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Zusammenfassung

Die alogene Stammzellentransplantation hat eine gut definierte Indikation bel der
Behandlung hématologischer Malignome. Die gunstige Wirkung einer alogenen
Knochenmarktransplantation auf das Immunsystem ist seit langem bekannt, aber erst vor
kurzem wurden Methoden zur Trennung des Graft-versus-Leukamie-(GVL)-Effekts von der
Graft-versus-Host-Reaktion (GVHD) zu trennen. Tierexperimentelle Untersuchungen haben
gezeigt, dass Lymphozyten aus dem Knochenmark des Spenders transfundiert werden
konnen, ohne dass eine schwere GVHD auftritt, wenn vorher ein stabiler Chimérismus und
eine Toleranz hergestellt wurden [1], [2]. Erste klinische Studien dazu wurden bei Patienten
mit rezidivierender chronischer myeloischer Leukamie durchgefiihrt [3]. Bei diesen Patienten
wurden molekulare Vollremissionen induziert, die ohne weitere Erhaltungstherapie bestehen
bleiben. Diese Ergebnisse wurden auch in grofReren multizentrischen Studien in Europa [4]
und den USA [5] bestétigt. Die besten Ergebnisse wurden bel chronischer myeloischer
Leukamie (CML) erzielt. Wiederholte Erfolge wurden auch bel rezidivierender akuter
myeloischer Leukdmie (AML), myelodysplastischen Syndromen (MDS) und multiplem
Myelom (MMY) angegeben. Bel akuter lymphatischer Leuk&mie (ALL) wurde nur selten ein
Ansprechen erreicht. Im Gegensatz zu den Ergebnissen tierexperimenteller Untersuchungen
Ergebnissen wurde beim Menschen eine GVHD beobachtet, die jedoch schwéacher war, alssie
bei Transplantaten ohne Immunsuppression zu erwarten ist. Zweitens wurde bel Patienten mit
rezidivierender CML eine Myelosuppression beobachtet. Bei CML konnte die Inzidenz einer
GVHD gesenkt werden, indem CD8-positive T-Zélen aus dem
Spenderlymphozytenkonzentrat entfernt wurden [6]. Eine andere Mdglichkeit ist es, nur eine
geringe Anzahl von T-Lymphozyten zu transfundieren und bei ausbleibendem Ansprechen
die Zahl der Spenderlymphozyten zu erhthen [7], [8]. Die Ergebnisse bel rezidivierender
AML konnten verbessert werden, indem mit niedrig dosiertem Cytosinarabinosid, GM-CSF
und G-CSF mobilisierte Blutzellen anstatt nur Lymphozyten verwendet wurden [9], [10]. Bei
MMY ist die Ansprechrate héher as bel AML, aber die Remissionen sind bel den meisten
Patienten von begrenzter Dauer [11], [12]. Es wurden verschiedene Protokolle zur
Durchfiihrung einer vorbeugenden Spenderlymphozytentransfusion (donor lymphocyte
infusion, DLI) bel Patienten mit hohem Rezidivrisko nach der Transplantation erstellt.
Weiterhin bestehende Probleme sind die Vermeidung einer chronischen GVHD und das
Umgehen von Immun-Escape-M echanismen der Leukamie.
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Der Erfolg mit Spenderlymphozyten bel der Behandlung der rezidivierenden Leukdmie hat
die Perspektiven der hamatopoetischen Stammzellentransplantation veréndert [13]. Die
antileukdmischen Wirkungen einer myeloablativen Vorbehandlung wurden durch eine
adoptive Immuntherapie mit Zellen des Knochenmarkspenders ersetzt (Abb. 1). Friher stand
im Zentrum der Behandlung der Leukdmie und anderer maligner Erkrankungen des
hdmatopoetischen Systems, mit der maximal tolerierten Dosis einer Strahlen- und
Chemotherapie die Leukémie so weit wie moglich zu zerstéren und den Patienten dann durch
eine Knochenmarktransplantation vor dem Versagen der Hamatopoese zu retten. Heute sind
die Nachteile und Risiken einer hoch dosierten Chemotherapie und Radiotherapie gut bekannt
und die vorbereitende Behandlung dient dazu, einen Chimarismus herzustellen und eine
Transplantationstoleranz zu entwickeln, die als Plattform fur die Immuntherapie dienen. In
diesem Fal ist keine myeloablative Vorbehandlung mehr notwendig. Be der
Knochenmarktransplantation wegen maligner Erkrankungen besteht ein therapeutisches
Dilemma. Die Hauptkomplikationen bei der allogenen Stammzellentransplantation sind akute
Graft-versus-Host-Reaktion (GVHD) und ihre Folgeerscheinungen. Die effektivste Methode
zur Vermeidung einer GVHD ist die Entfernung der T-Lymphozyten aus dem Transplantat
[14], [15]. Jedoch fuhrt die Entfernung der T-Zellen aus dem Transplantat auch dazu, dass der
grofdte Tell der antileukamischen Wirkung einer allogenen Transplantation verloren geht [16].
Durch spétere Zugabe geringer Mengen an T-Zellen zu dem von diesen vorher entleerten
Transplantat konnte das Rezidivrisiko nicht erfolgreich gesenkt werden, ohne eine GVHD zu
induzieren. Jedoch fuhrte die Transfusion von Spenderlymphozyten in stabile Hundechiméren
nicht zum Auftreten einer GVHD [17]. Daher untersuchten wir in den 80er Jahren des letzten
Jahrhunderts Spenderlymphozytentransfusionen bel Hundechiméren, um den Chiméarismus
und die Transferimmunitét vom Spender zum Empféanger zu beeinflussen [1].

Die Tierexperimente ermutigten uns, Spenderlymphozyten zur Behandlung eines CML-
Rezidivs bel drei Patienten zu verwenden [3]. Die Ergebnisse wurde durch mehrere einzelne
Zentren bestétigt [18], [19], [20], [21], [22], [23], [24] und das Spektrum der Graft-versus-
Leukamie-(GVL)-Aktivitdt wurde in multizentrischen Analysen bestimmt [4], [5]. Mit
nativen Spenderlymphozyten und sensibilisierten T-Zellen, T-Zelllinien und Klonen gelang
es, Virusinfektionen erfolgreich zu behandeln [25],[26], [27]. Ahnliche Strategien wurden
untersucht, um Minor-Histokompatibilitdtsantigene mit eingeschrankter Gewebeexpression
zur Behandlung der Leuk&mie zu verwenden [28], [29], [30]. Im Folgenden besprechen wir
den aktuellen Stand der adoptiven Immuntherapie mit Spenderzellen und versuchen einen
Ausblick auf die Zukunft der Immuntherapie zu geben.

Austierexperimentellen Unter suchungen abgeleitete Prinzipien

Es liegen viele Studien zur Leukémie bei Mausen vor, die sich jedoch in verschiedener
Hinsicht von der Leukamie beim Menschen unterscheidet. Eine spontane AKR-Leukémie bei
bakterienfreien Méausen wurde mit einigem Erfolg mit Knochenmark und einer niedrigen
Dosis von Lymphozyten von Spendern ohne kompatiblen Major Histokompatibilitatskompl ex
(MHC) behandelt [31].

Das Konzept, dass bei Leukdmie Minor-Histokompatibilitétsantigene mit Expression auf
hamatopoetischen Wirtszellen exprimiert werden, war der Ausgangspunkt fir die Herstellung
gemischter DLA-identischer Chiméren bei Hunden. Die Umwandlung eines gemischten
Chiméarismus in einen vollstandigen Chimérismus diente als Modell fur eine Graft-versus-
L eukamie-Reaktion. Gemischte Chiméaren wurden hergestellt, indem eine geringe Anzahl von
Knochenmarkzellen transfundiert wurde, aus denen die T-Zellen durch Behandlung mit
absorbiertem Antithymozytenglobulin (ATG) entfernt worden waren, um eine GVHD zu
verhiten. Diese Tiere waren stabile gemischte Chiméaren. Die Transfusion von
Spenderlymphozyten an Tag 1 und 2 oder an Tag 21 und 22 nach der
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Knochenmarktransplantation induzierte eine letale GVHD. Dagegen fihrte eine Transfusion
an Tag 61 und 62 nicht zum Auftreten einer GVHD und die Tiere Uberlebten. Diese Tiere
waren vor der Transfusion gemischte lymphatische und myeloische Chimédren und wurden
danach zu vollstandigen Chiméren [1]. Die Spender wurden gegen Tetanustoxoid geimpft und
die Empfanger entwickelten nach der DLI Antikorpertiter, die nach Auffrischinjektionen Uber
3 Jahre bestehen blieben. Transfundierte und nicht transfundierte Tiere wurden gegen
Diphtherietoxoid als neuem Antigen geimpft. Bel den transfundierten Hunde entwickelten
sich signifikant hohere Antikorpertiter als bei den nicht transfundierten Hunden.

Bei Mausen reichte eine Verschiebung der Spenderlymphozytentransfusion um 3 Wochen
aus, um eine GVHD zu verhindern [2].

Der hohe Stellenwert einer Verschiebung der Spenderlymphozytentransfusion ist deutlich,
aber die Ursache der GVHD ist unklar. Ein moglicher Grund konnte der durch die
Vorbehandlung mit Bestrahlung und Chemotherapie freigesetzte “Zytokinsturm” sein [32],
der sich nach 3 Wochen beziehungsweise 2 Monaten mdglicherweise gelegt hat. Eine andere
Moglichkeit ist es, dass eine periphere Toleranz hergestellt wird, die von den Spender-T-
Zellen in Zusammenarbeit mit dendritischen Zellen des Empfangers aufrecht erhalten wird.
Fir diesen zuletzt genannten Mechanismus spricht die Beobachtung, dass das Entfernen der
Spenderlymphozyten in der Chimére vor der Transfusion der Spenderlymphozyten den
Empfénger fir eine vehemente GVHD anfdlig macht (Menzel, H 1996, unverotffentlicht)
[33]. Wie lang die notwendige zeitliche Verschiebung beim Menschen ist, ist nicht bekannt.
Sie konnte je nach Alter und vorausgegangener Chemo- und Radiotherapie unterschiedlich
lang sein.

Er gebnisse mit Spender lymphozytentr ansfusionen bei CM L

Drei Patienten mit rezidivierter CML nach einer allogenen Knochenmarktransplantation
wurden 1988 und 1989 mit einer DLI behandelt [34]; diese Patienten befinden sich immer
nach in hamatologischer und molekularer Remission der CML. Bei zwe Patienten
entwickelte sich eine akute GVHD, die immunsuppressiv behandelt werden musste, und bei
einem Patienten trat eine chronische GVHD auf. Die immunsuppressive Behandlung konnte
bei beiden Patienten wieder abgesetzt werden. Bei einem vierten Patienten, der 1991
behandelt wurde, wurde eine schwere Myelosuppression beobachtet. Zwei Monate nach den
Spenderlymphozytentransfusionen trat eine Panzytopenie auf, die nicht auf eine Behandlung
mit G-CSF ansprach, dagegen war eine Transfusion von Spenderknochenmark erfolgreich
(Abb. 2).

Die Analyse der Ergebnisse der in der European Cooperative Group of Blood and Marrow
Transplantation (EBMT) zusammengeschlossenen Zentren ergab, dass die besten Ergebnisse
bei zytogenetischen und hédmatologischen Rezidiven einer CML erzielt wurden, wahrend
maliige Ergebnisse bel CML in der transformierten Phase, bei akuter myeloischer Leukamie
(AML) und myelodysplastischen Syndromen (MDS) und schlechte Ergebnisse bei akuter
lymphoblastischer Leukdmie (ALL) beobachtet wurden [4]. Einzelne Patienten mit
chronischen myeloproliferativen Erkrankungen wie Polycythaemia vera und Myelofibrose
[35] sprachen ebenfalls auf eine DLI an. Sowohl das Fehlen eines Chiméarismus [36] als auch
das Vorliegen einer GVHD zum Zeitpunkt der DLI waren im Hinblick auf das Ansprechen
ungunstige Faktoren. Bel CML korrelierte der Graft-versus-Leukamie-(GVL)-Effekt mit dem
Schweregrad der GVHD, aber auch Patienten ohne GVHD sprachen auf die Behandlung an.
Jedoch war der GV L-Effekt auf Patienten mit einem allogenen Spender beschrankt, wahrend
er bel Patienten mit einem eineiigen Zwilling als Spender ausblieb. Die Zeit bis zur
molekularen Remission betrug nach einer einmaligen Transfusion bel den meisten Patienten 4
bis 6 Monate, bel einigen Patienten wurden noch nach Uber 1 Jahr molekulare Remissionen
erzielt (Abb. 3). Die Antigenprésentation lief3 sich durch eine Behandlung mit Zytokinen



5

verbessern. Insbesondere die Kombination Interferon-a (IFN-a) und GM-CSF verbesserte die
Expression von Antigenen der HLA-Klasse | und 11, CD 40 und CD 80 [37]. Vorlaufige
Ergebnisse bestétigen die ginstige Wirkung von GM-CSF und IFN-o bel Patienten mit
rezidivierter CML, die nicht auf Spenderlymphozyten angesprochen hatten.

Komplikationen der Behandlung waren eine GVHD und eine Myelosuppression. Eine
Myelosuppression war bel einem hamatologischen Ruckfall héufiger als bel einem
zytogenetischen Ruckfall. Die Verwendung mobilisierter Blutzellen, die Stammzellen anstatt
von Lymphozyten enthalten, konnte eine Myelosuppression nicht verhindern [38]. Eine
Préavention der GVHD konnte mit zwei Methoden erreicht werden, ohne dass der GV L-Effekt
nachliefl3: Entfernung CD8-positiver T-Zellen aus der Transfusion [6], [39] und Verwendung
steigender Dosen bei der DLI [7], wobei mit einer Dosis von 2 x 10° Lymphozyten pro kg
begonnen wurde. Das Dosissteigerungsschema senkte das GVHD-Risiko signifikant [8]. Die
Patienten sollten mit einer quantitativen RT-PCR regelméaldig auf bcr/abl Uberwacht werden-
Bei einem persistierenden oder wiederholt positiven Ergebnis wird empfohlen, mit einer
Anfangsdosis von 2 x 10° Lymphozyten pro kg von nicht verwandten Spendern und mit 1 x
10" Lymphozyten pro kg von einem HLA-identischen Spender zu beginnen. Die Dosen
werden gesteigert, wenn innerhalb von 30 Tagen keine GVHD auftritt oder innerhalb von 60
Tagen kein Ansprechen auf die Behandlung erkennbar ist.

Er gebnisse von Spender lymphozytentransfusionen bei AML und MDS

Die Ergebnisse der EBMT zeigten, dass das Ansprechen bei Patienten mit rezidivierter AML
nach einer DLI schlechter ist. Bei Patienten ohne Chemotherapie-induzierte Remission betrug
die Ansprechrate 25% und nur sehr wenige Patienten Uberlebten langer als 4 Jahre. In einer
zweiten Analyse von 120 Patienten mit AML und MDS, die an die EBMT berichtet wurde,
konnten bei 45 (41,6%) von 108 evaluierbaren Patienten Vollremissionen erzielt werden,
darunter auch bei Patienten, die mit einer Chemotherapie und DLI behandelt wurden [10]. Die
mediane Remissionsdauer betrug 304 Tage. Bei 18 Patienten hielten die Remissionen tber 1
Jahr lang an, bel einzelnen Patienten sogar Uber 5 Jahre lang. Die Gesamtiberlebenszeit war
bei den Patienten, die auf die Therapie angesprochen hatten, langer. Es konnten drei
Risikofaktoren identifiziert werden, die mit einem schlechten Ansprechen auf die DLI
assoziiert sind: kurze Remission nach der allogenen Transplantation, die kiirzer anhalt al's der
Median von 194 Tagen (p = 0,02), keine Chemotherapie vor der DLI (p = 0,001) und das
Fehlen einer akuten GVHD von Grad Il oder hoher nach der DLI (p < 0,0001). Von den
Patienten ohne GVHD sprachen nur 18% an, wahrend dies bei 66% der Patienten mit einer
GVHD > Grad | der Fall war. Patienten mit einem Spétrezidiv nach der Transplantation
sprachen haufiger an (48 %) als Patienten mit einem Frihrezidiv (28%). Nach der DLI war
die Vollremissionsrate unabhangig von Alter und Geschlecht der Patienten und der Spender,
ihrem Verwandtschaftsverhdtnis, der Anzahl der transfundierten Zellen und ob zur
Prophylaxe einer GVHD nach der Transplantation eine Entfernung der T-Zellen erfolgt war.
Das Uberleben der Patienten ohne Vollremission war schlecht, aber sobald eine Vollremission
erreicht wurde, unterschied sich ihre Uberlebensdauer nicht danach, ob die Remission durch
eine Chemotherapie induziert worden war oder nicht. Diese Beobachtungen stitzen die
Hypothese, dass eine DLI die Remission aufrecht erhdt, und sprechen fur die Verwendung
einer Chemotherapie zur Remissionsinduktion.

Uber den FAB-Subtyp und die zytogenetischen Analysen bei diesen Patienten liegen nur
wenige Daten vor. Diesen wenigen Daten zufolge beeinflussten weder der FAB-Subtyp noch
der Karyotyp das Ansprechen auf die Behandlung.

Schlechte Antigenprasentation und schnelles Fortschreiten der Erkrankung wurden als
Haupthindernisse fur die adoptive Immuntherapie bel rezidivierender AML angesehen. Die
Verbesserung der Antigenprasentation und die Produktion zytotoxischer T-Zellen gegen
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autologe Blasten wurden in vitro untersucht (Abb. 4). Die Kombination von GM-CSF, IL-4,
TNF-a und FLT3-L erwies sich zur Induktion dendritischer Zellen aus AML-Blasten als
besonders effektiv [40]. Die Kultur war bel 77% der Patienten wirksam, darunter auch bei
Patienten mit ungunstigem Karyotyp. Bei Uber 60% dieser Patienten konnten spezifische
zytotoxische T-Zellen gegen autol oge Blasten gebildet werden.

In einer neueren Studie verwendeten wir niedrig dosiertes Cytosinarabinosid als schwach
wirksame Chemotherapie zum Aufhalten der Krankheitsprogression und GM-CSF zur
Verbesserung der Antigenprasentation. Als Vorbereitung fur die Transfusion von mit
Stammzellen angereicherter Spenderlymphozyten wurde mobilisiertes Blut (MDBC)
transfundiert und nach der Transfusion wurde Uber einen Zeitraum von 14-28 Tagen GM-CSF
verabreicht. Auf diese Weise wurde die Antigenprasentation durch Induktion dendritischer
Zellen aus AML-Blasten und Substitution dendritischer Zellen, die aus CD34-positiven
Zellen des Transplantats stammten, optimiert. Die Ansprechrate verbesserte sich damit von 25
auf 67% und die statistische Uberlebenswahrscheinlichkeit betragt 25% nach 4 Jahren [9]. Bei
manchen Respondern wurde die Behandlung nach 4 bis 6 Monaten wiederholt und die
Patienten blieben weiter in Remission.

Bei Patienten, bei denen es nach einer MDBC zu einer Krankheitsprogression kam, war eine
Behandlung mit niedrig dosiertem Cytosinarabinosid und einer Transfusion von Spender-T-
Zellen erfolgreich; alerdings trat in den meisten dieser Fille eine schwere GVHD auf.

Eine GVHD und extramedulldre Rezidive sind weiterhin therapeutische Probleme. Bel den
meisten Patienten mit einem extramedull&ren Rezidiv und bei manchen Patienten mit einem
systemischen Rezidiv lasst sich die Krankheitsprogresson mit niedrig dosiertem
Cytosinarabinosid nicht effektiv aufhalten. Bei diesen Patienten ist eine intensivere
Chemotherapie - auch mit Anthrazyklinen - notwendig, solitére Infiltrate kdnnen vor der
Transfusion von Spenderzellen bestrahlt werden [41]. Nach einer intensiveren Chemotherapie
kann sich nach der Transfusion mobilisierter Blutzellen und der Behandlung mit GM-CSF
eine schwere GVHD entwickeln. In diesen Fallen muss GM-CSF abgesetzt werden und eine
immunsuppressive Behandlung mit Steroiden, Cyclosporin A und Azathioprin oder anderen
Substanzen eingeleitet werden. GM-CSF sollte auch dann abgesetzt werden, wenn es zur
Mobilisierung von Blasten aus dem Knochenmark in das Blut kommt. Leider kann eine
Leukdmie auch wahrend einer immunsuppressiven Behandlung wieder auftreten und es
stehen in einem solchen Fall nur noch wenige therapeutische Optionen zur Verfigung .

Ergebnisse mit Spender lymphozytentr ansfusionen bei Myelom

Das zweitbeste Ansprechen nach dem Ansprechen bei CML wurde bei rezidiviertem
multiplem Myelom festgestellt [42], [43], [12]. Der empfindlichste Marker fir das
Ansprechen au die Behandlung ist das monoklonale Paraprotein, der zweitempfindlichste
Plasmazellinfiltrate im Knochenmark und das Verschwinden von Knoten, wéhrend der am
wenigsten empfindliche Marker osteolytische Lasionen sind. Die Zeit bis zum Ansprechen
kann 4 — 6 Monate oder noch langer dauern und im Gegensatz zu CML sind die
hadmatologischen Remissionen seltener vollstéandig [44]. In den meisten Féllen sind die
Remissionen nicht so dauerhaft wie bei CML, aber bei einzelnen Patienten wurden dauerhafte
Teilremissionen beobachtet (Kolb, unverdffentlicht). Eine GVHD ist bel den meisten
Respondern zu beobachten und kann sogar nach einer Chemotherapie wegen Myelom
auftreten [45]. Durch Entfernen CD8-positiver T-Zellen aus der DLI war eine Prévention
einer GVHD mit einigem Erfolg moglich [39], wiederholte niedrige Dosen einer
unseparierten DLI waren ebenfalls effektiv [46].

Eine vorbeugende Behandlung mit einer DLI kann das Ergebnis in Kombination mit der
Entfernung von T-Zellen verbessern, die optimale Strategie daftir wurde jedoch noch nicht
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gefunden [47]. Es wurde Uber die Immunisierung eines Spenders gegen den Idiotyp des
Myeloms und den Transfer einer zellproliferativen Reaktion berichtet [48], allerdings wurden
die reaktiven Spender-T-Zellen bei dem Patienten mit persistierendem Paraprotein gefunden.

Ergebnisse mit Spenderlymphozytentr ansfusionen bei anderen Erkrankungen

Das Ansprechen einer rezidivierten akuten lymphoblastischen Leukémie (ALL) auf eine DLI
war in den meisten Fallen schlecht [4], [49]. Es gibt aber Ausnahmen mit lang anhaltenden
Remissionen [50], [51]. Der erste Fall von Slavin et al. war ein Kind mit ALL, das 4 Wochen
nach der Transplantation wegen einer residualen Leukdmie Spenderzellen erhielt [23].
Remissionen wurden auch bei Patienten mit Morbus Hodgkins, Non-Hodgkin-Lymphom [52]
und chronischer lymphozytischer Leukamie angegeben, aber das Ansprechen insgesamt ist
kontrovers.

Andere Malignome aul3er hamatologischen wurden ebenfalls mit einigem Erfolg mit einer
allogenen Transplantation und einer DLI behandelt. Bei metastasiertem Nierenzellkarzinom
wurden einige anhaltende Erfolge beobachtet [53], auch bei Mammakarzinom [54] und
Ovariakarzinom (Kolb, unveréffentlicht) wurde Uber einigen Erfolg berichtet.

Bei Patienten mit nicht malignen Erkrankungen erwies sich eine DLI bei einer schlechten
Transplantatfunktion nach einer nicht-myeloablativen Vorbehandlung als gunstig [55]. Eine
adlogene Transplantation und ene DLI wurden auch zur Behandlung von
Autoimmunkrankheiten empfohlen [56], da bel Patienten mit Autoimmunkrankheiten, die
wegen einer Leukdmie eine Transplantation erhielten, die Autoimmunkrankheit in den
meisten Fallen geheilt wurde. Jedoch kann as Komplikation nach einer allogenen
Stammzellentransplantation mit nicht-myeloablativer Vorbehandlung eine chronische GVHD
auftreten, deren Symptome denen von Autoimmunkrankheiten dhnlich sind.

Eine DLI wurde auch zur Behandlung von Virusinfektionen nach einer Transplantation
eingesetzt, insbesondere bei EBV-induzierter lymphoproliferativer Erkrankung [26]. In diesen
Fallen reichten winzige Mengen an T-Zellen aus und die Reaktionen gingen mit einer akuten
Entzindungsreaktion einher. Prammunisierte T-Zelllinien wurden besser vertragen und
waren effektiver [27]. Die adoptive Immuntherapie bei Virusinfektionen hat
vielversprechende Ergebnisse gezeigt, die zu einem besseren Versténdnis des Graft-versus-
L euk&mie-Effekts fuhren kdnnten.

M echanismus des Gr aft-ver sus-L euk&mie-(Tumor -)-Effekts

Das Fehlen eines messbaren Graft-versus-Leukamie-(GVL)-Effekts bei Patienten mit
syngenen Zwillingsspendern belegt die Bedeutung einer Alloimmunreaktion [4]. Auf
Leukamiezellen werden Antigene des Minor-Histokompatibilitdtskomplexes exprimiert, die
ds as Zielstrukturen fur einen GVL-Effekt ohne GVHD dienen kodnnen, wenn ihre
Expression auf das hamatopoetische Gewebe beschréankt bleibt [57] [30]. HA-1 und HA-2
sind solche Peptide mit auf das hamatopoetische System beschrankter Expression, geeignete
Kandidaten sind aber auch Y -assoziierte Antigene des Minor-Histokompatibilitdtskomplexes
[58], [59]. Die auf das Gewebe beschrankte Expresson von Minor-
Histokompatibilitétsantigenen kann praktisch auf das hamatopoetische System beschrankt
werden, indem HLA-Antigene der Klasse |1 présentiert werden [60].

Die Effektorzellen der GVL-Reaktion sind nicht gut definiert. In Frage kommen kénnten
CD4-positive T-Zellen, da CD8-positive T-Zellen entfernt werden konnten, ohne dass der
GVL-Effekt verloren ging [6]. Jedoch kdnnen CD4-positive T-Zellen in vivo CD8-positive T-
Zellen und andere Zellen rekrutieren [61].
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Es ist gut belegt, dass ex vivo gegen Minor-Histokompatibilitdtsantigene immunisierte T-
Zéellen in vitro eine effektive Lyse von Leukémiezellen bewirken [29;62]. Dasselbe gilt in
vivo bel immundefekten Mausen [63]. Jedoch wurden ex vivo immunisierte T-Zellen bei
menschlichen Patienten bisher nicht haufig verwendet. Das liberzeugendste Beispiel fir eine
L euk@miebehandlung mit immunisierten Zellen ist die Studie von Falkenburg et al.[64]. Diese
Autoren wahlten zytotoxische T-Zellen auf der Basisihrer Reaktivitét gegentuber CML-Zellen
aus und verabreichten diese einem Patienten mit CML in der akzelerierten Phase wiederholt
as Infusion. Slavin et a. immunisierten Spenderzellen mit Zelllysaten der Eltern und stellten
bei einem Patienten mit CML in der akzelerierten Phase, der nicht auf eine DLI angesprochen
hatte, eine Vollremission fest [65].

Andere Antigene neben Minor-Histokompatibilitétsantigene, die fir einen GVL-Effekt ein
Frage kommen konnten, sind Fusionspeptide, Peptide von Proteinen, die von mutierten Genen
kodiert werden, sowie Proteine Uberexprimierter Gene. Produkte von krankheitsspezifisch
rearrangierten Genen wie BCR/ABL bei CML, PML/RARa bei AML FAB M3 und
AMLI1/ETO und andere enthalten hochspezifische Fusionspeptide. Proteine von Genen mit
Punktmutationen wie in RAS-Genen sowie Peptide Uberexprimierter normaler Gene wie p53
und Proteinase 3 [66] wurden ebenfalls untersucht. Der Antikorper-ldiotyp eines Lymphoms
und Myeloms kénnte ebenfalls al's Uberexprimiertes normales Protein angesehen werden, das
den Tumor markiert. Fur alle diese Substanzen wurde eine T-Zell-Reaktivitét beschrieben,
aber nur BCR/ABL-spezifische T-Zellen erkennen maligne Zellen bel Patienten und T-Zellen
mit dieser Spezifitdt werden gelegentlich bei Patienten gefunden [67]. Bisher wurde keines
dieser Antigene erfolgreich fir die adoptive Immuntherapie bei chimérischen Patienten
verwendet [68].

Unsere Hypothese, dass die myeloische Leukdmie besser auf die DLI anspricht als die
lymphatische Leuk&mie, weil sie dendritische Zellen leuk&mischer Herkunft produziert, wird
durch die Beobachtung gestitzt, dass die dendritischen Zellen bei CML die Translokation
ber/abl tragen [69], [70], [37] und in zu dendritischen Zellen differenzierten AML-Z€llen in
einer Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH) der karyotypische Marker nachweisbar ist
[71], [40]

Die Bildung dendritischer Zellen aus leukamischen Vorl&uferzellen wurde in vitro untersucht,
da die AML in den meisten Fadllen — ebenso wie Lymphome und die lymphoblastische
Leukamie - keine kostimulatorischen Molekile wie CD80 und CD86 exprimiert. Eine
unbehandelte CML wirkt in gemischten Lymphozytenreaktionen nur wenig stimulierend und
ist in vielen Falen nicht in der Lage zytotoxische T-Zellen zu induzieren [72]. Eine Kultur
von AML-Blasten in Anwesenheit von GM-CSF, IL-4 mit oder ohne TNF-a und FIt-3 L
induziert die Expression kostimulatorischer Molekile [40] (Abb. ). In &dhnlicher Weise
stimuliert eine Kultur von CML-Zéellen in Anwesenheit von Interferon-a und GM-CSF die
Expression ko-stimulierender Molekile und die Bildung zytotoxischer T-Lymphozyten [73].
Die Kombination von GM-CSF und Interferon-a wurde bei Patienten mit rezidivierter CML,
die nicht auf eine DLI alein und eine DLI plus Interferon-o. ansprach, bereits erfolgreich
eingesetzt (Kolb, unverdffentlicht). Andere Zytokine wie IL-2 wurden auf der Basis von
tierexperimentellen Untersuchungen eingefuhrt [74]. IL-2 konnte die T-Zell-Reaktivitét nach
Immunisierung unterstiitzen. Bei Myelomen und Lymphtumoren ist die Stimulierung der
Spender-T-Zellen schwach und es werden neue Wege erforscht, um die Stimulierung
spezifischer T-Zellen zu verbessern. Eine Moglichkeit ist der Transfer des Gens, das fir
immunstimulatorische Molekile und proinflammatorische Zytokine kodiert [75]. Andere
Mdoglichkeiten sind die Transfusion dendritischer Zellen zusammen mit der DLI oder die
Verwendung von MDBC zusammen mit der Behandlung mit GM-CSF.

Die Wiederherstellung des Immunsystems nach einer DLI wurde anhand der Typisierung von
T-Zell-Rezeptor-V-beta-Familien [76] und T-Zell-Rezeptor-Exzisionszirkeln (TREC)
untersucht [77]. Die DLI verstérkte die Erholung des Immunsystems und wandelte sich in
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einen vollsténdigen Spenderchimérismus um. Bei einzelnen Patienten mit GV L-Reaktionen
wurde eine Restitution klonaler T-Zellen beobachtet [76]. T-Zellen des Spenders bildeten
nach Exposition gegentber der Leukamie sowohl in vivo as auch in vitro dhnliche Klone,
aber die genetische Analyse ergab, dass sie unterschiedlich waren [78].

Interkurrente Infektionen mit Viren oder anderen intrazellul&ren Mikroorganismen kénnen
das Ergebnis einer DLI beeintrdchtigen. Bei den meisten Patienten, bel denen in den ersten
Wochen nach einer DLI Virusinfektionen auftreten, entwickelt sich eine GVHD. Eine
ahnliche Beobachtung wurde bei Patienten gemacht, die von T-Zellen befreite Transplantate
und eine DLI erhielten. Der signifikanteste Risikofaktor fir das Uberleben war eine CMV-
Seropositivitét des Patienten [79]. Es wird diskutiert, ob Patienten nach einer DLI eine
antiinfektidse Prophylaxe erhalten sollten.

Es gibt zahlreiche Mechanismen, wie Tumoren und Leukdmien einer gegen sie gerichteten
Immunreaktion ausweichen konnen (Tabelle) [80]. Der wichtigste ist, dass sich die
Expression von Antigenen auf der Zelloberflache verdndern kann. Sogar der Verlust des
Philadel phia-Chromosoms wurde angegeben [81]. In diesem Kontext ist die Verwendung von
Minor-Histokompatibilitétsantigenen am vielversprechendsten, weil in der Chiméare die
meisten hadmatopoetischen Zellen durch die Spenderzellen ersetzt werden und nur noch
Leukamiezellen dem Wirtstyp entsprechen (Abb. 6).

Uber die Rolle natiirlicher Killer-(NK)-Zellen bei der allogenen Stammzellentransplantation
ist ebenfalls stdndiger Gegenstand von Diskussionen. Wahrend der Erholung nach einer
Transplantation treten frihzeitig NK-Zellen auf. Versuche, diese Zellen frihzeitig nach einer
Transplantation zu substituieren, waren nicht erfolgreich. In murinen Modellen waren
allogene NK-Zellen effektiv [82], aber der Mangel an CD3-positiven T-Zellen hob die
Wirkung auf [83]. Bel einer HLA-inkompatiblen Transplantation ist kein vollstandiger T-
Zell-Chimérismus notwendig, damit ein GVL-Effekt auftritt; so kdnnen gemischte Chiméren
von einem Lymphom geheilt werden [84]. Bei gemischten Chiméren Ubt eine DLI einen
starken Effekt gegen ein Lymphom aus, ohne dass eine GVHD verursacht wird [85]. Die
Rolle der NK-Zellen wurde vor kurzem bei einer Transplantation ohne HLA-Kompatibilitét
untersucht und bei AML wurden ausgezeichnet Ergebnisse angegeben, wenn sich Spender
und Patient im Hinblick auf die Killer-Inhibitor-Rezeptoren (KIR) unterschieden [86]. Die
Zelltétung durch NK-Zellen wird gehemmt, wenn die Zielzellen bestimmte HLA-Antigene
gemeinsam haben. Bei einer HLA-inkompatiblen Transplantation kdnnen NK-Zellen des
Spenders Leukamiezellen abtoten und gleichzeitig die Transplantatabstossung unterdrticken.
Wenn Spender und Patient zu einer unterschiedlichen alloreaktiven Gruppe gehdrten, traten
keine Rezidive der AML auf.

Ausblick fur die adoptive | mmuntherapie

Die Transplantation hamatopoetischer Zellen hat einen weiten Weg von der
Knochenmarktransplantation zur adoptiven Immuntherapie bei Chiméren zurlickgelegt.
Allerdings ist das Verstéandnis Uber die Mechanismen der adoptiven Immuntherapie noch weit
davon entfernt, vollsténdig zu ein. Die Immunbiologie der Leukamie, anderer Tumoren und
von Virusinfektionen muss bei Patienten weiter untersucht werden. Die Mechanismen der
Immuntoleranz, der Immunreaktivitdt gegen normale Zellen und des Transfers der Immunitét
konnen tierexperimentell untersucht werden.

Zur Zeit wird beim Hund die Immunisierung von Spender-T-Zellen gegen Minor-
Histokompatibilitatsantigene des Empfangers untersucht. Sensibilisierte Zellen wandeln einen
gemischten Chimarismus viel schneller in einen kompletten um als unbehandelte T-Zellen. Es
wurden Tests entwickelt, um die zelluldare Immunitdt gegen hamatopoetische Vorléuferzellen
in vitro nachzuweisen, Diese Tests ermdglichen es, Minor-Antigene bei Hunden zu definieren
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[87]. Die Inzidenz ener schweren GVHD nach Transfuson sensibilisierter
Spenderlymphozyten in stabile Chiméaren kann 30 bis 50 Prozent betragen [17]. Beim
Menschen ist wahrscheinlich ein noch héherer Prozentsatz zu erwarten, da Patienten und ihre
Spender im Laufe ihres Lebens einer Vielzahl von Histokompatibilitéts- und viralen
Antigenen ausgesetzt sind. Daher sind praventive Mal3nahmen gegen eine schwere GVHD
notwendig. Die vielversprechendste Mdaglichkeit einer solchen Prévention ist die
Modifizierung der Spenderlymphozyten mit einem Suizidgen. Dabei werden T-Zellen des
Spenders mit einem Replikations-defizienten Retrovirus infiziert, welches das Herpes
simplex-Thymidinkinase-Gen (HSV-Tk) trégt, das Ganciclovir phosphorylieren kann. Das
resultierende Nukleotid fuhrt zum Abbruch der DNA-Polymerisation wahrend der Zellteilung
[88]. Derzeitige Probleme dieser Methode sind die veranderte Immunreaktivitét transduzierter
T-Zellen, die Immunreaktionen gegen das Virusprotein sowie die Abstossung der
transduzierten Zellen und die verdnderte Empfindlichkeit der transduzierten Zellen gegen
Ganciclovir aufgrund von Splice-Varianten des Gens. Vor kurzem wurde Uber die
Entwicklung einer Leukdmie bei einer Maus berichtet, die mit Zellen behandelt wurde, die
das Markergen (ein verstimmelter Nervenwachstumsfaktor-Rezeptor) ohne das Suizidgen
trugen. Wir untersuchten diese Methode beim Hund und fanden eine gute Immunreaktivitét
der transduzierten Hunde-T-Zellen in vitro. Die Transfusion transduzierter T-Zellen in eine
Hundechimére fuhrte zu einem vollstandigen Chimarismus und zum Transfer der Immunitét
gegen Tetanustoxoid [89].

Die adoptive Immuntherapie bei Chiméren ist ein vielversprechender Weg zur Behandlung
von Leukdmien und mdglicherweise auch von soliden Tumoren. Insbesondere die
Immunreaktivitét gegen Leukamien und Tumoren, die ansonsten gegen eine Chemotherapie
refraktar sind, bietet der Hamatologie und Onkologie neue Perspektiven. Mehrere
L eukamieforschungsgruppen haben die Vorbehandlung mit einer DLI als Prophylaxe bel
einer Hochrisikoleukdmie nach dem in Abb. 1 gezeigten Schema in ihre Strategie
aufgenommen. Die Ergebnisse stehen noch aus.
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L egenden:
Abb. 1
Strategie der adoptiven Immuntherapie bei Chiméren

Die adoptive Immuntherapie mit T-Zellen mit oder ohne dendritische Zellen ermdglicht eine
Vorbehandlung ohne Myeloablation. Sobald ein stabiler Chimérismus hergestellt ist und die
Immunsuppression beendet werden kann, wird ein Zustand einer immunologischen Toleranz
hergestellt. Zu diesem Zeitpunkt kdnnen Spenderzellen transfundiert werden, ohne dass eine
schwere GVHD auftritt.

Abb. 2

Verlauf bel einem Patienten mit Myelosuppression nach einer DLI: Nach der DLI nahm die
Zahl der weil3en Blutzellen zu und bei dem Patienten trat Fieber auf; danach nahm die Zahl
der Blutzellen wieder ab und der Patient entwickelte eine schwere Panzytopenie. Die
Transfusion von Knochenmark von seinem Spender ohne weitere Vorbereitung fuhrte zu
vollstandiger Wiederherstellung der Hamatopoese und einem kompletten Chiméarismus. Nach
der Knochenmarktransfusion wurde eine molekulare Remission festgestellt, die bis heute
anhdlt.

Abb. 3

Zeit bis zur molekularen Remission nach DLI: molekulare Remissionen wurden nach 4
Monaten erreicht, die mediane Zeit betrug 6 Monate und Spétremissionen traten noch nach
Uber 1 Jahr auf.

Die Daten stammen aus dem Transplantationszentrum M Unchen-Grosshadern, evaluiert im
Maérz 2001.

Abb. 4
Pathophysiologie der GVHD:

Es besteht eine wechselseitige Aktivierung von CD4-positiven Spender-T-Zellen und
dendritischen Wirtszellen, die durch die vorherige Aktivierung der dendritischen Zellen durch
Bestrahlung, Chemotherapie, Endotoxin aus der Darmflora, Virusinfektionen oder durch
Vorimmunisierung der T-Zellen gegen Minor-Histokompatibilitdtsantigene, virale Antigene
und andere beschleunigt werden kann.

Aktivierte dendritische Zellen aktivieren CD8-positive T-Zellen und présentieren den CD8-
Zellen auf HLA-Klasse | beschrankte Peptide. Diese CD8-T-Zellen werden dann aktiviert und
reagieren gegen normale Wirtszellen.

Abb. 5

AML-Blasten besitzen keine ko-stimulatorischen Molekile und kdnnen daher keine effektive
Antigenpréasentation gegentiber Spenderzellen ausiiben. Die Behandlung mit GM-CSF bringt
die Blasten dazu, die fur eine effiziente Antigenprasentation notwendigen stimulatorischen
Molekile zu exprimieren. Diese T-Zellen reagieren gegen residuale Blasten.

Abb. 6
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M echanismus der Graft-versus-L eukamie-Reaktion.

Nach Herstellung eines Chimérismus werden dendritische Wirtszellen durch dendritische
Zellen des Spenders ersetzt. Die potenziell verbleibenden hamatopoetischen Wirtszellen sind
leuk&mische Blasten. Diese konnen stimulatorisch wirken und ein Angriffsziel fir Spender-T-
Zellen werden, wenn sie zu dendritischen Zellen umgewandelt werden. Die Reaktion ist
spezifisch, weil daran Minor-Histokompatibilitdtsantigene mit eingeschrankter Expression
beteiligt sind und die dendritischen Spenderzellen die Toleranz in anderen Organen aufrecht
erhalten.
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Tabelle 1

M 6gliche | mmune-Escape-M echanismen:

Mechanismen bei der Antigenprasentation:
» Geringe Expression kostimulatorischer Moleklle: B7.1, B7.2, CD40, ICAM

* Downregulation von HLA-Antigenen der Klasse |, Klasse- 11-Antigen oder relevanten
Allelen

» Ineffiziente Peptidproduktion durch den Proteasom / TAP-Mechanismus
» Sekretion inhibitorischer Zytokine wie IL-10, TGF-f
» Geringe Sekretion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IFN-y

* Expression von FAS-L auf Tumor-/ Leuké@miezellen, die eine Apoptose der T-Zellen
induziert

e Expression von nicht funktionsttichtigem FAS auf |eukamischen Blasten

Mechanismen auf den T-Zellen

* Downregulation der {-Kette (Lymphom und CML) und der e-Kette (CML) des T-Z€ll-
Rezeptors

e Downregulation von CD28 bei AML
e andere



Abb. 1
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Fig. 2

1000000

100000

10000

1000

100

Myelosuppression nach DLI
MoK 39 yo, BMT 7.7.89

Y
\
>
D>
/

T TTTTT]
O
<«

9 10 115/12 13/12 23/12 30/12 7/1 12/1 20/1 29/1 7/2 17/2 26/2 6/3 16/3 2/4

—— WBB - ~A~-Thrombozyten 1992

1991

21



Abb. 3

% Remissionswahrscheinlichkeit

Zeit bis zur molekularen Remission nach DLI
CML MUC-GH 03/01

100

50

Tage nach der Behandlung

730

22



Abb. 4

Pathophysiologie der GVHD
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Abb.5
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Abb. 6
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