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1 Einleitung

1.1 Himatopoetische Stammzelltransplantation

Die hédmatopoetische Stammzelltransplantation (SZT) ist heutzutage integraler Be-
standteil multimodaler Therapiekonzepte fiir viele maligne hamatologische Neoplasien,
Immundefizienzsyndrome und Lymphome. Eine Vielzahl ehemals todlicher Erkrankungen

kann mittlerweile durch eine SZT erfolgreich behandelt, oftmals sogar geheilt werden.

1.1.1 Formen der SZT

Bei der SZT unterscheidet man grundséatzlich zwischen der Transplantation korperfremder
und korpereigener Zellen. Bei einer autologen Transplantation werden dem Patienten
zunéchst eigene Stammzellen entnommen und zu einem spéteren Zeitpunkt nach einer
Hochdosischemotherapie und/oder Bestrahlung reinfundiert. Eine allogene Transplanta-
tion liegt dann vor, wenn es sich bei Spender und Empfanger um verschiedene Personen
handelt. Die transplantierten Stammzellen kénnen dabei aus dem Nabelschnurblut, dem
peripheren Blut (periphere Blutstammzellen, PBSZ) oder dem Knochenmark (KM)
des Spenders gewonnen werden [1, 2]. Um das Risiko fiir Komplikationen so weit wie
moglich zu minimieren, sollten Spender und Empfanger dabei auf ihren Zellen die selben
Oberflachenstrukturen, die humanen Leukozytenantigenen (HLA), aufweisen. Daher
kommen fiir eine allogene SZT primér nahe Verwandte des Patienten in Frage, vor
allem HLA-idente Geschwister (MRD) oder die Eltern des Patienten (haploidente SZT).
Dariiber hinaus sind bei HLA-Ubereinstimmung aber auch Transplantationen zwischen
nicht verwandten Personen moglich (MUD).

Die Entscheidung, welche Form der SZT bei einem Patienten zum Einsatz kommt, hangt
von vielen Faktoren wie der Verfiigharkeit eines passenden Spenders, der Grunderkrankung
und natiirlich der sorgfialtigen Abwégung von Vor- und Nachteilen der einzelnen Verfahren
ab.



1.2 Das HLA-System

1.1.2 Prinzip und Probleme der SZT

Das Prinzip der SZT besteht in der Vernichtung des maligne entarteten blutbildenden
Systems des Empfangers durch hamatotoxische Chemotherapeutika, der sog. Konditionier-
ung, und dem Wiederaufbau desselben durch die Transplantation pluripotenter Stamm-
zellen eines passenden Spenders. Diese gesunden, immunkompetenten Spenderzellen
sind zugleich entscheidend am Graft-versus-Leukdmie-Effekt (GvL-Effekt) beteiligt, da
sie noch vorhandene Tumorzellen erkennen und gezielt vernichten kénnen [3, 4, 5, 6].
Der GvL-Effekt und nicht die restlose Vernichtung des Empfiangerknochenmarks hat
sich als ausschlaggebend fiir den Erfolg der Therapie herauskristallisiert, so dass nach
vertréglicheren Alternativen zur Hochdosistherapie gesucht wurde. Durch die Entwicklung
dosisreduzierter Konditionierungsverfahren (RIC) konnte die bis dato erhebliche Gesamt-
toxizitat der SZT so weit gesenkt werden, dass nun auch &ltere oder komorbide Patienten
fir eine solche Behandlung in Frage kommen [7]. Die Anzahl jahrlich durchgefiithrter
Transplantationen hat demzufolge in den letzen Jahren stark zugenommen und wird
weiter zunehmen, da durch Nabelschnur-, haploidente Transplantationen und die weltweit
zunehmende Spendebereitschaft der Menschen fiir immer mehr Patienten ein passender
Spender gefunden werden kann [8, 9, 10]

Trotzdem bleibt die SZT eine gefahrliche Therapieoption, mit der eine Reihe potentiell
todlicher Komplikationen wie Transplantatversagen, Infektionen und AbstofSungsreak-
tionen in Kauf genommen werden miissen [11]. Vor allem letztere, akute und chro-
nische Graft-versus-Host-Disease (GvHD), bei denen der Empféngerorganismus von
immunkompetenten Spender-T-Zellen als fremd erkannt wird, sind fiir einen Grofiteil der

Transplantat-assoziierten Mortalitdt (TRM) verantwortlich.

1.2 Das HLA-System

Entscheidend fiir das Verstédndnis von Immunreaktionen, die Regulation und Pathophysi-
ologie der Eigen- und Fremd-Erkennung und damit fiir die Entwicklung der modernen
Transplantationsmedizin war die Entdeckung des Haupthistokompatibilitdtskomplexes
(MHC). Dieser beinhaltet eine grofie Anzahl polymorpher Gene, die fiir Proteine kodieren,
die im Zusammenhang mit der Antigenprasentation entscheidende Bedeutung besitzen
und wurde erstmals 1948 bei Mausen im Rahmen von experimentellen Transplantations-

experimenten beschrieben [12]. Spater wurde ein solches System auch auf menschlichen



1.2 Das HLA-System

Leukozyten identifiziert. Da man zundchst annahm, dass sich diese Oberflichenmerkmale
nur auf weiflen Blutzellen befinden wiirden, wurden sie humane Leukozytenantigene
(HLA) genannt [13]. Die HLAs eines Organismus spielen eine zentrale Rolle in seiner
Eigen- und Fremd-Erkennung, sind sie doch gleichermafien wie ein Fingerabdruck, mit
dem er sich selbst identifizieren kann. Bezogen auf den Genort der HLAs unterscheidet
man zwei Klassen, die sog. HLA-Klasse-I-Molekiile (HLA-A, HLA-B, HLA-C) und die
HLA-Klasse-1I-Molekiile (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP).

Klasse-I-Molekiile finden sich auf fast allen kernhaltigen Zellen und préasentieren in-
trazellular synthetisierte Peptide an CD8% T-Zellen. In Verbindung mit der Erkennung
dieser Peptide durch den T-Zell-Rezeptor CD8" T-Zellen geméaf einem ,,Schliissel-Schloss-
Prinzip* konnen sich gesunde Zellen als ,selbst® ausweisen, wiahrend korperfremde oder
tumords entartete Zellen unbekannte oder verdnderte HLAs préisentieren und als ,,fremd*
demaskiert werden.

Klasse-II-Molekiile finden sich nur auf sog. Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) wie
B-Lymphozyten, Makrophagen und Langerhans-Zellen. Mittels MHC-II-Proteinen werden
exogen aufgenommene Proteinfragmente an CD4" T-Zellen prasentiert.
Vorraussetzung fiir eine erfolgreiche SZT sind eine sorgfiltige Spenderauswahl und
die gezielte Vorbereitung des Empfangerorganismus: bei ungeniigender Schwéchung
durch die Konditionierungstherapie konnten sonst die Zellen des Spenders vom noch
vorhandenen Immunsystem des Empfingers als korperfremd erkannt und vernichtet
werden, so dass das Transplantat nicht anwéchst (Transplantatversagen). Andererseits
kann der Empfanger selbst von mittransplantierten, bereits immunkompetenten Spender-
T-Zellen als fremd erkannt werden (Graft-versus-Host-Disease). Um die Gefahr einer
Abstoflung und deren Schweregrad moglichst gering zu halten, erhélt jeder Patient
nach Abwagung des individuellen GvHD-Risikos eine Calcineurin-Inhibitor-basierte
GvHD-Prophylaxe. Aulerdem wird versucht, fiir jeden Patienten einen HLA-identen
Spender zu finden. Derzeit liegt eine vollstindige HLA-Ubereinstimmung, ein sog. 10/10-
Match, formal dann vor, wenn Spender und Empfanger auf vierstelligem Allelniveau an
den Genorten HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 und HLA-DQB1 immungenetisch
identisch sind [14].

Durch die komplexe und hochpolymorphe Natur der MHCs liegt einer formalen HLA-
Identitéit auBler bei Geschwistern allerdings nur selten ein identischer Genotyp zu Grunde.
In diesem Zusammenhang scheinen sog. Minor-Histokompatibilitdtsantigene entscheiden-

den EinfluB} auf den Verlauf und das Ergebnis von HLA-identischen Transplantationen zu
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haben [15]. Diese Minorantigene sind zwar Gegenstand intensiver Forschungsbemtihungen,
allerdings sind sie im Moment noch nicht vollkommen entschliisselt [16, 17]. Zudem fehlen
schnelle und effiziente Nachweismethoden, um sie in der klinischen Routine miterfassen

und -beriicksichtigen zu kénnen.

1.3 Akute Graft-versus-Host-Disease

1.3.1 Pathomechanismus

Durch murine Transplantationsmodelle konnte der zeitliche Verlauf der akuten GvHD
von Beilhack et al. als ein zweistufiges Modell bestehend aus einer Initiations- und einer
Effektorphase charakterisiert werden [18]. Wahrend der Initiationsphase, die innerhalb
der ersten drei Tage nach Transplantation in den sekundér lymphatischen Organen
(SLO) wie den Peyer’schen Plaques, der Milz und den Lymphknoten ablauft, erfolgt
die Aktivierung von T-Zellen durch Interaktion mit APZs und die massive Prolifera-
tion alloreaktiver Subtypen [19, 20]. Nach 5 Tagen beginnt die Effektorphase, in der
diese die SLO verlassen, um tiber den Blutstrom die Zielorgane zu erreichen. Klinisch
zeigen die Mause in MHC minor mismatch Szenarien in dieser Phase allerdings noch
keine Zeichen einer Abstoflungsreaktion, obwohl Biolumineszenz-Imaging (BLI) und
durchflusszytometrische Messungen im Blut der Tiere einen dramatischen Anstieg an
alloreaktiven T-Zellen dokumentieren. Dieser Zeitraum koénnte also als diagnostisches Fen-
ster zur Frithdiagnose der aGvHD genutzt werden. Denn wenn die Mause noch wéahrend
des klinisch asymptomatischen Stadiums mit Rapamycin therapiert werden, nimmt das
BLI-Signal der Tiere rapide ab, die aGvHD bleibt klinisch nur gering ausgepragt und
alle Tiere tiberleben [21].

Mittels Multiplex-Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass sich alloreaktive
T-Zellen wahrend des Transits im Blut durch das Vorhandensein spezifischer Ober-
flachenstrukturen, sog. Homing- und Chemokinrezeptoren, auszeichnen und die Vermu-
tung liegt nahe, dass sie diese zum Einwandern in die Zielorgane verwenden [18, 22].
Dariiber hinaus wurden in der Literatur einige unspezifische Entziindungsrezeptoren
beschrieben, die im Zusammenhang mit der Gewebeschadigung nach Konditionierung
die Migration von aktivierten T-Zellen erméglichen konnten [23, 24]

Unter Homingrezeptoren versteht man Glykoproteine an der Oberflache von T-Zellen

und anderen Leukozyten, die die Auswanderung von diesen Zellen aus dem Blutstrom
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in unterschiedliche Gewebe erméglichen [25, 26]. Vorraussetzung fiir die Zielfindung der
Zellen ist dabei sowohl die Hochregulation von Gewebe-spezifischen Homing-Rezeptoren,
als auch die Expression der entsprechenden Antigene auf den zugehorigen hochendothe-
lialen Venolen (HEV). Im Zusammenhang mit der aGvHD wichtig scheinen insbesondere
Rezeptoren, die mit dem Homing in die Haut in Verbindung gebracht werden, z.B. Cuta-
neous Lymphocyte Antigen (CLA) und Chemokinrezeptor 4 (CCR 4) [27, 28, 29, 30].
Dariiber hinaus sind Rezeptoren wie 7 integrin und CCR 9 von Interesse, da diese die

Einwanderung von Zellen in den Darm begiinstigen kénnen [27, 31, 32, 33].

1.3.2 Klink und Einteilung der akuten GvHD

Von alloreaktiven Zellen befallen werden bei einer akuten Abstofungsreaktion ausschlie-
lich Leber, Haut und der Gastrointestinaltrakt. Im Vordergrund des klinischen Bildes
stehen daher massive Durchfille mit u.U. himodynamisch relevanten Blutungen, eine
Erhéhung der Leberenzyme und ein Exanthem der Haut, das mit quilendem Juckreiz
verbunden ist und bis zur Epidermolyse der Haut fithren kann [34]. Das Grading und
damit die Risikostratifizierung der akuten GvHD erfolgt dabei geméfl Tab. 1.1 nach den
Glucksberg-Seattle-Kriterien [35]. Je nach Organbeteilung und Schwere des Befalls der
einzelnen Organsysteme wird zwischen GvHD-Grad I (mild), Grad II (moderat), Grad
IIT (schwer) und Grad VI (lebensbedrohlich) unterschieden.

Ein grofies therapeutisches Problem stellt dabei jedoch die Sicherung der Diagnose ,akute
GvHD* dar: Auspragung und Art der Symptome variieren von Patient zu Patient stark
und nur selten findet sich das Vollbild mit der charakteristischen Symptomentrias. Zudem
gibt es gerade bei immunkompromittierten, frisch transplantierten Patienten eine Vielzahl
von Differentialdiagnosen (virale, bakterielle oder Pilzinfektionen, Nebenwirkungen der
Konditionierungstherapie etc.) die ein vollig anderes therapeutisches Vorgehen erfordern.
Momentan wird daher zunéachst versucht, die Diagnose durch Hautbiopsien und histo-
logische Farbungen zu verifizieren. Oftmals sind allerdings mehrere, fiir die Patienten
belastende Biopsien im Zeitverlauf notig, da das histologische Bild im Frithstadium
oft uncharakteristisch ist. So ist die akute GvHD initial fast immer eine rein klinische
Diagnose, die mit einer groffen Unsicherheit versehen ist.

Um Diagnostik und vor allem Therapie der akuten GvHD zu verbessern, wére die Iden-
tifikation leicht zugénglicher, sensitiver und fiir die GvHD spezifischer Biomarker von

entscheidender Bedeutung. Bis heute wurde eine Vielzahl verschiedener Laborparameter
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STADIUM HAUT LEBER DARM
1 Makulopapuléses Exanthem  Bilirubin Diarrhéen
(<25 der KOF) 2-3 mg/dl  500-1000 ml/Tag
2 Makulopapuloses Exanthem  Bilirubin Diarrhéen
(>25 der KOF) 3-6 mg/dl  1000-1500 ml/Tag
3 Erythrodermie Bilirubin Diarrhoen
6-15 mg/dl >1500 ml/Tag
4 Blasige Umwandlung Bilirubin Schmerzen oder
> 15 mg/dl Tleus
GRAD HAUT LEBER DARM
I St. 1-2 St. 0 St. 0
IT St. 1-3 St. 1 St. 1
I St. 2-3 St. 2-3 St. 2-3
v St. 2-4 St. 2-4 St. 2-4

Tab. 1.1: Staging und Grading der akuten GvHD nach den Glucksberg-Seattle-Kriterien

mit dem spéteren Auftreten einer aGvHD mehr oder weniger iiberzeugend korreliert, ohne
dass sich durch diese ein Durchbruch beziiglich der Umsetzung in die klinische Routine
abzeichen lie [36, 37, 38]. Ein Bluttest, der eine Infektion von einer akute Abstoffungsreak-
tion diagnostisch abgrenzen oder sogar deren Auftreten vor Beginn der Symptomatik
vorhersagen konnte, wiirde einen groflen Fortschritt fiir die Therapie schwerst kranker
Patienten bedeuten. Die schnelle Diagnosestellung konnte den iiberméfligen Einsatz
von Immunsuppressiva bei nicht gefihrdeten Patienten verhindern und eine gezielte
Therapie fiir betroffene Patienten ermoglichen. Moglicherweise liefle sich durch die schnell
einsetzende und massive Unterdriickung der Immunantwort sogar der Eintritt in die
Effektorphase der aGvHD verhindern. Das Prinzip des zu entwickelnden Tests konnte
auf dem direkten Nachweis der alloreaktiven T-Zellen wiahrend der Migrationsphase im
peripheren Blut beruhen, indem die alloreaktiven Zellen anhand der Hochregulation eines

oder mehrerer Homing-Rezeptoren mit Multiplexdurchflusszytometrie identifiziert werden.



2 Fragestellung

Um einen Einblick in die Dynamik und Fluktuation von Homing-Rezeptoren beim Men-
schen zu erhalten, wurden mittels Durchflusszytometrie 24 verschiedene Aktivierungs-
marker, Homing- und Chemokinrezeptoren bei 20 gesunden Probanden iiber einen
Zeitraum von drei Wochen analysiert. Mit Hilfe dieser Untersuchungen konnten Marker
sowohl mit gleichbleibend hoher als auch gleichbleibend niedriger Expression definiert
werden. Dariiber hinaus gab es einige Rezeptoren, deren Expression im Zeitverlauf dy-
namisch fluktuiernd war. Dies legt die Vermutung nahe, dass es unter den untersuchten
Markern sowohl schnell reagierende Rezeptoren gab, die bei Bedarf rasch hinauf oder
herabreguliert werden konnten, sowie andere, die weniger storungsanfillig waren und
auf konstantem Niveau exprimiert wurden. Es scheint daher nicht ausgeschlossen, dass
sich Veranderungen in der Homing-Rezeptor-Expression auch beim Menschen mit dem
Auftreten von Krankheiten bzw. dem Einsetzen einer Abstoflungsreaktion in Verbindung
bringen lassen kénnten.

In murinen major- und minor-mismatch-Transplantationsmodellen lassen sich alloreak-
tive T-Zellen bereits vor Beginn der Krankheit mittels Durchflusszytometrie im Blut
nachweisen [18, 21]. In Analogie dazu wurde in einer klinischen Pilotstudie untersucht,
ob und welche Rezeptoren beim Menschen mit einer aGvHD in Verbindung gebracht
werden konnen. Uber einen Zeitraum von einem Jahr wurde die Expression von 19
verschiedenen Homing-, Chemokin- und Entziindungsrezeptoren auf den T-Zellen von
allogen transplantierten Patienten analysiert. Unter diesen waren einerseits Rezeptoren,
die in murinen Modellen bereits einen hohen positiven Vorhersagewert gezeigt hatten.
Zudem wurden Rezeptoren ausgewéhlt, die in der Literatur mit dem Homing in GvHD-
Zielorgane in Verbindung gebracht werden konnten. Dartiber hinaus wurden noch einige
Entziindungsrezeptoren ins Protokoll aufgenommen, um dem Auftreten des sog. ,cytokine
storm” Rechnung zu tragen. Dieser Begriff bezieht sich auf die starke Gewebeschadigung
durch die Konditionierungstherapie, die ein wichtiger pathogenetischer Faktor fiir die

Enstehung und den Schweregrad der Graft-versus-Host-Disease zu sein scheint [39]. Die



vorliegende Arbeit versuchte dabei nicht, Aussagen tiber signifikante Unterschiede in der
Rezeptorexpression zwischen Patienten mit und ohne aGvHD zu treffen. Vielmehr sollte
die Rezeptorexpression im Zeitverlauf charakteristiert werden, um qualitative Unter-
schiede in Bezug auf die Expression einzelner Rezeptoren zwischen den Patientengruppen
festzustellen. Dies sollte eine Vorauswahl potentiell interessanter Rezeptoren ermdglichen,
um diese in einer weiteren Untersuchung an einem grofleren Patientenkollektiv auf ihren

pradiktiven Vorhersagewert hin zu untersuchen.

Im Einzelnen lagen dieser Arbeit folgende Fragestellungen zu Grunde:

e In welchem Zeitraum nach SZT findet bei frisch transplantierten Patienten das
Engraftment der Leukozyten und Lymphozyten statt? Lassen sich diezbeziiglich
Unterschiede zwischen den Patienten finden, die im Verlauf eine aGvHD entwickeln

und denen, die nicht an einer aGvHD erkranken?

e In welchem Ausmafl werden die von uns untersuchten Rezeptoren auf zytotoxischen
und T-Helfer-Zellen von frisch transplantierten Patienten exprimiert? Sind wie
bei gesunden Probanden dhnliche Expressionsmuster im Zeitverlauf feststellbar

(konstant hohe, niedrige oder dynamisch fluktuierende Expression)?

e Unterscheidet sich dabei die Expression einzelner Homing-, Chemokin- oder Ent-
zindungsrezeptoren auf T-Zellen im peripheren Blut bei an GvHD erkrankten
Patienten von nicht betroffenen Patienten? Wenn ja, findet sich ein Unterschied
bezogen auf die absolute Anzahl der alloreaktiven T-Zellen, bezogen auf deren

Anteil der Gesamtpopulation der T-Zellen oder beides?

e Welche Marker lassen eine Assoziation erkennen zwischen einer hohen (oder niedri-
gen) Expression und einer schweren (oder leichten) aGvHD vor dem klinischen

Beginn der Abstolung?



3 Material und Methoden

3.1 Isolierung mononukleirer Zellen aus peripherem Blut

Die peripheren monokuledren Zellen (PBMZs) der Patienten wurden durch die Ficoll-
Dichtegradient-Zentrifugation aus Ethylendiamintetraacetat-Vollblut (EDTA) isoliert. Die
unterschiedliche Sedimentationsgeschwindigkeit der PBMZs erlaubt mit dieser Methode
deren Separation von anderen Zellen im peripheren Blut. Mononukledre Zellen sammeln
sich nach der Zentrifugation an der Grenzschicht zwischen Ficoll-Hypaqua und Plasma
als weillicher Film, wahrend sich Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen am Boden
des Rohrchens anreichern.

Zuerst wurden 20 ml Ficoll-Losung (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) in 50 ml
Falcon-Rohrchen vorgelegt. Dann wurden 7,5 ml Blut der Patienten mit 7 ml Phosphate
buffered saline (PBS, PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) gemischt und vorsichtig auf
das Ficoll-Medium geschichtet. Um die maximale Zellausbeute zu erreichen, wurden die
EDTA-Monovetten mit einigen Millilitern PBS gespiilt, diese Suspension wurde ebenfalls
auf das Medium geschichtet. Danach wurden die Falcon-Roéhrchen 20 Minuten bei 4 °C
und 2000 change units/min auf niedrigster Bremsstufe zentrifugiert. Die Interphase wurde
mit einer Messpipette grofiziigig abgenommen und in einem neuen Rohrchen mit PBS
bis auf 20 ml aufgefiillt.

3.2 Kultivierung und Aktivierung von PBMZs

Zur Optimierung der Fluoreszenz-minus-Eins-Kontrolle (FMO) und um fiir jeden Messtag
identische Zellen als Kontrolle mitfithren zu konnen, wurden PBMZs eines gesunden
Thrombozytenspenders kultiviert und expandiert. Fiir die Zellkultur wurde komplettes
RPMI-1640 mit 10% fetalem Kalberserum (FCS), 2mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin,
100pg/ml Streptomycin und 50 pM 2-Mercaptoethanol verwendet. In einer kleinen Zell-
kulturflasche wurden 20x10° Zellen mit 30ng/ml Anti-CD3-Antikorper in 10 ml RPMI

stimuliert. Die Interleukin-2-Konzentration im Medium wurde wahrend der gesamten



3.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von PBMZs

Kulturzeit auf 50 TU/ml eingestellt. An den Tagen 1,3,4,6 wurde das Kulturmedium unter
sterilen Kautelen gewechselt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und kontinuierlich
in grofere Kulturflaschen umgesetzt. Wie Abb. 3.1 zeigt, wurden Monozyten und Granu-
lozyten der PBMZs schrittweise durch Zelltod herausverdiinnt, so dass nach einer Woche
fast ausschliefSlich T-Zellen in der Kultur vorhanden waren. Insgesamt konnte die Zahl

der Zellen mit der beschriebenen Methode wiahrend einer Woche verzehnfacht werden.

250K - HE%
200K - #

150K 4 |

FSC

100K A 7

CD 8

50K | #4

v
v

Abb. 3.1: Kulturzellen im FSC/SSC sowie nach T-Zell-Farbung

3.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von PBMZs

Nach etwa einer Woche in Kultur kam die Teilungsaktivitiat der T-Zellen mehr und mehr
zum Stillstand, so dass trotz weiterer Stimulation mit I1-2 keine wesentliche Zellexpansion
mehr zu erwarten war. Um die Zellen iiber mehrere Monate hinweg verwenden zu kénnen,
wurden sie portionsweise bei -80° konserviert. Jedes Kryokonservierungsréhrchen wurde
mit 25x10° Zellen in 1350u1 FCS und 150l Dimethylsulfoxid (DMSO) befiillt und
umgehend eingefroren. Ein kontrolliertes und schonendes Einfrieren der Zellen um 1 °C
pro Stunde wurde durch die Verwendung eines Kryo-Einfriergerétes (Mr. Frosty, Rochester,
New York) erreicht.

Zum Auftauen der Zellen wurde das Wasserbad auf 50 °C vorgeheizt, in einem 50 ml
Falconréhrchen wurden 39 ml PBS vorgelegt. Die Zellen wurden im Wasserbad unter

stdndigem Schwenken innerhalb von einer Minute aufgetaut und mit einer Messpipette
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3.4 Bestimmung der Lebendzellzahl mit der Neubauer Zahlkammer

in das Rohrchen transferiert. Das Kryokonservierungsrohrchen wurde mit PBS gespiilt.

3.4 Bestimmung der Lebendzellzahl mit der Neubauer

Zahlkammer

Fir die Zellzahlung wurden 10 pl der Zelllosung mit 90ul Trypanblau gemischt, die
Zéhlkammer wurde mit 10 ul bestiickt. Danach wurden bei 40facher VergroBerung jeweils
alle vier Quadranten ausgezihlt und der Mittelwert gebildet. Die Zellzahl errechnet sich
wie folgt:

Zellzahl = gezihlte Zellen - Volumen - 10°

3.5 FACS-Firbung

Fir die FACS-Farbung und -Analyse wurden die Zellen bei 1200 U/min fir 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, dann wurde mit PBS eine
Konzentration von 3x10° Zellen pro 100 pul eingestellt. Falls die Zellzihlung weniger als
12x10% Zellen ergab, wurden diese in 400 ul PBS gelost.

Auf einer 96-well-Platte (V-bottom) wurden von jedem Patienten in vier Wells 100 pl
Zelll6sung vorgelegt. Danach wurde die Platte bei 1200 U/min fiir 5 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand mit einer Pipette abgenommen. Um eine unspezifische Bindung der
Antikorper zu verhindern, wurden die Zellen mit 100 ul FCS:PBS im Verhéltnis 1:20 fiir
5 Minuten im Kiihlschrank inkubiert. Dann wurden 100 pl der Antikérpercocktails hinzu
pipettiert und lichtgeschiitzt 30 Minuten im Kiihlschrank inkubiert. Zum Waschen wurden
50 ul PBS zugegeben, schlieBlich wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und die Zellpellets in 200 pl PBS gelost. Zum Ausschluss toter Zellen wurde 10 Minuten vor

der Messung mit je 2 ul Propidiumiodid (PI), einem Nukleinsdureinterkalator, inkubiert.

3.6 Konjugation von Antikérpern mit Fluorochromen

Einige Antikérper wurden unkonjugiert bezogen und nachtréaglich mit dem bendtigten
Fluorochrom konjugiert. Im Einzelnen handelte es sich dabei um CCR 8, CD103 aFE,
CCR 1, CCR 5 und CCR 6. Fiir die Konjugation wurden LYNX Rapid Conjugation Kits
(Serotec, Oxford, GroBbritannien) verwendet. Zunichst wurde zum zu konjugierenden

Antikorper pro 10ul Volumen 1ul Modifier Reagens pipettiert. Diese Mischung wurde
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3.7 Titration der Antikérper

auf den lyophilisierten LY XN-Farbstoff gegeben und vorsichtig mehrmals aspiriert. Dann
wurde iiber Nacht im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation
wurden pro 10ul eingesetzem Antikorper 1ul Quencher Reagens zugesetzt, nach weiteren

30 Minuten konnte der Antikoérper verwendet werden.

3.7 Titration der Antikorper

Um die Uberfarbung einer Zellprobe zu verhindern und gleichzeitig schwach positive
Zellen mitzuerfassen, wurde die optimalen Verdiinnungsstufe jedes Antikorpers austi-
triert. Hierzu wurde zunéchst wie in Tab. 3.1 dargestellt auf einer 96-well-Platte eine

Verdiinnungsreihe von 1:10 bis 1:320 angelegt.

1 (1:10) 2 (1:20) 3 (1:40) 4 (1:80) 5 (1:160) 6 (1:320)

225ul PBS + 125ul PBS +  125ul PBS +  125ul PBS + 125ul PBS + 1254l PBS +
25ul AK 125ul aus 1 125ul aus 2 125ul aus 3 125u1 aus 4 125ul aus 5

Tab. 3.1: Verdinnungsreihe fiir die Antikorpertitration

Die selbst konjugierten Antikérper sowie die Antikorper mit Pacific Blue als Fluorochrom
wurden in Titrationsstufen von 1:100 bis 1:3200 verdinnt. AnschlieBend erfolgte eine
FACS-Farbung mit den Zellen eines gesunden Thrombozyten-Spenders. Bei der Auswahl
der richtigen Titrationsstufe galten folgende Uberlegungen: Die negative Zellpopulation
sollte deckungsgleich mit einer ungefdrbten Zellprobe erscheinen. Zudem sollten sich
negative und positive Population durch einen Helligkeitsunterschied von 2 Log-Stufen
von einander abtrennen. Bei Nachbestellung eines Antikorpers wurde nur auf eine erneute

Titration verzichtet, wenn Klon und Chargennummer tibereinstimmten.
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3.8 Durchflusszytometrie

1:100 1:200 1:400

# Zellen

A 4

Pacific Blue: CD45 RA

Abb. 3.2: Titration von CD45 RA in der Farbe Pacific Blue

3.8 Durchflusszytometrie

Fiir die durchflusszytometrischen Analysen wurden ein BD FACSCanto IT und ein BD LSR
IT (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Die Konfiguration der Laser
und die Funktion der Photomultiplier tubes (PMTs) wurden an jedem Messtag durch
einen Performance Check mit dem Cytometer Setup and Tracking-Modul (CST, Beckton
Dickinson) der FACSDiva-Software iiberpriift. Durch die automatische Anpassung der
Spannung, mit der die Signale eines jeden Detektors verstarkt werden, konnte eine sehr

gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse von unterschiedlichen Messtagen erreicht werden.
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3.8 Durchflusszytometrie

3.8.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

In einem Durchflusszytometer befinden sich ein oder mehrere Laser sowie eine Messkam-
mer, die von den zu analysierenden Zellen einzeln hintereinander passiert wird. Jede
Zelle, die den Laserstrahl durchtritt, verursacht Streulicht, das in einem bestimmten
Winkel zum Laserstrahl von Detektoren registriert wird. Das nach vorne abfallende
Streulicht, Forward Scatter (FSC), ist ein Maf fir die Grofle der Zellen, das seitlich
abfallende Licht, Sideward Scatter (SSC), fur die Granularitat der Zellen. So kénnen auch
an einer ungefiarbten Zellprobe Subpopulationen wie Granulozyten, Lymphozyten und
Monozyten unterschieden werden. Durch die Behandlung von Zellen mit Antikorpern,
die kovalent mit Fluorochromen gekoppelt sind, kénnen die Zellen auf das Vorhandensein

von verschiedensten Oberflichenrezeptoren untersucht werden.

3.8.2 Spektrale Uberlappung

Die Fluorochrome werden beim Durchtritt durch den Laserstrahl zur Emission von Licht
einer definierten Wellenlénge angeregt, das mit verschiedenen Detektoren registriert
wird. Vor den Detektoren befinden sich Bandpassfilter, um den Wellenldngenbereich, der
erkannt wird, einzuschréanken. Da sich die Emissionsspektren verschiedener Fluorochrome
jedoch tiiberlappen, wird in vielen Kanélen auch das Licht anderer Fluorochrome miterfasst

und das Ergebnis so verfalscht.

unkompensiert kompensiert

11.8 423 49.7 S 3.96

FITC

0.51
10°

0.28

T T T
104 10°

PE

Abb. 3.3: Spektrale Uberlappung von FITC im PE-Kanal, vor und nach Kompensation

- 14 -



3.8 Durchflusszytometrie

Eine nur mit Fluorescein (FITC) gefarbte Probe verursacht ein erhebliches Signal auch im
Phycoerythrin-Kanal (PE), so dass FITC positive Zellen féalschlicherweise auch gleichzeitig
PE positiv erscheinen. Leider gibt es derzeit noch keine ,perfekten“ Farbstoffe, die Licht
in nur einer Wellenldnge emitieren, so dass man den Prozentsatz an Licht, der von
anderen Fluorochromen in einem Kanal beigesteuert wird, durch Kompensation der

Daten korrigieren muss.

3.8.3 Kompensation

Um Daten rechnerisch kompensieren zu konnen, wird eine Kompensationsreihe angelegt,
in der in jedem Well nur mit einem Antikorper gefarbt wird. Die Strahlung, die von
dieser einen Farbe in den anderen Kanélen registriert wird, muss nachtraglich von der
gesamten Strahlung im jeweiligen Kanal abgezogen werden. Wahrend der gesamten
Messzeit wurden die Daten unkompensiert mit dem Durchflusszytometer erhoben und
nachtraglich mit der Analyse-Software FlowJo Version 8 (Treestar, Ashland, Oregon)

kompensiert.

250K /¥

[§l 10° 4

| & E
200K | 4

| r 104
150K | '/ ]

'99.6

SSC
PE

100K

50K

0 T T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K

v
A\ 4

FSC PE-Cy7: CCR5

Abb. 3.4: CompBeads im FSC/SSC sowie gefiarbt mit PE-Cy7

Fir die Kompensation wurden BD CompBeads (Becton Dickinson) verwendet. Com-
pensation Beads sind polysterene Mikropartikel zur Optimierung der Kompensation bei

Mehr-Farben-FACS-Analysen. Sie binden an die xk-Ketten jedes Antikorpers, der von
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3.8 Durchflusszytometrie

einer bestimmten Spezies gebildet wurde und sind erhéltlich fiir Antikérper aus Ham-
ster, Ratte und Maus. Durch die Negative Control-Beads, die nicht an x-Ketten binden
konnen, ergibt sich fiir alle Antikorper eine perfekte Trennung zwischen positiven und
negativen Populationen, was insbesondere bei der Kompensation von Homing-Rezeptoren
mit Tandemfarbstoffen essentiell sein kann. Diese sollten ndmlich immer mit dem im
jeweiligen Cocktail verwendeten Antikorper kompensiert werden [40].

Tandemfarbstoffe wie z.B. PE-Cy7 bestehen aus zwei Farbstoffen (PE und Cy7). Nachdem
PE durch den Laser angeregt wurde, tibertréagt es seine Energie auf Cy7, das seinerseits
durch die von PE emitierte Wellenlédnge, nicht aber durch die des Lasers, erregt werden
kann. Cy7 emitiert schlieBlich Licht einer bestimmten Wellenlange, die anders ist als
die von PE, so dass mit einem Laser unterschiedliche Farbstoffe zur Emission von Licht

angeregt werden konnen.

Bei der Farbung von Homing-Rezeptoren

mit Tandemfarbstoffen entsteht dartiber

3007 hinaus oft das Problem, dass sich fiir

diese keine definierte Trennung zwischen

c
% 200_54.1 5.9 positiven und negativen Zellen ergibt,
:‘t o M/ : sondern ein Kontinuum, wie fiir 47 integrin
dargestellt. So entstehen massive Probleme

0 N bei der Kompensation der Daten, die man

o 1w 10 1@ durch die Verwendung von CompBeads

v

. . vermeiden kann.
beta 7 integrin

Abb. 3.5: Expressionsmuster von beta 7 integrin

Da CompBeads nicht mit Propidiumiodid gefarbt werden kénnen, wurde jeden Tag eine
Mischung aus alten und frischen Zellen mit 2 pl PI inkubiert und gemessen.

Die Kompensationsreihe fiir die Fluorochrome bestand aus 11 wells, in denen die Beads
mit je nur einer Farbe markiert wurden. Kombinationsfarbstoffe wie PE-Cy7 und APC-
CyT7 sollten dabei immer mit dem exakt gleichen Antikorper, der auch im Cocktail
verwendet wird, kompensiert werden. Da in jedem Cocktail ein anderer mit PE-Cy7
gekoppelter Antikorper verwendet wurde (CD103 oE, CD 62L, CCR 5 und CCR 6),
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3.8 Durchflusszytometrie

mussten in der Kompensationsreihe diese vier Antikorper gefarbt werden. Kompensiert
wurden die Fluorescence-minus-one-Kontrollen und die Antikérpercocktails mit der jeweils
zugehorigen Kompensationsmatrix.

In einer Eppendorf-Kiivette wurden 1000 ul FCS 1:20 vorgelegt. Die CompBeads wurden
gevortext, dann wurden je 3 Tropfen CompBeads Negative Control und 3 Tropfen
Anti-Mouse Igk in die Kiivette gegeben und erneut gevortext. Pro Well wurden 100 ul
eingesetzt und 5 Minuten inkubiert. Schlieflich wurden 100 pl der Antikorperverdiinnung
hinzupipettiert und mindestens 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert.
Nach einem Waschschritt mit 50 ul PBS wurde bei 200g fir 10 Minuten zentrifugiert,
der Uberstand abgekippt und die Pellets in 200 z1 PBS resuspendiert.

3.8.4 Fluoreszenz minus Eins

Oberflachenrezeptoren, die auf Zellen nur sehr schwach exprimiert werden oder bei denen
keine definierte Trennung zwischen positiven und negativen Zellen zu erwarten ist, er-
fordern zur Unterscheidung von schwach gefarbten und negativen Zellen die Mitfarbung
von FMO-Kontrollen [40, 41]. Dazu wurden FMO-Cocktails angefertigt, in denen jeweils
eine Farbe des Gesamtcocktails fehlte. Bei der Auswertung der Kontrollen wurde an-
schliefend im Kanal der fehlenden Farbe die maximal zu erwartende Helligkeit ohne diese
Farbe bestimmt. Es wurden dabei immer 0,5 Prozent falsch-positive Zellen akzeptiert,
dann wurde die so ermittelte Grenze auf die Testproben iibertragen.

Da CD 8 und CD 3 Marker darstellen, fiir die ein Alles-Oder-Nichts-Prinzip gilt, die
also entweder von einer Zelle stark exprimiert werden oder iiberhaupt nicht, wurde auf
eine FMO fiir diese Marker verzichtet. CD3TCD8" und CD3TCD8~ Zellen trennten sich
immer so gut voneinander und von den CD3~ Zellen ab, dass die Festlegung der Gates
optisch sehr genau moglich war.

Allerdings wurden wahrend der Auswertung der Daten auch die Grenzen und Prob-
lematiken einer fiir alle Patienten einheitlichen FMO-Kontrolle mit in Kultur genomme-
nen PBMZs eines gesunden Spenders offensichtlich. Um die in der FMO ermittelten
Gates auf eine Patientenprobe anwenden zu konnen, sollten beide - abgesehen von einer
Farbe - identisch sein beziiglich der verwendeten Antikérper und der enthaltenen Zellen.
Dies bedeutet, dass die Zellen in der FMO-Kontrolle eigentlich die gleichen sein sollten
wie diejenigen, die man analysieren mochte. Dies ist jedoch aus verschiedenen Griinden

unrealistisch: Unmittelbar nach einer Transplantation verfiigen die Patienten nur iiber
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3.8 Durchflusszytometrie

sehr wenige Zellen, so dass fiir jeden Messtag grole Mengen an Blut notwendig gewesen
waren, um zuséitzliche FMOs anfertigen zu kénnen. Dariiber hinaus hiatte man fiir jeden
Cocktail mit fiinf Homing-Rezeporen jeweils 5 FMO-Kontrollen (pro Patient!) benétigt.
Dies wére finanziell kaum mehr realisierbar gewesen, hatte den zeitlichen Rahmen fiir
Durchfiihrung der FACS-Farbungen und -Messungen gesprengt und den Aufwand fiir die
Datenauswertung vervielfacht. Um die Lage der FMO-Grenzen zu verbessern, wurden

diese immer in den Patientenproben iiberprift und bei Bedarf korrigiert.

3.8.5 Problematik der Durchflu3zytometrie bei geringen
Zellzahlen

Bauart und Funktionsweise eines Durchflufizytometers bieten neben einigen Vorteilen
auch schwerwiegende Nachteile, die im Folgenden erldutert werden sollen: Als duflerst
problematisch erwies sich paradoxerweise die extreme Genauigkeit der FACS-Analyse.
Denn es werden vom Gerét nicht nur Zellen, sondern auch Zelltriimmer und Verunreini-
gungen der Zellproben jeder Art als Events mitanalysiert. Gerade feine Staubkérner oder
Zelltrimmer fluoreszieren dabei in praktisch allen Farben und finden sich in geringer Zahl
in jeder Probe. Auch durch sorgfiltiges Spiilen der Zytometervorrichtung und akkurates
Gating lasst sich dies niemals génzlich vermeiden. Im Regelfall ergibt sich dadurch aber
nur eine sehr geringe Verfalschung der Messergebnisse, da die zu analysierenden Zellen in
aller Regel deutlich in der Uberzahl sind und zudem diese Form der Verfilschung bei allen
Proben gleichermafien auftritt. Geméafl dem Gesetz der groflen Zahlen néhert sich der
gemessene Wert bei steigender Anzahl der Events immer mehr dem tatsidchlichen Wert
an. Wenn allerdings -wie im vorliegenden Fall- die Anzahl der zu analysierenden Zellen
(in unserem Fall T-Zell-Subpopulationen) nur sehr klein oder bei Aplasie iiberhaupt
nicht vorhanden ist, konnen solche Verunreinigungen die Messergebnisse entscheidend
verfilschen. So erklaren sich auch die scheinbar hohen Werte in der Gruppe ohne akute
GvHD in der relativen Expression bei vielen Rezeptoren. In dieser Gruppe befanden sich
namlich 5 Patienten, die im gesamten Messzeitraum tiberhaupt kein T-Zell-Engraftment
zeigten (Anteil der T-Zellen an den gesamten Leukozyten unter 2 Prozent). Diese Form
der Verfédlschung wird besonders deutlich bei solchen Rezeptoren, die in Wirklichkeit nur
wenig oder gar nicht auf den untersuchten Zellen exprimiert werden. Bei diesen ergeben
sich namlich in Gruppen mit normalen Zellzahlen niedrige (reale) Werte, wiahrend in

Analyseproben mit geringen Zellzahlen iiberraschend hohe Werte gemessen werden. Zur
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3.8 Durchflusszytometrie

Uberprﬁfung dieser nur scheinbar hohen Werte sollte neben dem Anteil der positiven

Zellen immer auch die absolute Anzahl der positiven Zellen pro ul Blut berechnet werden.

3.8.6 Gating-Strategie

Die Messwerte aus der Durchflusszytometrie wurden mit der Analyse-Software FlowJo
ausgewertet. Das Vorgehen erfolgte immer nach dem selben Prinzip und wird in Abb. 3.6
und Abb. 3.7 veranschaulicht.
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Abb. 3.6: Ausschluss von toten und zu kleinen Zellen, Identifikation von T-Zell-

Subpopulationen

Die Daten wurden zunéchst kompensiert, tote Zellen wurden durch Farbung mit PI iden-
tifiziert und exkludiert. Auflerdem wurden zu kleine Zellen und Zelltriimmer auf Grund
ihrer Darstellung im FSC-Kanal ausgeschlossen. Anschlieend wurden die Abgrenzung
der zytotoxischen T-Zellen (CD3"CD8") und der Helfer T-Zellen (CD3tCD8) von den
Nicht-T-Zellen (CD3~) vorgenommen.

Dann wurde fiir jeden Rezeptor die Grenze zwischen positiven und negativen Populationen
mit Hilfe der FMO-Kontrollen ermittelt. Diese Grenzen wurden in die Patientenproben
iibernommen und anhand dieser kontrolliert. Die Expression der untersuchten Homing-

Rezeptoren wurde fiir die genannten T-Zell-Subpopulationen getrennt dargestellt.

- 19 -



3.8 Durchflusszytometrie

A
25
30
20
(e
L =714 28.6 1
QJ T
N 10
:H: 10—59.7 . 405
5]
0 ——qrrrrrep T 0 l""'JH T
0o 10 10t 10° 0o 10° 10 10°
CLA

Abb. 3.7: Expression von CLA auf zytotoxischen T-Zellen (links) und Helfer-T-Zellen
(rechts)

Abb. 3.8 zeigt zwei Patientenproben am selben Messtag. Die Grenzen zwischen CD3"
und CD3~ Zellen und damit die CD 3-Dichte unterscheidet sich bei beiden Patienten
sichtbar. Fiir Patient 25 liegt sie bei 5x10?, bei Patient 31 dagegen bei 7x10?. Die Lage
dieser Grenze ist deshalb von besonderer Wichtigkeit, da Myelozyten (CD3" Zellen) bei
den meisten Homing-Rezeptoren eine hohere Expression zeigen als T-Zellen. Um die
Ergebnisse nicht zu verfalschen, also eine falsch hohe Expression von einzelnen Homing-
Rezeptoren durch Miterfassung von Myelozyten zu erhalten, wurde die Lage der Gates

an jedem Messtag fiir jeden Patienten kontrolliert und korrigiert.

3.8.7 Antikorper-Cocktails

Die PBMZs der Patienten wurden mit Antikérpern gegen 19 Homing-, Entziindungs-
und Chemokinrezeptoren gefiarbt. Diese verteilten sich auf vier Antikérper-Cocktails, die
immer einige Tage vor Messbeginn vorbereitet und iiber einen Zeitraum von maximal
zehn Wochen lichtgeschiitzt im Kiihlschrank aufbewahrt wurden. Zusétzlich wurden
in jedem Cocktail zur Identifikation der T-Zell-Subpopulationen CD 3- und CD 8-
Oberflichenantigene gefarbt. Die Zugabe von PI erfolgte zehn Minuten vor Messbeginn.
So wurden pro Cocktail maximal acht verschiedene Fluorochrome gefiarbt. Die Antikorper-

Cocktails wurden mit 0,15% PBS-Natriumazid angesetzt, um einer Kontamination der
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Abb. 3.8: CD3-Dichte von Patient 25 (oben) und Patient 31 (unten)

Cocktails vorzubeugen.

Cocktail 1 enthalt mit CCR9 und (7 integrin Rezeptoren, die in der Literatur mit
dem Homing in Darmgewebe assoziert werden [32]. CCR 8, CLA und CCR 4 im Cock-
tail 2 sollen als Haut-spezifische Rezeptoren die Einwanderung der Zellen in die Haut
ermoglichen [42]. Die Kombination der restlichen Marker in den iibrigen Cocktails und das
jeweilige Fluorochrom ergaben sich dartiber hinaus zwangslaufig aus der nur begrenzten

Verfligbarkeit einzelner Antikoérper.

3.8.8 Untersuchung der Koexpression von Rezeptoren

Durch die Mehrfachfirbung der Zellen mit Hilfe der Antikorper-Cocktails konnten diese

nicht nur auf das Vorhandensein einzelner Marker, sondern auch auf eine Koexpression
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3.8 Durchflusszytometrie

Antikoérper  Fluorochrom Klon Firma Land
CCR9 PE 112509 R&D Systems Minnesota
BT integrin FITC FIB504 Biolegend Niederlande
CD49d alpha4 APC 9F10 Biolegend Niederlande
CD103 alpha E PE-Cy7 LF61 AbD Serotec Groflbritannien
CD25 Pacific Blue BC96 Biolegend Niederlande
CD3 APC-Cy7 HIT3a Biolegend Niederlande
CD8 AmCyan SK1 Becton Dickinson = Deutschland
CCRS PE 191704 R&D Systems Minnesota
CLA FITC HECA-452 Biolegend Niederlande
CCR4 APC 205410 R&D Systems Minnesota
CD62L PE-Cy7 DREG-56 Biolegend Niederlande
CD45RA Pacific Blue HI100 Biolegend Niederlande
CD3 APC-Cy7 HIT3a Biolegend Niederlande
CD8 AmCyan SK1 Becton Dickinson = Deutschland

Tab. 3.2: Antikoérper-Kombinationen in Cocktail 1 und 2

Antikorper Fluorochrom Klon Firma Land
CXCR3 PE 49801 R&D Systems Minnesota
Leukotrien B4R1 FITC 203/14F11 Biolegend Niederlande
CXCR2 APC 5E8/CXCR2 Biolegend Niederlande
CCR5H PE-Cy7 45523 R&D Systems Minnesota
CD69 Pacific Blue B115508 Biolegend Niederlande
CD3 APC-Cy7 HIT3a Biolegend Niederlande
CD8 AmCyan SK1 Becton Dickinson Deutschland
CCR2 PE 48607 R&D Systems Minnesota
CCR1 FITC 53504 R&D Systems Minnesota
CXCR1 APC 8F1/CXCR1 Biolegend Niederlande
CCR6 PE-Cy7 53103 R&D Systems Minnesota
CD3 APC-CyT7 HIT3a Biolegend Niederlande
CD8 AmCyan SK1 Becton Dickinson Deutschland

Tab. 3.3: Antikorper-Kombinationen in Cocktail 3 und 4
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von Rezeptoren hin untersucht werden. Da die Analyse sémtlicher Rezeptorkombinationen
den Arbeitsaufwand fiir den Export der Daten und natiirlich auch fiir die statistischen
Analysen vervielfacht hitte, musste eine Auswahl getroffen werden.

Um festzustellen, wie sich die Rezeptorexpression bei gesunden und an aGvHD erkrankten
Patienten unterscheiden kénnte, wurden zundchst FACS-Plots mit FlowJo analysiert.
Anhand von zwei ausgewédhlten Patienten, einem mit schwerster aGvHD und einem
anderen nicht erkrankten Patienten, wurde gezielt nach Rezeptorkombinationen gesucht,
die bei diesen Patienten vorkamen. Fiir viele Kombinationen, insbesondere natiirlich bei
Rezeptoren, die ohnehin nur sehr schwach exprimiert wurden, konnten keine doppelt
positiven Zellpopulation bei einem oder beiden Patienten gefunden werden. Fiir fiunf
Kombinationen konnten allerdings gut abgegrenzte T-Zell-Subpopulationen ausgemacht
werden. Auf den zytotoxischen T-Zellen traf dies auf die Koexpression von 87 integrin und
CD 49da4, CCR 8 und CLA, sowie CD 62L und CLA zu, auf den Helfer-T-Zellen wurden
CCR 4 und CLA sowie 7 integrin und CD 49da4 von einem erheblichen Anteil an
Zellen gemeinsam exprimiert. Diese Kombinationen wurden in die statistischen Analysen
aufgenommen.

Dafiir wurde auf die Auswertung von einigen weniger interessanten Rezeptoren verzichtet.
Dies betrifft u.a. CD 49da4, da dieser Marker von praktisch 100% aller Zellen exprimiert
wurde. CCR 4 wird nur auf Helfer-T-Zellen, CCR 8 nur auf zytotoxischen T-Zellen
exprimiert, so dass jeweils nur die relevante Expression Eingang in die statistischen
Betrachtungen fand. Ingesamt ergaben sich 36 verschiedene Parameter, die im Zeitverlauf
analysiert wurden. Mit dem Zytometer direkt gemessen wurden die relativen Expressions-
werte (prozentualer Anteil der T-Zellen, die einen Marker exprimieren). Ausgehend davon
wurde errechnet, wie viele T-Zellen mit dem entsprechenden Rezeptor am jeweiligen

Messtag pro ul Blut zu finden waren.

Anzahl CD3"CD8 CLA™" Zellen/ul =
WBC/ul - Anteil CD3TCDS8™ Zellen - Anteil CD3TCD8 CLAT Zellen

3.9 Studiendesign und Patientenkollektiv

Mit den beschriebenen Methoden wurde Blut von ingesamt 66 Patienten der Medizinis-
chen Klinik IT und der Kinderklinik der Universitat Wiirzburg untersucht, die zwischen

Mai 2009 und Mai 2010 einer allogenen oder autologen SZT bzw. einer Nabelschnur-
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bluttransplantation unterzogen wurden. Das Ziel war dabei zunéchst, in kurzer Zeit
die grofftmogliche Anzahl an unterschiedlichen Proben von allogen oder autolog trans-
plantierten Patienten zu gewinnen, nicht nur fiir diese Arbeit sondern auch fiir spatere
Untersuchungen mit anderem Schwerpunkt oder Einzelfallbeobachtungen. So wurden
auch einige Patienten mit chronischer GvHD zunéchst inkludiert, deren allogene SZT
bereits mehr als ein Jahr zuriick lag oder Patienten, bei denen SZT und/oder GvHD-
Beginn bekanntermafien nicht im Beobachtungszeitraums statt fanden.

Die Blutentnahmen erfolgten iiber ein Jahr hinweg jeden Montag, Mittwoch und Freitag.
Die durchflusszytometrischen Analysen wurden noch am selben Tag durchgefiihrt, um zu
verhindern, dass die vitalen T-Zellen Homing-Rezeptoren auflerhalb des Korpers herab
regulieren. Von den stationdren Patienten wurden so in der Regel drei Messungen pro
Woche durchgefithrt. Nach Entlassung der frisch transplantierten Patienten konnten die
Analysen nur fortgefiihrt werden, wenn ein Termin in der Knochenmarktransplantations-
Ambulanz (KMT-Ambulanz) auf einen der Messtage fiel.

Die Studie erfolgte mit Einwilligung der Ethikkommission (Aktenzeichen 173/08) der
Universitat Wirzburg. Geméafi Ethikvotum konnte von den teilnehmenden Patienten
insgesamt 320 ml Blut entnommen werden. Dies ergiabe bei Verwendung von 10ml
Monovetten eine maximale Anzahl von 32 Messtagen, die als Obergrenze festgelegt wurde.
Diese Grenze wurde bei Patient 27 auf Grund einer auffilligen Rezeptorkonstellation um
3 Messtage tiberschritten. Tatséchlich wurden allerdings bei den erwachsenen Patienten
7,5ml Monovetten, bei den Patienten aus der Kinderklinik 2,7ml Monovetten verwendet,
so dass die Vorgaben der Ethikkommission in allen Fallen weit unterschritten wurden.
Als Beobachtunszeitraum waren zunachst die ersten 100 Tage nach Transplantation ge-
plant, doch wurden bei Unterschreitung der 32 Messtage und Verfiigharkeit der Patienten
auch regelméaflig Messungen nach Tag 100 vorgenommen.

Eine Besonderheit ergibt sich bei den Patienten 29 und 47, die bei gleicher Grund-
erkrankung mehrmals allogen transplantiert wurden. Da die erste SZT von Patient 47 vor
Beginn der Messungen statt fand, liegen fiir diesen Patienten nur experimentelle Daten
zur zweiten SZ'T vor, so dass auch nur die zweite Transplantation betrachtet werden
konnte. Von Patient 29 wurde im Verlauf aller drei Transplantationen Blut analysiert.
Allerdings erlitt dieser Patient bei seiner ersten SZT ein Transplantatversagen, so dass
keine Regeneration der Spender-Zellen erfolgte. Daher erfolgte nach vier Wochen eine
erneute allogene Transplantation, die zur erwiinschten Regeneration der Himatopoese

fihrte. Leider erlitt der selbe Patient nach mehreren Monaten einen Ruckfall der Grund-
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erkrankung, so dass eine dritte allogene SZT eingeleitet wurde. Da bei den beiden spéateren
Transplantationen jeweils eine Rekonstitution der Hamatopoese erfolgte, wurden beide
Transplantationen in die statistischen Untersuchungen aufgenommen, obwohl diese nicht
im stochastischen Sinne unabhéngig voneinander sind.

Nach Gewinnung der Proben erfolgte die Auswahl von geeigneten Patienten fiir die
statistischen Analysen dieser Arbeit. Akteneinsicht wurde im Detail nur bei Patienten

vorgenommen, die die folgenden Kriterien erfiillten:
e allogene SZT im Beobachtungszeitraum
e Mindestanzahl von 6 Messtagen nach Transplantation

e kontinuierliche Messungen tiber mehrere Wochen, um den Verlauf der Homing-

Rezeptor-Expression darstellen zu kénnen.

Elf Patienten aus der Medizinischen Klinik IT wurden wegen einer zu geringen Anzahl
an Messungen ausgeschlossen, oder da die SZT bereits weit vor Beginn der Messun-
gen statt fand. Fiinf Patienten aus der Universitatskinderklinik erhielten eine autologe
Transplantation und kamen nicht fiir die statistische Auswertung in Frage. Drei weitere
wurden mehrere Monate vor Messbeginn transplantiert und daher ausgeschlossen. So
verblieben zunéchst 47 Patienten (48 Félle) von denen die Auswertung der Patientenakten

vorgenommen wurde. Tab. 3.4 fasst allgemeine Informationen zu diesen zusammen.

Patient Diagnose Spender Konditionierung aGvHD
1 B-NHL B-MM ATG, CTX, Flu, TBI 0
2 B-NHL CW-MM ATG, Bu, Flu, Treo 0
3 ALL A-MM ATG, Eto, TBI 1
7 ALL CW-MM ATG, CTX, TBI 1
8 OMF MRD ATG, CTX, Flu, TBI, Uro 0
9 cMPE MUD ATG, Bu, Flu 1
12 Neuroblastom haploident Flu, Mel, OKT3, Thio 3
15 biphédnotyp. AL MRD TBI, VP-16, Hodenaufsa 1
16 B-NHL haploident ATG, Flu, Mel, TBI, Thio 0
17 B-NHL DRB1-MM ATG, CTX, Flu 1
21 B-NHL MRD Flu, Treo 2
23 AML DRB1-MM ATG, Flu, Mel 4
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24
25
26
27
29/2.Tx
29/3.Tx
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
45
47
48
49
20
51
52
23
54
25
26
57
58
29

ALL
B-NHL
ALL
MDS
AML
AML
B-NHL
AML
ALL
AML
OMF
ALL
AML
ALL
OMF
B-NHL
AML
AA
AML
biphénotyp. AL
B-NHL
T-NHL
M. Hodgkin St. III
AML
OMF
AML
AML
AML
cMPE
MDS
B-NHL
AML
B-NHL
Oligosekr. Myelom

MUD
MUD
MRD
MUD
MRD
MRD
haploident
MRD
MUD
DQB1-MM
DRB-MM
MUD
MUR
DQB1-MM
A-MM
MRD
MUD
B-MM
MUR
MRD
MUD
MUD
MUD
haploident
CW-MM
MUD
MUD
aA-MM
CW-MM
MRD
MUD
MUD
CW-MM
MUD
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ATG, Bu, Flu
ATG, Bu, Flu
TBI, VP-16
ATG, Flu, Mel, TT
keine

ATG, Flu, Mel, Thio

ATG, Flu, Ifo, Mel, Thio

Flu, Treo
ATG, CTX, TBI
ATG, Flu, Treo

ATG, Bu, Flu
ATG, Bu, CTX, Mel
ATG, Flu, Treo
ATG, TBI, VP-16
ATG, Bu, Flu

Bu, Flu
ATG, Flu, Treo
ATG, CTX, TBI
ATG, Flu, Treo

Flu, Treo
ATG, CTX, TBI

ATG, Bu, Flu
ATG, Flu, Treo
ATG, Flu, Mel, Thio
ATG, Bu, Flu
ATG, Flu, Treo
ATG, Flu, Mel
ATG, Flu, Treo
ATG, Flu, Mel
Flu, Mel, Thio
ATG, Bu, Flu
ATG, Flu, Treo
ATG, Flu, Mel
ATG, Flu, Treo
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3.10 Beteiligte Personen und jeweilige Aufgaben

60 ALL MRD Eto, TBI
61 MDS MUD ATG, Flu, Mel, Thio 0

Tab. 3.4: Patientencharakteristika

3.10 Beteiligte Personen und jeweilige Aufgaben

Die Aufklarung der Patienten iiber Umfang und Ziel der Studie wurde von den behan-
delnden Arzten der Transplantationsstation und von den Arzten der KMT-Ambulanz
vorgenommen. Das Einverstiandnis der Patienten zur Teilnahme wurde schriftlich doku-
mentiert. Die Blutentnahmen erfolgten durch die Stationsschwestern im Rahmen des
morgendlichen Routinelabors. Die Blutproben wurden innerhalb von 60 Minuten nach
Abnahme abgeholt und im Kihlschrank gelagert oder der Ficoll-Dichtegradienten-
Zentrifugation zugefithrt. Die klinische Dokumentation der GvHD-Auspriagung auf der
Station erfolgte anhand eines umfassenden GvHD-Befundbogens, der vom behandelnden
Arzt téglich auszufiillen war. Der klinische Befund an Haut und Darm wurde um-
schrieben, dariiber hinaus erfolgte eine GvHD-Stadieneinteilung sowie eine vergleichende
Einschétzung des aktuellen Befunds mit Vorbefunden.

Bei ambulanten Patienten wurde dann Blut fir die Analysen gewonnen, wenn die
Vorstellung in der KMT-Ambulanz an einem Messtag, also an einem Montag, Mittwoch
oder Freitag erfolgte. Die Verantwortung fiir die regelméflige Blutabnahme teilten sich
die behandelnden Arzte und die medizinischen Fachangestellten der KMT-Ambulanz.
Das Blut aus der Ambulanz wurde unmittelbar nach Abnahme an das Zentrallabor
weitergeleitet und dort im Kiihlschrank gelagert. Die Abholung erfolgte, sobald alle fur
diesen Tag vorgesehenen Patienten erschienen waren, spatestens aber um 14 Uhr. Die
GvHD-Dokumentation durch die Ambulanzérzte erfolgte tabellarisch durch Beurteilung
der einzelnen Organsysteme anhand der Glucksberg-Kriterien.

Die Eltern der Patienten aus der Universitédtskinderklinik wurden von den behandelnden
Padiatern iiber Inhalt und Umfang der Studie aufgeklart. Jeweils am Montag, Mittwoch
und Freitag erfolgten die Blutentnahmen durch das Team der Kinderklinik von allen

autolog oder allogen transplantierten Kindern.
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3.11 Logistik und statistische Auswertung

An der Universitatsklinik Wiirzburg werden pro Woche etwa drei Patienten einer allogenen
Transplantation zugefithrt. Um Verwechslungen zu vermeiden, wird nur in Ausnahmeféllen
mehr als eine Transplantation pro Tag durchgefiihrt. In der Regel werden die Transplanta-
tionen fiir Dienstag, Mittwoch oder Donnerstag geplant. Dies bedingte, dass es keine fixen
Tage nach Transplantation gab, an denen von jedem Patient Zellen analysiert werden
konnten, da das Zeitraster der Patienten in Bezug auf die festen Messtage verschoben war.
Die Vergleichbarkeit der Datenséitze war daher zundchst nicht méglich. Als Kompromiss
wurden Messzeitraume gebildet und die Werte aus diesen Zeitrdumen, ggf. nach Mittel-
wertbildung iiber einen Zeitraum, miteinander verglichen. Da die Patienten die ersten
Wochen nach SZT in stationdrer Betreuung verbringen miissen, konnten v.a. in den
ersten vier Wochen nach SZT mehr oder weniger liickenlose Datensétze erhoben werden.
Nach dieser Zeit nahm die Anzahl der Messtage deutlich ab, so dass ein monatsweises
Mitteln sinnvoller erschien, um nicht eine unnotig grofle Zahl an fehlenden Werten zu
erzeugen. Da nur von etwa der Hélfte der Patienten (insbesondere von den krankeren!)
auch nach Monat 3 (Tag 83) noch regelméafiig Messungen vorgenommen werden konnten,
erschien die Analyse der Messdaten nach Monat 3 nicht mehr aussagekraftig. Insgesamt

ergaben sich so sich sechs Messzeitraume, die miteinander verglichen werden konnten:

e Messzeitraum 1 = Mittelwert Woche 1 (Tag 0-6)

Messzeitraum 2 = Mittelwert Woche 2 (Tag 7-13)

Messzeitraum 3 = Mittelwert Woche 3 (Tag 14-20)

Messzeitraum 4 = Mittelwert Woche 4 (Tag 21-27)

Messzeitraum 5 = Mittelwert Monat 2 (Tag 28-55)
e Messzeitraum 6 = Mittelwert Monat 3 (Tag 56-83)

Um Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Gruppen in Bezug auf die Expression der
verschiedenen Rezeptoren zu beurteilen, wurde zum einen die Expression aller Rezeptoren
im Zeitverlauf untersucht. Besondere Beachtung wurde dabei der Rezeptorexpression
in Woche 4 geschenkt: in der Regel wird der Leukozyten-Nadir in der 2. Woche nach
SZT durchschritten wird, so dass in Woche 4 das Engraftment weitestgehend erfolgt
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ist. Bei einigen Patienten konnen zudem die ersten Spender-T-Zellen in der Zirkulation
detektiert werden, deren Expressionsmuster Hinweise auf eine sich entwickelnde aGvHD
geben konnte.

Nach der Charakterisierung des zeitlichen Verlaufs wurde anschlieend die Rezeptorex-
pression vor der ersten klinischen Manifestation der aGvHD untersucht. Zu diesem Zweck
wurden Patienten ausgewahlt, bei denen innerhalb von 14 Tagen vor GvHD-Beginn
mindestens eine Messung vorgenommen wurde. Falls innerhalb dieser Frist mehrere
Werte zur Auswahl standen, wurde jeweils der unmittelbar nédchste in Bezug auf den
Krankheitsausbruch gewéhlt. Der mediane Expressionslevel von Patienten mit aGvHD
Grad 1 (n=12) wurde anschlieBend mit Patienten mit aGvHD 2-4 (n=10) verglichen.
Die Umformung der Daten sowie die Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware IBM
SPSS Statistics 20 Premium (IBM, Armonk, New York). Fiir die deskriptive Statistik
wurde der Gruppenmedian als robusteres Mafi den Gruppenmittelwerten vorgezogen,

auBerdem wurden der 1. und der 3. Quartilswert der Gruppen ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Dokumentation

Nach der Erhebung der experimentellen Daten erfolgte im September 2010 die Auswertung
der Patientenakten von besagten 47 Patienten. Alle Patienten befanden sich somit schon
im mindestens 4. Monat nach SZT, so dass die ersten 100 Tage bei allen Patienten bereits
verstrichen waren. Eine erneute Akteneinsicht mit Vervollstandigung und Aktualisierung
der klinischen Daten wurde im Januar 2012 vorgenommen.

Bei der Aktenanalyse fiel eine erhebliche Heterogenitét in der klinischen Dokumentation
auf, die sich insbesondere durch die derzeit noch nicht standardisierte Diagnostik bei
beginnender aGvHD erkléren ldsst. Trotzdem wurde versucht, mit den vorhandenen
klinischen und laborchemischen Daten eine mdéglichst genaue Einteilung der Patienten in
Gruppen gemafl der Glucksberg-Seattle-Kriterien vorzunehmen. Fiir Grenzfille galten

folgende Uberlegungen:

e Die einmalige Angabe einer aGvHD Grad 0,5 ohne therapeutische Konsequenz
(systemische Steroidgabe oder andere Erhohung der Immunsuppression) und ohne
klinisches Korrelat wurde nicht als akute GvHD vermerkt. Insbesondere das Symp-
tom ,geringe Hautrotung® war nicht ausreichend, um den Start der aGvHD zu

markieren.

e FEine klinisch dokumentierte GvHD Grad 0,5 wurde als aGvHD gewertet, wenn
eine typische Klinik (Hautrétung, -schuppung) beschrieben war und/oder eine

Erweiterung der Therapie erfolgte.

e Es erfolgte eine kritische Betrachtung von widerspriichlichen Aktenvermerken, z.B.
wurde die Angabe ,,GvHD der Leber Grad 1¢ bei normalem Labor ignoriert. Bei
Diarrh6 und Nachweis eines Durchfallerregers wie z.B. Clostridium difficile wurde

die weniger wahrscheinliche Differentialdiagnose ,GvHD des Darms” verworfen.



4.1 Klinische Dokumentation

e Fille von GvHD nach Tag 100 wurden bei entsprechender Klinik als akute GvHD

gewertet.

Anhand des maximal erreichten GvHD-Scores, der sich aus der klinischen Beobachtung,
Laborergebnissen und der histologischen Beurteilung von Biospien aus Haut und/oder
Darm und/oder Leber ergab, wurden die ingesamt 47 Patienten (48 Félle) in drei Gruppen

eingeteilt.
e GvHD 0° (n=17/16)
e GvHD 1° (n=17)
e GvHD 2°-4° (n=14)

Dieser Einteilung lagen mehrere Uberlegungen zu Grunde:

Patienten, die im gesamten Beobachtungszeitraum, also bis zur Erhebung der klinischen
Parameter aus den Patientenakten, keinerlei Zeichen einer akuten GvHD entwickelten,
dienten als Negativkontrolle. Bei Patienten mit mindestens zweitgradiger GVHD wurde
eine Diagnosesicherung bioptisch angestrebt und eine gezielte Therapie eingeleitet. Diese
Patienten stellen die Positivkontrolle dar. Da eine erstgradige GvHD im klinischen Alltag
meist nicht behandelt wurde und verschiedenste Differentialdiagnosen in Frage kamen,
blieb oft unklar, ob es sich bei einem fliichtigen Exanthem der Haut auch wirklich um eine
AbstofSungsreaktion gehandelt hat. Insofern war bei der Intermedidrgruppe nicht klar, ob
das Rezeptorprofil eher der Negativgruppe oder der Positivgruppe dhneln wiirde. Um
eventuell vorhandene Unterschiede zwischen den Gruppen nicht zu verwischen, wurden
Patienten mit aGvHD Grad 1 als eigenstdandige Gruppe betrachtet.

Nach Auswertung der Patientenakten wurden weitere drei Patienten von den Analysen
ausgeschlossen. Dabei handelte es sich um die Patienten Nr. 12, 15, und 23. Zwar waren
von allen Patienten mehr als 6 Messungen vorgenommen worden, doch lag keine davon im
ersten Monat nach SZT. Dies bedingte, dass die aGvHD bei diesen Patienten schon weit
vor Beginn der Messungen, namlich 38, 86 und 51 Tage zuvor, auftrat. Es erschien daher
aus mehreren Griinden nicht sinnvoll, diese Patienten in die Untersuchung einzubeziehen:
Da der Verlauf der Rezeptorexpression dargestellt werden sollte, besafien die punktuellen
Daten im 2. und 3. Monat nach SZT nur eine sehr geringe Aussagekraft. Zudem war vollig
offen, ob und wie sich die anbehandelte oder eventuell schon ausgeheilte GVHD dieser

Patienten auf die Rezeptorkonstellation auswirken kénnte. Es wurde daher entschieden,
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nur Patienten zu inkludieren, bei denen Messwerte zum GvHD-Beginn und damit auch

vor Therapiebeginn vorlagen.

4.2 Patientencharakteristika

16 Patienten (17 Félle) entwickelten keine klinisch oder histologisch nachweisbaren Zei-
chen einer Abstoflungsreaktion. Allerdings wurden Haut-, Leber- oder Darmbiopsien nur
bei klinisch begriindetem Verdacht entnommen, so dass in der Regel der GvHD Grad 0
nur bei wenigen Patienten auch histologisch verifiziert wurde.

16 Patienten entwickelten wahrend des Mess- und Beobachtungszeitraums ein aGvHD,
deren Auspréigung nicht schwerer als Grad 1 bewertet wurde. Definitionsgeméafl beschrankte
sich dabei die aGvHD auf die Haut der Patienten ohne die Einbezichung anderer Organ-
systeme. Die Diagnose ,,aGvHD Grad 1¢ ist dadurch in hohem Mafle untersucherabhéngig,
da keine laborchemisch fassbaren Parameter fiir das Grading eingesetzt werden kénnen.
Innerhalb der Patientengruppe mit moderater, schwerer und lebensbedrohlicher GvHD
fanden sich 12 Patienten. Von diesen zeigten 10 Patienten (83%) ein Exanthem der Haut,
genauso viele litten unter einem Befall des Gastrointestinaltrakts, wahrend nur bei 7
Patienten (58,3%) die Leber mitbetroffen war.

Patienten, die keine aGvHD entwickelten, erlitten in unserem Patientenkollektiv ofter
Riickfalle oder eine Progression ihrer Grunderkrankung (29,4%). Bei Patienten mit
aGvHD im Verlauf waren die Riickfallraten niedriger (Grad 1: 12,5%, Grad 2-4: 8,3%)
Trotz des geringeren Riickfallrisikos war bei Patienten mit aGvHD Grad 2-4 aber das
Gesamtiiberleben schlechter als in den Vergleichsgruppen. Nur 4 Patienten (33,3%) waren
zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch lebendig, wahrend bei Grad 1 14 Patienten
(87,5%) und ohne aGvHD 13 Patienten (76,5%) iiberlebten. Dies belegt den negativen
Einfluss einer schweren aGvHD auf die Transplantat-assoziierte Mortalitat betroffener
Patienten.

Bemerkenswert grofl war der Anteil von Patienten ohne aGvHD, die Stammzellen eines
gegengeschlechtlichen Spenders erhielten (76,5%). Demgegentiber fand sich bei aGvHD
Grad 1 nur bei 6 Patienten (37,5%) ein Geschlechts-Mismatch, bei Grad 2-4 war dies bei
5 Patienten (41,7%) der Fall.

Einen Uberblick iiber weitere wichtige Patientencharakteristika im Gruppenvergleich gibt
Tab. 4.1.
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Grad 0 (n=17)

Grad 1 (n=16)

Grad 2-4 (n=12)

Alter
Spannbreite
Durchschnitt

Geschlecht
Maénnlich
Weiblich

Diagnose
NHL
AML
ALL
MDS
cMPE
Andere

Konditionierung
Myeloablativ

Reduzierte Intensitat

Mismatch
HLA
Geschlecht

aGvHD-Prophylaxe
CSA, MMF
CSA, MTX
Andere

Organbeteiligung aGvHD

9-72 Jahre
52,8 Jahre

9 (52,9%)
8 (47,1%)

6 (35,3%)

7 (41,2%)

1 (5,9%)

2 (11,8%)

1(5,9%)
0

14 (82,4%)
3 (17,6%)

7 (41,2%)
13 (76,5%)

5 (29,4%)
4 (23,5%)
8 (47,1%)
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9-70 Jahre
42,8 Jahre

6 (37,5%)
10 (62,5%)

3 (18,8%)
4 (25%)
5 (31,3%)
1(6,3%)
2 (12,5%)
1(6,3%)

15 (93,8%)
1(6,3%)

6 (37,5%)
6 (37,5%)

7 (43,8%)
3 (18,8%)
6 (37,5%)

10-64 Jahre
48,3 Jahre

8 (66,7%)
4 (33,3%)

3 (25%)

1 (8,3%)

2 (16,7%)
0

3 (25%)

3 (25%)

11(91,7%)
1 (8,3%)

4 (33,3%)
5 (41,7%)

6 (50%)
2 (16,7%)
4 (33,3%)



4.3 Engraftment der Leukozyten und der T-Zell-Subpopulationen nach allogener SZ'T

Haut 16 (100%) 10 (83,3%)
Darm 0 10 (83,3%)
Leber 0 7 (58,3%)

Status der Grunderkrankung
Klinische Remission 12 (71,6%) 13 (81,3%) 3 (25%)
Riickfall oder Progression 5 (29,4%) 2 (12,5%) 1 (8,3%)

Uberleben bis zum Stichtag
Lebendig 13 (76,5%) 14 (87,5%) 4 (33,3%)
Tot 4 (23,5%) 2 (12,5%) 8 (66,7%)

aGvHD-Start an Tag
Median 28 26
Spannbreite 10-110 7-147

Tab. 4.1: Wichtige Patientencharakteristika im Gruppenvergleich

4.3 Engraftment der Leukozyten und der
T-Zell-Subpopulationen nach allogener SZT

Das Leukozyten-Engraftment wurde von den behandelnden Arzten der Station durch
tagliche Routineblutabnahmen in den ersten Wochen nach Transplantation iiberwacht.
Da die Anfertigung eines kleinen Blutbilds die zusétzliche Messung in einem anderen
Labor erfordert hétte, wurde der White Blood Count (WBC) der Kliniker verwendet: die
Leukozytenzahlen des jeweiligen Messtages wurden aus dem Klinik-Laborsystem Lauris
exportiert. Anschliefend wurden diese Daten geplottet, dartiber hinaus wurden sie aber
auch verwendet zur Berechnung der absoluten T-Zell-Zahlen und der jeweiligen Anzahl

rezeptorpositiver T-Zell-Subpopulationen.
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Abb. 4.1: Leukozyten-Engraftment im Gruppenverleich

Abb. 4.1 zeigt die Zunahme an weilen Blutkoérperchen aufgeschliisselt nach maximal
erreichtem aGvHD-Score im Verlauf der ersten 3 Monate nach allogener Transplantation:
Ausgehend von einer Aplasie in Woche 1 erholte sich die Leukozytopoiese in der Woche 2
zunéchst langsam, um in der 3. Woche bei sehr vielen Patienten sprunghaft anzusteigen.
Zum Ende des ersten Monats nach allogener SZT nimmt die Streuung der Messwerte in
allen Gruppen zu.

Beim genauen Betrachten fiel dartiber hinaus auf, dass bei einigen Patienten, die spéter
eine aGvHD entwickelten, bereits in der ersten Woche nach SZT Leukozyten in nen-
nenswerter Anzahl detektierbar waren (Grad 1: 200/ul, Grad 2-4: 220/ul). Dies war bei
Patienten ohne aGvHD weniger der Fall (Median: 20/pl, 1.Quartilswert: 0/ul, 3.Quartils-
wert: 163/ ul).

-35-



4.3 Engraftment der Leukozyten und der T-Zell-Subpopulationen nach allogener SZ'T

max. aGvHD
A Grad 0 Grad 1 Grad 2-4
50
*
*
40
;\? *
qC) *
= 30
N
+ f¢) *
©
o
O | 20
N
] *
(o]
&) o Y ©
10 e ©
: : ‘ ‘ i ‘
* 6 i
*
o 8 : el H B 8 L
I I I I I I 1 1 1 1 1 1 I I I I I I
1,0 20 30 40 65 105 1,0 20 30 40 65 105 1,0 20 30 40 65 105
Woche nach Tx
max. aGvHD
r Grad 0 Grad 1 Grad 2-4
607
o]
50
S
\E 40— *
K%
S
1 307 *
©
o
@)
+
(ap) 20 *
o
(@]
* o * * o
107 * * . i o
* *
syl bil
*
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1,0 20 3,0 40 65 105 1,0 20 30 40 65 105 1,0 20 30 40 65 105

Woche nach Tx

Abb. 4.2: Anteil der Zytotoxischen T-Zellen (oben) und der Helfer-T-Zellen (unten) am
WBC
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4.3 Engraftment der Leukozyten und der T-Zell-Subpopulationen nach allogener SZ'T

T-Zell-Subpopulationen waren in den GvHD-Gruppen schon von Woche 1 an vorhanden,

wahrend in der Vergleichsgruppe ohne GvHD die Lymphopoiese nur zogerlich einsetzte:

Medianer Anteil zytotoxischer T-Zellen in Woche 1:
Grad 0: 0,30% (1.Quartilswert: 0,08% / 3. Quartilswert: 0,67%)
Grad 1: 0,80% (1.Quartilswert: 0,16% / 3. Quartilswert: 2,08%)
Grad 2-4:  3,38% (1.Quartilswert: 0,37% / 3. Quartilswert: 6,79%)

Medianer Anteil an T-Helfer-Zellen in Woche 1:
Grad 0: 0,22% (1.Quartilswert: 0,09% / 3. Quartilswert: 0,49%)
Grad 1: 0,32% (1.Quartilswert: 0,14% / 3. Quartilswert: 0,58%)
Grad 2-4:  0,86% (1.Quartilswert: 0,18% / 3. Quartilswert: 25,7%)

Ein Viertel der Patienten mit leichter GvHD hatte somit weniger als 0,16% CD3TCD8*
Zellen und weniger als 0,14% CD3TCDS8~ Zellen in der 1. Woche nach SZT. Fiir Patienten
mit aGvHD ab Grad 2 ergaben sich fiur ein Viertel der Patienten weniger als 0,37%
CD37CD8™ Zellen und weniger als 0,18% CD3*tCDS8~ Zellen in Woche 1. Auffillig waren
in der Gruppe ohne aGvHD 5 Patienten (Nr. 24, 29/3.SZT, 30, 49, 61), die wahrend
des gesamten Beobachtungszeitraums (mindestens bis Tag 35) kein T-Zell-Engraftment
aufwiesen. Das T-Zell-Engraftment wurde dabei definiert als das Auftreten von klar
abgrenzbaren Populationen CD3*CD8% Zellen und/oder CD3TCD8~ Zellen in der FACS-
Analyse, die einen Anteil von mindestens 2% der PBMZs ausmachen. Dies ist insofern von
besonderer Bedeutung, da so in der Gruppe ohne aGvHD fast ein Drittel der Patienten
nicht oder nicht in relevantem Ausmaf iiber die Zellen verfiigte, die als Effektorzellen
der GvHD angenommen werden und in der Studie untersucht werden sollten.

Der hohere Anteil an T-Zellen in Verbindung mit dem oft etwas frither einsetzenden
Leukozyten-Engraftment schldgt sich auch in der absoluten Zahl der T-Zell-Subpopula-
tionen pro ul Blut nieder, die bei den Patienten mit aGvHD ermittelt werden konnten.
So ergaben sich in Woche 1 nach SZT fiir die zytotoxischen T-Zellen wie auch fiir die
T-Helfer-Zellen hohere Medianwerte in den GvHD-Gruppen:

Anzahl zytotoxischer T-Zellen in Woche 1:
Grad 0: 0,03 Zellen/ul (1.Quartilswert: 0 / 3. Quartilswert: 0,38)
Grad 1: 0,54 Zellen/ul (1.Quartilswert: 0,01 / 3. Quartilswert: 3,29)

- 37 -



4.3 Engraftment der Leukozyten und der T-Zell-Subpopulationen nach allogener SZ'T

max. aGvHD
4 Grad 0 Grad 1 Grad 2-4
2500
o
2000 *
g [e) *
c
2 | 15007 *
0]
N
+
o)
(m) * *
O | 1000
3) o
o
(@)
500 o)
o)
*
2 g 25 &
01 * ® = ® = & -
I I I I I I I I I T T I I I I I I I
1,0 20 30 40 65 105 1,0 20 30 40 65 105 10 20 30 40 65 105
Woche nach Tx
max. aGvHD
r Grad 0 Grad 1 Grad 2-4
1200 *
1000
= *
= o
~ 800 *
c
Q@
D
*
',\J 6001 *
] o
(&) * o °
4
(00} 400
[m)] *
O *
o)
200
a0 i
o+ % = - * &= B i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1,0 20 30 40 65 105 1,0 20 30 40 65 105 1,0 20 30 40 65 105

Woche nach Tx

Abb. 4.3: Anzahl an zytotoxischen T-Zellen (oben) und Helfer-T-Zellen (unten) pro pul
Blut
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Abb. 4.4: Anteil und Anzahl von zytotoxischen T-Zellen (oben) und T-Helfer-Zellen
(unten) vor Beginn der aGvHD

Grad 2-4: 3,83 Zellen/pul (1.Quartilswert: 1,22 / 3. Quartilswert: 40,03)

Anzahl an T-Helfer-Zellen in Woche 1:
Grad 0: 0,02 Zellen/pl (1.Quartilswert: 0 / 3. Quartilswert: 0,21 )
Grad 1: 0,28 Zellen/pl (1.Quartilswert: 0,06 / 3. Quartilswert:1,42 )
Grad 2-4: 5,36 Zellen/pl (1.Quartilswert: 0,50 / 3. Quartilswert: 133,3 )

Die Gesamtzahl an Leukozyten vor aGvHD-Beginn unterschied sich in beiden Gruppen
nicht (Grad 1: 3300/ul, Grad 2-4: 3305/ul). Dabei betrug der Anteil von zytotoxischen
T-Zellen im Median bei Grad 1 1,3%, bei Grad 2-4 3,6%. Umgerechnet in zytotoxische
T-Zellen pro pl Blut waren das 41,7 bei Grad 1 und 171,8 bei Grad 2-4. Dies entspricht
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einer etwa 4fach hoheren Anzahl zytotoxischer T-Zellen bei aGvHD ab Grad 2. Der
Anteil der T-Helfer-Zellen lag bei Grad 1 im Median bei 0,4%, bei Grad 2-4 bei 3,9%.
Fiir die T-Helfer-Zellen ergaben sich bei aGvHD Grad 1 9,6 Zellen/ul, bei Grad 2-4 94,4
Zellen/pl. Damit war die Gesamtzahl an T-Helfer-Zellen um ein 10faches hoher, wenn
die Patienten innnerhalb der folgenden zwei Wochen eine mindestens 2. gradige aGvHD

entwickelten.

4.4 Expressionsmuster auf T-Zellen

Die dynamische Entwicklung in der Expression von 36 verschiedenen Homing-Rezeptoren
bzw. Rezeptorkombinationen konnte anhand der relativ anteiligen Expression und der
absoluten Anzahl positiver T-Zell-Subpopulationen in 3 verschiedene Expressionsmuster
kategorisiert werden. Oft fand sich dabei fiir einen Rezeptor der gleiche Expressionstyp
auf den zytotoxischen T-Zellen und den Helfer-T-Zellen.

Die meisten der untersuchten Rezeptoren entsprachen dem Expressionstyp 1. Bei diesem
zeigte sich ein geringer werdender Anteil an rezeptorpositiven Zellen im Zeitverlauf, meist
abnehmend bis auf insgesamt niedrige Werte (etwa 5-10% bezogen auf die untersuchte
Subpopulation). Andere Rezeptoren zeigten eine eher konstante Expression im Zeitver-
lauf auf unterschiedlich hohem Niveau (Expressionstyp 2). Als Expressionstyp 3 wurde
die dynamisch fluktuierende Expression mit grofleren interindividuellen Unterschieden
definiert. Die absolute Anzahl rezeptorpositiver Zellen nahm bei allen Expressionstypen
zu, doch wurden bei Typ 2 und 3 deutlich hohere Werte erreicht als bei Typ 1.

Auf Grund der grofien Anzahl an untersuchten Rezeptoren bzw. Rezeptorkombinationen
konnen aus Platzgriinden nicht alle Median- und Quartilswerte sowie sdémtliche Verlaufs-
grafiken gezeigt werden. Die ausgewahlten Beispielrezeptoren in Kap. 4.4.1 , Kap. 4.4.2
und Kap. 4.4.3 sind jedoch repréasentativ fiir alle iibrigen Rezeptoren mit dem gleichen
Expressionstyp.

Die grofle Anzahl der untersuchten Rezeptoren stand im krassen Gegensatz zum sehr
iiberschaubaren Patientenkollektiv. Im Messzeitraum von Juni 2009 bis Mai 2010 kon-
nten nicht mehr als 45 verwertbare Datensitze gesammelt werden. Anhand dieser 45
Datensétze wurden insgesamt 36 unterschiedliche Parameter auf Helfer-T-Zellen und
zytotoxischen T-Zellen im Zeitverlauf analysiert. Auflerdem wurde die Expression dieser
Rezeptoren vor GvHD-Beginn zwischen 12 Patienten mit GvHD Grad 1 und 10 Patien-
ten mit aGvHD Grad 2-4 beurteilt. Das Verhéltnis Patientenzahl:Anzahl untersuchte
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Parameter ist damit aber auflerst ungtinstig. Aus Sicht der Autorin wiirde sich bei einer
Varianzanalyse mit groer Wahrscheinlichkeit eines oder mehrere (zufillig) signifikante

Ergebnisse ergeben. Daher wurde auf eine ANOVA bewusst verzichtet.

4.4.1 Expressionstyp 1: Rezeptoren mit abnehmender,

niedriger Expression

Der Verlauf und die Verdanderung der Rezeptorexpression vom Typ 1 wird anhand des
Markers CXCR 2 auf zytotoxischen T-Zellen beispielhaft erlautert. Ein dhnlicher Verlauf
lief§ sich auf den zytotoxischen T-Zellen fiir die Rezeptoren CCR 9, CD 103 aE, CD 25,
Leukotrien B4R1, CCR 5, CD 69, CCR 2, CCR 1, CCR 6, CLA und auch bei der Koex-
pression von CLA und CCR 8 sowie der Koexpression von CLA und CD 62 L zeigen. Auf
den T-Helfer-Zellen fand sich diese Entwicklung bei den Rezeptoren CCR 9, CD 103 oE,
CD 25, Leukotrien B4R1, CXCR 2, CCR 5, CD 69, CCR 2, CCR 1 und CCR 6.

In allen drei Gruppen nahm der Anteil CXCR2" zytotoxischer T-Zellen im Zeitverlauf
ab. Dies zeigte sich sowohl an den sinkenden Medianwerten im Verlauf der ersten drei
Monate nach SZT, als auch an einer geringer werdenden Streuung der Messergebnisse.
Dabei war der Abfall in der Gruppe ohne aGvHD starker (Median in Woche 1: 63,5%, in
Monat 3: 13,6%) als in der Gruppe bis Grad 1 (Median in Woche 1: 42,6%, in Monat
3: 13,1%). Letztere zeigte wiederum einen stiarkeren Abfall als die Gruppe mit Grad
2-4 (Median in Woche 1: 22,6%, in Monat 3: 9,2%). Patienten ohne aGvHD blieben
allerdings im gesamten Messzeitraum ein eher inhomogenes Kollektiv (1.Quartilswert:
7,3%, 3.Quartilswert: 49,6% im Monat 3).

Einhergehend mit einer Stabilisierung der Lymphopoiese stieg die absolute Anzahl an
CD3"CD8TCXCR2" Zellen im peripheren Blut bei allen Patienten langsam an. In der
Gruppe ohne aGvHD war dabei die Zahl CD3TCD8TCXCR2" Zellen eher niedriger als
in den GvHD-Gruppen. Im 3. Monat war die Anzahl CD3*CD8"CXCR2" Zellen am
grofiten bei aGvHD Grad 1 (40,4/ul), gefolgt von Grad 2-4 (12,8/ul). Bei Patienten ohne
aGvHD ergaben sich 7,9/ul.

Anschlielend wurde die CXCR 2-Expression unmittelbar vor GvHD-Beginn zwischen
Patienten mit erstgradiger aGvHD und Patienten ab aGvHD Grad 2 verglichen. Fiir den
Anteil CD3TCD8TCXCR2" Zellen ergab sich bei aGvHD Grad 1 ein Median von 15,2%,
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Abb. 4.5: Expression von CXCR 2 auf zytotoxischen T-Zellen
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Abb. 4.6: Expression von CXCR 2 auf zytotoxischen T-Zellen vor Beginn der aGvHD

bei Grad 2-4 von 13,8%. Die absolute Anzahl CD3TCD8TCXCR2*" Zellen war im Median
bei aGvHD Grad 1 6,0/ul, wiahrend Patienten mit Grad 2-4 11,5 CD3TCD8TCXCR2"
Zellen/pl Blut aufwiesen.

Tab. 4.2 stellt die medianen Expressionslevel aller Rezeptoren vom Expressionstyp 1 bei
Patienten mit aGvHD Grad 1 und Grad 2-4 gegeniiber.

Grad 1 Grad 2-4 Verhiltnis Géf:ff

CD3tCDS8T ... Zellen

CCR 9+ % 9,12 9,96 11
/il 5,30 6,31 1,2

CD 103 oE+ % 2,79 4,55 1.6
/il 2,93 6,34 2,2

CD 25+ % 1,23 91 0,7
Jul 84 141 17

Leukotrien B4R1"™ % 1,92 .59 0,3
/79 1,56 2,0

CXCR 2+ % 15,20 13,80 0,9
Jul 6,00 11,54 1.9

CCR 5" % 3,23 3,73 1,2
/ul 1,10 3,48 3,2
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CD 69+ % 4,63 2,04 0.4
Jul 1,36 90 0,7
CCR 2" % 7,04 10,70 1,5
/il 2,80 16,43 5.9
CCR 1* % 2,08 2,07 1,0
/ul 97 3,33 3,4
CCR 6" % 2,54 4,64 1.8
/1,61 8,82 5.5
CCR 8+ CLA* % 5,77 6,06 11
/il 2,30 9.91 43
CLA* % 1556 12,84 0,8
Jul 5,00 20,41 A1
CLA+ CD 62L+ % 10,00 11,75 12
Jul 4,40 16,63 3.8

CD3"CD8 ... Zellen
CCR 9" % 10,55 10,62 1,0
Jul 2,19 7,22 3,3
CD 103 oE" % 8,90 5,01 0,6
Jul 1,36 6,15 45
CD 25+ % 10,00 13,25 13
Jul 1,90 7.34 3,9
Leukotrien B4R1"™ % 10,42 1,13 0,1
Jul 9T 1,04 11
CXCR 2+ % 18,60 7.04 0.4
Jul 2,58 11,34 4.4
CCR 5" % 8,31 5,2 0,7
Jul 125 4,96 4,0
CD 69" % 11,82 3,32 0,3
/il 1,68 2.35 14
CCR 2+ % 17,35 12,14 0,7
/ul 3,08 14,96 49
CCR 1+ % 11,32 4.94 0.4
Jul 1,38 2,54 1.8
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CCR 6* % 14,45 9,98 0,7
Jul 2,80 10,47 3,7

Tab. 4.2: Vergleich der medianen Rezeptorexpression vor Beginn der aGvHD

4.4.2 Expressionstyp 2: Rezeptoren mit konstanter, mittlerer

Expression

Auf den Helfer-T-Zellen konnten drei Rezeptoren identifiziert werden, deren relative
Expression im Zeitverlauf fast konstant war. Leichte Schwankungen kamen dabei vor,
ohne jedoch eine klare Tendenz nach unten oder oben aufzuweisen. Dies betraf die

Marker CLA, CCR 4, CD 45RA sowie die Koexpression von CLA und CCR 4. Zur
Veranschaulichung des Expressionstyps 2 wurde der Rezeptor CCR 4 ausgewéhlt.

Der Anteil CCR 4 positiver T-Helfer-Zellen zeigte in Gruppe 0 eine abnehmende Tendenz
im Zeitverlauf, die Streuung der einzelnen Messwerte war im gesamten Messzeitraum
grof. In Woche 1 ergab sich ein Gruppenmedian von 35,6% (1. Quartilswert: 30%, 3.
Quartilswert: 62,5%). Nach leichtem Auf und Ab lag der Median im Monat 3 bei 24,3%
(1. Quartilswert: 16,3%, 3. Quartilswert: 60,6%). In Gruppe 1 fiel ebenfalls eine groie
Streubreite der Messwerte auf, allerdings pendelte sich der Median der Gruppe bereits
zum Ende des 1. Monats auf einem mittleren Niveau ein und blieb konstant bis zum
Ende des Beobachtungszeitraums (Woche 4: 40,6%, Monat 2: 40,7%, Monat 3: 41,2%). In
der Gruppe aGvHD ab Grad 2 waren die Medianwerte im Zeitverlauf anndhernd kostant
und die Streubreite der Messwerte nur gering. Am niedrigsten lag der Median mit 38,1%
in Woche 2, der hochste Median wurde mit 45,3% CD3TCD8  CCR4" Zellen in Monat 3
erreicht.

Die absolute Anzahl CD3TCD8  CCR4™ Zellen pro ul Blut war bei Patienten mit schwerer

aGVvHD hoher als in den Vergleichsgruppen, insbesondere im ersten Monat nach SZT.

Anzahl CD3TCD8 CCRA4" Zellen pro ul Blut in Woche 1:
Grad 0: 0,01 Zellen/pl (1.Quartilswert: 0 / 3. Quartilswert: 0,12 )
Grad 1: 0,09 Zellen/pl (1.Quartilswert: 0 / 3. Quartilswert: 0,81 )
Grad 2-4: 2,26 Zellen/pul (1.Quartilswert: 0,20 / 3. Quartilswert: 50,5 )
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Abb. 4.7: Expression von CCR 4 auf Helfer-T-Zellen im Zeitverlauf
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Abb. 4.8: Expression von CCR 4 auf Helfer-T-Zellen vor Beginn der aGvHD

Anzahl CD3TCD8 CCRA4" Zellen pro ul Blut in Woche 4:
Grad 0: 3,6/pl (1. Quartilswert 1,8/ul, 3. Quartilswert 38,4/ul))
Grad 1: 15,4/ul (1. Quartilswert 2,6/ul, 3. Quartilswert 35,3/ ul)
Grad 2-4:  33,2/pl (1. Quartilswert 7,3/pl, 3. Quartilswert 111,9/ul)

Beim Vergleich der Mediane in Bezug auf den Anteil CCR4% Helfer-T-Zellen zum
Zeitpunkt der letzten Messung vor Auftritt der aGvHD war kein Unterschied feststellbar
zwischen Patienten mit aGvHD Grad 1 (34,1%) und Patienten mit aGvHD Grad 2-4
(34,3%). Mit im Median 39,2 CCR4™" Helfer-T-Zellen/ul war die absolute Anzahl in der
Gruppe mit GvHD ab Grad 2 allerdings 13fach hoher als in der Gruppe mit aGvHD Grad
1 (3,0 CCRAT Helfer-T-Zellen/ul). Tabelle 4.3 zeigt die mediane relative und absolute

Expression der konstant exprimierten Rezeptoren vor Beginn der Abstoflung.
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4.4 Expressionsmuster auf T-Zellen

Grad 1 Grad 2-4 Verhiltnis §2d 2-4

Grad 1
CD3tCD8™ ... Zellen
CLA™ CCR4™" (%) 11,35 10,40 0,9
(/,ul) 1,62 4,90 3,0
CCR 4* (%) 34,10 34,31 1,0
(/,ul) 2,98 39,21 13,2
CLAT (%) 14,72 21,20 14
(/,ul) 3,62 17,32 4.8
CD45 RAT (%) 14,38 20,25 14
(Jul) 1,80 11,99 6,7

Tab. 4.3: Vergleich der medianen Rezeptorexpression vor Beginn der aGvHD

4.4.3 Expressionstyp 3: Rezeptoren mit fluktuierender, hoher

Expression

4 Rezeptoren (Rezeptorkombinationen) lieflen sich auf beiden T-Zell-Subpopulationen
dem 3. Expressionsmuster zuordnen: CXCR 3, CXCR 1, 87 integrin, sowie die Koexpres-
sion von (7 integrin und CD49d 4. Nur auf den zytotoxischen T-Zellen fand sich bei
CD45 RA dieses Expressionsmuster. Expressionstyp 3, der sich durch eine fluktuierende,
hohe Expression auszeichnet, wird anhand des Rezeptors 57 auf zytotoxischen T-Zellen

dargestellt.

Der Homing-Rezeptor 87 integrin wurde auf etwa einem Drittel aller zytotoxischen
T-Zellen bei Patienten nach allogener SZT exprimiert. Dabei fielen - genau wie bei niedrig
exprimierten Rezeptoren - unmittelbar nach SZT eine breite Streuung der Messwerte

und hohere Medianwerte auf.

Medianer Anteil CD3TCD8" 37+ Zellen in Woche 1:
Grad 0: 60,8% (1.Quartilswert: 45,3% / 3. Quartilswert: 79,8%)
Grad 1: 52,6% (1.Quartilswert: 29,7% / 3. Quartilswert: 59,4%)
Grad 2-4:  41,3% (1.Quartilswert: 29,7% / 3. Quartilswert: 56,4%)

Die Medianwerte in Bezug auf den Anteil CD31C D837t Zellen nahmen in allen
Gruppen leicht ab, am deutlichsten bei Patienten ohne aGvHD (Woche 1: 60,8%, Monat
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Abb. 4.9: Expression von (7 integrin auf zytotoxischen T-Zellen

Woche nach Tx

- 49 -



4.4 Expressionsmuster auf T-Zellen

701
600
60
S 2
= =
c
2 8
5} =
al [0}
N % N 4007
NS +
@ &
+ +
@ @
Q o
o o
+ +
8 8 200
o o
304
o
20 o i
T T T T
Grad 1 Grad 2-4 Grad 1 Grad 2-4
max. aGvHD max. aGvHD

Abb. 4.10: Expression von (7 integrin auf zytotoxischen T-Zellen vor Beginn der aGvHD

3: 33,11%). Bei Grad 1 und Grad 2-4 war die Expression im Zeitverlauf schwankend,
wahrend sich bei Grad 0 ein konstanter Abwéartstrend feststellen lief3.

Wie aus Abb. 4.9 hervorgeht, nahm die absolute Anzahl an C'D3TCD8* 37" Zellen pro
1l im Verlauf der Messungen bei allen Patienten zu. Patienten mit aGvHD erreichten
dabei hohere Werte als Patienten ohne aGvHD.

Der mediane Expressionslevel von 87 integrin auf zytotoxischen T-Zellen war vor Ausbruch
der aGvHD bei Grad 1 32,2%, bei Grad 2-4 46,02%. Die absolute Anzahl C D3tC D837+
Zellen pro pl Blut war bei Grad 2-4 6,9fach hoher als in der Vergleichsgruppe mit aGvHD
Grad 1 (12,08 vs. 83,56).

Tab. 4.4 fasst die relative und absolute Expression von allen hoch exprimierten Rezeptoren

im Gruppenvergleich zusammen.

Grad 1 Grad 2-4  Verhiltnis St2d 2-4
rad 1

CD3TCDS8" . .. Zellen

A7+ CD 49da4* % 31,75 45,10 1,4
Jul 10,15 83,29 8,2

BT+ % 32,20 46,02 1,4

Jul 12,08 83,56 6,9

CD 45RA+ % 40,90 30,80 0,8
Jul 14,76 27 48 1,9

CXCR 3+ % 52,75 31,35 0,6
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4.4 Expressionsmuster auf T-Zellen

Jul 29,86 38,30 13
CXCR 1+ % 13,90 16,55 12
Jul 497 15,20 3.1

CD3"CD8™ ... Zellen
37+ CD 49dad* % 3845 42,55 11
/1l 3,26 30,68 9,4
BT+ % 4520 16,63 1.0
/il 4,29 33,62 78
CXCR 3t % 48,25 39,15 0,8
/il 4,93 36,06 73
CXCR 1t % 31,15 14,28 0,5
Jul 391 17,04 1.6

Tab. 4.4: Vergleich der medianen Rezeptorexpression vor Beginn der aGvHD
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5 Diskussion

5.1 Patientencharakteristika

Bei der Auswahl der Patienten konnte auf Grund des ohnehin kleinen zur Verfiigung stehen-
den Kollektivs keine Selektion mehr statt finden. Im Gegensatz zu beispielsweise Tsuchiya-
ma et al. wurden auch Patienten miteinbezogen, die Steroide zur GvHD-Prophylaxe
erhielten [43]. Einzige Grundvorraussetzung zum Einschluss in die Studie war eine allo-
gene SZT im Beobachtungszeitraum. Zwischen den nach Grad der aGvDH gebildeten
Gruppen waren keine Unterschiede in Bezug auf Alter, Geschlecht oder GvHD-Prophylaxe
feststellbar, doch muss die Heterogenitét des Kollektivs in Bezug auf Grunderkrankungen,
Konditionierungsregimes etc. insgesamt als grof eingeschatzt werden.

Die Einteilung der Patienten in Gruppen erfolgte nach dem maximal erreichten Grad
der aGvHD. Eine Subgruppierung nach dem jeweiligem Organstadium konnte nicht
erfolgen. Diese wéare aber sinnvoll und wiinschenswert gewesen, da davon ausgegangen
wird, dass die T-Zellen durch die Expression einzelner Rezeptoren eine Organspezifitét
entwickeln [22]. Insofern wére bei einer GvHD des Darms u.U. ein anderes Rezeptorprofil
zu erwarten als bei einer GvHD der Haut oder der Leber. Davon besonders betroffen
waren die untersuchten Hautrezeptoren, da bei fast allen Patienten mit aGvHD die
Haut mitbetroffen war und keine Patientengruppe mit aGvHD aber ohne Hautbefall als
Vergleichsgruppe verfiighar war.

Ob das Geschlechts-Mismatch zwischen Spender und Empfanger ein unabhangiger Risiko-
faktor fiir die Entwicklung einer aGvHD ist, wird in der Literatur kontrovers diskutiert
[44, 45, 46]. Im von uns untersuchten Patientenkollektiv waren in der Gruppe ohne
aGvHD deutlich mehr Patienten mit Geschlechtsunterschied vorzufinden als in den
GvHD-Gruppen. Ein Sex-Mismatch zwischen Spender und Empfinger schien sich in
unseren Untersuchungen nicht negativ auf die Schwere der aGvHD auszuwirken.
Patienten ohne aGvHD erlitten haufiger Riickfille oder eine Progression der Grund-
erkrankung als Patienten, die eine aGvHD entwickelten. Dies lasst sich durch den

Graft-versus-Leukdamie-Effekt erklaren. Er wird zwar vor allem im Gefolge einer chroni-



5.2 Leukozyten- und T-Zell-Engraftment

schen GvHD beobachtet, doch kann auch eine akute GvHD auf eine hohe Aktivitdt der
transplantierten Spenderzellen gegeniiber maligne entarteten Zellen hinweisen [4, 6].

Zwei Drittel der Patienten mit mindestens zweitgradiger aGvHD iiberlebten nicht bis
zum Stichtag. Dies belegt den negativen Einfluss einer schweren aGvHD auf die Trans-
plantat-assoziierte Mortalitat [9]. Patienten mit hochstens erstgradiger aGvHD zeigten
demgegeniiber trotz eines erhéhten Riickfallrisikos ein insgesamt besseres Gesamtiiber-
leben. Vermutlich profitierten Patienten ohne aGvHD dabei auch von einer geringeren
Infektanfilligkeit, da die hoch dosierte aGvHD-Therapie der betroffenen Patienten auch

zu einer Schwéchung der Infektabwehr gefithrt haben dirfte.

5.2 Leukozyten- und T-Zell-Engraftment

Das Leukozyten-Engraftment fand gruppeniibergreifend im Verlauf der 2. oder 3. Woche
nach allogener SZT statt. Es entsprach damit den Erfahrungen der Klinik und den
Veroffentlichungen in der Literatur [47, 48, 49, 50]. Zwischen Patienten mit und ohne
aGvHD im Verlauf waren keine wesentlichen zeitlichen Unterschiede im Engraftment
feststellbar.

Allerdings fand sich bei einzelnen Patienten, die eine mindestens 2. gradige aGvHD ent-
wickelten, bereits in der ersten Woche nach SZT eine messbare Anzahl an mononukledren
Zellen im peripheren Blut, wahrend im Blut von Patienten ohne aGvHD eine vollstédndige
Aplasie vorlag. Einige Patienten, die spéter eine aGvHD entwickelten, fielen durch eine
bereits wenige Tage nach SZT einsetzende Lymphopoiese auf. Diese auflerte sich sowohl
in einem fritheren Anstieg der absoluten Lymphozytenzahlen, als auch in einem héheren
relativen Anteil der T-Zell-Subpopulationen am Pool aller mononukledren Zellen. Dies
konnte hinweisend sein auf die frithe Aktivierung alloreaktiver Spender-T-Zellen bei
Patienten mit aGvHD ab Grad 2. Moglicherweise ist manchmal schon der erste Kontakt
zwischen Empfiangerorganismus und Spenderzellen fiir die Aktivierung von inflamma-
torischen Kaskaden und die Proliferation alloreaktiver Zellen verantwortlich, insbesondere
da sich der Organismus der Patienten in einer extrem vulnerablen Phase unmittelbar
nach der Konditionierung befindet [51] Demgegeniiber fanden sich in der Gruppe ohne
aGVvHD fiinf Patienten, bei denen im Lauf der ersten fiinf Wochen nach SZT tiberhaupt
keine Anzeichen einer beginnenden Lymphopoiese nachweisbar waren. Dies kann als

Zeichen einer geringeren oder verzogert einsetzenden Reaktivitdt der transplantierten
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5.2 Leukozyten- und T-Zell-Engraftment

T-Zellen gegeniiber dem Empfangermechanismus gewertet werden, bei der die Gefahr
einer aGvHD deutlich reduziert zu sein scheint. Allerdings scheint auch die Kinetik der
Lymphozytenrekonstitution und deren homoéostatisches Gleichgewicht einen wichtigen
Faktor fur die Ausbildung der aGVHD darzustellen. So legen einige Untersuchungen
nahe, dass ein Mangel an regulatorischen T-Zellen in direktem Zusammenhang mit einer
Verschlechterung der aGvHD stehen kénnte [52]. Dariiber hinaus scheinen regulatorische
T-Zellen bei Patienten mit aGvHD nicht nur in geringerer Anzahl vorhanden zu sein,
sondern kénnen moglicherweise sogar verwendet werden, um prospektive Aussagen iiber
die Wirksamkeit einer GvHD-Therapie zu machen [53].

Frih im Verlauf nach SZT zirkulierende T-Zellen konnen somit auf die Entwicklung
einer aGvHD hinweisen, jedoch scheinen sie keine zwingende Voraussetzung fiir diese
zu sein [54]. Die Abwesenheit von T-Zellen innerhalb der ersten Wochen signalisierte
in unseren Untersuchungen demgegeniiber ein niedrigeres Risiko fiir eine aGvHD im
spateren Verlauf.

Beim Vergleich von WBC und Anteil bzw. Anzahl der T-Zell-Subpopulationen vor dem
klinischen GvHD-Beginn zeigte sich eine nahezu identische Gesamtzahl an Leukozyten
zwischen den beiden GvHD-Gruppen. Allerdings scheinen sich deutlich Unterschiede
abzuzeichenen beziiglich der zu erwartenden T-Zell-Subpopulationen [54]. Bei aGvHD
ab Grad 2 waren sowohl der Anteil der zytotoxischen T-Zellen als auch der Anteil der
Helfer-T-Zellen deutlich hoher als bei aGvHD Grad 1. Dies bedingte eine 4fach héhere
Anzahl an zytotoxischen T-Zellen und eine 10fach hohere Anzahl an T-Helfer-Zellen
pro pl Blut unmittelbar vor Ausbruch der aGvHD. Bei der Beurteilung der jeweiligen
Rezeptorexpression sollte dies stets bedacht werden, denn es wurde ja nach einem rezep-
torspezifischen Effekt wie in den murinen Modellen gesucht [21]. Von einem solchen kann
man insbesondere dann ausgehen, wenn sich sowohl Anteil wie auch absolute Anzahl
rezeptorpositiver Zellen in gleicher Weise unterscheiden. Ob der Anteil oder die absolute
Anzahl alloreaktiver Zellen dabei pathogenetisch ausschlaggebend fiir den Schweregrad
der aGvHD ist, ist aus Sicht der Autorin derzeit schwer abschéitzbar. Die Vermutung
liegt allerdings nahe, dass allein schon das unmittelbar nach SZT vorhandene Mehr an
alloreaktiven Zellen im Sinne einer direkten Dosis-Wirkungs-Beziehung eine entscheidende
Verschlechterung der aGvHD nach sich zieht. Unsere Untersuchungen zeigten, dass bei
den Patienten, die eine aGvHD ab Grad 2 entwickelten, frither als bei Vergleichspatienten
erste T-Zellen im Blutstrom zirkulierten. Die hohere Last an frith auswandernden allore-

aktiven T-Zellen konnte sowohl durch die groflere Anzahl vorhandener Effektoren wie
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5.3 Homing-Rezeptorexpression auf T-Zellen

auch durch die massivere Ausschiittung von Zytokinen und Entziindungsmediatoren zu
einer stiarkeren Auspragung der aGvHD fiithren. Zugleich entsteht bei einem hohen Anteil
an alloreaktiven und einem niedrigen Anteil von gegenregulatorisch wirksamen, nicht-
alloreaktiv agierenden T-Zellen ein Ungleichgewicht zwischen Pro- und Antiinflammation
[55]. Moglicherweise nimmt auch diese Dysbalance entscheidendend Einfluss auf die
Entwicklung einer aGvHD. So wére beispielsweise denkbar, dass ein unverhaltnismafig
hoher Anteil an alloreaktiven T-Zellen zum Versagen von immunregulatorischen Mecha-
nismen beitrédgt und sich nach einer gewissen Zeit verselbststandigt, vergleichbar etwa
mit einer anaphylaktischen Reaktion bei allergischer Disposition. Einige Untersuchungen
weisen in diesem Zusammenhang auf die entscheidende Rolle regulatorischer T-Zellen hin,
die sich sowohl bei akuter wie chronischer GvVHD positiv auf das Krankheitsgeschehen
auswirken konnen [53, 56, 55]. Moglicherweise tragen regulatorische T-Zellen in diesem
Zusammenhang auch entscheidend zur Entwicklung einer Langzeittoleranz zwischen
Patient und transplantierten Zellen bei [57]. Diese Langzeittoleranz scheint nicht mit

einem verminderten Antitumoreffekt einherzugehen [58, 59, 60, 61].

5.3 Homing-Rezeptorexpression auf T-Zellen

Fiir viele Rezeptoren ergaben sich gruppentibergreifend eine groe Anzahl an Ausreifflern
und Extremwerten. Dafiir gibt es aus Sicht der Autorin mehrere Ursachen: zum einen
war die Gruppengrofle sicher nicht ausreichend, um die komplexe Entwicklung der
Rezeptorexpression nach allogener SZT zuverldssig abzubilden. Dariiber hinaus leidet die
Genauigkeit der FACS-Analyse bei geringen Zellzahlen, wie sie unmittelbar nach SZT
regelhaft auftreten. Ein weiterer Grund ist in der Natur der Homing- und Chemokin-
Rezeptoren gelegen. Denn es handelt sich bei vielen von diesen nicht um konstitutiv
exprimierte, sondern um induzierbare Oberflichenmerkmale, deren Vorhandensein auf
Zellen iiber verschiedene noch nicht bekannte Signalwege gesteuert wird und von vielen
Faktoren beeinflusst werden koénnte [32]. Untersuchungen an gesunden Probanden konnten
zwar eine weitgehend konstante Expression fiir viele Rezeptoren zeigen. Dies kénnte sich
aber nach einem tiefgreifenden Eingriff in die Homoostase eines Organismus - wovon
bei einer SZT zweifellos ausgegangen werden muss - vollkommen anders darstellen. Die
Grunderkrankung allein, aber auch Konditionierungstherapie und anschlieSfende SZT

fithren zu einer Vielzahl von Interaktionsmoglichkeiten zwischen T-Zellen und APZs wie
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beispielsweise dendritischen Zellen, die eine GVHD induzieren oder verhindern kénnen,
aber auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer Langzeittoleranz zu spielen
scheinen [62, 63, 57]. Insofern sind Messungen der Homing-Rezeptor-Expression in erster
Linie Momentaufnahmen von Situationen, die sich innerhalb kurzer Zeit radikal verandern

konnen.

5.3.1 Expressionstyp 1

Die meisten Rezeptoren zeigten bei allogen transplantierten Patienten eine typische
Expressionsdnderung im Verlauf der ersten drei Monate. Der Anteil rezeptorpositiver
T-Zell-Subpopulationen sank im Zeitverlauf stetig ab, wiahrend die absolute Anzahl pro
! Blut langsam anstieg.

Beim direkten Vergleich von Grad 1 mit Grad 2-4 vor dem Beginn der aGvHD war der
Anteil rezeptorpositiver Zellen in beiden Gruppen meist zwischen 5 und 15% gelegen. Dies
ergab je nach Rezeptor maximal 20 positive Zellen pro pl Blut. Patienten mit aGvHD
Grad 2-4 besaflen je nach Rezeptor die 0,7 bis 5,9fache Anzahl an rezeptorpositiven Zellen
pro pul Blut verglichen mit Grad 1.

Als Grund fiir diese Dynamik lassen sich zumindest zwei mogliche Mechanismen nennen.
Der Abfall in Bezug auf die relative Expression konnte einerseits an der Messmethode
liegen, da die FACS-Analyse bei niedrigen Zellzahlen und niedrig exprimierten Rezeptoren
zur Fehleranfélligkeit neigt: beim Gaten auf eine kleine Anzahl an T-Zellen, wirken sich
kleinste Verunreinigungen der Proben stark auf die Ergebnisse der Messungen aus. Somit
konnten sich fir viele der untersuchten Rezeptoren falsch hohe Expressionswerte mit
einer groflen Streubreite ergeben haben, vor allem in den ersten Wochen nach Transplan-
tation. In den Gruppen mit milder und schwerer GvHD war dieser Effekt zunehmend
weniger deutlich, da bei diesen Patienten bereits frither im Verlauf nach SZT erste
T-Zell-Subpopulationen auftraten und kleine Verunreinigungen nicht mehr ins Gewicht
fielen. Die Medianwerte stabilisierten sich ziigig und die Streuung der Messwerte nahm
ab. In der Gruppe ohne GvHD zeigte sich auch eine Abnahme der Mediane. Jedoch blieb
die Streuung der Messwerte vor allem im Bereich einer hohen Expression der jeweiligen
Rezeptoren im Zeitverlauf grofi. Dies konnte durch die o.g. fiinf Patienten mitverursacht
worden sein, bei denen im Analysezeitraum keine Spender-T-Zellen im Blut detektierbar
waren.

Dartiber hinaus wére allerdings auch denkbar, dass nicht alloreaktiv agierende T-Zellen
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eine Vielzahl unterschiedlicher Rezeptoren im Zuge eines homoostatischen Entwick-
lungsprozesses exprimieren. Der hohe Aktivierungsgrad der wenigen gemessenen T-Zellen
wéare damit Ausdruck einer deutlich langsamer ablaufenden, physiologischen Expansion
des anwachsenden Immunsystems. Die hier beobachtete Diskrepanz - hohe Expression
einer Vielzahl von Rezeptoren gemessen auf einer nur sehr kleinen Anzahl von Zellen
- ist zumindest kritisch zu hinterfragen. Ob dieses Phdnomen Ausdruck des durchaus
erwiinschten Anpassungsprozesses der transplantierten T-Zellen oder ein Artefakt der
Messmethode ist, muss derzeit noch offen gelassen werden. Aus Sicht der Autorin handelt
es sich bei Rezeptoren vom Typ 1 jedoch um Marker, die im Verlauf nach SZT auf
alloreaktiven T-Zellen nicht in relevantem Ausmafl exprimiert werden.

Zur frithen Diagnose oder sogar zur Vorhersage einer aGvDH eignen sich diese Rezeptoren
daher nicht. Zwar konnten Unterschiede zwischen Patienten mit und Patienten ohne
aGvHD im Verlauf nach SZT gefunden werden (hohe relative Expression in den ersten
Wochen nach SZT bei Patienten ohne aGvHD, niedrige Expression bei Patienten mit
aGvHD). Aus biologischer Sicht wirken diese Unterschiede allerdings nicht tiberzeugend.
Denn dies wiirde ja bedeuten, dass sich ein hoher Anteil an aktivierten T-Zellen mit
einer Vielzahl von Entziindungsrezeptoren und Aktivierungsmarkern auf der Zellober-
fliche protektiv auf den Krankheitsverlauf der aGvHD auswirkt und dem Konzept des
wcytokine storm“ widersprechen [9, 39]. Patienten, die einen geringeren Anteil an stark
aktivierten T-Zellen im Blut aufweisen, hatten demgegentiber ein erhohtes Risiko fiir eine
aGVvHD. Eine geringe Anzahl an hochaktivierten T-Zellen nach SZT scheint vielmehr
keinen Krankheitswert in Bezug auf die aGvHD zu besitzen, sofern diese tiberhaupt
tatsachlich existent ist und nicht der Messmethodik geschuldet ist. Die Verwendung dieser
Rezeptoren als Biomarker einer aGvHD erscheint vor diesem Hintergrund weder sinnvoll

noch zielfuhrend.

5.3.2 Expressionstyp 2

Der Expressionslevel der hautspezifischen Homing-Rezeptoren CCR 4 und CLA sowie der
des Rezeptors CD 45RA auf T-Helfer-Zellen war bei Patienten mit aGvHD Grad 2-4 sehr
homogen und im Zeitverlauf konstant. Bei Patienten ohne aGvHD deutete sich verglichen
mit Grad 2-4 eine niedrigere relative Expression an, wobei diese im Verlauf variabler war.
Der Grund dafiir koénnte einerseits in der messtechnischen Unschérfe der FACS-Analyse

bei niedrigen Zellzahlen oder aber an einem tatsédchlich vorliegenden schwankenden
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Expressionsniveau bei Patienten ohne aGvHD liegen. Aus den Daten beziiglich der
Koexpression von CLA und CCR 4 ergab sich kein zusétzlicher gruppenspezifischer
Effekt. Bei der Expression von CCR 4 und bei der Koexpression von CLA und CCR
4 ergab sich kein Unterschied beziiglich des Anteils positiver Zellen vor GvHD-Beginn
zwischen Grad 1 und Grad 2-4. Bezogen auf den Anteil CLA und CD 45RA positiver
Zellen war dieser bei Patienten mit aGvHD Grad 2-4 1,4fach hoher als bei Grad 1. Die
absolute Anzahl positiver Zellen schien fiir alle Rezeptoren bzw. Rezeptorkombinationen
positiv mit der Schwere der aGvHD zu korreliert zu sein.

Fiir den Vergleich der Rezeptorexpression dieser Haut-spezifischen Homing-Rezeptoren
gilt es allerdings zu bedenken, dass bei allen 12 Patienten mit aGvHD Grad 1 die Haut
Zielorgan der aGvHD war, bei Grad 2-4 war die Haut bei 9 von 10 Patienten mitbetroffen.
Alle Patienten mit Gesamtgrad 1 wiesen maximal Stadium 2 beziiglich des Hautbefalls
auf. Ein Teil der Patienten mit Gesamtgrad 2-4 litt dabei zwar unter einem hoheren
Stadium der Haut-GvHD. Dies war aber nicht zwingend der Fall, da sich der hohere
Gesamtgrad der aGvHD bei 9 von 10 Patienten durch den Befall mehrerer Organsysteme
ergab. Nur bei einem Patient mit aGvHD Grad 2-4 war ausschliellich die Haut im
Stadium III Zielorgan der aGvHD. Insofern ist ein dhnliches Expressionsniveau beim
Vergleich der Gruppen nicht iiberraschend, da sich das Ausmafl der Haut-GvHD zwischen
den Gruppen nicht wesentlich unterschied. Interessanterweise scheint die Expression
von CLA aber auch auf regulatorischen T-Zellen von groflier Wichtigkeit zu sein, um
Entziindungsvorgénge in der Haut zu unterdriicken [64, 65]. Essentiell in Bezug auf die
Auswirkung der jeweiligen Rezeptorexpression scheint vor diesem Hintergrund der Subtyp
der jeweiligen T-Zelle zu sein [66].

Um die Expressionslevel von CLA und CCR 4 vor Beginn der GvHD je nach Schweregrad
der Haut-GvHD beurteilen zu kénnen, wére eine Gruppeneinteilung der Patienten auf
Basis des jeweiligen Organstadiums notwendig. Diese war mit den vorliegenden Daten
allerdings nicht sinnvoll moglich, da insgesamt zu wenige Datenséitze vorlagen. Ein
Vergleichskollektiv mit aGvHD aber ohne Hautbefall wire aus diesem Grund von groflem
Interesse fiir eine weitere Beurteilung von CLA und CCR 4. Dabei wére insbesondere
auch auf eine tagliche, akribische klinische Dokumentation des jeweiligen Hautbefundes
zu achten.

Fir CCR 4 konnte keine erhohte relative Expression bei aGvHD Grad 2-4 im Vergleich
zu Grad 1 festgestellt werden, wéahrend die relative Expression von CLA mit einer

schwereren Ausprigung der aGvHD zu korrelieren schien. Zu einem ahnlichen Ergebnis
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5.3 Homing-Rezeptorexpression auf T-Zellen

kamen Tsuchiyama et al., die bei 9 Patienten mit aGvHD Grad 2-4 eine h6here Expression
von CLA auf CD3%-Zellen im Vergleich zu 24 Patienten mit aGvHD Grad 0-1 fanden
[43]. Der Anteil und die Anzahl CD45 RA™ T-Helfer-Zellen war bei aGvHD Grad 2-4
etwas hoher als in den Vergleichsgruppen, sowohl im Zeitverlauf wie auch unmittelbar
vor Beginn der aGvHD. Die RA-Isoform des CD45-Antigens wird von naiven T-Zellen
exprimiert, wihrend der Memory-Subtyp die RO-Isoform ausbildet [67, 68]. Dies ist aus
Sicht der Autorin tiberraschend, da bei zunehmendem Schweregrad der aGvHD eher
mehr Effektor-T-Zellen denn naive T-Zellen zu erwarten waren. Weiteren Aufschlufl
geben konnte in diesem Zusammenhang die Untersuchung der Rezeptorexpression von
CD 45RA, evtl. unter Einbeziehung CD 45R0O.

5.3.3 Expressionstyp 3

Die Expression von CXCR 3, CXCR 1, 87 integrin, sowie die Koexpression von (57
integrin und CD49d a4 war auf den untersuchten T-Zell-Subpopulationen wechselnd,
aber insgesamt eher stark ausgepragt. Auf den zytotoxischen T-Zellen war das auch fiir
den Rezeptor CD 45RA der Fall.

Eine klare Tendenz im Sinne einer hoheren Expression bei aGvHD Grad 2-4 fand sich
dabei sowohl fiir 47 integrin, als auch fiir dessen Koexpression zusammen mit CD 49d o4
sowohl auf zytotoxischen wie auch auf T-Helfer Zellen. Vor Beginn der Abstofungsreaktion
war (7 integrin auf zytotoxischen T-Zellen bei Grad 2-4 stark exprimiert (46,02%). Pa-
tienten mit nur erstgradiger aGvHD zeigten demgegeniiber eine niedrigere Expression von
B7 integrin auf den zytotoxischen T-Zellen (32,2%). Die absolute Anzahl C' D3*C' D8t 37+
Zellen war fast 7fach fach hoher, wenn die Patienten im Verlauf von einer mindestens 2.
gradigen aGvHD betroffen waren. Interessant dabei ist, dass die Mehrzahl der Patienten
mit aGvHD Grad 2-4 (8 von 10) in der Folge auch eine aGvHD des Darms entwickelte,
wahrend bei aGvHD Grad 1 der Gastrointestinaltrakt definitionsgeméf nicht mitbetroffen
war. Dies legt die Vermutung nahe, dass es sich bei den hier untersuchten T-Zellen um
die alloreaktiven Effektoren der intestinalen aGvHD handeln konnte und stimmt mit
Beobachtungen aus murinen Transplantationsmodellen tiberein, in denen die Hochregula-
tion von a4S37 auf T-Zellen vor dem klinischen Beginn der aGvHD gezeigt werden konnte
(18, 21, 69]. a4 37 bei der Maus kann dabei als Homolog des hier verwendeteten humanen
BT integrin in Kombination mit CD 49d a4 verstanden werden. Hinweise auf eine erhohte

Expression von a447 auf naiven und Memory-T-Zellen bei Patienten mit aGvHD des
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5.4 Limitationen

Darms wurden zudem bereits von Chen et al. beschrieben [70]. Ahnliche Werte ergaben
sich auch auf den T-Helfer-Zellen sowie fiir die Koexpression von 87 integrin und CD
49d a4 auf den untersuchten T-Zell-Subpopulationen, so dass eine weitergehende Unter-
suchung dieser Rezeptoren auf ihren positiven Vorhersagewert sinnvoll erscheint.

Fiir den Rezeptor CXCR 3 konnte eine solche Assoziation bei aGvHD nicht festgestellt
werden. Dies steht allerdings nur auf den ersten Blick im Widerspruch mit anderen
Veroffentlichungen [71, 72]. Denn moglicherweise spielt die Expression dieses Rezeptors
und seines Liganden CXCL 9 insbesondere bei der ¢GvHD eine entscheidende Rolle
(73, 74].

5.4 Limitationen

Im Gegensatz zum Mausmodell, das unter sehr kontrollierten Bedingungen statt finden
kann, unterlagen die Untersuchungen mit menschlichen Blutproben einer Vielzahl von ver-
schiedenen Einfluss- und Stoérfaktoren, die die Dateninterpretation erheblich erschwerten.
Mit grofler Wahrscheinlichkeit sind sie sogar noch deutlich zahlreicher, als bekannt, so
dass die Auflistung hier nicht vollsténdig sein kann. Trotzdem konnten an einem kleinen
Patientenkollektiv Unterschiede beziiglich der Expression von Homing-Rezeptoren zwi-

schen den Patientengruppen angedeutet werden.

Immunsuppression

Im Unterschied zu murinen Modellen erhalten alle Patienten zur Unterdriickung der
Immunantwort Medikamente zur GvHD-Prophylaxe. Diese greifen direkt oder indirekt in
die Signaltransduktion von T-Zellen ein, drosseln auf diese Weise die Ausschiittung von
immunstimulierenden Signalen und bremsen die Proliferation der Zellen. Dies konnte
sich in doppelte Weise negativ auf diese Untersuchungen ausgewirkt haben:

Durch die Manipulation der Immunsuppressiva am Stoffwechsel der T-Zellen konnten
jene auch eine Verdnderung in der Expression von Homing- und Chemokinrezeptoren auf
T-Zellen bewirkt haben. Falls dariiber hinaus auch noch eine Dosis-Wirkungs-Beziehung
bestiinde, wéiren die Verdnderung bei Patienten mit schwerer GvHD durch den lingeren

und hoher dosierten Einsatz der Immunsuppressiva gravierender. Gruppenunterschiede
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5.4 Limitationen

in Bezug auf die Expression von Chemokinrezeptoren konnten so verwischt worden sein.
Dartiber hinaus verringert sich beispielsweise durch Steroide auch die absolute Anzahl
der zirkulierenden T-Zellen. Dies konnte die Genauigkeit der durchflusszytometrischen
Messungen moglicherweise entscheidend verschlechtert haben. Davon abgesehen erhielten
die Patienten unterschiedliche Kombinationen und Dosierungen der Immunsuppressiva,
so dass auch Wechselwirkungen der Medikamente untereinander nicht ausgeschlossen

werden konnen.

Genetische Einflussfaktoren

Insbesondere die unterschiedliche genetische Ubereinstimmung zwischen Spender und
Empfanger in Bezug auf Major- und Minor-Antigene kénnte die Expression der Rezeptoren
beeinflusst haben. Denkbar wéren beispielsweise unterschiedliche Expressionsmuster
bei nicht verwandten im Gegensatz zu verwandten Spendern oder Auffélligkeiten bei
unterschiedlichen HLA-Mismatch-Konstellationen. Demgegentiber war die Mismatch-
Situation im Mausmodell eindeutig vorgegeben und vor allem auch einheitlich innerhalb

der jeweiligen Gruppe.

Logistik

Aus organisatorischen Griinden war es leider nicht méglich, die Messungen der Patienten
am jeweils gleichen Tag nach SZT vorzunehmen. Dies erschwerte die Vergleichbarkeit der
Datenséatze erheblich. Durch das unvermeidliche Mitteln der Daten konnte der zeitliche
Verlauf der Rezeptorexpression allerdings entscheidend verdandert worden sein. Anstiege
oder Abfille in der Expression einzelner Rezeptoren, die wahrend einer Messwoche statt

gefunden haben kénnten, waren so nicht mehr nachvollziehbar.
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6 Zusammenfassung

Homing- und Chemokin-Rezeptoren kénnen wichtige Informationen liefern iiber Ak-
tivierungsstand und Organspezifitat der einzelnen Zelle, aber auch tiber Homoostase und
Gleichgewicht von T-Zellen untereinander. Mittels FACS-Analyse konnte in murinen
Transplantationsmodellen durch die Hochregulation einzelner Homing-Rezeptoren auf
T-Zellen die Entwicklung einer aGvHD vorhergesagt werden. Ob sich ein solches diagnost-
isches Fenster auch beim Menschen darstellen konnte, sollte in einer klinischen Pilotstudie
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde der Expressionsverlauf von 19 verschiedenen
Aktivierungsmarkern, Chemokin- und Homingrezeptoren auf T-Zell-Subpopulationen bei
allogen transplantierten Patienten charakterisiert. AnschlieBend wurde versucht, eine
Assoziation zwischen der Hohe der jeweiligen Rezeptorexpression und der spéteren Ent-
wicklung einer akuten Graft-versus-Host-Disease herzustellen.

Die Expression der meisten untersuchten Rezeptoren nahm im Zeitverlauf ab und war
insgesamt nur schwach ausgeprégt. Dabei zeigte sich insbesondere im frithen Verlauf nach
SZT eine hohe relative Expression dieser Marker bei Patienten ohne aGvHD verglichen
mit Patienten mit aGvHD im Verlauf. Insofern scheint eine hohe relative Expression dieser
Rezeptoren kein Hinweis auf eine gesteigerte Alloreaktivitiat der jeweiligen T-Zellen zu
sein. Gleichzeitig schien die absolute Anzahl an rezeptorpositiven Zellen eher positiv mit
einer aGvHD korreliert zu sein. Die erhohte Anzahl rezeptorpositiver Zellen errechnete
sich allerdings aus der hoheren absoluten Anzahl aller T-Zellen bei Patienten mit aGvHD.
Damit war diese nicht rezeptorspezifisch, so dass sich Rezeptoren vom Expressionstyp 1
nicht eigenen, um in der klinischen eine aGvHD vorherzusagen.

Einige Rezeptoren waren auf T-Helfer-Zellen auf mittlerem Niveau konstant exprimiert.
Fiir manche von diesen zeigten sich unterschiedlich hohe relative Expressionsniveaus vor
GvHD-Beginn bei Grad 2-4 verglichen mit Grad 1. Die absolute Anzahl rezeptorpositiver
Zellen war bei allen Rezeptoren bei aGvHD Grad 2-4 hoher als bei Grad 1.

Die Expression einiger Marker war auf T-Zellen ausgepragt, aber im Zeitverlauf fluk-

tuierend. Fiir die Expression von 7 integrin allein und auch fiir dessen Koexpression



zusammen mit CD 49da4 deuteten sich bei Patienten mit aGvHD Grad 2-4 hohere
relative und absolute Werte an als fiir Patienten mit aGvHD Grad 1. Die Expression der
iibrigen hoch exprimierten Rezeptoren schien nicht vom Ausmafl der spéter einsetzenden
aGVvHD beeinflusst zu werden.

Ob durch FACS-Analyse der Rezeptoren CLA, CCR 4, CD 45RA und/oder a4/37 allein
oder in Kombination tatsachlich die alloreaktiven T-Zellen der aGvHD charakterisiert
und quantifiziert werden kénnen, muss an einem groflieren Patientenkollektiv untersucht
werden. Da zum jetzigen Zeitpunkt der pradiktive Wert dieser Marker weder postuliert

noch ausgeschlossen werden kann, erscheint eine weitergehende Untersuchung sinnvoll.
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