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1 Einleitung

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) stellt eine kurative
Therapie fur viele maligne hamatologische Krankheitsbilder, wie Lymphome und
Leukamien, dar (1). Durch die eingesetzte Chemo- oder Bestrahlungstherapie zur
Konditionierung, also Vorbereitung des Immunsystems des Empfangers auf das
Transplantat vom Spender, kommt es dabei allerdings haufig zu Infektionen und ei-
ner Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (GvHD) (1). Daraus ergeben sich deutlich er-

hohte Risiken fur den Einsatz der HSZT bei alteren und vorerkrankten Patienten (2).

In den letzten Jahren wurden neuere Therapieregime fur diese Patientengruppe ent-
wickelt. Dazu gehdren sogenannte dosisreduzierte Konditionierungsregime (RIC), die
eine geringere Toxizitat aufweisen und sich verstarkt den therapeutischen Effekt des

Transplantat-gegen-Leukamie-Effekt (GvL) zu Nutze machen (3).

Eine dieser klinischen Studien wurde an der Ill. Medizinischen Klinik der Universi-
tatsmedizin Mainz durchgefuhrt (4). Die Patienten wurden im Rahmen der allogenen
hamatopoetischen Stammzelltransplantation dosisreduziert konditioniert (5). Zur in
vivo T-Zelldepletion (TCD) wurde der monoklonale Antikorper Alemtuzumab (Cam-

path 1-H) eingesetzt (5).

Alemtuzumab, ein monoklonaler Antikorper gegen das Oberflachenmolekil CD52,
wird im Rahmen von RIC-Regimen zur T-Zelldepletion verwendet. Durch die TCD
soll das Auftreten der GvHD, die mit einer hohen Mortalitat einhergeht, reduziert
werden (6). Nachteilig stellt sich allerdings die nach Alemtuzumabgabe haufig beo-
bachtete verzogerte Immunrekonstitution mit einem erhohten Risiko fur opportunisti-

sche Infektionen dar (5, 7).

Bei Patienten, die mit Alemtuzumab behandelt wurden, konnte man, im Gegensatz
zu gesunden Probanden, das Auftreten von CD52-negativen T-Zellen nachweisen
(8, 9). In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits durch Vorarbeiten der Verlust des
Oberflachenmarkers CD52 auf T-Zellen nach Gabe von Alemtuzumab bestatigt wer-
den. Zudem korreliert der Verlust von CD52 mit dem Fehlen von Glykosylphosphat-
idylinositol-Ankern (GPI-Anker) und weiterer GPIl-verankerter Molekule. Experimentell
zeigte sich, dass CD52-negative T-Zellen eine eingeschrankte antigenspezifische
T-Zellantwort, sowohl fur Zytomegalievirus (CMV) als auch Epstein-Barr-Virus (EBV),

aufweisen (10, 11).
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Ziel meiner Arbeit ist, phanotypische und funktionelle Aspekte der CD52-negativen
T-Zellen nach einer Alemtuzumab-basierten Konditionierungstherapie, im Unter-
schied zu den CD52-positiven T-Zellen, weiter zu untersuchen. Dabei standen die fur
die immunologische Antwort bedeutenden Gedachtnis-T-Zellen im Vordergrund. In
den letzten Jahren hat man herausgefunden, dass zur Abwehr von Infektionen die
Gedachtnis-T-Zellen existenziell sind (12). Bei einer Reinfektion kdnnen sich diese
Gedachtnis-T-Zellen rasch teilen und den pathogenen Erreger bekampfen (13).
Durch die Konditionierung im Rahmen der HSZT kommt es zur Suppression des an-
geborenen und erworbenen Immunsystems (14). Wahrend das angeborene Immun-
system nach der HSZT vergleichsweise schnell regeneriert, kommt es auf Seiten des
erworbenen Immunsystems zu einem langanhaltenden Defizit mit einem einherge-

henden erhohten Risiko fur Infektionen (14).

Ein weiterer wichtiger Aspekt war die Regeneration von naiven T-Zellen nach HSZT,
die ein Zeichen fir eine antigenspezifische Immunantwort darstellen (15). In meiner
Arbeit werden somit weitere Grundlagen fur das Verstandnis der Immunrekonstitution
nach der Gabe von Alemtuzumab und mdgliche Ursachen fur das erhohte Infektions-

risiko nach Gabe des Antikorpers geschaffen.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Das Immunsystem

Bereits von Geburt an muss sich der Korper des Menschen jeden Tag mit pathoge-
nen Erregern auseinandersetzen. Zur Abwehr von Bakterien, Viren und Pilzen besitzt
der menschliche Organismus chemische, mikrobiologische und physikalische
Schutzbarrieren (16). Da diese genannten Abwehrmechanismen nicht ausreichen,
verfugt der Mensch Uber ein Immunsystem. Zytokine, Abwehrzellen, lymphatische

Organe und humorale Faktoren bilden dieses komplexe Netzwerk aus (16, 17).

Das Immunsystem lasst sich in die angeborene und die erworbene Immunitat teilen
(16). Diese beiden Teilbereiche des Immunsystems stehen in enger Interaktion zuei-
nander (17-19).

2.1.1 Das angeborene und erworbene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem besteht bereits ohne Erregerkontakt, ist unspezifisch
und kann kein Gedachtnis ausbilden (16, 19, 20). Es umfasst eine zellulare und eine
humorale Komponente. Zur zellularen Ebene gehdren neutrophile Granulozyten,
Makrophagen und Monozyten (17, 19). Das Komplementsystem, Akute Phase Prote-
ine und Zytokine, wie Interferone und Interleukine, bilden die humorale Ebene (16).
Die erworbene Immunitat hingegen entsteht nach dem ersten Kontakt mit Erregern
und wird durch die T-Lymphozyten und B-Lymphozyten gebildet (18, 19). Antigen-
prasentierende Zellen (APZ), wie Langerhans-Zellen und Dendritische Zellen (DC),
sind fur die antigenspezifische T-Zellstimulation verantwortlich (18). Der auf der
Oberflache vorhandene antigenspezifische T-Zellrezeptor erkennt die von den APZ
prasentierenden Peptide. Es kommt zur weiteren T-Zellaktivierung und Effektor-
funktion der T-Zellen (17).
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2.1.2 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten entwickeln sich im Knochenmark aus lymphatischen Vorlauferzellen
und wandern zur weiteren Differenzierung zum Thymus (16). Die T-Zellen verlassen
den Thymus nach einigen Selektionsschritten als naive T-Zellen (21). Die im Blut-
und Lymphsystem zirkulierenden naiven T-Zellen erkennen nur Antigene, die durch
APZ prozessiert und auf der Oberflache Uber Haupt-Histokompatibilitats-Komplexe
(engl. Major Histocompatibility Complex, MHC) prasentiert werden (22). Diese anti-
genspezifischen T-Zellen proliferieren zu Effektor-T-Zellen und kdnnen somit Krank-
heitserreger abwehren (23). Ein Teil dieser T-Zellen differenziert sich zu Gedachtnis-
T-Zellen (23).

T-Zellen weisen auf ihrer Oberflache Leukozyten-Differenzierungsantigene auf, die
mit Hilfe des CD-Systems (engl. Cluster of differentiation) eingeteilt werden (16, 18,
24, 25). Diese Differenzierungsantigene sind charakteristische Oberflachenmolekile
und konnen Aufgaben wie Signaltransduktion, Zell-Zell-Kontakt, Zytokinrezeptoren,
Rezeptor- oder Enzym-Funktion beinhalten (24). In der nachfolgenden Tabelle ist
eine Auswahl an CD-Antigenen dargestellt, die im Rahmen dieser Arbeit von Bedeu-

tung sind (siehe Tabelle 1).

CD-Antigen Zellart Funktion
CD3 T-Zelle Signaltransduktion, T-Zellrezeptor
CD4 T-Helferzelle Corezeptor fur MHC-II Molekule
CD8 Zytotoxische T-Zelle Corezeptor fur MHC-I Molekiile
CcD28 ezl zur Bindung CD 80/86, mit CD 3 costim-
ulatorische Wirkung auf T-Zellen
CD52 Lymphozyten, Epithelzellen, Unbekannt
Monozyten
CD54 T-Zelle, B-Zelle Adhasionsmolekul
CD55 alle Zellen bindet C3b
CD58 alle Zellen zur Zell-Zell-Adhasion befahigt
CD59 T-Zelle, NK-Zelle, Monozyten, bindet C8/C9, Verhinderung MAC-
Granulozyten, Erythrozyten Zusammensetzung
CD137 B-Zelle, aktivierte T-Zelle Kostimulatorisches Molekdl

Tabelle 1: Auswahl einiger CD-Antigene, modifiziert nach (26)
13



Alle T-Zellen zeichnen sich durch ein CD3-Molekul auf der Zelloberflache aus (25).
Die reifen CD3-Lymphozyten werden in die zwei Subpopulationen, CD4 T-Lympho-
zyten (T-Helferzellen) und CD8 T-Lymphozyten (zytotoxische T-Zellen), unterteilt
(16). Zu Beginn ihrer Entwicklung exprimieren die T-Zellen sowohl CD4 als auch CD8
auf ihrer Oberflache (21). Wahrend der Reifung wird schlie3lich nur noch ein Molekdl

auf der Zelloberflache getragen (16).

Das CD3-Molekul bildet einen Komplex mit dem T-Zellrezeptor (TZR) und ist somit
zur intrazellularen Signaltransduktion und T-Zellstimulation befahigt (27). Der T-Zell-
rezeptor setzt sich aus einem Heterodimer von a/f Ketten oder in < 10% der Falle
aus y/d Ketten zusammen (25). Jede dieser Ketten enthalt jeweils eine dominante
und eine variable Region (16). Durch die verschiedenen Prozesse, wie Schneiden
und Spleil’en der V-, D-, J- und C-Segmente, werden die variablen Regionen modifi-
ziert und es entsteht eine Vielzahl von T-Zellrezeptoren (16, 28, 29). Die grolde
Bandbreite an T-Zellrezeptoren ermoglicht dem erworbenen Immunsystem, auf un-
terschiedliche pathogene Erreger reagieren zu kénnen (30). Der auf der Oberflache
der T-Zelle exprimierte T-Zellrezeptor ist dabei Antigen-spezifisch. Diese Vorgange
finden im Thymus, vor allem in jungen Lebensjahren, statt. Mit zunehmendem Alter
nimmt die Bildung der TZR ab (30, 31).

2.1.2.1 Kostimulatorische Moleklle

Zur T-Zellaktivierung werden zwei wichtige Ablaufe bendtigt: Als erstes missen APZ
prozessierte Peptide mit Hilfe von MHC-Molekulen prasentiert werden (32). Als zwei-
tes werden kostimulatorische Signale zur Interaktion zwischen T-Zelle und APZ not-
wendig (32).

Zu den Bekanntesten gehort der CD80/86 (B7) / CD28-Komplex, der ein wichtiger
Bestandteil des angeborenen Immunsystems ist (33). Dadurch kann neben der T-
Zellaktivierung durch IL2-Produktion, auch die Immunantwort geregelt werden (32,
34). Die schwerwiegenden Folgen bei Storungen dieses Signalweges kann man an
Mausmodellen, die eine CD28-Defizienz aufweisen, untersuchen. Hier ist eine regel-

rechte T-Zellantwort auf Infektionen mit Bakterien und Viren vollig unmaoglich (35).
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Das Glykoprotein CD28 ist auf der Oberflache von naiven T-Zellen zu finden (36).
Die Aktivierung von regulatorischen T-Zellen wird ebenfalls durch CD28, aber auch

durch CD58, ein weiteres kostimulatorisches Molekail, reguliert (34, 37).

CD58 oder auch Lymphozytenfunktions-assoziiertes Antigen 3 (LFA-3) wird auf APZ,
Erythrozyten, Fibroblasten, endothelialen Zellen und Thymusepithel exprimiert (38).
Dabei existiert eine transmembrane und eine GPI-verankerte Form des Molekils
(38). Das Oberflachenmolekul CD58 bindet an CD2 der T-Zellen und ist somit eben-
falls kostimulatorisch an der T-Zellaktivierung, vor allem auch von regulatorischen
T-Zellen, beteiligt (37). In Experimenten hat man eine unterschiedliche Regulation
des Molekuls in unterschiedlichen Zelltypen entdeckt. Bei Entziindungen ist CD58
hochreguliert, wahrenddessen z.B. bei bestimmten Karzinomen CD58 herunter regu-
liert ist. Dies kann ein Mechanismus dafur sein, dass Krebszellen so dem Immunsys-

tem entgehen (38).

CD54 oder auch Interzellulares Adhasionsmolekul 1 (ICAM-1) gehort zur Immunglo-
bulin-Superfamilie und ist auf der Oberflache von Leukozyten und Endothelzellen zu
finden (39). Zu den Funktionen des Oberflachenmolekils zahlt die Migration der
Leukozyten zum entzindeten Gewebe (39). Eine weitere Aufgabe ist die Interaktion
zwischen T-Zelle und APZ mit Hilfe des Liganden Lymphozytenfunktions-assoziiertes
Antigen 1 (LFA-1) (40). AuRerdem ist CD54 bei einigen Karzinomen, wie z.B. Kolo-

rektales Karzinom, vermehrt zu finden (40).

Ein weiteres kostimulatorisches Molekll ist das zur Tumornekrosefaktor-Superfamilie
gehorige CD137, welches auf aktivierten CD4 und CD8 T-Zellen zu finden ist (41).
Zusatzlich ist es auch auf DC, NK-Zellen und regulatorischen T-Zellen vorhanden
(42). CD137 bewirkt eine verstarkte zytolytische Aktivitat der T-Zellen und ist somit

heutzutage ein Angriffspunkt in der Krebstherapie mit einer guten Erfolgsrate (42).

2.1.2.2 T-Helferzellen

CD4 T-Zellen unterstitzen die Immunantwort indem sie durch Zytokinausschuttung
andere Zellen zur Abwehr aktivieren (25). Th1-, Th2-, Th17- und regulatorische
T-Zellen (Treg) sind Untergruppen der T-Helferzellen (20). Interleukin 2 (IL 2), wel-

ches von TH1-Zellen gebildet wird, stimuliert unter anderem die T-Zellproliferation
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(27). Interferon y (IFN y) wird zur Aktivierung von Makrophagen und NK-Zellen von
Th1-Zellen gebildet (20, 27). Th2-Zellen sezernieren Interleukin 4, Interleukin 5, Inter-
leukin 6 und 10. Vor allem IL-4 ist fur die Ausreifung der B-Zelle zur antikorperprodu-
zierenden Plasmazelle verantwortlich (27). Die Th2-Zellen schitzen somit den Orga-
nismus vor allergischen Reaktionen und Parasiten (20). Bakterien und Pilze werden
durch die Th17-Zellen eliminiert, indem sie die Aktivierung von Neutrophilen einleiten
(20, 25)

Die regulatorischen T-Zellen, die im Thymus entstehen, sind zur Hemmung einer
Uberschielenden Immunantwort sowie einer Ausbildung von Selbsttoleranz befahigt
(43). Weiterhin spielen sie eine wichtige Rolle bei immunregulatorischen Prozessen,
wie Autoimmunitat, Tumoren, TransplantatabstoBung, Impfung, Infektionen und
GvHD (25, 43, 44). Sie konnen CD4 und CD8 T-Zellen, sowie DC, NK-Zellen und
B-Lymphozyten entweder durch direkten Zell-Zell-Kontakt oder durch Ausschittung
inhibierender Zytokine in ihrer Fahigkeit zur Proliferation, Aktivierung und Effektor-
funktion supprimieren (43). Sie sind charakterisiert durch die Koexpression von CD4
und CD25 auf der Oberflache und dem Transkriptionsfaktor FoxP3 intrazellular (43,
45). FoxP3 ist ein typischer Marker fur die Treg und ist wichtig fur die Funktion und
Entwicklung der Zellen (44).

2.1.2.3 Die zytotoxischen T-Zellen

CD8 T-Zellen, auch zytotoxische T-Zellen (CTL) genannt, kénnen Tumorzellen und
virusinfizierte Zellen Antigen-abhangig z.B. durch das Einbringen von Perforinen in
die Zellmembran téten und spielen somit ebenfalls eine wichtige Rolle in der Immun-
abwehr (46, 47). Es befinden sich neben den Perforinen im rauen Endoplasmati-
schen Retikulum auch Granzyme (Serinproteasen) in den zytotoxischen Granula
(48).

Die Hauptthese ist, dass Perforine die Zellmembran der Zielzelle fir die Granzyme
durchlassig werden lassen (25). Der genaue Mechanismus muss durch weitere Ex-
perimente allerdings noch hinreichend geklart werden. Die in die Zielzelle eingedrun-
genen Granzyme sorgen dann fur die DNA-Fragmentierung und leiten die Zell-

apoptose ein (17, 25).
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Neben dem Zelltod durch Granzyme, flhrt noch ein weiterer Weg zur Apoptose der
Zielzelle durch zytotoxische T-Lymphozyten. Dafur verantwortlich sind die auf den
CTL vorhandenen Rezeptoren (FAS-Liganden) (25).

2.1.2.4 Reifungsstadien der T-Zelle: Naive T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen

Gedachtnis-T-Zellen (engl. memory cells) sind eine Reifungsstufe der T-Zelle und ein
wichtiger Bestandteil des humanen spezifischen Immunsystems (45). Die naiven
CD4 und CD8 T-Zellen werden durch Antigenkontakt zu Effektor-T-Zellen aktiviert
(23). Ein Teil dieser Effektorzellen wird dann schliel3lich zur Gedachtnis-T-Zelle (23).
Durch Proliferation und Differenzierung kommt es zur Ausbildung eines immunologi-
schen Gedachtnisses und somit bei erneutem Antigenkontakt zur starkeren und ra-
scheren Immunantwort (49). Eine wichtige Aufgabe des immunologischen Gedacht-

nisses stellt somit der effektive Schutz vor Reinfektionen dar (12).

Der wichtigste Unterschied zwischen Gedachtnis-T-Zellen und naiven T-Zellen stellt
die Fahigkeit zur raschen Teilung dar (50). Die Gedachtnis-T-Zellen weisen im Ge-
gensatz zu den naiven T-Zellen zudem eine geringere Vielfalt ihrer TZR auf (51). Der
Oberflachenmarker CD45RO ist auf den Gedachtnis-T-Zellen zu finden, wahrend
CD45RA auf naiven T-Zellen vorhanden ist (52).

Gedachtnis-T-Zellen kdnnen sowohl fur CD4 und CD8 T-Zellen nachgewiesen wer-
den (52). Man unterscheidet zwei Typen von Gedachtnis-T-Zellen, die sich aus nai-
ven T-Zellen im Thymus durch Antigenprasentation mit Hilfe von Dendritischen Zel-
len entwickeln und die, die viele Jahre persistieren: Effektor Memory T-Zellen und
Central Memory T-Zellen. CCRY7, ein Chemokin-Rezeptor und CD62L,die fur die Mig-
ration zu sekundaren lymphatischen Organen verantwortlich sind, sorgen fir die Un-
terscheidung der Effektor Memory T-Zellen (Tem) von Central Memory T-Zellen (Tcwm)
(23, 53). Die Tem exprimieren kein CCR7 und kein CD62L auf ihrer Zelloberflache.
Sie migrieren in peripheres Gewebe und entzindliches Milieu und zeigen direkte in-
flammatorische oder zytotoxische Effektorfunktion (52). Diese Zellen haben die Mdg-
lichkeit IFNy, IL4 und gespeichertes Perforin fur die immunologische Abwehr freizu-
setzen (23). Im Gegensatz zu den naiven T-Zellen bewirken die Tem eine raschere
Immunabwehr durch eine schnellere Zytokinsekretion, Zellteilung und Proliferation
bei geringeren Antigenkonzentrationen (54). Die CCR7-positiven und CDG62L-
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positiven Tcm migrieren in sekundare lymphatische Organe und stimulieren DC- oder
B-Zellen. Tcm besitzen keine direkte Effektor-Funktion, aber das Potenzial, sich in
Tem-Zellen zu differenzieren (52, 53, 55). Studien zeigten, dass Tcm vor allen bei
akuten Infektionen auftreten, wahrend Tem vorrangig bei chronischen Infektionen oder

nach mehrmaliger Impfung zu finden sind (52).

2.2 Die hamatopoetische Stammzelltransplantation

2.2.1 Grundlagen

Die hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) stellt ein Verfahren zur Uber-
tragung von pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen dar (1). 1968 wurde die

erste HSZT mit Stammzellen aus dem Knochenmark durchgefuhrt (56).

Von allogener HSZT spricht man, wenn Empfanger und Spender nicht genetisch
identisch sind (1). In diesem Fall wird ein Familienspender oder ein Spender Uber ein
Register mit passenden HLA-Merkmalen gesucht (57). Die weitgehende Uberein-
stimmung der HLA-Merkmale von Spender und Empfanger sind fur eine erfolgreiche
HSZT relevant (58). Die allogene HSZT dient als Therapie flr viele maligne hamato-
logische Erkrankungen, wie Akute myeloische Leukamie (AML), Chronische mye-
loische Leukamie (CML), Chronische lymphatische Leukamie (CLL), Aplastische
Anamie (AA) und Paroxysmale Nachtliche Hamoglobinurie (PNH), aber auch far
Blutbildungsstérungen, wozu z.B. die Thalassamie gehdrt. Probleme bei dieser The-
rapieform ergeben sich durch das Auftreten von opportunistischen Infektionen,
Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (GvHD) und durch eine Medikamenten-bedingte
Toxizitat (1).

Als Stammzellquellen bei allogener HSZT dienen neben dem Knochenmark heute
auch durch Granulozyten-Kolonie-stimulierte Faktoren (GCSF) behandelte mono-
nukleare Zellen aus dem peripherem Blut (PBMC) und Nabelschnurblut (1, 56). Die
Entdeckung, dass PBMC und Nabelschnurblut auch Stammzellen enthalten und fur
HSZT genutzt werden konnen, brachte einen grof3en Fortschritt (56). Dabei ist die
PBMC-Stammzelltransplantation heute die am haufigsten angewandte Methode (59).
Vorteile gegenlber Knochenmarkpunktat liegen bei der PBMC-Stammzelltransplan-
tation in der deutlich niedrigeren Invasivitat (periphere Entnahme aus der Vene) (57),
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schnelleren Regeneration der hamatopoetischen Zelllinie und T-Zellen und einer
geringeren Infektionsrate (1). Nachteilig ist ein hoheres Risiko fur das Auftreten einer
chronischen GvHD (1).

2.2.2 Konditionierung und dosisreduzierte Therapieregime

Vor einer HSZT wird eine Bestrahlungs- oder Chemotherapie mit einer hohen Dosis
beim Patienten durchgeflhrt. Diese sogenannte Konditionierung dient der Verringe-
rung der Tumorzellen und soll zusatzlich eine Immunsuppression beim Patienten
bewirken, damit eine TransplantatabstoRung madglichst verhindert wird (60). Um auch
alteren und multimorbiden Patienten die kurative Behandlungsmaglichkeit einer allo-
genen Stammezelltransplantation anzubieten, wurden Konditionierungsregime entwi-
ckelt, die weniger auf die hochdosierte Chemo- oder Bestrahlungstherapie und somit
die Chemotherapiewirkung setzen, sondern auch den therapeutischen Effekt des

neuen Immunsystems (GvL) mit einbeziehen (61).

Bei der dosisreduzierten Konditionierung erhalten die Patienten zur Konditionierung
geringere Strahlendosen oder weniger toxische Zytostatika, um die Intensitat der
Therapie und die damit verbundenen Nebenwirkungen zu minimieren (61, 62). RIC-
Regime nehmen eine Zwischenstellung zwischen myeloablativen und nicht-myelo-
ablativen Verfahren ein. Im Gegensatz zu nicht-myeloablativen Therapien tritt bei
RIC eine Panzytopenie ein und eine Stammzellibertragung ist notwendig (61, 63,
64). Von nicht-myeloablativ spricht man, wenn die Hamatopoese des Patienten durch
die Chemo- oder Bestrahlungstherapie nicht komplett zerstort wird und sich grund-
satzlich auch selbstandig erholen konnte (64). Als Medikamente werden Purinanalo-
gon (Fludarabin) in Kombination mit alkylierende Agenzien (Busulfan, Melphalan,

Idarubicin, Cytarabin, Cyclophosphamid) eingesetzt (62, 65).

2.2.3 Zwei Phanomene der Stammzelltransplantation — GvHD und GvL

Die Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion, auch unter dem Namen Graft versus Host
Disease (GvHD) bekannt, ist eine unerwlnschte Reaktion, bei der Spenderzellen

gesundes Patientengewebe angreifen und schadigen (66). Bilingham entdeckte
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1966, dass immunkompetente T-Lymphozyten vom Spender das Empfangergewebe
erkennen und angreifen (67). Durch die therapieassoziierte Immunsuppression be-
steht eine verminderte Immunabwehr des Transplantatempfangers (68) und somit ist
das Risiko einer GvHD erhdht. GvHD tragt entscheidend zur Mortalitat und Morbiditat
nach allogener HSZT bei (67). Mit einer Inzidenz von 10-80% stellt sie eine haufige

Komplikation der Stammzelltransplantation dar (67).

Man kann zwischen akuter und chronischer GvHD unterscheiden. Diese wurde fru-
her anhand des Auftrittszeitpunkts nach Transplantation vorgenommen, wobei man
bei unter 100 Tagen nach HSZT von akuter und daruber hinaus von chronischer
GvHD sprach (69). Im klinischen Verlauf beobachtete man allerdings auch Zeichen
von chronischer GvHD unter 100 Tagen (69). Heute wird die akute GvHD nach ent-
sprechender Organbeteiligung von Haut, Leber und Darm in vier Stadien je nach
Schweregrad eingeteilt (67, 70-72). Filipovich et al (73) revolutionierten die Einteilung
der chronischen GvHD und entwickelten ein neues Scoring-System zur Verbesse-
rung der Therapie. Chronische GvHD liegt vor, wenn sich ein typisches klinisches
Symptom, wie z.B. Poikilodermie, zeigt (73). Zusatzlich missen andere zutreffende
Diagnosen ausgeschlossen werden und ein deutlicher Unterschied zur akuten GvHD
bestehen (73). Die chronische GvHD wird weiter in eine limited (lokalisierte) und ex-
tended (generalisierte) Form unterschieden (73). In der Klinik sieht man auch For-
men, die sowohl Kriterien der akuten als auch der chronischen GvHD aufweisen (67).

Hier spricht man von einem Overlap-Syndrom (73).

Eine wichtige Rolle beim Auftreten der GvHD spielen neben dem Alter des Patienten
und vorherigen Therapien vor allem die HLA-Inkompatibilitat zwischen Spender und
Empfanger. Bei nicht-verwandten Spendern tritt die unerwiinschte Reaktion gehauft
auf (66). Trotz der Prophylaxe durch immunsuppressive Medikamente wie Cyclos-
porin-A (CSA) sowie Alemtuzumab zur T-Zelldepletion kann eine GvHD auftreten. Als

Therapie der GvHD werden Steroide eingesetzt (70).

Ein weiterer Effekt, der eng mit dem Auftreten von GvHD vergesellschaftet ist, ist der
erwunschte Transplantat-gegen-Leukamie-Effekt bei allogener HSZT. Dabei ist eine
deutliche Abgrenzung zwischen GvHD und GvL sehr schwierig (74). Unter GvL ver-
steht man, dass das Immunsystem des Spenders die entarteten Zellen des Empfan-
gers angreift und bekampft (75, 76). Dieser Prozess bendtigt Zeit und kann bis zu

einem Jahr z.B. nach Gabe einer Donor-Lymphozyten-Infusion (DLI) auftreten (77).
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Eine wichtige Voraussetzung von GvL ist der genetische Unterschied zwischen dem
Empfanger und Spender (74). Entdeckt wurde der wichtige GvL-Effekt durch den
Einsatz von nicht-myeloablativen Behandlungen mit dem Ergebnis der kompletten
Remission bei hamatologischen Erkrankungen. Ebenfalls wurden komplette Remis-
sionen bei der Gabe von DLI oder auch trotz Reduzierung der Immunsuppression
bei noch vorhandener Tumorresterkrankung beobachtet (74). Als die hauptverant-
wortlichen Zellen werden CD4 und CD8 T-Zellen sowie NK-Zellen vom Spender-
Immunsystem gesehen (74). In Studien wird immer wieder untersucht, wie man den
positiven GvL-Effekt erhdhen kann und gleichzeitig das einhergehende GvHD-Risiko

minimieren kann (74).

2.2.4 Immunrekonstitution nach Stammzelltransplantation

Die vollstandige Regeneration des Immunsystems kann bis zu zwei Jahre nach
HSZT andauern und ist vor allem bei alteren Menschen verzogert. Zuerst erholen
sich die neutrophilen Granulozyten, daraufhin rekonstituieren auch Monozyten, NK-
Zellen, Thrombozyten und Erythrozyten (1). Das lang andauernde Defizit des Im-
munsystems ist bedingt durch die langsame Regeneration der T- und B-Zellen, die
mindestens 2-8 Monate betragt. Auch bei milderen Konditionierungen werden die
gleichen Verlaufe beobachtet, da zur Vorbeugung der Graft-versus-Host-Disease
eine ausreichende Immunsuppression erforderlich ist (1). Die neu entstandene Ab-
wehr gleicht dem naiven Immunsystem eines Kindes, sodass z.B. erneut Impfungen
durchgefuhrt werden mussen. Die NK-Zellen und B-Zellen entwickeln sich innerhalb
von 1-2 Monaten aus lymphatischen Vorlauferzellen. Bei den B-Zellen beobachtet
man nach Transplantation eine Reifungsstérung mit einem einhergehenden Antikor-
per-Mangel (1). Daneben ist auch die T-Zellrekonstitution beeintrachtigt. Hieraus re-
sultiert eine langer anhaltende Abwehrschwache gegenuber Krankheitserregern (vor

allem opportunistischen Infektionen mit CMV und EBV) nach Transplantation (1).

Es gibt zwei Wege der T-Zellrekonstitution: die T-Zellen kdnnen Thymus-abhangig
als naive T-Zellen regenerieren und dann peripher expandieren oder als Gedachtnis-
T-Zellen aus dem Transplantat proliferieren. Zeitig nach Transplantation findet man
vorwiegend die Thymus-unabhangige Rekonstitution und erst im spateren Verlauf die
de novo Entwicklung von T-Zellen durch den Thymus (78). Die Vielfalt der TZR ist
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abhangig von der Neusynthese von naiven T-Zellen. Durch den Alterungsprozess,
die Bestrahlung, Entstehung von GvHD und den Einsatz von Zytostatika wird die Fa-
higkeit der Rekonstitution naiver T-Zellen durch den Thymus zunehmend verringert
(14). Bei alteren Patienten findet man im Gegensatz zu jlingeren deutlich seltener
eine T-Zellregeneration Uber den Thymus-abhangigen Weg (1, 79) und somit ein ge-
ringeres T-Zellrezeptor-Repertoire, welches mit einer defizitaren T-Zellabwehr ein-
hergeht (80).

Als Marker fur die vollstandige Immunkompetenz wird haufig die Regeneration der
CD4 T-Zellen genutzt, da diese deutlich langer als bei den CD8 T-Zellen dauert (1).
Damit geht eine Verringerung von Infektionen einher. In der Regenerationszeit kann
man laborchemisch eine verminderte CD4/CD8-Ratio, wie auch bei HIV-Patienten,
nachweisen. Als wichtige Grenze mit deutlich erhdhtem Risiko fur opportunistische
Infektionen wird eine CD4 T-Zellzahl von < 200 Zellen/pl angesehen (1, 81).

2.2.5 Gabe von Donor-Lymphozyten-Infusionen

Kolb et al beschrieben bereits 1990 den erfolgreichen Einsatz von Donor-Lympho-
zyten-Infusionen (DLI) bei dem Auftreten von Rezidiven bei CML-erkrankten Patien-
ten (82). Zunehmend werden heutzutage Donor-Lymphozyten-Infusionen im Verlauf
allogener Stammzelltransplantationen zur Remissionserhaltung z.B. bei CML einge-
setzt (4, 7). Bei nicht-myeolablativen Verfahren werden sie vor allem flr die Moglich-
keit, einen gemischten Chimarismus in einen kompletten Chimarismus zu verwan-
deln, genutzt (77). Ein groRes Problem, wie schon oben erwahnt, stellt das erhdhte
GvHD-Risiko nach DLI-Gabe dar. So zeigten Kolb et al, dass eine spatere Gabe von
DLI ein geringeres GvHD-Risiko mit sich bringt, im Gegensatz zur frihzeitigen Gabe
unter zwei Monaten nach Transplantation (77). In Studien erkannte man, dass CD8-
depletierte DLI, die Gefahr der GvHD senken kénnen (7).

Das Hauptziel von DLI-Gaben ist, den GvL-Effekt auszunutzen und somit ein Rezidiv
der hamatologischen Erkrankung zu verhindern (77). Es findet eine beschleunigte
Immunrekonstitution statt und kann somit das Risiko von opportunistischen Infektio-
nen senken (7). Meyer et al sahen als Merkmal der verbesserten Immunrekonstituti-
on eine signifikante Erhdhung der CD4 T-Zellen in den Blutproben nach DLI-
Gabe (7).
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2.2.6 Was versteht man unter T-Zelldepletion (TCD)?

Die T-Zelldepletion bei allogener HSZT soll das Auftreten von GvHD verringern und
damit eine entscheidende Senkung der Mortalitat nach HSZT bewirken (83, 84). Wei-
tere Vorteile zeigen sich in der geringeren Organtoxizitat. Allerdings weist die TCD
auch Nachteile auf. Dazu zahlen eine hohere Inzidenz der Transplantatabstof3ung
vor allem bei CML-Patienten, ein hdheres Risiko von CMV-Reaktivierungen und
Epstein-Barr-Virus-assoziierten lymphoproliferativen Funktionsstérungen (83). Durch
die T-Zelldepletion treten gehauft opportunistische Infektionen auf, da eine verzoger-
te Immunrekonstitution mit einer deutlich verminderten Anzahl und eingeschrankter
Funktionalitat der CD4 und CD8 T-Zellen auftritt. AuRerdem zeigt sich ein nur be-
schranktes TZR-Repertoire, welches ebenfalls zur schlechten Abwehr gegenuber
Infektionen beitragt (83, 84).

Neben den immunologischen TCD-Methoden mit dem Einsatz monoklonaler Antikor-
per, wie CAMPATH-1H in vitro und in vivo und Antithymozytenglobulin (ATG), existie-
ren auch physikalische Moglichkeiten durch Agglutination mit Phytagglutinin und an-
schlielRende Behandlung durch Schafs-Erythrozyten sowie die Zellseparation durch
Zentrifuge oder Dichtegradzentrifugation (83). Kombinierte Verfahren stellen die
CD34* Selektion durch immunomagnetische Beads und die Agglutination durch Sau-

bohnen und monoklonalen Antikorpern dar (83).

2.3 Alemtuzumab

2.3.1 Charakterisierung

Alemtuzumab, auch Campath-1H genannt, ist ein rekombinanter humanisierter mo-
noklonaler 1IgG1 Antikdrper, der gegen CD52 gerichtet ist und zur TCD eingesetzt
wird (6). Bisher ist nur wenig Uber CD52, ein GPI-verankertes Molekul, das zwolf
Aminosauren umfasst, bekannt (6, 85, 86). Es wird vermutet, dass CD52 eine Rolle
in der T-Zellmigration und Kostimulation einnimmt (6, 87). CD52 wird auf Lymphozy-
ten, Eosinophilen, Makrophagen, Monozyten und DC exprimiert. Dagegen weisen

Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten dieses Merkmal nicht auf. Desweite-
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ren wurde der Oberflachenmarker im Ductus deferens und Epididymidis gefunden (6,
88).

Die Lyse der Zielzellen durch Alemtuzumab findet Komplement-vermittelt und Anti-
korper-abhangig statt (6, 88). Ursprunglich stammte der Antikorper von Ratten und
wurde durch eine Pathologieabteilung von Cambridge weiterentwickelt, um ihn flr

hamatologische Therapien beim Menschen zuganglich zu machen (88).

Haupteinsatzgebiet von Alemtuzumab war friher vor allem bei einem Rezidiv oder
refraktarem Stadium der Chronisch lymphatischen Leukamie (CLL) anzusehen (85).
Auch bei RIC-Regimen zur Konditionierung wird Alemtuzumab eingesetzt (85). Wei-
tere Anwendungen findet Alemtuzumab auch bei nicht-malignen Erkrankungen wie
Multiple Sklerose und Rheumatoider Arthritis durch seine Eigenschaft, T-Zellen zu
depletieren (85, 86).

Mit dem Einsatz von Campath-1H kann das Risiko von akuter GvHD auf 2-20% und
von chronischer GvHD auf 0-13% und damit auch die einhergehende Mortalitat ge-
senkt werden (89). Es wird angenommen, dass durch geringere Gewebezerstérung
durch Alemtuzumab weniger inflammatorische Zytokine frei werden und so das
GvHD-Risiko gesenkt wird (90).

Nachteile ergeben sich durch die verzégerte Immunrekonstitution und das erhdhte
Risiko opportunistischer Infektionen, wie CMV und EBV (87, 91). Patienten, die mit
Alemtuzumab behandelt worden sind, weisen vor allem sechs Monate nach Alem-
tuzumabgabe ein deutlich erhdhtes Infektionsrisiko durch Neutropenie, depletierte

T-Lymphozyten und ein eingeschranktes TZR-Repertoire auf (92).

2.3.2 Virale Infektionen nach Alemtuzumab-Therapie

In klinischen Studien beobachtete man eine verzogerte Immunrekonstitution und
damit einhergehend ein erhdhtes Risiko fur CMV- und EBV-Reaktivierung bei einer

T-Zelldepletion durch Alemtuzumab (83).

Eine Infektion mit dem Zytomegalievirus, der zu der Familie der Herpesviren gehort,
ist in der Bevolkerung weit verbreitet und zeigt bei einer Erstinfektion nach der Ge-

burt meistens einen asymptomatischen Verlauf. Die Viren verbleiben latent im Kérper
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und kénnen im Falle einer Abwehrschwache reaktiviert werden (93). Durch die spezi-
fische und die humorale Immunantwort eines immunkompetenten Organismus kann
die Infektion in der Regel kontrolliert werden. Eine entscheidende Rolle bei der CMV-
Abwehr spielen NK-Zellen und T-Zellen (94). Gefahrlich wird CMV flr immunsuppri-
mierte Patienten (nach Transplantation, HIV) durch die verminderte Abwehr von Er-
regern infolge der verringerten CD4 T-Zellen. Es kdnnen z.B. eine schwerwiegende
CMV-Pneumonie, CMV-Kolitis oder ein Befall der Retina mit Erblindung die Folge
sein (93).

Bei 30-90% der Patienten kann man nach allogener Stammzelltransplantation eine
Reaktivierung mit CMV beobachten (95). Vor allem in den ersten drei Monaten nach
Transplantation ist das Risiko einer Reaktivierung am hochsten und somit das
Screening von CMV am wichtigsten (95). Mit Hilfe des Nachweises des pp65-Pro-
teins oder des CMV-Genoms durch Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) kann man
frihzeitig eine Reaktivierung von CMV durch eine Blutuntersuchung detektieren (95).
Ein rasches Erkennen der Virusreplikation und die schnelle Therapie z.B. mit Gancic-

lovir tragen entscheidend zur Morbiditats- und Mortalitatssenkung bei (95).

2.4 Eine klinische Studie der Universitatsmedizin Mainz

In der Ill. Medizinischen Klinik der Universitat Mainz werden in einer klinischen Phase
I/lI-Studie Patienten nach dem dosisreduzierten Fludarabin/Melphalan Konditionie-
rungsregime in Kombination mit einer Alemtuzumab-basierten TCD allogen stamm-
zelltransplantiert. Es wurden Patienten eingeschlossen, die eine Indikation fur eine
allogene Stammzelltransplantation hatten, aber zeitgleich eine Kontraindikation fur

eine konventionelle hochdosierte Konditionierungstherapie aufwiesen (7).

Zur in vivo T-Zelldepletion wird zusatzlich der monoklonale humanisierte anti-CD52
Antikdrper Campath 1H / Alemtuzumab eingesetzt — hierdurch soll das Engraftment
verbessert und die GvHD-Inzidenz gesenkt werden (7). Diese Kombination aus RIC
und TCD ermoglicht somit auch eine Behandlungsoption fur altere und multimorbide

Patienten, sowie fur Patienten ohne HLA-identen Spender (96).

Meyer et al zeigten, dass durch Alemtuzumab das Risiko der GvHD reduziert wird
und dennoch ein erfolgreiches Anwachsen (Engraftment) des Transplantates statt-

findet (4). Diese Aussagen konnten auch Kottaridis et al mit ahnlichem Studienproto-
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koll bestatigen (5). Obwohl der Antikérper bis zu 56 Tage nach Transplantation im
Blut nachweisbar ist, ist die Immunrekonstitution, vor allem in der CD4 T-Zellpopu-
lation, Uber diesen Zeitpunkt hinaus eingeschrankt (97). Die mit Alemtuzumab be-
handelten Patienten zeigen eine erhdhte Anfalligkeit flir opportunistische Infektionen
(96).

Um die Immunrekonstitution als Schutz vor Infektionen und zur Verhinderung eines
Rezidivs zu beschleunigen, wurden in der Studie der Ill. Medizinischen Klinik der
Universitat Mainz an Tag +60 und +120 nach Transplantation in 90-Tages-Intervallen
CD8-depletierte Donor-Lymphozyten-Infusionen prophylaktisch verabreicht (7).
Durch die zeitige Gabe der DLI erhofft man sich zusatzlich einen verbesserten GvL-
Effekt (7). Ziel ist die mehrmalige DLI-Gabe mit steigender Dosis. Allerdings erhoht
sich dadurch auch das GvHD-Risiko (40-60%) und alle Patienten mussen vor der
nachsten DLI-Gabe auf erste Anzeichen bereits bestehender GvHD untersucht wer-
den (4). Bei vorhandenen Merkmalen der GvHD kann die DLI-Gabe nicht erfolgen.
Um das erhohte GvHD-Risiko zu verringern, wurden die CD8 T-Zellen aus der DLI
entfernt (4).

Durch Phanotypisierung der Lymphozyten der Patienten nach Alemtuzumabgabe mit
Hilfe von FACS-Analysen konnte ebenfalls ein langerfristiges Auftreten von CD52-
negativen T-Zellen nach HSZT von Meyer et al beschrieben werden (4). Auch in der
Literatur wird das vorwiegende Vorkommen von CD52-negativen T-Zellen mit bis zu
80% aller T-Zellen nach Alemtuzumabtherapie bestatigt (8). In der Arbeitsgruppe von
Meyer et al wurde der CD52-negative Anteil der CD4 und CD8 T-Zellen ohne und mit
DLI-Gabe verglichen (4). Dabei zeigte sich ein deutlich niedriger Anteil an CD52-ne-
gativen T-Zellen in der CD4 T-Zellpopulation, vereinzelt bei einigen Patienten auch
bei den CD8 T-Zellen, nach DLI-Gabe (4). Man geht davon aus, dass das Auftreten
von CD52-positiven T-Zellen fur eine Rekonstitution des T-Zellrepertoires und damit
einhergehend flr eine bessere Immunsystemabwehr mit vermindertem Infektionsrisi-
ko spricht (4).

Meine Arbeit untersucht das Auftreten von CD52-negativen Gedachtnis-T-Zellen und
die Rekonstitution CD52-positiver naiver T-Zellen im Verlauf nach Alemtuzumab-

basierter allogener HSZT.
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3 Material

3.1 Medien

Bezeichnung

Hersteller

Aqua dest.

AIM-V Medium

Heparin (Liquemin)

OKT3 (Muromab CD3)

PBS Gibco 14190 Dulbecco’s
Phytohamagglutinin (PHA)
RPMI 1640

RPMI

X-VIVO15 T-Zellkulturmedium

B. Braun (Melsungen)

Gibco™ , Invitrogen (Karlsruhe)
Roche (Grenzach-Wyhlen)

Jannsen Cilag (Neuss)

Gibco™ | Invitrogen (Karlsruhe)
Oxoig, Merck Biosciences (Darmstadt)
Gibco™ | Invitrogen (Karlsruhe)
Gibco™ , Invitrogen (Karlsruhe)
Biowhittaker (Viersen, B)

3.2 Zusatze

Bezeichnung

Hersteller

Bovine Serum Albumin (BSA)
Fetales Kalberserum (FCS)
Geneticin (G418)
Humanalbumin 20% Behring
Humanes Serum

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

PAA Laboratories (Pasching, A)
Biochrom (Berlin)

CSL Behring (King of Prussia, USA)
Blutbank Universitatsmedizin Mainz, ge-
pooltes Serum von gesunden Spendern

3.3 Zytokine

Bezeichnung

Hersteller

GM-CSF
IL-16
IL-2

IL-4

IL-6
PGE 2
TNF-a

Leukine liquid (Cambridge, USA)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Promokine, PromoCell GmbH (Heidel-
berg)
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3.4 Gerate und Software

Gerat

Firma

Autoklav, Systec V-150

Brutschrank, CO2-Inkubator
Durchflusszytometer,

BD FACS Canto™ |l, FACS Aria 1
mit FACS Diva Software
Eismaschine UBE50/53

ELISpot Kamera

ELISpot Mikroskop

Expo32

Feinwaage, 0,05-210 g
Gefrierschrank (-80°C)

Kahlschrank mit Gefrierfach

(4°C, -20°C)

KS ELISpot, Version 4.9
Mehrkanalpipetten 5-200ul
Phasenkontrastmikroskop, Axiovert 25 (fur
Zellen)

Pipettiergerat (PipetBoy)

Pipette (1-10 pl)

Pipette (0,5-10 pl, 10-100 pl,

100-1000 pl)

Schuttelgerat (,Lab Dancer®)

Sterile Werkbank (,Flow*,

HERAsafe Typ HS 18)
Stickstoff-Kryo-Bank XLC 1370
Vortexer MS2

Waage Sartorius (BA 2100 S)
(0,5g-2100 g)

WIZARD2 (automatic Gamma-Counter)
Zentrifuge

Zentrifuge

KSG Sterilisatoren, Olching
Systec GmbH (Wettenberg)
Heraeus (Hanau)

BD Biosciences (Heidelberg)

Ziegra (Isernhagen)

Zeiss (Jena)

Zeiss (Jena)

Beckmann Coulter (Krefeld)

Sartorius (Gottingen)

Hera freeze, Heraeus/Kendro (Langensel-
bold)

Privileg (Furth)

Zeiss (Jena)
Brand (Wertheim)
Zeiss (Jena)

IBS Integra Biosciences VWR (Darmstadt)
Eppendorf (Hamburg)
Brand (Wertheim)

VWR (Darmstadt)
Kendro (Hanau)

Minishaker IKA®, IKA (Staufen)
GFL (Burgwedel)

PerkinElmer (Waltham, USA)
Hettich (Tuttlingen)
Kendro-Heraeus (Langenselbold)

3.5 Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Cellstainer

Cryobox

Einmalpipetten (1,2,5,10,25,50 ml)
ELISpot Klebefolie Mathahcloo
ELISpot 96-well Platte
Eppendorf-Réhrchen (500, 1500,
2000 pl)

FACS-Tubes

Falcon 15 mi

Handschuhe Gr. S

BD Biosciences GmbH (Heidelberg)
Nalge Nunc (Wiesbaden)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Fisher Scientific (Pittsburgh, USA)
Millipore (Billerica, USA)

Eppendorf (Hamburg)

Fisher Scientific (Schwerte)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Semperit AG Holding (Wien, Osterreich)
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Kulturplatten 6-, 24-, 96-Loch
Leukosep™ Tubes (50 ml)

Nunc (Cryo-Rohrchen)
Petrischalen (35, 60, 94 mm)
Pipettenspitzen (0,5-10 ul; 10-200 pl,
100-1000 pl)

Sterilfilter FP30/0,2 CA-S,
FP30/0, 45 CA-S, FP30/1,2 CA-S
SteritopTM

Zellkulturflasche Filter Top 50ml
Zellkulturflasche Filter Top 250ml

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Starlab (Ahrensburg)

Schleicher & Schuell (Dassel)
Millipore, Eschborn

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)

3.6 Glaswaren

Bezeichnung

Hersteller

Becherglas (200,500,1000 ml)
Duran-Glasflaschen
(500,1000,2000, 5000 ml)
Deckglaser 24x32 mm
Zahlkammer

Schott AG (Mainz)
Schott AG (Mainz)

Menzel (Braunschweig)
Fuchs-Rosenthal, Schreck (Hofheim)

3.7 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

3-Amino-9-Ethyl-Carbazol (AEC)
51Chrom

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylformamid (DMF)

Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA)

EDTA Disodiumsalz
Ethanol 70%
Ethanol vergallt 96%

Ethanol reinst

Ethidiumbromid

Isopropanol

Ficoll Lymphozyten Trennmedium
(LSM 1077)

Natriumchlorid (NaCl)
Paraformaldehyd
Phosphate-buffered Saline (PBS)
TAE-Puffer

Trypanblau

Tween 20 Detergens
Wasserstoffperoxid 30%

Sigma (Deisenhofen)

PerkinElmer (Waltham, USA)

Merck Biosciences GmbH (Darmstadt)
Merck Biosciences GmbH (Darmstadt)
Sigma (Deisenhofen)

Merck Biosciences GmbH (Darmstadt)
Briggemann Alkohol (Heilbronn)
Martin und Werner Mundo (Mz-
Kostheim)

Merck Biosciences GmbH (Darmstadt)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Fluka (Deisenhofen)

PAA Laboratories GmbH (Pasching, Os-
terreich)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck Biosciences GmbH (Darmstadt)
Gibco BRL (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck Biosciences GmbH (Darmstadt)
Merck-Schuchardt (Hohenbrunn)
Merck Biosciences GmbH (Darmstadt)
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3.8 Kits

Bezeichnung

Hersteller

CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit
IFN-y Secretion Assay Detection Kit
(PE)

FoxP3 Staining Kit

Vectastain ABC Kit Elite

(Avidin Peroxidase Komplex)

Invitrogen (Carlsbad, Kalifornien, USA)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

ebioscience
Vector Laboratories (Burlingame, USA)

3.9 Peptide

Bezeichnung

Hersteller

H-NLVPMVATV-OH
PepMix™ HCMVA (pp65)
H-TPRVTGGGAM-OH

JPT Peptide Technologies (Berlin)
JPT Peptide Technologies (Berlin)
JPT Peptide Technologies (Berlin)

H-NLVPMVATV-OH ist ein Peptid, welches HLA-A2 restringiert fur CMV ist und fur

die Immunstimulation von T-Zellen in funktionellen Tests eingesetzt wird (98).

PepMix™ HCMVA ist ein iberlappender Peptidpool (ULP) aus mehreren Peptiden,

welches der Sequenz des pp65 des CMV entspricht und so fur Analysen der Immun-

antwort von T-Zellen z.B. im Elispot oder Zytokin-Sekretionsassays genutzt werden

kann (99).

H-TPRVTGGGAM-OH ist ein Peptid, welches HLA-B7 restringiert fur CMV ist und

ebenfalls in funktionellen Tests zur Immunstimulation eingesetzt wird (98).

3.10 FACS-Antikorper

Antikorper Fluorchrom
IgG/IgG FITC/ PE
IgG 1 APC
IgG 1 PC5
1gG 1k V 450
1gG 1k PerCP-Cy 5,5
1gG 1k PE-Cy 7
1gG 1k APC-Cy 7

Hersteller
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

BD
BD
BD
BD
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IgG
CD3
CD3
CD3
CD3
CD3
CD3

CD3/4
CDh4
CD4
CD4
CD4
CD8
CD8
CD8
CD8

CD16

CD19

CD19

CD25

CD25

CD28

CD45RA
CD45RA
CD45RA
CD45RO
CD45R0O

CD52

CD52

CD52

CD52

CD54

CD55

CD56

CD56

CD58

CD59

CD62L

CD62L
CD62L
CD127
CD137
CD137
7-Aminoactinomycin
CCRY
FLAER/FL2S

APC-H 7
FITC
PE
APC
PC5
V 450
PE-Cy 7
FITC/ PE
FITC
PE
APC
APC-H 7
FITC
PE
APC
APC-H 7
PE
PE
PC5
PeCy7
PE
PE
APC
V 450
PE
PE
APC
FITC
PE
APC
Alexa Fluor 488
PE
PE
APC
PC5
PE
PE
PE
PE
PC5
PE
APC
PE
FITC
PE
Alexa Fluor 488

BD
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

BD

BD
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

BD
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

BD
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

BD Pharmingen
Beckmann Coulter
BD Pharmingen
Miltenyi

BD
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

BD

Serotec
Serotec
Serotec
BD Biosciences, HD
BD Pharmingen

BD

BD
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

BD
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Biosciences, HD
Miltenyi
Biozol, FL1S/FL2S
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FOXP3

Alexa Fluor 488

ebioscence

TCR PAN o/ PE BD Pharmingen
TCR PAN y/& APC Beckman Coulter
TCR VR1 FITC/PE Beckman Coulter
TCR V32 PE Beckman Coulter
TCR VR3 PE Beckman Coulter
TCR VR35.1 PE Beckman Coulter
TCR VR5.2 FITC Beckman Coulter
TCR VR5.3 PE Beckman Coulter
TCR V7.1 FITC Beckman Coulter
TCRV 71 FITC Beckman Coulter

TCR V38 PE Biolegend

TCR VR11 FITC Beckman Coulter
TCR VR12 PE Beckman Coulter
TCR V313.1 PE Beckman Coulter
TCR VR13.2 PE Beckman Coulter
TCR V313.6 FITC Beckman Coulter
TCR VR14 FITC, PE Beckman Coulter
TCR V316 FITC Beckman Coulter
TCR VR17 PE Beckman Coulter
TCR VR20 FITC Beckman Coulter
TCR VR21.3 FITC Beckman Coulter
TCR VR22 PE Beckman Coulter
TetramCel\l;I\I;i I;gepé 02 APC Beckmann Coulter
TetramCel\l;I\I;i :'2685 e APC Beckmann Coulter

Tabelle 2: Verwendete FACS-Antikdrper

3.11 Ubersicht Studienpatienten

FUr meine experimentelle Arbeit wurden die Lymphozyten von insgesamt 42 Studi-
enpatienten untersucht. Die Patienten wurden vorher in der klinischen Studie der
Universitatsmedizin Mainz (allogene HSZT mit dosisreduziertem Konditionierungsre-
gime und Alemtuzumab basierter TCD) eingeschlossen (7). In Frage kamen dafur
Patienten mit einer malignen hamatologischen Grunderkrankung, die ein hohes Re-
zidivrisiko oder bereits vorausgegangene erfolglose Therapien und Kontraindikatio-
nen fur eine myeloablative Therapie aufwiesen (7). Das schriftliche Einverstandnis
aller Patienten zur Teilnahme an der Studie sowie Blutabnahmen im Rahmen der
Studie lagen vor (7) (Ethikkommission mit Bearbeitungsnr. 837.175.03). Standard-
malfdig wurden an Tag +60 und +360 nach Transplantation 50 ml vendses Blut ent-

nommen (7). Bei Vorstellung in der hamatologischen Ambulanz wurde zusatzlich zu
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weiteren Zeitpunkten vendses Blut bei den Patienten entnommen und von mir unter-
sucht. Neben peripherem Blut gelang es uns auch bei sieben Patienten (Patienten
Nr. 6, 7, 8, 11, 22, 26, 30) Knochenmarkpunktate zur Bestimmung der CD52-Expres-
sion zu entnehmen. Anhand des Vorliegens von ausreichend CD52-positiven und
CD52-negativen T-Zellen, wurden die funktionellen Tests mit dem jeweiligen periphe-
ren Blut der Studienpatienten durchgefuhrt. In der nachfolgenden Tabelle wird das
Patientenkollektiv anonymisiert mit einer von mir zugewiesenen Nummer, sowie Ge-
schlecht, Alter, Grunderkrankung und Ubersicht (ber die erfolgten experimentellen

Untersuchungen dargestellt.

Patientenkollektiv Experimentelle Untersuchungen
Patient Nr. Geschlecht Alter Diagnose = KM-Punktat G?rd_;céng:‘is- I':I'l:;lt(;
1 m 58 NHL X
2 m 48 NHL X X
3 m 70 AML
4 w 64 AML
5 w 56 MM
6 m 69 AML X X
7 m 71 AML
8 w 58 AML X X
9 w 60 MPS X
10 m 71 ALL
11 m 24 AML X X
12 m 59 MZ L.
13 w 56 AML
14 m 61 AML X
15 w 69 AML
16 w 54 AML
17 m 65 AML
18 m 52 MM
19 m 53 MZ L. X
20 w 63 NHL
21 m 65 MM
22 m 54 PNH X
23 w 52 ALL
24 w 62 AML
25 m 63 MDS X
26 m 50 AML X
27 w 52 CML X
28 m 38 M. Hodgkin X
29 m 47 MM
30 w 63 AML X
31 m 49 MPS
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32 m 65 AML X
33 w 51 AML

34 m 60 T-NHL

35 m 72 AML X
36 m 68 CML

37 w 71 AML

38 m 57 OMF

39 m 63 AML X
40 m 58 B-NHL X
41 w 25 T-NHL

42 m 49 M. Hodgkin X

Tabelle 3: Ubersicht Transplantationspatienten mit Geschlecht (m = méannlich, w = weiblich), Alter, Erkrankung

4 Methoden

Im Anhang unter 9.4 lassen sich die dazugehdrigen Laborprotokolle finden.

4.1 Dichtegrad-Zentrifugation

4.1.1 Separation mononuklearer Zellen aus Leukozytenfilmen und peripherem
Blut (,Ficoll®) (100)

Zur |Isolation der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes wird das Vollblut der
Patienten und die von der Transfusionszentrale Universitatsmedizin Mainz gestellten
Leukozytenfilme (engl. Buffy-Coats) von gesunden Spendern nach der standardisier-
ten Dichtegrad-Zentrifugation, die urspringlich von Graze et al 1979 entwickelt wor-
den ist (101), aufgereinigt. Die Lymphozyten sammeln sich entsprechend ihrer spezi-
fischen Dichte zwischen Plasma und Ficoll-Trennmedium an (26, 101). Das

Zellsediment besteht aus Granulozyten und Erythrozyten.

Die Isolation der mononuklearen Zellen wird in unserer Arbeitsgruppe nach dem Pro-
tokoll von der Firma Greiner Bio-One mit Leukosep™-Rohrchen durchgefihrt (100).
Es werden Leukosep™-Réhrchen mit Fritte mit je 15 ml Ficoll-Trennmedium (Ficoll-
Hypaque) beflllt. Durch kurzes Anzentrifugieren kann das Medium unter die Fritte
gebracht werden. Das heparinisierte, venodse Patientenblut (20-50 ml) oder der Buffy-
Coat (500 ml) wird nun auf die Leukosep™-Réhrchen, mindestens je 15 ml, verteilt

und das Gesamtvolumen von 50 ml mit PBS ausgeglichen. Die Tubes werden bei
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2300 rpm, fur 20 Minuten, bei Raumtemperatur, ohne Bremse und ohne Beschleuni-
gung, zentrifugiert. Die entstandene PBMC Bande, zwischen Plasma und Ficoll, wird
vorsichtig mit einer 2 ml-Pipette abgenommen, in ein 50 ml-Falcon tUberfuhrt, mit PBS
auf 50 ml aufgeflllt und anschlieend fur 8 Minuten bei 1800 rpm zentrifugiert. Die
Zellen werden in 10 ml PBS aufgenommen und bei 1500 rpm, fur 5 Minuten, bei
Raumtemperatur zentrifugiert (= Waschen). Nach der Zahlung konnen die Zellen flr

funktionelle Tests oder fir FACS-Analysen verwendet werden.

Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

—— Plasma

Verdiinntes Blut —— Zentrifugation mit 2300 rpm
L k)
|4

—— PBMC

fiir 20 Minuten

Fritte _ —  Fritte

——  Ficoll Hypaque
v —  Zellsediment

Abb. 1: Vor und nach der Dichtegrad-Zentrifugation (modifiziert nach (100))

Ficoll Hypaque @ ——

4.1.2 Separation von heparinisiertem Knochenmarkblut

Das heparinisierte Knochenmarkblut wird 1:4 mit PBS verdinnt. In 50 ml-Falcons,
ohne Fritte, werden 15 ml Ficoll-Trennmedium gegeben und anschliellend langsam
mit dem verdinnten Knochenmarkblut Uberschichtet. Die Zentrifugation erfolgt bei
2300 rpm, ohne Bremse und Beschleunigung fur 20 Minuten. Anschliel3endes Ver-

fahren siehe 4.1.1.

4.1.3 Isolation von CD4 und CD8 T-Zellen (,MACS-Isolation®)

Mit Hilfe von paramagnetisch beladenen Antikorpern (MACS-Micro-Beads) kdnnen
CD4 und CD8 T-Zellen aus PBMC nach dem Protokoll der MACS-Isolation (engl.
magnetically activated cell sorting) von Miltenyi Biotec isoliert werden (102). Der

Magnet wird mit den Saulen und Filtern bestuckt, Uber die die Zellen separiert wer-
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den. Die MACS-Isolation erfolgt nach dem Prinzip der positiven Selektion, das be-
deutet, dass die magnetbeladenen Zellen (= gelabelten Zellen) an der Saule haften
bleiben und zum Schluss durch Entmagnetisierung eluiert werden (102). Es werden
jeweils CD4 oder CD8-Beads benutzt.

Das Auftauen und Waschen der Zellen (siehe 4.3) erfolgt im Kulturmedium. Das Zell-
pellet wird anschlieend mit 10 ml kaltem MACS-Puffer gewaschen. 10 Mio. Zellen
werden in 80 yl MACS-Puffer und 20 pl Micro-Beads aufgenommen, gevortext und
bei 4 °C fur 15 Minuten inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit MACS-Puffer,
werden die Zellen in 500 ul MACS-Puffer Uber die Saule gegeben und die Negativ-
Fraktion in einem Tube aufgefangen. Nach dem Spulen des Tubes, des Filters und
der Saule mit jeweils 500 pl MACS-Puffer wird die Saule aus dem Magneten entfernt
und auf das Positivfraktions-Rohrchen gesetzt. Mit 1000 pl MACS-Puffer und dem

Stempel kdnnen die Zellen eluiert werden. Es wird stets steril und auf Eis gearbeitet.

4.2 Einfrieren der Zellen

Zellen, die vorerst nicht mehr bendtigt werden, kdnnen mit nachfolgendem Protokoll
kryokonserviert und zu einem spateren Zeitpunkt wieder aufgetaut werden (siehe
4.3). Dafur versetzt man das Einfriermedium mit dem Gefrierschutzmittel Dimethyl-
sulfoxid (DMSO). Die Zellen werden abzentrifugiert, dekantiert und in 1 ml Einfrier-
medium mit 10% DMSO pro Einfrierrdhrchen (Nunc) aufgenommen. Es kénnen bis
zu 5 x 10° PBMC bzw. T-Zellen oder 0,5 x 108 DC pro Roéhrchen kryokonserviert
werden. Die Nuncs werden nun in vorgekuhlte Isopropanol-ummantelte Becher ge-
stellt. Diese sorgen dafur, dass die Temperatur konstant um 1 °C pro Minute sinkt
und damit die Kristallbildung und Zellzerstorung vermindert wird. Vorerst werden die
Isopropanol-Behalter im -80 °C Kuhlschrank aufbewahrt und nach einem Tag im
Stickstofftank bei -196 °C gelagert.

4.3 Auftauen der Zellen

In Vorbereitung wird ein 50 ml-Falcon mit 10 ml Kulturmedium befullt und bei 37 °C
im Wasserbad vorgewarmt. Die eingefrorenen Nuncs aus dem Stickstofftank werden
ebenfalls im Wasserbad kurz erwarmt. Die aufgetaute Probe wird in Medium mit ei-
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ner 5 ml-Pipette aufgenommen, vorsichtig resuspendiert und in ein Falcon Uberflhrt.
Danach erfolgt die Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 5 Minuten. Der Uberstand wird
dekantiert und anschlieRend das bei Raumtemperatur toxische DMSO durch erneu-
tes zweimaliges Waschen mit RPMI oder Kulturmedium entfernt. Zur Vermeidung

von Zellverlusten ist schnelles Arbeiten erforderlich.

4.4 Zellen zdhlen

Die Zellen werden dafur 1:2 mit Trypanblau gemischt. Der Azofarbstoff Trypanblau
dringt nur Uber die durchlassige Membran toter Zellen ein (26). Somit kann man gut
zwischen lebenden und nicht vitalen Zellen bei der Auszahlung differenzieren (26).
Die Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer wird durch Anhauchen befeuchtet und das Deck-
glas darauf gesetzt. Die gefarbte Zellsuspension wird in die Zahlkammer pipettiert.
Nach dem Absetzen der Zellen zahlt man mit dem Mikroskop 16 Quadrate u-formig
aus und die berechnet die Zellzahl nach folgender Formel: 100 = x 108 Zellen / ml
(26).

4.5 Zellkultur

Zur Kultivierung der Zellen nutzen wir die fur das Labor geltenden Standards. Dies
bedeutet, dass alle Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen in einer sterilen Um-
gebung einer Werkbank durchgefuhrt werden. Die Zellen werden anschlief3end in
unserem Inkubator bei 5 % COg, einer Temperatur von 37 °C und einer wasser-

dampfgesattigten Atmosphare kultiviert.

4.5.1 K562 A2-/ K562 B7-Zellen

Die K 562-Zellen entstammen einer CML-Zelllinie, die z.B. im Elispot als Antigen pra-
sentierende Zellen eingesetzt werden kénnen (103). Sie exprimieren auf der Zell-
oberflache keine HLA I- und lI-Molekule und kénnen mit unterschiedlichen HLA-
Genen transfiziert werden. Somit ist es moglich, z.B. die T-Zellantwort von CD8
T-Zellen verschiedener Menschen mit unterschiedlichen HLA-Typen gegen virale
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Peptide, wie CMV, EBV oder Influenza zu testen, indem man jeweils die passende
HLA-Transfektante der K652-Zellen wahlt (103). Die K562-A2- und K562-B7-Transfek-
tanten wurden freundlicherweise von der Arbeitsgemeinschaft Wolfel, Universitats-
medizin Mainz, zur Verfigung gestellt. Alle vier Tage erfolgt der Mediumwechsel der
Zellkultur. Dafur werden die Zellen aus der Zellkulturflasche in ein Falcon uberflhrt
und anschlie3end drei Mal mit PBS gewaschen (Zentrifugation 1500 rpm, 5 Minuten,
RT). Die Zellen werden gezahlt (siehe 4.4) und gesplittet. Es werden maximal 1 Mio.
Zellen pro ml Kulturmedium eingesetzt und im Inkubator bei 37 °C kultiviert. Aulder-
dem erfolgt die Zugabe des Aminoglykosids Geneticin (G-418) in einer Konzentration
von 1 mg/ml. Die Transfektanten enthalten ein Resistenzgen gegenuber dem G-418

und werden somit nicht getotet.

452 TM-Zellen und K32-Zellen

Die TM-Zellen und K32-Zellen sind eine immortalisierte B-Zelllinie und wurden eben-
falls nach dem Zellkulturprotokoll (s. 4.5.1) behandelt. Diese Zellen wurden freundli-
cherweise von Prof. Dr. M. Theobald (Universitatsmedizin Mainz) zur Verfugung ge-

stellt.

4.5.3 Restimulationsprotokoll fur die T-Zellkultur

Die PBMC der Patienten werden entsprechend ihrer Expression in CD52* und CD52-
T-Zellpopulationen sortiert und in Kultur genommen. An Tag 1 werden pro Zellkultur-
flasche 5 x 108 B-Lymphozyten (wie z.B. TM-Zellen) mit 8000 rad und 25 x 10°
PBMC von gesunden Spendern mit 3500 rad bestrahlt, damit ein Uberwachsen der
T-Zellkultur durch die Feeder-Zellen verhindert wird. Diese Feeder Zellen werden
zusammen mit den Zellkulturzellen in 12 ml T-Zellmedium, 50 U/ml Medium humanes
IL-2, 30 ng/ml OKT3s aufgenommen und in T25-Zellkulturflaschen im Inkubator bei
37 °C und 5 % COz2 kultiviert. Der monoklonale Anti-CD3 Antikdrper OKT3s muss an
Tag 4 in mehreren Waschschritten mit AIMV ausgewaschen werden und die Zellen

werden mit 12 ml T-Zellmedium und 50 U/ml humanes IL-2 erneut versetzt.
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Um Zellverluste zu vermeiden, wird an Tag 7 und 10 jeweils nur ein halber Wechsel
des Mediums durchgefuhrt. Dieses Protokoll nach Kuball et al wird alle 14 Tage wie-

derholt. Funktionelle Tests kdnnen an Tag 10-12 durchgeflhrt werden.

454 Sort

Mit Hilfe des FACS-Sorters (FACS-Aria) und der FACS-Diva Software kdnnen die
Patientenproben in CD52* und CD52- Fraktionen separiert werden. Dabei werden die
Zellen nach 4.7.2 gefarbt und mit freundlicher Unterstutzung des Tumorvakzinations-
zentrums (TVZ) Mainz in die jeweiligen Tubes sortiert. Die T-Zellkulturen werden
uber Nacht im Inkubator bei 37 °C und 5 % COz2 belassen und am nachsten Tag mit
AIMV gewaschen und anschliefend wie unter 4.5.3 beschrieben restimuliert. Das
OKTs3 (30 ng/ml) wird an Tag 2 dazu pipettiert. Nach dem ersten Zyklus wird das Re-

stimulationsprotokoll, wie urspringlich beschrieben, beibehalten.

4.5.5 Einzelzellkultur fur T-Zellen

Ebenfalls werden CD4 und CD8 T-Zellen nach ihrer CD52 Expression einzeln mit
Hilfe des FACS-Sorters in Kultur genommen. Als Vorlage dient das Restimulations-
protokoll fur T-Zellen der AG Theobald. Nach dem Sort werden die T-Zellen in 100 pl
T-Zellmedium und 100 U/ml IL2 fur 2-3 Tage im Inkubator gelagert. Als Feeder-
Zellen dienen mit 3500 rad bestrahlte PBMC (25 x 10°) und mit 8000 rad bestrahlite
TM-Zellen (5 x 10%). An Tag 1 erfolgt die Zugabe von 30 ng/ml OKTs. Der halbe Me-
diumwechsel wird an Tag 3, 7 und 10 durchgefuhrt. Die Restimulation wird alle 14
Tage wiederholt und die T-Zellen bei einer Zellzahl von > 0,2 x 10° in T25-Zellkultur-

flaschen versetzt.
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4.6 Drei-Tage-Protokoll fiir die Ausreifung Dendritischer Zellen

Far funktionelle Tests wie z.B. Elispot oder IFN-y-Zytokinsekretionsassay bendtigt
man Dendritische Zellen des zu untersuchenden Probanden, die mit Hilfe des Proto-

kolls nach Dauer et al (104) aus PBMC generiert werden kdnnen.

Dafiir werden 10-15 x 108 PBMC in 3 ml DC-Medium pro well einer 6-well-Platte aus-
gesat. Zur Adharenz wird die Platte bei 37 °C flr 45-60 Minuten inkubiert und an-
schlieRend werden die Uberschussigen Zellen mit kaltem PBS abgewaschen. Nach
Zugabe von 3 ml DC-Medium mit 1000 U/ml GM-CSF und 500 U/ml IL-4 werden die
Zellen fur 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Am 2. Tag erfolgt zur weiteren Ausreifung die Zugabe von 10 ng/ml IL1-, 10 ng/ml
TNF-a, 1000 U/ml IL-6 und 1 pg/ml PGE2. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37 °C
werden die maturen Dendritischen Zellen geerntet. Der Uberstand wird in ein 50 ml
Falcon uberfuhrt und die Platte zur besseren Ablosung der Zellen kurz auf Eis ge-
stellt. Nach mehrmaligem Waschen konnen die Dendritischen Zellen eingefroren

(siehe 4.2.) oder in funktionellen Tests eingesetzt werden.

4.7 Durchflusszytometrie

4.7.1 Allgemein

Die Durchflusszytometrie dient der Charakterisierung und Analyse von Zellen. Die
Probe wird mit fluoreszierenden Antikdrpern markiert und kann mittels FACS (flu-
orescence activated cell sorting) sortiert werden (26). Beim Passieren der Laser-
strahlen erzeugt die Zelle ein Streulicht, welches mit Hilfe eines Detektorsystems er-
fasst werden kann. Das Vorwartsstreulicht (FSC = Forwardscatter) stellt das Mal3 fur
die Beugung des Lichts im flachen Winkel und somit die Zellgrofe dar (26). Wah-
renddessen steht das Seitwartsstreulicht (SSC = SidewardScatter) fur die Brechung
des Lichts im rechten Winkel, also die Beschaffenheit der Zelle (26).

Wir verwenden monoklonale, anti-humane Antikorper, die mit Fluorchromen wie Flu-
orescein Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC), Blue ho-
rizon, PC5, Alexa fluor 488 gekoppelt sind. Durch diese Vielzahl der gegen bestimm-

te Antigene gerichteten Antikorper ist eine bis zu 6-fache Farbung in einem Ansatz
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mdglich. Mit Hilfe des FACS erhalt man auch die Mdglichkeit, funktionelle Tests wie

Secretion Assay und Proliferationsassays zu charakterisieren.

4.7.2 FACS-Farbung

Fur die FACS-Farbung werden etwa 0,1-0,5 x 108 PBMC oder T-Zellen pro Réhrchen
eingesetzt. Nach dem Waschen (Zentrifugieren bei 1500 rpm, 5 Minuten, Raumtem-
peratur) mit FACS-Puffer werden die Antikérper dazu pipettiert und entsprechend
inkubiert (meist 15 Minuten bei 4 °C). Erneut werden die Proben gewaschen und an-
schliefend mit 500 ul FACS-Fixanz fixiert. Die Messung erfolgt mittels BD FacsCan-

to.

4.7.3 FLAER-Farbung

FLAER ist ein fluoreszierendes Aerolysin, welches spezifisch GPI-Anker bindet (105).
Die Zellen werden wie unter 4.3 beschrieben aufgetaut und nach dem Standard-
FACS-Protokoll gefarbt. Danach erfolgt die Zugabe von PBS und die Zentrifugation
(1100 rpm, 4 °C fur 10 Minuten) der Probe. Nach dem Dekantieren werden die Zellen
in 125 ul kaltem PBS resuspendiert und 6,25 ul FLAER-Reagenz dazu pipettiert. Die
Inkubation des Antikorpers betragt 20 Minuten bei 4 °C. Nach einem anschliel3enden
Waschschritt wird die Probe mit PBS + 2 % Paraformaldehyd fixiert und sofort mittels
dem FACS-Gerat analysiert.

4.7.4 Tetramer-Farbung

Mit Hilfe HLA-Peptid spezifischer Tetramere konnen wir CMV-spezifische CD8
T-Zellen bei unseren Patienten detektieren und somit geeignete Probanden flr funk-
tionelle Testungen finden. Die HLA-Peptid-Tetramer-Komplexe kdnnen antigenspezi-
fische CTL unabhangig von Zytokinsekretion oder Proliferation detektieren. Das Tet-
ramer wird aus vier biotylinierten HLA-Peptiden und einem zentralen Streptavidin-
Molekul gebildet (106). Durch ein Fluorchrom wird die Detektion der antigenspezifi-
schen CTL im FACS ermdoglicht.
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Die Tetramer-Farbung erfolgt nach dem Protokoll der Firma Beckmann Coulter (107).
Es wird eine Suspension von 5 x 108 Zellen pro ml PBS hergestellt und davon 200 pl
auf jedes Tube verteilt. Im Folgenden werden die Antikorper und 5 pl des MHC Tet-
ramer dazu pipettiert und nach dem Vortexen fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS (Zentrifugation 400 x g,
5 Minuten, Raumtemperatur) wird die Probe mittels PBS + 0,5 % Paraformaldehyd

fixiert und kann bis zu 24 Stunden nach der Farbung gemessen werden.

4.7.5 FoxP3-Farbung

Das Protein FoxP3 ist ein spezifischer Marker fur regulatorische T-Zellen. Die Far-
bung erfolgt nach dem Protokoll der Firma Thermo Fisher Scientific (108). Nach der
standardisierten FACS-Farbung werden die Proben in 1 ml Perm / Fix (Fixation Per-
meabilizationConcentrate 1:3 verdunnt mit Fixation/PermeabilizationDiluent) resus-

pendiert und fur eine Stunde im Dunkeln bei 4 °C inkubiert.

Nach dem Waschen mit PBS/BSA und zwei Mal mit Perm (1x, Permeabilization-
Buffer (10x) 1:10 verdunnt mit Aqua dest.) erfolgt der Blockierungsschritt mittels
100 pl 2 %igem NRS fur 15 Minuten bei 4 °C. Danach werden 20 pl FoxP3-Anti-
korper dazu pipettiert und fur 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Nach zwei-
maligen Waschen mit 2 ml Perm (1x) werden die Zellen in 0,5 ml PBS/BSA resus-

pendiert und anschlieRend mit dem FACS-Gerat analysiert.

4.7.6 Apoptosefarbung

Mit Hilfe von 7-Aminoactinomycin (7AAD) kann man zwischen vitalen, apoptotischen
und toten Zellen, z.B. in einer Zellkultur, unterscheiden (26). 7AAD diffundiert durch
die durchlassige Membran nicht vitaler Zellen. Mit einem Absorptionsmaximum von
488 nm kann der fluoreszierende Farbstoff im FITC-Kanal gemessen werden. Im An-
schluss an die FACS-Farbung nach Protokoll werden in jedes Réhrchen 300 pl PBS
und 20 uyl 7AAD dazu pipettiert und fur 15 Minuten im Dunkeln bei 4 °C inkubiert.
Nach dem Waschschritt erfolgt die FACS-Messung.
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4.8 Proliferationsassay — CFSE Assay

Carboxy-Fluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester, kurz CFSE, ist ein Farbstoff, mit
dem man mittels FACS-Analysen die Proliferation von Zellen untersuchen kann.
CFSE diffundiert passiv in die Zelle und bindet sich an intrazellulare Proteine (109).
Durch Esterasen wird die Acetatgruppe abgespalten und somit zu einem fluoreszie-
renden Farbstoff umgewandelt. Das verbleibende Carboxy-Fluorescein-Succinimidyl-
Ester reagiert mit den intrazellularen Aminen und dient dem Nachweis in der FACS-
Analyse (109). Kommt es zur Teilung, wird die Halfte der Erbinformation auf die
nachste Tochterzelle Ubertragen. Dieser Zellzyklus wiederholt sich mehrmals. Aller-
dings ist dieser Ablauf eher theoretisch. Denn in der Praxis lauft die Teilung nicht

immer gleichmafRig ab (109).

Der CFSE-Assay wird nach dem Protokoll der Firma invitrogen durchgefihrt (110)
und wurde auf unsere T-Zellen angepasst. PBMC werden in T25-Zellkulturflaschen
mit jeweils 12 ml T-Zellmedium, 30 ng/ml OKTs und 50 U/ml IL2 gegeben und bei
37 °C in Kultur genommen. Die Proliferation kann jeden Tag gemessen werden. Da-
far werden jeweils 1 x 10° Zellen abgezweigt und in je 1ml vorgewarmten PBS
+ 0,1 % BSA aufgenommen. Fur eine Konzentration von 2,5 yM verwenden wir 0,5 pl
CFSE-L6sung (18 yl DMSO + 1 CFSE Rohrchen) pro ml PBS. Die Inkubation betragt
10 Minuten bei 37 °C. Zum Abstoppen werden 5 ml AIMV + 10 % Humanserum pro
ml pipettiert und 5 Minuten auf Eis gelagert. Das zelltoxische CFSE muss in mehre-
ren Waschschritten gut ausgewaschen werden (Zentrifugieren 1500 rpm, 5 Minuten,
RT). Zur Charakterisierung der Zellen konnen diese nach dem FACS-Protokoll ge-
farbt werden und anschlieRend am FACS-Gerat gemessen werden. CFSE wird dabei

im FITC-Kanal gemessen.

4.9 Funktionelle Tests

4.9.1 IFN-y — Elispot-Assay

Der Enzyme-linked Immunospot Assay (Elispot-Assay) stellt eine Methode zur Detek-
tion antigenspezifischer T-Zellen dar (103). Dabei werden die APZ mit einem spezifi-
schen Antigenpeptid beladen, das von den spezifischen T-Zellrezeptoren erkannt

wird (26). Die Anzahl der stimulierten T-Zellen kann anhand der entstandenen Zyto-
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kinspots ermittelt werden. CD4 und CD8 T-Zellen produzieren nach erfolgreicher

Stimulation IFN-y.

Eine 96-well Mikrotitierplatte, die mit einer Nitrocelluloseschicht versehen ist, wird im
ersten Schritt mit einem Fangerantikdrper gegen humanes IFN-y beschichtet (Coa-
ten) (26). Dabei bindet der monoklonale Antikorper mit seinem konstanten Bereich
an die Nitrocellulosefolie und ist somit in der Lage, mit der variablen Region das se-
zernierte IFN-y zu binden. Es folgt die Inkubation mit den Zellen, die nach 20-24
Stunden durch Waschen entfernt werden. Der biotinylierte IFN-y-Detektionsantikor-
per bindet Streptavidin und bedingt durch die Zugabe der Meerrettich-Peroxidase
und des Peroxidasesubstrats die Rotfarbung, die als sogenannte Spots sichtbar wer-
den (26).

Die Vorbereitung der 96-well Mikrotitierplatte erfolgt mit 20 ul/well 75 % Ethanol und
dreimaligem Waschen mit 150 pl PBS. Mit 60 pl/well PBS und 10 pl/ml primaren An-
tikorper wird die Elispot-Platte gecoatet und bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Zum Blo-
ckieren wird die Elispot-Platte drei Mal mit 150 ul/well gewaschen und fur eine Stun-
de bei 37 °C mit 100 pl/well AIMV+10 % Humanserum (HS) inkubiert.

Danach erfolgt die Belegung der Platte. Die bei der Magnetassoziierten Zellsortie-
rung oder FACS-Sortierung isolierten CD4 und CD8 T-Zellen der Patienten kommen
als zytokinsezernierende Effektorzellen zum Einsatz. Pro well werden in 500 ul
T-Zellmedium jeweils 0,1 x 108 T-Zellen eingesetzt. 0,75 x 10° K562 Zellen pro well,
transfiziert mit dem jeweiligen HLA-Gen je nach Patient, dienen als APZ. Um die
CMV-Reaktivitat zu testen, benutzen wir Peptid Pools, die CD4 und CD8 Epitope von
CMV pp65 beinhalten, aber auch kurze CMV Peptide wie NLV oder TPR. Die von
den Patienten-PBMC generierten ,Fast DC* (0,2 x 10%well) prasentieren diese Pep-
tide. Der sensitive Elispot-Assay wird durch eine Positivkontrolle (Phenylhamag-
glutinin (PHA) mit T-Zellen und eine Negativkontrolle (T-Zellen allein oder mit nicht

peptidbeladenen ,Fast DC*) komplettiert.

Nach der 24-stundigen Inkubation bei 37 °C werden die Zellen mit sechsmaligem
Waschen mit PBS und 0,05 % Tween entfernt. Danach wird der Sekundar-Antikorper
mit 2 pg/ml in 60 pl/well PBS und 0,5 % BSA dazu pipettiert und fir zwei Stunden bei
37 °C inkubiert.
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Nach dem erneuten Waschen mit PBS und 0,05 % Tween werden 100 pl/well ABC-
Komplex (Ansatz: 10ml PBS, 100ul PBS/10 % Tween, Vectastain Kit: jeweils 1 Trp.
von Losung A und B in grol3er Petrischale mischen und im Dunkeln 30 Minuten in-
kubieren) dazu gegeben und fur eine Stunde bei 37 °C belassen. Um die rote
Farbreaktion sichtbar zu machen, erfolgt die Zugabe der Meerrettich-Peroxidase
(100 pl/well AEC-Komplex) mit 0,5 uyl 30 % H202 pro ml als Reaktionskatalysator fur
10-15 Minuten.

Die Platte wird danach mit Leitungswasser gespult, iUber Nacht getrocknet und die

abgeldste Nitrocellulose-Membran mit dem KS ElispotReader ausgewertet.

L=~
=) =)

Coaten mit primaren Antikorper 24h Inkubation der Zellen Zellen sezernieren Zytokine

Zugabe Avidin-Peroxidase-Komplex Zugabe sekundaren Antikorper Zellen auswaschen

Zugabe Substrat

Entstehung von Spots

Abb.2: Darstellung Ablauf Elispot modifiziert nach (26)

4.9.2 |IFN-y Zytokin — Sekretionsassay

Im Zytokin-Sekretionsassay kann man die IFN-y-Sekretion von T-Zellen der Patien-
ten nach Stimulation mit autologen ,Fast DC“ die mit Uberlappenden pp65 CMV

Peptid beladen werden, durchflusszytometrisch nachweisen. Die zu untersuchenden
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Zellen werden einen Tag vorher aufgetaut (siehe Protokoll / 4.3) und Uber Nacht im

Inkubator bei 37 °C gelagert.

Die Durchfuhrung des Zytokin-Sekretionsassays richtet sich nach dem Protokoll der
Firma Miltenyi Biotec (111). Zuerst werden pro Ansatz 1 x 108 PBMC in 1 ml T-Zell-
medium in einem 15 ml-Falcon aufgenommen. Es gibt insgesamt vier Versuchsan-
satze. Der erste Ansatz enthélt 1 x 108 PBMC, im zweiten werden zu den PBMC al-
logene DC hinzugeflugt, im dritten Uberlappendes CMV Peptid und im vierten sind
PBMC, DC und uberlappendes CMV Peptid enthalten. Diese vier Tubes werden fur
vier Stunden bei 37 °C inkubiert und nach zwei Waschschritten mit FACS-Puffer in
80 ul kaltes AIMV + 10 % HS und 20 pl Catch Reagent aufgenommen und auf Eis fur
10 Minuten gelagert. In dieser Zeit bindet sich der Antikorper-Komplex (Catch Rea-
gent) unspezifisch an die T-Zelloberflache (111).

Danach werden 10 ml warmes Medium pro Ansatz dazugegeben und 45 Minuten bei
37 °C inkubiert und dabei alle 5 Minuten resuspendiert. Die T-Zellen beginnen mit
der Sekretion von IFN-y, welches sich an die andere freie Region des Catch Reagent
binden kann (111).

Nach erneutem Waschen werden die Zellen in 90 pl kaltem Medium und 10 ul Detec-
tionAntibody, der fur die Markierung des IFN-y im Durchflusszytometer verantwortlich
ist, aufgenommen. Anschlieend werden die FACS-Antikorper (CD3, CD4, CD8,
CD52) zur weiteren Charakterisierung dazu pipettiert und fir 10 Minuten auf Eis in-
kubiert. Nach dem Waschen werden die Zellen mit FACS-Fixans fixiert und die IFN-y

Sekretion durchflusszytometrisch gemessen.

4.9.3 Chrom (*'Cr)-release-Assay

Eine weitere wichtige Funktion der T-Zellen besteht in der zellvermittelten Zytotoxizi-
tat, um Tumorzellen, Viren und Bakterien zu eliminieren. Der %'Cr-release-Assay er-
mdglicht es, diese Eigenschaft der T-Zellen im Labor zu quantifizieren. Die Grundla-
ge dieser Methode stellt die Freisetzung von radioaktivem Chrom durch die getoteten
Zellen dar (26). In freundlicher Kooperation mit Herrn Dr. Sebastian Klobuch
(AG Thomas, Universitatsmedizin Mainz) konnten wir dieses Experiment mit T-Zellen

unserer Patienten durchfihren. Aus der FACS-sortierten und restimulierten T-Zell-
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kultur entnehmen wir CD52* und CD52- CD8 T-Zellen, die die Effektorzellen in die-

sem Versuch darstellen. Als Zielzellen dienen CMV-infizierte Fibroblasten.

Zuerst erfolgt die Inkubation der Targetzellen in einem Kulturmedium (RPMI und 10%
FCS) mit radioaktivem 5'Chrom. Dabei wird 5'Chrom in die Zelle aufgenommen und
reichert sich im Zellinneren an (26). Das Uberschissige ®'Chrom wird mittels Wa-
schen entfernt. Die so markierten Zielzellen werden fur vier Stunden mit den Ef-
fektorzellen in Kultur genommen (112). Danach werden die Zellen abzentrifugiert und
das freigesetzte radioaktive %'Cr im Kulturiiberstand im y-Zahler bestimmt. Nach fol-
gender Formel kann die 5'Chrom-Freisetzung berechnet werden: (Experimentelle
Freisetzung — Spontane Freisetzung) x 100 / (Maximale Freisetzung — Spontane

Freisetzung) (112).

Die Negativkontrolle wird mittels K562 Zellen durchgefuhrt. Da diese Zellen keine
HLA-Molekule auf ihrer Oberflache exprimieren, werden diese von T-Zellen nicht als

Zielzellen erkannt und kénnen sich der Lyse entziehen.

Somit ist es moglich, die zellvermittelte Zytotoxizitat zwischen CD8/52* und CD8/52"

T-Zellen zu untersuchen.
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5 Ergebnisse

Im Rahmen der den Gegenstand dieser Arbeit bildenden Studie an der Universitats-
medizin Mainz wurden die Lymphozyten von Patienten nach allogener Stammzell-
transplantation mit dosisreduzierter Konditionierung und Alemtuzumab-vermittelter
TCD immunologisch untersucht. Zuerst wurden die Oberflachenantigene der PBMC
durchflusszytometrisch charakterisiert. Der Fokus lag auf der Detektion von CD52-
negativen T-Zellen. Anhand dessen konnten geeignete Probanden fur die funktionel-
len Tests, wie Elispot, Zytokin-Sekretionsassay und Proliferationsassay ausgewahlt
werden. Die Ergebnisse der Experimente werden im nachfolgenden Abschnitt darge-

stellt.

5.1 Charakterisierung der Patienten-Lymphozyten mittels FACS

Die Lymphozyten der Patienten wurden durchflusszytometrisch untersucht. Interes-
sant war fur uns die Verteilung der Expression von CD52 auf den CD4 und CD8
T-Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der HSZT. Die untersuchten Patien-
ten hatten zum Abnahmezeitpunkt noch keine Spenderlymphozyten erhalten. Bereits
im Rahmen einer Vorarbeit in unserer Arbeitsgruppe wurde ein Protokoll dazu erstellt
(10). Zum Einsatz kamen folgende FACS-Antikorper: CD3 Blue Horizon, CD4/CD8
APC und CD52 FITC.

Zur Auswertung nutzten wir die Expo-Software (Version 32). Ein Beispiel fur eine Ga-
ting-Variante wird nachfolgend exemplarisch dargestellt. Zuerst wurde im FSC/ SSC
das Lymphozytengate gezogen und dann die CD3 und jeweils CD8 oder CD4
T-Zellen daraus dargestellt. Zur Unterscheidung der CDS52-positiven und CDS52-
negativen Populationen fand das Gating Uber CD52 statt. Insgesamt untersuchten

wir 40 Patienten auf die Expression CD52-negativer Zellpopulationen.
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Abbildung 3: Gating Strategie CD52- Expression der T-Zellen der Studienpatienten, gezeigt an Patient Nr. 11

38 von 40 untersuchten Patienten (Ausnahmen: Patienten Nr. 34 und 37) weisen
CD52-negative CD4 T-Zellen auf. Bei den CD8 T-Zellen konnten mit Hilfe der FACS-

Analyse bei 36 Patienten CD52-negative Populationen nachgewiesen werden. Die

folgende Tabelle stellt eine Ubersicht (iber die prozentuale Verteilung der CD52-posi-

tiven und -negativen Populationen der CD4 und CD8 T-Zellen der Patienten gegen-

uber.

Patient Tx
1 143
2 1602
3 55
4 84
5 61
6 83
7 55
8 41
9 87

10 95
11 62
12 144
13 148
14 69
15 78
16 26
17 47
18 35
19 40
20 26
21 53
22 85
23 87

CD4 (Anteil in %)

CD52*

65,3
78,5
23
52,2
9,6
30
12,5
13
54
241
2,5
19,4
14,7
11,2
15
47,6
98,2
55,4
47,8
98,8
78
29,5

CD52-

34,7
21,5
77
47,8
90,4
70
87,5
87
46
75,9
97,5
80,6
85,3
88,8
85
52,4
1,8
44.6
52,2
1,2
22
70,5
97

CD8 (Anteil in %)
CD52*

87,9
67,2
41,6
20,9
19,6
24,4
89
19
71,1
37,2
1,6
11,6
80,3
454
96,6
100
97
65,3
96,4
92,4
57
69,4
6,3

CD52"

12,1
32,8
58,4
79,1
81,4
75,6
11
81
28,9
62,8
98,4
88,4
19,7
54,6
3.4
0
3
32,7
3,6
7,6
43
30,6
93,7
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Tabelle 4: Prozentuale Darstellung der CD52-positiven und -negativen Populationen der Patienten fiir die CD4

95
70
30
49
234
77
146
84
877
671
991
105
n.b.
343
336
n.b.
n.b.

12,6
37
8,2
4
51
64,6
84,4
0
75,9
88
99,9
46,1
6,3
100
98,5
86,4
94,9

87,4
63
89,8
96
49
35,4
15,6
100
241
12
0,1
53,9
93,7
0
1,5
13,6
5,1

30,8
100
k. Z.
0
27,6
76
81,8
0
60,7
96,6
99,9
62,1
6,5
100
89,9
49,8
82,6

69,2
0
k. Z.
100
72,4
24
18,2
100
39,3
3.4
0,1
37,9
93,5
0
10,1
50,2
17,4

und CD8 T-Zellen mit Transplantationszeitpunkt (Tx) nach HSZT (k.Z.* = keine Zellen zum FACS-Zeitpunkt vor-

handen, n.b. = Zeitpunkt Probenentnahme nicht bekannt)

Nach Alemtuzumab-basierter Konditionierungstherapie beobachteten wir vorrangig

CD52-negative Zellpopulationen sowohl fur CD4 als auch CD8 T-Zellen, die auch
noch Jahre nach der HSZT nachweisbar sind. Anhand Patient Nr. 2 (Abb. 4) konnte

gezeigt werden, dass CD52-negative Populationen sowohl fir CD4 als auch fur CD8

T-Zellen noch Uber vier Jahre nach HSZT nachgewiesen werden kdonnen.

CD52

78,5%

21,5%

CD52

67,2%

32,8%

CD4

CD8

Abbildung 4: Patient Nr. 2 (Tx 1602 nach HSZT) Darstellung der CD52-positiven und -negativen Population fiir

CD4 und CD8 T-Zellen
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Die Blutentnahme und Phanotypisierung der T-Zellen der Patienten fand zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten nach HSZT statt. Dabei wurden die Studienteilnehmer in
die drei folgenden Gruppen eingeteilt: Tag < +50 nach Transplantation, Tag +50 —
+100 und > +100 nach Transplantation. In der unten aufgeflhrten Abbildung 5 sieht
man eine Zunahme der CD52-negativen Population fiur CD4 T-Zellen und CD8
T-Zellen im Zeitraum Tag +50 bis Tag +100. Bei den CD8 T-Zellen erkennt man ge-
genuber den CD4 T-Zellen einen hoheren Anteil an CD52-negativen T-Zellen. Es
sind ca. 75 % der CD8 T-Zellen CD52 negativ, wahrenddessen 60% der CD4 T-Zel-
len CD52 negativ sind. Ab Tag +100 nach Transplantation nehmen die CD52-nega-
tiven T-Zellen an der Gesamt-T-Zellpopulation ab. Insgesamt verdeutlicht sich eine
hohe Varianz hinsichtlich der CD52-Expression auf den T-Zellen bei den Studienpa-
tienten. Im Gegensatz zu Gesunden findet man aber einen deutlich hdheren Anteil

an CD52-negativen T-Zellen bei fast allen Studienpatienten.

CD4 cDs8

loo-TT T T

o
1

Anteil CD52-negativer
T-Zellen in %

1 |
T L] L]
S S S N S
'\Q x\Q x" ,"\Q x'\Q
6 Q , b

Abbildung 5: Median CD52-negativer CD4 und CD8 T-Zellen nach allogener HSZT

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich die hochste Anzahl an CD52-nega-
tiven T-Zellen im Zeitraum von Tag +50 bis +100 nach Transplantation beobachten
lasst, wobei der Effekt bei den CD8 T-Zellen deutlich ausgepragter ist. Ab Tag +100

nimmt der Anteil der CD52-negativen T-Zellen an der Gesamtzellzahl wieder ab.
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5.2 Verlust der GPI-Anker unter Alemtuzumabtherapie

Mit Hilfe der FLAER-Farbung konnten wir die GPI-Anker der CD52-negativen T-Zell-
population untersuchen. Hier setzten wir die Antikorper FLAER (FITC-Kanal), CD52
PE, CD4 / CD8 APC und CD3 Blue Horizon ein. Fur die Auswertung wurde auf die
Lymphozyten gegatet, dann auf CD3 und CD4/CD8. Im nachsten Dotplot wurden
diese gegateten Zellen gegen CD52 und schliel3lich dann gegen FLAER angezeigt
(siehe Abb. 6).

Darstellung Gating FLAER-Farbung
1 2

SSC
CD4

'-Ly_mphozyfeﬁ : _ CD3+/CD4+| s

FSC CD3
3 3 45
&) O
: - 100%
7 CD4+/CD52+ | . IE CD52-/Flaer-
¢ CD4+/CD52- F T
CD4 FLAER

Abbildung 6: Gating-Strategie FLAER-Farbung gezeigt an Patient Nr. 5 beispielhaft fir CD4 T-Zellen, Nr.1 Gating
auf Lymphozyten, Nr. 2 Festlegung Bereich CD3*/CD4 T-Zellen, Nr. 3 Unterteilung CD4 T-Zellen in CD52-positiv
und CD52-negativ, Nr. 4 Darstellung CD52-negative T-Zellen weisen keinen GPIl-Anker auf (FLAER negativ)

Wir untersuchten insgesamt 29 Patienten. Bei 25 der untersuchten Probanden kann
man erkennen, dass CD52-negative CD4 und CD8 T-Zellen keinen GPI-Anker auf-
weisen, da sich FLAER in dieser Population nicht anfarben lasst. Hier zeigen tUber
80 % der CD52-negativen T-Zellen keinen GPI-Anker auf ihrer Oberflache, darge-

stellt in der unten aufgefuhrten Tabelle 5.
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—
S
w

1602
55
84
61
55
41
87
95
62
144
148
69
78
26
47
35
40
26
53
85
95
30
49
77

877
671
105
336

100
86,9
93,3
k.Z.
100
98,5
99,8
99,3
98,6
100
100
99,9
99,9
98,6
100
97,9
100
99,8
100
100
100
99,4
100
100
82,1
92,3
97,4
97,8
78,9

100
87
98,2
100
100
61,5
100
91,6
98,3
100
100
97,7
87,2
83,3
k.Z.
100
99,2
97,6
k.Z.
100
100
90
k.Z.
100
k.Z.
78,3
50
95,7
97,1

Tabelle 5: Ubersicht tiber die prozentuale Verteilung der GPI-Anker fiir CD52-negative T-Zellen fiir CD4 und CD8
T-Zellen, CD52 T-Zellpopulation als Ausgangswert
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100 -

Flaer neg (%)
3

CD 4%/ 52 CD 87/ 52

Abbildung 7: Darstellung GPI-Anker-Verlust auf CD4 und CD8 T-Zellen

CD52-negative T-Zellen weisen in der CD4 und CD8 T-Zellpopulation einen Verlust
des GPI-Ankers auf, nachgewiesen durch eine FACS-Analyse mittels FLAER-Far-
bung (Abb. 7). Hingegen weisen alle CD52-positiven T-Zellen GPI-Anker auf (nicht
dargestellt).

Im Patientenscreening untersuchten wir neben CD52 auch die GPIl-verankerten Mo-
lekile CD55 und CDS59. Die folgenden Antikorper wurden verwendet: CD52 FITC,
CD55/CD359 PE, CD4/CD8 APC und CD3 Blue Horizon. Dabei wurde wie unter 5.1
beschrieben gegatet und schliellich jeweils CD55 und CD59 gegen CD52 angezeigt.
Bei allen 25 untersuchten Patienten konnte ein fast vollstandiges Fehlen von CD55
und CD59, fur CD4 und CD8 T-Zellen, bei den GPI-Anker-negativen Zellen gezeigt
werden. Vor allem fur die CD4 T-Zellen trifft dies durchgangig zu. Bei den CD8
T-Zellen erkennt man bei vier Patienten (Patienten Nr. 3, 7, 15 fuir CD4, Patienten
Nr. 15 und 16 fur CD8) eine Rate von unter 80 %. Es kommt unter Alemtuzumab-
therapie bei GPI-Anker negativen T-Zellen zum Verlust weiterer GPI-verankerter Mo-
lekule wie CD55 und CD59.
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CD55 (%) CD59 (%)

Patient Nr. Tx CD4*/CD52° CD8*/CD52° CD4*/CD52" CD8*/CD52
2 143 99,8 99,8 100 100
3 1602 92 68,4 99,7 100
4 55 100 100 100 100
5 84 98,4 96 100 100
6 61 78,4 84,3 98 99,7
7 55 99,2 66 99,7 80,2
8 41 92 98,3 99,9 99,9
9 87 99,1 93,8 100 99,4
10 95 98,6 98,8 99,6 99,4
11 62 99,4 98,8 100 99,4
12 144 100 99,8 100 100
13 148 99,3 98 100 100
14 69 98,7 98,1 99,8 99,8
15 78 99,1 46,9 99,2 68,8
16 26 61,4 k.Z. 87,5 66,7
17 47 100 100 100 100
18 35 79,3 81,9 96,2 98
19 40 94,7 86,4 100 99,2
20 26 100 100 100 100
27 49 82,1 97,1 100 100
29 77 100 100 100 100
32 877 99,7 100 100 100
34 991 100 100 100 100
35 105 99,7 98,7 99,6 99,8
36 n.b. 91,2 90,5 99,4 100

Tabelle 6: Darstellung des Verlustes von CD55 und CD59 bei GPI-Anker-negativen Zellen fir CD4 und CD8 T-
Zellen (ausgehend von 100% CD52-negativen T-Zellen)

5.3 Knochenmark

Durchflusszytometrisch wurden Knochenmarkpunktate von sieben Patienten (Patien-
ten Nr. 6, 7, 8, 11, 22, 26, 30) zwischen Tag +24 bis +286 nach HSZT analysiert und
mit dem jeweiligen peripheren Blut zum gleichen Zeitpunkt verglichen. Wir verwende-
ten CD3 APC, CD4 / CD8 APC, CD52 PE und FLAER (FITC-Kanal) zur Charakteri-
sierung. Phanotypisch stellten sich auch im Knochenmark CD52-positive und CD52-
negative Populationen dar. Die prozentuale Verteilung im Knochenmark glich dem
Verhaltnis des gemessenen Anteils der CD52-positiven und CD52-negativen

T-Zellen im peripheren Blut der Patienten (siehe Tab. 7).
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Auch im Knochenmark beobachteten wir, dass die CD52-negativen T-Zellen bei allen

Patienten GPI-Anker negativ waren (nicht dargestellt). In der nachfolgenden Abb. 8
wird die Verteilung der Lymphozyten bei Patient Nr. 11 im Knochenmark und peri-

pherem Blut gegenubergestellt.

Peripheres Blut

CD52
CD52

2,5%

—~  975%

CD4

Peripheres Blut

CD52
CD52

1,6 %

—~  984%

CD8

Knochenmark

1,6 %

98,4 %

CD4

Knochenmark

1,3%

98,7 %

CD8

Abbildung 8: Gegenuberstellung der Verteilung der CD52-Populationen im Knochenmark und peripherem Blut
exemplarisch bei Patient Nr. 11

Die nachfolgende Tabelle 7 gibt eine Ubersicht Uber die Verteilung der CD52-po-

sitiven und CD52-negativen T-Zellzahlen bei den sieben untersuchten Patienten.

98,2
8,9

91,1
6.4

93,6
81

70
24,4
75,6
12,5
87,5
89
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19 11

9,8 13
90,2 87
57 19
43 81
2,5 1,6
97,5 98,4
1,6 1,3
98,4 98,7
35,6 29,5
64,4 70,5
67,8 69,4
32,2 30,6
3,8 8,2
96,2 89,8
20,3 k.Z.
79,7 k.Z.
88,9 84,4
11,1 15,6
15 81,8
25 18,2

Tabelle 7: Vergleich Anteil der CD52 T-Zellpopulationen zwischen Knochenmarkpunktat und peripherem Blut

Anhand der Analyse von peripherem Blut und Knochenmark bei sieben Patienten
zum gleichen Zeitpunkt zeigte sich eine prozentuale Gleichverteilung der CD52-ne-
gativen T-Zellpopulationen im peripheren Blut und im Knochenmark. Ein Kom-

partement-Effekt kann somit ausgeschlossen werden.

CD4 CD8
100 + 100 +
® . . *a .8 ® ° om o Knochenmark
R R a - m  Peripheres Biut
> [ ] [ ] &
o L o
: g
~ 50 4 ~ 50 4 N
w w
) fa)
3} 3} ¢s o
. [
" []
o T T Ll L} T T L) o T T T T Ll T
6 7 8 1 22 26 30 6 7 8 1 22 30
Patient Nr. Patient Nr.

Abbildung 9: Grafische Gegenuberstellung CD52-negativer T-Zellen der CD4 und CD8 T-Zellen im peripheren
Blut und Knochenmark
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5.4 Kostimulatorische Molekiile

Es wurden sieben Patienten (Patienten Nr. 1, 2, 6, 7, 8, 11, 22) auf die prozentuale
Verteilung der kostimulatorischen Molekule zwischen CD52-positiven und CD52-ne-
gativen T-Zellen mittels FACS-Analyse untersucht. Bei den Studienpatienten analy-
sierten wir exemplarisch die Oberflachenmarker CD28 (PE), CD54 (PE), CD58 (PE)
und CD137 (PE). CD28 wird bei Patienten Nr. 6, 7, 8, 11, 22 in der CD4 T-Zellpopu-
lation und bei Patienten Nr. 6, 11, 22 in der CD8 T-Zellpopulation vorrangig von
CD52-negativen T-Zellen exprimiert. Zum Vergleich farbten wir noch die T-Zellen von
zwei gesunden Probanden (gekennzeichnet als Proband 1 und 2). Hier lasst sich
erkennen, dass CD28 auf den CD52*/CD4* T-Zellen in gleicher Prozentzahl expri-
miert wird. Bei den CD52*/CD8* T-Zellen weisen Proband 1 und 2 mit > 40 % deut-
lich mehr CD28 auf.

Ch4 CD8

Proband 2 Proband 2
Proband 1 Proband 1
224 224
114 1
8-

@8 CD52
CD 52

1
74 8 —
6 7 [
2 6o
T — Pp— T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Expression CD 28 (%) Expression CD 28 (%)

Abbildung 10: CD28 Expression auf CD4 und CD8 T-Zellen

CD54 zahlt ebenfalls zu den kostimulatorischen Molekilen. Mit > 80 % wird CD54
auf den CD4 und CD8 T-Zellen bei gesunden Probanden exprimiert. Bei den Studi-
enpatienten ist CD54 deutlich geringer sowohl auf CD52-positiven als auch auf

CD52-negativen T-Zellen zu finden. Siehe nachfolgend Abbildung 11.
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CDh4 CDh38
Proband 2 Proband 2 mm CD52+
Proband 1 Proband 1 CD 52 -
22'_ 22
114 14
8 —— 8 T ———
7'- 7 —
6 6
24 24
1-¥ 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Expression CD 54 (%) Expression CD 54 (%)

Abbildung 11: CD54 Expression auf CD4 und CD8 T-Zellen

Die Analyse von CD58 brachte folgende Ergebnisse: Die Patienten Nr. 2, 6, 11 fur
die CD8 T-Zellen und die Patienten Nr. 6, 7, 11 und 22 fur die CD4 T-Zellen zeigten
den grolten Anteil an CD58 in der CD52-negativen T-Zellpopulation verglichen mit
den CD52-positiven T-Zellen. Die Probanden 1 und 2 wiesen ebenfalls eine hohe

CD58-Expression auf.

CDh4 CD38
Proband 2 Proband 2- mm CD 52+
Proband 1+ Proband 1 CD 52-
22'_ 22
M — 11
8 8'_
7 — 7
6 6
2 2'_
1-%_‘ 1-%_'
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Expression CD 58 (%) Expression CD 58 (%)

Abbildung 12: CD58 Expression auf CD4 und CD8 T-Zellen

In der Abbildung 13 ist die Expression von CD137 dargestellt. Es lasst sich erken-
nen, dass die Patienten Nr. 1, 8 und 22 fur CD4 T-Zellen und Patienten Nr. 1, 8, 11
fur CD8 T-Zellen bis zu 40 % CD137 aufweisen. Hingegen exprimieren die Proban-

den 1 und 2 nur geringfugig CD137.

59



Ch4 CDhs8
Proband 2+ Proband 2 mm CD 52+
Proband 1 Proband 1 CD 52-
221 22
114 1
8'_ 8
7 7
6 6
2 2
1'= 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Expression CD 137 (%) Expression CD 137 (%)

Abbildung 13: CD137 Expression auf CD4 und CD8 T-Zellen

In Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich sagen, dass bei den Studienpatienten
ein individuelles Verteilungsmuster von CD28, CD54, CD58 und CD137 vorliegt. Vor
allem bei CD28 und CD58 fallt aber auf, dass CD52-negative T-Zellen kostimulato-
rische Molekule, die zur Interaktion zwischen T-Zelle und APZ und damit fur die Im-
munantwort verantwortlich sind (32), aufweisen. Teilweise konnten wir beobachten,
dass sogar die CD52-negativen T-Zellen mehr kostimulatorische Molekule auf ihrer

Oberflache exprimieren im Gegensatz zu den CD52-positiven T-Zellen.

5.5 CMV-spezifische CD8 T-Zellen

Mit Hilfe HLA-Peptid-spezifischer Tetramere konnten wir CMV-spezifische CD8
T-Zellen bei insgesamt sechs Patienten (Patienten Nr. 2, 9, 26, 27, 28, 39) identifizie-
ren. In der Gegenuberstellung CD52-positiver und CD52-negativer T-Zellen erkennt
man eine deutlich hdhere Frequenz CMV-spezifischer CD8 T-Zellen in der CD52-

positiven T-Zellpopulation.
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Abbildung 14: Tetramer-positiver Zellen in der CD52-positiven und CD52-negativen T-Zellpopulation bei Patnr. 26

Bei allen sechs untersuchten Studienpatienten beobachteten wir in der CD52-positi-

ven T-Zellpopulation eine hdohere Frequenz CMV-spezifischer CD8 T-Zellen. Die

CMV-spezifischen CD8*/CD52- wiesen hingegen eine Frequenz von < 1 % (Aus-

nahme: Patienten Nr. 28 und 39) auf. In der Auswertung verdeutlicht sich die indivi-

duelle Verteilung des Anteils CMV-spezifischer CD8 T-Zellen bei den Studienpatien-

ten.

%

10

251

20 1

15

CMV-spezifische CD 8+ T-Zellen

L1 I | L
2 9 26 27 28 39

Patient Nr.

mm CD 52+
CD 52-

Patient Nr.

26
27
28
39

CD52*

0,8
0,1
52
10,2
21,6
10,2

Tetramer pos. (%)

CD52-

0,1
0
0.4
0.1
11,5
22

Abbildung 15: Diagramm und Tabelle Anteil Tetramer positiver CD8 T-Zellen in CD52-positiver und
CD52-negativer T-Zellpopulation

Diese Beobachtung konnte auch anhand der FACS-sortierten T-Zellkultur von Pati-

ent Nr. 28 nachgewiesen werden. 89,1 % der CD52-positiven T-Zellen in der T-Zell-

kultur von Patient Nr. 28 sind Tetramer positiv, wahrenddessen in der CD52-nega-
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tiven T-Zellkultur nur 0,1 % Tetramer-positive T-Zellen detektiert werden konnte (sie-

he Abb. 16). Auch hier verdeutlicht sich, dass der Hauptanteil der CMV-spezifischen

CD8 T-Zellen CD52-positiv ist.

CD8*/ CD52*

Zellkultur Patient Nr. 28

CD8*/ CD52-

Tetramer

89,1%

- 10,9% -

0,1%

99,9%

CD52

Abbildung 16: Darstellung Verteilung Tetramer-positiver T-Zellen bei CD8 / CD52* T-Zellkultur und
CD8 / CD52- T-Zellkultur

5.6 CD52-negative Gedachtnis-T-Zellen nach Alemtuzumabgabe

Wir untersuchten den Phanotyp der T-Zellen von insgesamt 18 Patienten im chrono-

logischen Verlauf nach Alemtuzumab-basierter allogener HSZT (34-1617 Tage nach

HSZT) durchflusszytometrisch. Das untersuchte Patientenkollektiv war 23 bis 72 Jah-
re alt. Gedachtnis-T-Zellen weisen auf ihrer Oberflache CD45RO auf. Im Fokus der

Untersuchung stand die prozentuale Verteilung der Gedachtnis-T-Zellen im Hinblick

auf die CD52-Expression. Nachfolgend ist die Gatingstrategie in Abb. 17 (Lymphozy-
ten -> CD3*/CD4* oder CD3*/CD8* T-Zellen -> CD45RO* -> CD52*/CD52") aufge-

zeigt.
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l

CD3

CD45RO
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Abbildung 17: Gatingstrategie Gedachtnis-T-Zellen exemplarisch fir CD4 T-Zellen an Patient Nr. 11 (Tx +209)

Bei allen 18 Patienten konnten wir fur CD4 und CD8 T-Zellen einen Memory-Phano-

typ nachweisen. Die prozentuale Verteilung der Gedachtnis-T-Zellen ist dabei indivi-

duell vom Patienten und vom Zeitpunkt der Probenentnahme nach Transplantation

abhangig. Die unten aufgefiihrte Tabelle gibt einen Uberblick (iber die Verteilung der

CD4 und CD8 Gedachtnis-T-Zellen getrennt nach CD52-Expression.

Patient Nr. Tx

365

1 967
1618

140

2 350
937

6 140
179

7 100
175

CD52*

27,4
66,3
64,3
10,8
52,8
73,9
4,6
14,5
45,3
38,1

CD4

CD52"

72,6
33,7
25,7
89,2
47,2
26,1
95,4
85,5
54,7
61,9

Gedachtnis-T-Zellen

CD52*

47,8
80,8
89,9
21,7
49,1
90,3
30,8
16,1
92
31,6

CD8

CD52-

52,2
19,2
10,1
78,3
50,9
9,7
69,2
83,9
8

68,4
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9 140 99,7 0,3 99,9 0,1

100 8,1 91,9 16,3 83,7
1 153 37,2 62,8 61,6 38,4
204 2,1 97,9 26,1 73,9
13 50 4,2 95,8 69,5 30,5
148 43,9 56,1 76,7 23,3
103 8,9 91,1 60,3 39,7
14 132 14,9 85,1 36,1 63,9
146 19,3 80,7 66,5 33,5
19 41 21,6 78,4 96,6 3,4
90 13,8 86,2 63,8 36,2
21 117 64,1 35,9 42 58
350 87,1 12,9 86,8 13,2
22 646 34,5 65,5 64,1 35,9
34 93,9 6,1 100 0
111 27,6 72,4 98,7 1,3
25 176 34,5 65,5 94,3 5,7
303 94,1 5,9 22,6 77,4
28 194 20 80 81,9 18,1
230 18,9 81,1 84,6 15,4
32 365 31,7 68,3 26,1 73,9
969 65,6 34,4 37,8 62,2
35 155 99,4 0,6 99 1
140 54,1 45,9 83,8 16,2
39 365 77,6 2,4 49,6 50,4
658 93,1 6,9 72,3 27,7
1000 72,1 27,9 98,2 1,8
a1 34 14,6 85,4 76,9 23,1
48 12,4 87,6 53,5 46,5
42 50 17,4 82,6 33,1 66,9
100 6,9 93,1 34,1 65,9

Tabelle 8: Darstellung der prozentualen Verteilung der Gedachtnis-T-Zellen in der CD4 und
CD8 Population getrennt nach CD52 von 18 Patienten (ausgehend von 100% CD45RO* in der
jeweiligen Population von CD4 und CD8)

Man erkennt, dass die Gedachtnis-T-Zellen hauptsachlich CD52-negativ sind. Zur
weiteren Differenzierung erfolgte eine Einteilung in drei Gruppen nach dem Zeitpunkt
der Blutentnahmen nach Transplantation der jeweiligen Patienten: Tag < +100, Tag
+100 — +365 und Tag > +365. Aufgrund der teils eingeschrankten Verfugbarkeit der
Proben handelt es sich um unterschiedlich grof3e Stichprobengrofien zu den jeweili-
gen Zeitpunkten. In der grafischen Darstellung (Abb. 18) des zeitlichen Verlaufs er-
kennt man eine hohe Streubreite des Anteils der CD52-negativen Gedachtnis-T-Zel-

len der Studienpatienten.
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Es ist also von einem individuellen Muster bei jedem Patienten auszugehen. Den-
noch lasst sich sagen, dass der Anteil der CD52-negativen Gedachtnis-T-Zellen in
der CD8 Population zwischen Tag +100 und +365 ansteigt. Die CD4*/CD52" Ge-
dachtnis-T-Zellen weisen ein anderes Verteilungsmuster auf, so nimmt der Anteil der
Gedachtnis-T-Zellen mit zunehmender Zeit nach Transplantation ab. Den hdchsten
Anteil an CD4*/CD52" Gedachtnis-T-Zellen kann man < Tag +100 beobachten. Der
geringste Anteil an CD52-negativen Gedachtnis-T-Zellen lasst sich bei CD4 und CD8
T-Zellen bei den Studienpatienten in der dritten Gruppe, also Zeitpunkt nach Trans-
plantation > +365, dokumentieren. Nachfolgend sind die Daten im Zeitverlauf gra-

fisch dargestellt.
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Abbildung 18: Grafik zeitlicher Verlauf des Medians CD52-negativer Memory T-Zellen fiir CD4 und CD8
der Studienpatienten, < Tag 100 n =5, Tag 100 - 365n =15, Tag>365n=5

5.6.1 Verteilung Tcmund Tem

Die Gedachtnis-T-Zellen lassen sich in die beiden folgenden Subpopulationen eintei-
len: Central Memory Zellen (Tcm) und Effektor Memory Zellen (Tem). CD45RO ist, wie
bereits oben erwahnt, der Marker fur Gedachtnis-T-Zellen und somit auf Tcm und Tem
vorhanden. Zur Unterscheidung der zwei Subtypen dienen die Oberflachenmarker
CD62L und CCRY7 (52). Im Gegensatz zu Tem weisen Tcm CD62L und CCR7 auf. In
unserer Analyse haben wir nach CD62L gegatet und konnten somit eine Unterschei-

dung erzielen (siehe Abb. 19).

65



FSC
CD4

CD3/4*
80,4%

CD3

()]
»
O
CD62L \

CD45RA

CD45RO*
98,3%

l

|
CD45RO

Abbildung 19: Gating-Strategie zur Unterscheidung Tcm und Tem anhand des Oberflachenmarkers CD62L exemp-
larisch an Patient Nr. 1 (Tx +1618)

Die Ergebnisse von 17 Patienten wurden nach dem Gesichtspunkt Tcm und Tem ana-
lysiert. Es zeigte sich, dass sowohl Tcwm als auch Tem bei den Patienten zu finden
sind. Anhand der unten aufgeflihrten Abbildung 20 lasst sich eine unterschiedliche

Verteilung zwischen CD52-positiven und CD52-negativen T-Zellen erkennen.

Die Rate der Tcm CD52* T-Zellen liegt fur CD4 und CD8 T-Zellen zu allen drei Zeit-
punkten unter 40%. CD52" Tcwm sind in der CD4 T-Zellpopulation bis Tx +365 vorwie-
gend vertreten, wahrenddessen bei den CD8 T-Zellen der Anteil abnehmend ist.
Hingegen die CD52* Tem den Hauptanteil der Gedachtnis-T-Zellen in der CD8 Popu-
lation bis Tx > +365 bilden und die Tem CD52" T-Zellen deutlich verringert sind. In der

CD4 Population erkennt man einen Anstieg der Tem CD52*, vor allem ab Tx > +365.
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Abbildung 20: Gegenuberstellung Anteil Tcm und Tewm fir CD4 und CD8 T-Zellen anhand der CD52-Expression

5.6.2 Rekonstitution naiver T-Zellen nach HSZT

Einen weiteren wichtigen Gesichtspunkt der Analysen bildet die Rekonstitution naiver

T-Zellen nach Transplantation. Bei 10 von 17 untersuchten Studienpatienten fanden

wir nach Transplantation naive CD4 und CD8 T-Zellen. Die naiven T-Zellen, die sich
phanotypisch als CD45RA* / CD62L* / CCR7* T-Zellen markieren sind dabei alle

CD52-positiv.
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Abbildung 21: Gating naive T-Zellen exemplarisch fur CD4 T-Zellen an Patient Nr. 39 (Tx +658)

Im Vergleich zu Gesunden mit 48 % naiven T-Zellen (Abb. nicht gezeigt) ist der An-
teil an naiven T-Zellen bei Transplantationspatienten deutlich vermindert. Bei Tx
<100 betragt der Anteil an naiven T-Zellen in der CD4 und CD8 T-Zellpopulation
<1 %. Zwischen Tag 100-365 nach Transplantation zeigt sich eine Rate von <10 %
naiver T-Zellen. Ab Tag 365 nach Transplantation kann man in den Analysen eine
weitere Zunahme an CD52-positiven naiven T-Zellen beobachten. Wir haben bis zu
11 % naive T-Zellen in der CD4 T-Zellpopulation und bis zu 26 % in der CD8 T-Zell-
population gefunden. Insgesamt zeigt sich zu allen drei Zeitpunkten ein geringerer
Anteil an CD52-positiven naiven T-Zellen bei den CD4 T-Zellen verglichen mit den
CD8 T-Zellen. Auch individuelle Unterschiede zwischen den Studienpatienten in der
Rekonstitution naiver T-Zellen verdeutlichen sich zu allen drei Zeitpunkten nach
Transplantation. Die unten aufgefiihrte Abbildung gibt eine Ubersicht tiber den Ver-
lauf der Rekonstitution naiver T-Zellen nach Alemtuzumab-basierter Konditionie-

rungstherapie anhand von 17 Studienpatienten.
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Abbildung 22: Darstellung zeitlicher Verlauf des Auftretens naiver T-Zellen bei den Transplantationspatienten
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Abbildung 23: Verlauf naive T-Zellen nach Transplantation an Patient Nr. 1
(% = Anteil CD52* T-Zellen an CD45RA" T-Zellen)

In Zusammenschau zeigt sich, dass sich nach der allogenen HSZT im Verlauf naive
T-Zellen bei den Studienpatienten regenerieren. Diese weisen alle CD52 auf ihrer
Oberflache auf. Jedoch ist der prozentuale Anteil der naiven T-Zellen bei Transplan-
tationspatienten im Vergleich zu Gesunden deutlich vermindert. Die Regeneration
naiver T-Zellen ist in der CD8 T-Zellpopulation schneller als in der CD4 T-Zellpopu-
lation (siehe Abb. 23). In der CD52-negativen T-Zellpopulation haben wir zu keinem

Zeitpunkt und bei keinem Patienten naive T-Zellen gefunden.
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5.6.3 Terminale Effektor Zellen

In der FACS-Analyse zeigten sich auch GPI-Anker-negative CD45RA* T-Zellen, die
kein CD62L oder CCR7 auf der Oberflache besallen. Phanotypisch kann man hier
von terminalen Effektor-Zellen ausgehen. Das Gating wurde wie unter Abbildung 21
durchgefuhrt.

Bei allen 17 Patienten konnten wir von Tag +34 bis Tag +1618 CD 45RA*/ CD62L"
T-Zellen detektieren. Zu allen 3 Zeitpunkten nach Transplantation sind die erschopf-
ten T-Zellen sowohl fur CD4 als auch fur CD8 am ehesten CD52-positiv. CD52-
negativ erschopfte T-Zellen haben einen deutlich geringeren Anteil. Im Verlauf ist die

Anzahl der erschopften T-Zellen insgesamt abnehmend.

Verlauf terminale Effektorzellen
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CD4/52"
— B CD8/52"
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Tage nach Transplantation

Abbildung 24: Zeitlicher Verlauf der terminalen CD52 neg. Effektorzellen fiir CD4 und CD8 T-Zellen

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der hochste Anteil an erschopften T-Zellen
in der CD8 T-Zellfraktion zu finden ist. Zu allen drei Zeitpunkten und bei allen Patien-

ten zeigte sich vorrangig ein CD52-positiver Phanotyp bei den erschopften T-Zellen.
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5.7 CD52-Expression auf regulatorischen T- Zellen

Bei 12 Studienpatienten analysierten wir die CD52-Expression auf regulatorischen
T-Zellen. Wir verwendeten folgende Antikorper zur Farbung: CD3 BlueHorizon, CD4
APC Cy-7, CD52 APC, CD25 PE und FoxP3 FITC. In der Auswertung wurde zuerst
im SSC und FSC auf die Lymphozyten gegatet. Daraus wurden dann die CD3* /
CD4" T-Zellen angezeigt. SchlielBlich wurde dann auf Treg mit CD25" und FoxP3*
gegatet und daraus dann nach CD52* und CD52" T-Zellpopulation getrennt (Gating-
strategie siehe Abb. 25).

CD4
CD25

CD52+/FoxP3+

' : CD52-/FoxP3+

CD52

1 cp2s+/
© FoxP3+

CD3+/CD4+

CD3 FoxP3 CD4

Abbildung 25: Gatingstrategie der T-regulatorischen Zellen gezeigt an Patient Nr. 19

Bei 11 von 12 Patienten konnten nach allogener HSZT mit Alemtuzmab-basierter
Konditionierungstherapie CD52-negative regulatorische T-Zellen nachgewiesen wer-
den. Eine Ubersicht gibt die nachfolgende Tabelle.

Patient Population %
CD4/25*IFoxP3 7,4
1 CD52* 97,4
CD52- 2,6
CD4/25*IFoxP3 34
2 CD52* 99,7
CD52- 0,3
CD4/25*IFoxP3 1,5

3 CD52* 75
CD52 25
CD4/25*IFoxP3 2,2

5 CD52* 11
CD52- 89

71



CD4/25*/FoxP3 2,9

6 CDb52* 16,8
CD52 83,2
CD4/25*/FoxP3 8,6

7 CDb52* 93,3
CD52- 6,7
CD4/25*/FoxP3 5,7

9 CDb52* 72,9
CD52- 27,1
CD4/25*/FoxP3 5,3

1 CDb52* 1,4

CD52- 98,6
CD4/25*/FoxP3 4,8

14 CDb52* 15,3

CD52 84,7
CD4/25*/FoxP3 6,2

19 CDb52* 37,4

CD52- 62,6
CD4/25*/FoxP3 1,7

22 CDb52* 10,3

CD52 89,7
CD4/25*/FoxP3 1,4

39 CDb52* 100

CD52- 0

Tabelle 9: Ubersicht (iber die Treg-Verteilung in der CD52-positiven und -negativen Population der Patienten

5.8 Funktionelle Tests

5.8.1 IFN-y Zytokin-Sekretionsassay

Im Zytokin-Sekretionsassay kann man die CMV-spezifische IFN-y Produktion der
T-Zellen ex vivo nachweisen. Fur unsere Experimente wurden dafur Patienten aus-
gewahlt, die CMV seropositiv waren und im Vortest CMV-Tetramer-positive T-Zellen

aufwiesen.

In einem ersten methodischen Ansatz etablierten wir diesen Test fur transplantierte
Patienten. Wir untersuchten bei Patient Nr. 9 den Einfluss der Inkubationszeit auf die
IFN-y Freisetzung der PBMC (siehe Abb. 26). Bei unserem Zytokin-Sekretionsassay
nach Standardbedingungen (siehe 4.9.2) wurden die Zellen nach Peptid- und DC-

Zugabe fur vier Stunden im Inkubator gelagert. Wir verlangerten diese Zeit auf sechs
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Stunden. In der Gegenuberstellung der Ergebnisse fiel auf, dass die CD4*/CD52*
T-Zellen nach sechs Stunden Inkubation mehr IFN-y freisetzten (1 %), als nach vier
Stunden mit nur 0,3 %. Somit ist eine Verlangerung der Inkubationszeit als sinnvoll
zu werten. Bei den CD8 T-Zellen liel3 sich kein Effekt erkennen. Die IFN-y-Produktion
war zu beiden Zeitpunkten mit 0,3 % identisch. Die GPI-Anker-negativen Zellen zeig-
ten sowohl bei den CD4 als auch bei den CD8 T-Zellen nach vier und sechs Stunden

keine IFN-y Freisetzung.

CD4 (4h) CD8 (4h)
0% 0,3%

0% 0,3%

IFN gamma

| |||||||| ! |||||||| ' |||||||| L

CD4 (6h) CDS8 (6h)
0% | 0,3%

0% 1%

! |||||||| ! ||||||||
' |||nn|

CD52

Abbildung 26: Vergleich der CMV-spezififischen IFN-Freisetzung der PBMC von Patient Nr. 9 nach 4 und 6 Stunden
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Nach Etablierung des Assays untersuchten wir funf Patienten (Patienten Nr. 8, 9, 26,
27, 40) der Studie und verglichen dabei die T-Zellantwort zwischen der CD52-posi-
tiven und -negativen Fraktion fur die CD4 und CD8 T-Zellen. Es wurden jeweils
PBMC, PBMC mit DC, PBMC mit Peptid und PBMC mit Peptid und DC getestet. Als
Peptide wurden PepMix™ HCMVA (ULP, siehe 3.9) und H-NLVPMVATV-OH (HLA-
A2 restringiert, NLV, siehe 3.9) verwendet. Die vier Versuchsansatze wurden mit den
FACS-Antikérpern CD52 FITC, IFN-y PE, CD4/8 APC und CD3 Blue Horizon gefarbt.
Um die IFN-y Freisetzung vergleichen zu kdnnen, wurde zuerst auf die Lymphozyten
gegatet, dann CD3*/CD4* oder CD3*/CD8* und daraus dann fur die CD52-positiven
und -negativen Zellen die IFN-y Produktion angezeigt.

In der nachfolgenden Tabelle kann man bei allen Versuchsansatzen eine hohere
IFN-y Freisetzung unter Peptidstimulation bei den CD52 positiven T-Zellen verglichen
mit den CD52-negativen T-Zellen beobachten (Tab. 10).

- es s
e IGE o
" ome o DG o
" ome o DG o
-——————

Tabelle 10: Zusammenfassung der IFN-y Freisetzung der PBMC der Patienten im Zytokin-Sekretionsassay
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5.8.2 IFN-y Elispot

Der Elispot ist ein weiterer Funktionstest zur Uberprifung der T-Zellfunktion ex vivo
anhand der IFN-y-Sekretion. Dafur wurden die T-Zellen von Patient Nr. 28 nach
CD52-Expression FACS-sortiert und in Kultur genommen. Die CD8 T-Zellen getrennt
nach CD52-Expression wurden mit K562B7-Zellen und HLA-B7 restringierten Peptid
H-TPRVTGGGAM-OH (TPR-Peptid, siehe 3.9) nach Protokoll inkubiert. Die Positiv-
kontrolle wurde mit PHA und die Negativkontrolle mit CD8 ohne Peptid und K562B7-
Zellen durchgefuhrt.

In der Auswertung des Elispots erkennt man eine deutlich hohere Spotproduktion
und damit eine hohere IFN-y-Sekretion der CD8*/CD52" T-Zellen gegenuber den
CD8*/CD52" T-Zellen. Erst durch die Titration der T-Zellen und K562B7-Zellen war
eine Auszahlung der Spots/well durch den Elispot-Reader mdglich. So wurden die
CD8T-Zellen und K562B7-Zellen im Verhaltnis 1:4 eingesetzt. So kann man bei den
CD8*/CD52* T-Zellen 1184 Spots / 10.000 T-Zellen auszahlen. Die CD8*/CD52-
T-Zellen weisen hingegen nur 75 Spots / 10.000 T-Zellen auf. Somit konnte in einem
weiteren Funktionstest anhand der IFN-y-Sekretion eine eingeschrankte Funktion der

CD8*/CD52" T-Zellen nachgewiesen werden.

CD8 * T-Zellen + K562B7-Zellen + TPR-Peptid

100.000:25.000 50.000:12.500 10.000:2.500

CD8*/ CD52*

CD8*/ CD52-

Abbildung 27: Ergebnis IFN-y Elispot von Patient Nr. 28, im Vergleich CD8/52* und CD8/52" T-Zellen
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5.8.3 Untersuchung der Zelllyse der T-Zellen im Chrom-release-Assay

Im Chrom-release-Assay konnten wir die lytische Funktion der CD8 T-Zellen, verglei-
chend zwischen CD52-positiven und -negativen T-Zellen, untersuchen. Es wurden
die im FACS-sortierten und in vitro stimulierten CD8 T-Zellen von Patient Nr. 28 ana-
lysiert. Die Zellen wurden mit CMV-infizierten Fibroblasten und zur Kontrolle mit
K562-B7 und TPR getestet.

Bei einer E:T von 30:1 zeigten die CD8*/CD52* T-Zellen eine spezifische Lyse der
CMV-infizierten Fibroblasten von 75 %, die auch bei einer E:T von 3:1 noch 70 %
betrug. Die Fibroblasten ohne CMV wurden zu 20-25 % lysiert. Im Vergleich dazu
zeigten die CD8*/CD52" T-Zellen eine deutlich geringere Lyse CMV-infizierter Fi-
broblasten, die sowohl bei einer E:T von 30:1, als auch bei einer E:T von 3:1 25 %

betrug.

Anhand der nachfolgenden Abbildung kann man einen deutlichen Unterschied im
Lyseverhalten zwischen CD52-positiven und CD52-negativen T-Zellen erkennen. Die

CMV-spezifische Zelllyse ist bei CD52-negativen T-Zellen deutlich vermindert.
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Abbildung 28: Ergebnisse des Zytochrom-Assays, gezeigt an Patient Nr. 28
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5.9 Proliferation

5.9.1 Anwendung bestehenden CFSE-Protokolls an den T-Zellen der Transplantati-
onspatienten

Die T-Zellen wurden mit dem CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit der Firma invit-
rogen in vitro untersucht. Das mitgelieferte Protokoll diente als Grundlage. In drei
Versuchsansatzen wurde die optimale Konzentration anhand von PBMC aus Buffys
ausgetestet. Nach urspringlichem Protokoll ging man von einer Konzentration von
10 uM aus. Wir testeten 0,5; 2,5 und 5 pM. In der Gegenuberstellung der Daten zeig-
te sich bei einer CFSE Konzentration von 2,5 uM eine gute Abgrenzung der Peaks
und Auswertung der Proliferation. Somit stellt 2,5 uM eine optimale Konzentration im

Hinblick auf Zelltoxizitat und ausreichender Beurteilung der Zellteilung dar.

Nach vielen Vorversuchen wurde die Proliferation an Patient Nr. 2 mit der CFSE-
Methode getestet. Im nachfolgenden FACS-Bild (Abb. 29) zeigt sich eine deutlich
eingeschrankte Proliferation von CD4*/CD52" T-Zellen im Vergleich zu CD4*/CD52*
bei Patient Nr. 2. Innerhalb der CD52-positiven Population proliferieren 37,5 % der
Zellen, in der CD52-negativen T-Zellfraktion insgesamt nur 15,6 % der Zellen.

CD4* T-Zellen

CD52

| 37,5%

E 84,49
1 15,6% G

i

CFSE

Abbildung 29: FACS-Darstellung Proliferation CD4 T-Zellen getrennt nach CD52-Expression, Patient Nr. 2,
1h nach CFSE-Féarbung, in einem dotplot dargestellt
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Desweiteren wurden ex vivo T-Zellen von Patient Nr. 2 unspezifisch mit OKT3 stimu-
liert, anschlieBend mit CFSE gefarbt und mit Hilfe der FACS-Analyse die T-Zellpro-

liferation nach einer, zwei, vier, sechs, zehn und zwolf Stunden gemessen.
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Abbildung 30: Proliferation Uber 12h ex vivo CD4 und CD8 T-Zellen von Patient Nr. 2

Aus den Daten geht hervor, dass sowohl bei den CD4 als auch bei den CD8
T-Zellen die CD52-negativen Zellen in den ersten zwolf Stunden eine geringere
Proliferation zeigten. Jeweils nur 20 % der Zellen sowohl bei den CD4 und CD8 T-
Zellen teilten sich. Im Gegensatz dazu wiesen die CD52-positiven Zellen mit bis zu
70 % proliferierenden T-Zellen bei den CD4 und 45 % bei den CD8 auf.

Desweiteren haben wir die Proliferation von Patient Nr. 2 und 27 (Patient Nr. 27 nicht
gezeigt) Uber funf Tage untersucht. Am ersten Tag zeigte sich eine deutlich hohere
Proliferationsrate der CD4*/CD52* T-Zellen beider Patienten und der CD8*/CD52*
T-Zellen bei Patient Nr. 2. Danach konnte kein Unterschied zwischen den CD52-
positiven und -negativen T-Zellen im Verlauf dokumentiert werden. Im unten aufge-
fuhrten Histogramm (Abb. 31) ist die Antigen-unspezifische Proliferation der CD4
T-Zellen getrennt nach CD52-Expression von Patient Nr. 2 in den ersten sechs Stun-
den dargestellt.
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Abbildung 31: Histogrammdarstellung Proliferationsverhalten im Vergleich von
CD4/CD52* und CD4/CD52- T-Zellen, an Patient Nr. 2

Es zeigt sich, dass die CD52-negativen T-Zellen fur CD4 und CD8 T-Zellen, vor al-
lem in den ersten 24 Stunden, eine verzogerte und geringere Proliferationsrate auf-

weisen. An den folgenden Tagen konnten wir keinen Unterschied detektieren.
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5.9.2 Untersuchung des T-Zellrezeptor V-Beta-Repertoire auf CD8 T-Zellen

Wir untersuchten bei funf Studienpatienten (Patienten Nr. 2, 3, 9, 27, 40) im Alter von
48-70 Jahren das TZR-V-Beta (V[3)-Repertoire der CD52-positiven und CD52-nega-
tiven CD8 T-Zellpopulation. Grundsatzlich zeigten die CD8 T-Zellen der Patienten
kein breites TZR-Spektrum. Das in der Literatur beschriebene am haufigsten vor-
kommende a/B-Heterodimer (25) ist auch bei unseren Patienten sowohl fur CD52-
positive und CD52-negative T-Zellen wiederzufinden. Das y/d-Heterodimer ist haupt-
sachlich bei CD8*/CD52" T-Zellen vertreten. Insgesamt fallt auf, dass mehr VB-po-
sitive Peaks bei den CD8*/CD52* T-Zellen im Gegensatz zu den CD8/CD52" T-Zellen
zu beobachten sind. Von einer individuellen Varianz bedingt durch einen unter-

schiedlichen Immunstatus und z.B. akuten Infektionen ist auszugehen.

Gegenuberstellung VB-TZR-Repertoire

100,0
80,0

CD52+ *°

40,0 -

m2

=9
m27
=40

20,0

Abbildung 32: Gegeniberstellung VB-TZR-Repertoire von CD52* und CD52" T-Zellen
bei finf Studienpatienten

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das TZR-VB-Repertoire nach Alemtuzu-
mab-Therapie im Rahmen einer HSZT deutlich eingeschrankt ist. Neben der T-Zell-

depletion hat Alemtuzumab auch einen Einfluss auf das T-Zellrezeptor-Spektrum.
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6 Diskussion

6.1 Die in vivo Alemtuzumabgabe fuihrt zur Expansion
GPI-Anker negativer T-Zellen

In mehreren klinischen Studien zeigte sich, dass durch die Gabe von Alemtuzumab
bei den Patienten vorrangig CD52-negative (GPI-Anker negative) T-Zellen, die beim
gesunden Menschen nur in sehr niedriger Frequenz zu finden sind, ausgebildet wer-
den (8). Mittels FLAER-Farbung konnte in unserer Arbeitsgruppe der Verlust des
GPI-Ankers sowie weiterer GPI-verankerter Molekule (CD55, CD59) bei CD52-nega-
tiven T-Zellen nachgewiesen werden (9, 10, 113, 114). CD52-positive Zellen hinge-

gen wiesen immer einen GPIl-Anker auf.

Durch die in vivo Gabe von Alemtuzumab bildet sich bei T-Zellen ein — wie von der
Paroxysmalen Nachtlichen Hamoglobinurie (PNH) bekannter — Phanotyp aus (8). Die
PNH ist eine seltene Multisystemerkrankung mit dem Hauptsymptom der Komple-
ment-vermittelten intravaskularen Hamolyse (115). Durch eine somatische Mutation
im PIG-A Gen in der GPI-Anker-Biosynthese fehlen die GPIl-verankerten Molektle
CD55 und CD59 und die Hamolyse wird dadurch begunstigt (115). Bei unseren
Transplantationspatienten beobachteten wir keine Hamolyse. Die Wirkung von Alem-
tuzumab beschrankt sich hauptsachlich auf B- und T-Zellen (6), wahrenddessen die
PNH auch Erythrozyten betrifft (115), so dass sich hier eine Erklarung fur die fehlen-
de Hamolyse bei Alemtuzumab-therapierten Patienten ergibt. Die zuerst angenom-
mene PIG-A-Mutation, wie sie bei der PNH anzutreffen ist, ist bei Alemtuzmab-
behandelten Patienten laut Taylor et al nicht zu finden (8). Andere Arbeitsgruppen
nehmen allerdings eine noch nicht entdeckte Mutation in der GPI-Anker-Biosynthese
als maogliche Ursache fur die Ausbildung von CD52-negativen T-Zellen nach Alemtu-
zumabgabe an (114).

Rawstron et al hingegen gehen davon aus, dass auch Nicht-transplantierte und Ge-
sunde geringe Frequenzen von PNH-Klonen aufweisen (116). Zur Expansion GPI-
Anker negativer T-Zellen kommt es dann durch einen immunologischen Selektions-
druck bedingt durch Alemtuzumab (8, 114, 116). Auch Fracchiola et al unterstutzen
die Hypothese, dass PNH-artige Zellen bereits bei Gesunden vorhanden sind und
z.B. durch das Zytokin TGF- die Umgebung fir PNH-artige Zellen positiv verandert
wird (117).
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6.2 Immunrekonstitution unter Alemtuzumab

Mehrere Publikationen adressieren den Einfluss von Alemtuzumab auf die Immunre-
konstitution. Dabei zeigte sich, dass die unterschiedlichen Zellpopulationen, u.a.
T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen ein unterschiedliches Verhalten in der Rekonstituti-
on aufweisen (1). Die Gabe des monoklonalen Antikérpers Alemtuzumab bedingt
eine komplette T- und B-Zelldepletion. Dabei regenerieren die B-Zellen innerhalb von
3-6 Monaten nach Transplantation, wahrenddessen die Rekonstitution der T-Zellen

deutlich verlangsamt stattfindet und Jahre bis zur Normalisierung dauern kann (6).

Wir konnten anhand unserer Transplantationspatienten ebenfalls eine verlangsamte
Rekonstitution der T-Zellen nachweisen. Dabei zeigten 9 von 16 Patienten > 110 Ta-
ge nach Transplantation eine verzogerte Immunrekonstitution der T-Zellen mit < 200
x 106 Zellen/I (7). Die Analyse der Daten ergab aber auch eine zweite Gruppe von
Patienten mit deutlich schnellerer Regenerierung der T-Zellen. So konnten wir bei 7
von 16 Patienten T-Zellzahlen von > 200 x 10° Zellen/l 110 Tage nach Transplantati-

on ausfindig machen (7).

Dass die Immunrekonstitution der T-Zellen nach in vivo Alemtuzumabgabe deutlich
verzogert stattfindet und auch noch Jahre nach Transplantation andauern kann, ha-
ben auch andere Arbeitsgruppen feststellen kdnnen. Vor allem in den ersten zwei
Monaten wurden unter Alemtuzumab deutlich niedrigere Lymphozytenzahlen be-
schrieben (118). Vergleicht man die Rekonstitution der CD4 T-Zellen und der CD8
T-Zellen fallt ein unterschiedliches Verhalten auf: Die CD8 T-Zellen weisen eine
schnellere Rekonstitution nach der Transplantation, im Gegensatz zu den CD4
T-Zellen, auf (119). Bei unseren Daten zeigte sich allerdings ein hoherer Anteil an
CD4 T-Zellen nach Transplantation (7). Dennoch entsteht ein Defizit der CD4
T-Zellen und liegt auch nach Transplantation weiterhin unter dem Normbereich der
CD4 T-Zellen eines gesunden Menschen. Dieses Defizit ist auch noch uber 18 Mo-
naten nach Transplantation nachweisbar. Eine mogliche Erklarung kdnnte das fort-
geschrittene Alter der Patienten und die damit verbundene eingeschrankte Thymus-
funktion oder Regenerationsfahigkeit der Zellen sein (6, 120). Am haufigsten sah
man opportunistische Erkrankungen in den ersten acht Wochen nach der Transplan-
tation (120). Im Gegensatz zu einigen Publikationen konnten wir auch deutlich langer
nach Transplantation opportunistische Infektionen mit CMV-Reaktivierungen klinisch

beobachten.
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Bei unseren Transplantationspatienten konnten wir nach Alemtuzumabgabe, wie be-
reits in der Literatur beschrieben, vorrangig CD52-negative T-Zellpopulationen nach-
weisen (8, 9). Auch andere Arbeitsgruppen konnten 1-2 Monate nach entsprechen-
der Konditionierung 40-80 % der B-Zellen und ein Grofteil der T-Zellen als CD52-
negativ Zellpopulation detektieren. Im Verlauf sah man, dass dieser Effekt bei
B-Zellen nur transient zu beobachten war. Wahrenddessen bei T-Zellen der CD52-
negative Phanotyp Uber 20 Monate detektiert werden konnte (8). Wir konnten bei
einigen Patienten noch vier Jahre nach Transplantation CD52-negative T-Zellen be-
obachten, obwohl Alemtuzumab im Serum nicht mehr nachweisbar war. Analysen
haben ergeben, dass Alemtuzumab bis zu 56 Tage nach Transplantation mit einer
Konzentration von > 0,1 yg/ml im Serum vorhanden ist. Die Halbwertszeit von Alem-
tuzumab betragt acht Tage (87, 97).

6.3 CD52-negative Treg nach Alemtuzumab-basierter

Konditionierungstherapie

Regulatorische T-Zellen spielen eine grof3e Rolle fur das Auftreten von GvHD und in
der Immunrekonstitution (121). In meiner Arbeit konnte ich bei 11 von 12 Patienten
CD52-negative Treg nach allogener HSZT mit Alemtuzumab-basierter Konditionie-
rungstherapie nachweisen. Die CD52-negativen Treg zeigten ebenfalls einen Verlust
des GPI-Ankers (122).

Welche Bedeutung nehmen nun die CD52-negativen Treg nach HSZT bei den
Transplantationspatienten ein? Bereits mehrere Publikationen beschaftigten sich mit
der Funktion von Treg im Rahmen der HSZT. Dabei zeigte sich, dass Treg eine ent-
scheidende Rolle im Auftreten von GvHD nach HSZT spielen (45, 123). So kdnnen
Treg das Risiko einer GvHD minimieren (123). Zu dieser Erkenntnis gelangte man,
da bei akuter und chronischer GvHD ein Defizit von Treg im peripheren Blut von
Transplantationspatienten nachweisbar ist (78). Das zeitige Auftreten von Treg nach
Transplantation hat somit einen positiven Effekt auf die Immunrekonstitution und
GvHD-Insidenz (121).

WeiterfUhrende funktionelle Tests in unserer Arbeitsgruppe weisen eine einge-
schrankte Funktion von CD52-negativen Treg gegenuber CD52-positiven Treg auf
(122). Dies lasst den Schluss zu, dass das Risiko einer Entstehung einer akuten
GvHD durch die vorwiegend CD52-negativen Treg mitverursacht wird (122). Die Re-
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konstitution von CD52-positiven Treg im Verlauf nach allogener HSZT spielen eine

wichtige Rolle fur das geringere Auftreten akuter GvHD (122).

6.4 Knochenmark

In den meisten Arbeiten, so vorrangig auch in unserer Arbeitsgruppe, werden die Er-
kenntnisse zu CD52-negativen T-Zellen anhand von Untersuchungen des peripheren
Blutes gewonnen. Diese Methode stellt eine wenig invasive und gut verfugbare Quel-

le bei Patienten dar.

Bei sieben Transplantationspatienten war es maoglich, neben PBMC auch das Kno-
chenmark nach allogener HSZT nach entsprechendem Studienprotokoll zum glei-
chen Zeitpunkt zu untersuchen. In der Gegenuberstellung von PBMC und Knochen-
mark sahen wir eine Gleichverteilung der CD52-positiven und -negativen T-Zellen.
Ein mdglicher Kompartementeffekt konnte aus unserer Sicht damit ausgeschlossen
werden. Dass Alemtuzumab in der klinischen Anwendung keinen Einfluss auf hama-

topoetische Vorlauferzellen hat, konnten auch Gilleece et al bestatigen (124).

Anhand eines Mausmodells war es der Arbeitsgruppe Hu et al (6) auch mdglich,
Aussagen zur T-Zelldepletion in anderen lymphatischen Organen, wie Milz, Lymph-
knoten, Knochenmark und Thymus, zu treffen (6). Die Gabe von 0,5-1mg/kg Alem-
tuzumab bewirkt eine vollstandige Depletion von peripheren T- und B-Zellen, aller-
dings nicht in den lymphatischen Organen (6). Bei der oben genannten Dosis von
0,5-1 mg/kg sind T-Zellen weiterhin in den lymphatischen Organen vorhanden. Erst
eine hohere Dosis von 5 mg/kg Alemtuzumab bewirkt eine komplette Depletion der
T-Zellen in der Milz und nur eine 50 % Depletion im Thymus (6). Als mogliche Ursa-
chen werden eine geringere Effektivitat und Erreichbarkeit von Alemtuzumab gegen-
uber lymphatischen Organen gewertet (6, 125). Diese Ansicht deckt sich auch mit
den Experimenten von Marco et al (125). Hier wurde bei herztransplantierten Affen
die T-Zelldepletion zwischen peripherem Blut und Lymphknoten verglichen (125).
Dabei fiel auf, dass bei in vivo Gabe von Alemtuzumab 99 % der Lymphozyten im
peripheren Blut und 70 % der Lymphozyten im Lymphknoten in den ersten 24 Stun-
den depletiert werden konnten. Bei der in vitro Alemtuzumabgabe zeigte sich sogar
eine noch hohere Resistenz von T-Zellen im Lymphknoten gegenuber dem periphe-
ren Blut gegen den T-Zelldepletierenden Effekt (125). Marco et al gehen sogar davon

aus, dass sich durch die geringere Zytotoxizitat von Alemtuzumab gegenuber lym-
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phatischer Organe noch ein T-Zellpool in den Lymphknoten befindet (125). Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass, im Gegensatz zu unserer Arbeit, doch Un-
terschiede zwischen der T-Zelldepletion im peripheren Blut und den einzelnen lym-
phatischen Organen bestehen kénnen. Erschwert wird allerdings der Vergleich
dadurch, dass es sich bei Hu et al (6) und Marco et al (125) um Tiermodelle (Maus,
Affe) handelt und genetische Unterschiede zwischen Mensch und Tier vorhanden
sind. Ein weiteres Problem fur die genaue Untersuchung stellt die ethisch nicht ver-
tretbare Untersuchung von Lymphknoten, Thymus und Milz beim Menschen dar.
Auch die Behandlung mit beliebig hohen Dosen von Alemtuzumab und einer damit

einhergehenden grélieren Toxizitat sind beim Menschen nicht moglich.

Hauptsachlich, so auch in der klinischen Studie der Universitatsmedizin Mainz, wird
Campath in vivo verabreicht. Novitzky et al untersuchten die in vitro Alemtuzumab-
gabe (,Alemtuzumab in the bag®) (126). Hierbei wird Alemtuzumab in vitro zum
Transplantat hinzugefligt, bevor es dem Spender verabreicht wird (126). Die Bedin-
gungen wie Zellkonzentration im Transplantat und Dosierung von Alemtuzumab ex
vivo sind noch nicht standardisiert (126). In der Studie von Novitzky et al zeigte sich,
dass wenn die Dosis von Alemtuzumab zu hoch gewahlt wird, man auch in vivo-
Effekte durch den freien Antikdrper im Serum erhalt (126). Hohere Zellkonzentratio-
nen im Transplantat weisen hohere CD52-Konzentrationen auf und der T-Zelldeple-
tierende Effekt durch Alemtuzumab ist somit hoher (126). Es wird beschrieben, dass
die Depletion der Lymphozyten in vivo geringer ist als in vitro, was sich aber in der

klinischen Anwendung nicht bestatigen lasst (126).

6.5 Untersuchung Expression kostimulatorischer Signale auf CD52-positiven
und -negativen T-Zellen

In Anbetracht der wichtigen Funktion kostimulatorischer Molekulle untersuchten wir
sieben unserer Studienpatienten. Es wurde die Verteilung von CD28, CD54, CD58
und CD137 auf CD52-positiven und -negativen T-Zellen betrachtet. CD28 und CD58
waren auf der Oberflache der CD4/CD52" T-Zellen prozentual zu den CD52* Zellen

gesehen deutlich starker exprimiert.

In der Literatur wird ein Wechsel der Oberflachenmolekule in Abhangigkeit der vor-
liegenden Immunsituation beschrieben. So wird z.B. CD58 (LFA-3) bei Entzindun-
gen hochreguliert, wahrenddessen es bei Tumorzellen herunterreguliert wird (32).
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Dass eine reduzierte Anzahl an kostimulatorischen Molekulen auf der Oberflache von
CD52-negativen T-Zellen vorliegt und mit einer verminderten Abwehr einhergeht,
lasst sich anhand unserer Daten nicht beweisen. Die kostimulatorischen Molekule

sind auch auf den CD52-negativen T-Zellen vorhanden.

Anhand unserer Ergebnisse kann man also sagen, dass auch auf CD52-negativen
T-Zellen die Molekule fur die kostimulatorischen Signale zur T-Zellaktivierung vor-
handen sind. Allerdings erkennt man, dass sich bei jedem Patienten ein unterschied-

liches Expressionsmuster der kostimulatorischen Molekule ergibt.

Nach Cavanagh et al ist die Expression von CD28 auf der Zelloberflache unter ande-
rem abhangig vom Alter. Bei alteren Probanden zeigte sich deutlich weniger CD28
im Vergleich zu jingeren. Der Verlust von CD28 auf der Oberflache geht mit der Un-
fahigkeit zur Effektorfunktion der Zelle einher (127). Unser Patientenkollektiv war 24-
71 Jahre alt. Einen Unterschied in der Verteilung der Oberflachenmarker nach Alter

konnten wir allerdings nicht nachweisen.

Zusammenfassend lasst sich keine Abwesenheit von kostimulatorischen Molekulen
auf der Oberflache von CD52-negativen T-Zellen als mdglicher Grund fur eine Ab-
wehrschwache gegenlber opportunistischen Infektionen bei den ausgewahlten
Transplantationspatienten nachweisen. Man muss allerdings beachten, dass je nach
Reifungszustand der T-Zellen (naive T-Zelle, Effektor-T-Zelle, Gedachtnis-T-Zelle)
unterschiedliche kostimulatorische Molekille exprimiert werden (127). Desweiteren
haben wir mit CD28, CD54, CD58 und CD137 nur eine Auswahl an kostimula-
torischen Molekulen untersucht. Zu der CD28-Familie gehoren z.B. auch noch CTLA-
4 und PD-1, die beide eine inhibitorische Wirkung auf die T-Zellaktivierung haben
(127). Ein weiterer zu untersuchender Aspekt ist die Frage, ob die untersuchten ko-
stimulatorischen Moleklle z.B. GPI-verankert sind, da alle zur B7-Familie gehdren-
den Molekuile einen GPI-Anker vorweisen (35). Moglich waren hier Veranderungen
durch Alemtuzumab und eine damit einhergehende Verringerung der T-Zell-

aktivierung und Abwehr von pathogenen Erregern bei allogener HSZT.

6.6 Eingeschranktes T-Zellrezeptor VB-Repertoire nach Alemtuzumab-
Therapie

Nach allogener Stammzelltransplantation ist eine verminderte Diversitat des T-Zell-
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Rezeptor-Repertoires beschrieben (80). Das Auftreten von Infektionen geht nach
Meinung der Literatur nicht nur mit der verzogerten Immunrekonstitution, sondern
auch mit dem eingeschrankten TZR-Repertoire nach Alemtuzumabtherapie einher
(81). Daher interessierte uns auch neben der T-Zelldepletion die Verteilung des
T-Zellrezeptor VB-Repertoires von CD8 T-Zellen nach Alemtuzumab-Therapie im
Vergleich von CD52-positiven und -negativen T-Zellen. Die haufigste angewandte
Methode zur Untersuchung ist die PCR-Analyse der T-Zellrezeptoren (128). Eine
weitere schnellere und effektive Mdglichkeit stellt die Durchflusszytometrie mit dem

Einsatz von monoklonalen Antikdrpern gegen V3 dar (128, 129).

Bei finf untersuchten Studienpatienten zeigte sich ein insgesamt schmaleres Reper-
toire wie bereits in der Literatur beschrieben. Das vorrangig vorhandene a/pB-Hetero-
dimer (25) war bei CD8/CD52* und CD8 /CD52" zu finden, wahrenddessen y/d-Ket-
ten nur fir CD8/CD52* T-Zellen positiv waren. So wiesen die CD8/CD52* T-Zellen
zwar mehr T-Zell-Rezeptoren auf der Oberflache auf als die CD8 /CD52- T-Zellen,
aber im Vergleich zum gesunden Menschen doch eine eingeschrankte Bandbreite an
T-Zell-Rezeptoren. Unsere Daten ergeben daher, dass die Vielfaltigkeit des TZR V[3-
Repertoires nach Alemtuzumab-basierter Konditionierungstherapie vermindert ist

und deuten auf eine oligoklonale Expansion nach Transplantation hin.

In der Literatur ist ein beschranktes Auftreten der T-Zellrezeptoren nach Alemtuzu-
mab beschrieben (130). Dies kdnnte neben der vorhandenen TCD eine Ursache fur
das Auftreten von schwerwiegenden Infektionen, vor allem CMV-Reaktivierungen
(130) und opportunistische Erkrankungen, darstellen. Im Verlauf normalisiert sich das
TZR-Repertoire und bildete die Grundlage flr eine bessere Immunabwehr und Ver-
ringerung der Infektionen (81). Die Expansion des TZR-Repertoires ist abhangig von
der wieder einsetzenden Thymusfunktion mit der de novo Regeneration der naiven
T-Zellen (80). Da erst im spateren Verlauf nach Transplantation bei unseren unter-
suchten Transplantationspatienten eine Rekonstitution der naiven T-Zellen stattfin-
det, ergibt sich hier eine weitere Erklarung fur das beschrankte TZR-Repertoire der
CD52- T-Zellen. Die naiven T-Zellen weisen alle GPI-Anker auf und auch eine hohere
TZR-Diversitat.

Ein weiterer Einflussfaktor stellt das Alter des Empfangers dar. So hat sich in Studien
gezeigt, dass die TZR-Vielfalt der naiven T-Zellen mit zunehmendem Alter sinkt. Vor

allem ab einem Alter von 70 Jahren ist hier ein starker Rickgang zu verzeichnen
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(31). Die verminderte Abwehr gegen das Influenzavirus im Alter veranschaulicht die
Hypothese klinisch (131). Qi et al sehen gegensatzlich auch bei alteren Probanden
eine gewisse Vielfalt des TZR-Repertoires (30). Diese Erkenntnisse stellen auch bei
den vorrangig alteren Patienten in unserer Studie einen Aspekt dar. So kann bereits
durch den natlrlichen Alterungsprozess eine zusatzliche Einschrankung in der Ab-

wehr von pathogenen Keimen einhergehen.

Weiterhin konnen schwerwiegende Infektionen, Autoimmunerkrankungen, GvHD und
Transplantatabstof3ungsreaktionen die TZR beeinflussen (132). Auch das Zusam-
menspiel zwischen hamatologischen Spender- und Empfangerzellen kann eine Ein-
flussgrofRe darstellen (132). Nach Wu et al (132) tragen persistierende Empfanger-
zellen zur TZR-Rekonstitution bei. In ihrer Arbeit konnten abnormale oligoklonale
TZR fur drei Jahre nach HSZT nachgewiesen werden (132).

6.7 Einflussfaktoren auf die Gedachtnis-T-Zellen nach allogener HSZT

Zwischen Tag +100 bis +365 nach Transplantation konnten wir fur CD4 und CD8
T-Zellen vorwiegend CD52-negative Gedachtnis-T-Zellen, die vermutlich vom

Stammzelltransplantat stammen, nachweisen (133).

Macedo et al (134) analysierten die T-Zellen von nieren- und pankreastransplantier-
ten Patienten nach Alemtuzumab-Therapie. Neben dem bereits bekannten und vor
allem die CD4-Subpopulation betreffenden Lymphozytenverlust konnten weitere dif-
ferenzierte Aussagen getroffen werden. Es zeigte sich eine langanhaltende Ver-
schiebung der CD4 T-Zellen zu einem Memory-Phanotyp auch noch Jahre nach der
Transplantation (134). Diese Aussage konnten wir durch unsere Daten ebenfalls
stutzen. Ge et al sprechen ebenfalls von einem hauptsachlich nach Transplantation
vorliegenden Memory-Phanotyp (135). Es zeigt sich, dass die TCD durch Alemtuzu-
mab im Rahmen der allogenen Stammzelltransplantation eine Veranderung in das
Gleichgewicht von Gedachtnis-T-Zellen und naiven T-Zellen mit sich bringt (136).
Hier ergibt sich ein Hinweis fur eine eingeschrankte Immunabwehr nach Alemtuzu-
mab-basierter HSZT, denn die Gedachtnis-T-Zellen nehmen wichtige Effektorfunktio-
nen wie die Zytokinsekretion in der Immunantwort ein (137). Sind diese Gedachtnis-
T-Zellen nun vorrangig CD52-negativ und besitzen damit eine defiziente Effektor-

funktion, ergibt sich hier eine deutlich schlechtere Immunantwort nach HSZT.
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Eine weitere Studie von Roux et al (130) ergab, dass auch das Transplantationsre-
gime mit entsprechender Konditionierung einen Einfluss auf die Rekonstitution der
T-Zellen hat (130). Durch die Konditionierung wird das erworbene Immunsystem mit
seiner Gedachtnisfunktion zerstért. Somit ist die Regeneration der Gedachtnis-T-Zel-

len von den T-Zellen des Spenders abhangig (130).

6.7.1 Warum treten Gedachtnis-T-Zellen vorwiegend nach HSZT auf? — Die Lym-
phopenie-induzierte Proliferation

Dass die T-Zellen hauptsachlich einen Memory-Phanotyp nach allogener Stammzell-
transplantation mit TCD durch Alemtuzumab aufweisen, wurde von vielen Arbeits-
gruppen in der Literatur (125, 134, 135) beschrieben und konnte auch durch unsere

Analysen bestatigt werden.

Es stellt sich nun die Frage nach den Grinden fur diese Erscheinung. Als Ursache
daflr wird die sogenannte Lymphopenie-induzierte Proliferation (LIP) angesehen.
Der Begriff Lymphopenie-induzierte Proliferation beschreibt die Teilung der Zellen
ohne Antigenprasentation in einer lymphopenen Situation (135). Naive T-Zellen wer-
den somit phanotypisch und funktionell zu Gedachtnis-T-Zellen (138, 139). Dies ge-
schieht ohne die bekannten Zwischenstufen: Effektor Gedachtnis-T-Zellen, das ko-
stimulatorische Molekul CD28, ohne IL-2-Ausschittung und ohne Antigenprasentati-
on (138). Verantwortlich sind aber Interaktionen zwischen TZR und korpereigenen
MHC-Peptiden (136, 140, 141), was eine Erklarung fur die Entstehung von GvHD bei

stammzelltransplantierten Patienten sein konnte (138).

Weiterhin wirkt sich die Hochregulierung von IL-7 und IL-15 in einer lymphopenen
Umgebung positiv flr den Ablauf der LIP aus (134, 136). Dieser Prozess sorgt fur die
gleichbleibende Anzahl der T-Zellen im Korper, die durch Bestrahlungs- oder Che-
motherapie deutlich gestort wird (135). Die Gedachtnis-T-Zellen bleiben relativ kon-
stant Uber einen langeren Zeitraum bestehen (> 1 Monat) (139). Eine Umwandlung
nach LIP von Gedachtnis-T-Zellen in naive T-Zellen ist allerdings nicht mdglich (135).
Somit dient die LIP allein der Erhaltung der Gedachtnis-T-Zellen ohne Rekonstitution
von naiven T-Zellen (135, 139). Es handelt sich um einen thymusunabhangigen Weg
und kann somit auch zeitig nach Transplantation stattfinden (142). Interessant dabei

ist, dass die LIP eine deutlich verzogerte Proliferation der T-Zellen im Gegensatz
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zum Antigen-stimulierten Prozess aufweist (141) und eine weitere Erklarung fir die

Risiken einer opportunistischen Infektion nach Transplantation beinhaltet.

Die Expansion Antigen-spezifischer T-Zellen nach HSZT wird aber auch durch das
Auftreten von virusreaktiven Antigenen, wie CMV, begunstigt (143). CMV-spezifische
T-Zellen, die vom Spender stammen, wachsen durch das Auftreten CMV-reaktiver
Antigene hoch. Wenn CMV-positive Patienten Stammzellen von CMV-negativen
Spendern erhalten, entsteht ein erhohtes Risiko fur eine CMV-Reaktivierung nach
HSZT (143).

Eine weitere Theorie stutzt sich auf die Aussage, dass diese Gedachtnis-T-Zellen der
TCD-Wirkung von Alemtuzumab entgehen (125). Sie sind sozusagen widerstandsfa-
higer als naive T-Zellen (136). Erklarungen hierfir kdbnnen vorliegende Mechanismen
der Gedachtnis-T-Zellen, wie antiapoptotische Gene oder eine gezielte Blockade der
Komplement-aktivierten Lyse durch Alemtuzumab, sein (136). Mdglich ist eine Kom-
bination aus erhohter Widerstandsfahigkeit der Gedachtnis-T-Zellen gegenuber
Alemtuzumab und eine aktivierte LIP im Rahmen der Transplantation, die fur das

Vorliegen eines vorwiegenden Memory-Phanotyps sorgt (136).

6.7.2 Rekonstitution naiver T-Zellen nach vorangegangener T-Zelldepletion

Anhand von FACS-Farbungen war es moglich, bei unseren Patienten naive T-Zellen
ausfindig zu machen. 10 von 17 Patienten zeigten fur CD4 und CD8 T-Zellen naive
T-Zellen, allerdings mit einem Anteil von < 10 % zwischen Tag 100-365 nach Trans-
plantation. Die neu gebildeten naiven T-Zellen waren dabei stets CD52-positiv. Wir
kénnen davon ausgehen, dass generell eine Rekonstitution von naiven CD52-posi-
tiven T-Zellen nach allogener Stammzelltransplantation und Alemtuzumab-basierter
Konditionierungstherapie moglich ist. Die Rekonstitution erfolgt allerdings deutlich

verzogert.

Entscheidend ist die Frage, welche Voraussetzungen fur die Entstehung von naiven
T-Zellen nach Transplantation notwendig sind. Eine Rekonstitution von naiven T-Zel-
len aus Gedachtnis-T-Zellen wird als unwahrscheinlich angenommen (135). Im
Mausmodell konnten Ge et al (135) nach einer T-Zelldepletion drei Bedingungen fur
die Rekonstitution von naiven T-Zellen ausmachen: Die Ausbildung von naiven
T-Zellen beruht auf einer de novo Entwicklung (135). Dafiir ist die Ubertragung von
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Stammzellen als Grundvoraussetzung anzusehen. Weitere Bedingungen stellen eine
erfolgte Bestrahlung und eine intakte Thymusfunktion dar. Bei Patienten mit Thym-
ektomie kann demzufolge keine Rekonstitution von naiven T-Zellen erfolgen (135,
139). Die Thymusfunktion kann aufderdem durch steigendes Alter, direkte Toxizitat
der Bestrahlungs- oder Chemotherapie und GvHD beeintrachtigt werden (15, 144).
Nach der Ubertragung von Stammzellen kénnen diese im Thymus des Empfangers
proliferieren und zur Entstehung von naiven T-Zellen fuhren. Die Stammzellen gehen
ursprunglich vom Spender aus (135, 139, 144). Als Grundlage wird auch hier die po-
sitive Selektion der T-Zellentstehung im Thymus angesehen (144). Dabei reagieren
die T-Zellen mit spezifischen TZR und korpereigenen MHC Molekulen (145, 146).

Schlussfolgernd kann man sagen, dass ein langer anhaltendes Immundefizit mit dem
Risiko, an opportunistischen Infektionen zu erkranken, durch eine inadaquate T-Zell-
bildung im Thymus hervorgerufen wird (15). Die Funktion der Immunabwehr ist also
abhangig von der Ausbildung von naiven T-Zellen (15). Das Studienprotokoll der
Studie 177 der Universitatsmedizin Mainz schliet hauptsachlich altere und vorer-
krankte Patienten ein (7). Da man aus verschiedenen Studien weil3, dass mit zu-
nehmendem Alter die Thymusfunktion abnimmt (144), ergibt sich hier ein weiteres
Problem fir die erhdhte Gefahr, an opportunistischen Infektionen nach allogener
Alemtuzumab-basierter HSZT zu erkranken. Die thymusabhangige Rekonstitution
von naiven T-Zellen ist dabei ein langsam ablaufender Prozess im Rahmen der
HSZT (144) und begunstigt dadurch weiterhin frihe und fulminant verlaufende Infek-
tionen nach HSZT.

In der FACS-Auswertung der PBMC der Transplantationspatienten zeigten sich, ne-
ben naiven T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen, eine weitere T-Zellpopulation, die
CD45RA auf der Oberflache aufweisen, aber kein CD62L (55). Man spricht von so-
genannten erschopften T-Zellen oder terminalen Effektor T-Zellen (engl. exhausted
T-cells) (55). Bei allen Patienten konnten erschopfte T-Zellen in der CD4 und CD8-
Population nachgewiesen werden. Die erschopften T-Zellen waren hauptsachlich
CD52 positiv. Die terminalen T-Zellen unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht von Ef-
fektor- und Gedachtnis-T-Zellen. Wichtige Effektorfunktionen und die Fahigkeit der
Zytotoxizitat gehen verloren (147). Diese erschopften T-Zellen kdnnten ebenfalls
Grunde fur eine ineffektive Viruskontrolle (148) bei dem Auftreten von CMV- und

EBV-Reaktivierungen im Kontext der HSZT schlussfolgern lassen.
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6.7.3 Die Rolle von Gedachtnis-T-Zellen in GvHD

In unseren Analysen betrachteten wir die zwei Subpopulationen der Gedachtnis-T-
Zellen (Tem und Tcwm). In der Gegenuberstellung zeigte sich, dass die Effektor-Ge-
dachtnis-T-Zellen den Hauptanteil bei den CD4 und CD8 T-Zellen ausmachen. Die
Tem waren dabei vorrangig CD52-positiv. Anhand der Untersuchungen konnten wir
also nachweisen, dass neben einem vorwiegenden Memory-Phanotyp, die Tew-
Population Uberwiegt und somit die Aussage von der Arbeitsgruppe Pearl et al (149)
bestatigen. Diese hatten bei der Untersuchung von Patienten nach TCD durch Alem-
tuzumab herausgefunden, dass die Tem-Population weniger depletiert wird (149). Die
Tem-Subpopulation ist weniger sensitiv gegenuber der Antikdrper-vermittelten Zytoly-
se von Alemtuzumab. Die genauen Grunde sind bisher unbekannt. Man weil} aller-
dings, dass antigenspezifische T-Zellen z.B. durch bestimmte Oberflachenmarker
oder Mechanismen resistenter als naive T-Zellen sind (149).

Welche Auswirkungen hat der vorrangige Tem-Phanotyp der T-Zellen klinisch gese-
hen fur die Patienten? In verschiedenen Publikationen wurde dieser Aspekt einge-
hend untersucht und wird nachfolgend dargestellt. Eine schwerwiegende und haufige
Komplikation nach Stammzelltransplantation und somit auch oft bei unseren Trans-
plantationspatienten zu beobachten, ist die GvHD. Matthews et al (119) fanden her-
aus, dass bei einer akuten und chronischen GvHD CD4 Tewm vorwiegend zu finden
sind. Im Gegensatz dazu ist die CD4 Tcm-Population vermindert. Somit stellen die
CD4 Tem, am ehesten vom Spender stammend, eine entscheidende Schlusselfunkti-
on in der Pathogenese der chronischen GvHD dar (119). Die CD8 Tem werden in den
Studien vernachlassigt (150). Dieses Ungleichgewicht zwischen Tcv und Tem kdnnte
eine maogliche Erklarung fur die Entstehung von GvHD sein (150, 151). Bei gesunden
Probanden war im Vergleich zu transplantierten Patienten die Tcw-Population deut-
lich hoher. Man geht davon aus, dass die Tcu-Population nach Transplantation vor-
rangig depletiert wird. Dazu gibt es verschiedene Theorien. Ein Weg ware, dass die
Produktion der naiven T-Zellen durch die Zerstérung von Thymusgewebe bei GvHD
gestort wird und sich somit die normalerweise daraus entstehenden Tcwu-Zellen ver-
ringern (150). Wenn man allerdings von einer Konversion von naiven T-Zellen zu Tcwm

uber die Stufe der Tem ausgeht, liegt moglicherweise in dieser Phase eine Blockie-
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rung vor (150). Auch die Arbeitsgruppe von Zhang et al spricht von alloreaktiven Ge-

dachtnis-T-Zellen, die durchaus in der Lage sind, GvHD zu verursachen (152).

Gegensatzlich dazu gibt es Arbeiten, die die Fahigkeit der Tem zur Ausbildung einer
GvHD verneinen (153, 154). Grunde dafur sind das Fehlen von CD62L und CCR7
und ein damit einhergehendes Unvermdgen zum Lymphknoten zu wandern. Aul3er-
dem besitzen sie weniger spezifische TZR und eine geringere klonale Expansions-
moglichkeit (155, 156). Auch Zheng et al (157) sprechen den Tem die Fahigkeit zur
Ausbildung einer GvHD ab und sehen daruber hinaus ihre Rolle am ehesten im posi-
tiven GvL-Effekt (157). Die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten nach Dutt et al
(158) auf die Analyse verschiedener Gedachtnis-T-Zellen in den einzelnen Studien
zurlckzufuhren zu sein. Moglicherweise gibt es Gedachtnis-T-Zellen, die mit Antige-
nen geprimed sind und die nicht mit den korpereigenen Antigenen des Empfangers
reagieren. Bei der Analyse solcher Zellen stellten Dutt et al (158) ebenfalls keine Fa-
higkeit zur GvHD-Entstehung fest. Im Vergleich dazu sah man bei naiven T-Zellen
eine letal verlaufende akute GvHD-Form mit massivem Durchfall und einer damit
verbundenen hohen Gewichtsabnahme (158). Eine chronische GvHD-Form, Leber
und Darm betreffend, konnte allerdings bei Antigen-spezifischen Gedachtnis-T-Zellen
beobachtet werden. Vergleicht man naive T-Zellen und Antigen-spezifische Ge-
dachtnis-T-Zellen miteinander, zeigt sich eine schwerwiegerendere und raschere
GvHD bei den naiven T-Zellen (158). Das Potenzial der naiven T-Zellen, durch den
Oberflachenmarker CD62L zum Lymphknoten zu wandern, scheint eine Erklarung fur

die schnellere GvHD-Reaktion zu sein (158).

Anhand der regen Diskussion kann man erkennen, dass die Rolle der Gedachtnis-T-
Zellen in der GvHD noch nicht hinreichend geklart ist. Weitere Studien mussen
durchgefuhrt werden, um neue Erkenntnisse und damit einhergehende Therapiean-
satze zu gewinnen. Abschlie3end Iasst sich sagen, dass sowohl in der Literatur als
auch anhand unserer Daten ein Uberwiegen des Tem-Phénotyps verzeichnet werden

kann und in den Kontext der klinischen Bedeutung eingebracht werden muss.

6.8 CMV-spezifische CD8 T-Zellen als prognostischer Faktor

Neben Blutuntersuchungen mit der PCR-Methode auf CMV (159) gibt es noch die
Madglichkeit, mit HLA-Peptid spezifischen Tetrameren CMV-spezifische CD8 T-Zellen

als Ausdruck der effektiven Immunantwort zu detektieren (160). In unserer Arbeits-
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gruppe wurden anhand von sechs Transplantationspatienten CMV-spezifische CD8
T-Zellen fur CD52-positive und -negative T-Zellen im peripheren Blut nachgewiesen.
Die Tetramerfarbung diente als Vorversuch, um geeignete Probanden fur weitere
funktionelle Tests, wie Zytokin-Sekretionsassay, IFN-y Elispot, Zellyse und Prolifera-

tion herauszufinden.

In der Gegenuberstellung lasst sich eine deutlich héhere Frequenz von CMV-spezi-
fischen CD8 T-Zellen in der CD52-positiven T-Zellpopulation beobachten. Noch ein-
deutiger lasst sich unsere Beobachtung an der Zellkultur von Patient Nr. 28 darstel-
len. So sind 89,1 % der CD52-positiven T-Zellen Tetramer-positiv und damit auch
CMV-spezifisch positiv, wahrenddessen nur 0,1 % der CD52-negativen T-Zellen Tet-
ramer-positiv sind. Mehrere Publikationen stellten einen Zusammenhang zwischen
dem Schutz vor CMV-Reaktivierungen nach HSZT und dem Nachweis von hohen
CMV-spezifischen CD8 T-Zellzahlen her (106, 159-161). Dabei entscheidend ist
auch der Zeitpunkt des Auftretens von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen nach Trans-
plantation. Eine verspatete Rekonstitution von CMV-spezifischen CD8 T-Zellen geht
auch mit einer hoheren Komplikationsrate einher (161). Cwynarski et al (160) stellten
eine verspatete Rekonstitution nach allogener HSZT mit Alemtuzumab-basierter
Konditionierungstherapie fest. Es konnten keine Tetramer-positiven T-Zellen vor Tag

100 nach Transplantation beobachtet werden (160).

Zusammenfassend gehen wir davon aus, dass CD 52-negative T-Zellen nach Alem-
tuzumab-basierter Konditionierung eine deutlich verzogerte Immunantwort gegen-
uber CMV darstellen und es somit zu erhdohten CMV-Reaktivierungen nach der
Transplantation kommt. Beweise fur eine verminderte CMV-Antwort nach Alemtuzu-
mab-basierter Konditionierung konnten wir bereits in unserer Arbeitsgruppe im IFN-y
Sekretionsassay, IFN-y Elispot und im Chrom-release-assay finden (10). In diesen
drei Assays kann die Funktion der CD52-negativen T-Zellen mit den CD52-positiven
T-Zellen verglichen werden. Bei finf untersuchten Patienten konnten wir eine verrin-
gerte IFN-y Ausschuttung der CD52-negativen T-Zellen im Sekretionsassay be-
obachten. Ebenfalls zeigten die CD52-negativen T-Zellen bei Patient Nr. 28 eine ver-
ringerte IFN-y Produktion im Elispot und eine geringere lytische Aktivitat im Chrom-
release-assay. Eine Rolle dabei kdnnte der Verlust des GPI-Ankers, der eine wichti-
ge Rolle in der T-Zellaktivierung einnimmt, bei den CD52-negativen T-Zellen spielen
(10, 162).
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6.9 Funktionsverlust GPI-Anker negativer T-Zellen nach Alemtuzumab-
basierter Konditionierungstherapie

Neben der phanotypischen Analyse der T-Zellen nach allogener HSZT mit Alemtuzu-
mab-basierter Konditionierungstherapie war fur uns der funktionelle Unterschied von

CD52-positiven und CD52-negativen T-Zellen von Bedeutung.

Bereits in einer Vorarbeit in unserer Arbeitsgruppe konnte den CD52-negativen
T-Zellen eine eingeschrankte Funktion im IFN-y Zytokin-Sekretionsassay ex vivo,
Cytochrom-release-Assay und IFN-y Elispot nachgewiesen werden (10, 11). Auch in
meinen Untersuchungen konnte ich eine deutlich geringere IFN-y-Sekretion nach

Antigen-spezifischer Stimulation in der CD52-negativen Population zeigen.

Fir weitere Aussagen wurde die Antigen-unabhangige Proliferation von PBMC von
Transplantationspatienten nach Alemtuzumabgabe mit Hilfe der CFSE-Farbung ge-
testet. Bei Patient Nr. 2 konnte in den ersten 12 Stunden eine eingeschrankte Prolife-
ration der CD52-negativen T-Zellen gegenuber den CD52-positiven T-Zellen veran-
schaulicht werden. Die Zellen wurden dabei ex vivo unspezifisch mit OKT3 stimuliert.
Bei selbigem Patienten fihrten wir ebenfalls eine Proliferationsmessung Uber finf
Tage durch. Am ersten Tag zeigte sich eine deutlich geringere Proliferationsrate der
CD52-negativen T-Zellen gegenuber den CD52-positiven T-Zellen, die in den Folge-
tagen nicht mehr nachweisbar war. Wir konnten somit auch bei Antigen-unspezi-
fischer Stimulation eine verminderte Proliferationsrate von CD52-negativen T-Zellen

detektieren.

In der Literatur wird allerdings meist die Antigen-spezifische Stimulation untersucht
(79). Die Arbeitsgruppe von Roux et al (130) beschreibt trotz des annahernden Errei-
chens der T-Zellzahlen eine lange Funktionseinschrankung der T-Zellen nach Trans-
plantation (130). Auch nach Alemtuzumabgabe im Rahmen von Nierentransplantati-
onen konnte eine eingeschrankte Funktion von CD4 T-Zellen und CD8 T-Zellen hin-
sichtlich IFN-y-Produktion beobachtet werden (79). Die Ursache fur die einge-
schrankte Funktion der T-Lymphozyten nach Alemtuzumabtherapie sehen Malek et
al im Verlust GPIl-verankerter Proteine (162). So ging ein GPI-Anker-Defizit auch mit
einer geringeren Zytokinproduktion sowie T-Zellaktivierung einher (10, 162). Daran
lasst sich erkennen, dass zur T-Zellaktivierung neben einer Interaktion zwischen TZR
und MHC-Molekulen mit Antigenprasentation auch GPl-verankerte Proteine (u.a.
CD55, CD59, Ly-6 und Thy-1) eine wichtige Rolle im Prozess der T-Zellaktivierung
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und -proliferation spielen (162). Aus diesem Grund hat auch der Verlust von CD52
auf der Oberflache der T-Zellen eine groRe Auswirkung auf den Signalweg der

T-Zellproliferation, was wir anhand unserer Daten nachweisen konnten.

7 Zusammenfassung

Die Entwicklung dosisreduzierter Therapieregime in der HSZT ermoglichte eine Er-
weiterung der kurativen Therapieoptionen, vor allem fur altere Patienten (60). Alem-
tuzumab, ein Antikorper gegen CD52, wird in diesem Rahmen zur T-Zelldepletion
eingesetzt (6). Verschiedene Autoren konnten zeigen, dass es nach Alemtuzumab-
Applikation zu einer Expansion von CD52-negativen T-Zellen kommt (114). Wenn
der Antikorper im Rahmen der allogenen HSZT eingesetzt wird, kann man diese Zel-
len in hohen Frequenzen oft noch jahrelang nachweisen. Diese hohen Frequenzen
lassen sich bei nicht-transplantierten Patienten oder Gesunden nicht zeigen (8). Wir
konnten noch vier Jahre nach allogener HSZT bei einigen Patienten nachweisen,
dass ein groRer Anteil der T-Zellen CD52-negativ blieb. Wir korrelierten das Fehlen
von CD52 auf den T-Zellen mit dem Fehlen von GPI-Ankern und weiteren GPI-veran-
kerten Molekulen auf der Zelloberflache (8, 10).

In meiner Arbeit habe ich untersucht, welche phanotypischen und funktionellen Un-
terschiede sich zwischen CD52-positiven und CD52-negativen T-Zellen des gleichen
Patienten ergeben. Ich konnte deutliche Hinweise darauf finden, dass CD52-negative

(bzw. GPI-Anker negative) T-Zellen funktionell eingeschrankt sind (118).

Anhand phanotypischer Untersuchungen wurde gezeigt, dass es sich bei den persis-
tierenden CD52-negativen T-Zellen um expandierende Gedachtniszellen handelt, die
vermutlich dem Stammzelltransplantat entstammen (125, 135, 163). Im Gegensatz
dazu sind neu gebildete naive T-Zellen im Rahmen der Blutstammzelltransplantation
durchgehend CD52-positiv. Dies deutet darauf hin, dass nach Alemtuzumab basier-
ter Konditionierungstherapie eine deutlich verzogerte Rekonstitution neuer naiver
T-Zellen auftritt (144).

Durch den Vergleich der antigen-spezifischen T-Zellantwort in verschiedenen funkti-
onellen Tests (IFN-y Sekretionsassay, IFNy-Elispot und Chrom-release-Assay) konn-
te eine deutlich eingeschrankte antigenspezifische Funktion der CD52-negativen
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T-Zellen im Gegensatz zu den CD52-positiven T-Zellen nachgewiesen werden (10,
11). Auch das antigen-unspezifischeProliferationsverhalten der CD52-negativen

T-Zellen war deutlich eingeschrankt.

Die Zusammenschau meiner Ergebnisse zeigt ein eingeschranktes T-Zellrezeptor-
Repertoire und eine geringere Proliferationsfahigkeit der nach HSZT vorrangigen
CD52-negativen T-Zellen, weitere mogliche Erklarungen fir die eingeschrankte Im-
munabwehr nach Alemtuzumabtherapie. Meine Arbeit gibt Hinweise darauf, dass die
T-Zelldepletion mit Alemtuzumab neben einem quantitativen T-zellvermindernden
Effekt (7) auch Auswirkungen auf die Funktion der nachweisbaren T-Zellen hat (10,
11). Man muss davon ausgehen, dass eine funktionierende antigenspezifische T-
Zellantwort von der Rekonstitution naiver GPI-Anker-positiver T-Zellen abhangt
(144). In der vorliegenden Arbeit bezieht sich die beschrankte T-Zellfunktion in erster
Linie auf die CMV-spezifische antivirale Immunitat. Aber das Fehlen von GPI-Ankern
auch auf anderen T-Zellpopulationen, wie z.B. den T-Helferzellen (122), lasst vermu-
ten, dass dies nicht der einzig qualitative Unterschied im Rahmen der Immunrekon-

stitution ist, der durch Alemtuzumab vermittelt wird.
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9.3 Zusammensetzung von verwendeten Medien- und Pufferlésungen

Lagerung bei 4 °C, ansonsten Anderung angegeben.

Acetatpuffer fur Elispot 46,9 ml H.O

4,6 ml Essigsaure 0,2N
11 ml Natriumacetat 0,2N

AEC Substratlésung fiir Elispot 3-Amino-2-Ethyl-Carbazol-Tablette

2,5 ml Dimethylformamid
47,5 ml Acetatpuffer

EDTA-Puffer, pH 8,0 0,375 g Disodiumsalz

ad 1 L H0
FACS-Puffer PBS

0,1% BSA (Bovines Serumalbumin)
FACS-Fixans PBS

1% Formaldehyd
Formaldehydlésung 2% fiur FLAER- PBS
Farbung

2% Formaldehyd

MACS-Puffer

1000 ml PB
5g BSA
4 ml EDTA

Medium zum Auftauen von PBMCs und PBS

113




T-Zellen

0,5% EDTA

Medium zum Kryokonservieren von Zel-
len

X-Vivo
20% Humanalbumin

10 U/ml Heparin

10% DMSO
Kulturmedium fiir K562, Selektionsmedi- | RPMI 1640/21875
um 10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin

1 mg/ml Geniticin

Kulturmedium fiir K32 und TM

RPMI 1640/21875
10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin

Kulturmedium fiir T-Zellen

AIM V
10% humanes Serum

50 U/ml IL-2

Kulturmedium fiir Dendritische Zellen

(Fast DC)

RPMI

1% humanes Serum

Kulturmedium fiir Dendritische Zellen

(reife DC)

AIMV

2% humanes Serum

Trypanblau (Stammlésung)
(Lagerung RT)

Trypanblau (Gebrauchslésung)
(Lagerung RT)

2,0g Trypanblau
ad 1L H20

75 ml Trypanblau Stammldsung

75 ml NaCl (150 mM)

9.4 Protokolle

9.4.1 Separation mononuklearer Zellen aus Leukozytenfilm und dem peripheren

Blut (,Ficoll*)

- Buffy coat oder Patientenblut in Zellkulturflasche flllen

- 1:1 mit PBS verdinnen

- 15 ml Ficoll Separationsmedium unter die Fritte des Leucosep™ Rohrchens

zentrifugieren (1500 rpm, 1 min, RT)

- Verdiunntes Patientenblut oder Buffy coat tber die Fritte schichten

114




Zentrifugieren (1000 rpm, 20 min, RT) mit ausgeschalteter Beschleunigungs-
und Bremsfunktion der Zentrifuge

PBMC Schicht mit zwei ml Pipette abnehmen und in 50 ml Tube Uberfihren
Tube mit abgenommenen PBMC zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, RT)

2-mal waschen mit PBS

Separation heparinisiertes Knochenmarkblut

Heparinisertes Knochenmarkblut 1:4 mit PBS verdinnen

15 ml Ficoll-Trennmedium in ein 50 ml-Falcon ohne Fritte geben

Auf Ficoll-Trennmedium das Knochenmarkblut/PBS-Gemisch langsam uber-
schichten

Zentrifugieren (2300 rpm, 20 min, RT), ohne Bremse oder Beschleunigung

Weitere Schritte wie unter 9.4.1 nach Zentrifugation

Isolation von CD4 und CD8 T-Zellen (,MACS Isolation®)

Zellen auftauen und zweimal in Medium waschen

Auf Eis arbeiten

10x10° Zellen in 10 ml MACS-Puffer (4 °C) aufnehmen

Zellen zahlen zentrifugieren (1500 rpm , 5 min, 4 °C)
Dekantieren, Pellet kurz aufwirbeln

Je 10x10° Zellen in 80 ul MACS-Puffer aufnehmen, 20 ul MikroBeads dazuge-
ben, vortexen

Inkubieren (4 °C, 15 min)

Zellen mit 2 ml MACS-Puffer waschen

Zentrifugieren (5 min, 1500 rpm)

500 yl MACS-Puffer Saule und Filter spulen

Zellpellet in 500 pl MACS-Puffer aufnehmen

Durchlaufen lassen, als Negativ-Fraktion

Tube und Filter mit je 500 pul spulen

Filter mit 500 pl spllen, verwerfen

Saule mit 500 pl spllen

Saule aus dem Magneten entfernen

Positiv-Fraktion in Saule 2-mal mit 1000 yl MACS-Puffer eluieren,

Saule verwerfen
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9.4.5

9.4.6

Positiv-Fraktion zahlen

Einfrieren der Zellen

Zellen in Medium waschen

Zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, RT), dekantieren

Zellpellet aufnehmen in 1,5 ml/nunc Einfriermedium mit 10 % DMSO

In einer Kryokonservierungsbox mit Isopropanol-Ummantelung (4 °C) in einen
Gefrierschrank mit -80 °C stellen

Probe nach maximal 3 Tagen in einen flussigen Stickstoff Uberfuhren

Auftauen der Zellen

Nunc mit Zellen dem Stickstofftank entnehmen und in einem Wasserbad bei
37 °C auftauen lassen

Nunc ausspulen mit 10 ml PBS/EDTA

Zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, RT), Uberstand dekantieren

2-mal in PBS/EDTA waschen

Zellkultur far K562, TM, K32

Zellen auftauen nach Protokoll

In 12 ml Kulturmedium suspendieren und in einer Zellkulturflaschen bei 37 °C,
5 % CO2

Bei K562: nach 3 Tagen Geniticin zur Selektion dem Medium hinzugeben

Montag und Freitag:

Zellkultur und Kulturmedium unter dem Phasenkontrastmikroskop beurteilen
semiadharente Zellen vom Flaschenboden durch klopfen l16sen

Zellen aufnehmen, zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, RT)

2-mal waschen mit PBS

Zellen zahlen

Etwa 3x108 Zellen in 12 ml frischen Zellkulturmedium / Flasche kultivieren

Restliche Zellen kryokonservieren oder verwerfen
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9.4.7 Restimulation der T Zellen
- Verwendete Feeder Zellen: bestrahlte allogene PBMC, K32, TM
- Kultivierung einer Zelllinie aufrecht In einer T25 Kulturflasche, 37 °C, 5 % CO?

- Maximal 1x10° Zellen/ml Medium einsetzten

- Cellsort der T-Zellpopulationen
- 1 Tag lang Resuspension der T-Zelllinie in Kulturmedium, 37 °C, 5 % CO?

Tag 1 (Freitag)
- T-Zellen entnehmen, zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, RT), waschen in PBS

- Feeder Zellen werden bestrahlt: 5x10% K32 oder TM (8000 rad), 25x108 allo-
gene PBMC (3500 rad)
- Bestrahlte Feederzellen werden zusammen mit dem T-Zellen in 12 ml Medium

in Zellkulturflaschen kultivieren

Tag 2 (Samstag)
- Zugabe von 30 ng/ml Medium OKT3 zu der Zellkultur

Tag 4 (Montag)
- T-Zellen entnehmen, zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, RT), zweimal mit PBS

auswaschen zur OKTs-Entfernung
- Ohne T-Zellen zu zahlen in neue Kulturflasche mit 12 ml frischen Medium set-

Zen

Tag 7 (Freitag)
- Halber Mediumwechsel, 50 IU/ml I12 auf Gesamtmenge des Mediums zufugen

Tag 10 (Montag)
- Halber Mediumwechsel, 50 IU/ml 112 auf Gesamtmenge des Mediums zufligen

- Zellen zahlen

Tag 14 (Freitag)
- T-Zellen entnehmen, zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, RT), zweimal waschen

in PBS
- Feederzellen werden bestrahlt: 5x106 K32 oder TM (8000 rad), 25x106 allo-
gene PBMC (3500 rad)
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- Bestrahlte Feederzellen werden zusammen mit dem T-Zellen in 12 ml Medium

in Zellkulturflaschen kultivieren
- Zugabe von 30 ng/ml Medium OKT3 zu der Zellkultur

Nach Restimulation an Tag 14, Protokoll an Tag 4 weiterfUhren.

9.4.8 Einzelzellkultur fur T-Zellen
- Verwendete Feederzellen: bestrahlte allogene PBMC, K32, TM
- Kultivierung einer Zelllinie in e well einer 96-Loch Gewebekulturplatte, 37 °C,
5 % CO?

- Verwendung von T-Zellkulturmedium mit 100 U/ml IL-2

Tag 0
- Cellsort der T-Zellpopulationen

- 1-3 Tage verbleiben in 100 pl T-Zellkulturmedium, 37 °C, 5 % CO?

Tag 1 (Freitag)
- Feederzellen bestrahlen : 5x10° K32 oder TM (8000 rad), 25x10° allogene

PBMC (3500 rad)
- Bestrahlte Feederzellen zu T-Zellen hinzufigen
- Zugabe von 30 ng/ml Medium OKT3 zu der Zellkultur

Tag 4 (Montag), Tag 7 (Freitag), Tag 10 (Montag)
- Halber Mediumwechsel, 90 ul Medium durch 100 ul ersetzten

- Zellen zahlen, mikroskopieren

Tag 14 (Freitag)
- T-Zellen wie an Tag 1 restimulieren

Nach Restimulation Protokoll an Tag 4 weiterfihren.

9.4.9 3 Tage Protokoll fir die Ausreifung Dendritischer Zellen

Tag O:
- PBMCs auftauen

- 10-15 Zellen zu drei ml DC Medium in 6 well Platte aussaen
- Inkubation (45-60 min, 37 °C)
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Uberstand aus den Wells abnehmen und Wells mit warmem PBS auswaschen
(4-mal)
Uberstand (PBMC ohne DC) wegfrieren
Zugabe von:
- 1000 U/ml GM-CSF
- 500 U/ml IL4
Inkubation (24 Stunden, 37 °C)

Tag 1:
- Zugabe zu jedem well von:

- 10 pyg/ml IL-1B
- 10 pg/ml TNF-a
- 1000 U/ml IL-6
- 1 yg/ml PGE2
- Inkubation (24 Stunden, 37 °C)

Tag 2 (DCs ernten):
- Jedes Well mindestens zweimal mit kaltem PBS (4 °C) auswaschen,

auf Eis arbeiten
- Ausgewaschene Platten nach Uberbleibenden Zellen mikroskopieren,
ggf. erneut auswaschen

- Zellen zahlen und kryokonservieren oder in Assays weiterverwenden

9.4.10 FACS-Farbung

Farbung mit antihumanen Antikorpern
0,1-1x10° Zellen zweimal in FACS-Puffer waschen und auf FACS-Proben-

rohrchen verteilen

- Zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, RT), Uberstand dekantieren
- Ak (5 pl) zum Zellpellet zugeben, vortexen

- Inkubation (15 min, RT) im Dunkeln

- 2-mal mit FACS-Puffer waschen

- Zellen mit 500 pl FACS-Fixans fixieren

- Proben innerhalb einer Woche messen
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Farbung mit FLAER

Zellen auftauen in PBS/EDTA

Zellen aufnehmen in kaltes PBS (4 °C)

- Auf FACS-Tubes verteilen, 500.000 Zellen/Tube

- FACS-Farbung nach Protokoll (s. oben), ohne die Zellen zu fixieren

- Zentrifugieren (10 min, 1100 rpm, 4 °C)

- Resuspendieren in 125 pl kaltem PBS

- 6,25 pl FLAER-Reagenz/Tube hinzufigen, Tubes vortexen

- Inkubation (20 min, auf Eis), im Dunkeln

- Zentrifugieren (10 min, 1100 rpm, 4 °C)

- Resuspendieren in kaltem PBS (4 °C)

- Zentrifugieren (5 min, 1500 rpm, RT)

- Fixieren der Zellen mit 500 pl 2 % Paraformaldehyd-Lésung/Tube

Farbung fur den Zellsort

- Zellen auftauen in PBS/EDTA, 3-mal in PBS/EDTA waschen

- 0,1x108 Zellen als Kompensationsproben auf FACS-Tubes verteilen, FACS-
Farbung nach Protokoll

- 50-70x10° Zellen verwenden fiir Sort-Probe, FACS-Farbung mit 10 pl pro
10x10° Zellen, Inkubation 20 min, RT

- Nach FACS-Farbung alle Zellen 2-mal in PBS/EDTA waschen, Zellen in 0,5-
1,5 ml PBS/EDTA aufnehmen in FACS-Rohrchen mit Deckel

- T-Zellkulturmedium in FACS-Rohrchen mit Deckel vorlegen, beschriften mit
den zu sortierenden Zellpopulationen

- Zellen auf Eis sofort in das Tumorvakzinationszentrum zum sortieren bringen

Tetramer Farbung

- PBMCs auftauen

- Suspension mit 5 x 108 Zellen / ml herstellen

- 200 pl davon in jedes Tube

- AK nach Panel und 5 ul MHC Tetramer | dazu

- Gut vortexen

- 30 min Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln
1 ml PBS dazu
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- Zentrifugieren bei 400 x g, 5 min

- Dekantieren, Zellpellet auflockern

- Resuspendieren in 500 pl PBS mit 0,5 % Formaldehyd

- Bis zur Facs Messung bei 4°C 1h bis max. 24 h aufheben

FoxP3-Farbung

Bendotigte Medien:

- Fixation Permeabilization Concentrate 1:3 verdinnen mit Fixa-
tion/Permeabilization Diluent 2> Perm/Fix
- Permeabilization Buffer (10x) 1:10 verdinnen mit Aqua dest. > Perm (1x)

- Normal rat serum (NRS) 2 % ansetzten in Permeabilization Buffer (1x)

Protokoll:

FACS-Farbung nach Protokoll

- Nicht bendtigte FACS-Ro6hrchen fixieren
- Waschen in kaltem PBS/BSA

- Zellen resuspendieren in 1 ml Perm/Fix
- Inkubieren 1h bei 4 °C im Dunkeln

- Waschen mit PBS/BSA

- 2-mal waschen mit 2ml Perm (1x)

- Blockieren:

o Inetwa 100 yl 2 %-igen NRS

o Inkubieren 15 min bei 4 °C
- Ohne waschen 20 pl Foxp3 AK zugeben
- Inkubieren 30 min bei 4 °C im Dunkeln
- Zellen 2-mal waschem mit 2 ml Perm (1x)
- Resuspendieren in 0,5 ml PBS/BSA

- Zellen messen

9.4.11 Proliferationsassay- CFSE Assay
- Zellen in vorgewarmten PBS/0,1 % BSA (FACS Puffer) aufnehmen
(c= 1 x 1076 Zellen/ml)
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9.4.12
Tag O:

2ul /' ml von 5mM CFSE Lésung (18 uyL DMSO + 1 Réhrchen CFSE) fur eine

¢ = 10 yM dazugeben

(0,5 yL / ml FACS Puffer)

10 min Inkubation bei 37 °C

5 ml /ml Facs Puffer eiskaltes AIMV+10%HS dazu
5 min Inkubation auf Eis

Zentrifugieren 5 min, RT, 1500 rpm

2 x zentrifugieren und waschen in AIMV

IFN-y Elispot Protokoll

20 pl/well 35 % Ethanol-H20-Ldsung pipettieren, danach aus der Platte aus-

schnicken

3-mal mit 150 ul PBS/well waschen, vor dem letzten Waschschritt Primar AK

zum coaten ansetzten
60 pl/well PBS mit 10 pl/ml Primar AK pipettieren
Inkubation Uber Nacht bei 4 °C in Alufolie.

3-mal mit 150 yl PBS/well waschen, einmal zwei min inkubieren
100 pl Kulturmedium/well hinzugeben

Inkubation (1 Stunde, 37 °C)

100 pl/well Kulturmedium mit zu testenden Zellen hinzugeben
Inkubation (20 Stunden, 37 °C) in Alufolie.

6-mal mit 150 ul/well PBS 0,05% Tween waschen

60 pl/well PBS 0,5% BSA mit 2 ug/ml Sekundar-AK zugeben
Inkubation (2 Stunden, 37 °C)

sechsmal die Platte mit PBS 0,05% Tween waschen

100 pl Vecstatain ABC-Komplex/well zugeben

Inkubation (1 Stunde, RT) im Dunkeln

3-mal die Platte mit PBS 0,05% Tween waschen, 3-mal mit PBS
100 pl AEC/well zugeben

Inkubation (10-20 min, RT)
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10-mal Platte mit Leitungswasser waschen, wahrenddessen Plastikboden ab-
ziehen
Trocknen der Platte Uber Nacht.

Auswertung der Spots im Elispot Auswertegerat und -Software

9.4.13 IFN-y Zytokin-Sekretionsassay

Zellen am Vortag auftauen, tber Nacht in Medium (AIMV 10% HS) im Brut-
schrank kultivieren

Pro Ansatz werden 1x10% PBMC/15 mITube

Stimulation mit CMV-Peptiden oder allogenen DC: Zellen in einem ml Medium
(AIMV 10%HS) mit Peptiden (NLV: 10 pg/ml; pp65 Uberlappendes Peptid:

1 pg/ml) oder allogenen DC (20.000 Zellen) inkubieren (4 Stunden, 37 °C)
Zentrifugieren (1500 rpm, 5 Minuten, 4°C), dekantieren, Uberstand abpipettie-
ren

In 2 ml kaltem FACS-Puffer (4°C) waschen

Zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, 4°C), Uberstand abpipettieren

Aufnehmen in 80 ul kaltes Medium (AIMV 10%HS, 4°C) und 20 ul Catch Re-
agent zugeben

Inkubation: 10 min auf Eis

10 ml warmes Medium (AIMV 10%HS, 37 °C) zugeben

Inkubation (45 min, 37 °C), alle 5 min resuspendieren

Zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, 4°C), dekantieren

In zwei ml kaltem FACS-Puffer (4°C) waschen

Dekantieren, Uberstand abpipettieren, in FACS-Puffer aufnehmen und auf
FACS-Tubes verteilen

IFN-y Detection Antibody (10 pl/Tube) und AK fur FACS-Farbung zugeben
Inkubation (10 min, auf Eis)

2-mal mit kaltem FACS-Puffer (4°C) waschen

Fixieren mit 500 yl FACS-Fixans/FACS-Tube
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