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1. Einleitung

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (allogene HSZT) stellt fur
viele Patienten, die unter schweren hamatologischen Erkrankungen wie beispiels-
weise der akuten myeloischen Leukamie (AML) oder dem myelodysplastischen
Syndrom (MDS) leiden, weiterhin die einzige kurative Therapieoption dar (Bose et
al., 2017). Die erste Stammzelltransplantation am Menschen wurde 1957 durchge-
fuhrt. Allerdings gab es noch zahlreiche Komplikationen, die den Therapierfolg stark
einschrankten. Erst in den 1970er Jahren, als Methoden zur HLA-Typisierung ange-
wandt wurden, verbesserten sich die Erfolgsraten langsam. HLA steht fur Humanes
Leukozyten-Antigen. Unter dem HLA-System versteht man bestimmte Erbmerkmale,
die auf Chromosom 6 lokalisiert sind und als wichtiges Instrument zur Erfassung von
Transplantationspartnern dienen (Rood, 1977).

Auch die supportiven Therapien nach Transplantation entwickelten sich in den
nachsten Jahrzehnten immer weiter, sodass die Zahl der durchgefuhrten Transplan-
tationen nun kontinuierlich stieg (Thomas, 2000). Im Jahr 2014 wurden europaweit
mehr als 15.000 allogene HSZT durchgefuhrt und die Zahlen wachsen zum aktuellen

Zeitpunkt noch weiter (Passweg et al., 2016).

Dennoch ist die Stammzelltransplantation bis heute ein risikoreiches Therapieverfah-
ren. Eine Hauptkomplikation nach allogener HSZT ist das Auftreten der sogenannten
Graft-Versus-Host-Disease (GVHD), bei der sich Zellen des Spenders gegen gesun-
des Empfangergewebe richten und dort eine Entziindungsreaktion hervorrufen. Bei
ca. 50 % aller Patienten nach allogener HSZT kommt es zum Ausbruch einer akuten
GVHD (aGVHD), wenn auch in verschiedenen Auspragungsgraden (Pasic et al.,
2020).

Hauptverantwortlich fur die Entstehung einer aGVHD macht man die verzogerte
Immunrekonstitution in betroffenen Patienten. Insbesondere den regulatorischen T-
zellen (Treg), eine Untergruppe der CD4 positiven T-Zellen, wird hierbei eine Schlus-
selfunktion zugeschrieben. Sie sind Teil des erworbenen, spezifischen Immunsys-
tems und spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Immunhomao-
stase, indem sie die T-Effektorzellaktivitat hemmen und so Uberschie3ende Entzin-

dungsprozesse unterdricken (Ogonek et al., 2016).



Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Analyse der Immunrekonstitution bei
Patienten nach allogener HSZT. Bereits publizierte Arbeiten, unter anderem die von
Pascal Wolfinger, in der die Immunrekonstitution nach allogener HSZT mit T-Zell-
depletierten Konditionierungsregimen retrospektiv analysiert wurde, lassen vermuten,
dass Treg von Patienten mit aGVHD funktionelle Defizite aufweisen. AufRerdem gibt
es aus bisherigen Daten Hinweise darauf, dass der relative Anteil CD52"Treg mit
dem Auftreten aGVHD korreliert (Woelfinger et al., 2020). Nicht zuletzt deshalb liegt

der Fokus meiner Untersuchungen auf der Subpopulation der Treg.

Ziel meiner prospektiven Arbeit war, pradiktive Marker zu identifizieren, die beson-
ders pragnant sind und das Auftreten aGVHD vorhersehbar machen. Daruber hinaus
sollte der optimale Zeitpunkt fur deren Bestimmung festgelegt werden. Idealerweise
soll so beispielsweise im Rahmen von Immunmonitoring Konzepten die Entstehung
von aGVHD verhindert oder wenigstens vermindert werden (Dehghani et al., 2020).
Dieses Forschungsvorhaben soll durch die gewonnenen Erkenntnisse der Treg
Funktion einen Beitrag leisten, neue therapeutische bzw. prophylaktische Ansatz-
punkte im klinischen Alltag in Bezug auf die aGVHD Behandlung zu erzielen.



2. Literaturdiskussion

Die erfolgreiche Ubertragung von Blutstammzellen eines Spenders an einen Empfan-
ger ist ein Verfahren, das einem langen Entwicklungsprozess unterlag und noch
heute mit Hindernissen wie dem Auftreten aGVHD verbunden ist. Um die immunolo-
gischen Ablaufe dieses Therapiekonzeptes und die komplexen Prozesse in der
Pathogenese aGVHD nachvollziehen zu konnen, sind im Folgenden erst einmal die

Grundlagen unseres Immunsystems dargelegt.

2.1. Immunsystem

2.1.1. Aligemeines

Die primare Aufgabe unseres Immunsystems ist es uns vor Mikroorganismen und
Noxen zu schutzen, denen wir im Alltag standig ausgesetzt sind. Wir wissen heute,
dass unser Immunsystem ein komplexes Netzwerk ist, das sich aus verschiedenen
Organen, Zellen und Botenstoffen wie Zytokinen zusammensetzt, die in standigem
Austausch mit einander stehen. Dysfunktionen immunologischer Prozesse sind nicht
nur im Rahmen der Stammzelltransplantation und der GVHD Entstehung von zentra-
ler Bedeutung. Fehlgeleiteten immunologischen Mechanismen spricht man auch in
der Pathogenese von Immundefizienzsyndromen, Autoimmunerkrankungen und

Krebserkrankungen eine zentrale Bedeutung zu.

Man unterteilt unser Immunsystem grob in zwei Teile, die durch Geschwindigkeit
einerseits und Spezifitat andererseits gepragt sind. Die Geschwindigkeit wird durch
unser angeborenes, unspezifisches Immunsystem charakterisiert, wahrend der
erworbene Anteil unseres Immunsystems die Spezifitat verkorpert. Besonders hervor
zu heben ist die Rolle der Haut, als Teil der angeborenen Immunitat. Sie ist das
groflite menschliche Organ und nimmt eine wichtige Barrierefunktion zwischen aul3e-
rem und innerem Milieu ein. Damit ist keine rein physikalische Barriere gemeint. Viel-
mehr ist die Haut ein immunologisch hochaktives Organ, das zahlreiche antimikro-
bielle Peptide produziert und unseren Korper so vor fremden Eindringlingen schitzt.
(Marie-Charlotte Bruiggen, 2020).



Im Zentrum der angeborenen Immunabwehr stehen phagozytierende Zellen wie
Makrophagen und neutrophile Granulozyten und natiirliche Killerzellen. Uber Radi-
kalbildung und toxische, enzymatische Prozesse zerstoren sie die Erreger. Dieses
primare Abwehrprinzip weil3t allerdings Licken auf. Unwirksam ist es beispielsweise
in der Abwehr bekapselter Erreger wie Pneumokokken und Haemophilus influenzae.
Sie konnen nicht phagozytiert werden und mussen erst mittels Antikdrpern opsoniert,
d.h. markiert werden. Hier kommt unser erworbenes Immunsystem ins Spiel (Braff
and Gallo, 2006), (Parkin and Cohen, 2001).

Unsere erworbene Immunitat ist durch Antigen spezifische Reaktionen gekennzeich-
net. AuRerdem besitzt dieser Teil unseres Immunsystems im Unterschied zum ange-
borenen Anteil die Fahigkeit Gedachtniszellen auszubilden und schitzt so vor Rein-
fektionen mit dem gleichen Erreger. Dieses Prinzip macht man sich seit Jahrzehnten
im Rahmen von Impfungen zu Nutze. Zentraler Bestandteil der hier stattfindenden
Immunprozesse sind T- und B-Lymphozyten. Beide Zellgruppen entwickeln sich aus
Progenitorzellen des Knochenmarks. Die B-Zellen verbleiben bis zum Ende ihres
Reifungsprozesses im Knochenmark, wahrend die T-Zellen noch im unreifen Status
in den Thymus wandern. Hier findet die sogenannte Positiv- und Negativselektion
statt. Die einzelnen Schritte veranschaulicht Abbildung eins. Die Positivselektion
findet in der Rindenzone des Thymus statt. Zunachst werden T-Zellen, die uber den
Major Histocompatibility Complex (MHC) prasentierte Antigene erkennen, selektiert.
Anschlielend wandern sie weiter in die Rinden-Mark-Grenzzone, wo der zweite
Selektionsschritt, die Negativselektion stattfindet. Dabei werden die T-Zellen elimi-
niert, die eigene Molekule als Fremd erkennen. Dies ist ein Schlusselprozess in der
Induktion von Selbsttoleranz. Nur diejenigen T-Zellen, die beide Selektionsschritte
erfolgreich durchlaufen haben, kdnnen nun uber die Markzone des Thymus in die
sekundar Lymphatischen Organe gelangen und dort ihrer Immunfunktion nachkom-
men (Braff and Gallo, 2006), (Parkin and Cohen, 2001).

Es soll an dieser Stelle betont werden, dass es sich keinesfalls um zwei strikt
voneinander getrennte Systeme handelt. Beide Anteile unseres Immunsystems
stehen in standigem Austausch miteinander und beeinflussen sich wechselseitig
(Braff and Gallo, 2006), (Parkin and Cohen, 2001).
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Abbildung 1: T-Zellselektion im Thymus modifiziert nach Patkin (Parkin und Cohen 2001)

2.1.2. Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, sind die NK-Zellen Teil des
angeborenen Immunsystems. Sie sind die ersten Lymphozyten, die nach allogener
HSZT rekonstituieren. Insgesamt machen NK-Zellen beim Gesunden knapp 10 %
aller zirkulierenden Lymphozyten aus. Auf lhrer Oberflache exprimieren sie CD16,
ein Immunglobulinrezeptor (lg), der eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion
einnimmt. Ein weiteres Oberflachenmerkmal ist CD56. Dessen Expressionshéhe wird
genutzt um die NK-Zellen in zwei Subpopulationen zu unterteilen: Die CD56dim NK-
Zellen mit einem niedrigen Anteil CD56 und die CD56bright NK-Zellen, auf deren



Oberflache ein hoher Anteil CD56 zu finden ist (Zaghi et al., 2019).

Sie leisten einen wichtigen Beitrag zur Immunuberwachung, indem sie vor viralen
Infektionen und der Krebsentstehung schitzen. Dies geschieht im Gegensatz zur
spezifischen Immunabwehr alles ohne vorherige antigenspezifische Sensibilisierung.
NK-Zellen besitzen eine Reihe aktivierender und inhibitorischer Rezeptoren. Sie
besitzen aul’erdem die Fahigkeit eigene HLA-1 Molekule, die sich auf allen
kernhaltigen Zellen finden, von fremden HLA-1 Molekulen zu unterscheiden. Solche
fremden bzw. veranderten HLA-Molekule finden sich beispielsweise auf
tumortransformierten oder virusbefallenen Zellen. Erkennt eine NK-Zelle ein solches
Molekul, werden inhibitorische NK-Zellrezeptoren weniger aktiviert und das
Gleichgewicht wird zu anti-viralen/pro-inflammatorischen Zytokinen hin verschoben.
Letztendlich kommt es zur Ausschuttung toxischer Proteine wie Granzyme und
Perforin, die den apoptotischen Abbau der betroffenen Zelle induzieren (Zaghi et al.,
2019).

2.1.3. T-Lymphozyten

T-Lymphozyten gehoren wie der Name andeutet zur Untergruppe der Lymphozyten
und exprimieren demnach CD3 auf ihrer Oberflache. Zusatzlich besitzen sie einen T-
Zellrezeptor (TZR). Dabei handelt es sich um ein heterodimeres
Transmembranmolekul, das sich aus einer konstanten und einer variablen Doméane
zusammensetzt. Die variable Doméane kann sich von T-Lymphozyt zu T-Lymphozyt
unterscheiden. Rekombinationsmechanismen wie das Splicing fuhren zu einer
enormen Vielfalt der Antigenrezeptoren und ermadglichen so eine spezifische Abwehr
gegenuber diversen Erregern. Zusammen mit CD3 bildet der jeweilige TZR einen
Komplex, der der Antigenerkennung dient. Kommt es zur Bindung zwischen dem
TZR und an MHC prasentierten Molekulen werden intrazellulare Signalwege
induziert und die T-Zelle aktiviert (Delves, 2000a).

2.1.3.1. Zytotoxische T-Zellen (Tc-Zellen)

Zytotoxische T-Zellen werden auch als CD8-positive T-Zellen bezeichnet, da sie den
CD8-Rezeptor auf ihrer Oberflache tragen. Sie erkennen auf MHC Klasse |
prasentierte Peptide virusbefallener Zellen und kdnnen diese auf zwei verschiedene
Wege eliminieren. Entweder Uber den Perforin-Granzym-Weg oder Uber den FAS-

Weg. Bei ersterem werden Perforine in die Membran der Zielzelle geben, sodass



diese durchlassig wird und mit Granzym gefullte Vesikel eingeschleust werden
konnen, das zur DNA-Fragmentierung und folglich Apoptose fuhrt. Bei der zweiten
Variante binden Tc-Zellen Uber ihren FAS Liganden das FAS Molekul der befallenen
Zelle. Dies induziert Uber die Aktivierung von Caspasen die Apoptose der Zielzelle
(Delves, 2000b).

2.1.3.2.T-Helferzellen (Th-Zellen)

T-Helferzellen werden auch als CD4-positive Zellen bezeichnet, da sie CD4 auf ihrer
Oberflache tragen. Sie erkennen auf MHC Klasse Il prasentierte Molekule. Im
Unterschied zu den Tc-Zellen besitzen sie keine zytotoxische, sondern
immunmodulatorische Funktion. Es handelt sich bei Th-Zellen hauptsachlich um

Zytokin sezernierende Helferzellen (Germain, 2002)

Dabei unterscheidet man je nach Zytokinexpressionsmuster zwischen Th-Zellen 1,
Th-Zellen 2 und den Th-17 Zellen. Th-1 Zellen sezernieren uberwiegend IL-2 und
Interferon gamma, wahrend bei den Th-2 Zellen IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 fuhrend
sind. Interleukine sind Botenstoffe, die der Kommunikation der Zellen unter einander
dienen. Sie modulieren Immunantworten und besitzen die Fahigkeit allergische
Reaktionen und autoimmune Prozesse zu unterdricken bzw. zu reduzieren.
Vereinfacht kann man sagen, dass die produzierten Zytokine der Th-1 vor allem
zellvermittelte Abwehrmechanismen verbessern. Sie aktivieren beispielsweise
Makrophagen und Tc-Zellen. Die Th-2 vermittelten Signale hingegen unterstitzen
vordergrundig die B-Zellen. Th17-Zellen werden als eigenstandige Th-Zell-Linie
angesehen und an Hand der Expression der Zytokine IL-17a und IL-17F und der
Transkriptionsfaktoren RORy und RORa definiert. Sie besitzen die Fahigkeit unter
bestimmten Umstanden Entzindungen zu induzieren oder aufrechtzuerhalten
(Chang et al., 2011).

2.1.3.3. Regulatorische T-Zellen (Treg)

Die regulatorische T-Zellen (Treg) stellen eine Untergruppe der Th-Zellen dar. Sie
machen ca. 10 % der Th-Zellen aus. Sie sind daher wie Th-Zellen CD3 und CD4
positiv. Zusatzlich exprimieren sie CD25 und den Transkriptionsfaktor Foxp3 (Barbi
et al., 2014).



Man unterscheidet naturliche Treg (nTreg), die direkt von Th-Zellen aus dem Thymus
abgeleitet sind, von induzierten Treg (iTreg), die in peripheren lymphatischen
Organen in Anwesenheit von TGF und IL-2 generiert wurden (Ogonek et al., 2016).
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Abbildung 2: Treg Differenzierung und regulatorische Wirkung modifiziert nach Ogonek
(Ogonek et al., 2016)

Treg sind essentiell zum Aufrechterhalten von Selbsttoleranz. Sie unterdricken
uberschief3ende Immunreaktionen und limitieren dadurch chronische
Entzindungsprozesse. Auch das Auftreten autoimmuner Prozesse im Korper wird

durch die suppressive Eigenschaft der Treg verhindert (Vignali et al., 2008).

Sie scheinen aber keineswegs nur bei autoimmunen Prozessen eine Rolle zu
spielen. In den letzten Jahren erweckten sie auch im Zusammenhang mit
Tumorerkrankungen immer wieder Aufmerksamkeit. Eine an Lymphom Patienten (47
mit klassischem Hodgkin Lymphom und 48 mit diffusem grofR3zelligem B-
Zelllymphom) durchgefuhrte Studie zeigte, dass hohe Treg-Level im peripheren Blut
mit besserem Outcome assoziiert sind. Man beobachtete bei Patienten mit hoher
Treg-Frequenz ein besseres Ansprechen auf Chemotherapie und weniger Ruckfalle
(Dehghani et al., 2020).



Andere Daten zeigten, dass hohe Treg-Level mit schlechterem Uberleben bei
malignen Erkrankungen assoziiert sind. Eine Studie, bei der Ovarialkarzinomgewebe
isoliert wurde, ergab, dass hohe Foxp3 Level im Tumorgewebe mit kirzerem
Uberleben vergesellschaftet waren. Eine magliche Erklarung hierfir kénnte die
immunsuppressive Wirkung der Treg sein, die moglicherweise die Tumorabwehr
negativ beeinflusst (Wolf et al., 2005).

2.2. Allogene Stammzelltransplantation

2.2.1. Definition

Unter allogener Stammzelltransplantation versteht man die Ubertragung von
Stammzellen von einem Individuum auf ein zweites, genetisch nicht identisches
Individuum. Streng davon abzugrenzen ist der Prozess der autologen
Stammzelltransplantation, bei der die Stammzellen nach hochdosierter
Chemotherapie wieder auf das gleiche Individuum Ubertragen werden.

Der Begriff Knochenmarktransplantation gilt mittlerweile als veraltet und wurde von
der Bezeichnung hamatopoetische Stammzelltransplantation abgelost. Die
transfundierten Stammzellen konnen direkt aus dem Knochenmark entstammen,
mussen es aber nicht. Sie kdbnnen auch aus peripherem Blut oder Nabelschnurblut

gewonnen werden.

Unabhangig von der Quelle der gewonnenen Stammzellen ist das Ziel durch die
Ubertragung der Stammzellen, welche auf Grund ihrer Plastizitat die einzigartige
Fahigkeit besitzen sich in verschiedenste Zellpopulationen auszudifferenzieren, eine
Erholung der Hamatopoese des Empfangers zu erreichen (Giralt and Bishop, 2009).
Mit diesem Hintergrund lassen sich die Indikationen der Stammzelltransplantation

leicht ableiten.

2.2.2. Indikationen

Die Indikationen einer allogene HSZT Stammzelltransplantation sind vielfaltig.
Angewendet wird sie heute nicht nur zur Behandlung maligner Erkrankungen, worauf
in meiner Arbeit der Fokus liegt, sondern auch zur Therapie schwerer
Stoffwechselstorungen, Immundefizienz Syndromen und verschiedensten Formen
der Storung der Hamatopoese wie der Fanconi-Anamie oder Thalassamie (Giralt and

Bishop, 2009). Insgesamt stellt die AML mit einem Anteil von 36 % an allen in



Europa durchgefuhrten allogene HSZT bei Erwachsenen die Hauptindikation dar
(Sweeney and Vyas, 2019).

2.2.3. Ziel

In Bezug auf maligne, hamatologische Erkrankungen macht man sich den Graft-
Versus-Leukemia (GVL) Effekt zu Nutze, der durch die Transfusion der
Spenderstammzellen entsteht. Hierbei richten sich Spenderzellen gegen die nach
Hochdosis-Chemotherapie im Empfanger verbliebene maligne Leukamiezellen. Es
gibt eine ganz Gruppe von Immunzellen, die mit dem GVL Effekt in Verbindung
gebracht werden. Nach aktuellem Forschungsstand geht man aber davon aus, dass
die zentrale Rolle der Eliminierung verbliebener Leukamiezellen im Empfanger bei
den T-Zellen liegt. Sie erkennen Uber Ihren T-Zellrezeptor spezifische
Oberflachenantigene der Leukamiezellen, die wiederrum tUber den MHC Komplex
prasentiert werden (Sweeney and Vyas, 2019). Diese Erfolge sind allerdings nur
moglich, wenn das richtige Transplantat gefunden wird. Welche Bedingungen hier

erfullt werden sollten, ist daher im nachsten Abschnitt genauer beleuchtet.

2.2.4. Patienten und Spenderauswahl

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, gelang mit der Moglichkeit der HLA-
Typisierung ein entscheidender Fortschritt in der Therapie mit allogene HSZT. Grund
hierflr ist, dass die Ubereinstimmung der HLA Merkmale zwischen Spender und
Empfanger eine der wichtigsten Voraussetzungen fur den klinischen Erfolg allogener
HSZT ist. Insbesondere die HLA A, B, DRB1 beeinflussen den Ausgang maf3geblich
(Tiercy, 2016). Goldstandard fur die Stammzellspende sind daher HLA genotypisch
identische Geschwisterspender. Jedoch gibt es solche passenden Spender nur in
30 % der Falle, wahrend fur die restlichen 70 % HLA identische Fremdspender
gefunden werden mussen, was in Deutschland mit einer Erfolgsquote von 80 %
gelingt (Tiercy et al., 2007). Hinzu kommen weitere Faktoren, die bei der
Spenderauswahl berucksichtigt werden sollten. Hierzu gehoren beispielsweise Alter,
Geschlecht, Verwandtschaftsgrad und der CMV Serostatus (Schmidt-Hieber et al.,
2013). Zur leichteren Beurteilung der Chancen und Risiken einer Transplantation fur
den jeweiligen Patienten hat die European Group for Blood and Marrow

Transplantation (EBMT) einen Risikoscore mit verschiedenen Komponenten

10



entwickelt, der eine pradiktive Aussage bezuglich des Outcomes nach allogener
HSZT erlaubt (Gratwohl, 2012).

Neben der Suche eines passenden Spenders muss der Patient zunachst fur eine
mogliche Stammzellspende evaluiert werden, denn es handelt sich nach wie vor um
einen risikobehafteten Eingriff, fir den nicht jeder Patient geeignet ist. Berucksichtigt
werden neben Diagnose, Alter und Komorbiditaten noch weiter Komponenten wie
zum Beispiel der Allgemeinzustand des Patienten, der per Karnofsky-Index erfasst
wird, sowie die soziale Integritat des potentiellen Empfangers (Hamadani et al.,
2010). Diese empfangerbezogenen Faktoren sind es auch, die die Auswahl des
passenden Konditionierungsregimes maf3geblich beeinflussen. Als Konditionierung
bezeichnet man die der eigentlichen Stammzelltransplantation vorgeschalteten

Behandlung (Prof. Dr. med. Nicolaus Kroger, 2016).

2.2.5. Konditionierung

Man unterscheidet myeloablative auch als ,konventionell* bezeichnete
Konditionierungsregime von dosisreduzierten Konditionierungsregimen. Letztere
ermoglichen durch die geringere Toxizitat auch die Transplantation alterer,
komorbider Patienten, die den Hauptteil des Patientenkollektivs darstellen. Beide
Vorgehensweisen verfolgen das Ziel mittels Hochdosis-Chemotherapie und/oder
Bestrahlung das korpereigene Knochenmark des Pateinten inklusive der entarteten
Zellen zu eliminieren um anschliel3end ein Heranwachsen der Spenderstammzellen
zu ermoglichen. Es werden heutzutage Uberwiegende dosisreduzierte
Konditionierungsregime eingesetzt. Dieses beinhaltet den Einsatz von Fludarabin,
einem Purinanalogon, in Kombination mit ein oder zwei weiteren Chemotherapeutika
und eine Ganzkorperbestrahlung mit 2-4 Gray (T.E. Buffart, 2005).

Trotz aller in den letzten 40 Jahre erzielten Fortschritte, bleibt das Auftreten aGVHD
eine der Hauptgrunde fur transplantationsassoziierte Morbiditat und Mortalitat. Um
das Risiko zu minimieren, kdnnen beide Konditionierungsregime mit T-

Zelldepletierenden Medikamenten kombiniert werden (Soiffer, 2001).

2.2.6. Immunrekonstitution nach allogener HSZT

Um eine Stammzelltransplantation erfolgreich durchfuhren zu kdnnen, wird das

korpereigene Immunsystem des Patienten erst vollstandig zerstort. Dies gelingt wie
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im vorrangegangenen Absatz beschrieben mittels unterschiedlichster
Konditionierungsregime. Daraus ergibt sich eine sogenannte ,aplastische“ Phase, die
durch schwerste Neutropenie gekennzeichnet ist. Sie halt solange an bis das
Spenderknochenmark heranwachst und die Zahlen neutrophiler Granulozyten wieder
auf ein adaquates Niveau gestiegen sind. Folglich muss sich das gesamte
Immunsystem wie bei einem Kind quasi neu generieren. Dieser Prozess der
Immunrekonstitution nach allogene HSZT lauft nicht immer exakt gleich ab.
Insgesamt betrachtet ist es aber so, dass die Zellen des angeborenen
Immunsystems die Monozyten, Granulozyten, Makrophagen, NK-Zellen deutlich
schneller rekonstituieren als diejenigen der erworbenen Immunitat (B- und T-

Lymphozyten).

Die ersten Zellen sind die neutrophilen Granulozyten, danach folgen die NK-Zellen
und erst ab Tag 100 nach Transplantation die T-Lymphozyten. Die vollstandige B-
Zellrekonstitution kann bis zu zwei Jahre in Anspruch nehmen. Kenntnisse Uber die
nach allogene HSZT ablaufender Immunrekonstitutionsprozesse sind von
entscheidender Bedeutung, da eine verzogerte Immunrekonstitution, insbesondere
der T-Zellen, mit vermehrten viralen und mykotischen Infektionen, héheren GVHD
und Rezidivraten sowie kurzerem Langzeituberleben assoziiert ist (Ogonek et al.,
2016).

Abbildung 3 veranschaulicht detailliert die Rekonstitution der einzelnen
Zellsubpopulationen. Man unterscheidet zwischen myeloischer- und lymphatischer
Progenitorzelle. Beide entstehen aus einer hamatopoetischen, pluripotenten
Stammzelle, die wie alle Stammzellen die Eigenschaft zur Selbsterneuerung und
Differenzierung besitzt. Aus der myeloischen Progenitorzelle gehen die Zellen der
angeborenen Immunitat hervor. Einzige Ausnahme stellen die naturlichen Killerzellen
dar, die wie die B- und T-Lymphozyten als Teil des erworbenen Immunsystems die

lymphoiden Progenitorzellen als Vorlauferzelle besitzen (Ogonek et al., 2016).
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Abbildung 3: Immunzellrekonstitution nach allogener HSZT unterteilt in angeborenes und

erworbenes Immunsystem modifiziert nach Ogonek (Ogonek et al., 2016)

2.2.7. Komplikationen

Die allogene HSZT ist bis heute ein risikoreiches Therapieverfahren, das mit einer
Reihe potentieller Komplikationen behaftet ist. Verlauft die Immunrekonstitution nicht
wie im vorrangegangenen Abschnitt beschrieben, kann es nach allogener
Stammzelltransplantation zu einem sogenannten graft failure kommen. Hierbei wird
das primare graft failure von einem sekundaren Transplantversagen unterschieden.
Das primare graft failure ist durch einen fehlenden Anstieg der Spenderzellen
innerhalb der ersten vier Wochen nach allogener HSZT gekennzeichnet, wahrend
das sekundare graft failure durch einen Verlust der Spenderzellen im Verlauf
charakterisiert ist. Hier hat folglich initial ein Engraftment - ein Anwachsen - des
Transplantats stattgefunden (Ozdemir and Civriz Bozdag, 2018). Eine weitere
Herausforderung stellt das Auftreten eines hamatologischen Rezidivs nach
erfolgreicher Stammzelltransplantation dar. Mit knapp 35 % stellt es die
Haupttodesursache nach Stammzelltransplantation dar, wobei das Risiko bei T-

Zelldepletierten Konditionierungsregimen besonders hoch ist. Eine Retransplantation
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ist zwar mdglich, jedoch mit geringerem krankheitsfreiem Uberleben assoziiert
(Mielcarek et al., 2007).

An nachster Stelle steht das Auftreten von Infektionskrankheiten, das die Morbiditat
und Mortalitat nach Transplantation ebenfalls entscheidend beeinflusst. In der
Anfangsphase nach Transplantation stehen vor allem bakterielle und mykotische
Infektionen wie invasive Aspergillosen im Zentrum, die haufig nur unspezifische
Symptome bieten, aber mit hoher Letalitat assoziiert sind (Neofytos et al., 2009). Im
weiteren Verlauf erholt sich zuerst das angeborene, unspezifische Immunsystem,
wahrend die spezifische, erworbene Immunabwehr weiterhin nicht ausreichend

funktionsfahig ist.

Dies aufert sich, wie Abbildung 4 schematisch veranschaulicht, insbesondere zu
Beginn bis Tag 30 nach allogener HSZT wahrend der neutropenen Phase in Form
von bakteriellen und mykotischen Infektionen. Mit dem Heranwachsen des neuen
Knochenmarks (Tag 30-100) stehen mykotische Infektionen wie beispielsweise der
Befall mit dem Schlauchpilz Pneumocystis carinii im Vordergrund. Spater ab Tag 100
nach Transplantation stehen Defizite der T-Zell-Antwort im Zentrum, die sich in Form
von CMV, VZV Infektionen und Infektionen mit bekapselten Bakterien manifestieren
(W. Herr, 2015).

Allogene HSZT

Bakterielle und Pneumocystis carinii, Virusreaktivirungen, cGVHD

Konditionierung mykotische Infektionen Pilze, Viren, aGVHD

0 50 100 Tage nach Tx

Abbildung 4: Komplikationen nach allogener HSZT im zeitlichen Zusammenhang modifiziert
nach Ogonek (Ogonek et al., 2016)

Ein weiterer prognostisch relevanter Faktor ist das Auftreten einer sogenannten
,Graft-Versus Host-Disease“ kurz GVHD. Diese ist eine der Hauptkomplikationen

nach allogener HSZT, deren Auftreten im Fokus meiner Untersuchungen stand.

14



Um die oben beschriebenen Komplikationen fruhzeitig erkennen und behandeln zu
konnen, sind regelmalige Nachsorgeuntersuchungen von zentraler Bedeutung fur
den Therapierfolg allogener HSZT. Dabei sollte der Fokus nicht nur auf den eben
genannten korperlichen Auffalligkeiten liegen, sondern auch psychische und soziale
Aspekte wie beispielsweise das familiare und berufliche Umfeld mit einbeziehen
(Majhail et al., 2012).

2.3. Graft-Versus-Host-Disease (GVHD)

2.3.1. Definition

Der gewunschte Effekt einer allogenen HSZT ist, dass sich die Spenderzellen gegen
verbliebene, maligne Zellen des Empfangers richten und so die Grunderkrankung
langfristig besiegen. Von Graft-Versus-Host-Disease (GVHD) spricht man dann,
wenn sich T-Zellen des Spenders nicht wie beabsichtigt gegen die malignen Zellen
richten, sondern gegen gesundes Empfangergewebe, da sie es als fremd erkennen.
Diese Uberschie3ende T-Zellaktivierung fuhrt zu einer Entzindungsreaktion im
Empfanger, die sich an verschiedenen Organsystemen manifestieren kann. Dabei
muss das Auftreten akuter GVHD von der chronischen GVHD abgegrenzt werden
(Nassereddine et al., 2017).

2.3.2. Akute Graft-Versus-Host-Disease (aGVHD)

Definitionsgemal spricht man dann von klassischer aGVHD, wenn entsprechende
Symptome innerhalb von 100 Tagen nach allogener HSZT auftreten. Es sei an dieser
Stelle erwahnt, dass seit 2014 neue NIH (National Institutes of Health) Kriterien zur
Einteilung von GVHD gelten, die nicht mehr ausschlie3lich nach dem zeitlichen
Auftreten klassifizieren, sondern die klinische Erscheinung in den Fokus rucken. Eine
strikte Trennung aGVHD von cGVHD ist nicht immer moglich. Treten beide Formen
zusammen auf, so spricht man unabhangig vom Zeitpunkt des Auftretens von
,Overlap GVHD* (Lee, 2017).

15



»Querlap” GVHD

Akute GVHD A Chronische GVHD

Tag 0 Tag 100

Abbildung 5: Einteilung der GVHD nach zeitlichem Auftreten nach allogener HSZT

Klassischerweise wird die aGVHD in drei Phasen unterteilt, die jeweils durch
unterschiedliche pathophysiologische Vorgange gekennzeichnet sind. In der ersten
Phase kommt es zur Aktivierung Antigen prasentierender Zellen (APC) des
Empfangers. In der zweiten Phase werden diese dann von CD8 positiven,
zytotoxischen T-Zellen des Spenders erkannt. Dies fuhrt Uber die Aktivierung
proinflammatorischer Signalwege zur Entzindungsreaktion beim Empfanger. Daran
beteiligt sind in der dritten der sogenannten Effektorphase neben T-Zellen auch NK-
Zellen und Makrophagen, die massive Entzindungsreaktionen hervorrufen und den
apoptotischen Zelltod von Empfangergewebe induzieren. Folglich stehen insgesamt
die T-Zellen im Fokus des Entstehungsprozesses aGVHD, aber es sind auch eine
Reihe anderer Immunzellen in den Prozess involviert (Nassereddine et al., 2017).

Klinisch teilt man die aGVHD in vier Schweregrade ein. Hierzu beurteilt man die
Hauptmanifestationsorte Leber, Haut und Gastrointestinaltrakt (GIT) und vergibt
entsprechend des Befalls der einzelnen Organsysteme jeweils minimal 0 bis maximal
4 Punkte, sodass sich ein ,Overall clinical grade® von | bis IV aus der Summe der

einzelnen Organmanifestationen errechnen lasst (Nassereddine et al., 2017).
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Tabelle 1: Gesamtschweregrad der GVHD nach Glucksberg (Glucksberg et al., 1974)

Grad Haut Leber Darm Karnofsky (%)
0 0 0 0 100
| (leicht) 1-2 0 0 80
0 0-1 0-1
II* (moderat) 0 0-1 1 70
1-3 1 0-1
3 0 0
[l (Schmidt-Hieber
etal.) 2-3 2-3 2-3 60
v
(lebensbedrohlich) |2 - 4 2-4 2-4 40 - 50

Hautmanifestationen umfassen auch Entzindungen im Bereich der Schleimhaute
wie beispielsweise Mukositiden und Konjunktividen. Der Auspragungsgrad des
Befalls reicht von leichten Exanthemen und Juckreiz bis hin zu generalisierter
Erythrodermie. Auch grof¥flachige Hautablosungen sind moglich. Insgesamt ist die

Haut haufig das als erstes betroffene Organ.
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Tabelle 2: Organstadien der akuten GVHD nach Harris (Harris et al., 2016)

Blasenbildung und

Desquamation > 5 %
KO

paralytischen lleus

blutige Diarrhoe

Haut Darm Leber
Schweregrad Klinisches Bild Diarrhoen ml/Tag Bilirubin mg/dl
Kein
0 Erythem/Exanthem Diarrhoe <500 ml/Tag Bilirubin <2 mg/dl
Makulopapuléses Bilirubin 2 - 3
1 Exanthem Diarrhoe 500-1000 ml/Tag2 | mg/dI
<25 % der oder 3 - 6 Stuhle/Tag oder
Kdrperoberflache1 Ubelkeit3
Makulopapuléses Diarrhoe 1000-1500 ml/Tag | Bilirubin 3 - 6
2 Exanthem oder > 6 Stlhle/Tag3 mg/dl
25-50 % der Bilirubin 6 - 15
3 Korperoberflache Diarrhoe >1500 ml/Tag mg/d|
Generalisiertes
Exanthem
Generalisiertes »<akuter Bauch“ mit oder
4 Exanthem mit ohne Bilirubin >15 mg

Die Leber ist das Organ, das bei aGVHD am haufigsten betroffen ist. Dabei dient,

wie in Tabelle 2 veranschaulicht, der Bilirubinwert zur Einteilung des Schweregrades,

da sich die Entzindungsreaktion meist in Form einer Cholestase und oft in

Kombination mit einer Hepatitis aul3ert. Der Goldstandard zum Nachweis eines

Entzindungsgeschehens im Sinne einer aGVHD ist nach wie vor die Biopsie von

Lebergewebe. Gleiches gilt auch fur die anderen moglichen Organmanifestationen,

wobei eine reine Diagnosestellung an Hand von organspezifischen Biomarkern an

Stelle der Gewebshistologie in Zukunft durchaus denkbar ware. Hinzu kommt, dass

so die fruherer Diagnosestellung moglich ware, bevor sich histologische

Veranderungen zeigen (Malard et al., 2016).
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Bei der Beurteilung des Befalls des GIT wird zwischen dem oberen und unteren
Anteil unterschieden. Nach aktuellem Forschungsstand ist der untere GIT das
Zielorgan, dessen Befall am besten mit der nicht Ruckfall assoziierten Mortalitat
korreliert. Die Symptome sind auch hier vielfaltig und umfassen Ubelkeit, Erbrechen,

Bauchschmerzen, Durchfalle teilweise auch blutig (Harris et al., 2016).

Risikofaktoren fur das Auftreten aGVHD sind neben der fehlenden HLA
Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfanger, hohes Alter von Empfanger
und Spender, Geschlechtsungleichheit beider, Grunderkrankung sowie
Begleiterkrankungen des Empfangers und ineffektive GVHD Prophylaxe. In
mehreren Studien wurden Hochdosis Konditionierungsregime mit hoheren GVHD
Raten im Vergleich zu nicht myeloablativen Regimen beobachtet (Nassereddine et
al., 2017).

Bis heute bleibt die GVHD eine der lebensbedrohlichsten Komplikationen nach
allogener HSZT (Ruggeri et al., 2018). Daher ist eine adaquate aGVHD Prophylaxe

unerlasslich.

Dies beginnt schon vor der Transplantation mit Auswahl des Therapieregimes. Bei T-
Zelldepletierten Verfahren wird das Stammzellkonzentrat manipuliert, indem die
T-Zellen des Spenders in-vivo entfernt werden. Es wird entweder Alemtuzumab, ein
monoklonaler CD52 Antikorper oder ATG (Antithymozyten-Globulin) eingesetzt.
Hierbei werden geringere GVHD Raten beobachtet als bei konventionellen
Konditionierungsregimen. Allerdings sind T-Zelldepletierte Verfahren mit einer
verzogerten Immunrekonstitution und hoheren Rezidivraten assoziiert (Ruutu et al.,
2017).

Eine weitere bzw. zusatzliche Moglichkeit ist die Anwendung immunsuppressiver
Medikamente nach HSZT. Dies sollte bei jedem Patienten zwingend erfolgen, da das
GVHD Risiko ansonsten extrem hoch ist. Goldstandard hierbei ist der Einsatz von
Methotrexat oder Mycophenolat-Mofetil in Kombination mit einem Calcineurininhibitor
(Zeiser and Blazar, 2017).

Neuere Methoden umfassen eine Hochdosis Cyclophosphamidgabe an Tag drei und

vier nach Transplantation. Am Mausmodell konnten hiermit sowohl die GVHD Raten
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als auch das Auftreten von Transplantatversagen reduziert werden (Luznik et al.,
2010).

Trotz adaquater prophylaktischer Therapie sind die aGVHD Raten sehr hoch. Die
Pravalenz aGVHD schwankt in der Literatur zwischen 35 % - 80 % und zahlt damit

definitiv zu einer der Hauptkomplikationen nach allogene HSZT (Tan et al., 2017).

Anerkannter Standard zur Therapie aGVHD ist die Gabe von Glucocorticoiden.
Beispielsweise mit einer initialen Dosierung von 2,0 mg/kg/Tag Methylprednisolon,
das im Verlauf langsam ausgeschlichen und niedriger dosiert wird. Diesen Prozess
bezeichnet man auch als ,Tapern®. In neueren Studien wurde zusatzlich zu
Prednisolon noch ein weiteres Agenz gegeben. Hierzu gehdren Antikdrper gegen
den IL-2 Rezeptor, das Fusionsprotein Entanercept und der monoklonale Antikorper
Infliximab (Martin et al., 2012).

Alternative Therapiemdoglichkeiten mittels Ruxolitinib, einem selektiven Janus Kinase
1 und 2 (JAK 1 und 2) Inhibitor, zeigten im Rahmen einer Phase 2 Studie
vielversprechende Ergebnisse. Besonders im Hinblick auf die Herausforderung
Glucocorticoid refraktarer aGVHD Verlaufe sollte man dieser Moglichkeit Beachtung
schenken. Erste Ergebnisse sind vielversprechend. Das Gesamtuberleben scheint
besser zu sein als in der Kontrollgruppe, allerdings wurden unter Ruxolitinibgabe
gehauft schwere Thrombozytopenien beobachtet (Zeiser et al., 2020). Mittlerweile
gibt es bereits randomisierte, kontrollierte Phase 3 Studien. Hier bestatigte sich das
gute Ansprechen steroidrefraktarer aGVHD auf die Therapie mit JAK Inhibitoren.
Aulerdem konnten in dem Patientenkollektiv unter JAK-Inhibitortherapie im
Gegensatz zur Kontrollgruppe ein langeres riickfallfreies Uberleben, sowie die
seltenere Notwendigkeit systemischer aGVHD Therapie verzeichnet werden (Zeiser
R, 2020).

2.3.3. Chronische Graft-Versus-Host-Disease (cGVHD)

Die cGVHD ist die Hauptursache spater Morbiditat und nicht Ruckfall assoziierter
Mortalitat nach allogene HSZT. Die meisten cGVHD Falle treten innerhalb des ersten
Jahres nach Transplantation auf (>90 %). Knapp 30 % davon entstehen de novo,
also ohne vorherige aGVHD (Lee, 2017).
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Die pathophysiologischen Prozesse der cGVHD sind bisher noch unzureichend
verstanden. Fest steht jedoch, dass sie sich von denen der aGVHD unterscheiden.
Wahrend bei der aGVHD alloreaktive T-Zellen des Spenders zu
Entzindungsprozessen fuhren, ist bei der cGVHD das Versagen zentraler und
peripherer Toleranzmechanismen fuhrend. Hierbei spielen sowohl die T- als auch die

B-Zellen eine entscheidende Rolle (Ferrara et al., 2009).

Die Diagnose cGVHD ist primar klinisch zu stellen. Dabei differenziert man je nach
Schweregrad der Organdysfunktion zwischen mild, moderat und schwer befallen.
Der Gesamtschweregrad ergibt sich folglich aus Summation der Anzahl der
betroffenen Organe unter Berucksichtigung des jeweiligen Auspragungsgrades der
Dysfunktion (Jagasia et al., 2015).

Frahzeichen von cGVHD sind Haut- und Schleimhautentzindungen, sowie
Transaminasen Erhdhungen und eine ausgepragte Eosinophilie, die mittels
Glucocorticoiden in der Regel gut therapierbar sind. Ganz im Gegensatz zu den
spater auftretenden Symptomen. Sie umfassen ausgepragte Haut- und Schleimhaut,
Augen, Gelenk, Lungen, Leber, GIT Beteiligungen, Genitalien sowie das
Immunsystem und sind haufig nur schwer zu therapieren. Nicht selten persistieren
die Organbeteiligung und fuhren zu einer massiven Einschrankung der

Lebensqualitat des betroffenen Patienten (Lee, 2017).
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Abbildung 6: Ausgepragter Lichen planus und Poikilodermie im Rahmen von cGVHD (Lee,
2017)

Die groften Risikofaktoren fir das Auftreten cGVHD sind hohes Alter bei
Transplantation, sowie vorangegangene aGVHD (Ferrara et al., 2009). Die
Behandlung cGVHD reicht von lokalen Glucocorticoidbehandlungen bei mildem
Hautbefall bis hin zu generalisierten immunsuppressiven Therapien. Eine frihe,
systemische Therapie kann den Progress in schwere cGVHD verhindern. Der
Zeitpunkt und die Dosierung der immunsuppressiven Therapie sollte individuell
festgelegt werden und erfordert ausreichende klinische Erfahrung. So sollten
Komorbiditaten und Allgemeinzustand des Patienten in den Entscheidungsprozess
mit einflielBen. Ferner sei die damit einhergehende, iatrogene Infektanfalligkeit zu
erwahnen, die eine Infektionsprophylaxe zwingend erforderlich macht (Jagasia et al.,
2015).

2.3.4. Treg und aGVHD

Auch dem Entstehungsprozess aGVHD und cGVHD liegen pathophysiologisch

Entziindungsreaktionen zu Grunde. Daher ist es wenig verwunderlich, dass Treg

auch in der Pathogenese der GVHD eine Schlisselfunktion einnehmen.

Hohe Tregzahlen im Transplantat werden mit geringeren aGVHD Raten und

besserem Gesamtiberleben in Verbindung gebracht (Baumeister et al., 2020).

Umgekehrt gibt es aus anderen Studien auch Hinweise daflr, dass niedrige absolute
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Treglevel nach allogene HSZT mit dem Auftreten sowie dem Schweregrad aGVHD
und cGVHD korrelieren. Insbesondere Patienten mit aGVHD Grad II-IV wiesen
signifikant niedrigere Tregfrequenzen auf als Patienten ohne GVHD. Mittels ex-vivo
expandierter Treg konnte das Auftreten von aGVHD nach muriner HSZT effektiv
verhindert werden (Li et al., 2010, Riegel et al., 2020).

Diese Erkenntnisse lassen hoffen, dass Treg auch bald im klinischen Alltag
Anwendung finden. Studien mit Treg basierten Therapien laufen bereits und zeigten
auch beim Menschen protektive Effekte auf die Entstehung aGVHD. Neue Strategien
sind noch in Erprobung und beinhalten chimarer Antigenrezeptor (CAR)-Treg, die ex-
vivo mittels IL-2 und NF-alpha inkubiert werden um die suppressive Wirkung noch

weiter zu verstarken (Mancusi et al., 2019).

2.3.5. T-Zelldepletion mit Alemtuzumab

Alemtuzumab (Campath-1H) ist der erste humanisierte monoklonale Antikorper. Er
richtet sich gegen CD52, ein Oberflachenmolekul, das sich auf allen reifen
Lymphozyten befindet, nicht aber auf hamatopoetischen Stammzellen. Sein
molekularer Aufbau ist in Abbildung 7 dargestellt.

T-Lymphozyt
oder
B-Lymphozyt

— Antigen

Maus ——
Mensch

Abbildung 7: Aufbau eines monoklonalen Antikdrpers am Beispiel von Alemtuzumab /
Campath-H1 modifiziert nach Kripp (Kripp, 2013)
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Bereits 1983 berichtete eine britische Arbeitsgruppe von einem Antikorper, der Uber
eine T-Zelldepletion Abstol3ungsreaktionen vermindert (G Hale, 1983).

Der Antikorper wurde nach dem Ort und Institut seiner Entwicklung (Cambridge
Pathology) CAMPATH 1 benannt. Nach Reduktion der Fremdeiweil3-Anteile (Ratte)
wurde der Antikorper CAMPATH 1H (H=humanisiert) genannt. 2001 erfolgte seine
Marktzulassung zur Therapie der chronisch lymphatischen Leukamie (CLL) zeitgleich
in Europa und den USA.

Weit verbreitet war die Anwendung des CD52 Antikorpers aufderdem zur in-vivo
T-Zelldepletion bei allogener HSZT, dargestellt in Abbildung acht. Man geht davon
aus, dass die T-Zellen des Spenders Hauptverantwortlich fur die Entwicklung von
GVHD sind. Erwartungsgemal fuhrt die T-Zelldepletion durch den Einsatz von
Alemtuzumab zu geringeren GVHD Raten. Dies gilt insbesondere fur aGVHD Grad
lI-1V. (P. D. Kottaridis, 2000). Auch in Bezug auf cGVHD soll der Einsatz von
Alemtuzumab protektiv wirken (Marsh et al., 2011). Jedoch sollte berucksichtigt
werden, dass T-Zelldepletierende Konditionierungsregime mit einem hoheren
Rezidivrisiko, sowie vermehrte opportunistische Infektionen, bedingt durch eine
langsamere Immunrekonstitution, assoziiert sind. Dies verdeutlicht der linke Teil der
Abbildung 8 (Baumeister et al., 2020). Interessanterweise korrelieren GVHD und
Rezidiv invers mit einander (Sweeney and Vyas, 2019). Es gilt also die richtige

Balance zu finden, weshalb die Waage im Zentrum der Abbildung steht.

@
Spender Sl
T-Zelldepletion @ 3
GVHD
Campath @
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@ oL
@ . schnelle
H Immunrekonstitution
@ zlgiges Engraftment
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® @ @@'

Empféanger

Infektionen

langsame
Immunrekonstitution

Transplantversagen
(graft failure)

T-Zelle, T-Zelle,

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Immunzellrekonstitution mit - und ohne T-

Zelldepletion modifiziert nach Baumeister (Baumeister et al., 2020)
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2012 wurde die Marktzulassung des Medikaments MabCampath durch den
Hersteller an die EMA zurlckgegeben. Dies lag nicht in einer fehlenden Wirksamkeit
oder unerwunschten Nebenwirkung, sondern hatte finanzielle Hintergrinde, da
mittlerweile klinische Studien Erfolge im Einsatz des Antikorpers in der MS Therapie
zeigten. Hier konnten fur niedrigere Dosierungen hohere Preise verlangt werden. Die
EMA hat Alemtuzumab fur MS-Patienten am 25. September 2013 unter dem
Handelsnamen Lemtrada zugelassen (Prof. Dr. med. B. Wérmann, 2017).
Heutzutage wird Alemtuzumab daher in der MS Therapie eingesetzt (Baker et al.,
2020). Auch nach der Ricknahme der Zulassung wird Alemtuzumab noch in der
Therapie der chronischen lymphatischen Leukamie (CLL) sowie bei T-Zell-
Leukamien und T-Zell-Lymphomen eingesetzt (Binder et al., 2013), allerdings im
Rahmen von Compassionate-Use-Programmen, die mit grof3erem burokratischem
Aufwand furr Arzte/innen und Patienten/innen verbunden sind. Ziel dieser Verfahren
ist es unter bestimmten Umstanden fur eine gewisse Indikation Patienten/innen
Zugang zu nicht zugelassenen Medikamenten zu verschaffen, und so die
Heilungschancen und den Behandlungserfolg zu verbessern. Besonders haufig

angewandt wird dieses Verfahren in der Padiatrie (S. Moerdler, 2018).

2.4. Marker

Wie in Abschnitt 2.3.4. beschrieben, sind Treg als spezifische Untergruppe der T-
Lymphozyten definiert als CD3™, CD4™", CD25™, CD127™ und Foxp3™ Zellen. Neben
diesen ,Hauptmarkern® gibt es zahlreiche weitere, die zusatzlich Aussagen uber die
Treg Aktivitat und Funktion erlauben. Hierzu gehoren beispielsweise Glycoprotein A
repetitions predominant (GARP) und Immunoglobulin-like transcript 3 (ILT3)
(Santegoets et al., 2015). Da Treg und deren Rolle in der Pathogenese aGVHD im
Zentrum meiner Untersuchungen standen, sind im Folgenden die wichtigsten

.Marker“ und ihre Bedeutung erwahnt.

Die zweite grol3e Gruppe immunkompetenter Zellen, die nach aktuellem Stand der
Forschung in der Lage zu sei scheinen GVHD zu kontrollieren sind die NK-Zellen.
Daher habe ich in meiner Arbeit auch diese Zellgruppe naher betrachtet. Fur die
Gruppe der NK-Zellen sind ebenfalls spezifische ,Marker von besonderem Interesse
(Negrin, 2019). Auch deren Bedeutung wird im nachsten Abschnitt genauer

beleuchtet.
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2.4.1.CD52

CD steht fur Cluster of Differentiation. Beim Menschen gibt es mittlerweile insgesamt
419 definierte humane Proteine, die sich als cluster of differentiation (CD) etabliert
haben und es ermdglichen Zellen an Hand dieser Oberflachenmolekule zu
charakterisieren (Dawson and Lunney, 2018). CD52 wird auch als Campath-1H
Antigen bezeichnet (W. Roman, 1998). Bei CD52 handelt es sich um ein kleines
Glykoprotein, bestehend aus zwoIf Aminosauren, mit einer molekularen Masse von
21-28 KDa. Es wird durch das CD52 Gen auf Chromosom 1 codiert. CD52 gehért zu
den Glycophosphatidylinositol (GPI) verankerten Proteinen (Hale, 2001). Die
molekularen Mechanismen der CD52 Expression sind noch nicht vollstandig geklart.
Li et al zeigte, dass All-trans-retinoid-Saure (ATRA) die CD52 Expression induzieren
kann (Li et al., 2003).

CD52 wird von B- und T-Lymphozyten hoch exprimiert und findet sich auch auf
eosinophilen Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen.
Niedrige Level findet man auch auf NK-Zellen (Hu et al., 2009).

2.4.2.CD25

CD25 besteht aus der alpha-Kette des Interleukin-2 Rezeptors. Es ist auf der
Oberflache CD4™ aktivierten T-Lymphozyten zu finden und folglich nicht spezifisch
fur Treg. Schon im Jahr 1995 konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von CD4™,
CD25* Zellen in Mausen zum vermehrten Auftreten von Autoimmunerkrankungen
und organspezifischen auto-immunen Reaktionen gefuhrt hat. Dies unterstreicht die
Wichtigkeit des Markers CD25 im Zusammenhang mit Treg und deren Funktion, dem
Erhalt von Selbsttoleranz (Sakaguchi, 1995).

2.4.3. Foxp3

Foxp3 ist die Abkurzung fur forkhead box P3, ein Transkriptionsfaktor, von dem man
heute weil}, dass er mal3geblich fur die Treg Entwicklung und deren suppressive

Funktion ist.

1959 beschrieb die amerikanische Forschungsgruppe um Russell et al. eine
Mutation, die zur sogenannte ,scurfy/schurfige” Maus fuhrte. Die Ursache fur dieses
Erscheinungsbild blieb lange unklar. Erst im Jahr 2001 identifizierte man das Foxp3
Gen als das verantwortliche, mutierte Gen fur die ,,scurfy“ Maus. Zwischen 2003 und
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2010 wurden fortlaufend neue Erkenntnisse gewonnen, die sich auf die
Schlusselrolle von Foxp3 in Bezug auf die Treg Differenzierung und Aktivierung
bezogen. Aulierdem wurde TGF[ als wichtiger Foxp3 Promotor bekannt (Ramsdell
and Ziegler, 2014).

Der positive Effekt hoher Foxp3 Level auf Treg lasst sich darauf zurtckfuhren, dass
die Expression dieses Transkriptionsfaktors zur Aktivierung von Genen fuhrt, die fur
die suppressive Funktion der Treg essentielle sind (Barbi et al., 2014). Dies
veranschaulicht auch Abbildung 9, die eine Foxp3 positive Treg-Zelle zeigt, die
sowohl auf eine T-Effektorzelle als auch Th-2 Zelle inhibitorisch wirkt.

Die Foxp3 Expression seinerseits wird uber komplexe epigenetische Mechanismen
reguliert. Diese umfassen Phosphorylierungs, Deacetylierungs - und
Methylierungsschritte (Lu et al., 2017).

AD\P_)
AMP )

Adenosine
T-Effektor- \/
zelle

IL-1
TGF-beta

Abbildung 9: Foxp3 und die Beeinflussung der Treg-Funktion modifiziert nach Braza (Braza
et al., 2015)

24.4.ILT3

Immunglobulin-like transcript 3 oder kurz ILT3 ist wie der Name vermuten lasst ein
Zelloberflachenmolekul, das zur grof3en Gruppe der Immunglobulin Familie gehort.

Es wird selektiv von Antigen prasentierenden Zelle wie beispielsweise Monozyten,
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Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert. Es handelt sich um einen

inhibitorischen Rezeptor, da die Fahigkeit zur Antigenprasentation verringert wird.

Die 2015 im Nature Magazin veroffentlichten Daten eines murinen Modells legen
nahe, dass die ILT3 Expression Kreatinkinase 2 (CK-2) abhangig erfolgt. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass ILT3™ Treg mit CK-2-Treg korrelieren und umgekehrt.
Hohe Zahlen ILT3™ Treg waren mit einer Unterdruckung Th-2 vermittelter
proinflammatorischer Signale assoziiert. Insgesamt wirkt sich ILT3 also positiv auf
die suppressive Funktion der Treg im Rahmen auto-immuner Geschehen aus,
obwohl es wie oben beschrieben insgesamt als inhibitorischer Rezeptor angesehen
wird (Ulges et al., 2015).

Auch andere Quellen sprechen ILT3 eine entscheidende Rolle an der
Aufrechterhaltung unserer Immunhomaoostase zu, da es Uber die Regulation der
Sekretion proinflammatorischer Zytokine in der Lage ist Entzindungsprozesse zu
limitieren und deren Progression zu auto-immunen Prozessen zu verhindern (Vlad et
al., 2009).

2.4.6.TIGIT

TIGIT (T-cell immunreceptor mit immunglobulin and immunreceptor tyrosin-based
inhibitory motif domains) in Abbildung 10 gelb dargestellt kann ahnlich wie CTLA-4
(Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein) oder PD-1 (Programmed cell death
protein) als Checkpoint Inhibitor angesehen werde. Zhang et al. demonstrierte in
praklinischen Mausmodellen, dass die Blockade von TIGIT auf NK-Zellen zu
besserer antitumordsen Aktivitat fuhrte und folglich das Tumorwachstum eindammen

konnte.

Interessanterweise gilt diese hemmende Funktion von TIGIT nur fur NK-Zellen (blau
dargestellt) und T-Effektorzellen (in griin gezeichnet) und nicht fur Treg (orange), hier
fordern hohe TIGIT-Level deren suppressive Funktion. Der positive Effekt von TIGIT
auf die Treg Funktion ist noch nicht vollstandig geklart.
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Abbildung 10: TIGIT in der Rolle eines Immuncheckpoint-Inhibitors modifiziert nach

Stojanovic (Stojanovic al., 2018)

Man vermutet, dass die Treg Aktivierung Uber TIGIT unter anderem IL-10 vermittelt
induziert wird (Stojanovic al., 2018).

2.4.7. NKp30

NKp30 ist ein aktivierender Rezeptor, der auf allen reifen NK-Zellen zu finden ist. Im
Gegensatz zu vielen anderen NK-Zellrezeptoren, die sowohl inhibitorische als auch
aktivierende Signale vermitteln kdnnen, besitzt NKp30 ebenso wie NKp44 und
NKp46 rein aktivierender Funktion. Es handelt sich um ein Transmembranprotein,
das wie der Treg Marker ILT3 zur Familie der Immunglobuline gehort. Uber die
Rekrutierung einer Tyrosinkinase werden die NK-Zellen schlielich aktiviert. Es gibt
bisher drei verschiedene, bekannte NKp30 Splicevarianten, die es ermdglichen die
NK-Zellen unterschiedlich zu modulieren/stimulieren (Bjornsen et al., 2019).

Es gibt Hinweise darauf, dass NKp30 auch als prognostischer Marker geeignet ist. In
einer klinischen Studie an AML Patienten konnte gezeigt werden, dass hohe NKp30
Level mit einem besseren Gesamtuberleben inklusive geringerer Rezidivraten

assoziiert sind (Chretien et al., 2017).
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2.5. Zytokine

Zytokine sind Proteine, die fortlaufend sezerniert werden und vielfaltige Funktionen
besitzen. Sie sind an fast jeder Art von Immun - und Entzindungsreaktion beteiligt,
inklusive der Ausreifung unseres Immunsystems und Zelldifferenzierung aus dem
Knochenmark. Sie kdnnen sowohl pro - als auch antiinflammatorische Wirkung
entfalten. Welche Funktion Uberwiegt ist von den vorhandenen Immunzellen und
deren Ansprechen auf die unterschiedlichen Zytokine abhangig (Borish and Steinke,
2003).

Im zweiten Teil dieser Promotionsarbeit (Projekt 2) habe ich mich mit
Serumzytokinleveln bei Patienten mit aGVHD und ohne aGVHD beschaftigt. Daher

sind im Folgenden die in diesem Projekt untersuchten Zytokine kurz vorgestellt.

2.5.1. Interleukin-2 (IL-2)

Ein weiterer ,Marker®, dem pradiktive Funktion zugeschrieben wird ist IL-2, das
alteste bekannte Zytokin. Es ist das erste entdeckte menschliche Zytokin. Es wird
hauptsachlich von aktivierten CD4™* und CD8™ T-Lymphozyten produziert. In den
1980igern ging man davon aus, dass IL-2 fur die T-Zell abhangige Immunantwort
notig ist. Daher war es verwunderlich, dass IL-2 Gen knock-out-Mause keine
Immundefizienz aufwiesen, sondern stattdessen durch lymphoproliferative Ereignisse
und Autoimmunerkrankungen auffielen (Malek, 2008).

Heute geht man davon aus, dass IL-2 mal3geblich am Erhalt der Inmunhomdostase
beteiligt ist, indem es die Treg Funktion beeinflusst. In murinen Modellen konnte
gezeigt werden, dass low-dose IL-2 genutzt werden kann um Treg selektiv zu

stimulieren (Matsuoka, 2018).

2.5.2. Interleukin-5 (IL-5)

IL-5 wird hauptsachlich von Th-2 und von Mastzellen gebildet. Jeweils nach deren
Aktivierung mittels Antigenkontakt. Die Bindung von IL-5 an den IL-5 Rezeptor fuhrt
zur Aktivierung verschiedener intrazellularer Signalwege wie zum Beispiel des
JAK1/JAK2 und STAT1/STATS Weges. Insgesamt fuhrt IL-5 zu einer Aktivierung von
B-Lymphozyten und eosiniophilen Granulozyten im Rahmen allergischer Prozesse.
Monoklonale AK gegen IL-5 werden daher bereits zur Therapie des allergischen
Asthma bronchiale eigesetzt (Kusano et al., 2012).
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2.5.3. Interleukin-4 (IL-4)

Dieses Interleukin wirkt aktivierend auf B-Zellen, T-Zellen und Mastzellen. Es fungiert

als Mediator im Rahmen allergischer Prozesse (Hauber et al., 2004).

2.5.4. Interleukin-6 (IL-6)

Auch IL-6 gehort zur Gruppe der pro-inflammatorische Zytokine und wird ebenfalls
hauptsachlich von Monozyten produziert (Borish and Steinke, 2003). Ahnlich wie

TNFa wird IL-6 eine Mediatorfunktion bei septischen Prozessen zugeschrieben.

IL-6 findet als ,Sepsismarker” bereits klinisch Anwendung. Song et al. konnten in
einer prospektiven, kontrollierten Studie zeigen, dass IL-6 im Sepsismonitoring
sowohl diagnostische, als auch prognostische Aussagekraft besitzt und anderen
Marker wie PTX3 und Procalcitonin (PCT) sogar Uberlegen ist (Song et al., 2019).
Auch im Hinblick auf das Auftreten schwerer aGVHD kann IL-6 als pradiktiver
Biomarker angesehen werden. Greco et al. zeigten in 2019 veroffentlichten Daten,
dass hohe IL-6 Werte moglicherweise mit dem Auftreten einer aGVHD korrelieren
ebenso wie mit der Transplant assoziierten Mortalitat (Greco et al., 2019).

2.5.5. Tumornekrosefaktor alpha (TNFa)

TNFa gehort zur Gruppe der proinflammatorischen Zytokine. TNFa wird
hauptsachlich von Monozyten produziert, die uber ihre Toll-like-Rezeptoren (TLR) mit
korperfremden Lipopolysacchariden (LPS) in Kontakt kommen. Es entfaltet seine
Wirkung vor allem Uber die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Induktion
von Chemotaxis. TNFawird eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Sepsis

zu geschrieben (Borish and Steinke, 2003).

2.5.6. Interleukin-9 (IL-9)

IL-9 ist ein weiteres proinflammatorisches Zytokin. Es fungiert als T-Zellwachstums-
faktor und fuhrt zu Antigen unabhangigem Wachstum von T-Helferzellkolonien.
AuRerdem induziert es die Immunglobulin Synthese uber B-Zellaktivierung. Auch im
Rahmen allergischer Prozesse scheint es uber die Aktivierung von Mastzellen und
eosinophilen Granulozyten eine aktivierende Funktion zu haben (Hauber et al.,
2004).
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2.5.7. Interleukin-13 (IL-13)

IL-13 ist ein weiteres proinflammatorisches Zytokin, das groRe Ahnlichkeiten mit IL-4
aufweist. Es ist ebenfalls im Rahmen allergischer Prozesse zu finden. IL-13
Uberexprimierende Mause zeigen eosinophile Entzindungsprozesse,

Mukoshypersekretion bis hin zur Atemwegsfibrose (Borish and Steinke, 2003).

2.5.8. Interleukin-17 (IL-17)

Zu IL-17 zahlt eine ganze Gruppe von Zytokinen, die von aktivierten T-Zellen,
insbesondere den Th-17 und eosinophilen Granulozyten gebildet werden. Es besitzt
Uber die Aktivierung von Makrophagen, Fibroblasten und Stromazellen
proinflammatorische Effekte (Schroder et al., 2004). Diesem Interleukin wird eine
entscheidende Rolle an der Pathogenese chronisch-entzindlicher Prozesse
zugeschrieben (Chang et al., 2011). Auch im Entstehungsprozess aGVHD scheint
IL-17 relevant zu sein. So entwickeln IL-17 defiziente Mause schwere aGVHD,
wahrend bei Mausen mit IL-17 Uberexpression weniger aGVHD auftrat. Dabei sind
die protektiven Effekte hoher proinflammatorischer IL-17 Level auf die Aktivierung
protektiver Treg zuruck zu fuhren (Gong et al., 2018).

2.5.9. Interleukin-21 (IL-21)

IL-21 induziert die Aktivierung von B- und T-Zellen, sowie NK Zellen. Es gehort daher
ebenfalls zur Gruppe der proinflammatorischen Zytokine (Schroder et al., 2004). Auf
aGVHD wirkt sich IL-21 indirekt positiv aus, indem es zur Aktivierung von NK-Zellen
fuhrt. Hohe NK-Zell Level frih nach der Transplantation sind mit weniger aGVHD,
niedrigen Ruckfallraten und einem verbessertem Gesamtuberleben assoziiert wie im

Mausmodel gezeigt werden konnte (O.Ciurea, 2017).

2.5.10. Interferon Gamma (IFNy)

Dieses Zytokin entfaltet antiinflammatorische Wirkung, indem es Einfluss auf die T-
und B-Zellfunktion nimmt und NK-Zellen aktiviert. Es liegt nahe, dass es
insbesondere fur die fruihe Erregerabwehr im Rahmen der unspezifischen,
angeborenen Abwehrreaktion von Bedeutung ist. Der Name Interferon ergibt sich
aus der Fahigkeit von Interferonen mit viraler DNA zu interferieren und so deren

Wachstum zu stéren (Schroder et al., 2004).
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2.5.11. Antiinflammatorische Zytokine Interleukin-10 (IL-10) und Interleukin-22
(IL-22)

Die Interleukin 10 Familie beinhaltet neun Subtypen: IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24
und IL-26, IL-28A, IL-28B und IL-29. Sie alle wirken antiinflammatorisch. Davon ist
IL-10 das Wichtigste. Sie sind wichtiger Bestandteil der Imnmunhomdostase, indem
sie uberschielende Immunreaktionen verhindern. Aul3erdem induzieren Sie
Gewebereperaturmechanismen und eine Aktivierung des angeborenen

Immunsystems im Rahmen friher Erregerabwehr (Ouyang and O'Garra, 2019).

2.6. Vorarbeiten

Innerhalb der letzten Jahrzehnte sind Treg als Zellpopulation im Zusammenhang mit
aGVHD nach allogene HSZT mehr und mehr in den Fokus gerlckt, da man sie nach
aktuellem Forschungsstand als ,Hauptplayer® in der Entstehung aGVHD ansieht
(Michael et al., 2013).

Pascal Wolfinger konnte in seiner retrospektiven Analyse von PBMCs von Patienten
nach allogene HSZT bereits zeigen, dass die Rekonstitution CD52- Treg mit dem
Auftreten aGVHD korreliert. Abbildung 11 zeigt, dass Patienten mit aGVHD deutlich
niedrigere Level CD52™ Treg aufweisen, als Patienten ohne GVHD. Zwischen
Patienten mit cGVHD und Patienten ohne GVHD konnten hingegen keine
Unterschiede in der CD52 Expression festgestellt werden (Woelfinger et al., 2020b).
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Abbildung 11: CD52 Level und aGHVD (Woelfinger et al., 2020b)

Die zeitliche Betrachtung der Immunrekonstitution CD52*Treg lasst vermuten, dass
die Unterschiede zwischen Gruppen mit aGVHD und ohne aGVHD zu Beginn nach
allogener HSZT besonders entscheidend fur die Pradiktion einer aGVHD ist.
Abbildung 12 (Woelfinger et al., 2020b).
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Abbildung 12: CD52 positive Treg zeitlicher Verlauf (Woelfinger et al., 2020b

Das Ziel meiner Arbeit war, im Rahmen einer prospektiven Untersuchung, die von
Wolfinger et al. in einer retrospektiven Studie erzielten Ergebnisse zu bestatigen.
So war bei dem von mir untersuchten Kollektiv vorher nicht klar, wer aGVHD
entwickeln wird und wer nicht. Dies zeigte sich erst im Verlauf.
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Mit diesem prospektiven Design, lag der Fokus zudem auf der Identifizierung
pradiktiver Marker, die das Auftreten aGVHD vor den ersten Symptomen
vorhersagen konnen. Aufderdem ging es um die Bestimmung eines geeigneten
Zeitpunktes zur Erfassung solcher fruhen aGVHD Marker, sodass in Zukunft der

Einsatz prophylaktischer Therapien denkbar ist.
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3. Material und Methoden

3.1. Liste der verwendeten Materialien

3.1.1. Puffer Lésungen und Medien

FACS-Puffer PBS 1000 mi
BSA 0,1 % 5ml
EDTA 2 mM 2 mi
FACS-Fix PBS 242 ml
1 % Formaldehyd 6,8 mi
EDTA2 mM 1 mi
Trypanblau (Stammlésung) Trypanblau 2049
H20 ad 1000 ml
Trypanblau (Gebrauchsldsung) Trypanblau 75 ml
Stammlosung
25 ml
150 mM NaCl

3.1.2. Chemikalien und Reagenzien

Ampuwa Spullésung

EDTA (Ethylendiamin-Tetraessigsaure)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Essigsaure 96 %

NaCl

Natriumcitrat

PBS (Phosphate-buffered saline)

Trypanblau

Rat Serum (1993590)

Fresenius Kabi

SigmaAldrich (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Gibco BRL (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Invitrogen
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3.1.3. Gerite

Durchflusszytometer

fur durchflusszytometrische Analysen

FACS Canto/AriaTM mit Software FACS
DivaTM, BD Biosciences (Heidelberg)

Durchflusszytometer fir FACS-Sort

Aria llu von BD mit Software FACS Diva
6.13, BD Biosciences (Heidelberg)

Gefrierschrank -80 °C

Hera freeze, Heraeus/Kendro

Kuhl- / Gefrierkombinationen 4 °C, - 20 °C

Liebherr (Kirchdorf)

Lichtmikroskop

Axiovert 25, Zeiss (Jena)

Mikroliterpipetten Transferpipette
0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl

Brand (Wertheim)

Pipettiergerat

PipetBoy, IBS Integra Biosciences, VWR
(Darmstadt)

Pipette 1-10 pl

Eppendorf (Prof. Dr. med. Nicolaus Kroger)

Sterile Werkbank

HERAsafe Typ HS 18, Kendro (Hanau)

Stickstoff-Kryo-Bank XLC 1370,
Air liquide Espace 331

MVE Europe (Solingen)
Tec Lab (Konigstein)

Stickstoff-Tank

Taylor-Wharton XL-180,
Tec Lab

TiefkUhlschrank, -80°C Hera freeze

Kendro Laboratory Products (Hanau)

Tiefkuhlschrank, -30° C

Kirsch (Offenburg)

Tiefkthlschrank, -20° C

Liebherr

Vortex MS2 Minishaker IKA®, IKA (Staufen)

Wasserbad GFL (Burgwedel)

Zentrifugen Hettich (Tuttlingen)
Kendro-Heraeus

Schuttler IKA-Werke Modell KS501 digital

37



3.1.4. Plastikwaren

Einfrierboxen

Nalge Nunc (Wiesbaden)

Einfrier-Rohrchen

Cryotube, 1,8 ml,
Nunc (Wiesbaden)

Einfrier-Rohrchenstander

Roth

Einmalpipetten, steril

1,2,5, 10, 25 und 50 ml

Greiner (Nurtingen)

FACS-Rohrchen

BD Falcon, BD Biosciences (Erembodegem,
B)

Handschuhe

Semperid (Osterreich)

Pipettenspitzen

0,5-10 pl, 10-200 pl, 100-1000 pl

Starlab (Ahrensburg)

Reaktionsgefalie (Eppis)
500, 1500 und 2000 pl

Eppendorf AG

Sterilfilter

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

Schleicher & Schuell (Dassel) SteritopTM,
Merck-Millipore (Darmstadt)

96 Well V-Boden PP

Greiner

PCR/Mikrozentrifugen 0,5 ml Tube
autoklavierbar

Starlab
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3.1.5. Glaswaren

Becherglaser 200, 500, 1000, 2000 ml

Schott (Mainz)

Deckglaser, 24x32 mm

Menzel (Braunschweig)

Deckglaser, 24x50 mm

Menzel (Braunschweig)

Objekttrager, geputzt, 25x75 mm

Diagonal (Munster)

Zahlkammern

Fuchs-Rosenthal Schreck (Hofheim)

3.1.6. Kits

Foxp3 / Transcription Factor Staining Set

ThermoFisher

LEGENDplex- Human Th Cytokine Panel BioLegend
(13-plex)3G8 with V-Bottom Plate
3.1.7. Beads
Setup Beads (LEGENDplex Zytokinpanel) BioLegend
3.1.8. Antikorper
Detection Antibodies BioLegend
SA PE Antibody BioLegend

39



Tabelle 3: Verwendete Antikérper mit Spezies, Fluorochrom, Klon und Hersteller

Antikoérper Spezies  Fluorochrom  Klon Firma

IgG mouse PE SK7 BD

IgG mouse FITC 679.1 Mc Beckmann Coulter
IgG mouse APC 679.1 Mc 7 Beckmann Coulter
[e]€ mouse V450 MOPC-21 BD

IgG mouse APC-H7 MOPC-21 BD

[e[€] mouse PE-Cy7 MOPC-21 BD

CD3 mouse FITC UCHT 1 Beckmann Coulter
CD3 mouse PE UCHT 1 Beckmann Coulter
CD3 mouse APC UCHT 1 Beckmann Coulter
CD3 mouse APC-H7 SK7 BD

CD3 mouse PE-Cy7 SK7 BD

Foxp3 mouse FITC PCH 101 eBioscience
CD52 mouse PE YTH 34.5 Serotec

CD52 mouse FITC MCA1642F Bio-RAD

CD56 mouse V450 B159 BD

CD8 mouse APC B 9.11 Beckmann Coulter
GARP mouse APC G14 D9 eBioscience

ILT3 mouse APC ZM4 1 Invitrogen

TIGIT mouse APC MBSA43 Invitrogen

NKp30 mouse APC P30-15 BioLegend

CD25 mouse V450 M-A251 BD

CDh4 mouse APC-H7 RPA-T 4 BD

CD16 mouse PE-Cy7 3G8 BioLegend
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3.1.9. Software

FlowdJo 7.6.4. fur durchflusszytometrische FlowdJo
Analysen
SPSS Version 23 IBM

3.2. Patientenblut

Die Ergebnisse dieser Promotionsschrift stammen alle aus Untersuchungen
menschlichen Vollbluts. Dazu wurde von insgesamt 16 Patienten nach allogener
HSZT in wochentlichen Abstanden Blut abgenommen. Dabei war entscheidend, dass
alle Patienten das gleiche Konditionierungsregime zur T-Zelldepletion erhielten:
Melphalan, Fludarabin und Campath/Alemtuzumab. Der Beobachtungszeitraum
begann an Tag 30 nach allogener HSZT und dauerte bis Tag 200 nach allogener
HSZT beziehungsweise bis zum Auftreten einer aGVHD. Der Projektaufbau dieser
Hauptuntersuchungen bzw. Projekt 1 ist in Abbildung 13 schematisch dargestellt.
FUr Projekt 2 dieser Arbeit wurden Blutproben zu einzelnen Zeitpunkten nach

allogener HSZT reprasentativ ausgewahlt und die jeweiligen Zytokinlevel bestimmit.

Konditionierung:
Melphalan/Fludarabin/
Alemtuzumab Allogene HSZT Wochentlich Analyse der PBMCs

|
[ |

Tag0 Tag30 Tag200

Abbildung 13: Schematischer Projektaufbau der Hauptuntersuchungen (Projekt 1)

Teils konnte das Blut schon im Rahmen des stationaren Aufenthaltes der 3.
Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz gewonnen werden, andere
Proben wurden bei Routinelaborkontrollen in der KMT-Ambulanz der 3.
Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz abgenommen. Die

Blutentnahmen erfolgten entweder aus liegenden zentralen Venenkathetern oder
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durch die Punktion peripherer Venen. Vor Blutentnahme wurden alle Patienten durch
Arzte des KMT Teams aufgeklart und haben zugestimmt, dass ihre Blutproben zu
Forschungszwecken im Rahmen der wissenschaftlichen Studie ,Untersuchung der
Rekonstitution des Immunsystems in Patienten nach Stammzelltransplantation®
(#808; Antrag Prof. Dr. Huber, Prof. Dr. Wolfel, Dr. R.G. Meyer) verwendet werden

durfen und Sie mit der Enthahme einverstanden sind.

3.3. Buffy-Coat (BC)

Die deutsche Bezeichnung fur Buffy-Coat (BC) ist der Leukozytenfilm. Das impliziert,
dass ein BC hauptsachlich aus weilien Blutkdrperchen besteht. Es macht nur ca. 1%
der Gesamtblutprobe aus und stellt die Grenzschicht zwischen roten Blutkorperchen
und Blutplasma dar, welches zum Beispiel bei der Zentrifugation von Vollblut entsteht
und bei der Gewinnung von Erythrozyten Konzentrat und Fresh Frozen Plasma als
Nebenprodukt anfallt (Dr. rer. nat. Garnet Suck, 2019).

Nachstehend sind die sechs fur diese Arbeit verwendetet Buffy-Coats aufgelistet.
Sie stammen alle von gesunden Spendern und wurden von der Transfusionszentrale

der Universitatsmedizin zur Verfugung gestellt (siehe Tabelle 3).

Tabelle 4: Interne Nummer der verwendeten Buff Coats

BC 1411761

BC 1501194

BC 1530828

BC 140805

BC 147704

BC 1417036

3.4. Patientenliste des Projekt 1 - Bestimmung pradiktiver Marker fur aGVHD

Alle verwendeten Proben stammen von Patienten, die das gleiche
Konditionierungsregime mit Fludarabin/Melphalan/Campath erhalten haben. Die
Gesamtcampathdosis betrug 100 mg. Aul3erdem haben alle Patienten eine GVHD
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Prophylaxe mittels Ciclosporin A von Tag 0 bis Tag 60 nach allogener GVHD

erhalten. In Tabelle 4 ist jedem Patienten, dessen Daten in dieser Promotionsschrift

verwendet wurden eine Nummer zu geordnet, sowie das Alter, die Grunderkrankung

und ob ein Patient im Verlauf aGVHD entwickelt oder nicht.

Tabelle 5: Patientenliste Projekt 1 mit Nummer, Alter, Grunderkrankung, GVHD Status

Patient Alter Grunderkrankung aGVHD
1 66 CML graft failure
2 71 AML aGVHD
3 71 AML (aus MDS) aGVHD
4 60 MDS aGVHD
5 58 MM keine

6 69 T-NHL aGVHD
7 58 T-NHL aGVHD
8 69 AML aGVHD
9 68 AML aGVHD
10 56 B-NHL aGVHD
11 66 sek. Myelofibrose aGVHD
12 64 MPN (aus ET) keine
13 47 MM keine
14 53 Prim. Myelofibrose keine
15 55 AML aus MDS keine
16 27 M. Hodgkin keine
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3.5. Patientenliste des Projekt 2 - Analyse der Zytokinlevel nach HSZT

Tabelle 6: Patientenliste Projekt 2 mit Nummer, Alter, Grunderkrankung, Anzahl der Proben

und jeweiliger Zeitpunkt, GVHD Status

Patient Alter Grund- Anzahl Tag aGVHD
erkrankung Proben
1 64 MPN (aus ET) 3 50,80,230 keine
2 63 MPN 2 50, 230 keine
3 72 AML 1 80 keine
4 64 MM 3 50, 80, 140  keine
5 71 AML (aus MDS) 2 50, 80 aGVHD
6 58 MM 1 50 keine
7 69 AML 2 50, 140 aGVHD
8 68 AML 3 50, 80,140 aGVHD
9 66 Sek. Myelofibrose 3 50, 80,140 aGVHD

3.6. Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

3.6.1. Definition und Prinzip

FACS steht fur “Fluorescence Activated Cell Sorting” und ist eine immunologische
Zelldifferenzierungsmethode. Alle Daten dieser Forschungsarbeit wurden FACS
basiert generiert. Daher mochte ich zunachst auf die grundlegenden Prinzipien
dieser Methode eingehen. Im Unterschied zu elektronischen Zellzahlgeraten, die auf
dem Prinzip der Impedanzmessung dem sogenannten ,Coulter Prinzip“ beruhen,
basiert das FACS auf der Antigen-Antikorperreaktion (Dorner, 2013).

Mit der Entwicklung monoklonaler Antikorper hat die Methode des FACS grof3en

Aufwind erfahren und wird seit dem sowohl zur Forschung als auch Diagnostik

flachendeckend eingesetzt (Galbraith, 2012). Die Zellen konnen nicht nur an Hand
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ihres Phanotyps (Grofde, Struktur) quantifiziert werden, sondern das FACS ist bis
heute auch das einzige Verfahren, das es ermdglicht Zellen auf Basis
unterschiedlicher intrazellularer Proteinexpression zu detektieren. Hierzu werden
monoklonale Antikorper eingesetzt, die entweder intra- oder extrazytoplasmatische
Strukturen sichtbar machen, die dann quantifiziert werden kdénnen (Basu et al.,
2010).

Jeder AK wird durch den Laser einer bestimmten Wellenlange angeregt, sodass uber
die Emissionsspektren sowohl qualitative als auch quantitative Aussagen Uber die
Antigenexpression der einzelnen Zellen getroffen werden konnen. Hierzu werden die
Zellen wahrend sie an dem entsprechenden Laser vorbei geleitet werden durch
hydrodynamische Fokussierung wie an einer Perlenschnur aufgereiht. Wird der
entsprechende Farbstoff durch den monochromatischen Laser entsprechend
angeregt, so werden die Elektronen auf ein hoheres Energieniveau angehoben und
fallen anschlielfend durch Abgabe von Photonen wieder auf ihr urspringliches
Energieniveau ab. Diese Energie kann mit Hilfe eines Photonendetektors gemessen
werden und das erfasste Signal anschlielRend digitalisiert werden. Da die
Photonenemission proportional zur gebundenen Antikorpermenge ist, kdnnen so
quantitative Aussagen uber die Antigenexpression getroffen werden. Jeder Farbstoff
hat charakteristische Emissionsspektren, sodass gleichzeitig mehrere
Fluoreszensfarbstoffe gemessen werden kdnnen, auch wenn sie bei der gleichen
Wellenlange angeregt werden. Uber unterschiedliche Lichtstreuung kénnen
aullerdem Aussagen Uber ZellgroRe und Granularitat getroffen werden (Roederer,
1015). Mit der FACS Methode lassen sich daher relative grof3e Zellzahlen in kurzer
Zeit, bis zu 30.000 Zellen/sec, analysieren (Schmitt, 2020).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Fluoreszensfarbstoffe FITC, PE, APC, APC-H7,
PE-Cy7 und V450 verwendet.

Die meisten Gerate ermoglichen vier Farbanalysen, wobei neuere bis zu acht
Farbanalysen erlauben. Im klinischen Alltag findet die Methode des FACS vor allem
im Bereich der Lymphozyten - und HIV Differenzierung sowie der Subtypisierung von

Lymphomen und Leukamien Anwendung (Dérner, 2013).
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Zellseparation mittels Durchflusszytometrie

https://www.imbb.forth.gr/imbb-people/en/facs-sorting-facility-home (29.04.2020)

3.6.2. Gerat

Die durchflusszytometrischen Messungen dieser Arbeit wurden an einem FACS
Canto Il der Firma BD durchgefuhrt und mit der Software FACS Diva von BD

Biosciences ausgewertet.

3.7. Materialgewinnung und - Aufarbeitung
3.7.1. Projekt 1

3.7.1.1. Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) Definition

Bei den verwendeten Blutproben handelt es sich um sogenannte PBMCs, die aus
menschlichem Vollblut gewonnen wurden. PBMC steht fur Peripheral blood

Mononuclear Cell. Die Blutproben enthalten folglich einkernige Zellen also
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vorwiegend Monozyten und Lymphozyten. Beide Zellgruppen spielen eine wichtige

Rolle im menschlichen Immunsystem (Corkum et al., 2015).

3.7.1.2. PBMC Gewinnung und Aufbewahrung

Die fur die Promotionsarbeit verwendeten PBMCs der 16 Patienten wurden bereits
vorab in wochentlichen Abstanden aus Vollblut durch Ficoll-Seperation (Protokoll
siehe Anhang) gewonnen und gesammelt (Cutts, 1967). Dazu wurden die
gewaschenen PBMCs (bis zu 50 Mio. pro 2 ml Nunc) mit Einfriermedium und 10 %
Dimethylsulfoxid resuspendiert und fur 3 Tage bei - 80 °C eingefroren, bevor sie in
den -196 °C Stickstofftank tberfiihrt wurden (Protokoll sieche Anhang). Uber diesen
hatte ich Zugang zu den Proben der im Abschnitt 3.4 und 3.5 aufgelisteten Patienten.
Um aus dem entnommenen Vollblut bzw. den Buffy-Coats PBMCs zu gewinnen, wird
das hydrophile Kolloid Ficoll, ein Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer verwendet.
Dabei wird zu 25 ml Vollblut ca. 15 ml Ficollmedium gegeben und mit PBS Puffer
(Phosphat Buffer Saline) aufgefullt. AnschlieRend wird das Gemisch bei 1000 g fur
20 Minuten ohne Bremse zentrifugiert, sodass die einzelnen Zellschichten
voneinander getrennt werden. Die PBMCs befinden sich nun oberhalb des
Ficollmediums und unterhalb des Plasmas (Abbildung 15). Nach Absaugen des
Plasmarings konnen die PBMCs vorsichtig abpippetiert werden (Protokoll siehe
Anhang).

Anschlieliend werden die Proben in einzelnen Portionen mit bis zu 50 Mio Zellen in 1
ml Einfriermedium (60 % X-vivo, 40 % ml HSA, 2500 U Heparin) +10 %
Dimethylsulfoximid resuspendiert und in 2 ml Nunc Gefalen erst fur 3 Tage bei - 80°
C und anschlieRend bei -196 °C in den Stickstofftank Uberfuhrt (Protokoll siehe
Anhang).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Ficollseparation
(modifiziert nach https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/human-

pbmc-isolation-and-counting-using-scepter-cell-counter.html)

3.7.1.3. PMC Farbung

Um die eingefrorenen PBMCs verwenden zu konnen, werden sie moglichst schnell
im 37 °C Wasserbad aufgetaut und in 10 ml EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
vorsichtig resuspendiert. Dabei darf das Volumen nur langsam erhoht werden, damit
die Zellen nicht platzen. Daran schliel3t sich eine funfminatige Zentrifugation bei
15000 upm an (Protokoll siehe Anhang). Im n&chsten Schritt wird der Uberstand
dekantiert und 10 ml Medium zugegeben, sodass die Zellen nun in einer Fuchs-
Rosenthal Kammer gezahlt werden konnen (Protokoll siehe Anhang). Nach der
Auszahlung werden entsprechende Zellmengen (mindestens 50.000 Zellen) auf
einzelnen Tubes verteilt und anschliefend die FACS-Antikorper dazu gegeben.
Dabei ist es wichtig die AK vorher kurz zu vortexen und bis auf den Boden der Tubes
zu pipettieren. Nach 15 Minuten Inkubationszeit bei - 4 °C fur die
Oberflachenfarbung, bzw. fur die intrazellulare Farbung mittels dem AK Foxp3 nach
zweistundiger Inkubation im Dunklen und bei Raumtemperatur schlief3t sich eine

erneute, funfminatige Zentrifugation bei 1500 upm (Umdrehungen pro Minute) an.
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Es folgt ein weiterer Waschschritt bevor die Proben mittels 500 ul FACS-FIX fixiert
werden konnen (Protokolle siehe Anhang). Im fixierten Zustand sind die Proben fur
maximal eine Woche bei 4 °C haltbar. Dies gilt nicht fur die Tubes mit intrazellularer

Foxp3 Farbung. Sie sind maximal fur 24 Stunden bei 4 °C stabil.

3.7.1.4. Verwendetes Antikorperpanel

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, wurden sowohl Oberflachen-
Antikorper, als auch der Treg spezifische intrazellulare Antikorper Foxp3 verwendet.
Bei den in diesem Forschungsprojekt eingesetzten Oberflachen Antikdrpern handelt
es sich um Oberflachen Antikorper fur IgG, CD3, CD4, CD8, CD25, CD52, CD56,
GARP, ILT3, TIGIT und NKp30. Der Einsatz der verschiedenen monoklonalen
Antikorper ist erforderlich fur die Untersuchung einzelner Zellsubpopulationen und

deren Markerexpressionen, sowie fur die Identifikation und Quantifizierung der Treg.

In der folgenden Tabelle 7 ist das verwendete Antikorper Panel im Detail angegeben.
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Tabelle 7: Verwendeten Antikorper Panel fur die Farbung der wochentlichen PBMCs

Tube/Fluorochrom FITC PE APC V450 APC-H7 PE-Cy7
[e]€ [e]€ [e]€ IgG [e]€ [e]€ [e]€
Kompensation CD3 FITC CD3

Kompensation CD3 PE CD3

Kompensation CD3 APC CD3

Kompensation CD3 APC-H7 CD3
Kompensation CD3 PE-Cy7 CD3
PBMC: T-Zellen CD3 CD52 CD8 CD4

PBMC: NK-Zellen CD52 TIGIT NKp30 CD56  CD3 CD16
Treg: TIGIT (2w0) Foxp3 CD52 TIGIT CD25 CD4 CD3
Treg: GARP (2w0) Foxp3 CD52 GARP CD25 CD4 CD3
Treg: ILT3 Foxp3 CD52 ILT3 CD25 CD4 CD3

3.7.2. Projekt 2

3.7.2.1. Serum Definition

Unser Blut besteht zu 55 % aus flussigem Blutplasma und zu 45 % aus zellularen

Bestandteilen, wobei hier die Erythrozyten mit 99 % den weitaus grofdten Anteil

ausmachen. Den Hauptanteil des Blutplasmas macht mit 90 % Wasser aus. Die

restlichen 10% sind geldste Stoffe, deren grofldten Anteil Proteine ausmachen,

insbesondere Albumin, gefolgt von niedermolekularen Stoffen und Proteinen.

Blutserum bezeichnet die flissigen Bestandteile des Blutes, die durch die

Zentrifugation einer geronnenen Blutprobe gewonnen werden. Im Unterschied zum
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Blutplasma enthalt das Serum zwar alle im flissigen Blut gelosten Bestandteile,

jedoch kein Fibrinogen und keine Gerinnungsfaktoren (Johann Schwegler, 2011).

3.7.2.2. Serum Gewinnung und Lagerung

Ahnlich wie im ersten Projekt die PBMCs, waren auch fiir dieses zweite Projekt, bei
dem die Zytokinausschuttung von Immunzellen im Vordergrund stand, die in meiner
Promotionsarbeit verwendeten Proben bereits eingefroren vorhanden. Daher wird

hier der Vollstandigkeit halber lediglich der Prozess der Gewinnung und Einfrierung

von Serumproben erwahnt.

Um Serum aus einer Blutprobe gewinnen zu konnen, wird das Vollblut in ein
spezielles Serumrohrchen mit brauner Farbkodierung abgenommen. Dieses enthalt
Serumgel, einen Gerinnungsaktivator, sodass das Blutserum nach Durchgerinnung
der Blutprobe durch Zentrifugation bei 3500 rpm fur 10 Minuten bei 20 °C abgetrennt
werden kann. Es stellt den Uberstand dar, der abpipettiert und anschlieRend
weiterverarbeitet oder auch eingefroren werden kann.(Protokoll siehe Anhang).
Mochte man das Blutserum nicht direkt weiterverarbeiten, sondern haltbar machen,
wird es bei - 80 °C eingefroren. Dazu werden einzelne Portionen von 1-2 ml in je 2

ml-Nunc Gefalde verteilt und beschriftet (Protokoll siehe Anhang).

3.7.2.3. Serumproben Farbung

Um die Serumproben verwenden zu kdnnen, mussen sie durchgeronnen und bei
Raumtemperatur aufgetaut sein. AnschlieRend werden Sie bei 1500 rpm fur 5
Minuten zentrifugiert. Auch alle anderen eingesetzten Komponenten des Legendplex
Zytokinpanels, das bei 4 °C aufbewahrt wird, sollten rechtzeitig bei Raumtemperatur

aufgetaut werden.

Sobald dies der Fall ist kann die 96 Wellplatte mit den Standardwells (bestehend aus
12,5 ul Matrix B und 12,5 ul Standard), den Probenwells und den Beads beladen
werden. Zu beachten ist, dass die Platte und Tubes aus Polypropylen bestehen, da
die Beads sonst an das Material binden.

Die fertig beladene Platte wird mittels Folie verschlossen, in Alufolie eingepackt und
uber Nacht bei 4 °C und 220 rpm auf den Schuttler gestellt werden.

Am nachsten Tag erfolgen zuerst zwei Waschschritte, bevor die jeweils 12,5 ul der

Detection Antibodys zu gegeben werden.
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Anschlief3end folgt die Zugabe der Detection Antibodys, sowie mehrere
Waschschritte bevor die Platte am FACS gemessen werden kann. Die Patte kommt
noch 2 weitere Male auf den Schuttler, dieses Mal bei Raumtemperatur. Aul3erdem
werden noch die SA-PE Beads pipettiert und drei weitere Waschungen durchgeflhrt
bevor der FACS-Puffer zu gegeben wird. Jetzt soll die Platte moglichst schnell am
FACS gemessen werden. Die Proben sind fur 24 Stunden bei 4 °C stabil (Farbungs-
und Messprotokoll siehe Anhang).

3.7.2.4. Verwendetes Zytokinpanel

Die quantitative Zytokinexpression der Serumproben erfolgt per FACS. Dazu wurde
das LEGENDplex Zytokinpanel der Firma BioLegend bestehend aus Beads,
Detection Antibodys und SA-PE (Streptavidin-phycoerythrin) verwendet.

Es handelt sich um ein Bead basiertes Sandwich Immunoassayverfahren ahnlich
dem Prinzip eines ELISA, das in Abbildung 16 veranschaulicht ist. Jeder der
enthaltenen Beads ist mit einem spezifischen Antikdrper gekoppelt, sodass nur das
Analysat bindet, das exakt an diesen spezifischen Antikdrper passt. AuRerdem liegen
die Beads in zwei verschiedene Grofien, sowie unterschiedliche APC

Fluoreszenslevel vor, was deren eindeutige Trennung ermaoglicht.

Im zweiten Schritt werden zunachst die Detection Antibodys zugegeben, die an das
spezifische Analysat binden. Um die Detection Antibodys nun auch sichtbar zu
machen, wird das SA-PE bendtigt. Dessen Intensitat des Fluoreszenzsignal ist
proportional zur gebundenen Menge an Analysat. Die Intensitat wird an Hand der
emittierten PE Fluoreszenz im FACS bestimmt und an Hand einer bekannten

Standardkurve quantifiziert (Protokoll siehe Anhang).
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Funktionsweise des LEGENDplex
Zytokinpanel (https://www.biolegend.com/legendplex, 29.04.2020)

3.7.3. Computergestutzte Auswertung der ermittelten Daten

Um die per FACS ermittelten und digitalisierten Signale auswerten zu konnen, habe

ich entsprechend geeignete Programme verwendet.
Zur Analyse der Rohdaten der PBMCs aus Projekt 1 habe ich das Programm

FlowJo (Version 7.6.4, Firma FlowJo) genutzt. Die dabei angewandte Gatingstrategie

ist in Abbildung 17 dargestellt: Es wurde zunachst ein Lymphozytengate gesetzt,
hieraus wurden anschliefend die CD3* CD4" PBMC dargestellt und deren APC-

Cy7/PE-1 Fluoreszenzstarke gemessen.
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Abbildung 17: Veranschaulichung der Gating Methode mit Hilfe des Programms FlowJo

Fir die Auswertung der per FACS erhobenen Signale in Projekt 2 wurde die zum

LEGENDplex Zytokinpanel zugehérige Computersoftware der Firma Biolegend
verwendet (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der erstellten Kurven einzelner Zytokinmessungen

Die graphische Darstellung der einzelnen Ergebnisse und die statistische
Auswertung erfolgte mit SPSS Statistics 23 V5.
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4. Ergebnisse

4.1. Projekt 1

Diese Arbeit umfasst insgesamt 16 Patienten. Davon blieben sechs aGVHD frei. Ein
Patient erlitt ein graft failure. Bei neun Patienten trat im Verlauf der Betrachtung eine
aGVHD auf. In sieben Fallen wurde die aGVHD mit overall Grad zwei eingestuft, in
einem Fall mit drei und in einem weiteren Fall mit vier. Die Therapie erfolgte mit
systemischen Glucocorticoiden. Im weiteren Verlauf entwickelten vier Patienten eine
cGVHD und ein Patient eine Overlap GVHD.

Zum aktuellen Zeitpunkt 06/2021 leben noch 5 Patienten, wahrend 11 Patienten im

Verlauf verstorben sind.

4.1.1. CD52 Expression einzelner T-Zellsubtypen

Betrachtet man die einzelnen T-Zelltypen CD4™, CD8™" und Treg im Vergleich, so fallt
auf, dass sich die CD52 Expression innerhalb der einzelnen T-Zelltypen
unterscheidet (p-Wert einfaktorieller ANOVA Analyse: 0,011) (siehe Abbildung 19).
Hierbei wurde die CD52 Expression der einzelnen Zellsubpopulationen Gber den
gesamten Beobachtungszeitraum betrachtet und gemittelt. Die Treg finden in dieser
Analyse der CD4™ Lymphozyten keine Beachtung, sondern wurden als eigene

Gruppe untersucht.

Am hochsten ist die Frequenz von CD52™ auf der Gruppe der Treg. Im Vergleich zu
den Lymphozyten ist CD52 auf den Treg statistisch auffallig hdher exprimiert (p-Wert
Post-Hoc-Test korrigiert nach Bonferroni: 0,018).

Auch CD8" Lymphozyten besitzen mit knapp 50 % einen verhaltnismalig grolieren
Anteil CD52* Zellen als die CD4™ Lymphozyten (p-Wert Post-Hoc-Test korrigiert
nach Bonferroni: 0,030).
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Abbildung 19: CD52 Expression der einzelnen T-Zelltypen Uber alle untersuchten

Zeitpunkte gemittelt

4.1.2. CD52-Negativitat als Pradiktor fur die Entstehung aGVHD

Abbildung 20 zeigt, dass bei Patienten mit aGVHD der Anteil CD52" Treg an den
Gesamt Treg deutlich hoher ist als bei Patienten ohne GVHD (p-Wert: 0,006). Dies

bezieht sich auf alle Proben kumulativ.
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Abbildung 20: Anteil CD52" Treg bei Patienten mit aGVHD und ohne GVHD
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Der hohe Anteil CD52" Treg bei den Patienten, die im Verlauf aGVHD entwickeln
oder bereits haben, im Vergleich zu der Gruppe ohne GVHD ist an Tag 50 nach
Transplantation (p-Wert: 0,004) besonders deutlich (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Anteil CD52" Treg bei Patienten mit aGVHD und ohne GVHD an Tag 50 nach
allogener HSZT

An Tag 100 nach der Transplantation kann kein statistisch auffalliges Ergebnis mehr
nachgewiesen werden. Daher eignet sich Tag 50 nach allogene HSZT besonders gut
als Vorhersagewert.

4.1.3. Zeitlicher Verlauf der CD52 Negativitat

Vergleicht man den Verlauf der CD52" Treg bei beiden untersuchten
Patientengruppen uber die Zeit, fallt auf, dass der Anteil CD52- Treg bei Patienten
mit aGVHD an Tag 50 nach allogener HSZT grol3er ist als bei den Patienten ohne
GVHD (vgl. Abschnitt CD52 Negativitat als Pradiktor fur die Entstehung von aGVHD).

Funf Patienten aus der Gruppe mit aGVHD besitzen bereits an Tag 50 nach
allogener HSZT Uber 80 % CD52- Treg am Gesamtanteil der Treg (vgl. Abb.4).
Wahrend in dem Kollektiv der Patienten ohne GVHD funf der sechs untersuchten
Patienten Werte von unter 30 % CD52" Treg aufweisen (vgl. Abb. 5).
Bemerkenswert ist aulRerdem, dass bei den Patienten mit aGVHD der relative Anteil

CD52" Treg im Verlauf weiter ansteigt. Besonders gut zu erkennen ist dies in
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Abbildung 22-1, an Patient 1 und Patient 9.

In der Gruppe der Patienten ohne GVHD verhalt es sich genau umgekehrt. Hier fallt
die relative Zahl der CD52" Treg bei vier der sechs Patienten im
Untersuchungsverlauf auf niedrigere Werte ab. Dieses Ergebnis ist besonders
deutlich bei Patient 16 oder Patient 13 in Abb. 22-2.
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Abbildung 22: Anteil an CD52 Treg im zeitlichen Verlauf nach allogener HSZT.
22-1 bei Patienten mit GVHD; 22-2 bei Patienten ohne aGVHD

Noch eindrucklicher wird das oben beschriebene Ergebnis, wenn man nur Patient 5
(aus der Gruppe der Patienten mit aGVHD) und Patient 16 (aus der Gruppe der
Patienten ohne GVHD) vergleicht (siehe Abbildung 23).

Der Patient ohne GVHD hat deutlich niedrigere CD52" Treg Level, als der Patient mit
aGVHD.
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Abbildung 23: Anteil CD52" Treg im zeitlichen Verlauf nach allogener HSZT

4.1.4. Hauptfragestellung: Cut off CD52" Treg an Tag 50 als friiher aGVHD

Marker

Die Hauptfragestellung dieser Promotionsarbeit war einen Cut off CD52- Treg bei
Patienten/innen nach allogener HSZT als pradiktiven Marker fur die Entwicklung

einer aGVHD zu bestimmen.

Dazu wurde die CD52 Negativitat der Treg der Patienten mit und ohne GVHD an Tag
50 nach Transplantation gewahlt, da sich dieser fruhe Zeitpunkt nach Transplantation

als besonders geeignet erwies.

Der Wert mit dem hochsten Youden-Index (J): Sensitivitat: 0,889 und 1-Spezifitat:
0,167 liegt bei 26,95. Die Flache unter der Kurve betragt dabei 0,898 (Standartfehler
0,084) (vgl. Abbildung 24). Ubertragen bedeutet dies, dass ab einem Cut off von
gerundet 27 % CD52" Treg an Tag 50 nach allogene HSZT, der Patient mit hoher
Wahrscheinlichkeit eine aGVHD entwickeln wird.
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Abbildung 24: ROC-Kurve fir CD52- Treg an d50 nach allogener HSZT

4.1.5. Verhaltnis CD8* CD52" Lymphozyten zu CD52" Treg

Interessanterweise scheint nicht nur die absolute Zahl der CD52" Treg eine Rolle zu
spielen ob jemand im Verlauf eine aGVHD entwickeln wird, sondern auch das
Verhaltnis CD8" CD52* Lymphozyten zu CD52" Treg.

Zwar schwanken die Werte innerhalb der Gruppe der Patienten ohne GVHD stark,
trotzdem ist ein klarer Trend zu verzeichnen. Es fallt auf, dass Patienten ohne GVHD
an Tag 100 nach Transplantation ein hoheres Verhaltnis CD8™ CD52* Lymphozyten
zu CD52" Treg aufweisen, als Patienten mit aGVHD (p-Wert: 0,04) (siehe Abbildung
25).
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Abbildung 25: Verhaltnis CD8"CD52™ Lymphozyten zu CD52" Treg an Tag 100 nach
allogener HSZT

4.1.6. Die T-Zellmarker GARP, ILT3, TIGIT und aGVHD

Fir keinen der drei Marker GARP, ILT3, TIGIT konnten statistisch signifikante
Unterschiede der Expression zwischen Treg von Patienten mit und ohne GVHD
nachgewiesen werden. Allerdings ist bei dem funktionellen Marker GARP eine klare
Tendenz zu verzeichnen. Wie in Abbildung 26-1 dargestellt, wird GARP deutlich
hoher von Treg der Patienten ohne GVHD exprimiert als von Patienten mit aGVHD
(p-Wert: 0,118). Schon an Tag 50 nach allogene HSZT ist der relative Anteil an
GARP exprimierender Treg bei Patienten ohne GVHD hoher als bei Patienten mit
aGVHD (siehe Abbildung 26-2). Dieser Unterschied in der GARP Expression der
Treg von Patienten mit und ohne GVHD wird noch deutlicher, wenn man isolliert Tag
100 nach allogene HSZT betrachtet (p-Wert:0,005) (siehe Abbildung 26-3).
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Abbildung 26: GARP Expression auf Treg

26-1: Patienten mit aGVHD und ohne GVHD

26-2: Patienten mit aGVHD und ohne GVHD an Tag 50 nach allogener HSZT
26-3: Patienten mit aGVHD und ohne GVHD an Tag 100 nach allogener HSZT

4.1.7. Verlauf der GARP Expression auf Treg

Bei der weiteren Analyse des T-Zellmarkers GARP auf Treg uber die Zeit sind

insbesondere die Unterschiede in der Expression vor Tag 100 interessant.

Bei Patienten mit aGVHD betragt der Anteil der Treg, die GARP exprimieren, bei
sieben der neun untersuchten Patienten weniger als 20 % (siehe Abbildung 27-1). In
der Gruppe der der Patienten ohne GVHD ist der Anteil an GARP exprimierenden
Treg hingegen deutlich hoher. An Tag 100 nach allogene HSZT weisen funf der
sechs Patienten einen relativen Anteil von mehr als 30 % GARP exprimierender Treg
auf (siehe Abbildung 27-2).
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Abb. 27-1 Abb. 27-2
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Abbildung 27: GARP Expression auf Treg nach zeitlichem Verlauf
27-1: Bei Patienten mit aGVHD

27-2: Bei Patienten ohne aGVHD

27-3: Bei Patienten mit aGVHD (rot) gegenliber ohne GVHD (grin)

Auch hier nochmal die Betrachtung eines einzelnen Patienten jeder Gruppe zur
besseren Veranschaulichung der Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
(Abbildung 27-3). In diesem Fall Patient 10 als Beispiel eines Patienten mit aGVHD
und Patient 13 zur Reprasentation des Patientenkollektivs ohne GVHD. Es ist
deutlich, dass die Treg des Patienten 13 von Beginn an hohere GARP Werte
aufweisen, als diejenigen des Patienten 10. Hinzukommt, dass die GARP-Expression
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bei dem Patienten ohne GVHD im Verlauf starker ansteigt. Wahrend Patient 10 an
Tag 100 nach allogene HSZT relative Werte GARP positiver Treg unter 10 %
aufweist, sind es bei Patient 13 schon knapp 70 % der Treg, die GARP exprimieren.

4.1.8. Die T-Zellmarker GARP, ILT3, TIGIT und CD52

CD4™ CD52* Lymphozyten zeigen eine statistisch auffallig hohere ILT3 Expression
im Vergleich zu CD4* CD52- Lymphozyten (p-Wert: 0,004) (siehe Abbildung 29).
Auch CD52™ Treg weisen grofere Anteile des funktionellen Markers ILT3 auf als
CD52" Treg (p-Wert:0,001) (siehe Abbildung 29).

Der Marker GARP findet sich ebenfalls in deutlich starkerer Auspragung auf
CD52%Treg als auf CD52" Treg vertreten (p-Wert 0,003) (siehe Abbildung 28).

64



60,00%

40,00%

GARP Treg

20,00%

|

T T
CD52- Treg CD52+ Treg

00%

Abbildung 28: GARP Expression auf CD52* vs. CD52" Treg
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Abbildung 29: ILT-3 Expression auf CD52™ vs. CD52" T-Zellsubtypen

Fur den Marker TIGIT konnte kein Unterschied bei dessen Frequenz zwischen
CD52* und CD52- Zellen gezeigt werden. Dies gilt fur alle drei untersuchten T-
Zellpopulationen, die CD4* Lymphozyten, CD8™* Lymphozyten und Treg.
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4.1.9. NK-Zellrekonstitution: Tag 50 und Tag 100 im Vergleich

Bei Patienten mit aGVHD verlauft die NK-Zellrekonstitution schneller. Schon an Tag
50 nach allogene HSZT haben die Patienten mit aGVHD mehr NK-Zellen (Mittelwert:
59%) als die Gruppe ohne GVHD (Mittelwert: 40%) siehe Abbildung 30. Dabei

handelt es sich um den relativen Anteil von NK-Zellen aus allen Lymphozyten.

80,00%

60,00%

NK d50

40,00%

20,00%

00% T T
keine GVHD aGVHD

Abbildung 30: NK-Zellrekonstitution bei Patienten mit aGVHD und ohne GVHD an Tag 50
nach allogener HSZT.

Noch deutlicher ist der Effekt noch an Tag 100 nach Transplantation (p-Wert: 0,004) (Abb. 31).
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60,00%

NK d100

40,00%
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00% T T
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Abbildung 31: NK-Zellrekonstitution bei Patienten mit aGVHD und ohne GVHD an Tag 100
nach allogener HSZT
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4.1.10. Verlauf der NK-Zellrekonstitution

Betrachtet man die beiden Gruppen im Vergleich so fallt auf, dass der relative Anteil
der NK-Zellen der Patienten mit aGVHD an Tag 50 nach allogene HSZT bei sieben
der neun Patienten schon Uber 40 % am Gesamtanteil der Lymphozyten betragt
(siehe Abbildung 32-1), wahrend bei der Gruppe der Patienten ohne aGVHD nur bei
zwei der funf Patienten schon vergleichbar hohe relative NK-Zelllevel zu finden sind
(Pat. 12 und Pat.14) und auch bei diesen sinkt der Anteil der NK-Zellen bis Tag 100
wieder erheblich (siehe Abbildung 32-2). Weiterhin zeigt Abbildung 32-2, dass der

Abb. 32-1 Abb. 32-2
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Abbildung 32: Abbildung: NK-Zellrekonstitution im zeitlichen Verlauf
32-1: Bei Patienten mit aGVHD

32-2: Bei Patienten ohne aGVHD

32-3: Bei Patienten mit aGVHD und ohne aGVHD
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Anstieg der NK-Zellen bei dem Patientenkollektiv ohne GVHD bei vier der sechs
Patienten erst an Tag 50 beginnt und zudem deutlich langsamer verlauft als bei den
Patienten mit aGVHD, sodass an Tag 150 nach allogene HSZT Maximalwerte von
60 % NK-Zellen erreicht werden (siehe Pat. 3 Abbildung 32-2). Im Vergleich dazu
sind es bei der Gruppe der Patienten mit aGVHD schon relative NK-Zelllevel von
uber 80 % (siehe Pat. 10 Abbildung 32-1).

Abbildung 32-3 verdeutlicht die genannten Unterschiede der NK-Zellrekonstitution
beider Gruppen nochmals. Patient 3 ohne GVHD beginnt an Tag 50 mit niedrigerer
NK-Zellzahl, die erst ab Tag 100 ansteigt. Patient 8 hingegen, der im Verlauf eine
aGVHD entwickeln wird, weist von Beginn an einen wesentlich hdheren NK-Zellanteil

auf, der schon ab Tag 50 zu steigen beginnt.

4.1.10.1. NK-Zellsubpopulationen und TIGIT

NK-Zellen exprimieren unterschiedlich hoch CD56. Dieses Unterscheidungsmerkmal
habe ich mir hier zu Nutze gemacht um die NK-Zellen in zwei Subpopulationen
aufzuteilen. Solche die CD56 hoch positiv sind (CD56”bright) und solche, die CD56
niedrig positiv sind (CD56”dim). Auch hier wurden alle Messungen des gesamten

Beobachtungszeitraumes berucksichtigt.

60,00%

40,00%

CD56dim

20,00%

00% T T
keine GVHD aGVHD

Abbildung 33: Anteil CD56dim NK-Zellen bei Patienten mit aGVHD und ohne Uber alle
Zeitpunkte gemittelt
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Auffallig ist, dass Patienten mit aGVHD mehr CD56"dim Zellen am Gesamtanteil der
NK-Zellen besitzen als diejenigen ohne GVHD (p-Wert: 0,037) (siehe Abbildung 33).

Abbildung 34-1 und 34-2 veranschaulichen, dass der Marker TIGIT von NK-Zellen
der Patienten ohne GVHD hoher exprimiert wird als von NK-Zellen der Patienten mit
aGVHD. Das gilt sowohl fur die Gruppe der CD56”bright (siehe Abbildung 34-1) als
auch fur die Gruppe der CD56*dim (siehe Abbildung 34-2), wobei in letzterer der
Unterschied zwischen beiden Gruppen deutlicher ist.

Abb. 34-1 Abb. 34-2
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00% 00%

T T T T
keine GVHD aGVHD keine GVHD aGVHD

Abbildung 34: TIGT auf NK Zellen bei Patienten ohne aGVHD und mit aGVHD Uber alle
Zeitpunkte gemittelt
34-1: TIGIT CD56"bright, 34-2: TIIGIT CD56*dim.

Fur den zweiten in dieser Arbeit untersuchten Marker NKp30 konnte kein statistisch
auffalliger Unterschied festgestellt werden. Weder zwischen Patienten ohne GVHD
im Vergleich zu Patienten mit aGVHD noch zwischen den beiden NK-
Zellsubpopulationen CD56”bright und CD56”dim. (nicht dargestellt).

4.1.10.2. Verlauf der TIGIT Expression auf CD56*dim NK-Zellen

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, betreffen Unterschiede der TIGIT
Expression besonders die niedrig positiven NK-Zellen (CD56dim). Daher ist in den
folgenden Abbildungen der Verlauf des Markers TIGIT auch nur fur diese NK-

Zellsubpopulation gezeigt.
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Neben der insgesamt hoheren TIGIT Frequenz der CD56dim NK-Zellen der
Patienten ohne GVHD gegenuber denjenigen mit aGVHD, fallt auRerdem auf, dass
der relative Anteil TIGIT positiver CD56dim NK-Zellen bei vier der sechs Patienten
des Kollektivs ohne GVHD zwischen Tag 50 und Tag 100 nach allogene HSZT
weiter zunimmt (siehe Abbildung 35-2 Patient 3,13,14,15).

In der Gruppe der Patienten mit aGVHD verhalt es sich interessanterweise bei funf
der neun untersuchten Patienten genau umgekehrt. Hier fallt der relative Anteil TIGIT
positiver CD56dim NK-Zellen von Tag 50 bis Tag 100 nach allogene HSZT ab (siehe
Abbildung 35-1 Pat. 4,5,8,9,11). Bei den ubrigen vier Patienten dieser Gruppe steigt
die relative TIGIT Expression zwar an, jedoch wesentlich weniger stark als bei den
Patienten ohne aGVHD. Eine Ausnahme stellt Patienten 2 dar, bei dem der relative
Anteil CD56dim NK-Zellen, die TIGIT exprimieren zwischen Tag 50 und Tag 100 von
knapp 5 % auf 40 % ansteigt (vgl. Abbildung 35-1).

Abb: 35-1 Abb. 35-2
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Abbildung 35: TIGIT auf CD56dim NK-Zellen CD56
35-1: Patienten mit aGVHD; 35-2: Patienten ohne aGVHD

Die deutliche, teils gegenlaufig verlaufende Dynamik der TIGIT Expression auf
CD56dim NK-Zellen unterstreicht Abbildung 36, die beispielhaft Patient 3 ohne
GVHD und Patient 11 mit aGVHD gegenuberstellit.
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Abbildung 36: TIGIT Expression auf CD56dim NK-Zellen im zeitlichen Verlauf bei Patienten
mit aGVHD und ohne GVHD im Vergleich

Tabelle 8: Abbildungsubersicht inklusive statistischer Datenanalyse

Abb. | p-Wert | Mittelwert | Kl Mittelwert | STD Kl Mittelwert | STD Kl
Nr CD4+ CD4 | CD8+ CD8+ | CD8+ | Treg Treg Treg
+
19 178 | U: 88 % | 44,6 U: 27,6 %
0 ’ . ’ o ’ 0 . ) 0 0 0
0,011 18,6 % % 0:28.4% | % 30,7 % 0- 61,5 % 46,6 % | 29,9 %
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Tabelle 8:

Abbildungsubersicht inklusive statistischer Datenanalyse

Abb. N | mfl'r:’ée f;r?e KI {V”tte'wer STD KI
P GViD | GvHp | keine GVHD | -~ o | aGVHD | aGVHD
U: 9.3% U: 553 %
20 0006 |266% |284% |45 0u 738% |307% | ooonn
U: -9,5% U:38.2 %
0, 0, ’ 0, 0, ’
21 0004 | 165% |202% | O 40 69.2% |37.0% | 0 T000%
U:-1.3 U: 0.1
25 0,04 6.5 7.4 0: 143 05 05 0 08
. o |u2a9% . . U: 12,3 %
26.1 0118 |375% |120% |giagqe | 247% |160% | oiaoon
U: 12,9 % U:-2.4 %
26.2 0288 |338% [199% |oigrre | 191% [280% | o o6y
U: 18.8 % U:0.7 %
263 0005 |439% [240% |giedds  |113% |[137% | oo gu
. . |lu9s% . . U: 44.5 %
30 0147 |397% |287% |Oigoge | 586% |169% |o5xay
. o U201 % . . 0:41.6 %
31 0004 [334% |127% |GG | 563% |159% | gi5i%y
s U: 36,8 %
33 0037 |287% |174% g'_ l.g'g 0//2 472% | 136% | O:57.7%
U: 7.7% U:6.7 %
34.1 0122 [154% [73% |2 |103% [47% 0139 %
. o |lu430% . . U:33.7 %
34.2 0069 |552% |117% |oieras |429% |119% |gov0y
1,07 033 U:083 pg/ml | 55 0,26 U:0,36 pg/ml
371 0,001 0- 1,31 :
pg/mi pg/mi pg/ml pg/mi pg/mi 0:0,74 pg/mi
- 0oos | 117p9/ | 0,47 pg/ g{ 0.42pg/ml | 4 47 bor | 0,05pg/ | U.0,40 pg/ml
) ’ mi mi 1 '92 og/ml mi mi 0:0,54 pg/mi
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Tabelle 8: Fortsetzung: Abbildungstibersicht inklusive statistischer Datenanalyse

Abb. p-Wert Mittelwert | STD Kl Mittelwert | STD Kl
Nr CD52- CD52- CD52- CD52* CD52* | CD52*
28 0,004 3,7% 9,3% U: -1,46 % 16,3 % 126 % | U:94 %
(CD4+) 0:233%
28 0,001 2,4 % 3,0% U: 0,7 % 14,8 % 121% | U:8,1%
(Treg) 0:41% 0:215%
29 0,003 26,2 % 18,1% U: 16,2 % 49,1 % 20,4 % | U:37,8%
0: 36,2 % 0:60,4 %

4.2. Projekt 2

4.2.1. Interleukin-2

Statistisch auffallige Unterschiede in der Zytokinausschuttung von Immunzellen

zwischen Patienten ohne und mit aGVHD konnten nur fiir das Interleukin-2

nachgewiesen werden. Hierbei wurden die Werte aller gemessenen Proben beider

Gruppen verglichen.

Abbildung 37-1 zeigt, dass in den Serumproben der Patienten ohne GVHD hohere

Interleukin-2 Level gemessen wurden als bei Patienten mit aGVHD (p-Wert: 0,001).
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Abb. 37-1
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Abbildung 37: Kumulative IL-2 Level bei Patienten
37-1: Mit aGVHD und ohne GVHD (jeweils 10 Proben)
37-2: Mit aGVHD und ohne GVHD an Tag 50 nach Transplantation (jeweils 4 Proben)

Angesichts des Ziels pradiktive Marker zu finden, die moglichst frih im
Krankheitsverlauf aussagekraftig bezuglich der spateren Entwicklung aGVHD sind,
habe ich in diesem Versuchsansatz erneut isoliert Proben von Tag 50 nach allogener
HSZT analysiert.
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Auch hier konnte eine statistisch auffallige, gesteigerte Interleukin-2 Ausschuttung
bei Patienten ohne GVHD im Vergleich zu denen, die aGVHD entwickeln werden
gezeigt werden (p-Wert: 0,025) (siehe Abbildung 37-2).

Abbildung 38 veranschaulicht beispielhaft den Verlauf der Interleukin-2 Level Uber
die Zeit im Vergleich eines Patienten ohne GVHD (Pat. 1) und eines Patienten mit
aGVHD (Pat. 8) (siehe Abbildung 38). Bei letzterem sind die Interleukin-2 Werte mit
unter 0,5 pg/ml konstant niedrig bzw. unterhalb der Nachweisgrenze. Pat. 1 hingegen
besitzt schon an Tag 50 Interleukin-2 Level von fast 2 pg/ml, die zwar bis Tag 80
nach allogene HSZT wieder abfallen, aber immer noch uber dem Wert des Patienten
mit aGVHD bleiben und bis Tag 140 wieder ansteigen.

= Pat1 (keineGVHD)
~ Pat8 (aGVHD)
2,00pg/mi

1 50pg/ml]

IL-2

1,00pg/ml=]

0,50pg/mi|

0,00pg/ml T T T
50 80 140

Tag nach Tx

Abbildung 38: Zeitlicher Verlauf der IL-2 Level bei einem Patienten ohne aGHVD und einem
mit aGVHD
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4.2.2. Betrachtung weiterer Zytokine

Insgesamt wurden neben dem bereits erwahnten IL-2 zwOlf weiter Zytokine
untersucht. Fur Keines konnte ein relevanter Unterschied der Zytokinlevel zwischen
den beiden Gruppen aGVHD und keine GVHD festgestellt werden. Trotzdem sind sie
hier zur Vollstandigkeit erwahnt und tabellarisch aufgelistet. Die mit * markierten
Felder bedeuten, dass die gemessenen Werte unter der Nachweisgrenze lagen und

somit nicht auswertbar sind.
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Tabelle 9: Name des gemessenen Zytokins, Mittelwert, Median, Standardabweichung, 95%

Konfidenzintervall und aGVHD Status

Zytokin Mittelwert  Median Stgndardab- 95 % . aGVHD
(pg/ml) (pg/ml) weichung (pg/ml)  Konfidenzinterval Status

IL-5 12 4,8 22,6 U:-4,00:28,0 nein
IL-5 22,8 3,2 49,39 U: 12,33 O0: 58,13 ja
IL-13 1,3 0,44 1,85 U:-0,2 0:2,63 nein
IL-13 0,45 0,38 0,22 U: 0,29 O: 0,61 ja
IL-6 1,46 0,44 1,8 U:0,17 O: 2,74 nein
IL-6 0,57 0,49 0,25 U: 0,39 0: 0,75 ja
IL-9 11,79 3,57 16,78 U:-0,22 O: 23,80 nein
IL-9 11,18 1,87 18,27 U:-1,89 O: 24,25 ja
IL-10 11,31 8,65 6,73 U: 6,49 O: 16,12 nein
-10 16,65 712 24,16 U:-0,64 O: 33,93 ja
INF-y 18,1 11,38 19,21 U:4,35 0O: 31,84 nein
INF-y 6,69 1,24 9,9 U:-0,40 O: 13,77 ja
TNF-a 12,51 3,13 17,24 U: 0,18 O: 24,84 nein
TNF-a 1,98 1,02 3,02 U:-0,19 O:4,14 ja
IL-17a 2,25 1,2 3,05 U: 0,06 O: 4,43 nein
IL-17a * * * * ja
IL-17f 1,16 1,17 0,27 U:1,0 0: 1,32 nein
IL-17f * * * * ja
IL-4 4,25 2,24 4,32 U:1,16 O: 7,34 nein
ILI-4 2,35 1,15 3,8 U:-0,37 O: 5,07 ja
IL-21 3,2 0,44 3,9 U: 0,041 O: 5,99 nein
IL-21 0,43 0,17 0,83 U: 0,16 0:01,02 ja
IL-22 66,85 21,53 124,24 U:-22,03 0: 155,72 nein
IL22 8586 21,53 206,69 DO 0:280
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5. Diskussion

Alle Patienten des untersuchten Kollektivs haben das Gleiche, T-Zelldepletierende
Konditionierungsregime erhalten. Dieses ist mit niedrigeren GVHD Raten assoziiert
als nicht T-Zelldepletierende Regime. Trotzdem stellt auch hier die aGVHD eine der
Hauptkomplikationen nach allogener HSZT dar (P. D. Kottaridis, 2000). In der hier
untersuchten Kohorte haben neun der sechszehn beobachteten Patienten eine
aGVHD entwickelt. Das verdeutlicht, wie prasent die Thematik aGVHD nach wie vor
ist, und betont die Relevanz pradiktive Marker zu finden. Erkenntnisse hiertber sind
der Schlussel um effektivere Prophylaxe und Therapie der aGVHD im klinischen

Alltag anwenden zu kénnen, und so das Outcome der Patienten zu verbessern.

Um die Ergebnisse der Arbeit diskutieren zu kdnnen, sollen zuerst die methodischen

Schwierigkeiten dieses Projektes betrachtet werden.

5.1. Projekt 1

5.1.1. Prospektive Analyse und daraus resultierende Fehlerquellen

Da es sich bei dieser Arbeit um eine prospektive Analyse handelt, kann vor Beginn
nicht festgelegt werden wie viele Patienten im Verlauf eine aGVHD entwickeln
werden und wie viele nicht. Demnach sind die Gruppen zwischen Patienten mit
aGVHD (neun) und ohne GVHD (sechs) nicht gleich groR.

Erwahnenswert ist zusatzlich, dass insgesamt von ,nur® sechzehn Patienten die
Immunrekonstitution nach allogener HSZT betrachtet wurde. Zur Bestatigung der
erzielten Ergebnisse miussen daher gegebenenfalls noch weitere Untersuchungen
folgen.Die wochentliche, prospektive Analyse der PBMC Uber einen Zeitraum von
200 Tagen ist sehr zeitintensiv, weshalb die Rekrutierung groRerer
Patientenkollektive durchaus maoglich, aber extrem aufwendig ist.

Weiterhin muss berucksichtigt werden, dass die PBMC bis zum Auftreten aGVHD
oder alternativ wie bereits erwahnt bis maximal Tag 200 nach allogene HSZT
untersucht wurden. Daher gibt es von manchen Patienten mehr Messungen, als von
anderen. Die gemessenen Daten dieser Patienten fliel3en, wenn man die Mittelwerte
bestimmter Marker, Zellsubpopulationen etc. betrachtet folglich verhaltnismafig

starker in die Auswertung hinein. Unter anderem deshalb wurden fur auffallige
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Ergebnisse exemplarisch einzelne Tage (Tag 50 und Tag 100) nach allogene HSZT

isoliert untersucht.

Die Blutentnahmen fanden durchschnittlich in einwochentlichen Abstanden statt. Aus
diesem Grund gibt es nicht fur jeden Patienten exakt an Tag 50 oder Tag 100 einen
Wert. Das erschwert die Vergleichbarkeit der einzelnen, gemessenen Werte.

Waren keine Blutproben des entsprechenden Tags vorhanden, wurde die zeitlich am

Nachsten liegende analysierte Probe zur Auswertung verwendet.

5.1.2. Methodische Problematik der Messungen von Treg

Bei Treg handelt es sich wie in Abschnitt 2.1.3.3 der Literaturrecherche beschrieben
um eine Untergruppe CD3" CD4™ T-Zellen. Sie wurden, wie im Material und
Methodenteil ausfuhrlich beschrieben, mittels FACS durchflusszytometrisch erfasst.
Problematisch hierbei ist die Tatsache, dass es sich bei Treg um eine
verhaltnismalig kleine Zellpopulation handelt. Die betrachteten Patienten, deren
erste Phase nach allogene HSZT ohnehin durch eine schwere Neutropenie
gekennzeichnet ist, weisen besonderes niedrige Treg Level auf. Den Patienten
grolRere Mengen Blut zu entnehmen ware daher ethisch nicht vertretbar und unter
Umstanden sogar gefahrlich geworden. Zum Schutz der Patienten wurde deswegen
eine Obergrenze von 100 ml Blut pro Entnahme gesetzt. Daher muss eine sehr hohe
Zellzahl pro FACS Tube gemessen werden um Uberhaupt adaquate Mengen an Treg

analysieren zu konnen.

Auch bei der Auswertung mit Hilfe der speziellen Computer Software FlowJO,
bereitet die geringe Zahl an Treg methodische Schwierigkeiten. Sie sind definiert als
CD3*, CD4*, CD52™", Foxp3™ und CD25 hoch positive Zellpopulation (siehe
Abbildung 39).

In diesem konkreten Fall heifl3t das von den 46,6 % Lymphozyten der analysierten
Probe sind 10,1 % CD3* CD4" Lymphozyten. Von den CD4™ Lymphozyten
wiederrum sind lediglich 0,54 % Foxp3™ und CD25 hoch+ also Treg. Durch die teils
sehr geringe Zahl gewonnener Treg, ist daher auch die mittels FlowJO zu
analysierende Gruppe an Treg extrem klein. Diese Tatsache muss bei der

Interpretation einzelner Ergebnisse der Tregpopulationen beachtet werden. In
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diesem Fall sind 26,7 % der Treg als CD52™" und 73,3 % der Treg als CD52~
definiert.

Generell ist anzumerken, dass die Auswertung der durchflusszytometrisch
gemessenen Daten mittels FlowJo einer gewissen Subjektivitat unterliegt. Dies liegt
darin begrundet, dass beim Gating auf gewisse Merkmale (hier CD3*, CD4* CD52™*
Foxp3 hoch positiv) keine exakt definierten Schemata vorliegen. Selbst wenn man
also davon ausgeht, dass die eigenen definierten Grenzen gleich angewandt wurden,
konnen sich die Ergebnisse bei erneuter Auswertung der exakt gleichen Probe

geringfugig unterscheiden.
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Abbildung 39: Exemplarische Darstellung der angewendeten Gatingmethode mittels Flow
Jo

Insgesamt |asst sich aus den oben angefuhrten Argumenten folgern, dass es

methodisch schwierig sein kann ausreichende Mengen an Treg zu untersuchen.
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5.1.3. Weitere EinflussgroBen der Treg Funktion

Es sollte auch betrachtet werden, dass Treg als Teil unseres Immunsystems, extrem
empfindlich auf auRere Faktoren reagieren. Das Spektrum dieser Einflisse ist extrem
breit. Es kann sich um direkte Komplikationen der allogene HSZT selbst handeln.
Beispielsweise das Auftreten eines graft failures oder aGVHD. Ein weitere sehr
haufig auftretende Komplikation nach allogene HSZT, sind bakterielle, mykotische
oder virale Infektionen. Letztere meist wahrend der spateren Phase nach
Transplantation (ab Tag 100), die ersten beiden Genannten vor allem innerhalb der
anfanglichen, neutropenen Phase nach allogene HSZT. Zudem muissen auch
iatrogen verursachte Auswirkungen bertcksichtigt werden. Dabei kann es sich
sowohl um standardmalig eingesetzte, prophylaktische Malinahmen im Rahmen
des Infektionsschutzes nach allogene HSZT handeln, als auch um
therapieassoziierte Folgen wie beispielsweise hochdosierte Glucocorticoidgaben
beim Auftreten aGVHD oder DLI-Gaben auf Grund gemischter T-Zellchimarismen
(Rahman et al., 2019).

Zwar beschreiben einige Quellen, darunter Scotta et al., dass Glucocorticoide keinen
Einfluss auf die Treg Funktion haben, trotz allem sollten alle oben genannten
Faktoren bei der Beurteilung der Rolle von Treg im Zusammenhang mit allogene
HSZT stets bedacht werden (Scotta et al., 2016).

5.1.4. Die Rolle der T-Zelldepletion mittels Alemtuzumab

Alle sechzehn Patienten dieser Promotionsarbeit haben das Gleiche, dosisreduzierte
Konditionierungsregime bestehend aus Fludarabin, Melphalan und dem
monoklonalen CD52 Antikorper Alemtuzumab (Campath) erhalten. Ziel ist es, wie im
Teil 2.3.5 beschrieben, durch die T-Zelldepletion die GVHD Raten zu senken.
Allerdings mussen hierfur auch Nachteile in Kauf genommen werden. Neben dem
hoheren Ruckfall -und Infektionsrisiko wurden auch verlangerte Phasen der
Immunzellrekonstitution beobachtet (Novitzky et al., 2008, Park et al., 2020). Andere
Quellen bestreiten das. Loeff et al. zeigte in 2019 veroffentlichten Daten, dass die
zirkulierenden Alemtuzumab Plasmalevel nicht mit der gemessenen T-Zellzahl
korrelieren (Loeff et al., 2019). Inwieweit die Treg-Funktion durch den Einsatz von
Alemtuzumab wirklich beeinflusst wird ist noch nicht vollstandig geklart, sollte im
Hinblick T-Zellepletierter Konditionierungsregime aber immer als moglicher Storfaktor
in Betracht gezogen werden.
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Marsh et al. zeigten an einem Kollektiv von Patienten mit HLH, die alle allogen
stammzelltransplantiert wurden und das Gleiche, dosisreduzierte
Konditionierungsregime bestehend aus Alemtuzumab, Fludarabin und Melphalan
erhalten haben, dass der Zeitpunkt der Alemtuzumagabe das Auftreten aGVHD
beeinflusst. Sie beobachteten, dass bei Alemtuzumabgabe an Tag vierzehn bis Tag
zehn vor allogener HSZT ein geringeres aGVHD Risiko besteht, weniger gemischte
Chimarismen auftreten und seltener die Notwendigkeit von DLI Gaben oder erneuter
Stammzelltransplantation besteht, verglichen zu Patienten mit friherer oder spaterer
Alemtuzumabgabe (Marsh et al., 2013).

Daruber hinaus gibt es mehrere klinische Studien, die eine Wirksamkeit von
Alemtuzumab auch in der Therapie steroid-refraktarer aGVHD nachwiesen (Gomez-
Almaguer et al., 2008). Dies spricht fur die positive immunmodulatorische Wirkung
des Antikorpers in Bezug auf aGVHD.

Mindestens genauso relevant ist die Diskussion des Einsatzes von Campath in
Bezug auf das Auftreten CD52 negativer Zellen.

CD52 ist auf fast allen menschlichen Zellen vorhanden. Uber 95 % der humanen
Lymphozyten und Monozyten exprimieren CD52 (A.Ostenbeorg, 19997). Auf
hamatopoetischen Stammzellen hingegen ist es nicht zu finden. Diese Verteilung
ermoglicht es Uberhaupt erst wie zu Beginn erklart, den CD52 Antikorper Campath-
1H zur T-Zelldepletion einzusetzen (Garland et al., 2005). Hierunter hat man
beobachtet, dass CD52 negative Zellpopulationen auftreten. Diese sind beim
Gesunden oder Patienten mit Campath-1H freien Konditionierungsregimen nur in
einer Frequenz von kleiner 1 % der Gesamtlymphozyten zu finden (Garland et al.,
2005).

Schon 1997 wurden von Ostenborg et al CD52 negative T-Zellpopulationen bei CLL
Patienten, die zuvor mit Alemtuzumab behandelt wurden beschrieben. Diese
persistierten fir mehrere Monate nach der Behandlung. Die B-Zellen, NK-Zellen und
Monozyten dieser Patienten hingegen wiesen keine CD52 negativen
Subpopulationen auf. Die Ursache hierflr ist bis dato unklar (A.Ostenbeorg, 19997).
Es folgten weitere Studien, die Ahnliches beobachteten. Birhiray et al. beschrieben
einen Fall, bei dem Campath zur Therapie chemotherapierefraktarer T-Zell
Prolymphozytenleukamie (T-PLL) eingesetzt wurde. Hierrunter kam es bei einer

Patientin sechs Wochen nach Therapiebeginn zu einem Ruckfall. Es lief3en sich
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wieder maligne Zellen nachweisen. Besonders auffallig war dabei jedoch, dass diese
nun CD52 negativ waren und zu diesem Zeitpunkt mehr als 98 % der T-Zellen CD52
negativ waren. Vor Therapiebeginn waren keine CD52 negativen Zellen gemessen
worden. Das Auftreten CD52 negativer Zellsubpopulationen inklusive der malignen
Leukamiezellen unter Therapie spricht dafur, dass es sich hierbei um einen

Resistenzmechanismus gegenuber Campath handelt (RE Birhiray, 2002).

Eine weitere Studie, die PBMCs von 21 Patienten mit T-PLL nach Alemtuzumab
getriggertem Konditionierungsregime und allogener HSZT analysiert hat, ergab, dass
der Verlust der CD52Expression mit einem Verlust des Glycosylphosphatidylinositol
(GPI)-Anker einherging. Dies wiederrum lief3 sich auf eine bzw. mehrere Mutationen
im Phosphatidyl-Inositol-Glykan-A (PIGA) Gen zuruckfluhren. Die Daten lassen
vermuten, dass die Mutationen im PIGA Gen unter Alemtuzumabtherapie erworben
wurden (RE Birhiray, 2002).

Man weil} aulierdem, dass Alemtuzumab nach Hochdosisgabe (100 mg) - wie in
dem von mir untersuchten Kollektiv - noch bis zu 56 Tage nach allogener HSZT im
Serum der Patienten nachweisbar ist und die Immunrekonstitution der CD4 positiven
T-Zellen langsamer verlauft im Vergleich zu Patienten mit in-vitro T-Zelldepletion mit

einer Dosis von 20 mg Alemtuzumab (Morris et al., 2003).

Es gilt daher in weiteren Untersuchungen die beste Dosis und den richtigen Zeitpunkt
der Campath-1H Applikation in Bezug auf das Auftreten aGVHD, Rezidivraten und

Komplikationen weiter zu untersuchen.

5.1.5. Cut off CD52" Treg als Pradiktor fur aGVHD

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, ist das Auftreten CD52 negativer
Zellpopulationen ein einzigartiges Phanomen, das man unter Alemtuzumab
beinhaltenden Konditionierungsregimen sieht. Woelfinger et al. zeigten, bereits, dass
hohe Level CD52 negativer Zellen mit erhohtem aGVHD Risiko einhergehen.

In meiner Promotionsarbeit konnte ich zeigen, dass speziell die Zahl CD52" Treg mit
dem Auftreten aGVHD korreliert.

Ich konnte hier zusatzlich zeigen, dass insbesondere die Hohe CD52- Treg an Tag
50 nach Transplantation ein entscheidender Pradiktor fur den weiteren klinischen
Verlauf ist, da hier die Unterschiede der CD52- Treg zwischen der Gruppe ohne
GVHD und der Gruppe mit aGVHD besonders grof3 sind. Auf Grund dessen wurde
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dieser Wert zur Erfassung eines Cut-offs herangezogen. Tag 50 eignet sich jedoch
nicht nur wegen der statistisch besonders auffalligen Unterschiede der CD52" Treg
Frequenz beider Gruppen an diesem Tag, sondern insbesondere auch, da Tag 50
ein friher Zeitpunkt nach Transplantation ist. Dies ist im Rahmen des prospektiven
Settings als Vorhersagewert aGVHD von herausragender Bedeutung, da so ein
rechtzeitiges Eingreifen zur Verhinderung oder mindestens Linderung aGVHD gut

vorstellbar ist.

Man geht davon aus, dass CD52" Treg im Vergleich zu CD52™ Treg in ihrer Funktion
eingeschrankt sind, was das vermehrte Auftreten von aGVHD in dem
Patientenkollektiv mit hoher Frequenz CD52- Treg erklaren wurde. Konkret zeigte
sich, dass acht der neun Patienten mit aGVHD den Cut off von 27 % CD52- Treg an
Tag 50 nach allogener HSZT Uberschritten. Von den sechs Patienten ohne aGVHD
waren es nur zwei. Beide Patienten weisen gleichzeitig niedrige T-Effektorzelllevel
auf, was daraufhin deutet, dass nicht nur die absolute Zahl CD52" Treg relevant ist,
sondern deren relativer Anteil zu CD8™ Effektorzellen.

Mir ist es auRerdem gelungen zu zeigen, dass der relative Anteil CD52- Treg bei
dem Kollektiv mit aGVHD im Verlauf bei fast allen Patienten steigt, wahrend der
Anteil CD52" Treg im Kollektiv ohne GVHD bei fast allen Patienten deutlich fallt.

Ein Grund hierfur kdnnte sein, dass CD52 als costimulatorisches Signal fur Treg
dient. Es unterstutzt deren Suppressorfunktion und nimmt damit indirekt Einfluss auf
die Entstehung von GVHD (Watanabe et al., 2006).

In Bezug auf die T-Zellfunktion nach Organtransplantation gibt es ahnliche Daten.
ZhaoYetal et al. verdeutlichen in ihren Untersuchungen, dass CD52 die T-
Zellfunktion modulieren kann. Und zwar Uber intrazellulare Signalwege und Uber die
Interaktion mit I6slichem CDS52. Die regulatorische Rolle von CD52 auf Immunzellen

ist noch nicht vollstandig geklart (Zhao et al., 2017).

Insgesamt spricht die aktuelle Datenlage sehr dafur, dass CD52" Treg funktionelle
Defizite aufweisen und entscheidend an der Entstehung aGVHD beteiligt sind. Aus
diesem Grund wurde exakt diese Zellpopulation im Sinne der Pradiktion aGVHD in
meiner Promotionsarbeit in den Fokus geruckt (Woelfinger et al., 2020a).

Allerdings gibt es auch einzelne Veroffentlichungen, die diese Auffassung in Frage
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stellen und den Treg keinen Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf aGVHD
nach allogene HSZT zuschreiben (Noel et al., 2008, Loeff et al., 2019).

Ein weiterer nicht zu vernachlassigender Aspekt, ist der Zusammenhang fehlender
GPI Anker und CD52 Negativitat. Bereits 2010 beschrieben Wagner et al., dass nach
Alemtuzumab getriggertem Konditionierungsregime, T-Zellpopulationen ohne
jegliche CD52 Expression rekonstituieren. Der Mechanismus der Abwesenheit
dieses Membranproteins und dessen Auswirkung auf die T-Zellfunktion waren bisher
noch unklar (Loeff et al., 2018). 2018 gelang es Loeff et al. an einer Kohorte von 89
Patienten, die alle auf Grund einer AML eine T-Zelldepletierte Konditionierung und
anschlielender allogenen HSZT erhielten, zu zeigen, dass das Fehlen von CD52 auf
der Oberflache der CD4 und CD8 positiven T-Zellen nicht auf einen Verlust der
Expression des CD52 Gens zuruck zu fuhren war, sondern auf die fehlende
Expression des GPI Ankers. Dies wiederrum fuhrten sie auf multiple Mutationen im
PIGA Gen zuruck, das wesentlich fur die GPI Anker Synthese ist (Loeff et al., 2018).
Dies wirft die Frage auf, ob tatsachlich die CD52 Negativitat die
Funktionseinschrankung bedingt, oder ob es der fehlende GPI-Anker sein kdnnte.
Um einer Antwort ndher zu kommen, ware es daher denkbar in weiteren
Untersuchungen GPI-Anker basierte Tests durch zu fuhren.Hierbei sollte auch
bedacht werden, dass weitere Molekule GPI Anker gebunden sind (lkezawa, 2002).
Inwieweit GARP und ILT-3 GPI verankert sind, ist bisher unklar. Die Ergebnisse von
Woelfinger et al. legen nahe, dass auch diese Molekule GPI-Anker gebunden sind.
Er zeigte, dass beide Marker fast ausschlieR3lich auf CD52 positiven bzw. GPI-Anker

positiven Zellen exprimiert werden (Woelfinger et al., 2020a).

Auch in meiner Arbeit ist die Frequenz beider Marker auf den CD52 positiven Zellen
deutlich hoher als den CD52 negativen.

5.1.6. Das Gleichgewicht CD8* Lymhozyten und Treg im Prozess aGVHD

Die schnelle Rekonstitution CD8™" T-Zellen nach Transplantation ist zwar mit
geringen Rezidivraten, aber mit einer hohen Zahl GVHD assoziiert (Ranti et al.,
2018). CD3™* CD8™ -Zellen wird die Induktionsfahigkeit aGVHD zugeschrieben
(Matte-Martone et al., 2008).

Eine Untersuchung von Khandelwal et al. an 47 padiatrisch allogen HSZT Patienten,
deren Blut 100 Tage nach Tx regelmafRig analysiert wurde, ergab, dass die CD8™ T-
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Zelllevel schon neun Tage vor den ersten aGVHD Symptomen deutlich erhoht
waren. Diese Daten postulieren, dass die Absolutzahl CD8* T-Zelllevel zur
Pradiktion aGVHD heran gezogen werden konnte (Khandelwal et al., 2015).
Besonders gefahrlich werden hohe CD8 T-Zelllevel, wenn gleichzeitig der relative
Anteil CD52" Treg groR ist. Nach aktuellem Wissensstand ist eine hohe Frequenz
CD52" Treg besonders dann relevant, wenn gleichzeitig eine gro3e Zahl CD8™
CD52™" T-Effektorzellen vorhanden sind. Also insbesondere dann, wenn das
Gleichgewicht zwischen aggressiver Komponente, namlich den CD8* CD52*
Lymphozyten und protektiver Komponente durch die suppressiven CD52™ Treg
auller Balance gerat (Hippen et al., 2020).

Eine Untersuchung von aGVHD der Leber am Mausmodell bekraftigt diese
Annahme. Hier fiel bei Untersuchung des Zentralvenenblutes wahrend aGVHD ein
stark fallender T-Helferzell zu T-Effektorzellquotient auf. Vor aGVHD waren die
Werte stets Uber eins, im Rahmen der aGVHD sank der Quotient auf unter eins
(D.Leszczynski, 1985).

Hohe Zahlen CD52- Treg mussen folglich nicht zwangsweise mit aGVHD korrelieren.
Es gibt auch Hinweise darauf, dass hohe Treg zu T-Effektorzelllevel mit geringeren
GVHD Raten korrelieren (Hippen et al., 2020, J.Heinrichs, 2016).

Dies konnte ich auch in meiner Promotionsarbeit aufzeigen. So hatten zwei der
Patienten, die im Verlauf keine aGVHD entwickelt haben, zwar den Cut off von 27 %
CD52- Treg uberschritten, aber dennoch keine aGVHD entwickelt. Auffalligerweise
wiesen diese Patienten verhaltnismalig niedrige CD8* CD52™ T-Zelllevel auf. Es
lasst sich daher vermuten, dass nicht eine einzige Zellpopulation oder Dysfunktion
ursachlich fur die Entstehung aGVHD ist, sondern viel mehr ein Zusammenspiel
verschiedenster Faktoren, das die Immunhomoostase aus dem Gleichgewicht bringt

und so den komplexen Prozess der aGVHD gewahren lasst.
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Abbildung 40: Treg im Fokus der Immunhomdostase

5.1.7. Protektiver Effekt der funktionellen Marker GARP und ILT3 auf Treg

Der T-Zellmarker GARP ist auf Treg von Patienten ohne aGVHD in groRerer Zahl zu
finden als bei Patienten mit aGVHD. Das konnten schon Walfinger et al. in seiner
Promotionsschrift zeigen und wurde hier bestatigt (Woelfinger et al., 2020a).
Aulerdem konnte ich zeigen, dass die GARP Frequenz auf CD52" Treg hoher ist als
auf CD52" Treg. Diese Beobachtung deckt sich mit der Annahme, dass CD52" Treg
funktionelle Defizite aufweisen und mit der Entstehung aGVHD korrelieren (vgl.
Abschnitt 5.1.5).

GARRP ist die Abklrzung fur Glykopotein A repetitions predominant, ein
Transmembranrezeptor, dessen extrazellulare Domane aus zahlreichen Leucin
Repeats besteht. Er gehort zur grol3en Gruppe der Toll-like receptor (TLR) (Shevach,
2017). Interessanterweise ist GARP fast ausschlie3lich auf aktivierten Treg zu finden
(Battaglia and Roncarolo, 2009).
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Abbildung 41: GARP und dessen Einfluss auf Treg modifiziert nach Shevach
(Shevach, 2017)

Insgesamt wird GARP ein unterstitzender Effekt auf die Treg Supressor Funktion
zugeschrieben (Edwards et al., 2013).

Die protektiven Effekte von GARP im Hinblick auf aGVHD kénnten darin begrindet
liegen, dass GARP latentes TGF-beta bindet und in seine aktive Form umwandelt
(Wang et al., 2012). TGF-beta wiederrum induziert die Foxp3 Expression in humanen
T-Zellen und gilt daher als wichtiger Tregaktivator. Die wichtigsten Schritte sind in
Abbildung 41 dargestellt. Die GARP Expression korreliert positiv mit den Foxp3
Leveln der Treg. Deshalb ist nahe liegend, dass Foxp3 die GARP Expression
reguliert. Es gibt Quellen, die zeigen, dass der Verlust von Foxp3 auch zum Verlust
der GARP Expression fuhrt (Wang, 2009). Andere Quellen betonen das genau sei
nicht der Fall. Sie widerlegen, dass das knock-out von Foxp3 auch die GARP
Expression verringert (Shevach, 2017). Inwieweit GRAP also wirklich mit Foxp3 und

Treg korreliert ist noch kontrovers.

ILT3 steht fur Immunglobuline-like transcript 3. Wie der Name vermuten lasst,
handelt es sich um einen Membranrezeptor, der zur Gruppe der Immunglobuline
gehort. Er wird selektiv auf antigenprasentierenden Zellen exprimiert und vermittelt

mit seiner zytoplasmatischen Tyrosinkomponente inhibitorische Signale (Cella et al.,
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1997). ILT-3 ist ein Proteinkinase 2 kontrolliertes Protein, das auf die Treg Funktion
Einfluss nehmen kann (Ulges et al., 2015). Dem Protein wird eine wichtige Rolle in
der Aufrechterhaltung von Selbsttoleranz zu geschrieben, indem es autoreaktive
Prozesse unterbindet. Der ursachliche Mechanismus hierfur ist noch nicht
abschlie3end geklart. Einerseits konnten direkte, inhibitorische Prozesse des
Rezeptors selbst festgestellt werden. Beispielsweise korreliert die Hohe der ILT3
Expression mit dem zirkulierenden Level inhibitorischer Zytokine. Andererseits
existieren Daten, die belegen, dass rekombinantes ILT3 die Fahigkeit besitzt CD8™

T-Zellen in Foxp3™ Treg um zu wandeln (Vlad et al., 2009)

Auch im Mausmodell konnte fur ILT3 eine wichtige Rolle an der Aufrechterhaltung
von Immuntoleranz gezeigt werden, indem es die Ausdifferenzierung von T-
Helferzellen zu Treg induziert. Ahnlich wie bei GARP korreliert auch die ILT3

Frequenz der Treg positiv mit der Foxp3 Expression (A. Moravej, 2016).

Interessanterweise zeigten Untersuchungen nach Nierentransplantation, dass
Patienten deren dendritischen Zellen hohe ILT3 Level aufweisen auch gleichzeitig
hohe Zahlen CD4*CD25™ Treg besitzen (Benito et al., 2008). Dies bekraftigt die
Annahme, dass ILT3 in der Lage ist die T-Zelldifferenzierung zu beeinflussen.
Dieser Aspekt ist angesichts der sich hieraus eventuell ergebenden therapeutischen
Maoglichkeiten von besonders groliem Interesse (Ulges et al., 2015).

Eine weitere Gemeinsamkeit mit GARP besteht in der hoheren ILT3 Frequenz auf
CD52™" Treg als auf CD52 Treg. Gleiches gilt fur CD4™ und CD8™ T-Zellen. Auch hier
wird ILT3 jeweils starker von der CD52™" Subpopulation exprimiert.

Signifikante Unterschiede der ILT3 Expression innerhalb der beiden Gruppen
aGVHD und keine GVHD konnten im Gegensatz zu GARP in meinem
Patientenkollektiv nicht beobachtet werden.

Trotz der insgesamt inhibitorischen Komponente werden in der Literatur hohe ILT3
Level mit hdheren GVHD Raten assoziiert (Ulges et al., 2015).

Ahnliche Zusammenhange wurden bei der Untersuchung von Patienten mit Allergien
festgestellt. Hier fand man im Blut derjenigen mit Allergien hohere Level ILT3™ Treg
als bei denjenigen ohne. Dies fuhren die Autoren auf eine Unfahigkeit der
Unterdrickung Th2 Zell getriggerter Immunantwort zurlick, wenn gleichzeitig hohe

ILT3™ Treg Level vorliegen (Ulges et al., 2015). Ein vergleichbares Phanomen ware
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auch bei der Entstehung aGVHD vorstellbar und konnte moglicherweise die hohere

Frequenz ILT3™ Treg bei Patienten mit aGVHD erklaren.
5.1.8. NK-Zellrekonstitution im Zusammenhang mit aGVHD

Vor der Diskussion der Ergebnisse der NK-Zellanalysen im Zusammenhang mit
aGVHD sollte erwahnt werden, dass es sich zwar auf den ersten Blick bei NK-Zellen
und Treg um zwei vollkommen verschiedene Zellsubpopulationen handelt, man
heute aber weil}, dass sich auch diese beiden Zellpopulationen wechselseitig
beeinflussen. So besitzen NK-Zellen beispielsweise einen spezifischen Zellrezeptor,

uber den sie mit Treg interagieren konnen (Negrin, 2019).

Wie im Ergebnisteil gezeigt, rekonstituieren die NK-Zellen von Patienten mit aGVHD
interessanterweise schneller als von Patienten ohne GVHD. Daraus lasst sich die
vermuten, dass die NK-Zellen von Patienten mit aGVHD zwar schneller
heranwachsen, allerdings funktionelle Defizite aufweisen. Es ist also nicht nur die
Schnelligkeit der Rekonstituition und die absolute Zellzahl, sondern auch deren
Funktionalitat von entscheidender Bedeutung (Zaghi et al., 2019).

Einschrankungen in der NK-Zellrekonstitution bei Patienten mit GVHD konnten auch
schon Hill et al. nachweisen, allerdings war hier auch die Gesamtzahl der NK-Zellen
bei Patienten mit GVHD vermindert (Bunting et al., 2017). Der relative Anteil an NK-
Zellen war bei meinem Patientenkollektiv mit aGVHD sogar héher als bei denjenigen
ohne GVHD. Eine Erklarung hierfur konnte eventuell das T-Zelldepletierte
Konditionierungsregime sein (Zaghi et al., 2019). Zusatzlich sei erwahnt, dass einige
Autoren die Meinung vertreten, NK-Zellen beeinflussen lediglich den GVL Effekt und
besitzen keinen Einfluss auf GVHD (Ullrich et al., 2016, Baumeister et al., 2020).
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5.1.9. NK-Zellsubpopulationen CD56dim

Betrachtet man die beiden NK-Zellsubpopulationen CD56dim und CD56bright
isoliert, so fallt besonders der hohe relative Anteil CD56dim NK-Zellen bei Patienten
mit aGVHD im Vergleich zu den Patienten ohne GVHD auf. In der Literatur war
bisher vor allem beschrieben, dass niedrige Zahlen CD56bright NK-Zellen innerhalb
der ersten zwei Monate nach allogene HSZT mit aGVHD assoziiert sind. Hierbei
korreliert der relative Anteil CD56bright NK-Zellen sogar direkt mit der Schwere
aGVHD (Zaghi et al., 2019, Ullrich et al., 2016).

5.1.10. Die Rolle von TIGIT auf CD56dim NK-Zellen im Hinblick auf aGVHD

T-Zell Immunglobulin und ITIM Domane (TIGIT) ist ein Marker, der sich auch auf
anderen Zellpopulationen aulRer NK-Zellen befindet. Er wird heute als
Immuncheckpointinhibitor ahnlich CTLA-4 und PD-1 angesehen.

Es gibt Hinweise darauf, dass TIGIT auf NK-Zellen und T-Effektorzellen hemmende
Effekte besitzt, wahrend Treg aktiviert werden (Stojanovic al., 2018). Die
inhibitorische Wirkung von TIGIT entsteht Uber dessen Bindung mit seinem
Liganden, dem CD155 Molekul auf dendritischen Zellen. Hierdurch kommt es zu
einer Induktion der IL-10 Ausschuttung und eine Hemmung der IL-12 Produktion,
sodass Th1 vermittelte Signale unterdruckt werden (Joller et al., 2014).

Auch konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass die TIGIT-Blockade das
Tumorwachstum hemmt, was in Zukunft einen neuen therapeutischen Ansatz im
Rahmen von Tumorbekampfung darstellen konnte. Besonders erfolgsversprechend
scheint dabei die kombinierte Blockade von TIGIT und anderen
Immuncheckpointinhibitoren zu sein, da hier synergistische Effekte erzielt werden

konnten (Stojanovic al., 2018).
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Abbildung 42: TGIT und dessen Einfluss auf Treg modifiziert nach Anderson (Anderson et
al., 2016)

Allgemein wird den Immuncheckpoint Inhibitoren wie TIGIT eine wichtige Rolle in der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen zugeschrieben, indem deren Aktivierung
zur Hemmung autoreaktiver T-Zellen fihrt und so Immuntoleranz fordert. TIGIT
defiziente Mause zeigen hohere Level proinflammatorischer Zytokine und spontane

autoimmun Enzephalomyelitis.

In Bezug auf das Auftreten von GVHD konnten fur TIGIT protektive Effekte
nachgewiesen werden. TIGIT ist ein direktes Zielgen von Foxp3. TIGIT+ Treg weisen
nicht nur besonders gute Suppressorfunktion in Bezug auf T-Effektorzellen auf,
sondern fuhren auch zu einem Schift deren T-Helferzellantwort von Th1 und Th17
hin zu einer Th2 ahnlichen, IL-10 dominierten, wodurch proinflammatorische Signale
wie in der Pathogenese der aGVHD unterdrickt werden (Anderson et al., 2016)
(Joller et al., 2014).

Diese Annahme deckt sich mit den Ergebnissen meiner Promotionsarbeit. So konnte
ich zeigen, dass TIGIT sich insbesondere auf CD56dim NK-Zellen befindet und zwar
in hoherer Frequenz auf den NK-Zellen der Patienten ohne GVHD als bei den
Patienten mit aGVHD. Das spricht fur den insgesamt protektiven Einfluss hoher
TIGIT Expression in Bezug auf aGVHD.
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Fur die TIGIT Expression auf CD4 positiven und CD8 positiven Lymphozyten
insgesamt und Treg konnte ich keinen Unterschied zwischen den Patienten mit und
ohne aGVHD feststellen. Gleiches gilt fur die Betrachtung der TIGIT Expression
CD52 positiver und CD52 negativer Zellen. Dies gilt es in Zukunft an einem groReren

Patientenkollektiv zu untersuchen.

Insgesamt deuten die erzielten Ergebnisse darauf hin, dass der relative Anteil an
CD52 negativen Treg fur die Pradiktion aGVHD geeignet ist. Sie decken sich mit
dem aktuellen Kenntnisstand der Forschung, wonach Treg eine Schlusselfunktion in
der Pathogenese aGVHD einnehmen, jedoch wird ebenso deutlich, dass es ein
komplexer Prozess ist, an dem weitere Immunzellen wie Tc-Zellen, NK-Zellen und
regulatorische Mechanismen beteiligt sind. Hinzu kommt, dass Treg Dysfunktionen
kein pathognomisches Phanomen aGVHD sind, sondern in verschiedensten
hyperinflammatorischen Prozessen wie beispielsweise allergischen Reaktionen und
Viruserkrankungen wie Covid-19 beobachtet werden (Zheng et al., 2020,
Boonpiyathad et al., 2020).

Nicht zu Letzt deshalb habe ich mich in meinem zweiten Teil der Arbeit mit
Inflammationsmarkern wie TNFa und verschiedensten Interleukinen als Pradiktoren
aGVHD beschaftigt.

5.2. Projekt 2

5.2.1. Methodische Probleme des Zytokinpanels

Vorab ein paar Worte zur Entstehung dieses Projektes. Es gibt aktuelle Daten, die
Zytokinanalysen von Patienten nach allogene HSZT eine vielversprechende
Maoglichkeit zur Vorhersage der Schwere und Therapie assoziierter Mortalitat aGVHD
zuschreiben (Leotta et al., 2019). Es gibt bereits Untersuchungen, in denen gezeigt
werden konnte, dass sich bestimmte Zytokinlevel von Patienten nach allogener
HSZT unterscheiden, je nachdem ob sie im Verlauf eine aGVHD entwickeln oder
nicht (C. Zhang, 2017). Seguy et al. zeigten an einem Patientenkollektiv in Helsinki,
dass hohe IL-10 Level nach allogener HSZT einen unabhangigen Risikofaktor fur das
Auftreten aGVHD darstellen (Hueso et al., 2017).
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Da der Fokus meiner Fragestellung auf der Erfassung pradiktiver Marker in Bezug
auf aGVHD liegt, habe auch ich mich mit der Untersuchung verschiedenster Zytokine

in Serumproben von Patienten nach allogene HSZT beschaftigt.

Wie im Ergebnisteil beschrieben, konnten auller fur IL-2 bei diesem Projekt keine
relevanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen gezeigt werden. Daher vorab
ein paar Worte zu moglichen Defiziten dieses Versuchs. Es lag ein groRer Teil der
Messergebnisse unterhalb der Nachweisgrenze, obwohl die Standartkurven
gelungen sind. Auf Grund der teils sehr niedrigen Messergebnisse, ist es kaum
moglich zu definieren ab wann ein Wert wirklich als positiv zu deuten ist, und wenn
ja, ab wann dies tatsachlich von klinischer Relevanz ist.

AulBerdem ist auch in diesem Projekt die Zahl der untersuchten Patienten mit
insgesamt neun, von denen funf keine GVHD haben und vier im Verlauf eine aGVHD
entwickeln, klein. Insofern sind auch hier zur Bestatigung der erzielten Ergebnisse

weitere Tests an einem groRReren Kollektiv notig.

Trotz dieser methodischen Schwierigkeiten gelang es mir fur die IL-2 Level einen
relevanten Unterschied zwischen der Gruppe mit aGVHD und ohne GVHD fest zu

stellen.

5.2.2. IL-2 als Induktor der Treg Aktivierung und damit antiinflammatorisches
Signal

In dieser Promotionsschrift konnte ich an einer kleinen Stichprobe zeigen, dass IL-2
bei Patienten ohne GVHD in grolieren Mengen vorhanden ist als bei Patienten mit
aGVHD. Dies spricht dafur, dass IL-2 auch im Rahmen der Entstehung von aGVHD
einen protektiven Einfluss hat. Zu diesem Effekt tragt ahnlich den Prozessen, die bei
Autoimmunitat eine Rolle spielen, wahrscheinlich die Aktivierung und Proliferation

schutzender Treg bei (Ogonek et al., 2016).

In Studien konnte gezeigt werden, dass Treg, die vorab mit IL-2 stimuliert wurden,
eine bessere Suppressorfunktion aufweisen. Es ist bekannt, dass IL-2 Uber die
Interaktion mit dem IL-2 Rezeptor der Treg deren Proliferation anregt und so eine
wichtige Funktion in der Unterdrickung autoimmuner Prozesse einnimmt (Copsel et
al., 2018) (Matsuoka, 2018). Im Rahmen klinischer Studien macht man sich diese

Erkenntnisse zu Nutze. Sowohl zur Prophylaxe von GVHD als auch zur Therapie
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steroidrefraktarer cGVHD wird hier IL-2 subkutan eingesetzt. Erste Ergebnisse sind
vielversprechend. Nicht nur die zirkulierenden Treglevel steigen nach IL-2 Gabe,
sondern auch die Raten cGVHD sind in der IL-2 behandelten Gruppe signifikant
niedriger.

Abbildung 43 verdeutlicht die positiven Effekte der IL-2 Gabe in den
unterschiedlichen Phasen der Immunrekonstitution auf Treg, jeweils in blau

gekennzeichnet.

Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4
Immuntoleranz
-~
Spender entstammende Thymus entstammende S -~ A
Treg -~
-~
@) ~ .
o S\ Iherapeutlsche
|_ -
Prophylaktische \It 2 Gabe
IL-2 Gabe S
3 6 9 12

Monate nach allogener HSZT

Abbildung 43: IL-2 und die Beeinflussung der Treg Funktion modifiziert nach Matsuoka
(Matsuoka, 2018)

Insbesondere im Hinblick auf die Moglichkeit prophylaktischer IL-2 Gabe in Form von
unkomplizierter, subkutan Applikation scheinen die Ergebnisse der bisherigen
klinischen Studien erfolgsversprechend. Nichts desto trotz sind auch hier mogliche
negative Effekte zu bedenken. So wurde beispielsweise in einer Studie ein Anstieg
minimal residueller Krankheit (MRD) bei Patienten nach prophylaktischer IL-2 Gabe
verzeichnet (Matsuoka, 2018).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zytokinanalyse allen voran IL-2,
durchaus Potential fur die Pradiktion aGVHD mit sich bringt. Allerdings wird es in
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Zukunft notig sein weitere Tests durchzufuhren um IL-2 im klinischen Setting
erfolgreich anwenden zu kdnnen. Beispielsweise bleibt bisher unklar, wann, wie
haufig und in welcher Dosis die IL-2 Gabe nach allogene HSZT erfolgen soll. Zudem
weilt die Immunrekonstitution grof3e interindividuelle Unterschiede auf, sodass es
gegebenenfalls gar nicht moglich sein wird ein einheitliches Konzept zu entwickeln,
sondern viel mehr fur jeden Patienten ein individualisiertes Schema erstellt werden

Mmuss.

5.2.3. HHV-6 und das Zytokinprofil nach allogener HSZT

Interessant ist der Zusammenhang zwischen Anwesenheit von iciHHV-6 (inherited
chromosomally integrated human herpesvirus 6) und dem Zytokinprofil bei Patienten
nach allogener HSZT. Hill et al. zeigten, dass die Patienten mit iciHHV-6 haufiger
schwere Formen aGVHD entwickeln als Patienten ohne iciHHV-6. HHV-6
Reaktivierung ist ein haufiges Phanomen. Es wird in 30-50 % der Falle nach
allogener HSZT beobachtet und ist ein Risikofaktor fur das Auftreten aGVHD,
Zytopenien, CMV-Reaktivierung und mit einer hoheren Mortalitat nach allogener
HSZT assoziiert. Patienten mit iciHHV-6 weisen deutlich hohere Zytokinlevel auf als
diejenigen ohne. Das Auftreten aGVHD wiederum ist als hochinflammatorischer
Prozess mit hoheren Zytokinleveln assoziiert. Dies liegt darin begrundet, dass es
sich hierbei um einen Entzindungsprozess handelt, der mit der Aktivierung
verschiedenster Zellen einhergeht. Diese Untersuchungen lassen vermuten, dass die
erhohten Zytokinlevel bei Patienten mit iciHHV6 zum Auftreten aGVHD beitragen
(Weschke et al., 2020).

Untersuchungen wie diese zeigen, warum Zytokine, die als Entzundungsmediatoren
in der Pathogenese aGVHD fungieren, auch als Biomarker aGVHD verstarkt in den

Fokus ruicken.

Zytokine sind jedoch nicht nur im Sinne pradiktiver Marker fur die Diagnostik aGVHD
relevant, sondern auch Angriffspunkt in der Therapie. So konnten mittels
Tocilizumab, einem Antikorper gegen IL-6 in Phase 1 und 2 Studien,
vielversprechende Ergebnisse in der Behandlung aGVHD gezeigt werden (G. R. Hill,
2020) .
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5.2.4. TNF-alpha (TNFa) und die Pradiktion aGVHD

Zwar konnte ich in meinem Kollektiv keine Unterschiede der TNFa Level zwischen
Patienten mit und ohne aGVHD feststellen, jedoch gibt es in der Literatur Hinweise
darauf, dass TNFa ein Zytokin, das sowohl membrangebunden als auch in I&slicher
Form existiert, eine entscheidende Rolle in der Pathogenese aGVHD spielt. Am
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der Sekretion I6slichen
TNFa mit niedrigeren aGVHD Raten bei erhaltenem Graft-versus-Tumor Effekt
korreliert (Borsotti et al., 2007).

Interessant sind auch Daten einer klinischen Studie, die im Serum allogen
stammzelltransplantierter Patienten die vier Zytokine IL-2, TNFa, IL-10 und IL-8 in
Bezug auf aGVHD untersuchte. Hier zeigten sich fur IL-2 und TNFa signifikant
hohere Level bei den Patienten mit aGVHD als ohne aGVHD. Auch korrelieren die
gemessenen Serumwerte dieser beiden Zytokine mit der Schwere aGVHD (Wang et
al., 2006). Diese Erkenntnisse konnten zur Entwicklung neuer therapeutischer

Ansatze der aGVHD Behandlung beitragen.

5.2.5. Soluble STimulation-2 s (sST2) als erfolgsversprechender Biomarker

sST2 ist der nach aktuellem Forschungsstand der am besten validierte Biomarker im
Zusammenhang mit aGVHD. Sein bisher einziger bekannter Ligand ist IL-33. sST2
existiert als membranstandige (mST2) und I6sliche Form (sST2). Am Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass die Blockade des sST2 Rezeptors mittels
monoklonalem IgG Antikorper an Tag -1 bis +9 nach allogener HSZT zu geringeren
aGVHD Raten und besserem Gesamtuberleben fuhrte. Die messbaren IFNy, IL-17
und IL-23 Level im Plasma waren gesunken, wahrend die Produktion
antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 erhoht war. Zudem zeigte sich, dass die
Th17 Zellen, denen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese aGVHD zu
geschrieben wird, zu den Hauptproduzenten des sST2 gehoren. Folglich ware die
gezielte sST2 Blockade ein neuer Ansatz in der aGVHD Prophylaxe (Zhang et al.,
2015).

5.2.6. Einflussfaktoren auf das Zytokinmuster

Warum es in meinem Forschungsprojekt lediglich fur eines der analysierten Zytokine

gelang einen wesentlichen Unterschied zwischen beiden Gruppen darzustellen, kann
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an weiteren Storfaktoren liegen, die neben den bereits oben genannten Punkten
ebenfalls Zytokine direkt beeinflussen. Darunter fallen beispielsweise Glucocorticoide
(GC), die zur Therapie inflammatorischer Prozesse wie der aGVHD eingesetzt
werden. In Studien konnte gezeigt werden, dass GC zur Aktivierung
antiinflammatorischer Gene, wie dem Glucocoticoid induced leucine zipper (GILZ)
Gen fuhren. Dies fuhrt zu einer Hemmung der Th1 vermittelten proinflammatorischen
Prozesse und stattdessen zu einer Induktion Th2 und Treg vermittelter Signalwege.
Auf Grund dessen finden GC Praparate breiten klinischen Einsatz in der Therapie
entzundlicher Prozesse wie beispielsweise der Psoriasis, M. Crohn, Asthma
bronchiale aber auch der aGVHD (Sevilla and Perez, 2019). Einige der analysierten
Proben stammen von Patienten, die im Rahmen ihrer aGVHD mit systemischen GC
behandelt wurden. In Bezug auf das durchgeflhrte Projekt 2 kann dies zu einem
durch die immunsuppressive Wirkung der GC manipuliertem Abbild der
Zytokinmuster aGVHD Patienten beigetragen haben.

An dieser Stelle sollte aullerdem erwahnt werden, dass pro- und
antiinflammatorische Zytokine als Mediatoren vieler Immunprozesse auch bei
gesunden Probanden dynamischen Schwankungen unterliegen. Hinzu kommt, dass
allein das ,Transplantatanwachsen®/ Engraftment zur Veranderung des
Zytokinmusters beitragen kann, unabhangig vom Auftreten aGVHD. Auch ist es
schwierig den richtigen Zeitpunkt der Messung des jeweiligen Zytokins zu erfassen,
da sie moglicherweise zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Pathogenese aGVHD
ihr Maximum erreichen. Es ist durchaus denkbar, dass dieses bei einigen Patienten
vor dem klinischen Ausbruch der aGVHD liegt, wahrend es bei anderen mit dem
klinischen Maximum aGVHD korreliert (Khandelwal et al., 2016).

Insgesamt reagieren Zytokine sehr empfindlich auf verschiedenste Einflusse,
weshalb die Zytokinlevel starken Schwankungen unterliegen(C. Zhang, 2017). Dies
wird mafigeblich dazu beigetragen haben, dass es fur den Grofteil der untersuchten
Zytokine nicht gelungen ist, einen Unterschied zwischen den beiden Gruppen auf zu
zeigen. Auf Grund der insgesamt niedrigen Messwerte ist es fur IL-2 im Gegensatz
zu den CD52 negativen Tregs nicht sinnvoll einen spezifischen cut-off zu bestimmen,
der das Auftreten aGVHD vorhersagt.

Aus diesen Erkenntnissen und den bisherigen Daten zu Zytokinen in

Zusammenhang mit aGVHD, lasst sich schliel3en, dass sie zur Pradiktion aGVHD
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weniger geeignet sind. Es wird daher in Zukunft notig sein weitere Kandidaten zu
testen, die der Vorhersage aGVHD dienen konnen. Es gibt daher auch Ansatze die
weg von messbaren, serologischen Biomarkern wie Zytokinen hin zu klinischen
Parametern als Pradiktoren aGVHD gehen. Tang et al zeigten an einer Studie der
Universitat Michigan, dass das engmaschige Monitoring der Vitalparameter und
deren Verlaufsbeobachtung es ermoglicht Risikopatienten aGVHD vor

Symptombeginn zu

5.3. Klinische Relevanz und Ausblick

In meiner Promotionsarbeit konnte ich zeigen, dass die Level CD52" Treg bei
Patienten mit T-Zelldepletiertem Konditionierungsregim mit dem Auftreten aGVHD
korrelieren und zwar schon fruh nach allogener HSZT. Genauer gesagt ergab sich
bei der Analyse des relativen Anteils CD52- Treg an Tag 50 nach Transplantation ein
Cut off von 27 % CD52" Treg, ab dem die Patienten mit hoher Wahrscheinlichkeit
eine aGVHD entwickeln werden. In dem untersuchten Patientenkollektiv
uberschritten acht der neun Patienten, die im Verlauf eine aGVHD entwickelt haben,
und zwei der sechs Patienten ohne aGVHD diesen Wert.

Daher ist es klinisch durchaus relevant die Frequenz CD52" Treg von Patienten nach
allogene HSZT moglichst frih und in regelmafiigen Abstanden zu bestimmen. Ziel ist
es durch das fruhzeitige Erfassen pradiktiver Marker -wie den CD52~ Treg- schon vor
Entstehung des Prozesses eingreifen zu konnen und damit das Auftreten aGVHD
optimalerweise sogar zu verhindern.

Denkbar ware dies im Rahmen eines Immunmonitoring Konzeptes, das die Patienten
nach allogene HSZT in regelmaligen Zeitraumen Uberwacht und bei steigenden
Leveln an CD52" Treg die Moglichkeit bietet, entsprechende therapeutische
Malnahmen einzuleiten. Im Rahmen von zunehmend personalisierter Medizin - als
Beispiel sei hier die genetische Analyse von Tumorgewebe genannt - sind solche
individualisierten Therapiekonzepte in Zukunft durchaus denkbar.

Welche Therapiemdglichkeiten sich daraus ergeben, ist sicherlich in weiteren
Projekten zu untersuchen.

Ein Ansatz konnte die langere Einnahme bzw. Dosissteigerung der
immunsuppressiven Therapie sein, die bei einem komplikationslosen Verlauf

zwischen Tag 60 und 100 nach allogene HSZT langsam ausgeschlichen wird.
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Besonders erwahnenswert ist hier der Einsatz der Calcineurininhibitoren Cyclosporin
und Tacrolimus, da sie spezifisch die T-Zellaktivierung hemmen und sowohl oral als
auch parenteral zur GVHD Prophylaxe eingesetzt werden konnen (Carnevale-
Schianca et al., 2009).

Auch denkbar ware die prophylaktische Applikation von Donor Lymphozyten
Infusionen (DLI). DLI finden im aktuellen klinischen Alltag bereits Verwendung,
allerdings hauptsachlich therapeutisch bei gemischten T-Zellchimarismen, was auf
eine drohende Transplantatabsto3ung hinweist (Sterling and Webster, 2020) und
weniger prophylaktisch im Rahmen aGVHD Pravention. Ein Hauptproblem der DLI-
Gaben im klinischen Alltag stellt namlich das nach Verabreichung von DLI erhohte
GVHD Risiko dar (Sterling and Webster, 2020). Demgegenuber stehen Erkenntnisse,
die vermuten lassen, dass DLI die bestehende Imbalance der Immunhomoostatse im
Rahmen aGVHD Prozesse wieder ins Gleichgewicht bringen (Meyer et al., 2010).
Erste Studien zur prophylaktischen DLI-Gabe nach Alemtuzumab basiertem
Konditionierungsregime gab es schon 2009. Hier konnte gezeigt werden, dass CD8
depletierte DLI Praparate zu weniger GVHD fuhren als unmanipulierte Praparate bei
erhaltenem GVL Effekt (Meyer et al., 2010). Daher ware beispielsweise der Einsatz
solcher gezielt manipulierten Praparate denkbar. Zur entsprechenden
Risikoabwagung sind zusatzliche klinische Studien notig, die weitere Bedingungen

wie Dosis und Zeitpunkt der Applikation erproben.

Eine andere Option stellt der gezielte Transfer funktionsfahiger Treg dar. Zum
Beispiel nach vorheriger Kultivierung mittels Treg stimulierender Faktoren wie GM —
CSF oder Ahnlichen, die die Treg Proliferation induzieren. Aktuelle Daten hierzu
wurden 2020 von Edinger et al. publiziert. Der Forschungsgruppe ist es gelungen
murine aGVHD mittels in-vitro kultivierter Treg zu behandeln (Riegel et al., 2020).
Ahnliche Anséatze mit dem Einsatz induzierbarer Treg in praklinischen Tests inklusive
der daraus entstehenden Herausforderungen beschrieb Heinrichs schon 2016. Ein
zukinftiger Ansatzpunkt zur Uberwindung der Kultivierungsprobleme kénnten
genetisch veranderte Treg sein, die hohe Proliferationsraten aufweisen (J.Heinrichs,
2016).
Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es mehr als 10 klinische Studien, die Treg im klinischen
Alltag anwenden. Sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch. Erprobt werden
muss noch die Dosis, sowie der genaue Zeitpunkt der Treg Infusion. So ist bisher
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noch unklar ob Treg besser geeignet sind GVHD zu verhindern, oder ob sie erst zur
Behandlung von GVHD eingesetzt werden sollen (Zahid et al., 2020).

Fur andere untersuchte Marker wie GARP konnte ich zeigen, dass sie die Treg
Funktion unterstutzen. Es ware daher durchaus eine Herangehensweise CD52™ Treg
mit hoher GARP Expression zu kultivieren und zu transferieren. Ahnlich der DLI, aber
als Infusion besonders funktionsfahiger Treg. Inwieweit solche Verfahren in naher
Zukunft moglich sind, ist zum jetzigen Zeitpunkt fraglich, da diese Vorgehensweise
im Vergleich zu den oben beschrieben Ansatzen, der Immunsuppression und DLI
oder Treg Gabe, grolere methodische Schwierigkeiten birgt und breite klinische

Erfahrung in der Transfusion von Treg bisher fehlt.

Abschlief3end sollte noch der Einsatz der Januskinaseinhibitoren Ruxolitinib und
Basiliximab erwahnt werden.
Bei Ruxolitinib handelt es sich um einen selektiven Inhibitor der Januskinase 1 und 2,
der in der Therapie Glucocorticoid refraktarer aGVHD Anwendung findet. Die
Patienten, die Ruxolitinib erhalten haben, zeigten bessere Failure free survial und
weniger Verlust der Therapieantwort im Vergleich zur Kontrollgruppe. Allerdings sind
bei der Ruxolitinib behandelte Gruppe vermehrt Komplikationen, insbesondere
Zytopenien aufgetreten (Zeiser et al., 2020). Denkbar ware hier in weiteren klinischen
Studien ein prophylaktischer Einsatz und die Beobachtung der Auswirkungen auf
aGVHD.
Der zweite monoklonale Antikorper, dessen Einsatz nach soliden
Organtransplantationen erprobt ist, heil3t Basiliximab. Hierbei wird er kombiniert mit
Cyclosporin eingesetzt. Seine immunsuppressive Wirkung entfaltet er Uber die
Inhibition des Interleukin-2 Rezeptors. Aktuelle Daten belegen die Wirksamkeit von
Basiliximab zur Therapie schwerer, Glucocorticoid refraktarer GVHD, wenn die
Substanz kombiniert mit Entanercept eingesetzt wird (Tan et al., 2017).
Zum Prophylaktischen Einsatz von Basiliximab ist die Datenlage noch recht dunn.
In einer Phase 2 Studie konnte an einem kleinen Patientenkollektiv gezeigt werden,
dass Basiliximab auch zur Prophylaxe aGVHD geeignet ist. Dies ist aber auf den
Einsatz nach myeloablativen Konditionierungsregime beschrankt. Um eindeutige
Aussagen Uber die Wirksamkeit in Bezug auf die Prophylaxe aGVHD treffen zu
konnen, mussen weiter Studien an groReren Patientenkollektiven durchgefuhrt
werden (Podichetty et al., 2020).
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Abbildung 44: Immunzellbasierte Therapien als GVHD Prophylaxe modifiziert nach
Chabannon (Christian Chabannon, 2018)

Ahnliches gilt fir den klinischen Einsatz von IL-2. Am Nagetier konnte hier eine
Reduktion aGVHD Raten sowie die Forderung der T-Zellfunktion gezeigt werden.
Aktuell laufen auch erste klinische Studien, die den Einsatz von IL-2 im klinischen
Alltag testen. So gelang es in einer Phase 2 Studie an zwanzig Patienten nach
allogene HSZT zu zeigen, dass durch den prophylaktischen Einsatz von IL-2, hier in
Kombination mit Sirolimus und Tacrolimus, die Zahl regulatorischer T-Zellen an Tag
30 nach Transplantation im Vergleich zu den Patienten ohne IL-2 Gabe deutlich
hoher ist. Zwar zeigte sich eine Tendenz der IL-2 behandelten Patienten zu weniger
aGVHD Raten Overall Grad II-1V, jedoch konnte insgesamt keine Reduktion der
GVHD Raten erzielt werden (Betts et al., 2017).

Folglich sind auch hier weitere Studien notig bis die prophylaktische IL-2 Gabe im
klinischen Alltag erfolgreich angewendet werde kann.

Abbildung 44 veranschaulicht den klinischen Einsatz praventiver und therapeutischer
Zelltherapien im zeitlichen Zusammenhang nach allogener HSZT.
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6. Zusammenfassung

Diese Promotionsarbeit beschaftigt sich mit Treg und deren Rolle in der Entstehung

aGVHD bei Patienten nach Alemtuzumab basierter Konditionierung.

Wie im Einleitungsteil beschrieben, konnte schon Pascal Wolfinger in seiner
Doktorarbeit zeigen, dass das Auftreten aGVHD mit dem relativen Anteil CD52" Treg
korreliert. Mir ist es gelungen fur den Tag 50 nach allogene HSZT einen spezifischen
Cut off von 27 % CD52" Treg zu bestimmen, der im Rahmen eines pradiktiven
Wertes an Tag 50 nach allogene HSZT von klinischer Relevanz ist.

Zusatzlich konnte ich durch das prospektive Studiendesign mit wochentlichen
Probenentnahmen nicht nur punktuelle Unterschiede der CD52" Expression und
anderer Treg Marker beider Gruppen darstellen, sondern den gesamten Verlauf nach
allogene HSZT analysieren.

Neben den bekannten Unterschieden der CD52 Negativitat und der Expression der
funktionellen Treg Marker GARP und ILT3, die ich in meiner Arbeit bestatigen und
spezifisch fur einzelne Zeitpunkte bzw. im Verlauf Uber die Zeit betrachten konnte,
ergaben sich vor allem Auffalligkeiten in der NK-Zellrekonstitution.

Es konnte gezeigt werden, dass die Rekonstitution der NK-Zellen bei Patienten mit
aGVHD interessanterweise schneller verlauft als bei Patienten ohne GVHD. Ein
weiterer statistisch erkennbarer Unterschied in der NK-Zellrekonstitution beider
Gruppen ist der relative Anteil CD56dim NK-Zellen, der bei dem Patientenkollektiv
mit aGVHD groler ist als bei den Patienten ohne GVHD.

FUr das Projekt 2, bei dem die Zytokinlevel einzelner Serumproben von Patienten mit
aGVHD und ohne GVHD untersucht wurden, konnte ich Unterschiede in der IL-2
Ausschuttung zwischen den beiden verglichenen Gruppen zeigen. Dennoch ist die
Erfassung quantitativer Interleukinlevel wegen der im Diskussionsteil ausfuhrlich
beschriebenen Problematik als pradiktiver Marker eher ungeeignet. Nichtsdestotrotz
unterstutzt die hier beobachtete hohere Interleukin-2 Menge der Serumproben von
Patienten ohne GVHD die Annahme, dass Treg, deren Suppressorfunktion durch IL-

2 verbessert wird, eine entscheidende Rolle in der Entstehung aGVHD einnehmen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass langst noch nicht alle EinflussgroRen
gefunden wurden, die am komplexen Prozess aGVHD beteiligt sind. Hinzu kommt,
dass auch fur die schon erkannten Faktoren der jeweilige Einfluss am Auftreten
aGVHD noch weitgehend unklar bleibt.

Insgesamt |asst sich aus den hier gewonnen Ergebnissen schliel3en, dass die CD52
Treg in ihrer Funktion im Vergleich zu CD52™ Treg stark eingeschrankt sind und
dadurch einen wesentlichen Anteil an der Entstehung aGVHD haben. Nicht zu letzt
weil die ohnehin schon in der Funktion eingeschrankten CD52" Treg auch niedrigere
Frequenzen des protektiven GVHD Marker GARP aufweisen als CD52™ Treg.

Mit dem Hintergrund dieses Wissens, das uns die komplexe Funktionsweise der
Zellpopulation der Treg im Zusammenhang mit aGVHD ein wenig naherbringt, ist es
hier gelungen CD52" Treg als relevanten und fruhen pradiktiven Marker zu

identifizieren.

Wiunschenswert ware es nun, wenn die gewonnen Erkenntnisse in naher Zukunft im
klinischen Alltag Anwendung finden wirden. Wie im vorangegangenen Abschnitt
erwahnt, gibt es bereits zahlreiche Ansatze im Rahmen klinischer Studien. Diese gilt

es in Zukunft weiter zu verfolgen.

Ziel ist es, aus diesem besseren Verstandnis der Treg Funktion einen Beitrag zu
leisten, das Auftreten aGVHD zu verhindern oder wenigstens zu lindern. Gelingt es
zukunftig im Rahmen individualisierter Therapieregime das Auftreten aGVHD als
Hauptkomplikation nach allogene HSZT zu mildern, ware das ein grol3er Fortschritt
fur die bis heute immer noch aul3erst risikoreiche Therapie der allogenen HSZT. Das

konnte fur betroffene Patienten ein groRer Zugewinn an Lebensqualitat bedeuten.
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8. Anhang

Protokolle

FICOLL-Separationen

Buffy-Coat (BC)

Durchfiihrung:

4 x 50 ml Réhrchen mit je 15 ml Ficoll-Medium befullen

BC steril in eine ZK-Flasche Uberfuhren

Volumen auf 140 ml mit PBS/ 2 mM EDTA auffullen

Jedes Rohrchen mit 35 ml der Zellsuspension langsam uberschichten
Aufwirbelungen vermeiden, beeinflusst die Auftrennung der Zellen
zentrifugieren 20 min, 2300 rpm, ohne Bremse, ohne Beschleunigung
gleiche Anzahl an leeren 50 ml Rohrchen vorbereiten

vorsichtig PBMC-Bande (weilRer Ring zwischen Plasma und Ficoll) abnehmen,
—> will man eine Thombozyten-Kontamination vermeiden sollte man vorher den
Plasmaring absaugen

in 50 ml Rohrchen uberfihren

mit PBS/ 2 mM EDTA auf 50 ml auffullen

zentrifugieren 8 min, 1800 rpm

Achtung: Pellet noch sehr weich, deshalb unter Sicht abkippen
Uberstand abkippen und auf 50 ml mit PBS/ 2 mM EDTA aufflllen
Zentrifugieren 5 min, 1500 rpm

Zellpellets poolen und mit PBS/ 2 mM EDTA auf 50 ml auffullen
Zentrifugieren 5 min, 1500 rpm

Uberstand abkippen

Zellpellets gut resuspendieren und mit PBS/ 2 mM EDTA auf 50 ml auffillen
Zellen zahlen

Zellen konnen eingefroren oder direkt weiterverwendet werden

Bei starker Thrombozyten-Kontamination:

- zentrifugieren 10 min, 1000 rpm, danach 15 min, 800 rpm
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Bei Klumpen-Bildung:
- Zellen Uber Cell Strainer (70 ym) geben

Patienten-Vollblut

Meist bekommt man pro Patient 2 Spritzen a 20-25 ml Vollblut.
e Pro Spritze: ein 50 ml R6hrchen mit je 15 ml Ficollmedium befullen
e Das Blut aus beiden Spritzen in ein neues 50 ml Réhrchen geben
e Das restl. Volumen mit PBS/ 2 mM EDTA auf 50 ml auffillen

e Jedes Ficoll-R6hrchen mit ca. 25 ml des Blutgemisches langsam
uberschichten

o Aufwirbelungen vermeiden, beeinflusst die Auftrennung der Zellen
e zentrifugieren 20 min, 2300 rpm, ohne Bremse, ohne Beschleunigung
e beide Ficollringe in ein neues 50 ml Rohrchen uberfuhren und direkt poolen

e weiter wie im Standardprotokoll ,, Ficoll fir BC “

Einfrieren von Zellen

Ansetzten des Mediums:

e Pro Nunc werden 1 ml Medium bendtigt
- Gesamtmenge berechnen, mit Uberschuss
e Komponenten:
o Einfriermedium (angesetzt im Kiuhlschrank, siehe Rezept)
o 10 % DMSO (zelltoxisch) hinzugeben
-> beide Komponenten mussen kurz vor Gebrauch gemischt werden
- DMSO gefriert schon bei 4 °C und fallt aus, deshalb gut mischen
e Bsp.: 3 Nunc's bendtigen 3 ml, mit Uberschuss 4 ml, davon sind 10 % 400 l
- 3,6 ml Einfriermedium + 400 yl DMSO
Durchfuhrung:

e Die Zellen werden abzentrifugiert und dekantiert

e Das Pellet wird mit der jeweiligen Menge an frisch angesetztem Medium
resuspendiert

e Die Nunc’s mit je 1 ml Zellsuspension fullen
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e Ohne Verzogerung die Nunc's in Isopropyl-Becher sog. ,Frosties® (im
Kdhlschrank vorkuhlen) stellen. Diese sorgen dafur, dass die Temperatur
konstant pro Minute um 1 °C sinkt. Dadurch bleibt die Kristallbildung sehr

gering, und somit werden weniger Zellen zerstort.
Wichtig:
e Max. 50 mio PBMC's in 1 ml wegfrieren

e Bei hoheren Zellzahlen, kann im Notfall die Menge erhdht werden, dennoch ist
es besser viele kleine Portionen wegzufrieren.

Auftauen von Zellen

Medium:

e PBMC und unempfindliche Zellen: PBS/ 2 mM EDTA

e Empfindliche/besondere Zellen: Nahrmedien, RPMI etc.
Vorbereitung:

e Wasserbad (37 °C) einschalten

e ein 50 ml Tube vorbereiten und beschriften

e Tube mit 10 ml Medium fullen

Durchfiihrung:

e Nunc in das warme Wasserbad stellen
e nur einen kleinen Teil auftauen lassen, optische Kontrolle!

e Ab hier: schnelles Arbeiten wg DMSO !

e Pipette mit ca. 2 ml Medium aufziehen

e Medium in die angetaute Zellsuspension geben und durch kontrolliertes
Resuspendieren die Zellen mischen

e Volumen langsam vergrof3ern sonst platzen die Zellen

e Kontrolliert die komplette Suspension ins Tube geben

¢ Nunc evtl. nochmal spulen

e Zellen abzentrifugieren bei 1500 upm fur 5 min

e Uberstand dekantieren

e Pelletin 10 ml Medium aufnehmen und Zellen zahlen

e Zellen abzentrifugieren bei 1500 upm fur 5 min

o Zellpellet nun in dem Medium aufnehmen in dem weitergearbeitet wird
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e Empfindliche Zellen sollten mehrfach gewaschen werden
- Wascht zelltoxisches DMSO aus

- Wichtig:
¢ schnelles Arbeiten ohne Unterbrechung

Zellen Zahlen

Kammer: Fuchs-Rosenthal-Kammer
Vorbereitung:
e Deckglas mittels Wasser auf Kammer befestigen,
¢ Newton’schen Ringe mussen zu sehen sein
e Zellmaterial in unsterile Zahlplatte geben
Durchfuhrung:
Aulerhalb der Flow:

e Zellen mit Trypanblau (toxisch) im Verhaltnis 1:2 mischen
e Keine Inkubation der Farbe ndtig
e Probe in Kammer fullen, kurz Zellen setzen lassen

e In der X-er VergroRerung folgendes Netz benutzen:

#gj
|

e Eines der 16 Quadrate (16 Kleinstquadrate) auszahlen

e Blaue Zellen: Tot.

¢ Runde leuchtende Zellen: vital

e Gezahlte Zahl x 10* = Zellzahl / ml (100 gezahlte Zellen entspricht 1 mio/ml )

e Sind die Zellen in mehr als 1 ml suspendiert muss dieser Volumenfaktor
multipliziert werden

e Bei hohen Zellzahlen kann zu der 1:2 Verdinnung noch mehr verdunnt
werden. Den Faktor muss man aber spater bei der Formel berucksichtigen
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Gewinnung von Serum

e Abnahme von 10 ml Serum in Serummonovette
e Zentrifugieren 3500 rpm fur 10 Minuten
e |n beschriftete 2 ml Nuncs Uberfuhren und einfrieren oder direkt

weiterverarbeiten.

Hitzeinaktivierung von Serum

e Eingefrorene Serum Nuncs oder frische Seren bei 56 °C fur 30 Minuten im

Wasserbad erhitzen und anschlielRend weiterverarbeiten.

Einfrieren von Serum

e Vollblut wird in Serumréhrchen abgenommen, abzentrifugiert (3500 rpm fur 10

min bei 20 °C) zentrifugiert und in beschriftete 2 ml Nuncs uberfuhrt.

e Die Serum-Nuncs werden dann in

Auftauen von Serum

Vorbereitung:
e Wasserbad (37 °C) einschalten

Durchfiihrung:

e Die 2 mI-Nuncs mit gefrorenem Serum werden bis sie aufgetaut sind im

Wasserbad inkubiert und kobnnen dann weiterverarbeitet werden.
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FACS-Farbung

Zellzahl:

Mind. 50.000 Zellen, optimal sind 100.000 — 200.000 Zellen pro Tube
Kann je nach Zell-Art variieren

max. 2 mio/ml

Durchfiihrung:

Probe in FACS-Puffer aufnehmen

Mit entsprechender Zellzahl auf FACS-Tubes verteilen

5 min bei 1500 upm abzentrifugieren

Dekantieren und Pellet aufratschen

FACS - AK hinzugeben, hierbei Verdinnungen und Volumen beachten
15 min inkubieren

o Normal wir bei 4 °C inkubiert

o Vereinzelt gibt es AK die RT bendtigen, dies bitte beachten
1 ml FACS-Puffer pro Tube
5 min bei 1500 upm zentrifugieren

dekantieren und Tubes ausklopfen, Tube dabei nicht zurtick drehen !!!

Pellet aufratschen

500 pl FACS-Fix pro Tube (Fix steht gebrauchsfertig im Kuhlschrank)
Bei geringen Zellzahlen reichen auch 200 pl FACS-Fix

Probe vortexen

Die Zellen sind nun max. 1 Woche stabil

Anmerkung:

Die FACS —AK sind steril zu behandeln
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Foxp3/ HELIOS-FACS-Farbung

Vorbereitung:

e ca.0,5-1 mio Zellen pro Tube

e Waschpuffer: Permeabilization Buffer (10-fach) eBioscience
- 1:10 verdunnen mit Aqua dest.
- bendtigte Menge berechnen und ansetzen
- eine Woche haltbar bei 4 °C

e Perm/Fix: Fixation Permeabilization Concentrate eBioscience
- 1:4 verdinnen mit Fixation/Permeabilization Diluent
- bendtigte Menge berechnen und ansetzen
- direkt verbrauchen, nicht haltbar

e Serum: Normal Rat Serum eBioscience

Die FACS-AK sind steril zu behandeln

Durchfiihrung:

e normale FACS-Farbung durchfihren
- entsprechende Proben nicht fixieren
e Pelletin 1 ml Perm/Fix resuspendieren
e 30 min bei RT inkubieren
e 2x mit Waschpuffer waschen:
- Mit 1 ml Waschpuffer auffullen
- 5 min bei 1500 upm zentrifugieren
- Dekantieren und aufratschen
e indas Pellet 2 pl Serum geben und resuspendieren
e 15 min bei RT inkubieren
e ohne waschen 5 pl Foxp3-AK dazu geben
e 30 min bei RT inkubieren
e 2x mit Waschpuffer waschen
- Mit 1 ml Waschpuffer auffallen
- 5 min bei 1500 upm zentrifugieren
- Dekantieren und aufratschen
e 500 - 1000 pl FACS-Fix pro Tube
e Zellen schnellstmoglich messen (max. 24h)

e Probe gut vortexen
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LEGENDplex — human Th-Cytokine Panel (13-Plex) V-bottom-Plate (pp)

e Wichtig: Platte und Tubes mussen aus Polypropylene sein!

Frische Serumproben mind. 30 min durchgerinnen lassen

o Gefrorene Serumproben komplett auftauen lassen, mischen und dann
abzentrifugieren (5min, 1500 rmp), nicht dekantieren

e FITC und PE Beads werden nicht benotigt

¢ Doppelwerte werden empfohlen

e Beim pipettieren Luftblasen vermeiden

Neues Kit:

e Matrix B: Serumersatz fur den Standard
o mit 5 ml Assay Puffer die Matrix B I0sen, mind. 15 min. vortexten
o 1 ml Aliquot bei -80 °C lagern

e Standard l6sen:
o Mit 250 pl Assay Puffer den Th-Panel Standard I6sen
o Pro Test werden 37,5 ul bendtigt (Doppelwerte)
o 50 pl Aliquots bei -80 °C lagern

Vorbereitung:

e Alle Kit - Komponenten auf RT aufwarmen lassen
e 1 Aliquot Matrix B auftauen
e 1 Aliquot Standard auftauen
e Standard ansetzen: Verdinnungsreihe
o 7x0,5 ml PCR-Tubes (PP) vorbereiten und mit CO-C7 beschriften
o In CO—C6 jeweils 37,5 ul Assay Puffer vorlegen
o C7 = purer Standard 12,5 pl
o C6 =375l Assay Puffer + 12,5 pl aus C7
o C5=37,5 pl Assay Puffer + 12,5 ul aus C6 (so mit allen Tubes
verfahren)
o CO0 = nur Assay Puffer
o Beijedem Schritt die Spitze wechseln!
¢ Proben-Verdinnung:
o Probenverendung frisch oder gefroren s.o.

o Serumproben mussen 1:2 verdunnt werden
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o 50 yl Serum + 50 pl Assay Puffer
Wasch-Puffer:

o 20 x Wasch Puffer mit A. dest verdinnen (1:20)

o Bendtigte Menge berechnen und ansetzen

o Puffer bei 4 °C bis zu einem Monat haltbar

Durchfiihrung:

Platte beladen
=>» Standardwells: 12,5 pl Matrix B + 12,5 yl Standard ( C7-CO0)
= Probenwells: 25 pl verdunnte Probe
Beads mind. 30 sec. vortexen
12,5 ul Beads pro Well hinzugeben (dabei Beads immer wieder mischen)
Platte mittels Folie verschlieRen und in Alufolie einpacken
Platte auf dem Schdttler stellen, 220 rpm
= U.N. bei 4 °C (besser bei Serum)
= 2hbei RT
150 pl Wasch Puffer pro Well
bei 800 x g 5 min zentrifugieren
Platte dekantieren und an einem Tuch abtupfen (nur kurz auflegen)
blaues Pellet kontrollieren und durch seitlichem Klopfen I6sen
200 pl Wasch Puffer pro Well
bei 800 x g 5 min zentrifugieren
Platte dekantieren und an einem Tuch abtupfen (nur kurz auflegen)
blaues Pellet kontrollieren und durch seitlichem Klopfen I6sen
12,5 ul Detection Antikorper pro Well
Platte mittels Folie verschlieRen und in Alufolie einpacken
1 h bei RT auf den Schdttler stellen (220 rpm)
Platte nicht waschen!
12,5 yl SA-PE pro Well
Platte mittels Folie verschlieRen und in Alufolie einpacken
30 min bei RT auf den Schuttler stellen (220 rpm)
150 pl Wasch Puffer pro Well

bei 800 x g 5 min zentrifugieren
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Platte dekantieren und an einem Tuch abtupfen

blaues Pellet kontrollieren und mittels seitlichem Klopfen I6sen

200 pl Wasch Puffer pro Well

bei 800 x g 5 min zentrifugieren

Platte dekantieren und an einem Tuch abtupfen (nur kurz auflegen)

blaues Pellet kontrollieren und mittels seitlichem Klopfen I6sen

150 pl Wasch Puffer pro Well

jedes Well gut resuspendieren

=> Platte direkt am FACS messen

- Probe aus dem Well in ein FACS-Tube uberfihren, gut mischen!
- 24 h bei 4 °C haltbar

=» oder fixieren
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