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1 Abstract

In der soliden Organtransplantation sind T-Zell-depletierende Strategien ein wesentlicher
Bestandteil der immunsuppressiven Therapie. Obwohl bekannt ist, dass die depletierenden
therapeutischen Antikdrper wie das polyklonale anti-Thymozytenglobulin aus dem Kaninchen
(ATG) oder der monoklonale anti-CD52 Antikorper Alemtuzumab eine Lymphopenie
induzieren, ist der Einfluss auf Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) im Detail weitgehend
unerforscht. In dieser Arbeit konnte an Patienten mit einer kombinierten Niere-Pankreas-
Transplantation gezeigt werden, dass eine ATG-Induktionstherapie neben der T-Zell-Depletion
auch zu einem rapiden Abfall der NK-Zellen fiihrt. Daher wurde im Rahmen von
weiterfiihrenden in vitro Experimenten der Wirkmechanismus von ATG und Alemtuzumab auf
NK-Zellen genauer analysiert. Die Behandlung von NK-Zellen mit ATG oder Alemtuzumab
fiihrte zu einer Reduktion ihrer Effektorfunktionen und zur Induktion von Apoptose. Von
besonderer klinischer Bedeutung ist die Tatsache, dass NK-Zellen 10- bis 100-fach sensitiver auf
die therapeutischen Antikorper reagieren als T- und B-Zellen. Durch die Generierung von Fc-
Fragmenten von ATG und Alemtuzumab konnte demonstriert werden, dass die Ligation des Fc-
Fragmentes mit dem Rezeptor FcyRIlla (CD16), der insbesondere auf CD56“™ NK-Zellen
exprimiert wird, als einziges Signal ausreichend ist fiir die Induktion der Apoptose, der
Degranulation und der massiven Sekretion inflammatorischer Zytokine. Die generierten Daten
implementieren folglich, dass NK-Zellen wichtige Mediatoren des klinisch beobachteten
Cytokine-Release-Syndroms sind. Da sie dariiber hinaus durch ihre antivirale und
tumorsuppressive Wirkung eine fundamentale Rolle bei der Bekdmpfung von Komplikationen
einer Langzeit-Immunsuppression spielen, sollte bei der Entwicklung neuer therapeutischer
Antikorper und der Definition einer optimalen Behandlungsdosis zukiinftig ein Fokus auf NK-
Zellen gelegt werden. Weiterfiilhrend wurde der Einfluss von ATG auf eine weitere
Lymphozytenpopulation, die im Zusammenhang mit einem verminderten Risiko einer Rejektion
diskutiert wird, analysiert. So konnte an Patienten nach einer ATG-Induktionstherapie durch eine
spezifische und quantitative Analyse des Methylierungsstatus des Transkriptionsfaktors FOXP3
eine Depletion der regulatorischen T-Zellen nachgewiesen werden. Erstmalig konnte an murinen
regulatorischen T-Zellen in einem SHIP-defizienten Mausmodell gezeigt werden, dass diese
Zellen Fcy-Rezeptoren exprimieren und somit eine direkte Reaktion von T-Zellen auf Antikdrper

oder opsonierte Zellen moglich ist.



2 Einleitung

Antikorper gegen T-Zellepitope werden zur Behandlung von Komplikationen wie Graft versus
Host Disease (GvHD) oder Steroid-resistenter Organabstofung bei der hdmatopoetischen
Stammzell- und der soliden Organtransplantation eingesetzt. Das polyklonale anti-
Thymozytenglobulin aus dem Kaninchen (ATG) enthilt Antikorper, die gegen eine Vielzahl von
Antigenen gerichtet sind, welche in die Immunantwort involviert sind (1). Der
Hauptwirkmechanismus von ATG ist die T-Zell-Depletion, die durch eine Komplement-
abhédngige Lyse und durch Induktion von Apoptose ausgelost wird (2). Jiingste Untersuchungen
belegen, dass neben der T-Zell-Depletion auch eine Beeinflussung von Dendritischen Zellen (3)
sowie eine Induktion von regulatorischen T-Zellen in vitro nach ATG Gabe zu beobachten
ist (4). Im Gegensatz zu ATG ist Alemtuzumab ein vollstindig humanisierter monoklonaler anti-
CD52 Antikorper, der hauptsédchlich T-, B- und Dendritische Zellen depletiert (5). Obwohl ATG
und Alemtuzumab regelmifig in der Klinik eingesetzt werden und umfangreiche Arbeiten iiber
die Effekte auf T-Zellen existieren, stehen nur sehr limitierte Informationen iiber die Einfliisse
auf NK-Zellen zur Verfiigung. Die antivirale Wirkung der NK-Zellen ist in der
Transplantationsmedizin von grundlegender Bedeutung, da Infektionen z.B. mit dem Epstein-
Barr Virus (EBV) oder dem Cytomegalie Virus (CMV) eine hiufige Komplikation bei
langzeitiger Immunsuppression darstellen (6). Sowohl Alemtuzumab als auch ATG werden mit
dem Auftreten einer EBV- oder CMV-Reaktivierung bzw. Erkrankung assoziiert (7,8). Des
Weiteren fanden sich bei Patienten, welche mit ATG oder Alemtuzumab behandelt wurden,
erhohte Mengen an TNFa, IFNY oder IL-6 im Serum (9,10). Diese klinische Komplikation wird
als so genanntes ,,Cytokine-Release-Syndrome* bezeichnet. Insbesondere fiir Alemtuzumab
konnte gezeigt werden, dass die Zytokinfreisetzung eine Folge einer IgG1-abhingigen Bindung

an den aktivierenden Rezeptor FcyRIIla auf Lymphozyten ist (11).

3 Ziel

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von therapeutischen Antikdrpern unter besonderer
Beriicksichtigung von ATG und Alemtuzumab auf NK-Zellen in der soliden
Organtransplantation zu untersuchen. Mit Hilfe von in vivo und in vitro Untersuchungen sollen
verschiedene wesentliche Aspekte betrachtet werden.

1. Anhand von in vivo Analysen bei Patienten, die nach einer soliden Organtransplantation

ATG als Induktionstherapie erhielten, soll der Einfluss des therapeutischen Antikorpers auf



verschiedene Lymphozytenpopulationen untersucht werden. Dabei liegt der Fokus des
Interesses auf NK-Zellen und regulatorischen T-Zellen.

2. Im nidchsten Schritt wird in vitro die Wirkung von ATG und Alemtuzumab auf die
Funktionalitit und Vitalitit der NK-Zellen getestet.

3. Weiterfithrend soll der Wirkmechanismus und somit die Interaktion von ATG und
Alemtuzumab mit den in Frage kommenden Rezeptoren auf NK-Zellen, insbesondere den
Fcy-Rezeptoren, untersucht werden.

4. Abschliefend soll die Frage geklart werden, ob Fcy-Rezeptoren, die fiir die NK-Zellen eine
substantielle Bedeutung besitzen, auch auf T-Zellen exprimiert werden und somit eine

Interaktion der T-Zellen mit Antikérpern vermitteln konnen.

4 Material und Methoden

4.1 Patienten und gesunde Spender

Zwischen Oktober 2007 und Mai 2008 wurden insgesamt 17 Patienten mit einer soliden
Organtransplantation aus der Klinik fiir Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie,
Charité - Universitdtsmedizin Berlin, in die prospektive beobachtende Studie eingeschlossen.
Diese Patienten erhielten ein nicht-HLA-identisches Allotransplantat aus einer Hirntodspende.
Bei acht Patienten wurde eine kombinierte Niere- und Pankreastransplantation durchgefiihrt.
Diese Patienten erhielten eine perioperative immunsuppressive Induktionstherapie mit ATG
(Thymoglobulin®, Genzyme GmbH, Neu Isenburg, Deutschland) in einer Dosierung von
1,5mg/kg Korpergewicht i.v.. Zusitzlich erfolgte die Applikation in der gleichen Dosierung an
den vier darauf folgenden Tagen. Die Vergleichsgruppe wurde von neun Patienten mit einer
allogenen Nierentransplantation gebildet, die zweimalig Basiliximab (Simulect®, Novartis
Pharma AG, Basel, Schweiz) als Induktionstherapie erhielten. Es wurden 20 mg Basiliximab i.v.
zwel Stunden vor der Reperfusion der Niere und die gleiche Dosis am Tag vier nach der
Operation appliziert. Die Erhaltungsimmunsuppression bestand in beiden Gruppen aus der Gabe
von Tacrolimus, Mycophenolatmofetil und Prednison. Fiir die in vitro Versuche wurden humane
Leukozyten entweder aus frisch entnommenem Vollblut von freiwilligen Spendern oder aus
Buffy-Coats, die iiber den DRK Blutspendedienst Wannsee (Berlin, Deutschland) bezogen
wurden, isoliert. Die Experimente mit humanen Materialproben waren zuvor durch das lokale
Ethikkomitee der Medizinischen Fakultdt der Charité — Universititsmedizin Berlin genehmigt

worden und die Patienten hatten ihr Einverstindnis zur Teilnahme an der Studie abgegeben.



4.2  Anreicherung verschiedener Lymphozytensubpopulationen

Aus dem Blut von gesunden Spendern und transplantierten Patienten wurden mononukleére
Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) durch Ficoll-Dichte-Zentrifugation (Bicoll, Biochrom
AG, Berlin, Deutschland) isoliert. CD4" T-Zellen oder CD56'CD3" NK-Zellen wurden durch
eine negative MACS-Selektion (engl. Magnetic Activated Cell Sorting) angereichert (Miltenyi
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland). Die NK-Zell-Subpopulationen CD56“™CD16*
und CD56™™CD16™ wurden durchflusszytometrisch sortiert (FACSAria™, Becton, Dickinson
and Company, NJ, USA). Details siehe Publikation (1), Seite 3.

4.3  Antikorper und Reagenzien

Fiir die Testung des Einflusses therapeutischer Antikorper auf NK-Zellen wurden das polykonale
ATG aus dem Kaninchen (Thymoglobulin®, Genzyme GmbH, Neu Isenburg, Deutschland) und
der humanisierte anti-CD52 Antikorper Alemtuzumab (Campath-1H, MedacSchering Onkologie
GmbH, Miinchen, Deutschland) verwendet. Als Kontrollen dienten der murine monoklonale
anti-CD3  Antikorper Orthoclone OKT3® (Janssen-Cilag BV, Tillburg, Niederlande), der
humanisierte anti-IL2Ra Antikérper Daclizumab (Zenapax®, Hoffman La Roche AG, Basel,
Schweiz) und eine polyklonale IgG Préparation aus dem Kaninchen (rIgG, Bethyl Laboratories
Inc., Montgomery, Texas, USA). Durch Papain-Verdau wurden ATG, Alemtuzumab und ein
anti-CD16 Antikorper (Klon 3G8, Dr. Ofer Mandelboim, The Hebrew University of Jerusalem,
Israel) in Fab-Fragmente und Fc-Teile gespalten. Details siehe Publikation (1), Seiten 2 bis 3.

4.4  Funktionelle Charakterisierung der NK-Zellen

Die Funktionalitit der NK-Zellen wurde mit Hilfe eines Zytotoxizititstests und eines
Degranulationstests gegen die humane erythromyeloblastoide Leukédmiezellinie K562, welcher
MHC-Klasse I- und II-Antigene fehlen, getestet. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde beim
Zytotoxizititstest der Prozentsatz der durch NK-Zellen abgettteten K562-Zellen, die DiOC;s(3)
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) geférbt sind, bestimmt. Die durchflusszytometrische
Analyse von CDI107a (Becton, Dickinson and Company, NJ, USA), einem granuldren
Membranprotein, ermoglichte eine direkte Aussage iiber die Degranulation der NK-Zellen.

Details siehe Publikation (1), Seite 3.

4.5 Quantitative real-time RT-PCR
Die gesamte RNA wurde durch den RNeasy® Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

aus den Zellysaten isoliert. Die cDNA wurde mit dem Enzym Reverse Transkriptase und Oligo-



dT-Nukleotiden als Primer hergestellt. Fiir eine quantitative Genexpressionsanalyse spezieller
Kandidatengene (INFy, TNFo, FasL und HPRT) wurde eine real-time Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) mit dem ABI PRISM 7500 Sequence Dection System
(TagMan™, Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt.
Details siehe Publikation (1), Seite 3.

4.6  (De-)Methylierungsanalyse von regulatorischen T-Zellen

Die Quantifizierung der natiirlichen regulatorischen T-Zellen erfolgte {iber eine
Methylierungsanalyse der TSDR (engl. Treg-specific demethylated region) innerhalb des
FOXP3 Gens. Es wurde DNA aus PBMCs von Patienten mit dem DNeasy® blood and tissue kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) gewonnen. Das Methylierungsmuster der DNA wurde
analysiert, indem durch eine Bisulfitbehandlung die nicht-methylierte Base Cytosin in Uracil
konvertiert wurde und methyliertes Cytosin unveridndert blieb. Das Reaktionsprodukt wurde
anschliefend mittels PCR vervielfiltigt. Real-time PCR mit Methylierungs- und Nicht-
Methylierungs-spezifischen Forward und Reverse Primern erfolgte mit dem Roche LightCycler
480 Probes Master (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland). Details siehe
Publikation (2), Seite 601.

4.7  Statistik

Die Daten der in vitro Experimente und der Patienten wurden als Mittelwerte mit
Standardabweichung dargestellt. Statistische Analysen wurden mit der GraphPad Instat  for
Windows (version 3.06) Software (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) berechnet. Es wurde
eine Varianzanalyse (ANOVA, engl. analysis of variance) durchgefiihrt. Bis auf die real-time
RT-PCR Daten wurden fiir alle statistischen Analysen Rohdaten verwendet. Die real-time
RT-PCR Daten wurden log(10) transformiert um die Varianzen der normalverteilten Daten zu
stabilisieren. Gruppen, deren p-Wert kleiner oder gleich 0,05 war, wurden als signifikant

unterschiedlich betrachtet.

5 Ergebnisse

51 Einfluss von ATG und Alemtuzumab auf NK-Zellen — Publikation (1)
5.1.1 In vivo Depletion von NK-Zellen nach ATG-Therapie
Eine Induktionstherapie mit ATG fiihrte bei Patienten nach einer kombinierten Niere-Pankreas-

Transplantation zu einer signifikanten Abnahme der CD56'CD3” NK-Zellen. Der Anteil der



NK-Zellen fiel von 13,4 + 10,6% pri-transplant auf 2,0 + 2,1% am Tag 1 nach Transplantation.
Hingegen konnte bei der Vergleichsgruppe, die Basiliximab als Induktions-Therapie erhielt, nur
ein marginaler und nicht signifikanter Riickgang der NK-Zell-Frequenzen festgestellt werden.
Innerhalb der Beobachtungzeit von 20 Tagen konnte in beiden Gruppen zwar eine Erholung der
NK-Zell-Frequenzen beobachtet werden, jedoch wurde das Ausgangsniveau vor Transplantation

nicht erreicht.

5.1.2 ATG und Alemtuzumab binden an CD16 auf NK-Zellen

Es wurde durchflusszytometrisch die Bindung von ATG und Alemtuzumab an eine grofBe
Anzahl von NK-Zell-spezifischen und -unspezifischen Oberflichenmarkern untersucht. Dabei
wurde keine Bindung von ATG und Alemtuzumab an die aktivierenden Rezeptoren NKp46,
NKp44 und NKp30 sowie an die Familie der KIRs (engl. killer-cell immunoglobulin-like
receptors) festgestellt. Jedoch wurde eine konzentrationsabhingige Bindung von ATG an die
Oberflichenantigene CD8 und CDI16 beobachtet. Der monoklonale anti-CD52 Antikorper

Alemtuzumab wurde ebenfalls an CD16 konzentrationsabhingig gebunden.

5.1.3 Beeinflussung der Effektorfunktionen von NK-Zellen

Die Funktionalitit der NK-Zellen wurde mit einem Zytotoxizititstest und einem
Degranulationstest gegen die humane Leukdmiezellinie K562 getestet. Eine Vorbehandlung 1L-2
aktivierter NK-Zellen mit ATG und Alemtuzumab fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der
Zytotoxizitdt der NK-Zellen. Die Kontrollantikdrper Daclizumab und rIgG {iibten erst in sehr
hohen Konzentrationen (>50ug/ml) einen Einfluss auf die Zytotoxizitit der NK-Zellen aus.
NK-Zellen werden aufgrund ihrer Expressionsdichte von CD56 (NCAMI1) auf der
Zelloberfliche in CD56"™ und CD56""#" NK-Zellen unterschieden. Uber 90% der CD56"™ NK-
Zellen sind CD16 positiv, wihrend die CD56""&" Zellen keine oder nur eine sehr geringe CD16
Expression aufweisen. Es wurde untersucht, inwiefern ein negativer Einfluss der Antikorper auf
die IFNy-Antwort der NK-Zellen nach Tumorzellkontakt bestand. Dabei wurde kein signifikant
negativer Einfluss auf die IFNy-Produktion der CD56™¢" NK-Zellen festgestellt. Hingegen
wurden die CD16 tragenden CD56"™ NK-Zellen sowohl durch ATG als auch Alemtuzumab bei
geringen Konzentrationen von 0,1pg/ml signifikant in ihrer Zytokinproduktion gehemmt. Bei
den Kontrollantikérpern war ein negativer Einfluss erst ab 50pug/ml signifikant messbar. Die
Degranulationskapazitit der NK-Zellen wurde mit Hilfe einer durchflusszytometrischen Analyse
des granuldren Proteins CD107a untersucht. Vergleichbar mit den Ergebnissen der IFNy-

Produktion konnte auch bei der Analyse der Degranulation ein signifikant negativer Einfluss von



ATG und Alemtuzumab nur bei den CD56%™ NK-Zellen festgestellt werden. Erstmalig konnte in
dieser Arbeit der Nachweis erbracht werden, dass eine Stimulation mit ATG und Alemtuzumab

zu einer Tumorzell-unabhingigen Degranulation fiihrt.

5.1.4 Induktion der Apoptose in NK-Zellen

Innerhalb einer Stunde 16sten geringe Konzentrationen (0,1pg/ml) von Alemtuzmab und ATG
den programmierten Zelltod (Apoptose) in NK-Zellkulturen aus. Im Gegensatz dazu fiihrten
Daclizumab und rIgG erst bei hohen Konzentrationen zu einer minimalen Induktion der
Apoptose. Fir NK-Zellen waren im Gegensatz zu T- und B-Zellen schon geringste Mengen an
ATG ausreichend fiir die Induktion des programmierten Zelltod. Um den Einfluss von ATG auf
die CD56"™CD16" und CD56™¢"CD16™ NK-Zell-Subpopulationen zu untersuchen, wurden NK-
Zellen durchflusszytometrisch in beide Subpopulationen sortiert und getrennt mit ATG
kultiviert. Im Gegensatz zu der CD56""#" NK-Zell-Fraktion zeigten die CD56"™ NK-Zellen eine
starke Induktion von Apoptose und Nekrose nach einer ATG-Behandlung.

5.1.5 Induktion von FasL, TNFo und IFNy

NK-Zellen exprimieren ohne externe Stimulation kein FasL, IFNy und TNFo. Hingegen war
nach Inkubation mit ATG oder Alemtuzumab eine konzentrationsabhédngige, starke und hoch
signifikante Induktion der mRNA von FasL, IFNy und TNFa innerhalb der ersten Stunde zu
beobachten, die sich nach sechs Stunden abschwéchte. Die Expression von IFNy war am
starksten, gefolgt von TNFa und FasL. Daclizumab und rIgG zeigten bei hohen Konzentrationen
(10-50ug/ml) ebenfalls eine leichte Induktion von IFNy, TNFa und FasL. Die durch ATG und
Alemtuzumab ausgeltdste Induktion von IFNy und TNFo konnte auf Proteinebene in den

Zellkulturiiberstanden bestétigt werden.

5.1.6 Der Fc-Teil ist ausreichend fiir eine Induktion der Zytokinproduktion, der
Apoptose und der Degranulation

Durch Blockade des FcyRIllo mit Fab-Fragmenten des anti-CD16 Antikorpers konnte gezeigt
werden, dass die Bindung von ATG an den FcyRlIlla fiir die Induktion der Zytokinproduktion
unbedingt notwendig ist. ATG loste bei NK-Zellen mit blockiertem CD16 keine Induktion von
FasL, TNFa und IFNy aus. Bei nicht blockiertem CD16 16sten die Fab-Fragmente von ATG oder
Alemtuzumab keine Zytokinproduktion aus. In einem weiteren Schritt konnte demonstriert
werden, dass die Bindung der Fc-Teile von ATG und Alemtuzumab an den FcyRIIla fiir eine

Zytokin-Induktion ausreichend ist. Das Expressionsniveau war bei Testung der Fc-Teile



vergleichbar mit dem, welches bei Verwendung des kompletten Antikorpers erreicht wurde.
Auch fiir die durch ATG und Alemtuzumab ausgeldste Apoptose und Degranulation konnte
gezeigt werden, dass diese allein durch den Fc-Teil und nicht durch die Fab-Fragmente der
Antikorper induziert werden konnten. Um sicher zu stellen, dass hohe Konzentrationen von
Immunglobulinen im Serum die beobachteten Effekte nicht blockierten, wurden Vollblut-
Stimulationen durchgefiihrt. Fc-Teile von ATG und Alemtuzumab fiihrten ebenso wie die
vollstandigen Antikorper im Vollblut zu einer Induktion von IFNy, TNFa und FasL. Im
Gegensatz zu den Experimenten mit isolierten NK-Zellen war in den Vollblutstimulationen die

Expression von TNFa hoher als die von IFNy.

5.2 Invivo Depletion regulatorischer T-Zellen — Publikation (2)

Regulatorische CD4"CD25"FOXP3" T-Zellen sind potente negative Immunregulatoren, die in
der Transplantationsmedizin im Zusammenhang mit einem verringerten Risiko einer Abstoung
diskutiert werden. Sie werden iiber die Expression des Transkriptionsfaktors FOXP3
charakterisiert, der wichtige Funktionen bei der Entstehung und Aufrechterhaltung des
suppressorischen Phinotyps besitzt (12). Ein wesentliches Problem der Analyse regulatorischer
T-Zellen durch die Messung der FOXP3 mRNA oder Proteinexpression ist die Tatsache, dass
auch aktivierte Effektor-T-Zellen transient FOXP3 exprimieren konnen (13). Regulatorische
T-Zellen unterscheiden sich auf epigenetischer Ebene von aktivierten T-Zellen; so sind
ausschlieBlich regulatorische T-Zellen in der konservierten FOXP3-TSDR demethyliert (14). Mit
der Analyse des Methylierungsstatus der FOXP3-TSDR konnte eine quantitative Analyse der
regulatorischen T-Zellen bei solider Organtransplantation durchgefiihrt werden. Es wurde die
Demethylierung der FOXP3-TSDR vor und nach ATG-Gabe bestimmt. Dabei zeigte sich, dass
die Expression der regulatorischen T-Zellen nach ATG-Therapie bei allen Patienten reduziert
war. Vor der Antikorper-Therapie konnten 0,6% - 7,6% regulatorische T-Zellen detektiert
werden. Im Gegensatz dazu fiel der Anteil nach Induktionstherapie auf unter 0,25%.
Interessanterweise fiihrte die Induktionstherapie mit Basiliximab zu einem vergleichbaren
Ergebnis. Der Anteil der regulatorischen T-Zellen fiel von durchschnittlich 1,6% vor der

Transplantation auf durchschnittlich 0,66% nach Basiliximab-Therapie.

5.3  FcyRIllo und FeyRIIb (CD32b) auf T-Lymphozyten — Publikation (3)
Die Bedeutung der Fc-Rezeptoren (FcR), insbesondere des FcyRIIla, konnte fiir die NK-Zellen
im Zusammenhang mit therapeutischen Antikorpern gezeigt werden. FcR konnen potente

Aktivatoren (z.B. FceRI und FcyRIllo) aber auch negative Regulatoren (z.B. FcyRIIb) der



Immunantwort sein (15). FcR sind in der Regel paarweise zu finden, so dass auf einer Zelle
sowohl inhibierende als auch aktivierende Rezeptoren gleichzeitig exprimiert werden (16). Mit
Analysen der SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase (SHIP) kann die Balance dieser
aktivierenden und inhibierenden Signale untersucht werden. SHIP ist mit dem inhibitorischen
FcyRIIb verkniipft und kann dadurch die Signaltransduktion verschiedener Immunrezeptoren
negativ beeinflussen (15). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine SH2 domain-
containing inositol 5-phosphatase (SHIP)-Defizienz zu einer erhohten Frequenz von
CD4"CD25"FOXP3" regulatorischen und CD4*CD25 FOXP3" naiven T-Zellen fiihrt. In der
Peripherie, den Lymphknoten und der Milz zeigten diese T-Zellen in den SHIP defizienten
Tieren eine erhohte Frequenz an CD103, GITR, OX40, FcyRIIb bzw. FcyRIlla. Bisher wurden

Fcy-Rezeptoren auf T-Zellen weder in der Maus noch beim Menschen gefunden.

6. Diskussion

6.1 Einfluss von ATG und Alemtuzumab auf NK-Zellen — Publikation (1)

Obwohl die T-Zell-depletierenden Eigenschaften von ATG mittlerweile gut dokumentiert sind,
existieren derzeit nur unzureichende Informationen iiber den Einfluss auf NK-Zellen. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine ATG-Induktionstherapie bei Patienten
nach einer kombinierten Niere-Pankreas-Transplantation zu einer signifikanten Abnahme der
CD56"CD3” NK-Zellen fiihrte. Nach 10 Tagen trat eine Erholung der NK-Zell-Frequenzen auf,

ohne dass im Beobachtungszeitraum von 20 Tagen das Ausgangsniveau erreicht wurde.

Diese negative Beeinflussung der NK-Zellen durch ATG ist von groB3er klinischer Bedeutung, da
NK-Zellen einen bedeutsamen Anteil an der Bekdmpfung von Virusinfektionen und
Tumorerkrankungen haben, die als Komplikationen langzeitiger Immunsuppression auftreten
konnen (6). Um den Einfluss von ATG und Alemtuzumab auf NK-Zellen analysieren zu konnen,
wurde mit Hilfe von in vitro Experimenten die Bindung von ATG und Alemtuzumab an NK-
Zell-spezifische und -unspezifische Oberflichenmarker untersucht. Dabei konnte die
konzentrationsabhéngige Bindung von ATG und Alemtuzumab an den FcyRIlla (CD16)
bestdtigt werden (1,11). Des Weiteren fiihrte eine Vorbehandlung von NK-Zellen mit geringsten
Ausgangsmengen an ATG und Alemtuzumab zu einer verminderten Antwort gegen
Tumorzellen. Dieser negative Effekt war auf eine Subpopulation der NK-Zellen, die FcyRIlla
exprimierenden CD56"™ NK-Zellen, beschriinkt. AuBerdem wurde durch die Bindung der beiden
Antikorper eine Degranulation der CD56“™CD16* NK-Zellen ausgelost, ohne dass ein
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Tumorzellkontakt notwendig war. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu publizierten
Daten von Penack et al. (17). Dort wird nach Inkubation von PBMCs mit Alemtuzumab ohne
Tumorzellen keine verstirkte CD107a Expression bzw. Degranulation nachgewiesen.
Hinsichtlich einer Apoptose und Nekrose auslosenden Wirkung von ATG konnten die Arbeiten
von Penack et al. hingegen bestitigt werden (18). Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig
gezeigt werden, dass die Induktion der Apoptose und Nekrose durch ATG auf die
CD56"™CD16" NK-Zellen beschriinkt ist. Im Vergleich mit T- und B-Zellen waren hierfiir

deutlich geringere Konzentrationen notwendig.

NK-Zellen werden mit der Komplikation des Cytokine-Release-Syndroms, welches bei der
Immunsuppression mit Alemtuzumab oder ATG auftreten kann, in Verbindung gebracht. Es ist
gekennzeichnet durch sehr hohe Serumkonzentrationen von unter anderem TNFa und IFNy, die
wenige Stunden nach Therapiebeginn auftreten (10,19). Fiir Alemtuzumab wurde aufgrund von
Experimenten mit PBMCs schon vor mehr als einer Dekade die Hypothese formuliert, dass die
massive Zytokin-Ausschiittung die Folge einer IgGl-abhidngigen CDI16-Ligation dieser
Lymphozyten ist (11). In dieser Arbeit konnte erstmalig anhand von isolierten NK-Zellen eine
Beteiligung dieser Lymphozytenpopulation am Cytokine-Release-Syndrome gezeigt werden, da
es zu einer signifikanten Ausschiittung von TNFo und IFNy nach einer Stunde ATG- oder
Alemtuzumab-Behandlung kam. AuBlerdem kam es zu einer verstirkten Ausschiittung von FasL,
welches zu einer Fas/FasL-induzierten Apoptose fithren kann. So zeigte Eischen et al. (20), dass
eine CD16-Ligation auf NK-Zellen zu einer Freisetzung von FasL fiihrt und dies eine autokrine
Apoptose auslosen kann. Die durch ATG und Alemtuzumab ausgeldste Freisetzung von FasL

kann daher als ein autokriner Faktor bei der Induktion der Apoptose betrachtet werden.

Die Relevanz des FcyRlIlla fiir die beobachteten Effekte von ATG und Alemtuzumab auf NK-
Zellen wurde bereits durch die Arbeit von Wing et al. (11) verdeutlicht. Es konnte dort durch
Testung des intakten Antikorpers Alemtuzumab und dessen Fab-Fragmenten gezeigt werden,
dass sowohl die Spezifitiat als auch der Isotyp des Antikorpers fiir die Zytokinausschiittung
relevant sind. In der vorliegenden Arbeit wurde nun demonstriert, dass allein die Bindung des
IgG1 Fc-Fragments von ATG bzw. Alemtuzumab an den FcyRIlla die Zytokinfreisetzung, die
Degranulation und die Apoptose induziert. Um den eventuell blockierenden Einfluss autologer
Immunglobuline im Blut auf die durch die therapeutischen Antikorper ausgelosten Effekte zu
analysieren, wurden Stimulationen von Vollblut mit Fc-Teilen und intaktem Antikorper

durchgefiihrt. In den Vollblut Experimenten war im Gegensatz zu den Analysen der isolierten
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NK-Zellen der Anteil an induziertem TNFa in Relation zu IFNy stark erhoht. Dieses Ergebnis
legt die Hypothese nahe, dass weitere CD16" Zellpopulationen, wie beispielsweise Monozyten,
durch die Fc-Teile von ATG und Alemtuzumab aktiviert werden. Diese Annahme wird durch
eine Arbeit von Belge et al. (21) unterstiitzt, in welcher CD14"CD16"DR™" Monozyten als

wichtige Mediatoren fiir die TNFo-Sekretion beschrieben werden.

Die durch die Ligation der therapeutischen Antikorper mit dem FcyRIIlo ausgelosten Effekte
zeigten unterschiedlich starke Auspriagungen. Der humanisierte Antikorper Alemtuzumab hat im
Vergleich zu ATG aus dem Kaninchen eine hohere Affinitit fiir den humanen FcyRIIlo auf NK-
Zellen, obwohl beide Antikorper IgG1-Isotypen sind. Diese Affinitdtsunterschiede konnen auf
die Sequenzunterschiede in der konstanten Region von humanen und kaninen vy-Ketten
zuriickgefiihrt werden, da die Sequenzhomologie nur 60-80% betrigt (22). Die
Kontrollantikorper Daclizumab, OKT3 und die IgG-Priparation aus dem Kaninchen (rIgG)
zeigten eine sehr geringe Wirkung auf NK-Zellen. Das IgG-Kontrollserum aus dem Kaninchen
besteht im Vergleich zur aufgereinigten IgG1-Fraktion des ATG aus mehreren IgG1-Subklassen
(IgG1-4) und zeigte daher eine verminderter Affinitdt an CD16. Wie schon Chesla et al. (23)
zeigte, haben murine IgG2a Fc-Fragmente eine sehr geringe Affinitét fiir den humanen FcyRIllo.
Auch in dieser Arbeit konnte fiir den murinen IgG2a Antikdrper OKT3 keine Interaktion mit
CD16 nachgewiesen werden. Fiir eine optimale Effektorfunktion von Antikdrpern ist ein
addquates Glykosylierungsmuster des Fc-Fragments eine wichtige Voraussetzung (24).
Abweichungen in der Glykosylierung konnten eine Erkldrung fiir die Unterschiede zwischen den
Fc-Fragmenten der vollstdndig humanisierten IgG1 Antikorper Daclizumab und Alemtuzumab
sein. Eine genaue Analyse des Glykosylierungsmuster von Daclizumab wurde bereits von
Stadlmann et al. (25) vorgelegt. In wiefern Unterschiede zu dem Gykosylierungsmuster von
Alemtuzumab existieren, muss in weiteren Studien untersucht werden, da es keine

entsprechenden Analysen beziiglich Alemtuzumab gibt.

6.2  Invivo Depletion regulatorischer T-Zellen — Publikation (2)

Mit der Analyse des Methylierungsstatus der FOXP3-TSDR konnte erstmals eine quantitative
Analyse natiirlicher regulatorischer T-Zellen bei der soliden Organtransplantation durchgefiihrt
werden. Die Frequenz der regulatorischen T-Zellen war nach ATG- und Basiliximab-Therapie
bei allen Patienten reduziert. Die beobachtete starke Depletion der regulatorischen T-Zellen nach
ATG-Therapie ist konform mit der schon beschriebenen T-Zell-depletierenden Wirkung (1). Es
konnte die von Sewgobind et al. (26) beschriebene Depletion der CD4"CD25"FOXP3" T-Zellen
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nach ATG-Therapie, die mit durchflusszytometrischen Methoden bestimmt wurde, durch die
quantitative Analyse des Methylierungsstatus der FOXP3-TSDR bestitigt werden. Jedoch
konnte die von Lopez et al. (4) in vitro gezeigte Induktion regulatorischer T-Zellen nach ATG-
Behandlung von PBMCs nicht durch unsere in vivo Untersuchungen verifiziert werden.

Die Reduktion regulatorischer T-Zellen konnte auch bei den mit Basiliximab behandelten
Patienten beobachtet werden. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu dem bisher in der
Literatur beschriebenem Wirkmechanismus von Basiliximab; dort fiihrt eine Blockade des
IL-2a-Rezeptors (CD25) nicht zu einer Depletion der CD25" T-Zellen (27,28). Inwieweit die
parallele Erhaltungsimmunsuppression mit Tacrolimus, Mycophenolatmofetil und Prednison
oder auch eine durch NK-Zellen vermittelte Antikorper-abhiingige Zytotoxizitit einen Einfluss

auf die Depletion der regulatorischen T-Zellen hat, muss in weiteren Studien geklirt werden.

6.3 FcyRIIlo und FeyRIIb (CD32b) auf T-Lymphozyten — Publikation (3)

Kerr et al. (29) beschreibt, dass sowohl eine induzierbare als auch eine Keimbahn-Defizienz von
SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase (SHIP) im Empfinger einer Knochenmarkspende
die Komplikation einer GVHD vermindert. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass im
Mausmodel eine SHIP-Defizienz zu einer erhohten Frequenz von CD4'CD25'FOXP3*
regulatorischen und CD4"CD25 FOXP3" naiven T-Zellen fiihrt. SHIP kann Signale, die vom
inhibitorischen FcyRIIb oder vom aktivierenden FcyRIllo weitergeleitet werden, regulieren
(30,15). Fcy-Rezeptoren finden sich auf den haufigsten hamatopoetischen Zelltypen. Die Frage
nach Fcy-Rezeptoren auf T-Zellen wird in der Literatur kontrovers diskutiert; so wurde
beispielsweise FcyRIIb bisher weder auf humanen noch murinen T-Zellen nachgewiesen (16). Es
konnte hier erstmalig der Nachweis erbracht werden, dass in SHIP-defizienten Tieren auf der
Oberfliche von CD25 T-Zellen und CD25" regulatorischen T-Zellen eine hohe Expression von
FcyRIIb bzw. FcyRIIla vorliegt. SHIP-defiziente CD4" T-Zellen konnten somit auf Antikorper,
Immunkomplexe oder opsonierte Zellen reagieren, da SHIP normalerweise die Fc-Rezeptor
vermittelten Signale limitiert (15,16). Diese Hypothese wird auch durch die erhohten Serum-
Level an spezifischen IgG-Isotypen in SHIP”-Miusen unterstiitzt (31), die als Liganden fiir die
deregulierten Fcy-Rezeptoren auf den CD4* T-Zellen in den SHIP”-Miusen dienen konnen.
Weitere Analysen sind notwendig, um den Einfluss der Fc-Rezeptor vermittelten Signale, die in
diesem Model nicht durch SHIP vermindert werden, auf eine mogliche Expansion der CD25

FOXP3" T-Zellen und der CD25"FOXP3" regulatorischen T-Zellen zu kliren.
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