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1 Zusammenfassung

Vorbemerkung: Diese Dissertation fasst meine Arbeiten zum Thema “Einfluss von
Antithymozyten-Globulin auf die Rekonstitution verschiedener Subpopulationen von T-
Lymphozyten nach allogener hdmatopoetischer Stammzelltransplantation bei erwachsenen
Patienten” kumulativ als Publikationspromotion zusammen. Der Text der vorliegenden
Zusammenfassung basiert zu groBen Anteilen auf Ubersetzungen von Teilen der ausgewihlten
Originalpublikationen 1 und 2 (siehe Abschnitt 3 Druckexemplare der ausgewdhliten
Originalpublikationen), fiir die ich den Erstentwurf des Manuskripts sowie die Endversion erstellt

habe.

1.1 Kurzdarstellung

1.1.1 Deutsche Kurzdarstellung

Einleitung: Die zeitgerechte Rekonstitution eines effektiven Immunsystems gehort zu den
entscheidenden Faktoren fiir einen positiven klinischen Verlauf nach allogener himatopoetischer
Stammzelltransplantation (alloHSZT). Die wirksame Prophylaxe der Transplantat-gegen-
Empfanger-Erkrankung (englisch: Graft-versus-Host-Disease, GVHD) ist ebenfalls wichtig fiir das
Gesamtiiberleben nach alloHSZT. Aus Kaninchen gewonnenes Antithymozyten-Globulin-
Genzyme® (ATG-G [Thymoglobuline®]) wird haufig zur GvHD-Prophylaxe verwendet. Durch
seine Lymphozyten-depletierende Wirkung trigt ATG-G jedoch zur Lymphopenie nach
Transplantation bei. Die vorliegende Arbeit soll zum besseren Verstindnis der Wirkung von
ATG-G auf die Rekonstitution verschiedener T-Lymphozyten-Subpopulationen und die thymische
Funktion beitragen.

Methodik: Vielfarben-Durchflusszytometrie wurde fiir phénotypische Analysen genutzt, um die
Rekonstitution  verschiedener T-Lymphozyten-Subpopulationen nach alloHSZT in 20
erwachsenen Patienten mit malignen hdmatologischen Erkrankungen, die mit (n=12) und ohne
(n=8) ATG-G behandelt wurden, zu bestimmen. Hierfiir wurden Blutproben vor und bis zu 6
Monate nach Transplantation gesammelt. Apoptose und Nekrose von humanen Thymozyten und
peripheren mononukledren Blutzellen wurden nach Behandlung mit verschiedenen ATG-

Préaparaten in vitro analysiert. Aullerdem wurden Blutproben kryokonserviert fiir eine spétere



Analyse des Gehalts an T-Zell-Rezeptor-Exzisions-Kreisen (englisch: T cell receptor excision
circle, TREC) sowie kappa-deletierenden Rekombinations-Exzisions-Kreisen (englisch: kappa-
deleting recombination excision circle, KREC).

Ergebnisse: Patienten, die im Rahmen einer alloHSZT mit ATG-G behandelt wurden, zeigten
nachhaltig erniedrigte Werte naiver konventioneller (englisch: conventional T cells, Tcon) sowie
regulatorischer (englisch: regulatory T cells, Treg) CD4  T-Lymphozyten. Die thymische
Produktion dieser Zellen — gemessen anhand des Oberflichenmolekiils CD31 auf naiven
(CD45RA") Tcon und Treg — war fiir 6 Monate nach Transplantation signifikant niedriger in
ATG-G-behandelten als in nicht mit ATG-G behandelten Patienten. Im Gedachtniskompartiment
(CD45RA") wurde sowohl fiir CD4" als auch fiir CD8" T-Lymphozyten eine Verschiebung hin zu
einem Effektor-Gedichtnis-Phianotyp beobachtet, ohne dass dies mit erhohten GvHD-Raten
einherging. Weiterhin hatte ATG-G zytotoxische Effekte auf humane Thymozyten in vitro. Die
simultane Messung des TREC- und KREC-Gehalts in den gesammelten Blutproben (durchgefiihrt
durch andere Gruppenmitglieder) zeigte sich geeignet zur Verlaufskontrolle der T- und B-
Zellrekonstitution nach alloHSZT.

Schlussfolgerung: Eine ATG-G-Behandlung im Rahmen der alloHSZT beeintriachtigt die
thymische Regeneration von Tcon und Treg nach alloHSZT, und ATG-G hat vergleichsweise
starke zytotoxische Effekte auf Thymozyten in vitro. Dies ldsst vermuten, dass insbesondere
ATG-G-behandelte Patienten von Thymus-protektiven Strategien bei alloHSZT profitieren
konnten. Verschiedene ATG-Préparate sollten in kontrollierten Studien verglichen werden. Eine
potenziell durch ATG-G verursachte Verschiebung hin zu einem Effektor-Gedéchtnis-Phédnotyp in
CD4" und CD8" T-Lymphozyten geht nicht mit stark erhhten GvHD-Raten einher.



1.1.2  Englische Kurzdarstellung

Introduction: Timely and effective immune reconstitution is one of the essential factors for a
positive outcome of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (alloHSCT). Equally
important is the potent prophylaxis of graft-versus-host disease (GvHD). Rabbit antithymocyte
globulin-Genzyme® (ATG-G [Thymoglobuline®]) is commonly used to prevent GvHD. As a
lymphocyte-depleting agent it adds, however, to lymphopenia post transplantation. The aim of this
study was to contribute to the understanding of the effect of ATG-G on the reconstitution of
different T-lymphocyte subsets and on thymic function in particular.

Methods: Multicolor flow cytometry was used for phenotypic analysis of T-lymphocyte subset
reconstitution after alloHSCT in 20 adult patients with hematologic malignancies treated (n=12) or
not treated (n=8) with ATG-G. Blood samples were taken before and up to 6 months after
transplantation. Apoptosis and necrosis of human thymocytes and peripheral mononuclear blood
cells (PBMC) after treatment with different ATG-preparations was analyzed in vitro. Additionally,
blood samples were frozen for later simultaneous evaluation of T cell receptor excision circle
(TREC) and kappa-deleting recombination excision circle (KREC) content.

Results: Patients undergoing alloHSCT and treated with ATG-G showed sustained low levels of
naive conventional (Tcon) as well as regulatory (Treg) CD4" T-lymphocytes. Thymic output of
CD4" T-lymphocytes in this group measured as CD31" naive (CD45RA") Tcon and Treg
remained significantly lower for 6 months after transplantation than in patients not treated with
ATG-G. In the memory (CD45RA") compartment for both, CD4" and CD8" T-lymphocytes,
characteristic shifts towards an effector memory phenotype could be observed in ATG-G treated
patients without increased levels of GVHD. Furthermore, ATG-G had cytotoxic effects on human
thymocytes in vitro. Simultaneous measurement of TREC and KREC content in the collected
blood samples (conducted by other group members) proved suitable for immune monitoring of
T-cell (TREC) and B-cell (KREC) reconstitution after alloHSCT.

Conclusion: ATG-G treatment in combination with the conditioning regimen impairs thymic
production of Tcon and Treg in alloHSCT patients, and ATG-G has comparatively strong
cytotoxic effects on human thymocytes in vitro. These results indicate, that especially patients
treated with ATG-G could benefit from thymus-protective strategies and that controlled trials
comparing different ATG-G-preparations are required. A shift towards an effector memory
phenotype of CD4" and CD8" T lymphocytes potentially induced by ATG-G does not accelerate
GvHD.



1.2 Einfiihrung

Die allogene hdmatopoetische Stammzelltransplantation (alloHSZT) ist eine potenziell kurative
Therapieoption fiir unterschiedliche maligne hidmatologische Erkrankungen. Zu den Gefahren
nach Transplantation gehoren unter anderem Rezidive, Zweitmalignome, die Spender-gegen-
Empfanger-Erkrankung (englisch: Graft-versus-Host-Disease, GVHD), bei der sich transplantierte
Immunzellen gegen Gewebe des Empfangers richten, sowie eine verzdgerte oder defiziente

Immunrekonstitution mit dem Risiko lebensbedrohlicher Infektionen [1, 2].

Fir die Regeneration einer effektiven T-Zell-Immunitdt und die Rekonstitution eines breiten
T-Zell-Rezeptor-Repertoires nach alloHSZT bedarf es der de novo Genese von T-Lymphozyten
iber den Thymus [3-5]. Somit ist aktives Thymusgewebe notwendig. Sowohl die
Konditionierungstherapie, bei der es sich um die Chemotherapie beziehungsweise kombinierte
Chemo- und Strahlentherapie direkt vor Transplantation der hdmatopoetischen Stammzellen
handelt, als auch die thymische GvHD konnen neben anderen Faktoren schiddigend auf den
Thymus wirken [2, 5, 6]. Eine Moglichkeit zur Prophylaxe akuter GvHD ist die Gabe von
Antithymozyten-Globulin (ATG), das vor allem zu einer T-Zell-Depletion in vivo fiihrt, im

Rahmen der Konditionierungstherapie [7, 8].

Im Rahmen der alloHSZT wird héufig aus Kaninchen gewonnenes ATG verwendet [7] und in der
vorliegenden Arbeit wurden nur aus Kaninchen gewonnene (und nicht aus Pferden gewonnene)
ATG-Préaparate untersucht. Zur Herstellung dieser Préparate werden Kaninchen entweder mit
humanen Thymozyten (ATG-Genzyme® [Thymoglobuline®], im Folgenden ATG-G) oder mit
einer Jurkat-Zelllinie (ATG-Fresenius®, im Folgenden ATG-F) — also reifen humanen T-Zellen —
immunisiert. Anschliefend wird ein Antikdrper-Gemisch mit unterschiedlichen Spezifititen aus
dem Kaninchen-Serum isoliert. Es handelt sich aufgrund der unterschiedlichen
Herstellungsmethoden also um pharmakologisch unterschiedliche Produkte [8]. Die
Wirkmechanismen dieser komplexen Gemische sind nur zum Teil verstanden und iiber die Effekte
speziell auf die thymische Funktion nach alloHSZT ist nur wenig bekannt. Insbesondere die
thymische Produktion regulatorischer T-Lymphozyten (englisch: regulatory T-cells, Treg) nach
ATG-Behandlung wurde bisher nicht untersucht. Die Patienten in der vorliegenden Studie wurden

mit ATG-G behandelt, die in vitro Versuche wurden auch mit ATG-F durchgefiihrt.



Zur Evaluierung der thymischen Produktion von naiven CD4" T-Lymphozyten kann das
Oberflichenmolekiill CD31 (PECAM-1) genutzt werden. Die Expression von CD31 auf naiven
CD4" T-Lymphozyten korreliert mit einem hohen Gehalt an T-Zell-Rezeptor-Exzisions-Kreisen
(englisch: T-cell receptor excision circles, TREC) [9]. TREC entstehen wihrend der thymischen
T-Zell-Genese (im Rahmen der T-Zell-Rezeptor-Neuordnung, englisch: T-cell receptor
rearrangement) und werden bei Zellteilungen nicht repliziert. Ein hoher Gehalt an TREC spricht
also dafiir, dass die T-Zelle den Thymus erst kiirzlich verlassen hat und noch keine oder wenige
Zellteilungen durchlaufen hat. Wegen der hohen Korrelation des TREC-Gehalts mit der CD31-
Epxression ist CD31 auf naiven CD4" T-Lymphozyten also kennzeichnend fiir kiirzlich thymisch
generierte naive CD4" T-Lymphozyten (englisch: recent thymic emigrants, RTE) [9, 10]. Fiir die

Identifikation von CD8" RTE ist bisher kein geeigneter Oberflichenmarker identifiziert worden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von ATG-G zu untersuchen auf 1) die
Rekonstitution der CD4" T-Lymphozyten — im Speziellen die thymische Produktion von
konventionellen CD4" T-Lymphozyten (englisch: conventional T cells, Tcon) und Treg;
2) humane Thymozyten in vitro im Vergleich zu ATG-F; und 3) die Rekonstitution und
Proliferation der CD8" T-Lymphozyten. Es sollte auBerdem Patientenmaterial asserviert werden,
um die Etablierung der Messungen von TREC und kappa-deletierenden Rekombinations-
Exzisions-Kreisen (englisch: kappa-deleting recombination excision circles, KREC) mittels
quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (englisch: real-time polymerase chain reaction,
real-time PCR) als Biomarker fiir thymische T-Zell-Neogenese (TREC) und B-Zell-Neogenese im

Knochenmark (KREC) im Rahmen anderer Arbeiten der Arbeitsgruppe zu ermoglichen.

1.3 Methodik

1.3.1 Patienten

20 Patienten, die i1m Zeitraum von September 2009 bis Juli 2010 eine Humanes-
Leukozytenantigen- (HLA-) passende alloHSZT in der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt
Hématologie und Onkologie am Campus Benjamin Franklin der Charité Universititsmedizin
Berlin erhielten, wurden in die prospektive Studie eingeschlossen. Indikation fiir die alloHSZT
waren maligne hidmatologische Erkrankungen. In allen Féllen wurde das Transplantat durch
Apherese von gesunden Spendern gewonnen. 12 Patienten, die Transplantate von nicht-

verwandten Spendern erhielten, wurden zur GvHD-Prophylaxe mit ATG-G (ATG-Genzyme®



[Thymoglobuline®], Sanofi-Aventis® Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland, bei Erstellung
der Originalpublikationen noch Genzyme®) behandelt (2 mg pro kg Korpergewicht an den Tagen
-3, -2 und -1 vor Transplantation nach standardisierten Behandlungsprotokollen). Blutproben
wurden vor Transplantation und an den Tagen 15, 30, 60, 90 und 180 nach Transplantation
entnommen. Humane Thymozyten wurden wéhrend kardiochirurgischer Interventionen von
padiatrischen Patienten ohne maligne Erkrankungen gewonnen. Die Studien wurden von der
Ethikkommission der Charité Universitdtsmedizin Berlin genehmigt (Ethikvota Nr. EA4/128/0
und Nr. EA1/233/09) und alle Patienten haben ihr Einverstindnis gegeben. Fiir Details zu
Patienten und Konditionierungsschemata siehe Originalpublikation 1, Tabelle 1, Seite 27 und

Originalpublikation 2, Tabelle 1, Seite 36.

1.3.2  Antikorperfirbung und Durchflusszytometrie

Fiir die durchflusszytometrische Evaluation der Immunrekonstitutionskinetik wurden periphere
mononukledre Blutzellen (englisch: peripheral blood mononuclear cells, PBMC) aus frischen,
heparinisierten Blutproben mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Die isolierten
PBMC wurden anschlieBend mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gefarbt. Details zu den
Firbeprotokollen und den verwendeten Antikdrpern fiir CD4" T-Lymphozyten-Subpopulationen
sind in Originalpublikation 1, Methodenteil, Seite 27 beschrieben, fiir CD8" T-Lymphozyten-
Subpopulationen in Originalpublikation 2, Methodenteil, Seite 36 und fiir B-Lymphozyten-
Subpopulationen in Originalpublikation 3, Methodenteil, Seife 41. Nach Resuspension der Zellen
wurde die phéanotypische Analyse mit einem BD LSRII™ Durchflusszytometer durchgefiihrt, fiir
die Analyse der Zellkulturen wurde ein BD LSRFortessa™ Durchflusszytometer verwendet
(Becton Dickinson, Palo Alto, CA, USA). In beiden Fillen wurde die Software FlowJo® 9.3
(TreeStar, Ashland, OR, USA) zur Auswertung genutzt.

1.3.3  Zellkulturen

Humane Thymozyten wurden schrittweise dissoziiert und dann {iber Mikrosiebe in eine
Einzelzell-Suspension iiberfiihrt. PBMC aus frischen, heparinisierten Blutproben von gesunden
Spendern wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Thymozyten und PBMC
wurden dann entweder mit ATG-G oder ATG-F (ATG-Fresenius®, Neovii® Biotech GmbH,
Grifelfing, Deutschland, bei Erstellung der Originalpublikationen noch Fresenius-Biotech®) mit
Konzentrationen von 2,5 ug/mL, 25 ug/mL oder 100 ug/mL fiir 20 Stunden bei 37°C im

Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellkulturen mit Propidium Iodid und Annexin V



gefarbt und der durchflusszytometrischen Analyse zugefiihrt, um Apoptose und Nekrose zu

beurteilen. Details hierzu finden sich in Originalpublikation 1, Methodenteil, Seite 27.

1.3.4 Untersuchung der Komplement-vermittelten Zytotoxizitdt

Um Komplement-vermittelte Zytotoxizitit zu untersuchen, wurden humane Thymozyten und
PBMC mit einer Dichte von 5x10° Zellen/mL unter Zusatz von 2,5 ug/mL, 25 ug/mL oder
100 ug/mL ATG-G oder ATG-F in Kulturmedium resuspendiert und fiir 60 Minuten bei 4° C
inkubiert. Nach Zugabe von 100 uL frisch prépariertem humanem Serum je Ansatz wurden die
Zellen fiir 60 Minuten bei 37° C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Propidium lodid
gefdrbt und durchflusszytometrisch untersucht. Details hierzu finden sich in Originalpublikation 1,

Methodenteil, Seite 28.

1.3.5 Kryokonservierung

Zu jedem Entnahmezeitpunkt wurden PBMC der Spender kryokonserviert. Diese Proben wurden
von anderen Gruppenmitgliedern verwendet, um die Immunrekonstitution mittels quantitativer
real-time PCR zu evaluieren. Details hierzu finden sich in Originalpublikation 3, Methodenteil,

Seite 42.

1.3.6 Statistik

Die grafische und statistische Auswertung wurde mit der GraphPad Prism® v5.0 Software
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) durchgefiihrt. Bei der Darstellung wurden Mittelwerte
mit Standardfehler angegeben. Fiir Gruppenvergleiche wurde der Mann-Whitney U Test

verwendet. p-Werte < 0,05 wurden als signifikant betrachtet.

1.4 Ergebnisse

Um den Verlauf der Immunrekonstitution nach alloHSZT beurteilen zu konnen, wurde nach den
genannten Kriterien Patientenmaterial durchflusszytometrisch evaluiert. Entsprechend der
Fragestellung lag der Schwerpunkt der Untersuchung auf dem Einfluss von ATG-G auf die
Immunrekonstitution, daher wurde eine Gruppe ATG-G-behandelter Patienten (n=12, im
Folgenden ATG-G-Gruppe) mit einer Gruppe Patienten verglichen, die kein ATG-G erhielten
(n=8, im Folgenden nicht-ATG-G-Gruppe).



1.4.1 Rekonstitution der CD4" T-Lymphozyten

ATG-G-behandelte Patienten zeigen bis Tag+180 nach Transplantation signifikant erniedrigte
Zellzahlen fiir Tcon und Treg

Im CD4" T-Zell-Kompartiment wurde die Rekonstitution von Tcon und Treg analysiert (siche
Originalpublikation 1, Abbildung 1, Seite 29). Im Vergleich zur nicht-ATG-G-Gruppe zeigte sich
in der ATG-G-Gruppe eine verzogerte Rekonstitution von Tcon- und Treg-Zellzahlen. Die
Zellzahlen waren fiir Tcon und Treg in der ATG-G-Gruppe insgesamt signifikant niedriger als in
der nicht-ATG-G-Gruppe (Ausnahme Tag+60 fiir Treg). Sowohl Tcon- als auch Treg-Zellzahlen
sind in der ATG-G-Gruppe zu Tag+15 um mehr als 95% gefallen. Bis Tag+180 wurden in der
ATG-G-Gruppe Zellzahlen von 250/uL. Vollblut fiir Tcon und 15/uL Vollblut fiir Treg nicht

iiberschritten. Somit wurden in beiden Zellpopulationen nicht die Ausgangswerte erreicht.

Die Rekonstitution von CD4+ T-Lymphozyten unterscheidet sich in ATG-G-behandelten

Patienten in naiven und Gedéachtnis-Subpopulationen

Um Erkenntnis iiber mogliche Unterschiede in der Rekonstitution verschiedener CD4"
T-Lymphozyten-Subpopulation zu erlangen, wurden naive (CD45RO CD45RA") und Gedichtnis-
(CD45RO"CD45RA") Tcon und Treg betrachtet (sieche Originalpublikation 1, Abbildung 2A-D,
Seite 29). Insbesondere die Rekonstitution der naiven Tcon und Treg war beeintridchtigt in der
ATG-G-Gruppe, und es zeigten sich zu allen Zeitpunkten nach Transplantation signifikant
niedrigere Zellzahlen als in der nicht-ATG-G-Gruppe. An Tag+180 waren die Zellzahlen fiir naive
Tcon und naive Treg in der ATG-G-Gruppe weiterhin signifikant niedriger als in der nicht-ATG-
G-Gruppe (p<0,05 fiir beide Subpopulationen).

Auch die Gedichtnis-Tcon- und -Treg-Zellzahlen stiegen in der ATG-G-Gruppe verzégert an im
Vergleich zur nicht-ATG-G-Gruppe. Allerdings stiegen die Gedéichtnis-Zellzahlen ab Tag+30
nach Transplantation in der ATG-G-Gruppe schneller an als die naiven Zellzahlen.

Fir Gesamt-CD4"™ T-Lymphozyten wurde das Geddchtniskompartiment weiter unterteilt in
zentrale Gedichtniszellen (englisch: central memory, CM; CD45RO'CD62L'CCR7") und
Effektorgedichtniszellen  (effector ~ memory, EM; CD45RO'CD62L'CCR7;  siehe
Originalpublikation 1, Abbildung 2E-F, Seite 29). Die mittleren CD4" CM T-Lymphozyten-
Zahlen zeigten in der ATG-G-Gruppe einen fast vollstdindigen Abfall an Tag+15 nach
Transplantation und waren zu allen Zeitpunkten auler an Tag+60 signifikant niedriger als in der
nicht-ATG-G-Gruppe. Auch die CD4™ EM T-Lymphozyten-Zahlen fielen in der ATG-G-Gruppe
deutlich ab an Tag+15 und waren signifikant niedriger an Tag+15 als in der nicht-ATG-G-Gruppe



(p<0,01). Die CD4" EM T-Lymphozyten-Zahlen stiegen schneller wieder an und waren zu den
iibrigen Zeitpunkten nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zur nicht-ATG-G-Gruppe.

Die thymische Regeneration von Tcon und Treg ist verzogert bei ATG-G-behandelten Patienten

Um die Rolle des Thymus in der Regeneration von Tcon und Treg beurteilen zu kénnen, wurden
CD31" Tcon RTE und Treg RTE analysiert (siche Originalpublikation 1, Abbildung 3, Seite 30).
In der ATG-G-Gruppe kam es zu einem nahezu kompletten Verlust der Tcon RTE und Treg RTE
nach Transplantation. Sowohl Tcon RTE- als auch Treg RTE-Zellzahlen in der ATG-G-Gruppe
waren zu allen Zeitpunkten nach Transplantation signifikant niedriger als in der nicht-ATG-G-
Gruppe. Erst an Tag+180 stiegen die Tcon RTE der ATG-G-Gruppe wieder leicht an, die
Mittelwerte der Treg RTE der ATG-G-Gruppe blieben zu allen Zeitpunkten nach Transplantation
unter 0,2 Zellen/puL Vollblut.

1.4.2  Effekte von Antithymozyten-Globulin auf humane Thymozyten

Zytotoxische Effekte auf Thymozyten in vitro durch ATG-G und ATG-F
Unter der Hypothese, dass ATG-G auch einen direkten Effekt auf Thymozyten hat, wurde die

Lebensfdhigkeit von Thymozyten in vitro unter ATG-G Exposition getestet. Dariiber hinaus
wurde der Effekt von ATG-G mit dem Effekt von ATG-F verglichen (siehe Originalpublikation 1,
Abbildung 4, Seite 31).

Bei Analyse der Thymozyten fiel auf, dass es nach Behandlung mit 25 ug/mL oder hdheren
Konzentrationen ATG-G zu signifikant mehr apoptotischen (PI/AnnexinV', p<0,01) sowie
nekrotischen (PI'/AnnexinV, p<0,01) Thymozyten im Vergleich zu den unbehandelten
Thymozyten kam. ATG-F fiihrte erst ab einer Konzentration von 100ug/ml zu einem
vergleichbaren Effekt. Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen zeigten sich nach Behandlung
mit 25 ug/mL ATG-G sowie ATG-F signifikant hohere Zellzahlen spéat-apoptotischer und
nekrotischer (PI'/AnnexinV') Thymozyten. Zusitzlich war die Zahl spit-apoptotischer und
nekrotischer Thymozyten signifikant hoher nach Behandlung mit ATG-G als nach Behandlung
mit ATG-F (p<0,05). Hinsichtlich apoptotischer (PI/AnnexinV') und nekrotischer
(PI'/AnnexinV") Thymozyten gab es bei keiner Konzentration signifikante Unterschiede zwischen

den verglichenen ATG-Préparaten.
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Komplement-vermittelte Zelllyse durch ATG

Die Komplement-vermittelte Zelllyse wurde als ein weiterer wichtiger Mechanismus fiir Zelltod
untersucht. Hierbei zeigte sich eine dosisabhidngige Lyse sowohl von Thymozyten als auch von
PBMC durch beide ATG-Priparate. ATG-G verursachte mehr komplementvermittelte Lyse von
Thymozyten und PBMC als ATG-F, bei Konzentrationen von 25 ug/mL und 100 ug/mL beider
Préparate (siehe Originalpublikation 1, Abbildung 5, Seite 31).

1.4.3  Rekonstitution und Proliferation der CDS" T-Lymphozyten

Proliferative Aktivitit von CD8" T-Lymphozyten

Um die proliferative Aktivitit der CD8" T-Lymphozyten abzuschitzen, wurde der Anteil Ki67"
Zellen gemessen (siehe Originalpublikation 2, Abbildung 1, Seite 37). An Tag+15 war der Anteil
proliferierender CD8" T-Lymphozyten in der ATG-G-Gruppe signifikant hoher als in der nicht-
ATG-G-Gruppe. Bei einem Vergleich der Proliferation von CD45RA" und CD45RA”™ CDS" T-
Lymphozyten innerhalb der ATG-G-Gruppe zeigten sich hohere Anteile proliferierender
CD45RA” CD8" T-Lymphozyten zu allen Zeitpunkten nach Transplantation. Die Unterschiede im
Vergleich zu CD45RA" CD8" T-Lymphozyten waren signifikant an den Tagen +60, +90 und
+180. An Tag+15 war auch der Anteil Ki67" CD45RA" CD8" T-Lymphozyten auffallend hoch,
dieser Anteil fiel aber zu Tag+30.

Die Rekonstitution von CD8" T-Lymphozyten unterscheidet sich in ATG-G-behandelten Patienten

in naiven und Gedéchtnis-Subpopulationen

Bei Betrachtung verschiedener CD8" T-Lymphozyten-Subpopulationen fiel auf, dass der
prozentuale Anteil der Effektorgedichtniszellen (englisch: effector memory, EM; CD45RA"
CCRT) in der ATG-G-Gruppe zu allen Zeitpunkten auBer Tag+180 signifikant hoher war als in
der nicht-ATG-G-Gruppe (siehe Originalpublikation 2, Abbildung 2, Seite 38). Der prozentuale
Anteil naiver CD8" T-Lymphozyten (CD45RA'CCR7") hingegen war zu allen Zeitpunkten nach
Transplantation signifikant niedriger in der ATG-G-Gruppe. Die prozentualen Anteile der
zentralen Gedichtniszellen (englisch: central memory, CM; CD45RA'CCR7") und der
Effektorzellen (CD45RA'CCR7") waren in beiden Patientengruppen dhnlich.
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1.5 Diskussion

In der vorliegenden Untersuchung der Immunrekonstitution fiel initial ein verzogerter
Wiederanstieg der Gesamt-CD4" T-Lymphozyten-Zahlen in ATG-G-behandelten Patienten im
Vergleich zu nicht-ATG-G-behandelten Patienten auf, wihrend der Wiederanstieg der Gesamt-
CDS8" T-Lymphozyten-Zahlen nicht signifikant unterschiedlich war.

In verschiedenen Arbeiten wurde bereits beschrieben, dass Einflussfaktoren wie beispielsweise
hoheres Alter und die Toxizitdt der Konditionierungstherapie die Rekonstitution von CD4" T-
Lymphozyten beeintrachtigen konnen [1, 2, 11]. Ebenfalls beschrieben wurde, dass ein
funktionsfahiger Thymus maBgeblich fiir die Regeneration von CD4" T-Lymphozyten ist [5, 12].
Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass ATG-G ein weiterer Faktor ist, der mit einer
dauerhaft verzogerten CD4" T-Lymphozyten-Rekonstitution und einer prolongierten thymischen
Dysfunktion assoziiert ist. Ein besonders auffilliges Ergebnis der vorliegenden Arbeit war die
dauerhaft beeintrachtigte Regenerierung naiver Tcon und Treg und im Speziellen thymisch
generierter Tcon RTE und Treg RTE im peripheren Blut.

Die vorliegenden Daten zum Verlauf der Tcon RTE-Zellzahlen stiitzen die Ergebnisse von
Sairafi et al. [13], die in einer retrospektiven Studie von reduzierten TREC-Spiegeln im
peripheren Blut ATG-G-behandelter Patienten nach alloHSZT berichten. Zusétzlich kann in der
vorliegenden Arbeit auch eine Beeintrdchtigung der thymischen Produktion von Treg RTE gezeigt
werden. Matsuoka er al. [14] konnten eine verdnderte Treg-Homoostase in nicht-ATG-
behandelten Patienten nach alloHSZT nachweisen, die einherging mit reduzierter thymischer
Produktion von Treg und gestortem Proliferations- sowie Apoptoseverhalten. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass ATG-G die thymische Produktion von Treg zusitzlich
beeintrachtigt und die gestorte Treg-Homoostase weiter verstirkt. Eine normale Homdoostase ist
allerdings insbesondere nach alloHSZT moglicherweise von Bedeutung, da Treg die
Immunantwort auf Alloantigene regulieren und daher wichtig fiir die Kontrolle von GvHD sein
konnten [15, 16].

Mausexperimente ~ haben  gezeigt, dass  Ganzkorperbestrahlung  als  Teil  der
Konditionierungstherapie zusétzlich die Lebensfahigkeit von Thymozyten beeintrachtigt [6]. Eine
mogliche Potenzierung der Effekte von Bestrahlung und ATG-G kann nicht ausgeschlossen
werden und hat moglicherweise die Rekonstitution der RTE (Tcon sowie Treg RTE) in der
vorliegenden Arbeit beeinflusst (siehe Originalpublikation 1, Tabelle 1, Seite 27 und
Originalpublikation 2, Tabelle 1, Seite 36). Eine Folgestudie mit groerer Patientenzahl sollte mit

multivariaten Analysen durchgefiihrt werden.
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Die Angaben in der Literatur zur Elimination von ATG-G aus dem Organismus sind uneinheitlich
[8]. Pharmakologisch relevante Wirkspiegel weit iiber 30 Tage nach Applikation hinaus
erscheinen jedoch nach aktuellem Kenntnisstand unwahrscheinlich. In Anbetracht der
vorliegenden Ergebnisse zu einer verzogerten Rekonstitution von Tcon RTE und Treg RTE auch
nach Tag +30 nach Transplantation kann hier also die Hypothese formuliert werden, dass die
Behandlung mit ATG-G — zusitzlich zu Schidden durch die Konditionierungstherapie — den
Thymus beeintrachtigen und somit zu langfristigeren Konsequenzen fiir die thymische T-Zell-

Produktion fiihren konnte.

Um die Moglichkeit eines Effekts von ATG-G auf den Thymus weiter zu untersuchen, wurden in
einem nédchsten Schritt Experimente mit humanen Thymozyten in vitro durchgefiihrt. Da ATG-G
durch Immunisierung von Kaninchen mit humanen Thymozyten und anschlieBende
Aufreinigungsprozesse der Kaninchenseren gewonnen wird [8], ist davon auszugehen, dass
ATG-G potenziell Antikdrperspezifititen gegen alle im Thymus vorkommenden Zelltypen enthilt.
Die komplexe Architektur des menschlichen Thymus kann im Rahmen eines experimentellen
Versuchsaufbaus nur ungeniigend wiedergegeben werden. Es ist daher nicht moglich, in vitro
Konzentrationen von ATG-G zu bestimmen, die realititsnah diejenigen Konzentrationen
widerspiegeln, die in vivo in der klinischen Situation der alloHSZT im Thymus zur Wirkung
kommen. Hinzu kommt, dass humanes Thymusgewebe schwierig zu gewinnen ist, da es kaum
bioptisch zugénglich ist. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Wirkung verschiedener
Konzentrationen von ATG-G auf frische, kultivierte humane Thymozyten in vitro untersucht.

Die Induktion von Apoptose durch ATG-G in PBMC wurde bereits beschrieben [17], nun kann in
der vorliegenden Arbeit zusétzlich ein pro-apoptotischer Effekt auch auf humane Thymozyten
gezeigt werden. Des Weiteren scheinen Thymozyten anfélliger fiir eine von ATG-G ausgehende
pro-apoptotische Wirkung zu sein als PBMC.

ATG-F wird im Gegensatz zu ATG-G durch Immunisierung von Kaninchen mit einer Jurkat-
Zelllinie — also reifen humanen T-Zellen — statt mit humanen Thymozyten gewonnen [8]. Daher
wurde in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von ATG-G mit der Wirkung von ATG-F auf
kultivierte humane Thymozyten verglichen, da diese sich aufgrund der unterschiedlichen
Herstellungsprozesse (und der damit zusammenhédngenden unterschiedlichen
Antikorperspezifitidten) potenziell stark unterscheiden konnten. Hierbei zeigte sich ein signifikant
stiarkerer pro-apoptotischer Effekt (spite Apoptose und Nekrose) von ATG-G als von ATG-F auf
Thymozyten bei einer Konzentration von 25 ug/ml. Popow et al. [18] haben gezeigt, dass

komplementvermittelte Zelllyse ein wichtiger Mechanismus fiir die ATG-G vermittelte Toxizitét
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auf PBMC ist. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass
komplementvermittelte Zelllyse ebenfalls ein wichtiger Mechanismus fiir die Toxizitdt von
ATG-G auf Thymozyten ist. Die in vitro Ergebnisse erscheinen insgesamt plausibel in Anbetracht
der unterschiedlichen Herstellungsmethoden von ATG-G und ATG-F und unterstiitzen die
Vermutung, dass ATG-G eine direkte Wirkung auf den Thymus hat. In dieser Hinsicht wire es
interessant, vergleichende kontrollierte klinische Studien zum Gebrauch von ATG-G und ATG-F
durchzufiihren. Derzeit sind nur wenige klinische Studien verfiigbar, die die unterschiedlichen
Ansitze der in vivo T-Zell-Depletion im Rahmen der alloHSZT untersucht haben. Beispiele fiir
retrospektive Studien sind Soiffer et al. [19], die ATG-enthaltende und Alemtuzumab-enthaltende
Behandlungsprotokolle miteinander verglichen haben oder Basara ef al. [20], die die Behandlung

mit ATG-G und ATG-F in Hinblick auf GVHD und Leukédmie-Riickfille analysiert haben.

Neben naiven CD4" T-Lymphozyten-Subpopulationen wurde in der vorliegenden Arbeit auch die
Rekonstitution verschiedener CD4" Gedichtnis-T-Lymphozyten in ATG-G- und nicht-ATG-G-
behandelten Patienten analysiert. Bei Betrachtung des CD4" Gedichtniskompartiments fiel auf,
dass die Zellzahlen der CD4" Gedichtnis-T-Lymphozyten — im Gegensatz zu den naiven
Subpopulation — auch bei ATG-G-behandelten Patienten kontinuierlich anstiegen, allerdings
verzogert im Vergleich zu nicht-ATG-G-behandelten Patienten. Innerhalb des CD4"
Gedichtniskompartiments stiegen vor allem die CD4™ EM T-Lymphozyten-Zahlen an. Die
vorliegenden Ergebnisse legen also die Interpretation nahe, dass ATG-G den Wiederanstieg von
CD4" CM T-Lymphozyten-Zahlen stirker verzogert als den Wiederanstieg von CD4" EM T-
Lymphozyten-Zahlen nach alloHSZT. Dies wurde auch schon gezeigt in Studien zu solider
Organtransplantation [21, 22]. Ahnliche Verschiebungen zugunsten der EM T-Lymphozyten
wurden in der vorliegenden Arbeit auch im CD8" Gedichtniskompartiment beobachtet (siehe

unten).

Im Gegensatz zu den Gesamt-CD4" T-Lymphozyten zeigten sich bei den Gesamt-CD8" T-
Lymphozyten-Zahlen keine signifikanten Unterschiede zwischen ATG-G- und nicht-ATG-G-
behandelten Patienten an den gewihlten Beobachtungszeitpunkten. Ein schnellerer Wiederanstieg
peripherer CD8" T-Lymphozyten-Zahlen nach alloHSZT [1, 2, 23] und ATG-G Behandlung [8]
wurde bereits beschrieben. Es wurden auch Thymus-unabhiingige Regenerationswege fiir CD8" T-
Lymphozyten postuliert [24]. Der schnellere Wiederanstieg der CD8" T-Lymphozyten-Zahlen
konnte also teils auf eine beschleunigte (Thymus-unabhingige) Regeneration naiver CDS"

T-Lymphozyten, teils auf eine erhohte Proliferation peripherer CD8" T-Lymphozyten
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zuriickzufiihren sein. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die prozentuale Verteilung
verschiedener CD8" T-Lymphozyten-Subpopulationen analysiert. Hierbei fiel auf, dass der Anteil
naiver CD8" T-Lymphozyten bei ATG-G-behandelten Patienten signifikant geringer war als bei
nicht-ATG-G-behandelten Patienten wihrend der Anteil von CDS8" EM T-Lymphozyten
signifikant erhoht war.

Diese Verdnderungen waren bis zu Tag+180 nach Transplantation zu beobachten, sodass ein
indirekter Langzeiteffekt von ATG-G angenommen werden kann. Der Langzeiteffekt auf naive
CD8" T-Lymphozyten konnte (analog zu naiven CD4" T-Lymphozyten) mit der vermuteten
ATG-G Wirkung auf den Thymus in Zusammenhang stehen. CD31 ist nicht zur Identifikation von
CDS8" RTE geeignet und bisher (bis zur Anfertigung der ausgewihlten Originalpublikationen)
wurde kein anderes entsprechendes Oberflachenmolekiil beschrieben, sodass in der vorliegenden
phinotypischen Studie keine genauere Aussage iiber den Anteil der RTE an den naiven CD8"
T-Lymphozyten gemacht werden kann. Neben einer verzogerten thymischen Regeneration naiver
CD8" T-Lymphozyten konnte ein schneller Ubergang in das Gedichtniskompartiment zu dem

beschriebenen niedrigen Anteil naiver CD8" T-Lymphozyten fiihren.

Der Verschiebung zugunsten der CD8" EM T-Lymphozyten-Subpopulation scheinen insbesondere
homoostatische Mechanismen zugrunde zu liegen. Nur in der ATG-G-Gruppe wurde eine
signifikant erhohte Proliferation der CDS8" T-Lymphozyten an Tag+15 nachgewiesen, und
innerhalb der ATG-G-Gruppe war der Anteil proliferierender CD45RA™ CD8" T-Lymphozyten
durchgehend héher als der Anteil proliferierender CD45RA™ CD8" T-Lymphozyten. Neben der
Zytokin-induzierten, homoostatischen Proliferation sind sowohl die T-Zell-Rezeptor-induzierte
Proliferation als auch die Zytokin-induzierte Umwandlung anderer Phénotypen hin zu einem
CD8" EM T-Lymphozyten-Phinotyp mogliche Mechanismen, die die Expansion der CD8" EM
T-Lymphozyten unterstiitzen [25]. Insgesamt lassen die Daten vermuten, dass der schnellere
Anstieg der CD8" T-Lymphozyten-Zahlen insbesondere auf die Proliferation der CD8" EM

T-Lymphozyten zuriickzufiihren sein konnte.

Wie oben beschrieben wurde auch im CD4" Gedichtniskompartiment ein besonders deutlicher
Anstieg der CD4" EM T-Lymphozyten-Zahlen gesehen. In Bezug auf die unterschiedliche
Verteilung von Subpopulationen nach ATG-G-Behandlung sowohl im CD4" als auch im CD8"
T-Zell-Kompartiment ist die Beobachtung wichtig, dass es im untersuchten Patientenkollektiv in
der ATG-G-Gruppe nicht zu vermehrtem Auftreten akuter GvHD kam, obwohl das Risiko fiir
akute GVHD in dieser Patientengruppe erhoht war, da die Indikation fiir die Behandlung mit ATG-
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G die Verwendung eines Transplantats von einem nicht-verwandten Spender war. Dies zeigt zum
einen, dass mit der ATG-G-Behandlung erwartungsgemil der gewiinschte Effekt erzielt werden
konnte, zum anderen ldsst dies aber auch die Hypothese zu, dass die beschriebenen
Verschiebungen der Subpopulationen nicht unbedingt mit héheren Raten an akuter GvHD
einhergehen. In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass Gedédchtnis T-Lymphozyten weniger
GvHD auslosen als naive T-Lymphozyten [26, 27], wobei in diesem Zusammenhang EM T-

Lymphozyten in Mausmodellen vorteilhaft gegeniiber CM T-Lymphozyten zu sein scheinen [28].

Das fiir die vorliegende Arbeit gesammelte Patientenmaterial und die phidnotypischen Analysen
von B- und T-Lymphozyten-Subpopulationen wurden von anderen Arbeitsgruppenmitgliedern
genutzt, um die gleichzeitige Messung von TREC und KREC zu etablieren
(Originalpublikation 3). Die Ergebnisse wurden so interpretiert, dass mit der verwendeten
quantitativen real-time PCR sowohl die thymische Produktion von T-Lymphozyten als auch die
Produktion von B-Lymphozyten im Knochenmark adédquat erfasst werden konnen, da die Anzahl
an TREC mit der Anzahl an CD4" RTE (also CD31" naiven CD4" T-Lymphozyten) und die
Anzahl an KREC mit der Anzahl an transitionalen B-Zellen hoch korrelierte.

Transitionale B-Zellen stellen die ersten B-Zellen dar, die das Knochenmark verlassen [29] und
sind somit ein Maf} fiir die B-Zell-Neogenese im Knochenmark, dhnlich wie RTE fiir die
thymische T-Zell-Neogenese. KREC-Messungen mittels quantitativer real-time PCR und
phénotypische Analysen von B-Zell-Subpopulationen wurden anschliefend an einem weiteren
Patientenkollektiv und neuen Blutproben im Rahmen einer weiteren Arbeit durchgefiihrt
(Originalpublikation 4). Auch hier konnten die KREC-Messungen als adidquate Methode zur
Evaluierung der B-Zell-Produktivitit des Knochenmarks bestétigt werden. In der Arbeit von
Mensen et al. (Originalpublikation 4) konnte ferner gezeigt werden, dass die
Knochenmarksinfiltration durch Spender-T-Lymphozyten nach alloHSZT mit einer gestorten B-

Zell-Immunitét korreliert.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass ATG-G
Thymuszellen direkt beeinflussen und in einem funktionellen Defizit des Thymus resultieren
konnte. AuBerdem konnten spezifische Verschiebungen im Gedichtniskompartiment von CD4"
und CD8" T-Lymphozyten zugunsten der EM Subpopulationen ohne hohere Raten akuter GvHD
gezeigt werden. Die vorliegenden Daten deuten auch darauf hin, dass die schnellere

Rekonstitution des CD8" T-Zell-Kompartiments vor allem auf die Expansion der EM
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Subpopulation zuriickzufiihren ist. Aufgrund der relativ kleinen Patientenkohorte sollten diese
Daten in groBeren Studien bestétigt werden.

Insbesondere vergleichende kontrollierte Studien von unterschiedlichen Therapieansidtzen zur
T-Lymphozyten-Depletion erscheinen hier notwendig. FEine weitere mogliche Konsequenz aus
dieser Arbeit ist, dass Thymus-protektive und/oder -supportive Therapien wie beispielsweise
Keratinozyten-Wachstumsfaktor ~oder =~ Wachstumshormon, die zur Limitierung von
Thymusschdden durch die Konditionierungstherapie diskutiert werden [1], insbesondere fiir
diejenigen Patienten in Betracht gezogen werden sollten, die mit ATG-G behandelt werden.
Interessant wiren weiterhin funktionelle Untersuchungen der T-Lymphozyten nach ATG-G-
Behandlung, um eventuelle protrahierte qualitative sekunddre Immundefekte beurteilen zu

konnen.
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