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1 Abstracts

1.1 Abstract Deutsch

Der folgende Text entspricht dem Abstract der Arbeit ,Long-Term Signs of T Cell and
Myeloid Cell Activation After Intestinal Transplantation With Cellular Rejections
Contributing to Further Increase of CD16* Cell Subsets*

(DOI: 10.3389/fimmu.2019.00866)

Der gastrointestinale Trakt sorgt fir eine Balance zwischen Toleranz-vermittelnden
und inflammatorischen Immunreaktionen. Der stadndige Kontakt mit Pathogenen kann
zusatzlich die Immunreaktionen verstarken und damit zu Komplikationen nach
Dunndarmtransplantation (ITx) beitragen.

Wir vermuten dementsprechend, dass ITx-Patienten in den verschiedenen
Immunzellsubgruppen sowohl des angeborenen als auch des erworbenen
Immunsystems dauerhafte Zeichen einer Immunzellaktivierung zeigen. Informationen
Uber den Einfluss einer ITx auf die Immunzellzusammensetzung insbesondere in
Bezug auf langfristige Veranderungen sind spérlich.

Wir untersuchten aktivierte und differenzierte Subgruppen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems nach ITx im Bezug zur Zeit nach Transplantation,
durchgemachte Episoden von zellularen oder Antikérper-vermittelten
AbstolRungsreaktionen oder Art des Transplantats mittels multiparametrischer
Durchflusszytometrie, der Analyse der Genexpression sowie von Zytokinen und
Chemokinen im Serum. ITx-Patienten zeigten dabei eine erh6hte Expression von
CD16 exprimierenden Monozyten und myeloiden dendritischen Zellen (DCs) im
Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. Dies war sogar bei Patienten, die vor
mehr als 10 Jahren transplantiert wurden, nachweisbar. Weiterhin zeigten
konventionelle CD4* und CD8* T-Zellen dauerhafte Zeichen einer Aktivierung, was
durch gleichzeitig erhdhte CCR4* regulatorische T-Zellen kompensiert wird.
Patienten, die eine zellularer AbstoRungsreaktion hatten, zeigten sogar noch hoherer
Anteile an CD16* Monozyten und DCs, wahrend nach Transplantation von gré3eren
Mengen Spendergewebe im Zuge einer multiviszeralen Transplantation eine deutlich
gesteigerte T-Zellaktivierung beobachtet werden konnte.

Die dauerhafte Entziindung und die Aktivierung der angeborenen Immunzellen sind

eventuell ein Grund fur die schlechten Ergebnisse nach intestinaler Transplantation.
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1.2 Abstract Englisch

Der folgende Text entspricht dem englischen Abstract der Arbeit ,Long-Term Signs of T
Cell and Myeloid Cell Activation After Intestinal Transplantation With Cellular Rejections
Contributing to Further Increase of CD16* Cell Subsets*

(DOI: 10.3389/fimmu.2019.00866)

The intestine mediates a delicate balance between tolerogenic and inflammatory
immune responses. The continuous pathogen encounter might also augment
immune cell responses contributing to complications observed upon intestinal
transplantation (ITx).

We thus hypothesized that ITx patients show persistent signs of immune cell
activation affecting both the adaptive an innate cell compartment. Information on the
impact of intestinal grafts on immune cell composition, however, especially in the
long-term is parse.

We here assessed activated and differentiated adaptive and innate immune subsets
according to time, previous experience of cellular or antibody-mediated rejections or
type of transplant after ITx applying multi-parametric flow cytometry, gene
expression, serum cytokine and chemokine profiling. ITx patients showed an
increase in CD16 expressing monocytes and myeloid dendritic cells (DCs) compared
to healthy controls. This was even detectable in patients who were transplanted more
than 10 years ago. Also, conventional CD4* and CD8* T cells showed persistent
signs of activation counterbalanced by increased activated CCR4* regulatory T cells.
Patients with previous cellular rejections had even higher proportions of CD16*
monocytes and DCs, whereas transplanting higher donor mass with multi-visceral
grafts was associated with increased T cell activation. The persistent inflammation

and innate immune cell activation might contribute to unsatisfactory results after ITx.



2. Manteltext zur Publikationspromotion

2.1 Wissenschatftlicher Hintergrund und Fragestellung

Dunndarmtransplantationen wurden seit 1964 experimentell und seit 1987 erfolgreich
mit zunachst schlechten Uberlebensraten sowohl fiir das Transplantat als auch fir
den Patienten durchgefiihrt. Die Wende kam 1989 mit der Einfihrung des
Calcineurin-Inhibitors Tacrolimus. Infolgedessen stieg in den 90er Jahren die
Uberlebensrate fiir das 1. Jahr auf 60% und fur das 3. Jahr auf ca. 50% (1). So
wurde die Dinndarmtransplantation zur akzeptierten Therapieoption bei Patienten
mit lebensbedrohlichen Komplikationen im Zuge der parenteralen Erndhrung bei
Funktionsverlust des Diunndarms (2). Aktuell werden durchschnittlich tlber 100
Transplantationen pro Jahr weltweit durchgefihrt (1, 3). Davon wird nur ein sehr
kleiner einstelliger Anteil in Deutschland transplantiert (3).

Der Darm sorgt fur die nétige Aufnahme von N&hrstoffen, ist aber auch eine der
grol3ten Barrieren des Korpers zur AuRenwelt und dementsprechend im standigen
Kontakt mit Pathogenen und Kommensalen. So muss eine feine Balance zwischen
Toleranz und Immunabwehr vermittelt werden. Hierbei ist eine effiziente
Kommunikation zwischen lokalen und infiltrierenden Immunzellen unabdingbar, um
ein gesundes Gleichgewicht zwischen inflammatorischen Reaktionen zur
Pathogenabwehr und Toleranz gegenuber der Standortflora und
lebensmittelvermittelten Antigenen zu bewahren (4). Der Darm ist deshalb besonders
reich an verschiedenen lymphatischen Geweben und weist dementsprechend auch
eine hohe Dichte an T- und B-Zellen sowie Makrophagen und dendritische Zellen
auf. Es findet eine unmittelbare Antigenerkennung statt, Chemokin- und/oder
Rezeptor-vermittelte Kommunikation kann erfolgen und je nach generiertem Signal
eine Immunantwort initiiert werden (2, 5). So ist der Darm auch im Vergleich zu
anderen transplantierbaren Organen deutlich reicher an Immunzellen und deswegen
auch an Spender-Immunzellen im Falle einer Organtransplantation (5). Diese
befinden sich weiterhin in einem standigen Austausch mit dem Immunsystems des
Empfangers (5). Das ist nicht zuletzt der Grund, warum Dinndarmtransplantationen
immer noch eine groRe Herausforderung darstellen und mit héheren
Komplikationsraten als bei anderen Transplantationen verbunden sind. Im
Allgemeinen kommt es nach Transplantation bereits intraoperativ haufiger zu

Ischamie- und/oder Reperfusionsschaden. Diese zusammen mit Infektionen und
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Entztndungen im Verlauf fihren zur Expression von Oberflachenmolekulen sowie
Toll-like-Rezeptoren, die wiederum inflammatorische Prozesse auslosen oder
beglnstigen kdnnen (5). Es ist also nachvollziehbar, dass Patienten nach
Transplantation eines so immunogenen und keimbesiedelten Organs wie dem Darm
deutlich héhere Raten an akuten Abstol3ungsreaktionen haben, zu invasiven
Infektionen neigen und aufgrund der hohen Dichte an Spender-Immunzellen auch
haufiger die sogenannte Graft-vs.-Host-Erkrankung entwickeln (6, 7). Zusatzlich ist
die Rate an Antikdrper-vermittelten humoralen Abstof3ungsreaktionen hoher als nach
anderen Transplantationen (8-10). Diese spielen auch eine Rolle bei spatem
Funktionsverlust des Transplantats im Zuge zunehmender chronischer AbstoRungen
(5). Bei aktuell fehlenden Serummarkern zur Diagnose einer kompromittierten
Transplantatfunktion kdnnen Abstol3ungsreaktionen nur mittels einer Kombination
aus klinischen Anzeichen, endoskopischer Inspektion und histologischer
Aufarbeitung von Biopsien sowie des Nachweises von Spender-spezifischen anti-
HLA oder nicht-spezifischen anti-HLA Antikérpern im Serum festgestellt werden (8, 9,
11-15).

Insbesondere die invasive Diagnostik mittels Entnahme von Biopsien ist jedoch mit
einer hohen Rate an Komplikationen verbunden und scheint sogar ahnliche
verletzungsbedingte Immunreaktionen auszulésen. Zusatzlich ist die histologische
Unterscheidung von Abstol3ungsreaktionen und viralen Infekten immer noch
schwierig (14). Bei klinischem und histologischem Verdacht auf Abstol3ungsreaktion
wird deswegen zunachst symptomatisch mit ergdnzenden immunsuppressiven
Praparaten wie Glukokortikoiden behandelt. Die Therapie beginnt so meist ungezielt
und zeitversetzt zum Beginn der immunologischen Abwehrreaktion.

Es ist also nicht verwunderlich, dass trotz besserer Medikamente akute
AbstolRungsreaktionen neben invasiven Infektionen immer noch der Hauptgrund fir
den Verlust eines Transplantats sind (1, 6, 7). Demensprechend zeigt sich zur
besseren langfristigen Versorgung dieser Patientengruppe eine Notwendigkeit fur die
weitere Suche nach nicht invasiven, zuverlassigen und friihzeitig sichtbaren Markern
fur Abstol3ungsreaktionen.

Verschiedene Studien haben bereits gezeigt, dass vor oder wahrend einer
Absto3ungsreaktion erhdhte Anteile bzw. vermehrte Produktion von Mediatoren
lokaler und peripherer Thl und Th17 Zellen sowie CD8* zytotoxischen T-Zellen

nachgewiesen werden kénnen (16-23).



Dem gegenuber ist aber wenig Uber die Bedeutung der Zellen des angeborenen bzw.
unspezifischen Immunsystems bekannt. Gupta et. al. untersuchte das Verhéltnis von
myeloiden zu plasmazytoiden dendritischen Zellen bei Dunndarm-transplantierten
Kindern mit friiher akuter zellularer Abstof3ungsreaktion. Hier konnte eine sichtbare
Verschiebung zugunsten der myeloiden Zellen wahrend einer akuten zellularen
AbstoRung nachgewiesen werden (24). Ob diese Veranderungen aber langfristig
erhalten bleiben, wurde in der Studie nicht untersucht.

Insgesamt wurden bisher jeweils nur einzelne Immunzellpopulationen betrachtet.
Eine Ubergreifende, mehrere Subtypen umfassende Analyse der Zusammensetzung
der Immunzellen ist bisher nicht durchgefiihrt worden.

So sind zum Beispiel Veranderungen in B-Zellsubtypen trotz ihres grof3en
Vorkommens im Darm und ihrer Bedeutung insbesondere fur die humorale
Immunabwehr bisher nicht analysiert worden.

Auch wurden Langzeitveranderungen des Immunsystems und im Detail einzelner
Subtypen sowie der Einfluss von stattgefundenen Abstol3ungsreaktionen auf die
langfristige Zusammensetzung bisher nicht untersucht. Weiterhin wurden in bisher
durchgefiihrten immunologischen Studien zellulare und humorale
AbstolRungsreaktion bei der Analyse meist nicht unterschieden und sind auch nicht
direkt verglichen worden.

Wenn man bedenkt, dass das Immunsystem des Darms sich insbesondere aufgrund
der besonderen immunologischen Balance in standiger Interaktion mit anderen
immunologischen Kompartimenten wie Blut und der Leber (25-27) befindet, ist
anzunehmen, dass bei dauerhafter immunologischer Interaktion zwischen Eigen- und
Fremdzellen grof3e und insbesondere dauerhafte systemische Veranderungen in der
Zusammensetzung der Immunzellen hervorgerufen werden.

Eine Untersuchung der Subtypen, die davon betroffen sind, wird nicht nur ein
besseres Verstandnis der Interaktion von Zellen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems sowie der Immunreaktionen aller Zellen nach intestinaler
Transplantation, sondern auch neue Einblicke in die allgemeine Physiologie des
Darmes ermdglichen. So kénnen hier eventuell mogliche Veranderungen
nachgewiesen werden, die wiederum Hinweise auf Ursachen und begunstigende
Faktoren fur akute AbstoR3ungen oder chronische Endzindungsprozesse liefern

konnen.



Grant et. al. wies bereits nach statistischer Auswertung von Transplantationszahlen
und Arten von Komplikationen im Zeitraum von 1988 bis 2011 daraufhin, dass der
Schlussel zur Verbesserung der Langzeitergebnisse nach ITx im besseren
Verstandnis des Immunsystems im Generellen und des Darms im Speziellen liegt.
Als Konsequenz untersuchten wir in dieser Studie ob nach Dinndarm- bzw.
multiviszeraler Transplantation dauerhafte Veranderungen in der Zusammensetzung
der Immunzellen nachweisbar sind. Dabei lag der Fokus auf entztindungsfordernden
Subtypen des angeborenen Immunsystems und den aktivierten Subtypen des

erworbenen Immunsystems.

2.1.1 Hypothesen

Um insbesondere zu tUberprufen, ob nach intestinaler Transplantation tatsachlich
dauerhafte Zeichen einer Immunzellaktivierung des angeborenen und erworbenen
Immunsystems nachweisbar sind, fuhrten wir eine multiparametrische Analyse der

peripheren Immunzellen im Blut durch.

Unsere Untersuchungen beruhten auf folgenden drei Hypothesen:

1. Aufgrund der erhdéhten Prasenz von Immunzellen und Pathogenen im
Dunndarm wird nach ITx eine standige Immunantwort ausgelost, die eine
erhdhte Zahl inflammatorischer T-Zellen und angeborenen Immunzellen im
Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden hervorruft.

2. ITx-Patienten néhern sich nur sehr langsam der Immunzellzusammensetzung
gesunder Kontrollprobanden nach Transplantation an. Um dies zu
untersuchten, unterteilten wir die ITx-Patienten je nach Zeit seit
Transplantation in Langzeittransplantierte tber 10 Jahre (ITx1),
Kurzzeittransplantierte 0-4 Jahre (ITx3) und den Transplantierten zwischen 4-
10 Jahren (ITx2).

3. Abgelaufene Episoden von akuten humoral/gemischten (AR1) oder isoliert
zellularen (AR2) AbstoRungsreaktionen verandern langfristig die
Zusammensetzung der Immunzellen zugunsten aktivierter oder
inflammatorischer Subgruppen im Vergleich zu Patienten ohne jegliche

Abstol3ungsreaktionen (n0AR) nach Transplantation.



Unterstutzend zur Zellanalyse fiihrten wir Untersuchungen von ausgewahlten
Genen, dem Demethylierungsgrad des Foxp3- Genes, Chemokin- und

Zytokinspiegeln sowie dem Chimarismus der CD4* T-Zellen durch.

2.2. Methodik

2.2.1 Studienpopulation
Insgesamt wurden Proben von 11 isoliert DiUnndarm-transplantierten (DTx) und 10
multiviszeral transplantierten (MTx) Patienten zwischen April 2014 und Februar 2015
entnommen (Tabelle 1). Zur Reduktion mdglicher Fehlerquellen wurden
ausschliel3lich Patienten, die an der Klinik fur Allgemein- Viszeral- und
Transplantationschirurgie des Virchow-Klinikums der Charité im Zeitraum von 2000
bis Februar 2014 transplantiert und nachversorgt wurden, im eventfreien Intervall im
Zuge der ambulanten Nachsorge untersucht. Pro transplantierten Patienten (ITx)
wurden drei bis acht aufeinanderfolgende Proben entnommen und jeweils der
Median daraus gebildet.
Weiterhin wurden Proben von insgesamt 17 gesunden Probanden im vergleichbaren
Alter und von beiden Geschlechtern gesammelt, um eine den ITx-Patienten
vergleichbare Kontrollgruppe zu erhalten.
Die ITx-Patienten erhielten eine Induktionstherapie mit Thymoglobulin
(Thymoglobulin®, Genzyme, Cambridge, Mass., USA; 7,5 mg/kg BW total dose) und
eine Einmaldosis von Infliximab (Remicade®, Centocor Inc., Essex Pharma GmbH; 5
mg/kg BW). Die Erhaltungstherapie erfolgte dann mit Tacrolimus und Rapamycin
(Sirolimus/ Everolimus) oder MMF (Cellcept®, Hoffmann-LaRoche, Switzerland).
Dabei war der Tacrolimus-Spiegel im untersuchten Intervall in allen Gruppen gleich.
Die Patienten wurden zum einen unterteilt (i) nach Zeit seit der Transplantation (ITx1
= 10 Jahre, ITx2 = 4-10 Jahre, ITx3 = 0-4 Jahre) und zum anderen (ii) nach Auftreten
von AbstofRungsreaktionen, wobei Patienten ohne Absto3ung (no AR), Patienten mit
einer oder mehreren humoralen oder gemischten (humoral und zellular; AR 1) oder
mit rein zellularen (AR 2) Abstol3ungsreaktionen unterschieden wurden.
Absto3ungsreaktionen wurden Uber klinische Symptome in Zusammenschau mit den
jeweiligen Biopsie-Ergebnissen, welche nach etablierten histologischen Kriterien fur
Abstol3ungsreaktionen bestimmt wurden (12, 13), diagnostiziert.
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Bei der Diagnose von humoralen Absto3ungen wurden weiterhin anti-Spender HLA
Antikodrper bestimmt und eine histologische Farbung vom Komplementspaltprodukt
C4d durchgefthrt (9).

Alle eingeschlossenen Patienten und gesunden Kontrollen gaben ihre schriftliche
Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der hier durchgefiihrten Studie, die von
der Ethikkommission der Charité—Universitatsmedizin Berlin genehmigt wurde
(EA2/044/08 & EA2-020-14).

2.2.2 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie wurden die verschiedenen Immunzellsubklassen unter
Verwendung fluoreszenz-markierter Antikdrper (AK) in sieben verschiedenen Ak-
Paneln nachgewiesen und ihr prozentualer Anteil sowie ihre Absolutzahl ermittelt.
Die Farbung und Messung des intrazellularen und der oberflachlichen Antigene
erfolgte nach standardisiertem Protokoll des ONE-Study Konsortiums (29, 30). Das
erste Panel gibt dabei einen Uberblick tiber die Verteilung bzw. dem absoluten und
prozentualen Anteil der verschiedenen Immunzellgruppen des angeborenen (NK-
Zellen, Granulozyten und Monozyten) und erworbenen Immunsystems (B- und T-
Zellen) im Generellen. Zur Analyse der zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen mit
unterschiedlicher Expression von HLA-DR als Aktivierungsmarker und den
verschiedenen T-Zellrezeptoren wurde Panel 2 durchgefiihrt. Dabei wurde
insbesondere die Subgruppe der y T-Zellen, welche neben Haut und Lunge
vermehrt im Darm vorkommen und die Expression V&1 und V&2- Ketten im yo -
Rezeptor untersucht. Des Weiteren wurden die Langzeitaktivierung und die
Differenzierung sowie die Proliferation der T-Zellen nach Transplantation in Panel 3
untersucht. Neben der Analyse weiterer Aktivierungsmarker wie CD57, PD-1 und
CCRY erfolgt hier auch die Untersuchung der differenzierten T-Zellen mittels
Nachweises der Expression von CD28 und CD27. Die prozentuale und absolute
Anzahl an B-Zellen (CD19%) und deren Subpopulationen wurde in Panel 4 analysiert.
Dabei lag der Fokus auf der Differenzierung der B-Zellen in Gedéachtniszellen (IgD-
IgM-CD27+*CD38"), Plasmazellen (IgDIgM-CD27*CD38"9") und transitionelle B-Zellen
(IgM*CD27-CD38*CD24"d") sowie marginal Zonen B-Zellen (CD27*IgD*). In Panel 5
werden speziell nochmal die verschieden Subpopulationen der dendritischen Zellen
(DCs, LIN'HLA-DR*) betrachtet mit besonderem Fokus auf die myeoliden DCs



(CD11c*) mit Expression von CD1c+ und zusatzlicher Expression von Clec9 bei
fehlender Expression von CD16 sowie peripheren DCs (CD11¢c'CD123%).

Aufgrund ihrer fihrenden immunologischen Rolle im Darm (4) etablierten wir
zusatzlich zur besseren Unterscheidung und Klassifizierung der T-Helferzellen und
regulatorischen T-Zellen (Tregs) einen Ansatz mit Antikdrper gegen Chemokin-
Rezeptoren (Panel 6). Das siebte Panel zur allgemeinen Untersuchung der Tregs
wurde ebenfalls von der OneStudy ibernommen. Die verwendeten Antikérper und
die spezielle Gating-Strategie des Chemokin-Panels kdnnen den anhangenden
Tabellen und Abbildungen entnommen werden (Tabelle 1 und Abbildung 1 im
Anhang).

Die Proben wurden innerhalb von 4h nach Abnahme gefarbt und gemessen. Parallel
ging eine weitere EDTA-Probe an das Diagnostiklabor (Labor Berlin) zur
standardisierten Bestimmung der Leukozytenzahl.

Es wurden jeweils 100ul EDTA-Vollblut unmittelbar mit den fur jedes Panel
vorbereiteten Ak-Mixen versetzt und nach 15min Inkubation erfolgte die Lyse der
Erythrozyten mit 1,5ml Versa-Lyse-Fix-Solution bestehend aus 2ml VersaLyse™ und
50ul I0Test® Fixative Solution (Beckman Coulter GmbH). Fir die dendritischen
Zellen (Panel 5) wurde der beschriebene Ansatz zweifach vorbereitet und nach der
Farbung zusammengefihrt.

Fur den Nachweis von Foxp3 in regulatorischen T-Zellen (Panel 7) wurden jeweils
50ul Vollblut wie zuvor beschrieben mit den Oberflachenantikorpern versetzt und
anschlieBend mit dem Perfix-nc Kit (Beckman Coulter) die intrazellulare Farbung von
Foxp3 mit einer Stunde Inkubationszeit durchgefihrt.

Fur das B-Zell-Panel (Panel 4) wurden 300ul EDTA Vollblut zuerst mittels 15ml Red
Blood Cell Lysing Solution (Miltenyi Biotec GmbH) fur 12 Minuten lysiert und
anschlieBend die Farbung durchgefihrt.

Alle Proben wurden durchschnittlich innerhalb von 30 Minuten am 10-Farben, 3-
Laser Durchflusszytometer ,Navios” der Firma Beckman Coulter gemessen. Die
Zielkanale fur alle Fluorochrome wurden mittels ,Flow-Set Pro Beads® (Beckman
Coulter) definiert und taglich vor den Messungen mit ,Flow Check Pro Beats"

(Beckman Coulter) tberprift und gegebenenfalls kalibriert.



2.2.3 Chimarismusanalyse von T-Zellen
Um zu Uberprifen, ob moégliche Veranderungen ausschlief3lich durch die T-Zellen
des Empfangers hervorgerufen wurden, fuhrten wir die Chimé&rismusanalyse zur
Analyse von prozentualen Anteilen von Spender-T-Zellen im Blut durch. Dabei
werden die Spender- und Empfangerallele auf so genannten ,short tandem repeats®
mittels Polymerasekettenreaktion nachgewiesen. Dafur werden fluoreszenz-
markierte Primer verwendet. Zunachst missen aber die Zellen isoliert, gefarbt und
sortiert werden.
Direkt nach Abnahme erfolgte die Isolation der peripheren blutmononukledren Zellen
(PBMCs) aus Heparin-Vollblut bei Raumtemperatur. Hierbei wurde das Blut 1:2 mit
Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Paisley, UK) gemischt und mittels Dichtegradientenzentrifugation (Biocoll, Biochrom,
Berlin, Germany) die PBMCs angereichert. Die Zellen wurden gewaschen,
transferiert und die Zellzahl mittels Hemocytometer bestimmt. Die isolierten PBMCs
wurden anschliel3end bis zur weiteren Verarbeitung kryokonserviert.
Die PBMCs wurden bei Weiterverarbeitung mit 3,2mg/ml humanem Immunoglobulin
(Beriglobin, CSL Behring, Germany) fur insgesamt 5 Minuten inkubiert. Auf diesem
Weg wurden die Fc-Rezeptoren blockiert, so dass anschliel3end die Farbung mit anti-
TCRaB-PE, anti-CD4-APC and anti-HLA-DR-ECD erfolgen konnte. Unmittelbar vor
dem Sortieren und nach Waschen der Zellen erfolgte die Farbung mit 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI), welches mit der DNA interkaliert und somit eine
Unterscheidung von toten (DAPI*) und lebendigen (DAPI") Zellen ermdglicht. Die
gewunschten Populationen DAPI"TCRap*CD4*HLA-DR™ Zellen und -HLA-DR* Zellen
wurden mit dem FACSAria Il (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) isoliert. Die
genaue Gatingstategie kann Abbildung 4 im Anhang des Papers enthommen
werden.
Nach herausfiltern der gewiinschten T-Zellpopulationen erfolgte die eigentliche
guantitative Chiméarismusanalyse. Die DNA wurde mittels standardisiertem Verfahren
(QIA-Amp; QIAGEN), nach Angaben des Herstellers extrahiert. Fir die
anschlieBende Amplifikation der DNA durch gPCR nutzten wir das AmpFISTR®
Identifiler™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems) und folgten den Angaben
des Herstellers. Dieses Kit enthélt Paare von fluoreszenz-markierten Primern
(insgesamt 4 Fluoreszenzfarbstoffe) fur die Vermehrung von gleichzeitig 16 DNA-
Abschnitten. Die anschlieRende Fragmentlangenanalyse der PCR-Produkte erfolgte
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nach Zugabe von 0,3ul GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard, dem fiinften
Fluoreszenzfarbstoff zur Grélienbestimmung, am Genetic Analyzer 3730 (Applied
Biosystems). Die Daten wurden mittels GeneMapper 3.7. Software von Applied
Biosystems analysiert. Dabei wurden fur die Quantifizierung die Flache der Peaks
des Spenders ins Verhaltnis zur Summe der Flache der Peaks des Empfangers und

Spender gesetzt.

(Z Flache Peaks des Spenders /  Flache Peaks des Rezipienten + 2 Flache Peaks

des Spenders) x 100 = Anteil Spenderzellen [%]

Quelle: Protokoll zur Chimarismusanlayse, Labor Berlin, MOL AM-01514, Version 2, 2019
Die Sensitivitat der Methode betragt dabei 1%.

2.2.4 Genexpressionsanalyse (g RT-PCR)

Zusatzlich zur zellularen Analyse fiihrten wir quantitative Messungen der mRNA-
Expression immunrelevanter Gene (>20) in einem multiplexen Ansatz durch. Die
untersuchten Gen-Marker wurden bereits bei nierentransplantierten Patienten mit
operationeller Toleranz bzw. mit akuter/chronischer Abstof3ung vermehrt exprimiert
nachgewiesen (im Anhang Tabelle 5).

Hierfir wurden Blutproben in speziellen RNA-stabilisierenden Réhrchen (Tempus
Blood RNA Tubes; Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Germany) und EDTA
abgenommen.

Die RNA wurde mittels MagMAX™ fir Stabilized Blood Tubes RNA Isolation Kit
(Thermo Fisher Scientific) nach standardisiertem Protokoll des Herstellers unter
standiger Kuhlung extrahiert. Der RNA-Gehalt wurde mittels NanoDrop 100
Spektrophotometer (PEQLAB Biotechnologie GmbH) quantifiziert und bis zu 1000ng
RNA wurden mittels QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen (Hilden,
Deutschland) in c-DNA nach Angaben des Herstellers umgeschrieben.
Anschliel3end wurde jeweils 100ul jeder Probe mittels TagMan Gene Expression
Assays (Thermo Fisher Scientific), microfluidic cards und TagMan Universal Master
Mix (Thermo Fisher Scientific) am ViiA7 Real Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific) nach standardisiertem Protokoll gemessen. Insgesamt wurde die
Genexpression von 21 Genen und 3 ,Housekeeping-Genen (HPRT, GAPDH und
B2M) als Doppelwertbestimmung auf 384-Well- microfluid Custom TagMan® Array
Cards gemessen. Die generierten Daten wurden wiederum mit der ViiA7 Software v

1.2.2 ausgewertet und in Excel exportiert. Hier wurden die Differenzen aus den
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Mittelwerten des Zielgens und dem Mittelwert jedes Referenzgens (Housekeeping-
Gen: Hypoxanthine- guanine phosphoribosyltransferase (HPRT), beta-2-
microglobulin (B2M) and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH))
gebildet und die relative Expression nach der 2-24¢t Methode berechnet.

2.2.5. Methylierungsstatus von Foxp3

Weiterhin fuhrten wir eine quantitative DNA-Methylierung-Analyse einer spezifischen
hoch konservierten Region im Foxp3-Gen (TSDR - Treg-specific demethylated
region), welche aktiv demethyliert wird, mittels rt-PCR durch. Die EDTA-Proben
wurden zunachst eingefroren und fur die Untersuchung jeweils aufgetaut.

Zur Untersuchung des Methylierungsstatus erfolgte die Isolation von genomischer
DNA aus EDTA-Vollblut mit dem QIAamp DNA-Mini Kit (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers. Dabei wurden 200pl Blut mit Pufferldsung und Proteinkinase K inkubiert.
Die Lyse wurde nach 10 Minuten mit Ethanol beendet. Der Ansatz wurde
anschlieend mit verschiedenen Pufferldésungen gewaschen und tber eine Membran
herausgefiltert. Der DNA-Gehalt wird wie zuvor mit dem NanoDrop 100
Spektrophotometer (PEQLAB Biotechnologie GmbH) gemessen. Anschliel3end
werden bis zu 2ug DNA pro Probe bisulfitiert. Dies erfolgte nach Angaben des
Herstellers mittels EpiTect® Bisulfite Kit (Qiagen) und Thermocycler (GeneAmp PCR
System 2400/9600, Applied Biosystems). Dabei wird nicht-methyliertes Cytosin in
Uracil durch die Behandlung der DNA mit Natrium-Bisulfite umgewandelt,
wohingegen methyliertes Cytosin unveréndert bleibt. Nach Reinigung der
bisulfitierten DNA erfolgte die Messung der Sequenzunterschiede mittels
guantitativer real-time Polymerasekettenreaktion mit dem ABI 7500Cycler (Thermo
Fisher Scientific), wodurch der Anteil der demethylierten DNA im Verhaltnis zur
Gesamt-DNA bestimmt werden kann. Hierfir wurden 10 ul FastStart Universal Probe
Master (ROX, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), 100 ng Lamda DNA (NEB,
Frankfurt a.M., Germany), 5 pmol spezifische Sonde fir Methylierung oder
Demethylierung, 30 pmol spezifische Primer fur Methylierung oder Demethylierung
und mindestens 15 ng bisulfitierte DNA bzw. Standardkontrolle (alle Epiontis GmbH,
Berlin, Germany) verwendet, so dass ein Endvolumen von 20pul pro Reaktionsansatz
entstand. Jede Probe wurde in Dreifachbestimmungen gemessen. Fur die
Berechnung des prozentualen Anteils an CD4*T-Zellen mit demethylierter TSDR

wurde der Mittelwert aller drei Messungen einer Probe gebildet und ins Verhéltnis zur
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Gesamt-Foxp3-DNA gesetzt. Anschliel3end wurden diese auf den Anteil an
CD3*CD4*T-Zellen, welche mittels Durchflusszytometrie bestimmt wurden, bezogen.
Da sich das FoxP3-Gen auf dem X-Chromosom befindet, wurden bei weiblichen

Patienten alle Ergebnisse verdoppelt.

2.2.6 Zytokin- und Chemokinmessung

Zusatzlich zur Analyse der T-Helferzellen und regulatorischen Zellen in der
Durchflusszytometrie fihrten wir eine quantitative Analyse der Zytokin- und
Chemokinspiegel im Serum durch. Dabei wurden Konzentrationen von T —Zellen und
Makrophagen anlockenden Chemokinen wie CXC3CL1, CXCL10, CCL2, CCL7 und
CCL3 und von durch T-Helferzellen freigesetzten Zytokinen wie Interleukin (IL) -2, IL-
4, IL-5, IL-10, IL- 17A und Interferon Gamma (INF-y) bestimmt. Hierfr wurde Vollblut
entnommen, unmittelbar danach zentrifugiert und das Serum in ein Eppendorf-Gefal3
transferiert und bei -20° eingelagert.

Fur die Luminex-Analyse wurde die Proben nach Herstellerangaben des Milliplex®
MAP Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) vorbereitet. Dafiir wurde jeweils
25pl Serum mit 25pl ,,Antibody-Immobilized Magnetic Beads" Uber Nacht und
anschlieend mit 25pl Detektions-Ak inkubiert. Anschlie3end wurden die Proben
mittels Bio Plex® 200 Systems (Luminex, Bio-Rad Laboratories GmbH) gemessen.
Das Gerat wurde alle 30 Tage mit Bio-Plex® Validation Kit (Bio-Rad Laboratories
GmbH) Uberprift und wurde jeden Tag mit Bio-Plex® Calibration Kit (Bio-Rad
Laboratories GmbH) kalibriert.

2.2.7 Datenanalyse und statistische Auswertung

Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mittels Kaluza Version 1.2
(Beckman Coulter). Die einzelnen Subpopulationen wurden anhand spezifischer
Oberflachenantigene unterschieden und nach standardisierten Protokollen definiert
(30). Zur Berechnung der absoluten Zellzahlen fur alle Populationen wurde die im
Labor Berlin bestimmte Leukozytenzahl in Bezug zur Anzahl der CD45*Zellen in
jedem einzelnen Ak-Panel gesetzt. Die Berechnung der korrespondierenden Anteile
aller dargestellten Populationen erfolgte in Excel. Bei mehreren Proben pro Patienten
wurde aus allen Ergebnissen der Median bestimmt. Wahrend der untersuchten

Periode waren die jeweiligen Zellpopulationen der einzelnen Patienten im zeitlichen
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Verlauf vergleichbar stabil (siehe im Anhang Abbildung 2). Alle statistischen
Analysen wurden in ,R* durchgefthrt.

Unterschiede in prozentualen Anteilen und absoluten Zellzahlen jeder untersuchten
Population in Bezug auf gesunde Kontrollen und ITx-Patienten, Zeitpunkt der
Transplantation, Abstof3ungsstatus oder Art des Transplantats sind mittels Kruskal-
Wallis-Test und Conover post-hoc Test analysiert worden. Dabei wurde mit dem
Kruskal-Wallis-Test zunachst festgestellt, ob generell Unterschiede fiir die
Ergebnisse eines Messparameters bestehen und anschliel3end durch den Conover
post-hoc-tests Uberprift, ob signifikante Unterschiede zwischen den zu
vergleichenden Gruppen vorhanden sind.

Ergebnisse wurden als signifikant angesehen, wenn p < 0,05 erreicht wurde. Die P-
Werte wurden aufgrund des explorativen Ansatzes dieser Studie nicht fur
Mehrfachtestungen angepasst.

Zur zusammenfassenden Darstellung aller signifikanten (p< 0,05) Messparameter
erstellten wir farbcodierte Heatmaps, welche in sich nochmal nach Ahnlichkeiten
sortiert (geclustert) wurden. Dies erfolgte einmal fur alle aktivierten und
differenzierten sowie naiven und nicht aktivierten Zellgruppen bei ITx-Patienten im
zeitlichen Verlauf und im Vergleich zu gesunden Probanden. Aufl3erdem wurden
signifikante Populationen in Bezug auf den AbstoRungsstatus dargestellt. Hierbei
verwendeten wir jeweils eine hierarchische Clusteranalyse. Dies ermdglicht eine
tbersichtliche Darstellung der Unterschiede und Gemeinsamkeiten aller geclusterten
Populationen in Bezug zum zeitlichen Verlauf und Abstof3ungsreaktionen und im
Vergleich beider Kohorten (ITx vs. HCs).

Um Differenzen farblich darstellen zu kénnen, wurden fur die Heatmaps die Z-Scores
berechnet. Daflir wurden alle Werte eines Parameters durch die
Standardabweichung geteilt und der Mittelwert jeweils abgezogen. So erhielten wir
am Ende fur alle Werte eine Standardabweichung, die gleich 1 war und einen

Mittelwert der O entsprach.

2.3. Ergebnisse und Ausblick

Wir fuhrten eine umfassende Analyse der Immunzellzusammensetzung nach
Dunndarm- und Multiviszeral-Transplantation durch. Der Fokus lag dabei auf

langfristigen Verdnderungen im zeitlichen Verlauf und im Vergleich zu gesunden
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Kontrollen sowie nach durchlebten AbstoRungsreaktionen unterschieden nach
zellularer und humoraler Genese. Es wurden absolute Zellzahlen und prozentuale
Anteile betrachtet.

Insgesamt konnten deutliche Veranderungen in der Zusammensetzung einzelner
Immunzellsubgruppen nach intestinaler Transplantation nachgewiesen werden.
Insbesondere im angeborenen Immunsystem waren diese im erstaunlichen Ausmalf3
ersichtlich. So zeigte sich der Anteil der CD16 exprimierenden Monozyten und
myeloiden dendritischen Zellen (DCs) nach intestinaler Transplantation deutlich
erhoht. Dies war auch noch nach 10 Jahren nach Transplantation ersichtlich.
Zusatzlich konnte bei Patienten mit durchlaufener zellularer AbstoRung nochmals
deutlich héhere Werte insbesondere der absoluten Zahlen der Gesamt-DCs, CD16*
Monozyten und 16" myeloider DCs (Abbildung 1C und Anhang Tabelle 3 und 4)
ermittelt werden.

Nach zellularer AbstoRung waren zusatzlich die prozentualen Anteile der Gesamt-
NK-Zellen reduziert. Jedoch zeigte sich innerhalb dieser ein deutlich erhéhter Anteil
der differenzierten CD56M9" NK-Zellen. In Zusammenschau mit reduzierter
Expression des peripheren Toll-like-Rezeptors 5 (TLR 5) konnten Patienten mit
Episoden von zellularer Absto3ung von Patienten mit stabiler Transplantatfunktion
und jenen mit humoralen Abstol3ungen abgegrenzt werden. Hierbei ist zu betonen,
dass diese Veranderungen nicht durch Schwankungen in der immunsuppressiven
Therapie beeinflusst wurden, da sich die Tacrolimus-Spiegel in allen drei Gruppen
nicht unterschieden. Diese Abgrenzung von Patienten mit isoliert zellularer
AbstolRung zu gesunden Probanden und Patienten mit humoral/gemischter
Abstol3ung ist in der grafischen Darstellung der Heatmap besonders eindeutig
erkennbar (Abbildung 6c).

Insgesamt liel3en sich deutlich alterierte Zusammensetzungen der NK-Zellen bei
Patienten mit AbstoRungsreaktionen beobachten. Dies beruht womdéglich auf dem
Zusammenhang zwischen der Aktivierung der NK-Zellen bei Abstol3ungsreaktionen
und der Akkumulation dieser Zellen im Transplantat. Die Daten stehen jedoch im
Widerspruch zu anderen Studien. So zeigten sich bei Patienten nach
Nierentransplantation mit nachweisbaren Spender-spezifischen anti-HLA AntikGrpern
(DSA) und nicht-DSA ein verminderter Anteil an CD56* NK-Zellen mit stark erhéhtem
Anteil an CD56h'9" NK-Zellen unabhangig von der Art der Antikorper, bereits
durchgemachten akuten AbstoRungen oder dem Therapieregime (31). Weiterhin
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wurden in Biopsien von nierentransplantierten Patienten mit antikdrper-vermittelter
AbstoRRung vermehrt NK-Zell assoziierte mMRNA nachgewiesen. In dieser Arbeit
waren bei humoraler Absto3ung reduzierte zirkulierende NK-Zellen und erhéhte
Anteile an CD56"9" NK-Zellen nachweisbar. Weiterhin zeigten die Patienten mit
Uberstandener zellularer AbstoRung das in den Studien bei Patienten mit humoraler
AbstoRRungsreaktion beschriebene Verteilungsmuster der NK-Zellen. (31-33).

Wie bereits erwahnt, haben Studien bei intestinal transplantierten Kindern mit akuten
Abstol3ungsreaktionen erhohte Anteile an myeloiden Zellen, Monozyten und
dendritischen Zellen nachgewiesen (24, 34). Auch bei unseren Untersuchungen
waren CD16 exprimierende Monozyten und myeloide DCs am hdchsten bei zellularer
AbstolRung nach Transplantation. Erhéhte Anteile an CD16* Monozyten wurden
ebenfalls bei Patienten mit chronischer Entziindung wie bei chronischer
Niereninsuffizienz (CKD) detektiert und es wird diskutiert, ob diese hierbei den
epithelialen Schaden widerspiegeln (35).

Weiterhin waren Granulozyten proportional und absolut erniedrigt in Proben von
Patienten mit Zustand nach zellularer Abstol3ung. Tats&chlich wurde die intestinale
Diapedese von Neutrophilen bei Abstol3ungsreaktionen sowohl vom zelluléaren (28)
als auch Antikorper-vermittelten Typ (36, 37) bereits beschrieben. Da unsere
Blutanalysen zeitlich verzdgert, relativ spat nach der AbstoRungsreaktion
durchgefiihrt wurden, deuten unsere Ergebnisse an, dass die Migration der
Granulozyten auch in Abwesenheit von klinischen Symptomen anhalt.

Im Vergleich zu myeloiden dendritischen Zellen (mDCs) werden pDCs eher mit
Toleranzentwicklung assoziiert. Dies konnte zum Beispiel bereits bei
lebertransplantierten Patienten gezeigt werden (38, 39). Folglich gibt das niedrige
Verhaltnis von pDC/mDC und die hohen Anteile an inflammatorischen CD16*
Monozyten und DCs, welche in unseren Patienten gemessen haben, Hinweise auf
konstante inflammatorische Prozesse nach intestinaler Transplantation. Insgesamt
waren die Veranderungen im angeborenen Immunsystem unabhangig von der Art
des Transplantats.

Zusatzlich zu Verédnderungen im angeborenen Immunsystem zeigten sich bei
unseren Patienten auch deutlich mehr aktivierte konventionelle T-Zellen mit
dementsprechend hoher Expression von HLA-DR und CD57 (Abbildung 3A). Da
Dunndarmtransplantation im Allgemeinen schon ein grof3es immunologisches

Ereignis darstellt, vermuteten wir dadurch bedingt eine erhéhte Chemokin-
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Rezeptorexpression, die die Migration von zirkulierenden Immunzellen begunstigt. So
untersuchten wir sowohl die Chemokinrezeptorexpression (40, 41) als auch die
Chemokinspiegel selbst. Tatséachlich wiesen die aktivierten konventionellen T-Zellen
wiederum eine erhohte Expression verschiedener Chemokinrezeptoren der T-
Helferzellensubgruppen mit konstant hohen Anteilen von Thl, Th2 und Th17 im
Vergleich zu gesunden Probanden auf (Abbildung 5C). Zudem detektierten wir mehr
aktivierte T-Helferzellen abhangig vom Transplantat-Typ. So zeigte sich
insbesondere ein hoherer Anteil an HLA-DR*, CD577, oder CD27~ T-Zellen bei
Patienten mit multiviszeraler Transplantation (im Anhang Abbildung 3B).

Wenn man zusatzlich die Chemokin- und Zytokinspiegel betrachtet, zeigen sich hohe
Spiegel von T-Zell rekrutierenden Chemokinen und Th2- Chemokinen nach
intestinaler Transplantation auch noch nach langer Zeit (Abbildung 6A). Dabei war
die Erhéhung auch unabhangig von Abstofiungsepisoden. Auch dies unterstiitzt das
Bild der generellen Immunaktivierung nach ITx.

Diese wird wiederum vermeintlich Uber einen erhéhten Anteil an aktivierten
regulatorischen T-Zellen kompensiert, da alle Patienten auch 10 Jahre nach
Transplantation deutlich mehr CCR4* Tregs, also Tregs mit aktivierten
Gedéachtniszellen- Phanotyp (42) im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigten
(Abbildung 5A). Zusatzlich exprimiert die Mehrheit der Zellen zusatzlich CCR6
(Abbildung 5B). Ubereinstimmend war der Prozentsatz an CD4* Zellen mit
demethylierter TSDR und damit stabiler Foxp3 Expression hoher in transplantierten
Patienten und war dabei auch unbeeinflusst vom Rejektionsstatus (im Anhang
Abbildung 5A, C). Unsere Ergebnisse stellen damit die Schlussfolgerung einer erst
vor kurzem publizierten Studie in Frage. In dieser waren hohe Anteile an
regulatorischen T-Zellen bei intestinal transplantierten Patienten einem
immunmodulatorischen Therapieschema zugeschrieben worden und wurden mit
langlebigerer Transplantatfunktion assoziiert (43). Dabei wurden ITx-Patienten, die
das immunmodulierende Therapieprotokoll erhielten, mit Patienten nach
Nierentransplantation und gesunden Kontrollen verglichen. Ein Vergleich zu ITx-
Patienten mit anderen immunsuppressiven Therapieprotokollen wurde dabei nicht
durchgefuhrt. Wir vermuten jedoch, dass hohe Anteile an CCR6" Tregs eventuell auf
eine permanente Rekrutierung zum Ausgleich der stdndigen Immunzellaktivierung

nach intestinaler Transplantation hindeuten konnten.
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Die Anzeichen permanenter T-Zellaktivierung waren unabhangig von einer
Sensibilisierung vor Transplantation, da sich in keinem der Patienten Spender-
spezifische anti-HLA-Antikérper vor Transplantation nachweisen liel3en (Daten nicht
gezeigt).

Weiterhin war trotz héherer Anteile an Chemokin-Rezeptor exprimierenden
regulatorischen und konventionellen CD4* T-Zellen kein Zusammenhang zu
AbstoRRungsreaktion in der Vergangenheit erkennbar.

In friheren Studien liel3en sich vermehrte Anteile an CD154* aktivierten Ged&achtnis
T-Zellen bei Patienten mit Abstol3ungsreaktion nachweisen (16, 23). In unserer
Patientenkohorte zeigte sich wiederum eine umfassende und persistierende T-
Zellaktivierung, Differenzierung der T-Helferzellen und Ausbildung von Gedachtnis-T-
Zellen. Dabei konnten keine Unterschiede zwischen Patienten mit zellularer oder
humoraler AbstoRung nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich eine Abhéngigkeit
von der transplantierten Spendermenge. Dieser Effekt der Antigenmenge stimmt mit
Ergebnissen vorheriger Studien Uberein (44). Die meisten Proben der Patienten mit
Abstol3ungsreaktionen sind Monate bis Jahre nach der letzten Abstof3ungsreaktion
abgenommen worden, was eventuell die Unstimmigkeiten zu der oben erwahnten
Publikation erklaren konnte. Allerdings war das Ziel dieser Studie nicht, pradiktive
Biomarker zur Friherkennung oder Diagnose von Abstol3ungsepisoden zu
identifizieren. Im Gegenteil der Fokus lag darauf zu untersuchen, wie die allgemeine
Immunzellzusammensetzung und die generelle Immunzellaktivierung nach
intestinaler Transplantation einschlie3lich durch akute klinische Ereignisse wie
AbstolRungsreaktionen im generellen verandert werden.

Dabei zeigte sich Gberraschend und gegensétzlich zu anderen Studien, in denen
hohe Anteile an Spender-T-Zellen Chimarismus insbesondere friih nach
Transplantation und bei multiviszeral-transplantierten Patienten nachgewiesen
wurden (45, 46, 47), kein Nachweis von Spender-Allelen in peripheren CD4* T-
Helferzellen. Es spielte keine Rolle, ob es sich um aktivierte HLA-DR* oder nicht-
aktivierte HLA-DR" Subpopulationen handelte. Dem entsprechend sind die hohen
Anteile an aktivierten T-Zellen bei unseren Patienten kein Zeichen fiir einen
persistierenden Chimarismus.

Um die nachgewiesenen Unterschiede zwischen ITx-Patienten und gesunden
Probanden sowie Patienten mit zellularer Absto3ung im Vergleich zum Rest

Ubersichtlich zu visualisieren, fuhrten wir eine Clusteranalyse inklusive Heatmap-
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Darstellung aller unangepassten signifikanten (p <0,05) Werte, die eine
Unterscheidung der einzelnen Gruppen je nach Transplantationszeit und
AbstoRRungsstatus erméglichen, durch.

Dabei ist eine klare Abtrennung von den intestinal transplantierten Patienten zu den
gesunden Probanden erkennbar. Insgesamt zeigt sich bei den ITx-Patienten ein
inflammatorisch gepragte Zellzusammensetzung nach Transplantation mit hohen
Anteilen an aktivierten und differenzierten Immunzellen wie CD16* Monozyten,
CD56Md" NK-Zellen und CD4* aktivierten, CD4* Chemokinrezeptor exprimierenden
sowie CD4* Gedéachtnis-T-Zellen, aber auch yd*T-Zellen, Interleukin 4 und der B-
Zellreihe. Dabei waren B-Zellen im Ganzen und die naiven B-Zellen neben weiteren
Subgruppen nach intestinaler Transplantation vermehrt auffindbar. Korrelierend
waren die Genmarker MS4A1 (Membrane Spanning 4-Domains Al), CD79B und
TCL1A (T-Cell Leukemia/Lymphoma 1A), welche in Transitional- und naiven B-Zellen
vermehrt exprimiert werden, nach Transplantation auch erhoht.

Eine zusatzliche Aktivierung von Immunzellen konnte dabei bei Patienten mit
zellularer AbstofRung gesehen werden. Wie oben beschrieben konnten auch hier
Patienten mit zellularer Abstol3ung durch einzelne Subgruppen, aber auch Parameter
der zusatzlichen Analysen sichtbar abgegrenzt werden. Dem gegenuber zeigten
gesunde Kontrollen eine Zellzusammensetzung aus nicht-aktivierten und naiven
CD4* und CD8* T-Zellen, CD16~ Monozyten und CD56%9™ NK-Zellen. Die komplette
Liste der zur Separation beitragenden Parameter ist im Anhang aufgefihrt.

Es finden sich auch in unserer Studie Einschrankungen. So ist die Patientenkohorte
recht klein. Jedoch muss man sagen, dass wir im Bezug zur geringen
Transplantationsrate von Dinndarm im Generellen und insbesondere in Deutschland
eine der groRten Erwachsen-Kohorten in Europa betrachteten.

Weiterhin wurden keine Untersuchungen der Zellzusammensetzung im Transplantat
selbst durchgefiihrt.

Bedenkt man zusétzlich die hohe Sterblichkeitsrate in den ersten 5 Jahren nach
intestinaler Transplantation, zeigt sich bei den vor 4 Jahren transplantierten
Patienten (ITx1 und ITx2) eine Verzerrung bezuglich Uberlebender Patienten. Dies
macht jedoch die gesehen Veranderungen in der Zusammensetzung der
Immunzellen spéat nach Transplantation umso erstaunlicher.

Zusatzlich ist zu betonen, dass dies die erste umfassende Analyse von
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zeitabhangigen und abstoRungsbedingten Veranderungen von systemischen
Immunzellzusammensetzungen ist. Ein genereller Uberblick tiber die
Immunzellzusammensetzung konnte zu neuen Ansatzen und Hypothesen flr
weiterfihrende Analysen zur langfristigen Findung neuer Marker fihren. Denn um fur
Abstol3ungen pradiktive Zellgruppen zu identifizieren, bendtigt man ein besseres
Verstandnis der ,normalen® durch ITx verursachten Veranderung der
Immunzellzusammensetzung. Weiterhin kann man nur Aussagen ber die moéglichen
Ursachen einer chronischen Abstol3ung treffen, wenn man generelle zeitliche
Veranderungen und durch Akutereignisse wie Abstol3ungsreaktionen ausgeltste
Langzeitveranderungen untersucht hat. So war das Ziel dieser Studie einen ersten
Uberblick Uiber solche Langzeitveranderungen zu verschaffen. Unsere Resultate
zeigen eine dauerhafte inflammatorische Immunantwort und Aktivierung nach ITx,
welche einen ersten Hinweis auf mogliche Ursachen fur die unbefriedigenden
Langzeitergebnisse nach ITx im Vergleich zu anderen soliden Organen geben. Dies
musste jedoch weiterfihrend untersucht werden. Fir die Zukunft wére es wichtig,
solche umfangreichen Analysen nicht nur bei dieser Patientengruppe zu vertiefen,
sondern auch bei Patienten nach Transplantation andere Organe durchzufihren.

Das Uberschreitet jedoch den Schwerpunkt und die Mdglichkeiten dieser Arbeit.
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Promotionsarbeit. Einarbeitung in die ONE Study als Grundlage und Vorlage.

e Gemeinsame Erarbeitung eines Projektplans mit Prof. Dr. Birgit Sawitzki.
Dabei wurden die die bereits von Frau Prof. Dr. Sawitzki etablierten Experimente
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e Anschliel3end wurden zusammen mit Dr. Undine Gerlach und Dr. Andreas
Pascher Ein- und Ausschlusskriterien und grundlegende Fragestellungen,
Frequenz der Blutentnahmen und Outcomes diskutiert. Weiterhin wurden
gemeinsam Kriterien zur Identifizierung der einzuschlielBenden ITx-Patienten
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aufgeklart, das Einverstandnis von mir eingeholt und die Blutproben von mir oder
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e Eigenstandige Beschaffung aller Patientenakten und dokumentierten
AbstoRungsepisoden aller ITx-Patienten wahrend meiner Famulatur in der
Transplantationsambulanz Virchow Klinikum Charité. Frau Dr. Undine Gerlach
stellte mir die von ihr bereits erstellten Zusammenfassung von Abstolungsdaten,
HLA-AK pra- und post-Tx, Immunsuppressionsschema und Grunderkrankung der
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Daten erstand, die von mir erstellte, Tabelle 1 im Paper.
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Die Blutentnahme bei den ITx-Patienten erfolgte durch das Pflegepersonal der
Transplantationsambulanz im Rahmen der Check-up-Untersuchungen. Ich wurde
nach Abnahme angerufen und holte die Patientenproben ab. Weiterhin
koordinierte ich zusammen mit der Transplantationsambulanz, welcher Patient zu
welchem Zeitpunkt eine Blutentnahme erhalt.

Alle durchflusszytometrischen und genetischen Experimente sowie die Isolation
der PBMCs wurden von mir nach Einarbeitung durch Katrin Vogt und Stefanie
Ahrlich eigenstandig durchgefihrt. In krankheits- oder urlaubsbedingter
Abwesenheit erfolgte die Durchfuihrung durch Katrin Vogt, Stefanie Ahrlich oder
Christine Appelt. Das Serum zur Zytokin-/Chemokin-Messung wurde von mir
aufbereitet und eingefroren. Spéater erfolgte die eigentliche Zytokin- und
Chemokinmessung durch Levent Akyuez bei Schwangerschaft meinerseits. Die
Chirmarismusanlayse erfolgte ergdnzend im Rahmen des Review-Prozesses
durch Katarina Stanko und Olga Blau.

Alleinige und selbststandige Auswertung der durchflusszytometrischen Daten, der
PCR-Ergebnissen und des Methylierungsstatus von Foxp3 nach Einweisung
durch Mathias Streitz und Katrin Vogt.

Selbststandige Zusammenfassung aller Ergebnisse in einer gebiindelten Excel-
Tabelle. Alle vorbereitenden Berechnungen, wie die des Medians oder der
Standardabweichung, wurden in separaten Excel-Tabellen durchgefuhrt. Aus
diesen erfolgte zusammen mit Stephan Schlickeiser die statistische Auswertung
und Erstellung der Abbildungen in ,R*. Die Auswahl der statistischen Tests und
Abbildungen erfolgten in enger Abstimmung mit Prof. Dr. Sawitzki.

Aus den zusammengefassten Daten und der statistischen Auswertung wurden die
Tabellen 3-6 von mir im Anhang generiert. Auch die restlichen Tabellen beziglich
verwendeten Ak und Genen (Tabelle 1-2 im Anhang) wurden ohne fremde Hilfe
von mir erstellt.

Alle in ,R“ generierten Abbildungen wurden anschliel3end von mir in PowerPoint
bezliglich GroRe, Symbolen und Farbe formatiert. Weiterhin erfolgte hier die
Zusammenstellung der einzelnen Grafiken zu gebindelten Abbildungen. Die
Auswahl der Grafiken erfolgte auch hier zusammen mit Frau Prof. Dr. Sawitzki.
Daraus entstandenen die Abbildungen 1-6 und die erganzenden Abbildungen im
Anhang 2-3 und 5-6.

Die Abbildungen 1 und 4 im Anhang des Papers wurden von mir im PowerPoint
mit Grafiken aus Kaluza Version 1.2 (Beckman Coulter) und aus der BD FACS
DivaTMSoftware v.6.1. erstellt.

Alleinige Ausarbeitung der Publikationsniederschrift in enger Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. Birgit Sawitzki. Insbesondere erfolgte eine intensive Beratung bezlglich
einzuschlielender Publikationen und Interpretation der Ergebnisse. Aul3erdem
weiterfihrende Beratung und Kritik durch die Ko-Autoren.

Einreichung der Publikation durch Prof. Dr. Birgit Sawitzki bei Fachzeitschriften

inkl. Registrierung, Letter to the Editor und Anpassung der Journalanforderungen
an das Manuskript.
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e Anpassung des Manuskripts im Anschluss an den Peer-Review Prozess der
Zeitschrift fur Immunologie zusammen mit Prof. Dr. Birgit Sawitzki.
Beratung durch die Ko-Autoren.

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers/der
betreuenden Hochschullehrerin
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The intestine mediates a delicate balance between tolerogenic and inflammatory immune
responses. The continuous pathogen encounter might also augment immune cell
responses contributing to complications observed upon intestinal transplantation (ITx).
We thus hypothesized that [Tx patients show persistent signs of immune cell activation
affecting both the adaptive and innate immune cell compartment. Information on the
impact of intestinal grafts on immune cell composition, however, especially in the
long-term is sparse. We here assessed activated and differentiated adaptive and innate
immune subsets according to time, previous experience of cellular or antibody-mediated
rejections or type of transplant after [Tx applying multi-parametric flow cytometry, gene
expression, serum cytokine and chemokine profiling. [Tx patients showed an increase
in CD16 expressing monocytes and myeloid dendritic cells (DCs) compared to healthy
controls. This was even detectable in patients who were transplanted more than 10 years
ago. Also, conventional CD4+ and CD8™ T cells showed persistent signs of activation
counterbalanced by increased activated CCR4+ regulatory T cells. Patients with previous
cellular rejections had even higher proportions of CD16+ monocytes and DCs, whereas
transplanting higher donor mass with multi-visceral grafts was associated with increased
T cell activation. The persistent inflammation and innate immune cell activation might
contribute to unsatisfactory results after [Tx.

Keywords: intestinal transplantation, T cells, Myeloid cells, flow cytometry, gene expression, cytokines,
epigenetics
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INTRODUCTION

Intestinal transplantation is an accepted therapeutic option
for patients with live-threatening complications upon
home parenteral nutrition after intestinal failure (1). The
intestine guarantees nutrient absorption but also serves as a
protective barrier with contact to commensals and pathogens.
Consequently, an efficient communication between local and
infiltrating immune cells is needed to maintain a healthy
balance between inflammatory responses preventing pathogen
invasion and tolerogenic responses against food antigens and
commensals (2). Therefore, the small intestine contains various
lymphoid structures and thus compared to other transplanted
solid organs has a far higher number of donor immune cells
(3). Thus, transplantation of an allogeneic intestine represents
a major challenge for this tightly controlled balance and 1Tx
patients are prone to more complications than other solid
organ transplant recipients. In addition to a higher rate of acute
rejection episodes, ITx patients suffer from invasive infections
and GVHD (4, 5). Furthermore, the incidence of antibody-
mediated humoral rejections is much higher as compared to
other transplantations (6-8).

Due to a lack of serum markers indicating an impaired
intestinal graft function, diagnosis of rejection episodes
requires a combination of clinical, endoscopic examinations,
histological assessment of biopsies, and screening for serum
donor-specific HLA or non-HLA antibodies (6, 7, 9-13).
However, interventions to obtain biopsies are associated with
complications and may also trigger injury-related immune
reactions. Furthermore, histological discrimination between
rejections and viral infections remains challenging warranting
the search for novel and particular non-invasive markers.

Indeed, several studies revealed increased numbers or
mediators of intragraft and peripheral Thl and Th17 cells as well
as CD8™ cytotoxic T cells prior or during rejection (14-21).

Comparatively little is known about the impact on the innate
immune cell compartment. Gupta et al. identified a higher
myeloid to plasmacytoid DCs balance in pediatric ITx patients
with early acute cellular rejection (22).

So far, only individual aspects of the immune system have
been studied but no broader assessment of the immune cell
composition was performed. In addition, changes in B cell
subsets were not analyzed although intestinal grafts contain large
numbers of B cells. Also, long-term effects were not studied
and no discrimination between cellular and humoral rejections
was made.

The intestinal immune compartment especially upon
inflammatory challenges is in constant interaction with other
immune compartments such as the blood or the liver (23-
25). Thus, it appears likely, that in a situation of permanent
interaction between self and foreign immune cells major and

Abbreviations: DCs, dendritics cells; EDTA, ethylenediaminetetraacetate; Foxp3,
forkhead box P3; GvHD, graft vs. host disease; HLA, human leukocyte antigen;
ITx, intestinal transplantation; MMF, mycophenolate mofetil; NK, natural killer
cells; Thi, T helper 1 cells; Th2, T helper 2 c ells; Th17, T helper 17 cells; Th22, T
helper 22 cells; Treg, T regulatory cells; TSDR, Treg specific demethylation region.

long-lasting systemic changes in immune cell composition
can be observed. Analyzing which subsets are affected will not
only provide a more detailed understanding of the interplay of
innate and adaptive immune cells and thus immune responses
following intestinal transplantation but also give novel insights
into the intestine physiology in general.

Consequently, the present study assessed whether upon
intestinal transplantation a long-lasting increase in inflammatory
differentiated innate and activated adaptive immune cell subsets
can be detected. We also investigated immune cell composition
in association with organ type or clinical events such as
cellular or antibody-mediated rejections. We show that intestinal
transplantation is associated with a long-lasting increase in CD16
expressing myeloid mononuclear cells. Conventional T cells
showed persistent signs of activation and differentiation, which
was counterbalanced by increased levels of activated regulatory
T cells. Patients who had experienced cellular rejections showed
even higher proportions of CD16™ monocytes and myeloid
DCs. In contrast, the type of organ and thus donor mass being
transplanted was associated with T cell activation.

MATERIALS AND METHODS
Study Populations

Samples from 11 isolated intestinal (i-ITx) and 10 multivisceral
transplanted (MVTx) ITx patients (Table 1, between April
2014 and February 2015) and 17 healthy controls of similar
age range and gender were collected. We collected three to
eight consecutive samples per ITx patient and median results
were calculated.

Itx patients received induction therapy of thymoglobulin
(Thymoglobulin®, Genzyme, Cambridge, Mass., USA; 7.5
mg/kg BW total dose) and one dose of infliximab (Remicade®,
Centocor Inc., Essex Pharma GmbH; 5 mg/kg BW). Maintenance
immunosuppressive treatment consisted of tacrolimus and
rapamycin  (sirolimus/everolimus) or MMF (Ce].lcept®,
Hoffmann-LaRoche, Switzerland).

Patients were categorized (i) according to time after
transplantation (ITx1 > 10 years, ITx2 = 4-10 years, ITx3 0-4
years) or (ii) according to occurrence of rejections (no AR = no
rejection episodes; AR1 = patients with one or several humoral
or mixed cellular and humoral rejections; AR2 = patients with
one or several cellular rejections). Rejection was defined based
on a combination of clinical symptoms and biopsy assessment
according to established histological rejection criteria (10, 11).
In addition, for diagnosis of humoral rejections assessment of
anti-donor HLA antibodies and C4d-staining was performed as
previously described (7). Importantly, the tacrolimus trough level
was not different between patient groups studied.

All participants gave their written consent to take part
in this study authorized by the local ethics committee
(Ethikkommission der Charité—Universititsmedizin Berlin,
EA2/044/08 & EA2-020-14).

Flow Cytometry
Blood samples were stained within 4h and analyzed by
flow cytometry according to the protocol of the ONE-Study
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Consortium (27, 28). In addition, we included a chemokine
receptor panel for categorization of T helper and Treg cell subsets
(panel 6, see Supplementary Figure1 for gating strategy).
All fluorochrome-conjugated antibodies used are listed within
Supplementary Table 1. In general, 100 pl EDTA blood were
directly stained with prepared panel antibody mixes and
incubated before lysing erythrocytes with lyse-fix solution
composed of Versa Lyse™ and 10Test® Fixative Solution
(Beckman Coulter GmbH). For the Treg panel (panel 7) 50 ul
EDTA blood were used and additionally stained for intracellular
expression of Foxp3 using the PerFix-nc Kit (Beckman Coulter),
whereas for the B cell panel (panel 4) 300 pl EDTA blood
was first lysed with Red Blood Cell Lysis Solution (Miltenyi
Biotec GmbH) prior to antibody staining. The dendritic cell
panel 5 was prepared twice and combined after staining. Samples
were measured on a 10 color Navios flow cytometer (Beckman
Coulter). Calibration with “Flow-Set Pro Beads” and “Flow
Check Pro Beads” (both Beckman Coulter) was performed daily.

T Cell Chimerism Analysis
PBMC were isolated at room temperature by density gradient
centrifugation (Biocoll, Biochrom, Berlin, Germany) of
heparinized blood diluted 1:2 in Phosphate-Buffered Saline
(PBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Paisley, UK). Cell number
was determined using a hemocytometer. Isolated PBMC were
cryopreserved until further use. Cryopreserved PBMCs of
transplanted patients were first incubated with 3,2 mg/ml human
immunoglobulin (Beriglobin, CSL Behring, Germany) for 5 min
to block Fc receptors and then stained with anti-TCRaf-PE, anti-
CD4-APC and anti-HLA-DR-ECD (see Supplementary Table 1
for additional information about the antibodies). After washing,
cells were stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
and sorted on a FACSAria II (BD Biosciences, Heidelberg,
Germany) into DAPI™ TCRaf*CD4*HLA-DR™ or -HLA-DR™
fractions. Please see Supplementary Figure 4 for gating strategy.
Chimerism analyses were based on the discrimination of
donor and recipient alleles on short tandem repeats using PCR
with fluorescence-labeled primers. DNA was extracted using
a standard DNA extraction method (QIA-Amp; QIAGEN),
as recommended by the manufacturer. For quantitative
chimerism investigation we used AmpFISTR® Identifier®
PCR Amplification KIT (Applied Biosystems) which contains
fluorescent-labeled primer pairs for simultaneous amplification
of 16 different loci each. For quantification of chimerism, the
areas under the curves were calculated using Genemapper
Version 3.7 software (Applied Biosystems). The sensitivity of the
method is 1%.

Real-Time Quantitative Reverse
Transcription PCR and
TSDR-Demethylation Analysis

Blood samples were collected in Tempus Blood RNA Tubes
(Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Germany) and RNA was
isolated using the MagMAX™ for Stabilized Blood Tubes RNA
Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific). Up to 1,000 ng RNA
were ftranscribed into ¢DNA using the QuantiTect Reverse

Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Gene expression
was measured using TagMan Gene Expression Assays (Thermo
Fisher Scientific, see Supplementary Table 2), microfluidic cards
and TagMan Universal Master Mix (Thermo Fisher Scientific)
on the ViiA7 Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific).
Reactions were run in duplicates using 384-well microfluific
Custom TagMan® Array Cards. Data were analyzed with ViiA7
Software v 1.2.2. Gene expression was calculated relative to
median expression of three reference genes [Hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase (HPRT), beta-2-microglobulin
(B2M) and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)]
using the 2~ 24Ct method.

Genomic DNA was isolated from EDTA blood using the
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Up to 2 pg DNA were
used for bisulfite treatment (EpiTect, Qiagen). Real-time PCR
was done in a final reaction volume of 20 pl with 10 pl
FastStart Universal Probe Master (ROX, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany), 100 ng Lamda DNA (NEB, Frankfurt
a.M., Germany), 5 pmol methylation or non-methylation specific
probe, 30 pmol methylation or non-methylation specific primers
and at least 15 ng bisulfite-treated DNA or plasmid standard
(all Epiontis GmbH, Berlin, Germany). Samples were analyzed
in triplicates on an ABI 7500 Cycler (Thermo Fisher Scientific).
The percentage of CD4* T cells with demethylated TSDR
was calculated by division of non-methylated by total genomic
FoxP3 copy-number and normalization to the proportion of total
CD37CD4™ T cells as determined by flow cytometry.

Luminex Measurement of Cytokines and

Chemokines

Samples were prepared with Milliplex® MAP Kit (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) according to manufacturer’s protocol. The
Bio Plex® 200 Systems (Luminex, Bio-Rad Laboratories GmbH)
was validated every 30 days with the Bio-Plex® Validation Kit
(Bio-Rad Laboratories GmbH) and was calibrated every day with
Bio-Plex® Calibration Kit (Bio-Rad Laboratories GmbH).

Data Analyses and Statistics
Analysis of flow cytometry data was done with Kaluza version
1.2 (Beckman Coulter). To calculate absolute cell numbers of all
reported immune cell subsets, leucocyte cell count was obtained
from the clinical chemistry and related to the CD45" count
within each panel. The corresponding proportions of all reported
immune cell subsets were calculated in Excel. In case of multiple
samples from ITx patients a median was calculated. Differences
in subset proportions and absolute cell counts between healthy
donors and ITx patients as well as according to time post-
transplant, rejection or organ type were analyzed with Kruskal-
Wallis-Test and a Conover post-hoc test. Results were considered
as significant when a p < 0.05 was reached. P-values were not
adjusted for multiple testing because of an explorative approach.
R was used for generating a heatmap representation of
the mean-centered and sigma-normalized data selected for
parameters with a p < 0.05 in Kruskal-Wallis-Test, using pairwise
euclidean distances and Wards minimum variance method for
hierarchical clustering.
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Differences in subset proportions and absolute cell counts
between healthy donors and ITx patients as well as according to
time post-transplant, rejection or organ type were analyzed with
Kruskal-Wallis-Test and a Conover post-hoc test. Results were
considered as significant when a p < 0.05 was reached.

RESULTS

To investigate whether indeed intestinal transplantation is
accompanied by persistent signs of innate and adaptive immune
cell activation, we performed multi-parametric profiling of
peripheral blood immune cells. From ITx patients three to eight
consecutive samples within the observation period were collected
and analyzed. The individual immune cell composition was very
stable within the observation period (Supplementary Figure 2).
From the obtained data median values were calculated.

We assessed the impact of intestinal transplants according to
three main hypotheses:

1) The high donor immune cell number and pathogen
encounter in ITx grafts triggers persistent immune
cell activation resulting in an elevation of activated or
inflammatory T and innate immune cell subsets compared to
healthy controls.

2) ITx patients show a very slow normalization of immune cell
composition normalize over time after transplantation. This
was investigated by dividing the transplant patients into three
groups: (i) long-term > 10 years after transplantation (ITx 1),
(ii) mid-term 4-10 years (ITx 2), and (iii) short-term 0-4
years (ITx 3).

3) Previous episodes of acute humoral/mixed rejection (AR 1)
or acute cellular rejections (AR 2) are associated with further
increase of activated or inflammatory immune cell subsets
compared to patients with no rejections (no AR).

Increase of CD16™ Monocytes and DCs in
Blood of ITx Patients

First, we investigated differences in proportions and absolute
numbers of innate immune cells including granulocytes,
monocytes, DCs, NK cells, and their major subsets (Figures 1, 2
and Supplementary Tables 3, 4). We could not detect differences
in granulocytes between samples from healthy controls and
transplant patients (Figure 1A). However, there was a significant
decrease in absolute granulocyte numbers in samples of patients
who had experienced cellular rejections (AR2, Figure 1B and
Supplementary Tables 3, 4). Total monocytes were increased in
long-term transplant patients (Fiﬁure 1A). The proportions and
absolute numbers of the CD14M8"CD16* subset were increased
in patient samples especially early after transplantation and
proportions of both CD16 expressing monocytes subsets were
higher in patients experiencing cellular rejections (Figure 1C and
Supplementary Tables 3, 4).

Although samples from transplant patients did not contain
more DCs, they were higher in patients with previous cellular
rejections (Figure 1B). We also observed an altered balance
between plasmacytoid and myeloid DCs in patients (Figure 1A)
resulting from an increase in the CD16™ subset (Figure 1D). This

increase of CD16™ myeloid DCs was especially prominent for
patients who had cellular rejections.

There was a trend toward higher proportions of NK cells
early after transplantation (ITx3, Figure2A), mainly due to
an expansion of CD56"¢" NK cells normalizing 10 years after
transplantation (ITx1). Increase of total CD56" NK cells was
seen in stable patients without rejection episodes (no AR,
Figure 2B), who had similarly low proportions of CD56high NK
cells compared to healthy controls.

Altogether, ITx patients have major alterations in their
systemic innate immune compartment either occurring
independently from clinical events or associated with rejections.
Changes related to rejections were independent of time since
last rejection episode (data not shown). The organ type being
transplanted did no influence composition of innate immune
cell subsets (Supplementary Figure 3A).

Increased Proportions of Activated and
Differentiated Conventional Recipient T
Cell Subsets Also in Patients With No

Rejections

T cells are known to play a major role in controlling anti-
donor immune responses and eliciting rejections. Therefore,
changes in composition of helper and cytotoxic T cells and their
activated subsets were assessed. CD4™ (TCRuf™) T helper cell
proportions and absolute numbers were significantly lower in
transplant patient samples especially early after transplantation
(ITx2 & 3, Figure3A and Supplementary Tables 3, 4). This
was independent of rejections (Figure 3B). Furthermore, a
large proportion of the T helper cells showed signs of acute
and chronic activation e.g, HLA-DR and CD57 expression,
respectively (Figure 3A). Consistently, transplant patients
showed a reduction of naive T cells (Figure 3C) and strong
increase of CD27~ late stage effector like T cells (Figure 4A).
Although these changes were especially apparent early after
transplantation, they were still detectable in patients who had
been transplanted more than 10 years ago (ITxl1). Similar
observations were made for CD8" cytotoxic T cell subsets
(Figures 3D, 4A). Much to our surprise, the increase in activated
and differentiated T cell subsets was not significantly higher
in patients who had experienced rejections Figures 3B,C,E,F
and 4B. However, we detected higher proportions of HLA-
DR*, CD57%, or CD27 T cells in patients who received a
multi-visceral transplant (Supplementary Figure 3B). It has
been previously shown that ITx patients especially early after
transplantation display T cell donor chimerism (29). Therefore,
we investigated whether the activated T cells are of donor or
recipient origin. We have FACS-sorted CD4™ T cells from
frozen PBMCs of nine different ITx patients (three of each ITx
group, mixed balance of isolated and multivisceral transplanted
patients) into HLA-DR™ and HLA-DR™ proportions (see also
new Supplementary Figure 4). Afterwards, DNA was isolated
and the degree of chimerism determined by PCR utilizing
tluorescence-labeled primers which discriminate between donor
and recipient alleles. Interestingly, in none of the samples,
neither in HLA-DR™ activated nor in HLA-DR™ non-activated
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FIGURE 1 | Absolute cell numbers and proportions of indicated innate immune cell subsets in whole blood samples from ITx patients and healtny controls (HCs) were
analyzed by flow cytometry. (A) Boxplots showing the median and minimum to maximum of results separating the ITx patients according to time after transplantation:
04 years (ITx 3, n= 7), 410 years (ITx 2, n = 8), and =10 years ([Tx 1, n = 6) post-transplantation. The following parameters/cell populations are shown: absolute

numbers of granulocytes (identified as CD45'9sschian) in cells/ni, % of granulocytes of total D45+ leukocytes, % of CD14+ monocytes of total CDAS+
leukocytes, % LIN—HLA-DR+ dendritic cells of total CD45+ leukocytes, % GD11c—CD123+ plasmacytoid dendritic cells of dendritic cells, and CD1 1c+ myeloid
dendritic cells of dendritic cells. (B) Boxplots showing the median and minimum to maximum of results separating the ITx patients according to clinical rejection
episodes: no rejection (no AR, n = 7), acute humoeral/mixed rejection (AR 1, n = 7), and acute cellular rejection (AR 2, n = 5). {C) Mean proporticns of monocyte
subsets (1 = CD14+cD16MEN 2 — cp14NANCD16+, 3 = CD14MNCD16-) in Mx patients separated according to time after transplantation or occurrence of
rejections. (D) Mean proportions of myeloid dendritic cell subsets (1 = rest, 2 = Clec9™, 3= CD1ct, 4 = CD16™) in ITx patients separated according to time after
transplantation or occurrence of rejections. Statistical analysis was done using a Kruskal-Wallis-Test and Conover post-hoc test. "p = 0.05, ™p < 0.01.

cells, we could detect donor alleles (0% donor chimerism in
all samples).

Thus, CD4" and CD8 " systemic recipient T cell compartment
of ITx patients is heavily altered showing signs of constant T cell
activation mostly dependent on donor mass being transferred.

Increase in Proportions of Chemokine
Receptor Expressing Subsets of
Conventional T Helper and Regulatory T
Cells

With intestinal transplantation representing a major
inflammatory event it might trigger upregulation of chemokine
receptor expression enhancing the homing potential of
circulating T cells. Investigation of chemokine receptor
expression was done for regulatory and conventional
CD4* T cells. Proportions but not absolute numbers
of CD4"CD25%""Foxp3™ regulatory T cells (Tregs) were

significantly higher in transplant patients even 10 years after
transplantation compared to healthy controls (Figure5A and
Supplementary Tables 3, 4). In accordance, the percentage of
CD4* T cells with a demethylation of the TSDR determining
stable Foxp3 expressing Tregs were higher in ITx patients
but independent of rejections (Supplementary Figures 5A,C).
However, we did not observe differences in Foxp3 mRNA
expression (Supplementary Figures 5B,D).

Nearly all of the systemic Tregs showed an activated CCR4
expressing phenotype (30). Furthermore, the majority displayed
CCR6 co-expression (Figure 5B).

We also assessed proportions and absolute numbers
of conventional T cells (CD25~/T) expressing a Thl-like
(CCR4~CCR6~CXCR3TCCR107), Th2-like (CCR4*CCR6™
CXCR3~CCR107), Th17-like (CCR4~CCR&+CXCR3™
CCR107), Th22-like  (CCR4"CCR6"CXCR3 CCRI107),
mixed Th1/Th2-like (CCR4"CCR6~ CXCR3TCCR107), and
pathogenic ~ Th17-like ~ (CCR4~CCR6TCXCR3*CCR107)
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FIGURE 2 | Comparative analysis of NK cell subsets. Boxplots showing the
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time post-transplant (A: Mx =04 years,n =7, Mx = 4-10years, n = §; [Tx >
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AR = humoral/mixed rejection, n = 7; and AR2 = acute cellular rejection, n =
&) and healthy controls (HCs). Statistical analysis was done using a
Kruskal-Wallis-Test and Conover post-hoc test. *p < 0.05.

chemokine receptor expression profile (Figure5C and
Supplementary Tables 3,4) (31, 32). CCRI0 expressing T
cells represented only a minor fraction of conventional CD4" T
cells. Therefore, we did not capture CCR10 expressing subsets.
We did not detect differences in Thl-like T helper cells neither
when comparing transplant patients and healthy controls nor
according to rejections. Similarly, Th17-like cells occurred at very
low numbers and were not different between groups. In contrast,
Th2-like cells seem to accumulate over time in ITx patients
(ITx1). We also observed a significant increase in proportions
of populations expressing several chemokine receptors such
as Th22-like, pathogenic Th17-like or Th1/Th2-like cells in
transplant patients (Figure 5C).

Thus, ITx patients are characterized by higher proportions
of chemokine receptor expressing regulatory and conventional
CD4* T cells regardless whether they experienced rejections
or not.

High Systemic Chemokine and Cytokine

Levels Even in Stable Transplant Patients
As we did detect increased proportions of chemokine receptor
expressing T helper cells in ITx patients, we also investigated
serum chemokine and cytokine concentrations.

Concentrations of chemokines attracting T cells and
macrophages such as CXC3CL1, CXCL10, CCL2, CCL7,
CCL3 as well as cytokines released by T helper subsets such
as Interleukin (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-17A, or interferon
gamma (IFN-y) were determined. Serum samples from patients
early after transplantation (ITx3) contained more CXC3CL1 and

CXCL10 compared to those from healthy controls (Figure 6A).
Furthermore, cytokines typically produced by Th2 cells such
as IL-4 and IL-5 were significantly elevated also in long-
term transplant patients (Figure 6A). Although Th1 (IL-2,
IFN-g) and Th17 cytokines (IL-17A) showed a tendency to
be increased in serum samples of transplant patients, this
did not reach significance. We only detected a tendency
toward higher fractalkine, IL-2, and IL-4 concentrations
in serum samples of patients with cellular rejections
(Supplementary Figures 6A,B).

Altogether, we detected high systemic T cell attracting
chemokines and Th2 cytokines in ITx patients even long-term
after transplantation and independent of rejections.

Cluster Analysis of Parameters

Contributing to Patient Group Separation
To obtain a better overview of parameters contributing to patient
group separation according to time and rejection after intestinal
transplantation we performed a cluster analysis of all parameters
which had an unadjusted p < 0.05 comparing healthy controls to
early (ITx3), mid-term (ITx2), and long-term (ITx1) transplant
patients (Figure 6B) or comparing patients with regard to
occurrence of rejections (Figure 6C). We also included qRT-
PCR results of gene markers previously described to be highly
expressed in operational tolerant or acutely/chronically rejecting
kidney transplant recipients (Supplementary Table 5).

The heatmap shown in Figure 6B confirms, that nearly all ITx
patients are distinct to healthy controls. Populations contributing
mostly to the separation and being higher in ITx patients were
belonging to the B cell lineage (e.g., total B cells, naive B
cells). Indeed, gene markers known to be highly expressed by
transitional and naive B cells such as Membrane Spanning 4-
Domains A1 (MS4A1), CD79B, and T-Cell Leukemia/Lymphoma
1A (TCLIA) were enriched in samples from ITx patients.
Further populations and marker contributing to the separation
were CD16" monocytes, CDsglsh NK cells, y&8© T cells,
memory/activated/chemokine receptor expressing CD4" T cell
subsets as well as IL-4.

In contrast, CD16~ monocytes, CD569m NK cells as well as
naive/non-activated CD4 " and CD8" T cell subsets were high in
healthy controls. A complete list of all cell populations or gene
markers contributing to the separation by being either higher
(upper main cluster) or reduced (lower main cluster) ITx patients
is provided within Supplementary Table 6.

As shown in Figure 6C significant differences in CD16
expressing monocytes and DCs as well as TLR5 expression
allowed separation of patients who never experienced rejection
episodes (no AR) or humoral rejections (AR1) from all patients
who had cellular rejections (AR2). However, separation of
patients with humoral rejections (AR1) from stable patients (no
AR) was not possible.

DISCUSSION

We have performed comprehensive assessment of the systemic
innate and adaptive immune system according to time, rejections
or organ type after intestinal transplantation. Our results revealed
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that ITx patient samples contained more CD16 expressing
monocytes and myeloid DCs independent of rejections. This
was detectable even 10 years after transplantation. Similarly,
we observed enhanced proportions of activated conventional
recipient T cells which showed a broad T helper cell chemokine
expression profile associated with constant high serum Thl,
Th2, and Th17 cytokine levels in comparison to healthy
control samples. This increase in activated T helper cells
was associated with the organ type being transplanted and
counterbalanced by enhanced proportions of activated regulatory
T cells. Furthermore, the persistent signs of T cell activation were
not related to pre-transplant sensitization as none of the patients
had DSA prior to transplantation (Table 1).

Cellular rejections induced an even more dramatic increase
in total DCs, CD16 expressing monocytes and DCs as well as
CD56Me" NK cells whereas proportions of total NK cells were
reduced. Together with reduced peripheral TLR5 expression
this pattern enabled clear separation of patients with previous
cellular rejection from stable patients and patients with humoral
rejections. Importantly this was not related to differences in IS

as tacrolimus trough level were not different between all three
patient groups.

Previous reports revealed increased proportions of myeloid
cells, monocytes and DCs, in pediatric ITx patients experiencing
acute rejections (22, 33). In our cohort CDI16 expressing
monocytes and myeloid DCs were also highest in patients with
cellular rejections. Elevated proportions of CD16 expressing
monocytes have been observed in patients with ongoing
inflammation such as chronic kidney disease patients (CKD) and
are discussed to reflect endothelial damage (34).

In previous studies enhanced frequencies of donor-reactive
CD154" activated memory T cells in rejecting patients have
been observed (14, 21). Our analysis revealed a general and
persistent high T cell activation, T helper cell differentiation and
memory T cell formation with no obvious differences according
to previous experience cellular or humoral rejection episodes
but rather donor mass being transplanted. The effect of antigen
mass is in accordance with other previous investigations (35).
Most of the samples from patients experiencing cellular or
humoral rejections were collected months or years after the
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1) and no rejection (no AR) in ITx patients. Complete list of all parameters that differ

last rejection episode, which might explain the discrepancies.
Also, our main aim was not to identify predictive biomarkers
of or diagnose rejection, but to determine how intestinal
transplantation including accompanying clinical events such
as rejections affects systemic immune cell composition and
activation. Surprisingly and in contrast to previous studies that
revealed a high degree of donor T cell chimerism especially
early after transplantation and in patients receiving multi-visceral
transplants (29, 36, 37), we could not detect donor alleles in
peripheral blood CD4™ T helper cells, neither in the activated
HLA-DR™ nor in the non-activated HLA-DR~ subpopulation.
Thus, the constant high proportions of activated T cells are not
a sign of persistent chimerism.

Increased pDCs have been associated with development
of tolerance upon e.g., liver transplantation (38, 39). Thus,
the persistently low pDC/mDC ratio and high proportion
of the inflimmatory CD16 expressing monocytes and DCs
detected in our patient cohort might be an indication of
constant inflammation.

We detected a significantly decreased absolute number and
proportions of granulocytes in samples of patients with a
previous cellular rejection. Indeed, intragraft sequestration of
neutrophils has been described during rejection but for both

cellular (26) and antibody-mediated rejection (40, 41). As the
performed blood sample analysis happened long-time after
rejection, the sequestration might continue even in the absence
of clinical rejection symptoms.

Furthermore, composition of NK subsets was more severely
altered in patients who had experienced rejection episodes.
Patients with cellular showed lower total NK cells, and a higher
proportion displayed a more differentiated CD56"2" phenotype.
This might reflect their rejection-dependent activation and
intragraft accumulation. However, this is contrary to previous
reports which showed reduced circulating NK cells and elevated
proportions of CD56™¢" NK cells in renal allograft recipients
with DSA and non-DSA anti-HLA mAbs or NK-cell related
transcripts in AMR biopsies (42-44).

Regardless of the time post-transplant or occurrence of
rejections ITx patients displayed increased systemic proportions
of ap CD4TCD257 Foxp3™ regulatory T cells. The majority
of the Tregs had a CCR4™ activated memory phenotype with
co-expression of predominantly CCR6. Our results question
the conclusions drawn from a recently published study in
which high percentages of Tregs upon intestinal transplantation
were ascribed to a special immunomodulatory protocol and
associated with improved long-term graft function (45). In
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this study, ITx patients receiving the immunomodulatory
protocol were compared to kidney transplant patient groups
and healthy controls but not to ITx patients on other
immunosuppressive medications. Thus, high proportions of
CCR6™ Tregs might rather indicate permanent recruitment
to counterbalance ongoing immune cell activation following
intestinal transplantation.

Our study has some limitations: the patient cohort was
relatively small and no intragraft sampling was performed. In
addition, given the high mortality rate of intestinal transplant
patients within the first years after transplantation, the long-
term groups (ITx1 and ITx2) have a bias toward survivors.
Therefore, it is even more surprising to observe these alterations
in immune cell composition long term after transplantation in
the surviving patients.

Furthermore, this is the first comprehensive assessment
of time-dependent and rejection-dependent alterations of
systemic immune cell composition. Our findings clearly reveal
persistent inflammatory responses and activation of immune
cells upon intestinal transplantation potentially contributing
to unsatisfactory long-term results compared to other solid
organ transplants. In future, it will be important to perform
comparative investigations in other solid organ graft recipients,
but this was clearly beyond the scope of our study.
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Suppl. table 1: Panel set-up used for multi-parametric flow cytometry

Panel Target antigen conjugate Company

1 CD45-KrOrange Beckman Coulter (B36294)
CD3-APC-A750 Beckman Coulter (A94680)
CD4-APC Beckman Coulter (IM2468)
CD8-APC-A700 Beckman Coulter (CD)
CD14-PC7 Beckman Coulter (A22331)
CD16-FITC Beckman Coulter (IM0814U)
CD19-ECD Beckman Coulter (A07770)
CDS6-PE Beckman Coulter (AD7788)

2 CD45-KrQOrange Beckman Coulter (B36294)
CD3-APC-A750 Beckman Coulter (A94680)
CD4-APC Beckman Coulter (IM2468)
CD8-APC-A700 Beckman Coulter (CD)
TCRab-PE Beckman Coulter (A39499)
TCRgd-FITC Beckman Coulter (IM1571U)
TCR-Vd1-PC7 Beckman Coulter (CD)
TCR-Vd2-PacBlue Beckman Coulter (CD)
HLA-DR-ECD Beckman Coulter (IM3636)

3 CD45-KrOrange Beckman Coulter (B36294)
CD3-APC-A750 Beckman Coulter (A94680)
CD4-APC Beckman Coulter (IM2468)
CD8-APC-A700 Beckman Coulter (CD)
CD27-PC7 Beckman Coulter (A54823)
CD28-ECD Beckman Coulter (6607111)
CD57-PacBlue Beckman Coulter (A74779)
PD1-PC5.5 Beckman Coulter (B36123)
CDASRA-FITC Beckman Coulter (6603904)
CCR7-PE Beckman Coulter (B30632)

4 CD45-KrOrange Beckman Coulter (B36294)
CD19-ECD Beckman Coulter (A07770)
CD21-PE Beckman Coulter (A32536)
CD24-APC Beckman Coulter (A87785)
CD27-PC7 Beckman Coulter (A54823)
CD38-APC-A700 Beckman Coulter (A86049)
lgD-FITC Beckman Coulter (B30652)
lgM-PacBlue Beckman Coulter (B30656)

5 CD45-KrQOrange Beckman Coulter (B36294)
CD1c-PC5.5 Beckman Coulter (CD)
CD11c-PC7 Beckman Coulter (A80249)
CD16-FITC Beckman Coulter (IM0814U)
CD123-APC-A700 Beckman Coulter (B24028)
Clec9A-APC Beckman Coulter (CD)
HLA-DR-PacBlue Beckman Coulter (A74781)
LIN-PE Beckman Coulter (B29559)

6 CD45-KrOrange Beckman Coulter (B36294)
CD3-APC-A750 Beckman Coulter (A94680)
CD4-APC Beckman Coulter (IM2468)
CD8-APC-A700 Beckman Coulter (CD)
CD25-PC7 Beckman Coulter (A52882)
CXCR3-PC5.5 Biolegend (353714)
CCR4-Brilliant Violet Biolegend (359413)
CCRE-FITC Biolegend (353411)
CCR10-PE R&D Systems (FAB3478P)

7 CD45-KrOrange Beckman Coulter (A96416)
CD3-PacBlue Beckman Coulter (A93687)
CD4-PC7 Beckman Coulter (737660)
CD6-FITC Beckman Coulter (B16492)
CD25-PE Beckman Coulter (A07774)
CD127-APC-A700 Beckman Coulter (A71116)
FoxP3-APC BiolLegend (30650, Clone 259D)
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Suppl. table 2: List of TagMan gene expression assays used for Microfluidic Custom TagMan® Array
Cards.

No. S;;%Ol Assay ID

1 HPRT1 Hs02800695 ml
2 TLRS Hs01019558 ml
3 PNOC Hs00918595 ml

4 MS4A1l Hs00544818 ml
5 TCL1A Hs00172040 ml
6 HS3ST1 Hs01099196 ml
7 SH2D1B Hs01592483 ml
8 FCRL1 Hs00957541 ml
9 FCRL2 Hs00229156 ml
10 SLC8AL1 Hs01062258 ml
11 GAPDH Hs99999905 ml

12 CD79B Hs00236881 ml
13 B2M Hs00984230 ml
14 CD247 Hs00167901 ml

15 FOXP3 Hs00203958 ml
16 MANIA1  Hs00195458 ml
17 C3orf23 Hs00603313 ml
18 TMEMI176B Hs00962650 ml

19 NAV3 Hs00372108 ml
20 CD274 Hs01125301 ml
21 CXCL10 Hs99999049 ml
22 D200 Hs01033303 ml
23 HMMR Hs00234864 ml
24 LAG3 Hs00158563 ml

44



T
L8160 11690 8650 9G€8°0 STY¥87°91 LLTF69TT 79'1#98'ST 10000 20000 T000°0> 10000 SLEFLIST 8Y'TF08'TT 8LTFT8'ST S5°07S8°Y ( .meumw”wwzmmw“w
3 . . ’ oo U b . . . . o e [ Fa ol (“'y1) -01Y-£¥IXD
v888°0 08Zv'0 TELV0 90 LT°0¥88°0 0€°0%S0°T 6Z°0FI7T 018v0 v0SE0 89.6°0 66550 €T°0%¥18°0 (a4 i Tas EE0FTT ET°0%L6°0 OUDIPEIISTA)
; ” ’ . R — — ’ . ¥ " S — T W— ("41) -0THIIEYIXD
10650 190€°0 09850 8€S5°0 ETYFLYL YRV £E'TFS0'8 59620 UL60 L9E°0 €650 STEFLETT LETFI8'8 Yy yF0vI 9L'0797'8
942D -p¥1+/-520d
£0£9°0 S€98°0 99LY°0 S9EL'0 STT¥59L 171¥16'9 [{aLIR4] 0zLT0 0ZET'0 9020°0 6501°0 05'1¥86'9 16'0¥56'9 68°078€'8 v90FIT'S mo“wu.ﬁww”wwhwmw%
08v6°0 11850 LE6S0 8E6L°0 18°0%67°T 60°7F1S'E 8'TFSTT orotro £696'0 60v6°0 ozveo LLTF8TY €9°0%67'T 1877587 9T'1¥66'T (W¥931) .vySvad .L¥DD
75850 78550 €507°0 0ETY'0 €0'8FBE'TE TV LFIT9E 8'(F(8'97 10000 §500°0 vrLTo €200°0 £9'8TFITEY £0°71786'87 YYSTIITLZ 0S'TFIY'ST (%31) wysrad -L42D
9ZIT'0 €1ST0 66650 87570 SO'LFILTS 67°9¥8L°TY TO'SFES 9V ve0L0 62800 10810 €910 Tr'vI#€0°6€ VT8¥LL0S 12°073¢0°LY VO'EFTTTY ("°1).vysvad +£¥2D
61180 vYET0 5620 168€°0 18°7F€T°ST 191091 TLSTYEVT 1000°0> 82000 SST0°0 11000 ST'STPO'ET ET'EFST6T LY'SFISTT 9E'EFBETY (V1) +w¥Spad «£¥D
L9¥8°0 0160 L6760 98L6°0 01'8¥S6'IT SLULFLEYT T1E'€¥98 £000°0 wv0'0 €ET0 £0T0°0 6Y'SFESLT 0L°'T367°9 9L'8F0L°2T S8°0Fv6°'Z +£50)
8Z€5°0 €€92°0 S1ZL0 €46L°0 18°€¥26°2¢€ O1'S¥L6'8€ 16'9%66'8€ 1000°0> 1000°0> $000°0 1000°0> 62'97€T9Y 8T'ZF10°9€ SE'978L'TE 95'T756'9T .10d +£20D
15560 6€76'0 8960 9v66'0 £5°(759'8 TL'6¥95°€T 78'7¥20'9 78000 TESE0 8LTE0 61£0°0 TTSF6'ET 8V'T796'€ €8°0TF0L'TT 99°0%¥S'T -8202-L70)
L9v8°0 20160 L6760 98£6°0 9G°L¥v8'8 E€8°6¥68'ET S8TFLT9 £€800°0 0887°0 9zee0 6100 vOSIT VL ISTFETY 96°0T¥66CT L90¥19°T 87@)
0000'T SSEvo 6€6£°0 64650 6L°L¥657CS 8E'L¥BYLS 0€°L¥68'T9 £v00°0 49900 £S00°0 91100 67°9%v6'6S W LF6T VS 97°9%68'T9 0S'EFLY'6E +10d-£2Q)
86S€°0 €668'0 LLST0 orvy'o SL6¥ST°0C 95°6¥SI'TE 8T'9¥40'81 80000 8800°0 [49431] $900°0 LT°LF90°0€ 80°'v¥80°07 L9'TTFI9°0Z £T'T¥50'8 -£20)
18040 SY6e0 LL810 LLE0 0L'8%66'¥C 88'9¥80'9¢ T9'S+8'81 T000°0> +000°0 ¥800°0 0000 TL97E°TE AT NAS 8U'8F67°TZ S8°0¥92'8 +H0-VIH
L0L9°0 698L£°0 €6VY°0 88120 £9'8¥61'SY 0T'SFeETY LELFVV'LY 91000 v€00°0 €01T°0 89000 9L°LF09°'SE YI'EF0T OV YELFI6'8Y Yy'T3IS6’19 (qeyd1) +vad
SYSE0 9986'0 20280 S96v°0 08'0ZFET'SE €9°E1F96'SY VO EFLLET ySIT0 oSy £000°0 €800°0 TUETFLEBE P ETFHO’LY 6€'87Y9°7T 9L'bFOV'T9 +TPA
SSEV'0 0000°T 6E6E°0 64650 LE6'BTFLLSS WTIFIS' 1Y S6'6¥00°€9 20500 L9YE0 91000 29100 90°TTF¥9'TS 9€°0TFv0'8€E 06'6748'89 €6'€F959°ST <IPA
01780 98690 65870 0L16°0 8SGFELTL 00°S+LTTL VO LFITTL 818Y°0 S98¢°0 1920 78590 T0'S¥80°€L S89FETTL YSEFIT'89 SSGTFL0'69 -800.vAD
11680 1/86'0 LV68°0 L5860 Yy9FZE 9T L6'VFLT'8T 8UL¥I8LT 6/6V°0 €09¥°0 T/SL0 €TEL0 ov'SFyy'st 66'9%16°£7 ELEFE0TE €5°7FS8'6C +80)
95290 £815°0 L2220 9LEV'O STF8T 9T'0%Zv'0 €E0FI0°T 9490 S687°0 0000'T S9T1L°0 80'T#/S'T 07°0%6v'0 LTOF6L0 SE0FYO'T N7s]
152L°0 9Irrzo 95010 LSTT0 9r'ZFS8'8 LTTFELTL £9'77209 9v20°0 68800 05080 12600 99'ZF0E'TT L8'TF8T'6 OT'€¥59°L LTTFOY'S P8 yYIL
20060 v0ST'0 L1600 29L1°0 LETFLL68 S6'T¥S8°L8 L9TF6LE6 18200 2EY0°0 98550 60800 SL'TF61°88 S8 TFYY'68 81°7758°16 9L'€%80'16 qeydL
S20T°0 £€888°0 S9Z1°0 vLETO 00'T#EV'S L8'EFISTLT VUEFIS'L 8o 66S£°0 €EV80 90SL°0 20°S#96'VT 19'73¢0'8 S9E¥69'6 ¢S'TFI00T +980)
02L6'0 j23:140) 8LETO S6E7°0 B ULFLULY vy TF8EL9 (44 22 %39 90000 €000°0 8ELE0 ST00°0 66°SFL8'8S 1S°TFIT°29 Y1'Z388'TL 0T'TF60'vL SI197 1 +£0)
878Y°0 64200 11800 82L00 LSTFLEL8 LTT#E8'68 TT1#Lv'E6 S6€0°0 Ieo £6£0°0 99210 6L'E¥68'S8 T10'T#59'T6 €6'1¥61°68 T0°T#1E'€6 wp950)
8780 64200 11800 82L00 LSTFEITT LTTFLTOT 171%€5°9 S6£0°0 [44¢31] £6£0°0 99Z1°0 6L EFTIT YT T0'T¥SE'8 £6'TFI8°0T 10'T%69'9 @4950)
245600 9Lv0°0 6989°0 69TT°0 Tr'7¥55'6 TETF68'ET LY’ TF08'ST 0£80°0 86T7°0 €765°0 S967°0 S°TFULST LLTFSTET €0°TFSYCT ITT#€8°01 1122 XN+9SAD
8810°0 67500 £095°0 66500 96'v¥58°LE 6L E¥6L'VT 0£7%68'ST 6v7°0 LEVO 6667°0 68¢5°0 9'S¥FI8LL IE'E¥I8'8T [{x&74°14 9L'T#55°0¢ sa1hooydwiy
78v7°0 SE9T'0 SLLLO SOZE0 8007870 SE0790°T 0S'0%0€'T £L07°0 12520 066v°0 8680 £5°0750°T 8T°0%LL0 LEOFLO'T vz 0o¥T’T SIQW .69
9€90°0 960Z°0 9E9¥°0 15910 v9'T#08°CT 75'SF9E°9Z SOTI#8E'67 82000 44500 19610 6v20°0 99°'TTFILTT LY'EF6L0T SE9¥8T°ST 69°7Fp9°0¢€ $OQW ITA)
8€70°0 L9%0°0 Lo 05900 69°T#77'98 LS'SFOETL SY'T1%96'99 SZ00°0 85900 8TZY'0 6€200 6Y'7TF09'9L LY EF0ELL 80°9F9T°TL 06'7F€0°L9 S$IQW 910D
6€88°0 vv9L’0 £979°0 £898°0 SLTFILLS 08'LF06'78 £0°L767°08 12£0°0 T€00°0 £5500 ¥810°0 06'975€78 6€'7750'88 0€'8¥99'6L L8TFS9'SL s)qw
6€88°0 vv9L'0 £929°0 £898°0 SLTFTT 08'LF0T°LT €0°LFIS6T 12€0°0 T€00°0 25500 $810°0 06'9759°LT 6E°TFS6TT 0€'8%vE°07 L8TFSEVT sygd
21000 21000 00001 1£00°0 PEOTLIT 80°072L0 $1°0759°0 89900 08SE0 11550 vI0E0 vEOFILT 60'0778'0 LT'0%€8°0 90'0%1L'0 $1192 213puq
€100 000 0sT10 L5200 LLTFITT W'TFIL98 SE'TFSS68 1Z€0°0 26500 €0L6°0 25400 05°¢¥20'e8 09°'T#10'S8 I’ 1+9L'88 86'0¥96'88 910D w10
62020 61200 1€02°0 L0200 IFL8'6 08'0%9L'L 8£'0%80'9 1000 0100°0 L5600 65000 6T'TFEE'S 98'0708'8 £0'T708'9 9'0FIT'S 910D 10D
€100 v00°0 20sT0 L5200 I5'1320'8 99'07ZEY 89°0787°€ vI91'0 ve0L’0 12620 61€C°0 19°T#€S°L ¥8'0¥66't 05°0¥vS't EV'0F0S'Y w910) +v10D
v9S€'0 92€9'0 S619°0 9919°0 8G'0FLE6 S$6'0%0L'8 LS'0796'8 9r90°0 1o LETO'0 £190°0 0E'TFCY'6 £€9'0%6£'8 S8'0¥€8'6 6€°0¥ST'L sahoouo .bTAD
1200 20500 LVE90 42900 VL vF68°1S vZ'v¥09'S9 S8T¥65V9 £6£S°0 0£09°0 80790 77680 SLSF61°79 C9EFLLT9 TE'€¥95°€9 06'T+09'T9 sayhdonuely
‘SA *SA ‘SA ‘SA *SA *SA
i o LRAL oo (2 ) (0) EEON ] O | 1O - (€ x11) (zxw1) (T xw1) $|013u0d
13A0U0) Ja3ye 353 J0y-3sod IEM v Jen|j2d it Y ON 19A0U0) 19348 359} J0y-3sod o siedhp>x)  siedhQT-p XL s1edh QT <XL Ayyjeay "
-[eysny /1elowny -|exsny|
sanspels W3S -/+ ueay sospeIs W3S -/+ ueay
sapuanbaly
(¥v) uonafay ayndy uopejuejdsuel)] |amog ||ews "sA jo13uo) Ayyjeaq

'Pa1Yy811y81y a4e sanjea JuedlyiusiS "UMOYS a1e uole|al Yoea 1oy sanjeA-d Suijly ay L "uaas aq ued snyeys uoi3dafal 41ay3 03 Suipuodsallod
saAjaswWay} Suowe sjuaiied x| | ay3 40 uosuedwod ay3 ‘uwnjod puodas ayy u| ‘uolyejuejdsuel) duls porad awiy 419y3 03 Suipiodde dn 3ds sdnousd x| | 931y3 2y}
pue s|043u0d Ayljeay usamiaq UoI}e||0d Y3 SMOYS UwN|od 3sily 3y ‘suoipodoud ul 39sgns ||22 sunwiwi pasAjeue || Jo ueaw JO 10413 piepue)s Yim sues|A € ajqe} ‘|ddng

Lo
<



85150 #HST'0 ¥9/LE°0 9770 LLEFLEST EFTFLETT [TTTE9'8 0££0°0 60££°0 1910°0 1£50°0 00°b7£8'91 69'T760'6 £5°2F9'ST 0Z'T78L'8 mo8EAIma TZA)
87SL0 SE€66°0 SETLO 9I6'0 790%75'T 9E°0FLST £5°0%91°T 0Trs 0 0€£5°0 07950 61480 19°0¥88°T STOF9ET LS50F98T 9E0F9E T s1se|qewse]d
£108°0 14080 15650 1058°0 06'0795'8 0'TTL L SLETRYOT 8920°0 9600°0 09%7°0 88£0°0 $8°'T780°8 95 TFIT'S ST'ETI6'TT 64'TFE9'ST Atowaw payoms-sse|)
9T6E°0 798%°0 5958°0 86£9°0 0£'079t'T 17°0790'T £L0THLT Z000°0 1000°0 £I10°0 90000 ST0TETT LE'0FTTT §9'0750'Z 95°0780't E;s%iww MMM
87870 7669°0 80¥T°0 98510 SLTFSSL 9y TFRE'6 ST'T¥92°9 Tro0 LL20°0 0£99°0 69400 BLTF68L SETFILL 68°0F7E 0T 8L TFISEL auoz [eusiey
£108°0 76650 6552'0 10580 68'7FSH'E9 IT'6F19%79 69'L7€0°L9 [aned} LOE0'0 S546°0 STET'0 £8'9706'79 68'7F£T'69 8B VFYE VS 00°€¥9L'7S anen
[4uz3) 7PESO 69600 6L2T0 ETTFLTE SEEFERD TETFTE 02160 20680 16110 TTLED 8ETFI9E 77055 T 8L EFPEL LEOF6L'T |euonisuel|
7009°0 £86€°0 s £60£°0 b’ STTIST 6/ TTZ8°0T 87 1T66'ST L£56'0 0T20°0 1678°0 £960°0 79°STIGET OT'EF£6'9T TTITST6 L90FIL6 S22 g
6€88°0 76€9°0 87710 18980 00°8%60 €€ 60 TIF009€ 989781 '8T ZE800 9699°0 9EFT 0 w60 0L 7FI0°LE €V /FIS LT veTIFZ8°8€E 89°€¥60'GT (Y8731 ) ,wdSYAD £4DD
7888°0 08Zt'0 TEL6°0 1779°0 9T'6¥18°0E OFvFR6'LT 041758 '7E 97800 vZ0t°0 061T°0 STS0'0 RLVFILTY 68'7F78'LT £CVFILTT L€' ETTTTE ("31) wysyad -£430
97€9°0 ¥95€°0 5619°0 99190 LEEFLEET LO°GF06PT PETFEER L1700 £178°0 8LE6°0 95970 10°7F56'S SOPF6S ST STEFEETT €QTFITEL (%°]) wySPQD +L¥DD
6€72°0 651170 0LLt0 761740 £1°/785°77 STHFOTTT 0%'8707°L7 8YT0°0 9T£8°0 SPIS0 £860°0 £LVTIVET SE'STIE6T £9°9F8Y°6T 0'€785°08 (M1)-vHSTAD /47D
87SL°0 SE660 SETLO rI6'0 Y0 ETF0G LE 9.°9%69°8€ £4'8%80°9€ 69€T0 9880 £586°0 9TF'0 67'8706'LY LY [FPLTE 18°9%50°GE LOEFLTTE +£802
1059°0 S€66°0 £579°0 76€8°0 YT9TLTSE ET'STSTOY 67 VFSYTE 9€T0°0 0020°0 070 v0v0'0 T0°STSt'LS TZ'SThS'8E 9L YINS'ZE 60°2790°£Z 10d +£20)
L1180 L1480 8ETL0 70E6'0 71917909 OTTIFCE€E 9T TIFI9°6C 06£7°0 1€86°0 £P0F0 9/950 IT°ZI#89°0F 81'8¥88'GC FETIFES'GE 89°EF16'7T 87Q2-£20D
SE660 87570 SETL'0 9wI6'0 ¥ OLF6Y ST TLOTFEE €Y €L°0TFIP'6E £€8T°0 8EVS'0 9E8E°0 TETS0 9P TIF6E0S $9°8F96'7E [9°TT796'9F £8'EF0T'SE E:T440)
S7eS 0 Z6vr0 L7680 96690 95°6%61'GT 8YFFIT 8T 79'8F16'7E ¥10T°0 ¥£00°0 £2T70 96500 85°9796'87 90°SFBLEE T9°8FrE ST LG EF6L ST -1Q4-L2AD
£708°0 0r€8'0 896°0 1196'0 TZ'9TF16'88 18°01560'8 T0'7TF8.°9€ 96110 67060 9£8£°0 006£°0 ETTTFIT LY St'8T9/°08 TT7TIEhY'8E 6/'€F19°GT £7a)
1£960 L1970 L9770 58790 E0TIFT €S 98°L¥I0TS L7 LFS8'TY 69000 L620°0 219070 ££20'0 90°879L°TS $E'979T b T6TEL'OY 89°€725'87 AQVIH
S0E8°0 6ITE°0 658T°0 087E0 ET'OTFIS VI 65" LTHT'IT 68°07ST'Y S66L°0 S97T'0 £S8T°0 0rZE0 680788 99'9%65°7T v8'[TT6'ST SEYFOS'S 450D
6EVLO 6EPL0 0LLEO T67L0 89°6%26'9F 86°EFERLY 02°9%79L ¥y 22000 £€500°0 ££50°0 £800°0 16°L7€8'TS L8'TTS8 b 79'ST09'EY 80°ZFIT'TE (qe¥d1) 4800
(- yr/myL =)
SLITO 65T€0 TL0S°0 9/97°0 0r TFIS'S 15 T#.8'8 [8°0F159 90¥0°0 £200°0 8260°0 88T0°0 0T'T366'S 96°07CY'L v8'TF6L'9 £9°0726'€ S0TYID+EHIXD
19420:7¥1D+:520D
(“yr/myL 1)
668€°0 16180 P6ET'0 95€7°0 TrTFIT L IS TFO6'ST £TTFR0'ET 770T0 $000°0 1£00°0 6700°0 67 ZFr9°ZT TS'TFST'ST TS TF8S'ET 15°0796'8 0TYID+EHIND
+9420:7¥10+520D
(z-41yL=1)
71680 607L°0 05280 7SE6'0 8E €8T 75 TF68T 87 EFE6'6T 01000 8I50°0 8£00°0 9000 65°TFI8TT SE'TTBEIT 96'7788°61 SSTFLTTT 0TYID-€4IXD
49420:7¥1D+:5200
(FryL 1)
9507°0 EPPED S0TL°0 910v'0 08°7¥61°6C ETTFIE 0T T IFL6TT £000°0 8800°0 8r10°0 6200°0 TLTFO0'HT ¥TTIB0°TT ¥STFLTT T0°T+8T'ST OTYIDEHIXD
19¥70:7414570D
(z-2yL?1)
60750 1591°0 THZ€0 S695°0 6E0FLLT 96 0FLY'E 907747 25580 £L10°0 0671°0 9//0°0 120707t £0FE9T vS0FIT'E 99076/ 0THID-EHIXD
9Y¥20:p¥ID+520D
(FuL 1)
668L°0 £82L°0 56760 56760 TP T80T 66 TFO9TT 1ETFOTT LSLY0 €620 £09v°0 20250 0T TFISET LLTFETT 19°T%68°6 86°070€ TT OTYIIEHIXD
9Y2D:7¥DD::520D
(z-TyL?1)
05200 7816°0 [190°0 TL0T'0 £7°078P'T vr0T0L'T 0€°078S'T 07070 70650 orLt0 1£65°0 PE0FLOT TPOFLTT 6€°0786'T 11'0788'7 s0THIEHIND
9Y¥20+v¥1D+520D
(FyL:>1)
10890 71960 7069°0 78L8°0 T TFOT'L £0'TF10'8 PSIFER'D 60600 8rr80 vLSED SOEED POTFEE'S 0ETFLT8 OTHIL 76'0F10'6 0TYID-EYIXD
9¥70:v41D+520D
(8a11
0102°0 0€66'0 0991°0 SSLT0 7907708 €8'TF06'06 16'€¥7£0'S8 10000 11000 8¥10°0 1000°0> 15 T728°06 ETTIET'LB 95'€TLT S8 06'TFHT'L9 Atowswu/paiennde)
74205200
81040 €618°0 €505°0 9zLLD POTFLL'S £€'T708'6 19°0792°8 1000°0> £910°0 S200°0 0T00'0 T0'TFPL 0T 19°0761'8 SE'TFLE'E 67°0768'S (*1) s€d%04 520D
PE6E0 96400 0767°0 vEGT'O STIFTTL 80°7F/8TT 7' 1786'0T Z000°0 2000°0 9200°0 90000 S0°ZF6E'TT £6'0FP9'TT O TELE 0T 89°0779't OTHDE6X)
19¥)):74I4-5700
(¢ry1 2uaSoyied)
0982°0 ¥I16°0 71020 0rSED 88'0798'G 0E"EF0T0T 0E'TF99'G 85970 ¥£00°0 sz 2090°0 95°TF 6L 29'7FE90T TO'TFED'S 79'07ER'Y OTHID:EHIXD
£9¥2D 7420+-52Q2
T T
L0180 €07T°0 ESPT'0 ¥102°0 SEIFSHEL ZETFITOL L7 TF78°0T 62020 1000°0> $500°0 L1000 £9°0700'8 I TIP9°ET 95 TFZTTT 08°0788'9 (UL L) -OTHIDLEXD

-9422+74d02+45200

46



. . . . .- . - . - . . . . . e . . . . (F41/741) -0THII-EHIXD
87600 70590 ¥691°0 LI8T0 PEZO'0TZSLO0  SSTOOFYEVOD  0800°0¥98¥0°0 065€°0 07670 1€92°0 £6€5°0 £6T0°079TS00  99T0°0F/ZS00  SOTO'0FSZPO'0  0DOTO'0FIZIN0 v aqy

. . . . . . . . - . . . . . . . . . . (Y1) 0TYID €420
780€°0 8560 0LET0 866€°0 YZE0°0TCZL00  SYTOOFOORO'D  SSTO'OFIS900 £10€°0 01120 701L°0 9TLT0 65C0°0798¢0°0  E€DE0'OFZFSO0 1070795500 8500°078T70°0 TSyt

. . . . . . . . - . . . . . . . - . o . .- . (Y1) -0TY¥II-£42X0
6STE0 9906°0 6THED 62640 7100°0785000  TTOO0FYY00'0  E£00°0F/800°0 z120°0 01550 £705°0 17010 TIO0'0FPEOD'0  0TO0'0FE900'0  9E00'0FEBOO'0  ZTO0'0FI800°0 PPN

. . . . .. . . . - . . . . . e . - . o . .- . ("4L) -0THID ¥
6£67°0 6E6T°0 9EVL0 809€°0 8570'0TFOTT'0  /STO0TYRS00  0600°0F%9¥0°0 6£10°0 06£T°0 T62L°0 8v91°0 T/E0°0F/F90°0  €TT0°0FL6500  9TT00F8FI0°0  ¥600'0FIL0°0 9870 740 /520

. . . . earcn: enoen R . . . . e . . e R (*41) -0THID-EYIXO
652E0 99060 6THED 62610 0STO'0¥8ZS0'0  GITO'0FO9E00  LTTO'0¥86K00 L6620 51280 56990 €829°0 OYTO'0FCFED'D  O0TO'OFSTRO0  OTTO'0F0ZSO0  LLOO'0FCIVO0 94 s ST
19190 1E49°0 1626'0 7€58°0 £00°0F0T00 900°0FET0°0 900°0¥£00°0 SETVO 61770 6695°0 £1T5°0 100074100 S00°07800°0 S00°0F£00°0 800°07¢T0°0 (7931) .yySad £420
9£0£°0 00£T°0 865€°0 6vTH0 760°076£T°0 870078910 6T0°0760T°0 9€68°0 75490 186£°0 £6E6'0 ££0°0798T°0 £90°0F9ST0 8T0°0FTIT0 0Z0'0FFET'0 ("21) wystad 2420
ST/0°0 SYIv0 18YT0 £0/T0 6S0°'0TILED £S0°0FE6T0 890°0F¥87°0 6210°0 9TLT0 9085°0 15600 890°079LT'0 SHO'0THIT0 890'0FZ0E'0 690°0796€0 ("21) wdSad +£43d
GE65°0 988Y°0 9881°0 [SBED Z10°07560°0 vr00FL60°0 050°0¥651°0 1000°0> 10000 0£00°0 1000°0 610°0%Z50°0 LED0FTITO 2S0°'0F19T0 850°07ZLED (N1)+vdSPad +2420
6£88°0 76£9°0 87740 [898°0 8£0°0F20T°0 £20°0FES00 600°0F0€0°0 18210 18850 079%°0 (79170 S50°0F180°0 6T0°076£0°0 9T0'0FLE0'D 900°'07€Z0'0 +£502
52500 6€55°0 8EET'0 06210 LTOOFTIT 0 9E0°0FBIT0 TTO0FESTO £8€9°0 9920 76290 96890 9Z00FCTT0 620°0FKST'0 920°'0FTET'0 ET00FLIT'O +1Qd +L20D
0000°T 0000'T 0000'T 0000°T 890070720 120070700 800°07610°0 v580°0 LE95°0 15770 £55€°0 LY00FFI00 TT0'0FEC00 120'0¥820°0 S00'0FIT0'0 8707.£70D
11680 1/8670 L¥68°0 L5860 890°0¥5£0°0 120070700 800°0¥020°0 16800 9EVS 0 65670 T9LE0 870 0¥590°0 TT00FEC00 2Z0°0¥620°0 S00°0¥¢T00 870D
6£88°0 ¥9£°0 £979°0 18980 690°0FT0T'0 Zr0'0F060°0 YI0°0FSE00 L¥¥T0 68070 TwSt0 08810 0S0'0¥580°0 9E0°0FEL00 120'0¥650°0 ¥00'0¥920'0 .10d-£7aD
¥5/8°0 67€5°0 856€°0 70%9°0 960 0FY9T°0 vY0'0F97T0 £T0°0¥690°0 £6€L°0 €8/7°0 71560 04120 0L0°0FEET'0 8E0°0F0TT'0 £20°0F0£0°0 600079900 -£70)
08/£°0 ESYT0 (43740} 9850 70T 0FL0T°0 YEOOFITTO 600°0¥6£0°0 10550 76£5°0 SSLT0 97690 8/0°0F9ST'0 0£0°0¥660°0 Z10°0¥680°0 TTI0'0¥S0°0 H0-VIH
9£90°0 9607°0 9€9t°0 75910 STT0FS0L0 YT 0FL8Y0 60T°0FI8S0 75000 SL£0°0 8/ET°0 6620°0 8ET'0F8EYV'0 6IT°07595°0 60T°07Z19°0 STT'0FLE6°0 (qe¥d1) +7@D
8/97°0 ¥8ES0 #6900 TE/T0 ¥Z0'0F9£0°0 710076500 700°0¥600°0 £261°0 78660 £000°0 6500°0 910°079£0°0 110°076£0°0 200°07400°0 800°07TH0'0 “TPA
93190 6651°0 08840 66740 090°077TT°0 [£0°0FL80°0 670°07550°0 £9£0°0 #8750 7£60°0 14210 8Y0'0F60'0 870°07790°0 PE0'0FLLO'0 200°07410°0 SIPA
€£41°0 08500 SEL0O SEOT'0 6E0°0FETT0 TrO0TOTT0 670°07750°0 91020 6120 T166°0 wiro BE0'0FSOT'0 L£0°07980°0 £20°07650°0 £00°07FF0°0 802.¢0)
05260 18€7°0 LEETO 9SED 870°0FES0°0 920°07950°0 TT0°0FEL00 9¥85°0 67660 9TZL0 98880 0Z0'0F6E0°0 ¥Z0'0FTS00 €T0'0FTE00 S00°0¥TZ0°0 80D
60650 1587°0 8158°0 S9%L0 €200°0¥82000  TOOO'0F¥7000'0  TOOO'0FE0000 7598°0 71980 9Z6+°0 66£8°0 LTOD0FTZO00  TOO0'0FE0000  TOOO'0¥ZO00'0  Z000'0F9000°0 Rleh)
0TvL0 £990°0 £260°0 L1210 ¥90°0%691°0 990°0¥59T°0 SE0'0FSL00 12520 FOTEO0 9€96°0 56250 S50°0°0%511°0 850°0FSET'D 9€0°'0¥160°0 TT0°0¥990°0 P8 YL
0L0T°0 767L0 TLST0 SS6T°0 T€8'07086'T TSE0FSTTT 60T°0%SKTT €EZT0 18220 7929°0 SPLED 679°0FF0V'T SOE0F00Z'T TOT0F9LT'T €9T°0¥89€E'T qeydL
€618°0 8T0L0 €505°0 92LLD 070'0¥60T°0 0S0°0F97T0 Tw0'0¥960°0 6EE6'0 ¥951°0 EVEVO TvLY0 EVOOFTFTO 720°0¥680°0 £50°0%62T°0 6TO'0FEET'0 49502
[4aaki} 186470 100£°0 10520 T0FTrIT €Y OFSTET 9TT'0%62CT £9ST°0 15070 75690 0S0t°0 689°0FIVS T S9E0FISET VSTOFLLET YSTOFPLY'T 189 1 .00
15080 677T0 8SIT'0 [TETO 9v0'0FL07°0 190°0F77C0 SS0°0FE0E0 TIBE0 0EY80 6E€8°0 16810 650°0FTLT0 750078770 6v0'0F10Z'0 970'0¥107°0 w9500
7£95°0 997£°0 ¥059°0 07850 600°0F0£0°0 £00°0F£20°0 700°0¥020°0 1000°0> 81000 £800°0 8000°0 900°0F¥£0°0 £00°070Z0°0 £00°07020°0 200°07210°0 4249500
7I52°0 €6EE°0 £T/T0 ¥REE0 7S0'0FLETD ¥90°0FSTT0 950°0FEZE0 2/070 (8210 1€68°0 v215°0 090°0FE0E°0 ¥S0°0FLZ0 050'070ZZ°0 97007210 $1/32 JIN+9502
IYET0 7v68°0 OFET'0 £507°0 0r6'07896'7 YE9'0TESE'T 9TT'0F/507 £776'0 17590 €780 0T/6'0 79/ '0F69£T 0vS0T0TT'T S070FE8L'T 717°07866'T sarkroyduwiiy
06v7°0 ¥8EE0 70780 88/5°0 Z000°0¥90000  TOOO0F70000 OO0 0F7000 0 ¥8FL0 €886°0 98660 78860 Z000°0¥50000  T0000FF0000  TODO'OFEO000 1000 0FF0000 SIQW 623D
97750 06470 09190 76150 900°'0F9T0°0 £00°0FIT00 700°0¥800°0 L6TT0 6TL50 11190 €790 S00°0FTIO0 700070100 £00'0F0T0'0 700'070T0°0 sI0W 1A
£600°0 8010°0 9v56°0 2L20'0 SZ0°07£60°0 £00°072£0°0 800°070£0°0 8620°0 9T20°0 77020 90900 SZ0°0%990°0 S00'0¥8£0°0 0T0'0%5£0°0 900'0¥520°'0 s)qW+9Tad)
££20°0 Z£10°0 6T0L°0 9TH0'0 ZE0°0FPTT'0 600°07£70°0 TI0°0F¥10°0 TUIT0 25500 ¥712°0 v26T°0 0£0°0F480°0 £00°07650°0 0T0'075t0°0 £00°0F9E0°0 squ
£220°0 SL0T0 £08€0 64840 1000779100  6IO00FY9000  SO00'0F8S00°0 997€°0 99200 YITZ0 7SrT0 900'0¥210°0 100°0¥900°0 200'0¥800°0 T00'0FTT0°0 saad
Z€90°0 £810°0 ¥848°0 970T'0 BE0'OFTET0 800°0F050°0 0T0°07050°0 TEETO 78570 $89Y7°0 97250 7E0'0F960°0 1007075500 600077500 800°0F/F0°0 s|192 2131pUeq
£668°0 865£°0 115T0 obFt0 TL00FIFS0 160°0F7550 790°0FLL9°0 6050°0 90570 ££00°0 £90T°0 660°07665'0 180°0T075'0 £90°0F9£5°0 950°0F0EL'0 910D wawtTAD
€65T°0 TLET0 9€76'0 €870 €T0°07890°0 600°0¥870°0 900°0¥5¢0°0 80000 6000°0 LL00°0 12000 T10°0%550°0 800°07150°0 900°035+0°0 ¥00°07520°0 910D yaurTAD
8£20°0 £020°0 67970 6£90°0 ST0'0¥550°0 800°07620°0 S00°0¥€20°0 78700 0EVT0 08140 86510 E€T0°0%910°0 L00'0F0€0°0 £00°0F€20°0 200°0%020°0 910D s7TaD
445401} 79990 67070 090t°0 680°0F€99°0 TIT 076290 990°0FTLL0 9520°0 L9YT0 9£10°0 8EL00 LOT'0¥80L°0 £60°0FE09°0 8L0°0%¢99°0 090°0¥T8%°0 seakoouon .pTQI
0081°0 £820°0 68870 61600 GRE'0FSBI'E YIE0FOTY T 709°0%19%°S 18520 87590 10170 15590 09£°0¥2L8'F BTE0F/60F LY OFI6EY 9pE 0FOE0' Y se1koojnuein
18560 185240} 7€8T°0 OFIED PSETFIBE L ELOTFLITL 004 070158 06610 81850 SP6T0 67150 POETF6T°8 6 0FLLE'D 9/5°0%¢£89 795°079¥5'9 seihaoona] +640d

“SA “SA “SA “SA “SA “SA
G 0 O L @ (0 © ESROH | TEROH [ TTOH | sl (exu) (2w (T xu) sjonuo>
-slllem v paxin -stjlem 19sqns ||3)
13A0U0) Ja)e 353} dJ0y-}sod —exsmyl dv Jenj=) JieJouny dv ON 13A0U07) J3)je 153) d0y-)sod — siead p > x| sieah OT-7 X1 siead T < XL AyyjesH
sansnels IS -/+ ueap neis NS -/+ ues\l

Suowe sjuarnied x| | ay1 jo uosiedwod Ay} ‘UWN|Od PUOIAS Y3 U
U23M13Q UOIIB[|0D 3Y} SMOYS uwnjod 1541y 3yl “(

(4v) uondalay a1ndy

ejue|dsuel] [9Mog ||ewisS “sA |013U0) AYieaH

Jaquinu |32 anjosqy

'pa1y81ysiy ate sanjea Juediiusis “umoys aJe uolie[aJ Yoea Joj sanjea-d Suiilly syl "uaas aq uUed snieis uoldafal J1ayi 01 Suipuodsaliod saAjRsWaY}

‘uonelue(dsuedy aouls poriad swil J1ay) 01 8uipiodoe dn 11jds sdnoud x] | 834y 8yl pue sj0J1uod Ayyeay

u/) sJaquinu |32 33N|OSCE U S195gNS S||32 dUNWW] PAsA[BUE |[B JO UBALW JO JOLI3 PJEPURIS YUM SUBIIA t 3|qel "|ddng

47



£960°0 9//8°0 £960°0 S6¥T'0 $620'070090°0 060°0F0E20°0 7E00'070620°0 £60€0 68210 9€8T'0 €67€0 8720°0FLEVO'0  0800°0FE8TO0  8E00'0F6ZZ00  ¥CO0'0F6ST0'0 moBEQDma 170D
67€50 v5/8°0 856€°0 L0%9°0 9800°0760T00  £200°0TOR00'0  TTO0'0FTFOO0 75£8°0 £897°0 9519°0 700£°0 7900°076£0000  6T00°0FSH00'0  ZIOO'OFEE000  TTO0'0FRZO0'0D s1se|qewse|d
STLT0 05850 EPSED 9EFED 88T0'0FL9E00  €600°0¥88T00  PITO0FILEDD 86€T'0 THrED 69TED L9170 0STO'0¥8570°0  v600°0FI9Z00  OTTO0FSSZO0  SBO0'0FISEQD | Atowsw paydums-sse))
12070 7679°0 v78€°0 796€°0 ££00°0T0900°0  #000'0TRTO00  6T00°0TEFO00 £900°0 v£00°0 $810°0 Z510°0 9Z00°0TP00'0  €T00°0FTE00'0  9T00°0F8E00'0  TTO0°0FZL00°0 E,_s_aiw_wmwm
67770 15080 8STT'0 1TET0 6900°0766Z00  PPOO'OTEOTOD  6200°0TSTTO0 ££07°0 98LD 120%°0 10950 SO00'0FELTO0  [£00°0FOTZOD  £E00°0FZLI00  TH00'0FOSZO0
Elad} 15240 95010 15720 0LET'OFTL9T°0  PECT'OFESGT'0  9860°0F0E6C0 €0LED €120 6£09°0 81/7°0 TZIT076VSE'0  CECT'0F60TED  TPT00FISB00  88TO'0FLELL'O
17750 90990 rE78°0 088£°0 9T00'0F6/000  [POO'OEL0TO0  9Z00°0FH600°0 74650 06010 270%°0 £95£°0 9700°0T££00°0  0P00'0T8600°0  SZOO'0FER000  TTO0'0F6S00°0 Jeuomysuel |
¥9TT°0 7E8S0 zLZ00 8800 681070070 7ST'07897°0 760°0706€°0 86690 ¥I0E0 5819°0 SL19°0 TST'079YED OFT07H0F'0 620°0F19T°0 TE0'07502'0 sif22 g
1919°0 LEL9°0 16760 7€58°0 LYTOF6ERQ €9T°0F0EE 0 850°076LT°0 62820 £258°0 78170 0rS9°0 TLT0%92E0 PET070ST0 LTT°078LT0 8TO'0FETT0 (793 1) vy 7aD -L4DD
19140 79890 9796'0 74680 05 0FIS9°0 8Z00TLETO 6¥0°0T06T°0 £90£°0 26080 €8EL°0 80€6'0 T8E'07055°0 870°0TZHT0 070°0TETT'0 LT0°0TRET'0 (“31) wysvad -4
6770 8€70°0 190€°0 00800 T10°0F1L0°0 810078500 £00°076€0°0 9580°0 9IZE0 €9€8°0 8IFT'0 800076200 €10°07990°0 #10°0%550°0 £10°0¥190'0 ("21) -yHSPAD +£40D
S6LE'0 05780 61650 987/°0 780°0700T°0 £90°0TL2T0 SE0'0TSITO 20000 9909'0 8779°0 2100 Z10°07640°0 pS0°07T9T0 £20°0FVTIT'0 110°0722T°0 (M1)-¥HSEaD 24D
6£96'0 6L96'0 L6260 55660 LTL07988°0 LTT0F967°0 6L0°0FLTT0 01870 £€864°0 09040 0rZ80 815075690 PIT0FISTO 180°0%52¢°0 SZO0FIST0 +£500
TSEP'D 6979'0 16120 2040 120°072IT'0 TE0'0FOIT0 900°07€60°0 £029°0 65210 £678°0 EV6ED 810°07260'0 ST0°0F12T°0 0T0°0%5£0°0 ¥10'0¥260'0 +10d +£202
7790 6£88°0 €979°0 £898°0 87L0FPI60 P 0FC6T 0 060070070 w90 00080 0€T9°0 86/80 9£5°07769°0 8TT076ZT 0 ¥TT°0¥952°0 LT0'07660'0 8700-£20D
SE66'0 8750 SETL0 960 8//°07900°T ZST0FOPE0 £60°078V7°0 tvRL°0 £088'0 01590 960 655°0FSL0 [TT0F6/T0 STTOFIZE0 ¥Z0'0FI9T'0 8702
TSEP0 69790 L6TL0 TL0L0 LSTOFSLTO TEOOFTLOO 720076500 6£90°0 LTL0°0 86T€0 609T°0 60T0755T'0 870°07€90°0 020°0FT+00 500078100 +1Qd-LTAD
6£84'0 TrL60 0160 6£76°0 0LL'0FYS6'0 [ST0FSZE0 960°0FZHT'0 28850 9860 L1550 S6/80 055°0377L0 L£T°07097°0 8TT0FELT0 LTOOFTTTO £20)
89/4°0 6L29°0 77280 vELSD 0SL0FTZ0T SLTOFC07'0 TL00FIVT0 0TET0 €710 8061°0 8THT0 £75°0795L°0 0STOFPEED 60T°0FITE0 7Z0'0F8ET'0 AHQVIH
15080 62770 261T'0 1TET0 7E0'0F£90°0 9T0°0F950°0 S00°0FH20°0 rEVS0 0vz0'0 £620°0 £6500 $00°0F0Z0°0 STO'0F970°0 670°07990°0 2T0'0TSE0'D 5702
£899°0 £258°0 706L°0 9968°0 VLLOFERT T 872070890 9/0°0FEES0 S6L9°0 67040 77950 85780 £95°07796'0 ETT07159°0 LTTOFELSO 670078570 (qey01) .800
(2 -1/t >>)
S6L7'0 05280 61650 987L°0 7000'0¥9T000  ¢000'0F8TI000  €000°0F9T00°0 6£20°0 €29T°0 18710 060T°0 ¥O00'0FET000  Z000'0FLT000 $000°0¥L10°0 £000°'0F7E00°'0 S0TYIDEHIXD
19470:741+:520)
(EPy1/TyL 1)
£6¥40 LYE0 £779°0 74040 £000°0F6€000  6000°0F/E00°0  8000°0FEE00°0 61000 2610°0 SZI00 $800°0 6000°0FTS00°0  8000°0TZE00°0  9000°0FEE00°0  ZTO0'0F9L00°0 0THID +EHIXD
+9Y20+7¥20+:520D
(z-rmyp %)
608€'0 0£07'0 8£96'0 L7650 ¥T00°0¥85000  9000°0F0F000  6000°0FZF00°0 85710 8LZ0°0 78LT0 [344%0) 60000797000  LO00'0FLEODD  OT000F6F000  LTO0'0FO0TO'0 L0TYIDEYIXD
19420:7¥DD::520)
(fryp =)
SEIT'0 8770 SLLLD S0ZE'D SI000F2L00°0  ¥T00'0FZS000  S000°0F6v00°0 1ST0°0 £500°0 28800 01200 €T00°0£500'0  TT00°0FTS00'0  OTO0°0FLS00'0  LZOO'0F6ET0'0 OTHID-EHIXD
1947:7412::520)
(z-2yL-)
6Y0£'0 SIRED £6850 79%9°0 7000'0TR0000  TOOO'0TZ0000  TOO0'0TI000°0 1000°0> 1000°0> 1000°0> 1000°0> | T000°0¥8000'0  T000°0¥9000'0  T000°0FZ000'0  TTO0'0FSH00'0 L0THID-EYIXD
-9Y¥20+74D++520D
(FyL %)
7916'0 65640 10690 8806°0 6000°0¥2E000  9000°0F/200°0  S000°0F0E00 L0000 6T00°0 6£00°0 SZ00°0 £000°078Z00°0  S000°0F0£00°0  S000°078Z00°0  +T00°0F9600°0 -0THID-EHIXD
9470:742+:520)
(z-TuL 1)
7R0€°0 26160 0L£T°0 266£°0 T000'0FP0000  TOOO'0FO000'0  TOO0'0FFO000 1000°0> 1000°0> 1000°0 1000°0> | T000°0¥£000'0  TO00°0IS000'0  TO00°0FS000'0  S000°0F¥Z00'0 S0THIEHIND
-9Y¥20:7422+:5200
(PyL:>1)
£298°0 18990 706L°0 9968°0 S000°0F0Z000  SODO'0FBT000  S000°0FLT000 1000°0> 1000°0 10000 10000> | #000°0FYT00'0  $000'0F6T00'0  ©O00'0F6TO0'0  CTO0'0FSLO0'0 -0TYD:E4IXD
94¥70:741++520)
(Sau1
89E7'0 190€°0 0£58°0 ovzEo [€00°0FTSZO0  ZHO0'0TO0ZO0  £200°0FL6T0°0 20000 Z000°0 1200°0 9000°0 6£00°0796T0°0  9Z00°07Z0Z0°0  6£00°0T6TZ00  S600°0F76S0°0 Arowaw/parennde)
¥22::5200
6Y77'0 11090 96Et'0 26740 ZETO'0FOTO00  6900'0FROYO'D  £900°0F68Y0°0 S657°0 v775°0 11820 9£/5°0 ZI0°0F010°0 S00°0FEY0°0 800°0FES0°0 200075500 (1) +£d%04 ++5202
Yrandi} v1Zr'0 91190 870 S800°0¥66F00  80TO'OFSSEOD  €900°0FTTFO0 L€850 11620 9919°0 95L7'0 €0TO'0FBEE00  T800°0FPLFOD  LO00°0FLOE00  9900'0F66E0°0 Euuwwuuuu \mmw%
(£ry ) 2wadoyaed)
SRP6'0 S178°0 TISLO 7Tw6'0 9G00'0FS6E00  7800°0FKSE0'0  6900°0FSTE00 LZETO £860°0 9965°0 60400 9900°0FPF70'0  9P00°0T99¥0'0  0900°0F00£0°0  8900'0FYOF0'0 OTHIENIND

+94DD -PdID +-5¢0D

48



S6L0FLLSD
TPESLOTON'D
€65E65752'0
SBTE0L899°0
aoL

Z0S0v6L00'0
GLGEPSZETO
96EIPESST'O
TEBFLITLO0
6LO0ZEYST'O
SIETSEBEL'D
£6v508890'0
QoL

STSTI0EC00
£6V0£8£00°0
£966£95/5'0
SESOEOTEDD
SYIL U

S06590¥TL°0
6296598820
TSALYIRSED
£0-379V65'T
LO-3TOPLET
S0-3£7900'T
S0-3E729'T
S¥IL U

SLTISLENTD
$T364095°0
EVEGTYLIE'D
6950496080
VIO

LTETISEYO0
SSESLTPESD
TSEBETITOO
BTBLSBTESD
E£8BE0YO00

TTETTTETBO
LLT98Y6T0'0

YL

S60598€60'0
B6YOYPEST'O
LITHHLTLYO
€96LV8PZT0
TveD1s U

PELTESSBED
9T6TIONIO0
TPLEDILO'D
0T-3T0VE'T
60-3TZZ9ET
90-3¢0T'9
90-35965£'7
TS U

STOETZELD
5956£9TT5°0
S0ET95087'0
TS959EETS 0
gTOTHS U

9T8T99T8Y'D
T2£928229°0
9098L0THZ'0
5560¥8300'0
T8¥ZSY0000
LITESYEED'D
6TBE9ELO0D
910ZHS U

88TL£5085°0
¥68¥ITYIT'O
9LYLOLTHOD
SOPEESTTTO
JONd iU

VEBTHI056'0
LTBLITLLED
L686890T6'0
8665TSTSL0
9YE99TSBI0
BY69.07£9°0
£90VES6Y60
JONd iU

1259164820
THOEITEST'O
ST8S12926'0
TPELILETYO
EAVN U

TSYBESBEY'0
£TSTSISO0
B86¥SE9TETO
6989BILEDD
GOTIOPETD

£8£9059TL0
FSTHTSS600

ENYN U

LSBTESLTEO
PEOVEEEEE0
¥RELTZLSLO
98Y68TIZFE0
TYpSIWIu

E8BLSESTO0
8650252290
66660TL000
PEISTBYEG'D
E6FSTFFO00
TEOZTHLTSO
TSTTIZELO0
TYpsi U

FOTTZI9L80
8703998610
STYOZEETT'0
SEOLLSOTEQ
uuepe U

T6669Z5V8°0
9ZOTEZEQE'D
BSTSEVIZ'O

TISTEEODO'D
S0-38TETI6
PEEVEFSTO0
EEEEERO00°0

uuepye U

BTLI06S6L°0
TYBBETITEO
SE6TL069°0
TPET6LB060
E9V1 U

LYLLYT086'0
PEITIVOLE 0
E€LTILERLS O
TOTZT865T0
LOGSVEEYT O
YSS6EBLGE'D
99¥9E0SED
£9v1 U

TYRI980LS 0
TOSELBBERD
8900€0689°0
£58796618°0
TISESH U

TLLBYEFIOD
S06S6LLS0

LIEYBSSTTO
9v0TS0TRO0
L6TLET000D
8997175700
9£9581+000

TLSESH U

SISFITIEE 0
POLOPTLBED
LOETELEER 0
TI9£995860
HINNH U

EEEDBLIT'O

99THTSLE 0
9E0TTITI00
TLITHEELE0
TFPO9LZ600
99/9€9825°0
TTE086Z7D

HANH U

TLL98LTEYO
EBFYSTE69°0
8yT1Z8067'0
8582198510
T804

B96L9ETTTO
YEOLTEETSD
G9BTEETED'D
9LbLPSELT0
LEBTPLITHO
LTETFS080°0
60TTHZ971°0
T804 U

FIFO0BGES D
¥SVEBSESLO
91€8996E0
SS8T0LZ990
T4 U

8L¥BSLTI00
99215850
8TBLELSOD

T6TBITYAO
6v98580000
VLLTETSETO
668E55ET00

T4 U

8BTFIELEE 0
GbSTTHTVE'D
98S6Y9TTE D
7SRSPE0YSD
[tiae el

8TZTLOELBO
TOTTELTLBO
6L9THPERE'0
PLITHSLVE'0
8289L5E6L°0
990€L5TOB'0
8210886860
01X U

£22695099°0
SL66V0TTS0
TLL9EET80
TZ98v088L0
vLeay

T699T0VL90
PLLOVTBLTO
FBIGBETETO
S0-30Y
90-3T6T6Y'Y
FBLISTEDDD
292510000
$L2@2 U

E6TE6IBL O
TTVT0L0L90
CTTTTIEEYY O
BBSTILBTLO
€027 1u

SSS79L86'0

ETSTYSILY0
5554852590
£¥¥0£000°0

STEPOr000°0
6LL9TLHO00
CTEBTTYIO00

€02 U

T9rFYSTIL0
678¥07T96°0
T9LTTOBSS0
9sp19I8LE0
00zQ U

ELLOEBTZO0
$O6TLOLILD
650TLZTTO0
£559TH0

FISFLIGFOD
T900£19€7°0
SBBLZETSO'0

002@y U

T
LSTETSSEYD
£6TT06EGE0
EESLTGLES D
86400 U

SPLBTIVTO0
T0SE0Z286'0
SL9BTT6ZO0
89£5£95T°0

980EBZO000
SL8LSYET0

$06652£00°0

96400 U

E6TETLISVO
6¥9660£96'0
£55T59977'0
589058790
9vOoL iU

vB09YSTT0

S980VEV96'0
ESETIEITO

Z880S67E0'0
682250000
BTETOERED'D
9687169000

9voL iU

T z 1anoua) Jaye 3533 20y3sad

0 z Janoucy Jaye 1533 Joy-3sod

0 T 13nouc? Jaye 1531 20y 3s0d

anjend 1531 sy e -exsnIy
zen Tien

(Z¥¥=2 ‘THY=T "4you=0) sdnois uopIalal sNSIaA Yyou

13nouc? Jaye 1533 20y-3s0d
13noua) Jaye 1533 30y-3sod
Janouc) Jaye 1533 20y-3sad
Janoucy Jaye 1533 Joy-3sod
1anoua) Jaye 3533 20y3sad

A Mo mom

13n0uC) J3yE 1533 30y-350d
anjend 1s3aL-SHIEM-BsnIN
zdnosp  [dnaig

(exLi=€ ‘ZxLI=Z “DXUIST "JH=0) sdnouB xy sns1an DH

S213S13E35 HOd 1§ 2jqel '|ddng

49



Suppl. Table 6: Information on parameters contributing separation upon cluster analysis

HC versus ITx patients

No rejection & humoral rejection versus cellular rejection

freq_BMO5_lgh+ CD27-

freq_BMOS_|gD- IgM+ CD27- CD3&8dim

nr_HS35T1

nr_MS4A1

nr_CD79B

nr_TCL1A

nr_FCRL1

whbec_BMO02_CD3+ Vd2+ CD4+ T cells

whbc_BMOS_IlgD- lgM+ CD27+ CD38high
whc_BMOS_IgM+ CD27+ CD38high

whbc_BMO5_1gD- IgM- CD27- CD38high
whbc_BMO5_CD21low CD38high

freq_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4+ CCRE
freq_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4+ CCRE+ CXCR3- CCR10+
freq_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4+ CCRE+ CXCR3+ CCR10-
freq_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4+ CCRE+ CXCR3+ CCR10+
freq BMO2_CD3+ vd1+

freq_BMO3_CD4+ CD27- PD1+

freq_BMO2_CD8+ HLA-DR+

freq BMO2_TCR ab CD8+T cells

freq_BMO1_CD8+ T cells
freq_BMO7_CD4+CD25-/+CCRA+CCRE-CXCRI+CCR10- (Thl/Th2)
freq_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4+ CCRe+ CXCR3- CCR10-
freq_BMO7_CD4+CD25-/+CCR4+CCRE+CXCRI+CCR10-
freq_BMO7_CD4+CD25-/+CCR4+CCRE+CXCRI-CCR10- (Th22)
freq_BMO3_CD4+ CD27+ CD28-

freq BMO3_CD4+ CD27+ PD1+

freq_BMO3_CD4+ CCR7- CD4SRA-

freq_BMO2_CD4+ HLA-DR+

freq_BMO3_CD4+ CD27-

freq_BMO3_CD4+ CD28-

freq_BMO3_CD4+ CD27- CD28-

freq_BMO3_CD4+ CDS7+

freq_BMOS5_CD21low CD38high

freq_BMO5_CD21+ CD38high

freq_BMO3_CD8 CCR7- CD45RA-

nr_TORID

IL-4

freq_BMO3_CD4+ CD27- CD28+

freq_BMO3_CD&+ CD27- CD28+

freq_BMO2_TCR ab CD4- CD8- T cells
freq_BMO&6_mDC1

freq_BMOE_pDCin pDCs+mDCs

freq BMOS_lgD- IgM+ CD27+ CD38high

-8

freq_BMO7_CD4+ CD25-/+ CCR4- CCRE+ CXCR3+CCR10- (pathogenic Th17)
FoxP3dem_A

freq_BMOB_CD4+ CD25++ FoxP3+

freq_BMO8_CD25++ CD127- AND CD6-
freq_BMO8_CD25++ CD127- OR CD&-

freq_BMOZ_CD4+ CD25++ CD127-

nr_TLRS

nr_SLCBA1L

nr_aMann

nr_CD274

freq_BMO3_CD8+ CD27- PD1+

nr_SH2D1B

nr_TOAG

nr_CD3

freq_BMO1_CD14high CD16+ Monocytes
whbc_BMO01_CD14high CD16+ Monocytes
freq_BMO&_mDC (TM2)_in_LIN-

freq_BMO&_mDC in pDCs+mDCs

freq_BMO&_CD16+ mDC

nr_TLRS
freq_BMOL_CD14high CD16- Monocytes

whe_BMO&_CD16+ mDC
whbc_BMO&_mDC wo mDC1
freq_BMOL1_CD14+ CD16high Monocytes
freq_BMO6_mDC wo mDC1
freq_BMOG_mDC (TM2)
freq_BMO6_pDCs+mDCs
req_BMOG_LIN-HLA-DR+
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whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4+ CCR6- CXCR3- CCR10+
whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCR6+ CXCR3- CCR10+
whbc_BMO7_CD8+ CD25- CCR4- CCRE- CXCR3- CCR10+
freq_BMO7_CD8+ CD25- CCR4+ CCRE- CXCR3- CCR10+
whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCR6- CXCR3+ CCR10+
whc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4+ CCRE- CXCR3+ CCR10+
freq_BMO7_CD&+ CD25- CCR4- CCRE+ CXCR3+ CCR10+
freq_BMO7_CD&+ CD25- CCR4- CCRE+ CXCR3- CCR10+
whbc_BMO7_CD8+ CD25- CCR4- CCRE+ CXCR3+ CCR10+
whbc_BMO7_CD8+ CD25- CCR4+ CCRE- CXCR3- CCR10+
whc_BMO7_CD8+ CD25- CCR4- CCRe+ CXCR3- CCR10+
freq_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCRE+ CXCR3- CCR10+
freq_BMO7_CD8+ CD25- CCR4- CCRE- CXCR3- CCR10+
freq_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCR6- CXCR3+ CCR10+
whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCR6- CXCR3- CCR10+
freq_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCR6- CXCR3- CCR10+
freq_BMO7_CD8+ CD25- CCR4- CCRE- CXCR3+ CCR10+
whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4+ CCRE- CXCR3- CCR10-
whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCRE- CXCR3+ CCR10-
whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4+ CCRE+ CXCR3- CCR10-
whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCRE-
whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCRE- CXCR3- CCR10-
whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCRE+
whbc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCRE+ CXCR3- CCR10-
whc_BMO7_CD4+ CD25++ CCR4- CCRE+ CXCR3+ CCR10+
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Suppl. figure 1: Gating strategy chemokine &
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CD3*CD4" T cells were subgated into CD25** cells, enriched for regulatory T cells, and CD257* conventional T helper cells (upper middle dot plot).
Subsequently T cells were further subgated according to CCR4 and CCR6 expression as well as CXCR3 and CCR10 expression distinguishing CCR4- CCR6+
CXCR3- CCR10- Th17-like cells, CCR4- CCR6- CXCR3+ CCR10- Thl-like cells, CCR4- CCR6+ CXCR3+ CCR10- pathogenic Th17-like cells, CCR4+ CCR6+ CXCR3-
CCR10- Th22-like cells, CCR4+ CCR6- CXCR3- CCR10- Th2-like cells and CCR4+ CCR6- CXCR3+ CCR10- Th1/Th2-like cells.

Suppl. figure 2: Stability of immune cell subset composition in peripheral blood of ITx patients
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Proportions of indicated innate
immune cell subsets in whole
blood samples from ITx patients
collected one to 8 subsequent
time points within one year were
analysed by flow cytometry.
Results are displayed according to
time after transplantation (0-4
years = |Tx 3, n=7; 4-10 years = ITx
2, n=8; and >10 years = ITx

1, n=6) post-transplantation and
type of transplant (i-Itx = isolated
intestinal transplant; MVTx =
multivisceral transplant).

Upper row) Proportions of
CD14*CD16"e" monocytes(CV =
24.1%).

Middle row) Proportions of CD16*
mDCs (CV =5.7%).

Bottom row) Proportions of
CD4*HLA-DR* T cells (CV = 14.5%).




Suppl. figure 3. Differences in immune cell subset composition according to organ type
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cells (mDCs), % CD56"e" of CD56* NK cells.

B) Activated HLA-DR, CD57 expressing or differentiated CD27 CD4' T cells.
Statistical analysis by Kruskal-Wallis-Test and a Conover post-hoc test. ¥ p<0.05, ** p<0.01

Boxplots showing the median and minimum to maximum of indicated immune cell subsets measured by flow cytometry separating the ITx

patients according to type of organ transplant: i-Itx = isolated intestinal transplant; MVTx = multivisceral transplant.

A) Innate immune cells subsets: % of granulocytes of total CD45* leukocytes, % LIN-HLA-DR* dendritic cells of total CD45* leukocytes, %
CD11c CD123* plasmacytoid dendritic cells (pDCs) of dendritic cells, % CD14*CD16"2" monocytes of monocytes, CD16* myeloid dendritic

Suppl. figure 4: Gating strategy to enrich cells for chimerism analysis
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Exemplary gating strategy for FACS-based isolation of HLA-DR* and HLA-DR™ CD4* T cells.

Samples were pre-gated on lymphocytes followed by two doublet exclusion gates. Living cells
were discriminated from dead cells by viability staining using 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI). CD4* T cells were identified by co-expression of TCRaff and CD4 and were sorted into HLA-

DR* and HLA-DR~ fractions.
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Suppl. figure 5: TSDR demethylation & Foxp3 mRNA expression
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Percentage of CD4+ T cells with demethylation of T reg-specific demethylation
region (TSDR, A and C) and Foxp3 mRNA expression of whole blood samples (B and
D) were analysed as described within material and methods. Shown are the results
determined according to time after transplantation (A and B, HC: n=, ITx1: n=, ITx2:
n=, ITx3: n=) and occurrence of mixed cellular / humoral (AR1) or isolated cellular
rejections (C and D, no AR: n=7, AR1: n=7, AR2: n=5). Statistical analysis by Kruskal-
Wallis-Test and a Conover post-hoc test. * p<0.05, ** p<0.01
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Suppl. figure 6: Serum chemokines & cytokines in association with rejection
A Chemokines
40969 O no AR
20484 I O ARt
O AR2
-
1024= T
T T
£ T T T
> 5124 T
c
c
2 256+
£
5
S 1264
3
64
304 H
Fractalkine CXCL10 MCP-1 MCP-3 MIP-1a

T T T
IL-8 IL-10 IL-17A

n=7, AR2: n=5).

Chemokine (A) and cytokine (B) levels in serum samples of transplant patients (Tx, n=18) were measured using the luminex
technology. Transplant patients were categorized according to occurrence of humoral / mixed or cellular rejection (no AR: n=7, AR1:
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