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1 Einleitung

1.1 Hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT)

Die Gewebetransplantation zum Ersatz erkrankter Organe stellt im Allgemeinen heutzutage
eine wichtige und etablierte Behandlungsmethode dar, wobei die zuerst entwickelte und bis
heute noch am héaufigsten verwendete Transplantation die Bluttransfusion ist (Murphy und
Weaver 2018).

Die hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT) gehért heute zur Standard-
behandlung zahlreicher hdamatologischer und genetischer Erkrankungen und kann als eine
besondere Art der Bluttransfusion verstanden werden. Seit der ersten erfolgreichen
Durchfiihrung einer HSCT im Jahr 1968 durch Dr. Robert A. Good wurden mehr als eine
Million HSCT weltweit durchgefiihrt (Huang und Chao 2017).

Die Transfusion hdmatopoetischer Stammzellen ist eine erfolgreich angewendete Therapie,
vor allem bei malignen Erkrankungen des hdmatopoetischen Systems wie einigen Tumoren,
die sich aus Vorlauferzellen im Knochenmark ableiten, zum Beispiel bei bestimmten
Leukamieformen (AML, ALL, CML, CLL) und einigen Lymphomen. Sie findet meist dann

Verwendung, wenn andere Therapieansétze refraktar verlaufen.

Grundprinzip der Transfusion gesunder hdmatopoetischer Stammzellen ist das Ersetzen
eines erkrankten, entarteten blutbildenden Systems durch Spenderstammzellen, die sowohl
die Wiederbesiedlung des Empfangerknochenmarks mit den drei myeloischen Zelllinien
(Erythrozyten, Granulozyten / Makrophagen, Thrombozyten) gewahrleisten als auch den
Aufbau eines funktionierenden Immunsystems ermdéglichen (Thomas et al. 1975). Je nach
Erkrankung und &ueren Umstanden stehen unterschiedliche Transplantationsvorgange zur

Verfugung.

Bei der autologen HSCT werden den Patienten eigene, mdglichst in kompletter Remission
gewonnene Stammzellen entnommen und zu einem spéteren Zeitpunkt retransfundiert. Die
syngene HSCT beschreibt die Transplantation hdmatopoetischer Stammzellen zwischen
genetisch identischen Individuen (eineiige Zwillinge), wobei dies genetisch der autologen
SCT entspricht.
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Die in der Praxis am h&aufigsten angewandte Form ist jedoch die allogene HSCT. Hierbei
entstammen die zu transplantierenden Zellen einem gesunden Fremdspender und kénnen

somit die erkrankte Hamatopoese der Patienten ersetzen.

Um die Chancen auf ein erfolgreiches Engraftment der Spenderzellen und die Regeneration
des neuen Blut- und Immunsystems auf ein Maximum zu erh6hen, wird das
Empfangerknochenmark vor der eigentlichen Transplantation konditioniert. Dies wird
entweder durch alleinige Hochdosis-Chemotherapie, alleinige Strahlentherapie oder durch
kombinierte Radio-Chemotherapie erreicht. Ziele der Konditionierung sind die
Immunsuppression, die Myeloablation und die Eradikation verbleibender Tumorzellen im

Empfangerknochenmark.

Adaptive Immunreaktionen gegen Proteine des Empfangergewebes und vice versa sind

allerdings in den meisten Fallen das groRte Hindernis fiir eine erfolgreiche Ubertragung.

1.2 Graft-Versus-Host Disease (GVHD)

Die Graft-versus-Host Erkrankung (GVHD) gehért zu den Hauptkomplikationen der
allogenen Stammzelltransplantation (aHSCT) (Ferrara et al. 2009; Martinez-Laperche et al.
2018) und tritt in ihrer akuten Form bei ca. 70 % (Kitko und Levine 2015) und in ihrer
chronischen Form bei ca. 40-60 % der Patienten auf (Sung und Chao 2013).

Sie stellt eine protrahiert einsetzende AbstoRungsreaktion dar und ist in ihrer chronischen
Form, auch wenn Tendenzen rucklaufig sind, die Haupttodesursache bei zunéchst
Uberlebenden der aHSCT mit einer Gesamtmortalitat von 40-60 % (Huang und Chao 2017;
Martinez-Laperche et al. 2018). Todesursache sind hauptséchlich opportunistische
Infektionen, die aus der therapiebedingten immunsuppressiven Situation resultieren. Die
GVHD kann als ein Syndrom verstanden werden, das u. a. aus einer Inkompatibilitat der
Minor- und Majorhistokompatibilitatskomplexe zwischen Donor und Empfanger resultiert
(Coghill et al. 2011; Martinez-Laperche et al. 2018). Auf pathophysiologischer Ebene im
Entstehungsprozess der GVHD erkennen reife T-Zellen des Spenders, die das allogene
Knochenmark kontaminieren und durch aktivierte Empfanger-APCs induziert werden,
Gewebe des Empféangers als fremd an und rufen Entziindungsreaktionen hervor (Martinez-
Laperche et al. 2018).
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Das klinische Bild der GVHD, ausgeltst durch die oben beschriebenen, im Transplantat
enthaltenen T-Zellen, flhrt zur Reduktion der Lebensqualitdt und erhéht die Morbiditat und
Mortalitatswahrscheinlichkeit der Patienten. Eine Depletion der T-Zellen im Spender-
knochenmark vor der Transplantation ware demnach eine denkbare Préaventionsmafnahme,
wirde allerdings auBBer Acht lassen, dass ein groRer Teil der therapeutischen Wirkung der
HSCT bei einer Leuk&mie auf einem graft-versus-malignancy-Effekt (GVM) beruht, der
mafgeblich durch jene T-Zellen vermittelt wird (Huang und Chao 2017; Ferrara et al. 2009;
Choi und Reddy 2010). T-Zellen aus dem Spenderblut erkennen hierbei Nebenhisto-
kompatibilitatsantigene oder tumorspezifische Antigene des Empféangers, die von (brig

gebliebenen Leukamiezellen exprimiert werden, und kénnen diese abtoten.

Die Unterteilung der Erkrankung in eine akute (aGVHD) und eine chronische GVHD
(cGVHD) wurde urspringlich anhand des Zeitpunktes der Krankheitsentwicklung
festgemacht, wobei sich die Klassifikation an der zeitlichen Grenze von 100 Tagen
orientiert. Treten Symptome innerhalb der ersten 100 Tage nach aHSCT auf, wird die
AbstoBungsreaktion als ,,akut” beschrieben, wohingegen die Entwicklung von Symptomen
nach 100 Tagen nach der Transplantation als ,,chronisch® bewertet wird. Diese strikte
Aufteilung wurde zunehmend verlassen, da gezeigt werden konnte, dass sowohl klinische
AuRerungen der cGVHD auch in den ersten 100 Tagen auftreten, als auch solche der
aGVHD noch nach 100 Tagen in Kombination mit typischen Symptomen der chronischen
AbstoRBungsreaktion auftreten konnen. Dies flhrte zu einer Neuentwicklung von
Definitionen, die sich mehr an klinischen Symptomen orientieren (Garnett et al. 2013).
Besonders gravierend tritt die Erkrankung auf, wenn Hauptantigene der MHC-Klasse |
oder Il nicht zusammenpassen. Daruber hinaus korreliert das Auftreten einer aGVHD in
besonderem Mal mit einer niedrigen Anzahl an regulatorischen T-Zellen bei allogen
transplantierten Patienten (Rezvani et al. 2006). Weitere Risikofaktoren fir die Entwicklung
der AbstoRungsreaktion bestehen im steigenden Alter der Empfanger, in vorangegangenen
Donor-Alloimmunisationen (oder vorangegangenen aGVHD) und der Art der GVHD-
Prophylaxe. Die am h&ufigsten betroffenen Organe sind die Haut, der Darm und die Leber.
Die Einteilung der Organstadien und die sich daraus ergebenden Gesamtschweregrade der

aGVHD sind aus Tabelle eins und zwei ersichtlich.
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Tabelle 1: Organstadien der akuten GVHD nach Harris et al. (2016)

mit Blasenbildung und
Desguamation
>5 % KO

Haut Leber Darm

Schweregrad | Klinisches Bild Bilirubin mg/dl Diarrhoe ml/Tag (d)

0 Kein Erythem / Exanthem | Bilirubin <2 mg/dl Diarrhoe < 500 ml/d
Kinder: < 10 ml/kg/d
oder < 4x/d

1 Makulopapuldses Bilirubin 2-3 mg/dl Diarrhoe 500-1000 ml/d?

Exanthem Oder 3-6 Stiihle/d oder
< 25 % der KO! Ubelkeit®
Kinder: 10-19,9 ml/kg/d
oder < 4-6x/d

2 Makulopapuloses Bilirubin 3-6 mg/d| Diarrhoe 1000-1500 mi/d

Exanthem oder > 6 Stthle/d
25-50 % der KO Kinder: 20-30 ml/kg/d
oder 7-10x/d

3 Generalisiertes Exanthem | Bilirubin 6-15 mg/dl | Diarrhoe > 1500ml/ d
Kinder: > 30 ml/kg/d
oder > 10x/d

4 Generalisiertes Exanthem | Bilirubin > 15 mg/dl | ,,akuter Bauch* mit oder ohne

paralytischem lleus
blutige Diarrhoe

! Berechnung der Korperoberflache (KO) nach 9er-Regelung

2 Stuhlmenge pro Stuhlgang min. 100-200 ml

*anhaltende Ubelkeit mit histologischen Zeichen einer GVHD in Magen- oder Duodenalbiopsie

Tabelle 2: Gesamtschweregrade der akuten GVHD, mod. nach Glucksberg et al. (1974)

Grad Haut Leber Darm Karnofsky (%0)
0 0 0 0 100
I (leicht) 1-2 0 0 80
0 0-1 0-1
Il (moderat) 0 1 1 70
1-3 0-1 0-1
3 0 0
111 (schwer) 2-3 2-3 2-3 60
IV (lebensbedrohlich) | 2-4 2-4 2-4 40-50

Es wird angenommen, dass die Gradeinteilung nach Glucksberg et al. mit der transplanta-
tionsassoziierten Mortalitat (TRM) korreliert. Bei Grad 0 betrégt die TRM bis zu 28 %, bei
Grad 1V bis zu 92 % (Garnett et al. 2013).

Die Klinik der cGVHD zeigt demgegeniiber mehr Ahnlichkeiten mit einer systemischen

Autoimmunerkrankung. Sklerotische Haut- und Schleimhautverdnderungen, Lungen-

beteiligung, chronische Enteritiden oder chronische Leberdysfunktionen, die auf lange Sicht

zur Fibrosierung der Organe flhren, sind beschriebene Symptommanifestationen. Auch die




1 Einleitung 5

Beteiligung von Muskeln, Faszien und Gelenken ist nicht selten. Die Beurteilung des
Schweregrades der cGVHD, s. Tabelle drei, erfolgt im Gegensatz zur Einteilung der aGVHD
nach den NIH-Konsensuskriterien aus dem Jahr 2005 sowie der Nachfolgekonferenz 2014
(Filipovich et al. 2005; Jagasia et al. 2015).

Tabelle 3: Schweregrade der chronischen GVHD nach NIH-Konsensus-Kriterien (2005, 2014)

Gesamt- mild moderat schwer

Schweregrad

Zahl der betroffenen | 1-2 >2 >2

Organe

Schweregrad der mild mild-moderat schwer
Organmanifestation (auBer Lunge) (Lunge: nur mild) (Lunge: moderat-schwer)

Wie bei soliden Organtransplantationen kann auch eine GVHD im Zusammenhang mit
Nebenhistokompatibilitdtsantigenen auftreten. Eine begleitende Immunsuppression ist
praventiv bei jeder Stammzelltransplantation obligatorisch.

1.2.1 Therapieoptionen der Graft-Versus-Host-Disease

Der Forschungsschwerpunkt des Transplantationsmanagements liegt in der Pravention der
GVHD-Entwicklung. Prophylaktische Therapieregime haben die Funktionsuntiichtigkeit
der Donor-T-Zellen zum Ziel. Einerseits kann dies immunmodulatorisch (z. B. mit
Ciclosporin, MTX, Tacrolimus, MMF) versucht werden; eine andere praventive MaRnahme
besteht darin, die reifen T-Zellen aus dem Transplantat des Spenders vor der Transplantation
in vitro zu depletieren und im Zuge dessen auch die alloreaktiven T-Zellen zu entfernen.
Dies kann mit monoklonalen (z. B. Alemtuzumab, anti CD-52) oder polyklonalen
Antikdrpern wie dem Antithymozytenglobulin (ATG) gelingen. Das Verhindern einer
GVHD hat Vorteile fir die Patienten, gleichzeitig steigt jedoch das Risiko fur ein
Leuk&mierezidiv, da durch die Depletion der Spender-T-Zellen auch der erwiinschte GVM-

Effekt vermindert wird oder ausbleibt.

Treten Symptome einer Abstollungsreaktion auf, stellt die systemische Immunsuppression
mit Glukokortikoiden bei akuter oder chronischer GVHD die Basis der First-Line-Therapie.
Bekannte Nebenwirkungen wie Osteoporose, Hyperglykdmien und die Entstehung von
Diabetes Mellitus oder das Risiko fur die Entwicklung eines Magenulkus erfordern eine

wachsame Balance zwischen Gesundheitsgewinn und Erkrankungs- bzw. Komplikations-
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risiko, was oft in einer Dosisreduktion resultiert. Pilz- und Virusinfektionen sind hdufige
Therapiekomplikationen, eine antiinfektiose Begleitmedikation ist dementsprechend

empfohlen.

Bleibt eine Verbesserung der Symptome aus oder verschlechtert sich die Klinik der Patienten
unter der Therapie, kommt in solchen steroidrefraktdren Situationen die Second-Line-
Therapie zur Anwendung. Dies ist bei bis zu 40 % der Falle einer aGVHD notwendig (Kitko
und Levine 2015).

Neben weiteren chemischen Pharmaka ist bei beiden Formen der GVHD die extrakorporale
Photopherese (ECP) als mdogliche Zweitlinientherapie aufgefiihrt, fir die es aktuell
allerdings noch keine Arzneimittelzulassung in dieser Indikation gibt. Der Einsatz erfolgt
deswegen noch fast ausschliellich im Off-Label-Bereich (Taverna et al. 2015). Dennoch
wird die ECP-Bestrahlungstherapie in der Behandlung von Patienten mit GVHD bereits seit
Jahren weltweit in den renommiertesten Zentren routineméaflig mit bezeichnendem Erfolg
durchgefihrt. Sie wird von zahlreichen hochrangigen, wissenschaftlichen Institutionen als
eine effiziente Behandlung der GVHD empfohlen, und es gibt erste Stimmen, die die
Meinung vertreten, die ECP-Therapie konnte aufgrund der effektiven Wirkung, die sie
besonders bei kutanen Auspragungen hat, zunehmend die immunsuppressiven

Behandlungsregime ablésen (Richet et al. 2018).

1.3 Extrakorporale Photopherese (ECP)

Das therapeutische Verfahren der extrakorporalen Photopherese (ECP) ist, so wie es heute
verwendet wird, ein vergleichsweise junges Therapieverfahren, das 1988 (Marshall 2006)
erstmalig in den USA fr die Therapie des kutanen T-Zell-Lymphoms zugelassen wurde (US
Food and Drug Administration, FDA). Heute wird es fur diese Indikation weltweit in mehr
als 350 Zentren durchgefiihrt (Ventura et al. 2018). Die generelle Idee der Verwendung
ultravioletter Strahlung zur Behandlung von Erkrankungen ist jedoch in keiner Weise eine

Erfindung aus jlngster Zeit.

Mitte des 19. Jahrhunderts war unter dem Begriff ,,Heliotherapie* eine Sonnenlichttherapie
bekannt, die auch zur Behandlung der tuberkuldsen Arthritis empfohlen wurde (Wu et al.
2016). Im Jahr 1877 beschrieben Downes et.al (Wu et al. 2016), dass Sonnenlicht bakterizide
Wirkung zu haben schien und das Immunsystem stimuliere, und in den 1940er-1950er

Jahren wurde UV-Strahlung bereits therapeutisch bei zahlreichen unterschiedlichen



1 Einleitung 7

Erkrankungen eingesetzt, wie beispielsweise zur Behandlung der Sepsis, der Pneumonie
oder der Tuberkulose (Wu et al. 2016). Im Zuge der Entdeckung und Weiterentwicklung der
Antibiotika geriet diese Art der minimal-invasiven Therapie in der zweiten Halfte des
zwanzigsten Jahrhunderts jedoch ins Abseits der Aufmerksamkeit und war schnell nicht

mehr Gegenstand damaliger Forschung (Wu et al. 2016).

Durch vermehrtes Auftreten multiresistenter Keime in den vergangenen Jahren, die
inzwischen nicht mehr hinreichend durch géngige Antibiotika behandelt werden kénnen, ist
es heute von enormer Wichtigkeit, erneut verstarkt in die Forschung ultravioletter Strahlung
und deren immunmodulatorische Effekte als eine mogliche, alternative Behandlungs-
methode von Infektionen zu investieren. Andernfalls konnte sich die Menschheit in naher
Zukunft erneut mit einem seit rund einem Jahrhundert behoben geglaubten Problem tddlich
verlaufender Wund- und postoperativer Infektionen konfrontiert sehen (Bush et al. 2011).
Die Abtétung auch antibiotikaresistenter Keime und die vermutete Abwesenheit von
Resistenzentwicklungen gegen UV-Radiation macht die Lichttherapie und insbesondere die
UVC-Strahlung mit ihrem bekannten keimtdtenden Potenzial zu einem attraktiven

Forschungsgegenstand (Yin et al. 2013).

Waihrend reine ultraviolette Strahlung in den oben beschriebenen Beispielen und
Anwendungsgebieten immunstimulierend wirkt, weist das Therapieprinzip der ECP einen
immunmodulatorischen Effekt auf, wobei Immunmodulation im Sinne einer erforderlichen
Anpassung an die entsprechend vorliegende Immunsituation verstanden wird. Im GVHD-
Setting bewirkt die ECP eine Immuntoleranz, um das Engraftment der Donorstammzellen
zu unterstltzen. Im Rahmen der CTCL-Behandlung hingegen, wirkt die ECP-Therapie

immunstimulierend.

Obwohl die ECP-Behandlung seit mehr als dreiRig Jahren im klinischen Einsatz ist, sind die
molekularen Wirkmechanismen noch nicht génzlich verstanden. Grundhypothese der ECP-
Wirkung ist jedoch die Induktion von Apoptose in Leukozyten, deren Reinfusion mit
nachfolgender Phagozytose durch APCs und der Switch der APC-Aktivitat in Richtung
Immunmodulation (Chen et al. 2015). AuBerdem werden sowohl ein Anstieg anti-
inflammatorischer und eine Abnahme proinflammatorischer Zytokine als auch eine
Produktion antigen-spezifischer Tregs als weitere Schliisselmechanismen beschrieben
(Ward 2011).

Die Praxis der ECP-Prozedur lasst sich in drei Schritte unterteilen: Leukapherese,
Photoaktivierung und Reinfusion. Die Dauer einer ECP-Behandlung betrégt, abhéngig vom
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eingesetzten Apheresegerat, zwischen drei und sechs Stunden, wobei die Behandlung meist
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen erfolgt. Vollblut der Patienten wird hierfir durch einen
meist peripher liegenden, groRlumigen vendsen Zugang gewonnen. Im deutschsprachigen
Raum werden bevorzugt das Inline-Aphereseverfanren UVAR XTS System (Therakos™,
Europe, Ascot, UK) und das Offline-Verfahren von Macopharma verwendet. Beim Inline-
Verfahren erfolgt die Photoaktivierung wahrend der Leukapherese im Zellseparator, der
zuvor mit einem DNA-Interkalator bestiickt wurde. Beim Offline-Verfahren wird das
Leukapheresat in einen Bestrahlungsbeutel Uberfiihrt, ein DNA-Interkalator zugesetzt und
anschlieBend mit UVA bestrahlt.

Sowohl beim Inline-Verfahren als auch beim Offline-Verfahren wird der heute chemisch
hergestellte DNA-Interkalator 8-Methoxypsoralen (8-MOP) als sterile Lésung zugegeben,
z. B. Uvadex® [Methoxsalen], 20 pug/ml, Therakos Europe, Ascot, UK (Schiller et al. 2011).
Urspriinglich ist 8-MOP ein nattrliches Extrakt von Pflanzen der Gruppe der Psoralene und
fand in der Behandlung der Hautkrankheit Vitiligo bereits im alten Agypten Verwendung
(Marshall 2006). Im Rahmen der ECP-Behandlung wird die 8-MOP-L&sung nicht unter
sterilen Bedingungen in den Behandlungsbeutel injiziert. 8-MOP hat photosensibilisierende
Eigenschaften, bewirkt nach Aktivierung durch UVA-Strahlung (315-380 nm)
Zellmembranschédden, DNA-Doppelstrangbriiche und fiihrt durch eine erfolgreiche
Photoaktivierung der Zellen und der Bindung zahlreicher zytosolischer Proteine
anschlieBend zur Apoptose. 8-MOP entfaltet seine toxische Wirkung ausschlieRlich unter
dem Einfluss von UVA-Strahlung (Marshall 2006). Nach Beendigung der Bestrahlungszeit
treten keine weiteren DNA-Strangbriiche mehr auf (Heshmati 2003). Die Bestrahlung erfolgt
in einer Photoaktivierungskammer, die von oben und unten mit UVA-Lampen ausgestattet

ist.

Nach dem Konzept der Hormesis ist die Bestrahlung von ca. 5-15 % der peripheren
Leukozyten fiur ein erfolgreiches Therapieergebnis ausreichend (Gorgun et al. 2002).
Weltweit betrigt die Standarddosis 2 J/Jcm? und bewirkt durch das photosensibilisierende 8-
MOP die Entstehung von DNA-Doppelstrangbriichen durch DNA-crosslinking, die nach
Versagen  zellinterner  Reparaturmechanismen zum  therapeutisch  erwinschten
programmierten Zelltod fiihren. Am Ende der Photoaktivierungszeit - nach Induktion der

Apoptose - werden die behandelten Blutbestandteile den Patienten zuriickinfundiert.

Nach Reinfusion werden die apoptotischen Leukozyten zeitnah von Antigen-

prasentierenden-Zellen (APCs) phagozytiert und somit aus der peripheren Blutbahn entfernt.
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Dieser Vorgang der Phagozytose von apoptotischen Lymphozyten durch unreife
dendritische Zellen mit anschlieBendem Reifungsprozess und Prasentation von antigenen
Peptiden wird von Edelson et al. als Transimmunisierung bezeichnet (Schiller et al. 2011;
Girardi et al. 2006). Transimmunisierung, d.h. der Transfers von Tumorantigenen /
Autoantigenen zu neuen, differenzierenden dendritischen Zellen, induziert u. a. durch
entsprechende Zytokinproduktionen, beispielsweise IL-10, die Entwicklung regulatorischer
T-Zellen (Tregs) (Schiller et al. 2011). Tregs sind wahrscheinlich in der Lage, autoimmun
reagierende T-Zellen bei einer GVHD oder die CD4+ Tumorzellen des Sézary-Syndroms zu
supprimieren. Die Modulation der regulatorischen T-Zellen, die Veranderung des
Zytokinprofils mit der Wiederherstellung eines Th1/Th2-Gleichgewichts und der
Normalisierung des CD4/CD8-Quotienten scheinen eine Schlusselrolle im therapeutischen

Wirkmechanismus der ECP zu spielen (Kuzmina et al. 2015).

Ein Vorteil der ECP gegeniiber der alternativen, herkbmmlichen Glucocorticoidtherapie ist
die Moglichkeit der Reduktion medikamentdser Immunsuppression durch das Wirkprinzip
der Immunmodulation bzw. durch die spezifische Induktion von Immuntoleranz (Chen et al.
2015).

Es gibt keine Berichte zu signifikanten therapiebedingten Infektionsanstiegen oder
sekundaren Folgeerkrankungen. Der Graft-versus-Leukemia-Effekt bleibt unbeeintrachtigt
(Chen et al. 2015) und auch Komplikationen wie dem Tumorlyse-Syndrom wird durch
behutsame, sukzessive Apoptoseinduktion begegnet (Edelson 2014).

Die gute Vertraglichkeit bei wenig Nebenwirkungen fuhrt zu grof3er Patientenzufriedenheit
und seltenen Therapieabbriichen (Edelson 1989; Christensen and Heald 1991; Oliven und
Shechter 2001).

1.3.1 ECP und Autoimmunerkrankungen

In einer wissenschaftlichen Metaanalyse (ber 65 Publikationen, die sich mit ECP-
Erfahrungsberichten in der Anwendung bei Autoimmunerkrankungen (AID) befassen,
beschreiben Kuzmina et al. (Kuzmina et al. 2015) drei Erklarungshypothesen fiir einen

eventuellen Therapieerfolg.

Als Autoimmunitét wird eine Immunreaktion gegen korpereigenes Gewebe bezeichnet, die

aus dem Verlust immunologischer Toleranz resultiert. VVersagen Selektionsmechanismen im
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Knochenmark, in der Milz, in Lymphknoten oder im Thymus tiber autoreaktive B- und/ oder
T-Zellen, kann Fremdes von Korpereigenem nicht mehr differenziert werden und eigene

Gewebe werden vom Immunsystem angegriffen.

Es besteht der beschriebene Verdacht (Kuzmina et al. 2015), dass auch eine unzureichende
Beseitigung von apoptotischem Material moglicherweise einen Beitrag zur Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen leistet. Da festzustehen scheint, dass es unter dem Einfluss der
ECP zu einer Differenzierung der Monozyten hin zu dendritischen Zellen kommt, die,
charakterisiert durch das Oberflachenmolekil CD36, zur Phagozytose beféhigt sind,
beschreiben Kuzmina et al (Kuzmina et al. 2015) dieses Phdanomen als eine Arbeitshypothese
flr eine mogliche klinische Anwendbarkeit der ECP bei AIDs.

Aulerdem seien B-Zellen unter anderem durch die Produktion von autoreaktiven
Antikdrpern bekannte Mediatoren der Autoimmunitit, der wiederum durch den
supprimierenden bzw. normalisierenden Effekt der ECP auf B-Zellen und den B-Survival-

Factor (BAFF) begegnet werden konne.

Als weitere Mdglichkeit fur die Wirkungsweise der ECP-Therapie auf AID flhrt die oben
genannte Berichtanalyse den therapiebedingten Anstieg der Tregs auf, denn laut diversen
Berichten (Kuzmina et al. 2015) sei ein niedriger Spiegel an letzteren in mehreren AID, wie
beispielsweise DM1, SLE und RA festgestellt worden. Forschungsgegenstand der
zusammengefassten Publikationen waren AID wie die atopische Dermatitis, die systemische
Sklerose, SLE, MS, RA und andere.

1.3.2 ECP-Indikationen

Seit der Erstzulassung der ECP-Therapie durch die FDA im Jahr 1988 (Marshall 2006),
damals fiir das fortgeschrittene CTCL, hat sich das Indikationsspektrum auf andere
Krankheitsbilder, auch auf(erhalb des dermatologischen Anwendungsbereichs, erweitert.
Hauptsachlich betrifft das in Deutschland die steroidrefraktéare akute und chronische GVHD
(Lorenz et al. 2015; Gorgun et al. 2002), aber auch die systemische Sklerodermie und die
Behandlung von AbstoRungsreaktionen nach soliden Organtransplantationen, vor allem von

Herz und Lunge (Lorenz et al. 2015).
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1.4 Ziele der Arbeit

Die GVHD zéhlt zu den héufigsten Komplikationen nach einer aHSCT, insbesondere
innerhalb der ersten sechs Monate nach Therapie. In dieser Arbeit wird sie als
Beispielindikation fur eine ECP-Therapie aufgeflihrt, da sie deutschlandweit die dafur
haufigste Indikation darstellt. Die GVHD st ein signifikanter Grund fir den Mortalitéts-
anstieg nach aHSCT. Sie fiihrt dazu, dass der Versuch einer allogenen Stammzell-
transplantation, welche in den meisten Féllen aufgrund therapierefraktdrer Chemo- oder
Radiotherapieansatze die letzte potenziell kurative Therapiemdglichkeit darstellt, nicht

erfolgreich verlauft, sondern Patienten versterben.

StandardmaRig wird die GVHD mit einer Hochdosis-Steroidtherapie behandelt, wobei eine
starke Immunsuppression mit dem hohen Risiko fur opportunistische Infektionen wissend
in Kauf genommen wird. Verlduft die medikamenttse First-Line-Therapie jedoch
steroidrefraktar — oder abhangig, wird inzwischen weltweit die ECP als Second-Line-
Therapie eingesetzt (Schiller et al. 2011). Diese wird nach internationalen Standards mit
UVA-Strahlung bei einer Dosis von 2 J/cm? und mit dem DNA-Interkalator 8-MOP
durchgefiihrt. Die Wellenldnge der UVA-Strahlung (315 nm-380 nm) erlaubt ein
Durchdringen bis auf Dermisniveau, ist jedoch energetisch nicht ausreichend stark, um die
therapeutisch notwenige Apoptose in den bestrahlten MNZ zu induzieren. Aus diesem
Grund ist die etablierte ECP-Therapie unter UVA-Strahlung auf das heute chemisch
hergestellte 8-Methoxypsoralen angewiesen. Das manuelle Injizieren des DNA-Interkalators
in den geschlossenen Behandlungsbeutel birgt jedoch ein potenzielles Kontaminationsrisiko.
Ein bis dahin in sich geschlossenes, steriles System wird erforderlicherweise aufgebrochen

und gerét in unmittelbaren Kontakt mit der direkten Umgebung.

Dementsprechend stellte sich die Frage, ob es durch die Verwendung einer energetisch
starkeren Strahlung wie UVC (100 nm-280 nm), die ohne zuséatzliches Medikament zu den
therapeutisch erforderlichen DNA-Strangbrichen fiihrt, mdglich ist, die Offnung des
Systems durch eine manuelle Injektion in den Behandlungsbeutel zu vermeiden und somit

das Risiko fur Kontaminationen mit Bakterien und Pilzen zu minimieren.

Anhand vergleichender Experimente wurden in der vorliegenden Arbeit die jeweiligen
Wirkungen von UVA und UVC auf die Kinetik und die absoluten Werte des Zelltods

unterschiedlicher Leukozytensubpopulationen einander gegeniibergestellt.
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Ziel der Arbeit war es, die Intensitit und Zeitdauer der UVC-Bestrahlung so einzustellen,
dass das Apoptosemuster und die Apoptosekinetik der konventionellen 8-MOP / UVA-

Bestrahlungstherapie entspricht und diese so im besten Fall austauschbar wére.
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeitsmaterialien und Humane Antikorper

Die nachfolgenden tabellarischen Aufstellungen geben eine Ubersicht tber alle in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Arbeitsmaterialien und humanen Antikorper. Die in
diesem Projekt verwendeten Buffy-Coats wurden aus Vollblutspenden der Abteilung
Transfusionsmedizin der Universitdtsmedizin Gottingen nach Einwilligung der Spender
gewonnen. Sie stellten Restmaterial dar, das flr eine Thrombozytenproduktion nicht
bendtigt wurde. Vor Durchfiihrung der Versuche wurde ein Ethikantrag gestellt und ein

positives VVotum eingeholt.

(Ethik-Komission der Universitatsmedizin Géttingen, Antragsnummer 26/9/17)

Tabelle 4: Nahrmedium

Bezeichnung Material Hersteller
RPMI-Medium RPMI-Medium 1640 (1X) | Gibco, Thermo Fischer
+ GlutaMAX™-1 mit 10 % | Scientific
Fetal Bovine Serum (FBS)

und 1 %
Pencillin/Streptomycin
(PenStrep)
Tabelle 5: Glas- und Plastikmaterialien
Bezeichnung Material Hersteller
FACS-R06hrchen FACS-Rohrchen 5 ml Falcon, Durham (USA)

Polystyrene
Round-Bottom-Tube

Zahlkammer Neubauer-improved Glaswarenfabrik Karl
Zahlkammer Assistent® Hecht, Sondheim v.d. Rhon

Eppendorfgefal Eppendorf Safe-Lock-Tubes | Eppendorf, Wesseling-
1,5ml, 2 ml Berzdorf

Pipettenspitzen Pipettenspitzen 10/20 ul, Starlab International

100 ul, 1000 ul TipOne GmbH, Hamburg
Filter Tip (sterile)

Pipettenspitzen Pipettenspitzen 2,5 pl Biozym, Hessisch
SafeSeal-Tips® Premium Oldendorf
50ml-Reaktionsgefal Falcon Tube, konischer Greiner Bio-One GmbH,

Boden, Cellstar®, steril Frickenhausen
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Zellkulturflaschen

Zellkulturflasche, 250 ml,
75 cm?, Cellstar®, steril

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Zellkulturflaschen

Zellkulturflasche, 25 cm?,
Cellstar®, CytoOne, steril

Starlab International
GmbH, Hamburg

Pasteurpipetten aus Glas

Pasteurpipetten approx.
150 mm

Brand GmbH&Co. KG,
Wertheim

Pipettierhilfe Serologische Pipette 10 ml | Sarstedt AG&Co,
Nimbrecht
Pipettierhilfe Serologische Pipette 25 ml | Sarstedt AG&Co,
Nimbrecht
Tabelle 6: Laborgeréate
Bezeichnung Gerét Hersteller
Zentrifuge Rotanta 46 RS Hettich, Tuttingen
Sterilbank Microflow biological saftey | Nalge Nunc International,
cabinet MDH 51426 (USA/Déanemark)
Vakuumpumpe LABOPORT® N86 KN.18 | KNF, Village-Neuf
(Frankreich)
Durchlichtmikroskop Lichtmikroskop Axiostar Zeiss, Jena
Inverses Auflichtmikroskop | Lichtmikroskop Zeiss, Jena
Axiovert 25
Elektrisches Pipettiergerat | pipetus® Hirschmann Laborgeréte,
Eberstadt
Vortexer Vortexer Typ VF2 IKA®-WerkeGmbH&Co.
KG, Staufen
Durchflusszytometer BD FACSCanto™ Il Flow | BD Biosciences, Frankling
Cytometer Lakes (USA)
Computer PC mit folgeneder BD Biosciences, Franklin
Software: BD FACSDiva Lakes (USA)
Inkubator Inkubator HERA cell ® Heraeus, Hanau

UVA-Bestrahlungsgerat Crosslinker Herolab GmbH,
Cat.N0.3100300 Wiesloch

UV C-Bestrahlungsgerat Crosslinker Herolab GmbH,
Cat.N0.3100100 Wiesloch

Gammastrahler

Gamma Bestrahlungsanlage

STS Steuerungstechnik &
Strahlenschutz GmbH
Braunschweig
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Tabelle 7: Reagenzien

Bezeichnung

Substanz

Hersteller

7-AAD-Lbsung

7-AAD Viability Staining
Solution

BioLegend, San Diego
(USA)

Annexin V-Puffer

Annexin V Binding Buffer

BioLegend, San Diego
(USA)

Annexin V-Antikorper

Anti-human Annexin V
Pacific Blue™

BioLegend, San Diego
(USA)

CD3-Antikorper

Pacific Blue™ anti-human

BioLegend, San Diego

CD3 (USA)
Clone: OKT3
CD4-Antikorper PE anti-human CD4 BioLegend, San Diego
Clone: RPA-T4 (USA)
CD4-Antikorper Pacific Blue™ anti-human | BioLegend, San Diego
CD4 (USA)
Clone: RPA-T4

CDA4-Antikorper

Alexa Fluor®488
anti-human CD4

BioLegend, San Diego
(USA)

Clone: RPA-T4
CD8-Antikdrper PE anti-human CD8 BioLegend, San Diego
Clone: SK1 (USA)

CD8-Antikorper

Alexa Fluor®488
anti-human CD8

BioLegend, San Diego

Clone: SK1
CD14-Antikorper Pacific Blue™ anti-human | BioLegend, San Diego
CD14 (USA)
Clone: M5E2
CD-19-Antikorper PE anti-human CD19 BioLegend, San Diego
Clone: HIB19 (USA)
CD56-Antikorper PE anti-human CD56 BioLegend, San Diego
(NCAM) (USA)
Clone: HCD56

CD39-Antikorper

PE anti-human CD39
Clone: Al

BioLegend, San Diego
(USA)

CD154-Antikorper

PE anti-human CD154

BioLegend, San Diego

Clone: 24-31 (USA)
CD69-Antikorper APC anti-human CD69 BioLegend, San Diego

Clone: FN50 (USA)
CD137-Antikorper PE anti-human CD137 BioLegend, San Diego

(4-1BB) (USA)

Clone: 4B4-1

DNA-Interkalator

Methoxypsoralen-Lésung
0,02 mg/ml

Universitatsmedizin
Gottingen (Apotheke)
Deutschland
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Destilliertes Wasser

Ampuwa® Spullésung
1000 ml Plastipur®

Fresenius Kabi, Frankreich

Natriumcitrat-
Stammldsung

73,525 g Tri-Natriumcitrat-
Dihydrat in 1 Liter
destilliertem Wasser

Merck, KGaA, Darmstadt

Antibiotikum

Penicillin / Streptomycin

Thermo-Fischer, Gibco

MACS-Puffer

autoMACS® Running
Buffer, MACS Separation
Buffer

Miltenyi Biotec

PBS

PBS pH 7,4 (1X)
Phosphate Buffered Saline
[-]Cacl>

[-IMgCl2

gibco®by life
technologies™

Trenn-L6sung

Ficoll-Paque™PLUS
endotoxin tested
(<0,12EU/ ml)

GE Healthcare Bio-
Sciences AB,
Schweden

Zytokinstimulation

lonomycin — 2 uM

Sigma, Aldrich, St.Louis,
USA

Zellaktivierung

Phorbol Myristat Acetat
(PMA) — 40 ng/ml

Sigma, Aldrich, St.Louis,
USA

2.2 Allgemeine Informationen zu Versuchsbedingungen

Wenn im Folgenden nicht anders angegeben, wurden die beschriebenen Zentrifugations-

schritte bei 20 °C und einer Beschleunigung und Bremse von R =9 durchgefihrt. Die

Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO- im Inkubator. VVor Einbringen von

Materialien unter die Sterilbank wurden diese stets mit Ethanol desinfiziert. Das Absaugen

von Uberstanden erfolgte mittels Vakuumpumpe und Glaspasteurpipette. Werden

nachfolgend Zellzahlen angegeben oder diese als Bestandteil der Probenvorbereitung

ermittelt, erfolgte dieser Schritt mit einem Durchlichtmikroskop unter Verwendung einer

Neubauer-Zahlkammer, wobei die Zelldichte stets mit dem inversen Auflichtmikroskop

kontrolliert wurde.
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2.3 Vorbereitung der Zellkulturen
2.3.1 Gewinnung mononuklearer Zellen (MNZ) aus Buffy-Coats

Um die Auswirkung der UVC-Strahlung auf humane Leukozyten mit der bewahrten
Wirkung von 8-MOP / UVA-Strahlung in in vitro Experimenten vergleichend untersuchen
zu konnen, wurden mononukledre Zellen (MNZ) aus Buffy-Coats verwendet. Buffy-Coats
entstehen durch die Auftrennung einer Vollblutspende und enthalten neben Leukozyten und
Thrombozyten, die den GroRteil ausmachen, eine Mischung verschiedener Zellarten. Fur die

nachfolgenden Versuche mussten die benttigten MNZ aus den Buffy-Coats isoliert werden.

Fur die Isolierung der Leukozytenschicht wurde das Blut der einzelnen Buffy-Coats
homogen vermengt und anschlieBend 25 ml davon in ein 50 ml-Reaktionsgefal} gegeben.
Des Weiteren wurde die Natriumcitrat-Stammldsung im Verhéltnis 1:1 mit PBS gemischt,
wodurch eine Natriumcitrat-PBS-Ldsung entstand. AnschlieBend wurden 25 ml dieser
Natriumcitrat-PBS-L6sung zu dem Vollblut des Buffy-Coats in das 50 ml -Reaktionsgefald
hinzugegeben. Die erhaltene Losung wird als Zellsuspension bezeichnet. Gleichzeitig
wurden in ein weiteres 50 ml-Reaktionsgefa? 20 ml Ficoll-Trennl6sung gegeben und
vorsichtig mit 30 ml Zellsuspension Uberschichtet. Nach einer Zentrifugation bei
Raumtemperatur (20 °C) mit 600 g fur 30 min und einer Bremse R = 0 wurde zunéachst die
oben aufliegende Plasmaschicht mittels Glaspasteurpipette und Vakuumpumpe zu einem
Groliteil abgesaugt und 3-5 ml der darunterliegenden Leukozytenschicht in ein weiteres
50 ml-ReaktionsgefaR uberfuhrt. AnschlieBend wurden die extrahierten MNZ in einem
dreifachen Volumen der hergestellten Natriumcitrat-PBS-L6sung resuspendiert und mit
200g fur zehn Minuten zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde nach dem
Zentrifugieren erneut abgesaugt. Das verbliebene Zellpellet wurde in 8 ml Natriumcitrat-
PBS-L6sung erneut resuspendiert und auch wieder mit 200 g fiir zehn Minuten zentrifugiert.
Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde wiederum das erhaltene Zellpellet in 5 ml

PBS+BSA resuspendiert und in 25 cm? groRe Zellkulturflaschen pipettiert.

2.3.2 Bestrahlung der gewonnenen MNZ

Im ersten Teil der Arbeit wurden die Zellen in den Kulturflaschen nach Zugabe von jeweils
50 ul 8-Methoxypsoralen (8-MOP) mit UVA-Licht bestrahlt. Die Bestrahlungsdosis betrug

entsprechend der international anerkannten Standardtherapie 2 J/cm?.
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Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Zellen ohne Zugabe von 8-MOP mit UVC-Licht
bestrahlt. Hier betrug die Dosis zundchst in Anlehnung an die bewahrte UVA-
Standardtherapie ebenfalls 2 J/cm?. UVC-Licht wird jedoch durch die Plastikoberfliche der
Kulturflaschen starker absorbiert, weshalb hoéhere Dosen notwendig sind, um eine
vergleichbare Dosisleistung an der Zelloberflache zu erreichen. Mittels Messsonde wurde in
repetitiven Versuchen der Verlust der beiden unterschiedlichen Strahlungen, UVA und
UVC, durch die Plastikoberflache ermittelt. Wahrend UVA-Strahlung bei der
Standardstrahlendosis von 2 J/cm? durch die Plastikoberflache einen Verlust von 10 %
aufwies, wurde bei UVC-Strahlung und gleicher Strahlendosis ein Verlust von 70 %
gemessen. Im weiteren Verlauf des Projektes wurden die UVC-Bestrahlungsdosen
infolgedessen auf 6 J/cm? erhoht, um die vergleichbare Dosisleistung bei UVA-Strahlung
von 1,8 Jlcm? zu erreichen. Die Berechnungsgrundlage der Bestrahlungsdosis von UVC
6 J/cm? ist ersichtlich aus der Abbildung 6 in Kapitel 3.

Nach der Bestrahlung wurden die 5 ml-Zellen aus den Kulturflaschen zurick in ein 50 ml-
Reaktionsgefal pipettiert und mit zehn Milliliter PBS+BSA aufgefullt. Daraufhin erfolgte
eine Zellz&hlung in einer Verdinnung von 1:10 in PBS+BSA-Ldsung.

Nach Berechnung der Zellzahl wurde die entsprechende Millilitermenge mit 350 g fir zehn
Minuten abzentrifugiert, der entstandene Uberstand erneut abgesaugt und wiederum das
erhaltene Zellpellet unter der Sterilbank in 4 ml auf Raumtemperatur erwdrmtes RPMI-
Medium resuspendiert.

Fur eine Zeitreine wurden jeweils 4 Zellkulturen a 10x10° Zellen angelegt, die an vier

aufeinanderfolgenden Tagen verwendet wurden.

2.3.3 RPMI-Zellkulturmedium

Das Zellkulturmedium wurde stets unter sterilen Bedingungen und maximal fir die
Verwendung von drei Wochen hergestellt. Es setzt sich zusammen aus 450 ml RPMI 1640,

50 ml Fetal Bovine Serum und 5 ml Penicillin / Streptomycin.
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2.4 Farbung
2.4.1 Aufarbeitung und Assays

An vier aufeinanderfolgenden Tagen wurden die Lymphozytensubpopulationen gefarbt und
gemessen. Mengenangaben sind aus der nachfolgenden Tabelle 8 ersichtlich. Ziel war es,
die Apoptosekinetik im Verlauf von 96 Stunden zu untersuchen.

Zunéchst wurden die Zellen aus den Zellkulturflaschen, die bei 37 °C und 5% CO> im
Inkubator aufbewahrt wurden, entnommen und in jeweils 50-ml-Reaktionsgefalie pipettiert.
Im Anschluss daran wurden die Zellen in den ReaktionsgefaRen mit 350 g fiir zehn Minuten
abzentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen, die Zellpellets in je 800 ul
MACS-Puffer resuspendiert und dann a 100 ul auf die FACS-R6hrchen verteilt, wobei in

das Kontrollréhrchen 300 ul gegeben wurden.

AnschlieRend erfolgte die Zugabe der humanen Antikorper. Nach 15-mindtiger Inkubation
unter Lichtausschluss wurden die Proben in jedem Réhrchen mit je 2 ml MACS-Puffer
aufgefillt und erneut mit 350 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Daraufhin wurde jedes Zellpellet
in 100 ul Annexin V-Puffer resuspendiert und sowohl mit 2,5 pl Annexin V-Antikorper als
auch mit 5 pl 7-AAD-Antikorper erganzt. Nach erneuter 15-min(tiger Inkubationszeit unter

Lichtausschluss wurden abschlieRend 400 ul Annexin V-Puffer hinzugefigt.

Die hergestellten Proben konnten im darauffolgenden Schritt im Durchflusszytometer
analysiert werden. Hier konnten sowohl der gesamte Apoptosegrad mittels Annexin V
positiver Zellen ermittelt werden, als auch der Prozentanteil an Zellen davon, die sich bereits
in Spatapoptose befanden und zuséatzlich auch 7-AAD-positiv waren.

Tabelle 8: FACS-Assays

Assay Antikorper Menge Fluoreszenz
1. CD3 1,0ul Pacific Blue
CD4 T-Helper cells CD4 0,75 ul PE
Annexin V 25ul FITC
7-AAD 5,0 pl
2. CD3 1,0ul Pacific Blue
CD8 Cytotoxic T cells CD8 2,5l PE
Annexin V 2,5l FITC
7-AAD 5,0 pl
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3. CD14 5,0 ul Pacific Blue

CD19 B cells CD19 1,0 ul PE

CD14 Monocytes Annexin V 2,5 ul FITC
7-AAD 5,0ul

4. CD3 1,0 ul Pacific Blue

CD3- CD56+ NK cells CD56 5,0ul PE

CD3+ CD56+ NKT Annexin V 2,5 ul FITC

cells
7-AAD 5,0 ul

5. CD4 1,5ul Pacific Blue

Tregs CD39 5,0 ul PE

TH17 cells Annexin V 2,5 ul FITC
7-AAD 5,0 ul

6. Unstained

Control

Die folgenden Abbildungen eins bis finf zeigen reprasentative Beispielausziige der FACS-

Analyse zu jeder untersuchten Zellpopulation, jeweils an Tag null.
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Abbildung 1: FACS-Analyse CD3+ CD4+ Tag 0
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Abbildung 2: FACS-Analyse CD3+ CD8+ Tag 0

291117 _d0_A-stained BT
3 D14 Monozten

L |

@ =

= 7

E -

=

s"a

o

¥ e - i
|||||| LI ||||||| LI ||||||| LI ||||||| T
10 10 I 10

FE-A

Abbildung 3: FACS-Analyse CD14+ und CD19+ Tag 0
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Abbildung 5: FACS-Analyse CD3+ CD56+ und CD3- CD56+ Tag 0

2.4.2 Bestimmung des Apoptosestadiums

Die Farbstoffmarkierung zur Bestimmung der Apoptoserate der untersuchten MNZ wurde
stets in einer Doppelfarbung unter Verwendung von Annexin V und 7-AAD durchgefihrt.
Intakte, physiologisch gesunde Zellen reagieren auf beide Farbungen negativ,
frihapoptotische Zellen werden durch Annexin V detektiert, jedoch nicht durch 7-AAD.
Spéatapoptotische Zellen reagieren hingegen auf beide Farbungen positiv. Auch nekrotische
Zellen reagieren positiv auf die Farbung mit Annexin V und 7-AAD.

2.4.2.1 Annexin V

Bei der Farbung mit einem Annexin V-Antikdrper bindet dieser selektiv an negative
Phospholipide (bzw. Phosphatidylserin), welche in vitalen Zellen in der inneren Schicht der
Zellmembran zu finden sind. Im Rahmen der Apoptose geht die Asymmetrie der
Zellmembran verloren. Phosphatidylserin ist dann auch verstarkt in der &uf3eren Schicht der
Zellmembran exprimiert und kann somit mit Fluorochrom-markierten Annexin V-
Antikorpern sichtbar gemacht werden. Dadurch kann nach der Zellfarbung zwischen

apoptotischen und vitalen Leukozyten unterschieden werden.
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2.4.2.2 7-Aminoactinomycin

Der Apoptosemarker 7-Aminoactinomycin (7-AAD) gehort zur Stoffklasse der Peptide und
wird als Zellfarbstoff verwendet. Es farbt spezifisch avitale Zellen, die im Zuge des Zelltodes
ihren asymmetrischen Zellmembranaufbau verlieren. Durch den Verlust der intakten
Zellmembran kann 7-AAD in das Zellinnere gelangen, spezifisch zwischen Cytosin und

Guanin die DNA interkalieren und deren Fluoreszenzeigenschaft verandern.

2.5 Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)

Bei der GVHD erkennen Spender-T-Lymphozyten HLA-Antigene der antigenprésen-
tierenden Empfangerzellen, wodurch T-Zellen aktiviert werden und unter Sekretion
proinflammatorischer Zytokine proliferieren. Diese Situation lasst sich in vitro mithilfe der
Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) konstruieren und wird als Nachweisverfahren von
alloreaktiven T-Zellen verwendet, wenn z. B. bei der Auswahl von Knochenmarkspendern
eine moglichst niedrige Alloreaktivitét essenziell ist. Technisch gesehen handelt es sich bei
der MLR um ein zelluldres ex vivo Immunoassay aus zwei genetisch unterschiedlichen
Lymphozytenpopulationen, welches die T-Zell-Reaktionen auf auRRere Stimuli einschéatzt
und im Fall dieser Arbeit ein in vitro-Modell der Gewebeabstoung darstellt. Hierbei wurden
im Rahmen des Projektes bestrahlte Zellen, wie z. B. reife dendritische Zellen (DC), als
Stimulatoren zusammen mit allogenen T-Lymphozyten eines potenziellen Spenders als
Effektorzellen ko-kultiviert, um im Anschluss die Spender-T-Zell-Reaktion quantifizieren
zu konnen. Die Bestrahlung mit 20 Gy imitierte hierbei die erforderliche Hochdosis-
Chemotherapie, die Patienten vor einer aHSCT erhalten, und sollte die im Versuch
erwinschte unidirektionale Immunantwort erreichen. T-Lymphozyten werden hierbei als
Responder / Efferktorzellen durch die zuvor mittels Bestrahlung inaktivierten DCs
(Stimulatorzellen) zur Proliferation angeregt (one-way-reaction) und anschliefend in ihrer
Reaktivitat gemessen (Mangi und Kantor 1975) (Harrison und Paul 1973).

Durch Féarbung von Aktivitdtsmarkern konnen mittels FACS-Analyse Schliisse lber die
Proliferationsrate gezogen werden. Proliferieren Zellen bzw. steigt ihre Aktivitat durch
Wachstum und Teilung, sind sie reaktiv und das Transplantat wirde im Umkehrschluss in

vivo mit groBer Wahrscheinlichkeit abgestoRen werden.
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Fir die Isolierung der Leukozytenschicht wurde das Blut der einzelnen Buffy-Coats, wie
oben unter ,,Gewinnung MNZ aus Buffy-Coats* beschrieben, mittels Ficoll-Dichte-

gradienten gewaschen, zentrifugiert und separiert.

Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet nach Absaugen der oben
aufliegenden Plasmaschicht in 15 ml RPMI-Medium resuspendiert und die erhaltenen MNZ
mit einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt. Eine der beiden in Zellkulturmedium
resuspendierten Zellpopulationen wurde im Anschluss daran mit 20 Gy y-Strahlung bestrahlt
und im Folgenden mit der unbestrahlten Zellpopulation in zweifacher Ausfiihrung ko-
kultiviert. Es wurden je Population 10x10° Zellen in 20 ml Medium in Kultur gebracht.

Nach 24 Stunden wurde unter sterilen Bedingungen unter der Sterilbank eine der beiden
inkubierten Zellkulturen der standardisierten ECP-Therapie unterzogen. Dazu wurden der
Zellkultur zunéchst 2 ml bzw. 10 % der Zellen entnommen, in eine 25 cm?-Zellkulturflasche
umpipettiert und 20 ul 8-MOP zugegeben. Im Anschluss wurden die Zellen mit der
Standard-UVA-Dosis von 2 J/cm? bestrahlt, daraufhin zuriick in ihre urspriingliche
Zellkulturflasche gegeben und weiter bei 37 °C inkubiert. Nach 72 Stunden im Anschluss
an die ECP-Therapie wurde die mit 8-MOP / UVA therapierte Zellpopulation mit der
unbehandelten Kontrollpopulation mittels Durchflusszytometrie anhand der Farbung in ihrer

Aktivitatsauspragung verglichen. Tabelle neun zeigt die verwendeten Mengenangaben.

Tabelle 9: MLR-Assays

Assay Antikdrper Menge Fluoreszenz
1. CD4 5ul Alexa 488
Aktivierte CD154 5ul PE
CD4 T-helper-cells

CD69 5ul APC
2. CD8 5ul Alexa 488
Aktivierte CD69 5ul APC
CD8 Cytotoxic T cells

CD137 5ul PE
3. CD3 2,5 ul Pacific Blue
Aktivierte NK-Zellen CD56 5ul PE

CD69 5ul APC
4. Unstained
Control
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2.6 Statistik und Softwareprogramme

Um die zwei Strahlenarten UVA und UVC auf ihre apoptoseinduzierende Wirkung in den
untersuchten Leukozytensubpopulationen vergleichen und analysieren zu kénnen, wurden
die erhobenen Ergebnisse mit dem statistischen Softwareprogramm Graph Pad Prism in
Saulendiagrammen objektiviert dargestellt. Der Globalvergleich ANOVA wurde ebenfalls
mit Graph Pad Prism ermittelt. AnschlieRend wurden mithilfe von TIBCO Statistica™
aussagekraftige p-Werte zu signifikanten Unterschieden in der apoptoseinduzierenden
Wirkung von 8-MOP/ UVA und UVC errechnet. Als signifikanter Unterschied wurde
p < 0,05 definiert. Ziel der Arbeit war es, die Nicht-Unterlegenheit der UVC-Wirkung durch
p-Werte > 0,05 zu zeigen. Falls nicht anders angegeben, werden Daten als Mittelwert +
Standardabweichung (STABW) angegeben.
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3 Ergebnisse

Die extrakorporale Photopherese mit 8-MOP und UVA st seit Jahren eine bewahrte

Therapieoption bei zahlreichen Erkrankungen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kombination aus UVA-Strahlung und 8-MOP im
Sinne der etablierten ECP-Therapie mit der Wirkung von UVC-Strahlung in einem in vitro
Modell mit der Wirkung von UVC-Strahlung verglichen. Gegenstand der Untersuchung war
der Vergleich der jeweils induzierten Apoptosekinetik in den bestrahlten mononukleédren
Zellen, da die Induktion des programmierten Zelltods mit nachfolgender Immunmodulation
im Organismus des Patienten als der grundlegende Wirkmechanismus in der ECP-
Behandlung verstanden wird, auch wenn die exakte Wirkungsweise der Photochemotherapie

bis dato noch nicht ganzlich begriffen ist.

Fur einen erfolgreichen Therapieverlauf ist allerdings nicht nur eine mdglichst hohe
Apoptoserate von 5-10 % der bestrahlten Leukozyten, sondern auch die Kinetik, also der
stufenweise Anstieg der Apoptose von Bedeutung, um u. a. auch proinflammatorischen

Prozessen vorzubeugen.

Fir einen vollstandigen Uberblick und einen grundlegenden Vergleich wurde zunéchst die
bereits bekannte apoptoseinduzierende Wirkung von 8-MOP / UVA 2J/cm? (n=9) in
mehreren in vitro Versuchen reproduziert und mit einer unbehandelten Zellgruppe (n = 11)
verglichen. Daraufhin wurde in zwei weiteren Versuchsabschnitten die Apoptoseinduktion
durch UVC-Strahlung getestet. Im ersten Schritt, angelehnt an die ECP-Therapiedosis mit
UVA, mit einer Dosisleistung von 2J/cm? (n=9) und im zweiten Schritt, nach
Beriicksichtigung der Strahlenabsorption durch das Plastik der Kulturflasche, in dreifacher
Dosierung mit 6 J/cm? (n = 12). Die Dosissteigerung ist hier lediglich ein Ausgleich des
Verlusts an Strahlungsleistung durch die Plastikoberflache der Kulturflaschen. Die Dosis,
die die Zelloberfliche erreichte, war bei 8-MOP/ UVA 2J/cm? und UVC 6 J/cm?
rechnerisch identisch und betrug 1,8 J/cm?. Die Berechnungsgrundlage der UV-Dosis ist aus

der folgenden Grafik ersichtlich.
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Bestrahlung mit 2 J/cm? und
Wirkungsverlust durch Plastikoberflache
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Abbildung 6: Wirkungsverlust durch Plastikoberflache. UVA und UVC im Vergleich

AbschlieBend wurden die Messergebnisse der beiden UVC-Versuche mit den Ergebnissen
von 8-MOP / UVA 2 J/lcm? und der Kontrollgruppe statistisch verglichen. Als Apoptose-
marker wurden Annexin V und 7-AAD verwendet, die in vier aufeinanderfolgenden Tagen

mittels Durchflusszytometrie in ihrem Anstieg gemessen wurden.

3.1 Apoptosekinetiken im Vergleich — Annexin V

Im Folgenden werden die Reaktionen der untersuchten Zellgruppen auf die konventionelle
Bestrahlung mit UVA in der Standarddosis von 2 J/cm? unter Zugabe von 8-MOP
beschrieben und im Anschluss mit den Apoptosekinetiken unter dem Einfluss von UVC-
Strahlung verglichen. Aus den Grafiken geht jeweils ebenfalls die Apoptosekinetik einer
unbehandelten Kontrollgruppe hervor, die an Tag drei jeweils signifikant geringere
Apoptoseraten aufweist und so die apoptoseinduzierende Wirkung der ECP-Therapie und
die der UVC-Strahlung bestétigt.

Der Vollstandigkeit halber und um der Mdoglichkeit einer rein zuféllig steigenden
Apoptosekinetik nach UVC-Bestrahlung zu begegnen, wurden in drei Versuchen (n = 3) aus
drei unterschiedlichen BCs je zwei parallele Versuchsreihen gestartet. Dabei blieb eine
Versuchsreihe als Kontrollgruppe unbehandelt, wahrend die andere mit UVC-Licht in der
Dosis 2 Jlcm? bestrahlt wurde. Aus den Ergebnissen konnte auf eine eindeutige und
unabhdangige apoptoseinduzierende Wirkung von UVC-Strahlung geschlossen werden, die

sich in darauffolgenden Versuchsdurchgangen stets wiederholte.
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Der Globalvergleich ANOVA der drei Parallelversuche war fur alle untersuchten
Subpopulationen an Tag eins, zwei und drei signifikant. Fiir CD3+ CD4+ T-Helferzellen mit
p < 0,01, fir CD3+ CD8+ zytotoxische T-Zellen und CD14+ Monozyten mit p < 0,05. Fir
CD19+ B-Zellen war ANOVA signifikant mit p < 0,05, fir CD3+ CD56+ NKT-Zellen mit
p <0,01 und fur CD3- CD56+ NK-Zellen mit p < 0,05. Lediglich zu den regulatorischen T-
Zellen liel? sich keine Aussage treffen, da durch Probenausfall der VVersuch nicht auswertbar
war. Die drei parallel durchgefiihrten Versuchsreihen wurden mit ihren Ergebnissen in die
unbehandelte Kontrollgruppe und in die mit UVC 2 J/cm? bestrahlte Kohorte statistisch

aufgenommen und finden im Folgenden in der Gesamtauswertung ihren Ausdruck.

Im Folgenden werden die einzelnen Reaktionen der untersuchten Leukozytensub-
populationen beschrieben. Die Grafiken beziehen sich hier auf den Apoptoseindikator

Annexin V.

3.1.1 Apoptosekinetik von CD3+ CD4+ Effektorzellen

CD3+ CDA4+ Zellen reprasentieren eine Subgruppe der T-Lymphozyten, auch T-Helferzellen
genannt. T-Helferzellen haben die Aufgabe, ihnen an MHCII-Rezeptoren prasentierte
Antigene zu erkennen, Zytokine zu synthetisieren, auszuschiitten und somit weitere
Komponenten des Immunsystems wie Makrophagen oder zytotoxische T-Zellen zu
mobilisieren. Im zirkulierenden Blut eines gesunden Erwachsenen machen sie 27-57 % der
Lymphozyten aus und lassen sich in TH1, TH2-Zellen und TH17-Zellen unterteilen. Auf
UVA-Bestrahlung reagierten T-Helferzellen vulnerabel und gingen drei Tage nach
Behandlung beinahe vollstdndig in Apoptose. Unter dem Einfluss von UVC-Strahlung war
ebenfalls ein stetiger Anstieg der Apoptoserate zu erkennen, die Kinetik verlief jedoch

insgesamt etwas langsamer.
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Abbildung 7: CD3+ CD4+ Apoptosekinetiken im Vergleich: 8-MOP / UVA 2 J, UVC 2 J, UVC 6 J, unbehandelte Kontrolle

*p<005 **p<00l ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

An Tag null, ca. eine Stunde nach der etablierten ECP-Therapie mit UVA 2 J/cm?, wurde
eine Apoptoserate von 6,5 % gemessen. Nach Ablauf von 24 Stunden, an Tag eins, war die
Apoptoserate bereits auf 42,2 % angestiegen und am darauffolgenden Tag zwei waren es
58,2 %. Am dritten Tag, ca. 72 Stunden nach ECP-Therapie, konnte eine Zelltodrate von
86 % festgestellt werden. Die Standardabweichung (STABW) am dritten Tag betrug 6,5 %.
Die unbehandelte Kontrollgruppe zeigte Uber den Zeitraum der 72 Stunden ebenfalls einen
stetigen Anstieg der Apoptoserate und erreichte an Tag drei einen Mittelwert von 13,9 %
mit einer STABW von 7,8 %.

Auf alleinige UVC-Strahlung reagierten CD3+ CD4+ Zellen tiber den gemessenen Zeitraum
von 72 Stunden mit einem konstanten Apoptoseanstieg. Im ersten Versuchsdurchgang mit
2 Jlem? wurden an Tag null 4,5 % der Zellen in Apoptose gemessen, an Tag eins 29,4 % und
an Tag zwei 40,8 %. An Tag drei betrug die Apoptoserate 50,8 %. Nach Verdreifachung der
Strahlendosis auf 6 J/cm? betrugen die durchschnittlich gemessenen Apoptosewerte an Tag
null 9,4 %, an Tag eins 34,7 % und an Tag zwei 62,2%. An Tag drei wurde ein
Durchschnittswert von 69,1 % erhoben.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant, mit p < 0,0001.

Insgesamt gingen CD3+ CD4+ T-Helferzellen vergleichsweise zdgerlich in Apoptose.
Wahrend an Tag drei 8-MOP / UVA eine Apoptoserate von 85,8 % erreichte, waren es unter
dem Einfluss der angepassten UVC-Bestrahlung auf 6 J/cm? 69,1 %. Bis einschlieRlich Tag

zwei zeigten die Ergebnisse keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
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untersuchten Strahlenarten, lediglich an Tag drei wurde ein signifikanter Unterschied mit
p < 0,001 festgestellt.

Nach Dosissteigerung der UVC-Strahlung von 2 J/cm? auf 6 J/cm? zeigten sich signifikante

Apoptosewertsteigerungen an Tag zwei und drei, jeweils mit p < 0,001.

3.1.2 Apoptosekinetik von CD3+ CD8+ Effektorzellen

CD3+ CD8+ Zellen reprasentieren eine Subgruppe der T-Lymphozyten, auch zytotoxische
T-Zellen genannt. Wie T-Helferzellen sind auch sie Teil des spezifischen Immunsystems
und haben die Aufgabe, Antigene an MHC I-Rezeptoren zu erkennen und im Fall einer
Virusinfektion oder einer Entartung der Zelle diese durch zytotoxische Substanzen oder

durch Aktivierung eines Fas-Rezeptors abzutéten.
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Abbildung 8: CD3+ CD8+ Apoptosekinetiken im Vergleich: 8-MOP / UVA 2 J, UVC 2 J, UVC 6 J, unbehandelte Kontrolle

*p<005 **p<00l ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

CD3+ CD8+ Zellen waren fir die Wirkungen der ECP-Therapie mit 8-MOP / UVA stark
anféllig und gingen nahezu vollstandig in Apoptose. Wéhrend an Tag null die Apoptoserate
noch bei 4,7 % lag, stieg sie an Tag eins bereits auf 55 %. An Tag zwei wurden 82,9 %
gemessen und ca. 72 Stunden nach Wirkung der ECP-Therapie lag eine Apoptoserate von
rund 95 % vor. Die STABW an Tag drei betrug 2,4 %. Die unbehandelte Kontrollgruppe

erreichte an Tag drei eine Apoptoserate von 15 %.
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Unter UVC-Strahlung zeigten CD8-Effektorzellen ebenfalls eine starke Apoptoseinduktion.
Im ersten Versuchsdurchlauf mit einer Bestrahlungsdosis von 2 J/cm? verlief die Apoptose-
kinetik konstant steigend, die Apoptoserate betrug an Tag null 3,8 %, an Tag eins 33,1 %,
an Tag zwei 43,7 % und an Tag drei 61,8 %. Die STABW an Tag drei betrug 14,2 %. Nach
Verdreifachung der Dosisleistung auf 6 J/cm? stiegen die Apoptosewerte im Mittel an. An
Tag null wurden zunéchst 3,3 % gemessen, an Tag eins 35,2 % und an Tag zwei Werte von

81,3%. An Tag drei betrugen die durchschnittlichen Apoptosewerte 75,8 %.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant, mit p < 0,0001.

CD3+ CD8+ Effektorzellen reagierten sowohl unter 8-MOP / UVA als auch und unter der
Alternativstrahlung UVC mit einem starken Apoptoseanstieg. An Tag drei wurden unter
UVC 6 J/cm? im Mittel Werte von 75,8 % gemessen. Die Apoptoserate unter 8-MOP / UVA
betrug an Tag drei 94,5 %, rund zehn Prozentpunkte mehr als unter dem Einfluss reiner
UVC-Strahlung. Signifikante Unterschiede zwischen den zwei Strahlenarten zeigten sich an

Tag eins mit p < 0,01 und an Tag drei mit p <0,001.

Nach Dosissteigerung der UVC-Strahlung von 2 J/cm? auf 6 J/cm? zeigten sich signifikante

Apoptosewertsteigerungen an Tag zwei mit p < 0,001 und an Tag drei mit p < 0,01.

3.1.3 Apoptosekinetik von CD14+ Zellen

CD14 ist das charakteristische Oberflachenmolekul (cluster of differentiation) der
Monozyten. Monozyten zirkulieren bis zu 48 Stunden im Blut, machen 2-8 % der
Leukozyten aus und besitzen die Fahigkeit zur aktiven Migration in umliegendes Gewebe,
wo sie zu Makrophagen ausdifferenzieren. Sie sind Teil des angeborenen unspezifischen
Immunsystems und haben die Aufgabe der Phagozytose fremder Partikel mit anschliel3ender
Antigenprasentation auf MHC Il-Rezeptoren.
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Abbildung 9: CD14+ Apoptosekinetiken im Vergleich: 8-MOP / UVA 2 J, UVC 2 J, UVC 6 J, unbehandelte Kontrolle

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

In der vorliegenden Arbeit reagierten CD14+ Zellen im Rahmen der ECP-Therapie mit
einem konstanten Apoptoseanstieg auf UVA-Bestrahlung. An Tag null wurde eine
Zelltodrate von 9,6 % gemessen, an Tag eins waren es bereits 56,9 %. Tag zwei ergab
Apoptoseraten von durchschnittlich 67,7 %, die sich zum dritten Tag hin auf 84,2 %
steigerten. Die STABW an Tag drei betrug 8,8 %. Die unbehandelte Kontrollgruppe zeigte
eine ahnliche Apoptosekinetik mit stetigem Anstieg, allerdings mit einer maximalen

Apoptoserate an Tag drei von 19,3 %.

Auf die alleinige Bestrahlung mit UVC reagierten Monozyten mit einem linearen
Apoptoseanstieg. Bei einer Dosis von 2 J/cm?betrug die Apoptoserate an Tag null 8,0 %, an
Tag eins 31,9 %, an Tag zwei 60,5 % und an Tag drei 74,9 %. Die STABW am dritten Tag
betrug 12,0 %. Nach Verdreifachung der UV-Dosisleistung stieg die Apoptoserate an und
betrug an Tag null 11,9 %, an Tag eins 39,4 %, an Tag zwei 63,8 % und an Tag drei 77,5 %.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant, mit p < 0,0001

CD14+ Monozyten zeigten somit insgesamt sowohl unter 8-MOP / UVA als auch unter
UVC-Einfluss einen kontinuierlichen Apoptoseanstieg Uber den beschriebenen zeitlichen
Verlauf von 72 Stunden. Wahrend 8-MOP / UVA an Tag drei Werte von 84,2 % erreichte,
fiihrte reine UVC-Strahlung mit einer Dosis von 6 J/cm? dagegen zu einer Apoptoserate von
77,5 %. Abgesehen von einem Unterschied zwischen der Bestrahlung mit 8-MOP / UVA
und UVC 6J/cm? an Tag eins, mit p <0,05, gab es hier keine weiteren statistisch

signifikanten Differenzen.
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3.1.4 Apoptosekinetik von CD19+ Zellen

CD19 ist das charakteristische Oberflachenmolekil der B-Lymphozyten. Nach Aktivierung
in sekundaren Lymphorganen durch einen Antigenkontakt nehmen sie als reife Plasmazellen

die Antikorperproduktion auf. B-Lymphozyten sind Teil des spezifischen Immunsystems.
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Abbildung 10: CD19+ Apoptosekinetiken im Vergleich: 8-MOP / UVA 2 J, UVC 2 J, UVC 6 J, unbehandelte Kontrolle

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

B-Lymphozyten reagierten mit nahezu vollstandiger Apoptose auf die UVA-Strahlung im
Rahmen der ECP-Behandlung. An Tag null betrug die Apoptoserate 7,3 %, an Tag eins stieg
sie auf 58,2 % an. An Tag zwei wurden 91,5 % gemessen und an Tag drei erreichte die
Apoptoserate Werte von 94,5 %. Die STABW an Tag drei betrug 5,9 %. Auch in der
unbehandelten Kontrollgruppe war ein stetiger Anstieg der Apoptoserate zu verzeichnen,
das Maximum an Tag drei lag hier jedoch bei 19,7 %.

Unter dem Einfluss von alleiniger UVC-Bestrahlung gingen B-Lymphozyten ebenfalls stark
in Apoptose. Im ersten Versuchsdurchgang mit einer Strahlendosis von 2 J/cm? wurden an
Tag null durchschnittliche Apoptoseraten von 8,8 %, an Tag eins von 48,2 %, an Tag zwei
von 58,4 % und an Tag drei von 68,1 % erhoben. Die STABW an Tag drei betrug hier 6,6 %.
Im zweiten Versuchsdurchgang, nach Anpassung der Dosisleistung auf 6 J/cm?, stiegen die
Apoptosewerte im Mittel an. An Tag null betrugen sie noch 4,4 %, an Tag eins bereits
77,7 %, an Tag zwei im Durchschnitt 93,2 % und an Tag drei 91,1 %.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant, mit p < 0,0001.
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CD19+ B-Lymphozyten reagierten somit insgesamt besonders vulnerabel auf die Strahlen-
versuche. Sowohl unter der Kombination aus 8-MOP / UVA 2 J/cm? als auch nach UVC-
Bestrahlung mit 6 J/cm? betrug die Apoptoserate bereits an Tag zwei mehr als 90 %. An Tag
drei belief sich die Apoptoserate unter UVA-Strahlung auf 94,5 %, unter dem Einfluss von
UVC-Strahlung wurden am dritten Tag Mittelwerte von 91,1 % erhoben. Lediglich an Tag
eins zeigte sich ein signifikanter Unterschied der beiden Strahlenarten mit p < 0,01.

Nach Dosissteigerung der UVC-Strahlung von 2 J/cm? auf 6 J/cm? zeigten sich signifikante

Apoptosewertsteigerungen an Tag eins, zwei und drei, jeweils mit p < 0,001.

3.1.5 Apoptosekinetik von CD4+ CD39+ regulatorischen T-Zellen

Regulatorische T-Zellen sind eine spezialisierte Untergruppe der T-Lymphozyten, die die
Selbsttoleranz des Immunsystems regulieren und so das Risiko fiir die Entstehung von

Autoimmunerkrankungen senken kdnnen.
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Abbildung 11: CD4+ CD39+ Apoptosekinetiken im Vergleich: 8-MOP / UVA 2 J, UVC 2 J, UVC 6 J, unbehandelte
Kontrolle

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

Regulatorische T-Zellen présentierten sich bzgl. Apoptosekinetik als vulnerable Zellgruppe.
An Tag null nach ECP-Behandlung mit UVA 2 Jicm? betrug die Apoptoserate bereits
19,1 %, die am darauffolgenden Tag eins auf 52,8 % anstieg. An Tag zwei waren 81,7 %
der bestrahlten Zellen in Apoptose, an Tag drei waren es schlussendlich 92,1 %. Die

STABW an Tag drei betrug 3,8 %. Die unbehandelte Kontrollgruppe wies eine
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vergleichsweise hohe Apoptosekinetik auf, jedoch mit einer maximalen Apoptoserate von
44,6 % an Tag drei und einer STABW von 20,7 %.

Auf UVC-Strahlung antworteten regulatorische T-Zellen mit einer stetig ansteigenden
Apoptoserate. Unter dem Einfluss einer UVC-Strahlendosis von 2 J/cm? wurden an Tag null
im Durchschnitt Apoptoseraten von 13,1 % gemessen, an Tag eins, Raten von 36,0 %, an
Tag zwei von 52,5 % und an Tag drei von 72,6 %. Nach Verdreifachung der Dosisleistung
auf 6 J/cm?stieg die Apoptoserate an. An Tag null lag der durchschnittliche Wert bei 14,8 %,
an Tag eins bei 56,1 %, an Tag zwei bei 76,7 % und an Tag drei bei 85,1 %. Die STABW
am dritten Tag betrug 9,9 %.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant, mit p < 0,0001.

CD4+ CD39+ regulatorische T-Zellen reagierten sowohl auf 8-MOP/UVA als auch auf
UVC-Strahlung in der Dosis 6 Jlcm? insgesamt mit &hnlicher Apoptosekinetik. Beide
Strahlenarten bewirkten einen kontinuierlichen Apoptoseanstieg, wobei an Tag drei die
Apoptoserate unter UVA-Strahlung mit 92,1 % rund sieben Prozentpunkte héher lag als die
unter alleiniger UVC-Einwirkung. An keiner Stelle konnten signifikante Unterschiede
zwischen der apoptoseinduzierenden Wirkung der beiden Strahlenarten festgestellt werden.

Die p-Werte betrugen durchgehend an allen vier Tagen > 0,05.

Nach Dosissteigerung der UVC-Strahlung von 2 J/cm? auf 6 J/cm? zeigten sich signifikante

Apoptosewertsteigerungen an Tag eins und zwei mit p < 0,01 und an Tag drei mit p < 0,05.

3.1.6 Apoptosekinetik von CD3+ CD56+ NKT-Zellen

Naturliche Killer-T-Lymphozyten sind den NK-Zellen &hnlich, gehdren jedoch zur Gruppe
der T-Zellen und koénnen so u. a. durch T-Zell-Rezeptoren fremde Lipide erkennen und
virusinfizierte Zellen auch mittels zytotoxischer Effektormolekile wie Perforin und

Granzymen vernichten.
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Abbildung 12: CD3+ CD56+ Apoptosekinetiken im Vergleich: 8-MOP / UVA 2 J, UVC 2 J, UVC 6 J, unbehandelte
Kontrolle

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

NKT-Zellen wiesen in den beschriebenen Versuchen ein vulnerables Apoptoseprofil auf.
Nach der Behandlung mit 8-MOP und UVA-Strahlung in Standarddosis wurde an Tag null
eine Apoptoserate von 17,3 % gemessen. An Tag eins waren es bereits 79,6 % und an Tag
zwei 94 %. Rund 72 Stunden nach Behandlung, an Tag drei, betrug die Apoptoserate im
Durchschnitt 97,4 %. Die STABW am dritten Tag betrug 2 %. Die unbehandelte
Kontrollgruppe wies ebenfalls eine starke Apoptoseinduktion auf. An Tag drei wurden

Apoptosewerte von 45,5 % und eine STABW von 10,3 % gemessen.

UVC-Bestrahlung bewirkte in natirlichen Killer-T-Zellen im Verlauf von 96 Stunden
ebenfalls zunehmende Apoptoseraten. Unter einer Dosis von 2 J/cm? betrug die
Apoptoserate an Tag null 13,2 %, an Tag eins 53,2 %, an Tag zwei 73,0 % und an Tag drei
76,5 %. Unter der dreifachen Bestrahlungsdosis von 6 J/cm? stiegen die Apoptoseraten der
NKT-Zellen an. An Tag null wurden 15,8 %, an Tag eins 61,4 %, an Tag zwei 86,3 % und
an Tag drei 84,3 % gemessen. Die STABW betrug hier am dritten Tag 12,9%.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant, mit p < 0,0001.
Auch CD3+ CD56+ NKT-Zellen reagierten auf beide Strahlenarten mit einer &hnlichen
Apoptosekinetik. Unter UVC-Einwirkung wurde mit der angepassten Dosis von 6 J/cm? an
Tag drei eine Apoptoserate von 84,3 % gemessen, unter UVA-Strahlung wurden
Apoptosewerte von 97,4 % erreicht. Bis einschlieBlich Tag zwei konnten zwischen den
beiden Strahlenarten und unter angepasster Dosisleistung keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden. Lediglich an Tag drei wurde ein p-Wert von <0,01 gemessen.
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Nach Dosissteigerung der UVC-Strahlung von 2 J/cm? auf 6J/cm? zeigten sich eine
signifikante Apoptosewertsteigerung an Tag zwei mit p < 0,05.

3.1.7 Apoptosekinetik von CD3- CD56+ NK-Zellen

Natirliche Killerzellen gehdren zum unspezifischen Immunsystem und weisen antigen-

unabhéngig eine sofortige Reaktionsbereitschaft gegen virusinfizierte Zellen und Tumor-

zellen auf.
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Abbildung 13: CD3- CD56+ Apoptosekinetiken im Vergleich: 8-MOP / UVA 2 J, UVC 2 J, UVC 6 J, unbehandelte
Kontrolle

*p<005 **p<00l ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

NK-Zellen reagierten, wie andere Zellgruppen auch, mit einem starken und schnellen
Apoptoseanstieg auf die ECP-Behandlung. An Tag null wurden Apoptosewerte von 8,1 %
gemessen, an Tag eins waren es 71,5 % und an Tag zwei bereits 96,4 %. Die durchschnitt-
liche Apoptoserate an Tag drei betrug 95,6 % mit einer STABW von 3,6 %. Die gemessenen
Apoptoseraten der unbehandelten Kontrollgruppe betrugen an Tag drei im Mittel 27,9 %.
Die STABW betrug hier an Tag drei 16,3 %.

Naturliche Killerzellen reagierten auf die alleinige Wirkung von UVC-Strahlen mit einem
konstanten Apoptoseanstieg Uber den gemessenen Zeitraum von 72 Stunden. Im ersten
Versuchsdurchgang mit einer Dosis von 2 J/cm? betrug die Apoptoserate an Tag null 4,5 %,
an Tag eins 45,0 %, an Tag zwei 68,6 % und an Tag drei 72,0 %. Die dreifache Dosisleistung
lieR die Apoptoseraten steigen, was der zweite Versuchsdurchgang mit einer Dosis von
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6 J/cm? zeigte. Hier betrug die Apoptoserate an Tag null 5,1 %, an Tag eins 57,2 %, an Tag
zwei 81,1 % und an Tag drei 81,2 %. Die STABW an Tag drei betrug 17,2 %.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant, mit p <0,0001.
CD3- CD56+ NK-Zellen reagierten mit einem stetigen Apoptoseanstieg auf die Bestrahlung
mit UVC-Licht und erreichten unter der Dosis 6 J/cm? am dritten Messtag durchschnittliche
Apoptosewerte von 81,2 %. Im Vergleich wurden unter dem Einfluss von UVA-Strahlung
Werte von 95,6 % erreicht. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Strahlenarten

zeigten sich an Tag zwei und an Tag drei, jeweils mit p < 0,05.

In der vorliegenden Arbeit konnte experimentell einerseits die bereits bekannte Wirkung von
8-MOP / UVA-Strahlung im Rahmen der ECP-Therapie reproduziert und andererseits
erstmalig eine signifikante apoptoseinduzierende Wirkung von UVC-Strahlung gezeigt

werden.

Obwohl eine eindeutige Apoptoseinduktion durch UVC-Strahlung in den oben
beschriebenen Versuchen fur alle sieben untersuchten Zellgruppen im Verlauf von
72 Stunden gezeigt werden konnte, wurden trotz Dosisanpassung und Beriicksichtigung der
Strahlenabsorption an der Plastikoberflache der Kulturflaschen im zweiten Versuchs-
durchgang noch nicht exakt dquivalent hohe Werte wie unter der konventionellen und
etablierten Therapie mit 8-MOP / UVA 2 J/cm? erreicht.

Im Anhang sind aus Ubersichtstabellen Mittelwerte + STABW und p-Werte zu oben

beschriebenen Vergleichen ersichtlich.

Tabelle 10 beinhaltet Daten zum Vergleich von UVC 2 J/cm? und UVC 6 J/cm?.,
Tabelle 11 beinhaltet Daten zum Vergleich von 8-MOP / UVA 2 J/cm? und UVC 6 J/cm?.
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3.2 Spétapoptosekinetiken im Vergleich

Werden apoptotische Zellen sowohl durch Annexin V FITC als auch durch 7-AAD markiert,
kann von einer spatapoptotischen Situation der Zelle ausgegangen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden Apoptoseraten und -kinetiken wéhrend des gesamten Projekt-
zeitraums stets sowohl mit Annexin V FITC als auch mit 7-AAD parallel bestimmt. Fir eine
vollstdndige Darlegung der Versuchsergebnisse folgt die graphische Darstellung der
Kinetikdynamiken der Spéatapoptose im zeitlichen Verlauf der vier gemessenen Tage.
Spéatapoptose bezeichnet hier jeweils den prozentualen Anteil der 7-AAD und Annexin V
positiven Zellen an allen MNZ. Jede untersuchte Zellgruppe wird aus Griinden der Ubersicht
in einem eigenen Graph aufgezeigt. Es werden jeweils die Spat-Apoptosewerte der
unbehandelten Kontrollgruppe, die der mit 8-MOP / UVA 2 J/cm? behandelten Gruppe und
die der zwei Versuchsdurchgange mit UVC a 2 J/cm? und UVC a 6 J/cm? dargestellt.

7-AAD ist als ,Avitalfarbstoff ein etablierter Zelltodmarker. In den aufgefiihrten
Versuchen wurden kaum unterschiedliche Merkmale zwischen den vier Untersuchungs-
konditionen hinsichtlich der 7-AAD Auspragung gefunden. Als eine Auffélligkeit ist jedoch
die vergleichsweise geringe Auspragung spétapoptotischer Werte bei CD14+ Monozyten zu

nennen.

3.2.1 Kinetik der Spatapoptose bei CD3+ CD4+ T-Helferzellen
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Abbildung 14: CD3+ CD4+ Spéatapoptosekinetik

*p<005 **p<001 ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12
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Wiahrend 8-MOP / UVA 2 J/cm? am dritten Messtag bei CD4+ T-Helferzellen spétapopto-
tische Werte von 31,9 % mit einer STABW von 7,7 % hervorbrachte, waren es unter dem
Einfluss von alleiniger UVC-Strahlung mit 2 J/cm? zunéchst 20,6 % mit einer STABW von
6 %. Nach Verdreifachung der UVC-Strahlendosis auf 6 J/cm? wurde an Tag drei ein
mittlerer Spéatapoptosewert von 39,5 % mit einer STABW von 9,6. % gemessen. Die
unbehandelte Kontrollgruppe fiihrte an Tag drei lediglich zu einer spatapoptotischen Rate
von 6,2 %. Beide untersuchte Strahlenarten, UVA und UVC, bewirkten einen stetigen

Anstieg der Spatapoptosewerte.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant mit p < 0,0001.
Nach Verdreifachung der UVC-Strahlendosis zeigte sich zwischen den Strahlendosen 2 J
und 6J an Tag eins ein signifikanter Unterschied in der induzierten Apoptoserate mit

p <0,01. An Tag zwei und drei wurde ein signifikanter Unterschied mit p < 0,001 gemessen.

3.2.2 Kinetik der Spatapoptose bei CD3+ CD8+ zytotoxischen T-Zellen
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Abbildung 15: CD3+ CD8+ Spatapoptosekinetik

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

Zytotoxische CD8+ T-Zellen zeigten unter dem Einfluss von 8-MOP/ UVA 2 J/icm?
ebenfalls einen konstanten Anstieg der Spatapoptose und wiesen am dritten Tag Werte von
38,9 % auf. Die STABW betrug hier 7,2 %. Nach Einwirkung alleiniger UVC-Strahlung und
einer Dosis von 2 J/cm? wurden am dritten Messtag Werte von 26,4 % mit einer STABW
von 8,3 % gemessen. Nach Steigerung der UVC-Strahlendosis auf 6 J/cm? betrugen die
Werte an Tag drei bereits 49,2 % und ergaben eine STABW von 6,4 %. Die unbehandelte
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Kontrollgruppe zeigte mit einer durchschnittlichen spétapoptotischen Rate von 7,4 %
deutlich niedrigere Werte.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant mit p <0,0001.
Nach Steigerung der UVC-Strahlendosis auf 6 J/Jcm? zeigten sich zwischen den beiden
Strahlendosen 2 J/cm? und 6 J/cm? ab Tag eins, signifikante Unterschiede in der induzierten

Apoptoserate. An Tag eins mit p < 0,05 und an Tag zwei und drei mit p < 0,001.

3.2.3 Kinetik der Spatapoptose bei CD14+ Monozyten
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Abbildung 16: CD14+ Spéatapoptosekinetik

*p<005 **p<00l ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

Im Durchschnitt zeigten CD14+ Monozyten vergleichsweise geringe spatapoptotische
Werte. Unter 8-MOP / UVA 2 J/cm? betrugen die Werte an Tag drei 28 % mit einer STABW
von 20,9 %. Unter dem Einfluss von alleiniger UVC-Strahlung waren die Werte etwas
geringer. Nach Behandlung mit UVC 2 J/cm? wurden am dritten Tag spatapoptotische Werte
von 10 % mit einer STABW von 7,2 % gemessen, nach Verdreifachung der Dosisleistung
auf 6 Jlem? wurde an Tag drei ein Mittelwert von 17,2 % mit einer STABW von 9,4 %
erreicht. Die unbehandelte Kontrollgruppe wies an Tag drei eine Spatapoptoserate von
lediglich 6,4 % auf.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant mit p = 0,0004.
Zwischen den beiden untersuchten Strahlenarten konnten keine signifikanten Unterschiede

hinsichtlich induzierter Apoptoseraten festgestellt werden. Auch die Verdreifachung der
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Dosisleistung der UVC-Strahlung brachte keine signifikant hoheren spatapoptotischen

Werte hervor.

3.2.4 Kinetik der Spéatapoptose bei CD19+ B-Zellen
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Abbildung 17: CD19+ Spéatapoptosekinetik

*p<005 **p<00l ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

CD19+ B-Zellen zeigten an Tag drei nach Behandlung mit 8-MOP/ UVA 2 Jicm?
spatapoptotische Werte von 50,2 % mit einer STABW von 10,9 %. Unter dem Einfluss von
UVC-Strahlung und einer Dosis von 2J/cm? wurde ein spatapoptotischer Mittelwert von
35 % mit einer STABW von 6,7 % gemessen. Nach Verdreifachung der UVC-Strahlendosis
auf 6 J/cm? waren es an Tag drei 45,6 % mit einer STABW von 10 %. Beide untersuchten
Strahlenarten konnten im Verlauf der beobachteten 72 Stunden ansteigende Spatapoptose-
werte erzeugen. Die unbehandelte Kontrollgruppe wies eindeutig geringere Werte auf und

erreichte an Tag drei einen Mittelwert von lediglich 11,6 %.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant mit p < 0,0001.
CD19+ B-Zellen reagierten auf die Einwirkung von 8-MOP /UV A 2 J/cm? und UVC
6 J/lcm? mit einem ahnlichen Apoptoseprofil. Die Steigerung der UVC-Strahlendosis auf
6 J/cm? zeigte an Tag zwei und drei im Vergleich zur Dosis 2 J/cm? signifikante

Unterschiede mit p < 0,05.
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3.2.5 Kinetik der Spatapoptose bei CD4+ CD39+ regulatorischen T-Zellen
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Abbildung 18: CD4+ CD39+ Spéatapoptosekinetik

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

CD4+ CD39+ regulatorische T-Zellen zeigten unter ECP-Therapie mit 8-MOP / UVA
2 Jlem? am dritten Tag spétapoptotische Werte von 62,5 % mit einer STABW von 7,4 %.
Unter dem Einfluss von UVC-Strahlung wurden an Tag drei zunachst mit einer Dosis von
2J/cm? spétapoptotische Werte von 20,7 % mit einer STABW von 8,3 % gemessen. Nach
Dosissteigerung auf 6 J/cm? wurden am dritten Tag Werte von 43,7 % gemessen. Die
STABW betrug hier 13,5 %. Beide untersuchten Strahlenarten fiihrten im Verlauf der
72 Stunden zu einem konstanten Anstieg der Spatapoptose. Die unbehandelte Kontroll-

gruppe wies an Tag drei einen Wert von 23,3 % auf.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant mit p < 0,0001.
Lediglich an Tag drei zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der
apoptoseinduzierenden Wirkung von 8-MOP / UVA 2 J/cm? und UVC 6 J/cm? mit p <0,01.
Die Steigerung der UVC-Strahlendosis von 2 J/cm? auf 6 J/cm? filhrte zu signifikanten
Anstiegen der spatapoptotischen Werte, an Tag eins und zwei mit p < 0,01 und an Tag drei
mit p < 0,001.
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3.2.6 Kinetik der Spatapoptose bei CD3+ CD56+ NKT-Zellen

CD3+ CD56+
**
< 90 1
N 80- - 3@ Kontrolle
z 70 S g B UVA+8-MOP
+  60- ]. ] uve 2J
2 50+ ) uvCeJ
<
N 40-
% 30+
-g 20-
- 10'
& 0"‘ T
LY S & &
Zeitverlauf

Abbildung 19: CD3+ CD56+ Spatapoptosekinetik

*p<005 **p<00l ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

Naturliche Killer-T-Zellen zeigten ein vergleichsweise vulnerables Apoptoseprofil auf.
Unter 8-MOP / UVA 2 J/cm? zeigten sich am dritten Tag spétapoptotische Werte von 68,2 %
mit einer STABW von 17,3 %. Unter dem Einfluss von alleiniger UVC-Strahlung konnte
ein &hnliches Apoptoseprofil festgestellt werden. Zunéchst wurden nach Einwirken einer
Dosis von 2 J/cm?am dritten Tag Werte von 42,5% mit einer STABW von 21,2 % gemessen.
Nach Dosissteigerung auf 6 J/cm? waren es an Tag drei 50,5 % mit einer STABW von 7,6 %.
Die unbehandelte Kontrollgruppe wies bei den NKT-Zellen ebenfalls vergleichsweise hohe

spatapoptotische Werte auf. An Tag drei wurden hier 27,5 % gemessen.

Der Globalverleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant mit p <0,0001.
Trotz Verdreifachung der UVC-Dosis wurden an Tag eins und drei noch signifikante
Unterschiede im Vergleich zur apoptoseinduzierenden Wirkung von 8-MOP / UVA 2 J/cm?
festgestellt, jeweils mit p < 0,01.
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3.2.7 Kinetik der Spatapoptose bei CD3- CD56+ NK-Zellen
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Abbildung 20: CD3- CD56+ Spatapoptosekinetik

*p<005 **p<00l ***p<0,001
Kontrollen=11 UVA+8-MOPn=9 UVC2Jn=9 UVC6Jn=12

Auch NK-Zellen zeigten tUber den gemessenen Zeitraum von vier Tagen eine durchschnitt-
lich konstant ansteigende Spatapoptosekinetik. Am dritten Tag wurden unter 8-MOP / UVA
2 Jlcm? Werte von 54,7 % mit einer STABW von 13,4 % erreicht. Unter alleiniger
Einwirkung von UVC-Strahlung wurden am dritten Tag zundchst nach einer Dosis von
2 Jlcm? spatapoptotische Werte von 43,7 % mit einer STABW von 12,6% gemessen. Nach
Steigerung der Dosis auf 6 J/cm? waren es am dritten Tag 45,1 % mit einer STABW von
9 %. Die unbehandelte Kontrollgruppe wies an Tag drei einen spatapoptotischen Mittelwert
von 17 % auf.

Der Globalvergleich ANOVA war an Tag eins, zwei und drei signifikant mit p <0,0001.
Insgesamt zeigte sich unter beiden untersuchten Strahlenarten ein &hnliches Apoptoseprofil,
das im Vergleich zwischen 8-MOP / UVA 2 J/cm? und UVC 6 J/cm? an keiner Stelle einen

signifikanten Unterschied aufwies.

Im Anhang sind aus Ubersichtstabellen Mittelwerte + STABW und p-Werte zu oben

beschriebenen Vergleichen ersichtlich.

Tabelle 12 beinhaltet Daten zum Vergleich von UVC 2 J/cm? und UVC 6 J/cm?,
Tabelle 13 beinhaltet Daten zum Vergleich von 8-MOP / UVA 2 J/cm? und UVC 6 J/cm?.
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Auf Grundlage der erhobenen Daten konnte ein konstanter Anstieg spatapoptotischer Zellen
festgestellt werden.

3.3 Mixed Lymphocyte Reaction

Im Anschluss an oben beschriebene Versuche wurde im Rahmen des vorliegenden Projekts
in drei aufeinanderfolgenden Durchldufen begonnen, die Anwendbarkeit der gewonnenen
Erkenntnisse in einer Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) zu testen. Ziel dieser etablierten
Methode zur Prifung des Sicherheitsprofils einer neuen Therapie war es, nach Konstruktion
einer ex-vivo GVHD, unter Verwendung von Aktivitatsmarkern wie CD69, CD154 und
CD137 eine Bestatigung der ECP-Wirkung zu erlangen. Aktivitatsmarker korrelieren mit
der Zellproliferationsrate. Hohe Wachstums- und Teilungsraten wiederum implizieren
Reaktivitat. Je hoher die Reaktivitat der Donor-Zellen, desto gréfRer wiederum die
Wahrscheinlichkeit, dass es zu einer TransplantatabstoRung kommt. Ziel der ECP-Therapie
ist es demnach, die Reaktivitat der Zellen zu senken um ein erfolgreiches Engraftment zu

ermoglichen.

In der vorliegenden Arbeit wurden CD4+ T-Helferzellen, CD8+ zytotoxische T-Zellen und
naturliche Killerzellen in ihrer Expression von Aktivitatsmarkern nach ECP-Behandlung
untersucht und mit einer unbehandelten Kontrollgruppe verglichen. Hierbei wurden zwei
Buffy-Coats miteinander ko-kultiviert, nachdem einer davon zuvor mit 20 Gy y-Strahlung
behandelt wurde, was die erforderliche Hochdosis-Chemotherapie der Patienten vor aHSCT
imitiert. Bestrahlte antigenprésentierende Zellen, wie z. B. reife dendritische Zellen (DC),
die als Stimulatoren agieren konnen, treffen hierbei auf allogene T-Lymphozyten des
zweiten, unbehandelten Buffy-Coats. Nach 24 Stunden wurden 10 % der Zellen einer
inkubierten Zellkultur unter sterilen Bedingungen der standardisierten 8-MOP / UVA-
Behandlung unterzogen. Nach 72 Stunden wurde die therapierte Zellpopulation mit der
unbehandelten Kontrollpopulation mittels Durchflusszytometrie anhand der Farbung in ihrer

Aktivitatsauspragung verglichen.

Die folgenden Abbildungen zeigen die graphische Zusammenfassung der drei Versuchs-
durchgénge.

Die prozentualen Anteile der Zellen mit den Aktivierungsmarkern beziehen sich jeweils auf
alle MNZ.
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3.3.1 MLR und Aktivitatsmessung bei CD4+ T-Helferzellen
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Abbildung 21: MLR: Anteil der CD4 CD69 bzw. CD4 CD154 doppelt-positiven Zellen an allen MNZ der Probe
Kontrollen=3 ECPn=3

In der unbehandelten Kontrollgruppe betrug der Mittelwert von CD69 positiven Zellen
72 Stunden nach Beginn des Versuches 2,23 %. In der mit 8-MOP / UVA 2 J/cm?
behandelten Gruppe wurden 72 Stunden nach ECP-Therapie 2,07 % gemessen. Der
Aktivitdtsmarker CD154 wies bei der unbehandelten Kontrollgruppe nach 72 Stunden
einen Wert von 2,56 % auf. Bei der mit ECP behandelten Gruppe waren es 2,5 %.

3.3.2 MLR und Aktivitatsmessung bei CD8+ zytotoxischen T-Zellen
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Abbildung 22: MLR: Anteil der CD8 CD69 bzw. CD8 CD137 doppelt-positiven Zellen an allen MNZ der Probe
Kontrollen=3 ECPn=3

Bei CD8+ zytotoxischen T-Zellen betrug der Aktivitatsmarker CD69 72 Stunden nach
Versuchsbeginn in der unbehandelten Kontrollgruppe 1,9 % und in der mit 8-MOP / UVA
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2 Jlem? behandelten Gruppe 1,43 %. Der Aktivitatsmarker CD137 zeigte in der unbehan-
delten Kontrollgruppe 72 Stunden nach Versuchsbeginn einen Mittelwert von 0,77 % und in
der ECP-behandelten Gruppe 0,63 %.

3.3.3 MLR und Aktivitatsmessung bei CD3- CD56+ NK-Zellen
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Abbildung 23: MLR: Anteil CD3- CD56+ CD69+ Zellen an allen MNZ der Probe
Kontrollen=3 ECPn=3

Natrliche Killerzellen wurden ausschlieflich auf den Aktivitdtsmarker CD69 getestet.
Dieser betrug bei der unbehandelten Kontrollgruppe 72 Stunden nach Versuchsbeginn
1,1 %. Bei der mit 8-MOP / UVA 2 J/cm? behandelten Gruppe betrug der Aktivitatswert
72 Stunden nach ECP-Therapie 0,87 %.
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4 Diskussion

Die ECP-Therapie ist ein sich seit rund drei Jahrzehnten weltweit etablierender
Therapieansatz fur verschiedene maligne und nicht maligne Erkrankungen. Neben
dermatologischen und hé&matologischen Krankheitsbildern werden inzwischen auch
AbstoBungsreaktionen nach soliden Organtransplantationen als Indikation begriffen
(Durazzo et al. 2014), wobei die Therapie hier in den meisten Féllen noch als
Zweitlinientherapie angewandt wird (Cho et al. 2018; Sanford und Balogun 2012). Die
Therapie bekommt zunehmend mehr Beachtung und Aufmerksamkeit und ist sowohl wegen
ihrer wenig-invasiven, nebenwirkungsarmen Methode und ihren erfolgreichen Ergebnissen
als auch aufgrund ihres noch nicht vollends geklarten Wirkmechanismus Gegenstand
aktueller Forschungen (Marques und Adamski 2014; Durazzo et al. 2014).

Die Einrichtung und das Betreiben einer ECP-Behandlungseinheit erfordert jedoch
besondere raumliche Ausstattungen, ein hohes MaR an Spezialequipment und explizit
ausgebildetes pflegerisches- und arztliches Personal. Im Zuge der Modernisierung und
Digitalisierung steigen Hygiene- und Sicherheitsstandards an, und auch die
Sicherheitsvorkehrungen und Kontrollen von Seiten des Qualitdtsmanagements werden
streng Uberpruft. Es ist anzunehmen, dass zukunftig ECP-praktizierende Hauser verpflichtet
werden, die Therapie in sterile GMP-Bereiche zu verlagern, da ein Kontaminationsrisiko
durch die Offnung des geschlossenen Systems durch die Zugabe von 8-MOP potenziell
gegeben ist und auch dieses Risiko nach heutigen Standards beseitigt werden will. Diese
Sicherheitsauflage wére verbunden mit kaum realisierbaren logistischen Umstrukturierung-
en der Fachkliniken, die sich, wenn tberhaupt, nur die finanziell starksten Maximalversorger

leisten konnten.

Dem konnte mit der Hypothese, dass die alleinige Wirkung von UVC gleiche Ergebnisse
hervorbringt wie UVA / 8-MOP, begegnet werden.

StandardmaRig wird flr die extrakorporale Photopherese-Therapie, die durch Immun-
modulation vor allem in der Behandlung T-Zell-vermittelter Erkrankungen Verwendung
findet, UVA-Licht in einer Dosis von 2 J/cm? in fixer Kombination mit dem DNA-
Interkalator 8-MOP verwendet. UVA-Strahlung allein ist energetisch nicht ausreichend
stark, wodurch die photobiologischen Auswirkungen vorwiegend auf indirekten Effekten

beruhen und auf von auen zugefiihrte Verstarkung, wie durch Psoralene, angewiesen sind
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(Singer und Berneburg 2018; Cho et al. 2018). Da die Induktion der Apoptose in den
bestrahlten MNZ und deren Phagozytose nach Reinfusion jedoch allgemein als wesentlich
flr die Wirkung der ECP-Therapie verstanden wird (Chen et al. 2015; Heshmati 2014), wird
das chemisch hergestellte 8-MOP als Interkalator zu Hilfe genommen. Es dient der
Photosensibilisierung, fuhrt unter dem Einfluss von UVA-Licht zu einer Photoaktivierung
und induziert die therapeutisch notwendige Apoptose. Da durch das manuelle Injizieren von
8-MOP in den Behandlungsbeutel ein in sich geschlossenes System gedffnet wird und
Kontakt zur Umgebungsluft entsteht, steigt in der Konsequenz das bakterielle

Kontaminationsrisiko.

Diese Tatsache flihrte zu der dieser Arbeit zugrunde liegenden Uberlegung, durch die
Verwendung einer energetisch starkeren UV-Strahlenart zukiinftig auf 8-MOP verzichten zu
konnen und somit ein geschlossenes Therapiesystem zu gewahrleisten, das theoretisch
weniger anféllig fur Kontaminationen ist. Da UVA-Strahlung mit einer Wellenldnge von
315-380 nm zwar eine verhaltnismaRig grofie Eindringtiefe in die Zellsuspension aufweist,
aber energetisch fur den erforderlichen Zweck der Apoptoseinduktion nicht stark genug ist,
wurde in dieser Arbeit die energetisch uberlegene UVC-Strahlung mit einer Wellenlange
von 254nm als Alternative experimentell untersucht. Wahrend UVA-Strahlen
bekanntermafen in vivo bis in dermale Strukturen und zu BlutgefaRRen vordringen und auch
die Eindringtiefe der UVB-Strahlen bis zur dermo-epidermalen Junktionszone bekannt ist,
bleibt der Effekt von UVC-Strahlung, abgesehen von beschriebenen DNA-L&sionen,
Bildung von Photodimeren und bekanntem kanzerogenem Potenzial, hinsichtlich der
Verwendung im phototherapeutischem Therapieansatz weitgehend unklar (Situm et al.
2014; Narita et al. 2018).

In mehreren Versuchsdurchldufen wurden die Wirkweisen der beiden Strahlenarten auf aus
Buffy-Coats extrahierten MNZ ex vivo untersucht und anschliefend die induzierten
Apoptoseraten, unter 8-MOP / UVA 2 J/cm?, UVC 2 Jlcm? und UVC 6 J/lcm? statistisch
miteinander verglichen. Die Buffy-Coats wurden von gesunden, freiwilligen Blutspendern

nach deren Einwilligung als Restmaterial aus Vollblutspenden gewonnen.

In Ubereinstimmung mit Ergebnissen anderer Studien konnten die Versuchsergebnisse der
vorliegenden Arbeit einerseits die bereits erlangte Erkenntnis der nahezu vollstandigen
Apoptose der meisten MNZ im Rahmen der ECP-Behandlung reproduzieren (Durazzo et al.
2014). Andererseits zeigten sich erfolgversprechende neue Tendenzen bzgl. der

apoptoseinduzierenden Wirkung von UVC-Strahlung. In Anlehnung an weitere Studien
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wurde sowohl der in der Arbeitsgruppe bereits etablierte Zelltodmarker Annexin V (Budde
et al. 2017), als auch der Avitalfarbstoff 7-AAD zur Objektivierung der Apoptose in
paralleler Durchfiihrung verwendet, um zwischen Friih- und Spatapoptose differenzieren zu
konnen. Es ist wahrscheinlich, dass ein konstant aufrechterhaltenes Apoptoselevel nach
Reinfusion zu einer bestandigen Immunmodulation fuhrt (Birge und Ucker 2008). Sowohl
ein zu rascher als auch ein sehr zogerlicher Apoptoseanstieg kdnnte im Rahmen der ECP-
Therapie unerwinschte Auswirkungen auf das therapeutische Endergebnis haben. Der
konsekutive, stete Anstieg der Apoptose im Verlauf mehrerer Tage ist somit von
ausschlaggebender Bedeutung und ein Grund fir die stdrker frequentierten Therapie-
sitzungen zu Beginn der Behandlung, die zwei Mal woéchentlich stattfinden und einen

regelmaRigen Apoptoseanstieg in der Peripherie des Patienten gewéhrleisten.

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass die verschiedenen Leukozytensubpopulationen
unter dem Einfluss von UVC-Strahlung ahnliche Apoptosemuster aufwiesen wie unter dem
Einfluss von 8-MOP / UVA, auch wenn sie im Schnitt unter den in unseren Versuchsreihen

eingesetzten UV C-Dosen eine geringfligig langsamere Kinetik zeigten.

In Erwégung der Moglichkeit einer rein zufélligen Apoptosekinetik nach UVC-Bestrahlung
durch eine tendenziell vulnerable Pradisposition einer Versuchspopulation, wurden in drei
Versuchen aus je einem BC zwei Versuchsreihen gestartet. Die Versuchsreihen unterlagen
stets exakt den gleichen duBeren Umstanden, mit der Ausnahme, dass in einem der beiden
Experimente die MNZ mit UVC bestrahlt wurden. Im direkten Vergleich konnte nach
Beendigung dieser parallelen Versuchsdurchldufe die angenommene apoptoseinduzierende

Wirkung von UVC-Strahlung eindeutig gezeigt werden.

Obwohl die Apoptoseraten nach Angleichung der UVC-Strahlungsdosis auf 6 J/cm? noch
nicht exakt dquivalent hohe Werte wie die herkémmliche ECP-Therapie mit 8-MOP / UVA
2 Jlem? ergaben, wurden im Durchschnitt, bezogen auf in dieser Arbeit erhobene Daten, in
den meisten Féllen keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05) in der Wirkung der beiden
untersuchten Strahlenarten bzgl. ihrer absoluten Apoptosewerte festgestellt. Die Anpassung
der UVC-Dosisleistung erfolgte, nachdem ein Verlust der Strahlungswirkung durch
Absorption an der Plastikoberflache der Kulturflaschen festgestellt wurde. Mittels
Messsonde wurden die Wirkungsverluste unter UVA und UVC an der Plastikoberflache
ermittelt, anhand derer die UVC-Bestrahlungsdosis so erhéht wurde, dass rechnerisch
aquivalente Dosisleistungen unter beiden Strahlenarten in den Zellen erreicht werden

konnten. Es wurde durchgehend in allen untersuchten Zellpopulationen eine Zunahme der
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Apoptoserate nach Dosissteigerung der UVC-Strahlung beobachtet. Dies legt die Annahme
nahe, dass ein weiterer Anstieg der Apoptoserate nach erneuter Dosissteigerung auf z. B.
8 J/cm? zu erwarten ist. Es scheint daher realistisch, dass zunachst im in vitro Modell mit
UVC-Strahlung Apoptosewerte erzielt werden kénnen, die exakt so hoch sind wie unter dem
Einsatz von 8-MOP / UVA.

Die GVHD ist nach einer aHSCT mit einer Auftrittswahrscheinlichkeit von rund 50 % nach
wie vor die Hauptkomplikation des in vielen Féllen letzten kurativen Therapieversuchs der
HSCT und wird mit einer signifikant erhohten therapiebedingten Mortalitat assoziiert
(Martinez-Laperche et al. 2018). Da die GVHD in Deutschland auflerdem eine
Hauptindikation flr die ECP-Behandlung darstellt und diese Systemerkrankung durch eine
T-Zell vermittelte Entziindungsreaktion hervorgerufen wird, die durch alloreaktive T-Zellen
des Donors ausgelost wird (Welniak et al. 2007; Ferrara et al. 2009), ist ein Focus auf die
UV-Licht-Reaktion dieser Subpopulation von besonderer Wichtigkeit.

Es konnte gezeigt werden, dass CD3+ T-Zellen insgesamt, und CD4+ CD8+ im Besonderen,
sowohl unter dem Einfluss von UVA als auch unter UVC hohe Apoptosewerte im In-vitro-
Modell erreichten. Die Ergebnisse unter UVA Kkorrelieren mit erhobenen Daten anderer
Arbeitsgruppen wie der von Schmid et al., die ebenfalls nach rund 70 Stunden hohe
Apoptoseraten in CD3+ Zellen nach einer Ex-vivo-ECP beschrieben haben (Schmid et al.
2015).

CD3+ CD4+ T-Helferzellen lassen sich abhangig von ihrem Zytokinprofil in TH1, TH2 und
TH17-Zellen unterteilen und kontrollieren sich untereinander tiber Feedback-Mechanismen.
Dementsprechend ubernehmen sie unterschiedliche, aber entscheidende Rollen in der
Entstehung einer GVHD (Blazar et al. 2012) und zeigten in allen Versuchsdurchlaufen
dieses Projekts einen steigenden Apoptoseanstieg. Sie gingen sowohl unter 8-MOP / UVA
2Jlcm? als auch unter UVC 6J/cm? bis zum zweiten Tag mit nicht signifikant
unterschiedlicher Kinetik in Apoptose. Lediglich am letzten Tag wurden unter der
herkdmmlichen Bestrahlungsmethode mit 8-MOP / UVA signifikant hohere Apoptosewerte
mit p > 0,05 erreicht. Mit groRer Wahrscheinlichkeit liel3e sich diese verbleibende Differenz

jedoch mit einer Dosissteigerung der UVC-Leistung ausgleichen.

Zytotoxische CD3+ CD8+ Zellen sind einerseits durch eine anféangliche Gewebedestruktion
nach aHSCT mitverantwortlich fiir die Entstehung einer GVHD und andererseits die
Hauptakteure im erwiinschten GVL-Effekt (Blazar et al. 2012). In den durchgefiihrten
Versuchen zeigten sie nach anfanglicher Startgleichheit, 24 Stunden nach Beginn der
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Therapie an Tag eins, einen signifikanten Unterschied in den durch die beiden untersuchten
Strahlenarten erreichten Apoptosewerten. Am zweiten Tag erzielten beide Strahlenarten
wieder nahezu identische Werte mit 82 % unter UVA und 81 % unter UVC, wohingegen am
dritten Tag erneut signifikante Unterschiede auftraten. Unter UVA wurden Uber 90 %
erreicht, unter UVC waren es rund 20 Prozentpunkte weniger. Da Apoptose kein reversibles
Geschehen ist, stellt sich hier die Frage, wie eine Abnahme des Mittelwerts der
Apoptoseraten zustande kommen kann. Nachdem jedoch kein signifikanter Unterschied
zwischen den Apoptosewerten an Tag zwei und an Tag drei bestand und eine ahnlich leichte
Apoptosereduktion auch in einer Kontrollgruppe zu erkennen war, liegt die Annahme nahe,
dass leichte Abweichungen der Apoptoseraten womdglich dadurch entstehen, dass
apoptotische Zellen in winzige apoptotische Kdérper zerfallen, die durch ihre geringen
Durchmesser nicht mehr von den eingestellten Aufnahmebereichen des Durchfluss-
zytometers erfasst werden. Ebenfalls kdnnen die Abnahme der gesamten Zellzahl im Verlauf
der Tage und natlrliche Schwankungen in der Erhebung der Messwerte einen Grund fur die

leichte, gemessene Apoptosereduktion darstellen.

Insgesamt sind demnach unter der alternativen Strahlenart UVC bei zytotoxischen
CD3+ CD8+ T-Zellen deutlich erkennbare, steigende Apoptosekinetiken zu beobachten, die
sich jedoch nicht zu allen Messzeitpunkten mit den Apoptosekinetiken unter 8-MOP / UVA

decken.

Monozyten machen rund 30 % der im Rahmen der ECP-Therapie bestrahlten MNZ aus und
spielen eine wichtige Rolle im Prozess der adaptiven Immunantwort. Uber ihre Bedeutung
im Rahmen der ECP-Behandlung wird seit der Zulassung durch die FDA im Jahr 1988
kontrovers diskutiert. Edelson et al. vertreten die Hypothese, ein wesentlicher Wirk-
mechanismus der ECP-Therpie Iage in der Induktion des Differenzierungsprozesses der
Monozyten hin zu plasmazytoiden dendritischen Zellen und sind der Meinung, Monozyten
gingen unter dem Einfluss von 8-MOP/ UVA im Gegensatz zu anderen Leukozyten-
subpopulationen nicht in Apoptose (Edelson 2014; Durazzo et al. 2014). Aktuell ist dies die
in der Literatur vorherrschende Annahme, wohingegen es inzwischen auch kontrére
Meinungen von Arbeitsgruppen gibt, die entweder Gegenteiliges feststellen konnten (Budde
et al. 2017) oder der Auffassung sind, Monozyten gingen im Vergleich zu anderen
Leukozytensubpopulationen lediglich zeitlich verspatet in Apoptose (Heshmati 2014). Auch
Hannani et al. konnten zeigen, dass Monozyten unter der ECP-Behandlung zwar in Apoptose
gingen, jedoch in einer weitaus langsameren Kinetik. Dies fiihre dazu, dass es auch nach

Tagen noch (berlebende Zellen gdbe, die in ihrer immunmodulierenden Funktion
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weitgehend unbeeintréchtigt blieben. Sowohl die Sekretion antiinflammatorischer Zytokine
wie IL-10 als auch die Differenzierung hin zu dendritischen Zellen sei weiterhin moglich
(Hannani et al. 2010). In der hier vorliegenden Arbeit wurde unter dem Einfluss der
untersuchten Strahlenarten und mittels Apoptosemarker Annexin V eine stetig ansteigende
Apoptosekinetik bei CD14+ Monozyten beobachtet, die an Tag drei unter beiden
Strahlenarten Werte von rund 80 % erreichte. Hier zeigte sich mit p = 0,21 kein signifikanter
Unterschied zwischen UVA und UVC. Interessanterweise wurde jedoch gleichzeitig eine im
Vergleich mit anderen Leukozytensubpopulationen auffallig und eindeutig schwéchere
Spétapoptose mit dem Avitalfarbstoff 7-AAD gemessen. Heshmati F. diskutierte bereits
2014 in einem Ubersichtsartikel Gber die ECP-Wirkmechanismen und machte den
unterschiedlichen Effekt, den friih- oder spatapoptotische Zellen nach Reinfusion auf das
Immunsystem hatten, deutlich. Ihm zufolge fihrten friihapoptotische Zellen tendenziell zu
einer Immuntoleranz, wéhrend spétapoptotische oder bereits nekrotische Zellen zusammen
mit proinflammatorischen Zytokinen die Immunantwort nach Reinfusion steigern wirden
(Heshmati 2014). Dies ist eine interessante Erkenntnis, die die selbst erhobenen Daten
einfacher einordnen lasst. Obwohl die Meinungen bzgl. des Verhaltens der Monozyten noch
stark heterogen sind und die genauen Wirkmechanismen der ECP-Behandlung nach wie vor
nicht vollends geklart sind, scheint die Apoptoseinduktion und die Differenzierung zwischen
Frih- und Spéatapoptose hinsichtlich Herauf- oder Herunterregulierung des Immunsystems
nach Reinfusion ein vielfach bestatigter, aber noch nicht vollends verstandener Schlissel-

mechanismus zu sein.

In der komplexen Entstehungspathologie der GVHD gibt es laufend neue Erkenntnisse, die
belegen, dass neben T-Zellen auch B-Zellen und APCs malgeblich am Krankheits-
mechanismus beteiligt sind. Auch ein erhohter B-Zell-Aktivierungsmarker (BAFF) und
erhéhte Subpopulationen an B-Zellen vor und wéhrend einer cGVHD konnten festgestellt
werden, die evtl. als Indikatoren fiir eine Krankheitsentwicklung dienen kénnen (Socié und
Ritz 2014).

CD19+ B-Zellen erreichten in dieser Arbeit unter dem Einfluss beider untersuchter
Strahlenarten nach drei Tagen mit 95 % unter 8-MOP / UVA und 91 % unter UVC nahezu
aquivalente, nicht signifikant unterschiedliche Apoptoseraten. B-Zellen kénnen im Rahmen
von ECP-Therapie und GVHD unterschiedliche Funktionen tibernehmen. Einerseits kann
anhand von CD19+ CD21- B-Zellen ein friher Erfolg und das Ansprechen der ECP-
Therapie bei einer cGVHD gemessen und beurteilt werden (Chen et al. 2015). Dabei weist

hier ein niedriger Prozentsatz an unreifen CD19+ CD21- B-Zellen auf ein im Vergleich zu
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pratherapeutischen Werten gutes Ansprechen der Behandlung hin (Kuzmina et al. 2009).
Andererseits wurde auch gezeigt, dass der Abbau von B-Zellen durch das Biological
Rituximab nach aHSCT einen praventiven Charakter in der Entwicklung einer cGVHD
darstellt (Cutler et al. 2013; Alousi et al. 2010). Wahrend genaue Funktion und Aufgabe der
B-Zellen im Rahmen von aHSCT und GVHD folglich noch einen aktuellen
Forschungsgegenstand darstellen, konnte in dieser Arbeit deutlich gezeigt werden, dass die
Vulnerabilitat der untersuchten CD19+ B-Zellen unter dem Einfluss beider Strahlenarten

nicht signifikant unterschiedlich ist.

Auch regulatorische T-Zellen sind seit Jahrzehnten verstarkt Gegenstand der Forschung.
Besonders interessant macht sie ihre immunsuppressive Funktion, u. a. auch durch ein
entsprechendes Zytokinprofil, und ihr Potenzial zur Aufrechterhaltung immunologischer
Selbsttoleranz (Abdel-Gadir et al. 2018; Ebrahimi et al. 2014; Kitagawa und Sakaguchi
2017; Sakaguchi et al. 2008). In der Regel werden regulatorische T-Zellen in der Immun-
phéanotypisierung neben CD4+ und CD25+ auch mit dem Transkriptionsfaktor Foxp3+
identifiziert. Da dieser jedoch im Zellkern liegt und eine intrazelluldre Féarbung eine
Permeabilisation der Zellmembran voraussetzt, die wiederum mit einer positiven Annexin V
Farbung einherginge, wurde in dieser Arbeit CD39 als Zellmarker verwendet. CD39 wird
an der Zelloberflache exprimiert und ist somit leichter nachzuweisen. Die ATPase CD39,
die koexprimiert mit CD73 die immunsuppressive Aktivitat der Tregs unterstitzt, konnte ein
interessantes pharmakologisches Target fiir die Zukunft sein, um Adenosin getriggerte
immunsuppressive Effekte zu verhindern (Zhao et al. 2017). In der vorliegenden Arbeit
zeigten Tregs sowohl unter dem Einfluss von 8-MOP / UVA als auch nach Behandlung mit
UVC eine regelmélig zunehmende Apoptosekinetik. An keiner Stelle zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den zwei Strahlenarten und den hervorgerufenen
Apoptosewerten (p > 0,05). Es wird stark angenommen, dass die steigende Produktion
antigen-spezifischer Tregs einen wichtigen Beitrag in der immunmodulatorischen Wirkung
der ECP-Therapie leistet (Ward 2011). Interessanterweise gibt es allerdings auch bzgl. dieser
Zellpopulation Stimmen, die die bisher angenommene Schlusselrolle der Tregs im Rahmen
des ECP-Wirkmechanismus hinterfragen und der Ansicht sind, dass vor und nach Beginn
der Therapie keine signifikanten VVerdnderungen in der Anzahl der Tregs im peripheren Blut

zu finden seien (Gandelman et al. 2018).

NKT-Zellen reagierten auf beide Strahlenarten mit einer dhnlichen Apoptosekinetik.
Lediglich am dritten Tag gab es einen signifikanten Unterschied in den Apoptosewerten, in
denen die UVC-Behandlung der herkdommlichen Therapie mit 8-MOP / UVA um rund zehn
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Prozentpunkte unterlag. Auch hier ist nach einer Steigerung der UVC-Dosis auf z. B. 8 J/cm?

von einer weiteren Annaherung der Werte auszugehen.

Wéhrend natlrliche Killer-T-Zellen zundchst keine bekannte Schlusselrolle im Rahmen der
ECP-Effekte einzunehmen scheinen, sieht das bei NK-Zellen anders aus. Natirliche
Killerzellen scheinen einige bekannte positive Effekte im Rahmen einer aHSCT zu haben.
Sie sind laut Palmer et al. eine der Zellgruppen, die sich nach einer HSCT am schnellsten
erholt und sowohl einen risikoreduktiven Effekt auf die Entwicklung einer GVHD zu haben
scheint als auch im HLA-haploidenten HSCT-Setting den GVL-Effekt verstarkt (Palmer et
al. 2013). AulRerdem ist ihr antiinfektidses Potenzial im post-Transplantationssetting von
wichtiger Bedeutung. Becherucci et al. zeigten auBerdem die inhibitorische Wirkung der
ECP-Therapie auf die zytotoxische Eigenschaft der NK-Zellen, die mit einem niedrigem
H&matokrit positiv zu korrelieren schien (Becherucci et al. 2017). Im direkten Zusammen-
hang mit der ECP-Therapie hat die Zellgruppe der NK-Zellen aber somit im Vergleich zu
anderen Subpopulationen eher nur Nebeneffekte. NK-Zellen gingen in der vorliegenden
Arbeit unter dem Einfluss beider untersuchter Strahlenarten kontinuierlich in Apoptose,

zeigten jedoch an Tag zwei und drei noch signifikant unterschiedliche Apoptosewerte.

Parallel zu den oben diskutierten Apoptosemustern, die mithilfe des Markers Annexin V
erhoben wurden, ist jeweils stets auch der Anteil der Spatapoptoserate an den bereits
Annexin V positiven Zellen mit dem Avitalfarbstoff 7-AAD ermittelt worden. Reagieren
Zellen auf beide Apoptosemarker positiv, befinden sich die Zellen entweder in einem
spatapoptotischem Stadium oder in Nekrose. In den untersuchten Leukozyten-
subpopulationen konnten von Beginn an, sowohl unter dem Einfluss von UVA als auch nach
Behandlung mit UVC-Strahlung, spatapoptotische Werte gemessen werden, die nahezu
durchgehend mit einem Anteil von ca. 50% an den bereits Annexin V positiven Zellen
korrelierten, was im Laufe der untersuchten Zeit von vier Tagen zu einem kontinuierlichen
Anstieg der Spatapoptosewerte fiihrte. Interessanterweise stellte hierbei die bereits oben
diskutierte Gruppe der CD14+ Monozyten eine Ausnahme dar, da sie im Vergleich eine im
Durchschnitt eindeutig geringere spatapoptotische Rate aufwies. Im Kontext der bereits
oben diskutierten heterogenen Meinungen hinsichtlich der Veréanderung der Monozyten
unter dem Einfluss der ECP-Behandlung ist dies eine Erkenntnis, die weiter untersucht und

beobachtet werden sollte.

Da proinflammatorische Reaktionen bei einem Uberangebot an apoptotischem, wenn nicht

sogar nekrotischem Material entstehen konnen, ist es im Rahmen der ECP-Therapie von
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entscheidender Bedeutung, dass die durch Bestrahlung verursachte Apoptose eine
schrittweise ansteigende Kinetik zeigt, um Entziindungsreaktionen nach Reinfusion bei den

Patienten zu vermeiden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind hinsichtlich einer realistischen und praktikablen
Weiterentwicklung der ECP-Therapie insgesamt erfolgversprechend. Ein hochgestecktes,
ambitioniertes Ziel fur die Zukunft ware die Weiterentwicklung eben solcher immun-
modulatorischer Therapieansdatze, um eine Immunsuppression mit ihren vielen
unerwinschten Nebenwirkungen kunftig weniger haufig notwendig zu machen. Nicht aul3er
Acht zu lassen sind in diesem Prozess jedoch auch kritische Stimmen aus jlingster Zeit, die
uber eventuelle Risiken und Nebenwirkungen der ECP-Therapie berichten. Im Februar 2018
veroffentlichte die U.S. Food and Drug Administration einen Brief mit dem Appell an ECP-
praktizierendes Personal, ein besonderes Augenmerk auf eine Thromboseentwicklung im
direkten zeitlichen Zusammenhang mit der ECP-Behandlung zu richten, da es einzelne
Erfahrungsberichte von tiefen Beinvenenthrombosen oder Lungenembolien gébe. Dies seien
bis dato nur Einzelfélle, trotzdem misse weiterhin mit Nachdruck auf einen Zusammenhang
geachtet werden (U.S. Food and Drug Administration (FDA) 2018).

Des Weiteren gibt es einen Bericht, der das Auftreten einer Eisenmangelanamie bei CTCL
Patienten im Rahmen einer ECP-Therapie in einer retrospektiven Studie beobachtet (Sanford
et al. 2018).

Direkte Zusammenhénge zwischen Sekundarerkrankung und ECP-Therapie konnten in
beiden Fallen nicht belegt werden, Eine differenzierte Betrachtung dieser Berichterstattung
ist dennoch von Wichtigkeit.

4.1 Starken und Schwachen der Arbeit

Die Fragestellung dieser Dissertation, ob eine Bestrahlung der Leukapheresate mit UVC die
bisherige Behandlung mit 8-MOP / UVA im Rahmen der ECP zukdinftig ersetzen kann, lief}
sich nur in Teilen beantworten. Die ersten in vitro Untersuchungen mit 2 J/cm? UVC
machten deutlich, dass vor der Durchfuhrung komplexerer Experimente zundchst die
optimale Bestrahlungsdosis ermittelt werden muss. Der hier gewéhlte Ansatz der Messung
der Strahlung hinter der verwendeten Plastikoberflache wies in die richtige Richtung, wobei
sich bei der statistischen Auswertung der Daten zeigte, dass in einigen Fallen immer noch
signifikante Unterschiede zwischen 8-MOP / UVA 2 Jicm? und UVC 6 J/cm? gemessen
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wurden. Zusétzliche Untersuchungen mit UVC 8 J/cm2 und 10 J/cm? wurden als alternativer
experimenteller Ansatz in Betracht gezogen, wegen der nur limitiert zur Verfugung
stehenden Ressourcen jedoch nicht weiter verfolgt. Die detaillierte Untersuchung der UVC-
Strahlendosen 2 J/cm? und 6 J/cm? erlaubte eine robuste und statistisch abgesicherte
Auswertung der Ergebnisse, worauf die Starke der vorliegenden Arbeit beruht. Es fehlen

allerdings Untersuchungen zu alternativen Bestrahlungsintensitéten.

Da die Untersuchung ausschlief3lich auf die Messung der Apoptosemarker konzentriert war,
ist die Aussagekraft beschrénkt. Die Auswirkungen der unterschiedlich behandelten
Lymphozyten auf ein Spender / Empfanger in vitro Modell sollten weitere Ergebnisse
liefern. Im Anschluss an die Untersuchung der apoptoseinduzierenden Wirkung der
Alternativstranlung UVC wurden in einer kleinen Versuchsreihe (n = 3) Mixed Lymphocyte
Reactions durchgefiihrt mit dem Ziel, die Wirkung der ECP-Behandlung und die erlangten
theoretischen Erkenntnisse auch in einem in vitro Modell der GewebeabstoRung zu zeigen.
Nach Beendigung der Versuche mit der etablierten Therapie 8-MOP / UVA 2 J/cm? zeigten
sich die Ergebnisse allerdings noch nicht aussagekréftig, da die erwartete Reaktivitats-
reduktion nach ECP-Behandlung nicht signifikant war. Bevor demnach eine Wirkungs-
Uberprifung der Alternativstranlung UVC stattfinden kann, legen die erhobenen Daten
zunachst eine weitere Untersuchung des MLR-Settings unter der Therapie mit 8-MOP /
UVA 2 J/cm? nahe.

4.2 Ausblick

Die in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse sind hinsichtlich der Alternativstrahlung UVC
insgesamt vielversprechend. Nach Berlcksichtigung des Dosisleistungsverlusts durch die
Absorption an der Plastikoberflache der Kulturflaschen und dem Ausgleich des Verlusts
durch kalkulierte Dosiserhdhung wurden im Vergleich zu der etablierten ECP-Therapie mit
8-MOP / UVA in allen untersuchten Zellpopulationen vergleichbar hohe Apoptosewerte mit
alleiniger UVC-Strahlung erreicht. Um das Ziel einer klinischen Studie mit UVC
behandelten Leukapheresaten erreichen zu kénnen, sind préklinisch eine ausgedehntere in
vitro Dosisfindungsstudie und die Uberpriifung der therapeutischen Wirkung in einer
optimierten Mixed Lymphocyte Reaction sowie im Tiermodell vielversprechende Ansatze

fur zukunftige Forschungsarbeiten.
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5 Zusammenfassung

Trotz bemerkenswerter Errungenschaften in der Therapieforschung der letzten Jahrzehnte
besteht sowohl im Bereich der malignen, hdmatologischen Erkrankungen als auch in der
Behandlung pathologischer immunologischer Prozesse noch grofler Bedarf an

Verbesserung.

Wahrend versucht wird, das Gros der Autoimmunerkrankungen mit Immunsuppressiva
unter Kontrolle zu halten, muss dabei die steigende Rate an opportunistischen Infektionen
in Kauf genommen werden. Gleiches gilt fir die Behandlung der GVHD oder einer
AbstolRungsreaktion nach Transplantation solider Organe. Die etablierte ECP-Therapie mit
8-MOP / UVA bildet hier, vor allem in Anbetracht der drastisch zunehmenden Antibiotika-
resistenzen, die die Behandlung von Infektionen erheblich erschweren, eine auRerordentlich
wichtige Therapiealternative. Durch die wenig-invasive Vorgehensweise, die gute
Vertréglichkeit und die Mdéglichkeit der Reduktion der Immunsuppression, hat sie bei sehr
erfolgreichen Therapieergebnissen in den letzten 30 Jahren immer mehr an Bedeutung

gewonnen.

Die praktische Durchfiihrung der Therapie durch die manuelle Injektion des erforderlichen
8-MOP weist allerdings eine theoretische Schwachstelle auf. Ein bis dahin geschlossenes
Zellentnahmesystem wird er6ffnet, gelangt in direkten Kontakt mit der Umgebung und wird
somit anfallig fur potenzielle bakterielle Kontaminationen. Um die Sicherheit der
Patientenbehandlung weiter zu erhéhen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine

Alternativstrahlung untersucht, die das Problem der Offnung des Systems beheben konnte.

Wegen ihrer starken energetischen Eigenschaften wurde in dieser Arbeit die UVC-Strahlung
als Forschungsgegenstand gewahlt und in ihrer apoptoseinduzierenden Wirkung im direkten
Vergleich mit 8-MOP / UVA untersucht. Hierfur wurden MNZ aus Buffy-Coats freiwilliger
Spender isoliert und nach verschiedenen Bestrahlungsprotokollen behandelt. Nach einer
Anpassung der Dosisleistung, die die Lichtabsorption durch das Plastikmaterial der
Zellkulturflasche beriicksichtigt, konnte in allen untersuchten Leukozytensubpopulationen
eine zur 8-MOP / UVA-Bestrahlung nahezu aquivalente apoptoseinduzierende Wirkung der

UVC-Strahlung gezeigt werden.

In einer Subgruppenanalyse von Apoptoseraten der verschiedenen Leukozytensubpopula-

tionen gab es an einzelnen Versuchstagen noch signifikante Unterschiede, die jedoch
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vermutlich mit einer weiteren Dosissteigerung der UVC-Strahlung beseitigt werden
konnten, da bereits die Erhohung der Bestrahlungsdosis von 2 J/cm? auf 6 J/lcm? eine

signifikante Steigerung der Apoptoserate zur Folge hatte.

Durch die objektiv gemessenen Ergebnisse der vergleichenden Bestrahlungsversuche von
8-MOP / UVA und UVC, die eindeutig eine dhnliche Wirkung auf die therapeutisch

notwenige Apoptose zeigten, ist das Fazit dieser Arbeit ein Erfolg versprechendes.

Mit einer kleinen Versuchsreihe (n=3) wurde in der vorliegenden Arbeit aulerdem
begonnen, die gewonnenen Erkenntnisse in einer MLR zu testen, wobei festgestellt werden
musste, dass in keiner der drei untersuchten Zellgruppen eindeutige Aktivierungs-
reduktionen nach Anwendung der ECP-Therapie zu erkennen waren. Da sich die Ergebnisse
der MLR nach der Behandlung mit 8-MOP / UVA 2 J/cm? nicht im signifikanten Bereich
befanden, wurde der experimentelle Versuch mit der Alternativstrahlung UVC zunéchst
nicht durchgefiihrt, wobei zu untersuchen bliebe, ob Aktivatorsubstanzen wie Anti-CD28
oder lonomycin evtl. eine gesteigerte Reaktion hervorrufen wirden. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrte MLR kann, nicht zuletzt auch wegen der geringen Versuchsanzahl und der
ausschlieBlichen Verwendung von 8-MOP / UVA 2 J/cm?, lediglich als AnstoR fiir weitere
Projekte verstanden werden. Bevor die Wirkung von mit UVC behandelten Zellen im MLR-
Modell in vitro untersucht werden kann, muss zundchst unter abgeanderten Zellkultur-
bedingungen, wie durch Zugabe von Aktivatorsubstanzen, die Wirkung von 8-MOP / UVA
weitergehend Uberprift werden.

Bisher beruhen die beschriebenen und vielversprechenden neuen Erkenntnisse Uber die
Alternativstrahlung UVC auf In-vitro-Versuchen, die in Zukunft im In-vivo-Modell auf ihre
therapeutische Wirksamkeit und ihre realistische Verwendbarkeit in der ECP-Therapie

uberprift werden missen.
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6 Anhang

Tabelle 10: UVC 2 J/cm?und UVC 6 J/cm?, Mittelwerte + STABW und p-Werte

Tabelle 11: UVA 2 J/cm? und UVC 6 J/cm?, Mittelwerte + STABW und p-Werte

Tabelle 12: Spatapoptose - UVC 2 J/cm?und UVC 6 J/cm?, Mittelwerte + STABW und
p-Werte

Tabelle 13: Spatapoptose - UVA 2 J/cm? und UVC 6 J/cm?, Mittelwerte + STABW und
p-Werte
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6 Anhang
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