter T-Lymphozyten eines Patienten mit AML inv(16)
4.3  Zytotoxizitat durch inv(16) negative AML Blasten

Die T-Lymphozyten wurden allogen mit inv(16) negativen AML Blasten aktiviert,
expandiert und auf ihr Lyseverhalten untersucht.
Die AML Blasten, mit denen die T-Lymphozyten zuvor stimuliert worden waren,

wurden zu 46% lysiert, allogene inv(16) negative AML Blasten eines anderen
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Patienten zu 48%, inv(16) positive AML Blasten wurden zu 36%, K562 zu 43% lysiert.
Die Ubrigen Lyseaktivitaten blieben < 15% (Abb.19c).

Der autologe Zytotoxizitatsversuch mit T-Lymphozyten eines Patienten mit AML
inv(16) negativen Blasten konnte nicht durchgefiihrt werden, da sich auf diese Weise

keine T-Lymphozyten aktivieren liessen.
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Abb.19c: Zytotoxizitat allogen stimulierter T-Lymphozyten einens Patienten mit AML ohne inv(16)

4.4  Blockversuch

Um die zytotoxischen Reaktion im autologen Versuchsansatz mit AML inv(16)
positiven Blasten weiter zu charakterisieren, wurden weitere Zytotoxizitatsversuche
durchgefiihrt. Die zytotoxischen T-Lymphozyten stammten aus einem autologen und
allogenen Stimulationsansatz mit inv(16) positiven AML Blasten. Die AML Blasten
wurden vor dem Versuch mit Antikdrper entweder gegen Molekile von MHC-Klasse-|
oder -ll, in einem weiteren Versuch die T-Lymphozyten anti-CD4 bzw. anti-CD8
inkubiert, als Kontrollmessung diente eine Vorinkubation der jeweiligen Zellen mit
einem unspezifischen Antikérper (Kontrolle).

Die Ergebnisse zeigten, dass es durch die vorherige Inkubation mit Antikérpern
gegen Molekile der MHC-Klasse-l bzw. anti-CD8 zu einem starken Abfall der
zytotoxischen Aktivitat auf unter 10% kommt. Die vorherige Inkubation mit Antikorper

gegen Moleklle von MHC-Klasse-II bzw. anti-CD4 hingegen senkten die zytotoxische
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Aktivitdt nur um ca. 10 %. Eine vorherige Inkubation mit unspezifischen Antikbrpern
wie zum Beispiel 1gG2b zeigte keine signifikante Beeinflussung der Lyseaktivitat
(Abb.20).
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Abb.20: Charakterisierung der zytotoxischen Reaktion

64



Vi DISKUSSION

1 ALLGEMEINES

Die AML ist trotz vieler Fortschritte in der Behandlung weiterhin eine
lebensbedrohliche Erkrankung. Trotz interdisziplindrer Ansétze und Ausreizung
klassischer Therapiemodalitaten gehort sie als maligne Erkrankung zu den fihrenden
Todesursachen. Chemotherapie kann zumeist die Tumorlast reduzieren und fihrt
oftmals zu einer kompletten Remission, dennoch ist es von gro3er Bedeutung, nach
weiteren Behandlungsanséatzen zu suchen, da ein hoher Prozentsatz der Patienten
mit einer AML in kompletter Remission ein Rezidiv erleiden.

Neuere therapeutische Konzepte haben die Zielsetzung, das patienteneigene
Immunsystem durch spezifische immuntherapeutische MalRnahmen in das
therapeutische Gesamtkonzept mit einzubeziehen (Burnett et al. 1997; Tallman et al.
2005; King et al. 2007). Erste Hinweise dafir, dass menschliche Tumore von dem
eigenen Immunsystem erkannt werden, kamen unter anderem von Studien von Old et
al., die bei Patienten zirkulierende Antikdrper und malignomreaktive T-Lymphozyten
fanden (Old et al 1963; Knuth et al. 1984).

2 CHARAKTERISIERUNG DER AML ZELLEN

Eine Vorraussetzung fur das Entstehen einer immunologischen tumorinduzierten
Reaktion ist die Erkennung von tumorspezifischen oder tumorassoziierten Antigenen
bzw. Epitopen durch das Immunsystem des Patienten (Boon et al 1997; Sahin et al
1999). Das Vorhandensein von fusionierten oder mutierten Proteinen bietet eine
molekulare Basis flur die Expression von leukdmiespezifischen Peptid-Sequenzen.
Die Fusionsgene kénnen an der Fusionsstelle neue Aminosauresequenzen enthalten.
Es konnte gezeigt werden, dass bereits eine differente Aminosaure in der
Gensubstanz einer Zelle ausreicht, um eine potentiell antigene tumorassoziierte
Determinante zu schaffen (Healy et al.1991). In den letzten Jahren wurden stetig
neue tumorassoziierte Epitope fir verschiedenste Tumore wie das maligne Melanom,
das Nierenzellkarzinom und andere definiert, so auch fur das Fusionsgen BCR/ABL
der chronisch myeloischen Leuk&mie oder PML/RARa der akuten promyelozytaren
Leukamie (Gambacorti-Passerini et al. 1993; Clark et al. 2001).

Durch diese Peptidsequenzen kann eine signifikante Aktivierung von zytotoxischen T-
Lymphozyten induziert werden (Gambacorti -Passerini et al.1993; Geary et al. 1996;

Pawelec et al. 1996; Quintarelli et al. 2008). Sie werden dabei als intrazellulares
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Peptid &hnlich den viralen Proteinen durch MHC-Klasse-I prasentiert (Rétschke et al.
1990; Schumacher et al. 1991). Bocchia et al. gelang 1995 erstmalig der Nachweis
der Prasentation einer tumorspezifischen Peptidsequenz des BCR/ABL
Fusionsproduktes gebunden durch ein Protein der MHC-Klasse-l in einem
Versuchsansatz mit humanen Zellen (Bocchia et al. 1995).

Die AML M4eo ist mit der zytogenetischen Abnormitat der Inversion 16 (inv16) oder
seltener der Translokation 16 (t16;16) assoziiert (Strout et al.1999; Hart et al. 2002).
Das Rearrangement der inv(16) bildet das Fusionsprodukt CBFR3/MYH11l (Liu et
al.1993; Viswanatha et al.1998). Die AML M4eo zeigt unter Therapie gute klinische
Ergebnisse und z&hlt zu der Niedrig-Risiko-Gruppe mit initial hohen
Remissionsquoten und einem hoheren Anteil an Langzeitremissions-Patienten
(Bullinger et al 2004; Heilmeier et al 2007; Lane et al 2008). Unter der Annahme,
dass das Fusionsprodukt die Ausbhildung eines antigenen Epitopes bewirkt, wurde in
der vorliegenden Arbeit untersucht, ob dieser Beobachtung eine immunologische
Reaktion der AML Blasten zu Grunde liegen kdnnte.

Es konnte gezeigt werden, dass AML Blasten mit nachgewiesener inv(16) im
Gegensatz zu AML Blasten anderen Karyotyps zu einer starken Aktivierung von
zytotoxischen T-Lymphozyten im autologen Versuchansatz fuhren. Die auf diese
Weise aktivierten zytotoxischen T-Lymphozyten induzierten in einem weiteren
autologen Versuchsansatz in signifkanter Weise die Apoptose der AML Blasten mit
inv(16). Daher postulieren wir fur die AML M4eo, dass durch ihr Fusionsprodukt
CBFR/MYH11 ein Neoantigen entsteht, das mit Hilfe einer adaquaten Préasentation
durch eine antigenprasentierende Zelle (APC) eine Immunantwort der zytotoxischen
T-Lymphozyten induzieren kann.

Bei vier von vier inv(16) positiven AML Linien blieb das Fusionsprodukt CBFR3/MYH11
des malignen Zellklones wahrend der gesamten in vitro Kultivierung mit Hilfe von
Westernblot nachweisbar. Das heildt, die AML Blasten kultivierter Linien, die wir fur
unsere Versuche verwendeten, wiesen immer die mutmallich fur die Leukogenese
verantwortliche Aberration auf. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen
von anderen wissenschaftlichen Gruppen (Choudhury et al. 1999; Robinson et al.
1996).

Eine weitere Vorraussetzung fur eine effektive Tumorabwehr ist die adaquate

Iniitierung einer Immunantwort. AML Blasten verschiedener Unterformen induzieren in
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vivo in der Regel nur wenig oder keine T-Lymphozyten-vermittelte-lmmunantwort.
Spender-Lymphozyten-Infusionen, die Patienten mit einem AML Rezidiv nach
allogener Stammezelltransplantation verabreicht wurden, waren teilweise nur wenig
erfolgreich (Falkenburg et al. 1997; Schmid et al. 2007).

Viele Studien zur Untersuchung einer Immunanwort induziert durch Tumorzellen sind
daran gescheitert, dass durch Blasten als antigenprasentierende Zellen (APC) auch
in vitro trotz ausreicheichender und adaquater Prasentation von Tumor-assoziierten-
Antigenen durch Proteine der MHC-Klasse-l und -Il auf AML Blasten keine
signifikante Immunantwort der T-Lymphozyten induziert werden konnte. Die alleinige
Antigenexpression scheint also nicht ausreichend zu sein, um T-Lymphozyten
Immunitat zu bewirken. Um eine effektive Immunantwort durch T-Lymphozyten zu
erwirken, wird auch die Signaltibermittlung Gber die Bindung von kostimulatorischen
Molekulen zwischen antigenprasentierender Zelle und Lymphozyt benétigt (Ashman
et al. 1987; Jenkins et al. 1997; Whiteway et al. 2003).

Zu den wichtigsten kostimulatorischen Signalen gehort die Bindung von CD28 mit den
Molekilen CD80 und CD86 aus der B7 Familie. Friheren Studiengruppen gelang es
bereits, mit Hilfe von mit B7.1 (CD80) transfizierten Tumorzellen oder mit B7.1
positiver Tumorvaccine behandelten dendritischen Zellen eine starke und spezifische
T-Lymphozytenstimulation zu induzieren (Lundberg et al. 1993; Hirst et al. 1997;
Takahashi et al. 2000).

Die Leukamie Blasten veranderten wahrend der in vitro Kultivierung das
Expressionsmuster ihrer Oberflachenantigene wesentlich. Durch Analysen am
Durchflusszytometer konnte gezeigt werden, dass AML Blasten unabhéngig vom
FAB-Typ wahrend einer Kultivierungsphase von vier Wochen die
Oberflachenexpression von Vorlaufermarkern der myeloischen Zellreihe CD13 und
CD33, wie sie fur die AML typisch sind, bei gleichbleibender bzw. ansteigender
Zellzahl wesentlich verringerten. Dagegen konnten wir ein vermehrtes Exprimieren
von kostimulatorischen Molektlen aus der B7-Familie (B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86))
und weiteren Adhasionsmolekiilen wie CD11a, CD58 und CD154 feststellen. Friihere
Studien konnten bereits zeigen, dass auch Adhasionsmolekile einen wichtigen
Stellenwert in der suffizienten Antigenerkennung und damit verbundener Initiierung
einer Immunantwort haben (Jansen et al. 1992; Bruserud et al. 2000).

Choudhury et al. konnten 1999 zeigen, dass AML Blasten wahrend einer

vierzehntagigen Kultivierung unter der Zugabe von Zytokinen wie GM-CSF, IL-4 und

67



TNF-o eine erhthte Expression von kostimulatorischen und adhasiven Molekllen
wie CD80, CD86, CDlla wund anderen zeigten, wund somit das
Oberflachenexpressionsmuster &ahnlich der einer dendritischen Zelle aufwiesen
(Choudhury et al. 1999). Brouwer et al. beschrieben ebenfalls eine erhohte
Expression dieser kostimulatorischen und adhasiven Molekule. In ihrer Studie wurden
vor allem CD11a und CD58 nach Kultivierung vermehrt exprimiert. Die Expression
von CD80 war nach Kultivierung nur leicht erhéht und die von CD86 fiel unter den
einzelnen FAB-Typen sehr variabel aus. Sie haben die AML Blasten allerdings nur
uber 24 Stunden kultiviert (Brouwer et al. 2000).

Vereecque et al. kultivierten die AML Blasten fiir 48 Stunden ebenfalls unter Zugabe
von verschiedenen Zytokinen und anschlieRender Gamma-Bestrahlung und konnten
auf diese Weise, wie auch durch die Zugabe von niedrig dosiertem Cytosin
Arabinosid in einer anderen Studie, &hnliche Ergebnisse erzielen. Seine Gruppe
berichtete bereits in friiheren Studien, dass Gamma-Bestrahlung die Expression von
kostimulatorischen Molekilen induzierte (Vereecque et al. 2000 und 2004).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Induktion einer vermehrten Expression der
oben beschriebenen Molekile ohne den Zusatz von Zytokinen oder anderen
Substanzen, sowie ohne radioaktive Bestrahlung. CD80 und CD86 wurden nach der
Kultivierungsphase gleichermallen stark exprimiert, ebenso wie weitere
kostimulatorische Molekiile.

Choudhury, Brouwer und Vereecque haben die Dynamik der myeloischen
Vorlaufermarker nicht untersucht. Die hier vorgelegten Daten zeigen, dass unter
Kultivierungsbedingungen sich die Oberflachenexpression der Marker CD13 und
CD33 verringerte und schliel3lich nicht mehr nachweisbar war. Der Grund dafur ist
nicht klar herzuleiten. Die Expression von CD13 wird bei Kontakt zu einer Stromazelle
oder durch Apoptose verringert (Dybkaer et al. 2001). Die Expression von CD33
verliert sich mit zunehmender Reife der Zellen (Simmons et al. 1988). Dies kdnnte
also ein Hinweis sein, dass die Blasten wéahrend der Kultivierung eine Art
Reifeprozess durchlaufen.

Leukamieblasten kdnnten also in der Lage sein sich unter Kultivierunggsbedingungen
zu potenten immunstimulierenden Blasten ahnlich einer dendritischen Zelle zu
entwickeln, die an ihrer Oberflache verstarkt kostimulatorische Peptide exprimieren,
die wichtige Signale zur Antigenerkennung und T-Lymphozytenaktivierung

Ubermitteln.
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Die Bindung von CD28 an Molekile der B7-Familie vermittelt auf3erdem
entscheidende Signale zur IL-2 Produktion: Die IL-2-Rezeptoren auf den T-
Lymphozyten werden vermehrt exprimiert und fuhren damit zu einer Zytokinsekretion.
Das wiederum fordert die klonale Expansion von T-Lymphozyten und die
Differenzierung von T-Lymphozyten zu Effektorzellen (Shahinian et al. 1993, Chan et
al. 2005). Die CD28/B7 Bindung hat also nicht nur eine Bedeutung fiur die initiale T-
Lymphozyten Stimulation, sondern spielt somit auch eine wichtige Rolle in der
prolongierten Lymphozytenaktivierung (Coyle et al. 2001; Maus et al. 2002). Auch
wenn (Uber CD28 bei weitem am meisten bekannt ist, ist der genaue
Signalmechanismus noch nicht endgiltig aufgeklart. CD28 hat ebenfalls eine direkte
Wirkung auf den T-Zell-Rezeptor (TCR) indem es die Zahl der T-Zell-Rezeptoren
reduziert, die durch ein Antigen gebunden werden missen, um zur Aktivierung des T-
Lymphozyten zu fihren. Damit erniedrigt CD28 die Reizschwelle der T-Lymphozyten
(Itoh et al.1997; Viola et al. 1996).

Diese Ergebnisse sprechen dafur, dass viele AML Zellen zumindest keinen
intrinsischen Defekt zu haben scheinen, was die Fahigkeit betrifft, ausreichend
kostimulatorische und adhéasive Molekile prasentieren zu kénnen. Der Signalweg, der
fur diese Veranderung der Expression der Oberflachenmolekile im Sinne einer
vermehrten Expression von kostimulatorischen Molekulen verantwortlich sein kdnnte,

bietet einen Ansatz fur weitere Forschungen.

Die zytochemischen Untersuchungen zeigten, dass die Alpha-Naphthylacetatesterase
Reaktion bei frisch isolierten und kultivierten Blasten gleichermal3en nachweisbar ist.
Vor allem die Blasten AML inv(16) zeigten eine positive Reaktion als starke, diffuse
Farbstoffniederschlage — die Reaktion ist die wichtigste zum Nachweis monozytarer
Zellen und dient der Subklassifizierung der AML. Die Peroxidase Reaktion (POX) war
nach der Kultivierungsphase bei allen AML Zelllinien nur noch schwach nachweisbar.
Mit zunehmender Reifegrad der Zellen bzw. Blasten nimmt die Starke der Reaktion
ab (Fuchs et al. 2007). Es stellt sich also erneut die Frage, ob die Blasten wéahrend
ihrer Kultivierunggsphase in der Entwicklung zu einer potentiellen Antigen-
prasentierenden-Zelle eine Art Reifungsprozess durchlaufen.

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die AML Blasten unabhangig vom FAB-
Typ wéhrend der Kultivierungsphase sowohl adherent an der Wand der Kulturflasche

als auch in Trauben in Medium wachsen. Sie wiesen ahnlich den dendritischen Zellen
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kleine Zellfortsatze auf, die ihnen dies zu ermoglichen schienen. Choudhury et al.
sowie Santiago-Schwarz et al. machten &hnliche Beobachtungen. Allerdings
kultivierten diese die Blasten mit einem Cocktail an Zytokinen (Choudhury et al.1999,
Santiago-Schwarz et al. 1994). Chouhury et al. berichteten aul3erdem, dass die
Blasten ohne die Zugabe von Zytokinen weder proliferierten noch diesen adherenten
Zellverband aufwiesen (Choudhury et al.1999). Die vorgelegten Daten zeigen, dass
AML Blasten unter Kultivierung ohne die Zugabe von Zytokinen die Morphologie
ahnlich einer dendritischen Zelle mit ausgepragtem Proliferationsverhalten
entwickelten. Nachweislich haben sich wahrend der Kultivierungsphase keine reifen
Monozyten oder Dendriten entwickelt, da die klassischen Marker wie CDla und
CD209 oder CD14 nicht exprimiert wurden, folglich kdnnen nur AML Blasten als
antigenprasentierende Zellen zu einer Aktivierung der T-Lymphozyten gefihrt haben.

3 STIMULATION VON T-LYMPHOZYTEN DURCH KULTIVIERTE AML ZELLEN
PHANOTYP DER PROLIFERIERENDEN T-LYMPHOZYTEN

Die vergleichenden Analysen der Stimulationsversuche zeigten in den allogenen
Versuchsansétzen einen deutlichen Anstieg von CD25 und CD69. Dies lasst auf eine
Aktivierung der T-Lymphozyten mit Hochregulation des IL-2 Rezeptors schliel3en. Nur
durch die Blasten der AML inv(16) konnte eine prolongierte Aktivierung
aufrechterhalten werden. Im autologen Versuchansatz konnten die T-Lymphozyten
ausschlief3lich durch inv(16) positive AML Blasten aktiviert werden einhergehend mit
einer vermehrten Expression der oben genannten Aktivierungsmarker.

Die Stimulationsversuche mit inv(16) positiven AML Blasten liessen in der Expression
von CD25 und CD69 eine Dynamik erkennen mit je einem Gipfel an Tag 6 und Tag
11. Folglich ist zu vermuten, dass zwischen den Tagen 7 und 11 eine
antigenspezifische Selektion der T-Lymphozyten stattgefunden haben muss: (1) nur
eine  adaquate  Antigenerkennung kann eine  T-Lymphozytenaktivierung
aufrechterhalten, (2) die repetitive Antigenprasentation kann nur die das
entsprechende Antigen erkennenden T-Lymphozyten einer prolongierten Aktivierung
zufuihren (Greenfield et al. 1997, Draube et al. 2008, Chatila TA 2008).

Morphologisch konnte vor allem eine ernorme GroéRenzunahme der aktivierten und
proliferierenden T-Lymphozyten um bis zu 50% beobachtet werden. Der erstmalige
Kontakt mit dem Antigen induziert die primare Immunantwort, hierbei wandeln sich
die aktivierten T-Lymphozyten in die groReren T-Immunoblasten um; gleichzeitig

kommt es zur vermehrten Exprimierung von kostimulatorischen Molekilen und
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Adhéasionsmolekilen und schliel3lich bei permanenter Anwesenheit von Antigen zur
klonalen Expansion (Moll et al. 2008 S.160).

Die Stimulationsversuche konnten ebenso zeigen, dass Blasten, die kein oder kaum
CD80 und/oder CD86 auf ihrer Oberflache exprimierten, keine Aktivierung der T-

Lymphozyten induzieren konnten.

Die aktivierten T-Lymphozyten zeigten ebenfalls eine vermehrte Expression von
CD27 auf den aktivierten T-Lymphozyten. Dieses Protein ist ein Mitglied der TNF-
Rezeptor Familie. Dieser Rezeptor spielt eine wichtige Rolle bei der Generierung und

Erhaltung von T-Lympozyten Immunitét (Lens et al. 1996).

Die genauere Betrachtung der Subpopulationen der proliferierenden T-Lymphozyten
zeigt in Bezug auf das Verhéltnis von CD4 Lymphozyten zu CD8 Lymphozyten eine
klare Tendenz zu Gunsten von CD8 Lymphozyten. Im Gegensatz zu den
Stimulationsversuchen mit anderen AML Blasten zeigte sich in den
Stimulationsversuchen mit Beteiligung von AML Blasten mit inv(16) eine deutliche
Verlagerung des Verhaltnisses von CD4 zu CD8 Lymphozyten von initial 2:1 zu 1:2
bei den aktivierten Lymphozyten. Aul3erdem zeigt sich in den Stimulationsversuchen
mit inv(16) positiven AML Blasten eine signifikante Zunahme der CD25/CD8 doppelt
positiven Subpopulation. Es sind also im Wesentlichen die CD8 positiven
zytotoxischen T-Lymphozyten, die aktiviert werden und proliferieren. Dies ist ein
indirekter Hinweis darauf, dass dieser Immunreaktion Uberwiegend ein Uber MHC-
Klasse-I-Proteine prasentiertes tumorassoziiertes Antigen zugrunde liegen kdnnte,
denn nur MHC-Klasse-l Proteine binden und prasentieren zelleigene antigene
Peptidfragmente, wie sie flr das Fusionsprodukt CBFR3/MYH11 postuliert werden.

In den Stimulationsansatzen mit AMLinv(16) proliferierten die CD4+ T-Lymphozyten
ebenfalls, wenn auch nur zu einem geringen Prozentsatz. Entscheidend ist, dass die
CD4 positiven Helferzellen auch bei der priméar zytotoxischen Immunantwort eine
groRBe Rolle spielen. Sie sorgen fir ein adaquates Zytokinmilieu und das
Recruitement weiterer Effektorzellen des Immunsystems (Knutson et al. 2005).
Stimulationsversuche mit reinen CD8 positiven T-Lymphozyten waren weniger
erfolgreich.

Ebenso war eine kleine CD25/CD4 doppelt positive Subpopulation darstellbar. Sie

gehort zu den immunregulatorischen T-Lymphozyten (T.g-Lymphozyten), d.h. sie
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ubermitteln inhibitorische Signale unter anderem zur Verhinderung von
Autoimmunrerkrankungen. In unterschiedlichen Tumormodellen konnte mittlerweile
gezeigt werden, dass T.g-Lymphozyten die Funktion und die Proliferation autologer,
tumorspezifischer T-Lymphozyten in vitro inhibieren (Ormandy et al. 2005; Wang et
al. 2004). So konnte gezeigt werden, dass die Depletion von CD4+CD25+ Zellen bei
Mausen, denen unterschiedliche Tumorzellen injiziert wurden, zu einem vollstandigen
Ruckgang der Tumoren fuhrte, in den nicht depletierten Kontrollmausen zeigte sich
jedoch ein progredientes Tumorwachstum, das zum Tod der Mause fuhrte (Onizuka
et al. 1999; Shimizu et al. 1999). Inwieweit der inhibitorische Effekt die vorliegenden
Untersuchungen beeinflusst hat, ist unklar, dennoch konnte trotz des Nachweises
dieser CD25/CD4 doppelt positiven Subpopulation ein deutlicher zytotoxischen Effekt
der CD 8+ T-Lymphozyten nachgewiesen werden.

Weiterhin fiel bei der Phanotypisierung der autolog durch inv(16) positive AML
Blasten aktivierten T-Lymphozyten eine CD8/CD45R0O doppelt positive Population auf
mit einem Gesamtanteil von fast 30% an Tag 11 des Stimulationsversuches. Diese
Daten zeigen, dass die Induktion dieser Immunantwort nicht nur zur Bildung von
Effektorzellen sondern schlief3lich auch zur Ausbildung von Gedachtniszellen gefihrt
hat. Bei den eingesetzten peripheren Blutzellen war vor dem Versuchsansatz wenig
CD45RO0 per Durchflusszytometer nachweisbar.

Wissenschaftliche  Untersuchungen  konnten dabei  bisher  verschiedene
Differenzierungswege zur Gedachtniszelle zeigen: Die aktivierten zytotoxischen T-
Lymphozyten (CD8+) differenzieren sich zu zytotoxischen Effektorzellen, die sich
wiederum nach weiteren Antigenkontakten zu langlebigen CD8 Gedéachtniszellen
weiterentwickeln kénnen (Jacob et al. 1999; Opferman et al. 1999). Andere Studien
zeigten, dass aktivierte CD8+ T-Lymphozyten darauf programmiert sind, sich in
Gedachtniszellen zu differenzieren: Diese differenzieren sich nach Antigenkontakt in
zytotoxische T-Lymphozyten und entwickeln sich dann ohne weiteren Antigenkontakt
zu Gedachtniszellen (Kaech et al. 2001) oder die Gedéachtniszellen differenzieren sich
auch unter Umgehung des Stadiums als Effektorzelle direkt in Gedachtniszellen
(Lauvau et al. 2001). Aus welchem Differenzierungsweg die Gedachtniszellen in den
durchgefiihrten  Stimulationsansatzen entstanden gibt Ansatz fur weitere

Untersuchungen.
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Virusspezifische Gedéachtniszellen verweilen fur lange Zeit im Kérper und kénnen bei
erneutem Kontakt mit demselben Antigen wieder in Effektorzellen differenzieren (Hou
et al 1994). Somit ware der Einsatz von tumorspezifischen Gedachtniszellen ein
immuntherapeutischer Ansatz fir eine Vaccine im Einsatz zur Bek&dmpfung von
minimal residual disease (Cheuk et al. 2008; Kaech et. al 2002) &hnlich den Erfolgen
im Kampf gegen bakterielle und virale Infektionen (Lambert et al. 2005; Robinson et
al. 2005). Allerdings sind viele der bisherigen Studienansétze zur Entwicklung von T-
Lymphozyten Tumorvaccinen gescheitert. Zwar konnten die CD8+Gedachtniszellen
in vitro generiert und amplifiziert werden, aber ein objektivierbarer klinischer Erfolg
nach standardisierten onkologischen Kriterien konnte nur fur wenige
Tumorerkrankungen nachgewiesen werden (Resitifo et al. 2005; Klebanoff et al
2006). Sallusto et al. konnten zeigen, dal3 man die CD8 T-Gedé&chtniszellen in zwel
verschiedene Untergruppen unterteilen kann: ,Zentrale T-Gedachtniszellen® (TCM)
und ,Effektor T-Gedachtniszellen® (TEM) (Sallusto et al. 1999). Sie unterscheiden
sich im Wesentlichen in ihren Migrationseigenschaften und ihrer Teilungsfahigkeit
(Lanzavecchia et al. 2005). Die TCM sind dabei effizienter in der Vermittlung
protektiver Immunitat als die TEM, was unter anderem darauf beruht, dass TCM
langlebiger im Organismus Uberdauern und eine erhdhte Teilungsfahigkeit sowie die
Fahigkeit der Generierung weiterer Effektor T- Gedachtniszellen aufweisen (Wherry
et al. 2003). Ziel weiterer Forschungen sollte es also sein, das Hauptaugenmerk auf
die Generierung und den Einsatz von TCM zu richten. Umansky et al. konnten bereits
im Mausmodel zeigen, dass tumorspezifische CD8+ Gedachtniszellen den

Tumorprogress in vivo aufhalten kénnen (Umansky et al. 2008).

4 ZYTOTOXIZITAT

Untersuchungen zur zytolytischen Potenz der zytotoxischen Effektorzellen konnten
zeigen, dass nur diejenigen CD8+ Effektorzellen in der Lage waren eine signifikante
zytolytische Reaktion zu zeigen, die zuvor im Versuchsansatz mit AML Blasten der
M4eo mit inv(16) stimuliert worden waren. Bis zu 50% der Tumorzellen wurden bei
einem Verhaltnis Effektorzelle zu Tumorzelle von 20: 1 lysiert. Die besten Ergebnisse
wurden im autologen Versuchsansatz mit AML Blasten der M4eo erzielt.

Die Generierung spezifischer zytotoxischer CD8+ T-Lymphozyten konnte schon fir
eine Vielzahl von definierten Peptidsequenzen von Tumorzellen erzielt werden
ahnlich der WT1 Gensequenz bei der AML oder den MAA Gensequenzen beim

malignen Melanom (Ohminami et al. 2000; Nolte et al. 2003; Greiner et al. 2006). Bei
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den meisten Studienansatzen erfolgte allerdings die Aktivierung der T-Lymphozyten
durch mit Peptid beladene dendritische Zellen. Im Fall der AML inv(16) ist die
tumorassoziierte, potentiell antigene Gensequenz noch nicht identifiziert. Die T-
Lymphozyten wurden in unserern Untersuchungen allein durch ein potentiell
antigenes Peptid, das durch die Tumorzelle selbst in ausreichendem Mal3e
prasentiert wurde, aktiviert. In einem weiteren Schritt konnten wir dann mit Hilfe der
Zytotoxizitatsversuche zeigen, dass diese Aktivierung der T-Lymphozyten durch die
AML Blasten mit inv(16) peptidspezifisch sein muf3, da im autologen Versuchsansatz
eine signifikante Zytotolyse der Blasten nachzuweisen war.

Durch das Blockieren sowohl des MHC-Klasse-l Rezeptors als auch des CDS8-
Rezeptors durch die Vorbehandlung mit entsprechenden Antikorpern, konnte die
zytolytische Reaktion durch die Effektorzellen gehemmt werden. Eine Blockierung
des MHC-Klasse-Il Rezeptors oder des CD4-Rezeptors konnte die Zytolyse nicht
hemmen. Das Ergebnis des Blockversuches bestatigt somit die entscheidende Rolle
der CD8-MHC-Klasse I-Interaktion zur Ausbildung einer spezifischen zytolytischen
Reaktion (Germain et al. 1993; Yewdell et al. 2002; Savage et al. 2007; Campbell et
al. 2008)

Dies sind weitere Hinweise dafiir, dass es durch das Fusionsprotein CBFR3-MYH11
zur Ausbildung von Peptidsequenzen im Sinne eines Neoantigens mit potentiell

immunogener Wirkung kommt.

Die Effektorzellen zeigten eine potente Zytotoxizitdit gegen die autologen
leukamischen Blasten mit inv(16). So ist es vorstellbar, dass auf diese Weise
induzierte Zellen eventuell einen Platz im klinischen Gebrauch finden kdnnten. In vitro
generierte zytotoxische antigenspezifische T-Lymphozyten waren ein guter Ansatz
zur Wiederherstellung oder Verbesserung einer bereits bestandenen antitumoralen
Immunitat. Ebenfalls waren sie als begleitende Immuntherapie/Adjuvanz zur
konventionellen Chemotherapie eine potenzielle und praktikable Mdoglichkeit zur
Behandlung der Leukdmie, besonders im Stadium eines minimal residual disease
(Slavin et al. 1996; Greiner et al. 2006 (Haematologika)). Die schweren
Nebenwirkungen einer Graft-versus-Host-Disease wie nach Donor Lymphocyte-
Infusion waren nach einer Infusion mit autologen antigenspezifischen Lymphozyten

nicht zu erwarten (Lamb et al. 2001).
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VII Zusammenfassung

Patienten mit einer AML M4eo mit Inversion des Chromosoms 16 (inv16) zeigen unter
Therapie gute klinische Ergebnisse. Ziel war es herauszufinden, ob dem eine
besondere Immunogenitat der Blasten zugrunde liegen kdnnte.

Die AML M4eo inv(16) ist mit der Mutation des Transskriptionsfaktors Core bindig
factor und dem daraus resultierenden Fusionsprodukt CBFR/MYH11 assoziiert.

Durch Westernblot konnten in 4 von 4 inv(16) positiven AML Blasten das
Fusionsprodukt CBFR/MYH11 nachgewiesen werden. Dieses konnte die molekulare
Basis fur das Prasentieren von Leukamie-spezifischen Peptiden bilden. Das Protein,
das mutmallich fur die Leukogenese verantwortlich ist, blieb in vitro wahrend der
gesamten Kultivierungsphase der AML Zellinien nachweisbar.

Das Prasentieren von solchen spezifischen Peptidsequenzen alleine reicht jedoch
nicht aus, um eine effizienten Lymphozyten Aktivierung zu induzieren. Es konnte
gezeigt werden, dass Leukdmie Blasten verschiedener Karyotypen nach vier Wochen
unter Kultivierungsbedingungen das Expressionsmuster ihrer Oberflachenmarker
veranderten. Vorlaufermarker wie CD13, CD33 und CD34 wurden vermindert
exprimiert, kostimulatorische Marker wie CD80 (B7.1), CD86 (B7.2), CDl1lla und
CD58 vermehrt exprimiert. Typische Dendritenmarker wie CD1a and CD209 wurden
nicht exprimiert, somit konnte die Ausbildung von dendritischen Zellen unter in vitro
Kultivierung ausgeschlossen werden.

Allogene sowie autologe T-Lymphozyten konnten durch kultivierte Blasten der AML
inv(16) aktiviert werden, gefolgt von einer signifikanten Proliferation mit der
Expression von typischen Aktivierungsmarkern wie CD25 und CD69. Ein hoher Anteil
dieser aktivierten T-Lymphozyten erwiel3en sich als CD8 positiv. Durch AML Blasten
anderen Karyotyps hingegen konnten autologe T-Lymphozyten nicht zu einer
signifikanten Immunantwort aktiviert werden, obwohl auch sie die kostimulatorischen
Molekile CD80 und CD86 exprimierten. Das lasst den Schluss zu, dass das aus der
inv(16) resultierende Fusionsprodukt CBFR/MYH11 zur Ausbildung eines
tumorassoziierten Antigens fuhrt.

Die durch inv(16) positiven Blasten aktivierte T-Lymphozyten konnten oligoklonal
expandiert werden und waren in der Lage inv(16) positive AML Blasten MHC-Klasse-I
restringiert zu einem deutlichen Prozentsatz zu lysieren.

AML Blasten mit nachgewiesener inv(16) sind also in der Lage, sich in immunogene

Zellen mit signifikanter Stimulationskapazitat zu differenzieren. Aus den Ergebnissen

75



der vorliegenden Arbeit kann der Schluss gezogen werden, dass die AML inv(16)

eine besondere Stellung in der Bewertung ihrer Immunogenitat einnimmt.
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VI Summary

Patients with acute myeloid leukemia M4eo with inversion of chromosome 16 show
good clinical results under therapy. Our aim was it to find out whether a special
immunogenecity of the blasts could be based upon this.

AML M4eo is associated with mutations in the transcription factor core binding factor
(CBF) region resulting in the fused protein CBFR3/MYH11 (myosin heavy polypeptide).
In four of four inv (16) positive AML blasts we identified the fused protein
CBFR/MYH11 by westernblot analysis. The expression of fused or mutated proteins
such as CBFR/MYH11 could be a molecular basis for the expression of leukemia
specific peptide sequences. This protein, which is presumed to be responsible for
leukemogenesis remained detectable during the in vitro cultivation phase of the AML
lines.

The presentation of such specific antigenic peptide sequences alone does not seem
to be sufficient enough to induce an efficient T cell activation. These data show that
AML blasts of various caroytypes had a significant shift in the expression pattern
profile during a culture period of four weeks. We observed loss of expression of
progenitor markers as CD13, CD33 and CD34, whereas we detected an increased
expression of costimulatory markers as CD80 (B7.1), CD86 (B7.2), CD11la and CD58.
Expression of dendritic markers as CDla and CD209 were not detected, so the
development of dendritic cells during the culture period could be excluded.

Allogene as well as autologe T cells could be stimulated through AML blasts with
inv(16) followed by an significant proliferation with an increased expression of typical
activation markers such as CD25 and CD69. Analysis of the expanded T cells
showed that the proliferating T cells were predominatly CD8+ phenotype. AML blasts
with other karyotypes than inv(16) activated T cells, but without inducing such a
significant proliferation, although these blasts showed the expression of costimulatory
molecules. As a consequence it can be concluded, that the fused protein
CBFR/MYH11 originating from inv(16) results in the development of antigenic
leukemia specific peptide sequences.

The oligoclonal expanded activated T cells were able to lyse inv(16) positive AML
blasts in a specific major histocompatibillty complex class | restricted manner,

blocking experiments were carried out.
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These data show that AML blasts with inv(16) could differentiate in immunogene cells
with significant stimulating capacity. The conclusion from this study is, that AML
inv(16) plays a special role referring to immunogenicity
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X Anhang

1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

Ag Antigen

AML Akute myeloische Leukamie
APC Antigen presenting cell

APL Akute Promyelozyten Leukdmie
ARA-C Cytosin Arabinosid

AUL Akute undifferenzierte Leukadmie
Baso Basophilie

BSA Bovines Albumin

bzw. Beziehungsweise

°C Grad Celsius

CBF Core binding factor

CD cluster of differentiation

CO; Kohlendioxid

Cs Cesium

CTLA Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen
DC Dendritic cells

DDT Dichlordiphenyltrichlorethan

d.h. das heisst

DLI Donor-Lymphocyte-Infusion
DMSO Dimethylsulfoxid

DANN Desoxyribonucleinacid

DNS Desoxyribonucleinsaure

DSMZz Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
ECL Elektrochemilumineszenz

E. coli Eschericha coli

EBV-LCL Eppstein-Barr-virus-transformed-B-lymphoblastoid-cell-lines
ER Endoplasmatisches Reticulum
FAB French-American-British-Group
FCS fetal calf serum

FITC Fluorescinisothiocyanat



LAK
LBP
LFA
LPS

MAA
MDS
MHC
MLR
MTuLR
Max
N-CAM
NK

PA
PAGE
PAS
PB
PBMC
PBS
PCR
PE
PFA

Forward scatter
Growth factor

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

Graft-versus-Host-disease

Gray

Humanes Leukozyten-Antigen
Inter-Cellular Adhesion Molecule
Immunglobulin

Interleukin

Inversion chromosomaler Sequenzen
Knochenmark

Leukamie
Lymphokin-aktivierter-Killer
Lipopolysaccharid-bindendes Protein
Lymphozyten-Funktions-Antigen
Lipopolysaccharid

Méannlich

Melanom-assoziiertes Antigen
Myelodysplastisches Syndrom
major histocompatibility complex
Mixed lymphocyte reaction

Mixed tumor lymphocyte reaction
maximal

neuronales Zelladhasionsmolekil
natural killer

Polyacrylamid
Polyacryl-Elektrophorese
p-Aminosalicylsaure

peripheres Blut

peripheral blood mononuclear cells
Phosphat-buffered Saline
Polymerasechainreaction
Phycoerythrin

Paraformaldehyd
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PHA Phytohamagglutinin

Pl Propidium-lodide

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

POX Peroxidase

PVDF Polyvinylidenfluorid

Rez Rezeptor

RIPA Radioimmunopréazipitations Assay

RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium
S. Seite

SC standard cells

SDS Sodiumdodecylsulfat

SERCA Sarcoplasmatic/Endoplasmatic Reticulum Calcium ATPase
SRBC sheep red blood cell

SS Side scatter

T Translokation von Chromosomenabschnitten
to zum Zeitpunkt O

tx zum Zeitpunkt x

Tab. Tabelle

TCM Zentrale-T-Gedéachtniszelle

TCR T-Zell-Rezeptor

3H-Tdr. Thymidin

TEM Effektor-T-Gedachtniszelle

Ty T-Helferzelle

TNF Tumor Nekrose Faktor

Treg regulatorische T-Zelle

TRIS Trishydroxymethylaminomethan

u.a. unter anderem

USA United States of America

w Weiblich

WHO World Health Organization

WT1 Wilms-Tumorsuppressorgen

z. B. zum Beispiel



2

cm

kDa

min

DIMENSIONEN

Centimeter

Gramm oder Erdbeschleunigung (g=9,81 m/s?)
Gray

Liter

Internationale Einheiten
kiloDalton

Minuten

Nanometer

Mikro-Curie

Mikrogramm

Mikroliter

Milliliter

Millimeter

Millimol

Rad (radiation absorbed dose)
Sekunde

Units

Volt

Prozent
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XI Ethische Grundlagen und Datenschutz

Patienten, bei denen die Diagnose akute myeloische Leuk&amie nach den Kriterien der
French- American- British Klassifikation gestellt wurde, kamen fur diese Studie in
Frage, insbesondere Patienten mit einer AML M4eo. Die Probendenauswahl bezog
sich also auf die zu bearbeitende Leukamieform. Die Blut-und Knochenmarksproben
wurden im Verlauf der therapiebedingten Kontrollen entnommen — es kam also nicht
zu einer zusatzlichen Materialentnahme an den Patienten. Weitere Risiken entfielen
fur die Patienten, da es aufgrund der Studie nicht zu zuséatzlichen Experimenten am
Menschen kam. Ebenfalls wurden keine gentechnologischen Experimente an
humanem Material durchgefihrt.

Die Probandenaufklarung ist Teil der Studie. Die Patientendaten unterliegen dem
Datenschutz.
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fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben
habe. Alle Textstellen, die wortlich oder sinngemald aus veroffentlichten oder nicht
veroffentlichten Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen
Auskinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgefiihrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen habe ich die
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Liebig-Universitat Giel3en zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ niedergelgt
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