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Die Durchflusszytometrie ist ein leistungsstarkes Verfahren, welches routineméafig fur
das Immunmonitoring und fir Qualitatskontrollen von mononukledren Zellen des
peripheren Blutes in Klinischen Studien eingesetzt wird. Fur kryokonservierte
mononukledre Zellen des peripheren Blutes jedoch stellen
Durchflusszytometrie-basierte Assays eine Herausforderung dar. Durch die
Kryokonservierung kann es zu einer Herabregulation von Oberflichen- und
intrazellularen Markern sowie zu einer Beeintrachtigung der Zellfunktion kommen.
Des Weiteren variieren die Protokolle zum Ruhen (,,Resting®) von kryokonservierten
mononukledren Zellen des peripheren Blutes. Aus diesem Grund fihrten wir eine
Standardisierung des Ruheprozesses beziglich Ruhelage, Zellkonzentration, Ruhezeit
und Material von Zellkulturréhrchen sowie Kulturmedien durch. Wir untersuchten
ferner den Einfluss des Ruhezustands auf den Phénotyp und die Funktionalitat von
T-Zellen, wobei frische mononukledre Zellen des peripheren Blutes als Goldstandard
mit ruhenden und nicht-ruhenden kryokonservierten mononukledren Zellen des
peripheren Blutes verglichen wurden. Als Hauptuntersuchungsmethoden wurden die
polychromatische  durchflusszytometrische  Farbung, die Peptid-Haupthisto-
kompatibilitdtskomplex-Klasse |  Tetramer-Farbung und die intrazelluldre
Zytokinférbung verwendet. Unsere Ergebnisse zeigten, dass eine horizontale Position,
eine Zellkonzentration von 2 - 5 x 10° Zellen/ml und eine Ruhephase iiber Nacht
vorteilhaft sind, um tote oder sterbende Zellen in kryokonservierten mononukleédren

Zellproben mit einem mittleren Zellverlust von 14% an der Gesamtzellpopulation zu



eliminieren. Daruber hinaus erholte sich die Qualitat und Menge der regulatorischen
T-Zellen und Antigen-spezifischen T-Zellen nach dem Ruhen. Fir multifunktionelle
T-Zellen wurde eine Abnahme der Aktivierungsschwelle beobachtet, und zwar in der
Art eines 2-fachen Anstiegs des Medians der Fluoreszenzintensitat des
Degranulationsmarkers CD107a, des co-stimulierenden Markers CD28 und des
Adhasionsmolekiils CD62L, sowie eine mit frischem peripheren Blut vergleichbare
Féahigkeit, antivirale Zytokine wie Interferon-gamma, Tumornekrosefaktor und
Interleukin-2 zu sezernieren. Basierend auf unseren Daten ist jedoch das Ruhen fir
die durchflusszytometrische Analyse von Myeloiden Suppressorzellen und
grolRen/intermediaren Lymphozyten, die ex vivo eher vermindert/verschwunden sind,
nicht hilfreich. Daher haben wir einen Algorithmus entwickelt, um anzugeben, fiir
welche Zellpopulation und welcher Art der Analyse der Ruheprozess sinnvoll ist oder

nicht.

Die Extrakorporale Photopherese ist eine therapeutische Option fur Patienten mit
steroid-refraktérer Graft-versus-Host-Reaktion. Allerdings sind die Wirkmechanismen
der Extrakorporalen Photopherese-Behandlung nach wie vor unklar. In dieser Studie
wurden 20 Patienten, 9 mit akuter Graft-versus-Host-Reaktion und 11 mit chronischer
Graft-versus-Host-Reaktion, mit dem Extrakorporalen Photopherese-Verfahren
behandelt. Im Rahmen der Extrakorporalen Photopherese-Behandlungen wurden
immunologisch die Frequenz und Funktion von Myeloiden Suppressorzellen, T-Zellen,
B-Zellen und natdrliche Killerzellen untersucht. Klinisch zeigte sich bei 71,4% der
Patienten mit akuter Graft-versus-Host-Reaktion und bei 88,9% der Patienten mit
chronischer Graft-versus-Host-Reaktion ein  Ansprechen unter Extrakorporaler
Photopherese-Therapie. Dartiber hinaus konnte die Steroiddosis auf im Mittel 22%
bzw. 38% der Ausgangsdosis bei Patienten mit akuter Graft-versus-Host-Reaktion
und chronischer Graft-versus-Host-Reaktion reduziert werden. Immunologisch wurde
eine Abnahme der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-1p, Interleukin-6 und
Interleukin-8 und Tumornekrosefaktor-a. beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde eine

Zunahme der regulatorischen Zellen wie CD14*HLA-DR™™  Myeloide



Suppressorzellen, CD4" und CD8" regulatorische T-Zellen, CD4 CD8T-Zellen, v2*
T-Zellen und regulatorische B-Zellen unter Extrakorporaler Photopherese-Therapie
gesehen. Dartiber hinaus forderte die Extrakorporale Photopherese die Entwicklung
von Myeloiden Suppressorzellen, indem sich die inaktivierte Subpopulation zur
aktivierten Subpopulation entwickelte. Wohingegen
Graft-versus-Host-Reaktion-relevante Zellpopulationen wie CD62L" T-Zellen und
natrliche Killerzellen sowie T-Helfer 17-Zellen und zytotoxische T17-Zellen durch
das Extrakorporale Photopherese-Verfahren moduliert wurden, blieb die Funktion von
anti-viralen und anti-leukdmischen CD8" T-Zellen und natiirliche Killerzellen erhalten.
Wir haben hier zum ersten Mal pradiktive Biomarker wie CD8"CD3" T-Zellen, CD8"
T-Gedichtniszellen, CD62L'CD4" T-Effektor-Zellen, CD56°CD3" natiirliche
Killerzellen und CD56'CD16  natirliche Killerzellen fur die Einordnung und das
Ansprechen einer Extrakorporale Photopherese-Behandlung definiert.
Zusammenfassend definierten wir hochrelevante Zellpopulationen flr die Vorhersage

des Ansprechens und fur das Monitoring der Extrakorporalen Photopherese-Therapie.



