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Im Rahmen des STOP-GVHD-Konsortiums sollte erprobt werden, ob die Aktivierung
des Programmed cell death protein 1 (PD-1)-Signalwegs, spezifisch durch einen von
der Firma Phialogics GmbH entwickelten PD-1 Agonisten Phia-001 (PHI258), zur
Behandlung der Graft-versus-Host-Krankheit (GvHD) nutzlich sein konnte. Die GvHD
tritt besonders bei Patient*innen auf, die, z.B. in Folge einer Bestrahlung zur
Behandlung von Leukamie, eine allogene Stammzelltransplantation (allo-HCT)
erhalten haben. Da die Bestrahlung des Knochenmarks dieser Patient*innen
depletiert, muss anschlieBend Knochenmark von Spender*innen transplantiert
werden. Die sich aus dem Knochenmark entwickelnden Immunzellen kdnnen nun, da
sie im Vergleich zum Wirtsgewebe ein anderes Haupt-Histokompatibilitats-System
enthalten, das Wirtsgewebe wie z.B. Haut, Lunge, Herz, Leber und Magen-Darm-Trakt
angreifen und so lebensgefahrliche Organschaden hervorrufen. Das neue,
transplantierte Immunsystem wendet sich also gegen den Wirt, da dieser als fremd
erkannt wird. Diesem Problem wird klinisch durch Gabe von starken
Immunsuppressiva wie Glukokortikoide (z.B. Prednison) oder Rapamycin vorgebeugt.
Allerdings tritt die GvHD trotz dieser starken Immunsuppression immer noch bei einer
grolien Zahl von Patient*innen nach allo-HCT auf und es besteht weiterhin eine hohe
Sterblichkeitsrate. Andere starke Immunsuppressiva wie z.B. Ruxolitinib kénnen bei
Patient*innen eingesetzt werden, die nicht auf die konventionelle Therapie
ansprechen. Allerdings sprechen nur ca. 40% der Patient*innen auf diese Behandlung
an, was deutlich macht, dass neue Strategien zur Pravention und/oder Therapie von
GvHD bendtig werden.

Eine Alternative, bzw. Erganzung zur breiten Immunsuppression ist die Aktivierung von
Toleranzmechanismen, zu denen der PD-1 Signalweg gehort. Immuntoleranz kann in
zwei verschiedene Mechanismen unterteilt werden, die zentrale und die periphere
Toleranz. Bei Patient*innen, die an GvHD erkranken, scheinen beide
Toleranzmechanismen zu versagen. Bei der zentralen Toleranz werden potenziell
autoreaktive Lymphozyten im Knochenmark (B-Lymphozyten), bzw. im Thymus (T-
Lymphozyten) eliminiert. Autoreaktive Lymphozyten, die diesem Prozess entgehen,
werden im Regelfall in der Peripherie durch verschiedene Mechanismen daran
gehindert kdrpereigene Gewebe anzugreifen. Sie kdnnen auch dort eliminiert werden,
langfristig in Aktivitat gedampft werden, oder sogar in aktivimmunregulatorische Zellen
(z.B. regulatorische T-Zellen; Treg) umgewandelt werden. Einer dieser Mechanismen
der peripheren Toleranz ist der sogenannte PD-1 Immuncheckpoint. Dies wird u.a.
dadurch illustriert, dass bei Patient*innen mit bestimmten Formen von soliden
Tumoren die Immuntoleranz gegenuber dem Tumor durch die Blockade des PD-1
Immuncheckpoints aufgebrochen werden kann, was durch gleichzeitige Blockade der
peripheren Toleranz zu autoimmunen Nebenwirkungen flhrt.

Der PD-1 Immuncheckpoint ist v.a. in T-Lymphozyten aktiv, und dampft dort ihre
Aktivitat. Ob er auch an der Umwandlung potenziell autoreaktiver T-Lymphozyten in
Treg beteiligt ist, ist in der einschlagigen Literatur bisher nicht vollstandig geklart. Im
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Gegensatz zur Blockade des PD-1 Immuncheckpoints in Tumoren, kam in den letzten
Jahren die Idee auf, diesen Immuncheckpoint bei Krankheiten gezielt zu aktivieren, bei
denen eine Induktion der Immuntoleranz wiunschenswert erscheint. Hierzu gehort,
neben Autoimmunerkrankungen, auch die GvHD.

Ziel des STOP-GVHD Konsortiums war es somit zu erproben, ob eine Aktivierung des
PD-1 Immuncheckpoints mit dem Agonisten PHI258 Toleranzmechanismen in GvHD-
Modellen auszulésen vermag. Der zentrale Beitrag unseres Labors an der Goethe-
Universitat Frankfurt am Main war es hierbei, neue Modelle der GvHD zu entwickeln
und die Aktivitat von PHI258 in diesen zu testen. Zwei Modelle sollten etabliert werden:
Ein GvHD-Mausmodell, bei dem gezielt die Aktivierung von T-Lymphozyten verfolgt
werden kann und ein humanes GvHD-Modell, bei dem unter Einsatz eines organ-on-
chip Ansatzes die Schadigung des Gastrointestinaltraktes durch allogene Immunzellen
modelliert werden sollte.

Beide Modelle wurden erfolgreich entwickelt und die Aktivitat von PHI258 im Vergleich
mit Referenzsubstanzen ermittelt. Beim Mausmodell ergaben sich durch
regulatorische Prozesse im Rahmen deren Beantragung bei den zustandigen
Behorden deutliche Verzogerungen, weswegen die Aktivitat von PHI258 zusatzlich in
einem alternativen Modell (Imiquimod-induzierte Hautentziindung) erprobt wurde.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1) Etablierung eines humanen 3D in vitro organ-on-chip Modells der
intestinalen GvHD und Testung von PHI258 im Vergleich zu einem klinisch
getesteten PD-1 Agonisten (ANB030) - PHI258 reduziert die
Immunzellinfiltration, -Aktivierung und die Schadigung der Barriere.

2) Etablierung eines GvHD-Mausmodells, bei dem die Aktivierung des T-Zell-
Rezeptors verfolgt werden kann und Testung von PHI258 im Vergleich zu
ANBO030 und Standardbehandlung (Glukokortikoid) — PHI258 reduziert die
Schwere und Mortalitat der GvHD im Mausmodell, gekoppelt an die
Reduktion der T-Zell-Aktivierung und die Expansion von Treg.

3) Uber das geplante Programm hinaus, Testung von PHI258 in einem murinen
Modell der Psoriasis - PHI258 reduziert klinische Scores und flhrt zur
Expansion von Treg.

Insgesamt wurden in unserem Teilprojekt somit die wesentlichen Projektziele erreicht.
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Humanes organ-on-chip Modell intestinaler GvHD

Im ersten Arbeitsschritt wurde ein organ-on-chip Modell intestinaler Entzindung unter
Verwendung allogener peripherer humaner Blutzellen (PBMC) etabliert. Verwendet
wurden Emulate Colon Intestine-Chips, die ein Modell des primaren, vaskularisierten
humanen Intestinaltraktes darstellen. Ein besonderer Fokus wurde hier auf die
Endotheliale Barriere bestehend aus Endothel, extrazellularer Matrix und
darauffolgendem Colon-Epithel gelegt, da flr eine intestinale GvHD-Reaktion
Immunzellen diese Barriere Uberwinden und in das Epithel des Intestinaltraktes
einwandern mussen (Abb. 1). Jeder Organ-Chip besteht aus zwei mikrofluidischen
Kanalen, die durch eine porése Membran getrennt sind, was den Austausch von
Molekilen und die Migration von Zellen zwischen den beiden Kompartimenten
ermoglicht.

Flow Cytokine Effector function , © %hCascadeBlue
release ¢ Celllysis o 0go ®
¢ '. o .o '.-.. : = (] o8 ®
) :.::
T .
Q o g0 ® 1
— % = Epithelial Cells

- - > PENMCmigralion-uiligy = o/ = EndBthelialCells
e->® °ve

/ + TNF-a - endothelial permeability 1 *0*

Epithelial barrier damage

@ Primed PEMC Cascade Blue leakage Flow

Abbildung 1: Aufbau des organ-on-chip Modells intestinaler GvHD. Die Organ-Chips bestehen aus zwei
mikrofluidischen Kanalen, die durch eine porése Membran getrennt sind. Die basale Seite wird mit
Endothelzellen, die apikale Seite mit Epithelzellen bestlckt. Die Zugabe von PBMC initiiert die GvHD-
Reaktion. Die Schadigung des Epithels wird anhand des Durchtritts des Farbstoffs Cascade Blue vom
apikalen in den basalen Kanal ermittelt.

Gemal dem Herstellerprotokoll fir einen von Emulate bereitgestellten Colon Intestine-
Chip wurden die Epithelzellen und die Endothelzellen nach UV-Aktivierung und
Beschichtung der Kanaloberflachen mit extrazellularer Matrix jeweils in den apikalen
Kanal fir das Epithel und den basalen Kanal fir das Endothel ausgesat. Als
Epithelzellen wurden Caco-2-Zellen ausgewahlt. Hierbei handelt es sich um
Colonkarzinomzellen. Als Endothelzellen wurden primare humane Endothelzellen aus
der Nabelschnur (HUVEC) verwendet. Die Organ-Chips, die nacheinander mit Pods
und dem Zoe-Kulturmodul verbunden wurden, wurden unter Bedingungen wie
zyklischen Dehnungen und kontinuierlichem Medienfluss eine Woche lang kultiviert,
um die Zellproliferation und Polarisierung der CaCo-2-Zellen zu einem 3D-Epithel zu
ermoglichen.



Die Fahigkeit der Caco-2-Zellen stabile epitheliale Schicht ausbilden wurde durch
Ermittlung der apparent permeability (Papp) mit oder ohne Zugabe eines
Immunstimulus (Interferon-y (IFN-y) + Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)) der die Barriere
schadigt, getestet (Abb. 2). Hierbei bildeten die Caco-2-Zellen tber neun Tage hinweg
eine stabile Barriere, ermittelt durch die Messung des Farbstoffs Cascade Blue im
basalen Kanal des Colon Intestine-Chip. Nach Zugabe von IFN-y und TNF-a wurde
ein vermehrter Durchtritt von Cascade Blue in den basalen Kanal gemessen (Abb. 2).
Dies suggeriert, dass die durch Caco-2-Zellen gebildete epitheliale Barriere stabil, aber
reagibel fur einen Immunstimulus ist.
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Abbildung 2: Test der epithelialen Barriere im Organ-Chip. Der Durchtritt von Cascade Blue aus dem
apikalen in den basalen Kanal der Organ-Chips (Papp Value) wurde Uber einen Zeitraum von bis zu
neun Tagen mit oder ohne Zugabe von je 100 ng/ml IFN-y und TNF-a gemessen. Die Daten sind
Mittelwerte £+ SEM aus drei unabhangig bearbeiteten Organ-Chips. * = p < 0.05.

Anschlieffiend wurden PBMC aus dem Vollblut mehrerer verschiedener menschlicher
Spender (Quelle: Blutspendedienst Baden-Wirttemberg/Hessen) isoliert und, nach
einer 24-stundigen Vorbehandlung des Endothels mit 50 ng/ml Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) im Organ-Chip zum Zwecke der Aktivierung, in den basalen Kanal
eingebracht, um deren Migration Uber die endotheliale Barriere und die Schadigung
des Epithels zu ermitteln.

In ersten Versuchen wurde die basale Kapazitat der PBMC eine GvHD auszulésen,
als ungenugend eingestuft. Daher wurde ein Protokoll etabliert, um die PBMC auf die
CaCo-2-Zellen zu sensitivieren (Priming) (Abb. 3). Fur das Priming wurden PBMC
zunachst fur bis zu sieben Tage mit CaCo-2-Monolayern unter Zugabe eines Zytokin-
Cocktails in 2D ko-kultiviert, um eine antigenspezifische Immunitat zu erreichen.
Anschlielend wurde die Freisetzung von Zytokinen (IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-17 und
TNFa) im Uberstand der Co-Kultur mittels Cytometric Bead Array (CBA) gemessen,
um die durch Priming hervorgerufene Immunantwort klassifizieren zu kdnnen (Abb. 4).
Hierbei zeigte sich die stabliste Induktion der Zytokinproduktion von IL-1p3, IL-6 und IL-
17 (IFN-y und TNFa waren nicht induziert) nach drei Tagen (Abb. 4).



Induzierte Immunitiat von PBMC gegen CaCo-2-Zellen

Priming mit CaCo-2-Zellen Reseeding auf CaCo-2-Zellen
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Abbildung 3: Priming von PBMC zur Einbringung in Colon Intestine-Chips. PBMC von anonymen
Blutspendern wurden fiir bis zu sieben Tage mit Caco-2-Zellen kultiviert, unter einmaliger Zugabe eines
Cocktails von immunstimulierenden Substanzen. Im Zeitverlauf wurde die Zytokinproduktion im
Uberstand bestimmt, die PBMC isoliert, und hinsichtlich ihrer Kapazitat die epitheliale Barriere im Organ-
Chip zu zerstdren evaluiert.
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Abbildung 4: Zytokinproduktion nach Priming von PBMC mit Caco-2-Zellen. PBMC verschiedener
Spender wurden bis zu sieben Tage mit Caco-2-Zellen in 2D kultiviert, wie in Abb. 3 beschrieben. Nach
72, 120 oder 168 Stunden wurden Uberstande der Ko-Kulturen gewonnen und diese bzgl. ihres
Zytokingehalts mittels Cytometric Bead Array im Durchflusszytometer analysiert. Der relative Anstieg
der Zytokinproduktion jeweils im Vergleich mit PBMC ohne Tumorzellkontakt (Ctrl) ist dargestellt. Jeder
Datenpunkt entspricht einem individuellen Spender. * = p < 0.05; ** = p < 0.01.

PBMC wurden entsprechend nach drei Tagen aus den Ko-Kulturen genommen, auf
neue CaCo-2-Zellen in 2D gegeben und die Auswirkung auf das Wachstum der CaCo-
2-Zellen analysiert (Abb.5). Hierbei zeigte sich, dass im Vergleich zu einer Kultur ohne
PBMC, die CaCo-2-Zellen nach Zugabe von PBMC im Zeitverlauf abstarben, was
durch das Priming der PBMC beschleunigt werden konnte (Abb. 5).
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Abbildung 5: Einfluss von PBMC auf das Uberleben von CaCo-2-Zellen. PBMC verschiedener Spender
wurden drei Tage allein (Ctrl PBMC), oder mit Caco-2-Zellen in 2D kultiviert (primed PBMC),
anschlielend auf neue CaCo-2-Zellen in 2D gegeben und das Wachstum der CaCo-2-Zellen im
Incucyte live cell imager verfolgt. Die relative Zellzahl (Uberlebensrate) im Vergleich zu TO an
verschiedenen Zeitpunkten nach PBMC-Zugabe ist dargestellt. Die Daten sind Mittelwerte £+ SEM von
drei unabhangigen Spendern. * = p < 0.05.

Nachdem das Priming der PBMC somit etabliert war, wurden fur die folgenden
Versuche PBMC von Spendern mit der besten Reaktion auf das Priming, bestimmt als
Zytokinproduktion nach 72h in Ko-Kultur mit Caco-2-Zellen, fir das Einbringen in die
Colon Intestine-Chips ausgewahlt.

Fur die finalen Experimente zur Testung der von Phialogics GmbH bereitgestellten
Substanzen wurden schlieRlich PBMC, nach erfolgreichem Priming und dem
Entfernen toter Zellen durch sequenzielle Zentrifugation mit einem fluoreszierenden
Membranfarbstoff (PKH26) markiert, um spater Fluoreszenzmikroskopie in den Organ-
Chips zu ermdglichen. Danach wurde die PBMC mit Hilfe von Auftriebsmedium vier
Stunden lang in den Endothelkanal infiltriert. AnschlieR0end wurde das
Auftriebsmedium durch HUVEC-Zellmedium ersetzt, das T-Zell-unterstutzende
Zytokine (10 ng/ml IL-2, 10 ng/ml IL-7 und 5 ng/ml IL-15) enthielt. Das nun etablierte
Colon Intestine-Chip-Modell wurde drei Tage lang unter den gleichen Bedingungen mit
Dehnung und Durchfluss mit oder ohne Zugabe von 100 nM PHI258 oder dem PD-1-
Antikérper ANBO30 (Rosnilimab, PD-1 Agonist, der PD-1+ T-Zellen depletiert)
aufrechterhalten. Wahrend des Experiments wurden 50 pyg/ml Cascade Blue Dextran
in das CaCo-2-Zellmedium des Epithelkanals gegeben, und der Durchfluss aus beiden
Kanalen wurde taglich fur den Papp-Assay gesammelt, um die Entwicklung einer
gesunden Membranbarriere zu verfolgen und den Schweregrad der Stérung der
Barrierefunktion zu bewerten. Dartber hinaus wurde der Durchfluss vor und nach der
PBMC-Verabreichung einer Zytokinmessung mittels CBA unterzogen, um die
Freisetzung von Immunzellaktivierungsmarkern zu messen. Am Endpunkt (72 Stunden
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nach der initialen PBMC-Zugabe) wurden die Zellen in jedem Kanal mit einem Hochst-
Farbstoff gefarbt, um einzelne Zellen sichtbar zu machen und anschliefend mittels
konfokaler Mikroskopie die 3D-Struktur des Epithels und die Infiltrationstiefe der PBMC
beurteilen zu kdnnen. Im Anschluss wurden die Zellen mit Trypsin aus den jeweiligen
Kanalen isoliert und eine FACS-Analyse zur Phanotypisierung der Immunzellen
durchgefuhrt.

A B -
2 Kk Kk
0.0000008 - . on E 50000000+
0.0000006 - *% 24h £ 40000000
— =]
9 48h G o
2 0.0000004- * % = 30000000~ S
> - N 72h o s el
[ - —
g 0.0000002- - & 20000000 |
o > -
0.0000000- & 10000000
"'}‘
o]
-0.0000002 =~k T T T 3 0- ,
N O < N 3] N )
o N o o> & &
QQ’ xq‘b V‘sb éq’ Q\b
O o &
N

Abbildung 6: Einfluss von PHI258 auf epitheliale Barriere. PBMC verschiedener Spender wurden in den
basalen Kanal von Colon Intestine-Chips eingebracht und in Anwesenheit von 10 ng/ml IL-2, 10 ng/ml
IL-7 und 5 ng/ml IL-15 fiir drei Tage inkubiert, mit oder ohne Zugabe von 100 nM PHI258 oder ANB030.
(A) Die apparent permeability (Papp) wurde anhand der Diffusion von 50 ug/ml Cascade Blue Dextran,
zugegeben in den apikalen Kanal, in den basalen Kanal taglich bestimmt. n = 4 individuelle Organ-
Chips. (B) Das Volumen der Epithelschicht wurde nach drei Tagen mittels konfokaler Mikroskopie
bestimmt. Finf unabhangige Areale von je sechs Chips pro Gruppe wurden ausgewertet. * = p < 0.05;
**=p<0.01; ™ =p<0.001.
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Abbildung 7: Einfluss von PHI258 auf die Immunzellverteilung in den Organ-Chips. Fluoreszenz-
markierte PBMC verschiedener Spender wurden in den basalen Kanal von Colon Intestine-Chips
eingebracht und in Anwesenheit von 10 ng/ml IL-2, 10 ng/ml IL-7 und 5 ng/ml IL-15 fir drei Tage
inkubiert, mit oder ohne Zugabe von 100 nM PHI258 oder ANB030. Die Lokalisation der PBMC in den
verschiedenen Kompartimenten der Organ-Chips wurde nach drei Tagen mittels konfokaler Mikroskopie
bestimmt. Fiinf unabhangige Areale von je sechs Chips pro Gruppe wurden ausgewertet. *** =p < 0.001.
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Bezuglich der Messung der epithelialen Architektur und der Barriere beobachteten wir
zunachst eine klare Schadigung der Barriere anhand eines erhohten Papp-Wertes
(Abb. 6A) nach Infiltration mit PBMC, sowie ein reduziertes Volumen des Epithels (Abb.
6B; ermittelt durch konfokale Mikroskopie). Die Zugabe von sowohl PHI258 als auch
ANBO030 zusammen mit PBMC flhrte nicht zu einem signifikanten Anstieg des Papp
Werts (Abb. 6A), wohingegen nur die Zugabe von ANBO30 das epitheliale Volumen
signifikant verbesserte (Abb. 6B).

Sowohl konfokale Mikroskopie (Abb. 7) als auch FACS-Analysen (Abb. 8) zeigten eine
signifikant verringerte Infiltration von Immunzellen in das Epithel in Prasenz von
PHI258, nicht aber ANB030. Hierbei konnte in den FACS-Analysen weiter eingegrenzt
werden, dass PHI258 v.a. die Migration von CD4+ T-Zellen, nicht aber myeloischen
Zellen in das Epithel verhinderte (Abb. 8).
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Abbildung 8: Einfluss von PHI258 auf die Immunzellmigration in den Organ-Chips. PBMC verschiedener
Spender wurden in den basalen Kanal von Colon Intestine-Chips eingebracht und in Anwesenheit von
10 ng/ml IL-2, 10 ng/ml IL-7 und 5 ng/ml IL-15 fir drei Tage inkubiert, mit oder ohne Zugabe von 100
nM PHI258 oder ANB030. Die Menge der PBMC (ermittelt anhand von Zahlstandards) im basalen
versus apikalen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt und die Migration aus dem basalen in den
apikalen Kanal in Prozent berechnet. Sechs individuelle Chips pro Gruppe wurden ausgewertet. * = p <
0.05.
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Abbildung 9: Einfluss von PHI258 auf die Zytokinproduktion in den Organ-Chips. PBMC verschiedener
Spender wurden in den basalen Kanal von Colon Intestine-Chips eingebracht und in Anwesenheit von
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10 ng/ml IL-2, 10 ng/ml IL-7 und 5 ng/ml IL-15 fUr drei Tage inkubiert, mit oder ohne Zugabe von 100
nM PHI258 oder ANB030. Die Menge an Zytokinen (dargestellt an Tag drei) wurde mittels Cytometric
Bead Array im Durchflusszytometrie bestimmt. Funf individuelle Chips pro Gruppe wurden ausgewertet.
*=p<0.05.

Schlie3lich konnte durch CBA-Messungen ermittelt werden, dass sowohl ANB030 als
auch PHI258 die Produktion von inflammatorischen Markern (Granzym-B (GrzB) als
von T-Zellen produzierter Faktor, IL-6 als v.a. von myeloischen Zellen produzierter
Faktor) verringerten (Abb. 9). Hier war der Effekt von PHI258 v.a. auf die Produktion
von GrzB starker als der Effekt von ANBO30 einzuschatzen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir erfolgreich ein 3D humanes in vitro
Modell der Schadigung der epithelialen Barriere in einem GvHD-Kontext etablieren
konnten. Beide eingesetzten PD-1 Agonisten reduzierten die Schadigung der
epithelialen Barriere, wobei PHI258 deutlichere Effekte auf die Immunzellinfiltration
und Zytokinproduktion dieser Zellen aufwies. Die Unterschiede zwischen beiden PD-1
Agonisten unterstutzen den bereits vermuteten unterschiedlichen Wirkmechanismus.
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Murines GvHD Modell

Zur Analyse des Einflusses von PHI258 auf die GvHD in vivo sollte ein neuartiges
Mausmodell etabliert werden, dass es ermdglicht, die Starke von T-Zell-Rezeptor
Signalen und somit die Modulation dieser Signale durch einen PD-1 Agonisten im
Vergleich von Referenzsubstanzen zu testen. Das Mausmodell sollte so aufgesetzt
werden, dass Balb/c Mausen nach Bestrahlung Knochenmark von C57BL/6 Mausen
und T-Zellen von Nur77-GFP C57BL/6 Mausen injiziert werden sollte, um akute GvHD-
ahnliche Entzindungsreaktionen auszulésen. Das GFP-Signal unter der Kontrolle des
Nur77 Promoters sollte in diesem System nur dann induziert werden, wenn der T-Zell-
Rezeptor in den transferierten T-Zellen aktiviert wird, was ein Signal fur eine antigen-
spezifische Immunantwort darstellt. In diesem Modell sollten neben der Aktivierung des
T-Zell-Rezeptors Veranderungen in T-Zell Subtypen in den betroffenen Geweben,
sowie die Schwere der GvHD-Reaktion ermittelt werden. Die entsprechenden
Tierexperimente wurden bereits vor Versuchsstart beim Regierungsprasidium
Darmstadt beantragt. Aufgrund der Schwere der Belastung der Tiere (der Tod der Tiere
aufgrund der GvHD-Reaktion stellt einen mdglichen Endpunkt der Experimente dar),
kam es im Zuge der Beantragung zu mehreren Ruckfragen der Behorde, so dass die
Experimente erst im Dezember 2024 genehmigt wurden. Aus diesem Grund, um erste
Befunde zu erlangen, wurde PHI258 zunachst in einem anderen, weniger schweren T-
Zell-abhangigen Mausmodell getestet. Hierbei handelt es sich um das Modell der
Imiquimod (IMQ)-induzierten psoriasiformen Hautentzindung. Das Modell wurde
aufgrund der Tatsache gewahlt, dass die GvHD sich auch auf die Haut auswirkt und
dass ein Partner im Projekt, Alcyomics, sich ebenfalls mit Hautmodellen beschaftigt. In
dem Modell werden C57BL/6 Mause auf der Rickenhaut 6 Tage lang mit Aldara-
Creme mit 5 % IMQ als Wirkstoff behandelt, was zu Psoriasis-ahnlichen Symptomen
fuhrt. Das Modell ist selbstauflosend, in der Regel innerhalb von 11 Tagen. 2 Tage nach
der ersten IMQ-Dosis wurden die Tiere einmal mit 1 mg/kg PHIA-258 in Vergleich zu
ANBO30 intraperitoneal (i.p.) behandelt. Das klinische Erscheinungsbild wurde anhand
von Psoriasis Area and Severity Index (PASI)-Scores evaluiert und am Endpunkt, nach
11 Tagen, wurden die Immunzusammensetzung der Haut mittels Durchflusszytometrie
ermittelt.

Bezlglich des klinischen Erscheinungsbilds trat eine Wirkung der Behandlung mit
PHI258 bereits nach 2 Tagen auf. Bis in die Auflésungsphase hinein (Tag 7), waren die
PASI-Scores der mit PHI258 behandelten Mause signifikant erniedrigt, die maximale
Schwere der Hautreaktion erreichte Uber die gesamte Dauer des Modells nicht die
Schwere der mit Vehikel behandelten Gruppe (Abb. 10). Bei der Behandlung mit
ANBO030 zeigte sich lediglich an Tag 5 eine leicht erniedrigte Schwere der Hautreaktion
im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 10). Die Analyse der Immunzusammensetzung der
Haut erbrachte ein unerwartetes Ergebnis. Im Vergleich zu den anderen Gruppen war
die relative Anzahl von Treg in den mit PHI258 behandelten Tieren signifikant erhdht
(Abb. 11). Im Vergleich dazu waren in der ANBO30 Gruppe unerwarteterweise die
Anzahl von CD4+ T-Zellen erhéht, obwohl ANBO030 prinzipiell pathogene,
antigenerfahrene (PD-1-exprimierende) T-Zellen depletiert. Diese Daten ergaben
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einen ersten Hinweis auf eine unerwartete Wirkweise von PHI258, die sich in den
nachfolgenden GvHD-Experimenten bestatigen sollte.

8_
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Abbildung 10: Einfluss von PHI258 auf die IMQ-induzierte Psoriasis in Mausen. Aldara-Creme mit 5 %
IMQ wurde taglich an 6 aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 0-5) auf die Rickenhaut von C57BL/6-
Mausen aufgetragen. Vehikelkontrolle (PBS), ANB030 (2 mg/kg) und PHI258 (1 mg/kg) wurden am 2.
Tag durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Klinische Psoriasis Area and Severity Index
(PASI)-Scores wurden taglich erhoben. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von vier Tieren pro Gruppe.
*=p<0.05 **=p<0.01; ** =p <0.001.
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Abbildung 11: Einfluss von PHI258 auf die Immunzusammensetzung bei IMQ-induzierter Psoriasis in
Mé&usen. Aldara-Creme mit 5 % IMQ wurde taglich an 6 aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 0-5) auf die
Ruckenhaut von C57BL/6-Mausen aufgetragen. Vehikelkontrolle (PBS), ANB030 (2 mg/kg) und PHI258
(1 mg/kg) wurden am 2. Tag durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. An Tag 11 wurde die
Ruckenhaut der Mause entnommen und die Immunzellzusammensetzung mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte £+ SEM von drei Tieren pro Gruppe. * = p < 0.05.
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Nach der finalen Genehmigung der GvHD-Experimente wurde aufgrund des kurzen
verbleibenden Projektzeitraums und der relativ langen Laufzeit des Modells auf eine
separate Etablierung des Modells per se verzichtet und direkt mit der eigentlichen
Testung der Substanzen begonnen. Den Tieren wurde ab Tag 2 nach Bestrahlung
(Zeitpunkt der Gabe der Nur77-GFP T-Zellen) taglich das Glukokortikoid Prednison als
Referenzsubstanz, sowie zweimal wdchentlich PHI258 (1mg/kg) oder ANBO30 (2
mg/kg) verabreicht. Die Tiere wurden taglich bzgl. ihres Gesundheitszustands
beurteilt, was zur Erstellung der GvHD-Scores diente, und die Uberlebenden Tiere an
Tag 28 nach dem Versuchsstart getotet. Den Tieren wurden anschliel3end Blut und
Gewebeproben enthommen, um die Zytokinproduktion oder die T-Zell-Aktivierung via
Durchflusszytometrie zu ermitteln.
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Abbildung 11: Einfluss von PHI258 auf die Schwere der GvHD im Mausmodell. Balb/c Mausen wurde
nach letaler Bestrahlung nach 24h Knochenmark von C57BL/6 Mausen und nach 48h T-Zellen von
Nur77-GFP C57BL/6 Mausen i.v. injiziert, um akute GvHD-&hnliche Entzindungsreaktionen
auszulésen. Den Tieren wurde ab Tag 2 nach Bestrahlung entweder das Vehikel (Ctrl), taglich das
Glukokortikoid Prednison als Referenzsubstanz, sowie PHI258 (1mg/kg) oder ANBO30 (2 mg/kg)
zweimal wochentlich  i.p. verabreicht. GVHD-Scores wurden taglich erhoben. Die
Uberlebenswahrscheinlichkeit bezieht sich auf Tiere, die im Versuchsvorhaben vor dem Endpunkt
aufgrund der GvHD-Reaktion verstorben sind. Die Daten sind Mittelwerte + SEM von funf Tieren pro
Gruppe. *=p <0.05; * =p <0.01; *** = p <0.001.

Anhand der GvHD-Scores im Experiment wurde eine area under the curve Analyse
durchgefuhrt, die zeigte, dass PHI258 effektiv die Schwere der GvHD reduzierte.
Gleiches war auch fur die Standardbehandlung mit Prednison und ANBO30 zu
beobachten, jedoch weniger klar ausgepragt (Abb. 11). Besonders in den frihen
Phasen (erste drei Wochen) unterdrickte PHI258 effektiv die GvHD. Dies aullerste
sich auch in einem qualitativ (nicht-signifikant) verbesserten Uberleben (Abb. 11).

Den Tieren wurde am Versuchsende Blut, Milz, Leber und Colon entnommen, um die
T-Zell-Aktivierung mittels des Nur77-GFP Reporters mit der Methode der
Durchflusszytometrie zu untersuchen. Hierbei wurde eine Vielzahl Fluorochrom-
gekoppelter Antikorper verwendet, u.a. auch Antikorper gegen die verschiedenen
Haupthistokompatibilitatskomplex der Wirtsmause und der Spenderzellen. Generell
zeigten diese Analysen, dass systemisch eine vollstandige Integration der Spender-
Immunzellen erreicht wurde. Dartber hinaus wiesen wie erwartet ausschliel3lich die
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Spender T-Zellen das GFP-Reportersignal auf. Systemisch in Milz und Blut
beobachteten wir eine Suppression der T-Zell-Aktivierung gemessen am prozentualen
Anteil der GFP+ T-Zellen durch alle Behandlungen (Abb. 12). Allerdings war die
Behandlung mit PHI258 deutlich am effektivsten und im Blut alleinig signifikant.
Darlber hinaus erhdhte nur PHI258 die relative Anzahl von Treg signifikant (Abb. 12).
Durch Messung der PD1+ T-Zellen in der Milz konnten wir darlber hinaus die
unterschiedliche Wirkweise von ANB030 und PHI258 bestatigen. Wahrend ANB030
PD1+ T-Zellen depletierte, war das fur PHI258 nicht der Fall (Abb. 12).
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Abbildung 12: Einfluss von PHI258 auf die systemische T-Zell-Aktivierung im GvHD-Mausmodell. Balb/c
Mausen wurde nach letaler Bestrahlung nach 24h Knochenmark von C57BL/6 Mausen und nach 48h
T-Zellen von Nur77-GFP C57BL/6 Mausen i.v. injiziert, um akute GvHD-ahnliche
Entzindungsreaktionen auszulésen. Den Tieren wurde ab Tag 2 nach Bestrahlung entweder das
Vehikel (Ctrl), taglich das Glukokortikoid Prednison als Referenzsubstanz, sowie PHI258 (1mg/kg) oder
ANBO030 (2 mg/kg) zweimal wochentlich i.p. verabreicht. Am Endpunkt wurden Milz und Blut enthommen
und die T-Zell-Aktivierung anhand des GFP-Signals in Kombination mit weiteren Immunmarkern via
Durchflusszytometrie bestimmt. Vorlauferpopulationen waren CD4+ T-Zellen fir GFP+ CD4+ T-Zellen,
Treg, CD8+ T-Zellen fir GFP+ CD8+ T-Zellen und alle T-Zellen fiir PD1+ T-Zellen. Die Daten sind
Mittelwerte £ SEM von mindestens zwei (Blut) oder drei (Milz) Tieren pro Gruppe. * = p < 0.05.

In peripheren, haufig von GvHD betroffenen Geweben zeigte sich ein etwas weniger
klares Bild der T-Zell-Aktivierung. Sowohl in Leber als auch Colon reduzierte keine der
eingesetzten Substanzen die T-Zell-Aktivierung signifikant, auch wenn v.a. fur PHI258
Tendenzen zu erkennen waren (Abb. 13). Allerdings erhdhte nur PHI258 die relative
Anzahl von Treg in beiden Organen (Abb. 13). Es ist auch erwahnenswert, dass die
Behandlung mit PHI258 eine deutliche Tendenz zur Verringerung des relativen Anteils
von Graft- im Vergleich zu Wirts-Immunzellen in den peripheren Geweben zeigte, was
erneut auf eine starke immunmodulierende Wirkung hindeutet.

Schliellich wurden im Serum der Mause Zytokinspiegel bestimmt, spezifisch die
Menge der proinflammatorischen Zytokine IFN-y, TNF-a und IL-6 sowie des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (Abb. 14). Hier war bei allen eingesetzten
Substanzen eine Reduktion der inflammatorischen Zytokine im Vergleich zur Kontrolle
zu beobachten. Allerdings induzierte nur PHI258 signifikant IL-10 (Abb. 14).
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Abbildung 13: Einfluss von PHI258 auf die T-Zell-Aktivierung in Leber und Colon im GvHD-Mausmodell.
Balb/c Mausen wurde nach letaler Bestrahlung nach 24h Knochenmark von C57BL/6 Mausen und nach
48h T-Zellen von Nur77-GFP C57BL/6 Mausen i.v. injiziert, um akute GvHD-ahnliche
Entzindungsreaktionen auszulésen. Den Tieren wurde ab Tag 2 nach Bestrahlung entweder das
Vehikel (Ctrl), taglich das Glukokortikoid Prednison als Referenzsubstanz, sowie PHI258 (1mg/kg) oder
ANBO030 (2 mg/kg) zweimal wochentlich i.p. verabreicht. Am Endpunkt wurden Leber und Colon
entnommen und die T-Zell-Aktivierung anhand des GFP-Signals in Kombination mit weiteren
Immunmarkern via Durchflusszytometrie bestimmt. Vorlauferpopulationen waren CD4+ T-Zellen fir
GFP+ CD4+ T-Zellen, Treg, und CD8+ T-Zellen fur GFP+ CD8+ T-Zellen. Die Daten sind Mittelwerte +
SEM von mindestens drei Tieren pro Gruppe. * = p < 0.05.
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Abbildung 14: Einfluss von PHI258 auf Zytokinspiegel im GvHD-Mausmodell. Balb/c Mausen wurde
nach letaler Bestrahlung nach 24h Knochenmark von C57BL/6 Mausen und nach 48h T-Zellen von
Nur77-GFP C57BL/6 Mausen i.v. injiziert, um akute GvHD-ahnliche Entzindungsreaktionen
auszulésen. Den Tieren wurde ab Tag 2 nach Bestrahlung entweder das Vehikel (Ctrl), taglich das
Glukokortikoid Prednison als Referenzsubstanz, sowie PHI258 (1mg/kg) oder ANBO30 (2 mg/kg)
zweimal wochentlich i.p. verabreicht. Am Endpunkt wurde das Serum der Tiere entnommen und
Zytokinspiegel via Durchflusszytometrie bestimmt. Jeder Datenpunkt entspricht einem individuellen Tier.
*=p<0.05.
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Schlussfolgerungen und weitere Schritte

Zusammengefasst lassen die hier dargestellten Ergebnisse darauf schliel3en, dass
PHI258 ein groRes Potential besitzt GvHD-Reaktionen zu vermindern. Hierbei scheint
ein wesentlicher Aspekt die Expansion von Treg zu sein. Dieses Muster zeigte sich
sowohl im Psoriasis- als auch im GvHD-Modell, wobei zu bemerken ist, dass die
Analyse am Endpunkt, im GvHD-Modell vier Wochen nach Induktion des Modells,
stattfand. Dies lasst darauf schlieRen, dass PHI258 potentiell langlebige Treg zu
induzieren vermag, auch weil im Psoriasismodell eine einmalige Gabe von PHI258
ausreichte, um Treg zu induzieren. Eine Analyse von Treg wurde im Organ-Chip-
Modell nicht durchgeflhrt. Dies soll in zuklnftigen Experimenten erfolgen, um die
Wirkung von PHI258 in einem komplexen humanen System besser zu verstehen.
Allerdings zeigen Daten des Projektpartners Phialogics GmbH, dass PHI258 durchaus
dazu in der Lage ist, Treg auch im humanen System zu induzieren.
Depletionsexperimente mussten im weiteren Verlauf durchgefuhrt werden, um die
spezifische Rolle der Treg bzgl. des Wirkmechanismus von PHI258 zu verstehen.
Aulierdem ware es wichtig zu untersuchen, ob PHI258 bestehende Treg expandiert,
oder evtl. pathogene T-Zellen in einen tolerogenen Phanotyp Uberfuhren kann. Hierzu
waren antigen-spezifische Krankheitsmodelle in der Maus nétig. Zu diesem Zweck
sollen weitere Antrage auf Projektférderung, wu.a. bei der Deutschen
Forschungsgemeinschaft gestellt werden.

Neben mechanistischen Untersuchungen zur Induktion von Treg durch PHI258 sollten
weiterfuhrende Analysen mit dem bereits bestehenden Material und Daten aus dem
GvHD-Modell durchgefuhrt werden, um die erste qualitative Einschatzung zu
untermauern, dass PHI258 das periphere Wirtsimmunsystem schitzt. Diese Befunde
sind unerwartet und kdnnten zur Toleranzinduktion beitragen. Daruber hinaus sollte
erprobt werden, ob PHI258 auch bei bereits bestehender GvHD effizient ist, da in den
hier beschriebenen Modellen nur eine prophylaktische Gabe erfolgte.

Der nachste wesentliche Schritt neben weiterfihrenden Untersuchungen ist die
Veroffentlichung der Projektergebnis mit den Projektpartnern in STOP-GVHD. Eine
solche Veroffentlichung ist bereits in Vorbereitung und wird, aufgrund der kongruenten
Datenlage, was die Wirkung von PHI258 angeht, Daten aller Projektpartner
miteinschliel3en. Wir erwarten eine Publikation in einem hochrangigen, internationalen
Fachjournal.
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