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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Graft-versus-Host Disease (GvHD) bei allogener
Stammzelltransplantation (HSCT)

Bei einer Therapie mittels himatopoetischer Stammzelltransplantation (HSCT) wird das
bisherige himatopoetische System der Patient*innen durch ein neues ersetzt. Dies geschieht,
indem die himatopoetischen Stammzellen der Patient*innen durch eine sogenannte
Konditionierung, bestehend aus einer Chemotherapie und/oder Ganzkorperbestrahlung,
zerstort werden und anschlieBend neue himatopoetische Stammzellen implantiert werden
(Bazinet und Popradi 2019; Travnik et al. 2011a). Je nach Grunderkrankung kénnen diese
Zellen von den Patient*innen selbst zuvor gewonnene autologe Stammzellen sein oder
allogene Stammzellen eines*einer Spender*in, die aus dem Knochenmark, dem peripheren
Blut oder aus Nabelschnurblut gewonnen werden kénnen (Gratwohl und Niederwieser
2012). Die Anwendung der Stammezelltransplantation ist in den letzten 20 Jahren stark
gestiegen (Gonzalez et al. 2021; Passweg et al. 2019). Demnach wurde beispielsweise im Jahr
2018 aus 721 Zentren in 43 europdischen und 9 weiteren, iiberwiegend arabischen Staaten
von knapp 47 500 Stammzelltransplantationen berichtet, bei denen es sich in 59% der Fille
um autologe und bei 41% um allogene Verfahren handelte (Passweg et al. 2020). Die
Indikationen sind vielféltig und umfassen sowohl maligne Erkrankungen des myeloischen
und des lymphatischen Systems, wie beispielsweise die akute myeloische Leukamie (AML),
die akute lymphatische Leukamie (ALL), das myeloische dysplastische Syndrom (MDS) oder
ein Non-Hodgkin-Lymphom (NHL), als auch nicht-maligne erworbene oder angeborene
Erkrankungen des himatopoetischen Systems, etwa eine Knochenmarkinsuftizienz (BMF),
eine Thalassimie oder die Sichelzellkrankheit (Bazinet und Popradi 2019; Barriga et al. 2012;
Passweg et al. 2020). Mit steigender Zahl der durchgefithrten Behandlungen steigt aber auch
die Anzahl der Patient*innen, die auf Grund von schwerwiegenden bis hin zu potenziell
todlichen Nebenwirkungen behandelt werden miissen. Trotz groBler Fortschritte und
weitreichender PraventionsmalBnahmen stellt die Graft-versus-Host Disease (GvHD) eine
Hauptkomplikation der allogenen HSCT dar (Bosi et al. 2005; Lee et al. 2002; Wolf et al.
2012), die neben einem Wiederauftreten der Grunderkrankung Hauptursache fiir die nach
wie vor ernstzunehmende Morbiditit und Mortalitit dieser Therapie ist (Teshima und Hill
2021; Travnik et al. 2011a; Wolf et al. 2012).

Die GvHD, ecine Erkrankung mit variierender Ausprigung von Alloreaktivitit,
Autoimmunitit und Immundefizienz (Travnik et al. 2011a), kann grundsitzlich jedes

Gewebe betreffen und wird in eine akute und eine chronische Form eingeteilt. Frither
geschah dies anhand des Zeitpunkts des Auftretens nach HSCT, doch auf Grund des
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besseren Verstindnisses der Pathomechanismen wird dies heutzutage auf Basis der
vorherrschenden Symptomkomplexe vorgenommen (Filipovich et al. 2005; Jagasia et al.
2015). Die Grundlage der Pathophysiologie stellt die fehlende Ubereinstimmung der
Haupthistokompatibilititskomplexe (MHC) und/oder Nebenhistokompatibilititskomplexe
(miHA) zwischen Spender*in und Empfinger*in dar, wodurch immunkompetente Zellen
des neu implantierten Immunsystems das Gewebe des*der Empfinger*in als fremd
erkennen (Ferrara und Deeg 1991; MacDonald et al. 2013). Etwas allgemeingiltiger
formulierte Billingham bereits 1966 die Grundvoraussetzungen zur Entstehung einer
GvHD. Demnach muss erstens das Transplantat immunkompetente Zellen enthalten,
zweitens muss der Empfingerorganismus' Gewebeantigene prisentieren, welche nicht im
Spenderorganismus vorkommen, und drittens muss der Empfangerorganismus unfihig sein,
die immunkompetenten fremden Zellen zu zerstéren (Ferrara und Deeg 1991; Gratwohl und
Niederwieser 2012). Im Rahmen einer HSCT wird der letzte Punkt spitestens durch die
Konditionierung erfullt, grundsitzlich kénnen diese drei Punkte aber auch beispielsweise

eine solide Organtransplantation aufweisen (Ferrara und Deeg 1991).

Die allogene Stammzelltransplantation wird nach Méglichkeit mit Zellen von Spender*innen
durchgefiihrt, die im gesamten humanen Leukozytenantigen(HLLA)-System mit denen
des*der Empfinger*in iibereinstimmen. Allerdings findet sich nur in ungefahr 30% der Fille
ein*eine HLA-identische*r Spender*in, sodass in den restlichen Fillen mit einer bestehenden
HLA-Inkompatibilitit transplantiert wird, obwohl bereits eine fehlende Ubereinstimmung in
einem HLLA-Genlokus zu einem signifikant schlechteren Uberleben als bei einem vollstindig
tbereinstimmenden Transplantat fithrt (Loiseau et al. 2007). Doch selbst bei HLA-
identischer allogener HSCT, bei denen die durch das HLA-System kodierten MHC (Klasse-1
und -II) bei Spender*in und Empfinger*in identisch sind, kommt es im Durchschnitt bei
40% der Fille auf Grund von fehlender Ubereinstimmung in den miHA zu einer akuten
GvHD (aGvHD) (Ferrara et al. 2009; Jagasia et al. 2015). Besteht eine HLLA-Inkompatibilitdt
bei der HSCT, so tritt eine aGvHD mit einer Wahrscheinlichkeit von 60% bis 80% auf
(Ferrara et al. 2009; Travnik et al. 2011a). Bei der chronischen GvHD (cGvHD) liegt die
Rate bei 35% bis 45% (Arai et al. 2015; Axt et al. 2019). Dieser Problematik Rechnung
tragend, wurden in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zur Therapie der GvHD mittels
extrakorporaler Photopherese (ECP) vorgenommen, um zur Verbesserung der
Behandlungsmdéglichkeiten dieser schwerwiegenden Komplikation der allogenen HSCT

beizutragen.

1 Bei Begriffen wie ,,Empfingerorganismus® oder ,Spender-T-Zellen”, bei denen die sprachliche
Unterscheidung zwischen dem biologischen oder sozialen Geschlecht nicht sachdienlich ist und/oder sich
die Termini nicht ausschliefSlich auf den Menschen bezichen, wird von einer gegenderten Ausdrucksform
abgesehen.
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111 Akute GvHD (aGvHD) — Klinik

Wie bereits beschrieben, wird die aGvHD nicht mehr anhand ihres zeitlichen Auftretens

definiert, dennoch tritt sie in den meisten Fillen innerhalb der ersten 100 Tage nach HSCT

auf und wird dann als klassische aGvHD bezeichnet. Weitere Formen der aGvHD sind

persistierende, rekurrierende oder /ate-onset aGvHD (Filipovich et al. 2005; Jagasia et al. 2015).

Obwohl die Zahl der an einer mittleren bis schweren aGvHD erkrankenden Patient*innen

in den letzten Jahrzehnten deutlich abgenommen hat und sich die Behandlungsoptionen
gebessert haben, bleibt die aGvHD maf3geblich fiir die Morbiditit und Mortalitit einer
allogenen HSCT (Gooley et al. 2010; Hiilsdinker und Zeiser 2015; Messina et al. 2008).

Tabelle 1: Organstadien der aGvHD nach Harris et al. (2016)

Stadium | Haut oberer GIT unterer GIT Leber
(klinisches Bild) (Beschwerden) (Stuhl pro Tag' (Bilirubin
E’ [ml/d] [mg/dl])
K: [ml/kg/d])
keine oder E: <500 oder
kein frisches . .. <3x/d
0 Erythem)/ 1{1terrn1ttlerende X <9
Y Ubelkeit, Etbrechen | K: < 10 oder
Exanthem 4
oder Anorexie <4x/d
) E: 500 — 999 oder
makulopapulires persistierende 3_4x/d
1 Exanthem Ubelkeit, Erbrechen . 2-3
< 25% KOF? oder Anorexie K:10-19,9 oder
4—-6x/d
ful i E: 1000 — 1500 oder
makulopapulires 5_7x/d
2 Exanthem / q 3,1-6
25— 50% KOF 1520 =30 oder
7-10x/d
generalisiertes E: > 1500 oder
3 makulopapulires / >7x/d 6115
Exanthem K: > 30 oder o
(> 50% KOF) >10x/d
generalisiertes
Exanthem starke Abdominal-
(> 50% KOF) mit schmerzen mit oder
4 . / > 15
Blasenbildung und ohne Ileus
Desquamation oder blutiger Stuhl
(> 5% KOF)

1 Ausgeschlossen geformter oder fast geformter Stuhl; Diarrhé ab einem Durchschnittsvolumen von 200 ml pro Stuhlgang.

2E = Erwachsene. 3K = Kinder. 4Bei histologisch gesicherten Zeichen einer GvHD des oberen GIT; ohne histologische

Sicherung bei Ubelkeit > 3 Tagen, Erbrechen > 2 x/d iiber mindestens zwei Tage. > KOF = Kérperoberfliche, berechnet

nach der 9er-Regel.
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Die akute Form der GvHD zeigt sich hauptsichlich in den drei Organen Haut,
Gastrointestinaltrakt (GIT) und Leber (Ferrara et al. 2009; Harris et al. 2016; Travnik et al.
2011a). So gehoren makulopapulose Exantheme, Erythrodermie, Ubelkeit, Erbrechen,
Abdominalschmerzen, wissrige oder blutige Stithle sowie Hyperbilirubindmie zu wichtigen
Symptomen einer aGvHD (Harris et al. 2016; Travnik et al. 2011a). Je nach Ausprigung und
Ausmal erfolgt die Einteilung in klinische Stadien und Grade, welche vom Mount Sinai
Acute GvHD International Consortium (MAGIC) in dem Versuch, die Klassifizierung
international zu vereinheitlichen, definiert wurden (s. Tabelle 1 und Tabelle 2). Dabei stellt
die Haut das am haufigsten betroffene Organ dar, die Beteiligung des unteren GIT besitzt
jedoch die stirkste Korrelation mit der remissionsfreien Mortalitit (Harris et al. 2016). Die
Gradeinteilung des klinischen Erscheinungsbilds = stellt demnach einen wichtigen
Prognosefaktor dar, denn vor allem Grad III und Grad IV sind mit einer erheblichen
Mortalitit (ca. 50%) verbunden (Travnik et al. 2011a).

Tabelle 2: Klinische Grade der aGvHD nach Harris et al. (2016)

Grad | Haut oberer GIT unterer GIT Leber

0 Stadium 0 Stadium 0 Stadium 0 Stadium 0

I Stadium 1 -2 Stadium 0 Stadium 0 Stadium 0
Stadium 3 Stadium 0 — 1 Stadium 0 — 1 Stadium 0 — 1
1 Stadium 0 Stadium 0 — 1 Stadium 0 — 1 Stadium 0 — 1
Stadium 0 — 3 Stadium 0 — 1 Stadium 2 — 3 Stadium 0 — 3
i Stadium 0 — 3 Stadium 0 — 1 Stadium 0 — 3 Stadium 2 — 3
IV | Stadium 4 Stadium 0 — 1 Stadium 0 — 4 Stadium 0 — 4

1.1.2 Akute GvHD (aGvHD) — Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der aGvHD kann in drei Phasen gegliedert werden, die
Konditionierungs-, Aktivierungs- und Effektorphase (Ferrara et al. 2003). Diesem Ablauf
liegen zwei Prinzipien zu Grunde, die auch im gesunden Organismus zentrale
Funktionsweisen des Immunsystems darstellen: erstens die FEinleitung einer
Entziindungsreaktion durch T-Lymphozyten bei der Erkennung fremder Gewebe und
zweitens eine gesteigerte Antigenprisentation durch antigenprisentierende Zellen (APZ) bei

Gewebeschidigung (Ferrara et al. 2009).

Die Konditionierungsphase umfasst jegliche Behandlungen der Patient*innen vor der
eigentlichen Transplantation, die zu Zell- und Gewebsschidigungen in den verschiedenen
Organen fihren. Dazu zihlen hauptsichlich die konditionierende Chemotherapie und/oder
Radiotherapie (Hilsdinker und Zeiser 2015; MacDonald et al. 2013). Dadurch werden
proinflammatorische Zytokine, beispielsweise Interleukin(IL)-1, IL-6 und Tumornekrose-
faktor(TNF)-a, sowie Chemokine freigesetzt (Ferrara et al. 2009; Hilsdiinker und Zeiser

2015; Xun et al. 1994). Zudem werden sowohl vermehrt kostimulatorische Signale als auch
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MHC-Komplexe auf den APZ ausgebildet und die Dichte an Adhisionsmolekilen nimmt
zu (Ferrara et al. 2009). Besonders im GIT begiinstigt eine durch die Vorbehandlung
verursachte endotheliale Apoptose (Paris et al. 2001) eine Stérung der natiirlichen
Barrierefunktion des Darms, wodurch zusitzlich eine Translokation mikrobakterieller
Antigene, beispielsweise Lipopolysaccharide, zur Férderung des entztindlichen Milieus und
Aktivierung der APZ beitragen (Hill und Ferrara 2000).

Nach durchgefihrter HSCT folgt die Aktivierungsphase. In dieser werden reife Spender-T-
Zellen, welche im Transplantat enthalten waren, von den aktivierten APZ des*der
Empfianger*in stimuliert, wodurch sie proliferieren und ausdifferenzieren (Ferrara et al. 2003;
2009). Dass es gerade die T-Lymphozyten sind, welche die GvHD auslosen, konnten bereits
Kernan et al. (1986) nachweisen. Dabei fihren HLA-Inkompatibilititen zwischen
Spender*in und Empfinger*in im MHC-I-Komplex zur Stimulation von custer of
differentiation(CD)8" T-Zellen, im Falle fehlender Ubereinstimmung des MHC-II-Komplexes
zur Stimulation von CD4" T-Zellen (Ferrara et al. 2003). Das in der ersten Phase entstandene
entzundliche Milieu férdert diesen entziindlichen Prozess (Ferrara et al 2009; Hulsdiinker
und Zeiser 2015; Travnik et al. 2011a) und es werden intrazellulire Kaskaden in alloreaktiven
T-Zellen, welche in der weiteren Freisetzung der Zytokine IL-2, Interferon(IFN)-y und
TNF-a miinden, in Gang gesetzt (Ferrara et al. 2009; Hausermann et al. 2008).

In der dritten Phase, der Effektorphase, fihrt dieses Zytokinmuster, welches dem der
T-Helferzellen Typ 1 (Tul-Zellen) entspricht, im Zusammenspiel der durch die APZ
ausgeschiitteten Mediatoren und weiterhin vorhandenen Chemokine zur Gewebsschidigung
und Zellapoptose in den Zielorganen. Sowohl eine Vielzahl an Zellpopulationen,
beispielsweise Makrophagen, zytotoxische T-Zellen und neutrophile Granulozyten, als auch
die direkten physikalischen Einwirkungen von Mediatoren, etwa TNF-a und
Stickstoffmonoxide, haben ihren Anteil daran (Couriel et al. 2004; Ferrara et al. 2009; Schwab
et al. 2014; Travnik et al. 2011a). Die Einwirkung weiterer Mediatoren und Zellen ist ebenso
komplex und noch nicht vollends geklirt. So gibt es Hinweise darauf, dass das IL-2
keinesfalls ausschliellich ein GvHD-férderndes Zytokin s,
krankheitsregulierende Effekte aufweist (Ferrara et al. 2009; Sykes et al. 1990; Welniak et al.
2007). Auch die Bedeutung der natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) ist weiterhin

Gegenstand aktueller Forschung. Sie werden zwar im Zusammenhang mit den

sondern durchaus

zytokinausschiittenden Zellen der Effektorphase genannt (Ferrara et al. 2009; Travnik et al.
2011a), allerdings deutet einiges darauf hin, dass sie der GvHD eher entgegenwirken, das
Anwachsen des Transplantats fordern und zudem den Graft-versus-Tumor-Eftekt (GvT)
unterstitzen (Ruggeri et al. 2002; Ullrich et al. 2016; Welniak et al. 2007).

1.1.3 Chronische GvHD (cGvHD)

Bei der cGvHD handelt es sich im Gegensatz zur aGvHD nicht um eine Aktivierung von

adulten T-Zellen im Transplantat, sondern um fehlgeleitete Toleranzmechanismen und ein
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komplexes Zusammenspiel zwischen T- und B-Zellen (Socié und Ritz 2014). Die genauen
Mechanismen sind jedoch unklar und weiterhin aktueller Forschungsgegenstand (Ferrara et
al. 2009; Socié und Ritz 2014). Die cGvHD tritt meist in den ersten drei Jahren nach allogener
HSCT auf (Filipovich et al. 2005) und ist die Haupttodesursache unter den
Langzeitkomplikationen, die nicht mit dem Wiederauftreten der Grunderkrankung
einhergeht (Lee et al. 2002; Wingard et al. 2011). Das hochste Risiko fir die Entwicklung
einer cGvHD stellt neben dem Alter eine vorangegangene aGvHD dar. Die chronische Form
kann nach Abheilung der akuten Form auftreten, direkt aus der akuten Form hervorgehen
oder auch de novo entstehen (Ferrara et al. 2009; Travnik et al. 2011b). Liegen gleichzeitig
Symptome einer aGvHD vor, so wird nicht von der klassischen cGvHD, sondern vom

Overlap-Syndrom gesprochen (Jagasia et al. 2015).

Die Symptome der cGvHD zeigen sich vielgestaltig, imitieren hdufig Autoimmunerkran-
kungen und verteilen sich zumeist auf mehrere Organe (Ferrara et al. 2009; Travnik et al.
2011a). Typische Manifestationen (Beispiele) befinden sich an Haut und
Hautanhangsgebilden (Poikilodermie, makulopapulires Erythem, Haar- und Nagelverlust),
Mund (Ulzera, Gingivitis), Augen (Konjunktivitis), GIT (Strikturen, Stenosen), Genitalien
(lichenoide Liasionen), Lunge (Bronchiolitis obliterans) und dem muskoloskelettalen System
(Fasziitis) (Ferrara et al. 2009; Jagasia et al. 2015). Die cGVHD kann anhand der Anzahl der
betroffenen Organe und der symptomalen Ausprigung nach dem Konsens des National
Institut of Health (NIH) (Filipovich et al. 2005; Jagasia et al. 2015) in drei Schweregrade
eingeteilt werden (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Schweregrade der cGvHD nach dem Konsens des NIH

Schweregrad mild moderat schwer

Anzahl der 1-2

0 >3 mind. 1 | Lunge | mind. 1 Lunge
HEERIE (ohne Lunge)

funlftlor}elle' keine keine mittel keine schwer mittel -

Beeintrichtigung schwer

11.4  Graft-versus-Tumor-Effekt (GvT)

Nachdem bereits Tierstudien erste Hinweise gegeben hatten, konnte in den 70er Jahren des
vergangenen Jahrhunderts erstmals in Studien an Patient*innen statistisch nachgewiesen
werden, dass Patient*innen mit allogener HSCT und Ausprigung einer moderaten bis
schweren GvHD seltener Tumorriickfille aufwiesen als syngen Transplantierte oder allogen
Transplantierte mit leichter GVvHD (Weiden et al. 1979)°. Dieser offenbar mit der GvHD
einhergehende Effekt wurde Graft-versus-Lenkemia-Effekt (GvL) beziehungsweise Graft-versus-

2 In dem wissenschaftlichen Artikel von Weiden et al. (1979) werden keine expliziten Angaben zum Geschlecht
der Studienteilnehmer*innen gemacht, an dieser Stelle wird daher lediglich von einer gemischtgeschlecht-
lichen Gruppe ausgegangen.
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Tumor-Eftekt (GvT) genannt. Etwas spiter wurde nachgewiesen, dass der Effekt infolge
einer allogenen HSCT auftritt, bei der das Transplantat nicht T-Zell-depletiert ist (Horowitz
et al. 1990). Dabei konnte die geringste Tumorriickfallrate in der Patient*innengruppe mit

der ausgeprigtesten GvHD verzeichnet werden.

Inzwischen wird angenommen, dass der GvT hauptsichlich von reifen, im Transplantat
enthaltenen Spender-T-Zellen ausgeht. Diese erkennen auf den gegebenenfalls verbliebenen
Tumorzellen bestimmte miHA sowie spezifische Tumorantigene und eliminieren daraufhin
die malignen Zellen (Sweeney und Vyas 2019; Zilberberg et al. 2015). Doch auch
alloreaktiven Spender-NK-Zellen beziehungsweise bestimmten Untergruppen selbiger
konnte bereits ein Beitrag zum GvT nachgewiesen werden (Asai et al. 1998; Meinhardt et al.
2015; Ruggeri et al. 2002).

Die Verzahnung von GvI und GvHD stellt ein Problem dar, denn durch eine
T-Zelldepletion des Transplantats wird zwar die Wahrscheinlichkeit einer GvHD deutlich
gesenkt, allerdings steigt dadurch auch die Gefahr einer Wiederkehr der Grunderkrankung
wegen des fehlenden GvT (Marmont et al. 1991). An der Mdglichkeit, das Risiko einer
GvHD zu minimieren und gleichzeitig den GvT zu erhalten, wird weiterhin geforscht (Har-
Noy und Slavin 2008).

1.1.5 Prophylaxe und Therapie der GvHD

Die wichtigste Prophylaxe der GVHD stellt das Transplantat mit den geringsten genetischen
Differenzen zwischen Spender*in und Empfinger*in dar (Travnik et al. 2011b). Zudem wird
bereits vor der Transplantation eine Immunsuppression begonnen. Diese besteht in der
Regel aus einem Calcineurininhibitor (Cyclosporin A oder Tacrolimus) in Kombination mit
einem Antimetaboliten (Methotrexat (MTX) oder Mycophenolat Mofetil (MMF)). Bei
unverwandten Spender*innen wird zusitzlich hidufig Antithymozytenglobulin (ATG)
eingesetzt (Wolff et al. 2009). Speziell auf die chronische Form bezogen, ist die Prophylaxe
der aGvHD als Hauptrisikofaktor eminent (Travnik et al. 2011a).

Tritt dennoch eine GvHD auf wird sowohl bei der akuten als auch der chronischen Form in
erster Linie mit Steroiden therapiert. Diese werden meist systemisch angewandt, nur bei der
aGvHD Grad I oder bei einer milden cGvHD kann stattdessen auch ein topisches Vorgehen
gewihlt werden (Travnik et al. 2011b; Wolff et al. 2009). Studien konnten bei der aGvHD
ein Ansprechen von 45% bis 55% auf Steroide verzeichnen, bei 20% konnte sogar ein
vollstindiger Rickgang der Erkrankung beobachtet werden (Koc et al. 2002; Wolff et al.
2009). Im Falle der cGvHD liegt die Ansprechrate je nach Studie zwischen 40% und 50%,
von denen jedoch die Hilfte innerhalb von zwei Jahren einen teilweisen oder vollstindigen
Wirkverlust etleiden, steroidabhingig werden und/oder andere Therapien geplant werden
miussen (Wolff et al. 2021).

Wird kein Ansprechen auf die Erstlinientherapie (mehr) erreicht, handelt es sich um eine

steroidrefraktire GvHD und es kommen Zweitlinientherapien zum Einsatz (Travnik et al.
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2011b). Dazu zihlen beispielsweise weitere Immunsuppressiva, etwa Calcineurininhibitoren,
MMF und mechanistic target of rapamycin(mTor)-Inhibitoren, Antithymozytenglobuline, aber
auch die ECP (Travnik et al. 2011b; Wolff et al. 2009), die im Fokus der vorliegenden Arbeit
steht. Auf Grund der liickenhaften Studienlage zur Wirksamkeit der verschiedenen
Therapien gibt es allerdings keinen Behandlungskonsens tiber die weitere Auswahl zwischen
den verschiedenen Méglichkeiten (Wolff et al. 2009). Im deutschsprachigen Raum wird die
Entscheidung tber das weitere Vorgehen zumeist auf Grundlage der Expertise des
Therapiezentrums entschieden, wobei MMF und die ECP am haufigsten Anwendung finden
(Wolff et al. 2013).

1.2 Extrakorporale Photopherese (ECP)

Nachdem bereits 1983 die erste Studie zur ECP in der Behandlung kutaner T-Zell-
Lymphome (CTCL) abgeschlossen werden konnte, wurde 1988 diese neue Therapiemethode
von der U.S. Food and Drug Administration zur Behandlung von CTCL zugelassen (Edelson
2014; Knobler et al. 2020). Auf Grund ihres Therapieerfolgs wurde ihre Wirksamkeit bei
weiteren T-Zell-verursachten Erkrankungen, beispielsweise der systemischen Sklerose, dem
Morbus Crohn, Abstoungsreaktionen bei soliden Organtransplantationen und der akuten
und chronischen GvHD, erforscht (Knobler et al. 2009; 2020; 2021). Eine internationale
Umfrage aus dem Jahr 2016 ergab, dass die GvHD die derzeit hiufigste Indikation fir die
Durchfithrung einer ECP darstellt (Dunbar et al. 2017).

1.2.1 Ablauf und Wirkweise der ECP

Bei der ECP werden kernhaltige Zellen, iberwiegend Leukozyten, tiber eine Apherese
(mechanisches Verfahren zur Auftrennung der Blutbestandteile per Zentrifugation) aus
Vollblut von Patient*innen extrakorporal isoliert. AnschlieBend werden nach Zugabe des
photosensibilisierenden Desoxyribonukleinsiure(DNA)-Interkalators 8-Methoxypsoralen
(8-MOP) die gewonnenen Zellen einer Ultraviolett(UV)-A-Strahlung (meist 2 J/cm?)
ausgesetzt und abschlieBend dem*der Patient*in reinfundiert (Marshall 2006; Travnik et al.
2011b). In der Regel wird diese Therapie an zwei aufeinanderfolgenden Tagen in einem
Abstand von ein bis vier Wochen durchgefiithrt, abhingig vom Behandlungsprotokoll und
dem Ansprechen des*der Patient*in auf die Therapie (Adamski 2018; Travnik et al. 2011b).

Obwohl diese Therapiemethode bereits seit iiber 35 Jahren angewandt wird, bleibt der
genaue Wirkmechanismus bis heute ungeklirt (Knobler et al. 2020). Die Tatsache, dass durch
einen Behandlungszyklus (je eine ECP-Einheit an zwei aufeinanderfolgenden Tagen)
10 — 15% der gesamten zirkulierenden Leukozyten des*der Patient*in durch die auf Grund
der Behandlung entstandenen DNA-Schiden in Apoptose gehen (Travnik et al. 2011b),
reduziert zwar die Zahl der alloreaktiven Immunzellen, erklirt aber nicht die gesamte
immunmodulatorische Wirkung der ECP auf die GvHD (Cho et al. 2018). Mittlerweile wird

davon ausgegangen, dass die durch die ECP behandelten Monozyten sich zu unreifen
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dendritischen Zellen (DC) weiterentwickeln, welche durch die Phagozytose apoptotischer
Zellen aktiviert werden und ausreifen. In dem*der Patient*in findet anschlieBend eine
vermehrte Antigenpriasentation durch die aktivierten DC  statt, die zudem ein
entziindungshemmendes Milieu mit Zytokinen wie IL-10 und TNF-8 férdern. Dadurch
reifen vermehrt immunmodulierende T-Zellpopulationen, beispielsweise regulatorische T-
Zellen, aus und die Proliferation alloreaktiver T-Zellen wird gehemmt (Cho et al. 2018;
Goussetis et al. 2012). Auf welche Weise genau dies geschieht und welche weiteren
Zellverbinde und Zusammenhinge eine Rolle spielen, ist weiterhin Gegenstand aktueller

Forschung.

1.2.2 Bedeutung der ECP als Therapie der GvHD

Die ECP hat als Zweitlinientherapie der GvHD eine hohe Ansprechrate bei geringem
Nebenwirkungsprofil und guter Vertriglichkeit. So konnte im Rahmen einer Metaanalyse bei
60% bis 80% der Patient*innen mit cGvHD ein Therapieerfolg beobachtet werden
(Bruserud et al. 2014), im Falle der akuten Form konnten in einzelnen Studien ebenfalls
Ansprechraten in gleicher Hohe erzielt werden (Greinix et al. 2006). Auch wenn es nur
wenige klinische Studien zur ECP gibt und der Vergleich durch verschiedene Angaben
erschwert ist, so herrscht doch Einigkeit tiber das bemerkenswerte Sicherheitsprofil der ECP
(Bruserud et al. 2014). Wihrend beispielsweise eine Therapie mit Steroiden oder
Calcineurininhibitoren auf Grund ihrer immunsuppressiven Wirkungen sowohl ein héheres
Risiko fur bakterielle und virale Infektionen mit sich bringt als auch weitere Nebenwirkungen
wie beispielsweise Bluthochdruck, Leber-, Nieren- und Knochenmarkstoxizitit beachtet
werden missen (Marshall 2006; Travnik et al. 2011b), erscheinen die bisher beobachteten
und zudem selten auftretenden Nebenwirkungen einer ECP harmlos. Dazu zihlen
voribergehende Hypotonie, Thrombozytopenie und Animie nach wiederholten
Anwendungen (Knobler et al. 2020). Zudem wurde bisher noch von keinen negativen
Langzeitfolgen berichtet (Marshall 2006). Im Gegenteil, die ECP fihrt zu einem
steroidsparenden Effekt, wodurch das Risiko fir steroidinduzierte Nebenwirkungen
reduziert werden kann (Flowers et al. 2008). Auch gibt es bisher keine Anhaltspunkte fiir
einen negativen Einfluss der ECP auf den GvT oder Hinweise auf eine erhohte
Infektanfilligkeit (Bruserud et al. 2014). Deshalb ist es wichtig, die Effektivitit der ECP als
Kombination mit Steroiden in der Erstlinientherapie weiter zu erforschen (Bruserud et al.
2014).

Allerdings gibt es bei der praktischen Umsetzung der ECP einige Aspekte zu bedenken. Eine
Behandlung dauert je nach verwendetem Apheresesystem zwel bis viereinhalb Stunden
(Brosig et al. 2016). Dabei wird ein stabiler und gro3volumiger vendser Zugang benotigt, der
eine ausreichende Flussrate gewihrleistet und unter dem negativen Druck der
Blutentnahmephasen nicht kollabiert (Adamski 2018). Hierfir wird meist ein
petiphervendser Zugang (Armvene) gewihlt, jedoch sind diese Venen in einigen Fillen fir

die vorgesehene Behandlung nicht verwendbar. Narbenbildungen durch regelmilBigen
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Gebrauch oder grundsitzlich kleinkalibrige Venen (Kinder) konnen dazu fihren, dass die
Anforderungen an den vendsen Zugang von vornherein oder im Moment der
Therapievorbereitung nicht erfillt werden (Golestaneh und Mokrzycki 2013). Dies stellt
einen der Hauptgriinde fiir die Verschiebung oder den Abbruch einer ECP dar (Dunbar et
al. 2017). In solchen Fillen kann auf lange Sicht die Anlage eines zentralen Venenkatheters
weiterhelfen, allerdings ist dieser in der Regel mit einer lingeren Sitzungsdauer auf Grund
von geringeren Flussraten und einem hoheren Komplikationsrisiko (Infektionen,
Kathetherdysfunktionen, Thrombosen, zentrale Venenstenose) verbunden (Adamski 2018;
Hambsch et al. 2019). Die jeweils verwendeten Apheresesysteme unterscheiden sich zudem
darin, ob eine kontinuierliche oder diskontinuierliche Blutentnahme stattfindet. Gerite mit
kontinuierlicher Blutentnahme bendtigen neben dem bereits erwihnten grof3volumigen
stabilen vendsen Zugang einen zweiten vendsen Zugang, iiber den die Rickfihrung der nicht
weiter bendtigten Blutbestandteile stattfindet. Apheresesysteme mit nur einem vendsen
Zugang hingegen geben das zuvor enthommene Blut in regelmiBigen Abstinden tber den
gleichen Zugang zurtick, sodass die Blutentnahme diskontinuierlich ist. Bei letzteren Geriten
tritt somit allerdings ein nicht unerhebliches extrakorporales Blutvolumen auf, welches
gerade bei Patient*innen mit geringem Korpergewicht (Kindern) eine technische
Herausforderung darstellt (Dunbar et al. 2017).

1.2.3 Modifikation der ECP im Mausmodell

Den in Abschnitt 1.2.2 dargelegten Anforderungen an die Patient*innen Rechnung tragend,
stellt die ECP nicht fiir jede*n Patient*in eine Therapicoption dar. Das ist auf Grund der
beachtlichen Erfolge dieser Behandlungsart bedauetlich, weshalb die Suche nach alternativen
Moglichkeiten fur die Durchfithrung einer ECP unter Umgehung der technischen Probleme

erstrebenswert ist.

Einen Ansatzpunkt bietet hierbei der Ursprung der mit ECP behandelten Zellen. Eine ECP
im Mausmodell kann aus technischen Grinden nicht mit den eigenen Zellen der erkrankten
Maus durchgefiihrt werden. Wohl aber kann der Ablauf der ECP-Behandlung, wie sie derzeit
an dem*der Patient*in durchgefithrt wird, nachempfunden werden. Dazu werden anstatt
Leukozyten der an GvHD erkankten und zu behandelnden Maus Splenozyten einer
genetisch identischen Maus gewonnen, welche die gleiche HSCT wie die zu therapierenden
Maus erhalten hat und somit ebenfalls an der GvHD erkrankt ist. Eine ECP mit Splenozyten
solchen Ursprungs entspricht sowohl genetisch als auch in der Zellaktivitit den
Verhiltnissen einer ECP bei Patient*innen mit von den Patient*innen selbst stammenden
Leukozyten. Die Funktionalitit und Effektivitit dieses Versuchsaufbaus konnte bereits in
zwei verschiedenen Mausmodellen der GvHD gezeigt werden (Budde et al. 2014; Gatza et
al. 2008). Dariiber hinaus wurde untersucht, ob in einem Mausmodell der aGvHD die
Behandlung mittels ECP mit Zellen (Splenozyten), die nicht genau den behandelten
Leukozyten bei Patient*innen entsprechen, Erfolg hat (Budde et al. 2018). Dabei konnte
festgestellt werden, dass weder die Gabe von mit 8-MOP und UV-A-Strahlung behandelten
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Splenozyten von gesunden Miusen des Stammzellempfingerstamms noch Splenozyten des
Stammzellspenderstamms einen signifikanten Vorteil gegentiber den mit Placebo
behandelten Kontrolltieren erbrachten (Budde et al. 2018). Uberraschenderweise stellte sich
allerdings in der Versuchsgruppe ein signifikanter Uberlebensvorteil gegeniiber der
Kontrollgruppe ein, die mittels einer ECP-Therapie mit Zellen eines dritten Stamms
(allogene ECP), der sich in den MHC sowohl vom Spender- als auch vom Empfingerstamm

unterschied, behandelt wurde.

1.3 Fragestellung der Arbeit

In den Versuchen von Budde et al. (2018) konnte eine signifikant geringere Mortalitit bei
Mausen im Full-Mismatch-Mausmodell der aGvHD festgestellt werden, wenn diese mittels
einer ECP mit Zellen eines Spenderstamms therapiert wurden, die sich in den MHC sowohl
vom Empfinger- als auch vom Stammzellspenderstamm der Tiere unterschieden.
Ausgehend von diesen Ergebnissen stellt sich die Frage, ob sich dieser Therapieerfolg der
somit allogenen ECP mit weiteren genetisch differenten Spenderzellen eines dritten
Mausstamms wiederholen lisst und welche neuen Erkenntnisse anhand der Ergebnisse tiber

den Wirkmechanismus der ECP dadurch gewonnen werden kénnen.

Dieser Fragestellung soll in der vorliegenden Arbeit nachgegangen werden. Hierfiir wurde
der Referenzversuch (Budde et al. 2018) mit Spenderzellen fir die ECP von zwei weiteren
genetisch differenten Mausstimmen wiederholt. Dabei wurden fir den Pathomechanismus
der GvHD relevante Zellen am Lebensende der Versuchstiere gemessen, um durch den
Vergleich der Zellzahlen in Zusammenschau mit den Uberlebensdaten der verschiedenen
Therapiegruppen mogliche Hinweise auf die Wirkweise der ECP zu erhalten. Zusitzlich
wurde das Ausmal} bestimmter Zytokine in einem In-vitro-Versuch, in dem die Therapie
mittels ECP im Mausmodell der aGvHD nachgestellt wurde, gemessen, um weitere

Einblicke in den Wirkmechanismus der ECP zu gewinnen.

Mit diesen Versuchen soll ein weiterer Beitrag geleistet werden, um der Moglichkeit der
allogenen ECP als Therapiemethode fir an GvHD erkrankten Patient*innen ndher zu

kommen.
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2 Material und Methoden

21 Ethischer Rahmen

Vor Versuchsbeginn wurde ein Tierversuchsantrag gestellt und die ndétige
Ausnahmegenehmigung nach {16 Abs. 1 Satz 5 der Tierschutzverordnung fiir Versuche an
Wirbeltieren und Kopffulilern erlangt (Zeichen: 33.9-42502-04-14/1448, Nds. Landesamt

fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit).

Alle Tierversuche wurden nach den Vorschriften und Regeln der zustindigen Behorde (Nds.

Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit) durchgefiihrt.

2.2 Versuchstiere, Reagenzien und Arbeitsmaterialien

Die nachfolgenden tabellarischen Aufstellungen (Tabelle 4 — Tabelle 9) ergeben eine
Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Versuchstiere, Reagenzien und

Arbeitsmaterialien.

Tabelle 4: Mausstimme

Mausstamm Tierziichter

BALB/cAnNCrl Chatles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland
C57BL/06JRj JANVIER LABS, Le Genest-Saint-Isle, France
FVB/NRj JANVIER LABS, Le Genest-Saint-Isle, France
CBA/JRj JANVIER LABS, Le Genest-Saint-Isle, France
C3H/HeNRj JANVIER LABS, Le Genest-Saint-Isle, France

Tabelle 5: Reagenzien, Lésungen, Medien und Kits

Bezeichnung Spezifizierung Hersteller
Antibiotikum Neomycintrisulfat (Salz) Sigma-Aldrich GmbH,
Hydrat Steinheim

Anti-Biotin MicroBeads — Bestandteil des Pan T Miltenyi Biotec GmbH,
Cell Isolation Kit II, Maus Bergisch Gladbach
autoMACSEDTA Running | MACS Seperations Puffer: | Miltenyi Biotec GmbH,
Buffer —pH 7,2 Bergisch-Gladbach

* bovine serum albumin

o phosphate-buffered saline

* Ethylendiamintetraacetat
* 0,09% Azide

CD90.2 MicroBeads, Maus Miltenyi Biotec GmbH,

/ Bergisch Gladbach
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Desinfektionsmittel

Alkopharm 80:
* Ethanol 80% (V/V)

e Butan-2-on

BriggemannAlcohol
GmbH, Heilbronn

Destilliertes Wasser

Aqua

B. Braun, Melsungen

DNA-Interkalator

8-Methoxysporalen-Losung,
0,02 mg/ml

Universitatsmedizin
Gottingen (Apotheke)

Intrazellulares Fixations- &

* fixation/ permeabilization

eBioscience, Inc., San

(Zytokinstimulator)

(Dymethylsufloxid), 0,2 ul
filtriert

Permeabilizations-Puffer- conzentrate Diego, USA
Set * fixcation/ permeabilization
dilnent
* permeabilization buffer 10X
Ionomycin Calciumsalz Fertiglosung aus Streptomyces | Sigma-Aldrich GmbH,
conglobatus, 1 mM in DMSO | Steinheim

Lineage Cell Detection

* CD5 Antikorper

Miltenyi Biotec GmbH,

—pH7,5%0,2
* 8,3 g/l Ammoniumchlorid
* 0,01 M Tris-HCI-Puffer

Cocktail-Biotin, Maus + CD11b Antikérper Bergisch Gladbach

* CD45R Antikorper

* Anti-7-4

* Anti-Gr-1

* Anti-Ter-119
Lysepuffer fur rote red blood cell lysing buffer. Sigma-Aldrich GmbH,
Blutzellen Steinheim

MACS Control: MC
CD90.2 T Cell Cocktail,
Maus

* CD45 Antikorper:
— Fluoreszenz: VioBlue
— clone: 30F11
* CD90.2 Antikorper:
— Fluoreszenz: PE
— clone: 30-H12

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Monensin-Losung 1000X

2,0 mM in 70% Ethanol

BioLegend®, San Diego,
USA

Pan T Cell Biotin-Antibody
Cocktaill, Maus

— Bestandteil des Pan T
Cell Isolation Kit II, Maus;

* CD11b Antikorper
* CD11c Antik6rper
* CD19 Antik6rper

* CD45R Antikérper
* CD49b Antikorper
e CD105 Antikorper

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach
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* Anti-MHC II
* Ter-119 Antikorper

PBS PBS (phosphate-buffered saline) | Gibco, Fischer Scientific
— pH 7,4 (1X) GmbH, Schwerte
* [-]CaCI2
* [-|MgCI2
PMA-Stamml6sung Phorbol-12-myristat-13- Sigma-Aldrich GmbH,
(Zellaktivator) acetat, 100 pg/ml Steinheim
RPMI-Medium RPMI-Medium 1640 (1X) Gibco, Fischer Scientific
(Ndhrmedium) + GlutaMAXTM-I mit 10% | GmbH, Schwerte

fotalem Kilberserum und
1% Penicillin-Streptomycin
(10 000 U/ml Penicillin,

10 000 pg/ml Streptomycin)

Novaminsulfon-ratiopharm
(Schmerzmittel)

Metamizol-Natrium 1 H,O
Tropfen, 500 mg/ml

Ratiopharm GmbH, Ulm

Tabelle 6: Antikorper

(PC61.5; 0,2 mg/ml)

Antikorper

. Fluoreszenz Hersteller
(clone; Konzentration)
Anti-Biotin FITC Miltenyi Biotec GmbH,
(Bio3-18E7; 1 Test in 2 ul) Bergisch Gladbach
[1 Test = 10° Zellen]
Anti-monuse CD3 FITC eBioscience Inc, San Diego,
(17A2; 0,5 mg/ml) USA
Anti-mouse CD3e eFluor®450 eBioscience Inc, San Diego,
(€Bio500A2; 0,2 mg/ml) USA
Anti-mouse CD4 FITC eBioscience Inc, San Diego,
(RM4-5; 0,5 mg/ml) USA
Anti-mouse CD8a APC BioLegend®, San Diego,
(53-6.7; 0,2 mg/ml) USA
Anti-mouse CD16/32 farblos eBioscience Inc, San Diego,
purified USA
(93; 0,5 mg/ml)
Anti-mouse CD25 PE eBioscience Inc, San Diego,

USA

Anti-mouse CD45
(30-F11; 0,5 mg/ml)

Pacific Blue™

BioLegend®, San Diego,
USA

Anti-monse CD49b
[pan-NK cells]
(DX5; 0,2 mg/ml)

APC

BioLegend®, San Diego,
USA
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(MP6-XT22; 0,2mg/ml)

Anti-mouse CDG69 PE BioLegend®, San Diego,
(H1.2F3; 0,2 mg/ml) USA

Anti-monse CD117 APC Miltenyi Biotec GmbH,
(3C11; 0,01 mg/ml) Bergisch Gladbach
Anti-mouse/ rat FoxP3 APC eBioscience Inc, San Diego,
(FJK-16s; 0,2 mg/ml) USA

Anti-monse H-2Db PE BioLegend®, San Diego,
(KH95; 0,2 mg/ml) USA

Anti-mouse H-2Dd Alexa Flour®647 BioLegend®, San Diego,
(34-2-12; 0,5 mg/ml) USA

Anti-mouse 11.-2 APC BioLegend®, San Diego,
(JESG6-5H4; 0,2mg/ml) USA

Anti-mouse 11.-10 APC BioLegend®, San Diego,
(JES5-16E3; 0,2mg/ml) USA

Anti-mouse TNF-« APC BioLegend®, San Diego,

USA

Tabelle 7: Laborgerite

Bezeichnung Material / Modell Hersteller, Firmensitz
Abzug, mobil MT 1300 75 Fumex GmbH,
Frankfurt a.M.
Bestrahlungsbehilter Plexiglas Universititsmedizin
Gottingen
Bestrahlungskammer Xstrahl RS225 Gulmay Medical Limited,
Surray, UK
Durchflusszytometer BD FACSCantoTM 11 BD Biosciences, Frankling
Flow Cytometer Lakes (USA)
Durchlichtmikroskop Lichtmikroskop Axiostar Zeiss, Jena
Eismaschine Ice Flaker Brema® IceMakers,

Villa Cortese, Italien

Elektrisches Pipettiergerit

pipetus®

Hirschmann Laborgerite,
Eberstadt

Gamma-Bestrahlungsanlage

BIOBEAM 8000, Serie 015

STS Steuerungstechnik &
Strahlenschutz GmbH,
Braunschweig

Gefrierschrank -20 °C, Comfort Liebherr, Kirchdorf
Inkubator Inkubator HERA cell® Heraeus, Hanau
Infrarotlampe Sollux® 750 Original Hanau, Hanau
Kihlschrank 8 °C, Premium Liebherr, Kirchdorf

Laborabzug

Serien-Nr. 711780

Kottermann GmbH, Uetze
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cabinet MDH 51426

Laborflasche Duran® 1000 ml Schott AG, Mainz

MACS Zell-Seperator MACS® MultiStand Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Maus-Restrainer Eigenanfertigung Universititsmedizin
Gottingen

Messzylinder Duran®, 1000 ml Schott AG, Mainz

Mikroliterpipetten Eppendorf Reference® Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Research® plus
Rollenmixer IDL TRM-50 IDL, Schmitten
Sterilbank Microflow biological saftey | Nalge Nunc International,

New York, USA

UV-A-Bestrahlungsgerit

Crosslinker
Cat.No0.3100300

Herolab GmbH, Wiesloch

Vortexer

Vortex-2 Genie

Scientific Industrie, Inc.,
New York, USA

Waage (fiir Mause)

TEE150-1

Kern & Sohn, Balingen

Waage (fiir Reagenzien)

BP 4108

Sartorius AG, Géttingen

Zihlkammer Neubauer-improved Glaswarenfabrik Karl
Zihlkammer Assistent® Hecht, Sondheim v.d. Rhon
Zentrifuge Rotana 46 RS Hettich, Tuttingen

Tabelle 8: Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Material

Hersteller

FACS-Rohrchen

5 ml Polystyrene Round-
Bottom-Tube

Falcon, Durham, USA

Insulinspritzen BD Mikro-Fine +, U-100 BD, Frankling Lakes (USA)
Insulin, 30 G, 0,3 ml

MACS LS / Miltenyi Biotec GmbH,

Seperationssiulen Bergisch Gladbach

Mikro-Schraubrohre

Mikro-Schraubtrohre,

Sarsted, Numbrecht

2,5 ul

1,5 ml, 2 ml

Pipettenspitzen Filterspitzen TipOne (steril) | Starlab GmbH, Hamburg
10/20 wl, 100 ul, 1000 ul

Pipettenspitzen SafeSeal Tips Premium Biozym, Hessisch

Oldendorf

Pipetten, serologische

10 ml, 25 ml, 50 ml

Sarstedt, Nuimbrecht

Reaktionsgefily Cellstar® Tube, konischer | Greiner Bio-One GmbH,
Boden, steril 15 ml, 50 ml Frickenhausen
Skalpell Feather Disposable Scalpel | Feather Safety Razor Co.

LTD., Osaka, Japan
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Spritze 5 ml Spritze BD, Frankling Lakes (USA)

Zellkulturflasche Zellkulturflasche, 250 ml, Greiner Bio-One GmbH,
75 cm?, Cellstar®, steril Frickenhausen

Zellkulturflasche Zellkulturflasche, 25 cm?, Starlab GmbH, Hamburg
CytoOne®), steril

Zellkulturschale 35 x 10 mm CytoOne®, Starlab GmbH, Hamburg

(Petrischale) Zellkulturschale,
unbehandelt

Zellsieb EASYstrainer™ 40 pum, Greiner Bio-One GmbH,
steril Frickenhausen

Tabelle 9: Softwareprogramme

Software Vertreiber

BD FACS Diva Software Version 6.1.2 BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Graphpad Prism 9 GraphPad Software, San Diego, USA

Microsoft Office 365 Microsoft Corporation, Redmond, USA

2.3 Allgemeine Informationen zu den Tierversuchsbedingungen

2.3.1 Tierdaten

Im gesamten Forschungsprojekt wurde nur an und mit mannlichen Médusen im Alter von
7 %2 bis 15 Wochen geforscht. Die Empfingertiere entstammten dem Stamm BALB/c mit
dem Haplotyp H2-d (das H2-System stellt die MHC bei Mausen dar). Die Spendertiere zur
Herstellung des Modells der GVHD entstammten dem Stamm C57BL/6 mit dem Haplotyp
H2-b. Die Spendertiere zur Durchfithrung der ECP entstammten dem Stamm FVB
(Haplotyp H2-q) und CBA (Haplotyp H2-k). In der mixed hmphocyte reaction (MLR) wurden
zusitzlich Zellen des Mausstamms C3H (Haplotyp H2-k) verwendet.

2.3.2 Tierhaltung und Beurteilungskriterien

Alle Mduse, die Teil dieser Forschungsarbeit waren, wurden in Mikroisolatorkifigen mit
maximal finf Tiere gehalten. Die anfingliche Zusammensetzung in den Kifigen wurde bis
zum Versuchsende beibehalten. Die Grundversorgung der Mause Gbernahm die Zentrale
Tierexperimentelle Einrichtung (ZTE) der Universititsmedizin G6ttingen, wobei den Tieren
unbegrenzt Wasser und Futter zur Verfiigung standen. Es herrschte ein zwolf Stunden Tag-
Nacht-Rhythmus.

Bei den Empfingertieren wurden folgende Ma3nahmen durchgefithrt: Dreimal pro Woche
wurde das Trinkwasser erneuert. Diesem war bereits einen Tag vor der
Knochenmarktransplantation zur Infektionsvermeidung Neomycin in einer Konzentration

von 25pg/ml und Metamizol zur Schmerzbehandlung in einer Konzentration von
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1,33 mg/ml beigemengt. In Kifigen mit krinkeren Tieren (hShere Punktwerte) wurde
frisches Breifutter (autoklaviertes, pulverisiertes und mit Wasser angertihrtes Normalfutter)

bereitgestellt.

Bei der tiglichen Kontrolle der Versuchstiere wurde jeweils das Gewicht gemessen und pro
Maus ein Punktwert anhand der in Tabelle 10 aufgefiihrten Kriterien ermittelt. Der minimale

Score betrug somit null und der maximale acht Punkte.

Tabelle 10: Beurteilungskriterien zur Tierverfassung

Kriterium Grad 0 Grad 1 Grad 1,5 Grad 2
Leichtes ) Starkes Buckeln
. Buckeln nur Deutliches .
Kérperhaltung | Normal . auch wihrend
wahrend des Buckeln
: der Bewegung
Sitzens
Bewegungslo-
Aktivitit Normal Lelch'F Deuthch sigkeit auBBer
reduziert reduziert nach
Stimulation
Fellbeschaf- Le1cht. Stark )
. struppiges Fell | Stark struppiges Fell
fenheit / Normal ) . >
. . oder schuppige | struppiges Fell | und regionaler
Hautintegritit
Haut Fellverlust
Leicht oder
Diarrhoe Keine Er}tzundungs- MaiBig Stark
zeichen am
After

Die Korperhaltung stellte hierbei einen Indikator fur das Schmerzlevel der Tiere dar, die
Aktivitit fir die allgemeine Krankheitslast. Mit der Begutachtung des Fells und des

Miusekots wurden mogliche Symptome zweier Organsysteme beobachtet, welche bei der
GvHD auch bei Mdusen hiutig betroffen sind.

2.3.3 Vorzeitiger Versuchsabbruch

Trat mindestens eins der in Tabelle 11 aufgelisteten Kriterien ein, wurde das Empfangertier

vorzeitig aus dem Versuch genommen und eingeschlifert.

Tabelle 11: Versuchsabbruchskriterien

Kriterium

1. | Gewichtsverlust von mindestens 20% innerhalb 48 Stunden

2. | Sechs Punkte oder anhaltend finf Punkte iiber mehr als drei aufeinanderfolgende
Tage

3. | Fehlende klare Aktivitit nach Stimulation unabhingig vom Gewichtsverlust oder
dem Punktwert
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2.3.4 Einschliferungsverfahren

Das Einschlifern der Tiere geschah mittels CO,-Narkose und anschlieBender zervikaler
Dislokation. Hierfiir wurde das Tier in einen Kifig gesetzt, in den dann langsam CO,
einstromte. Das Tier fiel somit erst in Narkose, bevor es schlieBlich durch hohe CO»-
Konzentrationen starb. Um den sicheren Tod zu gewihrleisten, wurde anschlieBend eine

zervikale Dislokation durchgefiihrt.

2.3.5 Injektionsverfahren

Um Zellen und Flissigkeiten in den Blutkreislauf der Empfingertiere zu schleusen, wurde
mittels feiner Insulinspritze iber eine der beiden lateralen Schwanzvenen des Tiers das
Substrat langsam injiziert. Um den Vorgang zu vereinfachen, wurden die Versuchstiere
zunichst unter eine Infrarotlampe gesetzt, sodass ihre Koérpertemperatur stieg und sich die
Schwanzvenen weiteten. Danach wurde das zu behandelnde Tier mittels eines Maus-

Restrainers fixiert, sodass der Schwanz frei lag und die Vene gut punktiert werden konnte.

2.4 Allgemeine Informationen zu den Versuchsbedingungen

Sowohl die Knochenmarktransplantation, die ECP-Therapie als auch die MR erforderten
bei der Zellpriaparation moglichst sterile Bedingungen. Dies wurde bei Arbeitsschritten
auf3erhalb der Sterilbank gewihrleistet, indem die Arbeitsflichen vor der Nutzung stets mit
Ethanol desinfiziert und steriles Sezierbesteck sowie sterile Verbrauchsmaterialien verwendet
wurden. Das Fell der Spendertiere wurde nach ihrer Einschliferung mit Ethanol bespriiht,
um eine Kontamination der inneren Organe durch Haare wihrend der Gewebepriparation
zu vermeiden. Vor jeder Nutzung der Sterilbank wurde sowohl die Arbeitsfliche als auch

jeder einzubringende Gegenstand mit Ethanol desinfiziert.

Wenn nicht anders angegeben, wurden Zellen in einer Neubauer Zihlkammer bei einer
Verdinnung von 1/10 gezihlt und die beschriebenen Zentrifugationen von Zellen bei

Raumtemperatur sowie einer Beschleunigung und Bremse von R = 9 vorgenommen.

2.5 Induktion der aGvHD im Mausmodell

Die Induktion der aGvHD im Mausmodell geschah nach einem im Labor bereits etablierten
Protokoll (modifiziert nach Tischner et al. 2011). Hierbei diente der Mausstamm BALB/c
als Empfinger- und der Mausstamm C57BL/6 als Spendertier. Innerhalb einer
Versuchsrethe waren sowohl Empfinger- als auch Spendertiere gleichen Alters. Dieses

betrug bei Knochenmarktransplantation siebeneinhalb bis neun Wochen.

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der Induktion der aGvHD genauer dargestellt.



Material und Methoden 20

2.5.1 Konditionierung der Empfingertiere

Um die Proliferationsfahigkeit der himatopoetischen Stammzellen der Empfingertiere zu
unterbinden, wurden die Tiere am Tag -1 (einen Tag vor Knochenmarktransplantation)
zundchst mit einer Dosis von je 10 Gy bestrahlt. Dies geschah mittels der
Bestrahlungskammer Xstrahl RS225 bei einer Tischhohe von 470 ¢cm mit einem Filter von 5,
200 kV, 15 kA und einer Strahlendosis von 1 Gy/min. Die Mause befanden sich dabei in

einer fir die Tiere entworfenen Plexiglasbox.

2.5.2 Gewebeaufbereitung zur Gewinnung der Spenderzellen

Um ausreichend Spenderzellen zu erhalten, wurden insgesamt sieben Miuse vom Stamm
C57BL/6 verwendet. Diese wurden nach Einschliferung (s. 2.3.4) auf einer OP-
Einmalunterlage auf einer Styroporplatte pripariert. Bei jeder Maus wurde wie folgt
vorgegangen: Das tote Spendertier wurde auf den Rucken gelegt, an den Extremititen mittels
Kaniilen fixiert und mit Ethanol bespritht. Dann wurde die Bauchdecke des Tiers in der
Lingsachse aufgeschnitten und das Fell wie die Extremititen aufgespannt und fixiert. Nun
wurde die Milz sowie die zervikalen, axialen, mesenterialen und inguinalen Lymphknoten
entnommen. Die Milzen und Lymphknoten wurden in jeweils eigenen sterilen Petrischalen
mit sterilem MACS-Puffer gesammelt und auf Eis gekthlt. Dann wurden die T7biae und
Femura vom umliegenden Gewebe befreit und ebenfalls in einer sterilen Petrischale mit

sterilem MACS-Puffer auf Eis gekiihlt gesammelt.

Alle weiteren Arbeitsschritte wurden unter der Sterilbank durchgefithrt. Gewebe und

Zellsuspensionen wurden auf Eis gekiihlt.

Um die Splenozyten méglichst schonend aus dem Milzgewebe zu 16sen, wurde mehrfach
MACS-Puffer in jede Milz mittels einer feinen Insulinnadel gespritzt, bis die Milzfarbe
annihernd weil} war. Die so entstandene Zellsuspension wurde durch ein 40 um Zellsieb
gegeben und in einem 50 ml Reaktionsgefi3 aufgefangen. Daraufthin wurde das verbliebene
Milzgewebe mittels Stempel einer 5 ml Spritze im Zellsieb gemérsert (ein Zellsieb pro Milz),
mehrfach mit MACS-Puffer nachgesptlt und ebenfalls in dem 50 ml Reaktionsgefil3

aufgefangen.

Je ein Drittel der gesammelten Lymphknoten wurde mit Hilfe einer Pipette in ein 40 um
Zellsieb beférdert und mit dem gleichen Vorgehen wie bei den Milzen gemorsert.
AbschlieBend wurde der MACS-Puffer aus der Petrischale der Lymphknoten durch ein
40 um Zellsieb gegeben und zusammen mit der nun gewonnenen Zellsuspension der

Lymphknoten in einem 50 ml Reaktionsgefal} aufgefangen.

Von den insgesamt 28 Knochen wurden die Epiphysen mittels einer Priparationsschere
abgetrennt. AnschlieBend wurde jeder Knochen mit Hilfe einer 5 ml Spritze und einer
Kaniile mit MACS-Puffer durchgespiilt und das dadurch herausgeldste Knochenmark in

einer frischen Petrischale gesammelt. Hiernach wurde die Zellsuspension durch ein 40 pm
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Zellsieb in ein 50 ml Reaktionsgefal3 pipettiert. Um moglichst alle Zellen isolieren zu kénnen,
wurde die Petrischale abschlieSend mit MACS-Puffer gespiilt und das Sptilwasser ebenfalls
durch ein Zellsieb ins gleiche Reaktionsgefal3 gegeben.

2.5.3 Aufreinigung der Spenderzellen

Bei den gewonnenen Zellsuspensionen (Milz-, Lymphknoten-, und Knochenmarkzellen)
wurde eine Zellzihlung vorgenommen, um anschlieBend maximal 600%10° Zellen pro Ansatz
bei 300 g und 4 °C fiir zehn Minuten zu zentrifugieren. Die Uberstinde wurden verworfen

und die Zellpellets in sterilem MACS-Puffer resuspendiert.

Zwecks Isolation der Stammzellen wurden die Knochenmarkzellen in einer Konzentration
von 600%10° Zellen/1500 pl aufbereitet und pro 1500 ul 167 ul CD90.2 MicroBeads
hinzugefiigt. Nach zehnminittiger Inkubationszeit bei ca. 4 °C wurden 5 ml steriler MACS-
Puffer zugesetzt, um im Folgenden die Zellsuspension bei 300 g und 4 °C fiir zehn Minuten
zu zentrifugieren. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 3 ml sterilem
MACS-Putffer resuspendiert.

Zwecks Isolation der T-Zellen wurden sowohl die Lymphknotenzellen als auch die
Milzzellen in je einer Konzentration von 107 Zellen/13 pL gelost. Pro 13 ul wurden 10 ul
steriler MACS-Puffer und 6,5 ul Anti-Biotin Beads beiden Zellsuspensionen hinzugefiigt.
Nach zehnminttiger Inkubationszeit bei ca. 4 °C wurden beiden Reagenzien 4 ml steriler
MACS-Puffer zugegeben und die Ansitze bei 300 g und 4 °C fir zehn Minuten zentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstands wurden beide Zellpellets in je 3 ml sterilem MACS-Pufffer

resuspendiert.

Die so vorbereiteten und markierten Zellen wurden mit einem MACS Zell-Seperator isoliert.
Daftr wurde jede MACS LS Seperationssiule zunidchst mit 3 ml sterilem MACS-Puffer
equilibriert und der Spilpuffer anschlieBend verworfen. Pro Siule wurden nun 1,5 ml einer
Zellsuspension aufpipettiert und mit je 9 ml sterilem MACS-Puffer nachgesptlt. Sowohl die
nun isolierten Stammpzellen aus dem Knochenmarkansatz als auch die isolierten T-Zellen aus
dem Milz- und Lymphknotenansatz wurden jeweils in einem 50 ml Reaktionsgefil3

aufgefangen.

AbschlieBend wurde eine Zellzihlung bei allen drei Ansitzen durchgefiihrt, sodass 400%10°
Stammzellen und je 40%10° T-Zellen aus dem Lymphknotenansatz und Milzansatz in einem
50 ml Reaktionsgefil3 zusammengefithrt werden konnten. Diese Zellsuspension wurde bei
300 g und 4 °C fiir zehn Minuten zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstands das
Zellpellet in 6 ml sterilem phosphat-buffered saline (PBS) resuspendiert. Das so vorbereitete
Transplantat wurde auf drei 2 ml Mikro-Schraubrohren verteilt, auf Eis gekiihlt und erst kurz

vor der Transplantation auf Raumtemperatur aufgewirmt.
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2.5.4 Qualitiatskontrolle des Transplantats

Um die Reinheit des Zelltransplantats zu kontrollieren, wurden mittels Analyse durch
fluorescence-activated cell sorting (FACS) der Anteil der Stamm- und T-Zellen im Transplantat
tberprift. Hierfur wurden aus jeder Zellsuspension vor Zusammenfihrung zur
Transplantatssuspension (s. 2.5.3) je zweimal 100 pl in je ein FACS-Rohrchen gegeben,
sodass je ein Kontrollansatz und eine zu firbende Probe der Stammzellen, der T-Zellen aus
den Lymphknoten und der T-Zellen aus der Milz bereitstanden. Zunichst wurde der Probe
des Stammzellansatzes 10 pl Lineage Cell Detection Cocktail-Biotin (Maus) zugefithrt und
fir zehn Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde mit 1 ml MACS-Puffer aufgefillt
und bei 350 g und 4 °C die Probe fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der entstandene Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 100 ul MACS-Puffer resuspendiert. Im nichsten
Schritt wurden alle drei Proben entsprechend ihres Inhalts mit den in Tabelle 12 aufgefithrten
Substanzen gefirbt und fiir zehn Minuten bei 4 °C inkubiert. Darauthin wurde die
Inkubation mit je 1 ml MACS-Puffer abgestoppt und die Proben bei 350 g und 4 °C fiir finf
Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen des entstandenen Uberstands wurden die Zellpellets
in 200 Wl MACS-Puffer resuspendiert. Den Kontrollansitzen wurden ebenfalls weitere
100 Wl MACS-Puffer hinzugefiigt. AbschlieBend wurden die hergestellten Proben im

Durchflusszytometer analysiert.

Tabelle 12: Farbung der Qualitdtskontrolle

Stammzellen T-Zellen aus T-Zellen aus der Milz
Lymphknoten

* 10 ul Anti-Biotin * 10 ul MC CD90.2 T Cell * 10 ul MC CD90.2 T Cell

* 10 wl Anti-monse CD117 Cocktail, Maus Cocktail, Maus

* 10 ul MC CD90.2 T Cell
Cocktail, Maus

2.5.5 Transplantation

Einen Tag nach der Konditionierung (s. 2.6) wurden jedem Empfingertier 10%10°
Stammzellen aus dem Knochenmark und 2*¥10° T-Zellen aus Milz und Lymphknoten zu

gleichen Teilen in einem Volumen von 150 ul PBS in die laterale Schwanzvene injiziert.

2.6  Versuchsablauf mit allogener ECP im Mausmodell der GvHD

Die allogene ECP wurde im Mausmodell det aGvHD (C57BL/6— BALB/c, full mismatch)
mit 8-MOP und UV-A-Strahlung behandelten Milzzellen in zwei Gruppen mit Zellen der
Mausstimme FVB und CBA durchgefihrt. Eine dritte Gruppe erhielt als Kontrollgruppe
PBS anstatt Spenderzellen. Dabei waren in jedem Kifig Tiere aus allen drei Gruppen
vertreten, um einer moglichen Verzerrung der Versuchsergebnisse durch unterschiedliche

soziale Umfelder vorzubeugen.
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Wihrend der gesamten Beobachtungszeit einer Versuchsreihe von 42 Tagen nach
Transplantation wurde tdglich der Gesundheitszustand jedes einzelnen Empfingertiers (im
Folgenden auch Versuchstier genannt) per Score beurteilt (s. 2.3.2). Trat fiir ein Versuchstier
eins der zuvor definierten Versuchsabbruchkriterien ein (s. 2.3.3), so wurde diese eine Maus
eingeschlifert und ihre Milzzellen analysiert. Dieser Schritt wurde ebenso bei allen
Empfingertieren am offiziellen Versuchsende (Tag 42) durchgeftihrt (s. 2.8). Der Score
verstorbener Tiere wurde mit dem Punktwert ihres letzten Tages fortgefuhrt, solange dieser
mindestens sechs Punkte betrug (maximal erreichbare Punktzahl: acht). Sollte der Score am
Todestag geringer gewesen sein, so erhielt das verstorbene Tier dennoch fiir den Todestag
und alle folgenden Tage den Punktwert sechs. In den Auswertungen, beispielsweise bei der
Berechnung der Mittelwerte, gingen stets alle Tiere, sowohl noch lebende als auch bereits
verstorbene, ein. Dies barg den Vorteil, dass der Score stets ein Gesamtbild der einzelnen

Versuchsgruppen darstellte, anstatt nur den Zustand der noch lebenden Tiere abzuzeichnen.

Insgesamt wurden vier Versuchsreihen mit jeweils 20 Versuchstieren durchgefiuhrt. Die
urspringliche Planung, tber den gesamten In-vivo-Versuch je 27 Mduse mit Zellen des
Stamms FVB beziehungsweise des Stamms CBA zu therapieren und folglich die restlichen
26 Miuse der insgesamt 80 Versuchstiere in die PBS-Kontrollgruppe einzubinden, konnte
nicht eingehalten werden. Dies lag daran, dass in der vierten Versuchsreihe zwei der
Versuchstiere zwecks eines Informationsgewinns fir nachfolgende Forschungsarbeiten
anderweitig therapiert wurden. Unter Einhaltung ausgeglichener Gruppenzugehorigkeiten
innerhalb der Kifige in der letzten Versuchsreihe sowie der bereits determinierten Aufteilung
der Versuchstiere in den vorangegangenen Versuchsreihen fithrte dies zu uneinheitlichen
GesamtgruppengroBen. Nach Abschluss des Irn-vivo-Versuchs sind 27 Tiere mit Zellen des
Mausstamms FVB sowie 26 Tiere mit Zellen des Mausstamms CBA therapiert worden, die
Kontrollgruppe mit PBS-Injektionen zihlte 25 Tiere. Die Gesamtzahl der in die Auswertung

eingebundenen Versuchstiere betrug demnach 78 Tiere.

Der schematische Ablauf einer Versuchsreihe, in der je vier ECP-Therapien per Injektion

(s. 2.3.5) durchgeftihrt wurden, ist in Tabelle 13 dargelegt.

Tabelle 13: Ablauf einer Versuchsteihe

Tag | Vorgehen

-1 Konditionierung der Empfingertiere

0 Allogene Stamm- und T-Zelltransplantation
3 erste ECP

6 zweite ECP

13 dritte ECP
20 vierte ECP
42 Versuchsende
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2.7 Vorbereitung und Durchfiihrung einer ECP

2.7.1 Isolation der Spendersplenozyten

Alle Spendertiere waren bei Zellentnahme zwischen 8 und 15 Wochen alt. Zur Gewinnung
von Splenozyten wurde ein Spendertier eingeschlifert (s. 2.3.4), um ihm die Milz zu
entnehmen. Diese wurde anschlieBend in sterilem MACS-Puffer in einer Petrischale auf Eis
gekihlt. Alle weiteren Priparationsschritte erfolgten unter der Sterilbank. Die Splenozyten
wurden, wie unter 2.5.2 dargelegt, aus dem Milzgewebe gelost und in einem 50 ml
Reaktionsgefill gesammelt. Diese Zellsuspension wurde nun bei 300 g fiir zehn Minuten
zentrifugiert und nach Verwerfen des entstandenen Uberstands in 1 ml red blood cell lysing buffer
resuspendiert. Ziel dieses Schritts war die Reduktion unerwiinschter Erythrozyten in der
Zellsuspension. Der Ansatz wurde anschlieSend eine Minute auf dem Rollenmixer gemischt,
dann mit 20 ml MACS-Puffer aufgefillt und bei 300 g fiir zehn Minuten zentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 5 ml MACS-Puffer

resuspendiert.

2.7.2 Apoptoseinduktion mittels 8-MOP und UV-A-Strahlung

Zwecks Apoptoseinduktion der Splenozyten wurden diese mit dem DNA-Interkalator
8-MOP und UV-A-Strahlung behandelt. Dadurch wurden DNA-Strangbriiche verursacht
und die Apoptose der Zellen in den folgenden Tagen eingeleitet.

Hierfir wurden der bisher gewonnenen Probe unter Lichtausschluss 50 ul 8-MOP
hinzugegeben, um eine Konzentration von 0,2 ul/ml zu erreichen. Weiterhin unter
Lichtausschluss folgte eine zehnminititige Inkubation auf dem Rollenmixer. AnschlieBend
wurde die Zellsuspension in eine 25 cm” Zellkulturflasche gegeben und mit UV-A-Strahlung

in einer Dosis von 2 J/cm? bestrahlt.

AbschlieBend wurde der Ansatz mittels 10 ml MACS-Puffer verdiinnt und eine Zellzihlung
durchgefiihrt. Zur Herstellung der endgiiltigen Injektionslosung wurde die benotigte Zellzahl
bei 300 ¢ fir zehn Minuten abzentrifugiert und nach Verwerfen des entstandenen
Uberstands in 100 ul MACS-Puffer pro 1¥10° Zellen resuspendiert.

2.8 Firbungen und Durchflusszytometrie

Die zu untersuchenden Zellen stammten aus der Milz der Versuchstiere, welche nach
Einschliferung (s. 2.3.4) entnommen und in MACS-Puffer in eine Petrischale gelegt wurde.
Die Splenozyten wurden anschlieBend nach dem gleichen Verfahren wie in 2.5.2 gewonnen
und in einem 50 ml Reaktionsgefil} gesammelt. An diesem Punkt erfolgte eine Zellzahlung,
die nur bei recht klaren Zellsuspensionen ohne Verdinnung vorgenommen wurde, bei
starker Rotfiarbung wurde vorher eine Erythrozytenlyse durchgefithrt (s. 2.8.1). Waren nur

sehr wenige Zellen in der Zellsuspension vorhanden, wurden die im Folgenden
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beschriebenen Firbungen bis zur ersten Zentrifugation mit der doppelten Menge an
Ausgangslosung und Reagenzien durchgefiihrt. Neben den gefirbten Proben wurde stets ein
ungefirbter und gegebenenfalls ein mit MACS-Puffer verdiinnter Ansatz fertiggestellt. Alle
Farbeschritte wurden in FACS-R6hrchen durchgefiihrt, ebenso die abschlieBende Analyse
per Durchflusszytometrie. Die genauen Angaben der hier verwendeten Antikorper sind

Tabelle 6 auf Seite 14 zu entnehmen.

Nach vollstindiger Zellfirbung wurden die Proben im Durchflusszytometer gemessen und
die gefirbten Zellen als Anteil der insgesamt gemessenen Ereignisse (moglichst 50 000)

ermittelt.

2.8.1 Erythrozytenlyse

Um eine ibermiflige und storende Zahl an Erythrozyten zu eliminieren, wurde die
Zellsuspension zundchst bei 300 g fiir zehn Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
entstandene Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml red blood cell lysing buffer
resuspendiert und fiir eine Minute auf dem Rollenmixer gemischt. Hiernach wurden 20 ml
MACS-Puffer zugefiigt und fiir zehn Minuten bei 300 g zentrifugiert. Erneut wurde der

entstandene Uberstand verworfen und das Zellpellet in 5 ml MACS-Puffer resuspendiert.

2.8.2 Firbung der T-Zellen

Zu 100 ul vorher gewonnener Zellsuspension wurden die in Tabelle 14 aufgefithrten
Antikdrper zugefiigt und fur 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die
Reaktion mit 2 ml MACS-Puffer abgestoppt und bei 350 g und 4 °C fiir funf Minuten
zentrifugiert. Nach Entfernung des entstandenen Uberstands, wurde das Zellpellet in 200 ul
MACS-Puffer resuspendiert und in der Durchflusszytometrie analysiert. Hierdurch konnte
zwischen T-Helferzellen (CD3"CD4") und zytotoxischen T-Zellen (CD3"CD8")
differenziert und der jeweilige Anteil an CDG69" Zellen (friher Aktivierungsmarker) ermittelt

werden.

Tabelle 14: T-Zellfirbung

Antikérper Fluoreszenz Menge [pl]
Anti-mouse CD3e! eFluor®450 2,50
Anti-mouse CD4 FITC 0,50
Anti-monse CD8 APC 1,00
Anti-mouse CDG69 PE 1,00

T Mit dem hier verwendeten Antikorper witd das Oberflichenmerkmal CD3 mit dem Fluoreszenzfarbstoff eFluor®450
markiert. Das kleine ,e° steht hierbei fur die Untereinheit von CD?3, in der sich das zu bindende Epitop fiir den Antikérper
befindet. Ahnliche Spezifizierungen der genauen Bindungsstellen anderer Antikorper wurden von den jeweiligen
Herstellern lediglich nicht in den Namen der Antikérper ibernommen. So wird beispielsweise der andere in dieser Arbeit

verwendete Antikérper gegen CD3 (Fluoreszenz: FITC) schlicht als Anti-zouse CD3 bezeichnet.
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2.8.3 Firbung der NK- und NK-T-Zellen

In 100 ul der vorher gewonnenen Zellsuspension wurde zunichst eine Blockade des
F-Rezeptors mittels Zugabe von 1,5 pl des Antikrpers Anti-monse CD16/32 durchgefiihrt.
Nach zehnminttiger Inkubation bei 4 °C wurden die weiteren Antikérper (s. Tabelle 15)
hinzugegeben und bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten inkubiert. Anschlieend wurde die
Reaktion mit 2 ml MACS-Puffer abgestoppt und bei 350 g und 4 °C fiir fiunf Minuten
zentrifugiert. Nach Entfernung des entstandenen Uberstands wurde das Zellpellet in 200 pl
MACS-Puffer resuspendiert und in der Durchflusszytometrie analysiert. Hier konnte
zwischen NK-Zellen (CD3” CD49b") und NK-T-Zellen (CD3" CD49b") differenziert und

der jeweilige Anteil an CDG69" Zellen (frither Aktivierungsmarker) ermittelt werden.

Tabelle 15: NK- und NK-T-Zellfirbung

Antikérper Fluoreszenz Menge [pl]
Anti-monse CD3 FITC 1,00
Anti-mouse CD49b APC 1,25
Anti-monse CDG9 PE 1,00

2.8.4 Firbung regulatorischer T-Zellen

Die Firbung der regulatorischen T-Zellen fand bei Raumtemperatur statt. Zu 100 ul vorher
gewonnener Zellsuspension wurden zunichst die Antikorper Anti-monse CD4 und Anti-
mouse CD25 (s. Tabelle 16) gegeben und fiir zehn Minuten inkubiert. Anschliefend wurde
der Ansatz mit 2 ml MACS-Puffer aufgefllt und bei 350 g fur funf Minuten zentrifugiert.
Nach Verwerfen des entstandenen Uberstands wurde das Zellpellet in 1 ml
fixcation/ permeabilization conzentrate fur zehn Minuten inkubiert und die Reaktion anschlieBend
mit 2 ml permeabilization buffer abgestoppt. Durch diesen Schritt wurde die Firbung des
Transkriptionsfaktors Forkbead-Box-Protein P3 (FoxP3) vorbereitet. Nach Zentrifugation der
Probe bei 350 g fiir fiinf Minuten und Verwerfen des entstandenen Uberstands wurde das
Zellpellet in 100 ul permeabilization buffer resuspendiert und mit dem Antikérper Anti-
mouse/ rat FoxP3 versetzt. Nach 20-minttiger Inkubation wurde die Probe mit 2 ml
permeabilization buffer aufgefillt und bei 350 g fir funf Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen
des entstandenen Uberstands wurde das Zellpellet wieder in 200 ul MACS-Puffer
resuspendiert und im Durchflusszytometer analysiert. Hierbei konnte der Anteil an
regulatorischen T-Zellen (CD4" CD25" FoxP3") ermittelt werden.

Tabelle 16: Regulatorische T-Zellfirbung

Antikérper Fluoreszenz Menge [pl]
Anti-monse CD4 FITC 0,50
Anti-monuse CD25 PE 0,50
Anti-mouse/ rat FoxP3 APC 5,00
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2.8.5 Chimirismusfiarbung

Zum Ende einer jeden Versuchsreihe wurde der Grad des durch die Stamm- und
T-Zelltransplantation verursachten Chimarismus in den Versuchstieren gemessen. Hierbei
wurde zwischen Splenozyten mit genetischem Utsprung der Empfingertiere (BALB/c,
CD45", H-2Dd") und Splenozyten mit genetischem Ursprung der Spendertiere (C57BL/6,
CD45", H-2Db") differenziert.

Daftr wurde in 100 ul der vorher gewonnenen Zellsuspension zunichst eine Blockade des
F-Rezeptors mittels Zugabe von 2 ul des Antikérpers Anti-monse CD16/32 durchgefiihrt.
Nach zehnminttiger Inkubation bei 4 °C wurden die in Tabelle 17 aufgefithrten Antikérper
hinzugegeben und bei 4 °C fur 20 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion mit
2ml MACS-Puffer abgestoppt und bei 350 g fir finf Minuten zentrifugiert. Nach
Entfernung des entstandenen Uberstands wurde das Zellpellet in 200 ul MACS-Puffer

resuspendiert und in der Durchflusszytometrie analysiert.

Tabelle 17: Chimirismusfirbung

Antikorper Fluoreszenz Menge [pl]
Anti-monse CD45 Pacific Blue™ 0,50
Anti-monse H-2Db PE 2,00
Anti-mouse H-2Dd Alexa Flour®647 0,50

2.9 Mixed Iymphocyte reaction (MLR)

Bei der GVHD spielt die Bildung und Ausschiittung von Zytokinen fiir die Rekrutierung und
Vermehrung von Immunzellen, etwa zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen und
regulatorischen T-Zellen, eine entscheidende Rolle. Da es wihrend der In-vivo-Versuche nicht
moglich war, die Zytokinverhiltnisse bei den Versuchstieren zu messen, wurde das Modell
der MLR zu Hilfe genommen. Hierbei handelt es sich um ein In-vitro-Modell, bei dem
Leukozytenpopulationen zweier verschiedener genetischer Urspriinge in einem
Nihrmedium kultiviert werden. Bei einer one-way MLR wird einer Zellpopulation durch
Bestrahlung oder durch Zugabe von Mytomycin C die Fahigkeit der eigenen Aktivierung
genommen. Diese somit reaktionsunfihigen Zellen werden Stimulatorzellen genannt und
stimulieren durch Antigenprisentation die unbehandelte Zellpopulation, deren Zellen
wiederum als Responderzellen bezeichnet werden und von denen die zu messenden

Zytokine schlieflich stammen.

2.9.1 Versuchsaufbau der MLR

In der MLR entsprechen die Responderzellen den Zellen der Spendertiere (C57BL/6) und
die Stimulatorzellen den Zellen der Empfingertiere (BALB/¢) des In-vivo-Mausmodells der
aGvHD. Die Zellen der ECP-Therapie stellen weitere Stimulatorzellen dar. Es konnte
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festgestellt werden, dass die Antwort der Responderzellen bei einem Zellzahlverhaltnis von
1:1bis 1:4 (Stimulatorzellen : Responderzellen) am grofB3ten ist (Mangi und Kantor 1975).
Um aussagekriftige Werte messen zu kénnen und dennoch moglichst wenig von den
Zellverhialtnissen des Iz-vivo-Versuchs abzuweichen, wurde hier das Verhiltnis 1 : 1 zwischen
den Stimulatorzellen und den Responderzellen in der MLR gewihlt. Da die aGvHD von
reifen T-Zellen im Transplantat hervorgerufen wird und Stammezellen keinen bekannten
Einfluss auf die Ausprigung der Erkrankung in den ersten Tagen nehmen, wurde auf die

zusitzliche Verwendung von Stammzellen in der MLLR verzichtet.

Demzufolge wurde am Tag null der MLLR sowohl die Konditionierung der Empfangertiere
als auch die Transplantation der reifen T-Zellen simuliert. Am Tag eins erfolgte die
Behandlung mittels allogener ECP und am Tag drei wurde abschlieBend eine
Interleukinfirbung durchgefithrt. Von Tag null bis Tag drei erfolgte die Aufbewahrung der
Ansitze bei 37 °C und 5% CO; im Inkubator.

2.9.2 Durchfiithrung der MLR

Zunichst wurde unter sterilen Bedingungen ein nihrstoffreiches Zellkulturmedium aus
89% RPMI-Medium 1640 + GlutaMAX™-1, 10% f6talem Kilberserum und 1% Penicillin-
Streptomycin hergestellt und bis zur Verwendung bei 4 °C fiir maximal drei Wochen

aufbewahrt.

Am Tag null wurden Splenozyten sowohl des Empfingerstamms (BALB/c) als auch des
Spenderstamms (C57BL/6) gewonnen, indem je cine gesunde Maus dieser Stimme
eingeschlifert (s. 2.3.4), ihr dann die Milz entnommen und diese anschlieBend in sterilem
MACS-Puffer in eine Petrischale gelegt wurde. Daraufthin wurden unter der Sterilbank die
Splenozyten nach dem gleichen Verfahren wie in 2.5.2 gewonnen und die beiden Ansitze in
je einem 50 ml Reaktionsgefd} gesammelt. AnschlieBend wurde eine Erythrozytenlyse
(s. 2.8.1) durchgefiihrt und die zukiinftigen Responderzellen (Spenderzellen, C57BL/6) auf
Eis gestellt.

Die zukinftigen Stimulatorzellen (Empfingerzellen, BALB/c) wurden indessen
entsprechend der Konditionierung der Empfingertiere in der Gamma-Bestrahlungsanlage

mit einer Effektivdosis von 25 Gy bestrahlt.

Nun wurden die Zellen beider Suspensionen gezihlt und je 40%10° Zellen bei 350 g fiir fiinf
Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen der entstandenen Uberstinde wurden die Zellpellets
in je 20 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Im Folgenden wurden jeweils 10%10° Zellen
(5 ml) aus dem Ansatz der Stimulatorzellen und dem Ansatz der Responderzellen in eine
gemeinsame 75 cm?®  Zellkulturflasche gegeben, sodass am Ende vier solcher

Zellkulturflaschen befillt waren. Diese wurden anschlieBend im Brutschrank inkubiert.

Am Tag eins erfolgte die Therapie mittels ECP. Hierfiir wurden neben einer zelllosen

Kontrolle drei verschiedene Zelllinien, namentlich Splenozyten des Stamms FVB, CBA und
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C3H, aufbereitet. Die beiden ersten Stimme entsprachen den im In-vivo-Versuch
durchgefiihrten Therapien. Der letztgenannte Stamm wurde mit in die MLLR aufgenommen,
da mit diesem ein signifikanter Therapieerfolg in der allogenen ECP im Mausmodell der

aGvHD bereits gezeigt werden konnte (Budde et al. 2018).

Die benétigten Splenozyten wurden, wie in 2.7 beschrieben, gewonnen und mittels 8-MOP
und UV-A-Strahlung behandelt (s. 2.7.2). AbschlieBend wurden von jedem Ansatz 2*10°
Zellen bei 300 g fir zehn Minuten zentrifugiert und nach Verwerfen des entstandenen
Uberstands in je 2ml Zellkulturmedium resuspendiert. Jede der drei vorbereiteten
Zellsuspensionen wurde nun in je einen MILLR-Ansatz vom Vortag gegeben. Dem vierten
MLR-Ansatz wurden als Kontrolle 2 ml reines Zellkulturmedium zugefiigt. Die Ansitze

wurden weiter im Brutschrank bis zur Interleukinfirbung an Tag drei inkubiert.

2.9.3 Interleukinfirbung

An Tag drei der MLR wurde eine Interleukinfirbung vorgenommen. Hierftir wurde zunichst
eine Aktivierung der Interleukine durchgefithrt, indem nach Erwirmung aller bendtigter
Reagenzien auf Raumtemperatur zu jedem Ansatz Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) in
einer Konzentration von 40 ng/ml (entspricht 0,4 ul/ml der hier verwendeten PMA-
Stamml6sung [100 pg/ml]), Ionomycin in einer Konzentration von 2 uM (entspricht 2 ul/ml
der hier verwendeten Ionomycin-Fertiglosung [1 mM]) und Monensin in einer
Konzentration von 2 uM (entspricht 1 ul der hier verwendeten Monensin-Losung 1000X
[2mM]) zuzugeben wurde. AnschlieBend wurden die Ansitze fir weitere vier bis sechs
Stunden im Brutschrank inkubiert. Zur Firbevorbereitung wurde jeweils das gesamte
Volumen der Zellkulturflaschen bei 350 g fir finf Minuten zentrifugiert und nach
Entsorgung der Uberstinde in je 1 ml MACS-Puffer resuspendiert. Alle Firbeschritte
wurden in FACS-Réhrchen durchgefithrt, ebenso die abschlieBende Analyse per

Durchflusszytometrie.

Von jedem der vier MLR-Ansitze wurde ein Probengefill mit 300 ul als ungefirbte
Kontrolle beiseitegestellt und weitere drei Probengefif3e mit je 100 ul (im Folgenden Probe
1—3 genannt) vorbereitet. Zudem wurde nach Herstellerangaben eine Fixations-/
Permeabilisationslosung aus den Reagenzien fixation/permeabilization  conzentrate und
fixcation/ permeabilization diluent im Verhiltnis 1 : 3 hergestellt und der permeabilization buffer 10X
mit destilliertem Wasser verbrauchsfertig gemacht. Den Probegefi3en wurden nun im ersten

Schritt die in Tabelle 18 notierten Antikorper hinzugegeben und fiir 15 Minuten inkubiert.



Material und Methoden 30

Tabelle 18: Interleukinfirbung, Schritt 1

Probe Antikoérper Fluoreszenz Menge [pl]

Probe 1 und 2 Anti-mouse CD3e! eFluor®450 2,00
Anti-mouse H-2Db PE 2,00

Probe 3 Anti-monse CD4 FITC 0,50
Anti-mouse H-2Db PE 2,00

I's. Legende Tabelle 14

AnschlieBend wurden je 2 ml MACS-Puffer hinzugefiigt und die Proben bei 350 g fur finf
Minuten zentrifugiert. Nach Entfernung des entstandenen Uberstands wurden je 0,5 ml
Fixations-/Permeabilisationslésung  zugegeben und fir zehn Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben gewaschen, indem je 2 ml permeabilization buffer hinzugefigt
und die Proben bei 350 g fiir funf Minuten zentrifugiert wurden. Dieser Schritt wurde
wiederholt. Dann wurden nach Entfernung des Uberstands die Zellpellets in je 100 ml
permeabilization buffer resuspendiert und es folgte der zweite Firbeschritt mit den in Tabelle

19 angegebenen Reagenzien.

Tabelle 19: Interleukinfiarbung, Schritt 2

Probe Antikorper gegen Fluoreszenz Menge [ul]
Probe 1 Anti-mouse 11.-2 APC 1,25
Probe 2 Anti-monse TNF-a APC 1,25
Probe 3 Anti-mouse 11.-10 APC 1,25

Nach 15-minttiger Inkubationszeit erfolgte, wie oben bereits beschrieben, ein zweimaliger
Waschschritt, um danach die Zellpellets nach Entfernung des entstandenen Uberstands
abschlieend in je 200 Wl MACS-Puffer zu resuspendieren. Im Anschluss wurden alle
Ansitze in der Durchflusszytometrie analysiert. Dadurch konnte in den jeweiligen MLLR der
Anteil an IL-2(T-Zellwachstumsfaktor)- und TNF-a(Cachectin)-haltigen CD3" Respondet-
zellen (C57BL/6, H-2Db") und IL-10(cytokine synthesis inbibitory factor)-haltigen CD4"
Responderzellen (C57BL/6, H-2Db") ermittelt werden.

2.10 Statistik und Softwareprogramme

Zur Darstellung der bei der Durchflusszytometrie ermittelten Datensitze wurde das
Programm BD FACS Diva Software (Version 6.1.2) verwendet. Die weitere Auswertung
samtlicher Daten wurde mit Hilfe des Statistikprogramms GraphPad Prism 9 durchgefthrt.

Die Uberlebensstatistik wurde mit der Kaplan-Meier Analyse ausgewertet und mittels Log-

Rang-Test (Mantel-Cox) auf Signifikanz Gberprift.

Weitere Datensitze, die eine metrische Skalierung besallen, wurden mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet. Nur bei Vergleichen zwischen Daten iiberlebender

und zuvor gestorbener Versuchstiere wurde eine zweifaktorielle ANOVA durchgefithrt. Bei
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beiden Varianten wurde die Annahme normalverteilter Daten stets mittels QQ-Diagramme

(Quantil-Quantil-Diagramme) der Residuen iiberpriift.

Handelte es sich um ordinalskalierte Daten (Score), wurde mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests
und multiplen Testens (Bonferroni-Korrektur) auf signifikante Unterschiede zwischen den

Datensitzen gepriift.

In jeglicher Auswertung wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 definiert, Mittelwerte und
zugehorige Standardabweichung (SD) wurden im Flieftext wie folgt dargestellt:
Mittelwert ( SD). Zur graphischen Darstellung wurden Kurvendiagramme aus den
Mittelwerten gebildet oder diese samt SD in Sdulendiagrammen dargestellt. Teilweise erfolgte

die Kennzeichnung der einzelnen Messwerte in Form von Kreisen.

Wiahrend der statistischen Analyse wurde das Angebot fir Kurzberatungen durch die
Wissenschaftliche Serviceeinheit ,,Medizinische Biometrie und Statistischen Bioinformatik*
(MBSB) der Universititsmedizin Gottingen angenommen, alle Auswertungen und

Darstellungen wurden jedoch selbststindig und ohne weitere Hilfe durchgefiihrt.
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3  Ergebnisse

3.1 Vergleich der allogenen ECP im Mausmodell der aGvHD anhand

des Uberlebens, der Score- und Gewichtsverliufe

Die autologe ECP ist eine etablierte Zweitlinientherapie der GvHD. Auf Grund der hohen
Anforderungen an einen periphervenésen Zugang beziehungsweise des nicht unerheblich
erhohten Komplikationsrisikos eines alternativen zentralvendsen Zugangs, der langen Dauer
einer Therapiesitzung und der Belastung fiir den Kreislauf der Patient*innen (s. 1.2.2), wird
bereits an moglichen Modifikationen dieses Prozesses geforscht. Darunter fallen

beispielsweise auch Versuche zur allogenen ECP.

In der nun vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich die Therapie der allogenen ECP
im Mausmodell der aGvHD positiv auf die Krankheitslast und das Uberleben der
Versuchstiere auswirkt. Hierzu wurden die Versuchstiere in drei Gruppen aufgeteilt und nach
der Implementierung der Erkrankung per Stamm- und T-Zelltransplantation (s. 2.5)
entsprechend ihrer Gruppenzugehdrigkeit mit insgesamt vier Therapieeinheiten behandelt
(s. 2.6). Die erste Gruppe erhielt bei jeder ECP-Therapie eine Injektionslosung in die
Schwanzvene, die zuvor mittels 8-MOP und UV-A-Strahlung behandelte und somit
apoptoseinduzierte Splenozyten des Spenderstamms FVB (Haplotyp H2-q) enthielt (s. 2.7).
Bei der zweiten Gruppe handelte es sich um Splenozyten des Spenderstamms CBA
(Haplotyp H2-k), die ebenso mittels 8-MOP und UV-A-Strahlung vorbehandelt waren. Die
dritte Gruppe diente als Kontrollgruppe und erhielt bei jeder Therapieeinheit nur eine PBS-
Injektion und keine Spenderleukozyten. Im Folgenden werden die Gruppen auch mit PBS-
Kontrollgruppe, FVB-ECP- und CBA-ECP-Therapiegruppe benannt, in den Abbildungen
wurden zu Ubersichtszwecken die kiirzeren Bezeichnungen PBS-Kontrolle, FVB-ECP und
CBA-ECP gewibhlt.

Insgesamt wurden vier Versuchsreihen mit jeweils 20 Versuchstieren durchgefithrt. Am
Ende umfasste der In-vivo-Versuch jedoch Datensitze von 78 Versuchstieren, von denen 27
zur FVB-ECP-Therapiegruppe, 26 zur CBA-ECP-Therapiegruppe und 25 zur PBS-
Kontrollgruppe gehorten. Der Ausschluss der Daten zweier Versuchstiere war der spiten
Entscheidung, in der vierten Versuchsrethe zwei Versuchstiere zwecks eines
Informationsgewinns fiir nachfolgende Forschungsarbeiten anderweitig zu therapieren,
geschuldet. Die oben beschriebenen unausgeglichenen Gruppengrofien ergaben sich
demzufolge durch die FEinhaltung einer ausgeglichenen Versuchstierverteilung
unterschiedlicher Gruppenzugehérigkeiten innerhalb der Kifige in der vierten Versuchsreihe
sowie durch die bereits determinierten Verteilungen in den vorangegangenen

Versuchsreihen.

Die in dem soeben dargelegten In-vivo-Versuch beobachteten Ergebnisse zum Ubetleben der

Versuchstiere wurden mit Hilfe der Kaplan-Meier Kurve in Abbildung 1 dargestellt. Von
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anfangs 25 Tieren in der PBS-Kontrollgruppe lebten 6 (24,0%) bis zum Versuchsende, aus
der Therapiegruppe der FVB-ECP waren es 9 von zu Beginn 27 Tieren (33,3%) und in der
CBA-ECP-Therapiegruppe tiberlebten 7 von 26 Tieren (26,9%). Die Auswertung mittels
Log-Rang-Test ergab keinen signifikanten Uberlebensvorteil einer der drei Gruppen
(p = 0,53) bei einem mittleren Uberleben von 27 (PBS-Kontrollgruppe), 31 (FVB-ECP-
Therapiegruppe) und 27 (CBA-ECP-Therapiegruppe) Tagen.
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Abbildung 1: Kaplan-Meier-Kurve der drei Versuchsgruppen. Die Anzahl det Tiere (n) zu Beginn/Ende
des Versuchs betrug 25/6 (PBS-Kontrolle), 27/9 (FVB-ECP) und 26/7 (CBA-ECP).

Um auf moégliche Unterschiede in der Krankheitslast riickschlieSen zu kénnen, wurden die

Unterschiede im Score uberprift. Abbildung 2 zeigt die Tagesmittelwerte gegen die Zeit

aufgetragen.
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Abbildung 2: Mittelwerte des Scores im Zeitverlauf. Es ist jeweils der Tagesmittelwert des Scores
innerhalb einer Versuchsgruppe tiber die Zeit dargestellt. Dabei wurden an jedem Tag sowohl die noch
lebenden als auch bereits verstorbenen Versuchstiere berticksichtigt, weshalb die Anzahl (n) iber die gesamte
Zeit 25 (PBS-Kontrolle), 27 (FVB-ECP) und 26 (CBA-ECP) betrug.

Deutlich zu erkennen war hierbei die erste Krankheitswelle der aGvHD um den achten Tag,
die erste Tiere nicht tiberlebten. Der Mittelwert innerhalb einer Gruppe, der stets mit den
Datenwerten aller Tiere, auch der bereits verstorbenen, berechnet wurde (s. 2.6), lag zu
diesem Zeitpunkt zwischen 4,2 (£ 1,5) und 4,3 ( 1,4) Punkten. Ab Tag acht zeichnete sich
zudem eine leichte Divergenz der FVB-ECP-Therapiegruppe mit etwas niedrigeren
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Mittelwerten gegeniiber den anderen beiden Gruppen ab. Ab Tag 28 waren zudem
deutlichere Unterschiede beztigliche der Mittelwerte zwischen der CBA-ECP-
Therapiegruppe und der PBS-Kontrollgruppe zu sehen. Am letzten Beobachtungstag (Tag
42) betrug der Mittelwert in der FVB-ECP-Therapiegruppe 5,2 (£ 1,4) Punkte, in der CBA-
ECP-Therapiegruppe 5,3 (£ 1,8) Punkte und in der PBS-Kontrollgruppe 5,6 (£ 1,1) Punkte.
Die Daten der drei Gruppen wurden an jedem einzelnen Tag mittels Varianzanalyse
miteinander verglichen (s. 2.10). Es konnte jedoch an keinem Tag ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden, auch nicht an den Tagen 14 und 26, die Tage mit den
grof3ten Unterschieden zwischen den Mittelwerten (maximale Differenz von 1,1 Punkten an
Tag 14 (PBS-Kontrollgruppe: 2,5 (* 2,4) zu FVB-ECP-Therapiegruppe: 1,4 (+ 2,0)) und
1,0 Punkten an Tag 26 (CBA-ECP-Therapiegruppe: 4,5(+2,0) zu FVB-ECP-
Therapiegruppe: 3,5 (£ 2,3)). Bildlich ldsst sich dies mit Hilfe von Sdulendiagrammen samt
SD, wie in Abbildung 3A dargestellt, veranschaulichen. Abbildung 3B gibt einen graphischen
Hinweis auf die fehlende Signifikanz in den Gruppenunterschieden, indem, stellvertretend
fir die in allen Therapiegruppen vorherrschende grofle Streuung, die Fliche innerhalb der
SD der FVB-ECP-Therapiegruppe eingefarbt wurde.

A B
74 : 74
b . —— PBS-Kontrolle
6— : 6
3 5 . — FVB-ECP
5 : 5 -
. : . — CBA-ECP
g 4 : 2 4+
o ) i
@ 3 » 3
2— 2
14 S ] 1
] ": : I‘I: T
0_ - 0 !Tf||\\\‘l\l\‘\\\|‘\\\!]|||\||\|\‘|\1\‘|\\
Tag 14 Tag 26 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tage nach Stamm- und T-Zelltransplantation

Abbildung 3: Mittelwerte und SD im Score am Tag 14, 26 und im gesamten Zeitverlauf. (A)
Mittelwerte und SD des Scores innerhalb einer Therapiegruppe am Tag 14 und 26 im Vergleich. Dargestellt
werden die Mittelwerte des Scores mit zugehdriger SD. (B) Darstellung der Tagesmittelwerte des Scores aller
drei Therapiegruppen iiber die Zeit mit Einfirbung der Fliche innerhalb der SD des Scores der FVB-ECP.

Bei der Betrachtung der Gewichtsverliufe, gemessen in Prozent vom Startgewicht und
dargestellt als Mittelwert der noch lebenden Versuchstiere, zeigt sich ein gegensitzlicher

Verlauf im Vergleich zum Score (s. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Mittelwerte des Gewichts im Zeitverlauf. Es ist jeweils der Tagesmittelwert des Gewichts
der noch lebenden Versuchstiere innerhalb einer Versuchsgruppe dargestellt. Die Anzahl der Tiere (n) am
Tag 0/Tag 42 betrug 25/6 (PBS-Kontrolle), 27/9 (FVB-ECP) und 26/7 (CBA-ECP).

Die erste Krankheitswelle der aGvHD war auch im Gewichtsverlauf anhand von grof3eren
Gewichtverlusten rund um den achten Tag deutlich zu sehen. Ebenfalls fingen die
Durchschnittswerte der drei Gruppen um diese Zeit zu divergieren an. Allerdings gab es
mehr Uberschneidungen der Kurven als beim Score. Erst ab Tag 18 zeichnete sich stabil ein
geringerer Gewichtsverlust der CBA-ECP-Therapiegruppe gegeniiber den anderen beiden
Gruppen ab. Verlief der Gewichtsverlust der PBS-Kontrollgruppe anfangs milder, so war er
am Versuchsende am gréfiten unter den drei Gruppen. Das Gewicht der Mause, gemessen
am Ausgangswert zu Beginn der Versuchsreihe, betrug an Tag 42 im Mittel 76,6 (£ 13,4)%
in der CBA-ECP-Therapiegruppe (n = 7), 70,7 (£ 10,5)% in der FVB-ECP-Therapiegruppe
(n =9)und 69,7 (£ 6,0)% in der PBS-Kontrollgruppe (n = 6). Der statistische Vergleich aller
drei Gruppen an jedem einzelnen Tag mittels Varianzanalyse zeigte an keinem Tag einen
signifikanten Unterschied zwischen den Therapiegruppen. Graphisch verdeutlicht dies
Abbildung 5A anhand eines Sdulendiagramms der zwei Tage mit den groB3ten Differenzen
zwischen den Gewichtsmittelwerten, Tag 29: 7,4% (CBA-Therapiegruppe (n = 12):
78,9 (x 13,9)% zu PBS-Kontrollgruppe (n = 12): 71,5 (£ 7,7)%) und Tag 38: 8,3% (CBA-
Therapiegruppe (n = 12): 79,9 (+ 14,1)% 2zu PBS-Kontrollgruppe (n = 12):71,6 (£ 5,0)%).
Abbildung 5B gibt wiederum fir die gesamte Beobachtungszeit einen graphischen Hinweis
auf die fehlende Signifikanz in den Gruppenunterschieden, indem, stellvertretend fiir die in
allen Therapiegruppen vorherrschende grof3e Streuung, die Fliche innerhalb der SD der
FVB-ECP-Therapiegruppe eingefirbt wurde.
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Abbildung 5: Mittelwerte und SD im Gewicht am Tag 29, 38 und im gesamten Zeitverlauf. (A)
Mittelwerte und SD des Gewichts am Tag 29 und 38 im Vergleich. Dargestellt sind die Mittelwerte des
Gewichts der noch lebenden Tiere innerhalb einer Therapiegruppe samt zugehoriger SD. (B) Darstellung der
Tagesmittelwerte des Gewichts der noch lebenden Tiere aller drei Therapiegruppen tiber die Zeit mit
Einfirbung der Fliche innerhalb der SD des Gewichts der FVB-ECP.

Um eine mogliche Verzerrung der Ergebnisse, die auf ein unterschiedlich gutes Anwachsen
des Transplantats bei den Tieren der verschiedenen Therapiegruppen zuriickzufithren wire,
auszuschlieBen, wurde eine Chimirismusfirbung der Splenozyten aller tberlebender
Versuchstiere an Tag 42 vorgenommen. Hierbei konnte durch die Markierung spezifischer
Oberflichenproteine auf den Splenozyten des Empfinger- (BALB/c) und Spenderstamms
(C57BL/6) (s. 2.8.5) in der Durchflusszytometrie der jeweilige Anteil an den gesamt
gemessenen Zellen ermittelt werden. Im statistischen Vergleich mittels Varianzanalyse
konnte kein signifikanter Unterschied im Chimirismus zwischen den Tieren der drei
Versuchsgruppen festgestellt werden. Wie in Abbildung 6 dargestellt, betrug der
Durchschnitt des Chimirismus der Spenderstammzellen (C57BL/6) in der FVB-ECP-
Therapiegruppe 68,7 (£24,3)% (n=9), in der CBA-ECP-Therapiegruppe 70,1 (£17,8)%
(n = 7) und in der PBS-Kontrollgruppe 71,1 (x 6,9)% (n = 6). Im Mittel aller transplantierten
Tiere konnte ein Wert von 69,8 (£ 18,1)% festgestellt werden.
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Abbildung 6: Anteil der Splenozyten mit Spenderstammursprung C57BL/6 im Vergleich. Anteile der
Splenozyten mit genetischem Utsprung des Transplantats (C57BL/6) der tbetlebenden Versuchstiere an Tag

42. Dargestellt werden die Mittelwerte des prozentualen Anteils samt zugehoriger SD.

3.2 Vergleich der allogenen ECP im Mausmodell der aGvHD anhand

verschiedener Zellpopulationen

Um einen niheren Einblick in die Verhiltnisse verschiedener Zellpopulationen der
Versuchstiere zum Todeszeitpunkt zu erhalten, wurden die Splenozyten eines jeden
eingeschliferten Versuchstiers gefirbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert (s. 2.8).
Hierbei ist zu beachten, dass keine Datensitze von bereits im Kifig tot aufgefundenen Tieren
erhoben werden konnten. Zudem reichte die Anzahl der isolierten Splenozyten nicht immer
aus, um alle zu untersuchenden Zellen analysieren zu kénnen. Daher variiert die Anzahl der
Messpunkte (n) in den Datensitzen. Von besonderem Interesse waren T-Helferzellen
(CD3" CD4"), zytotoxische T-Zellen (CD3"CD8"), NK-Zellen (CD3” CD49b"), NK-T-
Zellen (CD3" CD49b") und regulatorische T-Zellen (CD4" CD25" FoxP3"), deren Anteil an
den gemessenen Splenozyten im Folgenden je mittels Varianzanalyse (s. 2.10) auf statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen untersucht wurden. Zudem
konnte innerhalb der genannten Zellpopulationen — die regulatorischen T-Zellen
ausgenommen — eine weitere Differenzierung zwischen den Zellen vorgenommen werden.
Hierbei handelte es sich um die Unterscheidung zwischen Zellen mit oder ohne den
Aktivititsmarker CD69. Dieser stellt eine frithe Aktivierung der Zellen dar und kann
gesonderte Hinweise auf die Funktionalitit der Zellen liefern. Als wichtiges Verhiltnis wurde
zudem der CD4/CD8-Quotient betrachtet.

3.2.1 Population der T-Helferzellen im Vergleich
T-Helferzellen sind CD3"CD4" Zellen, die die MHC-Klasse-II-Komplexe auf APZ

erkennen konnen. Sie werden weiter unterteilt in T-Helferzellen Typ 1 (Tul-Zellen) und
T-Helferzellen Typ 2 (Tu2-Zellen) und spiclen eine wichtige Rolle in der adaptiven

Immunitit. Sie helfen bei der Abwehr extrazellulirer Pathogene, indem sie B-Zellen zur
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Antikorperproduktion aktivieren kénnen (Tul-Zellen, Th2-Zellen). Ebenso unterstiitzen sie
die Abwehr intrazellulirer Bakterien durch Aktivierung befallener Zellen, etwa

Makrophagen, (nur Tul-Zellen).

Im Rahmen des Full-Mismatch-Mausmodells der aGvHD spielen die T-Helferzellen eine
mafgebliche Rolle bei der Ausprigung der aGvHD, indem sie bei Erkennung fremder
Antigene eine Entziindungsreaktion hervorrufen. Um die Auswirkung der Therapie mittels
allogener ECP auf diese Zellpopulation priifen zu konnen, wurden die Zellen im Folgenden

analysiert.

Zum Todeszeitpunkt betrug der Anteil der T-Helferzellen unter den gemessenen
Splenozyten im Mittel zwischen 2,1 (£ 1,2)% und 3,3 (* 3,1)%. Von diesen betrug der
Mittelwert der mit dem Aktivititsmarker CDG69 versehenen T-Helferzellen zwischen
66,9 (* 23,8)% und 68,6 (£ 18,2)% (s. Abbildung 7). In der Varianzanalyse konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen im Hinblick auf die T-Helferzellen

festgestellt werden.
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Abbildung 7: Mittelwerte der CD3* CD4* Zellen (T-Helferzellen). (A) Anteil der T-Helferzellen an allen
Splenozyten (B) Anteil der aktivierten T-Helferzellen (CD3* CD4* CD69") an den gemessenen
T-Helferzellen. Es sind jeweils die Mittelwerte samt zugehériger SD der T-Helferzellpopulationen dargestellt.

Auch bei der Differenzierung zwischen iiberlebenden und bereits im Verlauf verstorbenen
Versuchstieren konnte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse kein signifikanter Unterschied,
weder zwischen den Uberlebenden und Verstorbenen im Allgemeinen noch zwischen den

Therapiegruppen fiir die T-Helferzellen, festgestellt werden (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Mittelwerte der CD3+ CD4* Zellen (T-Helferzellen) im Vergleich zwischen
iiberlebenden und im Verlauf verstorbenen Versuchstieren. (A) Anteil der T-Helferzellen an allen
Splenozyten differenziert in tiberlebende und vorzeitig verstorbene Versuchstiere (B) Anteil der aktivierten
T-Helferzellen (CD3* CD4* CD69%) an den gemessenen T-Helferzellen differenziert in iiberlebende und
vorzeitig verstorbene Versuchstiere. Es werden die Mittelwerte samt zugehériger SD der

T-Helferzellpopulationen dargestellt.

3.2.2 Population der zytotoxischen T-Zellen im Vergleich

Zytotoxische T-Zellen sind CD3" CD8" Zellen, welche MHC-Klasse-I-Komplexe, die auf
jeder Korperzelle ausgebildet werden, erkennen konnen. Ihre Rolle fir die adaptive
Immunitit besteht vor allem darin, Proteine von intrazelluliren Pathogenen, die ithnen auf
den MHC-Klasse-I-Komplexen prisentiert werden, als fremd zu erkennen und die

befallenen Zellen abzutoten.

Auch diese Zellpopulation ist im Mausmodell der aGvHD durch ihre
entziindungsférdernden Eigenschaften entscheidend an der Krankheitslast beteiligt. Eine
mogliche Auswirkung der durchgefiihrten allogenen ECP-Therapie auf diese Zellpopulation

wurde nachfolgend analysiert.

In den stattgefundenen Versuchen betrug der Anteil der zytotoxischen T-Zellen unter den
gemessenen Splenozyten zum Todeszeitpunkt der Tiere im Mittel zwischen 3,9 (+ 1,9)% und
5,1 (+4,3)%. Hiervon prigten im Mittel 39,4 (£ 19,2)% und 42,6 (+ 22,2)% der Zellen den
Aktivititsmarker CDD69 aus (s. Abbildung 9). In der Varianzanalyse konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen im Hinblick auf die zytotoxischen T-Zellen festgestellt

werden.
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Abbildung 9: Mittelwerte der CD3* CD8* Zellen (zytotoxische T-Zellen). (A) Anteil der zytotoxischen
T-Zellen an allen Splenozyten (B) Anteil der aktivierten zytotoxischen T-Zellen (CD3* CD4* CD69%) an den
gemessenen zytotoxischen T-Zellen. In der Graphik sind die Mittelwerte samt zugehdriger SD der jeweiligen

zytotoxischen T-Zellpopulation dargestellt.

In der Analyse etwaiger Unterschiede zwischen tberlebenden und bereits im Verlauf
verstorbenen Versuchstieren konnte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse kein
signifikanter Unterschied im Hinblick auf die zytotoxischen T-Zellen, weder der
Uberlebenden gegeniiber den Verstorbenen noch zwischen den Therapiegruppen,
festgestellt werden (s. Abbildung 10).
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Abbildung 10: Mittelwerte der CD3* CD8* Zellen (zytotoxische T-Zellen) im Vergleich zwischen
iiberlebenden und im Verlauf verstorbenen Versuchstieren. (A) Anteil der zytotoxischen T-Zellen an
allen Splenozyten differenziert in tiberlebende und vorzeitig verstorbene Versuchstiere (B) Anteil der
aktivierten zytotoxischen T-Zellen (CD3* CD8* CD69") an den gemessenen zytotoxischen T-Zellen
differenziert in tiberlebende und vorzeitig verstorbene Versuchstiere. Dargestellt sind die Mittelwerte samt

zugehoriger SD der einzelnen zytotoxischen T-Zellpopulationen.



Ergebnisse 41

3.2.3 CD4/CD8-Quotient

Da der CD4/CD8-Quotient bei chronisch immunologischen Erkrankungen haufig
verandert ist, wurde dieser im Hinblick auf eine mogliche Beeinflussung durch die Therapie
mittels ECP analysiert. Dabei konnte in der Auswertung mittels Varianzanalyse kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden,
weder im allgemeinen Vergleich noch bei der Unterscheidung zwischen iiberlebenden und
vorzeitig verstorbenen Versuchstieren. Im Mittel betrug der CD4/CD8-Quotient zwischen
0,57 (£ 0,33) (FVB-ECP-Therapiegruppe) und 0,65 (£ 0,40) (CBA-ECP-Therapiegruppe) im
allgemeinen Vergleich (s. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Mittelwerte der CD4/CD8-Quotienten. Es werden die Mittelwerte samt zugehériger SD
der jeweiligen CD4/CD8-Quotienten dargestellt. (A) Alle Tiere einer Gruppe im Vergleich.

(B) Differenzierung zwischen iiberlebenden und vorzeitig verstorbenen Versuchstieren.

3.2.4 Population der NK-Zellen im Vergleich

NK-Zellen sind CD3™ CD49b" Zellen, die als Bestandteil der unspezifischen Immunitit in
einer frithen Infektionsphase Zellen, die mit intrazelluliren Pathogenen infiziert sind,

abtoten konnen. Sie fordern eine Differenzierung der T-Helferzellen in die Tu1-Zellen.

Der Anteil der NK-Zellen zeigte sich unter den gemessenen Splenozyten zum
Todeszeitpunkt der Tiere im Mittel zwischen 1,7(* 1,3)% und 1,9 (£ 1,5)%. Der
Aktivititsmarker CDG69 lie3 sich unter diesen Zellen im Mittel bei 11,3 (% 5,5)% und
14,0 (£ 6,1)% der Zellen finden (s. Abbildung 12). In der Varianzanalyse konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen im Hinblick auf die Population der NK-

Zellen festgestellt werden.
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Abbildung 12: Mittelwerte der CD3~ CD49b* Zellen (NK-Zellen). (A) Anteil der NK-Zellen an allen
Splenozyten (B) Anteil der aktivierten NK-Zellen (CD3~ CD49b" CD69") an den gemessenen NK-Zellen. Es
werden die Mittelwerte samt zugehériger SD der jeweiligen NK-Zellpopulation dargestellt.

Bei der Differenzierung zwischen iberlebenden und bereits im Verlauf verstorbenen
Versuchstieren konnte allerdings mittels zweifaktorieller Varianzanalyse ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Dementsprechend war der Anteil der CD3™ CD49b" Zellen
in der Gruppe aller Uberlebenden gegeniiber der Gruppe aller vorzeitig Verstorbenen
signifikant héher (p = 0,014) (s. Abbildung 13A). In nachfolgenden multiplen Vergleichen
im Rahmen der zweifaktoriellen Varianzanalyse konnte jedoch kein weiterer signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Ebenso wenig zeigte die zweifaktorielle Varianzanalyse
zwischen den aktivierten NK-Zellen (CDG69") signifikante Unterschiede auf (s. Abbildung
13B).



Ergebnisse 43

A B c
CD3 CD49b™ CD3 CD49b* a CD3 CD49b* CD69"
12
L
5 5 * ] 25— DS
PBS-Kontrolle
g g e 1 g
3 g 2 == FVB-ECP
S, 4- = 4— 2 20—
S § - +"> 4 = CBA-ECP
=] c £
3 3- g 3 3 15
& & 1 &
§ 2 w 2— © 10—
= & )
< T = 8 =
= Sy 1| - STHPE
* qg = 11" = PP
0- T 0 | oy =
=
(N7 < O (2R 2 > Cag e g & < @ < <
o o &7 & & & = & > & S &
S S FF & & & &
e 8 B & & & T IS
& & A & & RN 2 & & & & &L &
AT AT A & PSR SO
< <
N »

Abbildung 13: Mittelwerte der CD3~ CD49b* Zellen (NK-Zellen) im Vergleich zwischen
iiberlebenden und im Verlauf verstorbenen Versuchstieren. (A) Anteil der NK-Zellen an allen
Splenozyten differenziert in tiberlebende und vorzeitig verstorbene Versuchstiere. (B) Der Vergleich mittels
zweifaktorieller Varianzanalyse ergab signifikant héhere Anteile der NK-Zellen an den gesamt gemessenen
Splenozyten in der Gruppe aller Uberlebenden gegeniiber der Gruppe aller Verstorbenen (p = 0,014).

(C) Anteil der aktivierten NK-Zellen (CD3~ CD49b* CD69%) an den gemessenen NK-Zellen differenziert in
iberlebende und vorzeitig verstorbene Versuchstiere. Dargestellt werden die Mittelwerte samt zugehériger

SD der jeweiligen NK-Zellpopulation.

3.2.5 Population der NK-T-Zellen im Vergleich

NK-T-Zellen sind CD3" CD49b" T-Zellen, die somit zur adaptiven Immunitit gehoren, aber
dhnlich wie Zellen der angeborenen Immunitit agieren. Durch eine schnelle
Zytokinausschiittung in der Anfangsphase einer Infektion férdern sie die Differenzierung
der T-Helferzellen hin zu den Tn2-Zellen.

Im Versuch zeigte sich zum Todeszeitpunkt der Versuchstiere der Anteil der NK-T-Zellen
unter den gemessenen Splenozyten im Mittel zwischen 2,4 (£ 1,3)% und 2,9 (£ 1,9)%.
Aktivierte NK-T-Zellen, die den Aktivititsmarker CIDD69 ausbildeten, watren im Mittel
zwischen 73,4 (£ 19,1)% und 78,9 (X 6,2)% vertreten (s. Abbildung 14). Es lie3 sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen im Hinblick auf diese Zellpopulation

mittels Varianzanalyse feststellen.
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Abbildung 14: Mittelwerte der CD3* CD49b* Zellen (NK-T-Zellen). (A) Anteil der NK-T-Zellen an
allen Splenozyten (B) Anteil der aktivierten NK-T-Zellen (CD3* CD49b* CD697) an den gemessenen NK-T-
Zellen. Es werden die Mittelwerte samt zugehdriger SD der jeweiligen NK-T-Zellpopulation dargestellt.

In einer zweifaktoriellen Varianzanalyse der Daten der NK-T-Zellen zur genaueren
Differenzierung zwischen den tberlebenden und bereits im Verlauf verstorbenen
Versuchstieren konnten auch keine signifikanten Unterschiede in jeglicher Hinsicht

festgestellt werden (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Mittelwerte der CD3* CD49b* Zellen (NK-T-Zellen) im Vergleich zwischen
iiberlebenden und im Verlauf verstorbenen Versuchstieren. (A) Anteil der NK-T-Zellen an allen
Splenozyten, differenziert in tibetlebende und vorzeitig verstorbene Versuchstiere (B) Anteil der aktivierten
NK-T-Zellen (CD3* CD49b* CD69%) an den gemessenen NK-T-Zellen, differenziert in tiberlebende und
vorzeitig verstorbene Versuchstiere. Die Ergebnisdarstellung erfolgt in Form der Mittelwerte samt

zugehoriger SD der jeweiligen NK-T-Zellpopulation.
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3.2.6 Population der regulatorischen T-Zellen im Vergleich

Regulatorische T-Zellen sind CD4"CD25" Zellen, die zudem den Transkriptionsfaktor
FoxP3 ausbilden. Sie dienen der Regulation einer tberschieBenden Immunantwort und
spielen eine Rolle bei der Verhinderung von Autoimmunitit. Demzufolge wurde auch bei
dieser Zellpopulation im Folgenden die Auswirkung der ECP-Therapie im Mausmodell der
aGvHD untersucht.

Im Mittel betrug der Anteil der gemessenen regulatorischen T-Zellen zum Todeszeitpunkt
der Versuchstiere zwischen 3,5 (£ 2,1)% und 3,6 (£ 2,4)% (s. Abbildung 16). Wie durch die
Abbildung bereits absehbar, ergab die Varianzanalyse nicht den Nachweis eines signifikanten

Unterschieds zwischen den Gruppen.
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Abbildung 16: Mittelwerte der CD4* CD25* FoxP3* Zellen (regulatorische T-Zellen). Anteil der
regulatorischen T-Zellen an allen Splenozyten. Dargestellt werden die Mittelwerte samt zugehériger SD der

jeweiligen regulatorischen T-Zellpopulation.

Dies war auch nicht bei der Differenzierung zwischen tiberlebenden und bereits im Verlauf
verstorbenen Versuchstieren der Fall. In der zweifaktoriellen Varianzanalyse konnte kein
signifikanter Unterschied, weder der Uberlebenden gegeniiber den Verstorbenen noch
zwischen den Therapiegruppen, fir die Zellpopulation der regulatorischen T-Zellen
festgestellt werden (s. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Mittelwerte der CD4* CD25* FoxP3* Zellen (regulatorische T-Zellen) im Vergleich
zwischen iiberlebenden und im Verlauf verstorbenen Versuchstieren. Es werden die Mittelwerte samt

zugehoriger SD der jeweiligen regulatorischen T-Zellpopulation dargestellt.

3.3 Vergleich der allogenen ECP in der MLR anhand verschiedener
Zytokine

Erginzend zu den klinischen Daten wurde der In-vivo-Versuch in einer MLLR nachgestellt,
um auf unterschiedliche Zytokinausbildungen in Abhingigkeit von den verschiedenen
Therapiegruppen prifen zu koénnen (s. 2.9.1). Hierfur wurden zuvor bestrahlte Splenozyten
(Stimulatorzellen) des Mausstamms BALB/c  (Haplotyp H2-d) zusammen mit
unbehandelten Splenozyten (Responderzellen) des Mausstamms C57BL/6 (Haplotyp H2-b)
in einem Zellkulturmedium inkubiert, um am Folgetag mit dem DNA-Interkalator 8-MOP
und UV-A-Strahlung behandelte Splenozyten (entsprechend der ECP-Therapie; weitere
Stimulatorzellen) (s. 2.7.2) hinzuzuftigen. Bei letztgenannten Splenozyten handelte es sich
um Zellen der Mausstimme FVB (Haplotyp H2-q), CBA (Haplotyp H2-k) und C3H
(Haplotyp H2-k). Letzterer Stamm wurde im Verlauf zusitzlich gewihlt, da bereits gezeigt
werden konnte, dass die Therapie mittels allogener ECP des Mausstamms C3H im
Mausmodell der aGvHD signifikante Uberlebensvorteile aufweist (Budde et al. 2018). Einem
Ansatz wurde als Kontrollgruppe stets nur zellfreies Zellkulturmedium zugesetzt. Nach
weiteren zwei Inkubationstagen wurde am dritten Tag nach Versuchsansatz die Farbung von
Responderzellen (C57BL/6), welche die Interleukine IL-2 (CD3" Zellen), IL-10 (CD4"
Zellen) und das Zytokin TNF-a (CD3" Zellen) ausprigten, vorgenommen (s. 2.9.3). Diese
Molekiile waren deswegen von besonderer Bedeutung, da IL-2, auch T-Zellwachstumsfaktor
genannt, fir die Proliferation von T-Zellen wichtig ist, IL-10 einige Funktionen von
Makrophagen hemmt und TNF-« allgemein entztindungsférdernd ist. Die ethobenen Daten
wurden im Folgenden miteinander verglichen und auf signifikante Unterschiede gepriift.
Auch hier variiert die Anzahl der Einzelwerte (n) teilweise, da nicht in jeder Versuchsreihe

alle vier Ansitze durchgefiihrt oder alle Zelltypen gefirbt werden konnten.
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In der Varianzanalyse konnte bei keiner Zellgruppe ein signifikanter Unterschied zwischen
den vier verschiedenen MLR-Gruppen festgestellt werden. Dies lasst sich allein im Hinblick
auf die Spannbreite der Mittelwerte nachvollziehen. So lagen diese in der Untersuchung auf
I1.-2-haltige CD3" Responderzellen zwischen 9,4 (£ 3,3)% (C3H-ECP) und 11,7 (£ 2,5)%
(FVB-ECP), in der Untersuchung auf IL-10-haltige CD4" Responderzellen zwischen
21,4 (£ 1,6)% (PBS-Kontrolle) und 26,3 (+ 3,8)% (C3H-ECP) und in der Untersuchung auf
TNF-o-haltige CD3" Responderzellen zwischen 114 (£ 6,3)% (C3H-ECP) und
12,5 (% 3,0)% (PBS-Kontrolle). Trotz fehlender Signifikanz in den Unterschieden fiel auf,
dass stets die MILR der C3H-ECP den hochsten (IL-10-Untersuchung) oder den niedrigsten
(IL-2- und TNF-a-Untersuchung) Mittelwert einnahm. In Abbildung 18 sind die Mittelwerte
innerhalb einer Gruppe, die SD und die einzelnen Messpunkte in Form von

Siulendiagrammen dargestellt.
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Abbildung 18: Mittelwerte der IL-2- (A), IL-10- (B) und TNF-«- (C) bildenden Zellen im Vergleich.
Es sind jeweils die Mittelwerte samt ihrer zugehorigen SD und die einzelnen Messpunkte als Kreise

dargestellt.
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4 Diskussion

Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass die allogene ECP mit Splenozyten eines
dritten, in den MHC weder mit dem Stammzellspender noch mit dem Stammzellempfinger
ubereinstimmenden Stamms (C3H, H2-k) im Mausmodell der aGvHD (C57BL/6 —
BALB/c, full mismatch) einen signifikanten Uberlebensvorteil aufwies (Budde et al. 2018),
wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich bei weiteren genetisch
unterschiedlichen Spenderstimmen ein solcher Therapieerfolg reproduzieren lasst. Hierfiir
wurden die Mausstimme FVB (H2-q) und CBA (H2-k) zur Zellspende fir die ECP
ausgewihlt. Diese unterscheiden sich wie auch bereits der Stamm C3H in den Haplotypen
der MHC sowohl vom Empfingerstamm (BALB/c, H2-d) als auch vom Stamm der Stamm-
und T-Zellspende (C57BL/6, H2-b). Die Versuchstiere erhielten vier ECP-Therapien in
einem wochentlichen Abstand. Die erste ECP erfolgte drei Tage nach Stamm- und T-
Zelltransplantation. Bei Versuchsende, 42 Tage nach Transplantation, konnte weder bei der
Versuchsgruppe der FVB-ECP noch der CBA-ECP ein signifikanter Uberlebensvorteil oder
eine mildere Krankheitslast gegeniiber der Kontrollgruppe festgestellt werden. Zudem
konnte — mit Ausnahme der Population der NK-Zellen — kein signifikanter Unterschied in
den untersuchten Immunzellpopulationen bei Lebensende der Versuchstiere festgestellt

werden.

In einer MLR wurde die Zytokinausprigung von Splenozyten des Stamms C57BL/6
(entspricht dem Transplantat im Iz-vive-Versuch) nach Stimulation durch Splenozyten des
Stamms BALB/c (Empfingerstamm) und einer Behandlung mittels allogener ECP durch
den Stamm FVB, CBA und C3H, letztere als weitere Kontrolle, ausgewertet. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede in der Ausprigung IL-2-, IL-10- oder TNF-a-

exptimierender CD3" bezichungsweise CD4" Zellen festgestellt werden.

4.1 Allogene ECP verschiedener genetischer Hintergriinde im

Vergleich

4.1.1 Bedeutung von MHC und miHA

Capitini et al. (2011) konnten bereits zeigen, dass in einem nicht-tédlichen Mausmodell der
GvHD, basierend auf einer fehlenden Ubereinstimmung der miHA bei gleichzeitiger
Ubereinstimmung der MHC (C57BL/6 — C3H.SW, Haplotyp H2-b), sowohl die Therapie
mittels einer ECP mit Zellen des Spenderstamms (C57BL/6), des Empfingerstamms
(C3H.SW) als auch mit Zellen zweier genetisch unverwandter Stimme (BALB/c, Haplotyp
H2-b; C3H.HeNcr, Haplotyp H2-k) zu einer signifikanten Minderung der
Krankheitssymptome (Gewichtsverlust) fithren konnte. Besonders letzterer Mausstamm ist
mit seinem abweichenden Haplotyp im MHC hervorzuheben, da es den Therapieerfolg in

Abhingigkeit von der Ubereinstimmung des MHC bereits in Frage stellt. Zudem wurden in
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dieser Studie wie auch in der vorliegenden Arbeit nicht-alloreaktive Zellen fir die
Durchfihrung der ECP verwendet. Das ist insofern relevant, als dies eine Abweichung zum
bisherigen Therapieablauf bei Patient*innen darstellt, bei dem durch die Leukapherese des
Patient*innenbluts stets alloreaktive Zellen zur Therapie gewonnen werden. Der hier
Anwendung gefundene Ansatz stellt allerdings die Grundlage von Therapien mit nicht-

aktivierten Zellen gesunder Spender*innen dar.

Dass eine ECP im Mausmodell, die den derzeitigen Abliufen einer ECP bei den
Patient*innen entspricht, signifikante Therapieerfolge aufweist, konnten bereits Gatza et al.
(2008) in einem Mausmodell mit MHC-Kompatibilitit bei gleichzeitiger miHA-
Inkompatibilitit nachweisen. Budde et al. (2014) wiederum zeigten die Effektivitit einer
ECP-Therapie fiur das auch in der vorliegenden Arbeit verwendete Full-Mismatch-
Mausmodell der aGvHD. Dabei wurden die Zellen fir die ECP zwar nicht durch ein
technisch bisher unmdogliches Aphereseverfahren fur Miuse gewonnen, allerdings von
Miusen des gleichen Modells der aGvHD. Die somit gewonnenen Zellen waren ebenso wie
bei den Patient*innen alloreaktiv. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Capitini et al. (2011)
wurde in den nachfolgenden Untersuchungen kein signifikanter Therapieerfolg im Ful/-
Mismatch-Mausmodell der aGvHD mittels einer ECP mit nicht-alloreaktiven Zellen des
Stammzellspender- oder des Stammzellempfingerstamms von gesunden Mausen festgestellt
(Budde et al. 2018). Dass wiederum die Therapie mit den nicht-alloreaktiven Zellen des
Stamms C3H in diesem Mausmodell einen signifikanten Therapieerfolg gegentiber der
Kontrollgruppe aufweisen konnte, blieb bis dato ungeklirt (Budde et al. 2018). Die
Ergebnisse dieser Arbeit weisen allerdings darauf hin, dass der Therapieerfolg einer ECP mit
nicht-alloreaktiven Zellen nicht maligeblich von der fehlenden oder vorhandenen
Ubereinstjmmung des MHC abhingig ist. Darauf deutet ebenso die Tatsache hin, dass die
Stimme C3H und CBA den gleichen Haplotyp (H2-k) vorweisen und dennoch der eine
Stamm wesentlich erfolgreicher als der andere Stamm in der ECP-Therapie war. Der
fehlende signifikante Therapieerfolg der Behandlung mittels CBA-ECP und FVB-ECP in
dieser Arbeit stellt klar, dass nicht grundsitzlich von hoheren Erfolgsaussichten mit Zellen
von Dirittzellspendern im Mausmodell der aGvHD ausgegangen werden kann, wie es
moglicherweise nach den Ergebnissen von Budde et al. (2018) hitte gemutmallt werden
koénnen. In diesem Zusammenhang bleibt allerdings die Frage, welche Mechanismen zum
Therapieerfolg beziehungsweise dessen Fehlen gefithrt haben koénnten, besonders im
Hinblick auf die unterschiedlichen Ergebnisse mit den Zellen des Stamms C3H und CBA.
Zudem bleibt vor all diesen Ergebnissen unklar, welche Rolle alloreaktive Zellen in dem

vorliegenden Versuchsaufbau spielen.

Wenn der MHC keine ausschlaggebende Rolle zu spielen scheint, welche Bedeutung tragen
dann die miHA im Full-Mismatch-Mausmodell der aGvHD? Die Stimme C3H und CBA
unterscheiden sich darin jeweils sowohl zum Empfingerstamm (BALB/c) des verwendeten
Mausmodells als auch zum Stammzellspenderstamm (C57B/6). Bereits Capitini et al. (2011)

vermuteten auf Grundlage ihrer Versuche im oben erwihnten Mausmodell der GvHD einen
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mal3geblichen Einfluss auf den Erfolg der ECP in Abhingigkeit vom Vorhandensein
bestimmter miHA. Hierzu bedarf es weiterer systematischer Forschung, um die Bedeutung

und Einflussnahme dieser Antigene besser erfassen zu konnen.

4.1.2 Bedeutung von Monozyten und DC in der ECP

Werden noch einmal unabhingig von obigen Uberlegungen die bisherigen Erkenntnisse und
Theorien zum Wirkmechanismus der ECP beleuchtet, fillt auf, dass darin Monozyten und
DC eine zentrale Rolle ibernehmen (Edelson 2014; Hackstein et al. 2021; Maeda et al. 2005).
So beobachteten Maeda et al. (2005) bereits, dass der Erfolg durch die Therapie mittels ECP
in einem Kontakthypersensitivitits-Mausmodell ausblieb, wenn CD11¢” Zellen, zu denen
sowohl Monozyten als auch DC gehéren, aus der therapeutischen Injektion zuvor depletiert
wurden. Hackstein et al. (2021) stiitzten diese Erkenntnisse durch weitere Versuche in einem
solchen Mausmodell, in denen bereits geringe Dosen aufgereinigter und mittels ECP
behandelter CD11c¢” DC einen Therapieerfolg herbeifithrten. Auch in diesen Experimenten
ging der therapeutische Effekt bei Depletion dieser DC verloren. Maeda et al. (2005)
beobachteten zudem, dass der Therapieeffekt mit Milz- und Lymphknotenzellen, die drei
Wochen vor Injektion mit 8-MOP und UV-A-Strahlung behandelt wurden, ausblieb. Dies
wurde auf die zwar langsamer als bei den Lymphozyten fortschreitende, aber durchaus

vorhandene Apoptose der CD1 1¢* DC zurtckgefiihrt.

Die These, dass alle CD11¢” Zellen durch die ECP schlussendlich in Apoptose gehen, wird
allerdings nicht grundsitzlich angenommen. Eher finden sich Hinweise darauf, dass
Monozyten durch die ECP-Behandlung nicht in Apoptose gehen (Yoo et al. 1996), sondern
dass ein Reiz zur Ausdifferenzierung zu (unreifen) DC mit variablen Uberlebenszeiten
gesetzt wird (Berger et al. 2001; Edelson 2014; Goussetis et al. 2012). Berger et al. (2010)
fanden heraus, dass Monozyten in Blutproben von sowohl gesunden als auch von an CTCL
oder GvHD erkrankten Personen durch die Behandlung mit 8-MOP und UV-A-Strahlung
sich bereits in den ersten Stunden danach zu voll funktionsfihigen DC weiterentwickelten.
Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass es zumindest fiir die Generierung von DC keinen
Unterschied darstellt, ob zur ECP bereits alloreaktive Zellen von Patient*innen oder
nicht-alloreaktive Zellen von gesunden Spender*innen — wie in der vorliegenden Arbeit —
verwendet werden. Eine Aussage Gber die grundsitzliche Notwendigkeit alloreaktiver
apoptotischer T-Zellen, die phagozytiert werden und deren Antigene dadurch dem
Immunsystem prasentiert werden konnen, ist hieraus fiir den Therapieerfolg einer autologen

oder allogenen ECP allerdings nicht ableitbar.

Unreife DC, wie sie durch die ECP aus Monozyten vermehrt gebildet werden, haben eine
hohe Phagozytosekapazitit (Lutz und Schuler 2002) und koénnen vermehrt apoptotische
Zellen aufnehmen, wodurch sie zu halbreifen DC heranwachsen (Oliven und Shechter 2001).
Goussetis et al. (2012) vermuteten, dass diese halbreifen DC nach Abschluss der ECP und

Reinfusion in die subkortikalen Regionen von Lymphknoten auswandern, wo sie in Kontakt
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zu naiven T-Zellen gelangen. Auf Grund ihres Reifestatus prisentierten sie zwar viele
Antigene und Ko-Stimulationssignale, sie schiitteten allerdings keine proinflammatorischen
Zytokine aus. Stattdessen schafften sie ein immuntoleranzférderndes Milieu durch
bestimmte Mediatoren, beispielsweise IL-10 (Goussetis et al. 2012; Lutz und Schuler 2002).
Dies férdere unter anderem die Ausreifung regulatorischer T-Zellen, welche wiederum den
Ausprigungen und Mechanismen der GvHD entgegenwirkten (Gatza et al. 2008; Goussetis
et al. 2012, Pillai et al. 2009).

Vor diesem Hintergrund kommt der Zahl der mittels ECP behandelten Monozyten und DC
eine maf3gebliche Rolle zu. Doch ebenso wie bereits Gatza et al. (2008) annahmen, dass die
Verteilung der verschiedenen Leukozyten in der Milz denen im Serum gleiche, wurde auch
in der vorliegenden Arbeit von diesem Verhaltnis ausgegangen und demzufolge keine weitere
Differenzierung zwischen den zur Behandlung gewonnenen Splenozyten vorgenommen.
Weder im Vergleich von Serum zu Milz noch im Vergleich zwischen den Mausstimmen
FVB, CBA und C3H wurde cine Zellanalyse durchgefiihrt. Allerdings stellten Hensel et al.
(2019) fest, dass es bisher keinen Konsens zu den Immunzellprofilen von Knochenmark und
Milz praklinischer Mause gibt. Daraufhin fanden sie heraus, dass sich der prozentuale Anteil
verschiedener Zellpopulationen in der Milz von Mausstamm zu Mausstamm, teilweise sogar
bereits von weiblichen zu mannlichen Exemplaren, signifikant unterscheiden kann. Daher
stellt sich die Frage, ob es auch zwischen den drei Mausstimmen FVB, CBA und C3H
grofere Unterschiede in threm Anteil an CD11c¢” DC und Monozyten in der Milz gibt, die
unterschiedliche Konzentrationen dieser Zellen in der ECP zur Folge haben. Ob diese
moglichen Differenzen die hiesigen Versuchsergebnisse und die aus der Arbeit von Budde

et al. (2018) bereits vorgestellten erkliren kbnnen, bleibt abzuwarten.

Nach den bisherigen Erlauterungen ist auch nicht ausgeschlossen, dass der Erfolg einer ECP
vor allem vom Anteil der behandelten Monozyten, die dann erst zu DC ausreifen, abhingt
(Edelson 2014). Monozyten kommen allerdings vorwiegend im zirkulierenden Blut vor und
differenzieren aus, sobald sie in ein Gewebe migrieren. Somit ist anzunehmen, dass die
Anzahl der in den vorliegenden Versuchen behandelten Monozyten verschwindend gering
gewesen sein misste, da sich diese cher zufillig wihrend der Priparation der Milz der
Spendertiere im gerade durchflieBenden Blutvolumen befunden haben missten. Die
unterschiedlichen Therapieerfolge der drei Spenderstimme FVB, CBA und C3H kénnten
dann dem Zufall tberlassen gewesen sein. Zur Klirung dieser Theorie bedarf es weiterer

Versuche.

SchlieBlich soll noch ein kurzer Blick auf die konkrete Durchfithrung der ECP selbst
geworfen werden. Zur Transformation der behandelten Monozyten in DC scheint die
Wechselwirkung zwischen Kunststoffoberflichen, Thrombozyten und Monozyten eine
entscheidende Rolle zu spielen (Edelson 2014). Da im Mausmodell eine Leukapherese nicht
moglich ist und die Zellen zur ECP aus der Milz mit entsprechend anderen Verfahren

gewonnen werden, muss gegebenenfalls von anderen Aktivierungsraten von Monozyten im
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Mausversuch gegeniiber denen bei den Patient*innen ausgegangen werden. Da die konkrete
Durchfihrung der ECP in der vorliegenden Arbeit allerdings fiir alle Therapiegruppen gleich
war und sie sich ebenfalls nicht im Protokoll zur Therapiegruppe mit den Zellen des
Mausstamms C3H unterschieden (Budde et al. 2018; Papert 2016), kann hierin keine
Erklirung fir das unterschiedliche Therapieansprechen der allogenen ECP gefunden

werden.

4.2 Auswirkung der allogenen ECP auf spezifische Zellpopulationen

4.2.1 T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen und regulatorische T-Zellen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in Bezug auf Unterschiede in der Auspragung der
T-Helferzellen (CD4"), zytotoxischen T-Zellen (CD8") und regulatorischen T-Zellen
(CD4" CD25") decken sich mit den Beobachtungen anderer Forschungsatbeiten. So konnten
zum Beispiel Budde et al. (2018) im Mausmodell weder bei den ECP-Therapiegruppen ohne
noch mit signifikantem Uberlebensvorteil gegeniiber den Kontrollgruppen einen
nennenswerten Unterschied in der Anzahl der genannten Zellgruppen feststellen. Der Frage,
ob sich moglicherweise die Verhiltnisse der Zellpopulationen direkt nach den ECP-
Therapieeinheiten deutlicher unterscheiden und sich diese Differenzen, je grofler der
zeitliche Abstand zur Behandlung wird, wieder minimieren, wurde in der hiesigen Arbeit

nicht nachgegangen und bleibt weiterhin unbeantwortet.

Zudem gibt es Hinweise darauf, dass sich die Anzahl der CD3" Zellen bei einem*einer
Patient*in mit aGvHD nicht unbedingt von der eines*einer Patient*in nach allogener HSCT
ohne Entwicklung einer aGvHD unterscheidet. So konnten Ullrich et al. (2016) in einer
Studie mit 107 Patient*innen feststellen, dass sich die Zahl der CD3" Zellen wihrend der
200 Tage Beobachtungszeit nach allogener HSCT nicht signifikant zwischen den Gruppen
derer, die eine aGvHD entwickelten (58%) und derer, die von dieser Komplikation verschont
blieben (42%), unterschied. Nur um die zwolfte Woche nach Transplantation konnte eine
Tendenz zu etwas niedrigeren CD4" Zellen in ersterer Gruppe beobachtet werden.
Dementsprechend scheint eine erfolgreiche ECP-Therapie der aGvHD nicht zwingend
anhand der Zellpopulation der CD3" T-Zellen messbar zu sein.

Doch auch im Hinblick auf andere Zellgruppen gibt es Folgendes zu beachten: Solange keine
zwingende Korrelation zwischen einzelnen Zellgruppen und einem Therapieerfolg nach
heutigem Forschungsstand festgestellt werden konnte, kénnen mit dem Fehlen einer
signifikanten Verinderung in den hier gemessenen Zellpopulationen weder das
Gesamtergebnis des In-vivo-Versuchs erklirt noch das etwas bessere Therapieansprechen der
FVB-ECP-Therapiegruppe auf Grundlage von Unterschieden in den gemessenen

Zellpopulationen gut interpretiert werden.
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4.2.2 Regulatorische T-Zellen und NK-T-Zellen

Wie bereits angedeutet, ist noch nicht endgultig geklirt, welchen Verinderungen bestimmte
Zellpopulationen durch ein ECP-Therapieansprechen bei akuter oder chronischer GvHD
untetliegen. Bruserud et al. (2014) hielten im Rahmen einer systematischen Ubersichtsarbeit
fest, dass in klinischen Studien zur cGvHD sowohl gleichbleibende als auch gestiegene Level
an regulatorischen T-Zellen bei gleichzeitigem Therapieansprechen gefunden wurden.
Dessen ungeachtet gelten gerade erhohte Level dieser Zellart als ein Zeichen fiir das
Therapieansprechen, wie es auch bereits in verschiedenen Versuchen im Tiermodell
beobachtet werden konnte (Capitini et al. 2011; Gatza et al. 2008). Auf Grund der
Konstellation in der vorliegenden Arbeit, die weder einen signifikanten Uberlebensvorteil
noch eine erhohte Anzahl der regulatorischen T-Zellen in einer der Versuchsgruppen
feststellen konnte, kann kein weiterer Schluss iiber die Folge oder die Ursache eines
Therapieansprechens einer ECP im Zusammenhang mit erhéhten oder gleichbleibenden

Zahlen regulatorischer T-Zellen gezogen werden.

Ahnlich steht es um die Aussagekraft der Anzahl der NK-T-Zellen in dieser Arbeit. Diese
Zellart wird sowohl allein als auch durch das Zusammenwirken mit regulatorischen T-Zellen
als die GvHD einddimmend gewertet (Leveson-Gower et al. 2011; Pillai et al 2009; Zeng et
al. 1999). Bisher gibt es keine spezifischen Untersuchungen zu der Auswirkung einer
ECP-Therapie auf die Zellpopulation der NK-T-Zellen, weswegen an dieser Stelle kein
weiterfiihrender Vergleich moglich ist. Es bleibt allein festzuhalten, dass die hier
vorliegenden Ergebnisse obige Darstellungen zwar nicht weiter unterstitzen kénnen, aber

auch nicht gegen sie sprechen.

4.2.3 NK-Zellen

Die einzige statistisch signifikante Auffilligkeit in den durchgefithrten Versuchen betrifft die
Population der NK-Zellen. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die Anzahl an diesen
Zellen in den ubetrlebenden Versuchstieren hoher war als in den zuvor verstorbenen

Versuchstieren, unabhingig davon, ob eine ECP-Therapie durchgeftihrt wurde oder nicht.

In den letzten Jahrzehnten wandelte sich das Bild der NK-Zellen. Urspriinglich als Zellen
der angeborenen Immunitit betrachtet, deren Hauptfunktion in der Abwehr von Tumoren
und Viren und der Mediation von Zellen des adaptiven Immunsystems durch
Mediatorausschittung besteht, zeigt sich das heutige Bild komplexer. So mehren sich die
Hinweise, dass diese Zellart gewissen Reifungsprozessen unterliegt und anhand von
Oberflichenmarkern in mehrere Subpopulationen mit sowohl inflammatorischen als auch
immunmodulierenden Figenschaften eingeteilt werden kann (Campbell und Hasegawa 2013;
Ni et al. 2019; Vivier et al. 2008).

Auch die Bedeutung der NK-Zellen im Zusammenhang des Therapieansprechens auf eine
ECP ist jungst untersucht worden. So konnten Iniesta et al. (2018) beobachten, dass ein

Anstieg der spezifischen Subpopulation der CD56"%"" NK-Zellen (= unreif) recht friih im
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Verlauf einer Behandlung mittels ECP sowohl bei der akuten als auch der chronischen Form
der GVHD mit einem Therapieansprechen korreliert. Zudem veridndert sich das Verhiltnis
von CD56""" NK-Zellen zu CD56"™* NK-Zellen (= reif) zugunsten ersterer. Ni et al.
(2019) differenzierten diese zwei NK-Zellsubpopulationen noch weiter und konnten somit
einen Anstieg an regulatorischen NK-Zellen innerhalb der CD56"%"" NK-Zellpopulation

messen.

Da in der vorliegenden Arbeit keine weitere Differenzierung der NK-Zellen zwischen
unreifen (CD56""") und reifen (CD56"™") vorgenommen werden konnte, gestaltet sich vor
diesem Hintergrund die Interpretation der erhohten NK-Zellen bei den tiberlebenden Tieren
als schwierig. Auf Grundlage der Analysen von Vivier et al. (2008) lieBen sich zwar
Vermutungen anstellen, welche Subpopulationen der NK-Zellen eher in der Milz
vorzufinden sind und somit in der vorliegenden Arbeit hauptsichlich gemessen wurden, aber
es fehlen dazu Voruntersuchungen zu den hier verwendeten Mausstimmen. Zudem besitzen
Miuse andere NK-Zellsubpopulationen als Menschen (Vivier et al. 2008). Dadurch wird
sowohl die Ubertragung von Erkenntnissen iiber diese Zellpopulation aus Mausstudien auf
den Menschen als auch die umgekehrte Ubertragungsrichtung erschwert. Ob bei den
durchgefithrten Versuchen bestimmte Subpopulationen der NK-Zellen vermehrt auftraten
und ob es Unterschiede zwischen den mittels ECP behandelten Versuchstieren und der
Kontrollgruppe innerhalb der NK-Zellsubpopulationen gab, ist riickblickend nicht eruierbar

und bedarf weiterer Untersuchungen.

An dieser Stelle kann nur vermutet werden, dass eine erhohte Zahl an NK-Zellen in dem
hiesigen Mausmodell der aGvHD einen Uberlebensvorteil darstellt, unabhingig davon, ob
eine ECP-Therapie durchgefiihrt wurde oder nicht. Diese Interpretation wird von den
Beobachtungen durch Ruggeri et al. (2002) gestiitzt. Sie konnten nachweisen, dass bei
vollstindig HLLA-inkompatibel transplantierten Mausen (MHC-Haplotyp H2-d — H2-b), die
zuvor mit alloreaktiven NK-Zellen behandelt wurden, keine Symptome einer GvHD bis zum
Versuchsende (120 Tage nach Transplantation) auftraten. Weiterhin beobachteten sie, dass
durch die Behandlung mit alloreaktiven NK-Zellen die Zahl der APZ im Knochenmark, in
der Milz und im Darm abnahm. Darauthin schlussfolgerten sie, dass die protektive Wirkung

allogener NK-Zellen vor einer GvHD durch die Elimination von APZ vermittelt wiirde.

Auch Asai et al. (1998) konnten bereits feststellen, dass mit I1.-2 aktivierte NK-Zellen einen
protektiven Einfluss gegen die Entwicklung einer GVHD in einem Fu/l-Mismatch-Mausmodell
haben. Sie fihrten den Effekt auf die Induktion des #ransforming growth factor(TGF)-3 durch
die NK-Zellen zuriick. Zusitzlich beobachteten sie, dass der Zeitpunkt der Aktivierung der
NK-Zellen mit IL-2 einen maligeblichen Einfluss auf die Privention einer GvHD hatte.
Wurde IL-2 zusammen mit NK-Zellen vor dem dritten Tag nach Transplantation
verabreicht, so konnte ein GvHD vorbeugender Effekt festgestellt werden. Wurde IL-2
allerdings nach dem dritten Tag mit oder ohne NK-Zellen gegeben, so wurden kirzere

Uberlebenszeiten der Versuchstiere auf Grund einer sich bildenden GvHD gemessen.
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Beobachtungsstudien an Patient*innen stiitzen ebenfalls die These, dass niedrigere NK-
Zellpopulationen das Risiko zur Entwicklung einer aGvHD erhohen. So stellten Ullricht et
al. (2016) fest, dass Patient*innen, die keine aGvHD nach HSCT entwickelten, hohere
Anteile an NK-Zellen iiber den gesamten Beobachtungszeitraum (200 Tage) aufwiesen als

Patient*innen, bei denen sich innerhalb dieser Zeit die Erkrankung auspragte.

Die in dieser Arbeit beobachteten Ergebnisse zu den NK-Zellen korrelieren mit den
Forschungsergebnissen von Olson et al. (2010). Auch sie bemerkten, dass in einem Fu//-
Mismatch-Mausmodell der GvHD das Auftreten einer GvHD bei den Versuchstieren durch
IL-2-aktivierte NK-Zellen verhindert oder deutlich abgeschwicht werden kann. Sie
vermuteten die Ursache dieser Beobachtung in der Interaktion zwischen Spender-T-Zellen
und Spender-NK-Zellen in den ersten Tagen nach Transplantation. Das Forschungsteam
konnte zudem feststellen, dass durch die Anwesenheit von NK-Zellen die Proliferation von
alloreaktiven T-Zellen kurz nach Transplantation gehemmt wurde, da die Anzahl an CD4"
und CD8" T-Zellen am vierten Tag nach Transplantation bei den mit NK-Zellen
behandelten Versuchstieren deutlich geringer war als bei den Kontrolltieren. Zusitzlich
wurden sowohl weniger IFN-y-produzierende CD4" Zellen als auch IL-2-produzierdende
Zellen am vierten Tag nach Transplantation bei den Versuchstieren gemessen. Diese
Differenzen zwischen den Versuchstieren und den Kontrolltieren lieBen sich allerdings

bereits am zehnten Tag nach Transplantation nicht mehr feststellen.

Die Daten von Olson et al. (2010) weisen deutlich darauf hin, dass die frihe Zeit nach
Transplantation eine kritische Phase fur die Entwicklung oder Abwendung einer GvHD
darstellt. Angenommen, Unterschiede in den CD4" und CD8" Zellpopulationen zwischen
an GvHD erkrankten und diese Erkrankung nicht entwickelnden Miusen des gleichen
Mausmodells lieBen sich wie bei Olson et al. (2010) nur in den frihen Tagen nach
Transplantation messen, dann hiefe dies im Umkehrschluss, dass eine erfolgreiche
(ECP-)Therapie der GVHD im Mausmodell nicht zwangsweise zu Unterschieden in diesen
Zellpopulationen von therapierten Tieren und Kontrolltieren zu einem spiteren Zeitpunkt
fiihren wiirde und daran feststellbar wire. Diese Ubetlegung bietet im Rahmen des
Mausmodells der aGvHD eine Erklirung fir die im Abschnitt 4.2.1 bereits diskutierten
fehlenden Unterschiede zwischen den Ergebnissen der gemessenen CD4" und CDS8”
Zellpopulationen der erfolgreichen ECP-Therapiegruppe mit Zellen des Mausstamms C3H
(Budde et al. 2018) und den Ergebnissen dieser Zellgruppen der nicht-erfolgreichen ECP-
Therapiegruppen (Mausstimme FVB und CBA) der vorliegenden Arbeit. Dass diese
Entwicklung der Zellverhiltnisse auch im Menschen gelten kénnte, legen die Beobachtungen
von Rezvani et al. (2006) nahe, die ebenfalls keinen Unterschied in der Anzahl CD4" Zellen

zwischen an GvHD und nicht daran erkrankten Patient*innen nach HSCT zeigten.
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4.3 MLR als Modell zur Untersuchung der Zytokinmuster bei der
ECP

4.3.1 MLR zur Untersuchung der ECP in der Literatur

Das Modell der MLR ist eine bekannte Methode, die regelmiBlig in verschiedenen
Forschungsprojekten Anwendung findet. So gibt es bereits Arbeiten, in denen Auswirkungen
einer ECP im Rahmen einer MLLR mit Mauszellen tiberprift wurden. Gatza et al. (2008)
untersuchten zum Beispiel, welchen Effekt die Zugabe von mittels ECP behandelter
Splenozyten bereits transplantierter Mause (B6—B6D2F1) (Stimulatorzellen, s. 2.9) zu einer
Kultur (MLR) aus T-Zellen des Stamms B6-Ly5.2 (Responderzellen, s. 2.9) und DC des
allogenen Stamms B6D2F1 (Stimulatorzellen) austibte. Hierbei konnte festgestellt werden,
dass nach 60 Stunden Inkubationszeit die Anzahl der IFN-y-ausbildenden CD8" T-Zellen
der Responderzellen deutlich geringer war als in der Kontrollgruppe, zu der unbehandelte
Splenozyten aus B6—B6D2F1 transplantierten Mausen hinzugegeben worden waren, und
dass die T-Zellproliferation der Responderzellen nach erneutem allogenen Stimulus um 50%
geringer ausfiel im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem konnten nach 72 Stunden
Inkubationszeit eine deutlich gestiegene Zahl an CD4" FoxP3" Responderzellen
(regulatorische T-Zellen) gegentber den Kontrollen festgestellt werden. Im Unterschied zu
den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden als Stimulatorzellen keine bestrahlten
Splenozyten des Empfingerstamms verwendet, sondern DC aus dem Knochenmark der
Tiere des Empfingerstamms. Zudem handelte es sich bei den Responderzellen nicht um
unvorbehandelte Splenozyten des Spenderstamms, sondern um bereits alloreaktive T-Zellen
einer transplantierten Maus (B6— B6D2F1). Nur die ECP mit Zellen eines dritten Stamms

stimmt bei genauerer Betrachtung in den beiden Forschungsarbeiten tiberein.

Wie im Abschnitt 4.1 bereits diskutiert, konnten Gatza et al. (2008) mit dieser speziellen
Konstellation der MLR einen weiteren Hinweis dafiir finden, dass DC eine grofie Rolle in
dem Wirkmechanismus der ECP spielen. Auch wenn eine Messung des I1L-2 wihrend dieser
Versuche nicht erwihnt wurde, so kénnte doch eine niedrigere IL-2-Produktion der mit ECP
behandelten Spenderzellen (Responderzellen) auf Grund der geminderten T-Zellprolife-
ration nach erneutem allogenen Stimulus vermutet werden. Erniedrigte Werte dieses T-
Zellwachstumsfaktors in den hier durchgefiihrten MLR wiren dann ein deutlicher Hinweis
fir eine positive ECP-Wirkung, dhnlich dem vorgestellten Versuch. Allerdings zeigten die in
dieser Arbeit erhobenen Messungen keine signifikant niedrigeren IL-2-Werte der
Therapiegruppen gegeniiber der Kontrollgruppe. Das gilt sowohl fiir die MLR-Ansitze mit
den ECP-Therapien der Stimme FVB und CBA als auch mit dem Stamm C3H. Da letzterer
Stamm allerdings in den In-vivo-Versuchen von Budde et al. (2018) einen signifikanten
Therapievorteil gegeniiber der Kontrollgruppe erzielte, stellt sich die Frage, ob sich die
Wirksamkeit einer ECP im Mausmodell der GvHD tberhaupt anhand der festgestellten
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I1.-2-T.evel in der MR messen lisst. Dafiir ist zunichst ein Uberblick tiber die Rolle des I1.-2

als Mediator zwischen einzelnen Zellpopulationen und dessen Auswirkung wichtig.

4.3.2 Bedeutung des IL-2 in der GVHD und der ECP

Neben der seit langem bekannten Funktion als Wachstums- und Proliferationsfaktor fir
CD4" und CD8" T-Zellen spielt das IL-2 auch eine wichtige Rolle sowohl bei der Aktivierung
regulatorischer T-Zellen als auch bei der Aktivierung von NK-Zellen. Den eben genannten
Zellpopulationen konnte bereits ein protektiver Effekt gegentber der Ausbildung einer
GvHD nachgewiesen werden und moglicherweise sind fiir die Aktivierung dieser Zellen
unterschiedlich hohe IL.-2-Level von Vorteil. Da die bisherigen Erkenntnisse zur Bedeutung
von IL-2 im Zusammenhang der NK-Zellaktivierung und ihrer GvHD-entgegenwirkenden
Effekte bereits im Abschnitt 4.2.3 betrachtet wurden, sollen sie an dieser Stelle nicht erneut

erortert werden.

Die schiitzende Wirkung vor einer GvHD, ausgehend von regulatorischen T-Zellen, konnte
derweil in vielen Studien beobachtet werden. So wiesen beispielsweise Hoffmann et al. (2002)
nach, dass im gleichen Mausmodell der aGvHD, wie es auch in dieser Arbeit verwendet
wurde, eine Behandlung der transplantierten Versuchstiere mit regulatorischen T-Zellen des
Spenderstamms Schutz vor einer tédlichen GvHD boten. Ebenso zeigten Rezvani et al.
(20006) in humanen Studien, dass Patient*innen, die ein Stammzelltransplantat mit geringer
Anzahl an regulatorischen T-Zellen erhielten, ein groB3eres Risiko fir die Entwicklung einer
GvHD aufwiesen. Unabhingig von der Anzahl an regulatorischen T-Zellen im Transplantat
konnte zusitzlich festgestellt werden, dass bei Patient*innen, die an einer aGvHD nach
Transplantation litten, weniger regulatorische T-Zellen nachweislich im Blut zirkulierten als

bei Patient*innen, die keine odet nur eine aGvHD Grad I ausbildeten.

Doch ohne die Regulation durch IL-2 wiirden diese Ergebnisse wohl nicht beobachtet
werden konnen. Malek und Bayer (2004) fassten die Erkenntnisse vieler Studien zusammen,
die zeigen, dass in Abwesenheit von IL-2 oder funktionaler IL-2-Rezeptoren auf den
regulatorischen T-Zellen keine normale Entwicklung und somit keine immunologische
Toleranz der regulatorischen T-Zellen moglich ist. Doch tber die Hohe der IL-2-
Konzentration, die fur eine giinstige Funktionalitdt der regulatorischen T-Zellen im Falle der
GvHD nétig ist, gibt es bisher wenige Studien. Allerdings fanden Zorn et al. (2006) heraus,
dass eine Therapie mittels niedrigdosiertem IL-2 bei Patient*innen mit GvHD einen

positiven Einfluss auf die Expansion der regulatorischen T-Zellen hatte’.

Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, ob die erhohten Level an regulatorischen

T-Zellen, die in manchen Studien mit einem Therapieansprechen auf eine ECP bei GvHD-

3 Aus dem wissenschaftlichen Artikel von Zorn et al. (2006) gehen keine Informationen zum Geschlecht der
Studienteilnehmer*innen hervor, an dieser Stelle wird daher lediglich von einer gemischtgeschlechtlichen
Gruppe ausgegangen.
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Patient*innen einhergehen, von einer durch die ECP bewirkten Verinderung der IL-2-Level
der Patient*innen hervorgerufen wird oder ob andere Mechanismen zur Proliferation der
regulatorischen T-Zellen fithren. In den meisten Studien, die von erhohten regulatorischen
T-Zell-Leveln im Zusammenhang einer ECP berichten, findet sich kein Anhalt fiir diesen
Mechanismus (Biagi et al. 2007; Rubegni et al. 2007; Quaglino et al. 2009). Allerdings konnten
Di Biaso et al. (2009) feststellen, dass die mit der ECP einhergehenden erhohten Level
regulatorischer T-Zellen hiufiger Phosphorylierungen des Transkriptionsfaktors STAT5 in
diesen Zellen aufwiesen. Dieser Faktor, durch die Phosphorylierung offenbar vermehrt in
Gebrauch, ist Teil der Signalkaskade des 11.-2-Rezeptors der regulatorischen T-Zellen (Malek
und Bayer 2004). Diese Beobachtungen geben einen Hinweis darauf, dass die ECP zur
Behandlung der GvHD iiber IL-2 zu einer erhéhten Anzahl an regulatorischen T-Zellen
beitrigt. Ob dies tber eine Sensibilisierung der Zellen fir IL-2 geschieht oder tber eine
héhere Konzentration an IL-2, ausgeschiittet durch beispielsweise andere T-
Zellpopulationen oder DC (Malek und Bayer 2004), bleibt unklar und bedarf weiterer
Forschung. Um mit diesem Gedankengang abschlieBend noch einmal Bezug auf die
vorliegenden Ergebnisse der IL.-2-Level der MLR in dieser Arbeit zu nehmen, ldsst sich
festhalten, dass allein in den fehlenden signifikanten Unterschieden in der Konzentration
dieses Zytokins zwischen den verschiedenen Therapiegruppen und der Kontrollgruppe kein

Hinweis auf eine fehlende Wirksamkeit der ECP gesehen werden kann.

4.3.3 Relevanz spezifischer Zellpopulationen in der MLR

Bei der Interpretation der hiesigen Ergebnisse der MLR muss ein weiterer Aspekt
berticksichtigt werden. Sollten in der Therapie mittels ECP die DC die entscheidenden Zellen
sein, die nach Phagozytose apoptotischer T-Zellen durch die Ausschiittung bestimmter
Mediatoren, etwa IL-10 (Goussetis et al. 2012; Lutz und Schuler 2002), die Reifung naiver
T-Zellen im Hinblick auf eine Abschwichung einer GvHD giinstig beeinflussen, dann stellt
sich, wie bereits unter 4.1.2 diskutiert, die Frage nach der Anzahl der DC in den
Zellsuspensionen der hiesigen MLLR. Ob durch den gleichen Versuch mit definierter Zahl an
DC oder Monozyten gegebenenfalls ein signifikanter Unterschied in den Zytokinmustern
zwischen den ECP-Therapieansitzen und der Kontrollgruppe festzustellen ist oder eventuell
sogar Unterschiede zwischen den einzelnen Spenderzellstimmen zu sehen wiren, ldsst sich
nur durch weitere Untersuchungen mit Fokus auf genau diese Zellen feststellen. Diese
Versuche hitten den Vorteil, dass eine Reduktion zuvor unbekannter GroBen zu einer

groBeren Aussagekraft fithren konnte.

Gleichwohl kann festgehalten werden, dass der MLR-Ansatz mit der ECP-Therapie, die in
den In-vivo-Versuchen die besten Ergebnisse erzielte (C3H-ECP) (Budde et al. 2018), zwar
keinen statistisch signifikant hoheren Anteil, aber dennoch deutlich mehr CD4" IL-10-haltige
Responderzellen aufwies als der Kontrollansatz. Dies kann als schwacher Hinweis auf ein

besseres Therapicansprechen dieser allogenen ECP gedeutet werden.
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Bei all den Uberlegungen wurde bis jetzt stets angenommen, dass die Nachstellung der
Zellverhaltnisse und damit auch immunologischen Prozesse der GvHD in dem Aufbau der
hiesigen MLLR-Ansitze ausreicht, um die Wirkung einer ECP auf Zytokinebene untersuchen
zu konnen. Allerdings finden sich Hinweise, die diese Grundannahme in Frage stellen.
Zunichst kénnen hier die Beobachtungen von Budde et al. (2018) angefihrt werden. Dort
wurde festgestellt, dass zwar die ECP mittels nicht-alloreaktiver Splenozyten des Stamms
C3H im auch hier verwendeten Mausmodell der aGvHD einen signifikanten Therapieerfolg
hervorrief, nicht aber die Therapie mit durch eine MLR praaktivierten Splenozyten des
gleichen Stamms (C3H). Die Splenozyten (Responderzellen) wurden fiir die Priaaktivierung
mit bestrahlten Splenozyten (Stimulatorzellen) des Empfingerstamms (BALB/c) inkubiert.
AnschlieBend wurden sie mittels 8-MOP und UV-A-Strahlung behandelt und den erkrankten
Empfingertieren injiziert. Welche genauen Verinderungen an den Splenozyten durch diese
Behandlung stattgefunden und zu den unterschiedlichen Therapieergebnissen im gleichen

Mausmodell geftihrt haben, bleibt derzeit unklar.

Sowohl bei der MLR zur Priaktivierung von Zellen fiir die ECP in den Versuchen von Budde
et al. (2018) als auch in der hier durchgefithrten MLR ist auf Grund des Ursprungs der
Stimulatorzellen (Milz) anzunehmen, dass sich APZ des Empfingerstamms in den
Zellsuspensionen befunden haben. Diese sind laut Shlomchik et al. (1999) fir die durch
CD8" Zellen getragene GvHD (fehlende Ubereinstimmung im MHC-Klasse-1I-Komplex)
von entscheidender Bedeutung, da sie durch ihre Prisentation von Antigenen und Ko-
Stimulationssignalen die Alloreaktivitit der Spender-T-Zellen (entspricht den Responder-
zellen in der MLR) maligeblich fordern. Allerdings stellten Koyama et al. (2012) im
Mausmodell der GvHD, ebenfalls getragen durch CD8" Zellen, fest, dass APZ im Gewebe
des Empfingertiers um 100 bis 1000fach potenter in der Auslosung der aGvHD im
Gegensatz zu himatogenen APZ sind. In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden
zwar die Stimulatorzellen der MLR aus den Milzen der Miuse vom Stamm BALB/c
gewonnen, allerdings wurde nicht Gberpriift, wie hoch der Anteil an nicht-himatopoetischen
APZ in der verwendeten Zellsuspension war. Ob die Aktivierung der Responderzellen
folglich ausreichte, um an ihnen die Wirkung einer ECP auf Zytokinebene zu messen, bleibt

offen und bedarf weiterer Untersuchungen.

4.4 Stiarken und Schwichen der Arbeit

Auf die Fragestellung der Arbeit konnten die durchgefiihrten Versuche viele Antworten
geben, jedoch wurde die Aussagekraft mancher Beobachtungen durch verschiedene
Faktoren geschwicht und der Transfer auf die Situation der Patient*innen erschwert. Einen
solchen Faktor stellt die Anzahl der Versuchstiere pro Versuchsgruppe dar. So wire es
wunschenswert gewesen, mehr als 25 — 27 Tiere in den einzelnen ECP-Versuchsgruppen
bezichungsweise in der Kontrollgruppe zu untersuchen. Allerdings lassen sich mit dieser

GruppengréBe bereits solide statistische Aussagen treffen und da die GvHD eine sehr
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belastende Erkrankung darstellt, sollte unnoétiges Leid der Tiere vermieden werden. Vor
diesem Hintergrund wurde sich auch dagegen entschieden, eine ECP mit Zellen des Stamms
C3H im Mausmodell der aGvHD nochmals durchzufiihren, da die Ergebnisse bereits von
Budde et al. (2018) festgehalten wurden. Dennoch konnte auf diese Weise kein direkter
statistischer Vergleich zwischen den drei Spendermausstimmen FVB, CBA und C3H
vorgenommen werden, welcher gegebenenfalls weitere Unterschiede zwischen diesen

Gruppen beleuchtet hitte.

Weiterhin ist die Kontrollgruppe der beiden ECP-Therapiegruppen mit den Zellen der
Stimme FVB und CBA nicht optimal. Denn obwohl auch an den Kontrolltieren eine
unangenchme und gegebenenfalls kreislaufbelastende Injektion in die Schwanzvene zu den
gleichen Zeitpunkten wie an den Tieren der anderen Gruppen durchgefithrt wurde, so
enthielten diese nur ein Placebo in Form von PBS. Die Zellen zur ECP-Therapie stammten
allerdings von Spenderstimmen (FVB und CBA), die in ihren MHC weder mit den MHC
des Empfingerstamms (BALB/c) noch mit denen des Stammzellspenderstamms (C57BL/6)
tbereinstimmten. Ein Vergleich dieser Versuchsreihen zu der Standard-ECP, wie sie an
Patient*innen mit GvHD etabliert ist (s. 1.2.1 und 1.2.3), wire direkter und gegebenenfalls
aussagekriftiger gewesen. Allerdings ist die Nachstellung dieses ECP-Ablaufs im
Mausmodell nur Gber Umwege durchfithrbar. Denn eine Leukapherese ist bei Miusen
technisch bisher nicht realisierbar und so miissten ersatzweise Splenozyten einer zweiten
Kohorte stammzelltransplantierter Méause des gleichen Modells der aGvHD als Quelle fur
die Zellen zur ECP dienen. Da die aGvHD allerdings mit einer hohen Letalitit verbunden
ist und zusitzlich die Zahl der Splenozyten in der Milz mit Zunahme der GvHD abnimmt,
hitten pro Therapieeinheit eventuell zwei Miuse fir die Zellgewinnung getotet und zudem
von vornherein eine sehr groffe Kohorte transplantiert werden missen, damit mit Sicherheit
geniigend Zellspender bis zur vierten ECP am zwanzigsten Tag nach Transplantation
Uberlebt hitten. Diese Planung hitte zusitzliches Tierleid verursacht, welches weder vor dem
Hintergrund, dass Budde et al. (2014) die Wirksamkeit dieser Behandlung im auch hier
verwendeten Mausmodell bereits zeigen konnten, noch vor der Tatsache, dass eine Aussage
tber die Effektivitit der hier durchgefuhrten Versuchsreihen bereits auch gegen eine
Placebogruppe moglich ist, ethisch vertretbar gewesen wire. Zudem lag das primire Ziel der
hiesigen Versuche nicht darin, herauszufinden, ob eine allogene ECP besser wirkt als die

bereits etablierte, sondern ob sie tiberhaupt eine positive Auswirkung ausibt.

Eine klare Starke der Arbeit in Bezug auf die Erforschung der Auswirkungen einer allogenen
ECP-Therapie zeigt sich im hier verwendeten Mausmodell der aGvHD. Dieses bietet den
Vorteil, dass die Effekte der ECP-Therapie gut anhand der Symptome der Versuchstiere
feststellbar sind. Damit waren Verinderungen der Krankheitslast durch die Therapie
grundsitzlich graduiert messbar, auch ohne die genaue Kenntnis des Wirkmechanismus und
ohne um die genaue Bedeutung einzelner Zellen, Zytokine und anderer Messgrofien zu
wissen. Wenngleich sich die Analyse der gemessenen Zellpopulationen des In-vivo-Versuchs,

bei denen sich kein signifikant besseres Ubetleben oder eine geringere Krankheitslast in einer
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der drei Versuchsgruppen feststellen lie3, schwierig gestaltete, so konnten, wie bereits im
Abschnitt 4.2 diskutiert, die hier gemessenen Daten bisherige Beobachtungen anderer

Forschungsgruppen stiitzen.

Dennoch ist festzuhalten, dass, obwohl sich die Auswirkungen der allogenen ECP im
Mausmodell der aGvHD gut beobachten lassen und — abgesehen von der fehlenden
Ubereinstimmung der MHC bei der HSCT — versucht wurde, die Versuchsbedingungen zu
der tatsichlichen Situation der Patient*innen moglichst dhnlich zu gestalten, manch eine
verbleibende Differenz ihren Einfluss auf die Ergebnisse und Ubertragbarkeit der Versuche
genommen hat. Hierzu gehort beispielsweise die unterschiedliche Herkunft der Zellen fiir
die ECP (periphere Leukozyten aus dem Blut von Patient*innen gegentiber Splenozyten im
Mausmodell), welche gegebenenfalls unterschiedlich groBe Anteile verschiedener
Zellpopulationen enthalten. Weiterhin besteht zum Teil der bereits von Hiulsdiinker und
Zeiser (2015) beschriebene Unterschied in den Konditionierungsverfahren. So werden
Patient*innen wesentlich haufiger mittels Chemotherapie konditioniert, anstatt wie in den
hiesigen Versuchen mit alleiniger Ganzkoérperbestrahlung. Diese Differenz mag zunichst
nicht von Bedeutung sein, da sie primir der Elimination von Tumorzellen dient und ein
Anwachsen des Transplantats ermoglichen soll. Dass die Ganzkorperbestrahlung der
Versuchstiere zu letzterem ausreichte, beweist der durchschnittlich gemessene Chimarismus
von 69,8 (£ 18,1)% (s. 3.1). Allerdings spielt das Ausmal3 der Konditionierung, wie einleitend
erwihnt (s. 1.1.2), auch eine groB3e Rolle fur die Initiierung der GvHD. Da weder die
Pathomechanismen der GvHD noch die der ECP vollends verstanden sind, ist ein Einfluss

durch die Art der Konditionierung auf die Wirkung der ECP nicht auszuschlieBen.

Vor dem Hintergrund des gender data gap, welcher die Problematik beschreibt, dass sowohl in
der praklinischen Forschung als auch in klinischen Studien vorwiegend an minnlichen
Individuen Daten erhoben werden und deren Analyseergebnisse hiufig ohne Uberpriifung
mittels gleichwertiger Versuche auf das andere Geschlecht iibertragen werden, ist auch die
hier durchgefithrte Forschungsarbeit kritisch zu betrachten. Gerade die Immunologie
betreffend ist seit langem bekannt, dass es einige Unterschiede zwischen dem weiblichen und
minnlichen Immunsystem gibt (Shames 2002). Im Rahmen der Literaturrecherche zu dieser
Arbeit fiel auf, dass zwar in klinischen Studien zur GvHD und ECP sowohl Minner als auch
Frauen eingebunden wurden und bereits ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung einer
GvHD bei der Kombination aus weiblicher Stammzellspende und minnlichem Empfinger
festgestellt wurde (Filipovich et al. 2005; Socié und Ritz 2014; Travnik et al. 2011a), jedoch
lassen sich keine zufriedenstellenden Daten 2zu moglichen Unterschieden im
Therapieansprechen zwischen den Geschlechtern finden. In Bezug auf vorklinische Studien
zur ECP wurden Versuche im Mausmodell tiberwiegend an minnlichen Tieren durchgefiihrt.
Diesem bisherigen Standard folgend, wurde auch in dieser Arbeit ausschlieflich an
minnlichen Miusen geforscht und sie kann demnach keinen Beitrag zur Minderung des
gender data gap erbringen. Weitere Studien sind nétig, um diese Datenliicke zu schliefen und

einen méglichen Unterschied feststellen oder ausschlieBen zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Die Graft-versus-Host Disease ist auch heute noch eine der Hauptursachen fiir eine hohe
Morbiditit und Mortalitit nach allogener hidmatopoetischer Stammzelltransplantation.
Unterschiede sowohl in den Haupt- als auch in den Nebenhistokompatibilititskomplexen
sind bei haploidenten hidmatopoetischen Stammzelltransplantationen fir die Auspragung
einer Graft-versus-Host Disease verantwortlich, sodass nach heutigem Forschungsstand bei der
akuten Form vor allem alloreaktive T-Zellen, bei der chronischen Form hingegen sowohl
alloreaktive T- als auch B-Zellen eine wichtige Rolle im Pathomechanismus einnehmen. Eine
Transplantation von T-Zell-depletierten Stammzellen senkt zwar das Risiko fiir eine akute
Graft-versus-Host Disease, steigert wegen des fehlenden Graft-versus-Tumor-Effekts allerdings
gleichzeitig das Risiko eines Rezidivs der Grunderkrankung.

Beide Formen der Graft-versus-Host Disease werden in erster Linie mittels Steroiden behandelt,
jedoch ist haufig eine Zweitlinientherapie auf Grund fehlenden Ansprechens oder einer
nachlassenden Wirkung der Erstlinientherapie nétig. In so einem Fall stellt die extrakorporale
Photopherese eine gut etablierte Therapiemethode dar. Hierbei werden Spenderleukozyten
Uber ein Aphereseverfahren gewonnen, aullerhalb des Korpers mittels 8-Methoxypsoralen
und Ultraviolett-A-Strahlung behandelt und anschlieBend dem*der Patient*in reinfundiert.
Nach bisherigen Erkenntnissen tritt die dadurch hervorgerufene immunmodulierende
Wirkung auf Basis eines Zusammenspiels zwischen apoptotischen alloreaktiven T-Zellen,
aktivierten antigenprisentierenden Zellen und verschiedenen entziindungshemmenden
Mediatoren ein. Jedoch konnen nicht alle Patient*innen die Voraussetzung des
Aphereseverfahrens — ein grofSlumiger stabiler vendser Zugang — erfiillen, weshalb die
Erforschung des Therapiepotentials einer allogenen extrakorporalen Photopherese wichtig

ist.

Aufbauend auf erste Forschungserfolge mit einer allogenen extrakorporale Photopherese im
Mausmodell der akuten Graft-versus-Host Disease (C57BL/6, H2-b — BALB/c, H2-d; full
mismateh) mit Splenozyten eines genetisch inkompatiblen Spenderstamms (C3H, H2-k),
wurden in der vorliegenden Arbeit zwei weitere im gleichen Mafle inkompatible
Spenderstimme (FVB, H2-q und CBA, H2-k) in dem bereits erprobten Mausmodell auf ihre
Effektivitit als Zellen fur die allogene extrakorporale Photopherese tberprift. Alle
Versuchstiere erhielten in den ersten 20 Tagen nach erfolgreicher Stamm- und
T-Zelltransplantation vier Therapieeinheiten. Gleichzeitig wurde ihre gesundheitliche
Verfassung jeden Tag des insgesamt 42 Tage dauernden Versuchs dokumentiert. Am
Versuchsende sowie bei der vorzeitigen Einschliferung eines Tieres aus Tierwohlgriinden
wurde der Anteil bestimmter Zellpopulationen an den Splenozyten gemessen. Erginzend
hierzu wurde in einer mixed lymphocyte reaction der Tierversuch 7n vitro nachgestellt und nach
einer extrakorporalen Photopherese mit entweder FVB-; CBA- oder C3H-Zellen die
Ausprigung an IL-2-, TNF-o- und IL-10-bildenden CD3" bezichungsweise CD4" Zellen

gemessen.
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Die Auswertung der Versuche ergab, dass keine der beiden zu testenden Spenderstimme in
der Therapie der extrakorporalen Photopherese zu einem signifikant besseren Uberleben
oder einer signifikant geminderten Krankheitslast gegentiber der Kontrollgruppe fiihrte.
Auch konnten keine nennenswerten Unterschiede in den gemessenen Zellpopulationen
festgestellt werden — mit einer Ausnahme. Diese stellte die Gruppe der naturlichen
Killerzellen dar, bei der signifikant mehr Zellen in den bis zum Versuchsende tiberlebenden
Versuchstieren gegentiber den vorher verstorbenen festgestellt werden konnte — allerdings
unabhingig von der erhaltenen Behandlung. In der mzxed hymphocyte reaction konnten keine

signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Ansitzen beobachtet werden.

Anhand des hier durchgefiihrten Versuchs im Mausmodell der akuten Graft-versus-Host
Disease konnte gezeigt werden, dass die allogene extrakorporale Photopherese mit genetisch
differenten Spenderzellen in der hier durchgefihrten Weise nicht zum erhofften
Therapieerfolg fithrt. Sowohl auf Grund der genetischen Ubereinstimmungen als auch der
Unterschiede der Stimme FVB, CBA und C3H verdeutlicht der hiesige Versuch, dass neben
den Haupthistokompatibilititskomplexen noch weitere Oberflichenmarker, etwa die
Nebenhistokompatibilititskomplexe, eine wichtige Rolle in der Wirkweise der
extrakorporalen Photopherese spielen miussen. In Zusammenschau mit dem bisherigen
Kenntnissstand zur Wirkweise der extrakorporalen Photopherese und im Vergleich mit der
bereits erfolgreichen allogenen extrakorporalen Photopherese mit Zellen des Stamms C3H,
deuten die hier erzielten Ergebnisse darauf hin, dass es einer genaueren Zelldifferenzierung
der zur Behandlung mittels extrakorporalen Photopherese gewonnenen Splenozyten bedarf.
Der Vergleich der natiitlichen Killerzellen zwischen den tbetlebenden Versuchstieren und
den im Verlauf verstorbenen bekriftigt die Funktion der natirlichen Killerzellen als
immunmodulatorische Zellen nach himatopoetischer Stammzelltransplantation. Auf
Grundlage der Ergebnisanalyse der mixed lymphocyte reaction vor dem Hintergrund des
Pathomechanismus der Graft-versus-Host Disease kann festgehalten werden, dass es weiterer
grundlegender Untersuchungen bedarf, inwieweit dieses Modell zur Erforschung von

Zytokinmustern bei einer Therapie mittels extrakorporaler Photopherese geeignet ist.

Die nun vorliegende Arbeit leistet somit einen wichtigen Beitrag zur Erforschung der
Modifikation der extrakorporalen Photopherese als Therapie der Graft-versus-Host Disease.
Weitere Versuche mittels allogener extrakorporaler Photopherese im Mausmodell der Graft-
versus-Host Disease, bei denen der Vergleich unterschiedlicher Spenderstimme mit Fokus auf
die Anzahl dendritischer Zellen im Infundat im Mittelpunkt steht, sind notig, um weitere
Erkenntnisse auf dem Weg zur allogenen extrakorporalen Photopherese fiir Patient*innen

zu erhalten.
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