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(englisch: hematopoietic stem cell transplantation)

iTreg induzierte regulatorische T-Zelle
MACS Magnet-assoziierte Zellsortierung
(englisch: magnetic activated cell sorting)
MHC Haupthistokompatibilitatskomplex
(englisch: major histocompatibility complex)
noGVHD keine/ohne GVHD
nTreg naturliche regulatorische T-Zelle
OKT3 Handelsname fur Muromab-CD3,

monoklonaler Anti-CD3-Antikorper
PBMC mononukleare Zellen des peripheren Blutes
(englisch: peripheral blood mononuclear cell)

PBS Phosphatpuffer (englisch: phosphate buffered saline)
PE Phycoerythrin

pTreg periphere regulatorische T-Zelle

PNH Paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie

RIC dosisreduzierte Konditionierung

(englisch: reduced intensity conditioning)

rpm Umdrehungen pro Minute (englisch: rounds per minute)
SCT Stammezelltransplantation (englisch: stem cell transplantation)
SSC Seitwartslichtstreuung (englisch: sideward scatter)

Teff T-Effektor-Zelle, Effektor-Zellen, CD3r°s CD4"¢8 TZ

TH, THZ T-Helferzelle

TNF Tumornekrosefaktor

Treg regulatorische T-Zelle, regulatorische T-Zellen

Tresp T-Responder-Zelle, Responder-Zellen, CD3P° CD4P°s TZ
Tx Transplantation

TZ T-Zelle

TZD T-Zell Depletion (englisch: T cell depletion)

TZR T-Zell Rezeptor (englisch: T cell receptor)

u.a. unter anderem



1. Einleitung

Die hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) stellt fur viele maligne
hamatopoetische Erkrankungen eine mogliche kurative Therapieoption dar. Bei der
allogenen Stammzelltransplantation (aHSZT) werden hamatopoetische Stammzellen
eines Fremdspenders asserviert und einem Empfanger nach erfolgter Konditionierung
transplantiert, um eine Rekonstitution der Hamatopoese zu ermoglichen. Die aHSZT
ist mit vielen Risiken und Komplikationen verbunden. Neben einem Rezidiv der
Grunderkrankung und opportunistischen Infektionen zahlt die Graft-versus-Host-
Reaktion (Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion, auf Englisch: Graft-versus-Host disease,
GVHD) zu den haufigsten Ursachen fur Morbiditat und Mortalitat nach einer aHSZT
(Ukena et al. 2011). Die GVHD beruht auf der Bildung von alloreaktiven Spender T-
Lymphozyten (T-Zellen, TZ), die sich gegen Zellen und Gewebe des
Empfangerorganismus wenden. Um das Risiko fur eine GVHD zu senken, wird u.a.
der monoklonale CD52-Antikorper (Ak) Alemtuzumab zur T-Zell-Depletion (TZD)
eingesetzt. Zellen, die das Oberflachenmolekul CD52 tragen, zu denen alloreaktive T-
Lymphozyten zahlen, werden von Alemtuzumab gebunden und depletiert. Sie kdnnen
sich nachfolgend nicht mehr gegen den Empfanger richten und keine GVHD initiieren.

In vorangegangenen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass Patienten, nach
Alemtuzumab-Gabe, Glycosylphosphatidylinositol (GPIl)-Anker negative (GPI"9)
Effektor-TZ rekonstituieren, welche uber Jahre nach der aHSZT nachweisbar bleiben.
Da das Oberflachenmolekual CD52 Uber einen GPI-Anker exprimiert wird,
rekonstituieren diese Patienten CD52-negative (CD52"¢9) TZ (Meyer et al. 2010).
Weiter konnte bereits gezeigt werden, dass diese CD52"¢9 TZ funktionell in ihrer
antiviralen Funktion beeintrachtigt sind (Kouka 2016). Trotz Einsatz von Alemtuzumab
zur TZD entwickeln jedoch weiterhin viele Patienten eine GVHD nach aHSZT.

Pathophysiologisch kann eine GVHD mit einer Storung der Immunhomdostase
verglichen werden, bei der es zu einem Ungleichgewicht aus uberschiel3ender Aktivitat
und mangelhafter Regulation kommt (Beres et Drobyski, 2013). Regulatorische T-
Zellen (Treg) als Teil des erworbenen Immunsystems wiederum gelten als Vermittler
der immunologischen Homoostase und Toleranz. Damit sind sie entscheidend an der
Pathophysiologie einer GVHD beteiligt. In anderen Arbeiten konnte dieser
Zusammenhang bereits gezeigt werden: Patienten mit einer GVHD scheinen
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funktionell beeintrachtigte Treg und/oder eine verringerte Anzahl an Treg aufzuweisen
(Hoffmann et Edinger, 2006).

Daher ist das Ziel dieser Arbeit, ein besseres Verstandnis fur die Bedeutung von Treg
fur den klinischen Verlauf und die Entwicklung einer GVHD nach Alemtuzumab-
basierter TZD zu erhalten. Dabei soll ein Schwerpunkt auf die unterschiedlichen
phanotypischen und funktionellen Eigenschaften CD52-positiver (CD52P%%) bzw. GPI-
AnkerP°s (GPIP°?) und CD52-negativer (CD52"%9) bzw. GPI-Anker™d (GPI"9) Treg
gelegt werden. Dazu werden Blutproben von Patienten nach Alemtuzumab-basierter
TZD, die eine akute (aGVHD), chronische (cGVHD) oder keine GVHD (noGVHD)
entwickeln, im weiteren klinischen Verlauf auf das Vorhandensein von CD52P°¢ und
CD52"9 Treg untersucht. Von einzelnen Studienpatienten werden zusatzlich zu
mehreren Zeitpunkten nach aHSZT Blutproben asserviert, auf das Vorhandensein von
CD52r°s und CD52"¢9 Treg untersucht und mit dem klinischen Verlauf korreliert, um
individuelle Patientenverlaufe besser charakterisieren zu konnen. Weiter soll eine
Analyse der Expression des Treg-Aktivierungsmarkers GARP (Glycoprotein A
repetitions predominant), sowie den Oberflachenmarkern HLA-DR und CD45RA auf
CD52r°s und CD52"*9 Treg erfolgen, um weitere Subpopulationen zu identifizieren und
damit eine weitere phanotypische und funktionelle Bewertung zu ermaoglichen.

Vor dem Hintergrund der bereits bekannten beeintrachtigten Effektorfunktion bei
CD52"8 TZ, soll dies auch fur CD52"9 Treg uberpruft werden. Diese Arbeit
unternimmt somit den Versuch, CD52P° Treg und CD52"9 Treg funktionell

miteinander zu vergleichen.

Die phanotypische und funktionelle Charakterisierung soll insgesamt einen Beitrag
zum besseren Verstandnis der Bedeutung von Treg bei der Entwicklung einer GVHD
im Allgemeinen und im Speziellen fur die Bedeutung von CD52P° und CD52"¢9 Treg
fur die Entwicklung einer aGVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD leisten.

Teile dieser Arbeit wurden bereits im Mai 2020 im British Journal of Haemotolgy
veroffentlicht: Woelfinger et al. (2020) CD52-negative T cells predict acute graft-

versus-host disease after an alemtuzumab-based conditioning regimen bjh.16706



2. Literaturdiskussion

2.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem schutzt den Organismus nicht nur vor aul3eren Pathogenen wie
Bakterien, Viren und Parasiten, sondern auch vor potentiell schadlichen korpereigenen
Einflussen, wie entarteten Zellen oder autoreaktiven Zellen. Insgesamt konnen vier
Hauptaufgaben des Immunsystems unterschieden werden: die Erkennung pathogener
Erreger (,immunological recognition®) und damit die Unterscheidung zwischen dem
Korpereigenen und dem Korperfremden; die eigentliche Immunreaktion, bei der eine
Infektion oder ein Erreger eingedammt und eliminiert wird (,immune effector
functions®); die Regulation und Kontrolle einer Immunreaktion, um eine
uberschiefenden Immunreaktion zu vermeiden (,immune (self-)regulation®). Und
schliel3lich das immunologische Gedachtnis (,immunological memory®), damit der
Korper bei einem erneuten Kontakt sofort eine spezifische Immunreaktion initiieren
kann (Murphy et al. 2012).

Das Immunsystem erflllt diese Aufgaben Uber ein komplexes Netzwerk von
untereinander interagierenden Immunzellen und l6slichen Komponenten. Dieses
Netzwerk kann in einen angeborenen, unspezifischen Teil und einen erworbenen,
adaptiven und spezifischen Teil unterteilt werden (Murphy et al. 2012).

Der Ursprung aller Immunzellen sind Vorlauferzellen: pluripotente hamatopoetische
Stammzellen aus dem Knochenmark, aus denen sich alle Immunzellen entwickeln und
differenzieren. Aus myeloischen Vorlauferzellen entwickeln sich Granulozyten,
Makrophagen, Thrombozyten und Erythrozyten. Aus lymphatischen Vorlauferzellen B-
Lymphozyten (B-Zellen), T-Lymphozyten (T-Zellen, TZ) und naturliche Killerzellen.
Wahrend B-Zellen schon im Knochenmark zu Plasmazellen reifen, wandern Vorlaufer
der T-Zellen in den Thymus und differenzieren dort Uber weitere Schritte zu
antigenspezifischen CD4- und CD8-positiven TZ. CD (Cluster of differentiation) steht
dabei meist fur ein zellspezifisches, membrangebundenes Glykoprotein, das nur von
einer bestimmten Gruppe von Zellen exprimiert wird und sich daher zur

immunphanotypischen ldentifikation und Klassifikation von Zellen eignet.

2.2 Das erworbene Immunsystem

Das erworbene Immunsystem ist nicht von Geburt an einsatzfahig, sondern benotigt
im Vorfeld eine Pragung. Die Immunantwort ist dabei spezifisch und nur gegen das
Antigen (Ag), das die Immunreaktion hervorgerufen hat, gerichtet. Vermittelt wird die

Immunantwort durch B- und T-Lymphozyten. Charakteristisches Merkmal der B-Zellen
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ist ihre Fahigkeit, Ak auf der Oberflache zu exprimieren und nach ihrer Aktivierung zu
sezernieren. Ak gehodren zur Klasse der Immunglobuline und haben drei wesentliche
Eigenschaften: Sie konnen einen Erreger oder ein Ag opsonieren und binden, das
Komplementsystem aktivieren und den Erreger damit neutralisieren (Neumann 2008,
S. 45 ff.). Sie stehen fur die humorale Komponente des erworbenen Immunsystems.

Die zellulare Komponente wird durch das Zusammenspiel zwischen B-Zellen, TZ und
APC vermittelt. Aber erst Uber die Verbindung zwischen angeborenem und
erworbenen Immunsystem und nachfolgender Ausbildung von Erreger-spezifischen

Gedachtniszellen kann ein dauerhafter immunologischer Schutz erreicht werden.

2.3 T-Lymphozyten

TZ wandern nach Bildung im Knochenmark zur weiteren Differenzierung in den
Thymus und sind durch die Expression des Oberflachenmolekuls CD3 charakterisiert
und definiert (Delves et Roitt 2000). TZ haben allgemein die Fahigkeit, mit Hilfe ihres
T-Zell Rezeptors (TZR) und CD3, Peptide (Ag), die uber MHC-Molekule prasentiert
werden, zu erkennen (Parkin et Cohen, 2011). Die Entstehung des TZR erfolgt uber
somatische Rekombination. Dabei werden fur den TZR-codierende Genabschnitte
umgelagert, wodurch eine mehr oder weniger zufallige Anordnung der Gene entsteht.
Dadurch entsteht ein groRes Repertoire an TZR, welche verschiedenste Ag binden
konnen (Kaye et al. 1991, Kersh et al. 2001). Dies kann aber auch dazu fuhren, dass
TZ entstehen, die mit ihrem TZR korpereigene Ag erkennen. Diese TZ werden als
autoreaktive TZ bezeichnet und konnen nach Bindung korpereigener Strukturen eine
Immunreaktion gegen selbige initiieren, was als Autoimmunerkrankung bezeichnet
wird. Entscheidend ist daher die Ausbildung einer Toleranz gegenuber korpereigenen
Strukturen, die als Selbsttoleranz bezeichnet wird. Darunter versteht man allgemein
die Fahigkeit des Immunsystems, korpereigene Stoffe bzw. Ag als solche zu erkennen
und gegenuber korperfremden zu unterscheiden. Selbsttoleranz ist dabei immer
spezifisch fur ein Ag, wahrend z.B. die medikamentdése Immunsuppression zur
Aufrechterhaltung einer Toleranz nach Organtransplantation immer unspezifisch ist
(Monteiro et al. 2016). Um das Auftreten von Autoimmunerkrankungen zu verhindern
und eine Toleranz aufzubauen, durchlaufen TZ wahrend ihrer Entwicklung im Thymus
einen Selektionsprozess. Bei der positiven Selektion werden TZ, die korpereigene
MHC-Molekule mit einer ausreichenden Affinitat binden kdnnen, selektiert, wahrend
TZ, deren TZR MHC-Molekille nicht erkennen kann, apoptotisch werden. Weiter
werden TZ, die korpereigene Peptide binden kdnnen, ebenfalls apoptotisch. Dies wird



als negative Selektion bezeichnet und soll das Auftreten von autoreaktiven TZ
verhindern (Starr et al. 2003). Positive und negative Selektion zahlen zu den Formen
der zentralen Toleranz. Dennoch kann es vorkommen, dass autoreaktive TZ
entstehen, die den Selektionsprozess uberleben und in die Peripherie gelangen, womit
das Risiko fur die Entwicklung einer Autoimmunerkrankung besteht (Bouneaud et al.
2000; Mason 2001). Neben der zentralen Toleranz verfugt der Korper zusatzlich Uber
Mechanismen der peripheren Toleranz, um autoreaktive TZ zu kontrollieren bzw. eine
Toleranz gegenuber korperfremden Stoffen zu etablieren. Die periphere Toleranz wird
u.a. Uber immunsuppressive Zellpopulationen vermittelt, wozu Treg zahlen (Sakaguchi
et al. 2007; Wing et Sakaguchi 2012). Neben der Entwicklung des TZR erfolgt im
Thymus zudem die Differenzierung der beiden Hauptpopulationen von TZ: CD4-
positive (CD4r°%) und CD8-positive (CD8P°%) TZ. Nach der weiteren Differenzierung im
Thymus zirkulieren die naiven TZ im Blut und in den peripheren lymphatischen
Organen (FerencCik 2006, S. 57). Nach der Aktivierung entwickeln sich CD8P° TZ zu
zytotoxischen TZ, welche die Aufgabe haben, mit Viren infizierte oder entartete, nicht
funktionsfahige korpereigene Zellen zu eliminieren; CD4P° TZ werden zu T-
Helferzellen.

2.4 CD4r°s T-Helferzellen

CD4pres T-Helferzellen haben eine wichtige Funktion bei der Vermittlung von adaptiven
Immunreaktionen, indem sie, die von APCs uber MHC-Klasse-lI-Molekule
prasentierten Ag erkennen konnen und dadurch aktiviert werden. Sie wirken vor allem
immunmodulatorisch Uber die Sekretion von Zytokinen, welche andere Immunzellen
aktivieren konnen. Nach Aktivierung konnen sich naive CD4P°¢ TZ in verschiedene T-
Helferzellen-Gruppen differenzieren. Zu dieser heterogenen Gruppe gehodren u.a. T-
Helfer-1- (Th1), T-Helfer-2-Zellen (Th2) und Treg. Die Entscheidung, in welche T-
Helferzelle sich die naive CD4rP°s TZ entwickelt, wird durch das umgebende
Zytokinmileu bestimmt. Die einzelnen T-Helferzellen wiederum unterscheiden sich
nicht nur in ihrem Phanotyp, sondern auch in ihren funktionellen Eigenschaften und
den Zytokinen, die sie sezernieren (Zhu et al. 2010; Mosmann and Coffmann 1989;
Bottomly 1988).



2.5 Regulatorische T-Zellen, Treg

Wie in den vorherigen Abschnitten beschrieben, ist die Aufrechterhaltung einer
Selbsttoleranz essentiell fur den menschlichen Korper. Es gibt unterschiedliche
Maoglichkeiten zur Etablierung einer peripheren Toleranz, am wichtigsten ist jedoch die
aktive Regulation oder Suppression von autoreaktiven Zellen durch
immunsuppressive Zellen. Diese immunsuppressiven Zellen, die Immunantworten
gegenuber eigenen und fremden Ag hemmen und begrenzen, werden als
regulatorische T-Zellen (Treg) bezeichnet (Josefowicz et al. 2012, Sakaguchi et al.
2011). Die Existenz von immunregulatorischen  Zellen, sogenannte
»ouppressorzellen®, wurde erstmals in den 1970er Jahren aufgegriffen und diskutiert,
jedoch ohne eine bestimmte Zellpopulation identifizieren zu kénnen. Gershon und
Kondo konnten damals zeigen, dass die Entwicklung einer Toleranz abhangig von
Lymphozyten aus dem Thymus und nicht etwa abhangig von B-Lymphozyten ist
(Gershon et Kondo 1970). Schlieldlich war es die Gruppe um Sakaguchi, die 1995 eine
immunsuppressive T-Zell-Population innerhalb der CD4P°¢ TZ charakterisieren konnte,
die konstitutiv den Oberflachenmarker CD25 exprimiert (Sakaguchi et al. 1995). Das
Oberflachenmolekul CD25 entspricht der alpha-Kette des Interleukin-2-Rezeptors (IL-
2). CD25 wird von ungefahr 5-10% aller reifen CD4P°s TZ exprimiert. Sakaguchi konnte
zudem zeigen, dass eine Depletion von CD25 in Mausen zur Entstehung einer
schweren generalisierten Autoimmunreaktion fuhrt, die wiederum durch Transfusion
von CD25P° TZ verhindert werden konnte. Die von Sakaguchi beschriebene T-Zell-
Population hat daher nicht nur immunsuppressive Eigenschaften, sondern nimmt
insgesamt eine immunmodulatorische Funktion innerhalb des Immunsystems ein und

ist essentiell fur die Aufrechterhaltung und Funktion des Immunsystems.

Timeline | Tg.q cell discovery
Identification of naive Ty cells®*® ‘
. Identification of I
Suppression mediated | | CD45RB“~asa | | Invitro CD4*CD25*" FOXP3-specific monoclonal
by thymus-derived surface marker | | suppression | | cellsas TM cells antibodies available for flow Identification of
cells'® for Ty, cells™® assays®1 in humans’** cytometry’ ICOS' T, cells®

2001 2003 2005 2006 2008 2009

|

Day3 CD5"asa CD25asa Dysfunctional FOXP3 as a master CD127**asamarker | | Functional delineation
thymectomy'?® | | surface surface marker FOXP3 is control gene for TReg cell | | for CD4*FOXP3* and differentiation
marker for

for T, cells” responsible development and Tcells**® dynamics of FOXP3*
Teegcells™ for IPEX**# function'*® Tcell subsets®

Identification of
Induction of FOXP3 in HLA-DR' T, _cells*

activated CD4* T cells*

Blue, mouse system; red, human system. FOXP3, forkhead box P3; ICOS, inducible T cell co-stimulator; IPEX, immunodysregulation,
polyendocrinopathy and enteropathy, X-linked syndrome; Tg.,, regulatory T.

Abbildung 1: “Timeline Treg cell discovery”. Ubernommen aus Sakaguchi et al. 2010, Nature Reviews.
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2.5.1 Phanotypische Charakterisierung von Treg

Die Erstbeschreibung und Identifikation von Treg erfolgte zu Beginn Uber das
Oberflachenmolekul CD25. Es zeigte sich jedoch, dass die alleinige Verwendung von
CD25 und CD4 zur Identifikation von Treg nicht ausreichend ist, da auch aktivierte
Effektor-TZ CD25 exprimieren konnen (Sakaguchi et al. 2010). Im Jahr 2003
entdeckten mehrere Gruppen unabhangig voneinander den Transkriptionsfaktor
FOXP3 aus der forkhead-Familie. FOXP3 ist essentiell fur die Entwicklung und
Funktion von Treg und eignet sich als linienspezifischer Marker zur ldentifikation
(Fontenot et al. 2003; Hori et al. 2003; Khattri et al. 2003). Fehler oder Mutationen im
FOXP3-Gen fuhren zur Entwicklung von schwerwiegenden Autoimmunerkrankungen;
beim Menschen zur Entwicklung des IPEX-Syndroms (immune dysregulation,
polyendocrinopathy and enteropathy, X-linked syndrome) (Bennett et al. 2001).
Betroffene Patienten entwickeln bereits in den ersten Lebensmonaten verschiedene
Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 1, Entzindungen von Haut und
Schilddruse  sowie  Enteropathien, die zu  Wachstumsstorungen  und
Mangelerscheinungen fuhren konnen. Die Ursache des IPEX-Syndroms sind
dysfunktionale Treg aufgrund von Mutationen des FOXP3-Gens (Gambineri et al.
2003).

Doch auch die Verwendung von FOXP3 zur Identifikation von Treg ist unter
Umstanden problematisch: Wang et al. konnten zeigen, dass aktivierte TZ
vorubergehend FOXP3 exprimieren konnen, ohne sich in einen regulatorischen
Phanotyp zu entwickeln (Wang et al. 2008). AuRerdem verhindert die alleinige
Verwendung von FOXP3 weitere Charakterisierungen, da Treg fur die intrazellulare
FOXP3-Farbung permeabilisiert werden mussen und nicht mehr fir funktionelle
Untersuchungen verwendet werden konnen. Die |dentifikation von Treg kann jedoch
unter Zuhilfenahme des Oberflachenmarkers CD127 erfolgen, der fur alpha-Kette des
IL-7-Rezeptors steht (Liu et al. 2006, Seddiki et al. 2006). Liu et al. konnten zeigen,
dass man unter Zuhilfenahme der CD127-Expression CD25P°¢ und CD4P°¢ Treg von
aktivierten CD25P°¢ TZ unterscheiden kann: Es besteht ein inverses Verhaltnis
zwischen der CD127- und CD25-Expression: CD25P° Treg zeigen eine verminderte
(Englisch: downregulation) oder negative CD127-Expression. FOXP3 scheint dabei
mit dem Promoter von CD127 zu interagieren und damit die Expression von CD127
zu vermindern. Hofmeister et al. konnten zudem zeigen, dass die Expression von
CD127 nach T-Zell-Aktivierung in vitro abnimmt (Hofmeister et al. 1999). Damit kann

CD127 als Biomarker zur Identifikation von Treg verwendet werden (Ardon et al. 2010;
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Liu et al. 2006; Seddiki et al. 2006; Codarri et al. 2007; Hartigan-O'Connor et al. 2007;
Hoffmann et al. 2007; Miyara and Sakaguchi, 2007).

Zusammengefasst konnen Treg somit durchflusszytometrisch als CD3-, CD4-, CD25-
und FOXP3-positive (CD3P°SCD4PosCD25PSFOXP3P%) oder als CD3-, CD4-, CD25-
positive und CD127-negative (CD3P°sCD4PosCD25P°sCD127"e9nt) Zellen identifiziert
werden.

Neben CD25 exprimieren Treg noch eine Reihe weiterer Oberflachenmarker, anhand
derer eine Identifikation und Unterscheidung moglich ist. U.a. exprimieren Treg CTLA-
4 (cytotoxic T Ilymphocyte antigen-4), membran-gebundener Transformierender
Wachstumsfaktor-g (transforming growth factor (TGF)-), OX-40, glucurocorticoid-
induced TNFR-related receptor (GITR), CD39, CD73, HELIOS (lkaros family zinc-
finger protein 2), lymphocyte activation gene-3 (LAG-3), fibrinogen-like protein-2 (FGL-
2) und GARP. Angesichts der Vielfalt an identifizierten Oberflachenmarkern der
komplexen Treg-Funktion stellen die erwahnten Oberflachenmarker jedoch nur eine

Auswabhl dar.
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Abbildung 2: “Treg cell differentiation”. Ubernommen aus Sakaguchi et al. 2010, Nature Reviews.



2.5.2 Entwicklung und Differenzierung von Treg

Treg konnen vereinfacht in zwei verschiedene Hauptgruppen entsprechend ihres
Ursprungs unterteilt werden: naturliche vorkommende Treg (nTreg oder tTreg fur
.thymic-derived“-Treg) und induzierte Treg (iTreg oder pTreg fur periphere,
extrathymische Treg).

nTreg entwickeln sich ausschlieBlich im Thymus. Sie entstehen aus CD4P° TZ, die
positiv selektiert wurden und eine relativ hohe Aviditat fur Autoantigene haben
(Josefowicz et al. 2012). Aufgrund einer nachfolgenden Interaktion zwischen TZR, DC
und Thymusstroma kommt es unter dem Einfluss von IL-2, TGF-(3, IL-7 und IL-15 Uber
weitere Zwischenschritte zur Expression von FOXP3 und damit zur Entwicklung von
naturlichen Treg (Hsieh et al. 2012). Reife nTreg verlassen dann den Thymus und
wandern in die Peripherie um autoreaktive TZ, die die negative Selektion im Thymus
unterlaufen haben, zu hemmen (Monteiro et al. 2016 S. 210). Lange Zeit ging man
davon aus, dass nTreg anerg seien und selbst nach adaquater Stimulation nur wenig
proliferieren warden. In vivo zeigte sich jedoch, dass sich nTreg sehr wohl teilen, wenn
sie Empfangern appliziert werden oder entsprechender Ag-Stimulation ausgesetzt
wurden (Fisson et al. 2003). nTreg finden sich konstitutiv in sekundaren lymphatischen
Organen wie Lymphknoten, Milz und mukosaassoziierten Lymphfollikel (MALT), wo
sie sich in standigem Austausch mit CD4r°s TZ, CD8P°s TZ und APC befinden. Dort
hemmen Treg Priming und Proliferation der Zellen und hindern damit die Zellen am
Verlassen der sekundaren lymphatischen Organe und modulieren Immunreaktionen
bereits in der Anfangsphase (Davidson and Shevach 2011). Treg konnen jedoch nicht
nur in sekundar lymphatischen Organen gefunden werden, sondern finden sich
vermehrt auch in nicht-lymphatischen Geweben, vor allem jedoch bei einer
Inflammation, wo sie Uberschieffende Immunreaktionen hemmen und damit
kontrollieren kdnnen, um schliellich eine Zerstorung des Gewebes zu verhindern.
Induzierte Treg (iTreg) oder periphere Treg (pTreg) entstehen in der Peripherie aus
konventionellen CD4r°s; CD25"9 TZ, mutmalilich wahrend einer chronischen
Exposition mit Ag, sowie unter dem Einfluss von IL-2, TGF-B und gleichzeitiger
Kostimulation des TZR (Chen et al. 2010, Kanamori et al. 2016). iTreg zeichnen sich
also dadurch aus, dass sie Autoantigene mit hoher Aviditdt binden konnen und
abhangig von IL-2 und TGF-B sind (D’Cruz et Klein, 2000). Beide Voraussetzungen
fuhren in der Folge zu einer verstarkten Expression von FOXP3 (Chen et al. 2003;
Fantini et al. 2004). iTreg sind vor allem an der Aufrechterhaltung der Toleranz an

Schleimhauten und Infektionen beteiligt. An diesen Flachen kommt es zu einem
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standigen Austausch mit fremden Ag, z.B. Nahrungsbestandteilen oder dort
,ansassigen“ Bakterien. Um eine uberschielfende Immunreaktion zu verhindern,
hemmen iTreg UberschieRende Immunantworten auf korperfremde Ag.

Eine Differenzierung von nTreg und iTreg uUber spezifische Marker ist bisher nicht
moglich.

Weiter scheinen Treg insgesamt eine deutlich heterogenere Zellpopulation
darzustellen, als die Einteilung in nTreg und iTreg vermuten lie3e. Zum Beispiel weisen
Treg in nicht-lymphoiden Organen (so genannte tissue Treg cells) im Vergleich zu Treg
in sekundaren lymphatischen Organen deutlich verschiedene Genexpressionsprofile
auf, die die Funktion beeinflussen: Treg, die den Transkriptionsfaktor T-bet

exprimieren, hemmen spezifisch die TH1- und T-Zell-Aktivierung (Levine et al. 2017).

2.5.3 Funktionelle Charakterisierung von Treg

Wie schon erwahnt, zeichnen sich Treg durch ihre Fahigkeit aus, andere Immunzellen
zu hemmen. Dadurch sind sie essentiell an der Kontrolle und Limitierung von
Immunreaktionen und damit an der Aufrechterhaltung einer Selbsttoleranz beteiligt.
Die suppressiven Eigenschaften von Treg konnen im Rahmen eines
Suppressionsassays untersucht werden, bei dem Treg mit Responder-TZ (Tresp)
koinkubiert werden und die Proliferation der Responder-TZ gemessen wird. Anhand
der Proliferation der Responder-TZ kann die Suppression der Treg abgeschatzt
werden. Die Trennung von Treg und Responder-TZ mittels einer semipermeablen
Membran fuhrt zu einer abgeschwachten Hemmung, so dass ein wesentlicher Teil der
Treg-vermittelten Hemmung kontaktabhangig zu sein scheint (Takahashi et al. 1998;
Thornton et Shevach 1998). Es konnen daher kontaktabhangige und
kontaktunabhangige Mechanismen der Suppression unterschieden werden. Einige
dieser Mechanismen sollen nun im Folgenden naher beschrieben werden:

Die kontaktabhangige Suppression erfolgt uber die Expression von inhibitorischen
Oberflachenmolekulen wie CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) und
LAG-3 (lymphocyte activation gene 3).

CTLA-4 konkurriert mit CD28 um die Bindung an die Liganden CD80/CD86 auf TZ.
CD28 steht dabei fur ein kostimulatorisches Molekul, das essentiell fur die Aktivierung
und Proliferation von TZ ist. Aufgrund der hoheren Affinitat von CTLA-4 zu CD80/CD86
nimmt die Bindung von CD28 und CD80/CD86 ab, womit der TZ ein essentieller
kostimulatorischer Stimulus entzogen wird, was in der Folge zu einer verminderten T-

Zellproliferation fuhrt (Yokosuka et al. 2010). LAG-3 verstarkt die Interaktion von Treg
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mit DC und hemmt deren Reifung, was uber eine verminderte Expression von
kostimulatorischen Faktoren zu einer verminderten Aktivierung und Proliferation von
TZ fuhrt (Schmidt et al. 2012; Liang et al. 2008). Treg wirken also
immunomodulatorisch, indem sie die Interaktion zwischen DC und TZ beeinflussen.
Neben der Expression von inhibitorischen Oberflachenmolekulen konnen Treg direkt
eine Zytolyse bzw. Apoptose von Effektorzellen induzieren. Sie nutzen dabei
Granzyme A und Perforine und konnen damit direkt aktivierte CD4P° und CD8P° TZ
abtoten und damit Immunreaktionen modulieren und hemmen (Grossman et al. 2004).
Im Rahmen von kontaktunabhangigen Mechanismen erzeugen Treg Uber
unterschiedliche Wege ein immunsuppressives Milieu, das mit dem
proinflammatorischen Milieu interagiert. Im Mittelpunkt stehen dabei die
immunsuppressiven Zytokine TGF-B, IL-10 und IL-35. In welchem Ausmal} die
einzelnen Zytokine an der Treg-vermittelten Suppression beteiligt sind, ist aktuell noch
unklar und wird kontrovers diskutiert.

TGF-B hat ganz unterschiedliche Funktionen und kann von verschiedenen Zelltypen
gebildet werden. Die latente Form von TGF-B wird von dem Oberflachenmolekdl
GARP gebunden, das von aktivierten Treg exprimiert wird (Tran et al. 2009). An der
Oberflache gebundenes TGF-B ist an der Induktion der Expression von IDO
(indoleamine 2,3-dioxygenase) auf DC beteiligt. IDO ist ein Enzym, das Tryptophan
metabolisiert. Dies fuhrt Uber eine Depletion von Tryptophan und durch die
Abbauprodukte von Tryptophan zur Induktion der Apoptose und damit insgesamt zu
suppressiv.

IL-10 (Cytokine-synthesis inhibitory factor, CSIF) wird vor allem von Monozyten und
TH2-Lymphozyten gebildet und hat vor allem inhibitorische Wirkungen uber eine
Blockade des nuklearen Faktors NF-kB und den JAK-Stat-Signalweg. Treg kdnnen
auch IL-10 sezernieren. Erstmalig wurde dies im Mausmodell gezeigt, bei dem Treg in
der Mucosa des Darms IL-10 produzierten und auf diesem Weg protektiv auf die
Entwicklung einer Kolitis wirkten (Asseman et al. 1999; Rubtsov et al. 2008). IL-10
hemmt Uber den IL-10-Rezeptor zudem direkt die Differenzierung und Proliferation von
TZ und fordert die Differenzierung von naiven TZ zu IL-10 produzierenden TZ (Huber
et al. 2011; Groux et al. 1997).

IL-35 zahlt wie IL-10 zu den immunsuppressiven Zytokinen und wird vor allem von
Treg sezerniert. IL-35 scheint dabei essentiell fur die suppressiven Eigenschaften von
Treg zu sein (Collison et al. 2007). IL-35 hemmt die Proliferation von TZ und moduliert

deren Differenzierung zu IL-35 produzierenden Tr35-Zellen (Collison et al. 2010). Die
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weitere Charakterisierung von IL-35 und Tr35-Zellen ist aktuell noch Gegenstand der
Forschung.

Eine weitere kontaktunabhangige Moglichkeit andere Zellen zu hemmen, erfolgt Gber
eine Storung des Metabolismus. Treg konnen TZ direkt hemmen, indem sie selbst IL-
2 vermehrt verbrauchen und damit den TZ entziehen. Treg sind, wie auch andere TZ,
essentiell abhangig von IL-2, kdnnen dieses Zytokin jedoch nicht selbst produzieren,
da FOXP3 direkt an den IL-2-Promoter bindet und damit eine Aktivierung der IL-2-
Produktion nach TZR-Stimulation verhindert (Chen et al. 2006; Su et al. 2004). Treg
exprimieren daher vermehrt einen hochaffinen |L-2-Rezeptor, der IL-2 in der
Umgebung binden kann. Uber einen Treg-induzierten Entzug von IL-2 kann es dann
in der Folge zu einer Apoptose von TZ kommen (Thornton and Shevach, 1998; de la
Rosa et al. 2004; Pandiyan et al. 2007). AuRerdem konnen Treg CD39 und CD73
exprimieren. Beide Molekule sind Ektoenzyme, die lokal ATP zu Adenosin abbauen
konnen und damit die lokale Konzentration von ATP verringern kdnnen und Uber eine
Aktivierung des Adenosin-Rezeptors 2A die Proliferation von TZ hemmen (Kobie et al.
2006; Deaglio et al. 2007; Borsellino et al. 2007).

2.5.4 Oberflachenmarker von Treg

2.5.4.1 GARP

Der Oberflachenmarker GARP steht fur glycoprotein-A repetitions predominant
(GARP) oder LRRC32. GARP wurde erstmals 1994 von Ollendorf et al. erwahnt.
(Ollendorff et al. 1994; Roubin et al. 1996). Wang et al. konnten zeigen, dass aktivierte
Treg GARRP selektiv exprimieren und die suppressive Fahigkeit von Treg direkt mit der
GARP-Expression korreliert (Wang et al. 2009). GARP kann somit zur |dentifikation
von aktivierten Treg verwendet werden (Wang et al. 2012; Battaglia and Roncarolo,
2009). Die extrazellulare Domane von GARP ist an der Bildung, Bindung und
Aktivierung von latentem TGF-f3 beteiligt. Latentes TGF-3 selbst ist ein pleiotrophes
Zytokin, das vielfaltige Funktionen in der Zelldifferenzierung, der Apoptose,
Entzindung und Tumorprogression hat. Nach einer Bindung an den TGF-(3 -Rezeptor
kommt es uber unterschiedliche Schritte zur Phosphorylierung von SMAD2 und
SMADS3, die wiederum SMAD4 binden. Der Komplex transloziert dann in den Nukleus
der Zelle und beeinflusst die Genexpression unterschiedlicher Gene. Nakamura et al.
stellten 2001 als erstes die These auf, dass Treg uber produziertes und an der
Zelloberflache Uber einen Rezeptor gebundenes TGF-B Zell-Kontakt-abhangig
suppressiv wirken kdnnen (Nakamura et al. 2001). Die Expression von GARP scheint
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somit direkt in der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz beteiligt zu sein (Cuende
et al. 2015).

2.5.4.2 HLA-DR und CD45RA

Baecher-Allan et al. konnten eine Treg-Subpopulation identifizieren, die durch eine
verstarkte Expression des HLA-Klasse Il Allels DR (HLA-DR) charakterisiert ist und fur
eine Treg-Population mit vermehrten suppressiven Eigenschaften steht (Baecher-
Allan et al. 2006). Diese Subpopulation wies zudem eine verstarkte Expression von
FOXP3 auf und zeigt im Vergleich zu einer HLA-DR-negativen Treg-Population eine
starkere Hemmung von TZ auf. Diese Hemmung wird von dieser Population Kontakt-
abhangig vermittelt.

Die Protein-Tyrosin-Phosphatase CD45RA bezeichnet ein Glykoprotein, das vor allem
von naiven TZ exprimiert wird. CD45RA kann daher genutzt werden, um naive TZ zu
identifizieren (Akbar et al. 1988). Nach Antigenexposition oder Aktivierung von naiven
TZ exprimieren die nun aktivierten TZ eine Isoform CD45R0 und kein CD45RA mehr.
Schaier et al. konnten 2012 zeigen, dass die Subpopulation der CD45RA-negativen,
HLD-DR-positiven (CD45RA"9 HLA-DRP°¢) Treg zum einen die immunsuppressiven
Eigenschaften des gesamten Treg Pools beeinflussen und ein Abfall dieser Population
mit einem signifikant erhohten Risiko fur eine Transplantat-AbstolRung nach
Nierentransplantation einherging (Schaier et al. 2012). Weiter konnten sie zeigen,
dass der Anteil der HLA-DR-positiven, CD45RA-negativen (HLA-DRP°s CD54RA"9)
Treg nach Nierentransplantation abnahm und im ersten Jahr nach Transplantation
weiter vermindert blieb. Bei Patienten, die das Nierentransplantat im Verlauf
akzeptierten und es zu keiner Abstollung kam, kam es zu einer Erholung dieser
Population. Schaier et al. schlagen daher vor, diese Treg-Subpopulation nach
Transplantation zu Uberwachen, um eine Absto3ungsreaktion zu verhindern. Mit Hilfe
von HLA-DR und CD45RA kénnen zudem zwei weitere Zellpopulationen identifiziert
werden: HLA-DR-negative, CD45RA-negative (HLA-DR" CD45RA"®9) Treg, welche
fur Memory oder Gedachtnis-Treg stehen und HLA-DR-negative, CD45RA-positive
(HLA-DR"¢ CD54RAP%%) Treg, welche fur naive Treg stehen. Die Gruppe um Dong
konnte mit Hilfe einer Einzelzell-Analyse bereits zeigen, dass es bei Patienten, die eine
aGVHD entwickeln, im Vergleich zu Patienten, die keine GVHD entwickeln, zu einer
Depletion dieser naiven Treg-Population kommt (Dong et al. 2013).
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2.6 Die hamatopoetische Stammzelltransplantation

Die hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) wird zur Therapie von
malignen hamatopoetischen Erkrankungen eingesetzt und stellt fur viele
Erkrankungen die letzte mogliche kurative Therapie dar (Tabbara et al. 2002). Das
therapeutische Ziel ist dabei, mit der Hilfe von Stammzellen eines Spenders die
fehlerhafte oder entartete Hamatopoese zu ersetzen und zu erneuern (Juric MK et al.
2016). Bei einer HSZT werden pluripotente hamatopoetische Stammzellen von einem
Spender entnommen und einem Empfanger appliziert. Eine erste Transplantation von
hamatopoetischen Stammzellen nach Radiochemotherapie wurde 1957 von E. Donnal
Thomas durchgefuhrt (Thomas et al. 1957). Die Stammzellen kdnnen autolog, d.h.
vom Patienten selbst, oder allogen, d.h. von einem Spender, eines anderen
Individuums, gewonnen werden. Als Spender fur eine allogene HSZT (aHSZT)
kommen Familienangehorige oder Fremdspender in Frage. Entscheidend fur die
Umsetzbarkeit und den Erfolg ist der HLA-Status des Spenders. Es wird dabei
versucht, einen mdoglichst HLA-passenden Spender zu finden. Bei einer
Ubereinstimmung der Allele von HLA-A, -B, -C, -DRB1 und -DQB1 zwischen Spender
und Empfanger spricht man von einer HLA-passenden (humanes Leukozytenantigen,
,matched” oder identen) Transplantation. Wenn kein Spender mit einer vollstandigen
Ubereinstimmung gefunden wird, spricht man von einer HLA-nicht-identischen oder
HLA-teilidenten (,mismatched®) Transplantation. Weiter konnen Stammzellen aus
verschiedenen Geweben entnommen werden, wie dem Knochenmark (KMT:
Knochenmarktransplantation), dem  peripheren Blut (PBSZT: periphere
Blutstammzelltransplantation) oder dem Nabelvenenblut. Stammzellen aus dem
peripheren Blut weisen einen hoheren Gehalt an CD34-positiven hamatopoetischen
Stammzellen auf. Dies fuhrt zu einer schnelleren Rekonstitution im Vergleich zur
Verwendung von Stammzellen aus dem Knochenmark (Weaver, Buckner, Longin et
al. 1993).

2.6.1 Der Ablauf einer hamatopoetischen Stammzelltransplantation

Der Ablauf der HSZT kann in verschiedene Abschnitte unterteilt werden. Zu Beginn
erfolgt nach erfolgreicher Spendersuche die Entnahme der Stammzellen des
Spenders oder des Patienten selbst. Anschlielend erfolgt eine Phase, die als
Konditionierung bezeichnet wird. Das Ziel der Konditionierung ist die Zerstérung
verbliebener maligner Zellen und damit die direkte Therapie der Grundkrankheit, die
Elimination moglichst vieler immunkompetenter Zellen des Empfangers, um das Risiko
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einer TransplantatabstoBlung zu minimieren, sowie die Herstellung einer
Knochenmarksaplasie, d.h. die Schaffung von Raum flr die neuen Spenderzellen, um
ein spateres Anwachsen (Engraftment) zu ermoglichen (Gyurkocza et Sandmaier
2014).

Die Konditionierung kann dabei uUber eine Ganzkorperbestrahlung (total body
irradiation, TBI) oder eine Hochdosis-Chemotherapie, die mit einer Bestrahlung
kombiniert werden kann, erfolgen. Die Konditionierung kann dabei myeloablativ
erfolgen, d.h. dass die patienteneigene Hamatopoese nahezu vollstandig zerstort wird
(Myeloblation, ,myeloablative conditioning“, MAC) oder nicht-myeloablativ bzw. dosis-
reduziert (,reduced-intensity conditioning“, RIC) mit einer reduzierten Dosis. Die
Rekonstitution der Hamatopoese des Spenders erfolgt bei dosisreduzierten
Konditionierungsprotokollen verzogert oder sogar unvollstandig mit einer Persistenz
der patienteneigenen Hamatopoese. In diesem Fall kann ein gemischter Chimarismus
beobachtet werden: nach genotypischer Analyse der Hamatopoese findet sich ein
gemischtes Profil mit Hamatopoese die zu Teilen vom Spender und zu Teilen vom
Empfanger stammt. Durch die Entwicklung von nicht-myeloablativen
Konditionierungsprotokollen konnte insgesamt uber eine Reduktion der Toxizitat, die
behandlungsassoziierte Mortalitat (,treatment-related mortality®, TRM) reduziert
werden (Slavin et al. 1998). Damit kdnnen auch Patienten, die sonst aufgrund ihrer
Komorbiditaten nicht fur eine myeloablative HSZT geeignet waren, eine aHSZT
erhalten (Maris et al. 2003). Anschliel3end erfolgt die Applikation der Stammzellen des
Spenders, die intravends, ahnlich einer Bluttransfusion, infundiert werden und sich im

Knochenmark niederlassen, was als Homing bezeichnet wird (Herold et al. 2020).

2.6.2 Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation

Bei einer aHSZT werden Stammzellen eines Spenders einem genetisch fremden
Empfanger infundiert (Giralt et Bishop, 2009). Der antileukamische Effekt wird dabei
zum einen uber die Konditionierungstherapie, zum anderen uber den Graft-versus-
Leukamie-Effekt (GVL, antileukamischer Effekt, englisch: graft-versus-leukemia
reaction) vermittelt (Horowitz et al. 1990, Dickinson et al. 2017). In einem Transplantat
eines Spenders sind nicht nur Stammzellen enthalten, sondern immer auch andere
Immunzellen, insbesondere TZ. Diese TZ konnen das Gewebe des Empfangers als
,»iremd“ erkennen und angreifen. Dies fuhrt dazu, dass eventuell noch vorhandene
maligne Zellen nachhaltig angegriffen und eliminiert werden konnen. Dieser
erwunschte Effekt wird dann als GVL-Effekt bezeichnet. Dies ist aller
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Wahrscheinlichkeit nach auch eine der Ursachen dafur, dass das Risiko fur ein Rezidiv
nach einer aHSZT geringer ist als bei einer autologen HSZT.

Die Anwendung der HSZT und speziell der aHSZT zur Therapie von hamatologischen
Neoplasien hat in den letzten Jahren, aufgrund von Fortschritten bei der
Spenderauswahl und der Weiterentwicklung von Therapieprotokollen, zugenommen.
Dennoch ist die aHSZT immer noch eine Therapie, die mit vielen Risiken und
Komplikationen einhergehen kann: Zu den haufigsten Ursachen von Morbiditat und
Mortalitat nach einer aHSZT zahlen ein Rezidiv der Grunderkrankung,
opportunistische Infektionen und die Entwicklung einer GVHD (Treleaven et Barrett
2008; Ukena et al. 2011; Ball et Egeler 2008). Entscheidende Faktoren fur eine
erfolgreiche aHSZT sind, neben der HLA-Kompatibilitdt zwischen Spender und
Empfanger, der CMV-Status von Spender und Empfanger, das Geschlecht, die
Blutgruppenkompatibilitdat, die Anzahl der Schwangerschaften und frahere

Transfusionen des Spenders (Possinger et Regierer 2012).

2.6.3 Donor Lymphozyten Infusionen

Wie schon im vorherigen Abschnitt erwahnt, kann der GVL-Effekt therapeutisch
genutzt werden, um maligne Zellen, die im Rahmen der Konditionierung nicht eliminiert
wurden und potentiell zu einem Rezidiv fuhren kdnnten, zu entfernen. Der GVL-Effekt
kann jedoch auch mittels Donor Lymphozyten Infusionen (Donor Lymphocte Infusion,
DLI) uber die Transplantation hinaus genutzt und verstarkt werden. Dabei werden
Patienten nach aHSZT erneut Spenderlymphozyten appliziert. Dadurch kann bei
einem Rezidiv oder einem Abfall des Chimarismus eine Remission ohne eine erneute
Chemotherapie  oder Bestrahlung erreicht werden. Die  applizierten
Spenderlymphozyten erkennen noch vorhandene maligne Zellen als fremd an und
initiieren eine Abwehrreaktion gegen selbige. Mit jeder DLI-Gabe besteht aber immer
auch das Risiko, dass sich die Spenderlymphozyten nicht nur gegen die malignen
Zellen, sondern auch gegen gesunde Korperzellen wenden kdnnen und damit eine
GVHD auslésen konnen. Mittels DLI-Gaben soll die Immunrekonstitution unterstutzt
und der GVL-Effekt verstarkt werden, ohne gleichzeitig eine GVHD auszulosen (Kolb
2008). Neben dem therapeutischen Einsatz werden DLI auch praemptiv und
prophylaktisch eingesetzt (Possinger et Regierer 2012). Entscheidend dabei sind u.a.
der MRD (von englisch: minimal residual disease; steht allgemein fur residuelle
Tumorzellen die mittels FACS oder NGS nachgewiesen werden konnen und damit ein
Monitoring der  Erkrankung ermdglichen) und der Chimarismus: die
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Rezidivwahrscheinlichkeit und das Risiko fur eine Transplantatabsto3ung steigen mit
ansteigenden MRD-Markern oder einem fallenden Spenderchimarismus, wahrend ein
kompletter Spenderchimarismus mit einem erhdohten GVHD-Risiko einhergeht. Mit
Hilfe der Applikation von DLI kann es zu einer Umwandlung eines gemischten
Chimarismus zu einem kompletten Spenderchimarismus kommen (Liesveld et
Rothberg 2008). Limitiert bleibt der Einsatz von DLI durch ein fehlendes Ansprechen,
fehlende Spender oder die Entwicklung einer GVHD. Um das GVHD-Risiko in Folge
einer DLI weiter zu minimieren, konnen die in den DLI enthaltenen CD8-positiven TZ
depletiert werden. Dadurch kann das GVHD-Risiko gesenkt werden und ahnliche gute
Ergebnisse, im Sinne einer Remission, erzielt werden (Giralt et al. 1995).

2.6.4 Dosisreduzierte Konditionierung kombiniert mit Alemtuzumab-
basierter T-Zell-Depletion

Dosisreduzierte Konditionierungsregime (reduced intensity conditioning, RIC) werden
vor allem bei Patienten mit fortgeschrittenem Alter und anderen Komorbiditaten
eingesetzt. Weitere Vorteile von RICs liegen in einem guten Anwachsen des
Transplantats sowie einer besseren Vertraglichkeit. Trotz der Vorteile deuten Studien
jedoch darauf hin, dass viele Patienten nach einer RIC eine GVHD entwickeln:
abhangig vom Protokoll entwickeln 30-70% der Patienten eine GVHD. Damit ist die
Entwicklung einer GVHD entscheidend fur die Nicht-Rezidiv-assoziierte Mortalitat
(non-relapse-mortality) nach einer RIC (Chakraverty et al. 2010). Daher wurde
versucht, das Risiko fur die Entwicklung einer GVHD nach RIC zu reduzieren. Dies
kann mit Hilfe einer T-Zell-Depletion (TZD) erreicht werden. Dabei werden gezielt die
an der Entstehung einer GVHD beteiligten TZ aus dem Transplantat entfernt. Die TZD
kann auf der einen Seite das Risiko fur eine GVHD reduzieren, kann aber auf der
anderen Seite gleichzeitig das Risiko fur opportunistische Infektionen, ein Rezidiv oder
eine insuffiziente Rekonstitution (englisch: graft failure) erhdhen (Booth et Veys 2013).
Kottaridis et al. entwickelten ein Protokoll fur eine dosisreduzierte Konditionierung, das
auf Fludarabin basiert (Kottaridis et al. 2000). Dieser Ansatz wurde von Meyer et al.
mit einer TZD mit Alemtuzumab und praemptiven CD8-depletierten DLI kombiniert
(Meyer et al. 2007). Die Konditionierung erfolgt mit Melphalan und Fludarabin, die TZD
mit 100 mg Alemtuzumab (Campath-1H). Alemtuzumab selbst ist ein humanisierter,
monoklonaler Ak, der gegen das Oberflachenmolekul CD52 gerichtet ist und nach
Bindung mittels Komplementaktivierung zu einer Lyse der Zielzelle fuhrt (Chakraverty
et al. 2010; Hale et al. 1988). Physiologisch wird CD52 von B- und TZ exprimiert,
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jedoch nicht oder nur in geringen Mengen auf hamatopoetischen Stammzellen,
weshalb Alemtuzumab zur TZD eingesetzt werden kann. Alemtuzumab ist dabei sehr
effektiv: >95% aller CD4r°s- und >80% aller CD8P°s-T-Zellen konnen damit depletiert
werden (Baker et al. 2017). Die Applikation kann dabei direkt vor Transplantation
erfolgen (,Campath in vivo“ oder in-vivo depletion) oder dem Stammzellpraparat
beigegeben werden (,Campath in the bag“ oder ,in-vitro depletion®) (Novitzky et al.
2013, Chakraverty et al. 2010, Novitzky et al. 1999). Fruhe Phase-II-Studien konnten
bereits zeigen, dass eine Behandlung mit Alemtuzumab vor aHSZT mit einer
geringeren GVHD-Inzidenz, Schwere und Mortalitat und insgesamt einer geringeren
Nicht-Rezidiv-Mortalitat einherging (Kottaridis et al. 2000, Chakraverty et al. 2002).
Das Auftreten einer schweren aGVHD konnte von 35-50% auf 10-20% reduziert
werden (Perez-Simon et al. 2002, Chakraverty et al. 2002). Es scheint jedoch zu einer
erhohten Rate an Transplantatversagen und einer verzogerten Immunrekonstitution
zu kommen mit erhohtem Risiko fur Virusreaktivierungen (Ho et Soiffer 2001,
Chakrabarti et al. 2002). Durch die lange Halbwertszeit von Alemtuzumab, welches bis
zu 56 Tage nach HSZT nachgewiesen werden kann, kann die TZ-Rekonstitution, vor
allem die Rekonstitution der CD4r°s TZ, verzogert sein (Morris et al. 2003). Um das
Rezidivrisiko zu senken und die Immunrekonstitution zu unterstutzen, erhielten
Patienten, die keine GVHD entwickeln, in der oben beschriebenen Studie CD8-
depletierte DLI. Die Applikation erfolgte 60 und 120 Tage nach der HSZT. Die CD8-
Depletion der DLI wurde durchgefuhrt, um das Risiko fur die Entwicklung einer GVHD
zu reduzieren (Meyer et al. 2007). CD8-depletierte DLI erhielten die Patienten, wenn
sie keine oder nur eine leichte GVHD (<I°) entwickelten. Im Anschluss wurden das
Auftreten einer GVHD, die Entwicklung des Chimarismus und die Immunrekonstitution
beobachtet. Mit Hilfe der DLI-Applikation konnte ein kompletter Spenderchimarismus
erreicht werden (Meyer et al. 2010). Mit Einsatz von Alemtuzumab zur TZD
rekonstituieren Patienten CD52"¢9 TZ, die Uber einen langeren Zeitraum persistieren
(Meyer et al. 2010). Das Auftreten von CD52"8 TZ nach dem Einsatz von
Alemtuzumab findet sich nicht nur nach einer TZD im Rahmen der aHSZT, sondern
wurde auch bei anderen Krankheitsbildern beschrieben. So kdnnen CD52"¢9 TZ nach
der Behandlung der rheumatoiden Arthritis oder des B-Zell-Non-Hodgkin Lymphoms
mit Alemtuzumab nachgewiesen werden (Hertenstein et al. 1995; Brett et al. 1996).
Bedeutung, Funktion und Folgen einer Rekonstitution von CD52"¢9 Zellen ist allerdings
noch nicht abschliellend geklart und damit weiter Gegenstand der Forschung.
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2.7 Graft-versus-Host-Disease

Wie in Abschnitt 2.6.3 schon erwahnt, besteht das Transplantat bei einer allogenen
HSZT nicht nur aus Stammzellen des Spenders, sondern auch aus anderen
Immunzellen des Spenders, insbesondere TZ, die den erwlnschten GVL-Effekt
vermitteln (Dickinson et al. 2017). Diese TZ konnen aber auch das gesunde
Spendergewebe und Spenderzellen als ,fremd“ erkennen und potentiell angreifen.
Wenn sich diese Zellen nicht nur gegen noch vorhandene bosartige Zellen, sondern
gegen gesundes, korpereigenes Gewebe wenden, spricht man einer Transplantat-
gegen-Wirt-Reaktion oder Graft-versus-Host-Disease (GVHD). Das Ziel und
gleichzeitig die Herausforderung im Kontext der aHSZT bestehen darin, eine Balance
zwischen erwunschtem GVL-Effekt und unerwinschter GVHD-Entwicklung zu finden.
Bis zu 40-60% aller Patienten entwickeln nach einer aHSZT eine GVHD. Damit ist die
GVHD eine der haufigsten Komplikationen und eine Hauptursache fur die nicht-
Rezidiv-assoziierte Mortalitat nach einer aHSZT (Treleaven et Barrett 2008, Choi et
Reddy 2014). Die klinische Relevanz der GVHD wird noch einmal verdeutlicht, dass
weltweit pro Jahr ca. 25000 aHSZT durchgefuhrt werden und es damit in der Folge
mindestens 10000 behandlungsdurftige Patienten mit einer GVHD pro Jahr gibt
(Gratwohl et al. 2010; Ferrara et al. 2009). Daher hat die Prophylaxe, Diagnose und
Therapie einer GVHD im Kontext der aHSZT eine enorme Bedeutung.

Erstmalig beschrieben wurde die GVHD von van Bekkum (van Bekkum et al. 1967).
Von ihm untersuchte Mause entwickelten nach einer Bestrahlung eine
Knochenmarksaplasie und erhielten fremdes Knochenmark. Daraufhin entwickelten
die Mause eine damals als ,sekundare Erkrankung“ oder ,runt disease” bezeichnete
Erkrankung, die durch Durchfalle, Gewichtsverlust und Leberveranderungen
gekennzeichnet war und spater als GVHD identifiziert wurde. Bei der Entwicklung einer
GVHD nach aHSZT erkennen TZ des Spenders (Donor bzw. Graft) HLA-Ag bzw.
prasentierte Peptide des Empfangers (Host) als Fremd an und greifen diese in der
Folge an. Entscheidend fur die Entwicklung und den Schweregrad einer GVHD sind
dabei die Menge und Zusammensetzung von TZ des Spenders, die im Rahmen der
Transplantation Ubertragen werden (Kernan et al. 1986), und die unterschiedlichen
HLA-Molekule zwischen Spender und Empfanger (Mismatch) (Sangiolo et al. 2010).
Deswegen sind das Auftreten und die Schwere einer GVHD bei einer nicht-HLA-
identischen aHSZT grofder. Aber auch bei einer HLA-identischen aHSZT kann sich
eine GVHD entwickeln (Storb et Champlin, 1991). Spender und Empfanger kdnnen

sich in den sogenannten Nebenhistokompatibilitatsantigenen (englisch: minor
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histocompatibility antigens, mHags) unterscheiden. mHags sind Peptide, die nicht im
HLA-Locus codiert sind, aber auf HLA-Molekulen prasentiert werden und von
Spender-TZ erkannt werden konnen (Goulmy 1996). Einige mHags sind dabei
ausschlieBlich auf dem Y-Chromosom lokalisiert, weshalb ein unterschiedliches
Geschlecht zwischen Spender und Empfanger ein weiterer Risikofaktor fur die
Entwicklung einer GVHD darstellt (Jagasia et al. 2012, Martin et al. 1998; Hansen et
al. 1999). Weitere Faktoren, die mit einem erhohten Risiko einer GVHD assoziiert sind,
sind das Alter von Spender und Empfanger, sowie die Art und Intensitat der
Konditionierung.

2.7.1 Formen der Graft-versus-Host-Disease

Die GVHD kann historisch in zwei Verlaufsformen eingeteilt werden, die sich im
klinischen Verlauf und der Therapie unterscheiden: die akute GVHD (aGVHD) und die
chronische GVHD (cGVHD) (Glucksberg et. al 1974; Ferrara et al. 2009, Pidala 2011).
Die aGVHD wurde dadurch definiert, dass sie vor Tag 100 nach aHSZT auftritt,
wahrend die cGVHD nach Tag 100 auftritt. Die zeitliche Unterscheidung ist heutzutage
in der Praxis nicht mehr haltbar. Patienten, die mit einer dosisreduzierten
Konditionierung allogen transplantiert wurden und im weiteren Verlauf DLI erhalten,
konnen auch noch 100 Tage nach Transplantation Symptome entwickeln, die eher
einer aGVHD entsprechen (Mielcarek et Leisenring 2003). Umgekehrt konnen
Patienten Symptome einer cGVHD schon 50 bis 60 Tage nach Transplantation
entwickeln (Mielcarek et Leisenring, 2003; Mielcarek et al. 2005). 2005 erfolgte durch
die NIH Consensus Conference eine Uberarbeitung dieser Einteilung. Es wurden
mehrere neue Diagnosekriterien fur die aGVHD und cGVHD erarbeitet und ein
organspezifisches Punktesystem entwickelt, um den Schweregrad zu evaluieren
(Filipovich et al. 2005). Mit Hilfe der NIH-Kriterien und des Punktesystems kann der
Krankheitsverlauf besser eingeschatzt werden und erlaubt somit ein Monitoring der
GVHD (Socié et Ritz 2014). Zur aGVHD zahlen demnach eine klassische akute GVHD,
die vor Tag 100 nach Transplantation auftritt und eine persistierende, rezidivierende
oder spate akute GVHD, die nach Tag 100 nach HSZT auftritt, mit jeweils Fehlen von
klinischen Symptomen einer chronischen GVHD (Arnaout et al. 2014). Die cGVHD
wird in eine klassische chronische GVHD, mit klinischen Zeichen einer chronischen
GVHD und einem ,Overlap-Syndrom®, bei dem gleichzeitigen Auftreten von
Symptomen einer akuten und chronischen GVHD unterteilt (Filipovich et al. 2005).
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2.7.2 Akute Graft-versus-Host-Disease

Ungefahr 40-60% aller Patienten, die eine aHSZT erhalten, entwickeln in der Folge
eine aGVHD, die nachfolgend fur 15-30% aller Todesfalle nach Transplantation
verantwortlich ist (Ferrara et al. 2009). Im Median tritt eine aGVHD ungefahr 15 bis 30
Tage nach Transplantation, bei einer TZD jedoch insgesamt spater auf (Antin et al.
1991). Klinisch manifestiert sich eine aGVHD gehauft in der Haut, in der Leber und im
Gastrointestinaltrakt. Potentiell kann jedoch jedes Organ betroffen sein.

Eine Manifestation der Haut zeigt sich als makulopapuloses Exanthem und einer
Erythrodermie. Haufig bestehen parallel dazu starker Juckreiz oder Schmerzen.
Betroffen sind vor allem lichtexponierte Stellen wie Gesicht, Nacken, Unterarme und
Brust sowie die Hand- und Fulflache. Milde Formen betreffen ca. 25% der Haut,
wahrend bei der Maximalform die ganze Korperoberflache betroffen sein kann und es
zu Blasenbildung und nekrotischer Ablésung der Epidermis kommen, ahnlich wie bei
einer Verbrennung (Ziemer et al. 2014).

Eine aGVHD der Leber zeigt sich klinisch durch lkterus, Cholestase und Hepatitis mit
laborchemischem Anstieg des Bilirubins. Da ein Anstieg des Bilirubins relativ
unspezifisch ist und verschiedene Ursachen hat, sollte ggf. zur Diagnosesicherung
eine Leberbiopsie erwogen werden. (Akpek et al. 2002).

Eine aGVHD des Darms zeigt sich typischerweise als massive wassrige, teilweise
blutige Diarrhoe (mit bis zu 10 Liter pro Tag), die von schmerzhaften abdominellen
Krampfen (Tenesmen) begleitet werden. Bei dem Verdacht auf eine aGVHD des
Darmes ist ggf. eine histologische Sicherung mittels Koloskopie und Probebiopsien
aus dem terminalen lleum indiziert (Kreisel et al. 2012). Histologische Kriterien fur eine
aGVHD des Darms sind die Anzahl der Apoptosen, Kryptenabszesse und
Epithelverlust (Lerner et al. 1974, Zeiser et al. 2020 - Onkopedia-Leitlinie ,akute
GVHD").
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Die Einteilung der aGVHD erfolgt anhand verschiedener Stadien und Grade, die sich
an den Arbeiten von Glucksberg et al. (1974), Przepiorka et al. (1995) und Shulman et
al. (1980) orientieren. Es kdonnen vier verschiedene Stadien unterschieden werden, die
sich jeweils auf die Schwere der Auspragung und Befall der einzelnen Organe
beziehen (Harris et al. 2016, Zeiser et al. 2020 - Onkopedia-Leitlinie ,akute GVHD®):

Haut Leber Darm
Schweregrad | Klinisches Bild Bilirubin Diarrhoe ml/Tag
mg/dI
1 Exanthem <25 % KO* 2-3 500 — 1000
2 Exanthem 25-50 % KO* 3,1-6 1000 — 1500
3 Exanthem 50 % der KO* 6,1-15 1500 — 2000
4 generalisierte Erythrodermie oft | >15 >2000 oder schwere abdominelle
Desquamation und Bulla Schmerzen und / oder lleus

Tabelle 1: Schweregradbeurteilung der akuten GVHD nach Organen (modifiziert nach Zeiser et al. 2020
- Onkopedia-Leitlinie ,akute GVHD").

Die Bestimmung des Schweregrads der aGVHD erfolgt nach Bestimmung des

Schweregrads der einzelnen Organe:

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

Tabelle 2: Gesamtschweregrad der akuten GVHD (mod. nach Glucksberg et al. 1974 und Zeiser et al.
2020 - Onkopedia-Leitlinie ,akute GVHD®).

2.7.3 Pathophysiologie der akuten Graft-versus-Host-Disease
Nach Billingham mussen 3 immunologische Voraussetzungen vorhanden sein, damit
sich eine aGVHD entwickeln kann (Billingham 1966):
1.) Das Transplantat muss immunkompetente Zellen enthalten.
2.) Der Empfanger muss Ag exprimieren, die vom Spender nicht exprimiert
werden.
3.) Der Empfanger ist unfahig, eine Reaktion gegen Spenderzellen einzuleiten,

um diese zu bekampfen.
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Nach Hill und Morris kdnnen in der Entstehung der aGVHD drei Phasen unterschieden
werden: Eine unspezifische Schadigung des Empfangergewebes durch
vorangegangene Therapien fuhrt zu einer Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen (l). APCs werden aktiviert und prasentieren Empfanger-Ag den Spender-
TZ, die dadurch aktiviert werden und proliferieren (llI). Diese erkennen das
Empfangergewebe als ,fremd” an und greifen es an (lll) (Morris und Hill 2007; Ferrara
et al. 2005). Entscheidend sind hierbei immunkompetente TZ im Transplantat. Diese
konnen Ag des Empfangers auf Empfanger APCs als fremd erkennen (Choi et al.
2010).

2.7.3.1 Phase 1: Schadigung des Empfangergewebes

Die erste Phase beginnt dabei schon vor der eigentlichen aHSZT mit einer
unspezifischen Schadigung des Empfangergewebes. Dies kann durch die
zugrundeliegende Erkrankung, vorausgegangene Therapien oder die Konditionierung
vor Stammzelltransplantation hervorgerufen werden. Eine Ganzkorperbestrahlung
(englisch: total body irradiation, TBI) fuhrt z.B. zu einer Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor alpha (TNF-alpha), IL-1 und
IL-6 (Xun et al. 1994) und zu direkter Schadigung und Untergang des Darmepithels.
In der Folge konnen Bestandteile von Bakterien wie z.B. Lipopolysaccharide in die
Blutbahn translozieren und dort Uber die Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren Zellen
des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen aktivieren, die wiederum
proinflammatorische Zytokine freisetzen. Das proinflammatorische Milieu aktiviert
zudem APCs des Empfangers, die vermehrt Ag prozessieren und Uber HLA-
Rezeptoren prasentieren (Koyama et al. 2012; Shlomchik et al. 1999). Es entsteht eine
sich selbst verstarkende Kaskade, die zu einer generellen Inflammation fuhrt (Hill et
al. 1997; Hill et Ferrara 2000). Dies ist mitunter auch der Grund fur ein erhohtes GVHD-
Risiko bei Verwendungen von intensiven Konditionierungsprotokollen (Hill et al. 1997).
2.7.3.2 Phase 2: Aktivierung und Differenzierung von Spender-TZ

Zentral fur die zweite Phase ist die Interaktion zwischen APCs und Spender-TZ im
Transplantat. Das proinflammatorische Milieu fuhrt zu einer Proliferation der Spender-
TZ, die in die Zielorgane der GVHD migrieren kdnnen (Chakraverty et al. 2006). Dort
werden den Spender-TZ fur sie fremde Ag — Alloantigene — von Spender oder
Empfanger APCs, vor allem DC, prasentiert und dadurch aktiviert. Es entstehen
alloreaktive TZ, die das Immunsystem nicht eliminieren kann. Aktivierte TZ sezernieren
unterschiedliche Zytokine, u.a. Interferon-Gamma, IL-2 und TNF-alpha. Diese
Zytokine fuhren dazu, dass TZ proliferieren und vermehrt Th1-Zellen gebildet werden.
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MHC-I-Unterschiede stimulieren CD8P° TZ und MHC-Klasse-lI-Unterschiede
stimulieren CD4P°s TZ (Korngold et Sprent, 1985). DC wiederum konnen die Funktion
von TZ nach Aktivierung weiter modulieren, so dass die Zytokin-Sekretion weiter
verstarkt wird, es zu einer Lyse von Zellen kommt und Makrophagen weiter aktiviert
werden.

2.7.3.3 Phase 3: Schadigung des Empfangergewebes durch die
Konditionierung

In der letzten Phase kommt es konsekutiv zur Schadigung des Empfangergewebes
durch Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems. Weiter kommt es
durch die Schadigung der Darmschleimhaut zur Freisetzung von Lipopolysacchariden
(LPS), welche wiederum die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-
alpha, initiieren. TNF-alpha wieder kann dann direkt Uber TNF-Rezeptoren oder Uber
den Fas-Signalweg zu einer weiteren Gewebsschadigung fuhren (Ferrara et al. 2009).

2.7.4 Prophylaxe und Therapie der akuten Graft-versus-Host-Disease

Um das Risiko einer aGVHD zu reduzieren, erhalten alle Patienten neben der TZD im
Rahmen des Konditionierungsregimes nach aHSZT standardmalig eine
immunsuppressive Therapie. In Deutschland kommen am haufigsten Calcineurin-
Inhibitoren wie Ciclosporin A (CSA) oder Tacrolimus in Kombination mit Methotrexat
(MTX) oder Mycophenolat Mofetil (MMF) zum Einsatz (Sabry et al. 2009; Lai et al.
2014; Kharfan-Dabaja et al. 2014; Hamilton et al. 2015). Umfang und Dauer der
Immunsuppression sind dabei individuell unterschiedlich und direkt von bestehenden
Risikofaktoren abhangig, insbesondere dem HLA-Mismatch und der Herkunft der
Stammzellen (Fremd- oder Familienspender) (Storb et al. 1986; Perkins et al. 2010;
Cutler et al. 2014). Entwickeln Patienten nach aHSZT Zeichen einer aGVHD oder
cGVHD, entscheidet der Schweregrad uUber das weitere Vorgehen. Ab einem
Schweregrad |l sollte eine systemische immunsuppressive Therapie eingeleitet bzw.
die bestehende immunsuppressive Therapie intensiviert werden. Die initiale Therapie
besteht aus der Gabe von Kortikosteroiden, z.B. Methylprednisolon (2 mg/kg KG) fur
14 Tage oder langer. Komplette Remissionen konnen dadurch in ungefahr einem
Viertel der Falle, Teilremissionen in ungefahr der Halfte der Falle erzielt werden. Bei
Nicht-Ansprechen oder ausbleibender Zeichen einer Remission handelt es sich um
eine ,steroid-refraktare GVHD" bzw. ein steroid-refraktarer Verlauf. Dies erfordert die
Einleitung einer Zweitlinientherapie. Als Zweitlinientherapie kommen unterschiedliche
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Medikamente und Verfahren in Frage, wie z.B. Immunsuppressiva wie MMF oder eine
extrakorporale Photopherese (Wolff et al. 2013; Schneiderman 2017).

Neben der medikamentdsen oder interventionellen Therapie bestehen zudem zellulare
Ansatze bei denen mesenchymale Stromazellen (Ball et al. 2013; Kuci et al. 2016 )
oder Treg appliziert werden und hoffnungsvolle Resultate zeigten (Hoffmann et
Edinger, 2006; Hoffmann et al. 2006).

2.7.5 Chronische Graft-versus-Host-Disease

Die cGVHD kann allgemein als eine verspatet einsetzende Reaktion des
Spenderimmunsystems gegen das Gewebe des Empfangers beschrieben werden und
manifestiert sich erst im Verlauf nach aHSZT (im Durchschnitt 2-18 Monate nach
aHSZT) und stellt damit eine der Langzeitkomplikationen dar (Ramachandran et al.
2019). Ungefahr die Halfte aller Patienten, die eine aHSZT erhalten, entwickeln im
weiteren Verlauf eine cGVHD und ungefahr ein Viertel aller Todesfalle nach aHSZT
gehen ursachlich auf die Entwicklung einer cGVHD zuruck (Wolff et al. 2011; Lee et
al. 2003; Akpek et al. 2001).

Das Krankheitsbild ahnelt in der klinischen Auspragung Autoimmunerkrankungen wie
z.B. der Sklerodermie oder einem Sjogren-Syndrom. Es kann nahezu jedes Organ
betroffen sein, vor allem sind jedoch Haut und Schleimhdute (Poikilodermie,
sklerotische Veranderungen), Augen (Photophobie, Rotung, vermehrter Tranenfluss),
Gastrointestinaltrakt, Leber, Lunge, Muskeln und Gelenke (Kontrakturen,
Gelenksteifigkeit) betroffen. Es kommt zu fibrotischen Prozessen, an denen vor allem
CD4ros, TH-2-Helferzellen und B-Lymphozyten beteiligt sind (Higman et Vogelsang
2004).

2.8 Regulatorische T-Zellen und Graft-versus-Host-Disease nach
allogener Stammzelltransplantation

Zusammengefasst kann eine aGVHD als ein Ungleichgewicht zwischen
uberschie3ender Aktivitat und mangelhafter Regulation des Immunsystems
beschrieben werden (Beres et Drobyski, 2013). Daher zielen aktuell viele Therapie-
und Forschungsansatze darauf ab, dieses Ungleichgewicht auszugleichen.
Therapeutisch kann dies Uber eine pharmakologische Hemmung der
uberschief3enden Aktivitat des Immunsystems Uber die Gabe von Immunsuppressiva
erfolgen. Probleme entstehen jedoch durch die unspezifische Hemmung des
gesamten Immunsystem und damit einhergehender Hemmung der Rekonstitution und

unerwunschte Folgen durch die Toxizitat, Nebenwirkungen und Interaktionspotential
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der eingesetzten Immunsuppressiva. Physiologischerweise wird dieses Gleichgewicht
u.a. auch durch Treg aufrechterhalten, weshalb Treg und der Einsatz von Treg zur
Therapie der aGVHD nach aHSZT in den Fokus verschiedener Arbeitsgruppen
ruckten (Sakaguchi et al. 2006; Curotto de Lafaille et Lafaille, 2009). Erste Versuche
erfolgten in GVHD-Modellen der Maus. Dort konnte gezeigt werden, dass es zu einem
zunehmenden Verlust von Treg wahrend der Entwicklung einer aGVHD kommt,
wodurch in der Folge vermehrt autoreaktive Spender-TZ auftreten, die
proinflammatorische Zytokine bilden und die Pathogenese der GVHD initiileren und
aufrechterhalten (Chen et al. 2007). Taylor et al. zeigten, dass eine CD25-Depletion
zum Fortschreiten einer GVHD fuhrt, wahrend der adoptive Transfer von CD25-
positiven TZ zu einem Ruckgang der GVHD fuhrt (Taylor et al. 2002). Diese
Ergebnisse konnten teilweise auch beim Menschen nachgewiesen werde, indem die
relative und absolute Anzahl der Treg wahrend der Rekonstitution nach aHSZT
untersucht wurde. Die Gruppe um Miura konnte dabei als erstes eine inverse
Korrelation zwischen Treg-Anzahl und Inzidenz und Schwere eine aGVHD zeigen
(Miura et al. 2004). Da damals noch keine FOXP3- Ak vorhanden waren, mafien sie
die FOXP3-Expression mittels PCR. Patienten, die eine GVHD entwickelten, wiesen
dabei allgemein eine geringere FOXP3-Expression auf, die mit Fortschreiten der
aGVHD weiter abnahm. Magenau et al. konnten diese Ergebnisse bestatigen:
Patienten mit einer aGVHD zeigten im Vergleich zu Patienten, die keine GVHD
entwickelten, eine verminderte Anzahl an Treg auf, die mit zunehmender Schwere der
GVHD weiter abnahm (Magenau et al. 2010).

Die Bedeutung von Treg fur die Rekonstitution und Pathogenese einer GVHD nach
aHSZT ist mittlerweile gesichert. Diese Arbeit versucht ein besseres Verstandnis fur
die Bedeutung von Treg im Allgemeinen und CD52r° sowie CD52"¢9 Treg im
Speziellen fur die Rekonstitution und Entwicklung einer aGVHD bei Patienten nach

aHSZT mit Alemtuzumab zu leisten.
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3. Material

3.1 Laborgerate

Name

Hersteller

Autoklav, Systec V-150

KSG Sterilisatoren, Olching Systec GmbH,
Wettenberg

CO2-Inkubator, Brutschrank HeraCell 150

Heraeus, Hanau

Durchflusszytometer, BD FACS Canto™ II

BD Biosciences, Heidelberg

Durchflusszytometer/ Zellsorter, BD FACS Aria™ |

BD Biosciences, Heidelberg

Eismaschine UBE50/53

Ziegra, Isernhagen

Feinwaage, 0,05-210 g FlexCycler

Sartorius, Géttingen

Gefrierschrank (-80°C)

Hera freeze, Heraeus/Kendro, Langenselbold

Kryo-Einfriergerat Mr. Frosty

Nalge Nunc, Wiesbaden

Kihl- und Gefrierkombination (4°C, -20°C)

Privileg, Farth

MACS-Stander MultiStand™

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

Mehrkanalpipetten 5-50 ul, 25-200 pl

Brand, Wertheim

100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl

Mikroliterpipetten Transferpette R S 0,5-10 pl, 10-

Brand, Wertheim

Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25 (fir Zellkultur)

Zeiss, Jena

Pipette, 1-10 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe PipetBoy Integra

Biosciences, Fernwald

Schittelgerat, Lab Dancer

VWR, Darmstadt

Sterile Werkbank, HERAsafe Typ HS 18

Kendro, Hanau

Stickstoff-Kryo-Bank XLC 1370

MVE Europe, Solingen

Taylor-Wharton XL-180 Stickstoff-Tank,

Tec Lab, Konigstein

Vortex MS2 Minishaker IKA®

IKA, Staufen

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

Sartorius, Géttingen

Wasserbad

GFL, Burgwedel

Zellseparations-Magnete

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

Zentrifuge Heraeus Multifuge 1S-

Kendro, Langenselbold

3.2 Software

Name Hersteller
Expo32 Beckmann Coulter, Krefeld; Software zur FACS-Auswertung
FlowdJo Version 7.6.4., Firma FlowJo; Software zur FACS-Auswertung

FACS-Diva Software

BD Biosciences, Heidelberg; Software zur FACS-Auswertung

GraphPad PRISM

GraphPad Software, Inc.; Software zur Statistik
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3.3 Verbrauchsmaterialen

Name

Hersteller

Becherglaser: 200 ml, 500 ml und 1000 ml

Schott Ag, Mainz

Cellstainer

BD Biosciences GmbH, Heidelberg

Kryoréhrchen, Nunc

Greiner, Nirtingen

Deckglaser, 24x32 mm

Menzel, Braunschweig

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

Greiner, Nirtingen

FACS-Rohrchen

BD Bioscience, Erembodegen

Falcon, Tube 15 ml, 50 ml

Greiner, Nirtingen

Filter flr Zellseparationssaulen

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

Gewebekulturplatten 6-, 24-, 96-

Lochgewebekulturplatten

Greiner, Nirtingen

Glasflaschen, 1000 ml

Schott Ag, Mainz

Handschuhe

Lohmann & Rauscher, Neuwied

Leucosep™ Rohrchen 50 ml mit Trennscheibe

Greiner, Nirtingen

Petrischalen 94 mm, 60 mm, 35 mm

Greiner, Nirtingen

Pipettenspitzen
0,5-10 pl, 10-200 pl, 100-1250 pli

Starlab, Ahrensburg

Reaktionsgefale (Eppis)
500 pl, 1500 pl und 2000 pl

Eppendorf, Hamburg

Sterilfilter 20 ym

Whatman, Miinchen

SteritopTM

Millipore, Eschborn

Zahlkammer Fuchs-Rosenthal

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen

Zellfilter 70 pm, 30 pm

BD Bioscience, Erembodegen

Zellkultur-Réhrchen 15 ml und 50 ml

Greiner, Nirtingen

Zellkulturflasche 25 cm?, 80 cm? Kulturflache

Greiner, Nirtingen

Zellseparationssaulen MS-Saulen, LS-Saulen

Miltenyi, Bergisch-Gladbach

3.4 Chemikalien

Name

Hersteller

BD Cytofix/Cytoperm Fixation & Permation Solution

BD Biosciences, Erembodegen

DMSO (Dimethylsulfoxid) Carl Roth, Karlsruhe; Merck Darmstadt

EDTA (Ethylendiamin-Tetraessigsaure) Applichem, Gatersleben; Sigma, Taufkirchen

EDTA Disodiumsalz Merck Biosciences GmbH, Darmstadt

Essigsaure Merck, Darmstadt

Ethanol (reinst) Applichem, Gatersleben

FACS Lysing Solution BD Biosciences, Erembodegen

PAA Laboratories GmbH
Pasching (A)

Ficoll Lymphozyten Trennmedium (LSM 1077)
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Fox P3 Staining Set Fitc anti Human
Fix/Perm Diluent (FOXP3 Kit)
Fix/Perm Concentrate (FOXP3 Kit)

eBiosience

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe

Paraformaldehyd

Merck Biosciences GmbH, Darmstadt

PBS (phosphate-buffered saline), flissig

Gibco BRL, Karlsruhe

PHA (Phytohamagglutinin)

Oxoid GmbH, Wesel

TAE-Puffer

Carl Roth, Karlsruhe

Trypanblau

Merck Biosciences GmbH, Darmstadt

Tween20 (Detergens)

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Wasserstoffperoxid 30 %

Merck Biosciences GmbH, Darmstadt

3.5 Medien und Seren

Name

Hersteller

AIM-V™ Medium

Gibco™ (Invitrogen), Karlsruhe

Aqua dest.

B. Braun, Melsungen

BSA (bovine Serum Albumin)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

FCS (engl.: fetal calf serum, fotales Kalberserum)

PAA Laboratories, Pasching (A)

Heparin

Ratiopharm, Ulm

Humanalbumin Alburex 20%

CSL Behring, Offenbach

Humanes Serum

gepooltes Serum gesunder Spender,

Blutbank Universitatsmedizin Mainz

Penicillin/Streptomcin

Gibco™ (Invitrogen), Karlsruhe

PBS Gibco 14190 Dulbecco’s

Gibco™ (Invitrogen), Karlsruhe

Phytohamagglutinin (PHA)

Oxoig, Merck Biosciences, Darmstadt

RPMI Medium 1640, flissig

Gibco™ (Invitrogen), Karlsruhe

RPMI only

Gibco™ (Invitrogen), Karlsruhe

X-VIVO15 T-Zellkulturmedium

Biowhittaker, Viersen (B)

3.6 Kulturmedien, Puffer und Losungen

Die Lagerung der Medien erfolgte bei 4°C.

Medium Zusammensetzung

Einfriermedium

AIM-V o. X-Vivo-15, 8% 10 U/ml

Kryokonservierung wurde dem Medium kurz vor der Verwendung 10%

Humanalbumin, Heparin; Zur

DMSO frisch zugegeben.

T-Zellmedium

AIM-V, 10% Humanserum

Zellkulturmedium

RPMI 1640, 10%FCS, 1% Penicillin/Streptomycin

FACS-Fix 243 ml PBS, 6,8 ml 37% Formaldehyd
FACS-Puffer 500 ml PBS, 0,5g BSA, Steril filtrieren mittels 0,22 um SteriCupFilter
MACS-Puffer 500 ml PBS, 2,5g BSA, 2 mM EDTA (pH 8), Steril filtrieren mittels 0,22 ym
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PBS/BSA

50 ml PBS, 0,25 g BSA, Steril filtrieren durch 0,2 um Filter

PBS/EDTA

500 ml PBS, 2 ml EDTA (pH 8)

Saponin-Puffer

500 ml PBS, 0,5 g BSA, 0,5 g 10 % Saponin

Trypanblau 11 H20, 2 g Trypanblau

3.7 Zytokine und Beads

Name

Hersteller

IL-2 (Interleukin-2)

Chiron Behring GmbH & Co, Marburg

Dynabeads human T-Activating CD3/ CD28

Life Technologies/Invitrogen

OKT3 (Muromab CD3)

Jannsen Cilag, Neuss

3.8 Kits zur MACS-Isolation, CFSE-Farbung und FOXP3-Farbung

Name Hersteller
MACS Saulen Separations Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Micro Beads CD4 human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Micro Beads CD8 human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Cell Trace CFSE Cell Proliferation Kit Invitrogen
CellTrace™ CFSE (Component A), 10 vials, each
containing 50 g of lyophilized powder
DMSO (Component B), 1 vial containing 0.5 mL
of high- quality dimethylsulfoxide
Fox P3 Staining Set Fitc anti Human eBiosience
Fix/Perm Diluent (FOXP3 Kit)
Fix/Perm Concentrate (FOXP3 Kit)
3.9 Antikorper
. . Volumen pro Ansatz
Antigen Fluorochrom Spezies | Hersteller Verdiinnung | einzeln | ab 2 AK
IgG/IgG1 | FITC/PE Maus Beckmann Coulter | Pur S5l 2,5 ul
IgG 1k PE Maus BD 01:20 2 ul 2 ul
IgG 1 APC Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5yl
IgG 1k V450 Maus BD Pur 1 ul 1 ul
CD3 FITC Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5 ul
CD3 PE Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5yl
CD3 V450 Maus BD 1:5 2yl 2yl
CD3
CD4 FITC Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5yl
CD4 PE Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5yl
CD4 APC Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5yl
CD8 PE Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5yl
CD8 APC Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5 ul
CD8 APC-H7 Maus BD Pur 5l 2,5yl
CD8 FITC Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5 ul
CD16 PE Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5yl
CD25 PE Maus Beckmann Coulter | Pur 10 yl 10 yl
CD25 V450 Maus BD Pur 2yl 2yl
CD127 FITC Maus eBiosience Pur 5 ul 5 ul
CD127 PE Maus eBiosience Pur 10 pl 10 pl

30




CD45RA | BH Maus Miltenyi Pur 1yl 1yl
CD52 FITC Maus Serotec Pur 2yl 2yl
CD52 PE Maus Serotec Pur 5yl 2,5 ul
CD56 PC5 Maus Beckmann Coulter | Pur 5l 2,5 ul
FOXP3 FITC Maus eBiosience Pur 5l 2,5yl
HLA-DR APC Maus BD Pur 5l 2 ul
GARP Alexa Fluor 647 | Maus eBioscience Pur 5ul 5ul
FITC, . Pur 6,25 ul 6,25 ul
FLAER | Jioxe Fluor 48 | Maus | Biozol H H

Tabelle 3: Ubersicht Giber die verwendeten fluoreszenzmarkierten Ak.

3.10 Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

3.10.1 PBMC gesunder Spender

Die in dieser Arbeit verwendeten mononuklearen Zellen des peripheren Bluts
(englisch: peripheral blood mononuclear cell, PBMC) gesunder Spender stammen von
Routine-Blutspenden der Transfusionszentrale der Universitatsmedizin Mainz. Die
Vollblutspende wurde dort vorab zu einem ,Buffy coat® (BC, auch als ,Leukozytenfilm®
bezeichnet) verarbeitet. Aus den erhaltenen ,Buffy coat® konnten dann PBMC, mittels

Ficoll-Separation, wie nachfolgend beschrieben, isoliert werden.

3.10.2 PBMC der Patienten

Die in der Arbeit verwendeten PBMC stammen von Patienten, die an einer klinischen
Studie der lll. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz teilgenommen
haben (interne Studiennummer: #177, Ethik-Nummer: 837. 175. 03 (3837)). Die
Patienten, die an unterschiedlichen hamatopoetischen Neoplasien erkrankt waren,
erhielten im Rahmen dieser Studie eine aHSZT. Dabei wurde eine dosisreduzierte
Konditionierung mit Fludarabin und Melphalan und eine TZD mit Alemtuzumab
kombiniert (Meyer et al. 2007). Alemtuzumab wurde in vivo mit einer Dosis von 100
mg appliziert. Im Anschluss erfolgte die aHSZT. Nach der Transplantation erhielten
alle Patienten eine GVHD-Prophylaxe mittels Ciclosporin bis Tag 50 und nachfolgend
CD8-depletierte DLI in steigender Dosis prophylaktisch im Abstand von 60-90 Tagen,
sofern die Immunsuppression bereits beendet werden konnte und keine aGVHD
bestand. DLI-Gaben wurden im Verlauf beendet, sofern es zur Entwicklung einer
GVHD Grad Il oder hoher kam. Aufbau und Protokoll der Studie wurden im Vorfeld von
der Ethikkommission der Universitatsmedizin Mainz genehmigt. Alle Patienten wurden
uber den Aufbau der Studie aufgeklart und gaben anschliellend ihr schriftliches
Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie und der Spende von Blutproben zur
weiteren immunologischen Forschung. Im Aufbau der Studie war vorgesehen, dass

den Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten nach der erfolgten HSZT Blutproben
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entnommen wurden. Dies erfolgte standardisiert 60 und 360 Tage nach der aHSZT.
Dabei wurden jeweils ungefahr 50 ml vendses Blut asserviert. Zusatzlich wurden
Proben im Rahmen der Nachsorge bei klinischen Auffalligkeiten, wie zum Beispiel der
Neudiagnose oder Verschlechterung einer bereits bestehenden GVHD abgenommen,
um kritische Punkte der Immunrekonstitution zu identifizieren. Das Studien-Kollektiv
der teilnehmenden Patienten kann als Hoch-Risiko-Kollektiv beschrieben werden: Die
Studienteilnehmer litten unter fortgeschrittenen hamatologischen Neoplasien, die
durch ein hohes Progressions- und Rezidivrisiko charakterisiert werden kdnnen und
dadurch haufig fur eine myeloablative HSZT nicht geeignet waren. Die ,Studie 177¢
wurde im Jahr 2011 geschlossen, jedoch wurden weiterhin Patienten analog zu
diesem Protokoll transplantiert und in dieser Arbeit untersucht. Insgesamt wurden in
dieser Arbeit 47 Studienteilnehmer oder analog transplantierte Patienten untersucht.
In der nachfolgenden Tabelle finden sich die Daten der hier untersuchten Patienten im
Hinblick auf Alter, Geschlecht, Grunderkrankung, Probendatum (bezogen auf das
Datum der aHSZT), Entwicklung einer GVHD, DLI-Gabe, Versterben und Farbung.

Patient | Alter | Geschlecht Diagnose Tage nach Tx GVHD | DLI | + |Panel
1 67 w sek. AML 28 aGVHD |Nein| Ja B
1 67 w sek. AML 70 aGVHD |Nein| Ja B
2 36 w DLCL 54 aGVHD |[Nein| Ja B
2 36 w DLCL 103 aGVHD |Nein| Ja B
2 36 w DLCL 237 aGVHD |[Nein| Ja B
3 62 m primare 81 aGVHD | Ja |Nein| C

Myelofibrose
4 43 w MM 86 aGVHD |Nein| Ja B
4 43 w MM 196 aGVHD |Nein| Ja B
5 50 m sek. AML 69 aGVHD |Nein|Nein| B
5 50 m sek. AML 105 aGVHD [Nein|Nein| B
6 63 m AML 135 aGVHD |Nein| Ja D
7 64 m MM 63 aGVHD |Nein| Ja B
8 72 w AML 66 aGVHD | Ja [Nein| B
8 72 w AML 108 aGVHD | Ja [Nein| B
8 72 w AML 146 aGVHD | Ja |Nein| B
9 57 m CML 95 aGVHD |Nein| Ja B
10 55 w DLCL 180 aGVHD [Nein|Nein| E
11 56 w AML 141 aGVHD |[Nein| Ja A
12 65 m MM 85 aGVHD |[Nein| Ja C
13 53 m B-NHL 103 aGVHD |[Nein| Ja B
14 60 m T-NHL 49 aGVHD [Nein|Nein| B
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15 50 w AILD 110 aGVHD [Nein|Nein| B
16 56 w MM 341 aGVHD | Nein | Nein
17 25 m HLH 86 aGVHD |[Nein| Ja B
18 67 m primare 286 aGVHD |Nein| Ja C
Myelofibrose
Patient | Alter | Geschlecht Diagnose Probe T_:fe nach GVHD | DLI | + +
19 | 69 m PostEV: 392 CGVHD | Ja [Nein| C
Myelofibrose
51 m sek. AML 229 cGVHD |Nein|Nein| B
51 m sek. AML 468 cGVHD |Nein|Nein| B
20 70 m AML 624 cGVHD | Ja |Nein| B
21 60 m MPN 286 cGVHD | Ja |Nein| B
22 53 m NHL 2007 cGVHD |Nein| Ja B
23 71 m AML 560 cGVHD |Nein|Nein| B
24 53 m AML 48 cGVHD | Ja |Nein| B
24 54 m AML 162 cGVHD | Ja |Nein| B
24 54 m AML 392 cGVHD | Ja |Nein| B
25 52 w CML 355 cGVHD |Nein| Ja C
26 44 w AML 288 cGVHD |Nein| Ja B
27 68 m MDS 524 cGVHD |Nein|Nein| B
28 59 m B-NHL 1648 cGVHD | Ja | Ja B
29 42 w AML Rez. 94 cGVHD | Ja | Ja B
Patient | Alter | Geschlecht Diagnose Probe T_:fe nach GVHD | DLI | + +
30 57 m MDS 54 noGVHD | Nein| Ja B
31 47 m MM 195 noGVHD| Ja [Nein| C
32 64 m B-NHL 2571 noGVHD| Ja [Nein| B
33 58 m MDS 202 noGVHD| Ja | Ja B
34 55 w MM 131 noGVHD| Ja |Nein| B
35 55 m AML 138 noGVHD| Ja |Nein| B
36 32 w AML 61 noGVHD| Ja | Ja B
37 68 w AML 119 noGVHD | Nein | Ja B
38 59 w IMF 41 noGVHD | Nein|Nein| B
39 67 m IMF 69 noGVHD| Ja |Nein| B
40 69 w AML 1160 noGVHD| Ja | Ja B
41 56 m MM 56 noGVHD| Ja |Nein| B
41 56 m MM 105 noGVHD| Ja [Nein| B
41 57 m MM 385 noGVHD| Ja [Nein| B
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42 72 m AML 496 noGVHD| Ja | Ja B
43 58 w sek. AML 293 noGVHD| Ja |Nein| B
44 65 m sek. AML 825 noGVHD | Nein| Ja A
45 52 m MM 105 noGVHD | Nein |Nein| B
46 61 m NHL 1480 noGVHD | Nein|Nein| B
47 58 m AML 343 noGVHD| Ja |Nein| B

Tabelle 4: Ubersicht tiber die untersuchten Patienten mit Angabe Uber Alter, Geschlecht, Diagnose,
Zeitpunkt der Probenentnahme nach aHSZT und GVHD-Entwicklung, Panel, DLI-Gabe und Versterben.

4. Methoden

Die Laborprotokolle der verwendeten Methoden finden sich im Anhang und

entsprechen den Standardprotokollen der AG Meyer (resp. AG Wagner).

4.1 Arbeiten an der Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer sterilen Werkbank
durchgefuhrt. Die dabei eingesetzten Medien wie Losungen, Puffer und
Verbrauchsmaterialien wurden steril verpackt geliefert oder mittels Sterilfiltration oder
Autoklavieren sterilisiert. Kultivierung und Bebrutung erfolgten im CO2-Inkubator bei
37°C mit einem funfprozentigen CO2-Gehalt in einer wasserdampfhaltigen Umgebung.
Alle weiter verwendeten Ak und Reagenzien wurden steril gelagert und steril

verwendet.

4.2 Isolierung der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC)
aus peripherem Blut (Ficoll)

Die Isolierung von PBMC erfolgt in dieser Arbeit mittels einer Dichtengradienten-
Zentrifugation. Dabei werden die PBMC durch ein Lymphozyten-Separationsmedium
aus Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymeren (Ficoll, hier Ficoll-Medium: Histopaque
1077 von Sigma- Aldrich) aufgereinigt. AnschlieRend werden die Zellen mittels
Dichtegradienten-Zentrifugation durch die konstante Zentrifugalkraft und Viskositat
des Ficoll-Mediums anhand ihrer Dichte separiert, wodurch schlussendlich PBMC

isoliert werden konnen.

4.3 Zahlung von Zellen und Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Zahlung der PBMC erfolgt mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer. Diese hat
folgende Eigenschaften: eine Gesamtflache von 16 mm?, eine von Tiefe 0,2 mm und
ein Volumen von 3,2 pl. Zur Bestimmung der Zellzahl wird ein bestimmtes Volumen

der Zellsuspension in einer bestimmten Verdunnung auf die vorbereitete Fuchs-
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Rosenthal-Zahlkammer aufgetragen. Nach Zahlung der Zellen, kann dann unter
Beachtung der Verdinnung die Zellzahl berechnet werden. Durch die Verdinnung der
Zellen mit physiologischer Trypanblau-Losung kann zudem die Vitalitat der Zellen
beurteilt werden: Vitale Zellen weisen eine intakte Membran auf und nehmen den
Farbstoff nicht auf, wahrend avitale oder apoptotische Zellen den Farbstoff aufgrund

von Schaden der Membran aufnehmen und sich in der Folge sichtbar verfarben.

4.4 Durchflusszytometrie (FACS)

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (englisch: ,fluorescence activated cell sorting®,
FACS) konnen Zellen anhand ihrer Grof3e und Granularitat analysiert werden, die
einzeln und mit einer hohen Geschwindigkeit an einer elektrischen Spannung oder
einem Lichtstrahl vorbeiflieRen. Zum anderen ermdglicht die Durchflusszytometrie die
Analyse und Charakterisierung von zellspezifischen Ag auf oder in den Zellen mit Hilfe
von fluoreszenzmarkierten Ak. Grundlage der Messung ist die Emission von optischen
Signalen, wenn die Zelle den Laserstrahl in einer Kuvette passiert. Damit kann jede
Zelle einzeln analysiert werden. Bei der Passage des Laserstrahls entsteht Streulicht
bzw. ein Fluoreszenzsignal, das im Anschluss von einem Detektor ausgewertet wird.
Dabei korreliert die Menge des gestreuten Lichts mit der Grofe und Struktur der Zelle.
Die zu untersuchenden Zellen passieren dabei drei Laser unterschiedlicher
Wellenlange. Bei der Passage gibt die Vorwartslichtstreuung (forward scatter, FSC)
Auskunft Uber die ZellgroRe, die Seitwartslichtstreuung (sideward scatter, SSC) uber
die Granularitat. Der Nachweis von zellspezifischen Ag erfolgt Uber eine im Vorfeld
durchgefuhrt Farbung der zu untersuchenden Zellen mit fluoreszenzstoffmarkierten
Ak. Somit konnen verschiedene Ag auf den Zellen nachgewiesen und quantifiziert
werden, womit verschiedene Zellpopulationen identifiziert werden koénnen. Die
erfassten Signale werden dann digitalisiert und mit Hilfe der FACS-Diva Software
analysiert. Fur die weitere Analyse der FACS-Daten wurde die Software Expo32 und

FlowJo verwendet.
4.5 Durchflusszytometrische Farbungen

4.5.1 Farbung von Oberflachenmarkern von Zellen mit Fluoreszenz-
Antikorpern (FACS-Farbung)

Zur ldentifikation und Charakterisierung verschiedener Zellpopulationen wurden
zellulare Oberflachenmolekule von PBMC oder TZ mit fluoreszenzstoffmarkierten Ak

angefarbt. Die in dieser Arbeit verwendeten Ak waren monoklonale, anti-humane Ak
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mit den Fluorochrom-Farbstoffen Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin
(PE), Allophycocyanin (APC), Blue horizon und APC gekoppelt mit H7 (APC-H7).
Dadurch lieRen sich mit einer Messung bis zu funf verschiedene zellspezifische Ag
nachweisen und damit einzelne Zellpopulationen identifizieren und untersuchen. Die
eingesetzten Ak wurden dabei entweder in der vom Hersteller empfohlenen
Konzentration oder mit Antikdrperkonzentrationen, welche zuvor mittels einer
Titrationskurve bestimmt wurden, verwendet. Der genaue Vorgang der Farbung mit
fluoreszenzstoffmarkierten Ak ist im Anhang zu finden. Nachdem die Zellen aufgetaut
und gezahlt wurden, werden die Zellen in FACS-Puffer aufgenommen und in der
jeweiligen Zellkonzentration (100.000 — 200.000 Zellen pro FACS-Tube) auf die FACS-
Tubes verteilt. Nach einem erneuten Waschvorgang konnen die Ak hinzugegeben
werden und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur oder bei 4°C im Dunkeln, jeweils
abhangig vom verwendeten Ak, inkubiert werden. Nach der Inkubation wird erneut
FACS-Puffer hinzugegeben und die Probe gewaschen. Nach dem Waschvorgang
werden die Ak-gefarbten Zellen in den FACS-Tubes in FACS-Fix fixiert und konnen im
Anschluss mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert werden. Durch die Fixierung
mittels FACS-Fix konnen die Proben bis zu einer Woche bei 4°C gelagert und

untersucht werden.

4.5.2 Intrazellulare Farbung von FOXP3

Ein charakteristisches und zu ihrer Identifikation wesentliches Merkmal von Treg ist
die konstitutive Expression des intrazellularen Transkriptionsfaktors FOXP3. Dies
wurde anhand eines in der Arbeitsgruppe etablierten Protokolls mit Hilfe des FOXP3-
Staining-Sets von eBioscience durchgefuhrt. Vorab erfolgt hierbei eine FACS-Farbung
von oberflachlichen Strukturen wie in Punkt 4.6.1 beschrieben. Anschlieiend werden
die Zellen nicht fixiert, sondern in Saponin-Puffer (ein Detergenz, im Protokoll als
Perm/Fix bezeichnet) aufgenommen und fur eine Stunde inkubiert. Saponin
permeabilisiert die Zellen und fuhrt dazu, dass die Ak in die Zelle diffundieren und dort
z.B. intrazellulare Proteine wie Zytokine oder Transkriptionsfaktoren binden konnen.
Nach mehreren Waschschritten erfolgt eine Blockade mit Rattenserum fur 15 Minuten
bei 4°C. Dies soll eine unspezifische Bindung des FOXP3-Ak verhindern. Ohne einen
weiteren Waschschritt wird dann direkt der Fluorochrom-markierte FOXP3-Ak
hinzugegeben und fur weitere 30 Minuten inkubiert. Nach weiteren Waschschritten
konnen die Zellen wieder in FACS-Puffer aufgenommen werden und
durchflusszytometrisch analysiert werden.
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Wie bereits in Abschnitt 2.5.1. ausgefuhrt, kdonnen Treg durchflusszytometrisch als
CD3-, CD4-, CD25- und FOXP3-positive (CD3P°sCD4P°sCD25P°FOXP3P°¢) oder als
CD3-, CD4-, CD25-positive und CD127-negative (CD3P°SCD4P°sCD25P0SCD1271e9/int)
Zellen identifiziert werden (Liu et al. 2006; Seddiki et al. 2006; Codarri et al. 2007,
Hartigan- O'Connor et al. 2007). In manchen Fallen kam es zu Abweichungen und
Anpassungen des Panels, worauf im Abschnitt der Ergebnisse hingewiesen wird. Zur
weiterfuhrenden phanotypischen Charakterisierung wurden die Zellen zudem mit
GARP, HLA-DR und CD45RA gefarbt. Folgende Panel wurden zur Identifikation und

Charakterisierung von Treg verwendet:

Tube FITC PE APC BH APCH?7
1 IgG IgG IgG IgG IgG

2 CD3 CD4

3 CD3 CD4

4 CD3

5 CD25 CD52 CD3 CD4

6 CD127 CD52 CD3 CD4

7 FOXP3 CD25 CD52 CD3 CD4

8 FOXP3 CD25 CD52 CD3 CD4

9 FOXP3 CD25 CD52 CD3 CD4

Tabelle 5: Panel A zur Identifikation von Treg mittels intrazellularer Farbung.

Tube FITC PE APC BH APCH7
1 IgG IgG IgG IgG IgG

2 CD3 CD4

3 CD3 CD4

4 CD127 CD25 CD52 CD3 CD4

5 CD127 CD25 GARP CD3 CD4

6 FOXP3 CD25 CD52 CD3 CD4

7 FOXP3 CD52 GARP CD3 CD4

8 FOXP3 CD52 HLA-DR CD45RA CD4

Tabelle 6: Panel B zur Identifikation von Treg mittels intrazellularer Farbung.

Tube FITC PE APC BH APCH7
1 IgG IgG IgG IgG IgG

2 CD3 CD4

3 CD3 CD4

4 CD127 CD25 CD52 CD3 CD4

5 CD127 CD25 GARP CD3 CD4

Tabelle 7: Panel C zur Identifikation von Treg ohne intrazellulare Farbung.
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4.5.3 Messung der GARP-Expression nach Stimulation

Wie unter 2.5.5.1 beschrieben, konnen uber die GARP-Expression aktivierte Treg
identifiziert werden. Um eine funktionelle Charakterisierung der Treg zu erhalten,
wurden PBMC von Patienten nach Alemtuzumab-basierter TZD fur insgesamt 96
Stunden in T-Zell-Medium (90% AIM und 10% gepooltes humanes Serum) inkubiert
und mit IL-2 (100 U/ml T-Zell-Medium) und OKT3 (30 pg/ml T- Zell-Medium) stimuliert.
Eine durchflusszytometrische Messung der GARP-Expression erfolgte zum Zeitpunkt
0 und nach 24 Stunden. Folgendes Panel wurde dafur verwendet:

Tube FITC PE APC BH APCH7
1 IgG IgG IgG IgG IgG

2 CD45

3 CD45

4 CD45

5 CD45
6 CD127 CD52 GARP CD25 CD4

7 No No No No No
nach 24 Stunden Inkubation

8 CD127 CD52 GARP CD25 CD4

Tabelle 8: Panel D zur Identifikation von Treg nach Stimulation.

4.5.4 Farbung von GPI-Ankern mit fluoreszierendem Aerolysin (FLAER)

In dieser Arbeit wurden Glycosylphosphatidylinositol-Anker (kurz GPI-Anker, engl. GPI
anchor) mit Hilfe von FLAER (englisch; fluorescein-labeled proaerolysin;
fluoreszierendes Aerolysin) gefarbt. FLAER, ein Prototoxin des Bakteriums
Aeromonas hydrophilia, wird vor allem in der Diagnostik der paroxysmalen nachtlichen
Hamoglobinurie (PNH) verwendet (Diep et al. 1998). FLAER bindet direkt an GPI-
Anker und kann gekoppelt an Alexa 488 im FITC-Kanal detektiert werden. Dadurch
kann das Vorhandensein von GPI-Ankern nachgewiesen werden (Lima 2019). Bei der
PNH konnen aufgrund einer Mutation keine GPIl-Anker mehr gebildet werden.
Physiologisch werden Uuber GPI-Anker zahlreiche Proteine wie z.B. CD55, CD59 und
CD52 an der Zelloberflache verankert. Die Farbung von PBMC mit FLAER erfolgt
direkt nach der FACS-Farbung, ohne vorherige Aufnahme der gefarbten Zellen in
FACS-Fix. Die Zellen werden in 125 ul kaltem PBS (4°C) resuspendiert. Zusatzlich
werden 6,25 pl FLAER hinzugegeben und die Losung 20 Minuten auf Eis (im Dunkeln)
inkubiert. Im Anschluss erfolgen Waschritte mit kaltem PBS (4°C), um das

ungebundene FLAER zu entfernen. Danach konnen die Zellen in 500 pl
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zweiprozentiger Paraformaldehydl6sung fixiert werden. Folgendes Panel wurde fur die

Farbung verwendet:

Tube FITC PE APC BH APCH7
1 IgG IgG IgG IgG IgG

2 CD45

3 CD45

4 CD45

5 CD45
6 CD127 CD25 CD52 CD3 CD4

7 CD127 CD25 GARP CD3 CD4

8 FLAER CD127 CD52 CD25 CD4

Tabelle 9: Panel E zur Farbung von GPI-Ankern, CD52 und Treg.

4.5.5 Farbung von Zellen mit CFSE und Messung der Zellproliferation

Zur Messung der Proliferation von Lymphozyten im FACS wurde in dieser Arbeit der
Fluoreszenzfarbstoff CFSE (5,6-Carboxyfluorescein diacetat succinimidyl ester)
verwendet. CFSE ist lipophil und kann in die Zellen diffundieren. Dort wird er von
zellularen Esterasen gespalten und bindet irreversibel an zellulare Amine. Teilen sich
die Zellen, wird dann jeweils die Halfte des gebundenen CFSE an die Tochterzellen
weitergegeben, was dazu fuhrt, dass die CFSE-Intensitat mit jeder Zellteilung
abnimmt. Dies ermdglicht die Messung der Zellproliferation uber die Abnahme der
CFSE-Intensitat fur bis zu neun Teilungsschritte der Zelle. Die Farbung der
Lymphozyten mit CFSE ist angelehnt an die Vorgehensweise, die Hawkins erstmalig
beschrieben hat (Hawkins et al. 2007). Lymphozyten werden, wie vorab beschrieben,
aufgetaut, gezahlt und in warmen FACS-Puffer aufgenommen. Dann erfolgt die
Zugabe von CFSE-haltigen Losung, die sich aus einer Mischung aus dem Farbstoff
CFSE und DMSO zusammensetzt, um eine Endkonzentration des Farbstoffs von 2,5
mM zu erhalten. Um die Toxizitat des Farbstoffs auf die Viabilitat der Zellen zu
reduzieren, erfolgt die Inkubation fur zehn Minuten bei 37°C. Im Anschluss erfolgt eine
erneute Inkubation fur funf Minuten bei Raumtemperatur mit einer Suspension aus
AIMV und 10% Humanserum mit dem Ziel, noch nicht gebundenes CFSE zu binden.
Nach der Inkubation werden die Zellen noch insgesamt zwei Mal mit der Suspension
aus AIMV und 10% Humanserum gewaschen, um weiteres, nicht gebundenes CFSE

zu entfernen.
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4.6 Durchflusszytometrische Zellsortierung, SORT

Mit der Durchflusszytometrie ist es nicht nur moglich Zellen anhand ihrer
Oberflachenmolekulle zu charakterisieren, sondern in einem weiteren Schritt auch zu
sortieren (Cellsort). Dadurch konnen definierte Zellpopulationen isoliert werden. Zur
Vorbereitung der Zellen wurde eine Konzentration von 50-70 x108 PBMC zweimal in
MACS-Puffer gewaschen und fur 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert. Im Anschluss
wurden die Zellen fir 15 Minuten bei 4°C mit CD52 (FITC; 70 ul), CD4 (PE; 70 pl),
CD3 (V450; 70 ul) und CD8 (APC; 50 pl) inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut
mit 1 ml MACS-Puffer gewaschen, 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert und wiederum
in 3 ml MACS-Puffer aufgenommen. Um das Risiko fur eine Verstopfung des FACS-
Gerats zu reduzieren, wurde die Zellsuspension zum Schluss noch Uber einen
gekuhlten Filter (70 um) gegeben, um etwaige Zellklumpen auszusieben. Zur Analyse
der Daten wurde die FACSDiva Software verwendet. Die durchflusszytometrische
Zellsortierung wurde dabei in Kooperation mit dem Tumorvakzinationszentrum an der

Universitatsmedizin Mainz durchgefuhrt.

4.7 Treg-Suppressionstest

Um die Funktion von Treg zu beurteilen, kann man deren suppressiven Fahigkeiten
mit Hilfe eines Proliferations- bzw. Suppressionsassays untersuchen. Dabei werden
Responder-Zellen (Tresp) oder Effektor-TZ (Teff) oder PBMC mit CFSE gefarbt und
zusammen mit unterschiedlichen Konzentrationen Treg inkubiert. Tresp oder Teff
werden anschlieend mit IL-2 und OKT3 stimuliert und damit zur Proliferation
angeregt. Anschlie3end erfolgt eine Inkubation fur funf Tage bei 37°C und 5% COz. Im
Anschluss kann dann die suppressive Fahigkeit der Treg indirekt mittels
durchflusszytometrischer Analyse der Proliferation der Tresp oder Teff gemessen
werden. In einem parallelen Ansatz werden zudem Tresp und Teff ohne Treg inkubiert,
um eine Negativkontrolle zu erhalten, da sich die Zellen in diesem Ansatz ungehindert
teilen konnen. In weiteren Ansatzen wird das Verhaltnis von Tresp oder Teff zu Treg,
ahnlich wie bei einer Titration, verandert, um spater eine konzentrationsabhangige
Hemmung erzielen zu konnen. In Ansatzen mit mehr Treg wurde man
dementsprechend eine vermehrte Proliferationshemmung erwarten, entsprechend
konnen sich die Tresp oder Teff weniger teilen. Da die Generation von Treg von
Patienten in dieser Arbeit aufgrund der vorangegangenen Therapien und beginnenden
Rekonstitution wenig ergiebig war, wurde im Ansatz nicht die Menge an Treg
verandert, sondern die Menge an Tresp bzw. Teff verandert und die Treg-
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Konzentrationen konstant gehalten. Weiterhin wurden PBMC gesunder Spender als
Tresp und Teff ausgewahlt, um eine moglicherweise fehlerhafte Proliferation
Patienteneigener Tresp oder Teff auszuschlielen. Tresp oder Teff wurden wie
beschrieben mittels einer Ficoll-Dichtezentrifugation isoliert. Um die funktionellen
Eigenschaften von CD52P° und CD52"9 Treg getrennt beurteilen zu kbnnen, wurden
PBMC von Patienten nach Alemtuzumab-basierter TZD vorab mittels einem SORT als
CD4pres CD25Pes CD127"9 TZ identifiziert und anhand ihrer CD52-Expression in
CD52r°s und CD52"9 Treg sortiert. Grundlage waren Blutproben von Patienten, bei
denen in Voruntersuchungen bereits ein annahrend ausgeglichenes Verhaltnis
zwischen CD52P° und CD52"9 TZ festgestellt werden konnte. Zusammengefasst
ergaben sich also zwei Ansatze fur den Suppressionsassays - ein Ansatz mit CD52pP°s
Treg und ein Ansatz mit CD52"¢9 Treg eines Patienten eines Patienten nach
Alemtuzumab-basierter TZD, die jeweils mit CFSE-gefarbten PBMC von gesunden

Spendern inkubiert wurden.

4.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung, wie auch die Erstellung der Schaubilder erfolgte mit
GraphPadPrism (Version 5). Zur deskriptiven Statistik wurden Mittelwert, Median, die
25%- und 75%-Quartile sowie die Standardabweichung verwendet. Weiter wurden
nicht-parametrische Tests verwendet, da die untersuchten Marker Kkeiner
Normalverteilung entsprachen. Mit dem Wilcoxon-Vorzeichenrangtest wurden die
Marker GARP, HLA-DR und CD45RA bei verbundenen Stichproben paarweise
verglichen, um eine Gegenuberstellung von CD52P° Treg und CD52"9 Treg innerhalb
eines Patienten zu ermoglichen. Der Vergleich der Marker zwischen den einzelnen
GVHD-Verlaufen erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test. Waren die Resultate signifikant,

erfolgten im Anschluss weitere post-hoc Tests.

4.9 Versicherung uiber die eigenstandige Erarbeitung und Auswertung
der in Abschnitt 5 und 6 gezeigten und diskutierten Daten

Die in dieser Arbeit dargestellten Daten, Ergebnisse und Diskussionsabschnitte, sind
ausschlieflich, durch mich, Lukas Anton Schafer, erarbeitet und entwickelt worden.
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5. Ergebnisse

Im Rahmen der Nachsorge nach Alemtuzumab-basierter TZD wurden Patienten in
regelmaligen Abstanden Blutproben entnommen und klinisch im Hinblick auf die
Entwicklung einer GVHD untersucht. Wurde eine GVHD festgestellt, wurde diese
analog der Glucksberg-Kriterien klassifiziert (Filipovich et al. 2005). Abhangig von der
Entwicklung einer GVHD wurden drei Patientengruppen identifiziert: Patienten, die
eine akute GVHD entwickelten (aGVHD), Patienten, die eine chronische GVHD
entwickelten (cGVHD), sowie Patienten, die zum Zeitpunkt der Beobachtung keine
Zeichen einer GVHD aufwiesen (keine GVHD oder noGVHD). Aus den gewonnenen
Blutproben der drei Patientengruppen wurden fur diese Arbeit PBMC und im
Speziellen Treg durchflusszytometrisch analysiert. Neben der CD52-Expression
wurde die Expression weiterer Oberflachenantigene gemessen, um spezielle Treg-
Subpopulationen zu identifizieren und diese quantitativ und qualitativ zu
charakterisieren und ggf. mit dem klinischen Verlauf einer GVHD zu korrelieren. Uber
serielle Messungen einzelner Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Alemtuzumab-basierter TZD wurde zudem versucht die Immunrekonstitution zu
beurteilen und dies direkt mit dem klinischen Verlauf in Verbindung zu bringen. Dieses

Vorgehen wird im folgenden Schaubild erneut zusammengefasst:

Nachsorge nach +klinische Untersuchung
aHSZT *Blutentnahme

~akute GVHD?
GVHD- +chronische GVHD?
Screening -keine GVHD?
Treg-Isolation 5 i “GARP
:> phanotypische und HLA-DR
CD52- funktionelle +CD45RA
Expression Charakterisierung

Identifikation Treg-
Subpopulationen

+CD3posCD4posCD25pesFoxp3pos *Suppressionstestung

+CD3posCD4posCD25p0sCD 127 negint

Abbildung 3: Darstellung der Vorgehensweise zur Analyse.

Nachfolgend werden die Ergebnisse der durchgefuhrten Untersuchungen vorgestellt.
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5.1 Rekonstitution GPI-Anker"?9, CD52"°9 TZ nach Alemtuzumab-

basierter TZD

PBMC von Patienten nach Alemtuzumab-basierter TZD wurden mit den Ak CD3
(BH/V450), CD4 (APC-Cy7) und CD52 (APC) gefarbt, welche die Identifikation von
CD4pres TZ erlauben. Nach Setzen eines Lymphozytengates uber ein Forward- und
Sidewardscatter konnten CD4r°¢ TZ gegen CD52 aufgetragen werden. Damit kann der
prozentuale Anteil von CD52P° und CD52"¢9 CD4r°s TZ dargestellt werden.

Lymphozyten CD3+ CD4+

SSC
CD52

S I S O |

FSC CD4 CD4

Abbildung 4: Darstellung der CD52P°¢ und CD52"¢CD4P°¢ TZ von Patient 5 an Tag 229 nach aHSZT.
Beispiel der Gatingstrategie.

CD3pos CD4pos
Patienten-Nummer | Tage nach HSZT CD4"*CD527 (%) | CDA"*CD52™% (%) DLI-Gabe
1 28 2,3 98,3 Nein
1 70 8,6 91,3 Nein
2 54 3,8 96,1 Nein
2 103 54 94,5 Nein
2 237 2 98 Nein
3 81 17 84,3 Nein
4 86 1,8 98,3 Nein
4 196 13,7 86,3 Nein
5 69 6,5 93,2 Nein
5 105 11,4 88,8 Nein
5 229 52,3 47,7 Nein
5 468 85,1 14,9 Nein
6 135 0,1 99,9 Nein
7 63 57 94,3 Nein
8 66 6,2 94,2 Nein
8 108 10,2 90,3 Nein
8 146 9,4 90,7 Nein
9 95 16,4 83 Nein
10 180 28,8 71,1 Nein
11 141 6,1 94 Nein
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12 85 6.1 94,3 Nein
13 103 14,5 85,7 Nein
14 49 4,7 95,3 Nein
15 110 8,5 91,5 Nein
16 341 5,1 94,9 Nein
17 86 3,6 96,8 Nein
18 286 97,3 2,7 Nein
19 392 99 0,9 Ja
20 624 99,8 0,2 Nein
21 286 99,8 0 Nein
22 2007 74 26 Ja
23 560 19,5 80,5 Ja
24 48 46 54 Nein
24 162 42,3 57,8 Nein
24 392 99,3 0,7 Nein
25 355 27,3 72,7 Ja
26 288 2,5 97,7 Ja
27 524 86,4 13,7 Nein
28 1648 99,7 0,3 Nein
29 94 47,2 53,5 Nein
30 54 92 8 Nein
31 195 70,4 20,6 Ja
32 2571 99,4 0,7 Ja
33 202 59,8 40,2 Ja
34 131 18,2 82,2 Ja
35 138 10 89 Nein
36 61 97,7 2,3 Ja
37 119 73 27 Nein
38 41 76 24 Nein
39 69 4,1 95,7 Nein
40 1160 99,9 0,1 Ja
41 56 43,4 56,7 Nein
41 105 86 14 Ja
41 385 99,8 0,2 Ja
42 496 96,8 3.3 Ja
43 293 90,9 9,1 Ja
44 825 98,8 1,3 Nein
45 105 91,3 8.9 Nein
46 1480 48,4 51,8 Nein
47 343 94,3 57 Ja

Tabelle 10: Darstellung des prozentualen Anteils der CD52P° und CD52"%¢ CD4P°s TZ (bezogen auf die
CD3pos CD4Pos TZ).
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Insgesamt konnten 47 Patienten an unterschiedlichen Zeitpunkten nach aHSZT
untersucht werden (Tage nach aHSZT: 28 bis 2571, Mittelwert: 332 Tage; Median: 139
Tage). Wie schon in anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe, konnte auch hier gezeigt
werden, dass fast alle untersuchten Patienten CD52"°8CD4P°s TZ rekonstituierten und
diese Uber einen langeren Zeitraum nach aHSZT persistieren und nachweisbar
blieben. Die Analyse erfolgte dabei bei 19 Patienten zu einem relativ frihen Zeitpunkt
nach HSZT (bis Tag 100) zwischen Tag 28 und Tag 95. Bei 30 Patienten zu einem
spateren Zeitpunkt nach HSZT (nach Tag 100), zwischen Tag 103 und Tag 2571. Bei
allen Patientenproben vor Tag 100 nach aHSZT konnten CD52"¢9 TZ nachgewiesen
werden. Bei den Patienten Nummer 1, 2, 4, 5, 8, 24 und 41 erfolgten zusatzlich serielle
Messungen im Verlauf zum klinischen und laborchemischen Monitoring der

Entwicklung einer GVHD und Beurteilung der Immunrekonstitution.

CD3+ CD4+

Lymphozyte

1 | | | | |

ssc
cD3
FLAER

FSC CD4 CD52

Abbildung 5: Darstellung der CD52P°¢ und CD42"¢ bzw. FLAERP® und FLAER"® CD3P° und CD4r%®
TZ von Patient 10 an Tag 180 nach aHSZT. Beispiel der Gatingstrategie.

Weiter konnte in Vorarbeiten bereits gezeigt werden, dass die Rekonstitution CD52"¢9
TZ auf einer fehlenden Expression des GPI-Ankers beruht. GPI-Anker kbnnen mit
FLAER (FITC) angefarbt werden. Auch in dieser Arbeit konnte diese Beobachtung
bestatigt werden. Abbildung 6 zeigt, dass das Fehlen von CD52 auf dem Fehlen des
GPI-Ankers beruht.
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5.2 Rekonstitution von CD3P°sCD4P°s TZ bei Patienten mit aGVHD
GVHD, cGVHD und Patienten ohne GVHD nach Alemtuzumab-
basierter TZD

Entwicklung einer GVHD

BGVHD OaGVHD BcGVHD @noGVHD

Abbildung 6: Entwicklung einer GVHD nach aHSZT der untersuchten Patienten.

Von den insgesamt 47 untersuchten Patienten entwickelten 18 Patienten im Verlauf
eine aGVHD, 11 Patienten eine cGVHD, und 18 Patienten, entwickelten keine GVHD
uber den beobachteten Zeitraum. Patient 5 entwickelte zu Beginn aGVHD, welche im
Verlauf in eine cGVHD Uberging.
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Abbildung 7: Relativer Anteil CD3P°*CD4P°* TZ (bezogen auf CD3P°¢ TZ) bei Patienten mit aGVHD,
cGVHD oder keiner GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD.

Patienten mit einer aGVHD rekonstituierten im Vergleich zu Patienten mit einer
cGVHD oder keiner GVHD vermehrt CD3P°SCDA4P°s TZ: relativer CD3P°SCD4Pos TZ-
Anteil (in %, bezogen auf die CD3P°s TZ) von Patienten mit aGVHD (Mittelwert:
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66,05%, Median: 78,70%, 25%-Quartil: 40,30, 75%-Quartil: 92,65,
Standardabweichung: 30,95) im Vergleich zu Patienten mit einer cGVHD (Mittelwert:
34,39%, Median: 32,90%, 25%-Quartil: 17,50, 75%-Quartil: 45,60,
Standardabweichung: 22,28) oder Patienten, die keine GVHD entwickelten (Mittelwert:
42,92%, Median: 41,20%, 25%-Quartil: 22,55, 75%-Quartil: 54,50,
Standardabweichung: 23,07). Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p =
0,0085).

5.3 Rekonstitution CD3rP°sCD4P°sCD52"¢¢ TZ bei Patienten mit
aGVHD, cGVHD und Patienten ohne GVHD nach Alemtuzumab-
basierter TZD

Bezogen auf die CD52-Expression zeigte sich, dass Patienten mit einer aGVHD im
Vergleich zu Patienten mit einer cGVHD oder keiner GVHD bezogen auf die
Population der CD3P°sCD4r°s TZ vermehrt CD3P°sCD4rPosCD52"¢9 TZ rekonstituierten:
Relativer Anteil CD3P°SCD4P°sCD52"%9 TZ (bezogen auf die CD3P°SCD4P°s TZ) von
Patienten mit aGVHD (Mittelwert: 88,31%, Median: 94,00%, 25%-Quartil: 87,55, 75%-
Quartil: 95,70, Standardabweichung: 18,89) im Vergleich zu Patienten mit einer
cGVHD (Mittelwert: 34,71%, Median: 26,00%, 25%-Quartil: 0,7000, 75%-Quartil:
57,80, Standardabweichung: 33,51) oder Patienten, die keine GVHD entwickelten
(Mittelwert: 24,25%, Median: 9,100%, 25%-Quartil: 2,300, 75%-Quartil: 40,20,
Standardabweichung: 28,78). Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p =
<0,0001). Die absoluten Zahlen werden in Abschnitt 5.4.2 dargestellt.
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Abbildung 8: Relativer Anteil CD3P°s, CD4r°s, CD52"9 TZ (in %, bezogen auf die CD3P°sCD4P°* TZ) bei
Patienten mit aGVHD, cGVHD oder keiner GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD.
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5.4 Rekonstitution von Treg bei Patienten mit aGVHD, cGVHD und
Patienten ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD

5.4.1 Durchflusszytometrische ldentifikation von regulatorischen T-
Zellen (Treg)

Treg wurden als CD3r°s CD4ros CD25P°s CD127"9 oder CD3ros CD4ros CD25P°s
FOXP3ros Zellen identifiziert und nachfolgend mit der Entwicklung bzw. dem klinischen
Verlauf einer GVHD korreliert (Liu et al. 2006; Seddiki et al. 2006; Codarri et al. 2007;
Hartigan- O'Connor et al. 2007).
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Abbildung 9: Beispiel der Gatingstrategie zur Identifikation von Treg mittels CD25 und inverser
Korrelation von CD127 von Patient 33, 202 Tage nach aHSZT.
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Abbildung 10: Beispiel der Gatingstrategie zur Identifikation von Treg mittels CD25 und intrazellularer
Farbung von FOXP3 von Patient 33, 202 Tage nach aHSZT.

5.4.2 Absoluter Anteil von Treg bei Patienten mit aGVHD, cGVHD und
Patienten ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD

Die absoluten CD3P°SCD4rPosCD25PSFOXP3P%  Treg-Zahlen konnten mit Hilfe
vorhandener Laborwerte (Differentialblutbild: Leukozyten/nl) berechnet werden. Die
Ergebnisse wurden mit dem klinischen Verlauf der Entwicklung einer GVHD korreliert.
Insgesamt konnten bei 46 Patienten absolute Treg-Zahlen ermittelt werden. In
Blutproben von Patienten mit aGVHD und cGVHD konnten tendenziell mehr Treg
nachgewiesen werden als im Vergleich zu Patienten, die keine GVHD entwickelten:
absolute Treg von Patienten mit aGVHD (Mittelwert: 40013 Treg/l, Median: 26380
Treg/l, 25%-Quartil: 6342 Treg/l, 75%-Quartil: 66567 Treg/l, Standardabweichung:
42634 Treg/l) im Vergleich zu Patienten mit einer cGVHD (Mittelwert: 65775 Tregll,
Median: 43271 Treg/l, 25%-Quartil: 16177 Treg/l, 75%-Quartil: 100435 Treg/l,
Standardabweichung: 71286 Treg/l) oder Patienten die keine GVHD entwickelten
(Mittelwert: 47614 Treg/l, Median: 8874 Treg/l, 25%-Quartil: 3140 Treg/l, 75%-Quartil:

49



27742 Treg/l, Standardabweichung: 127757 Treg/l). Die Unterschiede waren jedoch
statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 11: Anzahl absoluter Treg (CD3P°sCD4P°sCD25P°sFOXP3P°s-TZ/I) bei Patienten mit aGVHD,
cGVHD oder keiner GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD.

5.4.3 Relativer Anteil von Treg bei Patienten mit aGVHD, cGVHD und
Patienten ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD

Bezogen auf alle CD3P°sCD4P°s TZ wiesen Patienten mit einer aGVHD im Vergleich zu
Patienten mit einer cGVHD oder keiner GVHD tendenziell verminderte relative Treg-
Werte auf: relativer Treg-Anteil von Patienten mit aGVHD (Mittelwert: 8,363 %,
Median: 7,6%, 25%-Quartil: 3, 75%-Quartil: 9,6, Standardabweichung: 8,9) im
Vergleich zu Patienten mit einer cGVHD (Mittelwert: 12,48%, Median: 9,2%, 25%-
Quartil: 6, 75%-Quartil: 20,05, Standardabweichung: 7,7) oder Patienten, die keine
GVHD entwickelten (Mittelwert: 11,08%, Median: 7,8%, 25%-Quartil: 2,75, 75%-
Quartil: 10,5, Standardabweichung: 14,88). Dies war wie auch schon bei dem
Vergleich der absoluten Werte statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 12: Relativer Anteil Treg (CD3P°*CD4P°sCD25P°SFOXP3P°¢ TZ, in % der CD3P°*CD4P°s TZ) bei
Patienten mit einer aGVHD, cGVHD oder keiner GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD.

5.5 Rekonstitution von CD52"%9 Treg bei Patienten mit aGVHD,
cGVHD und Patienten ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter
TZD

In einem nachsten Schritt wurden die Treg der einzelnen Gruppen auf ihre Expression
des Oberflachenmarkers CD52 hin analysiert. Es zeigte sich, dass Patienten mit einer
aGVHD (Mittelwert: 120 Tage nach aHSZT; Median: 103 Tage nach aHSZT) vor allem
Treg rekonstituieren, die den Marker CD52 nur sehr gering exprimierten (CD25P°¢
FOXP3Pros CD52M8-TZ (in %, bezogen auf Treg): Mittelwert: 83%, Median: 88%, 25%-
Quartil: 74, 75%-Quartil: 96, Standardabweichung: 14,42). Treg der Patienten mit
cGVHD (Mittelwert: 538 Tage nach aHSZT; Median: 392 Tage nach aHSZT) oder
keiner GVHD (Mittelwert: 441 Tage nach aHSZT; Median: 166 Tage nach aHSZT)
wiesen eine deutlich hohere Expression von CD52 auf: Patienten mit cGVHD (CD25P°¢
FOXP3res CD52"%9-TZ: cGVHD: Mittelwert: 15%, Median: 7%, 25%-Quartil: 1,85, 75%-
Quartil: 25,80, Standardabweichung: 17,64) und Patienten ohne GVHD (CD25P°s
FOXP3res CD52"*9-TZ: keine GVHD: Mittelwert: 11,28 %, Median: 7,5%, 25%-Quartil:
1,275, 75%-Quartil: 21,4, Standardabweichung: 12,02). Der Unterschied von
Patienten mit aGVHD zu Patienten mit cGVHD war statistisch signifikant (p=<0,0001),
wie auch der Unterschied zwischen Patienten mit aGVHD zu Patienten ohne GVHD
(p=<0,0001).
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Abbildung 13: Verteilung von CD52"9 Treg (in %, bezogen auf CD25P%, FOXP3P°s Treg) zwischen
Patienten mit aGVHD, cGVHD und ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD.
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Abbildung 14: Verteilung von CD52"9 Treg (in %, bezogen auf CD25P%, CD127"*¢ Treg) zwischen
Patienten mit aGVHD, cGVHD und ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD.

Auch Uber die ldentifikation von Treg mit CD25 und CD127 lieRen sich ahnliche
Ergebnisse nachweisen: Patienten mit aGVHD rekonstituieren vor allem CD52"¢9-Treg
(Mittelwert: 82,51%, Median: 91,30%, 25%-Quartil: 73,10, 75%-Quartil: 94,50,
Standardabweichung: 19,98), im Vergleich zu Patienten mit einer cGVHD (Mittelwert:
18,07%, Median: 12,20%, 25%-Quartil:  0,3000, 75%-Quartil: 19,80,
Standardabweichung: 25,89) oder Patienten ohne GVHD (Mittelwert: 11,49%, Median:
7,400%, 25%-Quartil: 0,0, 75%-Quartil: 22,20, Standardabweichung: 12,45). Der
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Unterschied von Patienten mit aGVHD zu Patienten mit cGVHD war statistisch
signifikant (p=<0,0001), wie auch der Unterschied zwischen Patienten mit aGVHD zu
Patienten ohne GVHD (p=<0,0001). Diese Beobachtung ist somit unabhangig davon,

mit welcher Methode Treg identifiziert wurden.

5.6 Weitere Charakterisierung und Identifikation von Treg-
Subpopulationen bei Patienten mit aGVHD, cGVHD und Patienten
ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD

Zur weiteren Charakterisierung und Identifikation von Treg-Subpopulationen wurden
Treg nach Alemtuzumab-basierter TZD auf die Expression des funktionellen Markers
GARP und der Oberflachenmarker HLA-DR und CD45RA untersucht. Im Anschluss
erfolgte die Analyse der CD52-Expression der untersuchten Treg-Subpopulationen
und die Korrelation mit der Entwicklung einer GVHD, die in diesem Unterkapitel naher

spezifiziert wird.

5.6.1 Expression des Oberflachenmarkers GARP auf Treg bei Patienten
mit aGVHD, cGVHD und Patienten ohne GVHD nach Alemtuzumab-
basierter TZD

Zur weiteren phanotypischen Charakterisierung wurde die Expression des
Oberflachenmarkers GARP bestimmt. GARP identifiziert spezifisch aktivierte Treg.
Aktivierte Treg konnen somit als CD25P°¢ FOXP3r°s GARPP°s Zellen bezeichnet

werden.
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Abbildung 15: Beispiel der Gatingstrategie zur Identifikation von aktivierten, GARPP°® Treg von Patient
5, 105 Tage nach aHSZT.
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Abbildung 16: Verteilung von GARPP*-Treg (bezogen auf CD4P°SFOXP3P°s) zwischen Patienten mit
aGVHD, cGVHD und ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD.
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Bezogen auf den klinischen Verlauf und die Entwicklung einer GVHD rekonstituierten
Patienten mit einer aGVHD (aGVHD: Mittelwert: 1,226%, Median: 1,100%, 25%-
Quartil: 0,6750, 75%-Quartil: 1,825, Standardabweichung: 0,9115), und Patienten mit
cGVHD (cGVHD: Mittelwert: 2,108%, Median: 1,300%, 25%-Quartil: 0,4750, 75%-
Quartil: 2,800, Standardabweichung: 2,558) signifikant weniger GARPP®® Treg (in %,
bezogen auf Treg) als Patienten, die keine GVHD entwickelten (noGVHD: aGVHD:
Mittelwert: 7,947%, Median: 7,100%, 25%-Quartil: 3,250, 75%-Quartil: 12,95,
Standardabweichung: 5,140). Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p = <
0.0001).

CD52* Treg GARP

GARP

CD4

Lymphozyten CD4* FoxP3* Treg — CD52 / 3 3

CD52" Treg GARP

T Y O IO O B

SsC
CD4
CD52

FSC FoxP3 cD4

GARP

CD4

Abbildung 17: Beispiel der Gatingstrategie zur Identifikation von CD52P°*Treg und CD52"Treg und
deren GARP-Expression von Patient 5, 105 Tage nach aHSZT.
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Abbildung 18: GARP-Expression von CD52P- und CD52"9-Treg (bezogen auf
GARPP*CD4PsFOXP3P¢) bei Patienten nach Alemtuzumab-basierter TZD.
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Bezogen auf die CD52-Expression konnte ein Unterschied der GARP-Expression
nachgewiesen werden: GARP konnte dabei nahezu ausschlieRlich auf CD52P°¢ Treg
nachgewiesen werden: CD52P° Treg wiesen eine statistisch signifikant (p-Wert: <
0.0001) starkere Expression von GARP auf (Mittelwert: 7,191%, Median: 4,750%,
25%-Quartil: 1,500, 75%-Quartil: 10,20, Standardabweichung: 7,868) im Vergleich zur
Expression von GARP auf CD52"¢9 Treg (Mittelwert: 1,557%, Median: 0,0%, 25%-
Quartil: 0,0, 75%-Quartil: 1,175, Standardabweichung: 4,264).
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Abbildung 19: aktivierte GARPP°*CD52°°¢ Treg (in %, bezogen auf GARPP°sCD4P°SFOXP3P°%) bei
Patienten mit aGVHD, cGVHD und ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD.

Bezogen auf die Entwicklung einer GVHD zeigten sich keine statistischen
Auffalligkeiten im Hinblick auf den Nachweis GARPP°s CD52P°s Treg (p-Wert: 0,1619).
GARPPres CD52P°s Treg (in %; bezogen auf GARPPs Treg) fanden sich bei Patienten
mit aGVHD (Mittelwert: 6,767%, Median: 5,000%, 25%-Quartil: 0,0, 75%-Quartil:
10,40, Standardabweichung: 7,705), cGVHD (Mittelwert: 5,025%, Median: 1,750%,
25%-Quartil: 0,9000, 75%-Quartil: 8,375, Standardabweichung: 7,282) und ohne
GVHD (Mittelwert: 9,094%, Median: 6,800%, 25%-Quartil: 2,850, 75%-Quartil: 11,10,
Standardabweichung: 8,393).

5.6.2 Expression der Oberflachenmarker HLA-DR und CD45RA auf Treg
bei Patienten mit aGVHD, cGVHD und Patienten ohne GVHD nach
Alemtuzumab-basierter TZD

Weiter kdnnen Uber die Analyse der Expression der Oberflachenmarker HLA-DR und
CD45RA weitere Treg-Subpopulationen unterschieden und differenziert werden:
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aktivierte bzw. stark suppressive Treg (HLA-DRP° CD45RA"9); Gedachtnis- oder
Memory-Treg (HLA-DR"¢ CD45RA"9) und naive Treg (HLA-DR"9 CD45RAP°s).

5.6.2.1 Aktivierte, suppressive HLA-DRP°s CD45RA"9 Treg bei Patienten mit
aGVHD, cGVHD und Patienten ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD
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Abbildung 20: Beispiel der Gatingstrategie zur Identifikation von HLA-DRP°s CD45RA" Treg und deren
CD52-Expression von Patient 1, 28 Tage nach aHSZT.
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Abbildung 21: Verteilung von aktivierten, HLA-DRP*® CD45RA"™¢ Treg (in %, bezogen auf
CD4PsFOXP3P°s Treg) zwischen Patienten mit aGVHD, cGVHD und ohne GVHD.
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Bezogen auf den klinischen Verlauf und die Entwicklung einer GVHD zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede (p-Wert: 0,1932) zwischen dem relativen Anteil der
stark immunsuppressiven HLA-DRP°s CD45RA"®9 Treg Population (in %, bezogen auf
CD4PsFOXP3P°s Treg) von Patienten mit aGVHD (aGVHD: Mittelwert: 50,63%,
Median: 44,45%, 25%-Quartil: 29,50, 75%-Quartil: 76,38, Standardabweichung:
26,40), cGVHD (cGVHD: Mittelwert: 40,43%, Median: 34,60%, 25%-Quartil: 23,25,
75%-Quartil: 60,10, Standardabweichung: 20,97) und Patienten, die keine GVHD
entwickelten (noGVHD: Mittelwert: 35,13%, Median: 27,90%, 25%-Quartil: 15,80,
75%-Quartil: 44,70, Standardabweichung: 24,82). Tendenziell schienen jedoch
Patienten mit einer aGVHD vermehrt stark immunsuppressive, HLA-DRP°s CD45RA"9

Treg zu rekonstituieren.
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Abbildung 22: Verteilung der aktivierten CD52P°¢ HLA-DRP°* CD45RA"¢ Treg (in %, bezogen auf alle
HLA-DRP°s CD45RA"¢ Treg) zwischen Patienten mit aGVHD, cGVHD und ohne GVHD.

Wie auch bereits bei der Expression von GARP zeigte sich eine signifikant hohere
Expression von CD52 auf HLA-DRP°* CD45RA"¢ Treg bei Patienten mit cGVHD (p =
0,0110) und keiner GVHD (p = < 0.0001) im Vergleich zu Patienten mit aGVHD:
Mittelwert: 17,68%, Median: 18,35%, 25%-Quartil: 3,675, 75%-Quartil: 27,75,
Standardabweichung: 14,54. Im Vergleich zur Expression von CD52 auf HLA-DRP°s
CD45RA"M8 Treg bei Patienten mit cGVHD (Mittelwert: 55,42%, Median: 58,10%), 25%-
Quartil: 12,95, 75%-Quartil: 87,55, Standardabweichung: 35,92) und ohne GVHD
(Mittelwert: 48,07%, Median: 40,00%, 25%-Quartil: 33,30, 75%-Quartil: 64,90,
Standardabweichung: 20,64 ) fand sich kein signifikanter Unterschied.
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5.6.2.2 HLA-DR"®? CD45RA"¢9- Gedachtnis oder Memory-Treg bei Patienten mit
aGVHD, cGVHD und Patienten ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD
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Abbildung 23: Beispiel der Gatingstrategie zur Identifikation von HLA-DR"¢ CD45RA"? Treg und deren
CD52-Expression von Patient 1, 28 Tage nach aHSZT.
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Abbildung 24: Verteilung von HLA-DR" CD45RA"¢ Treg (in %, bezogen auf CD4P>*FOXP3P° Treg)
zwischen Patienten mit aGVHD, cGVHD und ohne GVHD.

Bezogen auf den klinischen Verlauf und die Entwicklung einer GVHD zeigten sich
keine statistischen Auffalligkeiten (p-Wert: 0,2887) zwischen den HLA-DR"9
CD45RA"8 Memory-/Gedachtnis-Treg (bezogen auf CD4PSFOXP3P°s Treg) von
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Patienten mit aGVHD (aGVHD: Mittelwert: 42,18%, Median: 42,60%, 25%-Quartil:
21,83, 75%-Quartil: 66,58, Standardabweichung: 22,21), Patienten mit cGVHD
(cGVHD: Mittelwert: 47,86%, Median: 49,40%, 25%-Quartil: 28,10, 75%-Quartil:
65,95, Standardabweichung: 20,92) und Patienten ohne GVHD (noGVHD: Mittelwert:
55,05%, Median: 58,80%, 25%-Quartil: 32,30, 75%-Quartil: 80,00,
Standardabweichung: 26,87).
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Abbildung 25: Verteilung der CD52P°¢ HLA-DR"®¢ CD45RA"™¢ Treg (in %, bezogen auf alle HLA-DR"®¢
CD45RA"9 Treg) zwischen Patienten mit aGVHD, cGVHD und ohne GVHD.

Wie bei den aktivierten HLA-DRP°s CD45RA"¢ Treg zeigte sich eine signifikant hdhere
Expression von CD52 auf den HLA-DR"9 CD45RA"9 Memory-Treg bei Patienten mit
einer cGVHD (p = 0,002) und keiner GVHD (p = 0,0033) im Vergleich zu Patienten mit
aGVHD: Mittelwert: 17,70%, Median: 10,10%, 25%-Quartil: 1,275, 75%-Quartil: 30,65,
Standardabweichung: 20,24. Im Vergleich zur Expression von CD52 auf HLA-DR"9
CD45RAM8 Treg bei Patienten mit cGVHD (Mittelwert: 34,42%, Median: 62,10%, 25%-
Quartil: 26,15, 75%-Quartil: 90,95, Standardabweichung: 34,42) und ohne GVHD
(Mittelwert: 48,93%, Median: 43,80%, 25%-Quartil: 28,70, 75%-Quartil: 70,00,
Standardabweichung: 28,84 ) fand sich kein signifikanter Unterschied.
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5.6.2.3 Naive, HLA-DR"9 CD45RAP°* Treg bei Patienten mit aGVHD, cGVHD und
Patienten ohne GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD
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Abbildung 26: Beispiel der Gatingstrategie zur Identifikation von HLA-DR" CD45RAP° Treg und deren
CDb52-Expression von Patient 1, 28 Tage nach aHSZT.
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Abbildung 27: Verteilung von HLA-DR" CD45RAP°¢ Treg (in %, bezogen auf CD4P*FOXP3P° Treg)
zwischen Patienten mit aGVHD, cGVHD und ohne GVHD.

Bezogen auf den klinischen Verlauf und die Entwicklung einer GVHD zeigten sich
keine statistischen Auffalligkeiten (p-Wert: 0,3302) zwischen den HLA-DR"9
CD45RAP°s naiven Treg (bezogen auf CD4P°FOXP3F°s Treg) von Patienten mit
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aGVHD (aGVHD: Mittelwert: 4,069%, Median: 0,2000%, 25%-Quartil: 0,0, 75%-
Quartil: 1,725, Standardabweichung: 8,309), Patienten mit cGVHD (cGVHD:
Mittelwert: 6,962%, Median: 0,9000%, 25%-Quartil: 0,4000, 75%-Quartil: 8,700,
Standardabweichung: 12,87) und Patienten ohne GVHD (noGVHD: Mittelwert: 3,907
%, Median: 0,4000%, 25%-Quartil: 0,0, 75%-Quartil: 6,500, Standardabweichung:
7,062). 42 Patientenproben konnten auf das Vorhandensein von HLA-DR"9
CD45RAP°s naiven Treg analysiert werden. Der Nachweis von naiven Treg gelang
dabei bei 27 Patienten (entsprechend 64% der untersuchten Proben). Bei 16 dieser
27 Patienten (entsprechend 55%) lag der Anteil der naiven Treg, bei unter 2%. Bei 16
Patienten (entsprechend 38%) lief3en sich keine naiven Treg nachweisen.
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Abbildung 28: Verteilung der CD52°°¢ HLA-DR"¢ CD45RAP* Treg (bezogen auf alle HLA-DR"®¢
CD45RAP®s Treg) zwischen Patienten mit aGVHD, cGVHD und ohne GVHD.

CD52r°s naive Treg (in %, bezogen auf naive Treg) fanden sich nur bei Patienten mit
aGVHD oder cGVHD (aGVHD: Mittelwert: 13,69%, Median: 0,0%, 25%-Quartil: 0,0,
75%-Quartil: 12,98, Standardabweichung: 29,90; cGVHD: Mittelwert: 10,00%, Median:
0,0%, 25%-Quartil: 0,0, 75%-Quartil: 0,0, Standardabweichung: 31,62). Es bestand
dabei kein signifikanter Unterschied zwischen den Patientengruppen. Sofern naive
Treg rekonstituierten, waren diese unabhangig von der Entwicklung einer GVHD vor
allem CD52"es.
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5.7 Korrelation der Rekonstitution von Treg mit dem klinischen Verlauf
einer GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD

Im Rahmen der Nachsorge erfolgten zu festen Zeitpunkten in der KMT-Ambulanz der
Universitatsmedizin Mainz klinische Visiten und laborchemische Kontrollen (Studie
#808; ,Untersuchungen zur Rekonstitution des Immunsystems in Patienten nach
Stammzelltransplantation®, Ethik-Nummer: 837.185.00 (2551), Antrag Prof. Dr. Huber,
Prof. Dr. Wolfel, PD Dr. Herr, Dr. R. G. Meyer). Bei einer akuten klinischen
Verschlechterung oder Auftreten von Zeichen einer GVHD erfolgte eine fruhzeitigere
Vorstellung. Proben wurden wahrend der klinischen Visite asserviert und anschlie3end
durchflusszytometrisch analysiert. So konnten serielle Untersuchungen zu mehreren
Zeitpunkten bzw. Uber einen langeren Zeitraum bei einem Patienten erfolgen. Dies
ermoglichte eine Nachvollziehbarkeit der Immunrekonstitution und eine Korrelation mit

dem klinischen Verlauf.

5.7.1 Immunrekonstitution eines Patienten mit aGVHD und cGVHD im
Verlauf nach Alemtuzumab-basierter TZD

Patient 5 wurde bei sekundarer AML am 29.09.2011 allogen stammzelltransplantiert.
Proben konnten zu folgenden Zeitpunkten asserviert werden: am 07.12.2011
(entsprechend Tag 69 nach aHSZT), am 12.01.2012 (entsprechend Tag 105 nach
aHSZT), am 15.05.2012 (entsprechend Tag 229 nach aHSZT) und am 09.01.2013
(entsprechend Tag 468 nach aHSZT). Ungefahr 60 Tage nach aHSZT entwickelte der
Patient Zeichen einer aGVHD der Haut, welche histologisch gesichert wurde.
Stadiengerecht wurde eine Steroidsto3-Therapie eingeleitet. Aufgrund des Auftretens
einer aGVHD erhielt Patient 5 keine DLI. Zum zweiten Zeitpunkt 105 Tage nach
aHSZT bestanden weiter Zeichen einer aGVHD der Haut, jedoch deutlich regredient,
sodass die Therapie angepasst wurde. Im weiteren Verlauf imponierten zunehmende
Zeichen der cGVHD, eine histopathologische Sicherung erfolgt am 09.05.2012,
ungefahr zum Zeitpunkt der dritten Probenentnahme, welche den Befund einer
chronisch lichenoiden GVHD der Haut bestatigten. Eine letzte Probenasservation
gelang am 09.01.2013, entsprechend 468 Tage nach aHSZT. Klinisch bestanden

weiter Zeichen der cGVHD in milder Auspragung.
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Abbildung 29: Entwicklung der CD25P°SFOXP3P°sTreg (in %, bezogen auf CD3P°*CD4P°* TZ) und deren
CD52-Expression bei Patient 5 nach 69, 105, 229 und 468 Tagen nach aHSZT.

Tage nach HSZT | CD25°° FOXP3P°s CD25P°s FOXP3P>
(% der CD3PsCD47* TZ) | CD52°°* (%) | CD52"°9 (%)
69 2,6 9.4 90,6
105 3 58,6 414
229 17 93,6 6.4
468 20,5 98,5 15

Tabelle 11: Entwicklung der CD25P*FOXP3P**Treg (% der CD3P°*CD4r°* TZ) und deren CD52-
Expression bei Patient 5 nach 69, 105, 229 und 468 Tagen nach aHSZT.
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Abbildung 30: Entwicklung der GARPP°s Treg (in %, bezogen auf CD25P°*FOXP3P°sTreg) bei Patient 5
nach 69, 229 und 468 Tagen nach aHSZT.
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Zum Zeitpunkt der Diagnose der aGVHD fanden sich Patient 5 zum einen anteilig nur
geringe Treg-Zahlen, welche vorwiegend CD52"9 waren. Im weiteren klinischen
Verlauf mit Besserung der klinischen Symptomatik und Konversion in eine cGVHD
kam es neben einem Anstieg des Anteils der Treg an den CD4P°¢ TZ von 2,6% auf
20,5% zu einer starken Zunahme CD52P° Treg. Waren nach 69 Tagen nur ca. 9,1%
der Treg CD52P°s, waren es nach 468 Tagen 98,5%. Neben dem Anstieg der CD52P°s
Treg kam es zudem zu einer Zunahme der Subpopulationen der GARPP® Treg.
Unabhangig von der beobachteten Subpopulation, nahm der Anteil CD52P° Zellen
innerhalb der Subpopulation Uber den Verlauf zu, der Anteil CD52"¢9 Zellen ab.

5.7.2 Immunrekonstitution eines Patienten mit aGVHD nach
Alemtuzumab-basierter TZD

Patient 2 wurde bei einem diffus groRzelligen B-NHL am 06.04.2011 allogen
stammzelltransplantiert. Proben konnten zu folgenden Zeitpunkten asserviert werden:
am 30.05.2011 (entsprechend Tag 54 nach aHSZT), am 18.07.2011 (entsprechend
Tag 103 nach aHSZT) und am 29.11.2011 (entsprechend Tag 237 nach aHSZT).
Bereits frih nach aHSZT entwickelte Patient 2 eine aGVHD der Haut, sodass die
Immunsuppression mit Ciclosporin nach aHSZT verlangert wurde, eine Steroid-
Stoldtherapie war zu Beginn nicht notwendig. Im weiteren Verlauf zeigte sich die Haut-
GVHD nach sukzessiver Reduktion der Immunsuppression progredient (ca. 60% der
KOF), zusatzlich entwickelte Patient 2 eine aGVHD des Darms, insgesamt einer
schweren aGVHD Schweregrad Il entsprechend. Eine histologische Sicherung
erfolgte im August 2011. Eine Steroid-Stof3therapie wurde begonnen. Bei weiter
persistierender aGVHD der Haut erhielt Patient 2 in der Folge wiederholt
extrakorporale Photopheresen (ECP). Aufgrund des Auftretens einer aGVHD
Schweregrad Il erhielt Patient 2 keine DLI. Unter den genannten Ma3nahmen kam es
zu keiner wesentlichen Besserung der GVHD-Symptomatik. Am 06.03.2012 erfolgte
ursprunglich eine geplante stationare Aufnahme zur Therapiefortsetzung mit dem 4.
Zyklus der ECP. Bereits bei Aufnahme zeigten sich insgesamt progrediente GVHD-
Manifestationen an der Haut mit akuter Weichteilinfektion des linken Unterschenkels
bei gleichzeitig reduziertem Allgemeinzustand. Trotz adaquater antibiotischer wie auch
immunsuppressiver Therapie zeigte sich die GVHD-Symptomatik nicht kontrolliert,
infektiose Komplikationen gestalteten den Verlauf erschwert. Patient 2 verstarb
schliel3lich am 08.05.2012 bei septischem Multiorganversagen und progredienter,
nicht kontrollierte aGVHD der Haut und des Darmes.
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Abbildung 31: Entwicklung der CD25P°SFOXP3P°sTreg (in %, bezogen auf CD3P°sCD4P°* TZ) und deren
CD52-Expression bei Patient 2 nach 54, 103 und 237 Tagen nach aHSZT.

Tage nach HSZT | CD25P°s FOXP3r°s CD25P°s FOXP3Peos
(% der CD3P°sCDA4P°s TZ) | CD52P°s (%) | CD52"9 (%)
54 0,7 12 88
103 7,6 1,6 98,4
237 8 7,5 92,5

Tabelle 12: Entwicklung der CD25P°FOXP3P°sTreg (in (% der CD3P°sCD4P°¢ TZ) und deren CD52-
Expression bei Patient 2 nach 54, 103 und 237 Tagen nach aHSZT.
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Abbildung 32: Entwicklung der GARPP°® Treg (in %, bezogen auf CD25P°SFOXP3P°Treg) bei Patient 2
nach 54, 103 und 237 Tagen nach aHSZT.
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Die Treg Rekonstitution bei Patient 2 mit persistierender aGVHD zeigte nur einen
geringen Anstieg im weiteren klinischen Verlauf. Identifizierte Treg waren zu Beginn
zu 88% CD52"9, im weiteren Verlauf expandierte diese Population weiter, sodass
nach 237 Tagen 92,5% aller Treg CD52"¢ waren. Eine Rekonstitution Treg CD52P°s
Treg konnte nicht beobachtet werden. GARPP°S Treg konnten zu keinem Zeitpunkt

nachgewiesen werden.

5.7.3 Immunrekonstitution eines Patienten mit cGVHD nach
Alemtuzumab-basierter TZD

Patient 24 wurde bei einer AML am 19.04.2011 allogen stammzelltransplantiert.
Proben konnten am 06.06.2011 (entsprechend Tag 48 nach aHSZT), 28.09.2011
(entsprechend Tag 162 nach aHSZT) und am 15.05.2012 (entsprechend Tag 392 nach
aHSZT) asserviert werden. Im klinischen Verlauf entwickelte Patient 24 nur leichte
Symptome einer cGVHD mit Hautrotung an Rucken und Arme, sodass er analog
Studie 177 vorgesehen am 28.09.2011 (entsprechend 162 Tage nach aHSZT) eine
erste CD8-depletierte DLI erhielt. Eine zweite CD8-depletierte DLI erhielt Patient 24
am 22.12.2011 (entsprechend 247 Tage nach aHSZT). Anfang des Jahres 2012
entwickelte Patient 24 progrediente Zeichen einer cGVHD der Mundschleimhaut und
der Haut, sodass die DLI-Gaben nicht fortgesetzt wurden. Eine Steroid-Stol3therapie

wurde nicht durchgefuhrt.
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Abbildung 33: Entwicklung der CD25P°SFOXP3P°sTreg (in %, bezogen auf CD3P°sCD4P°* TZ) und deren
CD52-Expression bei Patient 24 nach 48, 162 und 392 Tagen nach aHSZT.
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Tage nach HSZT | CD25P°s FOXP3P°s CD25P°¢ FOXP3P°s

(% der CD3P°sCD4P°¢ TZ) | CD52P°S (%) | CD52"°9 (%)
48 23,7 87,3 12,7
162 24,9 59,4 40,6
392 19,6 99,9 0.1

Tabelle 13: Entwicklung der CD25P*FOXP3P°*Treg und deren CD52-Expression bei Patient 24 nach
48, 162 und 392 Tagen nach aHSZT.
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Abbildung 34: Entwicklung der GARPP°® Treg (in %, bezogen auf CD25P*FOXP3P°*Treg) bei Patient 24
nach 48, 162 und 392 Tagen nach aHSZT.

Bei einem Vergleich der Rekonstitution der Treg mit dem klinischen Verlauf von Patient
24 fallt auf, dass bereits frih nach aHSZT viele Treg nachgewiesen werden konnten,
die vorwiegend (87,3%) CD52r°s waren. Mit Beginn der leichten GVHD-Symptomatik
und noch vor der ersten DLI-Gabe war ein Ruckgang der CD52P°¢ Treg-Population zu
verzeichnen. Nach 2 DLI-Gaben und klinisch milden cGVHD-Symptomen waren
nahezu 100% der rekonstituierenden Treg CD52r°s. GARPP°s Treg waren Uber den

beobachteten Zeitraum in nur geringen Mengen nachzuweisen.
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5.7.4 Immunrekonstitution eines Patienten ohne GVHD nach
Alemtuzumab-basierter TZD

Patient 41 wurde am 02.03.2010 bei einem multiplen Myelom allogen
stammzelltransplantiert. Proben konnten am 27.04.2010 (entsprechend Tag 56 nach
aHSZT), 15.06.2010 (entsprechend Tag 105 nach aHSZT) und am 22.03.2011
(entsprechend Tag 385 nach aHSZT) asserviert werden. Patient 41 zeigte zu den
genannten Zeitpunkten keine Zeichen einer aGVHD oder cGVHD. Eine CD8-
depletierte DLI erhielt Patient 41 am 10.06.2010 (entsprechend Tag 100 nach aHSZT).
Bei milden Zeichen einer aGVHD mit leichter Hautrotung nach der ersten CD8-
depletierten DLI im August 2010 wurden weiteren Gaben ausgesetzt. Histologisch
lieRen sich keine Zeichen einer aGVHD nachweisen.
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Abbildung 35: Entwicklung der CD25P°SFOXP3P°sTreg (in %, bezogen auf CD3P°sCD4P°* TZ) und deren
CD52-Expression bei Patient 41 nach 56, 105 und 385 Tagen nach aHSZT.

Tage nach aHSZT | CD25P°s FOXP3r°s CD25P° FOXP3P°s (%)
(% der CD3PosCD4r°s TZ) | CD52P°s | CD52nes

56 8,3 67,2 32,8

105 45,1 97,6 2,4

385 2,9 98,6 1,4

Tabelle 14: Entwicklung der CD25P*FOXP3P**Treg (in %, bezogen auf CD25P**FOXP3P°*Treg) und
deren CD52-Expression bei Patient 41 nach 56, 105 und 385 Tagen nach aHSZT.
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Abbildung 36: Entwicklung der CD25P°*FOXP3P°sTreg (in %, bezogen auf CD25P°*FOXP3P°sTreg) und
deren CD52-Expression bei Patient 41 nach 56, 105 und 385 Tagen nach aHSZT.

Bei einem Vergleich der Rekonstitution der Treg mit dem klinischen Verlauf von Patient
41 zeigt sich, dass er bereits frih nach aHSZT einen hohen Anteil an CD52P°¢ Treg
rekonstituierte und deren Anteil Uber den weiteren Verlauf kontinuierlich anstieg und
expandierte. GARPP®s Treg rekonstituierten frih nach aHSZT in relativ hoher Anzahl,
um im Verlauf abzunehmen. Es fanden sich keine Zeichen einer GVHD uber den

beobachteten klinischen Verlauf.
5.8 Funktionelle Untersuchungen Treg nach Alemtuzumab-basierter TZD

5.8.1 GARP-Expression von CD52P°¢ und CD52"¢9 Treg im Vergleich nach
unspezifischer Stimulation

Die bereits unter 5.5 beschriebenen Analyse der GARP-Expression erfolgte von
Proben, die ex vivo analysiert wurden. Es kann damit der Aktivitatszustand der Treg
zum Zeitpunkt der Probenabnahme beschrieben werden. Zur funktionellen
Untersuchung, ob Treg mittels Stimulation in vitro aktiviert werden konnen, wurden
PBMC von Patient 2 und Patient 6 wie unter 4.6.3 beschrieben mit IL-2 und OKT3 fur
24 Stunden stimuliert und die die GARP-Expression vor Stimulation und nach Ende

der Stimulation gemessen.
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Abbildung 37: GARP-Expression von CD52P° und CD52"¢ Treg (in %, bezogen auf CD25P°sCD127"¢
Treg) von Patient 2 vor und 24h nach Stimulation in-vitro.
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Abbildung 38: GARP-Expression von CD52P°¢ und CD52"¢ Treg (in %, bezogen auf CD25P*CD127"¢9
Treg) von Patient 6 vor und 24h nach Stimulation in-vitro.

Die Stimulation mit IL-2 und OKT3 fur 24 Stunden fuhrte bei beiden Patienten zu einer
verstarkten GARP-Expression der Treg in vitro. Eine verstarkte GARP-Expression
konnte dabei sowohl bei CD52P°¢ Treg, als auch bei CD52"¢9 Treg nachgewiesen
werden. CD52rP° und CD52"¢ Treg schienen somit in vitro nach Stimulation GARP
vermehrt zu exprimieren und damit aktivierbar zu sein. Auffallend war jedoch, die
insgesamt starkere Expression von GARP auf CD52F° Treg im Vergleich zu CD52"9

Treg.
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5.8.2 Funktionelle Untersuchung von CD52P°¢ und CD52"¢9 Treg mittels
CFSE-basiertem Suppressionstest

Nach Etablierung des unter 4.8 beschriebenen CFSE-basierten Suppressionstests bei
gesunden Spender-PBMC wendeten wir diesen Test bei Treg von Patienten nach
Alemtuzumab-basierter TZD an. Damit sollte die Suppressionsfahigkeit von CD52r°s
Treg und CD52"¢9 Treg getrennt Uberpruft und verglichen werden. Essentiell fur einen
Vergleich der Suppressionsfahigkeit ist dabei eine ausreichende und vergleichbare,
moglichst gleiche Anzahl von CD52P° und CD52"9 Treg. Ein erster Versuch erfolgte
mit PBMC von Patient 5 am 06.08.2012, entsprechend 312 Tagen nach aHSZT. Nach
der FACS-basierten Sortierung konnten 100000 CD52r°s und 5000 CD52"¢ Treg
gewonnen werden. Eine Versuchsdurchfuhrung zum Vergleich der beiden
Subpopulationen war bei diesen unterschiedlichen und fur die Versuchsdurchfihrung
zu geringen Zellzahlen nicht moglich. Ein erneuter Versuch erfolgte mit PBMC von
Patient 4 am 17.09.2012 entsprechend 82 Tage nach aHSZT und am 05.11.2012
entsprechend 131 Tage nach aHSZT. Am 17.09.2012 konnten 7500 CD52P° und
390000 CD52"8 Treg sowie am 05.11.2012 17500 CD52P°s und 425000 CD52"¢ Treg
gewonnen werden, sodass eine Durchfuhrung abermals weder mdglich noch sinnvoll
war. Es erfolgte daher ein engmaschiges Monitoring der CD52-Expression von Patient
Nr. 4. Im weiteren Verlauf rekonstituierte Patient Nr. 4 im Verlauf nahezu gleiche grol3e
Mengen an CD52P°¢ und CD52"¢ Treg, was eine FACS-basierte Sortierung mit
nachfolgendem Suppressionstest ermdglichte. Nach der Sortierung konnten am
18.03.2013, entsprechend 264 Tagen nach aHSZT, 295000 CD52P°¢ Treg und 595000
CD52"9 Treg sortiert werden. Als Tresp oder Teff dienten gesunde Spender-PBMC,
welche im Verlauf mit CFSE (FITC), CD3 (BH V450) und CD4 (APC-Cy7) gefarbt
wurden. Tresp wurden als CFSEP® CD3r°s CD4P%s Zellen, Teff als CFSEP°s CD3Pes
CD4"e9 Zellen identifiziert. Wie unter 4.8 beschrieben, wurden die Tresp, bzw. die Teff
mit CD52P° Treg und CD52"9 Treg in zunehmender Konzentration inkubiert und mit
IL-2 und OKT3 stimuliert. Nach insgesamt funf Tagen wurde die CFSE-Konzentration
der CD3P°s CD4P°s Tresp und CD3P°s CD4"9 Teff und damit die Proliferation der Tresp
bzw. Teff gemessen. Uber die Konzentrationsabhéngige Hemmung der Proliferation
der CFSE-gefarbten Tresp bzw. Teff konnte die Suppressionsfahigkeit der CD52P°s
Treg und CD52"¢9 Treg getrennt beurteilt werden.

Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo 10.7.1. Uber das vorhandene

Proliferationswerkzeug.
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5.8.2.1 CFSE-basierter Suppressionstest der CD3P°sCD4"¢? TZ von Patient 4
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Abbildung 39: Beispiel der Gatingstrategie zur Identifikation und Messung der Proliferation der CFSE-

gefarbten Teff (CD3P°sCD4"9 TZ) liber Abnahme des CFSE-Gehalts.
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Abbildung 40: Vergleich der Suppressionsfahigkeit CD52P°¢ Treg und CD52"¢ Treg im Ansatz mit
CD3rosCD4"e8 TZ (Teff) bei Patient 4.
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Abbildung 41: Proliferation der CD3P°*CD4"*¢ TZ bei Koninkubation mit CD52°P°¢ Treg und CD52"* Treg
Patient 4.

Verhiltnis Teff:Treg 1:0 | 1:2 1:1 2:1 4:1 8:1 16:1

Ansatz mit CD52°°° Treg 50°% 6,8% | 10,2% | 10,7% | 13,6% | 12,5% | 20,5%
Ansatz mit CD52"*° Treg ’ 8,4% | 14,7% | 17,9% | 20,7% | 20,3% | 32,8%

Tabelle 15: Vergleich der Suppressionsfahigkeit von Treg zwischen CD52P° Treg und CD52"¢ Treg bei
Patient 4.
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Verhiltnis Teff:Treg 1:0 | 1:2 11 | 21| 41 8:1 | 16:1
Ansatz mit CD52P°° Treg 10% 2% 3,70/0 3% 3,80/0 3,70/0 6%
Ansatz mit CD52"° Treg ’ 22% | 3,9% | 5% | 5,7% | 4,7% | 8,8%

Tabelle 16: Prozentualer Anteil der proliferierenden Teff im Ansatz mit CD52°°¢ Treg und CD52"¢ Treg

bei Patient 4.

5.8.2.2 CFSE-basierter Suppressionstest der CD3P°sCD4r°s TZ von Patient 4
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Abbildung 42: Beispiel der Gatingstrategie zur Identifikation und Messung der Proliferation der CFSE-
gefarbten Tresp (CD3P*CD4P°° TZ) Giber Abnahme des CFSE-Gehalts.
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Abbildung 43: Vergleich der Suppressionsfahigkeit CD52P°¢ Treg und CD52"¢ Treg im Ansatz mit

CD3PesCD4P%° TZ (Tresp) bei Patient 4.
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Abbildung 44: Proliferation der CD3P°*CD4P°¢ TZ bei Koninkubation mit CD52P°¢ Treg und CD52"* Treg

Patient 4.
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Verhaltnis Tresp:Treg 1:0 1:2 1:1 2:1 4:1 8:1 16:1

Ansatz mit CD52P°° Treg 30,59, 3,29% | 7,73% | 7,82% | 12,4% | 11,2% | 19,5%
Ansatz mit CD52"°9 Treg e 5,06% | 10,7% | 15% | 19,2% | 22,8% | 37,4%

Tabelle 17: Vergleich der Suppressionsfahigkeit von Treg zwischen CD52P° Treg und CD52"¢ Treg bei
Patient 4.

Verhaltnis Tresp:Treg 1:0 1:2 1:1 2:1 4:1 8:1 16:1

Ansatz mit CD52"°° Treg 39 15,7% | 21,5% | 20,9% | 25,6% | 26,3% | 22,8%
Ansatz mit CD52"° Treg ° 19,7% | 21,9% | 27,6% | 29,4% | 27,7% | 37,8%

Tabelle 18: Prozentualer Anteil der proliferierenden Tresp im Ansatz mit CD52°°¢ Treg und CD52"¢¢
Treg bei Patient 4.

In beiden Ansatzen mit CD52P°¢ und CD52™¢ Treg Ilield sich eine
konzentrationsabhangige Suppression der Proliferation der Teff (CD3P°CD4"9 TZ)
bzw. Tresp (CD3P°sCD4r°s TZ) nachweisen. Mit zunehmender Teff- bzw. Tresp-Anzahl
zeigt sich eine Zunahme der Proliferation gleichbedeutend mit einer Abnahme von
CFSE. Sowohl CD52P°¢ als auch CD52"¢9 Treg waren somit in der Lage die
Proliferation von Teff und Tresp zu unterdricken. Teff und Tresp zeigten jedoch eine
verstarkte Proliferation, wenn sie mit CD52"¢9 Treg inkubiert wurden. Die Treg-
vermittelte Suppression war im Ansatz mit CD52"¢9 Treg im Vergleich zum Ansatz mit
den CD52P°¢ Treg somit geringer ausgepragt. CD52"¢ Treg scheinen also im
Vergleich zu CD52P°¢ Treg eine verminderte Suppressionsfahigkeit aufzuweisen.
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6. Diskussion

6.1 Immunrekonstitution nach Alemtuzumab-basierter TZD

Alemtuzumab (Campath-1H) bindet als monoklonaler Ak das GPIl-verankerte
Oberflachenmolekul CD52 auf Lymphozyten. Durch Alemtuzumab gebundene Zellen
werden nachfolgend entweder Ak-abhangig oder Komplement-vermittelt lysiert
(Rebello et Hale 2002; Bindon et al. 1988). Damit konnen bis zu >95% aller CD4r°s-
und >80% aller CD8P°s-TZ depletiert werden und das Risiko fur eine Entwicklung einer
GVHD nach aHSZT deutlich gesenkt werden (Baker et al. 2017). Alemtuzumab wird
daher zur TZD im Kontext der aHSZT eingesetzt. Die physiologische Bedeutung und
Funktion von CD52 ist bislang nicht vollstandig verstanden. CD52 wird neben
Lymphozyten auch von Monozyten, DC und CD34P° hamatopoetischen Stammzellen
exprimiert. Entscheidend fur die CD52-abhangige Lyse durch Alemtuzumab scheint
das Ausmal der CD52-Expression zu sein. Wahrend TZ eine hohe Expression von
CD52 zeigen, ist die Expression von CD52 auf hamatopoetischen Stammzellen
deutlich geringer ausgepragt, so dass es zu keiner signifikanten Depletion und
funktionellen Einschrankung der Stammzellen kommt (Klabusay et al. 2007; Gilleece
et Dexter 1993). Die Immunrekonstitution, vermittelt durch hamatopoetische
Stammzellen, scheint somit nur geringfugig beeintrachtigt zu sein. Nach
Alemtuzumab-basierter TZD ist jedoch gehauft eine verzogerte Immunrekonstitution
zu beobachten (Morris et al. 2003; Schmidt-Hieber et al. 2010; Thepot et al. 2010).
Dies konnte mit der relativ langen Halbwertszeit und damit verlangerten Wirkung von
Alemtuzumab assoziiert sein: Alemtuzumab kann noch bis zu 56 Tage nach aHSZT in
einer Konzentration mit depletierender Wirkung nachgewiesen werden und
moglicherweise rekonstituierende TZ weiter depletieren (Morris et al. 2003).
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, wie auch die Gruppe um Loeff konnten bereits
zeigen, dass CD52"9 TZ nach Alemtuzumab-basierter TZD rekonstituieren und Uber
einen langeren Zeitraum, selbst nach Rekonstitution des Immunsystems, persistieren
(Meyer et al. 2010, Loeff et al. 2018). Die Persistenz CD52"¢ TZ nach Alemtuzumab-
basierter TZD Uber einen langeren Zeitraum konnte in dieser Arbeit bestatigt werden.
Wir untersuchten Blutproben von insgesamt 47 Patienten in einem Zeitraum von 28
bis 2571 Tagen nach aHSZT. Nahezu alle Patienten rekonstituierten CD52"9 TZ. Der
fehlende Nachweis von CD52 an der Zelloberflache beruht bei den untersuchten
Proben auf einer fehlenden Expression des GPI-Ankers. Mittels FLAER-Farbung
konnte das Fehlen der GPI-Anker auf den CD52"¢9 TZ nachgewiesen und somit
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bestatigt werden. Das Auftreten von CD52"8 TZ nach einer Therapie Alemtuzumab ist
in der Literatur nicht nur fur die aHSZT beschrieben. Auch nach dem Einsatz von
Alemtuzumab in der Therapie anderer Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis
oder B-Zell Non-Hodgkin Lymphomen, kdnnen CD52"8 TZ nachgewiesen werden
(Hertenstein et al. 1995; Brett et al. 1996). CD52"¢9 TZ konnen auch unabhangig vom
Einsatz von Alemtuzumab bei Gesunden oder Patienten nach aHSZT, die eine
Konditionierung ohne Alemtuzumab erhielten, nachgewiesen werden. Der Anteil der
CD52"8 TZ ist jedoch mit <2% sehr gering (Garland et al. 2005). Eine so genannte
GPI-Anker negative Hamatopoese scheint maodglicherweise im niedrigen
Prozentbereich  physiologisch zu sein, aufgrund des immunologischen
Selektionsdrucks jedoch in gesunden Individuen ohne klinische Relevanz. Unter einer
Therapie mit Alemtuzumab oder nach einer intensiven Konditionierung mit
nachfolgender aHSZT konnte dieser Selektionsdruck geringer ausgepragt sein, GPI-
Anker"®d TZ kdonnten expandieren und vermehrt nachgewiesen werden.

Loeff et. al beschrieben 2018 eine weitere Hypothese fur das Auftreten CD52"¢8 bzw.
GPI-Anker™¢9 TZ. Ursachlich konnte eine Mutation des PIGA-Gens sein, welches fur
die GPI-Anker codiert. Das PIGA-Gen befindet sich in einem Bereich des Genoms,
welcher durch haufige, polyklonale Mutationen charakterisiert ist. Eine Erkrankung bei
der ursachlich das PIGA-Gen mutiert ist, ist die paroxysmal nachtliche Hamoglobinurie
(PNH). Die PNH ist eine erworbene klonale Erkrankung der pluripotenten
hamatopoetischen Stammzelle (Herold, 2020). Die Mutation im PIGA-Gen fuhrt zu
einer gestorten Expression der GPI-Anker verankerten Proteine wie CD52, CD55 oder
CD59. CD55 und CD59 zahlen zu den komplementregulierenden Proteinen, hemmen
den terminalen Membranangriffskomplexes des Komplementsystems und schutzen
damit Zellen vor einer Lyse durch das Komplementsystem. Fehlen CD55 und CD59,
wird die Erythrozytenmembran nur unzureichend geschuitzt, so dass es uber eine
Komplementaktivierung zu Hamolyse, Thrombophilie und Panzytopenie kommt.

Eine PNH kann sich jedoch auch sekundar aus einer aplastischen Anamie entwickeln.
Aplastische Anamien konnen eine autoimmune Genese aufweisen, sodass
immunsuppressive Medikamente, wie Alemtuzumab, zur Therapie eingesetzt werden.
Young et al. entwickelten die Hypothese, dass eine PNH nach aplastischer Anamie
durch die der aplastischen Anamie zugrunde liegenden Autoimmunitat zu einem
Selektionsvorteil CD52"8 bzw. GPI-Anker™® Zellen fuhren konnte. Infolge der

Expansion konnte sich klinisch das Bild einer PNH zeigen. (Young et al. 2002). Die
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Entwicklung von PNH-typischen Symptomen konnte bei den hier untersuchten
Patienten nach Alemtuzumab-basierter TZD nicht beobachtet werden.

Eine weitere Hypothese, welche die vermehrte Rekonstitution von CD52"¢¢ TZ zu
Teilen erklaren konnte, besteht darin, dass rekonstituierende CD52P° TZ im Beisein
von Alemtuzumab weiter depletiert werden. Rekonstituierende CD52"¢9 TZ sind durch
die fehlende Expression von CD52 resistent gegenuber Alemtuzumab. Sie werden
folglich nicht depletiert. Die Rekonstitution CD52"¢9 TZ konnte somit temporar
beglnstigt werden und wie auch in der von Young beschriebenen Hypothese einem
immunologischen Selektionsvorteil unterliegen, was zu einer vermehrten Proliferation
CD52"8 TZ fuhren konnte (Taylor et al. 1997; Rawstron et al. 1999). Diese Hypothese
wird durch die Beobachtung gestutzt, dass es nach Beendigung der Therapie mit
Alemtuzumab und damit Ende des Selektionsvorteils zu einem Ruckgang der CD52"¢9
TZ kam (Hertenstein et al. 1995). Diese Hypothesen sind auch auf die hier
untersuchten Patienten Ubertragbar: Alemtuzumab hatte die CD52P°s TZ weiter
depletieren kdénnen und damit den CD52"¢¢ TZ aus dem Transplantat einen
Selektionsvorteil verschaffen kdnnen, welche dann vermehrt expandieren wirden.
Nach erfolgreichem Engraftment mit zunehmender Rekonstitution der Spender-
Hamatopoese und nachlassender Alemtuzumab-Wirkung scheint der immunologische
Selektionsvorteil abzunehmen, GPI-AnkerP°s, CD52P°s Zell-Populationen konnten nun
expandieren, der Anteil GPI-Anker™®9, CD52"9 Zellen abnehmen. Bei Patienten
wiederum, die kein erfolgreiches Engraftment aufweisen oder immunologische
Komplikationen, wie eine GVHD, entwickeln, koénnte der immunologische
Selektionsvorteil weiter bestehen, GPI-Anker"s, CD52"8 Zell-Populationen weiter
expandieren und persistieren.

Weiter konnte eine beeintrachtigte Thymusfunktion infolge des fortgeschrittenen Alters
der Patienten die verzogerte Immunrekonstitution und Rekonstitution GPIl-Ankere9,
CD52"8 Zell-Populationen begunstigt haben (Hu et al. 2019, Brett et al. 1996). Die TZ-
Rekonstitution konnte aufgrund der beeintrachtigten Thymusfunktion insuffizient und
verzogert sein und damit Uber einen langeren Zeitraum von proliferierenden GPI-
Anker"d, CD52"9 TZ aus dem Transplantat abhangig sein. Uberwunden konnte dies
physiologisch durch eine Erholung der Thymusfunktion mit neu entstehenden, naiven
GPI-AnkerPes, CD52P° TZ oder klinisch und therapeutisch durch DLI-Gaben.

Die hier genannten Effekte konnten somit die Persistenz GPIl-Anker™9, CD52"¢9 Zell-
Populationen nach Alemtuzumab-basierter TZD erklaren.
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6.2 Immunrekonstitution von Treg und Entwicklung einer aGVHD nach
Alemtuzumab-basierter TZD

Die Entwicklung einer aGVHD nach aHSZT kann pathophysiologisch mit einer Stérung
der Immunhomoostase verglichen werden, bei der es zu einem Ungleichgewicht aus
uberschie3ender Aktivitat und mangelhafter Regulation kommt (Beres et Drobyski,
2013). Treg sind uber ihre immunsuppressiven Eigenschaften entscheidend an der
Aufrechterhaltung der immunologischen Homodostase und Toleranz beteiligt und damit
entscheidend fur die Pathophysiologie der aGVHD. Mehrere Arbeitsgruppen konnten
bereits einen Zusammenhang zwischen der Rekonstitution und der Anzahl von Treg
und der Entwicklung einer GVHD zeigen, weshalb wir in dieser Arbeit den absoluten
und relativen Anteil von Treg nach Alemtuzumab-basierter TZD und die Entwicklung
einer GVHD untersuchten.

6.2.1 Absoluter und relativer Anteil von Treg bei Patienten mit aGVHD,
cGVHD und Patienten ohne GVHD

Die Bedeutung der relativen oder absoluten Anzahl von Treg nach aHSZT fur die
Entwicklung einer GVHD wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Sanchez et al.
untersuchten die Rekonstitution von Treg nach aHSZT und konnten keinen
Unterschied zwischen der Anzahl an Treg bei Patienten mit oder ohne GVHD
nachweisen (Sanchez et al. 2004). Mehrere Gruppen berichteten von einer
erniedrigten Treg-Haufigkeit bei Patienten, die eine GVHD nach aHSZT entwickeln,
u.a. konnte die Gruppe um Magenau zeigen, dass bei Patienten, die eine aGVHD
entwickelten die Treg-Haufigkeit um bis zu 40% vermindert war im Vergleich zu
Patienten, die keine GVHD entwickelten (Magenau et al. 2010). Alho et al.
untersuchten 2016 die Immunrekonstitution und die Entwicklung einer GVHD bei 107
Patienten nach RIC. Es zeigte sich, dass Patienten mit einer GVHD weniger Treg
rekonstituierten und ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer GVHD besalden.
Ursachlich scheint ein Ungleichgewicht aus einer verminderten Rekonstitution von
Treg bei einer verhaltnismalig gesteigerten Rekonstitution von Effektor-TZ zu sein
(Alho et al. 2016). Li et. al. konnten zum einen eine signifikante Reduktion der
Haufigkeit von Treg bei Patienten mit aGVHD und cGVHD im Vergleich zu gesunden
Kontrollen nachweisen. Zum anderen schien die Treg Haufigkeit mit dem Schweregrad
der GVHD zu korrelieren (Li et al. 2010). Diese Ergebnisse konnten bei den
untersuchten Patienten nach Alemtuzumab-basierter TZD nur teilweise bestatigt

werden. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der absoluten Anzahl
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von Treg oder dem relativen Anteil von Treg an den CD3P°SCD4P°s TZ und der
Entwicklung einer GVHD. Patienten mit einer aGVHD oder cGVHD schienen sogar
tendenziell absolut mehr Treg zu rekonstituieren. Bezogen auf den Anteil der Treg an
der Population der CD3P°sCD4P°s TZ schienen Patienten mit aGVHD tendenziell
weniger Treg zu rekonstituieren. Ein signifikanter Unterschied konnte nicht
nachgewiesen  werden. Zu betonen ist hierbei, dass sich die
Transplantationsprotokolle der untersuchten Patienten der anderen Arbeitsgruppen
deutlich voneinander unterschieden und kein Alemtuzumab zur TZD enthielten. Die
Wirkungen von Alemtuzumab auf die Immunrekonstitution, im Speziellen auf die
Rekonstitution von Treg, ist bisher nur unzureichend untersucht. Alemtuzumab scheint
jedoch Treg induzieren zu konnen. Die Gruppe um Watanabe konnte zeigen, dass
eine Kostimulation mit Alemtuzumab die Bildung von Treg induzieren konnte. Diese
von ihnen als Anti-CD52-induzierten Treg bezeichneten Treg zeigten suffiziente
suppressive Eigenschaften und konnten die Proliferation von CD4P° und CD8P°s TZ
hemmen (Watanabe et al. 2006). Im SCID-Maus-Modell konnten diese Zellen eine
GVHD-ahnliche Symptomatik bessern. Rowan konnte wiederum zeigen, dass CD52
als ein kostimulatorisches Molekul bei der TZ-Aktivierung beteiligt ist (Rowan et al.
1995). Aufgrund dieser Hinweise besteht die Vermutung, dass Alemtuzumab auch bei
den untersuchten Patienten eine Treg-Proliferation induziert haben konnte.

Alemtuzumab wird auch in der Behandlung der multiplen Sklerose eingesetzt, jedoch
in einer anderen Dosierung, als im Kontext der TZD. Zhang et al. untersuchten die
Immunrekonstitution bei Patienten, die mit 12 mg Alemtuzumab fur funf Tage mit einer
Wiederholung nach 12 Monaten fur erneut drei Tagen, behandelt wurden. Sieben Tage
nach Applikation von Alemtuzumab zeigte sich eine nahezu vollstandige Depletion
aller zirkulierender CD4P°s TZ. Auch bei diesen Patienten konnte eine Expansion von
Treg bei gleichzeitig verzogerter Rekonstitution der CD3P°s CD4rP°s TZ beobachtet
werden (Zhang et al. 2013). Die Gruppe um Havari wiederholte die klinischen
Ergebnisse und untersuchte die Wirkung von Alemtuzumab auf Treg in vitro.
Alemtuzumab fuhrte in vitro zu einer komplementabhangigen Lyse der TZ und zu
einem Anstieg von TZ mit regulatorischen Eigenschaften. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe, bei der TZ ohne Alemtuzumab komplementabhangig lysiert wurden,
zeigte sich durchschnittlich ein 13-facher Anstieg der Treg-Anzahl. Diese
Alemtuzumab-induzierten Treg exprimierten FOXP3 und zeigten suppressive
Eigenschaften Uber Zell-Kontakt-abhangige und IL-2-abhangige Mechanismen.

Langfristig scheint Alemtuzumab dabei Anzahl, Verhaltnisse und Eigenschaften der
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gesamten Lymphozyten-Population zu verandern und damit das Zytokin-Profil von
einem pro-inflammatorischen zu einem anti-inflammatorischen Profil hin zu verandern.
Dieses neue ,Ausbalancieren® des Immunsystems scheint die Ursache der
langfristigen Wirkung von Alemtuzumab in der Therapie der multiplen Sklerose zu sein
(Havari et al. 2014). Alemtuzumab scheint also durch einen bisher nicht vollstandig
geklarten Mechanismus zu einer Expansion von Treg zu fuhren. Diese Befunde
konnten die Diskrepanz zwischen den hier gezeigten Ergebnissen fur die
Immunrekonstitution von Treg nach Alemtuzumab-basierter TZD und die Entwicklung
einer GVHD nach aHSZT und den bisherigen Ergebnissen in der Literatur, erklaren.

6.2.2 Rekonstitution CD52"¢9 Treg bei Patienten mit aGVHD, cGVHD und
Patienten ohne GVHD

Eine Besonderheit der Immunrekonstitution nach Alemtuzumab-basierter TZD ist die
bereits in vorherigen Abschnitten beschriebene Rekonstitution CD52"¢9 TZ. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Treg als Subpopulation der CD4P°¢ TZ auch ohne
das Oberflachenmolekil CD52 rekonstituieren. Vergleicht man nun die Rekonstitution
der CD52"9 Treg zwischen Patienten, die eine aGVHD, cGVHD und keine GVHD
entwickelten, zeigt sich ein signifikanter Unterschied: Patienten mit einer aGVHD
rekonstituieren vor allem CD52"¢ Treg, wahrend Patienten mit einer cGVHD oder
noGVHD kaum, bzw. signifikant weniger CD52" Treg rekonstituieren. Die
rekonstituierenden Treg von Patienten, die eine cGVHD oder keine GVHD
entwickelten, waren vor allem CD52P°¢. In dem untersuchten Patientenkollektiv findet
sich eine Korrelation zwischen der Entwicklung einer aGVHD und der Rekonstitution
von CD52"8 Treg. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten bereits eine
verminderte Effektorfunktion bei CD52"9 TZ nachweisen: CD52"9/GPI"®? TZ zeigten
eine eingeschrankte CMV- und EBV-spezifische T-Zell-Antwort. Auf der Grundlage der
essentiellen Bedeutung von Treg fur die Immunhomdostase und die Entwicklung einer
aGVHD entwickelten wir die Hypothese, dass auch CD52"¢9 Treg im Vergleich zu den
CD52r°¢ Treg funktionell beeintrachtigt sind. Durch die moglicherweise verminderte
suppressive Funktion konnten CD52"¢9 Treg in der Folge die Entwicklung einer aGVHD
nicht verhindern, was die klinische Korrelation zwischen Entwicklung einer aGVHD

und der Rekonstitution CD52"9 Treg erklaren konnte.
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6.2.3 Rekonstitution CD52"? Treg korreliert mit dem klinischen Verlauf
einer GVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD

Nachdem sich eine deutliche Korrelation zwischen der Entwicklung einer aGVHD und
der Rekonstitution von CD52"¢ Treg zeigte, wollten wir den klinischen Verlauf einer
GVHD bei unterschiedlichen Patienten mit der Rekonstitution von CD52"¢ Treg
vergleichen. Dafur erfolgten serielle Messungen der CD52"¢9 Treg und eine direkte
Korrelation mit dem klinischen Verlauf und der Entwicklung einer GVHD. Vier
Patienten konnten uber einen langeren Zeitraum klinisch beobachtet werden und die
Rekonstitution untersucht werden. Auch hier konnte eine deutliche Korrelation
zwischen der Rekonstitution von CD52"¢ Treg und dem klinischen Verlauf einer
GVHD nachgewiesen werden. Patient 5 entwickelte frih nach aHSZT eine aGVHD,
zu diesem Zeitpunkt rekonstituierten vor allem CD52"¢9 Treg. Im weiteren klinischen
Verlauf und nach Einleitung der Therapie der aGVHD kam es zur klinischen
Besserung. Parallel dazu rekonstituierten und expandierten CD52P°s Treg, zum letzten
Beobachtungszeitpunkt rekonstituierten nahezu ausschlief3lich CD52°°¢ Treg. Patient
2 wiederum entwickelte fruh eine aGVHD und zeigte wahrend des gesamten klinischen
Verlaufs Zeichen einer aGVHD im Sinne einer persistierenden aGVHD trotz Einleitung
einer adaquaten Therapie der aGVHD. Zum Zeitpunkt der ersten Probenasservation
rekonstituierten vor allem CD52"¢9 Treg; parallel zur weiter bestehenden und sich
verschlechternden klinischen Prasentation der aGVHD nahm der Anteil der CD52"9
Treg an der rekonstituierenden Treg weiter zu. Eine Rekonstitution und Expansion von
CD52r°¢ Treg konnte wahrend des gesamten klinischen Verlaufs nicht beobachtet
werden. Patient 24 entwickelte wahrend des gesamten beobachteten klinischen
Verlaufs ausschlielBlich Zeichen einer cGVHD und erhielt im Verlauf zweimalig DLI.
Bereits fruh nach aHSZT rekonstituierten vor allem CD52°° Treg. Mit Beginn der
leichten GVHD-Symptomatik und noch vor der ersten DLI-Gabe war eine Abnahme
der CD52P°¢ Treg zu verzeichnen. Nach 2 DLI-Gaben und klinisch milden cGVHD-
Symptomen rekonstituierten nahezu wieder ausschlieBlich CD52P°¢ Treg. Patient 41
zeigte zu den untersuchten Zeitpunkten nach aHSZT keine Zeichen einer aGVHD oder
cGVHD. Bereits fruih nach aHSZT rekonstituierte er vor allem CD52P°¢ Treg. Der Anteil
der CD52r°s Treg nahm Uber den gesamten klinischen Verlauf weiter zu, parallel zum
unauffalligen klinischen Verlauf ohne Entwicklung einer GVHD.

Es konnte anhand von vier Patienten exemplarisch eine Korrelation zwischen der
Rekonstitution CD52"¢9 Treg und der Entwicklung einer aGVHD und dem klinischen
Verlauf einer aGVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD gezeigt werden. Patienten,
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die im Verlauf nach aHSZT fuhrend CD52P°° Treg rekonstituieren und expandierten,
entwickelten keine GVHD oder im Verlauf Zeichen einer cGVHD. Die Rekonstitution
von fuhrend CD52"¢ Treg konnte vor allem bei Patienten mit einer aGVHD beobachtet
werden. Die Rekonstitution CD52"¢9 Treg scheint somit mit der Entwicklung und dem
klinischen Verlauf einer aGVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD assoziiert zu sein.

6.3 Rekonstitution von Treg-Subgruppen nach Alemtuzumab-basierter
TZD

In der Literatur wird neben der Rekonstitution niedriger Treg-Zahlen eine veranderte
Expression von Oberflachenmarker auf Treg als weiterer Risikofaktor fur die
Entwicklung einer aGVHD nach aHSZT genannt. Uber spezielle Oberflachenmarker
konnen definierte Treg-Subgruppen identifiziert werden, welche innerhalb des Treg-
Pools spezielle Funktionen haben, so dass eine Anderung der Expression mit einer
veranderten Funktion des Treg-Pools einhergehen kann. Wir untersuchten in dieser
Arbeit die Expression der Oberflachenmarker GARP, CD45RA und HLA-DR.

6.3.1 Expression von GARP nach Alemtuzumab-basierter TZD

Wang et al. konnten zeigen, dass uber die Expression des Oberflachenmarkers GARP
(Glycoprotein A repetitions predominant) aktivierte Treg identifiziert werden kdnnen
(Wang et al. 2008). Nach Analyse der GARP-Expression auf Treg und Korrelation mit
dem Klinischen Verlauf und der Entwicklung einer GVHD zeigte sich, dass sich
GARPP°s Treg in dem untersuchten Patientenkollektiv signifikant haufiger bei
Patienten, die keine GVHD entwickelten, nachweisen lieRen. Aktivierte, GARPPs Treg
fanden sich signifikant weniger haufig bei Patienten mit aGVHD oder cGVHD. Probst-
Kepper et al. konnten 2009 zeigen, dass eine verminderte Expression von GARP (in
ihren Versuchen uUber siRNA) zu einer verminderten Suppressionsfahigkeit und
geringeren Expression von FOXP3 fuhrten (Probst-Kepper et al. 2009). Dies lasst den
Schluss zu, dass mdoglicherweise eine geringere Aktivitat von Treg die Entwicklung
und den Verlauf einer aGVHD oder cGVHD fordern konnte. Eine Untersuchung der
GARP-Expression auf CD52P° und CDS52"¢9 Treg zeigte, dass GARP nahezu
ausschlieRlich auf CD52P°¢ Treg exprimiert wird. GARP wird nicht mit Hilfe eines GPI-
Ankers auf der Oberflache exprimiert. Die fehlende Expression von GPI-Anker nach
Alemtuzumab-basierter TZD scheint somit nicht die Ursache der selektiven Expression
von GARP auf CD52P° Treg zu sein. Da es sich um ex-vivo-Analysen handelt, ist nicht
klar, ob CD52"¢ Treg GARP funktionell nicht exprimieren kbnnen oder ob andere,
bisher unbekannte Faktoren eine Expression von GARP auf CD52"9 Treg verhindern.
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Wir stimulierten daher CD52P°¢ und CD52"¢9 Treg in vitro und mallen die GARP-
Expression vor Stimulation und nach Ende der Stimulation. Eine verstarkte GARP-
Expression nach Stimulation im Sinne einer Aktivierung von Treg konnte dabei sowohl
bei CD52P° Treg als auch bei CD52"9 Treg nachgewiesen werden. CD52P° und
CD52"*8 Treg scheinen somit in vitro nach Stimulation GARP vermehrt exprimieren zu
konnen und damit aktivierbar zu sein. Auffallend war jedoch die insgesamt starkere
Expression von GARP auf CD52P° Treg im Vergleich zu CD52"¢ Treg nach
unspezifischer Stimulation. Da die Expression von GARP mit der suppressiven
Wirkung korreliert, besteht die Vermutung, dass sich CD52P° Treg zum einen besser
aktivieren lassen und zum anderen die suppressive Wirkung CD52P°¢ Treg starker
ausgepragt sein konnte im Vergleich zu den CD52"9 Treg. Dies unterstutzt die
Hypothese, dass CD52"9 Treg im Vergleich zu CD52P°s Treg funktionell eingeschrankt

sein konnten.

6.3.2 Expression von HLA-DR und CD45RA nach Alemtuzumab-basierter
TZD

Uber die Analyse der Expression der Oberflachenmarker HLA-DR und CD45RA
konnen weitere Treg-Subpopulationen unterschieden und differenziert werden:
aktivierte bzw. stark suppressive Treg (HLA-DRP° CD45RA"9); Gedachtnis- oder
Memory-Treg (HLA-DR" CD45RA"9) und naive Treg (HLA-DR"9 CD45RAP°s).
6.3.2.1 Rekonstitution von stark suppressiven, HLA-DRP°s CD45RA"9 Treg

nach Alemtuzumab-basierter TZD

In dem untersuchten Patientenkollektiv lieRen sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Rekonstitution von stark suppressiven, HLA-DRP°s CD45RA"9 Treg und
dem klinischen Verlauf einer GVHD nachvollziehen. HLA-DRP°® CD45RA™9 Treg
stehen fur stark suppressive, aktivierte Treg. Im Vergleich zu aktivierten GARPP Treg
scheint es sich jedoch um einen anderen Aktivitatszustand zu handeln. HLA-DRP°s
CD45RA™¢ Treg lieRen sich tendenziell haufiger bei Patienten mit aGVHD
nachweisen. Die CD52-Expression der HLA-DRP°s CD45RA"9 Treg war signifikant
geringer ausgepragt bei Patienten mit einer aGVHD. Patienten mit einer aGVHD
wiesen also suppressive, aktivierte Treg auf, die groftenteils CD52"¢9 waren.

6.3.2.2 Rekonstitution von HLA-DR"¢9 CD45RA"®? - Gedachtnis oder Memory-
Treg nach Alemtuzumab-basierter TZD

Die HLA-DR"™9 CD45RA"9 Treg-Population beschreibt Gedachtnis oder Memory-
Treg. Es zeigte sich kein Unterschied in der Rekonstitution der Memory-Treg zwischen
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den einzelnen Patientengruppen. Es ist bereits bekannt, dass die frihe Rekonstitution
nach aHSZT vor allem aus den im Transplantat vorhandenen Spender-TZ erfolgt
(Roux et al. 1996). In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte bereits durch
Chimarismus-Analyse gezeigt werden, dass diese Zellen zu einem grof3en Teil zur
Spender-Hamatopoese zahlen. Eine Chimarismus-Analyse erfolgte in diesem Fall
nicht. Die rekonstituierenden HLA-DR"9 CD45RA"®9 Treg der Patienten mit aGVHD
waren erneut vor allem CD52"¢9, wahrend HLA-DR"9 CD45RA"¢ Treg bei Patienten
mit cGVHD oder keiner GVHD CD52P°¢ waren.

6.3.2.3 Rekonstitution von naiven HLA-DR"®9 CD45RAP°¢ Treg nach
Alemtuzumab-basierter TZD

Uber die Bestimmung der HLA-DR"9 CD45RAP°s Treg kbnnen naive Treg identifiziert
werden. Es zeigte sich kein Unterschied in der Rekonstitution der naiven Treg
zwischen den einzelnen Patientengruppen. Auffallend war jedoch, dass die naiven
Treg anteilsmafRig nur eine sehr kleine Population innerhalb der gesamten Treg-
Population ausmachen. Es ist jedoch bekannt, dass erst Monate bis Jahre nach
aHSZT neu gebildete naive Treg rekonstituieren und innerhalb des Treg-Pools
zunehmen. Ursachlich dafur ist die mit dem Alter abnehmende Thymus-Funktion,
sowie Schadigungen der Thymusfunktion durch die vorangegangen zytostatischen
Therapien (Krenger et al. 2011). Das mediane Alter der hier untersuchten
Patientenkohorte lag zwischen 54 und 58 Jahren. Interessanterweise war die
Population der naiven Treg unabhangig von der Entwicklung einer GVHD zum
Uberwiegenden Teil CD52"9. Die Ursache hierfir bleibt unklar und konnte in
Vorarbeiten nicht reproduziert werden. Mogliche Ursachen konnten in der schon
beschriebenen verzogerten bzw. sehr spaten Rekonstitution der naive Treg liegen.
Vorstellbar ware aber auch eine erhohte Suszeptibilitat der naiven Treg fur
Alemtuzumab, so dass nur die CD52"¢9 naiven Treg nach aHSZT expandieren konnen.
Auch hier ware eine Chimarismus-Analyse interessant, um die rekonstituierenden
CD52"9 naiven Treg der Spender oder Empfanger-Hamatopoese zuordnen zu
konnen. Weiter konnten methodische Schwierigkeiten diese Diskrepanz erklaren. Wie
unter 5.6.2.3 beschrieben gelang der Nachweis von naiven Treg nur bei knapp der
Halfte aller Patienten, wiederum bei der Halfte dieser Patienten lie3en sich Uberhaupt
nur geringe Anteile (<2%) nachweisen. Aufgrund der geringen Stichprobe und nur
kleiner Zellzahlen besitzt dieses Ergebnis eine geringe Aussagekraft und bedarf

weiterer Untersuchungen.
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6.4 Funktionelle Untersuchungen der Suppressionsfahigkeit von
CD52"9Treg nach Alemtuzumab-basierter TZD

Neben einer verzogerten Treg Rekonstitution und einer veranderten Expression von
Oberflachenmarker auf Treg werden funktionelle Veranderungen von Treg als
mogliche Risikofaktoren fur die Entwicklung einer aGVHD diskutiert. Wir entwickelten
daher die Hypothese, dass CD52"9 Treg im Vergleich zu den CD52P°¢ Treg funktionell
beeintrachtigt sein konnten. Wir untersuchten daher die Suppressionsfahigkeit von
CD52r°s Treg und CD52"¢ Treg im Vergleich. Aufgrund methodischer Hurden, welche
in Abschnitt 6.6.2 erlautert werden, war die Durchfuhrung des CFSE-basierten
Suppressionstests nur bei einem Patienten (Patient 4) moglich. Sowohl CD52P°¢ als
auch CD52"¢9 Treg von Patient 4 zeigten immunsuppressive Eigenschaften und
konnten die Proliferation der CD3P°s CD4"8 Teff und CD3P° CDA4P°s Tresp
unterdrucken. Teff und Tresp zeigten jedoch eine verstarkte Proliferation, wenn sie mit
CD52"9 Treg inkubiert wurden. Die Suppressionsfahigkeit der CD52"9 Treg scheint
also im Vergleich zur Suppressionsfahigkeit der CD52P°¢ Treg geringer ausgepragt zu
sein. Die Wiederherstellung einer Immunhomoostase nach aHSZT oder die Kontrolle
inflammatorischer Reaktionen wie eine aGVHD kdnnte von CD52"¢9 Treg weniger gut
etabliert bzw. kontrolliert werden. Die verminderte Suppressionsfahigkeit der CD52"¢9
Treg konnte damit eine Ursache fur die klinische Korrelation der Rekonstitution
CD52"8 Treg und dem Auftreten einer aGVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD
darstellen.

Eine mdogliche Erklarung der verminderten Suppressionsfahigkeit der CD52"9 Treg
konnte durch den Verlust von immunmodulatorischer Funktionen erklarbar sein. CD52
kann durch einen von Phospholipase C abhangigen Mechanismus von der
Zelloberflache abgespalten werden (Clark et Cooke, 2013). Losliches CD52 (sCD52)
kann Uber eine Bindung an das inhibitorische Molekul Siglec-10 (sialic acid-binding
immunoglobulin-like lectins-10) die T-Zell-Aktivierung verhindern (Clark et Cooke,
2013). Uber den gleichen Mechanismus konnte ldsliches CD52 die Proliferation von
TZ in vitro hemmen (Bandala-Sanchez et al. 2013, Crocker et al. 2007, Razi et Varki,
1999). Diese immunoregulatorischen Eigenschaften konnten zudem durch
Alemtuzumab blockiert werden. CD52"¢ Treg konnten aufgrund der fehlenden
Expression von CD52 kein I6sliches CD52 bilden und damit diese
immunmodulatorische Funktionen nicht erfullen. Dies kdnnte eine mdgliche Ursache
fur die verminderte Suppressionsfahigkeit von CD52"¢9 Treg darstellen. Da Treg uber
unterschiedliche Mechanismen (siehe Abschnitt 2.5.3) suppressiv wirken und die

88



fehlende Expression von CD52 (infolge des Verlustes von GPI-Ankern und der
Expansion GPI"™9 Treg) moglicherweise nur eine immunsuppressive Teilfunktion
einschrankt, besteht auch bei CD52"¢9 Treg eine immunsuppressive Wirkung im Sinne
einer Hemmung der Proliferation im beschriebenen Versuchsansatz. Diese scheint
jedoch im Vergleich zu den CD52P° Treg schwacher zu sein. In weiterfUhrenden
Untersuchungen konnten immunsuppressive Teilfunktionen getrennt untersucht
werden, um ein besseres Verstandnis fur die verminderte immunsuppressive Wirkung
CD52"8 Treg zu schaffen.

6.5 Treg und die Entwicklung einer cGVHD nach Alemtuzumab-basierter
TZD

Die cGVHD ahnelt klinisch einer Autoimmunerkrankung und kann als eine verspatet
einsetzende Reaktion des Spenderimmunsystems gegen das Gewebe des
Empfangers beschrieben werden. Die Pathophysiologie scheint komplexer zu sein und
ist bisher nur unzureichend verstanden. In der Therapie der cGVHD kommen wie auch
bei der Therapie der aGVHD immunsuppressive Medikamente wie auch
immunmodulatorische Substanzen zum Einsatz. Finazzi et al. untersuchten
retrospektiv die Entwicklung einer GVHD in verschiedenen Konditionierungsregimen
mit Alemtuzumab-basierter TZD. 20 bzw. 10 Prozent der untersuchten Patienten
entwickelte dabei eine cGVHD. Interessanterweise entwickelten zwolf Patienten davon
direkt eine cGVHD ohne vorher eine aGVHD oder andere Zeichen einer GVHD
aufgewiesen zu haben (Finazzi et al. 2019). In der untersuchten Stichprobe
entwickelten elf Patienten eine cGVHD. Die in der Literatur fur die aGVHD
beschriebene inverse Korrelation zwischen dem Auftreten einer aGVHD und der
Anzahl an Treg scheint fur die cGVHD weniger eindeutig zu sein. Zorn und Li konnten
eine Assoziation zwischen reduzierten Treg-Zahlen und der Entwicklung einer cGVHD
zeigen (Zorn et al. 2005; Li et al. 2010), Clark, Sanchez und Ukena konnten dies nicht
bestatigen, sie konnten sogar eine erhdohte Anzahl von Treg bei Patienten mit einer
cGVHD nachweisen (Clark et al. 2004; Sanchez et al. 2004; Ukena et al. 2011). Wir
konnten in der untersuchten Stichprobe keinen signifikanten Unterschied zwischen der
absoluten und relativen Anzahl der Treg nach aHSZT nachweisen. Bezogen auf die
Rekonstitution der CD52"9 CD4r°¢ TZ oder CD52"¢ Treg glich die Rekonstitution
dieser Zellpopulationen bei Patienten cGVHD am ehesten der Rekonstitution der
Patienten, die keine GVHD entwickelten. Im Vergleich zu Patienten mit aGVHD
rekonstituierten Patienten mit einer cGVHD vor allem CD4r°¢ TZ und Treg, welche
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CD52 exprimierten. Die Bedeutung von CD52"*9 Treg fur die Entwicklung einer cGVHD
nach Alemtuzumab-basierter TZD ist somit weniger eindeutig. Trotz Rekonstitution
von CD52P°s Treg entwickeln Patienten eine cGVHD. Es Iasst sich daher vermuten
bzw. bestatigt die bisherige Annahme, dass sich die Pathophysiologie der aGVHD von
der cGVHD unterscheidet bzw. die pathophysiologische Bedeutung von Treg und im
Speziellen von CD52"¢9 Treg fur die Entwicklung einer aGVHD eine andere sein muss
als fur die Pathophysiologie der cGVHD. Betrachtet man die Rekonstitution aktivierter,
GARPP°s Treg zeigt sich, dass Patienten mit cGVHD signifikant weniger GARPP°® Treg
aufweisen als Patienten, die keine GVHD entwickelten. Unterstutzt wird diese
Beobachtung durch die seriellen Untersuchungen im Verlauf bei Patient 5 und Patient
24. Die Rekonstitution GARPP°s Treg verlief Uber den Verlauf bei Patient 24
durchgehend auf einem niedrigen Niveau, parallel zum klinischen Verlauf der cGVHD.
Patient 5 zeigte zu Beginn Zeichen einer aGVHD bei wenigen GARPPs Treg, deren
Anteil mit der Entwicklung einer cGVHD zuerst zunahm, um dann im Verlauf wieder
abzunehmen. Zusammengefasst scheint die Rekonstitution CD52"¢9 TZ und Treg flur
die Entwicklung einer cGVHD weniger relevant zu sein - Patienten mit cGVHD wiesen
jedoch signifikant weniger aktivierte, GARPP Treg auf.

Alho et al. untersuchten bei 107 Patienten die Immunrekonstitution der CD4r°s TZ,
CD8P° TZ und Treg uber zwei Jahre nach aHSZT mit eine RIC, jedoch ohne Einsatz
von Alemtuzumab. Bei Patienten, die eine cGVHD entwickelten, rekonstituierten die
CD8P°¢ TZ im Vergleich zu den CD4P° TZ und Treg viel schneller. Es kam zu einem
Uberwiegen der Effektor-TZ und insgesamt zu einer ungleichmaRigen Rekonstitution
der TZ-Populationen. Eine ungleichmalige Rekonstitution bzw. Erholung der TZ-
Populationen konnte eine weitere Ursache fur die Entwicklung einer cGVHD darstellen
(Alho et al. 2016). Neben Treg und einer ungleichmalliige TZ-Rekonstitution scheinen
B-Zellen fur die Pathophysiologie der cGVHD bedeutsam zu sein. B-Zellen haben
neben der Fahigkeit Ak zu produzieren zudem die Eigenschaft Ag TZ zu prasentieren.
Beide Eigenschaften konnte die Entwicklung einer cGVHD initiieren und unterhalten
(Linhares et al. 2013). Bei Patienten mit cGVHD lassen sich zum einen haufiger
Autoantikorper (Auto-Ak) nachweisen, zum anderen haben Patienten mit Auto-Ak
haufiger cGVHD-assoziierte Symptome als Patienten ohne Auto-Ak (Patriarca et al.
2006). Weiter scheinen Auto-Ak gegen den Platelet-derived growth factor (PDGF) fur
die Entwicklung einer cGVHD relevant zu sein. PDGF-Auto-Ak stimulieren Uber
verschiedene Wege eine Kaskade an Reaktionen, welche zu Entzindung und Fibrose

beitragen konnen. Dieser Umstand erklart zudem, warum der Einsatz des Anti-CD20-
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Ak Rituximab in der Therapie der cGVHD eingesetzt werden kann und vereinzelt eine
Besserung der klinischen Symptomatik erzielt. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
konnten bisher keine CD52"¢9 B-Zellen bei Patienten nach Alemtuzumab-basierter

TZD nachgewiesen werden.
6.6 Methodische Probleme

6.6.1 Durchflusszytometrische Identifikation und Isolation von Treg nach
Alemtuzumab-basierter TZD

Treg wurden in dieser  Arbeit als durchflusszytometrisch als
CD3rosCD4rPosCD25PSFOXP3Ps  oder CD3P°sCD4PosCD25PosCD127Med/nt  Zellen
identifiziert (Liu et al. 2006; Seddiki et al. 2006; Codarri et al. 2007; Hartigan- O'Connor
et al. 2007). FOXP3 ist essentiell fur Entwicklung und Funktion von Treg und gilt als
linienspezifischer Marker zur ldentifikation von Treg. Wir nutzten daher FOXP3 fur die
Charakterisierung von Treg und zur Identifikation weiterer Treg-Subgruppen. Wie
unter 2.5.1 beschrieben limitiert die alleinige Verwendung von FOXP3 weitere
Untersuchungen, da die Zellen fur die intrazellulare Farbung von FOXP3
permeabilisiert werden. Funktionelle Untersuchungen zur Testung der Suppression
oder Zytokin-Sekretion sind nachfolgend somit nicht mehr moglich. Liu et al. konnten
bereits zeigen, dass mit Hilfe von CD127"°9 CD25P°¢ Treg von aktivierten CD25P% TZ
unterscheiden werden konnen. Entscheidend ist das inverse Verhaltnis: CD25P°¢ Treg
weisen eine verminderte CD127-Expression auf. Diese konnte in dieser Arbeit
bestatigt werden. Zum einen konnten in den einzelnen Patientenproben nahezu
gleiche Treg-Zahlen bestimmt werden, unabhangig davon, ob Treg uber FOXP3 oder
CD127 identifiziert wurden. Vor allem aber konnte gezeigt werden, dass die Population
der CD127"8 CD25P° TZ im CFSE-basierten Suppressionstest, die Proliferation von
Tresp oder Teff hemmen kann und somit suppressive Eigenschaften besitzt. Die
Gating-Strategie zur Identifikation von TZ oder im Speziellen von Treg erfolgt meist in
einem ersten Schritt Uber ein Lymphozyten-Gate, welches im Forward- und
Sidewardscatter bestimmt werden kann. Durch die intrazellulare Farbung werden alle
Zellen permeabilisiert, wodurch sich die Granularitat und die GroRe der Zellen
verandert. Damit einhergehend verandert sich die Position der Zellen im Forward- und
Sidewardscatter, so dass die ldentifikation des Lymphozyten-Gates nach der
intrazellularen Farbung erschwert und nicht vollstandig kompatibel ist. Dies kdnnten
die vereinzelten Abweichungen bei der Identifikation von Treg uber FOXP3 oder
CD127 erklaren. Als Beispiel ist hier Patient 33 dargestellt.
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Abbildung 45: Durchflusszytometrische Identifikation von CD25P°CD127"*% Treg und CD25P°SFOXP3P°s
Treg Uber eine intrazelluldre Farbung von FOXP3 von Patient 33.

Lymphozyten | CD3P°*CD4P°s | Treg | 52°°° Treg 52"°9 Treg
(%) TZ (%) (%) (%) (%)
CD25P°*CD127"9 Treg 47,2 10,4 3,5 88,4 11,6
CD25P°*FOXP3r°° Treg 66,4 8,6 3,9 90 10

Tabelle 19: Durchflusszytometrische Identifikation von CD25P°*CD127"? Treg und CD25P*FOXP3rP°®
Treg Uber eine intrazelluldre Farbung von FOXP3 von Patient 33.

6.6.2 Durchfuhrung der CFSE-basierten Suppressions-Tests

Zur Messung der Treg-vermittelten Suppression wurde ein CFSE-basierter
Suppressions-Test verwendet. Methodische Schwierigkeiten bestanden vor allem
darin ausreichend Treg der Patienten zur Durchfihrung des Suppressionstests. zu
gewinnen. Um die Suppressionsfahigkeit von CD52P°¢ Treg mit CD52"*¢ Treg getrennt
vergleichen zu konnen, ist eine ausreichend grof3e und moglichst gleich grofRe
Population CD52P°¢ Treg und CD52"¢¢ Treg essentiell. Wir mussten also einen
Zeitpunkt nach aHSZT identifizieren, bei dem die Patienten ungefahr genauso viele
CD52r°¢ Treg wie CD52"¢9 Treg rekonstituiert hatten. Dies gestaltete sich schwierig,
da sowohl die Rekonstitution als auch die CD52-Expression haufig verzogert und sehr
dynamisch waren. Wir entschlossen uns daher zu einem engmaschigeren Monitoring
der Rekonstitution bei einzelnen Patienten. Patient Nr. 4 konnte als potentieller
Kandidat identifiziert werden bei dem die CD52-Expression sich zunehmend anglich.
Trotzdem mussten drei Versuche unternommen werden, um ausreichend Zellen fur

einen Suppressions-Test zu erhalten. Limitierende Faktoren waren zum einen die
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absolute Zellzahl und zum anderen die Verfugbarkeit von Blutproben. Da die
untersuchten Patienten nach aHSZT sich in der Phase der Rekonstitution befanden,
bestand haufig noch zusatzlich eine Lymphopenie, so dass grofiere Mengen Blut
notwendig gewesen waren, um ausreichende Zellzahlen zur Durchfuhrung einer
FACS-basierten Sortierung zu erhalten. Dies wiederum warf unweigerlich ethische
Fragen auf, da eine Schadigung der Patienten auf keinen Fall in Kauf genommen
werden durfte. Ein weiterer relevanter und limitierender Aspekt war die FACS-basierte
Sortierung und vor allem die Dauer der FACS-basierten Sortierung. Eine zu lange
andauernde Sortierung hatte einen relevanten Einfluss auf die Qualitat und Vitalitat
der sortierten Zellen, so dass die Zellsortierung moglichst kurzgehalten werden
musste, um moglichst wenige Zellen zu verlieren. Dies sind Grunde dafur, dass der
Suppressions-Test nur an einem Patienten durchgefuhrt werden konnte. Um das
Ergebnis des CFSE-basierter Suppressions-Tests zu bestatigen, sind
Wiederholungen des Testes notwendig. In Vorbereitung sollte ein automatisches

Screening auf die CD52-Rekonstitution bei jeder klinischen Visite etabliert werden.

6.7 Klinische Bedeutung und zukuinftige therapeutische Implikationen
Nachdem in dieser Arbeit die Korrelation zwischen der Rekonstitution der CD52"¢¢
Treg und der Entwicklung einer aGVHD gezeigt werden konnte, mochte ich nun
mogliche therapeutische Implikationen diskutieren.

Die Rekonstitution CD52"¢9 Treg scheint mit einem erhohten Risiko fur die Entwicklung
einer aGVHD einherzugehen. Die Bestimmung der CD52"¢9 Treg konnte daher als
pradiktiver Marker zur Risikoabschatzung einer aGVHD nach Alemtuzumab-basierter
TZD verwendet werden. Die Anforderungen an einen Biomarker bestehen allgemein
darin, dass er Aussagen uber das Vorhandensein einer Erkrankung mit moglichst
hoher Sensitivitat und Spezifitdt ermoglichen soll. Weiter kann bzw. sollte ein
Biomarker Hilfestellung Uber die die Schwere und das Ausmal® einer Erkrankung
geben, um frihzeitig eine Diagnose zu stellen und daraufhin eine Therapie einleiten
zu konnen (Biomarkers Definitions Working G. 2001; Brower V. 2011). Idealerweise
sollte zudem nach Einleitung einer spezifischen Therapie Uber die Zu- oder Abnahme
eines Biomarkers das Therapieansprechen Uberprufen werden kdnnen. Bisher erfolgt
eine Kontrolle des Therapieansprechens einer aGVHD vor allem Uber eine Kontrolle
des Kklinischen Ansprechens mit Ab- oder Zunahme der aGVHD-assoziierten
Symptome. Das klinische Ansprechen auf eine spezifische aGVHD-Therapie nach vier
Wochen zeigte sich als nutzlicher Pradiktor fur die Non-Relapse-Mortalitat (NRM) und
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dient daher haufig als primarer Endpunkt in den meisten klinischen Studien zur
Therapie der aGVHD (MacMillan et al. 2010; Martin et al. 2009). Problematisch bleibt
jedoch weiterhin, dass eine Veranderung der klinischen Symptome immer noch einen
schlechten positiven Vorhersagewert hat und die Dauer von vier Wochen immer noch
einen relativ langen Zeitraum darstellt. Die Etablierung eines relevanten Biomarker fur
eine aGVHD mit hoher Sensitivitat und Spezifitat bleibt daher weiter erstrebenswert.
Die Kontrolle der Rekonstitution der CD52"9 Treg als Baustein im Monitoring der
Entwicklung einer aGVHD bzw. zum Monitoring des Therapieansprechens nach
Einleitung einer Therapie der aGVHD erscheint aus meiner Sicht erstrebenswert und
attraktiv. Die gute Korrelation der Rekonstitution der CD52"¢9 Treg mit dem klinischen
Verlauf erlaubte es in unserer Stichprobe in einzelnen Fallen sogar eine
laborchemische Zunahme der CD52"9 Treg noch vor den ersten klinischen
Symptomen einer aGVHD zu detektieren. Weiter ist der diagnostische Nachweis von
CD52™9 Treg relativ einfach und kostensparend umsetzbar. Zur Etablierung von
CD52"9 Treg als Biomarker der aGVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD ist die
untersuchte Stichprobe jedoch zu klein und musste auf eine groRere Stichprobe
ausgedehnt werden. Weiter konnte mit Hilfe eines grof3eren Patientenkollektivs und
einer engmaschigeren Kontrolle der Rekonstitution der CD52"¢9 Treg der kritische
Zeitpunkt fur die Entwicklung einer aGVHD definiert werden und weiter ein Cut-off-
Wert gefunden werden, ab dem die Entwicklung einer aGVHD mit einem erhohten
Risiko einhergeht. So konnte ein Monitoring der Rekonstitution mit einem
Therapiemanagement der aGVHD einhergehen.

Schliel3lich bleibt die Moglichkeit, den therapeutischen Einsatz von Treg zu
diskutieren. Der therapeutische Einsatz von Treg ergibt sich direkt aus deren Funktion
und Bedeutung fur die Immunhomoostase. Treg besitzen potentiell die Eigenschaften,
das Ungleichgewicht aus UberschielRender Aktivitat und mangelhafter Regulation bei
einer aGVHD zu beheben. Therapiestrategien zielen daher darauf ab, den Anteil von
Treg zu erhohen. Dies kann Uber einen adoptiven Transfer von Treg als Infusion
erreicht werden. Zu Beginn bestand die Sorge, dass der adoptive Transfer von Treg
selbst eine aGVHD initiieren oder verschlimmern konnte. Dies konnte in murinen
Studien ausgeschlossen werden: Treg selbst induzieren dabei keine GVHD - selbst,
wenn sie in hohen Dosen oder mit unterschiedlichen MHC-Komplexen infundiert
werden (Taylor et al. 2001; Edinger et al. 2003). Eine erste Phase-I-Studie wurde an
der Universitat Minnesota durchgefuhrt. Treg wurden dabei aus Spender-

Nabelschnurblut isoliert und in vitro expandiert. 23 Patienten, die in der Folge eine
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doppelte Nabelschnur-Transplantation durchliefen, erhielten zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, u.a. zum Zeitpunkt des Engraftments, Treg-Infusionen. Die Infusionen
selbst erzeugten keine Toxizitat, relevante Nebenwirkungen traten nicht auf. Ein Effekt
der Treg-Infusionen auf die Entwicklung konnte wie erwartet aufgrund der simultanen
GVHD-Prophylaxe mittels CsA und MMF in diesem Ansatz nicht direkt untersucht
werden, jedoch konnte dieser Ansatz die Sicherheit und Durchfuhrbarkeit zeigen
(Brunstein et al. 2011). Di lanni et al. untersuchten die Effektivitat von Treg-Infusionen
im Rahmen der haploidentischen SCT. Dafur verwendeten sie Spender-Treg, die
vorab im Rahmen einer Leukapherese mittels CD25-Beads generiert und angereichert
wurden. Die Patienten erhielten eine erste Treg-Infusion vier Tage vor der geplanten
SCT. Die applizierten Dosen variierten von 2-4 x 108 Treg pro kg KG. Weiter wurden
Treg in einer Dosierung von 2 x 10° Treg pro kg KG zusammen mit den CD34-positiven
Stammzellen am Tag der HSZT transplantiert, da das Risiko eine schwere akute
GVHD zu entwickeln bei einer haploidentischen SCT aufgrund der HLA-Disparitat
deutlich erhoht ist. Erstaunlicherweise entwickelten die meisten Patienten keine
klinisch relevante aGVHD, nur zwei der insgesamt 26 Patienten zeigten eine aGVHD
Grad Il oder hoher. Neben dem geringeren Auftreten und Auspragung einer GVHD
rekonstituierten Patienten die Treg-Infusionen erhielten schneller und entwickelten
weniger CMV-Reaktivierungen im Vergleich zu Patienten, die keine Treg-Infusionen
erhielten (Di lanni et al. 2011). Bisher liegen jedoch nur Daten von wenigen, kleinen
Studien vor, so dass es zur weiteren Evaluation der Wirksamkeit von Treg-Infusionen
groRerer, multizentrischer Studien bedarf. Einige Fragen sind dabei noch ungeklart,
zum Beispiel im Hinblick auf den Zeitpunkt der Treg-Applikation, die Dosis oder die Art
der Expansion von Treg.

Der therapeutische Einsatz von Treg bleibt dabei nicht nur auf die aGVHD nach aHSZT
beschrankt. Treg werden therapeutisch zum Beispiel auch im Rahmen der
Transplantation solider Organe eingesetzt. Dort stehen sie als Vermittler der Toleranz
im Fokus um eine AbstoRung eines transplantierten Organs zu verhindern. Das
Uberleben eines transplantierten Organs ist dabei vor allem abhzngig von chronischen
Immunantworten gegen das Transplantat (im Sinne einer Absto3ungsreaktion) und
den toxischen Wirkungen der Immunsuppression. Hier sollen vor allem die
nephrotoxischen und diabetogenen Calcineurin-Inhibitoren genannt werden. Das Ziel
adoptiver Treg-Therapien besteht darin, Alloimmunitat zu reduzieren und gleichzeitig
eine eigene Immuntoleranz zu etablieren. Als Beispiel kann hier eine Phase I/lla Studie

von Roemheld et al. genannt werden (Roemhild et al. 2020). Hier wurde Patienten
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peripheres Blut zwei Wochen vor Nierentransplantation entnommen, daraus Treg
isoliert und in vitro expandiert. zwei Wochen nach Nierentransplantation erhielten die
Studienpatienten autologe Treg-Infusionen. Ziel war es zum einen die Durchflhrung
und Sicherheit der Treg-Gaben zu zeigen und zum anderen uber die Treg-Infusionen
die Immunsuppression nach Transplantation einzusparen und zu reduzieren. Die
Immunsuppression konnte in der Treg-Gruppe auf eine Monotherapie reduziert
werden, wahrend die Kontroll-Gruppe zwei Jahre nach Transplantation weiter eine
zweifache bis dreifache Immunsuppression bendtigte. Nebenwirkungen durch die
Treg-Applikationen konnten nicht beobachtet werden.

Eine weitere Hypothese bestand darin, dass der Gehalt an Treg im Transplantat mit
der Entwicklung einer akuten GVHD assoziiert sein konnte. Diese konnte von Pabst et
al. 2007 bestatigt werden: Patienten, die einen erhohten Gehalt an Treg im
Transplantat aufwiesen, entwickelten signifikant weniger akute GVHD nach HSZT
(Pabst et al. 2007). Weitere Studien zogen diese Erkenntnisse jedoch wiederum in
Zweifel (Pastore et al. 2012; Rezvani et al. 2006). Zusammengefasst scheint die
Anzahl von Spender-Treg im Transplantat die Entwicklung einer aGVHD zu
beeinflussen. Der genaue Einfluss kann jedoch aufgrund von geringen
Patientenzahlen und der doch groRen Unterschiede innerhalb der Patientengruppen
in Bezug auf die verwendete Konditionierung und den angewendeten
Immunsuppressiva nicht abschlieRend bewertet werden (Edinger et Hoffmann, 2013).
Zudem erfolgt bisher keine standardisierte phanotypische Analyse des Transplantats.
Aus Tierversuchen konnte ein signifikanter Effekt nur gezeigt werden, wenn der Treg-
Gehalt im Transplantat deutlich Uber dem physiologischen Gehalt lag.

Zu betonen ist, dass Treg nicht nur die Entwicklung einer GVHD verhindern, sondern
auch allgemein das Engraftment des Transplantats erleichtern und damit die
Rekonstitution unterstiutzen konnen. (Trenado et al. 2003; Hanash et Levy 2005; Joffre
et al. 2004). Fujisaki konnte sogar zeigen, dass sich Treg im Knochenmark bevorzugt
in der Nahe von hamatopoetischen Stammzellen ansiedeln, um ein Milieu zu
etablieren und aufrechtzuerhalten, indem hamatopoetische Stammzellen engraften
und rekonstituieren konnen (Fujisaki et al. 2011).

Im Hinblick auf eine Pravention oder Therapie einer aGVHD nach Alemtuzumab-
basierter TZD bestunde theoretisch ein weiterer Therapieansatz darin, speziell den
Anteil der CD52P° Treg zu erhohen bzw. die Rekonstitution der CD52P° Treg zu
unterstitzen. Im Rahmen der Studie 177 erhielten Patienten bereits CD8-depletierte

DLI, um das Rezidivrisiko zu senken und die Immunrekonstitution zu unterstitzen. Die
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Applikation erfolgte 60 und 120 Tage nach aHSZT und war nur auf Patienten
beschrankt, die keine oder nur eine leichte aGVHD (<I°) entwickelten. Mit Hilfe der
DLI-Applikation konnte ein kompletter Spenderchimarismus erreicht werden (Meyer et
al. 2010). Ein neuer Ansatz zur Pravention oder Therapie einer aGVHD nach
Alemtuzumab-basierter TZD konnte in modifizierten DLI-Gaben liegen. Die bisher
CD8-depletierten DLI konnten so modifiziert werden, dass die DLI fuhrend Treg
enthielten. Dies konnte die Rekonstitution der Treg-Population unterstutzen und
zusétzlich eine aGVHD verhindern ohne den GVL-Effekt zu reduzieren. Uber eine
Modifikation der DLI mit Anreicherung von Treg konnten zudem auch Patienten DLI
erhalten, die bereits eine aGVHD entwickelt haben. Di lanni et al. nutzen 2017 Treg-
DLI bei einem Patienten mit einem Fruhrezidiv nach zweiter aHSZT bei einer akute
Promyelozytenleukamie und konnten eine GVHD verhindern, ohne den GVL-Effekt zu
hemmen. Das Treg-DLI Produkt wurde Uber eine Depletion der CD8P° und CD19p°s
Zellen mit nachfolgender Positivselektion der CD25P° TZ hergestellt. Eine Modifikation
der CD8-depletierten DLI mit fihrendem Treg-Anteil und eine Fortsetzung der DLI-
Gaben auch bei Patienten mit aGVHD konnte somit einen neuen vielversprechenden
Ansatz in der Therapie der aGVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD darstellen.
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7. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Treg und im Speziellen CD52"9/GPI-Anker™? Treg nach
aHSZT mit Alemtuzumab-basierter TZD untersucht. Treg als Vermittler einer
Immuntoleranz sind essentiell fur die Unterdruckung einer GVHD. Nach Alemtuzumab-
basierter TZD kann die Rekonstitution CD52"¢ TZ beobachtet werden, welche Uber
einen langeren Zeitraum nach aHSZT persistieren. Dies konnte in dieser Arbeit
bestatigt werden. Die Rekonstitution CD52"9 TZ beruht dabei auf einer Expansion
GPI-Anker" TZ des Spenders.

Es ist bereits bekannt, dass die antivirale Funktion CD52"¢9 TZ beeintrachtigt ist. Daher
gingen wir der Hypothese nach, dass auch CD52"¢9 Treg funktionell beeintrachtigt sein
konnten und somit ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer GVHD bestinde. Wir
versuchten daher, CD52P° und CD52"¢ Treg phanotypisch und funktionell weiter zu
charakterisieren um damit ein besseres Verstandnis fur das gehaufte Auftreten einer
GVHD trotz TZD mit Alemtuzumab zu gewinnen. Die Rekonstitution CD52P°s und
CD52"8 Treg wurde mit dem klinischen Verlauf und Auftreten einer GVHD korreliert.
Es konnte eine eindeutige Korrelation zwischen dem Auftreten einer aGVHD und der
Rekonstitution CD52"9 Treg bei einer Patientenstichprobe von 47 Patienten gezeigt
werden. Bei vier Patienten konnten Uber serielle Messungen die Rekonstitution der
CD52"9 Treg mit dem individuellen klinischen Verlauf einer GVHD korreliert und
bestatigt werden. Die Rekonstitution CD52"9 Treg scheint somit einen Risikofaktor fur
die Entwicklung einer aGVHD nach Alemtuzumab-basierter TZD darzustellen.

Eine weitere phanotypische Charakterisierung erfolgte Uber die Analyse des
Oberflachenmarkers GARP, welcher aktivierte Treg definiert. In der untersuchten
Stichprobe wiesen Patienten mit einer GVHD, unabhangig davon, ob es sich um eine
aGVHD oder eine cGVHD handelte, signifikant weniger aktivierte GARPP°s Treg auf.
Weiter fand sich eine GARP-Expression nahezu ausschlie3lich auf CD52P°S Treg. In
funktionellen Untersuchungen konnte zudem gezeigt werden, dass CD52P° und
CD52"8 Treg nach unspezifischer Stimulation GARP exprimieren konnen. CD52"9
Treg scheinen somit theoretisch in der Lage zu sein GARP nach unspezifischer
Stimulation zu exprimieren und aktiviert zu werden. Die Ursache fiur die signifikante
Reduktion aktivierter, GARPP°s Treg bei Patienten mit GVHD und die selektive
Expression von GARP auf CD52P°¢ Treg bedarf daher weiterer Untersuchungen.
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Wir untersuchten die suppressive Fahigkeit CD52P°¢ und CD52"¢ Treg, um diese
funktionell miteinander vergleichen zu konnen: beide Populationen zeigten eine
konzentrationsabhangige Hemmung der Proliferation. Die Treg-vermittelte
Suppression war jedoch bei den CD52P°¢ Treg im Vergleich zu den CD52"¢9 Treg
signifikant starker ausgepragt. CD52"9 Treg scheinen weniger immunsuppressiv zu

wirken. Dies konnte im Detail bei einem Patienten nachgewiesen werden.

Zusammenfassend betont diese Arbeit die Bedeutung von Treg und im Speziellen die
Rekonstitution CD52"¢ Treg fur die Entwicklung einer aGVHD nach Alemtuzumab-
basierter TZD. CD52"8 Treg scheinen phanotypisch und funktionell beeintrachtigt zu
sein. Damit spielen sie eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer aGVHD nach
Alemtuzumab-basierter TZD.
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9. Protokolle
(entsprechen den Standardprotokollen der AG Meyer/Wagner)

9.1 Zellen Zahlen
(Standardprotokoll AG Meyer, Mérz 2011)
e Kammer: Fuchs-Rosenthal-Kammer
Vorbereitung:
e Deckglas mittels Wasser auf Kammer befestigen
¢ Newton’schen Ringe mussen zu sehen sein
e Zellmaterial in unsterile Zahlplatte geben (mind. 15 pl)
Durchfiihrung: (auf3erhalb der Flow)
e Zellen mit Trypanblau (cave: toxisch) im Verhaltnis 1:2 mischen
¢ keine Inkubation notwendig, Probe in Kammer flllen, Zellen kurz setzen lassen
e Eines der 16 Quadrate (16 Kleinstquadrate) auszahlen
e gezahlt werden nur Zellen, die NICHT blau gefarbt sind
e Es kann ebenfalls der %-Anteil der blauen (= toten) Zellen gezahlt werden
e Gezahlte Zahl x10* = Zellzahl / ml
e Das Volumen, in das die Zellen aufgenommen wurden, multiplizieren

e Folgende Formel gilt: Zy = Z./Fa x Kammertiefe(mm) x Vuy

Zu= Zellen pro ml Untersuchungsmaterial -
Gesamtflache: 16 mm? l
Za = ausgezahlte Zellen

Tiefe: 0,2 mm

Fa = ausgezéanhlte Flache [mm?]

Volumen: 3,2 pl

Vu = Verdiinnung des Untersuchungsmaterials

e Bei hohen Zellzahlen kann zu der 1:2
Verdinnung noch mehr verdinnt werden. Den
Faktor muss man aber spater bei der Formel
berlcksichtigen

9.2 Kryokonservierung/ Einfrieren von Zellen
(Standardprotokoll AG Meyer/Wagner, Januar 2016)

Ansetzten des Mediums:

e Pro Nunc wird 1ml Medium benétigt > Gesamtmenge berechnen, mit Uberschuss

o Komponenten:
o Einfriermedium (angesetzt im Kuhlschrank, siehe Rezept)
o 10 % DMSO (zelltoxisch) hinzugeben
- beide Komponenten missen kurz vor Gebrauch gemischt werden
- DMSO gefriert schon bei 4°C und fallt aus, deshalb gut mischen
e Bsp.: 3 Nunc benétigen 3 ml, mit Uberschuss 4 ml, davon sind 10% 400
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- 3,6 ml Einfriermedium + 400 yl DMSO
Durchfihrung:

e Die Zellen werden abzentrifugiert und dekantiert

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

e Nunc mit je 1 ml Zellsuspension flllen

e Ohne Verzogerung Nunc in Isopropyl-Becher sog. ,Frosties® (im Kihlschrank
vorkihlen) stellen. Diese sorgen daflr, dass die Temperatur konstant pro Minute um
1°C sinkt. Dadurch bleibt die Kristallbildung sehr gering, und somit werden weniger
Zellen zerstort.

cave: max. 50 x10° PBMC in 1 ml wegfrieren

9.3 Auftauen kyrokonservierter Zellen
(Standardprotokoll AG Meyer, Mérz 2011)
Medium:
e PBMC und unempfindliche Zellen: PBS/EDTA
¢ Empfindliche/besondere Zellen: Nahrmedien, RPMI etc.
Vorbereitung:
e Wasserbad (37°C) einschalten
e ein 50 ml Tube vorbereiten und beschriften, Tube mit 10 ml Medium flllen
Durchfihrung:
e Nunc aus der -80°C oder Stickstoffbank holen
¢ Nunc ins warme Wasserbad stellen
¢ 5 ml Pipette mit Medium aufziehen (wascht zelltoxisches DMSO aus)
¢ Medium langsam in die aufgetaute Zellsuspension geben
e durch kontrolliertes Resuspendieren die Zellen mischen, Volumen langsam
vergroéRern sonst platzen die Zellen
o Ofters das Medium wechseln und Nunc gut spllen
e komplette Suspension in Tube geben
e Zellen abzentrifugieren bei 1500 rpm fir 5 min
e Uberstand dekantieren
e Pelletin 10ml Medium aufnehmen und Zellen zahlen
e Zellen abzentrifugieren bei 1500 rpm fir 5 min
e Zellpellet nun in dem Medium aufnehmen in dem weiter gearbeitet wird
e Empfindliche Zellen sollten mehrfach gewaschen werden

cave: schnelles Arbeiten ohne Unterbrechung

124



9.4 FICOLL-Separation
(Standardprotokoll AG Meyer, Mai 2011)
Methode fur Buffy Coats (BC) und peripheres Blut (pB)
e Pro 10 ml pB werden ca. 10 x10° PBMCs gewonnen (bei gesundem Spender) BC
entspricht ca. 500 ml peripheren Blut
Durchfiihrung:
e BC oder pB (steril) in Zellkulturflasche Uberfihren/flllen
e 4 x50 ml Ficoll-R6hrchen mit Fritte verwenden
e Roéhrchen mit je 15 ml Ficoll-Trennmedium befillen
e kurz Zentrifugieren bis Medium komplett unter der Fritte ist
e nun das Blut gleichmafig auf die 4 Réhrchen verteilen:
o Wichtig: mind. 15 ml (max. 35 ml) Blut pro Réhrchen
o Restl. Volumen (bis 50 ml) mit PBS ausgleichen
o Das Blut kann auch vorher verdinnt werden
o Aufwirbelungen vermeiden, beeinflusst die Auftrennung der Zellen
e Zentrifugieren 20 min, 2300 rpm, ohne Bremse, ohne Beschleunigung
e gleiche Anzahl an leeren 50 ml Falcons vorbereiten
e vorsichtig PBMC-Bande (weif3er Ring zwischen Plasma und Ficoll) abnehmen und in
50 ml Falcon Uberflhren
o will man eine Thrombozyten-Kontamination vermeiden sollte man vorher den
Plasmaring absaugen
e mit PBS (+2 mM EDTA) auf 50 ml auffullen
e Zentrifugieren (8 min, 1800 rpm)
¢ Achtung: Pellet noch sehr weich, deshalb unter Sicht abkippen
¢ Uberstand abkippen und auf 50 ml mit PBS (+2 mM EDTA) auffiillen
e Zentrifugieren 5 min, 1500 rpm
o evil. Zellpellets poolen und mit PBS (+2 mM EDTA) auffillen
e Zentrifugieren 5 min, 1500 rpm
e ggdf. Zellen Uber Cell Strainer (70 um) geben (bei klumpigem Zellpellet)
e Zellpellets poolen und mit PBS zum Zahlen auffullen (BC: 50 ml, pB: 5-8 ml)
e Zellen zahlen
e bei starker Thrombozyten-Kontamination: Zentrifugieren 10 min, 1000 rpm, danach
15 min, 800 rpm

e Zellen kénnen eingefroren oder direkt weiter verwendet werden
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9.5 FACS-Farbung
(Standardprotokoll AG Meyer, Mérz 2011)

Zellzahl:

mind. 0,05 x10° Zellen, optimal 0,1-0,2 x10° Zellen pro Tube; max. 2 x10° Zellen

Durchfiihrung:

Probe in FACS-Puffer aufnehmen
mit entsprechender Zellzahl auf FACS-Tubes verteilen
Zentrifugieren (5 min bei 1500 rpm), Dekantieren und Pellet ,Aufratschen®
FACS - AK hinzugeben, hierbei Verdiinnungen und Volumen beachten, steril
15 min inkubieren
o Normal wird bei 4°C inkubiert
o Vereinzelt gibt es AK die RT bendtigen, dies bitte beachten
1 ml FACS-Puffer pro Tube
5 min bei 1500 rpm zentrifugieren

Dekantieren und Tube ausklopfen, Tube dabei nicht zurlickdrehen !!!

Pellet ,Aufratschen®

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

Probe Vortexen

Die Zellen sind nun max. 1 Woche stabil

9.6 FLAER-Farbung
(Standardprotokoll AG Meyer, Mérz 2011)
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Vorbereitung: Tubes, kaltes PBS und PBS/EDTA, FACS-Antikérper, Flaer Fix (2%
Formaldehydlésung: 47,28 ml PBS + 2,72 ml 37%iges Formaldehyd)

Zentrifuge auf 4°C einstellen

Zellen Auftauen, Zentrifugieren, Dekantieren, ,Aufratschen®, Waschen in kaltem PBS
Zellen zahlen

Zentrifugieren, dekantieren, erneut in kaltem PBS aufnehmen

auf FACS-Tubes verteilen, etwa 0,2 - 0,5 x10° Zellen/Tube

Zentrifugieren, Dekantieren, auf Zellstoff abtropfen lassen

Antikdrper nach Panel pipettieren

Inkubation je nach Antikorper

0,5 ml kaltes PBS dazugeben

Zentrifugieren 10 min 1100 rpm bei 4°C

Dekantieren und in 125 pl kaltem PBS Resuspendieren

FLAER hinzufugen (6,25 yl FLAER-Reagenz — Alexa Fluor 488, FITC)



e Gut Vortexen

e Inkubation 20 min im Kuhlschrank

e Zentrifugieren 10 min 1100 rpm bei 4°C

¢ Resuspendieren in kaltem PBS und erneut zentrifugieren

e Fixieren mit Flaer Fix in dem man 2% Paraformaldehyd hinzufligt
e FACS (sofort am gleichen Tag)

9.7 FOXP3 FACS-Farbung
(Standardprotokoll AG Meyer, Mérz 2011)
Vorbereitung:
e ca.0,5—1x10°Zellen pro Tube
o Waschpuffer: Permeabilization Buffer (10-fach) eBioscience
= 1:10 verdiinnen mit Aqua dest.
= bendtigte Menge berechnen und ansetzen
=> ca. eine Woche haltbar bei 4°C
e Perm/Fix: Fixation Permeabilization Concentrate eBioscience
=> 1:4 verdinnen mit Fixation/Permeabilization Diluent
= bendtigte Menge berechnen und ansetzen
=> direkt verbrauchen, nicht haltbar
e Serum: Normal Rat Serum eBioscience
e cave: Die FACS-AK sind steril zu behandeln
Durchfihrung:
e Vorgehen analog einer normalen FACS-Farbung, aber zu mit FOXP3 zu farbende
Proben (FOXP3-Proben) nicht fixieren
e das Pellet in 1 ml Perm/Fix resuspendieren
e 30 min bei RT inkubieren
e 2x mit Waschpuffer waschen:
=> Aufflllen mit 1 ml Waschpuffer
=>» Zentrifugieren 5 min bei 1500 rpm
=>» Dekantieren und ,Aufratschen”
e in das Pellet 2ul Serum geben und resuspendieren
e 15 min bei RT inkubieren
e ohne waschen 5ul Foxp3-AK dazu geben
e 30 min bei RT inkubieren
e 2x mit Waschpuffer waschen
= Aufflllen mit 1 ml Waschpuffer
=>» Zentrifugieren 5 min bei 1500 rpm
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=>» Dekantieren und ,Aufratschen”
e 500-1000 pl FACS-Fix pro Tube
e Zellen schnellstmdglich messen (FACS binnen max. 12 h)

o Probe gut Vortexen

9.8 CFSE-Farbung
(Standardprotokoll AG Meyer, Mérz 2013)
cave:
e CFSE = FITC, aber viel hdhere Fluoreszenz
e Kein PE im Panel benutzen da keine Kompensation moglich
o CFSE stark zelltoxisch (interkaliert in die DNA), Inkubationszeiten einhalten
Vorbereitung:
e Medien: FACS-Puffer (PBS+1% BSA+ 2 mM EDTA) - auf 37°C erhitzen
e AIMV +10% HS
¢ Auflésen/ Herstellung CFSE-L6sung:
o > 1 Rdhrchen mit 18 pl DMSO I6sen
o =2 c¢=5mM, spater 0,5 mM Endkonzentration
o = gut Auflésen
Durchfihrung:
e Zellen Auftauen und Zahlen
e Zellen in warmem FACS-Puffer (PBS/ 0,1% BSA) I6sen
o > Auflésen in 0,5 ml FACS-Puffer / Mio. Zellen, max. Volumen 20 ml
e 0,5yl CFSE-L6sung / ml FACS-Puffer dazugeben, gut Vortexen
e 10 min bei 37°C inkubieren (cave: Zeit einhalten wg. Zelltoxizitat)
e Abstoppen mit doppelter Menge AIMV+10%HS (gemessen am FACS-Puffer)
e 5 min bei RT inkubieren
e Zentrifugieren 5 min bei 1500 rpm und Dekantieren

e Wasch-Schritt 2x wiederholen (Proteine im Medium binden freies CFSE)

o frische Zellen sind am besten geeignet

o aufgetaute Zellen: 2-6 h in Kulturmedium bei 37°C ruhen lassen

9.9 FACS-SORT
Vorbereitung: MACS-Puffer, AIM-V 10% HS, MACS-Zellfilter (70 um vorab in Kihlschrank -
20°C legen), 15 ml Falcon Tubes, Eis, Kiihlbox zum Probentransport

e Zellen auftauen in PBS/EDTA, zweimal in MACS-Puffer Auflésen, Zentrifugieren (1500

rem, 5 min, RT), Dekantieren
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e Zellen zahlen und auf 15 ml Falcon Tubes verteilen
e je ein Tube fur jede Fluorchromfarbe, sowie ein ungefarbtes Kompensationstube mit
ca. 0,1-0,2 x 108 Zellen pro Tube verwenden
e ca. 5 yl Ak pro Tube verwenden
e 1. Tube: ungeférbt, ca. 0,1-0,2 x 10° Zellen
e 4-5 Tubes (abhangig von der Anzahl der Fluorochrome) zur Kompensation:
o 2. Tube: Einzelfarbung, ca. 0,1-0,2 x 10° Zellen
o 3. Tube: Einzelfarbung, ca. 0,1-0,2 x 10° Zellen
o 4. Tube: Einzelfarbung, ca. 0,1-0,2 x 10° Zellen
o 5. Tube: Einzelfarbung, ca. 0,1-0,2 x 10° Zellen
e SORT-Tube: 6. Tube: restliche Zellen. (ca. 50-70 x 10° Zellen)
o Probe mit CD52 FITC (70ul), CD4 PE (70ul), CD3 V450 (70ul) und CD8 APC
(50ul) farben
o 15 Min. bei 4°C inkubieren
e 1 ml in MACS-Puffer (Tubes zur Kompensation 1 ml; SORT-Tube 4 ml) Auflésen,
Zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, RT), Dekantieren
e Tubes zur Kompensation in 0,5 ml und SORT-Tube in 3 ml MACS-Puffer aufnehmen
e Uber einen gekuhlten MACS-Zellfilter (70 um) mdgliche Zellklumpen aussortieren
e Tubes auf Eis geben
e SORT (Uber das Tumorvakzinationszentrum)
e nach SORT: Kontroll-FACS zur Kontrolle der Reinheit der sortierten Zellen

9.10 Proliferationsassay, CFSE-basierter Suppressionstest
(Standardprotokoll AG Meyer, Juni 2013)
Bezeichnung:
e Treg = gesortete (Patienten)-Treg: CD4*CD25°CD127": 52/
e Tresp = T-Responder-Zellen, CD3P°*CD4"°* TZ, gesunder Spender
o Teff = T-Effektor-Zellen, CD3P**CD4"*% TZ, gesunder Spender
e KM = Kulturmedium = AIM-V + 10% HS
Tag 0:
e Gewinnung der SORT-PBMC: PBMC-Isolation via Ficoll-Dichtezentrifugation
o cave: moglichst frisches Blut, keine eingefrorene Probe
e ggf. Aufreinigung nach CD3/CD4 via MACS-Isolation (Ziel: SORT-Dauer reduzieren)
e Zellen Uber Nacht aufgeldst in AIM-V + 10% HS im Brutschrank inkubieren

e spatestens hier SORT-Protokoll (per Fax) abschicken

Tag 1:
e morgens: Zellen fir SORT vorbereiten und sorten (siche SORT-Protokoll)
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o 15 ml Tubes fiir die CD52*/-Fraktionen mit 8 ml AIM-V + 10% HS auffiillen
e Gewinnung der Tresp
o daflr gesunder Spender = BC aus Blutbank; frisch oder eingefrorene Probe
o Zellen auftauen und Inkubation im Brutschrank in AIM-V + 10% HS
o optional MACS-Isolation von CD8*-T-Zellen
e SORT (via Tumorvakzinationszentrum)
o Tube 1: CD52"-Treg
o Tube 2: CD52-Treg
= (Zellzahl von SORT ubernehmen, zahlen schwierig, da wenig Zellen...)
= am besten: 0,5 x10° Zellen von jeder Fraktion
o Tubes mit KM aufflllen und 15 min bei 1200 rpm zentrifugieren
o Zellenin 10 ml KM in 50 ml Falcon resuspendieren und Inkubation bei 37°C im
Brutschrank
e CFSE Farbung der Tresp (siehe Protokoll)
¢ Proliferationsassay

¢ Inkubation bei 37°C im Brutschrank, 96-Well mit Alufolie verpacken

Proliferationsassay

e (fiir jede CD52*/-Treg-Fraktion einzelner Ansatz wiederholen)
e 96-Well-Platte mit rundem Boden oder besser mit Spitzboden
e hier exemplarisch fiir 500.000 CD52*/-Treg nach SORT
o Treg aufteilen in 5 Teile
o nach SORT 0,5 x10° Treg — 1 Teil = 0,1 x10°
o dannist 1 Teil Tresp = 0,1 x10® CFSE-gefarbte Tresp; Auflésen und Verteilen
e KM mit Stimulation via IL-2 und OKT3 (Endkonzentration auf 200 yl Endvolumen!)
o IL-2: 100 U/ml und OKT3: 30 ng/ml
o Platte belegen und titrieren
e Platte in verschlieBbare Plastikhille oder Alufolie, um Verdunstung zu reduzieren;
wichtig v.a. fur die dulReren Reihen der 96-Well-Platte

e Inkubation im Brutschrank bei 37°C

Belegung der 96-Well-Platte:

¢ generell alles Auflésen in KM

e Gesamtvolumen pro Well = 200 pl, davon 4 Teile
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o 50 ulKM

o 50 ul Treg

o 50 ul Tresp

o 50 pl KM mit Stimulation
e 50 ulin A1, A2, E-H, (nicht B, C und D!)
o alle Treg aufgeldst in 250 pl

o 50ulinB
o 2x50pulinC
o 2x50plinD

o Treg-Verdinnungsreihe: Verdinnen bis 16:1 oder noch
weiter
o 50 ulaus D in E, Resuspendieren
o 50 ulaus E in F, Resuspendieren
o usw.
o 50 ul Restdannin B
e CFSE-gefarbte Tresp, je 50.000, aufgeldst in 50 pl in A1,
A2, C-H (nicht B!)
e KM, 50 plin A1, E-H, (nicht B, C und D!), 100 pl in A2
e KM mit Stimulation, 50 ul in A1, B-H, (nicht A2!)

Treg-Verdiinnungsreihe/Titration:

Ziel: 200 pl Volumen / Well
Vorab 50 pl KM

50 ul 50 ul 50 ul
entnehmen entnehmen entnehmen

YA YA

usw. Verdinnungsreihe
fortfhren

100.000
Tregsin

100 pl
50.000 25.000
Tregs in Tregsin
100 ul, 100 pl,
25.000 12.500
in 50 pl in 30 pl

Tresp/Treg Tresp/Treg Tresp/Treg
1:1 2:1 4:1

im Anschluss:

Tresp (50.000) in 50 pl / Well
50 pl KM mit Stimulation

Tag 5:
e Messung der CFSE-Konzentration der Tresp

Tresp/Treg

Tresp/Treg

Stimuliert

Unstimuliert

OOOOOO®
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9.11 MACS-Isolation mittels Saulen
(Standardprotokoll AG Meyer, April 2011)
e Saule + Beads von Miltenyi
e Max. pro MS-Séule: 10 x10° gelabelte Zellen oder 100 x10° Zellen insgesamt
Durchfihrung:
e Zellen auftauen und in Medium waschen
¢ Nun auf Eis arbeiten
e Zellpellet in 10ml kaltem MACS-Puffer (4°C) aufnehmen und Zellen zahlen
e Zentrifugieren (1500 rpm 5 min), Dekantieren und ,Aufratschen®
e berechnet auf gesamte Zellzahl:
= Je 10 x10° Zellen in 80 ul MACS-Puffer aufnehmen
= Je 10 x10° Zellen 20 pl MikroBeads dazugeben
e Probe Vortexen
e Bei 4°C fUr 15 min inkubieren
e Zellen mit 2 ml MACS-Puffer waschen
e 5 min bei 1500 rpm, in dieser Zeit
=>» Saulen vorbereiten (Magneten + Filter + Saule) und aufbauen
= Negativ- Fraktions-Tubes unter die Saule stellen
e Probe Dekantieren und ,aufratschen®
e 500 yl MACS-Puffer in den Filter auf der Saule geben
e Zellpellet in 500 yl MACS-Puffer resuspendieren
e moglichst blasenfrei Probe in den Filter auf der Saule geben
¢ Durchlaufen lassen, in das ,Negativ-Fraktion“-Tube
e Mit 500 yl MACS-Puffer das Tube spilen und in den Filter auf der Saule geben
e Mit 500 yl MACS-Puffer den Filter auf der Saule spulen, Filter verwerfen
e Mit 500 yl MACS-Puffer nur die Saule spllen
e Saule aus dem Magneten entfernen und auf das ,Positiv-Fraktion“-Tube setzen
e Jetzt schnell mit 1000 ul MACS-Puffer und dem Stempel die Zellen eluieren
o Stempel wieder steril herausziehen und mit 1000 yl MACS-Puffer wiederholen
e Saule verwerfen und die ,Positiv-Fraktion“ zdhlen

e Zellen bei 1500 rpm 5 min abzentrifugieren und im gewtinschten Medium aufnehmen
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