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Die Neugier steht immer an erster Stelle

eines Problems, das gelost werden will.

Galileo Galilei



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Immuntherapeutische Behandlungskonzepte stellen mit dem wachsenden Verstidndnis
der zelluldren und molekularen Immunantwort einen viel versprechenden Ansatz bei der
Behandlung von Krebserkrankungen, wie der akuten myeloischen Leukdmie (AML),
dar. Weitgehend unklar ist jedoch, warum die immunologische Erkennung und
Zerstorung der Leukdmiezellen durch T-Zellen im Patienten nur unzureichend
funktioniert. Es gibt verschiedene Mechanismen, wie sich die Leukdmiezellen dem
Immunsystem entziehen konnen: (1) durch eine unvollstindige Aktivierung der T-
Zellen durch die Leukidmiezellen; (2) durch die Sezernierung von ldslichen,
immunsuppressiven Faktoren durch die Leukdmiezellen, was unter anderem zu (3) der
Induktion von anergen und/oder regulatorischen T-Zellen fiihren kann. Ziel dieses
Projektes war die Identifizierung molekularer und zelluldrer Mechanismen dieser
Dysregulation des Immunsystems bei AML-Patienten.

Im Zentrum dieser Arbeit stand der Einfluss primidrer AML-Blasten auf die
Funktion gesunder T-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass AML-Blasten direkt iiber
Zell-Zellkontakt, aber auch indirekt {iber 16sliche Faktoren die Homeastase von T-
Zellen beeinflussen. Primdre AML-Blasten sind vermutlich in der Lage, eine effektive
anti-Tumorantwort zu unterdriicken, indem sie die Proliferation und Produktion der
Tul-Zytokine IL-2 und IFN-y inhibieren und die T-Zellen in der GO/G1-Phase des
Zellzyklus arretieren. Dieser Effekt ldsst sich durch die Zugabe von exogenem IL-2
nicht wieder autheben. Aullerdem werden die T-Zellen durch den Kontakt mit AML-
Blasten zur Produktion des immunsuppressiven Zytokins IL-10 angeregt.

Weiterhin wurde erstmals ein Genexpressionsprofil von CD4" T-Zellen aus AML-
Patienten erstellt und mit dem gesunder Spender verglichen. Anhand des Gen-
expressionsprofils von ex vivo CD4" T-Zellen aus AML-Patienten konnten einige
Schliisselgene identifiziert werden, die bei der Regulation des Zellzyklus (z.B. cdk4,
PTMA, 1d2), der Apoptose (z.B. Bcl-2, Bax) oder der Signaltransduktion (z.B. Txk)
involviert sind. AuBBerdem wurden Molekiile differentiell exprimiert, die eine Rolle
wihrend der Immunantwort spielen (z.B. CTLA-4), unter anderem auch verschiedene
Chemokine und Chemokinrezeptoren (z.B. RANTES, CXCL10, CCR2). Gene, die fiir
natiirlich vorkommende regulatorische T-Zellen charakteristisch sind (z.B. FoxP3,
GITR), waren hier nicht betroffen. Einige der regulierten Gene konnten die

funktionellen in vitro Daten unterstiitzen.



Zusammenfassung

Durch eine ndhere Betrachtung der primidren AML-Blasten konnte bestdtigt werden,
dass diese nahezu keine kostimulatorischen Molekiile besitzen, sodass eine
ausreichende Aktivierung der T-Zellen somit vermutlich nicht stattfinden kann. Durch
Ausdifferenzierung der primdren AML-Blasten zu Zellen mit einem denriten-dhnlichem
Phénotyp (AML-DCs) kann diese periphere Toleranz zum Teil {iberwunden werden, da
die AML-DCs die kostimulatorischen Molekiile hochregulieren und in der Lage sind,
im Gegensatz zu den primidren AML-Blasten, T-Zellen zu stimulieren, sowie ihre
zytotoxischen Eigenschaften zu induzieren.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit die Hypothese aufgestellt
werden, dass einer der Mechanismen, der zu ciner ineffektiven anti-Tumor Immun-
antwort in AML-Patienten fiihrt, die Induktion einer adaptiven Toleranz (in vivo
Anergie) der T-Zellen durch chronische Antigenstimulation sein konnte. Diese Anergie
wird vermutlich durch eine unzureichende Aktivierung der T-Zellen durch die
Leukidmiezellen, sowie liber die Produktion 16slicher immunsuppressiver Faktoren
durch die Leukdmiezellen induziert. Zusédtzlich scheinen die anergen T-Zellen nicht nur
funktionell inaktiviert zu sein, sondern sie unterdriicken méglicherweise auch andere T-

Zellen iiber einen Zytokin-vermittelten Prozess (bystander suppression).

Schlagworte: T-Zellen, Toleranz, akute myeloische Leukdmie
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Abstract

Although leukemic cells express tumor-associated antigens, suppression of an effective
T cell immune response is a well known phenomenon in acute myeloid leukemia
(AML). In principle, the malignant cells may escape immune surveillance by (1)
incomplete T cell activation due to the absence of costimulatory molecules on the
leukemic cell types, (2) secretion of soluble immunosuppressive factors, which may
lead among others to (3) induction of anergic and/ or regulatory T cell phenotypes. In
this thesis the underlying cellular and molecular mechanisms of immunosuppression is
analysed.

The centre of this thesis was the examination of the effect of primary AML-blasts
on the function of normal T-cells. It could be demonstrated that primary AML modulate
T-cell homeostasis mainly in a cell-contact dependent manner and to a minor degree via
soluble factors. Primary AML-blasts are able to suppress T-cell proliferation and
production of the Thl cytokines IL-2 and IFN-y. This effect is not reversible by the
addition of exogenous IL-2. Cell-cycle analyses demonstrated that soluble factors from
leukemic cell supernatants may inhibit the cell-cycle entry of T cells after mitogenic
stimulation with an arrest in GO/G1 phase. Furthermore, T-cells that were in contact
with AML-blasts, are stimulated to produce the immunosuppressive cytokine IL-10.

Additionally, the molecular profile of CD4" T cells isolated from untreated AML
patients was compared to those of healthy volunteers. Interestingly, the molecular
profile could identify a profound dysregulation of molecules involved in the regulation
of cell-cycle (i.e., cdk4, PTMA, 1d2), apoptosis (i.e., Bcl-2, Bax) or signal transduction
(i.e., Txk). In addition, genes important for the immune response (i.e., CTLA-4),
especially various chemokines/-receptors (i.e., RANTES, CXCL10, CCR2) were
dysregulated, whereas the expression pattern of genes specific for regulatory T cells
(i.e., FoxP3, PD-1, GITR) were broadly unaffected. Several genes found to be regulated
in CD4" T-cells of AML-patients could support the functional in vitro data.

Analyses of the primary AML-blasts could confirm that they express less to nearly
no costimulatory molecules, indicating that an effective activation of T-cells could
presumably not occur. The in vitro differentiation of these primary AML-blasts to cells
with an dendritic-like phenotype (AML-DC) could partly overcome the peripheral
tolerance of T-cells, because AML-DCs upregulate their costimulatory molecules and
are able, in contrast to primary AML-blasts, to stimulate T-cells and to induce their

cytotoxic properties.



Zusammenfassung

In summary, one can hypothesize that one of the mechanisms leading to an ineffective
anti-tumor immune response in AML-patients, could be the induction of an adaptive
tolerance (in vivo anergy) of T-cells through a chronic antigen stimulation by AML-
blasts. This anergy is supposably induced by an insufficient activation due to the
absence of costimulatory molecules, as well as by immunosuppressive factors produced
by AML-blasts. But the anergic T-cells do not seem to be only functional inactivated:
they propably are able to suppress other T-cell via a cytokine-based process (bystander

suppression).

Keywords: T cells, tolerance, acute myeloid leukemia
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Einleitung 1

1 Einleitung und Aufgabenstellung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem verteidigt den Organismus gegen Infektionen durch eindringende
Mikroorganismen, und es besitzt die Fahigkeit, entartete korpereigene Zellen zu
eliminieren. Im Laufe der Evolution hat das Immunsystem umfassende
Schutzmechanismen entwickelt, die aus einem fein abgestimmten System verschiedener
zelluldrer und humoraler Komponenten bestehen. Alle zelluliren Komponenten
stammen von hdmatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks ab. Eine Vielzahl
unterschiedlicher weiBler Blutkérperchen (Leukozyten) ist fiir eine effektive
Immunantwort erforderlich, darunter Makrophagen und dendritische Zellen, die Teil des
angeborenen Immunsystems sind, sowie die Lymphozyten des adaptiven Immun-
systems. Die Lymphozyten unterteilen sich in zwei Hauptgruppen: B- und T-
Lymphozyten. Sie zirkulieren im Blut und in der Lymphe. Man findet sie auBBerdem in
den peripheren lymphatischen Geweben, wie Milz, Lymphknoten und in den mukosa-
assoziierten lymphatischen Geweben (Peyer’sche Plaques und Tonsillen).

Bei einer Immunreaktion muss gewihrleistet sein, dass diese sich ausschlieBlich
gegen Strukturen richtet, die fiir den eigenen Organismus fremd oder schidlich sind.
Eine der Hauptaufgaben des Immunsystems besteht also darin, zwischen Selbst und
Nichtselbst, bzw. zwischen gesunden Zellen und Tumorzellen zu unterscheiden. Fehler
in diesem System kdnnen zur Entwicklung von Autoimmun- oder Krebserkrankungen

fithren [1].

1.1.1 T-Lymphozyten
T-Lymphozyten (oder T-Zellen) sind fiir eine Form der Abwehr zustindig, die als
zelluldre Immunitit bezeichnet wird. Wihrend die humorale Immunantwort der B-
Zellen ihren Schutz auf extrazelluldare Bereiche des Korpers erstreckt, konnen mit Hilfe
der zelluldren Immunantwort Erreger bekdmpft werden, die bereits in das Innere von
Zellen vorgedrungen sind. Ebenso konnen auch transformierte korpereigene Zellen
erkannt und eliminiert werden.

Die T-Zellen entstehen im Knochenmark, reifen aber im Thymus. Jede T-Zelle trigt
einen spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR). Anders als die Antikorper der B-Zellen
konnen die T-Zell-Rezeptoren freie Antigene im Korper nicht erkennen, sondern

ausschlieflich in Form kurzer Peptidfragmente, die auf der Oberfliche von
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korpereigenen Zellen (antigen-prisentierenden Zellen) présentiert werden. Man
unterscheidet drei funktionelle Hauptpopulationen von T-Zellen: Zytotoxische T-Zellen
und zwei Typen von T-Helferzellen, die Tyl- und Ty2-Zellen. Alle drei Arten von T-
Zellen erkennen Antigene, die von unterschiedlichen zelluliren Kompartimenten
stammen: Charakteristisch fiir zytotoxische T-Zellen ist die Expression des CDS-
Korezeptors (CD8" T-Zellen). Im Gegensatz zu den T-Helferzellen, die sich durch
Expression des CD4-Korezeptors auszeichnen, sind sie unmittelbar an der Abwehr
beteiligt: sie erkennen und téten mit Viren infizierte oder entartete Zellen direkt. CD4"
T-Zellen konnen zu zwei Arten von Effektorzellen differenzieren: Tyl-Zellen
(inflammatorische T-Zellen) aktivieren die keimtotenden Eigenschaften von
Makrophagen, Tp2-Zellen (T-Helferzellen) regen naive antigenspezifische B-Zellen
dazu an, Antikorper zu produzieren, und I6sen somit eine humorale Immunantwort aus.
Die komplexen Interaktionen zwischen den Zellen des Immunsystems werden durch
verschiedene Zytokine vermitteln. Sie werden als Antwort auf verschiedene Stimuli von
Zellen abgegeben und beeinflussen dadurch das Verhalten anderer Zellen. Zytokine
binden an spezifische Rezeptoren auf der Oberfliche der Zielzellen und 16sen somit
Verdnderungen in der betroffenen Zelle aus, wie z.B. Proliferation, Wachstum,
Differenzierung oder Apoptose. Interleukin 2 (IL-2) und Interferon-y (IFN-y), die von
Tul-Zellen sezerniert werden, spielen eine zentrale Rolle bei der Proliferation von T-
Zellen. Die Unterdriickung von Immunantworten wird zum Beispiel iiber die Zytokine
Interleukin 4 (IL-4) und Interleukin 10 (IL-10) vermittelt, die von Ty2-Zellen produziert

werden [1].

1.1.2 Antigen-prasentierende Zellen (APCs)

Hat eine Zelle ein Pathogen iiber Phagozytose aufgenommen, bzw. ist ein Pathogen
aktiv in die Zelle eingedrungen, werden Fragmente des Antigens von intrazelluldren
Glykoproteinen, den MHC (major histocompatibility complex)-Molekiilen, gebunden.
Dieser Molekiilkomplex wird in die Plasmamembran der Zelle integriert und auf der
Oberflache der antigen-priasentierenden Zelle (APC) présentiert. Die spezifischen T-
Zellrezeptoren erkennen diese von MHC und Antigenfragment gebildete Kombination
aus Selbst und Fremd. CD8" T-Zellen erkennen Peptide, die an MHC-Klasse-I-
Molekiile gebunden auf der Oberfliche der infizierten Zellen présentiert werden.

Peptide von Pathogenen, die sich in intrazelluldren Vesikeln vermehren, und solche, die
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von extrazelluldren Krankheitserregern stammen, werden von MHC-Klasse-II-
Molekiilen an die Zelloberfliche transportiert und den CD4 " T-Helferzellen prisentiert.
Zu den wichtigsten professionellen APCs gehdren die dendritischen Zellen (DCs).
Man findet sie in den meisten Korpergeweben, z.B. der Haut, im Respirationstrakt oder
in den lymphatischen Geweben. Unreife DCs wandern vom Blut in die Gewebe und
verbleiben dort, bis sie auf ein Pathogen/Antigen treffen, dass sie entweder
phagozytisch oder makropinozytisch aufnehmen, prozessieren und Teile davon den T-
Zellen prasentieren. Wihrend dieses Prozesses reifen die DCs heran und wandern zu

den Lymphknoten, wo sie die bei weitem starksten Stimulatoren naiver T-Zellen sind

[1].

1.1.3 Die Interaktion zwischen T-Zellen und APCs

Nachdem die T-Zellen ihre Entwicklung im Thymus abgeschlossen haben, gelangen sie
ins Blut und von dort aus in die peripheren lymphatischen Organe. Sie zirkulieren
solange im Blut und in der Lymphe, bis sie auf ihr spezifisches Antigen in Form eines
MHC-Fremdpeptid-Komplexes treffen, den sie aufgrund ihres spezifischen T-Zell-
Rezeptors erkennen konnen. Es sind jeweils nur wenige T-Zellen spezifisch fiir ein
bestimmtes Antigen. Bei einer Infektion miissen sich diese wenigen Zellen innerhalb
kurzer Zeit stark vermehren. Um also eine effiziente Immunantwort gewihrleisten zu
konnen, miissen antigenspezifische naive T-Zellen stimuliert werden, zu proliferieren
und zu Effektorzellen zu differenzieren, die sich dann aktiv an der Bekdmpfung von
Krankheitserregern beteiligen konnen. Die Aktivierung naiver T-Zellen erfordert zwei
unabhéngige stimulatorische Signale. Die Bindung des spezifischen TCR an den von
der APC angebotenen Peptid-MHC-Komplex liefert das erste stimulatorische Signal.
Dies allein reicht aber fiir eine effiziente T-Zell-Aktivierung nicht aus. Hierfiir wird
zusétzlich ein kostimulatorisches Signal von einer spezialisierten APC benétigt. Die
Aktivierung des kostimulatorischen Rezeptors CD28 auf der Oberfliche der naiven T-
Zelle erfolgt durch Bindung an verschiedene Molekiile auf der APC (CD40, CDS0,
CD86). Erst wenn die Stimulation des TCR und des CD28-Molekiils erfolgt sind,
differenziert eine naive T-Zelle zu einer aktivierten T-Effektorzelle. Da das
antigenspezifische (Peptid-MHC-TCR) und das kostimulatorische Signal bei der
Aktivierung simultan von derselben Zelle vermittelt werden miissen, konnen nur
professionelle APCs, also hauptsichlich DCs und Makrophagen, die primire T-

Zellaktivierung auslosen. Weiterhin exprimieren aktivierte T-Zellen mit CD28
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verwandte Oberflachenproteine, wie z.B. CTLA-4, wodurch die Kostimulation der T-
Zelle modifiziert werden kann. Die wichtigste Konsequenz der T-Zell-Stimulation ist
der Eintritt der naiven Zellen in die G1-Phase des Zellzyklus und gleichzeitig die
Initiation der IL-2 Synthese [1].

Abbildung 1: Interaktion von DCs mit T-Zellen. Die elektronenmikroskopischen Abbildungen zeigen die
Interaktion von a) einer unreifen und b) einer reifen DC mit autologen T-Zellen. Abbildung zur Verfiigung
gestellt von Dr. Kurt Dittmar, GBF Braunschweig.

1.2 T-Zell Toleranz

Eine Hauptaufgabe des Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen kdrpereigenen
und korperfremden, sowie zwischen harmlosen und pathogenen Antigenen.
Normalerweise reagiert das Immunsystem nicht gegen korpereigene oder harmlose
Molekiile, eine Eigenschaft, die als immunologische Toleranz bezeichnet wird. Diese
Toleranz ist notwendig flir den Schutz vor Autoimmunkrankheiten, chronischen
Entziindungen und Allergien. Sie stellt allerdings ein Problem bei Tumorerkrankungen
dar (vgl. 1.3). Es gibt verschiedene Mechanismen, um Toleranz zu induzieren, darunter
die Deletion von autoreaktiven Zellen, die Induktion von Anergie und die aktive

Unterdriickung einer Immunantwort durch regulatorische T-Zellen (Tyeg) [1].

1.2.1 Zentrale und periphere T-Zell Toleranz

Die Fahigkeit des Immunsystems zur Unterscheidung zwischen fremden Antigenen und
Selbstantigenen ist eine von vielen herausragenden Fahigkeiten des Immunsystems. Die
Grundlage hierfiir ist die so genannte zentrale Toleranz, die durch klonale Deletion
autoreaktive T-Zellen noch wihrend ihrer Entstehung im Thymus durch negative

Selektion und Apoptose-Induktion beseitigt.
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Einige autoreaktive T-Zellen entkommen jedoch diesem Selektionsprozess. Diese T-
Zellen tragen einen T-Zellrezeptor, der stark an ein korpereigenes Peptid bindet, das an
ein MHC-Molekiil gebunden auf der Oberfliche einer APC prisentiert wird. Die
Aktivitdt der autoreaktiven T-Zellen wird in der Peripherie sowohl passiv als auch aktiv
unterdriickt (periphere Toleranz). Die autoreaktiven T-Zellen konnen funktionell
inaktiviert (Anergie) oder beim Zusammentreffen mit Selbst-Antigen in der Peripherie
deletiert werden [2]. Spezialisierte regulatorische T-Zellen (Ty,) vermdgen zudem, die

Aktivierung und Proliferation der autoreaktiven T-Zellen aktiv zu unterdriicken [3].

Periphere Toleranz

Deletion
TCR
APC klona!e ’
FasL-F Deletion
Apoptose
Anergie

APC

keine ]
_—
Kostimulation

keine Aktivierung

)7\ \ keine Aktivierung

Autoimmunerkrankungen, Krebs,
Transplantationstoleranz, Allergie

Abbildung 2: Periphere Toleranzmechanismen. Dargestellt sind verschiedene Mechanismen, die in der
Peripherie zu immunologischer Toleranz fiihren. Modifiziert aus [4].

1.2.2 T-Zell Anergie

Die Anergie ist ein inaktives Stadium der T-Zellen, das durch das Unvermdgen der
Zellen gekennzeichnet ist, als Antwort auf einen antigenen Stimulus zu proliferieren.
Anergie ist ein Mechanismus, der in vivo zur peripheren Toleranz fiihrt, das heiflit zur
Unterdriickung einer Immunantwort gegen korpereigene Antigene. Man unterscheidet
dabei die klonale Anergie und die adaptive Toleranz (in vivo Anergie). Erstere stellt
einen prinzipiellen Wachstumsblock dar, der durch unzureichende T-Zellaktivierung
ausgelost wird und nicht unbedingt im Verlust der Effektorfunktionen resultiert. Wird
diese T-Zelle im Folgenden vollstindig aktiviert, kann sie ihre Funktionen auch wieder

aufnehmen. Die adaptive Toleranz wird meistens in vivo durch eine Stimulation ohne
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Kostimulation initiiert. Wie bereits erwéhnt, erfordert die Aktivierung naiver T-Zellen
zweil unabhingige Signale, die die T-Zelle von derselben APC erhalten muss: Die
Bindung des spezifischen TCR an den von der APC angebotenen Peptid-MHC-
Komplex und die Bindung des kostimulatorischen Rezeptors CD28 auf der Oberflache
der naiven T-Zelle. Gewdhnliche Gewebezellen exprimieren zwar auch Peptid-MHC-
Komplexe, sie exprimieren jedoch in der Regel nicht das fiir die Kostimulation
notwendigen Oberflaichenmolekiile. Bindet eine T-Zelle an einen dieser Peptid-MHC-
Komplexe, so erhilt diese T-Zelle nur ein Aktivierungssignal. Das Ausbleiben des
kostimulatorischen Signals kann zu einer unzureichenden Aktivierung und damit zum
Zustand der adaptiven Toleranz (in vivo Anergie) der T-Zelle fithren [5]. Selbst wenn
die anerge T-Zelle danach auf eine APC mit kostimulatorischen Eigenschaften triftt, die
das spezifische Antigen der T-Zelle prisentiert, verbleibt sie im anergen Zustand.
Weiterhin ist dieser Zustand nicht IL-2-reversibel. Dieser Mechanismus trigt somit zur
peripheren Selbsttoleranz gegen eigene Gewebeantigene bei.

Eine wichtige Eigenschaft anerger T-Zellen ist ihr Unvermogen, IL-2 zu
produzieren und nach Kontakt mit ihrem Antigen zu proliferieren und zu
funktionsfahigen Effektorzellen zu differenzieren, was zur Reaktionsunféhigkeit von T-
Zellen gegeniiber eigenen Gewebeantigenen beitragt. Anerge T-Zellen sind zwar in
oben genannter Weise funktionell inaktiv, sie konnen allerdings trotzdem eine
suppressive Fahigkeit gegeniiber anderen T-Zellen besitzen [6]. Die Unterdriickung
erfolgt allerdings nicht iiber T/T-Zell-Interaktionen, sondern das Ziel der anergen T-
Zellen sind die APCs. Indem die anergen T-Zellen die APCs so regulieren, dass sie ihre
Féhigkeit zur T-Zell-Aktivierung verlieren, regulieren sie aktiv Immunantworten [7].
Anerge T-Zellen verfiigen iiber eine breite Palette an Regulationsmechanismen, die je

nach Situation kombiniert oder einzeln eingesetzt werden konnen [5].

1.2.3 Regulatorische T-Zellen

Natiirlich vorkommende regulatorische T-Zellen (Ty) sind reife CD4 -T-Helferzellen,
die die Fahigkeit besitzen, nach spezifischer Aktivierung andere T-Zellen in ihrer
Proliferation zu inhibieren und dadurch Immunantworten zu unterdriicken. Ihre
regulatorischen Eigenschaften entstehen nicht erst in der Peripherie, sondern entwickeln
sich bereits im Thymus [8]. Innerhalb der T.-Zellpopulation gibt es eine grofe
Heterogenitit. Ein geeigneter Marker fiir T.,-Zellen stellt die o-Kette des IL-2

Rezeptors (CD25) dar, obwohl das Merkmal selbst in keinem Zusammenhang zur
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regulatorischen Funktion zu stehen scheint. CD4'CD25" Treg-Zellen stellen einen Anteil
von ca. 1-3% der peripheren CD4'-T-Zellen dar. Charakteristisch fiir CD4'CD25"
Zellen ist die Expression von CTLA-4 und FoxP3. Sie proliferieren kaum nach TCR
Stimulierung in vitro, und ihr Wachstum erfolgt nur in Abhéngigkeit von exogenem IL-
219].

Zwei weitere T-Zell-Subpopulationen (T3 und T,1) gehoren zur Gruppe der so
genannten induzierbaren regulatorischen T-Zellen (iTy). Diese urspriinglich anergen T-
Zellen bleiben nach einer erneuten TCR-Stimulierung nicht im anergen Zustand (vgl.
1.2.2.1). Tu3-Zellen bilden daraufhin IL-4, IL-10 und TGF-B [10], und T.1-Zellen
sezernieren TGF-B in einer von IL-10 abhidngigen Art und Weise [11]. Durch die
Ausschiittung dieser Zytokinprofile sind diese T-Zellen in der Lage, normale sowie
autoreaktive T-Zell-Antworten zu unterdriicken. Dieser Mechanismus ist ein weiterer
Bestandteil peripherer Immuntoleranz. Induzierbare (iT.,) und natiirlich vorkommende
Tee-Zellen unterscheiden sich in der Art und Weise ihrer Entstehung und in ihrem
Wirkungsmechanismus. Wahrend Ty3- und T,1-Zellen durch die Ausschiittung von
Zytokinen (TGF-B bzw. IL-10) ihre regulatorische Funktion ausiiben, wirken natiirliche
Treg-Zellen durch einen bislang noch unzureichend verstandenen Mechanismus, der

einen Zell/Zell-Kontakt erfordert und scheinbar ohne Zytokine auskommt [12].

1.3 Tumore und das Immunsystem

Das Immunsystem hat nicht nur die Aufgabe, Krankheitserreger zu erkennen und zu
zerstoren, sondern es kontrolliert aulerdem korpereigene Zellen, die entarten, d.h. zu
Tumorzellen werden konnen. T-Zellen stellen als Hauptakteure der adaptiven
Immunabwehr die wichtigsten Immunzellen fiir die Uberwachung und Beseitigung von
entarteten Zellen bzw. Tumoren dar (immunosurveillance) [13, 14]. Im Falle einer
Krebserkrankung hat das Immunsystem das Problem der Selbst/ Nichtselbst-Erkennung,
da es sich bei den Krebszellen zwar um entartete, aber immer noch um korpereigene
Zellen handelt. Es sind bisher zahlreiche Tumorantigene identifiziert worden [15, 16],
die von T-Zellen erkannt werden. Man unterscheidet dabei spezifische Tumorantigene,
die durch Mutation oder Translokation von zelluliren Genen entstehen (z.B. das
leukdmische Fusionsprotein ber-abl) und Tumor-assoziierte Antigene (TAAs). TAAs
sind Antigene, die auch auf anderen Zellen vorkommen (z.B. Differenzierungsantigene

oder normale Antigene, die auf dem Tumor liberexprimiert sind). Obwohl diese Tumor-
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und Tumor-assoziierten Antigene eine anti-Tumor-Reaktion in vitro und in vivo
ausldsen konnen, entsteht eine spontane Reaktion gegen einen etablierten Tumor nur in
Ausnahmefillen. Man kann vermuten, dass die Ausbreitung von Tumorzellen vom
Immunsystem nicht als ,,gefdhrlich® angesehen wird. Da Tumorantigene stets mit
Selbstantigenen assoziiert sind, ist die Aktivierung tumorantigen-spezifischer T-
Effektorzellen und die Prdsentation der Tumorantigene sowie die Kostimulation
suboptimal. Somit wiirde eher die Induktion immunregulierender T-Zellen begiinstigt,
was schlieBlich zur Tumorimmunitét fiihrt.

Wie genau die komplexen Reaktionen des Immunsystems auf die Entstehung eines
Tumors ablaufen, ist noch zu grofen Teilen ungekldrt. Wahrscheinlich ist jedoch, dass
beide Systeme (Tumorgewebe und Immunsystem) sich gegenseitig beeinflussen.
Strausberg [17] nimmt diesbeziiglich drei Phasen an, die schlieSlich zur Immuntoleranz
filhren: 1. Eliminierungsphase, 2. Gleichgewichtsphase und 3. Tumorimmunitit. In der
ersten Phase versucht das Immunsystem, das Tumorgewebe zu beseitigen. Wenn dies
nicht moglich ist, tritt die 2. Phase ein, in der sich das Tumorgewebe stindig unter dem
Einfluss bzw. Selektionsdruck des Immunsystems befindet und sich durch genetische
Verdnderungen anpasst. Mehrere ,,Runden” der Selektion und Anpassung fiihren
schlieBlich zu erhohter Tumorimmunitit und zur 3. Phase, in der sich der Tumor trotz
eines intakten Immunsystems ungehindert ausbreiten kann (Toleranz des

Immunsystems) [17].

1.3.1 Mechanismen der Immunevasion (,immune escape”)

Die meisten Tumore unterliegen scheinbar keiner Kontrolle durch das Immunsystem. In
Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass sich bei Miusen, die keine Lymphozyten
besitzen, die Tumorhdufigkeit kaum von der normaler Kontrolltiere unterscheidet [18].
Dasselbe gilt fiir Menschen mit einem Mangel an T-Zellen. Da es jedoch mdglich ist,
eine spezifische anti-Tumor-Immunantwort in vitro zu induzieren [19] und vereinzelt
auch tumorspezifische T-Zellen in vivo gefunden wurden [20], vermutet man, dass die
Tumorzellen diverse Mechanismen entwickelt haben, der immunosurveillance zu

entkommen [21]. Einige dieser Mechanismen sind im Folgenden zusammengefasst:
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—> Unzureichende Aktivierung von T-Zellen durch den Tumor [22-25]
e unzureichende oder fehlende Kostimulation durch die Tumorzellen
e verminderte Expression von MHC-Klasse I/II Molekiilen auf der Oberfldche der
Tumorzellen
e fehlende Adhisionsmolekiile der Tumorzellen
e defekte Antigenprisentation, z.B. verminderte Expression von TAAs
- Expression immunsuppressiver Molekiile durch den Tumor [26, 27]
e 7.B. Zytokine (TGF-8, IL-10, VEGF)
—> Toleranzmechanismen des Immunsystems (vgl. Abbildung 2) [28-32]
e T-Zell Deletion
e Induktion von Anergie
e Regulatorische T-Zellen
- Apoptose-Resistenz/ Tumor Counterattack [33, 34]
e Expression anti-apoptotischer Molekiile
e Runterregulierung pro-apoptotischer Molekiile

e Expression von Todesrezeptorliganden (z.B. CD95L)

Es gibt also eine Vielzahl von Strategien, mit denen sich Tumore dem Immunsystem
entziehen konnen. Eine Hauptursache flir das Unvermdgen des Immunsystems, die
Tumorzellen zu erkennen, ist die Tatsache, dass Tumore aus einem Teil des eigenen
Gewebes entstehen, und daher hauptséchlich ,,Selbstantigene* tragen, gegen die die T-
Zellen tolerant sind. Daher stellen Toleranzmechanismen eine Hauptursache fiir eine

fehlende anti-Tumor-Immunantwort dar.

1.4 Akute myeloische Leukamie (AML)

Bei der akuten myeloischen Leukdmie (AML) handelt es sich um eine Erkrankung, der
eine maligne Entartung von himatopoetischen Stammzellen oder auch frithen unreifen
myeloischen Vorlduferzellen der normalen Blutbildung zugrunde liegt. Die
leukdmischen Zellen verlieren dabei die Féahigkeit der Ausreifung zu funktionsfihigen
Blutzellen, und sie entziechen sich den normalen Kontrollmechanismen von
Zellwachstum- und Differenzierung (Differenzierungsblock). Es kommt zur Expansion
der leukdmischen Zellpopulation und zur Verdringung der normalen Blutbildung im

Knochenmark. Die Folgen sind eine dramatische Verminderung der Erythrozyten,
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Leukozyten und Thrombozyten. Die betroffenen Patienten leiden an einer schweren
Anémie, haben eine hohe Infektanfilligkeit und neigen zu starken Blutungen. Pro Jahr
erkranken etwa 2-3 von 100.000 Menschen an AML, wobei die Erkrankungshiufigkeit
mit dem Alter ansteigt. Die bisherige Therapie der AML ist darauf ausgerichtet, die
leukdmischen Zellen zu zerstoren und die normale Blutbildung wieder herzustellen. Mit
Hilfe intensiver Chemotherapickombinationen kann heute bei etwa 60-80% der
Patienten die Leukidmiezellpopulation voriibergehend unterdriickt werden, sodass eine
so genannte Remission, d.h. eine Krankheitsfreiheit vorliegt. In der Mehrzahl aller Félle
kommt es jedoch nach wenigen Monaten bis einigen Jahren zu einem Riickfall
(Rezidiv) der Erkrankung mit einem letztlich tddlichen Verlauf. In einigen Fillen
erfolgt eine autologe oder allogene Stammzelltransplantation. Eine dauerhafte
Krankheitsfreiheit und endgiiltige Heilung ist derzeit nur bei etwa 30-40% aller intensiv
behandelten Patienten erreichbar [35].

Die AML ist keine einheitliche Erkrankung. Eingeteilt wird sie anhand genetischer,
immunologischer und &ufBlerer Zellmerkmale. Der Vorschlag der neuen WHO-

Klassifikation fiir akute myeloische Leukédmien unterscheidet folgende Kategorien [36]:

e AML mit wiederkehrenden zytogenetischen Aberrationen (t(8;21)(q22;q22);
t(15;17)(q22;921); inv16(p13;922); (v;11923))
e AML mit Myelodysplasie-assoziierten Merkmalen
- AML mit vorangegangenem MDS (myelodysplastisches Syndrom)
- AML mit multilinedrer Dysplasie ohne vorangegangenes MDS
e AML, therapieassoziiert
- Assoziation mit Alkylantientherapie
- Assoziation mit Topoisomerase Typ-II

e AML, nicht anderweitig spezifiziert

Die FAB-Klassifikation (French-American-British) teilt die akuten myeloischen
Leukémien vor allem aufgrund &ufBlerer mikroskopisch sichtbarer Merkmale in acht
Untergruppen ein (MO - M7, Abbildung 3) [36]. Nach der Einteilung der Leukdmien

richtet sich in vielen Féllen auch die Auswahl der Therapie [37].
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Abbildung 3: Einteilung der AML nach der FAB-Klassifikation. Die FAB-Klassifikation unterteilt die
AML in acht verschiedene Gruppen (M0-M7) nach ihrer Abstammung und ihrem Differenzierungsgrad [Q].
CFU-GEMM: colony forming unit der Granulozyten, Erythrozyten, Megakaryozyten, Makrophagen; CFU-
GM: colony forming unit der Granulozyten und Makrophagen; CFU-M: colony forming unit der
Makrophagen; CFU-G: colony forming unit der Granulozyten; BFU-E: burst forming unit der Erythrozyten;
CFU-Meg: colony forming unit der Megakaryozyten [38].

Tabelle 1: Beschreibung der FAB-Klassifikation

FAB-KIlassifikation AML-Subtyp

MO AML ohne Ausreifung

M1 AML mit minimaler Ausreifung

M2 AML mit Ausreifung

M3 Akute Promyelozytenleukdmie

M4 Akute myelomonozytire Leukdmie

Mba Akute Monoblastenleukdmie ohne Ausreifung
Mb5b Akute Monoblastenleukdmie mit Ausreifung
M6 Akute Erythroleukdmie

M7 Akute Megakaryozytenleukdmie
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1.4.1 AML als Modellerkrankung fur T-Zelldysfunktion

Bei der AML handelt es sich um eine Krebserkrankung der myeloischen Reihe der
Hamatopoese, bei der die T-Zellen nicht direkt von der malignen Transformation
betroffen sind. Immunbiologische Untersuchungen der Leukédmie-Wirt-Wechsel-
bezichungen haben gezeigt, dass ,,immune escape* Mechanismen sowohl die autologe
antileukdmische Immunantwort als auch immuntherapeutische Behandlungsversuche
negativ beeinflussen konnen [39]. Dabei kommt neben der Antigenmodulation und
unzureichender Expression kostimulatorischer Molekiile den humoralen inhibierenden

Faktoren sowie insbesondere peripheren Toleranzmechanismen eine grofle Bedeutung

zu [40].

Unvollstéandige Immunosuppressive Induktion von
Aktivierung 16sliche Faktoren Treg Zellen

x)

Anergie/ Inhibition Suppression

o

Fehlende
Kostimulation '

O
OO
OO

&

Abbildung 4: Mdgliche ,immune escape“ Mechanismen der AML-Blasten. Blast: primadre AML-Zelle;
T: T-Zelle; Treq: regulatorische T-Zelle

@*

Da die Tumorlast bei Leukimiepatienten bis zu 1 kg (= 10'* Zellen) betragen kann
und die entarteten Zellen in direktem Kontakt zu den peripheren T-Zellen stehen,
besteht eine Situation der chronischen Antigen-Stimulation. Verschiedene
experimentelle Modellsysteme haben hierfiir die antigen-spezifische Immunantwort in
der Situation der chronischen Antigen-Stimulation untersucht [41, 42]. Es konnte
gezeigt werden, dass periphere Toleranz in T-Zellen nicht nur iiber klonale Deletion
oder Ignoranz, sondern im Wesentlichen {iber die Induktion von Anergie erzielt wird.
Hierbei wurden anerge CD4" und CD8" T-Zellen als regulatorische Zellen identifiziert,
die unter anderem iiber Interleukin-10 eine weitere Aktivierung von naiven T-Zellen
verhindern konnen [41, 42]. Anerge, regulatorische T-Zellen scheinen aber fiir die
Aufrechterhaltung ihrer Funktion die chronische Stimulation mit ihrem Antigen zu
bendtigen. Damit sind die Ergebnisse dieser Modellsysteme auch fiir die

immunologische Situation der Leukdmie mit leukdmie-spezifischer Toleranz autologer
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T-Zellen von besonderer Bedeutung. Derartige immunregulatorische Mechanismen, die
zur Induktion von leukdmie-spezifischer Toleranz fiihren konnen, sind bei Leukidmie-

Patienten bisher nicht untersucht worden.

1.5 Aufgabenstellung

Wihrend konventionelle Therapieansédtze immer noch unzureichende Langzeiterfolge in
der Behandlung der akuten myeloischen Leukdmie (AML) hervorbringen, stellen
immuntherapeutische Konzepte einen vielversprechenden Ansatz dar. Weitgehend
unklar ist jedoch, warum die immunologische Erkennung und Zerstorung der
Leukdmie-Zellen in vivo nur unzureichend funktioniert. Daher soll im Rahmen dieser
Arbeit die gestorte T-Zellantwort gegen die Leukdmiezellen mit zell- und
molekularbiologischen Methoden bei Patienten mit AML untersucht werden. Es wird
vermutet, dass potentiell leukdmie-reaktive T-Zellen in vivo nur unzureichend durch die
AML-Blasten aktiviert werden und /oder immunregulatorische Mechanismen zur
Induktion von spezifischer peripherer Toleranz fiihren. Weiterhin sollen im Rahmen
dieser Arbeit Leukdmiezellen aus peripheren mononukledren Blutzellen in vitro zu
Leukémiezellen mit dendritischer Differnzierung (AML-DC) generiert werden. Mit
Hilfe dieser AML-DCs soll die gestorte Tumor/T-Zellinteraktion im Hinblick auf die
Immundysregulation untersucht werden. Die Untersuchung der immunregulatorischen
Funktionen schlieft funktionelle Untersuchungen (Proliferationsassays, Zytotoxizitits-
assay, Zytokinproduktion), sowie eine molekulare Analyse der T-Zellen ein. Im
Rahmen dieser Arbeit sollen erstmalig T-Zellen aus AML-Patienten im Vergleich zu T-
Zellen gesunder Spender unter Einsatz von c¢cDNA Genexpressions- Microarrays
differentiell untersucht werden, um so relevante Schliisselgene und molekulare
Mechanismen der Immundysregulation zu identifizieren. Einzelne differentiell
exprimierte Kandidatengene sollen mittels Realtime RT-PCR analysiert werden.

Die Identifizierung der molekularen und zelluldren Grundlagen peripherer Toleranz
und Immunregulation sind Gegenstand aktueller Forschung. Es ist davon auszugehen,
dass ein besseres Verstindnis der Immunregulation bei Leukdmie-Patienten
therapeutisch fiir die Induktion einer effektiven spezifischen Immunantwort genutzt

werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Blutproben

Das Blut der gesunden Kontrollen stammt von freiwilligen Spendern unterschiedlicher
Altersgruppen. Die Entnahme des Blutes der AML-Patienten unterlag dem Ethikvotum
der Medizinischen Hochschule Hannover (Nr. 3375). Die Patienten wurden iiber die
Teilnahme an dieser Studie &rztlich aufgekldrt und stimmten der Entnahme und
Weiterverarbeitung ihres Blutes schriftlich zu. Die Blutentnahme erfolgte generell unter
arztlicher Aufsicht und unter Verwendung von Einwegspritzen mit Heparin. Die
entnommene Blutmenge betrug zwischen 10 und 40 ml. Alle Spender erfiillten
bestimmte gesundheitliche Kriterien, um eine moglichst homogene, von individuellen,
immunrelevanten, gesundheitlichen Aspekten unbelastete Referenz zu gewaihrleisten.
So durften die Spender keine akuten Entziindungen, Allergien oder

Autoimmunerkrankungen aufweisen.

Tabelle 1: Patientencharakteristika

Patient Sex Geb. ED FAB Zytogenetik Blastenanteil
1 m 1931 09/2003 M4 - 75%
2 w 1953 07/2004 M5 FLT3ITD 70%
3 m 1942 03/2001 M2 - 80%
4 w 1960 04/2000 M4eo inv (16) 80%
5 m 1938 01/1999 M4 - 80%
6 w 1938 04/2000 M2baso t (8;21) n.b.
7 w 1948 11/2002 M4eo inv (16) 32%
8 m 1968 01/2004 M1 - 77%
9 m 1937 04/2004 M2 t(8;21) 67%
10 m 1934 02/2004 M1 - 75%
1 w 1960 03/2003 M2 t (8;21) 40%
12 w 1958 01/2004 M1 - 75%
13 m 1934 07/2004 M5 FLT3ASP 68%
14 w 1939 07/2004 M1 - 89%
15 m 1935 06/2004 MO - 62%
16 m 1972 06/2004 M1 - 74%
17 w 1934 11/2005 MO FLT3ITD 89%
18 m 1932 09/2005 M2 - 29%
19 w 1932 01/2004 M7 - 92%

20 w 1968 04/2005 M2 - n.b.

Erlauterungen: Sex: Geschlecht; m: mannlich; w: weiblich; Geb.: Geburtsjahr; ED: Erstdiagnose und
Probenentnahme; FAB: FAB (French-American-British)-Klassifikation der Leukamie, Blastenanteil: im
peripheren Blut; n.b.: nicht bekannt

2.1.2 Zelllinien
e HL-60: akute myeloische Leukdmie FAB-Typ M2
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode um DNA-Fragmente voneinander zu
trennen und zu identifizieren. Zur Herstellung eines Gels 16st man Agarose (Biozym)
durch Aufkochen in TBE-Puffer. Um die DNA sichtbar zu machen, gibt man
Ethidiumbromid (Sigma) hinzu, das in die DNA interkaliert und unter UV-Licht
sichtbar ist. Beim Erkalten des Gels polymerisiert die Agarose und das Gel wird fest.
Die DNA wird nach Zugabe von DNA-Ladepuffer in die Taschen des erkalteten Gels
pipettiert und eine Spannung angelegt. Die aufgrund ihrer Phosphatreste negativ
geladene DNA lduft im elektrischen Feld zum Pluspol, wobei kleine Fragmente
schneller und dadurch weiter im Gel laufen als gréBere. Durch Vergleich mit einem
GroBenstandard (50 bp-DNA Ladder, Invitrogen) konnen die erhaltenen DNA-Banden

zugeordnet werden. Es wurden fiir diese Arbeit 2%ige Agarosegele verwendet.

e TBE-Puffer: 10,8 g Tris, 5,5 g Borat, 0,75 g EDTA »auf 1 I mit H,O auffiillen;
pH=38,3

e 5x DNA-Ladepuffer: 11 g Sucrose, 9 ml EDTA (0,1 M), 250 ul Bromphenolblau
(10% (m/v)) » auf 10 ml mit H,O auffiillen.

2.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA mit Trizol

Die Gesamt-RNA wurde mit ,, TRIZOL Reagent® (Invitrogen) aus den Zellen isoliert.
Dazu wurden die Zellen bei 800xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 1 ml TRIZOL Reagent® resuspendiert. Wihrend einer 10 miniitigen
Inkubation wurden die Zellen aufgeschlossen. Nach Zugabe von 200ul Chloroform
(Sigma), 15 sec kréftigem Schiitteln, 15 min Inkubation bei Raumtemperatur und
anschlieBender Zentrifugation (15 min, 14000xg, 4°C) trennte sich das Lysat in eine
organische und eine wiéssrige Phase auf. Die klare, wassrige Oberphase, in der sich die
RNA befindet, wurde vorsichtig abgezogen und in ein neues Reaktionsgefal} {iberfiihrt.
Zur Prézipitation der RNA wurde nun das gleiche Volumen an Isopropanol (J.T. Baker)
hinzugegeben, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und erneut fiir 15 min, 14000xg
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstindig abgesaugt und das Pellet
zweimal mit 500 pl 75% Ethanol gewaschen. Anschlieend wurde das Pellet getrocknet
und durch zehnminiitiges Erwérmen auf 56 °C in 10-20 ul DEPC-H,0 (Sigma) gelost.



Material und Methoden 16

2.2.3 Isolierung von Gesamt-RNA mit dem RNeasy Mini Kit

Die Isolierung der RNA aus < 5%10° Zellen erfolgte mit Hilfe von Siulen, an deren
Fiillmaterial die RNA bindet. Die Durchfiihrung wurde mit Hilfe des ,,RNeasy Mini
Kit*“ (Qiagen) ausgefithrt und erfolgte nach Herstellerangaben. Das Eluat wurde
anschlieBend mit 2 pl LPA (0,5 pg/pl, Ambion), 50 ul (0,5 Vol.) 7,5M NH4OAc
(Sigma) und 375 pul (2,5 Vol.) vorgekiihltem, absoluten EtOH {iber Nacht bei -70°C
gefillt, 45 min bei 14.000xg und 4 °C zentrifugiert, zweimal durch Zugabe von 80 %
EtOH (-20 °C) gewaschen und durch zehnminiitiges Erwdrmen auf 56°C in 10ul DEPC-
H,O resuspendiert.

2.2.4 Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA

Die Konzentration von RNA/DNA wurde photometrisch iiber eine OD-Messung bei
260 nm bestimmt (BioPhotometer, Eppendorf). Dazu wurde die Probe 1:100 mit TE
verdiinnt und gegen TE gemessen. Nur ODys-Werte zwischen 0,1 und 1 sind
aussagekriftig, wobei eine OD»p=1 ca. 40 png RNA/ml und 50pg DNA/ml entspricht.
Zur Uberpriifung der Reinheit der Probe wurde zusitzlich noch die OD,gq bestimmt. Fiir

proteinfreie RNA-Proben liegt der Quotient aus OD;6o/OD3g9 zwischen 1,8 und 2,0.

e TE-Puffer (10/1): 0,5 ml Tris-HCI1 (2 M ; pH 7,4), 20 ul EDTA (0,5 M; pH 8,0)
» auf 100 ml mit H,O auffiillen

2.2.5 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription

Durch die Reverse Transkription ist es moglich RNA in cDNA umzuschreiben. Um aus
Gesamt-RNA nur die mRNA in ¢cDNA umzuschreiben, verwendet man Oligo-dT-
Primer, die an den Poly-A"-Schwanz der mRNA binden. In Gegenwart dieser Primer
synthetisieren Reverse Transkriptasen die komplementire DNA. Bis zu 5 ug der
Gesamt-RNA werden mit DEPC-H,0 auf 9 pl aufgefiillt und zunéchst fiir 10 min auf
70°C erhitzt, um Sekundirstrukturen der RNA aufzul6sen. AnschlieBend wurde der
Ansatz 2 min auf Eis abgekiihlt. Nachfolgend wurden 11ul eines Synthese-Mix
zugegeben und der Ansatz bei 42°C eine Stunde im Thermocycler (T3, Biometra)

inkubiert.



Material und Methoden 17

Reaktionsansatz:

4 ul  5x First Strand Buffer (Invitrogen)

2yl 0,1 MDTT (Invitrogen)

1yl 25 mM dNTPs (Invitrogen)

1yl Random-Primer (0,18 pg/ul; Amersham Bioscience)
1yl RNase Block (Stratagene, USA)

1yl BSA (2,5 mg/ml; Amersham Bioscience)

1yl MMLV-RT (Invitrogen)

11yl Summe

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reverse Transkriptase durch flinfminiitiges

Erhitzen auf 95°C inaktiviert.

2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kann man gezielt spezifische DNA-
Fragmente in groen Mengen amplifizieren. Die Amplifikation der DNA lauft stets von
5' nach 3' (bezogen auf die Primer). Dabei erstellt eine hitzestabile DNA-Polymerase
einen komplementdren Strang zum Template. Der PCR-Prozess besteht aus drei
Schritten: 1. Denaturierung (Erhitzen der Probe auf 94-98°C zur Trennung der
Doppelstrang-DNA in zwei Einzelstrange); 2. Annealing (Hybridisieren der Primer mit
dem Template); 3. Elongation (Synthese einer doppelstringigen DNA durch die
Polymerase). Es werden ca. 30 PCR-Zyklen durchgefiihrt, die von einem Thermocycler
gesteuert werden. Da die Komplementierung an beiden DNA-Striangen der Ausgangs-
DNA ablduft, wird in jedem Zyklus die Menge an DNA verdoppelt (exponentielles
Wachstum).

2.2.6.1 Standard-PCR zur Amplifikation der AML-Marker

Die Amplifikation der AML-Marker WT-1, Proteinase-3, RHAMM und PRAME
erfolgte nach einem Standardprotokoll mit der Tag-Polymerase von Invitrogen mit
folgenden Primern (MWG-Biotech GmbH): WT-1: 5’-ATT CAG GAT GTG CGA
CGT GTG, 3’-TGG CGG ACT AAT TCA TCT GAC C (403 bp); Proteinase-3: 5’-
GAG CCC ACC CAG CAG CACT, 3’-GAA GAA GTC AGG GAA AAG GCG (419
bp); RHAMM: 5’-CAA AAG GAG GAA CAA GCT GAA AG, 3’-CTT GTT GCT
TGA GTT GGT TCT G (474 bp); PRAME: 5’-GTG CTT GAT GGA CTT GAT GTG
GCT, 3’-TCA ATA GAG TCC AGC TGC ACC AT (409 bp). Die cDNA wurde mit

dem Mastermix im Thermocycler (T3, Biometra) 5 min bei 94°C erhitzt, anschlieSend
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folgten 34 Zyklen von 94°C (45 sec), 61°C (1 min) und 72°C (1 min). AbschlieBend

wurde der Reaktionsansatz fur 10 min auf 72°C erhitzt.

Reaktionsansatz:

2l cDNA (1:10)
2yl Primermix (5 pmol/ul; MWG-Biotech GmbH)
2yl 10x Puffer (Invitrogen)
0,6 yI - 50 mM MgCl; (Invitrogen)
0,4yl 10 mM dNTPs (Invitrogen)
0,1yl Tag-Polymerase (Invitrogen)
129yl HO

20 I Summe

2.2.7 Realtime RT-PCR

Die Realtime RT-PCR ermoglicht die relative Quantifizierung von DNA. Durch den
Einsatz von cDNA kann die Expression verschiedener Gene auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden. Die Besonderheit dieser Technik liegt in der Fahigkeit, die
Neubildung von DNA mit Hilfe eines speziellen Detektionssystems schrittweise in
,Echtzeit (real time) zu verfolgen. Zur Detektion der neugebildeten DNA wird dem
PCR-Ansatz SybrGreen zugesetzt, der in doppelstringige DNA interkaliert. Die
Quantitidt eines PCR-Produktes wird tiiber eine Standardreihe abgeglichen. Um
sicherzustellen, dass gleiche Mengen an Template ecingesetzt werden, erfolgt eine
Normalisierung iiber das housekeeping-Gen RPS-9 (ribosomales Protein S9). Die
Durchfithrung erfolgte mit Hilfe des ,,Brilliant SybrGreen Quantitative PCR Core
Reagent Kits* von Stratagene.

2.2.7.1 Erstellen einer Primermatrix

Fiir die Optimierung einer Realtime RT-PCR ist es erforderlich, das optimale 5°-3’-
Primerverhaltnis zu ermitteln. Dafir wird eine Primermatrix erstellt, bei der
verschiedene Konzentrationen (50 nM, 300 nM, 900 nM) und Kombinationen beider
Primer getestet werden. Es werden jeweils 20ul des Reaktionsansatzes als Dublikat in
optische PCR-Réhrchen (MicroAmp®, Perkin Elmer) vorgelegt und 30pl MasterMix
(Stratagene) hinzugefiigt.
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MasterMix:

5 ul | 10x Puffer

2,5 ul | MgCl;
2yl [ dNTPs
8 ul | Glycerol

1,5yl | DMSO

0,75 ul | Reference dye (1:50)
5 ul | SybrGreen (1:2000)
0,5 pl | Sure Star Tag-Polymerase
4,75 pl | H.O

30 pl | Summe

2.2.7.2 Durchfiihrung der Realtime RT-PCR

Zur Optimierung einer Realtime RT-PCR wird im Vorfeld eine Standard-PCR
durchgefiihrt (siche 2.2.6.1). Die dabei entstehenden Produkte werden mittels der
Gelelektrophorese aufgetrennt und der Verdiinnungsfaktor fiir die cDNA zum Einsatz in
der Realtime RT-PCR anhand des Gelfotos abgeschitzt. Eine Verdiinnung der cDNA ist
zum Teil erforderlich, damit die Signale im linearen Bereich der Standardgerade
bleiben. Die Template-DNA, sowie die ermittelte Primerkombination werden jeweils
auf 10pul mit H,O verdiinnt und in der Reaktion eingesetzt. Fiir die Standardgerade wird
ein Mix (T-Mix) aus allen cDNAs hergestellt. Dabei werden Volumina zwischen 3pul
und 0,01ul der cDNA eingesetzt. AnschlieBend werden 30ul des Realtime-PCR-Mix
(vgl. 2.2.7.1) hinzugegeben. Die Proben werden mit dem ,,GeneAmp PCR System

5700 (Perkin Elmer) vermessen.

e Temperaturprotokoll: 10 min (95°C), 40 Zyklen von 15 sec (95°C) und 1 min
(55-58°C).

Tabelle 2: Primer fiir die Realtime RT-PCR

Gen Sequenz GréBe [bp] | T[°C]
IL-10 5 CCC TAACCT CAT TCCCCAACCAC 3 135 58
5 CCG CCT CAG CCT CCCAAAGT ¥
ID2 5" CACCAGAGACCCGGGCAGAACCAG 3 137 58
5 TTTCACGCACAGCTCAATCTACAG 3
CCR4 5 CAGGGGCCTTTTTGTGCTC 3 91 54
5 CAT GGT GGA CTG CGT GTAAGATJ
CCR2 5 GGATTG CCC CAC TCCAAAAACC 3 135 54
5 GAC TGG CTT CAG GGG CTCTGC 3
CTLA-4 5 TGC AGC AGT TAGTTC GGG GTTGTT & 128 58
5 CTGGCTCTGTTGGGG GCATITTC3
RPS-9 5 CGC AGG CGC AGACGGTGGAAGC 3 92 58
5 CGAAGG GTCTCC GCG GGG TCACATZ
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2.2.8 cDNA-Synthese fur Microarray-Technologie (1.Runde)

Als erster Schritt einer linearen Amplifikation der mRNA wurde diese in
doppelstringige cDNA umgeschrieben. Als Ausgangsmaterial wurde die Gesamt-RNA
aus ca. 150.000 Zellen eingesetzt. Als Primer fiir die Erststrang-cDNA-Synthese, die
einer reversen Transkription entspricht, wurde ein T7dT,3-Primer (5’-GGC CAG TGA
ATT GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGG CGG TTT TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTV-Wobbles-3’) eingesetzt. Dieser 63 Nukleotide lange Primer besitzt an seinem
3’-Ende einen Oligo-dT-Bereich und am 5’-Ende zusitzlich eine Promotorregion fiir
eine T7-RNA-Polymerase. Durch den Oligo-dT-Primer wird gewihrleistet, dass
ausschlieflich mRNA-Molekiile von einer primerabhédngigen reversen Transkriptase
(SuperScript Il, Invitrogen) in ¢cDNA umgeschricben werden, da eukaryontische
mRNAs einen Poly-A-Schwanz besitzen. Folgender Reaktionsansatz wurde fiir die

Erststrang-cDNA-Synthese verwendet:

Reaktionsansatz fiir das Primer-Annealing:

x ul | total-RNA
11 — x yl | DEPC-Wasser (Invitrogen)
1yl | T7dT23 Primer (100 pmol/ul, Eurogentec bzw. Metabion)

12 pyl | Summe

Der Ansatz wurde im Thermocycler 10 min auf 70 °C erhitzt, um Sekundirstrukturen
der RNA-Molekiile zu beseitigen und anschlieBend 10 min auf Eis abgekiihlt. Dabei
konnen sich die Oligo-dT-Primer an die Poly-A-Regionen der mRNA-Molekiile

anlagern. Anschliefend wurden zum Ansatz 8 ul folgenden Mastermixes zugegeben:

Reaktionsansatz fiir die Erststrangsynthese:

4 yl | 5x First Strand Buffer (Invitrogen)

1 ul | 10 mM dNTP-Mix (Invitrogen)

2 ul | 0,1 M DTT (Invitrogen)

1 ul | 200 U/ul Superscript Il (reverse Transkriptase; Invitrogen)

8 ul | Summe

Der Ansatz wurde 60 min bei 42 °C inkubiert. Danach wurden flir die
Zweitstrangsynthese der cDNA 91 ul DEPC-Wasser und 39 ul folgenden Mastermixes

zum Reaktionsansatz hinzugefiigt:
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Reaktionsansatz fiir die Zweitstrangsynthese:

30 pl | 5x Second Strand Buffer (Invitrogen)
3 pl | 10 mM dNTP-Mix (Invitrogen)
1yl | 10 U/ul E. coli DNA-Ligase (Invitrogen)
4 yl | 10 U/ul DNA-Polymerase | (Invitrogen)
1 ul | 2 U/ul RNase H (Invitrogen)

39 yl | Summe

Die RNase H ldsst durch teilweisen Abbau der mRNA kurze RNA-Fragmente, die noch
an den neusynthetisierten cDNA-Einzelstrang gebunden sind, zuriick. Diese RNA-
Fragmente dienen der Polymerase I als Primer fiir die Synthese des zweiten cDNA-
Stranges. Die Zugabe artifizieller Primer wird dadurch tiberfliissig. Der Ansatz wurde
bei 16 °C fiir 2 h inkubiert, anschlieBend wurden 2 pul T4-DNA-Polymerase (5 U/pl,
Invitrogen) zugegeben und fiir weitere 10 min bei 16 °C inkubiert.

Die T4-DNA-Polymerase hat neben einer 5’—3’-DNA-Polymerase-Aktivitidt noch
eine 3’—5’-Exonuclease-Aktivitit und dient daher zum Abbau kurzer 3’-Uberhinge
bzw. zum Auffiillen noch bestehender 5’-Uberhinge, wodurch die nun doppelstringige
cDNA ,glatte Enden” (engl.: blunt ends) erhilt. SchlieBlich wurden 10 ul EDTA

(0,5 M) hinzugegeben, um samtliche Reaktionen zu stoppen.

2.2.9 Aufreinigung von cDNA

Die ¢cDNA wurde im Anschluss nach Zugabe von 2 ul LPA (0,5 pg/ul, Ambion) mit
Hilfe einer Phenol/Chloform/Isoamylalkohol-Extraktion (81 ul Phenol und 81 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)), zur besseren Phasentrennung unter Verwendung
von ,,PhaseLock Gel™ Tubes* (Eppendorf), aufgereinigt. Durch eine Ethanolfillung
(0,1 Vol. 3 M NaAc (Sigma) und 2,5 Vol. absolutes Ethanol (-20 °C)) wurde die cDNA
préazipitiert, zweimal durch Zugabe von je 500 pl 80 % EtOH (-20 °C) gewaschen und
das Pellet wurde schlieSlich nach Trocknung in 8 pl DEPC-H,O resuspendiert.

2.2.10 In vitro Transkription (1. Runde)

Da nach der cDNA-Synthese alle cDNA-Molekiile einen T7-Promotor besitzen, konnen
sie mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase in cRNA transkribiert werden. Hierzu wurde das
,,Ribomax™ Large Scale RNA Production System - T7* (Promega) verwendet. Wihrend
dieser Reaktion findet die erste lineare Amplifikation des urspriinglichen Transkriptoms
statt, da die cDNA eines Gens mehrfach von der T7-Polymerase abgelesen werden

kann. Die entstehenden cRNA-Molekiile sind in Bezug auf die urspriingliche mRNA
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antisense orientiert und weisen keinen T7-Promotor mehr auf, da dieser nicht mit
transkribiert wird. Da es keinen genspezifischen Primer fiir die Reaktion gibt, sind alle
cDNA-Molekiile hinsichtlich ihrer Transkriptionshaufigkeit gleichberechtigt. Auf diese
Weise kann verhindert werden, dass die cDNA-Population eines bestimmten Gens
exponentiell hochamplifiziert wird. Fiir die in vitro Transkription fand folgender

Reaktionsansatz Verwendung;:

Reaktionsansatz:

4 ul | 5x T7 Transcription Buffer (Promega)
6 pl | 100 mM rNTP-Mix (Promega)
2 yl | T7-Enzyme -Mix (enthalt T7-RNA Polymerase, Promega)

12 pl | Summe

Zu diesem Ansatz wurden 8 ul cDNA aus Abschnitt 2.2.9 gegeben das
Reaktionsgemisch wurde im Thermocycler 9 h bei 37 °C inkubiert.

Es folgte die Aufreinigung der nun vorliegenden cRNA aus dem Reaktionsgemisch
mit Hilfe des ,,RNeasy Mini Kits* (Qiagen) und anschlieBender Ethanolprazipitation
(vgl. 2.2.3). Die cRNA wurde schlieBlich in 13 ul DEPC-Wasser aufgenommen und

photometrisch vermessen.

2.2.11 cDNA-Synthese (2. Runde)

Aufgrund der geringen Menge an Ausgangsmaterial wurde die erhaltene cRNA aus
Abschnitt 2.2.10 in einer zweiten Amplifikationsrunde flir eine weitere reverse
Transkription eingesetzt. Der prinzipielle Ablauf ist dabei dhnlich, wie in Abschnitt
2.2.8. Statt der T7dT23 Primer wurden in diesem Fall allerdings ,,random Hexamers*
eingesetzt, da die Molekiile des cRNA Pools nun antisense orientiert sind und anstatt
der Poly-A-Sequenz der mRNA nun eine Poly-U-Sequenz aufweisen. Fiir die Reaktion

wurde maximal 1 ug cRNA eingesetzt.

Reaktionsansatz fiir das Primer-Annealing:

x ul | cRNA (max. 1ug)
11 —x pl | DEPC-H20 (Invitrogen)

1yl | 1 ug/ul Random Hexamer Primer (Invitrogen)

12 yl | Summe
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Die cRNA wurde zusammen mit den Primern 10 min bei 70 °C inkubiert und
anschlieBend 10 min auf Eis abgekiihlt. Der Reaktionsansatz fiir die Erststrangsynthese
ist identisch mit dem aus Abschnitt 2.2.8. Nach 60 min Inkubation bei 42 °C wurde 1 pl
RNase H (2 U/ul) zugegeben und weitere 20 min bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung
des Enzyms erfolgte durch 5-miniitiges Erhitzen auf 95 °C. Die RNase, die im
Gegensatz zur ersten reversen Transkription nicht zeitgleich mit dem Reaktionsansatz
der Zweitstrangsynthese zugegeben wurde, dient in diesem Fall zum vollstindigen
Abbau des cRNA-Stranges. Hierdurch ist es nun moglich den T7dT,; Primer fiir die
Zweitstrangsynthese einzusetzen, da kein cRNA-Strang seine Anlagerung an die Poly-
A-Sequenz des neuen cDNA-Stranges mehr blockiert. Dies geschah wiederum durch
Inkubation fiir 10 min bei 70 °C, sowie 10 min auf Eis. Fiir die Zweitstrangsynthese

wurden 92 pul DEPC-Wasser und der folgende Reaktionsansatz hinzugefiigt:

Reaktionsansatz fiir die Zweitstrangsynthese der zweiten cDNA-Synthese:

30 pl | 5x Second Strand Buffer (Invitrogen)
3 pl | 10 mM dNTP-Mix (Invitrogen)
1yl | 10 U/ul E. coli DNA-Ligase (Invitrogen)
4 ul | 10 U/ul DNA-Polymerase | (Invitrogen)

38 pl | Summe

Nach 2 h bei 16 °C wurden 2 ul T4-DNA-Polymerase (10U; Invitrogen) zugegeben und
fiir weitere 10 min bei 16 °C inkubiert. SchlieBlich wurde die Reaktion durch Zugabe
von 10 ul 0,5 M EDTA gestoppt. Die cDNA wurde wie in Abschnitt 2.2.9 beschrieben
aufgereinigt und in 12 pl DEPC-Wasser resuspendiert.

2.2.12 In vitro Transkription mit Markierungsreaktion (2.Runde)

Am Ende der zweiten Amplifikationsrunde stand eine weitere in vitro Transkription, in
der wiederum die T7-RNA-Polymerase und der T7-Promotor des T7dT,s;-Primers
eingesetzt wurde. Dieser letzte Syntheseschritt gewihrleistet die Biotin-Markierung der
cRNA. Das verwendete Labeling Kit (Gene Chip Expression 3’-Amplification Reagents
for IVT Labeling, Affymetrix) besteht im Wesentlichen aus der T7-RNA-Polymerase
,MEGAscript™" und einem Ribonukleotid-Mix aus den iblichen vier
Ribonukleosidtriphosphaten, der zusitzlich noch ein Biotin konjugiertes Uracil-

Ribonukleotid-Analogon enthlt.
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Dieses Pseudouridin wird zuféllig wéhrend der in vitro Transkription anstatt des
normalen Uracils in den entstehenden cRNA-Strang inkorporiert und bietet somit die
Moglichkeit die cRNA spiter auf dem Microarray zu detektieren. Fiir die Reaktion
wurden 12 pul ¢cDNA aus dem vorigen Abschnitt und der folgende Reaktionsansatz

verwendet:

Reaktionsansatz:

4yl | 10x IVT Labeling Buffer (Affymetrix)
12 pl | IVT Labeling NTP-Mix (Affymetrix)
4yl | IVT Labeling Enzyme-Mix (Affymetrix)

8 ul | RNase freies Wasser

28 ul | Summe

Der Reaktionsansatz wurde 16 h bei 37 °C inkubiert. Die biotinylierte cCRNA wurde mit
Hilfe des ,,RNeasy Mini Kits** (Qiagen) aufgereinigt und in 50 ul DEPC-Wasser eluiert.
Die Konzentration der erhaltenen cRNA wurde photometrisch ermittelt und ihre

Integritat mit Hilfe des Agilent Bioanalyzers qualitativ untersucht.

2.2.13 Fragmentierung

Ein Microarray-Experiment héngt mafgeblich von der Effizienz ab, mit der die
Hybridisierungssonden an ihre jeweiligen Targets binden. Diese Effizienz wiederum
wird von der Liange der Sonden beeinflusst und ist aus kinetischen Griinden grofer, je
kleiner die Sonde ist. Um vergleichbare Hybridisierungskinetiken zu erreichen, ist also
eine Standardisierung der Sonden-Langen notwendig.

Dies wird durch Einwirkung eines Kalium- und Magnesium-lonen enthaltenden
Fragmentierungspuffers auf die cRNA erreicht, durch den diese bei hohen
Temperaturen in Fragmente mit einer engen GroBlenverteilung zerféllt. Pro Microarray
wurden 15 pg biotinylierte cCRNA eingesetzt. Das entsprechende Volumen wurde mit
5x Fragmentierungspuffer 1:5 verdiinnt. Dieser Fragmentierungsansatz wurde 35 min

bei 94 °C inkubiert und anschlieBend auf Eis gestellt.

e 5x Fragmentierungspuffer: 4 ml Tris-Acetat (1 M; pH 8,1), 0,98 g Kalium

Acetat, 0,64 g Magnesium-Acetat » mit H,O auf 20 ml auffiillen, sterilfiltrieren
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2.3 Methoden der Microarray-Technologie

2.3.1 Der Human Tgreg Chip

Der Human Treg Chip [43] besteht aus einem speziell beschichteten Glastriager
(CodeLink Acivated Slide, Amersham) mit reaktiven Estergruppen und insgesamt 3200
Spots mit einem Durchmesser zwischen 130 und 160 pm. Die Anordnung der Spots auf
der Oberflache ldsst mehrere Strukurierungsebenen erkennen. Die kleinste Gliederungs-
ebene besteht aus Gruppen aus 10x10 Spots (Meta-Grid), die wiederum in einer
iibergeordneten Gruppe aus 4x4 (insgesamt 1600 Spots) der kleineren Gruppen
angeordnet sind. Zwei dieser als Array bezeichneten Einheiten bilden schlieBlich die
grofite Gruppierungsebene (insgesamt 3200 Spots). Obwohl der Human Tgeg Chip also
eigentlich zwei identische separate Arrays besitzt, sind im Folgenden mit der

Bezeichnung ,,Array* stets beide Replikate gemeint.

A
HEEEN
EEEE :
EEEN (XY YY)
EEEE eesss
EEEN socos
H 23358
==== 00000
00000
rrrr 130-160 pm
+—p
2 x 1600 Spots 16 x 100 Spots 10 x 10 Spots 1 Spot

Abbildung 5: Spotting-Muster des Human Treg Chip. A) CodeLink Activated Slide (OriginalgréfRe: 25 x
75 mm) mit zwei Array-Replikaten. B) Array mit 1600 Spots. C) Meta-Grid mit 100 Spots. D) einzelner
Spot.

Auf dem Chip sind 350 Testgene, 31 Housekeeping-Gene, 5 spike-in Kontrollen,
4 bakterielle Hybridisierungskontrollen, zwei 3°-5° Kontrollen und eine Positivkontrolle
vertreten. Zwei Negativkontrollen zur Einschédtzung eines globalen Hintergrund-Levels,
zum einen in Form von ,leeren Spots und zum anderen in Form von lediglich aus
Pufferlosung bestehenden Spots, befinden sich zusitzlich auf dem Chip. Die

Hybridisierungskontrollen dienen als Targets fiir artifiziell zugegebene cRNA-Sonden.
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Jede der beiden Negativkontrollen und die Positivkontrolle sind mit jeweils insgesamt
16 Spots auf dem Chip vertreten; jedes Oligonukleotid ist mit insgesamt 8 Spots
vertreten. Die Reihenfolge der Oligonukleotide ist innerhalb des Spotting-Musters
randomisiert. Dadurch wirken sich mogliche lokale Inhomogenititen oder Artefakte

nicht auf alle Spots eines Oligonukleotids aus.

2.3.2 Hybridisierungsmix und Hybridisierungsbedingungen

Bei der Hybridisierung der biotinylierten cRNA-Sonden auf den Human Treg Chip
spielen neben der Fragmentlinge der Sonden noch weitere physiko-chemische
Faktoren, wie der pH-Wert, die Oberflaichenspannung aber auch die Hybridisierungs-
temperatur eine entscheidende Rolle. Daher wurde ein entsprechendes Puffersystem zur
Aufnahme der fragmentierten cRNA verwendet, das den pH-Wert der
Hybridisierungslosung fiir die Dauer der Hybridisierung konstant hilt. Durch weitere
Zusatzstoffe ist es moglich die Hybridisierungstemperatur herabzusetzen, was der
thermischen Degradation der cRNA-Sonden vorbeugt. Fiir einen Microarray wurden
15 pg biotinylierte, fragmentierte cRNA eingesetzt (vgl. 2.2.8 - 2.2.13). Anschlieend

wurde der folgende Hybridisierungsmix zusammengestellt.

Bestandteile des Hybridisierungsmixes fiir einen Microarray:

x Ul | fragmentierte, biotinylierte cRNA (15 ug in max. 36,8 pl Volumen)
60 pl | Pufferkomponente A (Amersham)
100 pl | Pufferkomponente B (Amersham)
2 pl | 100x Hybridisierungskontroll-Mix (Amersham)
1,2 yl | Ara-Positivkontrolle
36,8 - x ul | DEPC-Wasser

200 pl | Summe

Der 100x Hybridisierungskontroll-Mix enthielt cRNA-Sonden fiir die Array-internen
bakteriellen Hybridisierungskontrollen BioB, BioC, BioD und Cre (sieche unten). Die
cRNA-Hybridisierungssonden der Ara-Positivkontrolle wurde in einer End-
konzentration von 18,1 pM zugegeben. Sowohl der 100x Hybridisierungskontrollmix
als auch die Ara-Positivkontrolle wurden vor Gebrauch 5 min auf 65 °C erhitzt. Der
fertige Mix wurde stark gevortext und 5 min bei 99 °C und im Anschluss 5 min bei
45 °C inkubiert. Eine abschlieBende Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 10 min diente

zur Sedimentation sdmtlicher storender Feinstpartikel.
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Zugegebene Kontroll-cRNA-Sonden:

Kontrolle | Ursprungskonzentration | Endkonzentration
BioB 30 pM (100x Mix) 0,3 pM

BioC 100 pM  (100x Mix) 1pM

BioD 500 pM  (100x Mix) 5pM

Cre 2000 pM  (100x Mix) 20 pM

Ara 3000 pM 18,1 pM

Die Hybridisierung selbst wurde mit Hilfe des ,,Lucidea Slide Pro* Systems
(Amersham Bioscience) durchgefiihrt. Pro Microarray wurden dazu 200 ul
Hybridisierungsmix, in dem insgesamt 15 pg der biotinylierten und fragmentierten
cRNA enthalten waren, bendtigt. Die Microarrays wurden dem Hybridisierungsmix in
den Lucidea-Kammern 16h lang bei einer Temperatur von 42 °C ausgesetzt.
Wihrenddessen wurde der Mix stindig von dem Gerét in Bewegung gehalten, um
fluiddynamische Totzonen zu vermeiden. Direkt nach Ablauf der 16 h folgten die

Arbeitsschritte der Posthybridisierung.

e Hybridisierungspuffer: Hyb Buffer High Volume T7 MEGAscript Komponente A

und B, Amersham

2.3.3 Posthybridisierung und Cy5-Streptavidin-Farbung
Ungebundene cRNA und die iibrigen Bestandteile des Hybridisierungsmixes miissen
nach der Hybridisierung in mehreren stringenten Waschschritten entfernt werden, um
hohe Hintergrundsignale zu vermeiden. Direkt nach der Hybridisierung wurden die
Slides daher in 0,75x TNT Puffer fiir eine Stunde bei 46 °C inkubiert. Es folgte die Cy5-
Streptavidin-Farbung (1:500 in TNB-Puffer) fiir die Detektion der biotinylierten cRNA
Sonden fiir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss.
Streptavidin bindet sehr spezifisch an die Biotingruppen des in die cRNA-Sonden
inkorporierten Pseudouridins. Auf Grund der Konjugation des Proteins mit Cy5, einem
Fluoreszenzfabstoff, lasst sich das auf dem Array gebundene Sondenmaterial durch die
fluoreszierenden Eigenschaften (Emissionswellenldnge: 670 nm) des Cy5 quantitativ
nachweisen.

Uberschiissiges Cy5-Streptavidin wurde in vier weiteren jeweils S5-miniitigen
Waschschritten in frischem 1x TNT entfernt. Im letzten Waschschritt wurden die Slides

nur einige Sekunden lang in 0,05 % Tween getaucht und sofort danach trocken
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zentrifugiert (10 min, 1200 rpm). Bei einer Anregungswellenléinge von 694 nm wurden
die Slides im Laser-Fluoreszenz-Scanner (ArrayWorx, Applied Precision) mit einer
Auflosung von 10 pm/Pixel und einer Belichtungszeit von 1 sec eingescannt. Nach dem

Scannen wurden die Slides in dunkler und trockener Umgebung aufbewahrt.

e 1x TNT: 200 ml Tris HCI (1 M; pH 7,6), 60 ml NaCl (5 M), 1 ml Teen 20 P auf
2 1 mit H,O auffiillen und sterilfiltrieren

e (,75x TNT: 750 ml 1x TNT, 250 ml H20O » sterilfiltrieren

e TNB-Puffer: 522 ml H20, 60 ml Tris HCI (1 M; pH 7,6), 18 ml NaOH (5 M) »

auf 60 °C erhitzen; in 0,5 g Schritten insgesamt 3 g ,,NEN Blocking Reagent*
(Amersham) zugeben und vollstindig 16sen lassen; 30 min bei 60 °C riihren;
noch warm filtrieren (0,88 um Filter); aliquotieren und bei -20 °C aufbewahren;

vor Gebrauch bei 4 °C auftauen.

e (Cy5-Streptavidin Stocklosung: 1 mg Cy5-Streptavidin, 1 ml DEPC-H,O » 3x
leicht vortexen und 5 min auf Eis; aliquotieren; vor Licht schiitzen; bei

—20 °C aufbewahren; nicht erneut einfrieren

2.3.4 Auswertung der Rohdaten eines Microarrays

Die in einer Bilddatei eines Human Tgeg Array, in Form von Pixeln gespeicherten
Farbinformationen, die den Fluoreszenzsignal-Stirken der 3200 Spots entsprechen,
wurden mit Hilfe der Software Imagene (Version 5.5, BioDiscovery) in Zahlenwerte
konvertiert. Die Zuordnung jedes Spots zum entsprechenden Oligonukleotid und damit
zum jeweiligen Testgen erfolgte mit Hilfe einer vom Spotting-Roboter generierten
Zuordnungsdatei, in der der Oligonukleotid-Typ jedes Spots sowie dessen Position
innerhalb des Spotting-Musters gespeichert sind. Die Software berechnet schlieflich fiir
jeden Spot einzeln einen Signalintensititswert und aus der Umgebung des Spots einen
Wert fiir seinen lokalen Hintergrund und einen Qualititswert (Flag-Typ). Durch eine
lokale Hintergrundkorrektur wurde schlieBlich der effektive Signalwert eines Spots
erhalten. Der prozentuale Anteil der Spots eines Microarrays mit einem guten
Qualitatswert dient als Giite-Kriterium fiir einen Array-Versuch und wird als ,,present
call” bezeichnet. Aus Griinden der besseren Vergleichbarkeit der Arrays untereinander
wurde eine willkiirliche Grenze festgelegt, welche Microarray-Experimente mit

present calls* kleiner als 30 % von der weiteren Auswertung ausschloss, da in diesem
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Fall von einer suboptimalen cRNA-Synthese bzw. Probenprozessierung ausgegangen

werden kann.

2.3.5 Normalisierung von Microarray-Daten

Trotz des Versuches, alle Microarray-Experimente unter moglichst konstanten und
vergleichbaren Bedingungen durchzufiihren, sind die gewonnenen Arraydaten vielfach
mit multifaktoriellen systematischen Fehlern behaftet. Durch die Normalisierung wird
versucht, die systematisch-technischen Unterschiede zwischen verschiedenen
Microarray-Experimenten zu kompensieren, um die systematisch-biologischen
Unterschiede klarer zu erkennen. In diesem Fall wurden alle Daten iiber den Microarray

global normalisiert.

2.3.6 Signifikanz-Analyse

Um Unterschiede in Genexpressionsprofilen zu erkennen, wurde die Software ,,SAM*
(Significant Analysis of Microarrays V.2.20, Stanford University Labs) verwendet. Sie
fiihrt einen Statistik-Test zur Ermittlung signifikanter Gene aus einem Satz von
Microarray-Experimenten durch [44]. Der Software wurden normalisierte Array-Daten
iibergeben. Abhédngig von der Fragestellung ist es erforderlich der Software mitzuteilen,
welcher experimentellen Gruppe ein Microarray angehort. Nur zwischen diesen
experimentellen Gruppen sucht die Software nach signifikant regulierten Genen. SAM
berechnet mit Hilfe statistischer Methoden die Stirke der Beziehung zwischen dem
Expressionslevel eines Gens und der Moglichkeit, dass das Expressionslevel signifikant
an eine der angegebenen experimentellen Gruppen gekoppelt ist. Zu den als signifikant
gefundenen Genen werden schlieBlich jeweils fold changes zwischen den beiden

Gruppen berechnet.

2.3.7 Cluster-Analyse

Die vom SAM-Tool (vgl. 2.3.6) fiir eine bestimmte Fragestellung als statistisch
signifikant ausgewiesenen Gene bedurften einer weiteren Analyse und Strukturierung.
Dabei war eine intuitive visuelle Darstellung hilfreich. Zu diesem Zweck wurde die
Software ,,Genesis* (Gene Expression Similarity Investigation Suit, V.1.4.0, Institute
for Genomics and Bioinformatics - Graz University of Technology) angewendet. Diese

Software ordnet durch mathematische Algorithmen Array-Experimenten unter dem
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Aspekt ihrer Ahnlichkeit zueinander an. Somit werden Einsichten in
Beziehungsstrukturen zwischen z.B. zwei Gruppen deutlich.

Durch sogenanntes ,,two-dimensional unsupervised hierarchical clustering® [45]
wurden signifikante Expressionsprofile, die aus verschiedenen angestellten Vergleichen
zwischen Array-Daten hervorgingen, visualisiert. Die Stirke der Expression jedes Gens
pro Array-Experiment wurde durch eine relative Farbskala (von Rot iiber Schwarz nach
Griin) wiedergegeben, die sich jeweils an der Gesamtheit der eingegebenen
Expressionswerte eines Gens orientiert. Die Ahnlichkeiten zwischen Array-
Experimenten mit ihren individuellen Genexpressionsprofilen als ganzes betrachtet und
zwischen den Expressionsstirken unterschiedlicher Gene werden einerseits durch ihre
jeweilige Position zueinander und andererseits durch Dendrogramme wiedergegeben.
Deren geometrische Malle entsprechen mathematisch berechneten ,,Distanzen®. In dem

entstehenden Bild sind Gene in Zeilen und die Microarrays in Spalten angeordnet.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kulturbedingungen eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zellen werden bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5% in
Gewebekulturflaschen im Inkubator (Heraeus) kultiviert. Als Nahrmedium wurde RPMI
1640 Zellkulturmedium (GibcoBRL) mit 10% humanem AB-Serum (MHH-Blutbank)
oder 10% komplementinaktiviertem FCS (Seromed) und 5 mg/ml Penicillin/
Streptomycin (GibcoBRL) verwendet. Das Nahrmedium wird im Folgenden RPMI

kompl. genannt.

2.4.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zum Einfrieren werden 2 *10” Zellen in eiskaltem RPMI mit 40% FCS und 10%
DMSO (Dimethylsulfoxid, Merck) aufgenommen und die Zellsuspension in
Kryordhrchen iiberfithrt. Um ein langsames Abkiihlen zu gewdhrleisten, werden die
Zellen in Isopropanol zundchst bei —70°C eingefroren und zur Langzeitlagerung
anschlieBend in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

Zum Auftauen werden die Zellen in Kryordhrchen auf Eis transportiert, schnell in
einem 37°C Wasserbad aufgetaut, mit RPMI und 20% FCS gewaschen und sofort in

bereits auf 37°C vorgewirmtes Medium in eine Gewebekulturflasche iiberfiihrt.
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2.4.3 Gewinnung peripherer mononuklearer Zellen

Die Zellisolierung erfolgt aus heparinisiertem peripheren Blut iiber Dichtegradienten-
zentrifugation. Das Blut wird 1:3 mit PBS verdiinnt und vorsichtig auf Ficoll®-Hypaque
(Dichte 1.077 g/ml; Biochrom) in 50 ml Falcon-Réhrchen iiberschichtet. Die R6hrchen
werden 20 min bei 1800 rpm ohne Bremse zentrifugiert. Die Interphase mit den

mononukledren Zellen wird abgenommen und zweimal mit FACS-Puffer gewaschen.

e FACS-Puffer: 500 ml PBS (GibcoBRL), 0,5% ml BSA (Sigma), 0,1 M EDTA
(Sigma)

2.4.4 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wird eine Neubauer-Zihlkammer verwendet. Dazu wird
ein Aliquot der Zellsuspension im Verhéltnis 1:1 mit 0,5% Trypanblau (Biochrom)
verdiinnt und in die Zdhlkammer gefiillt. Trypanblau ist ein Farbstoff, der in tote Zellen
eindringt, so dass diese blau erscheinen. Die Plasmamembran lebender Zellen ist fiir
den Farbstoff undurchldssig. Die Anzahl der lebenden Zellen in einem Grofquadrat,
multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor und dem Faktor 10* ergibt die Lebendzellzahl

pro Milliliter Zellsuspension.

2.4.5 Generierung von Leukamiezellen mit dendritischer Differenzierung

Die in vitro Generierung von myeloischen Leukdmiezellen mit dendritischer
Differenzierung (AML-DCs) erfolgte direkt aus kryokonservierten mononukledren
Zellen der AML-Patienten (Blasten-Anteil >60%). Die Zellen wurden in RPMI kompl.
auf eine Zellzahl von 3x10°ml eingestellt und & 3 ml in 6-Loch-Platten (Greiner bio-
one) ausgesit (Tag 0). Die in vitro Differenzierung erfolgte unter Zugabe von 1000
U/ml GM-CSF (PeproTech) und 800 U/ml IL-4 (PeproTech) an den Tagen 1, 4 und 7.
Zur Ausreifung der AML-DCs wurde an Tag 7 200 U/ml TNF-o (PeproTech)
zugegeben [optimiert nach 46]. Am Tag +10 wurden die AML-DCs geerntet und ihre

Differenzierung, sowie ihre Abstammung vom leukdmischen Klon iiberpriift (Abb.6).
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Abbildung 6: Uberpriifung der generierten AML-DCs. Die Differenzierung erfolgt mit Hilfe von GM-CSF,
IL-4 und TNF-a (vgl.2.4.5). Zur Uberpriifung des leukéamischen Ursprungs wurden eine FACS-Analyse auf
myeloische Oberflachenantigene (CD13,CD33,CD34,HLA-DR) durchgefihrt (vgl.2.5.2). Bei Patienten mit
einer Tranlokation erfolgte eine FISH-Analyse (vgl.2.5.3) und auf molekularer Ebene wurde der Nachweis
auf leukéamie-assoziierte Antigene (z.B. WT-1) gefihrt (vgl.2.2.6.1). Der Differenzierungsgrad wurde
morphologisch bestimmt und ebenfall mittels FACS-Analyse auf Dendriten-marker sowie Kostimulatoren
(z.B.CD80) ermittelt (vgl.2.5.2). Desweiteren wurde die Stimulationskapazitat in einer ,mixed lymphocyte
reaction (MLR) gezeigt (vgl.2.4.8.1).

2.4.6 Kokulturbedingungen zur Analyse von T-Zellen (, Priming*)

Um einen Einfluss von leukdmischen Blasten auf T-Zellen untersuchen zu koénnen,
wurden aufgereinigte allogene T-Zellen aus gesunden Spendern mit bestrahlten AML-
Blasten 7 Tage in vitro kokultiviert. Dazu wurden AML-Blasten und als Kontrolle
PBMCs desselben Patienten in Remission mit 30 Gy bestrahlt (GammaCell 2000,
Molsgaard Medical) und je 2*10° Zellen in 12-Lochplatten ausgesit. Die Bestrahlung
verursacht chromosomale Briiche in der Zelle, sodass diese teilungsunfiahig werden. Die
normale Stoffwechselaktivitdt wird jedoch iiber einen gewissen Zeitraum aufrecht
erhalten. Je 2*10° allogene T-Zellen wurden anschlieBend zu der Zellkultur gegeben.
Nach einer einwdchigen Kultur wurden die T-Zellen geerntet, zweimal mit PBS

gewaschen und anschlie8end in einem Proliferationstest (vgl. 2.4.8.1) eingesetzt.

2.4.7 Gewinnung von Zellkulturiiberstanden primarer AML-Blasten

Um zu tiberpriifen, ob 16sliche immunsuppressive Faktoren, die von leukdmischen
Zellen produziert werden, einen FEinfluss auf T-Zellen haben, wurden die
Zellkulturiiberstinde primdrer AML-Blasten gewonnen, um darin anschlieBend T-
Zellen gesunder Spender zu kultivieren. 1*10° Zellen/ml primire Blasten verschiedener
AML-Patienten, sowie als Kontrolle PBMCs gesunder Spender, wurden dafiir in 24-
Lochplatten fiir 48 Stunden in RPMI kompl. bei 37°C kultiviert. Die AML-Zellinie HL-
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60 wurde & 1*¥10° Zellen/ml ausgesit. Anschliefend wurde das Zellkulturmedium

abgenommen, zentrifugiert (10min, 1200 rpm) und bei -20°C eingefroren.

2.4.8 Der Proliferationstest

T-Zellen beginnen in vivo zu proliferieren, wenn sie ihr spezifisches Antigen erkennen,
um in vermehrter Zahl spezifisch gegen das Pathogen vorgehen zu koénnen. Diese
Eigenschaft macht man sich unter in vitro Bedingungen zu nutze, um antigenspezifische
Proliferation von T-Zellen zu induzieren. Der Grad der Reaktionsstirke der T-Zellen
auf ihr spezifisches Antigen wird durch Stimulation der T-Zellen in Gegenwart von
[*H]-Thymidin, das in die DNA der sich teilenden Zellen eingebaut wird, verfolgt. Das
radioaktiv markierte Nukleotid ist ein schwacher B-Strahler. Man kann nun mittels eines
B-Szintillationszéhlers anhand der Menge der inkorporierten Radioaktivitidt auf die

Intensitét der Proliferation der Zellen schlief3en.

2481 ,Mixed lymphocyte reaction®

1¥10° T-Zellen wurden in einer 96-Loch-Rundbodenplatte in 200ul RPMI kompl. in
Triplikaten mit 30 Gy (GammaCell 2000, Molsgaard Medical) bestrahlten Stimulatoren
(AML-Blasten oder AML-DCs) in verschiedenen Ratios (1:10, 1:20, 1:40) kokultiviert.
Nach einer Inkubationszeit von 4 Tagen bei 37°C wurde pro Loch I1uCi/ml [*H]-
Thymidin (NEN) zu den Zellen gegeben und diese fiir weitere 18 Stunden inkubiert. Da
[*H]-Thymidin nur in sich teilende inkorporiert, wird nur die Proliferation der T-Zellen
ermittelt. Die Zellen wurden mittels eines Zellerntegerites (Inotech) lysiert, die DNA
auf Glasfaserfiltermatten transferiert und mit Szintillationsfliissigkeit (Betaplate Scint,
Perkin Elmer) in Folie eingeschweifit. Mit einem B-Szintillationszéhler (1450 Microbeta
Trilux, Wallac) kann nun die Menge an inkorporierter Radioaktivitdt vermessen und

damit Riickschliisse auf die Proliferation der T-Zellen gezogen werden.

2.4.8.2 Proliferation nach Kokultur in AML-Zellkulturiiberstanden

1¥10° T-Zellen gesunder Spender wurden in 200 ul Zellkulturiiberstinden priméarer
AML-Blasten (vgl. 2.4.7) in einer 96-Loch-Rundbodenplatte in Triplikaten ausgesit.
Erst nach etwa 4 Stunden erfolgte eine Stimulation mit 10ng/ml PMA (Phorbol 12-
myristat 13-acetat; Sigma) und 1lpug/ml Ionomycin (Sigma), damit eventuelle

inhibitorische Molekiile im Zellkulturiiberstand auf die T-Zellen wirken konnen. Nach
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einer Inkubationszeit von 4 Tagen bei 37°C wurde pro Loch 1pCi/ml [*H]-Thymidin
(NEN) zugegeben. Die weitere Durchfiihrung entspricht Abschnitt 2.4.8.1.

2.49 Stimulation autologer T-Zellen mit AML-DCs

Die in vitro generierten Leukdmie-Zellen mit dendritischer Differenzierung (AML-DCs;
vgl. 2.4.5) wurden in einer Kokultur zur Stimulierung autologer T-Zellen eingesetzt, die
von demselben Patienten in Remission gewonnen wurden. Die AML-DCs wurden an
Tag +10 geerntet, zweimal mit FACS-Puffer (vgl. 2.4.3) gewaschen und mit 30 Gy
bestrahlt (GammaCell 2000, Molsgaard Medical). 2*10° AML-DCs wurden
anschlieBend mit 2*10° autologen, non-adhirenten PBMCs fiir 10-12 Tage in einer 12-
Lochplatte kokultiviert. Als Kontrolle wurden die non-adhidrenten PBMCs ohne AML-
DCs kultiviert. Alle drei Tage wurden 20 U/ml rhIL-2 zur Kokultur gegeben. Nach
Abschluss der Inkubation wurden die Effektorzellen iiber Ficoll®-Hypaque aufgereinigt
(vgl. 2.4.3), um tote Zellen zu entfernen und dadurch einen hohen Background im

Zytotoxizitidtsnachweis (vgl. 2.4.10) zu vermeiden.

2410 Zytotoxizitatsnachweis
Die T-Zell-Zytotoxizitit wurde mittels "Laktatdehydrogenase Release-Assay" (CytoTox
96 Kit, Promega) bestimmt. Bei dieser Methode wird mittels einer enzymatischen
Reaktion, bei der ein Tetrazoliumsalz in ein Formazanprodukt umgewandelt wird, die
quantitative Freisetzung des Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) gemessen, welches
bei der Zellyse freigesetzt wird.

1*¥10* LDH-haltige Targetzellen (primire AML-Blasten) wurden in verschiedenen
Target:Effektor-Ratios (1:5, 1:10, 1:20, 1:40) mit den zytotoxischen Effektorzellen (vgl.
2.4.9) in einer 96-Lochplatte a 100 pl in Triplikaten ausgesdt. Um einen Hintergrund
durch in FCS enthaltenes LDH zu vermeiden, wurde Medium mit 2% humanem Serum
(Zytotox-Medium) verwendet. Parallel dazu wurden Effektorzellen und Targetzellen
allein ausgesdt, um die Spontanfreisetzung zu bestimmen. Zusétzlich wurde die
Maximalfreisetzung der Targetzellen induziert, indem ein anionisches Detergenz zu den
Targetzellen gegeben wurde. Nach einer sechsstiindigen Inkubation im Brutschrank
wurden die Platten zentrifugiert (200xg, 5 min). 50 ul Uberstand wurden geerntet und
in eine 96-well-Flachbodenplatte iiberfiihrt. Zu den Proben wurde 50 pl Substrat

zugegeben und die Farbreaktion nach ca. 20 min abgestoppt. Die Extinktion wurde
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photometrisch bei 492 nm bestimmt (Lambda Scan 200e, BioTek) Die prozentuale

Zytotoxizitit berechnet sich nach der Formel:

Experiment — Effektor-Spontan — Target-Spontan

% Zytotoxizitit = x 100

Target-Maximum — Target-Spontan

2.411 Zellzyklus-Analysen

Der Zellzyklus kann in die Mitosephase und die Interphase aufgeteilt werden. Die
zeitlich dominate Interphase wird in mehrere Unterphasen eingeteilt. In der G1-Phase
(erste  Wachstumsphase) vergrolern sich die Zellen und insbesondere ihr
Proteinbestandteil. In der folgenden S-Phase (Synthese) kommt es zur DNA-
Verdoppelung durch Replikation. In der G2-Phase (zweite Wachstumsphase)
akkumuliert ATP (Mitosetrigger), worauf letztlich die M-Phase (Mitose) folgt. In der
G1/G0-Phase liegt ein diploider Chromosomensatz vor, der sich bis zum Ende der S-
Phase durch Replikation verdoppelt. Nach der Mitose liegt erneut ein diploider
Chromosomensatz vor. Durch Bestimmung des DNA-Gehaltes mit einem spezifischen
Fluorochrom (Acridine Orange (AO); Sigma) wird die DNA der Einzelzelle
durchflusszytometrisch quantifizierbar (vgl. 2.5.2) und mittels linearen DNA-
Histogrammes wird eine Zellzyklusanalyse moglich. Die Analyse erfolgte an priméren
T-Zellen jeweils im unstimulierten und mit 10mg/ml PMA und Ipg/ml Ionomycin
stimulierten Zustand, nachdem die Zellen 24 bzw. 48 Stunden in verschiedenen AML-
Zellkulturiiberstianden (vgl. 2.4.7) kultiviert wurden. Fiir die Farbung wurden 1*10° T-
Zellen zunichst in 100 pl RPMI kompl. resuspendiert, 500 ul Puffer 1 hinzugegeben
und 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 500 ul frisch
angesetztes AO in Puffer 2 hinzugegeben und die Probe direkt durchflusszytometrisch

vermessen (vgl. 2.5.2).

e (Citrat-Phosphat-Puffer (pH 3): 79,5 ml Zitronensdure-Monohydrat-Lésung (4,2 g
auf 200 ml H,0), 20,5 ml Na,HPO4-L6sung (2,48 g auf 100 ml H,0O)

o Citrat-Phosphat-Puffer (pH 3.8): 64,5 ml Zitronensaure-Monohydrat-Lésung (4,2
g auf 200 ml H,0), 35,5 ml Na,HPO4-L6sung (2,48 g auf 100 ml H,O)

e Puffer 1: 100 pl Triton X, 6,85 g Sucrose, 3,58 mg Sodium EDTA, 50 ml Citrat-
Phosphat-Puffer (pH 3) » auf 100 ml mit H,O auffiillen

e Puffer 2: 0,58 g NaCl, 14,28 ml Citrat-Phosphat-Puffer (pH 3.,8) » auf 100 ml
mit H,O auffiillen und bei 4°C aufbewahren
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2.5 Zellulare Immunologie

2.5.1 Immunomagnetische Separation von Zellpopulationen

Die immunomagnetische Separation ist ein Verfahren, Zellen aufgrund spezifischer
Zelloberflichenmolekiile zu separieren. Hierbei kommen magnetische Kiigelchen
(MicroBeads) zum Einsatz, die an spezifische Antikorper gekoppelt sind. Zur
Separation einer bestimmten Zellpopulation, werden die Gesamtzellen mit den
spezifischen MicroBead-gekoppelten Antikorpern inkubiert und anschlieBend iiber eine
Sdule mit einer ferromagnetischen Matrix gegeben. Die markierten Zellen werden im
Magnetfeld zuriickgehalten, wihrend die unmarkierten Zellen direkt die Sdule passieren
und aufgefangen werden konnen. Nach Inaktivierung des Magnetfeldes konnen die
markierten Zellen ebenfalls eluiert und gesammelt werden. Man unterscheidet dabei
zwischen der Positiv-Selektion, bei der die relevanten Zellen direkt markiert werden
und der Negativ-Selektion, bei der die irrelevanten Zellen markiert und depletiert
werden.

Zunichst erfolgte eine Separation der mononukledren Zellen mittels Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation (vgl. 2.4.3). Zur Separation von Gesamt-T-Zellen (CD3"
T-Zellen) werden CD3-Microbeads (Miltenyi Biotec) in einer Positiv-Selektion
verwendet. Zur Isolierung von Subpopulationen wurde zunéchst das ,,Pan T Isolation
Kit 11** (Miltenyi Biotec) verwendet, bei dem eine Depletion aller irrelavanten Zellen
(Monozyten, DCs, B-Zellen, NK-Zellen) stattfindet. AnschlieBend erfolgte eine Positiv-
Selektion mittels CD4- bzw. CD8-MicroBeads (Miltenyi Biotec). Die Durchfiihrung der
Féarbung erfolgte nach Herstellerangaben. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen
und in 500pul FACS-Puffer aufgenommen. Die Separation erfolgte automatisch mit dem
,»,aUtOMACS* (Miltenyi Biotec). Die Reinheit der separierten Zellen wurde

durchflusszytometrisch ermittelt und betrug >92%.

2.5.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient der Charakterisierung gefarbter Einzelzellen anhand der
Lichtstreuungseigenschaften, sowie der emittierten Fluoreszenzstrahlung. Im
Durchflusszytometer (FACSCalibur, Beckton Dickinson) findet eine simultane
Messung der relativen ZellgroBe, der Granularitit, sowie verschiedener Fluoreszenz-
farben statt. Die Messdaten werden mittels der Software ,,Cell-QuestTM* (Becton

Dickinson) digitalisiert und visualisiert. Dabei werden pro Firbung 5x10* Zellen in 50ul
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FACS-Puffer mit spezifischen fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern in Mikrotiter-
platten inkubiert (15 min bei 4°C im Dunkeln). Bei Mehrfachfarbungen werden alle
Antikorper zur gleichen Zeit eingesetzt. AnschlieBend werden die Zellen durch
Zentrifugation sedimentiert (4 min, 1000rpm), der Uberstand entfernt, das Sediment
gelockert, mit FACS-Puffer gewaschen und die Probe durchflusszytometrisch

vermessen.

Tabelle 3: Verwendete Oberflichen-Antikorper:

Antigen Konjugat Klon Firma

CD3 PE UCHT1 BD Bioscience
CD3 PE-Cy5 HIT3a BD Bioscience
CD4 FITC RPA-T4 BD Bioscience
CD4 PE 6D10 ImmunoTools
CD8 PE MEM-31 ImmunoTools
CD13 FITC Q20 ImmunoTools
CD33 FITC HIM3-4 BD Bioscience
CD34 FITC 581 BD Bioscience
HLA-DR Cy-Chrome™ | G46-6 BD Bioscience
CD40 PE 5C3 BD Bioscience
CD80 PE L307.4 BD Bioscience
CD86 PE 2331 (FUN-1) BD Bioscience
CD1a FITC HI149 ImmunoTools
CD83 FITC HB15e BD Bioscience

2.5.2.1 Intrazellulare FACS-Analyse von IL-2 und IFN-y

Fiir den intrazelluldren Nachweis von IL-2 und IFN-y wurden CD3" T-Zellen mittels
immunomagnetischer Separation (vgl. 2.5.1) isoliert und a 1¥10° Zellen in
verschiedenen Zellkulturiiberstinden (vgl. 2.4.7) in einer 96-Loch-Flachbodenplatte
ausgesit. Die mitogene Stimulation mit 10ng/ml PMA (Sigma) und 1pg/ml Ionomycin
(Sigma) erfolgte nach ca. 12 h, damit eventuelle inhibitorische Molekiile im Zellkultur-
tiberstand auf die T-Zellen wirken konnen. Eine Stunde nach Stimulation wurden
10pg/ml Brefeldin A (Sigma) hinzugegeben. Brefeldin A wirkt auf den Golgi-Apparat
der Zellen und bewirkt ein Zuriickhalten der Zytokine in der Zelle (Sekretions-Stop).
Nach einer filinfstiindigen Inkubation wurden die Zellen 5 min bei 300xg zentrifugiert
und mit 200pl 4% Paraformaldehyd (PFA, Merck) in PBS fiir 10 min fixiert.
Anschliefend wurden die Zellen gewaschen und mit 200ul Saponinlésung fiir 10 min
permeabilisiert. Die fiir die Farbung verwendeten Antikorper (IFN-y-PE; IL-2-PE; beide
von BD Bioscience) wurden 1:20 in der Saponinlosung verdiinnt und die Zellen in
100pul 30 min im Dunkeln gefarbt. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen in

300ul 4% PFA in PBS aufgenommen und durchflusszytometrisch vermessen.
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e Saponinlosung: 1 ml Saponinlosung (5%ig), 1 ml HEPES (0,5M), 50 ml PBS

2.5.2.2 Separation von CD4" T-Zellen aus AML-Patienten mittels Zellsorter
Die Separation von T-Helferzellen aus AML-Patienten bei Erstdiagnose erfolgte aus
logistischen Griinden immer aus kryokonservierten mononukledren Zellen. Die
gesunden Kontrollen wurden zur besseren Vergleichbarkeit ebenfalls zunidchst
kryokonserviert. Da diese Zellen mit Hilfe der Microarray-Technologie untersucht
werden sollten, war eine sehr gute Reinheit und Vitalitit der Zellen notwendig, ohne
Kontaminationen mit toten Zellen. Daher wurden in diesem Fall die Zellen
durchflusszytometrisch sortiert. Die Zellen wurden aufgetaut, mit 20ul CD4-FITC, 20ul
CD3-PE (vgl. 2.5.2) und 80ul FACS-Puffer (vgl. 2.4.3) pro 10’ Zellen 30 min bei 4°C
gefarbt, mit FACS-Puffer gewaschen und anschlieBend in 500ul FACS-Puffer
aufgenommen. Das Sortieren erfolgte durchflusszytometrisch mit Hilfe des ,,FACSAria“
(Becton Dickinson) und die Reinheit der CD4" T-Zellen betrug >96%.

2.5.3 ,Fluorescence in-situ hybridisation*“ (FISH)
Die Technik der ,,fluorescence in-situ hybridization** (FISH) erlaubt den Nachweis von
Chromosomenverdanderungen (z.B. Translokationen) in zytologischen Ausstrich-
préparaten von Zellen in der Interphase. Bei dieser Technik werden DNA-Sonden mit
bestimmten Markermolekiilen markiert, sodass die entsprechenden Chromosomen-
verdnderungen anschlieBend mikroskopisch lokalisiert werden konnen. Hier wurde die
Tranlokation t(8,21) mit dem Fusionsprotein AML1/ETO mittels FISH nachgewiesen.
Die Objekttrager (Adhesion Slides, Bio-Rad) wurden zundchst mit PBS gewaschen
und 50ul Zellsuspension aufgegeben. AnschlieBend wurde mit Methanol-Eisessig (3:1)
fir 10 min fixiert, die Objekttrager 10 min in PBS gewaschen und anschlieSend
getrocknet. 3ul der DNA-Sonde (LSI AML1/ETO Dual Color, Dual Fusion
Translocation Probe, Vysis, Inc.) in Hybridisierungspuffer (Vysis, Inc.) (1:20) wurden
auf die Felder geben, ein Deckglas aufgelegt und der Objekttriger fiir 90 Sekunden auf
einer Heizplatte (94°C) erhitzt. Danach wurde der Objekttrager sofort auf einer
vorgekiihlten Metallplatte abgekiihlt, Klebstoff iiber den Rand des Deckgldschens
gegeben, damit die Sonde nicht verdampft und iiber Nacht bei 37°C in einer feuchten
Kammer inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Deckgldschen abgenommen und der
Objekttrager bei 70°C in SSC-Puffer (Vysis, Inc.) fiir 10 min gewaschen. Die

Gegenfiarbung erfolgte mit 3 ul Propidiumjodid. In normalen Zellen repriasentieren zwei
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orange Signale die Kopien von ETO und zwei griine Signale die Kopien von AMLI.
Zellen, die das Fusionsprotein AML1/ETO enthalten, zeigen ein oranges Signal (ETO),

ein griines Signal (AML1) und zwei orange/griine (gelbe) Fusionssignale.

2.5.4 ELISPOT

Mit Hilfe des ELISPOTs konnen individuelle Zytokin-produzierende Zellen detektiert
werden. Zuerst wurden 96 Loch-Nitrocellulose-Platten (Multiscreen-HA 96; Millipore)
mit anti-IL-10 Erst-Antikorper (Spug/ml; Klon: JES3-9D7; Pharmingen) in einer
feuchten Kammer und Coating-Puffer bei 4°C iiber Nacht inkubiert. AnschlieBend
wurde die Platte mit PBS + 0,5% Tween und zweimal mit PBS gewaschen. Das
Blocken der Nitrozelluloseplatten zur Verhinderung unspezifischer Bindungen erfolgte
fiir 30 min bei 37°C mit 5% BSA in PBS. Nach dem Blocken wurde die Platte zweimal
mit PBS + 0,5% Tween und einmal mit PBS gewaschen und 10 min bei 37°C mit
Zellkulturmedium (ohne FCS) inkubiert. Die Zellen wurden in verschiedenen
Verdiinnungen und in Triplikaten ausgesit (1*¥10%, 5%10*, 1*10°) und in einer feuchten
Kammer 48 h bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte 8x mit PBS +
0,5% Tween gewaschen und die Zellen durch Zugabe von dest. H,O lysiert.
Anschliefend wurde die Platte mit anti-IL-10 biotinyliertem Zweit-Antikorper in PBS +
1% BSA (Spg/ml; Klon: JES3-12GS8; Pharmingen) fiir 2 h bei RT in einer feuchten
Kammer inkubiert, gefolgt von 5x Waschen mit PBS + 0,5% Tween und einmal mit
PBS. Zur Verstitkung des Signals erfolgte eine Inkubation mit Peroxidase-
konjugiertem Avidin (1:400 in PBS mit 1% FCS; Biochrom) fiir 2 h bei RT in einer
feuchten Kammer mit anschlieBendem Waschen (3x mit PBS). Biotin und Avidin gehen
dabei einen starken Komplex ein. Zur Detektion wurde der Substratpuffer hinzu-
gegeben, die Platte nach maximaler Spotentwicklung (5-30 min) mit Leitungswasser
gewaschen und tiiber Nacht im Dunkeln getrocknet. Die Frequenz der IL-10-
produzierenden Zellen wurde mit Hilfe der ELISPOT Reader Software 2.5 (Autoimmun

Diagnostika) bestimmt.

e Coating-Puffer: 3,8 g NaHCO; + 1,93 g Na,CO; » auf 100 ml mit H,O
auffiillen; pH = 9,6
e AEC-Stock: 100 mg AEC (3-amino-9-ethylcarbazole; Sigma) in 10 ml DMF

(Dimethylformamid, Sigma) 16sen
e Substratpuffer: 1 ml AEC-Stock + 29 ml Acetat-Puffer (0.1M), sterilfiltrieren
und dunkel halten. AnschlieBend 30% H>O; (1:2000) hinzugeben
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung von AML-DCs und ihr Einfluss auf T-Zellen

3.1.1 in vitro Differenzierung zu AML-DCs
Die in vitro Generierung von Leukémiezellen mit dendritischer Differenzierung (AML-
DCs) erfolgt direkt aus den mononukledren Zellen von AML-Patienten mit einem
Blastenanteil von >60% aus Proben des peripheren Bluts oder aspirierten
Knochenmarks. Aus logistischen Griinden wurde die Differenzierung in den meisten
Féllen aus kryokonserviertem Material durchgefiihrt. Ein Vorgehen zur Generierung
von AML-DCs aus kryokonservierten leukdmischen Blasten konnte erfolgreich etabliert
werden und zeigte keine Nachteile gegeniiber der Differenzierung aus frischem
Material. Nach einer 10-tagigen Kultur unter Zugabe von 1000U/ml GM-CSF, 800U/ml
IL-4 an den Tagen 1, 4 und 7 und zur Ausreifung 200U/ml TNF-o an Tag 7 zeigten die
Zellen morphologisch das typische Erscheinungsbild von dendritischen Zellen (Abb.1).
Die Lebensfdhigkeit der AML-DCs wurde mit Hilfe einer Trypanblau-Fiarbung und
einer Neubauer-Zihlkammer ermittelt. Die Uberpriifung der Differenzierung erfolgte
allerdings nicht nur morphologisch, sondern auch iiber FACS-Analyse und funktionell
mittels einer allogenen ,,mixed lymphocyte reaction” (MLR). Eine Differenzierung zu
AML-DCs war in 70% der Fille moglich und konnte an Leukdmien der FAB-
Klassifikationen M0, M1, M2 (M2baso), M4 (M4eo) und M5 gezeigt werden.
Abbildung 7 zeigt die Morphologie von AML-DCs eines Patienten mit einer AML
der FAB-Klassifikation M4. Man erkennt deutlich die dendritischen Ausldufer und

Plattenadhdrenz der vorher in Suspensionskultur wachsenden Zellen.

Abbildung 7: Morphologische Uberpriifung der Differenzierung zu AML-DCs. Mikroskopische
Aufnahme von AML-DCs nach einer 10-tagigen Kultur unter Zugabe der Zytokine GM-CSF, IL-4 und TNF-
a. Exemplarisch fiir einen AML-Patienten der FAB-Klassifikation M4 (Patient 1).
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Die FACS-Analyse der leukdmischen Blasten zeigte, dass diese bei nahezu allen
Patienten negativ fiir die dendriten-spezifischen Markermolekiile CD1a und CD83 sind,
oder diese nur sehr schwach exprimieren. Im Durchschnitt lag die Expression von CD1a
bei 1,6% (n=9), von CD8&3 sogar nur bei 1% (n=9). Die kostimulatorischen Molekiile
CD40, CD80 und CD86 auf leukdmischen Blasten variierten in ihrer Expression von
Patient zu Patient. Die nach Zytokinstimulation gewonnenen AML-DCs wurden im
Durchflusszytometer beziiglich ihrer Oberflichenmerkmale erneut charakterisiert. Nach
der in vitro Differenzierung war ein deutlicher Anstieg der Expression sowohl der
Dendritenmarker, als auch der kostimulatorischen Molekiile im Laufe der Kultur zu
erkennen. Im Durchschnitt lag die Expression von CD1a nach der in vitro Stimulation
bei 26,7% (n=9; 11,9% - 42,85%), die Expression von CD83 stieg auf durchschnittlich
18,1% (n=9; 8,17% - 24,75%). Bei den kostimulatorischen Molekiilen variierte die
Expression nach der in vitro Stimulation ebenso wie bei den leukdmischen Blasten von
Patient zu Patient sehr stark. Es konnte jedoch in allen Fillen, in denen eine
Differenzierung zu AML-DCs moglich war, ein Anstieg der Expression der
kostimulatorischen Molekiile gezeigt werden.

Abbildung 8 und 9 zeigen die durchflusszytometrische Analyse von Oberflichen-
markern auf leukdmischen Blasten, sowie der entsprechenden AML-DCs nach der in
vitro Differenzierung exemplarisch fiir zwei verschiedene Patienten mit
unterschiedlichen AML-Subtypen. In Abbildung 8 sieht man deutlich die zunehmende
Expression des Dendritenmarkers CD1a und des kostimulatorischen Molekiils CD86
eines AML-Patienten der FAB-Klassifikation M4. Bei iiber 30% der AML-DCs liegt in
diesem Fall eine Koexpression beider Molekiile vor.
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Abbildung 8: FACS-Analyse zur Uberpriifung der Differenzierung zu AML-DCs. Durchfluss-
zytometrische Analyse des Dendritenmarkers CD1a und des kostimulatorischen Oberflichenmolekiils
CD86 von (A) leukéamischen Blasten und (B) in vitro generierten AML-DCs nach einer 10-tagigen Kultur
unter Zugabe der Zytokine GM-CSF, IL-4 und TNF-a. Exemplarischer DotPlot eines AML-Patienten mit
einer Leukamie FAB-Klassifikation M4 (Patient 1).



Ergebnisse 42

Abbildung 9 zeigt exemplarisch die Hochregulierung der Dendritenmarker, sowie der
drei Kostimulatoren CD40, CD80 und CD86 eines AML-Patienten der FAB-
Klassifikation M2 nach der in vitro Differenzierung zu AML-DCs.
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Abbildung 9: FACS-Analyse der Dendritenmarker und Kostimulatoren. DurchfluBzytometrische
Analyse der Dendritenmarker CD1a und CD83, sowie der kostimulatorischen Oberflachenmolekile CD86,
CD40 und CDB80 von leukdmischen Blasten und in vitro generierten AML-DCs nach einer 10-tagigen Kultur
unter Zugabe der Zytokine GM-CSF, IL-4 und TNF-a. Exemplarisches Balkendiagramm eines AML-
Patienten mit einer Leukamie FAB-Klassifikation M2 (Patient 3).

Um nun die stimulatorische Fiahigkeit der generierten AML-DCs mit der von
leukdmischen Blasten vergleichen zu konnen, wurde eine ,,mixed lymphocyte reaction*
(MLR) durchgefiihrt (Abb.10). Dabei wurden sowohl die leukdmischen Blasten, als
auch die daraus generieren AML-DCs mit 30Gy bestrahlt und als Stimulatoren in
verschiedenen Ratios fiir allogene non-adhédrente mononukledre Zellen (PBMCs) aus
gesunden Spendern eingesetzt. Die Zellen wurden vier bis fiinf Tage kokultiviert und

anschlieBend die Proliferation der PBMCs mittels des *H- Thymidin-Assays ermittelt.
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Abbildung 10: ,,Mixed lymphocyte reaction“ (MLR). Exemplarische MLR eines AML-Patienten mit einer
Leukdmie FAB-Klassifikation M2 (Patient 3). Allogene PBMCs werden mit bestrahlten allogenen AML-
Blasten bzw. AML-DCs in verschiedenen Ratios kokultiviert und Proliferation der PBMCs mittels *H-
Thymidin analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte aus Triplikaten fiir jeden Messpunkt.
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Es konnte in allen Fillen (n=9) gezeigt werden, dass die generierten AML-DCs
wesentlich besser stimulierten als die leukdmischen Blasten, die auch im allogenen

System nahezu keine stimulatorische Kapazitit aufweisen.

3.1.2 Uberpriifung des leukdmischen Ursprungs der AML-DCs
Um die Abstammung der in vitro differenzierten AML-DCs vom leukdmischen Klon zu
tiberpriifen, wurden drei verschiedene Verfahren angewendet: mittels FACS-Analyse
myeloischer Vorlduferantigene, liber die Expression leukdmie-assoziierter Antigene
(LAA’s) und im Falle einer chromosomalen Translokation mittels FISH-Analyse.
Anhand einer FISH Analyse kann nachgewiesen werden, ob bei bekannter
chromosomaler Translokation diese auch nach der Differenzierung zu AML-DCs noch
vorliegt. In diesem Fall kann eine eindeutige Abstammung von leukédmischen Klon
gezeigt werden (Abb.11a). Liegt keine chromasomale Translokation vor, kann die
Abstammung vom leukdmischen Klon indirekt tiiber die konstante Expression
myeloischer Vorlduferantigene auf den AML-DCs (Abb.11b) und auf molekularer
Ebene durch eine PCR auf das leukdmie-assoziierte Antigen (LAA) WT-1 (Wilms’
tumor gene 1) (Abb.11c) gezeigt werden. Liegen die myeloischen Oberflachenantigene
und/oder das leukdmie-assoziierte Antigen WT-1 auch nach der in vitro Differenzierung

noch vor, kann ebenfalls eine Abstammung vom leukdmischen Klon gezeigt werden.
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Abbildung 11: Uberpriifung des leukdmischen Ursprunges der AML-DCs. (A) FISH-Analyse von
AML-DCs eines Patienten mit einer t (8;21) Translokation (Patient 6). (B) FACS-Analyse von AML-Blasten
und AML-DCs auf die myeloischen Vorlauferantigene CD34, CD33 und HLA-DR von Patient 5. (C) PCR
auf das leuk&mie-assoziierte Antigen WT-1 in AML-Blasten und AML-DCs verschiedener AML Patienten;
Positivkontrolle: HL-60 Zellinie.
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3.1.3 Testung des immunogenen Potentials der AML-DCs

Fiir einen Einsatz der AML-DCs als leukdmie-spezifische Stimulatoren wurde in einem
weiteren Schritt das immunogene Potential der differenzierten Blasten {iiberpriift.
Mittels RT-PCR auf weitere bekannte leukdmie-assoziierte Antigene (LAA’s) neben
WT-1 sollte tiberpriift werden, ob die AML-DCs die Expression verschiedener LAA’s
nach der Differenzierung aufrechterhalten. Eine Expression nach Ausdifferenzierung
konnte fiir RHAMM (receptor for hyaluronic acid-mediated motility; CD168) bei 9/9
Patienten und flir Proteinase-3 bei 7/9 Patienten gezeigt werden. Das leukédmie-
assoziierte Antigen PRAME (antigen preferentially expressed in melanoma)
exprimierten nur 6/9 Patienten, in 3/6 Patienten wurde die Expression nach
Ausdifferenzierung auch beibehalten, bei 2/6 Patienten lag eine Expression nur auf den

AML-DCs vor (Abb.12).
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Abbildung 12: RT-PCR auf die leukdmie-assoziierten Antigene (LAAs) RHAMM, Proteinase-3 und
PRAME. Dargestellt sind jeweils die Produkte der drei verschiedenen LAAs von 9 AML-Patienten aus
primdren AML-Blasten und nach der in vitro Differenzierung zu AML-DCs. B: Blasten; DC: in vitro
generierte AML-DCs; Pat.: AML-Patient; + : Positivkontrolle HL-60.

3.1.4 Testung der T-Zell-Stimulationskapazitat von AML-Blasten und -DCs
Um die AML-DCs als antigenspezifische Stimulatoren fiir T-Zellantworten einsetzen zu
konnen, musste zundchst iiberpriift werden, ob sich T-Zellsubpopulationen durch die
AML-DCs stimulieren lassen. Ebenso sollte iiberpriift werden, ob T-Zell-
subpopulationen in der Lage sind, sich durch allogene AML-Blasten aktivieren zu
lassen. Es wurden also erneut MLRs durchgefiihrt (n=3), diesmal allerdings mit
aufgereinigten allogenen CD4" und CD8" T-Zellsubpopulationen von gesunden
Spendern. Als Stimulatoren dienten bestrahlte AML-DCs und AML-Blasten desselben
Patienten (Abb.13). Es konnte jeweils der gleiche Effekt beobachtet werden.
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Abbildung 13: Allogene MLR mit T-Zellsubpopulationen. Exemplarische MLR eines AML-Patienten mit
einer Leukamie FAB-Klassifikation M4 (Patient 5) mit (A) CD4" T-Zellen als ,Responder* und (B) CD8" T-
Zellen als ,Responder" in verschiedenen Stimulator : Responder Ratios. Gezeigt sind die Mittelwerte aus
Triplikaten fur jeden Messpunkt.

Dieses Ergebnis zeigt sehr deutlich, dass sowohl Helfer-T-Zellen (CD4"), als auch
zytotoxische T-Zellen (CDS") durch AML-DCs stimuliert werden konnen, wohingegen
AML-Blasten desselben Patienten nahezu keine stimulatorische Kapazitit aufweisen.
AuBerdem war zu erkennen, dass CD4" Helfer-T-Zellen nach Stimulation mit AML-

DCs stirker proliferierten als CD8" zytotoxische T-Zellen.

Im néchsten Schritt sollte im Hinblick auf eine Immuntherapie geklart werden, ob eine
Stimulation durch die AML-DCs auch im autologen System moglich ist. Dazu wurden
CD3" T-Zellen aus Patienten isoliert, die sich nach erfolgreicher Therapie in kompletter
Remission befinden. Die AML-DCs wurden aus kryokonserviertem Material desselben
Patienten bei Erstdiagnose der AML generiert und im Vergleich zu AML-Blasten als
Stimulatoren in der MLR eingesetzt (Abb.14).
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Abbildung 14: Autologe MLR mit CD3" T-Zellen. Bestrahlte AML-DCs und AML-Blasten wurden als
Stimulatoren fiir autolge CD3" T-Zellen vom gleichen Patient in Remission eingesetzt. (A) Exemplarische
autologe MLR von Zellen eines Patienten mit einer M4 Leukamie (Patient 1) (B) Exemplarische autologe
MLR von Zellen eines Patienten mit einer M2baso Leukamie (Patient 6). Gezeigt sind die Mittelwerte aus
Triplikaten fur jeden Messpunkt.
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Es konnte hier deutlich gezeigt werden, dass AML-Blasten sowohl im allogenen als
auch im autologen System nicht in der Lage sind, eine T-Zellantwort zu induzieren.
Nach der in vitro Ausreifung der leukdmischen Blasten zu AML-DCs konnte in allen
Féllen (n=3) auch im autologen System eine Aktivierung der Proliferation von T-Zellen

gezeigt werden.

3.1.5 Zytotoxizitit von T-Zellen nach Kokulur mit AML-DCs

Wie bereits gezeigt, ist es moglich, eine effektive T-Zellproliferation durch in vitro
generierte AML-DCs zu erreichen. Im Hinblick auf eine mdgliche Immuntherapie soll
im Folgenden die Stimulationskapazitit der AML-DCs genutzt werden, um eine
leukdmie-spezifische Reaktion der T-Zellen auszuldsen.

Dafiir wurde zunichst ein System etabliert, in dem bei autologen T-Zellen durch
eine Kokultivierung mit AML-DCs eine zytotoxische Wirkung gegen primire AML-
Blasten induziert wird. Die autologen T-Zellen wurden dabei von AML-Patienten in
kompletter Remission gewonnen. Eine 10-tidgige Kokultur (,,priming*) der T-Zellen mit
bestrahlten AML-DCs in einem Stimulator-zu-Responder-Verhéltnis von 1: 10 unter
Zugabe von IL-2 stellte sich dabei als optimal heraus. Die Differenzierung der AML-
DCs zeigte sich zu diesem Zeitpunkt unabhéngig von einer fortfiilhrenden Stimulation
mit GM-CSF und IL-4, so dass auf eine weitere Zytokinstimulation verzichtet werden
konnte. Die Zytotoxizitit der ,,geprimten* T-Zellen gegen primdre AML-Blasten als
Target wurde anschlieBend mit der von ,ungeprimten” T-Zellen in einem LDH-
Freisetzungstest verglichen. Das Experiment wurde dreimal mit verschiedenen

Patienten wiederholt (Abb.15).

2,5:1 O autologe T-Zellen

B AML-DC geprimte autologe T-Zellen
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Abbildung 15: Zytotoxische Aktivitdt nach ,,priming“ mit AML-DCs. Gezeigt ist die prozentuale

Zellyse primarer AML-Blasten durch autologe T-Zellen nach Kokultivierung mit AML-DCs im Vergleich zu
autologen T-Zellen, die nicht mit AML-DCs kokultiviert wurden (Patient 9).
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Autologe T-Zellen, die nicht kokultiviert waren, zeigten gegeniiber den priméren AML-
Blasten eine geringere Zytotoxizitdt als die mit AML-DC ,,geprimten* T-Zellen (Abb.
15). Bei einem Uberschuss von vierzig T-Zellen auf einen AML-Blasten konnte nur
eine 12%ige Targetlyse bewirkt werden. Die Kokultivierung mit AML-DCs steigerte
die zytotoxische Wirkung gegen die AML-Blasten auf ca. 47%. Bei den anderen zwei
Experimenten wurde ein maximaler Uberschuss von zwanzig T-Zellen auf einen AML-
Blasten angesetzt. Es gab jedoch auch hier einen deutlichen Unterschied in der
Targetlyse von AML-DCs geprimten T-Zellen zu autologen T-Zellen, die nicht
kokultiviert wurden (12% zu 24% und 14% zu 22%)).

3.2 Funktionelle in vitro Analyse der T-Zelldysfunktion bei AML

Wie in Kapitel 3.1 gezeigt, konnen sich AML-Blasten dem Immunsystem entziehen,
weil sie nicht in der Lage sind, eine T-Zellantwort zu induzieren. Fiir diesen ,,immune
escape‘- Mechanismus kann es verschiedene Erkldrungen geben (siehe Einleitung). Es
wird die Hyphothese angenommen, dass durch chronische Antigenstimulation eine
periphere Toleranz (Anergie) der T-Zellen in AML-Patienten vorliegt. Der Einfluss der

AML-Blasten auf T-Zellen wurde im Folgenden funktionell in vitro untersucht.

3.2.1 Proliferation nach allogenem ,,priming“ mit AML-Blasten

In AML-Patienten haben die T-Zellen permanenten Kontakt zu den leuk&dmischen
Blasten, d.h. zu ihrem Antigen. Dennoch existiert keine effiziente anti-Tumor
Immunantwort. Um den Einfluss der leukdmischen Blasten auf T-Zellen nédher
untersuchen zu konnen, wurden allogene T-Zellen aus gesunden Spendern mit
bestrahlten AML-Blasten in vitro kokultiviert, um eine Patienten-dhnliche Situation
herzustellen (,,priming*). Als Vergleich dienten allogene T-Zellen, die mit bestrahlten
PBMCs desselben Patienten in kompletter Remission kokultiviert wurden. So konnte
der Effekt einer allo-Reaktion ausgeschlossen werden. Nach einwochiger Kokultur
wurde ein Proliferationsassay durchgefiihrt. Als Stimulation fiir den Proliferationsassay
wurden in diesem Fall ausdifferenzierte AML-DCs desselben Patienten eingesetzt, da
die T-Zellen bereits durch einen allo-Stimulus geprimt wurden und die Stimulation
antigen-spezifisch erfolgen sollte. Dieses Experiment wurde bei n=7 Patienten mit T-

Zellen (und T-Zellsubpopulationen) unterschiedlicher gesunder Spender durchgefiihrt.



Ergebnisse 48

In fiinf von sieben Experimenten konnte ein inhibitorischer Effekt der AML-Blasten auf

T-Zellen gezeigt werden.
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Abbildung 16: MLR nach in vitro ,priming“ mit AML-Blasten. Allogene T-Zellen wurden 7 d mit
bestrahlten AML-Blasten bzw. PBMCs desselben Patienten in Remission kokultiviert und anschlieflend die
Proliferation der T-Zellen mit AML-DCs als Stimulatoren in verschiedenen Stimulator : T-Zell-Ratios
ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte aus Triplikaten fiir jeden Messpunkt mit Standardabweichung. Graue
Balken zeigen ein ,Priming“ mit AML-Blasten; schwarze Balken ein ,Priming“ mit PBMCs. (A) Zellen des
FAB-Typs M1 (Patient 9) mit CD4" und CD8" T-Zellen (B) Zellen des FAB-Typs M4 (Patient 5) mit CD4" T-
Zellen (C) Zellen des FAB-Typs M4eo (Patient 4) mit CD4" T-Zellen.

In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass selbst allogene T-Zellen aus
gesunden Spendern ein eingeschrianktes Proliferationsverhalten zeigen, nachdem sie

eine Woche mit leukdmischen Blasten kokultiviert wurden.

3.2.2 Untersuchungen mit AML-Zellkulturiiberstanden

Um die inhibitorischen Eigenschaften der leukdmischen Blasten ndher untersuchen zu
konnen, wurde im néchsten Schritt lberpriift, ob es sich bei der Inhibition der
Proliferation um einen Zellkontakt-abhdngigen Effekt handelt, oder ob die
Unterdriickung durch 16sliche Faktoren induziert wird. Dazu wurde der
Zellkulturiiberstand von primdren AML-Blasten bzw. der AML-Zellinie HL-60 nach 48
Stunden gewonnen, und die T-Zellen in diesem Zellkulturiiberstand kultiviert. Als
Kontrolle diente der Uberstand von PBMCs, um einen Verbrauch an Kulturmedium
auszugleichen. Da kein direkter Kontakt mit den Blasten stattfand, musste in diesem

Fall keine ,,allo-Kontrolle* (siche oben) erfolgen und die Stimulation musste nicht mehr
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antigen-spezifisch sein. Das Experiment wurde jeweils fiir 2 verschiedene gesunde T-
Zell-Spender durchgefiihrt, jeweils den Zellkulturiiberstinden von vier bzw. flnf

verschiedenen AML-Patienten, sowie der AML-Zelllinie HL-60.
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Abbildung 17: Proliferationstest von T-Zellen in verschiedenen Zellkulturiiberstinden. T-Zellen
gesunder Spender wurden 5 Tage im Zellkulturiberstand von AML-Blasten bzw. PBMCs gesunder
Spender kultiviert und anschlieRend die Proliferation nach Stimulation mit PMA/ lonomycin ermittelt.
Gezeigt sind die Mittelwerte aus Triplikaten fiir jeden Messpunkt mit Standardabweichung exemplarisch
fur zwei verschiedene T-Zellspender. Die statistische Signifikanz wurde mit dem student’s t-test ermittelt.
@ : keine Stimulation mit PMA/ lonomycin; * : Stimulation mit PMA/ lonomycin.

Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition gesunder T-Zellen durch AML-Blasten

zum Teil auch uiber 16sliche Faktoren vermittelt wird.

3.2.2.1 Produktion der Ty1-assoziierten Zytokine IL-2 und IFN-y

Aufgrund des ausreichenden Materials wurde zusidtzlich zur Proliferation noch die
Produktion von IFN-y und IL-2 ermittelt. Diese beiden Zytokine sind charakteristisch
fiir aktivierte T-Zellen und stehen fiir eine Ty1-Effektor Differenzierung von CD4" T-
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Zellen. Die T-Zellen gesunder Spender wurden hierfiir zunichst fiir 5 Stunden in den
Zellkulturiiberstinden kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Stimulation mit PMA/
Ionomycin {iiber Nacht. Die Messung der Zytokinproduktion erfolgte mittels

intrazelluldrer FACS Analyse.
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Abbildung 18: Intrazellulare FACS-Analyse der Tu1-Zytokine IL-2 und IFN-y. T-Zellen gesunder
Spender wurden 24 h im Zellkulturiberstand von primaren AML-Blasten, der AML-Zellinie HL-60 sowie
von PBMCs gesunder Spender kultiviert und anschlieRend die Produktion von IL-2 und IFN-y nach
Stimulation mit PMA/ lonomycin ermittelt. (A) Histogramm Plot fir IL-2. (B) Histogramm Plot fur IFN-y. In
Klammern ist der jeweilige Zellkulturiberstand, in dem die T-Zellen kultiviert wurden angegeben.

Die Stimulation von T-Zellen mit PMA/ Ionomycin induziert die Produktion von IL-2
und IFN-y. In Anwesenheit des AML-Zellkulturiiberstandes ist die Produktion dieser
beiden Zytokine inhibiert (IFN- y: um 35% bei dem Zellkulturiiberstand primédrer AML-
Blasten bzw. 36% bei dem Zellkulturiiberstand der Zellinie HL-60; IL-2: um 38%
(AML) bzw. 59% (HL-60)).

Anhand der AML-Zellinie HL-60 sollte im Folgenden iiberpriift werden, ob die oben
gezeigten Effekte (verminderte Proliferationskapazitét, IL-2 und IFN-y Produktion)
dosisabhingig sind. Dafiir wurde eine Verdiinnungsreihe des HL-60 Zellkultur-
iiberstands erstellt und erneut die Proliferation und Zytokinproduktion von gesunden T-

Zellen untersucht.
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Abbildung 19: Dosisabhéangige Untersuchung der Proliferation und Zytokinproduktion von T-Zellen
in HL-60 Zellkulturiiberstanden. T-Zellen gesunder Spender wurden in verschiedenen Verdiinnungen
des Zellkulturiberstands der Zellinie HL-60 kultiviert und anschlieBend die Proliferation und Produktion
von IL-2 und IFN-y nach Stimulation mit PMA/ lonomycin ermittelt. Die Kurve zeigt die Proliferation
(Mittelwerte aus Triplikaten fir jeden Messpunkt mit Standardabweichung). * : Stimulation mit PMA/
lonomycin.

Bei den oben gezeigten Effekten konnte exemplarisch an der Zellinie HL-60 gezeigt
werden, dass die Inhibition sowohl der Proliferation als auch der Tyl-
Zytokinproduktion durch 18sliche Faktoren im Uberstand von AML-Blasten dosis-
abhingig ist.

Um den anergen Zustand der T-Zellen nach Inkubation im AML-Uberstand weiter zu
charakterisieren, wurde den Kulturansitzen zusétzlich rhIL-2 zugefiihrt. In vielen Fillen
von Anergie ldsst sich das eingeschrinkte Proliferationsverhalten von T-Zellen durch

die Zugabe von exogenem IL-2 wieder auftheben (IL-2 Reversibilitét).
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Abbildung 20: Untersuchung zur IL-2 Reversibilitdt des inhibitorischen Effekts. T-Zellen gesunder
Spender wurden in Zellkulturiiberstdnden der Zellinie HL-60 und eines AML-Patienten kultiviert und
anschlieRend die Proliferation nach Stimulation mit PMA/ lonomycin ermittelt. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus Triplikaten fur jeden Messpunkt mit Standardabweichung. * : Stimulation mit PMA/
lonomycin.
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Es konnte gezeigt werden, dass die verminderte Proliferationskapazitdt nach Kultur in

AML-Zelluberstinden nicht IL-2 reversibel ist.

3.2.2.2 Zellzyklusanalysen

Naive T-Zellen sind in der GO Phase des Zellzyklus arretiert, bis sie aktiviert werden
und dadurch in den Zellzyklus eintreten. Die Aktivierung von T-Zellen induziert deren
Proliferation, Sezernierung von Zytokinen und die zytotoxischen Eigenschaften. Es lag
also die Vermutung nahe, dass die inhibitorischen Effekte der AML-Blasten
(Proliferation, Tyl-Zytokine) auf einen Arrest in der GO/G1 Phase des Zellzyklus
zuriickzufiihren sein konnten. Aus diesem Grund wurden im Folgenden
Zellzyklusanalysen in dem erfolgreich etablierten in vitro-System (AML-
Zellkulturiiberstande) durchgefiihrt. Das Ergebnis konnte in drei unabhéngigen
Experimenten bestitigt werden.
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Abbildung 21: Zellzyklusanalysen. T-Zellen gesunder Spender wurden in Zellkulturiiberstanden der
AML-Zellinie HL-60 oder normaler PBMCs kultiviert und mitogen mit PMA/ lonomycin stimuliert. (A)
Histogramm Plot von (a) unstimulierten und (b) mitogen stimulierten T-Zellen in Zellkulturiberstanden
normaler PBMCs und (c) von mitogen stimulierten T-Zellen im HL-60 Zellkulturliberstand. (B) Prozentualer
Anteil der T-Zellen in der GO/G1- und in der proliferativen Phase (S/G2/M).

Bei den Zellzyklusanalysen ist deutlich zu erkennen, dass die T-Zellen, die im
Zellkulturiiberstand der AML-Zellinie HL-60 kultiviert werden, in der GO/G1-Phase des
Zellzyklus arretiert sind (65% in GO0/G1) gegeniiber denselben T-Zellen, die im
Zellkulturmedium normaler PBMCs kultiviert werden (40% in GO/G1).
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3.2.3 IL-10 als immunregulatorisches Zytokin

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass T-Zellen, die in
Zellkulturiiberstinden von AML-Blasten kultiviert wurden, die Tyl-Zytokine IFN-y
und IL-2 auf Proteinebene herunterregulieren. Im Hinblick auf einen immun-
regulatorischen Mechanismus war nun zu untersuchen, welchen Einfluss die AML-
Zellkulturiiberstinde auf das Zytokin IL-10 haben, ein Zytokin, das unter anderem von
T2 und von induzierten regulatorischen T-Zellen (Tgrl-Zellen) vermehrt sezerniert

wird.
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Abbildung 22: Realtime RT-PCR auf IL-10. CD3" T-Zellen gesunder Spender wurden 5 Tage im
Zellkulturiiberstand von AML-Blasten (AML 1-6) bzw. PBMCs gesunder Spender (PBMC I-lll) unter
mitogener Stimulation (gekennzeichnet mit *) kultiviert und anschlieRend in einer Realtime RT-PCR fiir IL-
10 eingesetzt. Gezeigt sind die fold changes bezogen auf die stimulierte Kontrolle in normalem Medium.

Alle der hier analysierten AML-Zellkulturiiberstinde regulieren die Produktion von IL-

10 in normalen T-Zellen hoch.

3.2.3.1 ELISPOT zur Analyse der IL-10 Produktion

Zur Uberpriifung der Regulation von IL-10 auf Proteinebene wurde ein ELISPOT mit
IL-10 spezifischen Antikdrpern durchgefiihrt. T-Zellen gesunder Spender produzieren
vermehrt IL-10, wenn sie mit AML-Blasten geprimt wurden. Damit konnte die
vermehrte Expression von IL-10 auf RNA-Ebene (vgl. 3.2.3) auch auf Proteinebene
bestdtigt werden. A B

Abbildung 23: ELISPOT zur Uberpriifung der IL-10 Produktion. T-Zellen gesunder Spender wurden
ohne (A) bzw. mit (B) bestrahlten AML-Blasten kokultiviert und die IL-10-Produktion ermittelt.
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3.3 Differentielle Genexpressionsanalyse von CD4" T-Zellen

Die in vitro analysierten inhibitorischen Effekte von leukdmischen Blasten auf T-Zellen
sollen nun direkt an T-Zellen aus AML-Patienten ndher untersucht werden. Da die
Tumorlast bei Leukdmiepatienten bis zu 1 kg betragen kann und sich die entarteten
Zellen in direktem Kontakt zu den T-Zellen befinden, war zu vermuten, dass diese T-
Zellen auch ein verdndertes Genexpressionsprofil gegeniiber T-Zellen aus gesunden
Probanden zeigen. Zur Analyse des Expressionsprofils kamen so genannte ,,Custom*-
Microarrays zum Einsatz, die die Untersuchung von 350 T-Zell-spezifischen Genen
ermoglichen. Diese Versuche wurden in den Rdumen der Array-Facility der GBF in
Braunschweig (Prof. Jan Buer) durchgefiihrt. Es wurden CD4" T-Zellen von sechs
gesunden Probanden mit denen von sieben verschiedenen AML-Patienten verglichen
(Tab.4). Die CD4" T-Zellen wurden aus kryokonservierten PBMCs mittels eines
»fluorescence-activated cell sorters” (FACS) isoliert. Die Reinheit der analysierten

CD4" T-Zellen lag bei >96% (Abb.23)

Tabelle 4: Zusammenstellung der analysierten Probanden. (A) gesunde Spender. (B) AML-Patienten

A B
Spender Sex Alter Reinheit Patient Sex Alter FAB-Typ Reinheit
1 w 27 98% 3 m 59 M2 99%
2 w 26 98% 9 m 67 M2 97%
3 M 32 98% 11 w 43 M2 98%
4 M 30 97% 12 w 46 M1 98%
5 w 54 96% 14 w 65 M1 98%
6 M ? 98% 15 m 69 MO 97%
16 m 31 M1 97%
, A

CD3-PE

T |.|||||1| LELRRLLLL I!

10* 10°

CD4-FITC

Abbildung 24: Darstellung der zu sortierenden CD4" T-Zellen. (A) gesunde Kontrolle mit einem Anteil
an CD4" T-Zellen von 13%. (B) AML-Patient mit einem Anteil an CD4" T-Zellen von 2,4%; Der Grossteil
der Zellen besteht aus leukamischen Blasten.
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3.3.1 Qualitat der verwendeten cRNA-Sonden
Aufgrund der geringen isolierten Zellzahl aus dem kryokonservierten Material erfolgte
die Probenaufarbeitung anhand eines RNA-Amplifikationsprotokolls (vgl. 2.2.8-2.2.13).
Die fertigen cRNA-Sonden wurden im Agilent Bioanalyzer untersucht.

Abbildung 24 (Teilbild A) zeigt ein typisches Fragmentldngenspektrum der cRNA-

Sonden und zeigt, dass die Synthese effizient und linear verlief.

A B

Fragmen-
tierung

—-

Marker
Marker

_ e

Abbildung 25: Agilent-Analyse fragmentierter, biotinylierter cRNA-Sonden. A) Langenverteilung der
cRNA-Sonden vor der Fragmentierung. B) Langenverteilung nach der Fragmentierung.

Nur Proben mit entsprechendem Fragmentlingenspektrum wurden weiter verarbeitet.
Der Effekt der Fragmentierung der cRNA-Sonden wird aus Teilbild B ersichtlich. Die
Verteilung der Fragmentldngen ist im Vergleich zu Teilbild A deutlich nach links, also

zu kleineren Fragmentldngen hin verschoben und fillt deutlich enger aus.

3.3.2 Qualitat der verwendeten Custom-Arrays

In Abbildung 25 ist beispielhaft eine als Chip-Chargen-Kontrolle dienende Sybr-Green
Farbung eines unhybridisierten Microarrays und ein reprisentativer Microarray eines
gesunden Spenders dargestellt. In Teilbild A wird eine einheitliche Spotmorphologie
sowie ein geringes Hintergrundlevel deutlich. Dadurch wird gewéhrleistet, dass selbst
noch geringe Signalintensititen nachweisbar sind. Die unterschiedlichen
Helligkeitswerte der Spots in Teilbild B spiegeln in direkter Weise die
unterschiedlichen Expressionsstiarken der 350 Testgene wieder. Arrays mit erhohtem
Hintergrundlevel, Artefakten, uneinheitlichen Spotmorphologien oder anderen optisch

eindeutigen Méngeln wurden nicht in die weitere Analyse einbezogen.
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Abbildung 26: Bilder des Human Treg Microarrays. A) Sybr-Green Farbung eines Human Tgreg Chips.
Sybr-Green interkaliert unspezifisch mit den Nukleinsduren der Oligonucleotide. Zu sehen sind zwei Array-
Replikate und die 16 Meta-Grids, aus denen diese jeweils bestehen. B) Human Treg Chip von CD4" T-
Zellen eines gesunden Spenders.

3.3.3 Identifizierung und Beschreibung der differenziell exprimierten
Gene

Zur Identifizierung von Genen bzw. Gengruppen, die differentiell und statistisch
signifikant zwischen CD4+ T-Zellen gesunder Spender und CD4" T-Zellen von AML-
Patienten reguliert sind, wurde ein Signifikanz-Permutationstest (SAM, vgl. 2.3.6) mit
anschlieBender hierarchischer Clusteranalyse (vgl. 2.3.7) durchgefiihrt. Vergleicht man
die Arraydaten gesunder Spender mit den Array-Daten der AML-Patienten unter dem
Aspekt signifikant regulierter Gene, erhdlt man nach Clusteranalyse die Abbildung 26.
Der Cluster besteht aus insgesamt 38 Genen, von denen 17 positiv und 21 negativ

reguliert sind, bezogen auf das Verhiltnis ,,AML/gesund®.
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Abbildung 27: Hierarchische Clusteranalyse des signifikanten Genexpressionsprofils von CD4" T-
Zellen aus AML-Patienten (AML 1-7) gegen CD4" T-Zellen aus gesunden Kontrollen (Ktrl 1-6). Rechts sind
Gen-Akronyme und der fold change der Genexpression zwischen den beiden Gruppen angegeben.

Das hierarchische Clustern ergab, dass die durch SAM ermittelten statistisch
signifikanten Gene auch den beiden Gruppen zugeordnet werden konnten.
Inhomogenitidten im oben gezeigten Cluster kommen durch individuelle Unterschiede
sowohl innerhalb der Kontrollgruppe als auch der Patienten zustande.

Es kann deutlich gezeigt werden, dass CD4  T-Zellen aus AML-Patienten ein
verdndertes Genexpressionsprofil gegeniiber gesunden Spendern aufzeigen. In einem
ndchsten Schritt wurden die differentiell exprimierten Gene unterschiedlichen

funktionellen Gruppen zugeordnet (Abb.27).
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Abbildung 28: Einteilung der 38 differenziell exprimierten Gene in funktionelle Gruppen

Die folgende Tabelle liefert eine erste Beschreibung der zwischen AML-Patienten und

gesunden Spendern regulierten Gene:

Tabelle 5: Beschreibung der differentiell exprimierten Gene

Immunregulatorische Gene

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte- o Negativregulator von T-Zellantworten in der Peripherie
associated protein 4 e Hochregulierung verhindert die Progression durch den Zellzyklus
durch die Inhibition von cyclin D3, Cyclin-dependent kinase 4 (CDK4)
und CDK6
IL2RB interleukin 2 receptor, beta e halt das Aktivierungsprogramm von T-Zellen unter Kontrolle
e wichtig fur die Aufrechterhaltung der Homeostase
CST7 cystatin F (leukocystatin) e codiert fUr einen glykosylierten Cystein Protease Inhibitor
e Rolle in der Immunregulation durch die Inhibierung eines einzelnen
Targets im hamatopoietischen System
e Expression des Proteins wurde in verschiedenen Krebszellinien
gefunden
Apoptose
GZMB granzyme B (cytotoxic T- e Induktion von Apoptose in Zellen bei der T-Zell-vermittelten
lymphocyte-associated serine Immunantwort (Inhalt von zytotoxischen Granula bei aktivierten T-
esterase 1) Zellen)
e  Spontane Expression auf LAA-reaktiven T-Zellen in Patienten mit
AML
e  Spielt eine mdgliche Rolle bei der Unterdriickung von T-Zellantworten
GZMA granzyme A (cytotoxic T- e T-und NK-Zellspezifische Serinprotease (Inhalt von zytotoxischen
lymphocyte-associated serine Granula bei aktivierten T-Zellen)
esterase 3) e Wichtig fiir die spezifische Lyse von Targetzellen
BAX BCL2-associated X protein e  Pro-apoptotischer Regulator
e Involviert in die p53 vermittelte Apoptose
e BAXund BCL-2 werden wahrend der Apoptose reziprok reguliert
BCL-2 B-cell CLL/lymphoma 2 e  Unterdrickt eine Vielzahl von apoptotischen Mechanismen, z.B
indem es die Ausschiittung von Cytochrom c aus den Mitochondrien
verhindert
e Interagiert mit BAX
CAST calpastatin e Apoptose-Pathway in Neutrophilen
o  Kritisches Element in der pro-apoptotischen Kaskade die zur BAX
Aktivierung fihrt
CD38 CD38 antigen (p45) e Induktion von Apoptose durch extrazellulare Signale
e  Spielt wahrscheinlich in vivo eine Rolle bei der Regulation humoraler
Immunantworten
Zellzyklus und Proliferation
ID2 inhibitor of DNA binding 2, Uberexpression inhibiert die Proliferation und induziert eine

dominant negative helix-loop-
helix protein

GO0/G1
Akkumulation in akuten promyelozytischen Leukamie-Zellen
Reguliert TH1/TH2 Balance und den Zellzyklus
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e Inhibiert basic helix-loop-helix Transkriptionsfaktoren
CDK4 cyclin-dependent kinase 4 e Wichtig fiir die G1 Phasen-Progession im Zellzyklus
o Niedrige Expression ist assoziiert mit einem Arrest in der G1 Phase
e Aktivitat kann Marker fiir die Zytokin-Empfindlichkeit von T-Zellen sein
PTMA Prothymosin, alpha e PTMA verstarkt die CD4+ T-Zell-vermittelte Proliferation gegen
autologe Tumorzellen
e Erhohte Expression in der G1-Phase des Zellzyklus
e Kann assoziiert werden mit einem Erhéhten Bedarf wéhrend des
G1/S-Uberganges
TRIB1 tribbles homolog 1 e Tribbles koordiniert die Proliferation und Zellteilung in Drosophila
(Drosophila) e Humanes tribbles kontrolliert die Mitogen-aktivierten Protein Kinase
Kaskaden (MAPK)
VAV-2 vav 2 oncogene e ‘“cytoplasmic guanine nucleotide exchange factors” fir Rho-GTPasen
- Src-Pathway (Proliferation, Zellzyklus)
e spielt eine kritische Rolle in der T-Zellentwicklung und Aktivierung
e unterdriickt TCR-Signale, die zur Induktion des IL-2 Promotors fiihren
MYBL1 V-myb myeloblastosis viral ¢ Der regulatorische Mechanismus von a-myb ist dem von c-myb
oncogene homolog (avian)-like ahnlich c-myb wird direkt durch einen Zellzyklus-abhangigen
1 (a-MYB) Mechanismus in der G1 Phase reguliert
o A-myb reguliert die BCL-2 Aktivitat hoch
e Wird in ruhenden T-Zellen exprimiert und der Level verringert sich
nach Stimulation mit Mitogenen
Chemokine und Chemokinrezeptoren
CCL5 chemokine (C-C motif) e  Chemoattraktant fir Gedachtnis Ty-Zellen und Ty1-Zellen
ligand 5 (RANTES) e In Entziindungen hochreguliert
CCR2 chemokine (C-C motif) e Rezeptor fiir MCP-1, das an der Anti-Tumor Antwort beteiligt ist
receptor 2
CCR4 chemokine (C-C motif) e Rezeptor u.a. fir CCL5
receptor 4 e Wird selektiv auf T2 Lymphozyten exprimiert
CCR10 chemokine (C-C motif) ¢ Involviert in T-Zell vermittelte Hautentziindungen
receptor 10 e Exprimiert von Gedéchtnis CD4 und CD8 T-Zellen
CXCL10 chemokine (C-X-C motif) e Anti-Tumor Aktivitat in vivo
ligand 10 IFN-y induced e Hochreguliert durch IFN-y in entziindlichen Reaktionen
protein 10 «  Spielt eine Rolle bei der Erzeugung einer Effektor T-Zellantwort
Transkriptionskontrolle/ Signaltransduktion
AHR aryl hydrocarbon receptor e AhR Aktivierung verursacht Apoptose und Zellzyklusarrest
EGR-1 Early growth response 1 o kontrolliert direkt die TGF-b Genexpression
e unterdriickt die BCL-2 Promotoraktivitat
e wichtig fir die Zytokinkaskade in T-Zellen bei Entziindungen
RARG retinoic acid receptor, gamma e activation-induced cell death (AICD)" in peripheren T-Zellen durch
Retinsaurenvon wird Gber RARG vermittelt
¢ RARG-Antagonisten inhibieren den Zelltod
e Ligation von RARG inhibiert die Proliferation in PHA-stimulierten T-
Zellen
TXK TXK tyrosine kinase e exprimiertin TH1 Zellen
o reguliert die IFN-g Produktion in humanen T-Zellen
e antisense Oligonukleotide von TXK inhibieren spezifisch die IFN-g
Produktion
RIN3 Ras and Rab interactor 3 e spielt eine wichtige Rolle beim Transport-Weg von der
Plasmamembran zu den friilhen Endosomen
RAB25 member RAS oncogene family e Signaltransduktion in hamatopoietischen Zellen lber kleine GTPasen
PDESA Phosphodiesterase 8A e reguliert die intrazellulare Konzentration zyklischer Nukleotide

Assoziation mit IkappaB-Proteinen

Other function

SHMT2, CYP11A1, HIST1H2AB, GBP4, SH3BGRL, ICA1, SWAP70, F5, TRGV9, GPR160, LGR4

Interessanterweise zeigten die T-Zellen kein Genexpressionsprofil regulatorischer T-

Zellen (z.B. FoxP3, PD-1, GITR). Es konnte jedoch eine starke Dysregulierung von

Molekiilen gefunden werden, die eine Rolle im Zellzyklus (z.B. cdk4, Id2, prothymosin
a) oder bei der Apoptose (z.B. Bcl-2, Bax, GZMB) spielen. Ebenso konnten

Chemokine und Chemokinrezeptoren identifiziert werden, die wichtig fiir die

Entwicklung, die Homeostase und die Funktion des Immunsystems sind.
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3.3.4 Quantitatative Realtime RT-PCR

Zur Bestdtigung der Microarray-Ergebnisse wurde flir vier ausgewéhlte Gene eine
quantitative Realtime RT-PCR durchgefiihrt. Die Werte fiir jeweils fiinf gesunde
Kontrollen wurden dafiir gemittelt und ein ,,fold-change* fiir jeden einzelnen AML-

Patienten bezogen auf den Kontrollmittelwert gebildet.

AML 7 AML 6
AML 6 AML 5
AML 5 AML 4
AVL 4

AML 3
AML 3
AML 2 AML 2

AML 1 AML 1

AML 6
AML 5
AML 4
AML 3
AML 2

AML 1

-3 -2 -1 0

Abbildung 29: Quantitative Realtime RT-PCR. Gezeigt sind die fold changes von vier regulierten Genen
fur jeden einzelnen AML-Patienten bezogen auf den Kontrolimittelwert.

Die Ergebnisse der Realtime RT-PCR bestitigen die Expression auf dem Microarray.
Sowohl 1d2, als auch CTLA-4 sind auf den Microarrays hochreguliert, wihrend die
beiden Chemokinrezeptoren CCR2 und CCR4 herunterreguliert sind. Da es sich bei den
regulierten Genen auf dem Microarray um statistisch signifikante Verdnderungen im
Genexpressionsprofil handelt, kann es in der Realtime RT-PCR aufgrund von
individuellen Unterschieden durchaus bei einzelnen Patienten zu Abweichungen

kommen.
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4 Diskussion

Bei der akuten myeloischen Leukdmie (AML) handelt es sich um eine Gruppe von
klonalen Erkrankungen mit Transformation einer friihen myeloischen Stamm- bzw.
Vorlduferzelle. Wie in vitro und in vivo Untersuchungen zeigen, ist die immunologische
Erkennung und Zerstérung der Leukdmie-Zellen durch autologe T-Zellen in der Regel
gestort [39]. Verantwortlich hierfiir scheint zu sein, dass (A) Leukdmie-reaktive T-
Zellen in vivo nur unzureichend von den leukdmischen Blasten aktiviert werden [47]
und (B) immunregulatorische Mechanismen zur Induktion von leuk&mie-spezifischer
peripherer Toleranz flihren [26]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zum
besseren Verstindnis der Immundysregulation und der Wechselwirkung zwischen
myeloischen Leukdmie-Zellen und T-Zellen bei Patienten mit AML sowohl funktionell,
als auch molekularbiologisch durchgefiihrt. Neben Kokulturexperimenten bei denen die
Proliferation, Zytotoxizitit, sowie die Zytokinproduktion untersucht wurde, wurden
erstmalig T-Zellen aus AML-Patienten im Vergleich zu T-Zellen gesunder Spender
unter Einsatz von cDNA Genexpressions-Microarrays differentiell analysiert, um so
relevante Schliisselgene und molekulare Mechanismen, die der Immundysregulation

zugrunde liegen konnten, zu identifizieren.

4.1 Generierung von AML-DCs und ihr Einfluss auf T-Zellen

Dendritische Zellen (DCs) entstehen aus hdmatopoietischen Vorlduferzellen und
gehoren zur Gruppe der Leukozyten. Als professionell antigen-présentierende Zellen
(APCs) sind sie auf die Initiierung primérer Immunantworten spezialisiert. Sie spielen
unter anderem eine Schliisselrolle bei der Induktion von antigenspezifischen
Immunantworten gegen Tumorantigene [48]. Es konnte gezeigt werden, dass DCs in
vitro aus Vorlduferzellen des Knochenmarks [49] oder aus Monozyten des peripheren
Blutes [50] durch zytokin-induzierte Differenzierung generiert werden konnen. Diese in
vitro differenzierten DCs zeigen alle funktionellen und phéanotypischen Charakteristika
unreifer DCs, die in der Lage sind, Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und zu
prasentieren. Durch mikrobielle Antigene, inflammatorische Zytokine oder CD40L
konnen diese unreifen DCs auch in vitro zu reifen DCs ausdifferenziert werden [48].
Einige Gruppen konnten kiirzlich zeigen, dass eine in vitro Differenzierung ebenso
aus myeloischen Blasten von AML Patienten mdoglich ist [19, 51, 52]. Hintergrund fiir

diese Untersuchungen ist die Tatsache, dass die immunologische Erkennung und
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Zerstorung der Leukdmie-Zellen durch autologe T-Zellen trotz der Expression von
immunogenen leukdmie-assoziierten Antigenen gestort ist. Man vermutet, dass
leukdmie-reaktive T-Zellen in vivo nur unzureichend von den leukdmischen Blasten
aktiviert werden und dass durch eine Ausdifferenzierung der leukdmischen Blasten zu

DCs eine leukdmie-spezifische T-Zellantwort induziert werden kann [19, 47].

4.1.1 invitro Differenzierung zu AML-DCs und ihre stimulatorischen Eigenschaften

Der erste Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der in vitro Ausdifferenzierung von
AML-Blasten und ihrer funktionellen Charakterisierung. Wie bereits erwdahnt nehmen
DCs als professionell antigen-priasentierende Zellen bei der Initiierung einer
spezifischen T-Zellantwort eine zentrale Rolle ein [48]. Verschiedene Strategien sind in
den letzten Jahren entwickelt worden, um dendritische Zellen zur spezifischen
Immuntherapie bei malignen Erkrankungen einzusetzen [53]. Die Differenzierung von
AML-Blasten in Zellen mit einem ,,dendritendhnlichem Phéanotyp* (kurz: AML-DCs)
stellt eine von verschiedenen Methoden dar, dendritische Zellen fiir die Induktion einer
leukdmie-spezifischen T-Zellantwort einzusetzen. Dabei wird mit der zytokin-
induzierten Differenzierung der Leukdmiezellen zu AML-DCs der aufwendige Prozess
der Antigenselektion und Présentation [38] umgangen, da die Targetzellen, die bereits
das potentielle leukdmie-spezifische Antigen in sich tragen, selbst zu antigen-
prasentierenden Zellen differenziert werden. Auf diesem Weg kann die schwierige
Identifizierung des LAA im Einzelpatienten umgangen werden.

Zur Generierung der AML-DCs konnte eine optimale Zytokinkonzentration
ermittelt werden (1000 U/ml GM-CSF, 800 U/ml IL-4, 200 U/ml TNF-a). GM-CSF ist
ein Zytokin, auf das myeloische DCs, sowie myeloische Vorlauferzellen reagieren. IL-4
unterdriickt die Entwicklung von Makrophagen und Monozyten aus myelo-
monozytiren Vorlduferzellen [54]. Die Zugabe von TNF-a fiihrt zur Ausreifung der
AML-DCs und zur Induktion der T-Zell-stimulatorischen Eigenschaften [55]. Da die
leukdmischen Zellen in ihrer Ausdifferenzierung arretiert sind, war eine hohere
Zytokingabe erforderlich als z.B. zur Ausdifferenzierung aus Monozyten eingesetzt
wird [50]. Eine Differenzierung zu AML-DCs war in 70% der Falle moglich und zwar
unabhingig von FAB-Typ der Leukdmie. Die Ergebnisse entsprechen somit der
Fachliteratur [19]. In den {ibrigen 30% der AML-Zellen war entweder keine

Ausdifferenzierung zu erkennen, oder die Blasten iiberlebten nicht in der Zellkultur. Die
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Griinde dafiir, ob eine Ausdifferenzierung zu AML-DCs bei dem jeweiligen Patienten
moglich ist oder nicht, bleiben jedoch unklar.

Es konnte gezeigt werden, dass leukdmische Blasten kostimulatorische Molekiile
(z.B. CD80, CD86) nur in unzureichender Menge auf ihrer Oberfliache exprimieren und
dass eine ausreichende Aktivierung der T-Zellen somit vermutlich nicht stattfinden
kann [19, 51]. Die Aktivierung naiver T-Zellen erfordert zwei unabhéngige Signale, die
die T-Zelle von derselben APC erhalten muss: Die Bindung des spezifischen TCR und
die Bindung des kostimulatorischen Rezeptors CD28. Fehlt die Kostimulation, so erhélt
diese T-Zelle nur ein Aktivierungssignal. Das Ausbleiben des kostimulatorischen
Signals kann zu einer unzureichenden Aktivierung und damit zum Zustand der Anergie
der T-Zelle fithren [56]. Allison et al. zeigten, dass die Transfektion von
kostimulatorischen Molekiilen in nicht-immunogene maligne Zellen diese Zellen zu
immunogenen Zellen werden liel3, die eine T-Zellantwort auslosen konnen [57]. Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass die Expression dieser kostimulatorischen Molekiile auch
nach Ausdifferenzierung der malignen Zellen zu AML-DCs in allen der hier
untersuchten Fille deutlich hochreguliert wurde. Eine Erhdhung der Kostimulatoren
lasst also auch in diesem Fall eine verbesserte Immunogenitit erwarten. In der
allogenen MLR waren die AML-DCs deutlich bessere Stimulatoren als die priméiren
Blasten, die nahezu keine stimulatorische Kapazitit aufwiesen. AML-DCs steigerten die
Proliferation der allogenen PBMCs signifikant auch schon bei niedrigen Stimulator/
Responder Ratios.

Die fehlende oder unzureichende Kostimulation durch die AML-Blasten stellt eine
mogliche Erklarung der ineffizienten Immunantwort in AML Patienten dar. Die AML-
DCs sind neben der typischen Morphologie (Abb.7) charakterisiert durch die
Expression von kostimulatorischen Molekiilen (wie z.B. CD80, CD86, CD40) und
Differenzierungsantigenen maturer dendritischer Zellen (wie z.B. CD1a, CD83; Abb.9).
Auch die physiologische Funktion von DCs kann auf die in vitro generierten AML-DCs
iibertragen werden: AML-DCs sind, im Gegensatz zu den primdren AML-Blasten, in
der Lage, allogene mononukleédre Zellen zu stimulieren (Abb.10).

Fir einen Einsatz der AML-DCs als antigenspezifische Stimulatoren fiir T-
Zellantworten musste tiberpriift werden, ob sich auch aufgereinigte T-Zellsubpopulation
(CD4" T- Helferzellen und CDS" zytotoxische T-Zellen) von den AML-DCs stimulieren
lassen. Die Experimente ergaben, dass sich sowohl T-Helferzellen als auch zytotoxische

T-Zellen im allogenen System von den AML-DCs stimulieren lassen, wohingegen die
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primidren AML-Blasten wieder keine stimulatorische Kapazitéit aufweisen (Abb.13). Fiir
einen Einsatz der AML-DCs in der Immuntherapie ist es aulerdem unerlésslich, dass
die Stimulation auch im autologen System funktioniert. Hierfiir wurden autologe T-
Zellen eingesetzt, die zum Zeitpunkt einer kompletten Remission der bekannten AML
gewonnen wurden. Als Stimulatoren dienten primdre AML-Blasten und
ausdifferenzierte AML-DCs desselben Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose. Eine
deutliche Stimulation durch die AML-DCs erfolgte auch im autologen System (Abb.14).

4.1.2 Uberpriifung des immunogenen und zytotoxischen Potentials der AML-DCs

Die Uberpriifung der Abstammung der AML-DCs von den leukdmischen Blasten stellt
eine Vorraussetzung fiir ihren Einsatz als Immunstimulatoren dar. Durch die
Koexpression leukdmie-assoziierter Oberflichenmolekiile (CD33, CD13, CD34) bzw.
durch den gleichzeitigen molekularen und/oder zytogenetischen Nachweis von
leukdmie-spezifischen chromosomalen Translokationen [58] oder Antigenen (z.B. WT-
1) konnte diese Abstammung in allen Fillen gezeigt werden (Abb.5). Das Wilm’s
Tumor Antigen WT-1 ist in der 80% aller AML Patienten exprimiert, sowie in CD34"
himatopoietischen Zellen [59]. Aufgrund dieser hohen Expressionsrate wurde dieses
Gen zur Uberpriifung der leukimischen Ursprungs herangezogen (Abb.11). WT-1
konnte in nahezu allen der hier untersuchten Fille (90%) auch nach der
Ausdifferenzierung identifiziert werden.

In vitro Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass es moglich ist, eine
zytotoxische T-Zellantwort gegen leukdmische Blasten zu induzieren [19, 51, 60].
Dabei konnten bisher verschiedene leukdmie-assoziierte Target-Antigene, gegen die die
T-Zellantwort gerichtet ist, identifiziert werden: Insbesondere entstehen durch
chromosomale Abberationen (z.B. t(9;22), t(15;17)) der malignen transformierten
Zellen [19] neue oder alterierte Genprodukte mit immunogenem Potential. Dariiber
hinaus existieren auch unabhingig von chromosomalen Verdnderungen leukidmie-
assoziierte Antigene (LAA) wie WT-1 [59], Proteinase-3 [60], PRAME [62] und
RHAMM [63], gegen die eine zytotoxische T-Zellantwort induzierbar ist [56]. Das
effektive antileukdmische Potential von T-Zellen zeigen dariiber hinaus auch klinische
Ergebnisse mit der Induktion von langanhaltenden Remissionen nach Spender-
Lymphozyten Gabe bei Patienten mit Leukdmie-Rezidiven nach allogener Stammzell-

Transplantation [64].
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AML-DCs erhalten die Expression der immunogenen LAAs auch nach der
Differenzierung aufrecht und regulieren sie in manchen Féllen sogar hoch (Abb.12).
Ikeda et al. identifizierten PRAME als Melanom-assoziiertes Tumor-Antigen, das von
zytotoxischen T-Zellen erkannt werden kann [65]. Die Genexpression von PRAME
konnte ebenso in 35% der AML Patienten gezeigt werden [62], wohingegen keine
Expression in PBMCs oder Knochenmarkszellen gesunder Spender gefunden werden
konnte [66]. In dieser Arbeit wurde in 6/9 AML Patienten das LAA PRAME
nachgewiesen. RHAMM (CD168) ist der Rezeptor fiir Hyaluronan und spielt eine
wesentliche Rolle im Zellwachstum, der Differenzierung und der Motilitdt. Dieses
Molekiil ist in AML Patienten stark exprimiert, wihrend es in PBMCs gesunder
Spender nicht zu finden ist [63]. Li et al. konnten sogar eine Hochregulierung nach
Ausdifferenzierung zu AML-DCs in 50% der Félle mittels quantitativer realtime RT-
PCR beobachten [67]. Hier konnte diese Hochregulierung in einer RT-PCR nur in 2/9
Féllen beobachtet werden, allerdings ist diese Methode auch weniger sensitiv als die
quantitative Realtime RT-PCR. Proteinase-3 wird in normalen myeloischen Zellen
exprimiert, ist jedoch in einigen Leukdmien 2-4-fach iiberexprimiert [68]. Auch dieses
LAA bleibt nach der Ausdifferenzierung zu AML-DCs erhalten. Die Aufrechterhaltung
der Expression von LAA stellt eine notwendige Bedingung fiir den Einsatz von AML-
DCs als Stimulatoren fiir AML-spezifische T-Zellantworten dar. Die AML-DCs
prasentieren hdchst-wahrscheinlich eine Vielzahl verschiedener und sicherlich noch
unbekannter Tumorantigene auf ihrer Oberfliche, die eine zytotoxische T-Zellantwort
ausldsen konnen.

Um eine Immunantwort und nicht Toleranz zu induzieren, spielen die APCs auf
denen die Tumorantigene préasentiert werden, eine kritische Rolle. In einem weiteren
Schritt sollte deshalb nun iiberpriift werden, ob die T-Zellen sich durch die Stimulation
mit AML-DCs zu zytotoxischen T-Zellen differenzieren lassen, die in der Lage sind,
autologe Targetzellen zu lysieren [19, 51, 58]. Dazu wurden T-Zellen mit allogenen
AML-DCs kokultiviert und anschlieBend diese vorstimulierten T-Zellen in einem
Zytotoxizititstest gegen autologe primére Blasten eingesetzt. Die Kokultur erhohte
dabei die Targetlyse signifikant (Abb.15). Dieses Ergebnis bedeutet, dass eine
Stimulation mit AML-DCs eine zytotoxische T-Zellantwort induzieren kann. Allerdings
ist bei dieser Methode bekannt, dass nicht bei allen Patienten gleichermaflen die
Induktion einer leukdmie-spezifischen T-Zellantwort moglich ist [19, 51]. Diskutiert

werden hier die wunzureichende Differenzierung zu antigenprisentierenden,
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aktivierenden Zellen oder/und der mdgliche Verlust der effizienten Prdsentation von
endogenen LAAs wihrend der in vitro Differenzierung. Nach unseren
Voruntersuchungen lassen sich diese Vermutungen allerdings nicht bestitigen.
Moglicherweise gehen aber auch von den in vitro differenzierten AML-DCs, dhnlich
wie bei Leukdmiezellen bereits gezeigt [69], immunsuppressive, bisher grofBtenteils
nicht genauer identifizierte Signale aus, die eine leukdmie-spezifische T-Zellantwort
unterdriicken. Es ist auch nicht immer vorraussehbar, ob in vitro generierte
immunotherapeutischen Strategien von klinischer Effizienz sind. Die Aus-
differenzierung der malignen Zellen selbst zu APCs ermoglicht jedoch eine grofle
Chance fiir immuntherapeutische Ansdtze. Ein Vorteil dieser Strategie ist sicherlich,
dass der Prozess der Antigenselektion und -prasentation umgangen werden kann [49].
Ein Pulsen von DCs mit z.B. Tumorlysat erhoht auerdem die Ausbildung einer nicht
gewollten Autoimmunreaktion, da im Tumorlysat auch Selbstantigene, wie Nukleus-
proteine oder RNA, enthalten sein kdnnen [51]. AML-DCs sind daher besser geeignet,
eine zytotoxische T-Zellantwort zu induzieren, als DCs, die aus normalen Vorldufern

generiert und mit exogenen leukdmischen Antigenen gepulst [51].

4.2 Funktionelle in-vitro Analyse der T-Zelldysfunktion bei AML

Immunbiologische Untersuchungen der Tumor-/ bzw. Leukdmie-Wirt-Wechsel-
beziehungen haben gezeigt, dass nicht nur eine unzureichende Aktivierung, sondern
auch sogenannte ,,immune escape“ Mechanismen sowohl die autologe antileukdmische
Immunantwort als auch immuntherapeutische Behandlungsversuche negativ
beeinflussen konnen [39]. Eine Unterdriickung der anti-Tumor T-Zellantwort ist eine
Hauptursache fiir die Immunsuppression, die in einer Vielzahl verschiedener
Krebserkrankungen vorliegt [26, 70, 71]. Das Entkommen der malignen Zellen aus der
Immuniiberwachung (,,immune escape®) kann verschiedene Ursachen haben: (a) eine
unzureichenden Aktivierung durch fehlende Kostimulation [22], durch eine verminderte
Expression von MHC-Klasse I oder II Molekiilen auf der Oberfliche der Tumorzellen
[23] oder durch eine verminderte Expression von LAAs [25] (siehe 6.1.1); (b) die
Sezernierung immunsuppressiver Faktoren durch die Tumorzellen [26, 27] oder (c¢) die
Induktion anerger [28, 29, 72] bzw. regulatorischer T-Zellen [31]. Derartige
immunregulatorische Mechanismen, die zur Induktion von leukdmie-spezifischer

Toleranz fithren konnen, sind bei Leukdmie-Patienten bisher nicht untersucht worden.
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Die Identifizierung der molekularen und zelluldren Grundlagen peripherer Toleranz,
die sich als selektiver Verlust an immunologischer Reaktivitit gegen ein bestimmtes
Antigen zeigt, ist Gegenstand aktueller Forschung: Verschiedene experimentelle
Modellsysteme haben hierfiir die antigen-spezifische Immunantwort in der Situation der
chronischen Antigen-Stimulation untersucht [40, 41]. Periphere Toleranz in T-Zellen
wird dabei nicht nur tber klonale Deletion oder Ignoranz, sondern im Wesentlichen
iiber die Induktion von Anergie erzielt. Die Ergebnisse dieser Modellsysteme sind flir
die immunologische Situation der Leukdmie mit leukdmie-spezifischer Toleranz
autologer T-Zellen von besonderer Bedeutung. Es wird die Arbeitshypothese verfolgt,
dass Leukédmiezellen eine leukédmie-spezifische periphere Toleranz der autologen T-
Zellen induzieren konnen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die zugrundeliegenden

immunregulatorischen Mechanismen identifiziert werden.

4.2.1 invitro.priming*“ von allogenen T-Zellen mit leukdmischen Blasten

In einem ersten Experiment wurden zunéchst allogene T-Zellen gesunder Spender mit
primdren AML-Blasten kokultiviert. Als Kontrolle dienten allogene T-Zellen, die mit
PBMC:s desselben Patienten in kompletter Remission kokultiviert wurden. Damit wurde
der Effekt der allo-Reaktion ausgeschlossen. Dieses Experiment sollte in vitro die
Situation in AML Patienten simulieren, in denen die T-Zellen in permanentem Kontakt
mit den malignen Zellen stehen (chronische Antigenstimulation). Es konnte gezeigt
werden, dass allogene T-Zellen ein vermindertes Proliferationsverhalten zeigen, wenn
sie sich einige Zeit in Kontakt mit AML-Blasten befanden (Abb.8). Diese Hemmung
der T-Zellen kann die Ursache in der fehlenden Kostimulation haben, die die T-Zellen

in einen anergen Zustand versetzen konnte [29; siehe 6.1.1].

4.2.2 Experimente mit AML-Zellkulturiiberstinden

In einem ndchsten Schritt wurde untersucht, ob diese Unterdriickung der Proliferation
ein zellkontakt-abhéngiger Prozess ist, oder ob immunsuppressive Faktoren, die von
den AML-Zellen produziert werden, eine Rolle spielen [26, 27]. Einige Publikationen
dokumentieren, dass Tumorzellen Faktoren produzieren, die in der Lage sind, Zellen
des Immunsystems zu inhibieren [26, 27, 73]. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass
Zellkulturiiberstinde von primdren AML-Zellen einen signifikanten inhibitorischen
Effekt auf die Aktivierung gesunder T-Zellen nach mitogener Stimulation haben (Abb.9)

und dass dieser Effekt dosisabhingig ist, wie Titrationsexperimente mit
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Zellkulturiiberstinden nachwiesen. Dieses Ergebnis bestitigt die Untersuchungen von
Buggins et al., die einen dhnlichen Effekt mit AML-Zellkulturiiberstinden beobachten
konnten [26]. Die l6slichen Faktoren, die sich in den Zellkulturiiberstinden der AML-
Blasten befinden, haben allerdings nicht nur inhibitorische Eigenschaften auf die
Proliferation von T-Zellen, sie unterdriicken weiterhin die Produktion der Ty1-Zytokine
IL-2 und IFN-y, die normalerweise nach T-Zellaktivierung sezerniert werden (Abb. 10).
Diese beiden Zytokine werden vornehmlich von Tyl (CD4") bzw Tcl (CD8")-T-Zellen
produziert, die in der Lage sind, das Tumorwachstum signifikant zu verzdgern [74].
Kemp et al. zeigen, dass die Fahigkeit, grofe Mengen an IFN-y zu produzieren, einen
kritischen anti-Tumor Effektormechanismus in vivo darstellt. Eine Zugabe von 50U/ml
rhIL-2 zur Zellkultur konnte die unterdriickte Proliferation nicht umkehren, ein Effekt,
der von der adaptiven Toleranz (in vivo Anergie) bekannt ist

Neben den beiden Tyl-assoziierten Zytokinen IL-2 und IFN-y, die entscheidend fiir
die Bewiltigung der CTL-vermittelten anti-Tumor Immunantwort sind, spielt noch eine
zweite Gruppe von Zytokinen eine wichtige Rolle, ndmlich die Ty2-assoziierten
immunmodulatorischen Zytokine wie IL-10, IL-4 oder TGF-B. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde zusitzlich zu der Produktion von IL-2 und IFN-y auf Proteinebene
(Abb.18) noch die Genexpression von IL-10 mittels quantitativer Realtime RT-PCR
untersucht, nachdem T-Zellen in den Zellkulturiiberstinden primirer AML-Blasten
kultiviert worden waren. Es konnte beobachtet werden, dass IL-10 durch alle der
analysierten Zellkulturiiberstainde hochreguliert wurde (Abb.21). Zusétzlich wurde die
Produktion von IL-10 auf Proteinebene von T-Zellen mit bzw. ohne AML-
Blastenkontakt mittels ELISPOT untersucht. Auch hier konnten im Vergleich eine
starkere IL-10-Produktion nach Kontakt mit AML-Blasten beobachtet werden. IL-10 ist
in der Lage, die Expression der Tyl Zytokine IL-2 und IFN-y zu unterdriicken [75]. Es
wird vornehmlich von Trl-Zellen und Ty3-Zellen produziert, die zur Gruppe der
induzierten regulatorischen T-Zellen zéhlen [10, 11]. Diese iTrg sind in der Lage, anti-
Tumor Immunantworten zu unterdriicken, ein weiterer Mechanismus peripherer
Toleranzinduktion. Man kann also vermuten, dass die l8slichen immunsuppressiven
Faktoren, die von den AML-Blasten produziert werden, regulatorische T-Zellen
induzieren konnen, die wiederum durch die Ausschiittung von IL-10 eine effektive anti-
Tumor Immunantwort unterdriicken konnen.

Eine effektive T-Zell-vermittelte Immunantwort benétigt den Eintritt in den

Zellzyklus (GO—>G1) fiir die klonale Proliferation, da naive T-Zellen in der GO Phase
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des Zellzyklus arretiert sind, bis sie aktiviert werden [76]. Die Aktivierung von T-Zellen
induziert deren klonale Proliferation, Sezernierung von Zytokinen und zytotoxischen
Eigenschaften [76]. Nahezu alle Formen der Anergie-Induktion haben gemeinsam, dass
sie eine frithe T-Zell Aktivierung verursachen, aber zu unzureichender Proliferation
fithren [77]. Eine Arretierung im Zellzyklus kann also fiir die ineffektive T-Zellantwort
verantwortlich sein. Um zu untersuchen, ob der Grund fiir die verminderte Proliferation
und Produktion von Zytokinen ein Zellzyklus-Arrest sein konnte, wurden T-Zellen im
Zellkulturiiberstand der AML-Zellinie HL-60 unter mitogener Stimulation kultiviert.
Als Kontrolle wurden dieselben T-Zellen im Uberstand von gesunden PBMCs kultiviert.
Anschliefend wurden Zellzyklusanalysen mit Hilfe der Durchflusszytometrie
durchgefiihrt. Es konnte festgestellt werden, dass der Zellkulturiiberstand von AML-
Zellen den Eintritt von T-Zellen in den Zellzyklus verhindert oder verlangsamt, indem
sie in der GO/G1-Phase arretiert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine
dhnliche Inhibierung von T-Zellen durch die Uberstinde von Tumorzellen wie z.B. von
Wang et al. [73] beschrieben, die eine Inhibierung von T-Zellen in Uberstanden von
Eierstock-Tumorzellen zeigen konnte. Der beobachtete Zellzyklus-Arrest durch den
Uberstand der AML-Zellinie HL-60 kann somit eine Ursache fiir das verminderte
Proliferationsverhalten und die verminderte Sezernierung der Zytokine IL-2 und IFN-y

sein.

4.3 Differentielle Genexpressionsanalyse an CD4* T-Zellen von AML -Patienten

Neue Studien konnten zeigen, dass die Umgebung des Tumors (,,tumor
microenvironment) die Signaltransduktionskaskaden in T-Zellen verdndern kann [78-
80]. Daher sollte in einem nichsten Schritt das Genexpressionsprofil von CD4" T-
Zellen aus AML Patienten mit denen gesunder Spender mittels Microarray-Technologie
untersucht werden, um molekulare Hinweise fiir die ineffiziente Immunantwort zu
identifizieren. Um Gene zu finden, die sich signifikant zwischen beiden Gruppen
unterscheiden, selbst hergestellte (von Susanne Pfortner an der GBF designte),
Oligonukleotid-Microarrays verwendet, die mit jeweils 350 T-Zell-spezifischen Genen
gespottet sind [43]. Diese Microarrayanalyse ermoglicht die individuelle Untersuchung
von Proben verschiedener Spender auf je einem Chip, sodass ein poolen von Proben
vermieden werden konnte. Auf diese Weise konnten die Gene ermittelt werden, die
statistisch signifikant in T-Zellen von AML-Patienten differentiell exprimiert werden.

Es wurden 38 regulierte Gene mit einer statistisch signifikanten Expression in T-Zellen
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von AML Patienten gefunden (17 hoch- und 21 herunterreguliert). Um an Hand des
gewonnenen Expressionsprofils neue FErkldrungsansitze fiir molekularbiologische
Ursachen der Tumorimmunitit bei AML-Patienten zu finden, wurden die Gene
zundchst in funktionelle Gruppen unterteilt (Abb.27). Interessanterweise zeigten die
Gene von unbehandelten AML Patienten kein Expressionsprofil natiirlich
vorkommender regulatorischer T-Zellen (z.B. FoxP3, PD-1, GITR). Es konnte sein,
dass der prozentuale Anteil an CD25" Tee-Zellen innerhalb der CD4" Gesamtpopulation
zu klein ist, um eine signifikante Anderung im Genexpressionsprofils ausmachen zu
konnen. Von natiirlich vorkommenden T ist jedoch bekannt, dass auch eine geringe
Zellzahl durchaus die Immunregulation beeinflussen kann. Die hier durchgefiihrten
Genexpressionsanalysen entschliisselten eine starke Dysregulierung von Molekiilen, die
eine Rolle im Zellzyklus (z.B. cdk4, 1d2, prothymosin a) oder bei der Apoptose (z.B.
Bcl-2, Bax, GZMB) spielen. Ebenso konnten Chemokine und Chemokinrezeptoren
identifiziert werden, die fiir die Entwicklung, die Homeostase und die Funktion des
Immunsystems von Bedeutung sind.

Wie die in vitro Experimente gezeigt haben, besitzen T-Zellen, die in direktem oder
indirektem Kontakt mit AML-Blasten gestanden haben, eine deutlich verminderte
Proliferationskapazitit, produzieren weniger der Tyy1-Zytokine IL-2 und IFN-y, dagegen
mehr immunsuppressives Zytokin IL-10 und scheinen in der GO/G1-Phase des
Zellzyklus arretiert zu sein (vgl. 3.2). Die Microarray-Analysen konnten einige Gene
identifizieren, die diese funktionellen Eigenschaften auf molekularer Ebene belegen.
Neben den hauptsdchlichen stimulatorischen Signaltransduktionswegen durch CD3(
und CD28 besitzen T-Zellen auch einen inhibitorischen Pathway, der durch die
Interaktion von CTLA-4 mit seinen Liganden CD80 und CD86 kontrolliert wird [81,
82]. CTLA-4 ist ein entscheidender Negativregulator von T-Zellantworten in der
Peripherie und in CD4" T-Zellen von AML-Patienten hochreguliert. Es ist bekannt, dass
dieser Mechanismus der Herunterregulierung von Immunantworten sich vom
,activation-induced cell death* (AICD) oder Apoptose unterscheidet [83]. Die Bindung
von CTLA-4 unterdriickt unter anderem die Akkumulation von IL-2 nach der
Aktivierung naiver T-Zellen, ein Effekt, der auch in den in vitro Experimenten dieser
Arbeit gefunden wurde (Abb.18). Eine Hochregulierung von CTLA-4 unterdriickt die
Proliferation von T-Zellen, indem ihr Fortschreiten durch den Zellzyklus inhibiert wird.
Es verhindert die Produktion von Cyclin D3, der cyclin-dependent Kinase-4 (cdk4) und

cdk6 [84]. Diese Befunde lassen sich in den Ergebnissen dieser Arbeit ebenso finden:
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CTLA-4 ist auf CD4" T-Zellen von AML-Patienten hochreguliert, wihrend cdk4
herunterreguliert ist (Abb.26). Der Eintritt in den Zellzyklus bendétigt die Aktivitét des
cdk4/cdk6-Cyclin - D-Komplexes, der sehr friith im Laufe des Zellzyklus die
Phosphorylierung des Retinoblastomaproteins (pRb) initiiert [76]. Lea et al.
identifizierten cdk4/6-Cyclin D als einen notwendigen Komplex fiir den Eintritt von der
GO0 in die G1 Phase des Zellzyklus [76]. Eine Blockierung dieses Komplexes durch den
spezifischen Inhibitor TAT-pl6™*** [85] innerhalb der ersten 3-5 Stunden nach
mitogener Stimulation kann die Zellen an einem Eintritt in den Zellzyklus hindern [85].
Buggins et al. zeigten ebenfalls, dass die Proliferation von T-Zellen durch den
Zellkulturiiberstand primirer AML-Zellen blockiert wird, indem die Phosphorylierung
von pRb und p130 verhindert wird [26].

Als weiteres interessantes Molekiil wurde prothymosin alpha (PTMA) als negativ
reguliert gefunden. PTMA ist ein Onkoprotein, das spezifisch die Proliferation von
CD4" T-Zellen gegen autologe Tumoren verstirkt [86]. Voutsas et al. betonen eine
Rolle von PTMA bei der Verstirkung von IL-2-induzierten Antworten zytotoxischer T-
Zellen gegen autologe Tumorzellen [86]. Eine Herunterregulierung konnte eine
fehlende Immunantwort gegen AML-Zellen erkldren. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die Expression von PTMA wéhrend der G1-Phase des Zellzyklus auftritt und dass
es einen erhohten Bedarf dieses Molekiils fiir den Ubergang der G1- in die S-Phase oder
in der S-Phase des Zellzyklus gibt [87]. Der Befund, dass PTMA in CD4" T-Zellen von
AML Patienten negativ reguliert ist, weist erneut auf eine Blockierung der Zellen in der
GO0/G1 Phase des Zellzyklus hin.

Ein weiteres Molekiil, dass dieses Modell unterstiitzt, ist ID2, ein dominant-
negativer Antagonist von basic helix-loop-helix Transkriptionsfaktoren und Proteinen
der Retinoblastoma (Rb) Familie [88]. Eine Uberexpression blockiert die T-Zell-
Entwicklung in verschiedenen Stadien in Miusen [89] und inhibiert die Proliferation
von NB4 Tumorzellen durch die Induktion einer GO/G1 Akkumulation [90]. Es ist
bekannt, dass nach Induktion durch Myc Onkoproteine , die Inaktivierung von Rb durch
ID2 erfordert [88].

In der Gruppe der Gene, die in Apoptose-Prozesse involviert sind (Tab.5), befinden
sich unter anderem die reziprok regulierten Gene Bcl-2 und BAX (Bcl-2 hochreguliert;
BAX herunterreguliert). Mitglieder der Bcl-2 Familie sind Schliisselmolekiile der
Apoptose, indem sie Ereignisse wie z.B. die Freisetung von Cytochrom c regulieren,

wobei Bcl-2 ein anti-apoptotisches und BAX ein pro-apoptotisches Protein sind [91]. Es
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wird vermutet, dass Mitglieder der Bcl-2 Familie BAX inhibieren [92], was zu einem
Schutz vor Apoptose fiihrt. Milojkovic et al. vermuten ein anti-apoptotisches
,,microenvironment“ der AML-Blasten, dass das Uberleben der AML-Blasten verbessert,
damit aber auch die T-Zellen vor Apoptose schiitzt [93]. AuBerdem konnte diese
Gruppe finden, dass das anti-apoptotische Molekiil Bcl-2 in T-Zellen wéhrend einer
Kurzzeit-Kultur herunterreguliert wird, die Expression von Bcl-2 bei einer Kurzzeit-
Kultur im AML-Zellkulturiiberstand hingegen konstant bleibt [93]. Man kann also
vermuten, dass T-Zellen aus AML-Patienten einen Apoptose-Schutz durch die
Regulierung von Bcl-2 besitzen. Weiterhin konnte man spekulieren, dass in der
Tumorumgebung die Unterdriickung der T-Zell Apoptose die Akkumulation anerger T-
Zellen unter Ausschluss anderer T-Zellen erlaubt.

Einer der wichtigsten zytotoxischen Pathways ist der granuldre Exozytose-Pathway
[94]. Bei den Microarray-Analysen konnten sowohl Granzyme-B als auch Granzyme-A
als hochreguliert in CD4" T-Zellen von AML-Patienten identifiziert werden. Granzymes
sind Serinproteasen, die in den zytoplasmatischen Granula von NK-Zellen und
zytotoxischen T-Zellen enthalten sind und unter anderem die Tumorzell-Apoptose
initiieren [24]. Man kann die Hypothese aufstellen, dass die T-Zellen in AML-Patienten
zwar viele Eigenschaften aktivierter Effektor-T-Zellen haben, dass sie aber funktionell
inaktiv (anerg) sind. Dies zeigt, dass sich systemische Immunantworten gegen
Tumorantigen oder TAAs de novo in Krebspatienten zwar entwickeln konnen, aber dass
der anerge Zustand der T-Zellen die Unfdhigkeit des Immunsystems erklirt, den die
Tumorzellen unter Kontrolle zu bringen [95].

Chemokine sind proinflammatorische Zytokine, die eine wichtige Rolle in der
Entwicklung, Homeostase und Funktion des Immunsystems spielen. Es konnten einige
Mitglieder dieser Gruppe und ihrer Rezeptoren in T-Zellen von AML-Patienten als
differenziell exprimiert gefunden werden, so z.B. RANTES (hochreguliert), ein
Chemokinligand, der wéhrend einer Entziindung hochreguliert wird und das
Einwandern von T-Zellen in das entziindliche Gewebe vermittelt [96]. RANTES erhoht
die T-Zell Chemotaxis und konnte die Anziehung von zirkulierenden AML-reaktiven T-
Zellen in das AML ,,microenvironment® vermitteln [97]. Weiterhin wurde CCR2 in T-
Zellen von AML-Patienten herunterreguliert. Peters et al. beobachteten, dass CCR2-/-
Maiuse nach Immunisierung mit Tyl-induzierenden Agenzien deutlich weniger IFN-y
nach Antigen-spezifischer Stimulierung produzieren als Wildtyp-Mause [98]. Diese

Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit den in vitro Ergebnissen aus Abbildung 18, in



Diskussion 73

denen gezeigt wird, dass IFN-y in T-Zellen, die im Zellkulturiiberstand von AML-
Blasten kultiviert wurden, auch herunterreguliert wird. Ein weiteres Chemokin mit
einem verdnderten Expressionsprofil ist CXCL10 (herunterreguliert in AML-Patienten).
Es inhibiert die Kolonienformation des Knochenmarks, hat anti-Tumor Aktivitat in vivo
und ist ein Chemoattraktant fiir Monozyten und T-Zellen [99]. Dufour et al. haben
CXCL10-defiziente Méuse generiert, deren Splenozyten kaum auf eine Stimulation mit
allogenen Zellen oder exogenen Antigenen reagieren [100]. Die Gruppe schloss daraus,
dass CXCLI10 eine Rolle in der Bildung und Forderung von Effektor-T-Zell-Antworten
spielen [100]. Man kann vermuten, dass es eine komplexes Chemokin/
Chemokinrezeptor-Netzwerk in AML-Patienten gibt.

Zuletzt soll noch ein Mitglied aus der funktionellen Gruppe der
Signaltransduktionsmolekiile diskutiert werden. Txk (herunterreguliert in AML-
Pateinten), eine Tyrosinkinase der Tec Familie, reguliert die Produktion von IFN-y in
TH1/ThO Zellen [101] und moduliert die THI1/TH2 Zytokin-Balance [102].
Kashiwakura et al. unterdriickten Txk mit antisense Molekiilen und erreichten dadurch
eine Inhibition der IFN-y Produktion in normalen peripheren T-Zellen. Die Gruppe

folgerte daraus, das Txk die IFN-y Transkription spezifisch hochreguliert.

4.4 Schlussfolgerungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss primidrer AML-Blasten auf die Funktion
gesunder T-Zellen untersucht. Weiterhin wurde ein Genexpressionsprofil von CD4" T-
Zellen aus AML-Patienten erstellt und mit dem gesunder Spender verglichen. Es konnte
gezeigt werden, dass AML-Zellen direkt tiber Zell-Zellkontakt, aber auch indirekt {iber
l6sliche Faktoren die Homeastase von T-Zellen beeinflussen. Primdre AML-Blasten
sind in der Lage, die Proliferation und Produktion der Ty1-Zytokine IL-2 und IFN-y zu
inhibieren und die T-Zellen in der GO/G1-Phase des Zellzyklus zu arretieren. Dieser
Effekt lasst sich durch die Zugabe von exogenem IL-2 nicht wieder auftheben. Weiterhin
werden die T-Zellen durch den Kontakt mit AML-Blasten zur Produktion des
immunsuppressiven Zytokins IL-10 angeregt. Anhand des Genexpressionsprofils von ex
Vivo CD4" T-Zellen aus AML-Patienten konnten einige Schliisselgene identifiziert
werden, die die funktionellen Daten, wie Zellzyklusarrest, unterstiitzen (z.B. CTLA-4,
cdk4).

Nimmt man alle diese Erkenntnisse zusammen, so kann die Hypothese aufgestellt

werden, dass einer der Mechanismen, der zu einer ineffektiven anti-Tumor
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Immunantwort in AML-Patienten fiihrt, die Induktion einer adaptiven Toleranz (in vivo
Anergie) der T-Zellen ist. Die adaptive Toleranz ist charakterisiert durch einen Block
der Proliferation, der IL-2 und IFN-y Produktion, sowie aller anderen Zytokine auf3er
IL-10, das von anergen T-Zellen produziert wird [77]. Weiterhin wird fiir die adaptive
Toleranz die chronische Antigenstimulation bendtigt, und sie ldsst sich durch exogenes
IL-2 nicht wieder autheben [77]. Diese Blockierung des IL-2 Rezeptor-Signalings
scheint weiterhin mit dem CTLA-4 Signaling assoziiert zu sein [103]. Perez et al. waren
die ersten, die zeigen konnten, dass eine Blockierung von CTLA-4 in vivo die adaptive
Toleranz verhindert [104]. Desweiteren liefert die hier vorliegende Arbeit Hinweise fiir
eine bystander suppression. Roncarolo et al. konnten zeigen, dass naive CD4" T-Zellen
in einen anergen Zustand versetzt werden konnten, wenn sie in threm Umfeld IL-10
ausgesetzt waren [105]. Diese T-Zellen waren charakterisiert durch eine verminderte
Proliferationskapazitdt, sowie IL-2, IFN-y und IL-4 Produktion, sie produzierten aber
groe Mengen an IL-10 und ein wenig TGF-f. Die Zellen exprimierten kein CD25 nach
Reaktivierung, und IL-2 konnte das anerge Stadium nicht autheben. Durch die
Produktion von IL-10 kénnen diese anergen (oder Tr1) T-Zellen andere T-Zellen iiber
einen Zytokin-vermittelten Prozess unterdriicken [105].

Wie in der Einleitung beschrieben wird die adaptive Toleranz durch eine
unvollstindige Aktivierung mit fehlender Kostimulation hervorgerufen. Die Ergebnisse
im ersten Teil dieser Arbeit, in denen gezeigt werden konnte, dass primdre AML-
Blasten nahezu keine kostimulatorischen Molekiile produzieren, sowie die Tatsache,
dass in AML-Patienten eine chronische Antigenstimulation vorliegt, unterstiitzen
ebenso die Hypothese. Die Induktion der adaptiven Toleranz durch die AML-Blasten
konnte also zu einem anergen Zustand der T-Zellen (Tr1-Zellen) fithren, die wiederum
iiber den Mechanismus der bystander suppression zusitzlich noch vorhandene Tumor-

spezifische T-Zellen in ihrer Funktion unterdriicken kdnnten.
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Abbildung 30: Hypothese fiir die Inmundysregulation bei Patienten mit AML. MHC = Haupthistokom-
patibilitats-Komplex; TCR = T-Zell-Rezeptor; iTreg = induzierte regulatorische T-Zelle; S = Synthesephase
im Zellzyklus; G2 = Gap2-Phase im Zellzyklus; M = Mitosephase im Zellzyklus; G1 = Gapl-Phase im
Zellzyklus; GO = Phase in der sicht Zellen nicht mehr teilen.

4.5 Ausblick und klinische Relevanz

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die Komplexizitdt der Immundysregulation in
AML-Patienten. Die Charakterisierung der Tumor-induzierten Immunsuppression in
AML-Patienten konnte fiir ein besseres Verstindnis des Krankheitsbildes beitragen und
helfen, neue immuntherapeutische Behandlungskonzepte zu finden, da unser

Immunsystem ein grofes Potential darstellt, Krebserkrankungen zu bekdampfen.
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Abbildung 31: Immuntherapie bei AML.
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So konnte eine Spitkonsolidierung mit Zytokinen, z.B. IL-2, in Betracht kommen, um
eine Proliferation der T-Zellen zu bewirken. Diese Therapieoption wurde bereits
durchgefiihrt, jedoch ohne Erfolg. Die in vitro Experimente in dieser Arbeit lassen
darauf schlieBen, dass es sich bei den anergen T-Zellen aus AML-Patienten um eine
Anergieform handelt, die IL-2 irreversibel ist (Abb. 20). Vielversprechender fiir eine
Therapie wire cher die Gabe von AML-DC-geprimten T-Zellen im Rahmen der
allogenen Knochenmarkstransplantation (donor lymphocyte infusion (DLI)) oder die
Gabe von bestrahlten autologen AML-DCs direkt, um bei einer minimal residual
disease (MRD) das Immunsystem in die Lage zu bringen, ein Rezidiv zu verhindern
(Abb.31). Ziel konnte sein, iliber eine gezielte Manipulation der AML-Blasten oder der

T-Zellen die systemische Immunantwort therapeutisch nutzbar zu machen.
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SSC Saline Sodium Citrate Buffer
TCR T-Cell Receptor (T-Zellrezeptor)
TE Tris / EDTA

Tyl inflammatorische T-Zellen

TH2 T-Helferzellen

Treg regulatorische T-Zellen

U Unit

vgl. vergleiche

VS. versus

z.B. zum Beispiel
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