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Zusammenfassung

Einleitung: Trotz wissenschaftlicher Fortschritte stellt die Transplantat-gegen-
Rezipient Erkrankung (engl. graft-versus-host-disease, GvHD) eine der héaufigsten
Ursachen fur Morbiditdt und Mortalitdt nach der allogenen hamatopoetischen
Stammzelltransplantation (alloHSZT) dar. Die Gabe von Antithymozytenglobulin aus
Kaninchen (rATG) bietet eine Moglichkeit, GvHD nach einer alloHSZT zu reduzieren.
Allerdings werden eine durch rATG hervorgerufene verzdgerte
Immunzellrekonstitution sowie eine daraus folgende erhdhte Infektanfalligkeit
diskutiert. In der vorliegenden Arbeit wird die Fragestellung untersucht, ob die rATG
Praparate Grafalon® und Thymoglobulin® eine Zytotoxizitdt gegentiber humanem
Thymusgewebe aufweisen und damit die T-Zell Rekonstitution nach einer alloHSZT

moglicherweise negativ beeinflussen.

Methoden: Zunachst wurden zur Etablierung einer humanen Thymusstromzellkultur
zwei Ansétze zur Kultivierung von humanen Thymusstromazellen untersucht und der
Anteil an Thymusepithelzellen mittels Durchflusszytometrie und Immunzytologie
ermittelt. Es wurde die Bindung der beiden rATG Praparate an humane
Thymusstromazellen und insbesondere an  Thymusepithelzellen  mittels
Durchflusszytometrie und immunhistologischer Farbungen Uberprift sowie deren
komplementabhangige und -unabhéngige Zytotoxizitdt ermittelt. Durch den Pan-
Caspaseinhibitor Q-VD-OPh Hydrat wurde der Apoptosemechanismus durch die
beiden rATG Praparate genauer untersucht. Weiterhin wurde die Expression
ausgewahlter Oberflachenantigene auf der Jurkatzelllinie, frischen humanen

Thymozyten und humanen Thymusstromazellen charakterisiert.

Ergebnisse: Die beiden Kulturansatze zeigten unterschiedliche Anteile an EpCAM*
Thymusepithelzellen: der serumhaltige Ansatz wies maximal 5% an EpCAM* Zellen
auf, in der serumfreien Kultur konnten bis zu >50% EpCAM* Zellen erreicht werden.
Beide rATG Praparate zeigten eine vergleichbare, dosisabhéngige Bindung an
humane Thymusstromazellen. Weiterhin wiesen beide rATG Praparate eine
dosisabhangige, weitgehend Komplement-unabhangige Zytotoxizitdt gegenuber
humanen Thymusstromazellen auf. Die durch die beiden rATG Préparate induzierte

Apoptose konnte nicht mittels eines Pan-Caspaseinhibitor unterdriickt werden. Bei der
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Suche nach méglichen gemeinsamen Bindungsepitopen der zu untersuchenden

Thymusstromazellen und der fir die Produktion der rATG Préaparate wichtigen
Jukatzellen bzw. Thymozyten, konnten CD31, CD90 und HLA-DR auf Jurkatzellen und
humanen Thymusstromzellen sowie CD31 und HLA-DR auf frischen humanen
Thymozyten und humanen Thymusstromazellen als gemeinsame Oberflachenmarker

identifiziert werden.

Schlussfolgerung: Beide rATG Praparate zeigen vergleichbare zytotoxische Effekte
auf humane Thymusstromazellen und kdnnten somit die thymusabhangige T-Zell
Rekonstitution nach alloHSZT negativ beeinflussen. Folglich unterstiitzen unsere
Daten fur den Kilinikalltag eine Kombination von rATG mit Thymus-protektiven
Therapiemoglichkeiten (z.B. IL-7 und Keratinozyten-Wachstumsfaktor), um eine
suffiziente GvHD Prophylaxe zu ermdglichen und gleichzeitig eine verzégerte T-Zell

Rekonstitution zu vermeiden.
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Abstract

Introduction: Even though significant progress has been made, graft-versus-host
disease (GvHD) still remains one of the most common causes for morbidity and
mortality after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (alloHSCT). Rabbit
anti-thymocyte globulin (rATG) represents one possibility for reducing GvHD after
alloHSCT. However, a delayed immune reconstitution and consequently, higher rates
of infection following rATG treatment are being discussed. In the following
investigation, we examined two commonly used rATG preparations, Grafalon® and
Thymoglobulin®, in respect to their cytotoxic effects on human thymic stroma cells and

therewith on proper T cell reconstitution after alloHSCT.

Methods: First, two different cell culture conditions were established and evaluated
via flow cytometry and immunocytology regarding their amount of thymic epithelial
cells. Moreover, the binding of both rATG preparations to human thymic stroma cells
was compared by flow cytometry analysis and immunohistology stainings.
Complement-dependent and -independent cytotoxicity of both rATG preparations
towards human thymic stroma cells were assessed by flow cytometry analysis. The
apoptosis mechanism was further analyzed by introducing the pan-caspase-inhibitor
Q-VD-OPh hydrate. Additionally, we investigated the expression of selected antigens
on the Jurkat cell line, fresh human thymocytes and cultured human thymic stroma

cells.

Results: Within the compared cell culture systems, EpCAM* human thymic epithelial
cells developed differently. Whereas the serum-containing approach contained a
maximum of 5% EpCAM* thymic epithelial cells, the serum-free approach showed a
fraction of up to 50%. Both rATG preparations showed a comparable dose-dependent
binding to human thymic stroma cells. Both rATG preparations exerted a mostly
complement-independent and dose-dependent cytotoxicity towards human thymic
stroma cells. rATG-induced apoptosis could not be inhibited by a pan-caspase-
inhibitor. A number of antigens are expressed on both Jurkat cells (CD31, CD90, HLA-
DR) and cultured human thymic stroma cells or fresh thymocytes (CD31, HLA-DR) and

cultured human thymic stroma cells.
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Conclusion: Both rATG preparations exert similar cytotoxic effects on human

thymic stroma cells, thus possibly hampering the thymus-dependent T cell
reconstitution after alloHSCT. Consequently, our data supports a combined treatment
of rATG and exogenous thymus-protective strategies (e.g. IL-7, keratinocyte growth
factor), in order to simultaneously overcome delayed T cell reconstitution and offer

sufficient GvHD prophylaxis.






1. Einleitung

1.1 Allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation und

Transplantat-gegen-Rezipient Erkrankung

Die alloHSZT stellt eine etablierte, kurative Therapieoption fir die Behandlung vieler
maligner und nicht-maligner hdmatologischer Erkrankungen dar. Die Indikation fur eine
alloHSZT kann gestellt werden, wenn alternative Therapiemdglichkeiten mit einer
schlechteren Prognose einhergehen wirden, die Transplantation also hinsichtlich ihrer
Morbiditat und Mortalitdt anderen Therapien Uberlegen ist [1]. Vor einer alloHSZT
erfolgt die sogenannte Konditionierungstherapie. Je nach Grunderkrankung und
vorhandenen Komorbiditaten, Alter, Remissionsstatus, Rezidivrisiko sowie weiteren
fuir die  Prognose entscheidenden  Faktoren, @ werden  verschiedene
Konditionierungsregime angewandt. Es kbnnen myeloablative und nicht-myeloablative
Schemata, welche Ublicherweise eine Kombination aus Chemo- und/oder
Bestrahlungstherapie enthalten, sowie Konditionierungen mit reduzierter Intensitat
(engl. reduced intensity conditioning, RIC) vorbereitend auf eine alloHSZT erfolgen.
Jede dieser Konditionierungstherapien hat neben der chemotherapeutischen Wirkung
auf die malignen Zellen unter anderem zum Ziel, eine Immunsuppression zu erzeugen,
um eine primare AbstoBung des Transplantats durch kdrpereigene Abwehrzellen zu
vermeiden und so ein Anwachsen der Spenderzellen (engl. Engraftment) zu
ermoglichen. Zuséatzlich existiert die Vorstellung, dass durch die Ablation des
Empfangerknochenmarks ,Raum® in der Knochenmarknische flr die Spenderzellen

geschaffen wird.

Auf Grund der durch die Konditionierung geschwéachten bzw. fehlenden Immunabwehr
entwickeln die Patienten ein hohes Infektionsrisiko, welches Uber die Dauer der
Immunsuppression hinweg bestehen bleibt. Aus diesem Grund erfolgt in diesem
Zeitraum eine spezielle Unterbringung der Patienten in keimarmen Raumlichkeiten
sowie die Gabe verschiedener prophylaktischer Antiinfektiva. Die Stammzellen des
Spenders kénnen aus dem Knochenmark, dem peripheren Blut sowie aus

Nabelschnurblut isoliert werden, wobei im Rahmen einer alloHSZT beim Erwachsenen
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aktuell am haufigsten periphere Stammzellen (engl. peripheral blood stem cells,

PBSC) verwendet werden [2]. Diese werden vor der Stammzellapherese im Spender
mittels des rekombinant hergestellten Zytokins Granulozytenkolonie-stimulierender
Fraktor (engl. granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF) aus dem Knochenmark
mobilisiert. Bei der Auswahl des Spenders ist die Kompatibilitdt der humanen
Leukozytenantigen Molekule (engl. human leukocyte antigen, HLA) entscheidend,
welche eine Aussage Uber die Vertraglichkeit der Spenderzellen mit dem
Empféangergewebe erlauben und so eine Abschatzung tber das Risiko der Entstehung
einer Alloreaktivitdt, der so genannten Transplantat-gegen-Rezipient Erkrankung
(engl. graft-versus-host disease, GvHD), zulassen. Bei der Typisierung und Auswahl
der Spender spielen vor allem die Gewebeantigene HLA-A, -B, -C, -DRB1 und DQB1
eine Rolle [3]. Besteht eine unzureichende HLA-Kompatibilitdt zwischen Spender und
Empfanger, kann es zum Krankheitsbild der GvHD kommen, bei welcher eine akute
oder chronische, durch alloreaktive Spender-T-Zellen hervorgerufene, systemische
Inflammation auftritt. Diese alloreaktive Reaktion ist desto wahrscheinlicher, je weniger
Gewebeantigene des Spenders mit denen des Empféangers Gbereinstimmen. Sie kann
jedoch auch bei einer Spende auftreten, bei welcher alle bestimmten Gewebemarker
des Spenders mit denen des Empfangers identisch sind. Prinzipiell kann die GvHD
jedes Organ bzw. Organsystem betreffen, Hauptmanifestationen sind jedoch Haut,
Leber und Darm [4]. Da die akute (aGvHD) und die chronische GvHD (cGvHD) mit
einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat assoziiert sind [4,5], widmen sich zahlreiche
Studien dem Ermitteln der optimalen Transplantationsbedingungen, welche das Risiko
fir aGvHD und cGvHD so weit wie mdglich reduzieren. Mehrere Arbeiten haben
gezeigt, dass eine HLA-idente Familienspende, also von einer Spenderin bzw. einem
Spender aus dem engeren Familienkreis, welche(r) 10/10 Ubereinstimmende HLA-
Molekile aufweist, einer HLA-identen Fremdspende sowie einer HLA-Mismatch
(<10/10) oder haplo-identen Spende bezlglich des GvHD Risikos Uberlegen ist.
Allerdings sollte hier das Alter und Geschlecht des Spenders beachtet werden, da
beispielsweise eine HLA-idente Spende eines jungen Spenders einer HLA-identen
Familienspende eines deutlich alteren Spenders ebenblrtig ist [6]. Lasst sich kein
HLA-identer Familienspender finden, so kann dennoch eine alloHSZT mit Zellen HLA-
identer Fremdspender, Mismatch- oder haploidenter Spender erfolgen, bei welcher

das Risiko einer GvHD jedoch als erhdht eingeschatzt wird [7,8]. Weiterhin konnte
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gezeigt werden, dass die cGvHD durch den mittlerweile weithin herkdmmlichen

Gebrauch von PBSC als Stammzellquelle in den letzten Jahren signifikant gestiegen
ist [9]. Die auch bei einer Familienspende zur Pravention einer GvHD verabreichte
Medikation bestehend aus Cyclosporin A oder Tacrolimus sowie Methotrexat oder
Mycophenolat, kann in einem Hochrisiko-Setting beispielweise durch die Gabe des T-

Zell-depletierenden Antikdrpers Antithymozytenglobulin erweitert werden.

1.2 Antithymozytenglobulin

Neben klassischen Immunsuppressiva wird Antithymozytenglobulin zur GvHD
Prophylaxe im Rahmen einer alloHSZT eingesetzt. Antithymozytenglobulin ist ein
Gemisch polyklonaler Antikdrper, welcher in Pferden (engl. equine antithymocyte-
globulin, eATG) oder Kaninchen (engl. rabbit antithymocyte-globulin, rATG) hergestellt
wird. Die zur Prophylaxe der GvHD verwendeten Praparate stammen Uberwiegend
aus dem Kaninchen, da mehrere Analysen zeigen konnten, dass diese im Vergleich
zu eATG eine deutlich starkere Effektivitat in der Reduktion der GvHD aufweisen [10].
Aktuell werden vor allem zwei rATG Préparate zur GvHD Prophylaxe verwendet. Zum
einen Thymoglobulin® (Genzyme, Cambridge, MA, USA; im Folgenden ATG, im engl.
antithymocyte globulin), welches durch die Immunisierung von Kaninchen mit
humanen Thymozyten hergestellt wird. Zum anderen Grafalon® (Neovii Biotech,
Gréafeling, Germany; im Folgenden ATLG, im engl. Anti-T-lymphocyte globulin),
welches durch die Immunisierung von Kaninchen mit der humanen T-Zell Leukamie

Zelllinie Jurkat hergestellt wird.

Mehrere kontrollierte, randomisierte Studien zeigten, dass durch die Hinzunahme von
rATG in das Konditionierungsregime das Auftreten einer aGvHD sowie einer cGvHD
nach alloHSZT reduziert werden kann [11-14]. Der Hauptmechanismus der rATG-
Wirkung besteht in der T-Zelldepletion, welche zu einer Unterdrickung bzw.
Eliminierung der alloreaktiven Spender T-Zellen fuhrt [15,16]. Allerdings werden bei
dieser Depletion neben T-Lymphozyten auch andere Immunzellen, beispielsweise B-
und NK-Zellen sowie dendritische Zellen depletiert [17,18], sodass eine nachhaltige
Suppression des Immunsystems die Folge ist [16]. rATG kann bis zu finf Wochen im
Serum von transplantierten Patienten nachgewiesen werden, wobei die herbeigefihrte

T-Zellsuppression bis zu 6 Monate andauern kann [19,20]. Mehrere randomisierte und
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nicht-randomisierte Studien haben die Fragestellung, ob rATG auf Grund seiner
starken und langanhaltenden Immunsuppression zu einer erhéhten Morbiditat und
Mortalitat fuhrt, untersucht. Zwei randomisierte kontrollierte Studien konnten dabei bei
niedrigeren Dosen keine erhohte Infektanfalligkeit durch rATG im Vergleich zu
Patienten, die ohne rATG behandelt wurden, feststellen [14,21,22]. Allerdings konnte
in einigen Arbeiten eine erhdhte Infektmortalitat bei hoheren rATG-Dosen beobachtet
werden. In der Studie von Bacigalupo et al. zeigten Patienten, die 15 mg/kg ATG
wahrend der Konditionierung erhalten hatten, eine signifikant héhere infektbedingte
Mortalitat als Patienten ohne ATG. Dies galt allerdings nicht fiir Patienten, die lediglich
eine Dosis von 7,5 mg/kg ATG erhalten hatten [21]. Auch andere Studien konnten
zeigen, dass die Dosishohe des eingesetzten ATG eine Auswirkung auf die Infektrate
und -mortalitat der Patienten zeigt [23-25]. Demgegentiber stehen Ergebnisse anderer
Arbeiten, welche diese dosisabhangige Infektanfalligkeit nicht bestatigen konnten [26-
28]. Weiterhin wird eine Reduktion des Graft-versus-Leukemia (GvL) Effekts durch
rATG diskutiert. Bei diesem Effekt handelt es sich um einen immuntherapeutischen
Effekt der Transplantation, bei welchem fremde Spender-T-Lymphozyten maligne
(Leukadmie-) Zellen des Empfangers als solche erkennen und zerstéren. So ist auch
das Phanomen zu erklaren, dass Patienten, welche sich nach einer alloHSZT mit
milden bis mittelschweren Zeichen einer chronischen GvHD préasentieren, ein
besseres Gesamtlberleben und niedrigere Rezidivraten aufweisen als Patienten, die
keine Zeichen einer GvHD zeigen [29-31]. Wie in der Ubersichtsarbeit von Storek et
al. diskutiert, scheint ein negativer Effekt von rATG auf die Rezidivraten transplantierter
Patienten unter anderem von dem verabreichten Konditionierungsregime abhéngig zu
sein [32]. So ist in Studien, welche samtliche Patienten, die myeloablative oder
kombiniert myeloablative Konditionierungen und RIC beurteilen, keine erhdhte
Rezidivrate durch rATG zu verzeichnen [14,21,23]. Entgegen dieser Ergebnisse
zeigen Studien, welche nur Patienten mit einer RIC Konditionierung einschlossen, eine
Assoziation von rATG mit erhdhten Rezidivzahlen [27,31,33]. rATG ist daher bislang
lediglich bei Patienten mit einem hohen Risiko fur GvHD empfohlen, stellt jedoch fir
diese Patientengruppe ein potentes Medikament zur Pravention und Bekampfung der
GvHD dar.
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Obwonhl beide rATG Préaparate in Kaninchen produziert werden, weisen sie durch die

verschiedenen Immunisierungsprozesse unterschiedliche Antigenprofile auf. Zur
Produktion von ATG werden humane Thymozyten verwendet, wohingegen bei der
Herstellung von ATLG die T-Zelllinie Jurkat verwendet wird. Daraus ergibt sich eine
moglicherweise abweichende Effektivitat der beiden rATG Praparate aufgrund
unterschiedlicher Spekiren an Bindungsepitopen und damit abweichenden
zytotoxischen Effekten auf Organe der Patienten nach einer alloHSZT. Fokus dieser

Arbeit war der Thymus.

Bisher haben sich nur wenige, nicht kontrollierte Studien mit dem Vergleich beider
Praparate auseinandergesetzt, einige hiervon in einem experimentellen Setting. So
konnten mehrere Arbeiten eine in vitro signifikant héhere Zytotoxizitdt durch ATG
feststellen, wenn diese mit der durch ATLG verursachten Zytotoxizitat verglichen
wurde [18,34-36]. Neben experimentellen Untersuchungen, wurden die beiden rATG
Praparate auch in vivo untersucht. Dabei ergab die Studie von Huang et al., bei
welcher das klinische Outcome nach ATG- oder ATLG-Gabe im Rahmen einer HLA-
Mismatch alloHSZT untersucht wurde, nur marginale Unterschiede. Jedoch zeichnete
sich ein Trend zu weniger cGvHD nach einer Therapie mit ATLG ab [37]. Eine weitere
Studie konnte sogar eine signifikant bessere Reduktion von cGvHD durch ATLG
zeigen [38]. In einer aktuellen Studie von Polverelli et al. wurde die GvHD Prophylaxe
durch ATLG (30 mg/kg) und ATG (7,5 mg/kg) im Rahmen von unverwandten HLA-
identen alloHSZT verglichen. Auch hier konnte eine signifikant verminderte Rate an
moderater bis schwerer cGvHD nach ATLG verzeichnet werden. Zudem konnte ein
Trend zu langerem Uberleben nach ATLG beobachtet werden [39]. In einer anderen
retrospektiven Untersuchung konnten wiederum keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden rATG Praparaten festgestellt werden [40]. Weiterhin konnten in
der Arbeit von Remberger et al. zwar weniger unerwinschte Nebenwirkungen nach
ATLG verzeichnet werden, allerdings zeigte sich auch mehr aGvHD nach ATLG- als
nach ATG-Gabe [41].

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass ATG die Auswurfleistung des Thymus (=
thymic output), welche einen indirekten Hinweis fir die Thymusfunktion liefert, nach
einer alloHSZT nachhaltig beeintrachtigt, wobei insbesondere die Reifung von CD4+

T-Helferzellen sowie die der regulatorischen T-Zellen gestort ist [42]. Die hochst
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potente und potentiell gefahrliche T-Zelldepletion durch ATG wird durch eine weitere

Studie aus der padiatrischen Hamatologie untermauert. Diese postuliert, dass lediglich
sehr niedrige Dosen von ATG eingesetzt werden sollten, um neben dem erwiinschten
T-Zell-depletierenden Effekt eine optimale T-Zell Rekonstitution nach alloHSZT zu
ermdglichen. Die Autoren vermuten, dass ATG auf Grund seiner Herstellungsweise
mit human Thymozyten, eine signifikante Anzahl an Antikérpern gegen naive T-
Zellrezeptoren aufweist. Ebenso konnten sie feststellen, dass Patienten mit hohen
Serumkonzentrationen von ATG ein kiirzeres ereignisfreies-freies Uberleben zeigen
[43]. All diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass ATG eine potentere, jedoch auch
eine weniger T-Zell-spezifische Zytotoxizitdt aufweist, welche mit hoher

Wahrscheinlichkeit auf das Produktionsverfahren des Antikérpers zurickzufihren ist.

1.3 Thymusfunktion und deren Bedeutung flir die
Immunrekonstitution nach einer allogenen hamatopoetischen

Stammzelltransplantation

Der Thymus gehort wie das Knochenmark zu den primér lymphatischen Organen. Die
Hauptaufgabe des Thymus besteht in der Reifung der T-Zellen, welche als unreife
Progenitoren aus einer multipotenten hamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark
gebildet werden und daraufhin in den Thymus migrieren. Der menschliche Thymus
zeigt eine klare Aufteilung in einen durch eine hohe Zellularitdt gekennzeichneten
Kortex und eine weniger zellreiche Medulla. Im Kortex finden sich vor allem reifende
T-Zellen, so genannte Thymozyten, und vereinzelte Makrophagen. In der Medulla
finden sich neben reiferen T-Zellvorlaufern und Makrophagen auch dendritische Zellen
und B-Zellen. Neben diesen Zelltypen findet sich im gesamten Thymus zusétzlich ein
Netzwerk aus Epithel endodermalen Ursprungs, das Thymusstroma, welches ein
optimales Mikromilieu fir die T-Zellreifung schafft und fur diese essentiell ist; ahnlich
der Bedeutung des Knochenmarkstromas fir die B-Zellreifung [44,45]. So kénnen die
Thymusepithelzellen mittels des Notch Signalwegs die Expression spezifischer Gene
in Thymozyten induzieren und damit deren Reifungsprozess initiieren [46]. Auch die
Thymozyten kdnnen das sie umgebende Epithel beeinflussen. Um den fur die Reifung

notwendigen Kontakt zwischen Thymusepithel und Thymozyten fir alle im Thymus



7

vorhandenen T-Zellvorlaufer zu ermoéglichen, induzieren diese eine retikulare
Struktur im Epithelzellverband [47].

Abbildung 1: Héamatoxylin-Eosin-Farbung von ex vivo schockgefrorenem, humanem
Thymusgewebe.
1: Weniger zelldichte Medulla; 2: Zellreicher Kortex; 3: Hassall Kdrperchen; 4: interlobuléres

Fettgewebe.

Die Thymusentwicklung beginnt beim Menschen bereits wahrend der frihen
Embryonalentwicklung. Noch wahrend der Entwicklung kommt es zu einer Besiedlung
mit hamatopoetischen Zellen, welche die Struktur des Thymus maBgeblich
beeinflussen [47]. Im Gegensatz zu Mausen, bei welchen die Entwicklung des Thymus
nach der Geburt noch weitere 3-4 Wochen andauert, ist der menschliche Thymus bei
der Geburt vollends entwickelt [44]. Wahrend der Kindheit und bis zur Pubertat erreicht
der Thymus sein Maximum an T-Zellproduktion. Die Rolle des Thymus wird unter
anderem bei der Betrachtung des DiGeorge-Syndroms deutlich, bei welchem die
Betroffenen neben weiteren Anomalien an einer Thymusaplasie leiden und daher zwar
B-Zellen, jedoch nur sehr wenige bis keine funktionstichtigen T-Zellen herstellen
kénnen [48]. Dahingegen konnten mehrere Studien, welche die Folgen einer

Thymektomie im Sauglings- bzw. Kindesalter bei offener Herzchirurgie untersuchten,
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zwar langfristige Veranderungen innerhalb der verschieden T-Zell-Subpopulationen

nachweisen, jedoch keinerlei klinische Relevanz dieser Veranderungen eruieren [49-
52]. Demnach kann vermutet werden, dass sobald ein T-Zellrepertoire etabliert ist, die
Immunitadt auch ohne signifikante Zunahme der T-Zell-Rezeptor Diversitat, also
weitgehend thymusunabhéngig, erhalten werden kann. Beim gesunden Erwachsenen
findet eine T-Zell Expansion entweder als Antwort auf eine Antigenstimulation oder
aber auf Grund einer Lymphopenie, als sogenannte homoostatische periphere
Expansion, statt. Letztere wird hauptsachlich durch schwache Bindung an
Selbstantigene in Verbindung mit hohen Zytokinkonzentrationen (z.B. IL-15, IL-2 und
IL-7) getriggert, welche unter anderem durch den fehlenden Verbrauch dieser Zytokine

bei einer Lymphopenie vorliegen kénnen [53,54].

Wie bereits unter 1.1 besprochen, kommt es bei Patienten im Rahmen der alloHSZT
zu einer starken Immunsuppression. Neben der antileuk&mischen Wirkung der
Konditionierungstherapie kompromittiert diese als Nebeneffekt maBgeblich sowohl die
Immunantwort des Empfangers wéhrend als auch die Immunrekonstitution nach der
Transplantation. Hierbei ist insbesondere die Rekonstitution der adaptiven
Immunabwehr prolongiert, wahrend die angeborene Immunabwehr (z.B. neutrophile
Granulozyten, Monozyten und Natirliche Killerzellen) sich innerhalb von zwei bis vier
Wochen rehabilitiert [55,56]. Es konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen der T-
Zell-Rekonstitution zunachst durch die vorherrschende Lymphopenie getriggert zu
einer peripheren Expansion transplantierter T-Zellen des Spenders bzw. Gberlebender
Empféanger-T-Zellen kommt [57]. Diese T-Zellen haben jedoch keine Mdglichkeit einer
zentralen Toleranzentwicklung und stellen potentielle Mediatoren der GvHD dar.
Weiterhin kann angenommen werden, dass das durch die periphere Expansion
entstehende T-Zell-Rezeptor Repertoire begrenzt ist und damit in der hochsensiblen
Phase nach einer alloHSZT nur unzureichend vor Krankheitserregern schutzt. Die
spater folgende de novo Produktion naiver Spender T-Zellen im Thymus des
Empféangers ist demnach essentiell fur eine vollstdndige T-Zellrekonstitution nach einer
alloHSZT [53,58-60]. Hierbei muss die T-Zellneubildung, also die Reifung naiver
Spender-T-Zellen im Thymus des Empféngers ablaufen. Diese bereits
unphysiologische Situation kann zusétzlich durch die zuvor verabreichte

Konditionierungstherapie, das Auftreten einer GvHD (unter anderem des Thymus)
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sowie deren Therapie erschwert werden [56,61,62]. So lieferte eine Studie Hinweise

darauf, dass Chemo- und Strahlentherapien im Rahmen der Konditionierung direkt das
murine Thymusstroma schéadigen, insbesondere Thymusepithelzellen [63]. Uberdies
konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass alloreaktive T-Zellen im Rahmen einer
GvHD des Thymus die Struktur sowie das stromale Mikromilieu des Thymus
beschadigen [53,64]. Da die T-Zell Reifung bedeutend von der Architektur des Thymus
abhéngig ist (siehe Abschnitt 1.3.1), fuhrt eine solche Schéadigung zu einer
verlangerten T-Lymphopenie und damit zu einer kompromittierten Immunabwehr.
Weiterhin bestétigte eine Studie unserer Arbeitsgruppe, dass das rATG Praparat ATG
als Teil der Konditionierung die thymusabhangige T-Zell Rekonstitution signifikant

verlangsamt [35].

1.4 Zielstellung der Arbeit

Neben der erwlinschten Prophylaxe einer GvHD fiihrt rATG durch eine Depletion von
T-Zellen und anderen Immunzellen zu einer ausgepragten Immunsuppression nach
alloHSZT, welche zu einer erhéhten infektbedingten Morbiditdt und Mortalitat der

Patienten fihren kann.

Es ergibt sich die Hypothese, dass ATG aufgrund seiner Herstellungsweise ein
breiteres Wirkungsspektrum als ATLG aufweist und damit eine verstarkte zytotoxische
Wirkung auch gegenuber Zellen des Thymusstromagewebes zeigt. Das Ziel dieser
Arbeit ist die Untersuchung und der Vergleich der beiden beschriebenen rATG
Praparate - ATG und ATLG - in ihrem Bindungsverhalten sowie ihrer zytotoxischen
Aktivitdt gegeniber primaren humanen Thymusstromazellen. Es erfolgte die
Etablierung einer primdren humanen Thymusstromazellkultur, die Durchflihrung
verschiedener funktioneller Assays sowie immunhistologischer Farbungen. Weiterhin
sollten mdgliche gemeinsame Bindungsepitope auf kultivierten Thymusstromazellen

und Jurkatzellen bzw. humanen Thymozyten eruiert werden.
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2. Materialien

2.1 Humanes Material

2.1.1 Humanes Thymusgewebe

Fur die vorliegende Arbeit wurde uns das humane Thymusgewebe freundlicherweise
von Frau Mi-Young Cho aus der Klinik fir Chirurgie angeborener Herzfehler des
Deutschen Herzzentrums Berlin zur VerfiUgung gestellt. Das verwendete humane
Thymusgewebe wurde Kindern im Alter von 6 Tagen bis 5 Jahren entnommen, bei
welchen aufgrund eines angeborenen Herzfehlers im Rahmen einer Operation am
offenen Herzen eine Sternotomie vorgenommen wurde. Die Eltern der Kinder gaben
im Voraus der Operation ihr Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie. Es liegt ein
Ethikvotum (EA1/233/09) vor.

2.1.2 Humanes Serum von gesunden Spendern

Zur Untersuchung der rATG-induzierten Apoptose in Abhangigkeit des humanen
Komplementsystems wurde humanes Serum von zwei gesunden Probanden

gewonnen. Diese gaben zuvor ihr Einverstandnis.

2.2 Zelllinien

Die humane T-Zell Lymphoblasten Zelllinie Jurkat wird zur Immunisierung von
Kaninchen bei der Herstellung des rATG Préaparats ATLG verwendet. Aus diesem
Grund wurden mdgliche Uberschneidungen der Antigenexpression von Jurkatzellen,
kultivierten humanen Thymusstromazellen sowie humanen Thymozyten untersucht.
Die humane Kolonkarzinom Zelllinie HT-29 diente als Positivkontrolle bei der
Etablierung der Epithelfarbung (CD236 = EpCAM) mittels Durchflusszytometrie.
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2.3 Gerate

Brutschrank Forma Steri-Cycle
Inkubationshaube Certomat H

Bakterienschuttler Certomat R
Durchflusszytometer LSRII

Gefrierschrank -80 °C UF755G

gentleMACS™ Dissociator

Kryotom CM 1950

Kihl- und Gefrierschrank KGK2833
Mikropipetten (0.1 pyl — 1000 ul)
Mikroskop Axio Scope.A1
Mikroskop BX300

Mr. Frosty™ Freezing Container
pH-Meter inoLab pH Level 1

Pipettierhilfe Pipetus® Akku

Préazisionswaage M-Prove AY123
Préazisionswaage R200D
Schuttler KM-2 Akku

Sterilbank HERAsafe® (Klasse Il)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
B. Braun, Melsungen, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Domestic Medical Systems, Hosingen,

Luxemburg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Liebherr, Biberach an der RiB, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Will, Wetzlar, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
WTW, Weilheim, Deutschland

Hirschmann Laborgeréate, Eberstadt,

Deutschland

Sartorius, Géttingen, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
Edmund Buhler, Hechingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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Sterilbank LaminAir 2010 1.2 (Klasse
I

Vortex-Genie 2
Wasserbad WBT12

Zellzahlkammer Neubauer
(0.100 mm/0.0025 mm?)

Zentrifuge Heraeus Fresco 17

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+

2.4 Verbrauchsmaterialien

Cryotubes (1.6 ml)

Deckglaser 24x32mm, Glasdicke
0,13-0,16mm

gentleMACS™ C Tubes (15 ml)

Glaskuvetten, verschiedene GroBen

Konische Zentrifugenrbhrchen
Falcon® (15 ml, 50 ml)

Objekttrager HistoBond®

Petrischale 100mm, FalconTM
Pinzette, spitz

Pipettenspitzen (10 pl,100 p1,1000 ul)

ReagiergefaBBe SafeSeal® (0.5 ml,
1.5 ml, 2 ml)

Heto-Holten, Allerad, Danemark

Scientific Industries, New York, USA
Medingen, Arnsdorf, Deutschland

Laboroptik, Lancing, Vereinigtes Konigreich

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,

Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

DURAN®, Wertheim, Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Marienfeld, Lauda-Kdénigshofen, Deutschland
Corning, Corning, NJ, USA

Medishop, Markgréningen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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Rotilabo®-Einmal-Wé&geschalen,

verschiedene GroBen

RundbodengefaBe (5 ml) Falcon®
mit/ohne Zellsieb (35 ym)
(Polystyrene)

Schere, gerade

Schere, schrag

Schmalband-Einwegklingen, Typ 819
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml,
25 ml) Falcon®

Tiefklhl-Objekttragerkasten True

North®, verschiedene GroBen

Vakuumfiltrationseinheit Filtropur V50
500ml, 0,22um

Zellkulturplatten 6-Loch, flacher
Boden (Polystyrene)

Zellkulturplatten 6-Loch, mit Kollagen
| beschichtet

Zellsieb (100 ym) Falcon®

2.5 Reagenzien und Chemikalien
2-Methylbutan, ReagentPlus®, >99%
Ampuwa Wasser fur
Injektionszwecke (destilliert)

Antibody Diluent

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Medishop, Markgréningen, Deutschland

Karl Hammacher GmbH, Solingen,

Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Corning, Corning, NJ, USA

Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

DAKO Agilent, Santa Clara, CA, USA
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Bovines Serumalbumin (BSA),

lyophilisiert

Dimethylsulfoxid (100%)

Dulbecco's Modified Eagle Medium,
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)

DNase | rekombinant, RNase-frei

Essigsaure 96%

Ethanol, absolut (>96%)
Flebo-y, humanes IgG
FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse

FCS (hitze-inaktiviert)
Fluoromount G

Grafalon ®

Insulin/Transferrin/Selen (IST-G)
(100x)

Kaninchen IgG Isotypkontrolle, pur
Kaninchen Komplement, lyophilisiert
Kollagen | vom Rattenschwanz

Kollagenase A

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Calbiochem, Bad Soden, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Roche, Basel, Schweiz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

J.T. Baker, Pennsylvania, USA

Grifols, Frankfurt am Main, Deutschland
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA

Neovii Biotech GmbH, Gréafeling,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Roche, Basel, Schweiz
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Natriumchlorid, EMSURE® Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Normalserum Esel, unkonjugiert Dianova, Hamburg, Deutchland
Normalserum Ziege, unkonjugiert Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Paraformaldehyd, >95,0% Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

PBS (1x) Gibco® Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Penicillin/Streptomycin Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
RPMI 1640 Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thymoglobulin® Sanofi Genzyme, Cambridge, MA, USA

Tissue-Tec™ O.C.T. (Optimal Cutting Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande

Compound)

Triton™ X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trizma® base Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trizma® Hydrochlorid, >99,0% Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Trypsin/EDTA 0,5% (10x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Vitro-Clud ® R Langenbrinck GmbH, Emmendingen,

Deutschland

2.6 Kits

CompensationBeads, anti-mouse Igk BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

FoxP3 / Transcription Factor Staining eBioscience™, Thermo Fisher Scientific,
Buffer Set Waltham, MA, USA
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LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Molecular Probes®, Eugene, Oregon,
Stain Kit USA
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2.7 Puffer und Medien

Tabelle 1: Zusammensetzung von Puffern und Medien.

Puffer/Medium

Zusammensetzung

FACS-Puffer

Fixierungslésung Immunhistologie

RPMI Medium

Serumhaltiges Medium

Serumfreies Medium

Waschlésung Immunhistologie

PBS, 2% Flebo-y
TBS, 4%PFA, 1%BSA

RPMI, 10%FCS, 1%

Penicillin/Streptomycin

DMEM/Ham’S F12 (1:1) , 10% FCS, 1%

Penicillin/Streptomycin

DMEM/Ham’S F12 (1:1), 0,5 ug/mli
Hydrocortison, 20 ng/ml EGF, 1 mg/ml
Insulin, 0,55 mg/ml Transferrin,

0,67 mg/ml Selen

TBS, 0,025% Triton, pH=8,2
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2.8 Antikorper und Fluoresezenzfarbstoffe

Die folgenden

Antigendetektion per

verwendet:

monoklonalen

Durchflusszytometrie oder

AntikGrper murinen

Ursprungs

wurden zur

Immunfluoreszenzmikroskopie

Tabelle 2: Fiir Durchflusszytometrie verwendete monoklonale Antikérper.

Antikorper Klon Fluorochrom Verdinnung Hersteller
Anti-Fibroblast REA165 VioBlue 1:100 Miltenyi Biotec
Anti-Pan
AE1/AE3 unkonjugiert 1:40 Abcam
Zytokeratin
CD3 OKT3 PerCP-Cy5.5 1:40 Biolegend
CD31 WM59 PerCP-Cy5.5 1:80 Biolegend
CD45 HI30 Pacific Blue 1:40 Biolegend
CD90 5E10 FITC 1:400 Biolegend
EpCAM
9C4 PE 1:40 Biolegend
(CD326)
HLA-DR L243 PerCP-Cy5.5 1:40 Biolegend
je nach
lgG1k MOPC.21 FITC Biolegend
Antikérper
je nach
lgG12a, K MOPC-173  PerCP-Cy5.5 Biolegend
Antikorper
je nach
lgG2b/k MPC-11 PE Biolegend
Antikérper
Ki-67 REA183 FITC 1:10 Miltenyi Biotec
PD-1 (CD279) EH12.2H7 PerCP-Cy5.5 1:40 Biolegend
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Folgende Sekundéarantikbrper wurden verwendet:

Tabelle 3: Fiir Inmunhistochemie verwendete Sekundérantikodrper.

AntikOrper Fluorochrom Verdinnung Hersteller
Esel anti-

Dianova, Hamburg,
Kaninchen IgG Cy-3 1:200

Deutchland
(H+L)
Ziege anti-

Thermo Fisher Scientific,
Kaninchen IgG  Alexa Fluor™700 1:200

Waltham, MA, USA
(H+L)
Ziege anti-

Thermo Fisher Scientific,
Maus IgG Alexa Fluor™488 1:400

Waltham, MA, USA
(H+L)

Folgende Fluoreszenzfarbstoffe wurden zur Viabilitatsmessung von Zellen verwendet:

Tabelle 4: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe.

Farbstoff Hersteller
DAPI (4’,6-Diamidino-2-Phenylindol, Molecular Probes®, Eugene, Oregon,
Dihydrochlorid) USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

LIVE/DEAD® Pacific Orange
USA

2.9 Software

AxioVision Version 4.7.2 Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschand

FACSDiva TM Software Version 6.2 BD Biosciences, New Jersey, USA

FlowdJo Version 9.5.3 Tree Star, Oregon, USA

GraphPad Prism Version 5.0.0.288 GraphPad Software, California, USA
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ImageJ2 Wayne Rasband, National Institute of Health,
Bethesda, MD, USA
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3. Methoden

3.1 Zellkultur und Praparation

3.1.1 Enzymatischer Verdau von humanem Thymusgewebe und Isolation von

humanen Thymusstromazellen

Zwischen der sterilen Entnahme des Gewebes im Operationssaal und der weiteren
Verarbeitung wurden die Thymi bei 4 °C gelagert. Die weitere Verarbeitung wurde
unter einer Sterilbank vorgenommen. Zunachst wurde Uberschissiges Fett- und
Bindegewebe entfernt. Hiernach wurde das Gewebe in circa 1 cm groBe Stlcke
geschnitten und gewogen. Etwa 10 ml sterile Phosphatpuffersalzlésung (engl.
phosphate buffered saline, PBS) wurden den Gewebestiicken hinzugefugt und die im
Gewebe enthaltenen Thymozyten mit dem stumpfen Ende einer 5 ml Spritze
herausgedrickt. Das nun von den herausgedrickten Thymozyten milchig-rosa
geféarbte PBS wurde verworfen. Etwa 10 ml frisches PBS wurde dem Gewebe
zugegeben. Das Herausdricken der Thymozyten wurde 3-4 Mal wiederholt, bis das
entstehende Exsudat ausreichend klar war. Das ubrig gebliebene Thymusgewebe
wurde nun mit einer sterilen Schere homogenisiert. Zur enzymatischen Digestion
wurde ein Enzymmix verwendet, welcher 2 mg/ml Kollagenase sowie 0,1 mg/mi
DNAse in RPMI Medium enthielt. Es wurden 10 ml Enzymmix zu maximal 10 g
homogenisiertem, humanem Thymusgewebe hinzugegeben und die
Gewebesuspension in ein gentleMACS™ C Tube (15 ml) Gbertragen. Im weiteren
Verlauf wurde ein mechanischer Verdau mittels eines gentleMACS™ Dissociator
durchgefihrt. Darauf folgend wurde die Gewebesuspension in einem
Bakterienschiuttler bei 37 °C und 200 Umdrehungen pro Minute (=U/min) fir 20
Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Gewebe bei 110 g fur 2 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. In
einem zweiten Verdauungsschritt wurden weitere 10 ml des Enzymmix dem Gewebe
hinzugefugt. Mittels gentleMACS™ Dissociater wurde die Gewebesuspension weiter
dissoziiert. Danach folgte eine weitere Inkubation im Bakterienschuttler bei 37 °C und
200 U/min fir 20 Minuten, woraufhin das Gewebe abermals bei 110 g fir 2 Minuten

zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen. Der zweite Digestionsschritt
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wurde nochmals wiederholt, wobei nach der zwanzigminutigen Inkubation nicht

zentrifugiert wurde, sondern zur Arretierung der Digestion fetales Kalberserum (engl.
fetal calf serum, FCS) in einem Verhéltnis von 1:5 der Gewebesuspension beigefligt
wurde. Die Gewebesuspension wurde weitere 10 Minuten bei 37 °C und 200 U/min
inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde bei 110 g far 2 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein 50 ml Falcon Réhrchen transferiert, bis zu einem
Gesamtvolumen von 50 ml mit sterilem PBS aufgefillt und dann bei 400 g fir 10
Minuten zentrifugiert. Das entstehende Zellpellet wurde entweder in serumhaltigem
oder serumfreiem Medium resuspendiert. Die Zellanzahl wurde mittels Trypanblau-

Farbung und einer Neubauer Zahlkammer ermittelt.

3.1.2 Etablierung der humanen Thymusstromazellkultur

Zur Etablierung der humanen Thymusstromazellkultur wurden zwei unterschiedliche
Kulturbedingungen untersucht, um einen moglichst hohen Anteil an
Thymusepithelzellen zu erreichen. Diese wurden mittels des epithelialen
Zelladhasionsmoleklls und Epithelzellmarkers EpCAM (CD326) detektiert (engl,
epithelial cell adhesion molecule), welches unter anderem von retikuldren

Thymusepithelzellen exprimiert wird [65].

Bei der ersten Kulturbedingung wurde DMEM/Ham’s F12 (1:1) Medium verwendet,
welchem 10% FCS sowie 100 U/ml Penicillin und 100 pyg/ml Streptomycin (1% P/S)
beigesetzt wurden. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einer befeuchteten
Atmosphéare bei 37 °C und 5% CO:2 in T75 Zellkulturflaschen sowie in 6-Well
Zellkulturplatten. Es wurden ca. 5 x 107 frisch isolierte humane Thymusstromazellen in
25 ml Medium pro T75 Zellkulturflasche und 0,5-2 x 107 frisch isolierte humane
Thymusstromazellen in 2ml Medium pro 6-Well ausgesat. Diese hohe
Zellkonzentration wurde gewéhlt, da trotz des Versuchs, die Thymozyten aus dem
Gewebe zu entfernen, eine hohe Anzahl an T-Zellvorlaufern im Zellisolat verbleiben.
Da diese jedoch nicht adharent wachsen und unter den beschriebenen
Kulturbedingungen innerhalb von Stunden bis wenigen Tagen versterben, kénnen sie
als Suspensionszellen mit der Erneuerung des Mediums entfernt werden. Aus diesem

Grund wurde das Medium 24h nach Isolation erstmalig gewechselt. Im weiteren
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Verlauf wurde das Medium alle 2-3 Tage erneuert. Die Zellen wurden etwa 2-4

Wochen bis zu einer Konfluenz von 70-80% kultiviert.

In einem zweiten, serumfreien Ansatz wurde ebenfalls DMEM/Ham’s F12 (1:1)
Medium verwendet, welchem einige Zusatze beigeflgt wurden (siehe Tabelle 1). Es
wurden 1% P/S hinzugefugt. Die Aussaat und Kultivierung erfolgte wie beim

serumhaltigen Kulturansatz beschrieben.

3.1.3 Kultivierung von Jurkatzellen

Die Jurkatzelllinie wurde in T75 Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5% CO:2 in einer
befeuchteten Atmosphare kultiviert. Daflir wurden ca. 1-2 x 10° Zellen/ml in 25 ml in
RPMI 1640 mit 10% FCS und 1% P/S ausgesat. Das Medium wurde alle 2-3 Tage
erneuert, bei der gleichen Gelegenheit wurden die Zellen passagiert. Nach 5-7 Tagen
wurden ca. 1 x 108 Zellen pro Probe fiir die durchflusszytometrische Untersuchung

geerntet.

3.1.4 Isolation frischer humaner Thymozyten

Primare humane Thymozyten wurden wie unter Abschnitt 3.1.1 beschrieben aus
frischem humanem Thymusgewebe gewonnen. Humane Thymozyten wurden in
sterilem PBS gewaschen und mithilfe von Trypanblau und einer Neubauerkammer
gezahlt. Fir die durchflusszytometrische Untersuchung wurden je ca. 1 x 108 Zellen
ohne Kultivierung unmittelbar nach der Isolation in 4 °C kaltem FACS-Puffer geblockt

und gefarbt.

3.2 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie wurde zunéchst eine Charakterisierung der kultivierten
Thymusstromazellen beider Kultivierungsbedingungen vorgenommen. Weiterhin
wurde die Bindung von ATG und ATLG an kultivierte humane Thymusstromazellen
untersucht, sowie die Zytotoxizitdt der beiden rATG-Praparationen per Annexin V
Assay und LIVE/DEAD™ ermittelt. Alle Messungen, sofern nicht anders angezeigt,
erfolgten am BD LSR Il und wurden anschlieBend mit dem Computerprogramm

FlowJo® ausgewertet.
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Die Durchflusszytometrie ist ein zellbiologisches Messverfahren, bei welchem

Zelloberflachenmoleklle sowie intrazellulare Moleklle qualitativ und quantitativ
detektiert werden koénnen. Die zu untersuchenden Molekile werden mittels
Fluorochrom-konjugierter = monoklonaler  Antikérper  markiert und  durch
monochromatisches Licht angeregt, sodass eine Fluoreszenz emittiert wird, welche
wiederum von einem Detektor empfangen und ausgewertet werden kann. Die Zellen
werden mittels hydrodynamischer Fokussierung vereinzelt und hintereinander
gemessen. Wird eine Zelle von einem Laser getroffen, so streut sie Licht in
verschiedene Richtungen. Der sogenannte Photomultiplier, der Detektor des
Vorwatsstreulichts (engl. forward side scatter, FSC), misst dabei die GréBe und das
Volumen der Zellen, der Detektor flr das Seitwartsstreulicht (engl. sideward side
scatter, SSC) erhebt Informationen zur Granularitat der Zelle. AuBerdem kénnen
emittierte Fluoreszenzen, welche durch die Bindung Fluorochrom-konjugierter
monoklonaler Antikdrper an ihre Zielantigene entstehen, durch weitere Detektoren
gemessen werden. Da tote Zellen haufig unspezifisch binden und daher falsch-positive
Ergebnisse erbringen kdénnen, wurden sie mittels einer LIVE/DEAD™ Farbung
exkludiert. Werden mehrere Fluorochrom-konjugierte monoklonale Antikérper in einer
Zellsuspension verwendet, kann es zu einer Uberschneidung der Emissionsspektren
kommen. Daher wurde vor einer Messung stets eine Kompensation durchgeflhrt, um
die ineinander streuenden Signale zu korrigieren und eine akkurate Separation der

Zellpopulationen zu ermdglichen.

3.2.1 Charakterisierung der kultivierten humanen Thymusstromazellen

Zur durchflusszytometrischen Evaluation der kultivierten humanen Thymus-
stromazellen wurde das Medium von einer 6-Well Platte entfernt. Es wurde mit 1 ml
PBS gespilt und daraufhin die Zellen mit 1 ml 0,5% Trypsin/EDTA in PBS flr 8
Minuten bei 37 °C und 5% CO:2 von der Kulturplatte dissoziiert. AnschlieBend wurden
die noch nicht gelésten Zellen behutsam durch Spulen mit einer 1000 ul Pipette von
der Kulturplatte gelést und in 1,5 ml ReagenzgefdBe uberfuhrt. Es folgte ein
Waschschritt mit einer Zentrifugierung bei 1.200 g fiir 2 Minuten. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 1 ml eiskaltem PBS 2% Flebo-y (FACS-Puffer) far 15

Minuten auf Eis geblockt. Danach erfolgte eine weitere Zentrifugierung bei 1.200 g fur
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2 Minuten, der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 100 pl eiskaltem

FACS-Puffer resuspendiert. Im Weiteren wurden die Zellen mit den folgenden
Fluorochrom-konjugierten monoklonalen Antikérpern fur 20 Minuten auf Eis gefarbt:
2,5 ul CD45 PB, 2,5 ul EpCAM PE, 2,5 ul CD31 PerCP-Cy5.5, 4 ul Anti-Fibroblast
VioBlue sowie 1 ul LIVE/DEAD® PO. Nach der Farbung wurden die Zellen abermals
mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde
resuspendiert, die Zellsuspension in ein 5 ml Rundbodengefd mit 35 ym Zellsieb

Uberfuhrt und bei 365 g fur eine Minute zentrifugiert.

3.2.2 Expansion von serumfrei kultivierten humanen Thymusstromazellen

Zur Evaluation der Expansion der kultivierten humanen Thymusstromazellen wurden
die Kulturzellen an den Tagen +1, +7, +14, +21 und +28 nach Isolation
durchflusszytometrisch untersucht. Hierfir wurden lediglich die in serumfreiem
Medium kultivierten Thymusstromazellen verwendet. Das Medium wurde von einem
Well entfernt, mit 1 ml PBS gespuilt. Daraufhin wurden die Zellen wie unter 3.2.2 fir
die Farbung prapariert und mit den folgenden Fluorochrom-konjugierten monoklonalen
Antikorpern far 20 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert: 1,25 ul CD3 PerCP-Cy5.5,
2,5ul CD45 PB, 2,5ul EpCAM PE sowie 1ul LIVE/DEAD® PO. Vor der
durchflusszytometrischen Messung folgte ein Waschschritt. Daraufhin wurde die

Zellsuspension in ein 5 ml RundbodengefaB mit 35 ym Zellsieb Uberflhrt.

Weiterhin wurde an den Tagen +7, +14 und +21 durchflusszytometrisch die
Wachstumsfraktion verschiedener Subpopulationen der Kulturzellen mittels des
Proliferationsmarkers Ki-67 gemessen. Hierzu erfolgte zunachst die extrazellulare
Farbung mit 1,25 ul CD3 PerCP-Cy5.5, 2,5 ul CD45 PB, 2,5 ul EpCAM PE sowie 1 ul
LIVE/DEAD® PO fur 30 min auf Eis im Dunkeln. Die intrazellulare Farbung wurde
mittels FoxP3 / Transcription Factor Staining Buffer Set (siehe Abschnitt 2.6) und laut
Herstellerangaben durchgefihrt. Die intrazellulare Farbung mit Ki-67 Fluoreszein
(FITC) erfolgte in der Verdinnung 1:10 und wurde fur 30 min auf Eis im Dunkeln

inkubiert.
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3.2.3 rATG Bindung an humane Thymusstromazellen

Zur Untersuchung der Bindung von ATG und ATLG an Kkultiviete humane
Thymusstromazellen wurden ca. 5 x 107 frisch isolierte humane Thymusstromazellen
in 25 ml serumfreien Medium in einer beschichteten T75 Zellkulturflasche bis zu einer
Konfluenz von 70-80% kultiviert. Die Zellen wurden wie unter Abschnitt 3.2.2
beschrieben mittels 10 ml 0,05% Trypsin/EDTA in PBS von der Oberflache der
Zellkulturflasche gel6st. Die gelosten Zellen wurden in ein 15 ml Reagiergefaf3
Uberfiihrt und bei 365 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Darauffolgend wurde eine
Zellzdhlung mit Hilfe von Trypanblau (1:1) und einer Neubauer Zahlkammer
vorgenommen. Die Zellsuspension wurde zu gleichen Anteilen auf 1,5ml
ReagiergefaBe aufgeteilt, sodass pro Probe etwa 0,5 x 106 Zellen verwendet wurden.
Jeder Probe wurde je 1 ml eiskalter FACS-Puffer hinzugegeben und die Proben
wurden fir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugierung bei
1.200 g fiir 2 Minuten, der Uberstand wurde verworfen. Die einzelnen Proben wurden
mit je 1 pyg/ml, 10 pg/ml, 25 ug/ml, 50 pyg/ml, 100 pg/ml und 1000 yg/ml ATG, ATLG
oder Kaninchen Immunglobulin G (engl. rabbit immunoglobulin G, rlgG) verdinnt in
100 ul FACS-Puffer fir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine
Zentrifugierung bei 1.200g fir 2 Minuten, der Uberstand wurde verworfen.
AnschlieBend wurden alle Proben mit je 0,5 pl Esel anti-Kaninchen (goat anti-rabbit =
GaR) Alexa Fluor™ 700 fir 20 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Es folgte ein
weiterer Waschschritt und eine zweite Farbung mit 2,5 yl CD45 PB, 2,5 ul EpCAM PE
sowie 1 ul LIVE/DEAD® PO in 100 yl FACS-Puffer. Diese wurden ebenfalls fir 20
Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Daraufhin wurde bei 1.200 g fir 2 Minuten
abermals zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 100 yl FACS-Puffer
resuspendiert. Je 100 ul Zellsuspension wurden in ein 5 ml RundbodengefaB mit

35 um Zellsieb Uberflhrt.

3.2.4 Bestimmung der rATG-induzierten Apoptose in humanen Thymusstromazellen

mittels Annexin V

Zur Untersuchung der Komplement-unabhéngigen Zytotoxizitat (engl. complement-

independent  cytotoxicity, =~ CIC) wurden  serumfrei  kultiviete  humane
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Thymusstromazellen mit unterschiedlichen ATG- oder ATLG-Konzentrationen fur

24h bei 37 °C und 5% COzq inkubiert (1 yg/ml, 10 yg/ml, 100 yg/ml und 1000 pg/ml).
Um die Komplement-abhangige Zytotoxizitdt (engl. complement—dependent
cytotoxicity, CDC) zu evaluieren, wurden kultivierte humane Thymusstromazellen
zusatzlich zu ATG oder ATLG (1 pg/ml, 10 yg/ml, 100 pg/ml und 1000 pg/ml) mit
humanem Serum von gesunden Spendern (1:50) oder mit Kaninchenkomplement
(1:50) far 24h bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Fir den genauen Versuchsaufbau,
siehe Abbildung 2. Nach 24 Stunden wurden die Zellen wie zuvor unter 3.2.2
beschrieben von den Kulturplatten gelést und fur die Farbung vorbereitet. Alle Proben
wurden mit GaR Alexa Fluor™ 700, CD45 PB, EpCAM PE sowie LIVE/DEAD® PO in
100 ul FACS-Puffer gefarbt. Fur die anschlieBende Annexin V Farbung wurden die
Zellen in Annexinpuffer (1:10) resuspendiert und mit jeweils 5 yl Annexin V FITC fur
15 Minuten im Dunkeln bei RT inkubiert. AbschlieBend erfolgte eine weitere
Zentrifugierung bei 1.200 g fiir 2 Minuten, der Uberstand wurde abgenommen und die
Zellen in 100 pl Annexinpuffer resuspendiert. Je 100 ul Zellsuspension wurden in ein
5 ml RundbodengefaB mit 35 ym Zellsieb Gberfihrt und bei 365 g fur eine Minute
zentrifugiert. Die gefarbten Zellen wurden innerhalb von 60 Minuten am LSR I

gemessen.
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Abbildung 2: Darstellung des Versuchsaufbaus zur Ermittlung der Komplement-unabhangigen
und Komplement-abhangigen Apoptose durch rATG.

3.2.5 Untersuchung des Apoptosemechanismus mittels Pan-Caspaseinhibitor Q-VD-
OPh Hydrat

Um den Mechanismus der durch rATG induzierten Apoptose genauer zu
charakterisieren, wurden kultivierte humane Thymusstromazellen wie oben
beschrieben mit unterschiedlichen ATG- oder ATLG-Konzentrationen, jedoch unter
der Zugabe von 10umol/l Pan-Caspaseinhibitor Q-VD-OPh Hydrat (QVD), fir 24h bei
37 °C und 5% CO:2 inkubiert (1 yg/ml, 10 yg/ml, 100 yg/ml und 1000 pg/ml). Zur
Kontrolle wurden abermals Zellen mit den entsprechenden rATG-Konzentrationen
beimpft, jedoch erfolgte anstelle des QVDs eine Beigabe von Dimethylsulfoxid (DMSO)
in einer Konzentration von 1:1000. DMSO wurde den Kontrollen hinzugegeben, da der
Pan-Caspaseinhibitor QVD in DMSO gelést ist und dieses durch die jeweilige
Verdinnung in einer Endkonzentration von 1:1000 vorliegt. Um ein durch DMSO

bedingtes Zellsterben zu kontrollieren, erfolgte ein Angleichen der Kontrollen.
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3.2.6 Antigenexpression auf der Jurkatzelllinie, frischen humanen Thymozyten und

humanen kultivierten Thymusstromazellen

Jurkatzellen, frische humane  Thymozyten  sowie  kultivierte  humane
Thymusstromazellen wurden wie zuvor berichtet isoliert bzw. kultiviert und fir die
durchflusszytometrische Untersuchung wie unter Abschnitt 3.2.2 prapariert. Es folgte
eine Farbung verschiedener Oberflachenmarker fir 20 Minuten auf Eis im Dunkeln,
siehe Tabelle 5. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, die Uberstinde
verworfen und die pelletierten Zellen in 100 yl FACS-Puffer resuspendiert. Die

Zellsuspension wurde in ein 5 ml Rundbodengefal3 mit 35 ym Zellsieb tberfluhrt.
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Tabelle 5: Verwendete Antikérper zur Charakterisierung der Antigenprofile von Jurkatzellen,

frischen humanen Thymozyten und humanen Thymusstromazellen.

Antikorper Fluorochrom ul/100ul
Anti-Fibroblast VioBlue 4

CD3 APC 2,5
CD31 PerCp-Cy5.5 5

CD45 AF700 1

CD90 FITC 0,25
EpCAM PE 2,5
HLA-DR PerCp-Cy5.5 2,5
LIVE/DEAD® Pacific Orange 1

PD-1 PerCp-Cy5.5 2,5

3.3 Mikroskopie und Immunhistochemie

3.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Férbung von frischem, gefrorenem humanem

Thymusgewebe

Frisches humanes Thymusgewebe wurde unmittelbar nach der Entnahme des
Gewebes in Optimal cutting temperature compound (O.C.T.) eingebettet und mittels
flussigen Stickstoffs und 2-Methylbutan schockgefroren. Bis zur Weiterverarbeitung
wurde das Gewebe bei -80 °C gelagert. An einem Kryotom wurden Gewebeschnitte
von 5-7um Dicke angefertigt, welche daraufhin fir mindestens zwei Stunden bei
Raumtemperatur (RT) getrocknet wurden. Es erfolgte eine zehnminitige Fixierung in
4% Paraformaldehyd (PFA) in Tris-gepufferter Kochsalzlésung (engl. tris-buffered
saline, TBS) und 1% BSA bei RT, danach wurde eine Rehydrierung mittels
destilliertem Wasser (dH20) durchgefihrt. Die Gewebeschnitte wurden zunachst in
Hamatoxylin gefarbt, wonach zwei funfminltige Waschschritte mit dH20 erfolgten.

Danach wurde mit Eosin gefarbt und hiernach mit einer aufsteigenden Alkoholreihe
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gewaschen. AbschlieBen erfolgte eine vierminutige Inkubation mit Xylol und die

Deckelung der Gewebeschnitte mittels Vitro-Clud ®.

3.3.2 Lichtmikroskopische Untersuchung der Expansion von serumfrei kultivierten

humanen Thymusstromazellen

Die Isolation der humanen Thymusstromazellen erfolgte wie unter Abschnitt 3.1.1
beschrieben. Ca. 0,5-2 x 107 frisch isolierte humane Thymusstromazellen wurden in je
2 ml serumfreien Medium in mit Kollagen | beschichteten 6-Well Kulturplatten bei 37 °C
und 5% CO: kultiviert. Das Wachstum sowie die sich verdndernde Morphologie der
Zellen wurde an den Tagen +1, +7, +14, +21 und +28 nach Isolation lichtmikroskopisch

dokumentiert.

3.3.3 Charakterisierung und rATG Bindung der kultivierten humanen

Thymusstromazellen

Die lIsolation der humanen Thymusstromazellen erfolgte wie zuvor beschrieben.
Deckglaschen wurden mittels >96% Ethanol desinfiziert und unter der Sterilbank
luftgetrocknet. AnschlieBend wurde je ein Deckglaschen in ein Well einer 6-Well
Zellkulturplatte Gberflhrt und mit 2 ml Zellsuspension benetzt, je nach Ansatz mit 0,5-
2 x 107 Thymusstromazellen in DMEM/Ham’s F12 mit 10% FCS oder in DMEM/Ham’s
F12 + Zusétze resuspendiert. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5% COz bis zu einer
Konfluenz von 70-80% kultiviert. Die immunzytochemische Farbung erfolgte in der 6-
Well Zellkulturplatte. Hierfur wurde zun&chst das Medium abgenommen und die Zellen
mit je 1 ml PBS gespdlt. Zur Fixierung wurden die Zellen fur 10 Minuten bei RT in 4%
PFA in TBS 1% BSA inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt, bei dem drei
Mal fir fanf Minuten in TBS+0,025% Triton (pH-Wert 8,2) inkubiert wurden. Zum
Blocken wurde das Gewebe in 5% Ziegenserum in TBS mit 1% BSA fir 30 Minuten
bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation des Primérantikérpers Pan-
Zytokeratin (Pan-ZK) in einer Konzentration von 1:40 bei 4 °C Uber Nacht. Es wurde
als Negativkontrolle fir die Pan-ZK-Farbung ein Gewebeschnitt lediglich mit
Antikérper-Diluent behandelt. Am nachsten Tag erfolgten abermals 3 Waschschritte a
5 Minuten mit TBS + 0,025% Triton. Daraufhin wurde der sekundéare Antikérper, ein

Alexa Fluor 488-konjugierter Ziegen-Anti-Maus Antikérper, fur 60 Minuten bei RT
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inkubiert. Im Anschluss erfolgten abermals drei finfminatige Waschschritte mit

TBS+0,025% Triton und ein funfminltiger Wasserungsschritt in destillierten Wasser
(dH20). Es wurde eine Zellkernfarbung mittels DAPI (1:1500) vorgenommen, welche
fir 10 Minuten bei RT inkubierte; es folgten abermals drei finfminttige Waschschritte
in dH20. AbschlieBend wurden die Deckglaschen mittels einer Pinzette mobilisiert und
mithilfe von Fluoromount auf Objekttragern fixiert. Die Evaluation mittels Axio Scope

erfolgte maximal drei Tage nach der Farbung.

3.3.4 Untersuchung der rATG Bindung an humane Thymusstromazellen mittels
immunhistochemischer Féarbung von ex-vivo schockgefrorenem, humanem

Thymusgewebe

Frisch entnommenes humanes Thymusgewebe wurde wie oben beschrieben
schockgefroren und geschnitten. Die Fixierung, die Blockung und die Inkubation der
Primar- und der Sekundarantikdérper wurde wie unter Abschnitt 3.3.3 durchgefunhrt.
Zum Blocken wurde das Gewebe in 5% Normalserum in TBS 1% BSA fur 30 Minuten
bei RT inkubiert, wobei es sich bei dem Normalserum je nach Sekundérantikdrper
entweder um Esel- oder um Ziegenserum handelte. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation der Priméarantikdrper bei 4 °C Gber Nacht: 100 yg/ml rlgG, 100 ug/ml ATG
oder 100 ug/ml ATLG sowie Pan-ZK, wie unter Abschnitt 3.3.3 beschrieben. Am
nachsten Tag erfolgte die Farbung der Sekundarantikdrper wie unter 3.3.3
beschrieben, allerdings unter Zugabe eines Cy3-konjugierten Esel-Anti-Kaninchen
Antikdrpers zur rATG bzw. rlgG Detektion und eines Alexa Fluor™ 488-konjugierten
Ziegen-Anti-Maus Antikérpers zur PanZK Detektion. Im Anschluss erfolgten drei
Waschschritte mit TBS + 0,025% Triton und ein Wasserungsschritt in dH20.
AnschlieBend wurde eine Zellkernfarbung mittels DAPI (1:1500) vorgenommen,
welche fir 10 Minuten bei RT inkubiert wurde; es folgten abermals drei Waschschritte
in dH20. AbschlieBend wurden die Gewebeschnitte mittels Fluoromount gedeckelt und

bis maximal drei Tage nach der Farbung via Axio Scope evaluiert und fotografiert.

3.4 Statistik

Die statistischen Analysen erfolgten mithilfe des Computerprogramms GraphPad

Prism. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant
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gewertet. Der zweiseitige Mann-Whitney-U Test wurde fir unabhéangige Proben, der

Rangsummentest nach Wilcoxon wurde flr gepaarte Proben verwendet. Es wurde
nicht von einer GaufB’schen Normalverteilung der Variablen ausgegangen. Alle
Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (engl. Standard

error of the mean, SEM) angegeben.
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4. Ergebnisse

4. 1 Gating Strategie der humanen Thymusstromazellen

Bei der durchflusszytometrischen Untersuchung kultivierter, humaner Stromazellen
wurden zunachst im FSC und SSC Gate alle Thymusstromazellen ausgewahlt (siehe
Abbildung 3). Durch die Anzeige der FSC-Flache (engl., FSC-area, FSC-A) gegen die
FSC-Hbhe (engl., FSC-height, FSC-H) wurden alle Dubletten ausgeschlossen. Bei der
Messung kultivierter humaner Thymusstromazellen wurde nun mittels zwei leerer
Fluoreszenzkanéle ein Gating auf autofluoreszente Zellen durchgefihrt, um falsch-
positive Zellen von der Analyse auszuschlieBen. Sofern nicht anders angegeben,
folgte anschlieBend eine Exklusion der LIVE/DEAD®* toten Zellen. Danach wurden
eventuell vorhandene residuale CD45* hamatopoetische Zellen ausgeschlossen. Im
Anschluss erfolgte je nach Versuchsaufbau zunéchst eine Aufteilung der rATG* und
rATG- Zellen oder direkt die Darstellung EpCAM* und EpCAM- Thymusstromazellen.
Die EpCAM* Epithelzellen wurden mittels Isotypkontrolle ermittelt. Um die Spezifitat

der rATG-Bindung sicherzustellen wurde rlgG eingesetzt.
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Abbildung 3: Gating Strategie der humanen kultivierten Thymusstromazellen.
Zur Abgrenzung der EpCam+* und rATG+ Populationen wurde eine Isotype bzw. ein unspezifisches rigG

eingesetzt. Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel mit 1 pg/ml ATLG.

4. 2 Charakterisierung der kultivierten humanen

Thymusstromazellen

Humane Thymusstromazellen wurden zuné&chst in serumhaltigem oder serumfreiem
Medium kultiviert. Neben der morphologischen Beurteilung der Kulturzellen mittels
Lichtmikroskopie wurde der Anteil an Thymusepithelzellen in der serumfreien sowie in

der serumhaltigen Kultur durchflusszytometrisch und immunhistochemisch untersucht.

In der durchflusszytometrischen Untersuchung wurde das Oberflachenmolekil
EpCAM (CD326) als Marker fur Epithelzellen verwendet. Es wurde eine
Positivkontrolle des EpCAM Antikérpers mittels einer Farbung der epithelialen
Kolonkarzinomzelllinie HT-29, sowie eine Negativkontrolle mittels entsprechender

Isotype (IgGav k) durchgefiihrt (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Etablierung der Epithelzellfarbung mit EpCAM mithilfe der Kolonkarzinom-Zelllinie

HT-29.

A: Histogrammdarstellung einer EpCAM Farbung von TSZ und HT-29 Zellen sowie einer IgGa, k

Farbung an CD45- TSZ im Sinne einer Negativkontrolle. B: Exemplarische Darstellung der EpCAM
Farbung an CD45- TSZ und HT-29 Zellen als Konturplot.

Insgesamt konnte in der serumhaltigen Kultur ein Anteil an EpCAM* Zellen von bis zu

ca. 5%, bei der serumfreien Kultur ein Anteil an EpCAM* Zellen von bis zu >50%

beobachtet werden (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Kulturmorphologie und durchflusszytometrische EpCAM Farbung.

A+B zeigen die serumhaltig kultivierten, C+D die serumfrei kultivierten Thymusstromazellen.
Morphologisch und durchflusszytometrisch sind in der serumfreien Kultur deutlich mehr CD45- EpCAM+
Thymusepithelzellen zu beobachten. Das EpCAM Gate wurde jeweils anhand der Isotypkontrolle

gesetzt. Gezeigt sind représentative Beispiele aus zwei unabhangigen Experimenten.

Der hohe Epithelzellanteil konnte mittels Fluoreszenzmikroskopie bestatigt werden.
Die immunhistochemische Farbung erfolgte mittels eines Pan-ZK-Antikdrpers, welcher
mit dem Farbstoff Alexa Fluor™ 488 gekoppelt und mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht wurde. Es konnte ein deutlich héherer Anteil
an Pan-ZK-exprimierenden Epithelzellen im serumfreien Kulturansatz als in der
serumhaltigen Kultur detektiert werden. So zeigten nahezu alle der serumfrei
kultivierten Zellen eine positive Farbung mit dem Pan-ZK Antikérper, wahrend nur
wenige Zellen des serumhaltigen Kultursystems eine Pan-ZK Farbung aufwiesen
(siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Immunhistochemische Féarbungen der Thymusepithelzellen in beiden
Kulturansiétzen.

Pan-ZK (griin), DAPI (blau). A+B zeigen deutlich weniger Pan-ZK positive Thymusepithelzellen in der
serumhaltigen Kultur. C+D zeigen einen hohen Anteil an Pan-ZK positiven Thymusepithelzellen in der

serumfreien Kultur.

Des Weiteren wurden immunphé&notypische Farbungen der serumfrei kultivierten
Zellen mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt, um die EpCAM- Fraktion, welche
sich in vorangegangen Versuchen darstellte, genauer zu charakterisieren. So wurde
neben dem Epithelzellmarker EpCAM auch der Endothelzellmarker CD31 und ein Anti-
Fibroblasten Antikbrper untersucht. Die anteiligen Zellen des serumfreien

Kultursystems sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Darstellung der unterschiedlichen Zellgruppen und deren Anteil im serumfreien
Kultursystem.

Die serumfrei kultivierten Thymusstromazellen bestehen zum gréBten Teil aus EpCAM+ Epithelzellen
(ca. 47%). Die EpCAM- Zellfraktion kann in Fibroblasten (ca. 23%) und Endothelzellen (ca. 13%)
unterteilt werden. Etwa 16% der Zellen konnte keiner der Gruppen zugeordnet werden. TSZ = kultivierte

Thymusstromazellen. n=1.

Da die oben dargestellten Ergebnisse zeigen konnten, dass der serumfreie
Kulturansatz deutlich mehr Thymusepithelzellen aufweist, wurden alle weiteren
funktionellen Experimente, sofern nicht anders angegeben, ausschlieBlich mit
serumfrei kultivierten Thymusstromazellen durchgefuhrt. Weiterhin stellte sich die
Beschichtung der KulturgefaBe mit Kollagen | in der serumfreien Kultur als
unverzichtbar heraus. Ein Unterlassen besagter Beschichtung flihrte zu einem
fehlenden Anheften der adhédsiv wachsenden Thymusstromazellen und somit zu

einem raschen Absterben ebendieser.

4.3 Expansion von serumfrei kultivierten humanen

Thymusstromazellen

Um die Expansion der unterschiedlichen Komponenten der serumfreien Kultur zu
beurteilen, wurden Zellen an den Tagen +1, +7, +14, +21 und +28 nach Isolation
lichtmikroskopisch und durchflusszytometrisch untersucht. Dabei wurde neben der
sich wandelnden Morphologie auch das sich verdndernde Verhéltnis zwischen CD3*
Thymozyten, CD45* hamatopoetischen Zellen und EpCAM+* Thymusepithelzellen
untersucht (siehe Abbildung 8). Die durchflusszytometrische Untersuchung ergab
einen sprunghaften Anstieg der CD45- Zellen innerhalb der ersten Woche von 5,24%

an Tag 1 auf 96,8% an Tag 7. Dieses Ergebnis veranderte sich an den nachfolgenden
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Messzeitpunkten nur geringflgig (Tag 14: 99,1%, Tag 21: 98,2%, Tag 28: 99,6%).
Ebenso fand eine nennenswerte Expansion der EpCAM* Thymusepithelzellen statt.
Einen Tag nach Isolation der Thymusstromazellen betrug der Anteil an EPCAM*
Thymusepithelzellen nur 1,71%, dieser stieg bis zum Tag 21 auf 43,8% (Tag 14 23,9%,
Tag 21: 55,9%, Tag 28: 31,6%).
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Abbildung 8: Expansion der serumfrei kultivierten Thymusstromazellen.
Gezeigt sind repréasentative Beispiele der Tage 1, 7 und 21. Das Gating der EpCAM Féarbung erfolgte

mithilfe der entsprechenden Isotypkontrolle.

Dieser sprunghafte Anstieg der EpCAM+ Zellen spiegelt sich ebenso in der

durchflusszytometrischen Farbung mit dem Proliferationsmarker Ki-67 wider (siehe
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Abbildung 9). So zeigen diese eine Expression von 84,1% am Tag 7 nach
Kulturbeginn. Mit zunehmendem Alter der Kulturzellen nimmt diese Expression stetig
ab (Tag 14: 33,2%, Tag 21: 5,4%). Ahnliche Bewegungen sind bei den CD45 Zellen
insgesamt zu verzeichnen, welche alle Thymusstromazellen miteinschlieBen. Hier fallt
die Proliferationsrate im Vergleich mit EpCAM* Zellen jedoch geringer aus (Tag 7:
29,6%, Tag 14: 26,8; Tag 21: 4,4%).
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o (CD45

80-
60-
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20+

Ki-67+ Zellen [%]
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Abbildung 9: Ki-67 Expression von EpCAM+ und CD45- Kulturzellen.
Dargestellt sind die Tage 7, 14 und 21 nach Isolation der Thymusstromazellen aus frischem, humanem

Thymusgewebe. n=2.

4.4 rATG Bindung an humane Thymusstromazellen

Um die Interaktion zwischen Antithymozytenglobulin und humanem Thymusstroma zu
untersuchen, wurde zunéchst die Bindung von ATG und ATLG an serumfrei kultivierte
humane Thymusstromazellen durchflusszytometrisch untersucht. Weiterhin wurde die
Bindung der beiden rATG-Praparate an ex vivo schockgefrorenem Thymusgewebe

mittels immunhistochemischer Fluoreszenz-farbungen dargestellt.

Mittels Durchflusszytometrie konnte eine vergleichbare Bindung von ATG und ATLG
an kultivierte humane Thymusstromazellen gemessen werden (siehe Abbildung 10).
Weiterhin konnte eine Dosisabhangigkeit beider Praparate beobachtet werden. Die
Affinitdt zu EpCAM- Thymusstromazellen und EpCAM+* Thymusepithelzellen stellte

sich als vergleichbar dar. Beide Medikamente erreichten ein Plateau ab einer
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Konzentration von 5 pg/ml mit einer Bindung von >99% der untersuchten Zellen.

Dieses Plateau verblieb bis zu einer rATG-Konzentration von 50 pyg/ml. Bei héheren
Konzentrationen nahm die Bindung beider Medikamente wieder ab. Eine mégliche
Erklarung fur diese Abnahme kbénnte darin liegen, dass es bei hoheren
Konzentrationen zu einer Aggregation der Antikérper innerhalb des polyklonalen
Gemischs kommt und somit eine Bindung an die zu untersuchenden

Thymusstromzellen behindert wird.
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Abbildung 10: Bindung von ATG und ATLG an EpCAM+ und EpCAM- Thymusstromazellen.
Gezeigt ist die dosisabhangige Bindung von ATG und ATLG an (A) EpCAM- Thymusstromazellen sowie
(B) EpCAM+ Thymusepithelzellen. n=3-11.

Bei niedrigen Konzentrationen (1 pg/ml, 5 pug/ml, 10 ug/ml and 25 pug/ml) kann eine
dezente Tendenz zur stérkeren Bindung von ATG an humane Thymusstromazellen
beobachtet werden. Allerdings erreichte diese Tendenz bei keiner Konzentration eine
Signifikanz. Um eine unspezifische Bindung der beiden rATG Préparate
auszuschlieBen, erfolgte bei jedem Experiment eine Kontrollfarbung mittels
unspezifischem rlgG, welche in keinem Experiment eine Bindung von 2% uberschritt.
Demnach wurde die Bindung von ATG und ATLG an Thymusstromazellen als

spezifisch bewertet.

Die immunhistochemische Féarbung erfolgte mit jeweils 100 pyg/ml ATG und ATLG und
einem Pan-Zytokeratin zur Anfarbung der Thymusepithelzellen. Es wurde rlgG als
Negativkontrolle der rATG-Farbung sowie eine Pan-ZK Negativkontrolle angefertigt.
Beide rATG Praparate zeigen eine groBflachige Bindung an das frische,

schockgefrorene humane Thymusgewebe (siehe Abbildung 11). Es stellt sich eine
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Bindung an das in grun gefarbte Thymusepithelnetzwerk dar, jedoch zeigt sich
ebenso eine Anfarbung der zahlreichen zwischen den Epithelzellen liegenden
Thymozyten sowie an bindegewebige Binnenstrukturen wie interlobulare Septen und
GeféaBe.

O

100 pg/ml rigG

A ATLG+ Pan-ZK B ATG + Pan-ZK

Pan-ZK Pan-ZK NegKtrl Pan-ZK

Abbildung 11: Bindung von ATG und ATLG an frisches, schockgefrorenes humanes

Thymusgewebe.
Anti-Kaninchen Antikérper zur rATG-Detektion (rot), Pan-ZK (grtin). A: 100 yg/ml ATLG (rot) und Pan-
ZK (grun); B: 100 pg/ml ATG (rot) und Pan-ZK (grtin); C: 100 pg/ml rigG Kontrolle; D: Negativkontrolle

Pan-ZK. Dargestellt sind reprasentative Beispiele, insgesamt n=3.

4.5 Bestimmung der rATG-induzierten Apoptose in kultivierten,

humanen Thymusstromazellen mittels Annexin V Farbung

Die Komplement-unabhéngige Zytotoxizitat (CIC) sowie die Komplement-abhangige
Zytotoxizitat (CDC) durch ATG und ATLG wurden durchflusszytometrisch mittels
Annexin V und LIVE/DEAD® Farbung untersucht. Bei der vorliegenden Analyse
wurden einfach positive Annexin  V+ Zellen sowie doppelt positive
AnnexinV*/LIVE/DEAD®* Zellen als tote Zellen gewertet. Allerdings war der Anteil an

doppelt positiven Zellen dabei zu vernachlassigen (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Exemplarische Darstellung des durch ATG und ATLG ausgeldsten,
dosisabhéngigen Zelltods.

Unter A ist die durch ATLG, unter B die durch ATG ausgeléste dosisabhangige Apoptose dargestellt.
Der Anteil der LIVE/DEAD®+ Zellen ist konzentrationsunabhangig gering, daher kann der durch beide
rATG Préaparate verursachte Zelltod als Apoptose gedeutet werden. Gezeigt ist ein unabhangiges

Experiment.

ATG und ATLG zeigten &hnliche Ergebnisse bezlglich der CIC und CDC. Beide
Medikamente prasentierten eine dosisabhéngige Apoptose. Die Fraktion an toten, also
Annexin V*/LIVE/DEAD®* Zellen zeigte mit steigender rATG Konzentration eine
Zunahme. Die Anzahl der toten Zellen konnte durch die Hinzugabe von humanem
Serum als Quelle humanen Komplements sowie durch die Hinzugabe von
Kaninchenkomplement erhdht werden. Allerdings blieb bei beiden Komplementformen
die Verstarkung des zytotoxischen rATG Effekts unterhalb der Signifikanzgrenze. Die
durch Kaninchenkomplement herbeigefiihrte Steigerung war als starker zu
beobachten (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: rATG-induzierte Apoptose in kultivierten, humanen Thymusstromazellen.

EpCAM+ und EpCAM- Annexin V+ Thymusepithelzellen nach 24h Inkubation mit verschiedenen rATG
Konzentrationen £ humanem Serum bzw. Kaninchenkomplement. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM
von n=5 (+KKomp) bzw. n=6 (-Komp, +HKomp) unabhéngigen Experimenten. (-Komp = ohne

Komplement; + KKomp = mit Kaninchenkomplement; +HKomp = mit humanem Serum).

Beim Vergleich zwischen EpCAM- Thymusstromazellen und EpCAM*

Thymusepithelzellen fiel auf, dass beide rATG Praparate einen starkeren
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apoptotischen Effekt auf EpCAM* Thymusepithelzellen ausibten als auf EpCAM-

Stromazellen. Dies kann sowohl in der Annexin V* Fraktion (siehe Abbildung 12) als
auch in der Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitat (engl. Median Fluorescent
Intensity, MFI) der Annexin-Farbung beobachtet werden (siehe Abbildung 14). Bei den
ATG-Konzentrationen von 1 ug/ml und 10 pg/ml ist der Unterschied zwischen
EpCAM+ und EpCAM- Thymusstromazellen signifikant, ebenso bei einer ATLG-

Konzentration von 1000 pg/ml.
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Abbildung 14: Vergleich der MFI der Annexin V+ Zellen zwischen EpCAM+ und EpCam- Zellen
nach Inkubation mit verschiedenen rATG Konzentrationen.

A zeigt den Vergleich beider Praparate und deren zytotoxischer Effektivitat auf EpCAM+ und EpCAM-
Thymusstromazellen. B zeigt jeweils die Auswirkungen von ATLG und ATG auf beide

Zellkompartimente. * = p<0,05. n=6.
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4.6 Untersuchung des Apoptosemechanismus mittels Pan-
Caspaseinhibitor QVD

Zur weiteren Charakterisierung des Apoptosemechanismus wurde der Einfluss des
Pan-Caspaseinhibitors QVD auf die Interaktion zwischen rATG und Kkultivierten
humanen Thymusstromazellen mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dabei konnte
festgestellt werden, dass der Caspaseinhibitor QVD die durch ATG sowie die durch
ATLG induzierte Apoptose in Kkultivierten humanen Thymusstromazellen nicht

signifikant inhibieren konnte (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: rATG-induzierte Apoptose in EpCAM+ kultivierten, humanen Thymusstromazellen
unter Zugabe des Pan-Caspaseinhibitors QVD.

Gezeigt sind durchflusszytometrische Messungen der Annexin V+ apoptotischen Zellen. Es ist die
Kontrolle (nur rATG) im Vergleich zum Pan-Caspaseinhibitor QVD (plus rATG) dargestellt. Es zeigte
sich keine signifikante Inhibition der Apoptose durch die Hinzugabe des Pan-Caspaseinhibitors QVD.
n=4.

4. 7 Antigenexpression auf der Jurkatzelllinie, frischen humanen

Thymozyten und humanen kultivierten Thymusstromazellen

Um mdgliche unerwiinschte Effekte von ATG und ATLG auf humanes Thymusstroma
zu erklaren, wurde die Expression verschiedener Oberflachenmarker auf Jurkatzellen,

frischen humanen Thymozyten und humanen kultivierten Thymusstromazellen
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untersucht. Wie in Abbildung 16 gezeigt, konnten mehrere Oberflachenmarker

gefunden werden, welche auf Jurkatzellen wund kultivierten humanen
Thymusstromazellen (CD31, CD90, HLA-DR) oder auf frischen Thymozyten und
kultivierten humanen Thymusstromazellen (CD31, HLA-DR) exprimiert werden. CD31
wurde auf 85% der Jurkatzellen und auf 13,4% der kultivierten humanen
Thymusstromazellen exprimiert. CD90 wurde auf 80,1% der Jurkatzellen und auf
84,6% der kultivierten humanen Thymusstromazellen exprimiert. HLA-DR wurde von
25,3% der Jurkatzellen und von 20% der kultvierten humanen Thymusstromazellen
exprimiert. Weitere Oberflichenmarker wie CD3, CD45, EpCAM sowie Anti-
Fibroblasten Antik6rper wurde nur entweder auf Jurkatzellen oder auf kultivierten
humanen Thymusstromazellen gefunden (CD3: 93,8% auf Jurkatzellen, <1% auf
kultivierten humanen Thymusstromazellen; CD45: 97,9% auf Jurkatzellen, <1% auf
kultivierten humanen Thymusstromazellen; EpCAM: <0.05% auf Jurkatzellen, >20%
auf kultivierten humanen Thymusstromazellen; Anti-Fibroblasten Antikérper: <0.1%
auf Jurkatzellen, >20% auf Kkultivierten humanen Thymusstromazellen). Als
gemeinsame Oberflachenmarker von frischen Thymozyten und kultiviertem humanem
Thymusstroma konnten CD31 (31,5% auf frischen Thymozyten und 13,4% auf
kultivierten Thymusstromazellen) sowie HLA-DR (17,1% auf frischen Thymozyten und
25,3% auf kultivierten Thymusstromazellen) identifiziert werden. CD3, CD45, EpCAM
und den Anti-Fibroblasten Antikrper konnten bei der Betrachtung frischer Thymozyten
im Vergleich zu kultivierten humanen Thymusstromazellen nur auf jeweils einer der
Zellgruppen gefunden werden (CD3: 83,3% auf frischen Thymozyten, <1% auf
kultivierten humanen Thymusstromazellen; CD45: 94,9% auf frischen Thymozyten,
<1% auf kultivierten humanen Thymusstromazellen; EpCAM: <0,05% auf frischen
Thymozyten, >20% auf kultivierten humanen Thymusstromazellen; Anti-Fibroblasten
Antikorper: >0.1% frischen Thymozyten, >20% auf kultivierten humanen

Thymusstromazellen).
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Abbildung 16: Expression verschiedener Oberflaichenmarker auf Jurkatzellen, frischen humanen
Thymozyten und kultivierten humanen Thymusstromazellen.
In dunkelgrau ist die Antikérperfarbung, in hellgrau die jeweilige Isotypkontrolle dargestellt. Gezeigt ist

die MFI eines unabh&ngigen Experiments.

5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und in welchem MaB ATG und ATLG
neben dem erwiinschten Effekt einer T-Zelldepletion im Rahmen der GvHD Pravention
auch die T-Zellrekonstitution nach einer alloHSZT negativ beeinflussen, indem sie eine

zytotoxische Aktivitat gegeniber humanen Thymusstromazellen aufweisen.

5.1 Etablierung der primaren humanen Thymusstromazellkultur

Die erfolgte Etablierung einer primdren humanen Thymusstromazellkultur unter
Verwendung von frischem Thymusgewebe hatte zum Ziel, ein Kultursystem zu
entwickeln, welches einen mdglichst hohen Anteil an Thymusepithelzellen aufweist.

Dazu wurden zunéchst ein serumhaltiger sowie ein serumfreier Kulturansatz erprobt,
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welche in &hnlicher Form bereits in der Literatur beschrieben wurden [66-69].

Schnell wurde deutlich, dass die serumfrei kultivierten Zellen - im Gegensatz zu
serumbhaltig kultivierten - einen gréBeren Anteil an Epithel-dhnlichen Zellen aufwiesen.
Diese zunachst auf die Morphologie gestitzte Annahme konnte durch
immunphanotypische Charakterisierungen mittels Durchflusszytometrie sowie mittels
immunzytologischer Farbungen bestatigt werden. Wie bereits vielfach beschrieben,
begulnstigte das dem serumhaltigen Kulturansatz hinzugefuigte fetale Kalberserum ein
Uberwachsen von Fibroblasten [70]. Dieser Umstand konnte unter serumfreien
Kulturbedingungen und der Zugabe verschiedener Hormone und Spurenstoffe sowie
dem Beschichten der Kulturplatten mit Kollagen Typ | umgangen werden. Ein
Unterlassen der Beschichtung der Kulturplatten mit Kollagen Typ | fahrte bei der
serumfreien Kultur trotz identischer Mediumzusammensetzung zu einem raschen
Absterben der Zellen und ist demnach als ein essentieller Bestandteil fir das
Uberleben und die Adhésion der humanen Thymusstromazellen zu bewerten. Die
Relevanz der serumfreien Kultivierung und der Beschichtung der Kulturplatten
beschrieben bereits Schreiber et al. im Jahr 1991 [69]. Auch diese Arbeitsgruppe
untersuchte verschiedene Kultivierungsanséatze fir humane Thymusstromazellen
sowie die Beschichtung der Kulturplatten mit einer Extrazellularmatrix, welche in einem
aufwandigen Verfahren aus bovinen kornealen Endothelzellen extrahiert wurde. Die in
der vorliegenden Arbeit verwendeten mit Kollagen | beschichteten Kulturplatten stellen
eine effizientere Methode dar, welche zu einem mindestens ebenso
zufriedenstellenden Ergebnis fihrt. Weiterhin favorisierten Schreiber et al.
gleichermaBen eine serumfreie Kultivierungsmethode. Dem von ihnen genutzten
Medium wurden einige zuséatzliche Faktoren, namentlich EGF (= epithelial growth
factor), Insulin, Hydrokortison, HDL (= high density lipoprotein), Triiodthyronin,
Transferrin und Selen, hinzugefiigt. In dem hier beschriebenen Kultursystem waren fur
die erfolgreiche Kultivierung humaner Thymusepithelzellen lediglich EGF, Insulin,
Hydrokortison, Transferrin und Selen notwendig. Neben der Gruppe von Schreiber et
al. kultivierten auch andere erfolgreich humane Thymusstromazellen und stellten das
Vorhandensein von Epithelzellen meist mittels immunhistochemischer Zytokeratin-
[67-69] oder EpCAM-Farbungen [68] fest. Allerdings wurden von keiner der Arbeiten
mogliche Epithelzellmarker mittels Durchflusszytometrie untersucht oder aber die

Anzahl der Epithelzellen mit anderen Methoden - abgesehen von der
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Immunhistochemie - objektiviert. Die hier préasentierten Ergebnisse zeigen, dass die

immunhistochemische = Pan-Zytokeratin-Farbung der  serumfrei  kultivierten
Thymusstromzellen zwar auf einen Anteil von nahezu 100% Epithelzellen hinweist; die
durchflusszytometrisch gemessene Fraktion der gleichen Zellen jedoch nur bis zu 60%
EpCAM+ Epithelzellen betragt. Die hier gezeigte unterschiedliche Sensitivitdt von
EpCAM+*und EpCAM- Zellen gegenuber der beiden rATG Praparate (siehe Abbildung
13 und 14) lassen darauf schlieBen, dass es sich tatsachlich um funktionell
unterschiedliche Zellen handelt. Die durchflusszytometrische Auftrennung in Epithel-
und Nicht-Epithelzellen scheint demnach spezifischer zu unterscheiden als die
Immunhistochemie. Des Weiteren geht aus der Arbeit von Skogberg et al. hervor, dass
bei den von der Gruppe vorgenommenen immunhistochemischen Farbungen EpCAM*
kultivierte Thymusstomazellen nicht zwangslaufig gleichzeitig auch Zytokeratin 5 bzw.
8 positiv sind [68]. Folglich kann also angenommen werden, dass die Farbung von
Zytokeratinen und EpCAM unterschiedliche (Epithel-) Zellen detektiert. Ein Grund
dafir mag in den sehr unterschiedlichen Eigenschaften der beiden Epithelmarker
liegen. So stellen die Zytokeratine als intrazelluldre Filamente einen Bestandteil des
Zytoskeletts von Epithelzellen dar, wobei die einzelnen Vertreter (z.B. Zytokeratin 5
oder Zytokeratin 8) jeweils in spezifischen Epithelzellen vorkommen. Die Filamente
dienen hierbei vor allem der Formgebung sowie der intrazellularen Kommunikation der
Zelle, beispielsweise bei Prozessen wie der Mitose [71]. Dahingegen ist EpCAM ein
oberflachliches Transmembran-Glykoprotein, das die Adhéasion von Epithelzellen an
benachbarte Epithelzellen vermittelt und auf den meisten humanen Epithelzellen
exprimiert wird [72]. Es kann angenommen werden, dass eine Auftrennung mittels
EpCAM, wie sie in dieser Arbeit gezeigt wird, eine verlasslichere Methode der

Epithelzellerkennung von Kulturzellen darstellt.

5.2 Beurteilung der Effekte von ATG und ATLG auf kultivierte

humane Thymusstromazellen

Wie eingangs dargelegt, spielt das Thymusepithel bei der T-Zellreifung und der T-
Zellrekonstitution nach erfolgter alloHSZT eine entscheidende Rolle [53]. Daher
wurden alle hier gezeigten funktionellen Versuche insbesondere mit Augenmerk auf

das EpCAM* Thymusepithel unternommen. Das etablierte serumfreie Kultursystem
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stellt eine verlassliche Mdglichkeit dar, in vitro Untersuchungen an humanem

Thymusstroma- und Thymusepithelzellen durchzufihren. Auch wenn durch das
Fehlen der Dreidimensionalitit und des GefédBnetztes die tatsachlichen
Begebenheiten des menschlichen Thymus unmdglich vollends zu imitieren sind, kann
doch eine begrenzte Vergleichbarkeit mit den tatsdchlichen Verhéltnissen

angenommen werden.

Die unter 4.4 dargestellten Ergebnisse zur rATG Bindung zeigen, dass beide rATG
Praparationen in den durchflusszytometrischen Messungen eine dosisabhangige,
starke Bindung an Thymusstromazellen aufweisen. Dies gilt gleichermaBen fur
EpCAM- Stromazellen und EpCAM+* Epithelzellen. Auch die immunhistochemischen
Farbungen an Gefrierschnitten lassen eine breite Bindung von ATG und ATLG an
einige Strukturen des humanen Thymusgewebes erkennen (siehe Abbildung 11). So
zeigt sich eine starke Farbung der intralobular gelegenen Thymozyten und
Thymusepithelzellen, jedoch auch der umgebenden bindegewebigen Strukturen und
GefaBe. Eine Kontrolle mittels unspezifischem rlgG konnte eine unspezifische Bindung
der rATG Antikdrper ausschlieBen. Folglich ist anzunehmen, dass beide rATG
Praparate aufgrund ihrer Polyklonalitdt nicht nur T-Zellen und T-Zellvorlaufer
depletieren, sondern dartiber hinaus auch einen Effekt auf die Stromazellen des

Thymus aufweisen.

Die gezeigte Bindung bestatigt jedoch noch keine zytotoxische Aktivitat, sodass im
Anschluss ebendiese durchflusszytometrisch mittels Annexin V und LIVE/DEAD®
Farbung untersucht wurde. Interessanterweise kann trotz nahezu identischer
Bindungsaffinitéat ein Unterschied bezuglich der Zytotoxizitat von rATG auf EpCAM-
Stromazellen und EpCAM* Thymusepithelzellen festgestellt werden. So zeigt sich bei
ATG eine signifikant starkere zytotoxische Aktivitat gegenliber Thymusepithelzellen im
Vergleich zu EpCAM- Zellen in den Konzentrationen von 1 pyg/ml und 10 yg/ml. Bei
einer ATLG-Konzentration von 1000 pyg/ml kann ebenfalls eine signifikant starkere
Zytotoxizitat gegenliber Thymusepithel im Vergleich zu den EpCAM- Stromazellen
festgestellt werden (siehe Abbildung 14). Demnach scheinen beide Medikamente
zytotoxische Effekte insbesondere auf das fur die T-Zell Rekonstitution wichtige
Thymusepithelzellnetz auszuliben. Es kann allerdings auch eine gewisse Zytotoxizitat

gegenuber Nicht-Epithelzellen beobachtet werden, welche innerhalb des
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Kultursystems vorrangig aus Fibroblasten und Endothelzellen bestehen, wie in

immunphéanotypischen Farbungen mittels Anti-Fibroblasten Antikbrper und dem
Endothelzellmarker CD31 bestéatigt werden konnte (siehe Abbildung 7). Zur genaueren
Untersuchung des Wirkungsmechanismus der beiden rATG Préparate wurde
zunachst die Zytotoxizitdt ohne Zugabe von Komplement sowie unter Zugabe von
humanem Serum als menschliche Komplementquelle oder aufgereinigtem
Kaninchenkomplement gemessen. So konnten Rickschlisse auf die CIC und die CDC
gezogen werden. Wie unter Abschnitt 4.5 dargestellt, wird der Hauptanteil der
zytotoxischen Aktivitat auf humane Thymusstromazellen von ATLG und ATG tber CIC
vermittelt. Es kann zwar eine Steigerung des Effekts unter der Zugabe von
menschlichem Serum und - noch starker - unter der Zugabe des
Kaninchenkomplements beobachtet werden, allerdings bleiben diese Steigerungen

unterhalb des Signifikanzniveaus.

Die hier prasentierten Ergebnisse stellen die erste Untersuchung des Effekts von rATG
auf humane Thymusstromazellen dar. Eine Studie aus dem Jahr 2001 untersuchte im
Rahmen von Haut- und Herztransplantationen am Primatenmodell bereits die
Infiltration von ATG in lymphatische Organe. In dieser Arbeit konnten die Autoren keine
ATG-Bindung an Lymphozyten, die aus dem Thymus isoliert worden waren,
feststellen; die Antikdrper penetrierten laut Autoren das Thymusgewebe nicht. Diese
Aussage steht im Widerspruch zu der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Annahme,
wonach rATG den Thymus erreicht und somit beeinflusst. Allerdings ist das Ergebnis
der besagten Studie angesichts mehrerer Griinde kritisch zu betrachten. Zunachst
wurden in der Studie erwachsene Makaken als Versuchstiere verwendet, welche vor
der rATG Applikation — ungleich mit der realen Situation wéhrend einer alloHSZT am
Menschen — keinerlei Form von Chemo- oder Radiotherapie erhalten hatten. Der
erwachsene Thymus der Makaken wurde also weder durch eine vorhandene
Lymphopenie in einen ,aktivierten“ Zustand versetzt noch durch die Toxizitat einer
Konditionierungstherapie vorgeschadigt. Weiterhin rdumen die Autoren ein, dass die
ATG-Bindung im Makaken insgesamt etwa sechsfach schwécher ist als im Menschen,
obwohl den Makaken herkdmmliche rATG Dosierungen verabreicht wurden (1 mg/kg,
5 mg/kg, 20 mg/kg). Auch durfte die Halbwertszeit des Medikaments deutlich kirzer

gewesen sein als unter echten Bedingungen im Rahmen einer alloHSZT, da die
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Makaken durch die fehlende Konditionierung Uber ein effektives Immunsystem

verfigten und hochstwahrscheinlich rasch Anti-rATG-Antikérper gebildet haben,
welche zu einer gesteigerten Clearance beigetragen haben dirften. Aus den
dargelegten Grinden wurde in der hier vorliegenden Arbeit trotz der Ergebnisse der
oben beschriebenen Studie eine Penetration von rATG in den menschlichen Thymus

im Rahmen einer alloHSZT angenommen.

Allerdings wurden auch einige andere Zellpopulationen und deren Sensitivitat
gegenlber rATG in anderen Studien evaluiert. Obwohl rATG vornehmlich zur T-
Zelldepletion und damit zur Vermeidung einer GvHD nach alloHSZT eingesetzt wird,
zeigen beide Medikamente, bedingt durch ihre Polyklonalitat, weitaus mehr
Spezifitdten. ATG, welches mittels der Immunisierung von Kaninchen mit humanen
fetalen Thymozyten hergestellt wird, weist unter anderem Antikérper gegen CD2, CD3,
CD4, CD8, CD11a, CD18, CD25, CD38, CD45, CD52, CD126, CD138 und HLA-DR
auf [73-76]. Einige Arbeiten konnten auBBerdem das breite zytotoxische Potential des
Medikaments zeigen. So konnten pro-apoptotische Effekte von ATG auf T-Zellen, B-
Zellen, Monozyten, Thymozyten, priméare Myelomzellen und -zelllinien sowie auf
primare Leukamiezellen und -zelllinien detektiert werden [35,36,76-81]. Die
zytotoxischen Effekte von ATLG sowie dessen Antigenspezifititen waren ebenfalls
Bestandteil einiger Untersuchungen. Da ATLG durch die Herstellung mit der
Jurkatzelllinie vorrangig gegen aktivierte T-Zellen gerichtet sein soll, wurden von
Bourdage et al. vor allem T-Zell typische Oberflachenmolekile untersucht und
Antikoérper gegen die Oberflachenmolekile CD2, CD5, CD7 und CD45 beschrieben
[82]. Allerdings sind weitere AntikGrper gegen andere Antigene anzunehmen, da auch
ATLG eine weitreichende zytotoxische Aktivitat zeigt. So konnte eine ATLG-induzierte
Apoptose in samtlichen PBMC Kompartimenten, Thymozyten, Jurkat- und anderen
Leuk&miezellen sowie Myelomzellen beobachtet werden [17,35,36,81,83-85].
Interessanterweise untersuchten auch einige Gruppen beide rATG Praparate im
Vergleich. Unsere Arbeitsgruppe stellte in vitro eine signifikant hOhere Toxizitat von
ATG gegenlber humanen Thymozyten im Vergleich zu ATLG fest [35]. Weiterhin
konnte ein Trend zur starkeren Apoptose in Lymphozyten, Monozyten und chronisch
lymphatischen Leuké&miezellen durch ATG gezeigt werden [36,81]. Darliber hinaus

untersuchten einige Arbeiten die CIC und CDC der beiden rATG Préaparate. In der
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Mehrheit der Untersuchungen konnte eine rATG-induzierte CDC verschiedener
Zellen (PBMCs, Thymozyten, Jurkatzellen, Leukdmie- und Myelomzellen) beobachtet
werden [35,36,76,77,80,81,85]. Einige Autoren beschrieben jedoch auch eine starke
CIC, wie sie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wird [17,80,81]. Ferner berichtete eine
Gruppe, welche die Auswirkungen von ATG auf leukdmische Blasten untersuchte, von
stark variierenden Ergebnissen bezliglich der CDC und CIC. Auch in der vorliegenden
Arbeit variierten die Apoptoseraten nach rATG Inkubation teilweise erheblich (siehe
Abschnitt 4.5 und Abbildung 13 und 14).

Zur Charakterisierung des genauen Apoptosemechanismus von rATG in humanen
Thymusstromazellen wurde eine Untersuchung der durch ATLG und ATG ausgeldsten
Zellschadigung unter der Zugabe des Pan-Caspaseinhibitors QVD untersucht (siehe
Abschnitt 4.6). Caspasen vermitteln sowohl die durch den extrinsischen Weg (Bindung
eines Fas-Liganden an den Fas-Rezeptor CD95 [86]), als auch die durch den
intrinsischen Weg (Freisetzung von Cytochom ¢ und anderen pro-apoptotischen
Faktoren aus den Mitochondrien [87,88]) ausgel6ste Apoptose. Die hier gezeigte
Zytotoxizitat durch ATLG und ATG konnte nicht durch die Zugabe von QVD inhibiert
werden. Dies steht potentiell im Widerspruch zu den hier gezeigten Ergebnissen,
welche eine rATG-induzierte Apoptose mithilfe der Annexin V und LIVE/DEAD®
Farbung zeigen (siehe Abbildung 12, 13 und 14). Annexin V ist ein rekombinantes
Bindungsprotein, welches stark und spezifisch mit Phosphatidylserin interagiert,
welches durch den Vorgang der Apoptose an die extrazellulare Membranoberflache
gelangt und somit zur zuverlassigen Detektion apoptotischer Zellen dient [89]. Der
Fluoreszenzfarbstoff LIVE/DEAD® reagiert lediglich mit intrazellularen Proteinen und
farbt diese an, kann jedoch die intakte Zellmembran lebender Zellen nicht Gberwinden.
Daher bietet LIVE/DEAD® eine zuverlassige Mdglichkeit, lebende Zellen von toten,
vor allem nekrotischen Zellen zu unterscheiden. Da wie oben dargelegt sowohl die
extrinsische als auch die intrinsische Apoptose caspaseabhéngig sind, weicht der hier
dargestellte Zelltodmechanismus von der klassischen Apoptose ab. Da die doppelt
positiven, Annexin V+/LIVE/DEAD®+* Zellen nur einen sehr geringen Anteil an allen
Annexint Zellen darstellten, ist ein nekrotischer bzw. nekroptotischer Zelltod durch
rATG unwahrscheinlich. Interessanterweise wurde eine solche caspaseunabhéangige

mit Phosphatidylserin-Externalisierung verbundene Apoptose bereits an anderer Stelle
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beschrieben [90]. Auch hier konnten die Autoren die in primaren T Zellen durch

verschiedene Medikamente hervorgerufene und durch Annexin V Farbung dargestellte
Apoptose nicht mittels Caspaseinhibition hemmen. Jedoch lieB sich eine durch die
gleichen  Medikamente herbeigefihrte = Desoxyribonukleinsdure  (DNS) -
Fragmentierung durch die Caspaseinhibition verhindern. Dieser ungewoéhnliche
Mechanismus konnte allerdings nicht in aktivierten T Zelllinien wie der Jurkat Zelllinie
bestétigt werden, sondern war lediglich in primdren T Zellen zu finden. Uberdies
zeigten zwei weitere Arbeiten eine durch rATG induzierte, nicht-klassische und
caspaseunabhangige  Apoptose [81,83]. Um diesen ungewdhnlichen
Apoptosemechanismus genauer zu beschreiben, muissten weitere Experimente
folgen. So wére es beispielsweise sinnvoll, die DNS-Fragmentierung in TSZ nach der
Behandlung mit rATG zu untersuchen sowie deren mdgliche Hemmung durch den
Caspaseinhibitor QVD zu Uberprifen. Auch wéare ein Vergleich zwischen den hier
verwendeten priméaren TSZ und kommerziell erhaltlichen Thymusepithel-Zelllinien

interessant.

5.3 Bewertungen der rATG-induzierten Zytotoxizitat unter

Beachtung klinisch relevanter Konzentrationen

Die hier prasentierten Ergebnisse, welche eine Zytotoxizitat beider rATG Préparate
zeigen, sollten unter Beachtung der klinisch relevanten Dosierungen beurteilt werden.
Um klinisch relevante Serumkonzentrationen beider Medikamente abzudecken, wurde
eine Konzentrationsspanne zwischen 1 yg/ml und 1000 pyg/ml gewahlt. Allerdings
herrscht bezuglich der klinischen Anwendung nach wie vor Uneinigkeit Gber den
optimalen Applikationszeitpunkt sowie die Dosierungen und damit auch Uber die
erreichten Serumkonzentrationen von beiden rATG Praparaten. Einige Studien
beschéftigen sich jedoch mit der Ermittlung der optimalen Dosierungen in
verschiedenen alloHSZT Settings. Die meisten dieser Arbeiten untersuchen ATG
[19,20,91-96]. Trotz der Vielzahl an Studien zu ATG bleibt eine definitive Aussage Uber
die in vivo erreichten Serumlevel schwierig, da die Studien sehr heterogene
Patientengruppen sowie unterschiedliche rATG-Dosierungen untersuchen. Es finden
sich Serumkonzentrationen von ca. 1 ug/ml, [95], Gber 10 yg/ml [19,91], 40 ug/ml [94],
70 pg/ml [20] oder gar 180 pg/ml [93], je nach verabreichter Kumulativdosis und
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Patientenkollektiv. So variieren die verabreichten rATG Dosen beispielsweise je

nach Stammzellquelle, Patientenalter und HLA-Kompatibilitdt. Weiterhin muss
beachtet werden, dass einige Autoren bei der Untersuchung der rATG
Serumkonzentration zwischen totalem und aktivem rATG unterscheiden, andere nicht.
Nur eine Studie untersuchte die erreichte Serumkonzentration von ATLG im Rahmen
einer alloHSZT [97]: Eiermann et al. bestimmten 1999 eine Serumkonzentration von
>900 pyg/ml bei einer kumulativen Dosis von 90 mg/kg. Die Hersteller von ATLG
empfehlen allerdings aktuell eine Dosis von jeweils 20 mg/kg/Tag Uber die Tage -3 bis
-1 vor Transplantation [98]. Darlber hinaus untersuchten einige neuere Studien die
Effektivitat und Zytotoxizitat von weitaus geringeren ATLG und ATG Dosierungen als
bislang im Rahmen einer GvHD Prophylaxe Ublich [25,39,99-102]. Eine padiatrische
Studie konnte die Effektivitdt von ATLG bei einer kumulativen Dosis von 15 mg/kg
zeigen. Diese niedrigere Dosierung war einer Dosis von 30 mg/kg bezulglich des 5-
Jahres Gesamtiberleben signifikant Gberlegen [99]. In einer weiteren Arbeit, welche
ebenfalls 15mg/kg mit 30 mg/kg ATLG als Bestandteil der myeloablativen
Konditionierung von erwachsenen AML Patienten bei HLA-identer Familienspende
verglich, konnte zwar keine Unterschiede bezuglich des Gesamtliberlebens
feststellen. Allerdings konnte bei einer Dosis von 30 mg/kg ATLG neben einer
starkeren Reduktion der cGvHD auch eine signifikant erhéhte Infektanfalligkeit
verzeichnet werden [39]. Hierbei sollte zuséatzlich bedacht werden, dass 30 mg/kg
Kbrpergewicht bereits eine Reduktion um 50% gegenuber der vom Hersteller
empfohlenen Kumulativdosis darstellen. Des Weiteren werden in kurzlich
verbffentlichten Beobachtungsstudien auch niedrige ATG Dosierungen in ihrer
Effektivitat untersucht. Mehrere Arbeiten bestatigten die T-Zell depletierende Aktivitat
sowie eine suffiziente GvHD Prophylaxe bei kumulativen Thymoglobulin Dosierungen
von 2 mg/kg bis 5 mg/kg [100-102]. Folglich kann angenommen werden, dass in
Anbetracht der besprochenen und potentiell noch folgender Studien zur Dosisfindung
beider rATG Préaparate die bisher angewandten Kumulativdosen gegebenenfalls nach

unten korrigiert werden.

Um eine Analyse der hier gezeigten Ergebnisse mit klinisch relevanten
Serumkonzentrationen vorzunehmen, mussten dementsprechend die zytotoxische

Aktivitat von ATG bei einer Konzentration von 10 yg/ml mit der von ATLG bei einer
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Konzentration von 100 pyg/ml verglichen werden. Trotz eines deutlichen Trends zu

einer starkeren Zytotoxizitat durch ATLG bleibt dieser jedoch nicht signifikant.

Weiterhin sollte bedacht werden, dass neben der Dosistitrierung mithilfe des
Kérpergewichts des Patienten auch eine Dosisanpassung mittels absoluter
Lymphozytenzahlen (absolute lymphocyte count = ALC) vor der Transplantation
diskutiert wird, um die individuelle Pharmakokinetik von rATG starker zu
bertcksichtigen [103-106]. Durch eine solche Dosisanpassung, welche
gegebenenfalls zu einer Reduktion der verabreichten rATG Kumulativdosis flhren
kénnte, kénnte auch die Toxizitat auf den Gesamtorganismus inklusive des Thymus

gesenkt werden.

5.4 Beurteilung der Ausgangshypothese und immunphanotypische
Charakterisierung von Jurkatzellen, frischen Thymozyten und

kultivierten humanen Thymusstromazellen

Die ursprungliche Hypothese, dass ATG aufgrund seiner Herstellungsweise mithilfe
von humanen Thymozyten eine starkere Toxizitdt auf humane Thymusstromzellen
aufweise, konnte aufgrund der hier dargestellten Ergebnisse nicht bestatigt werden.
Tatsachlich konnten keine signifikanten Unterschiede bezlglich der durch ATG oder
ATLG ausgeldsten CIC oder CDC in humanen Thymusstromazellen beobachtet
werden. Um zu eruieren, weshalb ATLG trotz seines durch die Produktion mit
Jurkatzellen auf aktivierte T-Zellen ausgerichteten Antigenprofils humane
Thymusstromazellen schéadigt, wurde  die Expression  verschiedener
Oberflachenmarker auf den drei benannten Zellgruppen untersucht. Die unter
Abschnitt 4.7 gezeigten Ergebnisse bestatigen mehrere Antigene, welche auf
Jurkatzellen und kultivierten Thymusstromazellen bzw. auf humanen Thymozyten und
kultivierten Thymusstromazellen exprimiert werden. So konnte beispielsweise das
Oberflachenmolekiil CD31 (PECAM-1) auf etwa 85% der Jurkatzellen, etwa 31% der
humanen Thymozyten und etwa 13% der Thymusstromazellen gefunden werden.
CD31 ist zwar weithin bekannt als Endothelzellmarker, es scheint jedoch auch eine
bedeutsame Rolle bei der Integration von Adhé&sions- und Signalvorgangen zwischen

Endothel und Immunzellen, insbesondere T-Zellen, zu spielen [107]. Demnach ist es
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nicht verwunderlich, dass CD31 auf einem groBen Anteil der Thymozyten und

Jurkatzellen exprimiert wird, wobei letztere Eigenschaften &hnlich denen von
aktivierten T-Zellen aufweisen. Auch CD90 (Thy-1) ist ein Oberflachenmolekdl,
welches u.a. auf der Oberflache von T-Zellen und Endothelzellen gefunden wird und
bei verschiedenen Vorgangen wie beispielsweise der T-Zell Aktivierung [108], jedoch
auch bei der Adhéasion von Thymozyten an Thymusepithel [109] von Bedeutung ist.
CD90 wurde zu ca. 85% von Jurkatzellen und zu ca. 80% von Thymusstromzellen
exprimiert. Interessanterweise konnte keine CD90 Expression auf humanen
Thymozyten beobachtet werden, obwohl diese in der Literatur beschrieben ist [110].
Auch das MHC-Molekul der Klasse || HLA-DR ist auf allen drei Zellgruppen zu finden.
Dieses als T-Zell-Rezeptorligand fungierende Oberflachenmolekdl ist als Teil der MHC
Klasse Il Molekule auf sdmtlichen Antigen-prasentierenden Zellen zu finden. Daher ist
es naheliegend, dass auch Thymusepithelzellen, welche im Thymus reifenden T-
Zellprogenitoren Selbstantigene prasentieren, dieses Antigen tragen. HLA-DR wird
auch von etwa 20% der Jurkatzellen und von etwa 17% der Thymozyten exprimiert.
Dies ist konkordant mit einer Arbeit, in welcher MHC Klasse Il Molekile auf aktivierten
T-Zellen beschrieben wurden [111]. In der Zusammenschau dieser Ergebnisse lasst
sich sagen, dass uUber die Expression gemeinsamer Antigene durch Kkultivierte
Thymusstromazellen und Jurkatzellen, welche zur Herstellung von ATLG genutzt
werden, eine Erklarung fir die unerwinschten Nebeneffekte des Medikaments

gegenuber humanem Thymusgewebe gefunden werden konnte.

Entgegen der anfénglichen Hypothese, dass die in ATLG enthaltenen Antikdrper
spezifischer gegen T-Zellen gerichtet sind als die des Medikaments ATG, konnte eine
vergleichbare Toxizitat der beiden rATG Praparate auf humanes Thymusstroma,

insbesondere auf humane Thymusepithelzellen, festgestellt werden.

5.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigen die hier dargestellten Ergebnisse, dass die beiden weithin
angewandten rATG Préaparate ATLG und ATG einen zytotoxischen Effekt auf humane
Thymusstromazellen ausuben, welcher hauptsachlich Komplement-unabhangig
vermittelt wird. Infolgedessen ist anzunehmen, dass die rATG Gabe im Rahmen einer

alloHSZT den durch Konditionierungstherapien und thymische GvHD gegebenenfalls



60

bereits vorgeschadigten Thymus [53,112,113] zusatzlich beeintrachtigt und damit
die T-Zell Rekonstitution nach einer Transplantation negativ beeinflusst. Weitere
experimentelle Untersuchungen bezuglich des genauen Apoptosemechanismus durch
rATG wéren sinnvoll, um die Wirkungsweise des Medikaments besser nachvollziehen
zu kénnen und so z.B. adaquate thymusregenerative Strategien in das
Konditionierungsregime mitaufzunehmen. Es werden bereits einige Substanzen
untersucht, welche den Thymus im Rahmen einer alloHSZT und den damit
assoziierten pharmakologischen Interventionen schitzen kénnen. Dazu gehéren
Interleukin-7 (IL-7), Keratinozyten Wachstumsfaktor (keratinocyte growth factor =
KGF) sowie die Inhibition von Sexualsteroidhormonen [114-117]. Die
thymusanregende Eigenschaft von IL-7 konnte in préklinischen Studien gezeigt
werden [118,119]. Ebenso wurde die Fahigkeit von KGF, Thymusepithelzellen vor
Schaden durch Radio- und Chemotherapien sowie autologer und allogener
hédmatopoetischer =~ Stammzelltransplantation zu schitzen, im Maus- und
Rhesusaffenmodell gezeigt. Auch wird aktuell die Kombinationstherapie aus KGF und
dem GnRH-Analogon Leuprorelin innerhalb einer klinischen Phase Il Studie untersucht
(NCT01746849).

Schlussfolgernd lasst sich feststellen, dass kontrollierte, randomisierte Studien zur
vergleichenden Untersuchung der beiden rATG Préparate sowie zu der Effektivitat
moglicher thymusprotektiver Therapien in Kombination mit einer rATG Therapie in

diesem Kontext sinnvoll und interessant wéren.
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