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1. Einleitung

Das Feld der zellbasierten Immuntherapie ist jungst durch eine weitere
hochspezialisierte Therapieform - die CAR-T Zellen - erweitert worden (1). Sie ist
nicht nur das Ergebnis jahrelanger intensiver Forschung auf diesem Feld,
sondern bestatigt auch die anhaltende Uberzeugung der Wissenschaft selbst die
aggressivsten und Chemotherapie-refraktaren Malignitaten mit Hilfe des
Immunsystems besiegen zu kdnnen und hat das Interesse an diesem Feld erneut
befllgelt.

Etwas langer zurtck liegt die Zulassung der Checkpoint-Inhibitoren, welche in
grofen Teilen der Onkologie eine Revolution der Therapie herbeigefuhrt hat (2).
Auch diese verdeutlicht unser derzeitiges Verstandnis von der Entstehung und
Progression von malignen Neoplasien als ein Scheitern des Immunsystems.
Dieses Verstandnis ist jedoch schon deutlich alter und hat bereits vor mehr als
50 Jahren (3) zu der Entwicklung einer Therapieform gefuhrt, bei welcher das
gesamte Immunsystem eines Patienten durch das eines gesunden Spenders
ersetzt wird: Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (aHSZT).
Jedes Jahr werden in Deutschland uber 3000 Patienten allogen
stammzelltransplantiert und durfen so selbst bei hamatologischen Neoplasien mit
den ungunstigsten Risikoprofilen noch eine Hoffnung auf Heilung haben (4).
Allerdings kommt dieser starke therapeutische Effekt nicht ohne komplexe
immunvermittelte Komplikationen. Eine dieser Komplikationen ist die chronische
GvHD, welche je nach Studie bei teilweise Uber 60% der Langzeituberlebenden
auftritt (5).

Trotz einer stetigen Weiterentwicklung und einer damit einhergehenden
Verbesserung der Prognose der Patienten entwickeln auch heute noch bis zu
50% der Transplantierten ein Rezidiv (6) mit einer infausten Prognose, flr
welches das Risiko in den ersten zwei Jahren nach Transplantation am hochsten
ist.

Die beiden genannten Komplikationen verdeutlichen die bleibende hohe
Morbiditat der Patienten nach allogener Stammzelltransplantation. Bei einem
Langzeituberleben von 85% nach zehn Jahren bei Patienten, welche die ersten
beiden Jahre Uberlebt hatten (7), bedeutet dies nicht nur eine enorme Belastung



fur die Patienten, sondern auch eine Okonomische Belastung fur das
Gesundheitssystem.

Bei der Transplantation eines gesamten Immunsystems ist es wahrscheinlich
unmoglich eine Zellpopulation zu identifizieren, welche sowohl den
therapeutischen Effekt vermittelt, als auch die schweren Nebenwirkungen zu
verhindern mag.

Dennoch hat sich Uber die Jahre eine Zellpopulation mit starker intrinsischer
Zytotoxizitat (8) herauskristallisiert, welche sicherlich weit weniger
Aufmerksamkeit als die hochspezifischen T-Lymphozyten erfahrt: Die naturlichen
Killerzellen.

Mit der ,naturlichen® Eigenschaft jede Zelle zu t6ten, welche sich ihnen nicht als
korpereigen und gesund zu erkennen gibt (9), werden ihnen GvHD-limitierende
und Rezidiv-verhindernde Effekte nachgesagt (10).

Diese Arbeit hat das Ziel, eine umfassende Phanotypisierung dieser Zellen im
Kontext der allogenen Stammzelltransplantation zu erstellen und zu prufen, ob
Veranderungen im Phanotyp der NK-Zellen mit haufigen Komplikationen der

Stammzelltransplantation korrelieren.



2. Literaturdiskussion

2.1. Haufigste Indikationen fur eine allogene Stammzell-

transplantation bei Erwachsenen
21.1. MDS

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind klonale Erkrankungen hamatopoetischer
Stammzellen, welche durch Dysplasien von Blut- und Knochenmarkzellen
gekennzeichnet sind und so zu einer hamatopoetischen Insuffizienz fihren kdnnen.
Zudem besteht ein Risiko fiir das Ubergehen in eine akute Leukamie (11).

Das MDS tritt mit einem medianen Erkrankungsalter von 75 Jahren etwas haufiger bei
Mannern als bei Frauen auf. Insgesamt liegt die Inzidenz bei etwa 4-5 pro 100 000
Einwohnern pro Jahr (12).

Pathogenetisch liegt dem MDS eine Akkumulation von genomischen Schaden
zugrunde, welche zu einer Selektion entarteter Stammzellen fuhrt, die im Verlauf der
Erkrankung die gesunde Hamatopoese verdrangen kdnnen (13).

Meist fallt das MDS durch eine Anamie auf, wobei auch Bi- oder Panzytopenien
vorliegen konnen (14).

Entscheidend fur die Diagnose ist die Zytomorphologie des Blutes und des
Knochenmarks in welcher bei mindestens einer Zellreihe bei mindestens 10% der
Zellen Dysplasiezeichen vorliegen mussen. Dabei zeigt sich das Knochenmark in der
Regel normo- oder hyperzellular, kann in manchen Fallen aber auch hypozellular sein
(15).

Anhand des revidierten international prognostic scoring system (IPSS) kann eine
Risikostratifizierung vorgenommen werden (16), welche das therapeutische Vorgehen
mitbestimmt. In dieses geht auch der Anteil der Blasten in Blut und Knochenmark mit
ein, welcher im Gegensatz zur akuten myeolischen Leukamie bei unter 20% liegt (14).
Wahrend bei Niedrigrisiko-MDS ein abwartendes Verhalten und bei symptomatischer
Anamie eine Gabe von Erythropoetin oder die Transfusion von
Erythrozytenkonzentraten Anwendung finden kdnnen, kommt bei Hochrisiko-MDS die
allogene Stammgzelltransplantation als kurative Therapieoption zum Einsatz (15).



2.1.2. AML

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist eine Neoplasie der Myelopoese, die ihren
Ursprung in einer klonalen Proliferation CD34*-Vorlauferzellen hat (17).

Sie ist mit einem Altersmedian von 72 Jahren eine Erkrankung des Alters (18) und hat
insgesamt eine Inzidenz von 3,7 pro 100 000.

Das klinische Erscheinungsbild ist durch die zunehmende hamatopoetische
Insuffizienz bestimmt. So kann es zu einer Anamie mit verringerter Leistungsfahigkeit,
Blutungsneigung durch Thrombozytenmangel und Infektanfalligkeit im Rahmen einer
Neutropenie kommen. Unbehandelt fuhrt die AML meist innerhalb eines Jahres zum
Tod (19).

Diagnostiziert wird die AML mithilfe einer Zytologie oder Biopsie des Knochenmarks,
wobei ein Blastenanteil von 220% im peripheren Blut oder Knochenmark
krankheitsdefinierend ist (14).

Mit Hilfe zytologischer und zyto- und molekulargenetischer Diagnostik kann die AML
anhand der aktuellen WHO Kilassifikation in unterschiedliche Subgruppen eingeteilt
werden (20).

Die unterschiedlichen molekular-zytogenetischen Veranderungen erlauben zudem
eine Einteilung in drei verschiedene prognostische Gruppen gemaf der Klassifikation
des European LeukemiaNet (21) (Tabelle 1). Neben den molekular-zytogenetischen
Veranderungen ist das Alter der wichtigste prognosebestimmende Faktor (18).

Die Therapie der AML richtet sich nach Alter des Patienten, zugrundeliegenden
Mutationen und Risikoklassifizierung.

Sie gliedert sich in eine Induktionstherapie mit dem Ziel des Erreichens einer
Remission und eine Postremissionstherapie. Das 7+3-Schema mit Cytarabin an
sieben und einem Anthrazyklin an drei Tagen stellt den Standard fur die
Induktionstherapie bei jungeren und fitten alteren Patienten dar (22). Abhangig vom
Risikoprofil schlie3t sich bei Patienten mit einem niedrigen Risiko eine
Chemokonsolidierung mit hochdosiertem Cytarabin und bei Patienten mit hohem
Risiko eine Konsolidierung mit einer allogenen Stammzelltransplantation an (22).

Fur altere Patienten, welche nicht fur eine hochdosierte Induktionschemotherapie
geeignet sind, stehen lediglich palliative Ansatze zur Verfugung. Neben einer rein
symptomatischen Gabe von Hydroxyurea zur Senkung der Leukozytenzahl kdnnen
mit hypomethylierenden Substanzen wie 5-Azacitidin und Decitabin eine Verlangerung

der Lebenszeit bei hochstmdglicher Lebensqualitat erreicht werden (22).



Tabelle 1: Risikostratifizierung der AML

Risikogruppe Genetische Aberrationen

gemal ELN

Gunstig

Intermediar

Ungilinstig

£(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
Mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-|TDniedrig*
Biallelisch mutiertes CEBPA

Mutiertes NPM1 mit FLT3-ITDr" (normaler Karyotyp)
Wildtyp-NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp) oder mit
FLT3-ITDrese" (mit oder ohne ungunstige genetische
Aberrationen)

t(9;11)(p22;923); MLLT3-KMT2As

Zytogenetische Aberrationen, die nicht als gunstig oder
ungunstig eingestuft wurden

t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); KMT2A-Genumlagerung
t(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1

inv(3)(921926.2) oder (3;3)(q21;926.2); GATA2, MECOM
(EVI1)

-5 oder del(5q); -7; -17/abnl(17p)

komplexer Karyotyp (=3 Aberrationent)

monosomaler Karyotyp (eine Monosomie, assoziiert mit
mindestens einer weiteren Monosomie oder einer anderen
strukturellen, chromosomalen Aberration (auf3er CBF-AML))
Wildtyp-NPM1 mit FLT3-1TDree*

Mutiertes RUNX T+

Mutiertes ASXL 1+

Mutiertes TP53



2.2. Allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation

Die hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) stellt ein Therapieverfahren
fur eine Vielzahl hamatologischer Erkrankungen dar, bei welchem dem Patienten nach
Ablation der eigenen hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark zur Bildung
einer neuen Hamatopoese vitale hamatopoetische Stammzellen Ubertragen werden.

Man unterscheidet zwischen einer autologen Transplantation, bei welcher dem
Patienten eigene Stammzellen vor Therapiebeginn entnommen und im weiteren
Verlauf wieder infundiert werden und einer allogenen Transplantation, bei welcher die
infundierten Stammzellen von einem gesunden Spender stammen.

Stammzellen konnen hierfur durch direkte Aspiration von Knochenmark aus dem
Beckenkamm, nach Mobilisation mit Hilfe von Wachstumsfaktoren mittels einer
Leukapherese aus dem peripheren Blut oder aus Nabelschnurblut gewonnen werden
(23).

Die allogene HSZT kommt z.B. bei der Therapie von Erkrankungen, welche von
hamatologischen Stammzellen ausgehen zum Einsatz. Hierzu zahlen in erster Linie
maligne hamatologische Erkrankungen (akute lymphatische Leukamie (ALL), akute
myeloische Leukamie (AML) chronisch myeloische Leukamie (CML)) aber auch
andere hamatologische Erkrankungen, wie myelodysplatische Syndrome (MDS),
paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie (PNH), aplastische Anamie (AA) und
Hamoglobinopathien (23).

Durch Ablation der patienteneigenen Hamatopoese werden die Ausgangszellen dieser
Erkrankungen eliminiert und durch Ubertragung gesunder Stammzellen eine neue
gesunde Hamatopoese etabliert.

Hierbei soll das sich neu entwickelnde ,Spender‘-Immunsystem zusatzlich einen
Graft-versus-Leukamie Effekt (GVL) ausuben und mdgliche verbliebene entartete
Stammzellen des Empfangers eliminieren (24).

Auf der anderen Seite kann das transplantierte Immunsystem sich auch gegen
gesundes Spendergewebe richten und eine Graft-versus-Host Reaktion (GvHD)
verursachen (24).

Zur Prophylaxe einer solchen GvHD ist es wichtig, dass sich Spender und Empfanger
moglichst immunologisch ahnlich sind. Um dies zu erreichen, kdnnen Stammzellen
von einem Geschwister oder von einem nicht verwandten Spender mit einer moglichst

groBen Ubereinstimmung in den humanen Leukozytenantigenen (HLA) verwendet
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werden, wobei auch eine Transplantation mit einem nicht HLA identischen Spender
mit einem entsprechend erhdhten Risiko fur eine GvHD moglich ist (25).

Die grote Herausforderung ist es daher, die Alloreaktivitat des transplantierten
Immunsystems so zu balancieren, dass sie auf der einen Seite stark genug ist, um

einem Rezidiv vorzubeugen, aber auf der anderen Seite auch keine GvHD verursacht.

In einem Mausmodell der allogenen HSZT konnten Barnes et al. (3) 1956 bereits
fundamentale Grundlagen einer erfolgreichen HSZT ausmachen. Zwei Gruppen von
Mausen erhielten eine Bestrahlung als antileukdmische Therapie und zur Therapie der
Myelosuppression entweder Stammzellen von einem syngenen oder allogenen
Mausstamm.

In der Gruppe, welche Stammzellen von syngenen Mausen erhielt, starben die meisten
Mause an einem Rezidiv, wahrend in der allogen transplantierten Gruppe kein Rezidiv
auftrat aber alle Mause eine GvHD entwickelten. So konnte postuliert werden, dass
1. eine vorbereitende antileukamische Therapie vor HSZT natig ist,

2. das transplantierte Immunsystem Rezidive der Leukamie verhindern kann,

3. das transplantierte Immunsystem sich auch gegen gesundes Empfangergewebe
richten kann.

Thomas et al. (26) fuhrten 1957 allogene Transplantationen an sechs Menschen
durch, wobei zu diesem Zeitpunkt noch wenig uber die notige Histokompatibilitat
bekannt war. Das Transplantat wuchs nur bei zwei Patienten an und alle Patienten
verstarben innerhalb von 100 Tagen.

Mit der Entwicklung von Methoden zur HLA-Typisierung Mitte der 1960er Jahre wurde
es moglich, Spender und Patienten diesbezlglich abzugleichen (27). 1990 erhielt E.
Donnall Thomas den Nobelpreis fur Medizin flr seine Entdeckungen auf dem Gebiet
der Zelltherapien.

Kolb et al. beobachteten, dass Infusionen mit Lymphozyten des urspringlichen
Spenders nach der Transplantation wirksam in der Behandlung von Rezidiven waren,
was einen immuntherapeutischen Effekt im Sinne des GVL-Effektes bestatigte und zu
der Entwicklung von nicht-myeloablativen Konditionierungsregimen fuhrte, wie sie

heute in der Mehrzahl der Falle durchgefuhrt werden, beigetragen hat (28).



2.3. Graft-versus-Host Disease

Bei der GvHD handelt es sich um eine transplantationsbedingte Komplikation, bei der
sich immunkompetente Immunzellen des Spenders gegen gesundes Gewebe des
Empfangers richten. Die GvHD stellt neben dem Rezidiv die Hauptursache fur
Mortalitat und Morbiditat nach Transplantation dar. Man unterscheidet zwischen einer
akuten Form der GvHD (aGvHD) und einer chronischen (cGvHD). Die Inzidenz fur eine
klinisch signifikante aGvHD (Grad II-1V) liegt bei etwa 40%, wahrend eine cGvHD bei
ungefahr 30-70% der Langzeituberlebenden zu beobachten ist (29, 30).

1966 stellten Billingham et al. (31) drei Voraussetzungen fur die Entstehung einer
GvHD auf: 1. Der Graft muss immunkompetente Zellen enthalten. 2. Der Empfanger
muss Gewebeantigene exprimieren, welche im Spender nicht vorhanden sind. 3. Der
Empfanger ist nicht fahig, eine adaquate Antwort einzuleiten, um die transplantierten
Zellen zu eliminieren.

Die Inzidenz der GvHD ist abhangig von Disparitat in den HLA-Genen zwischen
Spender und Empfanger (32-36), wobei auch bei HLA-identen verwandten Spendern
noch ein Risiko von etwa 35% fur eine akute GvHD Grad II-IV bestehen bleibt (33),
was auf eine Bedeutung von genetischen Unterschieden, welche aul3erhalb der
bekannten HLA-Genloci liegen, hindeutet.

Die aGvHD manifestiert sich in erster Linie an der Haut, dem Gastrointestinaltrakt und
der Leber. Typische Symptome sind ein juckendes makulopapuloses Exanthem,
Hyperbilirubinamie mit Ikterus, Ubelkeit und Erbrechen und volumindse und blutige
Durchfélle. Die aGvHD wird anhand klinischer und Laborparameter mithilfe der 1994
auf der Consensus Conference in Keystone revidierten Glucksberg Klassifikation in
vier Stadien eingeteilt (37): Grad I (mild), Grad Il (moderat), Grad Il (schwer), Grad IV
(sehr schwer) (Tabelle 2).

Pathophysiologisch geht der aGvHD eine Schadigung von Empfangergewebe
verursacht durch die Grunderkrankung, vorausgegangene Infektionen oder das
Konditionierungsregime voraus (38). Die betroffenen Organsysteme Haut,
Gastrointestinaltrakt und Leber stellen hierbei Organsysteme dar, welche auf der einen
Seite eine Barrierefunktion Ubernehmen und auf der anderen Seite den ersten Ort fur
eine Interaktion mit exogenen Noxen stellen. Schadigung der genannten
Organsysteme flihrt zu einem Untergang von Zellen und der Freisetzung von damage-
associated-pattern-molecules (DAMPs) (39, 40) und durch Verlust der Barrierefunktion
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zu einem vermehrten Ubertritt von pathogen-associated-pattern-molecules (PAMPs)
(41), was zu einer gesteigerten Freisetzung von proinflammatorischen Molekulen wie
Ifn-y, TNF-a und IL-1 (42) und zur Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen
(APCs) (40) fuhrt.

In der Folge erkennen T-Lymphozyten mit ihren T-Zell-Rezeptoren (TCR) Peptide,
welche von den APCs Uber Major-Histocompatibility-Complex Molekile (MHC)
prasentiert werden, oder die fremden MHCs des Empfangers selbst und werden
dadurch aktiviert (43).

Aktivierte T-Zellen differenzieren, proliferieren und wandern in die Zielgewebe ein, wo
sie durch direkte zytotoxische Wirkung uber den Fas/FasL oder den Perforin/Granzym
Weg (44) oder durch Sekretion inflammatorischer Zytokine (44) das Gewebe
schadigen.

Zur Pravention einer aGvHD wird eine pharmakologische Prophylaxe, welche fur
gewohnlich aus einem Calcineurininhibitor (Ciclosporin A, Tacrolimus) und
Methotrexat besteht, durchgefuhrt (45, 46).

Eine weitere Methode der Pravention stellt die in-vivo Depletion von T-Zellen mittels
anti-Thymozyten-Globulin  (ATG) (45) oder des monoklonalen Antikorpers
Alemtuzumab gegen CDS52 dar (47). Diese fuhrt zwar zu einer deutlich reduzierten

Inzidenz von GvHD, aber auch zu einem erhohten Risiko fur Infektionen und Rezidive

(47).
Bei Manifestation einer GvHD gilt eine Therapie mit Kortikosteroiden als Therapie der
Wahl (48).
Tabelle 2: Organstadien der aGvHD
Haut Darm Leber
Klinisches Bild Diarrhoe ml/Tag Bilirubin mg/dl
0 Kein Diarrhoe <500ml/Tag | <2
Erythem/Exanthem
1 Makulopapuldses Diarrhoe 500-1000 2-3
Exanthem ml/Tag oder
<25% der 3-6 Stuhle/Tag oder
Kérperoberflache Ubelkeit
2 Makulopapuldses Diarrhoe 1000-1500 3-6
Exanthem ml/Tag oder
25-50% der >6 Stihle/Tag
Kérperoberflache
3 Generalisiertes Diarrhoe >1500 6-15
Exanthem ml/Tag
4 Generalisiertes Akutes Abdomen mit | >15
Exantehm mit oder ohne
Blasenbildung und paralytischem lleus
Desquamation >5% blutige Diarhhoe
KOF



Die cGvHD zeichnet sich durch eine vielfaltige klinische Manifestation aus, welche
nicht wie bei der akuten Form auf epitheliale Gewebe (Haut, Gastrointestinaltrakt,
Leber, Lunge) beschrankt ist (30). Die genaue Pathophysiologie der cGvHD scheint
komplexer und ist weniger gut verstanden als die der aGvHD und ist eher durch eine
Fibrose als durch Inflammation gekennzeichnet. Die Initierung der cGvHD verlauft
ahnlich wie bei der aGvHD mit einem durch Grunderkrankung oder Konditionierung
ausgelosten Gewebeschaden, welcher in einem proinflammatorischen Milieu zur
Aktivierung von T-Lymphozyten fuhrt. Fur die cGvHD scheint zusatzlich eine
Aktivierung von B-Lymphozyten mit folgender Sekretion von Alloantikdrpern (49) und
eine Schadigung des Thymus durch Konditionierung, Therapie mit Calcineurin-
Inhibitoren und alloreaktive T-Zellen mit folgendem Verlust zentraler Toleranz von
Bedeutung zu sein (50). Diese Mechanismen fuhren zu einem Gesamtbild ahnlich
einer Autoimmunerkrankung mit chronischer Entziindung, welches in einer gestorten
Gewebereparatur endet (51).

Fiar die cGvHD steht bisher keine etablierte Standardprophylaxe zur Verfugung, und
in der Therapie kommt, ahnlich wie bei der aGvHD, vor allem eine immunsuppressive

Therapie mit Kortikosteroiden zum Einsatz (52).
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2.4. Rezidiv

Das Rezidiv der AML stellt die haufigste Manifestation eines Therapieversagens nach
allogener HSZT dar und betrifft abhangig vom Krankheitsstatus und den
zugrundeliegenden Mutationen bis zu 50% der transplantierten Patienten (6).

Die Prognose von Patienten, welche ein Rezidiv erleiden, ist ausgesprochen schlecht,
da viele von ihnen, gerade bei einem fruhen Rezidiv, eine erneute intensive Therapie
nicht vertragen oder refraktar auf eine solche sind. So betragt die Zwei-Jahres-
Uberlebensrate von Patienten nach einem Rezidiv unabhangig von der gewahlten
Therapie unter 20% (53).

Wahrend eine Reihe von Faktoren, wie etwa eine Resistenz gegenuber der
Konditionierungstherapie, eine Rolle bei der Entstehung des Rezidivs spielen, spiegelt
ein Rezidiv haufig die Tatsache wider, dass T-Zellen und NK-Zellen des Spender-
Immunsystems anfangs nach der Transplantation in der Lage waren die Krankheit zu
kontrollieren, die Leukamiezellen letztendlich aber eine Moglichkeit gefunden haben
der Immunabwehr zu entkommen.

Es gibt verschiedene Wege, wie sich Leukamiezellen der Uberwachung durch das
transplantierte Immunsystem entziehen konnen. Eine verringerte, beziehungsweise
veranderte, Expression von HLA-Molekulen kann z.B. effektiv die Aktivierung von T-
Zellen unterdricken.

Im Rahmen der haploidenten Transplantation konnte beobachtet werden, dass
Leukamiezellen das ,gemismatchte” Allel verlieren und sich so der Abwehr durch die
T-Zellen des Spenders entziehen (54). Da dies durch eine Duplikation des
,gematchten” Allels zustande kommt, ist die Expression von HLA-Molekulen
insgesamt nicht reduziert und es kommt nicht zu einer Aktivierung von NK-Zellen.
Zusatzlich begunstigen nicht-genomische Veranderungen eine verminderte
Expression von HLA-II-Molekullen bei HLA-gematchten und —mismatchten Patienten
und vermindern so die Immunogenitat der Leukamiezellen (55, 56).

Alternativ konnen Leukamiezellen die Immunantwort auch durch eine verstarkte
Expression von Immun-Checkpoint Molekullen einschranken (z.B. PD-L, B7-H3, CD80,
PVRL2) (56).

Uber eine Modulation der Freisetzung von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen

konnen Immunzellen indirekt beeinflusst werden. So konnte gezeigt werden, dass
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AML-Zellen unter anderem anti-inflammatorisches Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-
10 (IL-10) produzieren (57).

IL-15 begunstigt eine Expansion und Aktivierung von Effektor-T-Zellen und NK-Zellen
und dessen Produktion ist in AML-Zellen mit internen Tandemduplikationen der FMS-
like-Tyrosin-Kinase 3 (FLT-3-ITD) blockiert (58). Reduzierte Serumspiegel von IL-15
sind mit einem erhohten Risiko fur ein Rezidiv assoziiert (59).

Zuletzt kann die Akquirierung neuer treibender Mutationen (z.B. TET1, NRAS,

WT1, ETV6, RUNX1, DNMT3A, NPM1, IDH1, FLT3 ITD oder PHF6) die Proliferation
der Leukamiezellen weiter steigern und so moglicherweise die Kapazitaten der

reaktiven T-Zellen und NK-Zellen Uberschreiten (60).

Fir die Therapie des Rezidivs nach Stammzelltransplantation ist es von
entscheidender Bedeutung, dass diese so fruh wie moglich initiiert werden kann, wenn
die Tumorlast noch gering und eine gewisse Kontrolle durch das transplantierte
Immunsystem gegeben ist. Daher kommen verschiedenen Methoden zur
Uberwachung der minimalen bleibenden Krankheit (,minimal residual disease“ =MRD)
grol3e Bedeutung zu, um schon ein molekulares Rezidiv behandeln zu kbnnen und so
dem hamatologischen Rezidiv vorzubeugen. So kann ein molekulares Rezidiv durch
die Detektion von Genmutationen (61), den Transkripten von Fusionsgenen (62) und
der Uberexpression bestimmter Gene (z.B. Wilms Tumor 1 (WT1)) (63) aber auch
durch Veranderungen im Empfanger zu Spender Chimarismus (64) und mithilfe der

Durchflusszytometrie (64) frihzeitig erkannt werden.

Bei der Therapie stehen die zellularen Therapien wie Donor-Lymphozyteninfusionen
(DLIs) (65) und eine zweite Transplantation den pharmakologischen Therapien wie der
konventionellen Chemotherapie und gezielten Therapien wie etwa FLT3-Inhibitoren
(z.b. Sorafenib) gegenuber (66).

Eine konventionelle Chemotherapie stellt nur flr einen geringen Anteil von Patienten
bei einem Rezidiv eine Therapieoption dar, da der Gesundheitszustand der meisten
Patienten eine solche nicht erlaubt. Auch das Ansprechen ist stark eingeschrankt und
nicht von langer Dauer, wobei dieses durch eine Gabe von Spenderzellen verlangert
werden kann (2-Jahres-Gesamtuberleben von 55% bei Patienten, die eine zweite
Transplantation oder DLI erhielten, gegenuber 20% bei Patienten, die keine

Spenderzellen erhielten (67)). Prognostisch gunstig ist hierbei ein Abstand von
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mindestens 5 Monaten vom Rezidiv zur Transplantation, welcher eine initiale Kontrolle
der Leukamie durch das transplantierte Immunsystem widerspiegelt (67).

Neben gezielten pharmakologischen Therapien gegen treibende Mutationen spielt
auch der Einsatz hypomethylierender Substanzen wie 5-Azacytidin eine
entscheidende Rolle (68).

Diese verursachen eine Reexpression epigenetisch ausgeschalteter Antigene,
endogener retroviraler Elemente und dsRNA, was eine antivirale Interferon-Antwort
verursacht und die Sichtbarkeit der Zellen fur das Immunsystem erhoht (69). Zusatzlich
scheinen sie den GVL-Effekt von NK-Zellen zu steigern, ohne das Risiko flur eine
GvHD zu erhohen (70).
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2.5. Infektionen

Die langanhaltende Leukopenie bis zur Rekonstitution nach Stammzell-transplantation
begunstigt die Entstehung von Infektionen durch eine Vielzahl von Erregern.
Bakterielle und mykotische Infektionen spielen hierbei vornehmlich frih nach
Transplantation in Phasen der Neutropenie eine besondere Rolle (71). Hier ist eine
adaquate Infektionsprophylaxe von hochster Bedeutung (72) und bei aktiver Infektion
eine rasche und passende antibiotische beziehungsweise antimykotische Therapie
indiziert.

Nach Rekonstitution der neutrophilen Granulozyten bleibt aufgrund einer verzégerten
Rekonstitution der lymphozytaren und adaptiven Immunitat jedoch eine Anfalligkeit
gegenuber viralen Erregern langer bestehen (71). Die notige anhaltende
Immunsuppression zur Prophylaxe einer GvHD verstarkt und verlangert diese Gefahr
um einiges.

So stellen virale Infektionen einen erheblichen Faktor fur die langerfristige Morbiditat
und Mortalitat nach Stammzelltransplantation dar (73, 74).

25.1. CMV

Das Humane Cytomegalievirus (CMV) ist ein ubiquitar vorkommendes -Herpesvirus,
welches bei immunkompetenten Personen in der Regel eine asymptomatische
Primarinfektionen verursacht und zur Serumkonversion fuhrt. Anschliel3end persistiert
es in einer latenten Form im Wirt und die globale Serumpravalenz betragt etwa 80%
(75).

Unter Zustanden der Immunsuppression kann es zu einer Reaktivierung des Virus
kommen, welche in einer klinisch signifikanten Auspragung trotz der aktuellsten
zugelassenen Virustatika noch immer bei 37,5% der Patienten nach aHSZT auftritt
(73).

Da das Immunsystems des Empfangers durch die Konditionierungstherapie eradiziert
wird, haben seropositive Empfanger mit einem seronegativen Spender die hochste
Inzidenz einer CMV-Reaktivierung, da diese Patienten von einer Rekonstitution von T-
Zellen Uber den Thymus abhangig sind, um eine primare T-Zell Antwort auf die
Reaktivierung zu initiieren (76).
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Eine unkontrollierte Replikation von CMV kann zu lebensbedrohlichen
Endorganschaden wie einer interstitiellen Pneumonie oder Befall des
Gastrointestinaltrakts fihren und sich seltener auch als Retinitis, Hepatitis oder
Enzephalitis manifestieren.

Fortschritte bei der antiviralen Therapie haben die Inzidenz von tatsachlichen CMV-
Erkrankungen im ersten Jahr nach Transplantation auf etwa 10% reduziert (77).
Dennoch liegt die Mortalitat bei einer manifesten CMV-Pneumonie bei bis zu 70%
innerhalb der ersten sechs Monate nach Diagnosestellung (78). Ein gastrointestinaler
Befall ist schwer von einer GvHD zu unterscheiden, welche oft bei denselben Patienten
auftritt (79).

Zudem kann eine CMV-Reaktivierung das Outcome auch indirekt durch die Toxizitat
der antiviralen Therapie und komplexe Einflusse auf die Immunrekonstitution negativ
beeinflussen. Es besteht eine wechselseitige Beziehung zwischen der Entstehung von
GvHD und CMV-Reaktivierung (80) und eine CMV Reaktivierung erhoht die Mortalitat

durch bakterielle Infektionen und Pilzinfektionen (81).

Die Funktionalitat des Immunsystems hat mafigeblichen Effekt auf das Risiko einer
CMV-Reaktivierung oder Erkrankung und umgekehrt hat CMV tiefgreifenden Einfluss
auf die Immunrekonstitution nach HSZT (82).

So kodiert die CMV-DNA fur verschiedene immunmodulatorische Genprodukte, wie
etwa ein Homolog des immunsuppressiven Interleukin-10, welche sowohl wahrend der

latenten als auch der replikativen Phase exprimiert werden (83).

NK-Zellen sind die ersten Zellen, die bei der Abwehr von CMV-Infektionen und
Reaktivierungen aktiv werden und die Rekonstitution von NK-Zellen beeinflusst den
Verlauf von CMV-Reaktivierungen nach HSZT (84). Allerdings besitzt CMV vielfaltige
Mechanismen, um die Aktivierung von NK-Zellen zu verhindern.

Auf der einen Seite kann CMV auf zwei Wegen die Signalvermittiung uber
inhibitorische Rezeptoren verstarken: 1. Das virale Protein UL40 ahnelt der
Signalsequenz vieler HLA-C Allele und kann so die Expression von HLA-E auf
infizierten Zellen stabilisieren und NK-Zellen Uber NKG2A inhibieren (85). 2. CMV
verursacht die Expression von UL18 als Homolog von MHC-Klasse-I-Molekulen,
welches Uber den Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily B member 1
(LILRB1) NK-Zellen inhibiert (86).
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Auf der anderen Seite kann CMV die Expression von Liganden fur den aktivierenden
NK-Zell-Rezeptor NKG2D herunterregulieren (87, 88) und mithilfe des Proteins pp65
die CD3¢-Domane von Nkp30 dissoziieren und somit die Funktionalitdat von NK-
Zellen generell einschranken (89).

Als mogliche Adaptation konnte beobachtet werden, dass eine CMV-Reaktivierung zu
einer raschen Expansion von NKG2C*-NK-Zellen flhrt (90).

Nach Transplantation wird eine mogliche CMV-Reaktivierung mittels quantitativer PCR
Uberwacht, um dann bei Auftreten von Virus-DNA in der Regel eine praemptive
Therapie mit Ganciclovir oder Foscavir zu initiieren. Mit Letermovir wurde 2017 ein
wirksames Virustatikum zur Prophylaxe zugelassen, welches an der viralen Terminase
angreift, jedoch nicht bei allen Patienten eine Reaktivierung verhindern konnte (73).
Die Entwicklung weiterer Virustatika mit anderen Zielstrukturen, sowie CMV
spezifische Impfungen und Zelltherapien sind Gegenstand aktueller Forschung (91).

16



2.5.2. EBV

Das zu den y-Herpesviren gehorende Epstein-Barr-Virus (EBV) ist ein weiterer
wichtiger viraler Verursacher von Morbiditat und Mortalitdt nach HSZT (74). Die
Primarinfektion lauft bei Kindern oft ohne gravierende Klinik ab, kann aber gerade bei
alteren Patienten das Bild einer infektibsen Mononukleose verursachen. Nach
stattgehabter Primarinfektion besitzt EBV ahnlich wie CMV die Fahigkeit, in einer
latenten Form im Wirtsorganismus zu verbleiben.

Das Virus verweilt in B-Lymphozyten und die Infektion wird durch EBV-spezifische
zytotoxische T-Lymphozyten kontrolliert (92).

Im Rahmen der Transplantation, wenn die Zahl der T-Lymphozyten niedrig ist, kann
es zu einer erneuten EBViramie und zur Entwicklung einer Posttransplantions
lymphoproliferativen Erkrankung (PTLD) kommen. Das Virus verlangert die Lebenszeit
von infizierten B-Lymphozyten, was zu einer verstarkten Akquirierung von Mutationen,
die eine maligne Entartung vorantreiben und schlieRBlich zur Entstehung von
Lymphomen fuhrt (93, 94).

Klinisch prasentiert sich die PTLD ahnlich einer systemischen Mononukleose fir
gewohnlich mit anhaltendem Fieber, Lymphadenopathie und Tonsilitis bis hin zu
Lymphomen (meist phanotypisch ahnlich einem Diffus groRzelligen B-Zell-Non-
Hodgkin-Lymphom) (95).

Es kann aber auch zu anderen Organmanifestationen wie Hepatitis, Colitis,
Pneumonie, Nephritis oder einem ZNS-Befall kommen (96).

Die Therapie einer manifesten PTLD setzt sich aus einer Reduktion der
Immunsuppression, der Gabe von Rituximab und der Gabe von EBV-spezifischen T-
Lymphozyten zusammen.

Neben den spezifischen T-Zellen spielen auch NK-Zellen eine Rolle bei der
Eliminierung von infizierten B-Lymphozyten (97) und konnten nach HSZT mafgeblich

zu einem Schutz gegenuber einer Reaktivierung beitragen.
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2.6. Immunsystem

Aufgabe des Immunsystems ist der Schutz des Organismus gegenuber pathogenen
Mikroorganismen (98) und entarteten Zellen.

Es lasst sich in eine unspezifische und eine spezifische Immunabwehr unterteilen,
welche auf zellularem Weg oder auch auf humoralem Weg vermittelt werden.

Zellen der unspezifischen Immunabwehr (z.B. Makrophagen, neutrophile
Granulozyten und NK-Zellen (99) erkennen auf ihren Zielen PAMPs und DAMPs
mithilfe von pattern-recognition-Rezeptoren wie etwa den Toll-like-Rezeptoren (100).
In der Folge konnen sie ihre Ziele entweder direkt abtoten und zusatzlich Uber die
Sezernierung proinflammatorischer Zytokine und Interferone eine Kaskade der
Immunabwehr initiieren.

Die zellulare spezifische Immunabwehr wird in erster Linie von den Lymphozyten (T-
Lymphozyten und B-Lymphozyten) getragen.

T-Zellen erkennen mithilfe ihres hochspezifischen T-Zell-Rezeptors antigene
Strukturen, welche von anderen Zellen auf MHC-Molekilen exprimiert werden.
Antigenprasentierende Zellen prasentieren intrazellulare Proteine Uber MHC-Klasse |l
Molekule, welche von CD4+T Zellen mit immunmodulatorischer Wirkung erkannt
werden. Das Erkennen von Antigenen auf MHC-Klasse | Molekulen auf anderen Zellen
durch CD8+T-Zellen fuhrt zur Lyse der exprimierenden Zelle durch die T-Zelle.

Die ,Ausbildung® von T-Zellen findet im gesunden Organismus im Thymus statt, wo T-
Zellen mit einem T-Zell-Rezeptor gegen korpereigene Antigene aussortiert werden
(101). Nach aHSZT kann die Rekonstitution der T-Zellen durch eine ,periphere
homeostatische Expansion“ zudem auch in der Peripherie stattfinden (102). Allerdings
geht diese Rekonstitution mit erheblichen quantitativen und qualitativen Defiziten
einher (101). Diese qualitativen Defizite sind unter anderem durch eine verminderte
Variabilitat der T-Zellen bedingt, welche zusatzlich das Risiko fur eine aGvHD zu
erhohen scheint (103).

Am starksten wird die T-Zell-vermittelte Immunitat jedoch durch die langsame
Rekonstitution, mit Erreichen von normalen Werten zwischen 6-12 Monaten nach
Transplantation (104), eingeschrankt.

Da T-Zellen jedoch als die entscheidenden Effektorzellen im Pathomechanismus der
aGvHD gelten, gibt es Protokolle, welche ATG und Campath zur GvHD-Prophylaxe
verwenden. Der Einsatz dieser Medikamente stellt zwar eine effektive GvHD-
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Prophylaxe dar, schrankt die Rekonstitution der T-Zellen allerdings derart ein, dass es
zu einer deutlich erhdhten Rate an viralen Infektionen kommt (105).

Aktivierte CD4+ T-Zellen sind in der Entzindungskaskade auch fur Aktivierung von B-
Zellen verantwortlich. Aktivierte B-Zellen differenzieren zu Plasmazellen, welche
spezifische Antikorper bilden, und somit maf3geblich zur humoralen Immunabwehr
beitragen. Diese konnen sich nach einer durchgemachten Infektion auch zu
Gedachtnis-B-Zellen differenzieren und bei erneutem Antigenkontakt rapide
expandieren und Antikorper bilden.

B-Zellen erreichen etwa ein halbes Jahr nach Transplantation die Konzentrationen wie
in gesunden Individuen, wobei die Zahl der Gedachtnis-B-Zellen bis zu zwei Jahre
nach Transplantation verringert bleibt (106). Besonders bei der cGvHD scheint die
Reifung von B-Zellen gestort (107, 108).

Durch diese verzogerte Rekonstitution des spezifischen Immunsystems sind GvL-
Effekt und Infektabwehr insbesondere in den ersten Monaten bis Jahren nach
Transplantation stark eingeschrankt.
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2.6.1. Naturliche Killer-Zellen

Naturliche Killerzellen wurden 1975 erstmals beschrieben und sind Lymphozyten,
welche anders als B- und T-Lymphozyten der unspezifischen Immunitat angehoren.

NK-Zellen machen bei gesunden Personen etwa 10-15% der zirkulierenden
Lymphozyten aus, und ihre absolute Anzahl pro ul liegt zwischen 82 und 594 (109).

Im Menschen sind sie CD3CD56* und koénnen abhangig von der Menge des
exprimierten CD56 in folgende Subpopulationen unterteilt werden: CD56°"""CD16-,
welche als unreife NK-Zellen in erster Linie Zytokine wie Ifn-y sezernieren; reife
CD569™CD16*, welche 90% der NK-Zellen im peripheren Blut ausmachen und starke
zytotoxische Kapazitaten besitzen und die CD56"9"CD16*, welche eine

Zwischenpopulation auf dem Reifungsprozess darstellen (110-112).

NK-Zellen sind die ersten Lymphozyten, welche nach aHSZT vollstandig
rekonstituieren (113).

Im Gegensatz zu anderen Lymphozyten hangt die Erkennung von Zielzellen nicht von
spezifischen Antigenen ab, sondern entsteht durch die Integration von Signalen
inhibitorischer und aktivierender Rezeptoren (114).

Die inhibitorischen Rezeptoren, welche HLA-I-Molekule oder Klasse-I ahnliche
Molekile erkennen, beinhalten zwei Klassen: Die Killer-lmmunoglobulin-like
Rezeptoren (z.B. KIR2DL und KIR3DL) (115) und die C-Type Lectin Rezeptoren
CD94/NKG2A/B (116). Da HLA-1 auf allen gesunden korpereigenen Zellen exprimiert
wird, fuhrt die Erkennung des ,Selbst® auf diesem Wege zu einer Inhibition der NK-
Zelle und schutzt die Zelle vor der Lyse.

Des Weiteren fungieren Rezeptoren wie programmed death 1 (PD-1) (117), cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) (118), T cell immunoglobulin and mucin
domain containing-3 (TIM-3) (119), und T cell immunoreceptor with Ig and ITIM
domains (TIGIT) (120) als Immun-Checkpoints auf NK-Zellen und unterdricken bei
Ligandenbindung eine Aktivierung der NK-Zelle.

Neben einer abweichenden Expression von HLA-Molekulen kdnnen gestresste und
entartete Zellen zudem Uber die Expression von Liganden fur die aktivierenden
Rezeptoren von NK-Zellen erkannt werden. Zu diesen aktivierenden Rezeptoren
gehoren: KIRs (KIR2DS und KIR3DS), NKG2D, DNAX Accessory Molecule-1 (DNAM-
1), der C-Typ Lectin Rezeptor CD94/NKG2C und die natural cytotoxicity Rezeptoren
(NKp30, NKp44, NKp46) (114).
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AulRerdem spielen NK-Zellen eine Rolle bei der antikorperabhangigen zellvermittelten
Zytotoxizitat (ADCC). Durch Bindung des Fab-Teils (fragment antigen binding) an
beispielsweise tumorassoziierte Antigene (TAA) und des Fc-Teils an CD16A wird eine
immunologische Synapse gebildet und die NK-Zelle aktiviert (121).

Ihre zytotoxische Wirkung gegenuber Zielzellen vermitteln NK-Zellen zum einen durch
die Freisetzung zytolytischer Granula mit Perforin und Granzymen (122) und zum
anderen durch Einleitung der Apoptose uber Aktivierung von Todesrezeptoren (123).
AuRerdem konnen NK-Zellen auf indirektem Wege durch die Sekretion von
Chemokinen und Zytokinen entartete Zellen toten und das angeborene und erworbene

Immunsystem regulieren (124).

Im Rahmen der allogenen HSZT spielen NK-Zellen somit eine entscheidende Rolle
bei der Vermittlung des GVL-Effekts, konnen aber gleichzeitig auch GvHD limitierende
Wirkung entfalten, indem sie antigenprasentierende Zellen oder alloreaktive T-Zellen
lysieren (10). Uber die Sekretion von Zytokinen wie Ifn-y kdnnen sie zusatzlich das

inflammatorische Milieu einer GvHD modulieren (125).
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2.7. NK-Zell Rezeptoren

2.7.1. CD56

Anhand des Levels der Expression des Adhasionsmolekils CD56 lassen sich NK-
Zellen in die zwei Haupt-Subpopulationen von NK-Zellen mit einer hohen (CD56"9)
und niedrigen Expression (CD56%™) unterteilen.

CD56"19"t NK-Zellen machen etwa 10% der NK-Zellen des Blutes aus und entsprechen
im derzeitigen wissenschaftlichen Konsens als Vorlaufer der CD56%™ eher unreifen
NK-Zellen (126). Eine geringere Expression von CD16 bedingt eine eingeschrankte
Fahigkeit zur antikbrperabhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat und eine niedrige
Expression von KIRs verleint ihnen eine leichte Aktivierbarkeit und
Proliferationsbereitschaft. Anstelle einer starken Zytotoxizitat besitzen sie eine
ausgepragte Kapazitat zur Sezernierung von Zytokinen (127). Zudem weisen sie eine
erhohte Expression von Adhasionsmolekiulen wie CD62L auf (128), was ihr
praferentielles Vorhandensein in sekundaren lymphatischen Organen erklart.

90% der NK-Zellen des peripheren Bluts sind CD569™ und weisen als reife NK-Zellen
eine hohe Expression von KIRs (129) und CD16 auf und sind die entscheidende
Subpopulation bei der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat.

Die Rekonstitution von NK-Zellen und Expression von CD56 nach HSZT ahnelt der
Entwicklung von der Kindheit, mit einem gréReren Anteil von CD56°"9" fr(ih nach
Transplantation, zum Erwachsenenalter, mit kleinerem Anteil der CD569", Eine
gestorte Rekonstitution, gemessen an einem geringeren Anteil von CD569" an der
Gesamtpopulation der NK-Zellen in den ersten zwei Monaten nach HSZT, wurde mit
dem Auftreten einer aGvHD in Verbindung gebracht (130).
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2.7.2. CD16

CD16 ist der Rezeptor, welcher entscheidend fur die antikdrperabhangige
zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) ist (121). Es handelt sich um einen Rezeptor, der
das Fc-Fragment von Immunglobulinen bindet, so opsonierte Zellen erkennt und in der
Folge die NK-Zelle zur Lyse dieser Zellen stimuliert.

Anhand der Expression von CD16 lassen sich die Subpopulationen von NK-Zellen
weiter klassifizieren: CD56P"9"-NK-Zellen kénnen sowohl positiv als auch negativ flr
CD16 sein, CD569™ sind in der Regel stark positiv fir CD16 und sind damit die
Hauptvermittler der ADCC.

Wie auch bei anderen Rezeptoren kommt es auch bei CD16 bei Ligandenbindung und
Aktivierung von NK-Zellen auf Dauer zu einer Internalisierung des Rezeptors (131). Im
Gegensatz zu anderen NK-Zell-Rezeptoren dauert die Wiederherstellung von CD16
auf der Zelloberflache jedoch deutlich langer, sodass die ADCC von NK-Zellen nach

ausgepragter Stimulierung fur langere Zeit eingeschrankt sind (132).
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2.7.3. KIR

Obwohl NK-Zellen bereits Mitte der 70er Jahre entdeckt wurden, blieb der
Mechanismus, mit welchem sie zwischen Tumorzellen und gesunden Zellen
unterscheiden konnten, lange unbekannt. Die Beobachtung, dass NK-Zellen
Lymphomzellen ohne MHC-Klasse | Molekule auf der Oberflache lysierten, wahrend
Lymphomzellen mit erhaltener Expression von MHC-Klasse | Molekullen resistent
waren, fihrte zur Postulierung der ,fehlenden-Selbst-Hypothese® (9). So mussten NK-
Zellen in der Lage sein, die Abwesenheit von eigenen MHC-Klasse | Molekulen auf
Zielzellen zu registrieren. Mit der Entdeckung der Killer Cell Immunoglobulin-like
Receptors (KIR) wurden die ersten Rezeptoren identifiziert, die den NK-Zellen dies
ermoglichen (115).

Es existieren allerdings auch aktivierende KIRs (133). In einem Prozess der
,=Erziehung von NK-Zellen® mussen die NK-Zellen mit mindestens einem
inhibitorischen KIR oder NKG2A das entsprechende MHC-Molekll binden, um voll
funktionsfahig zu werden, wahrend eine NK-Zelle mit einem aktivierenden KIR in
einem Individuum mit dem dazu passenden MHC-Molekul anerg wird (134, 135).
Neben den KIRs wurde spater noch NKG2A als weiterer inhibitorischer Rezeptor
identifiziert, welcher eigene gesunde Zellen anhand der Expression des nicht
klassischen HLA-Klasse | Molekuls HLA-E erkennen kann (116).

Wahrend unreife NK-Zellen keine KIRs exprimieren und NKG2A als inhibitorischen
Rezeptor besitzen, wird bei reifen CD569™-NK-Zellen auf eine Expression von KIRs
gewechselt (136).

Die KIR-Gen-Familie besteht aus 13 Genen und zwei Pseudogenen und es existieren
verschiedene Haplotypen, die sich in der Anzahl der enthaltenen Gene unterscheiden
(137).

Hinzu kommt ein ausgepragter alleler Polymorphismus (138), was zusammen zu einer
ausgepragten interindividuellen Variabilitat der KIR-Genotypen fuhrt.

Diese Variabilitat der KIR-Genotypen spielt vor allem bei der haploidenten
Transplantation eine Rolle, bei welcher NK-Zellen des Spenders, welche
ausschlieflich KIRs fur eigene MHC-Molekule besitzen, die auf bestimmten Zellen des
Patienten nicht vorhanden sind, alloreaktiv werden und diese Zellen lysieren. Es
konnte gezeigt werden, dass dieser KIR-KIR-Ligand mismatch im Rahmen der
haploidenten Transplantation zu einem Uberlebensvorteil fiihrt (139).
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Die Rekonstitution der Expression von KIR-Rezeptoren dauert mindestens ein Jahr
und wird der Expression im Spenderorganismus immer ahnlicher. Bei der Halfte der
Patienten einer Studie von HLA-gematchten Transplantationen blieb sie nach einem

Jahr stabil wie es bei nicht-transplantierten gesunden Erwachsenen der Fall ist (140).
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2.7.4. Natural cytotoxicity receptors

Die Familie der natural cytotoxicity receptors (NCRs) wurde erstmals von Moretta et
al. vor ungefahr 20 Jahren beschrieben und besteht aus den drei transmembranaren
Rezeptoren Nkp46, Nkp44, Nkp30, fur welche die entsprechenden Gene NCR1, NCR
2 und NCR3 kodieren (141-143).

Wahrend die Blockade eines einzelnen NCRs nur einen geringen Effekt auf die
Zytotoxizitat der NK-Zellen hatte und der Effekt bei unterschiedlichen Tumorzellen
variiert, konnte die Zytotoxizitat durch simultane Blockade mehrerer NCRs effizient
eingeschrankt werden (141-143). Dies deutet daraufhin, dass eine unterschiedliche
Expression von Liganden fur die NCRs von verschiedenen Tumorzelltypen und eine
variierende Expression NCRs auf NK-Zellen die Zytotoxizitat regulieren, welche
zusatzlich durch die unterschiedliche Expression von MHC-Klasse-1 Molekulen
beeinflusst wird.

Aktuelle Fortschritte in der Identifikation der Liganden der NCRs fluhren nun zu einem
besseren Verstandnis der Bedeutung, welche diese Rezeptoren bei der Uberwachung
von malignen und infizierten Zellen spielen.

Neben NK-Zellen finden sich die NCRs teilweise auch auf anderen Zellen wie innate
lymphoid cells (ILCs) (144) und T-Lymphozyten (145).

2.7.4.1. Nkp46

Nkp46 wird von allen Subpopulationen der NK-Zellen unabhangig des
Aktivierungsstatus exprimiert (141).

Ligandenbindung an Nkp46 stimuliert die NK-Zelle zur Lyse der Zielzelle und zur
Sekretion von Ifn-y und TNF-a.

Wie auch die anderen NCRs bindet Nkp46 an bestimmte Sequenzen von
Heparansulfat-Glykosaminoklyganen (HS-GAGs), welche zusammen mit Proteinen
Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) bilden und wichtiger Bestandteil der
Gewebearchitektur sind. Zusatzlich konnen sie eine Rolle bei der Tumorprogression
spielen, indem sie die Proliferation fordern, ein Entkommen gegenuber dem
Immunsystem ermoglichen, die Invasion und Metastasierung in andere Gewebe
beglnstigen und Bindestellen fur basische Domainen von Chemokinen und

Wachstumsfaktoren bieten.
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Es wird vermutet, dass NK-Zellen auf diesem Weg Veranderungen in der
Zusammensetzung der HSPGs im Mikromilieu des Tumors wahrnehmen konnen, da
bestimmte Tumorentitaten veranderte Expressionen von entscheidenden Enzymen
der Synthese und des Katabolismus von HS aufweisen (146).

NZ-Zellen konnen mithilfe von Nkp46 zudem virusinfizierte Zellen erkennen. Nkp46
bindet Hamagglutinine und Hamagglutinin-Neuramidasen wie sie von Influenza- und
Parainfluenzaviren exprimiert werden (147). So fuhrt ein Verlust von Nkp46 bei
Mausen zu einer Anfalligkeit gegenuber Infektionen mit Influenzaviren (148).

Zudem spielen NK-Zellen eine entscheidende Rolle bei der Lyse von mit
Mykobaterium tuberculosis infizierten Monozyten, welche sie Uber die Expression von
Vimentin auf deren Zellmembran erkennen (149, 150).

NKp46 bindet zudem auch an Adhasine von Candida glabrata und spielt somit eine
Rolle in der Abwehr gegenuber diesem oportunistischen Erreger (151).

Die Bedeutung von Nkp46 wurde auch im Rahmen der HSZT evaluiert. So konnte im
Mausmodell gezeigt werden, dass eine Defizienz von Nkp46 zu einer schwereren
GvHD als bei Vorhandensein von Nkp46 fuhrt, was auf eine vermehrte Stimulation von
T-Zellen durch unreife dendritische Zellen zurackgefuhrt wurde (152).

Eine hohe Expression von Nkp46 zum Zeitpunkt der Diagnose der Grunderkrankung
hatte gegenuber einer niedrigen Expression einen positiven Einfluss auf das
progressionsfreie und Gesamtuberleben und die Prognose nach einer HSZT (153).
Im Rahmen der Konditionierung kommt es durch einen verringerten Verbrauch von II-
15 durch NK-Zellen zu einem Anstieg von IL-15, welches invers zur Rekonstitution der
NK-Zellen wieder abfallt und gleichzeitig die Expression von Nkp46 stimuliert (154).
Es konnte gezeigt werden, dass AML-Zellen eine verminderte Expression von Nkp46
induzieren konnen, welche bei Erreichen einer CR reversibel ist, und dass diese
verminderte Expression mit einer schlechteren Prognose einhergeht (155).

Zudem wurde bei Patienten mit AML eine verminderte Expression von Nkp46 an Tag
60 nach HSZT beobachtet, welche mit einer eingeschrankten Fahigkeit zur

Degranulation verbunden war (156).
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2.7.4.2. Nkp44

Die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen gegenuber MHC-defizienten Tumorzellen
wird durch Kultur mit IL-2 deutlich verstarkt, was darauf hindeutet, dass NK-Zellen bei
Aktivierung weitere aktivierende Rezeptoren hochregulieren.

Wahrend Nkp46 und Nkp30 konstitutiv auch auf ruhenden NK-Zellen exprimiert
werden, ist die Expression von Nkp44 auf NK-Zellen nach Stimulation mit IL-2, I-15
oder IL-1pB, besonders auf der CD56* 9" Subpopulation, erhoht (142, 157).

Es existieren drei verschiedene Isoformen von Nkp44 (Nkp44-1, -2 und -3), von denen
Nkp44-1 zusatzlich zu seiner aktivierenden Wirkung auf die NK-Zellen auch ein
inhibitorisches Signal vermitteln kann (158).

Nkp44 bindet eine Reihe intrazellularer Liganden, welche von Tumorzellen und
virusinfizierten Zellen abweichend auch auf der Zelloberflache exprimiert werden.

Die auch als Nkp44L bekannte Form des mixed-lineage leukemia protein-5 (MLL5)
entsteht durch alternatives Splei3en dieses Proteins, welches sonst ein nukleares
Antigen ist, und wird konsekutiv an der Zelloberflache exprimiert (159).

Nkp44 interagiert zudem mit dem proliferating cell nuclear antigen (PCNA), welches
physiologisch als Kofaktor der DNA-Polymerase © dient, und bei Expression auf der
Zelloberflache uber Bindung an Nkp44 eine Inhibition der NK-Zelle bewirkt (160).

Der Platelet-derived growth factor (PDGF) ist ein Wachstumsfaktor, welcher von vielen
Krebszellen ausgeschuttet wird und ebenfalls von Nkp44 erkannt wird und dann eine
Sezernierung und Ifn-y und TNF-a bewirkt (161).

Nidogen-1 (NID1) ist integraler Bestandteil der Basalmembran und kann bei manchen
Tumorpatienten im Serum gelOst nachgewiesen werden und inhibiert dann Uber eine
Bindung an Nkp44 die NK-Zellen (162).

Wie Nkp46 erkennt auch Nkp44 virale Hamagglutinine und
Hamagglutininneuramidasen. Auflerdem kann es auch Molekule auf der Oberflache
von bestimmten Bakterien wie Mycobacterium bovis (M. bovis), M. tuberculosis,
Nocardia farcinica, und Pseudomonas aeruginosa direkt binden (163, 164). Wahrend
dies zwar keine direkte Zytotoxizitat verursacht, tragt dies dennoch zur
Aufrechterhaltung der Aktivierung von NK-Zellen bei (164).
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2.7.4.3. Nkp30

Die starke Anfalligkeit von K5662-Zellen gegenuber NK-Zellen ist durch die Expression
von B7-H6 bedingt, welches uber Nkp30 erkannt wird (165). Wahrend B7-H6 auf
gesunden Zellen nicht exprimiert wird, wird es von einer Vielzahl an Tumorzellen
exprimiert und das Protoonkogen MYC erhoht die Expression B7-H6 (166).

Ein weiterer Ligand fur Nkp30 ist das HLA-B assoziierte Transkript 3 (BAT3), welches
sich physiologisch intrazellular befindet, jedoch von bestimmten Tumorzellen in
Exosomen sezerniert wird, und so NK-Zellen aktiviert (167).

Demgegenuber unterdruckt 16sliches BAT3 bei Patienten mit CLL eine Aktivierung von
NK-Zellen durch eine Konkurrenz mit dem exosomalen BAT3 und anderen Liganden
(168).

Membrangebundenes Galectin-3 kann Uber Bindung an Nkp30 ebenfalls NK-Zellen
stimulieren, wahrend die 16sliche Form eine Aktivierung behindert (169).

Das pp65 Protein, welches von Cytomegalievirus-infizierten Zellen exprimiert wird,
fuhrt Uber Bindung an Nkp30 zu einer Inhibition der NK-Zelle (89).

Nkp30 erkennt zudem den Zellwandbestandteil $-1,3 Glucan und fuhrt dann Uber
Freisetzung zytotoxischer Granula zu einer direkten Lyse von Cryptococcus
neoformans und Candida albicans (170, 171).

Es konnte gezeigt werden, dass AML-Zellen eine verminderte Expression von Nkp30
induzieren konnen, welche bei Erreichen einer CR reversibel ist, und dass diese
verminderte Expression mit einer schlechteren Prognose einhergeht (155).

Auch die Expression von Nkp30 wird unmittelbar nach Transplantation durch erhdhte
Konzentrationen von II-15 gesteigert(154).

Eine verminderte Expression von Nkp30 bei Patienten mit AML an Tag 60 nach HSZT
fuhrte zu einer reduzierten Fahigkeit zur Degranulation (156).
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2.7.5. NKG2A

NKG2A ist ein inhibitorischer Rezeptor, welcher HLA-E bindet. HLA-E ist ein nicht
klassisches MHC-Klasse [|-Molekul, dessen Expression auf der Zelloberflache
abhangig von der Bindung der Signalpeptide der klassischen MHC-Klasse I-Molekule
ist (116). Auch Peptide anderen Ursprungs konnen die Expression von HLA-E
stabilisieren. So tragt HSP60, ein Protein, welches unter Zustanden zellularen
Stresses vermehrt gebildet wird, eine Signalsequenz, welche zur Expression von HLA-
E fuhrt, welches allerdings nichtmehr von NKG2A erkannt wird und daher die
inhibitorische Wirkung auf NK-Zellen verliert (172).

In den ersten Monaten nach Transplantation ist NKG2A der wichtigste inhibitorische
Rezeptor auf NK-Zellen, da dessen Expression nach Transplantation erhoht ist,
wahrend die Rekonstitution von KIR-Rezeptoren mindestens ein Jahr bendtigt (140).
Eine Depletion von CD3*- und CD19*-Zellen im Graft fuhrt zu einer schnelleren
Abnahme der Expression von NKG2A und Zunahme der Expression von NKG2C.
Diese Entwicklung des Verhaltnisses von NKG2A zu NKG2C zugunsten von NKG2C
geht mit einer gesteigerten zytolytischen Aktivitat und Ifn-y-Sekretion einher (173).
NK-Zellen aus Nabelschnurblut, welche einen unreiferen Phanotyp mit einer erhdhten
Expression von NKG2A aufweisen, exprimieren zudem weniger Granzyme-B und
zeigen eine eingeschrankte Zytotoxizitat auf (174).

In einer prospektiven Analyse wurde beobachtet, dass Patienten, welche eine aGvHD
entwickelten, an Tag 30 nach Transplantation einen geringeren Anteil NKG2A* NK-
Zellen hatten als Patienten, die keine aGvHD entwickelten. Dieser Unterschied in der
Expression, welcher nur auf den CD56%™ NK-Zellen zu sehen war, war an Tag 90 nach

Transplantation nicht mehr zu beobachten (175).
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2.7.6. NKG2C

NKG2C ist ein aktivierender Rezeptor, welcher ahnlich wie NKG2A HLA-E bindet
(176). Unter physiologischen Zustanden ist die Expression von HLA-E abhangig von
der Bindung mit Signalpeptiden der klassischen MHC-Klasse |-Molekule, wobei auch
virale (85) Proteine und solche, welche bei zellularem Stress entstehen (172), die
Expression von HLA-E ermoglichen konnen. Die Affinitat der unterschiedlichen NKG2-
Rezeptoren ist abhangig vom dem an HLA-E gebundenen Peptid, wobei NKG2C in
der Regel eine niedrigere Affinitat aufweist als NKG2A, sodass die Expression von
HLA-E eher eine inhibitorische Wirkung auf NK-Zellen hat (176).

Bei Reaktivierung von CMV nach HSZT kommt es zu einer Expansion NKG2C* NK-
Zellen (90). Diese erhdhte Anzahl von NKG2C* lie} sich auch bei anderen viralen
Infektionen bei Patienten beobachten, welche seropositiv fur CMV waren (177). Diese
NKG2C+ NK-Zellen weisen eine gesteigerte Kapazitat zur Produktion von IFN-y bei
Stimulation des CD16 Rezeptors auf (178). Die geringere Rezidivrate bei AML-
Patienten nach HSZT bei einer CMV-Reaktivierung wird mit der Expansion dieser hoch
funktionalen NKG2C*-NK-Zell-Subpopulation in Verbindung gesetzt (179, 180).
Allerdings scheinen diese Wirkungen nicht allein von NKG2C abhangig zu sein. Etwa
4% der Menschen weisen eine homozygote Deletion des Gens fur NKG2C auf
(NKG2C™). Bei Empfangern, welche eine Stammzellspende von solchen NKG2C
Spendern erhielten, konnte als Reaktion auf eine CMV-Infektion eine rasche Reifung
von NK-Zellen, im Sinne einer Expansion von CD569"NKG2A'KIR*-NK-Zellen
beobachtet werden (181). Diese expandierte Population von NK-Zellen exprimierte
aktivierende KIRs, welche die Zytotoxizitat, IFN-y Sekretion und Degranulation

stimulieren konnten (181).
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2.7.7. NKG2D

NKG2D bindet an zwei verschiedene Familien von Liganden: Die MHC-class | chain-
related peptides MICA und MICB und die UL-16 binding proteins (ULBP) (87, 182).
Dies sind Proteine, welche Ahnlichkeiten zu den MHC-I-Molekiilen aufweisen und bei
maligner Transformation von Zellen hochreguliert werden (183).

Die Zytotoxizitat von NK-Zellen gegenuber Tumorzellen korreliert mit der Expression
von MICA und ULBP (183) und eine, durch von Tumorzellen sezerniertem TGF-f
hervorgerufene, verminderte Expression von NKG2D schrankt die Zytotoxizitat ein
(184).

NKG2D wird neben NK-Zellen auch von y/6-T-Zellen und CD8* a/B-T-Zellen exprimiert
(182).

Es konnte gezeigt werden, dass Stammzellen der AML die Expression von Liganden
fur NKG2D uber eine erhohte Expression von Poly(ADP-ribose)-Polymerase 1
(PARP1) herunterregulieren, um so der Immunabwehr zu entkommen und, dass die
Expression dieser Liganden durch PARP1-Inhibitoren wiederhergestellt werden kann
(185).

Auch die Expression von NKG2D ist auf NK-Zellen unmittelbar nach Transplantation
bedingt durch erhohte IL-15 Spiegel gesteigert (154).
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2.7.8. CD69

CD69, auch als early activation antigen bekannt, ist ein Rezeptor, welcher von
aktivierten T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, Neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten, Thrombozyten und Langerhanszellen exprimiert wird. Es ist eines der
ersten Antigene, welche bei Aktivierung von Lymphozyten hochreguliert werden und
fungiert dann als kostimulatorischer Rezeptor. Nach Ligandenbindung stimuliert CD69
die Zytotoxizitat (186), Proliferation und Expression von Adhasionsmolekilen wie
intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) (187). Somit scheint CD69 essentiell fur
die Aufrechterhaltung von Effektorfunktionen von aktivierten NK-Zellen zu sein.

Ein bekannter Ligand fur CD69 ist Galectin-1, welches fur die Adhasion an dendritische

Zellen eine Rolle spielt (188).
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2.7.9. CD62L

Das Lymphozyten-Selektin CD62L ist ein Zelladhasionsmolekul, welches Zellkontakte
bei Immunreaktionen und zu Endothelzellen in Lymphknoten vermittelt und somit eine
entscheidende Rolle bei der Migration von Lymphozyten in entzindete Gewebe und
Lymphknoten spielt.

CD62L wird vornehmlich von den unreifen CD56""9"t NK-Zellen exprimiert und nur ein
Teil der CD569™ NK-Zellen exprimiert CD62L (128). Wahrend CD56%™ NK-Zellen ihr
Ansprechen auf Zytokine reduzieren und eher Uber ihre aktivierenden Rezeptoren
stimuliert werden, besitzt nur die CD569™ CD62L* Subpopulation das Potential nach
Zytokinstimulation Ifn-y zu produzieren und nach Lingandenbindung an ihre
aktivierenden Rezeptoren Zytokine zu produzieren und Zielzellen zu lysieren (189).
Diese Tatsache konnte sie als eine spezielle Subpopulation im Reifungsprozess der
NK-Zellen auszeichnen.

Die Tatsache, dass CD56"9"t NK-Zellen eine héhere Expression von CD62L haben,
ermoglicht dieser Subpopulation ein leichteres Einwandern in Lymphknoten und
frGheres Akkumulieren in entzindeten Geweben, wo sie dann mit ihren Zytokinen eine
adaquate Entzindungsantwort initiieren konnen (128). Eine Aktivierung von NK-Zellen
durch bestimmte Zytokine fuhrt zudem zu einer Abnahme der Expression von CD62L,
was bei der Entwicklung von NK-Zell basierten Therapien bedacht werden muss, da

so die Einwanderung in Tumorgewebe eingeschrankt werden kann (128).
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2.7.10.  Tigit

Tigit steht fur T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains und wurde zuerst auf
T-Lymphozyten entdeckt. Seine bekannten Liganden sind CD155 (PVR: poliovirus
receptor) und CD112 (PVRL2: poliovirus receptor-related 2). Die Bindung von Tigit auf
T-Lymphozyten an CD155 auf dendritischen Zellen flihrt zu einer Sekretion von
Interleukin-10 durch die dendritischen Zellen und vermittelt so indirekt eine
immunsuppressive Wirkung (190). Die intrazellulare ITIM-Domane kann nach
Ligandenbindung an Tigit zudem auch eine direkte inhibitorische Wirkung auf die
Effektorzelle ausuben (191). Tigit wird daher auch als ein Immun-Checkpoint
angesehen, da eine erhdhte Expression mit einer Erschopfung von T-Lymphozyten
korreliert und eine Blockade von Tigit die Immunantwort gegenuber bestimmten
Tumoren verbessern kann (192) (193). Bei einigen AML-Zellen konnte eine hohe
Expression von CD155 und CD112, welche mit einer schlechteren Prognose
vergesellschaftet war, nachgewiesen werden und eine Blockade von Tigit oder CD155
und CD112 verstarkte die anti-leukamische Wirkung von Effektorzellen (194).

Auch auf NK-Zellen konnte Tigit nachgewiesen werden und vermittelte nach Bindung
von PVR und PVRL2 eine direkte inhibitorische Wirkung auf die NK-Zellen durch seine
ITIM-Domane (191). Zudem wurde beobachtet, dass die Expression von Tigit auf NK-
Zellen mit einer Erschopfung dieser Zellen und eingeschrankten Effektorfunktionen
assoziiert war (120). Durch eine Blockade von Tigit konnte die zytotoxische Aktivitat
von NK-Zellen gegenuber unterschiedlichen Tumorentitaten im Mausmodell gesteigert
werden (120, 195).

Bisher gibt es keine Arbeiten, welche die Expression von Tigit auf NK-Zellen im

Zusammenhang der GvHD untersucht haben.
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3. Material und Methoden

3.1. Materielen

3.1.1. Puffer und Losungen

Tabelle 3: Puffer und Lésungen

PBS 493ml
FACS-Puffer BSA 10% 5ml
EDTA 0,5M/pH 8,0 2ml
PBS 242ml
FACS-Fix Formaldehyd 37% 6,8ml
EDTA 0,5M/pH 8,0 1ml
PBS 236,5ml
MACS-Puffer BSA 10% 12,5ml
EDTA 0,5M/pH 8,0 1ml
X-Vivo-15 150ml
Einfrier-Medium HSA 20% 100ml
Heparin 2500U
Trypanblau Trypanblau 19
(Stammldsung) H20 destilliert 500ml
Trypanblau Trypanblau 37,5ml
Stammldsung
(Gebrauchslésung) ] 12,5ml
4,5% NaCl-Losung
RPMI 1640 222,5ml
K562 Medium BSA 10% 25ml
Penicillin/Streptomycin  2,5ml
X-Vivo-15 235ml
NK-Zell Medium HSA 12,5ml
Penicillin/Streptomycin  2,5ml
T-Zell-Medium AIMY 20m
HSA 10ml
Aqua B. Braun 45ml
Waschpuffer
BD Perm/Wash 5ml
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PBS
498ml
PBS + EDTA EDTA Loésung o
m
pH8/0,5M
3.1.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien

PBS (phosphate-buffered saline), flissig

Gibco BRL (Karlsruhe)

BSA — albumine from bovine serum

Sigma (Taufkirchen)

EDTA Lésung pH8/0,5M

Sigma

Formaldehyd p.A. 37%

Applichem (Darmstadt)

X-Vivo-15 + Gentamicin und Phenolrot

Lonza (Basel)

Humanalbumin Alburex 20% 20g/100mi

CSL Behring (Marburg)

Heparin Natrium 25 000IE 5 Ampullen

Ratiopharm (UIm)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Roth Carl GmbH (Karlsruhe)

Trypanblau Merck (Darmstadt)
Aqua B. Braun Braun (Melsungen)
Essigsaure Merck

Ficoll-Medium (Histopaque 1077)

Sigma-Aldrich (Minchen)

NaCl

Roth Carl GmbH (Karlsruhe)

RPMI Medium 1640

Sigma-Aldrich

BD Cytofix/Cytoperm

BD Biosciences (San Jose, CA)

BD Perm/Wash

BD Biosciences (San Jose, CA)

AIM V

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA)

Humanes Serum Ablbumin (HSA)

Eigenherstellung (Transfusionszentrale

Universitatsmedizin Mainz)

Penicillin/Streptomycin (10.000U
+10.000uQ)

Sigma

Golgi-Stop (containing Monensin)

BD Biosciences

lonomycin Sigma-Aldrich

PMA Sigma-Aldrich

Prednisolon Merck

Tacrolimus Astellas Pharma (Mlnchen)
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3.1.3.
Tabelle 5: Antikdrper

Antikorper fur Durchflusszytometrie

Antikorper Species  Farbe Klon Firma
Beckmann Coulter
IgG mouse  Fitc/PE
(Krefeld)
Beckmann Coulter
lgG mouse | APC
(Krefeld)
IgG mouse  APC-H7 MOPC-21 BD (San Jose)
lgG mouse | Pe-Cy7 BD (San Jose)
IgG mouse V450 MOPC-21 BD (San Jose)
Beckmann Coulter
CD3 Fitc
(Krefeld)
Beckmann Coulter
CD3 PE
(Krefeld)
Beckmann Coulter
CD3 APC
(Krefeld)
CD3 mouse  APC-H7 SK7 BD (San Jose)
CD3 mouse | Pe-Cy7 SK7 BD (San Jose)
CD3 mouse V450 SP34-2 BD (San Jose)
Bio-RAD
CD52 rat Fitc
(Kidlington)
Thermo Fisher
CD127 Fitc eBioRDR5 Scientific
(Waltham, MA)
Beckmann Coulter
CD45 Fitc
(Krefeld)
BioLegend (San
Nkp44 PE P44-8 _
Diego, CA)
BioLegend (San
Nkp46 PE 9E2 _
Diego, CA)
Miltenyi Biotec
NKG2A PE (Bergisch-
Gladbach)
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BioLegend (San

CD69 PE FN50 _
Diego, CA)
Thermo Fisher
Tigit PE MBSA43 Scientific
(Waltham, MA)
Ifn-y mouse  PE BD (San Jose)
Bio-RAD
CD52 rat PE
(Kidlington)
Beckmann Coulter
CD8 APC
(Krefeld)
Miltenyi Biotec
NKG2C APC REA205 (Bergisch-
Gladbach)
BioLegend (San
NKG2D APC 1D11 _
Diego, CA)
BioLegend (San
CD62L APC DREG-56
Diego, CA)
BioLegend (San
Nkp30 mouse | APC P30-15 _
Diego, CA)
CD107a mouse  APC H4A3 BD (San Jose)
CD14 mouse | APC-H7 M5SE2 BD (San Jose)
CD19 mouse  APC-H7 SJ25C1 BD (San Jose)
CD4 mouse | APC-H7 RPA-T4 BD (San Jose)
BioLegend (San
CD16 Pe-Cy7 3G8 _
Diego, CA)
CD56 mouse | V450 B159 BD (San Jose)
CD25 mouse V450 M-A251 BD (San Jose)
3.1.4. Kits
Tabelle 6: Kits
NK-Cell Isolation Kit human \ Miltenyi
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3.1.5. Plastikwaren

Tabelle 7: Plastikwaren

Pipettenspitzen 0,5ul-10pl, 10ul-200ul, 100ul-1000ul Starlab (Hamburg)
Greiner

einmal Pipetten, steril 2ml, 5ml, 10ml, 25ml, 50ml )
(Frickenhausen)

FACS-Roéhrchen zur Durchflusszytometrie

Fisher Scientific

(Schwerte)
Greiner
Falcons 15ml, 50ml (Zellkulturrohrchen) _
(Frickenhausen)
Greiner
Einfrierréhrchen (Nuncs) 2ml _
(Frickenhausen)
Einfrierréhrchen-Stander Carl Roth GmbH
Nalge Nunc
Einfrierbox :
(Wiesbaden)
Handschuhe Semperit (Wien)
Greiner
Zellkulturflasche Filterdeckel 250ml _
(Frickenhausen)
Greiner
Zellkulturflasche ohne Filter 250ml _
(Frickenhausen)

Miltenyi Biotec

MACS-Saule MS (Bergisch-
Gladbach)
Miltenyi Biotec
MACS PreSep-Filter (Bergisch-
Gladbach)
Greiner
24-well Zellkulturplatte ;
(Frickenhausen)
Greiner
96-V-well Zellkulturplatte _
(Frickenhausen)
Reaktionsgefalle (Eppis) Eppendorf
. Sysmex
Celltrics (Filter 50pm Porenweite)
(Norderstedt)
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3.1.6. Glaswaren

Tabelle 8: Glaswaren

Becherglaser 200, 500, 1000ml Schott (Mainz)

Deckglaser 24x32mm Menzel (Braunschweig)

Objekttrager 25x75mm Diagonal (Munster)

Zahlkammern Fuchs-Rosenthal Schreck (Hofheim)
3.1.7. Gerate

Tabelle 9: Gerate

Herasafe Typ HS-18 (sterile
Kendro Laboratory Products (Hanau)

Werkbank)
Hera cell 150 (Brutschrank) Heraeus (Langenselbold)
Axiovert 40C (Lichtmikroskop) Zeiss (Jena)
Reax Control (Reagenzglasschuttler) Heidolph (Schwabach)
Minifuge Reax 2000 Heidolph
MiniStar silverline (Mini-Zentrifuge) VWR (Darmstadt)
Wasserbad GFL (Burgwedel)
Heraeus Multifuge 1S-R Centrifuge Thermo Electron Corporation
Heraeus Megafuge 16R Centrifuge Thermo Scientific
Kahl- und Gefrierkombination 4°C,-

Liebherr (Kirchdorf an der lller)
20°C
Gefrierschranbk -80°C Herafreeze Kendro Laboratory Products

Durchflusszytometer FACS Canto

BD Biosciences (Heidelberg)
AriaTM mit Software FACS DivaTM,

Stickstoff-Kry-Bank XLC 1370 MVE Europe (Solingen)
Air liquide Espace 331 Tec Lab (Konigstein)
Stickstofftank Taylor-Wharton XL180 Tec Lab

MACS-Magnet fur Zellseparation Miltenyi Biotec

Mikroliterpipetten Transferpipette

Brand (Wertheim)
0,5-10pl, 10-200p1, 100-1000ul

Pipettiergerat PipetBoy VWR




3.1.8. Software
Tabelle 10: Software

FlowJo 10.4 fir

durchflusszytometrische Analysen

FlowJo

GraphPad Prism 8

GraphPad Prism
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3.2. Methoden
3.2.1. Allgemein

In dieser Studie wurde die Rekonstitution von NK-Zellen und deren Expression
bestimmter Oberflachenantigene bei Patienten nach allogener
Stammzelltransplantation untersucht. HierfUr war eine Isolation von mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) durch Dichtegradientenzentrifugation nétig, um
eine Anreicherung von NK-Zellen fur die nachfolgenden Untersuchungen zu erreichen.
Far die funktionellen Tests wurden NK-Zellen zusatzlich aus den PBMCs mittels einer
magnetischen Zellseparation (MACS) isoliert, um so den Einfluss anderer
Immunzellen so weit wie moglich auszuschliel3en.

Untersucht wurden Blutproben von gesunden Spendern als Kontrollgruppe und
Patienten nach Stammzelltransplantation. Blutproben von gesunden Spendern
erhielten wir anonym als sogenannte Buffycoats, welche bei der Herstellung von
Erythrozytenkonzentraten  anfallen, von  der  Transfusionszentrale  der
Universitatsmedizin Mainz.

Patientenproben wurden fur die retrospektive Studie von Patienten entnommen
nachdem diese eine der Komplikationen entwickelt hatten. Fur die prospektive Studie
erfolgte die Blutentnahme an Tag 50 (+/-15), 100 (+/-12), 150 (+/-17), 200 (+/-33) und
365 (+/-109) nach Transplantation.

Patienten wurden zu den genannten Zeitpunkten jeweils zwei 20ml Spritzen Blut
entnommen. Zur Gerinnungshemmung wurden wenige Milliliter Heparin
hinzugegeben.

Alle Patienten haben vor der Blutentnahme nach mundlicher und schriftlicher
Aufklarung durch die Arzte des KMT-Teams der Blutentnahme und wissenschaftlichen
Untersuchung ihrer Immunzellen im Rahmen einer wissenschaftlichen Studie (#808;
,untersuchungen zur Rekonstitution des Immunsystems in Patienten nach
Stammzelltransplantation® [837.185.00 (1551)]) zugestimmt.

Nach entsprechender Vorbereitung der Proben erfolgte die Bestimmung der
Zellpopulationen und der Expression von Oberflachenmarkern und Ifn-g mithilfe der
Durchflusszytometrie (FACS). Hiermit lassen sich Zellen, neben einer Auftrennung
anhand von morphologischen Eigenschaften (GrolRe des Zellkerns/Granularitat des
Zytoplasmas), nach einer Markierung mit fluorochromgekoppelten Antikbrpern auch
anhand der Expression von Oberflachenmarkern differenzieren.
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3.2.2. Aufbau Retrospektive Analyse

Auftreten einer Komplikation

l Tage nach Tx

o
P

|

Tag der Transplantation Probenentnahme

Kryokonservierung Verarbeitung und
Analyse der Probe

Abb. 1: Aufbau der retrospektiven Studie. Erlauterung siehe Text.

Abbildung 1 gibt einen schematischen Uberblick tiber den Aufbau der retrospektiven
Analyse. Nach Transplantation wurden Patienten auf das Auftreten einer aGvHD,
cGvHD oder eines Rezidivs hin untersucht. Wenn das Auftreten einer der
Komplikationen erfasst wurde (Mittelwerte Tage nach Tx: aGvHD: 69, cGvHD: 281,
Rezidiv: 376), erfolgte die Infomation unseres Labors. Bei der nachsten Mdglichkeit
(z.b. Ambulanztermin) wurde eine Blutentnahme fur unser Labor organisiert. Diese
erfolgte im Mittel nach 58, 723 bzw. 65 Tagen fur aGvHD, cGvHD und Rezidiv.
Gerechnet ist hier die Zeit ab Erstmanifestation, was die langere Latenz bei Patienten
cGvHD erklart, bei welchen mitunter erst bei einem spateren Schub eine Blutprobe
gewonnen wurde.

Noch am selben Tag erfolgte die Dichtegradientenzentrifugation und die Vorbereitung
fur die Kryokonservierung. So konnten die Proben bis zur Analyse kryokonserviert
werden und alle Patientenproben standen bereits zur Verfugung als diese Doktorarbeit

begonnen wurde.
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3.2.3. Aufbau prospektive Analyse

Auftreten einer Komplikation

l Tage nach Tx

| | ds0 |d100 |d150 |d200 d365

Tag der Transplantation ~ Probenentnahme

~
~

~ .
~ _ Kryokonservierung
~

Sa

Verarbeitung und Analyse der Probe

Abb. 2: Aufbau der prospektiven Studie. Erlduterung siehe Text

Abbildung 2 gibt einen schematischen Uberblick tber den Aufbau der prospektiven
Studie. Die Patienten wurden ab dem Tag ihrer Transplantation in die Studie
eingeschlossen. Es erfolgten an den vorab definierten Tagen nach Transplantation
(50, 100, 150, 200 und 365) Blutentnahmen unabhangig davon, ob bereits eine
Komplikation aufgetreten war oder nicht. Trat bei einem Patienten eine aGvHD,
cGvHD oder ein Rezidiv auf, so wurden die bei ihm erhobenen Daten fur den gesamten
Beobachtungszeitraum der entsprechenden Gruppe zugeordnet unabhangig davon zu
welchem Zeitpunkt die Komplikation aufgetreten war. Wie in der retrospektiven
Analyse erfolgte die Dichtegradientenzentrifugation noch am Tag der Blutentnahme
und die Zellen wurden bis zur endgultigen Analyse kryokonserviert.
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3.2.4. Patientenkollektive

3.24.1. Patienten der retrospektiven Studie
Tabelle 11: Patientenkollektiv retrospektive Studie
Patient Erkrankung Konditionierung Komplikation Probennahme | Therapie Virusreaktivierung
(Tage nach Tx) d nach Tx
(d nach
Komplikation)
aGvHD 1 PMF Fludarabin, aGvHD Haut II° ca. 62 Steroidstof3 EBV-Viramie
Busulfan, 40% KOF, Overall I° (36) 01/15
Campath (26) CMV-Reak-
tivierung 03/15
aGvHD 2 Indolentes Fludarabin, aGvHD der Haut I°, 96 Ciclosporin keine
B-NHL Melphalan, Darm 1I° overall IlI° (27)
Campath (79)
aGvHD 3 | AML Busulfan, aGvHD Haut KOF 126 Steroidstof3 keine
Cyclophosphami | 50% (I1I°) (14)
d (112)
aGvHD 4 | AML Busulfan, aGvHD der Haut (ll1°, 108 Steroidsto3 CMV-
Cyclophosphami | overall 11°) (19) (89) Reaktivierung
d, 04/15
ATG
aGvHD 5 | AML Busulfan, aGvHD Bindehaut 168 Steroidstof3 CMV-
Cyclophosphami | (161) (7) Reaktivierung
d 06/15 + 09/15
(Valcyte)
aGvHD 6 | AML Fludarabin, aGvHD Darm llI°, 100 Steroid, keine
BCNU, Haut I° (88) MMF, CSA
Melphalan (12)
aGvHD 7 Osteomyelof | Fludarabin, aGvHD Haut Il 152 Steroid lokal | keine
ibrose & Melphalan, Darm 1°, V.a. Leber, (44)
MDS Campath overall Il
(108)
aGvHD 8 | MDS Fludarabin, aGvHD Haut >50% 244 Steroidstof} EBV-PTLD 07/15
Melphalan, der KOF llI°, V.a. (209) (Rituximab)
Campath GvHD Gl II°, Overall
e
(35)
aGvHD 9 | AML Fludarabin, aGvHD des GlI-Trakts 139 Steroidstof3 keine
Treosulfan, ATG | 1V°, Haut II° Stadium (52)
IV° overall IV°
(87)
aGvHD AML Fludarabin, aGvHDHaut I°, Darm 72 Steroidstof3 EBV 01/19
10 BCNU, IVe; overall IV® (18)
Melphalan, ATG | (54)
cGvHD 1 AML Mel- cGvHD 162 Prograf Keine
Flud/ATG/TBI (156) (6)
cGvHd 2 AML Fludarabin, cGVHD mit vaginaler 484 Steroid lokal | CMV-
AraC, Amsacrin, | Beteiligung (163) Reaktivierung
Busulfan, (321) 12/12+04/13
Cyclophosphami
d, ATG
cGvHd 3 AML TBI, cGvHD der MSL, Haut | 338 Steroidsto, | keine
Cyclophosphami | mit Sklerodermie, (301) Rituximab
d Augen V.a. Gl-Trakt, 02/15,
Leber, Gelenke Jakavi ab
(37) 05/15
cGvHD 4 Sekundare Fludarabin, c¢GVHD der Haut und 694 Steroidsto, | CMV-
Myelofibrose | Melphalan, Leber, Overall IlI° (314) Prograf, Reaktivierung
Campath (380) ECP, 01/14
Etanercept
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cGvHD 5 Multiples Fludarabin, cGvHD Leber, Haut, 676 Steroidsto3 keine
Myelom Melphalan, MSH (538)
Campath (138)
cGvHD 6 AML Busulfan, cGvHD MSH, Auge, 45656 Steroid, keine
Cyclophosphami | Haut, Leber (4380) CSA, ECP,
d (185) Prograf
cGvHD 7 BPDCN Fludarabin, cGvHD 563 Steroid lokal | CMV-
Busulfan, ATG (507) (56) Reaktivierung
06/13 (Cymeven)
+08/13+10/13
(Valcyte)
cGvHD 8 | AML Fludarabin, cGvHD 724 CMV-
Melphalan, (697) (27) Reaktivierung
Campath 11/13 + 01/14 +
04/14 + 08/14
(Valcyte)
EBV-assoziierte
PTLD 9/15
cGvHD 9 | AML TBI, cGVHD MSH, o. GI- 645 Steroid lokal | keine
Cyclophosphami | Trakt, Leber, Augen II° | (537)
d Lerner
(108)
Rezidiv 1 ALL Fludarabin, Rezidiv 523 Blinatumum CMV-
Busulfan, ATG (362) (161) ab Reaktivierung
10/15
(Valcyte),12/15
(Cymeven)
Rezidiv2 | AML Fludarabin, Rezidiv /Persistenz 79 Vidaza keine
Busulfan, ATG (55) (24)
Rezidiv3 | AML Busulfan, Rezidiv 1011 Reinduktion Keine
Cyclophosphami | (995) (16) mit HAM Virusreaktivierung
d und 2. HSZT
Rezidiv 4 MDS Melphalan, Rezidiv 149 Vidaza + keine
Fludarabin, (135) (14) DLI
Campath
Rezidiv5 | AML Fludarabin, Rezidiv 1152 Vidaza/ATR | CMV-
Melphalan, (1087) (65) A/Pioglitazo Reaktivierung
Campath n (Cymeven und
Foscavir) 09 +
12/11+01/12
EBV 02/11, 01/12
Rezidiv6 | DLBCL Fludarabin, Rezidiv 137 Rituximab, CMV-
Melphalan, (97) (40) Dexamethas | Reaktivierung
Campath on 04/14 (Valcyte)
Rezidiv7 | ALL Fludarabin, Rezidiv 126 DLI keine
Busulfan, ATG (80) (46)
Rezidiv8 | AML TBI, Fludarabin, | Rezidiv 364 Vidaza keine
(195) (169)

Cyclophosphami
d

Tabelle 12: Buffycoats

Buffycoats

BC1700384
BC1509509
BC1509516
BC1117335
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3.24.2.

Patienten der prospektiven Studie

Tabelle 13: Patientenkollektiv prospektive Studie

Patient Erkrankung | Konditionierung | Komplikation Therapie Virusreaktivierung
(Tage nach Tx)
aGvHD p1 AML Mel- aGvHD d98) Steroid lokal CMV (d29)
Flud/ATG/TBI cGvHD (d116)
aGvHD p2 MDS Mel- aGvHD (d67) Steroid lokal keine
(RAEB1) Flud/ATG/TBI
aGvHD p3 AML Mel- aGvHD (d42) Steroid lokal EBV (d48)
Flud/ATG/TBI cGVvHD (d91)
aGvHD p4 AML Mel- aGvHD nach DLI (d139) Steroid und EBV (d44)
Flud/Treo/ATG Prograf CMV (d30)
systemisch CMV -Retinitis, -
Ventrikulitis, -Neuritis
cranialis
aGvHD p5 AML Mel- aGvHD wahrend Tx Steroidsto3 EBV (d54)
Flud/ATG/TBI cGVHD (d171)
aGvHD p6 AML Mel- aGvHD overall 11l Steroid lokal Keine
Flud/ATG/TBI (d19)
aGvHD p7 AML Mel- aGvHD Steroid lokal EBV (d36)
Flud/Treo/ATG | (d111)
aGvHD p8 AML Mel- aGvHD (d110) Steroid lokal CMV (d20)
Flud/Treo/ATG | cGvHD (d157) EBV (d20)
aGvHD p9 AML Mel- aGvHD (d137) Steroid lokal EBV (d53)
Flud/ATG/TBI
cGvHD p1 AML Mel- cGvHD —>overlap Steroidsto3 EBV (d65)
Flud/ATG/TBI severe MMF CMV-Kolitis (d34)
(d23) CSA
cGVHD p2 AML Mel- cGVHD (d123) Steroid MSL EBV (d45)
Flu/ATG/TBI Rezidiv nach d365 (d514)
cGvHD p3 AML Mel- cGvHD (d115) MSL steroid keine
Flud/ATG/TBI Rezidiv nach d365 (d467)
cGvHD p4 AML Mel- cGVvHD (d202) Steroid lokal CMV (d27)
Flud/ATG/TBI Rezidiv nach d365 (d437)
Rezidiv p1 AML Mel- Rezidiv (d248) Vidaza, DLI CMV-Erkrankung Magen
Flud/ATG/TBI (d125)
EBV-PTLD (d45)
Rezidiv p2 AML Mel- Rezidiv (d250) Sorafenib EBV (d73)
Flud/ATG/TBI
keine AML Flamsa- c¢GVHD nach d365 (445) EBV-PTLD (d35)
Komplikation Bus/Cy/ATG CMV (d62)
p1
keine AML Mel- c¢GVHD nach d365 (d615) CMV (d39)
Komplikation Flud/ATG/TBI EBV (d45)
p2
keine AML Mel- keine EBV (d49)
Komplikation Flud/ATG/TBI
p3
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3.2.5. Dichtegradientenzentrifugation zur Gewinnung von PBMCs
PBMCs (engl. peripheral blood mononuclear cells) sind einkernige Zellen des
peripheren Blutes mit runden Zellkernen. Dies sind in erster Linie Lymphozyten und
Monozyten.

Mit Hilfe eines Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymers (Ficoll Medium) lassen sich
diese Zellen durch Dichtegradientenzentrifugation von den anderen Blutzellen
trennen.

Hierfur wurde das Blut aus beiden 20ml Spritzen in einem 50ml Zellkulturréhrchen
zusammengefuhrt und mit PBS + EDTA auf 50ml aufgefullt. In zwei weitere 50ml
Zellkulturrohrchen wurden jeweils 15ml Ficoll-Medium gefullt. AnschlieRend wurde das
Ficoll-Medium in beiden Rohrchen mit jeweils 25ml des Blutgemisches langsam
uberschichtet, um Aufwirbelungen zu vermeiden.

Dann wurden die beiden Rohrchen 20min bei 2300 Umdrehungen pro Minute (rpm)
ohne Bremse zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde die PBMC-Bande oberhalb des Ficolls-Mediums beider
Roéhrchen mit einer Pipette vorsichtig abgesaugt und in einem neuen 50ml
Zellkulturrohrchen zusammengefuhrt. Das Rohrchen wurde auf 50ml mit PBS + EDTA
aufgefullt und fur 8min bei 1800 rpm zentrifugiert.

Im Anschluss wurde das Zellpellet zweimal in 50ml PBS + EDTA gelost und 5min bei
1500 rpm zentrifugiert. Zwischen diesen beiden Zentrifugationen wurden die Zellen in
einer Fuchs-Rosenthal Zahlkammer gezahlt.

3.2.6. Farben und Zahlen von Zellen

FUr die Zahlung der Zellen unter dem Lichtmikroskop mussten die Zellen erst angefarbt
werden. Hierfur wurde das Zellpellet zuerst in 10ml PBS + EDTA suspendiert.

In das erste Well einer 96-Well-Zellkulturplatte wurden 100ul der Zellsuspension
pipettiert. Im nachsten Well wurden 30ul dieser Suspension mit 30ul Trypanblau
Gebrauchslosung gemischt. Von der entstandenen Suspension wurden 10ul im
nachsten Well mit 60ul Trypanblau Gebrauchslésung und 30ul Essigsaure gemischt.
Hiervon wurden nun 30pl auf eine Fuchs-Rosenthal Zahlkammer aufgetragen. Es
wurden vier gro3e Quadrate gezahlt und deren Mittelwert errechnet.

Der errechnete Mittelwert ergab so die Gesamtzahl der Zellen in der 10ml Suspension

in Millionen.
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3.2.7. Einfrieren von Zellen

Nach lIsolation der PBMCs wurde die absolute Zellzahl bestimmt und die Zellen
anschlie3end in der Zentrifuge fur 5min bei 1500min pelletiert und das Uberschussige
PBS + EDTA dekantiert. Das Pellet wurde dann mit einer Konzentration von maximal
50 000 Zellen/ml in Einfriermedium + 10% DMSO suspendiert. Direkt im Anschluss
wurden Nuncs mit 1ml der Losung beflullt und in Isopropyl-Becher (,Frosties®)
uberfuhrt. Diese sorgen daflr, dass die Temperatur konstant um 1°C pro Minute sinkt
und minimieren so die Kristallbildung.

Im Isopropyl-Becher wurden die Zellen zunachst im Gefrierschrank bei -80°C
eingefroren und dann in den Stickstofftank eingelagert.

3.2.8. Auftauen von Zellen

Ein Nunc mit den zu untersuchenden Zellen eines Patienten wurde dem Stickstofftank
entnommen und im Wasserbad bei 37°C leicht angetaut. Nun wurden die Zellen in
10ml PBS + EDTA gel6st und anschlie3end direkt zentrifugiert. Nach Denkantieren
des Uberstandes wurde das entstandene Pellet wiederum in 10ml PBS + EDTA
suspendiert und die Zellzahl bestimmt. Nach einer weiteren Zentrifugation konnte das
Pellet in der bendtigten Menge des geeigneten Mediums suspendiert und

weiterverarbeitet werden.

3.2.9. Durchflusszytometrische Messungen

Im Durchflusszytometer wird eine Zellsuspension durch hydrodynamischen Druck und
mit Hilfe von Mantelflissigkeit durch einen Messzylinder gepresst. Dieser
Messzylinder enthalt Laser unterschiedlicher Wellenlangen deren Licht beim
Passieren der Zellen gestreut und dann von Detektoren gemessen wird.

Dabei ist die Vorwartsstreuung (forward scatter, FSC) ein Anhalt fur die Gro3e und die
Seitwartsstreuung (sideward scatter, SSC) fur die Granularitat der Zellen. Mit Hilfe von
mehreren unterschiedlichen antikorpergekoppelten Fluorochromen (FITC, PE, APC,
APC-H7, PE-Cy7, V450) lassen sich zusatzlich spezifische Antigene auf der
Zelloberflache oder nach entsprechender Vorbereitung der Zellen intrazellular
nachweisen.

Fir diese Arbeit wurden alle Messungen an einem BD FACS Canto Il durchgefuhrt.
Die verwendete Software hierbei war BD FACS Diva. Gewonnene Daten wurden
anschliel3end mit FlowJo Version 10.4 analysiert.

50



3.2.10. FACS-Farbung

Nach dem Auftauen der Zellen wurden diese zu einer Konzentration von 1Million/ml in
FACS-Puffer gelost und dann jeweils 200 000 Zellen auf die Tubes 1-6 und 1 Millionen
Zellen auf die Tubes 7-12 verteilt. Auf jedes Tube wurde 1ml FACS-Puffer gegeben
und die Zellen im Anschluss 5 min bei 1500rpm zentrifugiert.

Uberschiissiger FACS-Puffer wurde dekantiert und ausgeklopft.

Nun wurden die FACS-Antikorper entsprechend dem Panel (s. Tabelle 14) in die
einzelnen Tubes pipettiert und dann bei 4°C in Dunkelheit fur 15 Minuten inkubiert.
Nicht gebundene Antikorper wurden im Anschluss ausgewaschen indem jeweils 1ml
FACS-Puffer pro Tube pipettiert und anschlieend 5min bei 1500rpm zentrifugiert
wurde. Der Uberschiussige FACS-Puffer wurde wiederum dekantiert und ausgeklopft
und das entstandene Zellpellet mit FACS-Fix zu einer Konzentration von 200 000
Zellen/500ul und 1 Millionen Zellen/750ul gelost. Die Zellen wurden in der Regel noch
am selben Tag durchflusszytometrisch analysiert. Sie konnten so aber auch bis zu

eine Woche bei 4°C und Dunkelheit zur endgultigen Messung aufbewahrt werden.

Tabelle 14: FACS-Farbung Phéanotypisierung

FITC PE APC APC-H7 | PE-Cy7 V450

1 |1gG @Y IgG @9 IgG D IgG @9 I1gG ©

2 [ CD3®Y |- - - - -

3 |- CD3 @y |- - - -

4 |- - CD3 @9 - - -

5 |- - - cD3 ® - -

6 |- - - - CD3 @9 -

7 |CD352® | NKp44 6D |- CD3D CD16®» | CD56®
8 |CD52® |NKp46® |NKG2C® | D3O CD16®» | CD56 ®
9 |CD52® |NKG2A® |NKG2D ) | cD3D CD16®» | CD56 ®
10/ CD52@ [CD69® [ CD62L®) | CcD3® CD16®» | CD56®
11| CD52® | Tigit® NKp 309 CD 30 CD16®» | CD56 ®
12| CDI127® |[CD52® | CD8®d CD4® CD3® CD25®
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3.2.11. Funktionelle Tests

3.2.11.1. Wirkung von Immunsuppressiva auf Markerexpression
Der Calcineurininhibitor Tacrolimus und das Glukokortikoid Prednisolon sind zwei
Immunsuppressiva, welche in der Prophylaxe beziehungsweise Therapie der GvHD
breite Anwendung finden.

Wir inkubierten PBMCs mit diesen Medikamenten, um anschliellend zu untersuchen,
ob dies zu Veranderungen der Markerexpression auf NK-Zellen fuhrt.

Hierfur wurden frisch isolierte PBMCs eines Buffycoats verwendet. Es wurden sechs
Ansatze mit unterschiedlichen Konzentrationen der Medikamente untersucht:
Prednisolon 0,5ug/ml (LD50) und 0,05ug/ml, Tacrolimus 2ng/ml und 0,2ng/ml, Kortison
0,5ug/ml + Tacrolimus 2ng/ml und Kortison 0,05pg/ml + Tacrolimus 0,2ng/ml.

Die separierten PBMCs wurden mit einer Konzentration von 12 Millionen pro Milliliter
in T-Zell-Medium suspendiert. Jeweils ein Milliliter hiervon wurde auf die ersten 6 Wells
einer 24-Well-Zellkulturplatte gegeben.

Prednisolon wurde mit T-Zellmedium zu einer Konzentration 1ug/pl und Tacrolimus zu
50ng/ml verdunnt. Fur die beiden Ansatze mit einer Konzentration von 0,05ug/ml
Kortison musste Kortison ein weiteres Mal um den Faktor zehn in T-Zell-Medium
verdunnt werden.

Nun wurden die Medikamente den Wells mit den PBMCs zugesetzt um oben genannte
Dosierungen zu erreichen. Die Zellen wurden nun fur 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde jeder Ansatz einzeln mit der FACS-Farbung zur
Phanotypisierung (Tabelle 14) gefarbt und anschlieBend durchflusszytometrisch
analysiert.
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3.211.2. K562 Kultur

K562 sind myeolische Leukamiezellen mit einem bcr:abl Fusionsgen, welche keine
MHC-Moleklle exprimieren. Durch das Fehlen von MHC-Molekllen bleibt eine
Inhibition der NK-Zellen Uber KIRs aus. Somit sind diese Zellen besonders geeignet,
um die Funktionalitat von NK-Zellen unter Ausschluss eines Einflusses durch KIRs zu
untersuchen.

Die verwendeten K562 sind uns vor langerer Zeit von einer anderen Arbeitsgruppe aus
unserem Zentrum zur Verfigung gestellt worden und stets nach dem im Folgenden
beschriebenen Verfahren kultiviert worden. Nach Beendigung der Arbeit mit den K562
sind einige Aliquots wieder kryokonserviert worden, um Ausgangsmaterial fur
zukunftige Kulturen zur Verfugung zu haben.

K562 wurden nach dem Auftauen mit einer Konzentration von 5 Millionen auf 12ml
K562 Medium in einer Zellkulturflasche mit Filter gelost. AnschlieRend wurden sie im
Brutschrank inkubiert. Vor einer Verwendung in den funktionellen Tests wurden sie fur
mindestens zwei Wochen zur Proliferation gelassen.

Wahrend dieser zwei Wochen und auch danach wurde zweimal wochentlich ein
Mediumwechsel durchgefuhrt, indem 10ml der Losung mit einer Pipette abgezogen
und durch frisches K562 Medium ersetzt wurden. In regelmaligen Abstanden und
stets vor Gebrauch in den funktionellen Tests erfolgte ein lichtmikroskopischer

Ausschluss eines Befalls durch Pilze oder Bakterien.

3.2.11.3. Isolation von NK-Zellen mittels MACS

Wie bei der Durchflusszytometrie erfolgt bei der magnetischen Zellseparation eine
spezifische Markierung von Zellen mit Antikorpern gegen bestimmte
Oberflachenantigene. Anschlieend findet eine Kopplung magnetischer Nanopartikel
an diese Antikorper statt. Die Zellsuspension wird anschlieiend durch Saulen mit
einem Filter gefuhrt, welche sich in einem starken magnetischen Feld befinden. Dabei
bleiben Zellen, welche Antikorper und in der Folge auch magnetische Nanopartikel
gebunden haben, im Filter hangen. So kdnnen alle Zellen, welche das entsprechende
Antigen exprimieren, aus der Suspension herausgefiltert werden.

Wir verwendeten das NK-Cell Isolation Kit human von Miltenyi zur Negativselektion.
Dieses enthalt Antikorper, welche gegen Rezeptoren gerichtet sind, die nicht auf NK-
Zellen aber auf den ubrigen PBMCs exprimiert werden. So konnte die in der
Dichtegradientenzentrifugation gewonnene PBMC-Suspension von den ubrigen
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PBMCs (z.B. B- und T-Lymphozyten, Monozyten) befreit werden, sodass man ein NK-
Zell-Isolat erhalten hat.

Die Isolation wurde gemal der beiliegenden Gebrauchsanweisung durchgefuhrt,
welche im Folgenden kurz zusammengefasst ist (Data sheet NK cell isolation kit
human, Miltenyi Biotec).

Nach dem Auftauen der Zellen wurde das Zellpellet in 40ul MACS-Puffer pro 10
Millionen Zellen gelost und mit 10ul Antibody Biotin Cocktail pro 10 Millionen Zellen
versetzt. Die Zellen wurden nun fur 5 Minuten bei 4°C und Dunkelheit inkubiert.
AnschlieRend wurden jeweils 30ul MACS-Puffer und 20ul Microbeads pro 10 Millionen
Zellen hinzugefugt und die Zellen fur 10 min bei 4°C und Dunkelheit inkubiert.

Nun waren die Zellen magnetisch markiert und konnten mittels MACS herausgefiltert
werden.

Fur jede 10 Millionen Zellen musste eine einzelne LS-Saule verwendet werden, welche
in ein starkes magnetisches Feld eingebracht wurde. Auf die Saulen wurden
Cellstrainer (Filter mit 70um? LochgréfRe) gesetzt um etwaige Verklumpungen
herauszufiltern.

Filter und Saulen wurden vor Verwendung im Gefrierfach gekuhlt und nach Einbringen
in das magnetische Feld mit 500ul MACS-Puffer gespult. Die Zellsuspension wurde
ebenfalls mit weiteren 500ul MACS-Puffer versetzt und dann auf die Filter gegeben.
Die Falcons mit der Zellsuspension wurden zwei weitere Male mit 500ul MACS-Puffer
ausgewaschen und die Suspension dann ebenfalls durch die Filter gegeben.

Das entstandene Isolat wurde in 50ml Falcons aufgefangen, die Zellzahl bestimmt und
5min bei 1500rpm zentrifugiert.

3.2.11.4. Inkubation der NK-Zellen uiber Nacht

Die isolierten NK-Zellen wurden Uber Nacht in einer Konzentration von 2 Millionen
Zellen/ml NK-Zell Medium in einer 24-Well Zellkulturplatte mit maximal 2ml/Well bei
37°C und 5% CO2 inkubiert.
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3.2.11.5. Zytokin- und Degranulationsassay

Wir fihrten funktionelle Tests durch, um die Fahigkeit zur Zytokinfreisetzung und
Degranulation der NK-Zellen zu evaluieren. Die Kapazitat zur Zytokinfreisetzung
wurde durch eine intrazellulare FACS-Farbung auf Ifn-y gemessen. Die
Degranulationsfahigkeit wurde durch Bestimmung der Expression von CD107-a
mithilfe einer FACS-Oberflachenfarbung gemessen. CD107-a befindet sich in der
Membran von zytotoxischen Granula und wird durch deren Verschmelzung mit der
Zellmembran wahrend der Degranulation an die Zelloberflache getragen. Da 107-a
nach transienter Expression auf der Zelloberflache wieder rasch internalisiert wird,
muss die FACS-Farbung fur CD107-a wahrend der Inkubation erfolgen.

Jeder Test bestand auf 6 Ansatzen wobei Ansatz 1+4 nur NK-Zellen ohne Stimulus
enthielten (Negativkontrolle), Ansatz 2+5 zusatzlich K562 als Zielzellen enthielten und
in Ansatz 3+6 eine unspezifische Stimulation mit lonomycin und Phorbol-12-myristat-
13-acetat (PMA) als Positivkontrolle erfolgte (Tabelle 12). lonomycin bewirkt eine
Aktivierung von NK-Zellen durch Erhéhung der intrazellularen Calcium-konzentration
und PMA verusacht eine direkte Aktivierung der Proteinkinase C.

Die isolierten NK-Zellen wurden aus der 24-Well Platte pipettiert, die einzelnen Wells
ein weiteres Mal mit 1ml PBS+EDTA ausgewaschen und fur den einzelnen Patienten
in einem Falcon gesammelt und dann auf 10ml mit PBS+EDTA aufgestockt. Die
Zellzahl wurde bestimmt, die Zellen zentrifugiert und im Anschluss auf eine
Konzentration von 20 000 Zellen/100pl NK-Zell Medium eingestellt. Genauso wurde
mit den K562 verfahren, von welchen je nach bendtigter Menge zwischen 2-10ml aus
der Zellkulturflasche entnommen wurden und anschlielRend nach demselben Prinzip
die Konzentration auf 20 000/100pl NK-Zell Medium gesetzt wurde.

Die Stimulation erfolgte in einer 96-Well Kulturplatte mit je 6 Ansatzen pro Patient.
Die ersten drei waren fur eine Farbung auf Ifn-y vorgesehen, wahrend bei den
Ansatzen 4-6 kein Antikkorper fur Ifn-y hinzugegeben wurde, um so den Grenzwert fur
Ifn-y negative Zellen im FACS ermitteln zu kdnnen.

In jedes der 6 vorgesehen Wells wurden 100pl der NK-Zell-Losung des
entsprechenden Patienten und 2 yl CD107-a Antikorper (APC) pipettiert. Well 1 und 4
fungierten als Negativkontrolle und wurden daher mit 100ul reinem NK-Zell Medium
verdunnt. Zu Well 2 und 5 wurden 100ul der K562 Suspension hinzugefugt, wahrend
Well 3 und 6 als Positivkontrolle mit 100ul NK-Zell Medium und je 0,5ul lonomycin und

PMA (finale Konzentration 1uM und 50nM) versetzt wurden.
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AnschlieRend wurden die Ansatze fur 3 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert und
nach einer Stunde 0,2pl GolgiStop hinzugefugt. GolgiStop enthalt Monensin, welches

den Abbau von CD107-a-Antikorper-Konjugaten verhindert, indem es die Ansauerung

von Endosomen inhibiert.

Ubersicht der Anséatze siehe: (Tabelle 15)

Tabelle 15: Ansatze funktionelle Tests

Negativ Kontrolle

K562

Positiv Kontrolle

20 000 NK-Zellen

Farbung mitlfin-g | ;'>00,1 Medium

20 000 NK-Zellen
in 200ul Medium
+ 20 000 K562

20 000 NK-Zellen
in 200ul Medium
+0,5ul PMA +
0,5p! lonomycin

20 000 NK-Zellen

Farbung ohne Ifn-g | ;"> Medium

20 000 NK-Zellen
in 200ul Medium
+ 20 000 K562

20 000 NK-Zellen
in 200ul Medium
+0,5ul PMA +
0,5p! lonomycin
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3.2.11.6. Auswertung der Stimulationsversuche mittels FACS

Nach der dreistundigen Inkubation wurden die Ansatze nach funfmaligem auf und ab
Pipettieren aus der 96-Well Kulturplatte in FACS-Tubes Uberfuhrt. Jedes einzelne Well
wurde zusatzlich einmal mit FACS-Puffer ausgewaschen und dem entsprechenden
Tube hinzugefugt, welches dann mit 1ml FACS-Puffer aufgefullt wurde. Die Zellen
wurden 5 min bei 1500rpm zentrifugiert, das Tube dekantiert und ausgeklopft und dann
nach dem Panel (s. Tabelle 16) mit Antikdrpern versehen.

Im Anschluss wurden die Tubes fur 15 Minuten bei 4°C und Dunkelheit inkubiert und
danach mit 1ml FACS-Puffer ausgewaschen. Die Ansatze 4-6 jedes einzelnen
Patienten wurden im Anschluss in 200ul FACS-Fix fixiert wahrend die Ansatze 1-3 fur
eine intrazellulare Farbung auf IFN-g weiterverarbeitet wurden:

Zuerst wurde das Pellet in 250pl Cytofix/Cytoperm suspendiert und fur 20 Minuten bei
4°C in Dunkelheit inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein zweimaliger Waschvorgang mit
jeweils 1Tml Waschpuffer pro Tube, Zentrifugation und Dekantierung. Nun konnte
jedem Tube 1pl Ifn-y -Antikdrper (PE) hinzugegeben werden und es erfolgte eine 30-
minutige Inkubation bei 4°C in Dunkelheit. Im Anschluss erfolgten wiederum zwei
Waschvorgange mit 1ml Waschpuffer und dann eine Fixierung in 200ul FACS-Fix.
Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen erfolgte hier innerhalb von 12
Stunden.

Tabelle 16: Auswertung funktionelle Tests

FITC |PE APC APC-H7 PE-CY7 | V450
+IFN-g | CD45® | IFN-g® | CD107-a® | CD31,149),19®) | CD16© | CD56®
JIFN-g | CD45® - CD107-a® | CD3™M,14®,19® | CD1603 | CD56®
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4. Ergebnisse

4.1. Retrospektive Analyse
4.1.1. Einleitung

Die retrospektive Analyse sollte der Bestatigung der Hypothese dienen, dass es bei
Patienten mit Komplikation nach Stammzelltransplantation zu Veranderungen in der
Markerexpression auf NK-Zellen gegenuber gesunden Kontrollen kommt.

Hierfur wurden 10 Patienten mit aGvHD, 9 mit cGvHD und 8 mit Rezidiv untersucht
und deren Markerexpression mit der von 4 gesunden Spendern verglichen.

Die Diagnose einer GvHD wurde anhand der revidierten Glucksberg (akut)
beziehungsweise der NIH consensus (chronisch) Kriterien gestellt. Das Rezidiv ist
definiert als ein Blastenanstieg auf >5% im Knochenmark oder Blut.

Die Charakteristika der Patienten sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Zu beachten ist, dass der Zeitpunkt des Auftretens in den einzelnen Patientengruppen
unterschiedlich war: aGvHD 12-161 (MW 69) Tage nach Tx, cGvHD 37-697 (MW 281)
Tage nach Tx, Rezidiv 55-1087 (MW 376) Tage nach Tx. Die Probe wurde bei
Patienten mit aGvHD im Mittel nach 58 Tagen, bei Patienten mit cGvHD nach 723
Tagen und bei Patienten mit Rezidiv nach 65 Tagen dem ersten Auftreten der
Komplikation gewonnen.

Um die Markerexpression auf der Gesamtpopulation der NK-Zellen und im Anschluss
auf den einzelnen Subpopulationen zu messen, mussten diese zuerst abgegrenzt
werden. Hierfur wurden zuerst die Lymphozyten im forward/sideward-scatter
identifiziert. Im nachsten Schritt wurde aus den Lymphozyten ein Gate auf die CD3-
Zellen gelegt, um etwaige NK-T-Zellen zu exkludieren. Anschlieend konnten die NK-
Zellen anhand ihrer Expression von CDS56 identifiziert und zusatzlich durch die
differentielle Expression con CD16 in die einzelnen Subpopulationen unterteilt werden.
Somit ergab die Gesamtheit der CD56+CD3-Lymphozyten die Gesamtpopulation der
NK-Zellen. Im Folgenden tragen Grafen, welche die Expression auf der Gesamt-
population der NK-Zellen zeigen die Uberschrift CD56+ bzw. NK-Zellen. Zusétzlich zu
den in der Literatur beschrieben Subpolulationen der CD56brightCD16-,
CD56brightCD16+ und CD56dimCD16+ inkludierten wir eine weitere Subpopulation,
welche nur wenig CD56 und kein CD16 exprimiert und im Folgenden als R2-Population
bezeichnet wird.
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Grafen fiir die einzelnen Subpopulationen geben in der Uberschrift stets die genaue

Subpopulation an.

Statistisch signifikante Veranderungen werden stets angegeben. Liegt diese Angabe

nicht vor, war die Veranderung nicht statistisch signifikant.

Diese Seite zeigt die einzelnen Schritte des Gatings bis zu den Subpopulationen und

die Bestimmung der Markerexpression auf diesen am Beispiel von Buffycoat 1117335.
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Abb. 3 zeigt die Identifikation von Lympho-
zyten im forward-sideward-scatter
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Abb. 5 zeigt die Identifikation der NK-
Zellen und deren einzelnen
Subpopulationen aus den CD3-
Lymphozyten anhand der Expression von
CD56 und CD16
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Abb. 6 zeigt beispielhaft die Messung der
Expression von Nkp46 auf der
Gesamtpopulation der NK-Zellen.
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4.1.2. Aktivierungsmarker

Bei den Aktivierungsmarkern CD69 und Nkp44 konnten wir fur die drei
Patientengruppen eine verstarkte Expression nach der Transplantation im Vergleich
zu den gesunden Kontrollen beobachten.

Etwa 4% der NK-Zellen von gesunden Spendern exprimierten CD69. In den drei
Patientengruppen zeigte sich die Expression mit Werten von im Mittel Gber 10%
mindestens verdoppelt, wobei Patienten mit einer cGvHD den groften Anteil CD69+
NK-Zellen hatten ohne, dass dieser Unterschied statistisch signifikant ware.

CD69 CD56+

100-
< 80 .
S 60
g
- J | |
g_ 40 ° N
TS I } E‘

N AN ool =

~2~° ~2~° &4 6@ Abb. 7 zeigt den Anteil CD69+ NK-Zellen an der
c,;\ G\ & B Gesamtpopulation bei Patienten mit aGvHD (MW: 12,3),
K ) <& & cGVvHD (MW: 23,7) und Rezidiv (MW: 12,84) im Vergleich
’O" zu den gesunden Kontrollen (MW: 4,3).

Nkp44+ wurde bei den gesunden Kontrollen auf einem noch geringeren Anteil der NK-
Zellen exprimiert als CD69.

Aber auch fur Nkp44 war ein Anstieg der Expression in den drei Patientengruppen zu
beobachten. Dieser war bei Patienten mit GvHD ausgepragter als bei Patienten mit
Rezidiv, wobei auf der Gesamtpopulation der NK-Zellen fur keine der

Patientengruppen ein statistisch signifikanter Unterschied beobachtet werden konnte.
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Abb. 8 zeigt den Anteil Nkp44+ NK-Zellen an der Gesamt-

& & & e population bei Patienten mit aGvHD (MW: 9,9),
fo IO & o cGVHD (MW: 5,2) und Rezidiv (MW: 2,74) im Vergleich
& zu den gesunden Kontrollen (MW: 0,5).

Bei Patienten, welche eine aGvHD entwickelt hatten, konnte allerdings eine statistisch
signifikant erhohte Expression von Nkp44 in der Subpopulation der unreifen
CD56bright/CD16- NK-Zellen beobachtet werden (p: 0,01). Zudem war die Expression

von Nkp44 in dieser Subpopulation deutlich hoher als dies in Bezug auf die
Gesamtpopulation der Fall ist.
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0 oe ° " AAL,, Ydam, Abb. 9 z.eigt den Anteil Nkp44f— Zellgn an der
o o & o CD56brightCD16- Subpopulation bei Patienten
4‘2‘ 4‘2* 'i>b\ ofz’»“ mit aGvHD (MW: 15,5), cGvHD (MW: 13,7) und
L L & ,@0 Rezidiv (MW: 8,39) im Vergleich zu den gesunden
o Kontrollen (MW: 1,75).

61



4.1.3. Aktivierende Rezeptoren

Knapp 70% der NK-Zellen der gesunden Kontrollen exprimierten Nkp30. In jeder der
drei Patientengruppen zeigte der Uberwiegende Teil der Patienten eine um etwa 10%
gesteigerte Expression. Allerdings fanden sich auch in jeder Patientengruppe 1-3
Patienten mit einer Expression von unter 40%. In der Gruppe der Patienten mit aGvHD
fand sich nur ein derart starker Ausreil3er. Hier war die Expression im Mittel leicht
erhoht gegenuber den gesunden Kontrollen wahrend sie sich bei Patienten mit cGvHD
und Rezidiv leicht verringert zeigte.

Nkp30 CD56+
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o 9 S o Abb. 10 zeigt den Anteil Nkp30+ NK-Zellen an der
R\ R\ 'i«‘& 0'5“ Gesamtpopulation bei Patienten mit aGvHD (MW: 71,6),
QS’ L E® ,@" cGvHD (MW: 61,0) und Rezidiv (MW: 61,39) im Vergleich
o zu den gesunden Kontrollen (MW: 66,1).

Die Expression der Rezeptoren Nkp46 und NKG2D zeigte sich in allen drei
Patientengruppen deutlich erhoht. Fur Nkp46, welches sich auf etwa 50% der NK-
Zellen von gesunden Spendern befindet, liel} sich bei den Patienten eine Expression
von im Mittel Gber 80% nachweisen, wobei diese Veranderung fur die beiden Gruppen
der GvHD auch statistisch signifikant war (aGvHD p:0,0324, cGvHD p:0,0361).

Fir NKG2D zeigte sich in allen drei Gruppen eine statistisch signifikant erhdhte
Expression (aGvHD p0,0001, cGvHD p: 0,0036, Rezidiv p: 0,0223).

Wahrend der Anteil NKG2D+ NK-Zellen bei gesunden Spendern im Mittel nur etwa
30% betrug, stieg dieser bei Patienten mit aGvHD mit Uber 80% und bei Patienten mit

cGvHD und Rezidiv mit etwa 70% auf mehr als das Doppelte an.
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Abb. 11 und 12 zeigen den Anteil Nkp46+ (aGvHD (MW: 84,3), cGvHD (MW: 80,3), Rezidiv (MW: 76,6) gesunde
Kontrollen (MW: 48,6)), beziehungsweise NKG2D+ NK-Zellen an der Gesamtpopulation bei Patienten mit
aGvHD (MW: 85,9), cGvHD (MW: 75,8) und Rezidiv (MW: 67,75) im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (MW: 29,6).



4.1.4. Inhibitorische Rezeptoren

Fur NKG2A waren deutliche Unterschiede in der Expression zwischen den einzelnen
Gruppen zu beobachten. Durchschnittlich etwa 40% der NK-Zellen von gesunden
Spendern exprimierten NKG2A. Bei Patienten mit aGvHD hatte sich dieser Anteil auf
im Mittel mit knapp 80% fast verdoppelt (p: 0,0131). Bei Patienten mit cGvHD und
Rezidiv war der Anteil mit knapp 60% in beiden Gruppen im Mittel zwar ungefahr gleich
hoch, allerdings war bei den Patienten mit Rezidiv eine ausgepragte Varianz zu
beobachten (drei Pateinten mit einer Expression von ca. 80%, zwei Patienten mit einer
Expression von unter 20%).
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RS R\ O & Gesamtpopulationbei Patienten mit aGvHD (MW: 77,3),
S & & & cGVHD (MW: 54,7) und Rezidiv (MW: 55,74) im Vergleich
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zu den gesunden Kontrollen (MW: 40,5).

Tigit wird bei gesunden Spendern nur von einem minimalen Anteil der NK-Zellen
exprimiert (<5%). Bei Patienten nach Stammzelltransplantation ist dieser Anteil
deutlich erhoht. Am starksten ausgepragt war diese Erhohung bei Patienten mit

cGvHD von denen drei eine gesteigerte Expression auf Uber 30% der NK-Zellen
zeigten.
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41.5. CD62L

Im Mittel exprimierten 25% der NK-Zellen der gesunden Kontrollen CD62L.
Auch hier war in allen drei Patientengruppen ein Anstieg des Anteils CD62L+ NK-
Zellen zu beobachten. Bei Patienten mit cGvHD fiel er jedoch am geringsten aus.
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4.2. Einfluss immunsuppressiver Therapie

Um einen maoglichen Einfluss der immunsuppressiven Therapie, welche im Rahmen
der Transplantation zur Pravention oder Therapie einer GvHD verabreicht wird, auf die
Markerexpresion zu untersuchen, inkubierten wir NK-Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Prednisolon (Kortison) und Tacrolimus. Hierbei wurden fur die

meisten Marker Schwankungen der Expression von +/-6% gegenuber der Kontrolle

beobachtet, welche fur diese Rezeptoren jedoch keinen einheitlichen Trend zeigten.

Fir CD69 konnte allerdings eine Steigerung der Expression, nach Inkubation mit
diesen Medikamenten, beobachtet werden. Diese war bei einer Kombination der

Medikamente starker ausgepragt.
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Abb. 16-18 zeigen auf der X-Achse die Expression von CD69 gegen die Expression von CD52 auf der Y-Achse flr
den Kontroll-Ansatz, den Ansatz mit niedrigdosiertem Prograf+Kortison bzw. hochdosiertem Prograf+Kortison.

Ein entgegengesetzter Effekt lie sich fur Kortison auf die Expression von CD62L
beobachten. Hier verringerte eine Inkubation mit Kortison die Expression um

mindestens 8%.
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Abb. 19-23 zeigen auf der X-Achse die Expression von CD62L gegen die Expression von CD52 auf der Y-Achse fiir
den Kontroll-Ansatz, die beiden unterschiedlich dosierten Ansatze mit Kortison und die beiden Ansaatze mit der
Kombination der Immunsuppressiva.
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4.3. Prospektive Analyse
4.3.1. Einleitung

Um eine moglichst gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse und eine ausreichende
Anzahl an Rezidiven in der Kohorte zu haben, wurden hierflr ursprunglich 10
Patienten mit ausschlieRlich AML eingeschlossen, welche eine Konditionierung nach
dem FLAMSA-Protokoll erhielten. Als nach einem halben Jahr noch kein Rezidiv bei
diesen Patienten zu beobachten gewesen war, wurden weitere 10 Patienten dieses
Konditionierungsregimes und zusatzlich 10 Patienten, welche eine dosisreduzierte
Konditionierung (FBM) erhielten, eingeschlossen.

Von den 20 Patienten aus der FLAMSA-Kohorte wurden letztendlich 18, welche
mindestens bis d200 pTx Uberlebt hatten, hinsichtlich der Markerexpression analysiert.
Von den Patienten, die eine dosisreduzierte Konditionierung erhalten hatten,
uberlebten alle bis mindestens d200 und konnten analysiert werden.

In der FLAMSA-Kohorte wurden 9 Falle einer aGvHD, 4 Falle einer cGvHD und 2
Rezidive und in der FBM-Kohorte 8 Falle einer aGvHD und ein Rezidiv beobachtet. In
der FLAMSA-Kohorte entwickelten 3 und in der FBM-Kohorte 1 Patient Gber den

Beobachtungszeitraum von 365 Tagen keine der genannten Komplikationen.

Keine
Komplikation; 3

cGvHD; 4

aGvHD; 9

Abb. 24 zeigt den Anteil der einzelnen Komplikationen bzw. Falle ohne Komplikation im FLAMSA-Kollektiv.

Im Folgenden werden die Ergebnisse fur die nach FLAMSA-Protokoll konditionierten

Patienten dargestellt, da dieses Kollektiv in Bezug auf die Komplikationen heterogen
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genug war, um einen Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen zuzulassen. Bei den
FBM-konditionierten Patienten hatten 8/10 Patienten eine aGvHD entwickelt.
Die Charakteristika der Patienten sind in Tabelle 13 zusammengefasst.
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4.3.2. Rekonstitution der Subpopulationen

Wir konnten beobachten, dass Patienten, welche keine Komplikation entwickelten an
d50 zwar absolut die geringste Zahl an NK-Zellen (MW: 34/ul) hatten, aber dann im
weiteren Verlauf einen stetigen Anstieg bis d365 (MW: 562/ul) zeigten. Bei Patienten,
welche eine GvHD entwickelten, konnten wir diese Zunahme der Zahl von NK-Zellen
nicht beobachten.

Hier blieb die Zahl der NK-Zellen Uber den ganzen Beobachtungszeitraum zwischen
min.172/pl (aGvHD d100) und max. 355/ul (cGvHD d200). Ein Vergleich zu unseren
Gesunden Kontrollen ist hier leider nicht moglich, da uns fur die Buffycoats keine
Blutbilder vorlagen. Hier ist also nur ein Vergleich zu den in der Literaturdiskussion
erwahnten Referenzwerten von 82-594/ul NK-Zellen mdglich. Dieser zeigt, dass
lediglich die 34/ul NK-Zellen bei Patienten ohne Komplikation an d50 auf3erhalb dieses
Bereichs liegt.

Bei unseren buffycoats betrug der Anteil der NK-Zellen an den Lymphozyten im Mittel
5%. In allen Patientengruppen war dieser Anteil erhohrt, aber zeigte mit der Zeit eine
abfallende Tendenz. An d50 fallen besonders die Patienten mit einem spateren
Rezidiv durch einen Anteil von lediglich 30% gegenulber den 46% bei Patienten ohne
Komplikation auf. Nur in dieser Patientengruppe war ein zwischenzeitlicher Anstieg
des Anteils auf 46% an d100 zu beobachten, wahrend der Anteil in den anderen
Patientengruppen stetig abnahm und nur bei Patienten ohne Komplikation eine
Stabilisation bei ca. 30% ab d150 zeigte. Patienten mit einer cGvHD hatten ab d150

den geringsten Anteil von NK-Zellen.
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@
=]

-e~ aGvHD _ r T -e- aGvHD
_ 80 % -= cGvHD c 1 1 -# cGvHD
%' 600 T -+ Rezidiv %;:- 40 %[ \ -+ Rezidiv
3 -+ keine Komplikation ;}c‘ 5 -+ keine Komplikation
?ch 400 -+ unterer Referenzwert i _E>|~ 20 r 1 — buffycoats
200 -©- oberer Referenzwert g 1
I I 2 N T r ¥ b4
N d50 d1I00 d1I50 d2I00 d3:65 N d50 d100 d150 d200 d3:65
dpTx dpTx

Abb. 25 zeigt die Mittelwerte der absoluten NK-Zell- Abb. 26 zeigt die Mittelwerte fir den Anteil der NK-
Zahl flr die einzelnen Patientengruppen im Verlauf. Zellen bezogen auf die Lymphozyten fiir die

einzelnen Patientengruppen im Verlauf.

Dieser fallende Anteil an den Lymphozyten spiegelte sich teilweise auch in den
Subpopulationen wider. Patienten mit aGvHD hatten den grof3ten Anteil
CD56brightCD16- Zellen, welcher von 11% an d50 auf 3% an d365 fiel. Den geringsten
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Anteil hatten Patienten mit cGvHD, welcher von 3% an d50 auf 1 % an d365 fiel, was
dem Mittelwert bei den buffycoats entspricht.

Patienten mit cGvHD hatten mit 2% an d50 abfallend auf 1% an d365 zudem den
geringsten Anteil CD56brightCD16+ NK-Zellen. Den groRten Anteil machte die
CD56brightCD16+ Subpopulation mit 7% an d50 mit abnehmendem Anteil auf 2% an
d365 bei Patienten ohne Komplikation aus. Auffallig war fur die beiden unreifen
Subpopulationen ein extremer Anstieg des Anteils bei Patienten mit Rezidiv an d100
(CD56brightCD16-:10%, CD56brightCD16+: 11%). Bei den buffycoats machten die
CD56brightCD16+ NK-Zellen weniger als 1% der Lymphozyten aus.
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Abb. 27 zeigt die Mittelwerte fir den Anteil der Sub-
population der CD56brightCD16- NK-Zellen bezogen
auf die Lymphozyten fiir die einzelnen Patienten-
gruppen im Verlauf.

Abb. 28 zeigt die Mittelwerte fir den Anteil der Sub-
population der CD56brightCD16+NK-Zellen bezogen
auf die Lymphozyten fiir die einzelnen Patienten-
gruppen im Verlauf.

Der mit der Zeit steigende Anteil der NK-Zellen bei Patienten ohne Komplikation lasst
sich hingegen durch eine Zunahme der reifen CD56dimCD16+ NK-Zellen in dieser
Gruppe erklaren. Der Anteil dieser Subpopulation an den Lymphozyten war im
Vergleich zu den buffycoats (Mittwelwert: 2%) in allen Patientengruppen erhdht. Die
einzige Ausnahme bildeten die Rezidive an d200, wo der Anteil auf knapp unter 2%
abfiel.

Der Anteil der R2-Population zeigte eine minimale Abnahme an d365 gegenuber d50
in allen Gruppen. Am auffalligsten war hier ein zwischenzeitlicher Gipfel an d150. Auch
hier war der Anteil stets grofRer als bei den buffycoats (Mittelwert: 2%).
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Abb. 29 zeigt die Mittelwerte fir den Anteil der Sub-
population der CD56dimCD16+NK-Zellen bezogen
auf die Lymphozyten fiir die einzelnen Patienten-
gruppen im Verlauf.

Abb. 30 zeigt die Mittelwerte fir den Anteil der R2-
Population an den Lymphozyten fir die einzelnen
Patientengruppen im Verlauf.
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Wenn man die absoluten Zahlen der Subpopulationen betrachtet fallt auf, dass
Patienten, welche spater eine GvHD entwickeln wurden, an d50 mindestens doppelt
so viele CD56brighCD16- NK-Zellen haben als Patienten, welche keine Komplikation
entwickeln (aGvHD: 36/ul, cGvHD: 23ul, keine Komplikation: 9/pl). Fur Patienten ohne
Komplikation steigt diese Zahl auf vergleichbare Werte (30/ul) an d100 an und fallt
dann ab d150 zusammen mit den Patienten mit einer aGvHD auf die niedrigen Werte
von um die 15/ul ab, wahrend die Zahl bei Patienten mit cGvHD bis d200 bei Gber 25/pl
bleibt.

d50 CD56bright/CD16- FLAMSA

200
100 e~ aGvHD

- cGvHD
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80
* 150-]

60:
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0 T T T T T
d50 d100 d150 d200 d365
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Abb. 31 zeigt die absoluten CD56brightCD16- NK-Zell-Zahlen pro pl an d50 pTx. Abb. 32 zeigt wie sich die
Mittelwerte fur diese in den einzelnen Gruppen im Verlauf entwickelt haben.

Dem gegenuber verzogert zeigt sich die Zahl der CD56brightCD16+ NK-Zellen mit
einheitlich niedrigen Werten von unter 15 Zellen pro yl an d50. An d100 steigt die Zahl
in allen Gruppen an - mit einem Maximum von 102/l bei Patienten mit Rezidiv.

Wahrend die Zahl danach in den restlichen Gruppen abnimmt, lasst sich bei Patienten
mit cGvHD ein verzdgerter Anstieg beobachten, welcher erst an d200 mit 38/ul gipfelt.
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Abb. 33 zeigt die Mittelwerte der absoluten CD56brightCD16+ NK-Zell-Zahlen pro pl im Verlauf.

Der anfangs beschriebene kontinuierliche Anstieg der absoluten NK-Zell-Zahl bei
Patienten ohne Komplikation wird, wie schon bei den relativen Werten, durch eine
zunehmende Expansion der grolten Subpopulation, namlich den reifen
CD56dimCD16+ NK-Zellen, getragen. Demgegenuber fallt die Zahl dieser
zytotoxischen NK-Zellen bei Patienten mit einem Rezidiv auf Minimalwerte von 14/ul
an d200 ab.
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Abb. 34 zeigt die Mittelwerte der absoluten CD56dimCD16+ NK-Zell-Zahlen pro pl im Verlauf.
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4.3.3. Aktivierungsmarker

In der retrospektiven Analyse beobachteten wir bei den gesunden Kontrollen eine
Expression von CD69 auf weniger als 5% der gesamten NK-Zellen, welche sich in den
drei Patientenkollektiven auf Uber 10% verdoppelt zeigte. Prospektiv war zu sehen,
dass diese vermehrte Aktivierung von NK-Zellen im Sinne einer starken Expression
von CD69 den Komplikationen vorausgeht. Bereits an Tag 50 nach Transplantation
betrug der Anteil CD69+ NK-Zellen Uber alle Gruppen gemittelt Uber 20% und fiel auch

nach einem Jahr nicht unter diesen Wert.
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Abb. 35 zeigt den Anteil CD69+ NK-Zellen aller FLAMSA-Patienten im Verlauf

Interessanterweise zeigten Patienten, welche Uber den Beobachtungszeitraum keine
der Komplikationen entwickelten, an d50 mit 26% CD69+ NK-Zellen die fur sie hochste
Expression, wahrend sie bis d365 auf 17% gefallen war. Entgegengesetzt verhalt sich
der Trend fur Patienten mit einer aGvHD bei welchen der Anteil von 23% an d50 auf
ein Maximum von 33% an d150 anstieg und an d365 mit 25% noch immer am hochsten
aus den drei Gruppen war. Die besonders starke Expression von CD69 bei Patienten
mit cGvHD in der retrospektiven Analyse war in dieser Analyse nur bei einem Patienten
an d50 und d100 zu beobachten.
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Abb. 36 und 37 zeigen die Expression von CD69 auf der Gesamtpopulation der NK-Zellen an d50 (aGvHD:
23%, cGVvHD 34%, Rezidiv: 14% und keine Komplikation: 26%) und d365 (aGvHD: 25%, cGvHD 17% und
keine Komplikation: 17%). Vergleich gesunde Kontrollen: 4%.

Dieser gesteigerte Anteil aktivierter NK-Zellen findet sich vornehmlich in der
Subpopulation der reifen CD56dim/CD16+ NK-Zellen wo in jeder der
Patientengruppen stets ca mindestens 20% der Zellen CD69 exprimierten, wahrend
der Anteil dieser bei den CD56bright NK-Zellen zu jeder Zeit unter 20% lag.
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Abb. 38 und 39 zeigen die Expression von CD69 auf der CD56brightCD16- Subpopulation (aGvHD: 6%,
cGvHD 9%, Rezidiv: 3% und keine Komplikation: 16%) und der CD56dimCD16+ Subpopulation (aGvHD: 32%,
cGvHD 36%, Rezidiv: 18% und keine Komplikation: 46%) an d50. Vergleich gesunde Kontrollen: 1% bzw. 3%.
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Abb. 40 und 41 zeigen die Expression von CD69 auf der CD56brightCD16- Subpopulation (aGvHD: 8%,
cGvHD 6% und keine Komplikation: 6%) und der CD56dimCD16+ Subpopulation (aGvHD: 29%, cGvHD 20%,
und keine Komplikation: 23%) an d365. Vergleich gesunde Kontrollen: 1% bzw. 3%.

Auch die Expression von Nkp44 zeigte sich von d50 an erhoht. Sie stieg bis d100 auf
ihr Maximum an und fiel danach wieder ab, blieb jedoch weit Gber dem Mal3, welches

wir bei den gesunden Kontrollen (1%) beobachtet hatten.
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Abb. 42 zeigt den Anteil Nkp44+ NK-Zellen aller FLAMSA-Patienten im Verlauf

Im Gegensatz zu CDG69 ist diese gesteigerte Expression aber in erster Linie auf die
CD56bright NK-Zellen zurtuckzufuhren. Wahrend an d50 etwa 10% der reifen NK-
Zellen Nkp44 exprimierten, fiel dieser Anteil bis d365 fast auf das Level der gesunden
Kontrollen. Bei den unreifen NK-Zellen hingegen war der Anteil Nkp44+ NK-Zellen

auch an d365 noch grofRer als 20%.
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Abb. 43 und 44 zeigen die Expression von Nkp44 auf der CD56brightCD16- Subpopulation (aGvHD: 29%,
cGvHD 22%, Rezidiv: 31% und keine Komplikation: 39%) und der CD56dimCD16+ Subpopulation (aGvHD:
10%, cGvHD 9%, Rezidiv: 2% und keine Komplikation: 13%) an d50. Vergleich gesunde Kontrollen: 2% bzw.
0%.
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Abb. 45 und 46 zeigen die Expression von Nkp44 auf der CD56brightCD16- Subpopulation (aGvHD: 24%,

cGvHD 38% und keine Komplikation: 27%) und der CD56dimCD16+ Subpopulation (aGvHD: 4%, cGvHD 3%
und keine Komplikation: 8%) an d365. Vergleich gesunde Kontrollen: 2% bzw. 0%.
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4.3.4. Aktivierende Rezeptoren

Retrospektiv hatte sich die Expression der aktivierenden Rezeptoren mit der

Ausnahme von Nkp30 in allen Patientengruppen erhoht gezeigt.

Prospektiv liel3 sich beobachten, dass diese Hochregulierung der Rezeptoren bereits

unmittelbar nach Transplantation vor dem Auftreten etwaiger Komplikationen zu

beobachten ist.

Gemittelt Uber alle drei Patientengruppen fiel die Expression von Nkp30 bis d150 auf

ein Level vergleichbar mit dem der gesunden Kontrollen, wahrend die Expression von

Nkp46 und NKG2D auch an d365 noch deutlich erhoht war.

Fur alle drei aktivierenden Rezeptoren lag der Anteil positiver NK-Zellen an d50 mit

relativ kleiner Varianz bei Werten von uber 60%. Ab d150 zeigte sich allerdings eine

starkere Streuung der Werte mit deutlichen Ausreil3ern nach unten.
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Abb. 47 bis 49 zeigen den Anteil Nkp30+, Nkp46+ und NKG2D+ NK-Zellen aller FLAMSA-Patienten im Verlauf.
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Die ausgepragte Varianz der Expression von Nkp30 spat nach Transplantation ist
durch eine im Allgemeinen abfallende Expression in allen Patientengruppen, aber
persistierend erhohte Expression bei einigen Patienten mit GvHD, zu erklaren.

Nkp30 NK-Zellen d50 Nkp30 NK-Zellen d200
100~ 100
- "
80- E 80, .
& 60 3 60— M
(5]
g -
°2\° 40 § 40- v
20— 20—
0 1 1 1 1 1 0 I I 1 1 1
O QO ““‘ ‘(\Q' @\ Qso O §\ '(‘0 '&‘
003‘ 004‘2‘ Q&"'\b NGNS &4 &3‘ Q-°1> & &
Nkp30 NK-Zellen d365
100-
: o T
2 °
Z
Z 407
20+
0 1 1 1 1 1
L P & &
g & & ¢

Abb. 50 bis 52 zeigen die Expression von Nkp30 an d50 (aGvHD: 82%, cGvHD 79%, Rezidiv:84% und keine
Komplikation: 72%), d200 (aGvHD: 70%, cGvHD 65%, Rezidiv: 66% und keine Komplikation: 59%) und an
d365 (aGvHD: 76%, cGvHD 64% und keine Komplikation: 51%). Vergleich gesunde Kontrollen: 66%.
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Fur Nkp46 liel® sich kein klarer Unterschied zwischen den einzelnen Patientengruppen
abgrenzen. In jeder der vier Gruppen waren die unreifen CD56bright NK-Zellen zu
100% Nkp46+. Bei den reifen CD56dim NK-Zellen war der Anteil mit ca. 90% etwas
niedriger und variabler, aber lag noch immer stark Uber dem Vergleichswert der

gesunden Kontrollen.
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Abb. 53 und 54 zeigen die Expression von Nkp46 auf der CD56brightCD16- Subpopulation (aGvHD: 100%,
c¢GvHD 100% und keine Komplikation: 100%) und der CD56dimCD16+ Subpopulation (aGvHD: 92%, cGvHD
96%, Rezidiv: 94% und keine Komplikation: 88%) an d365. Vergleich gesunde Kontrollen: 94% bzw. 48%.
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Abb. 55 und 56 zeigen die Expression von Nkp46 auf der CD56brightCD16- Subpopulation (aGvHD: 99%,
c¢GvHD 99% und keine Komplikation: 100%) und der CD56dimCD16+ Subpopulation (aGvHD: 90%, cGvHD
90% und keine Komplikation: 88%) an d365. Vergleich gesunde Kontrollen: 94% bzw. 48%.

Ein ahnliches Bild zeigte sich bei NKG2D. Auch hier war die Expression, uber alle
Patientengruppen gemittelt, unmittelbar nach Transplantation bereits deutlich erhoht
und zeigte dann ab d150 vor allem durch drei Patienten mit einer deutlich verminderten
Expression einen reduzierten Mittelwert. Diese drei Patienten waren allerdings auf die
Gruppen der unterschiedlichen Komplikationen verteilt, sodass eine verminderte

Expression nicht mit einer einzelnen Komplikation assoziiert werden konnte. Auch die
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Expression von NKG2D betrug bei den CD56bright NK-Zellen stets um die 100%,
wahrend sich die Unterschiede vor allem bei den CD56dim NK-Zellen manifestierten.
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Abb. 57 zeigt den Anteil NKG2D+ NK-Zellen aller FLAMSA-Patienten im Verlauf. Abb. 58 zeigt den Anteil
NKG2D+ NK-Zellen an d150 in den einzelnen Patientengruppen.

NKG2C wurde in unserer retrospektiven Analyse noch nicht erfasst, sodass hierzu
keine Referenzwerte fur die gesunden Kontrollen vorlagen. In der prospektiven
Analyse konnten wir jedoch einen einzigartigen Verlauf beobachten.

An d50 nach Transplantation war die Expression in allen Patientengruppen eher
niedrig (aGvHD: 8%, cGvHD 13%, Rezidiv 10%, keine Komplikation 14%). Im Verlauf
konnten wir jedoch einen deutlichen Anstieg der Expression bei Patienten beobachten,
die Uber den Beobachtungszeitraum keine der Komplikationen entwickelten. Bei
Patienten, die eine GvHD entwickelten, hingegen blieb die Expression relativ
unverandert und Patienten mit einem Rezidiv zeigten die geringste Expression von
NKG2C.

Verlauf NKG2C FLAMSA
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Abb. 59 zeigt die Mittelwerte fir NKG2C+ NK-Zellen an der Gesamtpopulation im Verlauf.
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4.3.5. Inhibitorische Rezeptoren

Bei allen Patienten konnten wir frih nach Transplantation eine gesteigerte Expression

von NKG2A beobachten. Patienten, welche keine Komplikation entwickelten, zeigten

jedoch eine kontinuierliche Abnahme der Expression und erreichten ab d150 das Level

der gesunden Kontrollen, wahrend bei den ubrigen Patienten die Expression noch

dariiber hinaus erhoht blieb.

Auch hier sind die Unterschiede in der Expression ausschlie3lich auf den reifen NK-

Zellen zu finden.

%NKG2A+

%NKG2A+

Abb. 60 bis 63 zeigen die Expression von NKG2A an d50 (aGvHD: 74%, cGvHD: 73%, Rezidiv: 74% und keine
Komplikation: 75%), d100 (aGvHD: 69%, cGvHD 77%, Rezidiv: 83% und keine Komplikation: 63%), d150
(aGvHD: 52%, cGvHD 61%, Rezidiv: 74% und keine Komplikation: 46%) und an d200 (aGvHD: 50%, cGvHD
58%, Rezidiv: 68% und keine Komplikation: 46%) auf der Gesamtpopulation der NK-Zellen . Vergleich
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Abb. 64 und 65 zeigen die Expression von NKG2A auf der CD56brightCD16- Subpopulation (aGvHD: 100%,
cGvHD 99%, Rezidiv: 99% und keine Komplikation: 100%) und der CD56dimCD16+ Subpopulation (aGvHD:
68%, cGvHD 78%, Rezidiv: 73% und keine Komplikation: 63%) an d100. Vergleich gesunde Kontrollen: 89%
bzw. 37%.
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Abb. 66 und 67 zeigen die Expression von NKG2A auf der CD56brightCD16- Subpopulation (aGvHD: 98%,
cGvHD 99%, Rezidiv: 99% und keine Komplikation: 99%) und der CD56dimCD16+ Subpopulation (aGvHD:
61%, cGvHD 75%, Rezidiv: 69% und keine Komplikation: 54%) an d150. Vergleich gesunde Kontrollen: 89%
bzw. 37%.

Fur Tigit beobachteten wir in der retrospektiven Analyse eine leicht erh6hte Expression
bei allen Patienten mit einer besonderen Auspragung bei Patienten mit einer cGvHD.
In der prospektiven Beobachtung wurde deutlich, dass diese Hochregulierung von Tigit
der Entstehung einer cGvHD vorausgeht, da wir bereits an d50 und d100 bei den
Patienten, welche spater eine cGvHD entwickeln wirden, den grofdten Anteil Tigit+
NK-Zellen beobachteten. Diese gesteigerte Expression fand sich zudem in allen
NK-Zellen,

Reifungsstatus zu korrelieren scheint, sodass die reifen CD56dimCD16+ NK-Zellen

Subpopulationen der wobei die Expression von Tigit mit dem

die starkste Expression zeigten.
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Abb. 68 und 69 zeigen die Expression von Tigit an d50 (aGvHD: 17%, cGvHD: 39%, Rezidiv: 27% und keine
Komplikation: 11%) und d100 (aGvHD: 19%, cGvHD: 31%, Rezidiv: 11% und keine Komplikation: 12%) auf der
Gesamtpopulation der NK-Zellen. Vergleich gesunde Kontrollen: 1%.
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Abb. 70 bis 73 zeigen die Expression von Tigit an d100 in der CD56brightCD16- (aGvHD: 3%, cGvHD: 6%,

Rezidiv: 2% und keine Komplikation: 1%), der CD56brightCD16+ (aGvHD: 9%, cGvHD: 18%, Rezidiv: 7% und
keine Komplikation: 5%), der CD56dimCD16+ (aGvHD: 30%, cGvHD: 40%, Rezidiv: 19% und keine
Komplikation: 19%) und der R2-Population (aGvHD: 8%, cGvHD: 16%, Rezidiv: 8% und keine Komplikation:
5%). Vergleich gesunde Kontrollen: 0%,1%, 1% und 2%.
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4.3.6. CD62L

Die Expression von CD62L war unmittelbar nach Transplantation erhoht, wobei
Patienten ohne Komplikation die starkste Expression aufwiesen. Auffallig ist hier eine
deutlich weniger stark erhohte Expression bei Patienten mit cGvHD mit einem
statistisch signifikanten Unterschied an d50 (p: 0,0144), d100 (p: 0,0417) und d200
(p:0,0217) im Vergleich zu den Patienten ohne Komplikation. An d365 ist die
Expression in allen Patientengruppen abgefallen und unterscheidet sich zwischen den
einzelnen Gruppen nicht mehr so stark, aber bleibt im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen weiterhin erhoht.

Frih nach Transplantation waren diese Unterschiede in allen Subpopulationen der
NK-Zellen zu beobachteten, wahrend sich die Expression bei den unreifen NK-Zellen
zwischen den einzelnen Patientengruppen im Verlauf zunehmend anglich und sich die

Unterschiede vornehmlich bei den reifen NK-Zellen manifestierten.
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Abb. 74 bis 77 zeigen die Expression von CD62L an d50 (aGvHD: 51%, cGvHD: 45%, Rezidiv: 53% und keine
Komplikation: 67%), d100 (aGvHD: 55%, cGvHD: 43%, Rezidiv: 68% und keine Komplikation: 61%), d200
(aGvHD: 55%, cGvHD: 55%, Rezidiv: 50% und keine Komplikation: 63%) und d365 (aGvHD: 42%, cGvHD:
50% und keine Komplikation: 52%) auf der Gesamtpopulation der NK-Zellen. Vergleich gesunde Kontrollen:
25%.
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4.3.7. Virusreaktivierungen

Da es mit der Ausnahme von lediglich drei Patienten im FLAMSA-Kollektiv und einem
Patienten im FBM-Kollektiv bei allen Patienten zu einer Virusreaktivierung und damit
zu starken Uberschneidungen mit den anderen Komplikationen kam wurde diese
Komplikation separat evaluiert.

Im FLAMSA-Kollektiv entwickelten 8 der 18 Patienten eine Raktivierung von CMV,
welche zur Initiierung einer antiviralen Therapie fuhrte. Bei 3 von diesen 8 Patienten
kam es zu einer Organmanifestation (1 CMV-Retinitis/neuritis cranialis/ventrikulitis, 1
CMV-Kolitis und 1 CMV-Erkrankung des Magens). Der Mittelwert fur den Zeitpunkt
einer CMV-Reaktivierung war d46 nach Transplantation

Zu einer Reaktivierung von EBV kam es bei 12 der 18 Patienten, wobei 8 dieser 12
Patienten eine Therapie mit wochentlichen Gaben von Rituximab erhielten. Zwei der
12 EBV-Reaktivierungen entwickelten sich zu einer EBV-PTLD. Der Mittelwert fur den
Zeitpunkt einer EBV-Reaktivierung war d46 nach Transplantation

Der grofdte Teil der Virusreaktivierungen ereignete sich vor d50, sodass hier nur eine
retrospektive Analyse moglich war. Wir konnten allerdings in Bezug auf Rekonstitution
der Subpopulationen und Markerexpression keine charakteristischen Veranderungen
bei den Patienten nach Reaktivierung beobachten. Auch nach Stratifizierung der
Schwere der Erkrankung abhangig davon, ob eine Organmanifestation
beziehungsweise PTLD vorlag oder nicht, und bei Betrachtung einzelner Patienten,
welche im Verlauf eine zweite Virusreaktivierung entwickelten (n=9), lieRen sich keine

einheitlichen Veranderungen feststellen.
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4.4. Degranulation und Zytokinproduktion

Bei der Analyse der Markerexpression fielen charakteristische Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen auf. Um zu untersuchen, ob diese Veranderungen die
Funktionalitat der Patienten-NK-Zellen beeinflussen, schlossen wir Assays zur
Evaluation von Zytokinproduktion und Zytotoxizitat an.

Die Expression von Ifn-y wurde intrazellular mithilfe der in den Methoden
beschriebenen intrazelluaren FACS-Farbung bestimmt. Zur Bestimmung der
Degranulation wurde eine Oberflachenfarbung auf CD107-a verwendet.

Im eigentlichen Test-Ansatz wurden die NK-Zellen mit K562 inkubiert. Es erfolgte
zudem eine Negativ-Kontrolle, in welchem die NK-Zellen im gleichen Medium, aber
ohne K562, inkubiert wurden. Die Positivkontrolle enthielt NK-Zellen in Medium mit
Zusatz von PMA und lonomycin.

Aufgrund der kleinen Anzahl von lediglich 20 000 NK-Zellen war hier leider keine
Untersuchung der einzelnen Subpopulationen und eine Korrelation mit einzelnen
Oberflachenmarkern mdglich.

Gesunde Kontrollen zeigten ohne Stimulus bei weniger als 5% der NK-Zellen eine
Produktion von Ifn-y. Bei den Patienten dagegen war Ifn-y hier bei einem deutlich
grolReren Anteil der NK-Zellen nachweisbar. Bei Patienten mit einem Rezidiv waren
fast 50% der NK-Zellen positiv fur Ifn-y.

Bei der Stimulation mit K662 zeigte sich bei fast allen Patientengruppen eine Abnahme
der Produktion von Ifn-y. Lediglich Patienten mit cGvHD zeigten hier eine leichtgradige
Zunahme der Produktion. Die gesunden Kontrollen hingegen zeigten eine deutliche
Zunahme der Produktion, jedoch ohne dabei mehr Ifn-y zu produzieren als die
Patienten.

In der Positivkontrolle konnte fur alle Gruppen eine gute Fahigkeit zur Produktion von
Ifn-y nachgewiesen werden (Mittelwerte 62-85%), wobei die gesunden Kontrollen den
groRten Anteil Ifn-y+ NK-Zellen zeigten. Tabelle 17 fasst die Ausgangswerte in der
Negativkontrolle und die darauf bezogenen Veranderungen der Expression von Ifn-y

nach Stimulation mit K562 beziehungsweise PMA/lonomycin zusammen.
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Abb. 78 zeigt die Expression von Abb. 79 zeigt die Expression von Abb. 80 zeigt die Expression von
Ifn-y in der Negativkontrolle bei Ifn-y im Testansatz bei Ifn-y in der Positivkontrolle bei
Patienten mit aGvHD (MW: 19%), Patienten mit aGvHD (MW: 13%), Patienten mit aGvHD (MW: 62%),
cGVvHD (MW: 13%), Rezidiv cGVvHD (MW: 18%), Rezidiv cGVHD (MW: 74%), Rezidiv
(MW: 46%), keinen Komplika- (MW: 22%), keinen Komplika- (MW: 74%), keinen Komplika-
tionen (MW:10%) und den tionen (MW: 8%) und den tionen (MW: 71%) und den
gesunden Kontrollen (MW: 3%). gesunden Kontrollen (MW: 10%). gesunden Kontrollen (MW: 85%).
Dies entspricht der spontanen
Expression von Ifn-y.
Tabelle 17 Sekretion von Ifn-y
Ifn-y+ A Ifn-y A Ifn-y Positiv-
Negativ-kontrolle | K562 kontrolle
aGvHD 19% -6% +43%
cGvHD 13% +5% +61%
Rezidiv 46% -24% +28%
Keine Komplikation 10% -2% +61%
buffycoats 3% +7% +83%
Sekretion Ifn-y
Negativkontrolles
K562 A-6% - aGvHD
Positivkontrolle: A+43%
Negativkontrolle:
K562 A+5% : cGvHD
Positivkontrolle: d A+61 %
Negativkontrolle: -
v K562 A- 0 : Rezidiv
Positivkontrolle 1 A+28%
Negativkontrolle: . . .
K562 A-2% [ keine Komplikation
Positivkontrolless2z 1 A+83%
Negativkontrolle:
K562 A+7% - buffys
A+61% fry

Positivkontrolle:

80

40 60
% Ifn-y+

100

Abb. 81 veranschaulicht die Veranderungen in der Expression von Ifn-y nach Stimulation flr die einzelnen Patientgruppen.
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Eine spontane Degranulation in der Negativkontrolle war nur bei Patienten mit einem
Rezidiv durch Nachweis von CD107-a auf ca. 5% der NK-Zellen gegeben.

Nach Inkubation mit K562 konnte in allen Gruppen eine Degranulation nachgewiesen
werden, wobei NK-Zellen von gesunden Spendern hier die groten Kapazitaten mit
Werten von ca. 20% zeigten. Fur Patienten mit aGvHD und Rezidiv lag dieser Wert
knapp darunter. Bei Patienten mit cGvHD und ohne Komplikation konnte nur bei 10%
der NK-Zellen CD107-a nachgewiesen werden.

In der Positivkontrolle zeigten alle Patientengruppen Werte, die mit denen der
gesunden Kontrollen (ca. 55%) vergleichbar waren oder sogar hoéher lagen (cGvHD,
Rezidiv, keine Komplikation).

Tabelle 18 fasst die Ausgangswerte in der Negativkontrolle und die darauf bezogenen
Veranderungen in der Expression von CD107-a nach Stimulation mit K562

beziehungsweise PMA/lonomycin zusammen.
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Abb. 82 zeigt die Expression von Abb. 83 zeigt die Expression von Abb. 84 zeigt die Expression von
CD107-a in der Negativkontrolle bei CD107-a im Testansattz bei CD107-a in der Positivkontrolle bei
Patienten mit aGvHD (MW: 2%), Patienten mit aGvHD (MW: 15%), Patienten mit aGvHD (MW: 52%),
cGVHD (MW: 1%), Rezidiv cGVHD (MW: 7%), Rezidiv cGVvHD (MW: 65%), Rezidiv
(MW: 9%), keinen Komplika- (MW: 16%), keinen Komplika- (MW: 80%), keinen Komplika-
tionen (MW: 2%) und den tionen (MW: 9%) und den tionen (MW: 65%) und den
gesunden Kontrollen (MW: 1%). gesunden Kontrollen (MW: 22%). gesunden Kontrollen (MW: 55%).
Tabelle 18 Degranulation
CD107-a+ A CD107-a A CD107-a
Negativ-kontrolle | K562 Positiv-kontrolle
aGvHD 2% +13% +50%
cGvHD 1% +6% +64%
Rezidiv 9% +7% +71%
Keine Komplikation 2% +7 +63%
buffycoats 1% +21% +54%
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Abb. 85 veranschaulicht die Veranderungen in der Expression von CD107-a nach Stimulation fir die einzelnen Patientgruppen.
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5. Diskussion

5.1. Unterschiede in der Markerexpression und Rekonstitution bei

Patienten mit unterschiedlichen Komplikationen

Die allogene Stammzelltransplantation stellt nach wie vor die letzte kurative
Therapieoption fur eine Reihe hoch aggressiver hamatologischer Malignitaten dar.
Trotz deutlicher Fortschritte in Bezug auf das Verstandnis der pathophysiologischen
Grundlagen der wichtigsten Komplikationen bedingen die GvHD und das Rezidiv noch
immer eine erhebliche Limitation fir den Therapieerfolg.

Die mogliche Bedeutung von NK-Zellen in diesem Zusammenhang ist bereits vielfach
beschrieben worden (196, 197). Zudem konnte gezeigt werden, dass es nach
Transplantation zu phanotypischen Veranderungen der NK-Zellen kommt (196, 197).
Diese Arbeit ist ein Versuch, einen Uberblick (ber Veranderungen in der
Rekonstitution der Subpopulationen und Expression von Oberflachenrezeptoren von
NK-Zellen bei Patienten mit myeloischen Neoplasien und hohem Rezidiv-Risiko im
Zusammenhang mit den  wichtigsten = Komplikationen der  allogenen
Stammzelltransplantation in unserem Mainzer Patientenkollektiv zu gewinnen.

Neben den klassischerweise in der Literatur beschriebenen Subpopulationen der NK-
Zellen (198) untersuchten wir zusatzlich die von uns so genannte R2-Population.
Einige Rezeptoren sind bereits in einem ahnlichen Kontext einzeln untersucht worden
(152-154, 173, 175, 179), sodass jeweils nur eine eingeschrankte Phanotypisierung
der NK-Zellen moglich war.

Mit einer relativ kleinen Fallzahl gelang es uns in unserer retrospektiven Analyse zu
zeigen, dass es im Rahmen der Transplantation -beziehungsweise durch die
einhergehenden Komplikationen dieser- zu ausgepragten Veranderungen der
Expression der von uns ausgewahlten Rezeptoren kommit.

In der prospektiven Studie konnten wir Veranderungen identifizieren, welche den
Komplikationen vorausgehen (Tigit, CD62L), sich erst nach deren Auftreten
manifestieren (NKG2A, NKG2C) oder aber auch gleichermal3en bei Patienten ohne
Komplikation auftreten (CD69, Nkp30, Nkp44, Nkp46, NKG2D).

Zusatzlich beobachteten wir Unterschiede in der Rekonstitution der NK-Zellen
zwischen den einzelnen Patientengruppen und konnten die Veranderungen in der

Markerexpression hierzu in Zusammenhang setzen.
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5.2. Veranderte Rekonstitution bei Patienten mit Komplikation

NK-Zellen sind die ersten Lymphozyten, welche nach HSZT rekonstituieren und
normalerweise innerhalb eines Monats Zahlen vergleichbar mit denen von gesunden
Individuen erreichen (113). Allerdings konnten Dulphy et al. zeigen, dass
Veranderungen in der Zusammensetzung der Subpopulationen zugunsten der
unreifen CD56bright NK-Zellen noch fur einen Zeitraum von mindestens einem Jahr
nach HSZT fortbestehen (198).

Da sich diese Subpopulationen in ihrer Funktionalitat unterscheiden, konnte neben
Veranderungen der absoluten NK-Zell Zahl auch ein Missverhaltnis der einzelnen
Subpopulationen untereinander oder zu anderen Immunzellen zu der Entstehung von
Komplikationen beitragen.

So konnten Chan et al. an d14 nach Transplantation ein Verhaltnis von 40:1 NK-Zellen
gegenuber T-Lymphozyten beobachten (196), welches im Vergleich zu dem Verhaltnis
von 0,17 bei gesunden Personen (199) die enorme Bedeutung von NK-Zellen
unmittelbar nach Transplantation unterstreicht. Des Weiteren war in der Arbeit von
Chan et al. eine NK-Zell Zahl von <25/ul an d14 ein statistisch signifikanter Risikofaktor
fur eine aGvHD (196).

Huenecke et al. beobachteten, dass bei padiatrischen HSZT Patienten ein geringerer
Anteil von CD56bright an den gesamten NK-Zellen in den ersten drei Monaten mit
einem erhohten Risiko fur eine aGvHD assoziiert war (130).

Unsere prospektive Studie beginnt somit zu einem Zeitpunkt, an welchem zumindest
die absoluten NK-Zell Zahlen im Bereich von gesunden Personen zu erwarten sind.
Ziel war es die Entwicklung der NK-Zellen Uber einen verlangerten Zeitraum von einem
Jahr zu beobachten und den Zusammenhang mit spater auftretenden Komplikationen
zu analysieren.

Tatsachlich lagen die Mittelwerte fur die absolute Gesamtpopulation der NK-Zellen fur
alle Patientengruppen mit Komplikation stets im Referenzbereich gesunder Individuen
(73-654/ul (200), 80-690ul (201)).

Wenn man jedoch den Anteil der NK-Zellen an den Lymphozyten betrachtet, fallt auf,
dass dieser an d50 in allen Gruppen aulRer bei den Rezidiven oberhalb des
Referenzbereichs (4-28% (200), 5-32% (201) liegt. Dies lasst sich durch die in der
Literaturdiskussion beschriebene verzorgerte Rekonstitution von T-Lymphozyten
(104) und B-Lymphozyten (106) erklaren. Zudem hatten alle Patienten in unserem
Kollektiv Antithymozytenglobulin (ATG) erhalten, welches zwar potentiell gegen alle
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Lymphozytenpopulationen gerichtet ist, aber am starksten die Rekonstitution von T-
Lymphozyten beeintrachtigt (202, 203).

Da sich zu diesem Zeitpunkt die Verhaltnisse zwischen Patienten mit einer spateren
GvHD nicht zu denen ohne Komplikation unterscheiden, ist dieser Zeitpunkt
wahrscheinlich zu spat gewahlt oder der Anteil der NK-Zellen insgesamt an den
Lymphozyten hat zu diesem Zeitpunkt keinen mafdgeblichen Effekt auf die Entwicklung
einer GvHD.

Allerdings bildeten sich im weiteren Verlauf Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen heraus.

Wahrend der Anteil der NK-Zellen an den Lymphozyten in der Gruppe der cGvHD und
ohne Komplikationen ab d100 wieder innerhalb des Referenzbereichs gesunder
Individuen lag, blieb er bei Patienten mit aGvHD bis einschlieRlich d150 erhoht.

Dies konnte durch einen praferentiell supprimierenden Effekt der eingesetzten
Immunsuppressiva auf T- und B-Lymphozyten bedingt sein, da sich die aGvHD im
Mittel friher manifestierte als die anderen Komplikationen (aGvHD: d98, cGvHD: d116,
Rezidiv: d249). Die Manifestation einer aGvHD erfodert oft den Einsatz systemischer
Immunsuppressiva (i.d.R. einen Kortisonsto3), welchen ein wesentlicher Teil der
Patienten mit aGvHD somit bereits vor d100 erhalten hat. In der Gruppe der cGvHD
kommt dieser aufgrund der spateren Manifestation erst spater zum Einsatz und bei
Patienten ohne Komplikation Uberhaupt nicht.

Auch die GvHD selbst konnte fur den geringeren Anteil der anderen Lymphozyten
verantwortlich sein, da beispielsweise destruierende Effekte auf den Thymus durch
eine GvHD beschrieben sind (204), was folglich die Bildung von T-Lymphozyten
einschrankt.

Eine reaktive Vermehrung der NK-Zellen etwa als Antwort auf eine Proliferation
alloreaktiver T-Zellen im Rahmen der GvHD ist eher unwahrscheinlich, da es zu
keinem ausgepragten Anstieg der absoluten NK-Zell Zahlen kommt.

Auch denkbar ware gar ein beitragender Effekt der NK-Zellen zum
proinflammatorischen Milieu der aGvHD. Der ab d100 zu beobachtende gréRere Anteil
von NK-Zellen bei Patienten mit aGvHD im Vergleich zu Patienten ohne Komplikation
ist vor allem auf einen starkeren Ruckgang des Anteils der unreifen NK-Zellen
(CD56brightCD16-/16+) an den Lymphozyten bei Letzteren als bei Patienten mit

aGvHD zuriickzufuhren.
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Dieser groRere Anteil der unreifen NK-Zellen, welche ja in erster Linie
proinflammatorische Zytokine wie Ifn-y sezernieren (112), bei den Patienten mit
aGvHD konnte die Aktivierung von T-Zellen noch weiter befeuern.

Auffallig ist zudem der ab d150 zu beobachtende deutlich kleinere Anteil von NK-Zellen
bei Patienten mit einer cGvHD. Auch wenn sich die Werte im Referenzbereich fur
gesunde Individuen bewegen zeigen Patienten mit einer cGvHD nach deren
Manifestation (MW: d116) geringere Werte als Patienten ohne Komplikation.

Dies konnte eine verzogerte Folge einer gestorten Neubildung und Ausreifung von NK-
Zellen bei Patienten mit cGvHD widerspiegeln.

Huenecke et al. hatten in ihrer Arbeit beobachtet, dass der Anteil der CD56brightCD16-
an den gesamten NK-Zellen an d15 nach Transplantation oberhalb des
Referenzbereichs von gesunden Kontrollen lag. Mit einer Verzégerung von etwa 3
Monaten kam es zu einer Expansion der CD56bright-CD16+-Sub-population Gber den
Referenzbereich hinaus. Der Anteil der reifen NK-Zellen war hingegen vermindert und
erreichte erst 8 Monate nach Transplantation den Referenzbereich (130). Dies spiegelt
die sequentielle Reifung der NK-Zellen aus den CD56bright-CD16- Uber
CD56brightCD16+ hin zu den reifen CD56dimCD16+ wider.

In unserer Studie hatten Patienten mit cGvHD an d50 den geringsten Anteil von
unreifen CD56brightCD16-/+. Somit konnte der geringe Anteil von NK-Zellen in dieser
Gruppe ab d150 durch eine gestorte De-novo-Produktion schon frih nach
Transplantation erklart werden.

Auf der anderen Seite konnte auch eine Proliferation anderer Lymphozyten diesen
geringeren Anteil von NK-Zellen bedingen.

Insgesamt zeigt die Rekonstitution der Subpopulationen der NK-Zellen bei Patienten
ohne Komplikation in unserer Studie einen vergleichbaren, aber zeitlich leicht
verzogerten, Verlauf wie er von Huenecke et al. bei padiatrischen Patienten
beschrieben wurde (130). Auch hier wurde eine Verschiebung der Subpopulationen
zugunsten der CD56brightCD16- NK-Zellen bei Patienten, welche eine aGvHD
entwickelt hatten, beobachtet. Wahrend diese Verschiebung in unserer Studie zum
Ende des Beobachtungszeitraums zunehmend kleiner wird, war sie bei den
padiatrischen Patienten noch bis 3 Jahre nach Transplantation zu beobachten (130).
Huenecke et al. beobachteten fur Patienten mit cGvHD eine gestorte Rekonstitution
der NK-Zellen in Form einer langeren Persistenz einer starken CD56brightCD16+
Subpopulation. Bei unseren adulten Patienten konnten wir diese nicht beobachten,
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was an einer noch starker ausgepragten Storung der Rekonstitution liegen konnte oder
aber dieser Peak liegt jenseits des Beobachtungszeitraums.

Insgesamt ist die Aussagekraft aufgrund der geringen Fallzahl — gerade fur Patienten
mit cGvHD und ohne Komplikationen — stark eingeschrankt. Hinzu kommt, dass der
Startpunkt fur die Analysen scheinbar zu spat gewahlt ist, um pradiktive Faktoren fur
das Entstehen einer aGvHD herauszufinden. Dennoch bestatigen unsere
Beobachtungen die Ergebnisse anderer Arbeiten, welche eine rapide Rekonstitution
von NK-Zellen innerhalb des ersten Monats zeigen (113). AuRerdem konnten wir
Hinweise darauf gewinnen, dass eine GvHD die Zusammensetzung von NK-Zellen
auch bei adulten Patienten beeinflusst.
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5.3. Differentiell gesteigerte Expression von Aktivierungsmarkern

In der retrospektiven Analyse konnten wir zeigen, dass die beiden von uns
untersuchten Aktivierungsmarker Nkp44 und CDG69 in allen Patientengruppen nach
Transplantation verstarkt exprimiert wurden.

Die in der prospektiven Analyse bereits an d50 stark erhohte Expression dieser
Aktivierungsmarker zeigt, dass die Aktivierung der NK-Zellen den Komplikationen
vorausgeht.

Dies entspricht unserer Erwartung und lasst sich durch hohe Spiegel
proinflammatorischer Zytokine nach Transplantation unabhangig vom Auftreten von
Komplikationen, wie sie in mehreren Arbeiten beschrieben wurden (59, 205), erklaren.
Thiant et al. konnten an einer Kohorte von 40 ausschliel3lich myeloablativ
konditionierten Patienten zeigen, dass die Konzentration von IL-7 und IL-15 invers mit
der Zahl der zirkulierenden T-Zellen korreliert und wahrend der tiefsten Lymphopenie
an d14 pTx am hochsten war (206). In der Arbeit von Thiant et al. fielen die Spiegel
dieser Interleukine an d30 wieder auf das Level vor Transplantation, welches etwa
dem Referenzlevel gesunder Individuen entsprach (206).

Dulphy et al. beobachteten ebenfalls, dass die Spiegel von IL-15 nach Transplantation
erhoht waren, aber sahen die hochsten Konzetrationen an d50 pTx mit fortwahrend
erhohten Spiegeln noch an d90 (198). Leider wurden hier keine Angaben zu dem
verwendeten Konditionierungsregime gemacht.

IL-15 gilt als entscheidendes Zytokin fur die Stimulation von NK-Zellen (207) und
mehrere Arbeiten konnten eine veranderte Markerexpression und Zusammensetzung
der NK-Zell-Subpopulationen im Kontext erhdhter IL15-Spiegel beobachten (154,
198).

Neben Zytokinen konnte auch eine mogliche Aktivierung durch residuelle Blasten
(208), eine verstarkte Expression der Aktivierungsmarker erklaren.

So ist auch die stetige Abnahme der Expression der Aktivierungsmarker bei Patienten
ohne Komplikation im Verlauf gemall den Erwartungen. Auffallig ist jedoch die
Tatsache, dass die Expression auch an d365 noch deutlich Uber der der gesunden
Kontrollen liegt.

In Abwesenheit einer apperenten immunvermittelten Komplikation konnte dies ein
Hinweis auf eine zentrale Rolle der NK-Zellen Uber die ersten Monate nach
Transplantation hinaus sein. So konnte diese Aktiviertheit ein Resultat aus der
standigen Kontrolle Uber alloreaktive Zellen, residuelle Blasten oder Pathogene sein.
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Zusatzlich mag die Tatsache, dass fast alle Patienten in unserer Kohorte eine
Virusreaktivierung entwickelten, miterklarend fur die langanhaltend erhohte
Expression der Aktivierungsmarker sein.

AuRerdem konnte bei der bei uns ausschliel3lich verwendeten nicht-myeloablativen
Konditionierung eine moglicherweise langer anhaltende Veranderung des
Zytokinmilieus ein beitragender Faktor sein.

Interessant ist zudem die differenzielle Expression der beiden Aktivierungsmarker
zwischen den einzelnen Subpopulationen.

Nkp44 als zusatzlicher Rezeptor fur ,naturliche Zytotoxizitat” ware nach der Literatur
eher auf der zytotoxischen CD56dim Subpopulation zu erwarten, zeigte aber in
unserem Kollektiv die hohere Expression auf den unreifen NK-Zell-Subpopulationen.
Allerdings kann Nkp44 - abhangig von dessen Isoform und der Art des Liganden -
gegensatzliche Wirkungen auf die Zelle vermitteln (209).

Shemesh et al. konnten au3erhalb des Settings der allogenen HSZT einen Einfluss
der Expression von Nkp44 auf die Prognose von Patienten mit AML zeigen (210).
Allerdings war es nicht die absolute Expression von Nkp44, die entscheidend war,
sondern vielmehr eine starke Expression der inhibitorischen Splice-Variante Nkp44-1,
welche mit einer schlechteren Prognose korrelierte (210). Zudem konnten sie zeigen,
dass eine Inkubation mit IL-15 zu einer gesteigerten Expression der Splice-Varianten
Nkp44-1 und Nkp44-3, aber nicht Nkp44-2, fihrte (210).

Letztlich ist unsere Arbeit die erste, welche die Expression von Nkp44 auf NK-Zellen
im Verlauf nach allogener Stammzelltransplantation genauer untersucht, sodass kein
direkter Vergleich zu Ergebnissen anderer Arbeiten moglich ist. Dennoch deutet die
hier festgestellte gesteigerte Expression von Nkp44 auf NK-Zellen nach HSZT auf eine
moglicherweise besondere Bedeutung dieses Rezeptors nach HSZT hin.

Angesichts der heterogenen Efekte, welche Nkp44 auf NK-Zellen vermitteln kann, und
der Tatsache, dass wir zwischen den einzelnen Patientengruppen keine signifikanten
Unterschiede in der Expression von Nkp44 feststellen konnten, ware es interessant zu
untersuchen, ob sich die Isoform zwischen den Patienten und den einzelnen

Subpopulationen unterscheidet.

96



5.4. Charakteristische Unterschiede in der Markerexpression bei
Patienten mit GvHD

5.4.1. Transplantation bewirkt eine Hochregulierung aktivierender

Rezeptoren

Einhergehend mit der zuvor beschriebenen Aktivierung beobachteten wir eine
Adaptation der NK-Zellen durch differenzielle Hochregulierung aktivierender
Rezeptoren.

Boyiadzis et al. konnten eine gesteigerte Expression der aktivierenden Rezeptoren
Nkp46, Nkp30 und NKG2D unmittelbar nach Transplantation fur die ersten drei Monate
im Rahmen deutlich erhohter Spiegel von IL-15 bereits nachweisen (154). Mit
Ausnahme von Nkp30 konnten wir diese erhohte Expression bei allen
Patientengruppen auch noch nach Manifestation der Komplikation nachweisen. Die
vergleichsweise geringe Expression der aktivierenden Rezeptoren bei Patienten mit
cGvHD und Rezidiv im Vergleich zu denen mit aGvHD mag darauf zurtckzufuhren
sein, dass die Probensammlung bei cGvHD und Rezidiv deutlich spater nach
Transplantation erfolgte.

Im Vergleich zu unserer prospektiven Analyse fiel die Expression in der Studie von
Boyiadzis et al. jedoch deutlich fruher wieder auf das Level der gesunden Kontrollen,
was unter anderem der Verwendung eines anderen Konditionierungsregimes
geschuldet sein konnte. Zudem unterscheiden sich die Grunderkrankungen (in
genannter Studie fast ausschlief3lich Lymphome und keine AML) und die Studie macht
keine Angabe Uber das Auftreten von Komplikationen. So konnte die hohe Pravalenz
von GvHD mit der einhergehenden Inflammation in unserer Kohorte erklarend fur die
langanhaltende Erhéhung der Expression sein.

Passend zu dieser Hypothese hatten wir bei Patienten mit GvHD in der retrospektiven
Studie tendentiell die starkste Expression dieser Rezeptoren beobachtet. Leider lagen
uns hier jedoch keine Patienten ohne Komplikation vor.

Prospektiv war ebenfalls zu erkennen, dass die Expression bei Patienten mit Rezidiv
tendentiell am niedrigsten ist, was eine eingeschrankte Zytotoxizitat bei diesen
Patienten bedingen konnte. Allerdings ist die Aussagekraft durch die sehr kleine
Fallzahl hier stark eingeschranki.

Die in der retrospektiven Analyse verminderte Expression von NKG2D im Vergleich zu
den anderen Patientengruppen und von Nkp30 auch gegenuber den gesunden
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Kontrollen bei Patienten mit einem Rezidiv lieRe sich auch mit Ergebnissen anderer
Arbeiten erklaren. Diese konnten eine verringerte Expression von Nkp30 und NKG2D
vermittelt durch TGF-beta (211) oder andere parakrine Mechanismen ausgehend von
AML-Zellen zeigen (155). Diese verminderte Expression konnte zu einer
eingeschrankten Aktivierbarkeit der NK-Zellen beitragen und damit eine effektive
Abwehr gegenuber AML-Blasten verhindern.

Allerdings ist dieser Verlust von Nkp30 und NKG2D nur bei einigen Patienten mit
einem Rezidiv besonders ausgepragt, sodass auf Seiten der NK-Zellen eventuell
weitere in dieser Arbeit nicht untersuchte aktivierende Rezeptoren oder aber auch eine
verstarkte Expression inhibitorischer Rezeptoren eine Rolle spielen missen. Zudem
ist die Pathophysiologie des Rezidivs sehr heterogen. Neben einer verminderten
Expression von HLA-1-Molekulen oder einer gesteigerten Expression inhibitorischer
Immuncheckpoint-Molekule kénnen auch die Freisetzung antiinflammatorischer
Zytokine und Produktion von Enzymen mit immunsuppressiver Wirkung eine
,<immunflucht® begunstigen (212).

Generell hatten wir besonders bei den Rezidiven eine verminderte Expression von den
NCRs erwartet (153, 155, 166, 167). Aufgrund der Fallzahl von n=2 in der prospektiven
Analyse war hier jedoch keine valide Aussage zu generieren und fur keinen der beiden
Patienten war eine auffallend niedrige Expression zu beobachten.

Umgekehrt konnte die verstarkte Expression aktivierender Rezeptoren bei Patienten
mit GvHD miterklarend fur das geringere Rezidivrisiko dieser Patienten sein. Weitere
funktionelle Untersuchungen sind notig, um dies zu bestatigen.

Am auffalligsten verhalt sich jedoch die Expression von NKG2C. Hier war im
Gegensatz zu den anderen Rezeptoren mit der Zeit eine Zunahme der Expression zu
verzeichnen. Dies kann durchaus auf die zunehmende Ausreifung der NK-Zellen
zuruckzufuhren sein, da NKG2C vornehmlich auf reifen NK-Zellen exprimiert wird
(213). Dies ist in Kongruenz mit der niedrigeren Expression von NKG2C bei Patienten
mit GvHD, welche einen groReren Anteil unreifer NK-Zellen hatten.

Hinzu konnte die vielfach beschriebene Expansion von NKG2C+ NK-Zellen bei
Virusreaktivierung nach stattgehabter CMV-Infektion kommen (90) (177). Die
Expansion dieser NKG2C+ NK-Zellen im Rahmen einer CMV-Reaktivierung wurde mit
einem geringeren Rezidivrisiko assoziiert (180). Umso interessanter ist die Tatsache,
dass die Expression von NKG2C bei unseren Rezidiven am niedrigsten war. Bei der
kleinen Fallzahl von n=2 bendtigt dies jedoch eine Bestatigung in einer grof3eren Zahl

von Rezidiven.
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Aufgrund der frGhen Virusreaktivierungen und der daher retrospektiven Analyse in
Bezug auf diese Fragestellung konnten wir den Effekt der Rektivierungen auf die
NKG2C-Expression leider nicht genauer untersuchen. Zusatzlich konnten wir keinen
Unterschied zwischen den drei Patienten ohne Virusreaktivierung im Vergleich zu den
Ubrigen in Bezug auf die Expression von NKG2C beobachten.

So konnte die vergleichsweise geringe Expression des aktivierenden NKG2C bei
Patienten mit GvHD durchaus zu einer eingeschrankten Aktivierbarkeit und Kontrolle
von NK-Zellen gegenuber alloreaktiven T-Zellen und dendritischen Zellen beitragen.
Dies steht in Einklang mit Ergebnissen von Kordelas et al., welche NKG2C und NKG2A
isoliert betrachteten und eine signifikante Reduktion von NKG2C bei Patienten mit
schwerer cGvHD gegenuber Patienten mit milder bzw. ohne GvHD zeigten (214) und
im nachsten Abschnitt genauer diskutiert werden.
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5.4.2. Gesteigerte Expression inhibitorischer Rezeptoren bei

Patienten mit Komplikation

Fir die inhibitorischen Rezeptoren konnten wir die pragnantesten Unterschiede bei
Patienten mit einer Komplikation im Vergleich zu denen ohne Komplikation
beobachten.

Die Bedeutung von NKG2A im Zusammenhang der aGvHD ist bisher mit
unterschiedlichen Ergebnissen vor allem zu fruheren Zeitpunkten nach
Transplantation untersucht worden.

Hu et al. evaluierten die Expression von NKG2A frih nach Transplantation bei 59
haplo-ident transplantierten Patienten. Die erste Analyse erfolgte hier an d30, wobei
zu diesem Zeitpunkt noch keiner der Patienten Zeichen einer aGvHD entwickelt hatte.
Die zweite und finale Analyse erfolgte an d90. Patienten, welche innerhalb der 90 Tage
eine aGvHD entwickelt hatten, wurden fur beide Termine der Gruppe der aGvHD
zugeordnet.

Die Analyse an d30 war somit vielmehr prospektiver Natur und zeigte eine verminderte
Expression von NKG2A bei Patienten, welche spater einer aGvHD entwickelten. An
d90 war dieser Unterschied zwischen den Gruppen nicht mehr auszumachen (175).
Dieser Verlust des Unterschiedes an d90 war auf eine abnehmde Expression von
NKG2A bei Patienten ohne GvHD zurlckzufuhren, wahrend die Expression bei
Patienten mit aGvHD unverandert blieb.

Kordelas et al. untersuchten die Expression von NKG2C und NKG2A Uber einen
Zeitraum von einem Jahr prospektiv. Etwa die Halfte der Patienten in dieser Studie
waren mit einem HLA-Mismatch transplantiert, der Rest HLA-ident. Im Verlauf zeigte
sich hier fur NKG2A kein Unterschied in der Expression zwischen Patienten mit GvHD
und Patienten ohne GvHD. Allerdings beobachteten sie, dass im Verlauf bei den HLA-
mismatch Transplantierten das Verhaltnis der Expression von NKG2C/NKG2A bei
Patienten mit schwerer GvHD zugunsten von NKG2A verschoben war (214). Zudem
zeigen die Daten von Kordelas et al., dass die Expression von NKG2A unabhangig
von Komplikationen im Verlauf der 12 Monate progredient abnahm.

Bei unseren retrospektiven Daten fallt die hochste Expression von NKG2A bei
Patienten mit aGvHD auf. Dies kdnnte durch einen zeitlichen Bias mitbedingt sein, da
die Probensammlung bei Patienten mit aGvHD am frihesten nach Tx erfolgte und
mehrere Studien zeigen konnten, dass NKG2A in erster Linie auf unreifen NK-Zellen
exprimiert wird (140, 174). Diese Hypothese konnten wir weiter bekraftigen, indem wir
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in der prospektiven Analyse zeigen konnten, dass die Expression von NKG2A fruh
nach Transplantation am hoéchsten war und im weiteren Verlauf abnahm.

Die Daten von Hu et al. hatten Hinweise darauf geliefert, dass die Expression von
NKG2A bei Patienten mit aGvHD nach Transplantation im Verlauf nicht abfiel, wahrend
Kordelas et al. Uber die Zeit eine Verschiebung des Verhaltnisses der Expression von
NKG2A zu NKG2C zugunsten von NKG2A beschrieben. Die Ergebnisse der beiden
Studien waren durch eine Retention von NKG2A auf der Oberflache von NK-Zellen bei
Patienten mit GvHD zu erklaren. Diese Vermutung scheinen unsere prospektiven
Daten zu bestatigen.

Bei den Patienten ohne Komplikation war eine stetige Abnahme der Expression von
NKG2A bis nahezu auf das Level der gesunden Kontrollen an d150 zu beobachten.
Bei den Patienten mit Komplikation verlief dieser Prozess deutlich verzogert ab und
sie zeigten noch an d200 eine erhohte Expression.

Im Kontext der oben beschriebenen niedrigeren Expression von NKG2C konnte eine
verstarkte Expression von NKG2A bei diesen Patienten durchaus zu einer gestorten
NK-Zell Funktion beitragen. Bei diesem Expressionsverhaltnis werden die NK-Zellen
durch HLA-E eher inhibiert, sodass die Reaktivitat gegenuber HLA-E exprimierenden
Zellen reduziert wird. Im Kontext der GvHD konnte so eine verminderte Reaktivitat
gegenuber dendritischen Zellen und T-Lymphozyten von pathophysiologischer
Bedeutung sein.

Hier werden weitere funktionelle Tests benotigt, um zu klaren welche Faktoren einer
GvHD diese Veranderungen bewirken und welchen Einfluss dies auf die Proliferation
alloreaktiver T-Zellen hat.

Bei den Rezidiven beobachteten wir in der retrospektiven Analyse die grofdte Streuung
in Bezug auf die Expression von NKG2A. So konnte bei den drei Rezidiv-Patienten mit
einer deutlich erhdhten Expression von NKG2A diese durchaus Ursache fur eine
eingeschrankte Funktionalitat der NK-Zellen sein.

In der prospektiven Analyse zeigten die beiden Rezidiv-Patienten eine durchweg hohe
Expression von NKG2A. In Anbetracht der starken Streuung in der retrospektiven
Analyse erlaubt diese kleine Fallzahl jedoch keine Hypothese zur Bedeutung von
NKG2A im Kontext des Rezidivs.
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Die Bedeutung von Tigit auf NK-Zellen in Bezug auf GvHD und Rezidiv nach HSZT ist
bisher noch nicht stark erforscht worden. Als Immuncheckpoint (193) konnte ihm
allerdings eine besondere Bedeutung in der Pathophysiologie dieser
Immunpathologien zukommen.

Umso interessanter ist unsere Beobachtung, dass Tigit in allen Patientengruppen
erhoht ist und Patienten mit einer cGvHD mit einer besonders starken Expression
herausstechen. Die starkste Expression von Tigit war auf den reifen CD56dimCD16+
NK-Zellen zu beobachten, sodass die Expression von Tigit wahrscheinlich vor allem
Einfluss auf direkte zytotoxische Wikrungen der NK-Zellen hat. Zudem konnten wir
zeigen, dass diese verstarkte Expression der Entstehung der cGvHD vorausgeht, da
sie schon an d50 und d100 zu verzeichnen war.

Diese veranderte Expression konnte aufgrund einer alterierten Interaktion mit
dendritischen Zellen und alloreaktiven T-Zellen erhebliche Einflisse auf
zugrundeliegende immunologische Prozesse haben (191). Olson et al. konnten
zeigen, dass Spender-NK-Zellen die Proliferation von Spender-T-Zellen auf vielfaltige
Art beeinflussen kdnnen und zwar unter anderem auch durch eine direkte Lyse der T-
Zellen (10).

Des Weiteren ist die Aktivierung von T-Zellen durch APCs ein zentraler anerkannter
Schritt in der pathophysiologischen Kaskade der GvHD. Ein wesentlicher GvHD
limitierender Effekt wird den NK-Zellen daher durch die Elimination von APCs
zugeschrieben (139). Mit PVR ist ein entsprechender Ligand fur Tigit auf dendritischen
Zellen bereits bekannt (139) und man kann daher davon ausgehen, dass eine
vermehrte Expression von Tigit auf NK-Zellen die Lyse dendritischer Zellen
einschrankt. Wahrend ein solcher Ligand auf T-Zellen noch nicht identifiziert ist, konnte
eine vermehrte Expression von PVR auf bestimmten Tumorzellen nachgewiesen
werden (194, 215). Dies unterstreicht die mogliche Bedeutung einer verstarkten
Expression von Tigit im Kontext des Rezidivs.

Die Tatsache, dass Tigit besonders bei Patienten mit chronischer GvHD, aber weniger
mit akuter GvHD, erhoht ist, legt nahe, dass Tigit weitere immunregulatorische
Mechanismen von NK-Zellen einschrankt. So ware es interessant zu sehen, ob weitere
Zellen, welche speziell bei der chronischen GvHD eine Rolle spielen - wie etwa Th17-
Zellen oder B-Zellen- Liganden fur Tigit exprimieren.

Diese verstarkte Expression der inhibitorischen Rezeptoren NKG2A und Tigit und die
verminderte Expression von aktivierendem NKG2C bei Patienten mit GvHD und deren
mogliche Konsequenzen flur die Interaktion zwischen NK-Zellen und dendritischen

102



Zellen beziehungsweise T-Zellen ist in der folgenden Abbildung schematisch
dargestellt.

Keine Komplikation:
-geringe Expression von NKG2A

-hohe Expression von NKG2C

- Uberwiegende Aktivierung durch HLA-E
-nur geringe Expression von Tigit

GvHD:

-hohe Expression von NKG2A

-geringe Expression von NKG2C

- Uberwiegende Inhibition durch HLA-E

- Zusitzlich bei cGvHD:

) -hohe Expression von Tigit
s - Zusétzliche Inhibition durch PVR

-> Effektive Lyse von T-Zellen und
dendritischen Zellen

- Eingeschrénkte Lyse von T-Zellen und
dendritischen Zellen

priming

alloreaktive - X 3
T-Zelle Tigit

Abb. 86 zeigt schematisch die veranderte Expression von Tigit, NKG2A und NKG2C bei Patienten mit GvHD und deren
maogliche Einfliisse auf die Interaktion zwischen NK-Zellen und dendritischen Zellen beziehungsweise T-Zellen.
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5.4.3. CD62L ist auf NK-Zellen von Patienten mit cGvHD signifikant

reduziert

Die Bedeutung von CD62L auf NK-Zellen im Kontext der Entstehung von GvHD und
Rezidiv ist bisher nicht erforscht, allerdings ist CD62L von zentraler Bedeutung fur
Lymphozyten, um in Lymphknoten und Orte eines Entzindungsgeschehens
einzuwandern (216).

Wir beobachteten in beiden Analysen, dass auch die Expression von CD62L im
Rahmen der Transplantation hochreguliert wird.

Die praferentielle Expression auf CD56bright NK-Zellen und die damit mdgliche
besondere Bedeutung fur die fruhe Extravasation von CDS56bright NK-Zellen zur
Initiierung und Modulation von Immunantworten sind bereits diskutiert worden (128).
Allerdings fiel bei Patienten mit einer GvHD eine geringer ausgepragte Erhdhung als
bei Patienten ohne Komplikation auf.

Diese geringere Expression von CDG62L bei Patienten mit GvHD konnte das
inflammatorische Geschehen einer GvHD vielfach beeinflussen.

So konnte ein eingeschranktes Eindringen von NK-Zellen an Orte des
Entzindungsgeschehens in einer verzogerten Pathogenabwehr und damit einem
groReren Barriereschaden resultieren, welcher als einer der initialen Schritte der
GvHD-Entstehung angesehen wird (217-219).

In der Folge konnte es zu einer vermehrten Aktivierung von antigenprasentierenden
Zellen kommen. Die GvHD-praventive Lyse von APCs (139) ware durch den lokalen
Mangel an NK-Zellen zusatzlich eingeschrankt und eine verstarkte Aktivierung
alloreaktiver T-Zellen moglich.

Zudem sind CD56dim NK-Zellen, welche kein CD62L exprimieren, in ihrem
Ansprechen auf Zytokine eingeschrankt (189) und kdnnen ihre immunregulatorischen
Funktionen daher moglicherweise nicht adaquat ausfuhren.

Auf der anderen Seite konnte eine eingeschrankte Extravasation, bedingt durch die
niedrige Expression von CD62L bei Patienten mit GvHD, miterklarend fur den
groReren Anteil von CD56bright NK-Zellen, welche normalerweise die hochste CD62L-
Expression aufweisen, im Blut dieser Patienten sein.

Die moglichen Konsequenzen einer niedrigen Expression von CD62L werden in
Abbildung 87 schematisch zusammengefasst.
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Abb. 87 zeigt schematisch am Beispiel der Darmmukosa, wie eine verminderte Expression von CD62L auf NK-Zellen das
inflammatorische Geschehen beeinflussen kann. Das Entziindungsgeschehen wird durch Pathogene aus dem Darmlumen
initiert wenn diese das Epithel schadigen und in die Mukosa eindringen. Nun kann es iber Pathogen associated molecular
patterns (z.B. Lipopolysaccharid) zu einer direkten Aktivierung von APCs kommen. Zudem unterliegen die Pathogen der
Abwehr durch Immunzellen wie z.B. Neutrophile Granulozyten, welche durch Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies
eine weitere Gewebeschadigung verursachen kénnen. Durch die Gewebeschadigung werden Damage associated
molecular patterns freigesetzt (z.B. Interleukin 33), welche eine direkte Aktivierung von T-Lymphozyten bewirken. Zusatzlich
werden die T-Lymphozyten von den aktivierten APCs stimuliert. Dies fiihrt zu einer massiven Stimulation von T-Zellen,
welche sich in der Folge gegen Antigene des Empfangers richten kénnen und dadurch alloreaktiv werden. NK-Zellen
koénnen in mehrere Schritte dieser Kaskade eingreifen und sie entschleunigen. Folgende Schritte kdnnen gestort sein, wenn
NK-Zellen aufgrund fehlender Expression von CD62L nicht in das entziindete Gewebe eindringen kénnen:

1: NK-Zellen kdnnen virale Infektionen nicht adaquat kontrollieren, was potentiell zu einem gréRReren Gewebeschaden
fihren kann.

2. NK-Zellen kénnen die gewebestandigen APCs nicht lysieren, welche in der Folge vermehrt T-Lymphozyten stimuliren
kénnen.

3. NK-Zellen kénnen die aktivierten und potentiell alloreaktiven T-Zellen im Gewebe nicht erreichen und sie daher nicht
lysieren.

4. Aufgrund der gestdrten Extravasation akkumulieren CD56brightCD16- NK-Zellen im Blut.

105



5.6. Prednisolon und Tacrolimus beeinflussen Expression der

Rezeptoren nicht

Unser funktioneller Test zur Untersuchung des Einflusses von Immunsuppressiva auf
die Markerexpression sollte ausschliel3en, dass die beobachteten Veranderungen der
Markerexpression in der retrospektiven Analyse durch den Einsatz dieser
Medikamente im Rahmen der Transplantation bedingt ist.

Far fast alle Rezeptoren konnten wir zeigen, dass es zumindest nach einer
dreistundigen Inkubation mit Prednisolon und/oder Tacrolimus in-vitro zu keinen
relevanten Veranderungen kommt.

Allerdings verursachte Kortison eine verminderte Expression von CD62L. Da eine
GvHD in der Regel akut mit Kortison therapiert wird, konnte dies miterklarend fur die
niedrigere Expression von CD62L bei Patienten mit GvHD gegenuber den Patienten
mit Rezidiv sein.

Die oben erlauterten moglichen Einflusse einer verminderten Expression von CD62L
auf immunregulatorische Funktionen der NK-Zellen konnten jedoch auch eine Rolle
bei steroidrefraktaren Verlaufen einer GvHD spielen.

Bestatigungen dieser Beobachtung - besonders an Patientenproben - und funktionelle
Tests sind notig, um den Einfluss von Kortison auf die Expression von CD62L zu
sichern und dessen Konsequenzen zu definieren.

Alle Patienten in unserer prospektiven Studie erhielten im Rahmen der Konditionierung
ATG, sodass hierdurch ein uniformer Einfluss fur die einzelnen Patienten in unserem
Kollektiv zu erwarten war. Daher ist es unwahrscheinlich, dass ATG fur die
beobachteten Veranderungen der Markerexpression verantwortlich ist, und dessen
Effekt auf die Markerxpression wurde nicht explizit untersucht.

Allerdings hat die Verwendung von ATG in der Konditionierung in unserem Kollektiv
sicherlich Einfluss auf die Vergleichbarkeit unserer Daten mit denen anderer Studien.
So gibt es Daten die zeigen, dass ATG neben der Rekonstitution von NK-Zellen (203)
auch deren Rezeptorexpression und Funktionalitat beeinflusst (220).
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5.7. CMV-und EBV-Reaktivierung verursachen keine

charakteristischen Veranderungen der Markerexpression

NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Immunantwort im Rahmen von viralen
Infektionen (87). Daher erwarteten wir Unterschiede in der Expression von
Oberflachenmarkern  zwischen Patienten, welche keine Virusreaktivierung
entwickelten, und solchen, welche von einer Reaktivierung von CMV oder EBV
betroffen waren.

Tatsachlich konnten wir fur keinen der von uns untersuchten Rezeptoren
charakteristische Veranderungen zwischen den beiden Gruppen ausmachen.

Auch eine Zunahme von NKG2C+ NK-Zellen wie sie zuvor von Foley et al.
beschrieben wurde (90) konnten wir in unserem Kollektiv nicht beobachten. In der
Studie von Foley et al. erhielten die Patienten fast ausschliel3lich Stammzellen aus
Nabelschnurblut was eine Uberwiegende CMV-Naivitat der Spenderzellen nahelegt
und daher alleine erklarend fur die unterschiedlichen Beobachtungen sein konnte.
Zudem ereignete sich der uberwiegende Anteil von Virusreaktivierungen in unserem
Kollektiv vor d50 pTx, sodass wir keinen Mittelwert fur die Expression von NKG2C vor
Reaktivierung aufstellen konnten. So ist eine Zunahme der Expression von NKG2C
nach Reaktivierung nicht ausgeschlossen, auch wenn sich die Expression zwischen
den beiden Gruppen im Verlauf nicht eindeutig unterscheidet. Hinzu kommt, dass die
Patienten in der Studie von Foley et al. (90) eine einheitliche antivirale Therapie mit
Ganciclovir erhielten, wahrend bei uns auch Foscavir, Valganciclovir und Cidofovir
zum Einsatz kamen.

Auch fur die NCRs, welche bei anderen viralen Infektionen eine Rolle spielen (147,
148), konnten wir keine richtungsweisenden Veranderungen bei EBV- und CMV-
Reaktivierungen feststellen. Dies konnte durch die relativ kleine Fallzahl von Patienten
ohne Reaktivierung (n=3), aber vor allem auch aufgrund einer Uberlagerung durch die
anderen Komplikationen, bedingt sein. Folglich scheint eine isolierte Betrachtung der
Reaktivierung unter Ausschluss anderer Komplikationen notig, um eine Bedeutung der

untersuchten Marker ausschlief3en zu kdnnen.
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5.8. Keine signifikante Einschrankung von Degranulation und

Zytokin-produktion bei Patienten mit Komplikation

Ziel unserer Degranulations - und Zytokinfreisetzungsassays war es, die
Veranderungen der Markerexpression zwischen den einzelnen Patienten-Gruppen mit
Veranderungen der Funktionalitat der NK-Zellen zu korrelieren.

Die Tests erlaubten uns die spontane Aktivitat, die Aktivierbarkeit durch Tumorzellen
mit HLA-Verlust (K562) und die maximale Kapazitat zur Sezernierung von Ifn-y und
zytotoxischen Degranulation zu vergleichen.

Die Fahigkeit zur Produktion von Ifn-y und Degranulation von NK-Zellen nach HSZT
ist 2011 bereits von Foley et al. untersucht worden (221). Hier wurden diese
Funktionen von NK-Zellen nach Transplantation von T-Zell-depletierten, nicht-T-Zell-
depletierten und Grafts aus Nabelschnurblut mit NK-Zellen des Spenders verglichen.
Nach Inkubation mit K562 zeigte sich die Degranulation nur nach den nicht-T-Zell-
depletierten Transplantationen eingeschrankt, wahrend sie nach Transplantation von
Nabelschnurblut sogar erhoht war. Dagegen zeigte sich die Produktion von Ifn-y nach
Stimulation mit K562 in allen Gruppen nach HSZT vermindert. Auf Stimulation mit IL-
12 und IL-18 hin war sie jedoch uneingeschrankt.

Zudem konnten Foley et al. herausfinden, dass diese eingeschrankte Produktion von
Ifn-y mit einer fehlenden Expression von KIRs korrelierte. Wie in der
Literaturdiskussion bereits beschrieben, ist das Erkennen von eigenen MHC-
Molekulen uber NKG2A oder KIRs Voraussetzung fur die ,Lizensierung” von NK-Zellen
wahrend deren Reifung (135). In der Arbeit von Foley et al. war eine alleinige
Expression von NKG2A ausreichend, um NK-Zellen zu einer adaquaten Zytotoxizitat,
aber nicht Ifn-y-Produktion, zu ,lizensieren® (221).

In unserer Studie war die Expression von Ifn-y von NK-Zellen ohne Stimulus bei
Patienten hoher als bei den buffycoats. Dies spiegelt die ausgepragte Aktiviertheit der
NK-Zellen nach Transplantation wider und verdeutlicht deren mdgliche
immunregulatorische Bedeutung.

Die niedrige Expression von CD107-a in Ruhe zeigt jedoch, dass es nicht zu einer
spontanen Degranulation kommt.

Auffallend war hier jedoch die starke spontane Aktivitat der NK-Zellen von Patienten
mit einem Rezidiv. Dies konnte auf eine bereits in-vivo stattgefundene Aktivierung der

NK-Zellen durch Blasten zurlckzufuhren sein. Allerdings ware auch eine
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Kontamination des Tests durch Blasten moglich. Wir verwendeten zur Isolation eine
Negativselektion. Diese richtet sich gegen Antigene, welche von PBMCs, die keine
NK-Zellen sind, exprimiert werden. Wenn die Blasten keines dieser Antigene
exprimieren, unterwandern sie diese Selektion, sodass sie mit in den Testansatz
gelangen und dort eine ungewollte Stimulation der NK-Zellen verursachen kénnen.
Die Ergebnisse der Inkubation mit K562-Zellen war sicherlich fur die Falle der Rezidive
am interessantesten. Hier konnten wir beobachten, dass deren NK-Zellen die starkste
Aktivitat in Bezug auf Degranulation und Zytokinproduktion aus den Patientengruppen
zeigten. Dies konnte ebenfalls aus einer bereits in-vivo erfolgten Aktivierung und
Adaptation resultieren. Anhand dieser Daten kann eine starkere Zytotoxizitat von NK-
Zellen jedoch nicht fur das geringere Rezidivrisiko von Patienten mit GvHD (222, 223)
verantwortlich gemacht werden.

Allerdings ist zu erkennen, dass keine der Patientengruppen so gut degranuliert wie
die buffycoats. Dies wurde bedeuten, dass trotz der in dieser Arbeit angenommenen
gesteigerten Aktivitat von NK-Zellen nach Transplantation deren zytotoxische Aktivitat
gegenuber AML-Zellen eingeschrankt ist. Dies entspricht nicht den Ergebnissen von
Foley et al., welche eine uneingeschrankte Degranulation von NK-Zellen nach HSZT
nach Kontakt zu K562 zeigten (221). Hier konnte neben dem Bestehen von
Komplikationen, zu welchen in der Arbeit von Foley et al. keine Angaben gemacht
wurden, auch die unterschiedlichen Testansatze eine Erklarung sein: Foley et al.
inkubierten PBMCs mit K562, wahrend wir isolierte NK-Zellen verwendeten. Die
Prasenz von anderen involvierten Lymphozyten konnte die Degranaluation der NK-
Zellen mal3geblich beeinflussen.

Einen entscheidenden Einfluss konnte hier auch der deutlich grolere Anteil reifer
CD56dimCD16+ NK-Zellen an der NK-Zell-Gesamtpopulation bei den buffycoats
(Mittelwert: 90,9%) gegenuber den Patienten (aGvHD: 59,2%, cGvHD 61,7%, Rezidiv:
53,9%, keine Komplikation: 55,9%) haben. Schlie3lich gelten diese reifen NK-Zellen
als die primar zytotoxische Subpopulation mit voll ausgebildeter KIR-Expression,
welche bei Kontakt mit K662 mit fehlender HLA-Expression am besten degranulieren
sollten. Hier sind Testansatze mit einer groReren Anzahl NK-Zellen nétig, um die
Subgruppen einzeln vergleichen zu konnen.

Bei Betrachtung der Positiv-Kontrolle fallt jedoch auf, dass die Kapazitat zur
Degranulation insgesamt bei den Patienten gegentber den buffycoats erhoht ist. Auch
wenn die Stimulation der NK-Zellen hier unabhangig von Oberflachenrezeptoren
erfolgt, stinde dies in Einklang mit der Beobachtung, dass es zumindest in Form der
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Rezeptorexpression zu einer Adaptation der NK-Zellen nach Transplantation kommt.
Diese Adaptation sollte die Funktionalitat der NK-Zellen eher steigern, da sie langere
Zeit das Fehlen anderer Lymphozyten kompensieren mussen. So konnten Dulphy et
al. in ihrer zuvor bereits erwahnten Arbeit zeigen, dass NK-Zellen im Rahmen erhdhter
IL-15 Spiegel nach Transplantation einen erhdhten Gehalt an Perforinen aufweisen
(198).

So ist in Zusammenschau der genannten Beobachtungen festzustellen, dass die NK-
Zellen von den Patienten nach Transplantation zwar eine gesteigerte Kapazitat zur
Degranulation besitzen, diese aber zumindest gegenuber K562 nicht zum Ausdruck
bringen kdnnen.

Dem gegenuber steht die insgesamt eher verminderte Kapazitat der Sekretion von Ifn-
v bei den Patienten gegenuber den buffycoats in der Positiv-Kontrolle.

Hier passen unsere Ergebnisse zu den von Foley et al. beschriebenen. Zusatzlich zu
der von Foley et al. beschriebenen verminderten Produktion von Ifn-y nach Inkubation
mit K662 beobachteten wir diese auch bei der Positivkontrolle, was ebenfalls den oben
genannten methodischen Unterschieden geschuldet sein konnte.

Letztlich ist die Fallzahl bei den funktionellen Tests zu klein, um hier charakteristische
und signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen
festzumachen. Vor dem Hintergund, dass sich in allen Patientengruppen eine
schlechte Funktionalitat gegenuber K562 verglichen mit den gesunden Kontrollen
zeigte und dies zumindest in Bezug auf die Degranulation nicht durch eine global
eingeschrankte Funktion zu erklaren ist, sind weiterhin gestorte Zell-zu-Zell
Interaktionen als ursachlich anzunehmen. Eine Untersuchung einzelner Rezeptoren
ware hier eventuell zielfUhrender. Um eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, ware es
allerdings notig fur alle untersuchten Rezeptoren Antikorper mit demselben
Fluorochrom zur Verfugung zu haben. Dann ware es moglich fur jeden Rezeptor die
Expression von Ifn-y und CD107-a mit demselben Antikorper nachzuweisen.

Eine zytotoxische Wirkung gegenuber APCs oder alloreaktiven T-Zellen lasst sich mit
diesem Testansatz leider nicht evaluieren und ware fur die Falle der GvHD bestimmt

deutlich interessanter zu untersuchen.
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6. Zusammenfassung

Diese Arbeit hatte das Ziel eine Phanotypisierung von NK-Zellen bei Patienten mit
myeloischen Neoplasien mit  hohem Rezidiv-Risiko  nach  allogener
Stammzelltransplantation vorzunehmen und etwaige Auffalligkeiten im Phanotyp mit
der Entstehung von GvHD und Rezidiv in Verbindung zu setzen.

Wir konnten zeigen, dass es im Rahmen der Transplantation bei allen betrachteten
Markern unabhangig von der zugrundeliegenden Komplikation zu ausgepragten
Veranderungen der Expression auf NK-Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
kommt.

Mit Ausnahme von Nkp30 zeigte sich die Expression aller von uns untersuchten
Rezeptoren in jeder Patientengruppe nach Auftreten der Komplikationen erhoht.

Dies verdeutlicht den hohen Anpassungsdruck, welchem die Zellen hier unterliegen,
und legt nahe, dass eine unzureichende Adaptation an der Entstehung von
Komplikationen beteiligt sein kann. Mdgliche zugrundeliegende Mechanismen dieser
Anpassung, wie virale Infektionen oder erhohte Spiegel bestimmter Zytokine, sind fur
einzelne Rezeptoren bereits identifiziert worden.

So konnten wir beobachten, dass die verstarkte Expression der aktivierenden
Rezeptoren durch die Transplantation an sich hervorgerufen wird. Ein Korrelat der
retrospektiv beobachteten verminderten Expression von Nkp30 konnten wir prospektiv
nicht beobachten und auch fur die Ubrigen aktivierenden Rezeptoren konnten wir keine
bedeutenden Unterschiede zwischen den Patientengruppen ausmachen.

Das ausschlieRlich prospektiv untersuchte NKG2C zeigte einen ganzlich anderen
Verlauf. Hier war bei Patienten ohne Komplikation erst im Verlauf nach HSZT eine
Zunahme der Expression zu beobachten, wahrend diese bei Patienten mit
Komplikation vergleichsweise niedrig blieb.

Charakteristische Unterschiede zwischen den Patientengruppen liel3en sich vor allem
bei den inhibitorischen Rezeptoren beobachten. NKG2A als funktioneller Gegenspieler
zu NKG2C war zwar ebenfalls in allen Gruppen unmittelbar nach HSZT erhoht, aber
zeigte sich bei Patienten ohne Komplikation ab d150 etwa auf dem Level der gesunden
Kontrollen. Patienten mit Komplikation wiesen noch daruber hinaus eine verstarkte
Expression dieses inhibitorischen Rezeptors auf.

Fur Tigit konnten wir eine besondere Bedeutung bei der cGvHD beobachten, da es
sich bei diesen Patienten sowohl retrospektiv als auch prospektiv aullerodentlich
erhoht zeigte.
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Auch fur CD62L konnten wir eine allgemeine Hochregulierung nach HSZT
beobachten, welche aber bei Patienten mit GvHD weniger ausgepragt war als bei
Patienten ohne Komplikation. Fur Patienten mit cGvHD war dieser Unterschied auch
statistisch signifikant und konnte weitreichende Folgen fur die Verteilung von NK-
Zellen innerhalb des Oragnismus und der Teilhabe an inflammatorischen Prozessen
haben.

Ein wesentlicher Grund fur die veranderte Markerexpression ist sicherlich der
veranderte Reifestatus und die zunehmende Ausreifung der NK-Zellen nach HSZT.
Wir konnten die bereits vielfach beschriebene rasche Rekonstitution absoluter NK-
Zell-Zahlen nach Transplantation bestatigen, aber eine differenzielle Verteilung der
Subpopulation zwischen den Patientengruppen beobachten.

Patienten ohne Komplikation hatten friuh nach Transplantation einen gro3en Anteil
unreifer NK-Zellen wahrend sich die Verhaltnisse im Verlauf zugunsten der reifen NK-
Zellen verschoben.

Patienten mit aGvHD wiesen deutlich verlangert eine Verschiebung der Verhaltnisse
zugunsten der unreifen NK-Zellen auf.

Patienten mit cGvHD hatten frih nach Transplantation einen deutlich kleineren Anteil
unreifer NK-Zellen, welcher im weiteren Verlauf in einem kleineren Anteil reifer NK-
Zellen und NK-Zellen insgesamt an den Lymphozyten resultierte.

FUr Virusreaktivierungen konnten wir keinen Effekt auf die Expression von
Oberflachenmarkern nachweisen, wie er zuvor in anderen Arbeiten beschrieben
wurde. Dennoch widersprechen unsere Ergebnisse nicht zwangslaufig den
vorausgegangenen Arbeiten, da unsere Analyse in Bezug auf diese Fragestellung
eher retrospektiver Natur war und wir eine grol3e Interferenz durch die anderen
Komplikationen hatten.

Auch wenn wir hierfur nur einen Test durchfuhrten, haben wir zeigen konnen, dass die
im Rahmen der HSZT verwendeten Immunsuppressiva zumindest in-vitro nicht fur die
von uns beobachteten Markerveranderungen verantwortlich gemacht werden konnen.
Bezuglich der Funktionalitat von NK-Zellen konnten wir mit unserer kleinen Fallzahl
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen
ausmachen. Allerdings konnten wir beobachten, dass die Kapazitat zur Degranulation
nach HSZT global eher verbessert erscheint. Jedoch konnten die Patientenzellen
dieses Potential zumindest gegenuber K562 nicht zum Ausdruck bringen.

Auffallig war zudem eine im Vergleich zu den gesunden Kontrollen erhohte spontane

Produktion von Ifn-y in allen Patientengruppen. Diese wurde durch den Kontakt zu
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K562 supprimiert und auch die maximale Kapazitat in der Positivkontrolle war im

Vergleich zu den gesunden Kontrollen wiederum vermindert.

Unsere Arbeit bestatigt somit, dass es durch die Transplantation an sich zu
Veranderungen der Zusammensetzung der Subpopulationen der NK-Zellen und auch
deren Markerexpression kommt.

Wir konnten zudem zeigen, dass bei Patienten mit aGvHD und cGvHD
charakteristische Unterschiede zu Patienten ohne Komplikation auftreten.

Diese Veranderungen bedurfen einer weiteren isolierten Betrachtung und genauerer
funktioneller Untersuchungen, um ihre pathophysiologische Relevanz bei diesen
Komplikationen zu klaren.

Fir die Rezidive haben wir leider keine hinreichend grol3e Fallzahl erreichen kdnnen,
um hier mogliche Auffalligkeiten statistisch erkennen zu kdnnen.

Die charakteristischen Veranderungen bei Patienten mit GvHD sind noch einmal in

Tabelle 19 zusammengefasst.

Tabelle 19: Charakteristische Veranderungen bei GvHD

Komplikation | Veranderung

aGvHD e Langanhaltende Verschiebung zugunsten CD56brightCD16-

e Eher niedrige Expression von CD62L

e Langer fortbestehend hohe Expression von NKG2A
e Ausbleibender Anstieg der Expression von NKG2C
cGvHD e Geringer Anteil von CD56brightCD16- friih nach Tx

e Kleinster Anteil von NK-Zellen an Lymphozyten spater nach
Tx

e Starkste Expression von Tigit

e Eher niedrige Expression von CD62L

e Langer fortbestehend hohe Expression von NKG2A

e Ausbleibender Anstieg der Expression von NKG2C

Mit weiteren Untersuchungen, um die Ursache dieser Veranderungen und deren
Auswirkungen auf die Funktionalitat der NK-Zellen zu klaren, hoffen wir zu einer

Weiterentwicklung der Zelltherapie bei der AML beitragen zu konnen.
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