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2 Einleitung

2.1 Allogene Stammzelltransplantation

Unter einer Stammzelltransplantation (SZT) versteht man die Ubertragung von
Blutstammzellen zur Wiederherstellung einer vormals gestérten Knochenmarkfunktion.
Man unterscheidet die Blutstammzelltransplantation (BSZT), bei der die Stammzellen
aus dem peripheren Blut des Spenders nach Stimulation mit dem Granulozyten-Kolonie-
stimulierenden Faktor (G-CSF) gewonnen werden, von der Knochenmarktransplantation
(KMT), die eine Knochenmarkpunktion zur Gewinnung von Blutstammzellen benétigt.
Die Stammzellen koénnen dabei vom Patienten selbst stammen (autologe
Blutstammzelltransplantation,  auto-SZT) oder von einem  Fremd-  oder
Geschwisterspender (allogene Blutstammzelltransplantation, allo-SZT). Auto-SZT
erfolgen beispielsweise im Rahmen einer myeloablativen Hochdosischemotherapie.
Dabei werden dem Patienten vor der Chemotherapie Blutstammzellen enthnommen und
nach dieser zur Wiederherstellung der Knochenmarkfunktion, insbesondere zur

Regeneration des Blut- und Immunsystems, reinfundiert.

Die Indikationen der allo-SZT lassen sich in maligne und nicht-maligne Faktoren
einteilen: Zu letzteren zéhlt zum Beispiel die homozygote Sichelzellandmie (AWMF-
Leitlinie 025/016: Sichelzellkrankheit, Seite 68ff), wahrend die groRe Gruppe der
malignen transplantierbaren Erkrankungen beispielsweise die akute myeloische
Leukamie (AML), myelodysplastische Syndrome (MDS) und multiple Myelome (MM)
unter bestimmten Voraussetzungen beinhaltet (Leitlinie DAG-KBT: Indikationen zur
allogenen Stammezelltransplantation, Version 1, Stand Juni 2016).

Der Stammzelltransplantation ist eine Konditionierungsphase vorgeschaltet, die aus
Chemotherapie, Radiatio oder kombinierter Radiochemotherapie bestehen kann. Durch
die Konditionierung wird eine Reduktion der Tumorzellmasse erreicht. AuRerdem
bewirkt sie eine Myeloablation, die Platz fir die Stammzellen des Spenders schafft.
Durch eine Immunsuppression soll zudem das Einwachsen der neuen Zellen erleichtert
und eine Abstoung verhindert werden. Man unterscheidet myeloablative, nicht-
myeloablative und intensitatsreduzierte Konditionierungsregimes. Die Wahl der

Intensitdat hangt wesentlich von der Grunderkrankung, dem Rezidivrisiko, dem
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Remissionsstatus vor Transplantation sowie patientenabhéngigen Faktoren wie Alter und
Komorbiditaten ab.

Bei der Auswahl des Spenders ist die major histocompatibility complex-(MHC)-
Ubereinstimmung vorrangig. Abhangig davon und vom Familienstatus werden matched
related donor (MRD), matched unrelated donor (MUD), mismatched related donor
(MMRD) und mismatched unrelated donor (MMUD) unterschieden.

Die Rezidivhaufigkeit ist abhangig von verschiedenen Faktoren wie der
Grunderkrankung, dem Remissionsstatus vor Transplantation, der Art der
Konditionierung und der GVHD-Prophylaxe, und betragt zwischen 10 % und 50 % [1].
Patienten konnen vor einer allo-SZT anhand klinischer Scores wie dem Hematopoietic
Cell Transplantation-Specific Comorbidity Index (HCT-CI) nach Sorror et al. in
verschiedene Risikogruppen eingeordnet werden [2]. Diese geben dann Aufschluss tber
die non-relapse-Mortalitat (NRM) zwei Jahre nach SZT. Im HCT-CI werden drei
Risikogruppen unterschieden: niedriges Risiko (NRM 14 %), intermediéres Risiko (NRM
21 %) und hohes Risiko (NRM 41 %) [2]. Er bertcksichtigt Faktoren wie kardiovaskulére
Risikofaktoren, kardiale und pulmonale Vorerkrankungen, Diabetes mellitus, Adipositas,
Infektionen sowie Nieren- und Leberversagen. Somit kann eine priméare Beurteilung der
Transplantationseignung erfolgen, die dann in Kombination mit der Evaluation weiterer
Faktoren wie dem Alter sowie Art und Stadium der malignen Erkrankung eine
umfassende Beurteilung des Transplantationsrisikos ermdglicht.

Fur das spezielle Krankheitsrisiko im Kontext der allo-SZT wurde auBerdem der disease
risk index (DRI) entwickelt, der Patienten in vier Risikogruppen mit signifikant
unterschiedlichem Gesamtiiberleben, progressionsfreien Uberleben und Rezidivrisiko
stratifiziert [3]. So wird abhdngig von einem grunderkrankungspezifischen Risiko
(disease risk: low, intermediate und high) und einem stadiumsspezifischen Risiko (stage
risk, low und high) ein Gesamtrisiko ermittelt. Das disease risk wird bei einigen
Erkrankungen, wie zum Beispiel chronischen Leukdmien (CML, CLL),
stadiumsunabhangig zugeteilt (low; siehe Tabelle 1, adaptiert nach Armand et al. [3]).
Dagegen werden AMLs abhéngig von der Zytogenetik in verschiedene Risikogruppen
eingeteilt (favorable, intermediate und adverse cytogenetics; siehe Tabelle 2, adaptiert

nach Armand et al. [3] [4]). Daraus ergibt sich dann ein spezifisches disease risk.
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Das Rezidivrisiko und damit auch die Kurationschancen sind abhéngig von diesen
Risikogruppen und dem stage risk (Tabelle 3, adaptiert nach Armand et al. [3]).

Tabelle 1: Disease und stage risk

Erkrankung Risikogruppe (disease risk)
AML-favorable Zytogenetik Low

CLL Low

CML Low
Indolentes B-Zell NHL Low

ALL Intermediate
AML intermediate Zytogenetik Intermediate
MDS intermediate Zytogenetik Intermediate
Myeloproliferative Neoplasien Intermediate
Multiples Myelom Intermediate
Hodgkin Lymphom Intermediate
DLBCL/Transformiertes indolentes B-NHL | Intermediate
Mantelzelllymphom Intermediate
T-Zell-Lymphom, nodal Intermediate
AML adverse Zytogenetik High

MDS adverse Zytogenetik High
T-Zell-Lymphom, extranodal High
Stadium Risikogruppe (stage risk)
1.CR Low

>2. CR Low

1.PR Low
Unbehandelt Low
Chronische Phase CML Low

>2. PR (falls RIC) Low

>2. PR (falls MAC) High
Induktionsversagen High
Aktives Rezidiv High
Accelerated oder Blasten-Phase CML High

CR=komplette Remission, PR=partielle Remission, RIC=intensitatsreduzierte
Konditionierung, MAC=myeloablative Konditionierung

Adaptiert nach Armand et al. [3].
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Tabelle 2: Bestimmung des disease risks der AML anhand der Zytogenetik

Disease risk Gruppe Zytogenetik
Favorable Inv (16) ohne komplexen Karyotyp
Intermediate Normal

t(8;21)

11923 Abnormalitat
Trisomie/Tetrasomie 8
Abnormales 5 oder 7

Komplex (3 Abnormalitaten)

Inv (16) mit komplexem Karyotyp
Andere (*)

Adverse Komplex (>4 Abnormalititen)

* Auler abn. 12p, 3q, del(9q), t(1;9), t(9;22), t(6;9): in diesem Schema nicht
Klassifiziert

Adaptiert nach Armand et al. [3, 4].

Tabelle 3: Bestimmung des Gesamrisikos anhand des disease- und stage risks

Disease risk Stage risk Gesamtrisiko
Low Low Low

Low High Intermediate
Intermediate Low Intermediate
Intermediate High High

High Low High

High High Very high

Adaptiert nach Armand et al. [3].

Armand et al. treffen basierend auf der Bestimmung des Gesamtrisikos anhand des
disease- und stage risks folgende Aussagen [3]: Mit steigendem Gesamtrisiko ergeben
sich sinkende Vier-Jahres-Uberlebensraten (low overall risk 64 %, intermediate overall
risk 46 %, high overall risk 26 % und very high overall risk 6 %). Ahnlich verhlt sich
das Vier-Jahres-Progressionsfreie Uberleben: 56 % in der niedrigen Risikogruppe, 40 %
in der intermediéren, 18 % in der hohen und nur 6 % in der sehr hohen Risikogruppe. Das
Vier-Jahres-Rezidivrisiko (Kumulativinzidenz eines Rezidivs) steigt von 19 % in der
Niedrigrisiko-Gruppe bis zu 63 % in der sehr hohen Risikogruppe an. Interessanterweise
ist diese Risikoeinteilung nicht signifikant mit der Vier-Jahres-non-relapse-Mortalitét
assoziiert (26 % in der Niedrigrisiko-Gruppe vs. 31 % in der sehr hohen Risikogruppe)
[3]. Anhand des DRI kénnen also unter Berlicksichtigung der Grunderkrankung und des
Stadiums Aussagen Uber die Risikosituation und Uberlebensraten einer

Patientenpopulation getroffen werden, die spéter eine Stratifizierung der Kohorte und
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einen standardisierten Vergleich mit Patientenkohorten unterschiedlicher Studien und

Zentren ermoglichen.

Zu den haufigsten Komplikationen nach allo-SZT gehéren Infektionen, toxische
Nebenwirkungen der  Konditionierung  (insbesondere  nach  myeloablativer
Konditionierung)  und  organspezifischen  Schaden, zum  Beispiel die
Lebervenenverschlusskrankheit  (veno-occlusive disease, VOD). Dabei treten
Frihkomplikationen per definitionem bis Tag +100 nach allo-SZT auf. Spater auftretende
Komplikationen werden dementsprechend als Spatkomplikationen bezeichnet (Leitlinie
DAG-KBT: Akute Komplikationen und supportive Malinahmen, Version 1, Stand Juni
2016).

Neben der seltenen Transplantatabstollung kann es auerdem zu einer Transplantat-
gegen-Wirt-Erkrankung (graft-versus-host-disease, GVHD) kommen. Dabei erkennen
alloreaktive T-Zellen des Spenders Gewebemerkmale des Empfangers als fremd (minor
oder major histocompatibility mismatches) und verursachen durch eine massive
alloreaktive T-Zell-Proliferation Multiorganschdden [5]. Diese manifestieren sich
besonders oft an Haut, Darm und Leber. GVHD stellt nach wie vor eine der fiihrenden
Ursachen von Morbiditat und Mortalitat nach allo-SZT dar [6]. Eine akute GVHD zeigt
sich in 30-60 % der Patienten, die eine allo-SZT erhalten, und ist fir 15-30 % der
Todesfélle verantwortlich [7]. Je nach Zeitpunkt des Auftretens unterscheidet man die
akute GVHD (<100 Tage nach allo-SZT, aGVHD) von der chronischen GVHD
(>100 Tage nach allo-SZT, cGVHD). Seit 2005 wurde diese rein zeitlich definierte
Einteilung jedoch teilweise aufgegeben und es werden nun auf Basis der klinischen
Symptome aGVHD und cGVHD unterteilt, die im Falle eines Auftretens innerhalb des
»typischen® Zeitraumes als ,,klassisch* oder early/late onset bezeichnet werden [8]. Auch
eine overlap chronic GVHD wird nun anerkannt, wenn gleichzeitig Symptome einer
aGVHD und cGVHD auftreten [8].

Klinisch werden verschiedene Stadien der aGVVHD unterschieden (nach Glucksberg [9],
Tabelle 4 sowie Tabelle 5).

10
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Tabelle 4: Organstaging der akuten GVHD nach Glucksberg

Organsystem

Stadium | Kriterien

Haut

1 Makulopapuldses Exanthem <25 % der Korperoberflache ohne
zusatzliche Symptome

2 Makulopapuldses Exanthem 25-50 % der Korperoberfléche,
zusétzlich Symptome wie Pruritus

3 Generalisierte Erythrodermie, makul6se, papuldse oder
vesikulare Eruptionen oder Desquamationen >50 % der
Kdorperoberflache

Generalisierte exfoliative Dermatitis oder bullése Eruptionen

Leber

Bilirubin 2 — 3 mg/100 ml oder 35 — 50 pumol/I
Bilirubin 3 — <6 mg/100 ml oder 51 — 102 pmol/I
Bilirubin 6 — <15 mg/100 ml oder 103 — 225 pumol/Il
Bilirubin >15 mg/100 ml oder >225 pumol/I

Darm

Diarrhoe 500 — 1000 ml/Tag, Nausea und Emesis
Diarrhoe 1000 — 1500 ml/Tag, Nausea und Emesis
Diarrhoe >1500 ml/Tag, Nausea und Emesis

Diarrhoe >1500 ml/Tag, Nausea und Emesis, abdominale
Schmerzen oder lleus

A OWOWNRERPRRONRD

Adaptiert nach Przepiorka et al. [10] und Ball et al. [11].

Tabelle 5: Gesamtscoring der akuten GVHD

Gesamtgrad Haut | Leber | Darm
GVHD

I 1-2 1|0 0

I 1-3 |1 1

11 2-3|2-3 |2-3
1\ 2-4|2- 2 —

Adaptiert nach Przepiorka et al. [10] und Ball et al. [11].

Auch fir die cGVHD gibt es solche Klassifikationen: Nach den Seattle Kriterien kann in

limited und extensive disease unterschieden werden [7]. Im Jahr 2005 wurden in einer

Konsensus-Konferenz des National Institutes of Health (NIH) Kriterien definiert, die die

weitere Unterteilung in milde, moderate und schwere cGVHD ermdglichen [8]. Diese

NIH-Kriterien wurden 2014 (berarbeitet und erganzt [12]. In den Kiriterien werden

Organsysteme wie Haut, Mund, Augen, Gastrointestinaltrakt, Leber, Lungen, Gelenke,

Faszien und der weibliche Genitaltrakt beriicksichtigt und je nach Kklinischer

Symptomatik mit einem Wert von 0-3 bedacht (O=keine Beschwerden, 3=schwere

Beeintrachtigung, siehe Anhang 1). Aus den einzelnen Organ-Scores lasst sich dann der

Gesamtschweregrad der cGVHD anhand von Tabelle 6 bestimmen.

11
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Tabelle 6: Bestimmung des Schweregrads der chronischen GVHD (NIH Kriterien)

Grad der cGVHD Organbeteiligung

mild - 1 oder 2 Organe/Lokalisationen mit
Score 1 (aul3er Lunge)

z.B. leicht trockene Augen mit <3/Tag
Augentropfen, orale L&sionen (die
Nahrungsaufnahme nicht
beeintrachtigend)

moderate - 3 oder mehr Organe mit Score 1

- mindestens ein Organ mit Score 2
z.B. trockene Augen mit >3/Tag
Augentropfen

- Lungenscore von 1 (FEV1=60-79 %,
Dyspnoe beim Treppensteigen)

severe - mindestens ein Organ mit Score 3
z.B. trockene Augen, die ADL
beeintrachtigen

- Lungenscore von 2 (FEV1= 40-59 %,
Dyspnoe auf ebenem Grund)
ADL=AKktivitaten des taglichen Lebens (activities of daily living), FEV1= forciertes
expiratorisches VVolumen in einer Sekunde

Adaptiert nach Lee et al. [13].

Die cGVHD é&hnelt klinisch einer systemischen Autoimmunerkrankung und kann
sklerodermiforme und lichenoide Hautveranderungen, Drlsenschaden wie Sicca-
Syndrom, Darm- und Lungenbeteiligung sowie viele andere Organschéden verursachen.
CcGVHD ist einer der fiihrenden Griinde fiir non-relapse-Morbiditat und -Mortalitat [14].
Zur Prophylaxe und Therapie einer aGVHD und cGVHD werden eine Vielzahl an
Immunsuppressiva eingesetzt, zum Beispiel Glucocorticoide, Methotrexat, Ciclosporin A

und Mycophenolat-Mofetil.

Es wurde jedoch auch beschrieben, dass eine cGVHD das Risiko eines
Krankheitsriickfalls nach allo-SZT senken kann [15-17]. AuBerdem konnte in einer
groRen CML-Kohorte beobachtet werden, dass die Rezidivwahrscheinlichkeit invers mit
dem Grad einer aGVHD oder cGVHD korreliert [18]. Es scheint also eine Verbindung
zwischen der organschadigenden Wirkung von expandierten alloreaktiven T-Zellen bei
GVHD und der allo-T-Zell-vermittelten Tumorkontrolle zu geben, auf die im folgenden

Abschnitt ndher eingegangen wird.
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2.2 Spenderlymphozyteninfusionen

Die héaufigste Todesursache nach allo-SZT sind jedoch noch immer Krankheitsrezidiv
und Progress. In dieser Situation sind die Therapieoptionen sehr begrenzt. Die gezielte
Infusion von Lymphozyten des Stammzellspenders (Spenderlymphozyteninfusionen,
DLIs) kann hier einen Therapieversuch darstellen (Abbildung 1). In den 1990er Jahren
entdeckte Hans-Jochem Kolb, dass DLIs bei Patienten mit chronischer myeloischer
Leukamie (CML) starke GVL-Effekte bewirken und somit die Tumorkontrolle
verbessern [19, 20].

Hématologische

Tumore
Allogene SZT
- Graft-versus-host- Rezidiv/
Remission disease (GVHD) Krankheitsprogress
Spenderlymphozyten-

infusionen (DLIs)

Abbildung 1: Die allo-SZT stellt eine kurative Therapieoption fur bestimmte
hadmatologische Tumore dar.

Im glnstigsten Fall kommt es danach zur Remission, jedoch kénnen auch
Komplikationen wie GVHD oder ein Rezidiv/Progress auftreten. In letzterem Fall
kénnen DLIs einen Therapieansatz darstellen, der jedoch wiederum einen Einfluss auf
das Auftreten einer GVHD haben kann. Auch in Remission kommen DLIs
prophylaktisch in Frage.

Heutzutage haben DLIs ein breites Anwendungsspektrum, das neben der CML auch akute
Leuk&mien (z.B. high-risk AML [21]), multiples Myelom [22], rezidivierte MDS [23]
und experimentell auch solide Tumore wie padiatrische Sarkome [24] beinhaltet. Die

durch DLIs induzierten Remissionsraten schwanken abhéngig von der Grunderkrankung
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jedoch stark und reichen von >80 % bei CML in der chronischen Phase bis zu <25 % bei
akuten Leukamien wie AML und ALL [25].

Der Krankheitsverlauf nach allo-SZT kann mithilfe von sogenannten
Chimérismusanalysen aus dem peripheren Blut des Patienten verfolgt werden. Hierfr
wird der  Anteil von  Spenderblutzellen im  Empféngerblut  mittels
Polymerasekettenreaktionen (polymerase chain reaction, PCR) von short tandem repeats
(STR) analysiert [26]. Ansteigende autologe Anteile, auch bezeichnet als zunehmender
gemischter Chimarismus, korrelieren dabei mit dem Auftreten eines Krankheitsrezidivs.
So stellen die Chimarismusanalysen ein Werkzeug zur Rezidiverkennung dar. Daher
zahlt zu den Indikationen fir DLIs auBer dem manifesten Rezidiv auch ein gemischter
Chimaérismus sowie die minimale Resterkrankung (minimal residual disease, MRD). In
seltenen Féllen kdnnen DLIs in Form virusspezifischer T-Zellen zur Infektkontrolle, z.B.
bei post-transplantationalen Epstein-Barr-Virus (EBV)- oder humanen Cytomegalievirus
(hCMV)-Infektionen, eingesetzt werden. Auch in manchen Konditionierungsregimes wie
FLAMSA-RIC (bestehend aus Fludarabin, Cytarabin und Amsacrin gefolgt von
intensitatsreduzierter Konditionierung) sind DLIs als prophylaktische Gabe nach allo-
SZT enthalten [27].

DLIs konnen via Leukapherese aus dem peripheren Blut des Stammzellspenders
gewonnen werden. Dabei wird tber einen vengsen Zugang Blut entnommen, durch ein
geschlossenes, steriles System mit einem Zellseparator geleitet und zentrifugiert. So
trennen sich die mononukledren Zellen des peripheren Blutes von den restlichen
zelluldren Blutbestandteilen. Letztere werden dann zum Spender riickgefiihrt, wahrend
die gewonnenen Lymphozyten nach einer Qualitatskontrolle in einem good
manufacturing practice (gute Herstellungspraxis, GMP)-Labor als DLIs fiir den Patienten

sofort oder zu einem spéteren Zeitpunkt nach Kryokonservierung zur Verfugung stehen.

Die Wirksamkeit von DLIs wird priméar auf die Auslibung von potenten Graft-versus-
Leukemia (GVL)-Effekten zuriickgefiihrt. Der GVL-Effekt ist das benefizielle Pendant
zur GVHD und wurde erstmals 1956 von Barnes und Kollegen beschrieben [28]. Hier
schienen Leukdamiezellen in einem murinen Tumormodell bei verzégerter Bestrahlung
durch das neu transplantierte Knochenmark eliminiert zu werden. 1965 wurde dieses

Prinzip von Mathé et. al in die Klinik eingefihrt [29] und der Begriff ,,adoptive
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Immuntherapie wurde gepragt. Horowitz und Kollegen zeigten 1990 anhand der Daten
von (ber 2000 Transplantationen, dass GVL-Effekte zur Senkung der
Rezidivwahrscheinlichkeit wichtig sind [17]. Eine T-Zell-Depletion zur Senkung der
GVHD-Inzidenz fiihrte aulRerdem zu einem Anstieg der Rezidivwahrscheinlichkeit [30-
32].

Man geht davon aus, dass GVL-Effekte auf verschiedenen Mechanismen beruhen:
Zytotoxische Lymphozyten wie CD8" T-Zellen lysieren Leukamiezellen direkt durch
Perforin und Granzyme, sie induzieren Apoptose durch den Fas/FasL-Signalweg und es
kommt vor allem durch CD4" T-Zellen-vermittelte Zytokinausschittung zur
Proliferationskontrolle und zum Leukamiezelltod [33-38]. In der Initiationsphase der
GVL-Reaktion werden T-Zellen tber MHC-Komplexe uber direkte Antigenprasentation
durch Leuk&miezellen oder indirekte Antigenprasentation durch Antigen-présentierende
Zellen (APZ) aktiviert. Es kommt zu einer klonalen Expansion, wodurch die
Effektorphase mit Zytotoxizitat durch aktivierte alloreaktive CD8* und CD4" T-Zellen
sowie natiirliche Killer (NK)-Zellen eingeleitet wird. CD4" T-Zellen kénnen dabei
sowohl CD8" T-Zellen und NK-Zellen unterstiitzen, als auch direkt durch Zytokine
agieren. Um eine spezifische antileukdmische Immunantwort zu evozieren, muss die
Leukamiezelle den T-Zellen spezifische Antigene Giber MHC-Komplexe prasentieren.
Um welche Antigene es sich dabei im Detail handelt, ist nicht immer bekannt.
Grundsatzlich konnen drei Arten von Antigenen unterschieden werden: ubiquitére,
gewebsspezifische und leukdmie-spezifische Antigene. Zu den ubiquitdren Antigenen
zahlen beispielsweise minor histocompatibility Antigene (mMHA) wie HY, HA-3, HA-4
und HA-6 [39-41]. Diese werden von Effektor-T-Zellen des Spenders erkannt und kdnnen
zu einer GVL-Antwort, aber aufgrund ihrer Unspezifitat auch zu GVHD, fiihren. Es wird
davon ausgegangen, dass die T-Zell-Antwort des Spenders auf von hdmatopoietischen-
sowie Epithelzellen breit exprimierte minor histocompatibility Antigene GVHD
evozieren kann, wahrend die Spender-T-Zell-Antwort auf spezifisch auf
hamatopoietischen Zellen exprimierte minor histocompatibility Antigene fur GVL-
Effekte ohne GVHD verantwortlich ist [42]. Ein solches gewebsspezifisches Antigen als
Beispiel flr die letztgenannte Situation ist HA-2, das 1995 von den Haan und Kollegen
entdeckt wurde und nur auf lymphoiden und myeloiden Zellen exprimiert ist [43]. Auch
CD19 als lymphoider Marker und CD45 als lymphoider und myeloider Marker sind
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solche Antigene. Die Unterscheidung von ubiquitaren und gewebsspezifischen Antigenen
ist deshalb relevant, weil Patienten nach allo-SZT, die in gewebsspezifischen minor
histocompatibility Antigenen nicht mit ihrem Spender Ubereinstimmen, besonders von
einer Verstarkung der T-Zell-Antwort zur Augmentation von GVL-Effekten profitieren
konnten [42]. Auch das Targeting von auf epithelialen und hamatopoietischen Zellen
exprimierten Antigenen (ubiquitdre Antigene) konnte GVL-Effekte starken, jedoch mit
héherer GVHD einhergehen: T-Zell-Antworten auf HA-8, UGT2B17 und SMCY minor
histocompatibility Antigene, die auch auf epithelialen Zellen exprimiert sind, sind
besonders mit dem Auftreten einer GVHD assoziiert [42]. Schlussendlich konnten
Leukamie-spezifische Antigene wie BCR-ABL bei CML, PML-RARA bei AML M3
oder Ras-Mutationen in myeloiden Leukamien, die als Folge chromosomaler
Translokationen, Punkt- oder frameshift-Mutationen oder Deletionen entstehen, als
Neoantigene fungieren [44]. Die Klinische Relevanz der Identifikation von GVL-
assoziierten Antigenen wird deutlich darin, dass die adoptive T-Zell-Therapie eine
potente Anti-Tumor-Immuntherapie nach allo-SZT darstellen konnte: T-Zellen, die
spezifisch fur von Leukdmiezellen exprimierte Antigene sind, kdnnten isoliert und ex vivo
expandiert werden, sodass sie in Folge dem Patienten reinfundiert werden und so
effiziente GVL-Effekte ausiben kdnnten. Am Beispiel von virusspezifischen T-Zellen
gegen EBV und hCMV konnte bereits gezeigt werden, dass der adoptive T-Zell-Transfer
nach allo-SZT effektiv in der Verhinderung viraler Infektionen ist, ohne GVHD zu
evozieren [45-47]. Dudley et al. sowie Yee et al. zeigten in Patienten mit Melanom, dass
der Transfer von autologen tumorreaktiven T-Zellen auch im Kontext der Tumorkontrolle
realisierbar ist [48, 49].

Bis heute besteht eine der grofRen Herausforderungen in der Transplantationsmedizin
darin, die potenziell lebensbedrohliche GVHD von den erwiinschten GVL-Effekten zu
trennen. In der Klinik wird auf verschiedene Arten versucht, Einfluss auf das
GVHD/GVL-Verhaltnis zu nehmen [50]: Den ersten Ansatz stellt die Manipulation von
T-Zell-Populationen dar. Beispiele hierfiir sind die Elimination von alloreaktiven T-
Zellen in Form von T-Zell-Depletion, die Steigerung von yé-T-Zell-Aktivitat oder
regulatorischen T-Zellen sowie die zeitversetzte Infusion von allogenen T-Zellen, so also
auch die Gabe von DLIs. Als weiterer Ansatz dienen andere Zellpopulationen im
Transplantat, wie NK-Zellen, die ebenfalls manipuliert werden kénnen und GVL-Effekte
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austiben, ohne GVHD zu verursachen. Pharmakologisch kann mittels Immunsuppressiva
modulierend eingegriffen werden. Neue Ansatze bieten zielgerichtete Therapien, wobei
tumorassoziierte Antigene wie Proteinase-3 und BCR-ABL Angriffspunkte fiir

beispielsweise Tumorvakzinierungen darstellen [51-55].

Spannend in diesem Kontext ist dabei auch der Ansatz, eine sogenannte
intensitatsreduzierte Konditionierung (RIC) mit einer DLI-Gabe zu kombinieren, um so
die verringerte Toxizitat von RIC-Regimes und die starkeren GVL-Effekte durch DLIs
maximal auszunutzen. In RIC-Regimes, wie Fludarabin plus Busulfan, ist die Dosis der
alkylierenden Agenzien um mindestens 30 % reduziert [56]. Dies ermdglicht auch alteren
Patienten mit Komorbiditaten, die aufgrund der hohen transplantationsbedingten
Mortalitdt (transplant-related mortality, TRM) nicht fur eine myeloablative
Konditionierung mit anschlieBender allo-SZT in Frage kommen, von einer allo-SZT zu
profitieren. RIC-Regimes vermindern also die TRM und verhindern eine
TransplantatabstofRung weitgehend, aber ermdglichen dennoch GVL-Effekte [57].

Dennoch ist der Einsatz von DLIs aufgrund von Komplikationen begrenzt: GVHD stellt
eine haufige dosislimitierende Toxizitat dar, aufgrund derer das volle Anti-Tumor-
Potenzial von DLIs zum Teil nicht ausgeschopft werden kann. Patienten mit cGVHD vor
DLI-Gabe oder rascher DLI-Gabe innerhalb eines Jahres nach allo-SZT zeigten aufRerdem

ein verkirztes failure- und sekundire GVHD-freies Uberleben [58].

Auch Panzytopenien und Myelosuppression wurden bei Patienten, die DLIs als Antwort
auf rezidivierte CML erhielten, beobachtet [59]. Dieses Phanomen kann auch im Rahmen
einer aGVHD auftreten.

Das oft unzureichende Ansprechen auf DLIs sowie das Auftreten von Komplikationen
konnten zumindest zum Teil darin begriindet sein, dass wenig Uber die zelluldren
Komponenten von DLIs bekannt ist. In dieser Arbeit wurde deshalb die zellulare

Zusammensetzung von DLIs und insbesondere die der T-Zellen analysiert.
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2.3 Invariante naturliche Killer-T-Zellen (iNKT-Zellen)

INKT-Zellen sind eine Subgruppe der T-Lymphozyten, die durch ihren semi-invarianten
aB-TZR und bestimmte NK-Zell-Oberflachenmolekiile charakterisiert sind. Bei der Maus
besteht dieser TZR aus der invarianten a-Kette Va14-Jal18 und dem limitierten Repertoire
einer B-Kette (VB8, VB7, und VB2) [60]. INKT-Zellen des Menschen exprimieren einen
TZR aus einer Vo24-Jal8 TZR-a-Kette, gekoppelt mit einer VB11 TZR-B-Kette [61]. Zu
den von iNKT-Zellen exprimierten NK-Zell-Markern gehdren NK1.1 (Maus), die NKG2-
Familie und CD161 sowie CD56 (Mensch) [62].

Grundsatzlich kénnen NKT-Zellen in zwei Gruppen eingeteilt werden [63]: Typ | und
Typ I NKT Zellen. Typ | NKT-Zellen exprimieren die oben aufgefiihrten TZR, wahrend
Typ 11 NKT-Zellen diverse TZR tragen kdnnen und weniger gut charakterisiert sind [64-
68]. In dieser Arbeit liegt der Fokus auf humanen Typ | NKT-Zellen, auch als iINKT-

Zellen bezeichnet.

Anders als konventionelle T-Zellen, die Peptide tber MHC-1 und MHC-II prasentiert
bekommen, erkennen iINKT-Zellen Glykolipide Uber das nicht-polymorphe, MHC-I-
ahnliche Molekil CD1d [69].

Das prototypische Glykolipid a-Galactosyslceramid (a-GalGer) wurde in den 1990er
Jahren aus dem Meeresschwamm Agelas mauritianus isoliert und fiel zunédchst durch
seine starke Anti-Tumor-Aktivitat gegen B16 Melanome in Méausen auf [70]. In Folge
wurde entdeckt, dass a-GalCer ein Ligand des TZR von iNKT-Zellen ist und so dazu in
der Lage ist, INKT-Zellen sehr potent zu stimulieren [71].

INKT-Zellen sind mit ca. 0,01-0,1 % der humanen PBMCs [72-74] eine kleine
Zellpopulation, die trotz ihrer geringen Anzahl eine zentrale Stelle im
immunregulatorischen Netzwerk einnimmt (Abbildung 2): So aktivieren sie durch
Zytokinausschiittung NK-Zellen [75-77], konventionelle T-Zellen [78-80], B-Zellen [81]
und Makrophagen [82] und rekrutieren myeloide DCs [83].

Die Interaktion mit anderen Zelltypen wie NK-Zellen, CD4" und CD8* T-Zellen,
regulatorischen T-Zellen, Monozyten und B-Zellen [84-86] erfolgt Uber groRe Mengen
immunmodulatorischer Zytokine [72, 87], die nach Stimulation des TZR ausgeschuttet

werden.
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Abbildung 2: INKT-Zellen nehmen eine zentrale Rolle im immunmodulatorischen
Netzwerk ein.

INKT-Zellen stellen eine Briicke zwischen angeborener und erworbener Immunabwehr
dar und kénnen nach TZR-Stimulation und Aktivierung rapide groRe Mengen
immunmodulatorischer Zytokine produzieren. So beeinflussen sie beispielsweise uUber
immuninhibierende Zytokine wie IL-4 und IL-10 die T-Zell-Aktivierung oder
rekrutieren durch IFN-y NK-Zellen. DC=dendritische Zelle.

Modifiziert nach Brennan et al., 2013 [79].

Funktionell unterscheidet man drei Subtypen von iINKT-Zellen: CD4*, CD8" und CD47/
CD8 (doppelt negative, DN) iNKT-Zellen. Wahrend CD8" und DN iNKT-Zellen vor
allem Thl Zytokine wie IL-2, Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-o (TNF-o)
produzieren und ihnen so zytolytische Fahigkeiten zugeschrieben werden, sind CD4"
INKT-Zellen dazu in der Lage, sowohl Thl (IFN-y und TNF-a) als auch Th2 (IL-4, IL-5
und IL-13) Zytokine zu sezernieren [72, 73]. Dabei folgt die relative Menge der
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sezernierten Zytokine einem CD8>DN>CD4-Muster fiir Th1 und einem CD4>DN>CD8-
Muster fiir Th2 [88]. Somit spielen CD4" iNKT-Zellen auch eine wichtige Rolle in der

Immunregulation.

Daruber hinaus wird auch eine Einteilung in INKT-Subtypen anhand der Zytokinmuster
vorgenommen, wobei Thl, Th2 und Th17-iNKT-Zellen unterschieden werden [89]:
Th1-iNKT-Zellen tragen neben dem TZR auch einen IL-12-Rezeptor und NK1.1 und sind
CD4*". Sie produzieren vor allem IFN-y und in geringem AusmaB IL-4. Th2-iNKT-
Zellen exprimieren neben dem TZR und CD4 einen IL-25-Rezeptor und produzieren
IL-4, IL-10, I1L-13, IL-9 und in geringem AusmalR GM-CSF. Th17-iNKT-Zellen tragen
neben dem TZR den IL-23-Rezeptor und produzieren IL-17a, 1L-21 und IL-22 [89].

Durch ihre Fahigkeit, sowohl rapide Zytokine auszuschutten und so das unspezifische
Immunsystem zu aktivieren als auch spezifisch Antigene tber ihren TZR zu erkennen,
stellen iINKT-Zellen eine Briicke zwischen angeborener und erworbener Immunitét her

und werden auch als innate-like lymphocytes bezeichnet [63].

INKT-Zellen scheinen bei vielen immun-assoziierten Erkrankungen eine Rolle zu
spielen: In bestimmten Autoimmunerkrankungen wie autoimmunem Diabetes mellitus
sollen sie im Mausmodell eine protektive Wirkung haben [90]. Eine INKT-Zell-Defizienz
ist zudem bei rheumatoider Arthritis und systemischen Lupus erythematodes zu
beobachten [91-95]. Die Rolle von iINKT-Zellen in der systemischen Sklerose wird betont
durch eine kirzlich verdffentlichte Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe [96]. AuBerdem
kdénnen INKT-Zellen die antimikrobiale Abwehr gegen Pilze, Bakterien, Viren und
Parasiten starken [97-101].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Anzahl und Funktionalitdt von iINKT-Zellen
bei vielen Tumoren herabgesetzt ist: Beispielsweise beim Melanom [102],
Lungenkarzinomen [103, 104], und bei hamatologischen Neoplasien wie
myelodysplastischen Syndromen [105] und multiplen Myelomen [106]. Die Anzahl von
iINKT-Zellen korreliert dabei mit dem Uberleben und dient als prognostischer Marker,

zum Beispiel bei Kopf-Hals-Tumoren [107, 108] und kolorektalen Karzinomen [109].

Zusétzlich zu den quantitativen Einschrankungen kommt dabei eine reduzierte

Funktionalitat von iNKT-Zellen bei Tumorpatienten hinzu: Die Proliferation von iINKT-
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Zellen ist bei Tumorpatienten reduziert [110]. AulRerdem ist die Produktion von IFN-y als
wichtiges zytotoxisches Zytokin, das eine wichtige Rolle bei der iINKT-vermittelten
Tumorzelllyse spielt, bei INKT-Zellen von Tumorpatienten in fortgeschrittenen Stadien
vermindert [111]. Gleichzeitig fallt eine gesteigerte IL-4-Produktion auf [111], es ist also
eine Verschiebung von Thl zu Th2 Zytokinmustern zu beobachten. Dieser ist in vitro
reversibel und macht iINKT-Zellen so zu einem potentiellen Angriffspunkt in der Anti-
Tumor-Therapie: INKT-Zell-Stimulation mittels a-GalCer und IL-12 verlagert das
Zytokinmuster zu Th1l, erhoht so die IFN-y-Produktion und flhrt zu einer verbesserten
Tumorkontrolle und Verminderung von Metastasierungen im Mausmodell [105, 106,
111, 112].

INKT-Zellen haben zudem eine besondere Eigenschaft, die sie im Kontext der
Stammzelltransplantation vielversprechend erscheinen lasst: Neben ihrer Beteiligung in
der Tumorkontrolle und -surveillance sind sie auch in der Lage, GVHD zu verhindern.
Schneidawind et al. beobachteten 2014, dass CD4" iNKT-Zellen im murinen GVHD-
Modell iber die Expansion von CD4*CD25*FoxP3" regulatorischen T-Zellen (Tregs) die
GVHD-Letalitat senkten [113]. Schon geringe Dosen von adoptiv transferierten CD4*
INKT-Zellen waren dabei ausreichend, um effektiv vor GVHD zu schitzen, ohne dass
GVL-Effekte verloren gingen. In einem Mausmodell ging die cGVHD auBerdem mit
einer verminderten iINKT-Zellzahl einher und konnte durch den Transfer von iNKT-
Zellen vorgebeugt und sogar riickgangig gemacht werden [114]. Die Bedeutung von
Tregs in diesem Zusammenhang wird dadurch betont, dass dies bei Treg-Depletion vor
dem iNKT-Zell-Transfer nicht mehr méglich war [113].

Auch im Menschen wurde beobachtet, dass hohe Dosen iINKT-Zellen im Transplantat vor
aGVHD schutzen [115] und dass die frihe posttransplantationale iNKT-Zell-Erholung
mit dem Auftreten von aGVHD sowie dem Gesamtlberleben zusammenhéngt: Hohe
INKT/T-Zell-Ratios gingen mit niedriger Inzidenz von aGVHD und verringerter non-
relapse Mortalitdt sowie verringerter Gesamtmortalitdt einher [116]. Malard und
Kollegen bestatigten, dass hohe Dosen von iNKT-Zellen im Transplantat mit einem

besseren GVHD- und progressionsfreien Uberleben einhergingen [117].
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2.4  Zielsetzung

Aufgrund der GVHD-supprimierenden tolerogenen Wirkung von iNKT-Zellen bei
gleichzeitigem Erhalt der GVL-Effekte wird in dieser Arbeit der Fragestellung
nachgegangen, welche Rolle INKT-Zellen fur DLIs nach allo-SZT spielen. Dafir sollen
zu Beginn klinische Daten im Zusammenhang mit der DLI-Gabe erhoben und analysiert
werden. Anschlielend soll ein besonderer Fokus darauf gelegt werden, die zytolytischen
Fahigkeiten von iNKT-Zellen aus DLIs gegenlber Leukamiezelllinien und priméren
Leukamiezellen ex vivo zu evaluieren. AuRerdem sollen Einblicke in die mechanistischen

Grundzuge der DLI-iINKT-vermittelten Leukdmiezelllyse dargelegt werden.
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3 Material & Methoden

3.1 Material
3.1.1 Geréte

Tabelle 7: Geréate

Material & Methoden

Gerat

Hersteller

Brutschrank (Inkubator) HERAcell

Heraeus, Hanau, Deutschland

Mikroskop Axiovert 25

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Pipetten 2,5 pl, 10 ul, 100 pl, 200 pl,
1000 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhelfer accu-jet pro

Brand, Wertheim, Deutschland

Mehrfachdispenser HandyStep S

Brand, Wertheim, Deutschland

Multipette E3 (1 pl - 50 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Neubauer Zéhlkammer (0,1 mm
Tiefe, 0,0025 mm?)

Brand, Wertheim, Deutschland

Durchflusszytometer LSR Fortessa

BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte
Staaten

Durchflusszytometer FACSAria lll

BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte

Staaten

Durchflusszytometer FACS Calibur

BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte

Staaten

Sterilbank HeraSafe HS12

Heraeus, Hanau, Deutschland

Kihlschrank Biofresh

Liebherr, Bulle, Schweiz

HERAfreeze HFU B -86 °C
Ultratiefkiihlschrank

ThermoFisher Scientic Waltham,

Massachusetts, Vereinigte Staaten

Schiittelwasserbad GFL 1083

Gesellschaft fiur Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland

neoVortex Schiittler, 2500 UpM

neolab, Heidelberg, Deutschland

Zentrifuge Mini Star 7200 UpM

neolLab, Heidelberg, Deutschland

Multifuge 3 S-R

Heraeus, Hanau, Deutschland
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Sicherheits-Absaugsystem Vacusafe

Comfort

Integra Biosciences, Biebertal, Deutschland

QuadroMACS Separator

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Cesium-137 Bestrahlungsgerat
Gammacell 1000

Atomic Energy of Canada Limited, Chalk

River, Kanada

Zytozentrifuge Thermo Shandon
Cytospin 3

Marshall Scientific, Hampton, New

Hampshire, Vereinigte Staaten

Nikon Eclipse TS100 Mikroskop (x40
Objektiv)

Nikon, Tokyo, Japan

Nikon Digital Sight Kamera

Nikon, Tokyo, Japan

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Kryoréhrchen Cryo.S (2 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Einmalspritzen (20 ml)

Braun, Melsungen, Deutschland

Pipettenspitzen (2,5 ul, 10 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl)

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Prézisions-Dispenser-Tips (1 ml, 5
ml, 25 ml)

Brand, Wertheim, Deutschland

Serologische Einwegpipetten (5 ml,
10 ml, 35 ml, 50 ml)

Corning, Corning, New York, Vereinigte
Staaten

Reaktionsréhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

ReaktionsgefaRe (0,5 ml, 1,5 ml, 2

ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zellkulturplatten (6 Well)

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland
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Zellkulturplatten (24 Well, 96 Well U
bottom)

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Rundbodenrdhrchen, Polystyrol, 5 ml

Corning, New York, Vereinigte Staaten

MACS LS Saulen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 9: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichung

Hersteller

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline
(Phosphatpuffer, PBS)

Gibco, New York, Vereinigte Staaten

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,

Vereinigte Staaten

Fetales Ké&lberserum (fetal bovine
serum, FBS)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Biocoll Separating Solution (Ficoll)

Biochrom, Berlin, Deutschland

RPMI 1640 (1X) + Glutamax

Gibco, New York, Vereinigte Staaten

PenStrep (Penicillin-Streptomycin,
PS)

Lonza, Basel, Schweiz

Hepes Buffer

Gibco, New York, Vereinigte Staaten

Sodiumpyruvate 100 mmol

Gibco, New York, Vereinigte Staaten

a -Galactosylceramid (a-GalCer)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,

Vereinigte Staaten

rekombinantes humanes Interleukin 2
(rhiL-2)

Novartis, Basel, Schweiz

Trypanblau (0,4 %)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Vereinigte Staaten

FCR Blocking Reagent

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland
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7-Aminoactinomycin (7-AAD)

BD Biosciences, Franklin Lakes, Vereinigte
Staaten

Latex beads, polystyrene (3,0 um)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Vereinigte Staaten

OneComp eBeadsTM Compensation

Beads

ThermoFisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, Vereinigte Staaten

Protein Transport Inhibitor Cocktail
(500X)

eBioscience, San Diego, CA, USA

Anti-PE MicroBeads UltraPure

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

CD34 MicroBead Kit UltraPure

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

LegendPlex humanes CD8/NK Panel

BioLegend, San Diego, CA, Vereinigte
Staaten

May-Griunwalds Eosin

Methylenblaublésung

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,

Vereinigte Staaten

Giemsas Azur-Eosin-

Methylenblauldsung

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Vereinigte Staaten

Euparal Einschlussmittel fur die

Mikroskopie

Roth, Karlsruhe, Deutschland

3.1.4 Antikorper und Zytokine

Tabelle 10: Antikorper der iINKT-Zell-Expansion

Antigen (Klon) Fluorochrom

Konzentration | Hersteller

Fixable Viability Dye | eFluor506 1:1000 eBioscience, San Diego,
CA, USA

PBS57-CD1d PE 1:1000 National Institutes of Health

Tetramer Tetramer Core Facility,

Atlanta, Vereinigte Staaten
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CD3 (OKT3) PerCP/Cy5.5 | 1:400 BioLegend, San Diego, CA,
Vereinigte Staaten

CD4 (RPA-T4) BVv421 1:400 BioLegend, San Diego, CA,
Vereinigte Staaten

CD8a (HIT8a) FITC 1:600 BioLegend, San Diego, CA,
Vereinigte Staaten

Tabelle 11: Antikorper zur durchflusszytometrischen Analyse der DLI-Proben - Panel 1

Antigen (Klon) Fluorochrom | Konzentration | Hersteller
Fixable Viability Dye eFluor506 1:1000 eBioscience, San Diego,
CA, USA
PBS57-CD1d Tetramer | PE 1:1000 National Institutes of
Health Tetramer Core
Facility, Atlanta,
Vereinigte Staaten
CD3 (OKT3) PerCP/Cy5.5 | 1:400 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten
CD4 (RPA-T4) BV785 1:400 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten
CD8a (HIT8a) AF700 1:600 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten
CD27(0323) Bv421 1:800 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten
CD45 (HI30) BV650 1:800 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten
CD127 (A019D5) PE-Cy7 1:200 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten
CD19 (SJ25C1) APC-Cy7 1:200 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten
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CD56 (B159) FITC 1:100 BD Biosciences, San
Diego, CA, Vereinigte
Staaten

CD25 (BC96) BV711 1:80 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten

TCR v (B1) APC 1:50 BioLegend, San Diego,

CA, Vereinigte Staaten

Tabelle 12: Antikorper zur durchflusszytometrischen Analyse der DLI-Proben - Panel 2

Antigen (Klon)

Fluorochrom

Konzentration

Hersteller

Fixable Viability Dye eFluor506 1:1000 eBioscience, San Diego,
CA, USA

CD123 (6H6) PE-Dazzle 1:800 BioLegend, San Diego,

594 CA, Vereinigte Staaten

CD33 (WM-53) PE-Cy7 1:800 eBioscience, San Diego,
CA, USA

CD11b (ICRF44) BVv421 1:800 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten

CD19 (HIB19) FITC 1:800 BD Biosciences, Franklin
Lakes, New Jersey,
Vereinigte Staaten

CD3 (SK7) FITC 1:800 BD Biosciences, Franklin
Lakes, New Jersey,
Vereinigte Staaten

CD16 (3G8) BVv711 1:400 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten

CD45 (HI30) PE 1:400 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten

HLA-DR (L243) APC-Cy7 1:200 BioLegend, San Diego,

CA, Vereinigte Staaten
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CD15 (W6P3) BV605 1:200 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten

CD14 (HCD14) AF700 1:200 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten

CD34 (4H11) APC 1:200 eBioscience, San Diego,
CA, USA

CD56 (NCAM16.2) FITC 1:200 BD Biosciences, Franklin
Lakes, New Jersey,
Vereinigte Staaten

CD11c (3.9) BV785 1:100 BioLegend, San Diego,

CA, Vereinigte Staaten

Tabelle 13: Antikorper fur Zytotoxizitatsassays

Antigen (Klon)

Fluorochrom

Konzentration

Hersteller

Viability Staining 7-Amino- 1:100 BD Biosciences, Franklin
Solution actinomycin Lakes, New Jersey,
(7-AAD) Vereinigte Staaten
Latex beads, 1:70000 Sigma-Aldrich, St. Louis,
polystyrene (3,0 um) Missouri,
Vereinigte Staaten
PBS57-CD1d Tetramer | PE 1:1000 National Institutes of

Health Tetramer Core
Facility,
Atlanta, Vereinigte

Staaten
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Antigen (Klon) Fluorochrom | Konzentration | Hersteller

Viability Staining 7-Amino- 1:100 BD Biosciences, Franklin

Solution actinomycin Lakes, New Jersey,

(7-AAD) Vereinigte Staaten

Latex beads, 1:7000 Sigma-Aldrich, St. Louis,

polystyrene (3,0 um) Missouri, Vereinigte
Staaten

PBS57-CD1d Tetramer | PE 1:1000 National Institutes of
Health Tetramer Core
Facility, Atlanta,
Vereinigte Staaten

CD107a (H4A3) APC 1:100 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten

CD4 (RPA-T4) BVv421 1:400 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten

CD8a (HIT8a) FITC 1:600 BioLegend, San Diego,
CA, Vereinigte Staaten

TZR Vo24-Jal8 PE/Cy7 1:100 BioLegend, San Diego,

(INKT) CA, Vereinigte Staaten

Tabelle 15: Antikdrper zur Bestimmung von Tumorzellmarkern

Antigen (Klon)

Fluorochrom

Konzentration

Hersteller

Fixable Viability Dye | eFluor506 1:1000 eBioscience, San Diego,
CA, USA
CD1d (51.1) APC 1:50 eBioscience, San Diego,

CA, USA
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Mouse 1gG2b, «
Isotype Ctrl Antibody

(MPC-11)

APC 1:50 BioLegend, San Diego, CA,

Vereinigte Staaten

3.1.5 Medien, Puffer und Ldsungen

Tabelle 16: Medien, Puffer und Losungen

Medium Inhaltsstoffe (Konzentration)
MACS-Puffer PBS

FCS (0,5 %)

EDTA (2 mM)
FACS-Puffer PBS

FBS (2 %)

iNKT-Medium

RPMI 1640+Glutamax

FBS (10 %)

2-Mercaptoethanol (55 uM)

Minimum Essential Medium Non-Essential Amino Acids
(0,1 mM)

Sodium-Pyruvat (1 mM)

PS (100 IE)

Hepes Buffer (1 %)

Tumorzellmedium

RPMI 1640
FCS (10 %)
PS (1 %)

Einfriermedium

RPMI 1640
FBS (20 %)
DMSO (10 %)

Sorensenpuffer

25 ml verdiinntes KH2PO4 (90,7 g 20x KH2PO4 in 1L

destilliertem Wasser)
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100 ml verdiinntes NazHPO4 (44,7 g 5x Na2HPOg4 in 1L
destilliertem Wasser)

500 ml destilliertes Wasser

(pH 6,8)
3.1.6 Software
Tabelle 17: Software
Software Hersteller

FlowJo Version 10.2

Tree Star, La Jolla, CA, USA

GraphPad Prism
Version 7.01

GraphPad Software, La Jolla, CA, Vereinigte Staaten

LEGENDplex™

Software Version 8

BioLegend, San Diego, CA, Vereinigte Staaten

NIS Elements Software

Nikon, Tokyo, Japan

3.2 Patienten

In Kooperation mit dem gemeinsamen Stammzelllabor der Kinderklinik und der
Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Tibingen konnten von 2012 — 2018
88 DLIs gewonnen und kryokonserviert werden. Das schriftliche Einverstandnis der
Spender sowie eine positive Stellungnahme der Ethikkommission der medizinischen
Fakultat Tubingen liegen vor (in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki
1975, revidiert in 2013; IRB-Bestatigungsnummer 887/2017B0O2).

Ein Teil der DLI-Spender wurde im Rahmen der peripheren Blutstammzellspende fir
5 Tage mit G-CSF stimuliert (Lenograstim, 10 pg/kg/d, Chugai Pharma, Frankfurt,
Deutschland).

Patienteneigene  Tumorzellen wurden nach Einholen des schriftlichen
Einverstdndnisses vor Therapiebeginn von der AG Prof. Salih, Innere Medizin I,
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Universitatsklinikum Tlbingen, und unserer eigenen Arbeitsgruppe gewonnen (IRB-
Bestatigungsnummer 137/2017B02).

3.3 Zelllinien

Folgende Zelllinien wurden verwendet: Die akute T-Zell-Leukdmie (T-ALL) Jurkat
(Klon E6-1, ATCC, Manassas, Virginia, Vereinigte Staaten), die akut monozytische
Leukamiezelllinie THP-1 (Klon TIB-202, ATCC, Manassas, Virginia, Vereinigte
Staaten) sowie die chronisch myeloische Leukdmiezelllinie K562 (Klon CCL-243,
ATCC, Manassas, Virginia, Vereinigte Staaten). Diese Zelllinien wurden in
Tumorzellmedium (Tabelle 16) bei 37 °C und 5 % CO> in Kultur gehalten.

3.4 Methoden
3.4.1 Gewinnung von DLIs

Im Zeitraum von 2012 bis 2018 wurden 88 DLIs Uber periphere Leukapherese von
geeigneten Spendern gewonnen. Diese DLIs wurden nach erfolgter Qualitatskontrolle
im gemeinsamen Stammzelllabor der Kinderklinik und Medizinischen Klinik
Tubingen entweder frisch den entsprechenden Patienten infundiert oder fur spatere

Anwendungen kryokonserviert.

DLIs wurden nach ihrer klinischen Verwendung durch das gemeinsame
Stammzelllabor der Kinderklinik und Medizinischen Klinik Tubingen bereitgestellt.
Unmittelbar nach Erhalt wurden die DLIs durch Dichtegradientenzentrifugation oder
durch einmaliges Waschen in PBS (Zentrifugation 450 g, 5 Minuten) aufgearbeitet.
Fur die Dichtegradientenzentrifugation zur Isolation von peripheren mononukleéren
Zellen (PBMCs) wurden die DLIs 1:3 mit PBS verdunnt. In einem 50 ml Falcon
wurden 15 ml Biocoll Separating Solution vorgelegt und dann mit 35 ml DLIs
uberschichtet. Bei 23 °C wurde ohne Bremse bei 800 g fur 18 Minuten zentrifugiert
und anschliefend wurde die Interphase abgenommen. Nach erneuter Zentrifugation
bei 450 g fiir 5 Minuten wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet gelést und mit
PBS auf 40 ml aufgefillt. Dann folgte der Thrombozytenwaschgang bei 130 g fir
10 Minuten. Nun wurde die Zellzahl mithilfe der Neubauer-Z&hlkammer bestimmt

und die Zellen wurden anschlieend in Einfriermedium (Tabelle 16) schonend
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schrittweise weggefroren. Die Proben wurden dann im Stickstofftank bis zur
Verwendung gelagert.

3.4.2 Farbung der DLI-Proben fur die durchflusszytometrische Analyse

Die Proben wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, ztgig in PBS aufgenommen
und bei 450 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in
Rundbodenréhrchen Uberfuhrt, erneut bei 450 g fir 5 Minuten zentrifugiert und
anschlieRend der Uberstand abgeschiittet. Das Zellpellet wurde fiir 5 Minuten mit
FCR Blocking Reagent (Verdunnung 1:100 in FACS-Puffer) bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Antikérper-Farbung mit Fluorochrom-gekoppelten
Antikdrpern in Form zweier Mehr-Farben-Panels durchgefiihrt (Tabelle 11 und
Tabelle 12). Hierfir wurden die Proben fir 20 Minuten mit den entsprechenden
Antikorpern bei 4 °C inkubiert (Verdlnnungen siehe ebenfalls Tabelle 11 und Tabelle
12) und die Féarbereaktion anschlieend durch Zugabe von 1 ml FACS-Puffer pro
Tube abgestoppt. Nach erneuter Zentrifugation bei 450 g fur 5 Minuten und
Verwerfen des Uberstandes wurden die Proben auf Eis gelagert und am LSR Fortessa
gemessen. Fur beide Panels wurden Kompensationskontrollen (Kompensationsbeads
One Comp eBead, eBioscience, plus 0,5 ul des jeweiligen Antikorpers) eingemessen
und am Durchflusszytometer sowie anschlieRend in der Auswertungssoftware FlowJo
kompensiert. Zur Kontrolle der methodisch und technisch korrekten Durchfiihrung
und Funktionsweise des Gerats wurden PBMCs von gesunden Probanden (Buffy
coats, Bezug Uber die Leukapherese-Abteilung der Blutspendezentrale am
Universitatsklinikum  Tdbingen;  IRB-Bestatigungsnummer  483/2015B02)

mitgefarbt und eingemessen.
3.4.3 Expansion von iNKT-Zellen aus kryokonservierten DLIs

DLIs wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, zuigig in PBS Uberfiihrt und bei 450 g
fur 5 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen unter Ausschluss toter
Zellen in Trypanblau gezahlt und jeweils 40 x 10° Zellen in 20 ml iINKT-Medium
(Tabelle 16) mit 100 1U/ml rekombinanten humanen IL-2 und 100 ng/ml o-GalCer
in einer 25 cm? Zellkulturflasche fiir 7 Tage bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank
kultiviert. An Tag 7 wurden die kultivierten Zellen gezéhlt und der Anteil an iNKT-
Zellen durchflusszytometrisch bestimmt (Tabelle 10). Bei bis dato erfolgreicher

34



Material & Methoden

Expansion (prozentuale iINKT-Zahl groRBer 0,1 % der lebenden Lymphozyten)
erfolgte an Tag 7 die Restimulation der kultivierten iNKT-Zellen mit Glykolipid-
beladenden (100 ng/ml o-GalCer fiir bis zu 10 x 10® Zellen fiir 4 h bei 37 °C
inkubiert), mit 30 Gy bestrahlten Feeder-Zellen. Die Restimulation erfolgte autolog,
oder, bei niedriger Probenverfiigbarkeit der DLIs, allogen mit PBMCs gesunder
Spender. Je 40 x 10° Feeder und 20 x 10° kultivierte Zellen wurden zusammen mit
100 1U/ml IL-2 und 100 ng/ml a-GalCer in einer 75 cm? Zellkulturflasche fiir weitere
7 Tage bei 37 °C und 5 % CO> im Brutschrank kultiviert. An Tag 14 erfolgte analog
zum Vorgehen an Tag 7 die Bestimmung der iNKT-Zellzahl sowie des iNKT-
Zellanteils mittels Durchflusszytometrie (Tabelle 10).

3.4.4 Aufreinigung von kultivierten iNKT-Zellen

An Tag 14 wurden die kultivierten INKT-Zellen mittels magnetischer Zellseparation
(magnetic-activated cell sorting, MACS) aufgereinigt. Dazu wurden die kultivierten
Zellen aus der Zellkulturflasche in ein 50 ml Falcon tberfihrt, bei 400 g fur 5 Minuten
zentrifugiert und anschlieend in 5 ml MACS-Puffer aufgenommen. AnschlieRend
wurde PE-gelabeltes PBS57-CD1d Tetramer in der Konzentration 1:1000 zugegeben
und bei 4 °C fur 15 Minuten inkubiert. Zum Abstoppen der Féarbereaktion wurde pro
1 x 107 Zellen 1 ml MACS-Puffer zugegeben und wiederum bei 400 g fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 80 pl
MACS-Puffer je 1 x 107 Zellen aufgenommen und resuspendiert.

Pro 1 x 107 Zellen wurden 20 pl Anti-PE-Microbeads zugegeben und fiir weitere
15 Minuten im Kuhlschrank inkubiert. Dann wurde wiederum mit 1 ml MACS-Puffer
pro 1 x 107 Zellen aufgefillt, erneut zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
Zellpellet in 500 pl MACS-Puffer pro 1 x 107 Zellen aufgenommen. Der QuadroMacs
Magnet wurde mit einer LS Sdule bestlckt, die Sdule mit 3 ml MACS-Puffer gespult
und die Zellsuspension aufgebracht. Es folgten drei weitere Waschgange mit je 3 ml
MACS-Puffer, ehe die Zellen durch Aufbringen von 5 ml MACS-Puffer in das
Séaulenreservoir und Herausdriicken der INKT-Zellen mittels des geeigneten Stempels

in einem 15 ml Falcon aufgefangen wurden.
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Die somit auf eine Reinheit von (ber 90 % aufgereinigten iNKT-Zellen konnten nun
mit Hilfe der Trypanblau-Farbung gezéhlt werden und in weiteren Versuchen

eingesetzt werden.
3.4.5 Zytotoxizitatsassays
3.4.5.1 Tumorzelllinien

Die INKT-Zellen als Effektorzellen wurden, wie unter Kapitel 3.4.4 beschrieben,
aufgereinigt und deren Zellzahl bestimmt. Die Zielzellen, die Tumorzelllinien Jurkat,
THP-1 und K562, wurden in Tumorzell-Medium (Tabelle 16) mindestens zwei
Wochen vor Versuch hinweg bei 37 °C und 5 % CO: in Kultur gehalten und alle zwei
Tage kultiviert (K562: 1:2,5, Jurkat: 1:2, THP-1 1:1,6). Als Vorbereitung auf das
Ansetzen des Versuchs wurde deren Zellzahl mittels Trypanblau-Farbung bestimmt
und die bendtigte Anzahl an Tumorzellen wurde in ein 15 ml Falcon abgenommen.
Nach Zentrifugation bei 450 g fiir 5 Minuten wurde der Uberstand abgesaugt, das
Zellpellet in der bendtigten Menge iINKT-Medium aufgenommen (100 pl je Well)
und bei bestimmten Ansdtzen wurde 100 ng/ml a-GalCer zugegeben. Mit den
kultivierten und aufgereinigten iINKT-Zellen wurde analog dazu verfahren: Die
benotigte Menge iINKT-Zellen wurde in ein 15 ml Falcon Gberfiihrt und zentrifugiert.
Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet dann in 400 pl iNKT-Medium
aufgenommen und resuspendiert. Es wurde anschlielend eine Verdinnungsreihe
angesetzt und die 96-Well-Platte wurde dann flir 16 Stunden bei 37 °C im Brutschrank

inkubiert.

Nach 16 Stunden wurden die Inhalte der einzelnen Wells in Rundbodenréhrchen
uberfiihrt, mit 500 pl FACS-Puffer aufgeflllt und fir 5 Minuten bei 450 ¢
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte die Zugabe des FCR Blocking
Reagents, eine Inkubation fiir 5 Minuten bei 4 °C und anschlielende Antikorper-
Farbung mit 7-Aminoactinomycin (7-AAD), PBS57-CD1d Tetramer (PE) und Latex
beads. Die Antikorperfarbung erfolgte fir 20 Minuten bei 4 °C. Im Anschluss wurden

die Zellen ohne einen erneuten Waschschritt im Durchflusszytometer gemessen.

Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo. Dabei wurde zun&chst auf
Einzelzellen gegated, gefolgt von einem Lymphozyten-Gate, um die beads
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auszuschlielen. Um nur die Tumorzellen und nicht féalschlicherweise die iINKT-
Zellen hinsichtlich ihrer Viabilitat zu beurteilen, wurde die Analyse der Viabilitat
danach auf CD1d-PBS57-Tetramer-negative Zellen bezogen. Diese Zellen wurden
dann anhand von 7-AAD in viable und nicht viable Zellen unterteilt. Die Berechnung
der spezifischen Lyse erfolgte mittels der Formel: Prozent spezifische Lyse = (1 —
(Zielzell-Viabilitat mit Effektorzellen/ Zielzell-Viabilitat ohne Effektorzellen)) x 100.

Im Anschluss erfolgte die statistische Auswertung mit Hilfe des Programmes

GraphPad Prism.
3.4.5.2 Primére Leukamiezellen

Primére therapienaive Patientenleukdmiezellen wurden, wie zuvor beschrieben, bei
37 °C im Wasserbad aufgetaut, in PBS Uberflihrt und bei 450 g fir 5 Minuten
zentrifugiert. Die aufgetauten Zellen wurden dann gezahlt und konnten bei
Blastenanteilen von >90 % im peripheren Blut der Patienten zum Zeitpunkt der
Tumorzellentnahme analog zu den Tumorzelllinien direkt in gewdnschter Anzahl

verwendet werden.

Bei Blastenanteilen von <90 % in einer Probe CD34" Tumorzellen wurde diese
mittels CD34" magnetischer Zellseparation (MACS) aufgereinigt. Dazu wurde das
CD34 MicroBead UltraPure Kit von Miltenyi Biotec verwendet. Gemall den
Herstellerangaben wurden fiir bis zu 1 x 108 Zellen 100 pl FCR Blocking Reagent,
gefolgt von 100 pl CD34 UltraPure-Beads zugegeben. Nach 30-minutiger
Inkubationszeit bei 4 °C wurde die Férbereaktion durch die Zugabe von MACS-
Puffer abgestoppt, die Probe wurde bei 450 g fur 5 Minuten zentrifugiert und nach
Absaugen des Uberstandes schlussendlich in 500 pul MACS-Puffer aufgenommen.
Die Separation selbst wurde mit Hilfe des QuadroMACS-Magnets und der LS S&ule
wie in Kapitel 3.4.4 beschrieben durchgefuhrt. Im Anschluss an die Aufreinigung
wurde erneut der Anteil der Blasten in der Probe durchflusszytometrisch bestimmt
und bei ausreichender Reinheit (>90 %) wie in Kapitel 3.4.5.1 beschrieben weiter

verfahren.
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3.4.5.3 CD1d-blockierender Antikorper

In einigen Versuchen wurde zusatzlich der Effekt eines CDZ1d-blockierenden
Antikorpers (LEAF™ Purified anti-human CD1d Antibody, Clone 51.1, BioLegend)
untersucht. Hierzu wurden wie oben beschrieben drei Ansatze (jeweils eine
Verdunnungsreihe sowie eine Kontrolle mit Tumorzellen alleine) pipettiert, von
denen der erste als Kontrolle ohne jegliche Antiktrperzusétze fungierte, dem zweiten
der CD1d-blockierende Antikdrper in der Konzentration 10 pug/ml zugegeben wurde
und der dritte als Isotyp-Kontrolle (LEAF™ Purified Mouse 1gG2b, Kappa Isotype
Ctrl Antibody, BioLegend) in derselben Konzentration diente. Fur jeden Ansatz
wurde eine Titration durchgefihrt und bei bestimmten Anséatzen wurden 100 ng/ml
a-GalCer zugegeben. Zur Kontrolle der Viabilitat der Zielzellen wurde eine nur
Tumorzellen enthaltende Probe mit beurteilt. Die durchflusszytometrische Messung
erfolgte wie oben beschrieben nach 16 Stunden.

3.4.6 Bestimmung von Oberflachenmarkern auf Tumorzellen

Zur Bestimmung der Expression bestimmter Oberflachenmarker auf Tumorzelllinien
und primédren Tumorzellen wurden diese mit den in Tabelle 15 dargestellten
Antikorpern gefarbt. Auferdem wurde eine APC Isotypkontrolle verwendet.
Kompensationskontrollen und Fluorescence Minus One (FMO) Kontrollen wurden

in diesem Experiment zur Kompensation sowie zum korrekten Gating verwendet.

Fur die Bestimmung des Immunphdanotyps im Detail (CD33, CD34, CD117, HLA-
DR, MPO) wurde auf die durchflusszytometrischen Daten des FACS-Labors des
Universitatsklinikums Tibingen, Abteilung Innere Medizin 11, zuriickgriffen. Diese
Daten wurden mithilfe eines BD FACS Caliburs gewonnen. Die Angaben zu
FLT3- und NPM1-Mutationen stammen aus der Klinikinternen Datenbank des

Universitatsklinikum Tibingen.
3.4.7 Zytozentrifugenpréparat und May-Grinwald-Giemsa-Farbung

Fur die Zytozentrifugenpraparate wurden jeweils 100 000 Zellen einer Leukamie-
zelllinie oder priméren Leukamie in 500 ul PBS aufgenommen. In der Zytozentrifuge
wurden die Proben dann fiir 4 Minuten mit 55 g zentrifugiert. Anschlie3end wurden

die Proben fir 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet.
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An Tag 1 erfolgte die May-Grlinwald-Giemsa-Farbung. Der Sérensenpuffer wurde
wie in Tabelle 16 beschrieben angesetzt.

Dann wurden die Proben nach 10-mindtiger Fixierung in Methanol ebenfalls
10 Minuten mit der May-Grunwald-L6sung (25 ml May-Grinwald, 25 ml
Sorensenpuffer) gefarbt und im Anschluss 20 Minuten mit der Giemsa-L6sung (5 ml
Giemsa, 45 ml Soérensenpuffer) gefarbt. Dann wurden die Proben mit Wasser
abgewaschen, fiir 3-4 Minuten in eine Sérensenpuffer-Kammer gelegt und dann tber
Nacht trocknen gelassen. An Tag 2 wurde ein Tropfen Euparal-Einschlussmittel fir
die Mikroskopie auf die Proben gegeben, diese mit einem Deckglas abgedeckt und
mit einem Nikon Eclipse TS100 Mikroskop (x40 Objektiv) betrachtet. Fur die
Aufnahmen wurde eine Nikon Digital Sight Kamera mit NIS Elements Software mit

einer Auflésung von 1280 x 960 Pixeln verwendet.
3.4.8 CD107a Degranulationsassay

Zur Durchfiihrung des CD107a Degranulationsassays wurde ein APC anti-human
CD107a (LAMP-1) Antikorper verwendet. Expandierte und aufgereinigte iNKT-
Zellen wurden im Verhéltnis 2,5:1 mit verschiedenen Zielzellen fur 16 Stunden bei
37 °C und 5 % CO2 koinkubiert. Als Zielzellen dienten eine CD1d-positive Zelllinie
(Jurkat) sowie eine CD1d-negative Zelllinie (K562). In einen Ansatz mit iINKT-
Zellen und CD1d-positiven Zielzellen wurde der CD1d-blockierende Antikdrper in
der Zielkonzentration 10 pg/ml gegeben. AuBerdem wurde zur Erfassung der
Baseline-CD107a-Expression ein Ansatz mit iNKT-Zellen ohne Zielzellen
eingeschlossen. Allen Ansédtzen wurde zu Beginn der 16-stlindigen Inkubationszeit
ein CD107a-Antikdrper (APC, Zielkonzentration 1:100) sowie der Protein Transport
Inhibitor Cocktail (Zielkonzentration 2 pg/ml) zugegeben. Der vollstandige
Farbecocktail fur den CD107a Assay ist in Tabelle 14 dargestellt. Auch diese
Versuche wurden in An-und Abwesenheit von 100 ng/ml a-GalCer durchgefthrt.

3.4.9 Zytokinmessungen

Zur Messung verschiedener Zytokine in den Uberstanden der oben beschriebenen
Zytotoxizititsassays wurde ein Multiplex Assay (LEGENDplex™ Human CD8/NK
Panel, 13-plex) verwendet. Expandierte, aufgereinigte iINKT-Zellen ohne Zielzellen,
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Zielzellen in INKT-Medium, sowie INKT-Zellen und Zielzellen wurden im
Verhdltnis 5:1 mit einem CD1d-blockierenden Antikérper (Zielkonzentration
10 pg/ml), ohne CD1d-blockierenden Antikdrper, sowie mit der entsprechenden
Isotypkontrolle derselben Konzentration in einer 96-Well-Platte angesetzt. Den
Ansdtzen wurden 100 ng/ml a-GalCer zugegeben. Die Ansatze wurden fir
16 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert, bei 450 g fir 5 Minuten zentrifugiert,
und dann je 100 pl Uberstand abgenommen. Diese Uberstande wurden bei -20 °C
aufbewahrt und dann gemaR Herstellerangaben im Multiplex Assay eingesetzt. Die
durchflusszytometrische Analyse wurde an einem BD FACSAria™ III durchgefiihrt.
Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der LEGENDplex™ Software von
BioLegend.

3.5 Statistische Auswertung der Daten

Zur Auswertung der Durchflusszytometrie-Daten wurde die Software FlowJo
verwendet. Die statistische Analyse der erhobenen Daten wurde mit Hilfe der
Software GraphPad Prism durchgefihrt. Die Daten der Zytokinmessungen wurden
mit der LegendPlex Software von BioLegend analysiert und ausgewertet. Alle
Experimente wurden aufgrund der limitierten Probenverfligbarkeit priméarer Zellen in
Duplikaten angesetzt, wobei die erhohte Fehleranfalligkeit dieser Messungen zu
beachten ist, und mindestens zweimal biologisch unabhéngig durchgefiihrt. Um eine
Aussage Uber die statistische Signifikanz treffen zu kdnnen, wurde zunéchst die
Verteilung der jeweiligen Stichprobe bestimmt. Als Test auf Normalverteilung wurde
der Shapiro-Wilk-Test verwendet. Zur statistischen Auswertung wurden der Student
t-Test und die einfache ANOVA verwendet: Lag ein einfacher Vergleich zweier
Gruppen (z.B. +/- INKT-Zellen) vor, so wurde ein Student t-Test verwendet. Bei
Vorliegen multipler Vergleiche (multiple comparisons) wurde eine einfache ANOVA
verwendet. Die in den Abbildungen gezeigten Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung (standard deviation, SD), wenn die Streuung der Messwerte
gezeigt werden soll. Soll die Genauigkeit der Mittelwerte dargestellt werden, so ist
der Standardfehler (standard error of the mean, SEM) als statistisches Mal} gezeigt.

p<0.05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

Weite Teile der im Ergebnisteil prasentierten Daten sind bereits in der Fachzeitschrift
Frontiers in Immunology (2019) veroffentlicht [118]. Es sei deshalb im gesamten

folgenden Abschnitt auf diese Publikation verwiesen.

4.1 Patientencharakteristika

Unter den 88 durchflusszytometrisch analysierten DLIs fanden sich DLIs von 68
verschiedenen Spendern, von denen 63 in die weiteren Analysen eingingen (5 DLIs
wurden aufgrund mangelhafter Probenqualitat ausgeschlossen). Von den 63 Patienten mit
passender DLI-Probe erhielten dann 44 Patienten tatsachlich auch DLIs (Abbildung 3).

88 Spenderlymphozyteninfusionen

doppelt vorhandene Spender
n=20

68 Spenderlymphozyteninfusionen
verschiedener Spender

l\ unzureichende Probenqualitét
n=5

63 Spenderlymphozyteninfusionen in
durchflusszytometrische Analyse
eingegangen

l\ keine Spenderlymphozyteninfusionen erhalten
n=19

44 Patienten in klinischer Datenanalyse

Abbildung 3: Probenfluss der DLIs.

Von urspringlich 88 Spenderlymphozyteninfusionen gingen 63 Proben in die
durchflusszytometrische Analyse und 44 Proben- bzw. Patientendaten in die klinische
Datenanalyse ein.
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Die Charakteristika der Patienten und Spender sind in Tabelle 18 dargestellt.
Hervorzuheben ist dabei, dass der Groliteil der Patienten eine AML als hdamatologische
Grunderkrankung aufwies (25 von 44 Patienten, 57 %). AulRerdem wird anhand des
disease risk index deutlich, dass es sich um ein Mittel- bis Hochrisikokollektiv handelte
(38 Patienten in den Risikogruppen intermediate, high oder very high, entspricht 92,7 %).
82 % der Patienten befanden sich vor der allo-SZT in der aktiven Erkrankung, wahrend

nur 18 % in kompletter Remission transplantiert wurden.

Tabelle 18: Patienten- und Spendercharakteristika

Diese im Rahmen der Dissertation gewonnenen Daten sind in die Publikation von
Schneidawind et al. eingeflossen [119].

Patienten insgesamt n= 44
Empféangeralter (Jahre, Median, Range) 56 (27-71)
Spenderalter (Jahre, Median, Range) 32 (17-70)
Geschlecht Empfanger (Anzahl, %)
- weiblich 21 (52)
- mannlich 23 (48)
Geschlecht Spender (Anzahl, %) Daten
von n=43 Spendern verflighar
- weiblich 14 (33)
- maénnlich 29 (67)
Erkrankung (Anzahl, %)
- AML 25 (57)
- ALL 1(2)
- MDS 10 (23)
- MPN 4(9)
- MM 2 (4,5)
- NHL 2 (4,5)
Disease risk index (Anzahl, %) n=41
- Low 3(7)
- Intermediate 15 (37)
- High 21 (51)
- Very high 2 (5)
HCT-CI (Anzahl, %)
-0 23 (52)
-1 10 (23)
- 2 4 (9)
- >3 7 (16)
Krankheitsstatus vor SZT (Anzahl, %)
- Komplette Remission 8 (18)
- Aktive Erkrankung 36 (82)
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CMV Status (Anzahl, %)

- Match 32 (73)

- Mismatch 12 (27)
CMV Reaktivierung (Anzahl, %)

- Ja 15 (34)

- Nein 29 (66)
Konditionierungsregime (Anzahl, %)

- Flu/ Mel 6 (14)

- Flu/Bu 14 (32)

- FLAMSA-RIC 15 (34)

- Bu/Cy 5(11)

- TBI/Cy 1(2)

- Andere 3(7)
Spender (Anzahl, %)

- MMRD 1(2)

- MRD 27 (61,5)

- MUD 7 (16)

- MMUD 9 (20,5)

4.2 Rezidiv und Krankheitsprogress stellen die Hauptindikation fir DLIs dar

Zu den hdufigsten Indikationen der DLI-Gabe z&hlten in absteigender Reihenfolge
Rezidiv/ Krankheitsprogress mit 59,1 %, gemischter Chimérismus mit 18,2 %, minimale
Resterkrankung (MRD) mit 6,8 %, prophylaktisch im Rahmen der FLAMSA-Studie mit
9,1 %, Transplantatversagen mit 4,5 % sowie in einem Fall EBV-spezifische DLIs mit
2,3 % (Abbildung 4).

Tabelle 19 zeigt die Transplantations- und DLI-Charakteristika der Kohorte. Dabei fallt
ins Auge, dass nur 8 von 44 Patienten vor DLI-Gabe einen kompletten
Spenderchimérismus im peripheren Blut aufwiesen, wéhrend der Grofiteil (82 %) einen
gemischten Chimérismus zeigte (Abbildung 4).
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Tabelle 19: Transplantations- und DLI-Charakteristika

Diese im Rahmen der Dissertation gewonnenen Daten sind in die Publikation von
Schneidawind et al. eingeflossen [119].

Patienten insgesamt n= 44
Indikation fir DLIs (Anzahl, %)

- Rezidiv/Progress 26 (59,1)

- gemischter Chimarismus 8 (18,2)

- MRD 3(6,8)

- prophylaktisch 4(9,1)

- Transplantatversagen 2 (4,5)

- EBV-spezifische DLIs 1(2,3)
G-CSF-Stimulation

- stimuliert 16

- unstimuliert 28
Zeitdauer von SZT zur DLI (Tage, 189,5 (75-6177)

Median, Range)

Kumulative Dosis CD3* n=40
(x10%/kg Median, Range) 16,1 (0,8-280)
Karnofsky-Index zum Zeitpunkt der ersten
DLI (Anzahl, %)

- 100 % 0

- 90 % 9 (20,5)
- 80% 24 (54,5)
- <T0% 11 (25)

Chimarismus im peripheren Blut vor DLI
(Anzahl, %)

- kompletter Spenderchimarismus 8 (18)

- gemischter Chimarismus 36 (82)
aGVHD nach DLIs (Anzahl, %)

- GradO 30 (68,2)

- Gradl 9 (20,4)

- Grad >2 5(11,4)
cGVHD nach DLIs (Anzahl, %)

- keine 30 (68,2)

- limitiert 13 (29,5)

- extensiv 1(2,3)
Follow-up Zeitraum (Tage, Median, 258 (27-2041)

Range)
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4.3 Unzureichende Tumorkontrolle und hohe Inzidenz von akuter und
chronischer GVHD sind die Hauptprobleme nach DLI-Gabe

Abbildung 4 zeigt die haufigsten Komplikationen nach DLI-Gabe: Trotz des guten
initialen Ansprechens auf DLIs stellte ein Rezidiv das grofite Problem nach DLI-Gabe
dar (63,6 %), noch deutlich vor aGVHD (31,8 %) und cGVHD (31,8 %) oder GVHD >
2. Grades (13,6 %), die eine haufige dosislimitierende Toxizitat nach allo-SZT und DLI-
Gabe sind.

Dementsprechend fallt auch bei Analyse der Haupttodesursachen nach DLI auf, dass in
unserem Patientenkollektiv Rezidiv und Krankheitsprogress gemeinsam die haufigste
Todesursache darstellten (13 von 18 Féllen, 72,2 %). Die zweithaufigste Todesursache in
unserem Kollektiv waren Infektionen mit 22,2 % (4 aus 18 Fallen, CMV-Pneumonien
und ARDS) und andere Griinde (5,6 %, 1 aus 18 Fallen). Kein Patient starb an aGVHD
oder cGVHD. Dies ist ebenfalls in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Klinische Daten zu Spenderlymphozyteninfusionen.

(A) Gezeigt sind die Indikationen fir die DLI-Gabe in einem Patientenkollektiv von 44
Patienten (n=44). (B) Die Anzahl der Patienten, die einen kompletten
Spenderchiméarismus bzw. einen gemischten Chimarismus aufwiesen, ist fir zwei
Zeitpunkte dargestellt: Pra und post DLI-Gabe. Die Chimarismusdaten beziehen sich
dabei auf das periphere Blut. Post DLI ist definiert als innerhalb von 6 Monaten nach
DLI-Gabe (n=44, post DLI sind fir n=4 Patienten keine Angaben bezlglich des
Chimarismus verfugbar). (C) Dargestellt ist die prozentuale Haufigkeit der
Komplikationen aGVHD, ¢GVHD, GVHD > 2. Grades und Rezidiv/Progress nach
DLI-Gabe (n=44). (D) Das Kreisdiagramm zeigt die Todesursachen fur n=18
Patienten. Zu den anderen Ursachen z&hlte die respiratorische Insuffizienz.
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4.4  DLIssind ein heterogenes Zellprodukt mit einer zellularen Zusammensetzung
ahnlich der humanen PBMCs gesunder Spender

DLIs sind ein heterogenes Zellprodukt, deren exakte Zusammensetzung im klinischen
Alltag nicht routineméalRig kontrolliert wird. Die Heterogenitat ist bedingt durch den
Immunstatus des Spenders, Infekte, Alter und viele weitere Faktoren und lasst sich so
schwer standardisieren und kontrollieren. Um genauere Aussagen Uber die zellulére
Zusammensetzung von DLIs treffen zu konnen, erfolgte hier deren
durchflusszytometrische Analyse. Die Etablierung zweier Mehrfarbenpanels und der
Gating-Strategie ist in Abbildung 5 gezeigt. Bei der durchflusszytometrischen Analyse
der DLIs wird deutlich, dass T-Zellen mit 47,3 % der lebenden Zellen (SD 16,4 %, Range
8,8-73,3 %) die grolRte Fraktion in DLIs stellten, gefolgt von B-Zellen (26,1 %,
SD 13,7 %, Range 1,5-70,3 %), Monozyten (4,7 %, SD 5,9 %, Range 0,02-24 %), DCs
(4,5%, SD 5,2 %, Range 0,08-21,8 %), NK-Zellen (0,7 %, SD 0,5 %, Range 0,001-2,5 %)
und hdmatopoietischen Stammzellen (1,2 %, SD 2,9 %, Range 0,03-21,3 %) (Abbildung
5).

4.5 DLIs enthalten eine geringe Anzahl an grof3tenteils CD4/CD8 iINKT-Zellen

Ein besonderer Fokus wurde nun auf die T-Zell-Subpopulationen gelegt, wofur die in
Abbildung 5 gezeigte Gating-Strategie verwendet wurde. In Abbildung 5 ist zu erkennen,
dass neben CD4*/CD8" (53,3 %, SD 11,5 %, Range 26,2-82,9 %), CD47/CD8" T-Zellen
(28,8 %, SD 10,2 %, Range 2,9-52,3 %), Tregs (3,7 %, SD 1,6 %, Range 1-7,7 %) und
vd T-Zellen (0,6 %, SD 0,6, Range 0,006-2,6 %) auch iNKT-Zellen mit einem Mittel von
0,12 % der T-Zellen (SD 0,2 %, Range 0,002-1,3 %) in DLIs zu finden waren.

Die genauere Charakterisierung der iINKT-Zellen, gezeigt in Abbildung 5, ergab, dass
diese groltenteils doppeltnegativ fir CD4 und CD8 waren (DN iNKT-Zellen, 71,1 %,
SD 13,4 %, Range 35,2-91,7 %), gefolgt von CD4*/CD8 iNKT-Zellen (18,4 %,
SD 14,1 %, Range 0-57,1 %) und CD4/CD8* iNKT-Zellen (9,1 %, SD 6,3 %, Range 0-
27,3 %).
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Abbildung 5: Durchflusszytometrische Analyse von DLIs und Charakterisierung von

T-Zell- und iINKT-Zell-Subtypen.
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(A) Die Gating-Strategie flr die durchflusszytometrische Analyse von DLIs ist anhand
einer reprasentativen DLI-Probe dargestellt. Im hier dargestellten Panel 1 wurden die
Hauptpopulationen humaner PBMCs und ihre Subtypen analysiert (B=B-Zellen
(10,4 %) mit N=naive B-Zellen (82,3 %), M=B-Gedachtnis-Zellen (17,3 %) und
P=Plasmazellen (1,4 %); T=T-Zellen (45,2 %) mit CD4"/CD8" (49,7 %), CD4/CD8"
(29,7 %) und Treg=regulatorische T-Zellen (10,4 %), yo=yo-T-Zellen (1,3 %),
INKT=INKT-Zellen (0,14 %); NK=naturliche Killer-Zellen (5,4 %). Kompensations-
kontrollen wurden vor der Messung der DLI-Proben eingemessen und
dementsprechend kompensiert. Das Pregating aus Einzelzellen, Leukozyten und
lebenden Zellen wurde in allen Panels verwendet und ist im Detail in (D) dargestellt.
n=63. (B) Panel 2 diente zur durchflusszytometrischen Analyse von dendritischen
Zellen (DCs, pDC=plasmazytoide DCs (4,9 %), mDC=myeloische DCs (78,4 %),
Monozyten (Mono, 40,1 %), myeloischen Suppressorzellen (gMDSCs=granulozytische
myeloid-derived suppressor cells (0,3 %), mMDSCs=monozytische myeloid-derived
suppressor cells (73,7 %)) und hamatopoietischen Stammzellen (HSC, 0,18 %). n=63.
Das in (D) gezeigte Pregating wurde hier ebenfalls verwendet. (C) zeigt die zelluléare
Zusammensetzung von DLIs. Die Fehlerbalken entsprechen SD, n=63. In (D) ist die
Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Analyse der T-Zell-Subpopulationen
(CD4*/CD8", CD4/CD8* T-Zellen, yo-T-Zellen und iNKT-Zellen) sowie zur Analyse
von CD4'/CD8, CD4/CD8", und CD4/CD8 iNKT-Zellen anhand einer
reprasentativen DLI-Probe dargestellt. AulRerdem ist das Pregating aus Einzelzellen,
Leukozyten und lebenden Zellen gezeigt. n=63. Abbildung (E) zeigt die Haufigkeit der
einzelnen T-Zell-Subpopulationen als Prozent der T-Zellen in humanen DLIs.
Mittelwert und SD sind dargestellt, n=63. In Abbildung (F) ist die
Subcharakterisierung der iINKT-Zellen in CD4*/CD8", CD4/CD8*, und CD4/CD8
deskriptiv dargestellt. In den Punktwolken sind Einzelwerte, Mittelwert und SD fur
n=63 DLIs gezeigt.

Diese Daten sind teilweise bereits von Jahnke et al. verdffentlicht [118].
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4.6 Robuste Expansion von DLI-INKTs durch zweiwdchige ex vivo Kultivierung
mit Glykolipid-beladenen und bestrahlten Feeder-Zellen

Aufgrund der geringen Anzahl von iNKT-Zellen in DLIs missen diese vor dem Einsatz
in Experimenten und spéaterer klinischer Anwendung zundchst expandiert werden. Dies

geschah mittels des in Abbildung 6A dargestellten zweiwdchigen Expansionsprotokolls.

Mittels Durchflusszytometrie lie sich der Expansionsfortschritt bei Beginn der
Expansion an Tag 0, an Tag 7 sowie Tag 14 beobachten (Abbildung 6B). Eine
durchschnittliche 281-fache Expansion (Range 71,4-696,6) wurde dabei erreicht. Die
expandierten iINKT-Zellen erreichten an Tag 14 eine mittlere Reinheit von 19,5 %
(SD 8,4 %, Range 4,6-29 %) und konnten mittels MACS auf >95 % aufgereinigt werden
(Abbildung 6C). So konnten die DLI-INKTs dann in ausreichender Zahl und Reinheit fir
weitere Versuche eingesetzt werden. Ex vivo expandierte iINKT-Zellen aus DLIs werden
als DLI-INKTs bezeichnet.

4.7 Praferenzielle Expansion von CD4*/CD8 iNKT-Zellen aus DLIs

a-GalCer ist ein aus dem Meeresschwamm Agelas mauritanius gewonnes Glykolipid und
einer der starksten bekannten Liganden von iNKT-Zellen. Durch die zweiwdchige
Kultivierung und Expansion von DLI-INKTs mit a-GalCer und IL-2 wurden effiziente
Expansionsraten (281,4-fach) erreicht (Abbildung 6D). Dabei beobachteten wir eine
praferenzielle Expansion von CD4*/CD8 iNKT-Zellen (969-fach) im Vergleich zur 297-
fachen Expansion von CD4/CD8" und 122-fachen Expansion von CD4/CD8 iNKT-
Zellen (n=7).

Die praferenzielle Expansion von CD4*/CD8 iNKT Zellen ist in relativen Zellzahlen
auch in Abbildung 6E dargestellt und zeigt, dass CD4*/CD8 iNKT-Zellen besonders in
den ersten 7 Tagen der Kultur stark expandierten, wohingegen wéhrend dieser Zeit CD4
/CD8" iNKT-Zellen und CD47/CD8 iNKT-Zellen prozentual abnahmen. CD4/CD8*
INKT-Zellen nahmen in relativen Zahlen wahrend der letzten sieben Tage Kulturdauer
wieder leicht zu, wahrend der Anteil der CD4/CD8" INKT-Zellen stetig sank.
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Abbildung 6: Expansion und Aufreinigung von humanen iNKT-Zellen aus DLIs.

(A) INKT-Zellen aus DLIs wurden mittels des hier dargestellten zweiwdchigen
Expansionsprotokolls mit IL-2 und dem Glykolipid a-GalCer expandiert. An Tag 7 der
Kultur fand eine allogene Restimulation mit bestrahlten, glykolipid-beladenen Feeder-
Zellen statt. An Tag 14 wurden die expandierten DLI-INKTs mittels MACS
aufgereinigt. (B) Die Expansion von DLI-iNKTs wurde durchflusszytometrisch an Tag
0, 7 und 14 Uberwacht und der Anteil an iNKT-Zellen mittels des PBS57-CD1d
Tetramers und CD3 bestimmt. Reprasentative Daten eines von n=7 Experimenten sind
gezeigt. (C) Die expandierten DLI-iINKTs wurden an Tag 14 der Kultur mittels
magnetisch aktiviertem Zellsortieren (MACS) auf >95 % aufgereinigt. Reprasentative
Daten eines von n=7 Experimenten sind gezeigt. (D) zeigt die DLI-INKT-Zell-
Expansion fiir die gesamte iNKT-Zell-Population sowie CD4"/CD8", CD47/CD8" und
CD47/CD8 Subpopulationen in absoluten Zellzahlen (x10%). n=7, Fehlerbalken
entsprechen SEM. Abbildung (E) zeigt die DLI-INKT-Zell-Expansion in relativen
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Zellzahlen (%). Der Anteil der CD47/CD8, CD4/CD8* und CD4/CD8
Subpopulationen an der gesamten iNKT-Zell-Population &nderte sich im Verlauf der
zweiwochigen Kultivierung. n=7, Fehlerbalken entsprechen SEM. dO, d7 und d14
entspricht Tag 0, 7 und 14.

Diese Daten sind teilweise bereits von Jahnke et al. verdffentlicht [118].

4.8 DLI-INKTs lysieren Jurkatzellen dosisabhéngig

Um Aussagen Uber die Anti-Tumor-Aktivitat von DLI-INKT-Zellen treffen zu kénnen,
wurden die expandierten und aufgereinigten INKT-Zellen in einem ex vivo
Tumorkontroll-Modell gegen Leukamiezelllinien getestet. Hierfir wurden DLI-INKTS
und Jurkatzellen in steigenden Effektor:Zielzell-Ratios koinkubiert und anschlieRend die
Viabilitat der Leukamiezellen mittels Durchflusszytometrie beurteilt. Die Gating-

Strategie zum Ausschluss von DLI-INKTSs ist in Anhang 2 dargestellt.

.20 pmﬂ' R

Abbildung 7: Die akute T-Zell-Leukamiezelllinie Jurkat.

Vor dem Einsatz im ex vivo Tumorkontroll-Modell wurden Zytozentrifugenpréaparate
der Leukamiezellline Jurkat zur zytologischen Beurteilung der malignen Zellen
angefertigt. Die Farbung erfolgte mithilfe der May-Grinwald-Giemsa-Farbung.
Anhand der Zytozentrifugenpraparate wird exemplarisch die Morphologie der
Tumorzelllinie Jurkat vor der Lyse durch DLI-iINKTSs ersichtlich.
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Nach Koinkubation von DLI-INKTs mit der akuten T-Zell-Leukdmiezelllinie Jurkat
konnten wir eine Lyse von Jurkatzellen beobachten: Bei Zugabe von DLI-INKTSs zu den
Leuk&miezellen beobachteten wir eine abnehmende Viabilitdt der Leukdmiezellen
(Abbildung 8A). Diese DLI-INKT-vermittelte Lyse von Leukémiezellen war zudem
dosisabhéngig (Abbildung 8B). Die dosisabhdngige Lyse von Jurkatzellen war nach
Hinzugabe von a-GalCer am stérksten, jedoch konnten auch ohne a-GalCer effiziente

Lyseraten beobachtet werden (Anhang 4).

4.9 Die Stimulation mittels G-CSF hat keinen signifikanten Einfluss auf Anzahl,
Subtypen und Funktion von DLI-INKTs

DLIs kénnen entweder zum Zeitpunkt der Stammzellspende unter G-CSF-Stimulation
oder zu einem spateren Zeitpunkt ohne G-CSF-Stimulation durch eine Leukapherese
gewonnen werden. In der Studienkohorte von 63 DLIs waren 26 DLIs G-CSF-stimuliert
und 35 nicht GCSF-stimuliert. Fur zwei Spender waren keine Daten vorhanden. Der
Anteil von iNKT-Zellen an humanen PBMCs an Tag 0 war durch die G-CSF-Stimulation
nicht signifikant verandert (Anhang 3A). Des Weiteren lieR sich keine Veranderung im
Vorkommen der iNKT-Zell-Subtypen, also CD4*/CD8", CD4/CD8" und CD4/CD8
INKT-Zellen, beobachten (Anhang 3B). Die Expansion von DLI-INKTs war ebenfalls
nicht signifikant unterschiedlich (Anhang 3C). Um Aussagen ber die Funktion von G-
CSF-stimulierten und unstimulierten DLI-iINKTSs treffen zu kénnen, wurde die lytische
Kapazitét bei einer Effektor:Zielzell-Ratio von 5:1 herangezogen: Hier zeigte sich kein
Unterschied zwischen der G-CSF-stimulierten und unstimulierten Gruppe. Diese

Ergebnisse sind in Anhang 3D gezeigt.

4.10 DLI-INKTs degranulieren nach Koinkubation mit Jurkatzellen

Die repréasentativen Daten der Durchflusszytometrie zeigten, dass die Degranulation von
DLI-INKTs nach Koinkubation mit Jurkat-Zellen im Vergleich zu iNKT-Zellen alleine
signifikant erhoht war (Abbildung 8C, D). Die Degranulation war in Anwesenheit von
a-GalCer am stérksten ausgeprégt, fand aber auch ohne a-GalCer in geringerem Ausmaf
statt (Anhang 4).
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AuRerdem wurde analysiert, ob es Unterschiede in der Degranulation der verschiedenen
INKT-Zell-Subtypen gab. Sowohl CD4*/CD8, als auch CD4/CD8" und CD4/CD8
INKT-Zellen degranulierten nach Koinkubation mit Jurkat, wobei die Degranulation der
CD4/CD8* und CD4/CD8 iNKT-Zellen besonders betont war (Abbildung 9). Die
Zugabe von a-GalCer bewirkte in allen drei iINKT-Zell-Subtypen eine Erhéhung der
Degranulation (ebenfalls Abbildung 9).

4.11 DLI-INKTs sezernieren proinflammatorische und zytotoxische Zytokine nach

Koinkubation mit Jurkatzellen

Nach Koinkubation von DLI-iINKTs mit Jurkatzellen waren die Konzentrationen von
IFN-y, TNF-a, soluble Fas Ligand (sFasL) und Perforin signifikant erhoht im Vergleich
zu DLI-iNKTs-Zellen ohne Tumorzellen (Abbildung 8E-H). Die anderen im
LEGENDplex™ Human CD8/NK Panel (13-plex) enthaltenen Zytokine zeigten keine
signifikanten Veranderungen und sind deshalb hier und in Folge nicht aufgefuhrt.
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Abbildung 8: Expandierte DLI-INKTs lysieren die akute Leuk&miezelllinie Jurkat
dosisabhéangig.

(A) Nach 16-stiindiger Koinkubation von DLI-INKTs mit Jurkatzellen und a-GalCer in
steigenden Effektor:Zielzell-Ratios wurde die Viabilitat der Tumorzellen mittels 7-AAD
bestimmt. iINKT-Zellen wurden durch das Gating auf PBS57-CD1d-Tetramer-negative
Zellen im Vorfeld ausgeschlossen. (B) zeigt die dosisabhéngige Lyse von
Leukéamiezellen durch DLI-INKTs. Eines von n=7 Experimenten ist gezeigt.
Fehlerbalken entsprechen SEM. (C) reprasentative und (D) gepoolte Daten zur
CD107a-Expression auf DLI-INKT-Zellen sowie nach 16-stindiger Koinkubation mit
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Jurkat und a-GalCer. DLI-INKTs degranulierten nach Koinkubation mit Jurkat. n=3,
Fehlerbalken entsprechen SEM. Die Messung von IFN-y (E), TNF-a (F), sFasL (G)
und Perforin (H) in den Uberstanden der Zytotoxizititsassays nach 16-stiindiger
Koinkubation von DLI-INKTs mit Jurkat und a-GalCer zeigt eine erhohte
Zytokinausschittung nach Koinkubation von DLI-INKTs mit Jurkat. n=>5, Fehlerbalken
entsprechen SEM. Zur statistischen Auswertung wurde der Student-t-Test verwendet.
*: p<0,05.

Diese Daten sind bereits von Jahnke et al. veroffentlicht [118].

4.12 DLI-INKTs lysieren Tumorzellen in Abhéangigkeit von der CD1d-Expression

Die Leukdmiezelllinien Jurkat, THP-1 und K562 wurden mit DLI-iNKTs koinkubiert. In
Abbildung 10A ist zu sehen, dass es deutliche Unterschiede in der Lyse durch DLI-INKTs
gab: Jurkatzellen wurden deutlich effizienter lysiert als zum Beispiel THP-1 oder K562,
bei denen nur eine geringe Lyse zu beobachten war. Besonders deutlich wurde dies zum
Beispiel bei einer 1:1 Ratio von DLI-INKTs zu Leukamiezellen: K562 zeigte hier kaum

eine Lyse, wahrend diese bei Jurkat tiber 60 % betrug.

Aufgrund der Beobachtung, dass INKT-Zellen einige Leukdmiezelllinien deutlich
effizienter lysieren konnten als andere, wurden diese Unterschiede genauer untersucht.
Es ist bekannt, dass INKT-Zellen von mit ihnen interagierenden Zellen wie
antigenprésentierenden Zellen und Tumorzellen Glykolipide tUber das MHC-Klasse-I
ahnliche Molekul CD1d présentiert bekommen. Da somit die Hauptinteraktion von
INKT-Zellen und anderen Zellen tber CD1d stattfindet, analysierten wir zundchst
durchflusszytometrisch die CD1d-Expression auf verschiedenen Tumorzelllinien
(Abbildung 10B). Dabei beobachteten wir die geringste CD1d-Expression auf K562,
wahrend THP-1 bereits mehr CD1d exprimierte. Die Leuk&miezelllinie Jurkat
exprimierte dahingegen in groBem Ausmall CD1d. Interessanterweise zeigte sich hier
also ein Zusammenhang zwischen der mittleren CD1d-Expression und der Lyse durch
DLI-INKTs. Die CD1d-high Leukamiezelllinie Jurkat wurde deutlich effizienter durch
DLI-iNKTs lysiert als die CD1d-low Zelllinie K562.

4.13 CD1d-Blockade fihrt zu verminderter Tumorzelllyse und Degranulation von
DLI-INKTSs

Fur uns war deshalb von Interesse, ob sich die Aktivierung und Degranulation von DLI-

INKTSs sowie die subsequente Lyse der CD1d-positiven Zelllinie Jurkat dementsprechend
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auch durch einen CD1d-blockierenden Antikorper unterbinden liel3. Abbildung 10C zeigt
die durchflusszytometrische Bestimmung der Viabilitdt der CD1d* Leuk&miezelllinie
Jurkat bei steigenden Dosen von DLI-INKT- zu Jurkatzellen. Im Vergleich zur
Isotypkontrolle ist erkennbar, dass eine Blockade von CD1d zu einer signifikant
geringeren Lyse von Jurkatzellen flihrte. Dieser Effekt ist auch im Spezifischen-Lyse-
Diagramm in Abbildung 10D dargestellt. In Abwesenheit von a-GalCer liel} sich
ebenfalls eine Tendenz zur Verminderung der Tumorzelllyse durch den Anti-CD1d-

Antikdrper erkennen, allerdings war dieser Effekt hier nicht signifikant (Anhang 5).

Die Degranulation von DLI-INKTs im CD107a Assay war bei Hinzugabe des Anti-
CD1d-Antikorpers signifikant vermindert im Vergleich zur entsprechenden
Isotypkontrolle (Abbildung 10E, F). Dieser Effekt konnte auch in Abwesenheit von a-
GalCer beobachtet werden, wenn auch in geringerer Auspragung (Anhang 5).

Die Konzentrationen von IFN-y (Abbildung 10G), TNF-a (H), sFasL (I) und Perforin (J)
waren mit Anti-CD1d-Antikdrper ebenfalls vermindert verglichen mit der

Isotypkontrolle.
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Abbildung 9: Expression von CD107a auf DLI-INKT-Subtypen.

Die Abbildung zeigt die Expression von CD107a in % auf (A) CD4*/CD8", (B) CD4"/
CD8" und (C) CD4/CD8 DLI-iNKTs nach 16-stindiger Koinkubation mit Jurkat mit
dem Anti-CD1d-Antikérper und der entsprechenden Isotypkontrolle in An- und
Abwesenheit von a-GalCer bei einer Effektor:Zielzell-Ratio von 2,5:1. iNKT-Zellen
wurden mithilfe des PBS57-CD1d Tetramers identifiziert und mittels CD4 und CD8-
Antikorpern weiter in CD47/CD8", CD4/CD8" und CD4/CD8" iNKT-Zellen unterteilt.
n=3, Fehlerbalken entsprechen SEM. Zur statistischen Auswertung wurde der Student-
t-Test verwendet. *: p<0,05.

Diese Daten sind bereits von Jahnke et al. veroffentlicht [118].
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Abbildung 10: Die Leukamiezelllyse lasst sich durch Blockierung von CD1d
herabsetzen.

(A) Die Leukamiezelllinien Jurkat, THP-1 und K562 wurden nach 16-stlindiger
Koinkubation mit DLI-INKTs und a-GalCer per Durchflusszytometrie hinsichtlich
ihrer Viabilitat beurteilt. Bei steigenden Effektor:Zielzell-Ratios wurde die DLI-INKT-
vermittelte Tumorzelllyse effizienter und es waren Unterschiede in der Wirksamkeit
zwischen den verschiedenen Leukamiezelllinien zu beobachten. Reprasentative Daten
sind gezeigt, n=2. Die Fehlerbalken stellen SEM dar. (B) Die CD1d-Expression auf
den Leukamiezelllinien Jurkat, THP-1 und K562 wurde mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. (C) zeigt die Inhibition der dosisabhandigen Lyse von Jurkat durch DLI-
INKTs bei Einsatz eines blockierenden Anti-CD1d-Antikorpers im Vergleich zur
entsprechenden Isotypkontrolle in Anwesenheit von a-GalCer. Dies ist reprasentativ
auch im Lysediagramm in Abbildung (D) dargestellt. n=3, Fehlerbalken bedeuten
SEM. Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA verwendet. (E)
Repréasentative Daten und (F) gepoolte Daten zeigen die CD107a-Expression auf
CD3*PBS57-CD1dTetramer™ DLI-iNKTs nach Stimulation mit Jurkat in An- und
Abwesenheit des Anti-CD1d-Antikdrpers in Anwesenheit von a-GalCer. n=3,
Fehlerbalken bedeuten SEM. IFN-y (G), TNF-a (H), sFasL (1) und Perforin (J) wurden
nach 16-stlindiger Koinkubation von DLI-iNKTs mit Jurkat bei einer Effektor:Zielzell-
Ratio von 5:1 in Anwesenheit des Anti-CD1d-Antikdrpers bzw. der entsprechenden
Isotypkontrolle und a-GalCer in den Uberstanden der Zytotoxizitatsassays gemessen.
n=5, Fehlerbalken entsprechen SEM. Zur statistischen Auswertung von (F)-(J) wurde
der Student-t-Test verwendet. *: p<0,05, **: p<0,01, n.s.= nicht signifikant.

Diese Daten sind bereits von Jahnke et al. veroffentlicht [118].

4.14 DLI-INKTs lysieren priméare Leukamiezellen CD1d- und dosisabhéangig

Von besonderer Relevanz fir eine spatere klinische Anwendung ist nun, ob sich die in
Tumorzelllinien gewonnenen Ergebnisse auch auf priméare Tumorzellen Ubertragen
lassen. Um dies zu testen, verwendeten wir therapienaive, d.h. nicht vorbehandelte,
Leuk&miezellen (AML-Blasten) von Patienten, die zum Zeitpunkt der Blutentnahme
einen Blastenanteil von mindestens 90 % im peripheren Blut aufwiesen (siehe auch
Anhang 7).
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Abbildung 11: Priméare AML-Blasten.

Vor dem Einsatz im ex vivo Tumorkontroll-Modell wurden Zytozentrifugenpraparate
der verwendeten primaren AML-Blasten zur zytologischen Beurteilung der malignen
Zellen angefertigt. Die Farbung erfolgte mithilfe der May-Griinwald-Giemsa-
Farbung. Anhand der Zytozentrifugenpraparate wird exemplarisch die Morphologie
der priméren Tumorzellen ersichtlich. Gezeigt ist eines von insgesamt zehn
angefertigten Zytozentrifugenpréaparaten verschiedener primarer AML-Blasten. Es
handelt sich beim vorliegenden Préparat um eine AML mit rekurrenten genetischen
Abnormalitéaten (t(11;22), Rearrangement 11g23.3 (KMT2A bzw. MLL)). Die
vorliegenden AML-Blasten wurden vor Beginn einer zytoreduktiven Therapie mit
anschlielender allo-SZT gewonnen.

DLI-iINKTs waren in der Lage, primare AML-Blasten effizient dosisabhéngig zu lysieren
(Abbildung 12A).

Bei Hinzugabe des Anti-CD1d-Antikdrpers trat wiederum eine signifikante Blockade der
dosisabhédngigen Lyse im Vergleich zur entsprechenden Isotypkontrolle auf (Abbildung
12B, C). Vergleichbare Effekte wurden auch in Abwesenheit von a-GalCer erzielt
(Anhang 6).

CD1d scheint also eine zentrale Rolle in der DLI-INKT-vermittelten Tumorzelllyse
einzunehmen. Um zu prifen, ob die CD1d-Expression und Rezeptordichte direkt mit der
spezifischen Lyse korreliert, bestimmten wir durchflusszytometrisch die Mean
Fluorescence Intensity (MFI) fir CD1d und korrelierten diese beiden Parameter.

In Abbildung 12D ist dargestellt, dass die MFI fiir CD1d deutlich positiv mit der
spezifischen Lyse primarer AMLs Kkorrelierte (r>=0,71, p=0,03).

Zusétzliche Informationen zum Immunphédnotyp der priméren AML-Blasten sind in

Anhang 7 dargestellt.
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Abbildung 12: Effiziente Lyse primarer AML-Blasten durch DLI-iNKTSs.

(A) Primare AML-Blasten von bis dato unbehandelten Patienten wurden nach 16-
stiindiger Koinkubation mit DLI-INKTs dosisabhéngig lysiert. n=10. Daten eines
reprasentativen Lyseexperiments sind gezeigt. (B) Reprasentative Punktwolken der
Blastenviabilitdit nach Koinkubation mit DLI-INKTs in Anwesenheit der
entsprechenden Isotypkontrolle bzw. des Anti-CD1d-Antikérpers und a-GalCer.
(C) Spezifische Lyse fur Isotypkontrolle sowie Anti-CD1d-Antikbrper nach
Koinkubation mit primaren AML-Blasten. Gepoolte Daten von n=3 Experimenten,
Fehlerbalken entsprechen SEM. (D) Durchflusszytometrisch wurde fur 6 priméare
AML-Blasten die Mean Fluorescence Intensity (MFI) fur CD1d bestimmt. Die MFI fiir
CD1d auf primaren AML-Blasten korrelierte signifikant mit dem AusmaR der
spezifischen Lyse durch DLI-INKTs (n=6, r’=0,7, p=0,03). ***: p<0,001.

Diese Daten sind bereits von Jahnke et al. veréffentlicht [118].
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4.15 Die dosisabhangige Lyse primarer Leukamiezellen ist auch in einem HLA-

identischen Setting wirkungsvoll

Bisher konnten wir zeigen, dass eine effiziente Dosis- und CD1d-abhangige Lyse von
Tumorzelllinien und priméren Leukamiezellen eines zum Spender nicht HLA-identischen
Patienten (unmatched donor) durch DLI-iINKTSs stattfindet.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen haben wir im Folgenden untersucht, ob eine effiziente
Tumorzelllyse auch in einem HLA-identischen Setting zu beobachten ist. Hierflr haben
wir primére therapienaive Leukadmiezellen (AML) zweier Patienten, die DLIs von einem
in 10/10 HLA-Merkmalen tbereinstimmenden Spender bei Rezidiv nach allogener
Blutstammzelltransplantation erhielten, mit expandierten und aufgereinigten DLI-INKT-
Zellen aus eben diesen DLIs koinkubiert und konnten dabei eine dosisabhangige,
effiziente Tumorzelllyse durch DLI-iINKTs beobachten (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Effiziente Leukamiezelllyse primarer AML-Blasten in einer HLA-
identischen Konstellation.

(A) Primare AML-Blasten von Patienten wurden mit expandierten DLI-iINKTs aus
denjenigen DLIs, die die Patienten im klinischen Verlauf nach allo-SZT erhalten
hatten, unter Zugabe von a-GalCer koinkubiert. Durchflusszytometrische Analysen von
zwei Experimenten sind gezeigt. (B) Korrespondierende Lysediagramme der primaren,
HLA-matched Leukamielyseexperimente. Die Lyse von primaren, HLA-matched
Patientenleukémiezellen durch expandierte DLI-INKTs war dosisabhéngig n=2,
Fehlerbalken entprechen SEM.

Diese im Rahmen der Dissertation gewonnenen Daten sind bereits von Schmid et al.
veroffentlicht [120].

65



Diskussion

5 Diskussion

Seit von Hans-Jochem Kolb und Kollegen in den 1990er Jahren erstmals gezeigt wurde,
dass DLIs in Patienten mit CML ohne eine Chemo- oder Radiotherapie andauernde
Remissionen induzieren kénnen [19, 121], wurde das Forschungsinteresse an DLIs und
ihren tumorkontrollierenden Eigenschaften geweckt. Heutzutage sind die Indikationen
fir DLIs vielfaltig und ihr Einsatz ist nicht mehr nur auf CML beschrankt (Leitlinie DAG-
KBT: Préavention und Behandlung von Rezidiven nach allogener
Stammzelltransplantation, Version 1, Stand Juni 2018). In dem in dieser Arbeit
untersuchten Patientenkollektiv zéhlten Krankheitsprogress und Rezidiv, gemischter
Chimérismus, minimale Resterkrankung, prophylaktische DLI-Gabe und drohendes
Transplantatversagen in absteigender Reihenfolge zu den hdufigsten Indikationen. Durch
die Auslibung starker GVL-Effekte sind DLIs dazu in der Lage, gemischten Chimarismus
in vollstdndigen  Spenderchimarismus zu konvertieren [122] wund so die
Rezidivwahrscheinlichkeit zu senken. Somit stellen DLIs heute eine anerkannte
Therapiemdglichkeit bei Rezidiven hdmatologischer Tumore nach allo-SZT dar (Leitlinie
DAG-KBT: Prévention und Behandlung von Rezidiven nach allogener
Stammzelltransplantation, Version 1, Stand Juni 2018). Der klinische Nutzen von DLIs
ist in diesem Kontext fur akute und chronische lymphoide und myeloische Leukémien,
fur multiple Myelome sowie einige Lymphome bekannt. Die Sensitivitat fur DLIs hangt
dabei stark von der Tumorentitdt ab: Eine hohe Sensitivitdt besteht bei CML,
Myelofibrose und niedrig malignen Lymphomen, wahrend AML, MDS, MM und
Hodgkin-Lymphom eine mittlere und ALL sowie DLBCL nur eine geringe Sensitivitat
aufweisen [123]. Man spricht von prophylaktischer DLI-Gabe, wenn diese in
Abwesenheit jeglicher Hinweise auf ein Rezidiv oder einen Krankheitsprogress
verabreicht werden. Prdemptiv bedeutet, dass im Falle einer minimalen
Resterkrankungen oder eines gemischten Chimdarismus ohne manifestes klinisches
Rezidiv DLIs verabreicht werden. Eine therapeutische DLI-Gabe erfolgt bei klinischem
oder molekularem Rezidiv. AML-Patienten, die nach allo-SZT praemptive DLIs erhalten,
erleiden dabei in mehr als der Halfte der Falle kein Rezidiv innerhalb eines Follow-up-
Zeitraumes von tiber 5 Jahren und zeigen ein signifikant besseres Uberleben im Vergleich
zu denjenigen Patienten, die keine DLIs erhalten [124]. Im Falle einer prophylaktischen

DLI-Gabe kann das Gesamtiberleben von Patienten sieben Jahre nach allo-SZT mit 67 %
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ebenfalls signifikant hoher sein als in der Kontrollgruppe, die keine prophylaktischen
DLIs erhalt (31 % 7-Jahres-Uberleben) [125].

Auch in einigen soliden Tumoren wie dem Nierenzellkarzinom kann eine allo-SZT mit
darauffolgender DLI-Gabe bei Rezidiv als Therapieversuch eingesetzt werden [126, 127],
jedoch ist die Studienlage hierzu nicht berzeugend. Das wachsende Verstandnis der
GVL-Effekte, mithilfe derer residuelle oder rekurrente Tumorzellen von
Spenderlymphozyten eliminiert werden kénnen, hat auerdem den klinischen Einsatz
intensitatsreduzierter Konditionierungsregimes (RIC) gefordert. Dank der geringeren
Toxizitdten und somit verminderten non-relapse-Mortalitat bei erhaltenen GVL-Effekten
kommt eine allo-SZT in Kombination mit DLIs nun auch als Therapieoption fir altere
Patienten in Frage [122, 128, 129].

Der Nutzen von DLIs und deren GVL-Effekten wird jedoch begrenzt durch das Auftreten
von GVHD. Oft ist deshalb keine weitere Dosissteigerung und somit keine Ausnutzung
des vollen Potenzials der GVL-Effekte mdglich. Auch in unserer Studienpopulation
gehorten aGVHD und cGVHD zu den haufigsten Problemen nach DLI-Gabe. DaaGVHD
und cGVHD flhrende Griinde fur non-relapse-Morbiditat und Mortalitat nach allo-SZT
darstellen [14], ist das Management von GVHD von groRer Relevanz. Diesbeziiglich
erscheint die kleine Population der iINKT-Zellen von Interesse: Eine grof’e Anzahl von
INKT-Zellen in peripheren Stammzelltransplantaten geht mit einer reduzierten Inzidenz
von aGVHD einher [115], wahrend die frihe posttransplantionale iNKT-Zell-Erholung
das Risiko einer aGVHD senkt und sogar das Gesamtiiberleben verbessert [116].
Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass iNKT-Zellen dartiber hinaus sogar in
einem DLI-8hnlichem Setting, ndmlich bei adoptiven Transfer, effektiv eine letale GVHD
in einem murinen allo-SZT-Modell verhindern [113]. Somit stellen sie einen
vielversprechenden Ansatz in der Kontrolle von GVHD und Promotion benefizieller
GVL-Effekte nach allo-SZT dar [113]. Besonders hervorzuheben ist in diesem Kontext,
dass ihre immuntoleranzinduzierende und somit GVHD-supprimierende Wirkung nicht
mit einem Verlust der Anti-Tumor-Aktivitat assoziiert ist. Aus Studien mit Tregs weil}
man dagegen, dass die GVHD-Suppression teilweise mit einem Verlust der Anti-Tumor-
Immunitét einhergeht [130-132]. Fir iINKT-Zellen konnte im Kontrast hierzu sogar
gezeigt werden, dass die INKT-Zell-Infusionen selbst starke tumorkontrollierende

Effekte austiben [85]. In dieser Arbeit wurde darliber hinaus gezeigt, dass expandierte
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INKT Zellen aus DLIs eine dosisabhéngige Lyse von leukdmischen Blasten bewirken
[118].

Im Kontext der DLIs existieren jedoch noch viele Herausforderungen und Probleme: Zu
den Haupttodesursachen nach DLI-Gabe zahlen in unserem Patientenkollektiv
Krankheitsprogress- und  Rezidiv sowie Infektionen. Auch an anderen
Transplantationszentren stellen Rezidiv und Krankheitsprogress die Haupttodesursache
nach allo-SZT und DLI-Gabe dar [133-135]. Deshalb wurde in dieser Arbeit der
Schwerpunkt auf die zellulare Zusammensetzung und die Rolle der in den DLIs
enthaltenen INKT-Zellen (DLI-INKTSs) fur die Tumorkontrolle nach allo-SZT gelegt.

Uber die zelluldare Zusammensetzung von DLIs ist wenig bekannt und kontrolliert. Im
klinischen Alltag wird eine bestimmte Anzahl an CD3" T-Zellen festgelegt, die pro
Kilogramm Korpergewicht des Patienten in den DLIs enthalten sein sollen (Leitlinie
DAG-KBT: Pravention und Behandlung von Rezidiven nach allogener
Stammzelltransplantation, Version 1, Stand Juni 2018). Dabei kann die zellulére
Zusammensetzung der DLIs von vielen Faktoren, wie dem Spenderalter, dem
allgemeinen Gesundheitsstatus und Komorbiditaten, beeinflusst werden. Wie sich auch
in den Ergebnissen dieser Arbeit widerspiegelt, besteht dabei eine grof3e zelluldre
Heterogenitat: Verschiedenste Zellpopulationen sind in unterschiedlichen Haufigkeiten

vertreten.

Zusammengefasst dhnelte die zellulare Zusammensetzung von DLIs also derjenigen von
humanen PBMCs gesunder erwachsener Spender, mit einer Ausnahme: Das Vorkommen
von hamatopoietischen CD34* Stammzellen, welche im peripheren Blut adulter Spender
in der Regel nur in sehr geringen Mengen vertreten sind, war erhoht, begriindet in der
teils stattgehabten G-CSF-Stimulation der DLI-Spender. Bei Gewinnung der DLIs zum
selben Zeitpunkt wie die Stammzellen fir eine periphere Stammzellspende erhielten die
Spender davor funf Tage lang G-CSF. Dies fiihrte zu einer Mobilisation der CD34*
Stammzellen aus dem Knochenmark und somit zu einer Zunahme der CD34* Zellen im
peripheren Blut [119].

Die Analyse der T-Zell-Subpopulationen dieser Patientenkohorte enthillte, dass INKT-
Zellen in DLIs vorkommen, jedoch in einer geringen Anzahl (Mittelwert 0,124 % der T-

Zellen, SD 0,22 %). Interessanterweise waren die meisten INKT-Zellen in DLIs
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doppeltnegativ fur die Marker CD4 und CD8. Den CD8" und doppeltnegativen iNKT-
Zellen wird ein Thl-basiertes Zytokinmuster nachgesagt, d.h. sie produzieren vor allem
zytotoxische Zytokine wie IFN-y und TNF-a [73]. Damit spielen sie eine Rolle in der
Lyse von Virus- und Tumorzellen. Im Gegensatz dazu produzieren CD4" iINKT-Zellen

vor allem Th2-Zytokine wie IL-4 [72] und sind in der Immuntoleranz von Bedeutung.

Besondere Relevanz wird der zelluldren Zusammensetzung von DLIs aber zugeschrieben,
weil sie potenziell manipulierbar ist: Durch eine Verdnderung der zelluldren
Zusammensetzung lieRen sich die Eigenschaften verschiedener Zellpopulationen zur
Verbesserung von GVL-Effekten und Verhinderung von GVHD optimal ausnutzen.
Immunzytotherapeutische Ansatze verfolgen beispielsweise das Ziel, mit Hilfe des
adoptiven Transfers von Tregs oder deren in vivo Expansion durch Administration von
Zytokinen GVHD zu verhindern [136-140]. Analog dazu wurde hier das Ziel verfolgt,
INKT-Zellen aus DLIs zu expandieren und so durch eine zelluldre Manipulation der DLIs

eine verbesserte GVL ohne eine Zunahme von GVVHD zu bewirken.

Da iINKT-Zellen im peripheren Blut und in DLIs nur eine geringe Anzahl erreichen, ist
eine Expansion und Anreicherung vor ihrem Einsatz in experimentellen Fragestellungen
und Kklinischen Anwendungen unbedingt notwendig. Das von uns verwendete ex vivo
Expansionsprotokoll mit IL-2 und a-GalCer hat den Vorteil, dass es leicht durchfihrbar,
zeitsparend und effizient ist: Es wurden 300-fache Expansionen der absoluten iNKT-
Zellzahlen in zwei Wochen erreicht, was die Basis flr weitere klinische Anwendungen
von DLI-iNKTs darstellt. Interessanterweise veranderte die zweiwdchige Expansion auch
die Subtypisierung der DLI-iINKTs: Waren vor der Expansion noch fast alle INKT-Zellen
doppeltnegativ fur CD4 und CD8, so zeigte sich im Verlauf eine préaferenzielle Expansion
von CD4"/ CD8 iNKT-Zellen. Die oben beschriebene klassische Rolle von CD4*/ CD8"
INKT-Zellen in der Immuntoleranz wird erganzt durch ihre F&higkeit, neben Th2-
basierten Zytokinmustern auch Thl1-Zytokine zu produzieren [72]: So konnen sie
einerseits nach allogener SZT durch die Produktion von IL-4 und IL-13 zur
Wiederherstellung der Immuntoleranz beitragen [141, 142], andererseits sind sie durch
die Sekretion von zytotoxischen Effektormolekilen jedoch auch dazu in der Lage,
Tumorzellen zu lysieren [143, 144]. Wir konnten experimentell bestatigen, dass

expandierte INKT-Zellen die T-Zell-Aktivierung und Proliferation herabsetzen und so
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Immuntoleranz induzieren [120]. Gleichzeitig dazu zeigten wir, dass Leukamiezelllinien

und primére Leukamieblasten effektiv lysiert werden [118, 120].

In der Klinik werden verschiedene Strategien zur Expansion von iNKT-Zellen verfolgt
[145]: Die exvivo Expansion oder Aktivierung von iNKT-Zellen stellt den ersten
Ansatzpunkt  zur  therapeutischen ~ Anwendung der  INKT-Zell-mediierten
Tumorsurveillance dar. Auf der einen Seite konnen INKT-Zellen ex vivo aktiviert
werden, was dann zu einer iNKT-Zell-Expansion in vivo fiihrt [146]. Auf der anderen
Seite konnen ex vivo expandierte INKT-Zellen, zum Beispiel mit a-GalCer-stimulierten
APZ, direkt infundiert werden: In Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren ergaben sich dabei
in Klinischen Studien Hinweise auf eine gestarkte Anti-Tumor-Kontrolle [147, 148].
Diese Option zur iNKT-Zell-Expansion kommt der in dieser Arbeit verwendeten

Expansionsstrategie am néchsten.

Weitere hé&ufig eingesetzte Strategien beinhalten die intravenése Injektion von a-GalCer
und die Infusion von autologen a-GalCer-stimulierten APZ. Die intravendse Injektion
von a-GalCer in Patienten mit soliden Tumoren zeigt sich in einer klinischen Phase-I
Studie als sicher und gut tolerabel [149]. Es werden auch erhohte Level von iNKT-Zell-
assoziierten Zytokinen wie TNF-o und GM-CSF und eine Krankheitsstabilisierung in 7
von 24 Patienten (Median 123 Tage) beobachtet. Jedoch tritt nach einer zunachst potenten
Stimulation der iINKT-Zellen durch die a-GalCer-Injektion nach einiger Zeit die
sogenannte T-Zell-Erschopfung (engl. T-cell exhaustion) und Anergie ein, in der iNKT-
Zellen in einen Zustand reduzierter Aktivitat bergehen. Dieser kann schon nach
einmaliger a-GalCer-Stimulation auftreten und ist im Mausmodell charakterisiert durch
einen Proliferationsverlust und verminderte IFN-y-Produktion [150]. Interessanterweise
bleibt die Fahigkeit zur IL-4-Produktion erhalten [150]: Wahrend die Entstehung von
Metastasen im B16-Melanommodell durch anerge iINKT-Zellen vielmehr begtinstigt als
verhindert wird, sind die immuntoleranten Wirkungen, beispielsweise bei der
Verhinderung autoimmuner Enzephalomyelitis, unbeeintrachtigt [150]. Die T-Zell-
Erschopfung und Anergie wird vermittelt durch starke TZR-Stimulation bereits
aktivierter T-Zellen in der Abwesenheit von kostimulatorischen Signalen. Dies wurde
zuerst in CD4" T-Zellen gezeigt, die bei Stimulation des TZR ohne CD28-Kostimulation
in einen hyporesponsiven, hypoproliferativen Zustand Ubergingen [151-153].

Urspringlich ein wichtiges Werkzeug in der Selbsttoleranz und zur Verhinderung von
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Autoreaktivitat des Immunsystems, kann die T-Zell-Erschopfung und Anergie auch Teil
der Tumor-Escape-Mechanismen sein, mithilfe derer sich Tumorzellen der Erkennung
und Elimination durch Immunzellen entziehen. VVon besonderem Interesse ist deshalb im
Kontext der Tumorkontrolle durch iINKT-Zellen, ob dieser hyporesponsive Zustand
reversibel ist: Beverly et al. konnten zeigen, dass die Zugabe von IL-2 zu anergischen T-
Zellen eine Proliferationsinduktion und komplette Reversion der Anergie bewirkt [154].
Eine weitere bedeutende Strategie zur Verhinderung von T-Zell-Anergie stellt ein
Eingriff in das Programmed Cell death protein 1/Programmed Cell death protein ligand
1 und 2 (PD-1/PD-L1, -2) System dar: iNKT-Zellen regulieren bei der auf die a-GalCer-
Stimulation folgenden Induktion von Anergie rapide und anhaltend PD-1 hoch [155].
Eine Blockade dieses kostimulatorischen Systems durch den Einsatz von PD-1/PD-L1-
Inhibitoren zum Zeitpunkt der a-GalCer-Stimulation kann die Induktion der T-Zell-
Anergie  verhindern.  Eine  bereits  bestehende  Anergie  kann  durch
PD-1/PD-L1-Inhibitoren  jedoch nicht rickgangig gemacht werden [155].
PD-1/PD-L1-Inhibitoren wie Nivolumab und Atezolizumab sind in der Klinik auch als
Checkpoint-Inhibitoren bekannt und werden beispielsweise bei fortgeschrittenen

malignen Melanomen klinisch eingesetzt.

Die Infusion von a-GalCer-stimulierten APZ fiihrt im Vergleich zur alleinigen Infusion
von a-GalCer zu einer verlangerten Zytokinantwort [156] und ist bei der klinischen
Anwendung an Patienten ebenfalls sicher und gut vertréglich [157-164]. Die Auswahl der
APZ konnte dabei eine kritische Rolle spielen, da DCs eine bessere iNKT-Zell-
Aktivierung als B-Zellen zu bewirken scheinen [165]. Auch die Anwendungsroute
scheint dabei von Bedeutung zu sein, da bei intravendser Applikation von DCs eine starke
Zytokinantwort zu beobachten ist, wéhrend die subkutane Applikation in Mausen keinen
Effekt zeigt [166]. Neben der Auswahl des Applikationsweges und der Art der APZ bleibt
noch zu Kkl&ren, ob die bisher beobachteten Effekte wie die erhdhte Frequenz von iNKT-
Zellen und erhohte Zytokinlevel Gberhaupt mit klinisch relevanten Anti-Tumoreffekten

und letztendlich auch mit verlangertem Uberleben einhergehen.

Allen hier dargestellten klinischen Applikationsstrategien ist gemeinsam, dass aufgrund
der geringen Anzahl von INKT-Zellen im humanen peripheren Blut hocheffiziente,

zeitsparende Expansionsprotokolle von Noten sind. Das von uns vorgeschlagene
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Expansionsprotokoll erfiillt diese Kriterien, musste jedoch so modifiziert werden, dass
die Expansion GMP-konform ablaufen kann.

Neben der Expansion, die elementar fur weitere Anwendungen wie ex vivo Experimente
und spéater einmal die klinische Anwendung von iNKT-Zellen sein wird, ist die Funktion
der expandierten iNKT-Zellen von groftem Interesse. Deshalb wurden die erfolgreich
expandierten DLI-INKTs in ex vivo Tumorkontroll-Experimenten eingesetzt. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass expandierte INKT-Zellen aus DLIs effizient Leukdmiezelllinien
und primare Tumorzellen lysierten. Dabei war eine Hochregulation von CD107a zu
beobachten. CD107a ist ein Degranulationsmarker, der von NK-Zellen [167] und
zytotoxischen T-Zellen [168-170] bekannt ist und auch auf iINKT-Zellen exprimiert wird
[171]. Bei Degranulation wird der sonst internalisierte Marker auf Vesikeln mit der
Zellmembran verschmolzen und kann so durchflusszytometrisch auf der Zelloberflache
detektiert werden. Die CD107a Expression einer Zelle ist somit ein Indikator fur deren
Aktivierung und Zytotoxizitat [172].

Diese Degranulation sowie die nachfolgende Tumorzelllyse geschehen in Abhéngigkeit
von CD1d. CD1d ist ein nicht polymorphes, hochkonserviertes MHC-Klasse-1-&hnliches
Molekadil, das vor allem auf Zellen des hdmatopoietischen Systems exprimiert ist [173,
174]. Dazu gehdren zum Beispiel APZ wie B-Zellen, DCs und Monozyten.
Dementsprechend tragen auch viele diesem System entstammende Tumore CD1d [75].
Auch einige solide Tumore wie Prostatakarzinome [175], Mammakarzinome [176],
Nierenzellkarzinome [177] und Tumore des zentralen Nervensystems [178, 179]
exprimieren CD1d. Die Rolle von CD1d in der iNKT-Tumorkontrolle wird weiter
dadurch betont, dass die Herabregulation von CD1d in Patienten mit multiplen Myelomen
mit einer Progression assoziiert ist und somit die CD1d-Expression und das Uberleben
direkt verbunden scheinen [180]. Auch in unseren Daten zeigte sich, dass die CD1d-
Expression auf primaren AML-Blasten direkt mit der iINKT-Zell-vermittelten
Zytotoxizitdt zusammenhing. Die Hohe der CD1d-Expression kdnnte also in einer
spateren klinischen Anwendung bereits Hinweise darauf geben, ob eine DLI-iINKT-
basierte Immunzelltherapie bei drohendem Rezidiv nach allo-SZT wirkungsvoll sein

kdnnte.
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Es gibt zwei grundlegende Mechanismen, (ber die INKT-Zellen Tumorzellen lysieren
konnen: Unter dem Begriff ,,direktes Killing* versteht man, dass iNKT-Zellen tber ihren
TZR ein Glykolipid-Antigen erkennen, das ihnen direkt Gber das CD1d-Molekdl einer
CD1d" Tumorzelle prasentiert wird. Daraufhin tritt eine Tumorzelllyse ein, die durch
Perforin/Granzym B vermittelt sein kann [181-183]. Auch FasL- oder TNF-a-vermittelte
zytotoxische Signalwege spielen eine Rolle [184-186]. ,,Indirektes Killing* bedeutet, dass
die APZ der iINKT-Zelle iber CD1d Tumorantigene prasentiert und es so zu einer Cross-
Préasentation von Tumorantigenen durch APZ kommt. Bei Erkennung des ihr iber CD1d
prasentierten Glykolipids uber ihren TZR wird die iNKT-Zelle dann aktiviert und schiittet
grolRe Mengen an Zytokinen wie IFN-y aus [89, 187-190]. Diese kénnen dann wiederum
andere Zellen wie NK-Zellen und tumorspezifische T-Zellen rekrutieren, die daraufhin
Tumorzellen lysieren [190-193]. Fir die Erkennung und Lyse von CD1d™ Tumoren
konnte dieser indirekte Mechanismus also von besonderer Bedeutung sein. Um indirekte
Lysemechanismen im ex vivo Modell zu berticksichtigen, miissten neben Tumorzellen
und iINKT-Zellen auch andere Zellpopulationen wie NK-Zellen und T-Zellen enthalten
sein. Aufgrund der bisherigen Beobachtung und Annahme, dass CD1d* Tumorzellen von
INKT-Zellen effizienter direkt lysiert werden kdnnen, gibt es auch Bestrebungen, CD1d
epigenetisch in Tumorzellen zu induzieren und sie so zu einem geeigneteren
Angriffspunkt fir die iINKT-Zell-vermittelte direkte Tumorzelllyse zu machen [194].
Neue Ansatze in der INKT-Zell-basierten Immuntumortherapie, die bei CD1d” Tumoren
in Frage kdmen, beinhalten beispielsweise den Einsatz von chiméren Antigenrezeptor
(CAR)-INKT-Zellen [195]. Dabei werden humane NKT-Zellen mit einem chimaren
Antigenrezeptor gegen das Neuroblastom-typische GD2 Gangliosid versehen. Die
wiederholte Injektion solcher CAR-NKT-Zellen zeigt starke Anti-Tumor-Effekte und
verbessert das Uberleben von Mausen mit metastasiertem Neuroblastom, ohne GVHD zu
provozieren [195]. Somit wird das Einsatzspektrum von iINKT-Zellen in der

Immuntumortherapie erweitert und eréffnet neue Perspektiven.

Die Mechanismen und Effektormolekiile, Gber die iINKT-Zellen ihre Rolle in der Anti-
Tumor-Immunitat austiben, sind vielféltig und sicher noch nicht zur Ganze bekannt: Uber
das Perforin/Granzym B-System entsteht nach Freisetzung von Perforin durch
Effektorzellen eine Pore in der Zellmembran der Zielzelle, tber die dann Granzym B in
die Zielzelle gelangt und dort Apoptose induziert. Dieser Weg spielt auch bei der iINKT-
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Zell-vermittelten Tumorzelllyse eine Rolle [181-183]. Auch das Fas/FasL-System wird
in der INKT-Tumor-Kontrolle beschrieben [186, 196-198]: FasL, auch als CD95L oder
CD178 bezeichnet, ist ein zur Tumornekrosefaktor-Familie zéhlendes Zytokin, das nach
Bindung an seinen Fas-Rezeptor Apoptose auslésen kann. FasL wird vor allem von
aktivierten T-Zellen exprimiert, die dann tber Bindung an Fas auf Tumorzellen die
Tumorzellen in die Apoptose treiben.

INKT-Zellen koénnen bekannterweise unmittelbar nach Aktivierung grofle Mengen
immunregulatorischer Zytokine freisetzen und nehmen so eine zentrale Rolle im
immunmodulatorischen Netzwerk ein [85]. Durch die Produktion und Freisetzung von
Zytokinen wie IFN-y konnen iNKT-Zellen beispielsweise das angeborene sowie das
erworbene Immunsystem aktivieren und so die Anti-Tumor-Aktivitat beeinflussen.
Deshalb wurden hier verschiedene proinflammatorische Zytokine und proapoptotische
Effektormolekdile nach Koinkubation von DLI-INKTs und Jurkat gemessen. In dem von
uns gewahlten Setting war zu beobachten, dass DLI-INKTs bei der CD1d-abhangigen
Lyse von Leukamiezellen proinflammatorische und zytotoxische Zytokine und

Effektormolekiile ausschitten.

Die praferenzielle Lyse von CD1d* Zelllinien wie Jurkat im Vergleich zur CD1d
Zelllinie K562 konnte zumindest in Teilen auf die experimentellen Besonderheiten
zurlickzufuhren sein: Es wurden nur expandierte, aufgereinigte DLI-INKTs gegen reine
Leukamiezellen in dem Zytotoxizitatsassay getestet. Andere Zellpopulationen, die in vivo
ebenfalls existieren und interagieren, wurden hier auRen vor gelassen. Somit werden
indirekte Zytotoxizitdtsmechanismen tber APZ und Aktivierung von NK und T-Zellen
hier nicht zum Tragen gekommen sein. Auch die Rolle von iNKT-Zellen im Tumor
microenvironment (TME) darf in vivo nicht vernachlassigt werden: Aus soliden Tumoren
ist bekannt, dass Tumore langst nicht alleine agieren, sondern sich rund um den Tumor
ein besonderes TME ausbildet, das den Tumor vor der Anti-Tumor-Reaktion von
Immunzellen schiitzt und den Tumor unterstiitzende Zellpopulationen wie Tumor-
assoziierte Makrophagen (TAMs) und myeloide Suppressorzellen (myeloid-derived
suppressor cells, MDSCs) miteinschlieRt. Diese fordern das Tumorwachstum durch die
Freisetzung pro-angionetischer Faktoren und die Induktion von Immunsuppression in
infiltrierenden Immunzellen durch zum Beispiel TGF-p [199]. Charakteristika des TME

und heutzutage bekanntes Wissen Uber dieses variieren zwischen verschiedenen
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Tumorentitaten stark: Wahrend das TME in soliden Tumoren verhaltnismalig gut
charakterisiert ist, so ist deutlich weniger Uber das hdmatologischer Malignitaten bekannt.
Man geht davon aus, dass das Knochenmark den Hauptsitz fur leukdmische Stammzellen
darstellt, aber auch sekundér lymphatische Organe wie Lymphknoten und Milz werden
als Bestandteile des TME in Leukamien angesehen. In soliden Tumoren kénnen iNKT-
Zellen die Anzahl und Funktion dieser Pro-Tumor-Zellpopulationen wie TAMs und
MDSCs verringern [200, 201]. In Neuroblastomen konnten iINKT-Zellen TAMs, die
sonst durch die Produktion von immunsuppressivem IL-6 und TGF-f die Anti-Tumor-T-

Zell-Antwort verhindern, sogar direkt lysieren [202].

Wir haben zunéchst eine effiziente Lyse von Leuk&miezelllinien und von primaren, nicht
HLA-identischen Leukamiezellen beobachtet. Im klinischen Alltag wird jedoch versucht,
HLA-idente Stammzellspender zu finden, die also in allen analysierten HLA-Merkmalen
mit denjenigen des Empféangers Ubereinstimmen. Diese in 10/10 HLA-Merkmalen
ubereinstimmenden Spender werden dann als matched donors oder ,,HLA-identisch*
bezeichnet. Fir die Translation des hier vorgeschlagenen Ansatzes in die klinische
Anwendung von Immunzelltherapien war es deshalb besonders wichtig, ob die DLI-
INKT-vermittelte Leuk&miezelllyse auch in einer HLA-identischen Konstellation
funktionierte. Die primdren, therapienaiven Leukdmiezellen des Patienten konnten auch
von den expandierten DLI-INKTs des HLA-identischen Stammzellspenders effizient
lysiert werden. Aufgrund der hohen Konservierung des CD1d-Molekils [203] und
fehlenden interindividuellen Variabilitat bestehen so wenige Unterschiede in den CD1d-
Molekdilen verschiedener Menschen, dass es fiir INKT-Zellen keine Rolle spielt, ob sie
CD1d eines HLA- identischen oder nicht-identischen Spenders erkennen. Unsere
Ergebnisse waren in dieser Form also zu erwarten und sind unter Berticksichtigung dieser

Besonderheiten der iNKT-Zell-Biologie plausibel.

Eine weitere Besonderheit in dem von uns gewahlten ex vivo Tumorlysemodell bestand
darin, dass zur Kokultur initial a-GalCer zugegeben wurden. Dieses Glykolipid ist ein
starker Aktivator von iNKT-Zellen, kommt jedoch als synthetisches Glykolipid, das
urspringlich aus dem Meeresschwamm Agelas mauritianus isoliert wurde,
physiologischerweise nicht im Menschen vor. Es wurden deshalb weitere Experimente
durchgefiihrt, die die Bedeutung von a-GalCer auf die Tumorzelllyse evaluieren sollten.

Im direkten Vergleich zeigte sich, dass in Anwesenheit von a-GalCer in der Tat eine
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starkere Lyse von Tumorzelllinien zu beobachten war als in Abwesenheit. Auch die
Degranulation von DLI-iNKTSs sowie der Effekt des Anti-CD1d-Antikdérpers waren unter
Einfluss von a-GalCer starker ausgeprigt. Interessanterweise war der Einfluss von a-
GalCer auf die Lyse von primaren AML-Blasten geringer: Hier konnten vergleichbare
Ergebnisse mit und ohne a-GalCer erzielt werden. Eine denkbare Erklarung hierfur ist,
dass primare AML-Blasten selbst Glykolipide prasentieren, die dann analog zu a-GalCer
zu einer starkeren Aktivierung von iNKT-Zellen auch in Abwesenheit des von auRen
zugegebenen a-GalCers fihren kdnnen. Dennoch sind diese Ergebnisse fiir eine spatere
Anwendung in der Klinik von Bedeutung, da durch die Zugabe von a-GalCer auch bei
Patienten bessere Tumorlyseeffekte zu erreichen sein konnten. Chen und Kollegen
demonstrierten bereits in einer Phase 11A-Studie, dass die Infusion von a-GalCer bei
Patienten nach allo-SZT sicher und gut tolerabel ist [204]. Somit bestiinde die
Maoglichkeit, in der klinischen Anwendung den adoptiven Transfer von expandierten
DLI-iINKTs mit der Infusion von a-GalCer zu kombinieren, um GVL-Effekte voll

auszuschopfen.

Dennoch birgt die Infusion von expandierten DLI-iNKTs in Kombination mit a-GalCer
Limitationen und es mussen andere Faktoren, die das Outcome nach DLIs beeinflussen,
ebenfalls beachtet werden: Unsere Arbeitsgruppe hat an einem kleinen Kollektiv von 44
Patienten Faktoren analysiert, die das progressionsfreie- und Gesamtiberleben nach DLI-
Gabe beeinflussten [119]. Dabei wurde deutlich, dass eine stattgefundene G-CSF-
Stimulation der Stammzell- und somit auch DLI-Spender zu verbesserten GVL-Effekten
flhrte [119]. Diese fuhrten in Folge durch die Konversion zu vollem Spenderchimarismus
zu einer signifikant verringerten Rezidivrate und einem verbesserten Uberleben im
Vergleich zu nicht-G-CSF-stimulierten DLIs [119]. G-CSF-mobilisierte DLIs enthielten
hohere Anzahlen an CD34" hamatopoietischen Stammzellen, Monozyten und
monozytischen MDSCs sowie granulozytischen MDSCs [119]. Das 1-Jahres-Uberleben
fiir Patienten mit mehr als 0,15 % CD34" Zellen betrug 75 % im Vergleich zu 23 % fir
Patienten mit geringeren Zahlen an CD34" Zellen (p=0,01) [119]. Als unabhangige
Faktoren, die das Gesamtiiberleben nach DLIs signifikant verbessern, wurden héhere
Anzahlen von CD34" Zellen und monozytischen MDSCs in DLIs identifiziert [119].
Auch das Auftreten einer cGVHD fiihrte zu einem verbesserten Gesamtiberleben [119].
Diese Ergebnisse konnten fir Kliniker aufgrund der einfachen Umsetzbarkeit in der
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klinischen Routine von Interesse sein, da sich die Protokolle fir die Gewinnung von DLIs
so anpassen lieRen, dass eine Leukapherese moglichst in allen Fallen unter G-CSF-

Stimulation stattfande.

Unter Berucksichtigung dieser Ergebnisse stellte sich nun die Frage, ob eine G-CSF-
Stimulation der Spender auch einen Einfluss auf die Haufigkeit und Zusammensetzung
der INKT-Zellpopulation in DLIs und schlussendlich auf die Tumorzelllyse durch DLI-
INKTs hatte. Zur Beantwortung dieser Frage wurden die 63 DLIs in eine G-CSF-
stimulierte- (n=26) und eine unstimulierte Gruppe (n=35, Daten von n=2 Spendern nicht
verfugbar) unterteilt. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bezuglich der
unstimulierten Gesamt-iNKT-Zellzahl in DLIs, der iNKT-Zell-Subtypen oder der

Expansion.

Durch eine initiale ex vivo Expansion von iNKT-Zellen aus DLIs mittels des hier
aufgezeigten Protokolls und ihrer Anreicherung in DLIs in Kombination mit einer
Infusion von a-GalCer kdnnten noch bestehende Hindernisse aus dem Weg gerdumt
werden. So kdnnten die vorteilhaften Effekte von DLI-iINKTSs auf die Tumorkontrolle und
GVHD besser genutzt werden und durch die Reduktion von Rezidiven das Uberleben von

Patienten mit hamatoonkologischen Erkrankungen nach allo-SZT verbessert werden.
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6 Zusammenfassung

Einleitung: Fir Patienten mit hdmatologischen Neoplasien wie akuten Leukamien stellt
eine allogene Blutstammzelltransplantation (allo-SZT) eine kurative Therapieoption dar.
Dennoch kommt es im weiteren Verlauf hdufig zu Rezidiven, die die héufigste
Todesursache nach allo-SZT darstellen. Ein moglicher Ansatz ist die Infusion von
Spenderlymphozyten (Spenderlymphozyteninfusionen, DLIs): DLIs koénnen durch
potente Transplantat-versus-Leukamie (GVL)-Effekte eine Remission induzieren. Jedoch
wird oft kein ausreichendes Ansprechen erreicht. Aufgrund von dosislimitierenden
Toxizitdten wie der Transplantat-versus-Host-Erkrankung (GVHD) st eine

Dosiseskalation haufig nicht mdglich.

Invariante natirliche Killer-T-Zellen (iNKT-Zellen) sind eine kleine Subpopulation der
T-Zellen, die an der Tumorkontrolle beteiligt sind, ohne GVHD zu evozieren. In dieser
Arbeit wurde deshalb in einem ex vivo Tumorkontrolimodell die Anti-Tumor-Immunitét
von INKT-Zellen aus DLIs gegenuiber Leuk&miezelllinien und priméren Leuk&miezellen

evaluiert.

Methoden: 63 humane DLIs wurden durchflusszytometrisch auf ihre zelluldre
Zusammensetzung hin analysiert. INKT-Zellen wurden dabei mithilfe des PBS57-CD1d
Tetramers detektiert. iINKT-Zellen aus DLIs wurden mithilfe eines zweiwdchigen
Expansionsprotokolls ex vivo expandiert und mittels magnetisch-aktivierter Zell-
Sortierung (MACS) aufgereinigt. AnschlieBend wurde der dosisabhéngige Effekt
(spezifische Lyse) der DLI-INKTs auf die Tumorzellen mittels Durchflusszytometrie
guantifiziert. =~ Die  Degranulation von DLI-iINKTs wurde in CD107a-
Degranulationsassays gemessen und die Zytokinproduktion mithilfe eines Bead-basierten

Immunoassay quantifiziert.

Ergebnisse: In einem Patientenkollektiv von 44 Patienten, die DLIs nach allo-SZT
erhalten hatten, litt der Grofteil der Patienten (n=25) an einer akuten myeloischen
Leukamie (AML, 57 %). DLIs trugen zu einer Konversion von gemischtem Chimarismus
zu komplettem Spenderchimérismus und so zur Senkung des Rezidivrisikos bei. Dennoch
stellten Rezidiv und Krankheitsprogress die h&ufigste Todesursache nach DLI-Gabe in
unserem Kollektiv dar. iINKT-Zellen kamen in einer Haufigkeit von 0,124 % der T-Zellen

in humanen kryokonservierten DLIs vor. Dabei dominierten CD4/CD8 iNKT-Zellen
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(71,1 %, Range 35,2-91,7), gefolgt von CD4*/CD8" iINKT-Zellen (18,4 %, Range 0-57,1)
und CD4/CD8" iNKT-Zellen (9,1 %, Range 0-27,3). Die hier erreichte 281,4-fache
Expansion von DLI-iNKTs war grundlegend fir weitere Experimente und Klinische
Anwendungen und erlaubte den Einsatz von DLI-INKTSs in Zytotoxizitatsassays. Dabei
beobachteten wir eine effiziente dosisabhéngige Lyse von Leukamiezelllinien. Eine
Inhibition der CD1d/iNKT-Zell-Rezeptor-(iINKTZR) Interaktion durch Zugabe eines
Anti-CD1d-Antikorpers in  die Kokultur resultierte in einer verminderten
Leukamiezelllyse durch DLI-INKTs. Die Expression des Degranulationsmarkers
CD107a auf DLI-INKTs war nach Koinkubation mit der Leuk&miezelllinie Jurkat
signifikant erhoht, wéhrend eine Blockade der CD1d/iINKTZR-Interaktion eine
verminderte Degranulation von DLI-INKTs bewirkte. Nach Koinkubation mit Jurkat
waren aullerdem erhéhte Konzentrationen von zytotoxischen Zytokinen und
Effektormolekilen wie IFN-y, TNF-a, Perforin und sFasL zu beobachten. Primire
Leuk&miezellen konnten ebenfalls Dosis- und CD1d-abhé&ngig durch expandierte DLI-
INKTs lysiert werden. Das Glykolipid a-Galactosylceramid (a-GalCer) verstérkte die
DLI-iINKT-vermittelte Tumorzelllyse, es wurden jedoch auch ohne Zugabe von a-GalCer
robuste Anti-Tumor-Effekte beobachtet.

Diskussion: Die zytotoxischen Fahigkeiten von humanen expandierten DLI-INKTs
gegenliber Leukdmiezelllinien und priméren AML-Blasten von Patienten legen nahe,
dass DLI-INKTs in der Anti-Tumor-Kontrolle nach allo-SZT eine wichtige Rolle spielen
konnten. Die Manipulation der zelluldren Zusammensetzung von DLIs durch eine ex vivo
Expansion und Anreicherung von iNKT-Zellen in DLIs kénnte GVL-Effekte starken und
somit Rezidive verhindern. Durch die Infusion eines Glykolipids kénnten diese Effekte
weiter verstarkt werden. So konnte durch die Senkung des Rezidivrisikos ohne eine
Erhohung der GVHD-Inzidenz das progressionsfreie- sowie Gesamtiiberleben von
Patienten mit malignen hamatologischen Erkrankungen nach allo-SZT verbessert

werden.
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12 Anhang

Anhang 1: Organscoring der chronischen GVHD (NIH Kriterien 2005)

Anhang

Organsystem Score 0 | Score 1 Score 2 Score 3
Haut keine <18 % KOF 19-50 % KOF | >50 % KOF
- Makulopapuléser | Symp- | ohne oder oder tiefe
Ausschlag tome sklerotische oberflachliche | sklerotische

- Lichen planus Ver- sklerotische Verande-
ahnliche anderungen Veréanderungen | rungen oder
Verénderungen einge-

- Papulosquamdose schrénkte
Ldasionen Mobilitat

- Hypo/Hyper- oder
pigmentation Ulzeration

- Erythem oder

- Erythrodermie schwerer

- Pruritus Pruritus

- Haar-und
Nagelbeteiligung

- uv.m.

Mund keine milde moderate schwere
Symp- | Symptome Symptome mit | Symptome
tome ohne teilweiser mit

signifikante Einschréankung | erheblicher
Ein- der oralen Einschran-
schrankungen | Nahrungs- kung der
der oralen aufnahme oralen
Nahrungs- Nahrungs-
aufnahme aufnahme

Augen keine milde trockene | moderate schwere
Symp- | Augen ohne trockene trockene
tome Einschrankung | Augen mit Augen mit

der ADL teilweiser erheblicher
(Augentropfen | Einschrankung | Einschréan-
<3/Tag) oder der ADL kung der
asymptoma- (Augentropfen | ADL,
tische Zeichen | >3/Tag) ohne | Unfahigkeit
einer Kerato- | visuelle Ein- zu arbeiten
konjunktivitis | schrankungen | aufgrund
sicca okularer
Symptomatik
oder
Visusverlust
aufgrund
Kerato-

konjunktivitis

sicca
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Gastrointestinaltrakt keine Dysphagie, Symptome aus | Symptome
Symp- | Anorexie, 1 mit aus 1 mit
tome Nausea, Gewichts- Gewichts-

Erbrechen, verlust von 5- | verlust
abdominelle 15% >15 %,
Schmerzen, zusétzliche
Diarrhoe ohne Nahrungs-
signifikanten erganzung
Gewichts- notig, oder
verlust (<5 %) Osophagus-
dilation

Leber Leber- | Bilirubin, Bilirubin Bilirubin
werte AST, ALT, AP | >3mg/dl oder | oder
nicht erhdht <2x Bilirubin oder | Leberenzyme
erhoht | ULN Leberenzyme | >5x ULN

2-5x ULN

Lungen keine milde moderate schwere

FEV1=__ Symp- | Symptome: Symptome: Symptome:

DLCO=__ tome Kurzatmigkeit | Kurzatmigkeit | Kurzatmig-
FEV1 | nach Treppen- | nach Laufen keit in Ruhe,
>80 % | steigen auf ebenem O»- Bedarf
oder FEV1= Boden FEV1 <39 %
LFS=2 | 60-79 % oder | FEV1= oder LFS 10-

LFS 3-5 40-59 % oder | 12
LFS 6-9

Gelenke und Faszien keine milde Festigkeit von | Kontrakturen
Symp- | Festigkeit der | Armen und mit
tome Arme und Beinen oder signifikanter

Beine ohne Kontrakturen, | Einschran-
Beeintrachti- Erytheme kung des
gung der ADL, | aufgrund von | Bewegungs-
normaler bis Fasziitis und umfanges
leicht moderate und der ADL
reduzierter Einschrankung | (z.B. Schuhe
Bewegungs- des binden
umfang Bewegungs- unmaglich)
umfangs/ADL
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Genitaltrakt keine symptomatisch | symptomatisch | symptoma-
Symp- | mit milden mit moderaten | tisch mit
tome Zeichen in der | Zeichen in der | fortgeschrit-

Untersuchung | Untersuchung | tenen
und ohne und mit milder | Zeichen wie
Effekt auf Dyspareunie Strikturen,
Koitus, oder Labial-
minimale Schmerzen bei | agglutination,
Schmerzen bei | gynékolo- Ulzerationen
gynakolo- gischer und schweren
gischer Untersuchung | Schmerzen
Untersuchung bei Koitus
oder Nicht-
einbringen
des Vaginal-
spekulums

Performance: asymp- | symptoma- symptoma- symptoma-

EGOC, KPS, LPS: _ |toma- | tisch, voll tisch, tisch,
tisch ambulant, ambulant, eingeschrankt
und Einschran- selbst- selbstversor-
voll kungen nur bei | versorgend, gend, >50 %
aktiv korperlicher >50 % der der Wachzeit
(ECOG | Anstrengung Wachzeit im Bett
0, LPS/ | (ECOG 1, auflerhalb des | (ECOG 3-4,
KPS LPS/KPS 80- | Betts (ECOG | LPS/KPS
100 %) | 90 %) 2, LPS/KPS <60 %)

60-80 %)

ULN: upper limit of normal; ADL: Aktivitaten des taglichen Lebens (activities of daily
living); ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; KPS: Karnofsky Performance
Status; LPS: Lansky Performance Status; BSA: Korperoberflache (body surface area);
FEV1: Einsekundenkapazitat (forced expiratory pressure in one second); DLCO:
Diffusionskapazitat der Lunge (diffusing capacity oder transfer factor of the lung for
carbon monoxide); LFS: Lungenfunktionsscore (lung function score); ALT:
Alanineaminotransferase; AST: Aspartateaminotransferase

Adaptiert nach Filipovich et al., 2005 [8].

87



Anhang

Jurkat

98.9

FSC-H

SSC-A
FSC-A

7-AAD

PBS57-CD1d
Tetramer

’ Jurkat + DLI-INKTs

FSC-H
SSC-A
FSC-A
7-AAD

FSC-A PBS57-CD1d
Tetramer

Anhang 2: Gating-Strategie der Zytotoxizitatsassays.

Fir die ex vivo Zytotoxizitatsassays wurden per Durchflusszytometrie die Leukamie-
zellviabilitat mithilfe von 7-AAD nach 16 Stunden gemessen. Um korrekterweise nur
die Viabilitat der Leukadmiezellen zu bestimmen und DLI-iNKTs auszuschliel3en, wurde
folgende Gatingstrategie verwendet: Mithilfe von FSC-A und FSC-H wurden zunéachst
Singlets gegated, dann wurden mithilfe von FSC-A und SSC-A ein Gate auf Zellen
gesetzt, um die Beads auszuschlieBen. Mithilfe des PBS57-CD1d Tetramers konnten
nun die DLI-INKTs von den Tetramer-negativen Leukamiezellen unterschieden
werden. Die reprasentativen Punktwolken in der oberen Zeile zeigen dabei das
durchflusszytometrische Bild eines nur Leukamiezellen enthaltenden Ansatzes: Nahezu
alle Zellen zeigen sich im FSC-A/PBS57-CD1d Tetramer Gating Tetramer-negativ, bei
Analyse der Viabilitat mittels 7-AAD wird deutlich, dass >90 % der Zellen viabel sind.
Bei Zugabe von DLI-INKTs in der unteren Zeile ist zu beobachten, dass nun auch
Tetramer-positive Zellen vorhanden sind und dass die Viabilitat der Leukamiezellen
nun auf <20 % gesunken ist.
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Anhang 3: Einfluss von G-CSF auf iNKT-Zell-Zahl, Subtypen und Funktion.

(A) Der Anteil von iNKT-Zellen an humanen PBMCs vor Expansion mit und ohne
G-CSF-Stimulation wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe von PBS57-CD1d
Tetramer zur ldentifikation von iINKT-Zellen bestimmt. Einzelwerte von n=26 in der
G-CSF-stimulierten Gruppe und n=35 in der G-CSF-unstimulierten Gruppe sowie
Mittelwert und SEM sind gezeigt (n=63 insgesamt, Daten von 2 Spendern nicht
verfugbar). (B) Einzelwerte, Mittelwert und SEM der G-CSF-stimulierten und
unstimulierten Gruppe sind fiir CD4*/CD8", CD4/CD8* und CD4/CD8 iNKT-Zellen
vor Expansion dargestellt. Die Bestimmung der iNKT-Zell-Subtypisierung erfolgte
durchflusszytometrisch mittels PBS57-CD1d Tetramer, CD4 und CD8 (n=63, G-CSF-
stimuliert n=26, unstimuliert n=35, Daten nicht verfligbhar fur n=2). (C) Die Expansion
von DLI-iINKTs mit und ohne G-CSF-Stimulation ist fur n=7 dargestellt. Die
Fehlerbalken entsprechen SEM. (D) Gezeigt ist die spezifische Lyse von Jurkatzellen
durch G-CSF-stimulierte und unstimulierte DLI-INKTs nach Expansion bei einer
Effektor:Zielzell-Ratio von 5:1. Mittelwerte und SEM sind dargestellt (n=8). n.s.=nicht
signifikant.

Diese Daten sind bereits von Jahnke et al. veréffentlicht [118].
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Anhang 4: Lyse von Jurkatzellen in An- und Abwesenheit von a-GalCer.

(A) Expandierte und aufgereinigte DLI-INKTs wurden mit Jurkatzellen bei steigenden
in An- und Abwesenheit von «-GalCer
koinkubiert. Anschlielend wurde die Viabilitat der Tumorzellen mittels 7-AAD
durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei wurden PBS57-CD1d Tetramer-negative
Zellen zuvor ausgeschlossen. Reprasentative Durchflusszytometrie-Daten aus einem
von drei Experimenten sind gezeigt. (B) Das Spezifische-Lyse-Diagramm zeigt
gepoolte Daten von n=3 Experimenten der DLI-INKT-vermittelten Leuk&amiezelllyse
mit und ohne a-GalCer. Die Fehlerbalken entsprechen SEM. (C) Die Degranulation

Effektor:Zielzell-Ratios fir 16 Stunden

CD107a

30 -

20

10

p=0.094

- a-GalCer
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von DLI-iINKTs wurde nach 16-stiindiger Koinkubation mit und ohne Jurkatzellen bei
einer Effektor:Zielzell-Ratio von 2,5:1 in An-und Abwesenheit von a-GalCer mittels
der CD107a-Externalisation, gemessen per Durchflusszytometrie, bestimmt. iINKT-
Zellen wurden mithilfe des PBS57-CD1d Tetramers und des iTCR-Antikorpers
identifiziert. Reprasentative Daten eines von n=3 Experimenten sind gezeigt. (D) Die
Expression von CD107a in % ist fur DLI-INKTs nach 16-stiindiger Inkubation ohne
Zielzellen sowie nach 16-stiindiger Koinkubation mit Jurkatzellen jeweils mit und ohne

a-GalCer gezeigt. Gepoolte Daten von n=3 Experimenten sind mit Mittelwert und SEM
dargestellt. *: p<0,05, ***: p<0,001.

Diese Daten sind bereits von Jahnke et al. veroffentlicht [118].
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Anhang 5: Einfluss von a-GalCer auf die CD1d-Abhangigkeit der DLI-iINKT-
vermittelten Lyse von Jurkatzellen.

- a-GalCer
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(A) Die Lyse von Jurkatzellen durch expandierte und aufgereinigte DLI-iINKTSs ist nach
16-stiindiger Koinkubation mittels 7-AAD durchflusszytometrisch bestimmt worden.
Der Effekt des CD1d-blockierenden Antikorpers im Vergleich zur entsprechenden
Isotypkontrolle wurde in An-und Abwesenheit von a-GalCer evaluiert. iINKT-Zellen
wurden mithilfe des PBS57-CD1d Tetramers identifiziert und ausgeschlossen.
Repréasentative Daten eines von n=3 Experimenten sind gezeigt. (B) Das Spezifische-
Lyse-Diagramm stellt die Lyse der Jurkatzellen durch DLI-INKTs in An-und
Abwesenheit von a-GalCer jeweils fir den CD1d-blockierenden Antikorper sowie die
entsprechende Isotypkontrolle dar (n=3, Fehlerbalken ensprechen SEM). (C) Die
Degranulation von DLI-INKTs in An- und Abwesenheit von a-GalCer wurde nach 16-
stindiger Koinkubation mit Jurkatzellen und dem Anti-CD1d-Antikdrper bzw. der
Isotypkontrolle bestimmt. iINKT-Zellen wurden mithilfe des PBS57-CD1d Tetramers
und des ITCR-Antikdrpers identifiziert. Reprasentative Daten eines von n=3
Experimenten sind gezeigt. (D) Gepoolte Daten von n=3 Experimenten zur
Degranulation im CD107a-Assay vergleichen den Effekt des Anti-CD1d-Antikorpers
im Vergleich zur Isotypkontrolle in An-und Abwesenheit von a-GalCer (n=3,
Fehlerbalken entsprechen SEM). ***: p<0,001.

Diese Daten sind bereits von Jahnke et al. veroffentlicht [118].
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Anhang 6: Fir die Lyse von primaren AML-Blasten durch DLI-iNKTs werden in An-
und Abwesenheit von a-GalCer vergleichbare Effekte erzielt.

(A) Primare AML-Blasten mit einer Reinheit von >90 % wurden fiir 16 Stunden mit
expandierten und aufgereinigten DLI-INKTs in An-und Abwesenheit von a-GalCer
koinkubiert und anschlieRend in der Durchflusszytometrie mittels 7-AAD auf ihre
Viabilitat geprift. iINKT-Zellen wurden durch Gating auf PBS57-CD1d Tetramer
negative Zellen ausgeschlossen. Reprasentative Daten eines von n=3 Experimenten
sind gezeigt. (B) Im Spezifischen-Lyse-Diagramm wurden fir die DLI-INKT-
vermittelte Lyse von primaren AML-Blasten vergleichbare Effizienzen mit und ohne
a-GalCer erreicht (n=3, Fehlerbalken entsprechen SEM). (C) Nach 16-stiindiger
Koinkubation von primaren AML-Blasten mit DLI-INKTs in An- und Abwesenheit von
a-GalCer wurden die Effekte auf die Lyse mit Anti-CD1d-Antikdrper sowie
Isotypkontrolle durchflusszytometrisch bestimmt. Reprasentative Daten eines von n=3
Experimenten sind gezeigt. (D) Im Spezifischen-Lyse-Diagramm sind die Lysekurven
flr den Anti-CD1d-AntikOrper sowie die entsprechende Isotypkontrolle in An- und
Abwesenheit von a-GalCer aufgetragen (n=3, Fehlerbalken entsprechen SEM).*:
p<0,05, n.s.= nicht signifikant.

Diese Daten sind bereits von Jahnke et al. veroffentlicht [118].
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AML CD33 CD34 CD117 HLA-DR _MPO FLT-3 NPM1

001 + 0 0/+ 0 + + +
002 + 0 0 n.a. + 0 0
003 + 0 + 0 + 0 0
004 + + n.a. + 0 n.a. n.a.
005 + 0 + + + + +
006 + + + + + + 0
007 + 0 + + + + 0
008 + + + + " + 0
009 + 0/+ + + + + +

Anhang 7: Immunph&notypisierung der primaren AML-Blasten.

Der Immunphéanotyp der fir die Lyseexperimente verwendeten AML-Blasten zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung ist gezeigt. Die Daten wurden mithilfe eines BD FACS
Calibur Durchflusszytometer durch das FACS-Labor der Inneren Medizin Il des
Universitatsklinikum Tubingen akquiriert und zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich
um primare, therapienaive AML-Blasten, die mindestens 90 % im peripheren Blut des
Patienten stellten. Abklrzungen: O=negativ, 0/+=niedrig, +=positiv, n.a. data not

available.

Diese Daten sind bereits von Jahnke et al. veroffentlicht [118].
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