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1 Einleitung 

1.1 Die akute myeloische Leukämie 

 

1.1.1 Definition und Leukämogenese 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine maligne klonale Neoplasie 

myeloischer Vorläuferzellen des Knochenmarks mit variablen Zellreifungsblock, 

unkontrollierter Proliferation und Apoptoseresistenz. Durch Verdrängung der 

physiologischen Hämatopoese kommt es zur Knochenmarksinsuffizienz mit 

Anämie, Granulozytopenie und Thrombozytopenie. Die AML ist eine genetisch 

heterogene Erkrankung. Die für die Leukämogenese notwendigen genetischen 

Aberrationen werden fast immer erst im Laufe des Lebens erworben. Bekannte 

Ursachen sind Exposition gegenüber Chemikalien (Benzol), ionisierender 

Strahlung (Hiroshima, Nagasaki) und Chemotherapeutika (Topoisomerase II 

Hemmer). In der Mehrzahl der Fälle sind allerdings keine auslösenden 

exogenen Faktoren nachweisbar. Die AML ist zudem mit einer Reihe von 

angeborenen genetischen Anomalien (z. B. Trisomie 21, Fanconi Anämie) 

sowie malignen hämatologischen Erkrankungen (z. B. Myelodysplastisches 

Syndrom [MDS]) assoziiert (1). 

 

1.1.2 Epidemiologie 

In Deutschland erkrankten 2010 etwa 11.500 Menschen an einer Leukämie. Bei 

einem Viertel wurde die Diagnose AML gestellt (2). Die AML ist demnach die 

häufigste akute Leukämie des Erwachsenen mit einem medianen Erkrankungs-

alter von 65 Jahren. In den Vereinigten Staaten von Amerika (USA) und Europa 

liegt die jährliche Inzidenz derzeit stabil bei 3 bis 5 Neuerkrankungen pro 

100.000 Einwohner. Die Inzidenz ist altersabhängig und steigt bei über 65-

Jährigen bis auf 12 Fälle pro 100.000 Einwohner an (3, 4).  

Unter Berücksichtigung der steigenden Lebenserwartung der europäischen und 

US-amerikanischen Bevölkerung ist in den kommenden Jahrzehnten mit einer 

Zunahme der Zahl an neudiagnostizierten Fällen zu rechnen. 
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1.1.3 Prognosemerkmale 

Das Therapieansprechen, Gesamt (OS)- und krankheitsfreies Überleben (DFS) 

von Patienten mit AML ist heterogen und von individuellen Patienten- und 

übergeordneten leukämiespezifischen Merkmalen abhängig.  

Aufgrund rekurrenter zytogenetischer Aberrationen der Leukämiezellen lassen 

sich eine günstige, intermediäre und ungünstige Risikogruppe unterscheiden, 

die mit dem DFS und OS signifikant korrelieren. Der Karyotyp der leukämischen 

Blasten ist derzeit der wichtigste unabhängige Prognoseparameter der AML (5-

7). Allerdings verteilen sich die zytogenetischen Veränderungen nicht 

gleichmäßig über alle Altersgruppen (8). Bei der Hälfte aller AML-Patienten 

können keine günstigen oder ungünstigen zytogenetischen Merkmale 

nachgewiesen werden (= intermediäre Risikogruppe). Da bei der Mehrheit     

der Patienten der intermediären Risikogruppe allerdings spezifische molekulare 

Aberrationen nachweisbar sind erfolgt die Risikoallokation zytogenetisch 

normaler Leukämien anhand prognosebestimmender Genmutationen bzw. 

Genüberexpressionen (9, 10). Während das Vorliegen ungünstiger 

zytogenetischer und molekularer Aberrationen und vorausgegangene 

Myelodysplasie mit Therapieresistenz und frühzeitigen Erkrankungsrückfall 

assoziiert sind, korrelieren Alter und Allgemeinzustand des Patienten mit früher 

therapieassoziierter Mortalität (11). Ältere Patienten (≥ 60 Jahre) zeigen 

gegenüber AML-Patienten ≤ 60 Jahre ein deutlich geringeres DFS und OS. Die 

Festlegung der Altersgrenze ist arbiträr und nicht evidenzbasiert. Allerdings 

zeigen Patienten ≥ 60 Jahre häufig eine ungünstigere Tumorbiologie und 

Überexpression Multi-Drug-Resistance (MDR)-assoziierter Gene sowie eine 

höhere Prävalenz therapielimitierender Komorbiditäten (12, 13). Auch unter 

Berücksichtigung dieser Faktoren stellt das Alter des Patienten einen 

unabhängigen Prognosemarker dar (14-16). 

 

1.1.4 Induktions- und Post-Remissionstherapie 

Das OS von Patienten ≤ 60 Jahren hat sich in den letzten drei Jahrzehnten 

kontinuierlich verbessert. Dennoch liegt das 5-Jahres-Überleben von Patienten 

≤ 60 Jahren nur bei 30 bis 40 %. Die Überlebensraten für Patienten ≥ 60 Jahre 
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haben sich in den letzten Jahrzehnten kaum verändert. Das 5-Jahres-Über-

leben liegt lediglich bei 10 bis 15 % (13, 17). 

 

Patienten ≤ 60 Jahre 

Mit der standardisierten Kombination von Cytarabin (Ara-C) und anthrazyklin-

haltiger Induktionschemotherapie („7+3“ Schema) erzielen bis zu 80 % aller 

Patienten ≤ 60 Jahre eine komplette Remission (CR) (18). Dennoch würde     

die überwiegende Mehrheit dieser Patienten ohne eine intensivierte Post-

Remissionstherapie (PRT) innerhalb kürzester Zeit einen Erkrankungsrückfall 

erleiden (18, 19). Die PRT mit Hochdosis-Cytarabin (HiDAC) ist bis auf 

definierte biologische Subgruppen, die Standardtherapie für Patienten mit 

günstigen zytogenetischen Aberrationen in kompletter Remission (CR). 

Demgegenüber belegen Metaanalysen einen signifikanten Überlebensvorteil für 

Patienten mit ungünstigen genetischen Veränderungen nach allogener 

Stammzelltransplantation (allo-HSCT) (20). Für Patienten der intermediären 

Risikogruppe mit fehlenden zytogenetischen Aberrationen liegen keine 

einheitlichen Therapieempfehlungen vor. Die Wahl der PRT ist überwiegend 

vom Vorliegen ungünstiger molekularer Prognosemarker bzw. von der 

Verfügbarkeit verwandter HLA-kompatibler Stammzellspender abhängig (21). 

Allerdings konnte eine kürzlich veröffentlichte Matched-Pair-Analyse von 

Stelljes et al. zeigen, dass die allo-HSCT bei Patienten der intermediären 

Risikogruppe, unabhängig von molekularen Leukämiemerkmalen und 

Spenderauswahl (familiär- bzw. fremdallogen), der chemotherapiebasierten 

PRT im DFS und OS signifikant überlegen ist (22). 

 

Patienten ≥ 60 Jahre 

Patienten ≥ 60 Jahre zeigen deutlich geringere Ansprech- und 

Gesamtüberlebensraten gegenüber AML-Patienten ≤ 60 Jahre. Dennoch ist der 

ungünstige Therapieverlauf älterer Patienten ist nicht ausreichend durch eine 

höhere Frequenz nachteiliger Prognosefaktoren erklärt (16). Mit intensivierter 

Induktionstherapie erreichen 50 bis 60% aller geeigneten Patienten ≥ 60 Jahre 

eine komplette Remission (23). Allerdings sind ältere Patienten häufig aufgrund 
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therapielimitierender Komorbiditäten oder reduziertem Allgemeinzustand für 

eine intensivierte Therapie nicht geeignet. Zur individuellen Abschätzung der 

Wahrscheinlichkeit welcher Patient von einer intensivierten Therapie profitiert 

stehen eine Reihe von validierten Prognose-Scores zur Verfügung (11, 24). Die 

konventionelle myeloablative allo-HSCT ist bei Patienten ≥ 60 Jahren mit einer 

erhöhten Morbidität und Mortalität assoziiert (25). Durch die Einführung 

dosisreduzierter Konditionierungsregime (RIC) stellt die allo-HSCT allerdings 

auch für sorgfältig selektionierte Patienten ≥ 60 Jahre eine mögliche 

Therapieoption dar (26).  

 

1.1.5 Adoptive Immuntherapien im Nicht-Transplantationssetting 

Die allo-HSCT ist nach aktueller Studienlage für Patienten mit ungünstigem  

und intermediärem Risiko die effektivste PRT (22). Allerdings ist eine erhebliche 

Patientenanzahl aufgrund von Alter, therapielimitierenden Komorbiditäten oder 

fehlenden HLA-kompatiblen Stammzellspendern für eine allo-HSCT nicht 

geeignet. Daher sind innovative Behandlungsstrategien dringend notwendig. 

Der therapeutische Erfolg der allo-HSCT, insbesondere im Kontext reduzierter 

Konditionierungsintensität, ist weniger auf das zytoreduktive Konditionierungs-

regime, sondern überwiegend auf den immunologischen „graft-versus-

leukemia“ (GvL)-Effekt zurückzuführen (27, 28). Während der GvL-Effekt in der 

HLA-kompatiblen allo-HSCT von alloreaktiven αβ T-Zellen unterhalten wird, 

zeigen retrospektive Studien, dass der GvL-Effekt im HLA-inkompatiblen 

Transplantationsmodell (haploidente HSCT; [haplo-HSCT]) von Effektoren der 

natürlichen Immunantwort (NK- und γδ T-Zellen) unterhalten wird (29, 30). 

Ruggeri et al. konnten erstmals zeigen, dass der Nachweis Killerzell-Immun-

globulin-ähnlicher Rezeptor (KIR)-Liganden-inkompatibler, alloreaktiver NK-

Zellen mit einem signifikanten Überlebensvorteil und einer geringeren „graft-

versus-host“ (GvH)-Reaktion assoziiert ist (30). Die bisher prospektiv durch-

geführten klinischen Phase I/II-Studien im Nicht-Transplantationssetting haben 

sich daher ausschließlich auf NK-Zellen fokussiert. Miller et al. und Curti et al. 

konnten zeigen, dass adoptiv transferierte und zum Teil in vivo expandierte NK-

Zellen bei Patienten mit Hochrisiko-AML objektive Remissionen erzielen können 
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(31, 32). In einer von Rubnitz et al. publizierten Phase I/II Studie erhielten 

Kinder und Jugendliche mit genetisch günstiger oder intermediärer AML      

nach lymphozytendepletierender Chemotherapie KIR-Liganden-inkompatible 

NK-Zellen von haploidenten Spendern. Zur NK-Zell-Aktivierung und Expansion 

wurde eine vergleichsweise geringe IL-2-Dosis verabreicht. Alle Patienten 

zeigten ein transientes NK-Zell-Engraftment ohne Zeichen einer GvHD. Das 

ereignisfreie Überleben lag nach zwei Jahren bei 100% (33). Vergleichbare 

prospektive klinische Studien mit allogenen Vγ9Vδ2 T-Zellen liegen derzeit  

noch nicht vor. Die bisherigen Studiendaten, die das antileukämische Potenzial 

von Vγ9Vδ2 T-Zellen untersuchten, beruhen auf präklinischen und klinischen 

Untersuchungen mit autologen Vγ9Vδ2 T-Zellen (34, 35). Mehrere 

Arbeitsgruppen konnten allerdings zeigen, dass die Effektorfunktion autologer 

phosphoantigenreaktiver γδ T-Zellen bei verschiedenen Tumorentitäten 

supprimiert ist (36-38). Das antileukämische Potenzial allogener in vivo 

expandierter Vγ9Vδ2 T-Zellen ist in der klinischen Forschung bislang noch nicht 

überprüft worden.  
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1.2 Humane Vγ9Vδ2 T-Zellen  

 

1.2.1 γδ T-Zellen  

γδ T-Zellen oder „innate-like-lymphocytes“, sind eine konservierte Subpopulation 

humaner T-Lymphozyten (1 bis 5%), die den γδ T-Zellrezeptor (TZR) 

exprimieren und spezifische Eigenschaften der angeborenen und adaptiven 

Immunantwort aufweisen. γδ T-Zellen sind präaktivierte bzw. „Gedächtnis“ 

(Memory) T-Lymphozyten, die über Sekretion von Granzymen, Perforin, 

Zytokinen (Tumornekrosefaktor (TNF)-α, Interferon (INF)-γ), Induktion von 

Apoptose (FAS- und TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)-Signalweg) 

und antikörperabhängiger zellvermittelter Zytotoxizität (ADCC) an der 

natürlichen Immunantwort gegenüber mikrobiellen Pathogenen und infektiös- 

oder maligne transformierten Zellen („Immunosurveillance“) beteiligt sind. γδ T-

Zellen haben Eigenschaften professioneller antigenpräsentierender Zellen 

(APC) und regulieren über ein Spektrum von immunmodulatorischen und 

immunregulatorischen Zytokinen die Immunantwort des angeborenen und 

adaptiven Immunsystems und tragen dadurch zur Aufrechterhaltung der 

Immunhomöostase bei (39, 40). 

 

1.2.2 Vγ9Vδ2 T-Zellen 

Im peripheren Blut zirkulierende γδ T-Zellen exprimieren mit überwiegender 

Mehrheit den Vγ9Vδ2-TZR (60 bis 95%) (41). Die Prädominanz des Vγ9Vδ2-

TZR besteht nicht von Geburt an. Sie wird während der Kindheit erworben    

und persistiert im Erwachsenen lebenslang (42). Der Mechanismus der 

Antigenerkennung von TZR Vγ9Vδ2-Zellen unterscheidet sich deutlich von TZR 

αβ Zellen. Im Unterschied zu TZR αβ Lymphozyten führt die TZR-abhängige 

Antigenerkennung von Vγ9Vδ2 T-Zellen nicht zu einer Konformationsänderung 

der CD3-Untereinheit (43). Der Vγ9Vδ2-TZR erkennt  natürlich vorkommende 

phosphorylierte, nicht-peptidische Intermediärprodukte („Phosphoantigene“) 

[PAg], des mikrobiellen Methylerythritolphosphat (MEP)- und eukaryotischen 

Mevalonat (MVA)-abhängigen Stoffwechselwegs der Isoprenoid- und 

Cholesterolbiosynthese ohne Antigenprozessierung und Antigenpräsentation 



Einleitung und Kenntisstand der Forschung 
_______________________________________________________________ 

 7 

über den „Major Histocompatibility Complex“ (MHC-Komplex) (44). Die PAg-

abhängige Antigenerkennung und Aktivierung von Vγ9Vδ2 T-Zellen ist 

evolutionär hoch konserviert und ein immunologischer Vorteil, der sich nur     

bei Primaten findet. Der stärkste physiologische Aktivator von Vγ9Vδ2 T-Zellen     

ist das PAg (E)-4-Hydroxy-3-Methyl-but-2-enyl-diphosphat (HMBPP), welches    

als Intermediärprodukt des MEP-Stoffwechselwegs exklusiv in bestimmten 

Mikroorganismen vorkommt. Ubiquitäre Stoffwechselzwischenprodukte des 

MVA-Metabolismus wie Isopentenylpyrophosphat (IPP) stimulieren ebenfalls 

Vγ9Vδ2 T-Zellen, allerdings nur in supraphysiologischen Konzentrationen (μM) 

(45-47). Darüber hinaus können Vγ9Vδ2 T-Zellen indirekt durch Amino-

bisphosphonate (ABP) und Alkylamine aktiviert werden (48-51).  

Der molekulare Mechanismus der PAg-induzierten Aktivierung von Vγ9Vδ2 

Zellen ist noch nicht vollständig geklärt und Gegenstand aktueller Forschung. 

Vγ9Vδ2 T-Zellen erkennen PAg TZR-abhängig über Zell-Zell-Kontakt, 

unabhängig von „klassischen“ antigenpräsentierenden Molekülen wie MHC 

Klasse I und II, MHC-related Protein 1 (MR1), CD1 und β2-Mikroglobulin (44, 

52, 53). Der Vγ9Vδ2 TZR bindet PAg allerdings nicht direkt (54). Wang et        

al. konnten durch zielgerichtete Rezeptormutagenese zeigen, dass alle 

„Complementarity Determining Regions“ (CDR), d.h. alle hypervariablen 

bindungsrelevanten Bereiche des Vγ9Vδ2 TZR an der Erkennung von PAg 

beteiligt sind. Die Antigenbindungsstelle ist daher wesentlich größer als die zu 

erkennenden Antigene (HMBPP bzw. IPP) (55). Durch trypsininduzierte 

Zelloberflächenproteolyse von Targetzellen kann die PAg-vermittelte Erkennung 

von Vγ9Vδ2 T-Zellen aufgehoben werden (56). Darüber hinaus können humane 

Vγ9Vδ2 T-Zellen in Gegenwart von PAg nur Primaten- aber keine murinen 

Targetzellen erkennen (57). Die bisherigen Forschungsergebnisse legen die 

Vermutungen nahe, dass ein unter Primaten evolutionär hoch konserviertes, 

membrangebundenes Oberflächenprotein bzw. membranassoziiertes antigen-

präsentierendes Molekül (AMP) für die PAg-vermittelte Erkennung von Vγ9Vδ2 

T-Zellen notwendig ist.  

Kürzlich veröffentlichte Forschungsarbeiten konnten zeigen, dass Butyrophilin 

(BTN) 3A1 für die PAg-abhängige Aktivierung bzw. Immunantwort von Vγ9Vδ2 
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T-Zellen eine wesentliche Rolle spielt (58-61). BTN (CD277) sind Proteine der 

Immunglobulin (Ig) G-Superfamilie, die eine N-terminale Ig-V-ähnliche und eine 

C-terminale IgC-ähnliche Domäne besitzen und ubiquitär aber variabel 

exprimiert werden. BTN zeigen strukturelle Homologien zu Proteinen der B7-

Familie, die über kostimulierende (B7[CD80 und CD86]/CD28-Interaktion) und 

inhibierende Signale (Programmed death-ligand [PD-L]1/PD-1-Rezeptor-

Interaktion) die antigenspezifische Aktivierung und Immunantwort von αβ T-

Zellen regulieren (62-66). In einer von Harly et al. publizierten Arbeit konnte 

erstmals gezeigt werden, dass ein spezieller agonistischer monoklonaler 

Antikörper (20.1) gegen CD277 zu einer selektiven Aktivierung und Proliferation 

von Vγ9Vδ2 T-Zellen führte. Die antikörpervermittelte Stimulation von Vγ9Vδ2 T-

Zellen war vergleichbar mit der von PAg, induzierte aber keine intrazelluläre 

Akkumulation von IPP (59). Die Aktivierung konnte durch einen inhibierenden 

anti-CD277-Antikörper (103.2) bzw. spezifischen CD277-Gen-Knockdown 

gehemmt werden (58). In Transfektionsexperimenten mit CD277-Knockdown 

HE-K293-Zellen (humane embryonale Nierenzellen) konnten Harly et al. zudem 

nachweisen, dass nur die Isoform BTN3A1 für die PAg-abhängige Immun-

antwort von Vγ9Vδ2 T-Zellen verantwortlich ist (58). Die Proteinfamilie BTN3A 

(BTN3A1, BTN3A2, BTN3A3) besitzt eine konservierte homologe extrazelluläre 

Domäne an der die monoklonalen anti-CD277-Antikörper (20.1 und 103.2) mit 

hoher Affinität aber unterschiedlicher Valenz binden (67). Die Struktur der 

intrazellulären Domäne unterscheidet sich, nur BTN3A1 und BTN3A3 besitzen 

eine intrazelluläre B30.2 Domäne (68). Die bisher veröffentlichten Forschungs-

ergebnisse, die eine direkte Interaktion von PAg und BTN3A1 beschreiben, sind 

kontrovers und Gegenstand aktueller Diskussion. Vavassori et al. konnten 

nachweisen, dass PAg mit geringer Affinität an die extrazelluläre Domäne von 

BTN3A1 binden bzw. BTN3A1 spezifisch mit dem Vγ9Vδ2 TZR interagiert (60). 

Demgegenüber konnte eine erst kürzlich veröffentlichte Arbeit von Sandstrom 

et al. zeigen, dass PAg spezifisch an die intrazytoplasmatische B30.2 Domäne 

von BTN3A1 binden. Allerdings konnte die Arbeitsgruppe die von Vavassori et 

al. beschriebene direkte Assoziation zwischen BTN3A1 und dem Vγ9Vδ2 TZR 

nicht bestätigen (61).  
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Abb. 1: Der Vγ9Vδ2 T-Zellrezeptor. 

Oben: Schematische Darstellung des T-Zellrezeptor (TZR). Der TZR ist ein Heterodimer der mit 

dem CD3-Proteinkomplex assoziiert ist. Die beiden Ketten (dunkelgrau γ-Kette, hellgrau δ-Kette) 

sind über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden. Der extrazelluläre Bereich besteht aus 

einer konstanten (C) und variablen (V) Domäne. Die V-Domäne der γ bzw. δ-Untereinheit setzt 

sich aus V- („variable“) und J- („joining“) Segmenten bzw. V-, D- („diversifying“) und J- 

Segmenten zusammen, die drei hypervariable, antigenbindungsrelevante „Complementarity 

Determining Regions“ (CDR) tragen (schwarz). Unten:  Raummodell des Vγ9Vδ2 TZR, Vδ und 

Cδ (rot) und Vγ und Cγ (gelb). Die CDR sind als Schleifen („loops“) abgebildet. Quelle: 

Raummodell Vγ9Vδ2 TZR (54). 
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1.2.3 Spezifische Tumorzellerkennung von Vγ9Vδ2 T-Zellen 

Humane Vδ2Vγ9 T-Zellen können Tumorzellen TZR-abhängig durch auto-PAg,  

des MVA-Metabolismus der Cholesterol- und Isoprenoidbiosynthese und TZR-

unabhängig analog zu NK-Zellen über Killer-aktivierende Rezeptor-Liganden-

Interaktionen erkennen und lysieren.  

 

Auto-Phosphoantigene des Mevalonatmetabolismus  

Der MVA-Metabolismus ist ein evolutionär hoch konservierter biochemischer 

Stoffwechselweg über den von Acetyl-Coenzym A (CoA) ausgehend die 

Biosynthese von Isoprenoidvorstufen erfolgt. In der geschwindigkeits-

bestimmenden Reaktion des MVA-Metabolismus wird 3-Hydroxy-3-Methyl-

Glutaryl (HMG)-CoA durch das Enzym HMG-CoA-Reduktase zu MVA reduziert, 

das über Zwischenreaktionen zu den MVA-Stoffwechselendprodukten IPP      

und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) metabolisiert wird. (69). IPP und 

dessen Isomer DMAPP sind Ausgangssubstrate der Biosynthese von Farnesyl-

pyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). FPP ist          

ein Intermediärprodukt der Isoprenoid- bzw. Steroidbiosynthese. FPP und 

GGPP sind zudem Substrate der posttranslationalen Isoprenylierung bzw. 

dienen als Membranlipidanker für eine Vielzahl von essentiellen Proteinen der 

Zellproliferation bzw. des Zellwachstums (70) (Abbildung 2). 

HMBPP mikrobiellen Urspungs und das synthetische Analogon Bromohydrin-

pyrophosphat (BrHPP) aktivieren Vγ9Vδ2 T-Zellen in pico- bis nanomolaren 

Konzentrationen während das strukturell verwandete, ubiquitär vorkommende, 

IPP Vγ9Vδ2 T-Zellen erst in mikromolaren Konzentrationen, d.h. mit 10.000-fach 

geringere Potenz stimulieren kann (71). Diese Konzentrationen werden unter 

physiologischen Bedingungen in normalen Zellen nicht erreicht. Der MVA-

Stoffwechselweg bzw. die Isoprenoidbioynthese ist allerdings in transformierten 

Zellen häufig dysreguliert und hyperaktiv (72). Das Tumorsuppressorprotein 53 

(p53) reguliert als Transkriptionsfaktor nach DNA-Schädigung den Zellzyklus 

bzw. induziert DNA-Reparatur und Apoptose. In der Hälfte aller Tumorentitäten 

ist das p53-kodierende Gen mutiert (73). Freed-Pastor et al. konnten zeigen, 

dass mutiertes p53 die Aktivität des MVA-Metabolismus und der Isoprenoid-
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biosynthese steigert und direkt an der Aufrechterhaltung des malignen 

Phänotyps beteiligt ist (74). Gober et al. konnten zudem erstmals nachweisen, 

dass maligne transformierte Zellen mit hyperaktiven MVA-Metabolismus IPP in 

supraphysiologischen Konzentrationen akkumulieren und daher spezifisch von 

Vγ9Vδ2 T-Zellen erkannt und lysiert werden können (75). 

 

Killer-aktivierende und inhibierende Liganden 

Neben der TZR-vermittelten Aktivierung von Vγ9Vδ2 T-Zellen durch PAg des 

MVA-Metabolismus wird die Antitumorantwort von Vγ9Vδ2 T-Zellen TZR-

unabhängig über Killer-aktivierende und Killer-inhibierende Rezeptor-Liganden-

Interaktionen reguliert. 

Der „Natural Killer Group 2D“ (NKG2D)-Rezeptor ist ein C-Typ Lektin-ähnliches 

Transmembranprotein, das als disulfidverbundenes Homodimer auf humanen 

NK-Zellen, Vγ9Vδ2 T-Zellen, Natürlichen Killer-T (NKT)-Zellen und CD8- und 

teilweise CD4-positiven αβ T-Zellen exprimiert wird (76, 77). Die NKG2D-

vermittelte Signalkaskade führt zur Aktivierung von NK- und Vγ9Vδ2 T-Zellen 

bzw. kostimuliert die Zytokinproduktion und Proliferation von T- und NKT-Zellen 

(78). Der NKG2D-Rezeptor erkennt die stressinduzierten Liganden „MHC-I 

Polypetide Related Sequence A/B“ (MICA/B) und „UL16 Binding Protein“ 

(ULBP)1-6, die strukturelle Homologien zu MHC Klasse 1 Molekülen aufweisen. 

NKG2D-Liganden (NKG2DL) werden konstitutiv von einer Reihe von soliden 

und hämatopoetischen Tumorzellen exprimiert (78-81). Epitheliale Tumorzellen 

(z. B. Mamma, Lunge, Kolon, Pankreas, Ovar, Melanom, Gliome) exprimieren 

mehrheitlich MICA und MICB sowie verschiedene Liganden der ULBP-Familie 

(ULBP2, ULBP3 und ULBP5). Dagegen zeigen hämatopoetische Tumorzellen 

eine deutlich variablere NKG2DL-Expression (82, 83). Die Oberflächen-

expression des NKG2DL ULBP1 korreliert mit der Suszeptibilität hämato-

poetischer Tumorzellen gegenüber NK- und Vγ9Vδ2 T-Zellen in vitro (84, 85). 

Präklinische Untersuchungen konnten zudem zeigen, dass die Expression von 

NKG2DL auf Tumorzellen pharmakologisch durch Histon-Deacetylase (HDAC)- 

und Proteasominhibitoren induziert werden kann (86). Die Interaktion des 

Immunrezeptors „Lymphocyte Function-Associated Antigen 1“ (LFA-1) mit dem 
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Zelladhäsionsmolekül „Intercellular Adhesion Molecule 1“ (ICAM1) stellt eine 

weitere Vγ9Vδ2 T-Zell-aktivierende Rezeptor-Liganden-Verbindung dar. Uchida 

und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Erkennung und Zytotoxizität von 

Myelomzelllinien (RPMI 8226, U226) durch Vγ9Vδ2 T-Zellen neben der Aktivität 

des MVA-Stoffwechsels von der ICAM1-Expressionsdichte der Tumorzellen 

abhängig ist (87).  

Der „DNAX Accessory Molecule-1“ (DNAM1)-Rezeptor ist ein Zelladhäsions-

molekül der Ig-Superfamilie, der konstitutiv auf CD4- bzw. CD8-positiven T-

Zellen, NK-Zellen und Vγ9Vδ2 T-Zellen exprimiert wird. Die Liganden des 

DNAM1-Rezeptors sind CD112 (Nektin-2) und CD155 („Poliovirus Receptor“) 

[PVR], die neben APC, Endothel und Epithelzellen von einer Reihe von 

Tumorzellen (u. a. AML-Blasten) koexprimiert werden (88). Die DNAM1-

Signalkaskade vermittelt in vitro eine Aktivierung der Antitumorantwort von NK-

Zellen gegenüber primären AML-Zellen (89). Toutirais et al. konnten darüber 

hinaus zeigen, dass Vγ9Vδ2 T-Zellen über den DNAM1-Signalweg hepato-

zelluläre Karzinomzellen effizient lysieren (90).  

Neben aktivierenden Rezeptoren-Liganden-Interaktionen wird die Reaktivität 

bzw. Zytotoxizität von NK- und Vγ9Vδ2 T-Zellen über verschiedene 

inhibitorische Signale reguliert. Das Typ-1 Glykoprotein CD200 wird von 

unterschiedlichen Zellen (z. B. Leukozyten) vor allem aber von immun-

privilegierten Gewebe bzw. Organen (Zentrales Nervensystem) exprimiert. Die 

Interaktion von CD200 mit dem CD200-Rezeptor, der auf immunkompenten 

Zellen koexprimiert wird, vermittelt ein immunsuppressives Signal, das zur 

Inhibition der tumorspezifischen T-Zell-Immunität, Makrophagenfunktion und 

Induktion von regulatorischen T-Zellen führt (91, 92). CD200 wird von einer 

Reihe von soliden und hämatopoetischen Tumorzellen (u. a. Lymphom-, 

Myelom- und AML-Zellen) überexprimiert (93-95). Tonks et al. konnten zeigen, 

dass die Überexpression von CD200 bei AML-Patienten mit „none-Core-

Bindung-Factor“ (nCBF) Leukämien mit einer ungünstigen Prognose assoziiert 

ist (96). Darüber hinaus konnten Coles et al. nachweisen, dass die 

Überexpression von CD200 die Antitumorantwort von NK-Zellen gegenüber 

AML-Blasten direkt inhibiert (97).  
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1.2.4 Pharmakologische Inhibitoren des Mevalonatmetabolismus 

Der MVA-Metabolismus und die intrazelluläre Konzentration von IPP bzw.      

die PAg-abhängige Aktivierung und Tumorzellerkennung von Vγ9Vδ2 T-Zellen 

kann durch therapeutisch eingesetzte Pharmaka (Statine und Bisphosphonate 

[BP]) indirekt reguliert werden. Die pharmakologische Substanzklasse der 

HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (Statine) senkt durch kompetitive Hemmung 

der HMG-CoA-Reduktase die endogene IPP-abhängige Cholesterolproduktion. 

HMG-CoA-Reduktasehemmer werden in der Behandlung der primären 

Hypercholesterinämie und zur Prävention kardiovaskulärer Ereignisse bei 

Patienten mit arteriosklerotischer Herzerkrankung oder Diabetes mellitus 

eingesetzt. Durch Hemmung der HMG-CoA-Reduktase und konsekutive 

Inhibition der posttranslationalen Isoprenylierung von essentiellen Zellteilungs- 

und Zellwachstumsproteinen scheinen Statine darüber hinaus eine direkte 

Antitumoraktivität zu besitzen (98, 99). Durch Inhibition der HMG-CoA-

Reduktase senken Statine die intrazelluläre Konzentration von IPP und führen 

in vitro zu einer verminderten Suszeptibilität von Tumorzellen gegenüber PAg-

reaktiven γδ T-Zellen (75). 

Neben Statinen können auch die Gruppe der stickstoffenthaltenden Bisphos-

phonaten (Aminobisphosphonate [APB]) wie beispielsweise Pamidronat (PAM) 

und Zoledronat (ZOL) den MVA-Stoffwechselweg spezifisch blockieren. ABP 

sind degradationsresistente strukturelle Pyrophosphat (Diphosphat)-Analoga, 

die spezifisch die FFP-Synthase, ein Schlüsselenzym der Cholesterol und 

Isoprenoidbiosynthese hemmen und immunmodulatorische und direkte und 

indirekte Antitumoreigenschaften besitzen (100-102). ABP werden klinisch        

in der Therapie der postmenopausalen Osteoporose, tumorassoziierten 

Hyperkalzämie und in der Behandlung ossärer Metastasen bei soliden und 

hämatopoetischen Tumorerkrankungen eingesetzt. Die ABP-induzierte 

Hemmung der FFP-Synthaseaktivität führt zur Inhibition der Isoprenylierung von 

GTPasen der RAS-Superfamilie (Ras, Rho, Rac und Rab), die neben der 

Steuerung zahlreicher physiologischer Zellprozesse an Tumorwachstum, 

Tumorinvasion und Tumormetastasierung beteiligt sind (69). Neben 

Antitumoreigenschaften besitzen ABP immunstimulatorisches Potenzial. Die 
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Hemmung des IPP-konsumierenden Enzyms FFP-Synthase führt zur 

intrazellulären Akkumulation von IPP und zur Aktivierung, Proliferation und 

Induktion der Effektorfunktion von Vγ9Vδ2 T-Zellen (48, 75, 103). ABP können 

darüber hinaus durch Akkumulation von IPP die Biosynthese des 

proapoptotischen ATP-Analogons triphosphoric acid 1-adenosin-5-yl ester 3-(3-

methyl-but-3-enyl) ester (ApppI) in vivo und in vitro induzieren (104, 105). 

Nussbaumer et al. konnten zudem zeigen, dass durch ZOL-induzierte Depletion 

von FFP und GGPP und inflammasomabhängige Caspase-1-Aktivierung und 

Freisetzung von IL-1β und IL-18 IL-2 „geprimte“ NK-Zellen aktiviert werden 

können (106). 
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Mevalonatmetabolismus. 

Statine hemmen die HMG-CoA-Reduktase, das geschwindigkeitsbestimmende Enzym des 

Mevalonatmetabolismus, und senken die intrazelluläre Konzentration von biogenetischen 

Isoprenoidvorstufen. Aminobisphosphonate (ABP) inhibieren das IPP-konsumierende Enzym 

Farnesylpyrophosphat (FPP)-Synthase und führen zur intrazellulären Akkumulation von 

Isopentenylpyrophosphat (IPP) und zur Biosynthese von triphosphoric acid 1-adenosin-5´-yl 

ester 3-(3-methyl-but 3-enyl) ester (ApppI). Short hairpin RNA (shRNA)-vermittelte Inhibition der 

FFP-Synthase-Expression imitiert die Wirkung von ABP und führt ebenfalls zur Akkumulation 

von IPP (107). Die Strukturformeln von Mevastatin und Zoledronat (ZOL) wurden der Online-

Enzyklopädie Wikipedia entnommen. 
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1.2.5 Immuntherapien mit autologen Vγ9Vδ2 T-Zellen  

Bisher wurden mehrere Phase I/II-Studien mit autologen in vivo PAg und IL-2-

aktivierten und expandierten oder ex vivo PAg- und IL-2-expandierten und 

adoptiv-transferierten Vγ9Vδ2 T-Zellen bei Patienten mit verschiedenen soliden 

und hämatopoetischen Tumorerkrankungen durchgeführt. Allerdings wurden 

objektive Remissionen nur bei 10 bis 30 % der Patienten beobachtet (35, 103, 

108-111). Die aktuelle Studienlage deutet auf eine Präferenz Vγ9Vδ2 T-Zell-

basierter Immuntherapien bei hämatologischen Erkrankungen hin (35, 103). 

 

Tabelle 1: Phase I/II Studien mit autologen Vγ9Vδ2 T-Zellen (Auswahl) 

       

Autor Referenz Tumorentität N 
PR 
(%) 

SD 
(%) 

PD 
(%) 

Wilhelm et al.  (103) 

B-NHL, MM - - - - 

Arm A=PAM** 10 0 11 89 

Arm B=PAM*** 9 33 22 44 

Dieli et al. (111) 

Prostatakarzinom* - - - - 

Arm A=ZOL 9 22 45 33 

Arm B=ZOL + IL-2 9 11 11 89 

Bennouna et al. (110) Nierenzellkarzinom* 10 0 60 40 

Meraviglia et al. (108) Mammakarzinom* 10 10 20 70 

Nakajima et al.  (109) NSCLC 8 0 38 62 

Kunzmann et al. (35) 

AML 7 29 28 43 

Nierenzellkarzinom* 7 0 43 57 

Malignes Melanom* 6 0 17 83 

       

*metastasiert 

**Pamidronat + IL-2 mit steigendender IL-2 Dosis über 24 Stunden (Tag 3-8) 

***Pamidronat + IL-2 mit 6-stündiger IL-2 Infusion von Tag 1-6 

Abkürzungen: AML: Akute myeloische Leukämie, B-NHL: Non-Hodgkin Lymphom der  

B-Zellreihe, NSCLC: Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom, MM: Multiples Myelom, 

ZOL: Zoledronat, PAM: Pamidronat, IL-2: Interleukin 2, PR: partielle Response, 

SD: stabile Erkrankung, PD: progressive Erkrankung  
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1.3 Problemstellung und Zielsetzung 

 

Bisher publizierte präklinische und klinische Studien lassen vermuten, dass 

neben NK-Zellen auch Vγ9Vδ2 T-Zellen in der Erkennung und Eliminierung von 

(residuellen) AML-Zellen eine entscheidende Rolle spielen. Innovative 

Strategien vor allem im haploidenten Transplantationsmodell bzw. im 

immuntherapeutischen Nicht-Transplantationssetting zielen daher auf eine 

Generierung von Stammzellpräparaten („grafts“), die überwiegend Spender-

lymphozyten der natürlichen Immunantwort (NK-Zellen und γδ T-Zellen) und   

nur zu einem geringen Anteil konventionelle αβ T-Lymphozyten enthalten. 

Allerdings berücksichtigen die bisherigen CD3-basierten Zellseparations-

protokolle γδ T-Zellen nicht. Dagegen führt die selektive TZR αβ bzw. simultane 

TZR αβ/CD19 Depletion zu einer passiven Anreicherung von NK- und Vγ9Vδ2 

T-Zellen im Stammzellpräparat. Ausgehend vom aktuellen Kenntnisstand lag 

bisher noch keine Forschungsarbeit vor, die das zytotoxische Potenzial von 

allogenen Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber primären AML-Blasten direkt evaluiert 

hat. Das Ziel der vorgelegten Arbeit war es daher die Antileukämieantwort von 

ex vivo TZR αβ bzw. kombiniert TZR αβ/CD19-depletierten allogenen Vγ9Vδ2 T-

Zellen unter verschiedenen Gesichtspunkten systematisch zu untersuchen. 

Dabei wurden folgende Zielsetzungen verfolgt. 

 

1) Etablierung von ex vivo PAg-expandierten Vγ9Vδ2 Effektorzelllinien aus 

TZR αβ und TZR αβ/CD19-depletierten Leukaphereseprodukten von 

HLA-inkompatiblen Spenderzellen 

2) Bestimmung der antileukämischen Aktivität von HLA-inkompatiblen TZR 

αβ und TZR αβ/CD19-depletierten Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber primären 

AML-Zellen 

3) Phänotypische Charakterisierung von primären AML-Zellen im Hinblick 

auf Killer-aktivierende und Killer-inhibierende Zelloberflächenantigene 

(z.B. NKG2D- und DNAM1-Liganden) 
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4) Korrelation der Oberflächenexpression Killer-aktivierender und Killer-

inhibierender Zelloberflächenantigene mit der Antileukämieantwort von 

Vγ9Vδ2 T-Zellen 

5) Bestimmung der antileukämischen Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen 

gegenüber ABP-vorbehandelten AML-Zellen 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

 

2.1.1 Reagenzien und Stimulanzien 

Folgende Kulturmedien, Stimulanzien und Zusätze wurden verwendet : 

 

Tabelle 2: Kulturmedien, Puffer und Zusätze   

    

Reagenz Hersteller 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma Aldrich, Saint Louis 

DMSO (Dimethyl Sulfoxid) WAK, GmbH Steinbach 

Fetales Kälberserum (FCS) PANTM, Biotech,  Aidenbach 

Ficoll PaqueTM Plus GE HealtcareTM, Uppsala 

HBSS (Hank´s Balanced Salt Solution) GIBCO®, invitrogen, Paisley 

Humanes AB Serum (AB) PAA, Laboratories, Pasching 

Kulturmedium RPMI 1640 GIBCO®, invitrogen, Paisley 

L-Glutamin 2 mM Life Technologies, Paisley  

PBS (Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline) Biochrom, Berlin 

Penicillin 10000 U/ml Biochrom, Berlin 

Streptomycin 10 mg/ml GIBCO®, invitrogen, Paisley 

  

Tabelle 3: Stimulanzien   

    

Reagenz Hersteller 

Bromohydrinpyrophosphat (BrHPP)  Innate Pharma, Marseille 

rekombinantes Interleukin 2 (Proleukin®) Sigma, Deishofen 

Zoledronat (Zometa®) Novartis, Basel 
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2.1.2 Chemikalien 

 

2.1.3 Zellkulturmedien und Puffer 

Folgende Kulturmedien und Puffer wurden für die Zellkultur von Patienten- und 

Spenderzellen sowie humanen Zelllinien verwendet. 

 

Supplementiertes RPMI-Medium 

500 ml RPMI 1640 Medium wurden mit Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin 

(100 µg/ml) sowie L-Glutamin (2 mM) sterilfiltriert (< 0,2 µm sterile 

Membranfilter). 

 

10%iges FCS Medium 

Fetales Kälberserum wurde zur Komplementinaktivierung 30 Minuten bei 56°C 

inkubiert, sterilfiltriert und 1:10 mit supplementierten RPMI 1640 Medium 

versetzt. 

 

10%iges FCS Medium mit 100 IE/ml rh IL-2 

Komplementinaktiviertes fetales Kälberserum (FCS) wurde sterilfiltriert und 1:10  

Tabelle 4: Chemikalien und sonstige Reagenzien   

    

Produkt Hersteller 

DMSO (Dimethyl Sulfoxid) WAK GmbH, Steinbach 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma Aldrich, Saint Louis 

FACS Flow BD Biosciences 

FACS Rinse BD Biosciences 

FACS Clean BD Biosciences 

Formaldehyde FIX Buffer I BD Biosciences 

Iso Flow Sheath FluidTM Beckman Coulter 

Methanol J.T. Baker, Deventer 

Natriumazid GIBCO®, invitrogen, Paisley 

Trypanblau GIBCO®, invitrogen, Paisley 
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mit supplementierten RPMI 1640 Medium verdünnt und mit 100 U/ml 

rekombinanten (rh) IL-2  versetzt. 

 

10%iges AB Medium mit 100 IE/ml rh IL-2 

Humanes AB Serum  wurde 1:10 mit supplementierten RPMI 1640 Medium 

verdünnt und mit 100 U/ml rh IL-2 gemischt.  

 

Einfriermedium 

Maximal 1x107 Zellen wurden in 900 μl 40%igen FCS-Medium und 900 μl 

20%igen DMSO Medium kryokonserviert.  

 

FACS Trägerlösung 

500 ml Dulbecco´s PBS wurden mit 5 ml inaktiviertes FCS und 1 ml Natrium-

azid (20%ige Lösung) versetzt. 

 

3%iger BSA Puffer (PBS/BSA) 

3 g Bovines Serumalbumin wurden in 100 ml Dulbecco´s PBS gelöst.  

 

MACS Puffer 

500 ml Dulbecco´s PBS wurde mit 5 ml FCS und 5 ml 200 mM EDTA versetzt. 

 

Waschpuffer 

HbSS 10X wurde 1:10 mit Dulbecco´s PBS versetzt. 

 

2.1.4 Antikörper und Farbstoffe 

Folgende Antikörper und Farbstoffe wurden zur immunphänotypischen Analyse 

verwendet. Für Standardfärbungen wurden 10 µl Antikörper pro 1x106 Zellen 

verwendet. 
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Tabelle 5: monoklonale Antikörper     

          

Antigen Spezies Klon Fluorochrom Herstellerfirma 

CD3 Human UCHT1 PC7 Beckman Coulter 

CD14 Human RMO52 PC5.5 Beckman Coulter 

CD16 Human 3G8 ECD Beckman Coulter 

CD19 Human J3-119 Alexa Fluor 700 Beckman Coulter 

CD33 Human P67.6 PerCP Cy5.5 Becton Dickinson 

CD34 Human 8G12 PerCP Cy5.5 Becton Dickinson 

CD34 Human 581 APC Becton Dickinson 

CD45 Human J.33 Krome Orange Beckman Coulter 

CD45 Human 2D1 PerCP Becton Dickinson 

CD45 Human HI30 APC BD Pharmingen 

CD56 Human N901 (NKH-1) ECD Beckman Coulter 

CD112 Human TX31 PE BioLegend 

CD117 Human 104D2 APC Becton Dickinson 

CD155 Human TX24 PE BioLegend 

CD200 Human MRC OX-104 APC BD Pharmingen 

ICAM-1 Human RR1/1 FITC eBioscience 

IgG1/IgG2a Mouse X40/X39 FITC/PE Becton Dickinson 

IgG1 Mouse X40 PerCP Becton Dickinson 

IgG1 Mouse X40 APC Becton Dickinson 

HLA-ABC Human B9.12.1 FITC Beckman Coulter 

MICA/B Human 6D4 PE BD Pharmingen 

TZR-pan-αβ Human WT31 FITC Becton Dickinson 

TZR-pan-γδ Human IMMU510 FITC Beckman Coulter 

TZR Vδ1 Human TS8.2 FITC Thermo Scientific 

TZR Vδ2 Human 15D FITC Thermo Scientific 

TZR Vγ9 Human 7A5 FITC Thermo Scientific 

ULBP1 Human 170818 FITC R&D Systems 
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2.1.5 Laborbedarf 

Das nachfolgend aufgezählte Labormaterial: Mikrotiterplatten (Cellstar®), sterile 

Röhrchen (Cellstar® Tubes), sterile Pipetten (Cellstar®), sterile Pipettenspitzen 

(Plastibrand®), Combitips®, sterile Filter (Minasart Plus < 0.2 µm Membranfilter 

mit GF-Vorfilter), MACS® Pre-Separation Filter, MACS® Separation Columns 

(25 MS Columns und 25 LD Columns), wurden von den folgenden Firmen 

bezogen: Eppendorf (Hamburg), Greiner Bio One (Frickenhausen), Hartenstein 

(Würzburg), Miltenyi Biotech GmbH (Bergisch Gladbach), Sartorius (Göttingen), 

Sarstedt (Nümbrecht), Schleicher  Schuell (Dassel). 

 

2.1.6 Durchflusszytometer und Geräte 

  

FACS Calibur®   4-Farb Analyzer 

Laser:    Argon-Laser, 488 nm, Roter Diodenlaser, 635 nm 

Datenanalyse:  CellQuest 3.0 

Hersteller:   Becton Dickinson, Heidelberg 

 

FACS Navios®   10-Farb-Analyzer  

Laser:    405 nm, 40 mW; 488 nm, 22 mW; 638 nm, 25 mW 

Datenanalyse:  Kaluza 1.2  

Hersteller:   Beckman Coulter, Krefeld 

Tabelle 6: sonstige Antiköper und Farbstoffe   

    

Reagenz Hersteller 

iAnti-phospho-HMG-CoA ReductaseSer872   Millipore, Schwalbach 

CD14 MicroBeads Miltenyi, Bergisch-Gladbach 

FITC konjugierter anti-rabbit IgG Jackson Immun Research, UK 

PKH26 Red Fluorescent Cell Linker KIT  Sigma, Saint Louis 

TO-PRO®-3 iodide - 1mM solution in DMSO Molecular Probes®, Eugene 

    
iunkonjugierter polyklonaler rabbit IgG 
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2.1.7 Humane Primärzellen  

Das Patienten- und Spendermaterial wurde nach vorheriger schriftlicher 

Einwilligung der Studienteilnehmer zwischen Mai 2010 und August 2011 an   

der Medizinischen Klinik und Poliklinik II und dem Institut für Klinische 

Transfusionsmedizin und Hämotherapie der Universitätsklinik Würzburg 

entnommen und pseudonymisiert verarbeitet. Ein positives Votum der 

Ethikkommission der Universität Würzburg (Nr. 65/11 vom 12.04.2011) liegt vor.  

 

Patientenproben und Krankheitsdaten 

Patienten mit de novo oder sekundärer AML mit peripheren Blastenanteil ≥ 60% 

wurden 20 ml heparinisiertes Vollblut im Rahmen von diagnostischen 

Tabelle 7: Geräte     

      

Gerät Gerätetyp Hersteller 

Autoklav Vario Dampfsterilisator Labortechnik, Oberschleißheim 

Brutschrank Hera cell, 5% CO2, 37°C  Heraeus, Hanau 

Kryolagerung Biosafe® Stickstofftank Cryotherm, Kirchen 

  Hera freeze, - 80°C Heraeus, Hanau 

Magnetrührer IKAMAG® RCT IKA GmbH, Staufen 

Mikroskop Stero-Mikroskop Zeis-Winkel, Göttingen 

  Inverses-Mikroskop Hund, Wetzlar 

Pipetten Eppendorf Reseach® Plus Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhilfe Accu-Jet® Braun, Melsungen 

Schüttelinkubator Swip KS-10  Bühler, Bodelshausen 

Sterilbank Biogard 1360-112 Sanford, Maine 

Vortex Vortex Genie 2TM Bender&Hobein, Zürich 

Waagen Präzisionswaage BP 160 Sartorius, Göttingen 

Zellseparator VarioMACS® Miltenyi, Bergisch-Gladbach 

Zentrifugen Rotanta/AP Rotor 5094A Hettich, Tuttlingen 

  Rotanta 460R  Hettich, Tuttlingen 
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Routineeingriffen entnommen. Die Untersuchungen zu Morphologie, 

Immunphänotyp, Zytogenetik und Molekularbiologie der Leukämiezellen 

erfolgten lege artis im Rahmen der Patientenbehandlung. Der HSCT-

spezifische Komorbiditätsindex wurde nach Sorror et al. bestimmt (24, 112).  

 

Spenderlymphozyten 

Zwei freiwilligen gesunden HLA-differenten männlichen Spendern wurden im 

Institut für Transfusionsmedizin der Universitätsklinik Würzburg mittels G-CSF- 

unstimulierter Leukapherese (Cobe Spectra Aphersis System, Gambro BCT, 

Planegg Martinsried) einmalig PBMCs entnommen. 

 

KIR-Liganden-Inkompatibilität   

Alle Studienteilnehmer wurden im Institut für Klinische Transfusionsmedizin 

HLA-typisiert. Jede Patienten-/Spenderkonstellation wurde auf Vorliegen einer 

KIR-Liganden-Inkompatibilität untersucht. Der KIR-Liganden-Mismatch wurde 

definiert als Inkompatibilität zwischen der Expression von Spender-KIRs und 

deren inhibitorischen HLA Klasse 1 Liganden (HLA-C Gruppe 1, HLA-C Gruppe 

2, HLA-Bw4 Allele) auf den Patientenzellen (30). 

 

2.1.8 Humane Zelllinien 

Alle Zelllinien wurden von der Deutschen Stammsammlung für 

Mikroorganismen und Zellkultur (DSMZ), Braunschweig bezogen und nach 

Angaben des Herstellers kultiviert. 

 

 

 

Tabelle 8: Zelllinien     

        

Zellinie DSMZ-Nr. Zelltyp Immunphänotyp 

Daudi ACC 78 Burkittlymphom CD19+, CD20+, CD10+ 

RPMI 8226 ACC 402 Multiples Myelom CD38+, CD138+, CD19- 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Zellkultur 

Alle dargestellten Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen 

(Sterilbank) durchgeführt. Alle Zellen wurden in einem Standardinkubator bei 

37°C und 5% CO2 Atmosphäre kultiviert.  

 

2.2.2 Zell-Separation von Spenderleukaphereseprodukten 

Die Zellseparation wurde unter „Good-Manufacturing-Practice“ (GMP)-

Bedingungen von den Mitarbeitern des Stammzelllabors der Universitätsklinik 

Würzburg durchgeführt. Die Leukapheresate wurden mittels magnetischer 

Zellseparation (Clini-MACS® Depletion Tubing Set der Firma Miltenyi Biotech 

GmbH) TZR αβ (Donor A) und kombiniert TZR αβ/CD19 (Donor B) depletiert. 

Für die genaue Verfahrensweise sei auf die Protokolle des Herstellers 

verwiesen. Eine detaillierte Zusammensetzung der Leukaphereseprodukte vor 

und nach Depletion zeigt Abbildung 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 9: CliniMACS Depletion®   

      

Zellfraktionen           Donor Ai
          Donor Bii 

vor CliniMACS Depletion 

Viabilität (%) 99.35 99.94 

WBC (109) 6.23 3.86 

TZR αβ
+ (109) 

3.92 1.60 

TZR αβ
+ (%) 62.0 41.63 

CD19+ (109) 0.81 0.28 

CD19+ (%) 13.00 7.44 

TZR γδ
+ (109) 0.16 0.041 

TZR γδ
+ (%) 2.58 7.43 
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2.2.3 Vγ9Vδ2 T-Zell-Proliferation und Aufreinigung der Effektorzellen 

Zur Generierung von Vγ9Vδ2 T-Zelllinien wurden TZR αβ und TZR αβ/CD19 

depletierte Leukapheresprodukte verwendet. 1x105 Spender-PBMCs wurden in 

100 µl rh-IL-2-haltigen (100 U/ml) 10%igen AB Serum in 96 Rundbodenplatten 

einmalig mit BrHPP (1 µM) oder ZOL (10 µM) stimuliert und bis zu zehn Tage 

kultiviert. Die PBMCs wurden im Intervall von drei Tagen mit Kulturmedium (25 

µl) restimuliert. Zur Bestimmung der absoluten und relativen Vγ9Vδ2 T-Zell-

expansion wurden die PBMCs lichtmikroskopisch in einer Neubauer-Zähl-

kammer ausgezählt und der relative Anteil von pan γδ T-Zellen, Vδ2-, Vγ9-, 

CD69-, CD16/CD56-, CD14- und CD45-positiven Zellen durchflusszytometrisch  

bestimmt. Dazu wurden mindestens 50.000 Zellen am FACS Navios® 

aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mittels Kaluza Software Version 1.2. 

Lymphozyten wurden entsprechend ihrer Side Scatter (SSC) und CD45 

Expressionseigenschaften detektiert.  

Residuelle CD14 positive Zellen wurden mittels positiver magnetischer 

Zellseparation (MACS) entsprechend den Protokollen des Herstellers (Milteny 

Biotech GmbH, Bergisch-Gladbach) depletiert. Die PBMCs wurden in 25 ml 

Zellfraktionen           Donor Ai
          Donor Bii 

nach CliniMACS Depletion   

Viabilität (%) 85.57 99.95 

WBC (109) 2.11 1.80 

TZR αβ
+  (109) 0.000211  0.0000018 

TZR αβ
+ (%) 0.01 0.001 

CD19+ (109) 7.6 0.00018 

CD19+  (%) 35.99 0.01 

TZR γδ
+ (109) 1.57 0.0333 

TZR γδ
+ (%) 7.43 1.85 

      
iTZR αβ  Depletion; iiTZR αβ/CD19 Depletion 

Abkürzungen: WBC:  white blood cell count (Leukozyten) 
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MACS Puffer gewaschen, mit der angegeben Menge an CD14 MicroBeads 15 

Minuten bei 4°C inkubiert, auf eine magnetische Säule aufgetragen und mittels 

Zellseparator isoliert (Vario MACS® Zellseparator mit MS oder LS Säulen). 

Anschließend wurde der relative Anteil von pan γδ TZR-, CD16/CD56-, CD19-, 

CD14- und CD45-positivern Zellen in der Zielfraktion (= Negativzellfraktion) 

durchflusszytometrisch bestimmt. 

 

2.2.4 Isolierung, Kultivierung und Stimulation von primären AML-Zellen 

Die primären Leukämiezellen wurden Patienten mit de novo oder sekundärer 

AML und peripheren Blastenanteil > 60 % entnommen. Keiner der Patienten er-

hielt zum Zeitpunkt der Blutentnahme eine krankheitsspezifische Therapie. 

Patientenvollblut wurde zur Gewinnung von PBMCs dichtezentrifugiert (Ficoll 

PaqueTM Plus) und bei - 80°C und flüssigen Stickstoff zunächst kryokonserviert. 

Der durchschnittliche Blastenanteil innerhalb der PBMCs betrug 86.37 % ± 2.29 

(Mittelwert ± Standardfehler). Für die Experimente wurden die AML-Zellen 

aufgetaut, tote Zellen mittels Dichtezentrifugation entfernt und in 10%igen FCS 

Medium mit und ohne ZOL (10, 50 µM) 14 Stunden kultiviert und anschließend 

zweimalig mit HbSS gewaschen. 

  

2.2.5 Phänotypische Charakterisierung der AML-Zellen 

Zur Bestimmung der Oberflächenexpression von Killer-aktivierenden und 

inhibierenden Liganden wurden die AML-Zellen mit folgenden humanen 

monoklonalen Antikörpern gefärbt: anti-HLA-ABC (MHC Klasse I), -ICAM1,        

-ULBP1, -MICA/B, -CD200, -CD155 und -CD112. Zusätzlich wurden die AML-

Blasten gegen individuelle leukämiespezifische Oberflächenantigene (CD33, 

CD34, CD117 und CD45) gefärbt. Die durchflusszytometrische Messung 

erfolgte am FACS Calibur®. Dazu wurden mindestens 30.000 Leukämiezellen 

aufgenommen. Die anschließende Datenanalyse erfolgte mittels Cell-Quest 

Software Version 3.0. Die Oberflächenexpression der untersuchten Antigene 

wurde als mean fluorescence intensity (MFI) Ratio, kalkuliert als MFI des 

spezifischen Antikörpers dividiert durch die MFI der korrespondierenden Isotyp-

Kontrolle, angegeben.  
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2.2.6 Bestimmung des Differenzierungsstatus der AML-Zellen 

Der Differenzierungsgrad der Leukämiezellen wurde durchflusszytometrisch 

bestimmt. Entsprechend den SSC und CD45 Expressionseigenschaften wurden 

die AML-Blasten in myeloblastisch (AML-Blasten mit niedriger CD45 und 

negativer CD14 Expression), monoblastisch (AML-Blasten mit intermediärer 

CD45 und positiver CD14 Expression) und myelomonozytär (AML-Blasten mit 

niedriger CD45 und negativer CD14 Expression und ≥ 20 % CD14 positiven 

Monozyten) eingeteilt.  

 

2.2.7 Aktivitätsbestimmung der HMG-CoA-Reduktase mittels Phosflow  

Zum Nachweis des Phosphorylierungsstatus (= Aktivitätszustand) der HMG-

CoA-Reduktase wurden die Leukämiezellen mit und ohne ZOL (50 µM) 14 

Stunden stimuliert,  mit PBS/ BSA gewaschen und 15 Minuten in Formaldehyd 

(formaldehyde FIX Buffer I) bei RT fixiert. Anschließend wurden die Zellen in 

20°C kalten 90%igen Methanol 30 Minuten bei 4°C permeabilisiert, zweimalig 

mit PBS/BSA gewaschen und mit rabbit anti-phospho-HMG-Co-A reductase 

(Ser872) 1:100 für 60 Minuten auf einen Schüttler bei RT inkubiert. Nach 

Abwaschen des Primärantikörpers wurden die AML-Blasten mit FITC-

konjugierten anti-rabbit IgG (1:100) und jeweils zwei leukämiespezifischen 

Zelloberfächenmarkern (jeweils 10 µl) 30 Minuten bei RT inkubiert. Die 

durchflusszytometrische Messung erfolgte am FACS Calibur®. Der Grad der 

Phosphorylierung der HMG-CoA-Reduktase  wurde als MFI Ratio, kalkuliert als 

MFI des spezifischen Antikörpers dividiert durch die MFI der korres-

pondierenden Isotyp-Kontrolle, angegeben. Für die Auswertung wurde die Cell-

Quest Software 3.0 verwendet 

 

2.2.8 Zellulärer Zytotoxizitätsassay 

Für die Bestimmung der Zytotoxizität wurde ein standardisierter durchfluss-

zytometrisch-basierter Zytotoxizitätstest verwendet (113). Die Targetzellen 

wurden zweimal in 1 X PBS gewaschen, in 500 µl Diluent C oder 1 X PBS 

resuspendiert und in einer Endkonzentration von 1:500 mit den kommerziell 

erhältlichen Membranfarbstoff PKH26 nach Anleitung der Herstellerfirma 
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gefärbt. Der Färbeprozess wurde durch Zugabe von einem ml reinen FCS 

neutralisiert, die Targetzellsuspension mit zwei ml 10% FCS Medium aufgefüllt, 

zentrifugiert und zweimalig in HbSS gewaschen. Die PKH26-markierten 

Targetzellen wurden in einer Effektor:Target (E:T) Verhältnis von 1:1, 10:1 und 

50:1 mit Vγ9Vδ2 T-Zellen in 96-V-well Mikrotiterplatten bei 37°C koinkubiert. 

Nach vier Stunden wurde die Zellsuspension mit 1 X PBS auf 400 µl aufgefüllt 

und 15 Minuten mit dem DNA-Farbstoff To-Pro®-3 iodid (1:40) auf Eis inkubiert. 

Die Messung erfolgte am FACS Calibur®. Die spezifische Lyse (%) wurde wie 

folgt kalkuliert: (Totzellzellanteil)/(Totzellzellanteil und Lebendzellanteil) x 100. 

Zur Berechnung der spezifischen Lyse wurde der Spontantotzellanteil (Target-

ohne Effektorzellen) abgezogen (Abbildung 3). 

 

 

 

Abb. 3: Dot-Plot eines repräsentativen Zytotoxizitätassays. 

Kontrolle und E:T Ratio 1:1, Ereignisse im Gate A (PKH26 positiv) entsprechen dem 

Lebendzellanteil, Ereignisse im Gate B (PKH26 und TO-PRO3 positiv) dem Totzellanteil  

 

2.2.9 Statistik 

Das kommerzielle Datenanalyseprogramm GraphPad Prism Version 4.0 (San 

Diego, Kalifornien) wurde zur graphischen und statistischen Auswertung 

verwendet. Alle Daten wurden als Mittelwert ± Standardabweichung (SD) oder 

Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM)  angegeben. Die Messwerte 

der Zytotoxizitätsanalysen entsprechen Zweifachbestimmungen aus denen    

der Mittelwert ± SD kalkuliert wurde. Die statistische Analyse metrischer 

Messgrößen erfolgte mit Hilfe des t Test für paarige oder unpaarige Stichproben 
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oder der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA). Daten mit dichotomen 

Merkmalen wurden mit zweiseitigem Exater-Fisher-Test analysiert. Die 

Nullhypothese (H0) postulierte die gleiche Grundgesamtheit der zu testenden 

Stichproben. Sie wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit P<0.05 aufgegeben 

oder bei P>0.05 beibehalten. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Deskriptive Datenanalyse 

 

Aufgrund der biologischen Variabilität der Erkrankung wurde auf eine Patienten-

selektion verzichtet um trotz der limitierten Fallzahl eine allgemeine Aussage zu 

erzielen. Die akute Promyelozytenleukämie (APL) wurde aufgrund des 

alternativen Behandlungskonzepts in den Untersuchungen nicht berücksichtigt. 

Das untersuchte Patientenkollektiv umfasste neun Frauen und zehn Männer 

(Verhältnis Männer zu Frauen 1.1:1) mit einem medianen Alter von 60 Jahren 

(27- 84 Jahre). 13 Patienten (68 %) wurden mit de novo AML, fünf (26 %) mit 

sekundärer AML aus vorausgegangener Myelodysplasie und ein Patient (5 %) 

mit therapieassoziierter AML diagnostiziert. Die für die Auswertung relevanten 

klinischen Daten (Zytogenetik, Molekularbiologie, HLA-Typisierung, Sensitivität 

gegenüber Chemotherapie) waren für 16 Patienten (84 %) verfügbar. Eine 

Darstellung der demographischen und klinischen Patientenmerkmale zeigt 

Tabelle 10. Alle Patienten ≤ 60 Jahre (42 %) erhielten eine doppelte 

Induktionschemotherapie („7+3“) mit Cytarabin (Ara-C) und Daunorubicin (60 

mg/m2). Eine chemotherapiebasierte PRT (HiDAC) erhielten 11 % der 

Patienten. Bei 67 % der Patienten wurde eine HLA-kompatible allo-HSCT 

durchgeführt. Zwei Patienten (22 %) verstarben während Induktion I. Patienten 

≥ 60 Jahre (53 %) erhielten eine Induktionschemotherapie mit Ara-C und 

Daunorubicin (45 mg/m2) gefolgt von zwei Therapiezyklen mit HiDAC (60 %) 

oder HLA-kompatibler allo-HSCT (20 %). Zwei Patienten (20 %) konnten 

aufgrund therapielimitierender Komorbiditäten keine Induktionschemotherapie 

erhalten.   
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Tabelle 10: Demographische und klinische Patientenmerkmale 
       

UPN Alter HCT-CIi 
AML 

Subtypii 
Zytogenetik 

Molekular- 
biologie 

Chemotherapie- 
sensitivitätiii 

#01 27 1 AML, NOS 47,XX, +21 FLT3-ITD ++ 

#02 54 0 AML, NOS 46,XX NPM1 ++ 

#03 28 0 AML, NOS 46,XX 
FLT3-ITD;  

NPM1 ++ 

#04 78 9 AML, NOS n.b. n.b. n.b. 

#05 77 5 AML, NOS 46,XX normal - 

#06 80 3 MDS assoziiert 46,XY normal ++ 

#07 72 5 MDS assoziiert komplex normal - 

#08 72 2 AML, NOS 47,XX,+21 
FLT3-ITD; 

 NPM1 ++ 

#09 56 0 MDS assoziiert komplex normal ++ 

#10 44 n.b. 
genetische 

Abnormalität Inv16 CBFb-MYH11 n.b. 

#11 31 1 AML, NOS 46,XY FLT3-ITD - 

#12 54 n.b. AML, NOS 46,XY 
FLT3-ITD; 

 NPM1 n.b. 

#13 66 3 MDS assoziiert 46,XX, 5q- MLL-PTD - 

#14 78 3 MDS assoziiert n.b. n.b. n.b. 

#15 41 0 AML, NOS 46,XY normal - 

#16 72 1 AML, NOS komplex MLL-PTD - 

#17 54 4 therapieassoziiert komplex normal ++ 

#18 79 1 
genetische 

Abnormalität 

46,XY, 
t(6;9) 

FLT3-ITD;  
DEK-CAN - 

#19 84 5 AML, NOS komplex normal ++ 

       
i HCT-CI: Hematopoeitic Cell Transplantation-Comorbidity Index (24) 
ii WHO Klassifikation 2008 (114) 
iiiAnsprechen auf Induktionschemotherapie (Ara-C und Daunorubicin) 

       

Abkürzungen: NOS: not otherwise specified, MDS: Myelodysplastisches Syndrom, 

n.b.: nicht bestimmt, UPN: uniforme Patientennummer 
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3.2 Allogene Vγ9Vδ2 T-Zelllinien aus TZR αβ depletierten Leukapherese-

produkten 

 

3.2.1 Proliferation von TZR αβ  depletierten Vγ9Vδ2 T-Zellen  

Zur Generierung standardisierter Vγ9Vδ2-Effektorzelllinien wurden HLA-

inkompatible TZR αβ depletierte Leukaphereseprodukte von zwei gesunden 

unverwandten Spendern verwendet. Die PBMCs der Spender wurden selektiv 

TZR αβ (Donor A) oder kombiniert TZR αβ/CD19 (Donor B) depletiert.            

Die depletierten Spenderzellen wurden mit BrHPP (1 μM) oder Zoledronat  

(ZOL 10 μM) und rekombinanten IL-2 (100 IE) inkubiert. Die Proliferation wurde 

am siebten und zehnten Tag bestimmt. Die maximale absolute und relative 

Vγ9Vδ2 T-Zell-Expansion wurde bei beiden Spendern am zehnten Tag erreicht. 

Der durchschnittliche Anteil TZR Vγ9Vδ2 positiver Lymphozyten lag bei Donor A 

bei 75.26 % ± 2.50 bzw. bei Donor B bei 92.59 % ± 0.97 (Mittelwert ± SEM). 

Eine repräsentative FACS-Analyse einer PAg-stimulierten PBMC-Kultur ist in 

Abbildung 4 dargestellt. 

 

 

 

Abb. 4: Phosphoantigen-induzierte Proliferation von TZR αβ depletierten Vγ9Vδ2 T-Zellen. 

Repräsentative Dot Plots für Donor A und Donor B. Die TZR αβ (Donor A) bzw. TZR αβ/CD19 

(Donor B) depletierte Leukaphereseprodukte wurden mit IL-2 (100 U/ml) und 1 µM 

Bromohydrinpyrophosphat (BrHPP) 10 Tage koinkubiert. Der relative Anteil an Vγ9Vδ2 T-Zellen 

wurde vor und nach Stimulation durchflusszytometrisch bestimmt. Die dargestellten Analysen 

sind repräsentativ für 19 (Donor A) und 14 (Donor B) unabhängige Proliferationsassays. 
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3.2.2 Zytotoxische Aktivität von TZR αβ depletierten Vγ9Vδ2 T-Zellen  

Zur Überprüfung der Effektorfunktion von TZR αβ
 
 depletierten Vγ9Vδ2 T-Zellen 

wurde die zytotoxische Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber den Vγ9Vδ2 T-

Zell-sensitiven Zelllinien Daudi (Burkittlymphom) und RPMI 8226 (Multiples 

Myelom) bestimmt. Erwartungsgemäß zeigte sich eine normale Reaktivität TZR 

αβ depletierter Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber Daudi und RPMI 8226 Zellen 

(Abbildung 5). 

 

 

 

Abb. 5: Zytotoxische Aktivität TZR αβ depletierter und PAg-expandierter Vγ9Vδ2 T-Zellen 

gegenüber Daudi-Zellen. 

Die spezifische Lyse ist dargestellt als Mittelwert ± SD für die angegebene E:T Ratio. 

Die Zytotoxizitätsanalysen sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 

Ähnliche Zytotoxizitätsprofile wurden gegenüber der Zelllinie RPMI 8226 beobachtet. 

 

 

3.3  Natürliche Antileukämieantwort von HLA-inkompatiblen Vγ9Vδ2 T-

Zellen  

 

3.3.1 Suszeptibilität primärer AML Zellen gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen 

Zur Bestimmung der antileukämischen Aktivität HLA-inkompatibler Vγ9Vδ2 T-

Zellen gegenüber AML-Blasten wurden standardisierte Zytotoxizitätsanalysen 

durchgeführt. Die AML-Zellen wurden 19 Patienten mit unterschiedlichen AML-

Subtypen entnommen. Als Effektorzellen dienten die in Kapitel 3.2 dargestellten 

PAg-reaktiven Vγ9Vδ2 T-Zelllinien. Wie in Abbildung 6 dargestellt zeigte sich 
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eine hochvariable Zytotoxizität zwischen 2.91 % - 56.26 % (E:T Ratio 50:1).  

Die nachfolgenden Angaben zur prozentualen spezifischen Lyse beziehen sich    

auf ein E:T Verhältnis von 50:1. Die antileukämische Aktivität lag 

durchschnittlich bei 15.55 % ± 2.94 (Mittelwert ± SEM). Zur Beurteilung der 

Suszeptibilität der AML-Zellen gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen wurden Leukämien 

mit einer spezifischen Lyse ≥ 15 % als Vγ9Vδ2 T-Zell-empfindlich bzw. 

Leukämien mit einer spezifischen Lyse < 15 % als Vγ9Vδ2 T-Zell-resistent 

gewertet. Innerhalb der 19 untersuchten Patientenproben waren sieben 

Leukämien (37 %) empfindlich bzw. zwölf Leukämien (63 %) resistent 

gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen. Zur Überprüfung der Spenderunabhängigkeit der 

beobachteten Ergebnisse wurden 14 von 19 Leukämien gegenüber Donor B 

getestet. Die ermittelten Zytotoxizitätsprofile zeigten eine Übereinstimmung in 

13 von 14 Analysen (91 %). 

 

 

 

Abb. 6: Natürliche antileukämische Aktivität von allogenen Vγ9Vδ2 T-Zellen. 

Das zytotoxische Potenzial von Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber AML-Zellen (n = 18, Donor A;         

n = 14 Donor B) ist dargestellt als Boxplot für das angegebene E:T Verhältnis. Die senkrechte 

Linie gibt den Median an. Die Mittelwerte der spezifischen Lyse zwischen Donor A und B 

unterscheiden sich nicht signifikant (t test, p≥0.05). 

 

3.3.2 Zelloberflächenexpression Killer-aktivierender und inhibierender 

Liganden auf primären AML-Zellen 

Das zytotoxische Potenzial von Vγ9Vδ2 T-Zellen wird neben der TZR-

abhängigen Erkennung von PAg, TZR-unabhängig über Killer-aktivierende und 
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inhibierende Rezeptor-Liganden Interaktionen reguliert. Die Leukämiezellen 

wurden daher auf eine Oberflächenexpression NK- bzw. Vγ9Vδ2 T-Zell-

aktivierender bzw. inhibierender Kandidatenantigene untersucht. Es zeigte sich 

eine interindividuell heterogene Expression der untersuchten Kandidaten-

antigene mit Ausnahme einer signifikanten Koexpression von CD112 und 

CD155 (P<0.05) sowie einer inversen Koexpression von CD112 und ULBP1 

(P<0.01) (Abbildung 7). 

 

 

Abb. 7: Zelloberflächenexpression von Killer-aktivierenden und inhibierenden Liganden 

auf primären AML-Zellen. 

Die AML-Blasten wurden gegen die spezifische Antigene und zwei leukämiespezifische 

Oberflächenmarker (z.B. CD34 und CD33) gefärbt. Die MFI wurde am FACS Calibur bestimmt 

und die MFI Ratio anschließend kalkuliert. UPN: uniforme Patientennummer. 
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3.3.3 Korrelation zwischen der antileukämischen Aktivität von Vγ9Vδ2 T-

Zellen und der Expression Killer-aktivierender und inhibierender 

Liganden  

Zur statistischen Vergleichbarkeit der Oberflächenexpressionsdichte der 

dargestellten Killer-aktivierenden und inhibierenden Liganden mit den in Absatz 

3.3.1 gemessenen Zytotoxizitäten wurde die Expression der Kandidaten-

antigene basierend auf der kalkulierten MFI Ratio als negativ (MFI Ratio < 5), 

intermediär (MFI Ratio 5-10) und hoch (MFI Ratio > 10) klassifiziert. Wie in 

Abbildung 8 dargestellt zeigten 21 % aller Leukämien eine intermediäre bis 

hohe ULBP1-Expression. ICAM1 wurde bei 16 %, CD112 bei 63 %, CD155    

bei 44 % und CD200 bei lediglich 10 % aller Leukämien exprimiert. Die 

Expression von MICA/B war konsistent negativ. 

 

 

 

Abb. 8: Relativer Anteil an Leukämien mit intermediärer und hoher Oberflächen- 

expression von Killer-aktivierenden bzw. inhibierenden Liganden. 

Die Oberflächenexpression wurde anhand der absoluten Werte der MFI Ratios in negativ (MFI 

Ratio ≤ 5), intermediär (MFI Ratio 5-10) und hoch (MFI Ratio ≥ 10) eingeteilt. Für die 

Darstellung wurden nur MFI Ratio Werte ≥ 5 berücksichtigt.  

 

Im Folgenden wurde in Kontingenzanalysen der Zusammenhang zwischen der 

beobachteten Zytotoxizität und der Oberflächenexpression der Kandidaten-

antigene untersucht. Dabei zeigte sich keine Korrelation für ICAM1, MHC 

Klasse 1, CD155 und CD200. Dagegen korrelierte die Expression von ULBP1 

positiv (P=0.009; Odds Ratio: 32.1) und die Expression von CD112 (Nektin-2) 
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negativ (P=0.010; Odds Ratio: 0.038) mit der beobachteten zytotoxischen 

Reaktivität allogener Vγ9Vδ2 T-Zellen.  

 

3.3.4 Korrelation zwischen der Antileukämieantwort von Vγ9Vδ2 T-Zellen 

und der KIR-Liganden-Inkompatibilität zwischen Patienten und 

Spendern 

Wie in Absatz 1.1.5 dargestellt zeigten präklinische und klinische Studien im 

haploidenten Transplantationssetting einen therapeutischen Vorteil bei NK-Zell- 

KIR-Liganden-Inkompatibilität zwischen Donor und Akzeptor. Im Folgenden 

wurden daher alle verfügbaren Patienten-Spender-Konstellationen auf einen 

KIR-Liganden-Mismatch untersucht und mit der beobachteten Vγ9Vδ2 T-Zell-

vermittelten Zytotoxizität verglichen (Tabelle 12).  

Innerhalb der auswertbaren Spender-Patienten-Konstellationen (79%) lag in 

60% ein KIR-Liganden-Mismatch in GvH/GvL-Richtung vor. Allerdings zeigte 

sich keine Korrelation mit der antileukämischen Aktivität allogener Vγ9Vδ2 T-

Zellen (P>0.05). 

 

 

 

Tabelle 11: Expression killer-aktivierender und -inhibierender Liganden 

Innerhalb Vγ9Vδ2 T-Zell-empfindlicher und resistenter AML-Blasten (%)i 

     

Oberflächenmarker 
Vγ9Vδ2 T-Zell- 

empfindlich (%) 
Vγ9Vδ2 T-Zell- 
resistent (%) 

P 
 

ULBP1 57 0 0.009  

MICA/B 0 0 -  

CD112 (Nektin-2) 28  83 0.010  

CD155 (PVR) 14  58 0.147  

CD200 0 17 0.508  

MHC Klasse I 100  100 -  

ICAM1 14  17 1.000  

     
iberücksichtigt wurden nur Oberflächenexpressionen MFI Ratio ≥ 5 
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Tabelle 12:  KIR-Liganden-Mismatch zwischen Patienten und 
Spendern (GvH/GvL)   

     

UPN Donor A Donor B 
Vγ9Vδ2 T-Zell- 
Zytotoxizität 

#1 — HLA-C group 2 + - 

#2 HLA-Bw4 HLA-C group 2 + + 

#3 HLA-C-group 1 HLA-C group 1 - - 

#4 n.b. n.b. + + 

#5 n.b. n.b. - - 

#6 HLA-Bw4 HLA-C group 2 - - 

#7 — — - - 

#8 — HLA-C group 2 - - 

#9 HLA-Bw4 — - - 

#10 — — - - 

#11 HLA-Bw4 — + + 

#12 — — - - 

#13 — — - - 

#14 n.b. n.b. - - 

#15 — HLA-C group 2 - - 

#16 — — + + 

#17 HLA-Bw4 HLA-C group 2 + + 

#18 n.b. n.b. - - 

#19 — — + + 

     

- kein KIR-L-Mismatch zwischen Patient und Spender 

Abkürzungen: KIR-L: killer Ig-like receptor ligand, GvH: graft 

vs. host,  GvL: graft vs. leukemia,  n.b.: nicht bestimmt 
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3.4. Induktion der Antileukämieantwort von Vγ9Vδ2 T-Zellen durch 

Zoledronat-induzierte Hemmung des Mevalonatmetabolismus der 

AML-Blasten 

 

Im vierten Experimentalteil der Arbeit wurde die Möglichkeit untersucht           

die Zytotoxizität von Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber primären AML-Blasten 

pharmakologisch zu steigern bzw. zu induzieren. Mehrere Publikationen 

konnten bisher zeigen, dass hämatopoetische und solide Tumorzellen nach 

Vorbehandlung mit ABP wie beispielsweise ZOL von Vγ9Vδ2 T-Zellen effizient 

lysiert werden können. Vγ9Vδ2 T-Zellen erkennen Tumorzellen TZR-abhängig 

durch auto-PAg des MVA-Metabolismus der Cholesterol- und Isoprenoid-

biosynthese. Die ABP-vermittelte Hemmung der FFP-Synthase führt zur 

konsekutiven intrazellulären Akkumulation von IPP/Apppl. 

 

3.4.1 Direkter zytotoxischer Effekt von Zoledronat auf AML-Blasten 

Zum Ausschluss einer direkten zytotoxischen Aktivität von ZOL wurden die 

primären AML-Zellen mit und ohne ZOL (10, 50 µM) 14 Stunden in IL-2-haltigen 

Kulturmedium koinkubiert. Anschließend wurde die Zellviabilität der Leukämie-

zellen lichtmikroskopisch und durchflusszytometrisch bestimmt. Keine der 

getesteten ZOL-Konzentrationen führte nach 14 Stunden zu einer signifikanten 

Verminderung der Zellviabilität (Abbildung 9). 

 

 

 

Abb. 9: Zellviabilität von AML-Blasten nach 14-stündiger Koinkubation mit Zoledronat. 
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Die Zellviabilität ist dargestellt als Mittelwert ± SEM von Duplikaten, n=19. Die Mittelwerte der 

Zellviabilität unbehandelter und behandelter AML-Blasten unterscheiden sich nicht signifikant 

(ANOVA Signifikanztest P>0.05). 

 

3.4.2 Zoledronat-induzierte Zytotoxizität allogener Vγ9Vδ2 T-Zellen gegen-

über primären AML-Blasten 

Die folgenden Experimente untersuchten die Zytotoxizität allogener Vγ9Vδ2 T-

Zellen gegenüber ABP-vorbehandelten AML-Blasten. Eine kontinuierliche      

14-stündige Stimulation der Leukämiezellen mit ZOL resultierte in einer 

signifikanten konzentrationsabhängigen Zunahme der zytotoxischen Aktivität 

von Vγ9Vδ2 T-Zellen. Die durchschnittliche spezifische Lyse ZOL 10 µM        

und ZOL 50 µM vorbehandelter AML-Blasten betrug 25.24 % ± 3.91 bzw.    

35.93 % ± 4.39 (Mittelwert ± SEM). Die durchschnittliche zytotoxische Aktivität 

war 1.6-fach (ZOL 10 µM) bzw. 2.3-fach (ZOL 50 µM) gesteigert gegenüber der 

Kontrollgruppe (Abbildung 10). 

 

 

 

Abb. 10: Zoledronat-abhängige Zytotoxizität von Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber primären 

AML-Blasten. 

Konzentrationsabhängige Zunahme der zytotoxischen Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber 

Zoledronat (ZOL)-vorbehandelten AML-Blasten dargestellt als Box-Whisker-Plots für eine E:T 

Ratio von 50:1. Die horizontale Linie entspricht dem Median. Die AML-Zellen (n = 19 für Donor 

A, n = 14 für Donor B) wurden 14 h mit und ohne ZOL koinkubiert. Anschließend wurden 

Zytotoxizitätsanalysen durchgeführt. Die Mittelwerte der spezifischen Lyse unbehandelter und 

ZOL 50 µM vorbehandelter AML Zellen unterscheiden sich signifikant bei Donor A und Donor B 

(ANOVA Signifikanztest, **P<0.01 vs. unbehandelt, 
‡
P<0.001 vs. unbehandelt). Die Mittelwerte 
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der spezifischen Lyse zwischen ZOL 10 und 50 µM unterscheiden sich signifikant bei Donor B 

(ANOVA Signifikanztest, *P<0.05 vs. ZOL 10 µM).  

 

Interessanterweise zeigten die untersuchten unbehandelten und ZOL-      

vorbehandelten primären AML-Blasten unterschiedliche, spenderunabhängige 

Zytotoxizitätsmuster (Abbildung 11). 

 

 

 

Abb. 11: Heterogene Vγ9Vδ2 T-Zell-vermittelte Zytotoxizität gegenüber unbehandelten 

und Zoledronat-vorbehandelten AML-Blasten. 
Die Zytotoxizität ist dargestellt als spezifische Lyse ± SD. Die Daten sind repräsentativ für 19 

(Donor A) und 14 (Donor B) unabhängige Experimente.   

 

Basierend auf den Ergebnissen der Zytotoxizitätsmessungen konnten drei 

Reaktionsgruppen unterschieden werden. Leukämien der Gruppe 1 (37 %) 

zeigten eine natürliche Suszeptibilität gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen. Leukämien 

der Gruppe 2 (32 %) zeigten keine intrinsische Empfindlichkeit gegenüber 

Vγ9Vδ2 T-Zellen. Allerdings bewirkte die Vorbehandlung der AML-Zellen mit 

ZOL eine signifikante dosisabhängige Zunahme der zytotoxischen Aktivität von 

Vγ9Vδ2 T-Zellen. Die spezifische Lyse ZOL 10 µM und ZOL 50 µM 

vorbehandelter AML-Blasten war 3.5- bzw. 6-fach gesteigert gegenüber der 

unbehandelten Kontrollgruppe. Die übrigen Leukämiezellen der Gruppe 3      

(31 %) zeigten keine natürliche und nur geringe ABP-induzierte Empfindlichkeit 

gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen. Die Leukämien der Gruppe 3 wurden daher als 

refraktär klassifiziert (Abbildung 12).  
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Abb. 12: Unterschiedliche Suszeptibilität unbehandelter und Zoledronat-vorbehandelter 

AML-Basten gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen. 

Antileukämische Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen (Donor A) gegenüber natürlichen und           

ZOL-vorbehandelten AML-Blasten, dargestellt als Streudiagramm für eine E:T Ratio von 50:1.       

Die getesteten AML-Proben wurden den angegebenen Reaktionsgruppen zugeteilt. Die 

horizontalen Linien entsprechen dem Mittelwert. Die Mittelwerte der spezifischen Lyse 

unbehandelter und ZOL 10 µM und 50 µM vorbehandelter Leukämiezellen unterscheiden sich in 

Gruppe 2 signifikant (ANOVA, Signifikanztest, *p<0.05 vs. unbehandelt und ZOL 10 µM, 

‡
p<0.001 vs. unbehandelt.). Die Mittelwerte der spezifischen Lyse unterscheiden sich signifikant 

in Gruppe 3 (ANOVA, Signifikanztest, *P<0.05 vs. ZOL 50 µM). 

 

3.4.3 Aktivität des Mevalonatmetabolismus in Zoledronat-sensitiven und 

resistenten AML-Blasten 

Die Suszeptibilität ABP-behandelter Tumorzellen gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen 

ist mutmaßlich von der Aktivität des MVA-Metabolismus abhängig. Die HMG-

CoA-Reduktase, das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Cholesteol- und 

Isoprenpoidbiosynthese, reguliert die Aktivität des MVA-Metabolismus. Da die 

in Absatz 3.4.2 dargestellten Ergebnisse auf eine unterschiedliche Aktivität des 
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MVA-Stoffwechselwegs hindeuten, wurde in den nachfolgend aufgeführten 

Experimenten der Phosphorylierungsstatus (= Enzymaktivität) der HMG-CoA-

Reduktase mittels Phosflow-Technologie untersucht. Der Phosphorylierungs-

status unbehandelter AML-Zellen aller drei Reaktionsgruppen zeigten keine 

signifikanten Unterscheide. Allerdings konnte nach 14-stündiger Stimulation mit 

50 µM ZOL eine signifikante Abnahme der Phosphorylierung der HMG-CoA-

Reduktase bei ZOL-sensitiven AML-Blasten (Reaktionsgruppe 2) beobachtet 

werden. Dagegen zeigten ZOL-resistente und hyporesponsive AML-Blasten 

keine signifikante Aktivitätsänderung der HMG-CoA-Reduktase (Abbildung 13). 

 

 

 

Abb. 13: Aktivität der HMG-CoA Reduktase nach Stimulation mit Zoledronat in ZOL-

responsiven und refraktären AML-Zellen. 
Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM der prozentualen Veränderung der MFI Ratio zur 

unbehandelten Kontrollgruppe (= 100 %) jeder Reaktionsgruppe; n = 3. Die Leukämiezellen 

wurden 14 Stunden mit 50 µM ZOL koinkubiert. Der Phosphorylierungsgrad der HMG-CoA-

Reduktase wurde anschließend mittels Phosflow-Technologie durchflusszytometrisch bestimmt. 

In Gruppe 2 zeigte sich eine signifikante Abnahme der Phosphorylierungsstatus der HMG-Co-

Reduktase (P<0.05, t test).  

 

3.4.4 Korrelation zwischen der antileukämischen Aktivität von Vγ9Vδ2 T- 

Zellen und dem Differenzierungsstatus der AML-Blasten 

Im Folgenden wurde der Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsstatus 

der Leukämiezellen und der natürlichen und ABP-induzierten Zytotoxizität von 

Vγ9Vδ2 T-Zellen untersucht. Der Differenzierungsgrad der AML Blasten wurde 
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anhand der CD45 und CD14 Oberflächenexpression der Leukämiezellen 

durchflusszytometrisch bestimmt und den beobachteten Reaktionsgruppen 

zugeordnet. In Reaktionsgruppe 1 waren alle monoblastisch-differenzierten 

AML-Blasten vertreten, die eine hohe Expression des NKG2D-Liganden ULBP1 

aufwiesen (n = 3). Alle myelo-monozytär-differenzierten Leukämiezellen (n = 5) 

fanden sich in der ZOL-sensitiven Reaktionsgruppe 2. Dagegen konnte die 

überwiegende Mehrheit der myeloblastischen AML-Blasten der refraktären 

Reaktionsgruppe 3 zugeordnet werden (Abbildung 14, Tabelle 13). 

  

 

 

Abb. 14: Zuordnung des Differenzierungsstatus der Leukämiezellen zu den beobachteten 

Reaktionsgruppen. 
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an AML Proben innerhalb einer Reaktionsgruppe (Gruppe 

1: n = 7; Gruppe 2: n = 6; Gruppe 3: n = 6). 

 

Tabelle 13: ULBP1 Expression, AML- Differenzierung und Ansprechen 

primärer AML Blasten auf Vγ9Vδ2 T Zellen 

   

UPN 
ULBP1 

Expressioni 
Differenzierungs- 

grad 
Ansprechen auf 
Vγ9Vδ2 T-Zellen 

#1 2.6 myeloblastisch Gruppe 1 

#2 7.1 myeloblastisch Gruppe 1 

#3 1.6 myeloblastisch Gruppe 3 

#4 2.3 myeloblastisch Gruppe 1 

#5 1.3 myeloblastisch Gruppe 3 

#6 1.2 myelo-monozytär Gruppe 2 

#7 0.7 myelo-monozytär Gruppe 2 
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#8 1.5 myeloblastisch Gruppe 3 

#9 1.2 myelo-monozytär Gruppe 2 

#10 1.4 myelo-monozytär Gruppe 2 

#11 2.4 myeloblastisch Gruppe 1 

#12 1.6 myeloblastisch Gruppe 3 

#13 1.3 myelo-monozytär Gruppe 2 

#14 1.4 myeloblastisch Gruppe 2 

#15 1.0 myeloblastisch Gruppe 3 

#16 6.6 monoblastisch Gruppe 1 

#17 12.6 monoblastisch Gruppe 1 

#18 1.1 myeloblastisch Gruppe 3 

#19 16.4 monoblastisch Gruppe 1 

    

 iWerte entsprechen der MFI Ratio   
Abkürzungen: UPN: uniforme Patientennummer 
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4 Diskussion 

4.1 Stellenwert von Spenderlymphozyten der natürlichen Immunantwort 

im Transplantations- und Nicht-Transplantationssetting  

Die AML ist die häufigste Indikation für eine allo-HSCT. Die Anzahl allogen-

stammtransplantierter AML-Patienten ist in den letzten 15 Jahren insbesondere 

durch die Berücksichtigung HLA-kompatibler unverwandter Stammzellspender 

und Nabelschnurblutstammzellen (UCB) stetig angestiegen (115). Allerdings 

steht ein verwandter bzw. unverwandter HLA-kompatibler Stammzellspender 

nur für 25 % bzw. 60 bis 70 % der Patienten zur Verfügung (116). Die 

unverwandte UCB-Transplantation ist auch bei geringerer HLA-Kompatibilität      

zwischen Empfänger und Spender möglich aber aufgrund der nur begrenzt 

verfügbaren Zellzahl nicht für jeden erwachsenen Patienten geeignet (117, 

118). Da theoretisch jeder Patient ein haploidentes Familienmitglied 

nachweisen kann, stellt die haplo-HSCT vor allem für Patienten mit dringlicher 

Transplantationsindikation ohne verfügbaren HLA-kompatiblen Spender eine 

sinnvolle Alternative dar (119-121). Trotz erheblichen Fortschritten in der  

Transplantataufbereitung ist die haplo-HSCT mit einer hohen GvHD-Inzidenz 

und insbesondere aufgrund der verzögerten Immunrekonstitution mit zum Teil 

letalen (Virus)-Infektionen (Cytomegalievirus [CMV]-Reaktivierungen) assoziiert 

(122). Da bisher mehrere klinische Studien zeigen konnten, dass Spender-

lymphozyten der natürlichen Immunantwort, insbesondere KIR-Liganden-

inkompatible NK-Zellen, objektive Remissionen erzielen können, nutzen 

innovative Transplantationsstrategien und adoptive Immuntherapien allogene 

NK- und γδ T-Zellen um eine potente Antileukämieantwort zu induzieren (29-31, 

33, 123, 124). Die bisher im haploidenten Transplantationssetting verwendeten 

CD3-depletierten Stammzellpräparate berücksichtigen allerdings das anti-

infektive und antileukämische Potenzial von Vγ9Vδ2 T-Zellen nicht. Um 

Transplantate mit Spenderlymphozyten zu generieren, die einen hohen Anteil 

an natürlichen Effektorzellen (NK- und γδ T-Zellen) bzw. geringen Anteil von 

konventionellen αβ T-Zellen beinhalten werden aktuell verschiedene Depletions-
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strategien verfolgt. Smetak et al. konnten zeigen, dass durch kombinierte 

Depletion von CD4 und CD8 positiven αβ T-Zellen biologisch aktive „innate 

lymphocytes“ (NK- und Vγ9Vδ2 T-Zellen) passiv angereichert werden können 

(125). In einer kürzlich publizierten Arbeit konnten Wilhelm et al. zudem 

nachweisen, dass haploidente Vγ9Vδ2 T-Zellen aus CD4 und CD8 depletierten 

Leukaphereseprodukten erfolgreich adoptiv transferiert und in vivo expandiert 

werden können (124). Ein ähnlicher Ansatz der ex vivo Manipulation von 

Stammzellprodukten zielt auf die selektive Depletion von TZR αβ T-Zellen 

mittels direkter Antikörper gegen den TZR αβ (126, 127). Die zusätzliche 

simultane Depletion CD19-positiver B-Zellen dient der Prävention einer 

transplantationsassoziierten lymphoproliferativen B-Zell-Neoplasie (PTLD). 

Derzeit untersuchen mehrere Phase I/II Studien die Effektivität einer TZR 

αβ/CD19 depletierten haplo-HSCT bei pädiatrischen und adulten Patienten mit 

rezidivierten und refraktären hämatologischen Neoplasien. Die bisher 

veröffentlichten klinischen Daten zeigen, dass TZR αβ/CD19 depletierte 

Stammzellprodukte zu einem stabilen Engraftment und frühen Immun-

rekonstitution führen bzw. mit einem geringen akuten und chronischen GvHD-

Risiko verbunden sind (123, 128). Der Nutzen von haploidenten TZR αβ/CD19 

depletierten Spenderlymphozyten im Nicht-Transplantationssetting bzw. die in 

vivo Expansion von adoptiv transferierten TZR αβ/CD19 depletierten Vγ9Vδ2 T-

Zellen ist allerdings bisher noch nicht im Rahmen klinischer Studien untersucht 

worden.  

 

4.2 Stellenwert des NKG2D-Signalwegs in der Antileukämieantwort von 

allogenen Vγ9Vδ2 T-Zellen  

Vγ9Vδ2 T-Zellen spielen in der afferenten Phase der Immunantwort eine 

essentielle Rolle, da sie infektiöse und metabolisch transformierte Zellen über 

stressinduzierte Antigene erkennen und ohne klonale Expansion effizient  

lysieren können (40). Mehrere Arbeitsgruppen konnten bisher zeigen, dass die 

Oberflächenexpression der stressinduzierten NKG2DL MICA, MICB und 

insbesondere ULBP1 auf hämatopoetischen Tumorzelllinien bzw. primären 

Tumorzellen mit der Zytotoxizität von NK-Zellen und Vγ9Vδ2 T-Zellen korreliert 
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(84, 86). Allerdings sind die bisher veröffentlichten Daten vor allem im Hinblick 

auf die NKG2DL-Expression primärer AML-Zellen uneinheitlich. Während die 

Arbeiten von Pende et al. und Gertner-Dardenne et al. einen MICA-, MICB-

negativen AML-Phänotyp mit niedriger ULBP1 Expressionsdichte beschreiben, 

fand die Arbeitsgruppe von Alexander Steinle eine hohe Frequenz MICA-

positiver primärer Leukämiezellen (34, 83, 89). Bei dem in dieser Arbeit 

untersuchten Patientenkollektiv zeigte sich eine ähnliche variable NKG2DL-

Expression. Während 21 % der untersuchten Leukämien ULBP1 koexprimierten 

konnte bei keiner Leukämie eine relevante Oberflächenexpression für MICA/B 

nachgewiesen werden. In der Gruppe der ULBP1- positiven Leukämien zeigten 

in dieser Arbeit ausschließlich monozytär-differenzierte AML-Blasten eine hohe 

ULBP1-Expressionsdichte. Diese Ergebnisse bestätigen bisher publizierte 

Daten, die eine Korrelation zwischen dem Zelldifferenzierungsgrad von AML-

Blasten und der Oberflächenexpression von ULBP1 beschreiben (86, 129).   

Die Expression von ULBP1 ist daher möglicherweise myeloischen Zellen 

vorbehalten, die in einem späteren Reifungsstadium maligne transformieren. 

Allerdings sind NKG2DL und insbesondere ULBP1 keine tumorspezifischen 

Antigene (TSA), da sich auch in normalen hämatopoetischen, lymphoretikulären 

und epithelialen Zellen Transkripte von ULBP1 bzw. eine Oberflächen-

expression von ULBP1 nachweisen lässt (81, 129). Der immunologische 

Stellenwert der ULBP-Expression auf reifen Knochenmarks- bzw. peripheren 

Blutzellen (Monozyten, Granulozyten und B-Lymphozyten) ist bisher ebenfalls 

noch nicht geklärt.  

Die Arbeitsgruppe von Anita Gomes und Bruno Silva-Santos konnte zeigen, 

dass die Expression von ULBP1 mit der zytotoxischen Aktivität von Vγ9Vδ2 T-

Zellen gegenüber primären Lymphom-, B- und T-Zell-Leukämiezellen bzw.  

Zelllinien (HL-60, Molt-4, Jurkat) korreliert (84). Darüber hinaus konnte ULBP1 

in einer Reihe von Genexpressionsanalysen als prädiktiver Biomarker 

identifiziert werden, der die Suszeptibiliät primärer Leukämie- und Lymphom-

zellen bzw. hämatopoetischer Tumorzelllinien gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen 

bestimmt (130). Lanca et al. konnten mit spezifischer Rezeptorblockade 

nachweisen, dass die untersuchten Zelllinien TZR-unabhängig über den 
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NKG2D-Signalweg lysiert wurden. In Genexpressionsanalysen konnte darüber 

hinaus nachgewiesen werden, dass die mRNA-Expression von ULBP1 in 

Vγ9Vδ2 T-Zell-empfindlichen Leukämie- und Lymphomzelllinien signifikant 

höher war als in Vγ9Vδ2 T-Zell-resistenten Zelllinien. ShRNA induzierte 

Gensuppression von ULBP1 führte zu einer signifikanten Reduktion (ca. 50%) 

der Vγ9Vδ2 T-Zell-vermittelten Zytotoxizität. Die Autoren schlussfolgerten, dass 

die zytotoxische Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber AML-Zelllinien neben 

dem NKG2D-Signalweg möglicherweise auch über andere Killer-aktivierende 

Rezeptoren wie beispielsweise DNAM1 induziert wird (84). Die Ergebnisse der 

vorgelegten Arbeit scheinen diese Beobachtungen teilweise zu bestätigen. Die 

Antileukämieantwort allogener Vγ9Vδ2 T-Zellen war gegenüber AML-Zellen mit 

Koexpression von ULBP1 signifikant gesteigert. Allerdings wurden auch AML-

Blasten lysiert die kein ULBP1 exprimierten. Da sich keine positiven 

Korrelationen zwischen der Oberflächenexpression der DNAM1-Liganden 

CD112 und CD155 bzw. ICAM1 und der beobachteten Zytotoxizität zeigten, 

liegt die Vermutung nahe, dass die Vγ9Vδ2 TZR-abhängige Erkennung von 

auto-PAg neben dem NKG2D-Signalweg eine wesentliche Rolle in der 

antileukämischen Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen spielt. 

Die NKG2D-Signalkaskade hat einen herausragenden Stellenwert in der 

Immunüberwachung („Immunosurveillance“). Guerra et al. konnten zeigen, dass 

transgene NKG2D-defiziente Mäuse signifikant häufiger maligne Tumore 

entwickelten als NKG2D-exprimierende Wildtyp-Mäuse (131). Allerdings 

induzieren Tumore Strategien, sich dem NKG2D-Signalweg zu entziehen (132). 

Diese Annahme wird durch die Beobachtung erklärt, dass insbesondere NK-

Zellen aber auch Vγ9Vδ2 T-Zellen von Patienten mit hämatologischen und 

soliden Neoplasien einen herabregulierten NKG2D-Rezeptor aufweisen (133). 

Eine Untersuchung von Salih et al. konnte zeigten, dass die Sera von 205 

Leukämiepatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöhte Spiegel löslicher 

NKG2DL enthielten. Die Arbeitsgruppe konnte zudem zeigen, dass die löslichen 

NKG2DL für die Herabregulation des NKG2D-Rezeptors bzw. für die fehlende 

NK-Zell-Reaktivität verantwortlich waren (134). Diese Beobachtungen stellen 

wahrscheinlich einen entscheidenden Mechanismus der Immunevasion dar 
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(135). Eine von Gertner-Dardenne et al. publizierte Arbeit scheint diese Theorie 

für Vγ9Vδ2 T-Zellen möglicherweise indirekt zu bestätigen. In spezifischen 

Blockierungsexperimenten ließ sich keine Beteiligung des NKG2D-Signalwegs 

an der zytotoxischen Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber autologen    

AML-Blasten nachweisen obwohl eine zu dieser Arbeit vergleichbare   

NKG2DL-Expression vorlag. Dagegen war die Zytotoxizität nach Blockade des 

Vγ9Vδ2 TZR bzw. DNAM1-Rezeptors signifikant reduziert (34). Allerdings 

wurden die autologen Vγ9Vδ2 T-Zellen nicht auf eine mögliche Herabregulation         

des NKG2D-Rezeptor untersucht. Allogene NK- und Vγ9Vδ2 T-Zellen 

immunkompetente Spender zeigen keine NKG2DL-vermittelte Rezeptor-

modulation und sind daher möglicherweise in der Lage residuelle NKG2DL-

exprimierende Leukämiezellen über den NKG2D-Signalweg zu lysieren.         

Da allerdings auch tumorpromovierende Zytokine wie TGF-β und das 

Tumormikromilieu mit regulatorischen T-Zellen (TREGs) und myeloischen 

Suppressorzellen (MDSC) in der Lage sind die NKG2D-vermittelte Antitumor-

immunität zu regulieren, müssen in vivo Untersuchungen zeigen, welcher 

Stellenwert der NKG2D-Signalkaskade in der Erkennung und Eliminierung von 

residuellen Leukämiezellen zukommt (136-138). 

Für die übrigen untersuchten Kandidatenantigene (MHC Klasse 1, CD155, 

ICAM1 und CD200), für die NK- bzw. γδ T-Zell-aktivierende bzw. inhibierende 

Rezeptor-Liganden-Interaktionen beschrieben wurden, ergaben sich keine 

signifikanten Korrelationen. Interessanterweise zeigte sich eine inverse 

Korrelation für die Koexpression von ULBP1 und CD112. Vγ9Vδ2 T-Zell-

sensitive, ULBP1-exprimierende primäre AML-Zellen zeigten eine signifikant 

geringere Oberflächenexpression von CD112 (Nektin-2). Für diese 

Beobachtung gibt es bisher keine ausreichende Erklärung. Die DNAM1-

Signalkaskade vermittelt analog zur NKG-2D-Signalkaskade ein aktivierendes 

Signal. Die Oberflächenexpression von CD112 (Nektin-2) hat daher keine 

negativ-prognostische Bedeutung. Die Rolle der DNAM1L-Expression in der 

antileukämischen Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber AML-Zellen sollte 

daher an einer größeren Patientenpopulation in weiterführenden Unter-

suchungen nochmals überprüft werden. 
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4.3 Stellenwert der Zoledronatvorbehandlung primärer AML-Zellen für 

die antileukämische Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen 

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bisher nachweisen, dass Tumorzellen 

nach Stimulation mit ABP intrazellulär IPP/ApppI akkumulieren (75, 139). 

Darüber hinaus zeigen eine Reihe von präklinischen und klinische Arbeiten, 

dass ABP-vorbehandelte Tumorzellen von Vγ9Vδ2 T-Zellen in vivo und in vitro 

lysiert werden können (48, 140-143). Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit 

zeigen erstmals, dass die Zytotoxizität von Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber       

ZOL-vorbehandelten primären AML-Blasten dosisabhängig gesteigert und 

selektiv induziert werden kann. Die dargestellten Untersuchungen zeigen 

zudem signifikante Unterschiede in der Suszeptibilität ZOL-vorbehandelter 

Leukämiezellen gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen.  

Die ZOL-induzierte Inaktivierung der FFP-Synthase und konsekutive 

Akkumulation von IPP bzw. Synthese von ApppI folgt einer zeitabhängigen 

Reaktionskinetik. Nach Substratbindung der FFP-Synthase kommt zur 

Isomerisierung des Enzym-Inhibitor-Komplexes (144). Der Enzym-Inhibitor-

Komplex wird durch Bindung von IPP verstärkt. Diese Konformationsänderung, 

d.h. die Potenz der FFP-Synthasehemmung kann durch eine Isomerisations-

konstante (Kismo) bestimmt werden. Die Kismo korreliert mit der intrazellulären 

Akkumulation von IPP und ApppI. Das tertiäre ABP ZOL zeigt gegenüber 

anderen ABP die höchste Kismo bzw. führt zur stärksten Akkumulation von IPP 

und Synthese von ApppI (145). Bisher veröffentlichte Daten zeigen, dass die 

maximale intrazelluläre Konzentration von IPP bzw. ApppI abhängig von der 

untersuchten Tumorentität und Inkubationsdauer sechs bis zwölf Stunden bzw. 

24 Stunden nach Stimulation mit ZOL erreicht wird. Nach Inkubation mit ABP 

niedrigerer Kismo, d.h. ABP mit geringerer Potenz den Enzym-Inhibitor-Komplex 

in der isomerisierten Form zu halten, werden maximale IPP/ApppI-

Konzentrationen bereits sechs Stunden nach Stimulation erreicht (142, 144, 

146, 147). Obwohl in der vorgelegten Arbeit keine Bestimmung der 

intrazellulären Konzentration von IPP und ApppI erfolgte, kann unter 

Berücksichtigung der bisher publizierten Daten davon ausgegangen werden, 

dass nach 14-stündiger Stimulation mit ZOL eine maximale intrazelluläre IPP-
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Akkumulation erreicht wurde (144, 147). Interessanterweise ließen sich 

dennoch substanzielle Unterschiede in der Suszeptibilität von AML-Blasten 

gegenüber ZOL bzw. gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen beobachten. AML-Blasten  

mit myelo-monozytärer bzw. monozytärer Differenzierung zeigten nach 

Koinkubation mit 10 μM ZOL eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber Vγ9Vδ2    

T-Zellen während myeloblastische Leukämiezellen auch nach Stimulation mit 

50 μM ZOL von Vγ9Vδ2 T-Zellen nicht suffizient lysiert werden konnten. Die 

Suszeptibilität von AML-Zellen gegenüber ZOL ist daher mutmaßlich vom 

Zelldifferenzierungsgrad bzw. Reifungsstatus der Leukämiezellen abhängig. Die 

zelluläre Aufnahme von ABP aus dem flüssigen Extrazellulärraum erfolgt über 

unspezifische Pinozytose. In Zellen mit hoher Endozytoseaktivität, wie 

beispielsweise Osteoklasten, die zum mononukleär-phagozytären System 

zählen, lassen sich ABP in hohen Konzentrationen nachweisen (148). 

Monozyten sind zelluläre Vorstufen von Makrophagen. Daher sind 

möglicherweise Unterschiede in der Endozytoseaktivität zwischen myelo-

blastischen und (myelo)-monozytär-differenzierten Leukämiezellen für die 

differente Suszeptibilität ZOL-vorbehandelter AML-Zellen gegenüber Vγ9Vδ2   

T-Zellen verantwortlich. ZOL ist, wie alle therapeutisch eingesetzten geminalen 

BP, naturgemäß polar und weist nur eine geringe Bioverfügbarkeit auf. 

Aufgrund der ausgeprägten Affinität zu mineralisierten Gewebe akkumulieren 

BP im Knochen und erreichen insbesondere an frischen Resporbtionsstellen 

supraphysiologische Konzentrationen (149). PB sind Pyrophosphat 

(Diphosphat)-Analoga bei denen das zentrale Sauerstoffatom durch ein 

Kohlenstoffatom ersetzt wurde. Dieser Austausch erlaubt zusätzliche 

Strukturvariationen bzw. die Entwicklung von neuartigen ABP mit 

unterschiedlichen chemischen Eigenschaften. Zhang et al. konnten zeigen, 

dass lipophile Pyridinium ABP aufgrund einer verbesserten Membran-

permeabilität ~250-fach effektiver Vγ9Vδ2 T-Zellen aktivieren als alle derzeit 

eingesetzten ABP (150). Da ZOL wahrscheinlich von der Zellmembran 

myeloblastischer Leukämiezellen nicht ausreichend resorbiert wurde, wäre es 

hypothetisch denkbar, dass durch Verwendung lipophiler ABP die in vitro und in 
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vivo Suszeptibilität ABP-vorbehandelter AML-Blasten gegenüber Vγ9Vδ2         

T-Zellen gesteigert bzw. induziert werden kann. 

Allerdings wurden auch einige myeloblastische Leukämiezellen nach 

Stimulation mit 50 μM ZOL von Vγ9Vδ2 T-Zellen lysiert. Die Endozytoseaktivität 

von AML-Zellen bzw. die Fähigkeit zur zellulären Resorption von ABP ist daher 

wahrscheinlich nicht ausschließlich für die unterschiedliche antileukämische 

Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber ZOL-vorbehandelten AML-Blasten  

verantwortlich. Benzaïd et al. konnten mit Immunblot-Untersuchungen 

nachweisen, dass ZOL-sensitive und resistente Mammakarzinom-Zelllinien 

einen unterschiedlich aktiven MVA-Metabolismus besitzen (142, 146). In den   

in Kapitel 3.4.3 dargestellten Untersuchungen konnte eine vergleichbare 

Beobachtung erzielt werden. Nach ZOL-vermittelter Inhibition der FPP-

Synthase war die Aktivität der HMG-CoA-Reduktase in ABP-responsiven 

Leukämiezellen signifikant gesteigert. Demgegenüber zeigten ZOL-resistente 

AML-Blasten eine zur unbehandelten Kontrollgruppe unveränderte Aktivität der 

HMG-CoA-Reduktase. Diese Beobachtungen deuten auf einen Zusammenhang 

zwischen der Aktivtät des MVA-Metabolismus nach ABP-induzierter Hemmung 

der FPP-Synthase und der Suszeptibilität primärer AML-Zellen gegenüber ZOL 

und Vγ9Vδ2 T-Zellen hin. Das Ausmaß der zytotoxischen Aktivität von     

Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber ABP-sensibilisierten AML-Blasten ist daher 

höchstwahrscheinlich von der MVA-Stoffwechselaktivität abhängig. Die Aktivität 

des MVA-Metabolismus und der Cholesterol- bzw. Isoprenoidbiosynthese wird 

durch die HMG-CoA-Reduktase bestimmt. Die HMG-CoA-Reduktase reduziert 

in der geschwindigkeitsbestimmenden Reaktion des MVA-Metabolismus HMG-

CoA zu MVA, dass weiter zu den biogenetischen Isoprenoidvorstufen IPP und 

DMAPP metabolisiert wird (Abbildung 2). Die Aktivität der HMG-CoA-Reduktase 

wird abhängig vom Cholesterol- bzw. Hormonhaushalt (Insulin, Glukagon), 

zellulären Energiemangel und zellulären Stress über multivalente Feedback-

Mechanismen (Transkription, Degradation und Phosphorylierung) reguliert (151, 

152). Die Aktivierung der HMG-CoA-Reduktase erfolgt durch posttrans-

kriptionale Dephosphorylierung am Serinrest 872 durch das Enzym 

Proteinphosphatase 2A (153-155). Die physiologische Bedeutung dieses 



Diskussion 
_______________________________________________________________ 

 56 

Regulationsmechanismus ist bisher nicht eindeutig geklärt. In Reaktionsgruppe 

2 (= ABP-sensitive AML-Zellen) lag der Enzym-Inhibitor-Komplex durch die 

ZOL-induzierte Hemmung der FFP-Synthaseaktivität wahrscheinlich 14 

Stunden kontinuierlich in der isomerisierten Form vor. Durch konsekutive 

Inhibition der intrinsischen (endogenen) MVA-abhängigen Cholesterol-

produktion wird möglicherweise eine Steigerung der HMG-CoA-Reduktase-

aktivität (Abnahme der Phosphorylierung) mit konsekutiver Biosynthese von 

IPP/ApppI induziert. Dieser cholesterolabhängige Feedback-Mechanismus ist 

auf transkriptionaler Ebene beschrieben wurden (156, 157). Ob die Biosynthese 

von Cholesterol auch durch posttranskriptionale Phosphorylierung der HMG-

CoA-Reduktase reguliert wird ist bisher nicht bekannt, sollte aber in 

weiterführenden Untersuchungen überprüft werden. 

 

4.4 Schlussfolgerung und Perspektive 

Allogene Vγ9Vδ2 T-Zellen sind potente zytotoxische Effektorzellen um 

residuelle Leukämiezellen (MRD) zu eradizieren. Die Ergebnisse der 

vorgelegten Arbeit zeigen, dass die Suszeptibilität von primären AML-Zellen 

gegenüber PAg-expandierten Vγ9Vδ2 T-Zellen überwiegend auf NKG2DL-

exprimierende  (ULBP1) bzw. monozytär-differenzierte Leukämiezellen limitiert 

ist. Die Empfindlichkeit von AML-Zellen, insbesondere myelo-monozytär-

differenzierten Leukämiezellen, kann durch selektive ABP-induzierte Hemmung 

des Tumor-MVA-Metabolismus und konsekutiver PAg-Akkumulation gesteigert 

werden. Dennoch wird eine signifikante Anzahl an myeloblastischen ABP-   

refraktären Leukämiezellen von Vγ9Vδ2 T-Zellen nicht (suffizient) erkannt bzw. 

lysiert. Die Suszeptibilität von ABP- und Vγ9Vδ2 T-Zell-resistenten AML-Blasten 

gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen könnte möglicherweise durch die Verwendung von 

neuartigen lipophilen ABP- und Vγ9Vδ2 T-Zell-stimulierenden Antikörpern 

induziert werden. Zhang et al. konnten zeigen, dass lipophile ABP trotz einer 

geringeren Potenz die Aktivität der FFP-Synthase zu inhibieren, Vγ9Vδ2          

T-Zellen ~250-fach effektiver aktivieren können (150). Da diese ABP zusätzlich 

eine geringere Affinität zu mineralisierten Gewebe zeigen und dadurch vermehrt 

im Systemkreislauf verfügbar sind, wäre es denkbar, dass lipophile ABP von 
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der Zellmembran endozytotisch inaktiver Leukämiezellen suffizienter resorbiert 

werden. Dieser Effekt könnte allerdings durch eine erhöhte Frequenz von 

systemischen Nebenwirkungen (Nephrotoxizität) mitigiert werden, da auch 

normale Körperzellen ABP akkumulieren. Eine weitere Möglichkeit ABP-

refraktäre AML-Zellen gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen zu sensibilisieren könnte 

durch die additive Stimulation von AML-Blasten mit speziellen agonistischen 

monoklonalen anti-BTN (CD277)-Antikörpern (20.1) erzielt werden. Der 

agonistische anti-CD277-Antikörper (20.1) bindet und modifiziert die 

exoplasmatische Domäne aller Isoformen von BTN3A und imitiert in vitro 

antigenunabhängig die PAg-induzierte Aktivierung von Vγ9Vδ2 T-Zellen. Diese 

Aktivierung zeigt eine zu PAg-vergleichbare Kinetik und Potenz (58, 59, 67). 

Die (Vor)Behandlung von Leukämiezellen mit lipophilen ABP und anti-CD277 

(20.1) Antikörpern könnte möglicherweise die Antileukämieantwort von Vγ9Vδ2 

T-Zellen gegenüber primären AML-Zellen signifikant steigern. Die Überprüfung 

dieser Fragestellungen ist weiterführenden Forschungsarbeiten vorbehalten. 

 

 

 



Zusammenfassung 
_______________________________________________________________ 

 58 

5 Zusammenfassung 

Die allo-HSCT ist derzeit das einzige kurative Behandlungskonzept für 

Patienten mit genetisch definierter intermediärer oder ungünstiger AML. 

Allerdings ist eine signifikante Anzahl dieser Patienten aufgrund von Alter, 

therapie-limitierenden Komorbiditäten oder fehlenden HLA-kompatiblen familiär- 

oder fremdallogenen Spendern für eine allo-HSCT nicht geeignet. Da die 

aktuellen Therapieprotokolle dieses Patientenkollektiv nicht berücksichtigen, 

sind innovative immunologische Behandlungskonzepte im Nicht-Trans-

plantationssetting zwingend notwendig. Der durch die allo-HSCT vermittelte 

GvL-Effekt ist ein herausragendes Beispiel für das Potenzial immun-

kompetenter Spenderlymphozyten residuelle Leukämiezellen (MRD) zu 

eradizieren und anhaltende Remissionen zu induzieren. Allerdings wird der 

klinische Nutzen des GvL-Effekts häufig durch die Koinzidenz zum Teil fataler 

GvH-Reaktionen und therapieassoziierten Infektkomplikationen mitigiert. Durch 

die Beobachtung im haploidenten Transplantationssetting, dass ein potenter 

GvL-Effekt auch von Effektoren der natürlichen Immunantwort induziert werden 

kann, sind NK und Vγ9Vδ2 T-Zellen in den Fokus immuntherapeutischer 

Forschung gerückt. Die bisher durchgeführten Phase I/II Studien haben 

allerdings ausschließlich die therapeutische Effektivität allogener, insbesondere 

KIR-Liganden-inkompatibler, NK-Zellen überprüft und das antileukämische 

Potenzial allogener Vγ9Vδ2 T-Zellen unbeachtet gelassen. Vγ9Vδ2 T-Zellen sind 

eine unkonventionelle Sub-population humaner T-Lymphozyten, die neben der 

Abwehr mikrobieller Pathogene, Tumorzellen ohne Antigenprozessierung und 

MHC-restringierte Antigenpräsentation TZR-vermittelt bzw. über NK-Zell-

Rezeptoren (z.B. NKG-2D) lysieren können. Vγ9Vδ2 T-Zellen erkennen TZR-

abhängig konservierte exogene (phosphorylierte Intermediärprodukte des 

mikrobiellen MEP-Stoffwechsels wie HMBPP) oder endogene (ubiquitäre MVA-

Metabolite wie IPP) PAg. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass 

metabolisch-transformierte Zellen (Tumorzellen), die supraphysiologische 

Konzentrationen von IPP akkumulieren spezifisch von Vγ9Vδ2 T-Zellen erkannt 
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und lysiert werden können. Durch selektive pharmakologische Hemmung von 

Schlüsselenzymen des MVA-Metabolismus (FFP-Synthase bzw. HMG-CoA-

Reduktase) durch APB (z. B. ZOL) bzw. Statine kann die Konzentration von 

intrazellulären IPP gesteigert bzw.  gemindert werden.  

In der vorgelegten Arbeit wurde die natürliche und ABP-induzierte anti-

leukämische Aktivität HLA-inkompatibler allogener Vγ9Vδ2 T-Zellen gegenüber 

19 primären AML-Zellen systematisch evaluiert. Als Effektorzellen wurden aus 

TZR αβ bzw. TZR αβ/CD19-depletierten Leukaphereseprodukten PAg und IL-2-

expandierte Vγ9Vδ2 T-Zelllinien generiert. Die Antileukämieantwort von 

allogenen Vγ9Vδ2 T-Zellen wurde in einem durchflusszytometrisch-basierten 

Zytotoxizitätsassay untersucht und mit der Oberflächenexpression Killer-

aktivierender und inhibierender Liganden (NKG2DL [ULBP1, MICA/B], DNAM1-

Liganden [CD112, CD155], ICAM1, CD200 und MHC Klasse 1), KIR-Liganden-

Mismatch zwischen Empfänger und Spender und intrinsischen AML-Merkmalen 

(Zytogenetik, Immunphänotyp, Chemotherapiesensitivität der AML-Blasten) 

korreliert. Es konnte gezeigt werden, dass allogene HLA-inkompatible Vγ9Vδ2 

T-Zellen primäre AML-Zellen heterogen lysieren (2.91 %- 56.26 %). 37 % der 

AML-Zellen waren empfindlich bzw. 63 % refraktär gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen. 

Die Suszeptibilität primärer AML-Blasten gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen korrelierte 

mit der Oberflächenexpression von ULBP1 und CD112 und monozytärer     

bzw. monoblastischer AML-Differenzierung, war aber unabhängig vom KIR-

Liganden-Mismatch zwischen Patienten und Spendern, zytogenetischen Risiko 

und Chemotherapiesensitivität der AML-Blasten. Die Vorbehandlung der 

Leukämiezellen mit ABP (ZOL) führte, insbesondere bei myelo-monozytär-

differenzierten AML-Zellen, zu einer signifikanten dosisabhängigen Steigerung 

der antileukämischen Aktivität von Vγ9Vδ2 T-Zellen. Die Empfindlichkeit von 

myelo-monozytär-differenzierten Leukämiezellen gegenüber Zoledronat bzw. 

Vγ9Vδ2 T-Zellen korrelierte mit der Aktivität der HMG-CoA-Reduktase nach 

ZOL-vermittelter Hemmung des Tumor-MVA-Metabolismus. Die Mehrheit 

myeloblastischer AML-Blasten zeigte keine natürliche und nur geringe ABP-

induzierte Suszeptibilität gegenüber Vγ9Vδ2 T-Zellen.  
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Durch selektive TZR αβ bzw. simultane TZR αβ/CD19 Depletion von Spender- 

leukaphereseprodukten können Stammzellprodukte generiert werden, die einen 

hohen Anteil an „innate lymphocytes“ (NK- und Vγ9Vδ2 T-Zellen) enthalten. 

Diese Stammzellprodukte sind der Lage eine potente antiinfektive und 

antileukämische Immunantwort zu unterhalten ohne eine GvH-Reaktion zu 

induzieren. Patienten mit AML, die für keine intensivierte PRT (allo-HSCT, 

HiDAC) geeignet sind, könnten in Zukunft von diesen immuntherapeutischen 

Strategien profitieren.  
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