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1. Einleitung/ Ziel der Dissertation

Die Transplantation hdmatopoetischer Stammzellen wird heutzutage vielfaltig zur The-
rapie maligner und benigner Erkrankungen eingesetzt. Das Verfahren ist haufig die
einzige kurative Therapieoption fur die Patienten, kann jedoch schwerwiegende, zum
Teil lebensbedrohliche, Nebenwirkungen nach sich ziehen (1). Eine der wichtigsten
Komplikationen nach allogener Stammzelltransplantation ist die Ausbildung einer
Graft-versus-Host-Disease (GvHD). Daher wurden im Laufe der Jahre verschiedenste
Strategien erforscht, um dieser Komplikation vorzubeugen (2). Eine entsprechende
Strategie stellt die T-Zell Depletion mittels Alemtuzumab, einem monoklonalen Anti-
korper gegen das GPIl-verankerte Oberflichenmolekil CD52, dar. Hierbei zeigte sich
allerdings im Anschluss an die Stammezelltransplantation eine verzdgerte Immunrekon-
stitution, welche wiederum eine erhohte Infektanfalligkeit und ein moglicherweise ho-
heres Rezidiv-Risiko nach sich zieht (3). Um die Immunrekonstitution nach der Trans-
plantation zu beschleunigen gibt es die Moglichkeit zusatzlich Spender-Lymphozyten
zu infundieren, was jedoch nur maglich ist, wenn keine GvHD vorliegt (4). In einer an
der Universitatsklinik Mainz durchgefiihrten Transplantationsstudie wurden Patienten,
welche in der Konditionierungsphase Alemtuzumab zur T-Zell-Depletion sowie Spen-
der-Lymphozyten-Infusionen (DLI) nach Transplantation erhalten hatten, systematisch
untersucht. Hierbei fiel auf, dass rund 50% der Patienten aufgrund einer (gréf3tenteils

niedriggradig ausgepragten) GvHD keine DLI erhalten konnten (5).

Bereits in friheren Forschungsarbeiten konnte im Anschluss an die Behandlung mit
Alemtuzumab die Rekonstitution CD52- negativer T-Zellen nachgewiesen werden (6).
Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde die CD52-Expression im Rahmen der Mainzer
Transplantationsstudie bereits auf verschiedenen Zelltypen untersucht. Unter Ande-
rem konnte ein CD52-Verlust auf regulatorischen T-Zellen (Treg) aufgezeigt werden.
Dies istim Transplantationskontext besonders interessant, da es sich bei den Treg um
eine Zellpopulation handelt, welche aufgrund ihrer immunsuppressiven Eigenschaften
der Entstehung einer GvHD entgegenwirken kann (7). So konnte in Vorarbeiten dieser
Arbeit gezeigt werden, dass der Nachweis CD52-negativer Treg mit dem Auftreten von
akuter GvHD Kkorreliert. Zudem ergaben sich erste Hinweise darauf, dass diese Treg

in ihrer Funktionalitat gestort sein konnten (8).



Ziel dieser Arbeit soll es daher sein die Bedeutung des Auftretens CD52-negativer
Treg tiefergehend zu untersuchen. Hierfur haben wir Untersuchungen an bereits as-
servierten Blutproben der Patienten aus oben erwéhnter Studie durchgefuhrt und diese
mit dem klinischen Verlauf der Patienten (insbesondere hinsichtlich des Auftretens ei-
ner akuten oder chronischen GvHD) korreliert. Zudem wurden CD52-negative Treg auf
ihre Funktionalitat hin untersucht und die Expression von CD52 im Zusammenhang
mit der Expression weiterer, fur die Aktivierung und Funktion von Treg wichtiger Marker

analysiert.

Daten aus der vorliegenden Arbeit wurden teilweise bereits im Mai 2020 im British
Journal of Hematology publiziert: Woelfinger et al. CD52-negative T cells predict acute

graft-versus-host disease after an alemtuzumab-based conditioning regimen (9).

2. Literaturdiskussion

2.1. Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Die Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen (HSZT) stellt bei einer Viel-
zahl von Erkrankungen eine wichtige Therapieoption dar, haufig sogar die einzige mit
einem kurativen Ansatz. Man unterscheidet eine Transplantation von autologen
Stammzellen von der Transplantation allogener Stammzellen. Bei der autologen
Transplantation werden dem Patienten nach einer Vorbehandlung mittels Chemothe-
rapie oder Bestrahlung (sogenannte Konditionierung) zuvor gesammelte eigene (au-
tologe) Stammzellen verabreicht. Allogen hingegen bedeutet, dass die Stammzellen
von einem gesunden Spender stammen, welcher nicht genetisch identisch mit dem

Empfanger ist (10).

Die erste Studie zur allogenen Stammzelltransplantation im Menschen wurde bereits
1957 durch E.D. Thomas veréffentlicht (11). Seitdem haben sich sowohl die Konditio-
nierungstherapien als auch der Vorgang der Transplantation und die Nachbehandlung
bedeutend verandert. Zunachst erfolgte die Gewinnung der Stammzellen durch Aspi-
ration von Knochenmark aus dem Beckenkamm, welche unter Vollnarkose bzw. Spi-
nalanasthesie durchgefuhrt wird. Diese Prozedur ist einerseits mit einer langeren Re-
konvaleszenzphase verbunden, als auch durch die Risiken der Narkose limitiert (12).
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Heute werden die Stammzellen Uberwiegend aus dem peripheren Blut gesammelt,
nachdem sie vorher durch mehrmalige Gabe von G-CSF aus dem Knochenmark mo-
bilisiert wurden. G-CSF ist ein Wachstumsfaktor fur neutrophile Granulozyten, welche
Proteasen freisetzen, die wiederum die ,Verankerung® der Stammzellen im Knochen-
mark [6sen und somit zu deren Ausschwemmung in das periphere Blut fuhren (1).
Dieses Verfahren ist angenehmer und sicherer fur den Spender und kann theoretisch
in jedem Alter durchgefiihrt werden, wobei die einzige Limitation die Venenverhéltnisse
des Spenders darstellen. Ein weiterer Vorteil der Gabe peripherer Blutstammzellen
besteht in einer schnelleren Rekonstitution von neutrophilen Granulozyten und Throm-
bozyten beim Empfanger nach der Transplantation (12). Wenn nicht schnell genug ein
passender Spender gefunden wird, gibt es auRerdem noch die Moglichkeit Stammzel-
len aus Nabelschnurblut zu transplantieren. Hierunter wird allerdings eine langsamere
hamatologische und immunologische Rekonstitution beim Empfanger beobachtet,
wodurch das Risiko insbesondere fur Infektionen steigt. Zudem gibt es keine Moglich-
keit zu einem spateren Zeitpunkt nach der Transplantation zusatzlich Spenderlympho-
zyten zu infundieren (siehe 2.4.2).

Die ersten Transplantationen wurden ohne eine gezielte Selektion der Spender durch-
gefuhrt, was eine hohe Rate an TransplantatabstoRungen, sowie Graft-versus-Host-
Reaktionen (GvHD, siehe 2.2) zur Folge hatte (13). Die Entdeckung von Methoden zur
HLA-Typisierung Mitte der 1960er Jahre brachte deshalb einen wichtigen Fortschritt,
da nun Spender und Empfanger auf inre HLA-Merkmale untersucht und die Transplan-
tationen moglichst HLA-kompatibel durchgefuhrt werden konnten, was die Vertraglich-
keit deutlich verbesserte (14). Einer breiten Masse zuganglich wurde die Stammzell-
transplantation schlie3lich durch die Nutzung von HLA-kompatiblen nicht-verwandten
Spendern (= matched unrelated donor, MUD; zuvor kamen als Spender nur HLA-i-
dente Geschwister in Frage) und einer somit deutlich erhéhten Chance einen passen-
den Spender zu finden (15).

Im Jahr 2013 wurden in Europa 16211 allogene Transplantationen durchgefuhrt, die
zum groften Teil (12004) aus peripheren Blutstammzellen bestanden und von nicht-
verwandten Spendern (8587) kamen (16). Die haufigsten Indikationen fur eine allo-
gene Transplantation waren mit rund 50% akute Leukamien, wobei neben hamatolo-
gischen und lymphatischen malignen Erkrankungen auch andere hamatologische Er-
krankungen (z.B. Thalassaemia major), sowie Autoimmunerkrankungen und angebo-

rene metabolische Storungen mit Hilfe der Transplantation therapiert werden (16, 17).



Trotz aller Fortschritte bleibt die allogene Stammzelltransplantation jedoch eine Be-
handlung, die mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat verbunden ist, wobei die beiden
Hauptkomplikationen GvHD und ein Rezidiv der Grunderkrankung darstellen. Es wird
deshalb intensiv daran geforscht, wie man das Verfahren vertraglicher, sicherer und

effektiver machen kann.

2.2 Graft-versus-Host Disease

Die GVvHD ist eine Reaktion des Ubertragenen Spenderimmunsystems gegen den
Empféanger. Zunachst wurde diese Erkrankung bei Mausen beobachtet, welche nach
einer Bestrahlung mit einer todlichen Dosis Knochenmark als Rescuetherapie trans-
plantiert bekamen. Diese Mause erholten sich zwar von der Bestrahlung, entwickelten
aber ein sekundares Syndrom, welches unter anderem durch Gewichtsverlust, Diar-
rhoe, Hautveranderungen und Leberschaden gekennzeichnet war (18). Inzwischen
konnte gezeigt werden, dass fur dieses Syndrom mit dem Transplantat Ubertragene
Spender T-Zellen verantwortlich sind, die gegen fremde Antigene des Empfangers re-
agieren (19).

Beim Menschen sieht man die GvHD in einer akuten (aGvHD) oder chronischen
(cGvHD) Form, wobei sich die chronische Form aus der akuten entwickeln oder de
novo entstehen kann (18). Urspringlich wurden diese Erkrankungen allein anhand ih-
res zeitlichen Auftretens nach der Transplantation voneinander getrennt; so war die
akute GvHD definiert als Erkrankung, die in den ersten 100 Tagen nach Transplanta-
tion auftritt (und die chronische analog spater als 100 Tage nach Transplantation) (20).
Diese Definition wurde inzwischen tUberworfen, da man erkannt hat, dass die beiden
Formen jeweils eigene Krankheitsbilder mit unterschiedlicher Pathophysiologie dar-
stellen. Aul3erdem wurde beobachtet, dass eine akute GvHD (insbesondere im Kon-
text der dosisreduzierten Konditionierungsregime siehe 2.3) auch spater als an Tag
100 neu auftreten kann (20). Bei der akuten GvHD werden vor allem Haut, Gastroin-
testinaltrakt und Leber befallen, was sich unter anderem in einem pruritischem, ma-
kulopapulésem Ausschlag; Ubelkeit; Erbrechen und volumindsen, oft blutigen Diar-
rhoen aulRert. Zusatzlich konnen weitere Manifestationen wie z.B. Thrombozytopenie
auftreten (21). Die akute GvHD wird anhand der klinischen Befunde in vier Schwere-

grade eingeteilt, wie in der nachfolgenden Tabelle dargestellt:



Stadium Haut Leber (Bilirubin) Darm (Durchfalle/Tag)
1 Makulopapuldses Exan- 2-3 mg/d| 500-1000 ml oder per-
them <25% KOF sistierende Ubelkeit
2 Makulopapuloses Exan- 3,1-6 mg/dl 100-1500 ml
them 25-50% KOF
3 Makulopapuldses Exan- 6,1-15 mg/dl >1500 ml
them >50% KOF
4 generalisierte Erythro- >15 mg/di starke Schmerzen mit o-
dermie der ohne lleus
Schweregrad
I Stadium 1-2 Stadium 0 Stadium 0
Il Stadium 1-3 Stadium 1 Stadium 1
Il Stadium 2-3 Stadium 2-3 Stadium 2-3
[\ Stadium 2-4 Stadium 2-4 Stadium 2-4

Tabelle 1: Schweregrade der akuten GvHD (Modifiziert nach (22)) KOF= Kdrperoberflache

Das langfristige Uberleben ist bei Patienten mit einer akuten GvHD Grad II-IV mit we-
niger als 50% deutlich gemindert, wobei Leberversagen, Blutungen und Infektionen

die haufigsten Todesursachen sind (23).

Die chronische GvHD ist hingegen gekennzeichnet durch eine Immundefizienz und
Symptome, wie sie bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen vorkommen (z.B.
orale Ulzerationen, Keratokonjunktivitis sicca, Polyserositis oder Sklerodermie) (24).
Mit einer Mortalitatsrate von 30-50% (bedingt vor Allem durch die Immundysregulation
und damit einhergehendes Auftreten von Infektionen), ist die chronische GvHD eben-
falls eine sehr ernstzunehmende Komplikation nach einer Transplantation (2). Diese
Komplikation lasst sich am effektivsten vermeiden, indem man das Entstehen einer
akuten GvHD verhindert, da sich die meisten Falle von chronischer GvHD aus einer

vorangegangenen akuten GvHD entwickeln (24).

Der grof3te Risikofaktor fur alle Formen der GvHD sind HLA-inkompatible Transplan-
tationen, da die T-Zellen des Spenders am starksten gegen fremde HLA-Molekile des
Empfangers reagieren. Allerdings schitzt auch eine HLA-idente Geschwisterspende
nicht vor der Entwicklung einer GvHD, da es zusatzlich Minorhistokompatibilitatsanti-
gene gibt, die sich trotz HLA-Match zwischen Spender und Empfanger unterscheiden
und ebenfalls durch die T-Zellen erkannt werden (25). Pathophysiologisch ist aul3er-
dem bereits das Konditionierungsregime vor der Transplantation von Bedeutung:
Durch sehr hohe Dosen Bestrahlung und/ oder Chemotherapie werden beim Empfan-
ger Gewebsschaden verursacht, die zur Freisetzung von proinflammatorischen Zyto-

kinen und zu einer konsekutiven Aktivierung und Reifung von antigenprasentierenden
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Zellen (APC) fuhren, welche wiederum nach der Transplantation in der Lage sind die
Spender T-Zellen zu aktivieren (20).

In der klinischen Praxis wird zur Prophylaxe der GvHD eine pharmakologische Immun-
suppression eingesetzt, welche meistens aus der Gabe eines Calcineurin-Inhibitors
mit oder ohne Methotrexat besteht. Nichtsdestotrotz gehdort sie heute immer noch zu
den Hauptgrinden fir Transplantations-assoziierte Mortalitat (TRM) (26).

2.3 Dosisreduzierte Konditionierungsregime

Urspringlich wurde die Konditionierung vor der Transplantation als eigentliche Thera-
pie gegen die maligne Grunderkrankung angesehen. So verabreichte man ausschliel3-
lich hohe (myeloablative) Dosen Radio- und/ oder Chemotherapie, um die Erkrankung
zu bek&mpfen und die anschlielende Stammzelltransplantation wurde als Rescuethe-
rapie gegeben, um die zerstorte Myelopoese des Patienten zu ersetzen. Diese Regime
sind mit einer hohen Toxizitat und TRM verbunden, so dass nur junge, fitte Patienten
bis ca. 50 Jahre so behandelt werden kdnnen (10). Auf3erdem wird durch die Toxizitat
die Entstehung einer GvHD begunstigt (wie oben erlautert).

Ein Paradigmenwechsel hat hier durch die Entdeckung des Graft-versus-Leukemia-
Effekts (GvL) stattgefunden: Analog zur GvHD werden mit dem Transplantat alloreak-
tive zytotoxische T-Zellen Ubertragen, die Tumorantigene im Empfanger erkennen und
die residuellen Tumorzellen beseitigen konnen (27). Mit diesem Wissen ist es moglich
die Intensitat der Konditionierung auf ein Mald zu reduzieren, welches eine ausrei-
chende Immunsuppression bewirkt, damit das Transplantat nicht abgestof3en wird und
es zu einem guten Engraftment kommt. Fur die Tumoreradikation ist in diesem Fall
nicht allein die Konditionierungstherapie verantwortlich, sondern es wird verstarkt auf
den GvL-Effekt gesetzt. Die dosisreduzierte Konditionierung (englisch: Reduced-inten-
sity conditioning regimen, RIC) wird durch die Patienten deutlich besser vertragen (es
treten zum Beispiel weniger Organschaden und Infektionen auf) (28), so dass auch
Patienten in reduziertem Allgemeinzustand und héheren Alters transplantiert werden
kénnen. Tatsachlich ist in den letzten Jahren der Anteil der Gber 60-Jéhrigen an allen

allogenen transplantierten Patienten auf 17% angestiegen (26).



2.4 T-Zell Depletion

Auch bei der Anwendung dosisreduzierter Konditionierungsregime finden sich jedoch
immer noch hohe Morbiditats- und Mortalitatsraten fur GvHD. Auf der Suche nach
neuen Mdoglichkeiten die Auftretenswahrscheinlichkeit der GvHD zu senken, kam man
auf die Idee, T-Zellen aus dem Transplantat zu entfernen. Bereits 1974 konnte in Mau-
sexperimenten gezeigt werden, dass eine T-Zell Depletion (TCD) tatsachlich eine
drastische Senkung der GvHD-Rate bewirkte (29). Heutzutage werden sowohl ex vivo
als auch in vivo Methoden eingesetzt, um die T-Zellen aus dem Graft zu entfernen. Ex
vivo kdnnen entweder T-Zellen negativ oder CD34* Stammzellen positiv selektioniert
werden. Fir die in vivo-Depletion werden dem Empfanger gegen T-Zellen gerichtete
Antikorper wie zum Beispiel das polyklonale Anti-Thymozyten Globulin (ATG) verab-
reicht (30). Auch im Menschen konnte so eine Minderung der Auftretenswahrschein-
lichkeit fir GvHD erreicht werden, zudem zeigte sich ein schnelleres Engraftment nach
der Transplantation (31). Die GvHD-Reduktion durch Anwendung von TCD spiegelt
sich allerdings nicht in einer erhohten Uberlebenswahrscheinlichkeit nach der Trans-
plantation wider. Dafir gibt es mehrere Grinde: Einerseits kommt es zu einer langsa-
meren Immunrekonstitution und damit zu einer héheren Rate an Infektionen und EBV-
assoziierten lymphoproliferativen Erkrankungen; andererseits nimmt mit der GvHD
auch gleichzeitig der gewilinschte GvL-Effekt ab, was wiederum zu einer erhéhten In-

zidenz von rezidivierten Grunderkrankungen fiihrt (32-34).

2.4.1 Alemtuzumab

Alemtuzumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikorper (IgG1-Subtyp) aus der
Campath-1 Familie, der gegen das Oberflachenmolekil CD52 gerichtet ist und eben-
falls zur T-Zell Depletion eingesetzt wird (35). CD52 ist ein Oberflachenpeptid, welches
mittels eines Glycosylphosphatidylinositol-Ankers (GPI-Anker) in der Zellmembran
verankert ist. Die Funktion dieses Oberflachenpeptids ist bisher weitestgehend unklar,
allerdings wird es sehr stark auf B- und T-Lymphozyten exprimiert und zu einem ge-
ringeren Anteil auch auf Monozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen (36, 37).
Unter den Lymphozyten findet man es sowohl auf gesunden als auch malignen Zellen,
wobei die Expression auf T-Zellen starker ausgepragt ist als auf B-Zellen (38). Als
gunstig fur den Einsatz von Alemtuzumab zur T-Zell Depletion erweist sich aul3erdem,
dass CD52 nicht auf CD34" hamatopoetischen Vorlauferzellen exprimiert wird und

diese somit durch die Alemtuzumab-Gabe nicht zerstort werden (39). Der Antikorper
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bewirkt bei seinen Zielzellen eine Lyse, die auf zwei verschiedene Arten stattfinden
kann: komplementvermittelt oder zellular (mithilfe von Antikérpern) (40, 41). Alemtuzu-
mab wurde zwar urspringlich fir die T-Zell Depletion entwickelt (42), wird inzwischen
aber auch in der Behandlung maligner Erkrankungen wie der CLL oder immunologi-
scher Erkrankungen wie Multipler Sklerose eingesetzt (31, 39). Im Transplantations-
kontext zeigte sich eine hohe Effektivitat in Bezug auf die T-Zell Depletion und einer
damit verbundenen signifikant verringerten Inzidenz von akuter und chronischer
GvHD. Allerdings war auch der Einsatz von Alemtuzumab mit einer langsameren Re-
konstitution von CD4* T-Zellen und einer damit einhergehenden hdheren Infektions-
rate (insbesondere CMV-assoziierte Erkrankungen) verbunden. Ein Vorteil der Nut-
zung von Alemtuzumab gegentuber anderen Methoden der T-Zell Depletion kénnte je-
doch darin bestehen, dass die gleichzeitig stattfindende Depletion von B-Lymphozyten
zu einer geringeren Rate an EBV-Reaktivierungen fihren kann. (43)

Ein verringerter Anti-Tumoreffekt mit einer erhohten Rezidiv-Wahrscheinlichkeit

konnte unter Alemtuzumab ebenfalls nachgewiesen werden (34, 42).

2.4.2 Adoptive Immuntherapie

Um die Immunrekonstitution nach der Transplantation zu verbessern und einen zu-
satzlichen GvL-Effekt zu erzeugen, kann man dem Patienten Spenderlymphozyten in-
fundieren (englisch: Donor Lymphocyte Infusions, DLI). Diese Art der Therapie wurde
erstmals erfolgreich bei rezidivierten CML-Patienten 1988 angewandt (10). In der Zwi-
schenzeit wurden viele Studien durchgefihrt, um die Effektivitat und Sicherheit von
DLI zu testen. Es zeigte sich durchgehend ein signifikanter GvL-Effekt, wobei dieser
unter anderem von der Grunderkrankung abhangig ist (myeloische Erkrankungen zei-
gen ein besseres Ansprechen auf DLI als lymphatische Erkrankungen). Der GvL-Effekt
kann mit der Entwicklung einer GvHD einhergehen. Das Risiko dafur scheint zumin-
dest teilweise mit dem Zeitpunkt der DLI-Gabe zusammenzuhangen: Erhielten Patien-
ten an Tag 30 nach der Transplantation DLI, so war die GvHD-Rate hther als bei den
Patienten, denen die DLI an Tag 45 nach Transplantation gegeben wurde. Spéter nach
der Transplantation scheint der Zeitpunkt allerdings keinen Einfluss mehr auf die Ent-
wicklung einer GvHD zu haben (44, 45). Gegenstand aktueller Forschung ist die best-
mogliche Zusammensetzung der DLI. In mehreren Studien konnte zum Beispiel ge-
zeigt werden, dass Patienten, die CD8 depletierte DLI erhalten, weniger haufig an
GvHD erkranken, wobei der GvL-Effekt erhalten bleibt (46-48).
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2.4.3 Mainzer Transplantationsstudie

An der Universitadtsmedizin Mainz wurde eine klinische Phase I-1l Studie zur allogenen
Transplantation durchgefuhrt. Diese Studie beinhaltete eine in vivo TCD durch Alem-
tuzumab, eine dosisreduzierte Konditionierung, sowie die Gabe CD8 depletierter DLI
nach der Transplantation fur eine schnellere Immunrekonstitution (fir das genaue Stu-
dienprotokoll: siehe Methodenteil) (49). Die DLI-Gabe erfolgte prophylaktisch, unab-
hangig von Chimarismus (Anteil der Spenderzellen an den hamatopoetischen und lym-
phatischen Zellen des Transplantationsempfangers) und Remissionsstatus nach dem
raschen Absetzten der Immunsuppression. Patienten erhielten jedoch keine DLI, wenn
sie eine spontane akute GvHD starker als Grad | entwickelten bzw. wurde die DLI-
Gabe nicht fortgesetzt bei Auftreten einer DLI-assoziierten GvHD starker als Grad 1.
Rund 50% der Patienten erhielten keine Spenderlymphozyten aufgrund von GvHD, die
allerdings meistens nicht starker als Grad Il und auf die Haut beschrankt war. Im An-
schluss an die DLI-Gabe wurden deren Toxizitat, sowie die Immunrekonstitution und

der linienspezifische Spenderchimarismus untersucht (5).

Bei Anwendung eines dosisreduzierten (nicht-myeloablativen) Konditionierungsre-
gimes kommt es haufig nach der Transplantation nicht zur Ausbildung eines komplet-
ten Spenderchimarismus. Stattdessen entsteht ein gemischter Chimarismus im Emp-
fanger, das heil3t, dass sowohl persistierende Empfanger- als auch Spenderzellen
nachweisbar sind. Dabei handelt es sich um ein Stadium gegenseitiger Toleranz, was
zwar einerseits mit einer geringeren Rate an GvHD verbunden ist, aber auch die Re-
zidivgefahr erh6hen kann (50). In der Mainzer Transplantationsstudie konnte gezeigt
werden, dass durch die Gabe CD8 depletierter DLI ein gemischter Chimarismus zu-
verlassig in einen kompletten Spenderchimarismus konvertiert wird. Wie erhofft, liel3
sich im Anschluss an die DLI ein deutlicher Anstieg an zirkulierenden CD4"* Zellen in
den Patienten messen. Dies war auch mit einer verbesserten CMV-spezifischen T-
Zellantwort verbunden. Einige Patienten entwickelten zwar eine GvHD nachdem sie
Spenderlymphozyten erhalten hatten, aber das liegt zumindest teilweise in dem spe-
ziellen Studiendesign begriindet: Erstens erfolgte die DLI-Gabe zu einem recht friihen
Zeitpunkt nach der Transplantation und zweitens bekamen die Patienten steigende
Dosen von Spenderlymphozyten infundiert, so lange bis keine Zellen mehr verfligbar

waren oder die Patienten eine GvHD entwickelten.



2.5 CD52- negative Zellen

Wie oben besprochen richtet sich der monoklonale Antikorper Alemtuzumab gegen
das Oberflachenpeptid CD52, welches physiologischerweise auf allen Lymphozyten
konstitutiv exprimiert wird (51). Allerdings finden sich nach Alemtuzumab-Behandlung
CD52- negative Zellen im Patientenblut. Dies wurde unter anderem von Brett et al. in
Patienten beschrieben, welche Alemtuzumab zur Behandlung ihrer Rheumatoiden
Arthritis erhalten hatten. Sie wiesen das Vorhandensein CD52-negativer B-Zellen bis
3 Monate nach der Behandlung und CD52-negativer T-Zellen (sowohl in der CD4- als
auch in der CD8- Population) bis mindestens 20 Monate nach der Behandlung nach
(6). Auch nach Alemtuzumab-basierter Stammzelltransplantation kdnnen beim Emp-
fanger CD52-negative T-Zellen nachgewiesen werden (51). Im Rahmen der Mainzer
Transplantationsstudie wurde sogar die Persistenz CD52-negativer T-Zellen bis zu 3
Jahre nach der Transplantation gezeigt, wobei diese grof3tenteils oder vollstandig vom
Spender stammen (Dies wurde mittels Chiméarismusanalysen untersucht) (5),(51).
Weiterfuhrende Untersuchungen in unserem Labor fuhrten zur Beschreibung weiterer
Zellpopulationen mit CD52-Negativitat nach Alemtuzumab-Behandlung, unter ande-
rem NK-Zellen (52) und regulatorische T-Zellen (Treg): Eva-Maria Wagner (ASH 2012;
Originaltitel: Functionally Altered GPI-Anchor Negative Treg Following Alemtuzumab-
Based T-Cell Depletion Are Associated with Acute GVHD) und Lukas Schafer (DGHO
2012; Originaltitel: Klinische Evidenz fur Funktionell beeintrachtigte Treg nach Alem-

tuzumab-basierter allogener HSZT)

2.6 Regulatorische T-Zellen

Bei den regulatorischen T-Zellen handelt es sich um eine Subpopulation von T-Zellen,
die in der Lage ist, die angeborene und adoptive Immunitat zu kontrollieren, indem sie
Immunreaktionen herunterreguliert. Die Existenz dieser Zellen wurde erstmals postu-
liert, nachdem man bei Mausen, die am 3. Lebenstag thymektomiert wurden, das Auf-
treten von Autoimmunerkrankungen beobachtete (Sie entwickelten organspezifische
Erkrankungen wie Autoimmungastritis, Thyreoiditis, Diabetes und Chronisch-Entziind-
liche Darmerkrankungen) (53). Es wurde vermutet, dass diesen Mausen eine be-
stimmte T-Zell Population fehle, welche normalerweise die Aktivierung autoreaktiver
T-Zellen kontinuierlich unterdriicke. Und tatsachlich fanden Sakaguchi et al. Zellen, die

durch die gleichzeitige Expression von CD4 und CD25 (entspricht der a-Kette des IL-
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2-Rezeptors) gekennzeichnet waren und nach deren Depletion sich gleichsam organ-
spezifische Autoimmunerkrankungen in Mausen entwickelten. Umgekehrt konnte auch
ein protektiver Effekt dieser Zellen bei adoptivem Transfer, welcher die Entstehung der
Autoimmunerkrankungen verhinderte, gezeigt werden (54).

Eine entsprechende CD4*CD25" Population wurde im Menschen 2001 durch Ste-
phens et al. nachgewiesen. Sie zeigten, dass diese Zellen in der Lage sind sowohl die
Proliferation als auch die Zytokinproduktion in CD4*CD25 Responder T-Zellen zu
hemmen. Aul3erdem beobachteten sie eine anergische Reaktion der Zellen bei Stimu-
lation Uber den T-Zellrezeptor (TCR), wohingegen eine Proliferation nach der Zugabe
von IL-2 einsetzte (55). Allerdings scheinen, im Gegensatz zu Mausen, nicht alle hu-
manen CD4*CD25" Zellen auch regulatorische Eigenschaften zu besitzen. So be-
schrieben Baecher-Allan et al. eine Subpopulation, die sich durch eine besonders hohe
CD25-Expression (CD25high) auszeichnet. Sie wiesen nach, dass nur diese Popula-
tion (welche 1-2% der zirkulierenden CD4* Zellen beim Menschen ausmacht) eine ef-

fektive Hemmung der Responder-Zell-Proliferation bewirken (56).

In den folgenden Jahren wurde nach Mdglichkeiten gesucht, die humanen Treg weiter
zu charakterisieren. Dabei fand man unter anderem eine erhdhte Expression der Ober-
flachenrezeptoren CTLA-4 und GITR (57). Allerdings werden diese Marker nicht ex-
klusiv auf Treg exprimiert, sondern, wie CD25, auch auf aktivierten Effektor T-Zellen
(Teff) hochreguliert und sind damit nur bedingt tauglich zur Identifizierung von Treg
(58).

Auf der weiteren Suche nach der molekularen Basis flr die Generation und Wirkungs-
mechanismen von Treg stiel3 man schlie3lich auf den Transkriptionsfaktor Forkhead-
Box-Protein P3 (FoxP3). Mutationen in dem daflr kodierenden Gen stellten sich als
ursachlich heraus fur die lymphoproliferative Erkrankung, die man in den sogenannten
Scurfy-Mausen beobachtet. Auch beim Menschen existiert ein Krankheitsbild, IPEX,
welches gekennzeichnet ist durch Immundysregulation, Polyendokrinopathie und
Enteropathie und dem ebenfalls eine FoxP3-Mutation zugrunde liegt (59). Diese Er-
krankungen ahneln in ihrer Auspragung sehr stark den Symptomen, die man in
CD4*CD25* depletierten Mausen fand (siehe oben), so dass die Hypothese aufkam,
dass FoxP3 eine wichtige Rolle fir die Treg-Entwicklung und Funktion spielen kénnte.
Dies bestéatigte sich durch eine hohe FoxP3-Expression CD4*CD25* Zellen, im Ge-
gensatz zu CD4*CD25 Zellen. Auch entwickelte sich bei zuvor CD4*CD25 Zellen

durch eine Transfektion mit FoxP3 ein regulatorischer Phanotyp (58, 60). Leider kann
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auch FoxP3 in geringen Mengen von anderen aktivierten Zellen exprimiert werden, so
dass es zwar bis heute der beste Treg-Marker ist, den wir zur Verfigung haben, die
Suche nach geeigneten Markern aber fortgefuhrt werden musste und bis heute nicht
abgeschlossen ist. Eine weitere Identifizierungsmoglichkeit fur Treg, die im Rahmen
dieser Forschungen gefunden wurde, ist die Abwesenheit des Oberflachenmolekiils
CD127 (61-63).

Die regulatorischen T-Zellen des Menschen lassen sich weiter unterteilen in natirliche
Treg (nTreg) und induzierte Treg. Die nTreg werden im Thymus gebildet und gelangen
von dort in periphere Gewebe und Lymphknoten. Induzierte Treg kbnnen peripher in
vivo (pTreg) bzw. in vitro (iTreg) aus CD4* Zellen unter dem Einfluss von IL-2 und TGF-
B entstehen (64).

Betrachtet man die Suppressionsmechanismen, die Treg nutzen, um ihre Zielzellen zu
beeinflussen, lassen sich grob vier verschiedene Gruppen ausmachen: Ausschittung
inhibitorischer Zytokine; Stérung der Interaktion zwischen Teff und Antigenprasentie-
renden Zellen; Eingriffe in den Metabolismus der Teff; Zytolyse. Die inhibitorischen
Zytokine, welche von Treg gebildet und ausgeschuttet werden, sind 1L-10, IL-35 und
TGF- B (65). Eine starke Expression des Oberflachenmolekiils CTLA-4 auf Treg be-
eintrachtigt die Interaktion zwischen Teff und APC. CTLA-4 bindet mit hoher Affinitat
an CD80/86 auf APC, welches normalerweise mit CD28 auf der Teff-Oberflache inter-
agiert, um zusatzlich zur Aktivierung durch den T-Zell Rezeptor ein kostimulatorisches
Signal zu Ubermitteln. Dartber hinaus bewirken Treg gleichzeitig eine verminderte Ex-
pression von CD80/86 auf der Oberflache von APC (66). Fur den Eingriff in den Meta-
bolismus der Teff sind zwei Oberflachenmolekiile auf den Treg von besonderer Be-
deutung: CD39 und CD25. CD39 ist eine Ektonukleotidase, die letztendlich zur Gene-
ration von freiem Adenosin aus ATP flihrt. Das extrazellulare Adenosin kann an den
A2A-Rezeptor auf der Teff-Oberflache binden und in diesen einen intrazellularen An-
stieg von cAMP ausl6sen. Dies wiederum fuhrt zu verminderter Proliferation und Zyto-
kinproduktion (67). Durch die hohe Expression von CD25 kénnen Treg grof3e Mengen
IL-2 konsumieren, welches den Teff somit entzogen wird. Die Relevanz dieses Mecha-
nismus ist jedoch umstritten (68). Eine Zytolyse in den Zielzellen wird durch die Aus-

schittung von Granzyme A und B bewirkt, welches in den Teff Apoptose ausldst (69).
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2. Storung der Interaktion zwischen Teff
und Antigenprasentierenden Zellen

CD80/86
IL-10, IL-35 /
TGF-B I

1. Ausschiittung inhibitorischer Zvtokine

CTLA-4
Treg Teff

3. Eingriff in den Metabolismus der Teff 4. Zvtolvse

A/y IL-2

Granzyme
CD25 @ A B ApoptoseOo
Adenosm o
/ l
CD39/CD73 A2A Rezeptor
ATP

Abbildung 1: Suppressionsmechanismen regulatorischer T-Zellen (Maodifiziert nach (69))
ATP= Adenosintriphosphat; cAMP= zyklisches Adenosinmonophosphat

2.6.1 Expression von Oberflachenmolekilen durch Treg

Neben den bereits oben erwdhnten auf Treg exprimierten Oberflachenmolekilen
wurde noch eine ganze Reihe weiterer ,Marker” identifiziert, welche durch Treg expri-
miert werden kdnnen und eine Rolle spielen fur die Treg-Funktion/ -Aktivierung oder

fur das Treg-Homing.
2.6.1.1 CD44

CD44 ist ein Adhasionsmolekil, dessen vorrangiger Bindungspartner Hyaluronsaure
darstellt. Es wird von einer Vielzahl von Zellen exprimiert, unter anderem von Leuko-
zyten, Fibroblasten, epithelialen/mesodermalen und neuroektodermalen Zellen. Zu-
dem konnte eine CD44-Expression bei verschiedenen Tumorstammzellen gefunden
werden (70). Eine nachgewiesene stark positive Korrelation zwischen FoxP3- und
CD44-Expression legt nahe, dass sich dieser Marker auf einem grof3en Anteil von Treg
finden lasst (71). Funktionell scheint CD44 im Zusammenhang mit der Suppressions-
fahigkeit der Treg zu stehen, da eine CD44-Kostimulation auf diesen Zellen die Pro-

duktion von IL10 und die Expression von TGF- 3 hochreguliert (72).
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2.6.1.2 CXCR3

CXCR3 gehort zu der Gruppe der Chemokinrezeptoren und wird vor allem auf aktivier-
ten Th1l-Zellen und zytotoxischen T-Zellen exprimiert, so dass diese mit Bindung der
entsprechenden Chemokinliganden (CXCL9, CXCL10 und CXCL11) zum Ort der In-
flammation migrieren konnen (73). Erst in jungerer Zeit fand man heraus, dass dieser
Rezeptor ebenso von regulatorischen T-Zellen exprimiert wird und auch hier eine wich-

tige Rolle fir die zielgerichtete Bewegung spielt (74).
2.6.1.3 CD62L

CD62L, auch bekannt als L-Selectin, ist ein Zelladhdsionsmolekil aus der Gruppe der
Selektine, welches vorrangig durch T-Zellen exprimiert wird. Es vermittelt das T-Zell-
Homing in sekundare lymphatische Organe durch Interaktion mit seinen Liganden, die
auf Endothelzellen des lymphatischen Gewebes exprimiert werden. Hierdurch kommt
es schlief3lich zum Antigenkontakt der T-Zelle und zur konsekutiven Herunterregulie-
rung der CD62L-Expression, woraus sich erkléaren lasst, dass naive T-Zellen und zent-
rale Gedachtnis-T-Zellen CD62L exprimieren, wohingegen Effektor T-Zellen und Ef-
fektor-Gedachtnis-T-Zellen CD62L negativ sind (75).

2.6.1.4 CD45RA

CDA45RA ist eine Isoform der Rezeptor-Typ Tyrosin-Proteinphosphatase C. Wahrend
CD45RO0 auf Gedéchtnis T-Zellen exprimiert wird, findet man CD45RA auf naiven Zel-
len. Auch fur Treg konnte dieser Zusammenhang in Bezug auf den Reifegrad nachge-

wiesen werden (61).
2.6.1.5 HLA-DR

HLA-DR, ein MHC-Klasse lI-Molekdl, wird vorrangig von Antigen-prasentierenden Zel-
len exprimiert und bindet an den T-Zell Rezeptor. Auch auf rund 20-30% der Treg lasst
sich HLA-DR nachweisen, wobei diese Treg im Gegensatz zu den DR-negativen Zel-
len funktionelle Unterschiede aufweisen. So weisen sie deutlich héhere suppressive
Fahigkeiten und eine signifikant hohere FoxP3-Expression auf. Die Suppression von
Effektor-T-Zellen findet zudem Kontakt-abhangig statt, 11-10 wird hingegen nicht pro-
duziert (76).

2.6.1.6 CCR5

CCRS5 ist ein Chemokinrezeptor, welcher unter Anderem auf T-Zellen, NK-Zellen,

Dendritischen Zellen und Makrophagen zu finden ist. Zu seinen Liganden z&hlen die
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Zytokine CCL3, CCL4 und CCL5, welche wiederum selber von T-Zellen gebildet
werden. Interessanterweise scheinen insbesondere Treg Uber das CCR5-vermittelte
Signal zu migrieren. So konnte bereits in mehreren Tumormodellen gezeigt werden,
dass eine CCR5-Expression durch einen Tumor zu einer gesteigerten Treg-Infiltration
in das Tumorgewebe und einer damit einhergehenden verminderten Anti-Tumor-
Reaktion fuhrt. Ein Knock-Out von CCR5 im Maus-Model fiihrte hingegen zu einer
Reduktion von Treg und einem erhdhten Vorkommen von Effektor-T-Zellen im

Tumorgewebe (77, 78).

2.6.2 Regulatorische T-Zellen und GvHD

Ihre immunsuppressive Funktion liel3 vermuten, dass regulatorische T-Zellen auch im
Kontext der GVHD eine wichtige Rolle spielen. Dieser Zusammenhang wurde zun&chst
in murinen Transplantationsmodellen getestet, wobei sich nach Depletion von
CD4CD25* Zellen aus dem Allograft eine verstarkte GvHD zeigte. Dies aul3erte sich
in einem friheren Auftreten der Erkrankung und einem friheren Versterben der
Mause. Der gegenteilige Effekt trat ein bei zuséatzlicher Gabe von ex vivo- expandierten
und aktivierten CD4*CD25* Zellen (vom Spender) auf: Es kam zu einem verzdgerten
Auftreten bzw. génzlichem Fehlen von GvHD (7, 79, 80). Auf zellularer Ebene fand
sich nach diesem Transfer eine deutliche Reduktion der Teff, so dass der hier zugrun-
deliegende Mechanismus eine Hemmung der friihen Expansion alloreaktiver T-Zellen
in lymphatischen Organen und typischen GvHD-Zielorganen (wie der Leber) zu sein
scheint (81). Die positiven Effekte der Transplantation blieben dennoch erhalten. Es
wurde kein verminderter GvL-Effekt beobachtet und auch die Immunrekonstitution
wurde durch die Treg-Gabe nicht beeinflusst (82). Die erste Studie zur Infusion ex vivo-
expandierter allogener Treg im Menschen wurde 2010 von Brunstein et al. veroffent-
licht und zeigte ebenfalls eine Reduktion der GvHD-Inzidenz (83). Seitdem wurden
mehrere Phase I/ll Studien durchgefihrt, die die Sicherheit und Effektivitat bezlglich
der Pravention und Therapie von akuter oder chronischer GvHD bei adoptivem Treg-
Transfer nachweisen konnten (84, 85). Auch beim Menschen zeigte sich bei signifi-
kanter Senkung der GvHD-Rate ein dennoch erhaltener GvL-Effekt (86).
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3. Material

3.1 Geréate und Software

Autoklav, Systec V-150

Brutschrank HeraCell 150
Durchflusszytometer FACS Canto |l

mit FACS Diva Software (durchflusszyto-

metrische Analysen)

Durchflusszytometer Aria llu von BD mit
Software FACS Diva 6.13 (fur FACS Sort)

Eismaschine

FlowJo Version 10.1
Gefrierschrank (-80 °C)
GraphPad Prism Version 5

Kihl- und Gefrierkombination
(4 °C/-20 °C)
Kryo-Einfriergerat Qualifreeze

Mikroliterpipetten Transferpette

0,5-10 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 il

Phasenkontrastmikroskop Axiovert 40C
Pipettiergerat, Pipetboy

Sterile Werkbank HERASafe HS18
Stickstoff-Kryobank MVE 800

Stickstoff-Tank Taylor-Wharton XL-180

Vortexer MS2 Minishaker

Wasserbad

Zentrifugen: Heraeus Multifuge 1S-R
Heraeus Megafuge 16R

VWR Ministar silverline
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KSG Sterilisatoren, Olching
Systec GmbH, Wettenberg
Heraeus, Langenselbold

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Scotsman, Vernon Hills (USA)

FlowJo LLC, Ashland (USA)

Thermo Scientific, Waltham (USA)
GraphPad Software Inc., San Diego
(USA)

Liebherr, Bulle (Schweiz)

Qualilab, Olivet (Frankreich)
Brand, Wertheim

Zeiss, Jena
Integra Biosciences, Biebertal

Kendro, Hanau

Chart Industries, Garfiel Heights
(USA)

Tec Lab, Taunusstein

IKA, Staufen

GFL, Burgwedel
Kendro, Langenselbold
Kendro, Langenselbold

VWR international, Darmstadt



3.2 Verbrauchsmaterialien

Cryoréhrchen, Nunc

Einmalpipetten, steril

2ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 mil
FACS-Ro6hrchen

Falcon-Tube 15 ml/50 ml
Filtersystem Steri-Cup
Gewebekulturplatten 6-, 24-, 96-Well
Handschuhe

Leucosep-Roéhrchen 50 ml
Pipettenspitzen

0,5-10 pl, 10-200 pl, 100-1000
ReaktionsgefalRe (Eppis) 500 ul/1500 pl
Zellfilter 70 pm, 30 ym

Zellkulturflaschen 200 ml ohne Filter

3.3 Glaswaren

Becherglaser

200 ml, 500 ml ,1000 ml
Deckglaser 24x32 mm
Glasflaschen (1000 ml)

Zahlkammer Fuchs-Rosenthal

3.4 Chemikalien

Aqua Dest.

AIM-V Medium

BSA (Bovines Serum-Albumin)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiamin-tetraessigsaure)
Essigsaure

Heparin

Human-Albumin 20%

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

BD Biosciences, Heidelberg
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Merck Millipore, Billerica (USA)
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Semperit AG Holding, Wien
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Starlab, Ahrensburg

Eppendorf, Hamburg
BD Biosciences, Heidelberg

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Schott AG, Mainz

Menzel, Braunschweig
Schott AG, Mainz

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen

B. Braun, Melsungen

Gibco (Invitrogen), Karlsruhe
Sigma Aldrich, St. Louis (USA)
Merck, Darmstadt

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

Ratiopharm (Ulm)

CSL Behring, King of Prussia (USA)
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Humanserum Gepooltes Serum gesunder Spender,
Blutbank Universitatsmedizin Mainz

IL-2 Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Lymphozyten-Trennmedium  Histopaque- Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

1077

OKT3 (Muromab CD3) Jannsen Cilag, Neuss

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt

PBS (Phosphate-buffered saline) Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Perm/Wash Puffer
Trypanblau
X-Vivo 15 Zell-Medium

3.5 Kits

BD Biosciences, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Lonza, Verviers (Belgien)

Anti-Human FoxP3 Staining Set eBioscience, San Diego (USA)

3.6 Zusammensetzung von Medien, Puffern und Losungen

(Die Lagerung erfolgte jeweils bei 4 °C)

Einfriermedium

150 ml X-Vivo-15

100 ml 20%iges Human-Albumin

2500 U Heparin

(Kurz vor Verwendung wurde dem Medium zusatzlich 10%
DMSO zur Kryokonservierung zugegeben)

FACS-Puffer

500 ml PBS
0,59 BSA
(sterile Filtration mittels Steri-Cup)

FACS-Fix

243 ml PBS
6,8 ml 37%iges Formaldehyd

MACS-Puffer

500 ml PBS

2,5 gBSA

2 mM EDTA (pH 8)

(sterile Filtration mittels Steri-Cup)

Kulturmedium AIM-V

10% Humanserum
PBS/EDTA 500 ml PBS

2 ml EDTA
Trypanblau 2,0 g Trypanblau
(Stamml6sung) 1000 ml H>0
Trypanblau 75 ml Trypanblau Stammldésung
(Gebrauchslésung) 150 mM NacCl

Tabelle 2: Zusammensetzung von Medien, Puffern und Losungen
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3.7 Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Bezeich- Fluorochrom | Hersteller Eingesetzte
nung Menge
[o]€] FITC/PE Beckman Coulter, Krefeld 2,5l
[o]€] APC Beckman Coulter, Krefeld 2,5l
IgG APC-H7 BD Biosciences, Heidelberg | 2,5 pl
IgG V450 BD Biosciences, Heidelberg | 2,5 pl
CCR5 APC Biolegend, San Diego (USA) | 20 ul
CD3 V450 BD Biosciences, Heidelberg | 2 pl (1:5 verdinnt)
CD4 FITC Beckman Coulter, Krefeld 5ul
CD4 PE Beckman Coulter, Krefeld 5ul
CD4 APC BD Biosciences, Heidelberg | 5 pl
CD4 APC-H7 BD Biosciences, Heidelberg | 5 pl
CD25 PE Beckman Coulter, Krefeld 10
CD25 V450 BD Biosciences, Heidelberg | 2 pl
CD39 APC BD Biosciences, Heidelberg | 2,5 pl
CD44 APC Biolegend, San Diego (USA) | 2 ul
(1:100 verdinnt)
CD45RA APC Miltenyi Biotec, Teterow 5ul
CD52 PE AbD Serotec, Martinsried 5ul
CD52 Alexa Fluor | AbD Serotec, Martinsried 2 ul
647
CD62L APC Biolegend, San Diego (USA) | 0,5 pl
CD127 FITC eBioscience, San Diego | 5 ul
(USA)
CTLA-4 APC Biolegend, San Diego (USA) | 10 pl
CXCRS3 APC BD Biosciences, Heidelberg | 5 pl
FoxP3 FITC eBioscience, San Diego | 10 ul
(USA)
GITR APC Biolegend, San Diego (USA) | 5 ul
Granzyme A | Alexa Fluor | Biolegend, San Diego (USA) | 2 ul
647
HLA-DR APC BD Biosciences, Heidelberg 1
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CFSE FITC ThermoFisher Vgl. Kapitel 4.7.1
Tabelle 3: Verwendete FACS-Antikdrper

3.8 Das Patientenkollektiv

Die Grundlage fir das untersuchte Patientenkollektiv bildete die unter 2.4.3 beschrie-
bene Mainzer Transplantationsstudie (interne Studiennummer: #177, Ethik-Nummer:
837. 175. 03 (3837)), wobei das hier dargestellte Studienprotokoll angewandt wurde:

Konditionierung Transplantation DLI-Gabe
l GvHD-Prophylaxe l l

Alemtuzumab: Tag-8 bis -4 (20mg/d) Tag 0 ..

Fludarabin: Tag -7 bis -3 (30mg/m? Unmanipulierte PBSC

Melphalan: Tag -2 (140mg/m?) ! Im Mittel: 5,8x10° CD34+ PBSC/kg .

CsA ab Tag -1 Ausschleichen bis Tag +6(1 @
300mg/kg (Zielspiegel 200ng/ml) "

Abbildung 2: Studienprotokoll der Mainzer Transplantationsstudie

Die erste DLI-Gabe erfolgte prophylaktisch nach erfolgreichem Ausschleichen der Im-
munsuppression und in Abwesenheit von aGvHD stéarker als Grad | zwischen Tag +60
und Tag +120. Bei ausbleibender GvHD erfolgten weitere DLI-Gaben in steigender
Dosierung. In die Studie eingeschlossen wurden Patienten mit hamatologischen ma-
lignen Erkrankungen, die auf vorausgegangene Standardbehandlungen nur unzu-
reichend angesprochen hatten bzw. ein hohes Rezidivrisiko zeigten und bei denen
gleichzeitig Kontraindikationen fir eine myeloablative HSZT bestanden (49). Der Ein-
schluss in die Mainzer Transplantationsstudie endete im Dezember 2011. Von mir un-
tersuchte Patienten, die nach 2011 transplantiert wurden, erhielten jedoch ebenfalls
Konditionierungstherapie, Transplantation und Immunsuppression, wie im Studienpro-
tokoll vorgesehen (interne Studiennummer fiur die Blutentnahmen: #808; Ethiknum-
mer: 832. 227. 05 (4885)). Lediglich die DLI-Gabe erfolgte auRerhalb der Studie nicht

mehr prophylaktisch, sondern praemptiv, das heif3t die Patienten erhielten nur DLI bei
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bestimmten Triggern, wie zum Beispiel fallendem Chimarismus oder Rezidiv. Aul3er-
dem bekamen sie statt CD8-depletierten DLI unmanipulierte Spenderlymphozyten in-

fundiert.

Fur die Untersuchungen wurde den Patienten mit ihrem ausdrticklichen Einverstandnis
zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transplantation jeweils 50 ml vendses Blut
abgenommen. Die Blutentnahmen erfolgten im Mittel alle 30 Tage, zudem wurden bei
Auftreten einer GvHD zusatzliche Proben entnommen. Insgesamt wurden in dieser
Arbeit die Proben von 40 Patienten untersucht.

In der nachfolgenden Tabelle werden die Charakteristika der untersuchten Patienten

dargestellt:
ID | Alter | Geschlecht | Erkrankung | Spender HLA- DLI GvHD
bei Kompatibilitat
TX
#1 68 m MPN unverwandt | HLA-ident 1x nach DLI:
aGvHD, cGvHD
#2 | 62 m MPN unverwandt | HLA-C 2X aGvHD
different
#3 | 43 w MM unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
#4 | 46 m MM unverwandt | HLA-ident 1x nach DLI: cGvHD
#5 50 m sek. AML unverwandt | HLA-A/DQBL1 | keine | aGVHD, cGvHD
different
#6 | 73 m AML unverwandt | HLA-C keine | aGvHD
different
#1 | 67 m MM unverwandt | HLA-ident 2X aGvHD, nach DLI:
aGvHD, cGvHD
#3 | 68 m AML unverwandt | HLA-ident 1x nach DLI: aGvHD
#9 | 55 w MM unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD, cGvHD
#10 | 51 w MPN unverwandt | HLA-C keine | aGvHD
different
#11 | 60 m MPN unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
#12 | 63 w MPN unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD, cGvHD
#13 | 52 w NHL verwandt HLA-ident 2X keine
#14 | 69 m sek. AML unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
#15 | 57 m NHL unverwandt | HLA-A keine | aGvHD
different
#16 | 62 w NHL unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD

21



#17 | 59 m AML unverwandt | HLA-C keine | aGvHD
different
#18 | 55 w NHL unverwandt | HLA-A keine | aGvHD
different
#19 | 39 w MDS verwandt HLA-ident 2X keine
#20 | 56 w AML verwandt HLA-ident keine | aGvHD
#21 | 52 m NHL verwandt HLA-ident keine | aGvHD
#22 | 60 m NHL unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
#23 | 53 m MM unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
#24 | 51 w MPN unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
#25 | 53 m NHL verwandt HLA-ident keine | aGvHD, cGvHD
#26 | 67 m MDS unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
#27 | 46 m MM unverwandt | HLA-C 2X aGvHD, nach DLI:
different aGvHD/cGvHD
(Overlap-Syndrom)
#28 | 27 w Morbus unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
Hodgkin
#29 | 52 w MM unverwandt | HLA-ident 1x nach DLI: aGvHD
#30 | 62 w MPN unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD,
aGvHD/cGvHD
(Overlap-Syndrom)
#31 | 65 w AML unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
#32 | 58 m AML verwandt HLA-ident 1x nach DLI: cGvHD
#33 | 66 m MPN unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
#34 | 67 w AML unverwandt | HLA-C keine | aGvHD, cGvHD
different
#35 | 60 w MDS unverwandt | HLA-ident keine | aGvHD
#36 | 57 w AML unverwandt | HLA-C keine | aGVHD, cGvHD
different
#37 | 75 m AML unverwandt | HLA-ident 1x nach DLI: aGvHD
#38 | 58 m MPN unverwandt | HLA-ident keine | keine
#39 | 58 m MM unverwandt | HLA-ident 1x aGvHD, nach DLI:
cGvHD
#40 | 66 m MDS unverwandt | HLA-ident 1x nach DLI: aGvHD,
cGvHD

Tabelle 4: Charakteristika der untersuchten Patienten
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4. Methoden

4.1 Isolation peripherer mononukle&rer Zellen

Um die so genannten peripheren mononukleéren Blutzellen (englisch: peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) aus dem Patientenblut von den Ubrigen Blutbestandteilen
zu trennen, bedient man sich der Methode der Dichtegradientenzentrifugation. Diese
erfolgt mittels eines Trennmediums, welches mit einer Dichte von 1,077 g/ml dichter
ist als Lymphozyten und Monozyten, jedoch eine geringere Dichte als Erythrozyten
und Granulozyten aufweist. Dadurch zeigen sich nach der Zentrifugation mehrere
Schichten, wobei sich Erythrozyten und Granulozyten ganz unten ablagern und PBMC
als Interphase zwischen dem Trennmedium und dem Uberstand (enthalt
Plasma/Thrombozyten) sichtbar werden.

Zentrifugation Plasma

Patientenblut >

Interphase mit PBMC

Trennmedium

Trennmedium v Erythrozyten/ Granulozyten

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Dichtegradientenzentrifugation zur Isolie-
rung von PBMC

Wir gaben dafir zunachst 15 ml Histopaque™ in ein Leucosep™-Rohrchen und zent-
rifugierten kurz, so dass sich das Medium unter der im Réhrchen enthaltenen Fritte
befand. Danach gaben wir das heparinisierte Patientenblut hinzu und fullten mit
PBS/EDTA auf 50 ml auf. AnschlieB3end folgte die eigentliche Dichtegradientenzentri-
fugation fur 20 min bei 2300 rpm ohne Beschleunigung und ohne Bremse, wodurch
die oben beschriebene Auftrennung der Blutbestandteile erfolgte. Die Interphase
wurde vorsichtig abpipettiert, in einem frischen Réhrchen mit PBS/EDTA auf 50 ml
verdiinnt und erneut zentrifugiert fir 8 min bei 1800 rpm. Um das Histopaque™-Me-
dium grindlich auszuwaschen folgten zwei weitere Wasch-/Zentrifugationsschritte,
wobei jeweils fur 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert wurde (87). AnschlieRend wurden
die Zellen gezéahlt und entweder direkt weiterbearbeitet oder zur Aufbewahrung fur

spatere Analysen kryokonserviert.
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4.2 Z&dhlen von Zellen

Um die Anzahl der Zellen zu bestimmen, wurde das Zellpelletin PBS/EDTA resuspen-
diert und eine kleine Menge der Suspension entnommen. Diese wurde mit Trypanblau
verdunnt und anschliel3end in eine Fuchs-Rosenthal Zahlkammer gegeben. Unter dem
Mikroskop z&hlten wir anschlielend mindestens 3 Quadranten aus, bestimmten dar-
aus den Durchschnitt und berechneten die Anzahl der Zellen/ml nach folgender For-

mel: Anzahl der gezahlten Zellen x Verdunnungsfaktor x 1000

Tiefe der Zahlkammer (0,2mm)

Das Trypanblau hilft hierbei die Vitalitdt der Zellen zu bestimmen, da es nur Zellen
anfarbt, die keine intakte Zellemembran mehr besitzen. So konnten wir sichergehen,
dass nur lebende Zellen gezahlt wurden.

4.3 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurde das Einfriermedium (siehe Tabelle 3.6) frisch mit 10%
DMSO versetzt. Das Zellpellet wurde in jeweils 1 ml dieser Mischung aufgenommen
und auf Kryoréhrchen verteilt. Aufgrund der zelltoxischen Wirkung des DMSO bei
Raumtemperatur mussten diese anschlieBend schnell gekihlt werden. Dafir wurden
sie direkt in spezielle Kryo-Einfrierboxen gestellt, welche mit Isopropanol gefillt sind
und so eine kontrollierte Abkthlung von 1 °C pro Minute gewéahrleisten. Die Kiihlung
erfolgte Uber 1 bis 2 Tage im -80 °C Tiefkuihler. Fir die dauerhafte Aufbewahrung wur-
den die Proben anschliel3end in unsere Stickstoff-Bank tberfuhrt, wo sie bei ca. -196

°C gelagert wurden.

4.4 Auftauen der Zellen

Um die kryokonservierten Zellen analysieren zu kdnnen, wurden sie zunachst im Was-
serbad bei 37 °C flr ca. 2 Minuten aufgetaut. Anschlieend musste zligig das toxische
DMSO ausgewaschen werden. Daflr wurde die aufgetaute Zellsuspension in 10 mi
PBS/EDTA aufgenommen und 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Anschlielend wurde
der Uberstand dekantiert und es erfolgte ein zweiter Waschschritt mit Zentrifugation.

Danach konnten die Zellen gezahlt und weiterbearbeitet werden.
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4.5 Durchflusszytometrie
4.5.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Technologie zur Analyse von Zellen, wobei diese in
hoher Geschwindigkeit durch eine Messzelle flieRen und von einem Laserstrahl ange-
regt werden. In unserem Fall wurden die Zellen zun&chst mit Fluoreszenz-markierten
Antikbrpern gegen verschiedene Antigene gefarbt (siehe Abschnitt 4.5.2) und an-
schlieRend in dem Laser-basierten Durchflusszytometer BD FACS Canto Il analysiert.
Fur die Untersuchung wird die Probensuspension durch eine sogenannte Hullflissig-
keit im Gerat verdunnt und zentriert, so dass die Zellen im ,Gansemarsch®, also ein-
zeln, an einem Messpunkt vorbeigefuhrt werden (88). An diesem Messpunkt treffen
ein oder mehrere verschiedene Laserstrahlen auf die Zelle. Ausgewertet werden dann
das Streulicht der Zelle und das Fluoreszenzsignal. Streulicht entsteht, wenn eine Zelle
den Laserstrahl kreuzt. Abhéngig vom Messort kénnen dartber verschiedene
Informationen Uber die untersuchte Zelle bestimmt werden. Das Vorwartsstreulich
(englisch: Forward Scatter, FSC) wird in linearer Richtung des Laserstrahls detektiert
und gibt Auskunft tiber die Grol3e der Zelle. Das Seitwartsstreulicht (Side scatter, SSC)
wird im rechten Winkel zum Laserstrahl gemessen und ist abhangig von der
Granularitat der Zelle (89). Somit kénnen bei der Datenauswertung tiber FSC und SSC
die verschiedenen Zellpopulationen der Probe bereits grob unterschieden werden, wie
in der nachfolgenden Abbildung gezeigt:

+ 1,000)
250

Monozyten/Granulozyten

SS5C-A

Tote Zellen/Dedritus

Lymphozyten

S0 100__ 150 200 250
FSC- {1,000

Abbildung 4: Darstellung verschiedener Zellpopulationen mittels FSC/SSC

Das Fluoreszenzsignal entsteht durch Absorption der Lichtenergie durch die
Farbstoffe. Die Absorption bewirkt eine voribergehende Anhebung des
Energieniveaus von Elektronen, welche bei Zurtckfallen in das Grundniveau ein

Photon emittieren. Diese Emission wird als Fluoreszenz bezeichnet und ebenfalls im
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rechten Winkel zum Laserstrahl detektiert, wobei jeder Farbstoff durch ein bestimmtes
Emissionsspektrum gekennzeichnet ist. Die Verwendung mehrerer Antikorper, welche
mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert sind, erlaubt eine genaue Charakterisierung
der untersuchten Zellen und so auch die Detektion von Zellpopulationen, die nur in
sehr geringer Anzahl in der Probe vorkommen (90). In unseren Experimenten verwen-
deten wir monoklonale, antihumane Antikdrper mit den Farbstoffen FITC (Fluorescein-
Isothiocyanat), PE (Phycoerythrin), APC (Allophycocyanin), APC-H7 (Konjugat aus
APC und einem Cyanin-Farbstoff), Alexa Fluor 647 und V450 (siehe Tabelle 3.7).
Diese Farbstoffe werden im FACS Canto Il durch drei unterschiedliche Laser angeregt:
Einen blauen Laser mit einer Wellenlange von 488 nm (FITC und PE), einen roten
Laser mit einer Wellenlange von 633 nm (APC, APC-H7 und Alexa Fluor 647), sowie
einen violetten Laser mit einer Wellenlange von 405 nm (V450). Insbesondere bei Be-
nutzung von zwei Farbstoffen, die durch denselben Laser angeregt werden, kommt es
zu einer Uberlappung ihrer Emissionsspektra. Dies fiihrt dazu, dass Zellen, auch wenn
sie nur mit einem Farbstoff markiert wurden, auch fur den anderen Farbstoff als positiv
detektiert werden. Um also falsch positive Ergebnisse auszuschliel3en, muss man die
Uberlappung rechnerisch korrigieren- ein Vorgang, den man Kompensation nennt (88).
Dies fuhrten wir fur FITC/PE und APC/APC-H7 mit Hilfe von Kontrollproben durch,
welche jeweils nur mit einem Farbstoff markiert wurden.

Die Datenauswertung erfolgte anschlie3end mit der Software FlowJo.

4.5.2 FACS-Farbung von Oberflachenantigenen

In Vorbereitung auf die FACS-Farbung wurden die Zellen zunéchst in 10 ml FACS-
Puffer aufgenommen und fir 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
erneut in FACS-Puffer resuspendiert und so auf FACS-Tubes verteilt, dass sich in die-
sen jeweils zwischen 0,1x10° und 1x108 Zellen befanden. Nach der erneuten Zentrifu-
gation wurden die entsprechenden Antikdrper direkt auf das Zellpellet pipettiert (flr
genaue Angaben zur Menge/Verdinnung siehe Tabelle 3) und die Tubes fir 15 min
bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Anschliel3end folgte noch ein Waschschritt mit 1 ml
FACS-Puffer pro Tube, um die ungebundenen Antikdrper zu entfernen. Nach der Far-
bung wurden die Zellen entweder in FACS-Puffer resuspendiert und direkt gemessen
oder mit 500 ul FACS-Fix fixiert. Durch die Fixierung waren die Zellen ungefahr eine
Woche stabil, so dass sie auch zu einem spéteren Zeitpunkt gemessen werden konn-

ten.

26



4.5.3 Intrazellulare FACS-Farbung

Die Farbung von intrazellularen Antikdrpern erfolgte im Anschluss an die Oberflachen-
farbung. Die entsprechenden FACS-Tubes wurden nicht mit FACS-Fix fixiert, sondern
in 500 pl 2%igem Paraformaldehyd resuspendiert und fur 20 min bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Das Paraformaldehyd diente hierbei zur Stabilisierung der Ober-
flachenantikorper, so dass deren Fluoreszenz auch wéhrend der nachfolgenden
Schritte erhalten blieb. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit jeweils 1 ml des
Waschpuffers Perm/Wash der Firma BD Biosciences gewaschen. Dieser Puffer ent-
halt Saponin und fuhrt dazu, dass die Zellmembran durchlassiger wird, so dass die
Antikorper im nachsten Schritt in die Zelle eindringen kdnnen. Die Zugabe der Antikor-
per erfolgte wieder direkt auf das Zellpellet und die nachfolgende Inkubation wurde fur
30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln durchgefihrt. Zuletzt wurden die Zellen noch
zweimal mit jeweils 1 ml FACS-Puffer gewaschen und anschliel3end direkt gemessen
oder mit 500 pl FACS-Fix fixiert.

4.5.4 FoxP3-Farbung

Fur die Farbung des Transkriptionsfaktors FoxP3 benutzten wir das FoxP3 Staining
Set der Firma eBioscience: Im Anschluss an die Oberflachenfarbung erfolgte die Fi-
xierung/Permeabilisierung der Zellen durch die Zugabe von jeweils 1 ml Perm/Fix-L6-
sung (Fixation/Permeabilization Concentrate 1:3 verdinnt mit Fixation/Permeabiliza-
tion Diluent) und einstiindige Inkubation der Tubes bei 4 °C im Dunkeln. Danach folg-
ten drei Waschschritte: einmal in 1 ml FACS-Puffer und zweimal in jeweils 2 ml Per-
meabilization Buffer. Um unspezifische Antikérperbindungen zu vermeiden, wurden
die Zellen anschlieRend mit 100 pl 2%igem Normal Rat Serum fir 15 min inkubiert (bei
4 °C im Dunkeln). SchlieRlich folgte die Zugabe des FoxP3-Antikérpers und eine wei-
tere Inkubation fir 30 min bei 4 °C im Dunkeln. Zuletzt wurden die Zellen noch zweimal
in jeweils 2 ml Permeabilization Buffer gewaschen und anschlieRend in 500 pl FACS-
Puffer resuspendiert. Nach diesem Protokoll gefarbte Zellen wurden nie fixiert, son-

dern immer direkt im Anschluss an die Farbung am FACS-Gerat analysiert.

4.5.5 Auswertung der Daten mittels FlowJo-Software (Identifikation von Treg)

Wie unter 2.6 besprochen, lassen sich Treg entweder als CD4*CD25"FoxP3* oder

CD4*CD25*CD127 charakterisieren. In den meisten Experimenten nutzten wir FoxP3
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zur Identifikation von Treg, da dies der aktuell beste Marker ist. Bei der gleichzeitigen
Farbung von Granzyme A und CCR5 mussten wir jedoch vom FoxP3-Protokoll abwei-
chen, da dieses fur die beiden Antikdrper nur unzureichende Farbeergebnisse erzielte.
Auch fur den Zell-Sort auf Treg konnte FoxP3 nicht verwendet werden, da durch die
notwendige Permeabilisierung die Zellen im Anschluss avital waren und nicht fur wei-
terflhrende Untersuchungen genutzt werden konnten.

In der nachfolgenden Grafik sind die beiden verschiedenen Gating-Strategien zur lden-
tifikation von Treg beispielhaft dargestellt.
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Abbildung 5: Gating-Strategien zur Identifikation von Treg Uber CD127 (A) bzw. FoxP3
(B)

Zuerst wurde mittels FSC/SSC die Lymphozytenpopulation ausgewahlt (Abbildungen 1). Dar-
aus wurden alle CD4* Zellen isoliert (Abb. 2). Abb. A3 zeigt die daraus abgeleitete Eingrenzung
aller Zellen, die CD25" und CD127" sind. Abb. B3 zeigt analog die Eingrenzung aller gleichzei-
tig CD25" und FoxP3* Zellen.

4.6 Zell-Sort

Die eigentliche Sortierung von Zellen lieBen wir am Tumorvakzinationszentrum der
Uniklinik Mainz (im Haus) durchfiihren. Bei dem hierbei eingesetzten Gerét handelte
es sich um den FACS Sorter Aria llu von BD Biosciences. Zur Vorbereitung wurden
die Zellen nach folgendem Protokoll mit Oberflachenantikérpern markiert: Zunachst
wurden die Zellen zweimal mit jeweils 10ml MACS-Puffer gewaschen, wobei im
zweiten Waschschritt 10l DNAse zugeflugt wurden um DNA-bedingte Verklumpungen

(durch das Auftreten von toten Zellen) zu minimieren. Anschliel3end wurden die Zellen
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in 15ml Falcon-Roéhrchen dberfuhrt und das Zellpellet 15min im Dunkeln bei 4°C mit
den gewiinschten Antikdrpern inkubiert. Das Auswaschen tberschissiger Antikorper
erfolgte mit 5ml MACS-Puffer und zuletzt wurden die Zellen in 4ml MACS-Puffer
aufgenommen. Diese Zellsuspension lie3en wir nun noch zweimal Uber einen Zellfilter

laufen, um moglichst viele Einzelzellen ohne Verklumpungen zu erhalten.

4.7 Suppressionsassay

Das Prinzip des Suppressionsassays beruht auf einer Kokultivierung von Treg mit
einer zweiten Zellpopulation, den sogenannten Responder- Zellen (Tresp), deren
Proliferation durch die Treg gehemmt wird. Die Tresp werden zuvor einerseits aktiviert
und andererseits mittels CFSE markiert (91). CFSE ist ein Farbstoff, welcher sich
intrazellular anlagert und bei der Zellteilung jeweils zu 50% an die Tochterzellen
weitergegeben wird. Aufgrund dieser Eigenschaft 1asst sich mittels CFSE-Farbung die

Proliferation von Zellen im FACS darstellen (92).

4.7.1 CFSE-Farbung

Zunachst wurde nach Herstellerangabe (93) eine Ldsung hergestellt aus einem
Rohrchen CFSE und 18ul DMSO. Die zu farbenden Tresp wurden in vorgewarmtem
FACS-Puffer aufgenommen (0,5ml Puffer/ Mio. Zellen) und fir 10min im Brutschrank
mit der CFSE-LAsung inkubiert (0,5ul CFSE-L6sung/ ml Puffer). Im Anschluss gaben
wir 20ml Kulturmedium dazu und lieBen die Zellen fir weitere 5min bei
Raumtemperatur inkubieren. Zuletzt folgten zwei Waschschritte mit jeweils 10ml

Kulturmedium.

4.7.2 Kokultivierung Treg/Tresp

Die vorbereiteten Treg und Tresp wurden in Kulturmedium aufgenommen, wobei den
Tresp zur Aktivierung noch IL-2 (100U/ml Kulturmedium) und OKT3 (30ng/ml
Kulturmedium) zugefiigt wurden. AnschlieRend erfolgte die Verteilung der Zellen auf
eine 96 Well-Platte. Dabei befanden sich in jedem Well die gleiche Anzahl an Tresp,
jedoch unterschiedliche Mengen Treg, so dass wir unterschiedliche Verhaltnisse von

Tresp zu Treg erhielten. Wir fuhrten dies fur ein Tresp:Treg-Verhéltnis von 1:0 (nur
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Tresp, als Kontrolle), 1:2; 1:1, 2:1 und 4:1 durch. Die so bestiickte Platte wurde nun

fur 5 Tage im Brutschrank inkubiert.
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5. Ergebnisse

Unseren Patienten wurde an verschiedenen Zeitpunkten nach der Transplantation Blut
abgenommen und auf ihre Treg hin untersucht. Dazu wurden zunéchst, wie oben be-
schrieben, PBMC aus dem Patientenblut isoliert und anschliel3end Treg mittels FACS-
Farbung identifiziert. Wir beurteilten diese hinsichtlich ihres Vorkommens, ihrer Ex-
pression von CD52 sowie weiterer Oberflachenmarker und korrelierten diese Resultate

mit dem klinischen Verlauf, insbesondere dem Auftreten von akuter GvHD.

Fur die nachfolgenden Analysen teilten wir die gemessenen Proben in verschiedene
Gruppen ein, entweder anhand des Zeitpunktes nach der Transplantation, zu welchem
sie entnommen wurden oder anhand des klinischen Auftretens einer GvHD zum Zeit-
punkt der Probeentnahme. Fir die zeitliche Aufteilung wurden die Proben 4 Gruppen
zugeordnet: Gruppe 1 enthielt Proben von Tag +48 bis Tag +99 (n=22; M: +72),
Gruppe 2 von Tag +104 bis Tag +199 (n=30; M: +150), Gruppe 3 von Tag +201 bis
Tag +278 (n=16; M: +234) und Gruppe 4 von Tag +309 bis Tag +530 (n=16; M: +368).
Fur diese Analysen wurden alle gemessenen Proben verwendet, das heil3t, dass von
einigen Patienten (von denen Proben zu verschiedenen Zeitpunkten vorlagen) meh-
rere Proben in die Analysen einflossen.

Fur die klinische Aufteilung ordneten wir die Proben in 3 Gruppen ein: akute GvHD,
cGVvHD, keine GvHD. Ausschlaggebend war hierfur der GvHD-Status zum Probenzeit-
punkt. Bei den entsprechenden Analysen wurden Doppelungen von Patienten ausge-
schlossen, das heil3t von jedem Patienten wurde jeweils genau eine Probe untersucht.
Dadurch ergaben sich folgende Kohorten: aGvHD (Grad I-1V; n=20), cGvHD (n=10)
und ohne GvHD (n=8). In der cGvHD-Gruppe befanden sich 5 Patienten, bei denen
die cGvHD erst im Anschluss an eine DLI-Gabe auftrat. Die Zeitpunkte variierten in
der aGvHD-Gruppe von Tag +48 bis Tag +343, in der cGvHD-Gruppe von Tag +124
bis Tag +530 und bei den Patienten ohne GvHD von Tag +83 bis Tag +309.

5.1 Rekonstitution von Treg

Um eine Aussage Uber den zeitlichen Verlauf der Treg-Rekonstitution im Anschluss
an die Transplantation treffen zu kénnen, bestimmten wir zunachst die prozentualen
Anteile der Treg an allen CD4* Zellen und verglichen diese zu verschiedenen Zeit-

punkten nach Transplantation miteinander.
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Zudem berechneten wir die absoluten Treg-Zahlen, in dem wir den durchflusszytomet-
risch ermittelten prozentualen Anteil der Treg an allen Lymphozyten mit dem zum sel-
ben Zeitpunkt erhobenen Lymphozytenwert aus dem Blutbild multiplizierten.

Es zeigten sich hierbei sowohl fur den relativen Treg-Anteil als auch fur die absoluten
Treg-Zahlen deutlich niedrigere Werte in Gruppe 1 im Vergleich zu spéateren Zeitpunk-
ten. Zwischen Gruppe 2 und 3 zeigte sich fir beide Werte im Mittel jeweils nur noch
ein minimaler Anstieg, bei insgesamt deutlich gré3erer Streubreite. Nach Tag +300
schien der relative Treg-Anteil wieder etwas abzunehmen, bei in etwa gleichbleibender
absoluter Treg-Zahl.

Der Treg-Anteil betrug in Gruppe 1 im Mittel 2,1% (Range: 0,021%-8,7%), in Gruppe
2 6,9% (Range: 0,5%-29,6%), in Gruppe 3 8,5% (Range: 0,4%-42,0%) und in Gruppe
4 6,4% (Range: 0,4%-18,1%). Die absolute Treg-Anzahl betrug in Gruppe 1 im Mittel
3,2/ul (Range: 0,01/ul- 17,6/ul), in Gruppe 2 14,5/ul (Range: 0,2/ul-74,4/ul), in Gruppe
3 21,4/ul (Range: 0,4/ul-146,7/ul) und in Gruppe 4 21,2/pl (Range: 0,4/pl-162,9/ul).
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Abbildung 6: Treg-Anteile und absolute Treg-Zahlen im zeitlichen Verlauf

Sowohl der prozentuale Treg-Anteil an allen CD4* Lymphozyten als auch die absoluten Treg-
Zahlen sind vor Tag +100 deutlich niedriger als zu spéateren Zeitpunkten nach Transplantation.
Die oberen Boxengrenzen zeigen den Mittelwert, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

5.1.1 Treg-Rekonstitution und GvHD

Da Treg das Potenzial besitzen das Auftreten einer GvHD zu vehindern, interessierte
uns als nachstes, ob wir bei unseren Patienten einen Zusammenhang finden zwischen
dem Auftreten von Treg und der klinischen Ausbildung einer GvHD. Dazu verglichen

wir Treg-Anteile (an CD4+ Zellen) und absolute Treg-Zahlen zwischen Patienten mit
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aGvHD, cGvHD und ohne GvHD unabh&ngig vom Zeitpunkt nach der Transplantation.
Wie in Abbildung 7 zu sehen ist, fanden wir hierbei im Mittel eher erh6hte Treg-Anteile
bei GvHD (akute und chronische) im Vergleich zu den Patienten, die keine GvHD
entwickelten. Ebenso zeigten sich die aboluten Treg-Zahlen aus den GvHD-Proben
hoher. Bei insgesamt grol3er Streubreite der gemessenen Werte, insbesondere in den
GVvHD-Gruppen ergab sich in der durchgefuhrten Varianzanalyse jeweils kein
signifikanter Unterschied zwischen den 3 Gruppen (p= 0,34 fiir die Treg-Anteile und

p= 0,65 fir die absoluten Treg-Zahlen).
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Abbildung 7: Vergleich Treg-Zahl und -Anteil in Bezug auf die klinische Ausbildung
einer GvHD

Treg-Zahlen und -Anteile erscheinen bei GvHD, im Vergleich zu Patienten ohne GvHD erhdht.
Angezeichnet sind Mittelwert und Standardfehler.

Zusatzlich verglichen wir die Treg-Anteile bezogen auf alle Lymphozyten, wobei sich
die Ergebnisse aus den vorangegangenen Untersuchungen mit einem eher erhéhten
Treg-Anteil in den GvHD-Gruppen bestétigten (siehe Abbildung 8). Die Varianzanalyse
ergab jedoch auch hierbei keinen signifikanten Unterschied (p= 0,2699).
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Abbildung 8: Vergleich Treg-Anteil an allen Lymphozyten in Bezug auf die klinische
Ausbildung einer GvHD.

Der Treg-Anteil an allen Lymphozyten erscheint wiederum in den GvHD-Gruppen im Vergleich
zu Patienten ohne GvHD erhght.

Angezeichnet sind Mittelwert und Standardfehler.

Da die akute GvHD in der Regel sehr friih nach Transplantation auftritt, verglichen wir
diese Werte nochmals separat fur die Proben, welche vor d100 enthomen wurden.
Hierbei zeigte sich, wie bereits in den vorangegangenen Untersuchungen, eine eher
erhohte Treg-Zahl in der Gruppe von Patienten mit aGvHD (n=9) im Vergleich zu den
Patienten, die keine GvHD (n=4) entwickelten. Auch der prozentuale Anteil der Treg
an den CD4* Lymphozyten, sowie an allen Lymphozyten, schienin der aGvHD-Gruppe
etwas erhoht zu sein, wobei wir hier wiederum eine grol3e Streubreite zwischen den

gemessenen Werten sahen.
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Abbildung 9: Vergleich Treg-Zahl und -Anteil in Bezug auf die klinische Ausbildung
einer GvHD vor Tag +100

Sowohl absolute Treg-Zahlen als auch (weniger stark ausgepragt) die prozentualen Treg-
Anteile scheinen in der aGvHD-Gruppe erhdht.

Angezeichnet sind Mittelwert und Standardfehler.

5.2 CD52-Expression auf Treg

Im nachsten Schritt untersuchten wir die CD52-Expression auf regulatorischen T-
Zellen. Dazu farbten wir unsere Zellen mit einem Antikdrper, welcher gegen das
Oberflachenprotein CD52 gerichtet ist. Die anschlieRende Auswertung ist besipielhaft
in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Gating-Strategie zur Beurteilung der CD52-Expression von Treg am
Beispiel von Patient #34.

Wie in der obigen Abbildung ersichtlich wird, lieBen sich CD52-negative Treg
identifizieren. Diese fanden wir in fast allen unseren Proben, wobei jedoch ihr Anteil
an der gesamten Treg-Population zwischen den einzelnen Patienten und Zeitpunkten
stark variierte, mit einem Minimum von 1,0% bis zu einem Maximum von 99,3%.
Lediglich in einer Patientenprobe (enthommen an Tag +237) konnten wir keine CD52-

negativen Treg nachweisen.
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Abbildung 11: Verteilung der Anteile CD52-negativer Treg an der gesamten Treg-
Population in allen Patientenproben zu allen Zeitpunkten

5.2.1 CD52-negative Treg im zeitlichen Verlauf

Um diese Heterogenitat im Vorkommen CD52-negativer Treg in unserem
Patientenkollektiv ndher zu charakterisieren, korrelierten wir die gemessenen Werte
zunachst mit dem Zeitpunkt nach der Transplantation. Hierzu verglichen wir die Anteile
CD52-negativer Treg zwischen unseren oben eingefihrten 4 Gruppen. Unsere
Analysen zeigten einen kontinuierlichen Rickgang der CD52-negativen Zellen im

zeitlichen Verlauf, wobei auch in Gruppe 4 im Mittel noch 36,7% der Treg kein CD52

an ihrer Oberflache exprimierten.
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Abbildung 12: Prozentualer Anteil CD52-negativer Treg im zeitlichen Verlauf
CD52-negative Treg nehmen im Verlauf deutlich ab, sind jedoch auch noch nach Tag +300
nachweisbar.
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5.2.2 CD52-negative Treg und GvHD

Anschlie3end untersuchten wir einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Auf-
treten CD52-negativer Treg und einer GvHD. Dazu verglichen wir die CD52-Expres-
sion auf Treg zwischen Patienten mit aGvHD, cGvHD und ohne GvHD, wobei alle Pa-
tienten in unserer cGvHD-Gruppe zuvor an einer aGvHD erkrankt waren. Patienten,
die ihre GvVHD erstim Anschluss an eine DLI-Gabe ausbildeten, wurden in dieser Ana-
lyse nicht mit betrachtet. Wir fanden hierbei ein deutlich htheres Vorkommen CD52-
negativer Treg in der Gruppe der Patienten, die eine aGvHD entwickelt hatten. Deren
Treg waren im Mittel zu 88% CD52-negativ. Aber auch in der Gruppe der cGvHD-
Patienten zeigten sich mehr Treg CD52-negativ (bei groRer Streubreite; M: 38,6%),
als bei den Patienten ohne GvHD (M: 12%). In der Varianzanalyse sahen wir einen p-
Wert <0,0001 und in der weiteren Untersuchung stellte sich ein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen allen 3 Gruppen dar.
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Abbildung 13: prozentualer Anteil CD52-negativer Treg im Vergleich zwischen aGvHD,
cGvHD und keiner GvHD.

Sowohl bei aGvHD als auch bei cGvHD zeigen sich signifikant erhdhte Anteile CD52-negativer
Treg an der gesamten Treg-Population.

Angezeichnet sind Mittelwert und Standardfehler.

Wenn wir in unsere Berechnungen die Patienten einschlie3en, die eine DLI erhalten
haben und erst im Anschluss daran eine GvHD entwickelten (n=5, in allen Fallen
cGVvHD), ergibt sich folgendes Bild:
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Abbildung 14: prozentualer Anteil CD52-negativer Treg im Vergleich zwischen aGvHD,
cGvHD und keiner GvHD unter Einbeziehung von Patienten, welche eine GvHD im An-
schluss an eine DLI-Gabe entwickelten.
Die Varianzanalyse ergibt weiterhin einen p-Wert < 0,0001, jedoch zeigt sich kein signifikanter

Unterschied mehr zwischen der cGvHD- und der noGvHD-Gruppe.

Angezeichnet sind Mittelwert und Standardfehler.

Die gemessenen Werte werden in den nachfolgenden Tabellen im Einzelnen darge-

stellt.
Patient Probenzeitpunkt nach | %  CD52-
TX Treg
#31 48 99,1
#18 57 94,4
#10 62 96,8
#26 69 93,1
#17 78 95,0
#11 79 92,6
#2 81 89,5
#3 99 98,6
#16 99 93,0
#15 104 98,7
#21 110 73,4
#6 119 99,3
#22 120 98,0
#20 141 79,5
#35 146 95,5
#12 173 94,6
#28 190 98,9
#9 195 98,3
#33 229 49,3
#24 343 54,6

Tabelle 5: Anteil CD52-negativer Treg bei Patienten mit aGvHD
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Patient Nr. Probenzeitpunkt nach | %  CD52-
TX Treg
#25 124 33,8
#39* 160 6,0
#36 192 63,4
#4* 195 7,2
#30 202 62,7
#5 223 9,9
#34 235 23,4
#27* 364 2,4
#32* 377 2,5
#40* 530 0,9

Tabelle 6: Anteil CD52-negativer Treg bei Patienten mit cGvHD, *cGvHD nach DLI

Patient Probenzeitpunkt nach | %  CD52-
Nr. TX Treg

#19 83 57

#37 83 3,3

#32 97 33,1

#8 120 35,8

#13 134 7,1

#38 175 9,9

#29* 237 0,0

#7* 309 1,0

Tabelle 7: Anteil CD52-negativer Treg bei Patienten ohne GvHD, *Z.n. GvHD

In den obigen Tabellen zeigt sich, dass bei den Patienten mit aGvHD auch fast 1 Jahr
nach der Transplantation teilweise weiterhin sehr hohe Anteile CD52-negativer Treg
nachweisbar waren. Im Gegensatz hierzu sahen wir bei Patienten, die keine GvHD
entwickelten, bereits frih nach Transplantation einen geringen Anteil CD52-negativer
Treg. In der cGVvHD-Gruppe zeigte sich ein heterogenes Bild mit niedrigen bis hohen
Anteilen CD52-negativer Treg. Auffallig war hierbei, dass ein niedriger Anteil CD52-
negativer Treg Uberwiegend bei den Patienten vorlag, welche ihre cGvHD im An-
schluss an eine DLI-Gabe entwickelten. Entstand die cGvHD hingegen aus einer
aGvHD konnten wir auch zu spateren Zeitpunkten nach Transplantation héhere Anteile
CD52-negativer Treg nachweisen. Von den untersuchten Patienten aus der noGvHD-
Gruppe erhielten #19, #37, #32, #8 und #13 zu einem spateren Zeitpunkt DLI. Bei den
Patienten #19 und #13 entwickelte sich daraufhin keine GvHD, bei #32 kam es zur
Ausbildung einer cGvHD und #37 und #8 erkrankten an einer aGVHD (lII° bzw. 11°).
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Bei #38 stand der Spender nicht mehr zur Verfigung und #29 und #7 hatten zum Pro-
benzeitpunkt bereits DLI erhalten und daraufhin eine GvHD entwickelt, welche zum

Probenzeitpunkt abgeklungen war.

5.2.3 Korrelation CD52-negativer Treg und GvHD im zeitlichen Verlauf

Im vorigen Teil der Arbeit untersuchten wir Patienten anhand ihres GvHD-Status un-
abhangig vom Zeitpunkt nach der Transplantation. Um ein genaueres Bild zu erhalten
und mdgliche Zusammenhange zwischen GvHD-Status, Treg-Rekonstitution, CD52-
Expression und Zeitpunkt nach der Transplantation aufzudecken fuhrten wir fir neun
Patienten Messungen zu festgelegten Zeitpunkten innerhalb des ersten Jahres nach
Transplantation durch und korrelierten unsere Ergebnisse mit dem klinischen Verlauf
dieser Patienten. Als Zeitpunkte legten wir hierfur die Tage +50 (+50 bis +69), +100
(+82 bis +120), +200 (+180 bis +235) und +365 (+355 bis +384) fest. Die Streuung der
Abnahmezeitpunkte erklart sich durch logistische Grunde: zum Teil waren Patienten
nicht am geforderten Tag verfugbar oder zu krank fur die zusatzliche Blutentnahme.
Bei einigen Patienten fanden wir an Tag +50 nur sehr wenige Treg, so dass wir ledig-
lich die Treg-Anteile und -Anzahl bestimmen konnten, jedoch keine weiteren Charak-

terisierungen der Zellen zu diesem Zeitpunkt vornehmen konnten.

Alle untersuchten Patienten entwickelten im Verlauf eine GvHD. Drei der Patienten
(#3, #22, #26) prasentierten auch noch an d365 eine anhaltende aGvHD, bzw. litten
unter rezidivierenden Exazerbationen. Ein Patient (#18) litt in den ersten 200 Tagen
nach Transplantation ebenfalls an einer aGvHD, welche im Verlauf jedoch vollstandig
ausheilte. Zwei Patienten (#5, #34) zeigten initial eine aGvHD, welche im Verlauf in
eine cGVHD uberging. Die Ubrigen drei Patienten erhielten DLI-Gaben bei initial aus-
bleibender GvHD, bzw. lediglich Auftreten einer niedriggradigen aGvHD. Hierauf ent-
wickelten sie eine aGvHD (#8) bzw. eine cGVvHD (#32 und #27), wobei #27 bereits vor
der DLI-Gabe eine aGvHD der Haut (1°) entwickelte (welche zum Zeitpunkt der DLI-

Gabe wieder abgeheilt war).

Zunachst untersuchten wir auch hier noch einmal Treg-Zahlen und -Anteile und vergli-
chen diese anhand des zeitlichen und klinischen Verlaufs. Wir unterteilten hierfur die
Patienten grob in 3 Gruppen: Patienten mit anhaltender aGvHD, Patienten mit ausge-

heilter aGvHD oder Ubergang in cGvHD und Patienten mit DLI. Wir fanden hierbei
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inter- / und intraindividuell sehr unterschiedliche Verlaufe, ohne dass sich eine eindeu-
tige Korrelation zwischen dem GvHD-Verlauf und der Entwicklung von Treg-Zahlen
oder -Anteilen feststellen lie3. Insbesondere konnte auch in der Verlaufsuntersuchung
weiterhin keine vergleichsweise Erniedrigung der Treg-Zahlen oder -Anteile bei Pati-

enten mit (anhaltender) aGvHD nachgewiesen werden.
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Abbildung 15:

Absolute Treg-Zahlen und Treg-Anteile im zeitlichen Verlauf

durchgezogene Linien: Patienten mit anhaltender aGvHD

gepunktete Linien: Patienten mit initial aGvHD, welche im Verlauf ausgeheilt oder in eine
cGvHD Ubergegangen ist

gestrichelte Linien: Patienten ohne GvHD initial
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Im nachsten Schritt konzentrierten wir uns auf die CD52-Expression. Die detaillierten

klinischen Verlaufe, die gemessenen Anteile CD52-negativer Treg (schwarze Linie;

gezeigt werden die prozentualen Anteile CD52-negativer Treg an allen Treg) sowie die

absoluten Zahlen CD52-negativer Treg (graue Linie) werden in den nachfolgenden

Grafiken fur die untersuchten Patienten einzeln dargestellt. Die Berechnung der abso-

luten Zahlen erfolgte bei den Patienten #34 und #8 Uber die laborchemisch bestimmten

Leukozytenwerte statt der Lymphozyten, da von diesen Patienten keine Differential-

blutbilder vorlagen.
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Abbildung 16: CD52- und
GvHD-Verlauf von Patient
#22. An d100 nach Tx kam es
zum Auftreten einer aGvHD
der Haut, welche im Verlauf
wiederholt exazerbierte und
zum Zeitpunkt der letzten Pro-
benentnahme weiterhin be-
stand.

Abbildung 17: CD52- und
GvHD-Verlauf von Patient
#26.

Friih nach Tx erkrankte Patient
#26 an einer aGvHD der Haut
und des Darms. Im weiteren
Verlauf kam es zur Aggravation
der Haut-GvHD, welche zu-
nachst ausheilte, jedoch zu ei-
nem spateren Zeitpunkt erneut
auftrat.
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Abbildung 18: CD52- und
GvHD-Verlauf von Patient #3.
An d80 nach Tx entwickelte
Patient #3 eine aGvHD der
Haut, welche ausheilte. Im wei-
teren Verlauf kam es zum Auf-
treten einer aGvHD des
Darms, welche zum Zeitpunkt
der letzten Probenentnahme in
Abheilung befindlich war.

Abbildung 19: CD52- und
GvHD-Verlauf von Patient
#18.

Frih nach Tx trat eine aGvHD
der Haut auf. An d150 er-
krankte Patient #18 an einer
aGvHD des Darms, welche im
Verlauf ausheilte. Spéater kam
es zu keinem neuen Auftreten
von aGvHD oder cGvHD.

Abbildung 20: CD52- und
GvHD-Verlauf von Patient
#34.

Es kam zunéachst zum Auftre-
ten einer aGvHD der Haut, wel-
che im weiteren Verlauf zu-
nachst rezidivierte, anschlie-
Rend jedoch ausheilte. Im Be-
reich der Augen bildete sich
eine cGvHD aus, welche auch
1 Jahr nach Tx noch anhielt.
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Abbildung 21: CD52- und
GvHD-Verlauf von Patient #5.
Patient #5 préasentierte initial
eine aGvHD der Haut, welche
im Verlauf in eine cGvHD der
Haut Uberging und zum Zeit-
punkt der letzten Probenent-
nahme weiterhin persistierte.

Abbildung 22: CD52- und
GvHD-Verlauf von Patient
#27.

Nach der Transplantation ent-
wickelte der Patient eine
aGvHD der Haut (Grad 1),
nach deren Ausheilen zweima-
lig DLI verabreicht wurden (bei
beginnendem Rezidiv und fal-
lendem Chiméarismus). Im An-
schluss kam es zum Auftreten
eines Overlap-Syndroms
(aGvHD/cGVvHD), so dass
keine weiteren DLI-Gaben er-
folgten.

Abbildung 23: CD52- und
GvHD-Verlauf von Patient
#32.

Initial blieb der Patient frei von
GvHD, so dass am d120 bei
fallendem Chiméarismus DLI
gegeben werden konnten. Hie-
rauf bildete sich eine cGVHD
der Haut aus und es wurde auf
weitere DLI-Gaben verzichtet.
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Abbildung 25: Prozentualer Anteil CD52-negativer Treg im zeitlichen Verlauf.
anhalt. aGvHD: anhaltende akute GvHD; olGvHD: aGvHD/cGvHD-Overlap-Syndrom

In der obigen graphischen Zusammenfassung der durchgefiihrten Verlaufsuntersu-

chungen, in der die Patienten anhand ihrer GvHD-Auspragung aufgezeichnet wurden

(von links nach rechts: starke GvHD - keine GvHD), zeigt sich nochmal anschaulich

die Korrelation zwischen GvHD-Verlauf und Anteil der CD52- negativen Treg: Bei allen

Patienten mit anhaltender aGvHD sahen wir auch an d365 noch hohe Anteile CD52-

negativer Treg, wohingegen sich nach Ausheilung einer aGvHD oder Ubergang in eine

cGVvHD nur noch geringe Anteile CD52-negativer Treg im Verlauf nachweisen liel3en.

Bei den Patienten, die initial keine GvHD entwickelten, fanden wir Ubereinstimmend

bereits an d100 deutlich niedrigere Anteile CD52-negativer Treg. Unabhangig von der
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Klinik stellte sich jedoch bei allen Patienten im Verlauf eine abnehmende Tendenz der
CD52-negativen Treg dar, es gab keinen Patienten, der im ersten Jahr nach der Trans-
plantation eine anteilige Zunahme dieser Zellen bot. Im Gegensatz hierzu zeigten sich
die absoluten Zahlen CD52-negativer Treg bei einigen Patienten mit anhaltender oder
rezidivierender aGvHD im Verlauf teilweise zunehmend oder undulierend ohne ein-
deutige Tendenz. Bei Patienten mit cGvHD oder ohne GvHD zeigten sich hingegen

auch die absoluten Zahlen CD52-negativer Treg durchgehend fallend.

5. 3 Suppressionsassay

Um herauszufinden ob eine funktionelle Einschrankung bei den CD52-negativen Treg
vorliegt, fuhrten wir einen Suppressionsassay durch. Hierfur sortierten wir die Treg von
Patient #17 anhand ihrer CD52-Expression und ko-kultivierten diese jeweils in ver-
schiedenen Verhaltnissen mit aktivierten und CFSE-markierten Responder-Zellen ei-
nes gesunden Spenders, wie im Methodenteil beschrieben. Als Responder- Zellen
nutzten wir hierbei PBMC. Nach 5 Tagen wurden die Zellen mit CD3 und CD8 gefarbt
und anschliel3end im FACS gemessen. Fur die Auswertung erfolgte zunéchst die Iden-
tifikation CD8" T-Zellen Uber CD3 und CD8 und anschlieRend die Darstellung der
Proliferation Uber das gemessene CFSE-Signal. Zum Vergleich fir die Lage des Gates

diente uns eine nicht- stimulierte Kontrolle, welche ebenfalls fir 5 Tage kultiviert wurde.
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Abbildung 26: Gating-Strategie zur Bestimmung des Anteils proliferierter Zellen

Zunachst wurden Lymphozyten identifiziert und anschlieRend daraus CD8* T-Zellen isoliert.
Von diesen Zellen wurde nun der Anteil der proliferierten Zellen bestimmt. In der unteren
Reihe: Nicht-stimulierte Kontrolle zum Vergleich.

Dies fuhrten wir jeweils fir CD52-positive und -negative Treg in den verschiedenen
Tresp: Treg-Verhaltnissen durch. In der Gruppe der allein kultivierten Tresp (welche
also nicht durch Treg gehemmt werden konnten) fanden wir eine Proliferationsrate von
82,8%. Diese diente uns bei den weiteren Auswertungen als Vergleichsparameter. Wir
sahen bei den Tresp, welche mit CD52-negativen Treg ko-kultiviert worden waren eine
deutlich starkere Proliferation als in der Gruppe mit CD52-positiven Treg. Dieser Effekt
zeigte sich auch bei niedrigeren Tresp: Treg-Verhéaltnissen und war bis zu einer Ver-

dinnung von 4:1 nachweisbar, wie in nachfolgender Abbildung dargestellt.
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Abbildung 27: Ergebnisse des Proliferationsassays

In der oberen Reihe ist die Proliferation der Tresp dargestellt, welche mit CD52" Treg kokulti-
viert wurden. In der unteren Reihe analog die Tresp, welche mit CD52* Treg kokultiviert wur-
den. Die oberen Zahlen geben das Verhéltnis Tresp: Treg an. In rosa dargestellt ist die Prolife-
ration ungehemmter Tresp, in grau die der gehemmten Tresp. Prozentzahlen geben die
Proliferationsrate an.

5.4 Expression funktionell wichtiger Treg-Marker auf CD52-negativen und -po-

sitiven Treg

Da sich aus den vorangegangenen Experimenten Hinweise ergaben, dass CD52-ne-
gative Treg sowohl in vivo als auch in vitro funktionell eingeschrankt sein kdnnten,
untersuchten wir die Expression weiterer extra- und intrazellularer Marker im Vergleich
zwischen CD52-positiven und -negativen Treg. Hierfir konzentrierten wir uns auf Mar-
ker, welche eine wichtige Rolle in der Treg-Aktivierung oder fir die Treg-Funktion spie-
len: CD44, CD45RA, HLA-DR, CD39, CTLA4, CD62L, CXCR3, CCR5 und Granzyme
A. Fur die Untersuchung wahlten wir uns Proben von Patienten zu Zeitpunkten, an
denen sie sowohl CD52-positive als auch CD52-negative Treg aufwiesen. Die Auswahl
der Proben erfolgte unabhangig von GvHD-Status und Zeitpunkt nach der Transplan-

tation. Insgesamt fuhrten wir diese Analyse an 23 Proben fir CD44, CD39, CTLA-4,
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CXCR3, CCR5 und Granzyme A durch. Hiervon entstammten 13 Proben von Patien-
ten mit aGvHD (Patienten #24, #18, #3, #22, #27, #17, #20, #26, #34, #21 und #33),
4 Proben von Patienten mit cGvHD (Patienten #34, #5, #36 und #30) und 6 Proben
von Patienten, welche zum Probenzeitpunkt keine GvHD zeigten (Patienten #8, #32,
#3, #18, #14 und #23). Die Probenzeitpunkte variierten von d83 bis d560 und die un-
tersuchten Treg waren im Mittel zu 51,3% CD52-positiv (Range: 14,8% - 90,9%). Da
die Marker CD62L, CD45RA und HLA-DR erst zu einem spateren Zeitpunkt der Arbeit
erganzt wurden, erfolgte die entsprechende Untersuchung nur an insgesamt 14 Pro-
ben; davon 8 mit aGvHD (Patienten #18, #3, #22, #27,#17, #26 und #34), 2 mit cGvHD
(Patienten #34 und #5) und 4 ohne GvHD (Patienten #8, #32, #3 und #18); d83 bis
d384; im Mittel 56,4% CD52-positive Treg). Die genannten Marker wurden jeweils zu-
sammen mit CD4, CD25, FoxP3 und CD52 gefarbt. Fur die Auswertung identifizierten
wir zunachst, wie oben gezeigt, CD52-positive und -negative Treg und sahen uns an-
schlieBend die Expression des jeweiligen Markers (ausgedrtickt durch den prozentua-
len Anteil beziehungsweise die Median Fluorescence Intensity, MFI) durch die beiden
Subpopulationen an. Zur statistischen Untersuchung wurde anschliel3end ein Paired
t-test durchgefuhrt. In der Auswertung zeigte sich fir CXCR3, CTLA4, HLA-DR und
Granzyme A sowohl bei den prozentualen Anteilen als auch der MFI kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Populationen. Fir CD45RA fanden wir in Hinblick
auf die prozentualen Anteile eine héhere Expression bei den CD52-positiven Treg,

allerdings erreichte der Unterschied ebenfalls keine Signifikanz.
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Abbildung 28: Vergleich CD52" und CD52 Treg in Hinblick auf ihre Expression von
CXCR3, CTLA4, CD45RA, HLA-DR und Granzyme A

Bei allen genannten Markern findet sich kein signifikanter Unterschied der Expression. Darge-
stellt sind die prozentualen Anteile und die MFI des jeweiligen Markers aufgetragen fir CD52*
und CD52" Treg.

Fur CCR5 konnten wir eine geringere Expression durch CD52-negative Treg im Ver-

gleich zu CD52-positiven Treg nachweisen:
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Abbildung 29: Expression von CCR5

Sowohl die prozentualen Anteile als auch die MFI von CCR5 sind bei den CD52" Treg ernied-
rigt.
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Fur CD39 zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der MFI bei den CD52-negativen

Treg, die prozentualen Anteile waren im Vergleich jedoch ohne Unterschied.

MFI CD39

Abbildung 30: Expression von CD39
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Sowohl bei CD44 als auch bei CD62L stellte sich die MFI bei den CD52-negativen
Treg signifikant erhdht dar, im Vergleich zu den CD52-positiven Treg. Auch bei den

Prozenten scheint sich dieser Trend bei beiden Markern abzuzeichnen, jedoch ohne,

dass die Unterschiede hier statistische Signifikanz erreichen.
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Abbildung 31: Expression von CD44 und CD62L

Um zu untersuchen, ob sich die Starke der Expression von FoxP3 zwischen den bei-

den Populationen unterscheidet (wobei, gemal3 dem oben aufgezeigten Vorgehen zur

Identifikation von Treg, alle untersuchten Treg zu 100% FoxP3 positiv sind) verglichen
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wir die MFI von FoxP3. Hierbei konnte im paired t-test eine statistisch signifikante Dif-
ferenz mit einer niedrigeren MFI bei den CD52- negativen Treg nachgewiesen werden.
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Abbildung 32: MFI von FoxP3

5.5 Treg- Marker und GvHD

Im letzten Schritt verglichen wir die eben besprochenen Marker zwischen den drei
GVHD-Gruppen. Fur diese Untersuchung standen jedoch nicht mehr von allen Patien-
ten Proben zur Verfigung, so dass sich die Gruppen entsprechend verkleinerten: In
der aGvHD-Gruppe wurden 11 Patienten untersucht ((Patienten #20, #35, #21, #33,
#18, #24, #27, #3, #17, #26 und #22; die Probenzeitpunkte lagen zwischen d83 — d358
nach Tx), in der cGvHD-Gruppe 6 Patienten (Patienten #34, #5, #32, #36, #30, #40;
d192-d530) und in der noGvHD-Gruppe ebenfalls 6 Patienten (Patienten #32, #13,
#38, #14, #23 und #8; d97-d560). CD62L, CD45RA und HLA-DR wurden an zu wenig
Patienten untersucht, so dass ein Vergleich fiir diese Marker nicht méglich war. Es
wurden sowohl die bestimmten prozentualen Anteile der Marker auf den Treg als auch
die gemessene MFI verglichen. Die entsprechenden Ergebnisse werden in Abbildung
33 dargestellt. In der durchgefiihrten Varianzanalyse zur Uberpriifung eines statistisch
signifikanten Unterschieds zwischen den drei Gruppen zeigte sich fur keinen der Mar-
ker ein signifikantes Ergebnis. Bei CD39 sahen wir allerdings eine Tendenz zu einer
niedrigeren Expression (sowohl prozentual als auch fur die MFI) bei aGvHD und bei

CXCR3 eine Tendenz zur héheren Expression (prozentual) bei aGvHD.
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Abbildung 33: Vergleich der Marker-Expression durch Treg von
cGvHD oder noGvHD
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6. Diskussion

6.1 Alemtuzumab und T-Zell-Depletion

Alemtuzumab wird bereits seit 20 Jahren im Kontext der allogenen Stammzelltrans-
plantation eingesetzt, um eine effektive TCD zur GvHD-Prophylaxe zu erreichen. Ins-
besondere in Verbindung mit einem dosisreduzierten Konditionierungsregime beste-
hend aus Fludarabin und Melphalan konnte bei Alemtuzumab-Anwendung die Rate an
aGvHD signifikant gesenkt werden (94). Jedoch gibt es wie oben beschrieben auch
andere Methoden zur T-Zell-Depletion, wobei vor Allem der Einsatz von ATG statt
Alemtuzumab immer wieder kontrovers diskutiert wird. Aktuell ist die Entscheidung
hieriiber abhangig vom Transplantationszentrum, wobei es auch landerspezifische
Praferenzen gibt. Bisherige Studien, welche zum Vergleich zwischen den beiden Me-
thoden durchgefiihrt wurden, erbrachten gemischte Ergebnisse. Einerseits zeigten
sich ein schnelleres Engraftment, weniger Infusions-bedingte Nebenwirkungen, sowie
ein geringeres Risiko fur das Auftreten von aGvHD und cGvHD nach Alemtuzumab im
Vergleich zu ATG (95). Allerdings wurde in derselben Studie eine héhere Rezidiv-Rate
nach Alemtuzumab festgestellt, welche letztlich wahrscheinlich dazu fuhrte, dass sich
die Minderung der GvHD nicht in einem erhohten Uberlebensvorteil fir Alemtuzumab
niederschlug. Die Ursache hierfur ist am Ehesten eine aufgrund der langeren Halb-
wertszeit von Alemtuzumab starkere Verzégerung der Immunrekonstitution, welche in
der Folge zu einem haufigeren Auftreten eines gemischten Chimarismus, sowie einem
geringeren GvL-Effekt fihrt. AuRerdem konnten in mehreren Studien ein erhohtes Ri-
siko fur eine CMV-Reaktivierung aufgrund der eingeschrankten Immunrekonstitution
unter Alemtuzumab nachgewiesen werden (3, 96). Andererseits konnte bisher auch
keine Verlangerung des Gesamtuberlebens fir ATG im Vergleich zu Alemtuzumab
gezeigt werden. Daher waren sicherlich zur besseren Entscheidung Studien mit dem
zusatzlichen Endpunkt der Lebensqualitat aufschlussreich, da diese in den vorgenann-
ten Untersuchungen nicht explizit abgefragt wurde. Zudem gibt es Hinweise darauf,
dass Alemtuzumab in bestimmten Erkrankungssituationen weitere Vorteile gegentuber
ATG aufweist: Robin et al. sahen in der oben bereits erwahnten Studie ein besseres
Gesamtiberleben in der Alemtuzumab-Gruppe bei CMV-negativen Patienten. In einer
weiteren Vergleichsstudie zur Transplantation bei Patienten mit schwerer aplastischer

Anamie konnte ebenfalls eine deutlich geringere Rate an GvHD, sowie zusatzlich ein
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erhohtes Gesamtuberleben nach Transplantation von einem Nicht-verwandten Spen-
der unter Alemtuzumab im Vergleich zu ATG festgestellt werden (97). Zuletzt entsteht
zumindest ein theoretischer Vorteil von Alemtuzumab daraus, dass dieses, neben sei-
ner Wirkung auf T-Zellen, auch eine Depletion von B- Zellen bewirkt (ATG bewirkt hin-
gegen vorrangig eine T-Zell Depletion) und somit potenziell das Risiko fir eine EBV-

assoziierte Posttransplantations-Lymphoproliferative Erkrankung (PTLD) senkt (43).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die genaue Rolle von Alemtuzumab
zwar noch zu klaren bleibt, es aber definitiv auch in den nachsten Jahren weiter seinen
Platz im Transplantations-Kontext haben wird, weshalb es sich lohnt sich weiterhin mit

der Substanz und den Folgen ihrer Anwendung zu beschéftigen.

6.2 Treg-Rekonstitution

Eine der eingangs bereits erwahnten Folgen von Alemtuzumab ist die gestorte Immun-
Rekonstitution im Anschluss an die Transplantation. Weitere Untersuchungen
ergaben, dass hierbei insbesondere die Rekonstitution von CD4* T-Zellen gestort ist.
So wiesen zum Beispiel D’'Sa et al. bei fast allen Patienten noch 21 Monate nach
Transplantation im Vergleich zu Gesunden deutlich erniedrigte CD4* T-Zellen nach,
wohingegen ein Grol3teil der Patienten bereits normale Werte fur CD8* T-Lymphozyten
zeigte (4). So beschaftigten wir uns in dieser Arbeit zunachst mit der Rekonstitution
von Treg (welche ebenfalls zu den CD4* T-Zellen gehdren) nach HSZT mit
dosisreduzierter Konditionierung und Alemtuzumab. In unserer Analyse von Treg-
Zahlen und -Anteilen, gruppiert nach dem Zeitpunkt der Probeentnahme nach der
Transplantation, fanden wir in den ersten 100 Tagen signifikant niedrigere Werte
sowohl fur die Anzahl als auch fur den prozentualen Anteil der Treg an allen CD4*
Lymphozyten im Vergleich zu spateren Zeitpunkten. Zwischen Tag +200 und +300
zeigte sich nur noch ein leichter Anstieg der beiden Werte und nach Tag +300 sahen
wir einen leichten Abfall des prozentualen Treg-Anteils bei gleichbleibender absoluter
Treg-Anzahl. In unserer Studie haben wir weder gesunde Kontrollen untersucht, noch
Patienten mit anderen Konditionierungsregimen, so dass keine eindeutige Aussage
Uber den Einfluss von Alemtzumab auf die Glte der Treg-Rekonstitution getroffen
werden kann. In der Literatur findet man jedoch Angaben fir den prozentualen Anteil
der Treg an CD4* Lymphozyten, welche bei gesunden Probanden zwischen 5-10%

liegen (98, 99), so dass bei unseren Patienten bis Tag 200 mit 6,9% annehmbar
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normale Treg-Anteile erreicht wurden. Dies deckt sich mit der Studie von Perz et al.,
in der ebenfalls zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transplantation Treg-Anteile
untersucht wurden. Auch wenn die dort verwendeten Zeitpunkte sich von den bei uns
gewahlten unterscheiden, beschreiben die Autoren relativ frih nach Transplantation
(zwischen Tag +150 und +360) bereits normale Treg-Anteile an CD4" T-Zellen im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe (100). Es zeigte sich also, zumindest in
unserer Studie, kein negativer Einfluss von Alemtuzumab auf die anteilige Entwicklung
der Treg-Population innerhalb der CD4+ T-Zellen. Allerdings misste man um diese
Fragestellung genauer zu untersuchen einerseits Analysen zu friiheren Zeitpunkten
(und in kurzeren Abstanden) nach Transplantation durchfihren und dies mit einer
Kontrollgruppe vergleichen, welche kein Alemtuzumab erhalten hat. Jedoch kdnnen
wir davon ausgehen, dass bei unseren Patienten bei normalen Treg-Anteilen, die
absoluten Treg-Zahlen im gleichen MalRe wie die CD4* T-Zellen unter denen der
Normalbevélkerung liegen, da, wie oben beschrieben, die Rekonstitution von CD4* T-

Zellen nach Alemtzumab verzdgert ablauft.

6.2.1 Treg-Rekonstitution und GvHD

In vielen Studien wurde bereits beschrieben, dass ein vermindertes Vorkommen von
Treg mit der Ausbildung einer aGvHD assoziiert ist (101-103).

In Bezug auf die cGvHD ist die Studienlage weniger einheitlich. Wahrend in einigen
Untersuchungen erniedrigte Treg-Anteile bei cGvHD gefunden wurden (104-106), wird
in anderen Studien Uber erhdhte Treg-Anteile bei cGvHD (sowohl nach
vorangegangener aGvHD, als auch bei Patienten ohne aGvHD) berichtet (107, 108).
Bei einem Vergleich aller Proben fanden wir keine signifikant erniedrigten Treg-Anteile
oder -Zahlen in der Gruppe der Patienten, welche eine aGvHD entwickelten. Auch
wenn wir nur die Proben betrachten, welche in den ersten 100 Tagen nach der
Transplantation entnommen wurden, zeigen sich in der aGvHD-Gruppe eher erhéhte
Treg-Zahlen und auch -Anteile im Vergleich zu Patienten ohne GvHD, auch wenn
diese Werte keine statistische Signifikanz erreichen. Fir die cGvHD-Gruppe kénnen
wir zu diesem frihen Zeitpunkt keine Aussage treffen, da vor Tag +100 nicht genug
Proben vorlagen von Patienten, die spater eine cGvHD entwickelten. Die Diskrepanz
unserer Ergebnisse in Bezug auf die aGvHD im Vergleich zu den zuvor erwahnten
Studien konnte mehrere Grinde haben. Zum einen liegt unser frihester

Probeentnahmezeitpunkt an Tag +49 und damit deutlich spater als in den meisten

57



Studien, welche den oben genannten Zusammenhang feststellen konnten. So
beziehen sich Fujioka et al. auf Proben, die 2 Wochen nach Transplantation
entnommen wurden und bei Rezvani et al. liegen Proben von Tag +30 vor. Zudem
handelt es sich bei den genannten Studien um prospektive Studien, welche die
gemessenen Treg-Werte mit der anschlieBenden Ausbildung einer aGvHD
korrelierten. Es konnte hiermit also gezeigt werden, dass verminderte Treg sehr frih
nach Transplantation mit einem spéateren Auftreten von aGvHD zusammenhéangen. In
einer weiteren Arbeit, von Miura et al., wurden FoxP3 mRNA-Level 24-48h nach
Beginn einer aGvHD und vor Initiierung einer Behandlung gemessen. Dabei fanden
sie erniedrigte Level im Vergleich zu Kontrollen ohne GvHD (109). Im Gegensatz dazu
wurden die meisten unserer Proben entnommen, nachdem die aGvHD bereits
begonnen hatte und diese teilweise auch schon behandelt wurde. Es wurden durch
uns lediglich 4 Proben analysiert, welche vor Auftreten einer aGvHD abgenommen
wurden und es lagen uns keine zeitlich passenden Proben von Patienten ohne GvHD
vor, so dass eine diesbeziigliche Analyse in dieser Arbeit nicht erfolgen konnte.
Wurde bereits eine Behandlung der aGvHD begonnen, erfolgte diese durch
immunsuppressive Medikation, welche in allen Féllen aus Steroiden bestand und bei
einigen Patienten mittels Tacrolimus oder CsA intensiviert bzw. mit PUVA oder ECP
erganzt wurde. Diese Therapie konnte natlrlich auch einen Einfluss auf die
Entwicklung der Treg-Population haben, wobei ich mich in meinen Erdrterungen hier
allein auf die Steroide beziehen mdchte, da es fiir die Ubrigen Therapien in unserer
Studie jeweils nur geringe Fallzahlen gab. Ein Zusammenhang zwischen Treg und
Glukokortikoiden wurde zunachst aul3erhalb des Transplantationskontextes von
Karagiannidis et al. beschrieben. In der Arbeit wurden signifikant erhdhte FoxP3-
MRNA Level gemessen bei Asthma-Patienten, die zuvor Glukokortikoide inhaliert
hatten (110). Auch Suarez et al. fanden signifikant erhdhte Treg-Anteile nach
Steroidtherapie (111). Da Glukokortikoide bis heute als haufigste Medikation zur
Behandlung von GvHD eingesetzt werden, ist deren Einfluss auf die Treg-Entwicklung
auch im Kontext der allogenen Stammzelltransplantation interessant. Dieser
Fragestellung widmeten sich Schneider et al. und fanden signifikant erhéhte Treg-
Anteile bei GvHD-Patienten, welche zum Probenzeitpunkt unter Steroidtherapie
standen (112). In dieser Studie wurden zudem, analog zu unseren Ergebnissen,
erhohte Treg-Anteile bei Patienten mit aGvHD beschrieben.

Zuletzt bleibt noch zu erwdhnen, dass in den zuvor aufgefiihrten Studien keine einheit-

liche Angabe flr die Treg erfolgte. Es wurden entweder absolute Zahlen gemessen
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oder Treg-Anteile bezogen auf CD4* T-Zellen oder alle Lymphozyten. In der Literatur
herrscht keine Einigung daruber, welche Angabe zu Treg deren Funktion in vivo am
besten widerspiegelt. Perz et al. diskutieren in ihrer oben erwahnten Arbeit (100), dass
der Anteil der Treg an allen Lymphozyten deren Verhéltnis zu allen von ihnen zu regu-
lierenden Zellen wiederspiegelt und somit das beste Mal3 fur ihre Funktionalitat in vivo
darstellt. In unseren Untersuchungen sahen wir jedoch keine unterschiedlichen Ergeb-
nisse in Bezug auf die verschiedenen Treg-Angaben.

Doch selbst wenn wir nicht ausschlie3en kénnen, dass eine eventuell vor Auftreten
der aGvHD erniedrigte Treg-Zahl bestanden hat und dies ggf. auch ursachlich zur Ent-
stehung der aGvHD beigetragen haben kdnnte, erklart dies nicht, warum Patienten mit
einem hoheren Treg-Anteil oder Treg-Zahlen als Patienten ohne GvHD an einer an-
haltenden aGvHD leiden, wie wir es in unseren Verlaufsuntersuchungen aufzeigen
konnten. Es liegt daher der Verdacht nahe, dass die Treg dieser Patienten in ihrer

Funktion eingeschrankt sind.

6.3. CD52- negative Treg

Wie bereits in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe beschrieben, konnte ich erneut die
Rekonstitution CD52-negativer Treg nachweisen. Das Auftreten CD52-negativer T-
Zellen in Folge einer Alemtuzumab-Behandlung wurde nicht nur durch unsere Arbeits-
gruppe, sondern auch bereits in verschiedenen anderen Studien beschrieben. Hierbei
wurde dieser Zusammenhang sowohl im Transplantationskontext (zum Beispiel durch
Loeff et al. (113)) als auch im Rahmen der Behandlung verschiedener Erkrankungen,
wie der Rheumatoiden Arthritis (Brett et al. (6)) oder der CLL (Rawstron et al. (114),
gezeigt. Regulatorische T-Zellen wurden allerdings in keiner dieser Studien explizit
untersucht und auch sonst gibt es in der Literatur bisher keinen Nachweis CD52-ne-
gativer Treg. Bei Gesunden scheinen alle Treg CD52 zu exprimieren, wobei es hierzu
ebenso nur wenige Daten gibt. Eine Untersuchung von Haas et al. fand bei 5 gesunden
Probanden nur CD52-positive Treg, wobei die Intensitat der CD52- Expression im Ver-
gleich zu Teff auf Treg erniedrigt war (gemessen anhand der MFI) (115). In einer wei-
teren Studie zeigten sich, ebenfalls bei gesunden Probanden, alle CD4+ T-Zellen (wel-
che die Treg einschlieen) CD52-positiv (116).
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6.3.1. Ursprung CD52-negativer Treg

Der Mechanismus des Enstehens CD52-negativer T-Zellen nach Alemtuzumab-
Behandlung ist bisher nicht vollstandig verstanden. Sowohl in unserer Arbeitsgruppe
als auch in anderen Arbeiten konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass den
betroffenen Zellen nicht nur CD52 auf der Oberflache fehlt, sondern auch weitere GPI-
verankerte Proteine, wie CD48, CD55 und CD59 (6),(117). Daher wurde ein
zugrundeliegendes Problem beziiglich Synthese oder Transport der GPI-Anker bzw.
der Kopplung der Antigene an die GPI-Anker vermutet (118).

Das Fehlen von GPI-Ankern ist pathognomonisch fur die Erkrankung ,Paroxysmale
nachtliche Hamoglobinurie* (PNH). Diese ist charakterisiert durch eine somatische
Mutation in einer pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle, welche die
Abwesenheit samtlicher GPI-verankerter Antigene auf der Zelloberflache zur Folge
hat. Zur namensgebenden Hamolyse kommt es hierbei durch die ebenfalls fehlenden
komplementregulierenden Proteine CD55 und CD59 auf der Erythrozytenmembran,
so dass die Zellen unzureichend geschutzt und verstarkt lysiert werden (119). Die
ursachliche Mutation findet sich in dem fir die GPI-Anker-Synthese essenziellen Gen
PIG-A (114). So lag es nahe auch bei den GPI-Anker defizienten Lymphozyten nach
Alemtuzumab-Behandlung nach einer solchen Mutation zu suchen. Und tatséchlich
konnten Rawstron et al. in einem Patienten eine Deletion in Exon 2 des PIG-A Gens
nachweisen, welche ein nicht-funktionales Genprodukt zur Folge hat. Dariiber hinaus
fanden sie jene Mutation in demselben Patienten in einer sehr geringen Anzahl von
Zellen bereits vor der Behandlung mit Alemtuzumab (114). Auch im
Transplantationskontext wurde dieser Zusammenhang inzwischen mehrfach
untersucht. Loeff et al. wiesen verschiedenste Mutationen im PIG-A Gen nach, welche
sich als ursachlich fur die CD52-Negativititat erwiesen (113). Und auch hier wurden
diese Mutationen nicht nur bei den Empfangern nach der Transplantation gefunden,
sondern auch bei den Spendern, wo ebenfalls geringe Mengen CD52-negativer T-
Zellen nachweisbar waren. Dies fuhrt die Autoren zu der Hypothese, dass die CD52-
negativen T-Zellen in geringem Mal3e natirlicherweise vorkommen und dem
Empfanger transplantiert wurden. Diese Zellen entgehen der Alemtuzumab-
vermittelten Lyse und erhalten einen Selektionsvorteil, so dass sie nach der
Transplantation expandieren bevor sie im Verlauf durch rekonstituierende CD52-

positive Stammzellen Uberwachsen werden.
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Alemtuzumab selbst ist allerdings nur bis zu 60 Tage nach der letzten Gabe in
pharmakologisch aktiven Konzentrationen im Patienten vorhanden (120). Dass CD52-
negative T-Zellen auch noch Jahre nach der Transplantation in Patienten
nachgewiesen werden konnen, liegt moglicherweise darin begrindet, dass es sich
hierbei um Memory T-Zellen handelt, welche eine lange Lebensdauer haben (51).

6.3.2. akute GvHD

Die durch uns gefundenen CD52-negativen Treg stellten sich bei Patienten mit akuter
GVvHD im Vergleich zu den anderen GvHD-Gruppen signifikant erhéht dar. Erstmalig
wurde dieser Zusammenhang nun an mehreren Patienten auch im zeitlichen Verlauf
Uber 1 Jahr nach stattgehabter Stammzelltransplantation untersucht. Hierbei konnten
wir zunéchst einmal feststellen, dass fast alle untersuchten Patienten an d100 nach
der Transplantation mehr als 60% CD52-negativeTreg aufwiesen. Eine Ausnahme
hiervon stellten die 2 Patienten dar, welche nach Transplantation zunéchst keine
GvHD entwickelten. Dennoch liel3en sich auch bei diesen Patienten CD52-negative
Treg nachweisen (34% bzw. 33%). Im Verlauf des ersten Jahres nach der
Transplantation war bei allen Patienten ein Rickgang der CD52-negativen Treg-
Population zu sehen, es kam in keinem Fall zu einem erneuten prozentualen Anstieg
dieser Population. Allerdings zeigte sich der Verlauf intraindividuell sehr
unterschiedlich, wobei sich die Dynamik der anteiligen Proliferation CD52-negativer
Treg sehr gut mit dem Klinischen Verlauf korrelieren lie3. Bei den 3 Patienten mit
anhaltender oder rezidivierender aGvHD konnten wir auch 1 Jahr nach der
Transplantation weiterhin mindestens 50% CD52-negative Treg nachweisen. Im
Gegensatz hierzu liel3 sich bei einem Patienten nach ausgeheilter aGvHD an d365 ein
Ruckgang der CD52-negativen Treg-Population auf 13% messen. Bei den Patienten,
welche initial keine aGvHD entwickelt hatten, sahen wir 1 Jahr nach der
Transplantation sogar nur noch maximal 2% CD52-negative Treg. Wir konnten somit
in dieser Arbeit zeigen, dass sich auch der Verlauf der CD52-Expresion auf Treg bei
aGvHD deutlich von dem von Patienten mit cGvHD bzw. ohne GvHD unterscheidet.
Eine weiterflhrende Untersuchung, welche die CD52-Expression im Hinblick auf den
Schweregrad der aGvHD vergleicht, konnte in dieser Arbeit aufgrund der zu geringen
Patientenzahl leider nicht durchgefihrt werden, ware aber im Rahmen zukUnftiger

Projekte sicherlich sinnvoll.
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6.3.3. Chronische GvHD

Fur die chronische GvHD konnten wir in dieser Arbeit ebenfalls signifikant erhdhte
Anteile CD52-negativer Treg im Vergleich zur no-GvHD-Gruppe nachweisen. Im
Vergleich zur aGvHD war die CD52-Negativitdt weniger stark ausgepragt. Die
Aussagekraft dieser Untersuchung ist allerdings dadurch eingeschrankt, dass nur sehr
wenige Patienten in der cGvHD-Gruppe untersucht wurden. In den
Verlaufsuntersuchungen zeigte sich dann interessanterweise auch bei cGvHD ein
Ruckgang der CD52-negativen Treg, welcher einer &hnliche Dynamik aufwies wie der
Verlauf bei Ausheilung der aGvHD beziehungsweise bei den Patienten ohne initiale
GVvHD. Auch bei anhaltender cGvHD waren nach einem Jahr nur noch maximal 9%
CD52-negative Treg nachweisbar. So ist es nicht auszuschlie3en, dass der eingangs
erwdhnte Unterschied zwischen der cGvHD- und der noGvHD-Gruppe rein zuféllig
gemessen wurde, dadurch bedingt, dass alle cGvHD-Patienten zuvor an einer aGvHD
erkrankt waren und der erhéhte Anteil CD52-negativer Treg vielleicht noch aus dieser
Krankheitsphase stammte. Jedoch wurden auch in den Verlaufsuntersuchungen mit
nur 2 cGvHD-Patienten keine ausreichenden Daten gemessen um eine abschlie3ende
Aussage treffen zu kénnen. Der Zusammenhang zwischen cGvHD und CD52-
Expression auf Treg konnte somit in dieser Arbeit nicht abschlieRend geklart werden
und sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Diese sollte eine gréf3ere
Fallzahl einschlieRen und Messungen zu festgelegten Zeitpunkten nach Auftreten der

cGVvHD enthalten um einen nachhé@ngenden Effekt der aGvHD-Phase auszuschliel3en.

6.3.4. DLI

Einige der in dieser Arbeit untersuchten Patienten erhielten gemall dem
Studienprotokoll DLI-Gaben (prophylaktisch oder praemptiv). Diese konnen wiederum
die Entwicklung einer GvHD zur Folge haben, wie bereits in vielen vergangenen
Studien gezeigt werden konnte (121, 122). Eine kirzlich erschienene retrospektive
Untersuchung fand zudem ein deutlich verringertes Gesamtiiberleben bei den
Patienten, welche eine GvHD nach DLI entwickelten. Als Risikofaktoren fir das
Auftreten einer GvHD nach DLI wurden in der Studie ein Alter >60 Jahre, ein kurzes
Zeitintervall zwischen Transplantation und DLI sowie eine vorangegangene aGvHD
Grad II-1V identifiziert (123). Ein Zusammenhang zwischen CD52-Status und GvHD

nach DLI wurde bisher nicht untersucht.
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Von unseren Patienten entwickelten 2 eine aGvHD, bei 2 Patienten kam es zu einer
cGVvHD oder einem Overlap-Syndrom und bei 2 Patienten sahen wir keine GvHD.
Hierbei konnten wir keinen Zusammenhang aufzeigen zwischen dem CD52-Status vor
der DLI-Gabe und dem anschlieBenden Auftreten einer akuten oder chronischen
GvHD. Besonders deutlich wird dies an den Patienten #19 und #37, welche beide am
Tag +83 untersucht wurden. Bei beiden Patienten fanden wir bereits zu diesem frihen
Zeitpunkt nach der Transplantation nur geringe Anteile CD52-negativer Treg (5,7%
bzw. 3,3%). Sie erhielten zudem fast am gleichen Tag post-Transplantation die DLI-
Gabe, wobei Patient #19 keine GvHD entwickelte (und sogar zu einem spateren
Zeitpunkt eine zweite DLI-Gabe erhielt, ebenfalls ohne eine GvHD zu entwickeln),
wohingegen bei Patient #37 eine aGvHD llI° auftrat. Insgesamt wurden in dieser Arbeit
sicher zu wenige Patienten vor/nach DLI-Gabe untersucht um diesbezuglich eine
sichere Aussage treffen zu kénnen, jedoch fanden wir hier zumindest keine Hinweise
auf einen Zusammenhang zwischen CD52-Status und Entwicklung einer GvHD nach
DLI-Gabe. Im weitern Verlauf nach DLI-Gabe stellte sich der prozentuale Anteil CD52-

negativer Treg ebenso ricklaufig dar wie bei den Patienten ohne DLI.

6.3.5. Absolute Zellzahlen

Neben den prozentualen Anteilen CD52-negativer Treg untersuchten wir in dieser
Arbeit auch die absoluten Zahlen im Verlauf. Hier zeigte sich interessanterweise in
einigen Fallen trotz der prozentualen Abnahme ein Antieg der absoluten Zahl CD52-
negativer Treg. Dies sahen wir bei Patienten mit anhaltender oder rezidivierender
aGvHD, wobei zum gleichen Zeitpunkt jeweils auch ein Anstieg der relativen und
absoluten Zellzahl fir die gesamte Treg-Population zu verzeichnen war. Wir konnten
einen solchen Verlauf nicht bei allen aGvHD-Patienten nachweisen, jedoch zeigte im
Vergleich keiner der Patienten mit cGvHD oder ohne GvHD einen Anstieg der
absoluten Zahlen CD52-negativer Treg.

Die Zunahme absoluter Zellzahlen CD52-negativer Treg konnten wir bei einigen
Patienten auch noch 1 Jahr nach Transplantation nachweisen. Da Alemtuzumab zu
diesem Zeitpunkt langst ausgeschieden ist, scheint sich hier also um Zellen zu
handeln, die auch ohne den Selektionsdruck durch Alemtuzumab weiter proliferieren

konnen.
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6.3.6. Funktion von CD52

Die Funktion des GPI-verankerten Oberflachenmolkeiils CD52 ist aktuell Gegenstand
weiterer Forschungen. In der Vergangenheit wurde vermutet, dass CD52 in der
Induktion von Treg sowie bei der Aktivierung von T-Effektorzellen eine Rolle spielen
konnte (124, 125). In einer neueren Untersuchung von Bandala-Sanchez et. al wurde
Siglec-10 als Bindungspartner fur losliches CD52 identifiziert (126). Hierbei handelt es
sich um einen Rezeptor auf T-Zellen, dessen Aktivierung eine verringerte
Phosphorylierung T-Zell-Rezeptor-assoziierter Tyrosinkinasen zur Folge hat und damit
letztendlich zu einer Suppression der T-Zell-Funktion fiihrt. Uber diesen Mechanismus
kdme CD52 also eine regulierende Rolle in der Immunantwort zu. Allerdings
beschrieben Bandala-Sanchez et al. diesen Zusammenhang fir eine spezielle
Population innerhalb der CD4+ T-Zellen, deren Zellen CD52 in hohem Malie
exprimieren und suppressive Eigenschaften aufweisen, sich jedoch deutlich von den
Treg unterscheiden. Ob regulatorische T-Zellen ebenfalls mit Hilfe von
Phospholipasen lésliches CD52 produzieren und den beschriebenen Mechanismus
nutzen, wurde in der genannten Arbeit nicht untersucht. Auch gibt es bisher keine
Daten zur Wirkung von ldslichem CD52 auf die Aktivierung oder Funktion dieser
Zellen.

Eine weitere immunomodulatorische Wirkung von CD52 konnte in Bezug auf die
humorale Immunitat gezeigt werden. So fanden Rashidi et al. eine CD52-vermittelte
Suppression des NF-kB-Signalwegs, welcher als Reaktion auf die Aktivierung von Toll-
like-receptors ausgeldst wird (127).

Wie bereits in Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe gezeigt, ist das Fehlen von CD52
nach Alemtuzumab-basierter Stammzelltransplantation nicht auf Treg beschrankt,
sondern betrifft alle CD4+ (und auch CD8+) T-Zellen. Unter dem Aspekt der
immunregulatorischen Funktion von CD52 wéare es also auch denkbar, dass das
Fehlen von diesem Oberflachenmolekll allgemein eine verstarkte Immunantwort und
damit auch eine erhdhte Rate an aGvHD verursacht. Um zu untersuchen, ob speziell
CD52-negative Treg in ihrer Funktion eingeschrankt sind, fuhrten wir daher ein
Suppressionsassay durch  und fanden tatsédchlich eine  verminderte
Suppressionsfahigkeit im direkten Vergleich zu CD52-positiven Treg. In der Folge
interessierte uns, ob das Fehlen von CD52 auch mit anderen messbaren

Veranderungen der Treg einhergeht.
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6.4 Funktionseinschrankung CD52-negativer Treg

Unser eben erwahnter Funktionstest Uberpruft die Suppressionsfahigkeit von Treg in
direktem Kontakt mit Effektor T-Zellen. Eine Ursache des vermehrten Auftretens von
akuter GvHD bei gleichzeitig hohen Anteilen CD52-negativer Treg konnte also darin
liegen, dass diese Zellen im direkten Zellkontakt eine verminderte Suppressionsfahig-
keit aufweisen. Ein Suppressionsmechanismus regulatorischer T-Zellen lauft wie ein-
gangs beschrieben tber den CD39/CD73- Mechanismus. Hierbei wird extrazellulares
ATP durch CD39 zunéchst in ADP und schlie3lich in AMP aufgespalten. AMP wiede-
rum bindet an CD73 und wird durch dieses zu freiem Adenosin dephosphoryliert. Die
Interaktion von Adenosin mit dem A>A-Rezeptor auf Effektor-T-Zellen fuhrt zu einer
Reduktion der inflammatorischen Reaktion, wahrscheinlich Gber eine Hemmung des
NF-kB-Signalwegs. Zudem konnte auch eine Expansion von Treg nach Adenosin-Bin-
dung an AA auf diesen Zellen und damit eine weitere Steigerung der antiinflammato-
rischen Reaktion nachgewiesen werden (128). CD39 wird durch verschiedene hama-
topoetische Zellen exprimiert, fir regulatorische T-Zellen ist jedoch eine besonders
hohe Fraktion CD39-positiver Zellen beschrieben. Bei CD73 stellt sich die Datenlage
uneinheitlich dar: Wahrend fur murine Treg eine hohe membrangebundene Expression
von CD73 beschrieben wurde, konnte diese auf humanen Treg bisher nicht bestatigt
werden. Stattdessen fand man eine hohere intrazellulare Expression von CD73 auf
Treg im Vergleich zu konventionellen T-Zellen (129). Erschwert wird die Untersuchung
von CD73 zudem dadurch, dass die Antikérperbindung an membrangebundenem
CD73 mdoglicherweise eine Loslésung der Verankerung verursacht (130). Aus diesen
Grunden untersuchten wir in dieser Arbeit CD39 und nicht CD73, obwohl CD73 im
Gegensatz zu CD39 ein GPI-verankertes Protein ist (130). Wir fanden hierbei im Ein-
klang mit den zuvor genannten Arbeiten durchgangig eine hohe prozentuale Expres-
sion von CD39 auf Treg. Im Vergleich zwischen CD52-positiven und CD52-negativen
Treg fiel jedoch eine signifikant niedrigere MFI von CD39 auf CD52-negativen Treg
auf. Zwischen den GvHD-Gruppen fanden wir hingegen keinen signifikanten Unter-
schied hinsichtlich der CD39-Expression, wobei sich eine Tendenz zu einer niedrige-
ren CD39-Expression bei aGvHD abzuzeichnen scheint. Es kénnte sich hier also loh-
nen eine weitere Studie mit einer groBeren Patientenzahl anzuschliel3en, die diese
Korrelation nochmals Uberprift. In der Literatur findet man bisher keine Studien, die
den Zusammenhang einer CD39-Expression und GvHD untersuchen. Zudem bleibt

offen, inwiefern CD39- und CD73-Expression aneinandergekoppelt sind und ob eine
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moglicherweise durch fehlende GPI-Anker bedingte Abwesenheit von CD73 an der
Zelloberflache zu einer Herunterregulierung von CD39 fluhrt, wie sie unsere Ergeb-

nisse vermuten lassen.

Ein weiterer kontaktabhangiger Suppressionsmechanismus von Treg lauft tiber CTLA-
4, welches letztendlich eine verminderte Kostimulation von Effektor-T-Zellen durch
APC bewirkt. In der Literatur sind Gbereinstimmend durchgéngig hohe Expressionen
von CTLA-4 auf Treg beschrieben, dies konnten wir in dieser Arbeit auch fur unsere
Patienten nachweisen: Im Mittel fanden wir rund 90% CTLA-4-positive Treg. Im GvHD-
Kontext wurde CTLA-4 unter anderem durch Miura et al. untersucht (109), welche eine
verminderte CTLA-4-Expression (auf mRNA-Ebene) bei Patienten mit GvHD zeigen
konnten. Hierbei wurde allerdings die CTLA-4-Expression auf allen PBMC der Patien-
ten bestimmt und nicht explizit auf Treg. Da CTLA-4 auch von anderen T-Zellen expri-
miert wird, 1asst sich hier nicht sicher auf eine Treg-vermittelte Wirkung schlief3en. In
unseren Untersuchungen konnten wir keinen Unterschied hinsichtlich der CTLA-4-Ex-
pression auf Treg zwischen den einzelnen GvHD-Gruppen nachweisen. Auch fanden
wir keine signifikant erniedrigte CTLA-4-Expression auf CD52-negativen Treg. Im Ge-
gensatz zu unserer Arbeit wurden in der vorgenannten Untersuchung von Miura et al.
die Messungen jedoch zum Zeitpunkt des GvHD-Auftretens durchgefuhrt. Wir kdnnen
daher also nicht ausschlie3en, dass es also auch bei unseren Patienten zu friheren
Zeitpunkten nach der Transplantation Unterschiede in der CTLA-4-Expression auf

Treg geben kénnte.

Auch das MHC-Klasse II-Molekil HLA-DR scheint, wie eingangs erlautert, im Zusam-
menhang mit der Kontakt-abhangigen Suppression von Treg in Verbindung zu stehen.
In der Literatur gibt es bisher jedoch keine Arbeiten, die den Zusammenhang zwischen
der Expression auf Treg und dem Auftreten einer GvHD behandeln. Im Vergleich zwi-
schen CD52-positiven und -negativen Treg zeigte sich in unseren Untersuchungen
kein signifikanter Unterschied, ein Vergleich zwischen den einzelnen GvHD-Gruppen
war allerdings aufgrund der zu geringen Anzahl gemessener Proben nicht sinnvoll

moglich.

Neben den Oberflachenmolekilen gibt es auch intrazellulare Strukturen, die an der

regulatorischen Wirkung von Treg beteiligt sind. Insbesondere spielen hierbei die
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Granzyme eine Rolle, welche in den Zielzellen eine Apoptose ausldsen kdnnen. Wah-
ren iTreg Uberwiegend Granzyme B bilden, konnte bei nTreg nach Aktivierung die Ex-
pression von Granzyme A nachgewiesen werden (131). Bei dieser Protease scheint
es sich ebenfalls um einen wichtigen Player im Hinblick auf das Verhindern einer
aGvHD zu handeln. In einer prospektiven Studie von Ukena et al., in welcher Treg-
Transkriptome von Patienten mit und ohne GvHD verglichen wurden, zeigte sich eine
verringerte Gen-Expression fur Granzyme A bei Patienten, welche im Verlauf eine
GVvHD entwickelten (132). Auch auf Proteinebene konnten diese Ergebnisse mittels
Durchflusszytometrie bestétigt werden. Allerdings fand sich hierbei ein signifikanter
Unterschied nur vor d100, zu spateren Zeitpunkten nach der Transplantation war die
Granzyme A-Expression auf mRNA-Ebene bei den GvHD-Patienten zwar weiterhin
leicht erniedrigt, auf Proteinebene zeigte sie sich jedoch eher erhéht im Vergleich zu
der immuntoleranten Gruppe. In einer neueren Arbeit von Velaga et al. ergaben sich
im Mausmodel Hinweise darauf, dass Granzyme A insbesondere fiir die Pravention
einer gastrointestinalen GvHD wichtig sein konnte (133). In unserer Arbeit konnten wir
keinen signifikanten Unterschied in der Granzyme A-Expression zwischen den GvHD-
Gruppen nachweisen. Dies konnte einerseits wieder am Probenzeitpunkt liegen, an-
dererseits erkrankten nur wenige unsere Patienten an einer GvHD des Gastrointesti-
naltraktes, der Grof3teil unseres Kollektivs wies eine aGvHD der Haut auf.

Auch zwischen den CD52- positiven und -negativen Treg fanden wir jedoch keine Dif-

ferenz hinsichtlich der Granzyme A-Expression.

Bei unserem Suppressionstest handelt es sich natlrlich um einen reinen in vitro- Ver-
such. In vivo spielt jedoch nicht nur die Kontakt-abhangige Suppressionsfahigkeit der
Treg eine wichtige Rolle fur ihre Funktion, sondern auch die Fahigkeit Gberhaupt mit
den Effektor T-Zellen in Kontakt zu treten, also zu dem Ort zu migrieren, an welchem
sich diese Zellen befinden. Hierbei lassen sich nach der Stammzelltransplantation grob
2 Phasen unterscheiden: Frith nach der Transplantation wandern die Effektor T-Zellen
zunachst in sekundéare lymphatische Organe aus, wo sie expandieren. Fur das Homing
von Treg in diese Organe ist das Molekil CD62L essenziell. So konnten unter Ande-
rem Ermann et al. zeigen, dass eine hohe CD62L-Expression auf Treg frih nach
Transplantation im Mausmodel einerseits mit einer verstarkten Hemmung der Effektor-
T-Zell-Expansion in sekundaren lymphatischen Organen und andererseits auch mit
einer verringerten Rate an GvHD vergesellschaftet war (75). Zu spateren Zeitpunkten

nach der Transplantation erwartet man eine Akkumulation von Effektor-T-Zellen eher
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im parenchymatdsem Gewebe, insbesondere der klassischen GvHD-Zielorgane wie
Haut, Leber oder Gastrointestinaltrakt. Fur die Migration der Treg in diese Gewebe
sind unter anderem die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR3 wichtig. Wysocki et
al. wiesen hierzu passend im Mausmodel einen Zusammenhang zwischen CCR5-ne-
gativen Treg und verstarktem Auftreten von GvHD nach, wobei es ihnen ebenfalls ge-
lang eine verringerte Infiltration der GvHD-Zielorgane durch CCR5-negative Treg im
Vergleich zu CCR5-positiven Treg aufzuzeigen (134). Auch beim Menschen konnte
ein Zusammenhang zwischen CCR5-Expression auf Treg und GvHD nachgewiesen
werden. In der bereits oben erwdhnten Transkriptom-Studie von Ukena et al. fand sich
eine signifikant hhere CCR5-Expression von Treg sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene bei immunkompetenten Patienten im Vergleich zu denen mit akuter oder
chronischer GvHD (132). Dies korrelierte ebenso mit einer verminderten Akkumulation
von Treg in der gastrointestinalen Mukosa bei Patienten mit akuter GvHD. Einen Zu-
sammenhang zwischen verminderter CCR5-Expression durch Treg und vermehrtem
Vorkommen von aGvHD konnten wir im Rahmen dieser Arbeit nicht belegen. Dies
koénnte allerdings auch darin begrindet liegen, dass unsere Proben im Gegensatz zu
den Untersuchungen von Ukena et al. Gberwiegend von Zeitpunkten nach d100 stam-
men. Zu diesem Zeitpunkt konnte auch in der oben genannten Arbeit kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den GvHD-Gruppen mehr nachgewiesen werden.
Erstmalig konnten wir im Rahmen dieser Arbeit jedoch eine statistisch signifikant ver-
minderte CCR5-Expression auf CD52-negativen Treg im Vergleich zu CD52-positiven
Treg aufzeigen, so dass wir eine weitere Funktionseinschrankung dieser Zellen in ei-
ner verminderten Migrationsfahigkeit vermuten.

Auch fir CXCR3 wiesen Ukena et al. eine signifikant erniedrigte Expression bei
aGvHD nach. Auf DNA-Ebene lie3 sich diese vor und nach d100 aufzeigen, auf Pro-
teinebene war nach d100 kein signifikanter Unterschied mehr nachweisbar. Fir diesen
Marker fanden wir in dieser Arbeit ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen
den GvHD-Gruppen, wobei sich eine leichte Tendenz zu einer hoheren CXCR3-Ex-
pression auf Treg von aGvHD-Patienten zeigte. Diese Diskrepanz kdnnte wieder in
den unterschiedlichen Probenzeitpunkten begriindet liegen. Fur ein eindeutigeres Er-
gebnis muissten allerdings noch einmal mehr Patienten untersucht werden. Auch im
Vergleich zwischen CD52- positiven und -negativen Treg ergab sich fur CXCR3 jedoch
keine Differenz.

Beziglich CD62L fanden wir hingegen sogar eine signifikant hbhere Expression auf

CD52-negativen Treg. Ein Herunterregulierung dieses Oberflachenmolekils scheint
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also keine Rolle fur die Funktionseinschrankung der Zellen zu spielen. Allerdings
kommt dem Zeitpunkt nach der Transplantation hierbei wie oben beschrieben mut-
malflilich eine entscheidende Bedeutung zu. So stammen unsere Untersuchungen
moglicherweise von einem zu spéten Zeitpunkt nach der Transplantation und wir wir-
den eventuell andere Ergebnisse erhalten, wenn wir zu friiheren Zeitpunkten schauen,
an denen das Homing in sekundare lymphatische Organe eine gré3ere Rolle spielt.
Zudem handelt es sich bei CD62L auch um einen Marker fir den Aktivierungsstatus
der Zellen, da Antigen-Kontakt mit dem T-Zell-Rezeptor eine Herunterregulierung von
CD62L nach sich zieht (135). Es scheint also, als ob die CD52-negativen Treg in un-
seren Untersuchungen einen geringeren Aktivierungsgrad aufweisen. Hierfur gabe es
zwei denkbare Ursachen: Einerseits kdnnte das Homing der Treg in sekundare lym-
phatische Organe durch Fehlen oder Herunterregulierung anderer fir das Homing
wichtiger Rezeptoren (z.B. CCRY7), die wir hier nicht untersucht haben, gestort sein.
Andererseits ware auch eine gestorte Aktivierung der CD52-negativen Treg uUber an-
dere nicht funktionierende Mechanismen denkbar.

Der Reifegrad von T-Zellen lasst sich mit Hilfe von CD45RA weiter differenzieren. In
Zusammenschau der beiden Marker lassen sich die Zellen in 4 Gruppen einteilen: Na-
ive T-Zellen (CD45RA+ CD62L+), Effektor-T-Zellen (CD45RA+CD62L-), zentrale Ge-
dachtnis-T-Zellen (CD45RA- CD62L+) und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (CD45RA-
CD62L-) (136). Ob sich dieses Konzept ebenso auf Treg lUbertragen lasst, ist bisher
nicht geklart (137), aber zumindest lassen sich mithilfe der CD45RA-Expression an-
scheinend ebenfalls runende (CD45RA positive) von terminal differenzierten (CD45RA
negative) Treg unterscheiden (61). Im GvHD-Kontext konnte (in einer Untersuchung
zur haploidenten Transplantation) aufgezeigt werden, dass die friihe Rekonstitution
CD45RA+ Treg mit einem geringeren Vorkommen an hohergradiger aGvHD vergesell-
schaftet ist (138). In unserer Arbeit sahen wir eine héhere Expression von CD45RA
auf CD52-positiven Treg im Vergleich zu CD52-negativen Treg. Auch wenn dieser Un-
terschied keine statistische Signifikanz erreichte, konnte es ein Hinweis darauf sein,
dass sich innerhalb der CD52-positiven Treg mehr naive Treg finden, welche mdéglich-
erweise besser vor einer aGvHD schitzen. Leider wurde die CD45RA-Expression im
Rahmen dieser Studie an zu wenigen Patienten untersucht, als dass ein Vergleich
zwischen den GvHD-Gruppen mdglich gewesen ware.

Ein weiteres Oberflachenmolekil, welches mit der Funktionalitat von Treg in Verbin-
dung steht, ist CD44. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass eine Ko-Sti-

mulation dieses Rezeptors auf Treg die Expression und Persistenz von FoxP3 férdert
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(72) und dass CD44-positive Treg eine starkere Suppression von Effektor-Zellen be-
wirken als CD44-negative Treg (71). Ukena et al. untersuchten auch diesen Marker im
Zusammenhang mit dem Auftreten von GvHD. Sie fanden eine signifikant verringerte
Genexpression von CD44 bei GvHD, sowohl vor als auch nach d100. Diese Ergeb-
nisse lieBen sich auf Proteinebene allerdings nicht bestatigen: So exprimierten die
Treg von Patienten mit und ohne GvHD gleichermal3en fast zu 100% CD44, die Inten-
sitdt der Expression (ausgedrickt durch die MFI) unterschied sich zwischen den bei-
den Gruppen jedoch nicht. Diese Beobachtung konnten wir in unserer Arbeit bestati-
gen: auch wir fanden durchgangig hohe Anteile CD44-positiver Treg, einen Unter-
schied zwischen den GvHD-Gruppen sahen wir weder in Bezug auf die prozentualen
Anteile noch auf die MFI. Interessanterweise zeigte sich im Vergleich zwischen CD52-
positiven und -negativen Treg hingegen sogar eine signifikant h6here MFI fur CD44
auf den CD52-negativen Treg, so dass ein Fehlen dieses Markers also nicht urséachlich
fur deren Funktionseinschrankung zu sein scheint.

Wir Uberpruften zudem die Starke der FoxP3-Expression im Vergleich der beiden Zell-
populationen und sahen hierbei eine signifikant niedrigere MFI bei den CD52-negati-
ven Treg (obwohl diese weniger CD44 exprimierten).

Insgesamt konnten wir in unseren Untersuchungen also Hinweise darauf finden, dass
die Funktionalitat CD52-negativer Treg auf mehreren Ebenen gestort sein kénnte: Ei-
nerseits in Hinblick auf ihre Suppressionsfahigkeit bei direktem Zellkontakt anderer-
seits aber auch in ihrer Fahigkeit in der Migration zum Inflammationsort. Zudem schei-
nen die CD52-negativen Treg weniger aktiviert zu sein und exprimieren den Treg-Mar-

ker FoxP3 weniger stark als die CD52-positiven Treg.

6.5 GPI-Anker

Wie bereits in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe sowie in anderen Studien gezeigt
werden konnte, kommt es nach Alemtuzumab-Behandlung auch zur verminderten Ex-
pression weiterer GPI-verankerter Oberflachenmolekuile. Mit Hilfe von FLAER-Farbun-
gen (wodurch GPI-Anker direkt angefarbt werden) wurde bewiesen, dass das Fehlen
dieser Oberflachenmoleklle mit der Abwesenheit der GPI-Anker selbst einhergeht.
Aus dieser Beobachtung lasst sich schlieRen, dass die Funktionseinschrankung CD52-

negativer Zellen nach Alemtuzumab-Behandlung womdglich nicht allein durch das
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Fehlen von CD52 verursacht wird, sondern auch andere fehlende GPI-verankerte Mo-
lektle und/oder die fehlenden GPI-Anker selbst Einfluss auf die Funktionalitat der Zel-
len nehmen.

Bei den im vorigen Abschnitt besprochenen untersuchten Markern handelt es sich um
Transmembran- bzw. intrazellulare (Granzyme A) Proteine. Eine GPI-Verankerung ist
hingegen fir keinen dieser Marker beschrieben. Auch eine direkte Verbindung zu an-
deren GPIl-verankerten Molekulen lasst sich nur bei CD39 finden (siehe oben). Es
bleibt daher die Vermutung, dass die in dieser Arbeit beobachteten Unterschiede zwi-
schen CD52-positiven und -negativen Treg in der Abwesenheit der GPI-Anker selbst
begriindet sein kbnnten.

GPI-Anker befestigen verschiedenste Proteine in der Zellmembran, indem der Phos-
phatidylinositol-Anteil in der Aul3enschicht der Lipiddoppelmembran verbaut wird. GPI-
verankerte Oberflachenmolekile kommen in allen eukaryoten Zellen vor, wirken zum
Beispiel als Hydrolasen, Rezeptoren oder Toxinbindner und reichern sich vorwiegend
in den sogenannten Lipid-raft-Abschnitten der Zellmembran an (139). Funktionell
kommt GPI-verankerten Molekilen unter anderem eine Rolle in der Embryogenese,
Neurogenese oder Fertilisation zu (140).

Auch auf T-Zellen lassen sich GPIl-verankerte Proteine finden, zum Beispiel CD48,
CD59 oder CD90 (Thy-1). Fur Thy-1 wurde als erstes eine T-Zell aktivierende Funktion
vermutet, da man feststellte, dass die Vernetzung dieses Oberflachenmolekiils einen
gesteigerten Calcium-Influx in die Zelle sowie eine erhéhte IL-2 Produktion, verstarkte
IL2-Rezeptor-Expression und damit einhergehend eine vermehrte Proliferation zur
Folge hat (141). Spater konnte dieser Zusammenhang auch bei anderen GPI-veran-
kerten Molekilen auf T-Zellen aufgezeigt werden. Als Mechanismus der Signaltrans-
duktion fand sich eine Assoziation von GPI-Ankern mit Tyrosinkinaseaktivitat, hier
konnte speziell die Kinase p56'° als Akteur identifiziert werden (142). Ob sich dieser
beschriebene Zusammenhang zwischen GPI-verankerten Molekulen und Zell-Aktivie-
rung auch auf regulatorischen T-Zellen wiederfindet wurde bisher nicht im Einzelnen
untersucht. Die Ergebnisse unserer Arbeit liefern hier erstmals Hinweise darauf, dass
eine solche Korrelation ebenfalls bestehen konnte. Allerdings handelt es sich bei un-
seren Ergebnissen um eine rein phanotypische Charakterisierung, hier waren in der
Folge weitere funktionelle Untersuchungen notwendig, um zum Beispiel den Aktivie-

rungsgrad der Treg zu testen.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit beschéftigte sich mit der Rolle von Treg in Bezug auf die Ausbildung einer
GvHD im Kontext der Alemtuzumab-basierten allogenen Stammzelltransplantation.
Wie bereits in Vorarbeiten beschrieben, konnte hier erneut die Rekonstitution CD52-
negativer Treg nachgewiesen werden, welche mit dem Auftreten einer aGvHD korre-
lierte. Im Hinblick auf die cGvHD bleiben die Daten letztendlich uneindeutig, der punk-
tuell gesehene Unterschied zwischen cGvHD und noGvHD |@ste sich im weiteren zeit-
lichen Verlauf auf, so dass sich hier eher ein nachh&ngender Effekt der vorausgegan-
gen aGvHD zeigte. Erstmalig erfolgte in dieser Arbeit die longitudinale Untersuchung
von 9 Patienten Uber 1 Jahr nach der Transplantation, wobei sich ein sehr guter Zu-
sammenhang zwischen Krankheitsverlauf und CD52-Expression der Treg nachweisen
lieR. Zwar zeigte sich bei allen Patienten eine prozentuale Zunahme CD52-positiver
Treg Uber die Zeit, diese schritt bei Patienten mit anhaltender oder wiederkehrender
aGvHD jedoch deutlich langsamer voran. Nach Ausheilung einer aGvHD né&herten sich
die Werte CD52-positiver Treg denen von Patienten ohne GvHD an. Die gute Korrela-
tion zwischen CD52-Expression und aGvHD sowohl bei Erstdiagnose als auch im wei-
teren zeitlichen Verlauf macht CD52 mdglicherweise zu einem guten Marker, um so-
wohl die Entstehung einer aGvHD vorauszusagen als auch den weiteren Verlauf ab-
zuschatzen und so die immunsuppressive Therapie individuell steuern zu kénnen. Vor
einem Einsatz in der Praxis waren hierfur nattrlich noch genauere systematische Un-
tersuchungen (auch zu friiheren Zeitpunkten nach der Transplantation) notwendig, um
beispielsweise einen Cut-off-Wert festzulegen, der mit einer signifikant hheren Wahr-
scheinlichkeit der Entstehung einer aGvHD einhergeht. Eine GvHD nach DLI trat hin-
gegen wahrscheinlich unabhangig vom CD52-Status vor der DLI-Gabe auf, wobei fur
eine sicherere Aussage diesbeziiglich eine gré3ere Anzahl Patienten untersucht wer-

den sollte.

Im zweiten Teil der Arbeit erfolgte die weitere phanotypische Charakterisierung CD52-
negativer Treg. Hierfir wurden Treg-charakterisierende bzw. funktionell wichtige Mar-
ker durchflusszytometrisch im Vergleich zwischen CD52-positiven und -negativen
Treg untersucht. Wir fanden auf CD52-negativen Treg eine prozentual verminderte
Expression des Chemokinrezeptors CCR5, sowie eine in ihrer Intensitat verminderte

Expression (ausgedruckt durch die MFI) von CD39 und des Treg-Markers FoxP3
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selbst. Gleichzeitig stellte sich die MFI von CD44 und CDG62L statistisch signifikant
erhoht auf CD52-negativen Treg dar.

Insgesamt zeigten sich die CD52-negativen Treg also phanotypisch weniger aktiviert
und wir fanden Hinweise darauf, dass sie auf verschiedenen Ebenen in ihrer Funktion
eingeschrankt sein kdnnten: Einerseits in ihrer Fahigkeit zum Inflammationsort zu mig-
rieren, andererseits darin Effektor-Zellen im direkten Zell-Kontakt zu supprimieren, wie
es sich auch in unserem Suppressionsassay bestatigte. Dies waren mdgliche Ursa-
chen dafir, dass CD52-negative Treg nicht in der Lage sind eine aGvHD zu verhin-
dern. Um den Zusammenhang zwischen den durchflusszytometrisch gewonnenen Er-
gebnissen und dem Auftreten von GvHD genauer zu untersuchen waren in der Zukunft
sicher auch Analysen von Treg aus bioptisch gewonnenem Material lymphatischen
Gewebes und GvHD-betroffener Organe sinnvoll. Zudem l&sst sich nicht aul3er Acht
lassen, dass nach Alemtuzumab-Behandlung nattrlich auch Effektor-T-Zellen CD52-
negativ rekonstituieren und die GvHD-Entstehung nicht nur isoliert in Bezug auf die
Treg betrachtet werden kann. Dieser Aspekt wird in weiteren Projekten unserer Ar-

beitsgruppe untersucht.
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