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1 Einleitung

1.1 Hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT)

Die hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT) stellt die potenziell einzige ku-
rative Therapieoption bei malignen sowie benignen hdmatologischen Erkrankungen dar.
Insbesondere maligne hdmatologische Neoplasien sind schwerwiegende Erkrankungen,
die mit einer hohen Letalitat einhergehen. Dabei betreffen sie Patienten in jedem Lebens-

alter, so bereits im Kindesalter, wie die Akute Lymphatische Leukamie (ALL) zeigt.

1.1.1 Allogene und autologe HSCT

Man unterscheidet zwischen allogener und autologer HSCT. Bei der allogenen HSCT
(allo-HSCT) werden die Stammzellen einer anderen Person gesammelt und einem Emp-
fanger transfundiert. Der Stammzellspender kann matched unrelated (MUD), haploident
oder matched related sein. Dieser Therapieansatz dient der kurativen Behandlung von
hamato-onkologischen, immunologischen (z.B. Multiple Sklerose, Systemische Skle-
rose) oder hereditdren Erkrankungen (z.B. Thalassdmie, Sicherzellandmie). Im Rahmen
der autologen HSCT (auto-HSCT) werden Stammzellen vom Empfanger (bzw. Patien-
ten) gesammelt und diesem zu einem spateren Zeitpunkt transfundiert. Hier ermoglicht
die autologe HSCT die Applikation von myelotoxischen bzw. myeloablativen Thera-
pieschemata und wirkt einer dauerhaften Myelosuppression mit damit einhergehenden

teilweise lebensbedrohlichen Komplikationen entgegen.!

1.1.2 Indikation HSCT

Laut Annual Report 2020 der European Society for Blood and Marrow Transplantation
(EBMT) wurden im Jahr 2020 in Europa insgesamt 36.863 HSCT durchgefuihrt, davon
16.105 (43,7%) allogene HSCT und 20.758 (56,3%) autologe HSCT. Hierbei stellten flr
die Allografts die akute myeloische Leukdmie (AML) und damit einhergehende Neopla-
sien der Vorlauferzellen (36,1%, absolut 5.820), myelodyspastische Syndrome (MDS)
und/oder myeloproliferative Neoplasien (20,4%, absolut 3.297), Neoplasien lymphoider
Vorlduferzellen (15%, absolut 2.421) sowie Non-Hodgkin Lymphome (6,9%, absolut
1.111) die hdufigsten Indikationen dar. Die h&ufigste Indikation fiir autologe HSCT stellt
weiterhin das Multiple Myelom (55,1%, absolut 11.439) dar, gefolgt von Non-Hodgkin



Lymphomen (24,6%, absolut 5.097), soliden Tumoren (7,8%, absolut 1.615) und Ho-
dgkin Lymphomen (7,1%, absolut 1.479).2

1.1.3 HLA-Matching

Bei gestellter Indikation fur eine allogene HSCT erfolgt die Suche nach einem passenden
Spender zur Vermeidung einer AbstoBungsreaktion. Hierbei ist das Matching der Human
Leukocyte Antigene (HLA) eine der wesentlichen Determinanten fiir den Erfolg der al-
logenen HSCT. Die HLA sind Molekile an den Zelloberflachen jeder Kérperzelle, sie
dienen der Antigenprasentation und werden vom Major Histocompatibility Complex
(MHC) kodiert. Im Rahmen des Matchings werden Loci der HLA Klassen | (HLA-A, -
B, -C) und Il (HLA-DRB1, -DQB1) zwischen Spender und Empfénger abgeglichen. Bei
der Auswahl moglicher Spender stellt die HLA-Ubereinstimmung mit Blutsverwandten
(HLA-identischer Zwilling oder HLA-matched related donor) die erste Wahl dar, welche
jedoch nur in ca. 30% der Félle vorhanden ist. Die zweite Wahl ist die HLA-
Ubereinstimmung mit einem fremden Spender (HLA-matched unrelated donor).? In der
Regel werden insgesamt 8 HLA-Marker abgeglichen, manche Transplantationszentren
erweitern diese jedoch auf insgesamt 10 Marker.* Ein passender Matched Unrelated Do-
nor (MUD) ist durch eine Ubereinstimmung von 10/10 oder 8/8 HLA-Markern definiert.
Ein sog. Mismatched Unrelated Donor (MMUD) entspricht einer fehlenden Ubereinstim-
mung in mindestens einem der HLA-Marker HLA-A, -B, -C oder -DR.! Fiir eine mogli-
che Transplantation im MUD-Setting sollte ein Minimum von 7/8 bzw. 9/10
Ubereinstimmungen vorliegen.*

Eine besonders praktikable Alternative zur kompletten HLA-Ubereinstimmung stellt die
Transplantation im sog. haploidenten Setting dar. Die Spender sind hier sofort verflgbar,
hochmotiviert und kénnen, falls notwendig, erneut zur Spende angefragt werden. In die-
sem Setting liegt eine Ubereinstimmung der Halfte der untersuchten HLA-Marker und
die Halfte sog. Minorantigene (miHAgs) vor. Diese Konstellation findet sich in der Regel
bei den leiblichen Eltern oder Kindern des Empfingers.® Die Inzidenz schwerer Graft-
Versus-Host Disease (GVHD) und auch AbstoBung des Grafts nach HSCT sind inzwi-
schen durch hochmoderne Konditionierungsverfahren beherrschbar. Uber Anpassung der
myeloablativen Konditionierung mit Modulation des Grafts durch Depletion der T-Zel-
len, konnte eine Reduktion der GVHD-Inzidenz und &hnlich gute Resultate wie bei einer
MUD HSCT erreicht werden.?



Neben dem HLA-Matching kdnnen weitere Risikofaktoren das Outcome der allo-HSCT
beeinflussen. Dazu z&hlen das Alter des Patienten, die Spender-Empfénger-Geschlechts-
kombination (insbesondere weiblicher Spender fiir mannlichen Empfanger) sowie das
Spender-Empfanger-CMV-Matching.b Weitere untergeordnete Risikofaktoren konnen
zudem bestimmte Vorerkrankungen und der Karnovsky-Index des Patienten, d.h. die kor-
perliche und soziale Aktivititseinschrankung onkologischer Patienten, darstellen.’

1.1.4 Ablauf der HSCT

Die HSCT setzt sich grundlegend aus bereits oben genannter Spendersuche mit HLA-
Matching, der darauffolgenden Gewinnung der Stammzellen, der Konditionierung des
Patienten vor Transplantation der hdmatopoetischen Stammzellen und schlieBlich der

Transplantation zusammen.

1.1.4.1 Gewinnung der Stammzellen

Fur die Gewinnung der Stammzellen kénnen verschiedene Quellen in Erwagung gezogen
werden. Die hdmatopoetischen Stammzellen (HSC) kdnnen aus dem Knochenmark, dem
peripheren Blut und seltener aus Nabelschnurblut gewonnen werden.! Darunter stellt die
Gewinnung der HSC aus Knochenmark die erste etablierte Methode dar. Hier erfolgt in
der Regel die Punktion des Knochenmarks der Spina iliaca posterior. Seit den 1990er
Jahren steht das Verfahren der Gewinnung der HSC aus peripherem Blut zur Verfligung.
Zur Durchfiihrung dieser Methode bei geplanter allogener HSCT wird die Stammzellrei-
fung durch Stimulation mit Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) 5-6 Tage
vor der geplanten Entnahme beim Spender angeregt und durch Leukapharese die Stamm-

zellen gewonnen. Im Anschluss werden die Zellen meist frisch transplantiert.®

1.1.4.2 Konditionierung vor HSCT

Eine erste grolRe Hirde der allogenen HSCT stellt die Annahme des Transplantates (sog.
Engraftment) durch den Empfénger dar, d.h. das gewollte Ausbleiben einer AbstoRungs-
reaktion durch dessen Organismus bzw. Immunsystem (Host-versus-Graft Reaktion).
VVon Thomas et al. wurde 1975 postuliert, dass fur ein erfolgreiches Engraftment das Im-
munsystem des Empfangers ausgeloscht bzw. supprimiert werden muss.® Heutzutage
wird diese Vorbereitung des Immunsystems des Empféngers als Konditionierung be-
zeichnet, deren Aufgabe in der Myelodepletion der Stammzellen und Lymphodepletion
des lymphoiden Systems des Empfingers besteht.’® Eine grobe Unterteilung der



Konditionierungsregime kann in drei Kategorien vorgenommen werden. Diese orientie-
ren sich an Dauer und Ausmal} der Zytopenie und dem Bedarf an Stammzellen. Man
unterscheidet hierbei myeloablative (sog. high-intensity), nicht-myeloablative (sog. low-
intensity) und eine sog. intermediate-intensity Konditionierung mit reduzierter Intensitat
(Syn. reduced intensity conditioning, RIC). Die unterschiedlichen Konditionierungspro-
tokolle kénnen ionisierende Bestrahlung (Ganzkorperbestrahlung, engl. total body irradi-
ation), Chemotherapie (u.a. Cyclophosphamid, Busulfan, Fludarabin, Thiotepa),
Serotherapie (bspw. Anti-Thymozyten Globulin, Alemtuzumab), monoklonale Antikor-
per und zielgerichtete Therapieverfahren, abh&ngig von der Grunderkrankung, des Trans-
plantationssettings und des Alters des Patienten, beinhalten.!® Durch die high-intensity-
Konditionierung wird eine héhere Kontrolle der zugrundeliegenden Erkrankung sowie
die Verringerung des Rezidivrisikos erreicht. Aufgrund der ausgepragten Myelosuppres-
sion geht dieses Verfahren mit einer hoheren Toxizitat einher.!! Fiir die Patienten stellen
Infektionen mit Mikroorganismen ein groRes, potenziell letales Risiko dar. Weiterhin
kann es bei ausbleibendem Engraftment und damit Etablierung einer neuen, gesunden
Hamatopoese zu einer irreversiblen Panzytopenie kommen.'? Aufgrund der méglichen
Risiken der high-intensity-Konditionierung ist das in Frage kommende Patientenkollektiv
jlinger als 55 Jahre und ohne signifikante Komorbidititen.'3!* Die intermediate- und low-
intensity-Konditionierung ermdglicht die Durchfuhrung einer allogenen HSCT auch bei
alteren Patienten und solchen mit relevanten Komorbiditaten. Weiterhin wird grundsatz-
lich eine hohere Intensitat der Konditionierung in unrelated, mismatched und Haplo-Set-
ting zur Gewahrleistung des Engraftments gewahlt. Insbesondere die RIC-
Therapieregime werden in den letzten Jahren vermehrt angewendet. In VVergleichsstudien
mit high-intensity-Protokollen wird insgesamt von einer niedrigeren therapiebedingten
Mortalitat (non-relapse mortality, NRM), jedoch erhdhter Rezidivrate ohne signifikante
Beeinflussung des langfristigen Outcomes hinsichtlich des Uberlebens gesamt (overall
survival, OS) und progressionsfreien Uberlebens (PFS), berichtet.!

1.1.4.3 Komplikationen der allogenen HSCT

Die Durchfuhrung der allogenen HSCT geht mit signifikanter Transplantat-abhangiger
Morbiditat, Mortalitat und Langzeitfolgen einher.'® Hierbei wird von Juric et al. von einer
Mortalitit von >30% ein Jahr nach Transplantation berichtet.®!> Weiterhin kommen Or-

gandysfunktionen, Infertilitdt und Krebs sekundarer Genese gehduft unter Patienten nach



allogener HSCT verglichen mit der Gesamtbevolkerung vor.'® Neben den bereits erwihn-
ten Risiken einer Host-versus-Graft Reaktion und den mdglichen Komplikationen im
Rahmen der Konditionierung, besteht auch das Risiko der Abstoflung des Organismus
durch das Transplantat (sog. Graft-versus-Host-Reaktion). Aufgrund letzterer ist zudem
haufig eine langfristige immunsuppressive Therapie notwendig, welche wiederum das

Risiko fiir insbesondere opportunistische Infektionen erhéht.

1.1.5 Graft-versus-Leukemia bzw. Graft-versus-Tumor-Effekt

Die HSCT dient neben der Implementierung eines neuen hdmatopoetischen Systems nach
myeloablativer Konditionierung ebenfalls der Zerstérung vorhandener residueller malig-
ner Zellen. Diese Reaktion wird als Graft-versus-Leukemia- oder Graft-versus-Tumor-
Effekt (GVT) beschrieben. Hierbei werden Fremdantigene maligner Zellen des Empféan-
gers von Effektorzellen des Spenders als fremd erkannt und zerstort. Zu diesem Effekt
tragen T-Zellen (CD8* und CD4*) und NK-Zellen des Empfangers bei.l” Bei komplettem
MHC-Match werden sog. minor histocompatibility Antigene (miHAS) von alloreaktiven
Spender T-Zellen erkannt.®%° Folglich werden maligne Zellen, welche nicht durch die
myeloablative Konditionierung zerstort wurden, durch die allo-HSCT nachhaltig zer-
stort.2 Problematisch ist auch hier jedoch, dass die Spenderzellen trotz MHC-Matching
weiterhin unspezifisch Empfangerzellen abtéten kénnen, demnach sowohl maligne als
auch benigne gesunde Zellen und Gewebe zerstéren konnen. Es besteht daher die Gefahr
vom Ubergang der gewollten GVT-AKktivitat in ein Uberwiegen der potenziell letalen
Graft-Versus-Host Disease.

1.2 Graft-Versus-Host Disease

Die Graft-Versus-Host Disease umschreibt die Abstoungsreaktion im Rahmen der allo-
genen HSCT ausgehend vom Transplantat des Spenders und gerichtet gegen den Orga-
nismus des Empfangers. Die GVHD wird in eine akute (aGVHD) und eine chronische
Verlaufsform (cGVHD) eingeteilt. Die aGVHD stellt die wichtigste spezifische Kompli-
kation der allogenen HSCT dar, welche flr deren hohe krankheitsspezifische Mortalitét
verantwortlich ist. Die Prévalenz der aGVHD bei Transplantation im kompletten MHC-
Match im Rahmen einer Geschwisterspende betragt 35-45%, im nicht-verwandten MHC-
Mismatch sogar 60-80%.° Die cGVHD fiihrt zu einer dauerhaften Morbiditét der Pati-
enten mit einer Reduktion der Lebensqualitat (QOL).° Im Folgenden liegt der Fokus auf
die aGVHD legen.



1.2.1 Akute GVHD (aGVHD) und chronische GVHD (cGVHD)

Eine Unterscheidung zwischen aGVHD und cGVHD wurde friiher strikt anhand des Zeit-
punkts des Auftretens der GVHD getroffen. Hierbei trat die aGVHD innerhalb der ersten
100 Tage nach allogener HSCT mit akuter Symptomatik auf, wahrend sich die cGVHD
erst nach 100 Tagen prasentierte. Mittlerweile wird die aGVVHD insbesondere durch deren
Manifestationen an Haut, Gastrointestinaltrakt und Leber definiert. Folglich kann auch
bei auftretender Symptomatik nach Tag 100 von einer Late-onset aGVHD gesprochen
werden, 2422

Die Pathophysiologie der akuten Graft-Versus-Host Disease wurde von Ferrara et al. in
drei Phasen unterteilt.!®

Die erste Phase umfasst die Aktivierung von Antigen-présentierenden Zellen (APCs) des
Empfangers durch sog. Damage Associated Molecular Patterns (DAMPS) und Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMPs). Die Freisetzung von DAMPs erfolgt hier haufig
im Rahmen der Grunderkrankung und durch die Konditionierungsregime vor Transplan-
tation. PAMPs konnen durch bestehende Infektionen wie bspw. durch das Cytomega-
lievirus (CMV) auftreten. Auf die Antigenprasentation durch die APCs folgt die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (bspw. TNFa, IL-1 und IL-6), Chemo-
kinen sowie die erhdhte Expression von Adhédsionsmolekiilen, MHC-Komplexen und co-
stimulatorischen Molekiilen. 192324

Die zweite Phase ist gepragt von der Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von
T-Lymphozyten (T-Zellen) des Spenders nach 0.g. Vorgangen als Reaktion auf die Anti-
genprésentation in Phase 1. In dieser Phase werden insbesondere Zytokine der sog. Thl-
Subpopulation (s. 1.4.3) wie Interferon Gamma (IFN-y), TNFa und Interleukin 2 (IL-2)
in groRer Menge ausgeschiittet.*®

Die dritte Phase geht mit der Zerstérung des Zielgewebes der Haut, des Gastrointestinal-
traktes und der Leber einher. Die Schédigung und Zerstérung des Gewebes wird von zel-
luldren Mediatoren und I@slichen proinflammatorischen Agenzien vermittelt. Als
Effektorzellen agieren hier insbesondere zytotoxische CD8" T-Zellen (CTL) und Natr-
liche Killerzellen (NK-Zellen). Die CTL vermitteln ihre Wirkung am hepatischen Ge-
webe Uber den Fas/Fas-Ligand Pathway und an Haut und Gastrointestinaltrakt Gber
Perforin- und Granzyme-Pathways.!® Die in dieser Phase aktiven léslichen Agenzien sind
TNFa, IFN-y sowie Interleukin 1 (IL-1) und Stickstoffmonoxid (NO). Speziell auf den



Gastrointestinaltrakt kann durch TNFa eine schidigende Wirkung in Form einer Gewe-

benekrose ausgelibt werden.?®

1.2.2 Klinik und Diagnostik der aGVHD

Die kutane Manifestation der aGVHD findet sich bei 81% der Patienten und ist meist als
erstes Organ betroffen. Klinisch prasentiert sich ein juckendes makulo-papuldses Exan-
them, welches das ganze Integument umfassen kann und im exazerbierten Verlauf zur
subepidermalen Blasenbildung fuhrt. Histologisch lassen sich hier Apoptosen der basalen
Epidermiszellen, lymphozytére Infiltrate und bei zunehmendem Schweregrad subepider-
male Spaltbildungen sichten.

Eine Affektion des Gastrointestinaltraktes tritt bei 54% der Patienten auf und geht meis-
tens mit ausgepragter Diarrhd und folglich Gewichtsverlust einher. Weiterhin kénnen
Ubelkeit und Erbrechen, Abdominalschmerz, gastrointestinale Blutung und/oder lleus-
Symptomatik auftreten. Blutungen treten als Folge mukosaler Ulzerationen auf und sind
ein prognostisch schlechtes Zeichen. Histologisch bilden sich aus apoptotischen Zellen
der Kryptenepithelien Lakunen aus. Hier flachen die Krypten mit zunehmendem Schwe-
regrad ab und es kommt zur Ulzeration.

Die in 50% aller Patienten auftretenden hepatischen Manifestationen der aGVHD zeigen
sich klinisch als Ikterus und laborchemisch mit einer cholestatischen Hyperbilirubindmie
(>2mg/dL gem. MAGIC-KTriterien, vgl. Tabelle 1). Diese korrelieren histologisch mit
lymphozytaren Infiltraten der Portalfelder, Pericholangitis und damit einhergehender Zer-
stérung und zunehmendem Verlust der Gallengange.1®?

Die klinische Beurteilung der Ausprédgung der aGVHD spielt zur Einschatzung des wei-
teren Verlaufs eine wichtige Rolle. Daflr erfolgt die Einteilung der aGVHD in Schwere-
grade von 1 bis 4 anhand der Beurteilung der Affektion der 0.g. Organe (vgl. Tabellen 1
und 2). Hierfir existieren verschiedene Richtlinien wie Glucksberg Criteria, Keystone
Criteria, International Bone Marrow Transplantation Registry (IBMTR) Kriterien und
Mount Sinai Acute GVHD International Consortium (MAGIC) Criteria. Die Glucksberg
Kriterien wurden als erste Klassifikation um 1970 vorgeschlagen. Zuletzt wurden die
MAGIC Kriterien eingefiihrt, welche laut Schoemans et al. im Sinne der EBMT-NIH-
CIBMTR Task Force aufgrund ihrer derzeitigen internationalen Verbreitung in Diagnos-
tik und Forschung hinsichtlich der aGVHD sowie der detaillierten und klaren Kriterien

aktuell Verwendung finden sollten.?*



Tabelle 1. Gegenuberstellung Richtlinien der Graduierung des Organmanifestation der aGVHD.

Schweregrad Or-
gan

Original Glucks-
berg criteria

»Keystone® criteria
and IBMTR criteria

MAGIC criteria

Haut
0 Kein Exanthem Kein Exanthem Kein Exanthem
1 Exanthem <25% Exanthem <25% Exanthem <25% KOF
KOF KOF
2 Exanthem 25% bis Exanthem 25% bis Exanthem 25% bis
50% KOF 50% KOF 50% KOF
3 Exanthem >50% Exanthem >50% Exanthem >50% KOF
KOF KOF
4 Erythrodermie mit Erythrodermie mit Erythrodermie (>50%
Blasenbildung Blasenbildung KOF) mit Blasenbil-
dung und Hautabl6-
sung/Ulzeratio-nen
>5% KOF
Leber
0 Gesamt Serum Bili-  Gesamt Serum Bili- Gesamt Serum Biliru-
rubin <34pumol/l rubin <34pumol/l bin <34pumol/I
(<2mg/dL) oder (<2mg/dL) (<2mg/dL)
AST/GOT 150-750
U
1 Gesamt Serum Bili-  Gesamt Serum Bili- Gesamt Serum Biliru-
rubin 34-50pumol/l (2  rubin 34-50pumol/l (2 bin 34-50umol/l (2 bis
bis 3mg/dL) bis 3mg/dL) 3mg/dL)
2 Gesamt Serum Bili-  Gesamt Serum Bili- Gesamt Serum Biliru-
rubin 51-102umol/l  rubin 51-102pmol/I bin 51-102umol/l (3.1
(3.1 bis 6mg/dL) (3.1 bis 6mg/dL) bis 6mg/dL)
3 Gesamt Serum Bili-  Gesamt Serum Bili- Gesamt Serum Biliru-
rubin 103-255umol/l  rubin 103-255umol/l  bin 103-255umol/I
(6.1 bis 15mg/dL) (6.1 bis 15mg/dL) (6.1 bis 15mg/dL)
4 Gesamt Serum Bili-  Gesamt Serum Bili- Gesamt Serum Biliru-
rubin >255umol/l rubin >255umol/I bin >255umol/I
(>15mg/dL) (>15mg/dL) (>15mg/dL)
Oberer GIT
0 N/A Ifeine andauernde Keine oder intermittie-
Ubelkeit und kein rende Appetitlosigkeit
histologischer Nach-  mit Gewichtsverlust
weis einer GVHD oder Ubelkeit oder
von Gaster und Duo-  Erbrechen
denum
1 N/A Persistierende Ubel-  Persistierende Appetit-

keit mit histologi-
schen Verdnderungen

losigkeit mit Ge-
wichtsverlust oder




der GVHD in Gaster
und Duodenum

Ubelkeit oder Erbre-
chen

Unterer GIT
0 Diarrh6 Diarrhd <500mL/Tag Diarrhd <500mL/Tag
<500mL/Tag oder <3 Episoden/Tag
(Erw.)
1 Diarrh6 Diarrhd >500mL/Tag Diarrho 500-
>500mL/Tag 999mL/Tag oder 3-4
Episoden/Tag (Erw.)
2 Diarrh6 Diarrh6 Diarrh6 1000-
>1000mL/Tag >1000mL/Tag 1500mL/Tag oder 5-7
Episoden/Tag (Erw.)
3 Diarrh6 Diarrhd > 1500 Diarrh6 >1500
>1500mL/Tag mL/Tag mL/Tag oder >7 Epi-
soden/Tag (Erw.)
4 Diarrho Schwerer Abdomi- Schwerer Abdomi-
>2000mL/Tag nalschmerz mit oder  nalschmerz mit oder
ohne lleus ohne lleus oder viel
Blut im Stuhl
Karnofsky Index
> 30% N/A N/A
< 30% N/A N/A

Anmerkung: KOF (Korperoberflache); AST (Aspartat-Aminotransferase), GOT (Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase); GIT (Gastrointestinaltrakt); IU (International Units); Erw. (Erwachsene, hier liegen fiir
Kinder abweichende Werte vor). Die Tabelle wurde eigenhéndig erstellt analog zu Schoemans

HM, Lee SJ, Ferrara JL, et al. EBMT-NIH-CIBMTR Task Force position statement on standardized
terminology & guidance for graft-versus-host disease assessment. Bone Marrow Trans-

plant 2018;53:1401-15. Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.

Tabelle 2. Gegenuberstellung Graduierung aGVHD gesamt.

Glucks- Original Glucksberg cri- ,,Keys- MAGIC IBMTR crite- IBMTR
berg/MAGI teria tone“ cri-  criteria ria Grad ge-
C Grad ge- teria samt
samt

0 Keine Organbeteiligung (entspricht Abwesenheit aGVHD) 0

| Haut: 1 oder 2, ohne Le- Haut: 1 oder 2, ohne Le- Haut: 1, ohne A

ber/GIT oder Abgeschla-  ber/GIT Leber/GIT
genheit/Fieber
11 Haut: 1 oder 2 und Haut: 3 und/oder Haut: 2 B
und/oder

Leber und/oder GIT: 1
oder 2 und

Leber: 1 und/oder

GIT 1 Leber: 1 oder

2 und/oder
GIT: 1 oder 3

Leichte Abgeschlagenheit




1 Haut und/oder Leber Leber: 2 Leber: 2 Haut: 3 C
und/oder GIT: 2,3 oder4 oder 3 oder 3 und/oder
und/oder und/oder Leber: 3

GIT: 2,3 GIT: 2 und/oder

Starke Abgeschlagenheit

oder 4 oder 3 GIT: 3
v Haut und/oder Leber Haut: 4 und Haut: 4 und/oder D
und/oder GIT: 2,3 oder 4  oder

Leber: 4 und/oder

Und Karnofsky <30% Leber: 4 GIT: 4

Anmerkung: Die Tabelle wurde eigenhandig erstellt analog zu aus Schoemans HM, Lee SJ, Ferrara JL, et
al. EBMT-NIH-CIBMTR Task Force position statement on standardized terminology & guidance for graft-
versus-host disease assessment. Bone Marrow Transplant 2018;53:1401-15. Lizenz: vgl. Tabelle 1.

Im Mausmodell ist die aGVHD durch fortschreitenden Gewichtsverlust, gekrimmte Kor-
perhaltung (engl. hunched posture), zusammengekniffene Augen, einer Reduktion der
korperlichen Aktivitét (engl. lethargy), schitteres Fell (engl. ruffled fur) und Diarrhd ge-

kennzeichnet.26:27

1.2.3 Therapie der aGVHD

Die besondere Relevanz der aGVHD als wichtigste spezifische Komplikation der alloge-
nen HSCT und hoher Mortalitat geben dem therapeutischen VVorgehen eine essenzielle
Bedeutung. Neben der Therapie einer aktiven aGVHD spielt hier auch die Verhinderung
des Auftretens der Erkrankung eine wichtige Rolle. Letzteres kann potenziell sowohl
durch die medikamentdse Prophylaxe als auch durch Modifizierung des Transplantates

(sog. Graft Engineering) erreicht werden.

1.2.3.1 Systemische Therapie

Die Standardtherapie der aktiven aGVHD ist die Applikation von systemischen Gluko-
kortikoiden. Glukokortikoide bewirken iber die Hemmung der Transkription von Genen
die proinflammatorische Zyto- und Chemokine kodieren eine Reduktion derselben. Initial
wird eine Dosierung von 1-2 mg/kg/Tag Prednisolondquivalent angewendet, welche je-
doch bei schweren Verldufen auf >2 mg/kg/Tag eskaliert werden kann.?22829 Dije syste-
mische Therapie ist ab Grad Il im Sinne der MAGIC Kilassifikation indiziert, von einer
Applikation ab Grad | wird aufgrund des fehlenden Uberlebensvorteils im Vergleich mit
einer Watch-and-Wait-Strategie abgesehen.®® Ein groRes Problem des Therapieansatzes
stellen steroidrefraktare oder gar -resistente Verlaufsformen der aGVHD dar. Dabei sind

etwa 50% der aGVHD steroidrefraktar.3! Die steroidresistente Verlaufsform hat fiir den
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Patienten eine sehr schlechte Prognose mit einer Uberlebensrate von nur 5-30%.%2 Dane-
ben muss ebenfalls die vermehrte Toxizitat von systemischen Glukokortikoiden bedacht
werden. Darunter kann es zu arterieller Hypertonie und Hyperglykdmie kommen, aufer-
dem werden Infektionen mit fakultativ-pathogenen Mikroorganismen (Pilze, Viren — ins-
besondere CMV, Bakterien) begnstigt.

Die Zweitlinientherapie umfasst Immunsuppressiva wie Mycophenolat-Mofetil (MMF),
Pentostatin und Cyclophosphamid, sowie monoklonale Antikorper. Die Indikationen zur
systemischen Zweitlinientherapie sind jedoch nicht einheitlich definiert.3!

Ein ebenfalls teilweise zur Anwendung kommender Ansatz zur Behandlung der therapie-
refraktaren, schweren aGVHD stellt die In-vivo-Applikation Mesenchymaler Stammzel-
len (MSC) dar. Diese wirken immunsuppressiv und inhibieren die Proliferation
alloreaktiver T-Zellen. Aufgrund ihrer nicht immunogenen Eigenschaften entgehen sie
alloreaktiven T- bzw. NK-Zellen. Die Gruppen um Le Blanc et al. und Kordelas et al.
zeigen, dass aus Knochenmark gewonnene MSC bzw. MSC-Exosomen zu einer schnel-
len klinischen Besserung therapierefraktarer intestinaler, kutaner und mukosaler aGVHD
Grad Il bis IV filhren konnen.®*** Trotz dieser Ergebnisse stellt jedoch die fehlende In-

duktion einer Long-term-Toleranz eine Limitierung des Therapieerfolges dar.®®

1.2.3.2 Prophylaxe

Die géngige medikamenttse Prophylaxe der aGVHD umfasst die Therapie mit Calcine-
urin-Inhibitoren wie Tacrolimus oder die indirekte Inhibition ber Ciclosporin A in Kom-
bination mit dem Folsdure-Antagonist Methotrexat (MTX) oder seltener Mycophenolat
Mofetil (MMF).223%37 Wahrend Calcineurin-Inhibitoren, tiber die Hemmung der Dephos-
phorylierung von Nuclear Factor of Activated T-cells (NFAT), die durch T-Zell Rezep-
tor-Aktivierung ablaufende Signalkaskade schwachen und dadurch die Sezernierung von
IL-2 durch CD4* T-Zellen reduzieren®? hemmen MTX und MMF die Proliferation von
T-Zellen. Weitere, jedoch nicht hauptséchlich verwendete, prophylaktische Agenzien

umfassen Cyclophosphamid und Rapamycin (Sirolimus).

1.2.3.3 Graft Engineering
Neben zahlreichen neuen Therapieansatzen stellt die bereits seit mehreren Jahrzehnten
bekannte Methode der Modulation des Spendertransplantates bzw. das Graft Engineering

einen sehr aussichtsreichen Ansatz zur Pravention der Entwicklung einer akuten Graft-

11



Versus-Host Disease dar. Eine Modulation des Grafts erfolgt ex vivo in vitro. Methodisch
wird bei der prophylaktischen Ex-vivo-Depletion von T-Lymphozyten zwischen einer
negativen Selektion und einer positiven Selektion unterschieden. Bei der negativen Se-
lektion werden T-Zellen Gber monoklonale Antikdrper, Counter Flow Elutriation oder
Immunotoxine aus dem Graft entfernt. Die mittlerweile bevorzugt verwendete Methode
der positiven Selektion nutzt immunomagnetische Systeme wie CliniMACS (Miltenyi
Biotech, Gladbach, Deutschland). Die ersten Versuche der Modulation des Grafts tiber
T-Zell-Depletion (TCD) wurden im Sinne einer Entfernung der gesamten T-Zellen, sog.
Pan-TCD, durchgefihrt und auch in der klinischen Praxis angewendet. Hierauf zeigte
sich eine niedrigere Inzidenz schwerer aGVHD der Grade 11 bis 1V, jedoch im Vergleich
mit der Prophylaxe aus Ciclosporin A/IMTX eine ahnliche 3-Jahres Uberlebensrate (engl.
disease free survival, DFS) und eine hohere Rezidivrate, insbesondere bei Patienten mit
Chronisch Myeloischer Leukamie. Weitere gravierende Probleme der Pan-TCD umfas-
sen die erhohte Inzidenz vom sog. Graft Failure und insbesondere die sehr langsame Im-
munrekonstitution. Letztere bedingt vermehrte Komplikationen durch Infektionen,
insbesondere viraler Genese haufig durch CMV und EBV.*® Mit wachsenden wissen-
schaftlichen Erkenntnissen tber die T-Zellfraktionen und deren Aufgaben, werden mitt-
lerweile selektive Verfahren zur TCD angewendet oder untersucht. Erste Versuche der
selektiven TCD mit Depletion von CD4* oder CD8" T-Zellen in den 1990er Jahren redu-
zierten zwar das Auftreten von aGVHD, jedoch auf Kosten einer hohen Rezidivrate. Als
einer der Grinde fir Graft Failure und Mortalitat nach Transplantation wird der Verlust
bzw. die quantitative Reduktion CD34" Zellen angesehen. Die positive Selektion CD34*
Zellen fihrt zu einer passiven Depletion von T-Lymphozyten aus dem Graft. Der Trans-
plantationsansatz von Urbano-Ispizua et al. umfasst die Transplantation aus G-CSF mo-
bilisierten Peripheral Blood Progenitor Cells (PBPC) im HLA identischen Zwillings-
Setting, mit intensiver post-Transplantat-Immunsuppression (Ciclosporin A plus Predni-
son). Hierunter zeigte sich ein schnelles Engraftment ohne Entwicklung einer aGVHD
Grad 11 bis 1V.%° Aufgrund der protektiven Funktion der T-Lymphozyten sowie der durch
diese vermittelte GVT-Aktivitat werden auch T-Zell-erhaltende, selektive Depletionen
weiter untersucht.

Im Rahmen der sog. a/CD19-Depletion werden anstatt der gesamten T-Zellfraktion, nur

der Anteil der konventionellen T-Zellen depletiert. Die y6 T-Zellen, die der angeborenen
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Immunitat angehoren und keine Alloreaktivitat aufweisen werden im Graft belassen,
wodurch Engraftment und zellvermittelte Immunitat gegeniiber Pathogenen (insbeson-
dere Viren) sowie Rezidiven bewahrt werden konnte. 142

Ausgehend von der Beobachtung, dass naive T-Zellen (CD45RA™) im Mausmodell eine
schwerere aGVHD ausldsen als T-Geddchtniszellen (Memory T-Zellen), haben Bleakley
et al. erstmals CD45RA" T-Zellen des Grafts depletiert. Der Oberflachenmarker
CD45RA wird von naiven T-Zellen bis zur Aktivierung exprimiert. Die nach Transplan-
tation der Memory T-Zellen auftretende aGVHD zeigte im HLA-matched-Setting einen
milderen Verlauf, keine Erhthung der Rezidivrate und weiterhin Ansprechen auf Korti-
kosteroide.** Zudem zeigte sich eine schnelle Immunrekonstitution mit Gber die T-Ge-
dachtniszellen transferierte virus-spezifische Immunitat. Trotz dieser positiven Aspekte
konnte jedoch weiterhin keine Reduktion der Inzidenz erreicht werden.**

Auch die Depletion von aff T-Lymphozyten stellt einen Ansatz zur Ex-vivo-Graftmodu-
lation dar. Den im Graft verbleibenden yd T-Lymphozyten wird eine schnelle Zytokin-
freisetzung und damit einhergehend die Zerstérung maligner und viral infizierter Zellen
zugeschrieben.* So wird das GVHD bzw. rezidivfreie Uberleben (GRFS) nach y5-Trans-
plantation in einer Studie von Locatelli et al. mit 70% angegeben.*® Weiterhin werden in
einer grofien Multicenter-Studie von Wagner et al. im Unrelated-Donor-Setting im Ver-
gleich mit alleiniger Ciclosporin A/MTX Prophylaxe eine schnellere Erholung der
Neutrophilen, reduzierte Inzidenz von Grad Ill bis IV aGVHD und weniger Toxizitét,
jedoch auch eine erhéhte Rate an CMV-Infektionen und signifikant hohere Rezidivraten
(insh. bei Patientin mit CML) angegeben.*’

Ein anderer zellbasierter Ansatz ist die prophylaktische Transfusion von suppressiv auf
ap T-Zellantworten wirkenden regulatorischen T-Zellen (sog. Tregs), die aufgrund ihres
Vermdgens, jede Immunantwort negativ zu regulieren, auch auf Alloantigene, die Inzi-
denz der aGVHD bei adaquater Immunrekonstitution senken.*®4® So konnten Spender-
Treg-Infusionen im Mausmodell die Entwicklung einer aGVHD verhindern. Bei Trans-
plantation ex vivo expandierter CD4" FoxP3* Tregs zeigte sich eine niedrigere Rezidi-
vinzidenz, beim Transplantat in vitro generierter IL-10 anergisierter T-Zellen mit Tregs
im haplo-MHC-Setting beschreiben Trenado et al. trat nur eine milde aGVHD auf 315051
Ein komplettes Ausbleiben der Ausbildung einer aGVHD ohne Auftreten eines Rezidivs

wird nach Co-Transplantation von Spender Tregs und konventionellen T-Zellen von
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Martinelli et al. beschrieben. Auch die Transplantation ex vivo induzierter humaner Al-
loantigen-spezifischer CD8" Tregs zeigt eine Reduktion der Proliferation und Sekretion
inflammatorischer Zytokine durch alloreaktive T-Zellen ohne signifikante Reduktion der

Immunantwort und GV T-Aktivitat.%?

1.3 Das adaptive Immunsystem

Die aGVHD ist eine durch die GberschieBende Funktion des Spender-Immunsystems be-
dingte Erkrankung. Folglich ist die Kenntnis von hier involvierten Zellen und Zytokinen
fur das Verstandnis der komplexen Pathophysiologie unerlésslich. Das menschliche Im-
munsystem wird systematisch in einen angeborenen (unspezifischen) und einen adaptiven
(spezifischen) Teil gegliedert. Das angeborene Immunsystem besteht aus den zelluléren
Bestandteilen der myeloischen und teilweise lymphatischen Zellreihe (bspw. Makropha-
gen, Monozyten, Granulozyten, dendritische Zellen, Mastzellen, NK-Zellen), und aus
I6slichen Bestandteilen wie dem Komplementsystem. Zu den I6slichen Bestandteilen ge-
hdren aber auch zum Beispiel Zytokine, antimikrobiellen Enzyme und Peptide, und
Akute-Phase-Proteine. Ferner wird auch die Barrierefunktion anatomischer Strukturen
(bspw. Epidermis, Epithel von Darm und Lunge) dem angeborenen Immunsystem zuge-
rechnet.>*>* Die angeborene zellulare Immunantwort erfolgt als erste Reaktion nach Er-
kennung von Pathogenmustern (u.a. DAMP, PAMP) (ber sog. Pattern Recognition
Receptors mittels Phagozytose und der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine.>
Eine Limitation unseres angeborenen Immunsystems ist die genetisch festgelegte Anzahl
von sezernierten Proteinen und insbesondere Rezeptoren, welche die Erkennung nur einer
begrenzten Anzahl von Pathogenen erlaubt. Um die Myriaden von unterschiedlichen An-
tigenen zu erkennen, kommt das adaptive Immunsystem zum Einsatz. Die adaptive Im-
munantwort wird Gber T- und B-Lymphozyten vermittelt. Beide Zelltypen besitzen auf
ihrer Zelloberflache als Folge eines somatischen Gen-Rearrangements Rezeptoren, die
fiir jede Immunzelle individuell sind. Die Diversitit betragt zwischen 1x10° und 1x10%
im T-Zellkompartment. Die Vorlauferzellen der T- und B-Zellen befinden sich im Kno-
chenmark, als primarem lymphatischen Gewebe. Wahrend die Reifung der B-Zellen
ebendort ablduft, migrieren die Vorl&ufer T-Zellen zur Reifung als sog. Thymozyten in
den Thymus. In Thymus und Knochenmark erfolgt das zufallige Gen-Rearrangement zur
Kodierung des TCR und B-Zell-Rezeptors (BCR). Im Anschluss erfolgt die Verteilung

und Bewegung der nun naiven Lymphozyten zwischen den sekundéren lymphatischen
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Geweben (bspw. Lymphknoten, Milz, Tonsillen, Peyer-Plaques, MALT), in denen die
Antigenprasentation und damit Aktivierung durch uber die Lymphflissigkeit zirkulie-
rende APCs stattfindet.>

1.4 T-Lymphozyten

Im Folgenden soll nun auf die im Rahmen der aGVVHD wichtigen T-Lymphozyten einge-
gangen werden. Diese Ubernehmen neben der bereits 0.g. Immunantwort (s. 1.3) zudem
die dauerhafte Kontrolle latenter viraler (bspw. CMV, EBV)>>°®, bakterieller (bspw. My-
kobakterien) und protozoeninduzierter Infektionen (bspw. Leishmanien). Die aus den T-
Vorlduferzellen hervorgegangenen naiven T-Lymphozyten, also T-Zellen die noch nicht
ihr spezifisches Antigen erkannt bzw. getroffen haben, exprimieren den Oberflachenmar-
ker CD45RA. Die Aktivierung naiver T-Zellen erfolgt ausschlief3lich nach Antigenerken-
nung auf MHC-Molekdlen, die von sog. professionellen APCs wie den dendritischen
Zellen (DC), Makrophagen und auch B-Zellen présentiert werden. Diese présentieren An-
tigene Uber Proteine des Major Histocompatibility Complex (MHC) im Kontext costim-
ulatorischer Molekiile, die erst die Aktivierung naiver T-Zellen ermdglichen.>” Nach
Aktivierung der naiven T-Zellen sezernieren diese zum Uberleben und der Férderung der
Proliferation 1L-2.>* Im Verlauf erfolgt die Differenzierung zu sog. T-Effektorzellen,
diese kdnnen ohne Costimulation beim Aufeinandertreffen mit ihrem Zielantigen ihre Ef-
fektorfunktion ausuben. T-Effektorzellen kdnnen sich wiederum zu T-Gedé&chtniszellen
(Syn. Memory T-Zellen) entwickeln. Beide Zelltypen tragen den Oberflachenmarker
CDA45R0, jedoch exprimieren Memory T-Zellen im Gegensatz zu T-Effektorzellen ver-
mehrt Bcl-2 und CD127. Eine weitere systematische Unterteilung dieser Zelltypen erfolgt
anhand der Oberflachenmarker CD4 und CD8 in zwei Gruppen. Die Aktivierung von
CD8" T-Zellen erfolgt durch die Antigenprasentation (iber auf APCs exprimierten MHC-
Proteinen der Klasse | (MHC I). Sie werden aufgrund ihrer Fahigkeit zur Induktion von
Apoptose bei Zielzellen tGber Zytolysine funktional auch als zytotoxische T-Zellen (CTL)
bezeichnet. Die Aktivierung von CD4" T-Zellen erfolgt tber Antigene, die von MHC-
Klasse-11-Molekiilen prasentiert werden®*®’ und geht mit der potenten Sekretion von Zy-
tokinen einher, bspw. IL-2, welche die Aktivierung CD8" T-Zellen, NK-Zellen und 8 T-
Zellen zur Folge hat. CD4* T-Zellen subtypisieren sich in T-Helferzellen (Th-Zellen) und
die regulatorischen T-Zellen (Tregs). Die Th-Zellen werden derzeit in die Subpopulatio-
nen der T-Helferzellen Typ 1 (Th1), T-Helferzellen Typ 2 (Th2), T-Helferzellen Typ 17
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(Th17) und follikulare T-Helferzellen (Tfh) unterteilt. Uber Riickkopplungsschleifen der
sezernierten Zytokine findet eine Regulation der Subpopulationen untereinander statt.>
Die Rolle der T-Zellfraktionen im Kontext der GVHD (Th1, Th2, Th17, Treg, CTL) wird

in den folgenden Unterkapiteln behandelt.

Effektorzytokine/-

zytotoxine
IL-12, IFN-y
=)  IFN-y, TNFo
IL-4, IL-5, IL-13

IL-6, TGF-B
iL-23, 1L-16

IL-17A, IL-17F, IL-23,
IL-22, IFN-y

| FoxP3 |
IL-2, TGF-B @l =) (1-10, TGF-B

@ mmmm) Perforin, Granzym A+B,

Granulysin

@ — Aktivierung

Abbildung 1. Differenzierung naiver T-Zellen auf Zytokinstimuli und Uberblick essenzieller Effektorzytokine
bzw. Zytotoxine. TN= naive T-Zellen, CTL entspricht Tc1-Zellen. Die Abbildung wurde angelehnt an eine Abbil-
dung aus Jiang H et al. T Cell subsets in Graft Versus Host Disease and Graft Versus Tumor. Front Immunol. 2021;
12:761448.

1.4.1 T-Helferzellen

Laut Chen et al. wird die Induktion einer aGVHD nach Préasentation von Empfangeranti-
genen exklusiv von naiven T-Zellen initiiert. Die Population der im Graft verbleibenden
CD4* T-Gedachtniszellen ist nach dieser Auffassung nicht zur Induktion der aGVHD in
der Lage.®® Dies fiihrte zur Rationale, dass nach Depletion aller naiven T-Zellen aus dem
Transplantat keine GVHD mehr initiiert werden sollte. Diese Annahme trifft jedoch nicht
zu, da die Inzidenz der GVHD gleich bleibt, der Verlauf jedoch abgemildert wird. In der
Pathogenese der GVHD spielen insbesondere die von den Subpopulationen sezernierten
Zytokine eine bedeutende Rolle.
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1.4.1.1 Thl-Zellen

Die Differenzierung naiver CD4* T-Zellen zu Th1-Zellen erfolgt durch den Einfluss der
von angeborenen lymphoiden Immunzellen (ILC) sezernierten Zytokine Interleukin 12
(IL-12) und IFN-y. Diese bewirken die Stimulation des intrazellularen Januskinase-Sig-
nal Transducers and Activators of Transcription Pathway (JAK-STAT Signalweg). IFN-
vy induziert den Transkriptionsfaktor STAT1 und IL-12 den Transkriptionsfaktor STATA4.
Uber STAT1 wird daraufhin die Expression des T-Box-Transkriptionsfaktors (T-bet) ak-
tiviert, wahrend tUber STAT4 eine Amplifikation dieser Expression induziert wird. T-bet
gilt als sog. Master-Regulator der Differenzierung der Th1-Subpopulation und aktiviert
wiederum die Gene fir die Expression von IFN-y und B2-Kette des IL-12 Rezeptors.
Durch diese positive Feedback-Schleife wird wiederum die Thl1-Differenzierung ver-
starkt,>459,60

Neben der daraus resultierenden Produktion von IFN-y, iiben die Th1-Zellen u.a. Uber die
Produktion von TNFa einen mafigeblichen Einfluss auf das angeborene Immunsystem
uber die Aktivierung phagozytotischer Prozesse sowie die Opsonierung durch das Kom-
plementsystem aus. Sie sind die hauptséchlichen T-Effektorzellen zur Bekampfung von
intrazelluldren Pathogenen wie Viren, Mykobakterien und bestimmten Protozoen (s.
oben, 5.).5461

Laut Henden et al. stellen die Th1-Zellen im Rahmen der akuten Graft-Versus-Host Dise-
ase die dominante Subpopulation dar. Bei vorherrschender Th1-Differenzierung geht die
aGVHD mit gastrointestinaler und hepatischer Manifestation einher.62% Die Migration
der Spender Th1-Zellen in Gastrointestinaltrakt und Leber erfolgt tiber die exprimierten
Chemokin-Rezeptoren CCR5 und CCR9. Die Produktion der Interleukine IFN-y und
TNFa fiihrt zur erleichterten Aktivierung zytotoxischer T-Zellen (CTL), welche die dor-
tige Gewebeschadigung vermitteln.®* Bei Abstinenz von IFN-y kommt es zu einem Shift
hinsichtlich der Th2- und Th17-Subpopulationen und der damit einhergehenden Mani-

festation.

1.4.1.2 Th2-Zellen

Das Interleukin 4 (IL-4) induziert iber den JAK-STAT Signalweg die Differenzierung
naiver T-Zellen zu Th2-Zellen. IL-4 aktiviert den Transkriptionsfaktor STAT6 und dieser
die Expression des Th2-spezifischen Transkriptionsfaktors GATA-3. Durch GATA-3

werden die Gene zur Expression von IL-4 und Interleukin 13 (IL-13) aktiviert und damit

17



auch tber eine positive Rickkopplung die Differenzierung der Th2-Subpopulation auf-
rechterhalten. Insbesondere wird die Produktion der Interleukine 4, 5 und 13 mit den Th2-
Zellen assoziiert. Die Aktivierung von Th2-Zellen und die Produktion der assoziierten
Interleukine dient grundsatzlich der Abwehr von extrazellularen Parasiten sowie der Ak-
tivierung des angeborenen Immunsystems. So aktiviert 1L-4 Mastzellen und basophile
Granulozyten und IL-5 eosinophile Granulozyten wéhrend IL-13 die mucosale Barriere-
funktion verstirkt.>* Weiterhin wird ihnen im Rahmen von akuten und chronischen in-
flammatorischen Vorgangen eine Rolle bei Initiierung, Aufrechterhaltung und
Amplifikation allergischer Reaktionen zugeschrieben.51:%

Frihere Untersuchungen von Fowler et al. zur Rolle von Th2-Zellen bei aGVHD zeigten
einen mildernden Effekt von Th2-angereicherten Grafts mit signifikanter Abschwéachung
der Pathologie im Gastrointestinaltrakt und der Leber.®557 Spater konnte Yi et al. im kom-
pletten MHC-Mismatch-Mausmodell zeigen, dass sich unter Abstinenz von IFN-y und
Interleukin 17 (IL-17) eine pulmonale Inflammation im Sinne eines idiopathischen Pneu-
moniesyndroms (IPS) entwickelte. Hier migrieren Th2-Zellen durch Bindung der Ligan-
den des Chemokin-Rezeptors CCR4 in das Lungengewebe und verursachen Uber IL-4
und IL-13 Inflammation und Remodelling des Lungenepithels, welches letztlich zur pul-
monalen Fibrosierung fiihrt.®* Eine Manifestation in den definierenden Organsystemen
der aGVHD (Gastrointestinaltrakt, Haut, Leber) zeigte sich jedoch nicht.5

1.4.1.3 Th17-Zellen

Th17-Zellen produzieren die Zytokine IL-17A, IL-17F, 1L-22, 1L-23, IFN-y und GM-
CSF.>* Es kann eine grobe Unterteilung in eine erste protektive IL-17 und IL-10 produ-
zierende Gruppe und eine zweite hoch inflammatorische 1L-17, IL-22, IFN-y und GM-
CSF produzierende Gruppe vorgenommen werden.%8 Sie {ibernehmen eine wichtige Auf-
gabe in der Bek&mpfung von Bakterien und Pilzen. Diese (ben sie durch die Fahigkeit
zur Rekrutierung und Aktivierung neutrophiler Granulozyten, direkt Gber IL-8 oder indi-
rekt tiber die Produktion des GM-CSF und Chemokinen wie CXCL8, aus.®! Des Weiteren
starken sie insbesondere die Abwehrfunktion der mucosalen Barriere durch Stimulation
der Produktion broncho-epithelialer Muzine (MUC5AC, MUCS5) und der Expression von
Defensinen (bspw. B-Defensin 2) und des Chemokins CCL20.52%%70 Fiir die Differenzie-
rung naiver T-Zellen in Th17-Zellen miissen hauptsachlich die Zytokine IL-6 und Trans-

forming Growth Factor  (TGF-B) im Zytokinmilieu vorliegen, weiterhin ist jedoch auch
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die Anwesenheit von IL-23 und IL-1p notwendig®’. IL-6 wird als proinflammatorisches
Zytokin in Anwesenheit von Pathogenen durch ILCs sezerniert und aktiviert den Tran-
skriptionsfaktor STAT3, welcher im Zusammenspiel mit TGF-B die Expression des nuk-
ledren Transkriptionsfaktors RAR-Related Orphan Receptor Gamma-T (RORyt)
induziert. Da IL-6 nicht von Th17-Zellen, sondern durch Stimulation von ILC exprimiert
wird, wird dies als indirekte positive Riickkopplung bezeichnet. RORyt wird als Master-
Regulator der Th17-Zellen bezeichnet und dient der Stabilisierung und Proliferation der
Subpopulation.>* Die genetische Kodierung von RORyt erfolgt iiber das Gen RORc. Von
Ivanov et al. beschriebenes RORc Knock-Out (KO) im murinen Modell zeigte, dass die
Differenzierung zu Th17-Zellen ohne das Gen ausbleibt und dadurch die Schwere auto-
immuner Erkrankungen vermindert wurde.”* Die Transplantation RORc- bzw. RORyt-
defizienter T-Zellen im murinen halpoidenten Transplantationsmodell wies ebenfalls eine
Attenuierung der aGVHD in Bezug auf Auspragung der Manifestationen und Letalitat
nach. Dieser positive Effekt war im kompletten MHC-Mismatch vermindert.”

Teshima et al. beschreiben ein Zusammenwirken zwischen Th17-Zellen und Th1-Zellen
im Rahmen der Induktion der aGVHD, schatzen deren Rolle jedoch geringer als die der
Th1-Zellen ein. Die Th17-Zellen scheinen insbesondere bei kutanen und pulmonalen Ma-
nifestationen eine wichtige Rolle zu spielen und kdnnen die dortige aGVHD unter be-
stimmten Umstanden mediieren.”>* In die Zielgewebe migrieren die Th17-Zellen uiber
den Chemokin-Rezeptor CCR6. In weiteren Untersuchungen wurde gezeigt, dass auf die
Abwesenheit von Spender-Th17-Zellen eine verstarkte Th1-Differenzierung und IFN-y
Produktion mit Exazerbation der aGVHD folgte. Auf der anderen Seite wurde die Thl-
Differenzierung durch die Anwesenheit von Spender-Th17-Zellen herunterreguliert und
die aGVHD im Rahmen der allogenen HSCT abgeschwécht.”> 7

1.4.2 Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen halten die immunologische Toleranz gegeniiber Auto-Antigenen
aufrecht und kdnnen damit ausufernde T-Zell-Antworten modulieren. Ihre Funktion tiben
Tregs entweder zellkontaktabhéngig (durch nTreg) oder Uber die Zytokine TGF-B und
IL-10 aus (durch iTreg). Die Sekretion von TGF-f kann die Proliferation der T-Zellfrak-
tionen inhibieren. Interleukin 10 greift in mehrere Prozesse der Aktivierung naiver T-
Zellen inhibierend ein, sodass die Expression von MHC-Molekiilen und costimulierenden
Molekilen durch APCs sowie die Produktion der Zytokine IL-12 und IL-23
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eingeschrankt werden. Folglich wird auch die Differenzierung in Thl- und Th17-Zellen
vermindert. Eine weitere Unterteilung der Tregs erfolgt in die bereits im Thymus diffe-
renzierten natdrlichen Tregs (nTreg) und die sich nach Antigenkontakt in der Peripherie
differenzierenden induzierten Tregs (iTreg). Letztere differenzieren sich aus naiven T-
Zellen in Gegenwart von TGF-B und IL-2, welches durch aktivierte naive T-Zellen sezer-
niert wird. IL-2 aktiviert den Transkriptionsfaktor STATS5, welcher wiederum den spezi-
fischen Transkriptionsfaktor FoxP3 aktiviert. FoxP3 wird konstitutiv ausschlief3lich von
nTregs exprimiert und stort die Transkription des IL-2 Promotor Gens, woraufhin die
eigene Produktion von IL-2 weitgehend eingeschrankt wird. nTregs exprimieren CD25,
die hochaffine a-Kette des IL-2 Rezeptors. Diese ermdglicht den nTregs, trotz fehlender
eigener Produktion, das Uberlebenswichtige I1L-2 der produzierenden naiven T-Zellen
hochaffin zu binden. Daraus resultiert wiederum eine Hemmung des Wachstums und der
Differenzierung naiver T-Zellen, welche den hochaffinen IL-2 Rezeptor nicht besitzen.
Eine Supprimierung der T-Zell-Antwort erfolgt auch durch die Oberflachenexpression
von CTLA-4. Dieses Molekl konkurriert mit den costimulierenden Molekiilen der APCs
um die Bindung von Proteinen der B7-Familie und kann damit die Aktivierung naiver T-
Zellen verhindern.>

Nach allo-HSCT sind Tregs zur Etablierung und Aufrechterhaltung der Immuntoleranz
notwendig. Dabei geht eine langsame Treg Rekonstitution mit einem erhéhten Risiko ei-
ner aGVHD einher. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass CD4"CD25" Tregs die
Proliferation CD4* T-Zellen nach allogener Stimulation in vitro supprimieren und Anti-
gentoleranz im Spender T-Zell Transplantat ex vivo induzieren woraufhin das Risiko fur
aGVHD reduziert werden konnte. Hoffmann et al. konnten zudem zeigen, dass
CD4*CD25" Tregs im ausgeglichenen Verhaltnis mit CD4" T-Zellen, ohne vorherige In-
duktion von Antigentoleranz, Alloreaktivitat und Letalitit unterbinden konnen.”” Strate-
gien zur in vivo Expansion regulatorischer T-Zellen mittels niedrig dosierter IL-2
Applikation oder die Transplatation ex vivo expandierter Tregs wurden klinisch getes-

tet.’®
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IFN-y

Abbildung 2. Kreuzregulation der CD4* T-Zellen Uber sezernierte Zytokine. Das von Tregs sezernierte TGF-3
unterdriickt die Differenzierung und Proliferation von Th1- und Th2-Zellen. Die Produktion von IFN-y, in diesem
Fall durch Th1-Zellen, inhibiert die Differenzierung in die Th2- und Th17-Subpopulation. Das Zytokin IL-4 der Th2-
Zellen kann wiederum die Differenzierung von Th1- und Th17-Zellen hemmen. Folglich kann die Differenzierung zu
Th17-Zellen durch die TGF-B Produktion gefordert werden und in diesem Fall weiterhin zu inflammatorischen Reak-
tionen beitragen. Die Abbildung wurde eigenhandig erstellt analog zu Murphy, K., Travers, P., Walport, M., & Jane-
way, C. (2018). Janeway Immunologie; S. 486.

1.4.3 Zytotoxische T-Zellen

Die CD8" zytotoxischen T-Zellen (CTL) spielen im Rahmen der adaptiven Immunant-
wort eine zentrale Rolle. Sie eliminieren infizierte Zellen und mediieren die Inflammati-
onsreaktion. Das Priming naiver CD8" T-Zellen erfolgt in den sekundaren lymphatischen
Organen (Lymphknoten und Milz) nach Antigenprasentation durch APCs ber MHC-I-
Molekile im Kontext mit costimulierenden Molekilen. Im Vergleich mit der Aktivierung
naiver CD4* T-Zellen wird zur Aktivierung zytotoxischer T-Zellen eine hohere costimu-
latorische Aktivitat bendtigt. Selten kann diese héhere Aktivierungsschwelle durch die
Interaktion mit dendritischen Zellen allein Gberwunden werden. In den meisten Fallen
erfolgt die zusatzliche Bindung von CD4* T-Zellen an die costimulatorischen Oberfla-
chenmarker CD40 und B7 der APC, woraufhin die CD4" T-Zelle vermehrt IL-2 sezer-
niert. Dieses wiederum stellt ein wichtiges Zytokin zur Differenzierung in zytotoxische
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T-Effektorzellen dar’ und erhoht in Wechselwirkung die costimulatorische Aktivitit der
APC. Zudem wird die Differenzierung zu CD8" T-Effektorzellen durch IL-12 iber die
Induktion von T-bet gefordert.8%8! Wang et al. konnten zeigen, dass auch der Transkrip-
tionsfaktor GATA-3 eine wichtige Rolle in Generierung, Differenzierung sowie Prolife-
ration nach Aktivierung CD8* T-Zellen spielt.

Nach erneutem Antigenkontakt kommt es zu einer massiven Proliferation der CD8" T-
Effektorzelle, welche zu einer Inversion des CD4:CD8 Verhéltnisses fuhrt. Badinovic et
al. fihren hier eine nach 19 Zellteilungen bis zu 500.000-fache Erhéhung der Anzahl
CD8" T-Zellen an.®® Fur die maximale Expansion bendtigen die CD8* T-Zellen Signale
uber TCR, costimulatorische Molekiile sowie inflammatorische Zytokine wie I1L-12 und
Typ 1 IFN-y 8485

CTL uben ihre apoptotische Funktion tber sog. Zytotoxine wie Perforin, Granzyme, Gra-
nulysin und den Fas-Liganden aus. Perforin, die Granzyme A und B sowie Granulysin
werden nach Antigenerkennung in modifizierten Lysosomen, sog. zytotoxischen Gra-
nula, freigesetzt. Perforin schadigt die Zellmembran der Zielzelle und erzeugt damit einen
Kanal zum Eindringen der Granzyme. Diese kénnen wiederum Uber die Aktivierung der
Caspase 3 oder direkter Schadigung der Mitochondrien mit Austritt von Cytochrom c ins
Zytosol die Apoptose induzieren.>* Die Bindung des Fas-Liganden an den Zelloberfla-
chenrezeptor Fas und dessen Todesdomane 16st ebenfalls tiber Freisetzung der aktivierten
Caspase 8 den programmierten Zelltod in der Zielzelle aus.>*

Neben Zytotoxinen produzieren CTLs verschiedene Zytokine. Hier sind die proinflamm-
atorisch wirkenden Zytokine IFN-y, TNFo und TNFp (Syn. Lymphotoxin-alpha, kurz
LT-a) zu erwdhnen. IFN-y inhibiert direkt die virale Replikation, aktiviert Makrophagen,
lockt diese zu den Infektionsherden und verstarkt die Expression oberflachlicher MHC-
I-Molekiile auf APCs. Folglich kénnen mehr CTLs aktiviert und damit rekrutiert werden.
TNFa und TNFP wirken iiber den TNF Rezeptor 2 (TNFR2) ebenfalls an der Aktivierung
von Makrophagen mit und kénnen Gber den TNFR1 die Apoptose mit ausldsen.>* Inte-
ressanterweise kann auch das inflammationshemmende Zytokin Interleukin 10 durch
CTL sezerniert werden. So wurde in mehreren Publikationen gezeigt, dass im Rahmen
von viralen Infektionen auf dem Hohepunkt der inflammatorischen Reaktion eine Sub-
population der CD8* T-Zellen vermehrt 1L-10 produziert.8®8 Dieses wirkt wiederum

22



hemmend auf die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine durch Makrophagen und
Thi-Zellen und dient der Einddmmung von Gewebeschadigung durch Thl-Zellen.

In der aGVHD kdnnen CD8" T-Zellen, neben den durch proinflammatorische Zytokine
aktivierten Zellen des angeborenen Immunsystems, die Schadigung der Zielgewebe

(Haut, Gastrointestinaltrakt, Leber) vermitteln.

1.4.4 Transkriptionsfaktoren

Die dominanten Transkriptionsfaktoren der unterschiedlichen T-Zell-Fraktionen wurden
bereits im jeweiligen Kapitel genannt. Ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor im
Rahmen der GVHD ist Eomes. Dieser wird von Eomesodermin kodiert und gehort wie
T-bet zur Familie der T-box-Transkriptionsfaktoren. Exprimiert wird Eomes von NK-
Zellen, Effektor- und Memory CD8* T-Zellen sowie wenigen speziellen Tregs. Eine hohe
Expression von Eomes geht mit einer héheren Zytotoxizitat einher. Im Rahmen der allo-
genen HSCT wird Eomes fiir den GVT-Effekt und die damit einhergehende dienliche
Zytotoxiztat gebraucht.®®

1.4.5 Aktivierungsmarker

Im Rahmen der Aktivierung von T-Zellen, exprimieren diese unterschiedliche Proteine
an der Zelloberflache. In Abhangigkeit der Dauer der aktivierenden Antwort nach Stimu-
lation werden die Aktivierungsmarker in friihe und spate nach Stimulation auftretende
Marker unterteilt.* Laborchemisch lassen sich die Aktivierungsmarker iiber durch-
flusszytometrische Farbungen nachweisen.

Zu den frihen Aktivierungsmarkern zahlt das Oberflachenprotein CD69. Die Expression
des Oberflachenmarkers CD69 auf aktivierten T-Zellen wird nach Antigenkontakt in den
sekundaren lymphatischen Organen durch Signale des TCR induziert. CD69 ist ein Zel-
ladhésionsmolekul und fuhrt zur Aufnahme von Sphingosin-1-Phosphat (S1P) in die
Zelle, woraufhin die Zellmigration aktivierter T-Zellen aus dem lymphatischen Organ
gehemmt wird. Dieser Mechanismus dient der Proliferation der T-Zelle. Die Expression
von CD69 nimmt bereits nach mehreren Tagen ab und erlaubt die Rezirkulation der T-
Lymphozyten.>* Mit Ausnahme von sog. Resident Memory T-Cells (Trm) wird CD69
nicht von T-Gedachtniszellen exprimiert und kann somit begrenzt zu deren Unterschei-
dung von naiven T-Zellen herangezogen werden.>*%! Laut Strobl et al. lieBen sich in ku-
tanen GVHD-Lé&sionen CD69* Empfénger-Trm nachweisen, welche

proinflammatorische Zytokine und zytotoxische Granula sezernierten.®* Weiterhin
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konnten Weiner et al. eine Erhéhung der CD69" Trm im Rahmen einer GVHD nach in-
testinaler Transplantation (ITx) nachweisen. Hier wird jedoch eine Ausschwemmung der
Trm aus dem Graft in den Blutkreislauf des Empfangers angenommen.®2

Die Oberflachenmarker CD25, CD137 und HLA-DR zahlen zu den spaten Aktivierungs-
markern. CD25 entspricht der a-Kette des IL-2 Rezeptors. Insgesamt setzt sich der Re-
zeptor aus o-, - und y-Kette zusammen, wobei letztere bereits ohne stattgefundenen
Antigenkontakt auf der Oberflache exprimiert werden. Nach dem Erstkontakt naiver T-
Zellen mit dem spezifischen Antigen wird die Oberflachenexpression von CD25, zusam-
men mit der Produktion von IL-2, induziert. Durch Assoziation der 0.g. Ketten entsteht
ein Rezeptor mit hoherer Affinitat fur IL-2, welches ein essenzielles Zytokin fur Prolife-
ration, Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen darstellt. Regulatorische T-Zellen
exprimieren CD25 dauerhaft zur Stabilisierung der Subpopulation.>* Bei ausbleibender
Stimulation durch Antigene wird die Expression von CD25 in T-Effektorzellen wieder
herunterreguliert.> Aktivierte antigenspezifische T-Effektorzellen exprimieren den
Oberflachenmarker CD137 (Syn. 4-1BB).®® CD137 gehort zu der Familie der TNF-
Rezeptoren und wirkt als costimulierendes Molekul, das tber Bindung des 4-1BB Ligan-
den auf der Zelloberflache von professionellen APCs wie dendritischen Zellen, Makro-
phagen und B-Zellen die Proliferation von T-Zellen stimuliert.>* Weiterhin verhindert die
Expression von CD137 die Apoptose und erhoht damit das Uberleben der T-Zellen. Bei
ausgepragter Stimulation des TCR kann die Costimulation durch 4-1BB/ 4-1BBL fur die
CD28-unabhéngige Aktivierung naiver T-Zellen ausreichen.®* In vitro ist eine Aktivie-
rung von CD4* und CD8" T-Zellen durch 4-1BB méglich, jedoch konnte durch agonisti-
sche CD137-Antikorper eine préaferierte Aktivierung von CD8" T-Zellen und damit
einhergehender Sekretion deren Effektormolekiile (s. 1.4.3) nachgewiesen werden.®*%
Bei der GVHD wird eine Abhangigkeit der Letalitat von CD137 Costimulation der Spen-
der CD4" und CD8" T-Zellen beschrieben.®® So induzieren agonistische CD137-
Antikérper im MHC-Mismatch eine schwere GVHD mit 100% Mortalitat.®* Darauffol-
gend konnten Lee et al. zeigen, dass die Depletion alloreaktiver CD137" T-Zellen ex vivo
eine GVHD verhinderte, ohne die GVT-Aktivitat zu komprimieren. Eine Limitation stellt
hier jedoch die dauerhafte Expression von CD137 auf Tregs dar, welche (ber die 0.g.
Zytokine eine wichtige hemmende Funktion auf die Ausschittung proinflammatorischer

Zytokine ausiiben.*
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Als Marker fur reife T-Zellen werden die Oberflachenmolekiile Programmed Cell Death
Protein 1 (PD-1, Syn. CD279) und HLA-DR eingeordnet. PD-1 wird von aktivierten T-,
B-Zellen, NK-Zellen, aktivierten Monozyten und dendritischen Zellen zur Regulation der
Immunantwort exprimiert und besitzt inhibitorische Eigenschaften. Es bindet die auf
APCs exprimierten, negativ inotrop stimulierenden Liganden PD-L1 (Syn. B7-H1,
CD274) und PD-L2 (Syn. B7-DC, CD273), und dient damit der Aufrechterhaltung einer
Immuntoleranz.®>% Dies erfolgt durch Hemmung der Produktion der Zytokine 1FN-y,
TNFa und IL-2 durch T-Zellen, sowie der reduzierten Expression der Transkriptionsfak-
toren GATA-3, T-bet und Eomes. Hemmende Effekte von PD-1 auf Proliferation, Diffe-
renzierung und Uberleben der T-Zellen kénnen jedoch durch Stimulation Gber CD28
und/oder von CD4" T-Zellen produziertem IL-2 Gberwunden werden. T-Zellen, die durch
Knock-Out nicht zur Expression von PD-1 féahig sind, tendieren zu (iberschielRenden Im-
munantworten.®” Damit ubereinstimmend beschreiben Blazar et al. eine verstirkte Leta-
litit der GVHD bei Blockade der PD-1/PD-L1-Interaktion.®® Dahingegen beschreiben
Stikvoort et al. vor dem Hintergrund, dass PD-1 von bereits alloreaktiven T-Zellen expri-
miert wird, eine signifikant erhéhte Inzidenz von aGVHD Grad Il bis 111 bei hoher Fre-
quenz PD-1" T-Zellen im allogenen Transplantat — mit PD1 als potentem
Aktivierungsmarker — und schlagen daher die Bestimmung von PD-1 als positivem pré-
diktiven Marker fir die aGVHD Grad 11 bis 111 vor.”® HLA-DR zihlt ebenfalls zu den
spaten Aktivierungsmarkern. Das Protein besteht aus a- und B-Kette, gehort zu den anti-
genprasentierenden MHC-Klasse-11-Molekilen und wird von B-Zellen, Makrophagen
und spéateren Stadien der T-Zell Aktivierung exprimiert. Hier wird es auf der Zelloberfla-
che von Thl- und Th-2-Zellen exprimiert und dient u.a. der Selbst-Antigenprésentation
und Antigenprasentation gegenutber B-Zellen. Oba et al. beschreiben eine praferierte Ex-
pression von HLA-DR auf der Zelloberflache von Th1-Zellen und gehen davon aus, dass

die vermehrte Produktion von IFN-y die Expression verstirkt.1%

1.4.6 T-Zell Rezeptor

Die T-Lymphozyten exprimieren auf ihrer Zelloberflache den antigenspezifischen T-
Zell-Rezeptor. Uber diesen erkennen und binden T-Zellen ihr spezifisches Antigen. Jeder
TCR st einzigartig und fiir eine T-Zelle so charakteristisch wie der Fingerabdruck fur
einen Menschen. Jede T-Zelle exprimiert ca. 30.000 Exemplare ihres spezifischen T-Zell-

Rezeptors auf ihrer Oberflache.®* Die optimale Aktivierung der antigenspezifischen
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naiven T-Lymphozyten erfolgt laut Bretscher im Sinne eines Two-Signal Models, 101102
Das erste Signal bildet die Prasentation von Proteinen tber den MHC-Komplex der APC
und dessen Bindung an den TCR. Das zweite Signal wird iber die Bindung von costim-
ulatorischen Molekilen der APC, wie CD80 (Syn. B7-H1), CD86 (Syn. B7-H2) und
CD40 (Syn. TNFRSF5), an Oberflachenproteine der T-Zellen wie CD28 oder CTLA-4
vermittelt. Dabei wird die Aktivierung der naiven T-Zellen durch CD28 geférdert und
durch CTLA-4, im Sinne der Induktion einer T-Zell-Toleranz, supprimiert. Folglich dient
die Costimulation ebenfalls dem Gleichgewicht zwischen protektiver Immunreaktion und
dem Verhindern von Autoimmunitat.292103 Als drittes Signal leistet das umgebende Mi-
lieu®® einen signifikanten Beitrag dazu, in welche Richtung die T-Zelle sich differenzieren
und welche Effektorfunktionen sie ausuben wird. Grundsétzlich ist eine Aktivierung na-
iver T-Zellen nur durch sog. professionelle APCs (Dendritische Zellen, Makrophagen, B-
Zellen) moglich, da nur diese in der Lage sind sowohl MHC als auch costimulatorische
Molekiile zu exprimieren. Nicht-professionelle APCs (bspw. Fibroblasten, Epithelzellen
des Thymus oder vaskulére Endothelzellen) kénnen lediglich MHC-Komplexe exprimie-
ren. Diese sind jedoch bereits in der Lage Memory T-Zellen zu reaktivieren.®’ Laut
Sharpe et al. besteht auch durch ein sehr starkes TCR-Signal die Moglichkeit der Akti-

vierung naiver T-Zellen. 1%

1.4.6.1 Aufbau TCR

Der T-Zell Rezeptor ist ein Heterodimer, bestehend aus zwei Ketten. So besteht dieser
bei der Mehrheit der zirkulierenden T-Zellen, den sog. af-T-Zellen, aus einer a- und einer
B-Polypeptidkette. Die Ketten des ap-Heterodimer werden jeweils in eine konstante (C-)
und eine variable (V-) Region unterteilt. Uber die CDR3-Region der V-Region unter-
scheiden sich die T-Zellen untereinander, denn diese sind nicht durch die Keimbahn ko-
diert (engl. germline encoded), sondern entstehen durch somatisches Rearrangement der
V-, D-und J-Segmente, sowie die Integration von zufallig vielen und beliebigen Nukleo-
tiden in den Verbindungsregionen der Segmente. Die MHC-Bindung erfolgt tGber die
zwei Schleifen der Complementary-Determining Regions (CDR1-2).>* Die CDR3-
Region stellt die essentielle Struktur zur spezifische Antigenerkennung dar.%® Aus den
jeweils vorhandenen CDR3-Regionen formiert sich die epitopbindende Region. Die
Diversitit der CDR3-Schleife unterscheidet sich nochmals hinsichtlich der genetischen

Kodierung zwischen a- und B-Kette. CDR3 der a-Kette wird von bereits genanntem V-
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Segment und sog. Joining Segment (J) des Gens der VV-Region kodiert (VaJa), die Region
der B-Kette wird zusitzlich noch vom Diversity Segment (D) kodiert (VBDBIPB).1% Jeder
TCR besitzt schlieRlich nur eine Antigenbindungsstelle.

variable Region der a-Kette

Antigenbindungsstelle
] CDR1 CDR2 CDR3

| ' il 11 NENN i

Vp Va = v ] FEIJ

V-Gen-Segment J-Gen-
Segment

} Stielsegment mit Disulfidbriicke

} Transmembranregion

T-Zelle

Abbildung 3. Aufbau des T-Zell-Rezeptors und somatische Rekombination der CDR3-Region der a-Kette. a
Der heterodimere TCR ist aus a- und B-Kette aufgebaut. Diese werden in konstante (C) und variable (V) Region un-
terteilt. Die V-Region enthdlt die Antigenbindungsstelle. Die Ketten sind tber eine Disulfidbricke verbunden und
Uber zytoplasmatische Schwéanze transmembran verankert. b Das dargestellte Exon der V-Region der a-Kette (oben)
setzt sich aus CDR1, CDR2, CDR3 (rot) und Nukleotiden zusammen (gelb). Die vollstandige VV-Region der o-Kette
(unten) wird aus dem V- und J-Gen-Segment gebildet. Hier wird dargestellt, dass CDR1 und CDR2 jeweils nur durch
das V-Segment kodiert werden, wahrend das hoch polymorphe CDR3 aus Verknipfung von Sequenzen aus V- und J-
Segment entsteht. Im Falle der B-Kette noch zusétzlich aus dem D-Gen-Segment. Anmerkung: Die Abbildung wurde
eigenhéndig erstellt analog zu Murphy, K., Travers, P., Walport, M., & Janeway, C. (2018). Janeway Immunologie;
S. 195, 224,

1.4.6.2 Rekombinante Generierung bzw. somatische Rekombination

Die somatische Rekombination von CDR3 erfolgt bereits bei den Vorlaufer-T-Zellen im
Thymus. Sie dient der Diversitat des gesamten T-Zell-Rezeptor-Repertoires und ermdg-
licht die Immunantwort auf eine Vielzahl unterschiedlicher Antigene. Dabei bedient sie
sich zwar verschiedener Gensequenzen, jedoch erfolgt die Kombination der Sequenzen
und mdogliche Insertionen bzw. Deletionen unabhangig vom menschlichen Genom. Man

geht davon aus, dass sich dieser Mechanismus evolutiondr entwickelt hat. Zur
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Generierung der CDR3-Schleife der TCRB-Kette wird zunichst D mit JB rekombiniert
und im Anschluss DBJB mit V3 rekombiniert. Durch das zusitzliche Entfernen (Deletion)
und Hinzufiigen (Insertion) von Nukleotiden wird eine weitaus groéRere junktionale
Diversitét erreicht. Da fur die CDR3-Schleife der TCRa-Kette nur Vo und Ja rekombi-
niert werden, erreicht die TCRB-Kette eine hohere Diversitit.>® In der Theorie kénnen
durch diese Mechanismen wahrend des gesamten Lebens etwa 108 bis 10%° mdgliche
Rekombinationen bzw. Clonotypen des TCR entstehen. %1% Die durchschnittliche, fiir
eine addquate Immunantwort ausreichende, Diversitat liegt jedoch in etwa bei 108 bis 108

Rekombinationen bzw. Clonotypen. 106107

1.4.6.3 T-Zell Rezeptor Repertoire bzw. T-Zell Repertoire

Die Proliferation naiver T-Zellen und T-Gedé&chtniszellen nach Antigenkontakt verandert
das T-Zell-Rezeptor-Repertoire. Ursache dafir ist die klonale Expansion der aktivierten
T-Zelle, sodass zu einer anfanglich polyklonalen Diversitat mit vielen verschiedenen T-
Zell-Rezeptoren eine oligo- bis monoklonale Zellexpansion hinzukommt. Diversitét und
GroRe des TCR-Repertoires sind fiir die Kontrolle schwerer Infektionen wesentlich.*® So
beschreiben Britanova et al. eine Abnahme des TCR-Repertoires im Rahmen einer laten-
ten CMV-Infektion (konsumierend), bzw. eine Abnahme der Diversitit des Repertoires
im Rahmen des Alterungsprozesses.'%®

Die Entwicklung des T-Zell-Repertoires ist ein dynamischer und kontinuierlich ablaufen-
der Vorgang. Hierbei andert sich die klonale T-Zell-Hierarchie als Antwort auf die vor-
herrschenden Antigene. Nach allogener HSCT verédndert sich diese klonale Hierarchie
der Spender-T-Zellen im Rahmen der unbekannten Antigenkonfrontation. Nach Auftre-
ten einer aGVHD zeigt sich in verschiedenen Untersuchungen eine Reduktion der Diver-
sitat und somit ein oligo- bis monoklonales T-Zell-Repertoire.1!!! Die Reduktion der
Diversitat wird insbesondere fiir die betroffenen Gewebe beschrieben.!'?113 Meier et al.
beschreiben nach der HSCT eine Abkehr von der klonalen T-Zell-Hierarchie des Spen-

ders, insbesondere bei Patienten die eine GVHD entwickeln.

1.5 Zytokine
Als Zytokine werden kleine l6sliche Proteine bezeichnet, die grundsétzlich von allen Zel-
len sezerniert werden kénnen und die Eigenschaften der Zelle selbst oder umliegender

Zellen beeinflussen.®® Diese Effekte werden nach Bindung an Rezeptoren der
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Zelloberflache und anschlieBende intrazellulare Signalgebung vermittelt. Darlber wer-
den Mechanismen wie Zellaktivierung, Proliferation, Differenzierung oder auch Induk-
tion von Apoptose gesteuert.>®> Auch im Rahmen der GVHD nimmt die Sekretion von
Zytokinen bzw. das Zytokinmilieu eine wichtige Rolle ein, wobei das zeitliche Auftreten
der Sekretion und auch der Weg der Administration des Zytokins eine bedeutende Rolle
spielen konnen.'*® Im Folgenden soll kurz die Untergruppe der Chemokine definiert wer-
den und im Anschluss genauer auf die in der Arbeit untersuchten Interleukine eingegan-
gen werden. Die Chemokine stellen eine spezialisierte Untergruppe der Zytokine dar. Sie
werden strukturell in die Gruppen der a-(CXC) und B-(CC) Chemokine unterteilt. Funk-
tionell bestehen ihre Aufgaben zum einen als sog. inflammatorische Chemokine in der
Anlockung Chemokin-Rezeptor tragender Leukozyten zum Ort des Entziindungsgesche-
hens und zum anderen als lymphoide Chemokine in der Organistion der Zellen im lym-
phatischen Gewebe.>*** Durch Interaktion von Chemokinen und Chemokinrezeptoren
erfolgt die Migration der alloreaktiven Spender-T-Zellen im Rahmen der aGVHD in de-
ren Zielorgane.''® Aktivierte Thi-Zellen exprimieren den Chemokinrezeptor CXCR3,
wahrend Th2- und Th17-Zellen tber die Chemokinrezeptoren CCR4, CCR5 und CCR9
zu den Zielorganen Haut und Lunge gelangen.

1.5.1 Interleukine

Die Untergruppe der Interleukine umfasst die zwischen Leukozyten wirkenden, bzw. von
diesen sezernierten, Zytokine.>® An dieser Stelle soll nochmals auf die relevanten Zyto-
kine der genannten T-Zellfraktion eingegangen werden.

Interleukin 4 wird hauptséchlich von Th2-Zellen sezerniert, ein geringerer Teil kann je-
doch auch von Mastzellen, basophilen und eosinophilen Granulozyten sowie den yo-T-
Zellen produziert werden. Vorherrschend wird IL-4 eine protektive Funktion in autoim-
munen inflammatorischen Erkrankungen zugesprochen. Diese wird ausgetibt durch die
Hemmung der Thl-Zelldifferenzierung und der damit einhergehenden Aktivierung von
Makrophagen, Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, TNFa sowie
reaktiven Sauerstoff- (ROS) bzw. Stickstoffspezies (RNS).1"11°® Es wird die Unterdrii-
ckung einer CD8" getriggerten aGVHD beschrieben.?

Interleukin 5 ist ebenfalls ein Th2-sezerniertes Zytokin, dessen Funktion in Férderung
von Wachstum und Differenzierung eosinophiler Granulozyten besteht. Das letzte cha-
rakteristische von Th2-Zellen produzierte Interleukin ist IL-13. Uber IL-13 wird die
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Produktion von Muzinen durch Becherzellen verstérkt sowie der Isotypenwechsel der B-
Zellen von 1gG1 zu IgE induziert.>* IL-5 und IL-13 werden unter anderem als Marker fiir
die akute Graft-Versus-Host Disease diskutiert. Jordan et al. zeigten eine positive Korre-
lation von IL-13 mit dem Auftreten einer aGVHD unabhéngig von der Expression proin-
flammatorischer Zytokine. Weiterhin zeigten mehrere Untersuchungen eine Assoziation
von IL-5 mit TNFa und IFN-y, und die potenzielle Anwendung als Marker flr den
Schweregrad der aGVHD . 121:122

Die Produktion von Interleukin 10 wird hauptsachlich mit den Tregs assoziiert. Nichts-
destotrotz sind auch einige andere T-Zellfraktionen in der Lage I1L-10 zu sezernieren, so
bspw. Th2-, Th17- und zytotoxische T-Zellen. Durch die Ausschittung von IL-10 wird
die Freisetzung inflammatorischer Zytokine wie IFN-y und TNFa durch u.a. Makropha-
gen und Th1-Zellen sowie die Proliferation CD4* und CD8" T-Effektorzellen inhibiert.3
Folglich tragt IL-10 maBgeblich zum Erhalt einer allo-antigenspezifischen Toleranz bei
und kann die aGVHD abschwéchen.

Das Interleukin 17A wird hauptsachlich von Th17-Zellen produziert, jedoch konnte ge-
zeigt werden, dass ebenso Makrophagen, dendritische Zellen, NK- und NKT-Zellen so-
wie yd T-Zellen das Zytokin sezernieren konnen. Der Thl17 charakterisierende
Transkriptionsfaktor RORyt induziert die Expression von IL-17A und dessen Teilhomo-
log IL-17F. Die Expression scheint durch IL-12 stark beeintrachtigt zu werden.%* IL-17A
ubt insbesondere, jedoch nicht ausschlieBlich, seine Wirkung auf nicht-hdmatopoetische
Zellen (bspw. Epithelzellen und mesenchymale Zellen) aus. Im Rahmen der Immunant-
wort reguliert es die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten tiber die Induktion von
G-CSF und Chemokine der CXC-Klasse. Weiterhin induziert es die Expression antimik-
robieller Peptide wie bspw. 3-Defensine zur Abwehr kutaner und mucosaler Infektionen.
Im murinen KO von IL-17 und IL-17 Rezeptor zeigte sich dementsprechend eine erhéhte
Anfalligkeit fir Mikroorganismen wie Bakterien, Parasiten, Pilze und Viren. Im Men-
schen zeigte sich hier klinisch vor allem die Anfélligkeit fur Pilzerkrankungen. Sowohl
IL-17A als auch IL-17F wirken im Rahmen inflammatorischer Reaktionen kooperativ mit
anderen proinflammatorischen Zytokinen wie TNFo, IFN-y oder IL-1p, da sie alleinig
nur moderate aktivierende Signalkaskaden auslosen.%® Im Rahmen der aGVHD wird IL-
17A mit der kutanen und untergeordnet der pulmonalen Affektion assoziiert. Hier zeigte

sich, dass unter Applikation von anti-IL17A-Antikoérpern die Hautmanifestationen
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regredient waren. Hingegen wird bei Abwesenheit von IL-17A eine verstarkte Th1-Dif-
ferenzierung angenommen, welche die Mortalitat der Erkrankung erhéht. 123124 SchlieR-
lich wird die Expression von IL-17A als wichtig flr die frihe Entwicklung T-Zell-
mediierter Inflammation angesehen, welche jedoch entbehrlich fur die GVHD als Ganzes

ist.12

1.5.2 Interferon Gamma und Tumornekrosefaktor Alpha

Eine besondere Rolle in der Pathogenese der GVHD nehmen die Zytokine IFN-y und
TNFa ein. Das Auftreten beider Zytokine wird mit einem regulidren Beginn der aGVHD
und schwerwiegender Erkrankung assoziiert.5? IFN-y ist ein Glycoprotein und einziger
Vertreter der Gruppe der Typ 2 Interferone. Die Produktion von IFN-y wird im Krank-
heitskontext stark mit der Fraktion der Th1-Zellen assoziiert, jedoch sind auch Th17-Zel-
len, CTL, NK-Zellen, NKT-Zellen, B-Zellen und APCs zur IFN-y-Produktion imstande.
Hinsichtlich der angeborenen Immunantwort fordert IFN-y die Abwehr gegeniiber Patho-
genen, indem es Makrophagen und NK-Zellen aktiviert und diese tber verstéarkte Expres-
sion von Chemokinrezeptoren zu den Infektionsherden lockt. Im Rahmen der adaptiven
Immunantwort férdert IFN-y die Th1-Differenzierung und Proliferation CD8" T-Zellen.
Die Wirkung auf die betroffenen Zellen wird tiber den heterodimeren IFN-y Rezeptor
(IFNyR) ausgeiibt, worauthin eine Aktivierung des JAK-STAT1-Signalweges die Ex-
pression des Transkriptionsfaktors T-bet verstarkt. Aufgrund der mdglichen apoptoti-
schen Wirkung einer zu starken Aktivierung von STAT1 wird die Expression des
Teilkette IFNYR2 nach Zelldifferenzierung heruntergefahren.'?® In der Pathogenese der
aGVHD wird IFN-y sowohl eine verstirkende als auch protektive Wirkung zugeschrie-
ben. Die verstarkende Wirkung wird tber die Expression von Chemokinrezeptoren,
MHC- und Adhé&sionsmolekilen sowie Sensitivitdt von Makrophagen und Monozyten
gegenuber PAMPs ausgelibt. Aus der vermehrten Expression von MHC-1-Molekdilen,
Aktivierung und Migration von Makrophagen zu den Inflammationszentren erhoht sich
die Wahrscheinlichkeit der Aktivierung zytotoxischer T-Zellen und der direkten Wirkung
der APCs als Effektorzellen.> Die Affektion des Gastrointestinaltrakts mit Apoptose der
Kryptenepithelien wird mit der erhohten Produktion von IFN-y durch aktivierte Spender-
T-Zellen assoziiert. Zudem stimuliert IFN-y in diesem Kontext die Produktion von
TNFa.12612" Dije protektive Funktion von IFN-y beruht auf der Induktion von Fas-medi-

ierter Apoptose alloreaktiver CD4" Spender T-Zellen. Zudem verhindert die Anwesenheit
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von IFN-y die Auspragung pulmonaler (i.S.e. Idiopathic Pulmonary Syndrome) und ku-
taner aGVHD®*'%’, Dieser Effekt kann auch auf die T-bet -vermittelte Suppression der
Th2- und Thl7-Zellfraktionen zuriickzufuhren sein. Weiterhin wird eine IFN-y-
induzierte Stimulation der Expression von PD-L1 in pulmonalem und hepatischem Ge-
webe beschrieben, welche die dortige aGVHD (ber Induktion von Apoptose abschwé-
Chen.97'126

Das Typ-I-inflammatorische Zytokin TNFa gehort zur TNF-Superfamilie und wirkt Gber
die Bindung an den Rezeptoren TNFR1 und TNFR2.12 Es wird als Transmembranmole-
kil (memTNF) auf der Zelloberflache von aktivierten Monozyten, Makrophagen, Lym-
phozyten (insb. Thl-, Th2-, Th17-Zellen und CTL) sowie NK-Zellen exprimiert. Zudem
kann es ebenfalls als l6sliches Molekiil (sol TNF) sezerniert werden.*?° Ein besonders po-
tenter Induktor von TNFa sind die zu den PAMPs gehérenden Lipopolysaccharide. Die
inflammatorischen Funktionen von TNFa bestehen in der Aktivierung von antigenpra-
sentierenden Zellen, der Rekrutierung von Effektorzellen sowie der Induktion einer Ge-
websnekrose am Zielgewebe iiber Produktion reaktiver Stickstoffspezies.>*13013! Die
Sekretion von TNFa wird als essenziell fiir das Auftreten von aGVHD, jedoch auch GVT-
Aktivitdt beschrieben. Es wird angenommen, dass TNFa neben der Aktivierung von
APCs die Aktivierungsschwelle fiir T-Zellen senkt.®® So zeigt sich eine Reduktion der
Mortalitdt im Rahmen der aGVHD bei Abwesenheit von TNFa, spezifisch deren intesti-
naler und kutaner Affektion. Im Speziellen wird die Suppression des 16slichen TNFo mit
einer Reduktion der Morbiditat und Mortalitét bei erhaltener GVT-Aktivitét, welche ver-
mutlich iber memTNF vermittelt wird, beschrieben.'?® Eine Erhohung des TNFa-Spie-
gels im Patientenserum korreliert mit aGVHD Grad Il bis Ill. Schmaltz et al. konnten
zeigen, dass alloreaktive bzw. aktivierte CD4" T-Zellen und T-Gedéachtniszellen nach
Coinkubation mit Fremdantigenen intrazellulir TNFo exprimieren.'?® Neuere Studien
zeigen jedoch ebenfalls eine potenziell protektive bzw. regulatorische Funktion von
TNFa tiber die Induktion von Aktivierung und Proliferation CD4"CD25FoxP3* Tregs in
vivo.132 Dieses TNFa-Priming von Tregs basiert auf Stimulation oberflachlich exprimier-
ter TNFR2.%32 Uber diese Treg-Induktion kann wiederum eine ausufernde Immunantwort

reguliert werden.
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1.6 B7 Homolog 3 (B7-H3, Syn. CD276)

Das Transmembranprotein B7 Homolog 3, kurz B7-H3 (Syn. CD276), gehort zur B7 Fa-
milie, welcher unter anderem PD-L1 (B7-H1), PD-L2 (B7-DC), CD80 (B7-1) und CD86
(B7-2) angehdren. Die B7-Molekiile gehdren wiederum zur Superfamilie der Immunglo-
buline (Ig) und interagieren in der Regel als Liganden mit den Rezeptoren der CD28 Pro-
tein Familie. Der Rezeptor fur B7-H3 wird auf aktivierten T-Zellen exprimiert, ist derzeit
jedoch noch unbekannt.** CD276 wird konstitutiv in vielen Organen von Maus und
Mensch, sowie verschiedenen menschlichen Tumorzelllinien exprimiert.®*® Humanes
CD276 wird zudem auf dendritischen Zellen, Monozyten und T-Zellen durch unter-
schiedliche Stimuli wie IFN-y, weitere proinflammatorische Zytokine, GM-CSF, oder
Phorbol Myristate Acetate (PMA)/lonomycin (insb. fir Expression auf T-Zellen) expri-
miert. Anzumerken ist hier, dass die immunregulatorischen Tregs B7-H3 nicht exprimie-
ren.’*® Strukturell zeichnet sich die 1g-Superfamilie im Aufbau mit konstanten (C) und
variablen (V) Domanen bzw. Ketten aus. Die die gangigste Form der extrazelluléren Do-
mane folgt dem vierfachen Aufbau geméal3 IgV-IgC-IgV-1gC. Auch CD276 ist entspre-
chend aufgebaut, mit Ausnahme einer humanen Isoform mit lediglich einer V- und einer
C-Domine.'%? Die Ektodomane des murinen B7-H3 besteht nur aus einem IgV-1gC Do-
manenpaar.®® In der Maus finden sich B7-H3-Transkripte in verschiedenen Gewebety-
pen, so bspw. in Gehirn, Lunge, Kolon, Niere und Milz.*¥’

Die Funktion von CD276 ist weiterhin Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen.
Der Ligand fiir CD276 ist bis heute nicht bekannt. Sharpe und Freeman fassen 2002 die
Funktion neuerer B7-Molekile als wichtig fur die Regulation der Antworten nicht-naiver
T-Zellen zusammen.1%2 Insgesamt werden B7-H3 sowohl costimulatorische als auch coin-
hibitorische Eigenschaften zugeschrieben. Im Rahmen der Zellaktivierung soll es die se-
lektive Produktion von IFN-y und die Proliferation CD4" und CD8" T-Zellen, sowie
spezifisch die Induktion von CTL, stimulieren.'**13.13° Dem stehen mehrere Studien ge-
genlber, die eine inhibitorische Rolle von humanem und murinem B7-H3 mit Hemmung
der T-Zell Proliferation beschreiben.'3>140-142 v/eenstra et al. zeigen bei GVHD nach al-
logener HSCT im MHC-Mismatch eine vermehrte Expression von CD276 in den Zielor-
ganen und eine damit einhergehende verminderte T-Zell-Proliferation und Letalitat der
GVHD.1%
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1.7 Fragestellung

Es zeigt sich, dass die Graft-Versus-Host Disease, insbesondere die akute Verlaufsform,
aufgrund ihrer Mortalitt bzw. sogar Letalitat weiterhin einen limitierenden Faktor fir
den potenziell kurativen Therapieansatz der allogenen hdamatopoetischen Stammzell-
transplantation darstellt. Da die Konditionierung im Rahmen der allogenen HSCT eine
wichtige Voraussetzung fur die Entstehung einer aGVHD durch Schadigung des Emp-
fangergewebes schafft, missen Wege gefunden werden diese Erkrankung therapeutisch
zu kontrollieren. Bei Manifestation der aGVHD wird der derzeitige Therapiestandard
weiterhin durch die Applikation hochdosierter systemischer Glukokortikoide gebildet,
wahrend eine uneinheitliche Anwendung von immunsuppressiven Zweitlinientherapeu-
tika besteht. Bei den hohen Raten an steroidrefraktdaren und teilweise sogar -resistenten
aGVHDs und der mit systemischen Glukokortikoiden einhergehenden Toxizitat, muss
der Fokus auf prophylaktischen Therapieansatzen liegen. Eine effektive Pravention der
Ausbildung einer aGVHD kann durch die Modulation des Transplantates erreicht werden.
Ein Vorteil gegeniber einer medikamentdsen Prophylaxe zeigte sich auch in der schnel-
leren Erholung der Neutrophilen, Reduktion schwerer aGVHD und Toxizitat sowie Kr-
zerer Krankenhausaufenthalte.*’ Insbesondere die Depletion naiver T-Zellen resultierte
bereits in einem milderen Verlauf der auftretenden aGVHD ohne Erhéhung der Rezidiv-
rate, zudem gutem Glukokortikoid-Ansprechen und schneller Immunrekonstitution. Die
weiterhin unverénderte Inzidenz der aGVHD konnte auf im Graft verbleibende alloreak-
tive T-Gedachtniszellen (Memory T-Zellen) zurtickzufiihren sein. Fur diese wird ein
niedriger Aktivierungs-Threshold!*® sowie das Vermdgen der Auslosung einer GVHD#
beschrieben. Eine Untersuchung von Davis et al. konnte zeigen, dass die CD276-
Expression mit einer Erhéhung der Memory T-Zellen korreliert.2*> Auch wird u.a. fiir die
Expression von CD276 eine einhergehende spezifische Produktion des proinflammatori-
schen Zytokins IFN-y, die Proliferation CD4" und CD8" T-Zellen und die Induktion von
CTL beschrieben. Zudem wird das Transmembranprotein auf aktivierten T-Zellen und
nicht auf GVHD-regulierenden Tregs exprimiert.

Diese Arbeit will die Frage beantworten, ob durch die zusétzliche Depletion der CD276-
exprimierenden Zellen aus dem CD4"CD45RA™ PBMC-Transplantat das Auftreten der
aGVHD, bei weiterhin bestehender GVT-Aktivitat (hier als Third Party Reaktivitat in

vitro simuliert) und Immunitét hinsichtlich latenter viraler Infektionen (als Immunantwort
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gegen CMV- bzw. EBV-Peptide gezeigt), reduziert werden kann. VVon besonderem Inte-
resse sind dabei auch Anderungen des Zytokinmilieus in vitro und der auftretenden T-
Helferzellen in vitro und im Mausmodell.

Unter der Hypothese, dass die zusatzliche Depletion von CD276" Zellen aus dem
CD4"CD45RA™Y Transplantat Inzidenz und Schwere der aGVHD reduzieren, wurden
Untersuchungen im Mausmodell und im In-vitro-Versuchsaufbau durchgefiihrt. Im
Mausmodell wurden drei verschiedene Transplantationsschemata (CD4" Zellen = Bulk,
CD4*CD45RA™9 Zellen = Memory, CD4*CD45RA™ICD276"¢ Zellen = Double Deple-
ted bzw. CD276"¢ Memory) als HLA-Mismatch und HLA-Match in der human-MHC-
Klasse-11 transgenen NSG-Ab® DR4 Maus untersucht. In vitro wurden insgesamt drei
Spender-Empféanger-Paarungen im kompletten HLA-Mismatch nach doppelt depletier-
tem Transplantationsschemata in der Mixed Lymphocyte Culture (MLC) untersucht. Ge-
genstand meiner Arbeit sollte die funktionelle und molekulare Charakterisierung der
alloreaktiven T-Zellen im antigenerfahrenen T-Zellkompartment nach CD276-Depletion

sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborzubehor
Kryo-Lagerungsflaschchen

Kryo-Gefrierbehélter

PCR-Platten

PCR Platten Film

PCR Reaktionsgefalie

PCR Reaktionsgefal-Caps

Pipettenspitzen

Pasteurpipetten

Reagenzglaser

CryoTube™/Nalgene® 1,8 ml

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

Mr. Frosty™/Nalgene®
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

0,2 ml 96-well, farblos, halber Rahmen
Brand, Wertheim, Deutschland

Microseal® B, adhésiv, optisch
Kat. Nr.. MSB1001
Bio-Rad, Munchen, Deutschland

0,2 ml 8-Tube PCR Strips, low profile, clear
0,2 ml 8-Tube PCR Strips, low profile, white
Bio-Rad, Munchen, Deutschland

0,2 ml Domed PCR Tube 8-Cap Strips, clear

0,2 ml Flat PCR Tube 8-Cap Strips, optical, ultra-
clear

Bio-Rad, Munchen, Deutschland

SurPhob SafeSeal® Low Binding, graduiert
10 ul, extra lang, steril (Art.-Nr.: VT0200)
100 pl, steril (Art.-Nr.: VT0230)

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
TipOne® UltraPoint Filterspitze, graduiert
20 pl, steril (Kat.-Nr.: S1123-1810)
Starlab, Hamburg, Deutschland

ISO 7712, Natron-Kalk-Glas
Wilhelm Ulbrich GdbR, Bamberg, Deutschland
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ReaktionsgeféaRe 1,5ml

Stripetten

Styroporschalen
Trockeneis

Untersuchungshandschuhe

Zahlkammer nach Neubauer

Zellkulturplatten

Zentrifugenréhrchen

2.1.2 Gerate
Abzug

Brutschrank

Bestrahlungsvorrichtung

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Corning® Costar® Stripette® 10 ml, 25 ml
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Nitril texturiert, puderfrei
Art. No.: 290420
Abena, Oberderdingen-Flehingen, Deutschland

Cellstar®, 96 Well, sterile, flat bottom, lid
Kat.-Nr.: 655180

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Corning® Costar®, 48 Well, sterile, flat bottom,
lid

Mfr.-Nr.: 3548

Corning® Costar®, 24 Well, sterile, flat bottom,
lid

Mft.-Nr.: 3527

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Greiner centrifuge tubes 15 ml, 50ml
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Herasafe™ HS 12
Heraeus, Hanau, Deutschland

Heracell™

Heraeus, Hanau, Deutschland

Gammacell 1000 Elite
MDS Nordion, Ottawa, Kanada
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Durchflusszytometer

Homogenisatoren

Kapillarelektrophorese-System

Kihlschrank

Mikroskop

Pinzetten

Pipetten

Pipettierhelfer

Spektralphotometer

Thermozykler

Tiefkuhlschrank

BD FACSCanto™ 10-Color Configuration
Kat. Nr.: 657338

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD LSR 1l

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

DIAX 900

Heidolph, Schwabach, Deutschland

HG-15D, HT1008

witeg Labortechnik GmbH, Wertheim, Deutsch-
land

ABI PRISM® 3130xI
Kat. Nr.: 4359571

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Liebherr, Biberach an der Rif}, Deutschland

IX50
Olympus, Hamburg, Deutschland

Pinzette spitz 18/8
Bochem, Weilburg, Deutschland

Pipetman P2, P10, P20, P100, P1000

Gilson, Limburg, Deutschland

accu-jet® pro
Brand, Wertheim, Deutschland

NanoDrop™ 2000

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

GeneAMP® PCR System 9700

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
CFX96™ real time System, C1000™

Bio-Rad, Munchen, Deutschland

Forma™ -86°C 926 Serie
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Wasserbad

Zentrifugen

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

Wasserbad Typ 3042
Kottermann, Uetze, Deutschland
Woasserbad WNB 45

Memmert, Schwabach, Deutschland

Centrifuge 5424 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Rotanta 46 RSC (Cat. N0.:4817-11)
Rotixa 50 RS Typ 4910

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Biofuge fresco

Heraeus, Hanau, Deutschland

2.1.3 Reagenzien und Chemikalien

BFA

DMSO

Ficoll

Monensin

JumpStart™Taq ReadyMix™

Lyse Puffer

eBioscience™ Brefeldin A Solution (1000x)
Kat. Nr.: 00-4506-51

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

CryoSure-DMSO

Kat. Nr.: WAK-DMSO-50

WAK Chemie Medical, Steinbach/Ts., Deutsch-
land

Biocoll mit 10mM HEPES
Kat. Nr.: L6715
Biochrom, Berlin, Deutschland

BD GolgiStop™ (Proteintransportinhibitor)
Kat. Nr.: 554724

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Kat. Nr.: P2893
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

BD Pharm Lyse™
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PBS

PMA/lonomycin

RPMI 1640

Penicillin-Streptomycin

L-Glutamin

Fetal Bovine Serum

Size Standard

Farbstoffe

Antikorper

Kat. Nr.: 555899
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Art. Nr.: D8537
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

eBioscience® Cell Stimulation Cocktail (500x)
Kat. Nr.: 00-4970-03

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

Kat. Nr.: F 1215
Biochrom, Berlin, Deutschland

Art. Nr.: P4333

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Art. Nr.: G7513

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Gibco™ Fetal Bovine Serum

Kat./Art.-Nr.: 11533387

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

GeneScan™ 600 LIZ™ dye
Kat. Nr.: 4366589

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

Trypan Blue solution

Kat. Nr.: T8154

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Zombie Agua™ Live/Dead Stain

Kat. Nr.: 423101

BioLegend, San Diego, USA

PerCP anti-human CD3
Kat. Nr.: 344814
BiolLegend, San Diego, USA
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Alexa Fluor® 700 anti-human CD3
Kat. Nr.: 300424

BioLegend, San Diego, USA
Brilliant Violet 785™ anti-human TNFa
Kat. Nr.: 502947

BioLegend, San Diego, USA

PE anti-human IFNy

Kat. Nr.: 506506

BioLegend, San Diego, USA
PerCP anti-human CD4

Kat. Nr.: 344624

BioLegend, San Diego, USA
PE/Cy7 anti-human Ki-67

Kat. Nr.: 350525

BioLegend, San Diego, USA

APC anti-human CD69

Kat. Nr.: 310910

BioLegend, San Diego, USA
Alexa Fluor® 647 anti-human IL-17A
Kat. Nr.: 512309

BioLegend, San Diego, USA

APC anti-human IL-4

Kat. Nr.: 500714

BioLegend, San Diego, USA
Alexa Fluor® 647 anti-human 1L-10
Kat. Nr.: 501414

BioLegend, San Diego, USA

APC anti-human 1L-13

Kat. Nr.: 501907

BioLegend, San Diego, USA

PE anti-human CD276

Bestellnr.: 130-095-525
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Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland
VioBlue anti-human CD4

Bestellnr.: 130-097-333

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland
VioBright FITC anti-human CD137
Bestellnr.: 130-104-565

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland
BUV737 anti-human CD279 (PD-1)

Kat. Nr.: 565299

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BUV661 anti-human HLA-DR

Kat. Nr.: 565073

BD Biosciences, Heidelberg Deutschland
BUV395 anti-human CD25

Kat. Nr.: 564034

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
APC-H7 anti-human CD8

Kat. Nr.: 560179

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BV421 anti-human CD276

Kat. Nr.: 565829

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
APC anti-human IL-5

Kat. Nr.: 554396

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
FITC anti-human CD3

Kat. Nr.:340542

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
PE anti-human CD45R0O

Kat. Nr.: 561889

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
PE-Cy7 anti-human CD45RA
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2.1.4 Molekularbiologische Kits
Kit zur Isolierung von RNA

Kit zur Synthese von cDNA

Kit zum Fixieren und

Permeabilisieren von Zellen

Magnetic Assisted Cell Sorting

2.2 Methoden

Kat. Nr.: 337186
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

RNeasy Mini Kit

Kat. Nr.: 74104

Qiagen, Hilden, Deutschland
RNeasy Micro Kit

Kat. Nr.: 74004

Qiagen, Hilden, Deutschland

SuperScript™ |11 First-Strand Synthesis SuperMix
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Kat Nr.: 18080400

FIX&PERM®
Nordic MUbio, Susteren, Niederlande
Kat. Nr.: GAS-002-1

CliniMACS® CD45RA Reagent

Bestellnr.: 200-070-146

Anti-PE MicroBeads

Bestellnr.: 130-048-801

Anti-PE MicroBeads UltraPure

Bestellnr.: 130-105-639

LD-Columns

Bestellnr.: 130-042-901

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland

Der Versuchsaufbau umfasste Untersuchungen im Mausmodell und in vitro Untersuchun-

gen in der Mixed Lymphocyte Culture.
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2.2.1 Transplantation humaner CD4* T-Zellen in NSG-Ab® DR4 Mausmodell

Die Aufzucht der Mause, die Transplantation der T-Zellgrafts und die Praparation der
Organe wurde durch Hisayoshi Hashimoto (AG Schilbach) durchgefihrt. Zur Ausbildung
einer humanen allogenen GVHD im Mausmodell wurden 12 bis 24 Wochen alte weibli-
che NOD.Cg-Prkdc®dl12rg™WiIH2-Ab1™MPo Tg(HLA-DRB1)31Dmz/Sz)  (NSG-Ab°
DR4)¢ Mause vom Jackson Laboratory gekauft. Die Mause wurden in Single-Airflow-
Ké&figen unter pathogenfreien Bedingungen gehalten, die Tierexperimente entsprachen
den géngigen Standards der Ethik-Kommission und dem Tierschutz-Komitee der Univer-
sitdt Tubingen (Genehmigungs-Nummern: K01/17, K05/18, K04/19G). Den Mausen
wurde jeweils einer von drei verschiedenen Grafts injiziert (4x10° Zellen/Maus): HLA-
DR"™%Ve oder HLA-DRP!e (1) Bulk bzw. undepletierte CD4* T-Zellen, (2) CD45RA-
depletierte CD4" Memory T-Zellen, (3) CD45RA/CD276-depletierte CD4" T-Zellen. Zur
Herstellung der T-Zellgrafts wurden zunéchst CD4" bzw. CD45RA™ Memory CD4" T-
Zellen isoliert. Die isolierten CD4" Memory T-Zellen wurden in vitro in der MLC mit
bestrahlten (80 Gy) DR4-Maus-PBMCs stimuliert und im Anschluss (Tag 4 der MLC)
CD276" Zellen depletiert. Als klinische Parameter der GVHD wurden oben genannte Pa-
rameter (vgl. 1.2.2) exklusive Diarrhd herangezogen und jeweils auf einer Skala von 0
bis 2 gewertet. Ein erfolgreiches Engraftment wurde als >5% humane Zellen in gesamten
PBMCs definiert. Die Mduse wurden bei einem Einzelscore von 1.5, Gesamtscore von
>4 oder ab Tag 100 eingeschlafert und direkt prépariert. Mause mit ausbleibendem En-

graftment bis Tag 35 wurden von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. 4’

2.2.2 Histologische Untersuchung der murinen Organgewebe

Die murinen Gewebe (Leber, Lunge, Kolon) wurden durch Formaldehyd fixiert und in
Paraffin eingebettet. Anschlielend erfolgte die histologische Hamatoxylin-Eosin-Far-
bung (HE-Farbung) und immunhistochemische Farbung von CD3* Zellen, mit murinem
anti-human CD3 Antikorper (Dako; CD3-Farbung). Die Préparate wurden von Friederike
Miller (Universitatsklinikum Tibingen, Institut fir Pathologie und Neuropathologie) an-
gefertigt. Die histologischen Préaparate wurden lichtmikroskopisch (Zeiss Axiovert 135)
in verschiedenen VergroRerungen (Objektiv: Zeiss Achroplan 20x/0,4 Korr Ph2, Zeiss
Achroplan 10x/0,25 Korr Ph1; Linse: Zeiss Okular E-PL 10x/20) ausgewertet. Die Zu-
ordnung und morphologische Untersuchung der Organe erfolgte anhand der HE-

Praparate, die T-Zellinfiltration wurde mit den CD3-Farbungen bestimmt. Fotos wurden
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mit einer Canon Eos 550 uber einen Telekonverter (Kenko Teleplus MC4 DGX 1.4x C-
AF) aufgenommen. Pro Transplantationskohorte (Bulk, Memory, Double Depleted bzw.
CD276"9 Memory) wurden Organgewebe von jeweils zwei Mausen betrachtet, die Auf-
nahme in Quadranten unterteilt und die CD3-markierten Zellen ausgezahlt. Aus den zwei

Werten pro Kohorte pro Organ wurde der Mittelwert gebildet.

2.2.3 Disruption und Homogenisierung der Mausgewebe

Die murinen Gewebeproben (Haut, Lunge, Leber, Kolon) wurden mittels eines Homo-
genisators (Heidolph DIAX 900; witeg HG-15D) zerrissen (Disruption) und homogeni-
siert. Disruption beschreibt hier den Vorgang der Zerstérung der Zellwénde,
Plasmamembranen und Zellorganellen zur Freisetzung von moglichst viel RNA. Die da-
rauffolgende Homogenisierung reduziert die Viskositat und schafft dadurch ein homoge-
nes Lysat. Aufgrund der Nutzung eines Homogenisators entspricht Disruption und
Homogenisierung einem Vorgang. Mehrere Eppendorf-ReaktionsgefaRe (1,5 ml Volu-
men; Anzahl entsprechend untersuchten Gewebeproben) wurden mit jeweils 700 pl B-
RLT (entspricht B-Mercaptoethanol in RLT-Puffer) prapariert. Beta-RLT ist ein hochmo-
larer Lysepuffer, der chaotrope Salze enthilt. Die Zugabe von B-Mercaptoethanol fihrt
zur sofortigen Denaturierung der Proteine und damit zur Verhinderung der Degradation
der RNA. Nach Zugabe von ca. 30 mg tiefgefrorener Gewebeprobe pro Reaktionsgefal
wurde unter den addquaten Sicherheitsvorkehrungen (unter Abzug, Kittel, Handschuhe,
Mundschutz, Schutzbrille) das Gewebe fir ca. 15 s auf Stufe 2 des Homogenisators ly-
siert. Das Lysat wurde nach jedem Vorgang auf optisch gleichmaRige Triibung des Inhal-
tes geprift, bei weiterhin flottierenden Gewebebestandteilen wurde der Vorgang
wiederholt. Zudem erfolgte die Reinigung der Spitze des Homogenisators in der Abfolge
mit H20, 70% EtOH, H.0O zur Vermeidung der Verunreinigung des ndchsten Reaktions-
gefélies. Lysierte Proben wurden auf Eis gelegt, die verbliebenen Gewebeproben auf Tro-
ckeneis gelagert.

Die Gewebelysate wurden fiir 5 min bei 500xg zur Absetzung der festen Bestandteile am
Boden (Pellet) zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5424 R). Insgesamt 600 pl des Uber-
standes wurden abpipettiert und fir die weiteren Untersuchungen tiefgekihlt bei 80°C

gelagert, Pellets wurden verworfen.
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Der anfangs verwendete Homogenisator DIAX 900 von Heidolph (19 Jahre im Gebrauch)
musste nach Homogenisierung der ersten 7 Gewebeproben aufgrund eines nicht néher

definierbaren Schadens gegen das Gerat HG-15D der Firma witeg ausgetauscht werden.

2.2.4 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde gemal Herstellerprotokoll (RNeasy Mini Kit) durchgefuhrt.
Zur Vermeidung von RNA-Kontamination mit RNasen wurden Mundschutz, Hand-
schuhe und Kittel getragen sowie mit speziell ausgewiesenen Geréten zur RNA-Isolation
gearbeitet.

Schritt 1: Nach Auftauen der tiefgefrorenen Gewebelysate fur 2 Minuten im Wasserbad
(37°C) wurde der Inhalt (600 pl) jeweils einen QIAshredder mit Sammelgefal (2 ml Vo-
lumen) pipettiert und fiir 2 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Dieser Vorgang entfernt un-
I6sliche Materialen, erhoht die Viskositat und damit die RNA-Ausbeute. Im Anschluss
wurde der QIAshredder verworfen, jedes Sammelgefal? mit 600 pl Ethanol aufgefillt
(Volumen gesamt ca. 1200 pl) und mittels Pipette durchmischt. Ethanol verbessert die
Bedingungen einer Bindung der RNA an die Membran der RNeasy Spin Column, da es
die RNA fallt.

Schritt 2: 600 pl dieser Probe wurden in jeweils eine RNeasy Spin Column mit Sammel-
gefal pipettiert und fir 1 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde ver-
worfen und Schritt 2 erneut mit dem restlichen Lysat (ca. 600 ul) wiederholt. Folgender
Schritt diente der Reinigung der Membran der RNeasy Spin Column von Nicht-RNA-
Bestandteilen.

Schritt 3: RNeasy Spin Columns wurden mit 700 ul RW1 Puffer fur 1 min bei
10.000 rpm zentrifugiert, der Durchfluss verworfen, das Sammelgefall durch ein neues
ersetzt und der Vorgang mit 500 pl RPE-Puffer wiederholt (Zentrifuge 1 min,
10.000 rpm; Durchfluss verwerfen). Danach erneute Zentrifugation mit 500 pl RPE-
Puffer fur 2 min bei 10.000 rpm.

Schritt 4: Zur Eliminierung des restlichen RPE-Puffers wurde das alte Sammelgefal
samt Inhalt verworfen, durch ein neues ersetzt und die RNeasy Spin Column fur 1 min
bei 13.000 rpm zentifugiert.

Schritt 5: Im finalen Schritt wurde die Spin Column in ein 1,5 ml SammelgefaR platziert
und 30 pl RNase-freies Wasser direkt auf die Membran der Spin Column pipettiert, 1 min

bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und danach fir 1 min bei 10.000 rpm zur Eluierung
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der RNA zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die Reinheitsbestimmung und Lagerung (-
80°C). Konzentration und Reinheit der extrahierten RNA wurden anhand Absorptions-
maxima bei 260 nm und 280 nm spektralphotometrisch bestimmt. Ein Wert von 2,0 des
Verhaltnisses der Absorptionsmaxima 260 nm:280 nm entsprach einem hohen Reinheits-

grad der Probe.

2.2.5 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde gemaR Herstellerprotokoll (SuperScript™ 111 First-Strand
Synthesis SuperMix) durchgefiihrt.

Schritt 1: Es wurden jeweils 3 pl der zuvor isolierten RNA-Proben in je ein PCR-
Reaktionsgefal (0,2 ml Volumen) pipettiert und auf Eis gelagert. Nicht verwendete
RNA-Proben wurden sofort wieder tiefgekihlt (-80°C).

Schritt 2 Jedem Reaktionsgefal wurden 0,5 pl Primer (50uM oligo(dT)z20) und 0,5 pl
Annealing Buffer hinzugefugt. Wir setzten zur gleichmé&Bigen Konzentration bzw. Ver-
teilung der Reagenzien einen Mastermix an, der mit 1 pl pro Reaktionsgefal? pipettiert
und vermischt wurde (danach Volumen pro Reaktionsgefa3 4 pul).

Schritt 3 Nach kurzer Zentrifugation wurden die Reaktionsgefalie im vorgeheizten Ther-
mozykler (65°C) fir 5 min inkubiert und anschlie3end sofort 1 min auf Eis gekdihlt.
Schritt 4 Es wurde ein Mastermix mit 5 pl 2X First-Strand Reaction Mix und 1 pl Su-
perScript™ [1I/RNaseOUT™ Enzyme Mix pro Reaktionsgefall angesetzt und auf ein Ge-
samtvolumen von 10 ul hinzupipettiert und vermischt.

Schritt 5 Die ReaktionsgefaRe wurden erneut kurz herunterzentrifugiert und im Ther-
mozykler platziert. Dort erfolgte die cDNA-Synthese tber 50 min bei 50°C, das Reakti-
onsende wurde durch eine Erhitzung auf 85°C flr 5 min herbeigefuhrt. Das Produkt

wurde bei -20°C gelagert.

2.2.6 Quantitative Real-time PCR (real-time qPCR)

Die real-time gPCR ermdglicht die Quantifizierung der gewonnenen DNA-Produkte tiber
fluoreszierende Agenzien. Die Methode wurde zur Darstellung der Expression der cha-
rakteristischen Transkriptionsfaktoren (T-bet, Eomes, GATA-3, RORyt bzw. dessen ko-
dierenden Gen RORC, FoxP3) der T-Zellsubpopulationen verwendet. Vorbereitend
erfolgte die Bestimmung der cDNA-Konzentration und das Ansetzen von zwei Master-
mixen. Aufgrund der Verdunnung der RNA im cDNA-Ansatz (s. oben) wurde die vor-

handene cDNA-Konzentration tber die Multiplikation der RNA-Konzentration mit dem
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Faktor 0,3 ermittelt. Das cDNA-Sample wurde auf 10 ng/ml mit H2O verdinnt. Inhalt
von Mastermix 1 waren Forward- und Reverse-Primer der Transkriptionsfaktoren und
des sog. Household-Gens GAPDH (wird in jeder Zelle zu etwa gleichen Anteilen expri-
miert) sowie H2O, Verhaltnis 1:1:20. Davon wurden 2ul pro Well einer Mikotiterplatte
pipettiert. Mastermix 2 enthielt die verdiinnte cDNA und das Agens GoTag® SYBR
Green 2x im Verhaltnis 1:1. SYBR Green ist ein fluoreszierender Farbstoff im Rahmen
der PCR nur in dsDNA interkaliert und damit deren detektierbare Fluoreszenz erhoht.
Davon wurden 8 pul pro Well auf ein Gesamtvolumen von 10 ul pipettiert. Angesetzte
PCR-Reaktionsgefalie wurden fiir 30 s bei 400xg zentrifugiert und folgend die real-time
gPCR im CFX96™ real time System (Bio-Rad) durchgefihrt.

2.2.7 Va Spectratype des TCR-Repertoires

Die Analyse der TCR-Repertoires erfolgte tiber Spectratyping der V-Region der a-Kette
(TRAV)¥8, Dafiir wurden jeweils 10 pl eines cDNA-Gewebesamples, des Agens Jump-
Start™, PCR H20, sowie eines Reverse-Primers (vgl. Tabelle 5) und einer Forward-Pri-
mer Kombination K1-K11 (vgl. Tabellen 4, 6) in ein Reaktionsgefal (0,2 ml Volumen)
pipettiert. Zur Amplifikation mittels PCR wurden die K3-K11 enthaltenden Reaktionsge-
fale im Thermozykler erwarmt (insgesamt 40 Zyklen), K1 und K2 durchliefen aufgrund
einer anderen Annealing-Temperatur einen leicht abweichenden Zyklus in einem zweiten
Gerat (s. Ablauf Thermozykler, Tabelle 3). Ein Aliquot der ersten PCR wurde im néchs-
ten Schritt als Matrize fiir eine zweite PCR im Sinne einer nested PCR verwendet. Dieses
Verfahren dient der Generierung hochspezifischer DNA durch erneute Amplifikation be-
reits amplifizierter Sequenzen. Das Aliquot der ersten PCR wurde mit JumpStart™, ei-
nem fluoreszierenden Reverse-Primer (sog. FAM-Labeled Reverse Primer) und einer
Forward-Primer Kombination, alle zu je 10 ul, im ReaktionsgefaR (0,2 ml Volumen) an-
gesetzt. Darauf folgte die Platzierung der Ansédtze im Thermozykler fiir 3 Zyklen (vgl.
Tabelle 3). Die endgltig amplifizierten Sequenzen fir die Analyse tGber Kapillarelektro-
phorese vorbereitet. Jeweils 14 ul eines Mastermix aus High-Di™ Formamid und Size
Standard 600LIZ wurden pro Well einer PCR-Platte pipettiert und mit 1 pl des zweiten
PCR-Produktes auf ein Gesamtvolumen von 15 pl aufgefullt. Die Analyse erfolgte tber
das Kapillarelektrophorese-System ABI PRISM® 3130xI (Thermo Fisher Scientific).
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Tabelle 3. Ablauf der Phasen des Thermozyklers zur Durchfiihrung der PCR.

Ablauf PCR Thermozykler
Dauer Tempera- F-Primer Vorgang
tur Komb.
2 min 94°C K1-K11 Denaturierung
30s 94°C K1-K11 Zyklus mit Primerhybri-
30s 55°C/59°C K1, K2/K3- disierung und Amplifi-
K11 kation
30s 72°C K1-K11
5 min 72°C K1-K11 Terminierung der PCR

Anmerkung: Nur der Zyklus wird mehrmals wiederholt. Der Unterschied zwischen K1, K2 und K3-11
ist fett gedruckt. F-Primer Komb. = Forward-Primer Kombination.

Tabelle 4. Charakterisierung der Forward-Primer.

Forward-Primer

Va Familie Primer Sequenz TRAV Segment
1A TCTGGTATGTGCAATACCCCAACC 8-4
8-6
1B CTGAGGAAACCCTCTGTGCA 8-1
8-3
2 GATGGAAGGTTTACAGCACAGCTC 12-1
12-2
12-3
3 CACAGTGGAAGATTAAGAGTCACGC 17
4A AACAGAATGGCCTCTCTGGC 26-2
4B GGATTGCGCTGAAGGAAGAG 26-1
5 TGAAGGTCACCTTTGATACCACCC 6
6 AATCCGCCAACCTTGTCATCTCCG 14DV4
7 AACTGCACGTACCAGACATC 1-1
1-2
8 ACCCTGAGTGTCCAGGAGGG 13-1
13-2
9 CACTGCTGACCTTAACAAAGGCG 16
10 TCCTGGTGACAGTAGTTACG 27
11 AGGCTCAAAGCCTTCTCAGCAGGG 2
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12
13
14

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

29
30
31
32

TCCACCAGTTCCTTCAACTTCACC
TTCATCAAAACCCTTGGGGACAGC
CCCAGCAGGCAGATGATTCTCGTT

GGATAAACATCTGTCTCTGCG
AAGGGAATCCTCTGACTGTG
GATAGCCATACGTCCAGATG
TGCCACTCTTAATACCAAGGAGGG
ACACTGGCTGCAACAGCATC
TTACAAACGAAGTGGCCTCC
ACCCTGCTGAAGGTCCTACATTCC
CTTGGAGAAAGGCTCAGTTC
TGCCTCGCTGGATAAATCATCAGG
TCCCAGCTCAGCGATTCAGCCTCC
GTCCTGTCCTCTTGATAGCC
AGCCCAGCCATGCAGGCATCTACC
TTGATACCAAAGCCCGTCTC
GAACATCACAGCCACCCAGACCGG

GCAAAGCTCCCTGTACCTTACGG
TTTCTGCACATCACAGCCCC
AGCAAAAACTTCGGAGGCGG
AAGGAGAGGACTTCACCACG

19
22

38-1
38-2DV8

5

3
23DV6
24

41

4
29DV5
9-2

21

10

35

34

39

36DV7
25

30
20
40
25

Tabelle 5. Charakterisierung der Reverse-Primer.

Reverse-Primer

Name Primer-Sequenz (FAM-gelabelt)
TCA4 GTTGCTCTTGAAGTCCATAGACC
TCRAC 5’FAM-GCAGACAGACTTGTCACTGG-3¢

Tabelle 6. Zusammensetzung der Primerkombinationen.

Primerkombinationen

Kombination

Va Familien
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10, 15, 16, 20
7,17, 22,27
1A, 3,6
2,8,29

4A, 19, 30
1B, 13, 32
5,14, 28
23, 25, 26
9,21,24
11,12,31
4B, 18
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2.2.8 Testung repetitiver Depletion CD276" Zellen in der Mixed Lymphocyte
Culture

Zu dem Versuchsaufbau im Mausmodell wurde die Reaktion der T-Lymphozyten auf re-
petitive Depletion CD276* Zellen in vitro als Mixed Lymphocyte Culture getestet. Die
MLC ermdglicht die Testung von Spender-Empféanger-Kombinationen tiber die Kultivie-
rung von isolierten Lymphozyten zwei verschiedener Individuen. Durch Erkennung von
Fremdantigenen bei HLA-Mismatch kommt es zur Aktivierung von Lymphozyten,
Proliferation und damit einhergehender Zytokinausschittung im Sinne einer Mixed Lym-
phocyte Reaction (MLR). Im vorliegenden Versuchsaufbau wurde dem GVHD-Setting
Rechnung getragen, indem die Empfangerzellen mit einer letalen Strahlendosis von
80 Gy funktionsunfahig gemacht wurden und ausschlieBlich als Fremdantigene bzw. Sti-
mulatoren fir die Spenderzellen agierten (sog. One-Way-Reaction). Als Zellgrundlage
der MLC dienten isolierte Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) von 6 volljah-
rigen, nicht-verwandten Testpersonen unterschiedlichen Alters und Geschlechts, woraus
drei Spender-Empfanger-Kombinationen bzw. MLCs gebildet wurden. Die MLCs wur-
den Uber einen Zeitraum von 38-40 Tagen kultiviert (s. Abb. 4). An Tag 0 erfolgte die
einmalige Depletion CD45RA positiver Zellen und ab Tag 4 bis Tag 31 alle 7 Tage die
Depletion CD276" Zellen. Jede MLC wurde 5-mal depletiert, dabei wurde jeweils der
vorherige Zustand als Well bis zur abschlielenden FACS-Analyse an Tag 38 bzw. 40
weiterhin kultiviert und stimuliert. Folglich wurden folgende Depletionsansatze (n=6, s.
Abb. 4) pro MLC analysiert: nicht depletiert (Tag 0), 1-mal depletiert (Tag 4), 2-mal
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depletiert (Tag 11), 3-mal depletiert (Tag 18), 4-mal depletiert (Tag 24) und 5-mal deple-

tiert (Tag 31). Nach jeder Depletion wurden die Spenderzellen erneut mit Empfangerzel-

len und Interleukinen 2 (Konz. 100 U/ml) und 7 (Konz. 1 ng/ml) stimuliert und im

Brutkasten inkubiert. Die verwendeten Spender- und Empféngerzellen pro Depletionsan-

satz wurden in jeweils 1 ml RPMI gel6st, betrugen mindestens 1 x 106 Zellen/ml und

wurden im Verhaltnis 1:1 pro Well einer 24-Well Platte pipettiert.

Spender-Empfénger Kombination

PBMC-Isolation

CD45RA CD276
Depletion Depletionen
Tag 0 Tag 4 Tag 11 Tag 18 Tag 24 Tag 31 Tag 38 bzw. 40

S, Py
— (G50~ G0~ 00 = (G0~ (G50 =80 M) Ml

allo-MLC

[

non-depl. 1x depl.

V

2x depl.

l

3x depl.

V

non-depl., 1x depl., 2x
Sx depl. depl., 3x depl., 4x depl.,
Sx depl.)

Ax depl.

Abbildung 4. Schematische Darstellung Mixed Lymphocyte Culture. Isolierte PBMCs von Spender- und Emp-
fanger wurden als MLC im Sinne einer mismatched unrelated HSCT gemischt. An Tag 0 erfolgte die Depletion
CD45RA* Zellen, an den Tagen 4, 11, 18, 24, 31 wurden CD276* Zellen depletiert. Ein Well jedes Depletionsansat-
zes wurde unverdndert bis zum Tag der Analyse (Tag 38 bzw. 40) kultiviert und somit alle Depletionsansétze (non-
depl. bis 5x depletiert) gleichzeitig analysiert. Anmerkung: Spender-Empfanger Kombinationen wurden unabhangig
vom Geschlecht der Spender gebildet.

Tabelle 7. Zentrifugationsprogramme.

Zentrifugationsprogramme MLC

Programm  Temperatur 1-9 0-9 RZB Zeit Bezeichnung

Nr. [°C] min:s min:s [min]

1 20 9 0 800 15 Ficoll

2 20 9 9 660 2 FACS-Rdéhrchen

3 20 9 9 400 6 Waschen

4 37 9 9 200 10 Auftauen

5 20 9 9 150 10 nach Lyse Puffer

7 8 9 9 300 10 MACS Waschen

15 20 9 9 300 5 Intrazelluldres Staining
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Anmerkung: RZB=Relative Zentrifugalbeschleunigung.

2.2.9 Préparation und Wechsel des RPMI-Mediums

Préparation und Wechsel des Mediums wurde zur Vermeidung von Kontamination unter
dem Abzug durchgefiihrt.

Praparation: Zur Préparation des Zellkulturmediums (vgl. Tabelle 8) wurde FBS vor der
Verwendung fur 10 min im Wasserbad (37°C) vorgewarmt. Nach Verwendung wurden
die Substanzen wieder im Gefrierschrank (-20°C) gelagert.

Wechsel: Vor dem Wechsel wurde das benétigte préparierte Medium erneut im Wasser-
bad vorgewarmt und anschliefend mit IL-2 (Konz. 100 U/ml) und IL-7 (Konz. 1 ng/ml)
versetzt. Die Halfte des alten Mediums wurde pro Well vorsichtig abpipettiert und durch
das neue Medium ersetzt. Ein Wechsel des Mediums erfolgte alle 3-4 Tage zwischen den
CD276-Depletionen.

Tabelle 8. Préparation des Zellkulturmediums.

Praparation RPMI-Medium

Praparat Volumen
RPMI 1640 500 ml
Fetal Bovine Serum (FBS) 50 ml
Penicillin-Streptomycin 5mil
L-Glutamin 5ml

2.2.10 PBMC-Isolation

PBMCs wurden mittels Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer-Protokoll (Ficoll-Paque)
aus 100 ml Frischblut von nicht-verwandten Spendern (n=6), nach vorheriger schriftli-
cher Einwilligung, isoliert (Nummer Ethikkomission: 880/2017B0O2). Die vendése Blut-
entnahme erfolgte per Safety-Multifly®-Kanule (Sarstedt AG & Co.) aus der Vena
mediana cubiti in mit Heparin beschichtete Einmalspritzen (50 ml VVolumen). Schritt 1:
Das Frischblut wurde mit 110 ml PBS verdlinnt und jeweils 35 ml der Verdinnung in ein

mit 15 ml Ficoll-Copolymer prépariertes Falcon™ Zentrifugenréhrchen (50 ml
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Volumen; engl. tube) pipettiert. Das Zentrifugenréhrchen muss anfangs fast waagrecht
gehalten werden und das verdlnnte Blut darf nur langsam auf das dichtere Ficoll-Copo-
lymer tropfen und sich darauf sammeln. So wird eine Vermischung vermieden.

Schritt 2: Nach genauem Austarieren (Unterschied muss 0,000 g betragen) werden die
Rohrchen auf Programm 1 (vgl. Tabelle 7) zentrifugiert. Ficoll nutzt den unterschiedli-
chen Dichtegradienten der Blutbestandteile zu deren Auftrennung wahrend der Zentrifu-
gation. Es erfolgt die Trennung in vier Phasen von unten nach oben: Erythrozyten, Ficoll,
PBMCs, Serum (vgl. Abb. 5a).

Schritt 3: Uberstehendes Serum wurde abgesaugt, PBMCs sorgfaltig abpipettiert und in
neuen Falcon Tubes mit PBS im Verhaltnis 1:1 verdunnt. Im Anschluss wurden die tubes
auf Programm 3 (vgl. Tabelle 7) zentrifugiert. Dieser Schritt diente dem Auswaschen von
verbliebenem Ficoll und Serum. Es verblieb ein Uberstand aus Ficoll, Serum und PBS
sowie ein Bodensatz (Pellet) aus PBMCs und wenigen Erythrozyten (vgl. Abb. 5b).
Schritt 4: Darauf folgte ein erneuter Waschvorgang. Der Uberstand wurde verworfen
und der Bodensatz in 5-10 ml PBS resuspendiert. Die Suspension wurde in ein neues
Falcon Zentrifugenréhrchen (15 ml Volumen) pipettiert und auf Programm 7 (vgl. Ta-
belle 7) zentrifugiert.

Schritt 5: Zur Entfernung der verbliebenen Erythrozyten wurde eine Losung aus Lyse-
puffer (BD Pharm Lyse™) und sterilem Wasser im Verhaltnis 1:10 angesetzt. Der Uber-
stand aus PBS (vgl. Abb. 5c¢) wurde verworfen und das Pellet in 2 ml Lysepuffer
resuspendiert. Durch die hypoosmolaren Eigenschaften des Puffers erfolgt die hypotone
Lyse der Erythrozyten und damit die selektive Anreicherung der PBMCs. Die Lyse wurde
nach 2 min durch Hinzugabe von 20-30 ml PBS terminiert, um eine Lyse der Leukozyten
zu vermeiden. Nach Zentrifugation auf Programm 6 (vgl. Tabelle 7) verblieb ein Pellet
aus PBMCs sowie ein Uberstand aus PBS und Lysepuffer (vgl. Abb. 5d).

Schritt 6: Der Uberstand wurde verworfen und die PBMCs in 1 ml RPMI-Medium re-
suspendiert. Die Auszdhlung erfolgte mikroskopisch mit 2 ul PBMC-Lgsung und 18 pl
Trypanblau in der Neubauer-Zahlkammer (vgl. 2.2.15).
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PBMCs Serum/Ficoll/PBS PBS —— PBS/Lysepuffer ——

Ficoll
PBMCs PBMCs —=——

Erythrozyten Erythrozyten Erythrozyten —v PBMCs AU

Abbildung 5. Ablauf PBMC-Isolation. a Auftrennung der Frischblutbestandteile nach der ersten Zentrifugation mit
Ficoll-Copolymer. b Auftrennung der Phasen nach unvollstdndigem Auswaschen von Ficoll nach der zweiten Zentri-
fugation. ¢ Nach erneuter Zentrifugation mit PBS ist Rest-Serum und Ficoll ausgewaschen, es verbleiben PBMCs und
Erythrozyten als Bodensatz. d Die erfolgreiche Lyse der Erythrozyten hinterlasst ausschlieBlich die gewinschten
PBMCs als Bodensatz.

2.2.11 Kryokonservierung der PBMCs

Nach PBMC-Isolation erfolgte die zuféllige Aufteilung in Spender und Empféanger fur
die geplante Mixed Lymphocyte Culture. Nicht sofort verwendete PBMCs wurden in ei-
ner Losung aus Dimethylsulfoxid (DMSO) und Fetal Bovine Serum (FBS), im Verhéltnis
1:10, kryokonserviert. DMSO verhindert die Bildung von Eiskristallen und dient daher
als Gefrierschutz, FBS schitzt die Zellen aufgrund des hohen Proteingehaltes vor Scher-
kraften. Die PBMCs wurden in 4 ml PBS resuspendiert, auf Programm 3 (vgl. Tabelle 7)
zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes in der Konservierungslésung resus-
pendiert. Die resuspendierten PBMCs wurden in spezielle Kryo-Lagerungsflaschchen
(1 ml Volumen) pipettiert und im Kryo-Gefrierbehalter (Mr. Frosty™) bei -80°C gela-
gert. Das Behéltnis dient dem langsameren Abkihlen und Gefrieren (-1°C/min) der
PBMCs.

2.2.12 Vorbereitung der Stimulatorzellen

Als Stimulatorzellen dienten im GVHD-Setting der MLC die Empféngerzellen. Ein Zent-
rifugationsrohrchen wurde mit 13 ml prépariertem RPMI gefillt und im Wasserbad
(37°C) vorgewdrmt. Die benotigte Anzahl kryokonservierter Empféangerzellen (vgl.
2.2.11) wurde durch Schwenken im Wasserbad aufgetaut und langsam in das vorge-
wérmte Medium pipettiert. Das Vorwéarmen des Mediums und das langsame Pipettieren
dienten der Schonung der Zellen und Vermeidung von abrupter Lyse. Danach wurde das
Zellgemisch auf Programm 4 (vgl. Tabelle 7) zentrifugiert und der Uberstand bis auf ca.
500 pl verworfen. Darauf folgte eine erneute Zentrifugation mit 10 ml RPMI-Medium
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auf Programm 3 (vgl. Tabelle 7), der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
1 ml RPMI resuspendiert. Die Zellen wurden schliel3lich ausgezahlt (vgl. 2.2.15) und ein-
malig mit 80 Gy bestrahit.

2.2.13 Magnetische Zellseparation

Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) ist eine Methode zur Abtrennung bestimmter
Zellen eines Gemisches anhand von Oberflachenmarkern. Das Zellgemisch wird mit ei-
nem fluoreszenzmarkierten Antikorper, gegen den gewinschten Oberflachenmarker, in-
kubiert (vgl. Abb. 6a). Darauf folgt die erneute Inkubation mit einem magnetisch
markierten Antikorper gegen das fluoreszierende Agens (vgl. Abb. 6b). Das Gemisch aus
markierten und unmarkierten Zellen wird in eine Trennsdule pipettiert. Diese wird in ei-
nem starken Magneten platziert und enthalt selbst eine Matrix aus ferromagnetischen Ku-
geln. Das verstarkte magnetische Feld bindet markierte Zellen und ermdglicht
unmarkierten Zellen den Durchfluss in ein auffangendes Rohrchen. Um die markierten
Zellen zu erhalten, wird die Sdule aus dem Magnetfeld entnommen. Daraufhin kénnen
sich die Zellen aus der magnetischen Bindung I6sen und mittels MACS-Puffer in ein
neues Falcon Réhrchen gespult werden. Das MACS wurde nach Herstellerprotokoll (Mil-

tenyi Biotec) durchgefihrt.

Abbildung 6. Antikérpermarkierung der Oberflachenmarker durch MACS. a Markierung einer Zelle durch
Bindung des fluoreszenzmarkierten (griin) Antikdrpers (gold) an den bestimmten Zelloberflachenmarker (lila) nach
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der ersten Inkubation. b Bindung des zweiten Antikdrpers (schwarz) mit magnetischem Kigelchen (grau) an das flu-
oreszierende Agens (bspw. PE).

2.2.13.1 Depletion CD45RA" Zellen

Schritt 1: Die isolierten PBMCs wurden in jeweils 5 ml MACS Buffer gelost und auf
Programm 7 zentrifugiert (vgl. Tabelle 7).

Schritt 2: Der Uberstand wurde verworfen und die abgesetzten PBMCs in 900 ul MACS
Buffer und 100 pl anti-CD45RA Reagenz resuspendiert. Zur Bindung der Antikorper an
naive CD45RA" Zellen erfolgte die Inkubation der Zellsuspension fiir 10 min im Kihl-
schrank (4°C).

Schritt 3: Nach Inkubation wurden 10 ml MACS Buffer hinzugegeben und erneut auf
Programm 7 zentrifugiert. Zeitgleich erfolgte die Spllung der LD-S&ule (engl. column)
mit 2 ml MACS-Buffer.

Schritt 4: Das PBMC-Pellet wurde in 500 ul MACS Buffer resuspendiert und in die LD-
Column pipettiert. Nach komplettem Durchfluss erhielt man die CD45RA™9 Zellfraktion.
Durch zweimalige Spilung der Column mit 1 ml MACS Buffer wurden verbleibende
CD45RA™ Zellen zur maximalen Zellausbeute geldst. Die in der Séule verbliebenen
CD45RA* Zellen wurden aus der Saule geldst, indem diese aus dem Magnet entnommen,
mit 5 ml MACS Buffer nachgefillt und anschlieend mit dem Stempel der LD Column
durch diese gepresst wurden.

Schritt 5: Beide Zellfraktionen wurden in separaten Zentrifugenréhrchen auf Programm

7 zentrifugiert und danach in jeweils 1 ml RPMI resuspendiert und ausgezahlt.

2.2.13.2 Depletion CD276" Zellen

Schritt 1: Die von CD276 zu depletierende T-Zellfraktion wurde in 3 ml MACS Buffer
gel6st und auf Programm 7 zentrifugiert.

Schritt 2: Der Bodensatz wurde in 100 ul MACS Buffer und 1,5 pl Anti-CD276 PE-
Antikorper resuspendiert und fir 10 min im Kuhlschrank inkubiert.

Schritt 3: Es wurden erneut 5 ml MACS Buffer hinzugegeben und auf Programm 7 zent-
rifugiert.

Schritt 4: Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 80 ul MACS Buffer und 20 pl
Anti-PE Microbeads (bzw. Anti-PE Microbeads Ultra Pure) resuspendiert und fir 15 min
im Kuhlschrank inkubiert.
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Schritt 5: Nach erneuter Zentrifugation mit 5 ml MACS Buffer auf Programm 7 und
zeitgleicher Spulung der LD Column, wurde das Pellet anschlieRend in 500 ul MACS
Buffer geldst und in die Séule pipettiert. Zur maximalen Zellausbeute CD276"9 Zellen
wurde zwei Mal mit 1 ml MACS Buffer nachgespuilt. CD276" Zellen blieben in der Saule
haften und konnten erst durch Entnahme der Sdule aus dem Magnetfeld und erzeugten
hydrostatischen Druck (Durchpressen von 5 ml MACS Buffer) geltst werden. Beide Zell-

fraktionen wurden im Anschluss ausgezahlt.

2.2.13.3 Aufbewahren der CD276" und CD276"9 Fraktion

Zur weiteren Analyse lber qPCR wurden die depletierten CD276" Zellen und die
CD276"™9 Zellen (2 5 x 10°/ml) in 1 ml PBS gelést. Danach fiir 5 min bei 650xg zen-
trifugiert, der Uberstand verworfen und in 350 pl B-RLT resuspendiert und bis zur Ana-
lyse tiefgefroren (-80°C). Die chaotropen Salze des Puffers fallen hierbei Proteine und
Verhindern die Degradation der RNA.

2.2.14 Durchflusszytometrie (FACYS)

Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) bzw. Durchflusszytometrie ist ein quantita-
tives Verfahren zur Bestimmung der Zellzahl mit bestimmten Charakteristika wie Ober-
flachenmolekilen, extra- und intrazellularen Peptiden bzw. Proteinen und DNA. Das
Verfahren nutzt die Antigen-Antikorper-Reaktion zur Markierung der Zellen mit einem
Fluoreszenzfarbstoff. Nach Bindung des Antikdrpers an genannte Strukturen erfolgt die
Quantifizierung der markierten Zellen mittels eines Durchflusszytometers. In diesem
werden die Zellen der Messsuspension durch eine Kanlle gepresst, deren Durchmesser
nur den Transport jeweils einer Zelle hinter der anderen ermdglicht. Die Zellen passieren
einen fokussierten Laserstrahl, welcher durch Oberflachenmerkmale und fluoreszenz-
markierte Strukturen gestreut wird (s. Abb. 7). Diese Streuung wird durch mehrere De-
tektoren aufgenommen und analysiert. Die einfache Streuung des Lasers ermdglicht als
Vorwarts- (engl. forward scatter, FSC) und Seitwartsstreuung (engl. side scatter, SSC)
die Einordnung von ZellgroRe bzw. Durchmesser und interner Komplexitat. So lassen
sich Uber eine hohe FSC Monozyten von den kleineren Lymphozyten unterscheiden und
uber die SSC Zellen mit viel zytoplasmatischen Granula (bspw. neutrohpile Granulozy-
ten) von Monozyten unterscheiden. Die von gebundenen Antikorpern emittierte Fluores-
zenz gibt anhand der detektierten Wellenlange Aufschluss Uber die gebundenen

Antikorper und Anzahl der markierten Zellen. Die Markierung der Zellen mit
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fluoreszenzmarkierten Antikorpern (sog. Staining) wurde in dieser Arbeit anhand ver-
schiedener Antikorpersets durchgefihrt.

Warme-/Kuhlsystem
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Filter Detektoren

=
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Filter \ I
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Abbildung 7. Schematische Darstellung Durchflusszytometrie (FACS). Fluoreszenz-markierte Zellen werden hin-
tereinander durch eine Kanlile gepresst. Die Strahlen aus der Lichtquelle (Laser) werden durch eine Linse gebiindelt,
treffen auf die Zellen auf, werden gestreut oder emittieren Licht unterschiedlicher Wellenldngen. Nach Passage durch
verschiedene Filter werden FSC oder SSC sowie die Wellenldngen von bspw. PE-/ APC- oder FITC gelabelten Zel-
len detektiert.

2.2.14.1 Fixierung und Permeabilisierung der Zellen

Die intakte Zellmembran lasst gelabelte Antikdrper nicht passieren und steht damit dem
intrazellul&ren Staining im Wege. Um eine Bindung der Antikorper an ihre intrazelluldren
Antigene zu erreichen, mussen die Zellen zunéchst fixiert und im Anschluss durchlassig
(permeabel) werden. Im Rahmen der Fixierung werden Proteine und Lipide denaturiert
und damit gegen enzymatischen Abbau geschiitzt. Die Permeabilitat der Zellmembran
ermoglicht das Eindringen der Antikorper ins Zytoplasma und die Antigenbindung. Fi-

xierung und Permeabilisierung wurden nach Herstellerprotokoll (FIX&PERM® Kit,
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Nordic MUBI0) durchgefihrt. Das Verfahren wurde nach erfolgtem extrazellularem Stai-
ning durchgefihrt.

Schritt 1: Die Zellsuspension wird mit 3 ml PBS pro Reagenzglas auf Programm 15 (vgl.
Tabelle 7) zentrifugiert. Uberstande werden nach jeder Zentrifugation dekantiert.
Schritt 2: Zur Fixierung wurde das Zellpellet pro Reagenzglas in 100 pl Reagent A durch
einen Vortexmischer geldst und fir 15 min bei RT inkubiert.

Schritt 3: Die Zellen wurden erneut mit 4 ml PBS pro Reagenzglas gewaschen und zent-
rifugiert (Programm 15).

Schritt 4: Das Zellpellet wurde zur Permeabilisierung in 100 pl Reagent B geldst. Direkt
danach wurden die gelabelten Antikorper flr das intrazelluldre Staining hinzugegeben
und das Gemisch fir 15 min bei RT inkubiert.

Schritt 5: Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte ein letzter Waschvorgang mit 4 ml
PBS und anschlieender Zentrifugation (Programm 15). Das Zellpellet wurde in 100 pl
FACS-Puffer resuspendiert und im Anschluss per FACS (BD LSR Il, BD Biosciences)

analysiert.

2.2.14.2 Prufung des Depletionserfolges (Purity Check Panel)

Der Erfolg der CD276-Depletion wurde nach jedem Depletionsvorgang durchflusszyto-
metrisch Uberprift. Eine erfolgreiche Depletion wies in der CD276™9 Zellfraktion <5 %
CD276" Zellen auf. Daflir wurden jeweils ca. 10-50 pl der CD45RA™SCD276"™¢ Zellen,
und CD45RA™CD276" Zellen, mit 50 pl PBS versetzt und die Antikorper fiir das extra-
zellul&re Staining hinzugefugt. Nach Inkubation fir 15 min im Kihlschrank (4-6°C) wur-
den 3 ml PBS pro Reagenzglas hinzugeflgt und diese auf Programm 2 (vgl. Tabelle 7)
zentrifugiert. Der Uberstand nach Zentrifugation wurde dekantiert, das Zellpellet in 50 pl
FACS-Puffer resuspendiert und im Durchflusszytometer (BD FACSCanto™, BD
Biosciences) analysiert. Die Antikorper fur das Purity Check Panel wurden als Mastermix

angesetzt, die verwendeten Volumina pro Reagenzglas werden in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9. Mastermix extrazellulares Staining Purity Check Panel.

Laser (Wellenlange)  Fluorophor Antigen Volumen [ul]*

Mastermix Purity Check Depletion CD276* Zellen
Blau (488 nm) PerCP CD3 1

60



Rot (633 nm) APC-H7 CD8 05

Violett (405 nm) V500 (Aqua™) extra-/intrazellulare 1
Amine**
V450 (Vioblue) CD4 1
Mastermix Purity Check Depletion CD45RA* Zellen
Blau (488 nm) PerCP CD3 1
PE CD45R0O 5
PE-Cy CD45RA 1
Rot (633 nm) APC-H7 CD8 0,5
Violett (405 nm) V500 (Aqua™) extra-/intrazellulare 1
Amine**
V450 (Vioblue) CD4 1

Anmerkung: Zusammensetzung der verwendeten Antikdrper flr das extrazelluldre Staining zur Prii-
fung des Depletionserfolges nach Depletion CD45RA™* und CD276* Zellen. Ein CD276-Staining wird
nicht bendtigt, da die Zellen bereits im Rahmen der Depletion mit anti-CD276-PE gelabelt wurden. *
Volumen pro Reagenzglas. ** Aqua™ reagiert mit Aminen und erlaubt durch stirkere Markierung to-
ter Zellen eine Unterscheidung, es wurde mit PBS im Verhéltnis 1:10 verdinnt.

2.2.14.3 Untersuchung der proinflammatorischen Zytokine, Aktivierungs- und Prolife-
rationsmarker (Full Cytokine Panel)

Die Auswirkungen der Depletionen CD276" Zellen in der MLC auf die Expression von
Aktivierungs- und Proliferationsmarkern sowie der proinflammatorischen Zytokine
IFN-y und TNFa, wurden 7 Tage nach Depletion durchflusszytometrisch untersucht. Da-
fur erfolgte ein extra- und intrazellul&res Staining der Zellen. Vorbereitend wurde ein
extra- und intrazellularer Mastermix (vgl. Tabelle 10), sowie eine Ldsung aus Brefeldin
A (BFA), Phorbol Myristat Acetat (PMA) mit lonomycin und prépariertem RPMI-
Medium (vgl. 2.2.9) im Verhaltnis 1:2:1000 (BPI-Ldsung) angesetzt. BFA ist ein Pro-
teintransportinhibitor, der durch Blockade intrazelluldrer Transportprozesse zur Zyto-
kinakkumulation fiihrt und damit das Signal des intrazellularen Stainings erhoht. PMA
und lonomycin induzieren synergistisch die verstarkte Expression von Zytokinen, die
Proliferation von T-Zellen und insbesondere die verstarkte Expression von CD276 auf
deren Zelloberfléche.

Es wurden ca. 1 x 10° Zellen pro Well der MLC entnommen und auf Programm 3 (vgl.
Tabelle 7) zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 pl der BPI-Ldsung in der 96-Well
Platte resuspendiert und fur 1-4 Std. im Brutschrank inkubiert. Nach Inkubation wurden
die Zellsuspensionen in jeweils ein Reagenzglas pipettiert, adharente Zellen im Well mit
200 ul PBS gelést und dieses ebenfalls in das Reagenzglas pipettiert (400 pul
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Gesamtvolumen pro Reagenzglas). Die Reagenzglaser wurden auf Programm 3 zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde dekantiert, die Zellen in jeweils 5 pl des extrazellularen Mas-
termix resuspendiert und fir 15 min bei RT inkubiert. Zuletzt erfolgte ein Waschvorgang
mit 3 ml PBS pro Reagenzglas und Zentrifugation auf Programm 15. Nach Dekantieren
des Uberstandes folgte das intrazellulare Staining durch Fixierung und Permeabilisierung
(s. 2.2.14.1) sowie Verwendung des intrazelluldren Mastermixes.

Tabelle 10. Mastermix extra- und intrazellulédres Staining Full Cytokine Panel.

Laser (Wellenldnge)  Fluorophor Antigen Volumen [ul]*

Mastermix extra- und intrazellular Full Cytokine Panel

UV (355 nm) BUV737 PD-1 1
BUV661 HLA-DR 0,5
BUV395 CD25 0,5
Blau (488 nm) PerCP CD4 1,5
PE IFN-y 1
PE-Cy7 Ki-67 1
FITC CD137 1
Rot (633 nm) APC CD69 1
APC-H7 CD8 0,5
Alexa 700 CD3 1
Violett (405 nm) V500 (Aqua™) extra-/intrazellulare 1
Amine**
BV785 TNFa 1
BVv421 CD276 0,5

Anmerkung: Zusammensetzung der verwendeten Antikdrper fiir das extra- und intrazellulére (graue
Schattierung) Staining des Full Cytokine Panel. * Volumen pro Reagenzglas. ** Aqua™ reagiert mit
Aminen und erlaubt durch starkere Markierung toter Zellen eine Unterscheidung, es wurde mit PBS im
Verhéltnis 1:10 verdunnt.

2.2.14.4 Untersuchung des Interleukinprofils (Interleukin Panel)

Die Auswirkung der Depletionen CD276" Zellen auf die Expression der Interleukine IL-
4, -5, -10, -13 und -17A wurden durchflusszytometrisch zur Bestimmung deren Vertei-
lung sowie Ruckschluss auf vorherrschende T-Zellsubpopulationen untersucht. Das Stai-
ning erfolgt analog dem Full Cytokine Panel (s. 2.2.14.3). Im Gegensatz zu diesem wurde
hier eine Stimulationslésung aus BFA, PMA/lonomycin, Monensin (GolgiStop™) und
prapariertem RPMI im Verhaltnis 1:2:0,75:1000 (BPIM-L6sung) verwendet. Monensin

blockiert den Proteintransport zum Golgi-Apparat und fiihrt ebenfalls zur intrazelluléren
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Zytokinakkumulation und indirekt deren verbesserter FACS-Detektion. Die Zellen wur-
den mit der BPIM-L6sung fir 4 Std. im Brutschrank inkubiert. Das extra- und intrazellu-
lare Staining wurde mit aufgelisteten Antikdrper-Mastermixen (vgl. Tabelle 11)

durchgefiihrt.

Tabelle 11. Mastermix extra- und intrazelluldres Staining Interleukin Panel.

Laser (Wellenldnge)  Fluorophor Antigen Volumen [ul]
Mastermix extra- und intrazellular Interleukin Panel
Blau (488 nm) PerCP CD4 1
PE IFN-y 1
Rot (633 nm) APC-H7 CD8 0,5
APC IL-4/IL-5/IL-10/1L-  jeweils 1
13/IL-17A
Alexa 700 CD3 1
Violett (405 nm) V500 (Aqua™) extra-/intrazellulare 1
Amine**

Anmerkung: Zusammensetzung der verwendeten Antikdrper fir das extra- und intrazellulére (graue
Schattierung) Staining des Interleukin Panel. * VVolumen pro Reagenzglas. ** Aqua™ reagiert mit A-
minen und erlaubt durch starkere Markierung toter Zellen eine Unterscheidung, es wurde mit PBS im
Verhdltnis 1:10 verdinnt.

2.2.14.5 Untersuchung verbleibender antiviraler Aktivitat (Antiviral Peptide Assay)

Zur Untersuchung der erhaltenen antiviralen Aktivitdt nach wiederholter CD276-
Depletion, erfolgte die Stimulation der MLC mit viralen Peptiden und Messung der
IFN-y-Ausschuttung 7 Tage nach der 5. CD276-Depletion. Um eine zusatzliche Stimula-
tion mit Fremdantigenen zu vermeiden, wurden die Zellen autolog, d.h. im GVHD-
Setting mit Spenderzellen, einmal mit und einmal ohne virale Peptide inkubiert.
Vorbereitung: Die Spenderzellen wurden an Tag 7 nach 5. Depletion analog der Stimu-
latorzellen (vgl. 2.2.12), jedoch mit einmaliger Radiatio mit 50 Gy, vorbereitet. Virale
Peptide von Cytomegalievirus (CMV), Epstein-Barr-Virus (EBV) und eines Adenovirus
wurden im Verhaltnis 1:1:1 als Mastermix gemischt (MMY"). Dieser wurde mit 5 pl pro
Depletionsansatz (n=6, entspricht 0-5 Depletionen, vgl. Abb. 4) pipettiert. Demnach ent-

sprach das Gesamtvolumen 30 pl bzw. 10 ul pro viraler Peptidldsung.
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Schritt 1: Von den vorbereiteten Spenderzellen wurden 3 x 106 Zellen/1,5 ml auf zwei
Wells einer 24-Well-Platte aufgeteilt, in eines das Gesamtvolumen des MM pipettiert
und fir 1 Std. im Brutschrank inkubiert.

Schritt 2: Die Zellen jedes Depletionsansatzes bzw. MLC (n=6; nicht-depletiert, 1-5x
depletiert) werden in je ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal} pipettiert und mit 400 pl
PBS pro Reaktionsgefal? fir 5 min bei 20°C auf 650xg zentrifugiert.

Schritt 3: Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets in 180 pl prapariertem
RPMI resuspendiert und ausgezahlt (vgl. 2.2.15). Zellkonzentrationen wurden auf die
gleiche Zellzahl pro 100 pl angepasst und 100 ul jedes Depletionsansatzes auf 2 Wells
(insgesamt n=12) einer 96-Well-Platte aufgeteilt.

Schritt 4: Die Spenderzellen mit und ohne virale Peptide aus Schritt 1 wurden mit jeweils
125 pl auf je ein Well pro Depletionsansatz verteilt (mit viralen Peptiden n=6, ohne virale
Peptide n=6). Die Inkubation erfolgte tiber Nacht im Brutschrank.

Schritt 5: Am Folgetag wurden 0,2 pl BFA pro Well hinzugegeben und fiir mindestens
1 Std. im Brutschrank inkubiert. Der Inhalt jedes Wells wurde mit 200 ul PBS auf Pro-
gramm 15 zentrifugiert und im Anschluss fur extra- und intrazellulares (analog 2.2.14.1)
Staining prépariert (vgl. Tabelle 12). Die Analyse erfolgte am Durchflusszytometer (BD
LSR II, BD Biosciences).

Tabelle 12. Mastermix extra- und intrazelluléres Staining Antiviral Activity Assay.

Laser (Wellenldnge)  Fluorophor Antigene Volumen [ul]

Mastermix extra- und intrazellular Antiviral Activity Assay

Blau (488 nm) PerCP CD4 1
PE IFN-y 1
Rot (633 nm) APC-H7 CD8 0,5
Alexa 700 CD3 1
Violett (405 nm) V500 (Aqua™) extra-/intrazellulare 1
Amine**
BVv421 CD276 0,5

Anmerkung: Zusammensetzung der verwendeten Antikdrper fir das extra- und intrazelluldre (graue
Schattierung) Staining des Interleukin Panel. * Volumen pro Reagenzglas. ** Aqua™ reagiert mit A-
minen und erlaubt durch starkere Markierung toter Zellen eine Unterscheidung, es wurde mit PBS im
Verhaltnis 1:10 verdunnt.
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2.2.14.6 Untersuchung verbleibender anti-Tumor Aktivitat (Anti-Third Party Assay)
Zur Untersuchung einer erhaltenen anti-Tumor Aktivitat der CD276-depletierten MLCs,
speziell anhand des Surrogatparameters IFN-y, erfolgte die Stimulation mit neuen
Fremdantigenen. Daflir wurden am Tag der 5. CD276-Depletion (vgl. Abb. 4) PBMCs
einer dritten Person vorbereitet (analog 2.2.12).

Schritt 1: Es wurden jeweils 4 x 10> Zellen jedes Depletionsansatzes (n=6; nicht-deple-
tiert, 1-5x depletiert) und der neuen Stimulatorzellen pro Well (n=6; 8x10° Zellen gesamt
pro Well) einer 48-Well-Platte pipettiert.

Schritt 2: Die Stimulation erfolgte tber 6 Tage, am 7. Tag wurden 0,2 pl BFA pro Well
hinzugegeben und fur mindestens 1 Std. im Brutschrank inkubiert.

Schritt 3: Nach Inkubation wurde jedes Well mit 400 pl PBS auf Programm 15 zentrifu-
giert. Im Anschluss erfolgte extra- und intrazellulares Staining gemal? Tabelle 10 sowie
die durchflusszytometrische Analyse.

2.2.15 Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Z&hlkammer

Die Auszahlung der vorliegenden Zellzahl wurde in der Neubauer-Zahlkammer vorge-
nommen. Dazu wurden zunéchst jeweils 18 pl des anionischen Diazofarbstoffs Trypan-
blau in 2 Wells (0,392 ml VVolumen pro Well, 96-Well Platte) pipettiert und ein Well mit
2 ul der zu bestimmenden Zellsuspension durchmischt. Trypanblau wird ausschlief3lich
von lebenden Zellen aufgenommen und markiert diese zur Auszéhlung. Dem durch-
mischten Well wurden 2 pl entnommen, in das zweite préparierte Well pipettiert und
durchmischt. 5-6 pl dieser im Verhéltnis 1:100 durchmischten Zellsuspension wurden auf
die Zahlkammer aufgetragen und lichtmikroskopisch ausgezahlt. Uber angewendete For-

mel 1 wird die Zellzahl pro Milliliter bestimmt.

Summe Zellen Eckquadrate
4

x 10* x 10% = Zellen/ml

Formel 1. Bestimmung der Zellzahl pro Milliliter der Zellsuspension. Die Anzahl der Zellen der vier groRRen
Eckquadrate werden addiert und der Mittelwert durch Division mit 4 gebildet. Dieser Wert wird zur Bestimmung der
Zellzahl pro Milliliter und unter Berticksichtigung der 1:100 Verdiinnung mit 10* und 10? multipliziert.

2.2.16 Technische und statistische Auswertung
Die technische Auswertung erfolgte tber die Betriebssoftware FACS Diva des BD
FACSCanto™ und BD LSR Il. FACS Gating wurde mit FlowJo durchgefihrt. Die
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statistische Auswertung der Daten erfolgte mit GraphPad Prism 7.0 unter Anwendung
von One-Way ANOVA gefolgt von Tukey’s Range Test oder nicht gepaartem T-Test

zwischen Gruppen. Die statistische Signifikanz wurde mit P < 0.05 definiert.!4’
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3 Ergebnisse

Dieses Kapitel stellt die Ergebnisse der Versuche im NSG-Ab® DR4 Mausmodell und der
MLC vor. Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in Hashimoto et al. (2021) ver-

offentlicht*” (Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.1 Ergebnisse Mausmodell

3.1.1 Transplantation CD276-depletierter Memory T-Zellgrafts verbessert phano-
typische Parameter im Mausmodell

Die in diesem Unterkapitel gezeigten Abbildungen wurden von der AG Schilbach zur
Verfligung gestellt und werden zur Anschaulichkeit vorgestellt. Die Mause wurden in
Kohorten hinsichtlich des transplantierten Grafts eingeteilt. Zur Uberwachung der defi-
nierten klinischen Parameter bzw. des GVHD-typischen murinen Phanotyps (gekrimmte
Kdrperhaltung, Reduktion korperlicher Aktivitat bzw. lethargisches Aktivitdtsmuster,
schutteres Fell, Gewichtsverlust) erfolgten Bildaufnahmen durch die AG Schilbach (Abb.
8). Versuchstiere der CD4" Bulk-Transplantationskohorte wiesen schiitteres Fell und ge-
krimmte Korperhaltung auf. Die CD4"CD45RA™? Memory-Transplantationskohorte
wies ebenfalls Uberwiegend schitteres Fell und eine gekrimmte Korperhaltung auf.
Mause beider Kohorten zeigten Aktivitats- und Gewichtsverlust. Im Gegensatz dazu wie-
sen Méause der CD4*CD45RA™ICD276"¢ Kohorte keine GVHD-typischen klinischen
Parameter auf. Das Fehlen des GVHD-Phanotyps lasst auf eine deutlich supprimierte in-
flammatorische Reaktion der Rezipienten eines CD4"CD45RA™CD276™ Grafts schlie-

Ren.
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Abbildung 8. Phanotyp der Versuchstiere. Im Vergleich der Kohorten der unterschiedlichen CD4* T-Zellgrafts
(Bulk, Memory, CD276-depletiert) zeigten Rezipienten der CD276-depletierten Memory T-Zellen (untere Reihe) ei-
nen weitgehend unauffélligen Phanotyp, wahrend Versuchstiere der anderen beiden Grafts einen GVHD-typischen
Phéanotyp (gekrimmte Kérperhaltung, Reduktion kérperlicher Aktivitat bzw. lethargisches Aktivitatsmuster, schitte-
res Fell, Gewichtsverlust) aufwiesen. Die Aufnahmen werden nach Genehmigung durch Frau Prof. Dr. rer. nat. Karin
Schilbach verwendet und wurden in Hashimoto et al. (2021) ver6ffentlicht7.

3.1.2 Transplantation CD276"% Memory T-Zellgrafts reduziert CD3" Gewebein-
filtration

Aufgrund der essenziellen Rolle der T-Lymphozyten als Mediatoren einer Abstof3ungs-
reaktion war im histologischen Setting von Interesse, ob die Depletion CD45RACD276*
Zellen die Gewebeinfiltration alloreaktiver CD3* T-Zellen und die Gewebeschadigung
reduziert. Untersucht wurden murine Organgewebepraparate aus Leber, Lunge und Ko-
lon. Als Vergleich dienten die anderen Transplantationskohorten (Bulk, Memory). Die
HE-Farbungen dienten als Standardféarbungen der Zuordnung des Gewebetyps und dem
Erkennen von Zelluntergang (Apoptosen, Nekrosen) sowie lymphozytarer Infiltrate. Ha-
matoxylin farbt Zellkerne und raues endoplasmatisches Retikulum blauviolett, Eosin

farbt Zytoplasma und Kollagenfasern (insh. Typ-1) rot.

3.1.2.1 Gewebeinfiltration anhand histologischer Farbungen
Im Lebergewebe der Rezipienten von Bulk CD4" Transplantaten (Abb. 9a) befanden sich
im Bereich der Portalfelder, insbesondere perivaskulér, Infiltrate mit multiplen rundli-

chen, blaulichen Zellen mit schmalem Zytoplasmasaum ohne vermehrte Apoptosen,

68



hinweisend auf eine lymphozytére Infiltration der Portalfelder ohne derzeitige ausge-
préagte Gewebeschadigung. Die Rezipienten von CD45RA™Y Memory-Transplantaten
(Abb. 9b) zeigten eine Reduktion dieser Infiltration mit nur wenig perivaskularem zell-
reichen Infiltrat. Bei Rezipienten von CD45RA™CD276"9 Memory-Transplantaten
(Abb. 9c) fand sich kein Anhalt fir lymphozytére Infiltration perivaskular bzw. der Por-
talfelder und keine Gewebeschédigung. Die CD3-Féarbungen des Lebergewebes der Re-
zipienten von Bulk CD4" Transplantaten (Abb. 10a) zeigten eine vermehrte
perivaskulére, das Portalfeld betreffende, sowie eine sinusoidale Infiltration mit CD3* T-
Lymphozyten. Eine reduzierte perivaskulare T-Lymphozyteninfiltration ohne Residuen
in den Sinusoiden prasentierten die Rezipienten der CD45RA™ Memory-Transplantate
(Abb. 10b). Die CD45RA"™CD276™9 Memory-Rezipienten (Abb. 10c) wiesen kaum
CD3" Infiltration auf.
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Abbildung 9. Leber HE-F&rbung. Im hepatischen Gewebe der Bulk CD4* Transplantationskohorte (a) zeigten sich
vermehrt lymphozytére Infiltrate (Pfeilkdpfe) im Bereich der Portalfelder. Die CD45RA™Y Memory-Transplantati-
onskohorte (b) zeigte weiterhin lymphozytare Infiltrate in diesem Bereich, jedoch abnehmend. Die
CD45RAM™ICD276"9 Memory-Transplantationskohorte (c) zeigte keine auffallige Infiltration bzw. Ansammlung

lymphozytérer Zellen perivaskulédr oder im Bereich der Portalfelder. Abbildung exemplarisch anhand eines Versuchs-
tiers pro Kohorte. Maf3stab 200:1.
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Abbildung 10. Leber CD3-Farbung. Das hepatische Gewebe der Bulk CD4* Transplantationskohorte (a) wies eine
perivaskulére teilweise auch die Sinusoide betreffende Infiltration mit CD3* Zellen (rétlich gefarbt, Pfeilkdpfe
exemplarisch) auf. Die CD45RA"™% Memory-Transplantationskohorte (b) zeigte lediglich eine verbleibende redu-
zierte perivaskulére Infiltration, wéhrend die CD45RAMICD276"¢ Memory-Transplantationskohorte (c) kaum Infilt-
ration aufwies. Abbildung exemplarisch anhand eines Versuchstiers pro Kohorte. Mafstab 200:1. Die histologischen
Aufnahmen wurden in Hashimoto et al. (2021) veroffentlicht™’.

Die HE-Farbung des Lungengewebes der Rezipienten von Bulk CD4" Transplantaten

(Abb. 11a) zeigte im Bereich der Alveolen ein dichtes, insbesondere perivaskuléres,
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zellul&res Infiltrat. Die Zellen legten aufgrund der blaulich rundlichen Morphologie mit
schmalem Zytoplasmasaum eine lymphozytére Infiltration nahe. Ausgepréagte Areale mit
Zelluntergang lagen nicht vor. In der CD45RA™ Memory-Transplantationskohorte
(Abb. 11b) war diese perivaskulare Infiltration weniger dicht, jedoch weiterhin deutlich
ersichtlich. In der CD45RA™CD276"9 Memory-Transplantationskohorte (Abb. 11c)
zeigten sich kaum perivaskulare, aber diffus verteilte blaulich-rundliche Zellen. Die CD3-
Farbung des Lungengewebes der Rezipienten der Bulk CD4" Transplantate (Abb. 12a)
prasentierte eine ausgepragte Anzahl perivaskularer und in den Alveolarsepten lokalisier-
ter CD3" T-Lymphozyten. In der CD45RA™® Memory-Transplantationskohorte (Abb.
12b) fanden sich weniger perivaskuldre CD3" T-Zellnester. Die CD45RA™CD276"¢
Memory-Transplantationskohorte (Abb. 12c) wies keine Infiltration CD3" T-Lymphozy-

ten auf.
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Abbildung 11. Lunge HE-Farbung. Das Lungengewebe der Bulk CD4* Transplantationskohorte (a) zeigt dichte
perivaskuldre lymphozytére Infiltrate (Pfeilkdpfe) ohne ausgepragten Zelluntergang. Gewebe der CD45RA™Y Me-
mory-Transplantationskohorte (b) mit etwas weniger dichten Zellinfiltraten und die CD45RA™CD276"¢ Memory-
Transplantationskohorte (c) mit weiterhin reduzierter diffuser Verteilung der blaulich gefarbten Zellen ohne Zellun-
tergang. Abbildung exemplarisch anhand eines Versuchstiers pro Kohorte. Mafstab 200:1.
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Abbildung 12. Lunge CD3-Féarbung. In der Bulk CD4* Transplantationskohorte (a) zeigten sich ausgeprégte Infilt-
rate mit CD3* T-Lymphozyten (Pfeilkdpfe) perivaskuldr und in den Alveolarsepten. Die CD45RA™9 Memory-Trans-
plantationskohorte (b) wies eine reduzierte T-Zellinfiltration, hauptséchlich perivaskulér, auf. Die
CD45RAM™ICD276"9 Memory-Transplantationskohorte (c) zeigte keine T-Zellinfiltration. Abbildung exemplarisch
anhand eines Versuchstiers pro Kohorte. Mafstab 200:1. Die histologischen Aufnahmen wurden in Hashimoto et al.
(2021) veroffentlicht!47,

Im Kolon zeigte die HE-Farbung der Rezipienten der Bulk CD4" Transplantate (Abb.

13a) gruppierte rundlich-blauliche Zellen die Krypten umgebend, vereinbar mit einem



lymphozytéren Infiltrat. Ausgepragter Zelluntergang und Bildung von Lakunen mit Zell-
débris im Bereich der Krypten war nicht ersichtlich. Rezipienten von CD45RA™? Me-
mory- und CD45RA™CD276" Memory-Transplantaten (Abb. 13b, ¢) wiesen nur
vereinzelt lymphozytéare Infiltrate auf. In der immunhistochemischen Farbung des Kolons
wurden in der bulk CD4" Transplantationskohorte (Abb. 14a) multiple gruppierte CD3"T-
Zellen im Bereich der Krypten angeférbt. Eine kontinuierliche Reduktion der infiltrieren-
den T-Lymphozyten zeigte sich in der CD45RA™ Memory- und CD45RA"CD276"%
Memory-Transplantationskohorte (Abb.14b, c), sodass in letzterer kaum CD3* T-Zellen

nachweisbar waren.
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Abbildung 13. Kolon HE-Farbung. Es zeigten sich gruppierte lymphozytére Infiltrate im Bereich der Krypten der
Bulk CD4* Transplantationskohorte (a). Keine klassischen ,,implodierenden Krypten* (=Lakunen mit Zelldébris).
Rezipienten von CD45RA™Y Memory- und CD45RA™ICD276"9 Memory-Transplantaten (b, c) wiesen keine ausge-
prégten Zellinfiltrate auf. Abbildung exemplarisch anhand eines Versuchstiers pro Kohorte. Malstab 200:1.
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Abbildung 14. Kolon CD3-Farbung. In der Bulk CD4* Transplantationskohorte (a) lieRen sich multiple, teilweise
gruppierte, CD3* T-Lymphozyten im Bereich der Krypten anférben. Die Anzahl der geférbten Zellen verringerte sich
kontinuierlich von CD45RA™9 Memory- zu CD45RAMICD276"¢ Memory-Transplantationskohorte (b, c). Abbil-

dung exemplarisch anhand eines Versuchstiers pro Kohorte. Mafstab 200:1. Die histologischen Aufnahmen wurden
in Hashimoto et al. (2021) veroffentlicht'’,
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3.1.2.2 Reduktion der Organinfiltration CD3" Zellen nach Transplantation CD45RA™9
und CD45RA"™ICD276"9 Zellgrafts

Zur genauen quantitativen Bestimmung der infiltrierenden T-Lymphozyten wurden die
Organpréparate pro Maus von jeweils 2 Mdusen pro Transplantationskohorte ausgezéhit.
Die Anzahl infiltrierender CD3* T-Lymphozyten der Rezipienten von bulk CD4" Trans-
plantaten in Leber-, Lungen- und Kolongewebe war gegentiber CD45RA"® Memory- und
CD45RA™ICD276"¢ Memory-Rezipienten signifikant erhéht (vgl. Abb. 15). Eine statis-
tische Signifikanz der Anzahl CD3" T-Zellen zwischen CD45RA™Y Memory und
CD45RA™CD276"9 Memory-Rezipienten lasst sich nicht nachweisen. Insgesamt zeig-
ten sich signifikant weniger CD3" Zellen in Rezipienten von CD45RA™CD276" Zell-
grafts gegeniiber der Bulk CD4" Transplantationskohorte. Abbildung 15 und Tabelle 13

fassen diese Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 15. Infiltration CD3* Zellen im Vergleich der Transplantationskohorten. Der Graph bildet die ausge-
zéhlten, gemittelten CD3* T-Zellen pro Organ und Kohorte im Vergleich ab. *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001,
****P< 0,0001. Daten wurden in Hashimoto et al. (2021) ver6ffentlicht!47.
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Tabelle 13. Auszahlung der gefarbten CD3* T-Lymphozyten.

Préaparat Anzahl CD3* Zellen pro Transplantationsansatz
Bulk Memory CD276"¢ Memory

Leber 201+95 115+35 1+1

Lunge 1737 53+24 1,5+0,5

Kolon 1345+7,5 245+0,5 6,5+6,5

Anmerkung: Es werden MW + SD der ausgezéhlten Méuse (n=2) pro Kohorte angegeben.

3.1.3 Expression der Transkriptionsfaktoren T-bet, Eomes, GATA-3, RORyt,
FoxP3 im Mausmodell

Die Expression der Transkriptionsfaktoren (TF) T-bet, Eomes, GATA-3, RORyt und
FoxP3 durch T-Lymphozyten erfolgt im Rahmen der Differenzierung und Ausiibung der
Effektorfunktion. Demnach ermdglicht die Untersuchung der Expression auch einen
Rickschluss auf die vorliegenden Subpopulationen. Die T-box-Transkriptionsfaktoren T-
bet und Eomes aktivieren Gene zur Expression von IFN-y, fordern Zytotoxizitat und
supprimieren die Differenzierung anderer T-Zellsubpopulationen. T-bet wird mit Thl-
Zellen assoziiert, wédhrend Eomes von zytotoxischen Zellen (u.a. CTL, Thl-Zellen) ex-
primiert wird. Ausgepragte Expression von GATA-3 wird in Th2-Zellen gefunden.
RORyt ist der Master-Regulator der Th17-Zellen und FoxP3 wird von Tregs exprimiert.

3.1.3.1. Verhalten der Expression der Transkriptionsfaktoren pro Organ und Transplan-
tationskohorte

Zur Analyse der Expression 0.g. Transkriptionsfaktoren wurden die Organgewebe der
verschiedenen Mauskohorten (n=5 bzw. 6 pro Kohorte) aufgeschlossen (s. Material und
Methoden) und mittels qPCR auf die Expression humaner Transkriptvarianten untersucht.
Die Expression der TF wurde auf die Kontrolle, das Household-Gen GAPDH, und den
Mittelwert der Bulk CD4" Transplantationskohorte normalisiert (vgl. Abb. 16 und Ta-
belle 14).

In allen untersuchten Geweben konnten fiir die Expression der einzelnen Transkriptions-
faktoren keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Kohorten gezeigt
werden. Die CD45RA™ICD276"Y Memory-Rezipienten zeigten im Lebergewebe eine
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leichte Reduktion der T-bet-Expression, sowie tendenziell einen Anstieg von Eomes ver-
glichen mit Bulk CD4" und CD45RA™Y Memory-Transplantationskohorte. Die Expres-
sion von GATA-3 im Lebergewebe blieb durch die Depletionen weitgehend unveréndert.
Auch der Transkriptionsfaktor RORC wurde von CD45RA™CD276"9 Memory-Rezipi-
enten im Vergleich zu Bulk CD4"-Rezipienten unverdndert exprimiert, eine Erhdhung
der Expression in der CD45RA"™? Memory-Transplantationskohorte wies eine hohe Stan-
dardabweichung auf (vgl. Tabelle 14, 2,24+2,35). FoxP3-Expression konnte im Leberge-
webe ausschlielich bei Bulk CD4* Rezipienten nachgewiesen werden.

Das Lungengewebe wies &hnliche Werte der T-bet-Expression fiir alle untersuchten Ko-
horten auf (vgl. Tabelle 14). Ein tendenzieller Anstieg der Eomes-Expression der
CD45RA™ Memory- und CD45RA™CD276™9 Memory-Rezipienten verglichen mit
den Bulk CD4"* Rezipienten konnte auch im pulmonalen Gewebe nachgewiesen werden.
GATA-3 wurde weitgehend unveréndert exprimiert. Die Expression von RORC nahm
tendenziell in CD45RA™9 Memory- und CD45RA™CD276"9 Memory verglichen mit
Bulk CD4*-Rezipienten ab. FoxP3-Expression konnte nur in der Bulk CD4" Transplan-
tationskohorte in mehreren Mausen nachgewiesen werden, wéhrend in der CD45RA™
Memory- und CD45RA™ICD276" Memory-Kohorte jeweils nur ein Wert erhoben wer-
den konnte (vgl. Tabelle 14). Folglich wurden diese Werte statistisch nicht weiter ausge-
wertet.

Im Kolongewebe liel? sich ein leichter Anstieg der Expression von T-bet und RORC in
der CD45RA™¢ Memory-Transplantationskohorte zeigen. Eine Abnahme der GATA-3
Expression konnte bei CD45RA™CD276"9 Memory-Rezipienten gemessen werden.
Insgesamt zeigte sich hier fur alle analysierten Transkriptionsfaktoren, mit Ausnahme
GATA-3, eine weitgehend unverénderte Expression bei CD45RA™CD276" Memory
verglichen mit Bulk CD4*-Rezipienten. Eine Expression von FoxP3 wurde nicht detek-
tiert.

In den kutanen Gewebeproben zeigte sich ein deutlicher Anstieg der GATA-3 Expression
der CD45RA™CD276™% Memory- verglichen mit der Bulk CD4" Transplantationsko-
horte (P=0,0803). Weiterhin wurde eine Abnahme der RORC-Expression bei
CD45RA™CD276™¢ Memory gegeniiber Bulk CD4"-Rezipienten detektiert. T-bet wies
eine &hnliche Expression in allen Transplantationskohorten auf, Eomes eine Reduktion
der Expression in der CD45RA™® Memory- verglichen mit Bulk CD4" und
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CD45RA™CD276"9 Memory-Transplantationskohorte. FoxP3-Expression wurde er-
neut im Hautgewebe mehrerer Individuen der Bulk CD4" Transplantationskohorte detek-
tiert, wahrend fur die CD45RA™CD276™9 Memory-Kohorte nur ein Wert gemessen
wurde und die CD45RA™ Memory-Kohorte keine FoxP3-Expression aufwies.

Die Transplantation der CD276"9 Memory-Grafts zeigte in den untersuchten Geweben
teilweise unterschiedliche Expressionsmuster der Transkriptionsfaktoren. Es lieRen sich
Tendenzen der Expression detektieren, wie die Abnahme der RORC-Expression in Leber,
Lunge und Haut von CD45RA™CD276™% Memory- gegeniber Bulk CD4" und
CD45RA™ Memory-Rezipienten. Weiterhin zeigte sich eine erhdhte Expression von
GATA-3 im kutanen Gewebe von CD45RA™ICD276"* Memory-Rezipienten gegeniiber
Bulk CD4*- und CD45RA™ Memory-Rezipienten. Der ebenfalls Thl-assoziierte Tran-
skriptionsfaktor Eomes wurde erhéht in Leber- und Lungengewebe in der
CD45RA™ICD276"9 Memory gegeniiber Bulk CD4"- und CD45RA™? Memory-Trans-
plantationskohorte exprimiert. T-bet wurde in pulmonalem und kutanem Gewebe in allen
Kohorten &hnlich exprimiert, wahrend im hepatischen Gewebe eine leicht reduzierte Ex-
pression in der CD45RA™ICD276"Y Memory gegeniiber Bulk CD4" und CD45RA"™Y

Memory-Transplantationskohorte gemessen wurde.
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Abbildung 16. Expression der Transkriptionsfaktoren pro Gewebe und Kohorte. Die Zyklen der Genexpression
(Cq) von TF wurden wurden analog Livak Methode auf die GAPDH-Genexpression normalisiert (ACq 2 CqCAPPH-

Cq™F) und die Expressionsrate bestimmt (2-2¢9), AnschlieRend wurde 2-2¢a der Memory- und CD276"9 Memory-Ko-
horte ins Verhaltnis zum Mittelwert der 229 der Bulk-Kohorte gesetzt. Damit wurde Expression der Transkriptions-
faktoren normalisiert auf GAPDH und ins Verhdltnis zur Bulk-Transplantationskohorte gesetzt. *P< 0.05, **P< 0.01,

***P< 0.001, ****P< 0.0001.

Tabelle 14. Mittelwerte Genexpression im Mausmodell, normalisiert auf GAPDH und Bulk-Kohorte.

TF Kohorte Organgewebe
Leber Lunge Kolon Haut
Bulk 140,49 140,48 1+0,39 1+0,27
Thet Memory 1,45+0,47 0,95+0,23 2,09+1,05 1,07+0,59
CD276"0¢ 0,62+0,23 0,90+0,50 1,31+0,53 1,24+0,65
Memory
Bulk 140,82 1+1,22 1+0,92 1+1,97
Eomes Memory 1,77+0,70 1,98+0,57 0,93+0,24 0,11+0,12
CD276"0¢ 2,26+0,93 2,42+1,24 0,83+0,68 0,54+0,56
Memory
1+0,40 1+0,79 140,69 1+1,17

GATA-3 Bulk
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Memory 0,72+0,32 0,98+0,46 0,96+0,79 2,68+1,35
CD276™9 1,19+0,61 0,81+0,25 0,37%0,35 5,21+4,23

Memory

Bulk 1+0,56 1+0,73 1+0,51 1+0,79
RORC Memory 2,24+2,35 0,65+0,60 1,55+0,71 0,89+0,69

Memory 0,78+1,04 0,38+0,48 0,93+1,04 0,23+0,25

CD276m9

Bulk 140,77 140,58 n/a (n=0) 140,57 (n=2)
FoxP3 Memory n/a (n=0) 11,58 (n=1)  n/a (n=0) n/a (n=0)

CD276" n/a (n=0) 1,86 (n=1) n/a (n=0) 2,67 (n=1)

Memory

Anmerkung: Es werden die MW mit SD der 2-2¢4 Werte in Bezug auf die Bulk-Kohorte (graue Markie-
rung) pro Transkriptionsfaktor abgebildet. TF=Transkriptionsfaktor.

3.1.3.2 Erhéhung der GATA-3/RORC-Ratio im kutanen Gewebe

Ausgehend von der erhéhten Genexpression von GATA-3 und der reduzierten Genex-
pression von RORC in kutanen Praparaten von CD45RA™CD276"¢ Memory-Rezipien-
ten verglichen mit der Bulk CD4" und CD45RA™® Memory-Transplantationskohorte
(vgl. Abb. 16), haben wir uns gefragt, ob die Transplantation dieser Grafts zu einer inver-
sen Expression genannter TF in den untersuchten Geweben flihrt. Dafiir wurde das Ver-
haltnis der Genexpression von GATA-3 und RORC (GATA-3/RORC-Ratio) in den
Gewebepraparaten pro Transplantationskohorte bestimmt (vgl. Abb. 17 und Tabelle 15).
Im Hautgewebe zeigte sich eine stark erhohte GATA-3/RORC-Ratio der Rezipienten von
CD45RA™ICD276™¢ Transplantaten gegeniiber den Rezipienten der Bulk CD4*
(P=0,0859) bzw. CD45RA"™ Memory-Transplantaten. Leber- und Lungengewebe wie-
sen ebenfalls eine im Vergleich mit Bulk CD4" und CD45RA™Y Memory-Transplantati-
onskohorte erhohte GATA-3/RORC-Ratio auf, ebenfalls ohne statistische Signifikanz.
Im Kolongewebe konnte keine ausgeprégte Erhéhung der GATA-3/RORC-Ratio nach-
gewiesen werden. Folglich zeigte sich im Vergleich nach Transplantation von
CD45RA™ICD276" Grafts eine inverse Genexpression mit erhohter GATA-3 und redu-
zierter RORC Expression in Haut- und Leber-, sowie tendenziell Lungengewebe.
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Abbildung 17. Verhéltnis der Genexpression von GATA-3 zu RORC (GATA-3/RORC-Ratio) im Mausmodell.
*P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001, ****P< 0.0001.

Tabelle 15. Mittelwerte GATA-3/RORC-Ratio pro Gewebe und Kohorte.

Kohorte Organgewebe

Leber Lunge Kolon Haut
Bulk 1,86+1,89 7,07+£13,33 0,83+0,26 2,79+4,72
Memory 2,34+3,62 6,1846,77 0,6340,33 4,46+2,95
CD276™¢ Me- 14,95+10,06  13,97+18,54  1,22+0,77 165,59+175,69
mory

Anmerkung: Es werden die MW mit SD des Verhéltnisses von GATA-3 und RORC der
Genexpression (vgl. Tabelle 2) dargestelit.

3.1.4 Verhalten von Diversitat und Komplexitat der TCR-Repertoires in den in-
filtrierenden Kompartments von Leber, Lunge, Kolon, Haut in HLA DR4-
Mismatch und -Match

Um Diversitat und Komplexitat eines T-Zellkompartments bestimmen zu kénnen, muss
die Gesamtheit aller TCR erfasst werden. Der Nachweis alloreaktiver T-Zellen kann von

Abweichungen des physiologisch vorhandenen Expressionsmusters einer Gaul3’schen
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Normalverteilung abgeleitet werden. Diese Expressionsmuster konnen durch die
Spectratype-Analyse des Va-Segments dargestellt werden. Hier zeigt sich jede expri-
mierte variable TCR-Familie als Gaul3’sche Kurve mit sog. Peaks bzw. Expressionsspit-
zen. Bei Transplantierten und bei AbstoBungsreaktionen, ist in betroffenen Geweben von
einer Abnahme der Komplexitat des TCR-Repertoires im Vergleich zum gesunden Men-
schen auszugehen. Hochindikativ fur klonale Expansionen ist die Reduktion auf Einzel-
peaks (Monoklonalitat) bzw. wenige Peaks (Oligoklonalitat) und stark erhdhte Peaks in
ansonsten gaulverteilten Repertoires. Zur Erfassung der gesamten Komplexitat des T-
Zellkompartments und Detektion klonaler Expansionen wurde das TCR-Repertoire an-
hand 34 variabler Segmente (Valb — Va32) der CDR3-Region mit 34 Primern via Va-
Spectratyping untersucht. Analysiert wurde extrahierte cDNA der murinen Gewebe aus
Leber, Lunge, Kolon und Haut nach Transplantation im DR4-Match und kompletten Mis-

match.

3.1.4.1 Abnahme von Diversitat der TCR-Repertoires von CD4"CD45RA™CD276"9
Transplantatrezipienten im kompletten DR4-Mismatch

Insgesamt zeigten sich in den untersuchten Geweben (Leber, Lunge, Kolon und Haut)
hauptsidchlich Abweichungen der Gauf3’schen Normalverteilung mit einer Reduktion der
Diversitat (vgl. Abb. 18-21). Normalverteilte Peaks zeigten lediglich Va30 des Kolonge-
webes (Abb. 18a) sowie Va22 in Leber- und Hautgewebe (Abb. 19a, 20a). Die detektier-
baren Va-Segmente im kompletten DR4-Mismatch (vgl. Tabelle 16) betrugen fur alle
Organgewebe der Bulk CD4*-Rezipienten im Mittel 20,5 (£ 60,29%), fir CD45RA™
Memory-Rezipienten 23,5 (£ 69,12%) und fur CD45RA™CD276"% Memory-Rezipien-
ten 11,25 (& 33,09%). Demnach reduzierte die Transplantation von
CD4*CD45RA™ICD276M™9 Grafts die Diversitat des TCR-Repertoires im Vergleich zu
CD4" Bulk und CD4"CD45RA™ Memory-Grafts um etwa die Halfte.

Zudem wurden in unterschiedlichen Va-Segmenten monoklonale Peaks, hochindikativ
fiir klonale Expansion, detektiert. So wies Vall im Kolongewebe der Bulk CD4*-
Rezipienten einen stark erhdhten Einzelpeak auf (vgl. Abb 18a). Va4A und Vall der
CD45RA™ Memory-Rezipienten zeigten in allen untersuchten Geweben Einzelpeaks.
Die Segmente Va8, Val0, Va27 und Vo29 der CD45RA™ Memory-Transplantations-
kohorte wiesen Einzelpeaks in mindestens zwei Geweben auf. Insgesamt zeigte sich bei

CD45RA™™ Memory-Rezipienten ein dominantes oligokolonales Verteilungsmuster. Die
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CD45RA™CD276"Y9 Memory-Transplantationskohorte wies Einzelpeaks in den Va22
Segmenten aller untersuchten Gewebe auf, sowie geh&uft monoklonale Peaks in Vo4B,
Vo23 und Va28. Die Rezipienten dieses Transplantates zeigten insgesamt ein mono-
bzw. pauciklonales Verteilungsmuster des TCR-Repertoires.

Zusammenfassend kam es insgesamt zu einer Abnahme der Diversitdt der TCR-
Repertoires nach Transplantation der modifizierten T-Zellgrafts. Im Vergleich der Trans-
plantationskohorten nahm die Diversitdt der TCR-Repertoires in Geweben von
CD4*CD45RA™ICD276M9-Rezipienten, im Vergleich mit der Bulk CD4*- und den
CD45RA™ Memory-Rezipienten, starker ab und es traten vermehrt klonale Expansionen,

also Single Peaks als sog. Fingerprint flr T-Zell Rezeptoren eines Klons, auf.

Tabelle 16. Anzahl detektierter Va-Segmente im kompletten DR4-Mismatch.

Kohorte Organgewebe

Kolon Leber Lunge Haut M/ Kohorte
Bulk 16 14 28 24 20,5£5,72
[%0]Buk 47,06 41,18 82,35 70,59 60,29
Memory 25 27 19 23 23,5%£2,96
[%o]Memory 73,53 79,41 55,88 67,65 69,12
CD276"™ 7 13 13 12 11,25+2,49
Memory
[%o]CP27eneg Me- - 20 59 38,24 38,24 35,29 33,09

mory

Anmerkung: Es werden die detektierbaren Va-Segmente (von insgesamt 34 moglichen Va-Segmenten)
absolut und relativ (in Prozent) angegeben. Zudem wird der MW mit SD pro Kohorte angegeben.
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Abbildung 18. Spectratype-Analyse des TCRVa Repertoires gezeigt fiir Kolon, DR4-Mismatch. Abgebildet sind
die Repertoires anhand der Va-Segmente der Bulk- (a), Memory- (b) und CD276"% Memory-Transplantationsko-
horte (c).
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Abbildung 19. Spectratype-Analyse des TCRVa Repertoires gezeigt fiir Leber, DR4-Mismatch. Abgebildet sind
die Repertoires anhand der Va-Segmente der Bulk- (a), Memory- (b) und CD276"% Memory-Transplantationsko-
horte (c). Daten wurden in Hashimoto et al. (2021) veréffentlicht'47.
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Abbildung 20. Spectratype-Analyse des TCRVa Repertoires gezeigt fiir Lunge, DR4-Mismatch. Abgebildet
sind die Repertoires anhand der Va-Segmente der Bulk- (a), Memory- (b) und CD276"9 Memory-Transplantations-
kohorte (c).
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Abbildung 21. Spectratype-Analyse des TCRVa Repertoires gezeigt fiir Haut, DR4-Mismatch. Abgebildet sind
die Repertoires anhand der Va-Segmente der Bulk- (a), Memory- (b) und CD276"% Memory-Transplantationsko-
horte (c).
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3.1.4.2 Geringe Abnahme der Diversitat der TCR-Repertoires von
CD4*CD45RA™ICD276™ Transplantatrezipienten im DR4-Match

Die Verteilung der Peaks innerhalb der Va-Segmente der TCR-Repertoires im DR4-
Match zeigte in allen untersuchten Kohorten und Organen Abweichungen von der
Gaul3’schen Normalverteilung (vgl. Abb. 22-25). Die Anzahl der detektierten insgesamt
34 Vo-Segmente betrug fur Bulk CD4*-Rezipienten im Mittel 22,5 (2 66,18%), fir
CD45RA™ Memory-Rezipienten 13,5 (£ 39,71%) und fir CD45RA™CD276" Me-
mory-Rezipienten 17 (£ 50%). Demnach wies die CD45RA" Memory-Kohorte im Ver-
gleich mit Bulk CD4*- und CD45RA™CD276"9 Memory-Transplantationskohorte die
niedrigste Anzahl detektierter Va-Segmente auf.

In Lungen- und Hautgewebe der Bulk CD4"-Rezipienten zeigten sich fiir Val6, Val7,
Va32 monoklonale Peaks (Abb. 24a, 25a). Vereinzelt zeigten sich in dieser Kohorte wei-
tere monoklonale Peaks, hinweisend auf eine klonale Expansion. In den Geweben der
CD45RA™ Memory-Kohorte wiesen besonders Vall, Va7, Vo22 und Va23 vermehrt
Einzelpeaks auf. Insbesondere im Hautgewebe (vgl. Abb. 25b) zeigten sich jedoch fir
unterschiedliche Va-Segmente, teilweise stark erhohte, monoklonale Peaks. Fir die
CD45RA™CD276"9 Memory-Rezipienten konnten fiir Val5 und Val8 in mindestens
zwei Organgeweben monoklonale Peaks nachgewiesen werden, auch hier zeigten verein-
zelte Va-Segmente ebenfalls Einzelpeaks.

Im Unterschied zu den analysierten TCR-Repertoires des kompletten DR4-Mismatch
(vgl. 3.1.4.1) kam es im DR4-Match zur ausgepréagtesten Abnahme der Diversitat in Ge-
weben von CD4*CD45RA™ Memory-Rezipienten im Vergleich zu den anderen Trans-
plantationskohorten. Die Transplantation CD4"CD45RA™CD276™° Grafts flihrte zu
einer geringen Abnahme der Diversitat im Vergleich mit der Bulk CD4" Transplantati-
onskohorte. Die meisten monoklonalen Expansionen der T-Zell Rezeptoren zeigten sich
bei CD45RA™® Memory-Rezipienten.

Tabelle 17. Anzahl detektierter Va-Segmente im DR4-Match.

Kohorte Organgewebe
Kolon Leber Lunge Haut M\V\/Kehorte
Bulk 21 16 27 26 22,5+4,39
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[%0]Buk 61,76 47,06 79,41 76,47 66,18

Memory 9 10 14 21 13,5+4,72
[%]Memory 26,47 29,41 41,18 61,76 39,71
CD276"¢ 14 17 14 23 17+3,67
Memory

[Yp]CcPreneaMe- 47 18 50,00 41,18 67,65 50,00

mory

Anmerkung: Es werden die detektierbaren Va-Segmente (von insgesamt 34 moglichen Va-Segmenten)
absolut und relativ (in Prozent) angegeben. Zudem wird der MW mit SD pro Kohorte angegeben.
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Abbildung 22. Spectratype-Analyse des TCRVa Repertoires gezeigt fiir Kolon, DR4-Match. Abgebildet sind die
Repertoires anhand der Va-Segmente der Bulk- (a), Memory- (b) und CD276"¢ Memory-Transplantationskohorte
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Abbildung 23. Spectratype-Analyse des TCRVa Repertoires gezeigt fiir Leber, DR4-Match. Abgebildet sind die
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(©).

94



*Aainiinnis

W 1A Wi 1B W 02 Vo O3 W A o 4B Vo 05 W 06 Vo OF W 02

Wi 09 W 10 W 11 W 12 W 13 Vo 14 o 15 W 16 Wa 17 W 18

W 19 W 20 W 21 W 22 Wi 23 Vo 24 Vo 25 W 26 o & W 28

Vg 200 W 20 Wi 21 Wi 32

W 1A W 1B W 02 W 03 Wi 44 o 4B Vo 05 W 06 W OF W 02

A A |
oo 09 W10 Wi 11 Wi 12 Wi 13 W 14 Vo 15 W 15 W A7 o 18

Wi 10 Wi 21 Wi 22 Wi 23 Vi 24 Vi 25 Wi 26 Vg 27 Wi 28

B
= i

o 29

=
8

W 31 W 32

W 1A W 1B W 02 W 03 Wi 44 o 4B Vo 05 W 06 W OF W 02

——

Wi 00 W 0 e 11 Wi 12 Wi 13 Vi 14 Vi 15 Wi G Vg 7 Wi 12

W 19 Wi 20 W 21 W 22 W 23 Vo 24 Vo 25 W 26 o &7 W 28

1N

Vo200 W 30 W 31 W 32

Abbildung 24. Spectratype-Analyse des TCRVa Repertoires gezeigt fiir Lunge, DR4-Match. Abgebildet sind
die Repertoires anhand der Va-Segmente der Bulk- (a), Memory- (b) und CD276"9 Memory-Transplantationsko-
horte (c).
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Abbildung 25. Spectratype-Analyse des TCRVa Repertoires gezeigt fiir Haut, DR4-Match. Abgebildet sind die
Repertoires anhand der Va-Segmente der Bulk- (a), Memory- (b) und CD276"¢ Memory-Transplantationskohorte
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3.1.4.3 Complexity Scores in DR4-Mismatch und DR4-Match

Weiterhin war von Interesse, ob die Transplantation CD4"CD45RA™CD276™¢ Grafts
zur Reduktion der Komplexitat im DR4-Mismatch und -Match fiihren wiirde. Die Kom-
plexitit umschreibt die Anzahl der Peaks innerhalb eines Va-Segments. Zur Quantifizie-
rung der Komplexitat wurden sog. Complexity Scores bestimmt (vgl. Abb. 19). Dafr
wurden die Peaks der 34 Va-Segmente ausgezahlt. Pro Segment wurde eine maximale
Anzahl von 10 und folglich eine Gesamtzahl von maximal 340 Peaks angenommen.

Im DR4-Mismatch, als auch im DR4-Match, zeigte sich eine reduzierte Komplexitét, da
in beiden Fallen weniger als 100 Peaks pro Kohorte nachgewiesen wurden (vgl. MW
Tabelle 18). Im DR4-Mismatch konnte eine signifikante Reduktion des Complexity
Scores der CD45RA™CD276"? Memory-Rezipienten (26,25+7,53) im Vergleich mit
Bulk CD4"- und CD45RA™? Memory-Rezipienten nachgewiesen werden (vgl. Abb. 26).
Die CD45RA™ Memory-Transplantationskohorte zeigte eine leichte nicht-signifikante
Abnahme des Complexity Scores im Vergleich mit Bulk. Diese Ergebnisse entsprachen
der Abnahme der Diversitat im DR4-Mismatch (vgl. 3.1.4.1). Im DR4-Match fiihrte die
Transplantation von CD45RA™® Memory-Grafts zu einer signifikanten Abnahme des
Complexity Scores im Vergleich zur Kontrolle (Bulk CD4" Grafts). Auch zeigte sich eine
signifikante  Reduktion  des  Complexity = Scores nach  Transplantation
CD45RA™CD276"9 Zellgrafts im Vergleich zur Kontrolle. Zwischen CD45RA™¢ Me-
mory- und CD45RA™ICD276"¢ Memory-Rezipienten zeigte sich kein signifikanter Un-
terschied, jedoch ein im Mittel niedriger Complexity Score fir den CD45RA™ Memory-
Graft (MW 37,5+6,8 vs. 52,75+11,65). Auch dieses Ergebnis stimmte mit der starkeren
Abnahme der TCR-Repertoire Diversitat der CD45RA™ Memory-Kohorte im Vergleich
mit der CD45RA™CD276"¢ Memory-Kohorte im DR4-Match (berein (vgl. 3.1.4.2).
Zusammenfassend konnte eine Reduktion der Komplexitat des TCR-Repertoires durch
Transplantation CD4"CD45RA™CD276M"¢ Grafts im Vergleich mit der Bulk CD4"-
Rezipienten im DR4-Mismatch und im DR4-Match nachgewiesen werden. Weiterhin
zeigte sich eine signifikante Reduktion der Komplexitat im DR4-Mismatch zwischen
CD45RA™ Memory- und CD45RA™ICD276"9 Memory-Rezipienten.
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Tabelle 18. Anzahl der Peaks pro Organgewebe und Kohorte.

Kohorte Organgewebe

Kolon Leber Lunge Haut MW=+SD

DR4-Mismatch

Bulk 89 74 103 79 86,25+11,08
Memory 90 69 84 65 77+10,32
CD276" 17 37 29 22 26,25+7,53
Memory

DR4-Match

Bulk 86 69 87 64 76,5+£10,16
Memory 39 28 36 47 37,5+6,8
CD276™¢ 43 52 44 72 52,75+£11,65
Memory

Anmerkung: Es werden die ausgezahlten Peaks pro Organgewebe und Kohorte angegeben.
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Abbildung 26. Complexity Scores gezeigt fiir Bulk-, Memory- und CD276" Memory-Kohorte, DR4-Mismatch
und DR4-Match. *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001, ****P< 0.0001.

3.2 Ergebnisse Mixed Lymphocyte Culture

3.2.1 Expression der Transkriptionsfaktoren T-bet, Eomes, GATA-3, RORyt,
FoxP3 in vitro

Zur Bestimmung von Veranderungen der Genexpression der Transkriptionsfaktoren nach

CD276-Depletionen, wurden die depletierten CD276" sowie ein Aliquot der
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verbleibenden CD276"9 Zellen der MLC per gPCR analysiert (vgl. Abb. 27). Dabei wur-
den fur jede Zellfraktion die MLC-Versuchsansatze nach 1- bis 5-maliger CD276-
Depletion untersucht. Aufgrund der Rolle der Transkriptionsfaktoren im Rahmen der Dif-
ferenzierung der Th-Zellsubpopulationen bzw. deren Rolle als sog. Master Regulator, ist
durch die Untersuchung der Genexpression ein Rickschluss auf die vorliegenden Th-
Zellen moglich. T-bet und Eomes fordern tber die Aktivierung bestimmter Gene die Pro-
duktion von IFN-y und Zytotoxizitdt und supprimieren die Differenzierung anderer T-
Zellsubpopulationen. T-bet ist Master Regulator der Thl-Zellen, Eomes mit zytotoxi-
schen Zellen (u.a. CTL, Thl-Zellen) assoziiert. GATA-3 ist Master Regulator der Th2-
Zellen. RORyt, dessen Expression durch das Gen RORC gesteuert wird, ist Master Re-
gulator der Th17-Zellen und FoxP3 dient u.a. als aktivierender Transkriptionsfaktor der
Tregs.

Die Expression von T-bet zeigte ein heterogenes Bild. So wurden im Mittel dhnliche
Werte in CD276" und CD276"¢ Zellfraktion nach der 1. und 4. CD276-Depletion gemes-
sen, wahrend die Expression nach 2. und 5. Depletion in der CD276" Zellfraktion etwas
niedriger und nach der 3. Depletion verglichen mit CD276" Zellfraktion erhéht war. Die
Expression von Eomes zeigte im Mittel einen stetigen Anstieg in der CD276" Zellfraktion
mit Maximum nach der 5. Depletion (s. Tabelle 19). Die CD276"¢ Zellfraktion wies be-
sonders nach 1., 2. und 4. Depletion eine geringe Expression von Eomes auf, welche nach
der 3. und 5. Depletion zunahm.

Die Expression von GATA-3 war in der CD276" Zellfraktion nach Depletion 2-5 vergli-
chen mit CD276"¢ Zellen konstant erhoht. Die Genexpression von RORC zeigte nach
der 2. und 3. Depletion in beiden Zellfraktionen erhdhte Werte, mit im Vergleich leicht
erhohten Werten der CD276" Fraktion. Nach 4. und 5. CD276-Depletion konnte in beiden
Fraktionen nur noch geringe RORC-Expression nachgewiesen werden. Die FOXP3-Ex-
pression wurde in der CD276"¢ Zellfraktion konstant niedrig detektiert. Dagegen lieR
sich in der CD276" Zellfraktion ein Anstieg der FoxP3-Expression verglichen mit der
CD276"9 Fraktion nach der 2. und 3. Depletion nachweisen. Im Anschluss nahm die
nachgewiesene Expression nach 4. und 5. Depletion wieder ab. Dies zeigt nicht etwa ei-
nen hoheren Anteil regulatorischer T-Zellen, sondern vielmehr eine erhdhte Aktivierung
der CD276" Zellen, da aktivierte T-Helferzellen transient FoxP3 exprimieren.
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Zusammenfassend zeigte sich in der CD276" Zellfraktion ein Anstieg der Genexpression
fur Eomes und GATA-3 ab der 3. Depletion. Demnach waren ab diesem Zeitpunkt ver-
mehrt Zellen vom Thl- und Th2-Phanotyp in der Probe vorhanden. Interessanterweise
wies die CD276" Zellfraktion fiir die Genexpression von RORC zunachst nach der 2.
Depletion eine Erhohung auf, wahrend die Expression der weiteren Transkriptionsfakto-
ren im Vergleich niedrig war. Daraus geht hervor, dass die isolierte CD276" Zellfraktion
nach der 2. Depletion viele Th17-Zellen enthielt und diese nach der 4. und 5. Depletion

reduziert wurden. Die erhobenen Werte wiesen keine statistische Signifikanz auf.

Tabelle 19. Mittelwerte Genexpression in vitro, normalisiert auf GAPDH und 1x CD276-depletiert.

TF Zellfrak- CD276-Depletion
tion
1x 2X 3x 4x 5x
T-bet CD276™9 1+0,36 1,7+0,38 2,08+0,89 2,01+0,51 2,82+0,61
CD276* 1+0,4 1,15+0,6 4,3+0,42 1,73+0,46 1,63+0,38
CD276™9 1+0,83 0,83+0,23 4,25+3.83 2,02+1,35 9,4+43,74
Eomes
CD276* 1+0,14 1,64+1,41 5,32+4,33 20,23+11,75 60,25+43,4
GATA- CD276™9 1+0,64 1,58+0,07 5,61+4,61 3+1,36 6,19+1,68
3
CD276* 1+0,23 2,44+0,04 27,75+7,12 11,05+3,98 24,99+11,99
RORC CD276™9 140,72 2,34+1,07 2,33+1,08 0,96+0,2 0,68+0,55
CD276* 1+0,24 3,5+0,69 4,02+0,54 1,87+0,03 0,28+0,28
CD276™9 1+0,44 0,81+0,43 1,59+1,32 1,11+0,6 0,64+0,34
FoxP3

CD276" 140,64 2,06+1,43 6,35+5,82 0,94+0,69 1,05+1,22

Anmerkung: Es werden die MW mit SD der 2-4“4 Werte in Bezug auf 1x CD276-depletiert (graue Mar-
kierung) pro Transkriptionsfaktor abgebildet. TF=Transkriptionsfaktor.
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Abbildung 27. Genexpression der Transkriptionsfaktoren in CD276* und CD276M¢ Zellfraktion der MLC. Ab-
gebildet ist die Genexpression der Transkriptionsfaktoren T-bet, Eomes, GATA-3, RORC und FoxP3 in CD276*
(lila) und CD276"9 (griin) Zellfraktion nach den CD276-Depletionen 1-5. Die Daten wurden auf den Wert nach der
1. CD276-Depletion normalisiert.

3.2.1.1 Bestimmung der GATA-3/RORC-Ratio CD276" und CD276"9 Zellfraktionen
der MLC

Weiterhin sollte geklart werden, ob in vitro eine Abhéngigkeit von GATA-3 und RORC-
Expression besteht. Dafir wurde analog zu 3.1.3.2. die GATA-3/RORC-Ratio fur
CD276" und CD276™9 Zellfraktion bestimmt (vgl. Abb. 28). Ein Anstieg der GATA-
3/RORC-Ratio wurde in CD276" und CD276"9 Zellfraktion ab der 3. CD276-Depletion
beobachtet, wobei sich im Vergleich der Zellfraktionen erhéhte Werte fiir CD276" Zellen
zeigten. Ebenfalls kommt es in der CD276" Zellfraktion zu einer starkeren Zunahme der
GATA-3/RORC-Ratio mit einem Maximum nach 5. Depletion. Dieser Wert ist vergli-
chen mit der Ratio der CD276™9 Zellen nach 5. Depletion signifikant erhoht. Folglich
wurden GATA-3 und RORC in beiden Zellfraktionen mit zunehmenden CD276-
Depletionen gegenlaufig exprimiert, ndmlich vermehrt GATA-3 und weniger RORC. Ins-

besondere CD276" Zellen wiesen eine ausgepragte gegenldaufige Expression auf.

Tabelle 20. Mittelwerte GATA-3/RORC-Ratio pro CD276-Depletion.

Zellfraktion CD276-Depletion
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1x 2X 3x 4x 5x

CD276"¢ 1,13+0,17 0,84+0,35 1,9+11 3,58+2,16 8,14+2,79

CD276" 1+0,01 0,73+0,16  6,79+0,68  5,94+2,23 98,22+36,51

Anmerkung: Es werden die MW mit SD des Verhiltnisses der Genexpression von GATA-3 und RORC
(vgl. Tabelle 19) dargestelit.

GATA-3/RORC Ratio
2007 y = CD276-
150+ mE CD276+
1004 l
15+
104
. i
0y S . . .
1x 2x 3x 4x 5x
Depletionen

Abbildung 28. Verhéltnis der Genexpression von GATA-3 zu RORC (GATA-3/RORC-Ratio) in vitro. *P<
0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001, ****P< 0.0001.

3.2.2 Metronomische Depletion CD276" Zellen reduziert den Anteil CD276" Zel-
len bei erhaltener CD276-Reexpression in der CD4* und CD8" Zellfraktion

Zur Prifung der erfolgreichen Depletion und mdglicher Reexpression CD276* Zellen,
wurden die CD4* und CD8* Zellfraktionen durchflusszytometrisch vor (vor der ersten
Depletion bzw. 7 Tage nach vorangegangener Depletion) und nach in vitro CD276-
Depletion (direkt im Anschluss an die Depletion) auf die Anzahl CD276" Zellen unter-
sucht (vgl. Abb. 29 und Tabelle 21). Vor der ersten Depletion betrug der prozentuale
Anteil CD276" Zellen im Mittel 17,5% der CD4" und 18,6% der CD8" Zellfraktion. Nach
der ersten Depletion CD276" Zellen konnte der Anteil in der CD4" Zellfraktion auf 3,3%
und in der CD8" Zellfraktion auf 7,6% reduziert werden. Demnach wurde der gréite An-

teil CD276" Zellen nach erstmaliger Depletion entfernt, wobei der prozentuale Anteil
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nach Depletion in der CD4" Zellfraktion weniger als die Halfte des in der CD8" Zellfrak-
tion verbliebenen Anteils ausmachte.

In der CD4* Zellfraktion wurde vor jeder konsekutiven Depletion ein leichter Anstieg des
Anteils CD276" Zellen gemessen (2x bis 5x, vgl. Abb. 29 und Tabelle 21), im Mittel vor
Depletion 5,3%. Nach Depletion 2-5 wurde der Anteil CD276" Zellen in der CD4" Zell-
fraktion im Mittel auf 1,9% reduziert. Somit kam es innerhalb von 7 Tagen zu einer Re-
expression von CD276" Zellen in der CD4" Zellfraktion, welche sich durch erneute
Depletion nachhaltig reduzieren lieRen. Eine komplette Entfernung CD276" Zellen inner-
halb der CD4" Zellfraktion war im beobachteten Zeitraum von 38-40 Tagen der MLC
nicht moglich.

Nach erfolgter erster Depletion CD276" Zellen in der CD8" Fraktion wurde vor der zwei-
ten CD276-Depletion ein reduzierter Wert von 3,6% gemessen. Der Anteil CD276" Zel-
len betrug vor den Depletionen 2 bis 5 im Mittel 3%. Mit Ausnahme der Anzahl vor der
zweiten Depletion, zeigte sich vor jeder folgenden CD276-Depletion ein leichter Anstieg
des Anteils. Durch die folgenden Depletionen (2-5x) wurde der Anteil CD276* Zellen auf
im Mittel 1,2% reduziert. Die 5. Depletion reduzierte den Anteil CD276" Zellen am ge-
ringsten. Damit lief3 sich hier ebenfalls von der 2. bis zur 5. Depletion eine Reexpression
CD276" Zellen nachweisen.

Die angegebenen Werte vor der 6. Depletion wurden nur in 1 MLC erhoben und sind
daher anekdotisch zu werten. In beiden Zellfraktionen erfolgte die starkste Reduktion
CD276" Zellen im Rahmen der ersten Depletion. Beide Zellfraktionen zeigten eine Re-
expression CD276" Zellen, die durch erneute Depletion stetig <5 % gehalten werden
konnte. In der CD8" Zellfraktion konnten nach der 2. Depletion im Mittel konstant nied-

rigere Werte des Anteils CD276" Zellen gemessen werden.

Tabelle 21. Prozentualer Anteil CD276* Zellen vor und nach CD276-Depletionen, gezeigt fur CD4* und CD8*
Zellfraktion.

CD276- CD4 CDS8

Depletion
pre-Depletion  post-Depletion  pre-Depletion  post-Depletion
[%] [%] [%] [%]

1x 17,516 3,28+1,92 18,6+0,7 7,62+4,4
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2X 5,35+1,33 1,96+1,14 3,64+1,91 0,54+0,49

3X 5,85+4,49 1,78+1,29 2,98+1,0 0,82+0,66
4x 6,14+2,87 2,5+1,67 3,07+1,87 1,42+0,57
o5X 3,69+0,77 1,38+0,68 2,34+0,29 2,07+1,62
2-5x 5,26+0,95 1,9+0,4 3,01+0,46 1,21+0,59

Anmerkung: Es werden die prozentualen MW = SD von 2-3 MLC fiir den Anteil CD276* Zellen vor
und unmittelbar nach der Depletion angegeben. Die letzte Zeile gibt den MW £ SD der Werte fur
Depletion 2-5x an.

CD4 cDs8
b 259 25 =3 CD276+ pre Depletion
20 20 =3 CD276+ post Depletion
15+ 15

CD276+ Zellen [%]

Wi fa Do o e U E o de o

I 1
1x 2x 4x 5x 6x

Depletionen

Abbildung 29. Anteil CD276" Zellen nach metronomischen CD276-Depletionen gezeigt flir CD4* und CD8*
Zellfraktion. Abgebildet ist der prozentuale Anteil CD276* Zellen vor der Depletion (orangene Balken), d.h. vor der
Depletion bzw. 7 Tage nach der letzten Depletion, und nach der Depletion (blaue Balken), d.h. direkt im Anschluss
an den Depletionsvorgang.

3.2.3 Expression proinflammatorischer Zytokine, Aktivierungs- und Proliferati-
onsmarker in der CD4* Zellfraktion der MLC

Zur Untersuchung der Auswirkungen der Depletion von naiven T-Zellen (CD45RA™) so-
wie aktivierten T-Zellen der Memory-Fraktion (CD276™) auf Alloreaktivitét, Aktivierung
und Proliferation wurde die Expression verschiedener intra- und extrazellulérer Marker
durchflusszytometrisch gemessen. Die Expression der proinflammatorischen Zytokine
IFN-y, TNFa, der Aktivierungsmarker CD137, CD69, CD25, PD-1 und HLA-DR sowie

des Proliferationsmarkers Ki-67 wurden fiir die CD4" Zellfraktion prozentual bestimmt
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(vgl. Abb. 30). Von Interesse war, ob die Expression von IFN-y und TNFa als Antwort
auf einen Stimulus reduziert werden kann. Beide Zytokine sind charakteristisch fir Th1-
Zellen und tiber unterschiedliche Mechanismen mit inflammatorischen Prozessen assozi-
iert. Die Oberflachenmarker CD69, CD25, PD-1, HLA-DR und CD137 werden von ak-
tivierten T-Zellen exprimiert. PD-1 counterreguliert die Aktivierung und dient der
Auftrechterhaltung der peripheren T-Zelltoleranz. CD25 wird von aktivierten Th-Zellen,
aber auch Tregs exprimiert. Ki-67 ist indikativ fur die Zellproliferation. Die Werte der
MLC, in der ausschliellich CD45RA-depletierte T-Zellen reagierten (= 0 der Abb. 30),
dienten als Kontrolle.

Fur die proinflammatorischen Zytokine zeigte sich ein heterogenes Bild nach den Deple-
tionen. IFN-y* Zellen konnten verglichen mit der Kontrolle (2,1%) durch die 1., 4. und 5.
Depletion CD276" Zellen prozentual leicht reduziert werden, jedoch zeigte sich nach 2.
(2,2%) und 3. Depletion (2,5%) im Mittel ein leichter Anstieg. TNFa" Zellen wurden
durch die Depletionen nicht merklich reduziert, im Gegenteil wurde ein leichter Anstieg
des Zellanteils mit Maximum nach der 2. Depletion (1,9%) im Vergleich mit der Kon-
trolle (1,5%) beobachtet. Einen ahnlichen Verlauf zeigte der Anteil CD137" Zellen.
CD69" Zellen stellten durchgehend einen hohen prozentualen Anteil der CD4* Zellfrak-
tion (im Mittel 49,9%) dar. Eine leichte Reduktion im Vergleich zur Kontrolle trat nach
erfolgten CD276-Depletionen (1-5) auf. Der Anteil CD25" zeigte, verglichen mit der
Kontrolle (18,4%), nach erfolgten CD276-Depletionen ansteigende Werte bis maximal
27,3% nach 5-maliger Depletion. PD-1* Zellen wiesen ein annahernd homogenes Bild
ohne auffillige Anderungen der Expression lber die Zeit auf. Ki-67* und HLA-DR* Zel-
len zeigten im Vergleich zur Kontrolle einen transienten Anstieg nach 1., 2., 3. und 4.
Depletion, wobei nach der 5. Depletion eine Anndhrung an den Kontrollwert erfolgte.
Zusammenfassend wurden in der CD4" Zellfraktion IFN-y* Zellen im Vergleich mit der
Kontrolle nach 1., 4. und 5. Depletion leicht, jedoch nicht signifikant, reduziert. TNFa*
Zellen wurden nicht reduziert. Weiterhin wurde kein ausgepragter Einfluss der konseku-
tiven Depletionen CD276" Zellen auf die Expression der Aktivierungsmarker CD69, PD-
1 und CD137 beobachtet, welche ein weitgehend homogenes Bild aufwiesen. Eine Aus-
nahme stellte hier der Anstieg der HLA-DR™ und CD25" Zellen dar, welcher indikativ fir
die Aktivierung der Zellen im Rahmen des HLA-Mismatch sein kdnnte. Der Anstieg an
Ki-67* Zellen ist hinweisend flr eine Steigerung der Zellproliferation im CD4"
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Kompartment nach erfolgten Depletionen. Insgesamt zeigten sich keine signifikanten
Veranderungen in der Expression untersuchter Marker.

Tabelle 22. Expression proinflammatorischer Zytokine, Aktivierungs- und Proliferationsmarkern in der CD4*
Zellfraktion.

Para-

CD276-Depletion
meter

0 1 2 3 4 5

IFN-y 2,07+0,7 1,48+0,37  2,17+1,07 2,48+0,96 1,27+0,2 1,63+0,95
TNFa 1,48+0,45 1,57+0,58 1,94+0,44 1,71+0,33  1,53+0,55 1,41+0,69
CD137  0,93+0,32  1,14+0,12  1,39+0,02  1,35+0,1 1,16+0,35 0,97+0,63
CD69 55,23+8,82 49,85+1,65 48,65+3,85 50,3+0,2 42,55+6,05 52,9+11,23
CD25 18,38+7,87 20,35+0,45 21,3+0,3 21,7+3,4 22,2415 27,27+7,89
PD-1 66,53+3,17 68,9+2,1 67,8+5,5 65,55+2,05 66,45+0,25 62,03+1,76

HLA- 17,47+0,66 23,45+4,05 21,65+0,65 28+0,8 26,1+3 17,45+8,84
DR
Ki-67 11,45+6,5 17,212 16,6+1,6 18,15+2,05 16,15+0,85 12,23+6,11

Anmerkung: Es werden die prozentualen MW=SD der markierten Zellen aus 2 bzw. 3 (nur fir 0 und 5)
MLC-Spenderkombinationen angegeben.
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Abbildung 30. Expression proinflammatorischer Zytokine, Aktivierungs- und Proliferationsmarker in der
CD4* Zellfraktion. Abgebildet ist der Anteil der markierten Zellen in Prozent nach CD276-Depletionen (1-5). Die
Kontrolle stellen die CD45RA-depletierten Zellen (=0) dar.

3.2.4 Expression proinflammatorischer Zytokine, Aktivierungs- und Proliferati-
onsmarker in der CD8" Zellfraktion der MLC

Die Expression von IFN-y, TNFa, CD137, CD69, CD25, PD-1, HLA-DR und Ki-67 wur-
den ebenfalls in der CD8* Zellfraktion der MLC untersucht (vgl. Abb. 31 und Tabelle
23). Der Anteil IFN-y* Zellen wurde nach der 1. Depletion reduziert (1,6%). Anzumerken
ist, dass sich in zwei MLC-Paarungen &hnliche Werte zeigten, jedoch in der dritten MLC
ein hoher Wert gemessen wurde (vgl. Abb. 31). Ob dies ein AusreiRer war oder ein Wert,
der in die Norm gehort, mussten weitere Experimente untersuchen. Sollte man diesen
AusreiBer nicht in die Wertung mit einbeziehen, wirde sich sogar ein leichter Anstieg der
IFN-y* Zellen nach einmaliger CD276-Depletion zeigen. Nach den folgenden Depletio-
nen (2, 4 und 5) wurden verglichen mit der Kontrolle leichte Reduktionen der IFN-y*

Zellen beobachtet, lediglich nach der 3. Depletion zeigte sich ein geringer Anstieg. Die
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Expression von TNFa" Zellen wurde zunédchst im Rahmen der ersten CD276-Depletion
im Vergleich mit der Kontrolle minimal reduziert (1,8%), stieg jedoch im Verlauf bis auf
im Mittel 2,3% nach 3. Depletion an. Wirde der negative AusreiRer der dritten MLC in
der Kontrolle nicht gewertet werden, ldge eine durchgehende leichte Reduktion der
TNFao" Zellen nach Depletionen 1-5 vor. CD137" Zellen stiegen nach Depletion 1-4 ver-
glichen mit der Kontrolle im T-Zellpool an, das Maximum betrug im Mittel 1,7% nach
der 3. Depletion. CD69* Zellen zeigten ein heterogenes Bild. Dieser Zellanteil lieR sich
durch CD276-Depletion 1-4 reduzieren, stieg jedoch im Mittel nach der 5. Depletion er-
neut in etwa auf den Kontrollwert an (68,1%). CD25" Zellen konnten nach Depletion 1-
3 reduziert werden, zeigten jedoch einen Anstieg nach der 4. und 5. Depletion. Auffallig
ist hier die unterschiedlich starke Auspragung der Werte der untersuchten MLCs. PD-1*
Zellen zeigten insgesamt durch die metronomischen CD276-Depletionen reduzierte
Werte blieben somit durchgangig unterhalb der Kontrolle (30,7%), die starkste Reduktion
erfolgte nach der 1. Depletion auf im Mittel 13,9%. Ki-67" Zellen zeigten ein annéhernd
homogenes Bild mit leichten Schwankungen um den Kontrollwert (8,3%). Der Anteil
HLA-DR™ Zellen wurde ebenfalls nur leicht ausgelenkt, so reduzierte sich der Anteil nach
der 1., 2., 3. und 5. Depletion und stieg nach der 4. Depletion auf im Mittel 34% an.

Zusammenfassend zeigte sich in der CD8* Zellfraktion im Rahmen der CD276-
Depletionen eine Reduktion der Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD25, PD-1,
insbesondere nach der 1. Depletion. Sollte der Ausrei3er der IFN-y* Zellen nicht gewertet
werden, kam es hier zu einem leichten Anstieg der exprimierenden Zellen. TNFa* Zellen
konnten wiederum, unter Annahme eines Ausreif3ers, insbesondere nach der 1. Depletion
reduziert werden. Auch hier konnten insgesamt keine signifikanten Veranderungen der
Expression der untersuchten Marker im Rahmen der metronomischen CD276-

Depletionen beobachtet werden.

Tabelle 23. Expression proinflammatorischer Zytokine, Aktivierungs- und Proliferationsmarker in der CD8*
Zellfraktion.

Para- CD276-Depletion
meter

0 1 2 3 4 5

IFN-y  2,65+1,88 1,58+0,03 2,21+0,42 2,97+0,78 1,3x0,48 2,15+1,42
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TNFa

CD13
7

CD69

CD25

PD-1

HLA-

DR

Ki-67

1,91+0,64
0,79+0,13
68,43+10,9
8

53,97+22,9
5

30,73+12,8
2

29,87+1,9

8,32+2,2

1,78+0,4

1,47+0,49

43,95+15,0

5

40,2+23,1

13,94+5,57

28+4,7

7,95+0,85

2,16+0,14

1,5+0,52

41,55+14,0

5

41,4251

14,49+7,11

27,45%3,85

8,57+0,16

2,32+0,02

1,66+0,48

62,6+11,8

52,2+22,1

18,1+3,9

30,55+0,4

5

9,53+0,41

240,43

0,98+0,11

60,85+0,15

58,55+24,1

5

18,35+3,35

33,95+5,95

7,26+0,4

1,69+0,58

0,77+0,32

68,1+8,39

70+20,18

21,93+7,3

21,48+9,7

6

8,59+1,26

Anmkerung: Es werden die prozentualen MW=SD der markierten Zellen aus 2 bzw. 3 (fur 0 und 5)

MLC-Spenderkombinationen angegeben.
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Abbildung 31. Expression proinflammatorischer Zytokine, Aktivierungs- und Proliferationsmarker in der
CD8* Zellfraktion. Abgebildet ist der Anteil der markierten Zellen in Prozent nach CD276-Depletionen (1-5). Die
Kontrolle stellen die CD45RA-depletierten Zellen (=0) dar.

3.2.5 Expression von IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 und IL-17A in der CD4* und CD8*
Zellfraktion der MLC nach metronomischer Depletion CD276" Zellen

Hinsichtlich der Relevanz von Interleukinen beziiglich Differenzierung und Entwicklung
naiver T-Zellen sowie deren Zuordnung zu bestimmten T-Zell-Subpopulationen, wurden
die Zellen der MLCs durchflusszytometrisch auf die Expression der Interleukine 1L-4,
IL-5, IL-10, IL-13 und IL-17A untersucht. Von Interesse war, ob die konsekutiven Deple-
tionen CD276" Zellen zu einer Zu- bzw. Abnahme der Interleukin-produzierenden Zellen
fuhrten. Eine Unterscheidung wurde in CD4* und CD8" Zellfraktion vorgenommen, un-
tersucht wurden nicht-depletierte CD45RA™¢ sowie zudem 1- bis 3-mal CD276-
depletierte MLCs (vgl. Abb. 32 und Tabelle 24). Werte, die sich flr die CD45RA™ MLC
ergaben, dienten als Referenzwert bzw. Kontrolle. IL-4, IL-5 und IL-13 sind charakteris-

tische Interleukine fir Th2-Zellen und werden unter Kontrolle von GATA-3 produziert.
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IL-4 initiiert ebenfalls die Differenzierung zu Th2-Zellen. IL-10 wird als Effektorzytokin
von Tregs der Mediation inflammatorischer Reaktionen zugeordnet. IL-17A wird von
Th17-Zellen produziert und hat im Rahmen der GVHD proinflammatorische Eigenschaf-
ten.

Innerhalb der CD4" Zellfraktion zeigte sich ein im Vergleich mit den anderen Interleuki-
nen deutlich erhdhter Anteil IL-17A produzierender Zellen. Dieser lag bereits in der Kon-
trolle vor und war durch die konsekutiven CD276-Depletionen im Trend steigend. Der
Anteil IL-4 und IL-10 produzierender Zellen nahm nach der 1. Depletion im Vergleich
zur Kontrolle zu. 1L-4 exprimierende Zellen nahmen nach der 2. Depletion prozentual zu
und wiesen konstant erhdhte Werte verglichen mit der Kontrollgruppe auf. Fir IL-5 pro-
duzierende T-Zellen wurden die niedrigsten Werte detektiert, diese wurden auch durch
die Depletionen nicht verandert. IL-13 sekretierende T-Zellen wiesen prozentual konstant
Werte unterhalb der Kontrolle auf.

Die CD8" Zellfraktion wies einen deutlich geringeren Anteil IL-17A produzierender Zel-
len gegeniiber der CD4* Zellfraktion auf. Insgesamt zeigten sich anteilig mehr IL-13 und
IL-17A sezernierende Zellen als IL-4, IL-5 und IL-10 produzierende Zellen. IL-4, IL-13
und IL-17A produzierende Zellen wurden durch die einmalige CD276-Depletion leicht
reduziert und zeigten nach der 2. Depletion einen geringen Anstieg. Die IL-5 und IL-10
exprimierenden Zellen wiesen &hnliche Werte im Rahmen der Depletionen auf und wur-
den durch diese unwesentlich moduliert.

Insgesamt zeigte die Expression der untersuchten Interleukine nach CD276-Depletionen
keine signifikanten VVeranderungen. Der hohe Anteil IL-17A produzierender Zellen in der
CD4* Zellfraktion, indikativ fir Th17-Zellen, wurde weiterhin durch CD276-Depletionen
erhéht und kann daher als Trend gewertet werden. Die steigenden Werte fir IL-4 und IL-
10 exprimierende T-Zellen in der CD4" Zellfraktion, insbesondere nach einmaliger
CD276-Depletion, deuten auf eine steigende Anzahl von T-Zellen mit einem Th2- bzw.
Treg-Phanotyp hin. Der Anteil Interleukin-produzierender Zellen im CD8" Zellkompart-

ment wird im Vergleich mit der CD4" Zellfraktion deutlich geringer moduliert.

Tabelle 24. Anteil [%] Interleukin-produzierender Zellen in CD4* und CD8* Zellfraktion der MLC.

Interleukin CD276-Depletionen
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0 1 2 3
CD4* Zellfraktion
IL-4 3,37+1,51 5,18+1,67 5,66+2,93 4,43+2,04
IL-5 3+0,86 2,91+0,84 3,36+1,58 2,35+0,57
IL-10 5,58+0,9 7,76x2,65 5,73+0,38 5,84+1,07
IL-13 9,44+5,37 6,51+3,59 8,48+3,42 8,31+2,6
IL-17A 25,95+1,25 29,15+1,35 29,45+3,55 30,15+6,35
CD8* Zellfraktion
IL-4 3,65+2,23 3,35+0,62 4,18+1,86 2,84+1,01
IL-5 4,3+0,01 5,26+1,31 4,62+0,68 3,51+0,01
IL-10 4,84+1,44 5,19+0,01 5,98+0,51 4,8+0,19
IL-13 9,63+4,47 8,99+4,22 11,96+6,25 11,16+4,85
IL-17A 9,749 8,34+3,16 9,45+5,35 9,64+6,67

Anmerkung: Es werden die MWxSD aus 2 MLC (n=2) als prozentualer Anteil der produzierenden Zel-

len in CD4* und CD8* Zellfraktion angegeben. Gezeigt werden die Werte ausschlieRlich CD45RA-

depletierter Zellen (0) und nach 1-3 CD276-Depletionen (1, 2, 3).
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Abbildung 32. Anteil verbleibender Interleukin-produzierender Zellen in CD4* und CD8* Zellfraktion der
MLC nach Depletion von CD276* Zellen. Abgebildet ist der prozentuale Anteil IL-4, IL-5, 1L-10, IL-13 und IL-
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3.2.6 Erhalt der anti-viralen Aktivitat CD4* und CD8* Zellen nach Depletion
CD45RATCD276" Zellen in vitro

Eine essenzielle Funktion der T-Zellen ist die Abwehr viraler Pathogene. Der Erhalt die-
ser Funktion, trotz Modifikation des Grafts, istim Rahmen einer HSCT fir das Uberleben
des Empfangers wichtig. Daher war zu klaren, ob weiterhin eine anti-virale Aktivitat nach
Depletion CD276" Zellen besteht. Dafiir wurden die nicht depletierten CD45RA™9 (2 0)
und CD276-depletierten MLCs (2 1-5) autolog mit (pep™) und ohne (pep™?) virale Pep-
tide stimuliert (vgl. Abb. 33). Ein Anstieg IFN-y exprimierender Zellen wurde als erhal-
tene Reaktion auf die Stimulation durch virale Peptide gewertet. Abbildung 24 bildet die
Ergebnisse einer MLC-Paarung exemplarisch fiir die CD4" und CD8" Zellfraktionen ab.
Als Referenz bzw. Kontrolle diente die nicht CD276-depletierten CD45RA™ Zellen der
MLC.

Die Anteile IFN-y* Zellen der CD4" Zellfraktion streuten im pep™? Versuchsansatz um
0,5%, im Vergleich zeigten sich die Werte im pep” Versuchsansatz signifikant erhoht
(1,6%). Die peptidstimulierten Werte nach 1. und 3. CD276-Depletion lagen etwas un-
terhalb, jedoch nach 2., 4. und 5. Depletion oberhalb der Kontrolle. Insgesamt zeigte sich
jedoch im Vergleich mit nicht stimulierten Zellen in jedem Ansatz ein um das 3,49- bis
5,17-facher Anstieg der IFN-y* Zellen.

In der CD8* Zellfraktion zeigten sich in pep* und pep™? Versuchsansatz ahnlich gestreute
Werte mit einem im Mittel leicht erhéhten Anteil IFN-y* Zellen der Peptid-stimulierten
(1,4%) gegentber den nicht stimulierten Zellen (1%). Der Referenzwert wies hier inte-
ressanterweise fir pep® eine Reduktion der IFN-y* Zellen auf. Folgende Werte nach
CD276-Depletionen im pep* Versuchsansatz zeigten verglichen mit den pep™? Zellen
konstant einen Anstieg um das 1,07- bis 2,51-fache.

Damit wurde eine ausgepragtere Stimulation IFN-y* Zellen durch virale Peptide in der
CD4" als in der CD8" Zellfraktion beobachtet. Beide Zellfraktionen zeigten jedoch wei-
terhin einen Anstieg der IFN-y* Zellen und folglich, trotz Depletion CD45RA*CD276"
Zellen, anti-virale Aktivitat.

Tabelle 25. Anti-virale Aktivitat der MLC in CD4* und CD8* Zellfraktion.

Depletionen CD4* Zellfraktion CD8* Zellfraktion

pep* pep"es pep* pep"es

113



0 1,31 0,7 0,57 0,87

1 1,15 0,25 2,26 0,9

2 2,38 0,46 2,32 1,85

3 1,25 0,3 0,98 0,69

4 1,99 0,54 1,38 0,91

5 1,57 0,45 0,62 0,58
MW=SD 1,61+0,44 0,45+0,15 1,36+0,71 0,97+0,41

Anmerkung: Angegeben ist der Anteil IFN-y* Zellen [%] in der CD4* und CD8* Zellfraktion nach au-
tologer Stimulation mit (pep*) und ohne (pep"®?) virale Peptide, exemplarisch anhand einer MLC. Die
Werte wurden fiir die CD45RA"™Y Kontrolle (0) und die CD276-Depletionen 1-5 erhoben. Weiterhin ist
der Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD) fiir die Werte der Depletionen 0-5 pro Ver-
suchsansatz angegeben.
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Abbildung 33. Anti-virale Aktivitat in CD4* und CD8* Zellfraktion der MLC. Dargestellt sind die Werte einer
MLC (n=1) fur IFN-y* Zellen [%] nach autologer Stimulation mit (pep+, lila) und ohne (pep-, grlin) virale Peptide. Es
werden die Mittelwerte beider Versuchsansétze verglichen (Graphen oben) und die Einzelwerte pro Depletion (1-5)
mit dem x-Fachen im Vergleich zu pep- angegeben (oberhalb der Balken).
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3.2.7 Erhalt der anti-Tumor Aktivitat nach Depletion CD45RATCD276" Zellen in
vitro

Neben dem Erhalt einer intakten Immunantwort gegeniiber viralen Pathogenen, ist be-
sonders im Rahmen der HSCT bei malignen Erkrankungen ein Erhalt der Immunantwort
gegen Neo-/Fremdantigene essenziell. Diese Aktivitét spielt auch in Bezug auf den kura-
tiven Therapieansatz der HSCT eine wichtige Rolle hinsichtlich des GVT- bzw. GVL-
Effektes. Demnach war von Interesse, ob weiterhin eine Antwort des
CD45RA™CD276"9 Graft gegenliber Neo-/Fremdantigenen ausldsbar ist. Daflr wurden
die CD276-depletierten Zellpools mit Antigenen eines dritten Spenders inkubiert und als
Reaktion auf die Stimulation der Anteil IFN-y* Zellen in CD4" und CD8" Zellfraktion
durchflusszytometrisch bestimmt. Als Referenzwert bzw. Kontrolle diente der Anteil
IFN-y* Zellen der nicht CD276-depletierten CD45RA™ Zellen (20 in Abbildung 34 und
Tabelle 26). In die Auswertung wurden die Werte von zwei MLCs (n=2) einbezogen (vgl.
Abb. 34).

In der CD4" Zellfraktion zeigte sich im Mittel, mit Ausnahme des Zellpools nach der 1.
Depletion, ein Anstieg der IFN-y* Zellen verglichen mit der Kontrolle. Der hochste An-
stieg zeigte sich nach der 5. Depletion (MW 2,8%). In der CD8" Zellfraktion wurde eine
Erhéhung des Anteils der IFN-y* Zellen nach jeder CD276-Depletion (1-5) beobachtet
(MW 2,3% ggu. 1% fir Kontrolle). Hier kam es zum hdchsten Anstieg der IFN-y*" Zellen
nach der 3. Depletion (MW 2,9%).

Demnach kam es nach Stimulation durch Antigene einer dritten Person, trotz repetitiver
CD276-Depletion, weiterhin zu einer Immunantwort, indikativ durch den Anstieg der
IFN-y produzierenden Zellen. Folglich kann von einem Erhalt der Immunantwort gegen-
uber Neo- bzw. Fremdantigenen ausgegangen werden. Da es sich dabei um Neoepitope

handelt, schlie3t dies maligeblich die Aktivitat gegeniiber Viren und Bakterien mit ein.

Tabelle 26. Aktivitat gegentiber Neo-/Fremdantigenen in CD4* und CD8* Zellfraktion.

Depletionen CD4* Zellfraktion CD8* Zellfraktion
0 1,27+0,46 0,9+0,4

1 1,07£0,06 1,62+0,24

2 1,76%0,25 2,52+0,62
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3 2,41+0,83 2,86+1,37

4 1,41+0,18 2,14+0,98
5 2,82+0,7 2,28+0,61
MW=SD (1-5) 1,89+0,64 2,28+0,41

Anmerkung: Angegeben ist der Anteil IFN-y+ Zellen [%] in der CD4+ und CD8+ Zellfraktion nach
Stimulation mit Fremdantigenen. Die Daten von zwei MLCs bzw. Spenderkombinationen (n=2) wur-
den ausgewertet. Die Werte wurden fiir die CD45RA- Kontrolle (0) und die CD276-Depletionen 1-5
erhoben. Weiterhin ist der Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD) fir die Werte der
Depletionen 1-5 pro Versuchsansatz angegeben.

CD4 CD8

p=0,0606

0 1-5 0 1-5

IFNy* Zellen [%]
[=]

waillall Lallln:

Depletionen >

Abbildung 34. Aktivitéat gegeniiber Neo-/Fremdantigenen in CD4* und CD8* Zellfraktion nach repetitiver
CD276-Depletion. Dargestellt ist der Anteil IFN-y* Zellen [%] in CD4* und CD8* Zellfraktion. Es werden die Werte
der Depletionen 1-5 der nicht CD276-depletierten CD45RA- Kontrolle (0) gegeniibergestellt (Graphen oben), und die
Mittelwerte jedes Depletionsansatzes abgebildet (Graphen unten).
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4 Diskussion

Die akute Graft-Versus-Host Disease ist eine der schwerwiegendsten Komplikationen der
hamatopoetischen Stammzelltransplantation und potenziell lebensgeféhrlich fur die Be-
troffenen. Antigene des Empféangers, die den transplantierten T-Zellen prasentiert wer-
den, kdnnen — wenn sie als fremd erkannt werden — eine AbstoRungsreaktion auslésen.
Diese geht insbesondere von der Subpopulation der Th1-Zellen aus, die eine alloreaktive
gewebeschadigende Immunantwort gegen das Zielgewebe des Empféngers ausldst. Einen
effektiven préventiven Therapieansatz konnte das Graft Engineering, d.h. die Modifika-
tion des Stammzellgrafts, darstellen. Da die Depletion der gesamten, im Zellgraft vorhan-
denen, T-Zellen zu einer erh6hten Rezidivrate'*® und zu einem schweren Verlauf endogen
aufflammender bzw. neu erworbener Infektionen fiihrt, muss eine zielgerichtetere Modi-
fikation erfolgen. Da naive, CD45RA" T-Zellen ein diverseres T-Zellrezeptor-Repertoire
besitzen als Geddachtniszellen, die im Mausmodell eine schwerere aGVHD als T-Ge-
dachtniszellen ausldsen, wurden in einer Studie von Bleakley et al. CD45RA-depletierte
Zellgrafts (PBSCs) in high-risk Leuk&mie Patienten transplantiert. Daraus folgte eine
schnelle Erholung der T-Zellen bei Erhalt der virusspezifischen Immunitat, jedoch keine
Reduktion der Inzidenz der aGVHD.* Die Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konn-
ten den Oberflachenmarker CD276 (Syn. B7-H3) als Marker alloreaktiver CD4" Th1-
Zellen in CD45RA-depletierten Zellgrafts identifizieren.*4

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der verbleibenden alloreaktiven T-Zellen im
antigenerfahrenen T-Zellkompartment nach CD276-Depletion.

Dafiir wurden organstindige alloreaktive T-Zellen im transgenen NSG-Ab® DR4 Maus-
modell nach Transplantation naiver, CD45RA depletierter und CD45RA/CD276 deple-
tierter CD4" Zellgrafts untersucht bzw. verglichen. Weiterhin wurden in vitro die
Auswirkungen auf das Zytokinprofil, Aktivierungsmarker, die Immunantwort gegen Vi-
ruspeptide und Fremd-/Neoantigene der metronomischen CD276-Depletion, bereits
CD45RA-depletierter alloreaktiver T-Zellen, in der unmatched unrelated Mixed Lym-
phocyte Culture untersucht.

In dieser Arbeit konnte in einem hoch-sensitiven humanen allo-GVHD Modell gezeigt
werden, dass nach in vitro Rezipienten MLC im HLA-Mismatch transplantierte
CD45RA/CD276-depletierte  CD4* Zellgrafts die Organinfiltration und klinische
Schwere der aGVHD, verglichen mit ausschlieBlich CD45RA-depletierten CD4" bzw.
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nicht depletierten CD4" Zellgrafts, deutlich attenuierten. In vitro konnte der Erhalt der
Immunantwort gegen Viruspeptide und Fremd- bzw. Neoantigenen gezeigt werden. In
nachfolgenden Untersuchungen, welche die Anzahl n erhéhen sollten sowie die Gruppe
der Bulk CD4* T-Zellen einschlossen, konnte gegeniiber CD45RA-depletierten Zellgrafts
und Bulk CD4" T-Zellen eine signifikant héhere Immunantwort gegen Viruspeptide ge-
zeigt werden.'* Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten in vitro nach repetitiver Depletion
CD276" Zellen keine zusatzliche Reduktion der inflammatorischen Antwort im Rahmen
der Zytokinfreisetzung nachweisen. Ebenfalls zeigte sich keine signifikante Affektion der
untersuchten Aktivierungsmarker.

Nachdem die von uns im murinen Modell HLA-mismatched transplantierten
CD45RA/CD276-depletierten Zellgrafts eine deutliche Besserung der Klinik im Ver-
gleich zu den anderen transplantierten Zellgrafts (CD4" Bulk, CD45RA-depletiert) zeig-
ten!*’, erfolgte die histologische bzw. immunhistochemische Untersuchung der T-Zell
Organinfiltration nach Hamatoxylin-Eosin- (HE) bzw. immunhistochemischer CD3-
Farbung der Zielgewebe (Leber, Lunge, Kolon). Im Rahmen der GVHD kommt es zu
einer Infiltration und Schadigung der Zielorgane durch alloreaktive T-Zellen. In dieser
Arbeit konnte anhand der immunhistochemisch markierten infiltrierenden T-Zellen ge-
zeigt werden, dass die CD45RA/CD276-Depletion im Vergleich zur Bulk CD4*- und
CD45RA-depletierten Transplantationskohorte die infiltrierenden T-Zellen in Leber,
Lunge und Kolon fast komplett entfernte. Ursdchlich hierfir konnte eine Modifikation
des Chemokinprofils mit Einfluss auf die Chemotaxis der T-Zellen gewesen sein.
Chemotaxis spielt eine zentrale Rolle in der organspezifischen Genese der aGVHD, in-
dem die T-Zellinfiltration durch Chemokinrezeptoren auf der T-Zelloberflache und deren
Liganden gesteuert wird. So konnte eine Studie zeigen, dass die Blockade von CCR5 die
Inzidenz von Leber- und Darm-GVHD reduzierte.'® Die Chemokine CCR6/CXCR6 und
CCR9/04p7 vermitteln die T-Zellmigration in Leber und Intestinaltrakt, wahrend CCR3,
CCR4, und CCR6 exprimierende T-Zellen Lunge und Haut infiltrieren.%® Sich dieser Ar-
beit anschlieBende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten schlieRlich eine Re-
duktion der CXCRG6-Expression in  CD45RA/CD276-depletierten  Zellen
demonstrieren. 14’

Aufgrund ihres Vermdgens zur Produktion von IFN-y, werden Th1-Zellen als dominante
alloreaktive Subpopulation im Rahmen der aGVHD beschrieben.*®% Wiahrend Thi-
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Zellen insbesondere mit der gastrointestinalen und hepatischen Manifestation der
aGVHD assoziiert werden, wird fiir die Subpopulation der Th17-Zellen eine mediierende
Rolle in der aGVHD-Affektion von Lunge und Haut sowie die Produktion proinflamma-
torischer Zytokine beschrieben.!?>%t Anzumerken ist hierbei jedoch, dass Th17-Zellen
sowohl als proinflammatorische, als auch protektive Regulatoren der Immunantwort agie-
ren konnen. Die inflammatorische Gruppe bzw. pathogenen Th17-Zellen zeichnen sich
durch die Produktion von IL-17A, IL-17F, IL-22, IFN-y und GM-CSF aus, wéhrend die
nicht-pathogene Gruppe negativ regulierende Zytokine wie I1L-10 produziert.®®%? Zur
molekularen Charakterisierung der vorliegenden Th-Subpopulationen wurde die Genex-
pression assoziierter Transkriptionsfaktoren analysiert. Anhand der untersuchten Tran-
skriptionsfaktoren fuhrte die ex vivo CD276-Depletion in den GVHD-Zielorganen weder
zu einer signifikanten Reduktion der Th1-, noch einem Anstieg der Th17-Zellen. Im un-
tersuchten Hautgewebe zeigte sich ein gegenlaufiger Trend mit Anstieg der Th2-Zellen
und Reduktion der Th17-Zellen nach CD276-Depletion. Dies kdnnte hinweisend flir eine
Suppression der Th17-Zellen durch GATA-3 sein. Van Hamburg et al. beschreiben fr
GATA-3 die partielle Hemmung der Th17-Differenzierung tber IL-4 abhangige und un-
abhangige Prozesse.'®® Die exprimierten Transkriptionsfaktoren der in vitro MLC wiesen
im Rahmen der repetitiven CD276-Depletionen ebenfalls nicht auf eine Reduktion der
Th1- bzw. Anstieg der Th17-Zellen hin. CD45RA™ Zellen zeigten jedoch in der CD4-
Zellfraktion vermehrt IL-17A produzierende Zellen deren Anzahl durch CD276-
Depletion jedoch nicht reduziert werden konnte. Im Verlauf wies die untersuchte deple-
tierte CD276" Zellfraktion eine erhdhte Expression des Transkriptionsfaktors GATA-3
und Eomes auf, hinweisend fur die Depletion von Th2- bzw. Th1-Zellen.

Die exakte immunologische Funktion sowie der spezifische Rezeptor von B7-H3
(CD276) ist derzeit noch Gegenstand der Forschung. Durch Stimuli wie IFN-y, weitere
proinflammatorische Zytokine oder GM-CSF wird CD276 auf T-Zellen, B-Zellen, NK-
Zellen, dendritischen Zellen oder auch Monozyten exprimiert.®**1% Eine Studie von
Chapoval et al. beschreibt in vitro die Induktion von Proliferation der CD4* und CD8*
Zellfraktion nach Bindung von B7-H3 und dessen spezifischen Rezeptor, zudem eine se-
lektive Stimulation der IFN-y Produktion.'® Grundsitzlich ist eine komplexere immuno-
logische Funktion von CD276 anzunehmen. So beschreiben Suh et al. eine inhibitorische

Wirkung von B7-H3 hinsichtlich der Proliferation humaner T-Zellen sowie der negativen
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Regulation Th1-induzierter Immunantworten tber Inhibition der IFN-y Sekretion.™* Eine
inhibitorische Funktion von CD276 wird auch von Veenstra et al. beschrieben. Hier wird
in einem B7-H3 defizienten Mausmodell eine erhdhte GVHD-Letalitét, einhergehend mit
erhohter T-Zell Proliferation, proinflammatorischen Zytokinen sowie intestinaler Perme-
abilitat nachgewiesen.*® Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen anhand des Anteils Ki-67
positiver Zellen der in vitro MLC sowohl fiir CD4" als auch CD8" Zellfraktion eine na-
hezu gleichbleibende Proliferation trotz repetitiver CD276-Depletion. Eine Reduktion
IFN-y positiver Zellen konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Ubereinstimmend
mit den oben genannten Publikationen, konnte in dieser Arbeit in vitro nach repetitiver
Depletion CD276" Zellen in CD4* und CD8* Zellfraktion weiterhin eine Immunreaktion
gegenuber viralen Peptiden und Neo-/Fremdantigenen nachgewiesen werden. Diese Er-
gebnisse sind grundsétzlich suggestiv flr eine erhaltene anti-virale immunologische Re-
aktion sowie einen erhaltenen GVT-Effekt. Letztere Annahme ist jedoch aufgrund des
bisher nicht etablierten Assessments des GVT-Effektes im NSG-Mausmodell, in ihrer
Aussagekraft eingeschrénkt.

Hinsichtlich der Anwendung der CD276-Depletion im Graft Engineering, analysierten
wir ebenfalls die Reexpression CD276" Zellen nach repetitiver Depletion in vitro. Hier
konnten wir zeigen, dass es in CD4" und CD8" Zellfraktion sogar nach mehrmaliger
Depletion zu einer, wenn auch abgeschwachten, Reexpression von CD276 auf CD4* T-
Zellen kommt. Ursachlich fir die Reexpression CD276* Zellen konnte die Reexposition
mit Fremdantigenen in einem inflammatorischen Milieu sein, das sich aus der Immunan-
twort bei Persistenz der Fremdantigene ergibt.

Die Analyse der T-Zell Rezeptor (TCR) Repertoires organstandiger T-Zellen hinsichtlich
Diversitit bzw. Komplexitat im Mausmodell DR4-Mismatch und -Match zeigte in allen
untersuchten Kohorten (Bulk CD4", CD45RA-depletiert, CD45RA/CD276-depletiert)
eine Abweichung von der Gaull’schen Normalverteilung. Verfuerth et al. beschreiben die
T-Zellaktivierung durch Alloantigene als moglichen Faktor fiur die verzégerte TCR-
Repertoire-Rekonstitution bzw. dessen Verzerrung (Skewing).®* Das sog. Skewing des
TCR-Repertoires entsteht nach Erkennung der Fremdantigene durch klonal expandie-
rende T-Zellklone. Dadurch wird die Ausbildung einer Gauf3’schen Normalverteilung der
TCR Spectratypes verhindert.
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Im DR4-Mismatch beruht die Alloreaktivitat der T-Zellen auf der HLA-Disparitat zwi-
schen Empféanger und Spender. Die Auspragung der TCR-Repertoire-Diversitét steigt mit
der Anzahl naiver T-Zellen, die transplantiert werden.'® Auch steigt bei groRerer Diver-
sitat der TCR Repertoires die Wahrscheinlichkeit, dass ein TCR ein Empfanger-Alloan-
tigen erkennt und daraufhin klonal expandiert. Nach CD45RA/CD276-Depletion und
anschlieBender Transplantation, zeigte sich die ausgepragteste Reduktion des TCR-
Repertoires. Ursachlich dafiir ist, dass das systemisch vorkommende DR4 durch die in
vitro MLC abgebildet werden konnte, da es ebenfalls auf PBMCs exprimiert wird. T-
Zellen, die DR4 als Fremdantigen erkennen und CD276 exprimieren, konnten depletiert
werden. Dadurch wurden praktisch alle Major-Mismatch-reaktiven T-Zellen eliminiert
und das TCR-Repertoire stark reduziert.

Im allogenen DR4-matched Transplantationssetting stimulieren  Minorantigene
(miHAgs) des Empfingers die T-Zell Antwort®®, hier jedoch einhergehend mit der Ex-
pansion der Komplexitat der TCR-Repertoires. Minorantigene werden fast ausschlie8lich
gewebestringiert exprimiert, was durch ihre gewebstypische Funktion bedingt ist. Wir
finden deshalb im Marrow Unrelated Donor Setting mit HLA-Match von 10/10 Loci, vor
allem organstandige Repertoires, jedoch keine systemisch vorkommenden Klone. Da or-
ganspezifische miHAgs, die funktionsbedingt nur in ihrem jeweiligen Organ transkribiert
und translatiert werden, also nicht durch PBMCs exprimiert werden, konnten in unserer
in vitro MLC vor Transplantation keine alloreaktiven T-Zellen fiir diese Minorantigene
entstehen. Folglich war keine Reduktion des alloreaktiven TCR-Repertoires nach
CD45RA/CD276-Depletion durch Graft Engineering im Vergleich zur alleinigen
CD45RA-Depletion zu erwarten.

Interessanterweise zeigte sich in dieser Arbeit sehr klar die starkste Reduktion der TCR-
Repertoire-Komplexitat im DR4-Match Setting nach ausschlieflicher CD45RA-
Depletion.

Im Rahmen des ex vivo Graft Engineering war eine Reduktion der Schwere der GVHD
und Verbesserung des klinischen Outcomes durch CD45RA/CD276-Depletion im HLA-
Mismatch unter der Gegebenheit hoher Inkompatibilitat der Minorantigene zu erwarten,
jedoch nicht fur das Major-kompatible Setting bzw. HLA-Match. Da Situationen im Kli-

nikalltag meist aus MUD oder einer Mischung aus Major- und Minor-Mismatch (bspw.
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halpoidentes Setting) bestehen, lasst sich eine sichere und effiziente Reduktion alloreak-
tiver T-Zellen durch Graft Engineering eher nicht umsetzen.

Die praktische Anwendung der Modifikation des Stammzelltransplantates im HLA-
Mismatch mit CD45RA/CD276-Depletion zur Pravention der GVHD wirde ein schritt-
weises VVorgehen erfordern. Hierfur misste zundchst, nach Spendersuche und positiver
CD34 Selektion, eine Stimulation der CD45RA-depletierten Spendergrafts durch Emp-
fanger PBMC:s in vitro erfolgen. Im Anschluss miissen CD276" Zellen depletiert werden
und das Transplantat qualitative Testungen durchlaufen. Das Verfahren stellt die durch-
fihrende Einrichtung hinsichtlich der Praktikabilitat vor grolRe Herausforderungen, da es
zum einen sehr zeitaufwandig ware und aufgrund des schrittweisen Vorgehens die Stor-
anfalligkeit steigt. Dieses Verfahren ist jedoch den derzeit verwendeten immunsuppres-
siven Agenzien (bspw. systemische Glukokortikoide und Calcineurin-Inhibitoren,
Mycophenolat-Mofetil oder Cyclophosphamid) gegentiberzustellen. Die induzierte Im-
munsuppression der genannten Wirkstoffe erhoht das Rezidiv- und de novo Risiko ma-
ligner Grunderkrankungen und opportunistischer Infektionen mit fakultativ-pathogenen
Mikroorganismen. Weiterhin ist zudem von wirkstoffvermittelter Toxizitat auszugehen.
Unser Therapieansatz mittels CD45RA/CD276-Depletion kann die vermehrte Anwen-
dung der 0.g. Immunsuppressiva und die damit einhergehenden Nebenwirkungen redu-
zieren. Ein anderer Ansatz der selektiven T-Zell-Depletion umfasst die Depletion
TCRaB/CD19* Zellen nach immunsuppressivem Therapieregime im haploidentischen
Setting. Das Risiko der aGVHD betragt hier weiterhin etwa 25%.%> Auch die alleinige
Depletion TCRaf* Zellen stellt eine therapeutische Strategie zur GVHD-Prophylaxe dar.
Durch Depletion der o/f TCR exprimierenden Zellen verbleibt die Minoritét der y/6 T-
Zellen (2-10% aller T-Zellen) im Transplantat, welchen eine potente GVL-Aktivitat zu-
gesprochen wird bei fehlender Alloreaktivitat.*>*® Hier wird die darauffolgende Expan-
sion der y/5 T-Zellen mit 11 bis 54% angegeben.*® Einschrinkend ist jedoch die nach
Depletion langsamere Rekonstitution der a/f T-Zellen*! und die Depletion von spezifi-
schen Memory T-Zellen aus dem Spender-Transplantat, welche insbesondere Infektionen
mit opportunistischen viralen Erregern vermeiden konnen.

Eine Alternative zur 0.g. aufwandigen in vitro Praparation CD45RA/CD276-depletierter
Zellgrafts, konnte daher die in vivo Depletion CD276" Zellen durch Applikation eines

monoklonalen Antikorpers darstellen. In anschlieRenden Untersuchungen konnte unsere
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Arbeitsgruppe ebenfalls im NSG-DR4 Mausmodell zeigen, dass die in vivo Applikation
eines anti-CD276 Antikdrpers die klinische Ausprédgung der GVHD und das Gesamttiber-
leben (engl. overall survival, OS) verbessert.**’ Eine sich bereits in klinischen Studien
befindliche antikdrperbasierte Therapie der aGVHD verwendet Abatacept, einen CD80
(Syn. B7.1) und CD86 (Syn. B7.2) bindenden, und damit die Interaktion mit insbesondere
CD28 blockierenden, Antikorper. Urspriinglich angewendet im Rahmen der Rheumatoi-
den Arthritis zeigte dieser in einer Phase-11-Studie im HLA-mismatched Transplantati-
onssetting eine Reduktion der aGVHD und verbessertes aGVHD-freies Uberleben.'®® Die
genannten costimulierenden Liganden CD80 und CD86 werden von spezialisierten APCs
exprimiert und interagieren mit aktivierendem CD28 auf insbesondere zum Priming be-
reiten naiven T-Zellen. Das durch Abatacept blockierte zweite Signal inhibiert insbeson-
dere die antigenabhangige Aktivierung CD4" und CD8" T-Zellen und damit die adaptive
Immunantwort.> Folglich muss hier insbesondere in Langzeit-Studien die Sicherheit hin-
sichtlich Rezidiven und opportunistischen Infektionen untersucht werden. Da CD276,
wie von unserer Arbeitsgruppe gezeigt, einen spezifischen Marker alloreaktiver CD4* T-
Zellen darstellt, wiirde die Depletion CD276* Zellen bei erhaltener Immunaktivitat ge-
gentber viralen Erregern und Fremd- bzw. Neoantigenen einen spezifischeren und siche-
reren Therapieansatz darstellen.

Die Aussagekraft dieser Arbeit ist limitiert durch die Erhebung der Ergebnisse im trans-
genen Mausmodell, und die damit verbundene nicht uneingeschrinkte Ubertragbarkeit
auf den menschlichen Organismus. Hier insbesondere dadurch, dass das Gewebe selbst
nicht CD276 exprimiert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Transplantation CD45RA/CD276" T-
Zellgrafts im HLA-Mismatch, was dem haploidenten HLA-Setting nahekommt, zu einer
deutlichen Reduktion der Organinfiltration durch T-Zellen und damit einhergehend zu
einer Verbesserung der Klinischen Symptome fiihrt. Gleichzeitig besteht eine gegeniber
den ausschlie3lich CD45RA depletierten Grafts signifikant verbesserte Immunantwort
gegenuber viralen Antigenen und Fremd- bzw. Neoepitopen. Das untersuchte Zytokin-
profil von CD45RA™9 CD4" bzw. CD8" T-Zellen zeigte in vitro nach metronomischer
Depletion CD276" Zellen keine signifikanten Veranderungen der Expression. So konnten
interessanterweise die proinflammatorischen Zytokine IFN-y und TNFa durch metrono-

mische CD276-Depletionen (bis 5-malig) in der MLC nicht signifikant reduziert werden.
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Zudem zeigte sich auch nach metronomischer Depletion (bis 3-malig) von CD276 T-Zel-
len aus der MLC keine signifikante Absenkung von IL-4,-5,-10,-13 und IL-17 sezernier-
den Zellen.

Im Gegensatz dazu konnten die in vivo Daten eindeutig einen signfikanten Beitrag von
CD276 als Aktivierungsmarker alloreaktiver T-Zellen zeigen.*” Hierbei handelt es sich
insbesondere um einen CD4" spezifischen alloreaktiven Marker. Dies erlaubt eine prazise
Intervention gegen die Initiation und eventuell bereits bestehende inflammatorische Pro-
zesse im Rahmen der GVHD.

Weitere Studien mussen die Rolle von CD276 im Immunsystem und Gewebe untersu-

chen, um eine sichere und wirksame Pravention der GVHD in der Klinik zu erméglichen.
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5 Zusammenfassung

Die akute Graft-Versus-Host Disease (aGVHD) ist eine der schwerwiegendsten Kompli-
kationen der allogenen hdmatopoetischen Stammzelltransplantation, welche bei verschie-
denen hamatologischen Krankheitsentitaten (bspw. Akute Myeloische Leuk&mie oder
Myelodysplastische Syndrome) die einzige potenziell kurative Therapieoption darstellt.
Die Pravalenz der aGVHD wird nach Transplantation im MHC-Mismatch mit bis zu 80%
angegeben und tritt sogar im MHC-Match zu 35-45% auf.’® Dabei manifestiert sich die
Erkrankung insbesondere an Haut, Gastrointestinaltrakt und Leber und durchlauft patho-
physiologisch drei Phasen.'® Hierbei kommt es unter anderem zu einer ausgepragten Ak-
tivierung, Differenzierung und Proliferation von T-Lymphozyten des Spenders,
insbesondere der Th1-Zellen und damit assoziierten proinflammatorischen Zytokinen wie
IFN-y und TNFa. Klinisch lassen sich vier Schweregrade anhand der Organschéadigung
bzw. betroffenen Korperoberflache (Haut, Gastrointestinaltrakt, Leber) einteilen. Bei ma-
nifester aGVHD werden therapeutisch vor allem systemische Glukokortikoide wie bspw.
Prednisolon (1-2 mg/kg/Tag) appliziert, wobei steroidrefraktare Verlaufe der aGVHD in
bis zu 50% der Félle angegeben werden.3! Zudem stellen unerwiinschte Arzneimittelwir-
kungen bzw. Toxizitat der Gabe hochdosierter systemischer Glukokortikoide (arterielle
Hypertonie, Hyperglyk&mie, Immunsuppression) ein weiteres Problem dar. Die demnach
wichtige Prophylaxe erfolgt aktuell medikamentds und umfasst die Applikation von Ta-
crolimus oder Ciclosporin A in Kombination mit Methotrexat oder Mycophenolat Mo-
fetil. Einen weiteren prophylaktischen Therapieansatz stellt die Modifikation des
Transplantates, das sog. Graft Engineering, dar. Im Mausmodell zeigte sich, dass naive
CD45RA* T-Lymphozyten eine schwerwiegendere aGVHD ausldsen als CD45RA™ T-
Gedachtniszellen (sog. Memory T-Zellen). Davon ausgehend konnten Bleakley et al.
nach Transplantation CD45RA™? T-Zellgrafts zeigen, dass die aGVHD einen milderen
Verlauf, keine Erhdhung der Rezidivrate und weiterhin Ansprechen auf Glukokortikoide
aufwies.*® Trotzdem konnte keine Reduktion der Inzidenz erreicht werden. Untersuchun-
gen unserer Arbeitsgruppe konnten den Oberflachenmarker CD276 (Syn. B7-H3) als
Marker alloreaktiver CD4* Thi1-Zellen in CD45RA™9 Zellgrafts identifizieren.!” Ziel
dieser Arbeit war die funktionelle und molekulare Charakterisierung der alloreaktiven T-
Zellen im CD45RA™9 antigenerfahrenen T-Zellkompartment nach zusatzlicher Depletion
CD276" Zellen.
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Dafiir wurden alloreaktive T-Zellen im transgenen NSG-Ab° DR4 Mausmodell nach
Transplantation unterschiedlicher T-Zellgrafts (CD4" T-Zellen, CD4*CD45RA™ T-Zel-
len und CD4"CD45RA™CD276™9 T-Zellen), und in vitro in der unmatched unrelated
Mixed Lymphocyte Culture (MLC) Transplantation nach einmaliger Depletion
CD45RA™ und metronomischer Depletion CD276" Zellen untersucht. Die Untersuchun-
gen erfolgten histologisch (HE- und CD3-Férbung), mittels quantitativer real-time PCR
(qPCR), VB-Spectratyping und Durchflusszytometrie (FACS).

In den histologisch bzw. immunhistochemisch untersuchten murinen Zielgeweben (Le-
ber, Lunge, Kolon) der CD4*CD45RA™ICD276"¢ Transplantationskohorte konnte eine
deutliche Reduktion bzw. fast komplette Entfernung der Organinfiltration alloreaktiver
T-Zellen, verglichen mit Rezipienten CD4" und ausschlieRlich CD4*CD45RA™ Trans-
plantaten, nachgewiesen werden. Die Analyse der Diversitat bzw. Komplexitéit der TCR-
Repertoires organstandiger T-Zellen zeigte zunédchst in allen Transplantationskohorten
eine Abweichung von der Gaul3’schen Normalverteilung (sog. Skewing), mit der gro3ten
Auspragung bei CD4*CD45RA™CD276™¢ Rezipienten im DR4-Mismatch Setting. Da-
fir kann die Depletion von T-Zellen, die DR4 als Fremdantigen erkennen und CD276
exprimieren — alloreaktiven T-Zellen, als urséchlich gesehen werden. Sowohl im murinen
Hautgewebe, als auch in der MLC fiel ein Anstieg der GATA-3 und Reduktion der
RORC-Genexpression nach CD276-Depletion auf. Dieser VVorgang kénnte durch eine be-
schriebene partielle Hemmung der Th17-Differenzierung durch GATA-353 erklart wer-
den. Weiterhin konnte jedoch in vitro in der CD4* Zellfraktion eine erhéhte Anzahl IL-
17A produzierender Zellen nachgewiesen werden, welche durch CD276-Depletion nicht
reduziert werden konnten. Die metronomische Depletion CD276" Zellen fiihrte in der
MLC nicht zu einer zusétzlichen Reduktion der inflammatorischen Antwort, insbeson-
dere der proinflammatorischen Marker IFN-y und TNFa. Auch die untersuchten Aktivie-
rungsmarker wiesen keine signifikant veranderte Expression auf. Nach metronomischer
CD276-Depletion konnte die Anzahl CD276" Zellen zwar stark reduziert werden, jedoch
kam es weiterhin zu deren Reexpression. Die Immunantwort gegentiber Viruspeptiden
und Neo- bzw. Fremdantigenen blieb erhalten.

Schlie3lich konnten wir zeigen, dass durch CD45RA/CD276-Depletion im HLA DR4-
Mismatch eine Reduktion der Schwere der GVHD und Verbesserung des klinischen Out-

comes erreicht werden kann. Zudem, dass die CD276-Depletion keine viralen
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Infektionen, de novo Tumoren oder Rezidive der Grunderkrankung begtinstigt. Die prak-
tische Anwendung der Graft-Modifikation stellt jedoch aufgrund von Spendersuche und
schrittweiser Durchfuhrung eine klinische Herausforderung dar. Eine mégliche Alterna-
tive kdnnte hier die in vivo Depletion CD276* Zellen durch Applikation eines monoklo-
nalen Antikorpers darstellen. Weitere Studien missen zudem die Rolle von CD276 im
Immunsystem und Gewebe untersuchen, um eine sichere und wirksame Pravention der
GVHD in der Klinik zu erméglichen.
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Dem interdisziplindren Promotionskolleg Medizin (IZFK) der Medizinschen Fakultat der
Universitat Tubingen bin ich ebenfalls sehr dankbar hinsichtlich der finanziellen Unter-
stlitzung im Rahmen eines Stipendiums.

Ohne die PBMC-Spender waren die durchgefiihrten Versuche nicht moglich gewesen,
auch hier mochte ich mich herzlich bedanken.

Zudem mochte ich Selina Bernarding meinen Dank aussprechen, die mich auf meinem
Weg mit Anregungen und produktiven Gespréchen begleitet hat.

Zu guter Letzt mochte ich meinen Eltern fir die Ermutigung, Zuspriche und den uner-
schutterlichen Glauben an mich danken. Ohne sie hatte ich diesen Weg nicht zuriick-

gelegt.
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