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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Lymphorgane, lymphatische Zellen, humorale Signale und Zytokine bilden im
menschlichen Korper ein engmaschiges Netzwerk: das Immunsystem. Die
Hauptaufgabe des Immunsystems ist die Erhaltung der Integritdt des Organismus und
besonders das Verhindern des Eindringens von pathogenen Organismen sowie die
Kontrolle endogener Prozesse (Parkin and Cohen 2001).

Das Immunsystem wird didaktisch in eine angeborene und eine erworbene
Komponente unterteilt. Beide Arten der immunologischen Reaktionen unterscheiden
sich in Reaktionszeit und Spezifitat. Das angeborene Immunsystem gewahrleistet eine
schnelle aber antigen-unspezifische Immunantwort. Es umfasst physische Barrieren,
wie Haut und Schleimhaute und zellulare Bestandteile, wie Monozyten, Makrophagen,
natdrliche Killerzellen, neutrophile Granulozyten, Akute-Phase-Proteine und ldsliche
Faktoren wie das Komplementsystem (Parkin and Cohen 2001).

Das adaptive Immunsystem ist durch das Vorhandensein antigenspezifischer
Rezeptoren auf B- und T-Zellen charakterisiert. Um eine effektive Immunantwort zu
generieren, wird zuerst ein Antigen durch antigenprasentierende Zellen (APC)
prasentiert. Antigenspezifische T-Zellen erkennen das ihnen prasentierte Antigen und
reagieren darauf mit Aktivierungsprozessen und Zelldifferenzierung in spezialisierten
lymphatischen Geweben (Parkin and Cohen 2001).

Durch das Entstehen eines immunologischen Gedachtnisses, kann bei erneuter
Exposition eine schnellere und qualitativ bessere Immunantwort des Korpers
gewahrleistet werden (Parkin and Cohen 2001)

1.2 T-Lymphozyten: Entstehung, Pragung und Aktivierung

T-Lymphozyten werden im Thymus gebildet. Die Hauptzahl CD4P° CD8P° (doppelt
positiv) kortikaler Thymozyten wird nach einer kurzen Zeitspanne im Thymus eliminiert.
Einige Zellen reifen jedoch zu CD4P* CD8"Y (einfach positiv) oder CD8P% CD4"9
medullaren Thymozyten heran. Dies geschieht durch einen Prozess, der auf der
Erkennung wirtseigener Oberflachenmolekiile (Haupthistokompatibilitatskomplex,
MHC) basiert. Diesen Vorgang bezeichnet man als positive Selektion. Die Anzahl der
reifenden Thymozyten ist wiederum durch eine negative Selektion beschrénkt, die
gewadhrleistet, dass Zellen mit exzessiver autoreaktiver Aktivitat eliminiert werden
(Egerton, Scollay et al. 1990).

Die Erkennung und Eliminierung fremder Antigene oder Zellen, wie zum Beispiel
Mikroorganismen ist eine der Hauptaufgaben von T-Zellen und ihren Produkten. Fir
diese intrazellulére Interaktion benutzen sie ein Erkennungssystem, das sich von dem
der B-Zellen unterscheidet. T-Zellen interagieren mit wirtsfremden Antigenen, die auf
der Oberflache der Wirtszellen exprimiert werden. Der zelleigene T-Zellrezeptor (TCR)
interagiert zur Aktivierung mit zwei Komponenten der Wirtszelle. Zum einen mit einem
Teil des préasentierten Antigens und zum anderen mit dem MHC der Wirtszelle
(Egerton, Scollay et al. 1990). MHC Klasse-1 Molekile werden von allen kernhaltigen
Zellen exprimiert und dienen der Prasentation von zelleigenen Proteinfragmenten auf
ihrer Oberflache. Zudem prasentieren sie fremde Antigene, die zuvor im Zytosol durch
proteosomale Degradation verdaut, im endoplasmatischen Retikulum bearbeitet und
anschlieBend zur Zelloberflache transloziert wurden (Neefjes, Jongsma et al. 2011).
Der TCR besteht aus zwei Protein-Untereinheiten (a- und B-Polypeptide) und ist mit
einem unveranderbaren CD3-Komplex assoziiert (Smith, Williams et al. 1989). Die a-
und B-Untereinheiten des TCR sind variabel und treten mit dem Antigen-MHC-Komplex
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in Interaktion, wohingegen der invariable CD3-Komplex fir die Signaltransduktion
zustandig ist. Der TCR/CD3-Komplex teilt also die Erkennung des Liganden und die
Signalweiterleitung innerhalb  seiner verschiedenen Komponenten auf. Eine
koordinierte Expression dieser beiden Untereinheiten ist flr eine vollstandige
Ausbildung des TCR/CD3-Komplexes auf der Zelloberflache erforderlich (San Jose,
Sahuquillo et al. 1998). Zusatzlich zur Bindung tUber den MHC kénnen T-Zellen auch
durch bakterielle Superantigene sowie durch Antikdrperbindung am TCR/CD3-Komplex
aktiviert werden. Dabei variiert die erforderliche Menge des Liganden zur T-
Zellaktivierung in Abhéangigkeit vom T-Zell-Stadium (naive T-Zellen, zentrale T-
Gedéachtniszellen (Tcm) oder Effektor-T-Gedéachtniszellen (Tem)) und der Anzahl an
adhasions- und kostimulatorischer Moleklle auf den Antigenprasentierenden Zellen
(APC) (Germain 1994, Viola and Lanzavecchia 1996, Coico and Sunshine 2009).

Die Kostimulation stellt einen zentralen Mechanismus in der T-Zellaktivierung dar. Die
alleinige Stimulation des T-Zellrezeptors resultiert in einem anergen Zustand der T-
Zelle, in dem die Zellen nicht reagieren und refraktar gegeniber einer Restimulation
sind. Die Aktivierung von anderen Oberflachenrezeptoren hingegen ermdglicht die
Generierung zuséatzlich erforderlicher Signale, die einer Anergie entgegenwirken und
eine T-Zellaktivierung induzieren. Viele Zelloberflachenmolekile sind in der Lage
kostimulatorisch zu agieren und die Signaltransduktion durch den TCR zu verstéarken.
CD28 ist das am stérksten kostimulatorisch wirkende Molekil. Zahlreiche Studien
haben gezeigt, dass CD28 die T-Zellproliferation, die Zytokinproduktion, das
Zelluberleben und zellulare Metabolismen induziert (Pasceri and Yeh 1999, Smith-
Garvin, Koretzky et al. 2009). Auch CD40L, ebenso als CD154 bezeichnet, spielt in der
Kostimulation von T-Zellen, vor allem von CD4-positiven Zellen, eine Rolle. CD40L ist
hauptsachlich auf aktivierten CD4-positiven T-Zellen, B-Zellen und Thrombozyten
exprimiert. Unter inflammatorischen Bedingungen ist es zuséatzlich auf Monozyten,
zytotoxischen Zellen, Mastzellen und basophilen Zellen exprimiert und reguliert ein
weites Spektrum molekularer und zellularer Prozesse, wie unter anderem die Initiation
und den Ablauf zellularer und humoraler adaptiver Immunabwehr (Elgueta, Benson et
al. 2009).

1.2.1 Naive-, Effektor-, Zentrale- und Terminal differenzierte
Gedachtniszellen

Haufig verwendete Marker zur Definition von T-Zellsubpopulationen sind die
Oberflachenmarker CD45RA und CCR7 (Sallusto, Lenig et al. 1999). Diese bieten die
Mdoglichkeit, T-Zellen in naive T-Zellen, T-Effektor-Gedéachtniszellen, zentrale
Gedachtniszellen und Terminal differenzierte Effektor-Gedachtniszellen (Temra) zu
unterteilen.

Der C-C-Chemokin-Rezeptor 7 (CCRY7) ist ein sogenannter ,Homing Rezeptor® (,nach
Hause bringen®). Er veranlasst die Migration verschiedener T-Zellsubpopulationen und
antigenprasentierender Zellen in die Lymphknoten. Dort ermdglicht der enge physische
Kontakt zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen eine antigenspezifische
Aktivierung der T-Zellen. Werden CD8-positive T-Zellen durch Antigenkontakt aktiviert,
wird CCR7 herunterreguliert und die aktivierten T-Zellen gelangen in das periphere
Blutsystem. Dieses ist von gro3er Bedeutung fiir den Aufbau der protektiven Immunitéat
sowie auch fur die Induktion der peripheren Toleranz durch immunregulierende
regulatorische T-Zellen. Folglich gilt CCR7 als Marker fir naive- und zentrale
Gedéachtnis-T-Zellen im Lymphgewebe (Forster, Davalos-Misslitz et al. 2008).

Die Expression von CD45RA dient der Identifizierung von naiven T-Zellen, die noch
keinen Antigenkontakt hatten. Der Oberflachenmarker CD45RO beschreibt einen
vorangegangen Antigenkontakt und dient damit der Identifizierung von
Gedachtniszellen (Sallusto, Lenig et al. 1999). Zellen, die CD45RA reexprimieren
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bezeichnet man als Terminal differenzierte Effektor Gedachtniszellen (Temra) (Willinger,
Freeman et al. 2005).

Naive

CCRY

TEM TEMRA

v

CD45RA

Abb. 1: Darstellung der Untergliederung von T-Zellen. Einteilung in naive T-Zellen (Tnaive),
Zentral-Gedachtniszellen (Tcwm), Effektor-Gedachtniszellen (Tem) und Tewmra-Zellen (Temra)
mithilfe der Oberflachenmarker CCR7 und CD45RA.

Naive T-Zellen exprimieren sowohl CCR7 als auch CD45RA. Antigenspezifische CD8-
positive T-Zellen kdénnen in jeweils eine von drei Gedachtniszellsubpopulationen
eingeordnet werden. Zentrale Gedachtniszellen (Tcm) sind eine Zellpopulation, die sich
ortsstandig in den Lymphknoten befindet. Sie zeichnen sich durch die Expression von
CCR7 und das Fehlen von CD45RA aus. Effektor-Gedachtniszellen (Tem) zirkulieren im
peripheren Blut und exprimieren kein CCR7. Zudem fehlt das Oberflachenmolekil
CD45RA. Eine weiteres im Blut zirkulierendes T-Zellsubset, Terminal differenzierte
Effektor-Gedéachtniszellen (Temra), exprimiert CD45RA, aber kein CCR7 (Willinger,
Freeman et al. 2005).

Die Expression diverser Chemokinrezeptoren, wie zum Beispiel CXCR3 ermdglicht
Tem- und Temra-Zellen die Migration in peripheres inflammatorisches Gewebe
(Willinger, Freeman et al. 2005). Effektor-Gedéachtniszellen sind hinsichtlich der
Abwehrfunktion starker differenziert als zentrale Gedachtniszellen. Sie weisen eine
hohe ex vivo Zytotoxizitat auf und produzieren vornehmlich, die TH1-Immunantwort
stimulierende, Zytokine. Ein Beispiel hierfir ist Interferon y (INFy) (Sallusto,
Lanzavecchia et al. 1998). Tcm produzieren hauptsachlich Interleukin-2 (IL-2). Zudem
zeigte sich in den Untersuchungen von Willinger et al., dass Tcm ein hoheres
proliferatives Potential und eine groRere Resistenz gegenliber Apoptose einleitenden
Mechanismen aufweisen, wobei Tem und Temra €in verdndertes TCR-Repertoire zeigen
und durch eine ,seneszente“ Replikation gekennzeichnet sind (Willinger, Freeman et
al. 2005).
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APC TN TSCM TCNI TEM
v~
"(\ :".
CD45RA* CD45RA* CD45RO* CD45RO* CD45RA’
CCRT* CCRT CCR7* CCR7 CCRT
' : . APZ Signalstirke
Proliferationsfihigkeit Funktionelle Differenzierung
Anti-Tumor Wirksamkeit
.Stammzelleigenschaft*

Abb. 2: Die Differenzierung von T-Lymphozyten im adaptiven Immunsystem. Die Expression
der Oberflachenmarker CD45RA und CCR7 wurde der Definition von naiven-, zentralen-,
Effektor-Gedachtnis- und Terminal differenzierten Effektor-Zellsubpopulationen zu Grunde
gelegt. Die Proliferationsfahigkeit sinkt bei gleichzeitig steigender Differenzierung. APC,
Antigenprasentierende Zelle; Tn, naive T-Zelle; Tscm, Gedéachtnis Stammzelle; Tcwm, zentrale T-
Gedéachtniszelle; Tem, T-Effektor-Gedachtniszelle; Terr, Terminal differenzierte Effektor-T-Zelle
(adaptiert aus (Restifo 2014)).

1.2.3 Besonderheiten von Tem / Temra Zellen

Reinke et al. konnten in ihrer Studie bereits aufzeigen, dass Tewra-Zellen offenbar
antigen-unspezifisch, ohne Antigenstimulus, zu Entziindungsorten migrieren und dort
durch lokale Zytokinsekretion Regenerationsprozesse im Knochen und anderen
Geweben hemmen kénnen. Diese Fahigkeit bescheinigt Temra-Zellen eine bedeutende
Rolle im Krankheitsgeschehen von entziindlichen Prozessen wie zum Beispiel im Falle
der Knochenheilung (Reinke, Geissler et al. 2013). Temra-Zellen produzieren grof3e
Mengen der Zytokine IFNy und Tumornekrosefaktor a (TNFa), auch ohne Kostimulus,
und sind damit stark proinflammatorisch wirksam. Durch eine weitere Differenzierung
von Temra-Zellen mittels der Oberflachenmarker CD57 und CD28 ergeben sich weitere
Temra-Zell-Subgruppen. CD57 ist ein Marker, der im Rahmen der Seneszenz Terminal
differenzierter Zellen eine wichtige Rolle spielt. CD57-positive T-Zellen fehlt die
Féahigkeit zur Proliferation was sich unter anderem an einer verkirzten Telomerlange
zeigt (Brenchley, Karandikar et al. 2003). Der CD28-Rezeptor ist als kostimulatorisch
agierendes Molekil ein wichtiger Bestandteil der T-Zellaktivierung. Fur die Aktivierung
einer T-Zelle werden fur gewohnlich zwei Signale benétigt. Zum einen die
antigenspezifische Interaktion der T-Zelle mit dem an den MHC gebundenen Antigen
auf antigenprasentierenden Zellen und zum anderen die Bindung des
kostimulatorischen CD28-Rezeptors auf der T-Zelle mit Oberflachenmolekilen auf
antigenprasentierenden Zellen. Die Bindung des CD28-Rezeptors an Lymphozyten mit
Rezeptoren aus der B7-Familie ist einer der wichtigsten, auf Kostimulation
beruhenden, Signalwege. Diese Signale induzieren eine T-Zellaktivierung mit
nachfolgender klonaler Expansion und inhibieren die T-Zell-Apoptose. Eine fehlende
Kostimulation des CD28-Rezeptors bei der T-Zellrezeptor-Aktivierung fuhrt zu einer
Anergie oder Apoptose der Zelle (Pasceri and Yeh 1999). Bei fehlender Expression
des CD28-Rezeptors wird eine Migration der Zelle in entzindliches Gewebe ohne
Mechanismus der Kostimulation mdglich.

Die Anzahl an CD8-positiven Temra-Zellen steigt mit zunehmendem Alter und zeigt eine
positive Korrelation mit selbigem (Koch, Larbi et al. 2008). Diese Beobachtung wird im
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Zusammenhang mit chronischen Infektionen diskutiert. So ist bekannt, dass Patienten,
die an chronisch-persistierenden Infektionen leiden, wie zum Beispiel einer
Zytomegalievirus (CMV)-Infektion, eine signifikant hohere Konzentration von CD8-
positiven Tewmra-Zellen im peripheren Blut aufweisen als CMV-negative Probanden
(Winchester and Kodali 2011).

4"1
o
o -

Blutgefah |
_ccrr_, \Lymphknoten
Differente T naive _CoeaL \ X . _
Entziindetes = “"éMokine T T
Gewebe — TEM

—
/ TEMRA
- Nerschiedene

Adhasionsmolekiile

\/

Abb. 3: Darstellung des Zirkulationsmechanismus von Gedachtniszellen. Temra-Zellen kénnen
antigenunabhéangig in entztindliches Gewebe migrieren und dort proinflammatorisch aktiv sein,
als auch in entziindlichem Gewebe entstehen und anschlieRend, proinflammatorisch aktiv, in
das periphere Blut gelangen.

1.2.3.1 Temra-Zell-Subsets

Klassisch definierte Temra-Zellen lassen sich durch die Expression von CD45RA und
dem Fehlen von Chemokin-Rezeptor-7 (CCR7) beschreiben. Zur weiteren
Untersuchung von Temra-Zellsubpopulationen werden der Enddifferenzierungsmarker
CD57 und der Kostimulationsmarker CD28 verwendet.

Tew Thaive Subset 1 | Subset 2

CCRY
CD28

Tem Tenpy = Subset 3 | Subset 4

=
L

CD45RA CDa7

Abb. 4: Darstellung des Auswertungsvorgangs von Tewmra-Subsets. links: Darstellung der
verschiedenen Gedachtniszellen und naiven T-Zellen, rechts: Analysefenster der
verschiedenen Temra-Subsets im Hinblick auf die Marker CD57 und CD28
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4.2.3.2 Temra-Zellen im Krankheitsgeschehen der Aortenklappenstenose

Bereits im Jahr 2011 entdeckten Winchester et al. aktivierte HLA-DR positive T-Zellen
im Klappengewebe von Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose (Winchester and
Kodali 2011). Die Expression von HLA-DR (Human Leukocyte Antigen, MHC II) auf
Zellen ist fur die Antigenprasentation und folglich fur die Induktion einer Immunantwort
von Bedeutung. HLA-DR wird unter anderem auf aktivierten T-Zellen exprimiert
(Bottazzo, Pujol-Borrell et al. 1983).

Die erhdhten Tewra-Werte (CD8PSCD57P° und CD8P*CD28"9-Zellen) korrelierten
positiv mit der Schwere der Kalzifikation der Aortenklappen. Darlber hinaus konnten
die Zellen (Zellklone), die in den Aortenklappen histologisch nachgewiesen wurden,
auch im Blut der Patienten gemessen werden. Winchester et al. gingen hier der Frage
nach, ob die im Klappengewebe nachgewiesenen Tewmra-Zellen als Folge einer
oligoklonalen Expansion von im Klappengewebe entstandenen Tewra-Zellen in die
Peripherie getreten sind oder ob im peripheren Blut zirkulierende Zellen unspezifisch in
das inflammatorische Gewebe migriert sind. Nach diesen Studien zeigt sich eine
Kombination aus beiden Mdoglichkeiten. Zum einen das unspezifische Migrieren
peripherer Temra-Zellen in entziindliches Klappengewebe und zum anderen von im
Klappengewebe generierten antigenspezifischen Temra-Zellen, die von ihrem
Ursprungsort in die Peripherie gelangen und dort inflammatorisch aktiv sind (Wu,
Maurer et al. 2007, Winchester, Wiesendanger et al. 2011). Diese Daten weisen auf
eine wichtige Rolle der Tewra-Zellen bei der Pathogenese und auch im
Krankheitsverlauf der Aortenklappenstenose hin.

1.3 Inflammatorisch bedeutsame Zytokine und
Oberflachenmarker des adaptiven Immunsystems

Zytokine sind von Immunzellen produzierte kleine Proteinmolekile, die der
interzellularen Ubertragung von Signalen dienen. Sie umfassen Interleukine,
Interferone und Chemokine. Die immunmodulierenden Wirkungen kommen durch die
Bindung des Zytokins an seinen Rezeptor zustande und induzieren eine Reihe
intrazellularer Signalkaskaden, welche die Expression von Genen herauf oder
herabregulieren. Dies kann in einer gesteigerten Zellproliferation - der gesteigerten
Sekretion oder Hemmung weiterer Zytokine - sowie in der eigenen Hemmung
resultieren (Mak and Saunders 2006). In dieser Arbeit wurden die Aktivierungsmarker
INFy, TNFa, IL-2, 6 und 8, CD1l07a und CD154 untersucht sowie die
Oberflachenmarker PD-1 und CCRS5, mit dem Ziel die Temra-Subpopulationen
funktionell, als auch phanotypisch zu charakterisieren.

1.3.1 Freisetzung von Zytokinen nach Stimulation

INFy ist ein Zytokin, das mit seiner massig antiviralen Aktivitdt andere Immunzellen
stark beeinflusst. Es wird hauptsachlich von aktivierten CD4-positiven T-Helferzellen,
aber auch von CDB8-positiven T-Zellen und natlrlichen Killerzellen produziert. Es
induziert die Aktivierung von Makrophagen, dient der Hochregulation von
Oberflachenmolekilen, wie zum Beispiel MHC-1, und steigert die endogene
Antigenprozessierung. Zudem induziert oder inhibiert es die Apoptose anderer
Immunzellen (Mak and Saunders 2006).

TNFa ist ein Zytokin mit proinflammatorischer als auch immunregulatorischer Wirkung.
Es wird von vielen Immunzellen unter physiologischen sowie pathologischen
Konditionen sezerniert (Mak and Saunders 2006).

IL-2 ist ein Zytokin, das sich durch seine T-Zellstimulierende Wirksamkeit auszeichnet.
Es wird mittels CD28 kostimulatorischer Signale von antigen-aktivierten T-Zellen
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produziert und stimuliert die Proliferation aktivierter IL-2-Rezeptor positiver
Immunzellen. In CD8-positiven T-Zellen induziert IL-2 neben der Proliferation auch die
Differenzierung von naiven T-Zellen in Effektor- sowie in Gedachtnis-T-Zellen. Es
gewabhrleistet zudem nicht nur eine protektive Immunitat sondern vielmehr auch eine
durch die Aktivierung regulatorischer T-Zellen (Treg) vermittelte periphere
Immuntoleranz (Mak and Saunders 2006, Boyman and Sprent 2012).

Interleukin-6 (IL-6) wird im Inflammationsgeschehen gebildet und spielt in der Akute-
Phase-Antwort eine entscheidende Rolle indem es Einfluss auf die Produktion von
Akute-Phase-Proteinen nimmt. IL-6 diktiert in Kombination mit seinem I6slichen
Rezeptor (IL-6R) den Ubergang von der akuten zur chronischen Inflammation indem es
das Gleichgewicht von neutrophilen Granulozyten hin zu Monozyten und Makrophagen
verschiebt. Zusatzlich hat IL-6 stimulatorische Effekte auf T- und B-Zellen, was eine
chronische Entzindung begiinstigt (Gabay 2006). Zudem spielt IL-6, als
Entzindungsmarker, eine bedeutende Rolle in der Pathogenese einiger
kardiovaskularer Erkrankungen, wie zum Beispiel bei der koronaren Herzerkrankung
und der Atherosklerose (Yudkin, Kumari et al. 2000).

Interleukin-8 (IL-8) ist ein Chemokin, das bei Entziindungsreaktionen produziert wird
und der Anlockung und Aktivierung neutrophiler Granulozyten und anderer
Immunzellen dient. IL-8 wird von diversen Zellen sezerniert, wie zum Beispiel von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten sowie auch von Endothelzellen. Durch
seine Funktion auf die Immunzellen besitzt IL-8 eine Schlisselfunktion im humanen
Abwehrmechanismus. Allerdings kann ein erhdhtes IL-8 Aufkommen in der Zirkulation,
herbeigefihrt durch beispielsweise ein verlangertes Inflammationsgeschehen oder eine
chronische Entzindung, zu Gewebeschadigungen unterschiedlichen Grades flhren
(Dong and Zheng 2015). Erythrozyten binden kompetitiv IL-8 und entfernen es dadurch
aus dem Plasma, was einer systemischen Entziindung antagonistisch entgegenwirkt
und den Chemokin-Gradient zum Gewebe erhalt. (Darbonne, Rice et al. 1991).

1.3.2 Oberflachenmarker aktivierter Immunzellen

CD154, auch als CD40L bezeichnet, wird in erster Linie als kostimulatorisches
Oberflachenmolekdl auf aktivierten CD4-positiven T-Zellen exprimiert. CD40L bindet an
den CD40 Rezeptor auf antigenprésentierenden Zellen und induziert dadurch seine
Aktivierung. Durch seine transiente Hochregulation auf CD4-positiven T-Zellen kann
CD40L auch als spezifischer Marker stimulierter CD4-positiver Zellen benutzt werden
(Frentsch, Arbach et al. 2005, Meier, Stark et al. 2008).

Der PD-1 Rezeptor (Programmed cell death protein 1) ist Bestandteil der CD28-
Familie, die im Rahmen der T-Zellaktivierung modulierende Eigenschaften tibernimmt.
PD-1 ist unter anderem auf virusspezifisch aktivierten CD4- und CD8-positiven Zellen
hochreguliert und interagiert mit den Liganden PD-L1 und PD-L2. Die PD-1 Aktivierung
limitiert die TCR/CD28- induzierte Signaltransduktion indem sie die antigenspezifische
Sensitivitdt von T-Zellen herabsetzt (Duraiswamy, Ibegbu et al. 2011, Hong, Amancha
et al. 2013). Die funktionelle Bedeutung von PD-1 ist in der aktuellen Literatur
umstritten. PD-1 wird als Marker fir ,Exhaustion® beschrieben, der zur funktionellen
Erschopfung von T-Zellen fihrt, gekennzeichnet durch eine abnehmende
Proliferationsfahigkeit und den Verlust der Zytokinproduktion. Im Tiermodell konnte
gezeigt werden, dass das selektive Blocken von PD-1 zur funktionellen Reaktivierung
von erschopften T-Zellen fuhrt (Barber, Wherry et al. 2006, Hong, Amancha et al. 2013,
Wei, Zhong et al. 2013, Odorizzi, Pauken et al. 2015). Duraiswamy et al. beschreiben
in ihren Untersuchungen, dass PD-1 neben seinen immunsuppressiven Eigenschaften
auch immunoregulatorische Funktionen besitzt und zudem im gréReren Ausmald auf
aktivierten T-Effektorzellen exprimiert wird, als auf Terminal differenzierten
.erschopften“ T-Zellen (Duraiswamy, lbegbu et al. 2011). Es bestehen demnach zwei
Theorien: PD-1 kénnte, wenn exprimiert, zu einer funktionalen Erschépfung der Zellen
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fuhren, so dass PD-1-positive Zellen weniger proinflammatorische Zytokine
produzieren. Dem steht die Theorie gegenliber, dass PD-1 eine immunregulatorische
Funktion Gbernimmt, indem Zellen, die PD-1 exprimieren, weniger Zytokine bilden und
somit eine Uberschielende Immunantwort reguliert wird und damit der Entstehung
terminal differenzierter funktional ausgeschdpfter T-Zellen entgegenwirken (Wherry
2011, Odorizzi, Pauken et al. 2015, Wherry and Kurachi 2015).

Der CCR5 (CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5) ist ein auf aktivierten T-Gedéachtniszellen
befindlicher Chemokinrezeptor. CCR5 bindet unter anderem an RANTES (CCL5), das
von zytotoxischen T-Zellen produziert wird, und gewahrleistet dadurch die
zielgerichtete Migration in inflammatorisches Gewebe, aber auch die autokrine
Aktivierung dieser Zellen. Weitere Liganden sind MIP-1a (Makrophage inflammatory
protein 1a) und MIP 1B (Makrophage inflammatory protein 18). Diese Liganden werden
vor allem in inflammatorischem Gewebe exprimiert (Qin, Rottman et al. 1998). CCR5-
exprimierende Zellen sind in grof3er Anzahl in entziindlichem Gewebe zu finden,
verglichen mit einer relativ geringen Prasenz in peripherem Blut und Lymphknoten. Die
CCR5-Expression konnte peripheren Blutzellen allerdings die Mdglichkeit verleihen,
zZielgerichtet in peripheres Gewebe zu migrieren (Qin, Rottman et al. 1998). Es konnte
gezeigt werden, dass die Expression von CCR5 auf CD4- und CD8-positiven Zellen
spezifisch durch IL-12 induziert wird, wahrend eine durch IL-2 induzierte Stimulation
von ruhenden Zellen nicht zur Hochregulation von CCR5 fihrt. Auf nicht aktivierten T-
Zellen wird CCR5 kaum exprimiert und auch nur marginal durch eine TCR-Stimulierung
induziert (Iwasaki, Mukai et al. 2001).

1.3.3 CD107

CD107a und b (Lysosomal assoziiertes Membranprotein 1 und 2) sind in der
Zellmembran eingelagerte Proteine, die voribergehend auf der T-Zelloberflache
exprimiert werden und die Fahigkeit zur Degranulation besitzen. CD107a wird daher
auch als Degranulationsmarker bezeichnet und verwendet (Betts, Brenchley et al.
2003, Betts and Koup 2004).
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1.4 Die schwere Aortenklappenstenose

1.4.1 Epidemiologie der nichtrheumatischen Aortenklappenstenose

Die Aortenklappenstenose stellt mit einer Prévalenz von 5 % die hé&ufigste
Herzklappenerkrankung in der Altersgruppe der Uber 75-Jahrigen dar (Steiner, Krbal et
al. 2012) und ist die dritthaufigste kardiovaskulare Erkrankung beim Menschen
(Akerstrom, Barderas et al. 2013).

Sie tritt im Allgemeinen aufgrund verschiedener atiologischer Ursachen auf. Man
unterscheidet zwei Typen der Aortenklappenstenose: die kongenitale bikuspide Klappe
und die degenerativ kalzifizierte Aortenklappe. Die bikuspide Klappe ermoglicht zwar
eine normale Klappen- und Herzfunktion, ist aber sehr anféllig gegeniber
normalerweise harmlosen ha&modynamischen Belastungen und neigt verfriht zur
Kalzifizierung, Verdickung und weiteren Stenosierung (Akerstrom, Barderas et al.
2013). Die degenerative kalzifizierte Aortenklappenstenose tritt gehauft in der alteren
Bevolkerung auf. Verantwortlich sind pathologisch-anatomisch degenerative
Veranderungen in den Klappen. Atiologisch &hnelt die Aortenklappenstenose in
vielerlei Hinsicht der Atherosklerose. Risikofaktoren wie  Bluthochdruck,
Hypercholesterinamie und auch Diabetes mellitus Typ 2 beglnstigen die Entstehung
der Aortenklappenstenose. Allerdings bestehen auch einige wichtige Unterschiede
zwischen beiden Erkrankungen, die unterstreichen, dass es sich um eigenstandige
Krankheitsbilder handelt. Zum Beispiel leidet nicht jeder an Atherosklerose erkrankte
Patient auch an einer Aortenklappenstenose. Ebenso wie ein an einer Stenose der
Aortenklappe erkrankter Mensch nicht zwangslaufig eine Arteriosklerose aufweist.
Lipidsenkende Medikamente wie Statine zeigen nur in der Therapie der Atherosklerose
einen positiven Effekt, wobei sie bei der Therapie der Aortenklappenstenose hingegen
erfolglos bleiben (Akerstrom, Barderas et al. 2013).

Insgesamt besteht in der medikamentdsen Therapie der Aortenklappenstenose kein
kurativer Therapieansatz. Eine tatsédchliche Behebung der Stenose besteht derzeit
allein im Aortenklappenersatz (Steiner, Krbal et al. 2012). Da es sich bei der schweren
Aortenklappenstenose lUberwiegend um Patienten in einem Alter von Uber 65 Jahren
handelt und eine Operation am offenen Herzen den Einsatz einer Herz-Lungen-
Maschine erfordert, liegt die Letalitat peri- aber auch postoperativ bei 3 bis 5 %. Zudem
mussen Patienten von mehr als 80 Jahren und zusatzlich auftretende Komorbiditaten
durch den resultierenden Risikoanstieg oft von dieser Therapie ausgeschlossen
werden (Bach, Cimino et al. 2007).

Die transarterielle Aortenklappenimplantation (TAVI) sowie die transapikale
Aortenklappenintervention  stellen  alternative  Klappenersatzverfahren  zum
konventionellen chirurgischen Klappenersatz dar. Vor allem fir die Hochrisikopatienten
er6ffnen diese weniger invasiven Verfahren eine weitere Option zur Behandlung der
Aortenklappenstenose.

Sowohl fur die chirurgische Versorgung, als auch fir den minimalinvasiven Eingriff
mittels Katheter konnte gezeigt werden, dass es postoperativ bzw. eingriffsbedingt zu
einer systemischen Inflammation kommen kann (Stahli, Grunenfelder et al. 2012).
Diese konnte in den Zusammenhang mit kardiovaskularen Komplikationen gestellt
werden, die ebenfalls haufig im Verlauf bei den Patienten auftreten.

Die postoperative 1-Jahres-Mortalitdt betragt bei der TAVI 14,2 % und bei der
chirurgischen Aortenklappenimplantation 19,1 %, wobei verschiedene ursachliche
Komplikationen zusammengefasst wurden (Adams, Popma et al. 2014).

1.4.2 Pathophysiologie

Histologische Studien haben gezeigt, dass die Entwicklung und Progression der
kalzifizierten Aortenklappenstenose nicht ausschlie3lich degenerative Ursachen hat,
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sondern vielmehr eine inflammatorische Genese vermuten lasst (Olsson, Dalsgaard et
al. 1994, Winchester, Wiesendanger et al. 2011, Galeone, Paparella et al. 2013).
Bedingt durch sogenannten ,Shear Stress“ (hamodynamische Belastungen, zum
Beispiel in Folge arterieller Hypertension) kann es zu Mikrorupturen am
Klappenendothelium sowie einem Anstieg der Kollagen- und
Glykosaminglykansynthese kommen (Akerstrom, Barderas et al. 2013). Die
anschlieBende Verdickung der Klappe ist charakterisiert durch die Einlagerung von
inflammatorischem Material, welches z.B. Makrophagen, T-Lymphozyten und oxidierte
Lipide einschlief3t. Die Makrophagen und T-Lymphozyten finden sich vornehmlich an
der aortikalen Klappenoberflache. Immunhistochemische Studien haben gezeigt, dass
auch Apolipoproteine, Schaumzellen und Low Density Proteine (LDLs) dort lokalisiert
sind (Sverdlov, Ngo et al. 2011). Die Oxidierung der angelagerten Lipide fihrt zu einer
erhdhten Sekretion inflammatorischer Proteine, wie unter anderem TNFa. Diese
inflammatorischen Prozesse induzieren die Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten. Diese produzieren gesteigert Kollagen, das sich schlie3lich
ungeordnet im Klappengewebe anreichert. Weiterhin ist eine Differenzierung der
Myofibroblasten in  Osteoblasten mdglich, welche die darauf folgenden
Kalzifizierungsprozesse initiieren (Dweck, Boon et al. 2012).
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Abb. 5: Endotheliale Lasionen im Klappengewebe erlauben die Migration von T-Zellen und
Lipiden in das Klappengewebe. Die Oxidierung der angelagerten Lipide fuhrt zu einer erhdhten
Sekretion inflammatorischer Proteine, wie unter anderem TNFa. Diese inflammatorischen
Prozesse induzieren die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Diese
produzieren gesteigert Kollagen, das sich schlieZlich ungeordnet im Klappengewebe anreichert.
Weiterhin ist eine Differenzierung der Myofibroblasten in Osteoblasten mdéglich, welche die
darauf folgenden Kalzifizierungsprozesse initiieren (Dweck, Boon et al. 2012)

Mit der Zeit vermindert sich der Durchmesser des linksventrikul&ren Ausflusstraktes
zunehmend und die Obstruktion nimmt parallel zu, was zu einer steigenden Nachlast
innerhalb des linken Ventrikels fihrt. Es folgt eine kompensatorische, konzentrische
linksventrikulare Hypertrophie, um einer Verminderung des Herzzeitvolumens
entgegenzuwirken. Durch diesen kompensatorischen Prozess bleibt das
physiologische Ejektionsvolumen erhalten und der Patient jahrelang symptomfrei
(Pohle, Maffert et al. 2001). Da sich die Klappenéffnung aber progressiv verkleinert, ist
der Herzmuskel ab einem bestimmten Punkt nicht mehr in der Lage die Auswurfmenge
durch die Ventrikelhypertrophie zu kompensieren und es kommt zu einer Verringerung
des Ejektionsvolumens. Dies wiederum fuhrt zu einer Minderversorgung des
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Organismus mit Sauerstoff und damit zu klinischen Symptomen, wie Dyspnoe, Angina
Pectoris und Synkopen (Pohle, Maffert et al. 2001).

Zeigt der Patient erst einmal die typischen Symptome, liegt die Mortalitatsrate
innerhalb der nachsten zwei Jahre unbehandelt bei 50 % (Leon, Smith et al. 2010).

1.4.3 Therapie

Die einzig wirksamen Therapien liegen im chirurgischen Klappenersatz sowie im
minimalinvasiven  Eingriff ~ mittels  transfemoralem  Katheter (TAVI)  bei
Hochrisikopatienten.

Der Goldstandard fur die Therapie der symptomatischen  schweren
Aortenklappenstenose ist jedoch der chirurgische Aortenklappenersatz. Mit Einflihrung
der Herz-Lungen-Maschine im Jahr 1953 wurde 1960 der erste operative
Aortenklappenersatz moglich (Ziemer and Haverich 2010). Mit einer 3-Jahres-
Uberlebensrate von 87 % ist er der medikamentésen Therapie mit 21 % klar tiberlegen
(Schwarz, Baumann et al. 1982). Dieser deutliche Uberlebensgewinn erklart die
Etablierung des operativen Aortenklappenersatzes in den letzten Jahrzehnten.

Nach den aktuellen Leitlinien besteht die Operationsindikation bei einer
symptomatischen, schweren Aortenklappenstenose (Vahanian, Baumgartner et al.
2007), das hei3t nach dem Auftreten klinisch relevanter Symptome wie Dyspnoe,
Angina Pectoris oder Synkopen (Pohle, Maffert et al. 2001).

Die TAVI ist ein neu etabliertes Verfahren fir Patienten, die an einer hochgradigen
Aortenklappenstenose leiden, deren operatives Risiko jedoch zu hoch ist. Der Eingriff
wurde im Jahre 2002 zum ersten Mal durchgefuhrt (Smith, Leon et al. 2011).
Eingesetzt wird die Klappe mittels eines transfemoralen Katheters, der tber einen
peripheren arteriellen Zugang bis hin zur Aorta vorgeschoben wird. Dort wird die neue
Klappe in Position gebracht und tber die alte Aortenklappe gesetzt.

11
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2. Zielsetzung

Die bisher erhobenen Daten zur Funktionalitdt von Temra-Zellen hinsichtlich der T-Zell-
Exhaustion sowie ihre Rolle in pathologischen Situationen sind widersprichlich. Dies
hangt, zumindest zum Teil mit der unklaren Definition von Temra-Zellen und deren
Subsets zusammen. In den bisher veroffentlichten Arbeiten wurden stets nur einzelne
Marker zur ldentifikation der Tewra-Zellen eingesetzt. Eine Untersuchung mit der
Kombination der verschiedenen bekannten Oberflachenmarker, ist in der aktuellen
Literatur bisher nicht beschrieben.

1. Ein Ziel dieser Arbeit war es, die bis heute nicht vollstdndig charakterisierte T-
Zellpopulation, die sogenannten Temra, Terminal differenzierte Effektor T-Zellen, auf
ihre funktionellen und phanotypischen Eigenschaften hin tiefgehender zu untersuchen
und unter Berilicksichtigung von Subpopulationen weiter zu charakterisieren.

Zur Charakterisierung der Temra-Zellsubsets wurde Blut von gesunden CMV-positiven
Spendern sowie von Patienten die an einer Aortenklappenstenose erkrankt sind
untersucht. Hier wurden neben der Charakterisierung der verschiedenen Temra-
Subgruppen, ebenfalls deren Funktionalitdt und Oberflachenstruktur Bedeutung
geschenkt, indem verschiedene inflammatorisch wirksame Zytokine und
Oberflachenmarker untersucht werden.

2. Ein weiterer Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Verteilung von Temra-Zellen im
Kontext der schweren Aortenklappenstenose. Die aktuelle Literatur zeigt, dass die
Aortenklappenstenose kein passiver Prozess ist, sondern vielmehr aktiv durch
inflammatorische Mechanismen beeinflusst wird (Winchester and Kodali 2011). Daher
ist eine detaillierte immunologische Charakterisierung von Aortenklappenstenose-
Patienten und im Besonderen von Temra-Zellen von grof3em Interesse. Innerhalb
dieses Projektes soll die immunologische Auswirkung zweier unterschiedlicher Eingriffe
(die chirurgische- und TAVI-Behandlung) in einem direkten Vergleich untersucht
werden. Der akute Einfluss des chirurgischen Eingriffs kénnte viel deutlichere peri-
operative Veranderungen innerhalb der Immunzellpopulationen hervorrufen, da allein
der Einsatz der Herz-Lungenmaschine, die langere Operation und damit Narkosezeit
nachweislich eine Aktivierung des Immunsystems verursachen. Diese hochgradigen
inflammatorischen Veranderungen konnten sich nach einigen Tagen bzw. Wochen
allerdings wieder vollstandig normalisieren. Bei den TAVI-Patienten wiederum konnte
der minimalinvasive Eingriff peri-operativ einen geringeren Einfluss auf das
Immunsystem haben. Das im Korper des Patienten verbleibende entziindliche
Klappengewebe koénnte allerdings auf lange Zeit als ,Trigger® fur persistierende
Entzindungsreaktionen fungieren.
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3. Material

3.1 Blutproben

Fur die Charakterisierung der Tewra-Zellen und ihrer Subsets wurde im ersten Teil eine
gesunde CMV-positive Spendergruppe untersucht, da diese chronisch infizierte
Kohorte nachweislich mehr Temra-Zellen aufweist (Brenchley, Karandikar et al. 2003,
Winchester, Wiesendanger et al. 2011). Zum Vergleich wurden auch gesunde CMV-
negative Spender untersucht.

Ziel war es zu untersuchen, ob sich Temra-Zellen und Subsets der Patienten, die unter
Aortenklappenstenose leiden, hinsichtlich ihrer Verteilung, Funktion und ihrer
phanotypischen Merkmale von den in gesunden Spendern vorkommenden Temra-
Zellen unterscheiden. Dies kénnte eine mdgliche Verbindung von Temra-Zellen und
Subsets zum Krankheitsbild der Aortenklappenstenose erkléren.

3.1.1 Gesunde Spender

Es wurde das Blut von 18 gesunden Spendern im Alter von 20 bis 35 Jahren
untersucht. Zehn Spender waren CMV-positiv und acht Spender CMV-negativ. Es
wurden jeweils 10 ml Vollblut mittels Heparin-Réhrchen entnommen. Dieses wurde zur
Charakterisierung der Tewra-Zellsubsets aufbereitet (siehe 4.2) und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die Ergebnisse des CMV-negativen und CMV-
positiven Blutes wurden im Anschluss statistisch ausgewertet und verglichen.

3.1.2 Aortenklappenstenose-Patienten

Nach positivem Ethikvotum (EA1-175-12) wurden Patienten mit gesicherter
Aortenklappenstenose rekrutiert. Dies geschah nach vorhergehender Aufklarung und
Einwilligung zur Studienteilnahme. Ausgeschlossen aus der Studie wurden Patienten,
die eine Assoziation mit pathologischen Veranderungen des Immunsystems, einen
insulinpflichtigen Diabetes mellitus, ein akutes Koronarsyndrom, eine akute Infektion,
eine Operation innerhalb der letzten 30 Tage, eine Knochenfraktur in den letzten drei
Monaten oder eine fortbestehende maligne Erkrankung aufwiesen. Die
hamatologischen Parameter, wie die Leukozytenzahl, der CRP-Wert und die
glomerulére Filtrationsrate der Niere mussten im Normbereich liegen. Zudem musste
eine hochgradige Aortenklappenstenose mit einer Klappendffnungsflache von weniger
als 1,0 cm? bestehen. Es wurden 10 ml Heparin-Blut zur Untersuchung der Temra-
Zellsubsets entnommen, aufbereitet und im Durchflusszytometer gemessen.

Um den Zusammenhang zwischen den Interventionen und nachweisbaren
Immunzellen im peripheren Blut zu untersuchen wurden weitere Patienten rekrutiert.
Den chirurgischen Patienten und TAVI-Patienten sollte zu den verschiedenen
Zeitpunkten je 5 ml EDTA-Blut fur die Untersuchungen abgenommen werden: jeweils
einen Tag vor dem Eingriff, finf Tage nach dem Eingriff sowie drei und sechs Monate
nach dem Eingriff.

Blutbild und weitere Parameter wurden den Patientenakten entnommen und in die
Auswertung einbezogen.

3.1.3 Kardiovaskulare Kontrollgruppe

Es wurden 35 Patienten, nach Geschlecht und Alter passend zur Studiengruppe, von
der kardiologischen Station ausgewahlt, bei denen diagnostisch eine
Aortenklappenstenose ausgeschlossen wurde.
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3.2 Chemikalien und Gebrauchsldsungen

Zur Vorbereitung der Blutproben fur die durchflusszytometrische Messung wurden
Fertigherstellungen sowie selbst hergestellte Gebrauchslésungen verwendet.
Diese sind in Tabelle 1 und Tabelle 2 aufgefihrt.

Tab. 1: Darstellung der verwendeten Chemikalien mit jeweiligen Hersteller Angaben

Ampuwa

Biocoll Separationsmedium
Breveldin A

Decosept

DMSO Hybri-Max®

Dulbeccos Phosphat-gepufferte Saline (D-
PBS)

Fetales Kalberserum (FCS)
Formaldehyd 37%
lonomycin Kalzium Salz, 1 mg

Monensin Sodium Salt, 90-95% (TLC)

Penicillin 10‘000 U/ml/Streptomycin 10000
Mg/ml

PerFix-nc Kit

BD Perm/Wash (10x)

Phorbol-12 Myristate 13 Acetate (PMA) 1 mg
Trypan Blue Solution, 02 um Filtered
VersalLyse™ Lysing Solution

VLE RPMI 1640 Medium 1 mg

Fresenius Kabi
Biochrom (Berlin, D)
Sigmar Aldrich, St. Louis, USA
Dr. Schuhmacher
Sigmar Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen Life Technologien (Karlsruhe, D)
Biochrom (Berlin, D)
Carl Roth GmbH + Co Kg (Karlsruhe, D)
Sigmar Aldrich, St. Louis, USA
Sigmar Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom (Berlin, D)
Beckman Coulter, Brea, CA, USA
BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Sigmar Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Biochrom (Berlin, D)

Tab. 2: Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten Gebrauchslésungen

RPMI-1640 + 2mM L-Glutamin

0
RPMI-Vollmedium (RPMI+++) 10 % FCS

100 U/ml Penicillin

Biochrom (Berlin, D)

100 pg/ml Streptomycin

FACS Puffer

™ i
Isoflow™ Sheath Fluid 2 9% FCS

4 % Formalinlésung

14

37 % Formaldehyd

Beckman Coulter
Biochrom (Berlin, D)
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3.3 Gebrauchsgegenstande und Gerate

In dieser Arbeit wurden folgende Gebrauchsgegenstande und Gerate zur Bearbeitung

und Auswertung der Proben verwendet.

Tab. 3: Verwendete Einweg-Materialien
Einwegprodukte Hersteller

BD Falcon Pipette, 5 ml

BD Falcon Pipette, 10 ml

BD Falcon Pipette, 20 ml

Pasteurpipette, 3,5 ml

Zentrifugenréhrchen, Falcon®, rund 5 ml
Zentrifugenréhrchen, Falcon®, konisch 15 ml

Zentrifugenréhrchen, Falcon®, konisch 50 ml

Tab. 4: Verwendete Gerate

Gerate

Hera Safe Safety Cabinet

Hera Safe 2020

Heraeus MULTIFUGE X1R Centrifuge
Heraeus MULTIFUGE 3SR+ Centrifuge

Mikroskop Model CK2-TR

Neubauer, verbessertes Hamozytometer, Tiefe
0,1 mm, 0,0025 mm?

Sanyo CO:2 Inkubator Model MCO-18AIC

Navios™ Durchflusszytometer (10 Farben, 3
Laser)

LSR Fortessa
Farben, 4 Laser)

Durchflusszytometer (16

Tab. 5: Verwendete Software

Software

BD FACSDiva™ Software Version 6.1.3
FlowJo Version 9.8.1

Kaluza Analysis Auswertesoftware 1.3

BD Falcon
BD Falcon
BD Falcon
Sarstedt

BD Falcon
BD Falcon

BD Falcon

Hersteller
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Olympus
Neubauer

Sanyo

Beckman Coulter

BD Biosciences

Hersteller
BD Biosciences
TreeStar

Beckman Coulter
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GraphPad Prism Version 6 GraphPad Software, La Jolla, USA

3.4 Antikorper

Zum Nachweis der verschiedenen Zellpopulationen wurden an Fluorochrome
gekoppelte Antikorper eingesetzt die mittels Durchflusszytometrie gemessen wurden.

Tab. 6: Die Tabelle zeigt die benutzten Antikérper mit ihren jeweiligen Fluorochromen,
Spezifitaten, Klonen und Herstellern.

FITC CD45RA MouselgG2b, k  HI100 (RUO) BD Pharmingen
CD57 IgM Mouse NC1 BeckmanCoulter
PE CCRY7 Mouse IgG2A 150503 R&D Systems,
ECD CD28 IgG1 Mouse CD28.2 BeckmanCoulter
HLA-DR IgG1 (Mouse) Immu-357 BeckmanCoulter
PC7 CD27 IgG1 (Mouse) 1A4CD27 BeckmanCoulter
APC CD4 IgG1 Mouse 13B8.2 BeckmanCoulter
CD107a Mouse 1gG1, k H4A3 BioLegend
PacBlue CD45RA IgG1 Mouse 2H4 BeckmanCoulter
CD57 Mouse IgM, k HCD57 BioLegend
APC_A700 CD8 IgG1 (Mouse) B9.11 BeckmanCoulter
APC_A750 CD3 IgG1 k, Mouse UCHT1 BeckmanCoulter
KrO CD45 IgG1 Mouse J.33 BeckmanCoulter
PerCP Cy5.5 CD28 Mouse IgG1, k CD28.2 BioLegend
TNF alpha :\?IoGuls’e R, MAb11 eBioscience
PD1 (CD279) lgG2b Mouse PD1.3 BeckmanCoulter
BV785 INFy Mouse IgG1, k 4S.B3 BioLegend
BV711 CD154 Mouse IgG1, k 24-31 BioLegend
PECy 7 IL-2 Rat IgG2a, k MQ1-17H12 BioLegend
CCR5 J418F1 Rat IgG2b, k BioLegend
Zombie k?\gig?;?t' BioLegend
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4. Methoden

4.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence-activated cell sorter) ist ein technisches
Verfahren, bei dem Zellen mittels Antikdrper-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen
charakterisiert werden. Es kdnnen sowohl Oberflachenmolekile als auch intrazelluléare
Strukturen nachgewiesen werden. Verschiedene Filter gewahrleisten, dass der
Laserstrahl mit einer bestimmten Wellenlange auf die Zelle trifft. Es wird eine
Einzelzellsuspension durch eine Messkammer geleitet, in der verschiedene
Laserstrahlen unterschiedlicher Wellenlangen auf die Zellen treffen. Eine Mikrokuvette
gewadhrleistet, dass jede Zelle einzeln nacheinander durch die Messkammer flief3t.
GroRe, Granularitdt sowie die verschiedenen, an die Zellen gebundenen
Fluorochrome, bewirken eine unterschiedliche Ablenkung der Laserstrahlen. Diese
Streuung des Lichts wird mittels Detektoren gemessen und aufgezeichnet. Die
ZellgroRe wird hierbei als Vorwartsstreulicht in einem Winkel von 2 bis 15° gemessen
(FSC, forward scatter) und die Granularitat der Zelle als Seitwartsstreulicht (SSC,
sideward scatter) in einem 90° Winkel. Zum Nachweis spezifischer Oberflachenmarker
oder intrazellularer Zytokine werden die an Antikorper gebundenen, verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffe = an  antigenspezifische  Antikbrper  gekoppelt. Die
Fluoreszenzfarbstoffe werden individuell durch Licht unterschiedlicher Wellenl&angen
angeregt und emittieren daraufhin Licht einer bestimmten Wellenldnge, das
anschlieBend gemessen wird. Auf diese Weise ermdglicht die Durchflusszytometrie
sowohl die qualitative Auswertung verschiedener Zelleigenschaften als auch deren
guantitative Erfassung (Zeilinger and Hubl , Ibrahim and van den Engh 2007).

Peripheres * I(
Blut/ Y Y
PBMCs Y -
\ ok
Haut ﬂ
- -~ ek Farbun
r’,\'?f;1 —— suspension B
B S /

=

Zellkulturen

Zugabe von Antikorpern

>

Ausrichtung der
Zellen

als Einzelzell-
suspension

8CA

Abb. 6: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers. (1) Detektor fur das
Vorwartsstreulicht (2) Detektor fur das Seitwartsstreulicht (3) Fluoreszenzdetektor. Adaptiert
nach (Jahan-Tigh, Ryan et al. 2012)
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4.1.1 Kompensation

In der Durchflusszytometrie wird in der Regel das emittierte Licht mehrerer angeregter
Fluorochrome gemessen, das mittels verschiedener Filter selektiv detektiert wird. Da
Fluorochrome aber nicht wie erwinscht bei jeweils nur einer ganz bestimmten
Wellenlange Licht emittieren, kann es dazu fuhren, dass auch Laser, die nicht dafur
bestimmt sind, Fluorochrome anregen und somit falsche positive Signale in einem
anderen Kanal messen (Erickson, Lu et al. 2015). Diese Uberlappenden Signale
mussen schlieBlich herausgerechnet werden. Dieser Vorgang wird als Kompensation
bezeichnet.

Um optimale Ergebnisse und eine adaquate Darstellung der Daten zu erzielen, wurde
vor Einsatz des Panels mit Hilfe von Einzelfarbungen kompensiert.

Logarithimic ‘Logicle’
1 1 I
Uncompensated

1%y

104 o

1 1 I
Compensated
[@ - Ill:llll

Abb. 7: Darstellung der Kompensation eines Dotplots. Unkompensierter Dotplot (oben) und
nachtraglich kompensierter Dotplot (unten). Um optimale Ergebnisse und eine adéquate
Darstellung der Daten zu erzielen, wurde vor Einsatz des Panels mit Hilfe von Einzelfarbungen
kompensiert. Es wurde jedes Fluorochrom mit jedem kombiniert und im Dotplot dargestellt.
Anhand der Darstellung kann ermittelt werden, wo falsche Signale auftreten und diese
herausgerechnet werden. Abbildung nach (Herzenberg, Tung et al. 2006)

4.2 Vorgehen

Es wurde ein neues Panel zur Untersuchung der Tewmra-Zellsubsets etabliert. Das Blut
wurde je nach Versuchsteil aufbereitet, mit Antikorpern gefarbt und mit dem
Durchflusszytometer gemessen.

4.2.1 Blutaufbereitung

Isolierung von mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs)
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Mittels einer Zwei-Phasen-Dichtegradientenzentrifugation mit einer Biocoll-Lésung
konnten mononukleare Zellen, wie Lymphozyten und Monozyten aus peripherem Blut
von Granulozyten, Erythrozyten und toten Zellen getrennt werden.

Hierfur wurden 9 ml heparinisiertes Spenderblut in einem 15 ml Falcon 1:1 mit PBS-
Puffer verdinnt und auf 15 ml Biocoll-Trennldsung aufgeschichtet. Biocoll ist ein
synthetisch hergestelltes polysaccharidéahnliches Polymer, das der Trennung und
Isolierung von Zellen dient. AnschlieRend wurde die Probe fur 20 Minuten bei 1000 g,
Raumtemperatur, einer Beschleunigung der Stufe 3 und ohne Bremse zentrifugiert.
Diese Einstellungen sollen eine schonende Zentrifugation sowie einen Aufbau der
unterschiedlichen Phasen ermdglichen. Die PBMCs befinden sich in dem Interphase-
Ring zwischen dem Plasma-Phosphatpuffer-Gemisch und der Biocoll-Lésung. Die
mononukledren Zellen wurden vorsichtig mittels einer Pasteurpipette abgenommen
und in zwei aufeinander folgenden Zentrifugationsschritten gewaschen. Hierfur wurden
die Zellen mit PBS-Puffer versetzt. AnschlieBend wurde die Zellzahl mit einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Schichten vor der Schichten nach der
Ficoll-Zentrifugation Ficoll-Zentrifugation

Pl
Blut asma
| PBMCs (Interphase)
Biocoll
Biocoll

Granulozyten

RBCs (Rote Blutzellen)

Abb. 8: Isolierung von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) mittels Biocoll-Ldsung.
Aufschichtung von Blut auf Biocoll-Lésung (links), Auftrennung in die verschiedenen Phasen
nach der Zentrifugation (rechts). Adaptiert nach (Lin, Chiang et al. 2014)

4.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer. Dazu wurden 10
Ml einer Zellsuspension im Verhdltnis 1:1 mit einer 0,5 prozentigen Trypanblaulésung
versetzt und im Mikroskop im von der Zahlkammer vorgegebenen Raster gezahlt. Da
Trypanblau nur tote Zellen anfarbt, kbnnen diese von intakten und vitalen Zellen
unterschieden werden. Die Zellen in den vier vorgegebenen Quadranten wurden
ausgezahlt und die Zellkonzentration pro Milliliter ermittelt werden, indem die
durchschnittliche Zellzahl pro Quadrat mit dem Verdinnungsfaktor 2 und dem Faktor
10* multipliziert wurde.

Die Zellen wurden anschlieRend in RPMI (100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin,
2 mM L-Glutamin, 10 % FCS) tber Nacht inkubiert und am nachsten Tag gefarbt.
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4.2.3 In vitro Stimulation von Lymphozyten

Die Zellen wurden nach Zugabe von Phorbol-12-myristat-13-aceat (PMA) und
lonomycin (lono) vier Stunden bei 37° C inkubiert. Der CD107a-APC Antikorper wurde
zeitgleich mit PMA/lono dazugegeben. PMA st ein Phorboldiester, der als
Diacylglycerol-Analogon an die Kalzium-abhangige Proteinkinase C bindet und damit
die Aktivierung immunmodulierender Proteine beschleunigt sowie die Stimulation von
Zytokinen induziert (Ballester and Rosen 1985). lonomycin ist ein von Streptomyces
conglobatus produziertes Antibiotikum, das als lonophor dem intrazellularen Anstieg
von Kalzium dient (Liu and Hermann 1978). Hierdurch tragt es zur Aktivierung der
Proteinkinase C und damit zur Steigerung der Zytokinproduktion bei.

Nach einer Stunde wurden Brefeldin A und Monensin dazugegeben. Breveldin A
blockiert den Transport von Proteinen in den Golgi-Apparat und induziert deren
Akkumulation im endoplasmatischen Retikulum (Lippincott-Schwartz, Yuan et al.
1991). Monensin ist ein Na'-lonophor, das viele zellulare Funktionen reguliert
einschlie3lich Apoptose und der Zellproliferation (Park, Seol et al. 2002). Es verhindert
ebenfalls die Protein-Sekretion, indem es Transportprozesse wahrend der
Zellaktivierung hemmt (Mollenhauer, Morre et al. 1990). Hiermit wird eine Akkumulation
der Proteine in der Zelle erreicht; sodass diese anschlieBend mittels
Durchflusszytometrie dargestellt werden kénnen.

Tab. 7: Verwendete Stimulationsreagenzien

PMA 50 ng/ml 1 mg/ml
lonomycin 600 ng/ml 50 pg/mi
Brefeldin A 10 ng/ml 5 mg/ml
Monensin 5 ug/mi 5 mg/ml

4.2.4 Auswahl der Antikérper und Antikdrperfarbung

Da nicht jede Kombination von Fluorochromen mdoglich ist, wurden verschiedene
Kombinationen von Fluorochromen und Klonen getestet, bis ein Panel entstand, mit
dem die gewlinschten Zellen gut dargestellt und ausgewertet werden konnten. Es
sollte zum einen ein Panel entstehen, welches bestimmte Oberflachenmarker darstellt
und zum anderen ein Panel mit dem die Funktionalitdt, das heil3t der intrazellulare
Nachweis von Zytokinen, untersucht werden konnte.

Folgende Panel wurden etabliert:

Tab. 8: Funktioneller Versuchsansatz

CD3 APC-A750 1/50
CD8 APC-A700 1/200
CD4 APC 1/25
CCR7 PE 1/10
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CD45RA FITC 1/10
CD57 PacBlue 1/20
CD28 ECD 1/12,5
CD154 PerCPCy5.5 1/25
CD107a PE/Cy7 1/12,5
INFy BV785 1/20
TNFa PerCPCy5.5 1/ 33,33
IL-2 PECy7 1/20
Zombie Lebend-Tot_Antikérper 1/200

Tab. 9: Oberflachenmarker Versuchsansatz

CD3 APC-A750 1/50
CD8 APC-A700 1/200
CD4 APC 1/25
CCR7 PE 1/10
CD45RA FITC 1/10
CD57 PacBlue 1/20
CD28 ECD 1/12,5
PD1 PerCPCy5.5 1/25
CCR5 PE/Cy7 1/25
Zombie Lebend-Tot-Antikdrper 1/200

4.2.5 Antikorperfarbung

Nach der Isolation der PBMCs wurde die Oberflache von 1 x 10° Zellen in einem
Volumen von 100 pl 15 Minuten lang gefarbt. Im Anschluss wurden die Zellen mit einer
4-%igen Formalin-Losung fixiert, gewaschen und am Durchflusszytometer (Fortessa)
gemessen.

Fur die intrazelluldre Farbung wurde nach der Zellstimulation zunachst die Oberflache
gefarbt, danach ebenfalls fixiert und anschlieend zehn Minuten lang mit WashPerm-
Puffer (10x) inkubiert, was zur Permeabilisierung der Zellmembranen fihrt. Auf diese
Weise konnen die Antikdrper-Fluorochrom-Komplexe in die Zelle gelangen und dort die
Zytokine sowie internalisierte Oberflachenmarker, wie beispielsweise der CD3-
Oberflachenmarker, erreichen und binden. Nach der intrazellularen Farbung wurden
die Zellen wieder mit WashPerm Puffer gewaschen, um verbleibende Antikdrper aus
der Probe zu entfernen. Die Proben wurden anschlieBend mit dem
Durchflusszytometer gemessen.
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4.3 Antikorperfarbung von Patienten-Vollblut

Fur die Untersuchung des Patientenblutes wurden 100 ul EDTA-Vollblut mit
verschiedenen Antikdérpern versetzt und 15 Minuten lang bei Raumtemperatur
lichtgeschiitzt inkubiert. Um stérende Erythrozyten aus dem Vollblut zu entfernen,
wurden die Zellen 15 Minuten lang mit Versa Lyse inkubiert, was zu einer Lyse der
Erythrozyten fuhrt. AnschlieBend wurde zweimal mit Isoflow Puffer gewaschen und am
Durchflusszytometer (Navios) gemessen.

Es wurde folgende Antikérperkombination (Panel) eingesetzt, mit dem Ziel Effektor-
Gedéachtniszellen, zentrale Gedéachtniszellen, Tewra-Zellen und naive T-Zellen
bestimmen und auswerten zu kbnnen.

Tab. 10: Versuchsansatz : Gedachtnis- und Temra-Zellen

CD3 APC AF 750 1/50
CD4 APC 1/25
CD8 APC 700 1/200
CD57 FITC 1/6,25
CD28 PerCPCy 5.5 1/33,33
CD45 KrO 1/25
CD45RA PacBlue 1/10
CCR7 PE 1/10
HLA-DR ECD 1/20
CD27 PC7 1/25

4.4 Nachweis von Interleukin 8

Um den chronischen Entziindungsstatus der Patienten in die Untersuchung
einzubringen, wurde das in vielen entzindlichen Prozessen wirksame Zytokin
Interleukin-8 (IL-8) im Spenderblut einen Tag vor dem Eingriff sowie drei und sechs
Monate nach dem Eingriff bestimmt. Hierzu wurde bei minus 80°C eingefrorenes
EDTA-Patientenblut zur Untersuchung in ein akkreditiertes Diagnostik Labor (Labor
Berlin) geschickt. Da IL-8 nicht nur in |8slicher Form im Blut vorkommt, sondern auch
gebunden an Leukozyten sowie an das sogenannte Duffy-Antigen von Erythrozyten,
wurde eine Erythrozyten-Lyse durchgefiihrt und das IL-8 mittels Immulite™
(vollautomatisiertes Chemilumineszenz-Immunoassay System) ausgewertet. Durch die
Erythrozyten-Lyse konnte sowohl das losliche als auch das zellgebundene IL-8
gemessen werden und erlaubt dadurch eine Beurteilung der vorliegenden Entziindung
der letzten 120 Tage (LaborBerlin).
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4.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit GraphPad PRISM® Version 6.00.
Zu Beginn wurde mithilfe des Shapiro Wilk Tests auf Normalverteilung getestet. Da
nicht alle Messungen normalverteilt waren, wurde bei der weiteren Auswertung von
keiner Normalverteilung in allen Messungen ausgegangen, um einheitlich statistische
Tests anwenden zu koénnen. Es wurden nichtparametrische statistische Tests
angewendet. Der Mann Whitney U Test im direkten Vergleich zweier unabh&ngiger
Gruppen und der Wilcoxon Rangsummen Test in der statistischen Auswertung von
Verlaufsmessungen. Im  direkten  Vergleich der beiden  untersuchten
Aortenklappenersatzverfahren wurde zur Auswertung eine lineare Regression
angewendet. Hierdurch konnten die Kovarianten Alter und Geschlecht berlcksichtigt
und herausgerechnet werden.

In den Abbildungen sind jeweils die Darstellungsart der Daten, der angewendete
statistische Test sowie die statistische Signifikanz (p < 0,05) dargestellt.

23



Ergebnisse

5. Ergebnisse

5.1 Etablierung eines durchflusszytometrischen
Multiparameter-Protokolls zum Nachweis verschiedener T-
Zellpopulationen

Ziel des Versuches war die Etablierung eines Protokolls zur durchflusszytometrischen
Analyse verschiedener Immunzellpopulationen des adaptiven Immunsystems. Hierfir
mussten verschiedene Oberflachenmolekile von Immunzellen kombiniert werden, um
eine Differenzierung der verschiedenen Immunzellpopulationen zu erméglichen. Zellen
konnen in der Durchflusszytometrie anhand ihrer GroRe, Granularitat und
Oberflachenmolekile unterschieden werden. So tragen die Zellen aufgrund ihrer
Aufgaben und Funktionen unterschiedliche Molekile, wie beispielsweise Rezeptoren
an der Zelloberflache. Farbt man diese Strukturen mit Fluorochrom-gekoppelten
Antikdrpern, kdnnen die Zellen anhand ihres Phanotyps unterteilt und identifiziert
werden. Die Zusammenstellung der verschiedenen Antikérper fir eine Messung hangt
unter anderem von der Art der an die Antikdrper gekoppelten Fluorochromen, der
Antikorperaffinitat zur Zielstruktur und zum Beispiel der Dichte des jeweiligen
Oberflachenmolekils auf der Zellmembran ab. Viele Aspekte muissen demnach
berlcksichtigt werden, um ein Protokoll zu etablieren, welches eine zuverlassige und
valide Bestimmung der Zellen ermdoglicht. Ziel der Arbeit war es, eine
Antikérperzusammenstellung zu finden, mit der es moglich ist Temra-Zellen und ihre
Untergruppen (Subsets) darzustellen. Auf diese Weise kénnen sowohl die Frequenz
der Zellen jedes Subsets bestimmt werden als auch ihre Funktion und ihr Phénotyp
naher untersucht werden.

Ein bereits bestehendes Protokoll wurde hierfiir angepasst und optimiert. Das Protokoll
wurde mit weiteren Antikbrpern erganzt, um die ldentifizierung der Zellpopulationen zu
verbessern. Anfanglich ergaben sich Probleme bei der Darstellung der CD8-positiven
T-Zellen. Es konnten keine glaubhaften Mengen an CD8-positiven T-Zellen gemessen
werden, die Werte waren stets zu gering. Eine haufig festgestellte Ratio zwischen
CD8-positiven und CD4-positiven T-Zellen betrug 1:5 bis 1:7. Physiologisch ist jedoch
ein Verhaltnis von 1.2 bis 1:3. Zudem war die Trennung der Zellen, die mit dem
Antikorper fir CCR7-BV650 markiert wurden, nicht zufriedenstellend. Die valide
Bestimmung und Darstellung eines entsprechenden Analysefensters war somit nicht
maoglich.

Ziel war es deshalb das Protokoll in Hinblick auf eine valide Messung der CD8-
positiven T-Zellen zu optimieren. Es wurden hierflr unterschiedliche Antikérper unter
Berticksichtigung ihres jeweils gekoppelten Fluorochroms und des jeweiligen Zellklons
miteinander kombiniert, bis ein reproduzierbares Ergebnis erreicht wurde.
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Abb. 9: Darstellung des Ausgangsprotokolls und des neu etablierten Protokolls.
Ausgangsprotokoll (oben) links: unphysiologische CD8/CD4-Ratio, oben-Mitte: schlechte
Trennung der CCR7-exprimierenden Zellen, oben-rechts: Darstellung der Temra-Subsets und
Darstellung des neu etablierten Protokolls (unten): unten-links: physiologische CD8/CD4-Ratio,
unten-Mitte: reproduzierbare klare Darstellung der fir CCR7-positiver bzw. -negativer Zellen,
unten-links: Darstellung der Temra-Subsets.
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5.2 Charakterisierung und Untersuchung von Tewmra-Zellen und
deren Subsets

Temra-Zellen wurden mittels der Oberflachenmolekile
CD3/CD8/CD45RA/CCR7/CD28/CD57 in verschiedene Subsets unterteilt, welche in
Abbildung 11 dargestellt sind. Zudem wurden zentrale- und Effektor-Gedachtniszellen
sowie naive T-Zellen anhand ihrer Expression von CCR7 und CD45RA differenziert
und als Vergleichsgruppen analysiert.
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Abb. 10: Darstellung der Definition der Auswertestrategie von CD8-positiven CD57P° und
CD8resCD28™9-Subsets. Die Auswertung dieser Subsets geht aus einer CD3-positiven und
CD8-positiven Population hervor (links), ohne Beriicksichtigung von CCR7 und CD45RA (mitte).
Darstellung von CD8P°*CD57P%- und CD8P*CD28"9-Zellen unter Berlcksichtigung der Marker
CCRY7 und CD45RA (rechts).

CD3*Zellen CD8*-Zellen CD8* Ty, pa-Zellen
CD8+ Ty ; CDBe Ty, |:|;|-s Tenins, OB Ty
EEE— COSTCO28* COS7-C028*
o P
= -
L o
e y . CDd+ E “ 3 !
2 i -
0 ! G A
s | : [ i}
i‘ = >0
CcDa+ T, AR e CDB+ Teupa e
ks T T T T T OB Teyna CDB Teyns
d % EM 1] 1 1 7 w COSTCOIE ChETCh2n
CD45RAFITC CD5T PacBlue

Abb. 11: Darstellung der Definition und Auswertung von CD8-positiven Temra-Subsets unter
Berucksichtigung von CCR7 und CD45RA und CD57 und CD28.
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5.2.1 Untersuchung der gesunden Kontrollgruppe

CMV-positive Personen weisen besonders hohe Frequenzen von CD8-positiven Temra-
Zellen im peripheren Blut auf (van de Berg, Yong et al. 2012). Da hdhere Frequenzen
an Temra-Zellen auch den Nachweis der jeweiligen Temra-Subsets erleichtern, wurden
die ersten Analysen mit Blut von gesunden CMV-positiven Spendern im Alter zwischen
20 bis 35 Jahren durchgefiihrt. Die Temra-Zellen und ihre Subsets wurden auf ihre
phanotypischen Eigenschaften sowie auf ihre Funktionalitat untersucht. Um CMV-
spezifische Phanomene ausschlieBen zu kénnen, wurden im Verlauf ebenfalls CMV-
negative Spender untersucht und die Ergebnisse miteinander verglichen. Zudem
wurden zentrale Gedachtniszellen, Effektor-Gedachtniszellen und naive T-Zellen
untersucht, um potentielle Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu den Tewra-Zellen
herauszufinden und damit die jeweiligen Subsets besser verstehen und deren
Eigenschaften besser interpretieren zu konnen.

Im Hinblick auf die Verteilung der Gedachtniszellen zeigte sich eine klassische
Verteilung. Naive T-Zellen wiesen die hochste Frequenz auf, gefolgt von Effektor- und
Tewra-Zellen. Am geringsten vertreten waren die zentralen Gedachtniszellen in der
CD8-positiven Zellpopulation. Dies zeigte sich sowohl in den CMV-positiven als auch in
den CMV-negativen Spendern.

CMV positiv

| CMV negativ

80 1 100 A

80

% von CD8 Zellen
% von CD4 Zellen

CcCD8 T

CD8 Tcy CD8 Tgy CD8 Teyra CD4 T,,iye CD4T.y CD4Tgy CD4 Teyra

naive

Abb. 12: Prozentuale Darstellung der Verteilung von CD8- und CD4-positiven Gedéachtnis-T-
Zellen. Thave = naive T-Zellen, Tcm = zentrale T-Gedachtniszellen, Tem = T-Effektor-
Gedéachtniszellen, Temra = Terminal differenzierte T-Gedéachtniszellen, CMV positiv (n=10), CMV
negativ (n=8). Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die Signifikanz von Unterschieden
zwischen den Vergleichsgruppen wurde mit dem Mann-Whitney-Test bestimmt. P-Werte unter
0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Die Darstellung der Gedachtniszellen zeigte
eine klassische Verteilung. Naive T-Zellen wiesen die hdchste Frequenz auf, gefolgt von
Effektor- und Tewra-Zellen bei CD8-positiven Zellen. Am geringsten vertreten waren die
zentralen Gedachtniszellen. Bei CD4-positiven Zellen waren die Effektor- und Temra-Zellen am
geringsten vertreten. Es konnten in den Gedéachtniszellen und naiven T-Zellen keine
signifikanten  Unterschiede zwischen CMV-positiven und CMV-negativen Spendern
nachgewiesen werden.
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Abb. 13: Prozentuale Darstellung der Verteilung von CD8- und CD4-positiven Tewmra-
Zellsubsets. CMV-positiv (n=10), CMV-negativ (n=8). Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die
Signifikanz von Unterschieden zwischen den Vergleichsgruppen wurde mit dem Mann-Whitney-
Test bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Die Darstellung
der Temra-Subpopulationen zeigt, dass CMV-positive Spender signifikant mehr CD8 positive
Temra CD57PSCD28"¢ Zellen aufweisen als CMV-negative Spender (*p < 0,05). Die
prozentuale Verteilung der vier Subsets ist in CMV-positiven und CMV-negativen Spendern
gleich. So zeigt sich in beiden Spendergruppen die CD8-positive Temra CD57P°SCD28Me8-
Population am prominentesten und die doppelt-positive Population als am wenigsten vertreten.

Die Untersuchung der Temra-Subpopulationen zeigte, dass CMV-positive Spender
signifikant mehr CD8-positive Temra CD57P°CD28"9 Zellen aufweisen als CMV-
negative Spender (*p < 0,05). Die prozentuale Verteilung der vier Subsets war in CMV-
positiven und CMV-negativen Spendern jedoch gleich. So war in beiden
Spendergruppen  die  CD8-positive  Temra  CD57PCD28"*9-Population  am
prominentesten wohingegen die doppelt-positive Population nur einen sehr geringen
Teil einnahm.

In den CD4-positiven Temra-Zellsubsets waren in der Verteilung keine signifikanten
Unterschiede zwischen CMV-positiven und CMV-negativen Spendern zu erkennen.
Den prominentesten Anteil nahmen die CD4-positiven Temra CD57"9CD28P%-Zellen
ein. Am geringsten vertreten waren die CD4-positiven Temga CD57"°9CD28"8-Zellen.
Die restlichen beiden Subsets waren in CMV-positiven sowie in CMV-negativen
Spendern relativ gering vertreten. Bei den CMV-positiven Spendern nahmen die CD4-
positiven Temra CD57PSCD28"8-Zellen die zweitstarkste Population ein. Bei den CMV-
negativen Spendern sind es die CD4-positiven Temra CD57PCD28P%-Zellen (Abb.13).

5.2.1.1 Analyse von CD8- und CD4-positiven Temra-Zellen sowie Subsets
unter Bertucksichtigung des CMV-Status

Es wurden die Zytokine INFy, TNFa und IL-2 sowie der Degranulationsmarker CD107a
und der Aktivierungsmarker CD154 untersucht. Die Zellpopulationen wurden nach
ihrem Funktionsprofil eingeteilt. Dieses bezieht sich auf die proinflammatorische
Aktivitat und beinhaltet unter anderem die oben beschriebenen Zytokine. Je nachdem,
wie viele proinflammatorische Marker in den Zellen nachweisbar waren, wurden
einfach-positive Zellen, triple- und vierfach-positive Zellen untersucht. Einfach-positive
Zellen weisen einen bestimmten Marker auf, beispielsweise INFy, ohne
Berticksichtigung der weiteren Marker. Triple-positive Zellen sind positiv far INFy,
TNFa und CD107a oder IL-2. Vierfach-positive Zellen exprimieren alle vier Marker.
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Abb. 14: Darstellung des Auswertevorgangs fur triple- (INFy/TNFa/IL-2  und
INFy/TNFa/CD107a) und vierfach-positive (INFy /TNFa /CD107a /IL-2) T-Zellen. Die
Zellpopulationen wurden nach ihrem Funktionsprofil eingeteilt. Dieses bezieht sich auf die
proinflammatorische Aktivitédt und beinhaltet unter anderem die oben beschriebenen Zytokine.
Je nachdem, wie viele proinflammatorische Marker in den Zellen nachweisbar waren, wurden
einfach-positive Zellen, triple- und vierfach-positive Zellen untersucht. Einfach-positive Zellen
weisen einen bestimmten Marker auf, beispielsweise INFy, ohne Beriicksichtigung der weiteren
Marker. Triple-positive Zellen sind positiv fiir INFy, TNFa und CD107a oder IL-2. Vierfach-
positive Zellen synthetisieren respektive exprimieren alle vier Marker.

In der Oberflachenfarbung wurde die PD-1-Expression (Programmed death 1 protein),
ein Marker flr die sogenannte Zellerschdpfung (,Exhaustion“) und Regulation der
Immunantwort, (Wei, Zhong et al. 2013) sowie CCR5, ein Marker, der die Migration von
aktivierten T-Zellen in inflammatorisches Gewebe induziert und férdert (Qin, Rottman
et al. 1998), untersucht. Hier wurden einfach- und zweifach-positive Zellen untersucht.
Betrachtet man die Funktionalitat der Temra-Zellen, lassen sich statistisch signifikante
Differenzen in der Interleukin-2-Produktion beobachten. Das CD57P°*CD28"9- Temra-
Subset sowie das CD57P°°CD28P%-Tewra-Zellsubset von CMV-negativen Spendern
produzieren signifikant mehr Interleukin-2 (* = p < 0,05), als die entsprechenden Temra-
Zellsubsets aus CMV-positiven Spendern. Insgesamt produzieren CD8-positive Temra-
Zellen aus CMV-negativen Spendern mehr INFy, TNFa und CD107a, jedoch ohne eine
statistische Signifikanz zu erreichen. Dies zeigt sich in den fir INFy, TNFa, IL-2,
CD107a und CD154 positiven Zellen, sowie fur dreifach- und vierfach-positive Zellen.
CMV-positive Spender zeigten eine verstarkte Expression von PD-1 und CCR5 im
Vergleich zu den CMV-negativen Spendern. Nur bei einem Temra-Subset erreichten
diese Unterschiede einen statistisch signifikanten Unterschied. Diese Signifikanz war
nur in der CCR5 Expression im CD8-positiven Tewra CD57"9CD28"9-Subset zu
erkennen.

Entsprechende Tabellen zu den beschriebenen Ergebnissen sind in den Supplementen
(S1 bis S8) enthalten.

Die Untersuchung der Funktionalitat von CD4-positiven Tevra-Zellsubsets zeigte, dass

signifikante Unterschiede, sowohl in der Produktion von IL-2, als auch INFy, TNFa und
CD107a zwischen Zellen aus CMV-positivem und CMV-negativem Spenderblut
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bestehen. Tewmra-Zellen aus CMV-negativem Spenderblut produzieren mehr
inflammatorisch wirksame Zytokine als CD4-positive Temra-Zellen aus CMV-positivem
Spenderblut.

Die Analyse der Oberflachenmolekiile PD-1 und CCR5 zeigte eine erhdhte Expression
von PD-1 im Blut von CMV-negativen Spendern. Die CCR5 Expression hingegen ist
bei CMV-positiven Spendern gréRer als bei den Tewmra-Zellen aus CMV-negativem
Spenderblut. Ein signifikant relevanter Unterschied besteht jedoch nur in der CCR5-
Expression in den CD4-positiven Teyra CD57P*CD28"¢-Zellen und dem CD4-positiven
TemrA CD57P°sCD28P%-Subset.

Die entsprechenden Daten sind in den Supplementen S9 - S16 aufgefihrt.

5.2.1.2 Funktionale und phéanotypische Analyse von CD8-positiven Tewmra-
Zellsubsets CMV-positiver Spender

Zur weiteren Charakterisierung wurde ausschlie3lich das Blut von CMV-positiven
Spendern untersucht da diese nachweislich mehr Tewra-Zellen aufweisen und
demnach eine Untersuchung dieser Zellen erleichtern. Die Untersuchung der
inflammatorisch-relevanten  Zytokine INFy, TNFa und |IL-2 sowie des
Degranulationsmarkers CD107a und des Aktivierungsmarker CD154 ergaben folgende
Ergebnisse:

Hinsichtlich der INFy-Synthese ergaben sich keine bedeutenden Unterschiede
zwischen den verschiedenen Tewra-Zellsubsets. Der grof3te Unterschied zeigt sich
zwischen den CD8-positiven Temra CD57P°CD28"9-Zellen und dem doppelt-positiven
Subset. Das CD57P%CD28P-Temra-Subset produziert signifikant mehr INFy als das
CD57P°CD28"9-Tevra-Subset (**p < 0,01). Die Analyse der TNFa-, IL-2-, CD107a-
und CD154-Expression, respektive Synthese fiihrte zu deutlicheren Unterschieden
zwischen den Subsets. Teumra-Subsets, die das CD28 Molekil auf ihrer Oberflache
tragen produzieren die gro3te Anzahl von Zytokinen und weisen die hdchste
Expression von CD107a auf. Das mengenmalig bedeutendste Subset (CD8-positive
Temra CD57PSCD28"8-Zellen) weist dahingegen die geringste inflammatorische
Aktivitat auf.

Das hohe inflammatorische Potenzial von CD28 positiven Subsets spiegelt sich auch in
den triple- und vierfach-positiven Zellen wieder.

Die Expression der Oberflachenmarker PD-1 und CCR5 alleine, sowie deren
Koexpression, ist ebenfalls auf CD28-positiven Zellen am stérksten zu verzeichnen.

Bei der statistischen Auswertung mit dem Wilcoxon Rangsummen-Test muss
bertcksichtigt werden, dass das ,pairing“ der Gruppen nicht immer positiv war und die
statistische signifikant daher unter Vorbehalt betrachtet werden sollte. Dies war bei
folgenden Subsets der Fall: TNFa-Synthese von CD8-positiven Temra CD57PSCD28"9
im Vergleich zu CD8-positiven Temra CD57"9CD28P% und CD57P°CD28P° (**p < 0,01).
CD154-Expression im Vergleich CD8-positiven Temra CD57™9CD28"¢ mit CD8-
positiven Temra CD57P°CD28P (*p < 0,05). INFy/TNFa/ll-2/CD107a-Synthese von
CD8-positiven Temra CD57PSCD28™8 im Vergleich zu CD8-positiven CD57"¢9CD28P%°
und CD57PCD28P* (**np < 0,01). CCRb5-Expression von CD8-positiven Temra
CD57"9CD28P°¢ im Vergleich zu CD8-positiven CD57"9CD28"¢ und CD57P°CD28"¢¢
(**p < 0,01).
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Abb. 15: Prozentuale Darstellung der INFy, TNFa, IL-2, CD107a und CD154 Expression in
CD8-positiven Temra-Subpopulationen. *p < 0,05, **p < 0,01, Blutstatus: CMV-positiv (n=10).
Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die Signifikanz von Unterschieden zwischen den Temra-
Subsets wurde mit dem Wilcoxon Rangsummentest bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als
statistisch signifikant betrachtet. Oben-links: INFy-positive Temra-Subsets, oben-rechts: TNFa-
positive Temra-Subsets, Mitte-links: IL-2-positive Temra-Subsets, Mitte-rechts: CD107a-positive
Temra-Subsets, unten-links: CD154-positive Temra-Subsets Die Grafik zeigt, dass CD28-positive
Temra-Subsets eine signifikant hdhere inflammatorische Aktivitat aufweisen als CD28-negative

Temra-Subsets.
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Abb. 16: Relative Darstellung der Multifunktionalitéat bei CD8-positiven Temra Subsets. *p < 0,05
und **p < 0,01, Blutstatus: CMV-positiv (n=10). Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die
Signifikanz von Unterschieden zwischen den Temra-Subsets wurde mit dem Wilcoxon
Rangsummentest bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
Oben: triple-positive Zellen: oben-links: Fur INFy , TNFa und CD107a- positive Temra-Subsets,
oben-rechts: Fiir INFy , TNFa und IL-2-positive Temra-Subsets, unten: vierfach-positive Temra-
Subsets. Die Grafik zeigt, dass CD28-positive Temra-Subsets signifikant mehr Zytokine
produzieren als CD28-negative Temra-Subsets.
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Abb. 17: Prozentuale Darstellung der PD-1 und CCR5 Expression auf CD8-positiven Temra-
Subsets. *p < 0,05 und **p < 0,01, Blutstatus: CMV-positiv (h=10). Darstellung der Rohdaten in
Boxplots. Die Signifikanz von Unterschieden zwischen den Tewmra-Subsets wurde mit dem
Wilcoxon Rangsummentest bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant
betrachtet. Links: PD-1-positive Tewmra-Subsets, oben-rechts: CCR5-positive Temra-Subsets,
unten: PD-1/CCR5-doppelt-positive Temra-Subsets. Die Grafik zeigt, dass CD28-postive Temra-
Subsets signifikant mehr CCR5 und PD1 exprimieren, dieses zeigt sich sowohl in den einfach-
als auch in den doppelt-positiven Subsets.

5.2.1.3 Vergleich von CD8-positiven Temra-Subsets unter
Berlcksichtigung der Oberflachenmarker CCR7 und CD45RA

Ebenfalls Bestandteil der Auswertung war die Analyse von den bereits in
verschiedenen Studien gebréauchlichen Temra Zelldefinitionen, CD8PCD57P% Temra
Zellen und den CD8PCD28"9 Temra Zellen.

Die Daten der Auswertung von CD8PCD57P% Tewra Zellen und CD8PSCD28™8 Temra
Zellen, ohne und mit Berucksichtigung der Marker CCR7 und CD45RA, sind in
Abbildung 18 und 19 dargestellt.

Der Vergleich dieser ausschlielich mittels der Marker CD57 und CD28 definierten
Subsets im Vergleich zu den Tewmra-Subsets, die zusatzlich CCR7 und CD45RA
exprimieren macht deutlich, dass es sich bei den untersuchten Temra-Subsets nicht um
identische Zellen handelt. Im Vergleich von CD8P*CD28™ Tewra-Zellen mit
CD8PCCR7"9CD45RAP*CD28™9 Temra-Zellen sind signifikante Unterschiede in der
IL-2 Synthese, sowohl in den single-positiven Zellen als auch in den fir INFy/TNFa/IL-
2 triple-positiven Zellen vorhanden (** < 0,01). Auch in den INFy/TNFa/CD107a triple-
positiven Zellen konnte ein signifikanter Unterschied gezeigt werden (** < 0,01). Im
Vergleich der phanotypischen Marker zeigen sich signifikante Unterschiede in der
Expression von PD-1 sowie in der Koexpression von PD-1/CCR5 (** < 0,01), siehe
Abbildung 18.
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Abb. 18: Darstellung der Daten der Auswertung von CD8PSCD28™9 Zellen ohne und mit
Berucksichtigung der Marker CCR7 und CD45RA. Der Vergleich dieser ausschlie3lich mittels
des Markers CD28 definierten Subsets im Vergleich zu den Temra-Subsets, die zusatzlich CCR7
und CD45RA exprimieren macht deutlich, dass es sich bei den untersuchten Temra-Subsets
nicht um identische Zellen handelt. Es bestehen statistisch signifikante Unterschiede in der
inflammatorischen Aktivitat (Produktion von IL-2, INFy,/TNFa/IL-2 INFy,/TNFa/CD107a) sowie
in den untersuchten phanotypischen Markern PD-1 und PD-1/CCRS5. Darstellung der Rohdaten
in Boxplots. Die Signifikanz von Unterschieden zwischen den Zellpopulationen wurde mit dem
Wilcoxon Rangsummentest bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant
betrachtet, n = 10.

Im Vergleich von CD8P*CD57P% Teura-Zellen mit CD8PSCCR7"9CD45RAPCD57Ps
Temra-Zellen zeigen sich in fast allen untersuchten funktionalen und phéanotypischen
Markern signifikante Unterschiede. Der einzige Marker bei dem kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Vergleichsgruppen besteht ist CD154. In der INFy und
TNFa Synthese zeigen sich signifikante Unterschied mit einem *p < 0,05 auf, wahrend
die restlichen untersuchten Marker der Vergleichsgruppen sich mit einer Signifikanz
von **p < 0,01 unterscheiden, siehe Abbildung 19.
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Abb. 19: Darstellung der Daten der Auswertung von CD8PSCD57P% Zellen ohne und mit
Berucksichtigung der Marker CCR7 und CD45RA. Der Vergleich dieser ausschlief3lich mittels
des Markers CD57 definierten Subsets im Vergleich zu den Temra-Subsets, die zusatzlich CCR7
und CD45RA exprimieren macht deutlich, dass es sich bei den untersuchten Temra-Subsets
nicht um identische Zellen handelt. Es bestehen statistisch signifikante Unterschiede in der
inflammatorischen Aktivitat (Produktion von INFy, TNFa; IL-2, CD107a und den triple-positiven
Zellen) sowie in den untersuchten ph&notypischen Markern PD-1, CCR5 und PD1/CCR5.
Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die Signifikanz von Unterschieden zwischen den
Zellpopulationen wurde mit dem Wilcoxon Rangsummentest bestimmt. P-Werte unter 0,05
wurden als statistisch signifikant betrachtet, n = 10.

5.2.1.4 Vergleich von CD8-positiven Temra-Subsets mit T-Effektor-
Gedachtniszellen

Um potentielle Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den Temra-
Zellsubpopulationen und weiteren Gedéachtniszellen evaluieren zu kdnnen, wurden
neben Terminal differenzierten T-Zellen zuséatzlich zentrale Gedachtniszellen, Effektor-
Gedéachtniszellen und naive T-Zellen untersucht und ausgewertet.

Die in Abbildung 20 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass eine grof3e funktionelle
Ahnlichkeit zwischen T-Effektor-Gedachtniszellen und dem CD8P*SCD57"*9CD28P%s-
Temra-Subset besteht. Statistisch signifikante Unterschiede bestehen ausschlief3lich in
der CD154, der PD-1 und der PD-1/CCR5-Expression (**p < 0,01).
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Abb. 20: Vergleichende Darstellung des CD8-positiven Temra CD57"9CD28P%-Subset mit CD8-
positiven T-Effektor-Gedachtniszellen. Die Abbildung zeigt, dass eine enorme funktionelle
Ahnlichkeit zwischen T-Effektor-Gedachtniszellen und dem CD8PPSCD57"*9CD28P%- Temra-
Subset besteht. Statistisch signifikante Unterschiede bestehen ausschlie3lich in der CD154 und
PD-1-Expression. Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die Signifikanz von Unterschieden
zwischen den Zellpopulationen wurde mit dem Wilcoxon Rangsummentest bestimmt. P-Werte
unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet, n = 10.

Die gewonnenen Ergebnisse erfordern die genauere Bestimmung der
Expressionsmuster, weshalb der geometrische Mittelwert (MFI = Mean of
Fluorescence Intensity) des Oberflachenmolekills CD45RA auf CD8-positiven Temra-
Subsets sowie auf den T-Gedachtniszellen bestimmt wurde. Der MFI-Wert kann
Aufschluss dartber geben, ob sich die Expression von CD45RA auf CD28-positiven
und CD28-negativen Zellen unterscheidet. Dies kdnnte dafiir sprechen, dass Effektor-
Gedachtniszellen im Analysefenster (,Gate®) von den CD45RA-positiven Zellen
vorhanden sind oder dass sich die Problematik auf ein falsches Setzen des Gates
zurlckfihren lasst.

Um dies zu untersuchen, wurde zunéachst ein sogenanntes ,Backgating” durchgefiihrt.
Hierbei wird die Lage der Temra-Subsets im Analysefenster der CD8-positiven Temgra-
Zellen bestimmt. Die Zellen werden in den vorherigen Analysefenstern zuriickverfolgt.
Ihre Lage wird dabei in allen Analysefenstern dargestellt (siehe Abbildung 21).
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Abb. 21: Darstellung der Temra-Subsets im Temra-Analysefenster (,Backgating®).Dargestellt sind
hier zum einen die verschiedenen CDB8-positiven Temra-Subsets (jeweils rechts) und zum
anderen das Analysefenster von CD8-positiven Temra-Zellen (jeweils links) davon. Fir die
Auswertung wurde die Dichte des jeweiligen Subsets im Tewmra-Analysefenster analysiert und
beurteilt. Die Lage im Analysefenster spiegelt die Expressionsrate von CD45RA wieder. Aus der
Abbildung geht augenscheinlich hervor, dass sich CD28-positive Zellen weiter links im
Analysefenster befinden und somit eine geringere CDA45RA-Expression aufweisen als die
heterogen verteilten CD28-negativen Subsets.

Dargestellt sind hier zum einen die verschiedenen CD8-positiven Temra-Subsets
(jeweils rechts) und zum anderen das Analysefenster von CD8-positiven Temra-Zellen,
jeweils links davon. Fur die Auswertung wurde die Dichte des jeweiligen Subsets im
Temra-Analysefenster analysiert und beurteilt. Die Lage im Analysefenster spiegelt die
Expressionsrate von CD45RA wieder. Aus der Abbildung geht augenscheinlich hervor,
dass sich CD28-positive Zellen weiter links im Analysefenster befinden und somit eine
geringere CD45RA-Expression aufweisen als die heterogen verteilten CD28-negativen
Subsets.

Um dies mit konkreten Zahlenwerten zu Uberprifen, wurde der MFI von CD45RA
ermittelt (Abbildung 22).
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Abb. 22: Darstellung des MFI (Mean of Fluorescence Intensity) des Oberflachenmarkers
CD45RA. n = 10. Oben links: MFI von naiven T-Zellen, zentralen Gedachtniszellen (TCM)
Effektor-Gedéachtniszellen (TEM) und Tewmra-Zellen. Oben rechts: Darstellung des MFI der
verschiedenen Tewmra-Subsets und der klassischen Temra-Zellen. Unten links: CD45RA
Analysefenster mit Darstellung der Lage der MFIs der Temra-Zellen und Subsets. Die
verschiedenen Abbildungen zeigen, dass CD28-positive Temra-Subsets einen signifikant
unterschiedlichen MFI von CD45RA aufweisen als CD28-negative Temra-Subsets. Darstellung
der Rohdaten in Boxplots. Die Signifikanz von Unterschieden zwischen den Tewmra-Subsets
wurde mit dem Wilcoxon Rangsummentest bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch
signifikant betrachtet.

Dieser wurde bei den CD8-positiven Temra-Subsets sowie bei naiven-, zentralen-,
Effektor-Gedachtniszellen und klassischen Tewmra-Zellen bestimmt. Aus den
Ergebnissen geht hervor, dass der geometrische Mittelwert (MFI) von CD45RA auf
CD28-positiven Zellen kleiner ist als der MFI der klassischen CD8-positiven Temra-
Population. Der MFI CD28-negativer Zellen wiederum ist gro3er als der klassische MFI
von CD8-positiven Tewra-Zellen. Der MFI der Effektor-Ged&chtniszellen liegt mit 72,8
deutlich entfernt vom MFI CD28-positiver Zellen der zwischen 514 und 536 liegt.
Zudem wurde die Verteilung von CD8-positiven Temra-Subsets, hervorgehend aus zwei
verschiedenen Zellpopulationen mit unterschiedlicher CD45RA-Expressionsrate,
ermittelt (siehe Abb. 23).
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Abb. 23: Prozentuale Darstellung der Verteilung der CD8 Temra-Subsets, ausgewertet aus
einem CD45RA-positiven und einem CD45RA-hochpositiven Bereich des Auswertefensters. n =
10 (oben). Temra-Subsets, die aus dem CD45RA-hochpositiven Areal resultieren entwickeln sich
tendenziell mehr in CD28-negative Subsets (unten rechts, Mittelwerte), wohingegen Zellen, die
aus einem CD45RA-positiven Areal resultieren sich mehr zu CD28-positven Zellen entwickeln
(unten links, Mittelwerte).

Diese Ergebnisse legen dar, dass Subsets, die aus einer Zellpopulation mit hoher
CD45RA-Expressionsrate resultieren, tendenziell weniger CD28 auf ihrer Oberflache
exprimieren, als jene Subsets, die aus einer Zellpopulation mit geringerer CD45RA-
Expression hervorgehen.

5.2.1.5 Phanotypische und funktionale Unterschiede von CD4-positiven
Temra-Subsets

CD4-positive  Tewmra-Subsets weisen im Vergleich zu CD8-positiven Zellen
untereinander weniger deutliche Unterschiede auf. Das CD4 Temra CD57P°SCD28Ps-
Subset produziert signifikant mehr INFy als das CD4 Tewra CD57"8CD28P° Subset (*p
< 0,05). Zu bericksichtigen ist in diesem Vergleich ein negatives ,pairing“ der Gruppen
beim Wilcoxon Rangsummen Test wobei die statistische Signifikanz unter Vorbehalt zu
betrachten ist. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede in der TNFa-Produktion
zwischen den einzelnen Subsets. Das CD4-positive Temra CD57"9CD28PS-Subset
synthetisiert signifikant mehr IL-2 als die restlichen CD4-positiven Temra-Subsets (*p <
0,05, **p < 0,01). Das CD4-positive TemraCD57"9CD28"9-Subset sowie das CD4-
positive Temra CD57PSCD28P%-Subset produzieren signifikant mehr CD107a als das
CD4-positive Temra CD57PSCD28"9-Subset. CD154 wird statistisch signifikant am
starksten vom CD4-positiven Temra-Subset CD57"9CD28P% exprimiert. Im Hinblick auf
die triple-positiven Zellen (INFy/TNFa/CD107a) zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der Subsets. In den fur INFy/TNFa/ll-2 und vierfach-positiven
Subsets zeigt sich eine signifikant hohere Produktivitdt in den CD28-positiven CD4
Temra-Subsets (siehe Abb. 24). Hier beruht die statistische Signifikanz im Vergleich von
CD4-positiven Temra CD57"°9CD28P% im Vergleich zu CD4-positiven Temra
CD57P°sCD28™9 und CD57P° CD28P auf einem negativen ,pairing“ beim Wilcoxon
Rangsummen Test. Dieses muss bei der Auswertung bertcksichtigt werden.
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Die Analyse der Oberflachenmarker PD-1 und CCR5 auf CD4-positiven Temra-
Zellsubsets ergab, bis auf eine Ausnahme, keine signifikanten Unterschiede innerhalb
der Subsets. Alleinig das CD4-positive Temra CD57"9CD28P5-Subset exprimiert jeweils
signifikant weniger PD-1 und CCR5 als die anderen CD4-positiven Tewra-Subsets.
Wobei die CD4-positiven Temra CD57P°CD28P%-Zellen signifikant mehr PD-1/CCR5
exprimieren als die restlichen Subsets (siehe Abbildung 25).
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Abb. 24: Darstellung der triple-positiven Zellen (INFy/TNFa/CD107a und INFy/TNFa/IL-2) sowie
vierfach-positiven CD4 Tewmra-Subsets. In den fur INFy/TNFa/CD107a positiven Subsets zeigen
sich keine signifikanten Unterschiede. In den fir INFy/TNFa/IL-2-positiven Subsets und den
vierfach-positiven Subsets zeigt sich eine signifikant hohere Produktivitat in den CD28-positiven
CD4 Temra-Subsets, CMV-positives Spenderblut. Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die
Signifikanz von Unterschieden zwischen den Tewmra-Subsets wurde mit dem Wilcoxon
Rangsummentest bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet, n =
10.
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Abb. 25 Die Analyse der Oberflachenmarker PD-1 und CCR5 auf CDA4-positiven Tewmra-
Zellsubsets ergab, dass das CD4-positive Temra CD57™9CD28PS-Subset jeweils signifikant
weniger PD-1, CCR5 und PD1/CCRS5 als die anderen CD4-positiven Temra-Subsets exprimiert.
Die CD4-positiven Temra CD57P°CD28P%5-Zellen exprimieren signifikant mehr PD-1/CCR5 als
die restlichen Subsets, CMV-positives Spenderblut. Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die
Signifikanz von Unterschieden zwischen den Tewmra-Subsets wurde mit dem Wilcoxon
Rangsummentest bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet, n =
10.

5.2.2 Phéanotypische und funktionale Untersuchung von CD8- und CD4-
positiven Temra-Zellen und deren Subsets bei Patienten mit schwerer
Aortenklappenstenose

Nach der Untersuchung von gesunden CMV-positiven Spendern, soll das Blut von
Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose untersucht werden.

Verschiedene  Arbeiten konnten zeigen, dass die Pathogenese der
Aortenklappenstenose kein passiver Prozess ist, sondern viel mehr aktiv von
inflammatorischen Mechanismen beeinflusst wird (Dweck, Boon et al. 2012). Bereits in
friheren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen einer erhohten Tewra-Zell-
Frequenz im peripheren Blut und dem Auftreten der Aortenklappenstenose
beschrieben (Wu, Maurer et al. 2007, Winchester, Wiesendanger et al. 2011).

In der hier vorgestellten Arbeit wurden neun Patienten eingeschlossen, die unter einer
schweren Aortenklappenstenose leiden und zehn Kontrollpatienten, bei welchen eine
Aortenklappenstenose ausgeschlossen werden konnte. Die Probanden sind bezlglich
des Alters und Geschlechts aufeinander abgestimmt. Die kardiologische
Kontrollgruppe umfasst Patienten, die unter diversen kardiovaskularen Erkrankungen
leiden, wie zum Beispiel Bluthochdruck.
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Tab. 11: Anzahl, Alter (Mittelwert + Standardabweichung) und Geschlecht von Patienten mit
schwerer Aortenklappenstenose und der kardiologischen Kontrollgruppe.

Anzahl der Probanden (n) 9 10
Alter in Jahren 75,89 + 3,10 74,9 + 2,07
Geschlecht (m/w) 6/3 6/4

In der Verteilung der CDB8-positiven Temra-Zellsubsets in Aortenklappenstenose-
Patienten zeigen sich im Vergleich zu der kardiologischen Kontrollgruppe keine
statistisch signifikanten Unterschiede. Das CD8-positive Temra CD57P% CD28"9"Subset
ist mit einem relativen Anteil von ca. 70 % das am starksten vertretende Subset gefolgt
von den CDB8-positiven Temra CD57"9 CD28P%-Zellen und dem doppelt-negativem
Subset. Das doppelt-positive Subset ist mit einem relativen Anteil von ca. 5 % am
geringsten vertreten.
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Abb. 26: Vergleichende Darstellung der CD8-positiven Temra-Subset-Verteilung in Patienten mit
schwerer Aortenklappenstenose und einer Kontrollgruppe. Aortenklappenstenose (n = 9),
Kontrollgruppe (n = 10). Das CD8-positive Temra CD57PSCD28"9 Subset ist mit einem relativen
Anteil von ca. 70 % das am starksten vertretende Subset gefolgt von den CD8-positiven Tewra
CD57"9CD28Pos-Zellen und dem doppelt-negativem Subset. Das doppelt-positive Subset ist mit
einem relativen Anteil von ca. 5 % am geringsten vertreten. Die Abbildung zeigt, dass keine
statistisch signifikanten Unterschiede in der Temra-Zellverteilung zwischen
Aortenklappenstenose-Patienten und der Kontrollgruppe bestehen. Darstellung der Rohdaten in
Boxplots. Die Signifikanz von Unterschieden zwischen den klinischen Gruppen wurde mit dem
Man Whitney Test bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

Die Auswertung der proinflammatorischen Aktivitat der CD8-positiven Temra-Subsets in
Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose ergab, dass hinsichtlich der Synthese
von INFy, TNFa und der CD107a Expression das CD8-positive Temga CD57P% CD28P%-
Subset, wie auch in der Kkardiologischen Kontrollgruppe, die hdchste
proinflammatorische Aktivitat aufzeigt. In der Beurteilung der Interleukin-2-Synthese
konnte eine statistisch signifikant gesteigerte Bildung im CD8-positiven Tewra
CD57"9CD28P%-Subset nachgewiesen werden. Das CD8-positive CD57P°CD28M9-
Subset zeigte eine signifikant starkere Expression von CD154 als das doppelt negative
Subset (**p < 0,01).
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Diese Tendenzen zeigen sich auch in den multifunktionalen Zellen. Die Temra-Subsets,
welche CD28 an ihrer Oberflache exprimieren, weisen die hochste proinflammatorische
Aktivitat auf.

Untersuchungen der Expression der Oberflachenmarker PD-1 und CCR5 zeigten eine
Hochregulation von CCR5 auf doppelt-positiven Zellen sowie eine gesteigerte
Expression von PD-1 auf CD28 positiven Subsets. Dies zeigte sich auch in den fir
beide Marker doppelt positiven Zellen.

Im Vergleich von Aortenklappenstenose-Patienten mit der kardiologischen
Kontrollgruppe zeigten sich lediglich statistisch signifikante Unterschiede in den IL-2-
produzierenden Zellen, wobei zu beriicksichtigen ist, dass es sich hier nicht um
wahre“ IL-2 einfach-positive Zellen handelt. Bei der Auswertung der IL-2-positiven
Zellen wurde lediglich die IL-2-Synthese der jeweiligen Zellpopulation untersucht,
wobei die Synthese der weiteren Zytokine in diesem Auswertevorgang unbericksichtigt
blieb (Abbildung 27). Was in dieser Untersuchung leider unbertcksichtigt blieb, ist der
jeweilige CMV-Status der untersuchten Patienten. Ein potentieller Einfluss des CMV-
Status auf die IL-2-Produktion der Zellen bleibt hier demnach zu berticksichtigen.
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Abb. 27: Darstellung der IL-2-produzierenden Zellen (oben) und der triple-positiven Zellen
(unten) in Aortenklappenstenose-Patienten (n = 9) und einer kardiologischen Kontrollgruppe (n
= 10). *p < 0,5 und **p < 0,01. Die Abbildung zeigt die bestehenden signifikanten Unterschiede
in der IL-2-Produktion der CD28-positiven Temra-Zellen von Aortenklappenstenose-Patienten im
Vergleich zur kardiologischen Kontrollgruppe. Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die
Signifikanz von Unterschieden zwischen den klinischen Gruppen wurde mit dem Man Whitney
Test bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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In der Verteilung der CD4-positiven Tewmra-Zellsubsets in Patienten mit schwerer
Aortenklappenstenose zeigten sich im Vergleich zu der kardiologischen Kontrollgruppe
keine statistisch signifikanten Unterschiede. Das CD4-positive Temra CD57"€9CD28Ps-
Subset ist mit einem relativen Anteil von ca. 85 % das am starksten vertretene Subset
gefolgt von den CDA4-positiven Tewra CD57PCD28"¢9-Zellen und dem doppelt-
positiven Subset. Das doppelt-negative Subset ist mit einem relativen Anteil von ca. 1

% kaum messbar (Abbildung 28). Aortenklappenstenose
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Abb. 28: Vergleichende Darstellung der CD4-positiven Temra-Subset-Verteilung in Patienten mit
schwerer Aortenklappenstenose und einer Kontrollgruppe. Aortenklappenstenose (n = 9),
Kontrollgruppe (n = 10). Das CD4-positive Temra CD57"8 CD28P%S-Subset ist mit einem
relativen Anteil von ca. 85 % das am starksten vertretene Subset gefolgt von den CD4-positiven
Temra CD57P°SCD28M9-Zellen und dem doppelt-positiven Subset. Das doppelt-negative Subset
ist mit einem relativen Anteil von ca. 1 % sehr gering. Die Abbildung zeigt, dass keine statistisch
signifikanten Unterschiede in der Tewmra-Zellverteilung zwischen Aortenklappenstenose-
Patienten und der Kontrollgruppe bestehen. Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die
Signifikanz von Unterschieden zwischen den klinischen Gruppen wurde mit dem Man Whitney
Test bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

Die funktionelle Analyse der Zellen liel3 keine signifikanten Unterschiede in der INFy-
und TNFa-Produktion verzeichnen. Ahnlich den Ergebnissen aus den CD8-positiven
Populationen, konnte auch hier belegt werden, dass die CD28-positiven Subsets im
Vergleich zu den restlichen Subsets eine signifikant hbhere Menge an Interleukin-2
synthetisieren. Dies bestatigte sich ebenso in den triple- und vierfach-positiven Zellen
(INFY/TNFao/IL-2  und  INFy/TNFa/IL-2/CD107a). Das  CD4-positive  Temra
CD57"9CD28P°s-Subset zeichnet sich besonders durch eine hohe IL-2- und CD154-
Synthese im Gegensatz zu den restlichen Subsets aus. Die statistische Signifikanz
liegt hier bei **p < 0,01. Die Expression des Degranulationsmarkers CD107a zeigt sich
im doppelt-negativen Subset am prominentesten.

Die phanotypische Analyse von PD-1 und CCR5 auf CD4-positiven Temra-Subsets
zeigte eine signifikant hohere Expression von PD-1 auf dem doppelt positiven Subset
und eine signifikant geringere Expression von CCR5 auf CD4-positiven Tewra
CD28rsCD57m9-Zellen im Vergleich zu den restlichen Subsets. Die relative Anzahl von
CCRS5 und PD-1 doppelt positiven Zellen ist im CD4-positiven Temra CD28P°SCD57Ps-
Subset am bedeutendsten.

Der direkte Vergleich von Tewra-Subsets aus dem Blut von Patienten mit schwerer
Aortenklappenstenose mit einer kardiologischen Kontrollgruppe zeigt keine
signifikanten Unterschiede in der funktionellen sowie phanotypischen Analyse der
Zelle.

44



Ergebnisse

5.3 Untersuchung von T-Ged&achtniszellen, Tewmra-Zellen und
deren Subsets zur Charakterisierung immunologisch-
assoziierter Mechanismen im Kontext der schweren
Aortenklappenstenose

Verschiedene Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass Zellen des adaptiven
Immunsystems eine Rolle bei kardiovaskularen Erkrankungen spielen. Winchester und
Wu zeigten beispielsweise bereits 2011, dass eine erhdhte Frequenz an Tewra-Zellen
mit dem Auftreten der Aortenklappenstenose assoziiert ist (Wu, Maurer et al. 2007,
Winchester and Kodali 2011, Winchester, Wiesendanger et al. 2011).

Zu Beginn der Studie und vor jeglicher invasiven Behandlung wurden Patienten mit
einer schweren Aortenklappenstenose n&her untersucht. Es galt Veradnderungen
innerhalb der naiven- und Gedachtnis-T-Zellen, insbesondere der Temra Zellen genau
zu untersuchen. Diese Untersuchungen erfolgten im Vergleich zu einer kardiologischen
Kontrollgruppe. Diese Kontrollgruppe schliest Patienten mit kardiovaskularen
Erkrankungen ein, bei denen diagnostisch eine Aortenklappenstenose zuvor
ausgeschlossen wurde. So gelang es eine zum Alter und Geschlecht passende
Kontrollgruppe fiir die Aortenklappenstenose-Patienten zu bilden. Es wurden nicht nur
die verschiedene T-Zellpopulationen untersucht, sondern auch proinflammatorisch
wirksamen Zytokine wie zum Beispiel TNFa und IL-6, die Leukozytenzahl, der CRP-
Wert und das NT-proBNP aus den Routinelaboruntersuchungen erfasst und
ausgewertet. Zudem wurde eine umfangreiche Anamnese hinsichtlich der
Medikamente und Krankengeschichte erfasst.

Die immunologische Charakterisierung des adaptiven Immunsystems von
Aortenklappenstenose-Patienten und der kardiologischen Kontrollgruppe erfolgte
mittels Durchflusszytometrie und wurde mit linearer Regression unter Bericksichtigung
der Kovarianten Alter und Geschlecht statistisch ausgewertet.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden 56 Patienten mit schwerer
Aortenklappenstenose und 35 Kontrollpatienten einbezogen. Die
Aortenklappenstenose-Patienten waren 79,71 + 0,83 (SEM) Jahre alt und die
Kontrollpatienten 77,20 + 0,84 (SEM) Jahre alt. Die Geschlechterverteilung (m/w) lag
bei 30/26 bei Patienten mit Aortenklappenstenose und bei 21/14 bei den
Kontrollpatienten (siehe Tab. 12).

NT-proBNP, ein Marker zur Erfassung der Herzinsuffizienz wies einen signifikanten
Unterschied (***p < 0,001) zwischen den beiden Gruppen auf. Das NT-pro BNP war im
Blut von Aortenklappenstenose-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
erhéht. Zudem sind die Zytokine IL-6 und IL-8 in Patienten mit Aortenklappenstenose
ebenfalls signifikant erhéht (***p < 0,0002, **p = 0,0011) (siehe Tab. 13).

Tab. 12: Darstellung von Patientenzahl, Alter (Mittelwert + Standardfehler, SEM) und
Geschlechter-Verhaltnis von TAVI-Patienten und kardiologischer Kontrollgruppe.

Anzahl der Probanden 56 35
Alter in Jahren 79,71 + 0,83 77,20+ 0,84
Geschlecht (m/w) 30/26 21/14

Tab. 13: Darstellung der Parameter Leukozytenzahl/nl, CRP (mg/dl), NT pro BNP (pg/ml), TNFa
(pg/ml), IL-6 (pg/ml) und IL-8 (pg/ml) von Aortenklappenstenose-Patienten, die im Anschluss

45



Ergebnisse

eine TAVI erhielten (n = 56) und der kardiovaskularen Kontrollgruppe (n = 35). Mann-Whitney-
U-Test, Signifikanz: *p = < 0,05, **p => 0,01, ***p = > 0,001, Routinelaborparameter, Median.

Leukozyten / nl 6,75 ns = 0,3841 6,12
CRP (mg/dl) 2,05 ns = 0,4730 1,90
NT pro BNP (pg/ml) 1266 *** = < 0,0003 346,5
TNFa (pg/nl) 10,70 ns = 0,1457 9,70
Interleukin 6 (pg/ml) 3,90 *** = 0,0005 2,20
Interleukin 8 (pg/ml) 351 ** =(0,0011 140

Der mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrte Vergleich von Zellen des adaptiven
Immunsystems von Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose und einer
kardiologischen Kontrollgruppe fiuihrte lediglich zu einem statistisch signifikanten
Unterschied in der absoluten Leukozytenzahl/nl. Im Hinblick auf Lymphozyten und T-
Zellen sowie CD8- und CD4-positive naive T-Zellen, T-Effektor-Gedachtniszellen,
zentrale Gedachtniszellen, Tewra-Zellen und deren Subsets zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse sind als Medianwerte tabellarisch in den
Supplementen S17-S20 nachzuvollziehen. Es wurde die absolute Zellzahl pro
Nanoliter sowie der relative Zellanteil, gemessen und ausgewertet. Zur statistischen
Auswertung wurde der Mann Whitney U Test angewendet.

46



Ergebnisse

5.4 Post-interventionelle immunologische Charakterisierung
von Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose zu
verschiedenen Zeitpunkten

Es wurden sowohl mit TAVI behandelte Aortenklappenstenose-Patienten, als auch
Patienten, die einen chirurgischen Aortenklappenersatz erhielten, untersucht. Hierftr
wurde das Blut einen Tag vor dem Eingriff sowie einen und funf Tage nach der
Intervention analysiert. Zusétzlich wurden Messungen nach drei und sechs Monaten
durchgefihrt. Die im Folgenden erlauterten Ergebnisse sind in den Tabellen S21 - S28
der Supplemente nachzuvollziehen.

Die Ergebnisse zeigen in beiden Behandlungsgruppen einen statistisch signifikanten
Anstieg von Leukozyten sowie einen Abfall von Lymphozyten und T-Zellen einen Tag
post interventionem. Bereits funf Tage nach dem Eingriff zeigt sich im Blut von TAVI-
Patienten eine Zu- bzw. Abnahme von Lymphozyten und Leukozyten so dass sich die
Populationen im Hinblick zu den Ausgangskonzentrationen der Zellen wieder
annahern. In der chirurgisch-behandelten Patientengruppe bleiben die Veranderungen
in den Immunzellen bis funf Tage post-operationem deutlich erkennbar. So bestehen
um den Zeitpunkt funf Tage nach dem Eingriff noch deutlichere Unterschiede in den
Zellzahlen bezogen auf die Ausgangspopulation (S21-S28). In Betrachtung der
Langzeitwerte, drei- sowie sechs Monate nach dem Eingriff, zeigt sich bei TAVI-
Patienten in den Lymphozyten (T-Zellen und CD4-positive Zellen) eine signifikante
Abnahme in der absoluten Zellzahl (*p= < 0,05). CD4- sowie CD8-positive Effektor-
und zentrale Gedachtniszellen zeigen sechs Monate nach dem Eingriff eine
signifikante Abnahme in ihrer absoluten Zellzahl. In der relativen Zellzahl, gemessen in
Prozent an CD8-positiven Zellen, zeigt sich bei CD8-positiven Effektor T-Zellen
ebenfalls eine Abnahme drei und sechs Monate post operationem, die jedoch lediglich
nach sechs Monaten signifikant ist (*p = < 0,05). In der relativen Zellzahl der CD8-
positiven naiven T-Zellen zeigt sich dahingegen eine signifikante Zunahme der
relativen Zellzahl nach drei Monaten (*p = < 0,05), die nach sechs Monaten aber nicht
mehr signifikant ist, jedoch weiterhin besteht. Bei Patienten, die chirurgisch einen
Aortenklappenersatz erhielten, zeigt sich, im Hinblick auf die Langzeitwerte lediglich in
der CD8-positiven Effektor T-Zellpopulation nach drei Monaten ein statistisch
signifikanter Anstieg (Zellen/nl, *p = < 0,05).

Betrachtet man die CD8- und CD4-Temra-Subsets in den jeweiligen
Behandlungsgruppen (Abb. 29 - 32), so zeigt sich auch hier, dass einen Tag post-
interventionem, in beiden Behandlungsgruppen statistisch signifikante Unterschiede zu
den Ausgangswerten erkennbar sind. Im weiteren Verlauf nach funf Tagen sowie nach
drei und sechs Monaten sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen mehr erkennbar.
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Abb. 29: Darstellung der CD8-positiven Temra-Subsets/nl aus TAVI-Patienten sowie aus
chirurgisch-behandelten Patienten. Dargestellt ist der Verlauf vom Zeitpunkt vor dem Eingriff
sowie einen und funf Tage nach und drei und sechs Monate nach dem Eingriff. In beiden
Behandlungsgruppen zeigt sich einen Tag nach dem Eingriff eine signifikante Abnahme der
Temra-Subsets, die bereits finf Tage nach dem Eingriff nicht mehr besteht. Darstellung der
Rohdaten in Boxplots. Die Signifikanz von Unterschieden im zeitlichen Verlauf wurde mit dem
Wilcoxon Rangsummentest bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant
betrachtet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Abb. 30: Darstellung der CD8-positiven Temra-Subsets in Prozent von CD8 Tewmra aus TAVI-
Patienten sowie aus chirurgisch-behandelten Patienten. Dargestellt ist der Verlauf vom
Zeitpunkt vor dem Eingriff sowie einen und finf Tage nach und drei und sechs Monate nach
dem Eingriff. In der chirurgisch-behandelten Gruppe zeigt sich im CD8 Temra CD57P5CD28"9
ein relativer signifikanter Anstieg sowie im CD8 Temra CD57"9CD28M9-Subset eine relativ
signifikante Abnahme einen Tag nach dem Eingriff. Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die
Signifikanz von Unterschieden im zeitlichen Verlauf wurde mit dem Wilcoxon Rangsummentest
bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet, *p < 0,05, **p < 0,01,
***n < 0,001.
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Abb. 31: Darstellung der CD4-positiven Temra-Subsets/nl aus TAVI-Patienten sowie aus
chirurgisch-behandelten Patienten. Dargestellt ist der Verlauf vom Zeitpunkt vor dem Eingriff
sowie einen und finf Tage nach und drei und sechs Monate nach dem Eingriff. In der
chirurgischen Behandlungsgruppe zeigt sich einen Tag nach dem Eingriff eine signifikante
Abnahme der Tewmra-Subsets, welche in der TAVI-Kohorte nur im CD4-positiven Temra
CD57m9CD28Pos-Subset signifikant ist. Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die Signifikanz
von Unterschieden im zeitlichen Verlauf wurde mit dem Wilcoxon Rangsummentest bestimmit.
P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001.
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Abb. 32: Darstellung der CD4-positiven Temra-Subsets in Prozent von CD4-positiven Temra aus
TAVI-Patienten sowie aus chirurgisch-behandelten Patienten. Dargestellt ist der Verlauf vom
Zeitpunkt vor dem Eingriff sowie einen und funf Tage nach und drei und sechs Monate nach
dem Eingriff. In der chirurgisch-behandelten Gruppe zeigt sich im CD4-positive Tewmra
CD57PsCD28P  eine relative signifikante Abnahme sowie im CD4-positiven Tewmra
CD57"8CD28"9-Subset eine relativ signifikante Zunahme einen Tag nach dem Eingriff.
Darstellung der Rohdaten in Boxplots. Die Signifikanz von Unterschieden im zeitlichen Verlauf
wurde mit dem Wilcoxon Rangsummentest bestimmt. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch
signifikant betrachtet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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55 Direkter Vergleich von zwel verschiedenen
Klappenersatzverfahren im Hinblick auf das adaptive
Immunsystems

Zur Untersuchung des adaptiven Immunsystems wurden Aortenklappenstenose-
Patienten rekrutiert die zum einen mit einer TAVI und zum anderen mit einem
chirurgischen Klappenersatz behandelt wurden. Im Rahmen der transarteriellen
Katheterintervention (TAVI) werden die neuen Klappen, fixiert an einen Katheter, tber
die Femoralarterie zum Herzen gefihrt und Uber das alte Klappenmaterial
aufgespannt. Der Goldstandard liegt allerdings im chirurgischen Klappenersatz, bei
dem unter Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine die kranken Herzklappen aus dem
Herzen entfernt werden und neues Klappengewebe eingesetzt wird (Schwarz,
Baumann et al. 1982).

Ziel war es, potentielle interventionsbedingte Verdanderungen des adaptiven
Immunsystems zu erkennen. Hierfir wurden CD8- und CD4-positive naive-, zentrale-,
Effektor-Gedéachtnis- und Temra-Zellen sowie deren Subsets analysiert.

Das Blut der Patienten wurde einen Tag vor dem Eingriff, einen und finf Tage nach
dem Eingriff sowie drei und sechs Monate post interventionem vergleichend
immunologisch untersucht.

Tab. 14: Darstellung der Anzahl der zum jeweiligen Zeitpunkt miteinander verglichenen
Patienten.

Pre 1 45 18
Post_1 Tag 23 15
Post_5 Tage 15 10
Post_3 Monate 20 12
Post_6 Monate 20 12

5.5.1 Vergleich von Leukozyten, Lymphozyten und T-Gedachtniszellen

In der Untersuchung der Leukozyten zeigte sich einen Tag nach dem Eingriff eine
statistisch erhdhte Zellzahl der Leukozyten in der chirurgischen Behandlungsgruppe,
welche im weiteren Verlauf nicht mehr zu verzeichnen war (siehe Abb. 33). Die
Lymphozyten-Population wies bereits vor der Intervention eine signifikant erhohte
absolute Zellzahlzahl der Lymphozyten in der chirurgischen-Kohorte auf (p-Wert:
0,023, adjustiert nach Alter und Geschlecht), welches sich einen Tag nach dem Eingriff
umkehrte (p-Wert von 0,022, adjustiert nach Alter und Geschlecht). Die relative
Zellzahl der Lymphozyten, gemessen in Prozent an Leukozyten, wiesen bei
chirurgischen Patienten statistisch signifikant weniger Lymphozyten einen Tag nach
dem Eingriff auf, welches sich drei Monate post interventionem umkehrte (siehe Abb.
33). CD3-positive T-Zellen sind einen Tag nhach dem Eingriff in ihrer absoluten Zellzahl
statistisch signifikant geringer in chirurgischen Patienten nachzuweisen als in TAVI-
Patienten. In ihrer relativen Zellzahl, gemessen in Prozent an Lymphozyten, zeigen
sich bereits einen Tag vor-, als auch einen Tag nach dem Eingriff bei chirurgischen
Patienten signifikant weniger T-Zellen als in TAVI-Patienten (siehe Abb. 33).
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Abb. 33: In der Untersuchung der Leukozyten zeigte sich einen Tag nach dem Eingriff eine
statistisch erhéhte Zellzahl der Leukozyten in der chirurgischen Behandlungsgruppe, welche im
weiteren Verlauf nicht mehr zu verzeichnen war. Die Lymphozyten-Population wies bereits vor
der Intervention eine signifikant erhtéhte absolute Zellzahlzahl der Lymphozyten in der
chirurgischen-Kohorte auf (p-Wert: 0,023, adjustiert nach Alter und Geschlecht), welches sich
einen Tag nach dem Eingriff umkehrte (p-Wert von 0,022, adjustiert nach Alter und Geschlecht).
Die relative Zellzahl der Lymphozyten, gemessen in Prozent an Leukozyten, wiesen
chirurgische Patienten statistisch signifikant weniger Lymphozyten einen Tag nach dem Eingriff
auf, welches sich drei Monate post interventionem umkehrte. CD3-positive T-Zellen sind einen
Tag nach dem Eingriff in ihrer absoluten Zellzahl statistisch signifikant geringer in chirurgischen
Patienten nachzuweisen als in TAVI-Patienten. In ihrer relativen Zellzahl, gemessen in Prozent
an Lymphozyten, zeigen sich bereits einen Tag vor- als auch einen Tag nach dem Eingriff bei
chirurgischen Patienten signifikant weniger T-Zellen als in TAVI-Patienten. pre_1 (TAVI, n = 45,
chirg. AKE, n =19), post_1 Tag (TAVI, n = 23, chirg. AKE, n =16), post_5 Tage (TAVI, n = 15,
chirg. AKE, n =10), post_3 Monate (TAVI, n = 20, chirg. AKE, n =14), post_6 Monate (TAVI, n =
20, chirg. AKE, n =13)

Die Verteilung der Rohdaten wurde in Boxplots dargestellt (Prism). Die Signifikanz von
Unterschieden zwischen den klinischen Gruppen wurde mittels linearer Regressionsmodelle
bestimmt, bei denen das Alter und das Geschlecht der Spender zur Adjustierung als Covariate
verwendet wurden (R). Zur Vermeidung eines Anstiegs der falsch-negativen Ergebnisse (Typ Il
Fehler) und damit dem Verlust potentiell wichtiger Informationen (explorative Studie) wurde auf
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eine Korrektur der alters- und geschlechtsadjustierten p-Werte bezlglich der Testanzahl
verzichtet. Adjustierte p-Werte kleiner als 0.05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

In der CD4- und CD8-positiven Zellpopulation aus TAVI- und chirurgischen Patienten
konnte eine signifikant erniedrigte Zellzahl bei chirurgischen Patienten einen Tag nach
dem Eingriff sowie bei CD8-positiven Zellen finf Tage nach dem Eingriff festgestellt

werden (Abb. 34).
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Abb. 34: Darstellung der absoluten Zellzahl von CD8- und CD4-positiven Zellen im Hinblick auf
die zwei untersuchten Behandlungsverfahren. TAVI und chirurgischer Klappenersatz (chirg.
AKE) einen Tag vor dem Eingriff sowie einen und funf Tage und drei und sechs Monate nach
dem Eingriff. Es bestehen in der absoluten Zellzahl von CD4- und CD8-positiven Zellen einen
Tag nach dem Eingriff sowie bei CD8-positiven Zellen funf Tage nach dem Eingriff eine
signifikant erniedrigte Zellzahl in chirurgischen Patienten im Vergleich zu TAVI-Patienten. pre_1
(TAVI, n = 45, chirg. AKE, n =19), post_1 Tag (TAVI, n = 23, chirg. AKE, n =16), post_5 Tage
(TAVI, n = 15, chirg. AKE, n =10), post_3 Monate (TAVI, n = 20, chirg. AKE, n =14), post_6
Monate (TAVI, n = 20, chirg. AKE, n =13)

Die Verteilung der Rohdaten wurde in Boxplots dargestellt (Prism). Die Signifikanz von
Unterschieden zwischen den klinischen Gruppen wurde mittels linearer Regressionsmodelle
bestimmt, bei denen das Alter und das Geschlecht der Spender zur Adjustierung als Covariate
verwendet wurden (R). Zur Vermeidung eines Anstiegs der falsch-negativen Ergebnisse (Typ Il
Fehler) und damit dem Verlust potentiell wichtiger Informationen (explorative Studie) wurde auf
eine Korrektur der alters- und geschlechtsadjustierten p-Werte bezlglich der Testanzahl
verzichtet. Adjustierte p-Werte kleiner als 0.05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

In der Untersuchung der CD8-positiven naiven T-Zellen konnte gezeigt werden, dass
Patienten, die einen chirurgischen Aortenklappenersatz erhielten, finf Tage und sechs
Monate nach dem Eingriff signifikant mehr CD8-positive naive T-Zellen (in Prozent an
CD8-positiven Zellen) aufweisen als TAVI-Patienten. In der absoluten Zellzahl der
naiven T-Zellen besteht ein Tag post operationem ein signifikanter Unterschied
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zwischen TAVI- und chirurgischen Patienten. Hier weisen TAVI-Patienten signifikant
mehr CD8-positive naive T-Zellen einen Tag nach dem Eingriff auf, als chirurgische
Patienten (siehe Abb.35).

Zentrale Gedachtniszellen sind bereits vor dem Eingriff in Patienten, die einen
chirurgischen Aortenklappenersatz erhalten in ihrer relativen Zellzahl, gemessen in
Prozent an CD8-positiven Zellen, signifikant erhéht. In der absoluten Zellzahl CD8-
positiver zentraler Gedachtniszellen sind keine statistisch relevanten Unterschiede
zwischen TAVI und chirurgischen Patienten zu verzeichnen (siehe Abb.35).

Im Vergleich von Effektor-Gedachtniszellen in TAVI- und chirurgischen Patienten
konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden (Abb.35).

In den CD8-positiven Temra-Zellen zeigen sich einen Tag sowie funf Tage nach dem
Eingriff signifikante Unterschiede in der absoluten Zellzahl, wobei TAVI-Patienten
signifikant mehr CD8-positive Tewra-Zellen aufweisen als Patienten, die einen
chirurgischen Aortenklappenersatz erhielten. In der Beurteilung der relativen Zellzahl
von CD8-positiven Temra-Zellen, gemessen an CD8-positiven Zellen, weisen TAVI-
Patienten bereits eine héhere Anzahl von CD8-positiven Temra-Zellen auf als Patienten,
die im Verlauf einen chirurgischen Aortenklappenersatz erhalten werden. Postoperativ
weisen TAVI-Patienten ausschlie3lich finf Tage nach dem Eingriff signifikant mehr
CD8-positive Temra-Zellen auf als chirurgische Patienten. Im weiteren Verlauf sind
keine signifikanten Unterschiede mehr zu verzeichnen (siehe Abb.35).
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Abb. 35: In der Untersuchung der CD8-positiven naiven T-Zellen konnte gezeigt werden, dass
Patienten, die einen chirurgischen Aortenklappenersatz erhielten, fiinf Tage und sechs Monate
nach dem Eingriff signifikant mehr CD8-positive naive T-Zellen (in Prozent an CD8-positiven
Zellen) aufweisen als TAVI-Patienten. In der absoluten Zellzahl der naiven T-Zellen besteht ein
Tag post operationem ein signifikanter Unterschied zwischen TAVI- und chirurgischen
Patienten. So weisen TAVI-Patienten signifikant mehr CD8-positive naive T-Zellen einen Tag
nach dem Eingriff auf, als chirurgische Patienten. Zentrale Gedachtniszellen sind bereits vor
dem Eingriff in Patienten, die einen chirurgischen Aortenklappenersatz erhalten in ihrer relativen
Zellzahl, gemessen in Prozent an CD8-positiven Zellen, signifikant erhdht. In der absoluten
Zellzahl CD8-positiver zentraler Gedachtniszellen sind keine statistisch relevanten Unterschiede
zwischen TAVI und chirurgischen Patienten zu verzeichnen. Im Vergleich von Effektor-
Gedéchtniszellen in TAVI- und chirurgischen Patienten konnten keine signifikanten
Unterschiede nachgewiesen werden. In den CD8-positiven Temra-Zellen zeigen sich einen Tag
sowie funf Tage nach dem Eingriff signifikante Unterschiede in der absoluten Zellzahl, wobei
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TAVI-Patienten signifikant mehr CD8-positive Temra-Zellen aufweisen als Patienten, die einen
chirurgischen Aortenklappenersatz erhielten. In der Beurteilung der relativen Zellzahl von CD8-
positiven Temra-Zellen, gemessen an CD8-positiven Zellen, weisen TAVI-Patienten bereits eine
héhere Anzahl von CD8-positiven Tewmra-Zellen auf als Patienten, die im Verlauf einen
chirurgischen Aortenklappenersatz erhalten werden. Postoperativ weisen TAVI-Patienten
ausschlieBlich funf Tage nach dem Eingriff signifikant mehr CD8-positive Temra-Zellen auf als
chirurgische Patienten. Im weiteren Verlauf sind keine signifikanten Unterschiede mehr zu
verzeichnen. pre_1 (TAVI, n = 45, chirg. AKE, n =19), post_1 Tag (TAVI, n = 23, chirg. AKE, n
=16), post_5 Tage (TAVI, n = 15, chirg. AKE, n =10), post_3 Monate (TAVI, n = 20, chirg. AKE,
n =14), post_6 Monate (TAVI, n = 20, chirg. AKE, n =13).

Die Verteilung der Rohdaten wurde in Boxplots dargestellt (Prism). Die Signifikanz von
Unterschieden zwischen den klinischen Gruppen wurde mittels linearer Regressionsmodelle
bestimmt, bei denen das Alter und das Geschlecht der Spender zur Adjustierung als Covariate
verwendet wurden (R). Zur Vermeidung eines Anstiegs der falsch-negativen Ergebnisse (Typ Il
Fehler) und damit dem Verlust potentiell wichtiger Informationen (explorative Studie) wurde auf
eine Korrektur der alters- und geschlechtsadjustierten p-Werte bezlglich der Testanzahl
verzichtet. Adjustierte p-Werte kleiner als 0.05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

Die  Untersuchung von  CD8-positiven  Temra-Subsets im  Blut  von
Aortenklappenstenose-Patienten zeigt einen Tag postoperativ einen signifikanten
Unterschied zwischen chirurgisch behandelten Patienten und Patienten die eine TAVI
erhielten. So lassen sich im Blut von chirurgischen Patienten absolut signifikant
weniger CD8-positive Temra CD57PSCD28"8-Zellen und CD8-positive Tewmra
CD57"9CD28P%-Zellen sowie CD8-positive Temra CD57P%SCD28P%-Zellen nachweisen
als bei TAVI-Patienten. In der relativen Zellzahl von CD8-positiven Temra
CD57P*CD28"9-Zellen bestétigt sich diese signifikant hohere Zellzahl in TAVI-
Patienten ebenfalls finf Tage post operationem. Im Verlauf weisen chirurgisch
behandelte Patienten drei Monate nach dem Eingriff signifikant absolut mehr CD8-
positive Temra CD57P°CD28P%-Zellen auf als TAVI-Patienten. Dieses spiegelt sich
auch in der relativen Zellzahl, gemessen in Prozent an CD8-positiven Temra-Zellen
wieder (siehe Abb.36).
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Abb. 36: Die Untersuchung von CD8-positiven Tewmra-Subsets im Blut von
Aortenklappenstenose-Patienten zeigt einen Tag postoperativ einen signifikanten Unterschied
zwischen chirurgisch behandelten Patienten und Patienten die eine TAVI erhielten. So lassen
sich im Blut von chirurgischen Patienten absolut signifikant weniger CD8-positive Temra
CD57PsCD28"9-Zellen und CD8-positive Temra CD57"9CD28P%-Zellen sowie CD8-positive
Temra CD57P°SCD28P%-Zellen nachweisen als in TAVI-Patienten. In der relativen Zellzahl von
CD8-positive CD57PsCD28™9-Zellen bestétigt sich diese signifikant hdhere Zellzahl in TAVI-
Patienten ebenfalls finf Tage post operationem. Im Verlauf weisen chirurgisch behandelte
Patienten drei Monate nach dem Eingriff signifikant absolut mehr CDB8-positive Tewmra
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CD57rsCD28Ps-Zellen auf als TAVI-Patienten. Dieses spiegelt sich auch in der relativen
Zellzahl, gemessen in Prozent an CD8-positiven Tewmra-Zellen wieder. pre_1 (TAVI, n = 45,
chirg. AKE, n =19), post_1 Tag (TAVI, n = 23, chirg. AKE, n =16), post_5 Tage (TAVI, n = 15,
chirg. AKE, n =10), post_3 Monate (TAVI, n = 20, chirg. AKE, n =14), post_6 Monate (TAVI, n =
20, chirg. AKE, n =13).

Die Verteilung der Rohdaten wurde in Boxplots dargestellt (Prism). Die Signifikanz von
Unterschieden zwischen den klinischen Gruppen wurde mittels linearer Regressionsmodelle
bestimmt, bei denen das Alter und das Geschlecht der Spender zur Adjustierung als Covariate
verwendet wurden (R). Zur Vermeidung eines Anstiegs der falsch-negativen Ergebnisse (Typ Il
Fehler) und damit dem Verlust potentiell wichtiger Informationen (explorative Studie) wurde auf
eine Korrektur der alters- und geschlechtsadjustierten p-Werte bezlglich der Testanzahl
verzichtet. Adjustierte p-Werte kleiner als 0.05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

Betrachtet man die CD4-positiven naiven,- Effektor- und zentralen Gedachtnis-T-
Zellen, zeigt sich einen Tag nach dem Eingriff ein signifikanter Unterschied in der
absoluten Zellzahl. So weisen chirurgisch behandelte Patienten einen Tag post
interventionem signifikant weniger naive-, Effektor- und zentrale Gedachtnis-T-Zellen
im peripheren Blut auf (siehe Abb.37). In der zentralen Gedachtniszellpopulation zeigt
sich bereits vor dem Eingriff eine signifikant hohere relative Zellzahl, gemessen in
Prozent an CD4-positiven Zellen, bei Patienten, die im Verlauf einen chirurgischen
Aortenklappenersatz erhalten (siehe Abb.37)
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Abb. 37: Betrachtet man die CD4-positiven naiven,- Effektor- und zentralen Gedachtnis-T-
Zellen, zeigt sich einen Tag nach dem Eingriff bei TAVI-Patienten ein signifikanter Unterschied
in der absoluten Zellzahl. So weisen chirurgisch behandelte Patienten einen Tag post
interventionem signifikant weniger naive-, Effektor- und zentrale Gedé&chtnis-T-Zellen im
peripheren Blut auf. In der zentralen Gedachtniszellpopulation zeigt sich bereits vor dem Eingriff
eine signifikant hohere relative Zellzahl, gemessen in Prozent an CD4-positiven Zellen, bei
Patienten, die im Verlauf einen chirurgischen Aortenklappenersatz erhalten. pre_1 (TAVI, n =
45, chirg. AKE, n =19), post_1 Tag (TAVI, n = 23, chirg. AKE, n =16), post_5 Tage (TAVI, n =
15, chirg. AKE, n =10), post_3 Monate (TAVI, n = 20, chirg. AKE, n =14), post_6 Monate (TAVI,
n = 20, chirg. AKE, n =13).
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Die Verteilung der Rohdaten wurde in Boxplots dargestellt (Prism). Die Signifikanz von
Unterschieden zwischen den klinischen Gruppen wurde mittels linearer Regressionsmodelle
bestimmt, bei denen das Alter und das Geschlecht der Spender zur Adjustierung als Covariate
verwendet wurden (R). Zur Vermeidung eines Anstiegs der falsch-negativen Ergebnisse (Typ Il
Fehler) und damit dem Verlust potentiell wichtiger Informationen (explorative Studie) wurde auf
eine Korrektur der alters- und geschlechtsadjustierten p-Werte bezlglich der Testanzahl
verzichtet. Adjustierte p-Werte kleiner als 0.05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

Die Untersuchung CD4-positiven Tewra-Subsets zeigt einen statistisch signifikanten
Unterschied in CD4-positiven Temra CD57"9CD28P flinf Tage nach dem Eingriff und
dem CD4-positiven Temra CD57"9CD28"*9-Subset einen Tag nach dem Eingriff (siehe
Abb. 38). In beiden Subset-Populationen ist die Zellzahl in TAVI-Patienten hdher als in
chirurgischen Patienten. In den CD4-positiven Temra CD57"9CD28"9-Zellen spiegelt
sich dieser Unterschied ebenfalls in der relativen Zellzahl, gemessen in Prozent an
CD4-positiven Temra-Zellen, wieder (siehe Abb.38).
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Abb. 38: Die Untersuchung CD4-positiven Temra-Subsets zeigt einen statistisch signifikanten
Unterschied in CD4-positiven Temra CD57"9CD28P* flinf Tage nach dem Eingriff und dem CD4-
positiven Temra CD57"*9CD28"9-Subset einen Tag nach dem Eingriff. In beiden Subset-
Populationen ist die Zellzahl in TAVI-Patienten hdher als in chirurgischen Patienten. In den
CD4-positiven Temra CD57"°9CD28"™8-Zellen spiegelt sich dieser Unterschied ebenfalls in der
relativen Zellzahl, gemessen in Prozent an CD4-positiven Temra-Zellen, wieder. pre_1 (TAVI, n
= 45, chirg. AKE, n =19), post_1 Tag (TAVI, n = 23, chirg. AKE, n =16), post_5 Tage (TAVI, n =
15, chirg. AKE, n =10), post_3 Monate (TAVI, n = 20, chirg. AKE, n =14), post_6 Monate (TAVI,
n = 20, chirg. AKE, n =13).

Die Verteilung der Rohdaten wurde in Boxplots dargestellt (Prism). Die Signifikanz von
Unterschieden zwischen den klinischen Gruppen wurde mittels linearer Regressionsmodelle
bestimmt, bei denen das Alter und das Geschlecht der Spender zur Adjustierung als Covariate
verwendet wurden (R). Zur Vermeidung eines Anstiegs der falsch-negativen Ergebnisse (Typ Il
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Fehler) und damit dem Verlust potentiell wichtiger Informationen (explorative Studie) wurde auf
eine Korrektur der alters- und geschlechtsadjustierten p-Werte bezlglich der Testanzahl
verzichtet. Adjustierte p-Werte kleiner als 0.05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

Zusammenfassend sind im Vergleich des chirurgischen Aortenklappenersatzes mit der
TAVI hauptsachlich perioperativ statistisch signifikante Unterschiede im adaptiven
Immunsystem der zwei Behandlungsgruppen zu sehen. Einen bis finf Tage nach der
Intervention weisen chirurgische Patienten im Vergleich zu TAVI-Patienten eine
erhohte Anzahl von Leukozyten sowie eine Abnahme der Lymphozyten und deren
Untergruppen auf. Langzeitveranderungen der Zellen des adaptiven Immunsystems,
wie zum Beispiel einer Zunahme von proinflammatorisch wirksamen Zellen in TAVI-
Patienten, bei denen im Gegensatz zu chirurgisch-behandelten Patienten das
pathologisch-veranderte Klappenmaterial im Korper verbleibt, konnten nicht
nachgewiesen werden.
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5.6 Die Bestimmung von IL-8 in Patienten mit schwerer
Aortenklappenstenose

Als besonders sensitiver Marker fur ein chronisches Entziindungsgeschehen wurde
aus Vollblutproben die IL-8-Konzentration in TAVI- und chirurgischen Patienten sowie
der Kontrollgruppe gemessen und ausgewertet (siehe Material und Methoden). Die
Blutabnahme fand einen Tag vor dem Eingriff sowie drei und sechs Monate nach der
Intervention statt.

In Abbildung 39 ist der Verlauf der IL-8-Konzentration im Blut von mit TAVI-
behandelten Patienten und mit chirurgisch-behandelten Patienten vor dem
Aortenklappenersatz sowie drei und sechs Monate post interventionem dargestellt. Es
zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf der
jeweiligen Untersuchungsgruppen.

Betrachtet man den IL-8-Wert von Aortenklappenstenose-Patienten vor und nach dem
Eingriff im direkten Vergleich mit der chirurgisch behandelten Vergleichsgruppe (Abb.
39), zeigt sich, dass TAVI-Patienten signifikant mehr IL-8 pra- sowie postoperativ im
Blut aufweisen als chirurgisch-behandelten Patienten. Der im Vergleich gemessene
erhohte IL-8-Wert in TAVI-Patienten bleibt noch bis sechs Monate nach dem Eingriff
bestehen, obwohl postoperativ bei TAVI-Patienten ein Trend zur Normalisierung zu
beobachten ist.

2500
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5004 [
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0 T

TAVI Chirg. AKE TAVI Chirg. AKE TAVI Chirg. AKE
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Abb. 39: Vergleichende Darstellung des IL-8 Levels von TAVI und chirurgisch-behandelten
Patienten vor dem Eingriff sowie drei- und sechs Monate nach dem Eingriff. TAVI-Patienten
weisen praoperativ im Vergleich zu chirurgisch-behandelten Patienten signifikant mehr IL-8 im
Blut auf. Der erhohte IL-8-Wert in TAVI-Patienten bleibt noch bis sechs Monate nach dem
Eingriff bestehen, Mann Whitney U Test, n = 10, *p < 0,05, **p < 0,01.

Wie bereits in Tabelle 13 gezeigt, weisen TAVI Patienten ebenso statistisch signifikant
mehr IL-8 im Blut auf als die untersuchten Kontrollpatienten. TAVI-Patienten weisen
demnach ein insgesamt erhohtes inflammatorisches Profil im Blut auf als
Kontrollpatienten und chirurgisch behandelte Kontrollpatienten. Abbildung 40, siehe
unten, zeigt dass TAVI- Patienten praoperativ signifikant erhéhte proinflammatorische
Marker, wie IL-8, IL-6 und NT-proBNP im peripheren Blut aufweisen als Patienten, die
einen chirurgischen Aortenklappenersatz erhalten sowie als die kardiologische
Kontrollgruppe.
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Abb. 40: Vergleichende Darstellung der Inflammationsmarker IL-8 (oben links), IL-6 (oben
rechts) und NT-proBNP (unten links) im Blut von TAVI-Patienten mit chirurgischen Patienten
und mit kardiologischen Kontrollpatienten. TAVI- Patienten weisen préoperativ signifikant mehr
IL-8, IL-6 und NT-proBNP auf als chirurgisch- behandelte Patienten sowie als die kardiologische

Kontrollgruppe.
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6. Diskussion

6.1 Zusammenfassung der erhobenen Daten

Die erhobenen Daten dieser Arbeit bestatigen unsere Hypothese, dass die in der
Literatur beschriebenen Tewra-Zellen keine einheitliche Zellpopulation darstellen.
Dieses zeigt sich sowohl in der Verteilung der Subsets als auch im phénotypischen und
funktionellen Vergleich. Wir konnten mindestens vier verschiedene Tewra-Subsets
mittels der Marker CD57 und CD28 identifizieren.

Der kostimulatorische Marker CD28 scheint, laut der in dieser Arbeit generierten
Daten, einen Einfluss auf die inflammatorische Aktivitat der Tewmra-Zellsubsets zu
haben, wonach CD28-positive Zellsubsets eine signifikant hohere Produktion
inflammatorischer Zytokine aufweisen. Ebenso scheint der mit Temra-Zellen assoziierte
Marker CD45RA, in der Starke seiner Expression, einen Einfluss auf die Funktionalitat
von Temra-Subsets zu haben. So zeigen Zellen, die weniger CD45RA exprimieren, eine
héhere Expressionsrate von CD28 und demnach ein hdheres inflammatorisches
Potential als Zellen mit einer hohen Expression von CD45RA (Abb. 41).
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Abb. 41: Darstellung eines CD28-positiven Temra-Subsets im Vergleich zu einem CD28-
negativen Temra-Subset. Das kostimulatorische Oberflachenmolekil CD28 scheint einen
Einfluss auf die inflammatorische Aktivitat der Temra-Zellsubsets zu haben, wonach CD28-
positive Zellsubsets eine signifikant hohere Produktion inflammatorisch-wirksamer Zytokine
aufweisen. Ebenso scheint der mit Temra-Zellen assoziierte Marker CD45RA einen Einfluss auf
die Funktionalitdt von Temra-Subsets zu haben. So zeigen Zellen, die weniger CD45RA
exprimieren, eine hohere Expressionsrate von CD28 und demnach ein hoheres
inflammatorisches Potential als Zellen mit einer hohen Expression von CD45RA.

Die Hypothese, dass das adaptive Immunsystem und besonders Temra-Zellen und ihre
Subsets einen negativen Einfluss auf die Pathogenese der Aortenklappenstenose
haben, konnte in dieser Arbeit nicht bestétigt werden. Im altersabgestimmten Vergleich
von Patienten mit Aortenklappenstenose mit einer kardiologischen Kontrollgruppe
zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in der Zellverteilung der Temra-Subsets.
Lediglich funktionelle Untersuchungen zeigten signifikante Unterschiede. So waren IL-
2- sowie IL-8-produzierende Zellen in Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose
signifikant haufiger als in der kardiologischen Kontrollgruppe. Die gezeigte IL-2-

66



Diskussion

Produktivitdt von Tgemra-Zellen war Uberraschend, da dieses bisher primar den
Eigenschaften von CD4-positiven T-Helferzellen zugeordnet wurde. Die Rolle von IL-2-
produzierenden Zellen in der CD8-positiven Zellpopulation, vor allem in Patienten mit
Aortenklappenstenose, bleibt demnach noch zu beantworten. Ebenso war der Marker
NT-proBNP signifikant in Aortenklappenstenose-Patienten im Vergleich zur
kardiologischen Kontrollgruppe erhoht. Weiter erfasste Entzindungsmarker, wie die
Leukozytenzahl, TNFa und der CRP-Werte lieRen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Vergleichsgruppen erkennen.

Die Hypothese, dass das im Kdrper verbliebene Klappenmaterial von TAVI- Patienten
als Trigger fur pathologisch-immunologische Mechanismen wirken kénnte wurde in
dieser Arbeit nicht bestéatigt. Ebenso zeigte die vergleichende immunologische
Untersuchung von TAVI-Patienten mit chirurgischen Patienten nach drei sowie sechs
Monaten post operationem keine statistisch-signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
untersuchten Immunzellen. Die vergleichende Untersuchung des chronischen
Entziindungsmarkers IL-8 im Blut von TAVI- und chirurgisch-behandelten Patienten
zeigte pra- sowie auch postoperativ statistisch signifikante Unterschiede. So wiesen
TAVI-Patienten statistisch signifikant mehr IL-8 im peripheren Blut auf als chirurgisch-
behandelte Patienten was auf ein chronisches Entziindungsgeschehen schlie3en lasst.
Es lasst sich im postoperativen Verlauf allerdings ein Trend hinsichtlich einer
Normalisierung der IL-8-Werte erkennen.

6.2 Etablierung eines Testsystems zur Identifizierung
verschiedener Temra-Zellsubsets

Terminal differenzierte Effektor-T-Zellen, Temra-Zellen, sind klassisch als CD45RA-
positiv und CCR7-negativ definiert. CD45RA-positive Effektor-Temra-Zellen sind die am
meisten differenzierten Gedachtniszellen. Sie weisen eine hohe Apoptose-
Empfanglichkeit auf und exprimieren grof3e Mengen an zytotoxischen Molektlen, wie
zum Beispiel Perforin und Fas-Ligand (D'Asaro, Dieli et al. 2006). Sie besitzen die
Féahigkeit antigen-unspezifisch zu Entziindungsorten zu migrieren und dort durch lokale
Zytokinsekretion Regenerationsprozesse hemmen kdnnen. Diese Fahigkeit bescheinigt
Temra-Zellen zum Beispiel eine bedeutende Rolle im Krankheitsgeschehen von
entzindlichen Prozessen wie zum Beispiel im Falle der Knochenheilung (Reinke,
Geissler et al. 2013). Temra-Zellen produzieren grole Mengen der Zytokine IFNy und
TNFa, auch ohne Kostimulus, und sind damit stark proinflammatorisch wirksam. Durch
ihre gesteigerte proinflammatorische Aktivitat nehmen Tewra-Zellen auch im Rahmen
von AbstolRungsreaktionen eine bedeutende Rolle ein. So wiesen D’Asaro et al. eine
erhohte Menge terminaldifferenzierter Temra-Zellen im peripheren Blut von Patienten
auf, bei denen eine AbstoRungsreaktion in Folge einer hamatogenen Stammzell-
Transplantation auftrat (D'Asaro, Dieli et al. 2006). Auch bei Patienten, die eine Nieren-
Transplantation erhielten, konnten Tewra-Zellen mit einem erhohten Risiko fir
AbstoRungsreaktionen assoziiert werden (Betjes, Meijers et al. 2012).

Eine klare Definition von Tewra-Zellen und ihren Subsets ist bis heute in der Literatur
jedoch nicht beschrieben. So sind in verschiedenen Studien Tewra-Zellen unter
Verwendung verschiedener Marker unterschiedlich definiert. Einige Autoren
bezeichnen Temra-Zellen als CD8PCCR7"CD45RAP (Willinger, Freeman et al.
2005, Gupta and Gollapudi 2007), andere als CD8PSCD57P° oder CD8P*CD28"%9, wie
zum Beispiel Winchester und Wu in zahlreichen Untersuchungen im Kontext mit der
Pathogenese der Aortenklappenstenose (Wu, Maurer et al. 2007). Reinke et al.,
wiesen etwa einen negativen Einfluss von Tewmra-Zellen, definiert als CD8POSCD1190ppelt
PosCD28"8CD57P%, auf die Knochenheilung nach (Reinke, Geissler et al. 2013). In
weiteren durchflusszytometrischen Untersuchungen zur Charakterisierung von
Gedachtniszellen wurden Tewra-Zellen als CD8PSCCR7"ICD45RAPSMICD28Med
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bezeichnet (Appay, van Lier et al. 2008), wohingegen in einer weiteren
Veroffentlichung CD8PCCR7"9CD45RAP*-Zellen lediglich als Effektor-Zellen
beschrieben wurden (Maecker, McCoy et al. 2012).

Ein wesentliches Ziel dieser Doktorarbeit war es zu untersuchen, ob es sich bei den
genannten  Zellpopulationen um  &hnliche, identische oder eigenstandige
Zellpopulationen beziehungsweise Temra-Subsets handelt. Fur die
durchflusszytometrische Untersuchung wurde ein Protokoll etabliert, das die
vergleichende Untersuchung eben dieser verschiedenen Tewmra-Zellsubpopulation
sowohl in funktioneller als auch in phanotypischer Hinsicht erméglicht.

Es wurde hierfir das Blut von gesunden CMV-positiven und CMV-negativen Spendern
sowie unter pathologischen Verdnderungen bei Patienten mit schwerer
Aortenklappenstenose untersucht. Es wurden CMV-positive Spender ausgewahlt, da
sie nachweislich mehr Temra-Zellen im Blut aufweisen als CMV-negative Spender (van
de Berg, Yong et al. 2012). CMV-negative Spender wurden ergéanzend analysiert, um
potentielle CMV-spezifische Einflisse zu identifizieren. Um einen direkten Vergleich zu
kranken Patienten zu stellen, die unter einer potentiell immunassoziierten Erkrankung
leiden, wurden Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose untersucht.

Zur ldentifizierung von potentiellen Tewmra-Zellen wurden die am haufigsten in der
Literatur beschriebenen und etablierten Tewra-spezifischen Marker miteinander
kombiniert und die dabei entstandenen Subsets analysiert. Als Ausgangspopulation
wurde die konventionelle Tewra-Zellpopulation gewadhlt, die als CCR7-negativ und
CD45RA-positiv beschrieben wird und den Tewra-Zellen ihren Namen verleiht (T-
Effector-Memory-CD45RAP%-cells).

Unter Verwendung der Marker CD57 und CD28 wurden schlie3lich Tewra-Zellsubsets
untersucht. CD57 ist ein Oberflachenmolekil, das zum einen ein Marker flr natirliche
Killerzellen darstellt (Brenchley, Karandikar et al. 2003) und zum anderen die
Enddifferenzierung einer Zelle markiert verbunden mit der Unfahigkeit zur weiteren
Proliferation (Brenchley, Karandikar et al. 2003). Dies zeigt sich beispielsweise in einer
verklrzten Telomerlange, als Folge zahlreicher Zellteilungen (Meyer-Olson, Simons et
al. 2010). CD28 spielt als Kostimulationsmarker in der T-Zellaktivierung eine wichtige
Rolle (Brenchley, Karandikar et al. 2003). T-Zellen, die CD28 nicht auf ihrer Oberflache
exprimieren besitzen die Fahigkeit TCR-unabhangig proinflammatorisch aktiv zu sein
und antigenunspezifisch in entziindliches Gewebe zu migrieren (Reinke, Geissler et al.
2013). Der Phanotyp, der mit der Enddifferenzierung einer Effektor-T-Zelle assoziiert
ist, ist nicht vollstandig definiert, allerdings im Allgemeinen mit dem Vorhandensein von
CD57 und dem Fehlen von CD28 assoziiert (Brenchley, Karandikar et al. 2003). Da
proinflammatorisch aktive Tewmra-Zellen in der Literatur als CD57-positiv und/oder
CD28-negativ beschrieben sind (Wu, Maurer et al. 2007, Winchester, Wiesendanger et
al. 2011), ist das CD8PSCCR7"™CD45RAPSCD57PSCD28"9-Subset von grofRem
Interesse in den hier vorgestellten Untersuchungen.

Zur Beurteilung der Funktionalitat der Temra-Subsets wurden die Zytokine INFy, TNFa
und IL-2, der Degranulationsmarker CD107a sowie der Aktivierungsmarker CD154
untersucht. In einem zweiten Versuchsansatz wurden die Oberflaichenmolekile PD-1
und CCRS5 auf den Tewra-Zellen untersucht.

TNFa wird im Rahmen von verschiedenen, chronisch-entzindlichen Prozessen eine
bedeutende Rolle zugeschrieben, wie beispielsweise in der Pathogenese der
Aortenklappenstenose und der Arthritis (Galeone, Paparella et al. 2013). Es konnte
zudem in immunhistochemischen Untersuchungen von Aortenklappen eine vermehrte
Expression des IL-2-Rezeptors und T-Lymphozyten nachgewiesen werden (Olsson,
Dalsgaard et al. 1994). Aufgrund seiner Rolle als Induktor der Expansion und
Proliferation von T-Zellen kdnnte IL-2 demnach im Kontext mit immun-assoziierten
Erkrankungen eine besondere Bedeutung zukommen, indem es als Trigger fur
gesteigerte Immunreaktionen wirkt. CD154, auch als CD40L bezeichnet, ist ein
Aktivierungsmarker, der vornehmlich von CD4-positiven T-Helferzellen exprimiert wird
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und der Aktivierung von Antigen-prasentierenden-Zellen (APC) dient (Frentsch, Arbach
et al. 2005, Meier, Stark et al. 2008). In verschiedenen Studien konnte jedoch auch
gezeigt werden, dass auch CD8-positive zentrale- und Effektor-Gedachtniszellen eine
nicht unbedeutende Menge an CDA40L exprimieren. CD40L-positive CD8-positive
Zellen weisen ebenfalls potente Helferfunktionen auf, wie zum Beispiel die Aktivierung
von APCs. Zudem weisen sie ein den CD4-Helferzellen-&hnliches Zytokinprofil auf,
was sich insbesondere in der INFy und IL-2 Synthese zeigt (Frentsch, Listopad et al.
2012, Stark, Frentsch et al. 2012). Es ist demnach offensichtlich, dass T-
Helferzellfunktionen nicht alleinig durch MHCII-induzierte Stimuli CD4-positiver
Helferzellen bedingt sind, sondern dass auch auf MHC I-beschrankte Stimuli durch
CD8-positive T-Effektor-Zellen, im Rahmen von T-Helfer-Funktionen von Bedeutung
sind (Frentsch, Listopad et al. 2012, Stark, Frentsch et al. 2012). Auch die autokrine
Sekretion von IL-2 von CD8-positiven Gedachtniszellen wurde bereits beschrieben. So
zeigen Feau et al., dass CD8-positive T-Zellen, viel mehr als CD4-positive T-Zellen, die
zellulare Quelle der IL-2 Synthese bei der Generierung des CD8-T-Zellgedachtnisses
darstellen (Feau, Arens et al. 2011). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass unter
Einsatz der unterschiedlichen Oberflachenmarker funktionell sowie phéanotypisch
unterschiedliche Tewmra-Subsets zu identifizieren sind. Temra-Zellen stellen demnach
eine sehr heterogene Gruppe von Zellen dar, die insbesondere funktionell nicht mit den
bisher eingesetzten Oberflichenmarkern zusammengefasst werden konnen. Diese
Heterogenitét zeigt sich besonders darin, dass vor allem die CD28-positiven Subsets
das starkste proinflammatorische Potential aufweisen, unabhéangig von der CD57-
Expression auf diesen Zellen. Die CD28-positiven Subsets produzieren signifikant
mehr INFy, TNFa, CD154 und CD107a als die CD28-negativen Subpopulationen. Das
CD8-positive Temra CD57"9CD28P5-Subset produziert signifikant mehr IL-2 als die
anderen drei Subpopulationen. In den triple- und vierfach-positiven Populationen waren
ebenfalls die CD28-positiven Zellen am stérksten proinflammatorisch aktiv. Es kdnnte
anhand unserer Untersuchungen demnach ein Zusammenhang zwischen der
Funktionalitat der Zellen, insbesondere der IL-2-Synthese und der Expression von
CD28 bestehen. Eine Assoziation immunassoziierter Erkrankungen mit einer erhdhten
Expression von IL-2 konnte daher gerade in der Pathogenese der
Aortenklappenstenose  von  Bedeutung sein und konnte im  Rahmen
immunhistochemischer Analysen weiter untersucht werden. Der kombinierte Nachweis
von IL-2 auf CD28-positiven Zellen im Klappengewebe wére hier additiv sinnvoll, um
nachzuweisen, ob es sich bei den Zytokin-produzierenden Zellen im Klappengewebe in
erster Linie, um die vielmals beschriebenen CD28-negativen Temra-Zellen handelt oder
vielmehr um CD28-positive Zellpopulationen.

Die signifikant erhéhte Expressionsrate von CD154 (CD40L) auf CD28-positiven Temra-
Subsets koénnte im Kombination mit der gesteigerten IL-2 Synthese im Hinblick auf
potentielle T-Helferzelleigenschaften CD8-positiver T-Zellen von Bedeutung sein. So
konnte die gezielte Untersuchung von CD8-positiven T-Helferzellen im Zusammenhang
mit immunassoziierten Erkrankungen von grof3em Interesses sein. Im Hinblick auf die
gesteigerte proinflammatorische Aktivitdt von CD28-positiven Zellen ist ebenso von
Bedeutung, dass die in dieser Arbeit angewandte PMA/lonomycin-Stimulation eine
TCR-unabhangige Form der Stimulation darstellt und die Zellen somit ungeachtet ihrer
CD28-Expression stimuliert werden. So erhalten alle Zellen die selbe Stimulation und
ein moglicher stimulationsassoziierter Einfluss kann augeschlossen werden.

Die Untersuchungen der Oberflachenmarker PD-1 und CCR5 wurden in einem
separaten Versuchsansatz durchgeftihrt, indem die Zellen keiner PMA/lonomycin-
Stimulation ausgesetzt waren. Die Ergebnisse der phanotypischen Analyse zeigen,
dass Temra-Subsets, die eine hohe Expression von PD-1 (ca. 45% der CD28-positiven
Subsets exprimieren PD-1, siehe Abb. 17) aufweisen, auch die Subsets waren, die in
den funktionellen Untersuchungen die héchste Zytokin-Sekretion zeigten (ca. 50 % der
CD28-positiven Subsets sezernieren TNFa, INFy oder CD107a, siehe Abb. 16). Temra-
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Subsets, die in der funktionellen Analyse eine verminderte proinflammatorische
Aktivitdt aufwiesen, zeigten hingegen in der Analyse der Oberflachenmarker eine
vergleichsweise geringe PD-1-Expression. Dies ist erstaunlich, da PD-1 in der Literatur
grofdtenteils als ,Exhaustion“-Marker beschrieben wird. Die Erwartung, dass PD-1
dementsprechend auf Zellen hochreguliert ist, die nur eine geringe
proinflammatorische Aktivitat zeigen, konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

Es wurde dem PD-1-Rezeptor aber bereits in diversen Studien auch eine
immunregulierende Funktion in der T-Zellerschopfung zugeschrieben. Odorizzi et al.
schreiben PD-1 eine immunmodulierende Funktion zu, welche die proinflammatorische
T-Zellaktivitat von bereits aktiven Zellen herabsetzt um eine Uberstimulation der
aktivierten T-Zellen zu verhindern. Das wirde zugleich die Entstehung funktional
erschopfter Zellen verhindern. Ein definitiver Zusammenhang zwischen PD-1 und der
T-Zellerschopfung ist bisher jedoch nicht eindeutig beschrieben. Und obgleich
unumstritten ist, dass die meisten Zellen, die funktionell erschopft sind, eine hohe
Expressionsrate von PD-1 aufweisen, so verlieren nicht alle Zellen, die PD-1
exprimieren ihre Funktionalitat (Wei, Zhong et al. 2013). Die in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse unterstitzen allerdings die Annahme, dass der PD-1-
Rezeptor, nach Bindung an seinen Liganden, immunmodulierende Aufgaben
Ubernimmt und auf funktionell aktiven Zellen hochreguliert ist, die anhand der von in
dieser Arbeit generierten Daten CD28-positiv sind. Diese Hochregulation von PD-1
konnte die Zellen vor einer Uberstimulation und dem Ubergang zu funktional
erschopften Zellen schiitzen.

Ein weiterer Oberflachenmarker, der auf den Temra-Zellsubsets untersucht wurde, ist
der CCRS5, der bedingt durch seine Stimulation die inflammatorisch aktive T-
Gedéachtniszelle befahigt in entziindliches Gewebe zu migrieren (Qin, Rottman et al.
1998, Iwasaki, Mukai et al. 2001).

Die Ergebnisse der phanotypischen Untersuchungen zeigen eine erhthte Expression
von CCR5 sowie Co-Expression von PD-1/CCR5 auf CD28-positiven Temra-
Zellsubsets. Da CCRS5 ein proinflammatorisches Molekdl ist, war dessen Expression
auf den am starksten proinflammatorisch aktiven Zellen zu erwarten. Die gleichzeitige
Expression des Proinflammationsmarker CCR5 und des immunmodulierenden Markers
PD-1 (PD-1/CCR5) kdnnte wie folgt seine Ursache haben: Die Expression von CCR5
ermdglicht aktivierten T-Zellen die Migration in entziindliches Gewebe, wo PD-1 seinen
Liganden PD-1L bindet und dann immunmodulierend agiert. PD-1L wird besonders auf
B-Zellen, Dendritischen Zellen, Makrophagen und T-Zellen durch deren Aktivierung
hochreguliert. Die Bindung zwischen PD-1 und PD-1L liefert immun-inhibitorische
Signale, welche die T-Zell-Aktivierung und die Immuntoleranz regulieren sowie
immunassoziierte Gewebeschaden verhindern (Francisco, Sage et al. 2010). Damit
Ubernimmt PD-1 eine bedeutende proinflammatorische sowie immunmodulierende
Rolle im Immungeschehen.

Bei der statistischen Auswertung mit dem Wilcoxon Rangsummen-Test muss
allerdings berticksichtigt werden, dass das ,pairing“ der Gruppen nicht immer positiv
war und die statistische Signifikanz daher unter Vorbehalt betrachtet werden sollte.
Dies war bei folgenden Subsets der Fall: TNFa-Synthese von CD8P*Tewra
CD57PsCD28"¢ im Vergleich zu CD8P° CD57"*9CD28P%5/CD8P°® Temra CD57P°CD28P%°
(**p < 0,01). CD154-Expression im Vergleich CD8P% CD57"9CD28"% mit CD8P% Temra
CD57P°CD28P* (*p < 0,05). INFy/TNFo/ll-2/CD107a-Synthese von CD8PTgura
CD57P°*CD28"9 im Vergleich zu CD8P% CD57"¢9CD28P°/CD8P% Temra CD57P°CD28P%
(**p < 0,01). CCR5-Expression von CD8P*Tgyra CD57"8CD28P° im Vergleich zu
CD8P% CD57"9CD28"9/CD8P° Temra CD57P°CD28"9 (**p < 0,01).

Da die Untersuchungen von Oberflaichenmarkern und Zytokinen in zwei
unterschiedlichen Versuchsansatzen durchgefiihrt wurden, konnten die Ergebnisse der
Oberflachenmolekile PD-1 oder CCR5 jedoch nicht im direkten Zusammenhang mit
der proinflammatorischen Aktivitat dieser Zellen beurteilt werden. Dieses soll in
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nachfolgenden Untersuchungen erfolgen, um den Zusammenhang der Expression von
PD-1 auf proinflammatorisch aktiven Zellen zu tberprifen. Zudem kénnten zukinftige
Experimente mittels Immunhistochemie die gleichzeitige Expression von PD1 und
CD28 auf Zellen im Aortenklappengewebe untersuchen. Winchester und Wu konnten
in ihren Untersuchungen bereits zeigen, dass CD8PCD28"9-Zellen im
Klappengewebe von Aortenklappenstenose-Patienten existieren (Wu, Maurer et al.
2007, Winchester and Kodali 2011). CD28-positive Zellen wurden in diesen
Untersuchungen allerdings nicht berlicksichtigt. Diese kénnten aber aufgrund ihres
proinflammatorischen Potentials eine groRere Bedeutung im Zusammenhang mit der
Pathogenese der Aortenklappenstenose haben.

Da Temra-Zellen in der aktuellen Literatur h&ufig oder oftmals als CD28-negativ
beschrieben werden, sollte Gberpruft werden, ob es sich bei den analysierten CD28-
positiven Temra-Subsets tatsachlich um Temra-Zellen handelt oder um andere T-
Zellpopulationen, wie beispielsweise Effektor-T-Zellen. Dafur wurden in dieser Arbeit
neben Temra-Zellen auch zentrale Gedachtniszellen sowie T-Effektor-Gedachtniszellen
untersucht. Der Vergleich der Ergebnisse im Hinblick auf funktionelle sowie
phanotypische Charakteristika zeigt, dass eine groRe Ahnlichkeit zwischen den
Effektor-Gedachtniszellen und dem CD8-positivem Temra CD57"9CD28P%-Subset
besteht. Dieses Ergebnis kdonnte die Zugehdrigkeit dieses Temra-Zellsubsets zu der
Effektor-Gedéachtniszellpopulation  bedeuten.  Effektor-Gedachtniszellen  werden
klassisch als negativ fir die Oberflachenmarker CCR7 und CD45RA definiert, wéahrend
Temra-Zellen sich durch die Reexpression von CD45RA auszeichnen.

Thaive Tem ; Tem ' Tewmra
APC /) CD45RA+ CD45RA- CD45RA- ; CD45RA+

o \ CCR7+ CCR7+ J CCR7- . CCRT7-

IL-7 + IL-15

_ | ~MHCI 2T B
TN { 4

A

.,

Abb. 42: Darstellung der Differenzierung von naiven T-Zellen zu Gedachtniszellen unter
Berucksichtigung der Marker CD45RA und CCR7. APC: Antigen-préasentierende Zelle, Tnaive/ Tn:
naive T-Zellen, Tcm: zentrale Gedachtniszelle, Tem: Effektor-T-Zelle, Tewmra: Terminal
differenzierte Effektor-T-Zelle. Adaptiert nach (Gattinoni and Restifo 2013)

Um ein Vermischen dieser beiden Gedachtniszellpopulationen zu verhindern wurde der
MFI (Mean of fluorescence activity) von CD45RA bestimmt.

Die Beurteilung des MFI von CD45RA koénnte einen mdglichen Fehler beim Setzen des
Analysefensters aufdecken und damit ein versehentliches Einbeziehen CD45RA-
negativer Zellen zur Folge haben. In diesem Fall wirde dies bedeuten, dass es sich bei
dem Temra CD57"°9CD28P% Subset nicht ausschlieBlich um ein Tewmra-Zellsubset
handelt, sondern vielmehr um  félschlicherweise einbezogene  Effektor-
Gedachtniszellen. Aus den Ergebnissen der MFI-Bestimmung von CD45RA ging
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jedoch hervor, dass alle Temra-Subsets CD45RA exprimieren. Die Annahme, dass es
sich um eine Verunreinigung durch Effektor-Gedachtniszellen handelt, konnte also
nicht bestétigt werden. Allerdings zeigten die Ergebnisse auch, dass die Lage der
Subsets im CD45RA-Analysefenster nicht einheitlich war. So lagen CD28-positive
Temra-Zellsubsets naher am Analysefenster der Effektor-Gedachtniszellen als CD28-
negative Zellen. Dies weist demnach auf eine unterschiedliche CD45RA-
Expressionsrate hin. Die Expression des Oberflachenmolekils CD45RA scheint daher
eine entscheidende Rolle im Hinblick auf die Funktionalitat zu spielen. So sind Zellen
mit einer hohen CD45RA-Expressionsrate weniger proinflammatorisch aktiv als Zellen
mit einer niedrigen CD45RA-Expression, siehe Abbildung 41.

Die am starksten proinflammatorisch aktive Temra-Zellsubpopulation ist fur CD57
negativ und CD28 positiv. Eine mogliche Hypothese zur Entstehung von Tewmra-
Subpopulationen lasst sich nach folgendem Schema erklaren:

EM TEMRA (CDA5RA+/++)
CDASRA bright \ CDA45RA dim
TEMRA CD28-(CD57-) TEMRA (CD57-) CD28+ — > TEMRA CD57+ CD28+
Inflammation Inflammation 1

TEMRA CD57+ CD28-J {

TEMRA
(,,exhausted”)

Abb. 43: Schematische Darstellung einer hypothetischen Temra-Subset-Entwicklung. Durch das
Reexprimieren von CD45RA werden aus Effektor-Gedachntiszellen terminal differenzierte T-
Zellen, fir CCR7-negative, Temra-Zellen. Hier konnte sich der gemeinsame Weg der Entstehung
der Temra-Subpopulationen bereits aufspalten. Zum einen in eine Zellpopulation, die eine hohe
Expressionsrate von CD45RA aufweist und zum andern in eine Zellgruppe, die CD45RA nur
schwach exprimiert. Aus diesen zwei Populationen kénnten schlieZlich zwei funktionell
unterschiedliche Temra-Subpopulationen hervorgehen. Die Zellen, die CD45RA nur schwach
exprimieren kdnnten sich zu einem fiur CD28-positiven Subset entwickeln, das ein hohes
proinflammatorisches Potential aufweist. Im Gegensatz dazu kénnten CD45RA-hochpositive
Zellen zu CD28-negativen Zellen mit verringerter proinflammatorischer Aktivitat reifen.

Das CD28-positive und das CD28-negative Subset exprimieren zu Beginn kein CD57.
Exprimieren diese Subsets schlie3lich CD57 auf ihrer Oberflache, entstinde zum einen das
enddifferenzierte, wenig proinflammatorisch aktive Subset (CD57P°CD28"¢) und zum anderen
das am stéarksten proinflammatorisch aktive Subset (CD57P°SCD28P°%), welches direkt, durch
den anschlieBenden Verlust von CD28, in das enddifferenzierte CD57P°SCD28"¢%"Subset
Uibergehen kdnnte.

Durch das Reexprimieren von CD45RA werden aus Effektor-Gedachntiszellen terminal
differenzierte T-Zellen, fur CCR7-negative, Temra-Zellen. Hier koénnte sich der
gemeinsame Weg der Entstehung der Temra-Subpopulationen bereits aufspalten. Zum
einen in eine Zellpopulation, die eine hohe Expressionsrate von CD45RA aufweist und
zum andern in eine Zellgruppe, die CD45RA nur schwach exprimiert. Aus diesen zwei
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Populationen  kénnten schlieBlich zwei funktionell —unterschiedliche  Temra-
Subpopulationen hervorgehen. Die Zellen, die CD45RA nur schwach exprimieren
kénnten sich zu einem fir CD28-positiven Subset entwickeln, das ein hohes
proinflammatorisches Potential aufweist. Im Gegensatz dazu konnten CD45RA-
hochpositive Zellen zu CD28-negativen Zellen mit verringerter proinflammatorischer
Aktivitat reifen.

Das CD28-positive und das CD28-negative Subset exprimieren zu Beginn kein CD57.
Exprimieren diese Subsets schlieRlich CD57 auf ihrer Oberflache, entstdnde zum einen
das enddifferenzierte, wenig proinflammatorisch aktive Subset (CD57°°CD28"9) und
zum anderen das am starksten proinflammatorisch aktive Subset (CD57P°CD28P%),
welches direkt, durch den anschlielenden Verlust von CD28, in das enddifferenzierte
CD57PsCD28"¢ Subset Uibergehen konnte.

Um diese mdgliche Art der Temra-Subset Entstehungsweise zu Uberprifen, kénnten
TCR-Repertoire-Analysen der verschiedenen Substes von Bedeutung sein und
Aufschluss Uber die Herkunft der Zellen geben.

Bei der vergleichenden Auswertung der in der Literatur beschriebenen CD28-negativen
oder CD57-positiven Temra-Zellen mit den in unseren Untersuchungen generierten
Subsets, muss berlcksichtigt werden, dass Oberflaichenmarker wie CCR7 und
CD45RA in vielen Studien nicht bertcksichtigt wurden. Die Verwendung dieser Marker
sind besonders wichtig, um andere T-Zellpopulationen, wie beispielsweise
Effektorzellen aus der Auswertung ausschliefen zu konnen. Die in dieser Arbeit
generierten Ergebnisse bestatigen diesbeziglich, dass sich Tewra-Subsets, die als
CCR7-negativ und CD45RA-positiv charakterisiert sind, in vielen funktionellen sowie
panotypischen Eigenschaften statistisch signifikant von Temra-Subsets unterscheiden,
die ohne Beriicksichtigung dieser Marker definiert waren (siehe Abb. 19 und 20).

Ein Zusammenfassen der bisher in der Literatur beschriebenen Temra-Subsets ist
demnach nicht moéglich. Es handelt sich bei den beschriebenen Teura-Definitionen
weder um eine funktionell- noch um eine phanotypisch einheitliche Zellpopulation.

6.3 Untersuchung von Zellen des adaptiven Immunsystems
sowie prainterventioneller Entzindungsparameter in Patienten
mit schwerer Aortenklappenstenose

6.3.1 Das adaptive Immunsystem im Kontext der Aortenklappenstenose

Unterschiedliche Studien haben bereits einen Zusammenhang zwischen dem
adaptiven Immunsystem und der Pathogenese der Aortenklappenstenose beschrieben.
Die betroffenen Aortenklappen zeigen eine atherosklerotisch verénderte
Herzklappensubstanz und Zeichen einer chronischen Inflammation mit einer
vermehrten Infiltration von T-Zellen im betroffenen Klappengewebe (Wu, Maurer et al.
2007, Winchester, Wiesendanger et al. 2011, Steiner, Krbal et al. 2012).
Immunhistochemische Untersuchungen und Blutanalysen zeigen, dass CD4- sowie
CD8-positive T-Zellen im Klappenmaterial sowie in peripherem Blut von Patienten mit
schwerer Aortenklappenstenose existieren und damit neben dem angeborenen
Immunsystem eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Aortenklappenstenose
einnehmen konnten (Wu, Maurer et al. 2007, Winchester, Wiesendanger et al. 2011).
Seit geraumer Zeit weist die Literatur daraufhin, dass es sich bei der Pathogenese der
Aortenklappenstenose nicht um einen passiven, degenerativen Prozess handelt,
sondern vielmehr um ein aktives, inflammatorisches Geschehen (Olsson, Dalsgaard et
al. 1994, Otto, Kuusisto et al. 1994, Winchester, Wiesendanger et al. 2011). So
konnten Winchester und Wu eine Korrelation zwischen dem Auftreten von HLA-DRP%
CD8r% T-Zellen sowie CD8PCD57PCD28™¢ T-Zellen und der Schwere der

73



Diskussion

Aortenklappenstenose nachweisen (Wu, Maurer et al. 2007, Winchester,
Wiesendanger et al. 2011). Eine genaue Kenntnis Uber das adaptive Immunsystem
und insbesondere Uber Temra-Zellen ist daher bei Patienten, die unter einer schweren
Aortenklappenstenose leiden von grof3er Bedeutung.

6.3.2 Entzindungsparameter im Kontext der Aortenklappenstenose

Um einen praoperativen immunologischen bzw. inflammatorischen Status dieser
Patienten zu erhalten wurden vor dem operativen Eingriff Parameter wie die
Leukozytenzahl, CRP-Wert, TNFa, NT-pro BNP, IL-6 und IL-8 erfasst und innerhalb
der Studie gemeinsam mit den experimentellen Ergebnissen ausgewertet.

Aus diesen Untersuchungen ging hervor, dass das NT-pro BNP, welches ein Marker
fur die Herzinsuffizienz darstellt, sowie der Entziindungsmarker IL-6 signifikant bei
Patienten mit Aortenklappenstenose erhoht waren, ***p < 0,001. Sinning et al.
untersuchten bereits die Auswirkung von NT-pro BNP und IL-6 im Hinblick auf die
Mortalitdtsrate von TAVI-Patienten. Sie konnten zeigen, dass erhohte préoperative
Plasmaspiegel an NT-pro BNP und IL-6 mit einer gestiegenen Mortalitatsrate assoziiert
sind (Sinning, Wollert et al. 2015). Auch Goodman et al. wiesen in einer Studie eine
positive Korrelation zwischen der Konzentration von NT-pro BNP und der
Mortalitdtsrate von Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose nach. Das
Plasmalevel an NT-pro BNP, das mit einer Veranderung der Mortalitdtsrate assoziiert
werden konnte, wurde in dieser Studie jedoch nicht definiert (Goodman, Kusunose et
al. 2016). Spargias et al. zeigten allerdings in einer Studie eine 100%ige
Uberlebensrate fur Patienten mit einem NT-proBNP-Ausgangswert von < 1200 pg/ml
(Spargias, Polymeros et al. 2011). Bei einem prainterventionellen Cut-off-Level von >
2000 pg/ml stieg die Mortalitat bereits innerhalb von vier Jahren nach TAVI signifikant
an (Ribeiro, Urena et al. 2014). Zudem konnte in NT-proBNP-Verlaufsmessungen ein
signifikanter Abfall des NT-proBNP-Levels im Blut der Patienten bereits 1-6 Monate
nach dem TAVI-Eingriff festgestellt werden (Borz, Durand et al. 2014, Ribeiro, Urena et
al. 2014).

Ein Zusammenhang zwischen dem IL-6-Status und einer erhdhten Mortalitatsrate
konnte nach Sinning et al allerdings nicht bestétigt werden (Sinning, Wollert et al.
2015).

Da IL-6 in unseren Untersuchungen bei Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose,
die im Verlauf eine TAVI erhielten, im Vergleich zu einer altersabgestimmten
kardiologischen Kontrollgruppe signifikant erhdht war, sollte dessen potentielle
Relevanz als Biomarker im Hinblick auf die Pathogenese der Aortenklappenstenose in
zukunftigen Untersuchungen jedoch bericksichtigt werden. So konnte IL-6, als
proinflammatorisch aktives Zytokin als potentieller Trigger fir die zielgerichtete
Migration proinflammatorisch aktiver T-Zellen ins Aortenklappengewebe wirken. Es ist
bereits beschrieben, dass IL-6 im Rahmen der Kalzifizierungsvorgdnge in der
pathologischen Aortenklappe eine Rolle spielt. Mathieu et al. beschreiben eine erhéhte
Expression von IL-6 in valvular-interstitiellen Zellen (VICs) im mineralisiertem
Klappengewebe. IL-6 nimmt hier durch auto/parakrine Effekte eine bedeutende Rolle
bei der osteogenetischen Transition der VICs ein. Diesbeziglich konnte bereits durch
das Dammen der IL-6 Expression in VICs eine Abnahme des osteogenetischen
Potentials gezeigt werden (Mathieu, Bouchareb et al. 2015).

Immunhistochemische Untersuchungen von IL-6 im Klappengewebe kdnnten wertvolle
Informationen hiertiber liefern. Ebenso wie eine funktionelle Analyse von Temra-Zellen
im Hinblick auf deren IL-6-Synthese sinnvoll ware. Es bleibt jedoch die Frage offen,
warum Aortenklappenstenose-Patienten, die eine TAVI erhielten ebenso préoperativ
signifikant mehr IL-6 aufwiesen als Aortenklappenstenose-Patienten, die im Verlauf
einen chirurgischen Aortenklappenersatz erhielten (siehe Abb. 41). Auch die
Untersuchung des chronischen Inflammationsmarkers IL-8 zeigte eine signifikant
hohere IL-8-Konzentration im Blut von TAVI-Patienten im Vergleich zur
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altersabgestimmten kardiologischen Kontrollgruppe. Die erhéhte Menge von IL-8 im
Blut von TAVI-Patienten konnte demnach als Spiegel einer chronischen Inflammation
Zu werten sein, das aber weder durch das Alter allein noch durch die
Aortenklappenstenose bedingt sein kann.

Es konnten anhand, der in dieser Arbeit generierten Ergebnisse, im Vergleich von
Aortenklappenstenose-Patienten mit einer altersangepassten kardiologischen
Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede, die spezifisch fur das Auftreten der
Aortenklappenstenose sind, hachgewiesen werden.

6.3.3 Temra-Zellen im Kontext der Aortenklappenstenose

Die aufgestellte Hypothese, dass Temra-Zellen durch ihr Potential antigenunspezifisch
in inflammatorisches Gewebe migrieren und in erhdhten Konzentrationen in Patienten
mit Aortenklappenstenose nachzuweisen sind oder als Folge solcher verédndert sein
konnten, konnten durch die in dieser Arbeit erhobenen Daten, nicht bestatigt werden.
Dies ist besonders im Hinblick auf den Vergleich mit friheren Studien von Bedeutung.
So zeigten Winchester und Wu ein erhéhtes Vorkommen von Tewmra-Zellen
(CD8PSHLA-DRP®s und CD8PSCD57P°CD28™9) im Klappengewebe und peripheren
Blut von Patienten mit Aortenklappenstenose (Wu, Maurer et al. 2007, Winchester,
Wiesendanger et al. 2011). Hier muss allerdings bertcksichtigt werden, dass
Winchester und Wu Temra-Zellen ohne Verwendung der Marker CCR7 und CD45RA
definierten. Da unter Verwendung dieser Definition keine CD45RA-negativen Zellen
ausgeschlossen wurden, kdnnte es sich in den Untersuchungen von Winchester und
Wu auch um mit in die Auswertung eingeschlossene Effektor- und zentrale
Gedéachtniszellen, handeln.

Da folglich eine eindeutige Definition von Tewmra-Zellen bis heute in der aktuellen
Literatur nicht erfolgt und zudem die Bedeutung Temra-spezifischer Marker wie
CCR7/CD45RA/CD57 und CD28 nicht ganzlich geklart ist, bedarf es weiterer
Untersuchungen. Es lasst sich mit den allein in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnissen, keine endglltige Aussage bezlglich eines Zusammenhangs von ,Temra"
Zellen mit der Pathogenese der Aortenklappenstenose tatigen.

Zudem muss in unseren Untersuchungen berticksichtigt werden, dass es sich bei der
Auswahl der Kontrollgruppe nicht um ,gesunde“ Probanden handelte, sondern um
kardiologische Patienten. Die Schwierigkeit bestand darin kardiovaskular gesunde
Patienten in einem Alter von 80 Jahren in ausreichender Anzahl einzuschliel3en.
Dieses Vorhaben lieR sich nicht umsetzen. Daher wurden Patienten der
kardiologischen Station eingeschlossen, bei denen das Vorliegen einer
Aortenklappenstenose ausgeschlossen wurde, wobei Alter und Geschlecht gut mit der
zu vergleichenden Aortenklappenstenose-Kohorte abgeglichen waren. Die Wahl dieser
Kontrollgruppe ist daher sicherlich ein reprasentativer Durchschnitt fur kardiovaskulare
Erkrankungen, wie zum Beispiel der Hypertonus in dieser Altersgruppe. Zu
bertcksichtigen ist hier allerdings, dass auch andere mit dem Immunsystem assoziierte
Erkrankungen, wie beispielsweise eine Arteriosklerose, negative Einflisse auf das
Immungeschehen haben kénnten.

Im Hinblick auf die inflammatorische Funktionaliat der Immunzellen, zeigen die
Untersuchungen allerdings, dass Tewmra-Zellen aus Blut von Patienten mit schwerer
Aortenklappenstenose statistisch signifikant mehr IL-2 synthetisieren als Tewra-Zellen
aus dem Blut der kardiologischen Kontrollgruppe. So zeigten, an
Aortenklappenstenose erkrankte Patienten, eine signifikant héhere Anzahl an IL-2-
produzierenden CD8-positiven Tewra CD57"9CD28P%-Zellen (***p < 0,001) und CD8-
positiven Temra CD57P°SCD28P%s-Zellen auf (*p < 0,05). Auch Zellen, die dreifach-positiv
fur INFy, TNFa und IL-2 waren, konnten bei Patienten mit schwerer
Aortenklappenstenose signifikant vermehrt nachgewiesen werden (**p < 0,01). Wie
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auch in der Untersuchung der gesunden CMV-positiven Spendergruppe waren es vor
allem CD28-positive Subsets, die das starkste proinflammatorische Potential
aufwiesen. Besonders IL-2 kénnte, anhand der in dieser Arbeit generierten Daten, als
proinflammatorisch-aktives Zytokin im Verlauf der Aortenklappenstenose eine nicht
unbeachtliche Bedeutung einnehmen, in dem es zum Beispiel als Trigger fur
autoimmunbedingte Reaktionen agiert und somit eine stetige Aktivierung des
Immunsystems unterhalt.

6.4 Vergleichende immunologische Untersuchung von zwei
moglichen Therapieverfahren zur Behandlung der schweren
Aortenklappenstenose

Der aktuelle Goldstandard zur Therapie der Aortenklappenstenose ist der chirurgische
Klappenersatz (Bach, Cimino et al. 2007). Dieser Eingriff erfordert den Einsatz einer
Herz-Lungen-Maschine und bedeutet daher fir die meist Gber 65-jahrigen Patienten
ein enormes peri- sowie postoperatives Risiko (Stahli, Grunenfelder et al. 2012).

Durch den resultierenden Risikoanstieg mussen Patienten, die sehr alt sind und unter
Komorbiditaten leiden, haufig von dieser Therapie ausgeschlossen werden (Stahli,
Grunenfelder et al. 2012).

Fur dieses Patientenkollektiv steht ein alternatives Klappenersatzverfahren zur
Verfuigung, die interventionelle, kathetergestitzte (TAVI) und transapikale
Aortenklappenimplantation. Diese minimal-invasiven Verfahren erdffnen gerade der
Hochrisikogruppe eine Option auf eine kurative Behandlung der Aortenklappenstenose.
Daten einer randomisierten Klinischen Studie zeigten im Vergleich beider
Therapieformen &hnliche Uberlebensraten. Die postoperative 1-Jahres-Mortalitat
betragt bei der TAVI 14,2 % und bei der chirurgischen Aortenklappenimplantation 19,1
%, wobei verschiedene urséchliche Komplikationen zusammengefasst wurden
(Adams, Popma et al. 2014). Die hieraus resultierende Frage, warum die
Uberlebensrate von TAVI-Patienten, trotz des minimal-invasiven Eingriffs im Vergleich
zum chirurgischen Aortenklappenersatz dennoch 14,2% betragt, kdnnte neben
zahlreichen anderen madglichen Faktoren in einer Aktivierung des adaptiven
Immunsystems liegen.

Bei der TAVI-Intervention wird mithilfe eines Katheters eine neue Klappe Uber das alte
Klappengewebe gespannt. Das pathologisch veranderte Klappenmaterial verbleibt im
Korper des Patienten. Informationen Uber die Folgen des Eingriffs hinsichtlich einer
moglichen Induktion einer systemischen oder chronischen Inflammation fehlen derzeit
in der aktuellen Literatur. Es ist vollkommen unbekannt welche Rolle das verbleibende
pathologische Klappenmaterial spielt und ob es als entzindlicher ,Trigger® fungiert,
selbst nach erfolgreicher Intervention. Hier konnten Tewra-Zellen eine besondere
Bedeutung einnehmen, da sie zum einen antigenunspezifisch in das entzindlich-
veranderte Klappengewebe migrieren kénnen und dort ihre proinflammatorische
Wirkung entfalten kénnen. Zudem ist denkbar, dass inflammatorisch wirksame Zellen
im Klappengewebe vorliegen und schlielich ins periphere Blut gelangen und auf diese
Weise eine systemische Inflammation begiinstigen. Sowohl fur die TAVI als auch fur
die chirurgische Intervention konnte bereits in vorausgegangenen Untersuchungen
gezeigt werden, dass es postoperativ bzw. eingriffsbedingt zu einer systemischen
Inflammation kommen kann. Stahli et al wiesen in ihren Untersuchungen postoperativ
eine erhohte CRP- sowie Leukozyten-Werte in den behandelten Patienten nach (Stahli,
Grunenfelder et al. 2012). Die Pathogenese der postoperativen Inflammation scheint
multifaktoriell zu sein. Es konnten mechanisch-bedingte Traumata, Ischamische
Reperfusions-Schaden sowie der Kontakt von Blutkomponenten mit kérperfremden
Oberflachen von beispielweise kardiopulmonalen Bypass-Systemen als Ursache in
Frage kommen. Allerdings scheinen den neuesten Untersuchungen zufolge primar
lokale Traumata des Myokards Ursache der postoperativen Inflammation zu sein und
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diese sind in der transfemoralen Prozedur weniger schwerwiegend als im chirurgischen
Aortenklappenersatz (Stahli, Grunenfelder et al. 2012). Die mdgliche Ursache fir die
relativ hohe 1-Jahres-Mortalitatsrate in TAVI-Patienten scheint demnach woanders
begriindet zu sein.

In dieser Studie wurde Patientenblut nach einem und funf Tagen postoperativ sowie
drei und sechs Monaten nach dem Eingriff abgenommen und untersucht. Ziel war es
neben kurzfristigen, unmittelbar nach der Intervention, bedingten immunologischen
Veranderungen auch langfristige Veranderungen erfassen zu koénnen. Die
Blutanalysen zeigten nach der Intervention signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Behandlungsgruppen. So zeigt sich bei Patienten, die einen chirurgischen
Aortenklappenersatz erhielten, nach einem Tag bzw. nach funf Tagen
postinterventionell eine vergleichsweise starkere Aktivierung des adaptiven
Immunsystems als bei Patienten nach erfolgter TAVI. Der akute Einfluss des
chirurgischen Eingriffs scheint hier demnach viel deutlichere perioperative
Veranderungen innerhalb der Immunzellpopulationen zu induzieren, da allein der
Einsatz der Herz-Lungen-Maschine, die langere Operationszeit und damit Narkosezeit
nachweislich eine Aktivierung des Immunsystems verursachen (Stahli, Grunenfelder et
al. 2012). Im Vergleich dazu hat die minimalinvasive TAVI-Intervention einen
geringeren perioperativen Einfluss auf die Immunzellpopulationen (S21-S28).

Die vergleichende Untersuchung des Blutes nach drei und sechs Monaten post
interventionem zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Behandlungsgruppen. Allerdings konnte im zeitlichen Verlauf, von mit TAVI-
behandelten Patienten, nach sechs Monaten ein statistisch signifikanter Abfall von
CD4- sowie CD8-positiven zentralen Gedachtniszellen sowie Effektor-T-Zellen in ihrer
absoluten Zellzahl beobachtet werden, welcher bei chirurgisch-behandelten Patienten
im Verlauf nicht beobachtet werden konnte. Die Ursache hierfir konnte unter anderem
durch das in der Auswertung mit dem Wilcoxon Rangsummen Test nicht
bertcksichtigte Alter oder Geschlecht in den Vergleichsgruppen zu erkléaren sein.

Es ist allerdings zu erwéhnen, dass in der statistischen Auswertung mit dem Wilcoxon
Rangsummentest, das sogenannte ,pairing® bei einigen Zellgruppen aus der
chirurgischen Vergleichsgruppe, nicht in jedem Fall effektiv war. So das dies bei der
Auswertung der folgenden Zellgruppen zu berlicksichtigen bleibt. Die statistisch
signifikante Abnahme von CD4P%-Zellen / nl (post_1, ***p < 0,001, post_5 und post_3
Monate,*p<0,05, CD4P°-CM-Zellen / nl post 1 Tag (***p<0,001) und post_6 Monate
(*p<0,05), CD4P° Temra CD57PSCD28P / nl (**p<0,01), CD4P° Temra CD57"€9CD28P% /
nl (**p<0,01), Abnahme der relativen Anzahl von Lymphozyten an Leukozyten post_1
(***p<0,001) und post_5 (**p<0,01) und CD4P% Tgyra CD57P5CD28P° von CD4 Temra
Zellen post_1 Tag (**p<0,01) bleibt daher unter Vorbehalt (S25-528).

Die vergleichende Untersuchung des chronischen Entzindungsmarkers IL-8 in
peripherem Blut von chirurgisch-behandelten Patienten und von Patienten, die eine
TAVI erhielten, zeigte im Verlauf nach drei als auch nach sechs Monaten post
interventionem keine signifikante Veranderung in Gegenlberstellung zum
praoperativen Ausgangswert.

Allerdings konnte im direkten Vergleich von chirurgisch-behandelten Patienten mit
TAVI-Patienten bereits vor dem Eingriff ein signifikanter Unterschied in der IL-8-
Konzentration in peripherem Blut nachgewiesen werden. So lieRen sich im Blut von
Patienten, die im Verlauf eine TAVI erhalten sollten, signifikant hohere IL-8-Level
nachweisen als im Blut von chirurgischen Patienten. Dieser signifikante Unterschied
war auch nach drei und sechs Monaten post interventionem vorhanden. Die
Vermutung, dies kénnte im hoheren Alter der TAVI-Patienten begriindet sein konnte
durch den Vergleich der Daten mit einer altersabgestimmten Kontrollgruppe widerlegt
werden. Es zeigte sich auch hier eine signifikant héhere IL-8-Konzentration im Blut von
TAVI-Patienten im Vergleich zur altersabgestimmten kardiologischen Kontrollgruppe.
Die erhéhte Menge von IL-8 im Blut von TAVI-Patienten kdénnte demnach als Spiegel
einer chronischen Inflammation zu werten sein, das aber weder durch das Alter allein
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noch durch die Aortenklappenstenose bedingt sein kann. So koénnten weitere
altersbedingte Komorbiditaten, eine Erklarung fir ein erhéhtes IL-8 in diesen Patienten
sein. Eine erhohte IL-8-Konzentration in alteren TAVI-Patienten kdnnte neben einer
erhbhten IL-6 und NT-pro BNP-Konzentration ein Trigger fir weitere
immunpathologische Prozesse sein.

6.5 Fazit

Die Hypothese, dass in TAVI-Patienten verbliebenes entzundliches Klappenmaterial
als ,Trigger® fir Entzindungen fungieren konnte und zu einer persistierenden
Veranderung im Immunstatus fuhrt, konnte mit unseren Ergebnissen nicht bestatigt
werden.

Die Annahme, dass verbliebenes Klappenmaterial in Patienten auch in
Zusammenhang mit der Mortalitatsrate gebracht werden kann, konnte nicht bestatigt
werden. Es ist zu berlicksichtigen, dass auch das hohe Alter der Patienten sowie
Komorbiditaten einen Einfluss auf die Mortalitdtsrate haben kann. Die Annahme, dass
durch die Behandlung mit TAVI eine ausgepragte perioperative Aktivierung der
Immunzellen nur gering ausgepragt ist konnte in unseren Untersuchungen bestatigt
werden. Auch eine dauerhafte Aktivierung der Immunzellen und eine damit verbundene
chronische Aktivierung des Immunsystems oder die Induktion einer Inflammation
konnte in unserer Studie nicht bestatigt werden.

Die Vermutung, dass eine ,Alterung“ des adaptiven Immunsystems, reflektiert durch
eine  Zunahme terminal differenzierter T-Zellen (Tewra-Zellen), die durch
antigenunabhéngige Migration in Entzindungsgewebe und die unspezifische Sekretion
proinflammatorisch-wirksamer Zytokine, mit einem héheren Risiko flir Komplikationen
assoziiert sein kénnte, wurde folglich ebenso wenig bestéatigt.
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7. Zusammenfassung:

Untersuchung von  Temra-Zellsubsets in Patienten mit  schwerer
Aortenklappenstenose sowie die Untersuchung von zwei unterschiedlichen
Behandlungsmethoden im Hinblick auf das adaptive Immunsystem

Die Aortenklappenstenose ist die haufigste Herzklappenerkrankung in westlichen
Landern und zugleich die dritt haufigste kardiovaskuldre Erkrankung nach der
koronaren Herzerkrankung und Bluthochdruck. Ihre Prévalenz steigt mit zunehmendem
Alter, was zu einem Auftreten der Erkrankung bei ca. 5 % aller Uber 75-jahrigen flhrt.
Die aktuelle Literatur zeigt, dass die Aortenklappenstenose kein passiver degenerativer
Prozess ist, sondern viel mehr aktiv von inflammatorischen Mechanismen beeinflusst
wird. Eine detalillierte immunologische Charakterisierung von Patienten, die an
Aortenklappenstenose erkrankt sind ist daher von grol3er Relevanz,

Ziel dieser Arbeit ist die differenzierte Untersuchung von Tewra-Zellen und deren
potentieller Subsets. Da diese Zellen bereits in verschiedenen Studien mit der
Aortenklappenstenose in Zusammenhang gebracht werden konnten, wurden Tewra-
Zellen sowohl in gesunden als auch in Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose
untersucht. Sie zeichnen sich durch ein hohes proinflammatorisches Potential sowie
die Fahigkeit zur antigenunspezifischen Migration in entziindliches Gewebe.

Da Temra-Zellen in der aktuellen Literatur nicht einheitlich beschrieben sind, wurden in
dieser Arbeit verschiedene potentielle funktionelle- und phénotypische Temra-Zell-
Definitionen bestimmt und analysiert. Dies wurde durch die Bestimmung verschiedener
Subpopulationen unter Verwendung Tewmra-assoziierter Marker wie CCR7, CD45RA,
CD57 und CD28, realisiert. Hierfir wurde das Blut von gesunden Probanden sowie
Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose untersucht. Die Ergebnisse des ersten
Teils dieser Arbeit zeigen, dass es sich bei den untersuchten Temra-Subpopulationen
nicht um eine einheitliche Zellpopulation handelt, sondern vielmehr um funktionell als
auch phanotypisch unterschiedliche Zellen. Dies ist im Hinblick auf den Vergleich
bisher bestehender Daten von grof3er Bedeutung, besonders im Kontext
immunassoziierter Erkrankungen. Eine klare Definition von Tewra-Zellen ist in
zukunftigen Studien daher unerlasslich.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit bestand in der vergleichenden Untersuchung zweier
aktueller Behandlungsverfahren der Aortenklappenstenose im Hinblick auf mégliche
Veranderungen im immunologischen Geschehen. Der Goldstandard zur Therapie der
Aortenklappenstenose ist aktuell der chirurgische Klappenersatz, bei dem das
pathologische Klappenmaterial vollstandig entfernt wird. Eine alternative Behandlung
ist der Transarterielle Aortenklappenersatz. Hier wird mithilfe eines Katheters eine
neue Klappe uber das alte Klappengewebe gespannt. Das pathologisch veranderte
Klappenmaterial verbleibt im Korper des Patienten. Es wird angenommen, dass das im
Korper verbliebene Klappenmaterial ein Trigger fur proinflammatorische Prozesse im
Korper sein kdnnte.

Die vergleichende Untersuchung der zwei unterschiedlichen Behandlungsverfahren im
Hinblick auf das adaptive Immunsystem ergab einen  kurzfristigen
interventionsbedingten Unterschied. Patienten, die  einen chirurgischen
Aortenklappenersatz erhielten, zeigten im Vergleich zu TAVI-Patienten eine starkere
Aktivierung des Immunsystems innerhalb der ersten Woche nach dem Eingriff.
Langfristig zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede, sodass die
Hypothese, verbliebenes Klappenmaterial in TAVI-Patienten kdnne langfristig einen
Einfluss auf das immunologische Geschehen haben, nicht bestatigt werden konnte.
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8. Summary

Characterization of Temra-Subsets in patients that suffer from severe aortic valve

stenosis and the investigation of two different treatments regarding the adaptive

immune system

The severe aortic valves stenosis ist the most frequent heart valve disease as well as
the third most prevalent cardiovascular disease besides coronary heart disease and
hypertension in western counties. Its incidence increases with age, leading to a
frequency of five percent in the population of over 75 year old people suffering from the
aortiv valve stenosis. Without treatment there is only a poor prognosis for those
patients.

The actual literature revealed that Aortic valve stenosis is not only a passive
degenerative process, but rather more actively controlled by immunological
mechanisms. Therefore a detailed immunological analysis of aortic valve stenosis
patients is is of high importance.

The aim of the study is to characterize a special type of t cells, that were shown to be
associated with the pathogenesis of the aortic valve stenosis, named Temra, terminally
differentiated effector t cells. Tewra-cells are characterized by their high
proinflammatory potential in combination with the ability to migrate antigen unspecificly
into inflammatory sites

In literature Tewra-cells are defined in different ways using diifferent surfacemarkers for
phenotyping. This prevents a precise comparison of existing data in the context of
immunological induced or influenced diseases.

Tewmra specific cell surface markers are CCR7,CD45RA,CD57 and CD28, that were also
used in this study to analyse different temra subpopulations regarding their function
and phenotyp. For this we analyzed periphal blood of aortic valve stenosis patients and
control patients.

The results of this work show that the analysed temra subpopulationes are not all the
same cells, but show rather more a functional and phenotypical heterogenous
cellpopulations. So this is important especially in comparing data, when talking about
temra cells.

A further part of this thesis was to compare two different treatments of the aortiv valve
stenosis in regard of potential impact on cells of the adaptive immune system. Surgical
treatment is still considered as the common first line therapy, including the use of the
heart-lung-support. During surgery the pathologically transformed valve tissue is totally
removed and replaced.

An alternative treatment nowadays is TAVI (transaortic valve implantation), a catheter
based intervention. TAVI is used for patients, that are excluded from surgery. These
patients have a higher surgical risk, due to their age or other comorbidities. By using
TAVI a new valve is overlaid the old valve, so that the old pathological valve tissue
remains in the patients body.

The hypothesis of this investigation is to proof if the remaining valve tissue could show
inflammatory activity and act as a trigger to long lasting systemic inflammation, even
after intervention.

To proof that periphal blood of TAVI treated and surgical treated patients was
investigated before intervention, and also one and five days after intervention and for
long term analyses three and six month after treatment.

The comparing investigation of the adaptive immune system after tavi and surgical
treatment do not show significantly differnces on long term. There is only shown a
difefrnce directly after treatment, whereat we see an icreased activation of the immune
system in surgical treatments.

So the hypothesis, that the remaining valve tissue could have an impact on the
adaptive immune system on long term could not be proved in this study.
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STATISTISCH SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE IN DER TeMRA-ZELLVERTEILUNG ZWISCHEN
AORTENKLAPPENSTENOSE-PATIENTEN UND DER KONTROLLGRUPPE BESTEHEN. DARSTELLUNG
DER ROHDATEN IN BOXPLOTS. DIE SIGNIFIKANZ VON UNTERSCHIEDEN ZWISCHEN DEN KLINISCHEN
GRUPPEN WURDE MIT DEM MAN WHITNEY TEST BESTIMMT. P-WERTE UNTER 0,05 WURDEN ALS
STATISTISCH SIGNIFIKANT BETRACHTET. 1evtuuuieieeeeeiieeetttiieeeeeseeeesstanassesesesessrsnneeeserssssrsnn 42

27: DARSTELLUNG DER IL-2-PRODUZIERENDEN ZELLEN (OBEN) UND DER TRIPLE-POSITIVEN
ZELLEN (UNTEN) IN AORTENKLAPPENSTENOSE-PATIENTEN (N = 9) UND EINER KARDIOLOGISCHEN
KONTROLLGRUPPE (N = 10). *P < 0,5 UND **P < 0,01. DIE ABBILDUNG ZEIGT DIE BESTEHENDEN
SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE IN DER IL-2-PRODUKTION DER CD28-POSITIVEN Temra-ZELLEN
VON  AORTENKLAPPENSTENOSE-PATIENTEN IM  VERGLEICH ZUR  KARDIOLOGISCHEN
KONTROLLGRUPPE. DARSTELLUNG DER ROHDATEN IN BOXPLOTS. DIE SIGNIFIKANZ VON
UNTERSCHIEDEN ZWISCHEN DEN KLINISCHEN GRUPPEN WURDE MIT DEM MAN WHITNEY TEST
BESTIMMT. P-WERTE UNTER 0,05 WURDEN ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT BETRACHTET. ........... 43
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28: VERGLEICHENDE DARSTELLUNG DER CD4-POSITIVEN TemrRA-SUBSET-VERTEILUNG IN
PATIENTEN MIT SCHWERER AORTENKLAPPENSTENOSE UND EINER KONTROLLGRUPPE.
AORTENKLAPPENSTENOSE (N = 9), KONTROLLGRUPPE (N = 10). DAS CD4-POSITIVE TemrA
CD57"¢ CD28P°5-SUBSET IST MIT EINEM RELATIVEN ANTEIL VON CA. 85 % DAS AM STARKSTEN
VERTRETENE SUBSET GEFOLGT VON DEN CD4-POSITIVEN Temra CD577°SCD28"EC-ZELLEN UND
DEM DOPPELT-POSITIVEN SUBSET. DAS DOPPELT-NEGATIVE SUBSET IST MIT EINEM RELATIVEN
ANTEIL VON CA. 1 % SEHR GERING. DIE ABBILDUNG ZEIGT, DASS KEINE STATISTISCH
SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE IN DER TeEMRA-ZELLVERTEILUNG ZWISCHEN
AORTENKLAPPENSTENOSE-PATIENTEN UND DER KONTROLLGRUPPE BESTEHEN. DARSTELLUNG
DER ROHDATEN IN BOXPLOTS. DIE SIGNIFIKANZ VON UNTERSCHIEDEN ZWISCHEN DEN KLINISCHEN
GRUPPEN WURDE MIT DEM MAN WHITNEY TEST BESTIMMT. P-WERTE UNTER 0,05 WURDEN ALS
STATISTISCH SIGNIFIKANT BETRACHTET. ..uitiitiieeeieiieeeeeeueeeeetneeseetneeesannaesesnneeeeennseeeennaeeennnns 44

29: DARSTELLUNG DER CD8-POSITIVEN TemrRA-SUBSETS/NL AUS TAVI-PATIENTEN SOWIE AUS
CHIRURGISCH-BEHANDELTEN PATIENTEN. DARGESTELLT IST DER VERLAUF VOM ZEITPUNKT VOR
DEM EINGRIFF SOWIE EINEN UND FUNF TAGE NACH UND DREI UND SECHS MONATE NACH DEM
EINGRIFF. IN BEIDEN BEHANDLUNGSGRUPPEN ZEIGT SICH EINEN TAG NACH DEM EINGRIFF EINE
SIGNIFIKANTE ABNAHME DER TeEMRA-SUBSETS, DIE BEREITS FUNF TAGE NACH DEM EINGRIFF NICHT
MEHR BESTEHT. DARSTELLUNG DER ROHDATEN IN BOXPLOTS. DIE SIGNIFIKANZ VON
UNTERSCHIEDEN IM ZEITLICHEN VERLAUF WURDE MIT DEM WILCOXON RANGSUMMENTEST
BESTIMMT. P-WERTE UNTER 0,05 WURDEN ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT BETRACHTET, *P < 0,05,
bt =B O O N = 0101 RO 48

30: DARSTELLUNG DER CD8-POSITIVEN TEmMrA-SUBSETS IN PROZENT VON CD8 Temra AUS TAVI-
PATIENTEN SOWIE AUS CHIRURGISCH-BEHANDELTEN PATIENTEN. DARGESTELLT IST DER VERLAUF
VOM ZEITPUNKT VOR DEM EINGRIFF SOWIE EINEN UND FUNF TAGE NACH UND DREI UND SECHS
MONATE NACH DEM EINGRIFF. IN DER CHIRURGISCH-BEHANDELTEN GRUPPE ZEIGT SICH IM CD8
Temra CD57P°°CD28"¢ EIN RELATIVER SIGNIFIKANTER ANSTIEG SOWIE IM CD8 Temra
CD57"¢CD28"¢-SUBSET EINE RELATIV SIGNIFIKANTE ABNAHME EINEN TAG NACH DEM EINGRIFF.
DARSTELLUNG DER ROHDATEN IN BOXPLOTS. DIE SIGNIFIKANZ VON UNTERSCHIEDEN IM
ZEITLICHEN VERLAUF WURDE MIT DEM WILCOXON RANGSUMMENTEST BESTIMMT. P-WERTE
UNTER 0,05 WURDEN ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT BETRACHTET, *P < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,000 L. e e e e e et ettt eeeeeeeeeeta b —aaaeaeteeera b aaeaeeererrarn 49

31: DARSTELLUNG DER CD4-POSITIVEN Temra-SUBSETS/NL AUS TAVI-PATIENTEN SOWIE AUS
CHIRURGISCH-BEHANDELTEN PATIENTEN. DARGESTELLT IST DER VERLAUF VOM ZEITPUNKT VOR
DEM EINGRIFF SOWIE EINEN UND FUNF TAGE NACH UND DREI UND SECHS MONATE NACH DEM
EINGRIFF. IN DER CHIRURGISCHEN BEHANDLUNGSGRUPPE ZEIGT SICH EINEN TAG NACH DEM
EINGRIFF EINE SIGNIFIKANTE ABNAHME DER TemrA-SUBSETS, WELCHE IN DER TAVI-KOHORTE
NUR IM CD4-POSITIVEN Temra CD57M"¢CD28P°S-SUBSET SIGNIFIKANT IST. DARSTELLUNG DER
ROHDATEN IN BOXPLOTS. DIE SIGNIFIKANZ VON UNTERSCHIEDEN IM ZEITLICHEN VERLAUF WURDE
MIT DEM WILCOXON RANGSUMMENTEST BESTIMMT. P-WERTE UNTER 0,05 WURDEN ALS
STATISTISCH SIGNIFIKANT BETRACHTET, *P < 0,05, **P < 0,01, **P <0,001.......ccevvirrrrnnrernn. 50

32: DARSTELLUNG DER CD4-POSITIVEN TEMRA-SUBSETS IN PROZENT VON CD4-POSITIVEN TEMRA
AUS TAVI-PATIENTEN SOWIE AUS CHIRURGISCH-BEHANDELTEN PATIENTEN. DARGESTELLT IST
DER VERLAUF VOM ZEITPUNKT VOR DEM EINGRIFF SOWIE EINEN UND FUNF TAGE NACH UND DREI
UND SECHS MONATE NACH DEM EINGRIFF. IN DER CHIRURGISCH-BEHANDELTEN GRUPPE ZEIGT
SICH IM CD4-POSITIVE Temra CD57P°5CD28°% EINE RELATIVE SIGNIFIKANTE ABNAHME SOWIE IM
CDA4-POSITIVEN Temra CD57"¢CD28VEC-SUBSET EINE RELATIV SIGNIFIKANTE ZUNAHME EINEN
TAG NACH DEM EINGRIFF. DARSTELLUNG DER ROHDATEN IN BOXPLOTS. DIE SIGNIFIKANZ VON
UNTERSCHIEDEN IM ZEITLICHEN VERLAUF WURDE MIT DEM WILCOXON RANGSUMMENTEST
BESTIMMT. P-WERTE UNTER 0,05 WURDEN ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT BETRACHTET, *P < 0,05,
kel =B O N 0 i = I 010 O 51

33: IN DER UNTERSUCHUNG DER LEUKOZYTEN ZEIGTE SICH EINEN TAG NACH DEM EINGRIFF EINE
STATISTISCH  ERHOHTE  ZELLZAHL DER LEUKOZYTEN IN DER  CHIRURGISCHEN
BEHANDLUNGSGRUPPE, WELCHE IM WEITEREN VERLAUF NICHT MEHR ZU VERZEICHNEN WAR. DIE
LYMPHOZYTEN-POPULATION WIES BEREITS VOR DER INTERVENTION EINE SIGNIFIKANT ERHOHTE
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ABSOLUTE ZELLZAHLZAHL DER LYMPHOZYTEN IN DER CHIRURGISCHEN-KOHORTE AUF (P-WERT:
0,023, ADJUSTIERT NACH ALTER UND GESCHLECHT), WELCHES SICH EINEN TAG NACH DEM
EINGRIFF UMKEHRTE (P-WERT VON 0,022, ADJUSTIERT NACH ALTER UND GESCHLECHT). DIE
RELATIVE ZELLZAHL DER LYMPHOZYTEN, GEMESSEN IN PROZENT AN LEUKOZYTEN, WIESEN
CHIRURGISCHE PATIENTEN STATISTISCH SIGNIFIKANT WENIGER LYMPHOZYTEN EINEN TAG NACH
DEM EINGRIFF AUF, WELCHES SICH DREI MONATE POST INTERVENTIONEM UMKEHRTE. CD3-
POSITIVE T-ZELLEN SIND EINEN TAG NACH DEM EINGRIFF IN IHRER ABSOLUTEN ZELLZAHL
STATISTISCH SIGNIFIKANT GERINGER IN CHIRURGISCHEN PATIENTEN NACHZUWEISEN ALS IN TAVI-
PATIENTEN. IN IHRER RELATIVEN ZELLZAHL, GEMESSEN IN PROZENT AN LYMPHOZYTEN, ZEIGEN
SICH BEREITS EINEN TAG VOR- ALS AUCH EINEN TAG NACH DEM EINGRIFF BEI CHIRURGISCHEN
PATIENTEN SIGNIFIKANT WENIGER T-ZELLEN ALS IN TAVI-PATIENTEN. PRE_1 (TAVI, N = 45,
CHIRG. AKE, N =19), POST_1 TAG (TAVI, N = 23, CHIRG. AKE, N =16), POST_5 TAGE (TAVI, N =
15, CHIRG. AKE, N =10), POST_3 MONATE (TAVI, N = 20, CHIRG. AKE, N =14), POST_6 MONATE
(TAVI, N =20, CHIRG. AKE, N ZL13) ..iiiiiiie et i ettt e e e e s st e e e e s st e e e e e s s nnntae e e e e e e ennnees 53

34: DARSTELLUNG DER ABSOLUTEN ZELLZAHL VON CD8- UND CD4-POSITIVEN ZELLEN IM
HINBLICK AUF DIE ZWEI UNTERSUCHTEN BEHANDLUNGSVERFAHREN. TAVI| UND CHIRURGISCHER
KLAPPENERSATZ (CHIRG. AKE) EINEN TAG VOR DEM EINGRIFF SOWIE EINEN UND FUNF TAGE UND
DREI UND SECHS MONATE NACH DEM EINGRIFF. ES BESTEHEN IN DER ABSOLUTEN ZELLZAHL VON
CD4- uND CD8-POSITIVEN ZELLEN EINEN TAG NACH DEM EINGRIFF SOWIE BEI CD8-POSITIVEN
ZELLEN FUNF TAGE NACH DEM EINGRIFF EINE SIGNIFIKANT ERNIEDRIGTE ZELLZAHL IN
CHIRURGISCHEN PATIENTEN IM VERGLEICH ZzU TAVI-PATIENTEN. PRE_1 (TAVI, N = 45, CHIRG.
AKE, N =19), POST_1 TAG (TAVI, N = 23, CHIRG. AKE, N =16), POST_5 TAGE (TAVI, N = 15,
CHIRG. AKE, N =10), POST_3 MONATE (TAVI, N = 20, CHIRG. AKE, N =14), POST_6 MONATE
(TAVI, N =20, CHIRG. AKE, N ZL13) ..iiiiiiieeiiiiiiiiii e e sttt e e e s s steee e e e e s s sntaae e e e e e s s nnnnnnenee e s e ennnees 54

35: IN DER UNTERSUCHUNG DER CD8-POSITIVEN NAIVEN T-ZELLEN KONNTE GEZEIGT WERDEN,
DASS PATIENTEN, DIE EINEN CHIRURGISCHEN AORTENKLAPPENERSATZ ERHIELTEN, FUNF TAGE
UND SECHS MONATE NACH DEM EINGRIFF SIGNIFIKANT MEHR CD8-POSITIVE NAIVE T-ZELLEN (IN
PROZENT AN CD8-POSITIVEN ZELLEN) AUFWEISEN ALS TAVI-PATIENTEN. IN DER ABSOLUTEN
ZELLZAHL DER NAIVEN T-ZELLEN BESTEHT EIN TAG POST OPERATIONEM EIN SIGNIFIKANTER
UNTERSCHIED ZWISCHEN TAVI- UND CHIRURGISCHEN PATIENTEN. SO WEISEN TAVI-PATIENTEN
SIGNIFIKANT MEHR CD8-POSITIVE NAIVE T-ZELLEN EINEN TAG NACH DEM EINGRIFF AUF, ALS
CHIRURGISCHE PATIENTEN. ZENTRALE GEDACHTNISZELLEN SIND BEREITS VOR DEM EINGRIFF IN
PATIENTEN, DIE EINEN CHIRURGISCHEN AORTENKLAPPENERSATZ ERHALTEN IN IHRER RELATIVEN
ZELLZAHL, GEMESSEN IN PROZENT AN CDB8-POSITIVEN ZELLEN, SIGNIFIKANT ERHOHT. IN DER
ABSOLUTEN ZELLZAHL CD8-POSITIVER ZENTRALER GEDACHTNISZELLEN SIND KEINE STATISTISCH
RELEVANTEN UNTERSCHIEDE ZWISCHEN TAVI UND CHIRURGISCHEN PATIENTEN ZU VERZEICHNEN.
IM VERGLEICH VON EFFEKTOR-GEDACHTNISZELLEN IN TAVI- UND CHIRURGISCHEN PATIENTEN
KONNTEN KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE NACHGEWIESEN WERDEN. IN DEN CD8-POSITIVEN
TemraA-ZELLEN ZEIGEN SICH EINEN TAG SOWIE FUNF TAGE NACH DEM EINGRIFF SIGNIFIKANTE
UNTERSCHIEDE IN DER ABSOLUTEN ZELLZAHL, WOBEI TAVI-PATIENTEN SIGNIFIKANT MEHR CD8-
POSITIVE Temra-ZELLEN AUFWEISEN ALS PATIENTEN, DIE EINEN CHIRURGISCHEN
AORTENKLAPPENERSATZ ERHIELTEN. IN DER BEURTEILUNG DER RELATIVEN ZELLZAHL VON CD8-
POSITIVEN Temra-ZELLEN, GEMESSEN AN CDS8-POSITIVEN ZELLEN, WEISEN TAVI-PATIENTEN
BEREITS EINE HOHERE ANZAHL VON CD8-POSITIVEN Temra-ZELLEN AUF ALS PATIENTEN, DIE IM
VERLAUF EINEN CHIRURGISCHEN AORTENKLAPPENERSATZ ERHALTEN WERDEN. POSTOPERATIV
WEISEN TAVI-PATIENTEN AUSSCHLIERLICH FUNF TAGE NACH DEM EINGRIFF SIGNIFIKANT MEHR
CD8-POSITIVE Temra-ZELLEN AUF ALS CHIRURGISCHE PATIENTEN. IM WEITEREN VERLAUF SIND
KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE MEHR ZU VERZEICHNEN. PRE_1 (TAVI, N = 45, CHIRG.
AKE, N =19), PosT_1 TAG (TAVI, N = 23, CHIRG. AKE, N =16), POST_5 TAGE (TAVI, N = 15,
CHIRG. AKE, N =10), POoST_3 MONATE (TAVI, N = 20, CHIRG. AKE, N =14), POST_6 MONATE
(TAVI, N =20, CHIRG. AKE, N Z13). oiiiiiiei it ittt e e e s e s ae e e e e s st ae e e e e e s s nnntan e e e e e e e nnnnees 56

36: DIE UNTERSUCHUNG VON CDS8-POSITIVEN Tewmra-SUBSETS IM  BLUT VON
AORTENKLAPPENSTENOSE-PATIENTEN ZEIGT EINEN TAG POSTOPERATIV EINEN SIGNIFIKANTEN
UNTERSCHIED ZWISCHEN CHIRURGISCH BEHANDELTEN PATIENTEN UND PATIENTEN DIE EINE TAVI
ERHIELTEN. SO LASSEN SICH IM BLUT VON CHIRURGISCHEN PATIENTEN ABSOLUT SIGNIFIKANT
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WENIGER CD8-POSITIVE Temra CD57P°SCD28M¢-ZELLEN UND CDB8-POSITIVE TemrA
CD57"¢CD28°5-ZELLEN SOWIE CD8-POSITIVE Temra CD577°SCD287°S-ZELLEN NACHWEISEN
ALS IN TAVI-PATIENTEN. IN DER RELATIVEN ZELLZAHL VON CD8-POSITIVE CD57"°SCD28M=c-
ZELLEN BESTATIGT SICH DIESE SIGNIFIKANT HOHERE ZELLZAHL IN TAVI-PATIENTEN EBENFALLS
FUNF TAGE POST OPERATIONEM. IM VERLAUF WEISEN CHIRURGISCH BEHANDELTE PATIENTEN
DREI MONATE NACH DEM EINGRIFF SIGNIFIKANT ABSOLUT MEHR CDS8-POSITIVE TewmRrA
CD57P°sCD28P°s-ZELLEN AUF ALS TAVI-PATIENTEN. DIESES SPIEGELT SICH AUCH IN DER
RELATIVEN ZELLZAHL, GEMESSEN IN PROZENT AN CD8-POSITIVEN Temra-ZELLEN WIEDER. PRE_1
(TAVI, N = 45, CHIRG. AKE, N =19), POST_1 TAG (TAVI, N = 23, CHIRG. AKE, N =16), POST_5
TAGE (TAVI, N =15, CHIRG. AKE, N =10), POST_3 MONATE (TAVI, N = 20, CHIRG. AKE, N =14),
POST_6 MONATE (TAVI, N =20, CHIRG. AKE, N =13). ..ooiiiiiiiiiiiiiee e 58

37: BETRACHTET MAN DIE CD4-POSITIVEN NAIVEN,- EFFEKTOR- UND ZENTRALEN GEDACHTNIS-T-
ZELLEN, ZEIGT SICH EINEN TAG NACH DEM EINGRIFF BEI TAVI-PATIENTEN EIN SIGNIFIKANTER
UNTERSCHIED IN DER ABSOLUTEN ZELLZAHL. SO WEISEN CHIRURGISCH BEHANDELTE PATIENTEN
EINEN TAG POST INTERVENTIONEM SIGNIFIKANT WENIGER NAIVE-, EFFEKTOR- UND ZENTRALE
GEDACHTNIS-T-ZELLEN IM PERIPHEREN BLuT AUF. IN DER ZENTRALEN
GEDACHTNISZELLPOPULATION ZEIGT SICH BEREITS VOR DEM EINGRIFF EINE SIGNIFIKANT HOHERE
RELATIVE ZELLZAHL, GEMESSEN IN PROZENT AN CD4-POSITIVEN ZELLEN, BEI PATIENTEN, DIE IM
VERLAUF EINEN CHIRURGISCHEN AORTENKLAPPENERSATZ ERHALTEN. PRE_1 (TAVI, N = 45,
CHIRG. AKE, N =19), POST_1 TAG (TAVI, N = 23, CHIRG. AKE, N =16), POST_5 TAGE (TAVI, N =
15, cHIRG. AKE, N =10), POST_3 MONATE (TAVI, N = 20, CHIRG. AKE, N =14), POST_6 MONATE
(TAVI, N =20, CHIRG. AKE, N Z13). .oiiiiiieiiiiiiiiiei et eee e et e e st e e e e e e s sanbae e e e e e e e nnneees 60

38: DIE UNTERSUCHUNG CD4-POSITIVEN TemMRA-SUBSETS ZEIGT EINEN STATISTISCH
SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIED IN CD4-POSITIVEN Temra CD57"¢CD28°% FUNF TAGE NACH DEM
EINGRIFF UND DEM CDA4-POSITIVEN Temra CD57"¢CD28"“*°-SUBSET EINEN TAG NACH DEM
EINGRIFF. IN BEIDEN SUBSET-POPULATIONEN IST DIE ZELLZAHL IN TAVI-PATIENTEN HOHER ALS
IN CHIRURGISCHEN PATIENTEN. IN DEN CD4-POSITIVEN Temra CD57"“¢CD28“¢-ZELLEN
SPIEGELT SICH DIESER UNTERSCHIED EBENFALLS IN DER RELATIVEN ZELLZAHL, GEMESSEN IN
PROZENT AN CD4-POSITIVEN Temra-ZELLEN, WIEDER. PRE_1 (TAVI, N = 45, CHIRG. AKE, N
=19), POST_1 TAG (TAVI, N = 23, CHIRG. AKE, N =16), POST_5 TAGE (TAVI, N = 15, CHIRG.
AKE, N =10), POST_3 MONATE (TAVI, N = 20, CHIRG. AKE, N =14), POST_6 MONATE (TAVI, N =
20, CHIRG. AKE, N Z13). 1 iiiiiiiie ettt ettt e e e e e ettt e e e e e s bttt e e e e e e s e annnbeeeaaeeesnnbeeeaeaeeanns 62

39: VERGLEICHENDE DARSTELLUNG DES IL-8 LEVELS VON TAVI UND CHIRURGISCH-
BEHANDELTEN PATIENTEN VOR DEM EINGRIFF SOWIE DREI- UND SECHS MONATE NACH DEM
EINGRIFF. TAVI-PATIENTEN WEISEN PRAOPERATIV IM VERGLEICH ZU CHIRURGISCH-
BEHANDELTEN PATIENTEN SIGNIFIKANT MEHR IL-8 IM BLUT AUF. DER ERHOHTE IL-8-WERT IN
TAVI-PATIENTEN BLEIBT NOCH BIS SECHS MONATE NACH DEM EINGRIFF BESTEHEN, MANN
WHITNEY U TEST, N =10, *P < 0,05, **P < 0,01, ..oiiiiiiieiieeeeeiice et 64

40: VERGLEICHENDE DARSTELLUNG DER INFLAMMATIONSMARKER IL-8 (OBEN LINKS), IL-6 (OBEN
RECHTS) UND NT-PROBNP (UNTEN LINKS) IM BLUT VON TAVI-PATIENTEN MIT CHIRURGISCHEN
PATIENTEN UND MIT KARDIOLOGISCHEN KONTROLLPATIENTEN. TAVI- PATIENTEN WEISEN
PRAOPERATIV SIGNIFIKANT MEHR IL-8, IL-6 UND NT-PROBNP AUF ALS CHIRURGISCH-
BEHANDELTE PATIENTEN SOWIE ALS DIE KARDIOLOGISCHE KONTROLLGRUPPE. ........coieveeeeeeeenns 65

41: DARSTELLUNG EINES CD28-POSITIVEN Temra-SUBSETS IM VERGLEICH ZU EINEM CD28-
NEGATIVEN TemrA-SUBSET. DAS KOSTIMULATORISCHE OBERFLACHENMOLEKUL CD28 SCHEINT
EINEN EINFLUSS AUF DIE INFLAMMATORISCHE AKTIVITAT DER Temra-ZELLSUBSETS ZU HABEN,
WONACH CD28-POSITIVE  ZELLSUBSETS EINE  SIGNIFIKANT HOHERE  PRODUKTION
INFLAMMATORISCH-WIRKSAMER ZYTOKINE AUFWEISEN. EBENSO SCHEINT DER MIT TemRA-ZELLEN
ASSOZIIERTE MARKER CD45RA EINEN EINFLUSS AUF DIE FUNKTIONALITAT VON TemMrA-SUBSETS
ZU HABEN. SO ZEIGEN ZELLEN, DIE WENIGER CD45RA EXPRIMIEREN, EINE HOHERE
EXPRESSIONSRATE VON CD28 UND DEMNACH EIN HOHERES INFLAMMATORISCHES POTENTIAL ALS
ZELLEN MIT EINER HOHEN EXPRESSION VON CDA45RA. ... oo 66
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42: DARSTELLUNG DER DIFFERENZIERUNG VON NAIVEN T-ZELLEN ZU GEDACHTNISZELLEN UNTER
BERUCKSICHTIGUNG DER MARKER CD45RA UND CCR7. APC:. ANTIGEN-PRASENTIERENDE
ZELLE, Tnave/ TN: NAIVE T-ZELLEN, Tcm: ZENTRALE GEDACHTNISZELLE, Tem: EFFEKTOR-T-ZELLE,
Temra: TERMINAL DIFFERENZIERTE EFFEKTOR-T-ZELLE. ADAPTIERT NACH (GATTINONI AND
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43: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG EINER HYPOTHETISCHEN TeMRA-SUBSET-ENTWICKLUNG.
DURCH DAS REEXPRIMIEREN VON CD45RA WERDEN AUS EFFEKTOR-GEDACHNTISZELLEN
TERMINAL DIFFERENZIERTE T-ZELLEN, FUR CCR7-NEGATIVE, Temra-ZELLEN. HIER KONNTE SICH
DER GEMEINSAME WEG DER ENTSTEHUNG DER Temra-SUBPOPULATIONEN BEREITS AUFSPALTEN.
ZUM EINEN IN EINE ZELLPOPULATION, DIE EINE HOHE EXPRESSIONSRATE VON CD45RA AUFWEIST
UND ZUM ANDERN IN EINE ZELLGRUPPE, DIE CD45RA NUR SCHWACH EXPRIMIERT. AUS DIESEN
ZWEI POPULATIONEN KONNTEN SCHLIERLICH ZWEI FUNKTIONELL UNTERSCHIEDLICHE TemRA-
SUBPOPULATIONEN HERVORGEHEN. DIE ZELLEN, DIE CD45RA NUR SCHWACH EXPRIMIEREN
KONNTEN SICH ZU EINEM FUR CD28-POSITIVEN SUBSET ENTWICKELN, DAS EIN HOHES
PROINFLAMMATORISCHES POTENTIAL AUFWEIST. IM GEGENSATZ DAZU KONNTEN CDA45RA-
HOCHPOSITIVE ZELLEN ZU CD28-NEGATIVEN ZELLEN MIT VERRINGERTER
PROINFLAMMATORISCHER AKTIVITAT REIFEN. ...uuiiiittiiieeitiieeeetiieeeesteeeeeestnsesssnnneessstnaesesnnnaeeees 72
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12. Supplemente

Supplemente zu den Ergebnissen 5.2.1.1

S 1: Vergleich funktioneller und phénotypischer Marker auf CD8 Temra CD57PSCD28"9-Zellen zwischen CMV-positiven (n = 10) und CMV-negativen (n = 8)
Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFy/TNFa/CD107a
INFy/TNFa /IL-2
INFy/TNFa/CD107a /IL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD8 Temra

CD57P°sCD28"¢d

22,67
25,10
1,215
19,88
1,385
8,978
0,6505
0,1710
20,77
37,52

12,15

CD8 Tewmra
CD57PesCD28"ed

39,38
50,70
3,515
26,25
2,385
16,57
2,163
1,262
25,47
25,02

6,70

ns

ns

ns

ns

ns

*%

ns

ns

ns
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S 2: Vergleich funktioneller und phénotypischer Marker auf CD8 Temra CD57™9CD28"9-Zellen zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-negativen (n = 8)
Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154

INFy / TNFa / CD107a

INFy / TNFa / IL-2

INFy / TNFa / CD107a / IL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD8 Temra

CD57"¢9CD28"¢9

42,74
37,69
4,890
40,88
1,275
12,63
1,470
0,4785
28,98
44,77

22,52

CD8 TewmraA
CD57"e9CD28"e9

39,18
42,56
6,830
35,78
1,640
20,59
4,549
2,375
18,80
19,80

5,16

ns

ns

ns

ns

ns

ns

*%k

*k%k

ns

ns
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S 3: Vergleich funktioneller und phanotypischer Marker auf CD8 Temra CD579CD28P5-Zellen zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-negativen (n = 8)
Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFy/TNFa/CD107a
INFY/TNFal/IL-2
INFy/TNFa/CD107a/IL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD8 TemraA

CD57"9CD28p°s
45,70

52,38
14,81
47,20
2,595
21,38
6,155
3,385
43,83
71,08

33,30

CD8 TemrA
CD57"9CD28pPes

46,70
54,64
21,85
44,24
2,775
23,32
12,24
6,143
34,49
59,82

18,75

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
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S 4: Vergleich funktioneller und phanotypischer Marker auf CD8 Temra CD57P°SCD28P%¢ Zellen zwischen CMV positiven (n =10) und CMV-negativen (n =
8)Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFY/TNFal/IL-2
INFy/TNFa/CD107a/IL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD8 Temra

CD57P°sCD28P°°
52,38

52,53
9,395
56,78
2,360
28,29
6,395
3,013
45,82
81,18

42,18

CD8 TemraA
CD57pP°sCD28P°s

72,15
74,95
18,88
52,58
2,120
34,71
16,04
6,907
39,69
71,29

26,96

ns

ns

ns

ns

ns

*%

ns

ns

ns
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S 5: Vergleich funktioneller und phanotypischer Marker auf CD8 Temra Zellen zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-negativen (n = 8) Spendern, Mann

Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFy/TNFa/CD107a
INFy/TNFa/IL-2
INFy/TNFa/CD107a/IL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD8 Temra
37,23

37,54
5,935
33,86
1,620
14,53
2,760
1,213
27,55
49,12

10,90

CD8 Tewmra
42,14

52,74
10,78
31,20
2,100
15,85
6,468
2,734
26,01
35,23

11,01

p-Wert

ns

ns

*

ns

ns

ns

*%

ns

ns

ns
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S 6: Vergleich funktioneller und phénotypischer Marker auf CD8-positiven Effektor-Gedéachtniszellen (Tem) zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-
negativen (n = 8) Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFY/TNFal/IL-2
INFy/TNFa/CD107alIL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD8 Tem

36,73
47,14
14,96
52,17
3,655
20,78
7,910
3,963
52,34
76,83

34,31

52,68
67,18
23,14
51,87
4,195
17,82
10,84
4,963
46,32
76,86

37,19

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
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S 7: Vergleich funktioneller und phanotypischer Marker auf CD8-positiver Zentralen-Gedachtniszellen (Tcwm) ) zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-
negativen (n = 8) Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFY/TNFal/IL-2
INFy/TNFa/CD107alIL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD8 Tcwm
31,67

54,59
46,25
32,71
13,75
11,67
15,55
4,384
40,22
23,48

12,41

39,51
59,66
55,09
28,26
12,40
10,38
18,43
6,182
31,51
24,56

14,16

p-Wert

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
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S 8: Vergleich funktioneller und phanotypischer Marker auf CD8-positiven Naiven-T-Zellen (Tnave) zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-negativen (n =
8) Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFY/TNFal/IL-2
INFy/TNFa/CD107alIL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD8 Thaive

3,30

4,92

3,79
28,10
1,42

0,49

0,52

0,12

3,87

2,64

0,55

CD8 Thaive
3,38

7,13
3,78
24,86
1,23
0,42
0,54
0,14
2,10
2,61

0,55

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
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S 9: Vergleich funktioneller und phanotypischer Marker auf CD4-positiven Temra CD57P°°CD28"9-Zellen zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-

negativen (n = 8) Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFy/TNFa/CD107a
INFY/TNFa/IL-2
INFy/TNFa/CD107a/IL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD4 Temra

CD57PesCD28"d
21,68

23,20
0,48
14,78
2,59
5,47
0,23
0,09
22,81
36,02

8,70

CD4 Temra
CD57r°sCD28"®9

35,87
54,97
1,34
32,86
4,34
17,39
0,83
0,52
48,94
6,16

2,46

ns

ns

*%

ns

*%

*%

ns

ns
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S 10: Vergleich funktioneller und phanotypischer Marker auf CD4-positiven Temra CD57"*9CD28"%8-Zellen zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-

negativen (n = 8) Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFY/TNFa/IL-2
INFy/TNFa/CD107a/IL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD4 Temra

CD57"9CD28"¢d
27,92

25,92
1,255
29,10
3,180
7,186
0,3130
0,1100
29,17
36,43

1,96

CD4 Temra
CD57"9CD28"ed

36,44
43,79
3,285
37,46
4,830
19,97
2,721
1,823
45,26
22,62

13,40

ns

ns

ns

ns

ns

*%

*%

ns

ns

ns
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S 11: Vergleich funktioneller und phéanotypischer Marker auf CD4-positiven Temra CD57"*9CD28P5-Zellen zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-
negativen (n = 8) Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFY/TNFa/IL-2
INFy/TNFa/CD107a/IL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD4 Temra

CD57"¢9CD28P°°

12,57
24,73
6,42
27,17
14,29
4,217
1,70
0,50
15,35
11,58

2,78

CD4 Temra
CD57"e9CD28P°s

29,93
44,87
12,17
34,21
19,04
14,95
5,69
2,10
22,35
19,28

4,35

*%

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ajusawa|ddng
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S 12: Vergleich funktioneller und phéanotypischer Marker auf CD4-positiven Temra CD57P° CD28P%¢-Zellen zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-

negativen (n = 8) Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFY/TNFa/IL-2
INFy/TNFa/CD107a/IL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD4 Temra

CD57P°sCD28Pos
25,74

27,64
3,25
36,23
7,565
12,93
1,83
0,85
35,61
51,11

22,50

CD4 Tewmra
CD57PesCD28res

51,22
61,21
13,31
43,47
7,48
29,12
8,82
3,78
39,29
33,23

13,89

ns

ns

*%

ns

ns

ajusawa|ddng
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S 13: Vergleich funktioneller und phanotypischer Marker auf CD4-positiven Temra-Zellen zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-negativen (n = 8)
Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFY/TNFal/IL-2
INFy/TNFa/CD107alIL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD4 Temra

21,65
24,63
2,955
26,46
7,905
7,229
0,9600
0,4200
17,42
29,80

5,25

CD4 Temra
31,01

48,39
8,845
31,22
13,67
16,19
4,746
1,914
23,26
19,53

4,78

ns

ns

ns

ns

ns

*%*

*%

ns

ns

ns

ajusawa|ddng
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S 14: Vergleich funktioneller und phanotypischer Marker auf CD4-positiven Effektor-Gedachtniszellen (Tem) zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-
negativen (n = 8) Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFY/TNFal/IL-2
INFy/TNFa/CD107alIL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD4 Tewm

18,57
31,95
12,67
27,02
15,90
3,164
5,044
0,56
44,59
39,88

18,76

24,40
60,02
29,54
32,43
30,20
6,30
8,36
1,16
46,43
34,64

19,42

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ajusawa|ddng



(AN

S 15: Vergleich funktioneller und phéanotypischer Marker auf CD4-positiven zentralen Gedéachtniszellen (Tcm) zwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-
negativen (n = 8) Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFY/TNFal/IL-2
INFy/TNFa/CD107alIL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD4 Tem
4,27

40,91
22,38
17,99
34,12
0,50
2,09
0,27
22,86
7,02

2,48

9,78
53,43
34,45
27,10
48,18

0,67

4,86

0,33
26,29

7,41

2,65

p-Wert

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ajusawa|ddng
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S 16: Vergleich funktioneller und phanotypischer Marker auf CD4-positiven naiven-T-Zellen (Tnaive) zZwischen CMV-positiven (n =10) und CMV-negativen (n
= 8) Spendern, Mann Whitney U Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

INFy
TNFa

IL-2

CD107a

CD154
INFY/TNFa/CD107a
INFy/TNFa/IL-2
INFy/TNFa/CD107a/IL-2
PD-1

CCR5

PD-1/CCR5

CD4 Thaive
0,58

8,86
5,63
26,17
23,87
0,037
0,10
0,01
1,19
1,07

0,09

CD4 Thaive
0,68

6,61
4,675
24,60
17,98

0,09

0,14
0,029

1,43

1,13

0,12

p-Wert

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ajusawa|ddng
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Ergebnisse von 5.3: Untersuchung von T-Gedéachtniszellen, Temra-Zellen und deren Subsets zur Charakterisierung
immunologisch-assoziierter Mechanismen im Kontext der schweren Aortenklappenstenose

S 17: Vergleichende immunologische Untersuchung von Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose (n=45), die im Verlauf eine TAVI erhielten mit einer
Kardiologischen Kontrollgruppe (n=35) vor dem Eingriff. Darstellung der absoluten Zellzahlen / nl von Leukozyten, Lymphozyten und CD4 und CD8 T-
Gedachtniszellen, Statistischer Test: Mann Whitney U Test: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001, Median.

Leukozyten 7,560 * 6,220
Lymphozyten 1,645 ns 1,606
T Zellen 1,216 ns 1,148
CD4 Zellen 0,784 ns 0,799
CD4T, .. 0,219 ns 0,235
CD4 T, 0,305 ns 0,292
CD4 Ty, 0,158 ns 0,200
CD4 Teyra 0,006 ns 0,013
CD8 Zellen 0,347 ns 0,353
CD8T, ... 0,038 ns 0,041
CD8 T, 0,033 ns 0,024
CD8 Tgy, 0,080 ns 0,089

CD8 Teyra 0,121 ns 0,106
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S 18: Vergleichende immunologische Untersuchung von Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose (n=45), die im Verlauf eine TAVI erhielten mit einer
Kardiologischen Kontrollgruppe (n=35) vor dem Eingriff. Darstellung der relativen Konzentration von Leukozyten, Lymphozyten und CD4 und CD8 T-
Gedachtniszellen gemessen an der Mutterkonzentration, Statistischer Test: Man Whitney U Test: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001, Median.

TAVI-Patient vor dem Eingriff Kontrolle
Lymphozyten 22,73 ns 26,09
T Zellen 71,49 ns 71,77
CD4 Zellen 65,75 ns 70,92
CDAT, .ive 29,15 ns 30,67
CD4 T, 44,41 ns 40,64
CD4 Ty, 20,97 ns 26,67
CDA4 Tcyra 1,006 ns 1,58
CD8 Zellen 27,45 ns 23,50
CD8 T, e 14,82 ns 15,43
CD8 Ty 9,779 ns 7,56
CD8 Tgy, 29,93 ns 33,77

CD8 Teyra 39,83 ns 38,66

ajusawa|ddng
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S 19: Vergleichende immunologische Untersuchung von Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose (n=45), die im Verlauf eine TAVI erhielten mit einer
Kardiologischen Kontrollgruppe (n=35) vor dem Eingriff. Darstellung der absoluten Zellzahlen / nl (oben) und der relativen Anzahl (unten) der CD8-positiven
Temra-Subsets, Statistischer Test: Man Whitney U Test: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001, Median.

Zellen / nl TAVI-Patient vor dem Eingriff p Kontrolle
CD8 Temra CD57+CD28- 0,090 ns 0,077
CD8 Temra CD57+CD28+ 0,004 ns 0,004
CD8 Temra CD57-CD28+ 0,012 ns 0,008
CD8 Temra CD57-CD28- 0,016 ns 0,014

% von CD8 Temra TAVI-Patient vor dem Eingriff Kontrolle
CD8 Temra CD57+CD28- 66,67 ns 61,52
CD8 Temra CD57+CD28+ 3,916 ns 3,713
CD8 Temra CD57-CD28+ 11,69 ns 9,470

CD8 Temra CD57-CD28- 15,58 ns 15,56

ajusawa|ddng
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S 20: Vergleichende immunologische Untersuchung von Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose (n=45), die im Verlauf eine TAVI erhielten mit einer
Kardiologischen Kontrollgruppe (n=35) vor dem Eingriff. Darstellung der absoluten Zellzahlen / nl (oben) und der relativen Anzahl (unten) der CD8-positiven
Temra-Subsets, Statistischer Test: Man Whitney U Test: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001, Median.

Zellen / nl TAVI-Patient vor dem Eingriff Kontrolle
CD4 Temra CD57+CD28- 0,001 ns 0,001
CD4 Temra CD57+CD28+ 0,001 ns 0,001
CD4 Temra CD57-CD28+ 0,004 ns 0,007
CD4 Temra CD57-CD28- 0,000 ns 0,001

% von CD4 Temra TAVI-Patient vor dem Eingriff Kontrolle
CD4 Temra CD57+CD28- 7,143 ns 10,00
CD4 Temra CD57+CD28+ 11,11 ns 5,556
CD4 Temra CD57-CD28+ 66,67 ns 66,67

CD4 Temra CD57-CD28- 0,00 ns 1,961

ajusawa|ddng
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Ergebnisse von 5.4: Post interventionelle immunologische Charakterisierung von Aortenklappenstenose Patienten zu
verschiedenen Zeitpunkten

TAVI-Patienten

S 21: Zeitlicher Verlauf von Leukozyten, Lymphozyten und CD4-/CD8-positiven Gedéachtniszellen. Absolute Zellen pro Nanoliter, einen Tag nach dem
Eingriff (post_1d), funf Tage nach dem Eingriff (post_5d) sowie drei (post_3m) und sechs Monate nach dem Eingriff (post_6m) in TAVI Patienten. Die Daten
sind jeweils zu den entsprechenden Pra-Werten (pre_1) dargestellt. Statistische Auswertung mit gepaartem Wilcoxon Rangsummen Test, p-Wert: * < 0,05,
** < 0,01,*** < 0,001.

Leukozyten 7,350 ok 9,880 7,350 ns 8,440 7,455 ns 7,855 7,355 ns 7,045
Lymphozyten 1,645 Frk 1,129 1,645 ns 1,382 1,658 * 1,381 1,669 * 1,462
T Zellen 1,101 Rk 0,633 1,101 ns 1,026 1,086 * 0,937 1,156 * 0,953
CD4 Zellen 0,712 el 0,372 0,634 ns 0,571 0,716 * 0,630 0,737 * 0,656
CDA T .ive 0,150 * 0,092 0,159 ns 0,158 0,200 ns 0,189 0,217 ns 0,238
CD4 T, 0,293 * 0,168 0,252 ns 0,205 0,302 ns 0,259 0,374 * 0,292
CD4 Ty, 0,140 Rk 0,089 0,140 ns 0,136 0,149 ns 0,124 0,160 * 0,101
CD4 Teyra 0,006 * 0,005 0,004 ns 0,003 0,009 ns 0,009 0,011 ns 0,007
CD8 Zellen 0,354 il 0,212 0,373 ns 0,307 0,245 * 0,252 0,291 ns 0,199
CD8 T .ive 0,038 * 0,028 0,038 ns 0,037 0,036 ns 0,052 0,033 ns 0,042
CD8 Ty 0,027 *x 0,016 0,030 ns 0,023 0,026 ns 0,022 0,031 * 0,028
CD8 Tgy, 0,089 ik 0,059 0,091 ns 0,063 0,064 ns 0,063 0,066 * 0,046
CD8 Teyra 0,163 il 0,092 0,163 * 0,110 0,094 ns 0,089 0,099 ns 0,098
n=23 n=15 n=20 n=20
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S 22: Zeitlicher Verlauf von Lymphozyten und CD4-/CD8-positiven Gedéchtniszellen in Prozent von der jeweiligen Mutterkonzentration, Lymphozyten in %
von Leukozyten, T-Zellen in % von Lymphozyten, CD4 Zellen in % von T-Zellen, CD4 / CD8 Tnave, Tem, Tcm, Temra in % von CD4 / CD8 Zellen.
Blutuntersuchung einen Tag nach dem Eingriff (post_1d), finf Tage nach dem Eingriff (post_5d) sowie drei (post_3m) und sechs Monate nach dem Eingriff
(post_6m) in TAVI Patienten. Die Daten sind jeweils zu den entsprechenden Pré&-Werten (pre_1) dargestellt. Statistische Auswertung mit gepaartem
Wilcoxon Rangsummen Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001

Lymphozyten 22,73 bl 11,76 22,73 * 17,70 22,44 ns 20,12 24,00 ns 20,29
T Zellen 71,34 ns 69,04 75,09 ns 75,45 70,61 ns 67,52 71,11 ns 68,60
CD4 Zellen 64,42 ns 63,45 63,84 * 63,61 68,18 ns 67,54 71,08 ns 72,72
CDAT, .ive 26,39 ns 27,50 29,15 ns 29,83 28,40 ns 30,05 29,55 ns 33,42
CD4 Tey 48,59 ns 48,74 45,00 ns 42,65 49,61 ns 43,63 47,18 ns 44,52
CD4 Tgy, 22,17 ns 24,31 24,06 ns 24,25 20,42 ns 20,26 20,42 ns 17,37
CD4 Teyra 0,98 ns 0,80 1,25 ns 0,77 1,20 ns 1,03 1,14 ns 1,02
CD8 Zellen 30,93 ns 32,99 33,65 ns 31,97 23,47 ns 23,99 23,26 ns 23,20
CD8 T, .ive 15,09 ns 13,39 15,09 * 15,84 15,79 ** 21,33 14,69 ns 16,57
CD8 Ty 9,30 ns 8,50 7,17 ns 7,80 10,01 ns 10,09 11,42 ns 11,53
CD8 Tgy, 29,85 ns 26,71 25,68 ns 25,00 30,01 ns 25,33 29,52 * 26,01
CD8 Teyra 44,17 ns 48,72 45,72 ns 35,40 40,98 ns 41,30 42,00 ns 43,78
n=23 n=15 n=20 n=20
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S23: Zeitlicher Verlauf von CD8 Temra-Subpopulationen. Absolute Zellen pro Nanoliter, einen Tag nach dem Eingriff (post_1d), finf Tage nach dem Eingriff
(post_5d) sowie drei (post_3m) und sechs Monate nach dem Eingriff (post_6m) TAVI Patienten. Die Daten sind jeweils zu den entsprechenden Pra-Werten

(pre_1) dargestellt. Statistische Auswertung mit gepaartem Wilcoxon Rangsummen Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001

Zellen / nl

CD8 Temra CD57+CD28-

CD8 Temra CD57+CD28+

CD8 Temra CD57-CD28+

CD8 Temra CD57-CD28-

% von CD8 Temra

CD8 Temra CD57+CD28-

CD8 Temra CD57+CD28+

CD8 Temra CD57-CD28+

CD8 Temra CD57-CD28-

0,107
0,005
0,012

0,023

66,67
4,225
8,517

16,23

*kk

*%*

*kk

*kk

n=23

ns

ns

ns

ns

n=23

0,065
0,003
0,010

0,012

69,23
4,286
9,000

15,09

0,107
0,005
0,011

0,029

73,43
3,167
6,236

14,78

ns

ns

ns

ns

n=15

ns

ns

ns

ns

n=15

post_5d

0,079
0,004
0,009

0,020

69,98
3,738
8,411

15,10

pre_1
0,062
0,004
0,012

0,015

66,67
4,196
10,10

16,37

ns

ns

ns

ns

n=20

ns

ns

ns

ns

n=20

0,059
0,003
0,010

0,015

64,66
5,429
10,64

18,58

0,074
0,004
0,011

0,020

64,29
3,822
8,425

19,77

ns 0,060
ns 0,003
ns 0,010
ns 0,015
n=20

ns 65,40
ns 5,641
ns 9,624
ns 15,74
n=20
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S 24: Zeitlicher Verlauf von CD4 Temra-Subpopulationen. Absolute Zellen pro Nanoliter, einen Tag nach dem Eingriff (post_1d), flinf Tage nach dem Eingriff
(post_5d) sowie drei (post_3m) und sechs Monate nach dem Eingriff (post_6m) in TAVI-Patienten. Die Daten sind jeweils zu den entsprechenden Pra-
Werten (pre_1) dargestellt. Statistische Auswertung mit gepaartem Wilcoxon Rangsummen Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

Zellen / nl

post_1d

pre_1

post_5d

pre_1

CD4 Temra CD57+CD28- 0,000 ns 0,000 0,001 ns 0,000 0,001 ns 0,001 0,001 ns 0,001
CD4 Temra CD57+CD28+ 0,001 ns 0,001 0,001 ns 0,001 0,001 ns 0,001 0,001 ns 0,001
CD4 Temra CD57-CD28+ 0,003 * 0,002 0,002 ns 0,001 0,004 ns 0,003 0,003 ns 0,003
CD4 Temra CD57-CD28- 0,000 ns 0,000 0,0 ns 0,000 0,000 ns 0,000 0,001 ns 0,000
n=23 n=15 n=20 n=20

% von CD4 Temra

CD4 Temra CD57+CD28- 0,00 ns 0,00 19,57 ns 0,00 11,81 ns 8,76 12,70 ns 18,33
CD4 Temra CD57+CD28+ 11,11  ns 5,56 4,55 ns 4,55 8,89 ns 10,90 8,67 ns 13,15
CD4 Temra CD57-CD28+ 66,67 * 45,46 50,00 ns 40,00 64,58 ns 50,00 63,33 ns 53,95
CD4 Temra CD57-CD28- 0,00 ns 0,0 0,00 ns 0,00 0,00 ns 0,00 0,30 ns 0,00
n=23 n=15 n=20 n=20
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Chirurgischer Aortenklappenersatz

S 25: Zeitlicher Verlauf von Leukozyten, Lymphozyten und CD4-/CD8-positiven Gedachtniszellen. Absolute Zellen pro Nanoliter, einen Tag nach dem
Eingriff (post_1d), finf Tage nach dem Eingriff (post_5d) sowie drei (post_3m) und sechs Monate nach dem Eingriff (post_6m) in chirurgisch-behandelten
Patienten. Die Daten sind jeweils zu den entsprechenden Pra-Werten (pre_1) dargestellt. Statistische Auswertung mit gepaartem Wilcoxon Rangsummen
Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

Leukozyten 7,990 il 13,30 7,960 ns 9,205 8,140 ns 6,830 8,140 ns 7,350
Lymphozyten 2,176 rk 0,711 2,165 *x 1,485 2,205 ns 1,717 2,205 ns 1,843
T Zellen 1,510 il 0,339 1,507 * 0,954 1,513 ns 1,171 1,566 ns 1,264
CD4 Zellen 1,023 el 0,233 1,074 * 0,752 1,059 * 0,741 1,096 ns 0,814
CDAT, e 0,300 i 0,069 0,311 ns 0,251 0,230 ns 0,223 0,311 ns 0,281
CD4 T, 0,488 ok 0,110 0,493 * 0,355 0,493 * 0,346 0,540 * 0,369
CD4 Ty, 0,181 il 0,037 0,172 * 0,141 0,207 ns 0,173 0,198 ns 0,202
CD4 Teyra 0,006 rk 0,002 0,007 ns 0,008 0,006 ns 0,008 0,006 ns 0,006
CD8 Zellen 0,449 bl 0,111 0,337 * 0,205 0,398 ns 0,389 0,398 ns 0,344
CD8 T, .ive 0,078 el 0,028 0,081 * 0,054 0,078 ns 0,057 0,078 ns 0,055
CD8 Ty 0,077 i 0,013 0,075 *x 0,031 0,079 ns 0,051 0,077 ns 0,050
CD8 Tgy 0,113 ok 0,023 0,068 * 0,055 0,121 * 0,106 0,098 ns 0,093
CD8 Tryra 0,100 i 0,032 0,103 *x 0,069 0,103 ns 0,107 0,103 ns 0,074
n=15 n=10 n=12 n=12
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S 26: Zeitlicher Verlauf von Lymphozyten und CD4-/CD8-positiven Gedachtniszellen in Prozent von der jeweiligen Mutterkonzentration. Lymphozyten in %
von Leukozyten, T Zellen in % von Lymphozyten, CD4-positive Zellen in % von T-Zellen, CD4- / CD8-positive Tnaive-, Tem, Tcm, Temra in % von CD4- / CD8-
positiven Zellen. Blutuntersuchung einen Tag nach dem Eingriff (post_1d), finf Tage nach dem Eingriff (post_5d) sowie drei (post_3m) und sechs Monate
nach dem Eingriff (post_6m) in chirurgisch-behandelten Patienten. Die Daten sind jeweils zu den entsprechenden Pra-Werten (pre_1) dargestellt.
Statistische Auswertung mit gepaarten Wilcoxon Rangsummen Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001.

Lymphozyten 29,26 i 5,203 27,95 *x 15,66 28,97 ns 28,68 27,95 ns 26,13
T Zellen 67,61 ikl 49,51 67,73 * 69,08 69,54 ns 69,94 68,52 ns 67,25
CD4 Zellen 67,32 * 59,80 68,57 *x 73,14 66,54 ns 64,63 67,44 ns 67,45
CDAT, e 25,45 ns 34,24 24,41 * 30,71 21,87 ns 28,93 24,41 ns 28,99
CD4 T, 48,37 ns 48,40 52,10 * 46,84 49,16 ns 47,42 51,33 ns 46,66
CD4 Ty, 18,94 ns 21,85 16,10 ns 17,87 21,47 ns 20,56 19,85 ns 22,17
CD4 Tyra 0,70 ns 0,84 0,83 ns 1,18 0,60 ns 1,24 0,60 ns 0,61
CD8 Zellen 28,16 * 33,45 26,23 *x 22,18 28,10 ns 29,36 27,55 ns 27,21
CD8 T, .ve 26,97 * 29,17 32,90 ns 29,03 15,93 ns 21,58 21,64 ns 23,61
CD8 Ty, 16,67 *x 12,90 16,62 ns 13,38 19,05 ns 19,10 19,09 ns 18,60
CD8 Ty, 28,94 * 25,00 23,11 ns 20,88 32,53 ns 28,03 26,98 ns 29,54
CD8 Tyra 21,74 ikl 26,00 26,32 ns 28,90 21,61 ns 26,94 21,61 ns 22,72

n=15 n=10 n=12 n=12
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S 27: Zeitlicher Verlauf von CD8-positiven Temra-Subpopulationen. Absolute Zellen pro Nanoliter, einen Tag nach dem Eingriff (post_1d), fiunf Tage nach
dem Eingriff (post_5d) sowie drei (post_3m) und sechs Monate nach dem Eingriff (post_6m) in chirurgisch-behandelten Patienten. Die Daten sind jeweils zu
den entsprechenden Pra-Werten (pre_1) dargestellt. Statistische Auswertung mit gepaartem Wilcoxon Rangsummen Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** <

144’

0,001

Zellen / nl

CD8 Temra CD57+CD28- 0,051 * 0,020 0,052 * 0,032 0,052 ns 0,066 0,052 ns 0,035

CD8 Temra CD57+CD28+ 0,004 *x 0,001 0,006 ns 0,005 0,006 ns 0,006 0,006 ns 0,005

CD8 Temra CD57-CD28+ 0,017  ** 0,004 0,013 ns 0,011 0,015 ns 0,015 0,015 ns 0,017

CD8 Temra CD57-CD28- 0,011 ¥ 0,004 0,016 * 0,008 0,016 ns 0,020 0,014 ns 0,015
n=15 n=10 n=12 n=12

CD8 Temra CD57+CD28- 46,88  ** 60,61 49,09 ns 45,37 49,09 ns 57,79 49,09 ns 56,46
CD8 Temra CD57+CD28+ 6,250 ns 4,000 6,786  ns 7,282 6,697 ns 6,151 6,340 ns 4,386
CD8 Temra CD57-CD28+ 21,54 ns 12,50 20,83 ns 25,55 20,83 ns 12,21 20,93 ns 15,09
CD8 Temra CD57-CD28- 15,63 * 13,33 20,71  ns 19,89 1541 ns 15,70 16,39 ns 15,39
n=15 n=10 n=12 n=12
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S 28: Zeitlicher Verlauf von CD4-positiven Temra-Subpopulationen. Absolute Zellen pro Nanoliter, einen Tag nach dem Eingriff (post_1d), finf Tage nach
dem Eingriff (post_5d) sowie drei (post_3m) und sechs Monate nach dem Eingriff (post_6m) in Chirurgischen Patienten. Die Daten sind jeweils zu den
entsprechenden Pra-Werten (pre_1) dargestellt. Statistische Auswertung mit gepaartem Wilcoxon Rangsummen Test, p-Wert: * < 0,05, ** < 0,01,*** < 0,001

Zellen / nl post_1d pre_1 post_5d pre_1 post_3m pre_1

CD4 Temra CD57+CD28- 0,0010 * 0,0 0,0015 ns 0,0005 0,0015 ns 0,0010 0,0015 ns 0,0015

CD4 Temra CD57+CD28+ 0,0010  ** 0,0 0,0010 ns 0,0010 0,0010 ns 0,0015 0,0010 ns 0,0010

CD4 Temra CD57-CD28+ 0,0030  ** 0,0010 0,0030 ns 0,0035 0,0030 ns 0,0025 0,0030 ns 0,0030

CD4 Temra CD57-CD28- 0,0 * 0,0 0,0 ns 0,0 0,0005 ns 0,0 0,0005 ns 0,0005
n=15 n=10 n=12 n=12

CD4 Temra CD57+CD28- 16,67 ns 0,0 17,71 ns 4,546 17,71 ns 10,42 16,52 ns 15,00
CD4 Temra CD57+CD28+ 5,882 * 0,0 5,214 ns 7,292 5,398 ns 9,812 3,939 ns 8,556
CD4 Temra CD57-CD28+ 50,00 ns 7,692 50,00 ns 70,83 50,00 ns 58,33 50,00 ns 58,57
CD4 Temra CD57-CD28- 0,0 * 0,0 0,0 ns 0,0 0,7575 ns 0,0 0,7575 ns 1,000

n=15 n=10 n=12 n=12
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