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1. Einleitung

1.1. Immunologische Grundlagen

1.1.1. Das humane Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen schitzt den Organismus vor
Krankheitserregern und anderen schadlichen Substanzen. Dazu stehen zwei
ineinander greifende Systeme zur Verfugung: das sofort wirkende, angeborene,
Immunsystem auf der einen Seite und zum anderen das verzogert einsetzende,
erworbene, spezifische System. Als alternative Einteilung finden sich auch die
Begriffe zellulares und humorales Immunsystem, welche das Immunsystem auf
andere Art gliedern.

Das angeborene Immunsystem erkennt Uber die Toll-like Rezeptoren (TLR)
bestimmte korperfremde Substanzen, die so genannten Pathogen-assoziierten
molekularen Strukturen (PAMP), direkt und leitet sofort eine Elimination des
Fremdstoffes ein. Teil der angeborenen Immunantwort sind vor allem die
Makrophagen, die neutrophilen Granulozyten, die dendritischen Zellen und die
naturlichen Killerzellen (NK-Zellen). Ebenfalls zahlen die eosinophilen und
basophilen Granulozyten und die Monozyten, sowie das Komplementsystem
zum angeborenen Immunsystem [1, 2].

Das adaptive Immunsystem reift erst mit zunehmendem Alter des Menschen
heran und ist somit nicht bereits bei Geburt vorhanden wie die angeborene
Immunabwehr. Zur Antigenerkennung werden somatisch durch Rearrangement
generierte Rezeptoren auf den T- und B-Lymphozyten genutzt. Beispielsweise
durch die Prozesse der zentralen und peripheren Toleranz werden diese
selektioniert, um korpereigene Strukturen nicht falschlicherweise zu erkennen.
Ein korperfremder Stoff kann von einer T-Zelle nur erkannt werden, wenn er
von einer Antigen-prasentierenden Zelle (APC) - meist sind dies dendritische
Zellen, aber auch B-Lymphozyten - Uber ein HLA-Molekul (s.u.) dargeboten
wird. Ein aktivierter T-Lymphozyt kann wiederum entsprechende B-
Lymphozyten aktivieren und diese zur Produktion spezifischer Antikorper gegen

das erkannte Antigen anregen. Auch eine B-Zelle, die selbst ein Antigen



erkannt hat, muss zunachst Uber einen passenden T-Lymphozyten aktiviert
werden [3]. Durch die Entwicklung mancher T- und B-Lymphozyten zu so
genannten Gedachtniszellen entsteht das immunologische Gedachtnis, das bei
einer Reinfektion mit dem gleichen Erreger eine schnelle Antwort des adaptiven
Immunsystems garantiert. Auf dieser Grundlage basieren auch die heute
routinemafig durchgefuhrten Schutzimpfungen [4].

Die zum adaptiven Immunsystem gehorenden Zellen werden unter 1.1.2. und
1.1.3. genauer erlautert und ihre exakte Funktionsweise vorgestellt. In der
folgenden Tabelle 1 sind die wichtigsten Aspekte des angeborenen und

erworbenen Immunsystems noch einmal gegenuber gestellt.

Tabelle 1: Vergleich von angeborenem und adaptivem Immunsystem anhand ausgewéhiter
Aspekte, modifiziert nach Janeway et al., 2002 [1].

Angeborenes
Immunsystem

Adaptives
Immunsystem

Rezeptoren

Erkannte Strukturen

Unterscheidung
zwischen korpereigen
und -fremd

Reaktionszeit

Immunantwort

direkt im Genom codiert,
kein Rearrangement

bestimmte molekulare

Strukturen (z.B. bakteri-
elle (Lipopolysaccharid)
oder virale Bestandteile)

durch Selektion Gber die
Evolution keine Erken-
nung von korpereigenen
Antigenen

sofort

Phagozytose der Krank-
heitserreger oder Lyse
der befallenen Zellen
durch das Komplement-
system

aus mehreren Segmen-
ten durch Rearrange-
ment zusammengesetzt

kleine Teile molekularer
Strukturen (Peptide,
Kohlenhydrate, etc.)

keine perfekte
Unterscheidung durch
Selektion in jedem Indi-
viduum, dadurch Ent-
stehung von Auto-
immunerkrankungen
moglich

verzogert

Antikorperbildung und
immunologisches
Gedachtnis

Die oben erwahnten HLA-Molekule (HLA steht dabei fur humanes Leukozyten-

Antigen) gehoren alle zum so genannten Haupthistokompatibilitatskomplex



(MHC). Unter diesem versteht man einen Genkomplex auf Chromosom sechs,
in dem die Gene fur die verschiedenen HLA-Moleklle abgelegt sind. Die
Begriffe HLA und MHC werden oft synonym verwendet. Die Proteine, die sich
auf den Oberflachen fast aller Zellen befinden, die einen wichtigen Beitrag zur
Unterscheidung von korpereigenem und korperfremdem Material liefern und zur
Antigenprasentation beitragen, lassen sich in zwei Hauptklassen differenzieren.
Die MHC-Klasse |-Molekule (hierzu zahlen die HLA-A-, HLA-B- und HLA-C-
Molekile) finden sich auf allen Korperzellen mit Zellkern, sowie auf den
Thrombozyten. Uber sie werden Fragmente von Proteinen vor allem an CD8-
positive T-Lymphozyten (siehe 1.1.3.) prasentiert, die im Zellinneren abgebaut
wurden. Eine Unterscheidung von korpereigenen gegenuber -fremden Zellen ist
somit moglich. Zu den MHC-Klasse |I-Molekulen zahlen die Isotypen HLA-DP,
-DQ, -DR, -DN und -DO. Sie werden von allen Antigen-prasentierenden Zellen
exprimiert und Uber sie werden die Fragmente von phagozytierten Proteinen an
CD4-positive T-Zellen prasentiert. Daruber hinaus existieren noch HLA-Klasse
lll-Molekule, die jedoch eine andere Funktion besitzen. Zu ihnen zahlen
verschiedene Komplementfaktoren und somit Plasmaproteine, die ihren Beitrag
zur unspezifischen Immunabwehr leisten [5-8].

Die Benennung der HLA-Molekule setzt sich aus drei Teilen zusammen: Am
Anfang steht die Abkurzung ,HLA®, gefolgt vom Isotyp und der Antigenvariante.
Hieraus resultiert zum Beispiel die Benennung HLA-A*02.

1.1.2. Lymphozytensubgruppen

Die Lymphozyten machen beim Erwachsenen 25 - 45 % der Leukozyten im Blut
aus. In absoluten Zahlen entspricht dies 1500 - 3000 Zellen pro ul Blut [9]. Die
Lymphozyten beinhalten folgende Untergruppen: T-Lymphozyten (siehe 1.1.3.),
B-Lymphozyten und NK-Zellen.

Die B-Lymphozyten konnen durch die Anwesenheit des CD19-Antigens auf
ihrer Zelloberflache gegenuber den T- und NK-Zellen abgegrenzt werden [10].
Sie entstehen im Knochenmark (daher der Name B-Zellen (bone marrow)) aus
hamatopoetischen Vorlauferzellen und durchlaufen dort einen Reifungs- und
Selektionsprozess, um Autoreaktivitat weitestgehend zu verhindern. Wahrend

der Reifung findet das Rearrangement der Immunglobulin-Gene statt, was dazu



fuhrt, dass spater viele verschiedene Antigene durch den B-Zell-Rezeptor
(BCR) erkannt und von den Zellen die entsprechenden Antikorper gebildet
werden konnen. Die Entwicklung der B-Lymphozyten durchlauft verschiedene
Stufen: Aus den Vorlauferzellen entstehen zunachst die Pro-B-Zellen, daraus
die Pra-B-Zellen und hieraus schlieBlich die unreifen B-Zellen. Diese
differenzieren sich dann zu den reifen naiven B-Zellen [11, 12]. Wird eine B-
Zelle nun im Rahmen einer humoralen Immunantwort (siehe 1.1.1.) aktiviert,
entstehen zunachst Plasmablasten, die weiterhin viele Eigenschaften der B-
Zellen aufweisen, aber bereits Antikorper sezernieren. Diese entwickeln sich
weiter zu den Plasmazellen, die hochspezifische Antikorper gegen das
erkannte Antigen produzieren, sich jedoch nicht mehr teilen kbnnen [11, 13,
14]. Die hohere Spezifitat der Antikorper der Plasmazellen ist das Resultat der
so genannten somatischen Hypermutation. Dabei werden die produzierten
Antikorper durch eine erhohte Mutationsrate immer leicht verandert, bis ein
hochspezifischer Antikdrper gegen das zu bekampfende Antigen vorhanden ist.
Im Verlauf findet auch ein Antikorper-Klassenwechsel statt (von den Klassen
IgM und IgD zu den Klassen IgG, IgA oder IgE) [15]. Alternativ zur Entwicklung
zu Plasmazellen koénnen sich die aktivierten B-Lymphozyten auch zu B-
Gedachtniszellen entwickeln, die eine schnelle humorale Immunantwort bei

erneutem Antigenkontakt gewahrleisten [11, 16].

Die NK-Zellen grenzen sich durch das Fehlen der Oberflachenantigene CD3
(fir T-Zellen) und CD19 (fur B-Zellen) von den ubrigen Lymphozyten ab und
konnen anteilig bis zu 15 % der Gesamtzahl der Lymphozyten ausmachen. Sie
entwickeln sich - aquivalent zu den anderen Lymphozytensubpopulationen -
aus den lymphatischen Vorlauferzellen im Knochenmark. Als Teil des
angeborenen Immunsystems tragen sie zur Bekampfung von infizierten oder
maligne entarteten Zellen bei. Ohne weitere Hilfe konnen sie entsprechend
befallene Zellen erkennen und Uber die Sekretion zytotoxischer Stoffe diese
abtoten [7, 17]. Mittels des Oberflachenantigens CD56 konnen die NK-Zellen in
ihrer Funktionsfahigkeit unterschieden werden. Wahrend die regularen,
funktionstuchtigen NK-Zellen CD56 auf ihrer Oberflache exprimieren, wurden



die CD56-negativen NK-Zellen als dysfunktional im Sinne einer verminderten
zytotoxischen Aktivitat und Abnormitaten in der Rezeptorexpression
charakterisiert. Ein anderer, flr die NK-Zellen klassischer Oberflachenmarker ist
CD16, der in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht untersucht wurde [18].
Innerhalb der Population der T-Lymphozyten existiert eine Subgruppe, die den
NK-Zellen ahnelt und daher als NKT-Zellen bezeichnet wird [17]. Diese Zellen
sind unter 1.1.3. naher beschrieben.

1.1.3. T-Zellen

Bei Betrachtung der T-Lymphozyten muss zunachst zwischen zwei
Untergruppen unterschieden werden: die af-T-Lymphozyten und die yo-T-
Lymphozyten (s.u.) [19]. Erstere werden wiederum in CD4-positive (auch T-
Helfer-Zellen bzw. Ty genannt) und CD8-positive T-Lymphozyten (auch T-Killer-
Zellen bzw. Tk oder zytotoxische T-Zellen genannt) unterteilt [20]. Die T-
Lymphozyten stammen wie die B-Zellen (siehe 1.1.2.) von hamatopoetischen
Stammzellen aus dem Knochenmark ab. Ihre weitere Entwicklung findet jedoch
im Thymus statt, was zu ihrer Namensgebung fuhrte [21]. Die Vorgange dort
sind schematisch in Abbildung 1 gezeigt. Wahrend der Reifung im Thymus
durchlaufen die T-Zellen auch eine positive und negative Selektion, bei der die
meisten autoreaktiven Zellen eliminiert werden. Bei diesen Prozessen wird der
T-Zell-Rezeptor (TCR) der unterschiedlichen T-Lymphozyten verschiedensten
Antigenen ausgesetzt. Sollte eine Autoreaktivitat auf korpereigene Antigene
vorhanden sein, wird die Zelle eliminiert. Aus den Prozessen im Thymus gehen
naive CD4- oder CD8-positive T-Lymphozyten hervor [22].
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Abbildung 1: Entwicklung der T-Zellen im Thymus. Die Vorlduferzellen wandern aus dem
Knochenmark in den Thymus ein, dort wird zunédchst der T-Zell-Marker CD3 auf der Oberfléche
exprimiert und es erfolgt die Unterscheidung von aB- und yd-T-Zellen anhand des T-Zell-
Rezeptors (TCR). Die aB-T-Zellen exprimieren nun sowohl CD4 als auch CD8 auf ihrer
Oberfldche und verlieren im Anschluss wieder eine der beiden Oberflachenstrukturen, was sie
zu CD4- oder CD8-positiven T-Lymphozyten werden ldsst [21]. Quelle: Janeway’s
Immunobiology, 8. Auflage, 2012, S. 295, Abb. 8.19, mit freundlicher Genehmigung von
Garland Science [7].

Eine gute Ubersicht (ber die verschiedenen reifen CD4-positiven T-
Lymphozyten gibt die Arbeit von Geginat et al. (2013), die acht Subgruppen
beschreibt. Diese sind in Abbildung 2 gezeigt [20].
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Abbildung 2: Subtypen der reifen CD4-positiven T-Zellen mit ihren Oberflachencharakteristika
und Hauptzytokinen. Gezeigt ist die Entwicklung der verschiedenen Zelllinien aus der naiven
CD4-positiven T-Zelle (Mitte) und die dafiir erforderlichen Faktoren (Pfeilbeschriftungen).
Bedeutung der Abktirzungen: Th1 = T-Helfer-1-Zellen; Th2 = T-Helfer-2-Zellen; Th9 = T-Helfer-
9-Zellen; Th17 = T-Helfer-17-Zellen; Th22 = T-Helfer-22-Zellen; Th1/17 = T-Helfer-17-Zellen mit
Th1-Eigenschaften; Tr1 = Typ-1 regulatorische Zellen; iTreg = CD25"Foxp3'-regulatorische T-
Zellen (auch induzierte regulatorische T-Zellen genannt). Quellen: Geginat et al., 2013 [20] und
Chattopadhyay et al., 2005, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier [23].

Die Ubergruppe der ,klassischen Ty-Zellen“ umfasst die Th1-, Th2- und Th17-
Zellen. Wahrend die Th1-Zellen fur die Abwehr intrazellularer Bakterien und
Viren zustandig sind, werden durch die Th2-Zellen extrazellulare Parasiten
bekampft. Sie sind dartber hinaus an der Entstehung von Allergien maldgeblich
beteiligt. Die Th17-Zellen spielen eine Rolle bei der Immunantwort gegen
Pilzinfektionen und gegen extrazellulare Bakterien. Die drei verbleibenden Ty-
Zellarten wurden erst wesentlich spater entdeckt und beschrieben. Die Th1/17-
Zellen stammen den Th17-Zellen ab, weisen jedoch Eigenschaften der Th1-
Zellen auf und spielen bei chronischen  Entzindungen  und

Autoimmunerkrankungen eine Rolle. Die Th22-Zellen gehoren zur



Immunbarriere in der Haut und die Th9-Zellen kdnnen als eine Unterform der
Th2-Zellen angesehen werden [20, 24].

Die verbleibenden Populationen innerhalb der CD4-positiven Lymphozyten
bilden zusammen die Ubergruppe der regulatorischen T-Zellen (T.g). Sie
beugen Uberschielfenden Immunreaktionen vor und halten die Toleranz
gegenuber korpereigenen Antigenen aufrecht. Ein Fehlen wirde somit zu
schweren Autoimmunerkrankungen fuhren. Auch mit der Immunreaktion gegen
Tumoren werden die Trg-Zellen in Verbindung gebracht. Die am besten
beschriebene Art von T.eg-Zellen ist durch die hohe Expression von CD25 auf
der Zelloberflache wund den Transkriptionsfaktor Foxp3 im Zellkern
charakterisiert. Diese Zellen werden auch als induzierte regulatorische T-Zellen
bezeichnet. Die Gruppe der Tr1-Zellen dagegen ist vor allem fur die
Verhinderung von Abwehrreaktionen gegen die physiologische Darmflora
verantwortlich. Dartber hinaus wurde die Gruppe der naturlichen T.eg-Zellen
(nTreg) charakterisiert (in Abbildung 2 nicht gezeigt), die ebenfalls an der
Verhinderung von Autoimmunerkankungen beteiligt sind. Neben diesen Tieg-
Zellarten existieren noch weitere T-Zell-Subspezies, denen
immunregulatorische Funktionen zugeschrieben werden, beispielsweise die
Th3-Zellen [20, 25-28].

Die zytotoxischen T-Zellen kommen vor allem bei der Abwehr von viralen
Infektionen zum Einsatz. Uber ihren TCR erkennen CD8-positive T-
Effektorzellen via MHC-I prasentierte korperfremde Peptide und leiten direkt die
Abtotung der befallenen Zellen ein. Das CD8-Molekul dient dabei als Co-
Rezeptor fur den TCR [29]. Die durch die zytotoxischen T-Zellen sezernierten
Stoffe sind in erster Linie Perforin, Granzyme, Granulysin, Interferon-y (IFN-y),
Leukotoxin-a (LT-a) und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) [30, 31].

In der vorliegenden Arbeit wurde unter anderem mit HLA-Multimeren gearbeitet,
welche auf Basis des HLA-A*02-Molekulls angefertigt sind. Die HLA-Molekule
sind Bestandteile des MHC auf den Zelloberflachen. Mittels dieser Multimere

konnen beispielsweise Virus-spezifische CD8-positive Lymphozyten durch



spezifische Bindung an den TCR markiert und Uber einen angekoppelten

Fluoreszenzfarbstoff sichtbar gemacht werden (siehe auch 2.6.2.).

T-Lymphozyten konnen im Anschluss an eine stattgehabte Immunantwort,
ebenso wie die B-Lymphozyten (siehe 1.1.2.), Gedachtniszellen bilden. Diese
lassen sich mit Hilfe der Oberflachenmarker CCR7, CD27, CD28 und CD45RA
genauer charakterisieren. Nachdem sich eine T-Zelle mit ihrem entsprechenden
Antigen auseinandergesetzt hat verandern sich zeitabhangig diese
Oberflachenstrukturen entsprechend dem Differenzierungsstadium der Zelle
(siehe Abbildung 3) [32].

CD4+ T cells CD8+ T cells
Naive Antigen experienced Naive Antigen experienced
CD27+ CD27+ CD27+ CD27- CD27- CCR7T+ ! CCR?+ ! CCRI- ! CCR- | CCRI-
CD28+ CD28+ CD28+ CD28+ CD28-  (cp4sRA+ | CD45RA- | CD45RA- | CD45RA-+ | CDASRA+-
CCR7+ CCR7+ CCR7- CCR7- CCR7- CO27+ | CD27+ | COD27+ | COD27+ | CD27-
CD45RA+ CD45RA- CD45RA- CD45RA-/+ CD45RA+/- CD28+ | CD28+ | CD28+ | CD28- | CD28-

Abbildung 3: Oberfldchenantigene auf CD4- und CD8-positiven T-Lymphozyten im zeitlichen
Verlauf nach Antigenkontakt. Quelle: Appay et al., 2008, mit freundlicher Genehmigung von
John Wiley and Sons [32].

Die Gedachtniszellen werden sowohl von den CD4- als auch von den CD8-
positiven T-Zellen gebildet. Es kann dabei jeweils zwischen zwei verschiedenen
Populationen unterschieden werden: den zentralen Gedachtniszellen und den
Effektorgedachtniszellen. Den Gedachtniszellen fehlt der Oberflachenmarker
CD45RA, wodurch sie gegenuber den Effektoren und den naiven Zellen
abgegrenzt werden kénnen. Uber die zwei Oberflachenantigene CCR7 und
CD28 konnen sie in die beiden oben genannten Gruppen eingeteilt werden. Die
zentralen Gedachtniszellen konnen somit als CD45RA'CCR7°CD28"
charakterisiert werden, wahrend die Effektorgedachtniszellen den Phanotyp
CD45RA'CCR7'CD28" aufweisen. Innerhalb der Effektorgedachtniszellen
existieren zwei Subpopulationen, wovon eine, die so genannten Tgwra-Zellen,
wieder den Marker CD45RA exprimiert. Sie sind nur in sehr geringem Ausmalf}
zur Proliferation fahig, konnen dagegen aber eine sehr starke Immunreaktion



durch Zytokinausschattung und Zelltétung hervorrufen, weshalb sie im
Englischen auch als ,terminally effector cells“ bezeichnet werden. Die zentralen
Gedachtniszellen haben den Vorteil, sehr empfindlich auf einen erneuten
Antigenkontakt zu reagieren, bendtigen jedoch dann langer, um sich zu
Effektoren zu differenzieren. Die Effektorgedachtniszellen dagegen werden
nach Stimulation durch ihr Antigen sehr schnell wieder zu Effektoren und
konnen somit schnell grolRe Mengen an Zytokinen produzieren [7, 32-37].
Aktivierte T-Zellen exprimieren den Marker CD25 und koénnen durch ihn
gegenuber inaktiven T-Lymphozyten abgegrenzt werden [7].

Die yd-T-Zellen stellen die wesentlich kleinere Untergruppe der T-Lymphozyten
dar Sie wurden in der durchgefuhrten Arbeit nicht naher betrachtet und werden
daher hier nur der Vollstandigkeit halber erwahnt. lhre Funktion ist bis zuletzt
nicht endgultig geklart. In ihrem Aufbau unterscheiden sie sich durch einen
veranderten TCR von den af-T-Zellen. Durch ihre Moglichkeit, ein passendes
Antigen direkt zu erkennen und bereits frih in der Immunantwort Zytokine zu
produzieren, werden sie partiell auch zur angeborenen Immunabwehr gezahlt
(so genannte innate-like Lymphozyten = ILL) [7, 19, 38].

Eine weitere Zellart der ILL stellen die NKT-Zellen dar. Sie besitzen zum einen
die a-Kette des TCR, daruber hinaus aber auch den NK-Zell-Rezeptor (CD 161)
auf ihrer Oberflache. Einmal aktiviert, kbnnen sie - aquivalent zur NK-Zell-
Antwort - Zellen zerstoren und IFN-y und weitere Zytokine produzieren. Den

NKT-Zellen wird ebenfalls eine regulatorische Funktion zugeschrieben [17, 39].

1.1.4. Ausgewahlte Zytokine und ihre Bedeutung

Im Folgenden werden lediglich die in den durchgefuhrten Experimenten
untersuchten Zytokine naher erlautert. Eine Vorstellung aller Zytokine findet
sich in der verfugbaren Fachliteratur, beispielsweise in "Janeway’'s
Immunobiology” [7].
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Tabelle 2: In den durchgefiihrten Experimenten untersuchte Zytokine und ihre Bedeutung. IFN-y
= Interferon-y, IL = Interleukin, TNF-a = Tumor-Nekrose-Faktor-a

Zytokin  Charakterisierung

IFN-y wird in erster Linie von aktivierten CD4-positiven Ty1-Zellen,
aber auch von CDB8-positiven T-Zellen und von NK-Zellen
produziert und sekretiert. Es stimuliert die Proliferation von B-
Lymphozyten und wirkt auf die humorale Immunantwort, indem es
die Isotyp-Klasse der produzierten Immunglobuline beeinflussen
IFN-y kann. Daruber hinaus aktiviert es die Makrophagen, regelt die
MHC-I- und MHC-II-Expression, sowie die Antigenprozessierung
herauf und hemmt die inhibitorischen Komponenten des
Immunsystems. Des weiteren ist das IFN-y in der Lage, die
Virusreplikation direkt zu hemmen und wird somit auch als
Medikament bei viralen Infektionen eingesetzt [15, 40].
Das Zytokin IL-2 ist ebenfalls unter dem Namen ,T-Zell-
Wachstumsfaktor bekannt. Es reguliert das Uberleben, die
Proliferation und die Differenzierung von aktivierten T-Zellen und
NK-Zellen. Produziert wird es von den Antigen-aktivierten T-Zellen
(sowohl CD4- als auch CD8-positiv), aber auch von NK- und NKT-
Zellen [41].
IL-5 beeinflusst die Entwicklung, die Rekrutierung und das
Uberleben von eosinophilen Granulozyten positiv und spielt somit
in der Pathogenese von Erkrankungen, die mit Uberfunktion der
eosinophilen Granulozyten assoziiert sind (v.a. Allergien) eine
fuhrende Rolle. Produziert wird es von Th2- und von Mastzellen
[42].
Dieses Interleukin hat hemmende Einflusse auf die Immunantwort.
Es wird unter anderem von den regulatorischen T-Zellen produziert
IL-10 [42]. Vor allem die Funktion der Makrophagen wird durch IL-10
eingedammt, ebenso schwacht es die Wirkung der
proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-12 und TNF-a (s.u.) ab [40].
IL-17 wird von den Th17-Zellen, einer Untergruppe der aktivierten,
CD4-positiven T-Zellen, produziert, daneben auch von manchen
CD8-positiven T-Zellen und von NK-Zellen. Es spielt eine zentrale
Rolle in der Aktivierung der Immunantwort gegen extrazellulare
IL-17A bakterielle und mykotische Infektionen, tragt jedoch auch zur
Entstehung von Autoimmunenerkrankungen wie beispielsweise der
rheumatoiden Arthritis bei. Ein Beitrag zur Krebsentstehung und -
ausbreitung scheint ebenfalls vorzuliegen [43].
Im Folgenden wird IL-17A nur noch als IL-17 bezeichnet.

IL-2

IL-5
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Das proinflammatorische Zytokin TNF-a wird von vielen Zellen des
Immunsystems produziert. Dazu zahlen Makrophagen, T-Zellen
und NK-Zellen, aber auch Monozyten und neutrophile

TNF-a Granulozyten. TNF-a tragt zur T-Zell-Aktivierung bei und unterhalt
die T-Zell-basierte Immunantwort. Ein bestimmter Polymorphismus
des TNF-a-Gens (TNF-a-308 G/A) wird derzeit als Risikofaktor fur
die Entstehung von Prostatakarzinomen diskutiert [44, 45].

Das CD107a-Antigen, das sich vor allem auf aktivierten CD8-positiven Effekor-
T-Zellen und aktivierten NK-Zellen findet, kann als Degranulations- bzw.
Sekretionsmarker fur die genannten Zellarten herangezogen werden. Es wird
auch als LAMP-1 bezeichnet und findet sich bei den inaktiven Zellen auf der
Membran der Granula. Fusionieren diese, beispielsweise bei der Exozytose von
Perforin durch aktivierte CD8-positive T-Zellen, mit der Zellmembran, verbleibt
das CD107a auf der Zelloberflache [46].

1.1.5. Tumorimmunologie

Der Fachbereich der Tumorimmunologie befasst sich mit den Immunreaktionen
des menschlichen Korpers, die gegen Tumoren gerichtet sind [15]. Die
Ursprunge der Tumorimmunologie sind in Mausmodellen zu sehen. Es konnte
gezeigt werden, dass Mause gegen attenuierte Tumorzellen, die ihnen durch
injiziert wurden, eine T-Zell-abhangige Immunantwort entwickeln, die sie vor
einer Tumorentwicklung schutzt, wenn im Anschluss die nicht abgeschwachten
Tumorzellen inokuliert werden [47, 48]. Der durch die Mausmodelle erforschte
Prozess wurde im Verlauf auch als Immuntuberwachung oder
Eliminierungsphase bezeichnet. Jedoch entwickeln die Tumore aufgrund des
Selektionsdrucks Mechanismen bzw. Mutationen, um der Immunreaktion zu
entgehen. Daraus folgt die so genannte Gleichgewichtsphase, in der nicht mehr
alle Tumorzellen bekampft werden konnen, da diese sich einen nicht mehr
immunogenen Phanotyp angeeignet haben und somit vom Immunsystem nicht
mehr angegriffen werden konnen. Beispiele fur die Veranderungen sind die
Modifikation oder der komplette Verlust der HLA-Expression oder eine
Aktivierung von immunsuppressiven T.g-Zellen. Daran schlieft sich die
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.,entkommensphase® an, in der die Tumorzellen - nach ausreichend starker
Veranderung - wieder ungehindert proliferieren konnen [49, 50].

Moderne Immuntherapien gegen verschiedenste Krebsarten wurden bereits
erforscht und werden derzeit noch weiter entwickelt. Dazu gehoren
beispielsweise der adoptive T-Zell-Transfer [51], die Therapie mit monoklonalen
Antikorpern gegen Tumorantigene oder Wachstumsfaktoren wie VEGF [52, 53]
oder eine Verstarkung der anti-tumorésen Immunantwort durch Vakzinierung
mit Peptiden oder mRNA, zum Beispiel beim Nierenzellkarzinom oder beim
malignen Melanom [54]. Als allgemeines Krebsantigen kann das Enzym TERT
(Telomerase reverse Transkriptase) angesehen werden, das von fast allen
Krebsarten Uberexprimiert wird. Eine spezifisch dagegen gerichtete Therapie ist
jedoch nicht moglich, da TERT auch bei den hamatopoetischen Stammzellen
zu finden ist. FUr den Hodenkrebs gibt es bereits mehrere gut erforschte Tumor-
assoziierte Antigene wie NY-ESO-1, MAGE-A3 und LAGE-1. Als Antigene fur
das Prostatakarzinom (PCa) sind beispielsweise das PSA (Prostata-
spezifisches Antigen) und das PSMA (Prostata-spezifisches Membran-Antigen)
bekannt [55-57].

Hervorzuheben ist die bereits zugelassene Immun-Checkpoint-Blockade mit
monoklonalen Antikorpern gegen CTLA-4 (z.B. Ipilimumab) und PD-1 (z.B.
Nivolumab). Diese wirken nicht direkt gegen die Tumorzellen wie beispielweise
anti-CD20-Antikorper bei Lymphomen, sondern verstarken die anti-tumordse
Immunantwort von cytotoxischen T-Lymphozyten, indem sie wichtige
immunsupprimierende Molekule der Immunantwort auf T-Zellen, Antigen-
prasentierenden Zellen oder Tumorzellen, beziehungsweise deren Liganden,
blockieren. Mittels der anti-CTLA-4-Antikorper konnten auch beim
Prostatakarzinom gunstigere Verlaufe gezeigt werden (siehe auch 1.2.5.).
CTLA-4 bewirkt eine Abschwachung der T-Zell-lmmunantwort und PD-1 sorgt
dafur, dass Effektor-T-Zellen in ein Stadium der Erschopfung oder Anergie
ubergehen. Eine Hemmung dieser beiden Strukturen hat somit einen gunstigen
Einfluss auf die Anti-Tumor-Immunantwort. Kombinationstherapien, die eine
Immun-Checkpoint-Blockade beinhalten sind ein Thema der gegenwartigen
Forschung [58].
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FUr das Prostatakarzinom bestehen bereits verschiedene Moglichkeiten der
Immuntherapie, unter anderem die Therapie mit Ipilimumab (s.o.). Eine gute
Ubersicht bietet eine Arbeit von Charles G. Drake aus dem Jahr 2010 [59]. Die
einzelnen Therapiemoglichkeiten sind in 1.2.5. naher erlautert. Fur die meisten
existiert bisher jedoch noch keine Zulassung, sodass sie lediglich im Rahmen

von Entwicklungsstudien zum Einsatz kommen.

Der Zusammenhang zwischen dem humanen Immunsystem und dem
Protatakarzinom wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht.
Ein Uberblick Uber die relevanten Ergebnisse wurde 2014 von Ness et al.
publiziert [60]. Die gesunde Prostata enthalt normalerweise nur geringe
Anzahlen an Immunzellen. Bei chronischen Erkrankungen der Prostata ist die
Anzahl der Lymphozyten im Stroma jedoch erhoht und ihre Zusammensetzung
verandert, ebenso bei einem Prostatakarzinom. Die Lymphozyten in den
Tumoren (TIL = Tumor-infiltrierende Lymphozyten) gehoren vor allem den CD8-
und CD4-positiven T-Lymphozyten an. Eine hohe Anzahl an TIL (gesamte
Anzahl der T-Lymphozyten im Tumor, sowie Anzahl der CD8-positiven Zellen
im Tumor alleine) stellt - im Gegensatz zum Vorhandensein von TIL bei
anderen Tumoren - beim Prostatakarzinom einen negativen prognostischen
Faktor bezlglich des biochemischen Rezidivrisikos dar. Unter einem
biochemischen Rezidiv versteht man den erneuten Anstieg des Tumormarkers
PSA im Blut der Patienten nach einer primar erfolgreichen, definitiven, kurativen
Therapie. Die Anzahl an CD3-positiven Lymphozyten im Tumor korreliert mit
dem Risiko fur eine Fernmetastasierung. Des weiteren wird berichtet, dass die
CD8-positiven T-Lymphozyten in Prostatatumoren nach Antigenkontakt einer
klonalen Vermehrung unterliegen. Gleichzeitig wurde eine hohe Expression von
PD-1 gefunden, die wiederum die Therapie mit entsprechenden Antikorpern
(s.0.) sinnvoll erscheinen lasst [60-64].

Betrachtet man die Menge der CD4- und Foxp3-positiven regulatorischen
Zellen im Blut der PCa-Patienten, so korreliert ihre Anzahl mit der Letalitat bzw.
mit einem schlechteren klinischen Outcome der malignen Erkrankung, was

dafur spricht, dass die Unterdrickung des Immunsystems durch den Tumor,
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sowie verschiedene Immunevasionsmechanismen bei der Entwicklung eines

Prostatakarzinoms eine wichtige Rolle spielen [60, 65, 66].
1.2. Das Prostatakarzinom

1.2.1. Epidemiologie und Atiologie

Mit 25,4 % der Krebserkrankungen bei Mannern ist das Prostatakarzinom nach
wie vor die haufigste Krebsart des Mannes. Bei den Krebstodesursachen steht
das PCa auf Rang drei (nach Lungenkrebs und Darmkrebs, siehe Abbildung 4)
[67, 68].

Prozentualer Anteil der hiufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbefillen in Deutschland 2010
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Abbildung 4: Haufigkeit der Krebssterbefélle in Deutschland 2010. Quelle: RKI [68].

Wahrend die altersstandardisierte Erkrankungsrate Uber die letzten Jahre leicht
anstieg und sich derzeit bei etwa 111 Neuerkrankungen pro 100.000 Manner
pro Jahr konstant halt, ist die Sterberate des PCa rucklaufig (Jahr 2010: 20 /
100.000 / Jahr). Der Median des Erkrankungsalters liegt aktuellen Daten
zufolge bei 70 Jahren, die relative Fiinfjahres-Uberlebensrate bei 93 % [68].
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Altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten,
ICD-10 C61, Deutschland 1999 — 2010
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Abbildung 5: Altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten fiir das PCa in Deutschland.
Quelle: RKI [68].

Europaweit lasst sich fur das PCa ein Nord-Sud-Gefalle verzeichnen, weltweit
zusatzlich ein West-Ost-Gefalle, wobei in Asien die Zahlen am geringsten sind.
Bei schwarzafrikanischen Mannern kommt Prostatakrebs haufiger vor als bei
Europaern und weilen Nordamerikanern [68]. Wahrend in Skandinavien eine
hohe Inzidenz und Mortalitat herrscht, sind die Zahlen im Mittelmeerraum fur
Europa am geringsten [67, 69]. Weltweit schwanken die Daten zu Inzidenz und
Pravalenz stark, was unter anderem auf die unterschiedlich haufige Anwendung
des Screenings mit PSA-Wert-Bestimmung zurtckzufuhren ist [69]. Der Marker
PSA im Blut der Patienten ist unter anderem bei Prostatakrebs erhoht. Er kann
jedoch auch bei anderen Erkrankungen der Prostata verandert sein und ist
somit kein spezifischer Wert. Aktuell bemuaht sich die Forschung um neue
Biomarker fur das Prostatakarzinom [67, 70].

Es besteht der Expertenkonsens, dass der Hauptrisikofaktor fur die Entstehung

eines PCa das Alter ist [67]. Mehrere Metaanalysen haben bewiesen, dass die
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nahe Verwandtschaft zu Betroffenen - insbesondere wenn diese sehr jung
waren - eine Risikoerhohung mit sich bringt. Betroffene Brider stellen dabei ein
hoheres Erkrankungsrisiko dar als betroffene Vater [71-73]. Diskutiert werden
daruber hinaus der Einfluss einer Hormonersatztherapie mit Testosteron, lokale
Entzindungsprozesse und die Einnahme von Vitamin E  zur

Nahrungserganzung als potenzielle Risikofaktoren fur ein PCa [67, 68].

1.2.2. Diagnostik und Stadieneinteilung
Die Fruherkennung und Vorsorge des PCa wird in Deutschland Mannern ab
einem Alter von 45 Jahren angeboten. Ergeben sich Auffalligkeiten bei der
digital-rektalen Untersuchung oder beim laborchemisch bestimmten PSA-Wert
(dieser wird nur optional auf Wunsch des Patienten ermittelt und ist im
Leistungsspektrum der Krankenkassen nicht beinhaltet) aus dem Serum des
Patienten (erster Wert kontrolliert = 4 ng/ml oder Anstieg ohne Wechsel des
Laborverfahrens), so sollte eine Stanzbiopsie unter sonographischer Kontrolle
durchgefuhrt werden [67, 74-79].
Bei einem Verdacht auf ein Prostatakarzinom erfolgt die sogenannte
Primardiagnostik zur Diagnosesicherung und Stadieneinteilung:

o digital-rektale Untersuchung [80]

e transrektale Sonographie und gezielte Stanzbiopsie [81-83]

e ggf. MRT (Magnetresonanztomographie) [84, 85]
Im Anschluss an die Primardiagnostik findet das Staging statt, worunter man die
Diagnostik der genauen Ausdehnung des Karzinoms (lokale Ausbreitung,
Metastasierung und Zuordnung zu einer Risikogruppe) versteht. Die
Stadieneinteilung (Tumorgrdlde, -ausdehnung und Metastasierung) erfolgt dabei
nach der international gultigen UICC-Klassifikation (auch bekannt als TNM-
Klassifikation) [67]. Im Zuge der Risikostratifizierung werden verschiedene
Parameter herangezogen, die in der folgenden Tabelle 3 zusammengefasst
sind. Fur einen Niedrigrisikotumor mussen alle drei angegebenen Parameter
der Kategorie erfullt sein. Sobald ein Wert der mittleren oder hohen
Risikogruppe erreicht ist, wird das PCa mit einem hoheren Risiko eingestuft.
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Tabelle 3: Risikoeinteilung der Prostatakarzinome unter Beachtung des PSA-Wertes, des
Gleason-Scores und der T-Kategorie des Tumors.

- PSA-Wert .
Risikogruppe (ng/ml) Gleason-Score T-Kategorie
niedriges Risiko <10 <6 <1c
intermediares /
mittleres Risiko >10-20 4 2a-2b
hohes Risiko > 20 >8 = 2c

Der Gleason-Score wird bei der pathologischen Untersuchung der
Stanzbiopsien ermittelt und setzt sich aus der Punktesumme der zwei am
haufigsten vertretenen Gewebearten zusammen (siehe Abbildung 6). Es kann
dabei ein Wert von zwei bis zehn erreicht werden. Mit dem Gleason-Score wird
das sogenannte Tumorgrading durchgefuhrt, durch welches das PCa in drei
Aggressivitatsgrade eingeteilt werden kann: G1 (Gleason-Score < 6), G2
(Gleason-Score 7) und G3 (Gleason-Score = 8) [86, 87].

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

D.F.6leason, M.D.

Abbildung 6: Originalgrafik von D. F. Gleason zur Einteilung der histologischen Befunde in den
Gleason-Score. Die Punktevergabe erfolgt nach der Driisenmorphologie, je héher die Ziffer (1-
5), desto stérker ist das Gewebe im Tumor im Vergleich zum urspriinglichen Prostatagewebe
veréndert. Die Punkte 3-5 k6nnen durch die Unterkategorien A und B (bei Punkt 3 auch C) noch
genauer eingeteilt werden. Quelle: Humphrey, 2004, mit freundlicher Genehmigung der Nature
Publishing Group [86].
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Fir die Einordnung des T-Stadiums werden in erster Linie die Ergebnisse der
digital-rektalen Untersuchung und der apparativen Diagnostik, die bereits fur die
Primardiagnose durchgefuhrt  wurde, herangezogen. Auch der
pathomorphologische Befund spielt vor allem bei kleinen Tumoren eine
wesentliche Rolle [67, 88]. Folgende Einteilung gilt seit dem Jahr 2010:

Tabelle 4: Pathologische TNM-Klassifikation des PCa nach den UICC-Richtlinien. Quelle:
Cheng et al. 2012 [88]

Stadium Bedeutung

Tx - Tumor nicht beurteibar
TO - Kein Hinweis auf einen Primartumor
T1 - inapparenter Tumor, nicht palpabel, bildgebend nicht darstellbar

T1a Zufallsbefund in <5 % von reseziertem Gewebe

T1b Zufallsbefund in > 5 % von reseziertem Gewebe

T1c Tumor durch Nadelbiopsie (z.B. wegen erhohtem PSA) identifiziert

T2 - Tumor auf die Prostata begrenzt

T2a Tumor in weniger als der Halfte eines Prostatalappens

T2b Tumor in mehr als der Halfte eines Prostatalappens, aber nur ein
Lappen befallen

T2c Tumor in beiden Prostatalappen

T3 - Tumor durchbricht die Prostatakapsel

T3a Durchbrechung der Kapsel ohne Affektion anderer Gewebe

T3b Tumorinfiltration in die Samenblasen

T4 - Tumor ist an andere Gewebe fixiert oder invadiert andere Gewebe
N - Lymphknotenmetastasen

Nx regionare Lymphknoten wurden nicht untersucht

NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 regionare Lymphknotenmetastasen vorhanden

M - Fernmetastasen

MO keine Fernmetastasen

M1a Lymphknotenmetastasen in nicht-regionaren Lymphknoten
M1b Knochenmetastasen

M1c andere Fernmetastasen

Patienten mit Hoch-Risiko-Konstellationen (Gleason-Score = 8 oder klinisches
T-Stadium = T3), hohen PSA-Werten (> 20 ng/ml) oder Knochenschmerzen
sollten weitere Untersuchungen im Rahmen des Stagings erhalten um dieses
zu komplettieren. Dazu zahlen ein MRT oder CT (Computertomographie) der
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Beckenorgane bzw. eine Skelettszintigraphie [67, 89]. Ist das Staging
abgeschlossen, wird der Patient uber  die unterschiedlichen
Therapiemoglichkeiten (siehe 1.2.3.) aufgeklart und beraten und trifft in
Absprache mit den behandelnden Arzten - meist nach Empfehlung einer

interdisziplinaren Tumorkonferenz - die Entscheidung fur das weitere Vorgehen.

Eine allgemeine Aussage zur Prognose des Prostatakarzinoms zu treffen
gestaltet sich als Uberaus schwierig. Durch die sehr unterschiedlichen
Aggressivitatsgrade und verschiedenen Therapieoptionen existieren keine

einheitlichen Daten zur Mortalitat bzw. zum progressionsfreien Uberleben.

1.2.3. Standardtherapieverfahren bei lokalisiertem Prostatakarzinom
Die Entscheidung Uber das genaue therapeutische Vorgehen nach der
Diagnosestellung liegt beim Patienten selbst. Er sollte dazu die Mdoglichkeit
haben, sich Uber die unterschiedlichen Therapieoptionen bei einem Urologen
und einem Strahlentherapeuten detailliert zu informieren und sich beraten zu
lassen. Die folgenden Standard-Therapieoptionen stehen nach den aktuellen
Leitlinien zur Verfugung [67, 90]:
o  Watchful Waiting“ und palliative Therapie:
Eine mégliche Ubersetzung des Begriffes Watchful Waiting ins Deutsche
konnte das abwartende Offenhalten sein, das eine breite Anwendung in
der Allgemeinmedizin hat. Es wird bei Patienten mit einer
krebsunabhangigen Lebenserwartung von weniger als zehn Jahren
angewendet. Ein therapeutisches Eingreifen im Sinne von
hormonablativer Therapie (s.u.) oder palliativen Malihahmen erfolgt nur
bei einer Einschrankung der Lebensqualitat durch den Tumor [67, 90-
93].
e Aktive Uberwachung (,Active Surveillance®):
Unter der aktiven Uberwachung versteht man die engmaschige Kontrolle
des PCa mit PSA-Wert, digital-rektaler Untersuchung und vor allem mit
erneuten Biopsien. Eine aktive Uberwachung sollte nur bei Tumoren mit
einem PSA-Wert < 10 ng/ml, einem Gleason-Score < 6 und einem
klinischen T-Stadium < T2a durchgefuhrt werden. Eine weitere
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Voraussetzung ist, dass bei den Biopsien der Primardiagnostik in
maximal zwei Stanzen ein Tumor nachgewiesen werden konnte und
dieser jeweils hochstens 50 % des untersuchten Gewebes infiltriert hat.
Kommt es im Verlauf zu einem PSA-Anstieg oder wird in den Biopsien
ein Tumor mit einem hoéheren Gleason-Grad gefunden, ist ein Ubergang
zum Watchful Waiting oder zu einer definitiven Therapieform
(Radiotherapie oder Resektion) indiziert [94, 95].

Radikale Prostatektomie:

Die radikale, operative Entfernung der Prostata stellt eine der definitiven
Therapieformen fur das lokalisierte PCa dar. Vor allem, wenn mit hoher
Sicherheit eine komplette Tumorentfernung (so genannte RO-Resektion)
maoglich ist, ist die chirurgische Prostataentfernung eine Option. Sie kann
offen-chirurgisch, laparoskopisch und Roboter-gestitzt durchgefuhrt
werden [78, 91, 96, 97]. Bei lokal fortgeschritteneren Tumoren wird auch
eine Lymphadenektomie diskutiert [67].

Perkutane Strahlentherapie:

siehe 1.2.4.

Brachytherapie:

Unter Brachytherapie versteht man eine interne Radiotherapie, bei der
die Strahlungsquelle direkt in die Prostata eingebracht wird. Je nach
Stadium des Tumors kann eine so genannte low oder high dose rate-
Brachytherapie (LDR- / HDR-Brachytherapie) durchgefuhrt und
gegebenenfalls mit einer perkutanen Strahlentherapie (siehe 1.2.4.)
kombiniert werden [67, 98-103].

Hormon-ablative Therapie (HAT) bzw. Androgendeprivation:

Eine primare HAT findet nur beim Watchful Waiting (s.0.) und im
metastasierten Stadium Verwendung [104, 105]. In Kombination mit der
Strahlentherapie wird die HAT haufig bei Tumoren der mittleren oder
hohen Risikogruppe in adjuvanter oder neoadjuvanter Form eingesetzt.
Die Dauer richtet sich nach dem Tumorrisiko und wird nach klinikinternen
Leitlinien der Universitatsklinik Tibingen fur sechs Monate bis drei Jahre
durchgefuhrt [67, 106-108]. Die Therapie wird mit Dbilateraler
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Orchiektomie (dauerhaftes Verfahren, hierfur konnte in Kombination mit
der Radiotherapie ein signifikanter Vorteil gegenuber den anderen
Verfahren gezeigt werden [109, 110], trotzdem wird die so genannte
chirurgische Kastration nur sehr selten durchgefuhrt), LHRH-Analoga
(Luteinisierungs-Hormon Releasing-Hormon-Analoga), GnRH-Blockern
(Gonadotropin-Releasing-Hormon-Blocker) oder Antiandrogenen
durchgefuhrt [111]. Durch die HAT wird die Testosteronproduktion
herabgesetzt und somit das Wachstum der Prostatazellen reduziert.
¢ Interventionelle Verfahren:
FUr die Therapie des lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinoms stehen
noch weitere interventionelle Therapieverfahren zur Verfugung, fur deren
alleinigen Einsatz es bisher jedoch keine Therapieempfehlung gibt. Dazu
gehoren der hochintensive fokussierte Ultraschall (HIFU), die
Kryotherapie, sowie die Hyperthermiebehandlung. Diese Methoden
werden jedoch immer mit einer anderen Therapieform, beispielsweise
einer Radiotherapie, kombiniert [112, 113].
e Chemotherapie:

Eine Chemotherapie - beim Prostatakarzinom wird vor allem Docetaxel
eingesetzt - kommt fur die Therapie des lokalisierten Karzinoms nicht in
Frage. Sie wird erst bei einer Erkrankung im metastasierten Stadium
eingesetzt, die auf eine HAT nicht oder nicht mehr anspricht [67, 114].
Da sich die vorliegende Arbeit nur mit nicht metastasierten Tumoren
befasst, soll die Chemotherapie hier nur erganzend erwahnt werden.

1.2.4. Perkutane Radiotherapie

FUr das lokal begrenzte PCa stellt die Radiotherapie in konformaler Technik
den aktuellen Therapieleitlinien zufolge eine definitive Behandlungsmoglichkeit
dar. Die Gesamtstrahlendosis kann dabei zwischen 74 und 80 Gray (Gy)
gewahlt werden, pro Fraktion werden 1,8 bis 2,0 Gy appliziert [67, 115-118]. Bei
Tumoren mit intermediarem Risiko kann, bei hohem Risiko sollte die
Bestrahlung durch eine HAT unterstiutzt werden [119, 120].

Liegt ein lokal fortgeschrittenes PCa vor, ist die Radiotherapie ebenfalls als
primare kurative Therapie einsetzbar. Sie wird dazu grundsatzlich mit einer HAT
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Uber zwei bis drei Jahre kombiniert [121-124]. Nach den in der Klinik fur
Radioonkologie der Universitatsklinik Tubingen verwendeten Therapieplanen
konnen die Lymphabflusswege im Becken bei lokal fortgeschrittenen Tumoren
mit einer Gesamtdosis von 50,4 Gy mitbestrahlt werden. Die Expertenmeinung
hierzu variiert derzeit [125-127]. Supportiv kann eine Therapie mit fakultativ
steroidhaltigen Cremes am Enddarm, mit Stuhlregulanzien oder mit
Nichtopioidanalgetika erfolgen.

1.2.5. Immunologische Therapieansatze
Im Laufe der letzten Jahre wurde die Immuntherapie des PCa kontinuierlich
weiterentwickelt und teilweise bereits in klinischen Studienprotokollen
untersucht [128, 129]. Es wurden verschiedene Strategien eingesetzt, um den
Prostatakrebs durch immunologische Verfahren zu beeinflussen, die im
folgenden Abschnitt naher beleuchtet werden sollen. Haufig wurden die
immuntherapeutischen Ansatzen nur in fortgeschrittenen Karzinomen getestet
(z.B. kastrationsresistentes oder metastasiertes PCa). Fur den lokalisierten
Prostatakrebs gibt es bisher nur wenige veroffentlichte Publikationen bezuglich
einer Immuntherapie. Fast alle im Folgenden erwahnten Ansatze sind nach wie
vor experimentelle Therapien im Rahmen von Kklinischen Studien. Gute
Ubersichten zu den unterschiedlichen Vorgehensweisen liefern die Arbeiten
von Drake et al. (2012) [130], Bedke et al. (2012) [131], Gerritsen (2012) [132]
und Schweizer et al. (2014) [133].
o GVAX:
Beim GVAX-Verfahren wird ein Impfstoff aus zwei PCa-Zelllinien
gewonnen, die zuvor bestrahlt, immortalisiert und durch den Einbau des
GM-CSF-Gens verandert wurden. Es handelt sich somit um eine
allogene Tumorzellvakzine. In verschiedenen Studien konnte gegenuber
anderen Therapieverfahren jedoch kein Vorteil im Gesamtuberleben
gezeigt werden. GVAX wurde jedoch nur bei Patienten mit kastrations-
resistentem PCa getestet [131].
e Sipuleucel-T:
Die Impfung Sipuleucel-T basiert auf dendritischen Zellen, die als
Antigen-prasentierende Zellen eine wesentliche Rolle spielen. Die
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dendritischen Zellen der Patienten werden, neben anderen Immunzellen,
zunachst durch Leukapherese isoliert, um dann nach mehreren
Bearbeitungsschritten mit der prostatischen sauren Phosphatase (PAP)
als Fusionsprotein mit GM-CSF kultiviert zu werden. Im Anschluss
werden die Zellen aus der in vitro-Kultur an den Patienten zurlck
gegeben und I0sen dort eine Immunantwort gegen das PCa aus (siehe
auch Abbildung 7). Das Verfahren ist seit 2010 in den USA zugelassen,
in Europa erfolgte die Zulassung im Jahr 2013. Letztere wurde im Mai
2015 jedoch zuriuck genommen. Anwendung findet das Sipuleucel-T-
Verfahren beim kastrationsresistenten, metastasierten PCa. Dabei
konnte ein Uberlebensvorteil von mindestens 3,9 Monaten gegeniiber
der Kontrollgruppe gezeigt werden [129-132, 134-136].

A Stages in sipuleucel-T treatment B Proposed mechanism of action of sipuleucel-T in prostate cancer
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Sipuleucel-T activates T cells and attack tumour cells

Abbildung 7: A: Ablauf der Behandlung mit Sipuleucel-T,; B: Vermuteter Wirkmechanismus von
Sipuleucel-T, Quelle: Gerritsen, 2012, mit freundlicher Genehmigung der Oxford University
Press [132].

ProstVac-VF:

Der ProstVac-VF-Impfstoff beinhaltet Pockenviren, die auch Gene fur
PSA und mehrere costimulatorische Molekule (B7.1, ICAM-1 und LFA-3)
enthalten. Die endgultigen Ergebnisse der derzeit laufenden Phase 3-

Studie liegen im Moment noch nicht vor. Bereits vorhandene
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Zwischenergebnisse und die Endergebnisse der abgeschlossenen
Phase 2-Studie fur den kastrationsresistenten, metastasierten
Prostatakrebs sind jedoch vielversprechend, da bereits eine verringerte
Sterbensrate, sowie ein verbessertes Gesamtuberleben nachgewiesen
werden konnte [130-132, 137-139].

pTVG-HP:

Hierbei handelt es sich um eine DNA-Vakzine, die fur PAP codiert. DNA-
Impfstoffe sind deutlich weniger immunogen als beispielsweise
virusbasierte Vakzinen (s.o.), jedoch lieferten die bisherigen Phase 2-
Studien gute Ergebnisse fur die Immunantwort und konnten eine
Verlangerung der PSA-Verdopplungszeit nachweisen. Das pTVG-HP-
Verfahren wurde in Patienten mit biochemischem Rezidiv nach definitiver
Therapie (Operation oder Bestrahlung) ohne klinisch manifeste
Metastasen getestet [130, 140].

MRNA-Vakzinierung:

Bei dieser Vakzinierungsart wird stabilisierte mRNA, die fur
unterschiedliche tumorassoziierte Antigene (TAA) codiert, dem Patienten
verabreicht. In bereits durchgefuhrten Studien waren dies PSA, PSCA,
PSMA und STEAP1. Bei knapp 80 % der Patienten mit
kastrationsresistentem PCa (mit und ohne klinisch manifesten
Metastasen) konnte eine Immunantwort gegen mindestens ein TAA
nachgewiesen werden [131, 141, 142].

Peptidvakzinierung:

Die Vakzinierung mit Peptiden funktioniert ahnlich wie die mRNA-
Vakzinierung und wird auch in Kombination getestet. Intradermal oder
subcutan werden den Patienten Fragmente von TAA meist zusammen
mit einem Adjuvanz verabreicht. Die verwendeten Peptide sind dabei
HLA-bindende T-Zell-Epitope. Es werden dabei entweder speziell fur
einen Patienten ausgewahlte Peptide verabreicht oder ein Cocktail aus
mehreren Peptiden. Mit dem zweiten Ansatz wird versucht, eine
verbesserte Immunantwort zu erzielen [128, 131, 143, 144]. Eine weitere
Moglichkeit bietet sich durch die Beladung von dendritischen Zellen mit
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entsprechenden Antigenen und deren Verabreichung an Patienten mit
Hormon-refraktarem PCa [145]. Die experimentelle Therapie der
Peptidvakzinierung wird in besonderem Male durch das Institut fur
Immunologie der Universitat Tubingen in Kooperation mit der
Universitatsklinik Tubingen erforscht und vorangetrieben.
anti-CTLA-4-Antikorper (Ipilimumab und Tremelimumab):

Die humanen monoklonalen Antikorper Ipilimumab und Tremelimumab
hemmen das CTLA-4-Molekul auf CD4- und CD8-positiven T-Zellen, das
an sich eine hemmende Wirkung auf das Immunsystem hat. Man spricht
dabei von einer ,Immun-Checkpoint-Blockade®. Somit wird eine
verstarkte anti-Tumor-Immunantwort ermdglicht. Urspringlich wurden die
Antikorper fur die Therapie des malignen Melanoms entwickelt, jedoch
konnten verschiedene Studien fur Ipilimumab auch Vorteile fur die
Therapie des PCa zeigen. Weitere monoklonale Antikdrper (gegen
CTLA-4, sowie gegen neu entdeckte Strukturen) sind derzeit in
Entwicklung [58, 130-132, 146-149].

anti-PD-1-Antikorper (z.B. Nivolumab):

Ahnlich wie CTLA-4 hat auch der Rezeptor PD-1 bei Aktivierung eine
negative Wirkung auf das Immunsystem. Der entsprechende Pfad
resultiert in Anergie oder Immunerschopfung (siehe auch 1.1.5.). Somit
konnte mit dem PD-1-Molekul auch ein potenzielles Ziel fur die
Antikorpertherapie ausgemacht werden. Zur Wirksamkeit eines
entsprechenden  Antikorpers existieren fur kastrationsresistenten
Prostatakrebs bereits einige Studien [58, 133, 150, 151].

J591 und ""Lu-J591:

Ein weiterer monoklonaler Antikorper (J591), der allerdings passiv durch
die Bindung an PSMA wirkt und dessen Internalisierung veranlasst,
wurde bereits 1997 entwickelt [152]. Die Bindung an PSMA erfolgte in
hohem Malle, jedoch konnte nur eine geringe antitumorése Wirkung
gezeigt werden. In der weiteren Entwicklung wurde der J591-Antikorper
mit ""Lutetium radioaktiv markiert und sorgte somit zusétzlich fir eine

vielversprechende innere Bestrahlung des PCa. Studien mit diesem
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Ansatz wurden bisher nur bei Patienten mit kastrationsresistentem PCa
mit Metastasen durchgefuhrt [130, 153-155].

Bisher ist noch nicht endgultig geklart, zu welchem Zeitpunkt die
immunologischen Therapieverfahren im kurativen Ansatz optimalerweise
eingesetzt werden sollten. Ebenfalls herrscht nach wie vor Unklarheit Uber die
Kombination verschiedener immunologischer Verfahren, genauso wie fur die
Kombination der unter 1.2.3. und 1.2.4. genannten Standardtherapieverfahren
mit der Immuntherapie [130, 132]. In Studien wurde die Kombination aus
Immuntherapie und Bestrahlung sowohl beim lokalisierten (beispielsweise
intraprostatische Injektion von dendritischen Zellen als Immuntherapie), als
auch beim metastasierten (z.B. Ipilimumab als Immuntherapie) PCa bereits
getestet. Die Studienergebnisse weisen auf die Moglichkeit hin, dass ein
immuntherapeutisches Verfahren mit der Radiotherapie kombiniert werden
kann [148, 156].

1.3. Fragestellung

Diese Arbeit befasst sich mit den Auswirkungen der Strahlentherapie bei
lokalisiertem PCa auf das humane Immunsystem. Mehreren Patienten wurde
dazu vor, wahrend und nach der Radiotherapie Blut abgenommen und daraus
die Immunzellen bzw. PBMC (peripheral blood mononuclear cells =
mononukledare Zellen des peripheren Blutes) isoliert. Durch jeweils vier
Farbungen mit mehreren Fluoreszenzfarbstoff-beladenen Antikorpern wurden
mittels der Mehrfarben-Durchflusszytometrie  Erkenntnisse  Uber die
Immunzellen der Patienten gewonnen. Zum einen wurden die Ergebnisse Uber
den Zeitverlauf der Therapie beurteilt, zum anderen verschiedene
Patientengruppen miteinander verglichen (beispielsweise HAT vs. keine HAT
und zusatzliche pelvine Lymphabflussbestrahlung vs. Standard-Bestrahlung).
Des Weiteren wurde sechs gesunden Spendern Blut abgenommen und deren
PBMC ebenfalls isoliert und entsprechend gefarbt, sodass die Gesamtheit der
Patienten auch mit einer gesunden Kohorte verglichen werden konnte. Die
erhobenen Parameter des Immunsystems waren neben den Zellzahlverlaufen

der verschiedenen Lymphozytensubgruppen auch die Proliferationsrate, die
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Zellviabilitat und die Differenzierungsstufen der Immunzellen. Daruber hinaus
konnten durch intrazellulare Zytokinfarbungen Aussagen uUber die Zellfunktion
getroffen werden.

Als primares Ziel der Arbeit sollen die Auswirkungen der therapeutischen
Bestrahlung beim lokalisierten PCa auf das humane Immunsystem erforscht
werden, vor allem in Anbetracht einer potenziellen Kombination der
Radiotherapie mit einer Peptidvakzinierung als immuntherapeutisches
Verfahren.

Das zweite, langerfristige Ziel ist die Integration der bereits in der Klinik
erprobten therapeutischen Peptidvakzinierung [128, 157] in das Radiotherapie-
Protokoll des PCa. Uber die durchgefiihrten Untersuchungen zum
Immunsystem wahrend der Bestrahlungstherapie sollen auRerdem Aussagen

zum optimalen Zeitpunkt der Vakzinierungen abgeleitet werden.

2. Material und Methoden

2.1. Die durchgefiihrte Studie

2.1.1. Design

Das Ziel der Studie war, eventuell stattfindende Veranderungen im
Immunstatus unter Radiotherapie bei lokalisiertem, nicht-metastasiertem,
Prostatakarzinom zu erkennen. Ursprunglich waren fur die Studie 20
Prostatakrebspatienten und funf gesunde Spender mit einem ahnlichen
Altersspektrum vorgesehen. Tatsachlich wurden 21 Patienten und sechs
gesunde Spender eingeschlossen (siehe Abbildung 8).

Die Studie wurde als Kooperation zwischen der Klinik fur Radioonkologie und
dem Interfakultdren Institut fur Zellbiologie, Abteilung Immunologie
durchgefuhrt. Federfuhrend waren Dr. Franziska Eckert und Dr. Cihan Gani aus
der Klinik fur Radioonkologie und Dr. Cécile Gouttefangeas aus der Abteilung
Immunologie fur die Studie verantwortlich. Die Rekrutierung der Patienten

erfolgte in der Klinik fur Radioonkologie des Universitatsklinikums Tubingen. Ein
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positives Votum der Ethikkommission der Universitatsklinik Tubingen wurde
zuvor eingeholt (Projekt-Nr. 402/2010BO2).

2.1.2. Ein- und Ausschlusskriterien

In die Studie wurden nur Patienten mit lokalisiertem Prostatakarzinom (T1-4 NO
MO) eingeschlossen, die mit definitiver Radiotherapie, ggf. in Kombination mit
einer HAT, behandelt wurden und fur die MHC-Klasse | das Allel HLA-A*02
aufwiesen. Letzteres war fur die Durchfuhrung der HLA-Multimer-Farbungen
zwingend erforderlich. (siehe 2.6.2.). Zur Feststellung des HLA-Status wurde
vor Studieneinschluss vom Zentrum fur klinische Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Tubingen eine entsprechende Typisierung durchgefuhrt.
Die Patienten mussten aul3erdem volljahrig und selbst einwilligungsfahig sein.
Ausschlusskriterien waren das Vorliegen einer Anamie (Hb < 12 g/dl), sowie
das Vorhandensein von regionaren oder Fernmetastasen. Bei einer parallelen
Kortison- oder Chemotherapie oder der Einnahme anderer Immunsuppressiva
konnten die Patienten ebenfalls nicht teiinehmen. Ausgeschlossen wurden des
weiteren Patienten mit einer floriden Autoimmunerkrankung.

Ein Abbruch der Teilnahme konnte jederzeit auf Wunsch des Patienten

erfolgen.

2.1.3. Patienten

Zwischen Juni 2011 und Marz 2012 wurde Patienten, die sich in der Klinik fur
Radioonkologie der Universitatsklinik Tubingen zur Bestrahlung ihres nicht-
metastasierten Prostatakarzinoms vorstellten, die Teilnahme an der Studie
angeboten. 63 Patienten wurden daraufhin vom Zentrum fur klinische
Transfusionsmedizin der Universitat Tubingen HLA-typisiert. Davon waren 25
Patienten HLA-A*02-positiv. Sie wurden mit den Patienten-Codierungen RTP1
bis RTP25 verschlusselt. Von den 25 moglichen Patienten willigten

schlussendlich 21 zur Studienteilnahme ein.
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Abbildung 8: Design der durchgefiihrten Studie mit 21 Patienten und 6 gesunden Spendern
(GS). Die RT der Patienten wurde wenn méglich bis 78 Gy durchgefiihrt, teilweise wurden auch
niedrigere Dosen verabreicht (minimal 70 Gy), beispielsweise zur Schonung benachbarter
Organe. Die Blutentnahme A wurde nicht bei allen Patienten durchgefiihrt. Wenn A und B
vorhanden waren, wurde fiir die weitere Analyse der Mittelwert berechnet. Flir die Analysen
wurde entweder der allein vorhandene Wert von Zeitpunkt B oder der Mittelwert von Zeitpunkt A
und B (wenn beide verfiigbar) verwendet und wurde generell als Zeitounkt AB bezeichnet. Von
den gesunden Spendern wurde dreimal jeweils im Abstand von einem Monat Blut
abgenommen. Grafik in Anlehnung an K. Laske.

Die Patienten wurden vor Beginn der Untersuchungen ausfuhrlich Uber die
Studie, die Risiken durch die Blutentnahme von 50 ml Blut (6rtliche Blutergusse
und Entzindungen, Missempfindungen in der Umgebung des Einstichs, Bildung
kleiner Narben, Thrombophlebitis, Thrombose, Embolie, vasovagale Reaktion)
und den Datenschutz aufgeklart. Zusatzlich zu den geplanten Blutenthahmen
wurde bei manchen Patienten auch das Differenzialblutbild Uber den
Bestrahlungszeitraum hinweg kontrolliert, jedoch nur bei einem gegebenen
klinischen Anlass (z.B. Leukopenie).

Das Altersspektrum der Patienten reichte bei Studieneinschluss von 58 bis 82
Jahre mit einem Mittelwert von 74,05 Jahren und einem Median von 75 Jahren.
Die Gleason-Scores (histologisches Dignitatskriterium, siehe 1.2.2.) der
eingeschlossenen Patienten reichten von sechs bis neun.

Ein Patient hatte einen Tumor mit niedrigem Risiko und elf Patienten einen
Tumor mit mittlerem Risiko. Bei den verbleibenden neun Patienten lag ein

Hochrisikotumor vor. Die Risikoklassifikationen, Gleason-Scores und weitere
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klinische Daten sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Genaue Angaben zu den

einzelnen Blutentnahmen finden sich im Anhang.

Tabelle 5: Klinische Patientendaten (P = Prostata, L = Lymphabflusswege im Becken, G =
Gynédkomastieprophylaxe; Mo. = Monate, J. = Jahre). Die HAT (falls durchgefiihrt) wurde
grundsétzlich vor Beginn der RT eingeleitet und meist auch tber sie hinaus fortgefiihrt.

Alter bei T Glea- PSA bei
Patien- Studien- Hb Diagnose- I Bestrah-
. Sta- son- Risiko HAT
ten-ID einschluss (g/dl) . stellung lung
dium Score
(Jahre) (ng/ml)
RTP1 75 15,0 1c 4+3=7 54 mittel P 6 Mo.
RTP2 79 14,7 2c 3+3=6 5,0 mittel P 9 Mo.
RTP3 74 15,1 3b 4+4=8 8,0 hoch P+L+G 2-3J.
RTP5 79 13,3 3a 4+3=7 35,0 hoch P+L+G 2-3J.
RTP6 74 14,6 2b 3+3=6 10,7 mittel P keine
RTP7 59 15,9 2a 3+4=7 12,1 mittel P 6 Mo.
RTPS8 79 12,0 3a 4+4=8 11,0 hoch P+L+G 2-3J.
RTP9 82 132 3b  3+3=6 220 hoch  P+L+G Hae”
RTP11 71 14,4 1c 3+4=7 74 mittel P 6 Mo.
RTP12 65 12,5 3a 4+4=8 6,6 hoch P 2-3 J.
RTP13 75 14,7 2c 3+4=7 8,9 mittel P 6 Mo.
RTP14 67 15,3 1c 3+3=6 7,6 niedrig P keine
RTP15 74 14,2 2c 4+4=8 13,3 hoch P+L 2-3 J.
RTP16 75 16,8 2a 3+4=7 54 mittel P keine
RTP18 70 14,0 3b 3+4=7 252 hoch P 9 Mo.
RTP19 68 14,9 2a 3+4=7 6,0 mittel P keine
RTP20 76 13,0 1c 3+3=6 12,6 mittel P ~1J.
RTP21 81 13,8 2c 5+4=9 9,3 hoch P 2-3 J.
RTP23 80 15,6 2a 3+3=6 11,9 mittel P 4 Mo.
RTP24 82 14,0 3a 4+4=8 5,3 hoch P 6 Mo.
RTP25 74 15,4 2c 4+3=7 4,8 mittel P 6 Mo.

2.1.4. Unterschiedliche Therapien

Die Patienten wurden nach den Klinikinternen Leitlinien risikoadaptiert
behandelt und konnten somit in verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Alle
Patienten erhielten eine Bestrahlung der Prostata und der Samenblasenbasis in
39 Fraktionen bis 78 Gy (bei einigen Patienten wurde bei zu hoher
Strahlenbelastung fur Nachbarorgane die RT mit einer geringeren Gesamtdosis
durchgefuhrt, es wurden jedoch immer mindestens 70 Gy verabreicht). Funf von
neun Patienten mit einem Hochrisikotumor erhielten eine zusatzliche

Bestrahlung der pelvinen Lymphabflusswege mit 50,4 Gy in 28 Fraktionen.
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Allen Patienten mit einem Tumor mit mittlerem und hohem Risiko wurde eine
HAT angeboten. Diese wurde grundsatzlich vor Beginn der Bestrahlung
begonnen und bei fast allen Patienten bis nach Bestrahlungsende fortgefuhrt.
Bei Tumoren mit mittlerem Risiko wurde die HAT fur sechs Monate bei neun
von elf Patienten, bei hohem Risiko fur zwei bis drei Jahre bei allen neun
Patienten durchgefuhrt.

Zeigten sich klassische Nebenwirkungen einer RT am Enddarm (z.B. Proktitis)
wurden bei einem Teil unter anderem Steroid-haltige Lokaltherapeutika
eingesetzt.

2.1.5. Gesunde Probanden

Insgesamt sechs HLA-A*02-positive gesunde Spender mit vergleichbarer
Altersstruktur zu den 21 eingeschlossenen Patienten (Altersspektrum von 49
bis 63 Jahre, Mittelwert: 55,83 Jahre, Median: 52,5 Jahre) wurden im Oktober
und November 2012 in die Studie mit eingeschlossen. Vor den Blutabnahmen
(ebenfalls 50ml pro Blutentnahme) wurden auch die gesunden Spender Uber
die Studie und die Risiken der Blutabnahmen aufgeklart. Auch die gesunden
Spender erhielten Codenummern (RTP101 und RTP103 bis RTP107). Die
Blutabnahmezeitpunkte der gesunden Spender wurden mit B, C und D
bezeichnet und lagen 23 bis 50 Tage auseinander. Weitere Informationen zu
den Blutabnahmen bei den gesunden Probanden finden sich im Anhang. Aus
den analysierten Werten (Prozent der untersuchten Immunzell-
Subpopulationen) der gesunden Spender wurde ein Mittelwert gebildet, mit dem

die Patientenwerte verglichen wurden:

RTP101,_, + RTP103,_, + RTP104,_, + RTP105,_p, + RTP106,_p, + RTP107,_,

M= 6
2.2. Gerate
Autoklav 11-6-9 HS1-FD, Sauter, Muhldorf am Inn,
Deutschland
Blutentnahmekantle Safety-Multifly-Kanule 0,8mm, Sarstedt, Nurnbrecht,
Deutschland
Blutréhrchen S-Monovette Lithium-Heparin 20, Sarstedt,

Nurnbrecht, Deutschland
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Cryobox

Durchflusszytometer

Eismaschine
FACS-Software

Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)
Inkubator
Kahlschrank 1 (4°C)
Kahlschrank 2 (4°C)

Lichtmikroskop

Neubauer-Zahlkammer

Pipettenpumpe

5100-0001 Cryo 1°C Freezing Container, Thermo
Scientific Nalgene, Waltham, Massachusetts, USA
BD LSR Fortessa, BD Biosciences, San Jose,
Kalifornien, USA, Software: BD FACS Diva

AF30, Scotsman, Mailand, Italien

FlowJo for Mac V9.2, BD Biosciences, San Jose,
Kalifornien, USA

GS-Serie, Liebherr, Bulle, Schweiz

Skadi Green Line DF8520GL, Ede, Niederlande
Heraeus Function Line B12/UB12, Heraeus
Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Oko-super glass-line, Liebherr, Bulle, Schweiz
profi-line, Liebherr, Bulle, Schweiz

Leica DM IL, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Neubauer improved 552/712, Glaswarenfabrik Karl
Hecht GmbH & Co KG, Sondheim/Rhon,
Deutschland

Pipetboy acu, Integra Biosciences GmbH, Ruhberg,
Deutschland

zugehorige Pipetten: BD Falcon 2/5/10/25/50ml, BD Biosciences,

Pipetten 1

Pipetten 2

Mehrkanalpipette

Sterilbank

Stickstofftank

San Jose, Kalifornien, USA
Pipetman classic 2-20/50-200/200-1000ul, Gilson,
Middleton, Wisconsin, USA
Discovery Comfort 0,5-2/2-10/20-200ul, Kinesis-
Abimed, Langenfeld, Deutschland
Discovery Comfort 20-200py, Kinesis-Abimed,
Langenfeld, Deutschland
Technoflow 3F120-1IGS, Integra Biosciences GmbH,
Ruhberg, Deutschland
K-Series 24K, Taylor-Wharton, Theodore, Alabama,
USA
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Tischzentrifuge 1

Tischzentrifuge 2

Vortexer

Wasserbad

Zentrifuge 1

Zentrifuge 2

Zentrifuge 3

2.3. Materialien

Biofuge fresco, Heraeus Instruments GmbH, Hanau,
Deutschland

Biofuge pico, Heraeus Instruments GmbH, Hanau,
Deutschland

Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, New
York, USA

Kottermann Labortechnik, Uetze-Hanigsen,
Deutschland

Megafuge 2.0 R, Heraeus Instruments GmbH,
Hanau, Deutschland

Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments GmbH,
Hanau, Deutschland

Labofuge 400, Heraeus Instruments GmbH, Hanau,

Deutschland

2.3.1. Verwendete Einzelsubstanzen

AbC Anti-Mouse Bead Kit

Annexin V Binding Buffer

Antikorper

LifeTechnologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA, #A10344

BioLegend, San Diego, Kalifornien,
USA, #422201

siehe 2.6.3.

ArC Amine Reactive Compensation

Bead Kit

B-ME

BSA

Brefeldin A

LifeTechnologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA, #A10346

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz,
1mM in PBS, 2000X, steril filtriert mit
0,2ul-Filter

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA, #A4628

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA, #B7651, 1mg/ml in PBS
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D-Biotin

DMSO
DNAse |

EDTA

FCS

Fixation/Permeabilization-Diluent

Fixation/Permeabilization-Concentrate

Glycerol

Golgi-STOP (Monensin)

HS

IMDM

LSM

NaAzid

PBS

PenStrep

Permeabilization buffer (10X)

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA, #B4501 (100mM in 200mM Tris)
Merck, Darmstadt, #1.02952.1000
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA, #DN25 (1mg/ml)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich, #A15-101, hitzeinaktiviert
eBioscience, San Diego, Kalifornien,
USA, #00-5223-56

eBioscience, San Diego, Kalifornien,
USA, #00-5123-43

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, New
Jersey, USA, #554724

c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland,
#S41M, hitzeinaktiviert

BioWhittaker, Verviers, Belgien, #BE12-
722F

Biocoll Separating Solution, Biochrom
AG, Berlin, Deutschland, #L6115
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
hergestellt in der Abteilung fur
Immunologie der Universitat Tubingen
(Claudia Falkenburger)

BioWhittaker, Verviers, Belgien, #DE17-
602E)

eBioscience, San Diego, Kalifornien,
USA, #00-8333-56
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Propidiumiodid (PI)

Proteaseinhibitor

Qdot 585 Streptavidin-Conjugate

Qdot 605 Streptavidin-Conjugate

Qdot 655 Streptavidin-Conjugate

Qdot 705 Streptavidin-Conjugate

Saponin

Staphylococcus Enterotoxin B (SEB)

Tris

Trypanblau

2.3.2. Hergestellte Gemische

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA, #P4170

Complete inhibitor tablet, Roche,
Mannheim, Deutschland,
#11697498001 (gelbst in 2ml Tris
20mM)

LifeTechnologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA, #Q10113MP

LifeTechnologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA, #Q10103MP

LifeTechnologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA, #Q10123MP

LifeTechnologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA, #Q10163MP

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA, #P8139

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA, #S4881

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA, #252859

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland,
#1.11732

Einfrierlosung: 90 % sterilfiltriertes, hitzeinaktiviertes FCS, 10 % DMSO
Kulturmedium: 500 ml IMDM, 50 ml hitzeinaktiviertes HS, 5 ml PenStrep, 250 ul

B-ME 2000X

Auftaumedium: 500 ml IMDM, 12,5 ml hitzeinaktiviertes HS, 5 ml PenStrep, 250

ul B-ME 2000X

Waschmedium: 500 ml IMDM, 1 ml PenStrep, 250 pl B-ME 2000X
FACS-Waschpuffer: 500 ml PBS, 500 uyl NaAzid 10 %, 2 ml EDTA 0,5 M, 10 ml

FCS

Multimerldsung: 20 ml PBS, 40 pl NaAzid 10 %, 160 yl EDTA 0,5 M, 20 ml FCS
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Permwash-Puffer: 500 ml PBS, 1 ml NaAzid 10 %, 2,5 g BSA, 0,5 g Saponin

Fixation-/Permeabilization-Puffer: 9 Teile Fixation/Permeabilization-Diluent, 1
Teil Fixation/Permeabilization-Concentrate

Permeabilization-Puffer: 45 ml ddH»O, 5 ml Permeabilization buffer 10X

2.4. Bestimmung des Leuko- und Lymphozytenverlaufs

Bei gegebenem klinischem Anlass wurde das Zentrallabor des
Universitatsklinikums Tibingen von den betreuenden Arzten aus der Klinik fir
Radioonkologie damit beauftragt, Differenzialblutbilder flr die Patienten zu
erstellen. Diese wurden aus EDTA-BIlut, das von den Patienten steril gewonnen

wurde, maschinell angefertigt.
2.5. Aufbereitung der PBMC

2.5.1. Prinzip und Durchfuhrung der PBMC-Isolierung

Die Isolierung der PBMC erfolgte grofRtenteils durch die Mitarbeiter der
Abteilung fur Radioonkologie des Universitatsklinikums Tubingen. Die PBMC
wurden mit einer Dichtegradient-Zentrifugation Uber einem Lymphozyten-
abtrennenden Medium (LSM) mit einer Dichte von 1,077 g/ml aus 50 ml frisch
abgenommenem, heparinisiertem Blut (es wurden Blutrohrchen verwendet, in
denen bereits Heparin vorlag, siehe 2.2.) der Patienten oder gesunden Spender
nach dem im Labor ublichen Protokoll durchgefuhrt (s.u.). Durch die
Dichtegradient-Zentrifugation setzen sich die Erythrozyten als Bodensatz ab, in
der daruber liegenden Schicht findet sich das LSM. Dartuber wiederum bildet
sich eine dunne Schicht aus mononuklearen Zellen (die PBMC), bestehend aus
Lymphozyten und Monozyten, die mit der Pipette abgesaugt werden kann. Die

oberste Phase bildet das Blutplasma.

Vor Beginn der PBMC-Isolation wurden die LSM-L6sung und das PBS bei 37°C
im Wasserbad vorgewarmt, die bendtigte Einfrierlosung aus 90 %
sterilfiltriertem FCS und 10 % DMSO bei 4°C bereitgestellt und alle bendtigten
Materialien bereitgelegt. Alle Schritte erfolgten unter sterilen Bedingungen.

Zunachst wurde das Blut auf 50ml-Falconrohrchen verteilt und jeweils 1:1 mit
vorgewarmtem PBS verdunnt, sodass sich eine Gesamtmenge von 35 - 40 ml
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pro Falcon ergab. Nun wurden das Blut-PBS-Gemisch mit je 10 ml LSM
vorsichtig unterschichtet. Im Anschluss erfolgte die Dichtegradient-
Zentrifugation Uber 20 min bei Raumtemperatur mit 2000 Umdrehungen pro
Minute (rpm) ohne Bremse. Die Interphase aus den PBMC wurde vorsichtig mit
der Pipette abgezogen und in neue 50ml-Falconréhrchen Ubertragen (maximal
15 ml pro Falcon). Die neuen Rohrchen wurden mit PBS auf 50 ml aufgefullt
und durch Invertieren gemischt. AnschlieBend wurde fur 6 min bei
Raumtemperatur mit 1400 rpm zentrifugiert, wobei die Bremse wieder
eingeschaltet wurde. Der Uberstand wurde abgekippt, die Pellets durch Klopfen
gegen das Falcon resuspendiert und wieder auf 50 ml mit PBS aufgefullt und
gemischt. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation (8 min, Raumtemperatur,
1300 rpm). Der Uberstand wurde wieder abgeschittet, die Pellets manuell
resuspendiert, in einem Falcon gesammelt und auf 50 ml mit PBS aufgefulit.
Die Zellen wurden mit Trypanblau in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Im

Anschluss erfolgte das Einfrieren der Zellen (siehe 2.5.2.).

2.5.2. Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zunachst wurde die richtige Anzahl an Cryovials fur das Einfrieren vorbereitet
(Planung: 6 x 10° Zellen pro Cryovial) und beschriftet (Patienten-Codenummer
RTP1-25 bzw. RTP101-107 fur die GS / Blutentnahmezeitpunkt A-E / Datum).
Die Cryovials wurden in einer Cryobox im Kuhlschrank bei 4°C vorgekuhlt. Die
in 2.5.1. gewonnene PBMC-Suspension wurde erneut fur 8 min bei 4°C mit
1300 rpm zentrifugiert. Im Anschluss wurde unter der Sterilbank auf Eis
gearbeitet: Der Uberstand wurde abgekippt, das Zellpellet manuell
resuspendiert und die entsprechende Menge Einfrierlosung zugegeben (1 ml
pro Cryovial). Mit der Pipette wurde die entstehende Suspension gemischt und
zugig in die vorbereiteten Cryovials transferiert. Diese wurden sofort in der
Cryobox im -80°C-Gefrierschrank eingefroren und am Folgetag in den
Stickstofftank (-196°C) verbracht.

Fur das Auftauen wurden die Cryovials zunachst aus dem Stickstofftank in den

-80°C-Gefrierschrank verbracht und das Auftau-, Kultur-, und Waschmedium

bei 37°C warmgestellt. Vom Gefrierschrank aus wurden maximal zwei
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Rohrchen gleichzeitig im Wasserbad (37°C) aufgetaut und der Inhalt sofort in
6ml Auftaumedium in einem 15 ml-Falcon uberfuhrt, in den zuvor bereits
DNAse | in einer Endkonzentration von 3ug/ml zugegeben wurde. Die toxische
Wirkung des DMSO auf die PBMC erforderte hier ein zlgiges Arbeiten.
Nachdem alle bendtigten Zellen aufgetaut waren, wurden die Rohrchen fur
6min bei Raumtemperatur mit 1300 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgekippt,
die Pellets manuell resuspendiert und in jedes Falcon 6 ml Waschmedium
zugegeben. AnschlieRend wurden die Zellen mit Trypanblau gezahlt. Es
erfolgte eine erneute Zentrifugation (6 min, Raumtemperatur, 1300 rpm), der
Uberstand wurde wieder abgekippt und die Pellets manuell resuspendiert. Fur
die Farbungen 1 - 3 (siehe 2.6.5.) wurden mit Waschmedium Zellsuspensionen
mit einer Konzentration von 20 x 10° Zellen/ml eingestellt und sofort die
Farbungen durchgefuhrt. Fur das ICS wurde mit Kulturmedium eine Suspension
mit 10 x 10° Zellen/ml eingestellt, auf die Farbeplatte verteilt und diese iiber
Nacht in den Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, verbracht. Die Stimulation und
Farbung erfolgte am nachsten Tag (siehe 2.6.6.).

2.6. Vorbereitung der Durchflusszytometrie

2.6.1. Prinzip

Die Geschichte der Durchflusszytometrie geht auf Wallace Coulter im Jahr 1947
zurlck. Damals wurde das erste Gerat zur GroRenbestimmung von Zellen in
Suspension durch elektronische Messungen vorgestellt. Im Dezember 1968
wurde das erste Durchflusszytometer von Wolfgang Gohde an der
Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster zum Patent angemeldet [158]. Die
erste Maschine zur Zellsortierung und Durchflusszytometrie wurde 1972 von
Leonard A. Herzenberg an der Stanford-University prasentiert [159]. In den
folgenden Jahren wurde die Technik fortlaufend weiterentwickelt. Die ersten
Gerate der Firma BD kamen 1974 auf den Markt.

Im Durchflusszytometer werden die zu detektierenden Zellen zunachst in einen
feinen FlUssigkeitsstrahl gebracht, sodass eine Zelle nach der anderen den
Detektionsapparat passiert. Durch Laserlicht unterschiedlicher Wellenlangen

werden Fluorochrome, die zuvor auf die Zellen aufgebracht wurden und zum
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Beispiel an Antikorper gebundenen sind, angeregt. Das von ihnen wiederum
emittierte Lichtsignal wird durch die Messeinheit des Durchflusszytometers
detektiert. Die Abgrenzung verschiedener Fluorochrome erfolgt durch die
eingesetzten optischen Filter (Longpass- und Bandpass-Filter). Longpass-Filter
lassen nur Licht mit einer Wellenlange groRRer der auf dem Filter angegebenen
Wellenlange durch und reflektieren das ubrige Spektrum (z.B. > 670 nm
entspricht 670LP). Von Bandpass-Filtern wird Licht eines bestimmten
Wellenlangenbereiches durchgelassen (z.B. 710 + 25 nm, entspricht 710/50).
Abbildung 9 zeigt schematisch den Aufbau eines Durchflusszytometers mit zwei

verschiedenen Lasern.
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Abbildung 9: Schema der Durchflusszytometrie (Originaltitel: Schematic overview of a typical
flow cytometer setup), Quelle: Introduction to Flow Cytometry von Misha Rahman Ph.D. fiir AbD
Serotec, static.abdserotec.com/Lit-pdfs/Brochures1/flowcytometry.pdf, dort am 10.06.2014
heruntergeladen

Jedes Durchflusszytometer bestimmt zunachst die GroRe und Granularitat der
Zellen. Je weiter ein eingebrachter Laserstrahl mit einer Wellenlange von 488
nm von der zu detektierenden Zelle auseinandergestreut wird, desto grof3er ist
die Zelle (FSC-Wert = forward angle light scatter). Je gro3er die Streuung des
Strahls zur Seite ist, desto mehr Granula befinden sich im Zytoplasma der Zelle

und umso mehr Oberflachenrunregelmalligkeiten liegen vor (SSC-Wert = side
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angle light scatter) [160]. Dies lasst eine Einteilung in die verschiedenen
Zellarten zu. Lymphozyten und Monozyten konnen bei der Untersuchung von
PBMC differenziert werden (vergleiche Abbildung 10).
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Abbildung 10: Differenzierung von Vollblut durch den Plot SSC vs. FSC in Granulozyten,
Lymphozyten, Monozyten und Zelltriimmer. Die Granulozytenpopulation entféllt bei der
Verwendung von PBMC. Modifiziert von S. Attig, 2007

Um genauere Informationen uber die Zelleigenschaften zu bekommen wurden
die Zellen mit monoklonalen Antikorpern, an die Fluoreszenzfarbstoffe
gebunden sind, und mit an Fluorochrome gekoppelten HLA-Peptid-Multimeren
gefarbt. Diese binden an spezifische Strukturen der Zelloberflachen oder nach
Zellpermeabilisierung an Strukturen innerhalb der Zellen und lassen so eine
Charakterisierung zu. Die spezifischen HLA-Multimere binden an den
entsprechenden TCR, welcher genau das Peptid erkennt, mit dem das HLA-
Multimer beladen ist [161, 162]. Das Auswertungsprinzip basiert auf einer
Subgruppenanalyse: Zunachst werden Hauptpopulationen wie beispielsweise
CD4- oder CD8-positive Zellen differenziert und in dieser Gruppe dann weitere
Eigenschaften wie Proliferation oder Apoptose untersucht.

In den durchgefuhrten Experimenten wurden bis zu elf Parameter gleichzeitig
bestimmt. Dies erforderte einen Korrekturschritt um die spektrale Uberlappung
der verschiedenen Fluorochrome herauszurechnen, die so genannte
Kompensation. Fur jedes Fluorochrom wurde eine Kompensationsprobe
hergestellt und diese vor der eigentlichen Messung aufgenommen. Die
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Berechnung der Kompensationsmatrix erfolgte mit der Durchflusszytometrie-

Software (siehe auch 2.6.7.).

2.6.2. HLA-Peptid-Multimere

Fur die Herstellung der Multimere wurden die im eigenen Hause produzierten
und bei -80°C gelagerten, biotinylierten HLA-Monomere (EBV-BMLF1 259-267
GLCTLVAML (Synthese-Nr. 91123p1-12*), EBV-LMP2 426-434 CLGGLLTMV
(Synthese-Nr. 101159), CMV-pp65 495-503 NLVPMVATV (Synthese-Nr.
101015) und Influenza-Matrix 58-66 GILGFVFTL (Synthese-Nr. 91092))
zunachst aufgetaut, die bendtigte Menge entnommen und in ein dunkles
Reagenzgefal® (Lichtschutz) Uberfuhrt. Das Reaktionsgefal® wurde im Kuhlraum
(4°C) auf ein Drehrad gegeben und alle 30 min wurden 10 % der insgesamt
erforderlichen Streptavidin-Qdot-Reagenz zugegeben (33,25 pl einer 1 uM
Losung fur 50 pg / 25 yl Monomer). Zum Schluss wurden 2,91 pyl 1 mM D-Biotin
zugegeben um Ubrig gebliebene, freie Bindungsstellen abzudecken
(lichtgeschutzte Inkubation fur 20 min bei 4°C).

Im Anschluss an die Herstellung wurden die HLA-Peptid-Multimere mit 30,58 ul
einer Mischung bestehend aus 20 mM Tris, 1,5 % humanem Serumalbumin,
0,06 % NaAzid, 48 % Glycerol und einem Protease-Inhibitor (3X) gemischt,
aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Dieses Herstellungsprotokoll war im Labor

bereits etabliert.
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2.6.3. Ubersicht iiber die vier Firbungen und die verwendeten Antikorper

Doy DA goifernieng OO
Proliferation Zellen T-Zellen

Live/Dead-Aqua AnnexinV-FITC Live/Dead-Aqua Live/Dead-Aqua

CD3-PaBlue Propidiumiodid CD4-APC-Cy7 CD4-APC-Cy7

CD19-BrilliantViolet650 CD4-APC-Cy7 CD8-PE-Cy7 CD8-Qdot605

CD4-APC-Cy7 CD8-PE-Cy7 CD45RA-PaBlue IL-2-PE-Cy7

CD8-Qdot605 CMV-pp65-Qdot705 CD28-APC IL-5-APC

CD25-APC EBV-BMLF1-Qdot585 CCR7-PE IL-10-PE

CD56-PE-Cy7 EBV-LMP2-Qdot655 CMV-pp65-Qdot705 IL-17-FITC

Foxp3-PE Inf-Mat-Qdot605 EBV-BMLF1-Qdot685 IFNy-AlexaFluor700

Ki67-AlexaFluor700 - EBV-LMP2-Qdot655 TNFa-BrilliantViolet650

- - Inf-Mat-Qdot-605 CD107a-PaBlue

- - Ki67-AlexaFluor700 -

Abbildung 11: Ubersicht (iber die vier verwendeten Férbepanele mit den entsprechenden
Antikérpern (mit angekoppelten Fluorochromen) bzw. Farbesubstanzen. Quelle: Schéadle et al.,
Kurzvortrag ,Zellulérer Immunstatus unter primérer Radiotherapie bei lokalisiertem
Prostatakarzinom®, DEGRO-Kongress 2014, Diisseldorf.

In der folgenden Tabelle 6 sind fur die verschiedenen Farbesubstanzen die
Verdunnungen bzw. die verwendeten Konzentration angegeben, in denen sie

fur die durchgefuhrten Farbungen (siehe 2.6.5. und 2.6.6.) verwendet wurden.

Tabelle 6: Konzentrationen bzw. Verdiinnungen der benutzten Férbesubstanzen und Antikérper
in alphabetischer Reihenfolge. Die Spalte ,Férbepanel” gibt an, fiir welche Férbungen die
Substanzen verwendet wurden (siehe auch Abbildung 11). Fiir die Live/Dead-Aqua-Reagenz
wurden je nach Alter der hergestellten Lésung unterschiedliche Mengen verwendet: war die
Lésung weniger als eine Woche alt, wurden 0,5ul/Test verwendet, bei einem Alter der Lésung
zwischen einer und zwei Wochen wurde 1ul/Test verwendet (laborinterner Standard). Altere
Lésungen wurden verworfen.

Konzentration / extra- oder Farbe-

Farbesubstanz . . . Herstellerinformationen
Verdiinnung intrazellular panel
Annexin V-FITC 0,5 ul/Test extra 2 BioLegend, #640906
BD Biosciences, Klon
CCR7-PE 1:1,67 extra 3 150503, #560765
CD107a-Pacific BioLegend, Klon H4A3,
Blue 2 ul/Test extra 4 4308623
. ) BioLegend, Klon UCHT-
CD3-Pacific Blue 1:100 extra 1 1. #300417
: BD Biosciences, Klon
CD4-APC-Cy7 1:200 extra 1-4 RPA-T4, #557871
CD8-PE-Cy7 1:500 extra 2,3 BeckmanCouiter, Klon

SFCI21Thy2D3, #737661
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i Konzentration / extra- oder Farbe- . .
Farbesubstanz e . " Herstellerinformationen
Verdiinnung intrazellular panel
: LifeTechnologies, Klon
CD8-Qdot605 1:100 extra 1,4 3B5, #Q10481
CD19- ) BioLegend, Klon HIB19,
BriliantVioleté50 00 extra 1 #302237
BD Biosciences, Klon M-
CD25-APC 1:2 extra 1 A251, #555434
eBioscience, Klon
CD28-APC 1:10 extra 3 CD28.2, #17-0289-73
- LifeTechnologies, Klon
gEfRA'PaC'f'C 1:16,67 extra 3 MEM-56,
#MHCD45RA28
BD Biosciences, Klon
CD56-PE-Cy7 1:10 extra 1 B159. #557747
CMV-pp65- .
Qdot705 5 ug/mi extra 2,3 eigene Herstellung
EBV-BMLF1- .
Qdot585 10 pg/ml extra 2,3 eigene Herstellung
EBV-LMP2- .
Qdot655 5 ug/mi extra 2,3 eigene Herstellung
) , BioLegend, Klon 206D,
Foxp3-PE 1:20 intra 1 4320108
IFN-y-Alexa Fluor : , BD Biosciences, Klon
700 1:200 intra 4 B27, #557995
) ) BioLegend, Klon MQ1-
IL-2-PE-Cy7 1:10 intra 4 17H12, #500326
: BD Biosciences, Klon
IL-5-APC 1:40 intra 4 TRFKS, #554396
. BD Biosciences, Klon
IL-10-PE 1:120 intra 4 JES3-19F1, #554706
eBioscience, Klon
IL-17-FITC 1:200 intra 4 eBio64DEC17, #11-
7179-73
Inf-Mat-Qdot605 5 pg/ml extra 2,3 eigene Herstellung
Ki67-Alexa Fluor , BD Biosciences, Klon
700 1:100 intra 13 B56, #561277
. LifeTechnologies,
Live/Dead-Aqua 0,5-1 pyl/Test extra 1,2,4 #134957
5 ul/Test
Propidiumiodid (Ausgangskonz. 5 4 - 2 Sigma Aldrich, #P4170
P ug/ml, mit PBS 9 ’
verdiinnt)
TNF-a-Brilliant ) ) BioLegend, Klon MAb11,
Violet 650 1:10 intra 4 #502937

Fur drei der verwendeten Antikdrper wurden Isotyp-Kontrollen verwendet (siehe

auch 4.2.3.), da die Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen
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schwierig war (siehe 2.8.). Die Ansatze mit den Isotyp-Kontrollen enthielten
ebenfalls alle anderen Antikorper und wurden somit (bis auf die durch die
Isotyp-Kontrollen ersetzten Antikorper) genau gleich behandelt wie alle anderen
Ansatze.

Tabelle 7: Ubersicht Giber die Verdinnung der benutzten Isotyp-Kontrollen in alphabetischer
Reihenfolge. Die Spalte ,Farbepanel” gibt an, fiir welche Férbungen die Isotyp-Kontrollen
verwendet wurden.

. .. extra- oder Farbe- . .
Farbesubstanz Verdiinnung . . Herstellerinformationen
intrazellular panel

Isotyp-Kontrolle fur BD Biosciences, Klon

1:20 extra 3

CCR7-PE G155-178, #553457
Isotyp-Kontrolle fur BD Biosciences, Klon
1:2 extra 1
CD25-APC MOPC-21, #555751
Isotyp-Kontrolle fiir L
; : : BD Biosciences, Klon
56607-Alexa Fluor 1:200 intra 1,3 MOPC-21, #557882

2.6.4. Etablierung der Farbeprotokolle

Die Protokolle fur die durchgeflhrten Farbungen (siehe 2.6.5. und 2.6.6.) waren
zu einem grofRen Teil bereits in der Arbeitsgruppe oder in anderen Gruppen des
Instituts fur Immunologie an der Universitat Tubingen etabliert. Die
Farbeprotokolle fur die Tests 1, 3 und das ICS wurden lediglich in den Vortests
leicht modifiziert, um Arbeitsablaufe zu optimieren und bessere Resultate zu
erlangen. Fur das Farbeprotokoll 2 musste die Apoptose-Farbung mit Annexin
V und PI zunachst etabliert werden, was vor der Durchfuhrung der eigentlichen
Experimente in mehreren Versuchen erfolgte.

Fur alle bisher nicht im Labor verwendeten Antikdrper wurden zunachst
Titrationsreihen durchgefuhrt, in denen die optimalen Mengen der benutzten
Antikorper fur einen Versuch definiert wurden.

2.6.5. Farbungen 1 - 3: Phanotypisierung, Proliferation, Apoptose und
Nekrose, Differenzierung und Virus-spezifische Tk-Zellen

Die Farbungen 1 - 3 wurden parallel durchgefuhrt, da dies fur die Gesamtarbeit
eine wesentliche Zeitersparnis darstellte und logistisch gut moglich war. Mit

Farbung 1 konnten die Lymphozyten in ihre Untergruppen aufgeteilt und deren
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Proliferation untersucht werden. In Farbung 2 wurden Virus-spezifische Zellen
nachgewiesen, sowie alle enthaltenen Zellen auf Apoptose und Nekrose
untersucht. Farbung 3 diente zur Untersuchung der Differenzierungsstadien der
Lymphozyten und detektierte daruber hinaus die Proliferation der Virus-
spezifischen Zellen.

Die PBMC wurden, wie unter 2.5.2. beschrieben, unter sterilen Bedingungen
aufgetaut und je 100pl einer Suspension mit 20x10° Zellen/ml in die Wells einer
96-Well-Platte gegeben (runder Boden). Von jedem Patienten und jedem
Zeitpunkt wurden wenn moglich drei Wells gefullt (fur die Farbungen 1 - 3).
Sollte dies aufgrund einer zu geringen Anzahl an Zellen nicht moglich gewesen
sein, wurde zunachst das Farbeprotokoll 2 (Apoptose und Nekrose) gestrichen,
bei noch weniger Zellen auch das Farbeprotokoll 3 (Differenzierung).

In die Ansatze fur die Farbungen 2 und 3 wurde jeweils 100 yl FACS-
Waschpuffer zugegeben, zu den Tests fur Protokoll 1 100 yl Waschmedium.
Danach wurde die Platte fur 5 min bei 4°C und 1500 rpm zentrifugiert. In der
Zwischenzeit wurde die Farbung mit den HLA-Peptid-Multimeren vorbereitet: In
Multimerldsung (siehe 2.3.2.) wurde ein Mastermix mit einer finalen
Konzentration von 10 pug/ml EBV-BMLF1-Qdot585, 5 pg/ml-Influenza-Matrix-
Qdot605, 5 pg/ml EBV-LMP2-Qdot655 und 5 pg/ml CMV-pp65-Qdot705
hergestellt (siehe auch 2.6.3.). Dieser wurde zur Elimination von Aggregaten 5
min bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand ohne das Pellet in
ein neues Gefal transferiert.

Bei der 96-Well-Platte wurde der Uberstand mit einer Pipette abgenommen und
die Zell-Pellets fur Protokoll 1 mit je 50 yl Waschmedium resuspendiert. Die
Pellets fur die Farbungen 2 und 3 wurden mit je 50 pl Multimer-Mastermix
resuspendiert und die Platte anschlieend fur 30 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde zu allen Wells 150 pl FACS-
Waschpuffer zugegeben, es folgte eine erneute Zentrifugation (5 min, 4°C,
1500 rpm). Wahrenddessen wurden die Mastermixe fur die extrazellulare
Farbung in FACS-Waschpuffer hergestellt (siehe Abbildung 11 und Tabelle 6).
Der CD8-Qdot605 wurde vorverdiunnt und wie die HLA-Peptid-Multimere
zunachst zentrifugiert um Aggregate zu eliminieren. Vom Live/Dead-Aqua-
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Reagenz wurden 0,5 pl/Test wenn die Herstellung weniger als eine Woche
zurlck lag oder 1 pl/Test wenn die Losung alter war (maximal zwei Wochen)
verwendet (siehe Tabelle 6). Fur CCR7-PE und CD25-APC wurde eine Isotyp-
Kontrolle benutzt und analog zu den anderen Ansatzen angefertigt (siehe
Tabelle 7).

Nachdem die Ubersténde der Zentrifugation wieder mit der Pipette abgezogen
wurden, wurden die Ansatze in je 50 pl Antikdrper-Mastermix resuspendiert und
fur 20 min bei 4°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein erneuter Wasch-Schritt
mit 150 yl FACS-Waschpuffer pro Well und einer Zentrifugation (5 min, 4°C,
1500 rpm). Solange wurde der Fixation-/Permeabilization-Puffer wie unter 2.3.2.
beschrieben hergestellt. AuRerdem wurde die Farbelosung mit Annexin V-FITC
(BioLegend, #640906) 0,5 pl/Test in je 100 uyl Annexin V Binding Buffer
hergestellt. Die Zellpellets wurden nach Abnahme des Uberstandes fiir Farbung
1 und 3 mit je 100 yl Fixation-/ Permeabilization-Puffer resuspendiert und 30
min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Fir Farbung 2 wurden die
Pellets in je 100 pl Annexin V-Farbeldosung resuspendiert und fur 15 min im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden
die Testansatze fur Farbung 2 in FACS-Rohrchen ubertragen und es wurde
jeweils 400 pl Annexin V Binding Buffer zugegeben. Bis zur Messung am
Durchflusszytometer wurden die Rohrchen lichtgeschutzt bei 4°C aufbewahrt.
Zu den Wells der Farbungen 1 und 3 wurde nach der Inkubation je 100 pl
Permeabilization-Puffer zugegeben um die Zellen zu waschen. Anschliel3end
wurde fur 5 min mit 1700 rpm bei 4°C zentrifugiert und nach dem abpipettieren
des Uberstandes der Waschschritt mit 200 ul Permeabilization-Puffer
wiederholt (Zentrifugation 5 min, 4°C, 1700 rpm). Dann wurden die Pellets
erneut in je 100 pl Permabilization-Puffer resuspendiert und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation (5 min, 4°C,
1700 rpm). Wahrenddessen konnten die Mastermixe fur die intrazellulare
Farbung in Permeabilization-Puffer hergestellt werden (siehe Abbildung 11 und
Tabelle 6). Fur Ki67-AlexaFluor700 wurde auch eine Isotyp-Kontrolle benutzt

und entsprechend angefertigt (siehe Tabelle 7).
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Der Uberstand nach der Zentrifugation wurde mit der Pipette abgenommen,
danach wurden die Pellets in je 100 pl Mastermix (,intrazellulare® Antikorper)
resuspendiert und 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss wurde erneut mit 100 pyl Permeabilization-Puffer gewaschen und
zentrifugiert (5 min, 4°C, 1700 rpm), der Uberstand abgenommen und die
Pellets in je 200 pl Permeabilization-Puffer resuspendiert und zentrifugiert (5
min, 4°C, 1700 rpm). Danach wurde erneut der Uberstand abgezogen, die nun
fertig gefarbten Zellen in 200 yl FACS-Waschpuffer resuspendiert und in FACS-
Rohrchen Uberfuhrt. Auch diese Rohrchen wurden fur die Dauer der
Gerateeinstellung am Durchflusszytometer bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Alle
gefarbten Tests wurden immer am selben Tag am Durchflusszytometer
gemessen. Zuerst wurden die Tests der zweiten Farbung gemessen. 15 sek vor
der Messung wurden jedem Rohrchen 5 pl PIl-Losung mit einer Konzentration
von 5 ug/ml (Verdinnung mit PBS) zugegeben. Zu den RoOhrchen der
Farbungen 1 und 3 wurden jeweils noch 100 ul FACS-Waschpuffer zugegeben.

2.6.6. Stimulations- und intrazellulares Farbeprotokoll (Farbung 4)

Die Zellen wurden wie in 2.5.2. beschrieben unter sterilen Bedingungen abends
aufgetaut und von der hergestellten Suspension mit 10x10° Zellen/ml (in
Kulturmedium) wurden 200 pl in die Wells einer 96-Well-Kulturplatte (runder
Boden) gegeben. Die Anzahl an Wells pro Patient und Zeitpunkt hing von der
Anzahl vorhandener Zellen und der Virusspezifitat aus der bereits
ausgewerteten Farbung 2 ab.

Grundsatzlich wurde eine Positivkontrolle (Stimulation mit SEB) und eine
Negativkontrolle (Stimulation mit der HIV-Peptidsequenz HIV-RT 476-484,
ILKEPVHGV) durchgefuhrt. Je nach den Ergebnissen aus den Farbeprotokollen
2 und 3 wurden zusatzliche Ansatze angelegt, die mit Sequenzen der Peptide
CMV-pp65 (495-503 NLVPMVATV), EBV-BMLF1 (259-267 GLCTLVAML),
EBV-LMP2 (426-434 CLGGLLTMV) oder Influenza-Matrix (58-66 GILGFVFTL)
stimuliert wurden. Die Peptide wurden von der Gruppe von Prof. Dr. S.
Stevanovic¢ im Institut fir Zellbiologie, Abteilung Immunologie der Universitat
Tubingen hergestellt.
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Uber Nacht verblieben die Zellen im Inkubator. Am nachsten Morgen hatten
sich die Zellen am Boden abgelagert und es konnten je 150 ul vom Uberstand
abgenommen werden. 50 pl frisches Kulturmedium wurde zugegeben. In die
jeweiligen Wells wurden nun die Stimulationslésungen gegeben (jeweils in 50 pl
Kulturmedium mit einer Finalkonzentration fur alle Stimulantien von 10 pg/ml
bei einem finalen Volumen von 200 pl). AnschlieBend wurde in je 25 ul
Kulturmedium der Antikorper CD107a-PacificBlue (BioLegend, Klon H4A3,
#328623) mit 2 pl/Test zugegeben, die Ansatze mit der Pipette gemischt, die
Platte fur 3 min mit 1300 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert und dann fur
eine Stunde in den Inkubator verbracht. Wahrenddessen konnte die Losung zur
Blockade der Exozytose hergestellt werden. Diese enthielt pro Test 25 pl
Kulturmedium, in das Brefeldin A fur eine Finalkonzentration von 10 pg/ml und
Golgi-STOP fur eine finale Verdunnung von 1:1500 hinzugegeben wurde
(Finalvolumen: 200 pl). Nach einer Stunde wurden in jedes Well 25 pul der
hergestellten Blockierungslosung zugegeben und erneut mit der Pipette
gemischt. Das Volumen betrug jetzt in allen Wells 200 pl. Die Zentrifugation
wurde wie zuvor durchgefuhrt und die Platte fur weitere vier Stunden im
Inkubator platziert, sodass sich insgesamt eine Stimulationszeit von funf
Stunden ergab. Bis hierher erfolgten alle Schritte unter sterilen Bedingungen.
Nachdem die Zellen vom Boden der Wells mit der Pipette geldst wurden, wurde
fur 5 min bei 4°C mit 1500 rpm zentrifugiert um die Ansatze auf
Farbetemperatur zu kihlen, der Uberstand abgenommen, die Pellets in je 200
pl FACS-Waschpuffer resuspendiert und erneut zentrifugiert (5 min, 4°C, 1500
rom). Wahrenddessen wurde der Mastermix fur die extrazellulare Farbung in
FACS-Waschpuffer hergestellt (siehe Abbildung 11 und Tabelle 6, Hinweise zu
CD8-Qdot605 und Live/Dead-Aqua s.o. unter 2.6.5.).

Der Uberstand wurde mit der Pipette abgezogen, die Zellpellets zur Farbung in
je 50 ul Mastermix resuspendiert und fur 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
Danach wurden die Ansatze mit je 150 pl FACS-Waschpuffer gewaschen und 5
min bei 4°C mit 1500 rpm zentrifugiert. Nach dem abpipettieren des
Uberstandes wurden die Pellets in je 100 pl Cytofix/Cytoperm resuspendiert
und fur die Permeabilisierung 20 min bei 4°C im Dunkeln stehen gelassen. Im
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Anschluss wurde je 100 pl Permwash-Puffer hinzugegeben und fur 5 min bei
4°C mit 1700 rpm zentrifugiert. Wahrenddessen wurde der Mastermix fur die
intrazellulare Farbung mit den in Tabelle 6 gezeigten Konzentrationen in
Permwash-Puffer hergestellt.

Nach der Abnahme des Uberstandes mit der Pipette wurden die Pellets in je 50
pl Mastermix pro Test resuspendiert und fur 20 min bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Danach wurden zum Waschen je 150 pl Permwash-Puffer zugegeben
und fir 5 min bei 4°C mit 1700 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgezogen, die Pellets fur einen zweiten Waschschritt noch einmal in 150 pl
Permwash-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert (5 min, 4°C, 1700 rpm).
Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen, die Pellets in 200 yl FACS-
Waschpuffer resuspendiert und in FACS-Rohrchen tberfuhrt. Fur die Dauer der
Gerateeinstellungen am Durchflusszytometer wurden die Proben lichtgeschutzt
bei 4°C aufbewahrt. Direkt vor der Messung wurden zu jedem Rohrchen noch
einmal 100 yl FACS-Waschpuffer zugegeben.

2.6.7. Herstellung der Kompensations-Beads

Um die Einstellungen am Durchflusszytometer optimal vornehmen zu kénnen
war es notig fur die einzelnen Fluorochrome Kompensations-Beads
herzustellen. Diese wurden nach dem im Labor etablierten Protokoll mit den
unter 2.3.1. aufgelisteten Substanzen und den in Tabelle 8 und Tabelle 9
gezeigten Materialien hergestellt.

Tabelle 8: Antikérper fiir die Herstellung der Kompensations-Beads

Fluorochrom Konjugat Konzentration Informationen
: BD Biosciences, Klon B56,

AlexaFluor700 Ki67 2 ul/Test 4561277

) BeckmanCoulter, Klon 13B8.2,
APC CDh4 1:75 #IM2468

: BD Biosciences, Klon RPA-T4,
APC-Cy7 CDh4 1:200 4557871
A Live/Dead 0,5 - 1 yl/Test, je nach Alter LifeTechnologies. #1.34957

n
qua ive/Dea (siehe Tabelle 6) ifeTechnologies,

BrilliantViolet650 CD19 1:50 BioLegend, Klon HIB19, #302237
FITC cD4 170 Institut fir Immunologie,

Universitat Tubingen, Klon HP2/6
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Fluorochrom Konjugat Konzentration Informationen

BioLegend, Klon UCHT-1,

PacificBlue CD3 0,5 ul/Test #300417

BD Biosciences, Klon RPA-T4,
PE CD4 2 ul/Test #555347
PE-Cy7 - 1:1000 BeckmanCoulter, Klon

SFCI21Thy2D3, #737661

Tabelle 9: Reagenzien fiir die Herstellung der Qdot-Beads

Substanz bzw. Konjugat benotigte Menge Informationen
Institut fir Immunologie,
biotinylierter CD8-Antikérper 1 pl/Test Universitat Tubingen, Klon

OKT-8, 0,96mg/ml

Qdot585 Streptavidin- LifeTechnologies,

Conjugate 1 uliTest #Q10113MP
Qdo_t605 Streptavidin- 1 pliTest LifeTechnologies,
Conjugate #Q10103MP
Qdot655 Streptavidin- LifeTechnologies,
Conjugate 1 ulfTest #Q10123MP
Qdo_t705 Streptavidin- 1 uliTest LifeTechnologies,
Conjugate #Q10163MP

Fur die herkdmmlichen Kompensationskontrollen, sowie die Kompensations-
Beads fur Live/Dead-Aqua wurden die Flaschchen mit den Positiv- und Negativ-
beads zunachst 20 sek mit dem Vortexer geschuttelt (fur die Live/Dead-Aqua-
Beads wurden Amin-reaktive Beads verwendet). Im Anschluss wurde fur jede
Kompensationskontrolle ein Tropfen Positivbeads in ein Well einer 96-Well-
Platte gegeben (runder Boden). Danach wurden die AntikOrper mit den
jeweiligen Konzentrationen aus Tabelle 8 hinzugegeben (mit Annahme eines
Gesamtvolumens von 100 pl), mit der Pipette gemischt und 30 min bei
Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert. Im Anschluss wurde zu allen
Ansatzen 100 pl PBS gegeben und 5 min mit 1200 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Pipette abgezogen, die gefarbten
Beads in 100 pul FACS-Waschpuffer resuspendiert und zu jedem Ansatz wurde
ein Tropfen Negativbeads zugegeben. Dann wurden die
Kompensationskontrollen in FACS-Rohrchen uberfuhrt und es wurden erneut je
100 pl FACS-Waschpuffer hinzugegeben. Anschlieend konnten die nun
fertigen Beads fur die Kompensations-Einstellungen am Durchflusszytometer
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benutzt werden. Sie wurden maximal eine Woche lang benutzt und bei 4°C

lichtgeschutzt gelagert.

Fur die Herstellung der Kompensations-Beads fur die Qdot-Fluorochrome
wurde das Protokoll entsprechend modifiziert: Die Beadflaschchen wurden
auch hier zunachst mit dem Vortexer geschuittelt und je ein Tropfen
Positivbeads in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte (runder Boden) gegeben.
Im Anschluss wurde je 1 pl des biotinylierten CD8-Antikdrpers OKT-8 (siehe
Tabelle 9) mit 1 pl/Test hinzugegeben und mit der Pipette gemischt. Es wurde
fur 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, im Anschluss mit 100 pl
PBS gewaschen und 5 min mit 1200 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit einer Pipette abgezogen und die einzelnen Proben
wurden in je 100 yl FACS-Waschpuffer resuspendiert. Zu jeder Probe wurde
nun 1 pl der entsprechenden Streptavidin-Qdot-Losung zugegeben und mit der
Pipette gemischt. Fur diesen Farbeschritt erfolgte die Inkubation fur 20 min bei
4°C im Dunkeln. Danach wurden je 100 ul FACS-Waschpuffer zugegeben und
5 min mit 1200 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert, sowie der Uberstand
abgezogen. Dann wurde mit je 100 yl FACS-Waschpuffer resuspendiert und je
ein Tropfen Negativbeads zugegeben. Anschlieend wurden die Ansatze in
FACS-RoOhrchen transferiert und erneut jeweils 100 pyl FACS-Waschpuffer
zugegeben. Auch die Qdot-Beads wurden maximal eine Woche verwendet und
solange lichtgeschutzt bei 4°C aufbewabhrt.

Fir die Kompensation von Pl wurden 1x10° PBMC des jeweiligen Spenders in
200 pl Waschmedium fur 30 min bei 65°C im Heizblock getétet und ab dann
exakt so behandelt wie die zu farbenden Zellen aus Farbeprotokoll 2. Direkt vor
der Aufnahme der Kompensation wurden auch hier 5 pl der Pl-Lésung mit einer
Konzentration von 5 pg/ml zugegeben. Nach der Aufnahme fur die

Kompensation wurden die restlichen Zellen verworfen.

2.6.8. Konfiguration des Durchflusszytometers
Fir die Analyse am Durchflusszytometer wurde zunachst eine

Filterkonfiguration entwickelt, mit der alle Messungen durchgefihrt werden
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konnten. Fur die verschiedenen Laser waren die PMTs (bezeichnet mit A bis H)

folgendermalien belegt (Tabelle 10):

Tabelle 10: Konfiguration des Durchflusszytometers

Laser PMT Bandfilter Lf)ng-Pass- detektierbare
Filter Fluorochrome
A 710/50 670LP Qdot705
BrilliantViolet650

B 660/20 630LP Qdot655

Violett (405 C 605/15 595LP Qdot605

nm) D 585/15 570LP Qdot585
E 510/50 505LP Aqua
F 450/50 - PacificBlue
G-H nicht belegt
A 670/30 635LP -

Blau (488 nm) B 510/20 505LP FITC
C 488/10 - SSC
A 780/60 750LP PE-Cy7

.. B 610/20 600LP Pl

Grin (532nm) 582/15 . PE
D-H nicht belegt
A 780/60 750LP APC-Cy7

Rot (640 nm) B 730/45 690LP AlexaFluor700
C 670/30 - APC

2.7. Durchfuhrung der Durchflusszytometrie

Die Messungen der Farbeprotokolle 1 bis 3 wurde immer gemeinsam
durchgefuhrt, das ICS zu einem spateren Zeitpunkt. Meist wurden die Proben
aller Zeitpunkte zweier Patienten gleichzeitig gefarbt und gemessen. Vor
Beginn der Arbeit am Durchflusszytometer wurden zunachst die bendtigten
Filter aus 2.6.8. platziert. Danach erfolgte die Kompensation (fur alle gleichzeitig
gemessenen Ansatze). Hierzu wurden fur jedes Fluorochrom 5000 Bead-
Ereignisse aufgenommen und die Gates fur das Intensitatsmaximum im
Histogramm-Plot moglichst eng gesetzt um eine geringe
Spektrumsuberlappung (Ziel: < 30 %) zu erzielen. Die Kompensationsmatrix
wurde vom Computer errechnet (Software: BD FACS Diva®).

Im Anschluss erfolgte die Messung der Proben (bei mehreren Farbungen
zunachst Farbeprotokoll 2, dann Protokoll 1 und zum Schluss Protokoll 3). Zu

den Ansatzen fur das Farbeprotokoll 2 wurde, wie unter 2.6.5. beschrieben,

53



15sek vor der Messung immer noch 5 pl einer PI-Losung mit einer
Konzentration von 5 ug/ml zugegeben. Bei Farbeprotokoll 1 war der Zielwert fur
die Aufnahme 500.000 lebende Zellen, fur die Farbeprotokolle 2 und 3 und das
ICS 2.000.000 Ereignisse. Fur jedes Protokoll wurden auch ungefarbte, aber
sonst exakt gleich behandelte Zellen aufgezeichnet.

2.8. Auswertung der Durchflusszytometrie

2.8.1. Ausschluss von Experimenten

Ein Experiment wurde aus der Auswertung ausgeschlossen, wenn bei der
primaren Akquisition weniger als 100.000 Ereignisse aufgenommen werden
konnten oder wenn nach der Betrachtung der Farbung mit der Live/Dead-Aqua-

Reagenz weniger als 25 % der aufgenommenen Zellen vital waren.

2.8.2. Farbung 1: Phanotypisierung und Proliferation

Als erstes wurde der zeitliche Verlauf der Akquisition im Histogramm
begutachtet und nur der Bereich mit einer recht stabilen Aufnahmerate
ausgewahlt. Dann wurden die Doppel- und Triplett-Zellen Uber einen 2D-Dotplot
FSC-H vs. FSC-A ausgeschlossen (alle im Verlauf verwendeten Dotplots waren
grundsatzlich zweidimensional). Uber den Dotplot Live/Dead-Aqua vs. FSC-A
konnten im Anschluss alle lebenden Zellen ausgewahlt werden. Aus diesen
wiederum wurden in einem Dotplot SSC-A vs. FSC-A die Lymphozyten
ausgewahlt und die Monozyten ausgeschlossen (siehe 2.6.1.). Lymphozyten
sind weniger stark granuliert und insgesamt kleiner als Monozyten und liegen
somit auf beiden Skalen bei kleineren Werten. Die Lymphozyten wurden
schliel3lich Uber einen Dotplot CD19 vs. CD3 in drei Gruppen aufgeteilt: B-
Zellen (CD19°CD3), T-Zellen (CD3"CD19") und NK-Zellen (doppelt negativ).

Die weitere Analyse ist in Tabelle 11 gezeigt:
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Tabelle 11: Weitere Analyse fiir Férbung 1

B-Zellen

T-Zellen

NK-Zellen

Die B-Zellen wurden
Uber einen Dotplot Ki67
vs. CD19 lediglich auf
ihre Proliferation
untersucht.

Bei den T-Zellen wurde
zunachst ein  Dotplot
Ki67 VS. FSC-A
angelegt, welcher die
Gesamtproliferation der
T-Zellen zeigt.
AnschlieBend  wurden
alle T-Zellen uber CDA4
vs. CD8 aufgeteilt. Auf
CD4-negativen  Zellen
wurden die Dotplots

Der auf den NK-Zellen
angelegte Dotplot zeigte
Ki67 vs. CD56 und lief3
Ruckschlisse auf die
Funktionalitat [18] und
NK-

Proliferation der

Zellen zu.

Ki67 vs. CD8 und CD25
vs. CD8 angelegt. Auf
den CD8-negativen
Zellen entsprechend
Ki67 vs. CD4 und CD25
vs. CD4. Auf den
CD4"CD8-Zellen wurde
ein Dotplot mit Foxp3 vs.
CD25 angelegt um
regulatorische T-Zellen
zZu charakterisieren
(Foxp3'CD25"). Diese
wiederum wurden mit
Ki67 vs. FSC-A auf ihre
Proliferation untersucht.

2.8.3. Farbung 2: Apoptose, Nekrose und Virus-spezifische Tk-Zellen

Auch hier wurde zunachst der zeitliche Aufnahmeverlauf begutachtet und im
Anschluss die Einzelzellen identifiziert (siehe 2.8.2.). Daraufhin erfolgte jedoch
sofort der Ausschluss der Monozyten und die Aufteilung der Lymphozyten in
drei Gruppen: CD4"CD8’, CD8'CD4 und CD4". Die Populationen CD4'CD8"
und CD4°CD8" wurden jeweils mit Pl vs. Annexin V auf Apoptose und Nekrose
untersucht. Apoptotische Zellen sind Annexin V-positiv, jedoch noch Pl-negativ.
Alle Pl-aufnehmenden Zellen wurden als nekrotisch gewertet.
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Mit den CD4-Zellen wurden zwei verschiedene Auswertungen durchgefuhrt
(Tabelle 12):

Tabelle 12: Weiteres Vorgehen fiir Férbung 2

erste Auswertung zweite Auswertung

Zum einen wurden sofort die | Zum anderen wurde auf die CD4-
verschiedenen Multimere gegen CD8 | negativen Zellen bereits der Plot PI
aufgetragen, dann ein Bereich um die | vs. Annexin V gelegt und nur die
Multimer-positiven und CD8-positiven | lebenden (also doppelt negativen)
Zellen gelegt und diese wiederum wie | Zellen nach Virus-spezifischen Zellen
oben beschrieben auf Apoptose und | untersucht (Multimer vs. CD8).
Nekrose untersucht (Pl vs. Annexin
V).

2.8.4. Farbung 3: Differenzierung und Proliferation Virus-spezifischer Tk-
Zellen

Die Auswertung der fur diese Farbung aufgenommenen Zellen verlief bis zur
Festlegung auf die Lymphozyten wie bei Farbung 1 (siehe 2.8.2.). Danach
wurde ein Dotplot CD4 vs. CD8 angelegt. In diesem ergaben sich die
Populationen CD4"CD8’, CD8"CD4" und CD4". Aus den CD4-negativen Zellen
wurden dann wieder Virus-spezifische, CD8-positive Zellen Uber den Dotplot
Multimer vs. CD8 identifiziert. Zuletzt erfolgte die Auswertung fur die
verschiedenen Differenzierungsstufen. Hierzu wurden auf allen Virus-
spezifischen Populationen, sowie auf den CD4"CD8"- und CD8*CD4 -Zellen die
Dotplots CD28 vs. CD45RA und CCR7 vs. CD45RA angelegt. Zur genaueren
Subspezifizierung wurde die CCR7 CD45RA-Population noch einmal tUber den
Dotplot CD28 vs. FSC-A aufgetrennt.

2.8.5.ICS (Farbung 4)

Auch bei der intrazellularen Zytokinfarbung verlief die Strategie zur Auswertung
zunachst gleich wie bei Farbung 1 (siehe 2.8.2.). Die Lymphozyten wurden hier
folgendermallen aufgeteilt: CD8, CD4  und CD8'CD4. Dann erfolgte die

weitere Auswertung nach dem Schema in Tabelle 13:
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Tabelle 13: Weitere Analyse fiir das ICS

CD8-negative Zellen

CD4-negative Zellen

CD8'CD4 -Zellen

Auf den CD8-negativen
Zellen wurden folgende
Dotplots fur die Identifi-
zierung der Zytokinpro-
duktion angelegt: IL-2
vs. CD4, IL-5 vs. CD4,
IL-10 vs. CD4, IL-17 vs.

Fir die CD4-negativen
Zellen wurden die
folgenden Dotplots
angelegt: IL-2 vs. CDS8,
IL-10 vs. CD8, IFN-y vs.
CD8, TNF-a vs. CDS8,
sowie CD107a vs. CD8.

Die Population
CD8'CD4 wurde auf
CD107a VS. IFN-y
untersucht. CD107a
diente dabei als
Sekretions-, bzw.
Zytotoxizitatsmarker.

CD4, IFN-y vs. CD4 und
TNF-a vs. CDA4.

2.9. Analyse und statistische Auswertung

Am Durchflusszytometer gemessene Proben wurden nur analysiert, wenn
mindestens 100.000 Ereignisse aufgezeichnet werden konnten. Dies war bei
allen durchgefuhrten Versuchen der Fall.

Die untersuchte Probe eines Patienten oder gesunden Spenders wurde als
positiv fur ein bestimmtes Viruspeptid angesehen, wenn mindestens 0,02% der
CD8-positiven T-Lymphozyten HLA-Peptid-Multimer-positiv waren.

Sollten in der Auswertung der Durchflusszytometrie Zell-Untergruppen weiter
analysiert werden (zum Beispiel Virus-spezifische Tk-Zellen), so wurde dies nur
durchgefuhrt, wenn die Untergruppe mindestens 30 Zellen enthielt.

Bei der Auswertung der Zytokinproduktion wurde bei Stimulation mit SEB oder
den Peptiden CMV-pp65, EBV-BMLF1, EBV-LMP2 und Influenza-Matrix die
Hintergrundproduktion (detektiert Uber die Stimulation mit dem HIV-RT-Peptid
als Negativkontrolle) von den ermittelten Werten subtrahiert.

Die statistische Auswertung erfolgte in Microsoft Office Excel 2011® fiir Mac,
Version 14.4.1. Es wurden gepaarte, zweiseitige Student’'s T-Tests fur die
Auswertung der Patienten Uber den Therapieverlauf und ungepaarte,
zweiseitige Student’s T-Tests fur den Vergleich zwischen den unterschiedlichen
Therapiegruppen sowie zwischen Patienten und gesunden Spendern
durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde vor Beginn der Studie auf p < 0,05

festgesetzt (in den Grafiken und Diagrammen mit * markiert). Nach einer
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durchgefuhrten Bonferroni-Korrektur fur wiederholte Tests betrug das
Signifikanzniveau p < 0,0125 (mit ** dokumentiert). Bei den Vergleichen zweier
Kohorten wurde die Signifikanz in den Grafiken ebenfalls mit * fur p < 0,05 und
mit ** fur p < 0,0125 dokumentiert.

Die Diagramme wurden mit GraphPad Prism V6° fir Mac erstellt. Im

Grafikprogramm konnten auch weitere statistische Tests durchgefuhrt werden.

3. Ergebnisse

3.1. Voruntersuchungen

3.1.1. Etablierung eines kombinierten Live/Dead-Aqua-Protokolls

Um moglichst wenige Zellen bei den sehr aufwandigen Farbungen zu verlieren
wurde zunachst versucht, die Farbung mit der Live/Dead-Aqua-Reagenz
zusammen mit den extrazellularen Antikorpern in  FACS-Waschpuffer
durchzufuhren. Dies war in dem zuvor im Labor uUblichen Farbeprotokoll nicht
vorgesehen (es wurde zunachst mit extrazellularen Antikorpern in FACS-
Waschpuffer gefarbt, dann gewaschen und anschlieRend erfolgte die Farbung
mit der Live/Dead-Aqua-Reagenz in PBS) und musste somit erst etabliert
werden. Dies wurde zusammen mit Kombinationsversuchen von anderen
Antikorpern (siehe 3.1.2.) im Rahmen von zwei Experimenten durchgefuhrt. Im
ersten der beiden Experimente wurden die Zellen wie fur ein ICS zusatzlich
stimuliert (mit PMA + lonomycin in Medium, SEB in Medium und Medium alleine
als Negativkontrolle). Dieses Experiment wurde in Triplikaten durchgefuhrt. Im
zweiten Experiment erfolgte nur eine extrazellulare Farbung ohne Stimulation,
jedoch fur zwei verschiedene gesunde Spender jeweils in Vierfach-Testung. Fur
alle Replikate wurde der Farbeindex (staining index, Sl) bestimmt (siehe

folgende Formel) und dessen Mittelwert fur die Replikate berechnet.

mediane Fluoreszenz positive Population—mediane Fluoreszenz negative Population

SI =

2 X Standardabweichung negative Population
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Durchweg ergab sich fur die Farbung nach dem kombinierten, neuen Protokoll
ein besserer Farbeindex (siehe Tabelle 14). Die Anteile an lebenden und toten
Zellen unterschieden sich nicht wesentlich. In der Konsequenz wurde das
kombinierte Protokoll im weiteren Verlauf benutzt.

Tabelle 14: Farbeindices fiir die Live/Dead-Aqua-Féarbung im Vergleich zwischen dem im Labor
etablierten (alten) Protokoll und dem neuen, kombinierten Farbeprotokoll

) mittlerer
Experiment Testart Protokoll Firbeindex
. altes Protokoll 2,32
FULA < (O el kombiniertes Protokoll 5,59
. altes Protokoll 6,49
S SEB kombiniertes Protokoll 7,20
N e e altes Protokoll 1,16
kombiniertes Protokoll 6,61
S altes Protokoll 5,87
. pender 1 kombiniertes Protokoll 10,12
Experiment 2
- altes Protokoll 7,51
kombiniertes Protokoll 9,96

3.1.2. Auswahl von IL-4 vs. IL-5 als Marker fur Th2-Zellen

Als Marker fur Th2-Zellen kam sowohl IL-4 als auch IL-5 infrage, weshalb
Vortests durchgefuhrt wurden, um zwischen IL-4 und IL-5 zu entscheiden. Es
wurden zwei Experimente mit jeweils sechs Replikaten durchgefihrt. Die
Stimulation erfolgte mit SEB und PMA + lonomycin, als Negativkontrolle wurde
Zellmedium alleine verwendet. Bei allen Experimenten war die Antwort fur IL-4
zwar deutlich starker, jedoch wichen die Werte in den einzelnen Replikaten
erheblich voneinander ab. IL-5-produzierende Zellen waren zwar insgesamt
weniger vorhanden, allerdings waren diese uber die Replikate hinweg stabil und
gut reproduzierbar (siehe Tabelle 15). Aus diesen Grunden wurde IL-5 (an APC

gebunden) in das ICS-Farbeprotokoll aufgenommen.
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Tabelle 15: Ergebnisse der Vorversuche fiir die Detektion von IL-4 und IL-5. Angegeben ist
jeweils der Prozentsatz der IL-4- bzw. IL-5-produzierenden, lebenden Lymphozyten (Mittelwerte
mit Schwankungsbreite).

Experiment Stimulans IL-4 (mit IL-5 (mit
Schwankungsbreite) Schwankungsbreite)
PMA +
Experiment 1 lonomycin 1,02(0,17-2,97) GUI(LRAS00E)
SEB 0,38 (0,00 - 0,85) 0,03 (keine Schwankung)
Experiment 2 PMA+ lonomycin 0,55 (0,00 - 1,76) 0,05 (0,03 - 0,07)
SEB 0,17 (0,00 - 0,79) 0,02 (0,01 - 0,02)

3.1.3. Kombination verschiedener Qdot-Fluorochrome
Als Fluorochrome fiur die HLA-Peptid-Multimere wurden Qdot-Farbstoffe
verwendet, da sie sich fur die praferierte Konfiguration des
Durchflusszytometers sehr gut eigneten. Es wurden im Rahmen der
Vorversuche zwei Experimente zu den verschiedenen Qdot-Kombinationen
durchgefuhrt:
Experiment 1: Qdot565, Qdot585, Qdot655 und Qdot705 vs. Qdot 605,
Qdot625, Qdot655 und Qdot705.
Experiment 2: Qdot565, Qdot585, Qdot625 und Qdot655 vs. Qdot 585,
Qdot605, Qdot655 und Qdot705.
Nach Sichtung der gesamten Ergebnisse und dem Vergleich mit bereits im
Labor vorliegenden Daten erwies sich die folgende Fluorochrom-HLA-Peptid-
Multimer-Kombination als am besten:

e EBV-BMLF1-Qdot585

¢ Influenza-Matrix-Qdot605

e EBV-LMP2-Qdot655

e CMV-pp65-Qdot705
Die spektrale Uberlappung der vier Qdot-Fluorochrome ist in Abbildung 12
gezeigt.
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Abbildung 12: Spektrale Uberlappung der eingesetzten Qdot-Fluorochrome. Auf der X-Achse ist
die Wellenlénge aufgetragen, die Y-Achse zeigt die relative Stérke der Fluoreszenz an. Der
Peak bei 405nm entspricht der Wellenldnge des anregenden Laserlichts, die vier Kurven den
Emissionsspektren der untersuchten Fluorochrome. Die Zahlen oberhalb der Grafik
spezifizieren die eingesetzten Bandpass-Filter (siehe 2.6.1.). Quelle: BD Fluorescence
Spectrum Viewer auf www.bdbiosciences.com, dort erstellt am 29.05.2014.

Gleichzeitig zu den Kombinationen wurden auch Tests zur Farbekonzentration
(5 pg/ml vs. 10 pg/ml) durchgefuhrt. Aufgrund der Ergebnisse dieser Tests fur
die HLA-Multimer-positiven CD4 CD8'-Zellen wurden alle HLA-Peptid-
Multimere mit einer Konzentration von 5Sug/ml in den Mastermix gegeben, da
sich dabei ein optimales Farbeergebnis erzielen liel. Einzig das HLA-Multimer
EBV-BMLF1-Qdot585 lieferte bei einer Farbekonzentration von 10 pg/ml
bessere Farbeintensitaten, sodass dafur diese Konzentration verwendet wurde

(Daten nicht gezeigt).

3.1.4. Stimulationsagens fur die Positivkontrolle des ICS

Als Positivstimulans standen fur das ICS drei verschiedene Moglichkeiten zur
Verfiugung, die in insgesamt drei Vorversuchen gegeneinander getestet
wurden. Die erste Moglichkeit war PMA + lonomycin, eine weitere SEB und
schlie3lich die Kombination aus den T-Zell-stimulierenden Antikorpern anti-CD3
+ anti-CD28 [163-165].

Zunachst wurde mit PMA (50 ng/ml) + lonomycin (1 yM) und anti-CD3 (5 pg/ml)
+ anti-CD28 (1 pg/ml) fur jeweils 5 h stimuliert. Die anschlieBende Analyse
ergab durch die Stimulation mit der Antikorperkombination fast keine
Zytokinproduktion, sodass diese Moglichkeit der Stimulation verworfen wurde.
In zwei weiteren Experimenten, die auch der Auswahl von IL-4 vs. IL-5 fur das
ICS dienten (siehe 3.1.2.) wurde mit PMA + lonomycin (Konzentrationen s.o.)
und SEB (10 pg/ml), ebenfalls fir 5 h, stimuliert. Es ergaben sich prozentual
gesehen fur SEB etwas weniger Zytokin-produzierende Lymphozyten, jedoch
wirkte die Kombination von PMA und lonomycin toxisch auf die zu
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untersuchenden Zellen, sodass SEB in einer Konzentration von 10ug/ml bei
einer Stimulationsdauer von 5 h standardmalig als Positivkontrolle fur die

Zytokinfarbungen eingesetzt wurde (Daten nicht gezeigt).
3.2. Beispielauswertung

3.2.1. Farbung 1
Durch die Auswertung der Farbung 1 konnten folgende Populationen definiert
werden (fiir die Ubersicht iber die eingesetzten Antikérper siehe 2.6.3.):
e lebende Lymphozyten
e lebende B-Lymphozyten
o Proliferationsrate (Ki67-positiv)
e lebende NK-Zellen
o Proliferationsrate
o Anteil der voll funktionsfahigen NK-Zellen (CD56-positiv)
» Proliferationsrate
e lebende T-Lymphozyten
o Anteil der CD4-positiven, CD8-negativen Zellen
= Aktivierungsgrad (CD25-positiv)
» Proliferationsrate
o Anteil der CD8-positiven, CD4-negativen Zellen
= Aktivierungsgrad
» Proliferationsrate
o Anteil der regulatorischen T-Zellen (CD4"CD8 CD25"Foxp3")

=  Proliferationsrate
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Abbildung 13: Auswertung fiir Fdrbung 1 am Beispiel des Patienten RTP9, Zeitpunkt D.

3.2.2. Farbung 2
Die Auswertung der Farbung 2 ermdglichte folgende Erkenntnisse:

e Apoptose- und Nekroserate der CD4-positiven Lymphozyten (als
apoptotisch wurden alle Zellen gewertet, die fur Annexin V positiv, fur Pl
jedoch negativ waren; alle Pl-positiven Zellen wurden als nekrotosch
gewertet)

e Apoptose- und Nekroserate der CD8-positiven Lymphozyten

e Anteile der Viruspeptid-spezifischen Zellen unter den CDB8-positiven
Lymphozyten, sowie deren Apoptose- und Nekroserate
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Abbildung 14: Auswertung fiir Fdrbung 2 am Beispiel des gesunden Spenders RTP103,
Zeitpunkt D. In den Zeile 3 und 4 ist die Auswertung der Viruspeptid-spezifischen Zellen
gezeigt. Diese wurde jeweils auf der Population der CD4-negativen Lymphozyten durchgefiihrt
(Zeile 3: alle Zellen; Zeile 4: nur lebende Zellen, diese wurden zuvor als Annexin V- und PI-
negativ ausgewéhlt).

3.2.3. Farbung 3
Mithilfe der dritten Farbung konnten die folgenden Zellpopulationen ermittelt

werden:
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o Differenzierungsstufen der lebenden CD4'CD8™-, sowie der lebenden
CD8"CD4 -Lymphozyten (via CD28 und CD45RA; die Farbeergebnisse
des CCR7-PE-Antikorpers waren trotz des Einsatzes einer Isotyp-
Kontrolle unbefriedigend, sodass die Ergebnisse nicht verwertet wurden)

o Differenzierungsstufen und Proliferationsrate der lebenden Viruspeptid-

spezifischen, CD8-positiven Lymphozyten
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Abbildung 15: Auswertung fiir Fdrbung 3 am Beispiel von Patient RTP8, Zeitpunkt A. Die nicht
gezeigten Auswertungen fiir die Virus-Spezifitdten Inf-Mat und CMV-pp65 erfolgten &quivalent.

3.2.4.ICS (Farbung 4)
Die Auswertung der intrazellularen Zytokinfarbung ermoglichte Aussagen zu
den folgenden Populationen:
e lebende CD4"CD8-Lymphozyten mit IL-2- / IL-5- / IL-10- / IL-17- / TNF-
a- / IFN-y- Produktion
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e lebende CD8*CD4 -Lymphozyten mit IL-2- / IL-10- / TNF-a- / IFN-y-

Produktion

e lebende CD8"CD4 -Lymphozyten mit IFN-y-Produktion und -Sekretion
(via CD107a detektiert)
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Abbildung 16: Auswertung fiir das ICS am Beispiel des Patienten RTP11, Zeitounkt AB nach
Stimulation mit SEB. Die Dotplots in Zeile 2 und 3 sind auf den lebenden CD8-negativen
Lymphozyten angelegt, analog dazu sind die Dotplots der 4 und 5 auf den lebenden CD4-
negativen Lymphozyten angelegt. Die Ausnahme bildet der Dotplot ganz rechts in der untersten
Zeile, dieser ist auf den lebenden CD8*CD4 -Lymphozyten angelegt.
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3.3. Durchgefiuhrte Tests

Die folgende Tabelle 16 zeigt, welche Tests fir die jeweiligen Patienten (RTP1
bis RTP25) und gesunden Spender (RTP101 bis RTP107) durchgefihrt

wurden.

Tabelle 16: Ubersicht iiber alle durchgefiihrten Tests fiir Patienten und gesunde Spender.
Legende: griines Feld mit Hékchen: alle Tests wurden durchgefiihrt; gelbes Feld mit Hékchen
und Beschriftung: es wurden mindestens 2 Tests durchgefiihrt, nicht durchgefiihrte Tests
(wegen zu wenig verfiigbaren Zellen) oder nicht auswertbare Tests sind im Text beschrieben;
rotes Feld mit Kreuz: es wurde kein Test durchgefiihrt. Informationen zu den
Blutentnahmezeitpunkten kénnen der Abbildung 8 unter 2.1.3. entnommen werden.

n n i ICS
Pat. / Farbe- | Farbe- | Farbe- ICS ICS ICS EBV- ICS ICS
Spen- | proto- | proto- | proto- SEB HIV CMV BMLF EBV- Influ-
der koll 1 koll 2 koll 3 LMP2 enza

1

v
RTP1 A-C nicht

auswertbar

v
C-E
RTP5 v v
ohne E ohne E ohne C+E
RTP6 | 7 v v v
ohne E ohne D+E ohne C+E ohne C+E ohne C-E

RTP7 | Y v ' v
ohne D+E ohne D+E ohne D+E ohne D+E ohne D+E

RTPS v v v v v

ohne D ohne D ohne C+D ohne C+D ohne C+D ohne C-E

RTP9

RTP12
RTP13

v v

RTP15 v

ohne B+E

RTP16 v

ohne C+E
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v v
ohne D+E ohne D+E
v v
ohne C+E ohne C-E

v
ohne E ohne C+E ohne C+E ohne C+E
v
ohne E
v v v
ohne C-E E nicht E nicht
auswertbar | auswertbar
v v v
ohne D ohne D+E ohne D+E

3.4. Zellzahlverlaufe

3.4.1. Leukozyten und Lymphozyten

Der Verlauf der Zellzahlen der Leuko- und Lymphozyten der Patienten wahrend
des Untersuchungszeitraumes konnte zum einen prozentual Uber die
Messungen in der Durchflusszytometrie, zum anderen durch die Bestimmung
der absoluten Leukozyten- und Lymphozytenzahlen im Differenzialblutbild
uberwacht werden. Ein Differenzialblutbild wurde bei den Patienten jedoch nur
bei gegebenem klinischen Anlass, zum Beispiel dem Verdacht auf eine
Leukopenie oder eine andere Blutbildveranderung, durchgefiihrt. Am Ende der
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Studie lagen die Differenzialblutbilder von funf Patienten (RTP20, 21 und 23 -

25) Uber den gesamten Bestrahlungszeitraum vor. Die Daten sind in Abbildung
17 gezeigt.

Leukozyten Lymphozyten
8000 3000+ .

= 3 I
S 6000 —— RTP20 § . —~ RTP20
e — RTP21 T 20004 1 — R
£ — RTP23 = — RTP23
§ 40001 \/ —~— RTP24 g — RTP24
R —— RTP25 3 10004 — RTP25
e L 1 £
< 2000+ . - Mittelwert g- —o- Mittelwert
3 iy

c T L L L] c L} L] L] L]

AB c D E AB c D E

Zeitpunkt Zeitpunkt

Abbildung 17: Entwicklung der absoluten Leukozyten- (links) und Lymphozytenzahlen (rechts)
der Patienten RTP20, 21, 23, 24 und 25 (n = 5) (iber den Verlauf der Radiotherapie.

Es konnte eine signifikante Abnahme der Leukozytenzahlen wahrend der
Bestrahlung (bis zum Zeitpunkt D) und auch daruber hinaus (Zeitpunkt E)
gezeigt werden. Die absoluten Lymphozytenzahlen nahmen wahrend der
Bestrahlung ebenfalls signifikant ab, erholten sich aber in den drei Monaten
nach RT-Ende (zwischen Zeitpunkt D und E) in einem ebenfalls signifikanten
Ausmal. Im Vergleich er Zeitpunkte AB und E konnte jedoch trotzdem noch ein
signifikanter Unterschied (p = 0,029) nachgewiesen werden, sodass nicht von
einem kompletten Riuckgang auf den Basiswert gesprochen werden kann (nicht
in der Grafik gezeigt).

Von drei weiteren Patienten (RTP12, 15 und 19) waren Werte aus
vorausgegangenen Blutbildern aus der radioonkologischen Klink aus den
Jahren 2007 und 2008 (entsprechend ca. vier Jahre vor Studienbeginn)
bekannt, die als Ausgangswert herangezogen werden konnten. Bei diesen
Patienten wurde am Ende der Radiotherapie (Zeitpunkt D) und bei der ersten
Nachuntersuchung (Zeitpunkt E) ebenfalls ein Differenzialblutbild erstellt (siehe
Abbildung 18).

69



Leukozyten Lymphozyten
10000~ 3000+

—— RTP12
- RTP15
— RTP19

8000~ —— RTP12

- RTP15
6000 — RTP19
4000+

2000+

2000+

1000

Leukozyten in 1000/ul
Lymphozyten in 1000/pl

0

(=]

L] L] L] T T T L]
Vorwert (o3 D Vorwert C D E
Zeitpunkt Zeitpunkt

m=

Abbildung 18: Verlauf der absoluten Leukozyten- (links) und Lymphozytenzahlen (rechts) der
Patienten RTP12, 15 und 19 (n = 3) im Therapieverlauf verglichen mit vorhandenen Werten von
einem friiheren Zeitpunkt.

Fir die drei Patienten waren ahnliche Trends wir fur die funf Patienten aus
Abbildung 17 erkennbar, die statistischen Tests lieferten jedoch keine
signifikanten Ergebnisse.

In den Analysen der Durchflusszytometrie konnte ebenfalls eine Abnahme des
Lymphozytenanteils erkannt werden. Bei den Messungen aus Farbung 1 hatten
die Patenten im Mittel 76,55 % Lymphozyten (Anteil an lebenden Zellen) vor
Bestrahlungsbeginn und 59,27 % Lymphozyten am Bestrahlungsende
(Zeitpunkt D). Der Unterschied war mit p < 0,001 signifikant. Auch hier war die
Erholung des Lymphozytenanteils zum Zeitpunkt drei Monate nach
Therapieende (69,44 %) mit p = 0,007 signifikant. Betrachtet man alle
Lymphozyten nach Ausschluss von Zelltrimmern und Duplikaten oder
Triplikaten, nahm die Lymphozytenzahl im Durchschnitt von urspringlich 61,50
% auf 43,96 % bei Zeitpunkt D signifikant ab (p < 0,001). Ein Anstieg zwischen
den Zeitpunkten D und E erfolgte hier nicht. Dies wurde durch die Messungen
aus Farbung 2 bestatigt.

3.4.2. T-Zellen

In Farbung 1 wurde zunachst die Zusammensetzung der lebenden
Lymphozyten untersucht und diese durch Antikorper gegen CD3 und CD19 in
T-Zellen (CD3'CD19’), B-Zellen (CD3'CD19") und NK-Zellen (CD3'CD19)
differenziert.

Der prozentuale Anteil der T-Zellen an den Lymphozyten nahm wahrend der
Bestrahlung ab (siehe Abbildung 19, Zeitpunkt AB: 63,53 %; Zeitpunkt D: 58,55
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%; p = 0,017, n = 18) und es erfolgte keine Erholung nach Bestrahlungsende
(Zeitpunkt E). Der Anteil der T-Zellen unter den Lymphozyten von 55,89 %
unterschied sich ebenfalls signifikant vom Zeitpunkt AB (p = 0,006, n = 15). Das
Verhaltnis der Untergruppen der T-Zellen, also CD4- und CD8-positive T-Zellen,

cD4t
cpst

betrug vor der RT 2,25, am Ende der RT 2,61 und drei Monate nach
Therapieende 2,69.
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Abbildung 19: Oben: T-Zell-Verlauf wéhrend des Bestrahlungszeitraums. Unten: Verldufe der
CD4- (links) und CD8-positiven T-Zellen (rechts) wéhrend der RT ohne signifikante
Verédnderungen. Gezeigt sind alle Patienten (n = 21) und der Mittelwert.

Fir die regulatorischen T-Zellen (Trg, CD4"CD8Foxp3'CD25") zeigten sich
ebenfalls relevante, durch die Bestrahlung hervorgerufene Unterschiede (siehe
Abbildung 20). |hr prozentualer Anteil an den CD4-positiven T-Zellen stieg
signifikant von im Mittel 4,83 % bei Zeitpunkt AB auf 6,24 % bei Zeitpunkt D an
(p = 0,006, n = 18). Es erfolgte im Anschluss an die RT kein Ruckgang auf das

Ausgangsniveau.
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Abbildung 20: Verlauf der regulatorischen T-Zellen wéhrend der RT. Gezeigt sind alle Patienten
(n = 21) und der Mittelwert.

Betrachtet man die Quotienten der absoluten Zahlen von regulatorischen T-
Zellen zu CD4-positiven Effektor-T-Zellen und von regulatorischen T-Zellen zu
CD8-positiven Effektor-T-Zellen, so ergaben sich die in Abbildung 21 gezeigten

Unterschiede.
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Abbildung  21: Links: Verlauf des Quotienten von regulatorischen  T-Zellen
(CD3'CD4'CD25 Foxp3®) zu CD4-positiven Effektor-T-Zellen (CD3'CD4°CD25Foxp3). Alle
Zeitpunkte wurden untereinander verglichen. Zwischen den Zeitpunkten AB (Mittelwert 0,05)
und D (Mittelwert 0,07) konnte mit p = 0,036 (n = 18) ein Unterschied nachgewiesen werden.
Rechts: Verlauf des Quotienten von regulatorischen T-Zellen (Phédnotyp s.o.) zu CD8-positiven
Effektor-T-Zellen (CD3"CD8"). Auch hier wurden alle Zeitpunkte untereinander verglichen. Ein
signifikanter Unterschied konnte hier zwischen den Zeitpunkten AB (Mittelwert 0,10) und C
(Mittelwert 0,15) mit p = 0,033 (n = 20) nachgewiesen werden. Gezeigt sind die Quotienten fiir
alle Patienten (n = 21) und deren Mittelwerte.

Mittels des Aktivierungsmarkers CD25 wurden die CD4- und CD8-positiven T-
Lymphozyten auf Unterschiede in der Aktivierung vor und nach der RT
untersucht. Dabei zeigten sich jedoch keine signifikanten Anderungen (CD4:
3,74 % vor und 4,87 % nach RT; CD8": 1,08 % vor und 1,16 % nach RT, Daten
nicht gezeigt).
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3.4.3. B-Zellen

Fir die B-Zellen konnten, wie in Abbildung 22 gezeigt, ahnliche Ergebnisse wie
fur die Gesamtheit der T-Zellen (siehe 3.4.2.) gewonnen werden. Wahrend der
Bestrahlung sank ihr prozentualer Anteil an den lebenden Lymphozyten von im
Durchschnitt 4,62 % vor der Bestrahlung (Zeitpunkt AB) auf 2,07 % bei
Bestrahlungsende (Zeitpunkt D) ab (p < 0,001, n = 18). Im Anschluss an die RT
erholten sich die B-Zellen in einer ebenfalls signifikanten Weise, sodass sie drei
Monate nach Abschluss der Therapie (Zeitpunkt E) wieder durchschnittlich 3,61
% der Lymphozyten ausmachten (p = 0,007, n = 14).
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Abbildung 22: B-Zell-Verlauf wéhrend der Bestrahlungs-Therapie. Gezeigt sind alle Patienten (n
= 21) und der Mittelwert.

3.4.4. NK-Zellen

Der Prozentsatz an CD3- und CD19-negativen NK-Zellen unter den lebenden
Lymphozyten nahm wahrend der Bestrahlung zu (die entsprechenden
Abnahmen an T- und B-Zellen wurden in den Abschnitten 3.4.2. und 3.4.3.
gezeigt). Zum Zeitpunkt AB am Beginn der RT waren im Schnitt 31,67 % der
lebenden Lymphozyten der Patienten fur CD3 und CD19 doppelt negativ. Nach
Abschluss der RT waren zum Zeitpunkt D 38,79 % der Lymphozyten NK Zellen
(signifikanter Unterschied zu Zeitpunkt AB mit p = 0,001, n = 18), zum Zeitpunkt
E betrug ihr Anteil 40,36 % (ebenfalls signifikanter Unterschied zum Zeitpunkt
AB mit p = 0,004, n = 15). Die Ergebnisse sind in Abbildung 23 gezeigt.
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Abbildung 23: Verlauf der NK-Zellen wéhrend der Therapie. Die Werte bei den Zeitpunkten D
und E unterschieden sich signifikant vom Ausgangswert beim Zeitpunkt AB (pp = 0,001, n = 18;
pe = 0,004, n = 15). Gezeigt sind alle Patienten (n = 21), sowie der Mittelwert.

Uber das Oberflachenmolekil CD56 konnen die NK-Zellen in zwei
Untergruppen aufgeteilt werden. Voll funktionsfahige NK-Zellen sind CD56-
positiv. NK-Zellen die CD56 nicht exprimieren, haben eine deutlich geringere
zytotoxische Potenz und sekretieren weniger Zytokine [18]. Zu Beginn der
Behandlung waren bei den Patienten durchschnittlich 77,02 % der NK-Zellen
CD56-positiv. Die CD56-positive Population nahm zunachst auf 64,94 % leicht
ab (bei Zeitpunkt C, p = 0,016, n = 20). Ab dann stieg der prozentuale Anteil
zunachst auf 68,13 % bei Zeitpunkt D (nicht signifikant) und weiter auf 76,81 %
bei Zeitpunkt E (kein signifikanter Unterschied mehr zu Zeitpunkt AB). Der
Verlauf der CD56"-NK-Zellen ist in Abbildung 24 gezeigt.
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Abbildung 24: Entwicklung des Anteils der voll funktionsfdhigen NK-Zellen unter den NK-Zellen
wéhrend der Bestrahlung. Gezeigt sind alle Patienten (n = 21) und der Mittelwert.

Betrachtet man die Populationen CD3'CD19°CD56" und CD3'CD19°CD56" unter
den lebenden Lymphozyten, so lielen sich dabei folgende Unterschiede uber
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den Bestrahlungsverlauf feststellen (siehe auch Abbildung 25, in der
Beschreibung finden sich auch die prozentualen Anteile):
e CD3CD19CD56"-NK-Zellen:
o insgesamt Zunahme von Zeitpunkt AB zu Zeitpunkt E (p = 0,007;
n=16)
o ebenfalls Zunahme von C zu D (p = 0,031; n=17), von D zu E (p
= 0,036; n = 15) und von C zu E (p = 0,012; n = 15; nicht in der
Grafik gezeigt)
e CD3CD19CD56™-NK-Zellen:
o signifikante Zunahme von Zeitpunkt AB zu Zeitpunkt C (p = 0,011;
n = 20) und Zeitpunkt D (p = 0,007; n = 18)
o ebenfalls insgesamt leichte Zunahme von AB zu E (p = 0,047; n =
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Abbildung 25: Verlauf der dreifach definierten NK-Zellen als Anteil der lebenden Lymphozyten
liber den Verlauf der RT. Links: CD3 CD19 CD56"-NK-Zellen mit einem signifikanten Anstieg
von Zeitpunkt AB (24,19 %) zu Zeitpunkt E (31,25 %, p = 0,007, n = 16). Rechts: CD3'CD19
CD56™-NK-Zellen mit einem signifikanten Anstieg vom Zeitounkt AB (7,48 %) zu den
Zeitpunkten C (12,86 %, p = 0,011, n = 20), D (12,64 %, p = 0,007, n = 18) und E (11,12 %, p =
0,047, n = 16). Gezeigt sind alle Patienten (n = 21) und der Mittelwert.

3.5. Proliferation

Die Proliferation der verschiedenen Zellgruppen wurde Uber den
Proliferationsmarker Ki67 detektiert. Fast alle untersuchten Zellpopulationen
zeigten durch die Bestrahlung einen Anstieg des Anteils an proliferierenden
Zellen. Davon ausgenommen waren lediglich die CD8-positiven, CMV-pp65-
spezifischen Zellen, fur die allerdings derselbe Trend erkannt werden konnte,
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jedoch kein signifikanter Unterschied nachweisbar war, sowie die CD8-
positiven, HLA-Multimer-positiven Zellen fur EBV-LMP2 und das Influenza-
Matrixprotein. Fur die beiden letzteren (EBV-LMP2 und Inf-Mat) wurden zu
wenige Tests fur eine valide Aussage durchgefuhrt.

Es lieRen sich insgesamt zwei Veranderungen unterscheiden (siehe Tabelle 17,
die linke und mittlere Spalte zeigen die Populationen mit signifikanten
Veranderungen, in der rechten Spalte sind die Populationen ohne statistisch
nachweisbare  Veranderungen aufgelistet): Zum einen nahm die
Proliferationsrate vom Zeitpunkt AB zum Zeitpunkt D zu und sank bei Zeitpunkt
E wieder ab (Gruppe 1), zum anderen blieb die Proliferationsrate auch nach
Zeitpunkt D auf einem hohen Level und es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Zeitpunkten D und E (Gruppe 2). Fur die CMV-pp65-
spezifischen Zellen (Gruppe 3) war der Rickgang von Zeitpunkt D zu E
signifikant (8,85 % vs. 1,26 %; p = 0,006; n = 6), nicht jedoch der Anstieg von
Zeitpunkt AB zu D (2,39 % vs. 8,85 %). Die Veranderungen fur die einzelnen
Populationen sind in Abbildung 26 dargestellt. Die genauen Ergebnisse fur die

Virus-spezifischen Zellen sind unter 3.8.3. zu finden.

Tabelle 17: Ubersicht (iber die verschiedenen Verénderungen der Proliferationsrate bei
unterschiedlichen Zellpopulationen. Fiir die EBV-LMP2- und Inf-Mat-spezifischen CD8-positiven
T-Zellen erfolgte aufgrund zu weniger durchgefiihrter Tests keine Auswertung beziiglich der
Proliferationsrate.

Gruppe 1: Gruppe 2: Gruppe 3:
Proliferationsanstieg Proliferationsanstieg kein signifikanter
von Zeitpunkt AB zu D, | von Zeitpunkt AB zu D, Nachweis eines
danach Riickgang danach weiterhin hohe | Proliferationsanstiegs
Proliferationsrate
e T-Zellen e CD8'-T-Zellen e CMV-pp65-
e CD4"-T-Zellen e regulatorische T- spezifische,
e B-Zellen Zellen (Treg) CD8"-T-Zellen
e NK-Zellen e EBV-BMLF1-
e CD56"-NK-Zellen spezifische,
CD8"-T-Zellen
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Abbildung 26: Verdnderungen in der Proliferationsrate der verschiedenen Zellpopulationen. 1.
Zeile: Zunéchst Zunahme der Proliferationsrate bei den T-Zellen (CD3°CD19; p < 0,001; n =
18) und Abnahme nach Bestrahlungsende (p < 0,001; n = 14). 2. Zeile links: Ahnliches
Verhalten der CD4"-T-Zellen (CD3"'CD19'CD4°CD8’; Zunahme: p < 0,001, n = 18; Abnahme: p
= 0,007, n = 14). 2. Zeile rechts: Bei den CD8"-T-Zellen (CD3"CD19'CD4 CD8") konnte lediglich
eine Zunahme der Proliferationsrate beobachtet werden (p = 0,011, n = 18). 3. Zeile links:
Ahnliches Verhalten der regulatorischen T-Zellen (CD3'CD19'CD4'CD8 CD25 Foxp3®;
Zunahme: p = 0,031, n = 18; keine signifikante Abnahme). 3. Zeile rechts: Die B-Zellen (CD3
CD19") zeigten zunéchst eine Zunahme in ihrer Proliferationsrate (p = 0,012, n = 18) und eine
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Abnahme nach RT-Ende (p = 0,031, n = 14). 4. Zeile links: Gleiches galt auch fiir alle NK-Zellen
(CD3CD19; Zunahme: p < 0,001, n = 18; Abnahme: p = 0,001, n = 14). 4. Zeile rechts: Die
CD56-positiven NK-Zellen (CD3' CD19 CD56") verhielten sich ebenso (Zunahme: p = 0,017, n =
18; Abnahme: p = 0,042, n = 14). Dargestellt sind jeweils alle Patienten (n = 21), die Mittelwerte
(in %) sind in der Grafik angegeben.

3.6. Apoptose und Nekrose
Die in Farbung 2 durchgefuhrten Tests zu apoptotischen und nekrotischen
Zellen lieferten fur fast alle untersuchten Zellpopulationen keine signifikanten
Veranderungen. Dazu zahlten:

e CD4-positive Lymphozyten

e CD8-positive Lymphozyten

o CMV-pp65-spezifische, CD8-positive Lymphozyten

o EBV-BMLF1-spezifische, CD8-positive Lymphozyten

¢ Influenza-Matrixprotein-spezifische, CD8-positive Lymphozyten
Lediglich fur EBV-LMP2-spezifische, CD8-positive Lymphozyten, die bei sieben
Patienten untersucht wurden, konnten leichte Unterschiede durch die RT in der
Zellviabilitat erkannt werden: Die lebenden Zellen nahmen von 84,25 % vor RT
auf 73,40 % nach Therapieende (Zeitpunkt D) ab (p = 0,041; n = 3). Gleichzeitig
stieg der Prozentsatz an apoptotischen Zellen von 11,84 % auf 15,10 % an (p =
0,035; n = 3). Der Anteil an nekrotischen Zellen veranderte sich im Mittelwert
von 4,05 % auf 11,53 %, wobei der statistische Test kein signifikantes Ergebnis

lieferte. Die Ergebnisse sind genauer im Abschnitt 3.8.4. gezeigt.
3.7. Differenzierung der T-Zellen

3.7.1. Erlauterung der unterschiedlichen Zellpopulationen

Die Ergebnisse der Versuche mit dem Differenzierungsmarker CCR7 waren
nicht zufriedenstellend, da die Dotplots der Durchflusszytometrieauswertung im
Vergleich verschiedener Probanden starke Unterschiede aufwiesen und keine
einheitliche Unterscheidung zwischen positiver und negativer Population
moglich war. Sie wurden daher in der weiteren Analyse nicht betrachtet. Die
Auswertung zur Differenzierung der T-Zellen basiert daher ausschlieRlich auf
den Informationen des Plots CD28 vs. CD45RA.
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Fir die CD4-positiven Zellen wurden CD45RA"CD28"-Zellen als naiv gewertet
[32], Zellen, die fur CD45RA positiv und fur CD28 negativ waren, wurden als
differenzierte Effektorzellen angesehen [32, 166]. Die zwei weiteren
Populationen (CD45RA'CD28" und CD45RA'CD287) sind fiir CD4-positive
Zellen nicht genau definiert, werden jedoch allgemein als Antigen-erfahrene
Zellen angesehen. Die CD8-positiven Zellen konnten durch die beiden
verwendeten Marker noch genauer eingeteilt werden:

e CD45RA'CD28": naiv [32]

e CD45RA'CD28": differenzierte Effektorzellen [32, 36, 166]

e CD45RACD28": (zentrale) Gedachtniszellen [32, 36]

o CD45RACD28": Effektor-Gedachtniszellen (effector / memory CD8 T

cells) [36]

3.7.2. Differenzierung der CD4-positiven Zellen

Der prozentuale Anteil naiver CD4-positiver Zellen unter den lebenden
Lymphozyten nahm wahrend der Bestrahlung deutlich ab. Zu Beginn der RT
waren durchschnittich 21,26 % der CD4-positiven Zellen naiv
(CD45RA"CD28"), am Bestrahlungsende (Zeitpunkt D) nur noch 11,62 % (p <
0,001; n = 17). Ein erneuter Anstieg bei Zeitpunkt E blieb aus. Die bereits
differenzierten Effektorzellen unter den CD4-positiven Zellen (CD45RA'CD28")
nahmen im Gegensatz von 3,96 % auf 6,75 % signifikant zu (p = 0,025; n = 17).
Auch hier erfolgte keine Anderung zwischen den Zeitpunkten D und E. Beide
Veranderungen sind in Abbildung 27 dargestellt.

Die Antigen-erfahrenen CD4-positive T-Zellen mit den Oberflachenantigenen
CD45RA'CD28" zeigten einen leichten Anstieg von Zeitpunkt AB zu Zeitpunkt D
(69,63 % vs. 76,18 %; p = 0,022; n = 17). Bei den CD45RA'CD28-Zellen

wurden keine signifikanten Veranderungen durch die RT festgestellt.
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Abbildung 27: Verénderungen in der Differenzierung der CD4-positiven T-Zellen durch die RT:
Abnahme des Anteils der naiven Zellen (links) und relative Zunahme der Effektoren (rechts).
Gezeigt sind jeweils alle Patienten (n = 21) und der Mittelwert.

3.7.3. Differenzierung der CD8-positiven Zellen

Die einzelnen unter 3.7.1. genannten Differenzierungsstufen der CD8-positiven
T-Zellen erfuhren durch die Bestrahlung keine signifikante Anderung. In Tabelle
(Zeitpunkt AB), bei
Bestrahlungsende (Zeitpunkt D) und drei Monate nach Therapieende (Zeitpunkt

18 sind die Mittelwerte vor der Bestrahlung

E) angegeben.

Tabelle 18: Anteile der verschiedenen Differenzierungsstufen der CD8-positiven Zellen wéhrend
der RT. Gezeigt sind die Mittelwerte aller Patienten (n = 21) in Prozent.

:::ffeerenzierungs- Z:i::lgepri/sierung Zeitpunkt AB Zeitpunkt D Zeitpunkt E
naive Zellen gg;gBN 13,44 11,70 11,21
glf:i;e:onrzelr? e SB;ERA 41,47 38,60 42,22
((:::;I:Pl:talliszellen gg;gfm 32,77 35,59 35,71
Zf:l;tcohrt-niszellen SB;ERA 12,35 14,04 10,88

Die Differenzierung der Virus-spezifischen CD8-positiven Lymphozyten ist in
Abschnitt 3.8.5. dargestellt.
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3.8. Virus-spezifische CD8-positive Zellen

3.8.1. Ubersicht iiber die HLA-Peptid-Multimer-Positivitit

Zunachst wird dargestellt, wie viele HLA-Peptid-Multimer-positive Zellen als
Anteil der lebenden CD8-positiven Zellen (aus Farbung 3) im jeweiligen Test
der Patienten und gesunden Spender (GS) vorhanden waren. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 19 aufgefuhrt. Ein Patient oder Spender wurde als positiv fur die
jeweilige Spezifitat gewertet, wenn an allen durchgefihrten Zeitpunkten
mindestens 0,02% der lebenden CD8-positiven Zellen fur das jeweilige HLA-
Peptid-Multimer positiv waren. Diese Falle sind in Tabelle 19 grun hinterlegt.

Tabelle 19: Anteil der HLA-Peptid-Multimer-positiven Zellen an den lebenden CD8-positiven
Lymphozyten aus Féarbung 3 in Prozent. Die Spalte ,ICS* gibt an ob und mit welchen Peptiden,
ein ICS durchgefiihrt wurde. Grundsétzlich wurde mit SEB und HIV stimuliert (Positiv- und
Negativkontrolle) und gegebenenfalls zusétzliche Tests mit den entsprechenden Peptiden der
HLA-Peptid-Multimere durchgefiihrt. Bei den gesunden Probanden wurde nur dreimal Blut
abgenommen, sodass Zeitpunkt E entfiel. Alle griin hinterlegten Felder wurden als HLA-
Multimer-positiv gewertet (s.0.). Wenn Felder mit dem Symbol X markiert sind, wurde kein Test
durchgefiihrt.
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RTP CMV-pp65 EBV-BMLF1 EBV-LMP2 Influenza-Matrix 1S
AB | C D E |AB| C D E |AB| C D E |AB| C D E

104 005 | 005 | 005 024 | 025 | 036 0,01 0,01 0,02 003 | 001 0,03 BMLF1

105 000 | 001 0,00 018 | 022 | 008 0,01 004 | 002 008 | 008 | 004 x

106 404 | 423 | 463 1,40 1,41 1,51 0,13 0,08 0,10 003 | 002 0,02 gm}; ;

107 003 | 003 | 001 003 | 002 | 003 004 | 004 | 003 0,01 0,03 0,03 LMP2

3.8.2. Zellverlauf der Virus-spezifischen CD8-positiven Zellen

Die prozentualen Anteile der fur die einzelnen Viruspeptide spezifischen CD8-

positiven Zellen wurden durch die Bestrahlung nicht signifikant beeinflusst. Dies

konnte sowohl in Farbeprotokoll 2, als auch in Farbeprotokoll 3 durch die

Farbung mit den HLA-Peptid-Multimeren gezeigt werden. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 20 und Abbildung 28 dargestellt und lassen sich auch bereits in

Tabelle 19 unter 3.8.1. erkennen.

Tabelle 20: Darstellung der Verldufe der HLA-Multimer-positiven Zellen. Gezeigt ist jeweils der
Durchschnitt der prozentualen Anteile der Viruspeptid-spezifischen Zellen an den CD8-positiven
Lymphozyten, bei Férbung 2 sind alle Zellen gezeigt, bei Férbung 3 wurden zunéchst die
lebenden Zellen ausgewéhilt.

Farbung 2 Farbung 3

Zeit- Zeit- Zeit- Zeit- Zeit- Zeit- Zeit- Zeit-

punkt punkt punkt punkt punkt punkt punkt punkt

AB C D E AB C D E
CMV- 2,21 2,15 1,62 1,23 1,99 1,48 1,83 2,20
pPpP65
EBV- 0,47 0,41 0,20 0,40 0,58 0,54 0,44 0,32
BMLF1 b b b b b b b b
EBV-
LMP2 0,06 0,05 0,05 0,07 0,06 0,07 0,05 0,05
::II:t 1,36 1,13 0,65 1,71 0,67 0,49 0,26 0,39
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Abbildung 28: Verlauf der HLA-Peptid-Multimer-positiven Zellen als prozentualer Anteil der
lebenden CD8-positiven Lymphozyten liber die Bestrahlung. Gezeigt sind alle fiir das jeweilige
Multimer positiven Patienten (Daten aus Farbung 3). Fiir CMV-pp65 (oben links): RTP1 - 3, 5 -
7,12, 18 - 20 und 23 (n = 11); fiir EBV-BMLF1 (oben rechts): RTP1-3,5-9, 12- 14, 16, 18 -
21, 23 und 25 (n = 18); fiir EBV-LMP2 (unten links): RTP1 -3, 5-9, 14, 15, 18, 19 und 21 (n =
13); fiir Inf-Mat (unten rechts): RTP1-3, 6, 9, 19 und 25 (n = 7).

3.8.3. Proliferation der Virus-spezifischen CD8-positiven Zellen

Bei den fur EBV-BMLF1-spezifischen, lebenden CD8-positiven Lymphozyten
zeigte sich eine Veranderung ahnlich der CD8-positiven Lymphozyten und der
Treg-Zellen (siehe 3.5.). Die Proliferationsrate (Anteil der Ki67" Zellen an den
HLA-Peptid-Multimer-positiven, CD8-positiven, lebenden Lymphozyten) nahm
wahrend des Bestrahlungszeitraums von durchschnittlich 3,69 % bei Zeitpunkt
AB auf 9,91 % bei Zeitpunkt D zu (p = 0,004; n = 11). Im Anschluss erfolgte
kein signifikanter Rickgang in Richtung des Ausgangsniveaus, auch wenn sich
eine entsprechende Tendenz in Abbildung 29 erkennen lasst. Bei Zeitpunkt E

waren im Mittel noch 2,91 % der untersuchten Zellen positiv fur Ki67.
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Proliferationsrate der EBV-BMLF1*-Zellen Proliferationsrate der CMV-pp65*-Zellen
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Abbildung 29: Verlauf der Proliferationsrate fiir EBV-BMLF1-spezifische Zellen (links, n = 16)
und CMV-pp65-spezifische Zellen (rechts, n = 8). Gezeigt sind die jeweils fiir das HLA-Peptid-
Multimer positiven Patienten, sofern mindestens 30 Multimer-positive Zellen vorhanden waren
(vgl. 2.9.) und der Mittelwert.

Die CMV-pp65-spezifischen Zellen zeigten keinen signifikanten Anstieg der
Proliferationsrate, jedoch einen deutlichen Riuckgang nach RT-Ende,
vergleichbar mit dem der Populationen aus Gruppe 1 in Tabelle 17 (siehe 3.5.)
Der Ausgangswert der Proliferationsrate (Zeitpunkt AB) lag bei 2,39 %, zum
Zeitpunkt D befanden sich 8,85 % der Zellen in der Proliferation. Drei Monate
spater (Zeitpunkt E) war diese Zahl auf 1,26 % zurtckgegangen (p = 0,006; n =
6, siehe Abbildung 29).

Fur Zellen spezifisch fur EBV-LMP2 oder das Influenza-Matrixprotein konnten
keine Veranderungen in der Proliferationsrate erkannt werden (Daten nicht
gezeigt). Fur die beiden Peptide waren jedoch auch deutlich weniger Patienten
auswertbar (EBV-LMP2: n = 7; Inf-Mat: n = 3), da oftmals die Schwelle von
mindestens 30 HLA-Multimer-spezifischen Zellen (siehe 2.9.) nicht erreicht
wurde. Eine zuverlassige Aussage war somit nicht moglich. Die Proliferation der
Inf-Mat-spezifischen Zellen ist fir den Patient RTP3 exemplarisch in Abbildung
30 dargestellt.
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Abbildung 30: FACS-Dotplots fiir RTP3: Von oben nach unten sind die Zeitpunkte A, B, C, D
und E gezeigt. Linke Spalte: Identifizierung der fiir Influenza-Matrixprotein spezifischen, CD8-
positiven Zellen im Bereich der CD4-negativen Zellen (Angaben in % der lebenden CD8-
positiven Lymphozyten); Rechte Spalte: Identifizierung der Proliferationsrate der Inf-Mat-
spezifischen Zellen (Angaben in %

Lymphozyten).

der Inf-Mat-spezifischen,

lebenden CD8-positiven
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3.8.4. Apoptose und Nekrose der Virus-spezifischen CD8-positiven Zellen
Bei den Untersuchungen fur Apoptose und Nekrose unter den Virus-
spezifischen Zellen konnten lediglich fur die EBV-LMP2-spezifischen, CD8-
positiven Lymphozyten signifikante Ergebnisse gewonnen werden, die in
Abbildung 31 gezeigt sind. Fur die ubrigen Virus-spezifischen Zellen (CMV-
pp65, EBV-BMLF1 und Inf-Mat) wurden keine Veranderungen im Zelluberleben
gefunden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 31: Verlauf der Zellviabilitét fir EBV-LMP2-spezifische CD8-positive Zellen. Der
Anteil der lebenden Zellen (oben links) nahm beim Vergleich der Zeitounkte AB und D von
durchschnittlich 84,25 % auf 73,40 % ab (p = 0,041, n = 3), die apoptotischen Zellen (oben
rechts) nahmen im Gegenzug von 11,84 % auf 15,10 % zu (p = 0,035; n = 3). Bei den
nekrotischen Zellen (unten) war kein signifikanter Unterschied erkennbar (AB: 4,05 %; D: 11,53
%). Gezeigt sind jeweils alle fir das HLA-Multimer EBV-LMP2 positive Patienten mit
mindestens 30 spezifischen Zellen am jeweiligen Zeitpunkt (n = 7, vgl. 2.9.) und deren
Mittelwert.

In Anbetracht dessen, dass die T-Tests fur den Vergleich der Zeitpunkte AB
und D nur mit drei Spendern durchgefuhrt werden konnten, wurden die hier

gewonnenen Erkenntnisse in der weiteren Interpretation nicht mehr betrachtet.
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3.8.5. Differenzierung der Virus-spezifischen CD8-positiven Zellen

Ebenso wie bei der Gesamtheit der CD8-positiven Zellen stellten sich auch bei
den Virus-spezifischen CD8-positiven Zellen keine Veranderungen der
verschiedenen Zelldifferenzierungsstufen ein. Interessant war jedoch die von
vorn  herein unterschiedliche Zusammensetzung der verschiedenen
Differenzierungsstufen der CD8-positiven Zellen (siehe 3.7.3.) bei
verschiedenen Virus-Spezifitaten, die exemplarisch zum Zeitpunkt AB in
Abbildung 32 dargestellt sind. Aus diesen Ergebnissen lassen sich jedoch keine
Aussagen uber die Auswirkungen der RT beim Prostatakarzinom auf das
Immunsystem ableiten, sodass sie hier lediglich zusatzlich gezeigt werden.
Daruber hinaus basiert die Analyse auf teilweise sehr geringen
Patientenzahlen, sodass fur eine valide Aussage weitere Tests durchgefuhrt

werden mussten.

Hl naive Zellen

[ Effektoren

@ Gedachtniszellen

[ Effektor-Gedachtnis-Zellen

CMV-pp65 EBV-BMLF1 EBV-LMP2 Inf-Mat

09V

Abbildung 32: Zusammensetzung der Virus-spezifischen CD8-positiven Lymphozyten, gezeigt
ist der Mittelwert des Zeitpunkts AB aus Férbung 3 aller Patienten, die fiir das entsprechende
HLA-Peptid-Multimer positiv waren mit mindestens 30 spezifischen Zellen (vgl. 2.9.). CMV-pp65
(n =8): 10,98 % naive Zellen, 31,28 % differenzierte Effektoren, 35,76 % Gedéchtniszellen und
21,97 % Effektor-Gedéchtniszellen; EBV-BMLF1 (n = 16): 18,82 % naive Zellen, 20,78 %
differenzierte Effektoren, 39,85 % Gedéchtniszellen und 20,55 % Effektor-Gedéchtniszellen;
EBV-LMP2 (n = 6): 0,82 % naive Zellen, 8,56 % differenzierte Effektoren, 77,12 %
Gedé&chtniszellen und 13,63 % Effektor-Gedéchtniszellen; Inf-Mat (n = 1): 5,25 % naive Zellen,
78,45 % differenzierte Effektoren, 5,09 % Gedéchtniszellen und 11,27 % Effektor-
Gedé&chtniszellen.
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3.9. Zellfunktion

3.9.1. Allgemein

In Abschnitt 3.3. ist in Tabelle 16 gezeigt, fur welche Patienten und gesunde
Spender die intrazellularen Zytokinfarbungen mit welchen Stimulanzien
durchgefuhrt wurden. Als Stimulationsagens fur die Positivkontrolle wurde SEB
ausgewahlt (siehe 3.1.4.), die Negativkontrolle erfolgte mit einem HIV-Peptid.
Die Virus-spezifischen Ansatze wurden mit Peptiden entsprechend der HLA-
Peptid-Multimere aus den Farbungen 2 und 3 stimuliert.

Um die Basisproduktion an Zytokinen der verschiedenen Zellen
herauszurechnen wurde von allen Ergebnissen fur die Stimulation mit SEB,
CMV-pp65, EBV-BMLF1, EBV-LMP2 und Influenza-Matrixprotein das Ergebnis
der Stimulation mit dem HIV-Peptid des gleichen Zeitpunkts des jeweiligen
Patienten oder Spenders subtrahiert (siehe folgende Formel).

Gesamtprozentzahl zytokinproduzierender Zellenggg /cmy -ppes/EBv-BMLF1/EBV -LMP2/Inf-Mat
— Prozentzahl zytokinproduzierender Zelleny,,

= Prozentzahl zytokinproduzierender Zellen durch die jeweilige Stimulation

Die Auswertung erfolgte fur CD4- und CDB8-positiven Zellen Ileicht
unterschiedlich bezuglich der analysierten Zytokine:

Tabelle 21: Ubersicht tiber die Auswertungen beziiglich der Zytokinproduktion fiir CD4- und
CD8-positive, lebende Lymphozyten.

CD4-positive Zellen CD8-positive Zellen
o |L-2 o |L-2
o |L-5 e |L-10
e |L-10 e |IFN-y
o |L-17 e TNF-a
e |IFN-y e zusatzlich CD107a als
e TNF-a Sekretionsmarker (fur IFN-y)
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3.9.2. Stimulation mit SEB

Der prozentuale Anteil der Zytokin-produzierenden CD4-positiven Zellen
anderte sich fur IL-2, IL-5, IL-10 und TNF-a Uber den Verlauf der Radiotherapie
nicht (verglichen wurden die Zeitpunkte AB vs. D, AB vs. E, sowie D vs. E). Fur
IL-17 konnte ein Anstieg der Zytokin-produzierenden Zellen von 0,05 % bei
Zeitpunkt AB auf 0,10 % bei Zeitpunkt E gezeigt werden (p = 0,032; n = 7). Bei
der Untersuchung von IFN-y-produzierenden Zellen wurde ebenfalls ein
signifikanter Anstieg von 0,96 % bei Zeitpunkt AB auf 1,68 % bei Zeitpunkt E (p
= 0,004; n = 7) beobachtet. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 33 (oben).

Die Anteile der CD8-positiven Lymphozyten fur die Produktion verschiedener
Zytokine (IL-2, IL-10, IFN-y und TNF-a) anderten sich durch die Bestrahlung
nicht. Mit CD107a als Degranulationsmarker [167] wurde zusatzlich die
Zytokinsekretion untersucht. Auch hier konnten keine signifikanten

Veranderungen festgestellt werden.

IL-17-produzierende CD4-positive IFN-y-produzierende CD4-positive
Zellen nach Stimulation mit SEB Zellen nach Stimulation mit SEB
* *%k
5 T 1 < 3 [ vI
ST 0.3 ] v
o . g o 24 A v
é 2 0.21 A 3 2 ® fas Ty
58 58 . . T
g % S 24 '_9..,._'; ry
& E 014 AAA TV'_V B E.’ [ AAA v
o —— v o ° A v
0% AAAA M :' A v
0.0 . 4 Y T 0 T T T
AB D E AB D E
Zeitpunkt Zeitpunkt
IFN-y-produzierende CD8-positive IFN-y-produzierende, CD107a-positive, CD8-
T-P P Y-p
Zellen nach Stimulation mit SEB ositive Zellen nach Stimulation mit SEB
40 rfm-
5 * 5
S 3 304 £z .
o 30
tk 83
22 v -5
°s 201 © 3 204 v
= (X ) [ ]
22 as g8 oo
2 g 107 °® . v R 107 o® o v
[T ) .,.-_Y_ 3]
v . T
AB D E AB D E
Zeitpunkt Zeitpunkt

Abbildung 33: Oben links: Anteil der IL-17-produzierenden, CD4-positiven Lymphozyten mit
einem Anstieg vom Zeitpunkt AB zum Zeitpunkt E. Oben rechts: Produktion von IFN-y durch
CD4-positive Zellen nach Stimulation mit SEB. Dabei zeigte sich ebenfalls ein signifikanter
Anstieg von Zeitpunkt AB zu E. Unten links: Keine Verénderung durch die Bestrahlung bei der
Betrachtung der IFN-y-Produktion durch CD8-positive Zellen. Unten rechts: Die Anzahl der IFN-
y-produzierenden Zellen mit gleichzeitiger Exozytose von zytotoxischen Granula (detektiert (iber
das membransténdige CD107a-Antigen; Phénotyp: CD8'IFN-y*CD107a") &nderte sich durch
die Bestrahlung nicht. Gezeigt sind jeweils alle Patienten (n = 16) und der Mittelwert.
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3.9.3. Stimulation mit CMV-pp65

Fur die Zellen, die nach Stimulation mit dem Peptid CMV-pp65 Zytokine
produzierten, ergaben sich durch die RT keinerlei Unterschiede (n = 6). Weder
die zytokinproduzierenden CD4-positiven Zellen (IL-2, IL-5, IL-10, IL-17, IFN-y
und TNF-a) noch die entsprechenden CD8-positiven Zellen (IL-2, IL-10, IFN-y
und TNF-a) zeigten Veranderungen beim Vergleich der Zeitpunkte AB vs. D
und AB vs. E.

3.9.4. Stimulation mit EBV-BMLF1
Auch nach Stimulation mit dem EBV-BMLF1-Peptid traten - ebenso wie bei
CMV-pp65 (siehe 3.9.3.) - keine Veranderungen bei den Zytokin-
produzierenden Zellen auf (n = 10).

3.9.5. Stimulation mit EBV-LMP2

Ein ICS mit Stimulation mit dem EBV-LMP2-Peptid wurde nur bei drei Patienten
durchgefuhrt, sodass die Ergebnisse statistisch nicht verwertbar waren.
Tendenziell zeigte sich ein leichter Anstieg von IFN-y- und TNF-o-
produzierenden CD4- und CD8-positiven Lymphozyten Uber den
Bestrahlungsverlauf (AB vs. D). Um dies zu bestatigen mussten weitere Tests
mit mehr Patienten durchgefuhrt werden.

3.9.6. Stimulation mit Influenza-Matrixprotein

Eine fUr das Peptid aus dem Influenza-Matrixprotein spezifische
Intrazellularfarbung nach Stimulation wurde nur bei zwei Patienten durchgefuhrt
und lie® keine statistisch sinnvollen Schisse uber die Anzahl der Zytokin-
produzierenden oder -sekretierenden Lymphozyten zu. Auch hier waren weitere

Untersuchungen vonnoten um eventuelle Veranderungen zu detektieren.

3.9.7. Stimulation mit HIV (Negativkontrolle)

Betrachtet man die Verlaufe der Zytokin-produzierenden Zellen in der mit einem
HIV-Peptid stimulierten Negativkontrolle und somit die Basis-Zytokinproduktion,
ergaben sich fur die CD4- und CD8-positiven Zellen keine Veranderungen
bezlglich der Produktion der untersuchten Zytokine (n = 16).
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3.9.8. Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem ICS

Die einzige erkennbare Veranderung lag in einer vermehrten Produktion von IL-
17 und IFN-y durch CD4-positive Zellen drei Monate nach Bestrahlungsende
(Zeitpunkt E) im Vergleich zum Ausgangswert nach Stimulation mit SEB (siehe
3.9.2. und Abbildung 33). Keine Veranderungen konnten gezeigt werden fur die
Zytokine IL-2, IL-5, IL-10 und TNF-a bei der Stimulation mit SEB und fur alle
untersuchten Zytokine nach Stimulation mit den Virus-spezifischen Peptiden.
Auch die Zytotoxizitatseigenschaften der CD8-positiven Lymphozyten
(detektiert Uber den Degranulationsmarker CD107a) wurden durch die RT nicht
beeintrachtigt.

Bei Betrachtung der Negativkontrolle (Stimulation mit einem HIV-Peptid)
wurden Uber den Bestrahlungsverlauf keine Veranderungen sowohl bei den

CD4-, als auch bei den CD8-positiven Zellen festgestellt (siehe 3.9.7.).
3.10. PSA-Verlaufe und klinische Daten der Patienten

3.10.1. Ubersicht

Tabelle 22: Ubersicht iiber die klinischen Daten der Patienten. Legende: RTP: Patient; ED:
Erstdiagnose des Tumors; RT: Informationen zur Bestrahlung; HAT: Dauer der Hormon-
ablativen Therapie; PSA-Werte: im Beobachtungszeitraum bestimmte PSA-Werte in ng/ml; BE:
Blutentnahmezeitpunkte. In der RT-Spalte ist ebenfalls angegeben, ob die Patienten eine lokale
Steroidtherapie am Enddarm aufgrund von Nebenwirkungen der Bestrahlung erhielten.

RTP ED Tumordaten RT HAT PSA-Werte BE
01/2011: 5,36 23.05.2011 (A)
cT1c cNO cMO 06/2011: 1,20 24.05.2011 (B)
1 01/2011 | Gleason: 3+4 =7b g:éi?ét;03§:{§2:;|asen (78Gy) gggg“ ) 10/2011: 0,01 29.06.2011 (C)
intermediate risk 01/2012: 0,90 02.08.2011 (D)
08/2012: 0,88 04.11.2011 (E)
11/2010: 5,00
cT2c cNO cMO 02/2011: 0,18 1281;8“ Eg;
9 11/2010 Gleason: 3+3 =6 04.05. - 28.06.2011 11/2010 - 07/2011: 0,18 01.06.2011 (C)
intermediate risk Prostata + Samenblasen (74Gy) 07/2011 09/2011: 0,33
28.06.2011 (D)
03/2012: 0,23 30.09.2011 (E)
06/2012: 0,17
16.06.2011 (A)
cT3b cNO cMO g?c.g;t-azjg:r-jggglasen (74Gy) ab 04/2011 02/2011: 8,02 22.06.2011 (B)
3 02/2011 | Gleason: 4+4 =8 pelviner Lymphabfluss (50,4Gy) fir2-3 11/2011: 0,23 25.07.2011 (C)
high risk Gynakomastieprophylaxe (’12Gy) Jahre 05/2012: 0,02 22.08.2011 (D)
18.11.2011 (E)
cT3a cNO cMO 23.05. - 13.07.2011 ab 02/2011 12/2010: 34,50 23.05.2011 (AB)
Prostata + Samenblasen (70Gy) " 21.06.2011 (C)
5 01/2011 | Gleason: 4+3 =7b ; fir2-3 10/2011: 0,17
high risk pelwﬂner Lymphabﬂuss (50,4Gy) Jahre 08/2012: 0.03 13.07.2011 (D)
Gynakomastieprophylaxe (12Gy) 14.10.2011 (E)
03/2011: 10,72 04.07.2011 (AB)
cT2b cNO cMO 09/2011: 4,89 30.07.2011 (C)
6 03/2011 | Gleason: 3+3=6 gﬁi{ét;ffﬁ:rﬁggglasen (78Gy) keine 11/2011: 2,76 25.08.2011 (D)
intermediate risk 03/2012: 1,20 BE E verweigert
08/2012: 0,81 (25.11.2011)
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RTP ED Tumordaten RT HAT PSA-Werte BE
03/2011: 12,10 27.06.2011 (A)
cT2c cNO cMO 03/2011: 8,00 29.06.2011 (B)
7 03/2011 | Gleason: 3+4=7 llf(;z:ét;zofgjr.rzl(e):lllasen (78Gy) 832811 ) 04/2011: 8,40 11.08.2011 (C)
intermediate risk y 05/2011: 7,50 09.09.2011 (D)
03/2012: 0,01 16.12.2011 (E)
22.08. - 14.10.2011 03/2011: 10,56 09.08.2011 (A)
cT3a/cT4a cNO cMO Prostata + Samenblasen (78Gy) ab 06/2011 04/2011: 11,06 22.08.2011 (B)
8 05/2011 Gleason: 4+4 =8 pelviner Lymphabfluss (50,4Gy) fur2-3 08/2011: 0,99 14.09.2011 (C)
high risk Gynakomastieprophylaxe (12Gy) | Jahre 12/2011: 0,01 13.10.2011 (D)
zusatzliche Steroidtherapie 03/2012: < 0,01 13.03.2012 (E)
¢T3 cNO cMO0 i?i;t:fg:r.jg:lllasen (70Gy) 26.07.2011 (AB)
9 | 04/2011 | Gleason: 3+3=6 elviner Lymphabfiuss (50 4Gy) Orchiekio- | 03/2011: 22,00 | 18.08.2011 (C)
eason: pelviner -ymp =Y) | mie 04/2011 | 12/2011:0,03 16.09.2011 (D)
high risk Gynakomastieprophylaxe (12Gy) 14.12.2011 (E)
zuséatzliche Steroidtherapie o
cT1c cNo cMO . 08.08.2011 (AB)
11 03/2011 Gleason: 3+4 =7a/ 08.08. - 30.09.2011 04/2011 - g?ggl; ;gg 09.09.2011 (C)
3+3=6 Prostata + Samenblasen (78Gy) 10/2011 07/2012: 0’03 30.09.2011 (D)
intermediate risk T 10.01.2012 (E)
12/2010: 4,75
01/2011: 7,53
cT3a cNO MO 82@81 1 Z’gi
ﬁlef?;f 4r4=8 30.08. - 20.10.2011 ab04/2011 | 05/2011:2,64 22'83'38“ Eé?)
12 02/2011 .g . Prostata + Samenblasen (74Gy) fir2-3 11/2011: 1,49 e
biochemisches o ) . 27.10.2011 (D)
. zusatzliche Steroidtherapie Jahre 02/2012: 2,90
Rezidiv (Februar 27.01.2012 (E)
2012 05/2012: 4,30
) 08/2012: 5,00
11/2012: 5,10
02/2013: 5,02
02/2007: 3,42
10/2010: 5,08
s 14.09.2011 (AB)
cT2c cNO cMO 12.09. - 07.11.2011 06/2011 - 11/2010: 6,44 10.10.2011 (C)
13 03/2011 | Gleason: 3+4 =7a 01/2011: 7,30
. . . Prostata + Samenblasen (78Gy) 12/2011 07.11.2011 (D)
intermediate risk 02/2011: 8,90 10.02.2012 (E)
01/2012: 0,03 o
10/2012: 0,20
08.11.2011 - 02.01.2012 06/2011: 5,92 08.11.2011 (AB)
cT1c/cT2a cNO cMO Prostata + Samenblasen (78 Gy) :
14 08/2011 Gleason: 3+3 =6 Z.n. RT eines keine 08/2011: 7,59 06.12.2011 (C)
low risk . N.ie.renzellkarzinoms mit osséren 08/2011: > 10,00 | 02.01.2012 (D)
Metastasen bis 50 Gy (1994) 03/2012: 1,50 08.05.2012 (E)
04/2011: 13,30
cT26 6NO MO 14.11.2011 - 09.01.2012 ab 08/2011 06/2011: 11.70 14.11.2011 (AB)
Prostata + Samenblasen (78Gy) " 07.12.2011 (C)
15 07/2011 | Gleason: 4+4 =8 . fir2-3 02/2012: 0,09
Lo pelviner Lymphabfluss (50,4Gy) 09.01.2012 (D)
high risk Gynak i hyl 12G Jahre 04/2012: 0,06 13.04.2012 (E
ynakomastieprophylaxe ( y) 07/2012: 0,03 .04. (E)
06/2011: 5,43
o 01.12.2011 (AB)
cT2a cNO cMO 30.11.2011 - 25.01.2012 , 10/2011: 4,76 27.12.2011 (C)
16 07/2011 Gleason: 3+4 =7 keine 03/2012: 1,91
. . . Prostata + Samenblasen (78Gy) 25.01.2012 (D)
intermediate risk 06/2012: 1,44 24.05.2012 (E
10/2012: 1,06 o ®
. 12.12.2011 (AB)
cT2 cNO cMo 12.12.2011 - 06.02.2012 05/2011 - 05/2011:25.24 | 44 01,2012 (C)
18 05/2011 | Gleason: 3+4 =7a 04/2012: 0,05
high risk Prostata + Samenblasen (78Gy) 02/2012 05/2012- 0.05 06.02.2012 (D)
9 e 04.05.2012 (E)
. 04.01.2012 (AB)
cT2a pNO cMo 03.01. - 27.02.2012 , 09/2011: 5,07 31.01.2012 (C)
19 09/2011 Gleason: 3+4 = 7a keine 12/2011: 6,00
intermediate risk Prostata + Samenblasen (78Gy) 05/2012- 1.20 27.02.2012 (D)
Y 22,05.2012 (E)
06/2011: 12,54
T 11.01.2012 (AB)
cT1c pNO cMO 11.01. - 05.03.2012 10/2011 - 07/2011: 9,13 07.02.2012 (C)
20 08/2011 | Gleason: 3+3=6 08/2011: 12,60
intermediate risk Prostata + Samenblasen (78Gy) Ende 2012 07/2012- 0.01 05.03.2012 (D)
s 03.08.2012 (E)

03/2013: 0,25
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RTP ED Tumordaten RT HAT PSA-Werte BE
10/2010: 4,98
05/2011: 8,56
cT2 cNO cMO 23.01. - 15.03.2012 ab 10/2011 06/2011: 9,28 23.01.2012 (AB)
Prostata + Samenblasen (78Gy) " 16.02.2012 (C)
21 08/2011 | Gleason: 5+4 =9 . ) fir2-3 11/2011: 0,39
Lo Gynakomastieprophylaxe (12Gy) 15.03.2012 (D)
high risk stzliche Steroidth . Jahre 01/2012: 0,21 22 06.2012 (E
zusatzliche Steroidtherapie 04/2012: 0,06 .06. (E)
06/2012: 0,04
06/2010: 9,54 20.02.2012 (AB)
cT2a cNO cMO 20.02. - 12.04.2012 1212011 - 04/2011: 77,90 | 16.03.2012 (C)
23 06/2011 Gleason: 3+3 =6
intermediate risk Prostata + Samenblasen (74Gy) 03/2012 05/2011: 9,54 12.04.2012 (D)
07/2012: 0,12 27.07.2012 (E)
06.03.2012 (AB)
cT3a cNO cMo 06.03. - 02.05.2012 1212011 - 09/2011: 5,30 29.03.2012 (C)
24 10/2011 Gleason: 4+4 =8
high risk Prostata + Samenblasen (78Gy) 05/2012 08/2012: 0,04 02.05.2012 (D)
9 03.08.2012 (E)
cT2c cNO cMO 14.03. - 10.05.2012 0212012 - 09/2011: 3,80 1?82;81; Eé‘)?’)
25 12/2011 Gleason: 4+3 =7 Prostata + Samenblasen (78Gy) 12/2011: 4,80 o
intermediate risk zuséatzliche Steroidtherapie 0772012 06/2012: 0,07 10.05.2012 (D)
P e 21.08.2012 (E)

3.10.2. Zusammenfassung der PSA-Verlaufe

Bei Patienten ohne HAT (RTP 6, 14, 16 und 19; n = 4) stellte sich nach RT-
Ende ein PSA-Wert von 1 = 0,5 ng/ml ein. Dies ist als ein alleiniger Effekt der
Bestrahlung zu werten, jedoch war der Groldteil des Abfalls immer erst nach
Abschluss der RT zu verzeichnen, was der klinischen Erfahrung nach normal
ist. Erfolgte eine HAT (n = 17) - bei den meisten Patienten mit LHRH-Analoga,
bei einem Patienten (RTP 9, siehe Tabelle 22) durch bilaterale Orchiektomie -
lagen die PSA-Werte wahrend der Therapie bei 0,01 - 0,39 ng/ml mit
Ausnahme zweier Patienten: Bei RTP7 fiel der PSA-Wert erst nach Ende der
HAT auf 0,01 ng/ml ab, bei RTP12 wurde relativ schnell ein biochemisches
Rezidiv diagnostiziert (erneuter PSA-Anstieg ohne sichtbaren Tumor). Nach
Ende der HAT stellte sich der PSA-Wert bei den verbleibenden 15 Patienten
zwischen 0,04 und 0,88 ng/ml ein.

3.11. Unterschiede zwischen den verschiedenen

Therapiegruppen

3.11.1. Allgemeines Vorgehen

Die klinischen Daten der Patienten, anhand derer die unterschiedlichen
Therapien erkannt werden konnen, sind in Tabelle 22 unter 3.10.1. aufgefuhrt.
Insgesamt wurden bezuglich drei verschiedenen Aspekten Therapiegruppen
gebildet und verglichen:
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1. unterschiedliche RT, da manche Patienten eine erweiterte Bestrahlung
des pelvinen Lymphabflusses zusatzlich zur RT der Prostataloge
erhielten (siehe 3.11.2.)

2. Durchfuhrung einer Hormon-ablativen Therapie (HAT), da bei einigen
Patienten eine solche nicht durchgefuhrt wurde (siehe 3.11.3.)

3. Anwendung von lokalen Steroiden am Enddarm, die aufgrund von
lokalen Nebenwirkungen der RT bei manchen Patienten notwendig war
(siehe 3.11.4.)

Fir die statistischen Tests fur die Vergleiche wurden ungepaarte, zweiseitige
Student’s T-Tests verwendet (siehe auch 2.9.). In den Grafiken sind
grundsatzlich die Einzel- bzw. Mittelwerte der verschiedenen Gruppen mit dem
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) eingetragen. Die Ergebnisse aus dem
Vergleich der einzelnen Zeitpunkte aller Patienten miteinander finden sich unter
3.4. bis 3.9. bzw. in den Abbildungen 17 bis 33.

3.11.2. Unterschiedliche Radiotherapie

Die Standard-Bestrahlung von Prostata und Samenblasen erfolgte in der Regel
mit 78 Gy (vier Patienten erhielten nur 74 Gy, bei zwei Patienten wurde nur mit
70 Gy bestrahlt). Funf der 21 in die Studie eingeschlossenen Patienten (RTP3,
RTP5, RTP8, RTP9 und RTP15) erhielten zusatzlich zur Standard-RT (s.o.)
aufgrund der bei ihnen vorliegenden Hochrisikosituation und des damit
verbundenen Risikos fur einen Lymphknotenbefall im Beckenbereich eine
zusatzliche Bestrahlung der pelvinen Lymphabflusswege mit 50,4 Gy (hier als
erweiterte RT bezeichnet). Dabei liellen sich folgende Differenzen zwischen
den beiden Radiotherapie-Gruppen beobachten:

Nachdem sich fur die Zeitpunkte AB, C und D keine Unterschiede ergaben,
hatten die Patienten mit zusatzlicher Becken-RT am Zeitpunkt E prozentual
gesehen signifikant mehr CD3'CD19-NK-Zellen (52,70 % vs. 34,20 %; p =
0,017; Nerweitert (Ne) = 5; Nstandard (Ns) = 10). Bezuglich der CD25-positiven CD4-
positiven Lymphozyten (CD4-positive Effektorzellen und Tg-Zellen) hatten
beide Gruppen einen zunachst ahnlichen Ausgangswert von 3,43 % (Standard-
RT) bzw. 4,48 % (zusatzliche Beckenbestrahlung). Die Werte unterschieden
sich zu den folgenden Zeitpunkten C (3,37 % vs. 5,22 %; p = 0,040; ns = 15; ne
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=5), D (3,85 % vs. 7,53 %; p = 0,014; ng = 13; ne = 5) und E (3,29 % vs. 6,01
%; p = 0,026; ns = 10; ne = 5) jeweils signifikant voneinander, wobei die Zellen
der Patienten mit der erweiterten Bestrahlung durchweg vermehrt den CD25-
Marker exprimierten. Bei der alleinigen Betrachtung der regulatorischen T-
Zellen (Phanotyp CD3"CD19°CD4"CD8 CD25"Foxp3*) konnten am Zeitpunkt D
(5,40 % vs. 8,43 %; p = 0,010; ns = 13; ne = 5) und am Zeitpunkt E (5,02 % vs.
7,73 %; p = 0,027; ns = 10; ne = 5) mehr Zellen bei den Patienten mit
zusatzlicher Becken-RT gezeigt werden. In der Differenzierung der CDA4-
positiven Zellen fanden sich am Zeitpunkt E mit 14,59 % vs. 7,17 % signifikant
mehr naive Zellen bei den Patienten mit Bestrahlung des pelvinen
Lymphabflusses (p = 0,007; ne = 4; ng = 9).
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Abbildung 34: Verédnderung der Lymphozyten-Subpopulationen im Vergleich der zwei RT-
Gruppen (Standard-RT: n = 16; erweiterte RT: n = 5). In der linken Spalte finden sich die
Mittelwerte mit den SEM (Standardfehler des Mittelwerts) der jeweiligen Therapiegruppen, in
der rechten Spalte sind die Einzelwerte der Patienten mit dem Mittelwert und dem SEM zu
sehen. 1. Zeile: Ahnlicher Verlauf der NK-Zellen iiber die Zeitpunkte AB, C und D mit
signifikantem Unterschied bei Zeitpunkt E. 2. Zeile: Verlauf der CD25-positiven CD4-positiven
T-Zellen. Zum Zeitpunkt AB war kein signifikanter Unterschied nachweisbar, signifikante
Unterschiede fanden sich zu den Zeitpunkten C, D und E. 3. Zeile: Bei den T4-Zellen war zu
den Zeitpunkten D und E ein Unterschied zu erkennen, wobei die Patienten mit zusétzlicher
Becken-RT einen héheren Anteil an T.g-Zellen aufwiesen. 4. Zeile: Signifikanter Unterschied
bei Zeitpunkt E bei den naiven CD4-positiven Zellen.
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Bezulglich der Zellviabilitat ergaben sich am Zeitpunkt E ebenfalls Unterschiede
zwischen den beiden RT-Gruppen. Interessanterweise hatten die Patienten mit
dem erweiterten Bestrahlungsfeld drei Monate nach Therapieende mehr
lebende und jeweils weniger apoptotische und nekrotische CD4-positive Zellen
als die Patienten mit Standard-RT (siehe Abbildung 35). Bei den
vorausgehenden Zeitpunkten zeigten die statistischen Tests keine
Unterschiede.

Zellviabilitat
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lebende apoptotlsche nekrotlsche
Zeitpunkt E

Abbildung 35: Unterschiede in der Zellviabilitdt der CD4-positiven Lymphozyten beziiglich der
zwei verschiedenen RT-Gruppen (Standard-RT: n = 16; erweiterte RT: n = 5) am Zeitpunkt E.
Die Patienten mit Becken-RT hatten mit 81,63% vs. 51,76% mehr lebende (p = 0,003; n, = 3; ng
=7), mit 10,86% vs. 21,99% weniger apoptotische (p = 0,039; n, = 3; ns = 7) und mit 7,63% vs.
26,38% auch weniger nekrotische (p < 0,001; n, = 3; ns = 7) Zellen. Gezeigt sind die jeweiligen
Mittelwerte mit SEM der Patientengruppen.

Aus dem ICS konnte nur ein relevanter Unterschied der beiden
unterschiedlichen RT-Gruppen abgeleitet werden: Nach der Stimulation mit
SEB zeigte sich fur die Patienten mit dem erweiterten Bestrahlungsfeld eine
erhohte Rate an IL-2-produzierenden CD4-positiven Zellen am Zeitpunkt E
(9,06 % vs. 5,80 %; p = 0,006; ne = 3; ns = 5; Daten nicht gezeigt). Des
Weiteren lieferten die statistischen Tests verwertbare Unterschiede fur die
beiden Therapiegruppen beim ICS nach Stimulation mit dem EBV-Peptid
BMLF1. Diese fanden sich jedoch beim Zeitpunkt AB und sind somit nicht auf
den unterschiedlichen Bestrahlungsmodus zurick zu fuhren (IL-2-
produzierende CD4-positive Zellen waren bei Patienten mit Becken-RT (0,01 %
vs. 0,001 %; p = 0,010; ne = 2; ns = 7) und TNF-a-produzierende CD8-positive
Zellen waren in der Standard-RT-Gruppe (0,18 % vs. 0,02 %; p = 0,024; ns = 7;
ne = 2) haufiger vertreten).
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3.11.3. Hormon-ablative Therapie (HAT)

Nicht alle Patienten wurden mit einer HAT behandelt, sodass auch hier zwei
Therapiegruppen gebildet und verglichen werden konnten. Insgesamt erhielten
17 Patienten eine HAT, bei den verbleibenden vier Patienten war diese
entweder nicht indiziert (bei einem PCa mit niedrigem Risiko) oder sie wurde
von den Patienten abgelehnt. Die HAT wurde bei Tumoren mit mittlerem Risiko
in der Regel fur sechs Monate, bei Hochrisikotumoren fur zwei bis drei Jahre
durchgefiihrt. Einen Uberblick Uber die HAT der Patienten bietet Abbildung 36,
sowie die Tabelle 22 unter 3.10.1.

HAT der Patienten

keine

4 Monate
6 Monate
9 Monate
1 Jah
2 - 3 Jahre

Dauer der HAT

dauerhaft

0 2 4
Anzahl Patienten

o=

Abbildung 36: Ubersicht iiber die Hormon-ablative Therapie mit der jeweiligen Therapiedauer
und den zugeordneten Patientenzahlen. Gezeigt ist eine Ubersicht aller Patienten (n = 21).

Verglichen wurden lediglich die Gruppen HAT und keine HAT, da die Dauer der
antiandrogenen Therapie zum Beobachtungszeitraum fur alle Patienten, die
eine solche Therapie bekamen, in etwa gleich lang war. Sie wurde bei 15 der
17 Patienten zwei bis vier Monate vor Beginn der Bestrahlung eingeleitet, bei
einem Patienten erfolgte der HAT-Start nur einen Monat vor
Bestrahlungsbeginn, ein weiterer Patient erhielt die HAT bereits seit sieben
Monaten, als die RT begonnen wurde.

Unterschiede konnten nur fur die Zelldifferenzierung bei den CD8-positiven
Zellen und bei den EBV-BMLF1-spezifischen CD8-positiven Zellen fur die
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Differenzierung und die Proliferation festgestellt werden. Wahrend sich fur die
Populationen der zentralen Gedachtniszellen und der Effektorgedachtniszellen
keine Unterschiede ergaben, konnte bei den naiven CD8-positiven Zellen ein
erhohter Anteil zu den Zeitpunkten AB und C bei den Patienten mit HAT gezeigt
werden. Dies ist moglicherweise eine Auswirkung der HAT, da die
Hormontherapie bereits mehrere Monate vor Bestrahlungsbeginn angesetzt
wurde (s.0.) und somit durch sie verursachte Unterschiede auch am Zeitpunkt
AB Dbereits bestehen konnen. An den Zeitpunkten D und E bestand
diesbezuglich kein Unterschied mehr zwischen den beiden Vergleichsgruppen.
Von den hochdifferenzierten CD8-Effektorzellen (CD45RA'CD28") lagen bei
den Patienten unter HAT zu den Zeitpunkten C und E signifikant mehr vor
(siehe Abbildung 37).
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Abbildung 37: Unterschiedliche Differenzierungsstufen der CD8-positiven Zellen in den nach
HAT unterschiedenen Therapiegruppen (HAT: n = 17; keine HAT: n = 4). In der linken Spalte
finden sich die Mittelwerte mit den SEM der jeweiligen Therapiegruppen, in der rechten Spalte
sind die Einzelwerte der Patienten mit dem Mittelwert und dem SEM zu sehen. Oben: Bei
Patienten ohne HAT waren zundchst mehr naive Zellen vorhanden (Zeitpunkt AB: 20,52 % vs.
11,55 % mltp = 0,046, Nohne HAT (no) =4, Npit HAT (nHAT) = 15, Zeltpunkt C: 22,45 % vs. 10,89 %
mit p = 0,022, n, = 4, nyar = 14). Bei den Zeitpunkten D und E bestand kein Unterschied mehr.
Unten: Bei den hochdifferenzierten Effektoren unterschieden sich die Therapiegruppen zu den
Zeitpunkten C (HAT: 46,38 %; keine HAT: 22,05 %, p = 0,023; nyar = 14; n, = 4) und E (HAT:
47,05 %; keine HAT: 15,67 %; p = 0,024; nyar = 11; n, = 2) signifikant voneinander.
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Bei der Betrachtung der Differenzierungsstufen der EBV-BMLF1-spezifischen,
CD8-positiven Zellen konnten zum Zeitpunkt C ebenfalls mehr naive Zellen bei
den Patienten ohne HAT erkannt werden (44,29 % vs. 13,79 %; p = 0,034; n, =
3; nuat = 11; Daten nicht gezeigt). Am Zeitpunkt D hatten hier die Patienten
ohne Hormontherapie auRerdem mehr Effektorgedachtniszellen (48,50 % vs.
19,74 %; p < 0,001; n, = 2; nyat = 9; Daten nicht gezeigt). Bezuglich der
Proliferationsrate der untersuchten Zellgruppe zeigten die der Patienten ohne
HAT einen spateren Anstieg, der in Abbildung 38 dargestellt ist.
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Abbildung 38: Ubersicht iber die Unterschiede in der Proliferationsrate der EBV-BMLF1-
spezifischen CD8-positiven Zellen fiir die nach HAT unterschiedenen Therapiegruppen (HAT: n
= 12; keine HAT: n = 4). Gezeigt ist jeweils der prozentuale Anteil an proliferierenden Zellen
(Ki67") unter den lebenden HLA-Peptid-Multimer-positiven CD8-positiven Lymphozyten. Links
finden sich die Mittelwerte mit den SEM der jeweiligen Therapiegruppen, rechts sind die
Einzelwerte der Patienten mit dem Mittelwert und dem SEM zu sehen. Zum Zeitpunkt C lag die
Proliferationsrate der Patienten mit Hormontherapie mit 8,50 % vs. 2,69 % (p = 0,047; ngyar =
11; n, = 3) bereits signifikant (iber der der Patienten ohne HAT. Am Zeitpunkt AB unterschieden
sich die beiden Gruppen nicht, am Zeitpunkt D glichen sich die Werte ebenfalls wieder an. Beim
Zeitpunkt E konnte nur ein Patient in der Gruppe ohne HAT getestet werden, sodass hier keine
sichere Aussage méglich war.

Aufgrund zu wenig verwertbarer Ergebnisse in der Patientengruppe ohne HAT
(ein ICS wurde nur fur zwei der vier Patienten durchgefuhrt und dabei auch
nicht fur alle Zeitpunkte) konnten aus dem ICS keine verwertbaren Ergebnisse
gewonnen werden. Allgemein ist die Interpretation der Ergebnisse aus dem
Vergleich der Therapiegruppen bezuglich der HAT schwierig, da grundsatzlich
17 mit vier Patienten verglichen werden. Fur exaktere Aussagen mussten mehr
Tests mit einer ahnlichen Probandenzahl in den beiden Gruppen durchgefuhrt

werden.
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3.11.4. Auswirkungen einer lokalen Steroidtherapie am Enddarm

Bei entzindlichen Nebenwirkungen am Enddarm, die klassischerweise durch
eine Bestrahlung der Prostataregion hervorgerufen werden konnen, wurde bei
fiinf Patienten die Steroid-haltige Creme Doloproct® lokal eingesetzt um die
Inflammation einzudammen. Sie enthalt das Steroid Fluocortolonpivalat (0,1 %)
und Lidocainhydrochlorid als Lokalanasthetikum (2 %) [168]. Da durch
systemisch wirkende Steroide eine Beeintrachtigung des Immunsystems
beflrchtet werden muss, wurden die Patienten mit Steroidtherapie wahrend der
RT (n = 5) gegenuber den ubrigen Patienten (n = 16) zu den Zeitpunkten AB, C
und D bezuglich ihrer Lymphozytensubgruppen verglichen. Gleichzeitig bestand
bei den Patienten, bei denen eine antiinflammatorische Therapie nétig war,
auch ein erhohtes Entzindungsniveau, das als Einflussfaktor auf das
Immunsystem diskutiert werden sollte.

Ein Unterschied zeigte sich bei Betrachtung der B-Zellen unter den lebenden
Lymphozyten am Zeitpunkt D, sowie bei der Proliferationsrate (definiert als
Anteil der Ki67-positiven Zellen an der jeweiligen Population) der CD56-
positiven Zellen unter den NK-Zellen (CD3'CD19’), ebenfalls am Zeitpunkt D
(siehe Abbildung 39). Da die Steroidtherapie normalerweise gegen Ende der
Bestrahlung durchgefuhrt wurde, waren auch lediglich am Zeitpunkt D

Unterschiede zu erwarten.
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Abbildung 39: Vergleich der Patienten mit lokaler Steroidtherapie am Enddarm (n = 5) mit den
tibrigen Patienten (n = 16). Dargestellt sind die Einzelwerte der Patienten mit dem Mittelwert
und dem SEM. Links: Verdnderungen der B-Zellen unter den lebenden Lymphozyten. Bei den
Zeitpunkten AB und C war kein Unterschied zwischen den zwei Gruppen feststellbar. Bei den
Zeitpunkten D und E hatten die Patienten mit Steroidtherapie signifikant mehr B-Zellen (D: 2,91
% vs. 1,75 %, p = 0,011, Nsteroide (nSter) = 5, Neine steroide (nk) = 13; E: 5,51 % vs. 2,65 %, p =
0,006, ns,r = 5, nx = 10). Da die Steroidtherapie am Zeitpunkt E bereits wieder beendet war
wurde der Beobachtung nicht weiter nachgegangen. Rechts: Verdnderungen der
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Proliferationsrate (Anteil der Ki67-positiven Zellen) der CD56-positiven NK-Zellen. Hier ergab
sich lediglich beim Zeitounkt D ein signifikanter Unterschied, wobei die Patienten ohne
Steroidtherapie mit 12,39 % vs. 6,36 % (p = 0,024; n, = 13; nster = 5) mehr proliferierende Zellen
in dieser Population aufwiesen.

Ein Patient (RTP12) wurde im Verlauf der Bestrahlungstherapie mit einem
Antibiotikum (Cotrimoxazol) behandelt. Bei der orientierenden Durchsicht der
Ergebnisse ergaben sich daraus jedoch keine offensichtlichen Implikationen fur

die untersuchten Zellpopulationen.
3.12. Vergleich mit den gesunden Spendern

3.12.1. Allgemeines Vorgehen

Fur den Vergleich der Patienten (n = 21) mit den gesunden Spendern (GS, n =
6) wurde aus den Ergebnissen der drei Blutentnahmen aller GS zunachst der
Mittelwert, quasi als Basiswert, gebildet. Die Ergebnisse der einzelnen
Zeitpunkte der Patienten wurden dann mit dem Gesamt-Mittelwert GS in
ungepaarten, zweiseitigen Student’s T-Tests verglichen.

In den Grafiken sind durchweg die Mittelwerte der Patienten mit einem
schwarzen Kreis, die Mittelwerte der GS (an den einzelnen Zeitpunkten) mit
einem schwarzen Quadrat und der Gesamt-Mittelwert der GS mit einer
gepunkteten Linie (Uber dem Zeitraum AB bis D) eingezeichnet. Die Symbole *
bzw. ** stehen wie bisher fur einen signifikanten Unterschied zwischen den
untersuchten Gruppen, dabei ist jeweils der Unterschiede zwischen den
Patienten am jeweiligen Zeitpunkt und dem Gesamt-Mittelwert der gesunden
Probanden gemeint.

Die  Veranderungen in den Ergebnissen der GS Uber den

Beobachtungszeitraum wurden als naturliche Schwankungen angesehen.

Die Altersstruktur der beiden verglichenen Gruppen ist in der folgenden Tabelle
23 dargestellt.
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Tabelle 23: Ubersicht iiber die Altersstruktur der Patienten und der gesunden Probanden bei
Sudieneinschluss.

Patienten gesunde Probanden
Anzahl (n) 21 6
mittleres Alter 74,05 Jahre 54,83 Jahre
medianes Alter 75 Jahre 52,5 Jahre
Altersspanne 58 bis 82 Jahre 49 bis 63 Jahre

3.12.2. Zellzahlverlaufe

Der Anteil der Lymphozyten der Patienten unter den lebenden PBMC nahm
uber den Bestrahlungszeitraum hinweg kontinuierlich ab (siehe 3.4.1.). Am
Zeitpunkt D lie® sich ein signifikanter Unterschied zu den Lymphozytenzahlen
der gesunden Spender erkennen (59,27 % vs. 74,04 %; p = 0,007; Npatienten (NpP)
= 18; ngs = 6; siehe auch Abbildung 40). Bei der Lymphozytenpopulation unter
den Einzelzellen unterschieden sich die Zahlen fur Patienten und gesunde
Probanden zusatzlich in den Zeitpunkten C und E (Daten aus Farbung 1).
Diese Ergebnisse konnten durch Farbung 2 reproduziert werden und sind in
Abbildung 40 gezeigt.
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Abbildung 40: Verlauf des Lymphozytenanzeils der Patienten im Vergleich mit den gesunden
Spendern (GS). Oben: Daten aus Férbung 1 fiir die Lymphozytenpopulation unter den lebenden
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PBMC. Bei Zeitpounkt D bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen
Gruppen (siehe Text). Unten links: Daten aus Farbung 1 fiir die Lymphozytenpopulation unter
den gemessenen Einzelzellen. Hier waren die Unterschiede zu den Zeitpunkten C (60,31 % vs.
60,79 %, p = 0,023; np = 20; ngs = 6), D (43,96 % vs. 60,79 %, p = 0,001; np = 18; ngs = 6) und
E (50,79 % vs. 60,79 %, p = 0,025; np = 15; ngs = 6) signifikant. Unten rechts: Diese Ergebnisse
konnten in Farbung 2 ebenfalls gezeigt werden (C: 562,39 % vs. 67,70 % (p = 0,002, np = 17;
ngs = 6); D: 51,25 % vs. 67,70 % (p = 0,001, np = 13, ngs = 6); E: 56,65 % vs. 67,70 % (p =
0,025, np = 10, ngs = 6)). Gezeigt sind jeweils der Mittelwert mit SEM der Patienten (n = 21) und
der GS (n = 6), sowie der Gesamt-Mittelwert aller gesunden Probanden, mit dem die
statistische Auswertung erfolgte (gepunktete Linie).

Bei den T-Zellen (Anteil an den Lymphozyten) stellte sich lediglich zum
Zeitpunkt E ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten und GS dar. Im
Verlauf nahm ihr Anteil bei den Patienten ab (siehe 3.4.2.). Am Zeitpunkt E
waren 55,89 % der Lymphozyten der Patienten T-Zellen (Mittelwert der GS:
65,42 %; p = 0,030; np = 15; ngs = 6; Daten nicht gezeigt). Unterschiede in der
Zusammensetzung der T-Zellen bezlglich Ty- und Tk-Zellen konnten zwischen
Patienten und GS nicht festgestellt werden. Bei der Aktivierung (Expression von
CD25) der CD4-positiven T-Zellen fiel am Zeitpunkt D ein Unterschied auf: Hier
zeigten die Zellen der bestrahlten Patienten eine signifikant hohere Expression
(4,87 % vs. 3,14 %; p = 0,029; np = 18; ngs = 6; siehe auch Abbildung 41).
Bezlglich der regulatorischen T-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten und Probanden erkannt werden.

Fir die B-Zellen konnte eine interessante Beobachtung gemacht werden: Hier
unterschied sich der Anteil unter den lebenden Lymphozyten der Patienten
bereits vor der Bestrahlung signifikant von dem der GS. Auch wahrend und
nach der Bestrahlung blieben die B-Zell-Zahlen der Patienten signifikant
niedriger als die der gesunden Probanden.
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Anteil der CD25-positiven unter Anteil der B-Zellen unter den Lymphozyten
6q den CD4-positive T-Zellen 159
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Abbildung 41: Links: Vergleich der Anteile aktivierter CD4-positiver T-Zellen von Patienten und
GS. Am Zeitpunkt D trat ein signifikanter Unterschied auf (siehe Text). Rechts: Vergleich der B-
Zell-Anteile unter den Lymphozyten von Patienten und GS. Signifikante Unterschiede wurden
zu allen Zeitpunkten festgestellt. Zeitpunkt AB: 4,62 % vs. 8,44 % (p = 0,010; np = 21, ngs = 6);
Zeitpunkt C: 2,64 % vs. 8,44 % (p < 0,001; np = 20; ngs = 6); Zeitpunkt D: 2,07 % vs. 8,44 % (p
< 0,001; np = 18; ngs = 6); Zeitpunkt E: 3,61 % vs. 8,44 % (p = 0,006; np = 15; ngs = 6). Gezeigt
sind jeweils der Mittelwert mit SEM der Patienten (n = 21) und der GS (n = 6), sowie der
Gesamt-Mittelwert aller gesunden Probanden, mit dem die statistische Auswertung erfolgte
(gepunktete Linie).

Auch beim Anteil der NK-Zellen unter den lebenden Lymphozyten konnte ein
Unterschied zwischen den Patienten und gesunden Probanden festgestellt
werden. Dieser pragte sich allerdings erst nach Beginn der Bestrahlung aus,
blieb aber Uber sie hinaus bis zum Zeitpunkt E bestehen (siehe Abbildung 42).
Ein Unterschied bezuglich der Expression von CD56 unter den NK-Zellen

konnte zwischen Patienten und gesunden Probanden nicht festgestellt werden.
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Abbildung 42: Vergleich der NK-Zell-Anteile unter den Lymphozyten von Patienten und GS.
Signifikante Unterschiede konnten zu den Zeitpunkten C (36,14 % vs. 25,98 %; p = 0,004; np =
20; ngs = 6), D (38,79 % vs. 25,98 %; p < 0,001; np = 18; ngs = 6) und E (40,36 % vs. 25,98 %;
p = 0,001; np = 15; ngs = 6) festgestellt werden. Gezeigt sind jeweils der Mittelwert mit SEM der
Patienten (n = 21) und der GS (n = 6), sowie der Gesamt-Mittelwert aller gesunden Probanden,
mit dem die statistische Auswertung erfolgte (gepunktete Linie).
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3.12.3. Proliferation

Die Proliferationsrate nahm bei den Patienten in allen untersuchten
Zellpopulationen zu (siehe 3.5.). Folgende Unterschiede ergaben sich aus dem
Vergleich mit den GS (siehe auch Abbildung 43).

Bei den T-Zellen konnte wahrend der Bestrahlung (Zeitpunkte C und D) eine
hohere Proliferationsrate im Vergleich zu den GS erkannt werden. Dies galt
auch fur die CD4- und CD8-positiven T-Zellen. Die Proliferationsraten der
regulatorischen T-Zellen von Probanden und Patienten unterschieden sich zu
keinem Zeitpunkt signifikant.

Die B-Zellen der Patienten zeigten ab dem Zeitpunkt C eine erhohte
Proliferationsrate im Vergleich zu den GS. Auch am Zeitpunkt E bestand hier
noch ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Fir die NK-Zellen konnte ein interessantes Ergebnis gefunden werden: Im
Gegensatz zu den ursprunglichen Erwartungen, eine durch die Bestrahlung
hohere Proliferationsrate zu erhalten, war der Unterschied zu den Zeitpunkten
C und D zwischen Patienten und gesunden Probanden nicht signifikant. Ein
statistisch verwertbarer Unterschied bestand jedoch zu den Zeitpunkten AB und
E. Es ist davon auszugehen, dass die Proliferationsrate der NK-Zellen bei den
Patienten durch das Prostatakarzinom erniedrigt ist und durch die RT auf ein
normales Niveau angehoben wird. Fur die voll funktionsfahigen NK-Zellen
(CD56-positiv) waren die Ergebnisse ahnlich.
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Abbildung 43: Unterschiede in den Proliferationsraten zwischen Patienten und GS als Anteile
der jeweiligen Uberpopulation. Oben links - T-Zellen: signifikante Unterschiede bei Zeitpunkt C
(5,563 % vs. 2,76 %; p = 0,009; np = 20; ngs = 6) und D (6,97 % vs. 2,76 %, p < 0,001; np = 18;
ngs = 6). Oben rechts - CD4-positive T-Zellen: signifikante Unterschiede bei Zeitpunkt C (5,53
% vs. 3,12 %; p = 0,006; np = 20; ngs = 6) und D (7,67 % vs. 3,12 %; p < 0,001; np = 18; ngs =
6). Mitte links - CD8-positive T-Zellen: signifikante Unterschiede bei Zeitpunkt C (3,24 % vs.
1,33 %; p = 0,042; np = 20; ngs = 6) und D (3,79 % vs. 1,33 %; p = 0,006; np = 18; ngs = 6).
Mitte rechts - B-Zellen: signifikante Unterschiede bei Zeitpunkt C (8,79 % vs. 3,35 %, p = 0,006;
np=20; ngs =6), D (12,61 % vs. 3,35 %; p = 0,001; np = 18; ngs = 6) und E (6,29 % vs. 3,35 %,
p =0,042; np = 15; ngs = 6). Unten links - NK-Zellen (CD3 CD19): signifikante Unterschiede bei
Zeitpunkt AB (6,83 % vs. 11,27 %; p = 0,015, np = 21; ngs = 6) und E (7,31 % vs. 11,27 %; p =
0,025; np = 15; ngs = 6). Unten rechts - voll funktionsfahige NK-Zellen (CD3’CD19'CD56+):
signifikante Unterschiede bei Zeitpunkt AB (6,03 % vs. 10,27 %; p = 0,011; np = 21; ngs = 6)
und E (6,71 % vs. 10,27 %; p = 0,041, np = 15; ngs = 6). Gezeigt sind jeweils der Mittelwert mit
SEM der Patienten (n = 21) und der GS (n = 6), sowie der Gesamt-Mittelwert aller gesunden
Probanden, mit dem die statistische Auswertung erfolgte (gepunktete Linie).
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3.12.4. Zell-Viabilitat

Bezlglich der in Farbung 2 untersuchten Viabilitat der Zellen zeigte sich
lediglich ein sehr kleiner Unterschied zwischen Patienten und gesunden
Probanden: Bei der Untersuchung der CD8-positiven Zellen fiel auf, dass vor
Bestrahlungsbeginn signifikant mehr apoptotische Zellen bei den Patienten
vorhanden waren als bei den GS (17,26 % vs. 10,07 %; p = 0,034; np = 17; ngs
= 6; Daten nicht gezeigt). Fur die lebenden und nekrotischen CD8-positiven
Zellen war kein Unterschied feststellbar, ebenso fur alle Populationen der CD4-

positiven Zellen.

3.12.5. Zelldifferenzierung

Ahnlich wie bei der Zell-Viabilitdt (siehe 3.12.4.) gab es auch bei der
Differenzierung der Lymphozyten nur wenige Unterschiede zwischen Patienten
und GS. Bei der Betrachtung der CD4-positiven Zellen waren jeweils
Unterschiede am Zeitpunkt E fur naive Zellen (siehe Abbildung 44) und Zellen
mit den Merkmalen CD45RA" und CD28" (eine Population der
antigenerfahrenen Zellen, Daten nicht gezeigt). Bezlglich der CD45RA- und
CD28-negativen CD8-positiven Zellen (Effektor-Gedachtniszellen, siehe 3.7.1.)
konnte am Zeitpunkt D beim Vergleich mit den gesunden Probanden ein

Unterschied festgestellt werden, der ebenfalls in Abbildung 44 dargestellt ist.
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Abbildung 44: Links: Verlauf der naiven CD4-positiven Zellen im Vergleich zwischen Patienten
und gesunden Probanden. Erst am Zeitpunkt E hatten die Patienten mit 9,46 % vs. 18,12 % (p
= 0,007; np = 13; ngs = 6) signifikant weniger naive Zellen als die Kontrollgruppe. Rechts:
Verlauf der Effektor-Gedéchtniszellen der CD8-positiven Zellen im Vergleich zwischen
Patienten und GS. Lediglich am Zeitpunkt D zeigte sich ein signifikanter Unterschied (Patienten:
14,04 %; GS: 9,03 %, p = 0,046; np = 16; ngs = 6). Gezeigt sind jeweils der Mittelwert mit SEM
der Patienten (n = 21) und der GS (n = 6), sowie der Gesamt-Mittelwert aller gesunden
Probanden, mit dem die statistische Auswertung erfolgte (gepunktete Linie).
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3.12.6. Virus-spezifische CD8-positive Zellen

Die Zellzahlverlaufe der Virus-spezifischen Zellen der Patienten wurden nicht
mit den GS verglichen, da sie als individuell angesehen wurden und somit ein
Vergleich nicht sinnvoll ware. Die hier prasentierten Unterschiede beziehen sich
somit lediglich auf Proliferation, Viabilitat und Differenzierung.

Bei Betrachtung der Proliferationsrate konnte bei den CMV-pp65-spezifischen
CD8-positiven Zellen ein Unterschied zwischen Patienten und GS festgestellt
werden. Am Ausgangszeitpunkt lag kein Unterschied vor, zum Zeitpunkt C war
die Proliferationsrate bei den Patienten signifikant hoher, am Zeitpunkt D war
erneut kein Unterschied nachweisbar und beim Zeitpunkt E lag die Rate an
proliferierenden Zellen der Patienten interessanterweise signifikant unter der
der gesunden Probanden (siehe Abbildung 45 links). Bezuglich der Viabilitat
konnten keine Unterschiede bei den CMV-spezifischen Zellen erkannt werden
(Daten nicht gezeigt). In Bezug auf die Differenzierung der fur CMV
spezifischen CD8-positiven Zellen fiel ein zu den Zeitpunkten AB, C und D
erhohter Anteil an CD45RA- und CD28-positiven Zellen (naiv) im Vergleich zu
den gesunden Probanden auf, der zum Zeitpunkt E nicht mehr bestand (siehe
Abbildung 45 rechts). Fur die anderen Differenzierungsstadien konnten keine
Unterschiede beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Proliferationsrate der CMV-pp65-spezifischen Anteil der naiven Zellen der CMV-pp65-

CD8-positiven Zellen , 2O_spezifischen CD8-positiven Zellen

15 * *

—e— Patienten
104 - GS

«++- Mittelwert GS

151

% —-e— Patienten
- GS
-+ Mittelwert GS

o
1

spezifischen Zellen
[3,]
1

% der lebenden, CMV-pp65-
spezifischen Zellen

% der lebenden, CMV-pp65

o

=]

AB c D AB c
Zeitpunkt Zeitpunkt

m+
o+
m+

Abbildung 45: Vergleich der CMV-pp65-spezifischen CD8-positiven Zellen von Patienten und
GS beziiglich Proliferationsrate (links) und naiven Zellen (rechts). Die Zellen der Patienten
zeigten am Zeitpunkt C eine héhere (6,09 % vs. 2,74 %; p = 0,046; np = 8, ngs = 3) und zum
Zeitpunkt E eine niedrigere (1,26 % vs. 2,75 %; p = 0,030; np = 6; ngs = 3) Proliferationsrate
(Anteil der Ki67-positiven Zellen) als die der GS. Bei den Zeitpunkten AB und D bestand kein
Unterschied. Die naiven Zellen hatten bei den Patienten zu den Zeitpunkten AB (10,98 % vs.
4,87 %; p = 0,032; np = 8;, ngs = 3), C (12,78 % vs. 4,87 %; p = 0,013; np = 8; ngs = 3) und D
(11,10 % vs. 4,87 %; p = 0,034; np = 7; ngs = 3) einen gréBeren Anteil als bei den GS. Bei
Zeitpunkt E war kein signifikanter Unterschied mehr nachweisbar. Gezeigt sind jeweils der
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Mittelwert mit SEM der Patienten (n = 8) und der GS (n = 3), sowie der Gesamt-Mittelwert aller
gesunden Probanden, mit dem die statistische Auswertung erfolgte (gepunktete Linie).

Fur die fur EBV-BMLF1-spezifischen CD8-positiven Zellen der Patienten fand
sich initial bemerkenswerterweise eine niedrigere Rate an nekrotischen Zellen
als bei den gesunden Spendern (1,29 % vs. 2,78 %; p = 0,019; np = 14; ngs = 3;
Daten nicht gezeigt). In Bezug auf die Differenzierung konnten hier die
folgenden deutlichen Unterschiede sichtbar gemacht werden (Abbildung 46):
Wahrend sich bei den naiven Zellen (CD45RA'CD28") kein Unterschied
beobachten lie3, hatten die Patienten mehr hochdifferenzierte Effektoren
(CD45RACD28; Ausnahme: Zeitpunkt D, hier kein signifikanter Unterschied)
und Effektor-Gedachtniszellen (CD45RA'CD28"; Ausnahme: Zeitpunkt E, hier
kein  signifikanter ~ Unterschied), jedoch deutlich weniger zentrale
Gedachtniszellen (CD45RA'CD28"; Ausnahme: Zeitpunkt E, hier kein
signifikanter Unterschied). Bei der Proliferationsrate konnten keine
Unterschiede fur EBV-BMLF1-spezifische CD8-positive Zellen gefunden

werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 46: Vergleich der EBV-BMLF1-spezifischen CD8-positiven Zellen von Patienten und
GS beziglich der Zelldifferenzierung. Oben links: Bei den naiven Zellen konnte kein
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signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Oben rechts: Bei den Patienten konnte zu den
Zeitpunkten AB (20,78 % vs. 8,27 %; p = 0,030; np = 16; ngs = 4), C (21,51 % vs. 8,27 %, p =
0,017; np = 14; ngs = 4) und E (19,15 % vs. 8,27 %, p = 0,008; np = 6; ngs = 4) ein signifikant
gréBerer Anteil an hochdifferenzierten Effektorzellen nachgewiesen werden. Beim Zeitpunkt D
bestand mit 17,15 % vs. 8.27 % ein ebenfalls deutlicher, jedoch nicht signifikanter Unterschied
(p = 0,057; np = 11; ngs = 4). Unten links: Die Patienten wiesen zu den Zeitpunkten AB (20,55
% vs. 4,33 %; p = 0,023, np = 16; ngs = 4), C (22,12 % vs. 4,33 %; p = 0,001; np = 14; ngs = 4)
und D (24,97 % vs. 4,33 %; p < 0,001; np = 11; ngs = 4) einen signifikant h6heren Anteil an
Effektor-Gedéachtniszellen als die GS auf. Beim Zeitpunkt E bestand kein Unterschied mehr.
Unten rechts: Der Anteil an zentralen Gedé&chtniszellen war bei den Patienten an den
Zeitpunkten AB bis D geringer als bei den GS (AB: 39,85 % vs. 65,10 % mit p = 0,007, np = 16,
nes =4; C: 36,06 % vs. 65,10 % mit p = 0,002, np = 14, ngs = 4; D: 44,96 % vs. 65,10 % mit p =
0,030, np = 11, ngs = 4). Am Zeitpunkt E bestand mit 41,28 % vs. 65,10 % immer noch ein
deutlicher, jedoch nicht mehr signifikanter Unterschied (p = 0,050, np = 6, ngs = 4). Gezeigt sind
jeweils der Mittelwert mit SEM der Patienten (n = 16) und der GS (n = 4), sowie der Gesamt-
Mittelwert aller gesunden Probanden, mit dem die statistische Auswertung erfolgte (gepunktete
Linie).

Aufgrund der geringen Anzahl an durchgefuhrten Versuchen fur EBV-LMP2-
und Influenza-Matrix-spezifische CD8-positive Zellen und der sehr breiten
Streuung der wenigen Ergebnisse wurden diese nicht naher betrachtet.

3.12.7. Zytokinproduktion

Beim Vergleich der Zytokinproduktion der Patientenzellen mit den Zellen der
GS nach Stimulation mit SEB fielen einige Unterschiede, sowohl fur die CD4-
als auch fur die CD8-positiven Zellen auf, die der folgenden Tabelle 24 zu

entnehmen sind.

Tabelle 24: Vergleich der Lymphozyten von Patienten und GS bezliglich der Zytokinproduktion
nach Stimulation mit SEB.

Veranderungen bei den Veranderungen bei den
CD4-positiven Zellen CD8-positiven Zellen
¢ signifikant weniger IL-10- | o signifikant weniger IL-10-
produzierende Zellen am produzierende Zellen zu den
Zeitpunkt AB bei den Patienten Zeitpunkten AB und D bei den
e signifikant weniger IFN-y- Patienten
produzierende Zellen bei den | e Expression von CD107a bei den
Patienten an den Zeitpunkten AB, Patienten zu den Zeitpunkten AB
Cund D und E signifikant erhoht

Der Anteil an IL-10-produzierenden CD4-positiven Zellen betrug zum Zeitpunkt
AB bei den Patienten 0,04 %, der Mittelwert der gesunden Probanden lag bei
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0,13 % (p = 0,006; ; np = 16; ngs = 5; Daten nicht gezeigt). Die Veranderungen
fur die IFN-y-Produktion sind in Abbildung 47 dargestellt.

Bei den CD8-positiven Zellen der Patienten lag der Anteil an CD107a-positiven
Zellen zum Zeitpunkt AB mit 11,81 % vs. 5,49 % (p = 0,033; np = 15; ngs = 5)
und zum Zeitpunkt E mit 9,95 % vs. 5,49 % (p = 0,003; np = 8; ngs = 5)
signifikant dber dem der GS. An den Zeitpunkten C und D unterschieden sich

die verglichenen Gruppen nicht signifikant (siehe Abbildung 47). Bezuglich der
IL-10-Produktion durch CD8-positive Zellen konnte eine verminderte Anzahl bei
den Patienten zu den Zeitpunkten AB (0,01 % vs. 0,09 %; p < 0,001; np = 15;
ngs = 5), D (ebenfalls 0,01 % vs. 0,09 %; p = 0,009; np = 8; ngs = 5) und E (0,03
% vs. 0,09 %; p = 0,036; np = 8; ngs = 5) gezeigt werden (siehe ebenfalls
Abbildung 47).
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Abbildung 47: Oben: Vergleich der IFN-y-produzierenden CD4-positiven Zellen von Patienten
und GS nach Stimulation mit SEB. Die Rate war bei den Patienten zu allen Zeitpunkten bis auf
Zeitpunkt E (hier kein Unterschied) geringer als bei den GS (AB: 0,92 % vs. 3,44 % mit p =
0,002, np =16, ngs = 5; C: 1,44 % vs. 3,44 % mit p = 0,050, np = 10, ngs = 5; D: 1,20 % vs. 3,44
% mit p = 0,037, np = 9, ngs = 5). Unten links: Vergleich der CD107a-exprimierenden CD8-
positiven Zellen von Patienten und gesunden Probanden nach Stimulation mit SEB. Ein
signifikanter Unterschied mit erhbhter Expression bei den Patientenzellen konnte zu den
Zeitpunkten AB und E (Werte siehe Text) nachgewiesen werden. An den Zeitpunkten C und D
waren die Unterschiede zwar sichtbar, mit pc = 0,075 und pp = 0,057 jedoch nicht signifikant.
Unten rechts: Vergleich der IL-10-produzierenden CD8-positiven Zellen von Patienten und GS
nach Stimulation mit SEB. Zu den Zeitpunkten AB, D und E war der Anteil bei den Patienten
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signifikant niedriger als bei den gesunden Probanden (Werte siehe Text). Gezeigt sind jeweils
der Mittelwert mit SEM der Patienten (n = 17) und der GS (n = 5) , sowie der Gesamt-Mittelwert
aller gesunden Probanden, mit dem die statistische Auswertung erfolgte (gepunktete Linie).

Bei der Betrachtung der Zytokinproduktion nach Stimulation mit dem CMV-
Peptid pp65 konnte eine erhdhte Anzahl an IL-2-produzierenden CD4-positiven
Zellen der Patienten am Zeitpunkt D (0,0359 % vs. 0,0006 %; p = 0,009; np = 2;
Ngs = 2), eine ebenfalls erhohte Anzahl an IL-5-produzierenden CD4-positiven
Lymphozyten der Patienten an den Zeitpunkten C (0,03 % vs. 0,00 %; p =
0,032; np = 3; ngs = 2) und D (0,02 % vs. 0,00 %; p = 0,017; np = 2; ngs = 2),
sowie eine geringere Anzahl an IL-17-produzierenden CD4-positiven Zellen der
Patienten zum Zeitpunkt AB (0,0009 % vs. 0,0123 %; p = 0,014; np = 6; ngs = 2)
vermutet werden. Die Farbung 4 (ICS) wurde jedoch lediglich fur zwei gesunde
Probanden und fur sechs Patienten mit der CMV-Spezifitdt durchgefluhrt,
sodass dieses Ergebnis nur eingeschrankt verwertbar ist. Die Ergebnisse sind
grafisch nicht dargestellt.

Beim Vergleich der ICS mit Stimulation durch das EBV-BMLF1-Peptid von
Patienten und GS konnte gezeigt werden, dass fur IL-10 und IL-17 von den
CD4-positiven Patientenzellen am Zeitpunkt AB im Vergleich zu den GS
weniger vorhanden waren (IL-10: 0,003 % vs. 0,026 % mit p = 0,004, np = 9,
ngs = 3; IL-17: 0,001 % vs. 0,008 %; p = 0,049, np = 9, ngs = 3).

Fur die CD8-positiven Zellen zeigte sich ein Unterschied bei der Produktion von
IL-10 zu den Zeitpunkten AB, C und D, der in Abbildung 48 gezeigt ist. Am
Zeitpunkt E waren zu wenige Ergebnisse bei den Patienten fur einen
statistischen Test verfugbar.
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Abbildung 48: Vergleich der IL-10-produzierenden CD8-positiven Zellen von Patienten und GS
nach Stimulation mit EBV-BMLF1. Zu den Zeitpunkten AB (0,008 % vs. 0,032 %, p = 0,013; np
=9, ngs =3), C (0,003 % vs. 0,032 %; p = 0,022; np = 4; ngs = 3) und D (0,002 % vs. 0,032 %; p
= 0,043; np = 3; ngs = 3) war der Anteil bei den Patienten signifikant niedriger als bei den
gesunden Probanden. Gezeigt sind jeweils der Mittelwert mit SEM der Patienten (n = 10) und
der GS (n = 3), sowie der Gesamt-Mittelwert aller gesunden Probanden, mit dem die
statistische Auswertung erfolgte (gepunktete Linie).

Fir die Intrazellularfarbungen nach Stimulation mit der EBV-LMP2-
Peptidsequenz und einem Peptid aus dem Influenza-Matrixprotein wurden zu
wenige Versuche durchgefuhrt, sodass statistisch verwertbare Aussagen dazu

nicht moglich waren.

Beim Vergleich der basalen Zytokinproduktion nach Stimulation mit einem HIV-
Peptid zwischen Patienten und GS waren zahlreiche Unterschiede zu
detektieren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 25, Abbildung 49 und Abbildung 50

zusammengefasst.
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Tabelle 25: Vergleich der Lymphozyten von Patienten und GS beziiglich der Zytokinproduktion
nach Stimulation mit HIV (Negativkontrolle).

Veranderungen bei den
CD4-positiven Zellen

Veranderungen bei den
CD8-positiven Zellen

signifikant mehr IL-5-
produzierende Zellen der
Patienten zu allen Zeitpunkten

signifikant weniger IL-10-
produzierende Zellen der
Patienten zu allen Zeitpunkten

signifikant weniger IL-17-
produzierende Zellen der

Patienten an den Zeitpunkten AB
und C

signifikant mehr IFN-y-
produzierende Zellen der
Patienten zu allen Zeitpunkten
signifikant mehr TNF-a-
produzierende Zellen der
Patienten zu allen Zeitpunkten
aulRer bei Zeitpunkt C

signifikant weniger IL-2-
produzierende Zellen der
Patienten am Zeitpunkten AB
signifikant weniger IL-10-
produzierende Zellen der
Patienten zu allen Zeitpunkten
signifikant mehr TNF-a-
produzierende Zellen der

Patienten zu allen Zeitpunkten
Expression von CD107a bei den
Patienten an den Zeitpunkten D
und E signifikant erhoht

Keine Unterschiede waren lediglich bei der IL-2-Produktion durch die CD4-
positiven Zellen und bei der IFN-y-Produktion durch die CD8-positiven Zellen zu
erkennen. Alle Ergebnisse sind in Abbildung 49 und in Abbildung 50 dargestellt.
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Abbildung 49: Vergleich der Anzahl basal Zytokin-produzierender CD4-positiver Zellen von
Patienten und gesunden Probanden (nach Stimulation mit einem HIV-Peptid als
Negativkontrolle fiir das ICS). Oben links: Beziiglich der IL-2-Produktion war zwischen den
beiden untersuchten Kohorten kein Unterschied feststellbar. Oben rechts: Zu allen Zeitpunkten
produzierten bei den Patienten mehr Zellen IL-5 als bei den GS (AB: 0,12 % vs. 0,02 % mit p <
0,001, np =15, ngs = 5, C: 0,09 % vs. 0,02 % mit p < 0,001, np = 10, ngs = 5, D: 0,12 % vs. 0,02
% mit p < 0,001, np = 8, ngs = 5; E: 0,12 % vs. 0,02 % mit p < 0,001, np = 8, ngs = 5). Mitte
links: Zu allen Zeitpunkten produzierten bei den Patienten weniger Zellen IL-10 als bei den GS
(AB: 0,04 % vs. 0,09 % mit p = 0,002, np = 15, ngs = 5; C: 0,03 % vs. 0,09 % mit p = 0,004, np =
10, ngs = 5; D: 0,04 % vs. 0,09 % mit p = 0,025, np = 8, ngs = 5; E: 0,04 % vs. 0,09 % mit p =
0,020, np = 8, ngs = 5). Mitte rechts: An den Zeitpunkten AB und C produzierten bei den
Patienten weniger Zellen IL-17 als bei den GS (AB: 0,01 % vs. 0,03 % mit p = 0,009, np = 15,
ngs =5, C: 0,01 % vs. 0,03 % mit p = 0,043, np = 10, ngs = 5). Unten links: Zu allen Zeitpunkten
produzierten bei den Patienten mehr Zellen IFN-y als bei den GS (AB: 0,07 % vs. 0,02 % mit p
= 0,002, np = 15, ngs = 5; C: 0,06 % vs. 0,02 % mit p = 0,005, np = 10, ngs = 5; D: 0,09 % vs.
0,02 % mit p < 0,001, np = 8, ngs = 5; E: 0,06 % vs. 0,02 % mit p = 0,002, np = 8, ngs = 5).
Unten rechts: An den Zeitpunkten AB, D und E produzierten bei den Patienten mehr Zellen
TNF-a als bei den GS (AB: 0,14 % vs. 0,08 % mit p = 0,003, np = 15, ngs = 5; D: 0,18 % vs.
0,08 % mit p = 0,004, np = 8, ngs = 5; E: 0,15 % vs. 0,08 % mit p = 0,002, np = 8, ngs = 5). Bei
Zeitpunkt C lag ein Unterschied von 0,17 % vs. 0,08 % vor, der mit p = 0,051 (np = 10, ngs = 5)
jedoch nicht signifikant war. Gezeigt sind jeweils der Mittelwert mit SEM der Patienten (n = 16)
und der GS (n = 5), sowie der Gesamt-Mittelwert aller gesunden Probanden, mit dem die
statistische Auswertung erfolgte (gepunktete Linie).
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Abbildung 50: Vergleich der Anzahl basal Zytokin-produzierender CD8-positiver Zellen von
Patienten und gesunden Probanden (nach Stimulation mit einem HIV-Peptid als
Negativkontrolle fiir das ICS). Oben links: Lediglich am Zeitpunkt AB produzierten bei den
Patienten signifikant weniger Zellen IL-2 als bei den GS (0,01 % vs. 0,18 % mit p = 0,025, np =
15, ngs = 5). Oben rechts: Zu allen Zeitpunkten produzierten bei den Patienten weniger Zellen
IL-10 als bei den GS (AB: 0,03 % vs. 0,07 % mit p < 0,001, np = 15, ngs = 5, C: 0,03 % vs. 0,07
% mit p = 0,001, np = 10, ngs = 5; D: 0,04 % vs. 0,07 % mitp = 0,023, np = 8, ngs = 5; E: 0,04 %
vs. 0,07 % mit p = 0,003, np = 8, ngs = 5). Mitte links: Beziiglich der Produktion von IFN-y
konnte kein Unterschied zwischen Patienten und gesunden Probanden gezeigt werden. Mitte
rechts: Zu allen Zeitpunkten produzierten bei den Patienten mehr Zellen TNF-a als bei den GS
(AB: 0,51 % vs. 0,20 % mit p = 0,025, np = 15, ngs = 5; C: 0,48 % vs. 0,20 % mit p = 0,002, np =
10, ngs = 5, D: 0,76 % vs. 0,20 % mit p = 0,019, np = 8, ngs = 5; E: 0,49 % vs. 0,20 % mit p =
0,013, np = 8, ngs = 5). Unten: An den Zeitpunkten D und E exprimierten signifikant mehr
Patientenzellen den CD107a-Marker als Zellen der GS (D: 1,71 % vs. 0,63 % mit p = 0,029, np
=8, ngs=5;E: 1,72 % vs. 0,563 % mit p = 0,041, np = 8, ngs = 5). Bei den anderen Zeitpunkten
konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Gezeigt sind jeweils der Mittelwert
mit SEM der Patienten (n = 16) und der GS (n = 5), sowie der Gesamt-Mittelwert aller gesunden
Probanden, mit dem die statistische Auswertung erfolgte (gepunktete Linie).
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3.13. Zusammenfassung der Ergebnisse

3.13.1. Ergebnisse der Voruntersuchungen

Die Ergebnisse der Vortests ermdglichten eine gleichzeitige Farbung der
Live/Dead-Aqua-Reagenz zusammen mit den extrazellularen Antikbrpern und
sprachen fur IL-5 und gegen IL-4 als Marker fur die Ty2-Zellen. AuRerdem
wurde die folgende Kombination der HLA-Peptid-Multimer-Qdot-Fluorochrome
als fur das Experiment als am besten geeignet eingeschatzt: EBV-BMLF1-
Qdot585, Influenza-Matrix-Qdot605, EBV-LMP2-Qdot655 und CMV-pp65-
Qdot705. Als Stimulationsagens fur die Positivkontrolle des ICS wurde SEB
ausgewahlt. Eine exakte Darstellung der Ergebnisse der Voruntersuchungen

findet sich unter 3.1.
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3.13.2. Ergebnisse der Hauptversuche fiir die Patienten

Tabelle 26: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Patienten aus den Hauptversuchen. Die
jeweils verglichenen Zeitpunkte, sowie die verglichenen Probandenzahlen sind ebenfalls

angegeben.
Ergebnisiibersicht detalllu_arte
Ergebnisse

Abnahme der Leukozytenzahlen tber den

Untersuchungszeitraum (Zeitpunkt AB vs. Zeitpunkt D; n = 5)

Abnahme der Lymphozyten von Zeitpunkt AB zu Zeitpunkt D,

danach Erholung (Zeitpunkt E; n = 5)

Abnahme der T-Zellen von Zeitpunkt AB zu Zeitpunkt D (n =

18)

o keine Anderung des CD4/CD8-Verhaltnisses

o Zunahme der regulatorischen T-Zellen von Zeitpunkt AB

zu Zeitpunkt D (n = 18)

Abnahme der B-Zellen von Zeitpunkt AB zu Zeitpunkt D (n =

15), danach Erholung (Zeitpunkt E; n = 14)

entsprechende Zunahme der NK-Zellen (kontinuierlicher

Anstieg Uber den Beobachtungszeitraum; nagvs.p = 18; Npys. £

=15)

Anstieg der Proliferationsrate bei fast allen untersuchten

Populationen (von Zeitpunkt AB zu Zeitpunkt D; n = 18)

keine relevanten Veranderungen in der Apoptose- und

Nekroserate
Patienten- Differenzierung:
zellen im o Abnahme des Anteils der naiven CD4-positiven 3.4 bis 3.9
Verlauf Lymphozyten wahrend der RT (Zeitpunkt AB vs. o o
der RT

Zeitpunkt D; n = 17)

o entsprechende Zunahme der differenzierten CD4-
positiven Effektorzellen (Zeitpunkt AB vs. Zeitpunkt D; n
=17)

bei den Virus-spezifischen CD8-positiven Zellen lediglich
Zunahme der Proliferationsrate bei den Zellen spezifisch fur
das EBV-BMLF1-Peptid von Zeitpunkt AB zu Zeitpunkt D (n =

11)

ICS:

o mehr IL-17-produzierende CD4-positive Lymphozyten
am Zeitpunkt E im Vergleich mit Zeitpunkt AB nach
Stimulation mit SEB (n = 7)

o ebenfalls mehr IFN-y-produzierende CD4-positive
Lymphozyten am Zeitpunkt E (verglichen mit Zeitpunkt
AB) nach SEB-Stimulation (n =7)

o keine Veranderungen bei den lbrigen Zytokinen und bei
den CD8-positiven Lymphozyten, ebenso bei allen Tests
mit den ubrigen Stimulanzien (CMV-pp65, EBV-BMLF1,
EBV-LMP2, Inf-Mat, HIV-RT)
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PSA-
Verlaufe

PSA-Werte der Patienten ohne HAT (n = 4) nach RT bei 1 =
0,5 ng/ml; Abfall als alleiniger Effekt der Bestrahlung zu
werten

bei den Patienten mit HAT (n = 17) PSA-Werte zwischen 0,04
und 0,88 ng/ml nach der RT

3.10.

Therapie-
gruppen-

vergleich:

RT

Patienten mit erweiterter RT hatten am Zeitpunkt E mehr NK-
Zellen als Patienten mit der Standard-RT (ne = 5; ng = 10)

bei erweiterter RT an den Zeitpunkten C (ne = 5; ns = 15), D
(ne =5; ng =13) und E (ne = 5; ng = 10) mehr aktivierte CD4-
positive Lymphozyten

erhohter Anteil an Tg-Zellen an den Zeitpunkten D (ne = 5; ng
=13) und E (ne = 5; ng = 10) bei den Patienten mit
zusatzlicher Becken-Bestrahlung

mehr naive CD4"-Lymphozyten am Zeitpunkt E bei den
Patienten mit erweitertem RT-Feld (n, = 4; ng = 9)

am Zeitpunkt E bei den Patienten mit erweiterter RT mehr
lebende und weniger apoptotische und nekrotische Zellen (n,
=3;ns=7)

vermehrt IL-2-produzierende CD4-positive Zellen nach SEB-
Stimulation am Zeitpunkt E bei erweiterter Bestrahlung (n. =
3; Ng = 5)

3.11.2.

Therapie-
gruppen-

vergleich:

HAT

Differenzierung:
o CD8-positive Lymphozyten:
= Patienten ohne HAT hatten an den Zeitpunkten AB
(no = 4; nyat = 15) und C (n, = 4; nyar = 14) mehr
naive Zellen
= Patienten ohne HAT hatten an den Zeitpunkten C
(no = 4; nuat = 14) und E (n, = 2; nyar = 11) weniger
differenzierte Effektoren
o EBV-BMLF1-spezifische CD8-positive Zellen:
= Patienten ohne HAT hatten am Zeitpunkt C mehr
naive Zellen (n, = 3; nyar = 11)
= Patienten ohne HAT hatten am Zeitpunkt D mehr
Effektor-Gedachtniszellen (n, = 2; nyar = 9)
keine weiteren Erkenntnisse aus den ubrigen Vergleichen

3.11.3.

Therapie-
gruppen-

vergleich:

Steroide

erhdhter Anteil an B-Lymphozyten bei den Patienten mit
Steroidtherapie am Zeitpunkt D (ngter = 5; nx = 13)

erniedrigte Proliferationsrate bei den NK-Zellen der Patienten
mit Steroidtherapie, ebenfalls am Zeitpunkt D (nggr = 5; Nk =
13)

3.11.4.
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3.13.3. Ergebnisse aus den Vergleichen von Patienten und gesunden
Spendern

Tabelle 27: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Vergleichen der Patienten mit den
gesunden Probanden. Die Zeitpunkte, an denen die Unterschiede nachgewiesen werden
konnten sind jeweils angegeben. Die Zahlen der verglichenen Probanden kénnen den
detaillierten Ergebnissen (3.12.1. bis 3.12.7.) entnommen werden.

Ergebnisiibersicht detalllu_arte
Ergebnisse
e mittleres Alter der Patienten: 74,05 Jahre (Median: 75 Jahre;
Alters- Altersspanne 58 bis 82 Jahre) 3121,
struktur e mittleres Alter der GS: 54,83 Jahre (Median 52,5 Jahre;

Altersspanne 49 bis 63 Jahre)

¢ signifikant weniger Lymphozyten bei den Patienten als bei
den GS zu den Zeitpunkten C, D und E

e am Zeitpunkt E weniger T-Lymphozyten bei den Patienten

e vermehrt aktivierte CD4"-Zellen bei den Patienten am
Zeitpunkt D

Zellzahl- i . . o .
verliufe e Dbereits vor RT-Beginn (Zeitpunkt AB) signifikant weniger B- | 3.12.2.
Lymphozyten bei den Patienten, im weiteren
Beobachtungsverlauf durchweg niedrigere Werte als bei den
GS
e erhohter Anteil an NK-Zellen bei den Patienten an den
Zeitpunkten C, Dund E
e Proliferation:
o erhohte Proliferationsraten bei den Zellen der Patienten
im Bestrahlungsverlauf (Zeitpunkte C und D) in den
Populationen der gesamten T-Zellen, der CD4- und
CD8-positiven Lymphozyten, sowie der B-Zellen
o erniedrigte Proliferationsraten bei den NK-Zellen der
Prolifera- Patienten an den Zeitpunkten AB und E, an den
tionsrate, Zeitpunkten C und D glich sich sie Rate an die der GS
Viabilitat an 3.12.3. bis
und e Viabilitat: 3.12.5.
Differen- o vermehrt apoptotische Zellen bei den Patienten vor RT-
zierung Beginn (Zeitpunkt AB)

e Differenzierung:
o geringerer Anteil an naiven CD4"-Lymphozyten am
Zeitpunkt E
o vermehrt Effektorgedéchtniszellen unter den CD8"-
Zellen der Patienten am Zeitpunkt D im Vergleich zu
den GS
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e CMV-pp65-spezifische CD8-positive Zellen:

o

bei den Patienten am Zeitpunkt C erhdhte und am
Zeitpunkt E erniedrigte Proliferationsrate im Vergleich
mit den GS

mehr naive CD8-positive Zellen als bei den gesunden
Probanden an den Zeitpunkten AB, C und D

Virus- e EBV-BMLF1-spezifische CD8-positive Zellen:
spez+ifische o weniger nekrotische Zellen bei den Patienten am 3.12.6.
CD8 - Zeitpunkt AB
Zellen o mehr hochdifferenzierte CD8*-Effektoren in der
Patientenkohorte an den Zeitpunkten AB, C und E
o ebenfalls mehr CD8-positive Effektor-Gedachtniszellen
bei den Patienten an den Zeitpunkten AB, C und D
o geringerer Anteil an CD8-positiven zentralen
Gedachtniszellen bei den Patienten an den Zeitpunkten
AB,CundD
e weniger IL-10-produzierende CD4-positive Zellen bei den
Patienten am Zeitpunkt AB
e weniger IFN-y-produzierende CD4-positive Zellen bei den
ICS: SEB- Patienten an den Zeitpunkten AB, C und D
Stimulation | ¢  weniger IL-10-produzierende CD8-positive Zellen bei den
Patienten an den Zeitpunkten AB und D
e erhohte Expression von CD107a durch die CD8-positiven
Zellen der Patienten an den Zeitpunkten AB und E
e Stimulation mit dem CMV-Peptid pp65:
o erhdhte Anzahl an IL-2-produzierenden CD4"-
Lymphozyten bei den Patienten am Zeitpunkt D
o erhdhte Anzahl an IL-5-produzierenden CD4"- 3.12.7.
Lymphozyten bei den Patienten an den Zeitpunkten C
und D
ICS: Virus- o verminderte Zahl an IL-17-produzierenden CD4"-Zellen
spezifische bei den Patienten am Zeitpunkt AB
Stimulation | ¢  Stimulation mit dem EBV-Peptid BMLF1:

o

weniger IL-10- und IL-17-produzierende CD4-positive
Lymphozyten bei den Patienten am Zeitpunkt AB im
Vergleich mit den GS

ebenfalls geringerer Anteil an IL-10-produzierenden
CD8-positiven Zellen bei den Patienten an den
Zeitpunkten AB, C und D
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e mehr IL-5- und IFN-y-produzierende CD4-positive Zellen bei
den Patienten an allen Zeitpunkten

e mehr TNF-a-produzierende CD4-positive Zellen bei den
Patienten an den Zeitpunkten AB, D und E

e weniger IL-10-produzierende CD4-positive Zellen bei den
Patienten an allen Zeitpunkten

ICS: HIV- e weniger IL-17-produzierende CD4-positive Zellen an den

Stimulation Zeitpunkten AB und C
(Negativ- e weniger IL-2-produzierende CD8-positive Zellen bei den
kontrolle) Patienten am Zeitpunkt AB

e weniger IL-10-produzierende CD8-positive Zellen bei den
Patienten an allen Zeitpunkten

e mehr TNF-a-produzierende CD8-positive Zellen bei den
Patienten an allen Zeitpunkten

e erhohte Expression von CD107a durch die CD8-positiven
Zellen der Patienten an den Zeitpunkten D und E

4. Diskussion

4.1. Fragestellung

Mit dieser Arbeit soll die Auswirkung einer kurativen Radiotherapie bei
lokalisiertem Prostatakarzinom auf das humane Immunsystem untersucht
werden. Dazu wurde 21 Patienten zu vier Zeitpunkten wahrend und nach RT
Blut abgenommen um PBMC zu isolieren und zu charakterisieren. Aus den
Experimenten sollen Ruckschlisse auf die T-, B- und NK-Zellen, sowie auf
ausgewahlte Immunzell-Subpopulationen gezogen werden. Ebenfalls wurde die
Zytokinproduktion der CD4- und CD8-positiven Lymphozyten und somit die
Zellfunktion untersucht. Mehrere Therapiegruppen wurden untereinander
verglichen (Bestrahlung von Prostata + ggf. Samenblasenbasis (n = 16) vs.
zusatzliche Bestrahlung des pelvinen Lymphabflusses (n = 5), HAT (n = 17) vs.
keine HAT (n = 4)), dartber hinaus wurden die Resultate der Versuche mit den
Patientenzellen mit den Ergebnissen von sechs gesunden Probanden aus
einem ahnlichen Altersspektrum verglichen. Zusatzlich wurden die maoglichen
Auswirkungen des Einsatzes Steroid-haltiger Lokaltherapeutika, der bei
manchen Patienten notwendig war, auf das Immunsystem evaluiert. Ebenfalls

untersucht wurden die PSA-Verlaufe der Patienten.
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4.2. Methoden

4.2.1. PBMC-Isolierung und -Kryokonservierung

Die Isolierung der PBMC wurde grofdtenteils von Mitarbeitern der
radioonkologischen Klinik des Universitatsklinikums Tubingen durchgefuhrt.
Nach einer Studie von Bull et al. aus dem Jahr 2007 zeigen sich Unterschiede
bezuglich des Zelliberlebens und der IFN-y-Produktion im ELISpot bezuglich
der Zeitdauer zwischen Blutentnahme und PBMC-Isolierung. Diese Zeit sollte
optimalerweise acht Stunden nicht Uberschreiten, was bei den durchgefuhrten
Zellisolierungen meist eingehalten wurde [169]. Die Zellen wurden im Anschluss
an die Isolierung bei -80°C eingefroren und danach bis zur Durchfuhrung des
entsprechenden Experiments in der Gasphase eines Stickstofftanks bei ca.
-196°C gelagert. Dadurch konnten alle Proben eines Patienten gleichzeitig
untersucht werden. Werden die entsprechenden  Zellen ohne
Temperaturschwankungen und bei Temperaturen unter -130°C gelagert, so
sind nach einer Studie von Germann et al. (2013) keine
Eigenschaftsanderungen oder Funktionseinbul’en zu erwarten [170]. Aufgrund
mehrerer Studien (Britten et al., 2008; Janetzki et al., 2008) wurden die
aufgetauten Zellen vor der Stimulation zum ICS Uber eine Nacht im Inkubator
bei 37°C in Kulturmedium ruhen gelassen, da dadurch im ELISpot bessere
Ergebnisse bezuglich der IFN-y-Produktion erzielt werden konnten. Da im ICS
ebenfalls IFN-y und auch andere Zytokine produziert und detektiert werden

sollten, erschien dieses Verfahren sinnvoll [171, 172].

4.2.2. Versuchsdurchfiihrung

Beim Auftauen der bendtigten Anzahl an eingefrorenen Zellrohrchen traten
ofters Abweichungen nach unten in der Zellzahl verglichen mit den ursprunglich
eingefrorenen Zellen in der radioonkologischen Kilinik auf. Aufgrund der
Organisation der Arbeit war es nicht moglich, die Blutproben direkt im
immunologischen Institut, wo die Versuche spater durchgeflihrt wurden,
aufzubereiten und einzufrieren. Durch den Transport auf Trockeneis blieben die
PBMC zwar gefroren, jedoch entstanden zwangslaufig

Temperaturschwankungen, die sich nachgewiesenerweise negativ auf die
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Zellviabilitat auswirken [170]. Wunschenswert ware es gewesen, die Zellen
direkt am Ort der spateren Versuchsdurchfuhrung im Stickstofftank einzulagern.
Eventuell hatte ein Transport in mit FlUssigstickstoff gekuhlten Behaltern
bessere Resultate erzielen konnen. Durch die geringen Zellzahlen - bei den
Patienten nahm Uber den Bestrahlungszeitraum hinweg die Zahl der
Leukozyten sowieso ab (siehe 3.4.1.) - konnten die Experimente nicht in
mehreren Replikaten durchgefuhrt werden. Fur eine erneute Studie sollte wenn
moglich pro Patient und Zeitpunkt mehr Blut abgenommen werden, bestenfalls
100 ml (in der vorliegenden Arbeit wurde mit 50 ml pro Patient und Zeitpunkt
gearbeitet), um eine Mehrfachtestung zu ermoglichen.

Die Auswahl der Farbeantikorper erfolgte nach einer Serie von Vorversuchen,
die zum einen der Auswahl der Marker, zum anderen der Antikorpertitration und
der Etablierung der Farbeprotokolle dienten. Nach intensiver Quellensuche zu
NK-Zellen, Tg-Zellen, Aktivierung, Differenzierung und Gedachtniszellen,
Apoptose, Proliferation und Zytokinproduktion [7, 18, 26, 32, 33, 36, 173-179],
sowie der Berucksichtigung der im Labor etablierten Farbeprotokolle, wurden
die vier benutzten Antikdrperpanels zusammengestellt (siehe Tabelle 28). Die
Vorversuche mit PD-1 als Erschopfungsmarker [180, 181] erbrachten keine
zufriedenstellenden Ergebnisse, sodass der Untersuchung der Zellerschopfung
keine weitere Aufmerksamkeit geschenkt wurde.
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Tabelle 28: Ubersicht iiber die benutzten Antikérperpanels fiir die vier Férbeprotokolle. Von
links nach rechts: Férbungen 1 - 3 und ICS (Férbung 4).

1) Zellgruppen und

2) Apoptose und

3) Zelldifferenzier-

4) Zytokinproduk-

Proliferation Nekrose ung tion
Live/Dead-Aqua AnnexinV-FITC Live/Dead-Aqua Live/Dead-Aqua
CD3-PaBlue Propidiumiodid CD4-APC-Cy7 CD4-APC-Cy7
CD19-

BrilliantViolet650 CD4-APC-Cy7 CD8-PE-Cy7 CD8-Qdot605

CD4-APC-Cy7 CD8-PE-Cy7 CD45RA-PaBlue IL-2-PE-Cy7

CD8-Qdot605 CMV-pp65-Qdot705  CD28-APC IL-5-APC
EBV-BMLF1-

CD25-APC Qdot585 CCR7-PE IL-10-PE

CD56-PE-Cy7 EBV-LMP2-Qdot655 CMV-pp65-Qdot705 IL-17-FITC

EBV-BMLF1-
Foxp3-PE Inf-Mat-Qdot605 Qdot685 IFNy-AlexaFluor700

TNFa-

BrilliantViolet650
Inf-Mat-Qdot-605 CD107a-PaBlue
Ki67-AlexaFluor700 -

Ki67-AlexaFluor700 EBV-LMP2-Qdot655

Die Testzeitpunkte (Zeitpunkte der jeweiligen Blutentnahme bei den Patienten)
wurden folgendermallen festgelegt: Zeitpunkt AB: Planungs-CT der RT bzw.
Beginn der RT
durchgefuhrt und der Mittelwert gebildet, bei allen anderen Patienten (n = 17)

(nur bei vier Patienten wurden beide Blutenthahmen
erfolgte nur eine Blutentnahme); Zeitpunkt C: RT-Halbzeit (ca. 39 Gy); Zeitpunkt
D: letzter RT-Tag; Zeitpunkt E: drei Monate nach RT-Ende.

4.2.3. Benutzung von Isotyp-Kontrollen

In einer Studie aus dem Jahr 1998 von Keeney et al. [182] findet sich eine
interessante Diskussion Uber den sinnvollen Einsatz von Isotyp-Kontrollen bei
der Durchflusszytometrie. Auch wahrend der Etablierung der Farbe-Panels fur
die durchflusszytometrischen Analysen dieser Arbeit wurde die Verwendung
von Isotyp-Kontrollen erwogen und partiell umgesetzt (fur die Marker CCR7,
CD25 und Ki67). Prinzipiell wird von Keeney et al. diskutiert, dass die
Benutzung von Isotyp-Kontrollen bei der Untersuchung von Lymphozyten nicht
notwendig ist, bzw. sogar Unklarheiten in den Ergebnissen schaffen kann.
Lediglich bei

Population scheinen Isotyp-Kontrollen sinnvoll. Daher wurde bei den o.g. drei

unklaren Grenzen zwischen der positiven und negativen

Markern eine Isotyp-Kontrolle verwendet. Alternativ bietet sich auch eine
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Blockade mit beispielsweise Maus-Serum an, um die noch freien Fc-
Rezeptoren zu besetzen. Dies wurde in Vorversuchen getestet, es konnten
jedoch keine besseren Ergebnisse erzielt werden. Zusatzlich zu den Isotyp-
Kontrollen kann eine Probe mit ungefarbten Zellen zum Ausschluss der Zell-
Autofluoreszenz mitgemessen werden [182]. Dies wurde in allen Versuchen
durchgefuhrt.

4.2.4. Probleme durch die spektrale Uberlappung bei der
Durchflusszytometrie

Durch die Verwendung vieler verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe in den
Experimenten ergab sich das Problem der spektralen Uberlappung. Nach
laborinternen Vorgaben sollte diese zwischen zwei Fluorochromen nicht mehr
als 40 % betragen, was durch Austesten in Vorversuchen bei den Qdot-
Fluorochromen (siehe 3.1.3.), durch gezielte Auswahl der Ubrigen
Fluorochrome und durch Etablierung einer optimalen Filterkonfiguration des
Durchflusszytometers (siehe 2.6.8.) erreicht wurde. Das Problem der spektralen
Uberlappung ist bereits seit Etablierung der Mehrfarben-Durchflusszytometrie
bekannt. Schon im Jahr 1977 wurde von Loken et al. die Problematik in einer
Publikation diskutiert [183]. Von Bagwell et al. wurde das Thema 1993 wieder
aufgegriffen und auf mehrere Fluorochrome ausgeweitet [184]. Roederer
publizierte im Jahr 2001 eine Studie zur Kompensation der spektralen
Uberlappung mittels Computer-gestiitzter Verfahren, die auch von der in der
Arbeit verwendeten Software BD FACS Diva angewendet wurde [185]. In
seltenen Fallen wurde bei den in der Arbeit durchgefuhrten Versuchen die von
der Software erstellte Kompensationsmatrix noch manuell angepasst.

Bezlglich der Qdot-Fluorochrome bietet die Arbeit von Abrams et al. aus dem
Jahr 2007 eine gute Ubersicht mit weiteren Informationen zu dieser
Fluorochrom-Art [186].

4.2.5. Auswertung
Die Auswertung der Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen
erfolgte mittels der Software FlowJo for Mac® V9.2 von Becton Dickinson. Die

Auswahl der verschiedenen Zellpopulationen erfolgte nach der im Labor
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ublichen Strategie. Beispielhaft ist dies fur alle durchgefuhrten Versuche in
3.2.1. bis 3.2.4. gezeigt. Nach Auswahl der Einzelzellen im Plot FSC-H vs.
FSC-A konnen im Plot SSC-A vs. FSC-A Monozyten und Lymphozyten
gegeneinander abgegrenzt werden. Ursprunglich sollten auch die Monozyten in
dieser Arbeit genauer betrachtet werden, jedoch liel3 sich ihre Population in
keiner der vier Farbungen eindeutig eingrenzen, weshalb von einer weiteren

Auswertung Abstand genommen wurde.
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Abbildung 51: Differenzierung zwischen Lymphozyten und Monozyten bei der Auswertung der
durchflusszytometrischen Daten. Im Plot SSC-A vs. FSC-A finden sich die Lymphozyten unten
links, die Position der Monozytenpopulation variierte je nach Férbung (von links nach rechts:
Féarbung 1 - 3 und ICS, exemplarisch ist jeweils ein Patient bzw. GS gezeigt), unter anderem
aufgrund der angepassten Spannungen fiir die FSC- und SSC-Messungen am
Durchflusszytometer. Innerhalb der einzelnen Férbungen zeigte die Position von Proband zu
Proband eine grobe Fluktuation, trotz hierbei jeweils gleich eingestellter Spannungen fiir die
FSC- und SSC-Messungen. Daher wurde von einer weiteren Betrachtung der Monozyten
abgesehen.

Die Abgrenzung zwischen positiver und negativer Population bei den einzelnen
Markern wurde mittels ungefarbter, jedoch mitbehandelter Zellen, bzw. bei den
Markern CCR7, CD25 und Ki67 mithilfe von Isotyp-Kontrollen durchgefuhrt
(siehe auch 4.2.3.). Die folgende statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft
Office Excel 2011° fiir Mac, Version 14.4.1. (siehe auch 2.8.).

4.3. Ergebnisse

4.3.1. Verlauf der Leukozyten und Lymphozyten der Patienten

Wie in Abschnitt 3.4.1. gezeigt nahmen bei den Patienten die Zahlen der
Leukozyten und Lymphozyten im peripheren Blut wahrend der RT ab. Dieses
Ergebnis war aufgrund bereits publizierter Studien zu erwarten [187-190]. Eine
Leuko- bzw. Lymphopenie wird in der Klinik wahrend bzw. nach einer

Bestrahlungstherapie nicht selten gesehen. Anders als bei systemischen anti-
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Tumor-Therapien (z.B. Chemotherapie) oder hamatologischen
Grunderkrankungen, fuhrt dies jedoch im Rahmen einer RT in der Regel nicht
zur Reaktivierung infektioser Erkrankungen. Eine antibiotische oder
antimykotische Prophylaxe ist dementsprechend wahrend der RT nicht
vorgesehen. [191]. Keiner der in die Studie eingeschlossenen Patienten
entwickelte eine infektiose Erkrankung im Rahmen der RT. Der Abfall der
Lymphozyten konnte auch beim Vergleich der durchflusszytometrischen
Ergebnisse der Patienten mit den GS nachvollzogen werden (siehe 3.12.2.).

4.3.2. Einflusse auf die T-Lymphozyten

Die T-Zell-Population unter den Lymphozyten nahm bei den Patienten wahrend
der RT leicht ab, wobei sich das Verhaltnis zwischen CD4- und CD8-positiven
Zellen nicht veranderte (siehe 3.4.2.). Ein Anstieg der Teg-Zellen war jedoch zu
verzeichnen, jeweils auch bezogen auf die vorhandenen CD4- und CDS8-
positiven Zellen. Bei Betrachtung der Proliferation konnte bei allen T-Zell-
Populationen (gesamt, CD4-positiv, CD8-positiv, Trg) ein deutlicher Anstieg des
proliferierenden Zellanteils zum Ende der RT beobachtet werden. Einerseits
lasst sich dies als Reaktion des Korpers auf die Zelldepletion durch die RT
interpretieren, zum anderen konnte der Anstieg der Proliferationsrate eine
direkte Auswirkung der Bestrahlung sein. Letzteres wurde flr T.g-Zellen von
Persa et al. bereits gezeigt [192]. Bezuglich der Differenzierung der T-Zellen
nahm der Anteil der naiven CD4-positiven Zellen ab, wahrend die CD4.x-Zellen
anstiegen. Naive Zellen scheinen somit sensibler auf die Bestrahlung zu
reagieren als bereits differenzierte Effektorzellen. Die unterschiedlichen
Populationen der CD8-positiven T-Zellen erfuhren keine Veranderungen.

Beim Vergleich der beiden RT-Gruppen (Bestrahlung von Prostata + ggf.
Samenblasenbasis (n = 16) vs. zusatzliche Bestrahlung des pelvinen
Lymphabflussgebietes (n = 5), Ergebnisse siehe 3.11.2.) fiel eine vermehrte
Expression des Aktivierungsmarkers CD25 auf den CD4-positiven Zellen der
Patienten mit zusatzlicher Bestrahlung des Lymphabflussgebietes im Becken
zu den Zeitpunkten C, D und E auf. Somit scheint ein groReres
Bestrahlungsvolumen die Zellaktivitat der CD4-positiven Zellen zu fordern. Auch

bezlglich der T.g-Zellen wurde zu den Zeitpunkten D und E eine hoéherer
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prozentualer Anteil bei den Patienten mit der erweiterten RT gefunden. Eine
erweiterte RT bedeutet im Umkehrschluss jedoch auch einen lokal weiter
fortgeschrittenen Tumor [127], sodass diese Auswirkungen sowohl auf die
vermehrte Strahlenbelastung, als auch auf den grof3eren Einfluss des Tumors
zurick gefuhrt werden konnen. Letzteres erscheint hingegen eher
unwahrscheinlich, da eine Veranderung bereits vor Beginn der RT (Zeitpunkt
AB) vorhanden sein musste. Eine vermehrte Anzahl von T4-Zellen bedeutet
eine verstarkte hemmende Wirkung auf das Immunsystem [23, 193, 194] und
stellt somit auch einen Teil des Immun-Editings (siehe 1.1.5.) dar [1995].
Letztendlich wurden Funktion und Aktivitat der T.g-Zellen jedoch in der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht, sodass eine abschlieRende Aussage zu
dieser Immunzell-Population nicht moglich ist. Eine genauere Beobachtung und
Funktionsanalyse der regulatorischen Immunzellen in Bezug auf die
Fragestellung der Arbeit erscheint sinnvoll und sollte in einer weiteren Studie
durchgefuhrt werden.

Der letzte detektierte Unterschied zwischen den beiden RT-Gruppen war die
verschiedene Zellviabilitat der CD4-positiven Zellen am Zeitpunkt E. Die
Patienten mit erweiterter RT hatten hier anteilsmaRig signifikant mehr lebende
und sowohl weniger apoptotische als auch nekrotische Zellen. Da der Zeitpunkt
E etwa drei Monate nach Bestrahlungsende liegt, kann diese Differenz als eine
vermehrte Erholung der Zellen auf die groRere integrale Dosisbelastung
gesehen werden (Hypothese: Die erweiterte RT zerstort mehr Immunzellen als
die Standard-RT, infolgedessen erfolgt nach Behandlungsende (Zeitpunkt E)
eine vermehrte Neuproduktion von CD4-positiven Zellen bei den Patienten mit
dem grolleren RT-Volumen). Interessanterweise stieg der Anteil der naiven
CD4-positiven Lymphozyten bei den Patienten mit erweiterter RT zum Zeitpunkt
E ebenfalls signifikant an. Betrachtet man diese beiden Beobachtungen im
Zusammenhang, so wird die Erklarung durch den Erholungseffekt noch
plausibler.

Beim Vergleich der beiden Gruppen unterschieden nach HAT (durchgefihrte
Hormontherapie (n = 17) vs. keine Hormontherapie (n = 4)) konnten lediglich fur
die Differenzierung der CD8-positiven Zellen Unterschiede festgestellt werden.

130



An den Zeitpunkten AB und C wiesen die Patienten ohne HAT mehr naive
Zellen auf, als die Gruppe mit Androgendeprivation (siehe 3.11.3.). Der
Unterschied am Zeitpunkt AB kann durchaus durch die HAT hervorgerufen
werden, da diese in der Regel zwei bis drei Monate vor RT-Beginn eingeleitet
wird. Zu diskutieren ist jedoch auch die erhdhte Tumorlast bei den Patienten mit
HAT als Ausloser. Eine finale Aussage diesbezuglich ist mit den durchgefuhrten
Versuchen nicht moglich. Beim Zeitpunkt C muss durch die bereits begonnene
RT von einer multifaktoriellen Genese des Unterschieds ausgegangen werden.
Die Werte fur die differenzierten Effektoren der CD8-positiven Zellen wiesen
zwar auch Unterschiede zwischen den beiden Therapiegruppen auf,
schwankten jedoch sehr stark, sodass eine weitere Interpretation unterblieb.
Zum Abschluss erfolgte der Vergleich zwischen den Patienten und den GS
(siehe 3.12.2. bis 3.12.5.). Bei Betrachtung aller T-Zellen fiel die aufgrund
mehrerer Studien erwartete Abnahme der Gesamtpopulation zum Zeitpunkt E
bei den Patienten auf [190, 196, 197]. Die o.g. vermehrte Aktivitat (detektiert
uber den Oberflachenmarker CD25) der CD4-positiven Lymphozyten der
Patienten mit der hoheren integralen Strahlendosis konnte nun im Vergleich
aller bestrahlten Patienten mit den GS nachvollzogen werden, da am Zeitpunkt
D ebenfalls ein signifikanter Aktivitatsunterschied zwischen den beiden
Gruppen bestand. Die Zellen der Patienten zeigten dabei einen hoheren Anteil
an aktivierten Zellen. Die fur die Proliferation festgestellten Veranderungen
innerhalb der Patientenzellen (Zunahme Uuber den Bestrahlungszeitraum)
konnten auch im Vergleich zu den gesunden Spendern - auller fur die Tyeg-
Zellen, hier zeigten sich keine Unterschiede in der Proliferationsrate -
nachvollzogen werden. Bezuglich der Differenzierung der Lymphozyten liel3
sich sowohl fur die CD4- als auch fur die CD8-positiven Zellen jeweils ein
Unterschied zwischen Patienten und GS erkennen: Wahrend bei den CD4-
positiven Zellen der Anteil der naiven Zellen bei den Patienten zum Zeitpunkt E
deutlich abnahm, war der Anteil der Effektorgedachtniszellen unter den CD8-
positiven Lymphozyten am Zeitpunkt D signifikant hoher als bei den GS. Eine
ahnliche Entdeckung wurde bereits von Tabi et al. im Jahr 2010 publiziert. In
deren Arbeit wird die vermehrte Abnahme der naiven Zellen bzw. die Persistenz
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der CD45RA-negativen Zellen auf eine Apoptoseresistenz der Gedachtniszellen
zuruckgefuhrt, was nach der durchgefuhrten Arbeit nachvollziehbar erscheint
[198].

4.3.3. Auswirkungen auf die B-Zellen

Auch die B-Lymphozyten der Patienten erfuhren im Laufe der RT einen
signifikanten Ruckgang unter den Lymphozyten (siehe 3.4.3.). Dies wurde
bereits in einer Studie aus den 1980er-Jahren beschrieben [199]. Eine weitere
Arbeit befasste sich bereits damals mit der Produktion von Antikdrpern nach
RT. Fur die Klassen 1gG, IgA und IgM wurde dabei ein signifikanter Ruckgang
verzeichnet [200]. In einer neueren Studie aus dem Jahr 1999 wurden von
Louagie et al. ebenfalls die Auswirkungen einer externen Bestrahlung auf die
Lymphozytengruppen beschrieben und sowohl die in der durchgefuhrten Arbeit
gefundenen, als auch die eben genannten Ergebnisse bestatigt [201]. Im
Anschluss an die RT erholten sich die B-Zellen im Gegensatz zu den T-
Lymphozyten sehr schnell wieder. Aquivalent zu den bereits oben
beschriebenen Veranderungen der T-Zellen bezuglich der Proliferationsrate,
wurde auch bei Betrachtung der B-Zellen ein, durch den Zellniedergang
bedingter, erhdhter Anteil an proliferierenden Zellen gesehen.

Im Vergleich mit den gesunden Probanden fiel auf, dass sich die B-Zell-Zahlen
zu allen Zeitpunkten, auch bereits am Zeitpunkt AB, signifikant unterschieden.
Im Blut der Patienten waren durchweg prozentual weniger B-Lymphozyten
vorhanden als bei den GS. Die oben beschriebene ansteigende
Proliferationsrate bei den B-Lymphozyten der Patienten konnte, im Vergleich
mit den GS, ebenfalls nachvollzogen werden. Spinu et al. publizierten im Jahr
2014 ahnliche Veranderungen der B-Zell-Population fur Patienten mit einer
benignen Prostatahyperplasie (BPH). Die Proliferationsrate wurde jedoch nicht
untersucht [202].

4.3.4. Einflusse auf die NK-Zellen

Im Gegensatz zu den T- und B-Lymphozyten nahm der Anteil der NK-Zellen
unter den Lymphozyten zu (siehe 3.4.4.). Dies erscheint jedoch logisch, da es
sich um prozentuale Anteile handelt, sodass bei der Abnahme zweier
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Populationen zwangslaufig die dritte ansteigen muss. In Anbetracht des
Absinkens der absoluten Lymphozytenzahlen der Patienten (gezeigt in 3.4.1.)
ware es jedoch mdglich, dass die absolute Anzahl der NK-Zellen dennoch
etwas abnimmt. Von Louagie et al. wurden die NK-Zellen unter den
Lymphozyten als am wenigsten strahlensensibel beschrieben [201]. Werden
lediglich die funktionsfahigen NK-Zellen unter den Lymphozyten betrachtet
(charakterisiert als CD3'CD19°CD56") [18], so stiegen diese Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum anteilsmafig an (verglichen wurden die Zeitpunkte AB
und E). Diese Beobachtung ist vereinbar mit der Aussage von Yang et al. in
ihrer Studie von 2013, in der die Verstarkung eines anti-Tumor-Effekts der NK-
Zellen durch eine Bestrahlung beschrieben wird [203]. Bezuglich der
Proliferation wurden bei alleiniger Betrachtung der Patienten-NK-Zellen (sowohl
CD56-positiv als auch -negativ) ahnliche Beobachtungen wie fur die B- und T-
Lymphozyten gemacht.

Im Therapiegruppenvergleich bezuglich der unterschiedlichen RT-Volumina fiel
auf, dass am Zeitpunkt E die Patienten mit der erweiterten RT etwas mehr NK-
Zellen im peripheren Blut aufwiesen. Durch die erhdhte Strahlenresistenz [201]
konnten die NK-Zellen im Gegensatz zu den Ubrigen Lymphozytenpopulationen
der hoheren integralen Strahlendosis besser standhalten. In den nach HAT
unterschiedenen Therapiegruppen gab es bezlglich der NK-Zellen keine
signifikanten Unterschiede, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die
Androgendeprivation keine Auswirkungen auf die Population der NK-Zellen hat.
Ein statistischer Unterschied bezuglich des Anteils der NK-Zellen an den
Lymphozyten konnte zwischen den Patienten und den GS gezeigt werden. Zu
den Zeitpunkten C bis E war der NK-Anteil bei den Patienten hoher als bei den
GS, was durch den Abfall der T- und B-Lymphozytenpopulation zu erklaren ist.
Ein Unterschied bezuglich der CD56-Expression zeigte sich nicht, sodass die
RT die Funktionalitdt der NK-Zellen scheinbar nicht beeinflusst. Bezuglich der
Proliferation wurde fur die NK-Zellen der Patienten im Vergleich mit den GS
eine andere Beobachtung als fur die T- und B-Lymphozyten gemacht: Ein
Unterschied war nur an den Zeitpunkten AB und E zu erkennen. Zu diesen
Zeitpunkten lag die Proliferationsrate bei den Patienten jeweils signifikant unter
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der der GS. Durch die RT wurde, wie bei den anderen Lymphozytenarten auch,
die Proliferationsrate der NK-Zellen angehoben, und zwar in etwa auf das
Niveau der GS (siehe 3.12.3.). Da laut Yang et al. die Aktivitat der anti-Tumor-
Antwort der NK-Zellen durch eine Bestrahlung angeregt und verstarkt wird
[203], kdnnte auch die verstarkte Proliferation der NK-Zellen wahrend der RT
(Zeitpunkte C und D) auf eine solche zurtckgefuhrt werden. Patienten mit
einem PCa, die sich im Moment nicht einer RT unterziehen scheinen den

Ergebnissen zufolge eine niedrigere NK-Zell-Proliferationsrate aufzuweisen.

4.3.5. Veranderungen bei den Virus-spezifischen CD8-positiven Zellen

Die Betrachtung von Virus- bzw. Peptid-spezifischen CD8-positiven Zellen
erfolgte zur Simulation der Beobachtung von Tumor-spezifischen CD8-positiven
Zellen, da durch Feyerabend et al. bereits in Form von Peptidvakzinierungen
(siehe 1.2.5.) Klasse-I-Immunantworten gegen Prostatakrebs ausgelost werden
konnten. Diese werden Uber die Tk-Zellen vermittelt [128].

Die Anteile der jeweiligen antigenspezifischen CD8-positiven Zellen an der
Gesamtheit der CD8-positiven Lymphozyten wurde durch die RT nicht
signifikant beeinflusst (siehe 3.8.2.). Bezuglich der EBV-BMLF1-spezifischen
Zellen (n = 11) konnte fur die Proliferationsrate, ebenfalls wie fur die anderen
bereits beschriebenen Zellpopulationen, ein Anstieg wahrend der RT
verzeichnet werden. Die unterschiedlichen Differenzierungsstufen anderten sich
durch die Bestrahlung nicht (siehe 3.8.5.). Interessant hierbei waren die
verschiedenen Zusammensetzungen der Differenzierungsstufen je nach
untersuchtem Antigen. Wahrend nach einer Studie von Appay et al. aus dem
Jahr 2002 die Zusammensetzung der Differenzierungsstufen bei akuten
Virusinfektionen - auch bei unterschiedlichen Viren - ahnlich ist, so verandert
sich diese bei einem Ubergang in eine chronische Infektion. Im Vergleich traten
in der Population der CMV-spezifischen CD8-positiven Zellen mehr ,spatere®
Differenzierungsstufen auf als bei den EBV-spezifischen Zellen. Dies konnte
auch in der vorliegenden Arbeit vor allem bei Vergleich der CMV-pp65-
spezifischen Zellen mit den EBV-LMP2-spezifischen Zellen erkannt werden
[204]. Eine Studie von lancu et al. aus dem Jahr 2009 bestatigt ebenfalls diese
Ergebnisse [205].
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Im Vergleich mit den gesunden Probanden wurden bezuglich der Virus-
spezifischen CD8-positiven Zellen nur maRig relevante Unterschiede
festgestellt (siehe 3.12.6.). Die Proliferationsrate der CMV-spezifischen Zellen
der Patienten (n = 7) stieg unter der RT im Vergleich zu den GS (n = 3) an.
Bezuglich der Zellviabilitat konnten keine Unterschiede erkannt werden,
weshalb davon auszugehen ist, dass die antigenspezifischen Zellen im
Allgemeinen nicht in groflerem Malie durch die Bestrahlung zu Schaden
kommen als die gesamte Lymphozytenpopulation der Patienten.

4.3.6. Auswirkungen auf die Zellfunktion und Zytokinproduktion

Bei Betrachtung der Patientenzellen im ICS fielen bezuglich der
Zytokinproduktion keine wesentlichen Veranderungen auf. Die RT scheint die
Zellfunktion der Lymphozyten somit nicht einzuschranken. Lediglich nach der
Stimulation mit SEB (als Positivkontrolle) konnte in der Population der CD4-
positiven Lymphozyten zum Zeitpunkt E eine vermehrte Produktion von IL-17
und IFN-y erkannt werden (siehe 3.9.2.). Bei den CD8-positiven Zellen trat
keine Veranderung auf. Dies ist an sich positiv zu werten, da IFN-y mal3geblich
zur immunologischen Bekampfung von Tumoren beitragt und dazu unter
anderem CD8-positive T-Zellen rekrutiert [206]. Diese Funktion wird durch die
RT folglich nicht eingeschrankt. Die vermehrte Produktion von IL-17 spricht
ebenfalls fir eine Immunaktivierung [43]. Eine Veranderung wurde jedoch nur
bei der Stimulation mit SEB - einem starken Stimulans [207] - detektiert. Ob bei
tumorspezifischer Stimulation ebenfalls eine vermehrte |FN-y-Produktion
vorliegt, bleibt fraglich und muss noch genauer untersucht werden.

Im Vergleich zwischen den beiden Therapiegruppen unterschieden bezuglich
der RT konnten nach Stimulation mit dem EBV-Peptid BMLF1 Unterschiede am
Zeitpunkt AB gefunden werden. Unter den CD4-positiven Lymphozyten der
Patienten mit erweiterter RT (n = 2) war der Anteil an IL-2-produzierenden
Zellen signifikant hoher als bei den Patienten mit der Standard-Bestrahlung (n =
7). Im Gegensatz dazu hatten letztere mehr TNF-a-produzierende CD8-positive
Lymphozyten. Diese Unterschiede traten jedoch vor Therapiebeginn auf und
konnen somit nicht auf die unterschiedliche RT zurtck gefuhrt werden. Moglich
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ware jedoch, dass sie durch die unterschiedliche Aggressivitat der Tumoren

bedingt sind.

Zuletzt erfolgte auch hier die Betrachtung der Unterschiede zwischen den

Patienten und den gesunden Probanden.

Dabei wurden verschied

ene

Abweichungen entdeckt, die in der folgenden Tabelle 29 zusammengefasst

sind.

Tabelle 29: Zusammenfassung der relevanten Ergebnisse aus dem ICS im Vergleich von
Patienten und gesunden Probanden, fiir die detaillierten Ergebnisse siehe 3.12.7.

is::':ggans CD4-positive Lymphozyten CD8-positive Lymphozyten
e Zeitpunkt AB: e Zeitpunkte AB und D:
weniger IL-10-produzierende weniger IL-10-
Zellen bei den Patienten produzierende Zellen bei
SEB e Zeitpunkte AB bis D: den Patienten
weniger IFN-y-
produzierende Zellen bei
den Patienten
e Zeitpunkt D:
mehr IL-2-produzierende
CMV- Zellen bei den Patienten
pp65 e Zeitpunkte C und D: )
mehr IL-5-produzierende
Zellen bei den Patienten
e Zeitpunkt AB: e Zeitpunkte AB bis D:
weniger IL-10-produzierende weniger IL-10-
EBV- Zellen bei den Patienten produzierende Zellen bei
BMLF1 e Zeitpunkt AB: den Patienten

weniger IL-17-produzierende
Zellen bei den Patienten
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Stimulans CD4-positive Lymphozyten CD8-positive Lymphozyten

im ICS
e Zeitpunkte AB bis E: e Zeitpunkte AB bis E:
mehr IL-5-produzierende weniger IL-10-
Zellen bei den Patienten produzierende Zellen bei
e Zeitpunkte AB bis E: den Patienten
weniger IL-10-produzierende e Zeitpunkte AB bis E:
HIV-RT Zellen bei den Patienten mehr TNF-a-produzierende
e Zeitpunkte AB bis E: Zellen bei den Patienten

mehr IFN-y-produzierende
Zellen bei den Patienten

e Zeitpunkte AB, D und E:
mehr TNF-a-produzierende
Zellen bei den Patienten

Die bei beiden Zellarten zu manchen Zeitpunkten geringere Produktion von IL-
10 durch die Patientenzellen ist aufgrund der hemmenden Wirkung dieses
Interleukins auf das Immunsystem als positiv zu werten. Ebenfalls in diese
Richtung weist die verstarkte Produktion von IL-2 und TNF-a durch die
Patientenzellen, da diese zwei Zytokine die Immunantwort verstarken (siehe
Abschnitt 1.1.4.). Dem IFN-y wird auch explizit eine anti-tumorése Wirkung
zugeschrieben (s.0.). Seine Produktion durch die CD4-positiven Zellen der
Patienten war im Vergleich mit den GS zwar eingeschrankt, bei den CD8-
positiven Zellen, die fur die eigentliche Tumorabwehr zustandig sind, konnten
allerdings keine Unterscheide nachgewiesen werden. Die RT scheint somit die
Zellfunktion der Immunzellen, sowie die Voraussetzungen fur eine
Immunantwort gegen einen Tumor, nicht einzuschranken. Die direkte anti-
tumorése Immunreaktion wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht
untersucht. Sogar nach Stimulation mit dem HIV-Peptid als Negativkontrolle lie
sich ein gewisser Grad an Immunaktivierung erkennen.

Auch fur die nach CMV-pp65-Stimulation an zwei Zeitpunkten aufgetretene
erhohte Anzahl von IL-5-produzierenden CD4-positiven Lymphozyten unter den
Patientenzellen (np = 5; ngs = 2) gibt es eine bereits 2002 von Keilholz et al.
publizierte Erklarung. Bei an Tumoren erkrankten Individuen wurde von der

Arbeitsgruppe eine Veranderung des Gleichgewichts zwischen der Th1- und
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der Th2-Immunantwort zugunsten der Th2-Antwort beschrieben, die somit auch
hier nachvollzogen werden kann [208]. IL-5 wurde bereits in den Vorversuchen
dieser Arbeit als Marker fur die Th2-Zellen ausgewahlt (siehe 3.1.2.) und gilt
nachgewiesenerweise als Zytokin der Th2-Zellen [42].

4.3.7. Veranderungen durch die lokale Applikation von Steroiden am
Enddarm

Patienten mit einer systemischen immunsuppressiven Therapie wurden
grundsatzlich nicht in das Patientenkollektiv der Studie aufgenommen, da der
Effekt immunsuppressiver Medikamente auf die zu untersuchenden Zellen zu
gro3 ist und somit keine Erkenntnisse zur Auswirkung der RT auf die
Immunzellen gewonnen hatten werden konnen. Bei manchen Patienten war es
aufgrund von inflammatorischen Nebenwirkungen der Bestrahlung am Enddarm
jedoch notig, lokal mit Steroiden zu therapieren. Nach einer Studie von
Sanguineti et al. kame alternativ das Medikament Sucralfat in Frage. Letzteres
wirkt als Aluminiumsalz nur lokal zytoprotektiv und zeigt somit deutlich
geringere Auswirkungen auf das Immunsystem [209-211].

Bei den Patienten, die eine lokale Steroidtherapie erhielten (n = 5) bestand
prinzipiell die Gefahr von systemischen Wirkungen auf die untersuchten
Immunzellen. Am Enddarm eingesetzte Steroide konnen ohne einen so
genannten First-pass-Effekt in der Leber direkt in den systemischen
Blutkreislauf gelangen. Daher wurden erneut zwei Gruppen unter den Patienten
gebildet (nster = 5; nk = 16) und diese auf Unterschiede in der
Zusammensetzung und Funktion der Lymphozyten untersucht. Unterschiede
zeigten sich in einem erhohten Anteil der B-Lymphozyten der Patienten mit
Steroidtherapie an den Zeitpunkten D und E, sowie in einer verringerten
Proliferationsrate der CD56-positiven NK-Zellen bei den Patienten mit
Applikation von Steroiden am Zeitpunkt D (siehe 3.11.4.). Die Steroide wurden
vermehrt gegen Ende der RT eingesetzt, sodass auch nur an diesen
Zeitpunkten Abweichungen zu erwarten waren. Um den Effekt genauer zu
klaren und ggf. gegenuber einem anderen Medikament wie Sucralfat (s.o.)
abzugrenzen, musste eine speziell hierfir konzipierte Studie durchgefuhrt

werden.
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Ein weiterer Ansatz fur die gefundenen Unterschiede ist die als Indikation fur
die Steroid-Therapie zugrunde liegende vermehrte Inflammation, die hier als
moglicher Confounder mit einem eigenen Einfluss auf das Immunsystem zu

werten ist.

4.3.8. Auswirkungen der HAT auf das Immunsystem

Die unter 3.11.3. dargestellten Ergebnisse aus dem Vergleich der Patienten mit
HAT (n = 17) gegen die Patienten ohne eine Hormontherapie (n = 4) zeigten
lediglich leichte Unterschiede in den Differenzierungsstufen der CD8-positiven
Lymphozyten (weniger naive, dafur mehr hochdifferenzierte Effektorzellen bei
den Patienten mit HAT). Eine weitergehende Beeinflussung und
Beeintrachtigung des Immunsystems durch die Androgendeprivation erscheint

somit unwahrscheinlich.

4.3.9. Interpretation der PSA-Verlaufe

Prinzipiell fand die Abnahme des PSA-Werts zu einem grol3en Teil erst nach
Ende der RT statt. Dies wurde bereits in verschiedenen Untersuchungen
gezeigt [212, 213]. Eine Erklarung dafur ist die Zerstorung von Prostatagewebe
durch die RT, was den PSA-Wert zunachst ansteigen lasst. Beispielsweise bei
Entzindungen der Prostata steigt der PSA-Wert ebenfalls an [214]. Durch die
Strahleneinwirkung werden in den Prostatazellen, sowie in den Tumorzellen,
DNA-Schaden ausgelost, die erst im Verlauf zu einem Absterben der Zellen
fuhren, was den verzogerten PSA-Abfall bedingt [215, 216].

Bei den PSA-Verlaufen der Patienten waren Unterscheide zwischen den
Gruppen mit und ohne HAT erkennbar. Die HAT fuhrte dabei im Vergleich zu
den Patienten ohne Androgendeprivation zu niedrigeren PSA-Werten bei den
entsprechenden Patienten (siehe 3.10.2.). Dies erscheint logisch, da durch den
Androgenentzug den Prostatazellen der Wachstums- und Proliferationsreiz
genommen wird, und wird im klinischen Alltag auch regelmaRig so beobachtet.
Ein postinterventionell niedriger PSA-Wert wird von mehreren publizierten
Studien als positiver Prognosefaktor fur den Therapieerfolg beim Prostatakrebs
gesehen [217-221].
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Auswirkungen auf das Immunsystem im Zusammenhang mit den PSA-Werten
wurden in dieser Arbeit nicht untersucht. Eine Aussage zur Immuntherapie in

Bezug auf die PSA-Werte ist somit nicht moglich.

4.4. Schlussfolgerung

Eine therapeutische Vakzinierung gegen Prostatakrebs wurde bereits in
mehreren Studien durchgefuhrt (siehe auch 1.2.5.). Als Impfstoffe wurden dafur
verschiedene Stoffklassen erprobt, dazu zahlen unter anderem genetisch
veranderte Pockenviren [222-224], DNA-Plasmide [225], Peptide [128], sowie
MmRNA-Molekule. Letztere werden auch an der Universitat Tdbingen in
Zusammenarbeit mit der CureVac GmbH erforscht und derzeit im Rahmen
einer Phase-lIb-Studie an der urologischen Universitatsklinik eingesetzt [142,
226, 227]. Die  Kombinationsmdglichkeiten  einer  therapeutischen
Immunisierung mit der primaren Strahlentherapie wurden bisher kaum
untersucht. Die vorliegende Arbeit wurde durchgefuhrt, um moglichst den
optimalen Zeitpunkt fur den Beginn einer Immuntherapie im Rahmen der RT-
Behandlung zu definieren.

Nach Sichtung und Interpretation aller erhobenen Daten ist die Kombination der
primaren Radiotherapie mit einer immuntherapeutischen Peptidvakzinierung
beim lokalisierten Prostatakarzinom auf jeden Fall moglich und sollte in
weiteren Studien getestet werden. Das humane Immunsystem wird durch die
ortlich beschrankte Bestrahlung der Prostata nicht GUbermaldig supprimiert,
sodass eine Immunantwort gegen die im Vakzinierungscocktail vorhandenen
Tumorpeptide erfolgen kann (siehe auch 1.2.5.). Fur diverse andere maligne
Erkrankungen wurde die Moglichkeit der kombinierten Therapie bereits durch
verschiedene Studien nachgewiesen [228, 229].

Wahrend der laufenden RT konnte eine Depletion der meisten Immunzell-
Populationen nachgewiesen werden (siehe 3.4.), was eine Immuntherapie im
Anschluss an die radiotherapeutische Behandlung sinnvoll erscheinen lasst.
Der Beginn sollte folglich nach der Erholungsphase - ab drei Monaten
postradiotherapeutisch - geplant werden. Alternativ  erscheint ein
uberlappendes Protokoll sinnvoll, bei dem die erste Vakzinierung bereits gegen
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Ende der RT appliziert werden wurde, um die zu diesem Zeitpunkt erhdhte
Proliferationsrate fur die anti-tumordose Immunantwort auszunutzen. Ein
weiteres Argument fur einen frGheren Beginn mit der Immuntherapie ware die
zu diesem Zeitpunkt noch nicht erfolgte Polarisierung der Th2-Zellen (siehe
4.3.6.). Die erste Applikation des immuntherapeutischen Verfahrens sollte
demnach jedoch vor Zeitpunkt C, also in der ersten RT-Halfte, liegen, was in
Anbetracht der ubrigen Ergebnisse nicht sinnvoll erscheint.

In einer Studie von Harris et al. aus dem Jahr 2008 wurde eine ahnliche
Fragestellung im Mausmodell untersucht. Die besten Ergebnisse bezulglich
einer Immunantwort auf die applizierte Immuntherapie (Therapie mit
rekombinanten Vaccinia-Viren) konnten fur eine Applikation nach RT-Ende
gewonnen werden [230]. Ein Procedere mit Impfung vor der Bestrahlung wird
dagegen in einer Studie von Tabi et al. aus dem Jahr 2010 vorgeschlagen, in
der Tumorantigen-spezifische T-Zellen von an PCa erkrankten Patienten
untersucht wurden. Dabei soll die Immunreaktion gegen das Karzinom vor der
RT initiiert und durch die Bestrahlung verstarkt werden [198]. Unter den CD4-
positiven Lymphozyten fanden sich in der durchgeflhrten Arbeit vor RT-Beginn
mehr naive Zellen, die auf eine Vakzinierung reagieren konnen. Wahrend der
RT konnte eine verstarkte Aktivierung des entsprechenden Zelltyps im
Vergleich zu den gesunden Probanden gezeigt werden (erhohte CD25-
Expression der CD4-positiven Lymphozyten am Zeitpunkt D), aullerdem nahm
der Anteil der differenzierten CD4"-Effektorzellen wahrend der RT zu. Die
Argumentation der zitierten Studie kann somit ebenfalls nachvollzogen werden,
jedoch spricht aufgrund der Gesamtschau der gefundenen Ergebnisse mehr fur
einen spateren Beginn der Immuntherapie.

Bei den Patienten mit der erweiterten Bestrahlung wurde ein signifikant hoherer
Grad der Aktivierung unter den CD4-positiven Zellen gefunden (vermehrte
CD25-Expression), was - in einem Protokoll mit Uberlappender Radio-
Immunotherapie - fur eine bessere Wirkung bei Patienten mit weiter
fortgeschrittenen Krebsstadien spricht. In zwei Studien von Baxevanis et al. und
Trojan et al. wurde jedoch vermutet, dass eine Vakzinierung bei Patienten mit
weniger aggressiven Tumoren besser wirkt [231, 232]. Die Wirkung einer
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Vakzinierung wurde in der durchgefuhrten Arbeit jedoch nicht untersucht, da die
eingeschlossenen Patienten eine alleinige Radiotherapie erhielten. Somit
konnen die Aussagen der beiden Studien weder unterstutzt noch widerlegt
werden.

Die produzierten Zytokine der T-Lymphozyten wurden durch die RT in Richtung
der proinflammatorischen und anti-tumoros wirkenden Gruppe (IL-2, TNF-q,
etc.) verschoben, wohingegen ein Rluckgang der Produktion der auf das
Immunsystem hemmend wirkenden Zytokine, beispielweise IL-10, zu
verzeichnen war. Insgesamt schien die Antwort der CD8-positiven im Vergleich
zu der der CD4-positiven Zellen einen Vorteil unter der Bestrahlung zu haben.
Diese Ergebnisse unterstutzen ebenfalls die Moglichkeit einer kombinierten
Radio-Immunotherapie mit Uberlappendem Beginn oder eine an die RT
angeschlossene Immuntherapie und sprechen gegen einen Beginn der
Immuntherapie vor der Bestrahlung.

Die Antigen-spezifischen, CD8-positiven Zellen (fur CMV-pp65, EBV-BMLF1,
EBV-LMP2 und Inf-Mat) wurden durch die RT nicht in Mitleidenschaft gezogen,
was auch von Tabi et al. nachgewiesen wurde [198]. Somit sollten auch durch
eine eventuell durchgefuhrte praradiotherapeutische Vakzinierung erzeugte
Tumorantigen-spezifische Tk-Zellen keine Probleme haben, die Phase der RT
zu Uberstehen. Dies ware jedoch nur bei einem - in dieser Arbeit nicht
bevorzugten - Beginn der Immuntherapie vor Bestrahlungsbeginn relevant. Ein
uberlappendes Protokoll mit einem Anfang der Immuntherapie wahrend der
Bestrahlung konnte ebenfalls eingesetzt werden, da die noch folgenden
Bestrahlungsfraktionen gleichfalls keinen negativen Effekt auf die potenziell
bereits vorhandenen Tumorantigen-spezifischen Zellen hatten.

Unter der RT stieg der Anteil der regulatorischen T-Zellen signifikant an. Da sie
moglicherweise eine anti-tumordse Immunantwort supprimieren [25, 26], ist
ebenfalls ein Start der Immuntherapie nach Bestrahlungsende zu bevorzugen,
auch wenn in der hier durchgefuhrten Studie kein signifikanter Abfall der Teg-
Zellen nach RT-Ende nachgewiesen werden konnte. Der relative Anstieg der
Treg-Zellen ist durch deren Radioresistenz zu erklaren [192]. Ein dartber hinaus
gehender Ansatz zur Depletion der regulatorischen T-Zellen vor Beginn einer
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Immuntherapie wurde von einer Gruppe Tubinger Forscher (Immatics
Biotechnologies GmbH) fur das Nierenzellkarzinom entwickelt und publiziert.
Mit einer einmaligen Cyclophosphamid-Gabe vor Beginn der Vakzinierungen
konnte die Zahl der Teg-Zellen reduziert und dadurch ein langeres
Gesamtuberleben unter den Patienten erzielt werden [177, 233]. Allgemein
wurde bereits von verschiedenen Autoren eine verbesserte Antwort auf die
Immuntherapie bei onkologischen Erkrankungen nach einer T.g4-Depletion
nachgewiesen [234-236]. Auch die Ergebnisse nach alleiniger Radiotherapie
sind nachgewiesenermalien nach Minimierung der regulatorischen T-Zellen
besser [237].

Die Proliferationsrate aller untersuchter Subgruppen der Lymphozyten stieg
wahrend der Strahlentherapie an, somit wilrden auch die - bei einem
entsprechenden Therapieansatz - durch die Vakzinierung bereits erzeugten,
gegen das Karzinom gerichteten, Immunzellen wahrend der RT einen
Proliferationsreiz erfahren. Tabi et al. beobachteten in ihrer Arbeit
interessanterweise eine geringere Anzahl an proliferierenden Zellen unter der
Bestrahlung. Diese  Unterschiede sind moglicherweise auf den
unterschiedlichen Studienaufbau zuruckzufuhren. In der zitierten Studie wurden
Patienten mit lokal fortgeschrittenem PCa untersucht, die eine RT mit einer
niedrigeren Gesamtdosis, jedoch einer erhohten Fraktionsdosis erhielten (je
2,75 Gy bis 55 Gy Gesamtdosis in der Studie von Tabi et al. vs. je 1,8 Gy bis 78
Gy Gesamtdosis in der hier vorliegenden Arbeit) [198].

Unabhangig von den Effekten einer Vakzinierung auf die T-Lymphozyten
verstarkt die Strahlentherapie die Aktivitat der NK-Zellen, die wesentlich an der
Tumorabwehr des Immunsystems beteiligt sind.

In einem Ubersichtsartikel aus dem Jahr 2015 beschrieben Sharabi et al. die
synergistische Wirkung einer Bestrahlung und einer Immuntherapie mittels
eines anti-CTLA-4-Antikorpers im Tiermodell. Die besten Therapieergebnisse
konnten hierbei mit einer simultanen Applikation von Radio- und Immuntherapie
erzielt werden [238]. Fur die Kombination von Bestrahlung und
Peptidvakzinierungen erscheint der Beginn der Immunisierungen jedoch
aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nach Abschluss der RT am
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sinnvollsten. Ein Uberlappendes Protokoll ware alternativ denkbar. Die beiden

Ansatze sollten in einer prospektiven Studie miteinander verglichen werden.

In mehreren Studien wurde bereits der synergistische Effekt von Radiotherapie
und therapeutischer Vakzinierung beim Prostatakarzinom gezeigt [230, 239,
240]. Eine WeiterfUhrung der Immunisierungen uber die RT hinaus (bei einem
Uberlappenden Therapieansatz) ist wichtig um die durch die Bestrahlung
vorgeschadigten Zellen des Karzinoms vom Immunsystem weiter wirkungsvoll
zu bekampfen. Dieses Vorgehen wird als ,Boosting“ bezeichnet [198]. Bei
nacheinander erfolgenden Therapien (Vakzinierung nach RT-Abschluss) sind

repetitive Immunisierungen folglich ebenfalls sinnvoll.

Eine Aussage bezuglich einer unterschiedlichen Wirkung der Immuntherapie
bei Tumoren verschiedener Aggressivitat kann aufgrund der Ergebnisse dieser
Arbeit nicht endgultig gemacht werden. Zwar erfuhren die Immunzellen der
Patienten, die aufgrund ihres weiter fortgeschrittenen Tumorleidens eine
erweiterte Strahlentherapie erhielten, eine verstarkte Aktivierung wahrend der
RT, jedoch wurde in zwei Studien bereits dargelegt, dass eine Vakzinierung bei
Tumoren eines niedrigeren Aggressivitatsgrads besser wirkt [231, 232].

Die Androgendeprivation, die bei einem Teil der Patienten eingesetzt wurde,
sorgte nach den Ergebnissen dieser Arbeit fur niedrigere PSA-Werte nach
Ende der Strahlentherapie. Jedoch sind die PSA-Werte von Patienten mit und
ohne HAT nur bedingt vergleichbar und nur vier Patienten erhielten keine
Hormontherapie, sodass keine weiteren Folgerungen bezlglich des
Therapieergebnis daraus gezogen wurden. [217-221]. Letztendlich konnten
keine negativen Auswirkungen der HAT auf das Immunsystem der Patienten
nachgewiesen werden, sodass im Falle einer anti-Tumor-Vakzinierung eine
antiandrogene Therapie keine Beeintrachtigung der folgenden Immunreaktion

verursachen sollte.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Immunstatus von 21 Patienten wahrend
der Radiotherapie ihres Prostatakarzinoms untersucht. Langerfristig soll der
optimale Zeitpunkt fur die Applikation einer Immuntherapie in Kombination mit
der Bestrahlung festgelegt werden.

Hierzu wurde vor, wahrend und nach der Bestrahlungstherapie Blut
abgenommen, die Lymphozyten isoliert und mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Es wurden die Verlaufe der Zellanteile Uber die Therapie hinweg
untersucht, dartber hinaus wurden Vergleiche zwischen unterschiedlichen
Therapiegruppen (Hormon-ablative Therapie, Vorliegen einer erweiterten
Bestrahlung des pelvinen Lymphabflusswegs, Applikation einer lokalen
Steroidtherapie) und mit sechs gesunden Probanden vorgenommen.

Nach Sichtung der Ergebnisse konnten einige Veranderungen im Immunstatus
der untersuchten Patienten erkannt werden: Die absoluten Zahlen der
Leukozyten und Lymphozyten nahmen wahrend der Bestrahlungstherapie ab.
Davon besonders betroffen waren B- und T-Zellen, wahrend der relative Anteil
der NK-Zellen zunahm. Aulerdem stieg der Anteil der regulatorischen T-Zellen
unter der Bestrahlung an. Bei fast allen untersuchten Zellpopulationen konnte
gegen Bestrahlungsende eine deutlich erhdhte Proliferationsrate detektiert
werden. Im Vergleich mit den Ergebnissen der gesunden Probanden konnten
vor allem die erniedrigte Immunzellzahl und die erhohte Proliferationsrate
nachgewiesen werden. Als Simulation fiir Tumorantigen-spezifischne CD8"-T-
Zellen wurden in der Studie Virusantigen-spezifische Zellen der Patienten
untersucht (fur CMV, EBV und Influenza). Bei diesen Zellen konnten unter der
Radiotherapie keine einschrankenden Veranderungen nachgewiesen werden,
sodass es naheliegt, dass eventuell vorhandene anti-Tumor-Immunzellen
ebenfalls keinen Schaden nehmen wurden. Dies sollte durch speziell dafur
konzipierte Studien bestatigt werden.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Arbeit zeigen, dass einer Kombination von
immuntherapeutischen Verfahren, zum Beispiel eine Peptidvakzinierung, mit
der Radiotherapie moglich ist. Ein Beginn der Immuntherapie ist entweder
mindestens drei Monate nach Ende der Bestrahlung denkbar, wenn das
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Immunsystem sich bereits wieder teilweise erholt hat. Alternativ scheint ein
Uberlappendes Therapieprotokoll sinnvoll, das die erhdhte Proliferationsrate der
Immunzellen unter der Radiotherapie ausnutzen wirde. Diese Ansatze sollten

in einer vergleichenden Studie gegeneinander getestet werden.
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Anhang

l. Ubersicht iiber die Therapie der Patienten

Legende zur Tabelle:

P Prostata

L pelviner Lymphabfluss

G Gynakomastieprophylaxe

RT HAT
Patient Z|erqum|_na und Zeitraum Dauer Zeitraum
-dosis

P 03/2011 -
RTP1 78 Gy) 07.06.- 02.08.2011 | 6 Mo. 0972011

b 11/2010 -
RTP2 | 0o 04.05.-28.06.2011 | 9 Mo. 0719011
RTP3 | TL*G 05.07.-24.08.2011 |2-3J ab 04/2011

(74 /50,4 / 12 Gy) EERE '
RTPs | *L*G 23.05.-13.07.2011 | 2-3J ab 02/2011

(70 /50,4 / 12 Gy) 29 100 '

P .
RTPE | o) 04.07.-25.08.2011 | keine -

P 03/2011 -
RTPT | o) 14.07. - 06.09.2011 | 6 Mo. 092011
RTpg | FL*C 22.08.-14.102011 |2-3J ab 06/2011

(78 /50,4 / 12 Gy) 2o - AL '

P+L+G Orchiektomie
RTPY | 00412 Gy) 26.07. - 13.09.2011 | dauerhaft 042011

P 0472011 -
RTP1T | 7o) 08.08.-30.09.2011 | 6 Mo. T0/2011

P

08.-20.102011 |2-3J. 4/2011

RTP12 | 0o 30.08. - 20.10.20 3J ab 04/20

P 06/2011 -
RTP13 | e o) 12.09. - 07.11.2011 | 6 Mo. o011

P 08.11.2011 - .
RTP14 1 78 ay) 02.01.2012 keine ;

P+L+G 14.11.2011 -
RTP1S | (78 /504112 Gy) 09.01.2012 2-3J. ab 08/2011

P 30.11.2011 - .
RTP16 | 78 Gy) 25.01.2012 keine ;

P 12.12.2011 - 05/2011 -
RTP18 | 75 Gy) 06.02.2012 9 Mo. 02/2012

P .
RTP19 | oo 03.01.-27.02.2012 | keine -

P 10/2011 - Ende
RTP20 | o 11.01.- 05.03.2012 | ca. 1J. 2012
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RT HAT
Patient Z|erqum|_na und Zeitraum Dauer Zeitraum
-dosis

RTP21 |7 C 23.01.-15.03.2012 |2-3J ab 10/2011

(78 /12 Gy) T e '

) 12/2011 -
RTP23 (74 Gy) 20.02. - 12.04.2012 | 4 Mo. 03/2012

) 12/2011 -
RTP24 (78 Gy) 06.03. - 02.05.2012 | 6 Mo. 05/2012

P 02/2012 -
RTP25 (78 Gy) 14.03. - 10.05.2012 | 6 Mo. 07/2012

Weitere klinische Patientendaten sind in den Abschnitten 2.1.3. und 3.10.

dargestellt.

Il. Ubersicht iiber die gesunden Spender

Gesunder Spender Geburtsdatum Alter bei BE
RTP101 17.11.1948 63 Jahre
RTP103 03.06.1951 61 Jahre
RTP104 16.12.1960 51 Jahre
RTP105 25.05.1963 49 Jahre
RTP106 16.09.1959 53 Jahre
RTP107 30.09.1960 52 Jahre
Il. Ubersicht tiber die Blutentnahmen
. . . . BE E
BE A Zeit BE B Zeit BE C Zeit BE D Zeit (3-6
zw. A | (Be- zw. B . zw.C zw.D
Pat. (vor . (Mitte (Ende Mo.
RT) und B | ginn und C RT) und D RT) und E nach
(in d) RT) (in d) (in d) (in d) RT)
23.05. 24.05. 29.06. 02.08. 04.11.
RTP1 2011 1 2011 33 2011 34 2011 92 2011
18.04. 19.04. 01.06. 28.06. 30.09.
RTP2 2011 1 2011 43 2011 27 2011 4 2011
16.06. 22.06. 25.07. 22.08. 18.11.
RTP3 2011 6 2011 33 2011 27 2011 88 2011
23.05. 21.06. 13.07. 14.10.
RTPS 2011 29 2011 29 2011 93 2011
04.07. 04.07. 30.07. 25.08. 25.11.
RTP6 2011 0 2011 26 2011 26 2011 92 2011
27.06. 29.06. 11.08. 09.09. 16.12.
RTP7 2011 2 2011 43 2011 29 2011 98 2011
09.08. 22.08. 14.09. 13.10. 13.03.
RTPS 2011 13 2011 23 2011 29 2011 152 2012
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BE A Zeit BE B Zeit BE C Zeit BE D Zeit (B3|_56E
pat. | (or |ZW-A |Be fzw.B e [ C | (Ende | VD | mo.
RT) u_ndB ginn u_ndC RT) u_ndD RT) u_ndE nach
(ind) | RT) (in d) (in d) (in d) RT)
v BT o |ET L (R 59 [ [N
B [ |89 o |29 [ |20
S EI e
A R S
B e |EE a2 w2
on [P oo [P lwi | |
RTP1s wn |2 aom |2 |aw | |
RTP18 wn |2l |7 e | |aw
RTP19 w2 |7 | |7 e | |aw
RTP20 wie |7 | |7 e | |aw
RTP21 we |2 | |® e |® |aw
S
05 o BB [ [2E [ [B
S E A e
o w2 |2 | |® |
03 A i E N )
o4 w2 |2 | |® o
05 we |7 | [P |aw
06 w2 |7 | [P |aw
o w2 |7 e | |0
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IV. Rohdatentabellen aus den durchflusszytometrischen

Analysen

IV.i. Legende

Versuch nicht geplant

Versuch nicht durchgefihrt (zu wenige / keine Zellen vorhanden) oder
Ausschluss des Messwerts wegen Problemen bei Versuch oder Messung

Oberpopulation enthielt zu wenige Zellen, daher keine Subgruppenanalyse

Alle Angaben als Anteil der Oberpopulation in Prozent.

IV.ii. Farbeprotokoll 1

Lymphozyten von Einzelzellen

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 49,80 70,10 55,00 55,30 74,30
RTP2 45,70 50,10 24,70 28,50 58,20
RTP3 52,90 63,00 55,60 47,20 39,90
RTP5 62,20 53,90 42,20 40,30
RTP6 54,30 65,40 52,60

RTP7 70,90 62,10 60,40

RTP8 67,70 72,50 55,10 29,40 49,30
RTP9 67,00 11,40 53,20 54,30
RTP11 77,80 66,00 68,20

RTP12 76,00 72,50 62,60 67,00
RTP13 77,70 60,00 62,80 58,90
RTP14 56,40 45,20 43,60
RTP15 36,90 28,90 13,30 42,70
RTP16 69,10 45,50 30,80 12,20
RTP18 57,30 59,50 38,60 62,20
RTP19 61,80 45,60 54,90 52,50
RTP20 74,60 54,60 64,80 50,20
RTP21 44,90 44,80 19,30 28,70
RTP23 50,70 49,50 33,00 17,30
RTP24 61,60 52,50 27,90 30,70
RTP25 50,50 25,20 39,60 39,70
RTP101 53,30 36,70 50,10

RTP103 64,40 48,60 61,50

RTP104 62,00 47,10 63,60

RTP105 66,40 54,10 47,20

RTP106 81,50 76,30 74,40

RTP107 78,30 63,60 65,20
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Lymphozyten von lebenden Zellen

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 85,90 92,80 79,50 73,90 83,30
RTP2 55,20 65,40 42,60 41,70 70,20
RTP3 66,50 72,70 64,30 54,40 46,80
RTP5 81,10 80,70 57,00 62,50
RTP6 90,70 75,80 70,60

RTP7 84,10 81,50 72,20

RTP8 86,10 85,00 81,80 69,50 73,40
RTP9 78,30 30,70 63,00 65,80
RTP11 86,40 79,30 84,60

RTP12 83,80 81,50 72,10 77,60
RTP13 90,80 76,20 73,00 75,30
RTP14 75,50 57,60 60,00
RTP15 51,50 39,80 19,80 63,60
RTP16 79,40 63,50 43,70 21,00
RTP18 80,30 78,60 66,60 92,90
RTP19 71,70 76,10 75,40 73,30
RTP20 80,30 65,40 70,60 79,40
RTP21 65,00 55,70 25,90 48,90
RTP23 67,20 69,90 61,00 52,50
RTP24 74,40 68,40 55,40 68,20
RTP25 65,30 56,70 49,60 68,60
RTP101 60,40 50,30 63,60

RTP103 72,00 59,70 74,10

RTP104 65,10 51,30 93,00

RTP105 82,20 71,90 74,80

RTP106 90,70 86,60 87,70

RTP107 82,90 82,80 83,60

T-Zellen von Lymphozyten (CD3"CD19)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 52,30 55,70 59,80 41,70 35,00
RTP2 67,40 69,00 60,80 60,20 59,30
RTP3 58,80 55,70 37,50 43,60 38,70
RTP5 72,70 77,70 74,20 44,60
RTP6 72,70 49,60 58,10

RTP7 55,60 67,20 53,90

RTP8 74,50 72,20 60,60 60,30 54,20
RTP9 52,60 51,30 54,80 46,40
RTP11 60,80 64,30 55,20

RTP12 64,60 59,70 45,40 63,00
RTP13 76,00 71,00 71,30 70,70
RTP15 57,50 63,30 60,00 30,80
RTP16 63,30 66,90 71,20 24,60
RTP18 71,00 82,80 82,40 87,40
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Zeitpunkt A B C D E
RTP19 51,80 71,20 45,20 55,70
RTP20 71,60 67,00 61,60 60,70
RTP21 80,70 72,40 60,00 72,80
RTP23 43,40 43,00 50,10 19,80
RTP24 56,80 51,20 58,60 60,30
RTP25 58,70 42,50 58,50 54,20
RTP101 66,20 75,80 68,90

RTP103 60,50 51,50 57,80

RTP104 81,30 76,40 76,00

RTP105 62,00 58,10 51,00

RTP106 67,70 61,40 66,20

RTP107 71,00 64,10 61,60

B-Zellen von Lymphozyten (CD3'CD19")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 7,92 8,50 2,96 3,39 3,74
RTP2 2,48 2,60 1,39 1,52 1,83
RTP3 8,23 8,21 2,68 2,13 5,49
RTP5 1,42 0,89 1,58 0,88
RTP6 3,72 1,82 1,39

RTP7 6,73 5,43 1,76

RTP8 5,96 1,91 1,61 2,84 6,18
RTP9 5,84 1,95 3,21 6,85
RTP11 2,96 5,51 0,95

RTP12 4,18 2,62 4,25 6,50
RTP13 1,21 1,18 0,69 2,77
RTP15 4,88 0,79 1,17 2,13
RTP16 5,55 6,98 1,71 2,65
RTP18 6,13 4,41 2,16 2,80
RTP19 2,75 1,78 1,69 3,08
RTP20 8,75 4,68 2,69 2,07
RTP21 4,09 1,71 2,33 1,69
RTP23 3,21 2,85 2,10 12,90
RTP24 4,04 2,43 1,72 2,79
RTP25 5,85 5,06 1,92 6,34
RTP101 11,40 5,36 4,62

RTP103 16,50 14,50 15,60

RTP104 3,49 2,06 2,12

RTP105 7,23 6,95 4,24

RTP106 16,30 16,80 16,90

RTP107 1,36 3,49 3,04
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NK-Zellen von Lymphozyten (CD3'CD19)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 39,60 35,70 37,20 54,80 61,20
RTP2 30,00 28,30 37,80 38,20 38,80
RTP3 32,90 36,00 59,80 54,20 55,80
RTPS 25,90 21,40 24,20 54,40
RTP6 23,50 48,60 40,50

RTP7 37,60 27,20 44 .20

RTP8 19,50 25,80 37,80 36,80 39,60
RTP9 41,60 46,80 42,00 46,70
RTP11 36,10 30,10 43,70

RTP12 31,10 37,50 50,20 30,40
RTP13 22,50 27,70 27,90 26,40
RTP14 24,60 37,70 33,30
RTP15 37,50 35,90 38,80 67,00
RTP16 31,10 26,10 27,10 72,50
RTP18 22,80 12,70 15,40 9,65
RTP19 45,40 26,90 53,10 41,20
RTP20 19,60 28,30 35,60 37,20
RTP21 15,20 25,90 37,50 25,50
RTP23 53,30 54,00 47,70 67,10
RTP24 39,10 46,40 39,50 36,70
RTP25 35,00 51,30 38,70 38,30
RTP101 22,10 18,70 26,40

RTP103 22,90 34,10 26,40

RTP104 15,10 21,30 21,80

RTP105 30,60 34,80 44 .60

RTP106 15,80 21,60 16,70

RTP107 27,50 32,30 35,00
Proliferierende T-Zellen (CD3"CD19°Ki67")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 2,12 1,70 3,36 3,25 3,38
RTP2 6,12 2,83 6,20 5,43 2,98
RTP3 2,65 2,52 4,50 8,44 6,75
RTPS 2,68 6,52 7,77 2,45
RTP6 3,21 4,01 16,00

RTP7 1,50 1,65 3,58

RTP8 1,57 1,76 3,04 4,06 2,08
RTP9 2,10 7,11 4,97 3,89
RTP11 1,46 3,53 11,90

RTP12 2,54 4,29 414 2,32
RTP13 1,82 2,69 3,29 2,79
RTP15 8,73 4,02 8,22 5,75
RTP16 2,51 4,42 5,84 3,23
RTP18 1,79 4,02 5,18 2,05
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Zeitpunkt A B C D E
RTP19 4,45 19,80 6,34 3,70
RTP20 2,87 6,99 4,88 4,16
RTP21 7,24 4,61 12,10 6,06
RTP23 2,55 10,60 11,40 8,38
RTP24 1,98 4,02 9,30 4,88
RTP25 2,18 6,14 4,36 3,16
RTP101 2,58 2,47 1,93

RTP103 2,61 3,41 2,68

RTP104 1,56 1,55 1,59

RTP105 4,15 8,81 5,65

RTP106 1,42 1,51 1,42

RTP107 1,75 2,09 2,44

Tw-Zellen von T-Zellen (CD3"CD19°'CD4"CD8)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 66,10 59,30 69,30 70,30 63,80
RTP2 55,60 58,10 59,70 55,60 58,10
RTP3 66,20 70,70 75,50 77,30 67,70
RTP5 27,20 31,20 44,40 26,20
RTP6 70,90 62,20 66,90

RTP7 60,50 60,30 66,30

RTP8 74,10 66,30 67,00 77,20 69,50
RTP9 70,40 73,20 70,10 70,10
RTP11 4470 60,00 55,90

RTP12 58,80 53,70 51,10 46,70
RTP13 55,50 55,30 48,30 37,80
RTP15 75,80 85,20 82,10 85,30
RTP16 76,90 78,70 72,00 73,10
RTP18 57,50 56,10 43,30 46,30
RTP19 62,50 69,30 61,20 63,70
RTP20 43,80 39,40 44,40 34,00
RTP21 78,80 81,90 72,50 82,10
RTP23 70,30 76,80 66,80 58,60
RTP24 47,50 48,20 37,20 45,40
RTP25 56,50 52,30 53,20 48,20
RTP101 55,70 71,40 67,10

RTP103 54,00 58,00 52,80

RTP104 43,30 35,30 49,30

RTP105 65,80 63,60 61,40

RTP106 67,90 62,20 65,70

RTP107 66,40 68,30 67,30
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Tk-Zellen von T-Zellen (CD3"'CD19 CD4 CD8§")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 21,20 33,00 24,60 21,50 27,80
RTP2 35,50 33,20 31,30 33,30 28,10
RTP3 27,70 23,90 19,10 17,90 17,90
RTPS 66,10 62,80 49,40 60,40
RTP6 19,60 24,30 16,70

RTP7 28,70 29,20 25,10

RTP8 21,40 26,50 21,70 14,80 22,00
RTP9 20,70 18,10 18,90 20,10
RTP11 46,90 33,00 35,10

RTP12 34,50 39,10 39,90 46,40
RTP13 32,60 29,00 38,80 48,60
RTP14 21,30 24 .40 29,40
RTP15 19,00 10,50 12,50 9,53
RTP16 20,10 17,30 22,20 19,00
RTP18 37,20 38,30 45,50 35,90
RTP19 32,70 19,40 33,40 29,70
RTP20 47,90 49,10 46,30 56,10
RTP21 17,90 15,60 18,10 13,90
RTP23 25,60 17,00 21,90 22,50
RTP24 46,20 4470 53,30 47,60
RTP25 35,20 34,10 35,80 42,10
RTP101 34,70 22,00 24 .90

RTP103 38,80 35,80 39,80

RTP104 50,00 57,70 44 .80

RTP105 26,90 29,30 30,50

RTP106 26,30 30,50 28,00

RTP107 29,70 28,30 29,10
Proliferierende Ty-Zellen (CD3"CD19° CD4*CD8Ki67")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 2,57 1,87 3,28 3,03 3,13
RTP2 7,62 3,01 7,09 6,02 2,94
RTP3 3,48 3,08 5,49 9,75 6,33
RTPS 3,60 5,33 6,71 5,71
RTP6 3,05 5,02 15,71

RTP7 1,73 1,79 3,36

RTP8 1,60 2,02 3,28 3,84 2,25
RTP9 2,30 6,92 5,04 4,54
RTP11 2,12 4,20 14,34

RTP12 2,50 4,55 417 2,68
RTP13 2,52 3,27 414 4,60
RTP15 8,49 4,01 8,50 5,83
RTP16 2,31 4,33 6,36 3,19
RTP18 2,05 4,66 6,94 2,66
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Zeitpunkt A B C D E
RTP19 5,16 15,13 6,32 4,03
RTP20 3,46 7,03 5,30 7,14
RTP21 6,81 4,34 12,90 5,41
RTP23 2,73 9,93 10,00 9,58
RTP24 2,76 5,57 13,65 6,82
RTP25 2,50 7,30 5,41 3,52
RTP101 2,53 2,42 2,09

RTP103 2,91 4,04 3,08

RTP104 1,89 2,55 2,46

RTP105 4,31 10,49 6,13

RTP106 1,34 1,63 1,43

RTP107 2,00 2,20 2,71

Aktivierte Ty-Zellen (CD3'CD19°CD4"CD8 CD25")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 5,96 4,56 3,07 4,09 3,02
RTP2 3,25 2,21 2,94 1,78 0,76
RTP3 8,11 4,74 4,65 4,91 7,04
RTP5 2,71 3,69 3,38 1,67
RTP6 4,50 4,39 4,97

RTP7 2,32 2,22 1,50

RTP8 3,83 3,70 4,60 13,18 8,39
RTP9 6,45 8,29 5,80 7,24
RTP11 1,96 3,57 2,89

RTP12 1,06 0,69 0,78 1,13
RTP13 4,29 3,28 2,99 3,28
RTP15 3,03 4,89 10,37 5,70
RTP16 2,50 2,98 4,09 4,91
RTP18 5,58 6,38 6,44 6,15
RTP19 1,64 3,99 2,53 2,58
RTP20 7,24 2,77 4,70 3,70
RTP21 3,20 4,00 6,52 3,06
RTP23 2,99 1,94 1,26 4,87
RTP24 2,45 6,48 5,28 3,21
RTP25 3,95 4,25 3,03 4,18
RTP101 3,16 3,61 3,40

RTP103 2,23 2,54 2,95

RTP104 2,98 2,97 3,09

RTP105 2,45 2,87 2,95

RTP106 1,89 1,92 2,06

RTP107 7,02 4,06 4,45
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Proliferierende Tx-Zellen (CD3"CD19 CD4 CD8*Ki67")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,56 0,57 1,73 2,12 1,93
RTP2 2,64 1,66 2,88 3,05 1,71
RTP3 0,61 0,47 0,52 1,80 3,85
RTP5 2,10 6,39 6,61 1,07
RTP6 1,31 1,73 15,44

RTP7 0,77 1,05 2,76

RTP8 0,63 0,52 1,10 2,18 0,47
RTP9 0,96 5,21 2,76 1,20
RTP11 0,66 1,71 7,13

RTP12 1,37 1,91 1,29 0,94
RTP13 0,67 1,31 1,40 1,20
RTP14 1,54 1,05 1,15
RTP15 4,98 1,76 2,72 4,03
RTP16 1,51 2,56 2,10 1,89
RTP18 0,83 1,73 2,16 1,46
RTP19 1,24 17,63 3,82 1,62
RTP20 0,83 2,70 1,42 1,30
RTP21 4,17 2,86 6,45 6,23
RTP23 1,01 6,05 12,72 4,58
RTP24 0,59 1,22 3,84 1,90
RTP25 0,99 3,85 1,95 2,11
RTP101 2,08 0,99 0,81

RTP103 1,57 1,49 1,62

RTP104 0,70 0,53 0,28

RTP105 2,33 3,96 2,47

RTP106 0,99 0,84 0,81

RTP107 0,52 0,90 0,97

Aktivierte Tx-Zellen (CD3"'CD19°CD4 CD8'CD25%)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,28 0,38 0,40 0,41 0,47
RTP2 0,44 0,47 0,28 0,23 0,12
RTP3 2,09 2,04 1,71 1,90 1,80
RTP5 0,09 0,22 0,34 0,06
RTP6 0,67 0,33 0,93

RTP7 1,27 1,33 1,11

RTP8 0,32 0,38 0,14 1,32 0,84
RTP9 2,53 3,38 1,98 2,79
RTP11 0,01 0,05 0,03

RTP12 0,58 0,33 0,28 0,26
RTP13 0,17 0,14 0,12 0,11
RTP15 1,71 2,55 3,48 2,47
RTP16 0,36 0,33 0,22 0,94
RTP18 0,38 0,48 0,32 0,78
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Zeitpunkt A B C D E
RTP19 0,19 1,06 0,22 0,43
RTP20 1,97 0,69 3,16 1,50
RTP21 4,05 2,85 5,26 2,04
RTP23 3,17 2,80 2,36 2,16
RTP24 0,19 0,57 0,37 0,23
RTP25 1,19 0,56 0,38 0,54
RTP101 1,30 0,47 0,35

RTP103 0,36 0,56 0,53

RTP104 0,32 0,16 0,24

RTP105 1,48 1,03 1,63

RTP106 0,83 0,62 0,69

RTP107 1,97 1,67 1,72

Regulatorische T-Zellen von Ty-Zellen (CD3"CD19 CD4"CD8 Foxp3'CD25%)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 5,22 8,02 4,98 6,52 4,64
RTP2 7,13 6,24 7,00 6,25 3,67
RTP3 9,05 6,10 6,68 6,53 8,71
RTP5 6,25 6,91 6,51 5,58
RTP6 5,54 4,90 4,00

RTP7 3,21 3,24 2,11

RTP8 3,16 2,67 5,12 8,20 6,85
RTP9 7,48 8,86 9,13 10,20
RTP11 2,80 5,65 3,96

RTP12 2,71 2,61 3,54 4,21
RTP13 4,32 2,87 3,26 3,45
RTP15 3,28 5,46 11,80 7,32
RTP16 2,30 3,37 4,78 4,67
RTP18 3,32 4,11 4,21 3,13
RTP19 2,38 5,40 3,71 3,38
RTP20 7,86 8,86 9,57 8,70
RTP21 4,12 4,34 7,88 3,91
RTP23 4,22 2,86 2,73 6,74
RTP24 3,95 7,37 5,87 3,72
RTP25 6,09 9,84 6,66 7,50
RTP101 4,94 4,90 4,88

RTP103 4,65 4,43 5,08

RTP104 2,95 2,72 3,10

RTP105 4,77 4,73 4,51

RTP106 2,24 2,26 2,28

RTP107 12,90 10,30 10,70
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Proliferierende regulatorische T-Zellen (CD3"CD19 CD4*CD8 Foxp3'CD25"

Ki67")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 10,00 7,39 13,10 6,52 13,70
RTP2 17,80 5,36 19,50 9,31 4,56
RTP3 9,21 6,10 5,69 15,20 8,71
RTP5 11,10 11,70 14,70 14,90
RTP6 21,50 20,40 42,60

RTP7 9,00 8,72 16,10 ‘
RTP8 8,48 12,90 5,67 9,78 7,58
RTP9 6,94 20,60 9,86 10,80
RTP11 13,10 12,20 32,30

RTP12 13,60 18,40 14,50 10,30
RTP13 10,10 11,00 11,80 17,80
RTP14 7,32 6,14 10,80
RTP15 25,70 8,26 12,10 14,70
RTP16 9,09 3,37 13,90 42,10
RTP18 11,20 13,00 29,00 13,40
RTP19 28,00 46,20 26,60 22,00
RTP20 10,40 12,70 9,47 21,20
RTP21 31,00 19,90 46,60 28,40
RTP23 11,10 31,90 20,70 36,90
RTP24 14,00 18,80 48,40 36,10
RTP25 12,90 20,30 15,80 11,10
RTP101 14,80 15,00 9,94

RTP103 13,00 21,90 14,70

RTP104 13,30 25,30 16,30

RTP105 23,50 34,30 33,40

RTP106 8,57 16,40 11,80

RTP107 4,90 8,15 9,97
Proliferierende B-Zellen (CD3 CD19*Ki67")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 1,66 1,38 7,50 2,89 4,63
RTP2 7,56 7,34 9,76 11,70 7,27
RTP3 3,28 2,41 3,83 14,90 9,08
RTP5 12,10 21,00 23,80 14,60
RTP6 3,10 6,44 39,40

RTP7 1,25 1,50 4,30

RTP8 2,45 6,53 15,50 5,23 1,82
RTP9 1,62 4,24 6,20 2,16
RTP11 3,94 2,88 37,40 e
RTP12 6,92 10,10 3,99 2,68
RTP13 3,72 417 7,57 2,58
RTP14 2,98 3,57 3,62
RTP15 21,70 8,11 11,60 14,10
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Zeitpunkt A B C D E
RTP16 2,96 4,26 14,10 3,33
RTP18 1,79 3,82 6,89 3,02
RTP19 4,46 19,30 7,97 5,99
RTP20 1,26 2,45 3,31 4,09
RTP21 7,24 10,10 11,50 16,30
RTP23 9,04 29,90 28,80 5,14
RTP24 3,73 4,51 11,20 11,10
RTP25 1,75 4,21 7,29 2,48
RTP101 1,92 2,70 2,77

RTP103 0,81 1,76 1,16

RTP104 1,82 3,08 4,98

RTP105 5,82 8,79 11,80

RTP106 0,82 1,07 1,15

RTP107 3,76 2,28 3,81
Proliferierende NK-Zellen (CD3 CD19°Ki67")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 3,69 6,24 9,74 8,02 6,03
RTP2 11,10 7,95 16,80 16,00 7,87
RTP3 9,43 9,24 7,46 14,40 12,40
RTP5 8,17 15,80 19,60 7,02
RTP6 7,92 7,21

RTP7 6,90 8,82 14,00

RTP8 3,84 2,76 6,26 4,60 3,72
RTP9 4,02 7,82 9,48 5,55
RTP11 5,94 9,12 15,20

RTP12 5,16 5,93 6,18 4,60
RTP13 4,45 6,27 8,23 6,88
RTP15 6,22 10,90 17,30 7,58
RTP16 5,00 11,30 13,30 1,28
RTP18 6,38 9,57 15,40 9,30
RTP19 4,97 18,00 6,43 5,01
RTP20 4,81 11,10 8,13 8,47
RTP21 21,70 10,80 18,10 10,70
RTP23 6,53 12,00 31,00 5,52
RTP24 3,52 5,03 12,60 12,70
RTP25 6,33 14,40 11,00 7,21
RTP101 10,60 10,30 6,88

RTP103 8,19 8,42 7,75

RTP104 20,30 32,50 9,90

RTP105 12,90 16,10 18,60

RTP106 7,64 8,57 7,49

RTP107 4,46 5,91 6,42
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Voll funktionsféhige NK-Zellen von NK-Zellen (CD3 CD19 CD56")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 44,40 97,90 95,50 70,50 90,40
RTP2 80,80 69,70 61,80 57,30 61,40
RTP3 94,90 93,70 59,00 70,00 65,90
RTP5 86,50 88,50 82,50 42,60
RTP6 93,80 67,00 79,70

RTP7 68,80 64,50 55,00

RTP8 81,40 81,80 54,40 63,80 65,20
RTP9 84,40 82,50 71,60 70,80
RTP11 57,80 60,60 83,80

RTP12 58,20 61,10 39,30 66,90
RTP13 71,50 48,50 58,10 83,80
RTP14 68,00 44,90 77,80
RTP15 92,90 55,80 67,20 91,30
RTP16 82,30 43,60 63,70 55,50
RTP18 72,90 84,30 89,30 91,80
RTP19 91,70 90,70 76,90 92,60
RTP20 62,20 68,20 51,30 76,80
RTP21 90,00 48,90 60,30 80,60
RTP23 63,30 89,50 95,00 98,80
RTP24 34,20 39,00 64,60 81,10
RTP25 72,70 83,00 76,40 94,20
RTP101 73,10 44,20 21,20

RTP103 78,20 75,00 71,70

RTP104 58,50 55,40 30,00

RTP105 90,70 88,90 83,80

RTP106 92,00 88,10 88,60

RTP107 78,60 79,10 84,90

Proliferierende, voll funktionsfahige NK-Zellen (CD3 CD19 CD56"Ki67")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 3,34 6,14 9,75 6,70 5,46
RTP2 10,95 8,83 17,43 17,73 8,12
RTP3 9,08 8,83 6,52 13,57 9,81
RTP5 8,39 17,18 20,78 8,21
RTP6 7,22 4,88 9,79

RTP7 3,18 4,62 7,65

RTP8 3,89 2,55 717 4,36 3,99
RTP9 3,64 7,52 8,85 5,44
RTP11 4,52 7,73 15,79

RTP12 4,25 5,44 5,67 4,23
RTP13 4,56 6,53 7,08 6,48
RTP15 6,50 10,81 16,28 6,29
RTP16 4,66 13,19 13,65 1,97
RTP18 6,12 9,07 14,97 9,54
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Zeitpunkt A B C D E
RTP19 4,72 18,18 5,54 4,63
RTP20 3,32 10,73 5,72 7,34
RTP21 21,32 8,75 2,63 10,22
RTP23 4,75 11,61 30,78 5,46
RTP24 3,92 5,46 13,49 11,52
RTP25 3,74 13,27 10,31 6,77
RTP101 11,33 10,32 7,03

RTP103 6,82 6,85 6,22

RTP104 17,10 27,94 10,76

RTP105 11,76 14,63 16,85

RTP106 7,48 8,11 6,72

RTP107 3,90 5,17 5,93

IV.iii. Farbeprotokoll 2

Lymphozyten von Einzelzellen

Zeitpunkt D E
RTP1 53,00 77,00

RTP2

RTP3

52,40

RTP5

RTP6

RTP7

77,70

RTP8

55,30

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

56,20

51,10

RTP101

73,30

67,50

RTP103

76,20

75,00

RTP104

54,80

73,30

RTP105

75,70

56,50

RTP106

70,30

58,60

RTP107

81,30

75,20

197




Lebende CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8 Annexin V PI’)

Zeitpunkt D E
RTP1 80,70 62,60
RTP2

RTP3 39,50

RTP5

RTP6

RTP7 69,30

RTP8 92,00

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16 83,70

RTP18 86,80

RTP19 77,90

RTP20 73,30

RTP21 47,30

RTP23 80,90

RTP24 89,00

RTP25 49,60 35,90 45,00 41,20
RTP101 54,40 77,00 90,80

RTP103 66,90 68,40 77,80

RTP104 44,60 44,40 85,70

RTP105 57,70 4410 51,20

RTP106 61,30 54,70 59,50

RTP107 88,30 81,00 81,50

Apoptotische CD4"-Lymphozyten (CD4*CD8 Annexin V'PI’)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A B

RTP19 9,48

RTP20 16,80

RTP21 27,50

RTP23 14,00

RTP24 4,61 8,76

RTP25 27,70 42,40 28,10 30,30
RTP101 35,20 14,10 5,85

RTP103 18,10 17,60 14,50

RTP104 30,20 34,10 8,45

RTP105 19,20 26,50 18,30

RTP106 28,50 34,50 25,80

RTP107 7,46 12,90 12,00

Nekrotische CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8 Annexin V*"PI*)

Zeitpunkt D E
RTP1 11,60 23,73

RTP2

RTP3

31,32

RTP5

RTP6

RTP7

13,83

RTP8

4,05

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

22,79

26,95

RTP101

10,55

3,42

RTP103

15,00

7,65

RTP104

25,24

5,80

RTP105

23,11

30,56

RTP106

10,18

14,64

RTP107

4,21

6,50
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Lebende CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8"Annexin V/ PI’)

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

91,80

RTP3

61,00

RTP5

RTP6

RTP7

89,10

RTP8

95,40

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

80,00

54,60

77,60

RTP101

87,80

91,20

96,60

RTP103

89,00

87,40

89,60

RTP104

81,60

78,30

88,50

RTP105

82,00

77,70

80,40

RTP106

84,50

81,40

78,60

RTP107

93,30

86,40

87,70

Apoptotische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"Annexin V'PI’)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25 17,10 41,90 18,00 22,90
RTP101 8,19 7,09 2,39

RTP103 7,39 9,08 7,15

RTP104 13,30 15,50 7,53

RTP105 13,50 16,50 11,10

RTP106 10,00 12,80 12,60

RTP107 5,37 11,50 10,20
Nekrotische CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8*Annexin V*"PI*)

Zeitpunkt D E
RTP1 2,87 2,40

RTP2

RTP3

3,91

RTP5

RTP6

RTP7

2,13

RTP8

1,09

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

2,91

3,55

4,38

RTP101

4,02

2,02

1,15

RTP103

3,57

3,52

3,29

RTP104

5,14

6,16

3,96

RTP105

4,60

5,81

8,40

RTP106

5,54

5,85

8,89

RTP107

1,36

2,14

2,00

201




CMV-pp65-spezifische CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8" CMV-pp65*)

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

0,00

RTP3

0,00

RTP5

RTP6

RTP7

0,05

RTP8

0,00

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

0,00

0,01

0,01

RTP101

0,00

0,00

0,00

RTP103

5,04

4,70

4,97

RTP104

0,04

0,05

0,05

RTP105

0,00

0,00

0,00

RTP106

2,22

2,49

2,79

RTP107

0,00

0,00

0,00

Lebende CMV-pp65-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8 CMV-pp65*

Annexin V' PI)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107 |

Apoptotische CMV-pp65-spezifische CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8 CMV-
pp65*Annexin V'PI)
Zeitpunkt

RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107

203



Nekrotische CMV-pp65-spezifische CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8 CMV-pp65*
Annexin V*"PI)
Zeitpunkt

RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107

CMV-pp65-spezifische Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8*
Annexin V-PICMV-pp65")

Zeitpunkt
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Zeitpunkt

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

0,00

0,00

0,00

RTP101

0,00

0,00

0,00

RTP103

5,04

4,71

4,94

RTP104

0,03

0,03

0,04

RTP105

0,00

0,00

0,00

RTP106

2,33

2,67

3,13

RTP107

0,00

0,00

0,00

EBV-BMLF1-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8 EBV-BMLF1*)

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

0,00

RTP3

0,23

RTP5

RTP6

RTP7

0,06

RTP8

0,07

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

0,76

0,95

0,82

RTP101

0,05

0,04

0,04

RTP103

0,02

0,02

0,03

RTP104

0,22

0,20

0,30

RTP105

0,00

0,01

0,00

RTP106

0,70

0,62

0,80

RTP107

0,01

0,02

0,02
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Lebende EBV-BMLF1-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8 EBV-BMLF1*
Annexin V' PI)

Zeitpunkt
RTP1
RTP2
RTP3 62,70
RTP5
RTP6
RTP7 98,20
RTP8 93,90
RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107

Apoptotische EBV-BMLF1-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8 EBV-
BMLF1*Annexin V'PI)
Zeitpunkt
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Zeitpunkt A

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104 18,70 27,30

RTP105 |

RTP106 10,10 12,20 12,50

RTP107 |

Nekrotische EBV-BMLF1-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"EBV-
BMLF1*Annexin V""PI")

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

RTP3 2,94

RTP5

RTP6

RTP7 0,00

RTP8 2,04

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107
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EBV-BMLF1-spezifische Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"
Annexin V- PIEBV-BMLF1")

Zeitpunkt
RTP1
RTP2
RTP3 0,24
RTP5
RTP6
RTP7 0,06
RTP8 0,07
RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25 0,77 0,91 0,88 0,76
RTP101 0,04 0,04 0,04
RTP103 0,02 0,01 0,02
RTP104 0,21 0,17 0,31
RTP105 0,00 0,01 0,00
RTP106 0,74 0,65 0,88
RTP107 0,01 0,02 0,01

0,00 0,01

EBV-LMP2-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8 EBV-LMP2")

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25 0,02 0,02 0,03 0,01
RTP101 0,01 0,01 0,02
RTP103 0,17 0,15 0,22
RTP104 0,01 0,02 0,02
RTP105 0,03 0,04 0,02
RTP106 0,09 0,09 0,10
RTP107 0,04 0,02 0,03

Lebende EBV-LMP2-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8 EBV-LMP2*
Annexin V' PI)
Zeitpunkt

RTP8
RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107
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Apoptotische EBV-LMP2-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8'EBV-
LMP2*Annexin V'PI)
Zeitpunkt

RTP8
RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107

Nekrotische EBV-LMP2-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8'EBV-LMP2*
Annexin V*"PI*)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107

EBV-LMP2-spezifische Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"
Annexin V- PIEBV-LMPZ2")

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

RTP3

0,00

RTP5

RTP6

RTP7

0,02

RTP8

0,13

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

0,01

0,04

0,04

RTP101

0,01

0,01

0,01

RTP103

0,17

0,13

0,22

RTP104

0,01

0,01

0,02

RTP105

0,03

0,03

0,02

RTP106

0,10

0,10

0,10

RTP107

0,04

0,02

0,03
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Inf-Mat-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"Inf-Mat *)

Zeitpunkt
RTP1
RTP2
RTP3 5,57
RTP5
RTP6
RTP7 0,00
RTP8 0,00
RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25 0,02 0,04 0,05 0,01
RTP101 0,03 0,03 0,03
RTP103 0,04 0,03 0,05
RTP104 0,03 0,03 0,02
RTP105 0,00 0,01 0,00
RTP106 0,02 0,01 0,03
RTP107 0,00 0,02 0,01

0,05 0,03

Lebende Inf-Mat-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"Inf-Mat *Annexin V'
Pr)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107

Apoptotische Inf-Mat-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"Inf-Mat ™
Annexin V' PI)
Zeitpunkt

RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107
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Nekrotische Inf-Mat-spezifische CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8" Inf-Mat *
Annexin V*"PI)

Zeitpunkt

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107

Inf-Mat-spezifische Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"
Annexin V' PlInf-Mat*)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

0,02

0,02

0,04

RTP101

0,01

0,03

0,03

RTP103

0,04

0,03

0,05

RTP104

0,02

0,02

0,02

RTP105

0,00

0,00

0,00

RTP106

0,02

0,01

0,03

RTP107

0,00

0,01

0,01

IV.iv. Farbeprotokoll 3

Naive Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4"'CD8 CD45RA*CD28")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 14,00 9,88 10,40 9,08
RTP2 11,20 12,90 17,10 5,53 10,10
RTP3 13,90 22,00 11,40 7,97 8,95
RTP5 6,19 4,70 3,69 16,30
RTP6 16,40 25,80 6,33

RTP7 32,40 30,60 37,50

RTP8 28,70 21,20 16,10

RTP9 17,70

RTP11 9,34

RTP12 20,00

RTP13 29,60

RTP14 27,30

RTP15 17,40

RTP16 58,50

RTP18 26,00 13,10 4,90 5,93
RTP19 18,50 9,50 16,60 5,16
RTP20 6,12 4,40 4,57 2,23
RTP21 42,40 50,00 36,30

RTP23 10,90 5,48 6,49

RTP24 26,30 19,80

RTP25 13,30 11,90 5,18 13,50
RTP101 30,30 42,10 35,90

RTP103 8,99 9,29 9,88

RTP104 11,40 6,96 12,50

RTP105 19,60 11,80 21,40

RTP106 14,10 17,00 14,70
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Zeitpunkt

B

Cc

D

RTP107

13,40

22,10

24,80

Differenzierte Effektoren von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD&

CD45RA™CD28)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,23 0,45 2,74 2,58
RTP2 1,27 0,92 1,34 2,21 0,81
RTP3 1,62 1,10 3,67 4,28 2,54
RTP5 3,56 2,89 3,39 9,02
RTP6 7,44

RTP7 3,18 3,55

RTP8 4,59 7,30

RTP9 3,07

RTP11 8,96 8,94

RTP12 2,52 3,55

RTP13 3,38 4,36

RTP14 1,25 3,09

RTP15 1,88 2,72

RTP16 1,42 3,67

RTP18 23,70 27,20 42,70 22,80
RTP19 1,37 0,62 1,87 1,09
RTP20 1,42 2,95 3,46 2,71
RTP21 2,51 1,71

RTP23 2,54 3,06

RTP24 4,87 6,86

RTP25 1,32 3,03 2,05 1,01
RTP101 1,12 1,23 0,75

RTP103 0,94 2,60 1,17

RTP104 5,96 10,10 4,12

RTP105 1,61 5,37 4,41

RTP106 2,93 4,87 4,05

RTP107 1,03 1,20 1,42

Antigenerfahrene Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten | (CD4*CD&

CD45RACD28")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 85,10 87,80 81,30 84,50
RTP2 86,80 85,70 80,90 90,80 88,60
RTP3 80,80 74,90 81,90 84,10 83,40
RTP5 83,00 86,80 86,20 68,50
RTP6 68,50

RTP7 47,80 48,70

RTP8 64,40 67,90

RTP9 77,10
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Zeitpunkt A B C D

RTP11 54,20 58,60 77,60

RTP12 71,50 74,20 72,60 82,90
RTP13 60,90 65,70

RTP14 71,00 69,40

RTP15 80,30 67,50 81,20

RTP16 39,90 43,40 57,20

RTP18 47,00 55,30 44,60 66,70
RTP19 76,60 88,90 79,00 89,80
RTP20 89,80 85,40 86,60 87,80
RTP21 52,60 47,10 55,70

RTP23 83,00 85,70 79,90

RTP24 59,70 52,30

RTP25 83,60 81,90 90,60 84,50
RTP101 67,30 55,40 62,50

RTP103 70,80 76,60 71,10

RTP104 69,70 62,40 73,50

RTP105 78,00 72,50 73,10

RTP106 73,50 67,30 72,40

RTP107 84,70 76,40 73,40

Antigenerfahrene Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten Il (CD4*CD8&

CD45RACD28)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,75 1,89 5,56 3,87
RTP2 0,76 0,51 0,60 1,41 0,48
RTP3 3,69 1,98 3,08 3,63 5,15
RTP5 7,23 5,59 6,71 6,24
RTP6 7,64

RTP7 16,70 17,10

RTP8 2,31 3,61

RTP9 2,21

RTP11 27,50

RTP12 5,95

RTP13 6,08

RTP14 0,42

RTP15 0,49

RTP16 0,23

RTP18 3,21 4,46 7,83 4,62
RTP19 3,60 0,96 2,57 3,95
RTP20 2,64 7,23 5,40 7,23
RTP21 2,58 1,15

RTP23 3,62 572

RTP24 9,11 21,00

RTP25 1,76 3,16 2,13 0,92
RTP101 1,28 1,20 0,83

RTP103 19,30 11,50 17,90
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Zeitpunkt A B C D E
RTP104 12,90 20,60 9,86
RTP105 1,10 10,30 0,93
RTP106 9,38 10,80 8,90
RTP107 0,89 0,31 0,39

Naive Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8" CD45RA*CD28")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 16,70 15,40 15,80 12,20
RTP2 12,30 14,00 14,30 12,00 11,80
RTP3 8,51 9,01 5,62 5,38 7,47
RTP5 3,72 3,65 3,23 6,13
RTP6 8,47 11,20 7,39

RTP7 10,10 9,84 12,20

RTP8 12,60 10,90 12,20

RTP9 11,40

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18 21,00 17,10 17,50 15,70
RTP19 7,40 7,81 7,22 4,71
RTP20 9,81 7,32 8,23 4,80
RTP21

RTP23

RTP24

RTP25 17,90 17,40 16,00 20,10
RTP101 14,50 18,70 18,00

RTP103 11,50 14,60 13,70

RTP104 7,74 4,67 9,37

RTP105 8,30 5,96 6,24

RTP106 18,20 20,10 16,10

RTP107 10,90 17,90 20,50

Differenzierte Effektoren von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"

CD45RA'CD28)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 24,70 25,30 27,00 36,30
RTP2 45,10 37,50 47,70 31,40 45,40
RTP3 53,50 64,40 71,20 72,20 60,60
RTP5 60,20 60,60 51,70 69,20
RTP6 17,80 19,70

RTP7 42,00 42,20 45,50

RTP8 62,60 61,70 51,60

218



Zeitpunkt A

RTP9

RTP11

RTP12 60,10 60,30 54,80 52,00
RTP13 63,90 61,50 58,00 59,70
RTP14 9,96 8,31

RTP15 34,60 18,40

RTP16 55,70 45,60

RTP18 64,10 63,80 69,10 60,30
RTP19 48,90 14,60 39,10 24,20
RTP20 25,00 21,70 24,20 37,30
RTP21

RTP23

RTP24

RTP25 26,50 35,40 19,10 41,30
RTP101 27,90 29,70 19,40

RTP103 57,10 46,10 52,90

RTP104 73,50 77,50 65,70

RTP105 44,40 45,30 53,10

RTP106 26,40 30,40 28,50

RTP107 12,30 15,80 13,70

(Zentrale) Gedéchtniszellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"

CD45RACD28")

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

A

37,90

47,00

47,10

44,00

49,00

RTP3

31,90

21,90

19,10

RTP5

17,00

20,50

RTP6

RTP7

28,50

RTP8

22,20

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

12,40

9,13

19,00

RTP19

22,20

24,40

45,40

RTP20

54,70

56,70

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

52,00

60,50

43,00

35,20

RTP101

52,50

59,60
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Zeitpunkt A B C D E
RTP103 22,30 27,50 24,20
RTP104 14,50 10,90 19,60
RTP105 31,70 31,60 26,70
RTP106 45,70 40,80 46,50
RTP107 66,20 57,10 56,80

Effektor-Gedéchtniszellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"

CD45RACD28)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 11,70 9,26 10,10 10,40
RTP2 4,76 4,53 4,63 7,49 5,33
RTP3 6,07 4,72 3,74 3,30 4,38
RTP5 19,10 19,50 24,60 12,50
RTP6

RTP7 19,30

RTP8 2,60

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18 2,49 4,57 4,27 4,99
RTP19 21,70 15,70 29,50 25,80
RTP20 10,60 10,90 10,90 14,90
RTP21

RTP23

RTP24

RTP25 3,58 4,29 4,40 3,41
RTP101 5,03 4,58 3,05

RTP103 9,08 11,80 9,09

RTP104 4,58 6,93 5,35

RTP105 15,40 17,50 14,00

RTP106 9,70 8,66 8,91

RTP107 10,60 9,16 9,03

CMV-pp65-spezifische Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8*

CMV-pp65*)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,02 0,04 0,02 0,02
RTP2 0,65 0,64 0,54 0,72 0,81
RTP3 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03
RTP5 6,77 4,88 5,04 9,07
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Zeitpunkt

RTP6

RTP7

0,13

RTP8

0,01

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

9,68

3,76

RTP19

1,66

1,68

RTP20

0,70

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

0,04

0,00

0,91

0,03

RTP101

0,00

0,00

RTP103

5,43

5,15

RTP104

0,05

0,05

RTP105

0,00

0,01

RTP106

4,04

4,23

RTP107

0,03

0,03

Naive Zellen von lebenden CMV-pp65-spezifischen Lymphozyten (CD4 CD8"
CMVpp65"'CD45RA*CD28")

Zeitpunkt

RTP18 22,30 24,30 19,40 16,10
RTP19 2,75 3,70 3,12 2,19
RTP20 8,45 8,05 11,70 10,30
RTP21
RTP23
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Zeitpunkt

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107

Differenzierte Effektoren von lebenden CMV-pp65-spezifischen Lymphozyten

(CD4 CD8*CMV-pp65' CD45RA*CD28)

Zeitpunkt

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

74,70

75,80

RTP19

6,86

7,42

RTP20

8,86

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107

11,70
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(Zentrale) Gedé&chtniszellen von lebenden CMV-pp65-spezifischen
Lymphozyten (CD4 CD8 CMV-pp65"'CD45RA CD28")
Zeitpunkt

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

1,50

1,94

RTP19

57,50

50,80

RTP20

59,20

48,90

RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105

RTP106

RTP107

Effektor-Gedé&chtniszellen von lebenden CMV-pp65-spezifischen Lymphozyten
(CD4'CD8 CMV-pp65°'CD45RA CD28)
Zeitpunkt
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Zeitpunkt

RTP15

RTP16

RTP18

1,51

2,83

RTP19

32,90

38,90

RTP20

23,50

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107

Proliferierende Zellen von lebenden CMV-pp65-spezifischen Lymphozyten

(CD4 CD8*CMV-pp65*Ki67")

27,70

Zeitpunkt

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

2,05

4,85

RTP19

1,18

4,17

RTP20

3,94

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107

6,81
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EBV-BMLF1-spezifische Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"

EBV-BMLF1")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,03 0,04 0,06 0,03
RTP2 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02
RTP3 0,25 0,21 0,12 0,12 0,16
RTP5 0,05 0,03 0,05 0,03
RTP6

RTP7 0,10

RTP8 0,13

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18 0,32 0,27 0,40 0,34
RTP19 0,07 0,03 0,06 0,05
RTP20 0,55 0,23 0,10 0,08
RTP21

RTP23

RTP24

RTP25 0,92 1,31 0,84 0,87
RTP101 0,06 0,08 0,07

RTP103 0,03 0,03 0,05

RTP104 0,24 0,25 0,36

RTP105 0,18 0,22 0,08

RTP106 1,40 1,41 1,51

RTP107 0,03 0,02 0,03

Naive Zellen von lebenden EBV-BMLF1-spezifischen Lymphozyten (CD4 CD8"
EBV-BMLF1"CD45RA*CD28")

Zeitpunkt
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Zeitpunkt

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107

Differenzierte Effektoren von lebenden EBV-BMLF1-spezifischen Lymphozyten
(CD4 CD8"EBV-BMLF1"CD45RA*CD28)

Zeitpunkt A B C

RTP1 |

RTP2

RTP3 25,20 16,30 28,40

RTP5 9,47 8,89

RTP6 6,14 7,87

RTP7 24,40 27,50 24,40

RTP8 26,20 32,80 41,00

RTP9 22,40 |

RTP11 |

RTP12 34,70 30,80

RTP13 22,60 8,57

RTP14 14,20 15,60

RTP15

RTP16 8,33 16,70

RTP18 40,80 28,40

RTP19 17,10 |

RTP20 8,66 11,40

RTP21 56,50 50,20

RTP23 1,97 6,06

RTP24 |

RTP25 25,30
RTP101 |

RTP103 |

RTP104
RTP105
RTP106
RTP107 |
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(Zentrale) Gedéachtniszellen von lebenden EBV-BMLF1-spezifischen
Lymphozyten (CD4 CD8"EBV-BMLF1'CD45RA CD28")

Zeitpunkt A B C D E

RTP1 | |

RTP2 | |

RTP3 41,10 36,10 25,90 24,00

RTP5 45,30 40,00 65,70 |

RTP6 43,90 52,00 41,90 |

RTP7 33,30 27,50 36,60 |

RTP8 46,60 45,90 28,20 |

RTP9 6720 |
RTP11 | |

RTP12 32,00 26,90 48,50
RTP13 38,70 62,90 59,10 |

RTP14 25,30 25,00
RTP15 | |

RTP16 2,78 4,17

RTP18 25,30 31,40
RTP19 26,80 | 51,20 |

RTP20 64,90 54,40 50,00 |

RTP21 16,80 18,10 21,20 |

RTP23 85,70 72,70 |

RTP24 | |

RTP25 26,60 34,80

RTP101 | 57,10

RTP103 |

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107 |

Effektor-Gedéchtniszellen von lebenden EBV-BMLF1-spezifischen

Lymphozyten (CD4 CD8"EBV-BMLF1"CD45RA CD28)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107

Proliferierende Zellen von lebenden EBV-BMLF1-spezifischen Lymphozyten

(CD4 CD8"EBV-BMLF1*Ki67")

Zeitpunkt A B
RTP1

RTP2

RTP3 6,54 1,36
RTP5 6,32
RTP6 1,75
RTP7 2,56 2,90
RTP8 0,97 0,82
RTP9 4,48
RTP11

RTP12 8,00
RTP13 6,45
RTP14 2,65
RTP15

RTP16 0,00
RTP18 2,77
RTP19 0,00
RTP20 2,40
RTP21 13,60
RTP23 2,13
RTP24

RTP25 0,88
RTP101

RTP103

RTP104 1,66
RTP105

RTP106 0,50
RTP107
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EBV-LMP2-spezifische Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"

EBV-LMP2*)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,02 0,04 0,04 0,03
RTP2 0,02 0,03 0,03 0,02 0,03
RTP3 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02
RTP5 0,04 0,04 0,03 0,04
RTP6

RTP7 0,03

RTP8 0,12

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18 0,10 0,07 0,04 0,07
RTP19 0,03 0,21 0,14 0,06
RTP20 0,03 0,02 0,01 0,02
RTP21

RTP23

RTP24

RTP25 0,04 0,00 0,06 0,06
RTP101 0,02 0,02 0,02

RTP103 0,16 0,15 0,23

RTP104 0,01 0,01 0,02

RTP105 0,01 0,04 0,02

RTP106 0,13 0,08 0,10

RTP107 0,04 0,04 0,03

Naive Zellen von lebenden EBV-LMP2-spezifischen Lymphozyten (CD4 CD8"
EBV-LMP2'CD45RA*CD28")

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107

Differenzierte Effektoren von lebenden EBV-LMP2-spezifischen Lymphozyten
(CD4' CD8 EBV-LMP2'CD45RA™CD28)
Zeitpunkt

RTP8
RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107
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(Zentrale) Gedé&chtniszellen von lebenden EBV-LMP2-spezifischen
Lymphozyten (CD4 CD8 EBV-LMP2'CD45RA CD28")
Zeitpunkt

RTP8
RTP9
RTP11
RTP12
RTP13

RTP14 89,40 96,20

RTP15 |
RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107

32,70

90,60 82,40 80,60

82,30 69,20 80,60

Effektor-Gedéchtniszellen von lebenden EBV-LMP2-spezifischen Lymphozyten
(CD4 CD8'EBV-LMP2"CD45RA CD28)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107

Proliferierende Zellen von lebenden EBV-LMP2-spezifischen Lymphozyten
(CD4 CD8'EBV-LMP2*Ki67")
Zeitpunkt

RTP8
RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107
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Inf-Mat-spezifische Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"Inf-

Mat")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,03 0,08 0,05 0,02
RTP2 0,03 0,02 0,01 0,02 0,03
RTP3 4,89 3,89 2,54 1,55 2,18
RTP5 0,01 0,01 0,03 0,01
RTP6

RTP7 0,02

RTP8 0,01

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18 0,01 0,01 0,01 0,01
RTP19 0,04 0,10 0,04 0,10
RTP20 0,00 0,01 0,00 0,00
RTP21

RTP23

RTP24

RTP25 0,03 0,05 0,04 0,02
RTP101 0,05 0,03 0,04

RTP103 0,09 0,04 0,04

RTP104 0,03 0,01 0,03

RTP105 0,08 0,08 0,04

RTP106 0,03 0,02 0,02

RTP107 0,01 0,03 0,03

Naive Zellen von lebenden Inf-Mat-spezifischen Lymphozyten (CD4 CD8"Inf-

Mat"CD45RACD28")

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107

Differenzierte Effektoren von lebenden Inf-Mat-spezifischen Lymphozyten (CD4
CD8’Inf-Mat*CD45RA*CD28)
Zeitpunkt

RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107
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(Zentrale) Gedé&chtniszellen von lebenden Inf-Mat-spezifischen Lymphozyten
(CD4 CD8"Inf-Mat'CD45RA CD28")

Zeitpunkt

RTP9

RTP11

RTP12

RTP13

RTP14

RTP15

RTP16

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP105

RTP106

RTP107

Effektor-Gedé&chtniszellen von lebenden Inf-Mat-spezifischen Lymphozyten
(CD4 CD8"Inf-Mat' CD45RA CD28)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107

Proliferierende Zellen von lebenden Inf-Mat-spezifischen Lymphozyten (CD4
CD8’Inf-Mat*Ki67")
Zeitpunkt

RTP9
RTP11
RTP12
RTP13
RTP14
RTP15
RTP16
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP105
RTP106
RTP107
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IV.v. Durchgefiihrte Tests in Farbeprotokoll 4 (ICS)

EBV- EBV- Inf-Mat

Stimulans | HIV SEB CMV-pp65 | BMLF1 LMP2

RTP1 ja ja nein nein nein ja
RTP2 ja ja ja nein nein nein
RTP3 ja ja nein ja nein ja
RTP5 ja ja ja nein ja nein
RTP6 ja ja ja nein nein nein
RTP7 ja ja nein nein nein nein
RTP8 ja ja nein ja ja nein
RTP9 nein nein nein nein nein nein
RTP11 ja ja nein ja nein nein
RTP12 ja ja ja nein nein nein
RTP13 ja ja nein ja nein nein
RTP14 nein nein nein nein nein nein
RTP15 nein nein nein nein nein nein
RTP16 nein nein nein nein nein nein
RTP18 ja ja ja ja nein nein
RTP19 ja ja ja nein nein nein
RTP20 ja ja ja ja nein nein
RTP21 ja ja nein ja nein nein
RTP23 ja ja nein ja nein nein
RTP24 ja ja nein ja nein nein
RTP25 ja ja nein ja nein nein
RTP101 ja ja nein ja nein nein
RTP103 ja ja ja nein nein nein
RTP104 ja ja nein ja nein nein
RTP105 nein nein nein nein nein nein
RTP106 ja ja ja ja nein nein
RTP107 ja ja nein nein ja nein

In den unter IV.vi. bis IV.xi. folgenden Tabellen werden lediglich die Probanden
gezeigt, fur die mindestens ein Test im Farbeprotokoll 4 durchgefihrt wurde.

IV.vi. ICS (Farbeprotokoll 4) nach Stimulation mit einem HIV-Peptid
IL-2-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8IL-2")

Zeitpunkt

237



Zeitpunkt A B

RTP13 0,02

RTP18 0,05

RTP19 0,02

RTP20 0,09

RTP21 0,01

RTP23 0,02

RTP24 0,02

RTP25 0,03

RTP101 0,01 0,02
RTP103 0,01 0,01
RTP104 0,60 0,82
RTP106 0,06 0,07 0,09

IL-5-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4"CD8IL-5")

Zeitpunkt D E
RTP1 0,09 0,15
RTP2

RTP3 0,08

RTP5

RTP6

RTP7 0,07 0,08

RTP8 0,07 0,08

RTP11 0,06

RTP12 0,08

RTP13 0,05

RTP18 0,22

RTP19 0,12

RTP20 0,23

RTP21 0,10

RTP23 0,10

RTP24 0,09

RTP25 0,11

RTP101 0,02 0,01

RTP103 0,04 0,04

RTP104 0,01 0,03

RTP106 0,02 0,03 0,03

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-

10%)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A

RTP5

RTP6

RTP7 0,02 0,04

RTP8 0,02 0,03

RTP11 0,03

RTP12 0,05

RTP13 0,04

RTP18 0,01

RTP19 0,03

RTP20 0,04

RTP21 0,06

RTP23 0,03

RTP24 0,03

RTP25 0,05

RTP101 0,09 0,07
RTP103 0,03 0,04
RTP104 0,04 0,07
RTP106 0,19 0,19 0,25

IL-17-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-

17%)

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

RTP3

0,00

RTP5

RTP6

RTP7

0,00

RTP8

0,00

RTP11

RTP12

RTP13

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP106

0,02

RTP107

0,05
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IFN-y-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8 IFN-

V')

Zeitpunkt
RTP1

RTP2

RTP3 0,07

RTPS

RTP6

RTP7 0,04 0,05

RTP8 0,04 0,06

RTP11 0,10

RTP12 0,04

RTP13 0,04

RTP18 0,17

RTP19 0,08

RTP20 0,16

RTP21 0,00

RTP23 0,05

RTP24 0,07

RTP25 0,08

RTP101 0,01 0,01
RTP103 0,04 0,03
RTP104 0,05 0,07
RTP106 0,02 0,04 0,03

TNF-a-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8 TNF-

a’)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A B C D E
RTP101 0,07 0,04 0,04
RTP104 0,10 0,16 0,12
RTP106 0,04 0,03 0,03

IL-2-produzierende Zellen von lebenden CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8"IL-2")

Zeitpunkt D E
RTP1 0,01 0,01
RTP2

RTP3 0,00

RTP5

RTP6

RTP7 0,00 0,01

RTP8 0,01 0,02

RTP11 0,01

RTP12 0,00

RTP13 0,01

RTP18 0,01

RTP19 0,01

RTP20 0,01

RTP21 0,00

RTP23 0,02

RTP24 0,00

RTP25 0,01

RTP101 0,01 0,02

RTP103 0,02 0,02

RTP104 0,46 0,76

RTP106 0,08 0,07 0,08

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"IL-

10%)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A B

RTP19 0,04
RTP20 0,02
RTP21 0,03
RTP23 0,02
RTP24 0,02
RTP25 0,05
RTP101 0,10
RTP103 0,06
RTP104 0,05
RTP106 0,14
RTP107 0,08

IFN-y-produzierende Zellen

V')

Zeitpunkt D E
RTP1 0,00 0,01
RTP2

RTP3 0,02

RTP5

RTP6

RTP7 0,05 0,03
RTP8 0,14 0,42
RTP11 0,43
RTP12 0,11
RTP13 0,25
RTP18 0,16
RTP19 0,10
RTP20 0,01
RTP21 0,02
RTP23 0,04
RTP24 0,04
RTP25 0,02
RTP101 0,06
RTP103 0,10
RTP104 0,11
RTP106 1,77
RTP107 0,01

a’)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A

RTP5

RTP6

RTP7 0,18 0,15

RTP8 0,69 1,76

RTP11 0,93

RTP12 0,64

RTP13 0,93

RTP18 0,26

RTP19 0,95

RTP20 0,13

RTP21 0,15

RTP23 0,14

RTP24 0,21

RTP25 0,13

RTP101 0,12 0,09
RTP103 0,37 0,32
RTP104 0,16 0,24
RTP106 0,44 0,20 0,22

Zellen mit Zytokinsekretion von lebenden CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8"

CD107a")

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

RTP3

0,40

RTP5

RTP6

RTP7

0,94

RTP8

0,48

RTP11

RTP12

RTP13

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP106

0,99

RTP107

0,30
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IFN-y-produzierende und -sekretierende Zellen von lebenden CD8*-

Lymphozyten (CD4 CD8'IFN-y*CD107a")

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

RTP3

0,00

RTP5

RTP6

RTP7

0,01

RTP8

0,01

RTP11

RTP12

RTP13

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP106

0,21

RTP107

0,00

0,05

IV.vii. ICS (Farbeprotokoll 4) nach Stimulation mit SEB und Abzug der

Basisproduktion (Stimulation mit HIV)

IL-2-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8IL-2")

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A B

RTP24 6,76
RTP25 5,37
RTP101 6,36
RTP103 2,69
RTP104 6,37
RTP106 5,53
RTP107 9,32

IL-5-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4"CD8IL-5")

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

RTP3

0,03

RTP5

RTP6

RTP7

0,00

RTP8

0,05

RTP11

RTP12

RTP13

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP106

RTP107

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-

10%)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A B

RTP13 0,03
RTP18 0,01
RTP19 0,06
RTP20 0,06
RTP21 0,00
RTP23 0,03
RTP24 0,00
RTP25 0,03
RTP101 0,10
RTP103 0,07
RTP104 0,04
RTP106 0,24
RTP107 0,30

IL-17-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-

17%)

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

RTP3

0,03

RTP5

RTP6

RTP7

0,03

RTP8

0,01

RTP11

RTP12

RTP13

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP106

RTP107
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IFN-y-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD8 IFN-
V')
Zeitpunkt
RTP1
RTP2
RTP3 0,72
RTP5
RTP6
RTP7 1,46
RTP8 0,57
RTP11
RTP12
RTP13
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP106
RTP107

a’)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A B C D E
RTP101 5,96 4,25 1,31

RTP103 6,17 5,96

RTP104 7,50 11,96 4,88

RTP106 6,04 4,82

RTP107 9,31 6,59

IL-2-produzierende Zellen von lebenden CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8"IL-2")

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

RTP3 3,39

RTP5

RTP6

RTP7 0,94

RTP8 1,30

RTP11

RTP12

RTP13

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP106

RTP107

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"IL-
10%)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A B

RTP19 0,01
RTP20 0,00
RTP21 0,02
RTP23 0,04
RTP24 0,00
RTP25 0,00
RTP101 0,14
RTP103 0,00
RTP104 0,05
RTP106 0,20
RTP107 0,15

IFN-y-produzierende Zellen

V')

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

RTP3

5,19

RTP5

RTP6

RTP7

2,82

RTP8

3,15

RTP11

RTP12

RTP13

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP106

RTP107

a’)

Zeitpunkt
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Zeitpunkt

RTP5

RTP6

RTP7

1,73

RTP8

3,44

RTP11

RTP12

RTP13

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP106

RTP107

Zellen mit Zytokinsekretion von lebenden CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8"

CD107a")

Zeitpunkt
RTP1
RTP2

RTP3

RTP5

RTP6

RTP7

RTP8

RTP11

RTP12

RTP13

RTP18

RTP19

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP103

RTP104

RTP106

RTP107

250




IFN-y-produzierende und -sekretierende Zellen von lebenden CD8*-
Lymphozyten (CD4 CD8'IFN-y*CD107a")

Zeitpunkt
RTP1
RTP2
RTP3 4,56
RTP5
RTP6
RTP7 1,40
RTP8 1,62
RTP11
RTP12
RTP13
RTP18
RTP19
RTP20
RTP21
RTP23
RTP24
RTP25
RTP101
RTP103
RTP104
RTP106
RTP107

IV.viii. ICS (Farbeprotokoll 4) nach Stimulation mit CMV-pp65 und Abzug
der Basisproduktion (Stimulation mit HIV)

IL-2-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8IL-2")

Zeitpunkt
RTP2
RTP5
RTP6
RTP12
RTP18
RTP19
RTP20
RTP103
RTP106

Zeitpunkt
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Zeitpunkt A
RTP6

RTP12
RTP18
RTP19
RTP20
RTP103
RTP106

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-
10%)
Zeitpunkt
RTP2
RTP5
RTP6
RTP12
RTP18
RTP19
RTP20
RTP103
RTP106

IL-17-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-
177)
Zeitpunkt
RTP2
RTP5
RTP6
RTP12
RTP18
RTP19
RTP20
RTP103
RTP106

V')

Zeitpunkt
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Zeitpunkt B

RTP20 0,00
RTP103 0,00
RTP106 0,00

a’)

Zeitpunkt
RTP2
RTP5

RTP6

RTP12

RTP18

RTP19

RTP20

RTP103

RTP106

Zeitpunkt
RTP2
RTP5

RTP6

RTP12

RTP18

RTP19

RTP20

RTP103

RTP106

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"IL-

10%)

Zeitpunkt
RTP2
RTP5

RTP6

RTP12

RTP18

RTP19

RTP20

RTP103

RTP106
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IFN-y-produzierende Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"IFN-

V')

Zeitpunkt
RTP2
RTP5

RTP6

RTP12

RTP18

RTP19

RTP20

RTP103

RTP106

a’)

Zeitpunkt
RTP2
RTP5

RTP6

RTP12

RTP18

RTP19

RTP20

RTP103

RTP106

Zellen mit Zytokinsekretion von lebenden CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8"

CD107a")

Zeitpunkt
RTP2
RTP5

RTP6

RTP12

RTP18

RTP19

RTP20

RTP103

RTP106
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IFN-y-produzierende und -sekretierende Zellen von lebenden CD8*-
Lymphozyten (CD4 CD8'IFN-y*CD107a")

Zeitpunkt
RTP2
RTP5

RTP6

RTP12

RTP18

RTP19

RTP20

RTP103

RTP106

IV.ix. ICS (Farbeprotokoll 4) nach Stimulation mit EBV-BMLF1 und Abzug

der Basisproduktion (Stimulation mit HIV)

IL-2-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8IL-2")

Zeitpunkt

RTP3

0,02

RTP8

0,00

RTP11

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106

Zeitpunkt

RTP3

0,02

RTP8

0,00

RTP11

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101
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Zeitpunkt A B C D E

RTP104 0,04 0,00 0,01

RTP106 0,01 _ 0,04

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-
10%)

Zeitpunkt A

RTP3 0,00

RTP8 0,01

RTP11

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106

IL-17-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-
177)

Zeitpunkt A

RTP3 0,00

RTP8 0,00

RTP11

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106

+
v’)

Zeitpunkt A B
RTP3 0,00 0,00
RTP8 0,00 0,00
RTP11 0,00
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Zeitpunkt

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106

a’)

Zeitpunkt

RTP3

0,01

RTP8

0,03

RTP11

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106

Zeitpunkt

RTP3

0,02

RTP8

0,00

RTP11

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106
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IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8"IL-
107)

Zeitpunkt A

RTP3 0,02

RTP8 0,00

RTP11

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106

V')

Zeitpunkt A

RTP3 0,05

RTP8 0,00

RTP11

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106

a’)

Zeitpunkt A B
RTP3 0,05 0,02
RTP8 0,00 0,00
RTP11 0,23
RTP13 0,18
RTP18 0,10
RTP20 0,12
RTP21 0,32
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Zeitpunkt

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106

Zellen mit Zytokinsekretion von lebenden CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8"

CD107a")

Zeitpunkt

RTP3

0,01

RTP8

0,17

RTP11

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106

IFN-y-produzierende und -sekretierende Zellen von lebenden CD8*-
Lymphozyten (CD4 CD8'IFN-y*CD107a")

Zeitpunkt

RTP3

0,02

RTP8

0,04

RTP11

RTP13

RTP18

RTP20

RTP21

RTP23

RTP24

RTP25

RTP101

RTP104

RTP106
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IV.x. ICS (Farbeprotokoll 4) nach Stimulation mit EBV-LMP2 und Abzug
der Basisproduktion (Stimulation mit HIV)
IL-2-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8IL-2")

Zeitpunkt A B

RTP5 0,00
RTP8 0,04 0,10
RTP107 0,01

IL-5-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4"CD8IL-5")

Zeitpunkt A B C D E

RTPS 0,00 | (000 |

RTP8 0,00 0,00 | |

RTP107 0,01 0,00 ]

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-

10%)

Zeitpunkt A B
RTP5 0,00
RTP8 0,00 0,00
RTP107 0,01

IL-17-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-

177)

Zeitpunkt A B
RTP5 0,00
RTP8 0,00 0,00
RTP107 0,00

+
v’)

Zeitpunkt A B
RTP5 0,00
RTP8 0,00 0,00
RTP107 0,00

a’)

Zeitpunkt A B C D E
RTPS 0,00 | (075 |
RTP8 0,04 0,17 | |
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Zeitpunkt

B

Cc

RTP107

0,04

0,00

—

IL-2-produzierende Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"IL-2")

Zeitpunkt A B

RTP5 0,00
RTP8 0,04 0,03
RTP107 0,01

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"IL-

10%)

Zeitpunkt A B
RTP5 0,00
RTP8 0,00 0,00
RTP107 0,02

+
v’)

Zeitpunkt A B
RTP5 0,00
RTP8 0,01 0,23
RTP107 0,02

a’)

Zeitpunkt A B
RTP5 0,00
RTP8 0,00 0,02
RTP107 0,04

Zellen mit Zytokinsekretion von lebenden CD8*-Lymphozyten (CD4 CD8"

CD107a")

Zeitpunkt A B
RTP5 0,07
RTP8 0,01 0,00
RTP107 0,05
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IFN-y-produzierende und -sekretierende Zellen von lebenden CD8*-
Lymphozyten (CD4 CD8'IFN-y*CD107a")

Zeitpunkt A B

RTP5 0,00
RTPS8 0,04 0,08
RTP107 0,01

IV.xi. ICS (Farbeprotokoll 4) nach Stimulation mit Inf-Mat und Abzug der

Basisproduktion (Stimulation mit HIV)

IL-2-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8IL-2")

Zeitpunkt
RTP1
RTP3

A

0,01

B

0,01

C

0,00

D E
0,00 0,00
0,00

IL-5-produzierende Zellen von lebenden CD4"*-Lymphozyten (CD4*CD8IL-5")

Zeitpunkt
RTP1
RTP3

A

0,01

B

0,01

C

0,05

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-

D E
0,02 0,00
0,01

10%)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,02 0,00
RTP3 0,00 0,01 0,00 0,00

IL-17-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD§'IL-

17%)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,00 0,00
RTP3 0,00 0,00 0,00 0,00

IFN-y-produzierende Zellen von lebenden CD4"-Lymphozyten (CD4*CD8 IFN-

V')

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,00 0,03
RTP3 0,01 0,01 0,03 0,02
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TNF-a-produzierende Zellen von lebenden CD4*-Lymphozyten (CD4*CD8 TNF-

a’)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,00 0,00
RTP3 0,02 0,04 0,03 0,00

IL-2-produzierende Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"IL-2")

Zeitpunkt
RTP1
RTP3

A

0,54

B

0,74

C

0,25

IL-10-produzierende Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"IL-

D E
0,00 0,00
0,50

10%)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,01 0,00
RTP3 0,00 0,03 0,00 0,00

IFN-y-produzierende Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"IFN-

V')

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,00 0,00
RTP3 2,00 2,09 1,17 1,19

TNF-a-produzierende Zellen von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8 TNF-

a’)

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,00 0,00
RTP3 1,75 2,01 0,95 1,07

Zellen mit Zytokinsekretion von lebenden CD8"-Lymphozyten (CD4 CD8"

CD107a")

Zeitpunkt A B C D E
RTP1 0,06 0,00
RTP3 1,79 2,00 0,60 0,97
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IFN-y-produzierende und -sekretierende Zellen von lebenden CD8*-
Lymphozyten (CD4 CD8'IFN-y*CD107a")

Zeitpunkt
RTP1
RTP3

A

1,80

B

1,98

C

0,94

D E
0,00 0,00
1,05
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