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REFERAT UND BIBLIOGRAPHISCHE BESCHREIBUNG

Zielsetzung. Regulatorische T-Zellen (&) stellen eine interessante Zellpopulation fur die
Transplantationsmedizin dar, da sie in der Lageezn scheinen, eine Trennung von GvHD und GvL-
Effekt nach allogener Stammzelltransplantation (SB&einflussen zu kdnnen. Seit zwei Jahren ist
bekannt, dass die im Rahmen der Konditionierungafhe vor allogener SZT eingesetzten

Antithymozytenglobuline (ATG) in der Lage siimlvitro eine Bildung von CD4 CD25/ foxP3 Tieq

aus CD4/ CD25 konventionellen T-Zellen (F,) zu induzieren. Hinweise fiir einen solchen Effiekt

vivoim Menschen fehlten bisher.

Methoden.Die zellulare Immunrekonstitution nach allogenématopoetischer SZT wurde bei acht
Patienten mit (n=4) bzw. ohne (n=4) vorherige ATefapie in einem Zeitraum von 150 Tagen nach
der Transplantation analysiert. Besonderes Augeniagr dabei auf der Entwicklung der relativen
Zahlen (% der CD4Th-Zellen) dreier EsPopulationen: CD4 CD25/ CD127"", CD4'/ CD25/
foxP3 CD257 foxP3/ CD127"". Zusatzlich wurde der klinische Verlauf der Pagenanhand des

Auftretens von Infektionen sowie der Entwicklungesi GVHD dokumentiert.

Ergebnisse.Alle Patienten zeigten ein frilhes Engraftment w@mdwickelten einen vollstandigen
Spenderchimarismus. Das zellulare unspezifischeunsystem bot eine rasche Rekonstitution. Die
T-lymphozytaren Populationen des adaptiven Immuegys hingegen erreichten erst sehr spat
Normalwerte. ATG stellte sich als ein wichtiger hmeender Einflussfaktor vor allem auf die
Rekonstitution der CD4Th-Zellen heraus, welche bis Tag +150 signifikgetingere Zellzahlen nach
ATG-Gabe boten. Gleichzeitig wurden in der ATG-Qraepleutlich hohere J-Anteile in allen drei
TesPopulationen wahrend des gesamten Verlaufes bettacHinsichtlich der klinischen
Entwicklung wurden fir ATG-Patienten weniger ausggpe GvHD-Verlaufe bei gleichzeitig
erhohtem Infektionsrisiko fir CMV und EBYV festgdite

Schlussfolgerung.Die vorliegende Arbeit bietet erste Hinweise dafdass ATG im Rahmen der
Konditionierungstherapie vor allogener SZT nichtr nGD4/ CD25/ foxP3 sondern auch
CD4'/CD25/ CD127°"" und CD28/ foxP3/ CD127"" T4 in vivoim Menschen induzieren kann.
Der wahrscheinlichste Mechanismus hierfur ist diduktion von T aus CD4/ CD25 T, Eine
Senkung der therapieassoziierten Mortalitat duretindvivo-Expansion von [y konnte die Sicherheit
der allogenen SZT als eine der wichtigsten Thefapreen fiur die Hamatoonkologie schlief3lich

entscheidend verbessern.

Reisberg, Andrélntersuchungen zum Einfluss von Antithymozytengiau auf die in vivo-Rekonstitution
regulatorischer T-Zellen und des allgemeinen zaétkhm Immunstatus nach allogener hamatopoetischer

Stammzelltransplantatiomdalle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2009
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1. EINLEITUNG

1.1 Allogene Stammazelltransplantation

Die allogene Stammzelltransplantation (SZT) hal $icden letzten zwei Jahrzehnten zu
einer wichtigen Therapieoption mit kurativem Poi@ntiir eine zunehmende Anzahl von
sowohl malignen als auch nicht-malignen Erkrankumndes h&matopoetischen Systems
entwickelt. Vor allem Neoplasien des hamatopoeé@iaciSystems und Stammzell-
defekterkrankungen wie die aplastische Anamie, a@eh angeborene und erworbene
Immundefekte sind dem therapeutischen Potentiaéresllogenen SZT zuganglich.
[Goldman et al. 1998; Gratwohl et al. 2002; Lennamd Jackson 2000]

Die erste dokumentierte KnochenmarktransplantaiBMT) wurde im Jahre 1939
durchgefuhrt. Eine Frau mit Gold-induzierter Ap&asgrhielt Knochenmark eines Bruders
mit identischen Blutgruppenantigenen per infusionamd starb funf Tage spater. [Osgood
et al. 1939]Erst in der zweiten Hélfte des 20. Jahrhundertargelder SZT durch die
zunehmende Kenntnis von immunologischen Vorgangehder Gewebetypisierung der
Durchbruch zu einem praktikablen Therapieprinzip.Jahr 1949 beobachtetdacobson

et al. erstmals, dass Mause eine letale Ganzkdrperbkstgaturch eine Abschirmung der
Milz Uberlebten. [Jacobson et al. 1949] Funf Jaspéter gelang ekorenz et al.das
Uberleben dieser Mause durch die Infusion fremdeondkienmarks zu sichern. [Lorenz
und Congdon 1954] Der erste erfolgreiche Versunbraallogenen SZT zur Therapie einer
Leukamie beim Menschen wurde schlieBlich im Jalg91@on Dr. E. Donnell Thomas
durchgefuhrt. Vierzig Jahre spater wurde seine inimét einem Nobelpreis gewardigt.
[Thomas et al. 1959]

Im Rahmen einer allogenen SZT wird das ursprunglibimatopoetische System des
Empfangers durch die Ubertragung allogener (grsathiallos = fremd, anders)
hamatopoetischer Stammzellen (verwandt oder unvettyaach vorheriger Depletion der
Empfangerhdmatopoese durch ionisierende Strahlmag oder Chemotherapie ersetzt.
Zum Einen wird ein antineoplastischer Effekt duratie der Transplantation
vorangestellten Konditionierungstherapie erreicBhtscheidend fur den langfristigen
Therapieerfolg ist jedoch der Austausch des s@ehiéin Immunsystems des Empfangers
gegen alloreaktive Immunzellen des Spenders, we&he Immunantwort gegen die

neoplastischen Zellen des Empféangers induzieren.



Dieser so genannte Graft-versus-Leukemia (GvL)WEffstellt das Hauptprinzip der
allogenen SZT dar und wird zum Einen als Soforkeffedurch alloreaktive
Spenderimmunzellen, welche in den Stammzellpréparanthalten sind, erreicht. Zum
Anderen kommt es nach erfolgreicher Rekonstitutiand Differenzierung der
transplantierten ha&matopoetischen Stammzellen imhnRa der so genannten
Immunrekonstitution zu einer langfristigen Alloréiak, die im besten Fall zu einer
Heilung der Erkrankung fuhrt. [Lennard und Jack&0660; Sandmaier et al. 2007]

Hamatopoetische StammzelleAls humane h&dmatopoetische Stammzellen werdenesolch
Vorlauferzellen bezeichnet, die als Oberflachemgpden Marker CD34 exprimieren. CD-
Molektle (Cluster of Differentiation) sind Oberfléenepitope auf den Zellmembranen von
Immunzellen. Zellspezifisch auftretende Muster éiedlolekile ermdglichen eine
international standardisierte Identifizierung umde&tive Untersuchung der verschiedenen
Zellpopulationen.

Die CD34 Stammzellen stellen pluripotente Vorlauferzellear,ddie sowohl in die
myeloische als auch die lymphatische Richtung wiffeieren kdnnen. Somit sind sie in
der Lage, neben der Hamatopoese (Erythrozyten,uttxayten, Thrombozyten) auch das
spezifische Immunsystem (T- und B-Lymphozyten) abgden. [Barrett 2006; De Pauw
et al. 2003]

Fur die Stammzellen stehen verschiedene Quellenveuitigung: Knochenmarkaspirat
[Sierra et al. 2002; Thomas und Storb 1970], penelBlutstammzellen [Korbling et al.
1981; Ottinger et al. 1996; Xie et al. 2007] undbBlachnurblut [Gluckman et al. 1989;
Rocha et al. 2001; Rubinstein et al. 1998]. Die (Bewng von Knochenmark-
transplantaten ist dabei das am langsten prakezMerfahren, welches jedoch aufgrund
der besseren Spendervertraglichkeit bei der Gewimmon peripheren Blutstammzellen
zugunsten letzterer zunehmend in den Hintergruiitd 8tammzellpraparate aus dem
peripheren Blut enthalten bis zu drei mal so viglenatopoetische Stammzellen und zehn
mal mehr Lymphozyten als Praparate aus Knochennf@gb. ) Aber auch aufgrund
signifikanter Unterschiede der zellularen Zusamratmsg der Transplantate im Hinblick
auf ihren Gehalt an T- und B-Zellen kommen in bestien klinischen Situationen nur
Stammzellen bestimmter Quellen in Frage. [Ottiregaal. 1996; Storek et al. 2001]

Die hamatopoetische CD3&tammzelle zirkuliert nur zu einem sehr geringeszentsatz

von ca. 0,05 % im peripheren Blut. Durch eine Vbdredlung mit dem Wachstumsfaktor



G-CSF Granulozytenkoloniestimulierender Faktowird eine Mobilisierung von sowohl
Stammzellen als auch T-Zellen im Spender induziert.

Die so aufkonzentrierten Blutstammzellen werderchlief3end durch eine Leukapherese
aus dem Blut gesammelt. Sie enthalten einen dbutllheren Anteil an
immunkompetenten T-Zellen als Stammzellprodukte aksochenmarkaspiraten.
[Korbling und Anderlini 2001; Kroger et al. 1999]

Tab. 1: Beispielhafte Zusammensetzung von Knochemkaaind Blutstammzellpraparaten.

Beispielhafter Vergleich der Mengen von CD3#@matopoetischen Stammzellen und T3
Lymphozyten in Transplantaten aus dem Knochenmarikd wem peripheren Blut.
Blutstammzellpraparate enthalten eine bis zu dobiéaMenge an Stammzellen und zehn Mal so
viele T-Lymphozyten wie Knochenmarkaspirate. KGrgi@ewicht). [Korbling und Anderlini
2001]

CD34" Stammzellen (x1%kg KG) 2,4 7,6

CD3' T-Lymphozyten (x10kg KG) 23,8 279

KonditionierungstherapieZur Vorbereitung des Empfangers vor einer alloge®&h und
zur Reduktion der Malignomlast wird an den Tagemittelbar vor der Transplantation
eine Konditionierungstherapie durchgefihrt, die aiurer Polychemotherapie oder einer
Kombination aus Ganzkorperbestrahlung (Total Bodsadiation, TBI) und einer
Chemotherapie besteht. [Craddock 2008; Kroger 20&Hen myeloablativen Konzepten
(Standard), die eine hohe antineoplastische Pateifmeisen und aul3erdem ausgepragt
immunsuppressiv wirkermApb. 1), existieren seit jiungerer Zeit auch dosisredteiaicht-
myeloablative Konditionierungsschemata (Reducedniity Conditioning, RIC). Dabei
liegt ein Vorteil der RIC darin, dass aufgrund dedluzierten konditionierungsassoziierten
Toxizitdt zunehmend auch Patienten mit einem Alter Giber 65 Jahren und in schlechtem
Allgemeinzustand, fur die eine Standardkonditiommgr kontraindiziert ware,
transplantiert werden konnen. [Blaise et al. 200i&lcarek et al. 2003]

Durch die Konditionierung wird ein schnelles Anwaeh der Spenderzellen in den
meisten Féllen gewéhrleistet. Fur die Standard-Kmmderung zahlen zu den gangigsten
Kombinationen in Abhéangigkeit von der Diagnose udér zugrunde liegenden
Therapieprotokolle Cyclophosphamid/ Ganzkdrperlaésing (8-14 Gy) sowie Busulfan/
Cyclophosphamid. [Craddock 2008; Kroger 2007]
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Abb. 1: Ziele der Standardkonditionierung.

Dargestellt sind die drei grundlegenden Effekte déonditionierungstherapie und ihre
Wirkmechanismen. Die drei Hauptziele bedingen giepenseitig und ihre kombinierte Wirkung
ist ursachlich fur den Ausgang einer allogenen §Kioger 2008]

Fir die RIC spielt der durch die alloreaktiven Spetymphozyten getragene GvL-Effekt
eine herausragende Rolle. Der myeloablative Effektr Konditionierungstherapie
hingegen tritt in den HintergrundAlfb. 2 Untermauert wurde diese Ansicht durch
Untersuchungen, in denen Patienten nach allogemansplantation von T-Zell-
depletiertem Knochenmark haufiger ein Rezidiv eokeiten als Patienten, die kein T-
zelldepletiertes Knochenmark erhalten hatten. [Gald Horowitz 1990; Martin et al.
1985] Der bisher direkteste Nachweis fur den GvieHfist jedoch die Tatsache, dass die
Infusion von Spenderlymphozyten (Donor Lymphocyttision, DLI) Rezidive nach der
Transplantation wirkungsvoll therapieren kann. [Daat al. 2000; Kolb et al. 1990] Die
Anwendung der RIC-Schemata hat demnach bei gleiopze geringerer
therapieassoziierter Toxizitdt eine starkere Aummyg des GvL-Effektes als die
Standardkonditionierung zum Ziel. Weitergehend kadie Immunsuppression im
Empfanger zusatzlich durch T-Zell-Antikérper wienzleispiel Antithymozytenglobuline
(ATG) oder Purin-Analoga wie Fludarabin verstarkterden. Abb. 2 Wirksame
Kombinationen der RIC bestehen z.B. aus Busulfaglphalan und einer TBI von 2 Gy.
[Blaise et al. 2007; Mielcarek et al. 2003]
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Abb. 2: Ziele der dosisreduzierten Konditionierung

Dargestellt sind die Haupteffekte der dosisredueieiKonditionierung. Der myeloablative Effekt
hat fur dieses Therapieschema an Bedeutung verlofegl. Abb. 1) Stattdessen sind neue
Einflussfaktoren hinzugekommen. AntithymozytengfebuyATG) und Fludarabin kdénnen die

Immunsuppression verstarken. Immunkompetente €welus den Stammzellpréparaten des
Spenders unterstiitzen den antileukdmischen Effekiger 2008]

Immunsuppression. Zur Préavention einer Transplantatabstol3ung (HostwseGraft-
Effekt) auf der einen Seite und einer Spender-g&jettReaktion (Graft-versus-Host-
Erkrankung, GvHD) auf der anderen Seite, ist einekéve medikamentdse
Immunsuppression im Rahmen einer allogenen SZT dingbar. Es werden hierzu
verschiedene pharmakologische Konzepte verfolgt. Kessische Standard besteht aus
einer Kombination aus Cyclosporin A (CsA) und Methgat (MTX). Der Calcineurin-
Inhibitor CsA verhindert durch Unterdriickung detehteukin-2-Produktion (IL-2) die T-
Zellaktivierung. [Zikos et al. 1998] Einen &hnlichéVirkmechanismus besitzt das
Mycophenolat Mofetil (MMF). Es hemmt das fir preliierende Lymphozyten
lebenswichtige Leitenzym der De novo-Purinsynth&ameben hat sich mittlerweile eine
Reihe anderer Kombinationstherapien etabliert, wopggloch die Kombination aus CsA
und MMF aktuell die gréf3te Bedeutung besitzt. [Basd al. 2000; Nash et al. 2000]
Andere immunsuppressorische Therapieansatze zielgin eine Inaktivierung der
Antigenprasentierenden Zellen (APC) des Spendershdextrakorporale Photopherese
(EPC) oder mit Hilfe von NK-Zellen ab [Alcindor etl. 2001; Ruggeri et al. 2001].



AulRerdem finden pluripotente mesenchymale StamemzgMSC) ihre Anwendung in
préklinischen Studien. [Lazarus et al. 2005]

Neben der medikamentdsen Immunsuppression, die labge Zeit nach der allogenen
SZT beibehalten wird, spielen jedoch vor allem #mymozytenglobuline als
immunsuppressiver Bestandteil der Konditionierungsipie eine herausragende Rolle.
Deren Einfluss auf die Immunrekonstitution naclogdéiner SZT wird als ein Schwerpunkt

der vorliegenden Arbeit im Folgenden ausfuhrlidéwert werden.

Immunrekonstitution. Die Zeit nach der Transplantation kann in versobned
Rekonstitutionsphasen unterteilt werden. In der-TRainsplantationsphase erfolgt die
Konditionierung. Der Tag der Transplantation winh iAllgemeinen als Tag Null
bezeichnet. Die frihe Rekonstitutionsphase beiehalie Tage +30 bis +90 nach der
Transplantation. Zwischen den Tagen +90 und +36&@pman von der mittleren und bei
einer Zeit von Uber einem Jahr von der spaten Reitotionsphase. [Zander und Aksamit
1990]

Die frihe Phase der Rekonstitution hat einen Uleg@nd aplastischen Charakter, welcher
von einer ausgepragten Lymphozytopenie gepraghath der Transplantation zeigen die
Monozyten, gefolgt von den neutrophilen Granuloaytden Thrombozyten und den
CD16/56 Natiirliche Killer-Zellen (NK-Zellen) ein stabile&ngraftment”, so dass eine
unspezifische Immunitét innerhalb der ersten zweickén weitestgehend gewahrleistet
ist. Der Begriff ,Engraftment® wird im klinischen lAag als Synonym fur das stabile
Anwachsen der Immunzellen gebraucht und ist fur &leutrophilen mit einer
Konzentration von tiber 5x1@ellen/ | Blut an zwei konsekutiven Tagen defini&@ei den
Thrombozyten wird eine Menge von mehr als 20xZellen/l Blut vorausgesetzt.
[Auffermann-Gretzinger et al. 2002; Chklovskaiaakt2004; Ottinger et al. 1996; Storek
et al. 2001]

Im Gegensatz zur unspezifischen Immunitat bietet Riekonstitution des adaptiven
Immunsystems eine komplexere Dynamik. Erst nach dakren erreichen die CDJ-
Lymphozyten die absoluten Normalwerte, wahrend diehCD8 zytotoxischen T-Zellen
(cT) wesentlich schneller erholen als die CO4Helferzellen (Th). [Heitger et al. 1997;
Mackall et al. 1995; Pavletic et al. 1998] Die CDB3Zellen bendtigen eine ahnlich lange
Zeit zur vollstandigen Rekonstitution. [Hong et2008; Kook et al. 1996]



GvHD versus GvL.Das zentrale Problem der allogenen Transplantatiediin
offenbarte sich bereits im Jahr 1979, nachdem eterseres Auftreten von Rezidiven der
Grunderkrankung bei Patienten nach Ausbildung eBeHD beobachtet worden war.
[Weiden et al. 1979]

Bei der GvHD handelt es sich um eine Komplikatiar dllogenen SZT, deren Ursache
eine Reaktion von Immunzellen aus dem Transplaatbempfangereigenes Gewebe ist.
Sie ist mit einer hohen Morbiditat und Mortalit&Haftet. [Ho und Soiffer 2001] Die der
Transplantation vorausgehende Konditionierung fiimt Empfanger einerseits zur
direkten apoptotischen Zellschadigung, andererseit®lgt eine Aktivierung des
unspezifischen Immunsystems. Letzteres miundetnarenflammatorischen Aktivierung
von Makrophagen und APC. [Shlomchik et al. 1999]rilé@ nun allogene Stammzellen
zusammen mit den im Transplantat enthaltenen alkbren T-Lymphozyten des
Spenders in diese aktivierte Umgebung Ubertrageistdei entsprechender Differenz in
den Humanen Leukozytenantigenen (HLA) eine verstaiktivierung und Expansion
dieser Spenderimmunzellen méglich. Diese erkenr@meBe und Organe des Empfangers
als fremd und kénnen schlie3lich eine akute GvHEIGaen. [Ferrara et al. 1999; Krenger
et al. 1997]

Bei der GvHD missen klassischerweise eine akutenF@GvHD), definiert als
Manifestation vor Tag +100 nach der Transplantatiord eine chronische Form (cGvHD)
nach Tag +100 unterschieden werden. Die aGvHD msingit sich klinisch als das so
genannte ,wasting syndrome®, bestehend aus Deimafinteritis und Hepatitis mit
generalisierter Schwache. Die Stadieneinteilunglgrentsprechend der Organbeteiligung
auch heute meist nach dem v@tucksberg et alentwickeltem Schema aus dem Jahr
1974. Die cGvHD imponiert klinisch durch ein vidtigeres Bild. Sie wird als begrenzt
(,limited”) oder erweitert (,extensive*) beschrietngGlucksberg et al. 1974]

Wahrend CD8 cT-Zellen die Effektorzellen der akuten GvHD sinthduzieren
vorwiegend CD2 Th-Zellen die chronische GvHD. Demnach stellen idaupteffektor-
zellen der GvHD die transplantierten alloreaktiverLymphozyten vom Spender dar.
[Anderson 2005]. Diese Tatsache ist die Ursached&i& grof3te Hindernis der allogenen
SZT: Der GvL-Effekt als Therapieziel und die GvHI3 aine mitunter lebenslimitierende
Komplikation werden durch dieselben Immunzelleruveacht und sind aus diesem Grund

untrennbar miteinander verbundeAbb. 3



Die Inzidenz der akuten GvHD betragt 25-60% bei HAntischem verwandten Spender
[Guardiola et al. 2002; Sierra et al. 2002] undzwis’0% nach unverwandter SZT [Deeg et
al. 2006; Hauzenberger et al. 2008].

Die Wichtigkeit der Entwicklung neuer Therapiemetbo zur Prophylaxe ist folglich
unumstritten. Zwar wéare eine getrennte Beeinflugsier Effekte wiinschenswert, jedoch
bleibt diese Vorstellung zum jetzigen Zeitpunkt piseh. Ziel der Forschung ist es
deshalb, therapeutische Konzepte zu entwickelngdeiieGvL-Effekt starker betonen ohne

das GvHD-Risiko gleichsinnig zu beeinflussen.

Transplantierte

Stammzellen + T-/ NK-Zellen

 m—

=

Transplantat <j GvL [C =) GvHD |:> Transplantat

segen Krebs gegen Wirt

Abb. 3: GvVL vs. GvHD.

GvL-Effekt und GvHD sind untrennbar miteinanderbesrden, da sie durch dieselben Zellen
getragen werden: die im Transplantat enthaltendorabktiven T-Lymphozyten und NK-Zellen
des Spenders. In Anlehnung an: [Holler et al. 2003]

1.2 Antithymozytenglobuline

Seit den 1960er Jahren werden mithilfe von Antisergegen Lymphozyten
iImmunsuppressive Therapieoptionen entwickelt. [Pielyr 1966] Im Laufe der Zeit
haben sich Antilymphozytenseren oder auch Antittgytenglobuline (ATG) in der
allogenen Transplantationsmedizin etabliert. Siaddn Anwendung als Teil der
Konditionierungstherapie vor allem bei der unverdten und/ oder nicht HLA-identen
allogenen SZT. Bereits im Jahre 1899 hatte Metdfhiflls erster Antileukozytenseren
(ALS) beschrieben und vermutet, dass alloreaktiveik@rper fremde Zellen erkennen,

binden und zerstéren kdnnen.



Vor diesem Hintergrund begann man polyklonale amtéine Antikdrper zu gewinnen, um
sie fur die Transplantationsmedizin anwendbar zahea, bis schlief3lich Kaninchen und
Pferde als effektive Antikdrperquelle identifizienerden konnten. Entsprechend dem
Zelltyp, mit welchem die Vakzinierung erfolgte, leezhnete man die Antikérper entweder

als Antilymphozyten- oder AntithymozytenglobuliriBeiras-Fernandez et al. 2003]

ATG-Préaparate. Aktuell stehen mehrere ATG-Praparate von verscimedeHerstellern

zur Verfugung. Zwei ATGs finden dabei regelmaRigvendung in der Klinik. Zum Einen
das durch Vakzinierung mit humanen Thymozyten gewae Thymoglobulin der Firma
Genzyme (Cambridge, Massachusetts, USA), im Folgerads ATG-G abgekirzt, zum
Anderen das aus der humanen JURKAT T-Zell-Linieghbstellte Antilymphozyten-
globulin der Firma Fresenius (Fresenius-Biotech @mksrafeling, Deutschland), im
Weiteren als ATG-F bezeichnet. [Craddock 2008] WadrATG-F Ublicherweise in einer
Dosierung von 15 bis 60 mg/ kg Kérpergewicht (K@)yabreicht wird, liegt die Dosis flr
ATG-G zwischen 2,5 und 12,5 mg/ kg KG. [Bacigalgt@l. 2001b; Zander et al. 2003]

Wirkmechanismen der ATG9a es sich bei ATGs um polyklonale Antikérper hdhde
bedingen sie eine Vielzahl unterschiedlicher immogischer Effekte. Auf verschiedenen
Wegen konnen sie das Immunsystem wirkungsvoll steuend modulieren. Sie
beeinflussen die Auslésung von Immunantworten Zdi#adhé&sion und -interaktion sowie
weitere Vorgange, wie Entziindungen, die Apoptoskdia Proliferation von Zellen. Den
bisher am besten untersuchten Effekt der ATGststigd T-Zelldepletion dar. [Mohty
2007] Die ihr zugrunde liegenden bekannten Mecima@ms sind vor allem eine
komplementvermittelte Lyse und T-Zellaktivierungofhefoy-Berard und Revillard 1996]
sowie eine Induktion der Apoptose aktivierter Ti€el GUber das Fas-Molekul (CD95).
[Genestier et al. 1998] Ein weiterer wichtiger Wimkchanismus ist die Steuerung und
Beeinflussung der Interaktionen zwischen Leukozyted Endothel, zum Beispiel Uber
die Downregulation zellularer Adh&sionsmolekile wig-A-1 (leukocyte function
associated antigen) und von Chemokinrezeptoren @X€R4 und CCR7. Aul3erdem
spielen die Induktion der Apoptose von B-Zellen sodie Beeinflussung der Funktionen
von APCs eine Rolle flr die Wirksamkeit der ATQdohty 2007]



Insgesamt bezeichnet man den durch ATG vermittettenunsuppressiven Effekt ails
vivo-T-Zelldepletion. Damit wird eine formale Analoge der in den 1970er bis 80er
Jahren intensiv untersuchten Technik dier vitro-Depletion von T-Zellen aus dem
Transplantat gezogen. Letztere hat jedoch an Bedguterloren [Marmont et al. 1991]
und es werden heute vor allem fur die unverwandi€ &-Zellantikbrper wie die ATGs
eingesetzt. Es wurde nachgewiesen, dass nach alogenen SZT mit Konditionierung
und ATG-Gabe die Inzidenz von sowohl akuter alshaabronischer GvHD effektiv
verringert werden konnte. ATGs stellen deshalb eiffiektive Alternative fur die GvHD-
Prophylaxe bei unverwandter oder nicht HLA-ider®&T dar. [Bacigalupo et al. 2001a;
Byrne et al. 2000; Zander et al. 2003]

1.3 Regulatorische T-Zellen

Vor 14 Jahren wurde einer damals noch unbekanspaziellen T-Zellsubpopulation eine
wichtige Rolle fir das Gelingen einer allogenen SZigeschrieben — den regulatorischen
T-Zellen (Teg. Im Jahr 1995 ordnete8akaguchi et aldiesem CD¥ CD25 Zelltyp
immunregulatorische Eigenschaften zu, nachdem sie beschleunigte Transplantat-
abstof3ung in Mausen beobachtet hatten, deren Inystens keine &4 bilden konnte. &g
bilden einen nur geringen Anteil der CDZellen von ca. 5-10% in Mausen [Sakaguchi et
al. 1995] und 1-2% im Menschen [Baecher-Allan e8D1].

TegMarker. Da sich die Oberflachenproteine CD4 und CD25 aufdruihrer
Koexpression auch auf aktivierten T-Zellen fur eildentifizierung der &g als nicht
spezifisch genug erwiesen, wurde foxP3 als einan&itMarker eingefihrBrunkow et al.
hatten das ,forkhead box protein 3“ in so genannmaurfy mice” identifiziert, einer
Mausart, welche 1949 im Nationallabor von Oak RIdg¢SA aufgrund ihres
aul3ergewohnlichen Phénotyps (schuppige Haut, kueteensdauer von zwei bis vier
Wochen, gonosomal rezessiver Erbgang) entdecktemongir. Die Forscher machten eine
Frameshiftmutation fir das foxP3-Gen auf dem X-@tosom flr diese Verdnderungen
verantwortlich. [Brunkow et al. 2001] Bei foxP3 Idmit es sich um einen
Transkriptionsfaktor, welcher auRerdem flr die Eoklung der Autoimmunerkrankungen
IPEX (Immundysregulations-Polyendokrinopathie-Eopathie-X-gebundenes-Syndrom)
[Bennett et al. 2001] sowie XLAAD (X-gebundenes ammmun-allergisches
Dysregulationssyndrom) [Chatila et al. 2000] eir@l®spielt. FoxP3 wird hauptsachlich
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von CD4/ CD25 T-Zellen exprimiert, ist aber zu einem kleinerentéil auch auf CD%
CD25 T-Zellen zu finden.

Weiterhin wurde festgestellt, dass sich unter d@2%"") foxP3 T.q auch aktivierte
CD25 (ntermediate) Efalitor-T-Zellen (&) befinden. [Roncador et al. 2005] Aus diesem
Grund wurde ein weiterer-Marker eingefiihrt. Die Alphakette des InterleukirglL-7)-
Rezeptors (CD127) ermdglicht eine Identifizierurey dieq, Welche dieses Molekul nicht
oder nur sehr schwach exprimieren (CD1¢7J. Der Grund dafiir ist wahrscheinlich eine
direkte Unterdriickung der Expression von CD127 kldioxP3. Dieser Marker ermdglicht
somit eine Untersuchung dereJ unter Ausschluss aktivierter ClJ4CD25 (Mermediate)
foxP3" Te-Zellen. [Hartigan-O'Connor et al. 2007; Liu et2006; Seddiki et al. 2006]

Wirkmechanismen der &g Tweg unterdricken Uber einen direkten zytokinrezeptor-
vermittelten Zell-Zell-Kontakt die Aktivierung, Prferation und Funktion von
Immunzellen, wie CD24 Th-Zellen [Thornton und Shevach 1998], CD8T-Zellen
[Piccirillo und Shevach 2001], Monozyten und Makragen [Taams et al. 2005], naiven
Memory-B-Zellen [Lim et al. 2005] sowie Dendritisah Zellen (DC) [Cederbom et al.
2000].

Neben der Steuerung der Immunantwort auf Eigen- fr@indantigene, Allergene und
Tumorantigene spielenel zudem eine wichtige Rolle in der allogenen SZeVibgs und
Roncarolo 2005] Sie unterdricken die Immunantwait Alloantigene sowohl in der
Nierentransplantation [Salama et al. 2003] als anatter allogenen SZT im Mausmodell
[Joffre et al. 2004] und fordern aulRerdem das ehegEngraftment [Hanash und Levy
2005]. Des Weiteren verringern sie die InzidenzeaGvHD im Mausmodell, [Edinger et
al. 2003; Hoffmann et al. 2002] bei gleichzeitidh@tenem GvL-Effekt, getragen durch
CD8'" cT-Zellen. Teq besitzen demnach ein groRes Potential fiir die Eklmng neuer
Therapiekonzepte im Rahmen der allogenen SZT, elaeisie Moglichkeit bieten, die
GvHD-Rate zu senken, ohne den GvL-Effekt zu vermind[Edinger et al. 2003]

Treg Und ATGsS.Treg kONnen im Rahmen eines adoptiven Zelltransfersuatdrschiedliche
Weisein vitro expandiert und anschlieBend auf einen Empfangansmus Ubertragen
werden. Jedoch ergeben sich methodische Probleméli@igleichzeitige Expansion von
Tex-Zellen, die anschlieBend eine akute GvHD verurmsacBattaglia et al. 2005; Godfrey
et al. 2005; Taylor et al. 2002] Therapeutischedns fir eine [EgExpansionn vivo mit
Umgehung der methodischen Problemeidetitro-Technik fehlten bisher.
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Aufgrund ihrer T-zelldepletierenden Wirkung finde®TGs im Rahmen der
Konditionierungstherapie vor unverwandter alloge8&T erfolgreich ihre Anwendung.
(siehe1l.2) Seit dem Jahr 2006 existieren jedoch Hinweise éiitien neuen bis dahin
unbekannten Wirkmechanismus der ATGepez et albeschrieben, dass ATG-G in der
Lage zu sein scheintjn vitro eine Expansion von CDA CD25/ foxP3 Ty
hervorzurufen. Sie inkubierten CDACD25, so genannte konventionelle T-Zellendy,
gesunder Probandem vitro mit ATG oder Kaninchen-IgG (Immunglobulin G) als
Kontrolle und ermittelten durch FACS-Analysen digsFZahlen. Bereits nach neun
Stunden beobachteten sie eine dosisabhéngige ZendbemExpression von CD25 und
foxP3 bei einer Dosierung des ATGs von 1-10 pgmmvitro. Als Ursache fur diesen
Effekt vermuteten die Autoren eine durch ATG hegesufene Induktion von CD#4
CD257 foxP3 Tiegaus CD4 CD25 Teon [LOpez et al. 2006]

Zwei Jahre spéater veroffentlichteRuzek et al.Ergebnisse, die analog zu den oben
genannten Versuchen eing vitro-Expansion mit einem anti-Maus-ATG induzieren
konnten. Der anschlieRende Transfer idevitro induzierten Teg in an aGvHD erkrankte
Mause, ergab eine signifikante Besserung der GvHRuzek et al. 2008] Bislang
existierten jedoch keine Daten, die einggr&xpandierenden Effekt von ATGs vivoim

Menschen nachweisen konnten.

1.4 Zielsetzung

Regulatorische T-Zellen stellen eine héchst ingapete Zellpopulation im Zusammenhang
mit der allogenen Stammzelltransplantation darsidain der Lage zu sein scheinen, das
Gleichgewicht zwischen dem therapeutisch gewunecht@vL-Effekt und der
unerwinschten GvHD zu beeinflussen. Deshalb siedT@chniken von grofiem Interesse,
die eine Steuerung dieser T-Zellpopulation bewirk&mnen. So auch die in diesem
Zusammenhang kurzlich vorgestellten Daten zur Edgeaft von ATG, einen vitro-
Expansion bzw. -Induktion von.f zu bewirken.

Ziel der im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten peddiven Untersuchung war es, die
Rekonstitution des zellularen Immunsystemsvivo, mit und ohne ATG-Gabe, nach
allogener SZT zu verfolgen. Insbesondere sollt&Sirme eines Pilotprojektes beantwortet
werden, ob sich eine durch ATG bedingtggyExpansion nach allogener SZT im

Menschernn vivo nachweisen lasst.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientencharakteristika

2.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Es wurden acht Patienten mit einem medianen Atber38 Jahren (37 bis 68 Jahre) in die
Studie eingeschlossen. Diese gaben ihr schrifdichidormiertes Einverstandnis zur
Teilnahme im Einklang mit den Forderungen der Dwtian von Helsinki in der flinften
Uberarbeitung aus dem Jahr 2000. Ein positives ouer Ethikkommission der
Medizinischen Fakultéat der Martin-Luther-Universilig@gt vor.

Die Einschlusskriterien beinhalteten das Alter (A8 70 Jahre), die Indikation zur
allogenen SZT sowie das Vorhandensein eines HLAtede Spenders. Patienten, welche
diese Kriterien nicht erfillten bzw. eine autoldgéT oder T-zelldepletierende Therapie in
einem Zeitraum von weniger als einem Jahr vor degenen SZT in ihrer Vorgeschichte

aufwiesen, wurden nicht eingeschlossdmab( 2

Tab. 2: Zusammenfassung der Ein- und Ausschlussérien.

Alter 18 bis 70 Jahre Vorherige autologe SZT <HrJa

Indikation zur allogenen SZT, Ausschluss von T-zelldepletierende Therapie < 1 Jahr

schwerwiegenden Organdysfunktionen (Fludarabin, Cytarabin)

HLA-identer Spender

Informed Consent

2.1.2 Konditionierungstherapie

Der Stammezelltransplantation wurde bei allen achtieten eine Konditionierungs-
therapie zur Vorbereitung des Empfangerimmunsysteonangeschaltet. Die Wahl der
Konditionierungstherapie (Standard versus RIC)tetEhsich nach der Grunderkrankung
bzw. den RisikofaktorenT@b. 3. Die Teilnahme an dieser Pilotstudie beeinflustiee
Therapiewahl nicht. Aul3erdem erhielten vier dert &ditienten in dieser Studie eines der
ATG-Praparate im Rahmen der Konditionierungstherapir der Transplantation: ATG-F
(n=2) in einer kumulativen Dosis von 30 mg/kg KGwhzATG-G (n=2) in einer
kumulativen Dosis von 6 mg/kg KG von Tag -3 bis -1.
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Auch hier richtete sich die Entscheidung, welchatidht ein ATG-Praparat erhielt und
welcher nicht, ausschlie3lich nach klinisch-transphtionsrelevanten Kriterien. Die
andere Halfte des Patientenkollektivs (n=4) erhieihe Antikdrper in Vorbereitung auf
die Transplantation.

Das Geschlechterverhaltnis sowie die Verwandtssbafiehung zwischen Empfanger und
Spender waren sowohl in der ATG- als auch in den Retikdrper-Gruppe gleich verteilt.
Ebenso wiesen die Durchfihrung einer RIC oder Sah#onditionierung in beiden
Gruppen eine Gleichverteilung auf.ap. 3

Tab. 3: Zusammenfassung der Patientencharakteriatik

m (méannlich), w (weiblich), MRD (matched relatedhdg, MUD (matched unrelated donor),
MMUD (mismatched unrelated donoB).MMUD (minor mismatch Cw)? RIC (Reduced
Intensity Conditioning): Treosulfan/ Fludarabin; €gphosphamid/ Fludarabin/ Rituximab; 2Gy
TBI/ Flu. Standard: Cyclophosphamid/ TBI (12Gy o68). AML (akute myeloische Leukamie),
ALL (akute lymphatische Leukamie), CLL (chronisgimghatische Leukamie), MM (Multiples
Myelom), MCL (Mantelzelllymphom), OMF (Osteomyleafse)

ATG Kein Antikdrper
Anzahl der Pat. 4 4
Alter, y (Median) 37 - 68 (58) 48 - 67 (62) (p=0,77B)
Diagnose MM, MCL, CLL, ALL AML (n=3), OMF
Geschlecht Empf./ Spender
mm 2 2
WWw 1 2
wm 1
Beziehung Empf./ Spender
MRD 2
MUD 3 2
MMUD ™ 1
Konditionierung ? (p = 1,00)
RIC 3 3
Standard 1 1
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2.1.3 Zusammensetzung der Stammzellpraparate an$plantation

Am Tag Null erhielten alle Empfanger Stammzellers aperipheren Blutstammzell-
praparaten von Spendern, deren hamatopoetischenm@ellen mit Hilfe von G-CSF
mobilisiert worden waren. Abgesehen von zwei Pé&ienerhielten alle Teilnehmer
Transplantate von unverwandten Spendern. Ein Amtlismatch lag in keinem Fall vor.
Alle Transplantate wurden vor ihrer Transfusion @ag Null mittels FACS auf ihren
Gehalt von CD34 Stammzellen, CD3T-Zellen und CD¥ CD25/ foxP3" sowie CD4/
CD25/ CD127°"" T,y analysiert. Der Zellgehalt wurde auf das Kérpetightv des

jeweiligen Patienten bezogen und in Zellen/ kg Ki@egeben.

2.1.4 Immunsuppression und GvHD-Prophylaxe

Nach erfolgter Konditionierung und anschlieend@&T Srhielten alle Patienten eine
immunsuppressive Medikation um das Risiko einern3ptantatabstoiung oder einer
GvHD zu verringern. In dieser Studie bestand diglikeanentdse Immunsuppression bei
allen Patienten aus einer Kombination aus CsA @ip-I) und MMF (Tag O bis Tag +50).
(Abb.4)

2.1.5 Entnahme der Blutproben

Nach der Transplantation wurden die Patienten imerai Zeitraum von 150 Tagen
beobachtet. An den Tagen +30, +60, +90 und +158 iaansplantation sowie einmalig
vor Beginn der Konditionierungstherapie wurden d@atienten 7,5 ml Vollblutproben
entnommen und mittels EDTA antikoaguliert um aneflénd in der Durchfluss-
zytometrie die Immunzellzahlen zu bestimmen. (si@® Abbildung 4 bietet einen
schematischen Uberblick tiber den zeitlichen Abtierf Therapie und die anschlieRenden

Untersuchungen.
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Abb. 4: Zeitlicher Ablauf von Therapie und Blutenahmen.

Beobachtet wurden acht Patienten in einem ZeitraomBeginn der Konditionierungstherapie
(vor Ther) bis Tag +150 nach allogener SZT. Die AF@parate wurden von Tag -3 bis -1 in der
jeweils Ublichen Dosierung verabreicht. Die Trarssfun der Stammzellpraparate (SZT) erfolgte
an Tag 0. Im Rahmen der pharmakologischen Immumsagipn wurden CsA ab Tag -1 und
MMF von Tag 0 bis Tag +50 verwendet. Die hellbladgile symbolisieren die Blutenthahmen
an den jeweiligen Messtagen.

2.2 Durchflusszytometrie

2.2.1 Allgemeines Prinzip

Die Durchflusszytometrie dient der phanotypischerallxse der Immunzellen nach deren
Farbung mit monoklonalen fluorochrommarkierten Ratpern. Diese Antikorper sind
gegen bestimmte Oberflachenepitope auf den Zebkeiclget und binden diese spezifisch
an ihrem antigenbindenden Teil (Fab-Teil).

Befinden sich die zu markierenden Antigene intiaid, wie z.B. foxP3, ist zuvor eine
Permeabilisierung der Zellmembran nétig, um sie die Antikorper durchgangig zu
machen. (sieh@.2.9 Nach der Farbung kdnnen die Zellpopulationen uaeswendung
eines Fluoreszenzaktivierten Zellsortierers (flsoemnce activated cell sorting, FACS)
anhand der Parameter Lichtstreuung und Fluoresdentifiziert und aufgetrennt werden.
Uber ein Piezoelement werden die Zellsuspensiomerkléine Tropfen zerlegt und
anschlieend in einer Messeinheit mit Licht hohatensitat (LASER) und einer

Wellenlange von 488 oder 595 nm bestrahlt.
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Durch die Zellen wird dieser Lichtstrahl in Abh&gkgit von deren physikalischen
Eigenschaften unterschiedlich stark gestreut. Maf Richtung der Lichtstreuung liefern
Informationen Uber GroR3e (gemessen anhand des Wsratdeulichtes, FSC) sowie
Granularitat (gemessen anhand des Seitwartsstieiedi, SSC) der Zellen. Des Weiteren
werden die konjugierten Fluorochrome zur Fluoreszangeregt. Die Emission der
verschiedenen Farbstoffe wird in 90°-Richtung anfgemen. Farbe und Intensitat liefern
zusatzliche Informationen und ermdoglichen so eirenagere Identifizierung und

Untersuchung der verschiedenen T-Zellsubpopulatione

2.2.2 Verwendete Antikdrper und Panels

Fur die Identifizierung und Zellzahlbestimmung niiilfe der Durchflusszytometrie
wurden monoklonale miluoresceinisothiocyandEITC; 519 nm), Phycoerythrin (PE; 578
nm), Peridininchlorophyll Protein (PercP; 678 nillpphycocyanin (APC; 660 nm) oder
Alexa Fluor 647 (668 nm) fluoreszenzmarkierte Auatitan-Antikdrper verwendet. Die
Zusammenstellung der Antikdrperansatze fir die Imidwbung erfolgte anhand eines
zuvor festgelegten PanelsTap. 4 Es wurden spezifische Antikdrper verschiedener

Hersteller verwendetTéb. §

Tab. 4: Antikdrperpanels fur die FACS-Analysen.

Dargestellt sind die verwendeten Antikérperpandgis die FACS-Analysen einschlie3lich der
jeweils zugeordneten Fluoreszenz. Perm: Permadilisigschritt fiir die Messung des
intrazellularen Markers foxP3. ISO: Isotypkontrolle

CD45 CD14 - -
ISO ISO CD3 ISO
CD8 CD45RO CD3 CD4
CD4 CD127 CD3 CD25
CD16/56 CD27 CD3 CD19
Perm: CD25 FoxP3 CDh4 CD127
Perm: 1ISO ISO CD4 ISO
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Tab. 5: Synopsis der fur die Durchflusszytometrierwendeten Antikorper.

Fur jeden Antikérper wurden das spezifische Antigar konjugierte Fluoreszenzfarbstoff, der
fur die Herstellung verwendete Klon sowie der NalmeHerstellerfirma angegeben.

Spezifitat Fluorochrom Hersteller
Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Cbl4 PE MSE2 Heidelberg, Deutschland
CD45RO PE UCHL1 DAKO, Hamburg, Deutschland
cD3 PercP SK7 Becton DickinsonHeidelberg,
Deutschland
CD4 PercP SK3
CD127 PE/ Alexa 647 hiL-7R-M21
CD25 APC 2A3
CD 16 FITC 3G8
CD56 FITC NCAM16.2
lgG1 PE X40
lgG1 APC X40
lgG1 Alexa 647 MOPC-21
cD4 APC VIT4 Miltenyi, Bergisch Gladbach,
Deutschland
CD45 FITC 5B1
CD19 APC LT19
CD4 FITC 13B8.2 Beckmann CoulteiKrefeld,
Deutschland
CD8 FITC B9.11
CD25 FITC B1.49.9
lgG1 FITC 4,00E+03
FoxP3 PE PCH101 eBioscienceSan Diego, USA
Rat IgG2A PE eBR2a

2.2.3 Zellzahlbestimmung

Um die Erythrozyten der Vollblutproben zu lysiengarden in einem ersten Schritt 10 pl
antikoaguliertes Vollblut (EDTA) mit 190 ul 3% Egsaure Roth, Karlsruhe,
Deutschlanyl versetzt. Nach der Lyse erfolgte eine manuelleszabhlung der
mononukledren Zellen in einer NEUBAUER-Zahlkammddierzu wurden vier
Eckquadranten des Zahlgitters ausgezahlt und imm@igikeln (x18)/I angegebenBei
einer Zellzahl von weniger als 3-5 Gpt/l wurde Biebe aufkonzentriert.
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Dazu wurden je Probenansatz 500 ul Vollblut zusammé 2 ml PBS (NaCl, KCL,
KH,PQy, NaHPQO, x H,O, Aqua dest.) in ein 5 ml Polystyren Rundboderoiién BD
Falcon, Heidelberg, Deutschlapdgegeben, vermischt, 5 Minuten (min) bei 1700
Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiertUriiversal 320, Hettich, Tuttlingen,
Deutschlandl und schlieRlich der Uberstand dekantiert. LagZtiizahl Giber 10 Gpt/l war
eine Verdiinnung erforderlich, so dass letztlicheeMenge von ca. 1xf0zellen pro
Probenansatz vorlag. Diese Zahl sollte eine op@nBihdung der Antikdrper an die

Zellantigene ermdglichen.

2.2.4 Immunfarbung membranstandiger Epitope

Die Antikorperlosungen wurden in den entsprechendasatzrohrchen BD Falcon
vorgelegt, um anschlieend 100 pl der Vollblutpralogf. nach Verdinnung oder
Aufkonzentrierung entsprecher2l2.3 hinzuzufiigen. Nach einer Inkubationszeit von 15
Minuten bei Raumtemperatur (RT) in Dunkelheit agfel die Zugabe von je 2 ml 1:10
verduinnteBBD FACS Lysing Solutio(BD) mit anschliel3ender Inkubation fur 10 Minuten
im Dunkeln bei RT. Nach einmaligem Zentrifugieren rhin, 1700 rpm) wurde der
Uberstand dekantiert. AnschlieBend wurden die AsHitze analog.2.3 zweimalig mit 2

ml PBS gewaschen. SchlieRlich wurden nach dem Diekan der Uberstande 100 pl PBS
pro Ansatz hinzugegeben und sofort die Messunghdwfcihrt.

2.2.5 Immunfarbung intrazellularer Epitope

Die Farbung der intrazellularen Antigene erfolgtatem Verwendung desHuman
Regulatory T-cell Staining KitéeBioscience, San Diego, USAn Vorbereitung auf die
Farbung wurde zum Einen Fix/Perm-L6sung aus 0,5 Rmation/Permeabilization
Concentrataund 1,5 mlFixation/Permeabilization Diluerttergestellt.

Zum Anderen wurde ein Perm. Pufféestehend aus 2 mOx Permeabilization Buffer
Concentrataund 18 mlAqua dest angesetzt. Analog Z12.4wurden auch hier zuerst die
Antikorper vorgelegt und anschlieRend 100ul Voliblinzugefigt. Auf die erste
Dunkelinkubation von 15 Minuten bei RT folgte naghhgabe von 2 mbtaining Buffer
(eBioscience)ein Zentrifugationsschritt (5 min, 1700 rpm). Ahkef3end wurde 1 ml
Fix/Perm-L6sung hinzugegeben und inkubiert (30 ndAC). Nach einem weiteren
Waschvorgang mit 2 ml PBS wurde zweimalig mit 2Rekm. Puffer permeabilisiert und

jeweils anschlieBend zentrifugiert (5 min, 1700 ypsowie die Uberstande dekantiert.

19



Danach erfolgte die Zugabe von 2 Rhkt serum(eBioscience) sowie eine erneute
Dunkelinkubation (15 min, 4°C). AnschlieBend wumtier Antihuman-foxP3-Antikorper
bzw. die Kontrolle (Rat IgG2A) hinzugefligt und é@tztes Mal inkubiert (30 min, 4°C).
Nach einem erneuten Permeabilisierungsvorgang mit Perm. Puffer und Dekantieren
der Uberstande wurden die Pellets in 100 upl PBSgemafmmen und sofort

durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.6 FACS-Analyse und Gerate

Alle Messungen wurden an eineBD FACSCalibur(1997) mit Hilfe der Softwar&D
Cell Quest Pro 4.0.8urchgefuhrt. Ausgehend vom Leukozytengate (SST)Rvurde auf
die NK-Zellen (CD16/56), die T-Lymphozyten (CD3 und auf die B-Lymphozyten
(CD19") gegatet. Die T-Lymphozyten wurden in cT-ZellerD&) und Th-Zellen (CD3)
selektiert. Schlie8lich wurde Uber die Th-Zellenf @ie Ty (CD127, CD25, foxP3)
gegatet. Fur alle Messungen wurde eine Isotypktatnoitgefthrt, welche von den ermit-

telten Zellzahlen abgezogen wurde um unspezifisénbungen auszugrenzeAbp. 5
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Abb. 5: Beispielhafte FACS-Analyse anhand eineggfPopulation.

Ausgehend vom Leukozytengate (SSC/ FSC) wurdedido&@D3 T-Zellen und die CD4Th-
Zellen (oben) auf die d-Population mittels verschiedener Marker (CD25, @D1foxP3) gegatet
(Mitte). Far jede Messung wurde eine Negativkogralurchgefiihrt (unten). Alle dargestellten
Teg-Zahlen in % der Th-Zellen nach Abzug der jeweili¢geotypkontrolle.

2.3 Chimarismusanalyse und klinische Verlaufsbeobtung

Nach erfolgreicher Transplantation und Etablieraley Spenderhdmatopoese kommt es
allmahlich zur vollstandigen Verdrangung der Emp&nhamatopoese. Dabei wird ein
Ubergangszustand durchlaufen, in dem noch ein ddeirnteil urspriinglicher

Empfangerblutbildung vorhanden ist. In diesem Ballicht man von einem gemischten
Chimarismus. Der Begriff Chimarismus wird in Anlemy an ein Fabelwesen aus der
griechischen Mythologie - ein dreikdpfiges Feueriepdes Ungeheuer aus Lykien,
bestehend aus einem Lowen vorn, einer Ziege inMite und einer Schlange hinten -

verwendet.
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Ein so genannter vollstandiger Chimarismus liegt wenn die gesamte Hamatopoese aus
den Spenderzellen gebildet wird. Dieser Zustanttesoh Idealfall nach einer gewissen
Zeit erreicht sein. Den ,anderen Teil der Chimasidllen in diesem Fall die tbrigen
Zellen des Empfangerorganismus dar. Die Bestimmubhgs hamatopoetischen
Chimérismus hat klinische Relevanz, da sich mineeiHilfe ein Rezidiv oder ein
Versagen des Transplantates friihzeitig erkennes. [fgaron und Sandmaier 2006; Khan
et al. 2004]

Den Patienten wurde zu den festgelegten Zeitpunkiag +30, +60, +90, +150) Blut
entnommen, um unter anderem eine Chimarismusanalysghzufiihren Abb. 4. Die
Bestimmung der Verteilung von Spender- und Empférnigeatopoese erfolgte sowohl aus
Vollblut, d.h. unter Einbeziehung aller kernhaltigéellen, als auch aus CD8elektierten
T-Zellen, als so genannter T-Zellchimarismus nstekr Polymerasekettenreaktion (PCR).
Samtliche Chimarismusanalysen wurden am InstitutHiimangenetik und Medizinische
Biologie der Martin-Luther-Universitat (MLU) Hallg¥ittenberg durchgefiuhrt. Fur die
Quantifizierung des Spenderchimarismus wurden ¢h i@pender-Empfangerkonstellation
entweder geschlechtschromosomale UnterschiedeldarSequenzpolymorphismen als
minimale genetische Differenzen zwischen Empfanget Spender mittels Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH) oder PCR-basiertentMmlen bestimmt. Fur letztere diente
beispielsweise die Untersuchung der Anzahl von ewmagnten ,short tandem repeats”
(STR) und einzelner Nukleotide (,single nucleotmdymorphism*“, SNP). Mit Hilfe der
so genannten Realtime-PCR konnten die Ergebnisa#titptiv dargestellt werden.

Der klinische Zustand der Patienten wurde im Rahdieser Untersuchungen regelmafig
kontrolliert und dokumentiert. Neben der Dokumebptat von GvHD und dem
Krankheitsstatus wurden insbesondere auch Infedstiqwiral, bakteriell und mykotisch)
erfasst. Die GvHD wurde anhand der klassischeni&tathteilung naclGlucksberg et al.
dokumentiert Tab. 6und?7).

Infektionen mit Bakterien oder Pilzen sowie Reaktiungen von Cytomegalieviren
(CMV) und Epstein-Barr-Viren (EBV) wurden definieats der Zeitraum zwischen dem
ersten und dem letzten Tag eines positiven Keimmaides in der mikrobiologischen

Untersuchung von peripherem Blut, Stuhl, Urin d8iepsien.
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Alle mikrobiologischen Untersuchungen wurden im Reh der klinischen Routine vom
Institut fir Medizinische Mikrobiologie der MLU Ha+Wittenberg vorgenommen. Fur die

Definition einer relevanten Infektion wurden zudigtz zum Keimnachweis das

Vorhandensein einer klinischen Symptomatik sowee ldinsekutive Notwendigkeit einer
Therapie festgelegt.

Tab. 6: Klassische Stadieneinteilung der akuten GvH

Die Einteilung erfolgte entsprechend dem von Gloeks et al. entworfenen klassischen Schema
aus dem Jahr 1974. Anhand der in Tab. 6.1 genanmdeterien wurde zunéchst eine
Stadieneinteilung (1 bis 4) fur die jeweiligen Elwrgane Haut, Leber und Darm getroffen, um
anschlieBend mit Hilfe von Tab. 6.2 die einzelnega@stadien in einem Gesamtgrad (I bis 1V)
der akuten GvHD zusammenfassen zu kénnen. [Glutkebal. 1974]

Tab. 6.1: Stadieneinteilung der akuten GvHD von Eiglorganen

Stadium 1 2 3 4
generalisierte
Haut Exanthem Exanthem generalisierte Erythrodermie, bulldse
< 25% KOF 25-50% KOF Erythrodermie Formation und
Desquamation
Bilirubin Bilirubin Bilirubin Bilirubin
Leber 34 -3 pmolll 51 - 100 pmol/l 101 -255 pmol/l > 255 pmol/l
(2 - 3 mg/dl) (3 - 6 mg/dl) (6 - 15 mg/dl) (> 15 mg/dI)
Diarrhoe ;
. Diarrhoe
500 - 1000 mi/d Diarrhoe
Darm oder persistierende 1000 - 1500 ml/d 535030.;2'/% Schmerz +/- lleus
Ubelkeit 9
Tab. 6.2: Gesamtgradeinteilung der akuten GvHD
Grad I Il Il v
Haut 1-2 1-3 2-3 2-4
Darm 0 1 (+/- Leber) 2 - 3 (+/- Leber) 2-4
Leber 0 1 (+/- Darm) 2 - 3 (+/- Darm) 2-4

keine klinische
Beeintr.

milde klinische
Beeintr.

moderate klinische
Beeintr.

extreme klinische
Beeintr.
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Tab. 7: Klinische Einteilung der chronischen GvHD.

Hautbeteiligung meint das Auftreten eines ExanthemtsErythem, Trockenheit und Schuppung.
Eine Beteiligung der Speicheldriisen und Mundschiairh beinhaltet eine so genannte Sicca-
Symptomatik mit verminderter Sekretionsleistung Wwwhsekutiver Schleimhautschadigung.
[Vigorito et al. 2009]

Limitierte cGvHD Extensive cGvHD

(1 von 2 oder beide Kriterien erfllt) (1 Kriterium ausreichend)

1. Lokale Hautbeteiligung 1. generalisierte Hawglhigtung

2. lokale Hautbeteiligung und/ oder Leber-
2. Leberdyskunktion i.R. der cGvHD dysfunktion i.R. der cGvHD
UND

a) histologisch nachgewiesene chronisch aktive
Hepatitis, Briickennekrosen oder Zirrhose
ODER

b) Augenbeteiligung (pathologischemirmMER TeSt)
ODER

c¢) Beteiligung von Speicheldrisen
ODER
Mundschleimhaut, bioptisch gesichert
ODER

d) Beteiligung jedes anderen Organs

2.4 Statistik

Alle angegebenen p-Werte wurden mit Hilfe des Muvimtney-U-Testes fur zwei
unabhéngige Stichproben ermittelt. Das Signifikaweau der p-Werte wurde mit < 0,05
festgelegt. Alle angegebenen p-Werte wurden im Rathiorer explorativen Analyse im
Sinne einer Pilotstudie nicht fir das Problem dedtiplen Testens korrigiert. Insgesamt
wurde die statistische Datenanalyse vor allem zigr@erung im Sinne einer Pilotstudie
durchgefuhrt. Die statistischen Analysen und geeeigAbbildungen wurden unter
Verwendung der Softwar@PSSn Version15.0.1, Microsoft Excel und Powerpoint 2003,
sowieAdobe Photoshop C&2stellt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung und Vergleich der Transplantde beider Patientengruppen

Alle Transplantate wurden vor ihrer Transfusion &ag Null mittels FACS auf ihren
Gehalt von CD3% Stammzellen, CD3T-Zellen und CD¥ CD257/ foxP3 sowie CD4/
CD25/ CD127"" T,y analysiert. Der Zellgehalt wurde auf das Kérpetightv des
jeweiligen Patienten bezogen und in Zellen/ kg KtgegebenDie Analyse ergab, dass
sich die Transplantate zwischen beiden Gruppen (A3$GKein Antikorper) im Hinblick
auf den Gehalt der transplantierten CDBtammzellen (p=0,248), der CD3-Zellen
(p=0,468) und der COACD25/FoxP3 T.q (p=0,564) nicht signifikant unterschieden.
Auch die CD4/ CD25"7 CD127°"" T, Population zeigte vergleichbare Zahlen in beiden
Patientengruppen (p=1,0Y4b. §

Tab. 8: Vergleich der transplantierten Zellzahlemvischen beiden Patientengruppen.

Dargestellt sind die Zahlen der transplantierten 8D hamatopoetischen Stammzellen (HSC),
der CD3 T-Lymphozyten, sowie der CD25CD127°" und CD25/ foxP3 T., Neben der
Spannweite der Zellzahlen sind in Klammern dieprathenden Mediane angegeben. Die rechte
Spalte zeigt in Klammern die jeweiligen p-Werte dén Vergleich zwischen beiden Gruppen.
Beide Patientengruppen unterschieden sich nicht niffignt voneinander in ihrer
Transplantatzusammensetzung. Insbesondere diepteani@rten T.gZahlen zeigten sowohl in
der CD12¥""als auch in der foxP3Population vergleichbare Zahlen in beiden Grupgenl,0
bzw. p=0,564). Alle Angaben in ¥1Rellen/kg KG.

Transplantierte Zellzahlen
x10°/ kg KG (Median)

HSC CD34 5,2 —11,0 (9,57) 4,91-947(7,28)  (p=0,248)
T-Zellen CD3 150 - 480 (230) 120 - 540 (175) (p=0,468)
Tieq CD127°V- 4,94 — 7,36 (6,15) 5,65-34,63(9,70)  (p=1,00)
Treg fOXP3 3,73 - 5,58 (4,66) 0,95-18,29 (2,87)  (p=0,564)

3.2 Spenderchimarismus und Engraftment

Alle acht Patienten boten ein regelrechtes Anwactltses Transplantates (Engraftment)
und entwickelten mit Ausnahme eines Patienten auAdG-Gruppe einen vollstdndigen
Spenderchimarismus mit einem Spenderanteil von 8bdProzent bis Tag +30Tdb. 9

Nach Tag 90 war bei allen Patienten ein vollstémdigpenderchimarismus nachweisbar.
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Tab. 9: Spenderchimarismus aller acht Patienten @ag +30.

Angegeben sind die Anteile der residualen Empfarigeatopoese am Chimarismus in Prozent
(% Empf.) an Tag +30. Bis auf eine Ausnahme inATBB-Gruppe war bei allen Patienten bereits
an Tag +30 ein Chimarismus mit einem Spenderantail iber 95 Prozent nachweisbar. Patient
4 erreichte diesen erst an Tag +90.

Patient 1 2 3 4 5 6 7 8

Chimérismus Tag +30 (% Empf) 0 2 0 33 0 2 3 5

Zusatzlich wurde der Zeitpunkt bestimmt, an demtnests das Engraftment fur die
neutrophilen Granulozyten (> 5X1@ellen/l an zwei konsekutiven Tagen) bzw. fiir die
Thrombozyten (> 20xT@ellen/l) festzustellen war. Sowohl bei den mit ABéhandelten
Patienten als auch in der Gruppe ohne Antikorpexthie war das mediane Engraftment
der Neutrophilen jeweils vor Tag +15 messbar. Dekdhstitution der Thrombozyten

erfolgte im Median in beiden Gruppen an Tag +T2ab( 10

Tab. 10: Zeitpunkte des neutrophilen und thromboésgn Engraftments.

Beide Gruppen erreichten das neutrophile Engraftmén Median vor Tag +15, die
Rekonstitution der Thrombozyten stellte sich irdéeiPatientengruppen vor Tag +12 ein. Alle
Angaben in Tagen.

Engraftment, d (Median)
Neutrophile 14 -17 (15) 12 -14 (12)

Thrombozyten 11-19(12) 11-12 (11)

3.3 Immunzellrekonstitution

Zur Bestimmung des zellularen Immunstatus wurdele &kernhaltigen Zellen des
peripheren Blutes analysiert. Zu diesen Zellen gahdsranulozyten, Monozyten sowie
Lymphozyten. Mit Hilfe einer NEUBAUER-Zahlkammer wden die Leukozyten
zunachst insgesamt manuell ausgezahlt und ansehtienittels FACS einer Sub-
populationsanalyse unterzogen. (sieh® Hierzu wurden die entsprechenden Antikoérper
eingesetzt, um den Gehalt von CDBZellen, CD19 B-Lymphozyten, CD4 Th-Zellen,
CDS8' cT-Zellen und CD16/56NK-Zellen zu bestimmen. Der Panleukozytenmarked&D
diente zur Analyse aller Leukozyten mittels FACS Thbelle 11sind in einer Ubersicht
die Normwerte fir den allgemeinen zellularen Immans zusammengefasst.
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Tab. 11: Normwerte fiir den allgemeinen zellularemimunstatus.

[in Anlehnung an: http://wwwl.medizin.unihalle.deiidownload/vorlesungsscripte/BioChem2007/PraktikR@®7.pdf;
http://www.laborlexikon.de/Lexikon/Infoframe/b/Biidl_gross.htm]

Leukozyten CD45 4000 - 10000
Monozyten CD14+ 180 - 550
Granulozyten 2000 - 7000
NK-Zellen CD16/ 56+ 100 - 500
B-Lymphozyten CD19+ 90 - 350
T-Lymphozyten CD3+ 900 - 2000

Th-Zellen CD4+ 600 - 1000
cT-Zellen CD8+ 400 - 800
CD4/ CD8-Ratio 09-25

Die Verlaufe der Rekonstitution der Zellzahlen pveiligen Zellpopulationen wurden in
Form von Boxplots dargestelltAb.6-12und 16-18 Die horizontale Linie in jeder Box
reprasentiert dabei den jeweiligen Median. Die Arger- und unterhalb zeigen die 95%-

Konfidenzintervalle.

3.3.1 CD45 Leukozyten

Die so genannten weiRen Blutkbrperchen werden notogisch den roten
Blutkdrperchen, den Erythrozyten, gegentbergestdilt Hilfe des Differentialblutbildes
wird die genaue Zusammensetzung der Leukozytenatpuluntersucht. Die Leukozyten
umfassen neben den Granulozyten (50-65%) und Maenzy5-10%) auch die
Lymphozyten mit einem relativen Anteil von normaleise 20 bis 40%. Dabei
entspringen die Lymphozyten der lymphatischen uadvtbnozyten und Granulozyten der
myeloischen Zellreihe. Letztere bildet vor allemsdanspezifische bzw. angeborene
Immunsystem, wahrend die Lymphozyten fir die sjpmchie Immunitat verantwortlich
sind. [Segal 2005; Strauss-Ayali et al. 2007] Aleukozyten haben ein transmembrantses
Glykoprotein gemeinsam, den Panleukozytenmarker SCD&r wird von allen
hamatopoetischen Zellen, mit Ausnahme der Erytheseyind Thrombozyten in grol3er
Dichte exprimiert und spielt vor allem fir die Régung der Signaltransduktion im
Rahmen der Zellaktivierung eine wichtige Rolle. Aufem wird er in der FACS-Analyse
zur Identifizierung der Leukozytenpopulationen vendet. [Trowbridge 1991]
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Der Verlauf der Rekonstitution der CD4%eukozyten verhielt sich in beiden Gruppen
sehr &hnlich. Abb. § Vor Beginn der Therapie sowie ab Tag +30 nachcBlaufen des
Nadirs und erfolgtem Engraftment (sieh8.2) befanden sich die medianen
Leukozytenzahlen im unteren Normbereich (> 4000ledgll). Vor Therapiebeginn
zeigten beide Gruppen &hnliche mediane Leukozyteezd ATG: 3725 Zellen/pl vs. Kein
Antikorper: 4300 Zellen/ul), auch zu erkennen anldee der Mediane im BoxplotAbb.

6) Im weiteren Verlauf fielen in der ATG-Gruppe diea Messtagen geringere Zellzahlen
auf. Vor allem an den Tagen +30 und +60 waren mkaen Antikorper-Gruppe doppelt
so hohe Leukozytenzahlen nachweisbar. An Tag +18@ewn in der Kein Antikorper-
Gruppe finf Mal so hohe mediane LeukozytenzahleMGQA2850 Zellen/ul vs. Kein
Antikorper: 10850 Zellen/ul) gemessen mit einemi3gro Unterschied in den maximalen
Werten (ATG: 5700 Zellen/ul vs. Kein Antikorper: 8 Zellen/ul). An den Ubrigen
Tagen waren die Spannweiten der Leukozytenzahleischen beiden Gruppen gut
vergleichbar. Tab. 13
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Abb. 6: Rekonstitution der CD45L_eukozyten.

Vor Therapiebeginn zeigten beide Gruppen ahnlicleeliame Leukozytenzahlen, wahrend diese
im weiteren Verlauf in der ATG-Gruppe mit Ausnatvoe Tag +90 an allen Tagen um das zwei-
bis flinffache geringer ausfielen. Au3er an Tag +EgEn die Spannweiten der Leukozytenzahlen
in beiden Gruppen auf ahnlichem Niveau. Die gelstfi@ Linie entspricht der unteren Grenze des
Normbereichs der Leukozytenzahlen im normalen laedin Immunstatus (> 4000 Zellen/ul).
Jedem Messtag wurde anhand von Klammern der ectspnee p-Wert zugeordnet.
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Tab. 12: Zusammenfassung der CD4Beukozytenzahlen.

Vor Beginn der Therapie waren in beiden Gruppenlidha Leukozytenzahlen nachweisbar. An
den Tagen +30 und +60 waren diese in der Kein Amfikr-Gruppe um das zweifache, am Tag
+150 um das finffache hoher als in der ATG-GruppaRer am Tag +150 waren die

Spannweiten der Leukozytenzahlen beider Gruppeallan Messtagen gut vergleichbar. Alle
Angaben in Zellen/ul.

Tab. 12.1:

CD45 Leukozyten (Zellen/ul) - ATG

vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +90 Tag +150
Median 3725 3725 2575 5800 2850
Minimum 3100 1500 1600 1400 2000
Maximum 10900 6750 6500 7800 5700
Tab. 12.2: CD45 Leukozyten (Zellen/ul) - Kein Antikorper

vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +90 Tag +150
Median 4300 6400 5000 5275 10850
Minimum 1650 4400 3700 3400 4700
Maximum 5800 7700 5100 6100 19100

CD14 Monozyten.Das System der mononukledren Phagozyten ist Bdsthoés un-

spezifischen Immunsystems und setzt sich aus dkulizrenden Monoyzten des Blutes,
aus Gewebsmakrophagen sowie spezialisierten Phagomyie den Kupffer-Zellen der
Leber

Entwicklungsreihe der CD34Stammzellen. Im Gewebe differenzieren sie zu Makro

zusammen. Monozyten entstehen aus Vorlaliiemzeder myeloischen
phagen und entwickeln so Phagozytose-EigenschdMarth die Wirkung ihrer Zytokine
(IL-1, TNF-o)

Opsonierte, d.h. Komplement- oder Antikdrper-betedéntigene werden durch Mono-

induzieren Monozyten vor allem proinflammatorisctReaktionen.

zyten phagozytiert und intrazellular lysiert. Alirer Oberflache exprimieren Monozyten
verschiedene Epitope wie LFA-1 und CD14, von deletrteres dazu verwendet wird
Monozyten in der FACS-Analyse zu identifizierentrfiss-Ayali et al. 2007]

Vor Beginn der Therapie waren in den Blutproben A@G-Patienten doppelt so hohe
mediane Monozytenzahlen wie in denen der Kein Amgikr-Gruppe messbar (ATG: 730
Zellen/ul vs. Kein Antikorper: 395 Zellen/ul). Imevauf wurden in beiden Gruppen
vergleichbare mediane Zellzahlen an allen Messtag@imgewiesen, mit Ausnahme von
Tag +150. Hier erreichten die Patienten der Keitikimper-Gruppe rund drei Mal hohere
Zellzahlen (ATG: 280 Zellen/ul vs. Kein Antikorpét75 Zellen/pl).
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An den Tagen +30 bis +90 wiesen neben den mediZekzahlen auch die Spannweiten
beider Gruppen vergleichbare Niveaus auf. Wahreed gesamten Posttransplan-

tationsphase wurden in beiden Patientengruppen alermlonozytenzahlen gemessen.
(Abb. 7undTab. 13
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Abb. 7: Rekonstitution der CDI4Monozyten.

Vor Beginn der Konditionierung wiesen die Patienten ATG-Gruppe im Median héhere CD14
Monozytenzahlen auf. Mit Ausnahme von Tag +150 nvdie Zellzahlen beider Gruppen sowohl
im Median als auch in ihren Spannweiten vergleichtizereits ab Tag +30 waren bei den
Patienten beider Gruppen erneut MonozytenzahleNanmbereich nachweisbar. Die gestrichelte
Linie entspricht der unteren Grenze des Normbereider Monozytenzahlen im normalen
zellularen Immunstatus (> 180 Zellen/ul). Jedem st wurde anhand von Klammern der
entsprechende p-Wert zugeordnet.

Tab. 13: Zusammenfassung der CD1Mlonozytenzahlen.

Vor Therapiebeginn waren in der ATG-Gruppe doppelhohe Monozytenzahlen wie in der Kein
Antikdrper-Gruppe nachweisbar. Auf3er an Tag +15@Qtea die Mediane und Spannweiten der
monozytaren Zellzahlen in beiden Gruppen wahrend gisamten Posttransplantationsphase
ahnliche Niveaus. Alle Angaben in Zellen/ul.

Tab. 13.1: CD14Monozyten (Zellen/ul) - ATG

vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +90 Tag +150

Median 730 470 275 305 280
Minimum 60 390 30 60 20
Maximum 1320 1000 600 710 570
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Tab. 13.2: CD14 Monozyten (Zellen/ul) - Kein Antikorper
Median 395 545 310 340 775
Minimum 170 150 180 270 120
Maximum 700 750 630 680 1580

Neutrophile GranulozytenMit einem Anteil von 50 bis 65 % machen die neulitgn
Granulozyten den groRten Anteil der CD4%ukozyten aus. Sie sind ein wichtiger
Bestandteil des angeborenen Immunsystems und bitlleoh ihre phagozytierenden
Eigenschaften zusammen mit den Monozyten die eBsigiere beispielsweise flr
korperfremde Antigene. Uber verschiedene Mechaniswie Lysozym und Defensine, so
genannte antimikrobielle Proteine, oder sauerdtbfiagige Abwehrmechanismen dienen
Granulozyten in der Peripherie vor allem der Bekiimg von bakteriellen und
Pilzinfektionen. Nach ihrer Aktivierung haben nethile Granulozyten eine mittlere
Uberlebensdauer von sechs bis acht Stunden. [86045]

Die medianen neutrophilen Granulozytenzahlen zeigte Therapiebeginn vergleichbare
Ausgangsniveaus (ATG: 2440 Zellen/ul vs. Kein Adtper: 3180 Zellen/ul; p=0,77).
Nach der Transplantation waren ahnliche mediane@oaytenzahlen in beiden Gruppen
an den Tagen +30 (ATG: 2860 Zellen/ul vs. Kein Rdtper: 3380 Zellen/ul) und +90
(ATG: 3630 Zellen/ul vs. Kein Antikorper: 3785 Zal/pil) nachweisbar. Die Spannweiten
der granulozytaren Zellzahlen waren mit Ausnahme Vag +150 an allen Messtagen
vergleichbar. An Tag +150 erreichten die ATG-Pdgen sechs Mal niedrigere
Granulozytenzahlen als die Patienten der Kein Angkr-Gruppe (ATG: 1185 Zellen/ul
vs. Kein Antikorper: 6555 Zellen/ul), ein Untersettj welcher sich als signifikant
herausstellte (p=0,04) und zusatzlich unterhalbNtesnbereichs lag. Insgesamt wurden in
beiden Patientengruppen normale mediane Granuluzaiden an allen Messtagen
festgestellt. Abb. 8undTab. 14

31



Kei.n Antikérper
150004 LJATG
—- 0,04
=, M
G i
N 10000
0,77
E M 1.0 1.0
B /M —
[=]
c =
5 5000+
[
< Z
0-
L} Ll L L L}
vorDenpie T30 Tag0 Tago0 Tagl50
Tage nach alloSZT

Abb. 8: Rekonstitution der neutrophilen Granulozyte

Vor Therapiebeginn zeigten beide Gruppen &hnlictedliane Granulozytenzahlen. An allen

Messtagen wurden in beiden Gruppen normale Zekrajemessen. Nur an Tag +150 wurden in
der ATG-Gruppe signifikant niedrigere Granulozy@mzn unterhalb der Norm nachgewiesen.

Die gestrichelte Linie entspricht der unteren Grexdes Normbereichs der Granulozytenzahlen im
normalen zellularen Immunstatus (> 2000 Zellen/pdepdem Messtag wurde anhand von
Klammern der entsprechende p-Wert zugeordnet.

Tab. 14: Zusammenfassung der neutrophilen Granultayzahlen.

Vor Therapiebeginn waren in beiden Gruppen verpleize mediane Granulozytenzahlen
nachweisbar. AuBer an Tag +150 zeigten die Mediand Spannweiten der neutrophilen
Granulozytenzahlen in beiden Gruppen wahrend desaggen Posttransplantationsphase
ahnliche Niveaus. An Tag +150 stellten sich im Madiignifikant niedrigere Granulozytenzahlen
in der ATG-Gruppe ein. Alle Angaben in Zellen/pl.

Tab. 14.1: Granulozyten (Zellen/ul) - ATG
vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +90 Tag +150
Median 2440 2860 1770 3630 1185
Minimum 1840 650 1390 680 650
Maximum 7580 5120 4930 6680 5260
Tab. 14.2: Granulozyten (Zellen/ul) - Kein Antikogp
vor Therapie Tag +30 Tag +150
Median 3180 3380 3555 3785 6555
Minimum 110 640 2700 2110 4060
Maximum 4200 6780 4420 5370 16360
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3.3.2 CD16/56 NK-Zellen

Die CD16/56 NK-Zellen sind ein wichtiger Bestandteil des angyeimen, unspezifischen
Immunsystems. Anders als T-Lymphozyten sind sied@r Lage Tumorzellen oder
korperfremde Antigene ohne vorherige Aktivierunglysieren. Diese Lyse kann Uber die
Sekretion von Perforinen und Zytokinen, die Apoptidivierung Uber das Fas-Rezeptor/
Fas-Ligand-System (CD95) oder im Rahmen einer Anpikrabhéngigen Zytotoxizitat
durch oberflachlich gebundene Antikérper erfolgémt{body dependent cytotoxicity,
ADCC). Die Steuerung dieser Vorgange unterliegt sekiedenen Killerzell-
Immunglobulin ahnlichen Rezeptoren (KIRs) auf depe@lache der NK-Zellen. Als
Liganden fur die KIRs sind unter anderem HLA-Molkkiidentifiziert worden. [Long
2008]

Die CD16/56 NK-Zellen boten vor Beginn der Therapie innerhbliider Gruppen im
Median normale Werte (> 100 Zellen/pul) und zeigrargesamten weiteren Verlauf Werte
im Normbereich. Abb. 9 Bereits ab Tag +30 konnten erneut Normalwertedé@m
Patienten beider Gruppen nachgewiesen werden (RA&Zellen/ul vs. Kein Antikorper:
265 Zellen/ul). Im weiteren Verlauf blieben die Wéebis zum Tag +150 (ATG: 130
Zellen/ul vs. Kein Antikorper: 155 Zellen/ul) intelb des Referenzbereichs, wobei die
medianen Zellzahlen in der ATG-Gruppe stets germyeerte erreichten. Bis auf Tag +60
erreichten die Mediane der NK-Zellzahlen beider gpen an allen Messtagen
vergleichbare Niveaus. Die Spannweiten der Zelkraldeigten an allen Messtagen eine
ahnliche TendenzT@b. 15
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CD16/56+ NK-Zellen (Zellen/ pl)

Abb. 9:

Vor Therapiebeginn und wahrend des gesamten waeitéeglaufes lagen die medianen CD16/56
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Rekonstitution der CD16/56NK-Zellen.

NK-Zellzahlen im Normbereich mit geringeren Werterder ATG-Gruppe an allen Messtagen.
Die gestrichelte Linie entspricht der unteren Grerdes Normbereichs der NK-Zellzahlen im
normalen zellularen Immunstatus (> 100 Zellen/pgdem Messtag wurde anhand von Klammern
der entsprechende p-Wert zugeordnet.

Tab. 15:

Vor Therapiebeginn und wahrend des gesamten Vedanéch der Transplantation waren in
beiden Gruppen normale mediane NK-Zellzahlen naidhae Mit Ausnahme von Tag +60

Zusammenfassung der CD16/98K-Zellzahlen.

erreichten die Mediane der NK-Zellzahlen beider @ren vergleichbare Niveaus an allen
Messtagen und die Spannweiten der Zellzahlen reigtmliche Tendenzen. Alle Angaben in

Zellen/ul.
Tab. 15.1: CD16/56NK-Zellen (Zellen/ul) - ATG
vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +90 Tag +150
Median 185 245 85 125 130
Minimum 20 80 50 60 40
Maximum 530 520 460 320 210
Tab. 15.2: CD16/56NK-Zellen (Zellen/ul) - Kein Antikorper
vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +90 Tag +150
Median 125 265 220 200 155
Minimum 80 120 140 90 80
Maximum 250 360 430 310 410
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3.3.3 CD19 B-Zellen

Die CD19 B-Lymphozyten bedingen eine spezifische Immunalwaif humoraler
Ebene, indem sie antigenspezifische AntikorperepildDiese binden mit ihrem Fab-
Segment an spezielle Epitope und leiten so eine Heamentaktivierung oder
anschlieBende Phagozytose der entsprechenden wdatigge. Durch die Bildung von
CD20" Memory-B-Zellen sind sie wesentlich an der Entwicky des Immungedachtnisses
beteiligt. [Moura et al. 2008]

Eine Auswertung der CDI®B-Zellzahlen fiir beide Patientengruppen war imlatgrder
Analysen nur eingeschrankt moglich. Die B-Zellzahlgir die ATG-Gruppe konnten
aufgrund zahlreicher Fehlwerte nicht verwertet \eerdnd sind deshalb nicht abgebildet.
Patienten der Kein Antikdrper-Gruppe erreichtergesamten Verlauf der Beobachtung B-
Zellzahlen unterhalb des Normbereiches (< 90-35Medfl). Lediglich am Tag +150
wurde ein normaler medianer Wert (134 Zellen/phldeechtet. Tab. 1§

Tab. 16: Zusammenfassung der CD’1B-Zellzahlen (Kein Antikorper).

Die Auswertung und Darstellung der CO1B-Zellzahlen im Verlauf wurde aufgrund zahlreicher
Fehlwerte innerhalb der ATG-Gruppe lediglich auf dkein Antikérper-Gruppe beschrankt.
Einzig an Tag +150 wurde in dieser Gruppe ein medidWert im Normbereich festgestellt. Alle
Angaben in Zellen/ul.

Median 36 8 26 39,5 134
Minimum 17 2 2 16 55
Maximum 84 11 36 69 141

3.3.4 CD3 T-Lymphozyten

Die CD3 T-Lymphozyten, welche sowohl die CDZh-Zellen als auch die CD&T-
Zellen umfassen, bilden neben den CDBLymphozyten die Haupteffektorzellen des
spezifischen, adaptiven Immunsystems. |Ihnen oblaigt Regulierung der zellularen
Immunabwehr. T-Lymphozyten entstehen im Rahmensdegenannten Thymopoese im
Thymus aus Thymozyten. Dort findet neben einer tp@esi (gegen korperfremde
Antigene) und negativen (gegenuber AutoantigeneslpkBon Uber die Stadien der
doppelt negativen (CDACDS8) und doppelt positiven (CDA CD8") Thymozyten die
Entwicklung zur reifen einfach positiven CD%h- oder CD8 cT-Zelle statt.

35



Diese naiven T-Lymphozyten emigrieren in die Pesiphund zirkulieren bis zu einem
eventuellen Antigenkontakt auf3erhalb der lymphhgscOrgane. [Haynes et al. 2000;
Kabouridis und Jury 2008]

Die Rekonstitution der CD3T-Lymphozyten bot in beiden Patientengruppen einen
ahnlichen Verlauf. Abb. 10 Wahrend vor der Therapie die medianen T-Zellzalilg
beide Gruppen im unteren Normbereich lagen (AT@ BA2llen/ul vs. Kein Antikorper:
930 Zellen/ul), wurde im weiteren Verlauf eine amgigte Zytopenie der CD3T-
Lymphozyten in der frihen Rekonstitutionsphase (¥&8@ bis +90) in beiden Gruppen
beobachtet. Die mit ATG behandelten Patienten ehkelien bis Tag +150 im Median
keine normalen T-Zellzahlen (> 900 Zellen/ul). Paten der Kein Antikoérper-Gruppe
erreichten bereits an Tag +90 niedrignormale W@&®&® Zellen/ul) bis sich am Tag +150
mediane T-Zellzahlen im Normbereich (1180 Zellephgihstellten. Die Spannweiten der

T-Zellzahlen bewegten sich an allen Messtagen exgieichbaren NiveausTéb. 17
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Abb. 10: Rekonstitution der CD3T-Lymphozyten.

Die Rekonstitution der CD3T-Lymphozyten bot in beiden Patientengruppen etitamichen
Verlauf. Vor Therapiebeginn und im weiteren Verlalgr Untersuchung befanden sich die
medianen CD3 T-Zellzahlen einschlieRlich ihrer Spannweiten atiera Messtagen auf
vergleichbaren Niveaus. Die gestrichelte Linie pritht der unteren Grenze des Normbereichs
der CD3 T-Zellzahlen im normalen zellularen Immunstatus9@0 Zellen/ul). Jedem Messtag
wurde anhand von Klammern der entsprechende p-¥\geordnet.
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Tab. 17: Zusammenfassung der CD3-Zellzahlen.

Vor Therapiebeginn sowie im weiteren Verlauf waiemeiden Patientengruppen an fast allen
Messtagen &hnliche CD3T-Lymphozytenzahlen nachweisbar. An den Tagen waD +60
erreichten die Patienten der Kein Antikérper-GruppeMedian doppelt so hohe T-Zellzahlen im
Vergleich zur ATG-Gruppe. Alle Angaben in Zellen/pul

Tab. 17.1: CD3+ Lymphozyten (Zellen/ul) - ATG

Median 820 475 445 935 755
Minimum 600 280 170 210 80
Maximum 2000 630 1140 2720 2380

Tab. 17.2;: CD3+ Lymphozyten (Zellen/ul) - Kein Akdirper

Median 930 885 725 860 1180
Minimum 850 160 500 460 520
Maximum 1000 1210 1180 1190 5830

CD4" T-Helferzellen.Im Rahmen eines Antigenkontaktes prasentieren Af&s ihre
MHC II-Molekiile (Major Histokompatibilititskomplexjlen CD4 Th-Zellen Peptide.
Diese aktivieren daraufhin Makrophagen, NK-Zelleseio B-Zellen Uber die Sekretion
bestimmter Mediatoren, wie Interleukinen und Ireeshen. Die Immunantwort kann
durch eine bestimmte Zusammensetzung dieses Zymndlens pro- oder antiinflam-
matorischen Charakter erhalten. [Kabouridis ung 2008]

Bereits vor der Therapie zeigten sich in beiderieRgngruppen subnormale CD#h-
Zellzahlen (< 600 Zellen/ul). Die Mediane beideru@ven waren zu diesem Zeitpunkt
nicht signifikant unterschiedlich (p=0,149). Wahierdes gesamten Beobachtungs-
zeitraums erreichten die medianen CDFh-Zellzahlen in beiden Gruppen nicht den
Normbereich. Abb. 13 Diese verliefen innerhalb der ATG-Gruppe an allen
posttherapeutischen Messtagen unterhalb derer ausKein Antikérper-Gruppe und
erreichten am Tag +30 achtzehn Mal niedrigere WONEG: 20 Zellen/ul vs. Kein
Antikorper: 360 Zellen/ul; p=0,081). Patienten darG-Gruppe erreichten bis Tag +150
nur ein Zehntel (ATG: 70 Zellen/ul vs. Kein Antikg@ar: 270 Zellen/ul) der Zellzahlen in
der Kein Antikorper-Gruppe, ein Unterschied, welcsieh an den Tagen +60 (p=0,04),
+90 (p=0,02) und +150 (p=0,04) als statistisch ifikpnt herausstellte Abb. 11und Tab.
18)
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Abb. 11: Rekonstitution der CD4Th-Zellen.

Vor Therapiebeginn und wahrend des gesamten Vedagifreichten die medianen Th-Zellzahlen
beider Gruppen keine Normalwerte. Die Th-Zellzahitererhalb der ATG-Gruppe waren an den
Tagen +60, +90 und +150 statistisch signifikantdriger als die der Kein Antikdrper-Gruppe.
Die gestrichelte Linie entspricht der unteren Greres Normbereichs der CDZh-Zellzahlen
im normalen zelluldren Immunstatus (> 600 Zellep/Wdedem Messtag wurde anhand von
Klammern der entsprechende p-Wert zugeordnet.

Tab. 18: Zusammenfassung der CDZh-Zellzahlen.

Vor Beginn der Therapie lagen die Mediane der CD#h-Zellzahlen beider Gruppen nahe
beieinander. Im weiteren Verlauf stellten sich ar ATG-Gruppe an allen Messtagen niedrigere
Zellzahlen als in der Kein Antikdrper-Gruppe eim Reinem Tag erreichten die medianen Th-
Zellzahlen normale Werte. Alle Angaben in Zellen/ul

Tab. 18.1: CDA4+ (Zellen/pl) - ATG
vor Therapie Tag +30 Tag +150
Median 285 20 15 70 70
Minimum 150 10 10 20 10
Maximum 350 40 90 110 140
Tab. 18.2: CDA4+ (Zellen/ul) - Kein Antikérper

vor Therapie Tag +30 Tag +150
Median 425 360 185 220 270
Minimum 220 20 80 120 130
Maximum 700 450 330 320 820




CDS8' zytotoxische T-ZellenDie CD8 cT-Zellen erkennen Komplexe aus fremdem Peptid
und Klasse | MHC-Molekulen auf infizierten bzw. ngglen Zellen und induzieren eine
aktivierungsabhéngige Lyse oder Apoptose uUber d&redion von Perforinen oder
Zytokinen. Die Regulierung der CD8mmunantwort wird unter anderem uber Th-Zellen
und Teg reguliert.[Kabouridis und Jury 2008]

Auch fiir die CD8 cT-Zellen wurden in beiden Patientengruppen vagiBe der Therapie
mediane Zellzahlen unterhalb der Norm festgestel#00 Zellen/ul). Diese entwickelten
nach der Transplantation bis Tag +150 normale Wékteh. 12 Die Patienten ohne ATG
wiesen bereits an Tag +90 niedrignormale medianZailzahlen (395 Zellen/ul) auf. In
der ATG-Gruppe stellte sich eine Normalisierung medianen Zellzahlen (520 Zellen/ul)
am Tag +150 ein. Wahrend des gesamten Verlaufgteneneben den Medianen auch die

Spannweiten der CD&T-Zellzahlen &hnliche Trends in beiden Grupp&ab( 19
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Abb. 12: Rekonstitution der CD&T-Zellen.

Vor Therapiebeginn und im weiteren Verlauf zeigie CD8 cT-Zellzahlen in beiden
Patientengruppen &ahnliche Werte. Patienten der Keitikbrper-Gruppe erreichten erstmals an
Tag +90 normale Werte. Die ATG-Gruppe bot dieséneaits an Tag +150. Die gestrichelte Linie
entspricht der unteren Grenze des NormbereichsGiz8" cT-Zellzahlen im normalen zellularen
Immunstatus (> 400 Zellen/ul). Jedem Messtag wardeand von Klammern der entsprechende
p-Wert zugeordnet.
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Tab. 19:

Zusammenfassung der CD8T-Zellzahlen.

Vor Therapiebeginn und im weiteren Verlauf zeigtdie medianen CD8 cT-Zellzahlen
einschlieBlich ihrer Spannweiten in beiden Patiagteppen ahnliche Werte. In der Kein
Antikdrper-Gruppe waren normale Zellzahlen erstnaisTag +90, in der ATG-Gruppe an Tag
+150 nachweisbar. Alle Angaben in Zellen/ul.

Tab. 19.1: CD8+ (Zellen/ul) - ATG

vor Therapie Tag +30 Tag +150
Median 295 80 85 200 520
Minimum 190 60 60 70 20
Maximum 1130 440 990 1280 1250

Tab. 19.2: CD8+ (Zellen/ul) - Kein Antikdrper

vor Therapie Tag +30 Tag +150
Median 270 195 215 395 675
Minimum 140 10 50 80 130
Maximum 500 500 720 630 4680

CD4/ CD8-Ratio.Die CD4/ CD8-Ratio ist eine einfache Labormethatielche den Antell
der CD3/ CD4 Th- und der CD3 CD8' cT-Zellen in ein Verhéltnis zueinander setzt. Sie
beschreibt den allgemeinen T-Zellimmunstatus undnkdurch die Verschiebung des
Quotienten einen Hinweis auf beispielsweise infeldassoziierte Lymphozytopenien
bieten. [Laurence 1993]

Die Mediane der CD4/ CD8-Ratio lagen vor der Therapei beiden Gruppen im
Normbereich (ATG: 0,94 vs. Kein Antikorper: 2,2).ué¢h nach der Transplantation
normalisierten sich diese nicht und blieben bis ¥4§0 invertiert (< 0,9), wenngleich die
Invertierung in der ATG-Gruppe etwas starker alg®d G: 0,24 vs. Kein Antikérper:
0,4). Einzig am Tag +30 ergab die mediane CD4/ ®&a8e innerhalb der Kein
Antikorper-Gruppe einmalig einen normalen mediaviéart. (Tab. 2Q
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Tab. 20: Zusammenfassung der Werte der CD4/ CD8iRat

Vor Therapiebeginn ergab die CD4/ CD8-Ratio in legidPatientengruppen normale Werte. Nach
der Transplantation blieben mit Ausnahme des TakR in der Kein Antikérper-Gruppe die
medianen Ratios bis zum Tag +150 in beiden Gruppegrtiert.

Tab. 20.1: CD4/ CD8-Ratio - ATG

vor Therapie Tag +30 Tag +150
Median 0,94 0,17 0,15 0,19 0,24
Minimum 0,26 0,08 0,09 0,05 0,06
Maximum 11 0,62 0,21 0,48 0,57
Tab. 20.2: CD4/ CD8-Ratio - Kein Antikdrper

vor Therapie Tag +30 Tag +150
Median 2,2 1,57 0,99 0,62 0,4
Minimum 0,44 0,67 0,34 0,48 0,17
Maximum 4,63 3,83 2,49 1,49 1,0

3.4 Rekonstitution der regulatorischen T-Zellen

Regulatorische T-Zellen exprimieren neben dem Qdehénmolektl CD25 auch das
Epitop CD4 und bilden somit eine spezielle Subpaipoih der Th-Zellen. Mit Hilfe der
TregMarker foxP3 und CD127 ist eine selektive Analyder Teg moglich. Sie sind
verantwortlich fur die Regulierung einer Vielzahhmunologischer Prozesse. Neben der
Steuerung der Immunantwort auf Eigen- und Fremdang&, Allergene und
Tumorantigene unterdriicken sie effektiv allogenemimreaktionen (GvHD) nach
allogener SZT. (sieh&.3)
Die Menge der im Rahmen der SZT transfundierteg War in beiden Gruppen gleich
verteilt. Es bestand kein signifikanter Unterschiadischen beiden Patientengruppen
sowohl fiir die CD¥ CD25/ CD127°" als auch fiir die CD4 CD25/ foxP3 Treq (Tab.
8) Zu beachten ist, dass die Angabe der Zellzahlerie T4 fortflihrend als Anteil der
CD4' Th-Zellen (%Th) erfolgt.
Drei TegPopulationen wurden mit Hilfe der Marker CD4, CDZ6xP3 und CD127
identifiziert: CD4/ CD25/ CD127°"" (Abb. 13, CD4'/ CD257 foxP3 (Abb. 14, CD25/
foxP3"/ CD127°"". Fur alle Analysen wurden die gleichen Gategrenzewendet. Abb.
19)
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Vor Therapie Tag+30 Tag +60 Tag+90 Tag +150
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Abb. 13:  FACS-Analyse der CDACD257 CD127°"" T,., von zwei Patienten.
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Abb. 14: FACS-Analyse der CDACD257/ foxP3" T4 vOn zwei Patienten.
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Abb. 15:  FACS-Analyse der CD25foxP3"/ CD127°"" T, von zwei Patienten.

Abb. 13-15: Angaben derJ-Zahlen fir das entsprechende Gate als Anteil d@#’CTh-Zellen
(%Th) sowie nach Abzug der jeweiligen Isotypkoterol
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3.4.1 CD4/ CD25/ CD127°" Tyeq

Diese TegPopulation ist gekennzeichnet durch den speziéiscMarker CD127, der
Alpha-Kette des IL-7-Rezeptors. Dieser wird nurrsebhwach bzw. gar nicht auf der
Zelloberflache der £y exprimiert und ermoglicht eine selektive Identdizing von Teg
(siehel.3

Vor Beginn der Therapie waren in beiden Gruppemgyleghbare mediane relative Werte
fiir die Population der COA CD25/ CD127°"" T,eqy messbar (ATG: 8,7 %Th vs. Kein
Antikérper: 7,7 %Th; p=1,0). Die relativen CB4CD25/ CD127°"" T,y Werte in der
ATG-Gruppe stiegen im Verlauf starker an als betidpéen, die keinen Antikdrper
erhalten hatten. Bereits an Tag +30 (ATG: 12 %THesn Antikorper: 9,6 %Th; p=0,72)
zeigte sich ein Unterschied in den medianen re&atiCD4/ CD257 CD127°"" Ty
Werten, welcher bis zum Tag +150 noch deutlichevdrgrat (ATG: 24,8 %Th vs. Kein
Antikorper: 6,4 %Th). Die Unterschiede erreichtan Bag +60 statistische Signifikanz
(p=0,03) und lagen an den Tagen +90 (p=0,08) un80+@=0,08) aullerhalb des
Signifikanzbereiches. Diese Tendenz spiegelte icht nur in den medianenc§Zahlen
sondern auch im Verlauf der maximalen und minimaléarte beider Gruppen wieder.
(Abb. 16undTab. 23
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Abb. 16:  Rekonstitution der CD4 CD25/ CD*"™" T,

Vor Therapiebeginn waren in beiden Patientengruppergleichbare mediane relative Chi4
CD25'/ CD127°"" Teg-Zahlen nachweisbar. Bereits ab Tag +30 stelltdrstin Unterschied mit
hoheren relativen dg-Zahlen in der ATG-Gruppe ein, welcher bis zum Fa§0 noch deutlicher
hervortrat. Am Tag +60 erreichte der Unterschiedtistische Signifikanz (p=0,03). Jedem
Messtag wurde anhand von Klammern der entsprecheilert zugeordnet.
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Tab. 21:

Zusammenfassung der Zahlen der CDED257 CD127°" Tieq.

Vor Beginn der Therapie wiesen beide Gruppen vilghare mediane relative CDACD25/
CD127°V TegZahlen auf. Ab Tag +30 stellte sich ein Untersdhigit hoheren medianen.F
Zahlen in der ATG-Gruppe ein, welcher sich bis #a®0 verstarkte. Die Minima und Maxima
der jeweiligen Messtage zeigten eine vergleichdaadenz. Alle Angaben als Anteil der CD4
Th-Zellen (%Th).

Tab.21.1: CD# CD25/CD127" T (%Th) - ATG

vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +150
Median 8,7 12,0 20,0 12,9 24,8
Minimum 6,6 7,3 13,0 7,0 5,4
Maximum 9,5 15,5 24,9 35,7 37,0

Tab.21.2: CD# CD25/ CD127"" Ty (%Th) - Kein Antikdrper

vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +150
Median 7,7 9,6 8,3 5,9 6,4
Minimum 5,5 6,4 6,7 3,2 3,2
Maximum 9,7 21,8 111 11,4 13,2

3.4.2 CD4/ CD25'/ foxP3 Tieg

Diese TegPopulation kennzeichnet sich durch den intraz@#en Transkriptionsfaktor
foxP3. Fir die Immunfarbung des intrazellularen kéas mittels fluoreszenzmarkierter
Antikorper ist eine vorherige Permeabilisierung detlmembran der (&g nétig. (siehe
2.2.5
Vor Beginn der Therapie erreichten die relativehlZa der CD% CD257 foxP3 Tregin
beiden Patientengruppen vergleichbare Werte (ATG:%Th vs. Kein Antikorper: 4,9
%Th; p=0,77). In der Spanne deregdZahlen waren beide Gruppen ebenso gut
vergleichbar und boten &hnliche Ausgangsniveaus GGAR,0-9,5 %Th vs. Kein
Antikorper: 0,8-11,9 %Th). Ein Unterschied in deadianen CD% CD257 foxP3 Treg
Zahlen war erstmals ab Tag +60 sichtbar (ATG: 24 vs. Kein Antikorper: 2,1 %Th)
mit funf Mal héheren Werten in der ATG-Gruppe. Ineiteren Verlauf stellten sich
ahnlich den CD# CD257 CD127°"" Teqim Median hhere Zellzahlen bis Tag +150 ein
(ATG: 8,5 %Th vs. Kein Antikdrper: 4,0 %Th). An dEem Messtag waren die Mediane
der relativen CD4 CD25/ foxP3" TegZahlen in der ATG-Gruppe doppelt so hoch. Die
beobachteten Unterschiede lagen an den Tagen +800{, +90 (p=0,05) und +150
(p=0,07) auBBerhalb des Signifikanzniveaus. Die Maniund Maxima der {dyZahlen an
den einzelnen Messtagen zeigten einen dhnlicheafe(Abb. 17undTab. 23
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Abb. 17:  Rekonstitution der CD4 CD257/ foxP3" Treq.

Vor Beginn der Therapie zeigten beide Gruppen eg@fybare mediane CDA CD25/ foxP3
TegZahlen. Ab Tag +60 stellte sich ein Unterschied hitheren relativen I-Zahlen in der
ATG-Gruppe ein, welcher bis zum Tag +150 nachweislza. Dieser lag an den Tagen +60 bis
+150 knapp oberhalb des Signifikanzniveaus. JedesesMg wurde anhand von Klammern der
entsprechende p-Wert zugeordnet.

Tab.22:  Zusammenfassung der Zahlen der CDED25/ foxP3" Tyeg.

Vor Therapiebeginn boten beide Gruppen vergleichbelative CD4/ CD25/ foxP3 Tieq
Zahlen. Ab Tag +60 stellte sich ein Unterschiedfiimf Mal hoheren medianen.FZahlen in der
ATG-Gruppe ein. Dieser blieb bis Tag +150 nachwaisiAn diesem Tag wurden in der ATG-
Gruppe doppelt so hohe mediane Werte im Vergleickein Antikbrper-Gruppe beobachtet. Die
Spannweiten der jeweiligen Messtage zeigten eihalicéien Verlauf. Alle Angaben als Anteil der
CD4" Th-Zellen (%Th).

Tab. 22.1: CD&/ CD25/ foxP3' T,eq (%Th) - ATG
vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +90 Tag +150
Median 4,3 3,6 115 11,8 8,5
Minimum 2,0 2,8 2,8 6,0 5,8
Maximum 9,5 12,7 14,3 23,4 15,6
Tab. 22.2: CD&/ CD257/ foxP3" T,eq (%Th) - Kein Antikorper
vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +150
Median 4,9 3,0 2,1 2,1 4,4
Minimum 0,4 14 0,3 14 0,6
Maximum 12,2 4.4 31 3,8 7,5
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3.4.3 CD25/ foxP3/ CD127°" Tyeq

Diese TegPopulation ist gekennzeichnet durch das Vorhareiendes intrazellularen
Markers foxP3 bei gleichzeitig schwacher bzw. fabkr Expression des Oberflachen-
molekils CD127. Diese Kombination stellt eine dduall selektivsten Mdglichkeiten der
ldentifizierung von Teq dar. Fur ihre Messung ist ein Lyseschritt im Rahnuer
Immunfarbung des intrazellularen foxP3 notwendsget{e2.2.5

Die CD25/ CD127°"/ foxP3 T, zeigten einen ahnlichen Verlauf wie die beideretier
beschriebenen dyPopulationen. Vor der Therapie waren in beidenpem ahnliche
Niveaus der Mediane der relativen CDRED127°"/ foxP3 T.sZahlen nachweisbar
(ATG: 5,9 %Th vs. Kein Antikérper: 8,4 %Th; p=0,2%n Verlauf stellten sich ab Tag
+60 Unterschiede in Richtung hoherer medianggahlen in der ATG-Gruppe bis Tag
+150 ein (ATG: 15,5 %Th vs. Kein Antikdrper: 4,0 #Tp=0,15). Diese waren nicht so
deutlich anhand der Minima und Maxima an den eima®lTagen zu beobachten, wie in
den beiden zuvor beschriebenegyPopulationen. Vor allem an den Tagen +90 und +150
war der Unterschied nicht mehr deutlich sichtbaile Dnterschiede erreichten in dieser
Population zu keinem Zeitpunkt statistische Siguatfiz. Abb. 18undTab. 23
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Abb. 18:  Rekonstitution der CDZ5CD127°"/ foxP3' Tieq

Vor Beginn der Therapie wurden in beiden Patientepgen vergleichbare mediane CDO25
CD127°" foxP3 TegZahlen festgestellt. Ein Unterschied mit htheresdianen Te-Zahlen in
der ATG-Gruppe war bis Tag +150 nachweisbar. Diezeigte sich besonders deutlich an Tag
+60 (p=0,07). An keinem Messtag erreichten die bukiede statistische Signifikanz. Jedem
Messtag wurde anhand von Klammern der entsprecheilert zugeordnet.
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Tab.23:  Zusammenfassung der Zahlen der CD2ED127°"/ foxP3' Tieq.

Vor Therapiebeginn waren in beiden Gruppen vergleire mediane CD25 CD127°"/ foxP3
Teg-Zahlen nachweisbar. Ab Tag +30 stellte sich bisiZiag +150 ein Unterschied mit hoheren
medianen EgZahlen in der ATG-Gruppe ein, welcher besondetglidh am Tag +60 hervortrat.
Die Spannweiten an den einzelnen Messtagen zeigteldiche Tendenzen mit hoéheren
Maximalwerten in der ATG-Gruppe. Alle Angaben atsefl der CD4+ Th-Zellen (%Th).

Tab.23.1: CD2% CD127°"/ foxP3' Tieq (%Th) - ATG

vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +150
Median 59 8,5 13,0 12,3 15,5
Minimum 54 0,7 4,0 4,6 1,3
Maximum 7.9 16,9 16,7 29,7 28,4

Tab. 23.2: CD2% CD127°"/ foxP3' T,eq (%Th) - Kein Antikérper

vor Therapie Tag +30 Tag +60 Tag +150
Median 8.4 3,0 4,2 4,4 4,0
Minimum 0,8 1,8 1,0 4,0 1,2
Maximum 11,9 4,0 16,3 6,8 6,9

3.5 Klinischer Verlauf der Patienten

3.5.1 Graft-versus-Host-Erkrankung

Mit einer Ausnahme aus der ATG-Gruppe entwickelflea Patienten eine akute GvHD.
Drei Patienten der Kein Antikérper-Gruppe und zwes der ATG-Gruppe boten eine
aGvHD Grad | bis II. Je ein Patient aus jeder Geupgigte die Symptomatik einer aGvHD
Grad Il bis IV.

Alle Patienten, die kein ATG erhalten hatten, eoke&lten eine cGvHD. Drei von ihnen
boten die Symptomatik einer extensiven cGvHD mitrda Leber- und Hautbeteiligung.
Ein Patient der Kein Antikorper-Gruppe erlitt eio&vHD vom limitierten Typ. Eine
Extensive und limitierte chronische GvHD wurde peieinem Patienten aus der ATG-
Gruppe beobachtefTéb. 24
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3.5.2 Infektionen

CMV-Reaktivierungen wurden haufiger nach ATG-Gah&®: n=3 vs. Kein Antikérper:
n=1) beobachtet. Hier konnte im Median eine zwéifaéhere Viruslast nachgewiesen
werden als in den Patienten ohne ATG (ATG: 2610i&mimnl| vs. Kein Antikérper: 1090
Kopien/ml). Die mediane Dauer der Reaktivierung warder ATG-Gruppe ebenfalls
hoher (ATG: 20 d vs. Kein Antikorper: 4 dY.gb. 29

EBV-Reaktivierungen wurden haufiger in der Kein ikétper-Gruppe beobachtet (ATG:
n=1 vs. Kein Antikdrper: n=2). Die Viruslast sowdee Dauer der Infektion waren bei den
Patienten aus der ATG-Gruppe héher als bei den Keiikorper-Patienten.T@ab. 24
Klinisch relevante Infektionen mit Pilzen, Bakteri@der anderen Viren wurden nicht
beobachtet. 150 Tage nach der allogenen Stamnansifftantation waren sieben von acht
Patienten am Leben. Eine Patientin aus der ATG-@@ugerstarb nach Beendigung des
Follow-up an den Folgen einer schweren aGvHD imnRah einer schweren Sepsis und

Multiorganversagen.

Tab. 24: Zusammenfassung des klinischen VerlauféigaPatienten.

Akute GvHD (bis Tag 100)

keine 1
-1l 2 3
" -1 1 1

Chronische GvHD (> Tag 100)

keine 2
limited 1 1
extensive 1 3

CMV-Reaktivierung
Kopien/ml, (Median) 1180 - 6300 (2610) 1090 (1090)
Dauer, d (Median) 5-61 (20) 4 (4)

EBV-Reaktivierung
Kopien/ml, (Median) 11300 (11300) 1035 - 1350 (1193)

Dauer, d (Median) 92 (92) 6-7(7)
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4. DISKUSSION

4.1 Zum Engraftment und hamatopoetischen Chimérisms

Die Transplantation allogener peripherer, hamattpdeer Stammzellen hat fir die
Therapie sowohl maligner als auch benigner Neogtadies hamatopoetischen Systems
stark an Bedeutung gewonnen. [Goldman et al. 1@9&twohl et al. 2002; Lennard und
Jackson 2000] Das zentrale Problem dieses Therapmgys liegt in einer bisher
untrennbaren Verbindung zwischen GvL-Effekt und ®vyHia beide durch T-Lympho-
zyten induziert werden. [Anderson et al. 2005] &#en, die keine GvHD im Verlauf nach
der Transplantation entwickeln, haben demnach éinefes Rezidivrisiko. [Gale und
Horowitz 1990; Martin et al. 1985; Weiden et al.78p Untersuchungen am Mausmodell
haben gezeigt, dasseJ die GvHD-Rate vermindern konnen, ohne den GvLi&fiau
unterdriicken. [Edinger et al. 2003; Hoffmann et 2002] Des Weiteren existieren
Hinweise dafir, dass ATGs in der Lage sinditro CD4"/ CD25/ foxP3 T,eq aus CDH/
CD25 Tcon zu induzieren. [Lopez et al. 2006; Ruzek et al0&0Hinweise flr einen
solchen Effekin vivoim Menscherfehlten bisher.

Ziel dieser Arbeit war es die Rekonstitution deButren Immunsystems mit und ohne
ATG-Gabe nach allogener SZT zu untersuchen, mirimErem Fokus auf die Frage nach

einer moglichen ATG-induziertan vivo-Expansion von &g (siehel.4)

Dynamik des EngraftmentsAktuell werden vornehmlich mobilisierte peripherdu3
stammzellen (PBSC) als allogenes Transplantat vetete weniger haufig kommt in
bestimmten Situationen auch Knochenmarkaspirat Aowendung. PBSC enthalten
zehnmal mehr Lymphozyten als solche aus dem Knachda [Barrett 2006; Korbling
und Anderlini 2001; Kroger et al. 1999] Diese Lyropkten bewirken zum Einen ein
schnelleres Engraftment, zum anderen jedoch eirre8hGvHD-Risiko bei PBSCT im
Vergleich zur BMT. [Champlin et al. 2000; Xie et @007] Im Vergleich mit der BMT
wird das Engraftment der Neutrophilen nach PBSCT eta bis sechs Tage, das der
Thrombozyten vier bis sieben Tage friher erreideiterhin konnten Untersuchungen
zeigen, dass die PBSCT der BMT hinsichtlich einesischeren zellularen
Immunrekonstitution, vor allem der CDZ-Zellsubpopulationen, liberlegen ist. [Ottinger
et al. 1996; Storek et al. 2001]
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Die in dieser Studie transplantierten mononukleanee lymphozytaren Zellzahlen (siehe
3.1) sowie die Geschwindigkeit sowohl des neutrophidéds auch des thrombozytéren
Engraftments nach PBSCT (sieB&) decken sich mit den Erfahrungen der letzten zehn
Jahre. [Champlin et al. 2000; Pavletic et al. 1998;et al. 2007]

Entwicklung des hamatopoetischen Chimarismusdach der Regeneration der Hamato-
poese kommt es nach einer allogenen PBSCT allnimélaic einer vollstandigen Ver-
drangung der urspringlichen Empfangerhamatopoese,alg vollstandiger Chiméarismus
bezeichnet wird. Eine Persistenz von Empfangerbligiz wird als gemischter
Chimarismus bezeichnet. Nach einer volldosiertean@rd-Konditionierungstherapie
wird ein vollstandiger Chimarismus ab Tag +30 ndeh Transplantation erwartet. [Baron
et al. 2004; Thiede et al. 2004]

In der vorliegenden Studie wiesen sieben von achtieten an Tag +30 einen
vollstandigen Spenderchimarismus auf. In einem Bal der ATG-Gruppe wurde ein
vollstandiger Spenderchiméarismus erst an Tag +@0 faansplantation erreichflattson

et al. undBaron et al.beschrieben bei 82% bzw. 83% ihrer Patienten nagtaablativer
Konditionierung einen gemischten Chiméarismus zuntpZekt des Beginns einer akuten
GvHD Grad Il bis IV. [Baron et al. 2004; Mattssoh a. 2001] Im vorliegenden Fall
wurde an Tag +30 ein gemischter Spenderchimarismtusinem Empfangeranteil von
33% nachgewiesen. (siel3e2) Zu diesem Zeitpunkt entwickelte sich eine akuitake
GvHD Stadium 1l (vgl. Tab. 24. Der leicht prolongierte gemischte Chimarismus is
deshalb am ehesten als Folge der akuten GvHD dmauiseDie anschlieliende
Intensivierung der Immunsuppression im Rahmen derH>Therapie hat die
Entwicklung eines vollstandigen Spenderchimarismiederum geférdert, so dass dieser
an Tag +90 erreicht war.

Insgesamt ist davon auszugehen, dass bei alleenRati spatestens ab Tag +90 die
Hamatopoese vollstandig aus den Spenderzellen tiegall Somit sind auch alle
gemessenen Immunzellen, insbesondere die regusleten T-Zellen, allesamt vom

Transplantat abzuleiten.
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4.2 Zur allgemeinen Immunzellrekonstitution

Ein entscheidendes Therapieprinzip der allogeneh §&llt die Etablierung eines durch
Spenderlymphozyten getragenen Immunsystems im Hgefadar. Im Rahmen der
Konditionierungsprotokolle wird ein Grofiteil des Ei@ngerimmunsystems vor der
Transplantation zerstort. Uber einen langen Zeitraach der Transplantation (mindestens
bis zu 180 Tagen) muss eine medikamentdse Immurssgpn verabreicht werden, um
eine Abstol3ung des Transplantates durch Empfamgphgzyten sowie eine akute
schwere GvHD zu verhindern. Nach Ausbildung eingfstandigen Spenderchimarismus
stammen die Immunzellen letztlich nur vom Spendet es besteht im glnstigsten Falle

eine Toleranz zwischen Empféanger und Spenderzéierhel.l)

Einfluss der PatientencharakteristikaDie PBSCT geht im Vergleich zur BMT aufgrund
ihrer hohen Zahlen kotransplantierter CH&tammzellen und CDO3T-Lymphozyten mit
einem schnelleren Engraftment und beschleunigtiérlaer Immunrekonstitution einher.
[Ottinger et al. 1996; Storek et al. 2001] In vieldntersuchungen konnte gezeigt werden,
dass die transplantierte Dosis der CD®ammzellen und CD3T-Lymphozyten dafiir
ausschlaggebend sind. [Baron et al. 2005; Carealdd. 2004; Zaucha et al. 2001] Sowohl
in der BMT [Mavroudis et al. 1996Is auch in der allogenen PBSCT [Przepiorka et al.
1999] verringern hohere Stamm- und T-Zelldosen durch altdmes Engraftment und
geringeres GvHD-Risiko die Therapieassoziierte Elaét (TRM).

Die Patienten beider Gruppen erhielten vergleiolhbitengen an hamatopoetischen
Stamm- und T-Zellen bezogen auf das Empfangerkgepecht. (siehe3.1) Auch die vor
Beginn der Therapie bei den Patienten ermittelteart®V fir die unterschiedlichen
Immunzellen waren im Median ohne signifikanten Wsithied in beiden Gruppen gleich
verteilt. (siehe.3)

Zusatzlich nimmt auch das Konditionierungsschemasenttichen Einfluss auf die
Immunrekonstitution nach allogener SZT mit schmelderholung der Immunzellen nach
dosisreduzierter Konditionierung. [Carvallo et 2004] Hinsichtlich der Konditionierung
(Standard vs. RIC) zeigten die Patienten ebenso@leichverteilung. (sieh21.2

Somit waren insgesamt die Ausgangsbedingungen atien®encharakteristiken beziiglich
wichtiger grundlegender Einflussfaktoren auf diglut&re Immunrekonstitution gut
vergleichbar, was insbesondere in Anbetracht dein&h Fallzahl von entscheidender
Bedeutung ist.
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Einflussfaktoren auf die Rekonstitution der CD43_eukozyten Die CD45 Leukozyten
erholten sich im Verlauf der Beobachtung deutlicdhreller in der Kein Antikdrper-
Gruppe. An allen Messtagen zeigten die ATG-Patrentdeutlich geringere
Leukozytenzahlen, obwohl beide PatientengruppetichienAusgangsniveaus aufwiesen.
Die CD14 Monozyten und neutrophilen Granulozyten boten stieelle Rekonstitution.
Bereits sehr frih nach der SZT waren fur beide pogillationen normale Zellzahlen
nachweisbar. Bis Tag +150 stellten sich in der AGfBppe zunehmend geringere
monozytare und granulozytéare Zellzahlen als in Kiein Antikdrper-Gruppe ein, wobei
letztere einen signifikanten Unterschied an diebégmstag aufwiesen. (sieBe3.])
Monozyten und neutrophile Granulozyten rekonstienenach einer allogenen SZT am
schnellsten und etablieren somit bereits in dehdni Rekonstitutionsphase das neue
unspezifische Immunsystem im Empfanger. Die Lympterz hingegen zeigen in der
frihen Rekonstitutionsphase eine ausgepragte Zytepelie sich nur langsam erholt.
[Auffermann-Gretzinger et al. 2002; Chklovskaiaaét2004; Storek et al. 2001] Da die
Leukozyten neben den Monozyten und Granulozytern alie Lymphozyten mit einem
Anteil von 20 bis 40 % einschlie3en, handelt ek biei den starken Unterschieden in der
Rekonstitution der Leukozyten zwischen beiden Gemppam ehesten um einen
Summationseffekt. Aufgrund ihrer vielfaltigen Wirkehanismen und Polyklonalitat
bedingen ATGs eine ausgepragte Depletion aller aeytensubpopulationen,
einschlie8lich der Monozyten und Granulozyten, w&s geringeren Werte in der ATG-
Gruppe uber den gesamten Verlauf mit zunehmendenerstiied gegen Ende des
Beobachtungszeitraumes erklaren kénntab( 25
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Tab. 25: Ubersicht der bisher bekannten Zielantigemon ATG.

Dargestelltsind die drei Hauptsaulen der Wirkungsweise von ARG die ihnen zugeordneten
Zielantigene. Bei den Oberflachenepitopen CD3/ TR CD152 handelt es sich um T-zell-
spezifische Antigene. Die Epitope CD2, CD4, CD56C0D8, CD25 und CD28 werden nicht
ausschlieB3lich, aber vorwiegend von T-Zellen exigimCD2 findet sich auf NK-Zellen, CD25
auf B-Lymphozyten und Monozyten. Monozyten expemiau3erdem die Antigene CD11la/ b,
CD16, LFA, CD32 den Panleukozytenmarker CD45. LE&ukocyte Function associated
Antigen), ICAM (Intracellular Adhesion Molecule),LA (Very Late Antigen = Integrine,

Liganden fir VCAM [Vascular Adhesion Molecule]),A® (Lymphocytic Adhesion Molecule),
CCR und CXCR (Chemokinrezeptoren) [Mohty 2007]

Heterogene Pathways

jusosngener  Zladhasenind enaindung, Apopiose
Proliferation)
CDla CD11a/ CD18 (LFA-1) CD2
CD3/TCR CD44 CD5
CDh4 CD49/ CD29 (VLA-4) CD6
CD6 CD50 (ICAM-3) CD11b
CD7 CD51/ 61 CD29
CcD8 CD54 (ICAM-1) CD38
CD16 CD56 CD40
CD19 CD58 (LFA-3) CD45
CD20 LPAM-1 (Integrin alpha4beta?) CD95
CD25 CD102 (ICAM-2) CD126
CD28 CD195 (CCR5) CD138
CD30 CD197 (CCR7)
CD32 CD184 (CXCRA4)
CD40
CD80
CD86
CD152 (CTLA-4)
HLA Klasse |
HLA Klasse Il
Beta2-M
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Einflussfaktoren auf die Rekonstitution der CD16/5@NK-Zellen. Die CD16/56 NK-
Zellen gehdren zum angeborenen Immunsystem, wekibbshach einer SZT wesentlich
schneller erholt als das adaptive. In der friheRoRstitutionsphase sind sie die ersten
Lymphozyten, die bereits nach ungefahr zehn biszeten Tagen nachgewiesen werden
kénnen und erreichen in der Regel innerhalb ddsreidonats erneut normale Zellzahlen.
Nach zwei weiteren Monaten bilden sie die gré3tmplyozytensubpopulation, bis spater
erneut die T-Zellen des adaptiven Immunsystems iengn. [Chklovskaia et al. 2004;
Eyrich et al. 2003; Vitale et al. 2000]

In den vorliegenden Untersuchungen zeigten die MKed einen ahnlichen Verlauf in
beiden Patientengruppen. Diese Zellpopulation edirlsich bezuglich ihrer Zellzahlen
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum am stabilstdbeiden Patientengruppen.
Bereits ab Tag +30 lagen die NK-Zellzahlen wiedererhalb des Normbereiches. (siehe
3.3.2 Dementsprechend waren letztlich anhand der \gmhden Ergebnisse keine
Unterschiede zwischen beiden Gruppen zu erkennen.

Uber einen eventuellen Einfluss von ATG auf die Gektitution der NK-Zellen ist aktuell
nur wenig bekannt. Wahrend einige Daten einen Effek ATG auf die NK-Zellzahlen
verneinen [Giebel et al. 2005], wurde im Gegensi#zu in anderen Analysen ein stark
unterschiedlicher Einfluss verschiedener ATG-Typauf die NK-Zellen angedeutet
[Penack et al. 2007].

Zwar ist au3erdem bekannt, dass die polyklonales#\Tie Epitope CD2, CD16 und
CD56 auf der Oberflache von NK-Zellen erkennen bimtlen kdnnen.Tab. 25 Jedoch
weisen die vorliegenden Daten darauf hin, dass AlBd eil der Konditionierungstherapie
vor allogener SZT zumindest in dieser kleinen Pétiepopulation keinen relevanten
Einfluss auf die NK-Zellrekonstitution zu haben sich. Das unspezifische Immunsystem
etablierte sich in allen acht Patienten sehr sthrigdreits in der frihen
Rekonstitutionsphase (Tag +30 bis +60). Ein geitiggfer Einfluss von ATG auf NK-
Zellen kann letztlich anhand der kleinen Fallzaét dorliegenden Untersuchung jedoch

nicht sicher beurteilt werden.

Einflussfaktoren auf die Rekonstitution der CD19B-Zellen. Die CD19 B-Zellen
erwiesen sich wahrend der gesamten Posttransptarsphase als schwer nachweisbar, so
dass fur die ATG-Gruppe keine verwertbaren Zahlerliagen. (siehe3.3.3 Aufgrund
methodischer Grenzen war in vielen Fallen einedealQuantifizierung der CD19B-

Zellen nicht mdglich.
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Im Grol3teil der Blutproben aus der ATG-Gruppe wanat genug B-Zellen vorhanden,
so dass die Antikérper aufgrund ihres Uberschugs@ise optimale Bindung mit den
Oberflachenepitopen eingehen konnten und folgicter FACS-Analyse kaum messbare
Signale vorlagen.

Ahnliche Beobachtungen wurden bereits mehrfach Hregmen. In den ersten zwei
Monaten der frihen Rekonstitutionsphase nach dansplantation sind B-Zellen in der
Peripherie kaum nachweisbar. Erst mit einer Veraggg von ungefdhr ein bis zwei
Jahren erreichen sie erneut normale ZellzahlerseDiiegen dann oft sogar oberhalb des
Normbereiches. [Hong et al. 2008; Kook et al. 199®yrek et al. 1993]

Als eine entscheidende Ursache fur die oben bedwmme Beobachtung kann die
Polyklonalitat der ATGs angesehen werden. ATGs retka unter anderem die B-Zell-
spezifischen Oberflachenproteine CD19 und CD20 sose Epitope CD40, CD 80,
CD30, CD38 und CD95, was die starke B-Zelldepletionder ATG-Gruppe erklaren
konnte. [Pistillo et al. 2002; Rebellato et al. 499and et al. 2005] Weiterhin ist bekannt,
dass ATGs sowohl naive, aktivierte B-Zellen [Zan@le 2005] als auch von den B-Zellen
abstammende Myelomzellen [Timm et al. 2006] effekti eine komplementunabhangige
Apoptose fiihren kdnnen. Vergleichende Untersuchuzgeschen ATG- und nicht-ATG-
haltigen Therapieschemata hinsichtlich der B-Zé&lgcklung fehlen.

FUr eine ausreichend valide Interpretation des IEsés von ATGs auf die B-
Zellrekonstitution nach allogener SZT werden lathtigroRere Fallzahlen vonnéten sein,
wenngleich sich eine prospektive Analyse der BzZadlen in der frihen
Rekonstitutionsphase auch in naher Zukunft aufgrundthodischer Limitierungen

wahrscheinlich als schwierig erweisen wird.

Einflussfaktoren auf die Rekonstitution der CD3T-Lymphozytenlin den vorliegenden
Untersuchungen konnte eine stark verzogerte Rekatish der CD3 T-Lymphozyten
festgestellt werden, welche sich Uber den gesaBémibachtungszeitraum bis Tag +150
erstreckte. Die CD8cT-Zellen erholten sich in beiden Patientengrupgeimeller als die
CD4" Th-Zellen und erreichten bis Tag +150 normale BeBei mit ATG behandelten
Patienten waren deutlich weniger CDBZellen nachweisbar, wobei der Unterschied zur
Kontrollgruppe an den Tagen +60, +90 und +150 gttathe Signifikanz erreichte. Die
rasche Rekonstitution der cT-Zellzahlen bei kortstaedrigen Th-Zellzahlen bedingte
eine invertierte CD4/ CD8-Ratio, welche in beiderrugpen bis zum Ende der

Beobachtung nachweisbar blieb. (siéh@ 4
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Die oben beschriebene Dynamik der T-Zellrekonstitutdeckt sich mit zahlreichen
Untersuchungen anderer Forschungsgruppen. Die Lgmypénzahlen erreichten in einer
Vielzahl der Falle erst zwei Jahre nach der Trargption stabile Normwerte. [Eyrich et
al. 2003; Kook et al. 1996; Pavletic et al. 1998ydbi et al. 2001]

Fur die starke Verzdgerung der T-Zellrekonstitutwind unter anderem eine gestorte T-
Zellreifung im Thymus verantwortlich gemacht. Diesg& zum Einen Folge des
physiologischen Involutionsprozesses im Erwachsaltemn Zum Anderen entsteht sie im
Rahmen einer Konditionierungstherapie und durchteseiFaktoren wie zum Beispiel
ausgepragten Zytokinmangel. Im Thymus reifen dievoruaus dem Knochenmark
eingewanderten Progenitor-T-Zellen und emigriereacthn erfolgreicher positiver und
negativer Selektion als naive T-Zellen in die Peene. Dort werden sie unter anderem
durch direkten Antigenkontakt aktiviert [Haynesakt2000]

Auch auf einem anderen Weg kann es zu einer Tetgheration nach allogener SZT
kommen: der so genannten ,homoostatischen periphEsgansion® (HPE), in deren
Rahmen durch eine klonale Vermehrung in der Periph€one aus reifen T-Zellen des
Spenders entstehen. [Mackall et al. 1995; Mackall Gress 1997]

Es wird angenommen, dass die frihe T-lymphozytékoRstitution nach allogener SZT
zunachst auf einer klonalen Expansion reifer Spenoger Empfanger-T-Zellen in der
Peripherie beruht und erst spater eine erneutetziigb&@ Lymphopoese im Thymus
einsetztlLarosa et alkonnten dementsprechend zeigen, dass in ihrenrddicteungen die
rekonstituierten CDB8 cT-Zellen aus der Peripherie stammten und am ehedurch
klonale Expansion aus reifen T-Zellen entstandemema[Larosa et al. 2005] Einige
Faktoren, welche die HPE beeinflussen, wurden tser@entifiziert, so zum Beispiel die
Zytokine IL-7 [Fry et al. 2003; Rosenberg et al0@Dund IL-15 [Anichini et al. 2003; Li
et al. 2005] als wichtige fordernde Faktoren. Desitéfen konnte den regulatorischen T-
Zellen ein die T-Zellrekonstitution behindernderfekt zugeordnet werden [Shen et al.
2005], was auf deren Produktion des direkten ILAbBagonisten Transforming Growth
Factor Beta (TGH) zurlckgefihrt werden konnfdhmadzadeh und Rosenberg 2005;
Lucas et al. 2006; Lucas et al. 2000; Zheng 2008].

Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse ist zu wlisken, ob ein erhohtes &
Vorkommen nach ATG-Gabe, wie es in dieser Piloistumbobachtet wurde und in der
weiteren Diskussion noch eingehend betrachtet wileinnach zu einer verzdgerten
Regeneration von CD4Th- und CD8 cT-Zellen gefiihrt haben kann. (sich& und3.4)
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Der Einfluss von ATG.Die in dieser Studie beobachteten signifikantenetsuhiede der
T-Zellzahlen sind jedoch zu allererst der depletelen Wirkung der ATG-Praparate
zuzuschreiben. (sielk?2) Sie haben eine stark T-zelldepletierende Wirkungd kdnnen
somit die T-lymphozytdre Immunrekonstitution dezftliverzégern. Die T-Zelldepletion
stellt dabei den bisher am besten untersuchtenriiéickanismus der ATGs dar. Bei den
Oberflachenepitopen CD3/ TCR und CD152 handelt ieb sim T-zellspezifische
Antigene. Die Epitope CD2, CD4, CD5, CD6, CD8, CDatd CD28 werden ebenfalls
nicht ausschlie3lich, aber vorwiegend von T-Zebsmprimiert. Tab. 25 ATGs bedingen
zudem eine dosisabhéngige Abnahme der T-Zellzademhl im peripheren Blut als auch
in peripheren lymphatischen Organen und der Milpper der Thymus ausgespart zu
bleiben scheint. [Preville et al. 2001]

Die unterschiedlichen Quellen zur Herstellung da@iG& scheinen ebenso Auswirkungen
auf die zellulare Immunrekonstitution zu haben.nf@k et al. 2007] Wahrend ATG-G
aufgrund seiner Herstellung aus nativen humanemmblayten eine grof3ere Anzahl an
Oberflachenantigenen erkennt und eine ausgedehiteptetion erreicht, ist ATG-F
insbesondere gegen aktivierte T-Zellen gerichtet.&@und dafur liegt darin, dass die zur
Herstellung verwendeten Jurkat-Zellen einer lympgtérzn Tumorzelllinie entstammen.
Des Weiteren resultieren die meisten verfligbamentro-Daten zu den Wirkmechanismen
bisher aus Untersuchungen mit ATG-G. [Craddock 20@8hty 2007] Aufgrund der
geringen Fallzahl der vorliegenden Untersuchunget der Tatsache, dass die beiden
ATG-Typen mit je zwei Patienten in der ATG-Grupgeich verteilt waren (sieh2.1.2),
wird in den weiteren Betrachtungen keine Trennueg lobeiden ATGs vorgenommen.
AulRerdem deutetePenack et al.in ihren Untersuchungen an, dass der Unterschied
zwischen beiden ATGs bezogen auf die zellulare Inmekonstitution nicht so grof3 zu
sein scheint wie bisher vermutet, wenngleich digofen speziell Gber dy in ihren
Untersuchungen jedoch keine Aussagen machten. Renal. 2007]

Nach einer ATG-Infusion nimmt ihre Konzentration iSinne eines einfachen
exponentiellen Abfalls im Serum allméhlich ab urelgt eine lange Halbwertszeit von
durchschnittlich 30 Tagen im menschlichen BlutplasfBunn et al. 1996] Zusatzlich
wurde festgestellt, dass selbst finf Wochen naemdplantation zwar noch immer ATG-
Moleklle im Serum nachgewiesen werden konnen. [Regar und Sundberg 2005]
Jedoch wurden diese Untersuchungen mit Hilfe vonzyEwgekoppelten Radio-
Absorptions-Assays (ELISA) durchgefuhrt, einer Meth, welche auch inaktive
Antikorper detektiert und somit sehr wahrscheinfalsch-hohe Ergebnisse liefert.
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Waller et al.haben auf diese Tatsache hingewiesen und in Anatysen eine korrigierte
geringere Halbwertszeit von ungefahr sechs Tagemi&ibiologisch wirksame Fraktion
des zirkulierenden ATG konstatiert. Sie wiesen iterdiinfzehn Tage nach der
Transplantation subtherapeutische Konzentratiored (1g/ml) von biologisch aktivem
ATG-G in ihren Patienten nach. [Waller et al. 2003]

Bezugnehmend auf diese Ergebnisse muss davon amggggwerden, dass die biologisch
aktiven ATG-Moleklle zum Beginn der vorliegendentéfsuchungen an Tag +30 nach
der Transplantation zwar nicht mehr in therapebtisocksamen Dosen vorhanden waren.
Jedoch wird das Transplantat am Tag Null in einiddilgegeben, in dem viele ATG-
Molekule biologisch aktiv sind, welche einen maxiemEinfluss auf das Transplantat
austiben konnen. Diese biologisch aktiven ATG-Mdekbeeinflussen somit zum
Zeitpunkt der Transplantation die kotransplantier@D3  T-Lymphozyten nachhaltig.
Diese Annahme wird durch die Beobachtung der augdgen Verzogerung der zellularen
Immunrekonstitution in der ATG-Gruppe unterstrich€siehe 3.3) Besonders wichtig
diesbezliglich ist jedoch die schnellere Rekonsbitualler untersuchten regulatorischen T-
Zellpopulationen nach Behandlung mit ATG bei glekitig niedrigeren CD%4 T-
Zellzahlen. (sieh€3.3.4 und 3.4) Die sich daraus ergebende Annahme einer direkten
Induktion von Teq aus mit dem Transplantat Ubertragenen T-Lymphozgtech ATG soll

im folgenden Kapitel diskutiert werden.

4.3 Zur Rekonstitution der regulatorischen T-Zellen

Aufgrund intensiver Grundlagenforschung konnten levieler pathophysiologischen
Mechanismen von sowohl GvL-Effekt als auch GvHDgautart werden. Die wichtigste
gemeinsame Grundlage beider Entitaten stellen diereaktiven kotransplantierten
Spender-T-Lymphozyten dar. Diese sind der Grundrdafass eine Senkung des GvHD-
Risikos ohne negative Beeinflussung des GvL-Effekiisher unmaoglich war. (sieliel)

Im Rahmen der GvHD-Prophylaxe hat sich das Konzdmtin vivo-T-Zelldepletion
bewdahrt. Als besonders effektiv erwiesen sich ddeiATGs [Byrne et al. 2000; Zander
et al. 2003], welche aufgrund ihrer Polyklonalihe Immunzellrekonstitution stark
beeintrachtigen. (sieh#.2) Bacigalupo et alkonnten in zwei randomisierten Studien an
109 Patienten nach unverwandter BMT zeigen, das&-&Tim Vergleich zu einer
Konditionierung ohne ATG die Inzidenz einer akut@rad IlI-IV) und chronischen

extensiven GvHD signifikant senken kann.
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Allerdings konstatierten sie gleichzeitig eine udwrelerte TRM aufgrund eines stark
erhohten Risikos fur schwere Infektionen. [Bacigalet al. 2001a]

Neben den ATGs haben auchegleinen stark hemmenden Einfluss auf die zellulare
Immunrekonstitution. g haben ausgepragte immunsuppressorische Eigerschafir
allem auf Immunantworten gegenuber Alloantigendofffe et al. 2004; Salama et al.
2003] Dementsprechend wurde eine Verringerung deidénz einer akuten GvHD in
Mausen, bei gleichzeitig erhaltenem GvL-Effekt bediiet. [Edinger et al. 2003;
Hoffmann et al. 2002] Der Nutzen deredfur die GvHD-Prophylaxe bleibt folglich
unumestritten und eine Expansion dieser Lymphozytiepspulation ist das Ziel aktueller
Forschung. Trotz Erfolgen in den vitro-Expansion von &g blieben schwierige
methodische Probleme wie die Auslosung einer GvHIhl koexpandierte ¢k-Zellen
bisher bestehen. [Battaglia et al. 2005; Godfregl.e2005; Taylor et al. 2002] und eiime
vivo-Expansion von g konnte ein viel versprechendes Therapiekonzesteln.

Alle Spender der vorliegenden Untersuchung erhieltier der Apherese G-CSF mit dem
Ziel der Mobilisierung der CD34Stammzellen. (sieh2.1.3 Es ist bekannt, dass diese
Substanz zu einer verstarkten Aktivierung vag-Zellen des Spenders mit konsekutiver
Steigerung der Expression von CD25 fuhrt. [Stanea@l. 2004] Um den Einfluss dieser
aktivierten &x-Zellen zu minimieren wurden fir die Analyse desyFZahlen deshalb unter
anderem der Transkriptionsfaktor foxP3 und das flmrenmolekil CD127 verwendet.
Letzteres hat sich in vielen Untersuchungen algauseispezifischer herausgestellt, da es
im Gegensatz zu foxP3 nicht von aktivierten CD@D25 Teg-Zellen exprimiert wird.
[Hartigan-O'Connor et al. 2007; Liu et al. 2006d&&i et al. 2006] Dementsprechend
wurden die TesZahlen der CD4 CD257 CD127°"" und der CD¥ CD257 foxP3 Tieq
bestimmt, wobei durch die zusatzliche Kombinatias $0xP3 und CD127 eine weitere
Erhdéhung der Selektivitat angestrebt wurde. (siHe

Im Rahmen der vorliegenden Studie stellte sichdeutlicher Trend in Richtung erhdhter
TregAnteile aller CD4 T-Zellen bei den mit ATG behandelten Patienten Eirallen drei
untersuchten fyPopulationen zeigte sich ein sichtbarer Unterstiiss zum Ende des
Beobachtungszeitraumes an Tag +150. Insbesondereremeit der sehr frihen
Posttransplantationsphase schien der Unterschieisclzen beiden Gruppen am
pragnantesten zu sein. In der spateren Rekonstisgghase schwachte sich dieser

zwischen den Tagen +90 bis +150 geringfligig athésied).
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Methodische Limitierungen.Obwohl der Trend in Richtung hohereg.gdAnteile der
CD4" Th-Zellen nach ATG-Gabe in allen dreiegPopulationen beobachtet wurde,
ergaben sich dennoch unterschiedlich hohe Zahleschen den einzelnen Populationen,
mit héheren Zellzahlen bei den CID£D257 CD127°"" T, Diese Unterschiede miissen
vor dem Hintergrund methodischer Limitierungen &elitet werden. Fur die
Quantifizierung der [y anhand des intrazellularen Markers foxP3 ist eine
Permeabilisierung der Zellmembran noétig (siéh2.5. Im Rahmen dieses Vorgangs
gehen mit groRBer Wahrscheinlichkeit viele der aef @©berflaiche der Zellmembran
lokalisierten Epitope verloren, so dass die Signaleler Durchflusszytometrie deutlich
schwécher werden. Diesbezuglich verhielten sichZdiblen der CDZ CD25/ foxP3
sowie der CD25 foxP3/ CD127°"" T, &hnlich, da sie aus demselben Ansatzrohrchen
gemessen wurden. (sieBe.2

Da trotz der Mehrfachbestimmung defeglZahlen mit Hilfe verschiedener Marker-
kombinationen &hnliche Zahlentrends nachweisbaemvawvird davon ausgegangen, dass
die selektive Quantifizierung der untersuchteggsPopulationen erfolgreich war und
aktivierte CD25 Teg-Zellen nicht mit in die Analysen einbezogen wurd8eddiki et al.
konnten zudem zeigen, dass es sich bei den*CD®25/ CD127°"" und CD2%/
CD127°""/ foxP3 Tq im peripheren Blut um die gleicheFPopulation handelt.
[Seddiki et al. 2006] Unter Bericksichtigung deeighen Trends in allen dreie§
Populationen unterstreicht dies die Annahme, dass UWhterschiede zwischen den

einzelnen Teg-Populationen am wahrscheinlichsten methodischadben haben.

Die Peripherie als Ursprung der g Naturlich vorkommende g entstehen zum Einen
primar im Thymus, zum Anderen gehen sie in dergPerie aus naiven CDACD25 T-
Vorlauferzellen (To,) hervor. Zwar konstatierteMValker et al. dass es sich bei der
Neubildung in der Peripherie wahrscheinlich um eiaker stochastischen Prozess handeln
konnte, in dessen Rahmen einige aktivierte CDZ5Zellen beginnen foxP3 zu
exprimieren. [Walker et al. 2005; Walker et al. 2D@heng et aljedoch beschrieben
ebenfalls eine Induktion CDACD25 aus CD25T-Zellen in der Peripherie, wenngleich
sie auf die Verwendung derfMarker foxP3 und CD127 verzichteten, so dass ein
unbekannter Anteil der von ihnen gemessenen ‘CIOD25 T-Zellen wahrscheinlich
aktivierte Tes-Zellen darstellte. [Zheng et al. 2004]
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Seddiki et al.konnten zudem zeigen, dass foXRBid CD2%/ CD127°"" T in der
Peripherie, namlich in Lymphknoten und Nabelschlutybvergleichbare Zellzahlen
aufwiesen. Zentral im Thymus hingegen zeigten b&idgPopulationen unterschiedliche
Werte. [Seddiki et al. 2006] Die vergleichbaren [Balrends der CD4 CD25/
CD127°"" und CD28/ foxP3/ CD127°"" T,eqin den vorliegenden Untersuchungen (siehe
3.4) kdnnen deshalb als ein wichtiger Hinweis fir enoewiegend peripher stattfindende

Expansion der [gyinterpretiert werden.

Der Einfluss von ATG auf die EgRekonstitution.Die Aktivitat der reaktiven CD4und
CD8" T-Zellen wird durch das Verhaltnis zu den ihnemegdiberstehenden, potentiell
immunsuppressorisch wirkenderglmoduliert. Ein hoherer JgyAnteil mindet demnach
in einer ausgepragteren Immunsuppression. [Piccwihd Shevach 2001; Thornton und
Shevach 1998] Vor dem Hintergrund der immunologscRrozesse nach allogener SZT,
(GvL-Effekt und GvHD) und dem potentiellen therapgthen Nutzen der .y wurde
deshalb fiir die vorliegenden Untersuchungen deugakif den relativen Anteil defe§an
den CD4 T-Lymphozyten gerichtet. (siel8e4)

Aufgrund ihrer Polyklonalitat verursachen ATGs einasgepragte Zytopenie der T-
lymphozytaren Populationen, die sich in den vodieden Untersuchungen vor allem bei
den CD4 Th-Zellen nachhaltig auf deren Rekonstitution ddse. Zudem werden unter
dem Einfluss von ATG nicht nur Th-Zellen sonderrchad,eg sowohl vom Spender als
auch im Empfanger zum Zeitpunkt der Transplantatiohand ihrer Oberflachenepitope
effizient erkannt und depletiert. (siede2) Es muss deshalb priméar von einer deutlich
starkeren absoluten T-Zelldepletion, einschlielider Teg in der ATG-Gruppe
ausgegangen werden.

Angesichts dieses starker reduzierten Th- ugglPools in der ATG-Gruppe ist es deshalb
umso erstaunlicher, dass in den vorliegenden Untasigen die EgAnteile nach ATG-
Gabe eine wesentlich starkere Rekonstitution darbot

Da sich eine Zunahme defpdAnteile in der ATG-Gruppe erst ab Tag +30 einggeliegt
es aulerdem nahe, dass im Transplantat enthaligymimh Zeitpunkt der Transplantation
ebenso effektiv depletiert wurden wie die CDBh-Zellen. (siehe3.3.4 und 3.4) Aus
diesem Grund wird anhand der vorliegenden Daterirewivo stattfindender, nachhaltig
expansiver Einfluss von ATG auf die Rekonstitutider Teq als Ursache fur den

beobachteten Unterschied angenommen.
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Die Kinetik der ATG-induzierten in vivo EgExpansion.ATGs sind sehr wahrscheinlich
in wirksamen therapeutischen Dosen bis Tag +15 weishar. Der Hauptteil ihrer
biologischen Aktivitat wird nach der direkten Beiissung der transplantierten Zellen an
Tag Null jedoch in erster Linie von Langzeitwirkwerg auf die zellulare
Immunrekonstitution getragen. (siede?) Aus diesem Grund liegt es nahe, dass der
vermutete direkte Effekt einerefinduktion durch ATGs kinetikbedingt vor allem zum
Zeitpunkt der Transplantation und wenige Tage darstattfindet. Fir diese Annahme
spricht die Tatsache, dass sich in den vorliegettgarsuchungen eine geringe Abnahme
des Unterschiedes bezlglich der relativesg-Anteile in beiden Gruppen im Verlauf der
frihen bis mittleren Posttransplantationsphase et (sieh&.4)

Wahrend dieses Zeitraumes nimmt eine Vielzahl vaktdfen Einfluss auf die zellulare
Immunrekonstitution, so dass ein mdoglicher ATG-algfiger Effekt im Rahmen einer
prospektiven Untersuchung verschwimmen konnte. @ilsige der wichtigsten seien
deshalb an dieser Stelle das Alter des EmpfandersZusammensetzung und Quelle der
Stammzellpraparate, Art und Dauer der Grunderkmagkader das Konditionierungs-
schema erwahnt. Weiterhin sind die Entwicklung eialkuten oder chronischen GvHD
sowie die Starke der pharmakologischen Immunsupjoresson Bedeutung. [Socie et al.
2003]

Der Mechanismus der ATG-induzierten in vivoJ-Expansion. Bezlglich der oben
beschriebenen Tendenz in Richtung hoherggAnteile der CD4 T-Lymphozyten nach
einer Behandlung mit ATG wahrend der friihen Pas$fpéantationsphase ist die Frage
nach den mdglichen zugrunde liegenden MechanisroelieBlich besonders interessant
und wichtig.Lopez et alstellten drei alternative Ursachen zur Diskussion.

Erstens konnte ATG durch gezielte T-Zelldepletiond uinduzierte Apoptose das
Gleichgewicht zwischen CDACD25" und CD4/ CD25 T-Zellen auf die Seite der CD25
lenken. In den vorliegenden Untersuchungen erwieseh alle gemessenen ed
Populationen jedoch als vitalAl§b. 13-1% Lopez et alwiesen in ihrenn vitro-Unter-
suchungen ebenfalls eine Vitalitat und Funktiodaliter Teq von tber 95% in sowohl mit

ATG als auch mit der Kontrolle behandelten Zellasn [Lopez et al. 2006]
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Ein zweiter moglicher Wirkmechanismus ist die Intlok einer verstarkten Proliferation
der CD4/ CD25 T-Zellen, so dass sich das Gleichgewicht auf digeSder CD25 T-
Zellen verschiebt. Diesbezuglich wiesdopez et al. darauf hin, dass in ihren
Untersuchungen der Anteil proliferierter CDZb-Zellen nur 16% betrug, wahrend CD8
cT-Zellen gar keine Proliferationssteigerung nadkubation mit ATG aufwiesen. [Lopez
et al. 2006] Im Einklang hiermit zeigten auch delegenden Daten eine generalisierte
Einschrankung der T-lymphozytaren Immunrekonsbiutider ATG-Patienten im Ver-
gleich zur wesentlich rascheren Erholung in demK&ntikorper-Gruppe. Zudem wurde
vor allem firr die CD4 Th-Zellen eine signifikant langsamere Rekonstiutin der ATG-
Gruppe beobachtet (siel8e3.4), was zu dem Schluss fuhrt, dass die Proliferatate in
der ATG-Gruppe als eher gering einzuschétzen ist.

Eine dritte Erklarungsmoglichkeit stellt die Indigkt von CD4/ CD25/ foxP3 Tyeq aus
CD4'/ CD25 T, dar. Lopez et al.depletierten CD25T-Zellen in Proben aus dem
peripheren Blut. Nach 24-stundiger vitro-Inkubation mit ATG verzeichneten sie einen
signifikanten Anstieg der CDA CD25/ foxP3 T,y Diese Zellen erwiesen sich in
zusatzlichen Lymphozytensuppressionstests alsifumddt [Lopez et al. 2006]

Dass ein bestimmter Anteil der C34CD25 T-Zellen foxP3 exprimiert, ist bekannt.
[Roncador et al. 2005] In einer Studie konntamtenot et al.zeigen, dass nach einer
Depletion dieser Zellpopulation eine De-novo-Expras von foxP3 wedein vitro noch

in vivo moglich war. [Fontenot et al. 2005] Ohne die CD8@D25 T, scheint folglich
keine Expansion von 4y moglich zu sein. Diese Beobachtung bildet ein eved
wichtiges Argument flr eine Induktion von CB4CD257 foxP3 Ty aus einer bereits
existierenden Zellgruppe, namlich den CD£D25 T, in der Peripherie oder im
Thymus. Auch die vorliegenden Daten deuten aufesieslechanismus hin. Erst im
Verlauf nach der Transplantation stellten sich héhg.sAnteile der CDZ4 Th-Zellen mit
signifikant niedrigeren Th-Zellen in der ATG-Gruppé, was daftr spricht, dass eine
Induktion von CD4/ CD25 Ton Stattgefunden haben muss.

Wenngleich die soeben diskutierten Trends hoheggrAhteile in der ATG-Gruppe vor
dem Hintergrund der geringen Fallzahl meist numpinaul3erhalb des Signifikanzniveaus
lagen, so waren sie dennoch in allen untersuchigfPdpulationen sichtbar. (siel34)
Zwar muss davon ausgegangen werden, dass eirtisthtisignifikanter Unterschied in
einer kleinen Studienpopulation wie in der vorlieden Untersuchung mit hoher

Wahrscheinlichkeit wirklich vorhanden ist.
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Nichtsdestotrotz konnten die beschriebenen Ergsenaifgrund der geringen Fallzahl
lediglich deskriptiv als Trends und Tendenzen wigdgeben werden. Zusammenfassend
kann aber dennoch festgestellt werden, dass dievtikegenden Daten erste Hinweise flr
eine mogliche ATG-induzierte [ frExpansionin vivo im Menschen bieten, welche
pharmakodynamisch bedingt insbesondere wéahrendrisleen Posttransplantationsphase

nachweisbar zu sein scheint.

4.4 Zum klinischen Verlauf.

Die Dynamik der zellularen Immunrekonstitution naalogener SZT und der klinische
Zustand der Patienten, insbesondere das Auftrateer &vHD, sind eng miteinander
verbunden und beeinflussen sich gegenseitig. Eemedgerte Immunrekonstitution kann
Ursache und Folge einer GvHD zugleich seiKook et al. beschrieben in ihren
Untersuchungen an 102 padiatrischen Patienten abmhener unverwandter SZT eine
verzogerte Erholung der CD3r-Zellen, der CD4 Th-Zellen und der CD19 CD20
Memory-B-Zellen, nachdem diese eine GvHD entwickedtiten. [Kook et al. 1996]
Pavletic et al. hingegen konstatierten eine signifikante Korrelatizwischen einer
schnellen Erholung der Lymphozytenpopulationen eimém besseren Gesamtiiberleben,
d.h. einer schnelleren Immunrekonstitution bei &ibbnder GvHD. [Pavletic et al. 1998]
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der klihesStatus von acht Patienten nach
allogener SZT bis zum Tag +150 dokumentiert, mgdoelerem Blick auf die Inzidenz der
GvHD. Seit dem Jahr 2005 gfBlucksber¢s klassische Einteilung aus dem Jahr 1974 mit
ihrer Grenze von 100 Tagen fir die Unterscheiduwischen akuter und chronischer
GvHD als veraltet. Vor dem Hintergrund der neuesisieduzierten Konditionierungs-
schemata und der Gabe von Spender-Lymphozyten (Dath der SZT wurde der
veranderten Kinetik der GvHD im aktuellen NIH-Konsas (National Institutes of Health)
eine grollere Bedeutung beigemessen als bisherr Bet@icksichtigung der aktuellen
pathophysiologischen Erkenntnisse werden deshdlemeer klassischen akuten GvHD
die verzdgerte akute GvHD, welche nach Tag +100headLI jederzeit auftreten kann,
sowie das so genannte Overlap-Syndrom zwischenemlakumd chronischer GvHD
eingefuhrt, in dem die Manifestation beider GvHD4#Ren prasent sind, unterschieden.
[Filipovich et al. 2005] Trotz dieser neuen Erkemsse erfolgte die Dokumentation der
GvHD aufgrund leichterer Handhabbarkeit in der iklthen Routine im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen ausschliel3lich entspret der klassischen Stadien-
einteilung der akuten und chronischen GvHD n@dtircksberg et al(Tab. 6und7).
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Einflussfaktoren auf den klinischen VerlaufSowohl chronische als auch akute GvHD
traten in den mit ATG behandelten Patienten seltank Demgegentber entwickelten drei
der Patienten ohne ATG eine ausgepragte extensieaische GvHD.Tab. 24

ATGs [Bacigalupo et al. 2001a; Deeg et al. 2006 Urg zumindest im Mausmodell,
[Edinger et al. 2003; Hoffmann et al. 2002] konmk@ Inzidenz sowohl einer akuten als
auch einer chronischen GvHD effektiv verringernielfe 4.2 und 4.3) Vor dem
Hintergrund der gleich verteilten Patientenchanagti&a in beiden Gruppen (siel#l)
lasst sich deshalb schlussfolgern, dass die ATGeGald die héheren -Anteile der
CD4" Th-Zellen bei den ATG-Patienten zumindest einenRgn Teil zu der oben
beschriebenen geringergradigen Ausbildung von akutel chronischer GvHD in der
ATG-Gruppe beigetragen haben. Allerdings muss digs¢erschied vor dem Hintergrund
der geringen Fallzahl auch hier vorsichtig betrachterden.

Weiterfihrend entwickelten die Patienten der ATGHgre innerhalb des Beobachtungs-
zeitraumes haufigere und langer andauernde CMVReakingen mit erhodhter Viruslast
im Plasma im Vergleich zu den Patienten ohne AT@&b( 24. Dieser Unterschied kdnnte
sich anhand des Wirkspektrums der ATGs erklareselasDurch die ausgepragte T-
Zelldepletion und die wahrscheinliche Induktion vienmunsuppressorischened (siehe
4.2 und4.3) wird die Funktionalitat des adaptiven Immunsystestark eingeschrankt. Das
damit verbundene erhohte Risiko von Infektionenrodeusreaktivierungen wurde in
zahlreichen Untersuchungen nachgewiesen und spisgél auch in den vorliegenden
Daten wieder. [Bacigalupo et al. 2001a; Matteile@07; Mohty et al. 2003]

Schlief3lich muss jedoch eingeraumt werden, dasbabbachteten Unterschiede in Bezug
auf den klinischen Zustand in beiden Gruppen zwelntlsar waren. Bezlglich einer
eventuell vorliegenden Kausalitat konnen jedoch Hdiite der vorliegenden Daten keine

Aussagen getroffen werden.
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4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Regulatorische T-Zellen stellen eine &ullerst isszmete Zellpopulation fur die
Transplantationsmedizin dar, da sie in der Lagsezn scheinen eine Trennung von GvHD
und GvL-Effekt nach allogener SZT beeinflussen darlen. Die Expansion voned mit
anschlieBendem adoptivem Zelltransfer ist ein diegglich viel versprechender
Therapieansatz. Obwohl es gelangy Belektivin vitro mit erhaltener regulatorischer
Funktion zu expandieren [Battaglia et al. 2005],di in vitro-Expansion von 4 auch
aufgrund ihres physiologisch sehr geringen Antaits humanen T-Zellkompartiment von
einem bis zwei Prozent schwierig und noch weitentfvon einem reguléren Einsatz in
der Klinik.

Seit zwei Jahren ist bekannt, dass die im RahmenKdaditionierungstherapie vor
allogener SZT eingesetzten ATGs in der Lage sinditro eine Bildung von CD%
CD25 foxP3 Tregaus CD4/ CD25 Tcon zu induzieren. Ein solcher Effekt konritevivo
viele methodische Probleme des adoptiven Zellteassimgehen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde anhand wacht Patienten die zellulare
Immunrekonstitution nach allogener hamatopoetis@¥F mit und ohne vorherige Gabe
von ATG in einem Zeitraum von 150 Tagen nach dean$plantation untersucht.
Besonderes Augenmerk lag dabei auf der Entwickldeg relativen TgZahlen. Es
wurden drei TosPopulationen analysiert: CLYACD25/ CD127°"", CD4'/ CD25/ foxP3'
und CD25/ foxP3/ CD127°"". Zusétzlich wurde der klinische Verlauf der Patéen
anhand des Auftretens von Infektionen sowie eingfl@dokumentiert.

Alle Patienten zeigten ein frihes Engraftment umtwikelten einen vollstandigen
Spenderchiméarismus. Nach der Transplantation bos dallulare unspezifische
Immunsystem eine rasche Rekonstitution. Die T-lyoptéren Populationen des
adaptiven Immunsystems hingegen erreichten erstsgéth Normalwerte. Hier stellte sich
ATG als ein wichtiger hemmender Einflussfaktor \alem auf die Rekonstitution der
CD4+ Th-Zellen heraus, welche signifikant gering€edlzahlen nach ATG-Gabe boten.
Gleichzeitig wurden in der ATG-Gruppe deutlich hi@h&.sAnteile an den Th-Zellen in
allen drei TegPopulationen wahrend der Posttransplantationsphasebachtet.
Hinsichtlich der klinischen Entwicklung wurden b&TG-Patienten weniger ausgepragte
GvHD-Verlaufe bei gleichzeitig erhéhtem Infektioisgko fir CMV und EBV festgestellt,
wenngleich diesbezlglich aufgrund der geringenzBhll keine kausalen Zusammenhange

nachgewiesen werden konnten.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bieten s@tich erste Hinweise dafir, dass ATG
im Rahmen der Konditionierungstherapie vor alloge8ZT nicht nur CD¥ CD25/
foxP3" sondern auch COACD25/ CD127°"" und CD2%/ foxP3/ CD127°"" T,egin vivo

im Menschen induzieren kann. Als wahrscheinlichdterchanismus wurde dabei die
Induktion von Tegaus CD4/ CD25 T.on diskutiert. (siehd.3)

Die Vielfaltigkeit der Einflussfaktoren auf die hdhre Immunrekonstitution nach
allogener SZT macht eine Untersuchung der Postitamstionsphase schwierig. GréRere
Fallzahlen im Rahmen randomisierter Studien wenkshalb nétig sein, um den Prozess
der zellularen Immunrekonstitution unabhéngig voen dzahlreichen Storgrol3en
analysieren zu konnen. Eine Fokussierung auf dieefiPosttransplantationsphase vor dem
Hintergrund der Pharmakokinetik der ATGs konntéd sibenso als nitzlich erweisen.
SchlieRlich wird ein weiterer notwendiger Schrii¢ dJberpriifung der Funktionalitat der
Treg Mit und ohne ATG-Gabe sein. Dies konnte mit Hefees T-Zellstimulationstestes
erreicht werden. Hierfur eignet sich ein vitro-Suppressions-Assay. Aktiviertered
konnen im Rahmen dieses Testes effektiv eine db8-Gtimulierte Tx-Proliferation
inhibieren. Nach einer Kultivierung der T-Lymphoegtmit *H-Thymidin kann mit Hilfe
eines B-Szintillationszéhlers der Einbau d&d-Thymidins in die DNA der F-Zellen
bestimmt werden. Funktionaleed kdnnen schlieBlich aufgrund ihrer suppressorischen
Eigenschaften den Anteil des eingebaditeésThymidins durch die verzégerte Proliferation
messbar verringern. [Thornton und Shevach 1998]

Weitergehend konnte sich die Untersuchung der Kirsgtezieller TegZytokine, wie zum
Beispiel TGFB, in der Zukunft ebenfalls als wertvoll erweiseGH wird unter anderem
von Teg Sezerniert [Roncarolo et al. 2006; Zheng 2008] settkint zudem eine Induktion
von CD4/ CD25 T-Lymphozyten mit ausgepragten regulatorischereisghaften aus
CD4'/ CD25 Tcon zu férdern. [Yamagiwa et al. 2001; Zheng et aD40

Abschlieend stellt die Verwendung von ATGs mrvivo-Expansion von kg einen
interessanten Ansatz fur die Entwicklung neuer d@piekonzepte dar. Es ware denkbar
geringere Dosen ATG Ulber einen langeren ZeitraumSimne einer gepulsten e
Induktion nach allogener PBSCT zu verabreichen,soneine gezielte Verringerung des
GvHD-Risikos bei erhaltenem therapeutischen GvleEffzu erreichen. Wenngleich die
Probleme der ATG-abhéangigen Erh6hung des viraléektionsrisikos bisher ungelost
sind, konnte die durch einm vivo TegyExpansion erreichte Senkung der therapie-
assoziierten Mortalitat die Sicherheit der allogen8ZT als eine der wichtigsten
Therapieformen fur die Hamatoonkologie entscheidemtiessern.
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8. THESEN

1. Die Ausgangsbedingungen aller Patienten der vatidgn Untersuchungen sind
bezuglich wichtiger grundlegender Einflussfaktoreauf die zellulare

Immunrekonstitution gut vergleichbar.

2. Die in dieser Studie transplantierten mononuklednah lymphozytaren Zellzahlen
sowie die Geschwindigkeit des Engraftments nach @B8ecken sich mit den

Erfahrungen der letzten zehn Jahre.

3. Das zellulare unspezifische Immunsystem erholt arolschnellsten nach PBSCT.

4. Prospektive Analysen des Einflusses von ATG aufBiiéellrekonstitution in der
frihen Rekonstitutionsphase nach allogener SZT everdich auch in naher
Zukunft als schwierig erweisen.

5. ATGs verzogern die Rekonstitution vor allem der CDA-Zellen signifikant.

6. Diese Arbeit bietet erste Hinweise dafiir, dass AT@&ht nur CD4/ CD25/
foxP3" sondern auch CDACD257 CD127°"" und CD25%/ foxP3/ CD127°"" Tieq

aus CD4/ CD25 T.onin vivoim Menschen induzieren.

7. Der expansive ATG-Effekt findet dabei vorwiegenddier Peripherie statt und ist

vor allem wahrend der frihen Rekonstitutionsphasdweisbar.

8. Unterschiede zwischen den einzelngg-Populationen in der vorliegenden Arbeit

sind am ehesten methodisch bedingt, da alle dechgle Trend zeigen.
9. Die durch ATG-Gabéan vivo erreichte TegExpansion stellt einen interessanten

Therapieansatz zur Senkung der GvHD-Inzidenz und d#emit verbundenen

therapieassoziierten Mortalitat nach allogener 8

80



CURRICULUM VITAE

Name André Reisberg

Geburtsdatum 19. Juli 1983

Geburtsort Kyritz (heute Landkreis Ostprignitz-Ruppin/
Brandenburg)

Familienstand ledig

Anschrift Eichendorffstr. 35

06114 Halle /Saale

Eltern Frank Reisberg, Dipl. Historiker

Carmen Reisberg, Dipl. Lehrerin
Geschwister Mathias Reisberg, Student (Pharmazie)
Schulbildung 1990 - 1994

Grundschule Stal3furter Hohe, Aschersleben

1995 - 2003

Gymnasium Ascaneum, Aschersleben

Zivildienst Juni - Oktober 2003
Zivildienst im Kreiskrankenhaus

Aschersleben-Stalfurt

Studium Oktober 2003 — Dezember 2009
Humanmedizin

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Famulaturen Méarz 2006

Unfallchirurgie, Klinikum Quedlinburg

August/ September 2006
Innere Medizin (Pulmonologie), Diakonie
Halle

Februar/ Marz 2007
Nuklearmedizin, Strahlentherapie, Uniklinik

Halle



Praktisches Jahr

Prufungen

Nebenjob

Halle/ Saale, den 26. Juli 2009

André Reisberg

Juli 2007
Diagnostische Radiologie, Halle

Juli /August 2007

Praxis fur Allgemeinmedizin, Berlin

18. August - 7. Dezember 2008
Innere Medizin, Berufsgenossenschatftliche

Kliniken Bergmannstrost, Halle

8. Dezember 2008 - 29. Marz 2009
Diagnostische Radiologie, Kantonales Spital,

Grabs, Schweiz

30. Méarz — 19. Juli 2009
Allgemein- und Viszeralchirurgie, Stadtisches

Klinikum Dessau

14. September 2005
Erster Abschnitt der Arztlichen Prifung

Februar 2008 - August 2008
Studentische Hilfskraft /Assistenz im OP der
Viszeral- und Gefal3chirurgie am

Universitatsklinikum Halle



VEROFFENTLICHUNGEN

1. Posterbeitrag/ Abstract, DGHO-Kongress, Wie)&0

Theurich, S.*, Reisberg, A.*, Christopeit, M., Wep&., Riemann, D. and Behre, G.
Increased rate of CD4+/CD25high/CD127-/[FOXP3+ ratuuly T cells after allogeneic
stem cell transplantation and anti-thymocyte globgbntaining conditioning regimens.
Onkologie 2008;31(suppl 4):1-240; P92

* gleichberechtigte Erstautorschatft.



SELBSTANDIGKEITSERKLARUNG

Hiermit erkldre ich an Eides statt, dass ich die Medizinischen Fakultidt der Martin-
Luther-Universitat Halle Wittenberg vorgelegte @gation mit dem Titel

zuntersuchungen zum Einfluss von Antithymozytenglolilinen auf die
in vivo-Rekonstitution regulatorischer T-Zellen und des aljemeinen
zellularen Immunstatus nach allogener hamatopoetiser

Stammzelltransplantation®

selbstandig und ohne fremde Hilfe angefertigt habwie keine anderen als die in der

Arbeit angegebenen Hilfsmittel in Anspruch genomrhabe.
Ich habe bisher an keiner anderen in- oder audéhen Universitat ein Gesuch um

Zulassung zur Promotion eingereicht, noch wurdesalieder eine andere Arbeit als

Dissertation vorgelegt.

Halle/ Saale, den 26. Juli 2009

André Reisberg



DANKSAGUNG

Mein Dank gilt Herrn Prof. Dr. med. Hans-Joachinh®oll fir die Moglichkeit in seiner
Abteilung, der Universitatsklinik und Poliklinik filnnere Medizin IV an der Martin-

Luther-Universitat Halle-Wittenberg, zu promovieren

Weiterhin danke ich Herrn Oberarzt PD Dr. med. @athBehre fiir die Uberlassung
dieses spannenden Themas sowie fur die Unterstiitand fortwéahrende Motivierung

wahrend der Fertigstellung dieser Arbeit.

Dass ich diese Worte nun schreibe, verdanke ichallem Herrn Dr. med. Sebastian

Theurich. Ohne sein aufopferndes personliches Ergagt und seinen immerwahrenden
Optimismus ware diese Arbeit wohl nie fertig gdstelorden. Stets hatte er ein offenes
Ohr auch fir die scheinbar unwichtigeren Probledamen ich mich wahrend der letzten

drei Jahre gegenubersah. Mit seinem Enthusiasniisineéhmbaren Forscherdrang hat er
in mir nicht nur das Interesse fur die Hamatoongimogeweckt, sondern den vor mir

liegenden Weg bereits jetzt entscheidend beeirtfluséelen Dank fur die tolle

Zusammenarbeit!

Mein weiterer besonderer Dank gilt Frau PD Dr. m2dgmar Riemann und ihrem Team
vom Institut fir Medizinische Immunologie der Madiuther-Universitat Halle-

Wittenberg fir die auf3erordentliche Unterstitzueg der Anfertigung und Auswertung
der durchflusszytometrischen Daten. Ohne Sabrimfli<ig und Steffi Richardt ware das

Projekt wahrscheinlich im Chaos versunken.

Herrn PD Dr. rer. nat. Andreas Wienke vom Instiit Medizinische Epidemiologie,
Biometrie und Informatik der Martin-Luther Univet&@ Halle-Wittenberg danke ich flr
die freundliche und unkomplizierte Hilfe im Rahmedar statistischen Auswertung und

Anfertigung der grafischen Darstellungen.

Fur die Mdglichkeit Teile dieser Arbeit durch dieilhahme am Kongress der Deutschen
Gesellschaft fur Hamatologie und Onkologie 2008Villen prasentieren zu koénnen,

bedanke ich mich herzlich bei Herrn Joerg Brenn denFirma Genzyme.



Betty, Chrissy, Kerstin, Lars und Poya - Dankedi& wundervolle Freundschaft und die

bedingungslose Unterstltzung im Verlauf unsereregesamen letzten sechs Jahre.

Meinen Eltern und meinem Bruder danke ich daflissdsie die Fertigstellung dieser
Arbeit durch ihr reges Interesse und ihre Motivaskiinste stets entscheidend voran-

getrieben haben.

Von ganzem Herzen bedanke ich mich bei Konstanzts 8n vorderster Front mit dabei,
begegnete sie mir mit viel Geduld und Verstandfis.sorgte daflr, dass es immer weiter
ging. Danke auch fur das geduldige Zuhoren undHiife beim Béndigen des Textbe-

arbeitungsprogrammes.



