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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (allo-HSCT) ist eine
potentiell kurative Therapieoption fur maligne hamatologische Erkrankungen
sowie fur vererbte oder erworbene Blutkrankheiten wie die Sichelzell-Anamie
oder die aplastische Anamie [2-4]. Vor einer allo-HSCT erhalten Patienten in den
meisten Fallen zunachst eine Chemotherapie, die haufig mit einer Radiotherapie
kombiniert wird, sowie T-Zell-depletierende Antikorper. Dies dient dazu, den
Empfanger weitestgehend durch T-Zell-Minimierung zu immunsupprimieren und
dadurch die Stammzelltransplantat-AbstoRung zu vermeiden, aber auch die
Anzahl der malignen Zellen bei Tumorerkrankungen zu reduzieren [2]. Es kdnnen
drei verschiedene Quellen fur Stammzellen zur allo-HSCT genutzt werden:
Knochenmark, mittels Granulozyten-colony-stimulierendem Faktor (G-CSF)
mobilisiertes peripheres Blut (PBSCs) und Nabelschnurblut (NSB). Ein ,human-
leukocyte-antigen® (HLA) identer Zwilling gilt als idealer Spender zur
Verhinderung einer AbstoRungsreaktion [5]. Wenn solch ein Spender nicht zu
finden ist, kommen folgende Alternativen in Frage: Freiwillige unverwandte
Spender, NSB und HLA-identische oder haploidentisch verwandte Spender [6,
7]. Unverwandte Spender, die ein identisches (matched) HLA aufweisen,
erzielten ein ahnliches Ergebnis wie Transplantate HLA-identischer Zwillinge [8].
HLA-mismatched-allo-HSCT und haploidentische allo-HSCT blieben lange mit
einer hohen Mortalitat assoziiert [9-12]. Dank neuer Konditionierungs- und
Depletionstechniken rtckt die haploidentische allo-HSCT vermehrt in den Fokus
und wird so zur Methode der Wahl [13]. Das Risiko einer schweren GvHD, das
durch intensive Konditionierung minimiert werden soll, muss immer in Balance
stehen zu dem Risiko eines wahrscheinlicher werdenden Rezidivs oder dem
Risiko an endogenen oder neuerworbenen Infektionen zu versterben [14-18].

Knochenmarkzellen und G-CSF-mobilisierte PBSCs enthalten reife CD4*- und
CD8*-ap-T-Zellen. Reife ap-T-Zellen, die in der Fremdspende enthalten sind,

bauen T-Zell-immunitat wieder auf und eradizieren maligne Zellen im Empfanger.
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Dieser Anti-Tumor-Effekt ist auch bekannt als Graft-versus-Leukaemia (GVL)-
Effekt [19]. Das volle Potential einer HSCT kann nur dann erlangt werden, wenn
ein Gleichgewicht aus ausreichender Immunitat, einem Anti-Tumor-Effekt und
keiner GvHD erreicht wird [20].

1.2 Akute Graft-versus-Host Disease

Nach wie vor stellt die GvHD eine lebensbedrohende Komplikation nach
hamatopoetischer Stammzelltransplantion dar. Diese entsteht, wenn
immunkompetente T-Zellen des Spenders (im ,Graft” enthalten) die Organe und
Gewebe des Empfangers (,Host®) als fremd erkennen und angreifen [21].
Klinisch unterscheidet man die akute von der chronischen GvHD [2]. Diese Arbeit
konzentriert sich auf die akute GvHD, die u.a. zu Schaden an Haut, Leber, Lunge
und Gastrointestinaltrakt fuhren kann [22]. Chronische GvHD fuhrt zu diffusen
Manifestationen und kann in Form von Autoimmunsyndromen wie eosinophiler
Fascitis, Sklerodermie-ahnlicher Symptomatik und vielen anderen Varianten
auftreten [23]. Definitionsgemal und basierend auf epidemiologischen Studien
tritt die akute GvHD innerhalb der ersten 100 Tage nach Transplantation auf, die
chronische hingegen nach dem 100. Tag post transplantionem. Jedoch kann
auch die akute GvHD, insbesondere nach Einsatz immunsuppressiver
Medikamente, nach 100 Tagen auftreten, weshalb die Klassifizierung anhand

pathologischer Kriterien gro3ere Genauigkeit verspricht [24].

Die Schwere der Erkrankung kann uber das Ausmal} der Lymphozyten-Infiltration
der drei hauptsachlichen Zielorgane eingeschatzt werden: Die Haut (am
haufigsten und auch am fruhesten betroffen), der Gastrointestinaltrakt (am
zweithaufigsten betroffen) und die Leber [22, 25].

Grad 1 der akuten GvHD wird als mild eingestuft, Grad 2 als moderat, Grad 3 als
schwer und Grad 4 als sehr schwer. Betrachtet man alle Patienten, die einer
allogenen Stammezelltransplantation unterzogen werden, so zeigt sich bei 30-
50% eine akute Form der GvHD (Grad1-4) und bei 14% eine schwere Form der
akuten GvHD (Grad 3-4) [26]. Zu den Risikofaktoren einer akuten GvHD gehdren
der Grad von HLA-Inkompatibilitat, der Empfang eines Transplantats von einem

unverwandten Spender, ein weiblicher Spender fur einen mannlichen Empfanger
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oder die Nutzung von mobilisierten peripheren Blutzellen des Stammzell-
Spenders [26].

1.3 Pathophysiologie der GvHD

Nach Ferrara et al. [27] lasst sich die Entwicklung der akuten GvHD in drei
Phasen einteilen: Zunachst erfolgt in Phase | die Aktivierung der APCs.
AnschlieBend ist die Phase Il durch T-Zell-Aktivierung, Proliferation,
Differenzierung und Migration gekennzeichnet. Phase Il wird durch die
eigentliche Gewebszerstorung charakterisiert.

Conditioning: Tissue Damage

(I
Host APC =
Activation :::

7 Target cell
apoptosis

(T11)

(I Cellular and
Donor T cell inflammatory
Activation effectors

Abbildung 1: Pathophysiologie der GvHD

Das Konditionierungsregime sorgt in Phase | fiir die Freisetzung von Zytokinen. Anschlielend erfolgt
die Aktivierung von Empfanger-APCs. In Phase Il werden Spender-T-Zellen durch Empfanger-APCs
aktiviert. Phase Il bezeichnet die durch zellulare und inflammatorische Mechanismen ausgeloste
Gewebszerstorung. License number: 4899340557819
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In Phase | sorgt das Konditionierungsregime mit dem Einsatz von Bestrahlung,
Chemotherapie und Antikorpergabe fur die Freisetzung von Zytokinen wie TNFa,
IL-1 und IL-6. Erhohte Level dieser Zytokine sorgen fur die Aktivierung von APCs
des Empfangers. In Phase Il aktivieren Empfanger APCs reife Spender-T-Zellen,
worauf die Proliferation und Differenzierung von aktivierten T-Zellen zusammen
mit zytotoxischen T-Lymphozyten, NK-Zellen, TNFa und IL-1 erfolgen. TNFa
kann Gewebszerstorung durch die Induktion von Apoptose und Nekrose bsp. in
der Haut und im GI-Trakt mediieren, die entweder Uber TNF-Rezeptoren oder

den Fas-Signalweg ablauft [27].

1.4 T-Zellen und T-Zell-Untergruppen innerhalb der GvHD

T-Lymphozyten bilden folgende Untergruppen: CD8*-, hauptsachlich
zytotoxische T-Zellen, und CD4*-T-Helferzellen; beide spielen als Ausloser der
GvHD eine wichtige Rolle [20]. Wahrend CD4*-T-Zellen meistens die Initiation
der GvHD verursachen, treiben CD8"-T-Zellen die gewebsschadigende efferente
Phase der Erkrankung. CD4*-T-Zellen konnen aber auch alleine die GvHD
mediieren [28, 29]. Nachdem naive CD4*-T-Lymphozyten den Selektionsprozess
des Thymus durchlaufen haben, kdnnen sie antigenabhangig und -unabhangig
in verschiedene T-Helferzell-Subklassen differenzieren (Tw-Zellen). Die
Differenzierung erfolgt wesentlich durch Zytokin-Stimuli und die Aktivierung von

spezifischen Transkriptionsfaktoren (s. Kapitel 4.6).
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Thymus
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Abbildung 2: Differenzierung von T-Helferzell-Subtypen

Die Differenzierung von naiven T-Helferzellen zu Effektor-T-Zellen (Tu1, Tu2, Th17 und iTreg) in
der Peripherie wird durch die Aktivierung des TCR-Signalweges durch die Erkennung eines
Antigens induziert. Die Entwicklung der nTregs erfolgt stattdessen im Thymus. Fuir jeden T-
Helferzell-Subtyp ist ein Mastertranskriptionsfaktor charakteristisch sowie die Produktion von
spezifischen Zytokinen. AuRerdem wird die Differenzierung durch spezifische Zytokine reguliert.
Abbildung modifiziert nach [30].

Zunachst erkennen naive CD4*-Spender-T-Zellen Fremdantigene Uber APCs
[31]. AnschlielRend differenzieren sie in Tu1-, Th2- und Tu17-Zellen. Ist IL-12

prasent, differenzieren CD4*-T-Zellen in IFNy-produzierende Tn1-Zellen. Unter
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IL-4 differenzieren sie in IL-4-, IL-5- und IL-13-produzierende Th2-Zellen. Ty17-
Zellen produzieren IL-17A, IL-17 F und IL-22 [32].

Ohne IFNy differenzieren CD4*-T-Zellen vermehrt in Th2- und Tu17-Zellen und
verursachen im Mausmodell Gewebsschaden in Lunge und Haut [33, 34]. CD4*-
Spender-T-Zellen kénnen reziprok in Th1-, Th2- und Tu17-Zellen differenzieren
und organspezifisch die GvHD auslosen [31]. Eine weitere Untergruppe der T-
Zellen sind regulatorische T-Zellen (Tregs). Sie sind spezialisiert auf die Unter-
drackung Uberschielender und die Beendigung inadaquater Immunantworten
und dienen damit der Aufrechterhaltung der homoostatischen Immuntoleranz
[35]. Die Rolle von Tu1-, Th2- und Tu17-Zellen wahrend der akuten GvHD wird
kontrovers diskutiert. Man geht derzeit davon aus, dass die akute GvHD Uber-
wiegend von Tu1-Zellen vermittelt wird und die chronische von Tu2-Zellen [36].
So zeigten Mause mit |L-4-defizienten T-Zellen eine mildere Verlaufsform der
akuten GvHD [37]. Uberraschenderweise induzierten IFNy-defiziente T-Zellen bei

Mausen eine schwerere Erkrankung [38].

1.5 Der T-Zellrezeptor

T-Zellen kommt die zentrale Rolle bei der Entstehung der GvHD zu [26]. T-Zellen
erkennen entweder fremde Antigene, die von einem MHC-Molekul prasentiert
werden oder sie erkennen das MHC-Molekul selbst, wenn es nicht vom gleichen
Individuum wie die T-Zelle stammt. Der TCR ist ein Heterodimer, das aus 2 Ket-
ten besteht. Bei ap-T-Zellen handelt es sich um eine a- und eine 3-Kette, die uber
Disulfidbricken miteinander verknupft sind [39, 40]. Beide Ketten werden Uber
somatische Rekombination von DNA-Abschnitten gebildet und formen damit ein
immens diverses Repertoire an nicht Keimbahn-kodierten TCR-Sequenzen. Man
geht davon aus, dass die Anzahl der verschiedenen funktionellen af-T-Zellre-
zeptoren etwa 10" bis 10%° betragt [41, 42].
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Wie entsteht diese Rezeptordiversitat?

Sowohl a- als auch B-Kette formen die hypervariable CDR3-Region, mit der der
TCR sein Antigen erkennt und bindet. Uber sie erfolgt die Erkennung des MHC-
prasentierten Peptids. Die Antigenspezifitat wird dabei etwas mehr von der V-a-
Kette bestimmt als von der -Kette [43]. Es gibt jede CDR3-Region nur einmal,
so dass sie charakteristisch fur eine bestimmte T-Zelle ist [42]; dennoch besitzt
sie bestimmte konservierte Aminosauresequenzen. Hierzu gehdren bei der a-
Kette die Sequenz CA-XXXX-FGXGT, wobei die Aminosauresequenz CA
(Cystein/Alanin) vom V-Segment und die Sequenz FGXGT
(Phenylalanin/Glycin/X/Glycin/Threonin) vom jeweiligen J-Segment
zusammengesetzt wird [44-46]. Dieses Motiv steht am Ende der CDR3-Region.
Keimbahn-kodiert sind die CDR1- und CDR2-Regionen — sie binden an
Strukturelemente von MHC-Molekulen [47, 48]. Besitzen die CDR3-Regionen
zweier unterschiedlicher TCRs ahnliche Strukturen, d.h. kdnnen sie potentiell das

gleiche Epitop binden, spricht man von Motiven.

Der Lokus der a-Kette des T-Zellrezeptors findet sich auf Chromosom 14
(14911.2) und ist aus 47 TRAV-, 57 TRAJ-Regionen und einer TRAC-Region
zusammengesetzt. Der Lokus der pB-Kette des T-Zellrezeptors liegt auf
Chromosom 7 (7g35) und ist aus 54 TRBV-, 2 TRBD-, 13 TRBJ- und 2 TRBC
aufgebaut [49]. Eine zufallige Kombination von Abschnitten dieser Gene sorgt nur
fur 5-10% der potentiellen Diversitat innerhalb des T-Zellrezeptors [50, 51]. Dabei
liegen bei der Neukombination von DNA-Segmenten keine Sollbruchstellen vor,
sondern Bereiche, in denen ein Doppelstrangbruch moglich ist. Eine
Exonukleotid-Transferase fullt vor der Neuverbindung der Bruchstellen variabel
und zufallig beliebig viele N-Nukleotide ein, was eine immense Diversitat schafft,
da diese Insertionen zwischen V- und D-Segment sowie D- und J-Segment
stattfinden. Die Paarung von einer a- mit einer B-Kette bedingt einen weiteren

Zuwachs an Diversitat.
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Verteilungsmuster und Repertoire der TCR-Familien

Das Repertoire der TCR-Familien im Gesunden zeigt sich als Gauld'sche
Normalverteilung. Das Verteilungsmuster im Gesunden ist aul3erdem polyklonal.
Es weist eine grof3e Dynamik auf und ist duRerst anpassungsfahig gegenuber
aulleren (Viren oder andere Pathogene) und inneren (Alter oder Polymorphismen
in T-Zell-spezifischen Transkriptionsfaktoren) Einflissen [52]. Um Erkenntnisse
uber das TCR-Repertoire auf molekularer Ebene zu gewinnen, eignet sich die
Methode des Spectratyping [53]. Sowohl die Anzahl exprimierter Vp-Familien als
auch die Anzahl, Intensitat und Anordnung der Banden innerhalb einer Familie
lassen Ruckschlusse auf die Komplexitat und Anordnung des TCR-Repertoires
Zu [54-56].

Abbildung 3: Spectratype-Ergebnisse der CDR3-Region von VB1-V24 einer gesunden

Maus

A: Dargestellt werden die VB-Familien Vp1-Vp24, die eine Bandenzahl von 6-8 pro Vp-Familie
innerhalb der Milz aufweisen. B: In der Mitte zeigen sich die Banden mit der starksten Intensitat,
rechts und links davon treten Banden schwécherer Intensitaten auf, mit ab- bzw. zunehmenden
Fragmentlangen. C: Darstellung der Abbildung B in der Saggitalebene. D: Ableitung der
Bandenintensitaten als Gauss’'sche Normalverteilung innerhalb einer VB-Familie [57]. (Quelle der
Abbildung ist die Habilitationsschrift von K. Schilbach-Stiickle)
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1.6 Vergleich zwischen der GvHD und einer pathogen-spezifischen
Immunantwort

Die GvHD unterscheidet sich von einer klassischen Pathogen-spezifischen

Immunantwort in vielen Aspekten. Es entsteht keine Pathogen-induzierte

Gewebs-Inflammation, die Inflammation ruhrt vielmehr von

Konditionierungsregimen wie Chemotherapie, Bestrahlung und Antikorpergabe

her [58, 59].

Bei der GvHD werden T-Zellen direkt in den Empfanger transplantiert - im
Gegensatz zu schon vorhandenen T-Zellen bei einer normalen Infektion. Die
Spender-T-Zellen richten sich gegen kein Pathogen. Stattdessen prasentiert jede
APC korpereigene Antigene wie wahrend der Homoostase. Deshalb ist auch
keine spezifische Untergruppe von APCs an der GvHD beteiligt [2, 27]. Auch die
Reifung und Migration von APCs zu sekundar lymphatischen Organen sind nicht
mit einem Zielpathogen assoziiert. AulRerdem kann das korpereigene Antigen bei
einer GvHD nicht durch Effektorzellen eliminiert werden, da es ,unendlich®
vorkommt — eine GvHD a&hnelt daher einer chronischen viralen Infektion.

Zielantigene sind ubiquitar exprimiert.

Wahrend der GvHD kommt es zum Einsatz einer Vielzahl von Mechanismen des
adaptiven Immunsystems. Dies erklart, warum Schweregrad, Organverteilung,
aber auch die Histopathologie sehr variieren und warum die Manipulation von
fast allen Immunmodulatoren, z.B. von Zytokinen und co-stimulatorischen

Molekulen, den Phanotyp der Erkrankung in Mausmodellen andern kann [23].

1.7 Alloreaktive T-Zellen

Auch im Gesunden spielt Kreuzreaktivitat von T-Zellen eine bedeutende Rolle
[60]. Sie sorgt u.a. fur eine gesicherte Immunantwort gegenuber jeglichen
prasentierbaren Fremdantigenen. Post transplantationem sind alloreaktive T-
Zellen verantwortlich fur das Auftreten der GvHD. Entscheidend ist ein
Gleichgewicht zwischen einer ausreichenden Immunitat, dem Verhindern des

Rezidivs der malignen Erkrankung und dem Auftreten der GvHD.
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T-Zellen im Gesunden konnen von Peptiden aktiviert werden, die unverwandt zu
den Peptiden sind, fur die die T-Zelle ursprunglich die Selektion des Thymus
durchlaufen hat [61]. Fur den Pathomechanismus der GvHD erfolgt die T-Zell-
Pragung bereits haufig im Spender-Organismus. Die anschlielend
transplantierten T-Zellen binden im Empfanger an Fremdantigene und mediieren
die GvHD [62].

Wie konnen selektiv alloreaktive Effektor-T-Zellen depletiert und dennoch eine
ausreichende Immunitat sichergestellt werden? Hierzu wurden in den letzten
Jahren verschiedene Techniken entwickelt. Diese folgen der Annahme, dass
naive T-Zellen, die noch keinen Antigenkontakt hatten, das grofdte Risiko fur
Alloreaktivitat darstellen. Diese weisen die grofite Diversitat im TCR-Repertoire
auf [63].

1.8 Zielantigene der alloreaktiven T-Zellen

Die Antigenerkennung alloreaktiver T-Zellen unterscheidet sich in Abhangigkeit
davon, ob das prasentierende MHC-Molekul von Spender und Empfanger,
matched oder mismatched ist [64-66]. MHC-I-Molekule (A, B und C) sind auf
verschiedenem Niveau von allen Zellen exprimiert, wahrend MHC-II-Molekule
(DR, DQ und DP) hauptsachlich von APCs, inklusive B-Zellen, dendritischen
Zellen, Makrophagen und Monozyten sowie z.B. von aktivierten CD4*-T-Zellen
exprimiert werden [67].

Wenn die MHC-Molekulle von Spender und Empfanger identisch sind, kann die
Spender-T-Zelle nur MHC-gebundene Peptide erkennen, die das Produkt
polymorpher Gene des Empfangers darstellen, aber nicht im Spender
vorkommen. Diese Antigene werden als ,Minor Histocompatibility Antigens®
(miHAs) bezeichnet. Somit sind miHAs Peptide zellularer Proteine, die von MHC-
| prasentiert werden [68]. Da jedes Gewebe eine bestimmte Aufgabe zu erfullen
hat, unterscheiden sich die miHAs, die z.B. eine Muskelzelle herstellt, von denen,
die z.B. Blutzellen machen. Minor-Antigene weisen deshalb in den meisten Fallen
eine Gewebsrestriktion auf [69]. Dies hat Einfluss auf die Infiltration der jeweiligen

Organe mit alloreaktiven T-Zellen und resultiert, wie von unserer Arbeitsgruppe
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gezeigt, in organstandigen Repertoires [70]. Die Quellen [71-74] zeigen einige

der bereits identifizierten miHAs.

Auch in MHC-mismatched Transplantationen ist die Erkennung von miHAs
moglich — namlich, wenn diese von den ubereinstimmenden MHC-Molekulen
prasentiert werden. Dies ist besonders relevant fur CD4*-T-Zellen-vermittelte
Erkrankungen [23].

Die GvHD-induzierenden T-Zell-Antworten kdnnen sowohl gegen Empfanger-
MHCs als auch Empfanger-miHAs abzielen, die von autologen oder mit dem
Spender ubereinstimmenden MHC-Molekulen prasentiert werden.

Bestimmen einzelne miHAs die GvHD?

Obwohl MHC-matched Spender und Empfanger verschiedenste polymorphe Loki
haben, die potentiell miHAs generieren kdnnten, kommt manchen miHAs eine
besondere Rolle zu. Minor-Antigene haben ein unterschiedliches Potential, eine
(letale) GvHD auszulosen — sie zeigen eine interindividuelle Organexpression.
Es gibt miHAs, die allein eine GvHD auslosen konnen. Zu ihnen gehort das auf
die Hamatopoese restringierte Minorantigen HA-1. Andere konnen im Verbund
eine GvHD triggern. Bedenkt man ihre grof3e Vielfalt und betrachtet die hohe
Inzidenz einer GvHD trotz MHC-Match wird klar, dass die Transplantatabstol3ung

heute in den meisten Fallen aufgrund von miHA-Mismatches erfolgt [75-77].

Auch wurden ausschlieRBlich MHC-I zugehorige miHAs beschrieben, die
eigentlich an CD8"*-T-Zellen binden sollten, jedoch CD4*-T-Zell-abhangig sind
[23]. Das Vorhandensein bestimmter miHAs kann fur die Schwere der GvHD
prognostisch sein [78-81], z.B. bei den Genen fur SNPs [82], insbesondere fur
die Gene NOD2/CARD15 [83].

11
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1.9 T-Zell-Effektormechanismen

Zur Induktion der GvHD ist nicht immer eine direkte Bindung der T-Zellen an das
Zielorgan-Antigen notig. Sowohl in HLA-mismatched- als auch in -matched
Transplantationen konnen CD4*-T-Zellen allein durch die Ausschuttung von Zy-
tokinen (wie z.B. TNFa, IL-1 und IL-6), d.h. ohne direkte Zell-Interaktion, die Ent-
wicklung einer GvHD bestimmen [84]. In HLA-mismatched Transplantationen ist
die Haufigkeit von alloreaktiven T-Zellen besonders hoch, weil hier MHC-Mole-
kule erkannt werden, die ubiquitar vorkommen [85]. Auch kdnnen CD4*-T-Zellen
uber die Aktivierung von Gewebsmakrophagen (via Zytokine wie TNFa, IL-2 und
IFNy) Gewebsschaden auslosen. Die Unabhangigkeit der HLA-mismatched
GvHD von direkten Zielgewebskontakten zeigt sich auch darin, dass sie unab-
hangig von CD95L und/oder Perforin sein kann [86]. Stattdessen spielen TNF
und oder TNF-related Apoptosis inducing Ligand (TRAIL) eine Rolle. Die mog-
licherweise essentielle Rolle von TNF fur die GvHD zeigt der therapeutische Ef-
fekt einer TNF-Blockade [87].

Zusammenfassend besitzen T-Zellen eine Vielzahl von Effektormechanismen,
die eine GvHD auslésen konnen. So beeinflusst der Eingriff in einzelne Signal-
wege zwar den Verlauf der GvHD, ihre Entstehung kann jedoch nicht komplett

verhindert werden [88].

1.10 Die Bedeutung von Effektor-Memory-T-Zellen

Die Einteilung von T-Zellen nach bereits erworbenem Antigenkontakt (Gedacht-
nis-T-Zellen, Memory-T-Zellen) oder Naivitat (nicht aktivierte T-Zellen) spielt im
Kontext der GvHD eine grol3e Rolle. Werden ausschlie3lich Effektor-Memory-T-
Zellen transplantiert, kann die Immunsystem-Wiederherstellung verbessert und
das Risiko einer GvHD deutlich vermindert werden [89-91]. Humane Memory-T-
Zellen besitzen ein fokussierteres und, weil antigenerfahren, weniger alloreakti-
ves TCR-Repertoire im Vergleich zu naiven T-Zellen [92]. Auch eine reduzierte
klonale Expansion von Effektor-Memory-T-Zellen kann die Entwicklung eines
Vollbildes der GvHD verhindern [93]. Effektor-Memory-T-Zellen weisen eine re-
duzierte Expression von CD62L oder CCR7 auf, weshalb sie nicht zwangslaufig
zu Lymphknoten und Peyer-Plaques wandern. Transplantierte entwickeln auch
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ohne Lymphknoten und Peyer-Plaques eine GvHD — dies zeigt, dass Spender-
T-Zell-Pragung in der Milz und nicht in Lymphknoten wichtig ist fur die Entwick-
lung einer GvHD [94].

1.11 Aktuelle Ansatze zur Pravention der GvHD

Seit 1980 ist die Standardprophylaxe fur Patient*innen nach allo-HSCT die
Kombination von Folat-Antagonisten wie Methotrexat (MTX) mit Calcineurin-
Inhibitoren wie Cyclosporin-Alpha und Tacrolimus [95]. Die Kombination aus MTX
und Tacrolimus ist mit einem um 40% verringerten Risiko der Entstehung einer
schweren GvHD assoziiert, jedoch mit einer ahnlichen Inzidenz und
vergleichbaren Mortalitat einer GvHD [96]. Mycophenolat Mofetil (MMF) zeigt
auch synergistische Effekte mit Calcineurin-Inhibitoren zur Pravention der GvHD
[97]. Die Gabe von hochdosiertem Cyclophosphamid kurz nach Transplantation
kann speziell proliferierende alloreaktive T-Zellen erreichen. So konnte nach
Gabe von hochdosiertem Cyclophosphamid eine niedrige Inzidenz von Grad 3-4
aGvHD gezeigt werden [98].

1.12 Verfahren zur T-Zell-Depletion — Geschichte der
Transplantatgenerierung

Mit zunehmendem Verstandnis Uber zentrale Mechanismen der GvHD wurden
unterschiedliche Depletions-Techniken entwickelt, um ein Gleichgewicht
zwischen GVL-Effekt, einer ausreichenden Immunitat und dem Auftreten der
GvHD zu erreichen. Trotz der Standard-Kombination von Calcineurin-Inhibitoren
mit MTX oder MMF post transplantationem tritt die aGvHD in ungefahr 40-60%
der Falle auf [99]. Die ex-vivo pan-T-Zell-Depletion war ein erster Versuch, HLA-
mismatched Transplantationen erfolgreich durchzufuhren [100]. Auch wenn sich
zunachst ein sehr niedriges Risiko fur das Auftreten einer GvHD zeigte [15, 101],
erwies sich dieses Verfahren als ungunstig in Bezug auf die Wiederherstellung
des Immunsystems und den GVL-Effekt [14]. Das Therapieergebnis der pan-T-
Zell-Depletion wurde durch den Einsatz einer hohen Dosis (>12x108/kg) von
CD34*- Stammzellen von G-CSF-mobilisierten PBSCs verbessert [102]. Auch die
kombinierte Depletion von T- und B-Zellen zeigte eine verspatete

13



Einleitung

Immunrekonstitution und vermehrt Infektionen [103, 104]. Basierend auf der
Beobachtung, dass die aGvHD u.a. durch CD8*-T-Lymphozyten ausgelOst wird,
konnte zunachst gezeigt werden, dass die Inzidenz der aGvHD durch CD8-
Depletion niedrig gehalten werden konnte, was jedoch nicht in einer Phase |l
Studie bestatigt werden konnte [105, 106]. Eine Weiterentwicklung der T-Zell-
Depletionsansatze bei gleichzeitigem Erhalt von NK-Zellen und v5 -T-Zellen im
Spender stellte die Strategie der af-T-Zell-Depletion dar [107], sodass keine
nachfolgende medikamentose Prophylaxe des Empfangers bend6tigt wurde [108].
Neben der ex-vivo T-Zell-Depletion wurden auch in-vivo Depletionstechniken
entwickelt. Hierunter fallen das Anti-Thymozyten Globulin (ATG) [109] oder
Alemtuzumab, was durch die Bindung von CD52 gegen reife T- und B-
Lymphozyten gerichtet ist [110].

1.13 CD45RA-Depletion

GvHD-auslosende T-Zellen befinden sich hauptsachlich im naiven T-Zell-
Kompartiment (CD45RA*-Zellen) - verschiedene Arbeitsgruppen haben den
Effekt der Depletion von CD45RA*-Zellen untersucht [111-113]. Beispielsweise
wurde beobachtet, dass hierdurch die Alloreaktivitat des Spenders gegenuber
dem Empfanger signifikant reduziert werden kann. /n-vitro wurde sogar ein
verstarktes antitumorales und antivirales Verhalten der transplantierten Zellen
nachgewiesen [113]. Verschiedene Arbeitsgruppen haben anschlieRend
herausgestellt, dass CD45RA-depletierte Transplantationen mdoglich sind [111,
114-117], jedoch mit weiterhin auftretender GvHD [111].

Bislang existiert keine Strategie, wie mit den verbliebenen alloreaktiven T-Zellen
nach CD45RA-Depletion umzugehen sei oder aus welcher Entitat sie sich
rekrutieren. Bekannt ist allerdings, dass Memory-T-Zellen niedrigschwelliger und
damit rascher aktivierbar sind als naive T-Zellen. Sie kdnnen auch ohne TCR-
Crosslink Effektorfunktion mediieren, wenn sie Uber Zytokine wie in der

Inflammation stimuliert werden.
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1.14 Bedeutung co-stimulatorischer und co-inhibitorischer Signale fur die
Pathogenese der GvHD
Aktuelle Forschung zeigt, dass co-stimulatorischen und co-inhibitorischen
Molekullen eine herausragende Rolle bei der Entstehung und dem Verlauf der
durch T-Zellen mediierten GvHD zukommt. So wurde beispielsweise versucht,
Uuber die Blockade von CD40-CD40L und CD80-/CD86-CD28/CTLA-4
alloantigen-spezifische T-Zell-Anergie und -Toleranz zu erreichen [18, 118]. Der
sog. Induzierbare-T-Zell-Co-Stimulator (ICOS), der auf aktivierten T-Zellen
exprimiert wird, spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Induktion von
aGvHD und cGvHD [119, 120]. CD26 ist assoziiert mit T-Zellrezeptor-assoziierten
Signaltransduktionswegen. CD26*-T-Zellen akkumulieren in GvHD-Zielorganen
[121]. DarUber hinaus wurde die Zelloberflachenexpression von 4-1BB (CD137)
als nutzlich zur ldentifikation von alloreaktiven T-Zellen beschrieben [122]. Das
Protein LAG3 (Lymphocyte-activation Gene 3) bindet an MHC-II und inhibiert die
primare Aktivierung von T-Zellen. Dies verhindert das Entstehen der murinen
GvHD [123]. Das T-Zell-lmmunoglobulin und sog. Mucin-containing Protein 3
(TIM3) reguliert Tu1-Antworten negativ. Die Serumkonzentration von TIM3

korreliert positiv mit der Schwere von aGvHD [124].

Im Vorfeld meiner Arbeit untersuchte unsere Arbeitsgruppe verschiedene dieser
co-stimulatorischen und co-inhibitorischen Signale sowie Aktivierungs-,
Proliferations- und Phanotypmarker als potentielle charakterisierende Marker
alloreaktiver Memory-T-Zellen im Versuchsaufbau einer haploidentischen HSCT
und identifizierte CD276 als hochspezifischen Marker fur alloreaktive CD4*-T-
Zellen [1].

1.15 CD276

CD276 gehort zur B7-Familie (B7-H3), dessen Rezeptor(en) unbekannt und
dessen Funktion(en) in der Immunregulation bislang noch nicht geklart sind. Eine
grolRe Gruppe von Immunzellen exprimiert CD276, darunter aktivierte T-Zellen,
NK-Zellen, DCs, Makrophagen und nicht-hamatopoetische Zellen, z.B.
epitheliale Zellen und die Mehrheit an soliden Tumoren [125, 126]. Sowohl die
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immun-co-stimulatorische als auch -co-inhibitorische Rolle von CD276 auf APCs
wurde intensiv untersucht [127]. Die Bedeutung von CD276 auf T-Zellen ist
jedoch bislang unklar. Zwar wurde die Beeinflussung der GvHD durch CD276 auf
Spender-Zellen beschrieben, jedoch wurde gezeigt, dass CD276 als ein
negatives co-stimulatorisches Molekul im Kontext der GvHD agiert: Spender-T-
Zellen von CD2767-Mausen verstarkten die GvHD in einem mismatched-
Versuchsaufbau [128]. Vorversuche der AG-Schilbach identifizierten CD276 als
einen hochspezifischen Marker fur aktivierte, alloreaktive CD4*-T-Zellen,
denjenigen T-Zellen, die die GvHD initiieren und treiben [1]. Der zu den
publizierten Ergebnissen beobachtete gegenteilige Effekt von CD276 bedarf
Erklarung. Bedeutsam ist jedoch, dass in einem Mausmodell, in dem generell
kein CD276 exprimiert wird, die Interaktion von T-Zellen mit
antigenprasentierenden Zellen gestort ist. Hingegen wird in der vorliegenden
Studie CD276 ausschliel3lich auf T-Zellen nachgewiesen und, so angegeben,
auch depletiert, wodurch die Funktion aller anderen CD276-tragenden Zellen

unangetastet bleibt.

1.16 Arbeitshypothese und Zielsetzung

Die Graft-versus-Host Disease (GvHD) ist eine der Hauptursachen von Thera-
pieversagen in der hamatopoetischen Stammzelltransplantation [129-132].
Ursachlich fur akute AbstoRungsreaktionen sind die im Transplantat enthaltenen
Lymphozyten — insbesondere CD4*-Ty1-Zellen. Trotz neuer Therapieansatze
wie der Entfernung naiver (CD45RA™) T-Zellen aus dem Transplantat, tritt die
GvHD (wenngleich milder) trotzdem weiterhin auf [111-113]. In Vorarbeiten konn-
ten wir zeigen, dass das Oberflachenmolekul CD276 (B7-H3) ein hochspezifi-
scher Marker fur alloreaktive CD4*-T-Zellen ist und von den T-Zellen, die die

GvHD initiieren und treiben, exprimiert wird [1].

Durch die Analyse von haploidentischen CD45RA-depletierten mixed-Lympho-
cytes-Cultures (MLCs) konnten wir bereits zeigen, dass die CD45RA-Depletion
zwar die Alloreaktivitat von CD8*-T-Lymphozyten zufriedenstellend reduziert,
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jedoch Fremdantworten innerhalb des CD4-Kompartiments nicht ausreichend mi-
nimiert. Um die Alloreaktivitat von CD4*-T-Lymphozyten zu minimieren, soll da-
her CD276 als hochspezifischer Marker fur alloreaktive CD4*-T-Lymphozyten,
nach Co-Kultur von Spender- und Empfangerzellen depletiert und untersucht
werden, ob durch diese Strategie die AbstolRungsreaktion verhindert werden

kann.

Dazu wurden als ein sehr sensitives humanes allo-GvHD-Modell NSG-Ab” DR4-
Mause herangezogen. Diese Mause waren Rezipient von drei verschiedenen T-
Zelltransplantaten: a) der Gesamtheit aller CD4*-T-Zellen, b) CD45RA-depletier-
ter- und c) CD45RA/CD276-depletierter CD4*-T-Zellen. Die Frage, der ich mit
dieser Doktorarbeit auf den Grund gehen werde, lautet:

Kann die Depletion von CD276*-T-Zellen aus dem Transplantat die GvHD ver-

hindern?

Fir den ersten Teil meiner Arbeit fand die Methode des ,Graft Engineerings® An-
wendung - also die Depletion von CD45RA bzw. CD276 durch die Gabe der An-
tikorper ,in-vitro“ - vor Transplantation in die Maus. In einer zweiten Versuchs-

reihe wurde der Antikorper gegen CD276 ,in-vivo“ verabreicht.

Das Ziel dieser Arbeit ist eine funktionelle und phanotypische Analyse organstan-
diger Kompartimente der CD4*-T-Lymphozyten vor und nach der Depletion Graft-
versus-Host-mediierender T-Zellen im humanen allo-GvHD-Modell.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

Biocoll Lésung

Desoxyribonukleotidtriphosphate
DMSO

Ethanol absolut

Fetales Kalberserum
Heparin

Hi-DiTM Formamid
Interleukin-2

L-Glutamin

Lyse Puffer
Penicillin/Streptavidin

PBS (mit Ca?"'Mg*")

PBS (ohne Ca**/Mg?")
RPMI 1640

RNAase-, DNAase-freies Wasser
TGF Beta

Trypan blue solution (0,4%)

Trypsin/EDTA-L6sung (0,05%/0,02%)
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Biochrom AG, Berlin, D

Roche, Mannheim, D

WAK-Chemie Medical GmbH, Stein-
bach, D

Merck, Darmstadt, D

Biochrom AG, Berlin,D
Ratiopharm GmbH, Ulm, D
LifeTechnologies, Darmstadt, D
Immunotools Gmbh, Friesoythe, D
Biochrom AG, Berlin, D
Universitatsapotheke, Tubingen, D
Biochrom AG, Berlin, D

GIBCO, Eggenstein, D

PAA, Farnborough, UK

Biochrom AG, Berlin, D

Invitrogen, Groningen, NL
Immunotools GmbH, Friesoythe, D
Sigma, Taufkirchen, D

Biochrom AG, Berlin, D
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Tabelle 2: Geréte

Gerat

Hersteller

Brutschrank:
B6060

FACS:
BD FACSCalibur, BD LSR I

Gefrierschranke:

Froster Labex 95, QSD 3500 (-20°C)

Model 91 (-80°C)

Gen-Sequenzierer:
3130 x| Genetic Analyze

FKU 1800

Lightcycler:

CFX96 Real-time System,
C1000TM Thermal
Magnete:

MiniMACSTM Separator

Mikroskope:
IX50, CX40

PCR Thermocycler:
Gene AMP PCR System 9700

Pipetten:
P2, P10, P20, P100,
P200, P1000

Vortexgerat:
REAX top

Waage:
BP 121 S

Wasserbad:
WB 14

Zentrifugen:
Mikro 22 R, Rotixa 50 RS, Rotanta 46 RSC

19

Heraerus, Hanau, D

Becton Dickison, Heidelberg, D

Robert Bosch GmbH,
Gerlingen, D

ThermoQuest, Egelsbach, D

Life Technologies,
Darmstadt, D

Liebherr,
Kirchdorf an der lller, D

Cycler Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA

Mitenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, D
Olympus, Shinjuku, Japan

Thermofischer Scientific,
Waltham, USA

Gilson, Villers-le Bel, F

Heidolph, Nurnberg, D

Sartorius, Géttingen, D

Memmert Schwalbach, D

Hettich, Tuttlingen, D



Tabelle 3: Laborzubehor

Material und Methoden

Gerat

Hersteller

Verschiedene Glaswaren
Kryo-Réhrchen

Pasteur Rohrchen

PCR Reaktionsgefalle

Pipettenspitzen

Stabpipetten
Reaktionsgefale 1,5ml, 2mi
Reaktionsgefalle 15ml, 20ml
Spritzen

Sterilfilter Ministart

Zellsieb

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Schott Duran, Schott Mainz, D
Greiner, Frickenhausen, D

Fortuna, Barking, UK

Thermo-Strips, PEQLAB, Erlangen D

Sarstedt, Nirnbrecht, D,
Greiner, Frickenhausen, D
Biozym, Oldendorf, D
Greiner, Frickenhausen, D

Eppendorf, Hamburg, D
Greiner, Frickenhausen, D
Braun, Melsungen, D
Satorius, Goéttingen, D

BD Falcon, Heidelberg, D
BD Falcon, Heidelberg, D

BD Falcon, Heidelberg, D
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Tabelle 4: Immunologische Kits

Immunologische Kits

Kit zur Isolierung von FITC-markierten Zellen

Kit zur Isolierung von PE-markierten Zellen

Kit zur Isolierung von CD4*-T-Zellen

Kit zur Expansion von humanen T-Zellen

Kit zur Isolierung von NK-Zellen

Anti-FITC-Microbeads
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, D
Anti-PE-Microbeads

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, D

Dynabeads CD4 Positive Isolation Kit
Invitrogen, Groningen, NL

Dynabeads human T-cell activator
CD3/CD28

Invitrogen, Groningen, NL

Dynabeads Untouched Human NK
Cells Kit
Invitrogen, Groningen, NL

Tabelle 5: Molekularbiologische Kits und Enzyme

Molekularbiologische Kits

Kit zur Isolation von RNA

Kit zur cDNA-Synthese

Enzyme
Tag-Polymerase (inkl. 10x Puffer, 50mM MgCI2)
iQTM SYBR® Green Supermix
iTagTM DNA Polymerase
SYBRTM Green |

BigDye Terminator v3.1 Master Mix
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RNeasy® Mini Plus Kit
Qiagen, Hilden, D
Super Script® Il First-Strand

Synthesis SuperMix
Invitrogen, Groningen, NL

Invitrogen, Groningen, NL

Roche, Mannheim, D

Life Technologies,
Darmstadt, D
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2.1.1 Antikorper

Tabelle 6: Priméarantikbrper

Humanes Antigen Klon Fluorochrom Firma
CD3 (Maus IgG+, Kappa) UCHT1 FITC Bios?:im[;ces
CD28 (Maus IgG+, Kappa) CD28.2 BUV737 Bios?ignces
CD25 (Maus 19G1, Kappa) M-A251 BUV395 Bios?ignces
CD276 (Maus 1gG1, Kappa) 7-517 BV421 Bios?ignces
CD45RA (Maus IgG1 Kappa) SH9 PE-Cy7 Bios?ignces
CD45 (Maus 19G1, Kappa) HI30 APC Bios?ignces
CD8 (Maus IgG+, Kappa) HIT8alpha APC-H7 Biosciences
CD3 (Maus IgG2a, Kappa) HIT3alpha Alexa700 BioLegend
CD8 (Maus IgG1,Kappa) HIT8alpha PercP BioLegend
CD4 (Maus IgG1, Kappa) SK3 PercP BioLegend

CD4 (human IgG1) REA623 Vioblue Biotech

Biotech

Tabelle 7: Sekundéarantikbérper

Humanes Antigen Fluorochrom Firma
1gG1 FITC, PE, APC Becton-Dickinson
IgG2a PerCP Becton-Dickinson

Tabelle 8: Antikérper fiir die Isotypenkontrolle

Humanes Antigen Fluorochrom Firma
Ziege anti-Maus FITC Becton-Dickinson
Ratte anti-Maus PE Becton-Dickinson
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2.1.2 Pufferlésungen

FACS-Puffer
Fur die Durchflusszytometrie wurde ein PBS-Puffer ohne Ca?*/Mg?* mit
zusatzlichem 2% FCS und 2mM EDTA genutzt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

MACS-Puffer

Die magnetaktivierte Zellsortierung erfolgte mit einem Puffer aus PBS ohne
Ca?*/Mg?* mit 10% BSA und 2 mM steril-filtriertem EDTA. Die Lagerung erfolgte
bei 4°C.

2.1.3 PCR-Primer

Anhand von Publikationen wurden die Primer ausgewahlt, die Verifizierung ihrer
Sequenz erfolgte mittels der NCBI-Datenbank. lhre Synthese erfolgte durch die
Firma MWG Biotech AG (Ebersberg, Deutschland). Sie wurden als Lyophylisat
geliefert, in DEPC-Wasser gelost, in Konzentrationen von 20 pmol/pl aliquotiert
und bei -20° C gelagert.
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Tabelle 9: PCR-Primer

Material und Methoden

Primer

Sequenz

GAPDH (sense)
GAPDH (anti-sense)
h-STAT1-rev
h-STAT1-for
h-SOCS3-for
h-SOCS3-rev
CDA45-for
CD45-rev
T-bet-for
T-bet-rev
RORC-for
RORC-rev
Foxp3-for
Foxp3-rev
Gata3-for
Gata3-rev
Eomes-for

Eomes-rev

5-CCACATCGCTCAGACACCAT-3'

5-GGCAACAATATCCACTTTACCAGACT-3

5-TTCCACCCCTTTCCATCAGTC-3

5-TACTGACCTGCCACCTTGTG-3

5-AGCAGCGATGGAATTACCTGGAAC-3

5-TCCAGCCCAATACCTGACACAGAA-3

5-TGCACAAACAATGAGGTGCAT-3*

5-CCACTGGAGAACACCACACA-3*

5-GCCTACCAGAATGCCGAGATTA-3

5-ACTCAAAGTTCTCCCGGAATCC-3

5-CAGTGAGAGCCCAGAAGGAC-3

5-TCTTGGCCTTCATTGTACCC-3'

5-GAGAAGCTGAGTGCCATGCA-3

5-GGAGCCCTTGTCGGATGAT-3'

5-GCGGGCTTCTATCACAAAATGA-3

5-GCCTTCGCTTGGGCTTAAT-3'

5-GGCAAAGCGGACAATAACAT-3'

5-AGCCTCGGTTGGTATTTGTG-3
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2.1.4 Computerprogramme

Genutzt wurden zur Textverarbeitung Microsoft® Word® 2010 (Fa. Microsoft
Deutschland GmbH, UnterschleiRheim), zur Grafikbearbeitung GraphPadPrism
(Fa. GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) oder Microsoft® Powerpoint® 2010,
zur Diagrammerstellung Microsoft® Excel® 2007 oder GraphPadPrism (Fa.
GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). Die Messung der FACS-Analysen wurde
mit Hilfe von CellQuest™ (Becton-Dickinson, Heidelberg, D) durchgefihrt. Zur
Datenauswertung wurden entweder dasselbe Programm oder FACSDiva™

Software (Becton-Dickinson, Heidelberg, D) genutzt.

2.2 Methoden

2.2.1 Mausmodell

Die immundefizienten NSG-Ab° DR4-Mause (NOD.Cg-PrkdcscdlL2rg™WilH2-
Ab1m1eTg(HLA-DRB1)31Dmz/SzJ) stammen vom Jackson Laboratory (Bar
Harbor, USA). Alle Mause waren weiblich und zum Zeitpunkt des Einsatzes
zwischen 12 und 24 Wochen alt. Sie wurden in Einzelkafigen unter speziellen
keimfreien Bedingungen gehalten. Die Versorgung der Tiere und die
anschliefende Organexplantation erfolgte durch Hisayoshi Hashimoto und Karin
Schilbach. Alle Tierversuche wurden auf Grundlage folgender Ethikvota
durchgefuhrt: KO1/17, K05/18 und K04/19G.

2.2.2 Transplantation der humanen CD4*-T-Zellen in NSG-Ab° DR4-Mause
NSG-Ab° DR4-Mause erhielten von drei Spendern eine Einzelinjektion (4x108

Zellen/Maus) in die Schwanzvene nach folgendem Aufbau:
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Tabelle 10: Ubersicht tiber die analysierten Individuen mit den zugehérigen

Transplantaten und den jeweiligen untersuchten Organen.

Analysierte Individuen

Transplantat Untersuchte
P HLA-DR4+ HLA-DR4- Organe
Gesamtheit CD4*- -t ek b @b amb. @bk | Leber Lunge Colon
T-Zellen Haut

-t amh. @ @b gmbk. @mk. | Leber Lunge Colon

CD45RA*-depletiert Haut

CD45RA*/CD276"- - Leber Lunge Colon

depletiert -t ek - e Haut

Die Depletionen von CD45RA bzw. CD276 erfolgten vor der Zellzahlung mittels
Neubauer-Zahlkammer. Alle Tiere erhielten die gleiche Zellzahl. Die Individuen
wurden taglich auf funf Parameter der klinischen GvHD kontrolliert
(Korperhaltung, Aktivitat, Eigenschaften des Fells, Hautlasionen und
Gewichtsverlust) und auf einer Skala von 0-2 bewertet. Der Score der klinischen
GvHD wurde nach Summation dieser Parameter wie beschrieben berechnet
[133]. Die Mause wurden getodtet, wenn sie einen Einzelwert von 1,5 oder einen
klinischen Score von 4 oder aber den Endpunkt von 100 Tagen erreicht hatten.
Das Engraftment, also das Anwachsen des Transplantats, wurde definiert als
>5% humane Zellen in den gesamten PBMCs. Wurde das Engraftment nach Tag
35 nicht erreicht, wurden die Mause von der Studie ausgeschlossen. Die CD4"-
T-Zellen, die transplantiert wurden (99.7-100% Reinheit, restliche 0,3% waren
jeweils nicht CD3*-Zellen), wurden in 50-100 ul PBS gelost.

Zur Herstellung von Einzelzellsuspensionen fur die Durchfuhrung der
Durchflusszytometrie von Leber, Lunge, Colon und Haut (3 x 3 cm?) wurden die
jeweiligen Mausorgane mit zwei Skalpellen in kleinste Stucke zerkleinert und fur
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eine Stunde in RPMI bei 37°C gelost. Das Gewebe bzw. die Suspension wurde
anschlief3end durch ein Zellsieb (Durchmesser 70 um) gestrichen. Nun wurde die
gewonnene Zellsuspension bei 300 g fur 5 min sedimentiert. Noch vorhandene
Erythrozyten wurden wie unter 2.2.5.1 beschrieben lysiert und die
Durchflusszytometrie wie unter 2.2.5.5 beschrieben durchgefuhrt.

2.2.3 In-vivo Depletion von CD276*-CD4*-T-Zellen mittels mAb

Wie unter 2.2.5.7 bzw. 2.2.5.9 beschrieben, wurden CD4*-T-Lymphozyten isoliert
und CD45RA*-Zellen depletiert. Die Reinheit der Zellen betrug fur CD4*-T-
Lymphozyten >97% und fur CD45RA-CD4"*-T-Lymphozyten >99%. Die NSG-Ab°®
DR4-Mause erhielten eine Einzelinjektion in die Schwanzvene mit HLA-DR4-
Spender CD45RA-depletierten CD4*-T-Zellen (4x10° Zellen/Maus). Autologe NK-
Zellen (1x10° Zellen/Maus) wurden woéchentlich zusammen mit dem CD276-
depletierenden Antikorper (20 pg) bzw. der Isotypen-Kontrolle (PBS) appliziert.
Der fur die in-vivo CD276-Depletion verwendete Antikdrper besitzt die

Klonbezeichnung HEKS5-1B3 und wurde von HJ Buhring generiert.

In-vivo CD276*-Depletion

GvHD-Induktion mittels Einzelinjektion von 4x10¢
HLA-DR4- Memory-CD4*-T-Zellen/Maus

( (\? Schweregrad GvHD

Tag 1 7 14 21
Antikorper + + + +
NK-Zellen + + + +
PBS + + + +
NK-Zellen + + + +

Abbildung 4: In-vivo CD276*-Depletion

NSG-Ab° DR4-Méusen wurden je 4x10° CD4*-Memory-T-Zellen HLA-DR4-Spender
transplantiert. Autologe NK-Zellen wurden wdchentlich zusammen mit dem CD276-

depletierenden Antikorper bzw. PBS zur Kontrolle durch Punktion der Schwanzvene appliziert.
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2.2.4 Histologie

Gewebe der NSG-Ab° DR4-Mause wurde in 10% Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet. An 5 um Schnitten erfolgte die Hamatoxilin-Eosin Farbung und der
immunhistochemische Nachweis von T-Lymphozyten mittels Maus-humanem
CDa3. Die Histologie wurde in Zusammenarbeit mit Pathologen der Universitat

Tabingen durchgefuhrt.

2.2.5 Immunologische Methoden

2.2.5.1 Dichtegradientenzentrifugation

Die Dichtegradientenzentrifugation wird angewendet, um die mononuklearen
Zellen des Blutes von neutrophilen Granulozyten und Erythrozyten zu trennen.
Entsprechend ihrer Dichte entstehen drei Schichten: Unten finden sich Granulo-
und Erythrozyten, daruber ein Ring aus den mononuklearen Zellen (Peripher
Blood Mononuclear Cells, PBMNCs), bedeckt von Blutplasma und
Thrombozyten. Alle im Folgenden beschriebenen Schritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Im ersten Schritt wurde das Blut im Verhaltnis 1:2
mit PBS vermischt und vorsichtig auf die Biocoll-Losung geschichtet. Danach
wurde der Gradient bei 800 g fur 15 min ohne Bremse abzentrifugiert. Der durch
die Dichtezentrifugation entstandene Lymphozytenring, der die mononuklearen
Zellen des Blutes enthalt, wurde abgenommen und zweimal gewaschen (1. 500
g, 12 min; 2. 350 g 10 min, beides jetzt mit Bremse). AnschlieRend wurden die
verbliebenen Erythrozyten mittels Lysepuffer gelost (2 min), die nach der Lyse
empfindlich gewordenen Zellen wurden bei 250 g fur 10 min zentrifugiert. Wasser
dringt dank der hypotonen Eigenschaften des Lysepuffers in die Zellen ein. Da
Erythrozyten eine nicht-flexible Zellmembran besitzen, platzen nur diese,
wahrend die PBMNCs zwar quellen, aber nicht platzen. Inhibiert wurde die Lyse
durch Zugabe von mindestens dem 5-10fachen Volumen PBS. Die Zellen wurden
bei 250 g zentrifugiert. Zwei weitere Zentrifugationsschritte mit PBS bei 250 g
dienten dem Auswaschen verbliebenen Lysepuffers. Nach Resuspension in PBS

konnte die Zellzahl nach Trypanblaufarbung in der Neubauerzahlkammer
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bestimmt werden. Die Zellen wurden in RPMI 1640 bei 37°C in wassergesattigter
Atmosphare bei 5% CO2-Gehalt kultiviert.

2.2.5.2 Zellkulturbedingungen
Zellkulturen wurden bei 37°C in wassergesattigter Atmosphare mit einem COo-

Gehalt von 5% in einem Inkubator gelagert.

2.2.5.3 Zellkulturmedien

PBMNCs wurden in RPMI 1640 Medium kultiviert. Dem RPMI 1640 Medium
wurde 10% fetales Kalberserum (FCS) und eine 1% Penicillin/Streptavidin-
Losung (10* U/ml /10* pg/ml) zugesetzt, dem RMPI 1640 Medium darlber hinaus
auch 1% Glutamin-Losung (2mM). Zur Hitzeinaktivierung wurde das FCS 40 min
56°C ausgesetzt und anschlieend in Aliquots a 50 ml bei -20°C gelagert. 5ml
Aliquots der Antibiotika und des Glutamin wurden bei -20°C gelagert, fertig
angesetztes RPMI Medium bei 4°C.

2.2.5.4 Zellkultur von PBMNCs

PBMNCs wurden, wie unter 2251 beschrieben, durch
Dichtegradientenzentrifugation von gesunden freiwilligen Spendern isoliert. Je
2x10° PBMNCs pro Well wurden auf eine 96-Well-Platte ausgesat. In allen
Ansatzen wurde ebenfalls 50 U/ml oder 150 U/ml IL-2 hinzugegeben, um einer
aktivierungsinduzierten Apoptose entgegenzuwirken. Nach 4 bzw. 7 Tagen
Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie

auf Proliferation und Zytokin-Produktion hin untersucht.

2.2.5.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie bestimmt mittels Laserstrahl die Gro3e und
Granularitat der passierenden Zellen. Im Forward Scatter des Dot-Plots wird die
GroRe der Zellen, im Side Scatter die Granularitat dargestellt (s. Abb. 6). Durch
die zusatzliche Markierung der Zellen mit verschiedenen Antikdrpern, die jeweils
ein anderes Fluorochrom tragen, kdnnen simultan verschiedene Proteine der
Zelle angefarbt und Uber die FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting)
sortiert werden. Diese Markierung kann sowohl direkt als auch indirekt erfolgen.
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Im direkten System wird der gebundene Primarantikorper unmittelbar detektiert.
Beim indirekten Verfahren kommt ein Fluorochrom-gekoppelter
Sekundarantikorper zum Einsatz. Der Detektion kann das Biotin/Streptavidin-
System dienen oder ein Sekundarantikorper, der die konstante Region des
Primarantikorpers erkennt. Die Farbung mittels Primar- bzw. Sekundarantikorper
erfolgte nach folgendem Protokoll: Zunachst wurden die zu markierenden Zellen
in 1 ml FACS-Puffer fur 2 min bei 660 g gewaschen und der Uberstand
abgeschuttet. Nach Rutteln der pelletierten Zellen erfolgte die Inkubation mit den
Antikorpern fir 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschlielend wurde
erneut mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und der Uberstand verworfen. Vor der
Messung am FACS-Gerat wurde kurz mit dem Vortex-Gerat geruttelt.

2.2.5.6 MACS - Magnetaktivierte Zellseparation

Diese Technik basiert auf der Bindung von magnetischen Microbeads an
Antikorper gegen Oberflachenmolekule. Die Antikorper-gebundene Zellfraktion
wird im magnetischen Feld getrennt. Zuvor erfolgt die Inkubation der Zellen mit
einem oder mehreren Antikorpern. Beads konnen entweder direkt an die
Antikorper gebunden sein, oder die Antikdrper tragen eine nicht magnetische
Chromophor- oder Biotingruppe, an die spezifische Microbeads binden kénnen.
Zellen konnen mit Hilfe der beschriebenen direkten oder indirekten Methode
gebunden und magnetisch von der restlichen Population getrennt werden. Dies
ist die positive Isolation. Auch nicht gewunschte Zellpopulationen kdnnen mittels
Anti-Biotin-Microbeads markiert und depletiert werden. Man spricht von der
Negativ-Isolation. Da die gewunschten Zellen die Saule unberuhrt passieren,

bezeichnet man diese Technik als ,,untouched Isolation®.

Depletion bedeutet ,maximal Abreichern®, d.h. die zu untersuchenden Zellen
sollen spater zu 100% rein sein und keine Zellbestandteile der zu depletierenden

Fraktion enthalten.

2.2.5.7 Positive Isolation mittels Dynabeads von CD4*-T-Zellen

Bei dieser Isolationstechnik werden die Zellen direkt positiv isoliert, d.h. der
magnetisierte Antikorper bindet direkt an die Zielzelle. Verwendet wurde das
,Dynabeads CD4 Positive Isolation Kit“ von Invitrogen. Positive Isolation sorgt fur
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eine hohe Reinheit. Jedoch mussen die gebundenen Beads nach der Isolation
wieder mit dem DETACHaBEAD-Kit entfernt werden. Die isolierten Zellen sind

Antikorper-frei und konnen fur weitere Analysen verwendet werden.

Wie im Protokoll beschrieben, werden die Dynabeads zunachst im Verhaltnis 1:1
mittels PBS (enthalt zusatzlich 0,1% BSA und 2nM EDTA) gewaschen, dann wird
der durch die Dichtezentrifugation peripheren Blutes gewonnene Buffy-Coat
vorbereitet und die anti-CD4 Dynabeads® (4 x 10® Beads/ml in PBS mit 0,1%
BSA und 0,02% Natriumsalz) mit PBMNCs zusammengegeben (25 ul Beads fur
1x107 PBMNCs/ml). Es erfolgt die Inkubation fiir 20 min bei 4°C und standiger
Rotation. Dann wird das Tube in den Magnet platziert. Nach magnetisch
bedingter Adh&sion der gelabelten Fraktion an die Tubewand wird der Uberstand
verworfen und die adharenten Zellen isoliert. Sie entsprechen der Positiv-
Fraktion. Im letzten Schritt werden die Dynabeads von den isolierten CD4*-T-
Zellen mit Hilfe des DETACHaBEAD® durch Inkubation fiir 45 min entfernt.
Anschlielend erfolgen 2-3 Waschgange mittels jeweils 500 pul RPMI 1640/1%
FCS. In einem letzten Zentrifugationsschritt werden DETACHaBEAD® bei 400 g

fur 6 min entfernt. Die isolierten Zellen sind frei von Antikdrpern und Beads.

2.2.5.8 Dynabeads Human T-Cell-Activator CD3/CD28

Mithilfe dieser Methode lassen sich T-Zellen aktivieren. Somit imitiert dieses
Produkt eine in-vivo T-Zell-Aktivierung durch Antigen-prasentierende Zellen,
indem zwei Aktivierungssignale (aCD3 und aCD28) an ein dreidimensionales
Bead gebunden sind, welches der Grole einer Antigen-prasentierenden Zelle
ahnelt. Nach Benutzung der Beads konnen die T-Zellen in Kultur zur Proliferation
gebracht werden. Zunachst werden Dynabeads® Human T-Activator CD3/CD28
(4 x 107 Beads/ml in PBS mit 0,1% humanem Serum-Albumin) gewaschen und
dann in einem bestimmten Verhaltnis (25 pl Dynabeads® Human T-Activator
CD3/CD28 fir 1 x 10% T-Zellen) zu den humanen T-Zellen gegeben.
Anschliel3end erfolgt die Inkubation der Zellen.
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2.2.5.9 Depletion von CD45RA*- und CD276*-T-Zellen

Die CD45RA"-Fraktion enthalt naive T-Zellen. In unserem Mausmodell wurden
jedoch nur Memory-T-Zellen transplantiert. Zur Gewinnung der Memory-T-Zellen
wurde die indirekte Isolation angewendet. Genutzt wurde das Anti-PE
MicroBeads Ultra Pure Kit von Miltenyi Biotec zur MACS lIsolation. Zunachst
wurden die Zellen mit R-Phycoerythrin (PE) gebundenem Antikorper, in diesem
Fall anti-CD45RA-Antikorper angefarbt und fur 10 min inkubiert. Dann wurden
die Zellen mit 20 ul Anti-PE MicroBeads pro 107 Zellen gebunden und fiir 15 min
im Kuhlschrank inkubiert. Anschlieend erfolgte ein Waschgang, das Verwerfen
des Uberstandes und die Resuspendierung in 500 ul Puffer pro 108-Zellen. Diese
Zellen konnten dann in eine MACS-LD-S&aule geladen werden und wurden im
magnetischen Feld an die Wand dieser Saule gebunden. D.h. die magnetischen
Zellen werden zuruckgehalten, wahrend die ungebundenen durch die Saule
hindurchwandern und durch den Puffer ausgewaschen werden. Die auf die Saule
gebundenen Zellen erhalt man, indem man die Saule aus dem Magnetfeld
entfernt und mit Puffer die sich jetzt von der Stahlmatrix 16senden Zellen
auswascht. Diese konnen direkt durchflusszytometrisch untersucht werden. Alle
verwendeten Losungen wurden gekuhlt bei 4°C genutzt. Die gleiche Technik
wurde fur die Depletion der CD2767-Fraktion innerhalb der CD4*-T-Lymphozyten
angewendet. Die Reinheit der CD45- und CD276- Fraktion betrug >99%.

22510 ADCC/CDC Assay

Nach Durchfuhrung der Dichtegradientenzentrifugation wurde mit den isolierten
kernhaltigen Zellen weitergearbeitet und CD4*-T-Lymphozyten isoliert. Wir
konzentrieren uns auf diese Subpopulation, weil sie, wie in der Einleitung
beschrieben, den Hauptakteur der AbstoRungsreaktion reprasentiert und
Hauptexpressor von CD276 ist. Innerhalb der 7-tagigen Stimulation mit
Dynabeads und niedrig dosiertem IL-2 erfolgten regelmaflige Kontrollen der
CD276-Zellzahl innerhalb der CD4*-Population mittels Durchflusszytometrie
unter Verwendung folgender Antikorper: Live/Dead, CD3-PerCP, CD276-PE,
CD4-Vioblue, CD8-APC. Nach erfolgter Stimulation konnten autologe NK-Zellen
und vom gleichen Spender stammendes Serum isoliert werden. NK-Zellen
wurden streng nach Herstellerprotokoll der Firma Invitrogen mittels ,untouched

32



Material und Methoden

Isolation® (s. 2.2.5.6) gewonnen. Im Gegensatz zur lIsolation der CD4*-T-
Lymphozyten (s. 2.2.5.7) wurden die NK-Zellen ,unberuhrt® von den mittels

Dynabeads® markierten Zellen durch einen Magneten getrennt.

Die Gewinnung von Serum erfolgte, indem nach der Blutentnahme zunachst bei
Raumtemperatur die Gerinnung des gewonnenen Blutes fur 15-20 min
abgewartet wurde. Anschliellend wurde bei 1000 g fur 10 min zentrifugiert,
sodass der Uberstand als Serum isoliert und sofort weiterverwendet werden

konnte.

Am selben Tag wurde die 96er ,flat bottom® Muldenplatte vorbereitet. Fur den
Assay wurden pro Mulde 1x10° CD4*-Lymphozyten, 1x10* NK-Zellen, 20 pl
Serum und 10 ng/ml anti-CD276-Antikorper verwendet und nach 2 bzw. 3 Tagen
ausgewertet. Fur die Auswertung wurde mittels FACS und anschliel3end FlowJo
die Anzahl der CD276*-CD4*-T-Lymphozyten bestimmt und zwischen den
verschiedenen Versuchsansatzen verglichen. AuRerdem wurde der
Apoptosemarker Annexin V innerhalb der CD276"- und CD276-Fraktionen
bestimmt und ausgewertet. Hierzu wurden vorher 2 yl Annexin V zusammen mit
1:10 verdunntem Annexin V Puffer 15 min inkubiert, zentrifugiert und nach

Zugabe weiteren Puffers im FACS analysiert.

Tabelle 11: Versuchsansétze fiir den ADCC/CDC Assay

Fiar die Durchfuhrung wurden acht Mulden vorbereitet, die wie folgt bestuckt

wurden:
CD4+ Zellen
+ + + + + + + +
1*10%well
NK Zellen
+ + + +
1410*/well
mAb CD276
+ + - + +
10ng/ml
Komplement - - - - + + + +
1I-2 (50 Units/ pl) + + + + + + + +
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2.2.6 Molekularbiologische Methoden

2.2.6.1 Gewebe-Homogenisierung

Um RNA aus den Geweben extrahieren zu kdnnen, wurden die Mausorgane
homogenisiert. Hierzu wurde der DIAX-900® genutzt. Die Organe wurden in beta-
mercaptohaltigem RNA-Lysepuffer homogenisiert und sofort nach dem Vorgang
auf Trockeneis gebracht und anschliefend bei -80°C in Cryo Tube™ Vials bis zur
RNA-Extraktion gelagert.

2.2.6.2 RNA-Extraktion und Quantifizierung durch Spektrometrie
Zur RNA-Extraktion wurde das RNeasy Mini Kit plus der Firma Qiagen (Hilden,

D) streng nach den Angaben im Protokoll des Herstellers genutzt.

Die Zentrifugation der hamatopoetischen Zellen erfolgte fur 10 min bei 300 G.
Die Resuspension des aufgelockerten Pellets erfolgte in 350 pl B-RLT-Puffer,
hergestellt aus RLT-Puffer, dem 10 pl p-Mercaptoethanol pro ml hinzugefugt
wurden. R-Mercaptoethanol streckt die Proteine und inaktiviert dadurch die
Nukleasen/RNAsen. Die Zentrifugation des homogenisierten Lysats bei 14.000
rom fur 30 Sekunden in einem Uber eine selektiv DNA-bindende Saule (einem
gDNA eliminator) entfernte genomische DNA, anschlieBend erfolgte zur
Prazipitation der RNA ein Durchmischen mit jeweils 350 pl 70% Ethanol. Unter
Einsatz der RNeasy spin Saule wurde nun 700 pl fassende Losung fur 15
Sekunden bei 14.000 rpm zentrifugiert. Nun wurde die RNA dreimal gewaschen:
Mit 700 pl RW1-Puffer, danach mit 500 ul RPE-Puffer bei 14.000 rpm fur 15
Sekunden und zuletzt mit RPE-Puffer fur 2 min bei 14.000 rom. Nach diesen
Waschgangen wurde ohne Zugabe eines Puffers fur 2 min bei 14.000 rpm zur
Entfernung des restlichen Ethanols zentrifugiert. Abschliefend wurde nach
Zugabe von 50 pl RNAse-freiem Wasser fur 1 min bei 14.000 rmp zentrifugiert
und die herausgewaschene RNA auf Eis gelagert. Die Bestimmung der Reinheit
(260nm/280nm) und der Konzentration der RNA erfolgte mittels
Spectrophotometer (Nano Drop-1000®). Vor dem Umschreiben der gewonnenen
RNA in cDNA wurde sie bei -80°C eingelagert.
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2.2.6.3 cDNA-Synthese

Far die weiteren Untersuchungen wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Nach
Zusatz von 2 yl Annealing Buffer und 2 pl Oligo-dTs (50 uM) zu 12 ul der eluierten
RNA erfolgte die Inkubation dieser Mischung fur 5 min bei 65°C im Thermocycler
zur Eliminierung von dsRNA Formationen. Dies verbessert die Bindung der Oligo-
dTs an die RNA. Es folgten der Zusatz von 10 pl des First-Strand
Reaktionspuffers sowie 2 ul des DNA-Polymerase enthaltenden SuperScript®
IlI/RNaseOUT™ Enzym-Mixes, Inkubation bei 56°C fur eine Stunde und
Denaturierung der Doppelstrange bei 85°C fur 5 min und Lagerung auf Eis fur 2
min. Die fertige cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.6.4 Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR werden durch drei sich zyklisch wiederholende
Reaktionsschritte innerhalb kurzer Zeit gewunschte DNA-Abschnitte durch den
Einsatz einer hitzebestandigen DNA-Polymerase amplifiziert. Doppelstrangige
DNA wird durch eine hohe Temperatur (94°C) denaturiert, woraufhin nach einer
Absenkung der Temperatur auf eine sequenzadaptierte Annealing Temperatur
die Bindung der Oligonukleotid-Primer an Einzelstrange der DNA stattfindet. In
der Elongationsphase synthetisiert z.B. eine Tag-Polymerase neue DNA-
Doppelstrange mit den Desoxynukleotidtriphosphaten dATP, dCTP, dGTP und
dTTP. Die neu entstandenen Doppelstrange durchlaufen dann wiederholt weitere

Amplifikationszyklen.

2.2.6.5 Quantitative real time PCR (qRT-PCR)

Die Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren in den Maus-
Empfangerorganen vor und nach Depletion von CD45RA/CD276 wurde mittels
quantitativer real time PCRs analysiert. Dargestellt wird die Reaktionskinetik der
Amplifikation der cDNA, die Aufschluss Uber die Genexpression gibt. Ein mit der
DNA interkalierender Fluoreszenz-Farbstoff (SYBR®-Green) zeigt ein
verandertes Absorptionsspektrum bei Interkalierung mit doppelstrangiger DNA
(spezifisches PCR-Produkt) im Vergleich zur einzelstrangigen DNA (eingesetzte
cDNA). Bezogen werden die Ergebnisse auf die Expression von GAPDH als
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Housekeeping-Gen. Fur die gqRT-PCR kamen 10 ng cDNA jeweils in Dubletten

sowohl fur die GAPDH- als auch die Effektormolekul-Expression zum Einsatz.

Die untersuchten Effektormolekule waren CD45, STAT1, GATA3, SOCSS,
RORyT, T-bet, EOMES und FOXP3. CD45 wurde als Leukozytenmarker fur
Infiltrationsversuche der Maus-Zielorgane mit alloreaktiven T-Zellen verwendet.
T-bet, FOXP3, RORyT und GATA3 stellen T-Zell Master-Transkriptionsfaktoren
dar. Hierdurch sollten Erkenntnisse uber das Ausmal der Beteiligung von Tu1,
Th2, Tregs und Th17-Zellen an der Abstol3ungsreaktion gewonnen werden. Des
weiteren wurden die Transkriptionsfaktoren EOMES, STAT1 und SOCS3
untersucht, da sie eine bedeutende Rolle in der T417- zellvermittelten Pathologie
spielen [134]. SOCS3 inhibiert die Differenzierung von Tu17-Zellen [135] und

verhindert die T-Zellproliferation alloreaktiver T-Zellen [136].

Die einzelnen PCR-Bedingungen sind in Tabelle 12 aufgefuhrt. Der MasterMix fur
die einzelnen Ansatze ist in Tabelle 13 aufgefuhrt, die Sequenzen der Primer sind

in Tabelle 9 beschrieben.

Tabelle 12: real time PCR-Bedingungen der unterschiedlichen Primer

Effektormolekiil PCR-Programm
95°C 5 min 40x (95° C 30 s; 58° C 45 s)

CD45 + Schmelzkurve

STAT1 95°C 5 min 40x (95° C 30 s; 62° C 45 s)
+ Schmelzkurve

SOCS3 95°C 5 min 40x (95° C 30 s; 58° C 45 s)
+ Schmelzkurve

GATA3 95°C 5 min 40x (95° C 30 s; 60° C 45 s)
+ Schmelzkurve

RORC 95°C 5 min 40x (95° C 30 s; 60° C 45 s)
+ Schmelzkurve

95°C 5 min 40x (95° C 30 s; 60° C 45 s)

T-bet

+ Schmelzkurve

EOMES 95°C 5 min 40x (95° C 30 s; 60° C 45 s)
+ Schmelzkurve

FOXP3 95°C 5 min 40x (95° C 30 s; 60° C 45 s)

+ Schmelzkurve
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Tabelle 13: Ansatz flir den MasterMix jeder durchgefiihrten real time PCR

Stoff Menge
SYBR Green | 10 pl
Primer forward 20 pmol
Primer reverse 20 pmol

cDNA 5ng

H20 Ad 20yl

2.2.6.6 Sanger-Sequenzierung

Der Sanger-Sequenzierung der PCR-Produkte liegt die Didesoxymethode oder
Kettenabbruchmethode zu Grunde. Die vier unterschiedlich Fluorochrom-
markierten Desoxynukleotidtriphosphate (dCTP, dATP, dGTP und dTTP) werden
zur Amplifikation in das entsprechende PCR-Produkt eingebaut. Angeregt durch
einen Laser emittieren diese Fluorochrome Licht in einer definierten Wellenlange.
Diese Lichtemission wird vom Sequenzierer detektiet und als

Elektropherogramm dargestellt.

Ungelabelte reverse Primer wurden unter den entsprechenden PCR-
Bedingungen zusammen mit dem zu sequenzierenden PCR-Produkt eingesetzt.
Die Aufreinigung erfolgte mit dem Mini Elute PCR Purification Kit® und die
Konzentration wurde wie oben beschrieben mit dem Nano Drop® bestimmt. Je
nach Lange des Fragments wurden 1,5-3 ng in der Sequenzierungs-PCR mit

dem BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit® verwendet.
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Tabelle 14: PCR-Reaktionsansatz und die PCR-Bedingungen

PCR Name PCR Mastermix Bedilr:gllfngen
Big dye buffer 1x
Primer 1,8 pmol 5 min Qfoé;; 5 min
Denaturierung
DMSO 5%,
H20 add 9,5 pl
BigDye Termina- 98°C 1 min; 25x
Sequenzierung tor v3.1 Mix 0,75 pl (98°C 20sek/50°C

10 sek/ 60°C 4 min)

2.2.6.7 Aufreinigung der Sequenzierprodukte

Zur Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte kam das ZR DNA Sequencing
Clean-up Kit™ von ZymoResearch zum Einsatz. Dem Protokoll folgend wurden
240 pl des Sequencing Binding Buffers zu 5-20 yl Sequencing Reaktionsgemisch
gegeben. Die Mixtur wurde dann in ein Zymo-Spin™ IB Column in einem
Sammel-Tube gegeben. Dieses wurde anschlielend mit 13.000 rpm /15000-
16.000 g) fur 30 sek zentrifugiert. Dann wurden 300 pl Sequencing Wash Buffer
auf die Saule aufgetragen. Wiederum erfolgte eine Zentrifugation mit 13.000 rpm
fur 30 sek.

Im letzten Schritt wurden 6-20 pl H2O direkt auf die Saule gegeben, die
anschlie3end auf ein 1,5 ml Mikrozentrifugations-Tube transferiert und ein letztes
Mal mit 13.000 rpm fur 15 sek zentrifugiert wurde, um die DNA herauszulGsen.
Die isolierte DNA wurde auf ein BigDye Terminator 96 Well-Plate gegeben und
stand nun fur die Analyse durch den Sequenzer zur Verfigung. Das stets im
Dunkeln gelagerte BigDye Terminator 96 Well-Plate wurde auf dem 3130xl
Genetic Analyser unter Verwendung der Sequence Analysis Software v.5

analysiert. Die gewonnene Basensequenz wurde auf Ubereinstimmung mittels
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IMGT, NCBI und Emboss-Datenbanken uUberpruft und die entsprechende
Aminosauresequenz Ubersetzt. Die entsprechenden Public-TCRs wurden mit
Hilfe von Literaturrecherche und der Datenbank des Pierce-Lab identifiziert.

2.2.7 Statistische Methoden

Die Daten wurden mittels Graphpad Prism 7.0 analysiert. Zur Berechnung der
statistischen Signifikanzen zwischen den einzelnen Gruppen wurde der One-way
ANOVA bzw. Tukey’s multiple comparison angewendet. Das Signifikanzniveau

wurde wie folgt dargestellt: “p<0,05; *“p<0,01; ***p<0,001
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3 Ergebnisse

Die nun folgenden Abschnitte 3.1 - 3.2 zeigen die Ergebnisse des ex-vivo
Einsatzes (Graft Engineering) des CD276-Antikorpers.

Die Infiltration und der Phanotyp der CD4*-T-Lymphozyten in Leber, Lunge,
Colon und Haut wurde mittels a) Durchflusszytometrie b) real time PCR durch
Expression des Leukozyten-Markers CD45 nachgewiesen. Daruber hinaus
erfolgte c) der immunhistochemische Nachweis perivaskularer
Lymphozyteninfiltration in DR4-matched-Transplantaten.

Die Identifikation der Epitop-bindenden Regionen der T-Zellrezeptoren erfolgte
durch direkte Sequenzierung von Singlepeaks vorangegangener Spectratype-
Analysen (Abschnitte 3.3-3.5).

Mittels real time PCR wurden Gewebeproben therapierter NSG-DR4-Mause auf
die Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren untersucht, die indikativ far
Tu1, Tu2, Treg und Tu17 sind (Abschnitt 3.6).

Die in-vitro Analyse von MLCs nach Einsatz des anti-CD276-Antikorpers lieferte
Ergebnisse zur anti-CD276-Antikorper vermittelten CDC bzw. ADCC mittels
Durchflusszytometrie (Abschnitte 3.7-3.9).

Im letzten Teil meiner Arbeit erfolgte der in-vivo Einsatz des anti-CD276-
Antikorpers und der anschlieBende immunhistochemische Nachweis
perivaskularer Lymphozyteninfiltration (Abschnitt 3.10).
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3.1 Infiltration von GvHD-Zielorganen durch humane CD4*-T-Zellen in
DR4-mismatched- und DR4-matched-Transplantaten

Die Durchflusszytometrie mit humanen CD4*-T-Lymphozyten lieferte sehr
eindruckliche Ergebnisse innerhalb der DR4-mismatched-Transplantate (Abb. 5
und 6). Es zeigte sich eine hochsignifikante Reduktion (p<0,05) der Infiltration
von CD4*-T-Lymphozyten in allen Geweben. Wahrend sich in Leber und Lunge
nach CD45RA/CD276-Depletion eine geringe Infiltration feststellen lieR, waren
so gut wie keine T-Zellen in Colon und Haut nachweisbar (Abb 5).

In DR4-matched-Transplantaten erwies sich der Einsatz von CD276 als nicht
erfolgreich im Vergleich zur CD45RA-Depletion (Abb 7). Der Unterschied
zwischen den DR4-matched- und DR4-mismatched-Transplantaten konnte durch
die Ergebnisse der qPCR (wenn auch in abgeschwachter Form) bestatigt werden
(Abb. 8 und 9). Betrachtet werden zunachst die Ergebnisse der gPCR innerhalb
der mismatched-Transplantate (Abb. 8): Die Expression von CD45 in der Leber
war signifikant geringer (p<0,05) beim Vergleich der Gesamtheit der
transplantierten Zellen (bulk) und der Depletion von CD276 (s. Abb 8). In der
Lunge liel3 sich ein Trend der Reduktion nach Einfach- und Doppeldepletion
erkennen (p>0,05). Im Colon wiederum war sowohl das Ergebnis nach Einfach-
als auch Doppeldepletion im Vergleich zu den unbehandelten Mausen signifikant
(p<0,05). In der Haut war die Infiltration insgesamt geringer. Jedoch liel3 sich

auch hier kein Unterschied zwischen Einfach- und Doppeldepletion feststellen.

Die Infiltrationsrate innerhalb des matched-Settings mit dem Leukozytenmarker
CDA45 zeigte deutlich andere Ergebnisse als im mismatched-Setting (Abb 9). Die
Leber zeigte zwar eine signifikante Reduktion (p<0,05) sowohl nach Einfach- als
auch nach Doppeldepletion, jedoch lasst sich dies nicht auf Lunge, Colon und
Haut Ubertragen. Hier zeigte sich zwischen den Therapien kein signifikanter
Unterschied im Vergleich zur Kontrolle. In der Lunge liel3 sich sogar ein
gegenteiliger Trend nach Doppeldepletion erkennen. Die Infiltration erschien
intensiver, allerdings ohne signifikantes Ergebnis (p>0,05). Auch im Colon liel3
sich dies beobachten. Insgesamt war die Organinfiltration im DR4-matched-
Setting geringer verglichen mit dem DR4-mismatched-Setting.
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Es lasst sich schlussfolgern, dass im DR4-mismatched-Setting, in dem nicht
multiple disparate Minor-Antigene, sondern ein Major-Mismatch erkannt wird,
durch die CD45RA/CD276-Depletion die T-Zellinfiltration effizient gesenkt
werden konnte. Im DR4-matched-Setting, das starke T-Zell-Antworten durch
Erkennen massenhaft disparater Minor-Antigene aufweist, konnte die T-
Zellinfiltration nicht effizient reduziert werden.
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Abbildung 5: Darstellung der Infiltration von GvHD-Zielorganen durch humane CD4*-T-
Zellen in DR4-mismatched-Transplantaten.

Infiltration von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause mit CD4*-T-Lymphozyten im FACS.
Resezierte Gewebeproben wurden in Einzelzellsuspensionen umgewandelt und fiir das FACS
gefarbt. Die Haufigkeit von humanen CD4*-T-Zellen wurde als CD4*-T-Zellen/Lebendzellen in %
errechnet. (n=5 (Gesamtheit CD4"-T-Zellen = bulk), n=4 (Memory-CD4*-T-Zellen,
CD45RA/CD276 depl. CD4*-T-Zellen)). Gezeigt ist die Standardabweichung. Abbildung
modifiziert nach [1].
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Abbildung 6: Infiltration von GvHD-Zielorganen durch humane CD4*-T-Zellen:
Reprasentative Durchflusszytometrie-Plots zeigen CD4*-T-Zellinfiltrate innerhalb des DR4-

mismatched-Settings.

Die roten Kreise markieren den Bereich der CD4*-T-Lymphozyten. Reseziertes Mausgewebe
wurde in Einzelzellsuspensionen disaggregiert und fur die Durchflusszytometrie-Analyse gefarbt.
Gegated sind CD4*-T-Lymphozyten. Abbildung modifiziert nach [1].
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Abbildung 7: Infiltration von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause mit CD4*-T-
Lymphozyten im FACS.

Resezierte Gewebeproben wurden in Einzelzellsuspensionen umgewandelt und fir das FACS
gefarbt. Die Haufigkeit von humanen CD4*-T-Zellen wurde als CD4*-T-Zellen/Lebendzellen
errechnet. (n=5 (Gesamtheit CD4*-T-Zellen = bulk), n=4 (Memory-CD4*-T-Zellen,
CD45RA/CD276 depl. CD4*-T-Zellen)). Gezeigt ist die Standardabweichung. Abbildung
modifiziert nach [1].
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Abbildung 8: Infiltration ausgewahlter Mausorgane mit CD45-tragenden humanen Zellen

innerhalb des DR4-mismatched-Settings nach real time PCR.

Die Expression von humanem CD45 wurde fiir Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause
mittels gPCR bestimmt. Sie korreliert direkt mit dem Grad der Infiltration humaner
hamatopoetischer Zellen. Die Abbildung zeigt die Expression von CD45 normalisiert auf humane
GAPDH. Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4*-T-Zellen = bulk), n=4
(Memory-CD4*-T-Zellen, CD45RA/CD276 depl. CD4*-T-Zellen))
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Abbildung 9: Infiltration der Mausorgane mit CD45 tragenden humanen Zellen innerhalb

des matched-Settings nach real time PCR.

Die Expression von hCD45 in Leber, Lunge, Colon und Haut von transplantierten DR4-M&usen
wurde mittels gPCR bestimmt. Die Expression von CD45 ist normalisiert auf GAPDH. Gezeigt ist
die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4*-T-Zellen = bulk), n=4 (Memory-CD4"-T-Zellen,
CD45RA/CD276 depl. CD4*-T-Zellen))
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3.2 Einfluss der CD45RA/CD276-Depletion auf die perivaskulare
Lymphozyten-Infiltration in NSG-DR4-Individuen nach Erhalt von
HLA-DR4-matched-Transplantaten

Mittels Durchflusszytometrie und gPCR (Abb. 7 und 9) konnte im DR4-matched-

Setting kein signifikanter Unterschied der Doppeldepletion mit CD276 in Bezug

auf die CD45RA-Depletion gezeigt werden. Es erfolgte nun der

immunhistochemische Nachweis perivaskularer Lymphozyteninfiltration in den

unterschiedlichen Mausgeweben innerhalb des DR4-matched-Settings (Abb. 10-

12). Interessanterweise bestatigten sich die Ergebnisse der Durchflusszytometrie

und gPCR (Abb 7 und 9) zunachst nicht. Es liel3en sich bei einigen NSG-DR4-

Organen nach Erhalt von DR4-matched-Transplantaten keine perivaskularen

Infiltrate nach Einsatz des CD276-depletierenden AntikOrpers nachweisen im

Vergleich zu deutlichen Lymphozytenansammlungen nach Gesamt-CD4"-

Lymphozyten-Transplantation (Abb. 10 und 11). In einigen Individuen zeigten sich

jedoch deutliche Infiltrate nach Depletion von CD45RA/CD276 (Abb. 12):

Vergleichend dargestellt sind Organe von Mausen, die CD45RA-depletierte

Transplantate erhielten und Organe von Tieren, die CD45RA/CD276-depletierte

Transplantate erhielten. Es zeigte sich kein Unterschied im perivaskularen

lymphozytaren Infiltrationsgrad.
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Leber
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Abbildung 10: (Immun-)histologischer Nachweis perivaskuldrer Lymphozyteninfiltration
im DR4-matched-Setting.

Gewebe von NSG-Ab°® DR4-Mausen wurde in 10% Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet fiir
die anschlielende Herstellung von Schnitten und die Farbung mit Hdmatoxilin/Eosin (HE) und
den immunhistochemischen Nachweis von humanem CD3. Die Pfeile verdeutlichen die
Lokalisation von humanen lymphozytaren Infiltraten. VergréRerung aller Aufnahmen 100fach.
Abbildung modifiziert nach [1].
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Abbildung 11: (Immun-)histologischer Nachweis perivaskuldarer Lymphozyteninfiltration im
matched-Setting.

Gewebe von NSG-Ab° DR4-Mausen wurde in 10% Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet fir
die anschlieflende Herstellung von Schnitten und die Farbung mit Hamatoxilin/Eosin (HE) und den
immunhistochemischen Nachweis von CD3. Die Pfeile verdeutlichen die Lokalisation von

humanen Infiltraten. VergroRerung aller Aufnahmen 100fach. Abbildung modifiziert nach [1]
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Memory depl. Memory /CD276 depl.

Abbildung 12: (Immun-)histologischer Nachweis perivaskuldrer Lymphozyteninfiltration
im matched-Setting.

Gewebe von NSG-Ab°® DR4-Mausen wurde in 10% Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet fiir
die anschlieRende Herstellung von Schnitten und Farbung mit Hdmatoxilin/Eosin (HE) und den
immunhistochemischen Nachweis von CD3. Pfeile verdeutlichen die Lokalisation von humanen
Infiltraten. VergréRerung aller Aufnahmen 100fach.
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3.3 Identifikation monoklonaler alloreaktiver T-Zellklone durch
Direktsequenzierung von Singlepeaks in der Spectratype-Analyse

Zur Charakterisierung der a-Ketten der TCRs wurde die CDR3-Region des TCR
sequenziert. Diese ist bei autoimmunen Prozessen hauptverantwortlich fur die
hochspezifische Bindung des kognaten Antigens [137]. Nach Spectratype,
Detektion der Transkripte nach Langenpolymorphismus und Identifikation von
Singlepeaks in bestimmten Va-Subfamilien wurde nach Sangersequenzierung
derselben eine Basensequenz identifiziert, die, wie unter 2.2.6.7 beschrieben, in

eine Aminosauresequenz Ubersetzt wurde.

Die CDR3-Region jedes TCR wird definiert nach Candeias et al. (1991) [138] und
ist einzigartig (unique). Sie erstreckt sich vom Cysteinrest am 3’-Ende der V-
Region (CA bzw. CAV) uber die hochindividuellen N-Nukleotide bis zum Anfang
der J-Gensegment Region. Das Ende der V-Region und der kennzeichnende
Beginn der J-Region wurden mit Hilfe der IMGT-Datenbank durch Abgleich mit
den identifizierten TRAV- und TRAJ-Regionen identifiziert.

Nachfolgend sind die Sequenzierungsergebnisse der Gewebeproben von 7
untersuchten Mausen gezeigt. Nicht jeder Singlepeak lieferte auch tatsachlich
monoklonale = Sequenzierungsergebnisse. Auch nach Depletion von
CD45RA/CD276"-Zellen liel3 sich noch eine Reihe alloreaktiver T-Zellklone

nachweisen.

Die folgenden zwei Abbildungen zeigen jeweils ein Beispiel fur ein monoklonales
und ein paukiklonales Chromatogramm. Zu sehen ist ein beispielhafter
Sequenzierdatensatz, dem eine monoklonale Sequenz mit sehr wenig
Grundrauschen zugrunde liegt (Abb. 13). Bei dem zweiten Beispiel hingegen ist
die Abgrenzung nicht mehr moglich — es konnte keine eindeutige Basensequenz
bestimmt werden (Abb. 14), da mehrere Sequenzen im Produkt amplifiziert

waren.
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Abbildung 13: Beispiel eines monoklonalen Chromatogramms der o-Kette eines
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alloreaktiven T-Zellrezeptors.

Den nachfolgenden Ergebnissen liegt jeweils ein in der Aussagekraft vergleichbares

Chromatogramm zu Grunde.
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Abbildung 14: Beispiel eines polyklonalen Chromatogramms der o-Kette eines

alloreaktiven T-Zellrezeptors.

Die Basensequenz setzte sich hier aus vielen Uiberlagerten Sequenzen zusammen.
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Ergebnisdarstellung und Struktur

Insgesamt wurden Leber, Lunge, Colon und Haut von sieben Rezipienten

sequenziert:

Aus dem HLA-matched-Setting eine Maus (CD45RA depl. (n=1) sowie eine
Maus, die ein CD45RA/CD276-depletiertes (n=1) Transplantat erhalten hatte -
die Transplantat-Spender waren DR4*.

Die anderen 5 Mause waren Rezipienten HLA-DR4-mismatched
Spendertransplantate, davon 3 Tiere, die die Gesamtheit aller CD4*-T-
Lymphozyten erhalten hatte (n=3), ein Tier, das CD45RA-depletiert wurde (n=1)
sowie ein Tier, das CD45RA/CD276-depletiert wurde (n=1).

Die Ergebnisdarstellung in Tabelle 15-22 wurde so gewahlt, dass die aus den
Sequenzierungsdaten abgeleiteten Aminosauresequenzen der entsprechenden
CDR3-Regionen fur jede Maus in einer Tabelle gezeigt werden. Zunachst sind
die Daten fur das HLA-DR4-mismatched-Setting gezeigt, anschlieRend die fur
das matched-Setting. Gezeigt werden die Daten fur die Gesamtheit der CD4*-T-
Zellen (Kontrolle), dann die einfach-depletierten und schliellich die doppelt-
depletierten Mause. Gegebenenfalls identifizierte Public-TCRs sind in der

rechten Spalte aufgefuhrt, ebenso ihre Reaktivitat gegenuber Virus-Epitopen.
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Tabelle 15: Maus 1 (Gesamtheit aller CD4%-T-Zellen) — HLA-DR4"-Transplantat

CDR3-Region der TCRs, uber die der TCR sein Epitop bindet. Gezeigt sind die Daten fiir die a-
Kette des TCR. Links sind die zugehorigen Organe aufgefiihrt, dann TRAV und TRAJ Region.

Ganz rechts ist gezeigt, ob es sich bei den TCRs um Public -TCRs handelte und wenn ja, gegen

welches Virus-Epitop sich die T-Zelle richtete. Tabellen 15-21 maodifiziert nach [1]. Mit gleicher

Farbe sind in dieser Tabelle identische TRAV-, TRAJ-Regionen bzw. Aminosauresequenzen

markiert.
CDR3
Organ TRAV  TRAJ Typ Reaktivitat
Va N Ja
Leber 14 56 CA MRAP GANSKLTFGKG
Leber 26 39 CAL VGAISRILTLAWTSKKT FGKG
Lunge 22 49 CA GPGYSG YFGYG
Lunge 26 39 CcIv RVG NNAGNMLTFGGG public  Influenza A
Lunge 23 9 CAAS TRLRRDQIVALHQG FGAG
Colon 22 49 CAV AA NTGNQ FYFGTG public cmv
Haut 26 52 CA RKSHR FGKG
Haut 22 49 CAV AGYSGYGIS FGTG
Haut 14 56 CA SESAP GANSKLTFGKG
Haut 3 32 CAV RGVNGE KLIFGGG

Tabelle 16: Maus 2 (Gesamtheit aller CD4*-T-Zellen) — HLA-DR4- -Transplantat

CDR3-Region der TCRs, uber die der TCR sein Epitop bindet. Gezeigt sind die CDR3-Regionen

gewonnen aus Direktsequenzierungen von Va-Spectratypes fir diverse Organe von Maus 2. Mit

gleicher Farbe sind in dieser Tabelle identische TRAV-, TRAJ-Regionen bzw.
Aminosauresequenzen markiert.
CDR3
Organ TRAV  TRAJ Typ Reaktivitat
Va N Ja

Leber 8-4 CAV RDWTWSMV GLG

Leber 3 5 CAV RDGN TGRRALTFGSG public CMV
Leber 41 49 CAV GDVSES GNQ FYFGTG

Leber 27 19 nicht auswertbar

Lunge 27 31 CA DAESRSAK GIG

Lunge 1-2 57 nicht auswertbar

Lunge 41 49 CA GAGSKTHER GYG

Lunge 3 5 CAV RDGN TGRRALTFGSG

Lunge 8-4 32 CAV SDWTWGMV GLG

Colon 8-4 18 nicht auswertbar

Colon 35 1 CA SLLAH GLG

Colon 1-2 51 CA SVLCPVR EKLIFGTG
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Tabelle 17: Maus 3 (Gesamtheit aller CD4*-T-Zellen) — HLA-DR4" -Transplantat

CDR3-Region der TCRs, uber die der TCR sein Epitop bindet. Gezeigt sind die CDR3-Regionen

gewonnen aus Direktsequenzierungen von Va-Spectratypes fir diverse Organe von Maus 3. Mit
Farbe

gleicher

Aminosauresequenzen markiert.

in

dieser Tabelle

identische TRAV-,

TRAJ-Regionen  bzw.

CDR3

Organ TRAV TRAJ Typ Reaktivitat
Va N Ja
Leber 26 31 Cl GRCDNA ARLMFGDG public Influenza A
Leber 2 30 CAV DRDDNPSFLWKRDT FGYG
Leber 39 13 CAV TN GGYQKVTFGIG public cmv
Leber 26 47 Cl LRDN FGFG
Leber 25 36 CA germline QTGANNLFFGTG public cMV
Lunge 22 40 CAL S TSGTYKYIFGTG
Lunge 26 31 cl GIDRFT FGVG
Lunge 25 36 CAG TGAHT LFFGTG
Lunge 26 56 Clv germline TFGIG
Lunge 3 5 CAV RDSYTDS RALTFGSG
Lunge 39 14 CIS RTPRQGQ FGSG
Colon 26 3 CAS germline KIIFGSG
Haut 25 9 PAS FSLQKKRGG FGAG
Haut 38 52 CA LSG FGAG
Haut 2 36 CA EGGKTT FGKG
Haut 26 2 CIA E FGIG
Haut 3 15 CAV RLT NQAGTALIFGKG public cMV

Charakterisierung der identifizierten CDR3-Regionen

Auffallig an diesen Ergebnissen war das haufige Vorkommen bestimmter TRAV-
und TRAJ-Regionen wie TRAV 22 und 26 (Tab. 15). Aullerdem fielen kurze
CDR3-Regionen auf (u.a. in Colon) und eine von Aminosauren mit hydrophober

Ladung dominierte CDR3-Region. Jede CDR3-Region begann mit einem

charakteristischen Motiv wie z.B. CA, CAV oder CAL und endete mit einer
palindromischen Sequenz wie z.B. GKG, GLG, GAG, GYG usw. - auch hier
waren die sich haufig wiederholenden TRAV- und TRAJ-Segmente auffallig. In

drei Fallen konnte aufgrund polyklonaler Sequenzierergebnisse keine CDRS3-

Region identifiziert werden (Tab. 16).
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3.4 Identifizierung Keimbahn-kodierter TCRs nach Transplantation von
pan-CD4*-T-Zell-Transplantaten

Bei folgenden TCRs konnten keine N-Nukleotide zwischen V- und J-Region in
der CDR3-Region identifiziert werden: TRAV 25/ TRAJ 36 in der Leber, TRAV 26/
TRAJ 56 in der Lunge und TRAV 26/ TRAJ 3 im Colon (Tab. 17). Diese Keimbahn-
kodierten CDR3-Regionen (germline encoded) gelten als besonders reaktiv, da
weniger Aminosauren an der CDRS3-Liganden Bindung beteiligt sind, wird die
Bindung ausschlieRlich uber CDR1 und CDR2 bewerkstelligt und ist daher
einflulreicher und begunstigt eine hohe Promiskuitat [139].

Identifizierung identischer CDR3-Regionen in unterschiedlichen Geweben
nach Transplantation von Gesamt CD4*-T-Zelltransplantaten

Es konnten identische V- und J-Regionen in unterschiedlichen Organen
identifiziert werden: TRAV 14/ TRAJ 56 in Leber und Haut, aullerdem TRAV 26/
TRAJ 39 in Leber und Lunge (Tab. 14). In Lunge und Haut fanden sich zwei
Sequenzen, die beide das V- und J-Segment TRAV 22/ TRAJ 49 rekombiniert
hatten (Tab. 15). Die Sequenzen entstammten jedoch nicht einem gemeinsamen
Vorlaufer, da eine der Sequenzen zusatzliche N Nukleotide 5° aufwies und die
andere Sequenz 3‘ eine andere Palindromsequenz zeigte. Wenn idente CDR3-
Regionen aus unterschiedlichen Kombinationen hervorgehen spricht man von
einer konvergenten CDR3-Formation. Beide TCRs erkennen das gleiche Epitop,
dies spricht auch fur die Immunogenitat des erkannten Epitops.
Interessanterweise konnten wir bei Maus 3 zwei TCRs identifizieren, die die
gleichen V- und J-Segmente rearrangiert hatten, jedoch ihre Sequenzen nicht
homolog oder identisch waren (Tab. 17). Dieser Befund ist insofern interessant,
dass die Rekombination kein zufalliges Ereignis ist, sondern dass Faktoren des
Mikromilieu fur die Rekombinationswahrscheinlichkeit der V-Regionen
entscheidend sind [47]. Auch die Kombination TRAV 41/ TRAJ 49 sowie TRAV 8-
4 bzw. TRAV 27 oder TRAV1-2 wurden in diesem Transplantationssetting haufig
identifiziert (Tab. 17). Moglicherweise zeigen diese V-Segmente
Bindungspraferenzen fur dieses MHC. Es konnten insgesamt sieben sog. Public-
T-Zellrezeptoren identifiziert werden, auf deren Charakteristika in einem eigenen

Kapitel eingegangen werden soll.
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Tabelle 18: Maus 4 Rezipient eines CD45RA-depletierten — HLA-DR4" -Transplantats

CDR3-Region der TCRs, uber die der TCR sein Epitop bindet. Gezeigt sind die CDR3-Regionen

gewonnen aus Direktsequenzierungen von Va-Spectratypes flr diverse Organe von Maus 4. Mit

gleicher Farbe sind in dieser Tabelle identische TRAV-, TRAJ-Regionen bzw.
Aminosauresequenzen markiert.

Organ TRAV TRAJ CDR3 Typ  Reaktivitat

Va N Jau

Leber 2 37 CAV EAG NTGKLIFGQG

Leber 10 6 CAV IELGI SGGSYIPTFGRG

Lunge 23 44 CA PGTNSAGGG LTFGTG

Lunge 26 53 Cl LRDPDR GGSNYKLTFGKG

Lunge 2 37 CAV EAG NTGKLIFGQG

Lunge 29 52 CA AGSG AGGTSYGKLTFGQG  public Insulin
Lunge 19 36 nicht auswertbar

Colon 8-3 18 CA GTR FGQG

Colon 29 52 CA ST AGGTSYGKLTFGQG

Colon 13-1 20 CA ASVG SNDYKLSFGAG public CMV
Haut 29 18 CAV QFKI FGQG

Haut 2 37 CAV EAG NTGKLIFGQG

Haut 19 18 nicht auswertbar

Haut 13 36 nicht auswertbar

Tabelle 19: Maus 5 CD45RA-/CD276-depletiert — HLA-DR4" -Transplantat

CDR3-Region der TCRs, uber die der TCR sein Epitop bindet. Gezeigt sind die CDR3-Regionen

gewonnen aus Direktsequenzierungen von Va-Spectratypes fir diverse Organe von Maus 5. Mit

gleicher Farbe sind in dieser Tabelle identische TRAV-, TRAJ-Regionen bzw.
Aminosauresequenzen markiert.
Organ TRAV TRAJ CDR3 Typ Reaktivitat
Va N Ja
Leber 10 33 nicht auswertbar
Leber 12 25 CAV RGEYETPCDCTR FGRG
Leber 20 37 CAV WRGTTQA KLIFGQG
Leber 1 32 CAV SGRR GATNKLIFGTG public cmMvV
Lunge 25 54 CAS L IQGAQKLVFGQG
Lunge 26-1 23 cl VRS NQGGKLIFGQG
Lunge 9-2 6 cl DLNDT GGSYIPTFGRG
Lunge 8-4 44 nicht auswertbar
Colon 25 53 CA GARNTD TFGKG
Colon 26-1 42 Cl VCPLEEATVISP FGKG
Colon 9-2 14 nicht auswertbar
Haut 12-3 30 nicht auswertbar
Haut 25 34 CA GARNTVKLIF KLIFGTG
Haut 38 43 CAV LIGAL MRFGAG
Haut  9-2 6 CA LSET GGSYIPTFGRG public cMvV
Haut 8-4 33 CAV SDRII YQLIWGAG public CMV
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Charakterisierung der identifizierten CDR3-Regionen

Insgesamt sieben Singlepeaks konnten in direkten Sequenzierungen nicht
aufgelost werden; diese Sequenzen sind eindeutig als polyklonal Uberlagerte
Sequenzen gekennzeichnet (Tab. 18 und 19). Besonders kurze CDR3-Regionen
(nur 2-5 Nukleotide) fanden sich in Colon und Haut mit folgenden rekombinierten
Gensegmenten: TRAV 8-3, TRAJ 18, TRAV 29 und TRAV 2 (Tab. 18). Die
Aminosaureladungen beider CDR3-Regionen zeigten uUbereinstimmend grole
Hydrophobizitat. Auffallig waren die haufige Verwendung einzelner TRAV-
Segmente wie TRAV 25, aber auch die der Regionen wie TRAV 8-4 kamen
haufiger vor (Tab. 19).

Identifizierung identischer CDR3-Regionen in unterschiedlichen Geweben

In Leber, Lunge und Haut von Maus 4 (Tab. 18) konnten drei identische CDR3-
Regionen identifiziert werden, bestehend aus rearrangierten TRAV 2 und TRAJ
37 Segmenten. Diese identischen CDR3-Sequenzen lauteten
CAVEAGNTGKLIFGQG. Interessant waren die wenigen eingefugten N-
Nukleotide. Weiterhin bemerkenswert waren die identischen TRAV- und TRAJ-
Regionen 29 und 52 in Lunge und Colon (Tab. 18). Hierbei ist insbesondere der
Public-TCR gegen den Insulin-Rezeptor hervorzuheben. Aulderdem konnte ein
Public-TCR gegen CMV identifiziert werden. Die sequenzierten Organe von
Maus 5 (Tab. 19) wiesen drei TCRs als ,public* auf. Sie alle waren gegen CMV
gerichtet. Besonders hervorzuheben ist die CDR3-Region aus der Lunge mit der
Rekombination des TRAV 25-Segmentes mit TRAJ 54 — sie enthielt nur ein
einziges N-Nukleotid. In Lunge und Haut konnten zwei TCRs mit gleichen
rekombinierten Elementen identifiziert werden, deren CDR3-Regionen jedoch
nicht identisch und nicht public waren (Tab. 19).

Die Tabellen 20 und 21 zeigen die sequenzierten CDR3-Regionen aus dem HLA-
DR4-matched-Setting. Auch hier konnten drei Public-TCRs identifiziert werden
(n=3). Auffallig waren weiterhin die Hydrophobizitat und Kiurze der CDR3-Region

einiger alloreaktiver T-Zellen.
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Tabelle 20: Maus 6 CD45RA-depletiert - HLA-DR4*-Transplantat

CDR3-Regionen gewonnen aus Direktsequenzierungen von Va-Spectratypes fiir diverse Organe

von Maus 6. Grin unterlegt ist ein identischer organspezifischer T-Zellklon, der im

Lungengewebe von Maus 6 und Maus 7 nachgewiesen werden konnte. Beide waren Rezipienten

desselben Transplantats vom selben Spender.

Organ TRAV TRAJ COR3 Typ Reaktivitdt
Va N Ja

Lunge 1-2 1 nicht auswertbar

Lunge 19 2 CAL SGDNQGG KLTFGLG

Lunge 9-2 12 Cl RGLSVCVMGSKG LIFGSG

Lunge 2 18 CAV GSGSAQ GSG

Lunge 25 53 CRVGVIVGG FGEG

Haut 3 8 CAV RDMG TGFQKLVFGTG

Haut  1-2 9 nicht auswertbar

Haut 25 40 CA Al TSGTYKYIFGTG public Influenza A

Haut 2 20 CAL FIAAHP FGAG

Haut 24 20 CAF LCPLLWDDYK FGAG

Haut 4 35 nicht auswertbar

Haut 5 29 CA EGH SGNTPLVFGKG

Tabelle 21: Maus 7 CD45RA-/CD276-depletiert — HLA-DR4*-Transplantat

CDR3-Region der TCRs, uber die der TCR sein Epitop bindet. Gezeigt sind die CDR3-Regionen
gewonnen aus Direktsequenzierungen von Vo-Spectratypes fiir diverse Organe von Maus 7.
Grin unterlegt ist ein identischer organspezifischer T-Zellklon, der im Lungengewebe von Maus
6 und Maus 7 nachgewiesen werden konnte.

Organ TRAV  TRAJ COR3 Typ Reaktivitdt
Va N Ja

Leber 8-4 20 CA SPLRCRTRVDHE FGAG

Leber 5 7 CAV CDKLII FGEG

Lunge 30 14 CA FSLEY FGGG

Lunge  9-2 12 cl RGLSVCVMGSKG LIFGSG

Colon 23 11 CA TKRFSSAPQL FGKG

Haut 24 3 CA P YSSASKIIFGKG public EBV
Haut 26 42 Clv CHTR GSQGNLIFGKG

Haut 26 53 CAV VHSSISQGSTVQDQ GTG

Haut 8-3 6 CAV GAR GSYIPTFGRG public CMV
Haut 8-4 15 CAV RAF NQAGTALIFGKG
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3.5 Nachweis systemischer T-Zellklone im DR4-mismatched- und
identischer organspezifischer T-Zellklone im DR4-matched-

Transplantat

Es konnten innerhalb des DR4-mismatched-Transplantats vier idente CDRS3-
Sequenzen in unterschiedlichen Organen im gleichen Transplantatempfanger
identifiziert werden. Im Gegensatz dazu und hochinteressanterweise konnten
innerhalb des DR4-matched-Transplantats identische T-Zellklone im gleichen
Organ, jedoch in unterschiedlichen Mausen gefunden werden (Tab. 20 und 21).
Deren CDR3-Region lautete: CIRGLSVCVMGSKGLIFGSG mit dem TRAV
Segment 9-2 und dem TRAJ Segment 12. Dies bedeutet, dass es eine
organspezifische Verteilung und Expansion von T-Zellen innerhalb des matched-
Settings gibt, die alloreaktiv und unmittelbar an der AbstoRungsreaktion beteiligt
sind. Hier kommt die in Abschnitt 1.10 in der Einleitung beschriebene Bedeutung

der Minor-Antigene zum Tragen.
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Tabelle 22: Alloreaktive T-Zell-Pools enthalten Public-TCRs in allen Kohorten

Gezeigt sind die Daten der identifizierten Public-TCRs mit der jeweiligen CDR3-Region, Uber die
der TCR sein Epitop bindet. Auf der rechten Seite sind die Verweise auf die Quellen der Public-
TCRs zu finden.

Gesamtheit aller CD4*-T-Lymphozyten

CDR3

TRAV TRAJ \ o Typ  Reaktivitit  MHC PMID
% 31 GRCDNA ARLMFGDG TypV  InfluenzaA  HLA-A*02 28423320
39 13 CAV ™ GGYQKVTFGIG Typ i CMV  HLA-A*02 28423320
25 3 CA germline  QTGANNLFFGTG  Typ CMV  HLA-A*02 284233
3 15  CAV RLT NQAGTALIFGKG  Typll CMV  HLA-A*02 28423320
26 39 Qv RVG NNAGNMLTFGGG  Typlll  InfluenzaA HLA-A*02 28423320
22 49 CAV  AANTGYQ FYF Typ IV CMV  HLA-A*02 28636592

CD45RA depl.

TRAV TRAJ  Va C?\Im Ja Typ  Reaktivitit MHC PMID
25 40 CA Al TSGTYKYIFGTG  TypIV  InfluenzaA  HLA-A*02 28423320
29 52 CA AGSG  AGGTSYGKLTFGQG TypV  Insulin  HLA-DRB1*04 26437244

131 20  CA ASVG SNDYKLSFGAG  Typ Il MV HLA-A*02 28423320

CD45RA depl./CD276 depl.

TRAV TRAJ  Va C?\IR"’ Ja Typ  Reaktivitit ~ MHC  PMID
24 3 CA p YSSASKIIFGKG Typll EBV  HLA-A*02 10925283
83 6  CAV GAR GSYIPTFGRG Typ i CMV  HLA-A¥02 28423320
1 32 CAV SGRR GATNKLIFGTG Typ MV H2Db 28636592
92 6  CA LSET GGSYIPTFGRG Typll CMV  HLA-A*02 28423320
84 33 CAV SDRI YOLIWGAG Typ IV CMV  HLA-A¥02 28423320
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Hervorzuheben ist, dass alle in Tab. 22 aufgefuhrten Public-TCRs (mit einer
Ausnahme) nur fiir CD8*-T-Zellen beschrieben wurden. Dies ist insofern
interessant, da in unserem Mausmodell nur CD4*-T-Lymphozyten
transplantiert und damit an der GvHD beteiligt waren. In der rechten Spalte
der Tabellen sind die Verweise auf die Quellen der Public-TCRs zu finden. Nicht
alle identifizierten TCRs entsprachen dem hochsten Grad (Grad 4) an Gleichheit
eines Public-TCRs (Tab. 22). Die Regeln zur Identifikation der Public-TCRs

werden in der Diskussion erlautert.

3.6 Untersuchung von T-Zell-Master-Transkriptionsfaktoren in GvHD-
Zielorganen

Mittels gPCR wurde die Expression der T-Zell-Master-Transkriptionsfaktoren T-
bet, FOXP3, RORyT und GATA3 gezeigt. Hierdurch sollten Erkenntnisse Uber
das Ausmald der Beteiligung von Tu1, Th2, Tregs und Tu17-Zellen an der
AbstoRungsreaktion gewonnen werden. Des Weiteren wurden die
Transkriptionsfaktoren EOMES, STAT1 und SOCS3 untersucht. So wurde
berichtet, dass ein Anstieg von GATA3 im Zusammenhang mit einer verminderten
Expression von RORC sowie von STAT1 mit einer verminderten Tn17-
zellvermittelten Pathologie einhergeht [134], sowie dass SOCS3 die
Differenzierung von Tn17-Zellen inhibiert [135] und die T-Zellproliferation
alloreaktiver T-Zellen verhindert [136].

Im Folgenden sind zunachst die Expression von SOCS3 und STAT1 fur das HLA-
DR4 mismatched-Setting dargestellt — normalisiert auf GAPDH.

Nachdem das Mausgewebe homogenisiert und die RNA extrahiert worden ist,
konnte mit reverser Transkriptase cDNA geschrieben werden. Die gPCR wurde
wie in 2.2.6.6 beschrieben durchgeflhrt. Es zeigte sich innerhalb der Leber ein
leichter Trend einer angestiegenen SOCS3-Expression nach Einfach- bzw.
Doppel-Depletion (Abb. 15). In der Lunge schien sich nahezu nichts zu
verandern. In Colon und Haut jedoch zeigte sich ein signifikanter Anstieg (p<0,05
bzw. p<0,001) von SOCS3 sowohl nach Einfach- als auch nach Doppel-
Depletion. Die Expression von STAT1 war bezogen auf alle Mausgewebe sehr
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gering (10%) und es lieR sich weder vor noch nach Therapie (p>0,05) ein
Unterschied feststellen (Abb 16). STAT1 scheint zumindest in diesem Modell fur
die Entstehung der GvHD keine relevante Rolle zu spielen.
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Abbildung 15: Analyse des Transkriptionsfaktors SOCS3 in GvHD-Zielorganen im HLA-
DR4"-Transplantat.

Die Genexpression von SOCS3 innerhalb von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause
wurde mittels gPCR bestimmt. Die Genexpression von SOCS3 wurde normalisiert auf GAPDH

dargestellt. Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4+-T-ZeIIen), n=4
(Memory-CD4 '-T- Zellen, CD45RA/CD276-depl. CD4 '-T-Zellen)). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Abbildung 16: Analyse des Transkriptionsfaktors STAT1 in GvHD-Zielorganen im HLA-
DR4"-Transplantat.

Die Genexpression von STAT1 innerhalb von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause
wurde mittels gPCR bestimmt. Die Genexpression von STAT1 wurde normalisiert auf GAPDH
dargestellt. Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4+-T-ZeIIen), n=4
(Memory-CD4-T-Zellen, CD45RA/CD276-depl. CD4 -T-Zellen)). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Die folgenden Abbildungen 17 und 18 zeigen die Genexpression von SOCS3 und
STAT1 innerhalb des DR4-matched-Settings normalisiert auf GAPDH.

In der Leber konnte innerhalb des DR4-matched-Settings ein signifikanter
Anstieg von SOCS3 nach CD45RA/CD276-Depletion beobachtet werden
(p<0,05). In der Lunge und Haut konnte kein Unterschied zwischen den Kohorten
gesehen werden in Bezug auf die Expression von SOCS3. Im Colon war ein
signifikanter Anstieg von SOCS3 im Vergleich zur CD45RA-Depletion feststellbar
(p<0,05). Insgesamt war die Expression von SOCS3 im Vergleich zum HLA-DR4-
mismatched-Setting geringer (Abb. 17). STAT 1 wurde ahnlich wie im HLA-DR4-
mismatched-Setting bezogen auf alle Kohorten und zwischen den Behandlungen
nicht nennenswert exprimiert (Abb. 18). Auch innerhalb des matched-Settings
spielte STAT1 als Transkriptionsfaktor keine nennenswerte Rolle fur die
Entstehung der GvHD.
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Abbildung 17: HLA-DR4*-Transplantat — SOCS3 Expression in Leber, Lunge, Colon und
Haut von DR4*-Transplantatempfangern.

Die Genexpression von SOCS3 innerhalb von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause
wurde mittels gPCR bestimmt. Die Genexpression von SOCS3 wurde normalisiert auf GAPDH

dargestellt. Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4+-T-ZeIIen), n=4
(Memory-CD4 '-T- Zellen, CD45RA/CD276-depl. CD4 -T-Zellen)). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Abbildung 18: HLA-DR4*-Transplantat — STAT1 Expression in Leber, Lunge, Colon und

Haut von DR4*-Transplantatempfangern.

Die Genexpression von STAT1 innerhalb von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause
wurde mittels gPCR bestimmt. Die Genexpression von STAT1 wurde normalisiert auf GAPDH

dargestellt. Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4+-T-ZeIIen), n=4
(Memory-CD4 "-T-Zellen, CD45RA/CD276-depl. CD4 -T-Zellen)). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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GATA 3 zeigte deutliche Unterschiede zwischen den Kohorten (Abb. 19). In der
Leber liel3 sich kein signifikanter Unterschied feststellen. In der Lunge und im
Darm jedoch konnte ein signifikanter Anstieg sowohl nach Einzel- (p<0,05) als
auch nach CD45RA/CD276-Depletion (p<0,001) festgestellt werden. Auch in der
Haut war ein signifikanter Anstieg zu sehen (p<0,05), jedoch nicht nach
CD45RA/CD276-Depletion. FOXP3 wurde in allen Kohorten sehr niedrig
exprimiert und es konnte in Leber und Lunge kein Unterschied zwischen den
Behandlungen festgestellt werden. Im Colon wurde eine signifikante Reduktion
verzeichnet (p<0,05) und in der Haut ein signifikanter Anstieg nach
Doppeldepletion (p<0,05). Aufgrund der verschwindend geringen Expression
spielte FOXP3 in unserem Mausmodell keine bedeutende Rolle (Abb. 20).
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Abbildung 19: HLA-DR4*-Transplantat — GATA3 Expression in Leber, Lunge, Colon und

Haut von DR4*-Transplantatempfangern.

Die Genexpression von GATA3 innerhalb von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause
wurde mittels gPCR bestimmt. Die Genexpression von GATA3 wurde normalisiert auf GAPDH
dargestellt. Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4+-T-ZeIIen), n=4
(Memory-CD4-T-Zellen, CD45RA/CD276-depl. CD4 -T-Zellen)). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Abbildung 20: HLA-DR4*-Transplantat — FOXP3 Expression in Leber, Lunge, Colon und
Haut von DR4*-Transplantatempfangern.

Die Genexpression von FOXP3 innerhalb von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause
wurde mittels gPCR bestimmt. Die Genexpression von FOXP3 wurde normalisiert auf GAPDH

dargestellt. Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4+-T-ZeIIen), n=4
(Memory-CD4 "-T-Zellen, CD45RA/CD276-depl. CD4 -T-Zellen)). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Die Expression des Transkriptionsfaktors EOMES war insgesamt sehr gering in
Bezug auf GAPDH. In Colon und Haut lieRen sich keine signifikanten
Unterschiede der CD45RA/CD276-Depletion in Bezug auf die CD45RA-
Depletion feststellen. In der Leber jedoch resultierte die Depletion von
CD45RA/CD276 im Vergleich zur Einfachdepletion und den unbehandelten
Mausen in einem signifikanten Unterschied von EOMES (p<0,05) (Abb. 21). Es
konnte nur eine sehr geringe Expression von RORC festgestellt und auch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten beobachtet werden. Jedoch
war sehr auffallig, dass nach Depletion von CD45RA/CD276 fast keine RORC-
Expression mehr nachweisbar war. Dieses Ergebnis lie3 sich auf die Leber,
Colon und Lunge, jedoch nicht auf die Haut beziehen (Abb. 22). Um das
Verhaltnis des signifikanten Anstieges von GATA3 zu einem Abfall von RORC
darzustellen, wurde die Ratio in Abbildung 24 gebildet. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf T-bet zwischen den Kohorten festgestellt
werden (Abb. 23).
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Die Expression war innerhalb der Leber insgesamt etwas hoher. Das
Expressionsmuster von T-bet gab keinen Hinweis auf die Beteiligung von Tu1-T-

Zellen in unserem Mausmodell.
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Abbildung 21: HLA-DR4*-Transplantat - EOMES Expression in Leber, Lunge, Colon und
Haut von DR4*-Transplantatempfangern.

Die Genexpression von EOMES innerhalb von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause
wurde mittels gPCR bestimmt. Die Genexpression von EOMES wurde normalisiert auf GAPDH

dargestellt. Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4+-T-ZeIIen), n=4
(Memory-CD4-T-Zellen, CD45RA/CD276-depl. CD4 -T-Zellen)). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Abbildung 22: HLA-DR4*-Transplantat - RORC Expression in Leber, Lunge, Colon und
Haut von DR4*-Transplantatempfangern.

Die Genexpression von RORC innerhalb von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause
wurde mittels gPCR bestimmt. Die Genexpression von RORC wurde normalisiert auf GAPDH

dargestellt. Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4+-T-ZeIIen), n=4
(Memory-CD4 "-T-Zellen, CD45RA/CD276-depl. CD4 -T-Zellen)). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Abbildung 23: HLA-DR4*-Transplantat — T-bet Expression in Leber, Lunge, Colon und Haut

von DR4*-Transplantatempfangern.

Die Genexpression von T-bet innerhalb von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause wurde

mittels gPCR bestimmt. Die Genexpression von T-bet wurde normalisiert auf GAPDH dargestellt.
Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4+-T-ZeIIen), n=4 (Memory-CD4+-T-
Zellen, CD45RA/CD276-depl. CD4+-T-ZeIIen)). *p<0,05; *p<0,01; **p<0,001
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CD4*-Tu17-Zellen initiieren die GvHD. GATA3 ist als Inhibitor von Tn17-
zellvermittelter Pathologie bekannt [134]. Gezeigt ist die Ratio aus GATA/RORC
in den Organen von Tieren der unterschiedlichen Therapiegruppen. Ein
hochsignifikanter Anstieg von GATA3 zusammen mit einem ausbleibenden
Anstieg oder sogar Abfall von RORC in Lunge und Colon spricht dafur, dass
Tnu17-Zellen nach Depletion von CD45RA/CD276 keine bedeutende Rolle mehr
spielen [134]. In Leber und Haut liel3 sich kein signifikanter Unterschied
feststellen. Jedoch erwies sich der Anstieg der Ratio von GATA3/RORC nach
CD45RA/CD276-Depletion im Vergleich zur CD45RA-Depletion und der
Gesamtheit der transplantierten CD4*-T-Lymphozyten in Lunge und Colon als
hochsignifikant (p<0,001). D.h. die Ratio steigt an, wenn GATA3 ansteigt oder
RORC abfallt oder beides der Fall ist.
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Abbildung 24: HLA-DR4*-Transplantat — Darstellung der Ration aus GATA3/RORC

innerhalb Leber, Lunge, Colon und Haut.

Es wurde die Ratio aus GATA3/RORC berechnet. Die Genexpression von GATA3 und RORC
innerhalb von Leber, Lunge, Colon und Haut der DR4-Mause wurde mittels gqPCR bestimmt.

Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=5 (Gesamtheit CD4+-T-ZeIIen), n=4 (Memory-CD4+-T-
Zellen, CD45RA/CD276-depl. CD4 -T-Zellen)). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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3.7 In-vitro Analyse des CD276-Antikorpers

Der Antikorper, der zur in-vivo Depletion von CD276 eingesetzt wurde, wurde von
von Hans-Georg Buhring in Tubingen generiert. Fur die nachfolgenden in-vivo
Versuche ist es sehr wichtig, die genaue Funktion des CD276-Antikorpers zu
verstehen. Wie genau I0st er Apoptose innerhalb der Zielzelle aus? In unserem
in-vitro Modell mussten fur eine funktionierende ADCC, im Hinblick auf eine in-
vivo Depletion, autologe NK-Zellen und Komplementfaktoren hinzugegeben
werden. Nach Durchfuhrung der Dichtegradientenzentrifugation (Abschnitt
2.2.5.1) wurde mit den isolierten kernhaltigen Zellen weitergearbeitet. Es wurden
autologe NK-Zellen nach dem gleichen Prinzip wie CD4*-T-Lymphozyten (s.
unter 2.2.5.6) isoliert.

3.7.1 Additiver Effekt von ADCC und CDC durch Einsatz des CD276-
Antikorpers

Es wurde die Anzahl der CD276*-Zellen innerhalb der CD4*-T-Zellen in der

haploidentischen MLC bestimmt. Insgesamt wurden 8 Kulturansatze von drei

verschiedenen Spendern jeweils nach folgendem Schema analysiert:

CD4+ Zellen
+ + + + + + + +
1*10%well
NK Zellen
+ + + +
1*10%well
mAb CD276
+ + - + +
10ng/ml
Komplement - - - - + + + +
11-2 (50 Units/ pl) + + + + + + + +

Die Negativkontrolle des Ansatzes (Abb. 25, linker Balken) zeigte die hochste
Frequenz von CD276%-Zellen mit ca. 11 %. Die alleinige Gabe des CD276-
Antikorpers bewirkte nur eine leichte Reduktion um 2% auf ca. 9 %
(CD276%/CD4"). GroRer war die Reduktion bei alleiniger Gabe von Serum, das
Komplementfaktoren enthielt. Serum und Antikorper zeigten eine 40%ige
Reduktion, was auf eine ausgepragte CDC-Reaktion schlieen liel3. Die
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zusatzliche Gabe von NK-Zellen erzielte ein signifikantes Ergebnis (p<0,05), was

fur einen additiven Effekt von Serum und NK-Zellen sprach.

Insgesamt zeigte der CD276-Antikorper eine Mischform aus ADCC und CDC
bzw. einer CDC-verstarkten ADCC.
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Anzahl CD276*-Zellen innerhalb
CD4*-Population in %

o.
ERER I S e s e e
Serum s = r & 3 o = =
Ab - + - + - - + +

Abbildung 25: Additiver Effekt von ADCC und CDC durch Einsatz des CD276-Antikorpers

Dargestellt ist die Haufigkeit der CD276*-Zellen innerhalb der CD4*-Population in % (n=3). Die
Reinheit der CD4*-T-Lymphozyten innerhalb der CD3*-Population nach Isolation betrug 99,7 %.
Die Ordinate zeigt die Anzahl der CD276*-Zellen innerhalb der CD4*-Zellen in %. Gezeigt ist die
Standardabweichung. Abbildung modifiziert nach [1].

3.7.2 Additiver Effekt von CDC und ADCC bei Apoptoseinduktion

Betrachtet wurde der Apoptosemarker Annexin V ausschliel3lich innerhalb der
CD276"-Zellfraktion (Abb 26). Es wurde der Messwert vom Kontrollwert
subtrahiert, sodass relative Werte dargestellt sind. Zu sehen ist, dass die alleinige
Gabe des CD276-Antikorpers keinen signifikanten Anstieg des Apoptosemarkers

Annexin V in Bezug auf die Negativkontrolle bewirkte, wahrend Serum und
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Antikdrper zusammen einen deutlich erhdhten Apoptoseeffekt erzielten. Ahnlich
verhielt es sich mit der gleichzeitigen Gabe von Antikorper und NK-Zellen. Eine
Kombination aus Antikorper, NK-Zellen und Komplementfaktoren sowie NK-
Zellen und Antikorper bewirkte ein signifikantes Ergebnis (p<0,05). Insgesamt
deckten sich diese Ergebnisse mit den Erkenntnissen des ersten Versuchsteils
(s. 3.7.1). Es waren CDC und ADCC vorhanden und es lie} sich ein additiver
Effekt einer CDC-verstarkten ADCC beobachten.
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Abbildung 26: Additiver Effekt von CDC und ADCC bei Apoptoseinduktion.

Die Haufigkeit von Annexin V* apoptotischen Zellen innerhalb der CD4*-T-Zellpopulation nach 24h
Inkubation mit +/- NK, +/- Serum und +/- Ab. Gezeigt ist die Standardabweichung. (n=3). Abbildung
modifiziert nach (1).
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3.7.3 Vergleich der Apoptoserate zwischen CD276-und CD276*-Zellen

Wie spezifisch kann der CD276-AntikOrper Apoptose induzieren? Betrachtet
werden die CD276%-Fraktion im Vergleich mit der CD276™-Fraktion innerhalb
derjenigen Zellen, bei denen NK-Zellen, Serum und CD276-AntikOrper
hinzugegeben wurden. Man sah einen hochsignifikanten Anstieg der Annexin V
positiven Zellen (p<0,0001). Der Median lag bei ca. 42% der CD276"-Fraktion im
Vergleich zu 0% in der CD276°-Fraktion. Zusammenfassend konnte man
feststellen, dass fur eine effektive Funktion des Antikdrpers sowohl NK-Zellen als
auch Komplementfaktoren notig waren und dass ausschlieB3lich CD276*-T-Zellen

eliminiert wurden, d.h. der Antikorper ist hochspezifisch.
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Abbildung 27: Die Haufigkeit von Annexin V* apoptotischen Zellen innerhalb CD4*-T-Zellen
nach 24h Inkubation mit NK-Zellen, Serum und Ab fiir CD276 +/- CD4*-T-Lymphozyten. (n=3)
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3.8 In-vivo Depletion von CD276 innerhalb der NSG-Ab° DR-4-Miuse
Nachdem die oben angefuhrten in-vitro Daten des CD276-AntikOrpers eine
spezifische NK-zellabhangige Zielzellen-Lyse nahelegten, wurden NSG-DR4-
Mausen CD45RA-depletierte T-Zellen transplantiert und anschlieend der
CD276-Antikorper intravends verabreicht. Dies erfolgte mit dem Ziel, jene
alloreaktiven T-Zellen in-vivo zu depletieren, die durch eine MLC im Sinne von
,Graft Engineering” nicht erreicht werden konnten bzw. in-vivo durch das
Zytokinmilieu und die Antigenerkennung aktiviert und alloreaktiv wurden. Wie die
Histologie der Zielorgane zeigte, wurde die Infiltration in allen Organen nach
Einsatz des CD276-Antikorpers auf ein absolutes Minimum reduziert. Auch das
deutlich verbesserte Gesamtuberleben und die klinische Evaluation der NSG-
DR4-Mause legten eine erfolgreiche Depletion von alloreaktiven T-Zellen in-vivo
nahe. Damit zeigte sich, dass die in-vivo Depletion von CD276 eine
vielversprechende Option zur Prophylaxe einer GvHD in der haploidentischen-
HSCT ist.
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Abbildung 28: Histologische Untersuchung der GvHD-Zielorgane fiir infiltrierende CD3'-T-
Zellen innerhalb der Kontrolle (linke Bildreihe) und der in-vivo Depletion von CD276 (rechte

Bildreihe) innerhalb NSG-Ab’ DR-4-Miusen.
Das Gewebe von Lunge und Leber der Mause wurde in 10% gepuffertem Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet fir die HE-Farbung und den immunhistochemischen Nachweis von CD3.

Pfeile verdeutlichen die Lokalisation von humanen Infiltraten. VergréRerung aller Aufnahmen
100fach. Abbildung modifiziert nach [1].
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Abbildung 29: Histologische Untersuchung der GvHD-Zielorgane fiir infiltrierende cD3'-
T-Zellen innerhalb der Kontrolle (linke Bildreihe) und der in-vivo Depletion von CD276

(rechte Bildreihe) innerhalb NSG-Ab’ DR-4-Miusen.

Das Gewebe von Colon und Haut der Mause wurde in 10% gepuffertem Formalin und in Paraffin
gebettet fir die HE-Farbung und den immunhistochemischen Nachweis von CD3. Pfeile
verdeutlichen die Lokalisation von humanen Infiltraten. VergroRerung aller Aufnahmen 100fach.
Abbildung modifiziert nach [1].
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CDA5RA-depletierte humane CD4* -T-Zell-Transplantate

N

Keine Depletion In-vivo-Depletion von CD276* T-Zellen

v

Endpunkt Kriterien Symptomfreier Phanotyp
Tag 50 Tag 100

Abbildung 30: In-vivo Depletion von CD276 verbesserte die GvHD und sorgte fiir einen
symptomfreien Phanotyp.

Beide Tiere erhielten das gleiche Transplantat vom gleichen Spender, die linke Maus erhielt
NK-Zellen, jedoch keine Depletion der CD276+ T-Zellen, die Maus rechts erhielt wchentlich
NK-Zellen sowie einen Antikorper, der CD276*-T-Zellen depletiert. Graphische Darstellung
modifiziert nach [1].

Die Behandlunsgruppe zeigte zum Endpunkt der Studie an Tag 100 einen
vollkommen unauffalligen Phanotyp, wahrend die Tiere der unbehandelten
Kontroll-Kohorte spatestens an Tag 50 Endpunktkriterien erreichten. Das
signifikant bessere Uberleben korrelierte mit der Aussage der histologischen
Analyse.
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4 Diskussion

Die GvHD ist eine der Hauptursachen fur Morbiditat und Mortalitat nach allogener
Stammzelltransplantation [129-132]. In der Vergangenheit konnte zwar eine
deutliche Verbesserung im Gesamtuberleben nach Transplantation erreicht
werden, jedoch ist die Inzidenz von akuter GvHD nahezu unverandert geblieben.

Neue Therapiestrategien sind zwingend erforderlich [140].

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern wichtige Erkenntnisse zur einer potentiellen,
zukunftigen Prophylaxe und Therapie der GvHD nach allogener

Stammzelltransplantation.

Die Basis bildet die Identifikation von CD276 als spezifischer Marker alloreaktiver
CD4*-T-Zellen. Der Einsatz eines Antikorpers gegen CD276 in Kombination mit
der Depletion von naiven T-Zellen aus dem Transplantat fuhrte zu einer
signifikanten Reduktion der Gewebsinfiltration alloreaktiver T-Lymphozyten in
den Zielorganen der GvHD und zu einer signifikanten Besserung der klinischen
Symptomatik im Vergleich zur Gruppe derer, die unmanipulierte Gesamt-CD4*-
T-Zellen als Transplantate erhielten. Diese Arbeit beinhaltet die phanotypische
und funktionelle Charakterisierung der noch im Transplantat verbliebenen
alloreaktiven T-Zellen innerhalb der CD4*-T-Lymphozytenpopulation vor und
nach CD45RA- bzw. CD45RA/CD276-Depletion. Alloreaktive T-Zellen wurden in-
vivo in Rezipienten des HLA-DR4"-Settings, aber auch innerhalb des HLA-DR4"*-
Maus-Settings depletiert. Zunachst konnte mittels ,Graft Engineering®, also dem
Einsatz des Antikorpers vor Transplantation nach Spender/Rezipienten MLC,
eine signifikante Reduktion der GvHD innerhalb des HLA-DR4"-Settings erreicht
werden. Die aus Grunden der Praktikabilitat durchgefuhrte in-vivo Depletion von
CD276*-Zellen erwies sich eindrucksvoll als erfolgreicher Ansatz fur ein
zukunftiges Prophylaxe- und Therapiekonzept. Der in-vivo Depletion ging eine

funktionelle Analyse des anti-CD276-Antikorpers voraus.
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4.1 CD276 als hochsensitiver Marker alloreaktiver CD4*-T- Lymphozyten
Haploidentische-HSCT mit anschlielender Depletion von CD45RA*-T-Zellen,
also naiven T-Zellen, garantiert eine deutliche Verbesserung zur Pravention der
GvHD [113]. Nicht genau geklart sind die Natur und das Verhalten von
verbliebenen alloreaktiven CD4*-T-Zellen nach CD45RA-Depletion, die bereits
Antigenkontakt hatten. In Voruntersuchungen hat die AG Schilbach verschiedene
co-stimulatorische und co-inhibitorische Molekule, die von alloreaktiven T-Zellen
nach haploidentischer HSCT exprimiert wurden, in-vitro auf die Korrelation mit
IFNy untersucht und CD276 als einen hochspezifischen Marker fur alloreaktive
CD4*-T-Lymphozyten, insbesondere Tn1-Zellen nach Depletion von CD45RA*-
Zellen, identifiziert [1].

Aulerdem konnte in-vitro gezeigt werden, dass die CD45RA/CD276-Depletion
die Fremdantwort auf Empfanger-Zellen signifikant reduziert und gleichzeitig die
Immunantwort gegen Fremdantigene und Dbekannte virale Antigene
aufrechterhalt oder sogar noch verstarkt. D.h. man kann davon ausgehen, dass
die Depletion von CD276*-T-Zellen die Effizienz gegenuber infektiosen
Ereignissen und den anti-Tumor-Effekt im  Transplantat/Rezipienten
aufrechterhalt [1].

4.2 Depletion von CD276*-CD4*-T-Zellen verringert das Risiko einer
GvHD

Die Grundlage dieser Arbeit ist ein hochsensitives humanes allo-GvHD
Mausmodell [133], in welchem humane T-Zellen gegen humane HLA-Klasse-ll
Molekule aktiviert werden und die Maus kein eigenes MHC mehr exprimiert,
hingegen humane HLA-Klasse-II Molekule. In diesem kann in-vivo mittels eines
HLA-DR4-Transplantats eindrucksvoll gezeigt werden, dass CD45RA/CD276-
depletierte CD4*-Transplantate das Auftreten von klinischen Symptomen und die
Schwere der Erkrankung, verglichen mit alleiniger CD45RA-Depletion, signifikant
senken konnte. Es konnte in dieser Arbeit veranschaulicht werden, dass die
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CD45RA/CD276-Depletion innerhalb des HLA-DR4"-Settings die Infiltration von
Haut und Colon mit alloreaktiven CD4*-T-Zellen eindrucksvoll reduziert und es
nur zu minimalen Infiltraten mit verminderter alloreaktiver Aktivitat in Lunge und

Leber kam.

Interessanterweise zeigte sich bei HLA-DR4*-Transplantaten nur eine geringe bis
keine Verbesserung der klinischen GvHD trotz zusatzlicher CD276-Depletion,
verglichen mit alleiniger CD45RA-Depletion. Diese selektive Depletion sorgte fur
eine bessere Kontrolle der GvHD im HLA-DR4--Transplantat, jedoch nicht im
HLA-DR4*-Setting. Ein ahnliches Ergebnis wurde bereits gezeigt [113], jedoch
existieren auch gegenteilige Befunde [115]. Diese Diskrepanz kann durch
Unterschiede im Ausmal des HLA-Mismatch erklart werden. Wahrend der ersten
Untersuchung ein komplettes HLA-Mismatch zugrunde liegt [113], wurde in der

zweiten Arbeit nur Uber ein einzelnes HLA-Mismatch transplantiert [115].

In Voruntersuchungen wurde eine starkere Alloreaktivitat innerhalb der CD45RA-
depletierten CD4*-T-Lymphozyten verglichen mit CD8*-T-Lymphozyten
beobachtet. Dieses Phanomen konnte mit den variableren Peptid-Bindungen an
MHC-II-Molekule erklart werden, was in einer grof3eren Alloreaktivitat innerhalb
der CD4"*-T-Zell-Untergruppe resultiert [141]. Dies ist ein wichtiger Grund, warum
wir ausschliel3lich CD4*-T-Zellen transplantiert haben.

B7-H3 (CD276) gehort zur Gruppe der B7-Molekulle, deren Funktion in der
Immunregulation noch nicht ausreichend definiert worden ist [125]. Eine grol3e
Bandbreite von Immunzellen exprimiert CD276, so z.B. aktivierte T-Zellen, NK-
Zellen, DCs und Makrophagen, aber auch nicht-hamatopoetische Zellen wie
Epithelzellen und eine grof3e Bandbreite an Krebszellen [127, 142-144]. Die Rolle
von CD276 auf APCs und in der Immunregulation wurde intensiv untersucht und
als immunstabilisierend sowie -inhibierend beschrieben [125, 145, 146]. Die
Bedeutung der Expression von CD276 auf T-Zellen wurde bislang nicht
ausreichend untersucht. Es gab lediglich eine Untersuchung von CD276
exprimierenden T-Zellen, die Uberdies zu gegenteiligen Befunden kam wie sie
hier erhoben werden konnten [128]. Diese Untersuchungen wurden in einem

CDZ276-knockout Modell gemacht, welches die Entwicklung, die Pragung und das
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Uberleben der T-Zellen in einen komplett anderen Kontext stellt als dies in
unserem Modell der Fall war. Hier beschleunigten CD276-Spender-T-Zellen die
GvHD in einem Mismatch-Modell, woraus geschlossen wurde, dass CD276 als
negativer Co-Stimulator im Kontext der GvHD agiert. Eine Erklarung fur diese
scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse konnte sein, dass in einem CD2767 -
Modell die Funktionalitat von T-Zellen grundsatzlich moduliert wird, da die
Interaktion zwischen T-Zellen und APCs oder anderen Lymphozyten-
Untergruppen, die CD276 exprimieren, gestort ist. In den eigenen
Untersuchungen wurde die Rolle von CD276 ausschlielllich auf T-Zellen
betrachtet und exklusiv auf CD4*-T-Zellen induziert und diese depletiert. Dies
kann erklaren, warum sich unsere Ergebnisse so grundsatzlich vom oben

angefuhrten Bericht unterscheiden.

4.3 Identische T-Zell-Klone treten systemisch im HLA-DR4-mismatched
Transplantat auf, organspezifische T-Zell-Klone im HLA-DR4-matched
Transplantat

Im zweiten Schritt meiner Arbeit ging es nun um eine funktionelle und

phanotypische Charakterisierung alloreaktiver CD4*-Memory-T-Zellen in

Transplantaten vor und nach Depletion von CD276. Zur ldentifikation von T-

Zellrezeptorbinderegionen, die die Breite an alloreaktiven T-Zellpools anzeigt,

wurden Direktsequenzierungen der o-Kette von Spectratype-Singlepeaks

durchgefuhrt.

Die CDR3-Region bindet das Epitop direkt. Die Komplexitat eines TCR-
Repertoires (Anzahl unterschiedlicher CDR3-Regionen) kann dabei als direktes
Mal fur die Infiltration der Gewebe gelten. Die Homologie von Sequenzen der
CDRB3-Region kann Aufschluss Uber Klone geben, die evtl. gleiche Epitope
erkennen. Wahrend Major-Antigene in allen Geweben einer transgenen DR4"-
NSG-Maus vorkommen, weisen Minor-Antigene meist eine Geweberestriktion
auf und werden daher hochstwahrscheinlich organspezifische Repertoires der T-

Zellrezeptoren induzieren [70].
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Wie in der Einleitung beschrieben, werden in Patient*innen innerhalb des
matched-Settings vor allem Minor-Antigene von alloreaktiven T-Zellen erkannt
[77, 147] - bedingt durch das optimierte HLA-Match von Spender und Empfanger.
Obwohl manche miHAs ubiquitdr exprimiert werden, weisen viele miHAs
gewebs- und organspezifische Eigenschaften auf [70]. Die gewebs- und
organspezifische Expression von miHAs induziert die Bildung organspezifischer
alloreaktiver T-Zellklone [2, 70]. Mit der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen
werden, dass es zur systemischen Infiltration von alloreaktiven T-Zellen im HLA-
DR4--Setting kam, wahrend organspezifische T-Zellrepertoires im HLA-DR4"-
Setting (matched) vorherrschen. Warum war also die Depletion von CD276 nach
MLC via Graft Engineering im mismatched-Setting erfolgreicher als im matched-
Setting? Organspezifische miHAs werden nicht von PBMCs exprimiert. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde vor der Transplantation der CD45RA/CD276-
depletierten T-Zellen eine MLC mit PBMCs durchgefuhrt. Die Depletion von
CD276 nach einer MLC mit PBMCs kann keine alloreaktiven T-Zellen gegen
organspezifische Antigene eliminieren. Dies erklart, warum Graft Engineering
mittels Depletion von CD276*-T-Zellen nach einer MLC die Schwere der GvHD
dramatisch innerhalb des Major-mismatched-Settings reduzieren konnte, jedoch
nicht im HLA-matched-Setting. Deshalb ist die Depletion von CD276*-Spender-
Zellen mittels Graft Engineering besonders passend fur die HLA-mismatched
HSCT. Die Depletion organspezifischer alloreaktiver T-Zellen wurde in-vivo
durchgefuhrt.

4.4 Charakteristika alloreaktiver T-Zellrezeptoren

Durch die Direktsequenzierung von Spectratype-Singlepeaks konnten einige
sehr interessante Charakteristika alloreaktiver T-Zellrezeptoren aufgezeigt
werden (vgl. Tab. 15-22). Die Spezifitat der Erkennung von MHC-Molekilen
durch T-Lymphozyten wird durch die CDR1- und CDR2-Region der V-Region der
o~ und B-Kette des T-Zellrezeptors bestimmt [43]. Die Antigenspezifitat wird dabei
etwas mehr von der V-a-Kette als von der p-Kette bestimmt [43]. Die CDRS3-

Region weist einen hohen Grad an Diversitat auf und ist fur die Antigenbindung
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verantwortlich [148]. Im Thymus wird das Repertoire an T-Zellrezeptoren, das
produziert wird, durch positive und negative Selektion so geformt, dass
autoreaktive T-Zellen ausgesondert werden — ebenso wie T-Zellen, die eigentlich
nicht binden und erkennen konnen. Die positive Selektion sortiert dabei
Thymozyten aus, die gar nicht oder zu schwach an pMHC im Thymus binden.
[149-151]. Die negative Selektion eliminiert Thymozyten mit einem T-
Zellrezeptor, der an pMHC zu stark bindet [152, 153]. Trotz dieser Selektion
haben bestimmte CD4*-T-Zellen ungewohnliche Bindungsspezifitaten. Vor allem
CD4*-T-Zellen neigen dazu, mit verschiedenen anderen MHC-II-Allelen zu
interagieren [154, 155] und konnen sogar mit MHC-I-Liganden kreuzreagieren
[156]. Die CDR1- und CDR2-Region der a-Kette ist hauptsachlich fur die Bindung
an das MHC-Molekul verantwortlich, wahrend die CDR3-Region die Spezifitat der
Bindung an das eigentliche Zielantigen bestimmt [139]. Bei T-Zellrezeptoren mit
sehr kurzer oder fehlender CDR3-Region (diese TCRs bezeichnet man als
.Keimbahn-kodiert®, ,germline encoded®) zeigt sich demnach die grofte
Promiskuitat. Durch die Gensequenzierungen im Rahmen dieser Arbeit konnten
einige Keimbahn-kodierte T-Zellrezeptoren nachgewiesen werden, die als
besonders alloreaktiv gelten. Alloreaktive Keimbahn-kodierte CDR3-Regionen
konnten ausschlieBlich im T-Zellrezeptor-CDR3-Repertoire nicht depletierter,
also der Gesamtheit der CD4"-, Transplantate dargestellt werden. Daraus geht
klar hervor, dass die CD45RA-Depletion diesen Typ alloreaktiver T-Zellen

eliminiert.

Auch andere bemerkenswerte Eigenschaften alloreaktiver T-Zellrezeptoren
konnten aufgezeigt werden. So spielen aromatische Aminosauren (Y,F und W)
eine bedeutende Rolle fur die hydrophobe Natur kreuzreaktiver T-Zellrezeptoren
[139] — d.h. je kreuzreaktiver T-Zellen agieren, desto hydrophober ist die
Zusammensetzung der CDR3-Region. Auch diese Besonderheit zeigten die hier

vorgestellten Sequenzierungsergebnisse (Abb.15-20).
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4.5 Public-T-Zellrezeptoren

Bei der riesigen Anzahl verschiedener T-Zellrezeptoren ist das Vorkommen
identischer CDR3-Regionen bei zwei unterschiedlichen Individuen theoretisch
nahezu ausgeschlossen. Nichtsdestotrotz tritt dies auf — dies sind sog. Public-T-
Zellrezeptoren [157]. Gerade im Kontext einer Immunantwort auf ein spezifisches
Antigen sind diese CDR3-Regionen beteiligt [158-160]. Beispiele fur
Erkrankungen vermittelt durch Public-T-Zellrezeptoren sind: Hepatitis B [161] und
C[162], HIV [163, 164], EBV [165], CMV [166, 167], verschiedene
Krebserkrankungen [168, 169], Autoimmunerkrankungen [170-172] und
Alloreaktivitat z.B. im Kontext der GvHD [173, 174]. Ein Public-T-Zellrezeptor wird
nach Grad der Ubereinstimmung mit anderen T-Zellrezeptoren gegen das gleiche
Epitop in unterschiedliche Grade der Ubereinstimmung eingeteilt und kann auch
schon allein durch die Ubereinstimmung von TRAV- und TRAJ- Segmenten
unabhangig von der CDR3-Region entstehen. Um dies ubersichtlich
darzustellen, existiert eine Klassifikation von ,Public-T-Zellrezeptoren® [42, 175]:

- Zeigen CDR3-Region und TRAJ-Segment wenig bis keine Ubereinstimmung,
besitzen jedoch das gleiche TRAV-Segment, spricht man von Typ 1.

- Stimmt die Sequenz der CDR3-Region Uberein, wahrend TRAV- und TRAJ-
Segment verschieden sind, spricht man von Typ 2.

- Stimmen TRAV- und TRAJ-Segmente uberein, jedoch die CDR3-Region nur

teilweise, handelt es sich um Typ 3.

- Bestmogliche Ubereinstimmung der TRAV- und TRAJ-Segmente und der
CDR3-Region bestimmen Typ 4.

Die unter Kapitel 3.3 aufgefihrten Sequenzierungsergebnisse zeigen ein breites,
diverses Repertoire an TCR-CDR3-Regionen. Bemerkenswert ist die grole
Anzahl an Public-T-Zellrezeptoren, die identifiziert wurde. Angesichts der
Tatsache, dass nur CD45RA-depletierte, also nur Memory-T-Zellen, transplantiert
wurden, ist von einer Virus-spezifischen Anreicherung der T-Zellpopulation
auszugehen. Dass Public-T-Zellrezeptoren jedoch in besonderem Malle
Alloreaktivitat besitzen, ist augenscheinlich und so noch nicht beschrieben. Die
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Tatsache, dass wir identische T-Zellklone wie z.B. den Klon TRAV9-2, TRAJ12,
CDR3: CIRGLSVCVMGSKGLIFGSG in Individuen identifizieren konnten, die
CD45RA-depletierte +/- CD276-depletierte Transplantate erhielten, zeigt, dass
nicht alle alloreaktiven T-Zellklone durch eine CD276-Depletion mit
vorgeschalteter MLC beim Graft Engineering erreicht werden konnen. Aul3erdem
zeigt dieses Beispiel, dass Memory-T-Zellen transplantiert wurden: Denn
Memory-T-Zellen sind nicht ,einzigartig, sondern in diversen Untergruppen
lokalisiert und auRerdem klonal expandiert. D.h. sie sind mehrfach vorhanden
und kénnen daher auch in unterschiedlichen Rezipienten prasent sein. Die
Tatsache, dass eine MLC-Alloreaktivitat durch Graft Engineering nicht eliminiert
werden kann, war ein weiteres Argument fur die anschliefend durchgefuhrte in-
vivo Depletion. Der Nachweis virusspezifischer Public-T-Zellrezeptoren in
CD45RA/CD276-depletierten Transplantatempfangern zeigt aber auch, dass

weiterhin eine Immunantwort des Empfangers gegen Virusantigene besteht.

Sehr interessant ist auch, dass die in Abb. 20 dargestellten Public-T-
Zellrezeptoren fur CD8*-T-Lymphozyten beschrieben wurden, die MHC-I
restringiert sind. Da in den NSG-DR4 Individuen nur MHC-II existiert, werden die
Minor-Antigene auf MHC-II erkannt und prasentiert. Dies unterstreicht die
niedrige Bindungsspezifitat der identifizierten Rezeptoren und die daraus
resultierende groRe Alloreaktivitat. CD4*-T-Zellen sind unter bestimmten
Umstanden in der Lage, an uber MHC-I prasentierte Peptide zu binden oder eine
GvHD uber I6sliche organspezifische Peptide zu mediieren [23, 74, 78]. So gibt
es eine Reihe von Berichten Uber identifizierte MHC-I-restringierte CD4*-T-
Lymphozyten [176-178]. MHC-I-restringierte CD4*-T-Zellen spielen eine Rolle
sowohl bei der Major- als auch Minor-Antigenerkennung im Kontext einer
allogenen HSCT [179]. AuBerdem wurden ausschlieBlich MHC-I-zugehorige
miHAs beschrieben, die eigentlich an CD8*-T-Zellen binden sollten, jedoch CD4*-
T-Zell restringiert sind [23].
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4.6 Analyse verschiedener Transkriptionsfaktoren im Kontext der GvHD
Wahrend die  Sequenzierungsergebnisse eine  molekularbiologische
phanotypische Analyse des T-Zellrepertoires darstellten, ermoglichte die
Bestimmung spezieller Transkriptionsfaktoren eine komparative funktionelle
Analyse alloreaktiver T-Zellen.

Wie in der Einleitung beschrieben, sind Tn1-Zellen die Hauptverursacher von
akuter GvHD und ein hohes Level an Tu1-verwandten Zytokinen wie INFy konnte
bereits in allen Zielorganen der akuten GvHD gefunden werden [2]. Komparative
Analysen von Transkriptionsfaktoren der CD276*-T-Zellen im Vergleich zu
CD276-T-Zellen zeigten in Voruntersuchungen eine signifikant hohere
Expression von T-bet- und IFNy-mRNA in CD276"-T-Zellen, woraus sich
schliel3en lasst, dass die Schwere der klinischen GvHD-Symptomatik positiv mit
Tu1-Zellen korreliert. Im Gegensatz dazu ist die Bedeutung von Ty17-Zellen im
Kontext der GvHD bislang aul3erst umstritten [180-182]. Die Entwicklung von
Tu17-Zellen wurde als unabhangig von Tn1- und Tr2-spezifischen
Transkriptionsfaktoren (u.a. T-bet und GATA3) beschrieben und daher die Ty17-
Linie als unabhangig von der Tuw1- und Tn2-Linie angesehen [183, 184].
Charakteristisch fur Tu17-Zellen ist der Transkriptionsfaktor RORC [185], STAT3
spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung von Ty17-Zellen [140].

Es wurde gezeigt, dass die Deletion von RORC in CD4*- und CD8*-Spender-T-
Zellen zu einem milderen Verlauf der akuten GvHD fuhrte und mit einer
verminderten Gewebspathologie in Colon, Leber und Lunge einherging [186]. IL-
6 aktiviert den fur die Tnu17-Zelldifferenzierung wichtigen Transkriptionsfaktor
STAT3, unterdruckt aber auch einen weiteren Transkriptionsfaktor, namlich
FOXP3 (forkhead box protein 3). Dieser ist charakteristisch fur Tregs [187],
sodass letztlich IL-6 Uber die Unterdrickung von FOXP3 die Entwicklung der
Tregs verhindert [188]. Tregs reprasentieren eine Untergruppe von CD4*-T-
Zellen, die wichtig fur die Aufrechterhaltung der Immuntoleranz sind [189]. Es
konnte experimentell gezeigt werden, dass die Infusion hochdosierter Tregs die
GvHD im Mausmodell verhindern bzw. vermindern konnte [190]. Fur die eigenen

Untersuchungen kann davon ausgegangen werden, dass auch Tregs
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transplantiert worden sind. Jedoch konnen Tregs nicht allein anhand von FOXP3
zweifelsfrei identifiziert werden, denn auch aktivierte Tn-Zellen exprimieren
FOXP3, allerdings nur transient. Weiterhin ist der Transkriptionsfaktor T-bet
entscheidend fur die Entwicklung von Tu1-Zellen. Er gilt als ,lineage*
Transkriptionsfaktor, stellt aber auch ein Drehkreuz fur die Differenzierung von
pathogenen und nicht pathogenen Ty17-Zellen dar [191]. Eine Schlusselrolle fur
die Immunantwort nimmt auch der Transkriptionsfaktor SOCS3 (suppressor of
cytokine signaling-3) ein — er arbeitet als negativer Regulator von Zytokinen, die
den JAK-STATS3 Signalweg aktivieren [136]. Die Abwesenheit von SOCS3 erhoht
die Sekretion von TGFf und IL-10. SOCS3 inhibiert die Differenzierung von Ty17-

Zellen [135] und verhindert die Proliferation alloreaktiver T-Zellen [136].

Als ein Master-Regulator der Th2-T-Zell-Differenzierung gilt GATA3 (zink-finger
transcription factor), indem GATA3 die Expression von Zytokinen der Th2-
Zellreihe verstarkt und die Tu1-Entwicklung unterdriackt [134]. GATA3 wurde
Uberdies als negativer Regulator der Tu17-Zelldifferenzierung beschrieben [134].
Berichtet wurde ein Anstieg von GATA3 auch im Zusammenhang mit einer
verminderten Expression von RORC sowie von STAT1 — dies ging mit einer
verminderten Tu17-zellvermittelnden Pathophysiologie einher [134].

EOMES ist ein Transkriptionsfaktor der t-box Familie (verwandt mit T-bet), der fur
Effektor-CD8*-T-Zellen, aber auch fur NK-Zell-Differenzierung eine Rolle spielt.
EOMES sorgt fur die Sekretion von INFy und unterdruckt die Tw17-
Zelldifferenzierung [192-195].
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Abbildung 31: Regulatorische Effekte von GATA3 auf die Th17-Zelldifferenzierung.

GATAS limitiert die IFNy- und IL-2-Produktion und verhindert die Expression von T-bet, STAT1
und dem Tw17-Repressor-Protein SOCS3. Auf der anderen Seite schrankt GATA3 die Tn17-
Zelldifferenzierung ein, indem es die Expression wichtiger Differenzierungsfaktoren mindert,
darunter RORyt. Auflerdem wird die Tu17-zellvermittelte Pathologie durch verstarkte Produktion
von IL-4 und IL-10 gemindert [134]. License number: 4899341143918

4.7 Die Depletion von CD45RA/CD276-T-Zellen erhoht die Expression
von GATA3 und SOCS3 im Transplantat und senkt die Induktion und
Rekrutierung von Tu17-Zellen in GvHD-Zielorganen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zu den zuvor beschriebenen Transkriptionsfaktoren

lassen sich folgendermalRen einordnen: Wie in den Abbildungen 22 und 23

dargelegt, konnten in keinem der untersuchten Organe, weder im matched- noch

im mismatched-Setting, signifikante Unterschiede der Expression von RORC

oder T-bet nachgewiesen werden. GATA3 hingegen wurde in Leber und Colon

innerhalb des matched-Settings signifikant hochreguliert. Die Expression von

FOXP3 war generell niedrig und konnte durch die gPCR in den meisten Proben

nicht detektiert werden. SOCS3 war im HLA-DR4*-Setting in den Organen Leber

und Colon nach CD45RA/CD276-Depletion hochreguliert. Anhand dieses

Expressionsprofils in den Zielorganen der GvHD, d.h. hochreguliertes GATA3

sowie SOCS3 verbunden mit sehr niedrigem RORC, kann man davon ausgehen,

dass pathogene Tu17-Zellen in diesem Modell keine bedeutende Rolle spielen.

Keine Konstellation der gemessenen Transkriptionsfaktoren legt eine Beteiligung

pathogener Tu17-Zellen nahe. Dafur spricht auch, dass SOCS3 in Spender-

Zellen als negativer Regulator der GvHD-Pathophysiologie agiert [136].
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Unterstutzt wird diese auf der molekularen Analyse basierende Schlussfolgerung
durch unsere klinischen Befunde: Die Mause im HLA-DR4--Setting zeigten nach
Doppeldepletion keine bis geringe Anzeichen einer GvHD (vgl. Abb. 4 und 30).

4.8 Anti-CD276-Antikorper vermittelt CDC und ADCC sowie Apoptose
hochselektiv in CD276*-CD4*-T-Lymphozyten (alloreaktive
Population)

Dem CD276-Antikorper stehen verschiedene Maoglichkeiten der zytotoxischen

Wirkung auf die Zielzelle zur Verfugung. Die direkte Induktion von Apoptose, die

sog. ADCC, oder eine komplementabhangige Lyse (CDC) [196].

Bei der ADCC wird eine antikdrperbeladene Zielzelle vor allem von NK-Zellen,
aber auch anderen Effektorzellen zerstort, die Fc-Rezeptor-positiv sind (yo T-
Zellen, CD8*-T-Zellen). Die ADCC verbindet das angeborene mit dem adaptiven
Immunsystem [196]. Fcy-Rezeptoren wie CD16 oder CD32 (lokalisiert auf
humanen NK-Zellen) erkennen die Fc-Domane von Immunglobulinen. Es kommt
anschliefend zur Ausschuttung von IFNy und zytotoxischen Proteinen durch die
Effektorzelle. Perforine sind dabei beispielsweise in der Lage Uber die Bildung
einer Pore die Zielzellmembran zu durchdringen. Granzyme kdnnen dann in die
Zelle gelangen und am Zielort Apoptose auslosen. Die Aktivierung des
Komplementsystems spielt bei der CDC eine bedeutende Rolle. Verbunden sind

beide Prozesse auf Proteinebene [196, 197].

Die in-vitro Daten konnten eine CDC- verstarkte ADCC des CD276-Antikdrpers
zeigen. Diese Ergebnisse deckten sich mit den in-vivo Depletionsexperimenten,
die unter Gabe von NK-Zellen und CD276-Antikorper erfolgten.
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4.9 Die in-vivo Depletion von CD276*-Zellen verbessert die GvHD in NSG-
DR4-Mausen, die Memory-CD4*-T-Zell-Transplantate von HLA-DR4-
mismatched Spendern erhielten

Nachdem in-vifro Daten des CD276-Antikorpers eine NK-Zell-abhangige

Zielzellen-Lyse nahelegten, wurden NSG-DR4-Mausen CD45RA-depletierte T-

Zellen transplantiert und anschlieend der CD276-Antikorper intravends

verabreicht. Dies erfolgte mit dem Ziel, genau jene alloreaktiven T-Zellen zu

depletieren, die durch eine MLC im Sinne von ,Graft Engineering“ nicht erreicht
werden konnten bzw. die in-vivo durch das Zytokinmilieu und die

Antigenerkennung aktiviert und alloreaktiv wurden. Wie die Histologie der

Zielorgane zeigte, wurde die Infiltration in allen Organen nach Einsatz des

CD276-Antikorpers auf ein absolutes Minimum reduziert. Auch das deutlich

verbesserte Gesamtuberleben und die klinische Evaluation der NSG-DR4-Mause

legten eine erfolgreiche Depletion von alloreaktiven T-Zellen nahe. Damit zeigte
sich, dass die in-vivo Depletion von CD276 eine vielversprechende Option zur

Prophylaxe einer GvHD in der haploidentischen HSCT ist.

4.10 Bewertung des Studiendesigns

NSG-DR4-Mause sind immunodefizient, d.h. sie besitzen keine eigenen T- oder
B-Zellen, keine funktionellen NK-Zellen und weisen eine reduzierte Anzahl von
dysfunktionalen myeloiden und DCs auf. Sie haben auRerdem Defekte im
Komplementsystem. Sie eignen sich daher als Rezipienten fur
Xenotransplantate. Die transgene Expression der NSG-Maus von DR4 erlaubt es
jetzt nicht, eine Xeno-GvHD zu untersuchen, sondern eine humane GvHD zu
zeigen. Dies erlaubt die Interaktion von humanen CD4*-T-Zellen mit autologen
oder allogenen MHC-II-Molekulen. Sie wurde erstmals fur DR4-negative CD4"-
Transplantationen eingesetzt, was der Reaktion eines Major-HLA-Mismatches
entspricht [198]. Wir haben sie erstmals im HLA-matched-Setting mit DR4*-
Spendern transplantiert und damit die Rolle der Minor-Antigene beleuchtet, die
in dieser Maus alle murin sind, also zu 100% mismatched im Vergleich zum

Spender der T-Zellen. Interessanterweise war die Gruppe, die das Major-

89



Diskussion

Mismatch aufwies, also Transplantate DR4- Spender erhielt, deutlich weniger
von GvHD Symptomen betroffen als die der DR4*-Transplantatempfanger. Da
die GvHD eines Patienten aus Major- und Minor-Mismatches resultiert, kann hier
nur modellhaft auf die jeweils eine oder andere Komponente eingegangen
werden. Trotzdem erlaubt sich doch die Uberlegung, dass im haploidenten
Setting nicht zwingend das Uberleben schlechter sein muss als im HLA-matched-
Setting. Wahrend bei nicht verwandten Spendern potentiell 100 % der Minor-
Antigene disparat sind und optimal prasentiert werden, sind im haploidenten
Setting maximal 50% der Minor-Antigene disparat und werden nicht erkannt
aufgrund fehlender Restriktion der T-Zellen fur 50% der HLA-Liganden.

In jedem Fall eignet sich dieses Mausmodell hervorragend zur Evaluation neuer
therapeutischer Strategien zur Prophylaxe und Therapie der GvHD [199-201].
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4.11 Zusammenfassung

Die Graft-versus-Host Disease (GvHD) ist eine der Hauptursachen von Thera-
pieversagen in der hamatopoetischen Stammzelltransplantation [129-132].
Ursachlich fur die Abstol3ungsreaktionen sind die im Transplantat enthaltenen
Lymphozyten — insbesondere CD4*-Ty1-Zellen. Trotz neuer Therapieansatze
wie der Entfernung naiver (CD45RA™) T-Zellen aus dem Transplantat, tritt die
GvHD (wenngleich milder) weiterhin mit gleicher Frequenz auf [111-113]. In Vor-
arbeiten konnten wir zeigen, dass das Oberflachenmolekul CD276 (B7-H3) als
spezifischer Marker fur alloreaktive CD4*-T-Zellen angesehen werden kann, den-
jenigen T-Zellen, die die GvHD initiieren und treiben [1]. Durch Co-Kultur von
Spender- und Empfangerzellen und anschlieRender Depletion der CD276*-Frak-
tion konnten wir Transplantate herstellen, die keine Absto3ungsreaktion mehr
hervorrufen. Hierzu wurden die Gesamtheit der CD4*-T-Lymphozyten CD45RA-
depletiert und nach MLC mit Empfangergewebe CD276-depletiert. Diese CD4"-
T-Lymphozytenpopulation wurde in NSG-Ab°DR4-Mause transplantiert, die
transgen fur humanes DR4 sind. Diese Transplantate wurden sowohl von HLA-
DR4-negativen als auch von HLA-DR4-positiven Spendern generiert. Durch die
Depletion von CD45RA/CD276*-T-Zellen konnte die Infiltration von GvHD-Zielor-
ganen im DR4-mismatched Setting hochsignifikant reduziert werden. Immunhis-
tochemische Untersuchungen belegen eine signifikante Reduktion der perivas-
kularen Infiltration. Die Analyse der ,lineage® Transkriptionsfaktoren Eomes, T-
bet, GATA3, FOXP3 und RORC - indikativ fur Ty1-, T,2-, Treg- und T,17-Zellen
— zeigte, dass Tu17-Zellen nach Doppeldepletion praktisch nicht mehr vorhanden

sind.

Die Identifikation der Epitop-bindenden Regionen (CDR3-Region) der T-Zellre-
zeptoren durch direkte Sequenzierung von Singlepeaks aus der Spectratype-
Analyse erlaubte eine phanotypische Charakterisierung alloreaktiver T-Zellreper-
toires anhand ihrer CDR3-Regionen. Wir konnten innerhalb der sequenzierten
alloreaktiven T-Zellrezeptoren eine grofe Anzahl Public-T-Zellrezeptoren zeigen
sowie ein breites Repertoire an privaten virusspezifischen CDR3-Regionen. Iden-

tische systemische T-Zellklone traten im DR4-mismatched Setting auf, identische
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organspezifische T-Zellklone konnten im DR4-matched Setting identifiziert wer-
den. Keimbahn-kodierte T-Zellrezeptoren gelten als besonders alloreaktiv und
wurden nach CD45RA/CD276-Depletion nicht mehr nachgewiesen.

In-vitro Analysen mit dem CD276-Antikorper zeigten eine Komplement-verstarkte
ADCC, die den Antikorper fur eine in-vivo Depletion alloreaktiver T-Zellen in

Empfangern unmanipulierter Memory-T-Zelltransplantate geeignet machten.

Die CD276 in-vivo Depletion Behandlungsgruppe zeigte zum Endpunkt der Stu-
die an Tag 100 einen vollkommen unauffalligen Phanotyp, wahrend die Tiere der
unbehandelten Kontrollkohorte bereits spatestens an Tag 50 Endpunktkriterien
erreichten. Das signifikant bessere Uberleben korrelierte mit den Befunden der
histologischen Analyse.

Es ist nun moglich, die GvHD mittels Graft Engineering ohne pharmakologische
Hilfe zu kontrollieren. Diese Graft Engineering Strategie macht die
haploidentische HSCT zu einer sicheren therapeutischen Option fur maligne,
aber auch nicht hamatologische Erkrankungen.
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FACS Fluorescence activated Cell Sorting
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