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1. Einleitung

1.1 DLI - Begriffsdefinition und klinische Anwendung
1.11 Begriffsdefinition

Bei einer Spenderlymphozytengabe (DLI) werden dem Transplantatempfanger
nach allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation (HSCT) Lympho-
zyten des Stammzellspenders transfundiert.

Kolb et al. beschrieben 1990 die erste klinische Anwendung von DLI zur
Behandlung von Rezidiven der chronisch myeloischen Leukamie (CML) nach
allogener HSCT [1]. In nachfolgenden Studien wurde auch von Remissionen bei
Rezidiven anderer Erkrankungen nach HSCT berichtet [2, 3]. Seither nimmt die
Behandlung mit DLI eine wichtige therapeutische Rolle in der Therapie von
malignen hamatologischen Erkrankungen ein [4].

Die Wirkung alloreaktiver Spender-T-Zellen gegen Leukéamiezellen nennt sich
Graft-versus-Leukemia (GvL) oder Graft-versus-Tumor (GvT) Effekt. Allerdings
kénnen sich die Spender-T-Zellen auch gegen anderes Wirtsgewebe richten und

so die Komplikation einer Graft-versus-host disease (GvHD) verursachen [5].

1.1.2 Klinische Anwendung

Spenderlymphozyten werden durch Apherese gewonnen. Dies kann entweder
direkt bei Gewinnung des Stammzellpraparats oder zu einem beliebigen anderen
Zeitpunkt aus dem Blut des Spenders geschehen. Die Lymphozytenpréaparate
werden dann therapiegerecht portioniert und kryokonserviert oder direkt
verabreicht. Studien weisen darauf hin, dass beziglich der Wirksamkeit kein
entscheidender Unterschied besteht, wie die Spenderlymphozyten gewonnen
werden und ob diese vor Applikation kryokonserviert wurden [6, 7].

Das Behandlungskonzept orientiert sich neben der Leitlinie der Deutschen
Arbeitsgemeinschaft fur Knochenmark- und Blutstammzelltransplantation (DAG-
KBT) [8] an Studien zum Thema, Erfahrungswerten, der Indikation und der
individuellen Situation des jeweiligen Patienten.

DLI werden in mehreren Zyklen im Abstand von 4-8 Wochen verabreicht. Je nach
Indikation wird mit einer Zelldosis von 1 x 10* T-Lymphozyten pro Kilogramm
Korpergewicht (CD3+/ kg KG) bis maximal 1 x 108 CD3+/ kg KG begonnen. In
der Regel findet mit jedem weiteren Zyklus eine Dosiseskalation statt. [9, 10]
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Eine sichere Applikation von DLI ist gegeben, wenn ein etablierter Spender-
chimarismus vorliegt, alle Immunsuppressiva beendet sind und keine Anzeichen
von Infektionen oder eine GvHD vorliegen [11, 12].

Das Ansprechen auf die Therapie mit DLI ist abhangig von der Grunderkrankung
und der Phase der Krankheit [13, 14]. Die wichtigsten Prognosefaktoren fr einen
Therapieerfolg sind eine geringe Blastenanzahl im Knochenmark wahrend eines
Rezidivs einer akuten Leukamie (< 35%), weibliches Geschlecht, giinstige Zyto-
genetik und eine Remission zum Zeitpunkt der DLI [15].

1.2 Indikationen zur DLI

Eine wichtige kurative Therapie hamatoonkologischer Erkrankungen stellt
die allogene HSCT dar [16-18], doch die Rezidivrate nach Behandlung ist ein
erhebliches Problem [19-22].

Die DLI ist durch den GvL-Effekt eine der wirksamsten Méglichkeiten Rezidive
zu behandeln [6, 12, 22-48]. Doch auch gegen persistierende hamatologische
Neoplasien nach HSCT kann mit DLI effektiv vorgegangen werden [1, 28, 34, 36,
49, 50].

Grundsatzlich gibt es drei Indikationen zur Behandlung mit DLI: Prophylaktisch
bei Patienten mit hohem Rezidivrisiko oder Hochrisikogenetik (zum Beispiel ein
komplex aberranter Karyotyp oder Mutationen in Genen wie dem RUNX1-, dem
ASXL1- oder dem TP53-Gen) [34, 51, 52], prAemptiv bei Vorhandensein eines
gemischten Chiméarismus [53-55] oder Messung einer minimalen Rest-
erkrankung (MRD) [49] auf molekularer oder immunphanotypischer Ebene und
therapeutisch bei hamatologisch nachweisbarem Rezidiv oder Progression [15,
50].

Der Vorzug der praemptiven Behandlung vor therapeutischer Intervention
resultiert aus dem Umstand, dass DLI bei einem ,aktiven hamatologischen
Rezidiv® nur eingeschrankt wirksam sind [56, 57]. Eine routinemafige Rezidiv-
prophylaxe ist aufgrund der Nebenwirkungen derzeit jedoch nicht empfohlen [28,
40, 58, 59].

Es wird intensiv daran geforscht den GvL-Effekt zu verstarken oder Strategien

zur Pravention von GvHD mit minimalen Auswirkungen auf die GvL-Effekte zu
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entwickeln. Dazu wurde versucht die klassische DLI in Abhangigkeit von
verschiedenen klinischen Situationen zu modifizieren.

Getestet wurden dabei insbesondere Methoden in Verbindung mit
haploidentischer Stammzelltransplantation. Dazu gehodren mit Wachstums-
faktoren (wie Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF)) stimulierte
DLI [26], das Einflgen von Suizidgenen in T-Lymphozyten [57, 60], die Depletion
alloreaktiver T-Zell-Untergruppen [61] und die Infusion von T-Zellen, die mit
speziellen Rezeptoren gegen bestimmte Tumorantigene ausgestattet wurden
[62]. Auch eine Kombination von DLI mit pharmazeutischen Wirkstoffen kam zum
Einsatz [63-66], wie auch die Gabe von Lymphodepleting-Chemotherapie [67]
vor der DLI oder in Kombination mit einer von regulatorischen T-Zellen (Treg)
depletierten DLI [30].

Durch jungste Fortschritte ist es mittlerweile gelungen die Therapie mit DLI zu
verbessern, den GvL-Effekt zu verstarken und Komplikationen zu verringern [30,
38, 53, 68, 69]. Dennoch sind die Moglichkeiten noch nicht ausgeschopft und das
Wissen in einigen Bereichen noch immer gering. So ist auch nicht bekannt, was
bei der Behandlung mit DLI auf zellularer Ebene genau passiert und welche
Faktoren und Mechanismen fur den GvL-Effekt und die GvHD verantwortlich

sind.

1.3 Komplikationen der DLI

Die bedeutendste und haufigste Nebenwirkung der DLI ist die GvHD [70], eine
systemische, entziindliche Erkrankung. Die kumulative Inzidenz einer akuten
GvHD (aGvHD) nach DLI betragt 40-60%, die einer chronischen GvHD (cGvHD)
33-61%. Die auf eine GvHD zuriickzufiihrenden Todesfélle belaufen sich auf 6-
11%. [15, 42, 71-73]

Die Einteilung in akute und chronische GvHD basiert nach der Uberarbeitung der
Definition des National Institute of Health (NIH) von 2014 im Gegensatz zu einer
friheren Version auf der Kombination klinischer Symptome und nicht auf dem
Zeitpunkt des Auftretens [74].
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Bei der aGvHD sind hauptsachlich Haut, Leber und Gastrointestinaltrakt
betroffen. Je nach Auspragung und Anzahl der befallenen Organe wird die
aGvHD in vier Schweregrade eingeteilt. [74]

Die Symptome einer cGvHD sind sehr heterogen und sind mit (auto-)
immunologischen Stérungen vergleichbar. Sie kénnen sich auf eine einzelne
Lokalisation beschréanken oder sich ausbreiten und einen gravierenden Einfluss
auf die Lebensqualitdt nehmen. Der Schweregrad wird als mild, moderat oder
schwer angegeben. Bei einem Auftreten von Symptomen beider Typen spricht
man von einem Uberlappungssyndrom. [75, 76]

Hauptrisikofaktoren der GvHD sind der Grad der Kompatibilitdit der Humanen
Leukozyten-Antigene (HLA) zwischen Spender und Empfanger, das Alter des
Empfangers sowie des Spenders, Infektionen (zum Beispiel Pneumonie,
Gastroenteritis, Zytomegalievirus (CMV) -Infektion) und die Art der verwendeten
aGvHD-Prophylaxe (Wahl der Medikamente, Dosis und Dauer der Immun-
suppression) [74].

Zudem hat sich in Studien gezeigt, dass die Inzidenz von GvHD mit steigender
Zelldosis der DLI zunimmt [77, 78]. Dennoch ist das Auftreten einer solchen auch
ein Zeichen fur das Ansprechen auf die DLI und sagt sogar ein langeres
krankheitsfreies Uberleben voraus [79].

Dies macht deutlich, dass der GvL-Effekt sehr stark mit der GvHD korreliert [80-
82] und letztere die Behandlung mit DLI erheblich einschrankt [70].
Erstlinientherapie bei sowohl der akuten als auch der chronischen GvHD sind
Corticosteroide gegebenenfalls in Kombination mit einem Calcineurin-Inhibitor.
Ein dauerhaftes Ansprechen auf die Steroide wird jedoch bei weniger als der
Halfte der Patienten mit aGvHD und bei 40-50% der Patienten mit cGvHD
beobachtet. [74]

Anzustreben ist also die Pravention einer GVHD, denn ,Vorbeugen ist besser als
heilen® (Zitat: Christoph Wilhelm Hufeland (1763 - 1836), Arzt).

Eine weitere Komplikation der klassischen DLI ist die Aplasie, die eine Inzidenz
von 20-40% aufweist. Die Gesamtmortalitat betragt 5% und ist meist Folge von
Infektionen oder Blutungen. Der Umfang der restlichen Wirtshamatopoese gilt als
Hauptindikator fir die Prognose einer Aplasie. [83]
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Die betroffenen Patienten benétigen in der Regel nur eine supportive Behandlung
im Sinne einer Infektionsprophylaxe oder einer antiinfektiven Therapie, eine
restriktive Transfusionsstrategie, sowie bei Bedarf die Therapie mit Chelat-
bildnern bei Eisenliberladung.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Es vergehen Tage bis Wochen bis ersichtlich ist, ob eine Therapie mit DLI den
gewulnschten Erfolg bringt oder in welchem Ausmald Komplikationen auftreten.
Wenn es moglich wéare die Behandlung genau zu monitoren und anhand von
Blutanalysen Tendenzen in Richtung GvL oder GvHD zu erkennen, wére man in
der Lage die Therapie frilhzeitig anzupassen. Dies ware ein grol3er Gewinn, der
es ermdglichen wirde, noch individuellere Behandlungskonzepte zu verfolgen
und Komplikationen zu vermeiden. Zu diesem Zweck ist es jedoch wesentlich,
die Ablaufe auf zellularer Ebene zu verstehen.

Aus diesem Grund beschaftigte sich diese Arbeit mit Beobachtungen und
Analysen von Veranderungen der Lymphozytenzusammensetzung im Blut von
Patienten wahrend einer Therapie mit DLI.

Um das Forschungsgebiet abzustecken wurden vorab folgende Fragen

formuliert:

1) Wie andern sich die Lymphozytensubpopulationen im peripheren Blut
innerhalb eines DLI-Zyklus (24 Stunden und 7 Tage spater im Vergleich
zur Messung direkt vor der DLI)?

2) Ab welcher Konzentrationsstufe der DLI sind die Veranderungen der
Lymphozytenzusammensetzung am deutlichsten zu sehen?

3) Inwieweit sind klinische Effekte einer DLI wie das Erreichen einer
Remission und das Auftreten einer GvHD mit Auffalligkeiten in den
einzelnen Lymphozytensubpopulationen verbunden?

4) Korrelieren die Anderungen der einzelnen Lymphozytensubpopulationen
bei Therapieansprechen oder -versagen mit den bisher in der Literatur
beschriebenen Erkenntnissen tber die Funktionen der

Lymphozytensubpopulationen?
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2. Methodik

2.1 Messung mittels Durchflusszytometrie
2.1.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, um unterschiedliche Zellen

anhand verschiedener Eigenschaften zu analysieren.

Zellen

Abb. 1: Aufbau eines Durchflusszytometers [84]

Das Messprinzip besteht darin, dass Zellen, die sich in einer Suspension
befinden, einzeln einen fokussierten Laserstrahl passieren. Dabei wird im flachen
Winkel durch die Vorwartslichtstreuung (FSC, forward scatter) die Grol3e der
Zelle und im rechten Winkel durch die Seitwartslichtstreuung (SSC, sideward
scatter) die Granularitat der Zelle erfasst [84]. Sensitiver wird die Differenzierung
der Zellen durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, die an AntikGrpern
gekoppelt mit den Zellen verbunden sind. Anhand spezifischer Wellenlangen
kobnnen diese schlieBlich gemessen werden [85, 86]. Dabei registrieren
verschiedene Detektoren bei Anregung durch einen 488-nm-Argon-Laser (blau-

grun) unterschiedliches Licht (FL1-Detektor: griin / FL2-Detektor: orange / FL3-
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Detektor: rot). Ein Photomultiplier (PMT) erkennt das optische Signal und
konvertiert es in ein Elektrisches. Dadurch konnen die Daten uber eine
entsprechende Software registriert und in Diagrammform wiedergegeben werden
[84]. Dabei entstehen sogenannte Dot-Plots (Abb. 2).
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Abb. 2: Beispiele fur die Darstellung von Dot-Plots

Die beiden Achsen entsprechen zwei Messparametern. Wird nun eine Zelle
gemessen, erscheint sie als Punkt (,dot“) im Koordinatensystem. So kann ihre
Intensitat beurteilt werden, sowie die Korrelation mit anderen Zellen.

Es passiert jedoch haufig, dass es durch &hnliche Emissionsspektren der
eingesetzten Farbstoffe zu einer Uberlappung zwischen verschiedenen Anteilen
kommt. Diese Fehlerquelle wird durch automatisierte Datenanalyse sehr
geringgehalten. Dabei werden definierte Regionen und so genannte ,Gates” in
abgespeicherten Auswerteformaten angewendet, um mehrere Datenséatze aus
unterschiedlichen Proben in vergleichbarer Weise analysieren zu kdnnen. Dies
birgt jedoch die Gefahr, dass es zu Fehlern bei der Erkennung von Zellen kommt,

die abnorm oder unterschiedlich aktiviert sind [84].

Abhangig vom Geratetyp und der Menge an darin enthaltenen Lasern, kdnnen
unterschiedlich viele Fluoreszenzen gemessen werden. Von Vorteil ist dabei,
dass mehrere Antigene gleichzeitig nachweisbar sind und durch eine hdhere
Auflésung bei der digitalen Datenverarbeitung die Ergebnisse klarer bestimmt
werden kdonnen. Messungen, die fur diese Arbeit durchgefuhrt wurden, wurden

alle am Durchflusszytometer FC500 der Firma Beckman Coulter durchgefuhrt.

16



Die erhaltenen Dot-Plots wurden manuell nachgegated, um Fehler bei der
Zellerkennung zu vermeiden und vergleichbare Ergebnisse bei der
Datenauswertung zu erhalten. Hierfur wurden etablierte Standard- und gut

beschriebene Gating-Strategien angewandt [87, 88].

2.1.2 Praanalytik und Probenaufarbeitung

Den Patienten wurde pro DLI-Zyklus zu drei verschiedenen Zeitpunkten Blut
abgenommen: vor DLI (d-1), 24 Stunden (d+1) und 7 Tage (d+7) nach DLI.

Innerhalb von 24 Stunden wurden die Proben weiterverarbeitet, mit Fluoreszenz-
farbstoffen markiert und so zur Durchflusszytometrie vorbereitet. Die Zellfarbung
wurde mit handelsublichen, markierten Antikérpern von Beckman Coulter (Brea,

Kalifornien, USA) und Biolegend (San Diego, Kalifornien, USA) durchgefihrt:

Abkurzung/Synonym Fluoreszenzfarbstoff
FITC Fluorescein Isothiocyanat
AF488 AlexaFluor®488
PE Phycoerythrin
ECD Phycoerythrin - Texas Red®
PE/Dazzel5 PE/Dazzle®594
PC5 Phytoerythin-Cyanin 5.1
PC7 Phytoerythin-Cyanin 7

Grundlage war eine Pipettiervorlage, die von Privatdozent Dr. Andreas Rank in
Zusammenarbeit mit der Firma Beckman Coulter erstellt wurde.

Es wurden sieben ReagiergefalRe initial mit je 50-100 pl Ethylendiamin-
tetraessigsdure (EDTA)-Blut beflllt und gemafld Anleitung mit den
entsprechenden Antikdrpern gemischt. Die Abbildung in Anhang 1 beschreibt die
Probenaufarbeitung/-farbung  inklusive  der einzelnen  Schritte  von
Antikdrperzugabe, Inkubation, Zentrifugation und Waschen. Im Anschluss

wurden die Proben am Durchflusszytometer analysiert.
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2.1.3 Immunphé&notypisierung

Unterteilt werden Lymphozyten mittels ihrer Oberflachenantigene (Cluster of
Differentiation (CD)) in T-, B- und natirliche Killerzellen (NK) -Zellen. Durch
Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren wie Zytokine wird die Reifung der
Zellen in der Hamatopoese und die Aktivierung der Lymphozyten in sekundéren
lymphatischen Organen beeinflusst [89]. So kdnnen die Hauptgruppen jeweils in
Subpopulationen unterteilt werden, die die Zellen wahrend ihrer Entwicklung
genauer charakterisieren [90, 91]. Die CD-Molekile dienen unter anderem als
Rezeptoren fur Interleukine, Komplementfaktoren und Adh&asionsmolekile und
erfillen Funktionen wie Antigenprasentation, Signaltransduktion und Zell-
aktivierung [89]. Uber markierte Antikorper, die an diesen Immunglobulinen
koppeln, kdnnen die Lymphozyten einer bestimmten Zellart, Entwicklungs- und
Aktivierungsstufe gemessen werden [92].

Anhand des Antigens CD19 wurden die B-Lymphozyten identifiziert und weiter
unterteilt in naive (IgD+ CD 27), memory (IgD+ CD 27+), class switched (IgD-
CD 27+) und transitional -Zellen (CD24", CD38").

T-Lymphozyten (CD3+) wurden je nach Positivitat fur CD4 oder CD8 jeweils
differenziert in naive (CD62L+ CD45RA+), memory (RO+) (CD4+ CD45RA-
CD45RO+ oder CD8+ CD45RA-CD45R0O+), central memory (CM) (CD62L+
CD45RA), effector memory (EM) (CD62L- CD45RA-), effector memory -RA+
(EMRA) (CD62L- CD45RA+), aktivierte (Humane Leukozyten-Antigene vom DR
Isotyp (HLA-DR+) und CD69+) und regulatorische T-Zellen (Uber CD25+ und die
Expression des Transkriptionsfaktors Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3+)).

Bei den CD4+ T-Helferzellen wurden aufRerdem die Typen 1 (Thl), 2 (Th2)
und 17 (Th17) durch Bindung der Antikdrper an den Rezeptoren CD4+ CXCR3+
CCR4- CCR5+ CCRG6- fir Thl, CD4+ CXCR3- CCR4+ CCR5- CCR6- flir Th2
und CD4+ CXCR3- CCR4+ CCR5- CCR6+ fur Th17 unterschieden.

Bei den zytotoxischen CD8+ -Lymphozyten wurden die aktivierten Untergruppen
im frihen (CD28+ CD27+), im mittleren (CD28- CD27+) und im spaten Status
(CD28- CD27-) weiter identifiziert und es wurden exhausted (CD279+) und
terminal effector -Zellen (CD279- CD57+) differenziert.

NK-ahnliche T-Zellen (NKT-Zellen) wurden definiert Uber die Marker CD3+
CD56+.
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Durch das Vorhandensein von CD56+ konnten NK-Lymphozyten identifiziert
werden und durch CD56+ CD16+, CD56dim CD16bright und CD56bright
CD16dim in drei NK-Subgruppen unterteilt werden. [93-95]

Details dieser Methode, insbesondere Gating-Strategien und Identifizierung von

Teilmengen, wurden 2019 von Waidhauser et al. beschrieben [88].

Pro Reagiergefald ergab die Durchflusszytometrie eine Grafik mit Dot-Plots
inklusive Farb-Legende, die durch die oben genannten Gatingstrategien die

einzelnen Lymphozytensubpopulationen darstellten (siehe Abb. 3-9).

Schlief3lich wurden fur alle Lymphozytensubpopulationen Prozentsatze bestimmt

und absolute Zahlen berechnet.
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Abb. 3: Lymphozytensubpopulationen, ReagiergefaR 1: B- und T-Lymphozyten gesamt,
B-Lymphozyten und deren Subgruppen
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2.2 Studienaufbau und Strategie

In dieser Arbeit wurden ausschlie3lich Patienten inkludiert, die die klassische,
nicht modifizierte DLI erhielten. Analysiert wurden Lymphozytensubpopulationen
vor und nach drei DLI in den ansteigenden Dosierungen 2 x 10°, 1 x 108 und
5 x 108 CD3+/ kg KG. DLI mit hoherer Dosis wurden aufgrund einer geringen
Fallzahl ausgeschlossen.

Die kleinste Anfangsdosis von 2 x 10° CD3+/ kg KG wurde bei Patienten
angewendet, die von einem nicht verwandten oder haploidentischen
Spender transplantiert wurden. Die DLI nach allogener HSCT von einem
passenden Geschwisterspender wurde mit einer hdheren Anfangsdosis von
1 x 10% CD3+/ kg KG oder bei einem Patienten in therapeutischer Indikation mit
einer Anfangsdosis von 5 x 106 CD3+/ kg KG verabreicht.

Insgesamt waren Messungen bei DLI mit 2 x 10> CD3+/ kg KG von 10
Patienten, bei DLI mit 1 x 10® CD3+/ kg KG von 13 Patienten und bei DLI mit
5 x 10% CD3+/ kg KG von 15 Patienten vorhanden. In Tabelle 1 in Kapitel 3.1.2
sind diese Details Ubersichtlich dargestellt.

Die Lymphozytensubpopulationen wurden jeweils vor der DLI, 1 Tag und 7 Tage
nach der DLI gemessen. Die Ergebnisse wurden miteinander verglichen und

statistisch ausgewertet.

2.3 Studiendesign und statistische Auswertung

Bei dieser Studie handelte es sich um eine interventionelle klinische
Langsschnittstudie mit interner Negativkontrolle zur deskriptiven Analyse.

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 24.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). Der
Wilcoxon-Test fur verbundene Stichproben wurde angewandt und Signifikanz-
werte (p-Werte) < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Die Daten sind
als Medianwerte mit [min; max] und p-Wert dargestellt. Zur internen Negativ-
kontrolle wurden die B-Lymphozyten analysiert.

Eine genaue Ubersicht tuber die einzelnen Werte mit Median [min; max] und

p-Wert ist in Tabelle 4 (siehe Kapitel 3.2) zu finden.
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3. Ergebnisse

3.1 Studienpopulation
3.1.1 Ethik und Datenschutz

Fur die Durchfihrung der Studie besteht die Zustimmung einer hausinternen
Ethikgewerkschaft, der Beratungskommission fur klinische Forschung (BKF)
(siehe Anhang 2).

Die Patienten erhielten vorab eine Aufklarung und unterschrieben eine
Einwilligungserklarung zur Teilnahme an der Studie und zum Datenschutz (siehe
Anhang 3).

3.1.2 Patientenkollektiv

Eingeschlossen wurden alle Patienten (Anzahl (n) = 16) nach allogener
Stammzelltransplantation, die mit mindestens einer DLI im Universitatsklinikum
Augsburg im Zeitraum von 2016 bis 2020 behandelt wurden. Voraussetzungen
fur die Anwendung waren die Beendigung der Immunsuppression mindestens
vier Wochen vor der ersten DLI, ein etablierter Spenderchimérismus und
fehlende Anzeichen einer Infektion oder GvHD. Die mediane Zeit von allogener
HSCT bis zur ersten DLI betrug 12,5 Monate.

Der Nachbeobachtungszeitraum betrug bei jedem Probanden mindestens
2 Jahre, beginnend mit dem Zeitpunkt der jeweils ersten erhaltenen DLI, im
Folgenden bezeichnet als t. Klinischer Endpunkt der vorliegenden Arbeit ist das
bei jedem Patienten individuell betrachtete Zeitintervall zwischen t und t+24, also
24 Monate nach t. Der zu diesem Zeitpunkt vorliegende Remissionsstatus

definiert das Ansprechen auf die Therapie.

Tabelle 1 stellt im Folgenden die Charakteristika der gewéhlten Patienten-

Stichprobe Ubersichtlich dar.
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VARIABLEN

Alter; Median/Mittelwert (Range)

ERGEBNISSE

55,5/57 (41-70)

Geschlecht
Mannlich; n (%) 11 (68,75)
Weiblich; n (%) 5 (31,25)
Histologie
AML; n (%) 10 (62,5)
SAML; n 6
tAML; n 1
CML; n (%) 2 (12,5)
Multiples Myelom; n (%) 3 (18,75)
Pro-B-ALL; n (%) 1(6,25)
Indikation zur DLI
Prophylaktisch; n (%) 5 (31,25)
Therapeutisch; n (%) 3 (18,75)
Praemptiv; n (%) 8 (50)
MC; n 6
Molekulares Rezidiv; n 1
MC und molekulares Rezidiv; n 1
Messungen pro Dosierung
2x10°%; n (%) 10 (62,5)
1x108; n (%) 13 (81,25)
5x108; n (%) 15 (93,75)
Ansprechen*
CR; n (%) 10 (62,5)
PR; n (%) 0 (0)
PD; n (%) 6 (37,5)
SD; n (%) 0 (0)
GvHD
Ja; n (%) 5 (31,25)
Akut; n 4
Chronisch; n 3
Nein; n (%) 11 (68,75)

Tabelle 1: Patientencharakteristika, *Remissionsstatus an Tag t+24 oder vorher bei Tod;
Abkirzungen: Akute myeloische Leukdmie (AML), sekundare AML (SAML), therapiassoziierte
AML (tAML), Chronisch myeloische Leukamie (CML), Akute lymphatische Leukamie (ALL),
unreife B-lymphozytéare Vorlaufer-ALL (Pro-B-ALL), gemischter Chiméarismus (MC), Komplette
Remission (CR), Teilremission (PR), Progression (PD), stabile Erkrankung (SD)




Das Durchschnittsalter der Kohorte betrug 57 Jahre, 11 Probanden waren
mannlich und 5 weiblich. Die Patienten waren an unterschiedlichen
hamatologischen Neoplasien erkrankt. Am haufigsten handelte es sich dabei um
eine AML, davon entstanden 60% sekundar nach anderen zugrunde liegenden
hamatologischen Neoplasien, 10% waren therapieassoziiert. Ein Multiples
Myelom fand sich bei 3 Patienten, 2 hatten eine CML und 1 Proband wies eine
Pro-B-ALL (unreife B-lymphozytare Vorlaufer-ALL) auf.

Die Indikationen fir die DLI waren bei 5 Patienten prophylaktisch, bei 3 Patienten
therapeutisch und bei 8 Patienten praemptiv. Von letzteren wiesen 6 einen
gemischten Chimarismus auf, 1 Patient hatte ein molekulares Rezidiv und bei 1
Probanden war sowohl ein gemischter Chiméarismus als auch ein molekulares

Rezidiv ausschlaggebend fur die praemptive Behandlung.

3.1.3 Therapieerfolg
3.1.3.1  Allgemeine Kriterien

Neben Toxizitat, Uberlebenszeit, Symptomkontrolle, Lebensqualitat und
Remissionsdauer ist der Grad der Remission ein objektiver Parameter zur
Beurteilung des Therapieerfolgs in der Onkologie. Fur solide Tumoren gibt es die
WHO- (Weltgesundheitsorganisation) oder RECIST-Kriterien (Response
Evaluation Criteria In Solid Tumors), fir hamatologische Neoplasien werden
andere, je nach Erkrankung getrennte Evaluationssysteme angewendet. Die
Grundprinzipien sind allerdings &hnlich. So erfolgt immer eine Verlaufskontrolle
im Vergleich zum Ausgangsbefund. Zur Klassifikation gibt es in allen
Evaluationssystemen die vier Standartkriterien Komplettremission (CR),
Teilremission (PR), Progredienz (PD) und stabile Erkrankung (SD). Je nach
Grunderkrankung liegen eventuell genetische Marker vor. Durch den Nachweis
dieser Marker kann neben dem klinischen Ansprechen auch ein zyto-
beziehungsweise molekulargenetisches Ansprechen gemessen werden. [96]

Ein wichtiger Bestandteil zur Verlaufskontrolle nach allogener HSCT ist die
Chiméarismusanalyse, also die Differenzierung von Spender- und
Empfangerzellen im Knochenmark oder im peripheren Blut. Sie dient der
Beurteilung des Engraftments (= Anwachsen der Stammzellen) und zur

Einschatzung des Rezidivrisikos. Besteht im Empfanger eine vollstandige
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Hamatopoese des Spenders, so gilt dies als Grundlage fir ein erfolgreiches
Engraftment und langfristiges Therapieansprechen. [97-99] Man spricht von
einem vollstandigen Spenderchimérismus (CC). Sind jedoch noch Empfanger-
zellen vorhanden spricht man vom gemischten Chiméarismus (MC). Durch die
Gabe von DLI kann durch Immunmodulation ein MC in einen CC konvertiert
werden [100].

3.1.3.2 Individueller Therapieerfolg

Zum Zeitpunkt t+24 waren 10 Patienten in CR, 4 Patienten waren bereits
verstorben und 2 Patienten befanden sich im aktiven Rezidiv.

Insgesamt konnte innerhalb der 2 Jahre eine PD bei 6 Patienten festgestellt
werden, 3 davon verstarben bis zum Endpunkt, einer erst danach. Ein Patient
erreichte vor Ablauf der 2 Jahre durch eine erneute PBSCT eine CR, der andere
erst nach t+24 durch erneute Therapie mit DLI.

Vollig rezidivfrei waren im gesamten Nachbeobachtungszeitraum 9 Patienten,

wovon einer jedoch danach an einer anderen Neoplasie verstarb.

Auf der nachsten Seite gibt Tabelle 2 einen Uberblick tiber den individuellen
Behandlungsweg sowie den Remissionsstatus der einzelnen Patienten nach DLI.
Diese Tabelle findet sich zusatzlich noch einmal vergroR3ert als herausnehmbares

Exemplar im riickseitigen Einband.
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3.1.3.3 Auftreten von GvHD

Als Nebenwirkung auf die DLI trat bei 5 Patienten eine GvHD auf. Vier von
diesen erhielten das Transplantat von einem in 10 von 10 HLA-Merkmalen
passenden nicht verwandten Spender und einer von einem HLA-identischen
Geschwisterspender.

2 Patientinnen erlitten einmalig eine aGvHD, wobei die eine Patientin nach der
zweiten von drei DLI mit 10 x 108 CD3+/ kg KG eine nicht behandlungsbediirftige
GvHD °I des Darmes aufwies. Bei der anderen Patientin handelte es sich um
eine GvHD °IV des GI-Traktes, die erfolgreich mit Ruxolitinib behandelt wurde.
Aufgetreten war diese nach der finften und letzten DLI mit einer Dosis von
zweimal 10 x 108 CD3+/ kg KG.

Eine isoliete cGvHD konnte bei einem Patienten drei Monate nach
Behandlungsende mit funf DLI beobachtet werden, wovon die letzte DLI eine
Dosierung von 0,5 x 108 CD3+/ kg KG hatte. Die cGvHD betraf die Haut und war
von moderater Auspragung, so dass die Therapie initial mit Steroiden begonnen
wurde und einen Monat spater um Cyclosporin erweitert wurde. Zehn Monate
spater war keine klinische Aktivitat der cGvHD mehr zu registrieren.

2 der 5 Patienten entwickelten aus einer aGvHD eine cGvHD. Der erste der
Beiden reagierte bereits auf die erste DLI mit 2 x 10° CD3+/ kg KG mit einer
aGvHD °I der Haut, die nicht therapiebediirftig war. Zwei Monate nach der letzten
DLI mit 1 x 107 CD3+/ kg KG ging diese in eine moderate cGvHD der Haut,
Mundschleimhaut, Nagel und Konjunktiven Uber, eine mogliche Leberbeteiligung
konnte nicht sicher ausgeschlossen werden. Therapeutisch erhielt er Cyclosporin
und Ruxolitinib, worunter bis t+41 eine allmahliche Besserung eintrat. Der zweite
der Patienten hatte nach der vierten und letzten DLI mit 4 x 107 CD3+/ kg KG
eine aGvHD °ll der Haut, Schleimh&ute und Leber, die mit Steroiden und
Cyclosporin behandelt wurde. Dennoch ging diese drei Monate spater in eine
milde cGvHD der Augen, Mundschleimhaut und Leber tber. Die Therapie mit

Cyclosporin wurde eineinhalb Jahre weitergefthrt.

Tabelle 3 zeigt die aufgetretenen GvHD strukturiert aufgearbeitet.
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Patienten mit GvHD

gesamt | aGvHD | cGVvHD
5 | 4 | 3
Geschlecht der Patienten mit GvHD
Geschlecht 1 aGvHD 1 cGVHD
w 2 0
m 2 3
Betroffene Organsysteme
gesamt aGvHD cGvHD
Haut 4 Haut 2 Haut 2
Schleimhaute 3 GI-Trakt 2 Schleimhaute 2
Leber 3 Schleimhaute 1 Leber 2
GI-Trakt 2 Leber 1 Augen/Konjunktiven 2
Augen/Konjunktiven 2 Nagel 1
Nagel 1
Zeitpunkt
Nach 1. DLI | Nach 2. DLI | Nach letzter DLI
1 1 4
(2x nach 4. DLI,
2x nach 5. DLI)
Auspragung
aGvHD cGvHD
°| 2 mild
°ll 1 moderat
°l 0 schwer
°lv 1
°V 0
DLI-Dosierung vor GvHD in CD3+/ kg KG
gesamt aGvHD cGvHD
2x10° 1 2x10° 1 1x10’ 1
10x10° 1 10x108 1 4x10° 1
2x10x108 1 2x10x108 1 0,5x108 1
1x10’ 1 4x107 1
4x107 2
0,5x108 1

Tabelle 3: GvHD; Abklrzungen: Graft-versus-host disease (GvHD), akute GvHD (aGvHD),

chronische GvHD (cGvHD), T-Lymphozyten (CD3+)

31



3.1.34 Gesamtuberleben und Mortalitat

Das 2-Jahres Gesamtiiberleben (OS) der Gesamtkohorte belief sich auf 75%, die
Mortalitat lag bei 25%. Haupttodesursache war die Progression, die Nicht-Rezidiv
Mortalitat (NRM) betrug 6,25%. Betrachtet man das leukamiefreie Uberleben, so
waren zum Zeitpunkt d+24 knapp 63% ohne Rezidiv.

Uberleben
=
3

5 10 15 20 75
Zeit in Monaten

Abb. 10: Gesamtiiberleben und Leukamiefreies Uberleben an t+24; Abkiirzungen: Gesamt-
tiberleben (OS), Leukamiefreies Uberleben (LFS)

3.2 Ergebnisse der Lymphozytenmessungen

Die gesamten analysierten Lymphozytensubpopulationen einen Tag vor, einen
Tag nach und sieben Tage nach der jeweiligen DLI sind auf der nachsten Seite
in Tabelle 4 mit Median [min; max] und p-Wert dargestellt. Diese Tabelle findet
sich zuséatzlich noch einmal vergroRert als herausnehmbares Exemplar im

rickseitigen Einband.
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3.2.1 B-Lymphozyten
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Abb. 11: Boxplot B-Lymphozyten gesamt: Darstellung der Verteilung der Messwerte mit Median
einen Tag vor, sowie einen und sieben Tage nach DLI in der Dosierung 1 x 108 CD3+/ kg KG;
Abkirzungen: 1 Tag vor DLI (d-1), 1 Tag nach DLI (d+1), 7 Tage nach DLI (d+7)

Die B-Zellen wurden als interne Negativkontrolle gemessen.

Wie erwartet zeigte die Gesamtzahl der B-Lymphozyten in keiner Messung
innerhalb der drei Konzentrationsstufen signifikante Anderungen. Auch die
einzelnen Untergruppen wiesen in keiner Messung signifikante Veranderungen
auf. Naive, memory-, class switched und transitional -Zellen blieben sowohl
bezuglich der Konzentrationsstufen der DLI als auch bezuglich des Vergleiches
von Tag 1 und Tag 7 nach DLI im Vergleich zu vor DLI auf einem &ahnlichen

Niveau.

3.2.2 T-Lymphozyten

Die CD4/CDS8 -Ratio anderte sich in keiner Konzentrationsstufe, weder an Tag 1
noch an Tag 7 nach DLI signifikant. Auch nach abgeschlossener Therapie mit
DLI konnte keine signifikante Anderung der Menge an T-Lymphozyten zum

Ausgangswert vor der ersten DLI gemessen werden.
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3.2.21 CD8 -Lymphozyten
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Abb. 12: Boxplot CD8+ -Lymphozyten: Darstellung der Verteilung der Messwerte mit Median
einen Tag vor, sowie einen und sieben Tage nach DLI in der Dosierung 1 x 106 CD3+/ kg KG;
Abkirzungen: CD8+ T-Lymphozyten (T8), 1 Tag vor DLI (d-1), 1 Tag nach DLI (d+1), 7 Tage
nach DLI (d+7)

Innerhalb der niedrigsten Konzentrationsstufe mit 2 x 10° CD3+/ kg KG gab es
keine signifikanten Veranderungen der CD8+ -Zellen und ihrer Untergruppen an
Tag 1 und Tag 7 nach DLI verglichen zur Messung vor der DLI.

In der Konzentrationsstufe mit 1 x 10® CD3+/ kg KG gab es signifikante
Anderungen bei 17 Subpopulationen.

Dabei zeigte die Gesamtzahl der CD8+ - Lymphozyten an Tag 1 nach DLI einen
signifikanten Zuwachs (p = 0,026). Von den Subgruppen vermehrten sich die
EM (p = 0,041), die EMRA (p = 0,05), die Effektorzellen im mittleren Status
(p = 0,021), die exhausted (p = 0,041) und die HLA-DR+ (p = 0,047) -Zellen
signifikant.

An Tag 7 nach DLI stieg die Gesamtzahl der CD8+ -Lymphozyten (p = 0,011).
Davon erhdhten sich die memory (p = 0,038), die naiven (p = 0,028), die
EM (p = 0,028), die EMRA (p = 0,011), die Effektorzellen im mittleren
Status (p = 0,015), die Effektorzellen im spéaten Status (p = 0,021), die
exhausted (p = 0,021), die terminal effector (p = 0,011) und die
HLA-DR+ (p = 0,015) -Zellen signifikant. Eine signifikante Abnahme zeigte sich
bei den Effektorzellen im friihen Status (p = 0,038).

Central memory, CD69+, regulatory und CD25+ -Zellen waren zu keiner Zeit in

dieser Konzentrationsstufe von signifikanten Veranderungen betroffen.

35



Nach der DLI mit der hochsten Dosierung von 5 x 108 CD3+/ kg KG gab es
signifikante Veranderungen nur an Tag 1, jedoch keine an Tag 7. Die Gesamtzahl
der CD8+ -Zellen erhthte sich (p = 0,01). Die memory (p = 0,026), die
naiven (p = 0,041), die Effektorzellen im spaten Status (p = 0,05), die
exhausted (p = 0,019) und die HLA-DR+ (p = 0,01) -Zellen waren diejenigen
Untergruppen, die signifikant zunahmen. Ein signifikanter Riickgang konnte bei
den EMRA -Zellen beobachtet werden (p = 0,021).

Central memory, EM, die Effektorzellen im frhen Status, die Effektorzellen im
mittleren Status, terminal effector, CD69+, die regulatorischen und die CD25+ -
Zellen &anderten sich innerhalb dieser Konzentrationsstufe zu keiner Zeit

signifikant.

3.2.2.2 CD4 -Lymphozyten
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Abb. 13: Boxplots CD4+ -Lymphozyten: Darstellung der Verteilung der Messwerte mit Median
einen Tag vor, sowie einen und sieben Tage nach DLI in den Dosierungen 1 x 10 CD3+/ kg KG
und 5 x 108 CD3+/ kg KG; Abkirzungen: CD4+ T-Lymphozyten (T4), 1 Tag vor DLI (d-1), 1 Tag
nach DLI (d+1), 7 Tage nach DLI (d+7)

Im DLI-Zyklus der niedrigsten Konzentrationsstufe gab es an Tag 1 signifikante
Zunahmen in den Untergruppen der naiven (p = 0,028) und der HLA-DR+ -Zellen
(p = 0,05). Nach sieben Tagen verminderten sich die central memory -Zellen
signifikant (p = 0,046) und die EMRA -Zellen stiegen signifikant (p = 0,046).

Sowohl die Gesamtzahl der CD4+ -Lymphozyten, als auch die Subgruppen
memory, effector memory, CD69+, Thl, Th2, Thl7, regulatory und
CD25+ -Zellen blieben bei der Dosis 2 x 10° CD3+/ kg KG von signifikanten

Veranderungen unberthrt.
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In der Konzentrationsstufe 1 x 10° CD3+/ kg KG trat nur eine einzige signifikante
Anderung auf. Diese betraf die naiven CD4+ -Lymphozyten, die sich an Tag 7
erhohten (p = 0,011). In der Gesamtzahl der CD4+ -Zellen sowie in samtlichen
anderen Untergruppen konnten keine signifikanten Anderungen an Tag 1 und
Tag 7 nach DLI registriert werden.

Beim Vergleich von Tag 1 nach DLI in der hochsten Dosierung von
5 x 10° CD3+/ kg KG zum Wert davor stieg die Gesamtzahl der
CD4+ -Lymphozyten signifikant (p = 0,041). Von den Subgruppen erhthten sich
signifikant die memory (p = 0,041), die central memory (p = 0,026), die
regulatory (p = 0,005) und die CD25+ (p = 0,034) -Zellen.

Keine signifikanten Anderungen zeigten naive, effector memory, EMRA,
HLA-DR+, CD69+, Thl, Th2 und Th17 -Zellen.

An Tag 7 wurde keine signifikante Veranderung der CD4+ -Lymphozyten mehr

gemessen.

3.2.3 NK-a&hnliche T-Lymphozyten

5% 10° CD3+/ kg KG

< |
£ 003
= s
0,01
0,00 = - 1
d-1 d+1 d+7

Abb. 14: Boxplot NKT-Zellen: Darstellung der Verteilung der Messwerte mit Median einen Tag
vor, sowie einen und sieben Tage nach DLI in der Dosierung 5 x 108 CD3+/ kg KG; Abkiirzungen:
NK-&hnliche T-Zellen (NKT-Zellen), 1 Tag vor DLI (d-1), 1 Tag nach DLI (d+1), 7 Tage nach DLI
(d+7)

NKT-Zellen wiesen in der niedrigsten Konzentrationsstufe keine signifikanten

Anderungen auf.
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In der mittleren Konzentrationsstufe konnten sowohl an Tag 1 nach DLI
(p =0,028), als auch an Tag 7 nach DLI (p = 0,021) signifikante Werte gemessen
werden.

Eine signifikante Zunahme der NKT-Zellen wurde mit der hdchsten DLI-Dosis an
Tag 1 beobachtet (p = 0,031).

3.24 NK-Zellen
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Abb. 15: Boxplot NK-Zellen: Darstellung der Verteilung der Messwerte mit Median einen Tag vor,
sowie einen und sieben Tage nach DLI in der Dosierung 1 x 108 CD3+/ kg KG; Abkirzungen:
naturliche Killerzellen (NK), 1 Tag vor DLI (d-1), 1 Tag nach DLI (d+1), 7 Tage nach DLI (d+7)

Innerhalb der niedrigsten Konzentrationsstufe vermehrten sich CD56dim
CD16bright -Zellen an Tag 7 nach DLI signifikant (p = 0,046).

In der mittleren Konzentrationsstufe mit 1 x 10 CD3+/kg KG gab es keine
signifikanten Anderungen der NK-Zellen und deren Untergruppen.

An Tag 7 nach DLI in der hochsten Dosierung stieg die Gesamtzahl der
NK-Zellen signifikant (p = 0,037). Ebenso konnte bei gleicher Dosierung
und im gleichen Zeitintervall eine signifikante Zunahme der CD56+
CD16+ -Lymphozyten (p = 0,017) gemessen werden.

In den CD56bright CD16dim -Zellen gab es in keiner Messung innerhalb der drei

Konzentrationsstufen signifikante Anderungen.
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4, Diskussion

4.1 Interpretation der Ergebnisse
41.1 Dosierung der DLI

Ein Anstieg der Gesamtlymphozyten und T-Lymphozyten nach DLI konnte im
peripheren Blut nicht gemessen werden. Jedoch wurden signifikante Anderungen
innerhalb verschiedener T-Lymphozytensubpopulationen festgestellt.

Die meisten Anderungen der Lymphozytenzusammensetzung gab es in der
Konzentrationsstufe 1 x 10 CD3+/ kg KG, sowohl an Tag 1 wie auch an Tag 7
nach DLI. An Tag 1 nach Gabe von 5 x 10 CD3+/ kg KG fanden sich geringfiigig
weniger Anderungen, jedoch nicht mehr an Tag 7 nach DLI. Dort fanden sich wie
innerhalb der Konzentrationsstufe 2 x 10° CD3+/ kg KG nur vereinzelt
Anderungen der Lymphozytensubpopulationen.

Es konnte also gezeigt werden, dass die DLI in der Dosierung
1 x 105 CD3+/ kg KG die deutlichsten Anderungen der Lymphozyten-
zusammensetzung induzierte. Das deutet darauf hin, dass die optimale
Dosierung einer DLI mit der starksten Anstol3ung der immunmodulatorischen
Wirkung im Bereich um diese Konzentrationsstufe liegt. Dies korreliert auch mit
der Erkenntnis klinischer Studien, in denen zur Trennung von GvHD und GvL die
CD3+ -Zelldosis variiert wurde und die dadurch zu dem Ergebnis kamen, dass
die Anzahl der Spender-T-Zellen entscheidend fur den Effekt der DLI ist [45, 101].

4.1.2 Remission und Auftreten einer GvHD

Bei den Messungen wurde das individuelle Outcome mit den Veranderungen in
der Lymphozytensubpopulation nicht einzeln analysiert, sondern die Ergebnisse
der jeweiligen Dosierung zusammengefasst, um eine aussagekraftige
statistische Auswertung zu erhalten.

Insgesamt zeigten an t+24 10 Patienten ein klinisches Ansprechen auf die
Behandlung mit DLI. Dies entspricht ca. 63% in einem Beobachtungszeitraum
von 2 Jahren nach erster DLI. 2 Patienten (ca. 13%) befanden sich zu diesem
Zeitpunkt im aktiven Rezidiv. 25% der Patienten waren zu diesem Zeitpunkt

bereits verstorben, 19% aufgrund des Rezidivs.
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Innerhalb jeder einzelnen Konzentrationsstufe lag die Remissionsrate der
untersuchten Patienten bei mindestens 60%. In der Konzentrationsstufe
2 x 10° CD3+/ kg KG erlangten sogar 80% der Patienten eine CR.

Dies deutet darauf hin, dass die in dieser Arbeit gemessenen Veranderungen der
Lymphozytensubpopulationen in allen Dosierungen stellvertretend fur eine

Entwicklung in Richtung Remission betrachtet werden kdnnen.

Das Erreichen einer Remission hangt jedoch nicht nur von der
Zusammensetzung der Lymphozytensubpopulationen ab, sondern auch von der
Art der malignen Zellen. So zeigen unterschiedliche Grunderkrankungen nicht
die gleiche Empfindlichkeit fur den GvL-Effekt [13]. Dies kdnnte urséchlich dafir
sein, dass nur einer der 2 Patienten mit CML und alle der 3 Patienten mit

Multiplem Myelom keine CR erreichten.

Bei 5 Personen sind innerhalb des beobachteten Zeitraums GvHD aufgetreten.
Vorausgegangen waren diesen jeweils eine andere Dosierung der DLI mit
2 x 10°, 10 x 106, 2 x 10 x 108, 1 x 107, 4 x 107 und 0,5 x 10% CD3+/ kg KG.
Von diesen war lediglich die DLI-Konzentration 2 x 10> CD3+/ kg KG eine der
durch uns intensiver betrachteten Dosierungen, die anderen Konzentrations-
stufen wurden nur wenigen der Patienten verabreicht. Durch diese Umstande ist
ein objektiver Vergleich der aufgetretenen GvHD nicht sinnvoll méglich.
Grundsatzlich handelt es sich bei funf Patienten mit GvHD zudem um eine sehr
geringe Stichprobe, die ohnehin wenig aussagekraftig ist. Hinzu kommt, dass
sowohl aGvHD wie cGvHD aufgetreten sind, wodurch die Anzahl der unmittelbar
miteinander vergleichbaren GvHD weiter sinkt.

Des Weiteren hatten die Patienten, die von einer GvHD betroffen
waren, unterschiedliche Grundvoraussetzungen. Diese betreffen einerseits das
Geschlecht, die Grunderkrankung, sowie die Indikation fur eine Behandlung mit
DLI. Dazu erhielten die Patienten die DLI, welche der GvHD vorausgegangen
war, zu unterschiedlichen Zeitpunkten ihres jeweiligen Zyklus mit unterschiedlich
vielen vorausgegangenen DLI in unterschiedlich hohen Dosierungen.

Aufgrund dieser vielen abweichenden Parameter ist eine reprasentative Aussage
Uber Auffalligkeiten in der Lymphozytensubpopulation bei Auftreten einer GvHD

aus den hier gewonnenen Ergebnissen nicht moéglich.
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Dies bestatigt jedoch erneut die Annahme, dass die in dieser Arbeit gemessenen
signifikant veranderten Zellen mit dem GvL-Effekt assoziiert sein missen, da
keine Korrelation zwischen behandlungsbedurftiger GvHD und den untersuchten
Dosierungen besteht.

In dieser Arbeit traten therapiebedurftige GvHD erst nach Ende der Therapie mit
allen DLI-Zyklen oder nach Verabreichen von DLI in sehr hohen Dosierungen
auf.

Zudem fallt auf, dass 4 der 5 von einer GvHD betroffenen Patienten an einer
Form der AML erkrankt waren und dass 3 der Patienten praemptiv mit DLI
behandelt wurden. Diese Umstande mussen nicht zwingend eine tiefere
Bedeutung haben, zumal von den 16 Patienten die AML die h&ufigste Erkrankung
und praemptiv die haufigste Indikation zur Behandlung darstellte. Allerdings
konnten diese Beobachtungen Hinweise auf derzeit noch nicht ausreichend

untersuchte Zusammenhange geben.

So kénnen mit dieser Arbeit einige in anderen Studien bereits gewonnene
Erkenntnisse bestétigt werden. Insbesondere der Zusammenhang zwischen der
Entstehung einer GvHD und einer hohen CD3+ -Zelldosis der DLI [45, 77, 78]
beziehungsweise der Grunderkrankung des Patienten [10, 45, 102].

4.1.3 Lymphozyten-Subpopulationen

Mehrere Studien haben sich mittlerweile mit der Thematik befasst, welche
Immunzellen fir den GvL- und welche fir den GvHD-Effekt verantwortlich sind.
Forscher sind sich einig, dass CD8+ -Zellen den wichtigsten Mediator der
GvL-Aktivitat darstellen [103-111]. Ebenso aktiv beteiligt sind jedoch auch NKT
und NK-Zellen [104].

Auch antigenspezifische Subgruppen der CD4+ -Zellen sind als relevante
Effektoren fur die GvL-Reaktion genannt worden [105], da sie Uuber die
Expression von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren  aktivierende,
unterstitzende und kontrollierende Eigenschaften besitzen. Zur Aufrecht-

erhaltung einer kompetenten Funktion von CD8+ -Zellen sind CD4+ -Zellen also
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unabdingbar [112], direkter Ausléser der GvL-Reaktion sind sie damit jedoch
eher nicht.

Bei Versuchen isolierte Zellreihen zu verabreichen, konnte GvHD zwar wirksam
reduziert werden, allerdings hatte dies auch Folgen wie fehlendes Engraftment,
Infektionen und erhdhte Rezidivraten [113].

Um also den grotmoglichen Effekt einer GvL-Aktivitat zu erzielen, ist ein
komplexes Zusammenspiel von CD8+, CD4+, NKT und NK-Zellen erforderlich
[108, 109].

In Hinblick auf die einzelnen Untergruppen der Zellreihen gibt es derzeit nur
wenige Erkenntnisse, welche fur die GvL-Reaktion verantwortlich sind. Es gibt
Hinweise darauf, dass naive, Effektorzellen und central memory -Zellen beteiligt
sind [108, 114, 115].

In dieser Arbeit liegt das Hauptaugenmerk auf den Subgruppen der
verschiedenen Zellreihen, um noch praziser herausarbeiten zu kénnen, wo im

Detail die fir den GvL-Effekt wirksame Immunmodulation stattfindet.

41.3.1 B-Lymphozyten

B-Lymphozyten erkennen Antigene und differenzieren dann in Plasmazellen, die
Antikdrper synthetisieren und sezernieren. Diese Immunglobuline kénnen
Mikroorganismen durch Opsonierung, direkte Neutralisierung und durch
Aktivierung des Komplementsystems inaktivieren. Sie spielen also eine wichtige
Rolle bei der pathogenspezifischen Immunabwehr. [116]

Auch bei der Bekdmpfung von soliden Tumoren nehmen sie durch lymphatische
Infiltration Uber ihr zytotoxisches Potential und der Rekrutierung und Aktivierung
von T-Zellen einen wichtigen Stellenwert ein [117-119]. Bei der Behandlung von
hamatologischen Neoplasien sind B-Lymphozyten jedoch nicht von grol3er
Bedeutung, zudem beruhen Immuntherapien hauptsachlich auf der Aktivierung
von T-Zellen [120].

Vor diesem Hintergrund war zu erwarten, dass sich die Anzahl der
B-Lymphozyten und ihrer Untergruppen durch das Verabreichen von DLI nicht
andert, weshalb sie als interne Negativkontrolle herangezogen wurden.

Durch das Ausbleiben von signifikanten Verdnderungen innerhalb der gesamten

B-Zell-Subpopulation innerhalb aller untersuchten Konzentrationsstufen zu
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jedem Zeitpunkt konnte bekraftigt werden, dass die DLI urséchlich far die

Immunmodulation innerhalb der T-Zellen waren.

4.1.3.2 T-Lymphozyten

Es wéare zu erwarten gewesen, dass die Gesamtzahl der Lymphozyten sich vom
Zeitpunkt vor Therapiebeginn mit DLI zur Messung nach der letzten DLI erhoht,
da durch die DLI viele CD3+ -Zellen infundiert worden sind. Auffallig ist jedoch,
dass die Anzahl der Gesamt-CD3+ -Zellen ohne signifikanten Anstieg geblieben
ist. Dies lasst vermuten, dass die infundierten Zellen grofiteils in Gewebe
migrieren oder in Apoptose gehen. Da nach DLI jedoch nachweislich eine
Reaktion im Sinne eines GvL-Effekts ausgeldst wird, ist es wahrscheinlich, dass
die verabreichten CD3+ -Zellen zwar nicht selbst aktiv werden, aber dennoch als

starker Induktor und Mediator der kdrpereigenen Immunreaktion fungieren.

T-Zellen unterliegen einer dynamischen Entwicklung, in der sie ver-
schiedene Differenzierungsstadien durchlaufen. Aus naiven T-Zellen, die noch
keinen Antigenkontakt hatten, entstehen so unterschiedliche Effektor- und
Gedéachtniszellen. [121-125]

Naive T-Lymphozyten sind die Hauptquelle fir das gro3e Repertoire der T-Zellen
und somit maf3geblich an der effektiven Reaktion des Immunsystems auf fremde
Reize beteiligt. Obwohl sie dadurch unentbehrlich sind, gibt es zahlreiche
Quellen, die naive T-Zellen als mitverantwortlich flir den GvHD-Effekt identifiziert
haben [56, 113-115, 126-134].

In dieser Arbeit konnte zu verschiedenen Zeitpunkten ein signifikanter Anstieg
der naiven T-Zellen verzeichnet werden, jedoch konnte kein direkter
Zusammenhang mit dem Auftreten von GvHD oder der GvL-Reaktion festgestellt
werden.

In den hier vorliegenden Messungen konnte ein signifikanter Anstieg der naiven
CD8+ -Zellen an Tag 7 in der mittleren Dosierung und an Tag 1 in der hochsten
Dosierung festgestellt werden. Zu diesen Zeitpunkten ist die Immunmodulation
bereits maximal aktiv und es werden neue CD8+ -Zellen benttigt, um eine

ausreichende Deckung mit den bendtigten Untergruppen zu gewdéhrleisten. Eine
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Rekrutierung von naiven CD8+ -Zellen zu diesem Zeitpunkt ist demnach sinnvoll
und ein passender Befund zu einer Immunreaktion.

Naive CD4+ -Zellen vermehrten sich signifikant in der niedrigsten Dosierung an
Tag 1, sowie in der mittleren Dosierung an Tag 7. Der bereits in der niedrigsten
Dosierung bestehende friihe Anstieg spricht dafiir, dass schon diese Dosierung
ausreichend war, um Reize fur das Immunsystem zu setzen. Wie bekannt ist
beginnt die Initiierung der GvL-Reaktion mit der Aktivierung der entsprechenden
Effektoren durch CD4+ -Zellen [112], die hier als Erh6éhung der naiven
CD4+ -Zellen zu erkennen ist. Der erneute Anstieg an Tag 7 der mittleren
Dosierung konnte die Vorbereitung auf die Ausbildung eines Immun-
gedachtnisses und eine hemmende Aktion der CD4+ -Zellen sein, damit es nicht

zu einer UberschiefRenden Immunreaktion, also zu einer GvHD kommt.

Initialisiert durch z.B. eine akute Infektion bilden sich Effektor-T-Zellen aus, die in
nicht lymphatisches, peripheres Gewebe einwandern kénnen und in der Lage
sind Zytokine und zytotoxische Molekile wie Perforine zu produzieren [135-137].
Effektorzellen sind eine sehr heterogene Gruppe. Sie lassen sich in EM und
EMRA unterteilen, die sich wiederum in einem frihen, mittleren und spéaten
Status der Differenzierung befinden kdnnen. [122, 136] Ihre Funktion besteht in
der antigenspezifischen Zytolyse, sowie der Ausschuittung von Interferon [123].
Das Endstadium stellen terminal effector -Zellen dar, die eine geringe
Proliferation und Funktion aufweisen und zum Absterben bestimmt sind [122,
137, 138]. Eine kleine Teilmenge bleibt nach Abklingen der Infektion jedoch
bestehen und differenziert sich in central memory -Zellen, die als langlebiges
T-Zell-Gedachtnis bestehen bleiben. Sie kdnnen sich selbst erneuern und
differenziertere Nachkommen bilden. Sie bewegen sich wie naive T-Zellen
wiederholt durch den Lymphknoten, bis sie auf antigenprasentierende Zellen
treffen. [135-137]

Die Effektorzellen EM und EMRA sind die einzigen Subpopulationen, bei denen
die Fahigkeit GvL zu vermitteln aber keine GvHD auszulésen vermutet wird [56,
115, 130, 132, 133]. Ihnen scheint also eine sehr wichtige Rolle fur das Erreichen

einer Remission zuzukommen.
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In dieser Arbeit waren CD8+ EM sowie EMRA in mittlerer Dosierung an Tag 1
und 7 signifikant gestiegen. In héchster Dosierung konnte ein Absinken der
EMRA an Tag 1 festgestellt werden. Betrachtet man zuséatzlich den Status der
Effektorzellen, so féallt auf, dass sich an Tag 7 bei mittlerer Dosierung der friihe
Status signifikant verringerte. Der mittlere Status erhéhte sich an Tag 1 und 7 der
mittleren Dosierung und wurde an Tag 7 der mittleren Dosierung abgel6st durch
den spaten Status, der an diesem und an Tag 1 der héchsten Dosierung
angestiegen ist. Blazar et al. zeigten, dass die GvL-Reaktion erhalten blieb und
GvHD reduziert wurde, wenn die CD28 Costimulation blockiert wurde [139]. In
diesem Sinne kénnte das Absinken der CD28+ -Zellen erklart werden. Die Zellen
im mittleren und spéten Status haben sich in anderer Quelle als die deutlich
effektiveren Zellen zur Immunabwehr gezeigt [140], so dass hier eine zur Literatur
passende Entwicklung stattfand. Parallel zur Abnahme des frilhen Status stiegen
die Zellen der anderen Status innerhalb der Dosierung 1 x 106 CD3+/ kg KG an,
was auf eine starke immunmodulatorische Wirkung der DLI hinweist und auf die
klinische Entwicklung in die gewinschte therapeutische Richtung hindeutet.
Dass innerhalb der Dosierung 5 x 106 CD3+/ kg KG keine EM und nur noch eine
verringerte Anzahl an EMRA zu messen war kdnnte dadurch erklart werden, dass
die Effektorzellen in peripheres Gewebe abgewandert sind.

Innerhalb der CD4+ -Zellen waren EM komplett unauffallig und EMRA wurden
innerhalb der niedrigsten Dosierung an Tag 7 einmal erhéht gemessen. Diese
initiieren die Aktivierung von CD8+ -Zellen. Vorausgegangen war diesem Anstieg
sieben Tage zuvor eine vermehrte Rekrutierung von naiven CD4+ -Zellen. Diese
bilden die Basis fur die Entstehung weiterer Subgruppen und sind somit die
Voraussetzung fir eine angehende Immunreaktion. Die gleichzeitige Erhdhung
von HLA-DR+ spricht ebenfalls fir eine Aktivierung der naiven Zellen und
bestétigt damit nicht nur eine vermehrte Anzahl, sondern auch eine erhdhte
Funktionalitdt. An Tag 7 nahmen central memory -Zellen signifikant ab, da sich
aus diesen die EMRA entwickelten. Die gesamten Veranderungen innerhalb der
niedrigsten Dosierung entsprechen einer logischen Abfolge von Veranderungen,
die eine anlaufende Immunreaktion anschaulich darstellen.

Terminal effector -Zellen konnten nur an Tag 7 der mittleren Dosierung erhoht

gemessen werden. Es fallen also entweder nur wenige enddifferenzierte Zellen
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an oder sie werden sehr schnell abgebaut, so dass sie in den Messungen dieser
Arbeit nur in geringem Mal3e auftauchen.

Interessanter ist jedoch die Entwicklung zu memory und central memory -Zellen.
Ein Anstieg von memory -Zellen konnte innerhalb der CD8+ -Zellen an Tag 7 der
mittleren und an Tag 1 der héchsten Dosierung und innerhalb der CD4+ -Zellen
an Tag 1 der hochsten Dosierung beobachtet werden. Central memory -Zellen
blieben innerhalb der CD8+ -Zellen unverandert, wahrend sie innerhalb der
CD4+ -Zellen nach ihrer Abnahme an Tag 1 in der niedrigsten Dosierung dann
an Tag 1 der hochsten Dosierung signifikant anstiegen. Dass der Verbrauch der
CD4+ central memory -Zellen der Induktion von EMRA -Zellen zur Aktivierung
der CD8+ -Zellen dient, wurde oben bereits ertrtert. Die Vermehrung spricht fir
die Ausbildung eines zentralen Gedachtnisses am Ende der Immunreaktion, die
durch die Erh6hung von CD4+ -Treg eingeleitet wurde. Das ein entsprechender
Anstieg innerhalb der CD8+ -Zellen fehlt, kbnnte daran liegen, dass central
memory -Zellen in lymphoides Gewebe migrieren und deshalb durch die
Messungen im peripheren Blut nicht erfasst wurden. Die Entwicklung innerhalb
der Gedachtniszellen dokumentiert jedoch eine sichtbare Ausbildung eines
immunologischen Gedéachtnisses.

Ein klarer Hinweis auf eine bevorstehende oder verhinderte GvHD wurde durch
die Veranderung der Effektor- und Gedachtniszellen nicht gefunden. Dies
entspricht der Studienlage, die keine eindeutige Beziehung zwischen GvHD und
diesen Subgruppen herstellen konnte. Einige Quellen postulieren eine Auslésung
von GvHD durch Effektor- und Gedachtniszellen [56, 106, 113-115, 126-133,
141, 142], andere wiederum verneinen genau diesen Zusammenhang [113, 115,
130].

Aktivierungsmarker auf der Zelloberflache von T-Zellen kdnnen verschiedene
Phasen einer Immunaktivierung beschreiben. Der erste Marker in der Frihphase
ist CD69, dessen Expression innerhalb der ersten 3-12 Stunden ansteigt, bis 24
Stunden erhoht bleibt und danach wieder abnimmt. Der Marker CD25, der
konstitutiv auch auf Treg und ruhenden memory-Zellen vorhanden ist, beginnt
seinen Anstieg nach 24 Stunden und bleibt einige Tage erhéht. Die Spatphase
wird durch die HLA-DR+ -Expression nach 24 Stunden induziert und bleibt dann

bis zu einigen Wochen anhaltend hoch. [143]
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Ein Anstieg des Markers CD69+ konnte Uber alle Dosierungen hinweg weder bei
den CD4+, noch bei den CD8+ -Zellen gemessen werden. Da die erste Messung
innerhalb dieser Arbeit erst nach 24 Stunden stattfand, war zu erwarten, dass
hier keine Veranderungen stattfinden.

Der Marker CD25+ wurde nur einmal erh6ht gemessen, namlich einen Tag nach
der DLI in hochster Dosierung innerhalb der CD4+ -Zellen. Diese Erhdhung fand
parallel zu der Erhohung der CD4+ -Treg Statt und auch sonst wurden keine
Veranderungen innerhalb der CD25+ -Zellreihe festgestellt. Dadurch wird
ersichtlich, dass es sich hierbei nicht um die Darstellung des Aktivierungsmarkers
handelt, sondern um die Messung von CD4+ -Treg. Wahrscheinlich ist, dass der
Anstieg des Aktivierungsmarkers CD25+ erst uber die 24 Stunden hinaus
stattfindet und sieben Tage nach DLI bereits abgeflacht ist und deshalb durch die
Messungen hier auch nicht erfasst werden wirde.

Auch HLA-DR+ dient dazu den Aktivitatsgrad zu messen, eine Erh6hung weist
also darauf hin, dass Zellen funktionell aktiv sind. Dies ist einen Tag nach DLI in
der niedrigsten Dosierung der CD4+ -Zellen der Fall, sowie innerhalb der
CD8+ -Zellen an Tag 1 und 7 der mittleren Dosierung, sowie an Tag 1 der
hochsten Dosierung. Eine Vermehrung dieses Markers wurde auch immer nur
dann erfasst, wenn auch eine Erhéhung von Lymphozytensubpopulationen
gemessen werden konnte. Dies lasst den Schluss zu, dass ein Anstieg von Zellen
auch fur eine Aktivierung dieser Untergruppen spricht, auch wenn die Anzahl von
Zellen primar nicht unbedingt eine Aussage uber deren Funktionalitat zuldsst. In
diesem Fall sind innerhalb der CD8+ -Zellen neben einer signifikanten Erhdhung
von HLA-DR+ mehrere Zellreihen signifikant gestiegen, so dass nicht mit
Sicherheit zugeordnet werden kann fir welche Zellen dieser Zusammenhang
besteht. Die Aktivierung kénnte also theoretisch auch nur fir einen Teil dieser in

vermehrter Anzahl gemessenen Zellen gultig sein.

Bei chronischen Infektionen oder Tumorerkrankungen entwickelt sich das
T-Zell-Gedéachtnis durch einen anhaltenden hohen Antigenspiegel nicht effizient
und es bilden sich exhausted T-Zellen. Diese Zellen sind nicht in der Lage
in einen antigen-unabhangigen Ruhezustand Uberzugehen, wie dies bei

memory -Zellen der Fall ist. Viel mehr befinden sie sich in einer metabolischen
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Entwicklung mit verminderter Proliferationskapazitat, Verlust von Effektor-
funktionen und einer erhdhten und anhaltenden Expression von inhibitorischen
Rezeptoren. Sinn ihrer Entstehung ist vermutlich der Schutz des Wirts vor
Autoaggressivitat, hat aber andererseits eine begrenzte Kontrolle von

Krankheitserregern und onkologischen Erkrankungen zur Folge. [135, 144]

In dieser Arbeit waren exhausted -Zellen an Tag 1 und 7 in mittlerer Dosierung,
sowie an Tag 1 in hochster Dosierung signifikant erhoht. Durch die anhaltende
Aktivierung des Immunsystems aufgrund der Neoplasie und die Verstarkung
durch die DLI resultierte daraus eine vermehrte Bildung dieser Zellen. Eine Studie
von Bachireddy et al. deutet darauf hin, dass CD4+ -Zellen durch DLI
moglicherweise in der Lage sein kdnnten exhausted -Zellen zu reaktivieren und
deren bereits erfolgte Spezifikation zu nutzen, um einen schnelleren und
groReren Antitumor-Effekt zu induzieren [145]. Jedoch hat sich die Anzahl der
exhausted -Zellen in dieser Arbeit parallel zur Vermehrung anderer CD8+ -Zellen
erhoht. Dies deutet darauf hin, dass diese als Folge einer verstarkten
Rekrutierung von CD8+ -Zellen, die den exhausted -Zellen vorausgehen,
entstanden sind und keine Reaktivierung erfahren haben. Aul3erdem kann kein
Zusammenhang mit der Erh6hung bestimmter CD4+ -Zellen hergestellt werden,
was ebenfalls zur Unterstutzung dieser These beitragt. Die Studie von
Bachireddy et al. behandelte allerdings nur CML-Patienten, so dass dies der
entscheidende Unterschied zu der hier vorliegenden Arbeit sein kénnte und aus

diesem Grund keine vergleichbaren Ergebnisse erzielt wurden.

Aktivierte CD4+ -Zellen kdnnen je nach Zytokinsezernierung in unterschiedliche
Helferzellgruppen eingeteilt werden [146], die dementsprechend unter-
schiedliche Aufgaben im Immunsystem (Ubernehmen. Dabei aktivieren Thl
Makrophagen, um intrazellulare Erreger zu eradizieren und fordern die
Entwicklung von zytotoxischen T-Zellen [147]. Th2 dienen der Abwehr parasitarer
Infektionen, indem sie die Entwicklung und Aktivierung eosinophiler
Granulozyten unterstitzen [147, 148]. Die Aufgabe von Thl7 besteht in der
extrazellularen Abwehr von Bakterien und Pilzen [149], sowie der Aktivierung von
NK-Zellen, CD8+ -Zellen, B-Zellen und Makrophagen [150].
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In den CD4+ -Untergruppen Thl, Th2 und Th17 wurde in keiner Dosierung eine
signifikante Anderung der Zellzahl gemessen. Da diese Helferzellgruppen
hauptséachlich fur die Abwehr von Parasiten, Bakterien und Pilzen sowie zur
Aktivierung von Makrophagen notwendig sind, war ein Gleichbleiben der
Zellzahlen zu erwarten, da in unserem Patientenkollektiv zwischen Tag 1 und 7
nach DLI in keinem Zyklus Infektionen auftraten. Wie die B-Zellzahlen bestatigen
auch die ausbleibenden Veranderungen der Helferzellen, dass DLI und keine
anderen Ursachen verantwortlich fir die gemessenen Werte sind. Zwar
aktivieren CD4+ -Helferzellen auch NK und CD8+ -Zellen, jedoch ist hierfur erst
eine Aktivierung der Helferzellreihe durch mindestens eine der oben genannten
Ausloser von Noten, da entsprechende Funktionen nicht losgel6st voneinander

ablaufen kdnnen.

Treg regulieren die Immunantwort, indem sie die Aktivitat selbstreaktiver T-Zellen
unterdriicken. Dies geschieht Uber unterschiedliche Mechanismen wie
Suppression oder Apoptose von Effektorzellen, Aufnahme grofRer Mengen an
Interleukinen, Unterdrickung der Reifung naiver T-Zellen, Modulation der
Funktion Antigen prasentierender Zellen, Immunsuppression von NK und
B-Zellen und Aktivierung dendritischer Zellen, die selbst wiederum Treg -Zellen
aktivieren. Eine Unterfunktion der Treg hétte eine Autoimmunitat, eine

Uberfunktion eine Immunsuppression und Tumorentstehung zur Folge. [151-156]

Die Beziehung zwischen der Anzahl von Treg und der Entwicklung einer GvHD ist
umstritten. In zahlreichen Untersuchungen konnten diesbeziiglich keine
einheitlichen Ergebnisse erzielt werden.

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass CD4+ -Treg in der Lage sind GvHD zu
unterdriicken, ohne den GvL-Effekt negativ zu beeinflussen [106, 107, 110, 157-
159].

Heinrichs et al. [160] kamen zu dem detaillierteren Ergebnis, dass einerseits
Spender-CD4+ -Treg zwar wirksam eine GvHD verhindern, aber die GvL-Aktivitat
aufheben, und Spender-CD8+ -Treg andererseits den GvL-Effekt unbeeinflusst
lassen, wahrend die GvHD allerdings nur magRig reduziert wird. Sie
schlussfolgerten, dass das Verabreichen einer Kombination aus CD4+ und CD8+

-Tregs die erfolgversprechendste Option darstellt.
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Nach Transplantation einer hohen Anzahl an Treg bestétigten die meisten Studien
einen Schutz vor GvHD [161-165]. Danby et al. berichteten sogar von einem
verbesserten Gesamtiberleben und einer verringerten Moralitat ohne
Rezidiv [166]. Studien, in denen die Anzahl der Treg im Blut gemessen wurde,
bekraftigten dies mit der Feststellung, dass niedrige Zahlen an Treg bzw.
eine mangelhafte numerische Erholung von Treg mit cGVHD vergesellschaftet
war [167, 168]. Bei aGvHD wurde ein Absinken der Treg im Verhaltnis zur
Gesamt-CD4+ -Zellzahl beobachtet [169].

Doch es wurde nach Transplantation von Treg auch von unginstigen
Auswirkungen auf das klinische Ergebnis berichtet [170], was auch in anderen
Studien durch in vivo Messungen hoher Mengen an Treg zutraf [171-175]. Im
Umkehrschluss zeigen Hofmann et al., dass eine abnehmende Anzahl an Treg im
Blut bei klinischen Respondern und eine stabil bleibende Anzahl bei
Nonrespondern zu finden war [176].

Andere Studien wiederum konnten keinen Zusammenhang zwischen der Anzahl
der verabreichten Treg und der Entstehung einer GvHD nachweisen [177, 178].
Weitere Studien kamen zu dem Schluss, dass nicht nur die Treg -Zahl allein,
sondern das Gesamtgleichgewicht von Treg, myeloiden Suppressorzellen und
Effektorzellen die Auswirkungen auf GvHD und GvL steuert [106, 160, 179-184].

In der vorliegenden Arbeit konnten kaum Verdnderungen der Treg -Zahl
festgestellt werden. In den CD8+ -Lymphozyten wurden keine signifikanten
Anderungen gemessen und in den CD4+ -Lymphozyten lediglich eine Erhéhung
an Tag 1 in der héchsten Dosierung. Letztere spricht dafur, dass eine sehr starke
Aktivierung des Immunsystems stattgefunden hat, die eine Suppression zum
Schutz vor GvHD notwendig gemacht hat. In Form einer Gegenregulation fand
deshalb ein Anstieg der Treq Statt. Als logische Folge konnte sieben Tage spater
beobachtet werden, dass keine der zuvor angestiegenen Zellreihen noch
signifikante Erhdhungen verzeichnete. Lediglich die NK-Zellen waren vermehrt,

was womdglich die Bildung von memory NK-Zellen abbildet.

Aus der Abnahme beziehungsweise dem Gleichbleiben der CD8+ -Effektorzellen
an Tag 1 und dem Ausbleiben von Veranderungen jeglicher CD8+ -Untergruppen

an Tag 7 ist zu schliel3en, dass innerhalb der héchsten Dosierung offensichtlich

50



eine so starke Aktivierung des Immunsystems stattfand, dass diese zu einer
Stagnation der GvL-Reaktion fuhrte. Dies konnte Ausdruck dafir sein, dass die
Dosierung der DLI hier zu hoch war, die Anzahl der stattgehabten DLI-Zyklen
ausreichend war oder der Abstand zum vorhergehenden DLI-Zyklus zu kurz war.
Dieser Befund stellt eine sehr wichtige Erkenntnis fir die klinische Anwendung
dar. Denn diese Entwicklung kdnnte bei einem kinftigen Monitoring einen
Hinweis darauf geben, dass an diesem Punkt die Dosiseskalation oder auch
weitere DLI-Zyklen vermieden werden sollten oder der Abstand zum
nachsten Zyklus vergroRert werden musste, um GvHD oder das Ausbleiben einer
GvL-Reaktion zu verhindern.

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich dieser Zusammenhang klinisch jedoch nicht
so deutlich wie auf zellularer Ebene, was die Schwierigkeit der unmittelbaren

Anwendbarkeit deutlich macht.

4.1.3.3 NK-ahnliche T-Lymphozyten

NKT-Zellen besitzen einerseits einen T-Zell-Rezeptor, der prasentierte Antigene
erkennt und sind andererseits auch in der Lage ohne Voraktivierung Zytokine
auszuschutten. Durch diese Funktionen und ihre Oberflachenmolekile lassen sie
sich sowohl den regulatorischen T-Zellen als auch den NK-Zellen und somit
dem unspezifischen Immunsystem zuordnen. [185-188] NKT-Zellen aktivieren
NK-Zellen und CD8+ -Zellen [189] und haben direkte zytolytische und zyto-
toxische Effekte auf Tumorzellen [186, 190]. Sie haben also beziiglich Tumoren
sowohl immunregulatorische als auch suppressive und damit protektive
Fahigkeiten [185, 189, 191].

In Studien konnte gezeigt werden, dass NKT-Zellen eine Schlisselrolle in der
Vermittlung des GvL-Effekts zukommt [104, 105, 108, 109]. Eine erhohte Zellzahl
von NKT-Zellen scheint mit einer besseren Prognose bei Tumoren ver-
bunden zu sein [192-201] und schutzt vor GvHD [202, 203]. Dennoch kann durch
NKT-Zellen unter gewissen Bedingungen auch eine Abstollung des
Transplantates verursacht werden [204]. Hauptbeschrankung im Einsatz von

NKT-Zellen stellen tumorinduzierte Veranderungen von Anzahl und Funktion der
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NKT-Zellen dar [192, 193, 195-197, 200, 205, 206]. Wie diese umgangen oder

aufgehoben werden kdnnen ist Gegenstand aktueller Forschungen.

Die derzeitige Studienlage spiegelt sich in den Ergebnissen dieser Arbeit wider,
in der signifikante Anderungen der NKT-Zellen einen und sieben Tage nach DLI
mit 1 x 10® CD3+/ kg KG und einen Tag nach DLI mit 5 x 10® CD3+/ kg KG
ermittelt werden konnten. Die Korrelation mit signifikanten Anderungen in
der CD8+ -Population spricht fur die Rekrutierung dieser Zellreihen infolge der
Aktivierung von NKT-Zellen.

Die erhdhte Anzahl von NKT-Zellen entspricht hier einer Aktivierung dieser Zellen
assoziiert mit einem aktiven GvL-Effekt. Die fehlende Erh6hung dieser Zellreihe
in der niedrigsten Dosierung der DLI kénnte darauf hindeuten, dass eine hdhere
Dosierung der DLI notwendig ist, um den GvL-Effekt ausreichend zu stimulieren
und verdeutlicht, warum DLI in mehreren Zyklen verabreicht werden missen, um

eine ausreichende Immunmodulation zu erreichen.

4.1.3.4 NK-Zellen

NK-Zellen gehdren zur unspezifischen Abwehr des Korpers und lysieren von
Viren befallene oder mutierte korpereigene Zellen. CD56bright CD16dim -Zellen
vermehren sich nach Aktivierung stark und produzieren Zytokine und
Chemokine. CD56dim CD16bright -Zellen besitzen das grofl3ere zytotoxische
Potential und werden vor allem durch verminderte Expression des
Membranproteins Haupthistokompatibilitatskomplex-l (MHC-1) aktiviert. Da
Tumorzellen héaufig eine geringere MHC-I-Molekil-Dichte  aufweisen,
kommt CD56dim CD16bright -Zellen in der Tumorbekampfung eine besondere
Bedeutung zu. [207, 208]

Viele Studien bestatigen, dass NK-Zellen wesentlich an der Vermittlung des
GvL-Effekts beteiligt sind [105, 209-214]. Bei onkologischen Patienten zeigte
sich, dass die Aktivitat der korpereigenen NK-Zellen haufig reduziert ist [215].
Versuche mit der Verabreichung von autologen NK-Zellen fuhrten nicht zu

anhaltenden GvL-Effekten [216-219]. Es ist also eine Infusion von voll
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funktionsfahigen Spender-NK-Zellen fir den erfolgreichen Einsatz in Bezug auf
den GvL-Effekt notwendig.

Zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen Forscher in Bezug auf die GvHD.
Einerseits konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen in der Lage sind das Auftreten
von GvHD zu reduzieren [210, 211] oder sogar zu verhindern [212-214].
Andererseits gab es auch Ergebnisse, bei denen GvHD durch aktivierte
NK-Zellen gefordert wurde. Insbesondere durch die Produktion (oder
Verabreichung) von proinflammatorischen Zytokinen kam es zu vermehrter
Aktivierung von T-Zellen und somit zum vermehrten Auftreten von GvHD [220-
222], teilweise aber auch zu verstarkten GvL-Effekten [220].

Im Gegensatz zu den unterschiedlichen Ergebnissen bei erhohter Aktivitat der
NK-Zellen scheint eine erniedrigte NK-Zellaktivitat im peripheren Blut mit einem

erhohtem Tumorrisiko verbunden zu sein [223].

In dieser Arbeit vermehrten sich CD56dim CD16bright -Zellen 7 Tage nach DLI
innerhalb der niedrigsten Konzentrationsstufe signifikant. Diese konnten
zytotoxische NK-Zellen darstellen, die durch Zytokinausschittung der
verabreichten funktionsfahigen Spender-NK-Zellen aktiviert wurden. Allerdings
ware dadurch nicht erklart, warum eine ahnliche Reaktion nicht auch in den
anderen Konzentrationsstufen vorlag.

In der mittleren Konzentrationsstufe fand keine positive oder negative signifikante
Abweichung der NK-Zellzahl statt. Eine gleichbleibende Zellzahl ist nach der
derzeitigen Studienlage im Gegensatz zu einer verringerten Zellzahl dennoch als
positiver Status zu werten [215, 223].

Da zudem bei den meisten Patienten dieser Arbeit eher molekulare Marker
auffallig waren, kénnte dies ebenso ein Grund fir die ausbleibende Erhéhung
von NK-Effektorzellen gewesen sein. Dies wirde dann auch die fehlenden
Auffalligkeiten innerhalb der CD56bright CD16dim -Zellen erklaren.

NK-Zellen sind ebenfalls eine heterogene Gruppe und bilden wie T-Zellen unter
anderem auch Gedachtniszellen aus [211, 224-226]. Diese konnen durch
Kreuzreaktivitat auch nach Aktivierung durch tumorfremde Ausléser an der
Tumorbek&dmpfung mitwirken [226], indem sie durch Zytokine und Chemokine
CD56dim CD16bright -Zellen aktivieren.
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Dies konnte gleichermal3en als Erklarungsmodell fur den Anstieg der
CD56dim CD16bright -Zellen als NK-Effektorzellen innerhalb der ersten
Konzentrationsstufe 7 Tage nach DLI dienen. Damit ware auch der zeitliche
Abstand zur DLI begrundet. Aul3erdem konnte die Bildung von
NK-Gedachtniszellen urséchlich fur die Erhdhung der NK-Gesamtpopulation
7 Tage nach Verabreichen der DLI innerhalb der héchsten Konzentrationsstufe

sein.

4.2 Starken und Schwéchen

Die Starken dieser Arbeit liegen insbesondere an der sehr feinen Methodik und
an der zeitgleichen Betrachtung von vielen einzelnen Lymphozytensub-
populationen. Bisher gab es noch keine Studie, die die Auswirkungen von DLI
anhand von so vielen Untergruppen gemessen und verfolgt hat. In den meisten
Forschungen wurden eine bis drei Lymphozytensubpopulationen isoliert
verabreicht und dann Veranderungen innerhalb dieser Gruppen gemessen. Die
Veranderungen beruhten in diesen Féllen auf einer schon zu Beginn ungleichen
Anhaufung von bestimmten Untergruppen. Andere Studien untersuchten den
Einfluss unterschiedlichster Mediatoren auf bestimmte Subpopulationen oder
aktivierten einzelne Zellreihen vor den Messungen.

In dieser Arbeit jedoch wurde Wert darauf gelegt das physiologische
Gleichgewicht der Zellen abzubilden. Aus diesem Grund wurden nicht
manipulierte DLI verwendet und ein moglichst groRes Spektrum an Untergruppen
gemessen. Dies ermoglicht eine sehr genaue Abbildung der Veranderung von
Zellzahlen innerhalb einer nattrlichen Umgebung und befindet sich so sehr nah
an der tatsachlichen Auswirkung der therapeutischen Anwendung im klinischen
Alltag.

Eine so aufgebaute Arbeit ist in dieser Form bisher noch nicht existent und ist

vielen anderen Untersuchungen dadurch tberlegen.

Die grol3e Schwéche dieser Arbeit liegt in der Probandenzahl, der Heterogenitat
des Patientenkollektivs und des relativ geringen Nachbeobachtungszeitraums

ohne regelmallige Analyse der Lymphozytensubpopulationen.
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In die Studie sind lediglich 16 Patienten aufgenommen. Je hdher jedoch die
Anzahl an Patienten ist, desto genauer und reprasentativer werden die
Ergebnisse. Dies ist auch ursachlich dafir, dass das Ziel, Hinweise fur eine
Zellveranderung bei GvHD zu finden, nicht erreicht werden konnte.

Zudem hatten die Patienten unterschiedlichste Grundvoraussetzungen. Sie litten
an verschiedenen Grunderkrankungen und standen innerhalb ihrer Erkrankung
an unterschiedlichen klinischen Wegpunkten. Deshalb erhielten sie die DLI
aufgrund unterschiedlicher Indikationen mit einem individuellen Therapieplan mit
einem jeweils anderen Eskalationsschema fur die Verabreichung von DLI. Sie
starteten und endeten also mit unterschiedlichen DLI-Dosierungen und einer
jeweils anderen Anzahl an DLI-Zyklen und erhielten von den in dieser Arbeit
betrachteten Konzentrationen nicht immer alle drei.

Dadurch sind das Patientenkollektiv und die individuellen Auswirkungen der DLI
nicht optimal miteinander vergleichbar. Es ist moglich, dass die tatséchlichen
Resultate in Wahrheit groReren Schwankungen unterliegen, als die hier
zusammengefassten Ergebnisse vermuten lassen. Oder, dass aufgrund groé3erer
Abweichungen andere Zusammenhénge nicht als solche erkannt werden

konnten.

4.3 Fazit

Naiven Zellen wurden in vorangegangenen Studien sowohl ein Beitrag zur
GvL-Reaktion als auch zur GvHD attestiert. In dieser Arbeit gab es jedoch keinen
Hinweis auf die Auslésung einer GvHD durch naive Zellen, allerdings wurde auch
kein Anhalt fir die aktive Vermittlung einer GvL-Reaktion gefunden. Vielmehr
konnten naive Zellen als elementare Untergruppe fir eine funktionsfahige
Immunreaktion identifiziert werden, da sie die Basis bilden, aus der sich sowohl
Effektorzellen als auch Gedachtniszellen entwickeln.

Gedachtniszellen, denen ebenfalls Verantwortung fir den GvL-Effekt und die
GvHD zugeschrieben wurden, sind in dieser Arbeit ebenfalls nicht als direkt
daran beteiligt aufgefallen. Vielmehr ermdglichen Gedachtniszellen nach
erneuter Aktivierung durch die DLI eine schnellere Reaktion, wie dies an der

Umwandlung von central memory -Zellen in EMRA -Zellen innerhalb der
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niedrigsten Konzentrationsstufe der CD4+ -Zellen zu erkennen ist. Dadurch sind
auch sie am GvL-Effekt beteiligt, aber nicht direkter Ausloser.

Effektorzellen wurden hier als die wichtigsten Zellen zur Auslésung eines
GvL-Effekts ermittelt. Sie scheinen aulerdem der sensibelste Marker zu sein,
wenn es zu erkennen gilt, ob noch GvL-Aktivitdat vorhanden ist. Sie sind die
einzigen Zellen, die an Tag 1 innerhalb der héchsten Dosierung - dem Punkt, an
dem mutmallich eine Gegenregulation des Immunsystems stattfindet - erniedrigt
gemessen wurden. Dabei scheinen die Zellen im mittleren und spaten Status
besonders effektiv zu sein, die Zellen im frlhen Status eher unwichtig oder
vielleicht sogar von gegenteiliger Wirksamkeit.

Die Erhéhung von exhausted -Zellen scheint den GvL-Effekt zumindest nicht
einzuschranken und auch keine GvHD zu induzieren. Die Idee diese Zellen
wieder zu reaktivieren ist interessant und birgt in Hinblick auf ihre Anzahl
sicherlich auch ein enormes Potential. Womdglich konnte die These der
Reversibilitat von exhausted -Zellen durch die Arbeit aufgrund des heterogenen
Patientenguts nicht bestatigt werden.

Terminal effector -Zellen spielten weder in friheren Studien noch innerhalb
dieser Untersuchungen eine entscheidende Rolle.

CD4+ -Treg, die bisher in den meisten Studien untersucht wurden und als
Schlusselzellen zur Verhinderung der GvHD bekannt sind, sind auch hier von
entscheidender Bedeutung. Ihr Anstieg markiert wahrscheinlich den Moment, an
dem sich eine GvHD zu entwickeln droht. Sie sind also der wichtigste Indikator
dafir, dass die laufende Therapie evaluiert und angepasst werden muss.

Die Veranderungen innerhalb der CD4+ -Untergruppen bestatigen, dass diese
zwar fur eine effektive CD8+ -Immunantwort unterstiitzend wichtig sind, aber
mutmallich selbst keinen aktiven Anteil am GvL-Effekt haben. EMRA scheinen
hier die bedeutsamste Untergruppe flur die Anregung der Effektoren der CD8+
und NKT -Zellen darzustellen.

NKT-Zellen wurden bisher sowohl fur den GvL-Effekt als auch fur die GvHD
verantwortlich gemacht. Auch in dieser Arbeit konnten sie als am GvL-Effekt
beteiligt identifiziert werden, wohingegen eine Assoziation mit GvHD nicht
festgestellt werden konnte.

NK-Zellen, die ebenfalls an der GvL-Reaktion beteiligt sein sollen, waren in

diesen Messungen weitestgehend unauffallig. Offenbar sind sie bei soliden
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Tumoren deutlich relevanter, hier scheinen sie eher eine supportive Rolle
einzunehmen, wie auch die CD4+ -Zellen. Interessant ist jedoch der Hinweis auf
die Ausbildung von memory NK-Zellen, die eventuell eine entscheidende Rolle
bei der Erhaltung der Remission einnehmen konnten.

Durch die Aktivierungsmarker konnte demonstriert werden, dass die Anzahl der

Zellen auch mit ihrer Funktionalitat korreliert.

Hinsichtlich der Veranderungen der Subpopulationen wahrend der Entwicklung
einer GVvHD konnten innerhalb dieser Arbeit nicht genug Daten gesammelt
werden, um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Das Resultat der
Messungen hier spiegelt am ehesten die Veranderung der Lymphozyten-
subpopulationen bei Remission wider.

Zur Dosierung der DLI lasst sich hervorheben, dass mit diesen drei
Konzentrationen eine sehr gute Auswahl getroffen wurde, da sie viele Aspekte
innerhalb einer durch DLI hervorgerufenen Immunmodulation darstellen.
Innerhalb der niedrigsten Dosierung lasst sich ein Anstol3en einer Immunreaktion
erkennen. Die mittlere Dosierung zeigt das volle Bild einer Immunmodulation und
bildet typische Veranderungen der Subpopulationen ab. Innerhalb der héchsten
Dosierung ist ein Umschlagpunkt zu sehen, an dem die laufende Immunreaktion

durch kdrpereigene Mechanismen blockiert wird.
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5. Ausblick

Die Idee und Methodik dieser Arbeit legen den Grundstein fir die Intensivierung
der Forschung mit &hnlichen Methoden, um die hier erworbenen Ergebnisse
zu verifizieren und zu erweitern. Es ware gewinnbringend eine groRRere
Studie anzustreben, die mehr Patienten und ein besser vergleichbares
Patientenkollektiv beinhaltet. Die Parameter, die beachtet werden sollten, sind
Grunderkrankung, Zeitpunkt der DLI zum Zeitpunkt der HSCT, Indikation flr DLI,
die klinische Situation des Patienten, Dosierungen der DLI mit Anzahl von Zyklen
und Dosiseskalationsstufen.

Dies macht bereits deutlich, wie vielschichtig und komplex sowohl die
Anwendung von DLI als auch die Auswirkungen von DLI auf den Organismus
sind. Um ausreichend viele vergleichbare Ergebnisse auf so vielen Ebenen zu
finden, ist eine sehr grol3e Patientenzahl notwendig. Zudem muss bedacht
werden, dass in die Planung und Entwicklung eines individuell patienten-
orientierten Therapiekonzepts viele Faktoren mit einflieBen. Das macht eine
solche Studie zu einem sehr aufwendigen und schwierigen Unterfangen.
Insbesondere sollte dem Monitoring der Veranderung der Subgruppen innerhalb
der DLI-Zyklen intensive Beachtung geschenkt werden, um Kkuinftig sicher
vorhersagen zu kdnnen, ob die Therapie den gewlnschten Erfolg bringen wird
oder Komplikationen drohen und das Therapiekonzept angepasst werden sollte.
Des Weiteren sollten die Beobachtungen auch anschlie3end an die DLI-Zyklen
fortgefuhrt werden, um die Erhaltung der Remission oder das Auftreten von
Rezidiven auf zellularer Ebene darstellen zu kdnnen. Vorstellbar ware das
Immunpanel zum Immunmonitoring als Verlaufskontrolle nach abgeschlossener

Behandlung zu verwenden.

Die in dieser Arbeit angesprochene Reaktivierung von exhausted -Zellen und die
Entstehung von NK-Gedachtniszellen sind ebenfalls interessante Themen, die
noch mehr Aufmerksamkeit benétigen, um deren eventuelles Potential beurteilen

zu konnen.
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Eine weitere Mdglichkeit - wenn auch mit anderen Vor- und Nachteilen - ist die
Verabreichung von mononuklearen Zellfraktionen, um zellulare Mechanismen
intensiver zu verstehen und so zur Entwicklung einer besseren T-Zell-basierten

Therapie beizutragen.

Ebenfalls relevant sind jedoch auch Vorgadnge auf nicht zellularer Ebene, die
durch Mediatoren wie Zytokine, Chemokine, Zell-Zell-Kontakte und Antigene
vermittelt werden und die Anzahl und Funktionalitat der einzelnen Untergruppen
beeinflussen. Auch hierzu gibt es bereits viele Studien, die jedoch bisher keine
ausreichenden Ergebnisse geliefert haben, um dahingehend ein effektives

Therapiekonzept zu entwickeln.

DLI ist jedoch nicht nur fir die monotherapeutische Anwendung, sondern - wie
bereits in vielen Studien schon thematisiert - auch fur die kombinierte Anwendung
eine wichtige Ressource. Genannt seien an dieser Stelle die Kombination mit
Immuncheckpointinhibitoren, Tyrosinkinase-Inhibitoren oder Kinase-Inhibitoren,
modifizierte DLI (wie lymphodepletierte, aktivierte oder G-CSF geprimte DLI),
antigenspezifische DLI (wie cytotoxische T-Lymphozyten (CTLs)) oder gen-
technisch veranderte DLI (wie veranderte T-Zellen des T-Zell-Rezeptors (TCR)
oder des chimaren Antigenrezeptors (CAR)). Auch hier gilt es viele Faktoren zu

berticksichtigen, weshalb noch intensiv geforscht und entwickelt werden muss.

Viele dieser Ansatze sind vielversprechende Optionen, um ein effektives und
sicheres Therapiekonzept zu entwickeln, allerdings auch eine sehr grof3e
Herausforderung. Mit dieser Arbeit ist ein weiterer wichtiger Schritt in Richtung
des stetig selben und bisher nicht hinreichend erlangten Ziels getan: Die Therapie
von malignen Neoplasien durch die Entwicklung einer Methode zur Erhéhung des
GvL-Effekts mit Reduktion der GvHD.
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6. Zusammenfassung

Donorlymphozyteninfusionen (DLI) nach allogener Stammzelltransplantation
sind eine etablierte Methode zur Erzielung eines Graft-versus-leukemia
(GvL) -Effekts und einer langfristigen Remission bei verschiedenen malignen
hamatologischen  Neoplasien. Eine DLI kann  prophylaktisch  bei
Hochrisikopatienten, praemptiv bei Patienten mit gemischtem Chimarismus oder
molekularer Persistenz der hamatologischen Neoplasie oder als therapeutische
Option bei einem hamatologischen Rezidiv verabreicht werden.

Ein relevantes Problem bei der Verabreichung von DLI stellt jedoch das Risiko
einer Graft-versus-host Erkrankung (GvHD) als limitierender Faktor in der
erfolgreichen Tumorbehandlung mittels Immunmodulation dar.

Bisherige Bemuhungen den GvL-Effekt von der Entwicklung einer GvHD zu
trennen sind bisher nicht ausreichend gelungen. Dies ware ein wichtiger
Fortschritt, um eine effektive und sichere Anwendung von DLI zu entwickeln.
Hierzu ist ein genaueres pathophysiologisches Verstandnis auf zellularer Ebene
nach der Gabe von Spenderlymphozyten nétig.

In der vorliegenden Arbeit wurden bei 16 Patienten nach Verabreichen von DLI
in unterschiedlichen Dosierungen CD4+, CD8+, NK und NKT-Zellen sowie ihre
jeweiligen Untergruppen im peripheren Blut mittels Immunphéanotypisierung
analysiert. Als interne Negativkontrolle wurden absolute B-Zellen und deren
Untergruppen herangezogen, die nach DLI wie erwartet keine signifikanten
Anderungen aufwiesen. Die verabreichten DLI hatten die Dosierungen 2 x 105,
1 x 108 und 5 x 10° CD3+/ kg KG. Die Ergebnisse von jeweils einem und sieben
Tage nach der DLI wurden mit der Messung vor der DLI verglichen.

Nach Anwendung der niedrigsten Dosierung konnten keine signifikanten
Veranderungen der CD8+ und der NKT-Zellen gefunden werden, auch innerhalb
der CD4+ und NK-Zellen wurden keine relevanten Anderungen gemessen.
Nach der Gabe von 1 x 10° CD3+/ kg KG konnte einen und sieben Tage nach
DLI ein signifikanter Anstieg von CD8+ memory, naiven, effector memory,
effector memory-RA+, Effektorzellen im mittleren und spaten Status, exhausted,
terminal effector und NKT-Zellen beobachtet werden. Effektorzellen im frithen
Status nahmen signifikant ab. Innerhalb der CD4+ -Zellen und der NK-Zellen
konnten bis auf eine Erhdhung der naiven Zellen am siebten Tag keine

signifikanten Anderungen registriert werden.
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Die Anwendung der héchsten Dosierung fuhrte innerhalb der CD8+ -Zellen einen
Tag nach DLI zu einem Anstieg von memory, naiven und exhausted -Zellen und
zu einem Absinken von effector memory-RA+ -Zellen. Die CD4+ -Zellen zeigten
eine signifikante Erhdhung von memory, central memory und regulatorischen
T-Zellen (Treg). Ebenfalls vermehrt zeigten sich NKT-Zellen. Am siebten Tag nach
DLI waren isoliert NK-Zellen signifikant angestiegen.

Diese Daten weisen auf eine maximale Immunmodulation innerhalb der
mittleren Dosierung hin, in der sich insbesondere CD8+ -Effektorzellen im
mittleren und spaten Status und NKT-Zellen mutmafilich verantwortlich fur die
GvL-Reaktion zeigen. Als wichtige supportive Zellen erwiesen sich CD8+ naive
und memory -Zellen sowie CD4+ central memory -Zellen.

Das Fehlen beziehungsweise Absinken der Effektorzellen am ersten Tag in
der hochsten Dosierung in Verbindung mit einer Erhéhung der CD4+ -Treg mit
dem am siebten Tag ausbleibenden Anstieg nahezu aller Zellreihen weist
wahrscheinlich auf eine Suppression der Immunreaktion und somit des
GvL-Effekts durch regulatorische Zellen hin.

Die Zunahme der NK-Zellen am siebten Tag in der hochsten Dosierung kénnte
auf eine Ausbildung von Gedachtnis-NK-Zellen hinweisen und méglicherweise
relevant zur Erhaltung einer Remission sein.

Mit dieser Arbeit konnten wichtige Erkenntnisse bezulglich der Veranderung von
Lymphozytensubpopulationen wahrend der Behandlung mit DLI erbracht
werden. Diese kdnnen helfen den GvL-Effekt besser zu verstehen und kinftig

eine genauere Steuerung und Therapieplanung zu entwickeln.
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Anhang

Anhang 1: Pipettiervorlage
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Réhrchen 7 50ul PB (ohne vorwaschen)
Zentrifugieren. bei 500g = Programm 7 = 1770rpm

Rohrchen §:  nach Lyseeinwirkung nicht waschen; vor dem Messen 100p! Stem-Count
(aus aktuellern Stem-Kit) zugeben und Calibrationsfaktor in Worklist eingeben
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ipettiervo ien h
Treg  mit PerFix-nc (Ansatz Patient)

- 50ul PB (EDTA oder Heparin) + 5ul Puffer 1 (Fixativ-Reagenz)
vortexen und 15 Min. bei RT inkubieren

- vorbereiten in EppendorfgefaR:
10pul CD25 - FITC

10ul Anti-FoxP3 - PE - {7
g SE s N QB wov e Ren

+ 5ul CD45RA - ECD

+ 5ul CD4-PC5 PP 4+ 5w Ably nuh Fxaton V:‘\kue\»\g

+ 5ul CD8-PC7 > 1k 4 mSammen

+300ul Puffer 2 (Permeabilisierungs-Reagenz) mit AY
P}“}d-'\ww

- fixiertes Blut vortexen und vorbereitete AK/Puffer 2 -Mischung zugeben

- vortexen und im Dunkeln bei RT 60 - 120 Min. inkubieren
s

- dann + 3ml PBS-Puffer (aus Apotheke) und 5 Min. bei 500 g zentrifugieren
(entspricht im 4. Stock: Programm 7 = 1770 rpm)

- Uberstand absaugen (nicht dekantieren!), max. 1 Tropfen drinlassen

- vortexen und 3ml verdiinnten Puffer 3 (aus Final 10x Solution) zugeben und
5 Min. bei Programm 7 waschen

- Uberstand absaugen und mit 500ul verdiinntem Puffer 3 resuspendieren

Verdiinnung von Puffer 3 (10x) fiir 4ml Verdiinnung:
0,4ml Puffer-Konzentrat + 3,6 ml A. dest.
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Anhang 3: Patienteninformation & Einverstandniserklarung

Il. Medizinizche Klinik

HEmatologle, Onkologls, Hephrologls, Anglofagls

Prof. Or. med. Martin Trapsl
Chafarzt

Sekretarial: Frau Sibylle Blank
Tekrlon: 0B 21 - 400 - 23 53

Telefax: OB 21 - 400« 33 44

E=Mait 2. madD kin s augsbuang o

Patienteninformation zur Studie

sverdnderungen des zelluldrer Immunstatug durch die Gabe von
Spenderlymphozyten bei Patienten nach allogener Stammzelltransplantation®

sehr geehrte Patientin, sehr geshrter Patient,

bei lhnan wurde eine sllogene Starmmzelliransplantation durchgefihrt Aktusll ist bei lhnen
dig Infusion wvon Abwehrzellen (Lymphozyten) des Spenders geplant, um den Effeki des
Spender-lmmunsysterns gegen lhre Grunderkrankung zu wverstarken oder das kompletie
Arwachsen des Spender-Knochenmarks zu unterstitzen.

Diese Effekte konnten bereits bei vielen Paliznten beobachtet werden, allerdings wissen wir
noch sehr wenig dber die genausn Mechanismen, die bei dieser Behandlung ablaufen.

Wir mochten dasher lhr Immunsystem wor und nach der Gabe der Spenderdymphozyten
gensuer untersuchen, um Hinweise zu bekommen, von welchen Faktoren s abhangt, ob die
Therapie erclgreich ist. Zugleich versuchen wir im Rahmen dieser Untersuchung. das Risiko
siner unerwinschisn Reaktion der dbertragenen Lymphozyten insbesondere gegen Hawt,
Darm oder Leber (die sog. Transplantat-Erkrankung oder Graft-wersus-Host Erkrankung,
lber die sie bersits im Zusammenhang mit der Stammzell-Transplantstion visl gehart haben
und auf die in der Patienteninformation zur Lymphozyien-Transfusion  ausfuhrich
singegangsn wird) abzuschaizen.

Die won uns geplanten Analysen lhres Immunsystems erfolgt aus dem Blutrghrehan, welches
lhnen im Rahmen der Routine chnehin zur Bestimmung lhres Blutbildes abgenommen wird.
EBine zusatzliche Blutsbnahme ist also nicht erforderlich. Diese Analysen sollen wor der

spendedymphazviengabe sowie 1 und 7 Tapge spater im RHahmen der geplanten

Roufinekenifrollen durchgefihrt werdan.
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Selbstwersigndlich sind Sie keinesfalls dazu verpflichtet, unserer Bitte zu antsprechan. Weann
Sie sich dagegen entscheiden oder wenn Sie |hr Einverstandnis zu irgend=sinem Zeitpunkt
widerrufen wollem, entstehen |hmen dadurch keinerei Machteile. Sie brauchen |hre
Entscheidung auch weder jetzt noch zu einem spateren Zeitpunkt zu begronden. Da wir uns
noch in einem recht frihen Stadium der Uniersuchungen befinden, ist fir Sie personlich
noch  nicht mit  simem  konkreten  Informationsgewinn oder gar  einer  klinischen
Mutzamsendung zu rechnen, vielmshr wirde die Untersuchung lhres Blutes dazu beitragen,
dass sich fir unsere zukdnftigen Patienten effekiivere Therapieansitze entwickeln lassen.

Datenschuiz und Datenweitergabe:
Imm Rahmen der Auswertung der Untersuchungsergebnisse ist es ndtig, dass lhre

personenbezogenen Datem erfasst und in_pseudonymisierter Form weiterverarbeitet
werden. Dies dient der Korrelierung der Ergebnisse unserer Laboruntersuchungen mit

den klinischen Daten wnd ist fir eine sinnvolle Interpretatiom wnerlasslich. Nur
autorisierte Personen habem im Rahmen der entsprechenden gesetzlichen
Vorschriften Zugang zu den wertraulichenm Daten, in denen Sie namentlich genanmnt
werden. Diese Personen unterliegen der Schweigepflicht und sind zur Beachtung des
Datenschutzes wverpflichtet. Die Weitergabe der Datem erfolgt ausschlieflich zu
statistischen und wissenschaftlichen Zwecken, und 5ie werden ausnahmsles darin
nicht mamentlich genannt. Auch in etwaigen Veroffentlichungen der Daten dieser
klinischen Prifung werden Sie nicht namentlich genannt.

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient, falls Sie sich dafur enfscheiden solten, uns
Material fiir die oc.g. Untersuchungen zur Yerfigung zu stellen, dirfen wir Sie bitten, uns auf
der beiliegenden Einverstandniserkl&rung die Erlaubnis zur Entmahme zu geben. For
Rickfragen stehen wir (Herr PD Dr. A. Rank, Herr Prof. Dr. S, Schmid) oder ihrj=)
behandelnde(r) Arztin/Arzt jederzeit zur Verfilgung. Wir bedanksn uns fir ihre Mihe und ihre
Unterstitzung wnd winschen lhnen fiir lhre Therapis slles Gute.

Fur lhre Fragen stehen wir lhnen geme jederzeit zur Verfugung.

PLC Dr. &. Eank Frof. Dr. C. Schmmid
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Klinikum Augsburg

Il. Medizinizsche Klimik
HEmatologls, Onkologis, Haphralogle, &nglolagls

Prof. Or. med. Martin Trapsl
Chafarzi

Sekretariat: Frau Sibylle Blank
Tekelon: 0821 - 400 - 23 53

Taklax: OB 21« 400« 33 44
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Einverstandniserklarung zur Studie

Zelluldrer Immunsgtatus von Patienten, die eine Transfusion von
Spenderlymphozyten erhalten

[Patientenetikett]

Hiermit erklare ich mein Einversiandnis in die Analyse und pssudonymisierte Auswertung

meines Immunstatus vor und nach der Uberfragung von Spender-Lymphozyten lch wurde
von Or. hber Inhalt und Zweck der og. Studie umfassend aufgeklart und

hatte Gelegenheif, alle meine Fragen zu stellen. Mein Einvarstandnis kann ich jederzeit und
ohne Angaben von Gronden zurickzishen.

Bemerkungen:

Ort und Datum

Unterschrft Patienti-in Unterschrift Arztin / Arzt

Kopie erhalten
Ot und Datum

Unterschrift Patient/-in
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