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1. Zusammenfassung

Eine verzogerte und mitunter unvollstiandige Immunrekonstitution nach allogener Stamm-
zelltransplantation (SZT) birgt ein erhohtes Risiko fiir Infektionen und das Auftreten eines
Rezidivs. Adoptive Immuntherapien kénnen dazu beitragen, die Immunrekonstitution zu
beschleunigen. Die Indikation hierzu ist jedoch streng geregelt, da eine zusétzliche Immun-
therapie mit Risiken, wie z.B. dem Auftreten einer Graft-versus-Host-Disease (GvHD),
verbunden ist.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Untersuchung der Immunrekonstitution im Hin-
blick auf das Auftreten von Komplikationen und das Uberleben nach SZT. Dazu wurde
ein multivariates Normwertmodell entwickelt, das die Beurteilung der Rekonstitution ver-
schiedener Leukozytensubpopulationen ermoglicht. Der Einfluss der Regeneration spezi-
fischer Immunzellen wie Cytomegalievirus-spezifischer T-Zellen (CMV-CTLs) und regu-
latorischer T-Zellen (Tregs) auf den Verlauf nach SZT wurde insbesondere hinsichtlich
CMV-bedingter Komplikationen, GvHD und Rezidiv untersucht.

Basierend auf Leukozytensubgruppen von gesunden Spendern (80 Kinder, 20 Erwachsene)
wurde ein ellipsenformiges Normwertmodell generiert. An einer Gruppe von 32 Patien-
ten wurde gepriift, in welchem Zeitraum nach SZT sie den Normwertbereich erreichen
und ob ein Einfluss verschiedener Aspekte der Immunregeneration auf die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit besteht. Ziel war es, zu priifen, ob mit Hilfe dieses Modells frithzei-
tig Patienten mit einem hoéheren Risiko identifiziert werden konnen. Patienten, die das
Normwertellipsoid zu den Klassifikationszeitpunkten 200 bzw. 300 Tage nach SZT er-
reicht hatten und mindestens einen Monat stabile, im Normwertbereich liegende Werte
aufwiesen (Niedrigrisiko-Gruppe), zeigten eine bessere Uberlebensrate als die restlichen
Patienten (Hochrisiko-Gruppe). Bei der Klassifikation an Tag 200 nach SZT beinhaltete
die Niedrigrisiko-Gruppe 18 Patienten, von denen 13 iiberlebten. In der Hochrisiko-Gruppe
iiberlebten drei von 14 Patienten (p=0,001). Durch die Klassifikation 300 Tage nach SZT
wurden elf Patienten der Hochrisiko-Gruppe zugeteilt. Alle elf Patienten verstarben. In
der Niedrigrisiko-Gruppe iiberlebten 16 von 21 Patienten (p<0,0001)?.

Die Rekonstitution von CMV-CTLs nach SZT kann einen Patienten vor einer CMV-
Reaktivierung und CMV-bedingten Komplikationen schiitzen. In einer multizentrischen
Studie mit der Medizinischen Hochschule Hannover und Internisten der Universitétskli-
nik Frankfurt wurde die Rekonstitution von CMV-CTLs nach SZT mit Hilfe von sechs



1. Zusammenfassung

verschiedenen HLA-spezifischen Tetramerkomplexen bestimmt. 110 der 201 betrachteten
Patienten (55%) regenerierten zwischen 1 und 1235 CMV-CTLs/ul. Es zeigten sich signi-
fikante Unterschiede in der Anzahl gemessener CMV-CTLs fiir die einzelnen Tetramere.
Die Reaktivierung einer latenten CMV-Infektion erwies sich als negativ im Hinblick auf
das Uberleben der Patienten nach SZT. Patienten, die zu einem frithen Zeitpunkt mindes-
tens 1 CMV-CTL/ul regenerierten, zeigten signifikant seltener eine CMV-Reaktivierung
als Patienten mit verzogerter oder ausbleibender CMV-CTL Rekonstitution. Bei Patien-
ten, deren HLA-Merkmale mit mehreren Tetrameren iibereinstimmten, wurden Analysen
bzgl. der Dominanz einzelner Tetramere durchgefiihrt. Dabei wurden auch zwolf Patienten

identifiziert, bei denen sich die Dominanz im Laufe der CMV-CTL Regeneration &nderte.

Um den Zusammenhang zwischen der Rekonstitution von Tregs und dem Auftreten von
GvHD oder Rezidiv nach SZT zu untersuchen, wurden CD25+CD127m°9/4™ Tregs im pe-
riphen Blut von 16 Patienten bestimmt. Bei allen Patienten zeigte sich eine Reduktion
in der CD127 Expression kurz nach SZT. Auflerdem wurde im Rahmen dieser Arbeit
ein auf 10-Farb-Durchflusszytometrie basierender Ansatz zur Bestimmung von Tregs und
Treg-Untergruppen etabliert. Dabei zeigten zehn gesunde Individuen im Median 6,4%
CD25"9h und 7,5% CD25+CD1277¢9/dm Tregs.

Innerhalb der ersten zwei Monate nach SZT liegt der prozentuale Anteil an Tregs von
Patienten im Median zwischen 10 und 20%. Bei Patienten ohne GvHD oder mit GvHD
Grad I nimmt dieser Prozentsatz innerhalb der néchsten zwei bis drei Monate wieder ab.
Er erreicht mit 7-8% einen Wert, der mit dem Median der gesunden Spender vergleichbar
ist. Patienten ohne GvHD zeigten signifikant niedrigere Treg-Prozentwerte als Patienten
zum Zeitpunkt einer GVHD Grad II-IV (p<0,01) oder Rezidivpatienten (p<0,001).

Im Vergleich zu Patienten mit einer GvHD Grad II-IV stiegen die Treg-Absolutwerte im
Verlauf der Immunrekonstitution schneller bei Patienten ohne GvHD (p<0,5).

Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, ein multivariates Modell zu gene-
rieren, mit dem Patienten mit schneller Immunrekonstitution von solchen mit langsamer
Regeneration unterschieden werden kénnen. Weitere Arbeiten in einem gréfleren Patien-
tenkollektiv miissen zeigen, ob man dieses oder &hnliche Modelle zur Therapieinterven-
tion einsetzen konnte. Die Untersuchungen iiber die Rekonstitution spezifischer T-Zellen
konnen dariiber hinaus einen Beitrag zur Therapiesteuerung leisten und eine Integration

dieser Subpopulationen kénnte zur Verbesserung des multivariaten Modells beitragen.
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2. Einleitung

2.1. Das blutbildende System

Das Blut besteht aus Plasma und zelluldren Bestandteilen, den Erythrozyten (rote Blutkor-
perchen), Thrombozyten (Blutpléittchen) und Leukozyten (weile Blutkérperchen). Diese
werden zum grofiten Teil im Knochenmark aus pluripotenten hdmatopoetischen Stamm-
zellen gebildet. Neben der Ausreifung zu Blutzellen haben diese hdmatopoetischen Stamm-
zellen auch die Moglichkeit sich selbst zu erneuern. Die Differenzierung zu reifen Blutzellen
wird Hamatopoese genannt und kann durch Wachstumsfaktoren wie z.B. Erythropoetin,
Interleukine und Kolonie-stimulierende Faktoren gesteuert werden. Aus der pluripoten-
ten Stammzelle entwickeln sich myeloische und lymphatische Progenitorzellen. Myeloi-
sche Vorlauferzellen kénnen zu Thombozyten, Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten
und Makrophagen differenzieren. Aus multipotenten lymphatischen Vorlduferzellen ent-
wickeln sich T-Zellen (s. 2.4.1), B-Zellen (s. 2.4.2) und Natiirliche Killer (NK)-Zellen (s.
2.4.3) (Abb. 2.1). Dieser Vorgang wird als Lymphopoese bezeichnet und findet im Gegen-
satz zur Myelopoese nicht ausschlieSlich im Knochenmark statt, da T-Zellen zur Reifung
in den Thymus abwandern®®. Dendritische Zellen kénnen sowohl einen lymphatischen als
auch einen myeloischen Vorldufer haben?.

Die gebildeten lymphatischen Blutzellen lassen sich der angeborenen und der erworbenen
Immunitét zuordnen. Die angeborene Immunitét dient der ersten Abwehr von Krankheits-
erregern und ist hochkonserviert iiber verschiedene Spezies. Sie basiert hauptséchlich auf
dem Mechanismus der Phagozytose durch Makrophagen und Granulozyten. T-Zellen und
B-Zellen sind Vertreter der erworbenen Immunitét. Eine wichtige Rolle in der erworbenen
Immunitét spielen hochspezifische Rezeptoren, sowie die Generierung von Antikérpern
durch B-Zellen®. Im Gegensatz zur angeborenen Immunitét, die sofort verfiigbar ist, kann
es mehrere Tage dauern, bis die spezifische Antwort der erworbenen Immunitét erfolgt.
Ist die spezifische Immunantwort gebildet, so entstehen nach Abklang der Infektion soge-
nannte Gedéchtniszellen, die bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen Erreger schnell
zur Verfiigung stehen 8.

Die verschiedenen Zellen des Immunsystems kénnen anhand ihrer Oberflichenmolekiile,
den sogenannten Cluster of Differentiation (CD)-Markern beschrieben und durchflusszy-

tometrisch charakterisiert werden (die himatopoetische Stammzelle z.B. trigt u.a. CD34).
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2. Einleitung
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Entnommen aus: Larsson und Karlsson, Oncogene, Aug 2005.

Abbildung 2.1.: Himatopoese?2. Bildung der Blutzellen aus pluripotenten himatopoetischen Stamm-
zellen. Aus myeloiden Vorldufern entwickeln sich Erythrozyten, Thrombozyten, Makro-
phagen und Granulozyten. T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen entstehen aus lympha-
tischen Progenitorzellen. Dendritische Zellen kénnen sowohl aus myeloiden, als auch
aus lymphatischen Vorldufern gebildet werden.

2.2. Maligne Erkrankungen im Kindesalter und deren

Therapie

Krebs ist ein Oberbegriff fiir eine Vielzahl maligner (bosartiger) Erkrankungen die meist
durch verdndertes, unkontrolliertes Wachstum von Zellen geprégt sind. In Deutschland
erkranken jihrlich ca. 1800 Kinder unter 15 Jahren an Krebs?. Die hiufigste Krebsart
im Kindesalter ist die Leuk&mie, von der mehr als 1/3 aller krebskranken Kinder be-
troffen sind. Sie entsteht, wenn die Hamatopoese durch einen Fehler frithzeitig unterbro-
chen wird und es dadurch zur Produktion einer Vielzahl unreifer Leukozyten (Blasten)
und zur Verdringung funktionstiichtiger Leukozyten kommt. Grundsétzlich unterscheidet
man zwischen akuten und chronischen Leuk&dmien, wobei die chronische Form im Kin-
desalter nur sehr selten auftritt. Zu den akuten Leuké&mien zéhlen die akute lymphatische
Leukdmie (ALL) und die akute myeloische Leukédmie (AML). Beide Erkrankungen ent-
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stehen durch maligne Transformationen von frithen lymphatischen (ALL) oder myeloiden
(AML) Vorlduferzellen. Im Gegensatz zur AML, die 80% aller Leukdmien im Erwach-
senenalter ausmacht, erkranken mehr als 80% aller pédiatrischen Leukédmiepatienten an
einer ALL 'Y,

Die Therapie beginnt mit einer intensiven, kombinierten Chemotherapie, deren Ziel es
ist, innerhalb weniger Wochen 99% der Blasten zu zerstoren und dadurch die sogenannte
Remission zu erreichen. Im Anschluss folgt eine Dauertherapie mit chemotherapeutischen
Medikamenten, um die Remission zu erhalten. Diese Therapie umfasst etwa einen Zeit-
raum von 2 Jahren und ca. 80% aller an ALL erkrankten Kinder kénnen damit geheilt
werden®. Fiir Patienten, bei denen das beschriebene Verfahren nicht zum Erfolg fithrt oder
die einen Riickfall (Rezidiv) erleiden, stellt die Stammzelltransplantation eine erfolgreiche
Therapieoption dar.

Neben Leukamien treten auch solide Tumoren im Kindesalter auf wie z.B. das Neuroblas-
tom oder das Rhabdomyosarkom. Behandelt werden diese Erkrankungen durch Operati-
on, Chemotherapie und Bestrahlung. Sehr invasive Formen kénnen mit einer Hochdosis-
Chemotherapie behandelt werden. Dieser Behandlung folgt zwingend die Stammzelltrans-
plantation, da sich diese Form der Chemotherapie schidigend auf das Knochenmark (mye-

lotoxisch) auswirkt 0.

2.3. Stammzelltransplantation (SZT)

Die Moglichkeit einer Stammzelltransplantation (SZT) hat die Uberlebenschancen von
Kindern mit Hochrisiko-Leukdmien deutlich verbessert und ist ein wichtiger Bestandteil
vieler hédmato-onkologischer Therapieprotokolle. Fiir Patienten mit lebensbedrohlichen
nicht-malignen Erkrankungen, wie z.B. schweren Immundefekten, stellt sie die einzige ku-
rative Therapiemoglichkeit dar. Man unterscheidet zwischen autologer und allogener SZT.
Bei der autologen SZT werden dem Patienten eigene Stammzellen vor einer Hochdosis
Chemotherapie zur Behandlung besonders maligner Erkrankungen (z.B. solider Tumo-
ren) entnommen. Diese Zellen werden kryokonserviert und ihm nach der Intensivtherapie,
welche eine schidigende Wirkung auf das Knochenmark nimmt, wieder verabreicht. Durch
die Transplantation der autologen Zellen kann die Funktion des blutbildenden Systems
wiedergewonnen werden.

Bei der allogenen SZT werden dem Patienten Stammzellen eines gesunden Spenders {iber-
tragen. Sie wird hauptséachlich bei Leukdmien und schweren nicht-malignen Erkrankungen
angewendet, findet aber in den letzten Jahren auch hiufiger Anwendung in der Behand-
lung solider Tumoren nach erfolgloser autologer Transplantation.

Vor der Transplantation muss eine Konditionierung stattfinden (Chemotherapie mit oder

13



2. Einleitung

ohne Bestrahlung) zur Eradikation der Empfinger-Hamatopoese und in der allogenen
SZT, um schwere immunologische Komplikationen zu vermeiden.
Abbildung 2.2 zeigt schematisch den Ablauf einer allogenen SZT.

/
Suche eines Alternativen: ' -
HLA- - KM /
kompatiblen - PBSC :
Spendersim . -Nabelschnurblut
Familienkreis y v

X { L
Fremd-spendrer
-~
-
. > [=
¥ ' F CD34-Selektion, [ —]
\ ¥ L
. 2y | 3/19-Depletion:
: | L A
Patient Konditionierung Infusion

Entnommen aus: Antonio Pezzutto, Taschenatlas der Immunologie, Thieme Verlag, 2006.

Abbildung 2.2.: Allogene Stammzelltransplantation®. Zunichst wird nach einem geeigneter

Familien- oder Fremdspender gesucht (s. 2.3.1). Vor der Transplantation erhilt
der Patient eine Konditionierung. Als Stammzellquelle werden hiufig Knochenmark
(KM) oder periphere Blutstammzellen (PBSC) ausgewéhlt. Nabelschnurblut wird in
Deutschland nur selten als Stammzellquelle eingesetzt. Bei Bedarf kann das Préparat
vor der Gabe immunomagnetisch aufgereinigt werden (z.B. durch eine CD34-Selektion
oder CD3/CD19-Depletion) (s. 2.3.2)

2.3.1. Optionen bei der Auswahl von Stammzellspendern

Bei der allogenen SZT werden dem Empfanger Stammzellen eines fremden Spenders in-
fundiert. Dabei spielt die Ubereinstimmung bestimmter Gewebemerkmale, den sogenann-
ten Major Histocompatibility (MHC)-Molekiilen, die beim Menschen auch Histokompa-
tibilitatsantigene (HLA) genannt werden, eine wichtige Rolle. Die Funktion der HLA-
Molekiile besteht darin, antigene Peptide zu binden und diese dem Immunsystem zu
prisentieren'!. Man kennt zwei Klassen von HLA-Molekiilen, die beide auf Chromosom
sechs codiert werden und hoch polymorph sind. HLA-Klasse-I-Molekiile werden auf allen
kernhaltigen Korperzellen exprimiert und préisentieren Fragmente intrazelluldrer Prote-
ine. Zu ihnen gehoren die Untergruppen HLA-A, HLA-B und HLA-C. HLA-Klasse-1I-

14



2.3. Stammzelltransplantation (SZT)

Molekiile werden auf allen antigenprisentierenden Zellen (APZ) (dendritische Zellen, B-
Zellen, Monozyten und Makrophagen) exprimiert und prisentieren prozessierte Antigene,
die via Endozytose/Phagozytose aufgenommen wurden'?. Die Gruppe der HLA-Klasse-
II-Molekiile beinhaltet die Molekiilklassen HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP!3. Sowohl
HLA-Molekiile, als auch die durch sie préasentierten Peptide konnen aufgrund genetischer
Polymorphismen fiir das Immunsystem des Empféngers fremd sein. Die Erkennung von
HLA-Molekiilen als fremd geschieht hauptséchlich iiber den T-Zellrezeptor, welcher in
der Lage ist, strukturelle Konfigurationen zu erkennen, die iiber verschiedene Allele kon-
serviert sind'4. Stimmen die HLA-Molekiile von Spender und Empfinger nicht iiberein,
konnen die T-Zellen des Transplantats Empfangerzellen als fremd erkennen (s. GvHD
(2.3.4)). Aber auch residuale Empfinger-Lymphozyten nach der Konditionierung kénnen
das Transplantat als fremd erkennen (s. Abstofung (2.3.4)). Deshalb ist es sehr wichtig,
einen Spender zu finden, der in seinen HLA-Merkmalen mit dem Empfianger iiberein-
stimmt. Bei Geschwistern liegt die Wahrscheinlichkeit, dass sie HLA-ident sind bei ca.
25%. Wird in der Familie kein passender Spender gefunden, ist es moglich, weltweit in
Datenbanken nach einem passenden Fremdspender zu suchen (z.B. DKMS'®). Kann kein
passender Spender gefunden werden, so wird die Prioritdt der HLA-Kompatibilitiat in der
Reihenfolge DR — B — A — C gesetzt%. Andernfalls werden auch Spender auswihlt, die
mit dem Empfianger in 2-5 von 10 HLA-Merkmalen nicht iibereinstimmen. Man spricht
dann von der sogenannten ,haploidenten Transplantation®“. Eine Indikation zur haploi-
denten Transplantation besteht, wenn kein passender Spender gefunden werden konnte
oder dieser sehr schnell benotigt wird. Des weiteren wird diese Transplantationsart bei
Patienten mit sehr schlechter Prognose eingesetzt, da man sich ein aggressives Vorge-
hen der haploidenten Zellen gegen residuale Tumorzellen oder Leukdmiezellen erhofft (s.
Graft-versus-Tumor-Effekt / Graft-versus-Leukédmie-Effekt (2.3.4)). In den meisten Fallen
spenden Eltern fiir ihre Kinder, seltener werden erwachsene haploidente Geschwister oder

Fremdspender ausgewihlt. Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht in Frage kommender Spender.

HLA-Matching | Familienspender Fremdspender
10/10 oder 9/10 | MFD* MUD
(Matched Family Donor) (Matched Unrelated Donor)
<8/10 - MMFD MMUD
Haploident (Mismatched Family Donor) (Mismatched Unrelated Donor)

* Bei einem HLA-identen Geschwisterspender wird anstatt MFD auch der Begriff MSD (Matched Sibling
Donor) verwendet.

Tabelle 2.1.: Spenderauswahl.
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2.3.2. Stammzellquellen bei der allogenen SZT

Man unterscheidet drei Stammzellquellen: Knochenmark (KM), periphere Blutstammzel-
len (PBSC) und Nabelschnurblut. Das Knochenmark wird dem Spender unter Vollnarko-
se vor der Transplantation aus dem Beckenknochen entnommen. Bei einer PBSC-Spende
wird dem Spender fiinf Tage lang der Wachstumsfaktor G-CSF verabreicht. Dieser Faktor
wird vom Koérper auch selbst gebildet, stimuliert die Produktion der Stammzellen und
bewirkt die vermehrte Ausschiittung von Stammzellen ins periphere Blut. Diese Stamm-
zellen kénnen dann iiber ein ambulantes Verfahren, das Apherese genannt wird, aus dem
Blut gesammelt werden. Die Verwendung von Nabelschnurblut wird in Deutschland sel-
tener eingesetzt, da die Anzahl der enthaltenen Stammzellen oftmals zu gering ist und in
Deutschland wenig Erfahrung damit vorliegt.

Entscheidet man sich fiir PBSC als Stammzellquelle, gibt es verschiedene Verfahren, die
zur Aufreinigung der Zellen vor der Transplantation verwendet werden. Hierzu gehoren
z.B. die CD34-Selektion und die CD3/CD19-Depletion. Haufig werden diese Verfahren
angewendet, wenn Spender und Empfinger nicht HLA-ident sind, da hierdurch das Auf-
treten immunologischer Komplikationen reduziert werden kann. Beide Methoden basieren
auf der Markierung von Zellen mit Antikérpern, die mit Magnetkiigelchen verbunden sind.
Mit Hilfe einer magnetischen Sédule wird im Anschluss die markierte Zellfraktion von den
nicht-markierten Zellen separiert. Bei der CD34-Selektion handelt es sich um eine Posi-
tivanreicherung reiner CD34% Stammzellen, die dem Patienten im Anschluss verabreicht
werden. Dieses Verfahren kann analog mit dem Stammzellmarker CD133 durchgefiihrt
werden (CD133-Selektion). Bei der CD3/CD19-Depletion werden T- und B-Zellen mar-
kiert, von den restlichen Zellen getrennt und verworfen. Der Empfinger bekommt ein
Transplantat, das Stammzellen, NK-Zellen und antigenprésentierende Zellen enthélt, aber
nur noch residuale T- und B-Zellen beinhaltet. T-Zellen werden zur Vermeidung einer Gv-
HD (s. 2.3.4) und B-Zellen zum Schutz vor lymphoproliferativer Erkrankungen entfernt.
Man verspricht sich von der 3/19-Depletion, dass die zusétzlich zu den Stammzellen ent-
halten Leukozyten ein schnelleres Engraftment (s. 2.4) und einen gesteigerten GvT/GvL
Effekt (s. 2.3.4) ermdglichen '6:17.

2.3.3. Infektionen nach SZT

Nach einer SZT haben Patienten ein erhohtes Risiko fiir Infektionen. Wahrend der Kondi-
tionierung und in der Zeit bis zum Engraftment werden sehr wenig Immunzellen gebildet.
In der darauf folgenden Phase muss ein Schutz gegen Erreger erst wieder aufgebaut wer-
den. Aus diesem Grund kénnen auch Infektionen, die bei einem gesunden Menschen harm-

los oder sogar unbemerkt verlaufen fiir einen Transplantierten lebensbedrohlich werden.
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2.3. Stammzelltransplantation (SZT)

Die Patienten erhalten in der frithen Phase nach SZT entweder prophylaktisch Medika-
mente gegen nosokomiale Infektionen oder beim Auftreten einer Infektion Antibiotika,
Virostatika oder Antimykotika. Besonders gefihrlich sind Infektionen mit Viren, die auch
durch die Reaktivierung einer latenten Infektion ausgelost werden konnen. In vielen Féllen
liegen das Cytomegalievirus (CMV), das Epstein-Barr-Virus (EBV) und/oder Adenoviren
latent vor. Neben bakteriellen und viralen Infektionen stellen auch Pilze wie z.B. Candida
und Aspergillus wihrend des ersten Jahres nach SZT eine grole Gefahr dar. Abbildung

2.3 zeigt in welchem Zeitraum nach SZT welche Infektionen gehduft auftreten!18,

Bakterien

S. pneumoniae
O

Gram*und Gram- N

Pilze
Candida

Aspergillus

v

Protozoen
Pneumocystis >

20 0 20 40 60 8 100 120
Tage nach SZT

Abbildung 2.3.: Infektionen nach SZT . Nach SZT treten oft Infektionen mit Viren, Bakterien,
Pilzen und Protozoen auf. Bei verlangsamter Immunrekonstitution oder GvHD auch
iiber einen weitaus lingeren Zeitraum als hier gezeigt.

Das Cytomegalievirus (CMV)

In der vorliegenden Arbeit wurde u.a. die Immunantwort gegen CMV bei Patienten nach
SZT untersucht. Das Cytomegalievirus gehort zur Gruppe der g-Herpesviren. Das Virus-
genom befindet sich im Capsid und besteht aus doppelstrangiger DNA. Zwischen dem
Capsid und der Hiille des Virus liegt eine unstrukturierte Proteinmatrix, das sogenannte
Tegument (Abb. 2.4)2?°. Die Infektion mit dem Cytomegalievirus bzw. die Reaktivierung
einer latenten CMV-Infektion stellt eine hadufige Komplikation nach SZT dar. Klinische
Folgen einer CMV-Infektion sind z.B. eine CMV-Retinitis oder eine CMV-Pneumonie??.
AuBlerdem begiinstigt eine CMV-Erkrankung die zusétzliche Infektion mit Bakterien oder
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Entnommen aus: Hulo et al., Nucleic Acids Res., Jan 2011.

Abbildung 2.4.: Schematische Darstellung eines Herpesvirus?!. Das CMV gehort zur Gruppe
der -Herpesviren. Es besteht aus einem Capsid, das die doppelstriangige Virus-DNA
enthélt. Diese wird normalerweise nach der Capsidbildung durch eine Offnung, die
sogenannte , Portal Vertex“ ins Capsid integriert. Das Capsid wird vom Tegument,
einer untrukturierten Matrix umgeben. Die Virusmembram umschliefit das Virus, sie
besitzt eine Reihe von Glykoproteinen auf ihrer Oberfliche.

Pilzen?® und die Entstehung einer GvHD?!. Durch die Anwendung antiviraler Medika-
mente wie z.B. Ganciclovir oder Foscarnet konnte die Haufigkeit des Auftretens sowie die
Schwere der Infektion signifikant reduziert werden. Allerdings haben diese Medikamente
hiufig eine myelotoxische Nebenwirkung?®. In manchen Zentren werden diese Virosta-
tika als CMV-Prophylaxe verabreicht. Andere Kliniken, wie auch die Frankfurter Uni-
versitatskinderklinik, verwenden eine , praemptive“ antivirale Therapie. M6glich ist dies,
indem die CMV-DNA-Last im peripheren Blut und im Stuhl des Patienten regelméfig
mit Hilfe der Polymerase Ketten Reaktion (PCR) kontrolliert wird. Im Falle positiver
DNA-Last werden antivirale Medikamente verabreicht. Dies fithrt dazu, dass auch Pati-
enten, die wihrend der Immunrekonstitution nach SZT eine Immunantwort gegen CMV
entwickeln, mit Virostatika behandelt werden. Bei diesen Patienten ist es daher sinnvoll,
ihre CMV-Immunitét zu bestimmen, da eine Rekonstitution CMV-spezifischer T-Zellen
(CMV-CTLs) sie vor einer CMV-Reaktivierung und dem Ausbruch der CMV-Krankheit
schiitzen kann (s. 5.3). Die quantitative Bestimmung der CMV-CTLs konnte somit zur

Therapiesteuerung genutzt werden.
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2.3. Stammzelltransplantation (SZT)

2.3.4. Immunologische Spender-Empfanger Reaktionen
Graft-versus-Host-Disease

Die Graft-versus-Host-Disease (GvHD) ist eine héufig auftretende Komplikation nach al-
logener SZT und wird durch Spender T-Zellen, die das Gewebe des Empféngers als fremd
erkennen, verursacht. Sind Spender und Empfanger nicht HLA-ident, ist das Risiko fiir
eine GvHD erhoht. Allerdings kann eine GvHD auch nach HLA-identer Transplantation
auftreten, da auch Nebengewebevertraglichkeitsantigene eine wichtige Rolle spielen. Eine
akute GvHD tritt innerhalb der ersten 100 Tage nach SZT auf, danach spricht man von
einer chronischen Form?%27. Die GvHD betrifft vor allem Haut, Leber und Darm, ferner
konnen auch Lunge und Schleimhéute betroffen sein. Die akute Form wird je nach Aus-

prigung in vier Schweregrade eingeteilt (s. Tabelle 2.2)%%. Um das Auftreten einer GvHD

GvHD | Haut Leber Darm

Grad (Exanthem/Korper- (Bilirubin mg/100ml) | (Durchfall (ml/Tag))
oberfléche)

I <25% 2-3 500-1000

IT 25%-50% 3-6 1000-1500

IT1 >50% 6-15 >1500

IV >50% & >15 >1500 &
Erythrodermie leus &
mit Blasenbildung starke Schmerzen

Tabelle 2.2.: Einteilung der GvHD Schweregrade?8.

zu vermeiden, erhalten die Patienten nach SZT eine GvHD-Prophylaxe, die haufig aus
dem Calcineurin-Hemmer Cyclosporin A (CsA) in Kombination mit Methotrexat (MTX)
und/oder Mycophenolat-Mofetil (MMF) besteht 72629, Trotz dieser Prophylaxe tritt eine
akute GvHD grofler Grad II bei 20-50% aller Transplantierten auf?®. Die Entstehung einer

GvHD kann in drei Phasen eingeteilt werden.
e 1. Phase: Schadigung von Gewebe und Aktivierung von APZs
e 2. Phase: T-Zell Aktivierung und Proliferation
e 3. Phase: Effektorphase: Angriff von Spendergewebe

Zunéchst tritt eine Schidigung von Gewebe (z.B. Leber und Darm) durch die Konditio-
nierung ein. Dadurch kommt es zur Ausschiittung von Zytokinen (z.B. IL-1, TNFa/). Diese
Zytokine fithren zu einer gesteigerten Expression von Adhésionsmolekiilen und HLA auf
APZs, wodurch die Entstehung einer GvHD begiinstigt wird. Aufgrund der Permeabi-
litdt von geschéddigten Zellwédnden kénnen Bakterienprodukte (z.B. Lipopolysaccharide)
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eindringen und die Produktion inflammatorischer Zytokine bewirken, wodurch die Gv-
HD ebenfalls begiinstigt wird. T-Zellen des Spenders erkennen die Zellen des Empfangers
als fremd, werden dadurch aktiviert und proliferieren. Zytotoxische C' D3 C' D8" T-Zellen
greifen das Spendergewebe an und leiten die Apoptose ein (Abb. 2.5)262829 Die Gv-
HD wird mit Steroiden behandelt, welche eine lympholytische Wirkung haben und die
Ausschiittung inflammatorischer Zytokine verhindern. Regulatorische T-Zellen (Tregs)

und mesenchymale Stammzellen kénnen eine GvHD unterdriicken 3!,

1. Phase

3. Phase

LPS: Lipopolysaccharide
Entnommen aus: Ferrara et al., Lancet, Mai 2009.

Abbildung 2.5.: Entwicklung einer GvHD 2. Drei Phasen der GvHD Entstehung. 1. Phase: Schidi-
gung von Gewebe und Aktivierung von APZs, 2. Phase: T-Zell Aktivierung und Pro-
liferation, 3. Phase: Effektorphase: Angriff von Spendergewebe.
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2.3. Stammzelltransplantation (SZT)

Graft-versus-Tumor-Effekt / Graft-versus-Leukadmie-Effekt

Spender T-Zellen sind in der Lage, den erwiinschten Graft-versus-Tumor- (GvT) bzw.
Graft-versus-Leukimie-Effekt (GvL) zu vermitteln. Ahnlich wie bei der GvHD richten
sich alloreaktive T-Zellen gegen Empfangerzellen, nur dass sie sich in diesem Falle gegen
residuale Leukémie bzw. Tumorzellen richten und nicht gegen das gesunde Spendergewe-
be. Es wurde gezeigt, dass bei Patienten, die unter einer GvHD leiden, das Rezidivrisiko
geringer ist als bei Patienten ohne GvHD!2. Dies legt einen Zusammenhang zwischen
GvHD und GvT/GvL nahe (Abb. 2.6). Der GvT/GvL-Effekt kann aber auch ohne An-

HLA-Matches
10/10

9/10

8/10

7/10

Abbildung 2.6.: Auftreten von GvT/GvL-Effekt nach SZT und Risiko fiir GvHD, Absto-
Bung und Rezidiv im Bezug auf HLA-Matching. Mit steigender Anzahl von
HLA-Mismatches zwischen Spender und Empfianger steigt das Risiko fiir eine Gv-
HD oder eine AbstoBung; allerdings steigt auch die Wahrscheinlichkeit des GvT/GvL-
Effekts. Das Rezidivrisiko ist am hochsten bei HLA-identen Transplantationen.

zeichen einer GvHD vermittelt werden. Dies geschieht z.B., wenn ausschliellich residuale
Tumor- /Leukédmiezellen bestimmte Nebengewebevertréiglichkeitsantigene tragen, bei de-
nen ein Mismatch zwischen Spender und Empfinger vorliegt 2.

Neben Spender T-Zellen sind auch NK-Zellen in der Lage, einen GvT/GvL-Effekt zu
vermitteln. Besonders wichtig sind in diesem Zusammenhang KIR-Rezeptoren (Killer-
Immunoglobulin-dhnliche Rezeptoren) (s. 2.4.3) auf der Oberfliche von NK-Zellen. Liegt
zwischen Spender und Empfinger ein KIR-Mismatch in GvT/GvL Richtung vor, so
konnen NK-Zellen residuale Tumorzellen abtéten. Vermutlich geschieht dies, ohne dass

dabei eine GvHD ausgelost wird 233,

TransplantatabstoBung

Man unterscheidet insgesamt drei unterschiedliche Mechanismen der Transplantatabsto-
Bung, HLA-gebundene akute Transplantatabstofung, langsame AbstoBung aufgrund von
Nebengewebevertriaglichkeitsantigenen und hyperakute Abstofung. Fiir die hyperakute
AbstoBung sind Antikorper verantwortlich, die z.B. gegen Blutgruppenantigene des Spen-

ders gerichtet sind. Deshalb wird normalerweise vor Transplantation ein Blutgruppens-
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witch durchgefiihrt, wenn Spender und Empfanger unterschiedliche Blutgruppen aufwei-
sen. Alternativ muss das Transplantat von Erythrozyten befreit werden. Die akute Ab-
stofung wird hauptséchlich von residualen T-Zellen des Empfangers vermittelt, die sich
gegen fremde HLA-Molekiile des Transplantats richten. Aber auch, wenn Spender und
Empfanger in ihren HLA-Molekiilen {ibereinstimmen, kann es zu einer AbstoBung kom-
men. Ursache fiir diese sogenannte langsame Abstofung sind polymorphe Proteine, die

auch als Nebengewebevertriglichkeitsantigene bezeichnet werden.

2.4. Immunrekonstitution nach SZT

Die Regeneration von Immunzellen aus Spenderstammzellen nach SZT (Immunrekonstitu-
tion) spielt eine entscheidende Rolle im Hinblick auf den Verlauf der Transplantation und
das Uberleben des Patienten. Zum Zeitpunkt der Transplantation befindet sich der Pati-
ent in der Aplasie und hat somit zu diesem Zeitpunkt kein funktionsfdhiges Immunsystem.
Als Engraftment bezeichnet man den Zeitpunkt nach SZT, an dem im Patientenblut mehr
als 1000 Leukozyten/ul, 500 neutrophile Granulozyten/ul und 20000 Thrombozyten/pul
nachweisbar sind. Normalerweise engraften die Patienten ca. drei bis vier Wochen nach
SZT. Im Anschluss folgt die Rekonstitution aller weiteren Komponenten der angebo-

renen und der erworbenen Immunitét aus den Spenderzellen (Abb. 2.7). Eine schnelle

. Zellerholung
Leukozy Konditionierung
ten/pl Neue Immunzellen ent-
stehen aus den Stamm-
Tra.nsplan- zellen des Spenders
tation ®
[ ® *
5000 ® °
[ [
@
® ®
@ _.. Nachweisgrenze
o PO OO OO OOOOO® ¥ Tt
-10 0 +10 +20 +30 +40
Tage nach SZT

Abbildung 2.7.: Immunrekonstitution. Vor SZT erhélt der Patient Chemotherapie mit oder ohne
Bestrahlung, die ihn in die Aplasie fiihrt. Nach etwa drei bis vier Wochen entwickeln
sich neue Immunzellen aus den Spenderzellen ( Engraftment).

Immunrekonstitution, vor allem von NK-Zellen und T-Zellen, kann Patienten vor Infek-
tionen schiitzen und durch das Einsetzen des GvT/GvL-Effekts ein Rezidiv verhindern.

Die Schnelligkeit der Rekonstitution von Immunzellen nach SZT ist von Patient zu Patient
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unterschiedlich und wird u.a. von der Art der Transplantation, der HLA-Kompatibilitit
zwischen Spender und Empféanger, der Immunsuppression, dem Remissionsstatus vor SZT
und dem Auftreten von Infektionen beeinflusst®*38. Nach Storek et al. rekonstituiert das
padiatrische Immunsystem nach SZT innerhalb von ein bis drei Jahren, wohingegen die
vollstdndige Rekonstitution bei erwachsenen Patienten haufig langer als drei Jahre dau-
ert3%49. Dieser Unterschied ist vor allem auf die mit dem Alter abnehmende Thymusfunk-
tion zuriickzufiihren, aber auch ein vermehrtes Auftreten von Infektionen bei Erwachsenen
(z.B. durch die Reaktivierung latenter Viren) kann zu einer verlangsamten Rekonstitution
fiithren+42. Monozyten und Granulozyten entwickeln sich bei den meisten Patienten nach
SZT innerhalb weniger Wochen, wohingegen die vollsténdige Rekonstitution von NK-,
B- und T-Zellen mehrere Monate bis Jahre dauern kann. Im Folgenden werden deshalb

Funktion und Entwicklung der zuletzt genannten Immunzellen beschrieben.

2.4.1. T-Zellen

T-Zellen sind Teil der erworbenen Immunitét und kénnen eine Vielzahl von Fremdantige-
nen erkennen. Die Klasse der T-Zellen beinhaltet bei gesunden Menschen ca. 60-70% der
Lymphozyten und besteht hauptséchlich aus T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen.
Uber ihren T-Zellrezeptor (TCR) konnen T-Zellen Peptide, die ihnen von APZs iiber
HLA-Klasse-1 und -II prisentiert werden, erkennen'#. Man unterscheidet zwischen af3-
TCR und v0TCR, wobei die meisten T-Zellen einen af-TCR tragen (Abb. 2.8). Werden
einer T-Zelle z.B. virale Peptide prasentiert, wird die Immunantwort eingeleitet. Durch
die Expression des Oberflichenmolekiils CD3 ausschliellich auf T-Zellen kénnen diese
durchflusszytometrisch sehr gut von anderen Zellen unterschieden werden. T-Helferzellen
tragen zusétzlich CD4 und zytotoxische T-Zellen CDS.

Entwicklung von T-Zellen

Die Vorlaufer von T-Zellen werden im Knochenmark gebildet und wandern zur vollstandi-
gen Ausreifung iiber die Blutbahn in den Thymus ein. Zu diesem Zeitpunkt tragen sie
weder CD3 noch CD4 oder CDS8 auf ihrer Zelloberflache. Diese Zellen werden als ,,doppelt
negative (DN)* T-Zellen bezeichnet. Sie gelangen in den Thymus-Cortex, wo die Bildung
des a3-T-Zellrezeptors (TCR) eingeleitet wird. Zuerst entsteht die 5-Kette des TCR, die
mit einer provisorischen pra-Ta-Kette assoziiert, wodurch der sogenannte Pria-TCR ent-
steht*3. Im niichsten Schritt wird die Umlagerung der a-Kette eingeleitet und es entsteht
der af-TCR. Die Zellen begeben sich ins ,,doppelt positive (DP)*“ Stadium, in dem sie
CD4 und CDS8 exprimieren. Nun folgt die , Positiv Selektion“ der T-Zellen. In diesem
Schritt wird {iberpriift, ob der gebildete TCR in der Lage ist, HLA zu binden. Hierzu
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Abbildung 2.8.: T-Zellrezeptor (TCR). Schematische Darstellung des a8-TCR. Der a5-TCR be-
steht aus zwei Transmembranproteinen (o und ) und Komponenten des CD3-
Komplex. Durch die Assoziation mit CD3, kdnnen externe Signale an zytoplamatische
Proteine weitergegeben werden. Vorallem die langen intrazelluliren CD3(-Doménen
spielen bei der Signaltransduktion eine entscheidende Rolle.

binden die heranreifenden T-Zellen an cortikale Epithelzellen des Thymus, die HLA auf
ihrer Oberfliche tragen. Zellen die nicht in der Lage sind, HLA zu binden, werden aus-
sortiert und gehen in Apoptose. Alle anderen T-Zell-Vorlaufer treten nun, vermittelt iiber
den Botenstoff CCR7, in die Thymus-Medulla ein und gehen in ein Stadium iiber, in
dem sie entweder CD4 oder CDS8 tragen (,einfach postive (SP)“ T-Zelle). Jetzt geschieht
die ,Negativ Selektion® an medulldren Epithelzellen und DCs, die sicherstellt, dass keine
Zellen HLA zu stark binden, denn dies kénnte dazu fithren, dass sich die T-Zellen gegen
korpereigene Strukturen richten. Die meisten Zellen, die zu stark HLA binden, gehen in
Apoptose, der Rest reift zu regulatorischen T-Zellen (Tregs) aus®®. Nur ca. 2-3% der
T-Zellvorlaufer, die aus dem Knochenmark in den Thymus wandern, werden als reife T-
Zellen in die Blutbahn entlassen. Ein kleiner Teil der Vorlaufer aus dem Knochenmark
durchlduft nicht den kompletten beschriebenen Prozess, sondern reift zu ,,NK dhnlichen
T-Zellen“ oder T-Zellen heran, die einen v0-TCR tragen (Abb. 2.9). Im Hinblick auf
die Transplantation geht man davon aus, dass T-Zellen aus Spenderstammzellen, die im

Empfingerthymus ausreifen, kaum GvHD verursachen!!.
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Abbildung 2.9.: Entwicklung von T-Zellen. Im Thymus entwickeln sich die T-Zellvorlaufer aus dem
Knochemark zu reifen T-Zellen. Zunéchst tragen die heranreifenden Zellen weder CD4
noch CD8 (DN-T-Zellen). Nach der Bildung des TCR exprimieren sie sowohl CD4
als auch CD8 (DP-T-Zellen). Sie treten in die ,Positiv Selektion“ ein, in der Zellen
die kein HLA binden aussortiert werden. Im Anschluss tragen sie entweder CD4 oder
CD8 (SP-T-Zellen). Wéhrend der ,Negativ Selektion® werden potentiell autoreaktive
Zellen, die HLA stark binden aussortiert.

DN = doppelt negativ; DP = doppelt positiv; SP = einfach positiv.

T-Helferzellen und regulatorische T-Zellen

Naive CD4% T-Zellen binden HLA-Klasse-II und werden durch DCs aktiviert. Dies ge-
schieht meistens im lymphatischen Gewebe, da dort die Dichte von T-Zellen und DCs sehr
hoch ist!!. Durch die Bindung von T-Helferzelle und DC iiber HLA-Klasse-II erhilt der
TCR ein Signal. Eine Aktivierung der T-Helferzelle geschieht allerdings nur, wenn sie auch
ein zweites kostimulatorisches Signal erhélt. Nach der Aktivierung sind T-Helferzellen in
der Lage DCs, Makrophagen und B-Zellen zu aktivieren.

Eine wichtige Untergruppe der T-Helferzellen stellen die regulatorischen T-Zellen (Tregs)
dar. Bislang wurden hauptséchlich zwei Klassen dieser Zellart beschrieben, die natiirlichen
Tregs, die sich nach gescheiterter negativer Selektion im Thymus entwickeln und induzierte
Tregs. Induzierte Tregs entstehen wiahrend der T-Zellaktivierung in der Peripherie wahr-
scheinlich unter Einfluss des Zytokins TGF-3444°. In wenigen Arbeiten wurden aulerdem

CD8* Tregs beschrieben®. Regulatorische T-Helferzellen tragen neben den Oberflichen-
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markern CD3 und CD4 auch den Aktivierungsmarker CD25 (a-Kette des IL-2 Rezeptors)
und exprimieren den Transkriptionsfaktor FoxP3. Der Nachweis von FoxP3 muss iiber
intrazelluldre Farbung geschehen. Eine Alternative hierzu stellt die Definition von Tregs
als CD4+tC' D25 9" T-Zellen dar. C'D259" bedeutet, dass diese Zellfraktion CD25 sehr
hoch exprimiert. Allerdings ist bislang nicht vollstéandig geklért, ob diese Zellfraktion nur
eine Untergruppe der Gesamt-Tregs enthiilt*>*7. In neueren Publikationen werden Tregs
als C D4+ C' D257 C D127m¢9/4™ Zellen beschrieben, die den Oberflichenmarker CD127 (a-
Kette des IL-7 Rezeptors) nicht oder nur wenig exprimieren®” 9.

Tregs konnen die Reaktion anderer Lymphozyten unterdriicken und dadurch die Selbstto-
leranz des Immunsystems regulieren. Es sind mehrere Mechanismen beschrieben, iiber die
es Tregs gelingt, die Proliferation anderer T-Zellen, B-Zellen, DCs aber auch die zytoto-
xische Aktivitat von NK-Zellen zu unterdriicken. Hierbei sind Mechanismen beschrieben,
die auf Zell-Zell-Kontakt basieren, wie z.B. die Interaktion mit den Oberflaichenmolekiilen
CD80 und CD86 auf konventionellen T-Zellen, sowie die Induktion der Apoptose iiber
CD95/CD95L (s. 2.4.1)%559 AuBlerdem gibt es Suppressionsmechanismen, die auf der
Ausschiittung von Zytokinen basieren. Es ist beschrieben, dass TGF-3 eine wichtige Rol-
le bei der Suppression von NK-Zellen durch Tregs spielt. Es wird des weiteren vermutet,
dass Tregs andere T-Zellen durch Absorption von IL-2 an der Proliferation hindern5!.
Auflerdem werden die Zytokine IL-10 und IL-35 im Zusammenhang mit Suppressionsme-
chanismen genannt®'®3. Nach allogener Transplantation kénnen Tregs eine AbstoSungs-
reaktion oder das Entstehen einer GvHD verhindern®°3!54, Allerdings werden Tregs auch
im Zusammenhang mit Tumor-FEscape-Mechanismen genannt, d.h. sie unterdriicken Re-

aktionen des Immunsystems gegen den Tumor?®>°°.

Zytotoxische T-Zellen

Zytotoxische T-Zellen (CTLs) besitzen die Fahigkeit, virusinfizierte oder entartete Zellen
abzutoten. Naive CD8% CTLs werden ebenfalls von DCs aktiviert. Dies geschieht aber im
Gegensatz zur T-Helferzelle iiber die Bindung des TCR an HLA-Klasse-I. Zusétzlich ist
auch hier ein zweites Signal notwendig. Nach der Aktivierung kann eine CTL ihre Zielzelle

abtoten. Dies geschieht iiber einen der folgenden Mechanismen (Abb. 2.10):

e Fus-Ligandenvermittelter Mechanismus: Uber ihren Fas-Rezeptor (CD95) binden
Zielzellen an den Fas-Liganden (CD95L) auf der CTL/NK-Zelle. Hierdurch wird die

Caspasekaskade aktiviert und die Apoptose der Zielzelle eingeleitet®7.

e Sekretion von Perforin und Granzym: Nach der Bindung des TCR oder des NK-
Zellrezeptors an die Zielzelle werden Perforin und Granzym aus Vesikeln iiber Exo-

zytose ausgeschiittet. Die Perforine wirken porenbildend und ermdoglichen das Ein-
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2.4. Immunrekonstitution nach SZT

dringen von Granzymen in die Zielzelle. Auflerdem konnen Granzyme iiber den
Mannose-6-Phosphat Rezeptor in die Zielzelle gelangen. Granzyme sind Serinpro-
teasen, welche proteolytische Eigenschaften besitzen und die Apoptose der Zielzelle
einleiten®®. Zusitzlich kommt es zu einer Ausschiittung von IFN~v, wodurch die be-
nachbarten Zellen HLA hochregulieren, was eine bessere Erkennung durch CTLs

gewihrleistet .

Zytotoxische T-Zelle
oder NK-Zelle

Perforin
Fore

Apoptose

Zielzelle

Abbildung 2.10.: Mechanismen der Zielzelllyse. (a) Zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen kénnen
die Apoptose ihrer Zielzellen iiber die Bindung von Fas-Ligand an Fas-Rezeptor oder
(b) die Sekretion von Granzym und Perforin auslésen.

Nach allogener SZT spielen CTLs eine sehr grofie Rolle. Durch die Bildung spezifischer
CTLs z.B. gegen CMV (CMV-CTLs) oder Aspergillus kénnen die Patienten vor diesen
Infektionen geschiitzt werden. Auflerdem sind CTLs in der Lage, den GvT/GvL-Effekt zu

vermitteln.

Bildung von Geddchtnis-T-Zellen

Nach der T-Zellaktivierung, die durch die Expression der Oberflichenmolekiile CD69
(,,frithe Aktivierung“) oder HLA-DR (,spéte Aktivierung®) gekennzeichnet ist, kommt
es zu einer starken Expansion von T-Zellen. Dabei entstehen grofitenteils Effektorzellen,
die meist nach Ablauf der Immunantwort absterben. Auflerdem entstehen wenige langle-
bige Gedéchtnis-T-Zellen, die bei erneutem Kontakt mit dem gleichen Erreger sehr schnell
eine Immunantwort einleiten konnen. Zur Entstehung dieser Gedéchtniszellen sind unter-
schiedliche Modelle beschrieben. Zum einen gibt es die Theorie, dass Gedéchtnis-T-Zellen
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2. Einleitung

aus naiven T-Zellen entstehen. Erhélt eine naive T-Zelle ein starkes Aktivierungssignal,
entsteht eine Effektorzelle, bei einem schwachen Signal eine Gedéchtniszelle. Zum an-
deren gibt es ein Modell, dass die Entstehung von Gedéchtniszellen aus Effektorzellen
beschreibt 78,

Bei der Entwicklung von naiven T-Zellen zu Effektor- bzw. Gedéachtniszellen kommt es zur
Anderung der CD45-Isoform. Die CD45RA-Isoform wird von naiven T-Zellen exprimiert,
wohingegen Effektor- und die meisten Gedéchtniszellen die CD45RO-Isoform tragen. Mit
Hilfe dieser Oberflichenmolekiile gelingt es, naive T-Zellen durchflusszytometrisch von
Effektor- und Gedéchtniszellen zu unterscheiden. Gedéchtnis-T-Zellen lassen sich in die

Untergruppen Effektor-Gedichtniszellen und Zentrale-Gedichtniszellen unterteilen 1460

o Zentrale-Geddchtniszellen (Tcyr) exprimieren CD62L und CCR7, was sie beféhigt,
in lymphatisches Gewebe einzuwandern (,Homing®). Sie halten sich bevorzugt in
Lymphknoten, Blut und Milz auf und besitzen nur eine eingeschrénkte Effektor-

funktion. Sie sind in der Lage, neue Ty, und Tgy,s zu bilden.

o Effektor-Gedichtniszellen (Tgpr) konnen in entziindetes Gewebe auswandern und
befinden sich hauptséchlich in Darm, Lunge und Leber. Sie tragen weder CD62L
noch CCR7, haben im Vergleich zu T, eine kiirzere Lebensdauer und kénnen sich

nicht selbst reproduzieren.

2.4.2. B-Zellen

B-Lymphozyten sind ein wichtiger Bestandteil der adaptiven Immunitéit. Nach SZT gibt
es die Moglichkeit, die Funktion der B-Zellen durch die Gabe von Antikérpern (Immunglo-
bulinen) zumindest teilweise zu ersetzen. Daher spielt die Schnelligkeit der Rekonstitution
von B-Zellen nach SZT eine weniger wichtige Rolle als z.B. die der T- und NK-Zellen.
Aus diesem Grund wird die Funktion und Entstehung von B-Zellen in diesem Kapitel nur
sehr kurz dargestellt.

Im Gegensatz zu T-Zellen reifen B-Zellen vollstindig im Knochenmark aus, wo sie die
zentrale Toleranz durchlaufen. Sie verlassen das Knochenmark als reife B-Zellen, die als B-
Zellrezeptor (BCR) membranstandiges IgM und IgD besitzen, welches nicht kovalent mit
Igaf assoziiert ist. Der BCR kann Antigene binden, welche in die Zelle aufgenommen, pro-
zessiert und via HLA-Klasse-II prasentiert werden. T-Helferzellen erkennen HLA-Klasse-
IT auf B-Zellen und koénnen sie aktivieren. Dabei schiittet die T-Helferzelle Zytokine aus,
welche B-Zellen anregen, zu Antikorper sezernierenden Plasmazellen sowie B-Gedéchtnis-

zellen zu differenzieren 811,61
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2.4. Immunrekonstitution nach SZT

2.4.3. Natiirliche Killer-Zellen

Virusinfizierte Zellen und entartete Zellen kénnen von natiirlichen Killer (NK)-Zellen ohne
vorherige Antigenstimulation erkannt und lysiert werden. NK-Zellen sind Teil der ange-
borenen Immunitit und agieren daher wesentlich frither als z.B. T- und B-Zellen. Uber
die Sekretion von Zytokinen koénnen Sie aber Einfluss auf Zellen der erworbenen Immu-
nitét nehmen%2. NK-Zellen und T-Zellen entstehen aus einer gemeinsamen Vorlduferzelle,
allerdings entwickeln sich NK-Zellen vollstdndig im Knochenmark. Ausgereifte NK-Zellen
sind negativ fiir den T-Zellmarker CD3 und exprimieren CD56. Uber die Intensitéit der

CD56-Expression lassen sich zwei Untergruppen von NK-Zellen unterscheiden.

o CD3~CD56%™ zytotozische NK-Zellen enthalten Perforin und Granzym, sind CD16
hochexprimierend und zeigen eine starke Zytotoxizitat. Ca. 90% aller NK-Zellen

eines gesunden Individuums gehoren zu dieser NK-Zell-Subgruppe.

o CD3~CD56" 9" immunrequlatorische NK-Zellen besitzen eine niedrige Zytotoxi-
zitédt bei hoher Zytokinproduktion. Sie sind in der Lage, in lymphoide Organe ein-
zuwandern. Bei gesunden Menschen zdhlen ca. 10% der NK-Zellen zu diesem Phéno-
typ 6364,

Interessanterweise entwickeln viele Patienten nach SZT zunéchst ausschlieflich immunre-
gulatorische C D3~ C D569 NK-Zellen. Erst im Laufe der Immunrekonstitution stellt
sich ein Verhéltnis wie bei gesunden Individuen ein.

NK-Zellen konnen ihre Zielzellen iiber die Sekretion von Perforin/Granzym oder den
Fas/Fas-L Mechanismus abtoten (vgl. zytotoxische T-Zellen 2.4.1). Zusétzlich konnen Ziel-
zellen, die Antikorper gebunden haben, von NK-Zellen lysiert werden. Dieser Mechanismus
wird ,, Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity (ADCC)” genannt®%¢. Um ihre
zytotoxische Wirkung auszuiiben, benotigen NK-Zellen keine spezifische Aktivierung. Sie
werden {iber eine Vielzahl aktivierender und inhibierender Rezeptoren reguliert. Mit Hilfe
dieser Rezeptoren sind NK-Zellen in der Lage, HLA-Klasse-I niedrig exprimierende Zellen
zu lysieren. Tumorzellen und Zellen, die von einem Virus befallen wurden, zeigen haufig
eine verminderte HLA-Klasse-I Expression®. Trifft eine NK-Zelle auf eine HLA-Klasse-I
negative Zelle, so erhilt sie nur ein aktivierendes Signal und totet die Zielzelle (,, Missing
Self Hypothese)%”. Trégt die allogene Zielzelle ein fiir den NK-Zell-Rezeptor unbekanntes
HLA-Klasse-I Molekiil, so erhélt sie ebenfalls kein inhibierendes Signal und es kommt zur
Lyse der Zielzelle (Abb. 2.11). Folgend sind die wichtigsten Rezeptoren auf NK-Zellen

kurz erlautert.
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Keina
Lyse

Inhibitorischer Eigenes ——
. Rezeptor HLA-Klasse-I -
(=] .D o ©
o © o0 0
o / °o
( % |' \ o ¥

Lyse

oo°| Normale | | \ o2
o \ Zelle / o}
s - &=
a —
\ ®j:[:> / - _/7 =
Aktivierender Aktivierender |
i Rezeptor Ligand Zelle mit fehlender HLA-Klasze-| Expregsicml
(a) Self: NK-Zelle - autologe Zelle (b) Missing Self: NK-Zelle - HLA™ Zelle

/\WQ
Fremdes

—_— HLA-Klasse-|

(¢) Non-Self: NK-Zelle - allogene Zelle

Entnommen aus: Kumar und McNerney, Nature Reviews Immunology, Apr. 2005.

Abbildung 2.11.: NK-Zellen: Missing Self Hypothese. (a) Interaktion zwischen NK-Zelle und
autologer Zelle. Die NK-Zelle bekommt ein aktivierendes und ein inhibierendes Signal.
Es kommt nicht zur Lyse der autologen Zelle. (b) Die Zielzelle ist HLA-Klasse-I
negativ. Die NK-Zelle erhélt nur ein aktivierendes Signal und tétet die Zielzelle. (c)
Die allogene Zielzelle trigt ein fiir den NK-Zell-Rezeptor unbekanntes HLA-Klasse-1
Molekiil. Die NK-Zelle erhélt kein inhibierendes Signal und es kommt zur Lyse der
Zielzelle.

e Killer-Immunglobulin-ihnliche Rezeptoren (KIRs) erkennen HLA-Klasse-I. Sie be-
sitzen einen extrazelluldren, ligandenbindenden Abschnitt, der entweder aus zwei
(KIR2D) oder aus drei (KIR3D) antikérperdhnlichen Doménen besteht. Auflerdem
besitzt jeder KIR einen zytoplasmatischen Abschnitt, der entscheidend dafiir ist,
ob es sich um einen aktivierenden oder inhibierenden KIR handelt. Aktivierende

KIRs besitzen kurze intrazellulare Abschnitte und inhibierende Rezeptoren lange
Abschnitte 395,

o (C-Typ Lektin Rezeptoren sind Heterodimere aus CD94 und einem Molekiil der
NKG2-Familie. Rezeptoren bestehend aus CD94 und NKG2A /B wirken inhibierend,
wihrend Rezeptoren aus CD94 und NKG2/C/E/F eine aktivierende Funktion be-
sitzen. Mit Ausnahme von NKG2D binden alle Rezeptoren HLA-Klasse-I. NKG2D
bildet ein Homodimer mit DAP10 oder KAP10 (keine Assoziation mit CD94). Der

30



2.4. Immunrekonstitution nach SZT

NKG2D-Rezeptor wirkt aktivierend und ist HLA-unabhéngig. Er erkennt die poly-
morphen ,, MHC-Class-I-Chain related“ (MIC) Peptide A und B, welche haufig auf
Tumorzellen, normalerweise aber nicht auf gesunden ausgereiften Zellen zu finden

sind. AuBerdem erkennt er bestimmte virale Peptide®?.

e Natiirliche Zytotozizititsrezeptoren (NCRs) agieren ebenfalls HLA unabhéngig. Der
Grofiteil von NCR-Liganden ist bislang unbekannt, lediglich BAT3 wurde als Ligand
des NCRs NKp30 identifiziert 8.

Die Zytotoxizitit der NK-Zelle wird durch die Balance aktivierender und inhibierender
Rezeptoren reguliert. Fehlt zu einem vorliegenden KIR-Rezeptor der NK-Zelle der spezifi-
sche Ligand auf der Target-Zellseite, wird die Lyseaktivitiit induziert%. Um den GvT/GvL
zu steigern, versucht man daher Spender auszuwéhlen, die KIR-Liganden Mismatche mit
dem Patienten aufweisen®®. Zusitzlich werden in klinischen Phase I/1I-Studien aufgerei-

nigte Spender-NK-Zellen als Immuntherapie eingesetzt (s. 2.4.5)%71.

2.4.4. Monitoring der Immunrekonstitution

Die Regeneration von Immunzellen nach allogener SZT spielt eine wichtige Rolle im Hin-
blick auf den Verlauf der Transplantation und das Uberleben des Patienten. Immunkom-
petente Zellen bieten dem Patienten einen Schutz vor Infektionen und der Entstehung
eines Rezidivs. Mit Hilfe durchflusszytometrischer Methoden kann die Immunrekonsti-
tution der Patienten regelméfig kontrolliert werden. Dies geschieht in der Frankfurter
Universitétskinderklinik wochentlich innerhalb der ersten drei Monate nach SZT. Bis zu
sechs Monate nach SZT werden die Immunzellen im Abstannd von zwei Wochen iiber-
priift. Im Abschnitt sechs Monate bis ein Jahr nach SZT wird monatlich der Immunstatus
des Patienten bestimmt. Im letzten Abschnitt des Monitorings (> ein Jahr bis vier Jahre
nach SZT), wird alle drei Monate ein Immunstatus erstellt (Abb. 2.12). Die durchfluss-

2/

1/Woche Kot

1/Monat alle 3 Monate

0 1 2 345 67 8 9 10 11 1213 18 24 30 36 42 48
Monate nach SZT

Abbildung 2.12.: Monitoring der Immunrekonstitution. Innerhalb der ersten drei Monate nach
SZT wird wochentlich ein Immunstatus erstellt. Zwischen Monat vier und sechs nach
SZT finden die Messungen alle zwei Wochen statt. Im Anschluss erfolgt eine durch-
flusszytometrische Bestimmung der Immunzellen monatlich. Im Intervall > ein Jahr
bis vier Jahre nach SZT wird alle drei Monate der Immunstatus des Patienten be-
stimmt.

31



2. Einleitung

zytometrische Charakterisierung von Immunzellen beinhaltet die Bestimmung von Leu-
kozyten, Monozyten, Lymphozyten, T-Zellen incl. T-Helfer- und zytotoxischer T-Zellen,
B-Zellen und NK-Zellen (s. 4.3.2). Zu bestimmten Zeitpunkten oder auch bei Verdacht
auf eine Infektion oder GvHD werden zusétzlich T-Zelluntergruppen (aktivierte T-Zellen,
Gedéchtniszellen und Tregs) sowie DCs und CMV-CTLs bestimmt (s. 4.3.3).

2.4.5. Zellulare Immuntherapien

Adoptive zelluldre Immuntherapien beinhalten die erneute Infusion von Spenderzellen.
Die Indikation hierzu ist streng geregelt, da eine zusétzliche Immuntherapie auch mit
Risiken verbunden ist. Spender-T-Zellen konnen z.B. eine schwere GvHD auslosen (s.

2.3.4). Indikationen fiir zelluldre Immuntherapien nach allogener SZT sind:

o Vorliegen eines gemischten Chimdrismus: Bei einem gemischten Chimérismus (stei-
gender Anteil von Patientenzellen im Vergleich zu Spenderzellen) wird mit der In-
fusion von Spederlymphozyten (DLI) versucht, ein beginnendes Rezidiv oder eine

Abstofung zu verhindern™ ™,

e Steigerung des GvT/GuL Effekts: Zur Steigerung des GvT/GvL werden DLIs einge-
setzt, aber auch die Infusion aufgereinigter Spender-NK-Zellen (NK-DLI) wird seit
einigen Jahren angewendet. NK-Zellen kénnen GvT/GvL vermitteln, vermutlich

ohne eine GvHD auszulosen "1,

e Infektion: Bei der akuten Infektion mit Viren (z.B. CMV) und Pilzen (z.B. Aspergil-
lus oder Candida) konnen antigen-spezifische Spender-T-Zellen selektioniert werden,
die dem Patienten infundiert werden und spezifisch gegen die vorliegende Infektion

wirken 778,

o Verzégerte Bildung von Immunzellen: Um die Immunrekonstitution zu boosten, wird

eine erneute, geringere Gabe von Spenderstammzellen eingesetzt.

Bisher gibt es keine zuverléassigen Methoden, um Patienten, die von einer Immuntherapie
profitieren von solchen zu unterscheiden, die keine zusétzliche Therapie benotigen. Mit
einem neuen Ansatz zur frithzeitigen Immunintervention bei Hochrisiko-Patienten basie-
rend auf der zelluldren Immunrekonstitution beschéftigt sich die vorliegende Arbeit! (s.

5.2).
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Die Rekonstitution von Immunzellen aus Spenderstammzellen nach SZT spielt eine ent-
scheidende Rolle im Hinblick auf den Verlauf der Transplantation. Bei Patienten mit
verzogerter immunologischer Rekonstitution treten gehduft Komplikationen wie z.B. In-
fektionen oder ein Riickfall der Erkrankung auf, was mit einer erhohten Mortalitéit ver-
bunden ist. Bei diesen Hochrisiko-Patienten konnen zelluldre Immuntherapien eingesetzt
werden, um die Immunrekonstitution zu unterstiitzen und einen GvT/GvL-Effekt zu be-
wirken. Die Indikation hierzu ist streng geregelt, da eine zusétzliche Immuntherapie auch

mit Risiken, wie z.B. dem Auftreten einer schweren GvHD), verbunden ist.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen retrospektiv Immunrekonstitutionsdaten ausgewertet wer-
den. Ziel hiervon ist es, Risikofaktoren zu ermitteln, die bereits wihrend des Immunmo-
nitorings erkannt und langfristig zur Steuerung der Immunintervention eingesetzt werden

konnen. Hierzu wurden folgende Schwerpunkte gewéhlt:

e Multivariate Modellierung von Immunrekonstitutionsdaten
Mittels multivariater Analyse soll die Korrelation zwischen verschiedenen Aspekten
der Immunregeneration und dem Uberleben untersucht werden. Hierzu sollen statis-
tische Methoden verwendet werden, um friithzeitig Hochrisiko-Patienten zu erkennen,
die von einer Immuntherapie (z.B. T- oder NK-Zellgabe des Spenders) profitieren

wiirden.

e Rekonstitution spezifischer Immunzellen
Eine besondere Bedeutung bei der Immunrekonstitution haben die regulatorischen
T-Zellen (Tregs) und die antigen-spezifischen T-Zellen. Diese sollen im Rahmen der
Doktorarbeit mit Hilfe durchflusszytometrischer Methoden immunologisch charak-
terisiert und quantifiziert werden. Eine mogliche Korrelation zwischen der Rekonsti-
tution von Tregs sowie der von antigen-spezifischen T-Zellen gegen CMV Infektionen
und dem Uberleben nach SZT soll ermittelt werden.
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4. Material und Methoden

4.1. Materialien

4.1.1. Laborgerate und Verbrauchsmaterialien

Laborgerit Bezeichnung Hersteller
Durchflusszytometer FC500 Beckman Coulter, Krefeld, GER
NAVIOS Beckman Coulter, Krefeld, GER
EpicsTMXLTM Beckman Coulter, Krefeld, GER
Himatozytometer Ac. T diff™ Beckman Coulter, Krefeld, GER
Kiihlschrianke Bosch, Gerlingen-Schillerhohe, GER,
Liebherr, Ochsenhausen, GER
Lysegeriit TQ-Prep”™ Workstation Beckman Coulter, Krefeld, GER
Pipetten Multipette® plus Hirschmann, Eberstadt, GER
Eppendorf Reference (10u1-100041) Eppendorf, Hamburg, GER
Pipetus® Hirschmann, Eberstadt, GER
Vortexgeréte [ka® MS1 Minishaker IKA, Staufen, GER
REAX 2000 Heidolph Instruments, Schwabach, GER
Zentrifugen Multifuge 3 S-R Haraeus, Hanau, GER

Multifuge 4 KR

Haraeus, Hanau, GER

Verbrauchsmaterial

Tabelle 4.1.: Laborgerite.

Bezeichnung

Hersteller

FACS Rohrchen

Rohrentubes 5ml

Sarstedt, Niimbrecht, GER

Falcon Rohrchen

CellStar® (15, 50ml)

Greiner, Frickenhausen, GER

Handschuhe

Peha-Soft

HARTMANN AG, Heidenheim, GER

Pipettenmaterial

Auslaufpipetten (2, 5, 10, 25, 50ml)

Pipettenspitzen

Costar, Offenburg, GER
Starlab, Ahrensburg, GER

Tabelle 4.2.: Verbrauchsmaterialien.
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Chemikalien, Reagenzien, Zellmedien und Puffer

Produkt

Hersteller

Aqua ad iniectabilia®

B. Braun AG, Melsungen, GER

Coulter Clenz®

Beckman Coulter, Marseilles, FRA

Flow-Check”™ Fluorespheres

Beckman Coulter, Marseilles, FRA

Flow-Count”™™ Fluorespheres

Beckman Coulter, Marseilles, FRA

Human FoxP3 Buffer Set

BD Biosciences, San Jose, USA

IMMUNOPREPTM Reagent System

Beckman Coulter, Marseilles, FRA

IMMUNO-TROLTM (Cells

Beckman Coulter, Marseilles, FRA

I0Test® 3 Fixative Solution

Beckman Coulter, Marseilles, FRA

IsoFlowI™ Sheat Fluid

Beckman Coulter, Marseilles, FRA

Stem-Kit” Reagents Lysing Solution 10X - NH,CI
Concentrated

Beckman Coulter, Marseilles, FRA

Octeniderm farblos

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, GER

PBS Dulbecco (ohne Ca & Mg)

PAA Laboratories, Pasching, AT

VersaLyse”™ Lysing Solution

Beckman Coulter, Marseilles, FRA

Tabelle 4.3.: Chemikalien, Reagenzien, Zellmedien und Puffer.
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Antikorper und HLA-spezifische Tetramere fiir die Durchflusszytometrie

Antikérper Fluorochrome Klon Subtyp Hersteller
Anti-CD3* FITC, PacO, PC5 UCHT1 IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD4* FITC, PacB, PE 13B8.2 IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA
ECD T4 IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD8* FITC, PC5 B9.11 IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD14 PC7 RMO52 IgG2a | Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD16 APC A-750, PC7 3G8 IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD19* ECD 3G8 IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD25 PCh B1.49.9 IgG2a | Beckman Coulter, Marseilles, FRA
PC7 2A3 IgG1 BD Biosciences, San Jose, USA
Anti-CD45* FITC, PC7 J.33 IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD45RA ECD 2H4 IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD56* APC, PE N901 IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD62L FITC, PC5 DREG5H6 | IgGl Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD69 PCh TP1.55.3 | IgG2b | Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD117 PE 104D2D1 | IgGl Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-CD127 APC A-700, PE, PC7 | R34.34 IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Anti-FoxP3 PE 259D/C7 | IgG1 Beckman Coulter, Marseilles, FRA

* Auch als Antikérper Mix eingesetzt (Beckman Coulter, Marseilles, FRA):
CYTO-STAT tetraCHROME CD45-FITC/CD4-RD1%/CD8-ECD/CD3-PC5
CYTO-STAT tetraCHROME CD45-FITC/CD56-RD1%/CD19-ECD/CD3-PC5

§ Entspricht einer PE-Markierung

Tabelle 4.4.: Antikérper und Farbstoffe fiir die Durchflusszytometrie.
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iTAg™ MHC | Fluoro- Epitop Hersteller

Tetramer chrome

HLA-A*0101 PE CMV (VTEHDTLLY) Beckman Coulter, Marseilles, FRA
HLA-A*0201 PE CMV (NLVPMVATV) Beckman Coulter, Marseilles, FRA
HLA-A*1101 PE CMV (ATVQGQNLK) Beckman Coulter, Marseilles, FRA
HLA-A*2402 PE CMV (QYDPVAALF) Beckman Coulter, Marseilles, FRA
HLA-B*0702 PE CMV (TPRVTGGGAM) Beckman Coulter, Marseilles, FRA
HLA-B*0801 PE CMV (ELRRKMMYM) Beckman Coulter, Marseilles, FRA
HLA-B*3501 PE CMV (IPSINVHHY) Beckman Coulter, Marseilles, FRA
MHC Class I | PE Beckman Coulter, Marseilles, FRA
Negative Tetra-

mer

Tabelle 4.5.: Ubersicht der verwendeten HLA-spezifischen CMV Tetramere.

4.1.2. Software

Software Version Hersteller

CXP System II 2.2 Beckman Coulter, Krefeld, GER

DB Designer 4 fabFORCE.net

GraphPad Prism 4 und 5 GraphPad Software, San Diego, USA
Kaluza® 1.1 Beckman Coulter, Krefeld, GER

R 2.11 r-project, Wien, AT

SIMCA-P+ 12 Umetrics, Umea, Schweden

XAMPP (incl. MyS- | mySQL: 5.1.51 apachefriends, Berlin, GER

QL, PHP und php- | PHP: 5.3.3

MyAdmin) XAMPP: 1.7.3
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4.2. Patienten und Spender

4.2.1. Spender der multivariaten Normwertgenerierung

Zur Generierung des multivariaten Normwertellipsoids wurden Daten verwendet, die von
Huenecke et al. im Rahmen einer Normwertstudie zur Bestimmung von Lymphozytensub-
populationen erhoben wurden™. Hierbei handelt es sich um Analysen von 20 gesunden
Erwachsenen und 80 Kindern. Die Blutproben der Kinder wurden vor einem kleinen chi-
rurgischen Eingriff zur Korrektur von Lippen-Kiefer-Gaumen-Segelspalten oder Phimosen
entnommen. Die Kinder erhielten keine Medikamente, die einen Einfluss auf das hamato-
poetische System nehmen. Eine Einwilligung der Eltern, dass die Reste der Blutproben fiir
Forschungszwecke verwendet werden diirfen, lag vor und erfolgte nach den Richtlinien der
Ethikkomission der Universitéatsklinik Frankfurt. Die Altersverteilung der 100 gesunden
Spender zeigt Tabelle 4.7.

Alter (Jahre) | <1 1-3 49 10-18 19-40
Anzahl Patienten | 14 25 31 10 20

Tabelle 4.7.: Normwertstudie: Spenderalter.

4.2.2. Patienten

Die Blutabnahmen zur durchflusszytometrischen Bestimmung von Leukozytensubpopula-
tionen bei péadiatrischen Patienten mit Leuk&dmien und Tumoren wurden entweder inner-
halb der klinischen Routinekontrolle angefordert oder erfolgten im Rahmen einer Studie
zur Analyse der ,, Altersabhéngigen Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation“. Bei Patienten, bei denen im Zuge der Studie Blut entnommen wurde, lag
eine Einverstédndniserklarung der Eltern nach Richtlinien der Ethikkomission der Univer-
sitatsklinik Frankfurt vor (Ethik-Nummer 50/07). Die Studie beinhaltete die Messung
aller in dieser Arbeit beschriebenen Leukozytenuntergruppen. Bei den Routineleistungen
wurden mitunter nur Teilmengen der zur Auswertung bendtigten Messdaten durch die
Stationen angefordert. Aus den Resten der Blutproben wurden anschliefend die Daten
erhoben, die nicht angefordert wurden, aber zur Auswertung der Forschungsergebnisse
benstigt wurden (z.B. CMV-CTLs oder Tregs). Die Einwilligung der Eltern, dass diese
Reste der Blutproben zu Forschungszwecken verwendet werden diirfen, lag ebenfalls vor.
Die in dieser Arbeit beschriebenen Auswertungen wurden im Rahmen folgender drei Stu-

dien durchgefiihrt:
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o Jellulare Immunrekonstitution nach SZT: Erreichen eines multivariaten Normwer-

tellipsoids im Hinblick auf das Uberleben der Patienten (n=32 Patienten, Univer-
sitatskinderklinik Frankfurt, Tabelle 4.8).

Rekonstitution CMV-CTLs nach SZT: Monitoring der CMV-CTL Regeneration mit
Hilfe der Tetramertechnologie. Auswertung der Daten im Hinblick auf die Reakti-
vierung einer latenten CMV-Infektion und das Uberleben der Patienten (n=201,
multizentrische Studie: Universitdtsklinik Frankfurt und medizinische Hochschule
Hannover, Tabelle 4.9). Von den 201 Patienten wurden 123 in Hannover und 78 in
Frankfurt behandelt. Bei den Hannoveraner Patienten handelte es sich ausschlieflich
um internistische Patienten. Die Frankfurter Kohorte setzte sich in etwa zu gleichen
Teilen aus internistischen und pédiatrischen Patienten zusammen. Die CMV-CTL
Messungen wurden in Hannover und Frankfurt durchgefiihrt, wobei alle Proben von
Frankfurter Patienten im Labor fiir Stammzelltransplantation und Immuntherapien

der Universitatskinderklinik durchflusszytometrisch bestimmt wurden.

Immunregeneration von Tregs nach SZT: Longitudinalanalyse zur Treg Rekonstitu-
tion nach SZT (n=16, Universitéitskinderklinik Frankfurt, Tabelle 4.10) als Teilpro-
jekt der Studie , Altersabhéingige Immunrekonstitution nach allogener Stammzell-

transplantation‘.

Die Immunrekonstitutionsdaten der multizentrischen CMV-CTL Auswertung und der

Studie ,, Altersabhéngige Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation®

wurden in Datenbanken eingetragen und archiviert. Klinische Daten zum Patientenverlauf

nach SZT wie z.B. aufgetretene Infektionen, Spenderchimérismus oder GvHD Entwick-

lung wurden vermerkt und wenn moglich in die Auswertung einbezogen. Die Erfassung

dieser klinischen Daten geschah im Zuge von Routineuntersuchungen nach SZT.
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Patienten n=201
Alter (Range) 41,5 (2-71)
Geschlecht n

Weiblich 81
Maénnlich 120
Diagnose n
ALL 35
AML 110
CML 8
MDS 15
solide Tumore 15
Andere Krankheiten mit 18

Indikation zur SZT

CMV-Reaktivierung/De-Novo Infektion

n(Reak.)/n(Ges.)

Alle Patienten 78/201
R+/D+ 53/98
R+/D- 20/33
R-/D+ 3/32
R-/D- 2/38
Spender n
MFD 57
MUD 88
MMUD 35
MMFD 21
Transplantate n
KM 28
CD34-105 /kgKG 3.4
CD3-10% /kgKG 27
PBSC ohne T-Zelldepletion 152
CD34-10% /kgKG 6,7
CD3:10° /kgKG 420
PBSC mit T-Zelldepletion 21
CD34-105 /kgKG 10,4
CD3-10° /kgKG 0,03
Verwendete CMV-Tetramere n
HLA-A*0101 (pp50) 68
HLA-A*0201 (pp65) 109
HLA-A*1101 (pp65) 1
HLA-A*2402 (pp65) 43
HLA-B*0702 (pp65) 49
HLA-B*0801 (IE-1) 53
HLA-B*3501 (pp65) 23

Tabelle 4.9.: Patienten der multi-zentrischen CMV-CTL Studie.
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4.3. Labormethoden

4.3.1. Grundlagen der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse physikalischer und molekularer Eigenschaf-
ten von Zellen auf Einzelzellebene.

Das Prinzip zur Ermittlung molekularer Eigenschaften unter Verwendung eines Durch-
flusszytometers (,FACS - Fluorescence-activated-cell-sorter*) beruht auf einer Antigen-
Antikérper-Bindung. Zum Einsatz kommen hierzu monoklonale fluorochrom-konjugierte
Antikorper. Mit Hilfe eines Lasers als monochromatische Lichtquelle werden die Fluo-
rochrome mit der fiir sie spezifischen Wellenlénge angeregt und kénnen iiber das jewei-
lige charakteristische Emissionsspektrum detektiert werden. Des Weiteren kénnen iiber
die Streuung des Laserlichts Grofle (FS: Forward-Scatter) und Granularitéat (SS: Side-
Scatter) ermittelt werden (Abb. 4.1). Die Lichtsignale werden mit Hilfe einer optischen
Bank (Filter/Spiegel) getrennt, durch Photomultiplier (PMT) verstérkt und zur Auswer-

tung digitalisiert 89!,

ﬁ Probenstrom
RS
Q

FS

Laser
488nm

SS

Abbildung 4.1.: Prinzip der durchflusszytometrischen Messung. Durch die Streuung in Richtung
des Lichtstrahls (FS) kann die Gréfle von Zellen bestimmt werden. Die Ablenkung des
Strahls im 90°C Winkel (SS) gibt Informationen iiber die Granularitit. Auflerdem emit-
tieren iiber Antikérper an die Zellen gekoppelte Fluorochrome Licht unterschiedlicher
Wellenléngen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einem FC-500 und einem Navios Durchflusszyto-
meter gearbeitet. Zur univariaten und multivariaten Auswertung von Immurekonstitu-
tionsdaten wurden teilweise Daten herangezogen, die vor Beginn der vorliegenden Dis-
sertation im Labor fiir SZT und Immuntherapien mit Hilfe eines Epics” XLT 4-Farb-
Durchflusszytometers erhoben wurden. Das verwendete FC-500 Durchflusszytometer ar-
beitet mit einen blauen Laser, welcher monochromatisches Licht mit der Wellenlange
488nm aussendet. Mit der angewendeten Konfiguration kénnen die Fluorochrome FITC,
PE, ECD, PC5 und PC7 detektiert werden. Das verwendete Navios Durchflusszytometer
besitzt zusétzlich einen roten und einen violetten Laser, die Licht der Wellenléngen 638nm
und 405nm aussenden. Hierdurch kénnen zusétzlich die Fluorochrome APC, APC A-700,
APC A-750, PacB und PacO detektiert werden. Tabelle 4.11 gibt einen Uberblick der
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe. Abbildung 4.2 zeigt die Emissionsspektren der ver-

wendeten Fluorochrome.

Anre- | Fluo- Fluoreszenzfarbstoff Mbolekulargewicht | Emissions-
gung | reszenz- des Farbstoffes | maximum
kanal (Dalton) 82 (nm)
FL1 FITC (Fluorescein Isothiocyanate) 389 820
FL2 PE (Phycoerythrin) 240000 575
488 FL3 ECD (PE-Texas Red) 240625 620
FL4 PC5 (PE-cyanine 5) 241500 680
FL5 PC7 (PE-cyanine 7) 241001 770
FL6 APC (Allophycocyanin) 105000 670
638 FL7 APC A-700 (APC-Alexa Fluor® 700) 106400 720
FLS8 APC A-750 (APC-Alexa Fluor® 750) 106300 780
e FL9 PacB (Pacific BlueT) 406 450
FL10 PacO (Pacific Orange™™) 800 550

Tabelle 4.11.: Fluoreszenzfarbstoffe. Verwendete Fluorochrome mit ihren Molekulargewichten und
Emissionswellenléngen.

Nach Digitalisierung der Messwerte konnen die Daten mit Hilfe spezieller Software als
sogenannte 2-Parameter-Plots dargestellt werden. Dem Anwender wird durch die Defini-
tion von Regionen ermdglicht, bestimmte Zellpopulationen von anderen zu separieren. Die
Verkniipfung von Regionen zu Gates (Engl.: Tor) ermdoglicht eine weitergehende Analyse
von Zellen, die iiber mehrere Parameter definiert werden. Mit Hilfe logischer Operatoren

lassen sich Gates beliebig kombinieren und zu einer ,,Gating-Strategie“ zusammenfassen.
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Laser
(638nm)

Laser FITC PE ECD PC5 PC7
(488nm)

575 620

520 720 770  pm

(a) Blauer Laser: 488nm

APC APC APC Laser Pacific Pacific
A-700 A-750 (405nm) Blue Orange

670 720 780 nm

450 550

nm

(b) Roter Laser: 638nm (c) Violetter Laser: 405nm

Abbildung 4.2.: Emissionsspektren. (a) Die Fluoreszenzfarbstoffe FITC, PE, ECD, PC5 und PC7

46

werden vom blauen Laser (488nm), (b) die Fluorochrome APC, APC A-700 und APC
A-750 vom roten Laser und (c) die Farbstoffe PacB und PacO vom violetten Laser
angeregt. Die Uberlappung der Emissionsspektren muss durch eine geeignete Kompen-
sation korrigiert werden.



4.3. Labormethoden

4.3.2. Phanotypisierung von Immunzellen

Die Zellen des Immunsystems lassen sich aufgrund ihrer Expression spezifischer Ober-
flachenmolekiile (CD-Marker) voneinander unterscheiden. Mit Hilfe von fluorochrom-kon-
jugierten monoklonalen Antikoérpern (Tabelle 4.4) konnen diese Oberflachenmolekiile an-
gefarbt und durchflusszytometrisch bestimmt werden. Neben der Markierung von Ober-
flachenmolekiilen ist es auch moglich, intrazelluldre Antigene von Immunzellen zu farben
und durchflusszytometrisch zu bestimmen. Hierzu miissen die Zellen zunéchst fixiert und
die Zellmembranen permeabilisiert werden. Die Charakterisierung von Immunzellen im
peripheren Blut wird als Immunphénotypisierung bezeichnet. Fiir alle in dieser Arbeit
beschriebenen Methoden wird EDTA-Vollblut benotigt. Dieses wurde bei Raumtempera-
tur gelagert und innerhalb eines Zeitfensters von 24 Stunden nach Blutabnahme bearbei-
tet. Zur Angabe von Absolutzellzahlen pro ul Patientenblut wurden folgende Verfahren

eingesetzt:

e Dual Platform: Bei dieser Methode wird zunéchst die absolute Anzahl an Leukozy-
ten/pl mit Hilfe eines Himatozytometers bestimmt. Anschlieffend wird der Anteil
verschiedener Leukozytenuntergruppen durchflusszytometrisch charakterisiert. Da
die Absolutzahl der Leukozyten/ul bekannt ist, konnen anhand der ermittelten pro-

zentualen Angaben auch die Zellzahlen/ul der Untergruppen berechnet werden.

e Single Platform: Die Bestimmung der Absolutzellzahlen aller untersuchten Zellgrup-
pen geschieht hierbei wiahrend der durchflusszytometrischen Messung. Hierzu wer-
den Flow-Count”™ Fluorespheres (Beads; Latex Partikel) eingesetzt, welche als in-
terner Standard dienen. Sind Anzahl von Beads pro Volumeneinheit und die Menge
der verwendeten Probe bekannt, so kann die Absolutzellzahl berechnet werden. Man
sollte beachten, dass nur ein geradliniger Beadsverlauf (>95% im Gate) eine exakte

Zellzahlbestimmung gewéhrleistet.

Bestimmung von T-, B-, NK-Zellen und Tregs mit Hilfe von 5-Farb
Durchflusszytometrie

Zur durchflusszytometrischen Charakterisierung von T-, B-; NK-Zellen und Tregs in Pa-
tientenblut wurde eine ,no-wash-Methode“ eingesetzt. Zur Bestimmung von Absolut-
zellzahlen wurde das Dual-Platform Verfahren gewihlt. Die Leukozytenzahl lag in den
meisten Féllen bereits vor, da sie im Zuge der Routineuntersuchung des Patientenbluts
durch das hamatologische Labor der Kinderklinik bestimmt wurde. War dies nicht der
Fall, wurde ein kleines Blutbild mit dem H&matozytometer (Ac. T diff’™) erstellt. Zur

Immunphénotypisierung wurden folgende Kombinationen von Antikorpern gewéhlt:
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1. CD45-FITC/CD4-PE/CDS8-ECD/CD3-PC5/CD14-PC7: Mit dieser Markerkombi-
nation kénnen Lymphozyten, CD3% T-Zellen, CD3*tC D4% T-Helferzellen, C D3
CD8* zytotoxische T-Zellen und C'D14" Monozyten bestimmt werden.

2. CD45-FITC/CD56-PE/CD19-ECD/CD3-PC5/CD16-PC7: Ansatz zur zusétzlichen
Charakterisierung von C'D3~C D567 NK-Zellen und CD19" B-Zellen.

3. CDS-FITC/CD127-PE/CD4-ECD/CD62L-PC5/CD25-PC7: Diese Antikorperkom-
bination ermoglicht die Bestimmung von C D259 und C D25 C' D1277¢9/%™ Tregs
bezogen auf die CD3TC D4 T-Helferzellen.

Fiir die Ansétze 1-3 wurde je ein Rohrchen mit jeweils 10/ ul der beschriebenen Antikérper
vorbereitet. Anschlieend wurden je 100ul EDTA-Patientenblut zu dem Antikorperge-
misch pipettiert. Zum Durchmischen von Blut und Antikorpergemisch wurden die Proben
anschliefend gevortext. Eine darauf folgende 15 miniitige Inkubationszeit bei Raumtem-
peratur ist ausreichend, damit eine Bindung zwischen Antikérper und Immunzelle statt-
finden kann. Die Lagerung der Proben wihrend der Inkubationszeit sollte im Dunkeln
stattfinden, da die fluorochrom-gekoppelten Antikorper sehr lichtempfindlich sind. Nach
der Inkubation wurde mit Hilfe der TQ-Prep?™ Workstation die Lyse von Erythrozyten
und die Zellfixation durchgefiihrt. Hierzu wird das IMMUNOPREPT™ Reagent System

verwendet, welches die folgenden drei Reagenzien beinhaltet:

o IMMUNOPREP A enthélt Ameisensdure (C'Hy05) zur Lyse der Erythrozyten.

e IMMUNOPREP B besteht aus Natriumcarbonat (NayCOs3), Natriumchlorid (NaCl)
und Natriumsulfat (NaySO4) und dient der Stabilisierung der Leukozyten.

o IMMUNOPREP C beinhaltet Paraformaldehyd zur Fixierung der Membran.

Innerhalb von 24 Stunden nach der Erythrozytenlyse und Fixation wurden die Zellen
durchflusszytometrisch charakterisiert. Die Daten wurde mit Hilfe der CXP System II
Software ausgewertet. Die Abbildungen 4.3 und 4.4 zeigen die Gating Strategie fiir Mono-
zyten, Lymphozyten, T-Zellen (incl. T-Helfer- und zytotoxische T-Zellen), B-Zellen und
NK-Zellen bei einem Patienten 1 1/4 Jahre nach allogener SZT. Die Gating Strategie zur
Auswertung von Tregs dieses Patienten zum gleichen Zeitpunkt zeigt Abbildung 4.5.
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Abbildung 4.3.: Immunstatus 1: Bestimmung von T-Zellen und Monozyten. (a) Bestimmung
des Lymphozytenanteils. Aufgetragen sind Granularitit (SS: Side Scatter) gegen den
Pan-Leukozytenmarker CD45. (b) Die Granularitét und die Grée (FS: Foward Scat-
ter) sind gegeneinander aufgetragen. Zu grofie, zu kleine und Zellen die zu granuldr
sind, kénnen aus der Lymphozytenpopulation ausgeschlossen werden. (c) Dieses Histo-
gramm dient der eindeutigen Trennung von C D3 T-Zellen und C D3~ Lymphozyten.
(d) T-Helferzellen werden mit Hilfe der Marker CD3 und CD4 als CD3TCD4" be-
stimmt. (e) Gatingstrategie fiir C D3+t C D8 zytotoxische T-Zellen. (f) Die Monozyten
werden mit Hilfe des Markers CD14 von den restlichen Leukozyten separiert.
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Abbildung 4.4.: Immunstatus 2: Bestimmung von NK- und B-Zellen. (a) Die Lymphozyten
werden anhand von Granularitiit (SS) und CD45-Expression ausgewihlt. (b) Uber-
priffung der Lymphozytenbestimmung durch FS und SS. (¢) Ermittlung der CD3-
Grenze zur Unterteilung in C D3+ T-Zellen und C D3~ Lymphozyten. (d) NK-Zellen
werden mit Hilfe der Marker CD3 und CD56 als C D3~ C D561 Lymphozyten durch-
flusszytometrisch bestimmt. (e) Detektion von CD3TCD56% NK #hnlichen T-Zellen.
(f) Gatingstrategie zur Detektion CD3~CD19" B-Zellen.
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Abbildung 4.5.: Gating Strategie fiir regulatorische T-Zellen (Tregs). (a) Detektion der

Lymphozyten durch GroSe (FS) und Granularitdt (SS). (b) Hilfsplot zur Tren-
nung CD127Y und CD127~ Zellen. (c) Hilfsplot zur Trennung CD25% und
CD25~ Zellen. (d) Bestimmung CD3TCDA4" T-Helferzellen. (e) Gatingstrategie fiir
C D4t O D259 Tregs. (f) Treg Bestimmung unter zu Hilfenahme von CD127. In rot
CD4+tCD25TCD1277¢9/4™ Tregs. (g) Hilfsplot zur Trennung C D62L+ und C D62L~
Zellen. (h) Expression von CD62L auf C D4+ CD25%C D1277¢9/4™ Tregs.
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Immunphanotypisierung von Treg- und NK-Zellsubpopulationen mit Hilfe von
10-Farb Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung von Treg- und NK-Zelluntergruppen mit Hilfe von 10-Farb Durch-
flusszytometrie wurden die Antikorper CD62L-FITC/CD117-PE/CD45RA-ECD/CD69-
PC5/CD25-PC7/CD56-APC/CD127-APC A-700/CD16-APC A-750/CD4-PacB und CD3-
PacO eingesetzt. Die Antikorpermengen wurden geméfl der Herstellerangaben in ein
Rohrentube pipettiert. Nach einer Zugabe von 2001 EDTA-Blut wurde die Probe gevor-
text und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Zur Erythrozytenlyse
wurden im Anschluss 2ml VersaLyse™ inclusive IOTest® 3 Fixative Solution (1:40 -
Fixative:Lyse) hinzugefiigt. Nach einer 15 miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur im
Dunkeln wurden die Zellen zwei Mal gewaschen. Hierzu wurden jeweils 3ml PBS zugege-
ben und die Proben wurden bei 300g fiinf Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde die
durchflusszytometrische Messung am Navios 10-Farb Durchflusszytometer durchgefiihrt.
Die Daten wurden mit Hilfe der Kaluza®-Software ausgewertet. Abbildung 4.6 zeigt einen
Beipielplot.

52



4.3. Labormethoden

1000 —_— --; 10"

%001 .
o CD3'CD4’

600 E e
o b 3
= ’

400 o

200 o L B .

=, i, o
Lymphozyten B 7
1] T T T T T - T T T
o 200 400 830 % 1000 10° 10 17 107
ES CD3-PacO
(a) Gate: Ungated (b) Gate: Lymphozyten

1t 100
i o 105
) e
) = ¢
gy &
= uh 10 2
= o
] (]
e
D4
o4
s T T T T ey e e
0 107 10! 16 104 W 19 1o 1’
CD62L-FITC CD4-PacB
(c) Gate: CD3TCD4* (d) Gate: CD3TCD4+
10 1!
Tregs
167 o
e |
o v
o o 10
& 3
w ] .
e .
0.4 “‘o"‘r‘
0] ‘."'-'-.-
T T, Mt T T T T
10 10' 1¢ 10! o 1e? 10 1¢ 10!
CD127-APC A-700 CDB2L-FITC
(e) Gate: CD3+ (f) Gate: CD4*TCD25+CD1277es/dim

Abbildung 4.6.: Gating-Strategie: Messung von Tregs und Treg-Untergruppen mit Hilfe von
10-Farb-Durchflusszytometrie. Zur durchflusszytometrischen Bestimmung von
Tregs und Treg-Untergruppen wurden die Oberflichenmarker CD62L-FITC, CD45RA-
ECD, CD69-PC5, CD25-PC7, CD127-APC A-700, CD4-pacB und CD3-pacO ein-
gesetzt. (a) Lymphozyten (b) CD3tCD4t T-Helferzellen (c¢) CD45RATCD62L*
Naive-, CD45RA-CD62L" Zentrale-Gedéchtnis- und CD45RA~CD62L~ Effektor-
Gedichtnis T-Zellen (d) CD25tCD1277¢9/4™ Tregs (e) Uberschneidung von akti-
vierten CD25% T-Zellen und CD25%%9h* Tregs (f) Naive-, Zentrale-Gedichtnis- und
Effektor-Gedéchtnis Tregs.

23



4. Material und Methoden

Intrazelluldre FoxP3 Farbung von Tregs

Der Transkriptionsfaktor FoxP3 wird intrazellular von Tregs exprimiert. Aus diesem
Grund miissen die Zellen zur FoxP3 Bestimmung zunéchst fixiert und die Zellmembranen
geoffnet werden. Anschliefend kann FoxP3 mit einem fluorochrom-gekoppelten Antikorper
durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Zur Fixation der Zellen und zur Offnung der
Zellmembran, der sogenannten Permeabilisierung, wurden zunéchst zwei Pufferlosungen

vorbereitet:

e Puffer A beinhaltet Diethylen Glycol und Formaldehyd und dient der Fixierung.

e Puffer B besteht aus Sodium Azid zur Permeabilisierung der Zellmembran.

Zuniichst wurde die Leukozytenzahl/ul mit Hilfe des Himatozytometers (Ac. T diff™™)
bestimmt. Fiir den Ansatz werden 1 - 10° Leukozyten absolut ben&tigt. Das Volumen,
welches diese Zellzahl beinhaltet, wurde zunéchst berechnet und anschliefend in ein
Rohrentube pipettiert. Zur Erythrozytenlyse wurde NH,CI Lyse (1:10 - Stem-Kit™™
Reagents Lysing Solution 10X:AquaDest) eingesetzt. Nach zwei Waschschritten (Zentri-
fugation: 257g, 4 Minuten) mit jeweils 2ml PBS wurden die Zellen mit den Oberflichen-
markern CD62L-FITC/CD4-ECD/CD25-PC5 und CD127-PC7 markiert. Darauf folgten
ein Waschschritt (Zentrifugation: 257g, 4 Minuten) mit 2ml kaltem PBS und die Fixierung
der Zellen mit 2ml Puffer A. AnschlieBend folgten ein Zentrifugations- und ein Wasch-
schritt (Zentrifugation jeweils: 500g, 5 Minuten) sowie die Permeabilisierung der Membran
durch die Zugabe von 500ul Puffer B. Nach einer erneuten Zentrifugation (500g, 5 Minu-
ten) wurden 20ul FoxP3-PE Antikorper zugegeben und es wurde ein letzter Waschschritt
(Zentrifugation: 500g, 5 Minuten) durchgefiihrt. Anschlieffend wurden die Zellen in 5004l
PBS aufgenommen und durchflusszytometrisch bestimmt. Abbildung 4.7 zeigt eine Bei-

spielmessung.
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Abbildung 4.7.: Bestimmung von Tregs. Gezeigt ist eine Beispielmessung von Tregs mit Hilfe intra-
zelluldrer FoxP3-Farbung. (a) FoxP3 Expression auf allen Lymphozyten. (b) Gating
Strategie fiir CD3TCD4TCD257 FoxP3™ Tregs.
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4.3.3. Messung CMV-spezifischer T-Zellen (CMV-CTLs) mit Hilfe

der Tetramertechnologie
Tetramertechnologie

Ein Tetramer besteht aus vier HLA-Klasse-I Molekiilen, welche mit einem CMV-Peptid
beladen sind. Die HLA-Klasse-I Molekiile sind iiber Biotin an Streptavidin gebunden. Das
Streptavidin ist mit einem Fluorochrom verbunden, das fiir die durchflusszytometrische
Detektion notwendig ist®. Abb. 4.8 zeigt den Aufbau eines Tetramers (s. 4.8(a)) und die
Bindung eines Tetramers an eine CMV-CTL (s. 4.8(b)). Mittels dieser Tetramertech-

Antigen

HLA-Klasse-l
Molekiil

/Bintin

= =2

=
w Streptavidin

Fluorochrome (PE)

CD3*CD8*
zytotoxische
T-Zelle

(a) Aufbau eines Tetramers (b) Bindung von Tetramer und T-Zelle

Abbildung 4.8.: Tetramertechnologie. (a) Darstellung eines HLA-Klasse-I spezifischen Tetramers
zur durchflusszytometrischen Bestimmung von CMV-CTLs. Ein Phycoerythrin (PE)-
markiertes Streptavidin ist mit vier Biotinmolekiilen verbunden. Diese sind jeweils
mit einem HLA-Klasse-I Molekiil verkniipft, das ein CMV-Antigen prisentiert. (b)
Bindung des Tetramers an eine CD3TCD8T zytotoxische T-Zelle. Die TCRs der T-
Zelle binden an die HLA-Klasse-I Molekiile des Tetramers. Zur Messung wird die Zelle
noch mit Antikérpern markiert, die andere Fluorochrome gebunden haben (z.B. CD8-
FITC)

nologie kann eine sehr sensitive Quantifizierung von seltenen Zellpopulationen erreicht
werden. Ein Nachteil des Verfahrens ist die HLA-Restriktion, denn man kann damit nur
CMV-CTLs bei Patienten bestimmen, deren Zellen mindestens ein HLA-Klasse-I Molekiil
tragen, fiir das auch ein Tetramer vorhanden ist. Momentan sind neun verschiedene HLA-
spezifische Tetramere auf dem Markt. Uns standen zu Beginn unserer Messungen sechs,
spéater durch Hinzunahme von HLA-A*1101 sieben dieser Tetramere zur Verfiigung (s.

Tabelle 4.5). Die Verwendung von sechs Tetrameren erméoglichte uns die Bestimmung von
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CMV-CTLs bei mehr als 85% unserer Patienten®t. Durch eine Verwedung aller Tetramere
wire eine Anwendung dieses Messverfahrens bei >90% der Patienten moglich.

Die verwendeten Tetramere sind mit Peptiden drei unterschiedlicher CMV-Proteine be-
laden (pp50, pp65 und IE-1). Tabelle 4.12 gibt eine Ubersicht der verwendeten CMV-
Tetramere und zeigt, von welchem CMV-Protein die an die Tetramere gekoppelten Pep-

tide stammen. Fiinf der Tetramere sind mit Peptiden des CMV-Proteins pp65 beladen.

HLA-Klasse-I Tetramer CMV-Protein Epitop

HLA-A*0101 pp50 CMV (VTEHDTLLY)
HLA-A*0201 pp65 CMV (NLVPMVATV)
HLA-A*1101 pp65 CMV (ATVQGQNLK)
HLA-A*2402 pp65 CMV (QYDPVAALF)
HLA-B*0702 pp65 CMV (TPRVTGGGAM)
HLA-B*0801 IE-1 CMV (ELRRKMMYM)
HLA-B*3501 pp65 CMV (IPSINVHHY)
Negativ Tetramer (HLA-Mix) Unspezifisches Peptid

Tabelle 4.12.: CMV-Tetramere und daran gekoppelte Virus-Peptide. Es wurden sieben HLA-
Klasse-I spezifische Tetramere zur Bestimmung von CMV-CTLs eingesetzt. Fiinf dieser
Tetramere waren mit Peptiden des CMV-Proteins pp65 beladen. Jeweils ein Tetramer
detektiert die Immunantwort gegen pp50 und IE-1.

CMV-pp65 ist ein Tegument-Protein, das eine dominante Immunantwort liefert®. Es hat
wahrscheinlich die Funktion einer Proteinkinase und fordert die Inkorporation weiterer
Virusproteine?. Das CMV-Protein pp50 (UL44) wird frith im Replikationszyklus des Vi-
rus exprimiert, es bindet doppelstrangige DNA und hat eine wichtige Funktion bei der
Virusreplikation®. Eines der ersten Proteine, das wihrend der Virusreplikation gebildet
wird, ist der Transaktivator Immediate-Early 1 (IE-1). Er leitet die Expression anderer
viraler Proteine ein, stimuliert die Expression von NF,B, einem weiteren Transaktivator
und steigert die Ausschiittung inflammatorischer Zytokine®.

Gibt es eine Ubereinstimmung mehrerer Tetramere mit den HLA-Molekiilen des Patien-

ten, wird die Messung mit allen passenden Tetrameren durchgefiihrt.

Messung von CMV-CTLs

Zur Bestimmung von CMV-CTLs in EDTA-Blut wurden folgende Ansétze durchgefiihrt:

1. Absolutzellzahl-Bestimmung: Single Platform Verfahren zur Messung von Leukozy-
ten, Lymphozyten, C D31 T-Zellen, C D3TC D4 T-Helferzellen und C'D3TCD8"

zytotoxischen T-Zellen. Es wurden pro Patient zwei Ansétze durchgefiihrt:

26



4.3. Labormethoden

e Bestimmung der Absolutzellzahlen im Patientenblut.

e Messung von Absolutzahlen in Kontrollblut (IMMUNO-TROL™ Cells) (dient
der Validierung).

2. Messung von CMV-CTLs:

e Falls mindestens 100 CD3TC'D8" T-Zellen/ul nachgewiesen werden kénnen,
werden CMV-CTLs mit jedem HLA-Klasse-I spezifischen Tetramer, das mit

einem HLA-Merkmal des Patienten iibereinstimmt, bestimmt.

e Zusitzlich wird ein Ansatz mit einem Negativ-Tetramer durchgefiihrt, um un-

spezifische Bindungen zu ermitteln.

Zur Bestimmung der Absolutzahlen wurden zunéchst jeweils 10ul der Antikérper CDS-
FITC/CD4-PE/CD3-PC5 und CD45-PC7 vorgelegt. In reverser Pipettiertechnik wurden
anschliefend 100u] Patienten- bzw. Kontrollblut zugegeben. Die Proben wurden gevor-
text und fiir 20-30 Minuten bei Raumtemperatur dunkel inkubiert. Nach der Inkubation
wurde zu jedem Ansatz 1 ml Lyse-Fixations-Reagenz (VersaLyse” +10Test® 3 Fixative
Solution, 1:40) gegeben. Darauf folgte eine 10 miniitige Inkubation bei Raumtemperatur
im Dunklen. Bis zur Messung wurden die Proben héchstens 24 Stunden bei 4°C gelagert.
Direkt vor der Messung wurden mit reverser Pipettiertechnik 100ul Flow-Count? Fluo-

respheres (Beads) zur Probe gegeben. Abbildung 4.9 zeigt eine Beispielauswertung.

Zur Bestimmung von CMV-CTLs mit Hilfe von HLA-Klasse-I spezifischen Tetrameren
wurden jeweils 10ul CDS8-FITC und CD3-PC5 vorgelegt. Aufierdem wurden 10ul iTAg™™™
MHC Tetramer (passendes HLA-Klasse-1 spezifisches Tetramer bzw. Negativ Tetramers)
hinzugefiigt. AnschlieBend wurden 200ul Patientenblut dazu pipettiert und die Proben
wurden fiir 20-30 min dunkel inkubiert. Nach der Inkubation wurde zu jedem Ansatz
1 ml Lyse-Fixations-Reagenz (VersaLyse”™ +I0Test® 3 Fixative Solution, 1:40) gege-
ben. Darauf folgte eine zehn miniitige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunklen. Im
Anschluss wurden zwei Waschschritte mit 3ml PBS durchgefiihrt (Zentrifugation: 257g,
4 Minuten). AbschlieBend wurden 500l 0.1%iges Formaldehyd-PBS (PBS+IOTest® 3
Fixative Solution, 1:80) hinzugefiigt. Die Ansétze wurden anschlieend bei 4°C gelagert
und nach vier bis 24 Stunden Inkubation durchflusszytometrisch charakterisiert. Tabelle
4.13 zeigt das Ansatzschema zur Bestimmung von CMV-CTLs. Die Abbildung 4.10 zeigt
eine Beispielauswertung. Mit Hilfe dieses Ansatzes wird der prozentuale Anteil von CMV-
CTLs bezogen auf die CD3*C'D8" zytotoxischen T-Zellen ermittelt. Da wir die Anzahl
zytotoxischer T-Zellen bereits mit dem Single Platform Verfahren bestimmt haben, ldsst
sich die Zellzahl der CMV-CTLs errechnen.
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Reagenz Patient | Patient | Patient | Patient | Patient | Patient | Patient | Patient
neg. HLA- | HLA- | HLA- | HLA- HLA- HLA- | HLA-
Tetra- | A*0101| A*0201| A*1101| A*2402| B*0702 | B*0801 | A*3501
mer

CDS-FITC 10u1 10p1 101 10p1 10p1 10u1 10p1 10p1

Neg. Tetramer-PE 10pul

HLA-A*0101-PE 10pl

HLA-A*0201-PE 10ul

HLA-A*1101-PE 10ul

HLA-A*2402-PE 10l

HLA-B*0702-PE 10zl

HLA-B*0801-PE 10pl

HLA-B*3501-PE 10ul

CD3-PC5 10pl 10pl 10pl 10ul 10ul 10pl 10pl 10pl

Probenmaterial 2001 2001 200u1 2001 2001 2001 2001 200u1

Ansiétze vortexen und 20-30 Minuten bei Raumtemperatur dunkel inkubieren.

Lyse-Fixations- 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
Reagenz

Ansétze vortexen und 10 Minuten bei Raumtemperatur dunkel inkubieren.

4 Minuten bei 257g zentrifugieren, Uberstand verwerfen, vortexen.

PBS Insgesamt 3ml PBS zugeben. Nach Zugabe von 1ml und 2ml PBS vortexen.

4 Minuten bei 257g zentrifugieren, Uberstand verwerfen, vortexen.

0.1% Formaldehyd- | 5001 | 5001 | 500p1 | 5001 | 500p1 | 500p1 | 500p1 | 500l
PBS*

Ansitze vortexen und bei 4°C mindestens 1h, maximal 24h dunkel inkubieren.

Ansitze vortexen. Durchflusszytometrische Messung.

* Bei sofortiger durchflusszytometrische Messung kann PBS ohne Formaldehyd eingesetzt werden.

Tabelle 4.13.: Ansatzschema - Bestimmung von CMV-CTLs.
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Abbildung 4.9.: Absolutzellzahlbestimmung. (a) Bestimmung der Leukozyten und Lymphozyten
(b) Gatingstrategie fiir C D31 T-Zellen (c¢) Plot zur Zellzahlanalyse von CD3TCD4"
T-Helferzellen (d) Bestimmung C'D3TC D8 zytotoxischer T-Zellen (e) Verlauf der
Fluorespheres Beads.
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Abbildung 4.10.: Bestimmung von CMV-CTLs via Tetramertechnologie. (a) Lymphozyten be-
stimmt auf Basis von SS und FS (b) Gatingstrategie fiir CD3" T-Zellen (c) Analyse
zytotoxischer CD3tCD8" T-Zellen (d) Auswertung von CMV-CTLs mit dem Te-
tramer HLA-A*0101 (e) Test auf unspezifische Bindungen mit Hilfe eines Negativ
Tetramers (separater Ansatz).
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4.4. Statistische Methoden

4.4.1. Statistische Verfahren zur Signifikanz- und Korrelationsanalyse

Zur Berechnung der statistischen Signifikanz zwischen einzelnen Gruppen wurden folgende

Signifikanztests eingesetzt:

e Unpaired T-Test: Berechnung der Signifikanz zwischen zwei Gruppen bei Annahme

einer Normalverteilung.

e Mann-Whitney- Test: Ermittlung der Signifikanz zwischen zwei Gruppen, wenn keine

Normalverteilung der Daten vorliegt.

e Kruskal-Wallis-Test + Dunn-Test: Ermittlung der Signifikanzlevels zwischen drei

oder mehr Gruppen.

e Log-Rank-Test: Berechnung von Signifikanzlevels bei Kaplan-Meier-Schitzung (Sur-

vival- und Rekonstitutionsanalysen).

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Bei den in dieser Arbeit an-
gegebenen p-Werten wurde jeweils vermerkt, welcher Test zur Berechnung des Signifikanz-
levels eingesetzt wurde. Des Weiteren wurden Verfahren zur Berechnung der Korrelation

zwischen einzelnen Gruppen bzw. Methoden verwendet:

e Pearson Korrelations-Koeffizient: Messung des linearen Zusammenhangs zwischen
zwei Merkmalen. Bei Korrelations-Koeffizienten r>0,5 wurde eine Korrelation an-

genomimen.

e Bland-Altman Diagramm: Darstellung eines Vergleichs zweier Messmethoden. In
einem Punktdiagramm werden die Differenzen der beiden Messmethoden gegen den

Mittelwert der beiden Methoden aufgetragen.

Zur Berechnung von Signifikanzlevels und zur Korrelationsanalyse wurden die Programme
GraphPad Prism (Version 4 und 5) sowie die Statistiksoftware ,R“ verwendet. Bland-
Altman Diagramme wurden mit ,R“ erzeugt. Kaplan-Meier Kurven, Punktdiagramme,

Boxplots und Regressiongeraden wurden mit Hilfe von GraphPad Prism erstellt.
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4.4.2. Verfahren zum Data-Pre-Processing

Zur Generierung eines multivariaten Modells zur Beurteilung der Immunrekonstitution
bei Patienten nach SZT, wurden lineare Regression und Hauptkomponentenanalyse ein-

gesetzt. Diese beiden Methoden werden folgend kurz erldutert 89!,

Lineare Regression

Die lineare Regression wird auch als Methode des kleinsten quadratischen Fehlers (,,Least
Squares Methode*) bezeichnet. Es handelt sich um eine numerische Methode zur Berech-
nung einer linearen Funktion basierend auf gegebenen Messpunkten (s. Gleichung 4.1).
Hierbei werden die Abweichungen zwischen den Messpunkten und der ermittelten Gera-

t92

den, die sogenannten Residuen, minimiert”“. Bei der klassischen linearen Regression wird

vorausgesetzt, dass die Residuen normalverteilt sind.

y=p-v+a (4.1)

Y — Achsenabschnitt : a« = E(Y) — - E(X) (4.1a)
> (& = B(a)) (v — E()

Steigung : § = = (4.1b)

n
>~ (a = E(z)
x;=x-Wert des Punktes i; y;=y-Wert des Punktes i; E= Erwartungswert

Abbildung 4.11 zeigt eine Beispiel fiir eine Regressionsgerade (Abb. 4.11(a)) und die
dazugehorigen Residuen (Abb. 4.11(b)) fiir eine kleine Menge von Beispielpunkten.

4-
1.0+
3+
L4
0.5 "
X ®
21 x
0.0
o Ed %
14
0.5 X
x
n L] L] r L) L} 1'2 L] T L) L}
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
(a) Regressionsgerade (b) Residuen

Abbildung 4.11.: Lineare Regression. (a) Regressionsgerade fiir eine kleine Menge von Beispielpunk-
ten. (b) Abweichungen der einzelnen Punkte von der Geraden.
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Hauptkomponentenanalyse (PCA - Principal Component Analysis)

Die Hauptkomponentenanalyse (Engl.: Principal Component Analysis) wird zur Dimen-
sionsreduktion eingesetzt. Dabei wird der resultierende Ergebnisraum durch moglichst
unabhéngige Hauptachsen aufgespannt. Diese représentieren jeweils Linearkombinatio-
nen der urspriinglichen Merkmale, deren Abstdnde und Winkel dabei erhalten bleiben.
Das Verfahren ist deterministisch und basiert auf der Varianzminimierung, die mittels Ei-
genwertdekomposition errechnet werden kann. Die resultierenden Hauptachsen sind daher

£90,93,94

gemaf ihrer Varianz und somit ihres Informationsgehaltes geordne . Die Vorgehens-

weise bei der Eigenwertdekomposition wird nun kurz skizziert:
. . . 1 _ _
1. Berechne die Kovarianzmatrix K = 3> (z — z)(z — z)"

mit D= Menge der Datenpunkte z, ..., z,

2. Zerlege die Matrix in

e Eine Orthogonalmatrix V bestehend aus den Eigenvektoren ey, ..., e4, welche

die Hauptausrichtung der Datenpunkte beschreiben.

e Eine Diagonalmatrix A bestehend aus den Eigenwerten Ay, ..., A4, die die Vari-

anz der Datenpunkte entlang der entsprechenden Eigenvektoren beschreiben.

= So dass K = VAV

3. Die Eigenvektoren bilden die Basis fiir den neuen Unterraum. Die k Eigenvektoren
mit den kleinsten Eigenwerten werden ausgewéhlt und weggelassen. Der entstandene

neue Raum ist (d-k)-dimensional.

Alternativ zur Eigenwertzerlegung kann auch der NIPALS-Algorithmus zum Finden der
Hauptachsen genutzt werden®. Dabei werden die Hauptachsen iterativ durch Bildung des
aufleren Produktes berechnet. Werden nur die ersten Hauptachsen bendétigt, kann nach
deren Berechnung der Prozess gestoppt werden und man erhélt so bei sehr hochdimen-
sionalen Rdumen eine Zeitersparnis. Des Weiteren ist der NIPALS Algorithmus tolerant
gegeniiber einer geringen Zahl an fehlenden Werten. Da unsere Daten keine sehr hohe Di-
mensionalitdt aufwiesen, nutzten wir die Eigenwertdekomposition. Abbildung 4.12 zeigt
an einem Beispiel eine Transformation von Punkten aus dem zweidimensionalen in einen

eindimensionalen Raum.
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Abbildung 4.12.: Beispiel: Dimensionsreduktion durch PCA. In diesem Schaubild werden Punkte
durch die PCA vom zweidimensionalen Raum (schwarze Achsen) in eindimensionalen
Raum (blaue Achse) projiziert. Die Trennung der drei Gruppen im zweidimensonalen
Raum bleiben dabei im eindimensionalen Raum erhalten. Wiirde um diese Dimensi-
onsreduktion zu erzielen lediglich eine Achse des Ursprungsraums verworfen werden,
blieben jeweils nur zwei der drei Gruppen erkennbar.
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5. Ergebnisse

5.1. Entwicklung von Datenbanken fiir univariate und

multivariate Auswertungen

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit habe ich zwei relationale Datenbanken mitsamt
grafischer Benutzeroberflichen konzeptioniert und umgesetzt. Diese Datenbanken dienen
der Speicherung und Pflege der Daten, die in den Studien ,, Altersabhéingige Immunrekons-
titution nach allogener Stammzelltransplantation® und der multizentrischen ,,CMV-CTL

Studie” erhoben werden.

5.1.1. Altersabhdngige Immunrekonstitution nach allogener

Stammzelltransplantation

In einer offenen Immunrekonstitutionstudie werden Daten von Patienten mit ALL und
AML nach allogener SZT gesammelt. Zur Speicherung und Pflege der Daten wurde eine
relationale Datenbank erstellt. Abbildung 5.1 zeigt Screenshots der grafischen Benutzero-

berflache. In dieser Datenbank werden neben Immunrekonstitutionsdaten auch Patienten-

A Datum der Bhutcatmahme [ [oo012009 [1170.2008
o Leakonten Zelwpl [ [foo [
Lymgh Fxn [ O I T
Lymphozyten e I W s
CD3" (rzuing Poloen [ 3
L & i ] ; ey fbs]  fsoe [ e
. ;r “ ; Hallo, Bitte Einloggen e G O CEE R
S, T bl [0 - :
CD3"CDE” mraymey [%%] tymen 26
i orasissr T — .
Pusswore [seee Pers. Daten CD3I*CD4CDE otz  Dolome [ [ [
e Diagnane fbe]  fsoes [
Mtonitoring: CDYCD36" paang [ st
Trrmmumedate, [abs] [
Druckversion CD3'CDs6’ [%] Lympe
o N | S —
CDI19" @z 126 trmpm |
Zelipriparate: [abs] s
:‘;j::* CDIA" pussros Bolewa [ [ [
D k zur I ! I i Transplantation Boost [abs] ]".
| CDE'CD6Y 3 v, 0 [%] suepor.
Labor fiir Stammzelltransplantation uad | [edicdoaRomts: (201 | A N—
;’“"’m‘“‘“" CDE'HLA-DR uemitn [olees| | |
e = O T — —

(a) Benutzeranmeldung

CDE CDASRATCDEL “pmevw ) (%] 35er.

(b) Eingabeoberfléiche fiir Immunstatuswerte

Abbildung 5.1.: Screenshots der Datenbank Benutzeroberfliche zur Immunrekonstitutions-
studie. Gezeigt sind Screenshots des Eingabeformulars zur Anmeldung (a) und ein
Ausschnitt der Benutzeroberflidche zur Eingabe von Immunstatuswerten (b).
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daten (z.B. Alter und Geschlecht), Diagnose und Informationen bzgl. applizierter Zellthe-
rapien gespeichert. Auflerdem werden klinische Daten zum Verlauf der Transplantation
wie z.B. die Medikation und aufgetretene Infektionen/ Ereignisse in der Datenbank doku-
mentiert. Das System kann von allen Mitarbeitern des Labor fiir SZT und Immuntherapien
zur Eingabe von Daten verwendet werden. Abbildung 5.2 zeigt ein Entity-Relationship-
Diagramm, welches einen Uberblick der vorhandenen Datenbankrelationen (,, Tabellen“)
und deren Inhalte gibt. Die Beziehungen zwischen Relationen werden durch die Verbin-

dungslinien im Diagramm deutlich. Im Zuge der Doktorarbeit wurde die Datenbank fiir

tdonation - transplantation & donpat = immunestatus &
& idPatient: INTEGER(10) '@ idPatient: INTEGER(10) (FK) # idDonor: INTEGER(10) (FK) @ idPatient: INTEGER(10) (FK)
¥ idTDon: INTEGER(10) W idTX: INTEGER(10) _|'# idpatient: INTEGER(10) (FK) @ idimmune: INTEGER(10)
# idDonor: INTEGER(10) (FK) ¥ idDonor: INTEGER(10) (FK) % idMed: INTEGER(10) (FK) @ idMed: INTEGER(10) (FK)
@ date: DATE P idMed: INTEGER(10) (FK) @ type: ENUM{'MUD','MFD', MMFD"} & dateOfBloodTaking: DATE
< source: ENUM('PE','PBSC') @ date: DATE | & matching: SET('10/10°,'9/10°,'8/10','7/10',.... @ leuko: FLOAT
% conservation: ENUM('cryo’,'fresh’) < boost: VARCHAR(30) | @ lymphHaema: FLOAT
@ deyWeight: FLOAT @ source: ENUM('BM', PBSC') hagy % lymphFacs: FLOAT
@ CD45+abs: FLOAT @ manipulation: ENUM('CD3/19 Depletion’,'CD34... % lymphFacsabs_math: INTEGER(10)
< CD3+um: FLOAT @ adate: DATE has @ CD3+: FLOAT
@ CD3+proc: FLOAT @ conservation: ENUM('cryo’, fresh’) & CD3+abs_math: INTEGER(10)
@ CD3+CD4+proc: FLOAT < dayWeight: FLOAT patient b & CD3+CD4+: FLOAT
& CD3+CDB+proc: FLOAT has | |# idPatient: INTEGER(10) & CD3+CD4+abs_math: INTEGER(10)
@ CD3+kg: FLOAT  idMed: INTEGER(10) (FK) @ CD3+CDB+: FLOAT
& CD19+proc: FLOAT © lasthame: VARCHAR(50) & CD3+CDB+abs_math: INTEGER(10)
@ CD3-CDS6+: FLOAT has has % firstame: VARCHAR(50) % CD3+CD4-CD8- FLOAT
% volume: FLOAT é < dateOfBirth: DATE % CD3+CD4-CD8-abs_math: INTEGER({10)
< viabilty: FLOAT @ gender: ENUM('f,'m’) @ CD3-CD56+: FLOAT
@ CD45+al: FLOAT @ state: ENUM('alive’,'dead") & CD3-CDS6+abs_math: INTEGER(10)
@ cmv: ENUM('pos’,'neg’) & CD3+CD56+: FLOAT
@ diagnosis: ENUM('proBALL', cALL', praeBALL" % CD3+CD56+abs_math: INTEGER(10)
TR T = oo = @ remission: ENUM('CR1",'CR2','moreCR2,'PR,... @ CD19+: FLOAT
& idPatient: INTEGER(10) 7 idDonor: INTEGER(10) © cranial_iradation: TINYINT(1) has |@ CD19+abs_math: INTEGER(10)
 idNKDon: INTEGER(10)  donorLastName: VARCHAR(50) B SaIeOMC B DATE & MBI HOAT
 idDonar: INTEGER(10) (FK) & donorFirstName: VARCHAR(S0) 3 deteoeath: ONTE #2003 Chadsabs yroth; IRFEGER(U)
2 date: DATE hias & donorGender: ENUMCF,m) [ @ end: TINYINT(1) @ CDB+HLA-DR+: FLOAT
& source: ENUM('PB','PBSC') ‘A> & donorDKMSNurm: VARCHAR(S0) has & CDB+HLA-DR+abs_math: INTEGER(10)
% dayWeight: FLOAT & donorAge: INTEGER(3) & CD8+CD45RA+CD62L+: FLOAT
& adate: DATE & donorCMV: ENUM(neg’, pas') @ CD8+CD45RA+CD62L+abs_math: INTEGER(10)
@ consenvation: ENUM('cryo’, fresh") @ CD8+CD45RO+CDE2L-: FLOAT
& 123 DATE has| ) +]|¢ CDB+CD45RO+CD62L-abs_math: INTEGER(10)
% 1-20: DATE hias 7 idPatient: INTEGER(10) (FK) || @ CD8+CD45RO+CDG2L+: FLOAT
as|  idCyt: INTEGER(10) @ CD8+CD45RO+CD62L+2bs_math: INTEGER(10)
&  idMed: INTEGER(10) (FK) || CD4+CDES+: FLOAT
o date: DATE @ CD4+CD69+abs_math: INTEGER(10)
medication *|||infection o & 1-1b: FLOAT & CD4+HLA-DR+: FLOAT
¢ idMed: INTEGER(10) @ idinfect: INTEGER(10) Tk <l o 2 roaT & CD4+HLA-DR+abs_math: INTEGER(10)
<& idPatient: INTEGER(10) @ idpatient: INTEGER(10) (FK)  idspTeal: TNTEGER(10) o 14 FLOAT @ CD4+CD45RA+CD62L+: FLOAT
@ weakNum: VARCHAR(20) @ idMed: INTEGER(10) (FK) § idPatient: INTEGER(10) (FK) | |@ I-5: FLOAT % CD4+CD45RA+CD62L+abs_math: INTEGER(10)
© weakBegin: DATE % weakNum: VARCHAR(20) @ idVed: INTEGER(10) (FK) & 1-6: FLOAT % CD4+CD45RO+CD62L-: FLOAT
% weakAfterTX: INTEGER(10) % weakBegin: DATE % dateOfMeasirement: DATE | | o 1-6: FLOAT @ CD4+CD45RO+CD62L-abs_math: INTEGER(10)
% virostatics: TINYINT(1) & weakafterTX: INTEGER(S) & HLALAQLOL: FLOAT o 1-10: FLOAT @ CD4+CD45RO+CDE2L+: FLOAT
% abAlg: TINVINT(1) % ap: TINYINT(1) & HLA-AG201: FLOAT & 1L-12p70: FLOAT & CD4+CD45RO+CD62L+3bs_math: INTEGER(10)
% 3bNwW: TINYINT(1) % fever: TINYINT(1) & HLA-AG301: FLOAT & 1-13: FLOAT & CD4+CD25bright: FLOAT
% antimycotics: TINYINT(1) © 3GVHD: ENUM('0','1','2','3','4") & HLA-A1101: FLOAT o 1-18: FLOAT @ CD4+CD25brightabs_math: INTEGER(10)
< immunsup_a: TINYINT(1) @ CGVHD: TINYINT(1) & HLA-AZ402: FLOAT o TNF-2: FLOAT @ CD4+CD25+CD127neg_dim+ FLOAT
@ immunsup_b: TINYINT(1) < chimerism_km: ENUM(",'complete’,' 1t05",'6... || & Hia-BO702: FLOAT & TNF-b: FLOAT % CD4+CD25+CD127neq_dim+abs_math: INTEGER(10)
< immunsup_cl: TINYINT(1} < chimerism_pb: ENUM(",'complete’,'1t05",'6... || b A-Bos01: FLOAT & TFMN-a: FLOAT % CD3-CD56brightCD16dim: FLOAT
% immunsup_c2: TINYINT(1) @ cmv: TINYINT(1) & HLA-B1501: FLOAT & TFN-g: FLOAT @ CD3-CDS6brightCD16dimabs_math: INTEGER(10)
< immunsup_d: TINYINT(1} @ ebv: TINYINT(1) & HLA-B3501: FLOAT & G-CSF: FLOAT @ CD3-CD56dimCD16bright: FLOAT
% immunsup_e: TINYINT(1) % hsv: TINYINT(1) & TFNGCMV: FLOAT & GM-CSF: FLOAT % CD3-CDS6dIMCD16brightabs_math: INTEGER(10)
<% immunsup_f: TINYINT(1) % adeno: TINYINT(1) @ TFNghsp: FLOAT & MCP-1: FLOAT % CD14+: FLOAT
< immunsup_g: TINYINT(1} @ vov: TINYINT(1) & mta_delete: TINVINT(1) & mta_delete: TINYINT(1) @ CD14+abs_math: INTEGER(10)
< immunsup_h: TINYINT(1) @ polyoma: TINYINT(1) = = @ ILT3+CD33+: FLOAT
@ analgetics: TINYINT(1) < gramNeg: TINYINT(1) user ¥ % ILT3+CD33+abs_math: INTEGER(10}
< immunstimulation: TINYINT(1) % gramPos: TINYINT(1) ¥ id: INTEGER(4) & ILT3+CD123+: FLOAT
% thrombocytes: ENUM('1','2','3",'4",'S','6",... | [ asp: TINYINT(1) @ name: VARCHAR(10) @ ILT3+CD123+abs_math: INTEGER(10)
% erythrocytes: ENUM(1',2','3,'4",'5,'6',... | [@ candida: TINYINT(1) @ pw: VARCHAR(128) 9 RatioCD4/CD8: FLOAT
% immunglobulines: TINYINT(1) <% sepsis: TINYINT(1) @ status: ENUM('val','write’, read’,'medstud'... % mta_delete: TINYINT(1)

Abbildung 5.2.: Entity-Relationship-Diagramm der Immunrekonstitutions-Datenbank. Die
Datenbank besteht aus Relationen, welche Informationen iiber den Patienten, seinen
Stammzellspender, Zelltherapien, die Immunregeneration nach SZT (incl. CMV-CTL-,
Treg- und Zytokinmessungen) und klinische Daten zum Transplantationsverlauf ent-
halten. 1:1 Verbindungen sind durch Linien mit weilen Quadraten gekennzeichnet.
Solch eine Beziehung liegt zwischen ,patient“ und ,,donor“ vor, da ein Patient genau
einen Spender hat. Linien mit halb ausgefiillten Quadraten stellen 1:n Beziehungen
dar. Eine 1:n Verbindung liegt z.B. zwischen ,patient“ und ,medication“ vor, weil ein
Patient mehrere Medikamente erhélt. In einer separaten Relation sind Anmeldungs-
daten unterschiedlicher Benutzer gespeichert.
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die komplette Studie konzipiert. Ausgewertet wurde das Teilprojekt , Rekonstitution re-

gulatorischer T-Zellen (Tregs) nach allogener SZT*.

5.1.2. Multizentrische Studie zur CMV-CTL Regeneration

In den Transplantationszentren der Medizinischen Hochschule Hannover und der Univer-
sitatsklinik Frankfurt wurden im Rahmen einer multizentrischen Studie insgesamt 900
CMV-CTL Messungen bei 201 Patienten durchgefiihrt. Die Daten aus den verschiedenen
Quellen wurden zunéchst gesammelt und in einer relationalen Datenbank verwaltet. Ab-
bildung 5.3 zeigt ein Entity- Relationship-Diagramm, welches einen Uberblick der vorhan-

denen Datenbankrelationen und deren Inhalte gibt. Da leider nicht alle Daten in digitaler

user ™
@ id: INTEGER(4)
@ name: VARCHAR(10) patient <
& pw: VARCHAR({128) ¥ idPatient: INTEGER(10)
< status: ENUM('val,'write','read’,'medstud'... < UUPN: VARCHAR(10)
< zentrum: ENUM{'F,'H")
zeltherapien 2 & fastliame: VARCHAR(S0)
@ idTherapie: INTEGER{10) & firstName: VARCHAR(S0)
@ idPatient: INTEGER(10) (FK) & dateOfBirth: DATE
< date: DATE < gender: ENUM('F,'m")
< therapie: ENUM('alogeneTX','autologeTX', 'T... & state: ENUM('alive’, 'dead’)
< CD34+: FLOAT & cmv: ENUM('pos’,'neg”)
@ CD3+ FLOAT < reactivation: ENUM('j3",'nein’,")
@ CDS6+: FLOAT & diagnosis: ENUMUALL',"AML','CML, 'solid Tum...
@ source: ENUM('KM', 'PBSC','PB','CB','KM+PESC') & remission: ENUM('CR1",'CR2’,'maraCR2", PR,...
& manipulation: ENUM('unmanipulated’,'CD345el... & dateOfRelapse: DATE
& dateOfDeath: DATE
donor ™
§ idPatient: INTEGER(10) (FK)
& donorAge: INTEGER(3)
< donorCMV: ENUM('neg’,'pos’)
& matching: ENUM('10/10','9/10','8/10",'7/10"...
& type: ENUM('MUD',"MFD',"MMFD') 0
sptcells - hia ]
# idSpTcel: INTEGER(10) % idPatient: INTEGER(10) (FK)
% idPatient: INTEGER(10) (FK) @ A0L01: TINYINT(1)
& dateOfMeasurement: DATE & AD201: TINYINT(1)
antivir % % HLA-AD101: FLOAT & AD301: TINYINT(1)
§ idPatient: INTEGER(10) (FK) & HLA-AD201: FLOAT @ A1101: TINYINT(1)
& cidofovir: TINYINT(1) % HLA-AD301: FLOAT @ A2402: TINYINT(1)
% gancyclovir: TINYINT(1) & HLA-A1101: FLOAT & BO702: TINYINT(1)
& acyclovir: TINYINT(1) & HLA-A2402: FLOAT < B0801: TINYINT(L)
& foscavir: TINYINT(1) % HLA-BO702: FLOAT @ B3501: TINYINT(1)
& ribavirin: TINYINT(1) & HLA-BO8O1: FLOAT & feintyp: TINYINT(1)
@ Abacavir: TINYINT(1) & HLA-B1501: FLOAT
& Epivir: TINYINT(1] @ HLA-B3501: FLOAT
@ oymeven: TINYINT(4) @ CD3+CD4+: FLOAT
<@ valoyte: TINYINT(4) & CD3+CD8+: FLOAT
& valgancyclovir: TINYINT(4) & mia_delete: TINYINT(L)
@ famoyclovir: TINYINT(4) @ dateOfVirusiast: DATE
@ entecavir: TINYINT(4) & viruslast: VARCHAR(15)

Abbildung 5.3.: Entity-Relationship-Diagramm der CMV-CTL Datenbank. Die Datenbank
besteht aus sieben Relationen welche Informationen iiber den Patienten, seinen Stamm-
zellspender, Zelltherapien, HLA-Merkmale, antivirale Medikation und CMV-CTLs
beinhalten.

Form vorlagen, wurde eine Benutzeroberfliche zur leichten Eingabe von Informationen in
die Datenbank implementiert. Screenshots hiervon zeigt Abbildung 5.4. Zur Auswertung

der Daten wurde mit PHP-Skripten direkt auf die Datenbank zugegriffen.
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pury
]

(b) Eingabeoberfliche fiir CMV-CTLs

Abbildung 5.4.: Screenshots der CMV-Datenbank Benutzeroberfliche. (a) Gezeigt sind
Screenshots des Eingabeformulars fiir Patientendaten und (b) der Eingabeoberfliche
fiir CMV-CTLs.
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5.2. Analyse von Immunrekonstitutionsdaten

Um prognostische Marker zu identifizieren, die uns dabei helfen, Hochrisiko-Patienten
zu erkennen, habe ich retrospektiv Immunrekonstitutionsdaten von Patienten nach SZT
ausgewertet. Wahrend zu Beginn dieser Doktorarbeit ausschliefllich univariate Ergebnisse
vorlagen®*, war es Ziel dieser Arbeit, multivariate Methoden zu entwickeln und umzu-
setzen!. Bei der univariaten Analyse wurde jede Zellgruppe einzeln betrachtet und in
Bezug auf ihren Einfluss auf das Uberleben der Patienten gesetzt. Mit Hilfe multivariater
Ansétze lassen sich verschiedene Marker kombinieren, wodurch moglicherweise das kom-
plexe Zusammenspiel von Immunzellen besser beschrieben werden kann.

Zur Generierung des multivariaten Normwertmodells wurde ein Datensatz verwendet,
der Messungen von Leukozytensubpopulationen von 100 gesunden Spendern (80 Kin-
der, 20 Erwachsene) enthélt. Der zur Klassifikation verwendete Datensatz beinhaltet Im-
munrekonstitutionsdaten von 32 Patienten nach allogener SZT (Tabelle 4.8). Die Wer-
te wurden in sehr regelméfigen Absténden nach SZT bestimmt (s. 4.3.2). Beide Da-
tensétze wurden mit Hilfe von 4- bzw. 5-Farb-Durchflusszytometrie erhoben und beinhal-

ten Absolutzellwerte/ul der folgenden Gruppen von Immunzellen:

e Leukozyten e T-Helferzellen (CD3TC'D4T)

e Lymphozyten e Zytotoxische T-Zellen (CD3TCD8")
e Monozyten (CD147) e NK-Zellen (CD3~CD56%)

e T-Zellen (CD37) e B-Zellen (CD197)

Meine Arbeit zur Generierung eines multivariaten Modells erfolgte in enger Kooperation

mit Fachhochschule Frankfurt (Fachbereich Informatik und Ingenieurwissenschaften).

5.2.1. Multivariate Auswertung: Modellbeschreibung

Zur Generierung des multivariaten Normwertmodells wurde ein Datensatz verwendet, der
Messungen von Leukozytensubpopulationen von 100 gesunden Kindern und jungen Er-
wachsenen enthélt. Im Vergleich zu Erwachsenen haben Kleinkinder und Sauglinge deut-
lich hohere Leukozytenwerte™ . Betrachtet man die Zellzahl im Bezug auf das Alter
der gesunden Kinder, so fallt auf, dass die Absolutwerte aller betrachteten Untergruppen
innerhalb der ersten elf Jahre abnehmen. Dieses Verhalten kann durch eine Exponenti-
alfunktion beschrieben werden. Bei Kindern élter als 11 Jahre und Erwachsenen ist die
Verdnderung der Zellzahlen geringer und kénnte gut durch eine lineare Funktion beschrie-
ben werden (Abb. 5.5(a)). Um die Entwicklung der Zellzahlen aller 100 Spender (<11

Jahre und >11 Jahre) mit Hilfe einer linearen Funktion beschreiben zu kénnen, wurden
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die Daten transformiert®. Zuniichst wurden die Absolutwerte der Zellen mit Hilfe von
log(z + 1) normalisiert (Abb. 5.5(b)). AuBerdem wurde v/ Alter in Monaten berechnet.

Durch dieses Vorgehen ist es gelungen, die Daten zu linearisieren (Abb. 5.5(c)). Im An-

schluss wurden Regressionsgeraden fiir alle acht Zellpopulationen erstellt (Abb. 5.5(c))®.
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Abbildung 5.5.: Multivate Modellierung - Transformation CD3TCD4" Werte. (a) Transfor-
mation der Daten am Beispiel der T-Helferzellen. Daten vor der Transformation. Bis zu
einem Alter von 11 Jahren kénnten die Daten durch eine Exponentialfunktion beschrie-
ben werden. Bei Individuen, die &lter als 11 Jahre sind, eignet sich eine lineare Funktion
zur Beschreibung der Daten. (b) Normalisierung der Daten durch log(CD3TCD47% /ul
+ 1). (c) Linearisierung durch v/Alter in Monaten.

Die Residuen die sich dadurch ergaben, wurden als Input fiir die Hauptkomponentenanaly-
se (PCA) verwendet. Die PCA dient der Reduktion der Dimensionalitit®’. Das Verfahren
ersetzt die Ursprungsvariablen durch eine geringere Zahl unkorrelierter Hauptkomponen-
ten, wobei versucht wird, den dabei entstehenden Informationsverlust zu minimieren (s.
4.4.2). In unserem Fall wurde durch die PCA eine Reduktion von acht auf drei Dimen-
sionen durchgefiihrt (Abb. 5.6(a)). Die Eigenwerte der Hauptkomponenten betragen 4,48
(1. Hauptkomponente), 1,38 (2. Hauptkomponente) und 0,81 (3. Hauptkomponente).

Zur Erzeugung des ellipsenformigen Normwertbereichs wurde anschliefend die 99% Kon-
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5.2. Analyse von Immunrekonstitutionsdaten

fidenzregion ausgewahlt (Abb. 5.6(b), 5.6(c)).

Des Weiteren haben wir die T? Range Werte (Entfernung des Messpunktes vom Zen-

(a) Koordinatensystem nach PCA

(b) Ellipsoid mit Referenzwerten
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Abbildung 5.6.: Multivate Modellierung - Modellgenerierung. (a) Modellgenerierung basierend
auf 100 Messwerten von Leukozytensubpopulationen gesunder Kinder und junger Er-
wachsener. Dreidimensionales Koordinatensystem nach PCA. Die erste Hauptkompo-
nente p[1] beschreibt hauptsichlich Lymphozyten, C D3" T-Zellen, CD3*CD4+ T-
Helferzellen, C D3TC D8 zytotoxische T-Zellen und C D19+ B-Zellen. C D14T Mono-
zyten werden hauptsichlich durch die zweite Hauptkomponente p[2] und C D3~ C D56
NK-Zellen durch die dritte Hauptkomponente p[3] beschrieben. (b) Gezeigt ist das
Normwertellipsoid und die Werte der 100 Referenzdatensets. (c) T? Range Werte der
Referenzdaten. Fiir jeden der 100 Referenzwerte (x-Achse) ist der dazugehorige T?
Range Wert (y-Achse) angegeben. Sieben Werte liegen zwischen dem 95. und dem 99.
Konfidenzintervall, d.h. sie befinden sich am &ufleren Rand des Ellipsoids.

trum des Ellipsoids) aller Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten nach SZT analysiert.

Dadurch wurde ein Trend erkennbar,

zu welchem Zeitpunkt nach SZT viele Patienten

den Normwertbereich erreichen. In Kooperation mit klinischen Partnern (Arzte der SZT)

entschied ich mich fiir Tag 200 und Tag 300 als geeignete Klassifikationszeitpunkte.
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5. Ergebnisse

5.2.2. Ergebnisse: Rekonstitution von Leukozytensubgruppen im

Hinblick auf das Uberleben

Mit Hilfe des generierten multivariten Ellipsoidmodells habe ich iiberpriift, ob die 32
Patienten nach SZT diesen Normwertbereich erreichen. Abbildung 5.7(a) zeigt einen Pa-
tienten, der sehr schnell das Normwertellipsoid erreicht und nicht mehr verldsst. Dieser
Patient gehort zur Gruppe mit niedrigem Risiko. Ein zweiter Patient (s. 5.7(b)) erreicht
das Referenzellipsoid nicht und verstirbt etwa 200 Tage nach SZT. Einen zeitlichen Ver-
lauf der Immunrekonstitution beider Patienten zeigt Abbildung 5.7(c).
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Abbildung 5.7.: Multivate Modellierung - Beispielverlidufe. (a) Patient der den Normwertbereich
sehr schnell erreicht und iiberlebt. (b) Verlauf eines Patienten, der den Normwertbe-
reich nie erreicht und ca. 200 Tage nach SZT verstirbt. (c) Zeitlicher Verlauf beider
Patienten. Die T? Range Werte geben die Entfernung der Patientenwerte vom Ellip-
soid an. Werte unterhalb der griinen Linie sind gleichbedeutend mit dem Eintauchen

in den Normwertbereich.
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5.2. Analyse von Immunrekonstitutionsdaten

Zur Ermittlung von Hochrisiko-Patienten, wurden zu den Zeitpunkten 200 und 300 Tage
nach SZT zwei Gruppen gebildet:

e Hochrisiko-Gruppe: Patienten die an Tag 200 bzw. 300 das Normwertellipsoid nicht
erreicht haben oder nicht mindestens einen Monat stabile im Referenzbereich lie-

gende Werte zeigten.

e Niedrigrisiko-Gruppe: Patienten die 200 bzw. 300 Tage nach SZT den Normwertbe-

reich (Ellipsoid) erreicht haben und mindestens einen Monat stabile Werte zeigten.

Patienten, die den Normwertbereich zu den Zeitpunkten 200 und 300 Tage nach SZT
erreicht hatten, zeigten ein signifikant hoheres Uberleben als Patienten, die das Ellipsoid
gar nicht erreichten oder zu zu schnell wieder verlieSen. Bei der Klassifikation an Tag 200
nach SZT beinhaltete die Niedrigrisiko-Gruppe 18 Patienten, von denen 13 {iberlebten.
Die Hochrisiko-Gruppe bestand aus 14 Patienten von welchen drei iiberlebten (p=0,001).
Durch die Klassifikation 300 Tage nach SZT wurden elf Patienten der Hochrisiko-Gruppe
zugeteilt, wovon niemand iiberlebte. In der Niedrigrisiko-Gruppe iiberlebten 16 von 21 Pa-
tienten (p<0,0001). Als statistisches Signifikanzmafl wurde der Log-Rank-Test verwendet.
Die dazugehorigen Kaplan-Meier-Kurven sind in Abbildung 5.8 dargestellt.
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Abbildung 5.8.: Multivariate Auswertung zur Klassifikation an Tag 200 und 300 nach SZT.
(a) Klassifikation in Hochrisiko- (rot) und Niedrigrisiko-Gruppe (blau) mit Hilfe des
Normwertellipsoids 200 Tage nach SZT (p<0,001). (b) Auswertung der Patientendaten
an Tag 300 nach SZT (p<0,0001).
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5. Ergebnisse

5.2.3. Immunrekonstitution und Impfschutz nach intensiver

Chemotherapie

Im Rahmen der Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM)-Protokolle zur Therapie pédiatrischer
Patienten mit Leukédmie wird bei Patienten ohne SZT eine kombinierte Chemotherapie
und bei Patienten vor SZT eine intensivierte Hochdosis-Chemotherapie eingesetzt. Beide
Formen der Chemotherapie fithren zu einer drastischen Abnahme der Zellen des Immun-
system, im letzteren Falle sogar zur Aplasie. Um den Einfluss des Verlustes des zelluléren
Immunsystems nach Chemotherapie auf den Immunschutz gegen Erreger und auf einen
noch vorhandenen Impfschutz zu untersuchen, fithrte Lehrnbecher et al. eine Studie mit
53 an ALL erkrankten Kindern durch®’. Es konnte gezeigt werden, dass viele dieser Pati-
enten auch drei bis neun Monate nach Chemotherapie einen nicht ausreichenden Schutz
gegen eine Infektion mit Pneumokokken hatten. Im Rahmen der vorliegenden Doktorar-
beit wurde nach drei, sechs und neun Monaten nach Chemotherapie die Rekonstitution
des Immunsystems im Hinblick auf das Erreichen altersgematchter Normwerte untersucht.
Ich konnte zeigen, dass Patienten drei Monate nach Chemotherapie niedrige C D3TC' D4+
T-Helferzellen, C D3TC D8 zytotoxische T-Zellen und C'D19" B-Zellen aufwiesen. Nach
ca. neun Monaten nach SZT hatten die Werte aber bei den meisten Kindern wieder den
Normwertbereich erreicht. Zur Bewertung der CD3TC'D4*, CD3*CD8" und CD19*

Zellen wurden die Normwerte nach Huenecke et al. verwendet ™.
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5.3. Rekonstitution von CMV-CTLs nach allogener SZT

Bei Patienten nach SZT besteht ein hohes Risiko einer CMV-Reaktivierung oder einer de
novo CMV-Infektion (s. 2.3.3). Die Rekonstitution von CMV-CTLs nach SZT kann einen
Patienten vor einer Reaktivierung und CMV-bedingten Komplikationen schiitzen. Zur
durchflusszytometrischen Bestimmung von CMV-CTLs konnen HLA-Klasse-1 Tetramere
eingesetzt werden (s. 4.3.3)849 In einer multizentrischen Studie mit der Medizinischen
Hochschule Hannover und Internisten der Universitétsklinik Frankfurt haben wir an einer
Gruppe von 201 Patienten die Rekonstitution von CMV-CTLs nach SZT untersucht. Die
Patientendaten sind in Tabelle 4.9 zusammengefasst. Ein Manuskript zu den in diesem
Kapitel beschriebenen Ergebnissen ist zur Zeit in Revision (Borchers*, Bremm* et al.; *

Geteilte Erstautorenschaft)?.

5.3.1. Bestimmung der Rekonstitution von CMV-CTLs nach SZT

mit Hilfe der Tetramertechnologie

Von den 201 Patienten der multizentrischen CMV-CTL Studie rekonstituierten 110 Pa-
tienten (55%) CMV-CTLs nach SZT. Die bestimmten CMV-CTL Absolutwerte zeigten
eine grofie Streuung im Bereich 1-1235 Zellen/ul. Bei gleichzeitiger Messung mit meh-
reren Tetrameren zeigten sich auBlerdem grofie Unterschiede in der Zahl nachgewiesener
CMV-CTLs. Der Median der mit den Tetrameren HLA-A*0101, HLA-B*0702 und HLA-
B*0801 gemessenen CMV-CTLs ist sehr dhnlich. Die Bestimmung von CMV-CTLs mit
den restlichen Tetrameren wies im Median geringere Absolutwerte auf. Fiir die Messung
von CMV-CTLs mit Hilfe des Tetramers HLA-A*2402 ergaben sich signifikant niedrigere
Absolutwerte im Vergleich zu Messungen mit den Tetrameren HLA-A*0101 (p<0,001),
HLA-B*0702 (p<0,05) und HLA-B*0801 (p<0,01) (Abb. 5.9). Zur Analyse medianer
CMV-CTL Level bezogen auf die unterschiedlichen Tetramere wurde bei Patienten mit
Mehrfachmessungen pro Tetramer der Mittelwert aus allen Messungen gebildet. Hierdurch
konnte gewihrleistet werden, dass Patienten mit vielen Messpunkten die Ergebnisse an-
derer Patienten mit wenig Messpunkten nicht dominieren.

Mit HLA-A*2402 konnten bei 74% der Messungen keine CMV-CTLs nachgewiesen wer-
den. Bei den anderen Tetrameren waren nur bei 40-56% der Messungen keine CMV-
CTLs detektierbar. Mit Ausnahme von CMV-CTLs spezifisch fiir HLA-A*2402 konnte
mit Hilfe des Pearson-Koeflizienten eine schwache Korrelation zwischen der Rekonstitu-
tion von CMV-CTLs und der Entwicklung C'D3*tC D8 zytotoxischer T-Zellen gezeigt
werden (0,5<r<0,7; p<0,0002).
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5. Ergebnisse

Abbildung 5.9.: Messung von CMV-CTL Absolutwerten mit verschiedenen Tetrameren. Be-
stimmung von CMV-CTLs mit Hilfe sechs verschiedener Tetramere in 201 Patienten
nach SZT. CMV-CTLs, die mit dem Tetramer HLA-A*2402 gemessen wurden, zeig-
ten signifikant niedrigere Absolutwerte im Vergleich zu Messungen mit den Tetrameren
HLA-A*0101 (p<0,001), HLA-B*0702 (p<0,01) und HLA-B*0801 (p<0,01). Insgesamt
wurden 900 Messungen durchgefiihrt. Bei Patienten mit Mehrfachmessungen wurde je-
weils der Mittwelwert aller Messzeitpunkte gebildet. Die Signifikanzlevels wurden mit
Hilfe des Kruskal-Wallis-Test mit anschliefendem Dunn-Test bestimmt.

Fiir die CMV Tetramere HLA-A*0101, HLA-A*0201, HLA-B*0702 und HLA-B*0801
standen ausreichend Messdaten von unterschiedlichen Patienten zur Verfiigung, um die
CMV-CTL Rekonstitution innerhalb verschiedener Intervalle nach SZT zu analysieren.
Patienten ohne CMV-CTL Rekonstitution wurden nicht betrachtet. Wir wéhlten die
Zeitraume 0-49, 50-99, 100-199 und >200 Tage nach SZT. Ein kontinuierlicher Anstieg
der CMV-CTLs/pl ist bei allen Tetrameren bis zum Tag 200 nach SZT zu erkennen. Im
Intervall >200 Tage nach SZT zeigen die Tetramere HLA-A*0101 und HLA-B*0702 im
Median eine leichte Abnahme der CMV-CTL-Zahl. HLA-A*0201 und HLA-B*0801 hinge-
gen zeigen im Intervall >200 Tage nach SZT im Median einen CMV-CTL Anstieg (Abb.
5.10).
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Abbildung 5.10.: Tetramerspezifische CMV-CTL Rekonstitution. Rekonstitution von CMV-
CTLs innerhalb der Zeitfenster 0-49, 50-99, 100-199 und >200 Tage nach SZT fiir
die Tetramere (a) HLA-A*0101, (b) HLA-A*0201, (c¢) HLA-B*0702 und (d) HLA-
B*0801. Uber den einzelnen Intervallen wurde die Anzahl der Patienten mit Mess-
werten fiir das jeweilige Tetramer vermerkt. Vor Tag 200 nach SZT zeigt sich bei
allen Tetrameren ein CMV-CTL Anstieg. Im Intervall >200 Tage nach SZT zeigen
die Tetramere HLA-B*0702 und HLA-B*0801 im Median einen weiteren Anstieg,
wohingegen bei Messungen mit HLA-A*0101 und HLA-B*0702 die CMV-CTLs im
Median leicht abnehmen.

CMV-R= Gruppe von Patienten mit CMV-Reaktivierung, noCMV-R= Patienten
ohne CMV-Reaktivierung.
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5.3.2. CMV-CTL Rekonstitution im Hinblick auf eine
CMV-Reaktivierung
In unserer Kohorte von 201 Patienten konnten wir zeigen, dass Patienten mit CMV-

Reaktivierung (n=78) im Vergleich zu Patienten ohne CMV-Reaktivierung nach SZT
(n=123) eine signifikant schlechtere Uberlebenschance hatten (p<0,003) (Abb. 5.11). Wie

100~
80+

Uberleben [%]

204 — CMV-R (n=78)

1 — noCMV-R (n=123) p<0.003
0 100 200 300 400 500 600
Tage nach SZT

Abbildung 5.11.: Einfluss einer CMV-Reaktivierung auf das Uberleben nach SZT. Patienten
mit CMV-Reaktivierung (n=78) hatten eine signifikant schlechtere Uberlebenschance
als Patienten ohne CMV-Reaktivierung (n=123) (p<0,003; Log-Rank-Test).

erwartet, zeigten Patienten, die vor SZT CMV-positiv (Recipient CMV-positiv - RT) wa-
ren und von einem CMV-positiven Spender (Donor CMV-positiv - RT) transplantiert
wurden (RTDT Untergruppe; n=98), die schnellste Rekonstitution von CMV-CTLs. Bei
den ersten Patienten in dieser Gruppe konnte ich bereits 25 Tage nach SZT mindes-
tens 1 CMV-CTL/ul nachweisen. Es zeigten sich signifikante Unterschiede in der Ge-
schwindigkeit der CMV-CTL Rekonstitution zwischen Patienten mit (n=>53) und ohne
CMV-Reaktivierung (n=45). Im Vergleich zu Patienten mit Reaktivierung hatten zu den
Zeitpunkten 50 und 75 Tage nach SZT signifikant mehr Patienten ohne Reaktivierung >1
CMV-CTL/ul gebildet (p<0,05) (Abb. 5.12(a)). Nach ca. 100 Tagen post SZT zeigten
sich nur noch geringe Unterschiede in der CMV-CTL Rekonstitution zwischen Patienten
mit und ohne Reaktivierung. Insgesamt rekonstituierten mehr als 80% der Patienten in
der R*D* Untergruppe CMV-CTLs.

Im Gegensatz dazu zeigten Patienten, die vor SZT CMV-positiv waren aber einen CMV-
negativen Stammzellspender hatten (RTD~ Gruppe; n=33), im Vergleich zu Patienten
aus der RTDT Gruppe eine verlangsamte CMV-CTL Rekonstitution. Ab Tag 40 nach
SZT waren bei den ersten Patienten der RTD~ Gruppe CMV-CTL nachweisbar (Abb.
5.12(e)). Auch in dieser Patientengruppe zeigten sich signifikante Unterschiede in der Re-
konstitution von CMV-CTLs zwischen Patienten mit und ohne Reaktivierung (p<0,04).
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Abbildung 5.12.: CMV-CTL Rekonstitution bei Patienten mit und ohne CMYV-
Reaktivierung. In der R*D' Untergruppe konnte bei Patienten mit im Vergleich
zu Patienten ohne CMV-Reaktivierung eine spiatere CMV-CTL Rekonstitution nach-
gewiesen werden. Bei Verwendung der Treshold-Levels 1 (a), 3 (b), 7 (c) und 10
(d) CMV-CTL/ul zeigte sich, dass bei hoheren Schwellenwerten keine signifikan-
ten Unterschiede mehr zwischen Patienten mit und ohne CMV-Reaktivierung erzielt
werden. (e) Die CMV-CTL Rekonstitution bei Patienten der RT*D~ Untergruppe
beginnt spiiter als bei Patienten der RYD™ Gruppe. Alle Signifikanzlevel wurden mit
Hilfe des Log-Rank-Tests bestimmt.
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Es zeigte sich, dass die Trennschérfe zwischen Patienten mit Reaktivierung und ohne Re-
aktivierung mit steigender geforderter Anzahl von CMV-CTLs deutlich schlechter wurde
(Abb. 5.12(a) - 5.12(d)). Bei einem Schwellenwert von 7 CMV-CTL/pul zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede mehr zwischen Patienten mit und ohne Reaktivierung (Abb.
5.12(c)).

5.3.3. Einfluss der Transplantataufreinigung auf die Rekonstitution
von CMV-CTLs

Um den Einfluss der Transplantataufreinigung auf die Rekonstitution von CMV-CTLs
beurteilen zu konnen, habe ich unsere Kohorte von 201 Patienten in zwei Gruppen ge-
teilt. Patienten in der einen Gruppe wurden mit unmanipulierten Stammzellpraparaten
(KM oder PBSC) transplantiert (n=180). Patienten in der anderen Gruppe erhielten ein
T-Zelldepletiertes PBSC (n=21). Zur T-Zelldepletion wurde die CD3/CD19-Depletion so-
wie die Selektion von Stammzellen tiber die Marker CD34 oder CD133 eingesetzt (s. 2.3.2).
An Tag 100 nach SZT hatten bereits 50% der Patienten, die mit unmanipulierten Pripa-
raten transplantiert wurden, CMV-CTLs entwickelt. In der Gruppe der Patienten, die
T-Zelldepletierte PBSCs erhalten haben, rekonstituierten bis Tag 100 post SZT nur 20%
der Patienten CMV-CTLs. Dieser Unterschied ist signifikant mit p<0,02 (Log-Rank-Test).
An Tag 200 nach SZT ist kein Unterschied mehr zwischen den Gruppen zu erkennen. Etwa
60% der Patienten beider Gruppen hatten zu diesem Zeitpunkt CMV-CTLs entwickelt
(5.13).

5.3.4. Dominanz der Immunantwort bestimmter CMV-spezifischer

Tetramere

Bei 124 der 201 Patienten war es moglich, die Rekonstitution von CMV-CTLs mit mehr
als einem Tetramer zu tiberwachen. Insgesamt entwickelten 71 der 124 Patienten (57%)
CMV-CTLs. In dieser Patientengruppe haben wir Verédnderungen der Immunantwort ge-
gen bestimmte CMV-Epitope und die Immundominanz einzelner HLA-Merkmale wahrend
der CMV-CTL Rekonstitution untersucht.

Bei den meisten Patienten, die mit den Tetrameren HLA-A*0101 (pp50) und HLA-A*0201
(pp65) beobachtet werden konnten, wurden iiber den gesamten Verlauf hohere CMV-CTLs
mit dem Tetramer HLA-A*0101 (pp50) gemessen. Das weist darauf hin, dass HLA-A*0101
(pp50) die dominante Immunantwort gegeniiber HLA-A*0201 (pp65) liefert. Des Weiteren
erwies sich HLA-B*0702 (pp65) als dominant tiber HLA-A*0101 (pp50) und HLA-A*0201
(pp65). Die Pravalenz von HLA-B*0702 iiber HLA-A*0201 zeigt, dass auch bei Tetrame-

80



5.3. Rekonstitution von CMV-CTLs nach allogener SZ'T
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Abbildung 5.13.: Immunrekonstitution von CMV-CTLs (Unmanipuliertes vs. T-
Zelldepletiertes Stammzellpridparat). Im Vergleich zu den Patienten, die
unmanipulierte Préparate erhalten haben, zeigen Patienten mit T-Zelldepletierten
Préparaten eine signifikant verlangsamte Rekonstitution von CMV-CTLs an Tag
50 (p<0,03) und Tag 100 nach SZT (p<0,02). An Tag 200 nach SZT gibt es keine
Unterschiede in der Rekonstitution von CMV-CTLs mehr zwischen den beiden
Gruppen.

ren, die gegen das gleiche CMV-Protein gerichtet sind, Dominanzen auftreten.
Auflerdem identifizierte ich zwolf Patienten (17%), bei denen sich die Dominanz zwi-
schen zwei HLA-/Epitop spezifischen Tetrameren énderte (Abb. 5.16). Insgesamt traten
21 Switches auf. Neun der zwolf Patienten zeigten eine CMV-Reaktivierung und einer
der Patienten hatte eine de novo CMV-Infektion nach SZT. Ein vollstédndiger Spender-
chimérismus zum Zeitpunkt des Switches konnte bei zehn von 21 Switches gezeigt werden.
Ein Spenderchiméarismus von 90-100% lag bei fiinf und ein Spenderanteil <90% lag bei
vier Switches vor. Wir konnten aber in der kleinen Gruppe von zwolf Patienten keinerlei
Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines Switches und klinischen Ereignissen zei-
gen. Besonders bemerkenswert ist aber, dass in 52% aller Switches die Anderung zu einer
Dominanz von HLA-B*0801, also dem einzigen mit CMV-IE-1 Peptiden beladenen Te-
tramer, fiihrte (Abb. 5.14). Beim Vergleich der Immunantwort gegen die verschiedenen
Source-Proteine pp50, pp65 und IE-1 zeigte sich eine Dominanz von pp50 iiber pp65 (Abb.
5.15(a)). Switches traten mit einer Hiufigkeit von 20-27% auf (Abb. 5.15). Abbildung 5.16
zeigt Messdaten eines Patienten mit Switch zu HLA*B0801 (IE-1).
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Abbildung 5.14.:

(a) pp50

Abbildung 5.15.:
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A*0101
19%
n=4

A*0201

B*0801
52%
n=11

Endpunkte der Tetramer-Switches. Bei 124 der 201 Patienten war es moglich,
die Rekonstitution von CMV-CTLs mit mehr als einem Tetramer zu iiberwachen. Ins-
gesamt entwickelten 71 dieser Patienten (57%) CMV-CTLs. Bei 12 Patienten &nderte
sich die Dominanz zwischen zwei HLA-/ Epitop spezifischen Tetrameren. 52% dieser
Switches fiihrten zu einer Dominanz von HLA-B*0801 (IE-1).

Switch
pp50
25% (a*0101)
n=6 37.5%

n=9

pp50
50%
n=10
IE-1
(B*0801)
37.5%
n=9
- pp65 (b) IE-1 - pp50 (c) IE-1 - pp65

Immunantwort gegen Epitope von CMV-Source Proteinen. (a) Die Immu-
nantwort gegen ppb0 ist dominant gegeniiber der pp65 Antwort. Es gibt keine Do-
minanzen zwischen IE-1 und pp50 (b) und IE-1 und pp65 (c) Switches treten mit
einer Haufigkeit von 20-27% auf.
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Reaktivierung

CMV-Tetramer PE
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(b) Patient mit Switch zu IE-1: Diagramm der Absolutwerte

Abbildung 5.16.: Beispiel: Patient mit Switch zu HLA-B*0801 (IE-1). (a) Durchflusszytome-

trische Messung von CMV-CTLs bei einem Patienten mit Switch zu IE-1, der in
Hannover transplantiert wurde. (b) Gezeigt sind die Absolutwerte von CMV-CTLs
(y-Achse), gemessen mit den Tetrameren HLA-A*0101 (pp50) und HLA-B*0801 (IE-
1) zu verschiedenen Zeitpunkten nach SZT (x-Achse). Vor Tag 100 war HLA-A*0101
dominant gegeniiber HLA-B*0801. Etwa 100 Tage nach SZT fand ein Wechsel statt.
Im Anschluss blieb HLA-B*0801 dominant gegeniiber HLA-A*0101.
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5. Ergebnisse

5.4. Rekonstitution regulatorischer T-Zellen (Tregs) nach
allogener SZT

Regulatorische T-Zellen (Tregs) (s. 2.4.1) sind eine Untergruppe der C'D3TCDA4* T-

Helferzellen und spielen eine wichtige Rolle in der Erhaltung der Selbst-Toleranz und

48,100-102 " Gie konnen die Funktion, Zytokinprodulkti-

45,103,104

der Kontrolle von Immunantworten
on und Proliferation konventioneller T-Zellen unterdriicken und sind dadurch in
die Lage, die Entstehung einer GvHD oder die Abstolung eines Transplantats zu verhin-

3154105 Biglang gibt es nur sehr wenig Informationen iiber die Immunrekonstitution

dern
von Tregs bei pédiatrischen Patienten nach SZT. Aus diesem Grund habe ich die Entwick-
lung von Tregs in einer Longitudinalstudie mit 16 Patienten und 239 Messungen nach SZT
untersucht. Ein Manuskript zu den in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnissen wurde

im Journal of Immunological Methods verdffentlicht 106,

5.4.1. Bestimmung von Tregs im peripheren Blut gesunder

Individuen mittels 10-Farb-Durchflusszytometrie

Bisher basieren durchflusszytometrische Protokolle zur Bestimmung von Tregs weitestge-
hend auf 4-Farb-Analysen mit den Markern CD45, CD3, CD4 und CD25. Um auch Un-
tergruppen von Tregs (Naive- und Gedéchtnis-Tregs) zu bestimmen, wurde im Rahmen
der vorliegenden Doktorarbeit ein neues 10-Farb-Protokoll zur durchflusszytometrischen
Messung von Tregs und NK-Zellen sowie deren Untergruppen entworfen. Dieses Protokoll
haben wir zum Testen bei zehn gesunden Spendern eingesetzt. Die Messergebnisse sind
in Tabelle 5.1 zusammengefasst.

Im Median hatten diese gesunden Spender 6,4% CD25%9" und 7,5% CD25TCD127mc9/dim
Tregs. Diese setzten sich im Median aus 40,3% CD45RATC D62L" Naiven-, 49,2%
CD45RA-CD62L" Zentralen-Gedéchtnis- und 9,1% CD45RA-CD62L~ Effektor-Ge-
dachtnis Tregs zusammen. Fast 90% der Tregs tragen das Oberflichenmolekiill CD62L
(L-Selektin). Dieses vermittelt die Leukozyten-Adhision und ist sehr wichtig fiir Migra-
tion der Zelle in sekundére lymphatische Organe. Eine Beispielauswertung ist in Kapitel
4, Abbildung 4.6 zu finden.
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5.4. Rekonstitution regulatorischer T-Zellen (‘Tregs) nach allogener SZT

N
\wﬁ & N e
& P & & &
& S Mo o Ke
& <O s o o
o° a° o ¥ »
& & & & &
Popula- Tregstioht Tregs™®9/¥™ | Naive Tregs | Zentrale- Effektor-
tion Gedachtnis Tregs | Gedéchtnis Tregs
Gate [CD3TCD4*] | [CD3TCD4%] | Tregs¢9/4i™m | Tregsned/dim Tregsned/dim
1|56 7,4 47,0 47,6 5,1
2135 46 39,4 50,6 9,0
31|64 7,6 50,7 41,2 6,8
168 7.0 21.9 68,4 9.2
51 3,3 5,3 32,9 56,7 9,9
663 8.1 37,7 9.3 12,6
7186 10,7 41,3 44.7 13,2
894 10,4 463 49,2 8.0
9 16,5 7,3 56,9 40,8 1,8
10 7.9 9.6 28,5 61,0 10,4
Median Median Median Median Median
6,4 7,5 40,3 49,2 9,1

Tabelle 5.1.: Messung von Tregs und Treg-Untergruppen mit Hilfe von 10-Farb-
Durchflusszytometrie. Im peripheren Blut von zehn gesunden Individuen wurden
CD25b9ht ynd CD25+CD1277¢9/4™ Tregs bestimmt. AuBerdem konnten auch Naive-
sowie Zentrale-Gedéachtnis- und Effektor-Gedéchtnis- Tregs gemessen werden.

5.4.2. Vergleich durchflusszytometrischer Methoden zur Treg

Bestimmung mit Hilfe von 5-Farb-Durchflusszytometrie

Zur durchflusszytometrischen Bestimmung von Tregs existieren mehrere, auf verschiede-
nen Markerkombinationen basierende Ansétze. Um eine Methode zu finden, die sich gut
fiir ein regelméfBiges Monitoring von Tregs nach SZT eignet, wurden folgende Methoden

getestet:

e CD3TCDATCD25" FoxP3*
o O D3TCDATC D25right

e CD3TCD4+*CD25TC D127/ dim

Je drei Blutproben gesunder Individuen und Patienten nach SZT Tregs wurden mit Hilfe

aller drei Methoden bestimmt. Die erhobenen Treg Werte sind reproduzierbar und ver-

gleichbar (Tabelle 5.2).

85



5. Ergebnisse

CD25" FoxP3* C D25bright CD25%C D1277e9/dim
% Zellen/pl % Zellen/pl % Zellen/pl
Patient 1 25,7 15 21,8 13 21,6 12
Patient 2 9,2 39 7,6 32 8,2 35
Patient 3 9,5 68 7.5 54 8,2 58
Gesunder Spender 1 4,8 22 6,2 29 5,5 26
Gesunder Spender 2 6,8 82 5,4 65 6,3 76
Gesunder Spender 3 8,8 119 8,3 113 8,6 117

Tabelle 5.2.: Treg-Bestimmung: Vergleichsmessungen. Bestimmung von Absolutwerten und pro-
zentualen Treg-Werten als Untergruppe der T-Helferzellen bei gesunden Individuen und
Patienten nach SZT.

Die Durchfiithrung der intrazelluldren FoxP3-Féarbung ist deutlich zeitaufwéandiger als die

Treg Bestimmung durch die Markierung von Oberflachenmolekiilen. Daher ist dieser An-

satz fiir ein héufiges Monitoring nach SZT nicht geeignet. Zum Vergleich der Ansétze
C' D259 und C D25+ C D1277¢9/4™ haben wir 239 Treg Messungen von 16 Patienten auf
beide Arten ausgewertet. Es zeigte sich, dass mit Hilfe der C D25%C D127"¢9/%™ Firbung

etwas hohere Treg-Werte gemessen wurden. Die Abweichung belief sich auf etwa 0,5%

(Abb. 5.17(a)). In der Gruppe von zehn gesunden Individuen fiel der Unterschied in der

Treg-Bestimmung zwischen den beiden Methoden mit ca. 1,75% etwas hoher aus (Abb.

5.17(h)).
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Abbildung 5.17.: Bland-Altman

Diagramm

[CD25bright — CD127negidim] (%)

Durchschnitt der Tregs (%)
(b) Gesunde Individuen
zum Vergleich von CD25i9h

5 6 7 8 9

und

CD251CD127"¢9/%™ Tregs. (a) Gezeigt ist jeweils die prozentuale Abweichung
der beiden Methoden zur Treg-Bestimmung (y-Achse) sowie der durchschnittliche
prozentuale Anteil von Tregs bezogen auf die T-Helferzellen (x-Achse). Bei den
Patienten nach SZT liegt die Abweichung der beiden Methoden bei ca. 0,5% und (b)
bei gesunden Individuen bei etwa 1,75%. In beiden Gruppen wurden im Durchschnitt
hohere Werte mit dem CD25CD1277¢9/4™ Ansatz gemessen.
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5.4. Rekonstitution regulatorischer T-Zellen (‘Tregs) nach allogener SZT

Bei der Messung von Tregs via C' D257 C D1277¢9/%™ 511t auf, dass es direkt nach SZT auf
allen T-Zellen keine oder eine nur sehr geringe Expression von CD127 (a-Kette des IL-7
Rezeptor) gibt. Diese Runterregulation von CD127 konnten wir bei allen 16 Patienten
beobachten. Durch Bestimmung der ,Mittleren Fluoreszenz Intensitdt (MFI)“ zu ver-
schiedenen Zeitpunkten nach SZT, konnte ich zeigen, dass die Expression von CD127 mit
dem Fortschreiten der Tage nach SZT korreliert (Pearson Koeffizient r=0,5; p<0,0001).
Abbildung 5.18 zeigt die CD127 MFI fiir einen Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten
nach SZT.
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Abbildung 5.18.: Messung der CD127 Expression von einem Patienten zu drei Zeitpunkten
nach SZT. Im Laufe der Immunrekonstitution steigt die CD127 Expression auf T-
Zellen.

5.4.3. Rekonstitution von Tregs im Hinblick auf GvHD und

Rezidiventwicklung

Zur Analyse der Immunrekonstitution wurden Tregs in 239 Blutproben von 16 Patienten
innerhalb der ersten zwei Jahre nach SZT bestimmt. Obwohl unsere Patientengruppe im
Bezug auf die Grunderkrankung und die Transplantationsart sehr heterogen war (Tabelle
4.10), konnte ich einen Unterschied in der Immunrekonstitution von Tregs zwischen Pa-
tienten ohne GvHD oder leichter GVHD und Transplantierten mit einer schweren GvHD
oder einem Rezidiv nach SZT zeigen.

Innerhalb der ersten zwei Monate nach SZT liegt der Median der gemessenen Treg-
Prozentwerte aller Patientengruppen, bezogen auf die CD3TC D4+ T-Helferzellen, zwi-
schen 10 und 20%. Bei Patienten ohne GvHD (n=3) oder mit GvHD Grad I (n=4) nimmt
dieser Wert innerhalb der néchsten 2-3 Monate wieder ab und liegt anschliefend bei ca.
7-8%. Im Gegensatz dazu zeigen Patienten mit einer GvHD Grad II-IV (n=5) und Pati-
enten mit einem Rezidiv nach SZT mit einem Median von 20-30% iiber einen Zeitraum
von mehr als einem Jahr hohe Treg Werte (Abb. 5.19(a)).

Die Treg-Absolutwerte/ul stiegen schneller bei Patienten ohne GvHD im Vergleich zu
Patienten mit einer GvHD Grad II-IV (Unpaired T-Test: p<0,5) (Abb. 5.19(b)).
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Abbildung 5.19.: Immunrekonstitution von Tregs nach SZT. (a) Die prozentualen Werte regu-
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latorischer T-Zellen (Tregs) bezogen auf die T-Helferzellen im peripheren Blut von
Patienten ohne GvHD oder GvHD Grad I pendeln sich innerhalb der ersten Monate
nach SZT bei ca. 8% ein. Patienten mit GvHD Grad II-IV oder einem Rezidiv haben
im Median hohere Werte. (b) Die Treg-Absolutwerte zeigen eine schnellere Rekon-
stitution bei Patienten ohne GvHD im Vergleich zu Patienten mit GvHD Grad II-IV
(p<0,05; Unpaired T-Test).



5.4. Rekonstitution regulatorischer T-Zellen (‘Tregs) nach allogener SZT

Im néchsten Schritt habe ich untersucht, ob eine Korrelation zwischen der Regeneration
von Tregs und der Entstehung einer akuten GvHD oder eines Rezidivs vorliegt. Dafiir
habe ich mir die Treg-Werte gezielt nur an Tagen angesehen, an denen in der Kranken-
akte des jeweiligen Patienten eine akute GvHD vermerkt war oder ein Rezidiv nach SZT
vorlag. Diese Werte habe ich mit den Tregs der Patienten ohne GvHD verglichen. Hierbei
ergaben sich signifikant hohere Treg-Prozentwerte bei Patienten mit einer GvHD Grad
II-IV (p<0,01) oder Rezidivpatienten (p<0,001). Patienten zum Zeitpunkt des Rezidivs
zeigten die hochsten Treg-Prozentwerte mit einem Median von 31,6% (Abb. 5.20(a)). Im
Gegensatz hierzu zeigten Patienten ohne GvHD die hochsten Treg-Absolutwerte, wenn

auch nicht signifikant unterschiedlich zu den anderen Gruppen (Abb. 5.20(b)).
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Abbildung 5.20.: Treg Entwicklung zu Zeitpunkten akuter GvHD oder im Rezidiv. (a) Pati-
enten ohne GvHD zeigen signifikant niedrigere prozentuale Treg Werte als Patienten
wéhrend einer GvHD II-IV (p<0,01) oder im Rezidiv (p<0,001) nach SZT (Kruskal-
Wallis-Test + Dunn-Test). (b) Im Gegensatz hierzu gibt es keinen signifikanten Un-
terschied zwischen den Treg-Absolutwerten aller Gruppen.
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6. Diskussion

6.1. Immunrekonstitution nach Stammzelltransplantation

Als Immunrekonstitution nach SZT bezeichnet man die Differenzierung transplantierter
héamatopoetischer Stammzellen zu reifen Zellen der angeborenen und der erworbenen Im-
munabwehr (s. 2.4). Die ziigige Regeneration funktioneller Immunzellen ist ein entschei-
dender prognostischer Faktor im Hinblick auf das Uberleben des Patienten nach SZT. Der
Zeitpunkt, wann die einzelnen Zellpopulation nach SZT rekonstituieren, ist von Patient zu
Patient unterschiedlich und ist z.B. vom Entwicklungsweg der einzelnen Zellpopulation,
der Transplantataufreinigung und dem HLA-Matching zwischen Spender und Empfinger

3438 Bei den meisten Patienten ist die Regeneration des himatopoetischen Sys-

abhéngig
tems und der angeborenen Immunitét nach SZT innerhalb weniger Wochen weitestgehend
abgeschlossen. Im Gegensatz hierzu bedarf die Rekonstitution der erworbenen Immunitét
oft mehrere Monate bis Jahre. Hierbei rekonstituieren Kinder schneller als Erwachse-
ne3*4 was u.a. auf die mit dem Alter abnehmende Thymusfunktion zuriickgefiihrt wer-
den kann*"*?. Eine verzogerte und mitunter unvollstindige Immunrekonstitution nach
SZT birgt ein erhohtes Risiko fiir Infektionen und das Auftreten eines Rezidivs. Adoptive
Immuntherapien kénnen dazu beitragen, die Immunrekonstitution zu beschleunigen und
den GvT/GvL-Effekt zu steigern. Die Indikation hierzu ist jedoch streng geregelt, da eine
zusétzliche Immuntherapie mit dem Auftreten von Risiken verbunden ist (s. 2.4.5).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Immunrekonstitution auf das Auftreten
von Infektionen, Rezidiv sowie das Uberleben nach SZT untersucht. Mittels multivariater
Analyse wurde die Immunregeneration von 32 Patienten nach SZT im Hinblick auf das
Uberleben des Patienten beurteilt. AuBerdem wurde die Rekonstitution spezifischer Im-
munzellen und deren Einfluss auf den Transplantationsverlauf analysiert. Die Immunitét
gegen CMV wurde mit Hilfe HLA-Klasse-I spezifischer Tetramere beobachtet. Die Ergeb-
nisse wurden im Hinblick auf die Reaktivierung einer latenten CMV-Infektionen ausge-
wertet. Des Weiteren wurde in einer Longitudinalstudie die Rekonstitution von Tregs nach
SZT untersucht. Hierbei wurden unterschiedliche Methoden zur durchflusszytometrischen
Treg Bestimmung angewendet und verglichen. Die Absolut- und Prozentwerte der Tregs

wurden im Hinblick auf die Entwicklung von GvHD bzw. eines Rezidivs ausgewertet.
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6. Diskussion

6.2. Applikation und Optimierung adoptiver Zelltherapien

Die Identifikation von Hochrisiko-Patienten, welche von einer adoptiven Immuntherapie
profitieren wiirden, ist sehr wichtig. Hat man einen Patienten ermittelt, der eine adoptive
Therapie benétigt, so stellt sich die Frage, welche Zelltherapie am besten geeignet ist. Die
Hauptziele der adoptiven Zelltherapie sind wie folgt:

e Steigerung des GvT/GvL-Effekts.
e Unterstiitzung der Immunrekonstitution.
e Vermeidung einer GvHD.

Es stehen verschiedene Moglichkeiten der adoptiven Immuntherapie zur Verfiigung. Um
die Immunrekonstitution zu beschleunigen, kann eine erneute, oftmals geringere Menge
von Spenderstammzellen appliziert werden (Stammzell-Boost). Um das Risiko des Auf-
tretens einer GVHD nach der Gabe eines Stammzell-Boosts zu minimieren, werden héufig
CD34-selektionierte Stammzell-Préparate eingesetzt, da sie so gut wie keine T-Zellen ent-
halten.

Bei der akuten Infektion mit Viren (z.B. CMV) konnen spezifische Spender-T-Zellen (z.B.
CMV-sperzifische T-Zellen) selektioniert werden, die dem Patienten infundiert werden und
spezifisch gegen die vorliegende Infektion wirken ™",

Liegt ein Hinweis auf ein drohendes Rezidiv oder eine Transplantatabstoffung vor, wer-
den in vielen Fallen Spederlymphozyten (DLIs) verabreicht. Der Zeitpunkt der DLI-
Applikation wird auf der Basis von Chimérismusanalysen gewéhlt. Mit Hilfe univariater
und multivariater Modellierung ist es uns nun gelungen, Hochrisiko-Patienten anhand ih-
rer Immunrekonstitution zu erkennen. Bisher konnten DLIs erfolgreich zur Abwendung
einer beginnenden Transplantatabstofung eingesetzt werden” ™. Bei einem beginnenden
Rezidiv fiihrt eine DLI dagegen deutlich seltener zu einem Benefit fiir den Patienten.
Obwohl die Menge der applizierten Lymphozyten in Abhéngigkeit des HLA-Matchings
individuell fiir den jeweiligen Patient angepasst wird, birgen DLIs ein grofles GvHD Ri-
siko1%7. Sind nach der ersten DLI-Gabe weitere Applikationen von Spenderlymphozyten
notwendig, so kann die Dosis langsam gesteigert werden, wenn bislang keine GvHD auf-
getreten ist.

Der adoptive Transfer allogener hochaufgereinigter NK-Zellen ist eine weitere Therapieop-
tion zur Steigerung des GvT/GvL-Effekts. Die applizierten NK-Zellen wirken sich mogli-
cherweise auch positiv auf die Immunregeneration aus. In einer Phase I/II-Studie wurden
im Transplantationszentrum der Frankfurter Universitdtskinderklinik 14 Patienten mit
hochaufgereinigten NK-Zellen nach SZT behandelt. Die Hélfte der Kinder erhielt NK-
Zellen, die nach der Aufreinigung 10 Tage mit IL-2 stimuliert wurden. Die IL-2 Stimulation
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fithrte zu einer erhdhten Zytokinproduktion durch die NK-Zellen und zu einer Verédnde-
rung der Rezeptorexpression auf der NK-Zelloberfliche. Durch die Stimulation wurde eine
gesteigerte Expression von Rezeptoren erreicht, welche fiir die Zytotoxizitat der NK-Zellen
notwendig sind (z.B. NKG2D und NCRs). Mit Hilfe funktionaler Assays konnte diese Stei-
gerung in der zytotoxischen Aktivitit in vitro nachgewiesen werden%’. Die Therapie mit
hochaufgereinigten I1L-2 stimulierten NK-Zellen zur GvT/GvL-Steigerung stellt somit ei-
ne geeignete Alternative zu DLI dar. Bei den Patienten der Frankfurter Studie traten nur
milde Formen einer GvHD nach NK-Zell-Applikation auf® ™. Méoglicherweise wurde die
GvHD in diesen Fillen durch residuale C'D3" Zellen im NK-Zell-Priparat ausgelost. Ob
NK-Zellen selbst in der Lage sind, eine GvHD auszuldsen, ist bislang nicht geklart.
Leider kann durch die Applikation adoptiver Zelltherapien nicht bei allen Patienten der
erwiinschte Erfolg erzielt werden, obwohl eine hohe Zytotoxizitét der Zellen in vitro gezeigt
wurde. Dies hangt mit Escape-Mechanismen zusammen, die den Tumor vor Angriffen des
Immunsystems schiitzen!%$1% Um die Wirksamkeit und Sicherheit des adoptiven Zell-
transfers zu verbessern, sind daher ein weitgehendes Verstdndnis der Tumorimmunitét
und der GvHD-Entstehung notwendig.
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6.3. Multivariate und univariate Auswertungen zur

Immunrekonstitution

Es gibt zahlreiche Daten in der Literatur zur Immunrekonstitution nach SZT und Studien,
die vor allem univariate prognostische Faktoren zur Erkennung von Hochrisiko-Patienten
ermittelten319 114 Um das komplexe Zusammenspiel des Immunsystems besser beschrei-
ben zu kénnen, wurden im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit multivariate Ansétze
verwendet und multivariate prognostische Faktoren ermittelt.

Basierend auf Messungen von Leukozytenuntergruppen gesunder Kinder wurde ein multi-
variates Normwertmodell erstellt. Dieses ellipsenférmige Modell wurde anschliefend ver-
wendet, um Patienten nach SZT in eine Hochrisko- und eine Niedrigrisiko-Gruppe einzu-
teilen. Patienten, die den Normwertbereich zu den Zeitpunkten 200 und 300 Tage nach
SZT erreicht hatten (Niedrigrisiko-Gruppe), zeigten ein signifikant hoheres Uberleben als
die Patienten der Hochrisiko-Gruppe, die das Ellipsoid gar nicht erreichten oder zu schnell
wieder verlieflen (Tag 200: p=0,001; Tag 300: p<0,0001). Durch die Klassifikation mit dem
multivariaten Modell an Tag 200 nach SZT wurden drei Patienten falsch der Hochrisiko-
Gruppe zugeordnet. Fiinf Patienten wurden an Tag 200 falsch der Niedrigrisiko-Gruppe
zugeteilt und verstarben. Interessanterweise verlieflen drei von ihnen (Tabelle 4.8; Pati-
enten 3, 21, 22) vor ihrem Tod das Normwertellipsoid. Abbildung 6.1 zeigt einen Bei-
spielverlauf eines der drei Patienten, die den Normwertwertbereich nach Erreichen wieder

verlassen.
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Abbildung 6.1.: Beispiel: Verlassen des Normwertbereichs. (a) Gezeigt ist der T? Range Plot
des Patienten Nr. 21 (Tabelle 4.8). Der Patient erreicht das Ellipsoid etwa 190 Tage
nach SZT, aber verlisst es nach ca. 400 Tagen wieder. (b) Zur Verdeutlichung wurden
die Messwerte im Normwertbereich blau und die Werte nach verlassen des Referenz-
bereichs rot markiert und in ein Koordinatensystem mit Ellipsoid eingezeichnet.
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Um dieses Phidnomen aber in die Modellierung zu integrieren, wére eine deutlich gréflere
Anzahl von Patienten notig, die den Normwertbereich wieder verlassen.

Vor Beginn dieser Doktorarbeit wurde von Koehl et al. ein univariater Ansatz zur Iden-
tifikation von Hochrisiko-Patienten vorgeschlagen®*. Hierin konnte gezeigt werden, dass
Patienten, die nicht innerhalb des ersten Jahres nach SZT die 5. Perzentile altersge-
matchter Normwerte fiir zytotoxische T-Zellen erreichten, schlechtere Uberlebenschancen
haben als Patienten, die diesen Schwellwert erreichen (p<0,001). Durch die Analyse des
Uberschreitens der 5. Perzentile altersabhingiger Normwerte kénnen zu niedrige Zellwerte
erkannt werden konnen, zu hohe Werte bleiben jedoch unerkannt. Mit Hilfe des beschrie-
benen multivariaten Ansatzes konnen Abweichungen unterhalb und oberhalb des Norm-
bereichs bestimmt werden. Erhohte Werte zytotoxischer T-Zellen kénnen z.B. aufgrund
einer CMV-Infektion entstehen. Die Ursache fiir erhohte Absolutwerte von T-Helferzellen
kann eine Pilzinfektion sein. Zur Veranschaulichung zeigt Abbildung 6.2 den Verlauf ei-
nes Patienten, der sehr schnell alle altersgematchten Perzentilen erreicht (Abb. 6.2(a))
und den Verlauf eines Patienten, der innerhalb der ersten 200 Tage nach SZT nur die 5.
Perzentile altersgematchter NK-Zellen erreicht hat. Dieser Patient hat eine stark verlang-
samte Rekonstitution und wére durch Nicht-Erreichen der 5. Perzentile altersgematchter
Normwerte zytotoxischer T-Zellen, durch das zuvor beschriebene univariate Modell einer
,Hochrisiko-Gruppe* zugeordnet worden (Abb. 6.2(b)). AuBlerdem sind zwei Beispiele von
Patientenverldufen gezeigt, die mit ihren Absolutwerten weit iiber die 95. Perzentile hin-
ausschieffen, was mit Hilfe des oben beschriebenen Modells nicht héitte erkannt werden
kénnen (Abb. 6.2(c), 6.2(d)).

Mit dem im Rahmen dieser Arbeit umgesetzten multivariaten Modell ist es gelungen, an
Tag 300 nach SZT signifikantere Ergebnisse zu erlangen als in der gleichen Patientengrup-
pe mit dem univariaten Ansatz ein Jahr nach SZT (p<0,0001 vs. p<0,001). Die mit dem
multivariaten Modell erzielten Ergebnisse an Tag 300 nach SZT waren deckungsgleich mit
den Ergebnissen an Tag 365 nach SZT.

Trotz dieser Erfolge wire es besser, bereits zu einem fritheren Zeitpunkt Hochrisiko-
Patienten zu identifizieren, um so frith wie moglich eine immuntherapeutische Mafinah-
me einzuleiten. Unser Modell liefert auch an Tag 200 nach SZT signifikante Ergebnisse,
wiinschenswert fiir eine rechtzeitige klinische Entscheidung sind aber deutlich friithere Zeit-
punkte wie Tag 60-120 nach SZT.

In der Literatur gibt es auch Ansétze, die Hochrisiko-Patienten zu fritheren Zeitpunkten
nach SZT identifizieren. Viele dieser Verfahren haben in multivariaten Analysen mehrere
Variablen beriicksichtigt, ermitteln aber univariate prognostische Faktoren mit teilwei-
se widerspriichlichen Ergebnissen. Ansétze, die bereits an Tag 21 nach SZT Hochrisiko-

Patienten identifizieren, wurden von Kumar et al. und Kim et al. beschrieben''®!! In
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Abbildung 6.2.: Immunrekonstitution: Beispiele von Patientenverliufen. (a) Patient mit sehr
schneller Immunrekonstitution. (b) Verlangsamte Immunrekonstitution. Der Patient
hat bis 200 Tage nach SZT nur die 5. Perzentile altersabhéngiger Normwerte fiir NK-
Zellen erreicht. (¢) Sehr starker Anstieg von C' D37 C D41 T-Helferzellen. (d) Anstieg
CD3TC D8 zytotoxischer T-Zellen. Der Patient hatte zu diesem Zeitpunkt eine CMV-
Infektion und eine grofie Anzahl CMV-CTLs konnte nachgewiesen werden.
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einer Gruppe von 43 erwachsenen ALL Patienten nach SZT zeigten Kumar et al., dass
Patienten mit einer Lymphozytenzahl < 175-10°/1 ein erhéhtes Rezidivrisiko haben!!?. Zu
den gleichen Ergebnissen kamen Kim et al. in einer Gruppe von 82 erwachsenen Patienten.
Diese Patientengruppe war sehr heterogen im Bezug auf Erkrankung und Transplantati-
onsart!!. Allerdings konnten Afzal et al. die Ergebnisse in 71 Kindern mit AML weder
an Tag 21 noch an Tag 30 bestétigen 3.

Ein weiteres Modell zur Identifikation von Risikopatienten wurde ebenfalls von Kim et al.
vorgeschlagen. Es ermittelte die Rekonstitution von C'D37C D4 T-Helferzellen drei Mo-
nate nach SZT als prognostischen Faktor!'?. Ein auf der Rekonstitution von CD3+tC' D8
zytotoxischen T-Zellen basierendes Modell wurde von Yakoub-Agha et al. vorgeschlagen.
Es basiert darauf, dass sich die schnelle Rekonstitution von C'D8YC' D28~ Zellen bis Tag
60 positiv auf das Uberleben auswirkt, allerdings steigt dadurch auch das Risiko einer
GvHD !4,
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6.4. Rekonstitution CMV-spezifischer T-Zellen
(CMV-CTLs) nach allogener SZT

Die CMV-Reaktivierung stellt eine hiufige Komplikation nach SZT dar. In einer Pilotstu-
die mit 16 padiatrischen Patienten® und einer tri-zentrischen Studie mit 201 Patienten
(padiatrisch und internistisch) konnten wir zeigen, dass eine Rekonstitution von CMV-
CTLs einen Schutz gegen die CMV-Reaktivierung bietet.

6.4.1. Bestimmung von CMV-CTLs mit Hilfe der

Tetramertechnologie

Zur durchflusszytometrischen Bestimmung von CMV-CTLs nach SZT habe ich Tetramer-
basierte Anséitze verwendet. Die Tetramertechnologie erwies sich als sehr sensitiv und ro-
bust®. AuBlerdem ermdoglicht sie das Monitoring von CMV-CTLs in einer grofien Patien-
tengruppe, da die notwendige Menge an Patientenblut und die fiir den Ansatz bendtigte
Zeit deutlich geringer sind als z.B. fiir funktionale Assays. Allerdings ist die Methode
HLA-restringiert, d.h. sie kann nur bei Patienten angewendet werden, die mindestens ein
HLA-Klasse-I-Merkmal besitzen, fiir das ein CMV-spezifisches Tetramer vorhanden ist.
Wir konnten aber zeigen, dass wir bei mehr als 85% der Patienten mit mindestens einem
von sechs Tetrameren die Immunantwort gegen CMV messen konnten®!. Die Abdeckung
dieser sehr groflen Anzahl von Patienten mit nur wenigen HLA-spezifischen Tetrameren
ist dadurch zu erklédren, dass es zwar eine Vielzahl unterschiedlicher HLA-Merkmale gibt,
diese aber in der Bevolkerung nicht gleichverteilt sind. In Deutschland besitzen z.B. ca.
29% der Bevolkerung das HLA-Klasse-I-Molekiil A*02011%.

Leider sehen wir durch die Anwendung HLA-spezifischer Tetramere evtl. nur einen Aus-
schnitt der Immunitét und nicht die gesamte Antwort gegen das Pathogen. Auflerdem kann
mit der Tetramertechnologie nicht die Antwort der C' D37 C D4 T-Helferzellen bestimmt
werden, die von Widman et al. als prognostischer Faktor fiir die CMV-Reaktivierung be-
schrieben wird ¢, Ein weiterer Schwachpunkt der Methode ist, dass eine beeintriichtigte
Funktionalitét der Zellen (z.B. durch Steroidgaben) mit der Tetramertechnik nicht ein-
deutig nachgewiesen werden kann. Nakamura et al. vermuten zwar, dass die Proliferation
von CMV-CTLs ein Marker fiir deren Funktionalitit sein kénnte!'”, trotzdem sind in
manchen Fillen aber zusétzliche intrazelluldre Farbungen (z.B. mit IFN+v) notwendig,
um die Funktionalitdt von CMV-CTLs sicher nachzuweisen.

In einer Studie mit 201 Patienten konnten wir zeigen, dass die Anzahl der CMV-CTLs
zwischen den einzelnen Patienten stark streut. Aulerdem war der Median der mit sechs
verschiedenen Tetrameren gemessenen CMV-CTLs sehr unterschiedlich. HLA-A*0101,
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HLA-B*0702 und HLA-B*0801 hatten einen dhnlichen Median. Die Werte der anderen
Tetramere waren geringer. Fiir HLA-A*2402 ergaben sich sogar signifikant niedrigere Ab-
solutwerte im Vergleich zu Messungen mit den Tetrameren HLA-A*0101 (p<0,001), HLA-
B*0702 (p<0,01) und HLA-B*0801 (p<0,01). Warum der Median der mit dem Tetramer
HLA-A*2402 gemessenen CMV-CTLs signifikant niedriger liegt, ist nicht vollstandig ge-
klart. Giest et al. vermuten, dass bereits niedrige CMV-CTL Levels spezifisch fiir HLA-
A*2402 eine schiitzende Wirkung haben!'®. Morita et al. hingegen nehmen an, dass die

Antwort von HLA-A*2402 von anderen Epitopen dominiert wird .

6.4.2. Wie viele CMV-CTLs braucht ein Patient zum Schutz vor
einer CMV-Reaktivierung?

Die Regeneration von CMV-CTLs kann einen Patienten vor einer CMV-Reaktivierung
und den damit verbundenen Komplikationen schiitzen®129123  Abbildung 6.3 zeigt Bei-
spielverlaufe von zwei Patienten, die eine CMV-Reaktivierung nach SZT hatten, aber
durch die Rekonstitution von CMV-CTLs die CMV-Last sehr schnell reduzieren konnten.
Beide Patienten wurden in Hannover transplantiert und erhielten keinerlei antivirale The-

rapie. Antivirale Medikamente wie z.B. Ganciclovir haben oft eine myeolotoxische Wir-
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Abbildung 6.3.: Beispiel: CMV-Clearance ohne Medikamente. Gezeigt sind zwei Patienten aus
Hannover mit CMV-Reaktivierung ({). Beide Patienten konnten durch die Rekonsti-
tution von CMV-CTLs (@) das Auftreten von CMV-bedingten Komplikationen ver-
hindern. Die CMV-Last wurde mit Hilfe von PCR (positiv: +; negativ: X) oder als
pp65-positive Events pro 400.000 Leukozyten bestimmt (e).

kung?®. Am Beispiel dieser Patienten ist zu erkennen, dass unter bestimmten Umstinden
moglicherweise auf die Gabe antiviraler Medikamente verzichtet werden kann. Nun stellt
sich aber die Frage, wie viele CMV-CTLs ein Patient benétigt, um einen Schutz vor ei-
ner CMV-Reaktivierung bzw. CMV bedingten Komplikationen zu haben? Basierend auf
Messungen mit dem CMV-spezifischen Tetramer HLA-A*0201 wurde beschrieben, dass 10
CMV-CTLs/ul einen Schutz vor einer CMV-Reaktivierung gewiihrleisten konnen!20:122,

2010 beschrieben Gratama et al. in einer prospektiven Studie mit fiinf Tetrameren, dass

99



6. Diskussion

eine Rekonstitution von weniger als 7 CMV-CTLs/ul bis 65 Tage nach SZT mit einem
erhohten Risiko fiir das Auftreten von CMV-bedingten Komplikationen einhergeht!?!.
In unserer Studie gab es deutliche Unterschiede zwischen den Medianen der bestimmten
CMV-CTLs fiir die verschiedenen Tetramere. Allerdings zeigte sich, dass Patienten die
zwischen Tag 50 und 75 nach SZT 1 CMV-CTL/ ul regeneriert hatten, signifikant seltener
reaktivierten als Patienten, die keine CMV-CTLs rekonstituierten (p<0,05). Je hoher wir
den Schwellenwert der zu erreichenden CMV-CTL Menge setzten, desto schlechter wurde
die Trennung zwischen Patienten mit und ohne Reaktivierung. Daher vermuten wir, dass
der Nachweis von CMV-CTLs bereits Hinweise auf einen Schutz gibt. Findet trotzdem
eine Reaktivierung statt, so muss es zu einer Proliferation der CMV-CTLs kommen, um
weitere Komplikationen zu verhindern. Ein niedriger Schwellenwert von 3 CMV-CTL/ul
zur Identifikation von Patienten, die CMV auch ohne Medikamente langfristig unter Kon-
trolle halten, wurde von Lilleri et al. vorgeschlagen!?3. Allerdings wurden hier funktionale
Assays zur CMV-CTL Bestimmung verwendet. Der Tetrameransatz hat demgegeniiber
den Vorteil, dass er schneller durchgefiihrt werden kann und somit auch bei gréfleren

Patientengruppen anwendbar ist.

6.4.3. Dominanz von HLA-Merkmalen/ CMV-Epitopen

Im Hinblick auf die Dominanz einzelner HLA-Merkmale/ CMV-Epitope wurde gezeigt,
dass HLA-B*0702 dominant iiber HLA-A*0201 ist'?*. Dies konnten wir anhand unserer
Auswertungen bestitigen. Auflerdem konnten wir zeigen, dass HLA-B*0702 auch domi-
nant iitber HLA-A*0101 ist und HLA-A*0101 eine dominante Antwort gegeniiber HLA-
A*0201 liefert. Ob es sich hierbei um eine Immundominanz bestimmter HLA-Merkmale
iiber andere HLA-Merkmale handelt oder ob bestimmte CMV-Epitope dominant iiber
andere Epitope sind, konnte in dieser Arbeit nicht gekldrt werden. Um festzustellen, ob
es eine Epitopendominanz gibt, brauchte man zwei Tetramere vom gleichen HLA-Typ,
die verschiedene CMV-Epitope gebunden haben. Zur Uberpriifung einer HLA-Dominanz
kénnte man einen Pool von Tetrameren verwenden, die alle das gleiche Peptid tragen,
sich aber in den HLA-Merkmalen unterscheiden. Momentan gibt es mehrere Tetramere,
die mit pp65-Peptiden beladen sind, allerdings sind die Sequenzen leicht unterschiedlich,
wodurch die Auswertung moéglicherweise beeintréichtigt wiirde.

Im Zuge unserer Dominanzauswertungen identifizierten wir auch zwolf Patienten mit 21
Anderungen in der Dominanz verschiedener Tetramere. Interessanterweise zeigte sich in
52% der Félle ein Wechsel zu HLA-B*0801 (IE-1) als dominantes Merkmal. Bei HLA-
B*0801 handelt es sich um das einzige von uns eingesetzte Tetramer, das mit einem Peptid

des CMV-IE-1-Proteins beladen ist. Dieses Protein wird sehr frith wahrend der viralen
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Replikation gebildet, was einen Zusammenhang zwischen Reaktivierung und Switch zur
[E-1 Antwort vermuten lie. Allerdings konnten wir diese Vermutung in unserer kleinen

Gruppe von zwolf Patienten nicht bestétigen.

6.4.4. Faktoren, welche die CMV-CTL Regeneration beeinflussen

Es ist beschrieben, dass die T-Zelldepletion von Stammzellprdparaten zu einer verlang-
samten T-Zell-Rekonstitution und dem vermehrten Auftreten von Infektionen fithren
kann'2°127 In unserer tri-zentischen Studie konnten wir zeigen, dass nur 20% der mit
T-Zelldepletierten PBSC transplantierten Patienten an Tag 100 nach SZT CMV-CTLs
gebildet hatten. Von den Patienten, die unmanipulierte Stammzellen erhielten, hatten
zu diesem Zeitpunkt bereits 50% CMV-CTLs rekonstituiert. Das ldsst vermuten, dass
Patienten, die mit T-Zelldepletierten Praparaten transplantiert werden, von einer frithen
adoptiven Immuntherapie mit CMV-CTLs profitieren kénnten.

Ein weiterer Faktor, der die Rekonstitution von CMV-CTLs nach SZT beeinflusst, ist die
Spender/Empfénger Serologie. So konnte ich deutlich zeigen, dass Patienten, die vor SZT
CMV-positiv waren und von einem CMV-positiven Spender transplantiert wurden (R*D™
Untergruppe; n=98), die schnellste Rekonstitution von CMV-CTLs aufwiesen. Dies kor-
reliert sehr gut mit den Ergebnissen von Borchers et al., wodurch gezeigt werden konnte,
dass Patieten der RTD* Untergruppe an Tag 100 nach SZT fiinffach héhere CMV-CTL
Absolutwerte aufwiesen als Patienten der R"D* und R*D~ Kohorten®.
Zusammenfassend ist es entscheidend fiir eine erfolgreiche Immunantwort gegen CMV,
dass der Patient nach SZT CMV-CTLs entwickelt und diese in ihrer Anzahl bei einer
CMV-Reaktivierung ansteigen.

In der prdemptiven Therapiesteuerung wird zur Erkennung einer CMV-Reaktivierung
oder de novo CMV-Infektion hauptséchlich die Messung der CMV-DNA-Last eingesetzt.
Durch die Kombination von Tetramertechnologie, Messung der CMV-DNA-Last und
Funktionsassays konnte diese Strategie aber evtl. optimiert werden. Abbildung 6.4 zeigt
einen Vorschlag, wie man die Tetramertechnologie mit CMV-PCR und Funktionsassays

kombinieren konnte.
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Abbildung 6.4.: Quantitative Bestimmung von CMV-CTLs zur Therapiesteuerung. Durch
die Kombination von Tetramertechnologie, Messung der CMV-DNA-Last und Funk-
tionsassays konnte die priemptive CMV-Therapiesteuerung evtl. optimiert werden.
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6.5. Rekonstitution regulatorischer T-Zellen (Tregs) nach
allogener SZT

Bislang gibt es sehr wenig Daten iiber die Immunrekonstitution von Tregs nach SZT.
Aus diesem Grund haben wir in einer Longitudinalanalyse die Treg-Absolut- und Treg-
Prozentwerte von 16 Patienten in 239 Messungen durchflusszytometrisch ermittelt. Im
Anschlufl haben wir diese Daten im Hinblick auf Unterschiede in der Treg-Entwicklung

von Patienten mit und ohne GvHD und Rezidivpatienten ausgewertet.

6.5.1. Durchflusszytometrische Bestimmung von Tregs

Tregs konnen iiber ihre Oberflichenexpression als CD259" bzw. CD25TCD1277e9/dm
Zellen detektiert oder durch die intrazelluldre Farbung mit FoxP3 bestimmt werden. Die
Vergleichbarkeit dieser drei Strategien wurde in den letzten Jahren in verschiedenen Studi-
en analysiert*#8. Liu et al. erzielten mit 7-8% der T-Helferzellen die hochsten Treg-Werte
durch die Oberflichenfirbung mit CD25 und CD1278. Diese Ergebnisse stimmen sehr gut
mit unseren Messungen bei gesunden Individuen und Patienten ohne GvHD (ab 6 Mona-
te nach SZT) und leichter GVHD (ab 9 Monate nach SZT) iiberein. Hartigan-O’Connor
et al. erzielten mit 5-12% der T-Helferzellen ebenfalls die hochsten Treg-Werte mit dem
CD25tCD1277¢9/%m Verfahren. Im Vergleich hierzu waren die Ergebnisse fiir CD25 9"
Tregs um das Zwei- bis Dreifache geringer*”. Auch wir haben mit dem CD25%"* Ver-
fahren etwas niedrigere Treg-Werte erzielt als mit dem CD25+CD1277¢9/4™ Ansatz. Eine
mogliche Erklarung fiir diese Disprepanz konnte eine Uberlappung zwischen aktivierten
CD25% T-Zellen und CD25"%" Tregs sein. Durch die zusitzliche Verwendung von CD127
kann evtl. eine bessere Trennung von aktivierten T-Zellen und Tregs erzielt werden*"*8.
Bei unseren zehn gesunden Spendern erleichterte uns der Einsatz von CD127 die Treg-
Auswertung. Bei den 16 Patienten zeigte sich allerdings innerhalb der ersten Monate
nach SZT eine Reduktion der CD127-Expression auf allen T-Zellen. Aus diesem Grund
bringt der Einsatz von CD127 zur Treg-Bestimmung erst einige Monate nach SZT einen
Benefit. Eine Runterregulation von CD127 (aKette des IL-7 Rezeptors) auf Naiven T-
Zellen bei 7/10 Patienten nach SZT wurde bereits von Poulin et al. beschrieben!?®. Wir
vermuten, dass diese Runterregulation von CD127 mit dem Zytokinmilieu nach SZT zu-
sammenhéngt. Bolotin et al. beobachteten hohe IL-7 Levels in Patienten nach einer Kno-
chenmarkstransplantation'?. Diese hohen IL-7 Konzentrationen koénnen fiir eine Run-
terregulation von CD127 (aKette des IL-7 Rezeptors) verantwortlich sein. T-Zellen, die
durch die Bindung von IL-7 bereits ein Signal erhalten haben, sind in der Lage, die Ex-

pression von CD127 zu reduzieren. Das verbleibende IL-7 wird hierdurch den T-Zellen
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zur Verfiigung gestellt, die noch kein Uberlebenssignal erhalten haben %! Nach SZT
existieren wenig T-Zellen und hohe IL-7 Levels. Somit kénnten alle T-Zellen ein Signal

erhalten und die IL-7 Expression reduzieren.

6.5.2. Faktoren, die Einfluss auf die Rekonstitution von Tregs
nehmen

In der Literatur ist beschrieben, dass Tregs eine GvHD unterdriicken kénnen 354190 Kei-

ne dieser Studien hat aber bisher Treg-Absolut- und Treg-Prozentwerte als Untergruppe
der T-Helferzellen bei GvHD Patienten betrachtet. Bei unserer Auswertung der Abso-
lutwerte zeigte sich, dass Patienten mit GvHD Grad II-IV im Vergleich zu Patienten
ohne GvHD eine verlangsamte Immunrekonstitution von Tregs zeigten (p<0,05). Zu &hn-
lichen Ergebnissen gelangten Zhai et al.. Sie konnten zeigen, dass Patienten mit geringen
Treg-Absolutwerten hiufiger eine GvHD Grad II-IV entwickelten'32. Li et al. werteten
bei Patienten nach SZT Treg-Prozente als Untergruppe der T-Helferzellen aus. Sie zeig-
ten, dass Patienten mit einer schweren akuten GvHD Grad II-IV oder einer chronischen
GvHD niedrigere prozentuale Treg-Werte aufwiesen als gesunde Individuen 33, Diese Be-
obachtung steht im Gegensatz zu unseren Auswertungen, da wir erhohte Treg-Prozente
bei Patienten mit GvHD Grad II-IV nachweisen konnten. Moglicherweise héingt dieses
verdnderte Treg/CD3TCD41 Verhéltnis mit der extensiven Behandlung der GvHD Pa-
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tienten z.B. mit immunsuppressiver Therapie zusammen (vgl. Coenen et a und Lim

et al.13%)

. Erhohte Treg-Prozente konnten eine Reaktion des Immunsystems zur GvHD-
Bekdmpfung anzeigen. Solange aber die Absolutzahlen der Tregs gering sind, kann leider
in der Regel keine Besserung der GvHD erreicht werden.

Neben den positiven Effekten von Tregs nach SZT (z.B. GvHD Linderung und Transplan-
tattoleranz) spielen Tregs auch eine Rolle in Tumor-Escape-Mechanismen. Hierbei wird
die Antwort des Immunsystems gegen den Tumor unterdriickt ®>5¢:136 Wolf et al. konnten
erhohte Treg-Absolutwerte bei Patienten mit Tumorprogression nachweisen®’. Brinkrolf
et al. zeigten erhohte Treg-Prozentwerte bei Ewing Sarkom Patienten mit Metastasierung
im Vergleich zu Patienten mit lokal begrenzten Tumoren®®. Patienten in unserer Kohorte
die ein Rezidiv nach SZT entwickelten, zeigten ebenfalls sehr hohe Treg-Prozentwerte. Ein
Mechanismus in dem Tumorzellen der Immunantwort von NK-Zellen ausweichen, wurde
von Zwirner et al. beschrieben. Tumorzellen bilden hierzu losliches MICA, welches die
fiir die Tumorzelllyse notwendigen Rezeptoren auf NK-Zellen blockiert. Einen wichtigen
Aspekt spielt hierbei auch die Zytokinproduktion durch Tregs (Abb. 6.5).
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6.5. Rekonstitution regulatorischer T-Zellen (Tregs) nach allogener SZT
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Abbildung 6.5.: Tumor Escape-Mechanismus. Der Tumor schiittet 16sliches MICA aus, welches von

NK-Zellen gebunden wird und diese daran hindert, Tumorzellen anzugreifen. Aufler-
dem behindert der Tumor durch die Sekretion von Zytokinen die Ausreifung von DCs.
Dadurch kann nur eine eingeschrénkte Interaktion (Crosstalk) zwischen NK-Zellen
und DCs stattfinden. Tregs stellen TGFS zur Verfiigung. Des Weiteren wird durch
die Ausschiittung von léslichem FasL die Expansion von NKG2DTCDA4T T-Zellen
gefordert, welche immunsuppressive Eigenschaften besitzen.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die Immunrekonstitution von Tregs nach SZT
eine wichtige Rolle im Bezug auf die GvHD-Entwicklung spielt, aber sich evtl. auch negativ

auf den GvT/GvL-Effekt auswirken kann.
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7. Ausblick

Im Rahmen dieser und anderer Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die schnelle Rege-
neration der Immunitéit nach SZT ein entscheidender prognostischer Faktor im Hinblick
auf das Uberleben des Patienten ist. Allerdings wurden die meistern dieser Analysen nur
an sehr kleinen Patientengruppen durchgefiihrt. Weitere Studien miissen deshalb in einer
deutlich grofleren Patientenkohorte die Giite der Konzepte zeigen.

Um Immunrekonstitutionsstudien an grofien Patientengruppen zeitnah durchfithren zu
kénnen, haben wir uns bereits mit anderen Transplantationszentren vernetzt. Dazu zédhlen
die Universitéts-Kinderkliniken Ulm und Wiirzburg sowie das ,,Leiden University Medi-
cal Center® in den Niederlanden. Wir haben einige Daten der einzelnen Zentren bereits
zusammengefiihrt und folgende Konzepte zur Auswertungen der gemeinsamen Daten fest-

gelegt:

1. Uberpriifung des im Rahmen dieser Doktorarbeit generierten multivariaten Modells

anhand der grofleren Patientengruppe.

2. Erweiterung der univariaten Modelle. Hierbei moéchten wir den Einfluss der Trans-
plantataufreinigung auf die Immunrekonstitution bei Patienten mit ALL und AML
untersuchen. Einen Schwerpunkt soll hierbei der Vergleich zwischen den Transplan-
tatquellen PBSC mit CD34-Selektion und PBSC mit CD3/19-Depletion darstellen.

3. Integration weiterer Faktoren in die Modellierung wie z.B. die Trennung zwischen
immunregulatorischen und zytotoxischen NK-Zellen und die Unterscheidung zwi-

schen Naiven-, Effektor- und Gedéchtnis-T-Zellen sowie Tregs.

4. Verwendung alternativer Machine-Learning-Algorithmen zur Generierung neuer Mo-
delle wie z.B. ,,Cox Proportional-Hazards Regression* und , Lineare Diskriminanz-
analyse (LDA)“. Die Cox Proportional-Hazards Regression kann zum Vergleich der
Effekte verschiedener Einflussfaktoren auf die Uberlebenszeit eingesetzt werden 7.
Durch die LDA wird bei der Dimensionsreduktion die Kombination der einzelnen

Faktoren so gewihlt, dass die Unterscheidbarkeit der Klassen maximiert wird 138139,

5. Unser Fernziel ist es, basierend auf Immunrekonstitutionsdaten Langzeitiiberleben-
der ein multivariates Modell zu entwickeln, welches zur Klassifikation der Rekonsti-

tution von Patienten nach SZT eingesetzt werden kann.
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A. Cluster of Differentiation
(CD)-Marker

Die folgende Tabelle enthélt eine Erlauterung der CD-Marker, die in dieser Arbeit ge-

nannt werden

6,14

CD- Zelluliare Expression Beschreibung des Rezeptors
Marker
CD3 T-Zellen Signaltransduktion, assoziiert mit
dem T-Zellrezeptor
CDh4 T-Helferzellen, Monozyten, Makro- | HLA-Klasse-II Rezeptor
phagen
CD8 Zytotoxische T-Zellen, wenige Tregs, | HLA-Klasse-1 Rezeptor
NK-Zellen
CD14 Monozyten, Makrophagen Rezeptor fiir Lipopolysaccharid-
Komplex (LPS) und
Lipopolysaccharid-Bindungsprotein
CD16 NK-Zellen, neutrophile Granulozy- | Fc-Rezeptor, vermittelt ADCC und
ten, Makrophagen Phagozytose
CD19 B-Zellen Korezeptor fiir B-Zellen, bildet einen
Komplex mit CD21 und CD81, bin-
det Tyrosinkinasen
CD21 reife B-Zellen, DC Korezeptor fiir B-Zellen, bildet einen
Komplex mit CD19 und CD81
CD25 aktivierte T-Zellen, Tregs, B-Zellen, | aKette des IL-2 Rezeptors
Monozyten, reife DC
CD28 Einige T-Zellsubgruppen Bindet CD80 und CD86, Rezeptor
fiir kostimulierendes Signal, beteiligt
an der Aktivierung naiver T-Zellen
CD34 Hamatopoetische Vorlauferzellen Adhésion, Ligand fiir CD62L
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CD45

CD45RA

CD45RO

CD56

CD62L

CD69

CD80

CD81

CD86

CD94

CD95

CD95L

CD127

CD133

CD152

Leukozyten

Naive T-Zellen, B-Zellen, Monozy-
ten

Gedéchtnis T-Zellen, Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen

NK-Zellen

T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen, Mo-
nozyten

Aktivierte T- und B-Zellen, aktivier-
te Makrophagen und NK-Zellen

T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, DC

Lymphozyten

Aktivierte B-Zellen, Monozyten, DC

T-Zellsubgruppen, NK-Zellen

Diverse Zellpopulationen

Diverse Zellpopulationen

Reife T-Zellen (ohne Treg), lymphoi-
de Vorlauferzellen, Monozyten

Hamatopoetische Vorlduferzellen

Aktivierte T-Zellen, Tregs

Tyrosin-Phosphatase

CD45 Isoform

CD45 Isoform

Adhésionsmolekiil

CD62L = L-Selektin: Vermittelt
Leukozyten-Adhésion, bindet CD34

Friithes Aktivations-Antigen

Kostimulator, Ligand fiir CD28 und
CD152

Korezeptor fiir B-Zellen, bildet einen
Komplex mit CD19 und CD21

Ligand fiir CD28 und CD152, Im-
munregulation, Kostimulation

Funktion weitgehend unbekannt

Bindet Fas-Ligand, induziert Apop-
tose

Fas-Ligand

aKette des 1L-7 Rezeptors

Funktion weitgehend unbekannt

CD152 = CTLA4, Ligand von CD80
und CD86
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