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6 1. Einleitung

1.Einleitung

1.1 Einfuhrung in die Problematik der allogenen Stammzell-
transplantation

Das Prinzip der peripheren Blutstammzelltransplantation (HSCT) besteht in der
Transfusion einer Suspension gesunder Stammzellen in Empfanger mit gestorter
Blutbildung. Ziel dieser Therapie ist die Ansiedlung hamatopoetischer Stammzellen
in Knochenmarkraumen, die nach Proliferation und Differenzierung die Blutbildung
des Empfangers ersetzen.

Unter allogener Transplantation versteht man in diesem Zusammenhang die
Transfusion von Zellen immungenetisch fremder Spender, zu denen u. a. HLA-
identische Geschwister, HLA-haploidentische Familienmitglieder oder nicht
verwandte, HLA-identische Fremdspender gehoren, die in so genannten
Spenderkarteien  verzeichnet sind. Heutzutage ist das Zentrale
Knochenmarkspender Register Deutschland (ZKRD) weltweit (Spenderzahl
absolut: 8.231.800), nach dem NMDP in Minneapolis, MN, USA mit derzeit
3.525.852 Spendern und vor dem Anthony Nolan Trust in London mit 322.612
Spendern, das zweitgrofte Register. Die Absolutzahl der typisierten Spender
belauft sich in Deutschland heute auf 1.900.001 Spender. Derzeit fUhren tber 80%
der Spendersuchen fur deutsche Patienten zum Erfolg. Berlcksichtigt man auch
verwandte Spender, so kdnnen inzwischen rund 90% der Patienten mit Spenden
versorgt werden.

Die Indikation einer Transplantation besteht grundsatzlich im Rahmen von
Erkrankungen, bei denen hamatopoetische Stammzellen befallen sind oder im
Verlauf einer zytostatischen Chemotherapie oder Bestrahlung geschadigt werden.
Zu den bewahrten Indikationen einer allogenen Transplantation zahlen die akute
myeloische (332) und lymphatische Leukamie (229) - mit einem hohen
Rezidivrisiko - im Stadium der ersten Remission, sowie alle akuten Leukamien im
Stadium der zweiten oder hdheren Remission, die chronische myeloische
Leukamie (81), die aplastische Anamie (433), die myelodysplastischen Syndrome

(8) und einige letale Formen der Immundefizienssyndrome, wie das Wiskott-
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Aldrich-Syndrom (348). Fur ausgewahlte Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen
(213) oder mit einem Morbus Hodgkin (73) ebenso, wie fir Patienten mit
Hamoglobinopathien, besonders der R-Thalassamia major (289), stellt die allogene
Transplantation, im Vergleich zu herkdmmlichen Therapieformen, moglicherweise
eine erfolgreichere Behandlungsoption dar. DarUber hinaus wurden auch bei
Speichererkrankungen, wie dem Morbus Gaucher, bei Mukopolysaccharidosen
und bei metachromatischen Leukodystrophien durch allogene Transplantationen
Besserungen der Grunderkrankung erzielt. Erfolgversprechend sind zudem die
Ergebnisse allogener Transplantationen beim Plasmozytom.

Die friher Gberwiegend durchgefihrte, herkdbmmliche Knochenmarktransplantation
ist mit einer Reihe von Komplikationen verbunden. So wiesen transplantierte
Patienten im Zusammenhang mit der Transplantation eine erhéhte Morbiditat und
Mortalitat auf (133, 161, 226, 256, 302, 342, 380, 412, 436). Die Ursache dieser
Problematik war vor allem darin zu sehen, dass alle transfundierten Suspensionen
hamatopoetischer Zellen, selbst nach der Depletion von T-Zellen, eine geringe
Anzahl an T-Lymphozyten enthielten, die weiterhin zu Immunreaktionen gegen
Gewebe des immungenetisch fremden Empfangers befahigt waren (15) (176)
(365) (117) (146). Unter pathophysiologischem Gesichtspunkt wurden besagte
Lymphozyten nach der Transplantation durch verschiedene allogene Stimulatoren
in die Lage versetzt, zu proliferieren, Zytokine zu sezernieren und inflammatorische
Effektorzellen zu rekrutieren. Die daraus resultierende Transplantat-Wirt-Reaktion,
die so genannte Graft versus Host Erkrankung (GVHD), konnte dabei durchaus
determinierend fur den Patienten sein (397) (434). Andererseits korrelierte der
ebenfalls aus einer derartigen Immunreaktion resultierende Graft versus
Leukaemia Effekt (GVL) bzw. Graft versus Tumor Effekt positiv mit der Prognose
der Grunderkrankung (186, 321). Auch wurde in Abwesenheit von Lymphozyten, in
erster Linie bedingt durch die Konditionierungstherapie im Vorfeld einer
Transplantation, vermehrt Uber hohere Rezidivraten, Fehlfunktionen oder
Abstoldungsreaktionen des Transplantats, eine deutlich verlangerte Periode, in der
die Patienten in erster Linie hinsichtlich viraler Infektionen oder Pilzinfektionen
immundefizient waren, sowie Uber EBV vermittelte lymphoproliferative
Dysfunktionen berichtet (14, 66, 131, 140, 151, 154, 228, 300, 320, 487, 495).
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Folglich vermittelten die T-Lymphozyten nicht nur eine GVHD, sondern
verbesserten dartber hinaus auch das Anwachsen sowie die Funktionsfahigkeit
des Transplantats und verfugten durch den bereits zuvor erwahnten Graft versus
Leukamie Effekt (GVL) neben einem ,antiinfektiosen auch Uber ein
antileukamisches Potential®.

Seit Einfiihrung der Megadosistherapie, bestehend aus hochangereicherten CD34"
Stammzellen (399) haploidentischer Familienspender zu Beginn der 90er Jahre
des letzten Jahrhunderts konnten, im Hinblick auf oben erwahnte Komplikationen
post Transplantationem, groRe Fortschritte erzielt werden. Die Problematik der
TransplantatabstoRung, sowie eine verlangerte Periode der Immundefiziens, die
mit wachsendem Alter des Patienten ebenfalls zunimmt, besteht dennoch nach wie
vor (376) (259) (157) (158) (159).

Verfahren, die dazu beitragen, die Entstehung einer GVHD effizient zu unterbinden
und die gleichzeitig in der Lage sind, den Patienten vor der Transplantatabstolung
und damit vor einem Rezidiv seiner Grunderkrankung oder vor Infektionen viraler
Genese, sowie vor Pilzinfektionen zu bewahren, kdnnten dazu beitragen, dass
allogene Stammzelltransplantation in Zukunft haufiger und mit groRerem
therapeutischen Erfolg durchgefiihrt werden kdénnten. Grundlage fur samtliche
Untersuchungen, im Rahmen dieser Arbeit, war daher die Beobachtung, dass eine
selektive Depletion alloreaktiver T-Lymphozyten weder die antileukamische noch

die antiinfektidse Immunantwort der Ubrigen T-Lymphozyten tangiert (340).

1.2 Ein kurzer Uberblick iber die Geschichte der Knochenmark-

transplantation

1.2.1 Die Anfange der Knochenmarktransplantation (KMT)

Die Geschichte der Knochenmarktransplantation begann im Jahr 1949 mit den
Studien von Jacobson et al. (201), die herausfanden, dass das Abschirmen der
Milz, wahrend der Bestrahlung mit einer tédlichen Strahlendosis, im Mausmodell
ein Uberleben zulieR. Lorenz et al. (287) berichtete auf der anderen Seite dartiber,

dass das Uberleben bestrahlter Mause durch eine Infusion von Milz- oder
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Knochenmarkzellen gesichert werden konnte. Allerdings ging man initial davon
aus, dass dieses Phanomen auf humoralen Faktoren basierte. 1954 revidierten
Barnes und Loutit ihre eigenen Experimente, sowie die anderer, mit dem Zitat ,die
chemische Hypothese sei noch nicht unter dem kompletten Ausschluss der
zellularen Hypothese geprift worden® (26). Die Befurwortung der zellularen
Hypothese kam prompt, als Main und Prehn (297) demonstrierten, dass bestrahlte
Mause, die die Bestrahlung durch eine Infusion allogener Knochenmarkzellen
uberlebten, gegentber einem allogenen Hauttransplantat immunologische
Toleranz entwickelten. Kurz danach zeigten Ford et al. (121), dass, mit einer
todlichen Strahlendosis bestrahlte Mause, nach der Infusion von Knochenmark

zytogenetische Charakteristiken des Spenders aufwiesen.

1.2.2Frihe Studien am Tiermodell, die zur Entdeckung der GVHD fiihrten

In den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts wurden in einigen Fallen, trotz
erfolgreich durchgefuhrter Knochenmarktransplantationen, verschiedenste
Begleiterscheinungen beobachtet, die entsprechend ihrer Symptomatik als so
genannte ,wasting disease“ bezeichnet wurden (460). Billingham erkannte, als
Ursache dieser Erkrankung, T-Zellfraktionen, die in der Lage waren, einen
immunologischen Angriff gegen das Gewebe des Empfangers durchzufuhren.
Diese, vom Spender ausgehende Immunreaktion gegen das Gewebe des
Empfangers, ist heute auch als Graft versus Host Erkrankung (GVHD) bekannt
(37). Eine weitere Beobachtung, namlich, dass die schwere der GVHD dabei in
erster Linie von der Fremdheit der Spender- und Empfangergewebe abhing, fuhrte
letztendlich zur Entdeckung der MHC-Komplexe.

1.2.3 Die Entdeckung der Haupt-Histokompatibilitaitskomplexe (MHC)

Techniken, die dazu beitrugen, Gewebsantigene des Menschen genauer
definieren zu kdnnen, waren fur die Entwicklung der Knochenmarktransplantation,
besonders im Hinblick auf die Vermeidung einer GVHD, unerlasslich. 1954
entdeckten Miescher und Fauconnet (319) Antikérper, die zuvor durch

Transfusionen oder frihere Schwangerschaften induziert worden sein mussten
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und gegen Antigene auf humanen Leukozyten gerichtet waren. Dausset (93) und
van Rood et al. (466) verwendeten diese Antikérper, um die Gruppen der humanen
Leukozytenantigene (HLA) naher beschreiben zu kdnnen. In den nachfolgenden
Jahren wurden hinsichtlich der immungenetischen Charakterisierung dieser
Antigene kontinuierlich Fortschritte erzielt (44).

Die genetischen Grundlagen dieser Antigene sind auf dem Chromosom Nummer 6
in einer Supergenregion lokalisiert, die auch als Haupt-Histokompatibilitatskomplex
(MHC) bekannt ist. Die MHC-Molekule der Klasse | umfassen drei Genfamilien, die
bei Transplantationen eine Rolle spielen, namlich HLA-A, -B und -C wahrend die
Antigene der Klasse |l durch die Genfamilien HLA-D, -DR, -DP und -DQ naher
definiert sind.

In den 90er Jahren wurden samtliche Techniken der serologischen Typisierung
durch molekulare Techniken ersetzt, die eine prazisere Charakterisierung der
MHC-Gene zulie3en. Durch diese Techniken entdeckte man allerdings auch, dass
die Heterogenitat der MHC-Molekule noch umfassender war, als bisher
angenommen. Auf der anderen Seite war es aber nun mdglich, nicht verwandte
Individuen hinsichtlich ihnrer MHC-Antigene zu vergleichen (318). Die nachfolgende
Einrichtung so genannter Spenderkarteien erlaubt es, trotz der Vielfalt an MHC-

Antigenen, passende Fremdspender zu finden (187).

1.2.4 Die Knochenmarktransplantation (KMT) als anerkannte Therapie-
form maligner Erkrankungen sowie angeborener Dysfunktionen des

hamatopoetischen Systems

Die ersten Knochenmarktransplantationen wurden zunachst bei Patienten
vorgenommen, die nicht an einer malignen Erkrankung, sondern an einer
Dysfunktion des hamatopoetischen Systems, wie der aplastischen Anamie litten
(433, 448). Daruber hinaus konnten bald auch die Thalassamia major (290) und
die Sichelzellanamie (210) im Rahmen von Knochenmarktransplantationen kurativ
behandelt werden.

Erst spater wurden Knochenmarktransplantationen als Therapieoption maligner

Erkrankungen bei bereits ,austherapierten Patienten und folglich auch mit nur
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mafigem Erfolg durchgeflihrt. Der ausbleibende Erfolg fuhrte schliel3lich zu der
Uberlegung, Knochenmarktransplantationen auch bei Patienten einzusetzen,
deren Erkrankung noch nicht das Endstadium erreicht hatte. Aus diesem Grund
wurden Ende der 70er Jahre des letzten Jahrhunderts erstmals, im Rahmen
leukamischer Erkrankungen mit Erstrezidiv, bzw. mit ersten Anzeichen eines
Rezidivs der Grunderkrankung, Transplantationen durchgeftihrt. In diesen Fallen
kam es anschliel3end tatsachlich, d. h. statistisch belegbar, zu einer deutlichen
Verbesserung der Langzeitiberlebensrate (35) (447).

In den letzten zwanzig Jahren wurden Knochenmarktransplantationen vor allem
bei Patienten mit akuten Leukadmien durchgeflhrt (46, 123). Die allogene
Knochenmarktransplantation erbrachte auch in der Behandlung der chronisch
myeloischen Leukamie (CML), der akuten myeloischen Leukdmie (AML) und der
akuten lymphatischen Leukamie (ALL) einen gewaltigen Fortschritt (72). Kirzlich
konnte daruber hinaus gezeigt werden, dass diese Form der Therapie auch bei der
chronisch lymphatischen Leukamie (CLL) und bei Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL)

eingesetzt werden kann (73, 471).

1.2.5 Alternativen zur Gewinnung hamatopoetischer Stammzellen

Die Transplantation von Stammzellen aus dem peripheren Blut wurde erstmals in
Erwagung gezogen, als es gelang, diese Zellen im Blut von Mausen (142), Hunden
(68) und anderen Primaten (432) nachzuweisen. Darlber hinaus beobachtete
man, dass Stammzellen nach einer chemotherapeutischen Behandlung vermehrt
im peripheren Blut zu finden waren (219) und zahlenmaldig durch eine zusatzliche
Gabe hamatopoetischer Wachstumsfaktoren, wie z.B. GM-CSF und G-CSF (135)
vermehrt werden konnten. Die auf diese Weise mobilisierten Zellen konnten
anschlie3end, ohne operativen Eingriff, aus dem peripheren Blut ,abgesammelt*
werden. Seit der Entdeckung des CD34 Molekuls auf der Oberflache dieser Zellen
war es zudem maglich, Zellen mit diesem charakteristischen Oberflachenmarker
extra-korporal mittels verschiedenster Techniken anzureichern und dem Patienten
als Megadosistherapie zu transfundieren. Diese Form der Stammzelltherapie

kommt seit etwas mehr als einem Jahrzehnt zum Einsatz.
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Vollstandigkeitshalber bleibt noch zu erwahnen, dass selbst im Nabelschnurblut,
sowie in der fetalen Leber, begrenzte Mengen an Stammzellen zu finden sind, die

ebenfalls zu therapeutischen Zwecken genutzt werden konnen (139).

1.3 Die Problematik der Transplantation und mogliche

therapeutische Interventionsmaoglichkeiten

1.3.1Die Konditionierungstherapie im Vorfeld der Transplantation

Mit einer Hochdosischemo- oder Radiochemotherapie, die unmittelbar vor der
Transplantation appliziert wird, werden verschiedene Intensionen verfolgt. Zum
einen sollen dadurch maoglichst viele Tumorzellen zerstort werden, zum anderen
mochte man auf diese Weise auch moglichst viele T-Lymphozyten des
Empfangers inaktivieren, die u. a. zu einer nachfolgenden Transplantatabsto3ung
beitragen konnten.

Daruber hinaus war man friher der Meinung, auf diese Weise neuen Platz fur die
zu transplantierenden Zellen zu schaffen, eine These, die mittlerweile durch die
EinfUhrung von so genannten Minitransplantaten widerlegt werden konnte (101).
Was aber bedeutet die Konditionierungstherapie fir das Immunsystem des
Empfangers? In einem Zeitraum von Beginn der myeloablativen Therapie, bis
einige Tage nach der Transplantation, kommt es durch die Konditionierung zur so
genannten ,funktionellen Asplenie®, d. h. diese Patienten missen, sowohl vor, als
auch nach der Konditionierungstherapie, wie splenektomierte Patienten behandelt
werden. Aus diesem Grund sollte vor der Konditionierungstherapie eine
antibiotische Darmdekontamination erfolgen. Zudem sollte die Behandlung der
Patienten moglichst steril, d. h. unter Einhaltung strengster HygienemalRnahmen in
Bereichen mit ,Laminar Airflow“, den so genannten ,Life Islands” von statten
gehen. Auch wenn es bereits wenige Tage nach einer Transplantation zur
Regeneration der Granulozyten kommt, die vor allem einen Schutz vor Infektionen
bakterieller Genese darstellen, sollte die Anfalligkeit gegentber viraler
Erkrankungen, sowie gegentber von Pilzinfektionen in den nachfolgenden ein bis

zwei Jahren gesondert beachtet werden.
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1.3.2 Opportunistische Infektionen als Folge der Immunsuppression nach

einer Transplantation

Das Wissen um das Spektrum an moglichen Infektionssyndromen nach einer
Knochenmarktransplantation hat im letzten Jahrzehnt stark zugenommen.

Die Immunabwehr des Empfangers wird im Laufe der Transplantationsprozeduren
durch Schadigung der Schleimhautbarrieren im Mund und Gastrointestinaltrakt,
durch Zerstorung der Integritat der Haut mittels iatrogener Prozeduren, wie z.B.
Katheteranlagen und durch Reduktion von Zahl und Funktion Neutrophiler
Granulozyten, durch Verminderung oder Dysregulation der zelluldaren und
humoralen Immunantwort, durch Verschlechterung der Opsonisierung mittels
Komplement und durch den Verlust der retikuloendothelialen Funktion der Milz,
stark geschwacht. Daruber hinaus wird diese Situation zusatzlich durch
Alterationen der mikrobiologischen Flora auf Haut und Schleimhauten,
Expositionen gegenuber antibiotischen Substanzen, Resistenzentwicklungen und
Uberwucherungen durch opportunistische Pathogene kompliziert.

Nach einer Transplantation kann man drei aufeinander folgende Phasen
unterscheiden, in denen die Patienten flr einzelne Pathogene besonders anfallig
sind. Die erste Phase umfasst dabei einen Zeitraum von etwa vier Wochen nach
der Transplantation, in dem vor allem grampositive und gramnegative Bakterien,
Pilze und Eppstein-Barr-Viren eine erhohte Infektionsgefahr darstellen. Im zweiten
Intervall, das den zweiten und dritten Monat nach der Transplantation umfasst,
werden vermehrt CMV, Pneumocystis carinii Pneumonien, grampositive und
gramnegative Bakterien sowie Pilze als ernstzunehmendes Agens fur Infektionen
beobachtet. Nach dem dritten Monat spielen Infektionen durch VZV, Streptococcus
Pneumonien, Neisseria Meningitiden, Haemophilus Influenzae und die Hepatitis C
eine entscheidende Rolle (487). Diese letzte Phase wird vor allem durch die
Suppression der Lymphozytenfunktion gepragt.

Lymphozyten durchlaufen bei Transplantatempfangern im Erwachsenenalter in
Abhangigkeit von der allogenen Umgebung eine ontogenetische Entwicklung, die
nicht nur durch Unterschiede in den Minor- und Major-Antigenen sondern auch von
der Menge an noch vorhandenem Thymusgewebe, das fur die T-Zellreifung notig

ist, bestimmt wird. Daneben spielt die immunsuppressive Therapie, die in erster
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Linie zur Minimierung des GVHD Risikos eingesetzt wird, sowie die GVHD an sich,
die durch immuninkompetente T-Lymphozyten ausgeldst wird, als Ursache fur die
verzogerte Lymphozytenfunktion eine wichtige Rolle. Beide Formen der GVHD, die
akute (aGvHD) (337) und insbesondere die chronische GVHD (cGvHD) (17, 18,
293, 337, 354, 488), sowie die physikalische Destruktion des Immunsystems durch
die Bestrahlung bewirken folglich eine erhebliche Verzégerung der
Immunrekonstitution. In diesem Zusammenhang wurde auf eine spezifische
Zellschadigung des Thymusepithels durch die Konditionierungstherapie, sowie auf
eine resultierende Dysfunktion CD4"-Lymphozyten aufmerksam gemacht (401-
403).

Zusatzlich zu bisher Erwahntem, sind haufig, sowohl die Serumkonzentration an
Immunglobulin A (IgA) (337) (106), als auch die Sekretionsrate von IgA besonders
bei Patienten mit cGVHD (200) deutlich reduziert. Alle diese Faktoren spielen bei
der Infektanfalligkeit transplantierter Patienten eine grol3e Rolle (316).

Wie bereits zuvor erwahnt treten in der Phase der Neutropenie haufig bakterielle
Infektionen auf, wahrend hingegen Defekte in der T-Zellfunktion Virusinfektionen,
wie CMV (317), Herpes Simplex (395) und VZV (285) nach sich ziehen. Die
Ursache hierfirist u. a. in der Inversion des CD4/CD8 Verhaltnisses zu sehen, da
nach einer Transplantation zun&chst eine geringe Anzahl an CD4"-Lymphozyten
(,Helfer induzierende® T-Zellsubpopulation, MHC Klasse |l reaktive T-Zellen)
nachweisbar ist, wahrend die Anzahl an CD8"-Zellen (,zytotoxische“ bzw.
~Suppressor‘-T-Zellsubpopulation, MHC Klasse | reaktive T-Zellen) sehr schnell
wieder in ursprunglicher Menge vorhanden ist und dann auch fur eine langere Zeit
erhoht bleibt (16, 18, 95, 106, 114, 124, 130, 398) (107). Nach einer Zeitspanne
von sechs bis zwoIlf Monaten post Transplantationem sind die Patienten, mit
Ausnahme derer, die an einer GVHD leiden und aus genannten Griinden, sowohl
fur bakterielle als auch fur virale Infektionen vermehrt anfallig sind, in der Regel
immunkompetent (18, 19). Dieses Stadium der Immunkompetenz wird von Kindern

schneller als von Erwachsenen erreicht.
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1.3.2.1 Das EBV assoziierte lymphoproliferative Syndrom und die Adenoviren-

infektion nach allogenen Transplantationen

Eine Eppstein-Barr-Virus-Reaktivierung, kann nach einer Knochenmark-
transplantation, u. a. zu einer so genannten ,lymphoproliferativen Erkrankung*
fuhren, die zum Teil nur sehr schlecht auf herkdbmmliche Therapieoptionen
anspricht. Im Kindesalter stellen zudem Adenovireninfektionen eine therapeutische

Herausforderung dar.

1.3.2.2 Die CMV-Infektion

Eine haufig sehr schwer und kompliziert verlaufende Infektion zu jedem Zeitpunkt
nach der Transplantation ist die CMV-Infektion, die fruher, bezuglich der
Todesursachenhaufigkeit nach KMT, mit einem Prozentsatz von 15 - 20% an
zweiter Stelle hinter der GVHD angesiedelt werden konnte (487). Faktoren, die ein
erhdhtes Risiko einer CMV-Infektion in sich bergen, beinhalten die allogene
Transplantation, die Seropositivtat hinsichtlich CMV, die GVHD-Prophylaxe, das
Alter des Patienten und letztlich das Auftreten einer akuten GVHD. Wichtig fur das
Uberleben und die Bekampfung dieser Infektion ist eine effektive, CMV-spezifische
Immunantwort, die entweder von NK-Zellen oder T-Lymphozyten vermittelt werden
kann (370, 371). Aus diesem Grund wird von verschiedenen Arbeitsgruppen
versucht, Subpopulationen von Lymphozyten, die immunologische Aktivitat gegen
CMV, nicht aber gegen HLA-Antigene des Empfangers zeigen, zu isolieren und in
vitro, unter Zuhilfenahme von Wachstumsfaktoren, zu amplifizieren. Die auf diese
Weise generierten virusspezifischen T-Zellen konnten dann im Rahmen einer

adoptiven Immuntherapie zum Einsatz gebracht werden (104, 171) (103).

1.3.3Die Adoptive Immuntherapie und der Graft versus Leukamie Effekt
(GVL)

Mathé et al. fuhrte 1965 in einem der ersten Berichte Uber die allogene
Knochenmarktransplantation bei Menschen, den Begriff ,adoptive Immuntherapie®

ein, der den therapeutischen Effekt transplantierter Immunzellen naher
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beschreiben sollte (304).

Mathé et al. riet zunachst dazu, die Graft versus Host Reaktion (GVHR) zur
Tumorzerstorung zuzulassen und erst dann die damit verbundene GVHD durch
anschlieBende Behandlung dieser Erkrankung anzugehen. Auch Kolb et al.
beobachtete, dass eine adoptive Immuntherapie, besonders bei Patienten mit
CML, effizient zu seien schien, auch oder besonders wenn sich bereits Anzeichen
eines Rezidivs zeigten (10, 83, 240, 241). So konnte bei vielen dieser CML-
Patienten durch eine Infusion von Immunzellen (37, 100, 174, 179, 240, 241, 296,
364, 465) eine dauerhafte, molekularbiologisch nachweisbare Remission erzielt
werden.

Die theoretische Grundlage dieses Phanomens scheint darin zu liegen, dass
leuk&mische Blasten zwei unterschiedliche Antigenklassen exprimieren, namlich
.Leukamie-spezifische Antigene® (27), die durch chromosomale Translokationen
entstanden sind und ,Knochenmark-restringierte Antigene“, die sowohl auf
gesunden als auch auf leukamischen Zellen des Myelons prasentiert werden (27,
355). Bestimmte T-Zellpopulationen sind aufgrund dessen in der Lage,
Leukamiezellen von Zellen des normalen hamatopoetischen Systems in ein und
dem selben Individuum zu unterscheiden (92, 186). Diese Beobachtung fuhrte zur
Annahme, dass die antileukamische Reaktion mit der Entwicklung einer akuten
GVHD, sowohl nach allogener Stammzelltransplantation, als auch nach der
Infusion von Spenderlymphozyten, in Verbindung stehen kdnnte (186, 209, 241,
481). Wahrscheinlich richtet sich die antileukdmische Immunreaktion in diesem
Zusammenhang aber eher gegen spezifische Alloantigene, als gegen spezifische
.1argets® der Grunderkrankung (47). Dabei scheinen die Minor-
Histokompatibilitatsantigene, die durch Alloantigene auf den hamatopoetischen
Stammzellen reprasentiert werden, Ziele fir den GVL Effekt darzustellen (111,
144).

Die Pathophysiologie des antileukamischen Effekts der Lymphozyten beruht
insbesondere auf CD8%-Zellen, da diese in der Lage sind, den Zelltod, wenn auch
auf unterschiedliche Art und Weise, herbeizufiihren (31, 32). So kénnen CD4*- und
CD8"-Zellen durch Interaktionen zwischen ihren Fas-Liganden und den Fas-

Molekulen auf der Zelloberflache der jeweiligen leukamischen Zielzelle (325)
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Apoptose induzieren. Die dabei nétigen Reaktionsschritte verlaufen
calciumunabhangig. Auf der anderen Seite kbnnen T-Zellen Perforin freisetzen,
das in der Lage ist, die Permeabilitat der Zellmembran bestimmter Zielzelle zu
erhohen. Dadurch kénnen einzelne Serinproteasen, die so genannten Granzyme
nach intrazellular gelangen und dort den programmierten Zelltod initiieren (221).
Andere Studien wiederum zeigten, dass die Effizienz der tumorspezifischen,
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) in vivo am ehesten mit der Sekretion von
Interferon-y korrelierte, nicht aber mit der Tumorlyse (28).

Hinsichtlich des GVL Effekts gibt es allerdings bislang nur wenige Daten, die
besagen, dass nach der Elimination alloreaktiver Zellen eine antileukamische
Reaktivitat erhalten bleibt (311) (340). Horowitz et al. untersuchte unter diesem
Gesichtspunkt 2.254 Patienten mit AML und ALL in der ersten Remission, sowie
Patienten mit CML in der ersten chronischen Phase, die eine Knochenmarkspende
von HLA-identischen Geschwistern erhalten hatten (186). Dabei wurde bei
Patienten, die kein T-Zell-depletiertes Knochenmark erhalten hatten, eine
verminderte Rezidivrate beobachtet, die bei Patienten mit akuter GVHD mit einem
relativen Risiko von 0,68, bei denen mit chronischer GVHD mit einem relativen
Risiko von 0,43 und bei Patienten mit akuter und chronischer GVHD mit einem
relativen Risiko von 0,33 angegeben wurde, verglichen mit Patienten die keine
Symptome einer GVHD zeigten. Diese Daten unterstitzen die Annahme, dass von
der GVHD ein GVL Effekt ausgeht. Allerdings steht der GVL Effekt nicht immer mit
einer GVHD in Verbindung (13, 82). Heutzutage besteht kein Zweifel mehr daran,
dass T-Lymphozyten eine integrale Rolle bei den Entstehungsmechanismen der
Transplantatabstoung, aber auch der GVHD und der GVL Effekte spielen (238).

1.3.4Donor Lymphocyte Infusion (DLI)

Heutzutage befurworten eine Reihe von Wissenschaftlern die Transfusion von
spezifischen T-Lymphozyten des Spenders in den Empfanger hinsichtlich
immuntherapeutischer Absichten (182, 351, 378, 387) da, verglichen mit der
Verwendung von antigenunspezifischen Lymphozyten, die spezifische CTL-

Therapie sehr viel effektiver zu sein scheint, selbst wenn hierbei nur eine geringe
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Anzahl an Zellen verwendet wird (387). Allerdings ist die Infusion von
Spenderlymphozyten im allogenen Bereich mit dem Risiko einer Graft versus Host
Reaktion (GVHR) assoziiert, die wiederum die Entwicklung einer sehr schwer
verlaufenden und potentiell letalen Graft versus Host Erkrankung (GVHD) nach
sich ziehen kann. In diesem Zusammenhang konnte eine Korrelation zwischen der
Anzahl an T-Lymphozyten im Inoculum und der Schwere der nachfolgenden
GVHD anhand eines Tiermodells dokumentiert werden (346). Aus dieser
Beobachtung war zu ersehen, dass reife, immunkompetente Spenderlymphozyten
fur die pathophysiologischen Effekte der GVHD verantwortlich sind (242). Diese
werden dabei, entweder durch das Nichtubereinstimmen in den Major- oder Minor-
Antigenen oder durch die Zytokinfreisetzung nach Ganzkorperbestrahlung, in
vielen Fallen aber auch durch beides, aktiviert. Unter diesem Gesichtspunkt wurde
vermehrt darUber debattiert, ob Lymphozyteninfusionen zugelassen werden
kénnen und welche Vorsichtsmallnahmen hinsichtlich der Entwicklung einer GVHD
getroffen werden mussen. Einige Autoren empfahlen in diesem Zusammenhang
sogar unmanipulierte Spenderlymphozyten aus dem peripheren Blut als T-
Zellquelle heranzuziehen (174), wahrend andere angesichts dieser Auerungen zu
strengen Vorsichtsmalnahmen rieten und lediglich die Gabe virusspezifischer T-
Zellklone befurworteten, die in vitro keine nachweisbare Aktivitat gegen HLA-
Molekule des Empfangers zeigten (378, 379) (58).

1.3.5Die TransplantatabstoBung

Die wichtigste Determinante bei einer Abstollungsreaktion umfasst den
genetischen Unterschied zwischen Spender und Empfanger. Im Allgemeinen
korreliert der genetische Unterschied mit dem Unterschied in den Antigenen, auch
wenn nicht alle Genprodukte antigenen Charakter besitzen. Die Wahrscheinlichkeit
fur eine AbstoRungsreaktion liegt bei HLA-identischen Fremdspendern bei bis zu
15%.

AbstolRungsreaktionen werden von alloreaktiven T-Lymphozyten des Empfangers
vermittelt und sind in der Lage, hamatopoetische Elemente des Spenders zu

zerstoren (48). Zuvor mussen allerdings einige T-Lymphozyten des Empfangers
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die myeloablative Therapie im Vorfeld der Transplantation tberlebt haben und in
der Lage sein, als Antwort auf den starken allogenen Stimulus, der von dem
Knochenmark des HLA-identen Fremdspenders ausgeht, zu proliferieren und
einen so genannten gemischten Chimarismus auszubilden (22-24, 228). Die
Inzidenz der AbstolRungsreaktion kann u. a. durch Ganzkoérperbestrahlung (352),
durch selektive Bestrahlung des lymphatischen Gewebes (total lymphoid irradiation
—TLI) (415) oder durch Verabreichung von Cyclosporin A (CsA) (153) vermindert,
aber nicht eliminiert werden. Die medikamentdose Unterbindung der
AbstoRungsreaktion mittels Cyclosporin, FK506 und Methotrexat (MTX) kann
zudem zu einem vermehrten Zellschaden in Niere, Leber oder Lunge fihren und

dadurch die therapeutischen Effekte ebenfalls negativ beeinflussen (422).

1.3.6 Die Graft versus Host Erkrankung (GVHD)

1.3.6.1 Die allgemeine Immunpathophysiologie der GVHD

Die Transplantat-Wirt-Reaktion (engl. Graft versus Host Reaktion) kann bei der
Ubertragung eines immunkompetenten, allogenen Transplantats auf einen Wirt mit
mangelnder Immunabwehr auftreten. Das Auftreten dieser Abwehrreaktion des
Transplantats gegen den Wirt, die im Wirtsorganismus Veranderungen, ahnlich
denen einer Autoimmunerkrankung zur Folge hat tritt vor allem bei transplantierten
Patienten mit vorheriger Chemotherapie und Bestrahlung auf.

Die Alloimmunitat reprasentiert dabei eine polyklonale Antwort des Immunsystems
gegen Histokompatibilitatsantigene, die von transplantierten Geweben exprimiert
werden (242). Heute weis man, dass die, wahrend einer Stammzelltransplantation
bzw. Spenderlymphozyteninfusion Ubertragenen Lymphozyten, fir die Entwicklung
einer GVHD verantwortlich sind. Als Effektoren, sowohl der akuten, als auch der
chronischen GVHD gelten daher in erster Linie reife T-Lymphozyten, d. h. CD4"-
und CD8*-Lymphozyten (383, 427, 453, 457). Dabei spielen vor allem CD4" -
Zellen, die Minor- und Major-Histokompatibilitdtsantigene auf verschiedenste Arten
erkennen bei der Entwicklung der GVHD eine zentrale Rolle (156, 242, 347).
CD4*-Zellen erkennen die MHC Il Molekiile des allogenen Spenders, die auf ihrer
Zelloberflache Peptidliganden gebunden haben (265, 305, 409). Die CD4"-
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Lymphozyten lassen sich in T-Helfer-1 (Th1) und T-Helfer-2 (Th2) Zellen
unterteilen. Die Th1 Zellen produzieren IL-2, Interferon-y und den Tumor-Nekrose-
Faktor-B und nehmen an der inflammatorischen Immunantwort teil. Th2 Zellen
sezernieren IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 und unterstitzen die humorale
Immunantwort. Im Gegensatz zu der transienten Natur der Th2-induzierten GVHD,

generiert die Th1 Population eine signifikant langer andauernde GVHD.

1.3.6.2 Die Immunpathophysiologie der akuten GVHD (aGVHD)

Die akute GVHD kann sich klinisch durch Exantheme an der Haut, Veranderungen
der Leberfunktionsparameter, Diarrh6 und selten durch Dyspnoe manifestieren.
Histologisch ahneln die Hauterscheinungen einer lichenahnlichen Reaktion, die
Leber weist eine Entziindung der Gallengange auf und im Gastrointestinaltrakt
zeigt sich eine entzindliche Abschilferung der Mukosa. Der Zeitraum der
Erkrankung erstreckt sich definitionsgemald auf die ersten drei Monate nach der
Transplantation. Der Schweregrad der Erkrankung wird anhand der
entsprechenden Organdysfunktionen eingeteilt. Zusatzlich zu der Schadigung der
betroffenen Endorgane ist eine floride GVHD mit Immunsuppression und
Infektanfalligkeit assoziiert. In diesem Zusammenhang stellt IFN-y das primare
Zytokin dar, das fur die GVHD bedingte Immunsuppression verantwortlich ist (477,
478).

Antin und Ferrara nahmen an, dass das Zusammenspiel verschiedenster
Pathomechanismen nach einer allogenen Knochenmarktransplantation zur
Entwicklung einer akuten GVHD flhren kann (12). Die GVHD wird dabei bereits
wahrend der Konditionierung des Empfangers initiiert und verlauft in zwei Phasen.
In der afferenten Phase wird durch die zytotoxische Wirkung der
Konditionierungstherapie das Empfangergewebe geschadigt (105). Hiervon
betroffen sind in erster Linie die mitotisch aktiven Zellverbande in der Haut und in
den Schleimhauten des Gastrointestinal- und des Respirationstrakts sowie in der
Leber. In Folge dieser Veranderungen kommt es zu einer vermehrten Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen (185, 230, 334, 335, 358, 405, 474, 478).
Daneben kann eine akute GVHD, als eine so genannte transfusionsvermittelte

GVHD, auch in Abwesenheit eines primaren Zellschadens auftreten (12). In einem
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weiteren Schritt der afferenten Phase kommt es, unter bereits beschriebenen
Bedingungen, neben der Zytokinsekretion zu einer vermehrten Expression von
Zelladhasions- und HLA-Molekullen sowie zur Stimulation reifer T-Lymphozyten
des Spenders. Dieser Prozess wird zusatzlich durch eine autokrine Sekretion von
IL-2 verstarkt. Schliefdlich fihren die Aktivierung und Rekrutierung zusatzlicher
mononuklearer Effektorzellen aus myeloischen Vorlauferzellen des Spenders
durch die Sekretion weiterer proinflammatorischer Zytokine zur Unterhaltung der
allogenen Immunantwort.

Die efferente Phase der GVHD umfasst die Aktivierung einer Reihe anderer
inflammatorischer Effektorzellen, d. h. zytotoxische T-Zellen, NK-Zellen und
Makrophagen (230, 334, 335), die direkt zu Zellschadigungen fuhren und zudem in
der Lage sind, zytopathische Molekule zu sezernieren. Die Balance zwischen den
Zytokinen, die von den Th1 Zellen und den Th2 Zellen sezerniert werden, bestimmt
das Ausmal} der inflammatorischen Immunantwort, da Th2 Lymphozyten in der
Lage sind, die Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-1 und TNF-a
zu inhibieren (116).

1.3.6.3 Die Immunpathophysiologie der chronischen GVHD (cGVHD)

Eine chronische GVHD (cGVHD) kann sich entwickeln, ohne dass eine akute
GVHD vorliegt. Die cGVHD tritt gewohnlich mehr als drei Monate nach der
Transplantation auf. Sie ist durch Exantheme, Sklerodermatitis, Alopezie,
Leberfunktionsstérungen, orale lichenahnliche Lasionen und ein Sicca-Syndrom
charakterisiert, kann aber auch eine obliterative Bronchiolitis und gastrointestinale
Motilitatsstorungen beinhalten. Die Erkrankung wird von T-Zellen des Spenders
vermittelt, von denen die meisten gegen den Minor-Histokompatibilitatskomplex
des Empfangers reagieren. Weiterhin kdnnen autoreaktive T-Zellen des Spenders
vorliegen, die ein Autoantigen, das Spender und Empfanger gemeinsam ist,
besonders dann erkennen, wenn eine Gewebeschadigung vorliegt (474). Die
aktivierten T-Lymphozyten bilden eine Vielzahl an Zytokinen einschliel3lich IL-4,
von dem man annimmt, dass es ein primarer Mediator der Erkrankung ist.
Aulerdem wurde, verglichen mit gesunden Kontrollpersonen oder Patienten, die

keine cGVHD entwickelten, eine signifikant verminderte IL-10 und eine vermehrte
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Interferon Produktion festgestellt. Beide Zytokine scheinen in die Pathogense der
cGVHD involviert zu sein. Die Alloreaktivitat kann durch das Zytokin IL-10 inhibiert
werden, das vermutlich Uber eine ,Downregulierung” der HLA-Antigenexpression
wirkt (29). In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass es durch das
Inhibieren endogen gebildeten IL-10 in vitro, zu einer vermehrten Sekretion an IFN-
y kommt. Folglich kénnte eine signifikant reduzierte IL-10 Produktion bei Patienten
mit einer chronischen GVHD zu einer unkontrollierten Alloreaktivitat und einer
ubermafigen Produktion an IFN-y fihren, was wiederum fur einen Teil der, an der
cGVHD beteiligten klinischen Symptome, verantwortlich ware (12). Anscheinend
durchlaufen die neu entwickelten T-Zellen des adoptiven Empfangers keine
normale negative Selektion, bei der die autoreaktiven T-Zellen zerstort und eine
Selbsttoleranz induziert wird. Die wichtigsten, von einer chronischen GVHD
ausgehenden, Komplikationen sind opportunistische Infektionen, die sowohl mit
der zugrunde liegenden Autoimmunerkrankung, als auch ihrer Therapie in

Zusammenhang stehen.

1.3.6.4 Risikofaktoren der GVHD-Entwicklung nach allogener Transplantation

Nash et al. untersuchten, anhand einer multivarianten Cox-Regressions-Analyse,
die Risikofaktoren, die neben der HLA-Disparitat mit dem Grad II-IV der akuten
GVHD einhergingen. Dabei spielte ein unterschiedliches Geschlecht, die Tatsache
einer fruheren Schwangerschaft (p = 0,001), eine Zunahme der Strahlendosis bei
der Ganzkdorperbestrahlung (p = 0,001), eine Reduktion der MTX Dosis (p = 0,02)
oder der CsA Dosis (p = 0,02), sowie das Lebensalter, wenn die betreffende
Person alter als 40 Jahre war (p = 0,5) eine signifikante Rolle (330). Przepiorka et
al. berichtete daruber hinaus uber ein erhohtes Risiko der GVHD Entwicklung in
Abhangigkeit von der Anzahl CD34" transplantierter Stammzellen (368). Dieser
Aspekt ist jedoch kontrovers zu diskutieren, da, trotz Applikation einer Megadosis
CD34" Stammzellen, keine GVHD nach entsprechenden allogenen
Transplantationen beobachtet werden konnte (159). Daneben ist allerdings die
Anzahl der infundierten Lymphozyten unbestritten mit der Entwicklung einer GVHD
assoziiert, da gezeigt werden konnte, dass die Zahl der T-Zellen zum Zeitpunkt der

Knochenmarktransplantation positiv mit der Inzidenz der GVHD korrelierte (227).
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Anhand weiterer klinischer Studien konnte gezeigt werden, dass zwischen der
Inzidenz der GVHD Entwicklung und der, im Rahmen der Konditionierung
applizierten Strahlendosis (< 1.200 versus > 1.200 cGy), eine Korrelation bestand
(79, 330), die allerdings auch bei der myeloablativen Therapie anzutreffen war,
wenn Chemotherapie und Bestrahlung in Kombination eingesetzt wurden,
verglichen mit einer alleinigen Chemotherapie (80). Auch die Zytotoxizitat der

myeloablativen Therapie korrelierte mit der Inzidenz der GVHD (97).

1.3.6.5 Vorbeugende therapeutische MaRnahmen zur Vermeidung einer GVHD

Seit 1968 war bekannt, dass die Graft versus Host Erkrankung (GVHD) durch T-
Lymphozyten vermittelt wird und mittels Anti-Lymphozyten-Globulinen (461) bzw.

einer Vielzahl anderer Methoden, zumindest ansatzweise, behandelt werden kann.
So wurde Mitte der 70er Jahre des letzten Jahrhunderts im Mausmodell, unter
Verwendung diskontinuierlicher Dichtegradienten, reife Lymphozyten aus
allogenen Knochenmarkspenden entfernt.

Bis heute konnte jedoch noch kein zufriedenstellender Lésungsansatz fir das
Problem der GVHD gefunden weden (18, 19, 42, 131, 487). Indem man T-
Lymphozyten aus dem Transplantat entfernte, konnte das Risiko der GVHD
reduziert werden. Dies fUhrte dazu, dass eine Reihe von T-Zelldepletionsverfahren
in klinischen und praklinischen Studien getestet wurden (301, 320, 365, 366, 375,
416).

Fir die T-Zellelimination stehen daher viele verschiedene Depletionstechniken,
sowohl in vivo, als auch in vitro zur Verflgung (365) (476) (301) (96) (422) (475)
(180) (203). Die neueren Strategien hierunter, beflirworteten dabei eine selektive
Depletion von T-Lymphozyten. Dadurch versprach man sich eine deutlich
verbesserten ,Engraftmentrate nach der Transplantation, da durch die Ubrigen
Spenderlymphozyten die, fur des Anwachsen des Transplantats nétigen Zytokine,
weiterhin produziert werden konnten. Ferner konnte so von den restlichen
Lymphozyten ein so genannter ,Veto-Effekt” hervorgerufen werden, der gegen die,
in den AbstoRungsmechanismus involvierten CTL des Empfangers, gerichtet war
(67). Zusatzlich versprach man sich auf diese Weise eine Beschleunigung der

Immunrekonstitution, da gezeigt werden konnte, dass dieser Prozess zur Anzahl
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der T-Lymphozyten im infundierten Spenderpraparat direkt proportional ist (288).
Retrospektiv gesehen erbrachte dieses therapeutische Vorgehen in der Tat die
erwunschten Effekte (92) (67, 312, 377). Allerdings konnte diese Therapie nur
durch eine Intensivierung der Konditionierungstherapie vor der Transplantation,
sowie der immunsuppressiven Therapie nach der Transplantation bewerkstelligt
werden.

Die von uns favourisierte Methode umfasste daneben die Mobilisation peripherer
Blutstammzellen nach Applikation von G-CSF mit anschlieRender Leukapherese
und indirekter Depletion von B- und T-Zellen mittels positiver Selektion peripherer
CD34" Blutzellen (MACS bzw. CLINIMACS). Aufgrund der ausgesprochen
niedrigen T-Zellzahl im Transplantat und des geringen Risikos einer GVHD liel3 es
dieses Vorgehen zu, auf eine pharmakologische Immunsuppression post
Transplantationem zu verzichten. Hinsichtlich des Engraftments des allogenen
Transplantats schien die optimale Infusionsdosis CD34" Stammzellen bei > 10 x
10° Zellen/kg (Megadosis) zu liegen. Selbst im allogenen Bereich konnten dabei
ausgesprochen niedrige Inzidenzen, sowohl der akute (13% = I° und 10% = 11°),
als auch der chronischen (7%) GVHD beobachtet werden. Allerdings wurde in
diesem Zusammenhang auch uber die weiterhin bestehende Problematik eines
Rezidivs sowie der Immundefizienz nach der Transplantation berichtet (259).
Aus diesem Grund wurden, parallel dazu, Uberlegungen laut, die sich mit der
Infusion nicht alloreaktiver T-Lymphozyten, im Rahmen einer adoptiven
Immuntherapie, nach einer T-Zell depletierten Transplantation beschaftigten. Die
Problematik dieses Vorgehens lag in der Elimination, der in der Infusion
enthaltenen alloreaktiven T-Zellen. Der erste Ansatz, um dieses Problem zu I6sen,
beschaftigte sich damit, die humanen Spenderlymphozyten in das Stadium der
Anergie gegenuber spezifischer Empfangerantigene zu versetzten, was unter
Verwendung von CTLA4-Ig ohne oder in Kombination mit Cyclosporin A (CsA)
durchgefuhrt wurde. Der zweite Ansatz, um dem Problem der GVHD
beizukommen, umfasste die Elimination alloreaktiver Zellen mit Hilfe eines
Immunotoxins (37, 67, 312), was allerdings bestimmte Richtlinien flr Herstellung
und Anwendung im klinischen Alltag erforderlich machte. Als Alternative wurde die

Methode des ,FACS-Sortierens” (fluoresence activated cell sorter) angedacht, die
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allerdings sehr langsam verlauft und eher hinsichtlich einer positiven Selektion als
einer Depletion Verwendung findet (377). Vor kurzem wurde, unter dem gleichen
Vorzeichen, von Tiberghien et al. und Bonini et al. ein gentherapeutischer Ansatz
diskutiert, der die Verwendung von genetisch modifizierten T-Lymphozyten
umfasste, die ein so genanntes Suizidgen exprimierten, das fur die Herpes
Simplex Virus Thymidinkinase (HSV-tk) kodierte und zur selektiven Elimination
alloreaktiver Zellen nach Entwicklung einer GVHD beitragen sollte (45, 452). Die
neueste Depletionstechnik alloreaktiver Zellen, die zuvor ex vivo aktiviert worden
waren, wurde von Garderet et al. und Koh et al. vorgeschlagen (132, 238). In
deren Studien basierte die Depletion auf dem Verfahren des magnetischen
Zellsortierens (MACS; magnet activated cell sorter), anstellen des Immunotoxin
vermittelten Abtotens alloreaktiver CD25"-Zellen. In Analogie zu Cavazzana-Calvo
et al. depletierte Garderet et al. ebenfalls alloreaktive Zellen, die den
Aktivierungsmarker CD25 exprimierten, wahrend Koh et al. Lymphozyten mit dem
CD69 Phanotyp depletierten. Richtete sich die Depletion allerdings gegen beide
Aktivierungsantigene, so resultierte, im Hinblick auf die Elimination alloreaktiver
Lymphozyten, ein sehr viel effizienteres Verfahren (115), das dartber hinaus durch
Depletionsverfahren, die sich gegen drei Aktivierungsmarker gleichzeitig richteten,
namlich CD25, CD69 und HLA-DR optimiert werden konnte (377).
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

An der Kinderklinik der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen werden jahrlich
durchschnittlich 50 Transplantationen durchgefuhrt. Im Rahmen einer Studie wurde
an 30 Patienten mit malignen Grunderkrankungen, mittels hochangereicherter
CD34" Stammzellen (durchschnittliche Reinheit: 98,5%; durchschnittliche Zahl der
CD34" Zellen: 8,0 x 10° Zellen/kg und der restlichen T-Zellen: 6000 Zellen/kg) eine
allogene Stammzelltransplantationen von HLA-identischen, nicht verwandten
Fremdspendern (MUD) und haploidentischen Familienmitgliedern durchgefuhrt.
Dabei wurde keine GVHD Prophylaxe verabreicht. Allerdings erfolgte eine
Behandlung mit Acyclovir, Fluconazol, Co-Trimoxazol und Metronidazol bis die T-
Zellrekonstitution wieder einsetzte. Vom Zeitpunkt der Infusion von 8 x 10° oder 19
x 10° hamatopoetischer Progenitorzellen pro kg Kérpergewicht bis zu dem
Zeitpunkt, zu dem die Befahigung zur Bildung adaquater Granulozyten-,
Thrombozyten-, und Erythrozytenzahlen wiedererlangt wurde, starben acht
Patienten an einem Rezidiv und zehn an Infektionen (Viren = 5, Pilze = 2,
Bakterien = 1, wunbekannt = 2). Darlber hinaus wurde auch die
Regenerationsphase der Hamatopoese in Abhangigkeit von der Viruslast
verzogert. So zeigten CD3'-, CD4'- Lymphozyten und CD56"-Natiirliche
Killerzellen, bei hoher Viruslast, eine deutlich verlangerte Regenerationszeit.
Wiahrend im Allgemeinen die Regeneration CD16/CD56" NK-Zellen mit einem
Hohepunkt nach ein bis zwei Monaten nach der Transplantation sehr schnell
verlief, setzte die T-Zellregeneration erst nach funf bis sechs Monaten ein (258,
259).

Ziel dieser Arbeit war es daher, im Rahmen einer adoptiven Immuntherapie nach
allogener Stammzelltransplantation nicht alloreaktive T-Lymphozyten in vitro zu
generieren, d. h. T-Zellen, die nicht in der Lage sind, eine Immunantwort gegen die
HLA-Antigene des Empfangers zu initiieren, aber dennoch ein antiinfektidses bzw.
gegebenenfalls auch ein antileukamisches Potential aufweisen. Da die, durch das
herkdmmliche MLC-Verfahren (mixed lymphocyte culture) erreichbare Frequenz an
alloreaktiven T-Zellen lediglich bei 1 bis 10% liegt (122, 307, 409) und daher

schwer nachzuweisen ist, beabsichtigten wir, die alloreaktive Immunantwort in vitro
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zu verstarken. Aus diesem Grund versuchten wir optimale Bedingungen flr die
Generation alloreaktiver T-Lymphozyten zu schaffen, was unter zu Hilfenahme
eines geeigneten Nahrmediums und verschiedenster Stimulatorzellarten, namlich
periphere mononukleare Zellen (PMNC), zytokinaktivierte PMNC und dendritische
Zellen bewerkstelligt werden sollte. Ausschlaggebend hierfur, war die Vorgabe,
einen Weg zu finden, um die Sensitivitat der Standard MLR (mixed lymphocyte
reaction) zu verbessern und bislang unerkannt gebliebene Anzeichen der
allogenen T-Zellaktivierung zu amplifizieren. In einem nachfolgenden Schritt sollten
die generierten alloreaktiven T-Lymphozyten durch die Immunphanotypisierung,
das Zytokinmuster sowie das proliferative Verhalten charakterisiert und quantitativ
nachgewiesen werden. Die Intension, die hinter diesem Vorgehen stand,
orientierte sich, im Hinblick auf die Depletion daran, mdglichst alle, potentiell
alloreaktiven Zellen in einen Aktivierungsstatus zu versetzten. Anschliel3end sollte
die Methode ausgewahlt werden, die diesen Anforderungen am ehesten
entsprach. Im Hinblick auf den gunstigsten Zeitpunkt fur die Depletion alloreaktiver
Zellen, die dann erfolgen sollte, wenn es 2zu einer maximalen
Oberflachenexpression einzelner Aktivierungsmarker gekommen war, aber noch
keine, durch Kultivierungsprozesse induzierte Zellproliferation, d. h. Amplifikation
alloreaktiver Zellen stattgefunden hatte, sollte ein Analyse der Expressionskinetik
durchgefuhrt werden. Dadurch versprach man sich Aufschlul® Gber den Einsatz
weiterer Aktivierungsmarker zu erhalten, die neben dem CD25, CD69 und HLA-DR
Molekulen, in Bezug auf die selektive immunomagnetische Depletion, zusatzlich in
Betracht kommen konnten. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit umfasste folglich die
Entwicklung einer moglichst schnell und einfach durchzufuhrenden, aber dennoch
sensitiven immunomagnetischen Depletionsmethode, um die in vitro generierten
alloreaktiven Lymphozyten von den nicht alloreaktiven T-Lymphozyten zu
separieren. Anschliel3end sollte die, aus dem Depletionsverfahren resultierende,
negative Zellfraktion hinsichtlich ihres Oberflachenphanotyps, des Zytokinprofils
und der proliferativen Aktivitat im Hinblick auf ihre allogene, spezifische antigene
oder mitogene Restimulierbarkeit identifiziert, genauer charakterisiert und
diesbezlglich mit der jeweiligen  Ausgangspopulation vor  der

immunomagnetischen Zellseparation verglichen werden.
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2.Material und Methoden

2.1 Zusammenstellung von generell benotigten technischen

Geraten, Materialien und Reagenzien

Sterile Werkbank, Hera safe

CO, Begasungsbrutschrank, Hera cell
Laborzentrifuge, Rotixa 50 RS
Drehschuttler

Vortexer VF2

Bestrahlungsgerat

GammaCell 1000 Elite CEO120

(22 x 10" Bq 607 Ci, Caesium 137)
DurchfluRzytometer, FACSCalibur
Automatisches Zellzahlgerat, Advia120
Lichtmikroskop, Olympus, CX40LF200
und Olympus IX50
Zellkulturmikroskop, Olympus IM
Trypanblau, Trypan blue solution 0,4%
Neubauer Zahlkammer,

Neubauer improved Assistent-Bright Line
Wasserbad

Pipettiergerat, Pipettboy plus

Pipetten

Tansferpipette-8, 20-200 ul
Pipettenspitzen, 10 ul, 100ul, 1000 ul

Sterile Plastikpipetten, 2-25 ml
Plastikrohrchen, 14 mil, 50 ml/
Reaktionsgefaly, 1,5 m/

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Hettich, Tuttlingen

Snijders, Tilburg, Niederlande
Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik
MDS Nordion,

Science Advancing Health,
Ontario, Kanada

Becton Dickinson, Heidelberg
Bayer, Leverkusen

Olympus, Japan

Olympus, Japan

Olympus, Japan

Sigma, Chemical Co, Deisenhofen

Kastner, Minchen

Memmert, Schwabach

Integra Biosience, Schweiz
Gilson, Frankreich

oder Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

und Gilson SA. Villiers-le-Bel,
Frankreich

Greiner, Sollingen/Frickenhausen
Greiner, Sollingen/Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg
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Einfrierrohrchen, 1,8 ml/
PBS DULBECO'S,
Phosphat-gepufferte Saline

(nach Sérensen)einfach konzentriert

ohne Mg** und Ca**
BSA (30%)
HSA

Natrium-Azid (10%)
ETDA
Wasser, Ampuwa (500 ml)

Nunc, Wiesbaden
GIBCO BRL, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen
Blutspendedienst Baden-
Wirttemberg
Universitatsapotheke Tubingen
Universitatsapotheke Tubingen

Fresenius Kabi, Bad Homburg

2.2 Materialien und Reagenzien flur die Zellseparation

Butterfly-21

Einmal-Injektions-Kanule, Microlance 3

Einmalspritze, 1ml - 20 ml
Perfusionsspritze, 50 ml
Heparin-Natrium,

Liquemin, N 25.000, 5 ml,
(aus Schweinedarm-Mukosa)
Kombi-Stopper

Biocoll Separating Solution, Ficoll

Abbott, Irrland

Becton Dickinson, Fraga, Spanien
oder

Braun  Sterican, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Roche, Grenzach Whylen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Biochrom KG, Berlin

2.3 Material und Reagenzien fur die Zellkultur

Polystyrenkulturflaschen
Sechs-Loch-Kulturplatten

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
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Cell Scraper Costa, Corning NY, USA

2.3.1 Zellkulturmedien

Die Zellkulturmedien X-VIVO 15 und RPMI 1640 und AIM-V wurden kommerziell

bezogen.

X-VIVO-15 BioWhittaker, Maryland, USA
RPMI 1640 Biochrom, Berlin

AIM-V GIBCO BRL, Paisley, Scottland

2.3.2Zusatz von Serum

Zu den T-Zellmedien auf X-VIVO 15 oder RPMI 1640 Basis wurde teilweise fotales

Kalberserum (FCS) bzw. humanes AB-Serum (hAB-Serum) hinzugegeben.

Humanes Serum, Typ AB Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Seinheim
Fotales Kalber Serum (FCS) Seromed, Biochrom KG, Berlin

2.3.3Zusammensetzung der Nahrmedien

Als Nahrmedien dienten X-VIVO 15 Medien mit folgenden Zusatzen:

X-VIVO 15 Medium I:
X-VIVO 15 BioWhittaker, Maryland, USA

ohne Zusétze

X-VIVO 15 Medium II:

mit 10% hAB-Serum, hitzeinaktiviert

X-VIVO 15 BioWhittaker, Maryland, USA
AB-Serum, hitzeinaktiviert Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Seinheim
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X-VIVO 15 Medium lII:

mit 10% FCS, hitzeinaktiviert

X-VIVO 15 BioWhittaker, Maryland, USA
FCS, hitzeinaktiviert Seromed, Biochrom KG, Berlin

Als Nahrmedien dienten des weiteren RPMI 1640 Medien mit folgenden Zusatzen:

RPMI 1640 Medium 1V:
mit 10% hAB-Serum, hitzeinaktiviert

RPMI 1640 Biochrom, Berlin
hAB-Serum, hitzeinaktiviert Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Seinheim

RPMI 1640 Medium V:

mit 10% FCS, hitzeinaktiviert

RPMI 1640 Biochrom, Berlin

FCS, hitzeinaktiviert Seromed, Biochrom KG, Berlin

2.3.4Wachstumsfaktoren

Alle eingesetzten Wachstumsfaktoren waren rekombinant human.

Interleukin-4 (IL-4) R&D Systems Inc., Minneapolis USA
Granulozyten-Makrophagen-

Kolonien-stimulierender Faktor, (GM-CSF) R&D Systems Inc., Minneapolis USA

Tumor-Nekrose-Faktor-a, (TNF-a) R&D Systems Inc., Minneapolis USA

Interferon-y, (IFN-y) R&D Systems Inc., Minneapolis USA

Phythamaglutinin, (PHA-M) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Seinheim

CMV-Antigen und CMV-Kontrolle Behringwerke, Bad Homburg

Tetanus Toxoid, Tetanol Behringwerke, Bad Homburg
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Die Wachstumsfaktoren wurden in Aliquots unterschiedlicher GroRRe bei —20°C
gelagert, wobei mehrmaliges Auftauen und wieder Einfrieren aufgrund des zu
erwartenden Aktivitatsverlustes vermieden wurde. Entsprechende Aliquots wurden

daher nach einmaligem Auftauen verworfen.

2.4 Material fur die selektive Zellseparation auf Magnetpartikel-

Konzentrator-Basis

Tab. 2.4-01
Nichtfluoreszierende Antikbrper fiir die selektive Zellseparation auf Magnetpartikel-Konzentrator-
Basis (MPC™-1)

Antikorper Bezeichnung Subtyp Markierung Hersteller
; Becton
CD25 Anti-IL-2R Maus IgG, K nicht- Dickinson,
Klon: M-A251 fluoreszierend ;
Heidelberg
R ; Becton
CD69 Early Act|vatlon Maus. 1gG1,K nlch_t- Dickinson,
Antigene Klon: FN50 fluoreszierend X
Heidelberg
MHC Klasse Il nicht- DAKO A/S,
HLA-DR Antigen ) fluoreszierend Danemark
Dynalbeads M-450, Dynal AS., Oslo, Norwegen
Sheep anti Mouse IgG
Magnetpartikelkonzentrator, MPC™-1 Dynal AS., Oslo, Norwegen
2.5 Material und Reagenzien fur die DurchfluRzytometrie
2.5.1 Puffer und Losungen
Natrium-Azid-FACS-Puffer:
493,4 ml PBS GIBCO BRL, Eggenstein

1,6 ml 0,1% BSA Sigma, Deisenhofen
5 ml 0,1% Natrium-Azid Universitatsapotheke Tubingen
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zugegebenes Volumen: 4 ml/Réhrchen
Propidiumjodid (95%-98%), Sigma, Deisenhofen
Stock: 2ul/ml,

zugegebenes Volumen: 10 yl/Réhrchen

2.5.2 Allgemein benotigte Kontroll-Antikorper

Vor jeder durchflulzytometrischen Messung wurden Kontroll-Analysen mit

folgenden Antikorpern durchgefuhrt.

Tab. 2.5.2-02
Kontroll-Antikérper fiir die durchflul3zytometrische Analyse
Antikérper Bezeichnung Subtyp Markierung Hersteller
o monoklonale
Simultest Mausantikorper Becton
Control Klon ;((gg bzw. der IgG;- und FITC, PE Dickinson,
19G1/19G2, 19G2, - Heidelberg
Subklassen
monoklonale Becton
Fastimmune™ Mausantikorper oF
- PE Dickinson,
lgG2a der 19Gz - Heidelber
Subklassen 9
monoklonale
Mausantikorper Becton
Mouse IgG2a ) der 19Gy, - PerCP Dickinson,
Subklassen Heidelberg
Klon: G155-178
monoklonale
Mausantikorper Becton
Mouse IgG1 - der 19G+- APC Dickinson,
Subklassen Heidelberg
Klon: MOPC-21
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2.5.3 Antikorper zur Expressionsanalyse von Zellpopulationen

Tab. 2.5.3-03
Antikbrper zur Expressionsanalyse von Zellpopulationen
Antikorper Bezeichnung Subtyp Markierung Hersteller
Becton
GAM Goat-anti-Mouse - FITC Dickinson,
IgG und IgM Heidelberg
FITC,
Becton
™ Maus IgG;, K PE, .
CD3 Leu "4 Dickinson,
Klon: UCHT1 PerCP,
Heidelberg
APC
Becton
™ Maus IgGy, K FITC, o
CD8 Leu ™ 2a Dickinson,
Klon: HIT8a APC
Lyt3 Heidelberg
FITC, Becton
Maus IgG;, K
CD25 IL-2R PE, Dickinson,
Klon: M-A251
Tac Antigen APC Heidelberg
Leu™ 28
Becton
Ligand fur CD80 Maus: 1gG4, K FITC,
CD28 Dickinson,
und CD86 Klon: CD28.2 PE
Heidelberg
T44; Tp44
Leu-19 FITC, Becton
Maus IgG;, K
CD56 NKH1 PE, Dickinson,
Klon: B159
NCAM APC Heidelberg
AIM; EA-1 Becton
Maus IgG;,k APC,
CD69 MLR3; gp34/28 Dickinson,
Klon: FN50 PE
VEA Heidelberg
humaner Maus 1aGo. K Immunotech,
CD71 Transferrin- Klon: Mg-A;aiZ FITC Marseille,
Rezeptor, T9 ' Frankreich
Immunotech
Maus IgG4,k FITC, . ’
CD90 Thy-1 Klon: 5E10 PE Marsell!e,
Frankreich
Fas Antigen Becton
CD95 FAS Maus 190« e Dickinson,
Apo-1 ) Heidelberg
Becton
CD161 NKRP1A Maus 1gG+ .k o Dickinson,
Klon: DX12 Heidelberg
Maus 1gG,,, kK PE Becton
HLA-DR MHC Klasse Il Klon: G46-6 Perc’P Dickinson,
Antigen (L243) Heidelberg
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2.5.4 Antikorper und Reagenzien zur Analyse von Interferon-y

produzierenden Zellen

Tab. 2.5.4-04
Antikérper zur Analyse Interferon-y sezernierender Zellen (Sekretions-Assay, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach)

Antikorper Bezeichnung Subtyp Markierung Hersteller
Miltenyi Biotec,
IFN-y nicht-
- - Bergisch
Catch Reagent fluoreszierend
Gladbach
IFN-y Miltenyi Biotec,
Detection - - PE Bergisch
Antibody Gladbach
monoklonale
) ™ o Becton
Fastimmune Mausantikorper
10G2 - der 1aG PE Dickinson,
a er -
I 9z Heidelberg
Subklassen
Becton
™ Maus 1gG;, K N
CD3 Leu ™4 FITC Dickinson,
Klon: UCHT1
Heidelberg
Leu-19 Becton
Maus IgG;, k
CD56 NKH1 APC Dickinson,
Klon: B159
NCAM Heidelberg
FACS Roéhrchen fur BD-FACS, Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
5 ml Polystyren-Rundbodenrbéhrchen
Software: Cell Quest Becton Dickinson, Heidelberg
WinMDI (1993-2000), Version 2.8 Joseph Trotter
2.6 Material und Reagenzien fur den Elispot-Assay
Multiscreen-HA Platten, MAHA S4510 Millipore SA., Molsheim, Frankreich
Antihumaner IFN-y Antikorper, Mabtech AB, Hamburg

Clone 1-D1K, Stock: 1 mg/ml
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Antihumaner IFN-y Antikorper, biotiniliert

Clone 7B 6-1, Stock: 1 mg/ml
Avidin-Peroxidase-Komplex,

Vectastain Elite Kit, ABC-Kit
3-Amino-9-Ethylcarbazole-Substrat,
AEC-Substrat

Tween 20

0,1N Essigsaure-Losung,
C,oH40O, (Eisessig),

M = 60,05 g/mol, 11 = 1,05 kg,
1,33 ml Essigséure (100%),
auf einen Liter auffiillen

0,1N Natrium-Acetat,
C2oHsNaOy, (99% H,O-frei),

M = 82,03 g/mol, 250g,

16,4 g Na-Acetat,

auf einen Liter auffiillen

Acetatpuffer

46,9 ml H,O (Millipore oder Ampuwa)

4,6 ml 0,1 N Essigséaurelésung
11 ml 0,1 N Na-Acetat-L6sung
N,N-Dimethylformamid, CsH;NO,
M =73,10 g/mol, 11 = 0,95 kg
H,O: Millipore

oder Ampuwa

H20, (30%)

Mabtech AB, Hamburg

Linaris Biologische Produkte GmbH,
Wertheim
Vector Laboratories, Burlingame

Sigma-Aldrich, Steinheim
Aldrich ~ Chemical = Company,

Milwaukee

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Milliporeanlage
Fresenius Kabi, Bad Homburg

Merck, Darmstadt
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2.7 Material und Reagenzien fiir den Thymidin [6-H?]-Proliferations-

Assay

96-Loch-Mikrotiterplatten, Cellstar,
(Rundboden)

96-Loch-Mikrotiterplatten, (Rundboden)
Tritium-Thymidin [6-H%], 1 mCi/ml
Szintillationslésung,

1205-440 Betaplate Scint

Harvester, Tomtec

Filterpapier, 1450-241 Printed Filtermate A,
Tomtec

Mikrowelle

Einschweildgerat, 1295-012 Heat Sealer
Folien, 1450-432 Sample Bag

Kassetten, 1450-Filtermate Cassette
Zahlgerat, 1450 MicroBeta Trilux,

liquid scintillation and luminescence counter

Software

2.8 Zellisolierung

2.8.1 Zur Verfiigung stehende Blutproben

Greiner

Costar, Cambridge, MA, USA
Amersham Pharmacia, Biotech, UK

Wallac, Turku, Finnland

Wallac, Turku, Finnland

Wallac, Turku, Finnland

Siemens

Wallac, Turku, Finnland
Perkin Elmer, Life Sience
Wallac, Turku, Finnland

Wallac, Turku, Finnland

MicroBeta Windows Work Station

Sowohl fir die Responder-, als auch flr die bestrahlten Stimulatorzellen, die in die
Lymphozytenmischkulturen (MLC) eingesetzt wurden, stand periphervenoses
Vollblut von gesunden, nicht-HLA-identischen Erwachsenen zur Verfugung.

Voraussetzung fur alle Untersuchungen war ferner ein positives Votum der

Ethikkommission der Universitat Tubingen unter der Projektnummer 14/2001.

2.8.2l1solierung von peripheren mononuklearen Zellen

Die peripheren mononukledren Zellen (PBMC) wurden mit Hilfe der
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Dichtezentrifugation aus heparinisiertem Vollblut (50 i.E./ml) von gesunden
Probanden nach dem 1968 von Boyum (50) beschrieben Verfahren in
abgewandelter Form isoliert.

In ein steriles 50 ml Plastikrohrchen (Falcon, Becton Dickinson) wurden 15 ml
Ficoll (BlocoLL SEPARATING SOLUTION, BIocHROM KG Berlin), ein nichtionisches,
synthetisches Polymer aus Saccharose mit einer Dichte von 1,077 vorgelegt.
Heparinisiertes Vollblut wurde mit PBS DULBECO'S (GIBCO BRL, Eggenstein) im
Verhaltnis 1:2 verdinnt. 35 ml des verdinnten Blutes wurden mit einer Pipette -
mdglichst ohne Vermischung der Grenzschichten - auf die Ficoll-Phase
aufgeschichtet. Zur Ausbildung eines Dichtegradienten wurde das Réhrchen bei
20°C, einer Umdrehungszahl von 400g und einem malfdigen Auslauf (Bremse:
Stufe 2) 30 Minuten lang zentrifugiert (Rotixa 50 RS, Hettich). An der
ursprunglichen Grenzschicht zwischen Ficoll und verdinntem Blut wurde, nach
erfolgter Zentrifugation, ein weiller Ring sichtbar. Bei dieser so genannten
Interphase handelte es sich um eine Schicht, bestehend aus angereicherten
mononukledren Zellen, wie beispielsweise B- und T-Zellen, Monozyten,
Makrophagen und mononukleédre Vorlauferzellen. Wahrend der Uberstand
oberhalb des Zellrings verworfen wurde, wurde der eigentliche Interphase-Ring
groldzugig abpipettiert und in ein steriles 50 ml Plastikrohrchen Uberfuhrt, das
anschlieBend mit PBS bis zur 50 ml Markierung aufgefullt wurde. Die Zellen
wurden abermals abzentrifugiert (10°C, 300g, 10 min, Auslauf mit starker Bremse:
Stufe 9). Das Zellsediment wurde anschlief3end erneut in 50 ml PBS resuspendiert

und ein weiteres Mal gewaschen.

2.9 Zellkultivierung

2.9.1 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit der Zahlkammer nach Neubauer
(Neubauer Improved Assistent Bright Line, Germany: Gesamtflache: 0,025 mm?,
Tiefe 0,1 mm, 4 Grol3quadrate mit je 16 Kleinquadraten). Die Zellsuspensionen

wurden hierzu mit Trypanblau (trypan blue solution 0,4%, sigma chemical co) im
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Verhaltnis 1:1 verdunnt. Da einige Zellen nach dem Zelltod in der Regel ihre zuvor
intakte Membranbarriere verlieren, kdnnen sie mit Hilfe des Farbstoffs Trypanblau
angefarbt werden. Tote Zellen imponierten in diesen Fallen bei mikroskopischer
Betrachtung als schwarz-blaue, unregelmallig begrenzte Punkte. Mit Hilfe eines
Mikroskops (Olympus CX40LF200, Japan) konnten folglich alle vitalen Zellen in je
vier GrolRquadraten ausgezahlt werden. Die Zahlung umfasste dabei stets
mindestens 200 Zellen.

Darlber hinaus wurde die Zellzahl auch mittels eines vollautomatischen Zahlgerats
(Advia 120, Bayer, Leverkusen) bestimmt. Durch die Messung des, von jeder
einzelnen Zelle ausgesandten Streulichts, sowie der Peroxidaseaktivitat, war
neben der Zellzahlbestimmung auch eine genauere Zelldifferenzierung maoglich.
Bei zuvor kultivierten Zellen wurde allerdings weitgehend auf eine vollautomatische
Zellzahlbestimmung verzichtet, da einige Zellen durch das Kultivieren
morphologische Veranderungen aufwiesen und von dem Messgerat nicht mehr
erfasst werden konnten. Die Zellzahlung erfolgte in diesen Fallen, wie bereits oben

erwahnt, mit Hilfe der Zahlkammer nach Neubauer.

2.9.2 Kultursysteme fur Stimulatorzellen

2.9.2.1 Kultivierung der Stimulatorzellen in serumhaltigen Medien

Nach dem Isolierungsverfahren und der Zellzahlbestimmung lagen die PMNC
zunachst resuspendiert in PBS vor. Um eine Zelldichte von 5 x 10° PMNC/ml in
den jeweiligen Zellkulturen zu erreichen, wurde das Volumen des Kulturmediums
(X-Vivo 15, BioWhittacker, Maryland, USA versetzt mit 10% hAB-Serum) an die
verschiedenen Ausgangszellzahlen angepasst. Die Kultivierung erfolgte in
Polystyrenkulturflaschen (Falcon, Becton Dickinson) bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank (Hera cell, Heraeus Instruments GmbH). Die Kulturdauer betrug 12
Stunden.

Wahrend der 12 stiindigen Inkubationsphase wurden zu einigen Stimulatorzellen
Zytokine (Rekombinanter humaner Tumor-Nekrose-Faktor-a und Interferon-y, R&D
SYSTEMS) hinzugegeben.
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2.9.2.2 Kultivierung der dendritischen Zellen in serumfreien Medien

Insbesondere fur die Generierung dendritischer Zellen wurde das gebrauchsfertige
Komplettmedium X-Vivo 15 (BioWhittacker, Maryland, USA) eingesetzt. Die PMNC
wurden dabei auf eine Zelldichte von 5 x 10° Zellen/ml eingestellt und auf einer
sechs-Loch-Kulturplatte (Falcon, Becton Dickinson) ,ausgesat®. Wahrend einer
zweistundigen Inkubationsphase unter Standardbedingungen (37°C und 5% CO05)
im Brutschrank heftete sich ein Teil (15-20%) der PMNC, in erster Linie bestehend
aus Monozyten und Makrophagen, an das Plastikmaterial der Kulturplatte an. Alle
ubrigen, nicht adharenten Zellen wurden in drei aufeinander folgenden
Waschschritten abpipettiert und verworfen. Die zytokingesteuerte Differenzierung
und Ausreifung aller adharenten Zellen zu dendritischen Zellen erfolgte durch die
Zugabe von GM-CSF und IL-4 an den Tagen 0 und 3 bzw. 4 der Kulturphase,
sowie durch die Zugabe von GM-CSF und TNF-a am 6. oder 7. Tag nach dem
Ansetzen der Kultur. Acht bis neun Tage nach Kulturbeginn konnten die
dendritischen Zellen mit Hilfe eines ,cell scrapers® (Costa, Corning NY, USA)

,geerntet” werden.

2.9.3 Lymphozytenmischkultur MLC (mixed-lymphocyte-culture)

Mit Hilfe einer MLC kdnnen T-Lymphozyten durch allogene Stimulatorzellen
aktiviert werden. Aus diesem Grund stellt die MLC das in vitro Modell fur
Erkenntnisse bezuglich der Alloimmunitat des Menschen dar. Die Aktivierung der
T-Zellen wird dabei durch Unterschiede der HLA-Antigene bewirkt, wobei die
Reaktion positiv mit der Diversitat der MHC-Molekdule korreliert. Allerdings kommt
eine MLR (mixed lymphocyte reaction) auch zwischen HLA-identischen Zellen
zustande. Diese Aktivitat, basierend auf der Stimulierung durch so genannte Minor-
Histokompatibilitdtsantigene, ist jedoch in einer Standard-MLC kaum nachweisbar.
Um den Aktivitatsnachweis lediglich auf einen Reaktionspartner (Responderzellen)
zu beschranken (,one-way“ MLC) wurden die Zellen des anderen Partners
(Stimulatorzellen) bestrahlt, wodurch die Teilungs- und Reaktionsfahigkeit
entsprechender Zellen unterbunden werden konnte.

Angesichts dieser Tatsachen basierten unsere Untersuchungen, hinsichtlich der
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Generierung alloreaktiver T-Lymphozyten, zum grofdten Teil auf einer so
genannten ,one-way primary mixed-lymphocyte-culture“(MLC).

Die hierfur benotigten Responder- und Stimulatorzellen wurden, wie bereits
beschrieben, mittels Ficollseparation gewonnen und in einer Zellkonzentration von
5 x 10° PMNC/ml in verschiedene Medien eingesetzt. Die Stimulatorzellen wurden
dabei, abhangig vom jeweiligen experimentellen Ansatz, direkt, d. h. unmittelbar
nach Ficollseparation, sowie nach Ubernachtinkubation mit jeweils 50 ng/ml
Zytokinen (Rekombinanter humaner Tumor-Nekrose-Faktor-a und Interferon-y,
R&D SYSTEMS), aber auch nach Ausreifung zu dendritischen Zellen in die MLCs
eingesetzt. Diese Stimulatorzellen waren dabei zuvor stets mit einer Zentraldosis
von 3.000 cGy (30 Gy; 3000 Rad) in einem Bestrahlungsgerat (Gammacell 1000
EliteCEO120, MDS Nordion) bestrahlt worden, wobei **'Cs mit einer Halbwertszeit
von 30 Jahren als Strahlenquelle diente. Die Responder- und Stimulatorzellen
wurden anschlieBend - um mdglichst optimale Aktivierungsbedingungen zu
schaffen, mit Ausnahme der dendritischen Zellen - im Verhaltnis 1:1 in die

Lymphozytenmischkulturen eingesetzt.

2.9.4Der Medienvergleich

Im Rahmen eines Medienvergleichs wurde der Einfluss des Nahrmediums auf die
Aktivierbarkeit der Responderzellen unter standardisierten Stimulationsverfahren
getestet. Aus diesem Grund wurde die Aktivitat der Responderzellen an sich, nach
erfolgter allogener Stimulation in einer MLC und nach maximaler mitogenen
Stimulation durch PHA unter bestimmten Kulturbedingungen untersucht. Die
jeweilige Stimulierbarkeit wurde dabei anhand von Zellproliferationsraten
gemessen.

In diesem Zusammenhang wurden die Nahrmedien, die auf Basis des Mediums
RPMI 1640, X-Vivo 15 oder AIM-V erstellt worden waren im Hinblick auf eine
optimale Kultivierung der PMNC miteinander verglichen. Daneben wurde das
jeweilige Medium wahlweise mit 10% humanem AB-Serum bzw. mit 10% FCS

versetzt.
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2.10Die Depletion alloreaktiver T-Zellen mit Hilfe des Magnet-
Partikel-Konzentrator-Systems (Dynal MPC)

Am dritten Tag nach dem Ansetzen der Lymphozytenmischkultur erfolgte die
Depletion alloreaktiver T-Lymphozyten. Um anschlielend Aussagen uber die
Ausgangssituation vor der Depletion machen zu konnen, wurden aus jedem
Kulturansatz mindestens 5 x 10° Zellen entnommen und bis zum Zeitpunkt der
weiteren Verwendung bei Standardbedingungen im Brutschrank aufbewahrt. Der
uberwiegende Anteil der Zellen wurde anschlielRend zentrifugiert (Rotixa 50 RS,
Hettich; 300g, 10 min, 10°C), der Uberstand dekantiert und die Zellen in einem
moglichst geringen Volumen grundlich resuspendiert. Anschliefend erfolgte die
Antikorperzugabe ( CD25: 50 pl; CD69: 50 ul; Becton Dickinson, Heidelberg und
HLA-DR: 100 ul; DAKO A/S, Danemark). Wahrend die nichtfluoreszenzmarkierten
Antikérper (Becton Dickinson und DAKO A/S), die gegen die Aktivierungsantigene
CD25, CD69 und HLA-DR gerichtet waren bei 4°C und unter Lichtabschluss fur 30
Minuten im Kihlschrank inkubierten, wurden die IgG-spezifischen Dynabeads M-
450 vorgereinigt.

Bei den Dynabeads handelte es sich um gleichférmige, superparamagnetische
Partikel mit einem Durchmesser von 4,5 ym. Der magnetische Kern, bestehend
aus Fe>O3 und Fe30y4 ist von einer Hullschicht aus Polymeren umgeben, die eine
Adsorption an andere Molekdle erleichtern und die PMNC vor der Toxizitat des
Eisenkerns schutzen soll.

Pro 20 x 10° zu depletierender Zellen wurden 250 ul Dynabeads eingesetzt. Die
Magnetpartikelldsung wurde resuspendiert und das entsprechende Volumen in
einen 15 ml Falcon Uberfuhrt und mit 7 ml PBS aufgefiillt. Unter dem Einflu® des
Magnetfelds des Magnetpartikelkonzentrators wurden die ferromagnetischen
Partikel zwei Minuten lang an der Rohrchenwand gesammelt und die klare
Flussigkeit verworfen. Im Anschluss an zwei weitere Waschschritte wurden die
magnetischen ,beads” in 1 ml Medium (X-Vivo 15, versetzt mit 10% AB-Serum)
resuspendiert. Nach der Antikorperinkubation und zwei erneuten Waschschritten,
bei denen der Uberstand jeweils verworfen wurde, wurden die vorbereiteten
Magnetpartikel zu den einzelnen Kulturansatzen dazu gegeben und fur 30 Minuten

bei 4°C auf einem Drehschuttler (Snijders, Niederlande) inkubiert. Anschliel3end
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wurden die Probenrohrchen mit Medium beschickt, so dass die Fullhdhe des
Roéhrchens im Magnetfeld beinahe bis zum oberen Rand des Magnetkonzentrators
reichte (resultierendes Volumen 6 ml). Zur Trennung von antikGrpermarkierten und
nicht markierten Zellen wurde die Zellsuspension fur etwa zwei Minuten im
Magnetfeld belassen. Der Uberstand, der in erster Linie die nicht markierten PMNC
umfasste, wurde vorsichtig mit einer 5 ml Pipette enthommen und in ein weiteres
15 ml Probenrohrchen Uberfuhrt, resuspendiert und erneut in das Magnetfeld
eingebracht. Nach dreimaligem Wiederholen des Depletionsvorgangs wurde die
Zellsuspension aus dem Magnetfeld entnommen und eine Zellzahlbestimmung der
noch verbliebenen PMNC durchgefihrt. Im Hinblick auf nachfolgende
Analyseverfahren wurden die Zellen auf 5 x 10® PMNC/mI Medium (X-Vivo 15 mit
10% AB-Serum) eingestellt.

2.11Zellanalyse mittels Durchfluldzytometrie (FACS)

211.1 Grundlagen

Die DurchfluBzytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorter) ermdglicht
eine Charakterisierung und Quantifizierung einzelner Zellen und Zellpopulationen
anhand zellspezifischer Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften.

Zur Analyse wird die jeweilige Zellsuspension Uber eine Stahlkapillare durch
Uberdruck in eine MeRkivette eingebracht. Beim Eintreten in die Messkammer
werden die Zellen durch eine, sie umgebende Tragersubstanz, stark beschleunigt,
wodurch Einzelzellen aneinandergereiht sequentiell den Analysepunkt erreichen
(hydrodynamische Fokussierung) an dem sie von einem Laser erfasst, analysiert
und klassifiziert werden. In der analytischen Durchfluzytometrie werden hierfur
zum einen ein luftgekuhlter Argon-lonenlaser, der Licht mit einer Wellenlange von
488 nm emittiert und zum anderen ein He-Ne Laser verwendet, der Licht einer

Wellenlange von 635 nm erzeugt.
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2.11.2 Messung der Lichtstreuung

Streulicht entstehtimmer dann, wenn eine Zelle von dem Laserstrahl getroffen wird
und es zu einer Brechung, Beugung oder Streuung des ausgesandten Lichtstrahls
kommt. In erster Linie spielen bei diesem Phanomen Faktoren, wie die Zellgrole,
die Oberflachenbeschaffenheit und die intrazellulare Strukturierung einzelner
Zellen eine entscheidende Rolle. Die Messung der Lichtstreuung erfolgt dabei mit
Hilfe von Photodetektoren, den so genannten Photomultipliern.

Die ermittelten Werte werden als so genannte ,events®, die ursachlich fur das
vorwarts- (Forward Scatter (FSC); x-Achse) und seitwartsgerichtete (Sideward
Scatter (SSC); y-Achse) Streulicht in Frage kommen, in einem zweidimensionalen

Diagramm wiedergegeben.

Forward Scatter (FSC):
Die Vorwartsstreuung entlang des einfallenden Lichts stellt ein Mal fur die

Zellgrole dar (Querschnittsflache).

Sideward Scatter (SSC):
Dieses, im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl, gestreute Licht entspricht
der intrazellularen  Granularitat, der  Membranfaltung und  der

Oberflachenmorphologie der analysierten Einzelzelle (Refraktionsindex).

2.11.3 Messung der Fluoreszenz

Daruber hinaus ist es maoglich, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Zellen
genauer zu analysieren, was eine exakte Zuordnung der Einzelzelle zu bestimmten
Zellpopulationen und Subpopulationen erlaubt. Dies Iasst sich zum Grol3teil durch
Antikorper, die gegen zellspezifische Oberflachenantigene gerichtet und mit einem
Farbstoffmolekul gekoppelt sind, direkt erreichen. Bei einigen Analysen besteht
allerdings auch die Moglichkeit, unmarkierte, zellgebundene Antikorper indirekt, mit
Hilfe eines fluoreszenzgekoppelten Anti-immunglobulin-Reagenz nachzuweisen.
Da abhangig vom verwendeten Fluoreszenzfarbstoff lediglich Licht eines

bestimmten Wellenlangenbereichs emittiert wird, ist es moglich, einzelne Zellen zu
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detektieren, die maximal mit vier verschiedenen FluoreszenzantikGrpern markiert

sein kdnnen.

Fluoreszenz 1 (FI-1):

Fluoreszinisothiocyanat (FITC) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der, angeregt durch
einen Argon-lonen Laser im Wellenlangenbereich von 488 nm, Fluoreszenzen von
maximal 520 nm emittieren kann. Unter Verwendung eines Filters, der Farbstoffe
mit einer Emissionswellenlange von 530 + 15 nm erfasst, kann dieser Farbstoff

erkannt werden.

Fluoreszenz 2 (FI-2):
Phycoerythrin (PE) mit einem Emissionsmaximum bei 576 nm kann ebenfalls mit
Hilfe eines Filters, der alle Farbstoffe im Wellenlangenbereich von 575 £ 13 nm

erfasst, erkannt werden.

Fluoreszenz 3 (FI-3):
Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP) und Propidiumjodid (PI) werden mittels eines

weiteren Filters (Long Pass Filter) erfasst.

Fluoreszenz 4 (FI-4):

Allophycocyanin (APC) (angeregt durch einen He-Ne-Laser bei 635 nm) mit einem
Absorptionsmaximum von 650 nm und einem Emissionsmaximum im Bereich von
660 nm, wird durch einen Filter, der Lichtim Wellenlangenbereich von 660 £ 10 nm

absorbiert, erfasst.

2.11.4 Durchfiihrung

Die zu analysierenden Zellsuspensionen, bestehend aus Uberwiegend
mononukledren Zellen nach Kultivierung in verschiedenen Kultursystemen, wurden
in ein Polystyren-Rundboden-Plastikréhrchen tGberfihrt und mit 2 ml FACS-Puffer
(PBS mit 0,1% BSA und 0,1% Natriumazid) gewaschen (Hettich, Rotixa 50 RS:
4°C, 400g, 5 min). Nach anschlieBendem Dekantieren des Uberstands und



46 2. Material und Methoden

Resuspendieren der Zellen erfolgte die Antikérperzugabe (je 10-20 ul des
entsprechenden Antikdrpers, gemal der Instruktionen des Herstellers). Nachdem
die Zellen erneut grundlich resuspendiert worden waren, erfolgte eine 30 Minuten
dauernde Inkubationsphase bei 4°C unter Lichtabschluss im Kihlschrank. Um freie
fluoreszenzmarkierte Antikdrper zu entfernen, wurden die einzelnen
Zellsuspensionen ein weiteres Mal mit FACS-Puffer gewaschen, der Uberstand
wurde dekantiert und die Zellen in vier Tropfen FACS-Puffer erneut resuspendiert.
Die Einstellung des Bezugspunkts im FACSCalibur (Fluorescence Activated Cell
Analyser, Becton Dickinson) wurde immer mit der entsprechenden Negativ- und
Positivkontrolle durchgeflihrt, da es sich bei den Fluoreszenzsignalen stets um

Relativ- und nicht um Absolutwerte handelte.

2.11.5 Auswertung

Zur computergestuitzten Datenverarbeitung wurden die Softwareprogramme Cell
Quest und WinMDI (Joseph Trotter, 1993-2000) Version 2.8 eingesetzt.

Die Klassifizierung einzelner mononuklearer Zellen erfolgte mit Hilfe der ,dot blot®
sowie der ,density blot“ Darstellung von Streulichtsignalen im Vorwarts- (FSC,
forward scatter) und Seitwartsstreulicht (SSC, side scatter). Alle analysierten
Zellen wurden daher zunachst entsprechend ihrer GroRe und Granularitat
graphisch dargestellt. Anhand des dabei entstandenen zweidimensionalen
Diagramms konnte nun die Lymphozytenpopulation, als Zielgruppe weiterer
Analysen, ausgewahlt werden. Dabei wurde ein ,Gate“ auf die vitalen
Lymphozyten gesetzt. Nach 72 stindiger Zellkultivierung hatten sich in der Regel
die bestrahlten Stimulatorzellen, auf Grund von Apoptosevorgangen, aus diesem
.,Gate“ herausbewegt und konnten folglich durch FACS-Analysen von der
Responderzellpopulation separiert werden.

Bei der Verwendung von zwei oder mehreren Antikdrpern mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen erschienen die Daten ebenfalls als zweidimensionales
Streuungsdiagramm, in dem die Fluoreszenz des einen Antikorpers gegen die des
anderen Antikorpers aufgetragen wurde. Zur statistischen Datenerfassung wurde

die Darstellung in vier Quadranten unterteilt und mit Hilfe einer Quadrantenstatistik
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ausgewertet, die den prozentualen Anteil der jeweiligen Fluoreszenzsignale in den

einzelnen Quadranten zum Ausdruck brachte.

2.12Der Interferon-y Nachweis als Zeichen der T-Zellaktivierung

2.12.1 Sekretions-Assay (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)

Manz et al. entwickelten eine Methode, die eine Analyse und Separation aktivierter
T-Zellen hinsichtlich ihrer sekretorischen Aktivitat zulasst (299). Hierbei wird, durch
die Oberflachenmarkierung mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers, eine
Affinitatsmatrix flr sezernierte Zytokine auf der Zelloberflache geschaffen.
Anschlieend ist es den markierten Zellen unter genau definierten Bedingungen
erlaubt, Zytokine zu sezernieren, die nachfolgend mittels spezifischer
fluoreszenzfarbstoffmarkierter Antikorper sichtbar gemacht werden konnen.
Interferon-y gehoért zu den Zytokinen, die in einer MLC in erster Linie von
aktivierten T-Lymphozyten, d. h. von zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen
(Th1) sezerniert werden. Mit Hilfe des Sekretions-Assays ist es moglich, vitale,
Interferon-y produzierende PMNC durch Fluoreszenzmarkierung verschiedenster
Oberflachenantigene naher zu charakterisieren und zu quantifizieren.

Am Tag der Depletion wurden in diesem Zusammenhang etwa 2 - 5 x 10° Zellen
der jeweiligen MLC, sowohl im depletierten, als auch im nicht depletierten Zustand,
20 Stunden lang durch die gleichen bestrahlten PMNC restimuliert, die bereits bei
der Stimulation der jeweiligen primaren MLC Verwendung gefunden hatten.
Nach 20 Stunden wurde die erste Inkubationsphase dieser sekundaren MLC
vorlaufig abgebrochen, indem das Kulturmedium, nach erfolgter Zentrifugation
(Rotixa RS, bei 4°C, 300g, Bremse 9, 10 min), steril dekantiert und das Zellpellet in
80ul kaltem Medium (4°C) resuspendiert wurde. Nun erfolgte die Zugabe und die
Inkubation von 20 pl eines Primarantikdrpers (IFN-y Catch Reagent, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach) fur einen Zeitraum von 20 Minuten bei 4°C im
Klhlschrank. Dieser primare Antikorper richtete sich mit seinem Fc-Fragment
gegen die CD45-Molekulle, Oberflachenantigene, die auf allen lymphatischen

Zellen anzutreffen sind. Im Anschluss wurde die Zellsuspension in einem Volumen
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von 15 ml Medium, das zuvor im Wasserbad (Memmert, Schwabach) auf eine
Temperatur von 37°C erwarmt worden war, flr zwei Stunden inkubiert. Wahrend
dieser zweiten Inkubationsperiode, in der entsprechende Zellen (zytotoxische-T-
Zellen und TH1-T-Zellen, NK-Zelle, Monozyten und Makrophagen) Interferon-y
produzieren konnten, das von den Fab-Fragmenten der Primarantikorper auf der
jeweiligen Zelloberflache abgefangen und gebunden wurde, wurden die
Kulturflaschen im konstanten zeitlichen Abstand Uber Kopf gewendet, um die
Zellen gleichmaRig im Kulturmedium zu verteilen und so eine unspezifische
Bindung von Interferon-y durch benachbarte Zellen zu vermeiden. Im Anschluss an
eine erneute Zentrifugation (4°C, 300g und Bremse 9, 10 min) wurden die
Zellpellets in einem ml eines 4°C kalten Puffers (PBS mit EDTA und HSA)
resuspendiert und die resultierende Zellsuspensionen auf entsprechende FACS-
Roéhrchen verteilt, die ein weiteres Mal zentrifugiert wurden. Nach der Zugabe von
10 ul eines PE-gefarbten sekundaren Antikorpers, der gegen Interferon-y gerichtet
war, wurden die Zellen durch weitere, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte
Antikorper, die wiederum gegen spezifische Oberflachenantigene einzelner
Lymphozytensubpopulationen gerichtet waren, angefarbt. Die anschlieRende

Messung erfolgte, wie bereits beschrieben, mit dem FACS-Gerat.

2.12.2 Elispot-Assay

Im  Elispot-Assay werden  zytokinsezernierende Zellen auf einer
antikérperbeschichteten Membran kultiviert. Die dabei freigesetzten Zytokine
werden von den Antikdrpern abgefangen und durch eine enzymatische Reaktion
als farbige Flecken sichtbar gemacht. Dabei entspricht jeder Fleck einer
Zellpopulation, die in der Lage ist, IFN zu produzieren.

Am Vortag der Depletion wurden die Millipore Nitrocellulose HA-Platten (MAHA
S4510, Millipore) mit 50 pl/well des primaren Antikorpers (mAb 1-D1K-
monoklonaler Antikdrper gegen IFN-y; Stock: 1mg/ml; Mabtech), der zuvor mit
PBS im Verhaltnis 1:100 verdinnt worden war, beschichtet. In der anschlieRenden
zwolfstiindigen Inkubationsphase bei 4°C im Kihlschrank banden die Antikorper

mit ihren Fc-Fragmenten an die Nitrocellulosemembran der Kulturplatte. Am Tag
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der Depletion wurden die antikdrperbeschichteten HA-Platten zunachst viermal mit
200 ul/well PBS gewaschen, wobei das PBS nach jeweils flinf Minuten steril
dekantiert wurde. Nachdem das Blockiermedium (X-Vivo 15 mit 10% AB-Serum)
mit der Intention, unspezifische Interferon-Bindungen zu vermeiden, zugesetzt
worden war, erfolgte eine einstindige Inkubationsperiode bei 37°C im Brutschrank.
Das Blockiermedium wurde steril dekantiert und jedes Loch wurde mit 50 pl
Medium, das depletierte oder nicht depletierte Responderzellen (Einstellung: 2,5
oder 5 x 10° PMNC/ml, je nach Anzahl der verfiigbaren Zellen) aus den
verschiedenen MLC-Ansatzen enthielt, fir 15 Minuten bei 37°C im Brutschrank auf
der Kulturplatte kultiviert. In dieser Phase erfolgte die Praparation der
Stimulatorzellen, die zunachst eingestellt (2,5 oder 5 x 10° PMNC/ml,
entsprechend der jeweiligen Responderzellzahl) und anschlie3end mit etwa 3.000
cGy bestrahlt wurden. Im Anschluss wurden diese Stimulatorzellen und/oder
weitere, stimulatorisch wirkenden Reagenzien zu den Responderzellen auf die
Kulturplatte pipettiert, so dass sich im Einzelnen folgendes Belegungsmuster

ergab:
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Tab. 2.12.2 -05
Belegungsplan fiir den Elispot-Assay
A/B*-MLC A/B*zytokinstimuliert -MLC A/B* dendritische Zellen -MLC
nicht nicht nicht
depletierte depletierte depletierte
depletierte depletierte depletierte
PMNG PMNC PMNG PMNC VNG PMNC
A/B* A/B* A/B* A/B* A/B* A/B*
A/B* A/B* A/B* A/B* A/B* A/B*
+A* +A* +A* +A* +A* +A*
A/B* A/B* A/B* A/B* A/B* A/B*
+B* +B* +B* +B* +B* +B*
A/B* A/B* A/B* A/B* A/B* A/B*
+C* +C* +C* +C* +C* +C*
A/B* A/B* A/B* A/B* A/B* A/B*
+A* +A* +A* +A* +A* +A*
+Tetanus +Tetanus +Tetanus +Tetanus +Tetanus +Tetanus
Toxoid Toxoid Toxoid Toxoid Toxoid Toxoid
A/B* A/B* A/B* A/B* A/B* A/B*
+A* +A* +A* +A* +A* +A*
+CMV- +CMV- +CMV- +CMV- + CMV- +CMV-
Antigen Antigen Antigen Antigen Antigen Antigen
A/B* A/B* A/B* A/B* A/B* A/B*
+A* +A* +A* +A* +A* +A*
+CMV- +CMV- +CMV- +CMV- +CMV- +CMV-
Antigen- Antigen- Antigen- Antigen- Antigen- Antigen-
Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle
A/B* A/B* A/B* A/B* A/B* A/B*
+A* +A* +A* +A* +A* +A*
+PHA +PHA +PHA +PHA +PHA +PHA

Legende (ein Késtchen entspricht einem well):

A/B*: primare MLC:
A: Responderzellen
B: Stimulatorzellen
A*: Restimulation mit autologen bestrahlten PMNC

B*: Restimulation mit allogenen bestrahlten PMNC

C* : Restimulation mit bestrahlten “third party“-Zellen
Tetanus Toxoid: formalinisiertes Toxin des Bakteriums Clostridium tetani
CMV-Antigen: Zytomegalie-Virus-Antigen

PHA (Phythamagglutinin): Mitogen aus der Gartenbohne (Phaseolus vulgaris)
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Die Platten wurden fur mindestens 20 Stunden bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten vor der Zugabe von
100 pl/well eines 7-B6-1-Biotin-Antikorpers (Mabtech), der mit PBS/0,5% BSA
verdinnt worden war (2 pl Antikérper/ml PBS/0,5% BSA), sechs mal mit
PBS/0,05% Tween 20 gewaschen. Nach zweistundiger Inkubation bei 37°C im
Brutschrank erfolgten erneut sechs Waschschritte mit PBS/0,05% Tween 20 und
die Zugabe von 100 pl/well des Avidin-Peroxidase-Complexes (Vectastain Elite Kit,
Vector) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Wahrend der Inkubationsperiode
wurde die AEC-Substrat-Losung hergestellt. Dazu wurde eine Tablette AEC
(Sigma) in 2,5 ml Dimethylformamid geldst und anschliel3end 47,5 ml Acetatpuffer
hinzugefugt, der zuvor aus 46,9 ml H,O (Ampuwa), 4,6 ml 0,1 N Essigsaurelosung
und 11 ml 0,1 N Na-Acetat-Losung zusammengestellt worden war. Zu den
resultierenden 50 ml wurden im Anschluss 25 pl 30% H20, erganzend hinzu
pipettiert. Die gesamte Losung wurde, nachdem sie gemischt worden war, mit Hilfe
eines 0,45 um-Spritzen-Filters filtriert. Anschlieend wurde die AEC-Substrat-
Ldsung mit 100 ul/well auf die Mikrotiterplatte pipettiert und die sofort einsetzende
Farbreaktion nach vier Minuten durch die Zugabe von destillietem Wasser

abgestoppt.

2.13Der [6-H°]-Thymidin-Proliferations-Assay

Eine Analyse der Einbaurate von Thymidin, einem Nukleosidbaustein der DNA, in
das zelleigene Genom erlaubt es, eine Aussage uUber die Proliferationsfahigkeit
und damit Gber die Aktivitat von Zellen zu machen. Die Verwendung von radioaktiv
markiertem [6—H3]—Thymidin und die davon ausgehende -Strahlung kann mit Hilfe
eines Zahlgerats quantifiziert werden.

Dieser Ansatz vermittelt allerdings nur eine Idee von der Gesamtmenge, an sich in
Teilung befindlicher Zellen und lasst keine Information tber individuelle Zellen zu.
Ferner wird [6—H3]—Thymidin nur von den Zellen eingebaut, die sich in dem
Moment, in dem das Kultursystem ,gepulst” wird in Teilung befinden.

Am Tag funf nach Ansetzen der sekundaren MLC wurden in jedes Loch der 96 well
Rundbodenplatten 25pl [6-H%-Thymidin ([6-H*] Thymidin, Amersham Pharmacia
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Biotech, UK), das zuvor mit Medium im Verhaltnis von 1:10 verdinnt worden wairr,
gegeben und die Kulturplatten im Anschluss flr weitere 15 Stunden im Brutschrank
bebritet. Nach dieser Kulturphase, in der die proliferierende Zellen das
radioaktivmarkierte Thymidin in die zelleigene DNA einbauen konnten, wurden die
Kulturplatten bei —20°C eingefroren. Durch die Kalteeinwirkung kam es zur
Zerstorung der Zellmembranen und somit zur Freilegung der DNA. Die
Zellfragmente der einzelnen Kulturansatze wurden anschlieRend mittels eines
Harvesters (Tomtec Harvester, Wallac, Turku Finnland) durch ein 90 x 120 mm
grolRes Filterpapier (1450-421 Printed Filtermat A, Tomtec) gespult, in dem
vornehmlich die DNA einzelner Zellen durch Adharenz an den GF/C Glasfasern
zuruckgehalten wurde. Die Filterpapiere wurden nun in einer Mikrowelle (Siemens)
getrocknet und nach Zugabe von ScintillationsflUssikeit (1205-440 Betaplate Scint
Scintillation Cocktail, Wallac) in Folien (1450-432 Sample Bag, Perkin Elmer, Life
Science) eingeschweil3t (1295-012 Heat Sealer, Wallac). Die Filterpapiere wurden
nun in Kassetten (1450-104 Filtermate Cassette, Wallac) eingelegt und in ein
Zahlgerat (1450 MicroBeta TriLux, Liquid Scintillation and Luminescence Counter,
Wallac) geschoben. Mit Hilfe von drei Detektoren, die sich automatisch Uber die
Filterplatten bewegten, konnte die Radioaktivitat, die durch die
Scintillationsflussigkeit in Lichtsignale umgewandelt wurde, detektiert werden. Mit
der entsprechenden Software (MicroBeta Windows WorkStation) wurden die

Messresultate als Zahlenprotokolle auf dem PC gespeichert.



2. Material und Methoden 53

2.14 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden mit dem Statistikprogramm Instat: Copyright

1992-1998 GraphPad Software Inc. (www.graphpad.com) durchgeflhrt.

Alle Ergebnisse (Messwerte bzw. Indizes) sind als Mittelwerte und
Standardabweichungen dargestellt. Der Mittelwert ist definiert als der Durchschnitt
aller ermittelten Werte einer Messreihe. Die Standardabweichung (SD) quantifiziert
in diesem Zusammenhang die Verschiedenheit oder die Streuung einzelner
Messwerte einer Messreihe. Die Standardabweichung wurde dabei mit Hilfe des t-
Tests fur ungepaarte Proben errechnet, was vorraussetzte, dass die Einzeldaten
einem Probenkollektiv entstammten, das der GaulRschen Verteilungskurve folgte.
Als Grundlage hierfur wurde ein Probenkollektiv, bestehend aus minimal drei
Einzelwerten, die aus unabhangigen Versuchen ermittelt worden waren, gewahit.
Bewertung des Unterschiedes zwischen einzelnen Werten erfolgte durch die
Berechnung des einseitigen p-Werts (one-way ANOVA). Im Hinblick auf die
Signifikanzkriterien galten dabei Werte von < 0.001 (extremely significant ***), von
0.001 bis 0.01 (very significant **) und von 0.01 bis 0.05 (significant *) als

signifikant. Werte > 0.05 hingegen wurden als nicht signifikant gewertet.


http://www.graphpad.com/
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3 Ergebnisse

3.1 Zellkultivierung

3.1.1 Medienvergleich

Um den Einfluss des Kulturmediums oder seiner Zusatze auf die allogene
Reaktivitat und die maximale Stimulierbarkeit isolieter PMNC untersuchen zu
konnen, wurden entsprechende Zellkulturen im Rahmen eines Medienvergleichs
angesetzt. Dabei fanden vor allem die Medien X-VIVO 15, RPMI 1640 und AIM-V,
ein serumfreies Medium (SFM) Verwendung, die zum Teil mit 10% humanem AB-
Serum oder 10% fotalem Kalberserum (FCS) versetzt worden waren. Die, in einer
Dichte von 50.000 Responder- und/oder Stimulator-Zellen/well, in die einzelnen
Zellkultursysteme eingesetzten PMNC resultierten aus dem nach Bdoyum
beschriebenen  Zellseparationsverfahren  (siehe auch  Abschnitt 2.
Material/Methoden, 2.8.2 Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen). Alle zu
vergleichenden Zellkulturansatze (siehe hierzu Tab. 3.1.1-06) wurden fur einen
Zeitraum von funf Tagen im Brutschrank unter standardisierten Bedingungen in 96-

Lochmikrotiterplatten (Rundboden) kultiviert.
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Tab. 3.1.1-06

Schematische Ubersicht tiber die Kulturbedingungen

Alleinige Zellkultivierung der Responderzellen (A) als initialer Bezugspunkt der Reaktionsféhigkeit,
sowie Ko-Kultivierung der Responderzellen mit bestrahlten allogenen Stimulatorzellen (B*) in einer
Mikro-MLC und Kultivierung der Responderzellen nach Zugabe von Phythdmagglutinin (PHA) als
Reagenz fiir eine maximale T-Zellaktivierung. Kultivierung in X-Vivo 15-, RPMI 1640- und SFM-

Komplettmedium, unter Zusatz von humanem AB-Serum oder fétalem-Kélberserum (FCS)

Zellkultur-
ansat X-Vivo 15 RPMI 1640 SFM
Medien
0, 0,
Zusiitze ohne * A1 g_/, +10% * IJ gﬁ +10% ohne
Zusatz FCS FCS Zusatz
Serum Serum
Initiale
Reaktions- A A A A A A
fahigkeit
Allogene
Reaktions- A/B* A/B* A/B* A/B* A/B* A/B*
fahigkeit
Maximale
Reaktions- A+PHA A+PHA A+PHA A+PHA A+PHA A+PHA
fahigkeit

Die Reaktionsfahigkeit der Responderzellen wurde anschliefend in drei
unabhangigen Experimenten mit Hilfe der Einbaurate von tritiummarkiertem [6-H3]-
Thymidin ermittelt. Die Hohe der [6-H®-Thymidin-Einbaurate wurde iiber die
Anzahl der radioaktiven Ereignisse definiert, die von dem entsprechenden
Messgerat (sieche Abschnitt 2. Material/Methoden, 2.13 Der [6-H®]-Thymidin-
Proliferations-Assay) registrierten wurden (Abb. 3.1.1-01).
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Abb. 3.1.1-01

Séulendiagramm
Stimulierbarkeit der PMNC unter verschiedenen Kulturbedingungen. Vergleichende Darstellung der

[6-H’]- Thymidineinbaurate als Mittelwert aus drei unabhéngigen Experimenten
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Tab. 3.1.1-07
Mittelwert und Standardabweichung der in Abb. 3.1.1-01 dargestellten [t 6-H’]-Th ymidineinbauraten
bezogen auf die allogene und die maximale Stimulierbarkeit. Bewertung des Unterschiedes

zwischen den Einbauraten

Medien Mittelwert Standardabweichung p-Wert
allogene Stimulierbarkeit
X-Vivo 15 1342,56 + 321,28 0,0083 * *
X-Vivo 15
14817,89 + 5909,60 0,0135*
+ 10% AB-Serum
X-Vivo 15
5065,89 + 1691,80 0,0108 *
+10% FCS
RPMI 1640
10096,44 1 4984,80 0,0275*
+ 10% AB-Serum
RPMI 1640
3852,56 +3221,90 0,1334
+10% FCS
SFM 5433,33 + 2676,80 0,9682
maximale Stimulierbarkeit
X-Vivo 15 358856,67 + 23720,00 <0,0001 ***
X-Vivo 15
227100,11 1 36530,00 0,0006 * * *
+ 10% AB-Serum
X-Vivo 15
27158,22 + 7260,80 0,0032 * *
+10 % FCS
RPMI 1640
68815,89 +41661,00 0,0465 *
+ 10% AB-Serum
RPMI 1640
32415,22 +6141,00 0,0008 * * *
+10% FCS
SFM 15776,56 + 1426,60 0,0004 * * *

Unter den verwendeten Medien entsprach das Medium X-Vivo15 mit dem Zusatz
von humanem AB-Serum in einer Konzentration von 10% am ehesten den
Kriterien, die fur die Generierung alloreaktiver Zellen ausschlaggebend waren. So
wurde, mit der Anzahl von durchschnittlich 14.817,89 registrierten radioaktiven
Ereignissen, unter eben diesen Bedingungen die starkste allogene Immunantwort
erzielt, die trotz einer Standardabweichung von * 5.909,60 signifikant Gber der

Ausgangssituation ohne zusatzlichen Stimulilag (p = 0,0135). Daneben konnten in
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diesem Kultursystem auch unter der mitogenen Stimulation mittels PHA
durchschnittlich 227.100,11 radioaktive Ereignisse registriert werden, was
annahernd der grofRten maximale Reaktionsfahigkeit entsprach, die in dieser
Versuchsreihe erzielt wurde. So konnte, unter gleichen Stimulationsbedingungen,
lediglich bei der alleinigen Verwendung von X-Vivo 15 als Nahrmedium mit
358.856,67 radioaktive Ereignisse eine geringfligig hdhere proliferative Aktivitat

gemessen werden.

3.1.2Das Kultursystem der MLC als Methode der allogenen Stimulation

von T- Lymphozyten

Um die isolierten peripheren mononuklearen Zellen (PMNC) auf ihre allgemeine
Reaktionsfahigkeit in Bezug auf einen allogenen Stimulus zu testen, wurden
Lymphozytenmischkulturen (MLC) angesetzt. Das hierflr genutzte methodische
Vorgehen wurde bereits im Abschnitt 2. Material/Methoden, 2.9.3

Lymphozytenmischkultur (mixed-lymphocyte-culture) naher erlautert.

3.1.2.1 Vergleichende Gegeniiberstellung allogener Stimuli in der MLC

Unter der Vorgabe, dass die Fremdantigenerkennung durch die Responderzellen
in der MLC mdglichst spezifisch erfolgen und es hinsichtlich des Fremdantigens
lediglich zu einem Ansprechen alloreaktiver T-Lymphozyten kommen sollte,
wurden drei unterschiedliche Stimulatorzellpopulationen in Bezug auf ihre Potenz
zur allogenen Stimulation getestet. Alle drei Stimulatorzellarten sollten dabei die
Fahigkeit besitzen, korpereigene Antigene auf ihrer Zelloberflache zu exprimieren,
die von den Responderzellen als ,fremd” erkannt werden und anschlielend zur
Aktivierung alloreaktiver T-Zellen fuhren sollten. Hinsichtlich dieser Vorstellungen
fanden die im Folgenden erwahnten Zellarten als allogene Stimulatoren der
jeweiligen Lymphozytenmischkultur Verwendung (siehe hierzu auch Teil 2.
Material/Methoden, 2.9.2 Kultursysteme fur Stimulatorzellen):

(1) ,unbehandelte“ periphere mononukleare Zellen (PMNC),

(2) PMNC nach Ubernachtinkubation mit den Zytokinen TNF-a und IFN-y,

(3) sowie dendritische Zellen monozytaren Ursprungs.
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Die unter (1) genannten PMNC wurden, nach dem sie durch das von Béyum
beschriebene Zellseparationsverfahren (50) gewonnen worden waren, bestrahit
und im Verhaltnis 1:1 (Responder- /Stimulatorzellen) in die MLC eingesetzt. Da
durch das Bestrahlungsverfahren eine spatere Antigenprozessierung und die damit
verbundene anschlieRende Antigenexpression ausgeschlossen werden konnte,
reprasentierten diese Zellen den in vivo anzutreffenden Ausgangszustand der
Antigenexpression.

Durch die Zytokininkubation der PMNC (2) versprach man sich eine vermehrte
Antigenexpression auf der Zelloberflache, die zu einer Verstarkung des allogenen
Stimulus flhren sollte. Auch hier wurden die Responder- und Stimulatorzellen im
Verhaltnis 1:1 in die MLC eingesetzt.

Eine geringe Anzahl relativ aufwendig gewonnener dendritischer Zellen (3) wurde
ebenfalls bestrahlt und in die MLC eingesetzt (Verhaltnis Responder-
/Stimulatorzellen 3:1). Durch die, in einem mehrwoéchigen Kulturverfahren
ausgebildeten Zellfortsatze dieser dendritischen Zellen konnten mehrere
Lymphozyten gleichzeitig mit einer dendritischen Zelle in Kontakt treten, was so

auch durch mikroskopische Analysen bestatigt wurde.

3.1.2.1.1 Die Antigenexpression

Nach drei Tagen wurden aus allen drei MLC-Ansatzen Proben entnommen und die
vitalen T-Lymphozyten hinsichtlich ihres Antigenexpressionsmusters mit Hilfe des
durchflulizytometrischen Verfahrens untersucht. Die hierbei relevanten

Oberflachenmarker sind in Tab. 3.1.2.1.1-08 wiedergegeben.



60 3. Ergebnisse

Tab. 3.1.2.1.1-08

Oberflachenmarker auf allogen aktivierten T-Lymphozyten

CD- Zellen, die das Antigen . Verwandschafts-
; L Funktionen .
Antigen exprimieren beziehung
a-Kette: CCP
aktivierte T-Zellen, IL-2-Rezeptor-a-Kette, y-Kette:
CD25 assoziiert mit CD122 und .
B-Zellen und Monozyten Zytokinrezeptor-
der IL-2R-y-Kette by
superfamilie
aktivierte T-und B-Zellen, unbekannt. friihes
CD69 aktivierte Makrophagen ' C-Typ-Lektin

Aktivierungsantigen

und NK-Zellen
HLADR | MHC Kiasse Il Molekil | Gperfiachenantigen auf i
hamatopoetischen Zellen
Ligand fir CD27,
moglicherweise TNF-artig

Ko-stimulierung

alle proliferierenden
CD71 Zellen, aktivierte T-Zellen,

Makrophagen von T-und B-Zellen
eine Vielzahl von bindet TNF-ahnlichen NGF-Rezeptorsuper-
CD95 Zellinien, in vivo FAS-Liganden, induziert familie
Verteilung unbekannt Apoptose
CD161 NK-und T-Zellen unbekannt -

Die Oberflachenantigene CD25, CD69 und HLA-DR wurden zunachst durch nicht
fluoreszierende Mouse-anti-Human-Antikorper markiert und anschlie3end indirekt,
Uber einen sekundaren Goat-anti-Mouse-Antikérper (GAM), nachgewiesen (nahere
Erlauterungen hierzu im Abschnitt 2. Material/Methoden, 2.11 Zellanalyse mittels
DurchfluRzytometrie (FACS)). Unter den GAM-positiven Zellen exprimierten etwa
45% das CD25-Molekul auf ihrer Oberflache. Ein etwas geringerer Prozentsatz
entfiel auf die Expression des CD69-Molekiils. Uber 60% der Zellen waren HLA-
DR-positiv. Einige Zellen exprimierten mehrere Oberflachenantigene gleichzeitig
(siehe hierzu auch Ko-Expression der Oberflachenantigene CD25, CD69 und HLA-
DR im Abschnitt 3. Ergebnisse, 3.2 Selektive immunomagnetische Depletion von
alloreaktiven T-Lymphozyten). In der Tabelle 3.1.2.1.1-09 sind die dazugehorigen

Daten aus 18 unabhangigen Versuchen zusammengetragen.
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Tab. 3.1.2.1.1-09

Schematische Ubersicht iiber die GAM-positiven Zellen aus 18 unabhéngigen Versuchen nach

dreitdgiger Kultivierung in unterschiedlichen Kultursystemen

MLC: MLC: MLC:
stimuliert durch stimuliert durch stimuliert aurch
~unbehandelte” prainkubierte dendritische Zellen

PMNC PMNC

Anzahl der GAM-
positiven Zellen in % 36,79 23,68 31,51
Anzahl der GAM-
positiven Zellen in % 14,78 51,54 41,07
Anzahl der GAM-
positiven Zellen in % 19,52 34,83 28,11
Anzahl der GAM-
positiven Zellen in % 47,89 23,43 48,13
Anzahl der GAM-
positiven Zellen in % 35,34 39,81 42,67
Anzahl der GAM-
positiven Zellen in % 18,22 - 32,94
Anzahl der GAM- 3113 ) )
positiven Zellen in % ’
Mittelwert 29,10 34,66 37,41
Standardabweichung +12,04 + 11,81 +771
Anzahl der Versuche 7 5 6

Abb. 3.1.2.1.1-02

Darstellung der GAM-positiven Responderzellen einer Versuchsreihe unter verschiedenen

Kulturbedingungen
MLC: MLC: MLC:
stimuliert durch stimuliert durch prainkubierte stimuliert durch dendritische

,2unbehandelte* PMNC PMNC Zellen
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Aus der Tabelle 3.1.2.1.1-09 und der Abbildung 3.1.2.1.1-02 ist zu ersehen, dass
innerhalb einer Versuchsreihe, bestehend aus drei verschiedenen MLC-Ansatzen,
ein deutlicher Unterschied, hinsichtlich der Expression von Aktivierungsmarkern,
zwischen den einzelnen Stimulationsverfahren aufgezeigt werden konnte. So
wurden in der MLC, die mit Hilfe von ,unbehandelten® PMNC stimuliert worden war
im Durchschnitt 29,10% GAM-positive T-Lymphozyten nachgewiesen, wahrend
hingegen die Stimulation durch prainkubierte PMNC dazu fluhrte, dass
durchschnittlich 34,66% der T-Zellen die Aktivierungsmarker CD25, CD69 und
HLA-DR aufihrer Oberflache exprimierten. Dendritische Zellen unterschieden sich
von den anderen Kultursystemen nicht nur durch einen deutlich hoheren
Prozentsatz an GAM-positiven Zellen, der durchschnittlich bei 37,41% lag, sondern
auch durch die ,Hohe" der Antigenexpression (siehe auch Abb. 3.1.2.1.1-02).

3.1.2.1.2 Zytokinsekretion

Interferon-y ist ein Zytokin, das von vielen verschiedenen Zellen als Zeichen der
Zellaktivierung sezerniert wird. Zu den Interferon-y produzierenden Zellen in der
MLC gehoren in erster Linie zytotoxischeT-Zellen (CTL) und T-Helferzellen (Th1).
Daneben wird IFN-y allerdings auch von NK-Zellen, Monozyten/Makrophagen und
Fibroblasten freigesetzt.

Der IFN-Nachweis durch den so genannten ELISPOT (enzyme-linked
immunospot) -Assay kann u. a. dazu herangezogen werden, um die Frequenz
alloreaktiver T-Lymphozyten zu ermitteln. Die Sensitivitat dieser Methode, die sich
lediglich auf das Registrieren von sezernierten Zytokinen beschrankt, wurde in
diesem Zusammenhang mit 1/4.000 bis 1/20.000 angegeben (303). Die
sekretorische Aktivitat einzelner Zellen bzw. einzelner Zellklone wird dabei
ausschliel3lich zu dem Zeitpunkt erfasst, an dem der Zytokinnachweis durchgefuhrt
wird.

Der, im Abschnitt 2. Material/Methoden, 2.12.2 Elispot-Assay beschriebene
Elispot-Assay erlaubt eine quantitative Aussage bezuglich des sezernierten
Interferon-y. In diesem Zusammenhang wurden insbesondere die, im Kapitel
3.1.2.1 Vergleichende Gegenuberstellung allogener Stimuli in der MLC

beschriebenen primaren MLC-Ansatze nach dreitagiger Kultivierung und



3. Ergebnisse 63

anschlieRender zwanzigstiindiger Restimulation naher untersucht. Uberall dort, wo
wahrend der Phase der Restimulation Interferon-y produziert worden war, erschien
ein Punkt auf der Nitrozellulosemembran. Sowohl die absolute Zahl an ,spots*” als
auch der prozentuale Anteil, der von Punkten bedeckten Gesamtflache, wurde
anschlie3end von einem Messgerat aufgezeichnet. In der Abbildung 3.1.2.1.2-03

ist eine derartige Versuchsreihe wiedergegeben.

Abb. 3.1.2.1.2-03

Elispot-Assay

Quantitatives Nachweisverfahren von sezerniertem Interferon-y nach Stimulation von T-
Lymphozyten mittels drei verschiedener allogener Stimulatoren, ndmlich PMNC, zytokinstimulierter
PMNC und dendritischer Zellen

Unter Verwendung von Stimulationsindizes bezogen auf die Messwerte, die in den
unbehandelten MLCs erzielt und zur Vereinfachung der Darstellung gleich 100%

gesetzt wurden, ergaben sich folgende tabellarisch aufgezeigten Daten.
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Tab. 3.1.2.1.2-10
Elispot-Assay
Interferon-y Nachweis

Auflistung der Ergebnisse aus 16 unabhéngigen Versuchen. Gemessen wurde jeweils die Anzahl

der ,spots”
MLC: MLC: MLC:
stimuliert durch stimuliert durch stimuliert durch
»unbehandelte* prainkubierte PMNC dendritische Zellen
PMNC
Messwerte 2440 607 829
Messwerte 794 471 1186
Messwerte 5 29 63
Messwerte 60 50 140
Mittelwerte 824,75 289,25 554,50
Stimulationsindizes 3128,21 778,21 1062,82
Stimulationsindizes 696,49 413,16 1040,35
Stimulationsindizes 500 2900 6300
Stimulationsindizes 400 333,33 933,33
Mittelwerte der 118117 1106,17 2334,13
Stimulationsindizes

Durch den Interferon-y Nachweis, der mit Hilfe des Elispot-Assays gefuhrt worden
war, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Stimulationsverfahren
durch ,unbehandelte PMNC* oder durch ,prainkubierte PMNC* in Bezug auf die
Zytokinfreisetzung aufgezeigt werden (Stimulationsindizes: 1181,17 (1) und
1106,17 (2)). Lediglich die Stimulation mittels dendritischer Zellen fuhrte in den
meisten Fallen zu einer hoheren Zytokinfreisetzung. Folglich erbrachte der
Interferon-y Nachweis, mit Hilfe des Elispot-Assays, keinen eindeutigen Hinweis
darauf, dass die einzelnen Stimulationsverfahren ((1) und (2)) zu einer
unterschiedlich starken, allogenen Zellaktivierung fuhrten. Das Ausmald an
storenden Einflussen durch andere Interferon-y produzierende Zellen konnte bei
diesem Nachweisverfahren allerdings nicht abgeschatzt werden. Um mogliche
Interferenzen mit anderen Interferon-y produzierenden Zellen definitiv
ausschlie®en zu konnen, wurde daher ein weiteres Nachweisverfahren
durchgefuhrt.

Der von Miltenyi Biotec entwickelte Sekretions-Assay ermdglicht den Nachweis
vitaler, interferonproduzierender Zellen mittels eines durchflulizytometrischen
Verfahrens (siehe hierzu Abschnitt 2. Material/Methoden, 2.12.1 Sekretions-Assay
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(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)). Der Interferon-y Nachweis auf der
Oberflache einzelner Zellen lie® dabei, im Gegensatz zum Elispot-Assay, eine
zusatzliche Phanotypisierung Interferon-produziernder Zelle zu. Wie im Kapitel 2.
Material/Methoden, 2.12.1 Sekretions-Assay (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany) beschrieben, wurden, nach dreitdgiger Inkubationsdauer, 10 Zellen aus
der primaren MLC entnommen und durch die gleichen ,Stimulatorzellarten®
restimuliert, die bereits bei der Stimulierung der primaren MLC verwendet worden
waren. Die anschliel3ende Antikdrpermarkierung orientierte sich an dem Nachweis
vitaler, Interferon-y sezernierender CD3-positiver T-Zellen. Die Ergebnisse aus 9
unabhangigen Versuchen sind in folgender Tabelle (Tab. 3.1.2.1.2-11)

wiedergegeben.

Tab. 3.1.2.1.2-11

Sekretions-Assay
Tabellarische Darstellung des Prozentsatzes an Interferon-y produzierenden T-Lymphozyten aus 9

unabhéngigen Versuchen unter Verwendung unterschiedlicher allogener Stimulatoren

MLC: MLC: MLC:
stimuliert durch stimuliert durch stimuliert durch
~=unbehandelte” prainkubierte PMNC dendritische Zellen

PMNC

Messwerte 2,7 3,5 5,9
Messwerte 2,9 3,8 7,8
Messwerte 2,2 3,7 5,9
Mittelwerte 2,6 3,7 6,5
Standardabweichung 1+ 0,36 +0,15 +1,097
Signifikanz p =0,0092 * *
Signifikanz p=0,0110*
Signifikanz p=0,0041**
Anzahl der Versuche 3 3 3
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Abb. 3.1.2.1.2-04

Sekretions-Assay

Abbildung der Interferon-y produzierenden T-Lymphozyten einer Versuchsreihe, d. h. nach
Stimulation durch PMNC, modifizierte PMNC und Dendriten
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Der, anhand des Sekretions-Assays, durchgefuhrte Interferon-y Nachweis,
erbrachte, im Gegensatz zum Elispot-Assay, einen signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen Stimulationsverfahren. So wurde, mit einem Anteil von
durchschnittlich 6,5%, in den MLCs, die durch dendritische Zellen stimuliert worden
waren (3), der grofdte Prozentsatz an Interferon-y produzierenden T-Lymphozyten
erzielt. Im Vergleich dazu wiesen die beiden anderen Stimulationsarten eindeutig
geringere prozentuale Anteile hinsichtlich der Interferonproduktion auf (2,6% (1);
3,7% (2)).
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3.1.2.1.3 Proliferation
Im Gegensatz zu anderen Zellen zeichnen sich aktivierte T-Lymphozyten, neben
der zellspezifischen Zytokinfreisetzung, auch durch die Fahigkeit aus, zu
bilden. T-Zell

Proliferationseigenschaften lassen sich durch den Nachweis tritiummarkierten [6-

proliferieren und Zellklone zu Diese spezifischen
H®-Thymidins, das im Rahmen dieser Aktivierungsvorgange als Baustein in die
DNA betroffener Zellen eingebaut wird, detektieren.

Wie im Kapitel 2. Material/Methoden, 2.13 Der [6-H*]-Thymidin-Proliferations-
Assay beschrieben, wurden nach dreitagiger Inkubationsdauer jeweils 1000.000
Zellen aus der primaren MLC entnommen und in einer sekundaren Mikro-MLC fur
weitere funf Tage kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen in Gegenwart von [6-
H°-Thymidin fir weitere 15 Stunden inkubiert. Die hieraus resultierenden Daten

sind in der Tabelle Tab. 3.1.2.1.3-12 zusammengefasst.

Tab. 3.1.2.1.3-12
Proliferations-Assay
Darstellung der Stimulationsindizes ausgehend von der Mikro-MLC in jeder Versuchsreihe, die

durch ,unbehandelte” PMNC stimuliert und deren Stimulationsindex gleich 100% gesetzt wurde

MLC: MLC: MLC:
stimuliert durch stimuliert durch stimuliert durch
»unbehandelte* prainkubierte PMNC dendritische Zellen
PMNC
Stimulationsindizes 100 116 653
Stimulationsindizes 100 106 213
Stimulationsindizes 100 153 1499
Stimulationsindizes 100 112 143
Stimulationsindizes 100 79 347
Stimulationsindizes 100 88 1150
Mittelwerte 100 109 667,5
Standardabweichung - 10,56 224,26
Signifikanz p=0,4224
Signifikanz p=0,0321"*
Signifikanz p =0,0299 *

Wahrend in den Stimulationsverfahren durch ,unbehandelte” und zytokininkubierte

periphere mononukleare Zellen

kein signifikanter

Unterschied

in der

Proliferationsrate festzustellen war (p = 0,4224 ((1); (2))), differierten die
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durchschnittlichen Proliferationsraten von 100% und 109% (entsprechend der
einzelnen Stimulationsverfahren) verglichen mit der Stimulation durch dendritische
Zellen (667,5%) erheblich (p = 0,0321 ((2); (3)) und p = 0,0229 ((1); (3))). Diese
Resultate lief3en die Schlussfolgerung zu, dass, zumindest in den primaren MLCs,
das Stimulationsverfahren durch dendritische Zellen im Hinblick auf die

Proliferationsrate zur starksten T-Zellaktivierung geflihrt hatte.

3.1.2.2 Antigenexpression alloreaktiver T-Lymphozyten im zeitlichen Verlauf

Die Responderzellen, sowie die bestrahlten Stimulatorzellen, wurden am Tag 0 in
einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml in die entsprechende
Lymphozytenmischkultur eingesetzt. Im Hinblick auf die
Antigenexpressionsanalyse dienten ausschlielllich dendritische Zellen als
Stimulatorzellen. Die in der folgenden Tabelle (Tab. 3.1.2.2-13) aufgelisteten
Oberflachenantigene wurden Uber einen Zeitraum von sechs Tagen hinsichtlich

ihrer antigenen Expressionskinetik auf aktivierten T-Lymphozyten untersucht.
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Tab. 3.1.2.2-13
Aktivierungsantigene auf der Oberfldche von T-Lymphozyten
CD- Zellen, die das Antigen . Verwandschafts-
. L Funktionen .
Antigen exprimieren beziehung
einige Gruppen von Ko-Rezeptor fiir
Thymozyten, MHC-Klasse | Molekiile; Immunalobulin-
CD8 zytotoxische T-Zellen bindet an der su ergf]amilie
(etwa ein Drittel der zytoplasmatischen Seite P
peripheren T-Zellen) der Membran
a-Kette: CCP
o IL-2-Rezeptor-a-Kette, y-Kette:
CD25 B;;fg’r']e:f dTl\'AZOEr’]'E’Z”’ten assoziiert mit CD122 und | Zytokinrezeptor-
y der IL2R-y-Kette superfamilie
Unteraruppe von Aktivierung naiver
grupp T-Zellen; Rezeptor fur Immunglobulin-
CD28 T-Zellen, o : .
aktivierte B-Zellen ko_st|mul|erendes Signal, superfamilie
bindet CD80 und B7.2
Isoform des neuralen
Zelladhasionsmolekuls Immunglobulin-
CDs6 NK-Zellen (NCAM); superfamilie
Adhéasionsmolekul
aktivierte T-und B-Zellen, unbekannt,
CD69 aktivierte Makrophagen friihes C-Typ-Lektin
und NK-Zellen Aktivierungsantigen
antigenprasentierende .
HLA-DR Zellen, aktivierte MHC-Molekul -
der Klasse |l
T-Lymphozyten
e Ligand fur CD27,
alle proliferierenden méalicherweise Ko-
CD71 Zellen, aktivierte T-Zellen, " ? T- und TNF-artig
Makrophagen stimulierung von T- un
B-Zellen
CD34-positive Immunglobulin-
CD90 Prothymozyten; Unbekannt su er%amilie
Thymozyten; T-Zellen P
eine Vielzahl von bindet TNF-ahnlichen NGF-Rezentorsuper-
CD95 Zellinien, in vivo FAS-Liganden, induziert plorsup
. familie
Verteilung unbekannt Apoptose
CD161 NK-und T-Zellen Unbekannt -

Die Antigenexpression wurde mit Hilfe der Durchfluizytometrie bestimmt. Anhand
des Prozentsatzes antigenpositiver Zellen konnten aktivierte T-Lymphozyten auf

diese Weise auch quantitativ nachgewiesen werden (Tab. 3.1.2.2-14).
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Tab. 3.1.2.2-14

Ubersicht iiber den Verlauf der Antigenexpression auf T-Zellen innerhalb eines Zeitraums von

sechs Tagen nach dem Ansetzen der MLC. In folgender Tabelle sind die prozentualen Anteile an

Lymphozyten dargestellt, die die entsprechenden Antigene exprimierten

CD-Molekal Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5
CD25 12,80 16,36 21,09 41,02 61,94 82,44
CD69 19,97 21,79 24,28 32,09 28,56 16,95

HLA-DR 40,54 44,68 52,99 59,91 63,89 76,57
CD71 16,07 14,19 36,01 46,22 66,90 80,14
CD95 50,39 54,97 61,16 68,14 77,55 85,67
CD161 2,14 7,63 14,75 17,85 8,07 6,92
CD28 64,34 65,23 71,39 73,94 80,80 88,53
CD90 0,39 7,59 8,79 14,11 13,46 10,02
CD8 18,77 17,86 18,67 23,34 28,47 24,90
CD56 1,16 3,35 4,10 3,57 3,05 1,40

Die Abbildung 3.1.2.2-05 und die Abbildung 3.1.2.2-06 zeigen das
Expressionsmuster der Oberflachenantigene CD8, CD25, CD28, CD56, CDG9,
HLA-DR, CD71, CD95, CD90 und CD161 kultivierter T-Lymphozyten in einer MLC,

die Uber einen Beobachtungszeitraum von sechs Tagen allogen stimuliert worden

ware.
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Abb. 3.1.2.2-05
Antigenexpression der Oberflachenmarker CD25, CD69 und HLA-DR auf vitalen T-Lymphozyten
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Abb. 3.1.2.2-06

Antigenexpression der zusétzlich untersuchten Oberflichenmarker CD8, CD28, CD56, CD71,
CD90, CD95 und CD161 auf vitalen T-Lymphozyten
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Unser Augenmerk richtete sich, im Hinblick auf die Depletion, in erster Linie auf
das Expressionsmuster der Oberflachenantigene CD25, CD69 und HLA-DR auf
aktivierten T-Zellen. Daruberhinaus wurden allerdings auch die Molekile CD8,
CD28, CD56, CD71, CD90, CD95 und CD161 als potentielle Aktivierungsmarker
auf alloreaktiven T-Lymphozyten untersucht, die sich sechs Tage lang in einer,
durch allogene Dendriten stimulierten MLC befanden.

Betrachtet man die CD3*-Lymphozyten aus dem peripheren Blut gesunder
Spender als Ausgangspunkt, so waren darin 13% CD25%, 20% CD69", 41% HLA-
DR", 16% CD71", 50% CD95", 2% CD161", 64% CD28", 0,4% CD90", 19% CD8"
und 1% CD56" Zellen enthalten. Weiterfllhrende Analysen der einzelnen
Oberflachenantigene ergaben, dass die Expressionskinetik des CD25-Molekiils
bereits nach 72 Stunden rapide zunahm und dass nach 120 Stunden 84% der T-
Zellen das CD25-Antigen auf der Oberflache exprimierten. Im Kontrast dazu
erreichte die CD69-Expression nach 72 Stunden mit einem Prozentsatz von 32%
ihren Hohepunkt und fiel nach 120 Stunden so stark ab, dass hierbei mit 17%
CD69" Zellen, Werte erreicht wurden, die unterhalb des Ausgangsniveaus lagen.
Die Expression des MHC Klasse Il Molekils, HLA-DR, stieg bis zu dem

Beobachtungszeitpunkt von 120 Stunden stetig an und erreichte dort einen
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Prozentsatz von 77%. Der Transferrinrezeptor CD71 wies bereits nach 48 Stunden
eine rasche Zunahme der Expressionskinetik auf und erreichte nach 120 Stunden
mit 80% CD71" Zellen Werte, die denen, des CD25-Molekiils glichen. Die
Expression des Oberflachenantigens CD95 nahm langsam aber stetig zu und wies
mit 86% CD95" Zellen einen der hochsten Prozentsdtze nach 120 stiindiger
Kultivierung auf. Das CD161 Antigen zeigte im zeitlichen Verlauf eine ahnliche
Kinetik, wie das Oberflachenantigen CD69. So konnte auch hier bis zu dem
Zeitpunkt von 72 Stunden eine rasche Zunahme in der Antigenexpression
verzeichnet werden, doch wurde anschlieRend, der dabei maximal erzielte
Prozentsatz von 18%, auf 7% (nach 120 Stunden) reduziert. Das kostimulatorische
Molekul CD28 ebenso, wie das Oberflachenantigen CD90, zeigte Uber den
gesamten Beobachtungszeitpunkt hinweg, eine stetige Zunahme der
Antigenexpression. Demgegenuber blieben die Expressionskinetiken der
Oberflachenantigen CD8 und CD56 mit Werten von 19 - 25% und 1,2 - 1,4%

annahernd konstant.

3.2 Selektive immunomagnetische Depletion von alloreaktiven T-
Lymphozyten

Fur die Depletionsversuche standen Blutproben im Volumenbereich von 20 ml bis
100 ml zur Verfigung. Proben mit einem Volumen von mindestens 50 ml wurden
fur mehrere vergleichende Versuche innerhalb einer Versuchsreihe herangezogen.
Die zu untersuchenden Zellen wurden am Tag O einer Versuchsreihe, nachdem, im
Abschnitt 2. Material/Methoden, 2.10 Die Depletion alloreaktiver T-Zellen mit Hilfe
des Magnetpartikel-Konzentrator-Systems (Dynal MPC) beschrieben Verfahren,
aus den Blutproben isoliert. Der Ausgangswert, im Bezug auf die Anzahl an
peripheren mononuklearen Zellen (PMNC), die als Responderzellen in die
primaren MLCs eingesetzt wurden, lag bei allen Versuchen bei durchschnittlich 20
Millionen Zellen. Als Stimulatoren dienten Zellen, die, in einem Zeitraum von bis zu
neun Tagen vor dem Ansetzten der primaren MLC, separiert und modifiziert
worden waren. Die eigentliche Depletion alloreakitver T-Zellen erfolgte am Tag 3

nach Ansetzen der primaren MLC. Dieser Zeitpunkt ergab sich aus den Daten, die
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hinsichtlich der Antigenexpression aktivierter T-Zellen erhoben worden waren.
Ausschlaggebende Kriterien hierbei waren zum einen, dass sich in diesem
Zeitraum eine moglichst groRe Anzahl an T-Zellen durch allogene Stimuli
aktivieren liefd und dass zum anderen die Proliferationsphase d. h. die Vermehrung
dieser Zellen noch nicht eingesetzt hatte. Auf diese Weise versprachen wir uns, die
Anzahl potentiell GVHD-induzierender T-Zellen vor allem nach der Depletion so
gering wie moglich zu halten.

Der gesamte Versuchsablauf, sowie die anschlieRenden Analyseverfahren sind in
der Abb. 3.2-07 wiedergegeben.

Abb. 3.2-07

Zeitlicher Ablauf des Depletionsversuchs
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Die Depletion erfolgte, wie im Abschnitt 2. Material/Methoden, 2.10 Die Depletion
alloreaktiver T-Zellen mit Hilfe des Magnetpartikel-Konzentrator-Systems (Dynal
MPC) beschrieben, mittels AntikOrpern, die gegen die Aktivierungsmarker CD25,
CD69 und HLA-DR gerichtet waren, sowie mit Hilfe der Dynalbeads M-450 Sheep-

anti-Mouse 1gG. Die Expression der Aktivierungsantigene resultierte, wie in
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Abbildung. 3.2-08 dargestellt, nur in wenigen Fallen in einer Ko-Expression

mehrerer Marker.

Abb. 3.2-08
Darstellung der Ko-Expression der Aktivierungsmarker CD25, CD69 und HLA-DR auf alloreaktiven
T-Lymphozyten
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Um samtliche alloreaktive T-Zellen unter zu Hilfenahme des Magnetpartikel-
Konzentrator-Systems eliminieren zu konnen, wurden alle CD25, CD69 und HLA-

DR positiven Zellen parallel depletiert.

3.2.1 Beurteilung der Effizienz der Depletionsmethode anhand der

phanotypischen Zellanalyse

Die durchfluRzytometrische Analyse, siehe Abbschnitt 2. Material/Methoden, 2.11
Zellanalyse mittels DurchfluRzytometrie (FACS), beschrankte sich auf T-
Lymphozyten. Durch logische Verknipfung vordefinierter Regionen war es

maoglich, populationsspezifische Aussagen treffen zu konnen. Das Augenmerk
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wurde daher in erster Linie auf die CD3" Zellen mit Lymphozytenmorphologie
gelenkt. Unter zu Hilfenahme von Propidiumjodid (PI) konnten dariber hinaus tote
Zellen sichtbar gemacht und aus der Analyse ausgeschlossen werden. Die
Ergebnisse der phanotypischen Analyse von T-Zellen im nicht depletierten, sowie
im depletierten Zustand sind in folgenden Abbildungen Abb. 3.2.1-09

exemplarische dargestellt.
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Abb. 3.2.1-09

Exemplarische Darstellung der Zellpopulationen einer Versuchsreihe vor und nach der Depletion

unter verschiedenen Bedingungen
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nach der Depletion
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Eine entsprechende Ubersicht tiber alle Versuche bietet die Tabelle Tab. 3.2.1-15.

Tab. 3.2.1-15

Prozentsatz der GAM-positiven Zellen vor und nach der Depletion. Angaben aus insgesamt 54

unabhéngigen Versuchen

stimuw:r?:jurch MLC: MLC:
stimuliert durch prainkubierte i stimuliert durch dendritische
unbehandelte PMNC
PMNC Zellen
29,10% * 12,04 34,66% * 11,81 37,41% £ 7,71
(n=7) (n=5) (n=6)
Prozentsatz der GAM- Prozentsatz der GAM- Prozentsatz der GAM-
positiven Zellen vor der positiven Zellen vor der positiven Zellen vor der
_________________ Depletion Depletion Depletion
0,34% + 0,27 * * * 0,37% + 0,26 * * * 0,74% +0,46***
(n=11) (n=11) (n=14)
Prozentsatz der GAM- Prozentsatz der GAM- Prozentsatz der GAM-
positiven Zellen nach der positiven Zellen nach der positiven Zellen nach der
Depletion Depletion Depletion

Vergleicht man die verschiedenen Ausgangspopulationen vor und nach der
Depletion anhand der durchfluRzytometrischen Analysen, so kann davon
ausgegangen werden, dass die aktivierten T-Zellen, da sie aullerhalb der
eigentlichen Lymphozyten Population anzutreffen waren, gro3er und granulierter
sind. Abhangig von der Art der Stimulation waren vor der Depletion 29,10% +
12,04 (1); n=17), 34,66% £ 11,81 ((2); n =5)und 37,41% = 7,71 ((3); n = 6) der
Zellen positiv fur die Aktivierungsmarker CD25, CD69 und HLA-DR. Nach der
Depletion konnten lediglich 0,34% % 0,27 ((1); n =11), 0,37% + 0,26 ((2); n = 11)
und 0,74% = 0,46 ((3); n = 14) GAM-positive Zellen nachgewiesen werden.
Verglichen mit den Ausgangswerten konnte folglich durch das Depletionsverfahren

in allen Fallen eine signifikante Reduktion alloreaktiver T-Zellen erzielt werden.

3.2.2Interferon-y Nachweis

Wie zuvor bei der phanotypischen Analyse der alloreaktiven Zellen vor und nach

der Depletion wurde der, mit Hilfe des Sekretions-Assays durchgefihrte [FN-
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Nachweis auf die Lymphozyten beschrankt, die phanotypisch CD3" und
Propidiumjodid” waren (ndhere Angaben zu dieser Methode im Abschnitt 2.
Material/Methoden, 2.12.1 Sekretions-Assay (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany)). Als Stimulationsverfahren wurde hierbei eine 20 Stunden dauernde
Restimulation durch die gleichen Stimulatorzellarten gewahlt, die bereits in den
jeweiligen primaren MLCs Verwendung gefunden hatten.

In der Abbildung Abb. 3.2.2-10 sind die Resultate aus einer Versuchsreihe

exemplarisch zusammengefasst.
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Abb. 3.2.2-10

Sekretions-Assay

Nachweis der Effizienz des Depletionsverfahrens anhand Interferon-y sezernierender Zellen
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nach der Depletion
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Die dazugehorige Ubersichtstabelle umfasst die Tab. 3.2.2-16.

Tab. 3.2.2-16
Sekretions-Assay
Tabellarische Ubersicht iiber die Effizienz des Depletionsverfahrens, nachgewiesen, anhand von

Interferon sezernierenden Zellen aus zwélf unabhéngigen Versuchen mit Hilfe des Sekretions-

Assays
MLC: MLC:
stimuliert mit stimuliert mit stim%l%e%t mit
~-unbehandelten” prainkubierten dendritischen Zellen
PMNC PMNC
vor der Depletion
Messwerte 2,7 3,5 5,9
Messwerte 3,5 44 7,6
Messwerte 3,3 4.9 14,8
Messwerte 2,2 3,7 5,9
Mittelwert 2,925 4,125 8,55
Standardabweichung ' 0,5909 0,6449 0,4243
nach der Depletion

Messwerte 0,09 0,09 0,08
Messwerte 0,10 0,10 0,10
Messwerte 0,03 0,14 0,28
Messwerte 0,14 0,04 0,06
Mittelwert 0,09 0,0925 0,13
Standardabweichung 0,04546 0,04113 0,1013
Signifikanz <0,0001 *** <0,0001 *** 0,0074 * *
Anzahl der Versuche 4 4 4

Wahrend vor der Depletion im Durchschnitt 2,925% £ 0,5909 (1), 4,125% + 0,6449
(2) und 8,55% + 0,4243 (3) der T-Lymphozyten Interferon produzierten, konnte der
Prozentsatz an Interferon produzierenden Lymphozyten, trotz Restimulation, allein
durch das Depletionsverfahren drastisch gesenkt werden. So lag der Prozentsatz
nach der Depletion durchschnittlich bei unter 0,1% zytokinproduzierender Zellen
(Tabelle 3.2.2-16). In Bezug auf die Interferonproduktion wurden, mit
durchschnittlich 0,09% + 0,04546 die besten Depletionsergebnisse in der MLC, die
durch unbehandelte PMNC stimuliert worden war, erzielt. Knapp gefolgt von den
Resultaten aus der MLC, in der prainkubierte PMNC zur Restimulation verwendet
worden waren (0,0925% + 0,04113) und denen der MLC, die durch dendritische
Zellen aktiviert worden war (0,13% % 0,1013). Setzt man diese Angaben in

Relation zu den Ausgangswerten vor der Depletion, so unterschieden sich alle,
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miteinander vergleichbaren Werte vor und nach Depletion signifikant.

Die y-Interferon Produktion zum Ausschluss von alloreaktiven Zellen nach der
Depletion wurde, neben dem Sekretions-Assay, auch mit Hilfe des Elispot-Assays
nachgewiesen. Dieses Nachweisverfahren wurde dabei, neben dem Aufzeigen der
Alloreaktivitat, auch fur den Nachweis der Autoreaktivtat, sowie der Reaktivitat
gegen ,third party“-Zellen, Tetanus Toxoid, CMV-Antigen und PHA (nahere
Angaben hierzu im Abschnitt 2. Material/Methoden, 2.12.2 Elispot-Assay) genutzt.
Die Abbildungen 3.2.2-11 bis 3.2.2-13 zeigen die dabei gewonnen Ergebnisse aus

vier unabhangigen Versuchsreihen.

Abb. 3.2.2-11
Elispot-Assay
MLC: stimuliert durch ,unbehandelte® PMNC vor und nach der Depletion unter verschiedenen
Kulturbedingungen
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Abb. 3.2.2-12
Elispot-Assay
MLC: stimuliert durch préinkubierte PMNC vor und nach der Depletion unter verschiedenen
Kulturbedingungen
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Abb. 3.2.2-13
Elispot-Assay
MLC: stimuliert durch dendritische Zellen vor und nach der Depletion unter verschiedenen
Kulturbedingungen
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Die entsprechende zahlenmaRige Ubersicht bietet in diesem Zusammenhang die
Tabelle 3.2.2-17.

Tab. 3.2.2-17

Elispot-Assay

Tabellarische Ubersicht iiber die Mittelwerte aller Versuchsreihen, bestehend aus jeweils vier
unabhéngigen Versuchen. Die Anzahl der ,spots“ ist als Prozentsatz der MLC, die durch
L<unbehandelte“ PMNC stimuliert und gleich 100% gesetzt wurde, wiedergegeben

MLC: MLC: MLC:
Zellkultur- stimuliert durch stimuliert durch stimuliert durch
system Lunbehandelte®* PMNC prainkubierte PMNC dendritische Zellen
Depletions vor der nach der vor der nach der vor der nach der
-zustand Depletion Depletion Depletion Depletion Depletion Depletion
AB 100 2 727 58 433 4
AB/A* 125 23 696 74 842 56
AB/B* 1181 126 1106 17 2334 952
AB/C* 222 33 639 95 1537 10
ABIA® 533 160 1614 166 2008 112
+Tetanol
AB/A*
+CMV- 885 665 1068 471 2331 364
Antigen
AB/A*
+CMV- 309 57 684 74 1158 106
Kontrolle
ABIA® 36821 16664 50627 18545 51849 16230
+PHA

In Bezug auf die Alloreaktivitat zeigte sich hierbei eine starke Reduktion der y-
Interferon-Produktion durch das Depletionsverfahren (1181% — 126%, (1); 1106%
— 17%, (2)). Die IFN-Produktion konnte allerdings im Falle der Restimulation
durch dendritische Zellen lediglich um etwa 50% gesenkt werden (2334% —
952%, (2)), wahrend die Autoreaktivitdt durch die Depletion allgemein stark
reduziert wurde (125% — 23% (1); 696% — 74% (2); 842% — 56% (3)). Die
Reaktivitat gegen ,third party“ Zellen (222% — 33% (1); 639% — 95% (2); 1537%
— 10% (3)), Tetanus Toxoid (533% — 160% (1); 1614% — 166% (2); 2098% —
112% (3)), CMV-Antigen (885% — 665% (1); 1068% — 471% (2); 2331% — 364%
(3)) und PHA (36821% — 16664% (1); 50627% — 18545% (2); 51849% —
16230% (3)) blieb jedoch weitgehend erhalten.
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3.2.3[6-H%]-Thymidineinbau

Im Bezug auf die T-Lymphozytenaktivierung konnte bereits im Abschnitt 3.
Ergebnisse, 3.1.2.2 Antigenexpression alloreaktiver T-Lymphozyten im zeitlichen
Verlauf gezeigt werden, dass sich an den primaren Aktivierungsprozess eine
Phase der Zellproliferation anschlief3t. Zum Nachweis des klonalen Zellwachstums
wurde die Messung der Einbaurate von [6-H*]-Thymidin herangezogen. Hierzu
wurden Zellproben aus den primaren MLCs entnommen und, sowohl im nicht
depletierten, als auch im depletierten Zustand nach drei Tagen in eine sekundare
MLC dberfuhrt und dort gemal’ der primaren MLC restimuliert.

Im folgenden Abschnitt sind die Resultate aus vier Versuchsreihen zusammen
gestellt. Um dabei Vergleiche zwischen den einzelnen Daten ziehen zu kénnen,
wurden Stimulationsindizes eingefuihrt, die von der durchschnittlichen
Proliferationsrate in der primaren MLC, die durch ,unbehandelte* PMNC stimuliert

worden war, ausgingen. Dieser Wert wurde mit 100% festgesetzt.

Tab. 3.2.3-18

[6-H3]- Thymidin-Proliferations-Assay

Tabellarische Ubersicht (iber die Mittelwerte aus allen Versuchsreihen bestehend aus jeweils vier
unabhéngigen Versuchen vor und nach der Depletion. Die Anzahl der radioaktiven Ereignisse ist
als Prozentsatz der MLC, die durch ,unbehandelte PMNC stimuliert und 100% gesetzt wurde,
wiedergegeben

Zellkultur- _MLC: _ MLC: _MLC:
system stimuliert durch ._s.tlmulllert durch stlm_u_llert durch
unbehandelte PMNC prainkubierte PMNC dendritische Zellen
Depletions- vor der nach der vor der nach der vor der nach der
zustand Depletion : Depletion Depletion Depletion Depletion Depletion
AB 100 9+16,1 122421 16+30,4 6271624 13+ 23,3
AB/A* 14077 13+ 23,7 223485 13+23,9 284+208 16+27,2
AB/B* 523+440 22+ 20,1 382+335 30+28,2 423+192 2831349, 1
* 1159 + 1116
AB/C 5531786 { 78+1451,8 i 1200+2016 2195,2 5641414 21403
ABIA™ 1 3934907 | 1524230,0 | 431£320 | 249+437,1 i 5204366 | 151+231.6
+Tetanol
AB/A*
+CMV- 6271722 i 225+438,7 5244524 385+£750,3 | 1102+1449 i 48319441
Antigen
AB/A*
+CMV- 178108 20+35,6 223+157 42+79,2 381171 17+30,9
Kontrolle
AB/A* 15876 + 566 + 22108 22588 + 21341 % 15073 +
+PHA 30105 9427,9 42537 43177,3 41723 29086,2
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Abb. 3.2.3-14
[6—H3]-Thymidin—Proliferations-Assay
MLC: stimuliert durch ,unbehandelte®* PMNC vor und nach der Depletion unter verschiedenen
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Abb. 3.2.3-15
[6-H3]-Thymidin-Proliferations-Assay
MLC: stimuliert durch préinkubierte PMNC vor und nach der Depletion unter verschiedenen

Kulturbedingungen
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Abb. 3.2.3-16
[6-H3]-Thymidin-Proliferations-Assay
MLC: stimuliert durch dendritische Zellen vor und nach der Depletion unter verschiedenen

Kulturbedingungen
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Wahrend die initiale Proliferationsrate vor der Depletion in den einzelnen primaren
MLC-Ansatzen durch folgende Durchschnittswerte charakterisiert wurden: 100% in
der MLC, die durch ,unbehandelte“ PMNC stimuliert worden war, 122% + 21 in der
MLC, die durch prainkubierte PMNC stimuliert worden war, sowie 627% * 624 in
der MLC, die durch dendritische Zellen stimuliert worden war, umfasste die
Situation nach der Depletion erheblich geringere Wachstumsraten. So wurden in
den Lymphozytenmischkulturen, in Bezug auf den jeweiligen primaren
Zellkulturansatz nach der Depletion, 9% + 16,1 (1); 16% £ 30,4 (2) und 13% + 23,3

(3) Wachstumsrate erzielt. Ahnlich verhielt es sich mit den Daten, die Hinweise auf
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die allogene Reaktivitat vor und nach der Elimination aktivierter T-Zellen lieferten,
was durch eine Restimulation mit den Stimulatorzellen, die in den primaren MLCs
verwendet worden waren, simuliert wurde.

Mit Werten von 523% * 440 (1); 382% % 335 (2) und 423% = 192 (3) lag das
Ausgangsniveau, was die Alloreaktivitat anbelangte, auch noch nach sechs Tagen
weit Uber den Werten nach der Depletion (22% + 20,1 (1); 30% % 28,2 (2) und
283% * 349,1 (3)). Auch konnte, trotz des Depletionsverfahrens, eine
Immunantwort gegen ,third party, Tetanus Toxoid, CMV-Antigen und
Phythamagglutinin (PHA), ein unspezifischer T-Zellstimulator, nachgewiesen
werden. Wie die tabellarische Ubersicht Tab. 3.2.3-18 =zeigt, blieb die
Proliferationsrate nach der Depletion hinsichtlich der Reaktivierbarkeit gegenuber
Tetanus Toxoid, CMV Antigen und PHA partiell erhalten. Betrachtet man dabei
insbesondere die Reaktivitat gegen die peripheren mononuklearen Zellen einer
dritten Person, so wurden bei allen Ansatzen nach der Depletion (785% + 1451,8
(1); 1159% % 2195,2 (2) und 1116% * 2140,3 (3)), verglichen mit der initialen
Situation vor der Depletion (553% = 786 (1); 1200% £ 2016 (2), sowie 564% + 414
(3)) sogar héhere Proliferationsraten gemessen. Diese Zahlen belegen, dass durch
das Depletionsverfahren eine starke Reduktion der sekundaren Immunantwort
gegen allogene Stimulatorzellen erzielt werden konnte, wahrend hingegen die
primaren Immunantworten gegen ,third party“, Tetanus Toxoid, CMV Antigen und

PHA zum Teil vollstandig erhalten blieben.
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4.Diskussion

4.1 Vergleichende Gegenuberstellung verschiedener Zellkultur-
systeme unter dem Gesichtspunkt der spezifischen allo-antigenen

und mitogenen Lymphozytenaktivierung

4.1.1 Medienvergleich

Die MLC (mixed lymphocyte culture) ist eine etablierte klinische Methode fir die
Klasse Il Histokompatibilitatstestung in Bezug auf die Alloimmunitat im Rahmen
von Knochenmark- oder Stammzelltransplantationen. Durch diese Methode
konnen die stimulatorischen Effekte humaner Leukozyten-Antigene (HLA),
insbesondere die, der Klasse Il, sowie die der Minor-Histokompatiblititatsantigene,
nachgewiesen werden.

Lymphozytenproliferations-Assays stellen eine der grundlegenden Mdglichkeiten
dar, um immunologische Reaktionen in vitro zu untersuchen. So ist der Nachweis
von proliferativer Aktivitat ein etabliertes Verfahren, um Immunantworten
hinsichtlich verschiedener Fremdantigene oder anderer Aktivierungseffekte, die
beispielsweise durch biochemische Substanzen hervorgerufen werden,
quantifizieren zu kénnen. Aus diesem Grund wurden in unseren Versuchen
verschiedene Kultursysteme hinsichtlich ihres supportiven Verhaltens gegenuber
proliferierenden T-Zellen untersucht, die durch einen allogenen (A/B*) und
mitogenen (A + PHA) Stimulus aktiviert worden waren (siehe hierzu auch 2.
Material/Methoden, 2.9.4 Der Medienvergleich und 3. Ergebnisse, 3.1.1
Medienvergleich). Als Beobachtungszeitraum wurde eine Kultivierungsdauer von
funf Tagen gewahlt.

Unter den genannten Bedingungen zeigte sich, abhangig von dem jeweiligen
Kultursystem, eine mehr oder weniger starke Zellproliferationsrate, gemessen an
der [6-H%-Thymidineinbaurate. Mit zunehmender Dauer der Kultivierung lieR der
Farbumschlag des, im Komplettmedium enthaltenen Indikators, in einigen
Kultursystemen (X-Vivo 15 + 10% FCS, sowie RPMI 1640 + 10% FCS jeweils

unter Verwendung des mitogenen Stimulus PHA) auf ein stark sauer werdendes
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Milieu schlie3en. Der rasche Abfall des pH-Werts, unterhalb des physiologischen
Normbereichs von 7,35-7,45, durfte auch der Grund fir das Absterben einiger
kultivierter Zellen gewesen sein, was bei den oben erwahnten Kultursystemen
indirekt, Uber eine verminderte Einbaurate des tritiummarkierten Thymidins in die
zelleigene DNA, in Erscheinung trat. Die Zellsysteme (X-Vivo 15, X-Vivo 15 + 10%
AB-Serum, RPMI 1640 + 10% AB-Serum und SFM), die infolge einer geringeren
Zelldichte keinen Abfall des pH-Werts verzeichneten, blieben langer stabil und
zeigten einen deutlich geringeren Anteil an toten, bzw. nicht zur
Proteinbiosynthese befahigten Zellen. Die Entwicklung des pH-Wert-Abfalls ware
zwar durch einen Austausch des Mediums, sowie der jeweiligen Zusatze
aufzuhalten gewesen, doch ware dieses Vorgehen nicht mit den, in der
Fragestellung enthaltenen Aspekten bezuglich der Unterschiede im proliferativen

Verhalten von PMNC unter den jeweiligen Kulturbedingungen, vereinbar gewesen.

Das seit langem bestehende Interesse an einem chemisch definierten, serumfreien
Medium hat, nach Erforschung der nutritiven und hormonellen Ansprichen von
Lymphozyten in Zellkultursystemen (167, 198), zur Entwicklung von so genannten
Komplettmedien gefuhrt. Das proliferative Verhalten von Lymphozyten in den
Medien X-Vivo 15, RPMI 1640 und einem weiteren serumfreien Medium, dem AlM-
V (Gibco), Medien, die auch im Rahmen unserer Studie Verwendung fanden,
wurde anhand eines antigenspezifischen Proliferations-Assays untersucht (222).
Hierbei wurden bei BALB/c Mausen, nach Immunisierung mit Ovalbumin,
Lymphknotenzellen entnommen und in Antigengegenwart in den Medien AIM-V, X-
Vivo 15 und RPMI 1640 kultiviert. Dabei verzeichneten die, im AIM-V Medium
kultivierten Lymphozyten, das beste Verhaltnis zwischen antigenspezifischer und
unspezifischer Proliferationsaktivitat. Ferner wurden in diesem experimentellen
Ansatz, sowohl die mitogeninduzierte, polyklonale, MHC-unabhangige (277), als
auch die allogene und MHC-restringierte Immunantwort durch das Medium AIM-V
unterstitzt (222). Derartige Erkenntnisse stehe mit der Beobachtung im Einklang,
dass RPMI 1640 nur mit einem Zusatz von 10% FCS in gleicher Weise in der Lage
ist, die mitogeninduzierte Proliferation von peripheren mononuklearen Zellen zu

ermdoglichen (64). In ahnlicher Weise wurden bei einer gro3eren Konzentration an
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Lymphozyten (> 5 x 10° PMNC/ml) nach PHA-Stimulation zwar hdhere
Zellproliferationsraten im RPMI 1640 Medium erzielt, doch war auch hier das
Medium zuvor mit 2% humanem Plasma (Mix-Med) versetzt worden (255). Auch
Needleman und Weiler beschrieben eine zellkonzentrationsabhangige
Proliferationsrate von Lymphozyten (331). Serumfreie Medien unterstitzten hier
nur Kultursysteme, die mehr als 1 x 10° Zellen/ml enthielten. Diese Erkenntnis
deckte sich mit unserer Beobachtung, namlich, dass eine Responderzellzahl von
50.000 PMNC/well bei der Verwendung von serumfreien Medien nicht ausreichte,
um durch einen mitogenen oder allogenen Stimulus in einem erkennbaren Umfang
aktiviert zu werden. Der Grund hierfir ist unklar, doch konnte dabei die
insuffiziente Menge an, von den Zellen selbst synthetisierten Metaboliten und
Zytokinen, die fur die Lebensfahigkeit und Proliferation einzelner Zellpopulationen
nodtig sind, eine Rolle spielen (41). In einem weiteren Experiment wurde daher,
nach OKT3-Stimulation, in X-Vivo 15 Medien, verglichen mit AIM-V Medien, die
groRte Expansionsrate, sowohl der CD4"-, als auch der CD8- T-Lymphozyten
erzielt (61). Auch in unserem Fall schien das Medium X-Vivo 15 die allogene und
die mitogene T-Zellaktivierung durch PHA optimal zu unterstitzen, was auch
anhand des Vergleichs entsprechender Stimulationsindizes deutlich wurde.

In Bezug auf die T-Zellproliferation wurden die meisten, in der Literatur
beschriebenen Kultursysteme, mit Hilfe von Medien durchgefuhrt, die zuvor mit
Serum versetzt worden waren (181). Durch den Zusatz von Serum bzw. Plasma
ergab sich dabei zum einen eine verbesserte Lebensfahigkeit der Lymphozyten in
vitro (169) und zum anderen eine verstarkte Zellproliferation als Antwort auf einen
mitogenen oder antigenen Stimulus (6, 125, 184). Im Kontrast dazu galt bislang die
Meinung, dass die Immunantwort der Lymphozyten, die in erster Linie durch den
Zusatz von Serum zu dem entsprechenden Medium unterstitzte wurde, von dem
Ursprung und der Gewinnung (169), der Art der Lagerung (3, 486), sowie von der
Konzentration des verwendeten Serums abhangen wurde (6, 84) und somit einen
erheblichen Unsicherheitsfaktor in der Replizierbarkeit der Ergebnisse darstellte.
Ferner besalle das Serum/Plasma selbst die Eigenschaft, Lymphozyten zu
stimulieren (211), sie zu inhibieren (76, 199) oder sogar Zellen abzutoten (55, 148).

Dieser letzte Aspekt unterstreicht dabei die Wichtigkeit des ausschliel3lichen
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Einsatzes von hitzeinaktiviertem Serum als Zellkulturzusatz. Dadurch konnten die
oben beschriebene Interaktionen in allen unseren Experimenten vermieden
werden.

In der Gegenulberstellung von humanem AB-Serum und fétalem Kalberserum
(FCS) zeigte sich in unseren Kultursystemen tatsachlich, ebenso, wie in der
Literatur beschrieben, ein sehr starker, unspezifischer stimulatorischer Effekt durch
FCS am Tag drei nach dem Ansetzten der Zellkultur mit 114% vitaler Zellen,
verglichen mit 100% vitaler Zellen vor Beginn der Kulturphase (331), sowie 82%
vitaler Zellen am Tag 4, verglichen mit 49% vitaler PMNC in serumfreien Systemen
(41). In unserem Experiment wurde die starke Hintergrundproliferation (222),
ausgelost durch FCS, als Farbumschlag des Indikators im Medium deutlich. Dieser
Farbumschlag, bedingt durch die verminderte Uberlebensfahigkeit der PMNC im
sauren Milieu, resultierte letztlich auch in einer stark reduzierten Einbaurate des
tritiummarkierten Thymidins. Dartber hinaus ist die Verwendung von FCS, als
Komponente im Zellkultursystem, laut GMP-Richtlinie (good manufacturing
practice) nicht zugelassen, sofern die kultivierten Zellen fur therapeutische Zwecke
gedacht sind und anschliel3end in vivo zum Einsatz kommen sollen (255). Aus
diesem Grund schied fir uns die Verwendung von FCS als Zusatz zum
Kulturmedium von vornherein aus. Anders verhielt es sich diesbezuglich mit
humanen Komponenten, wie dem humanen AB-Serum, das, unter zuvor
genannten Aspekten, durchaus als Medienzusatz verwendet werden konnte. In
unserem Experiment wurde dariberhinaus ein maximaler Stimulationsindex (SI),
sowohl in der allogen, als auch in der mitogen induzierten Immunreaktion gesehen,
wenn die PMNC in X-Vivo 15, das zuvor mit 10% AB-Serum versetzt worden war,
kultiviert wurden. Diese Ergebnisse konnten in drei unabhangigen Experimenten
repliziert werden. Ein Grund flr die Unterstlitzung der Immunantwort durch das
AB-Serum schien die Tatsache zu sein, dass einzelne Serumproteine eine wichtige
Rolle in der initialen Phase der T-Zellaktivierung (GO- und G1-Phase des
Zellzyklus) spielen (181), da, insbesondere durch den Zusatz von Serum, eine
optimale Produktion von IL-2 und damit verbunden eine maximale Expression des
IL-2-Rezeptors (CD25) auf der Zelloberflache gewahrleistet werden konnte. Den

eigentlichen Serumproteinen kam in dieser Phase der Zellaktivierung lediglich die
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Aufgabe zu, das sezernierte IL-2 in Losung zu halten und eine Adsorption zu
verhindern. Diese Beobachtung konnte auch von Kristensen et al. bestatigt
werden, der, hinsichtlich der T-Zellaktivierung, zwischen einer Aktivierungsphase
(G0-/G1-Phase) und Proliferationsprozessen (G1-/S-Phase) unterschied (212,
248). Innerhalb der G1-Phase schien hierbei der Intermediarzustand (Induktion der
G1a-G1b Transition) besonders sensitiv auf den IL-2-Effekt zu reagieren (248).
Insbesondere bei peripheren mononuklearen Zellen von gesunden Spendern, die
in Medien kultiviert wurden, die mit autologem Plasma oder AB-Serum
angereichert worden waren, wurden dabei die obengenannten Bedingungen erfullt
(248). Da die IL-2 ,getriggerte” T-Zellaktivierung bei der allogenen Immunantwort
eine wichtige Rolle spielt (7, 419, 472), was vor allem bei der Generation
alloreaktiver T-Lymphozyten ausschlaggebend ist, wurde, besonders im Rahmen
unserer Experimente, der Zusatz von humanem AB-Serum zu dem Kulturmedium

X-Vivo 15 favorisiert.

Unter der Vorgabe, ein GMP-geeignetes Kultursystem fur eine optimale allogene
T-Zellaktivierung zu entwickeln, entschieden wir uns, aus bereits beschriebenen
Grinden, fur die Verwendung des Komplettmediums X-Vivo-15, das zusatzlich mit
10% humanem AB-Serum versetzt wurde. Die Tatsache, dass alle verwendeten
Komponenten zum therapeutischen Einsatz am Menschen zugelassen waren und
unter den genannten Bedingungen eine maximale allogene und mitogene
Zellstimulation erreicht werden konnte, ohne dass es, durch die Veranderung des
pH-Werts, zu einer Verschlechterung der Kulturbedingungen gekommen ware,

waren fur diese Entscheidung ausschlaggebend.

4.1.2Die MLC (mixed lymphocyte culture)

Eine allogene Reaktion, ahnlich der Immunreaktion, die wahrend einer GVHD in
vivo ablauft, kann in vitro generiert werden. Aus diesem Grund stellt die ,mixed
lymphocyte reaction“ (MLR) ein wichtiges in vitro Modell dar, wenn es darum geht,
die Alloantigenerkennung durch T-Lymphozyten, sowie die nachfolgenden

Reaktionen auf zellularer Basis, verstehen zu kbnnen. Bestehen Unterschiede in
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den MHC-Allelen der Klasse | und der Klasse Il, so kommt es in den
entsprechenden Kultursystemen gewohnlich zu einer Lymphozytenproliferation, die
anhand der [6-H*]-Thymidininkorporation gemessen werden kann (1) (392). Dabei
werden insbesondere zwei T-Zellsubklassen stimuliert, namlich die T-Helfer Zellen,
die die MHC-Antigene der Klasse Il erkennen, sowie die zytotoxischen T-Zellen,
die zwar durch MHC-Antigene der Klasse | aktiviert werden, jedoch keine
signifikante Proliferationssteigerung in der herkdmmlichen MLC aufweisen (1).
Zwei Mechanismen scheinen dabei zu einer spezifischen T-Zellaktivierung in der
MLC zufuhren. Folglich werden die Responder-T-Lymphozyten, zum einen durch
das Erkennen von intakten Fremd-MHC-Molekulen, den so genannten Haupt-
Histokompatibilitatsantigenen auf antigenprasentierenden Zellen (APC), namlich
den Stimulatorzellen in der MLC, aktiviert, zum anderen kann dies auch durch das
Erkennen von prozessierten Fremd-MHC-Peptidfragmenten, den Minor-Antigenen,
erfolgen. Die Intensitat der allogenen Immunantwort hing dabei, wie bereits zuvor
(4. Diskussion, 4.1.1 Medienvergleich) disskutiert, von der Konzentration, der in
Kultur befindlichen Zellen ab, da eine Verdinnung der Kultur stets mit einer
Abnahme der allogenen Reaktivitdt einherging (270). Aus diesem Grund
entschieden wir uns, die Stimulator- und Responderzellen in einer Dichte von 5 x
10® PMNC/ml in die jeweiligen Kultursysteme einzusetzen.

Naive T-Lymphozyten, die Alloantigene erkennen, treten nur in einer niedrigen
Frequenz auf und bendtigen spezialisierte, antigenprasentierende Zellen, um,
hinsichtlich des relevanten Antigens, aktiviert werden zu kdnnen. Bisher ging man
davon aus, dass die T-Zell-Frequenz, im Hinblick auf die Fremdantigenerkennung,
im peripheren Blut zwischen 1 und 10 % liegt (122, 307, 409). Im Gegensatz dazu
wurde die Frequenz alloreaktiver T-Zellen in einigen Systemen mit < 1/10.000
angegeben, was darauf hinweisen kdnnte, dass der Nachweis der Alloreaktivitat
von der jeweiligen Zellspezies oder der Art der Analyse abhangt (39, 406, 479).
Auf der anderen Seite kdnnte, durch Amplifikation der allogenen Immunantwort,
mit Hilfe eines geeigneten T-Zellaktivierungsmodells in vitro, der Nachweis der
Alloreaktivitat modifiziert und verbessert werden. Die Induktion der primaren,
allogenen Immunantwort der Lymphozyten in vitro stellt daher noch immer eine

Herausforderung an die moderne Forschung dar.
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Aus diesem Grund versuchten wir optimale Bedingungen fir die Generation
alloreaktiver T-Lymphozyten zu schaffen, was unter zu Hilfenahme
verschiedenster Leukozytenarten, namlich periphere mononukleare Zellen
(PMNC), zytokinaktivierte PMNC und dendritische Zellen, als professionelle
antigenprasentierende Stimulatorzellen, bewerkstelligt wurde. Ausschlaggebend
hierfir war die Vorgabe, einen Weg zu finden, um die Sensitivitat der Standard-
MLR zu verbessern und bislang unerkannt gebliebene Anzeichen der T-
Zellaktivierung zu amplifizieren. In nachfolgenden Schritten sollten die generierten,
alloreaktiven T-Lymphozyten anhand der spezifischen Immunphanotypisierung,
des Zytokinmusters und des proliferativen Verhaltens, charakterisiert und
quantitativ nachgewiesen werden. Die Intension, die hinter diesem Vorgehen
stand, orientierte sich, im Hinblick auf die Depletion, daran, mdglichst alle,
potentiell alloreaktiven Zellen in einen Aktivierungsstatus zu versetzten.
Anschlieend sollte die Methode ausgewahlt werden, die diesen Anforderungen
am ehesten gerecht wurde.

Anhand des prozentualen Anteils an T-Lymphozyten, die die Aktivierungsmarker
CD25, CD69 und HLA-DR auf der Zelloberflache exprimierten, konnte indirekt auf
die Potenz des jeweiligen allogenen Stimulus geschlossen werden. Im Rahmen
unserer Versuche wurde dabei deutlich, dass die dendritischen Zellen (3), gefolgt
von zytokinaktivierten PMNC (2) und herkdmmlichen PMNC (1), entsprechend
unseren Erwartungen, die potentesten allogene Stimulatoren darstellten.
Hinsichtlich der Interferon-y Sekretion waren die Differenzen zwischen den
einzelnen Stimuli bei weitem nicht so eindeutig. Wahrend, gemessen an den, im
Elispot-Assay erzielten Stimulationsindizes, in der klassischen MLC (1), der
zytokinstimulierten MLC (2) und der durch Dendriten aktivierten MLC (3), kein
signifikanter Unterschied in der Art der Stimulation verzeichnet werden konnte, war
dies anhand der, mit Hilfe des Sekretions-Assays gewonnenen Resultate,
durchaus moglich. Die Ursache hierfir kdnnte zum einen in der Tatsache
begrindet liegen, dass mit Hilfe des Elispots keine Diskriminierung einzelner
interferonproduzierender Zellen mdoglich war, zum anderen ware es allerdings auch
denkbar, dass die Stimulation durch dendritische Zellen, im Gegensatz zu den

anderen Stimulationsarten, durch einen direkten Zell-Zellkontakt zustande kommt



100 4. Diskussion

und nicht mediatorvermittelt, d. h. zytokinabhangig, ist. Diese Vermutung deckt
sich allerdings nicht mit der Tatsache, dass im Sekretions-Assay, durch selektive
Oberflachenmarkierung der CD3"-Zellen, durchaus eine Unterscheidung in der
allogenen Potenz der einzelnen Stimuli gelang. Die professionellsten allogenen
Stimulatoren, gemessen anhand der Interferonproduktion der T-Lymphozyten,
waren auch hier vor allem die dendritischen Zellen. Desweiteren war selbst beim
Proliferationsnachweis hinsichtlich der Stimulationsverfahren durch ,unbehandelte®
(1) und zytokininkubierte periphere mononukleare Zellen (2) kein signifikanter
Unterschied festzustellen, wahrend hingegen die durchschnittlichen
Proliferationsraten in der herkdmmlichen und der zytokinmodifizierten MLC,

verglichen mit der Stimulation durch dendritische Zellen erheblich differierten.
Diese Resultate lieRen die Schlussfolgerung zu, dass, zumindest in den primaren
MLCs, das alloantigeninduzierte Stimulationsverfahren durch dendritische Zellen

zur starksten T-Zellaktivierung gefuhrt hatte.

4.1.2.1 ldentifizierung und Charakterisierung alloreaktiver T-Lymphozyten mit

Hilfe der Oberflachenphinotypisierung

Anders, als die zum Nachweis aktiver Zellen allgemein verwendeten Proliferations-
Assays, ermdglicht das durchflulRzytometrische Verfahren eine zusatzliche
Identifizierung  dieser  Zellen. Aus diesem  Grund stellt die
Oberflachenphanotypisierung das einzige Verfahren dar, das bei der Klarung der
Fragen, nach der Identifizierung alloantigenaktivierter T-Zellsubpopulation, der
Potenz einzelner Stimuli und dem eigentlichen Ausmal der Zellaktivierung, helfen
konnte.

Aktivierte und proliferierende T-Zellen exprimieren in erster Linie die
Oberflachenmolekule CD25, CD69, CD71 und HLA-DR, die im Normalfall nur in
geringem Umfang auf ruhenden Lymphozyten zu finden sind (70, 98, 236, 329,
411);(128). Im Einklang mit unseren Experimenten, hinsichtlich der Kinetik der
Aktivierungsantigene, konnte Fehse et al.,, anhand eines experimentellen
Ansatzes, indem T-Lymphozyten durch eine Schicht adharierender allogener

Stimulatorzellen  stimuliert  wurden, ebenfalls zeigen, dass diese
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Aktivierungsmethode zu einem deutlichen Zuwachs der CD25- und der CD69-,
sowie zu einem geringeren, aber dennoch signifikanten Zuwachs der CD71- und
der CD40L-Expression auf den Responder-Lymphozyten fuhrte (115). Um die T-
Zellsubpopulation naher bestimmen zu kénnen, die den grof3ten Anteil, an der
bereits beschriebenen allogenen Reaktion ausmachte, untersuchte Fehse et al.
samtliche CD4"- und CD8"-Zellen zum einen getrennt voneinander, zum anderen
aber auch in Kombimation miteinander. Dabei zeigten vor allem die CD4*-Zellen
eine vermehrte Expression des CD25- und des CD69-Antigens, wahrend die
CD8"-Lymphozyten in erster Linie das CD69 Molekiil exprimierten. Im Gegensatz
dazu konnte, bei der Zellpopulation, bestehend aus gereinigten CD4*- und CD8"-
Zellen, unter vergleichbaren, kulturellen Bedingungen kein Zuwachs hinsichtlich
der CD25-Antigenexpression auf CD8"-Zellen (bis zu 10% der CD8"-Zellen
exprimierten in diesem Ansatz das CD25 Molekul) nachgewiesen werden. Dies
lieB den Schluss zu, dass die Gegenwart von CD4*-Zellen offensichtlich nicht
ausreichte, um eine adaquate Alloaktivierung der CD8"-Zellen zu genrieren (115).
Koh et al. konnte, in Ubereinstimmung mit bereits Erwéhntem, zeigen, dass die
CD69-Expression, im Rahmen einer allogenen Aktivierung, hoch reguliert wird und
dass dieses Molekul folglich als Marker flir die Alloreaktivitat herangezogen
werden kann (238). Hinsichtlich der, auch fur unsere Nachweisverfahren
relevanten Frage, ob eine vermehrte Expression von CD69 auf T-Lymphozyten
mdglicher Weise mit der gesteigerten Zellproliferation und der Zunahme der
Sekretionsrate der Zytokine IL-2 und IFN-y, in Zusammenhang steht (70), konnte,
zumindest in Bezug auf die proliferative Aktivitat entsprechender Zellen, gezeigt
werden, dass die CD69-Expression und die [6-H3]-Thymidininkorporation inder Tat
miteinander in Verbindung zu stehen scheinen (286). Eine besonders gute
Korrelation liel3 sich diesbezliglich zwischen der Anzahl an Zellen, die sich, nach
PHA- oder ConA-Stimulation, in der G1-Phase des Zellzyklus befanden und der [6-
H3J-Thymidininkorporation feststellen (248). Allerdings konnte, wie auch durch
unsere Versuche bestéatigt, keine Korrelation zwischen dem Prozentsatz CD69"
Zellen und dem Umfang der [6-H?]- Thymidininkorporation nachgewiesen werden
(63). Im Vergleich zu der Expression von Aktivierungsmarkern und der

Zellproliferation, wurde ferner festgestellt, dass CD69 schon vor der ersten
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Teilungsphase in einem hohen Prozentsatz auf der Zelloberflache von T-
Lymphozyten vorzufinden war, wahrend CD25 (a-Kette des IL-2-Rezeptors) erst
nach der ersten Zellteilung vermehrt exprimiert wurde (309). Diese Ergebnisse
wirden auch mit folgender Uberlegung im Einklang stehen, namlich, dass die
CD69-Expression als  erstes biochemisches Ereignis  vor  der
Lymphozytenproliferation einsetzt, aber die eigentliche Zellproliferation nicht
konditioniert (163, 286). Ferner liel3 sich daraus schlief3en, dass nicht alle Zellen,
die den Zustand der Aktivierung erreicht hatten, DNA Synthese betrieben (63,
216);(393) und dass der punktuelle Nachweis, proliferativer Aktivitat, nicht
ausreichte, um das Vorhandensein aktivierter Zellen zu bestatigen bzw.
auszuschlieRen (siehe hierzu auch 4. Diskussion, 4.1.2.3 Proliferation als Indikator
der T-Zellaktivitat). Diese These stand allerdings im Kontrast zu der Beobachtung
von Maino et al., der, nach der Stimulation von PMNC mit einer Mischung aus anti-
CD2/CD2R mitogenen mAb, hinsichtlich der CD69-Expression und der
Proliferation entsprechender PMNC, stets positiv korrelierende Ergebnisse erhielt
(298).

4.1.2.2 ldentifizierung und Charakterisierung alloreaktiver T-Lymphozyten mit

Hilfe des Interferon-y-Nachweises

Auch Zytokine spielen eine kritische Rolle bei der Erkennung von Alloantigenen
und gelten daher neuerdings, im Gegensatz zu den bereits etablierten
Proliferations-Assays, als weitaus spezifischere Parameter fur die T-
Zellaktivierung. Dieser Gesichtspunkt konnte durch folgendes Experiment bestatigt
werden. Durch die Zugabe von rIFN zu einer MLC kam es zu einer vermehrten
Freisetzung von sCD8-Molekulen, als Hinweis darauf, dass IFN-y, im Gegensatz
zu IL-2, welches vornehmlich an der Zellproliferation beteiligt ist, in erster Linie zur
T-Zelldifferenzierung beitragt. Eine Prospektive Messung von IFN-y, als
quantitativer Parameter flr Th1-Zellen- bzw. CTL-Aktivierung, scheint daher, im
Hinblick auf den Nachweis von Alloreaktivitat, bei weitem spezifischer zu sein, als
die herkdmmlichen Proliferationsnachweise (410). Danzer et al. konnte daruber
hinaus zeigen, dass IFN-y, im Rahmen der Alloantigenerkennung, eine zentrale

Rolle im Zytokinnetzwerk der MLC einnimmt (91). So wurde, durch Zugabe von
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exogenem IFN-y (rlFN) in einer Konzentration von mehr als 100 U/ml, neben der
Zelldifferenzierung auch die proliferative Zellaktivitat in der jeweiligen
Lymphozytenmischkultur verstarkt (454). Voraussetzung war allerdings, dass IFN-y
von Anfang an in der Kultur vorhanden war. Daneben vermutete man, dass
synergistische Effekte durch IL-2 und den Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) bei
der IFN-y Produktion eine Rolle spielen wirden (482);(223);(357);(145), wahrend
IFN-y alleine einen stimulatorischen Einfluss auf die Expression des IL-2
Rezeptors auf der Oberflache von Lymphozyten zu haben schien (382). Periphere
mononukleare Zellen, die durch eine allogene MLC stimuliert worden waren,
produzierten daruber hinaus, wie von uns bestatigt, groRe Mengen an IFN-y. In
diesem Zusammenhang war es einigen Arbeitsgruppen maoglich, bis zu 600 U/ml
IFN-y nach drei und etwa 400 bis 1500 U/ml IFN-y nach sieben Tagen MLC-Kultur
im Uberstand einzelner Kultursysteme nachzuweisen (454). Betrachtete man die
Sekretionskinetik von IFN-y, so stimmten die Literaturangaben mit den von uns
durchgefuhrten Interferonanalysen (nicht gezeigt) auch in einem weiteren Punkt
uberein. Am Tag drei der Zellkultivierung kam es dabei namlich zu einem
deutlichen Anstieg der IFN-y Produktion, wobei an den Tagen funf und sechs der
Hoéhepunkt der Zytokinsekretion erreicht wurde (91). Selbst in der murinen MLR
erreichte die IFN-y Konzentration am Tag drei ihren Hochststand und nahm an den
beiden darauffolgenden Tagen nur geringflugig ab. In diesem Zusammenhang
konnte, am Tag vier der Kultivierung, ein Maximum an zellularer Aktivitat der
zytotoxischen T-Lymphozyten festgestellt werden (56). In einer weiteren Studie
wurde die Expressionskinetik des 90-kDa IFN-y-Rezeptors auf der Zelloberflache
von allogen stimulierten Lymphozyten untersucht (338). Dabei wurde festgestellt,
dass das IFN-y-Rezeptorprotein kaum auf der Oberflachenmembran von ruhenden
T-Zellen zu finden war, aber nach dreitagiger Kultur vermehrt exprimiert wurde und
nach sechs Tagen rapide abnahm. Parallel dazu lie3 sich eine vermehrte
Expression der p55 und der p75 Ketten des IL-2 Rezeptors feststellten, die bis
uber den Tag sechs der Zellkultivierung hinaus andauerte. Folglich setzten die
IFN-y und IL-2 Sekretion nach 24 stiindiger Alloaktivierung ein, erreichten am Tag
drei ihren Hohepunkt und nahmen ab, sobald die beiden Zytokinrezeptoren

vermehrt exprimiert wurden. Die, zur gleichen Zeit einsetzende Zellproliferation,
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verzeichnete ihr Maximum allerdings erst am Tag sechs. Dies liel vermuten, dass
die Intensitat der Lymphozytenproliferation, sowie die ,up-Modulierung“ des IFN-y-
Rezeptors auf der Zellmembran, mit der Sekretion von IL-2 und IFN-y interagierten
(338). Allerdings war IL-2 in diesem Modell, als einziges Lymphokin an der
Proliferation und Aktivierung zytotoxischer T-Zellen beteiligt. Entgegen
Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen (257, 414), wurde dabei die
Zellproliferation durch Zugabe von IFN-y nicht beeinflusst (56). Das liel vermuten,
dass beim Menschen, hinsichtlich der allogenen Immunantwort, ein
Feedbackmechanismus zwischen den beiden Zytokinen IL-2 und IFN-y bestehen
muss, der in der murinen MLC kaum vorhanden ist (56). Dies kénnte, entweder auf
den Ursprung der Zellen (humane Blutkdrperchen gegenuber Splenozyten der
Maus), oder auf Kreuzreaktivitdten in den verwendeten Bio-Assays zurtckzufuhren
sein. In Anbetracht ebenerwahnter Beobachtungen, sowie der Tatsache, dass
auch durch andere Arbeitsgruppen, mit Hilfe von Northern-Blot-Analysen gezeigt
werden konnte, dass die RNA des IFN-y-Rezeptors bis zum Tag drei der MLR um
das Zwei- bis Dreifache zunahm (338), wahlten wir die Tage vier und funf fir den
Interferon-y Nachweis. Damit sollte gewahrleistet werden, dass alle alloreaktiven
T-Lymphozyten identifiziert werden konnten.

Unabhangig davon konnte, wie bereits erwahnt, gezeigt werden, dass durch den
Zusatz von IFN-y zu einer MLC, neben der Zellproliferationsrate auch die T-Zell
vermittelte Zytotoxizitat vermehrt nachweisbar war (410). Dies spiegelte sich, in
einer vermehrten Expression der CD8 Moleklile, bei gleichbleibender Anzahl an
CD4 Molekulen, auf entsprechenden alloreaktiven T-Lymphozyten wieder.
Allerdings wurde dabei auch die Expression der Aktivierungsmarker CD25 und
HLA-DR durch die Zugabe von IFN-y geférdert. Dies implizierte, dass IFN-y die T-
Zellaktivierung in einer MLC beeinflusst. Folglich erstreckten sich die IFN-y-Effekte
direkt auf die T-Lymphozyten, was zur Unterstiutzung der T-Zelldifferenzierung
fihrte und in erster Linie die Aktivierung der CD8"-T-Zellen foérderte (410). In
Bezug auf CD8"-Zelle konnte auch, anhand eines Mausmodells, gezeigt werden,
als CD44 '°" CD8*-T-Zellen aus naiven, P-14 TCR transgenen Mausen mit CFSE
markiert und in einer GréRenordnung von 0,4 - 1 x 10° Zellen in Empfangermause

injiziert wurden (326),dass nur sehr wenige, bis gar keine naiven, transgenen CD8"
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Zellen fahig waren, IFN-y zu produzieren. Die Mehrheit der transgenen Zellen, die
acht Tage lang in bestrahlten Empfangern homeostatisch proliferierte, waren
dagegen, nach spezifischer Antigenstimulation, durchaus in der Lage, IFN-y zu
sezernieren. Untersuchte man die Aquisitation der Zytokinantwort, als Funktion der
Zelldivisionsrate, so konnte im Mausexperiment gezeigt werden, dass eine
vermehrte Produktion von IFN-y direkt mit der Zellteilungsrate korrelierte. Folglich
nahm der Anteil der Zellen, die Interferon sezernierten, sowie der relative Anteil an
sezerniertem IFN-y parallel, mit zunehmender Zellproliferationsrate, ebenfalls zu
(326). Dies wurde darauf hindeuten, dass, sowohl der Interferon-, als auch der
Proliferationsnachweis eine ausreichende Sensitivitat besitzt, um alloreaktive
Zellen zu detektieren. Folglich widrde im Mausmodell lediglich ein
Nachweisverfahren, ausreichen, um Alloreaktivitat zu verifizieren. Diese Tatsache
konnte dagegen durch das Mausexperiment von Maury et al. nicht bestatigt
werden. Die T-Lymphozyten, die aus den Lymphknoten, sowie der Milz B6 hCD4
transgener Mause entnommen und in semiallogene (B6/D2) und letal bestrahlte
(11 Gy) Mause Ubertragen worden waren, um dort acht Tage lang zu proliferieren
und anschlielend, im Hinblick auf die Fahigkeit zur Interferonsekretion, nach
weiterer vierstindiger Stimulation mittels eines anti-CD3 mAD, in vitro getestet zu
werden, konnten, anders als in unseren und den zuvor erwahnten Experimenten
von Murah-Krishna et al., dabei nicht allein anhand der Interferonsekretion
identifiziert werden (309). In dem Mausmodell von Fowler et al. erhielten die
Empfangermause der ersten Filialgeneration eine letale Strahlendosis von 1050
cGy. Das Immunsystem wurden anschlieRend, mit Hilfe eines T-Zell-depletierten
Knochenmarks, rekonstituiert (126). Anhand dieses Mausmodells konnte gezeigt
werden, dass CD8"-Zellen, die in der Gegenwart von IL-12 (Th1) generiert worden
waren, sowohl IL-2 als auch Interferon, im Rahmen der Immunantwort gegen die
Splenozyten der ersten Filialgeneration, produzierten. Auch bei der Th2
Subpopulation konnte eine geringe Menge an Interferon im Zelliberstand
nachgewiesen werden, doch war die Interferonkonzentration in dieser Kultur
signifikant geringer, als das in der Th1 -Kultur der Fall gewesen war (so wurden in
der Th1 Kultur 305 U/ml Interferon produziert, wahrend in der Th2 Kultur nur 65

U/ml sezerniert wurden). Die Zytokinproduktion erforderte allerdings in beiden
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Kultursystemen eine spezifische allogene Stimulation, da es zu keiner
Zytokinproduktion kam, als syngene B6 Milzzellen als Stimulatoren herangezogen
wurden (126). Diese Beobachtung deckte sich mit der Tatsache, dass die IFN-
Y/IFN-y-Rezeptor-Interaktionen ein frihes Signal in der T-Zellaktivierung
reprasentierte (339) und dass die Intensitat der MLR von dem Typ der APC
abhing. Weitere Angaben in der Literatur besagen in diesem Zusammenhang,
dass die Aktivierung antigenspezifischer T-Zellblasten durch eine grol3e Vielfalt an
HLA-DR*-Zellen induziert werden kann (120, 134, 308, 361, 362). Im Vergleich zu
der Stimulationspotenz von B-Zellen oder Makrophagen konnte dabei eine starkere
allogene Aktivitat aufgezeigt werden, wenn die Lymphozyten durch allogene,
lymphoblastoide Zellen aktiviert worden waren. Dabei verliefen die ,Hoch-
Regulation" des IFN-y Rezeptors, die IL-2 und die IFN-y Sekretion sowie die
Zellproliferation parallel. Diese Unterschiede in der Stimulation schienen durch die
Menge und die Art der Oberflachenantigene auf den Stimulatorzellen, oder deren
Fahigkeit, ko-stimulatorische Signale auszusenden, verursacht worden zu sein
(338). Grund fur diese Annahme war die Tatsache, dass lymphoblastoide Zellen,
im Vergleich zu B-Zellen und Makrophagen, vermehrt HLA-DR-Antigene
exprimierten und eine gréRere Menge an IL-12 produzierten, das entweder alleine
oder zusammen mit IL-2, die IFN-y Sekretion der PMNC stimulieren konnte (338).
Im murinen Modell konnten Liu und Janeway zeigen, dass die Prasenz von
professionellen, antigenprasentierenden Zellen zu einer IFN-y-abhangigen T-
Zellproliferation flhrte, wahrend unprofessionelle APC, die nicht Uber ko-
stimulatorische Signale verfugten, eine Elimination interagierender Lymphozyten
bedingte (284). Ellis et al.untersuchte in diesem Zusammenhang, die Rolle der
verschiedenen antigenprasentierenden Zellen, als Induktoren der sekretorischen
Aktivitat von T-Zellen, im Rahmen allogener Immunantworten (108). Hierbei waren
die dendritischen Zellen die potentesten Induktoren der IL-3 und IFN-y Sekretion,
vorrausgesetzt, es handelte sich um primare Immunantworten. Auch im Hinblick
auf die Zellaktivierung im Rahmen einer sekundaren Immunantwort wurden, nach
einer allogenen Stimulation durch Makrophagen und B-Zellen, deutlich geringere
Mengen an sezerniertem IFN-y im Zellkulturiberstand gemessen, als dies durch

die Stimulation mittels dendritischer Zellen der Fall war. Hinsichtlich einer tertiaren
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Immunantwort kam es diesbezuglich zu keiner Veranderung. Folglich stellten die
dendritischen Zellen, Gewebsmakrophagen und aktivierten B-Zellen, was auch von
uns bestatigt werden konnte, eine Hierarchie in Hinblick auf die allostimulatorische
Potenz dar. Dies konnte, anhand der sezernierten Mengen an Zytokinen,
namentlich IL-3, IL-2, IL-4 und IFN-y zum Ausdruck gebracht werden (108). Die in
diesen Aktivierungsvorgang ebenfalls involvierten T-Helferzellen konnten,
hinsichtlich ihres Zytokinmusters, in zwei Subpopulationen unterteilen werden (2).
Die Th1 Zellen lieRen sich dabei durch die Sekretion von IL-2 und Interferon-y
charakterisieren, die Th2 Zellen u. a. durch IL-4 und IL-10. Betrachtete man, im
Zusammenhang mit zuvor erwahnter IFN-Produktion, die CD4*-Lymphozyten, so
handelt es sich dabei in der Regel um Th1 Zellen.

Dendritische Zellen besitzen dartuber hinaus die Fahigkeit, unter geeigneten
Bedingungen, biologisch aktives IL-12 p70 zu sezernieren, das die Differenzierung
von T-Helferzellen in Richtung Th1 Zellen lenkt (294) (183, 188). In dem
Experiment von Grazziutti et al. waren lediglich dendritische Zellen in der Lage, in
diesem Fall Abkdmmlinge aus Makrophagen gesunder Spender, die zuvor
hitzeinaktivierte Aspergillus Fumigatus Konidien phagozytiert hatten, die
Lymphozyten gesunder Spender zur IFN-y Produktion anzuregen (147). Auf diese
Weise wurden, zuvor aufgestellte Behauptungen bestatigt. Langenkamp et al.
(260) konnte, im Gegensatz dazu, zeigen, dass Dendriten das Zytokin IL-12, das
fur den T-Zell-Polarisierungsprozess ausschlaggebend war, nur voribergehend,
nach Stimulation mit dem Lipopolysaccharid (LPS), sezernierten. Aus diesem
Grund wurde zunachst die Th1 Immunantwort unterstutzt, wahrend zu einem
spateren Zeitpunkt die gleichen Zellen vorzugsweise die Th2, sowie nicht
polarisierte Zellen zur Zytokinsekretion anregten. Unter Berlcksichtigung dieser
Tatsache scheint die Stimulation durch dendritische Zellen, so wie sie auch in
unserem Experiment durchgefuhrt wurde, lediglich in der Anfangsphase zu einer
Aktivierung alloreaktiver Th1 Zellen zu fihren. Alle, zu einem spateren Zeitpunkt
stattfindenden Nachweisverfahren, z. B. nach Restimulation durch dendritische
Zellen im Rahmen einer sekundaren Immunantwort, erfassten folglich
Immunantworten der Th2 Zellen. Diese Tatsache konnte den hohen Anteil an

verbleibender Alloreaktivitdt nach der immunomagnetischen Depletion und
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Restimulation durch Dendriten erklaren (siehe 3. Ergebnisse, 3.2.2 Interferon-y
Nachweis und 3.2.3 [6-H’]-Thymidineinbau sowie 4. Diskussion, 4.3.2.2
Verbleibende Aktivierbarkeit nach der Depletion alloreaktiver Zelle).

Im Einklang, mit zuvor Erwahntem, scheint auch die Beobachtung zu stehen, dass
die immunregulatorischen Effekte von IFN-y in der MLC nicht durch einen direkten
Zellkontakt zwischen Responder- und Targetzellen zustande kommen (454),
sondern mediatorvermittelt, d.h. zytokinabhangig verlaufen. Dies konnte auch in
unseren Versuchen, u. a. durch eine erhohte Interferonsekretion einzelner T-
Lymphozyten, die durch zytokinprainkubierte PMNC stimuliert worden waren, zum
Ausdruck gebracht werden. Aus diesem Grund ist es fraglich, ob durch den
Interferonnachweis tatsachlich alloreaktive Zellen erfasst werden, oder ob auf
diese Weise generell aktive, interferonsezernierende Zellen nachgewiesen werden,
die zuvor nicht notwendigerweise durch Alloantigene stimuliert worden waren.
Da die beiden Zytokine IL-2 und IFN-y von aktiven T-Zellen sezerniert werden,
untersuchte Danzer et al., ob die absolute Menge an genannten Zytokinen durch
die T-Zellkonzentration in der Kultur reguliert werden kann (91). Dabei konnte, in
Abhangigkeit von der Anzahl an T-Lymphozyten, ein Zusammenhang mit dem
Umfang der IFN-y Produktion hergestellt werde. Dies wiirde bedeuten, dass der
IFN-y Nachweis, gegenuber oben geadulerter Beflrchtung, durchaus eine

quantitative Aussage hinsichtlich der Anzahl alloreaktiver Zellen zuliese.

4.1.2.3 Proliferation als Indikator der T-Zellaktivitat

Eine herkdmmliche Methode, um die zellulare Immunantwort nach einem
spezifischen Antigenkontakt in vitro quantifizieren zu kdnnen, besteht im Nachweis
der Zellproliferation durch Messung der Inkorporation von tritiummarkierten
Thymidin (85). Vergleicht man die Expression der Aktivierungsmarker CD69 und
CD25, mit der Thymidininkorporation, so kdnnen beide Methoden zur Erkennung
von T-Lymphozyten-Antworten, hinsichtlich verschiedener Mitogene oder
spezifischer Antigene, herangezogen werden (63, 249, 298). Dabei geht die
Expression beider Aktivierungsmarker, der Zellproliferation voraus und korreliert
nicht signifikant mit der Intensitat der Proliferation (270).

Es ist allerdings auch bekannt, dass T-Zellen sehr stark proliferieren kbnnen, wenn
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sie in immundefiziente Empfanger gegeben werden (440). Diese, so genannte
~jhomeostatische® Proliferation, trat dabei im Tiermodell sofort auf, sobald eine
kleine Anzahl an T-Zellen in T-Zell-depletierte syngene, SCID, RAG-defiziente
(recombination activating gene) oder bestrahlte Empfanger gegeben worden war
(36, 381). In einem weiteren Mausmodell proliferierten Spender-T-Zellen von
CD28" C57BL/6 Mausen sehr stark, nachdem sie in C3H/HeJ Empfangerméause
transferiert worden waren, die hinsichtlich der HLA-Moleklle keinerlei
Ubereinstimmungen aufwiesen. Der Proliferationsbeginn erfolgte dabei sehr rasch,
so dass sich die Zellen nach 48 Stunden bereits viermal und nach 72 Stunden
sogar sieben- bis achtmal geteilt hatten. Allerdings kam es zu einer Verzogerung
der Immunantwort, als die T-Zellen gegen die Minor-Antigene von C3H.SW
Mausen reagieren sollten. Auch die Frequenz alloreaktiver Zellen war in diesem
Modell deutlich reduziert (424). Aus diesen Beobachtungen ergab sich die
Hypothese, dass die Proliferationsantwort bei allogenen Transplantationen rasch,
bei syngenen Transplantationen allerdings bedeutend langsamer bzw. nicht
nachweisbar verlauft. Krieger et al. konnten, anhand von Proliferationsnachweisen
zeigen, dass CD4"9" T-Lymphozyten in vitro zunéchst auf Alloantigene reagierten
und anschlieRend die Memory/Aktivierungsmarker CD44"" und CD69""
exprimierten. Auch in vivo, d. h. in BALB/c (H-2d) Empfangermausen eines
Hauttransplantats von C57BL/6 (H-2b) waren diese CD4"9" Zellen vorhanden
(247). Maury et al. untersuchte die proliferative Aktivitat von T-Zellen anhand eines
Mausexperimentes, in dem T-Lymphozyten aus den Lymphknoten, sowie der Milz
B6 hCD4 transgener Mause entnommen und in semiallogene (B6/D2), letal
bestrahlte (11Gy) Mause Ubertragen wurden. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass, sowohl die Subpopulation der CD4"-, als auch die der CD8"-
Zellen zu proliferieren begann (309). 40 Stunden nach der DLI hatten sich die
Zellen bereits dreimal geteilt, 88 Stunden spater sogar durchschnittlich mehr als
achtmal. Hinsichtlich dieser Zellteilungskinetik war es moglich, alloreaktive Zellen
von Zellen zu unterscheiden, die, auf Grund von homeostatischen Signalen, in
lymphopenischen Empfangern proliferierten (309). Ahnliche Ergebnisse wurden in
einem weiteren Experiment erzielt, in dem CFSE markierte C57BL/6 (H-2b) Milz-
und Lymphknotenzellen auf C57BL/6xDBA F1 (H-2b/d) Empfanger ubertragen
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wurden. Allerdings verlief die Proliferationsantwort alloreaktiver Zellen in diesem
Zusammenhang sehr heterogen. So hatte sich zu diesem Zeitpunkt ein Teil der
Zellen achtmal geteilt, wahrend der andere Teil, entweder gar keine, oder nur eine
geringe Teilungsrate aufwies. Bei naherer Betrachtung des Proliferationsprofils fiel
auf, dass die Mehrheit der Zellen aus einer Subpopulation an CD4"-T-
Lymphozyten bestand. Um die Alloreaktivitat naher zu quantifizieren, wurde 48
Stunden nach dem Zelltransfer, die CD69 Expression naher untersucht. Dabei
konnte gezeigt werden, dass 40-50% der alloreaktiven CD4*-Spenderzellen nicht
in der Lage waren, zu proliferieren (485) (149). Dies lasst vermuten, dass selbst
eine, in vivo sehr stark ablaufende allogene Immunantwort, zu einer, individuell
unterschiedlichen T-Zellproliferation fihren kann. In einem friheren Experiment
konnte gezeigt werden, dass Splenozyten, die in vitro mit anti-CD3 und anti-CD8
Antikdrpern stimuliert worden waren (485) und dass T-Lymphozyten in Mausen,
die eine adoptive Immuntherapie mit DO11.10 T-Zellen erhalten hatten und einen
transgenen OVA-Peptid spezifischen T-Zellrezeptor trugen (149), zum Teil nichtin
der Lage waren zu proliferieren. Es konnte allerdings auch gezeigt werden, dass
beinahe 100% der mitogenstimulierten Splenozyten in vitro und CO11.10 Zellen,
die nach der Immunisierung in den behandelten Mausen auftraten, die
Oberflachenmarker CD25 und CDG69 exprimierten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass man, um die Frequenz alloreaktiver
Precursoren naher bestimmen zu kénnen, neben der Zellproliferation zumindest
die Phanotypisierung in die Identifizierung alloreaktiver Zellen mit einbeziehen
muss, da nicht alle alloreaktiven Zellen zum Zeitpunk des Nachweises
proliferieren. Betrachtet man unsere Experimente, mit den, in der Literatur
beschriebenen Beobachtungen, so scheint es in erster Linie dann zu einer
gesteigerten Proliferation zu kommen, wenn Responder- und Stimulatorzellen in
direkten Kontakt miteinander treten und eine entsprechend hohe Antigendichte auf
den Stimulatoren vorhanden ist. Dariber hinaus konnte auch gezeigt werden, dass
es bei allen, nicht an der Immunreaktion beteiligten Spenderlymphozyten, den so
genannten Bystander-Zellen, zu einem induzierten Zelltod kam (420). Diese Daten

belegen, dass diese Zellen keine potentielle Gefahr hinsichtlich der Alloreaktivitat
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darstellen, auch wenn sie durch den Proliferationsnachweis nicht erfasst werden

konnen.

4 .1.2.4 Begrindung fur den Einsatz zytokinmodifizierter PMNC als antigen-

prasentierende Stimulatorzellen

Das Erkennen allogener MHC-Antigene in Kombination mit Peptidliganden [0st
starke T-Zellantworten gegen Haupt-Histokompatibilitadtsantigene aus, was in vitro
anhand einer primaren MLR nachvollzogen werden kann (215, 307, 409) (90).
Dabei werden durch Minor-Histokompatibilitatsantigene im Normalfall keine
erkennbaren T-Zellproliferationsraten hervorgerufen (20). Bishara et al.
demonstrierte, dass die Vorbehandlung der Stimulatorzellen mit Zytokinen ebenso,
wie der nachfolgende Zusatz von Zytokinen zu einer MLC, geringe Unterschiede in
den Antigenen HLA-identischer Geschwister anhand der vermehrten mHA-
Expression aufdecken konnten (38, 238). Die Behandlung der Stimulatorzellen
durch Zytokine scheint dabei neben der Expression von MHC- auch Nicht-MHC-
Determinanten auf der Zelloberflache zu vermehren (253). Diese Unterschiede in
den Antigenen, die durch eine verstarkte Alloreaktion in den bereits
beschriebenen, modifizierten MLR-Assays in Erscheinung traten, stehen moglicher
Weise auch mit bisher noch nicht bekannten, polymorphen MHC-Determinanten
oder mit dem Minor-Histokompatibilitdtssystem (mHA) im Zusammenhang. Die
mHA stammen von normalen polymorphen Zellproteinen ab, die auf MHC
Molekulen prasentiert werden und auf eine MHC restringierte Weise erkannt
werden konnen (144). So war es mdglich, durch den Einsatz von
zytokinmodifizierten PMNC als Stimulatoren der allogenen Immunantwort, eine
hohere Frequenz an alloreaktiven Lymphozyten zu generieren. Ferner konnte
gezeigt werden, dass die Resultate der modifizierten MLC, im Bezug auf die
Inzidenz der klinischen GVHD nach der Transplantation, pradiktive Aussagekraft
besalen (38, 238).
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4.1.2.5 Begriindung fiir den Einsatz dendritischer Zellen als antigen-

prasentierende Stimulatorzellen

Dendritische Zellen sind als antigenprasentierende Zellen bekannt, die auf eine
professionelle, antigenspezifische Aktivierung naiver T-Zellen spezialisiert sind
(166). Dabei kommt den B-Lymphozyten und Monozyten, als fakultativ
antigenprasentierende Zellen nur eine geringe Bedeutung zu. Dendritische Zellen
sind zudem die einzigen antigenprasentierenden Zellen, die die Fahigkeit besitzen,
bei naiven T-Zellen eine primare Immunantwort hervorzurufen (25, 166), da sie,
neben der Antigenprasentation, ko-stimulatorische Signale, sowie
proinflammatorische Zytokine fur die T-Zellaktivierung zur Verfugung stellen (431).
Die Antigenprozessierung, sowie das Aussenden ko-stimulatorischer Signale hangt
dabei vom Aktivierungs- und Differenzierungszustand der dendritischen Zellen ab
(193, 306, 336, 385). Der Vorgang der T-Zellaktivierung verlangt folglich nicht nur
ein Signal via des T-Zellrezeptors, sondern ein zweites, zusatzliches Signal, das
durch die Interaktion der ko-stimulatorischen Molekile CD80 und CD86 auf der
Oberflache von antigenprasentierenden Zellen mit den CD28 und CTLA-4
Molekulen auf T-Lymphozyten zu Stande kommt (272). Daneben scheinen aber
noch weitere Faktoren, die die Stabilitat der Zellinteraktionen zwischen Dendriten
und T-Zellen (Clusterformation) verstarken, sowie apoptotische Signale, die das
Uberleben der APC und der Lymphozyten regulieren, eine wichtige Rolle zu
spielen (71, 237). Die Clusterformation, bestehend aus dendritischen Zellen und T-
Zellen, erfordert ein intaktes Zytoskelett der Dendriten, sowie eine Aktivierung der
Proteinkinase C (396), um Adhasionsinteraktionen zu initiieren (367). Dieser
Prozess verlauft anfanglich antigenunabhangig (119). Sobald jedoch eine
spezifische Antigenerkennung durch T-Lymphozyten erfolgt, wird dieser Cluster
durch weitere Ereignisse stabilisiert. Zu diesen Stabilisatoren zahlen zunachst die
Adhasionsmolekile (195, 233, 367, 428, 490), aber auch ko-stimulatorische
Molekdle, die zusatzliche Signale zur Initiierung der T-Lymphozytenaktivierung
aussenden, ohne die es zu einer Zellanergie und letztlich zum Zelltod kommen
wirde (150, 205, 400, 438).

Bisher durchgefuhrte Experimente haben gezeigt, dass es auf verschiedenen

Wegen moglich ist, Monozyten aus dem peripheren Blut zu potenten
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allostimulatorischen Zellen in vitro ausdifferenzieren zu lassen (53, 54, 220, 356,
363, 388). Insbesondere eine Zytokinkombination, bestehend aus GM-CSF, IL-4
und TNF-a ermdglichte dabei die Differenzierung von dendritischen Vorlauferzellen
zu reifen Dendriten, die fur mehrere Wochen kultiviert werden konnten (65, 384,
391). In der Gegenwart von GM-CSF und IL-4 verloren die Monozyten, die zuvor
durch das Adharenzverfahren gewonnen worden waren, ihre adharierenden
Eigenschaften und erlangten die Morphologie dendritischer Zellen, was sich
anhand der vermehrten Expression von CD1a, CD80, CD86, HLA-DR und HLA-
DQ zeigte (493). Folglich wurde, in Gegenwart von IL-4, die Entwicklung der
Monozyten unterdriickt (204) und die CD14-Expression ,herunterreguliert (263),
was die Monozyten letztendlich dazu veranlasst haben muss, zu Dendriten
auszureifen. Durch die Addition von TNF-a zu dem Kultursystem wurde, zum einen
der Anteil an CD83"-Zellen erhéht, zum anderen zeigte sich nachfolgend ein
starkeres stimulatorisches Potential hinsichtlich der Aktivierung von PMNC unter
allogenen Bedingungen (493). Die Begrindung hierfur ist in der Tatsache zu
sehen, dass TNF-a die Kapazitat der Antigenaufnahme, sowie die ko-
stimulatorische Aktivitat kontrolliert, indem das intrazellular lokalisierte MHC-
Molekul der Klasse Il, nach TNF-a Gabe, vermehrt an die Zelloberflache verlagert
wird (391).

4.1.2.6 Vergleichende Gegenuberstellung der stimulatorischen Potenz antigen-

prasentierender Zellen

Zu den klassischen Zellen, die MHC-Molekule der Klasse Il auf der Oberflache
besitzen, gehoren B-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen. Dendritische
Zellen spielen bei der Initiation der T-zellularvermittelten Immunantwort eine
wichtige Rolle, indem sie ko-stimulatorische Moleklle auf ihrer Oberflache
exprimieren, die flr eine optimale Aktivierung naiver T-Lymphozyten essentiell
sind. Im Gegensatz zu anderen antigenprasentierenden Zellen, wie z. B. den B-
Zellen und Makrophagen, denen wichtige Effektorfunktionen zukommen
(Antikdrperproduktion, Freisetzung von H»O,, TNF usw.), spielen dendritische
Zellen vor allem in der afferenten oder sensitiven Phase der Immunantwort eine

entscheidende Rolle. Aus diesem Grund besitzen Dendriten verschiedene
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Eigenschaften, die fir diese Funktion wichtig sind. So ist es ihnen beispielsweise
mdglich, Antigene aufzunehmen und zu prozessieren (385), sowie naive T-Zellen
zu aktivieren (196). Die Langerhanszellen der Haut, als ein Prototyp dendritischer
Zellen, sind potente Stimulatoren naiver T-Zellen (385). Die hierfur entscheidenden
Veranderungen hinsichtlich des Phanotyps und der Funktion, werden zu einem Tell
von dem Zytokin GM-CSF, oder aber IFN-y, einem Produkt aktivierter T-Zellen,
induziert (489). Die Prasentation von Fremdantigenen durch dendritische Zellen
wurde ausfuhrlich in gemischten Lymphozytenkulturen getestet (430, 468). Hansen
et al. untersuchte dendritische Zellen hinsichtlich ihrer Potenz zur Allostimulation.
Die Dendriten wurden dabei, nach CD2- und CD19-Depletion, aus Monozyten in
Gegenwart von IL-4 und GM-CSF oder GM-CSF und Calciumionophore generiert.
AnschlieBend wurden die mononuklearen Responderzellen, zum Teil mit
herkdmmlichen PMNC, zum anderen aber auch mit dendritischen Zellen in einem
Zeitraum von 2 bis 7 Tagen Kko-kultiviert. Anhand der Markierung mit
Carboxyfluoresceindiacetatsuccinimidylester (CFDASE), konnte gezeigt werden,
dass die Expression der Oberflachenmarker CD25, CD69 und CD134, sowohl auf
den proliferierenden, als auch auf den Zellen, die sich noch nicht in Teilung
befanden, im Laufe der Allostimulation stark zunahm. Sobald dabei dendritische
Zellen zur Allostimulation herangezogen wurden, exprimierte eine groRere Anzahl
an Responder-PMNC, verglichen mit der alleinigen Stimulation durch PMNC im
herkdbmmlichen Sinne, die untersuchten Aktivierungsmarker auf ihrer Oberflache.
Setzt man die beiden Stimulationsarten in ein direktes Verhaltnis zu einander, so
exprimierten 3,25 + 1,98 mal mehr dendritenstimulierte T-Lymphozyt den CD25
Marker, 3,22 + 3,32 mal mehr den CD69 Marker und 5,98 + 7,50 mal mehr den
CD134 Marker, verglichen mit den CD3" -Zellen in der, alleinig durch PMNC
stimulierten MLC (160). Cai und Sprent versuchten dartber hinaus, die primare
Immunantwort naiver CD8*-Lymphozyten unter verschiedenen Bedingungen zu
simulieren, um so festzustellen, ob die Interaktion zwischen T-Zellen und APC
noch weitere ko-stimulatorische Signale erforderte (59). Dabei beobachteten sie,
dass die primare Immunantwort CD8"-Zellen, in Gegenwart von Alloantigenen der
Klasse |, in den meisten Fallen solange nicht nachweisbar war, bis dieser Prozess

Unterstutzung durch die Zugabe exogener Zytokine erfuhr. Diese, von Helferzellen
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abhangige Immunantwort der CD8"-Zellen, reflektierte eine schwache Interaktion
zwischen T-Zelle und antigenprasentierender Zelle (59) (170), was durch die
Reaktion CD8" C2 Zellen, in Gegenwart wenig potenter Kom11 Alloantigene,
reprasentiert wurde (59). Unter Verwendung potenterer Alloantigene proliferierten
die CTL auch in Abwesenheit exogener Zytokine. Diese Immunreaktion konnte
dabei sehr heftig ausfallen, war aber in der Regel nur von kurzer Dauer und konnte
durch die Zugabe von anti-CD8 Antikorpern bzw. CTLA4 Immunglobulinen
blockiert werden (164) (60). Am Tag drei konnte dabei eine Reduktion der
proliferativen Aktivitat CD8" C2 Zellen, in Gegenwart des hochaffinen QL9 Peptids
auf einer Reihe von APC, beobachtet werden. Interessant war dabei, dass die
Reduktion bzw. Inhibierung der Immunantwort, sowohl in der Fruh-, als auch in der
Spatphase der Kultur auftrat und lediglich die proliferative Aktivitat, nicht aber die
IL-2 Produktion betraf. Aus diesem Grund war eine Assoziation mit dem Zelltod
durch Apoptose nicht auszuschlieRen (404). Die Kinetik der spaten Immunantwort
gegen das QL9 Peptid korrelierte dagegen mit der Konzentration an IL-2 in der
Zellkultur. So konnte die Fahigkeit des QL9 Peptids, ndmlich Immunantworten tber
einen langeren Zeitraum zu unterhalten, durch die unterstitzende Produktion des
Interleukin-2 erklart werden. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass vor
allem in der Fruhphase der primaren Immunantwort ko-stimulatorische Signale
durch IL-2 notwendig waren, um die Immunantwort fur einen langeren Zeitraum zu
unterhalten. In Abwesenheit dieser ko-stimulatorischen Signale kam es initial zu
einer sehr heftig verlaufenden Immunantwort, die allerdings nur von kurzer Dauer
war und am ehesten auf den Verbrauch an IL-2 in der Zellkultur zurickgefuhrt
werden konnte (60). Die Fahigkeit zur professionellen, antigenspezifischen
Stimulation unterscheidet dendritische Zellen folglich von anderen Leukozyten (94,
194, 276, 283, 295, 313, 425, 429). Auch wenn aktivierte B-Lymphozyten, die
entweder durch LPS stimuliert, oder EBV-transformiert wurden (110, 197, 246,
314), sowie zytokinaktivierte, differenzierte Monozyten und Endothelzellen (166)
ebenfalls eine allostimulatorische Aktivitat in vitro besitzen (246, 314), stellen sie,
im Vergleich zu den dendritischen Zellen, deutlich schlechtere Stimulatoren dar
(102, 449).
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Unter dem Gesichtspunkt der Generierung alloreaktiver Zellen konnte, in den von
uns durchgefihrten Untersuchungen hinsichtlich der Phanotypisierung, der
Zytokinsekretion und der proliferativen Aktivitat alloreaktiver Zellen immer dann ein
Maximum an Alloreaktivitat nachgewiesen werden, wenn die Responder-PMNC
durch Dendriten (3) stimuliert worden waren, gefolgt von der Stimulation durch
zytokinaktivierte PMNC (2) und herkdmmlichen PMNC (1). Die Stimulation durch
zuletzt genannte Zellen reichte haufig, wie in der Literatur hinsichtlich der CD69
Expression (4. Diskussion, 4.2.3 Das CD69 Molekul) oder der IFN-y Sekretion (4.
Diskussion, 4.2.2 Identifizierung und Charakterisierung alloreaktiver T-
Lymphozyten mit Hilfe des Interferon-y-Nachweises) beschrieben, nicht aus, um
einen spezifischen und aussagekraftigen Aktivitatsnachweis zu fuhren. Aus diesem
Grund favorisierten wir die Stimulationsverfahren mittels zytokinmodifizierter
PMNC oder dendritischer Zellen. Der Vorteil, der zuletzt genannte
Stimulationsmethode kdénnte u. a. darin liegen, dass die entsprechenden
Stimulatoren, auf Grund ihrer hohen HLA-DR-Expression, durch das
anschlieliende Depletionsverfahren mit erfasst werden und so keine
unkalkulierbaren Reperfusionszwischenfalle bei der spaterer Applikation in den
Empfanger mit sich bringen wirden. Auf der anderen Seite ist dieses Verfahren
jedoch sowohl aus zeitlicher, als auch finanzieller Sicht sehr aufwendig und Bedarf
zudem einer hohen Ausgangszellzahl, was insbesondere bei padiatrischen
Patienten zum Nachteil gereichen kénnte. Das Verfahren der zytokinmodifizierten
MLC hingegen ist schnell, einfach in der Durchflihrung und verfligt, wie von einigen
Arbeitsgruppen bestatigt werden konnte, Uber eine grol3e pradiktive Aussagekraft,

was die Entwicklung einer GVHD in vivo anbelangt.

4.2 Die Expressionskinetik verschiedener Aktivierungsmarker auf
alloreaktiven Lymphozyten

Wahrend der Aktivierungsphase treten auf der Zelloberflache von T-Lymphozyten
eine Reihe von Glykoproteinen mit unterschiedlichen Expressionskinetiken in
Erscheinung. Meist geht diesem Ereignis eine entsprechende de novo

Proteinsynthese voraus. Verschiedene Studien haben sich mit der Expression
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einzelner Oberflachenmarker, einschliellich des CD69, des Interleukin-2
Rezeptors (IL-2R, CD25), des CD38, des HLA-DR und des Transferrin Rezeptors
(CD71) auf aktivierten T-Zellen beschaftigt (88, 214). Einige Aktivierungsmarker,
wie z.B. der IL-2- (CD25), der Transferrin- (CD71) und der Insulin-Rezeptor, 4F2
und das EA-1 Antigen erschienen dabei sehr frih in der Aktivierungsphase, meist
noch bevor die DNA-Synthese einsetzt (87, 163, 168, 172, 274, 455). Andere, wie
beispielsweise HLA-DR, CB.1, TLiSA1, T10 und VLA-1 erschienen hingegen
deutlich spater auf aktivierten Zellen (57, 87, 127, 177, 236). Die TCR/CD3- und
CD2-Glykoproteine, sowie das CD28-Molekdl, das auf einem Teil der TCRap und
TCRyd T-Zellen zu finden ist, werden von allen T-Lymphozyten exprimiert und
fungieren als Rezeptoren fur Zellaktivierungssignale. Liganden, die an diese
Strukturen binden, triggern eine Kaskade an biochemischen Ereignissen, was die
Erhdhung des pH-Werts und des intrazellularen Calciums, die Aktivierung der
Phosphokinase  C, Proteinphosphorylierungen,  sowie  nachfolgende
Genaktivierungen und letztlich die Zellproliferation beinhaltet (4, 5, 43, 88, 162,
192, 192, 275, 322, 349, 350, 443).

Im Hinblick auf den glnstigsten Zeitpunkt flr die Depletion alloreaktiver Zellen
wurde die Expressionskinetik verschiedenster Oberflachenmarker analysiert.
Daneben versprach man sich dadurch auch Aufschluss Uber weitere
Aktivierungsmarker zu erhalten, die neben dem CD25-, CD69- und HLA-DR
Molekulen zusatzlich fur die immunomagnetische Depletion herangezogen werden
konnten. Unser Augenmerk richtete sich dabei in erster Linie auf das
Expressionsmuster der Oberflachenantigene CD8, CD25, CD28, CD56, CDG69,
CD71, CD90, CD95, CD161 und HLA-DR auf aktivierten T-Lymphozyten, die sich
sechs Tage lang in einer, durch allogene Dendriten stimulierten MLC befanden.
Die Analysen der einzelnen Oberflachenantigene ergaben dabei, dass die
Expressionskinetik des CD25 Molekuls nach 72 Stunden rapide zunahm. Im
Kontrast dazu erreichte die CD69-Expression nach 72 Stunden ihren Hohepunkt
und fiel nach 120 Stunden so stark ab, dass hierbei Werte erreicht wurden, die
unter dem Ausgangsniveau lagen. Die Expression des MHC-Klasse || Moleklils,
HLA-DR, stieg bis zu dem Beobachtungszeitpunkt von 120 Stunden stetig an. Der

Transferrinrezeptor CD71 wies bereits nach 48 Stunden eine rasche Zunahme
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hinsichtlich der Oberflachenexpression auf und erreichte nach 120 Stunden Werte,
die denen des CD25 Moleklils glichen. Die Expression des Oberflachenantigens
CD95 nahm langsam aber stetig zu und erreichte nach 120 Stunden u. a. den
hochsten Prozentsatz an entsprechenden Oberflachenmolekilen. Das CD161
Antigen zeigte im zeitlichen Verlauf eine ahnliche Kinetik wie das
Oberflachenantigen CD69. Das ko-stimulatorische Molekul, CD28, ebenso, wie
das Oberflachenantigen CD90 zeigte, Uber den gesamten Beobachtungszeitpunkt,
eine stetige Zunahme der Antigenexpression. Demgegenuber blieben die

Expressionskinetiken der Oberflachenantigen CD8 und CD56 annahernd konstant.

In Ubereinstimmung mit unseren Experimenten, was die Kinetik der
Aktivierungsantigene betraf, konnte Fehse et al., anhand eines experimentellen
Ansatzes, indem T-Lymphozyten durch eine Schicht adharierender, allogener
Stimulatorzellen aktiviert wurden, zeigen, dass diese Methode der allogenen T-
Zellaktivierung zu einem deutlichen Zuwachs der CD25- und der CD69-, sowie zu
einem geringeren aber dennoch signifikanten Zuwachs der CD71- und der CD40L-
Expression auf den  Responderlymphozyten  fuhrte (115). Die
Fluoreszenzintensitat, die, die Antigendichte auf den jeweils positiven Zellen
charakterisierte, nahm nach der allogenen Stimulation im Mittel um den Faktor 1,5
zu. Wahrend der Phase der T-Zellaktivierung konnte dabei bereits nach 48
Stunden, mit durchschnittlich 2,4%, die groBte Rate an CD69'-Zellen
nachgewiesen werden, wobei die CD25 Antigenexpression mit 1,9% nach 72
Stunden ihr Maximum erreichte. Diese Daten hinsichtlich  der
Antigenexpressionskinetik stimmen mit denen anderer Arbeitsgruppen Uberein (63)
(89). Allerdings konnten in unseren Experimenten deutlich héhere Werte, was die
Prozentsatze alloreaktiver Lymphozyten anbelangte, verzeichnet werden. Dies
konnte, in der geringflgig differierenden Art der Responderzellenstimulation
begrindet liegen, da Fehse et al. in seinem experimentellen MLC-Ansatz
adharierende Zellen, als allogene Stimulatoren verwendete, die zu 15-20% aus
dendritischen Zellen bestanden, zu einem Prozentsatz von 80% aus T-
Lymphozyten und weniger als 2% B-Lymphozyten aufwiesen. Andererseits konnte

dies allerdings auch auf Unterschiede in den Zellkonzentrationen bzw. den
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verwendeten Zellkulturmedien zurlick zu fihren sein. Betrachtet man zudem die
Ko-Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD69, so kam es, lediglich bei
einem sehr geringen Anteil alloreaktiver Lymphozyten, zur gleichzeitigen
Expression beider Antigene (115), was die Hypothese zulieRe, dass der
Expression der Oberflachenantigene CD25 und CD69 unterschiedliche
Aktivierungsschritte zu Grunde liegen kénnten.

Die Expression der Aktivierungsmarker setzte, unter dem Gesichtspunkt der
mitogenen Stimulation von PMNC gesunder Spender, gemessen an der
Antigenexpression, bereits nach vier Stunden ein, mit Ausnahme des CD69
Molekdls, das schon drei Stunden nach PHA-Stimulation auf 15% der T-Zellen zu
finden war. Der HOhepunkt, der de novo Expression von CDG69, konnte nach 15
Stunden verzeichnet werden und nahm am Tag vier rapide ab. Im Vergleich dazu
zeigten CD25, CD71 und HLA-DR ihren Expressionshéhepunkt erst nach vier- bis
achttagiger Stimulation durch PHA (63). Unter diesen Bedingungen betrug der
Prozentsatz an CD25%-Zellen im Mittel 84,1%, an CD71"-Zellen 80,4% an CD69"-
Zellen 68% und an HLA-DR*-Zellen 41% (63).

4.2.1Das CD4 Molekiil

Um die Subpopulation der T-Lymphozyten, die hauptsachlich an der Alloreaktion
beteiligt ist, ndher bestimmen zu koénnen, wurden CD4"- und CD8"-Zellen
hinsichtlich ihrer allogenen Aktivitdt zum einen getrennt von einander, zum
anderen aber auch in Kombination miteinander untersucht. Dabei zeigten vor allem
die CD4*-Zellen eine vermehrte Expression des CD25 und des CD69 Antigens,
wahrend hingegen die CD8-Lymphozyten in erster Linie das CD69 Molekdl
exprimierten. Im Gegensatz dazu konnte, nach allogener Stimulation einer
gemischten Zellpopulation, bestehend aus gereinigten CD4*- und CD8"-Zellen,
kein vergleichbarer Zuwachs hinsichtlich der CD25 Antigenexpression auf CD8"-
Zellen (bis zu 10% der CD8"-Zellen exprimierten in diesem Ansatz das CD25
Molekul) nachgewiesen werden, was den Schluss zulasst, dass die Gegenwart von
CD4*-Zellen offensichtlich notwendig ist, um eine adaquate Alloaktivierung der
CD8"-Zellen zu erzielen (115).
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4.2.2Das CD8 Molekiil

Man nimmt an, dass reife, naive T-Zellen normaler Weise im Ruhezustand
verweilen, zumindest so lange, bis sie u. a. durch Fremdantigene aktiviert werden,
die auf der Zelloberflache antigenprasentierender Zellen vorhanden sind. Diese
Sichtweise musste jedoch revidiert werden, da das Uberleben naiver Zellen auch
im Ruhezustand, eine standige T-Zellrezeptor (TCR) vermittelte Antwort durch
kérpereigene MHC/Peptid-Liganden-Komplexe erforderte (in Bezug auf die CD8"-
Zellen waren dazu MHC-Komplexe der Klasse | und hinsichtlich der CD4"-Zellen
MHC Molekule der Klasse Il nétig) (52, 234, 327, 333, 386, 437, 439). Auf der
anderen Seite proliferieren T-Zellen u. a. dann sehr stark, wenn sie in
immundefiziente Empfanger gegeben werden (440). Diese so genannte
»-homeostatische” Proliferation tritt auf, sobald eine kleine Anzahl an T-Zellen in T-
Zell-depletierte, syngene, SCID, RAG-immundefiziente (recombination activating
gene), oder bestrahlte Empfanger gegeben werden (36, 381). Bei
immunkompetenten Individuen, die Uber eine normale Anzahl an Lymphozyten
verfligen, kénnen naive CD8"-Zellen anhand von TCR vermittelten Signalen, die
durch ein exogenes Antigen hervorgerufen werden, zur Proliferation und
Ausdifferenzierung zu Effektor- oder Gedachtniszellen veranlasst werden. Die
homeostatisch  induzierten  CD8*-Memoryzellen, exprimieren  typische
Gedachtniszellmarker auf ihrer Oberflache. Im Rahmen der sekundaren
Immunantwort, d. h. nach Restimulation eines bereits bekannten Antigens, sind
diese Gedachtniszellen in der Lage, Targetzellen, sowohl in vitro, als auch in vivo
direkt zu lysieren. Dabei reagieren sie auf geringere Antigendosen, als naive
Zellen. Daruber hinaus sezernieren sie Interferon mit einer hdheren
Geschwindigkeit und in einem groReren Umfang (78), als dies bei der primaren
Immunantwort der Fall ware. Wie die Differenzierung antigeninduzierter
Gedachtniszellen, so verlangt auch der Homeostaseprozess nach dem initialen
Vorhandensein von MHC-Komplexen (30, 109, 141, 439, 473), sowie nach der T-
Zellproliferation, unterscheidet sich aber darin, dass es nicht zur Entwicklung von
Effektorzellen kommt und die Ko-Stimulation durch IL-2, via des CD28 Molekiils,
nicht erforderlich ist (78). Im Mausmodell konnte, hinsichtlich der

Expressionskinetik der Aktivierungsmarker, gezeigt werden, dass naive CD8"-
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Zellen, nach antigenspezifischer Stimulierung, mit Beginn der ersten Zellteilung,
eine vermehrte Expression von CD44, CD69 und des Transferrinrezeptors (CD71)
aufwiesen, die, in diesem Umfang, auch in den nachfolgenden 72 Stunden
erhalten blieb. Ebenso verhielt es sich mit der a-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25).
Die Expression der B-Kette des IL-2 und des IL-15 Rezeptors (CD122), sowie die
y-Kette des allgemeinen Zytokinrezeptors (CD132) wurde hierbei erst nach dem

dritten Zellzyklus vermehrt exprimiert (326).

4.2.3Das CD69 Molekiil

Das CD69 Molekil, auch bekannt als Aktivierung induzierendes Molekul (AIM)
(70), ,early activation Antigen“ (EA-1) (163), Leu-23 (261), oder MLR-3 Antigen
(86) ist ein phosphorylierter, Disulfid gekoppelter, heterodimerer Proteinkomplex,
bestehend aus 27 und 33 kD Polypeptiduntereinheiten (394). Der Hauptkomplex
des CD69 Molekils scheint, wie durch weitere Studien bestatigt werden konnte,
aus einer Reihe von Homodimeren zu bestehen, die uber Disulfidbricken
miteinanderverbunden sind und ebenfalls aus Untereinheiten gleicher Core-
Proteine bestehen, die unterschiedlich glykosiliert sind (40). Die Expression von
CD69 erfolgt in vivo kurz nach der Expression der Oberflachenmarker CD7 und
CD2. Dabei exprimiert die Mehrheit der medullaren Thymozyten das CD69
Molekul, was darauf hinweisen konnte, dass CD69 eine wichtige Rolle in der
Ontogenitat, sowie der Aktivierung der T-Lymphozyten spielt. CD69 wird nicht von
kleinen ruhenden T-Zellen im peripheren Blut exprimiert, ist aber auf der
Oberflache von CD3*-Thymozyten vorhanden. Unter diesen Gesichtspunkten
wurde von mehreren Arbeitsgruppen untersucht, ob der Oberflachenmarker CD69
zur ldentifizierung alloreaktiver T-Lymphozyten herangezogen werden kann. In
diesem Zusammenhang konnte Suchin et al. demonstrieren, dass bereits 24
Stunden nach dem adoptiven Zelltransfer in einen allogenen Spender, die
Expression des Oberflachenantigens CD69 auf den Spenderlymphozyten erhoht
war, Uber einen Zeitraum von 48 Stunden andauerte und nach 72 Stunden wieder
den Ausgangswert erreichte. Nach 48 Stunden exprimierten hierbei 60% der CD4"-
Zellen den Aktivierungsmarker CD69 und hatten sich bis zu diesem Zeitpunkt
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durchschnittlich zweimal geteilt (435).

Das CD69 Antigen (Leu 23) wird, neben den Thrombozyten, den myeloischen
Vorlauferzellen und einer kleinen Subpopulation an Lymphozyten in sekundar
lymphatischen Geweben, in erster Linie von aktivierten T-Zellen, aber auch von B-
und NK-Zellen nach wenigen Stunden allogener Aktivierung exprimiert und geht
der Expression weiterer Aktivierungsmarker, wie beispielsweise CD25, HLA-DR
und CD71 voraus (264, 445). Dieses Molekul, das nach der Zellaktivierung das
frheste, induzierbare Glykoprotein auf der Zelloberflache zu seien scheint (86,
163, 261) (70), ist u. a. mit in die Lymphozytenproliferation und die
Zytokinsynthese involviert (264), besitzt aber auch die Funktion eines Signal
ubertragenden Rezeptors auf T-Lymphozyten, NK-Zellen und Thrombozyten.
Genauer Proteinsequenzanalysen haben ergeben, dass es sich bei dem CD69 um
ein weiteres Mitglied der Ca*™ abhangigen, Transmembranrezeptoren vom Typ Il
handelt, die der Superfamilie der (C-Typ) Lektine angehoéren (442). CD69 weist
strukturelle Homologien mit anderen Typ |l Lektin-Rezeptoren auf der
Zelloberflache auf, so z. B. mit dem T-Zellantigen Ly4 bei Mausen (75, 491), dem
IgE Rezeptor (CD23), der bei aktivierten B-Zellen und Monozyten zu finden ist (33,
34, 191, 232, 292) und dem Asialoglykoproteinrezeptor auf Hepatozyten (99).
Ferner teilt CD69, hinsichtlich seiner Funktion, charakteristische Eigenschaften mit
der C-Typ Lektin Superfamilie, die Uberwiegend als transmembrandse
Signalrezeptoren in der Frihphase der Zellaktivierung fungieren. Wahrend der T-
Zellaktivierung, ausgeldst durch eine Vielzahl an Stimuli, wie z. B. anti-CD3/TCR
oder anti-CD2 mAb, Aktivatoren der Proteinkinase C oder PHA kommt es, nach
der de novo Synthese von CDG69, zu einer vermehrten Expression dieses Molekuls
auf der Zelloberflache (40, 69, 70, 162) (163). Es konnte dartber hinaus gezeigt
werden, dass CD69, zusammen mit PMA oder anti-CD3-Antikérpern, auch als ko-
stimulatorisches Molekul fungieren kann (494). CD69 Antikorper konnen in diesen
Zusammenhang intrazellulare Signale induzieren, was die Mobilisation
intrazellularen Calciums sowie die T-Zellproliferation in Verbindung mit einer
suboptimalen Dosis an Phorbol Ester umfasst (69). In weiteren Studien wurde
demonstriert, dass die Induktion der CD69 Expression zunachst durch die

Proteinkinase C (231) erfolgt und die calciumabhangigen Aktivierungsschritte
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lediglich eine sekundare Rolle spielen, aber dennoch notwendig sind, um eine
maximale Antigenexpression zu erzielen (40). Studien mit dem synthetischen
Analogon des endogenen Phosphokinase C Aktivators, Diacylglycerol (diOG),
konnten die Expression von CDG69 induzieren (40), was die Beobachtung
unterstitzt, dass die PKC eine wichtige Rolle beim ersten Schritt der CD69
Expression spielt. Im selben Ansatz sah man, dass monoklonale Antikorper gegen
den TCR, sowie lonomycin, die beide eine Vermehrung des intrazellularen
Calciums bewirken, zur Potenzierung der CD69 Expression fuhrten. Die
Stimulation von CD69 induzierte dartiberhinaus die Genexpression von IL-2 und
IFN-y und fUhrte zu einer vermehrten Expression von CD25 und zu einer IL-2-
abhangigen Zellproliferation. Testi et al. berichtete Uber ahnliche Experimente, in
denen es, durch die Aktivierung des CD69 Molekuls, zu einem verlangerten
Einstrom von extrazelluldarem Ca** kam und, durch die gleichzeitige Aktivierung der
Proteinkinase C mittels des Mitogens PMA, eine Zunahme der Genexpression von
IL-2 und IFN-y verzeichnet werden konnte, die letztlich in einer IL-2/CD25
abhangigen T-Zellproliferation resultierte. Die Signaltransduktion via des CD69
Molekuls fuhrte folglich zu einer Aktivierung der Lymphokingenexpression und
einer gesteigerten Proliferationsrate, sowohl der CD4*-, als auch der CD8"-Zellen,
nicht aber zu einer Verstarkung zytotoxischer Mechanismen in den Lymphozyten
(444). Das CD69 Gen befindet sich im distalen Abschnitt des kurzen Armes des
Chromosoms 12 und umfasst die Banden p13-p12 (286). Die Prasenz, schnell
wiederkehrender Signale, die einen Genabbau am 3" Ende der CD69 mRNA
bewirken (407), konnte fur den rapiden Genumsatz verantwortlich sein. Diese
strenge Regulation erlaubt nur eine vorubergehende Genaktivierung, was dazu
fuhrt, dass eine unkontrollierte Expression des CD69 Rezeptors nicht mdglich ist.
Diese Art der Genexpression entspricht der Induktion der Protoonkogene oder
Lymphozytenzytokine und unterscheidet sich von der Genexpression anderer
Aktivierungsmarker, wie den Oberflachenmolekilen CD25 und CD71, die eine
langsamer Kinetik, hinsichtlich der RNA-Induktion und des RNA-Abbaus,
aufweisen (373, 458). Die Expression von CD69 verlangt nach einer de novo RNA-
und Proteinsynthese (329). Dies wird von der Beobachtung gestutzt, dass die

Expression von CD69 durch Cycloheximid und Actinomycin D inhibiert werden
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kann (40). Hinsichtlich des Verlaufs der allogenen T-Zellaktivierung reagiert
allerdings nur ein geringer Teil der CD3"-Zellen auf einen entsprechenden
Stimulus, was anhand der CD69 Expression nachweisbar war. Die CD69
Expression erreichte in diesem Experiment nach 96 Stunden ein Maximum,
welches anschlieflend in eine 168 Stunden andauernde Plateauphase Uberging
und danach rapide abnahm. Selbst am zeitlichen Héhepunkt der Immunantwort
exprimierten in diesem Experiment lediglich 3% der CD3"-Zellen das
Oberflachenantigen CD69 (89). Berichten anderer Autoren zufolge, konnte
hingegen, selbst nach sieben Tage langer Stimulation durch Alloantigene, keine
vermehrte Expression an CD69 Molekulen auf der Zelloberflache alloreaktiver T-
Lymphozyten nachgewiesen werden (413). Diese Beobachtung steht allerdings in
Kontrast zu unseren Ergebnissen und den Resultaten anderer Arbeitsgruppen (89)
und Iasst sich mdglicher Wiese durch eine Uberlagerung der geringen alloantigen
spezifischen Aktivierung durch eine parallel stattfindende Hintergrundsaktivierung
erklaren. In einer weiteren Studie konnte namlich, ebenfalls nach allogener
Stimulation durch bestrahlte Zellen, eine vermehrte CD69 Antigenexpression
nachgewiesen werden (163). Hierbei wurde frihestens 60 Stunden nach Initiation
der MLC eine Expressionsvermehrung des CD69 Moleklls vorgefunden, die nach
108 bis 156 Stunden ihren Hohepunkt erreichte. Unstimulierte PMNC (0Oh) wiesen,
in Ubereinstimmung mit unseren Versuchen, 12 + 3% CD69*-Lymphozyten auf.
Weitere Studien der Expressionskinetik zeigten, dass nach achtstundiger Kultur 15
t 2,8%, aber nach 18 stlindiger Kultur lediglich 12 + 1,4% und nach 48 Stunden
10,8% % 0,5% der alloreaktiven Lymphozyten CD69 exprimierten. Diese Abnahme
der CD69 Expression Uber einen Zeitraum von 48 Stunden konnte dafur sprechen,
dass es sich bei einigen Zellen um unspezifisch stimulierte Lymphozyten gehandelt
hatte (270). AuRerdem ware es denkbar, dass es nach der Zellaktivierung,
moglicherweise bedingt durch einen Zytokinmangel zu einem massiven Abfall der
CD69 Expression, die zum einen durch das Herunterregulieren der CD69
Expression, zum anderen durch eine vermehrt stattfindende Apoptose, initial

aktivierter T-Zellen, erklart werden konnte.
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4.2.4Das CD28 Molekiil

Obwonhl die Interaktion des T-Zellrezeptors mit MHC-Antigenen bei der Initiierung
der T-Zellaktivierung eine wichtige Rolle spielt, fuhrt dies bei den meisten T-Zellen
nicht zur vermehrten Zellproliferation, sondern zu einer antigenspezifischen
Anergie (207, 369, 400), oder sogar zum Zelltod (480). Erst die, Uber das CD28
Molekil vermittelten Signale verhindern die Induktion der T-Zellanergie (165).

Ko-stimulatorische Molekule, wie das CD28-Molekul unterstutzen das, durch den
T-Zellrezeptor vermittelte Signal, indem sie ein unabhangiges Signal produzieren,
das fur weitere Aktivierungsschritte notwendig ist (216) (217) (450, 484). Das
Konzept der Ko-Stimulation wurde erstmals von Bretscher und Cohn beschrieben
(51). Wahrend der T-Zellrezeptor die Spezifitat der, durch T-Lymphozyten
initiierten Immunantwort vermittelt, wird Uber die An- oder Abwesenheit ko-
stimulatorischer Signale die Genexpression der Lymphokine mit nachfolgender
Zellproliferation reguliert (137, 239, 243, 281, 324). Darlber hinaus werden ko-
stimulatorische Signale bei der Immunantwort gegen Alloantigene in
unterschiedlichem Ausmal} bendtigt, so dass eine hohe Affinitdt zwischen T-
Zellrezeptor und Alloantigen mdglicher Weise keiner weiteren Ko-Stimulation
bedarf (21, 60, 250). Ist dies nicht der Fall, so erfordern die Expansion und die
funktionelle Differenzierung antigenspezifischer T-Zellen durchaus weitere Signale
(400). Diese zusatzlichen Signale koénnen in Adhasionsmolekile, Ko-
Rezeptormolekile, akzessorische Moleklle und ko-stimulatorische Molekile
unterteilt werden. Dabei spielen die Adhasionsmolekule eine wichtige Rolle bei der
Initiierung und Stabilisierung des Zellkontakts zwischen T-Zelle und APC (408).
Zusatzlich zu der Prozessierung und Prasentation von Antigenen im Kontext mit
MHC Molekulen mussen antigenprasentierende Zellen mindestens ein ko-
stimulatorisches Signal bereitstellen, um T-Lymphozyten zu aktivieren und die IL-2
Sekretion, sowie die DNA-Synthese zu induzieren (206, 207, 369, 400). Unter der
Vielfalt an ko-stimulatorischen Signalen, die bis jetzt gefunden werden konnten
(467), existiert in erster Linie ein Molekul das erkennen lasst, ob Signale, die Uber
den CD3-Rezeptor an die jeweilige T-Zelle weitergegeben werden, zu einer
vollstandigen T-Zellaktivierung oder aber zur T-Zellanergie fuhren. Dieses Molekul
ist das Oberflacheantigen CD28, bzw. das CTLA-4 Molekull auf T-Zellen, das in die
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Interaktion mit dem B7-1/B7-2 Molekul auf antigenprasentierenden Zellen (APC)
involviert ist (137, 165, 280, 282). Das B7 Molekul wird von aktivierten B-Zellen,
aktivierten Monozyten und von dendritischen Zellen des lymphatischen und nicht
lymphatischen Gewebes exprimiert (469). Wird die Interaktion B7-CD28/CTLA-4
blockiert, so kann, nachdem die T-Zellaktivierung mittels einer MLC initiiert wurde,
eine verminderte Immunantwort in Bezug auf das jeweilige Alloantigen beobachtet
werden (438) (273, 278). Hakim et al. konnte daher im Mausmodell zeigen, dass
eine frihe Blockade der CD28/B7 Ko-Stimulation die alloagressive T-Zellantwort,
im Rahmen einer GVHR, vollstandig arretieren konnte (152). Obwohl die Zellen
des Spenders in, durch CTLA4-lg behandelten Mausen Uberlebten, konnte eine
massive Expansion und Entwicklung zytolytischer Effektoren, die gegen die
lymphohamatopoetischen Zellen des Empfangers gerichtet waren, verhindert
werden. Yu et al. untersuchte, ebenfalls im Rahmen einer GVHD, die Pathogenitat
von CD28" und CD28""* Spender-T- Zellen von B6 Mausen der Elterngeneration,
die in unbestrahlte BDF1 und bestrahlte Empfangern der ersten Filialgeneration,
die MHC Klasse | (bm1) oder MHC Klasse Il (bm12) inkompatiblen waren,
infundiert worden war (492). In der Abwesenheit des CD28 Moleklls zeigten die
Spenderzellen in diesem Experiment, eine deutlich verminderte proliferative und
zytolytische Aktivitat gegen den Empfanger und induzierten eine leichter
verlaufende Graft versus Host Erkrankung, mit nur wenigen fatalen Ausgangen.
Dies deutete darauf hin, dass CD28 sehr wohl in die Pathogenes der GVHD
involviert war, diese Erkrankung aber nicht initiierte (426). Die Hauptfunktion des
CD28 Molekuls umfasste folglich eine Verstarkung des Signals, das durch die
Interaktion des T-Zellrezeptors mit dem entsprechenden MHC-Peptidkomplex auf
antigenprasentierenden Zellen zustande kam. Dies spielte allerdings kaum eine
Rolle, wenn das initiale Signal von vornherein sehr stark war. Eine weitere
Funktion bestand folglich in der Stabilisierung der Immunantwort, was die
eigentliche Ko-stimulation beinhaltete.

CD28, ein 44-kD homodimeres Glykoprotein ist ein Adhasionsrezeptor, der auf der
Oberflache einer groRen Untergruppe an T-Zellen exprimiert wird. Der CD28
Rezeptor reguliert die Produktion multipler Lymphokine, eingeschlossen IL-2.
Werden CD28"-Zellen mittels eines Antigens, mitogenen Lektins, anti-TCR/CD3
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mAb oder durch PHA stimuliert, so fuhrt die Ko-Stimulation mit CD28 mAb zu einer
vermehrten Produktion an Lymphokinen (IL-2, GM-CSF, IFN-y und TNF-a), sowie
zu einer verstarkten Zellproliferation (450) (268). Eine Ko-Stimulation via CD28
induziert die Tyrosinphosphorylierung einer Reihe spezifischer Substrate (470), u.
a. auch der Phospholipase und stellt ,second messenger* zu Verfiigung, die die
Proteinkinase C aktivieren, die intrazellulare Calciumkonzentration erhéhen (235)
und somit zur T-Zellaktivierung beitragen (450) (217, 463). Im Gegensatz dazu
scheint die CD28 Stimulation mit Hilfe bivalenter Antikorper nicht mit einer
Erhdhung des intrazellularen Calciums und der PKC Aktivierung vergesellschaftet
zu sein (218, 267). Die Aktivierung der T-Zellen via CD28 umfasst dartiber hinaus
die Stabilisierung der mRNA verschiedenster Lymphokine, wie z. B. IL-2 (269). In
diesem Zusammenhang wird allerdings auch eine Regulation auf der Ebene der
Transkription diskutiert (128).

Song et al., konnte in einem Mauseexperiment, in dem er Spender T-Zellen von
CD28" C57BL/6 Mausen auf C3H.SW Mause Ubertrug, zeigen, dass die
proliferative Aktivitat der CD4*-T-Zellen, als Antwort auf fremde Minor-Antigene,
stark von der Ko-Stimulation durch das CD28 Molekul abhing (423). So wurde 84
Stunden nach dem Zelltransfer bei CD28”" CD4*-Zellen nur eine minimale
Teilungsrate festgestellt, im Gegensatz zu den CD4*-Zellen vom Wild-Typ, die sich
bis zu diesem Zeitpunkt bereits sieben bis acht mal geteilt hatten. Dies deutete
darauf hin, dass nur ein kleiner Teil an CD4"-T-Lymphozyten, fiir das Erkennen der
HLA-Antigenen, eine Ko-Stimulation durch das CD28 Molekiil benétigte, wahrend
ein viel groRerer Anteil an CD4"-Zellen besonders fiir die Alloreaktivitat gegen
Minor-Antigene eine Ko-Stimulation via CD28 erforderte.

Aus der Bindung an das CD28 Molekul resultieren mindestens zwei verschiedene
Signale (218, 266, 341). Das eine Signal scheint dabei zu einem friihen Zeitpunkt
in der T-Zellantwort aufzutreten, das andere etwas spater. Der Beweis fur die
Existenz des spateren Signals konnte dabe, durch eine Blockade der T-Zellantwort
mit Hilfe von CTLA4 Ig, gefuhrt werden, da diese Blockade auch noch 48 Stunden
nach Initiation der Immunreaktion moglich war (282).

Im Rahmen des Aktivitatsverlaufs konnte Lucas et al., indem er Mausesplenozyten
vom Wild-Typ und CD28-Zellen mit 2 um cOVA Peptid stimulierte und
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anschliellende mittels eines humanen B7 Ig und eines sekundaren anti-human
IgG-FITC Antikdpers markierte, zeigen, dass die B7 Ig Markierung 24 Stunden
nach Kulturbeginn nachgewiesen werden konnte und 72 Stunden spater ihren
Hohepunkt erreichte (291). Weitere Studien, in denen, nach Antigenaktivierung von
CD28-, CO.10 Zellen und von Wildtypzellen eine Oberflachenphanotypisierung
durchgeflhrt wurde, zeigten, dass es bei den zwei Zelltypen in einem Zeitraum von
48 bis 72 Stunden zu keinem Unterschied in der Expression von TCR, CD18 (LFA-
1a), CD45RB, CD25 (IL-2R a), CD71 (Transferrinrezeptor), CD69, gp39 (CD40
Ligand), CD44 (pgp-1) und CD62L) gekommen war (291). Das stutzt die These,
dass die T-Zellaktivierung bei CD28" defizienten Zellen in der Anfangsphase der
Immunantwort naiver T-Zellen normal ablauft. 72 Stunden danach wurde das
CD69 Molekull vor allem von der CD28" Population rapide herunter reguliert,
nachdem es bereits vier Stunden nach Antigenstimulation, sowohl auf den CD28™-,
als auch auf den CD28-Zellen nachgewiesen worden war und nach 24 bis 48
Stunden auf beiden Zelltypen den Hohepunkt der Antigenexpression erreicht hatte.
Hinsichtlich des CD25- aber auch des CD71 Molekills, das ein fruhes
Aktivierungsmolekul darstellt und in erster Linie in die T-Zellproliferation involviert
ist (224), konnten vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Allerdings exprimierten
lediglich 56% der CD28"- und 70% der CD28"-Zellen das CD71 Molekdil nach 120
Stunden auf ihrer Oberflache (291). In friheren Studien konnte zudem, mittels
Verwendung von anti-CD28 mAb und CTLA4 Ig gezeigt werden, dass CD28 eine
wichtige Rolle bei der Generation der primaren Immunantwort in vivo und in vitro
spielt (218) (216). Dabei ging man davon aus, dass die Signaltransduktion via
CD28 in den spateren Phasen der T-Zellaktivierung eintritt (218). Andere Autoren
berichteten im Gegensatz dazu, dass CD28 wahrend der frihen und der spaten
Immunantwort unterschiedliche Signale ubertragt (216) (341). Dies unterstutzt die
These, eines frihen und eines spaten Effekts durch die CD28 Signaltransduktion
(291), da die CD28™-Zellen 60 Stunden nach Antigenstimulation ihre proliferative
Aktivitat einstellen. So konnte ferner in friheren Studien gezeigt werden, dass das
CD28 Molekul durch eine PI-3 Kinase agiert. Da, sowohl der T-Zellrezeptor, als
auch das CD28 Molekul, diesen Aktivierungsschritt vollziehen, scheint die PI-3

Kinaseaktivitat in erster Linie fur das frihe CD28 Signal verantwortlich zu sein. Die
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spatere CD28 Funktion kdnnte ferner mit einem RNA stabilisierenden Signal (269)
und mit einer vermehrten Transkriptionsaktivitat (128) assoziiert sein (450) (208,
269). Die nachfolgende, gesteigerte IL-2 Produktion kdnnte eine Progression von
einer ursprunglich autokrine, zu einer parakrinen Immunantwort ermdglichen, was
eine Differenzierung der T-Helferzellen zu Effektorzellen nach sich ziehen wirde.
Zusatzlich zu dem MHC-Peptid-T-Zellrezeptorkomplex, spielen bei der T-
Zellaktivierung durch dendritische Zellen verschiedenste Liganden auf
antigenprasentierenden Zellen eine Rolle. Erst kirzlich konnte gezeigt werden,
dass der B7:CD28/CTLA4-Komplex bei der T-Zellantwort in Gegenwart von
Alloantigenen in den Vordergrund rickt (49). Dendritische Zellen regulieren den
CTLA4-CR zum einen, in der frihen Phase der Immunantwort, wenn GM-CSF von
Zellen des geschadigten peripheren Gewebes produziert wird, zum anderen zu
spateren Zeitpunkten, als Antwort auf die Zytokine IFN-y und GM-CSF, die von
aktivierten T-Zellen in den entsprechenden inflammatorisch veranderten Geweben,
oder lymphatischen Organen sezerniert werden. Dendriten, die in GM-CSF
kultiviert wurden exprimiere, sowohl B7-1, als auch B7-2, wahrend dendritische
Zellen, die in Gegenwart von Interferon kultiviert wurden, lediglich das B7-2
Molekul in groRerem Ausmald exprimierten. Dies lasst den Schluss zu, dass eine
optimale T-Zellaktivierung, d. h. eine Zunahme der Proliferations- und
Zytokinsekretionsrate entsprechender Zellen, eine Beteiligung beider Molekule
voraussetzt, wahrend die selektive Expression von B7-2 lediglich die Aktivierung

einer T-Zellsubpopulation (Gedachtnis-/sensitive T-Zellen oder Th1/Th2) induziert.

4.2.5Das CD25 Molekiil

Die Differenzierung zytotoxischer T-Lymphozyten erfordert die Zusammenarbeit
einzelner T-Zellsubpopulationen, wobei mindestens eine dieser T-Zellinteraktionen
uber I6sliche Faktoren vermittelt wird (360). Anhand vieler Nachweisverfahren,
wurde diesbezuglich besonders ein Mediator entdeckt, der als ,Killer assistierender
Faktor (118), ,Killer unterstutzender Faktor® (155), ,zellamplifizierender Faktor®
(345) und als ,Ko-Stimulator” (359) bezeichnet wurde. Weitere Studien konnten

zeigen, dass dieser Faktor, abhangig vom jeweiligen antigenen Stimulus, in
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unterschiedlichem Umfang fur die T-Zelldifferenzierung erforderlich ist (343, 344).
Bei diesem Faktor handelte es sich um das IL-2. Eine Reihe von Beobachtungen
fuhrten zu der Annahme, dass IL-2 die CTL-Differenzierung unterstutzt und dass
die Helferaktivitdt in mitogen- oder alloantigenstimulierten Zellkulturen
ausschlielich durch das Lymphokin IL-2 induziert wird (225). So konnte die IL-2
Aktivitat, die im Zelluberstand des jeweiligen Kultursystems gemessen wurde, ins
Verhaltnis mit der CTL-Aktivitdt gesetzt werden. Dabei korrelierten die IL-2
Konzentration und die entsprechende CTL-Aktivitat positiv miteinander. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass das Lymphokin IL-2 die Sekretion anderer
Lymphokine, wie z. B. Interferon, das in erster Linie von CTLs produziert wird,
fordert (112). Der Zusatz von anti-IL-2 Antikorpern, zu Beginn einer
konventionellen MLC, verhinderte in diesen Zusammenhang sowohl die
Zellproliferation, als auch die CTL-spezifische IFN-Produktion (136).

Die, mittels spezifischer Antikorper durch den CD3-Rezeptor vermittelte
Zellaktivierung fuhrt, in Gegenwart des Makrophagen Lymphokins IL-1, ebenfalls
zu einer gesteigerten IL-2 Produktion und IL-2 Rezeptor Expression auf der
Zelloberflache (9, 113, 389, 417). Die nachfolgende T-Zellproliferation wird durch
die Interaktion von endogen gebildetem IL-2 mit dem IL-2 Rezeptor auf der
Oberflache der Lymphozyten initiiert und unterhalten (262, 323, 418). Dieses
Zytokin unterstitzt folglich Langzeitkulturen, sowie das Klonen humaner T-
Lymphozyten mit Helfer-, Suppressor- und zytotoxischer Funktion (251, 252, 390).
Abnormalitaten in der IL-2 Produktion, sowie in der IL-2 vermittelten Immunantwort,
wurden im Zusammenhang mit der Immundefizienz und im weitesten Sinne auch
mit der Karzinomentwicklung gesehen (143, 279, 446).

Obwohl man annimmt, dass IL-2 in erster Linie von CD4"-Zellen sezerniert wird
(374), ist dennoch davon auszugehen, dass die Fraktion CD8"-Zellen unter
entsprechenden Kulturbedingungen ebenfalls zu einer signifikanten IL-2
Produktion befahigt ist (315). Um die Frequenz IL-2 produzierender, alloreaktiver,
humaner T-Helferlymphozyten (hTPLf) einschatzen zu kdénnen, wurden
sogenannte Verdlnnungsreihen durchgefiihrt. Dabei wurde die hdchste Frequenz
alloreaktiver HTLs zwischen dem Tag drei und funf der Zellkultur registriert,

wahrend langere Kulturperioden zu einer Reduktion des Anteils alloreaktiver Zellen
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fuhrten, was mdglicherweise durch den gesteigerten Verbrauch an endogen
produziertem IL-2 durch alloreaktive Responderzellen erklart werden konnte. Dabei
wurde in der CD8"-Zellpopulation, mit einer Frequenz von 1/440 bis 1/930, ein
geringerer Anteil alloreaktiver Zellen gemessen, als das bei der CD4*-Population (f
= 1/180 - 1/280) der Fall war (214).

Betrachtet man hingegen den Expressionsverlauf des IL-2 Rezeptors auf der
Oberflache der T-Lymphozyten, so zeigte sich bereits nach einer vier- bis
sechsstindigen Stimulation durch PHA eine vermehrte CD25 Expression (98).
Dieser Prozess erforderte eine neue RNA- und Proteinsynthese, wobei hierfur
keine DNA-Synthese notwendig war (98). Die Daten dieser intrazellularen
Syntheseaktivitaten stimmen dabei nur dann mit der Rezeptorexpression auf der
Oberflache uberein, solange die aktivierten T-Lymphozyten noch nicht in die S-
Phase des Zellzyklus” eingetreten sind (372). Die hochste Anzahl an Rezeptoren
wurde dabei in einem Zeitraum von 48 bis 72 Stunden nach mitogener Aktivierung
gemessen, anschlielend kam es zu einer Reduktion der Rezeptorzahl, die dabei
positiv mit der Wachstumsrate der Zellen korrelierte (98).

Kurzlich konnte zudem gezeigt werden, dass CD4*- CD25"-T-Suppressorzellen die
Zellproliferation und die Interleukin- 2 Produktion in vitro supprimieren kénnen
(451). Dieser Prozess hangt dabei nicht von l6slichen Faktoren ab, sondern
verlangt die direkte Interaktion zwischen CD4"- CD25- und CD4"- CD25"-T-Zellen
mit antigenprasentierenden Zellen (451). Diese Suppression in vitro konnte durch
den Zusatz von IL-2 oder anti-CD2 Antikdérpern zu den entsprechenden
Zellkulturen, als Blockade der unterstutzenden Faktoren der Ko-Stimulation,
unterbrochen werden (451). Diese Beobachtung konnte in erster Linie fur die
Inhibierung autoimmunologischer, aber auch allogener Prozesse von eminenter

Bedeutung sein.

4 2.6 HLA-DR

T-Lymphozyten sind in der Lage, kurze Peptide zu erkennen, die nicht-kovalent in
der zentralen Grube bestimmter Proteine gebunden sind. Diese Proteine stellen

den Haupt-Histokompatibilitatskomplex (MHC) dar, der beim Menschen auch unter
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der Bezeichnung humanes Leukozytenantigen (HLA) und bei Mausen als H-2
bekannt ist. Die T-Zellaktivierung wird durch die Bindung des T-Zellrezeptors an
das Oberflachenepitop, das vom MHC-Molekul und dem entsprechenden Pepitid
gebildet wird, initiiert.

MHC-Molekule der Klasse Il sind Heterodimere, die aus zwei transmembrandsen
Ketten bestehen. MHC-Klasse-II-Molekile kénnen auf der Zelloberflache von B-
Lymphozyten und professionellen antigenprasentierenden Zellen (APC), wie z. B.
Makrophagen und dendritische Zellen, gefunden werden. Unter dem Einfluss von
Interferon-y (IFN-y) kann es zu einer Expressionsinduktion von MHC-Klasse-II-
Molekulen auf einer Vielzahl von Zellen kommen, was in unserem Fall durch die
Zugabe von IFN zu den entsprechenden PMNC ausgenutzt wurde. Der MHC-
Komplex der Klasse Il besteht aus vier Genfamilien HLA-D, -DR, -DQ und -DP. Die
Klasse Il Molekule binden Peptide, die von extrazellularen Proteinen abstammen,
die zuvor lysosomal oder endosomal abgebaut wurden.

Die T-Zellaktivierung findet allerdings nur dann statt, wenn T-Lymphozyten mit
spezialisierten antigenprasentierenden Zellen interagieren, zu denen in erster Linie
die Makrophagen, Langerhans Zellen, follikulare dendritische Zellen, sowie die B-
Zellen gehoren (353, 483). Die Fraktion an T-Lymphozyten, die in diesem
Zusammenhang in der Lage ist, gegen spezifische Antigene zu reagieren, wird als
.precursor ferquency“ bezeichnet. Im Hinblick auf die Alloreaktivitdt wurde
festgestellt, dass lediglich 1 bis 10% der T-Lymphozyten in einer MLC die Potenz
besitzen, gegen die Stimulatorzellen einer anderen, nicht verwandten Person zu
reagieren (202). Im Gegensatz dazu wiesen, wahrend einer funf Tage dauernden
primaren MLR frisch isolierter humaner T-Zellen, die gegen eine EBV-
transformierte, humane B-Zelllinie (ARC oder MM) reagierten, 51% und 31% der
alloreaktiven Lymphozyten in zwei unabhangigen Experimenten den
Aktivierungsmarker HLA-DR auf. Als Ausgangswerte waren dabei zuvor 2% und
4% an HLA-DR" -Zellen gemessen worden (464). Dies impliziert, dass HLA-DR

einen sehr sensitiven Marker der allogenen Aktivierung darstellt.
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4.2.7 Der FAS Ligand (CD95)

Hsieh und Korngold konnten, anhand eines murinen Modells einer syngenen GVL,
die sowohl die Immunantworten CD8"-, als auch die, CD4*-Zellen gegen die
Leukamiezellinie MMB3.9 reprasentierte, zeigen, dass CD8"-Zellen den
sogenannten GVL Effekt in erster Linie durch Perforin und nur zu einem sehr
geringen Anteil durch den Fas-Liganden bewerkstelligten, wahrend die in vitro
Antworten der CD4"-Zellen ausschlieBlich Giber den Perforin Pfad erfolgten (189).
Andere Arbeitsgruppen berichteten, dass die Th1 Subpopulation CD8"-Zellen
bevorzugt den Fas-Liganden auf ihrer Oberflache exprimierten (62) (126). Die Th1-
Typ Zellen waren dabei in der Lage, die Leukamielinie L1210, die mit dem Fas-
Molekul ,L1210-Fas" transfiziert worden war, zu lysieren, wahrend dies bei der
herkdbmmlichen Zelllinie ,L1210" nahezu unmaoglich war (328). Die Th1 vermittelte
Lyse der L1210-Fas Targets konnte dabei durch Prainkubation der Targets mit
Antikorpern gegen das Fas-Molekul blockiert werden, was die These bestatigte,
dass, zumindest im Mausmodell, die Th1-induzierte Zell-Lyse Uber den Fas Pfad
verlief (126). Die Th2 Population war dagegen beim Abtoten allogener Tumorzellen
(P210 Target) sehr effizient, wahrend dies fur die Lyse Fas-tragender Zellen nicht
zutraf (126). Erste Daten weisen darauf hin, dass beide Populationen einen
signifikanten Anteil der Perforin- und Granzym-mRNA exprimieren, Molekule, die
vor allem bei der direkten CTL-vermittelten Tumorlyse eine Rolle spielen (175). In
diesem Leukamiemodell stellte, in erster Linie die Th1 Subpoplation, eine effektive,
GVL vermitteinde Population dar, da die allogenen Th1 Zellen, nach
entsprechender Kulturdauer, die groiten Uberlebensraten aufwiesen und nach
dem Zelltod nur wenige Tumorinfiltrate nachgewiesen werden konnten. Aber auch
die Th2 Population vermittelte einen GVL-Effekt, doch entwickelten die
Empfangermause der Th2 Zellen zum Teil eine ahnliche Tumorlast, wie die
leukamische Kontrollgruppe.

Da in unseren Untersuchungen durch das, spater zu erlauternde,
immunomagnetische Depletionsverfahren der Prozentsatz an CD95+-T-Zellen
kaum tangiert wurde (nicht gezeigt), ist davon auszugehen, dass durch besagtes
Eliminationsverfahren der Graft versus Tumor/Leukaemia Effekt der restlichen

Lymphozyten nicht negativ beeinflusst wird.



134 4. Diskussion

4.3 Die immunomagnetische Depletion alloreaktiver Zellen

Die Suche nach einem geeigneten Depletionsverfahren, das in der Lage ist,
spezifische T-zellulare Immunantworten, die gegen Empfangergewebe gerichtet
sind, vollstandig zu eliminieren, wahrend das anti-infektiose und das anti-
leukamische/tumordse Potential unangetastet bleibt, ist schon langer Gegenstand
der Forschung.

Unter diesem Vorzeichen untersuchte Mavilio et al. die Aktivierung von
Spenderzellen mit Hilfe spezifischer antigenprasentierender Empfangerzellen in
Gegenwart eines retroviralen Vektors, der einen ,Medikamenten-sensitiven
Marker” (human low-affinity nerve growth factor receptor (LNGFR)) enthielt. Dieses
Protokoll basierte dabei auf der Annahme, dass Zellen, die sich teilen, haufiger
retrovirales Material in ihre DNA integrieren, als das bei ruhenden Zellen der Fall
ist. Indem die Responderzellen mit einem ,Medikamenten-sensitiven Gen“ markiert
wurden, konnte, nach Administration dieses Medikaments, eine GVHD in vivo
verhindert werden. Dieser Ansatz verlangte allerdings, dass jede alloreaktive Zelle
diesen retroviralen Vektor inkorporierte (310). Unter dem gleichen Gesichtspunkt
suchte Helene et al. nach einer Moglichkeit, um die GVHD im Mausmodell
kontrollieren zu kdnnen. Hierzu wurden transgene B10.A (5R) Milzzellen, die ein
Herpes-Simplex-Virus-Thymidinkinase-Suizidgen enthielten, das mit dem IL-2
Promotor verbunden war, in bestrahlte DBA/2 Mause transfundiert. Dieses
Vorgehen resultierte dabei in einer schweren akuten GVHD. Wurden die
Empfangermause mit Ganciclovir behandelt, so kam es zu einer signifikanten
Besserung der GVHD-Symptome (173). Valteau-Couanet et al. stimulierte in
diesem Zusammenhang Spenderzellen durch Zellen des Empfangers in
Gegenwart eines anti-Interleukin-2-Rezeptorantikorpers, der Toxin gekoppelt war
(459). Dabei wurden die Toxine 33B3.1(anti-CD25)-Ricin oder B-B10 (anti-CD25)-
Saporin, sowie das Maus-anti-IL-2R-a-Kette spezifische PC61-Immunotoxin
(PC61-IT) verwendet (67) (441). Ein weiteres Toxin bestand dabei aus einem Teil
des Pseudomonas Exotoxins (PE), das genetisch an den Fv-Abschnitt des
monoklonalen Antikorpers, anti-Tac, gekoppelt war, der wiederum eine spezifische
Bindungsstelle an der alpha-Kette des IL-2 Rezeptors besal’ (77) (245). Das Toxin

wiederum, bestand aus drei Domanen, von denen die erste fur die Zellbindung und
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die zweite flr die Translokation zustandig war, und dariber hinaus mit einer
proteolytischen Aktivitat versehen worden war. Die dritte Domane besal dagegen
ADP-Phosphorylierungsaktivitat. Nach der Zellinternalisierung wurde ein Teil des
PE, der zuvor proteolytisch hergestellt worden war, in das Zytosol transloziert, wo
die ADP-Phosphorylierung des Elongationsfaktors-2 die Proteinsynthese beendete
und den Zelltod herbeifiihrte (245) (244). Der Erfolg dieser Anwendung beruhte
dabei auf der Fahigkeit aktivierter Zellen, das Immunotoxin zu binden (312) (245,
459).

Weitere Verfahren, die sich mit der Elimination alloreaktiver T-Zellen in Hinblick auf
die GVHD Reduktion befassen, beinhalten direkte immunomagnetische
Depletionsverfahren. Antin et al. unterwarfen Spenderlymphozyten in diesem
Zusammenhang einer Behandlung mit anti-CD5-Antikorpern (11). Andere
wiederum depletierten das Knochenmark mittels Antikdrper, die gegen ein breites
und schmales Spektrum an T-Lymphozyten gerichtet waren (422) (421) (74).
Ferner kamen, unter oben genanten Aspekten, Campath-Antikorper (153),
Dichtegradientenzentrifugation oder Lektinen zum Einsatz.

Alternativ dazu wurde versucht eine T-Zelltoleranz zu induzieren. Dieser Ansatz
basierte auf der Blockade der B7-CD28/CTLA-4 Interaktion und der Induktion eines
Anergie-Status bei stimulierten T-Lymphozyten (271) (129). Dies konnte mittels
anti-B7-Antikorper und Cyclosporin A erzielt werden (464). Dabei wurde allerdings
vorausgesetzt, dass wahrend der Phase der Kultivierung keine T-
Zellwachstumsfaktoren, wie z. B. IL-2 im Kultursystem vorhanden waren, da diese
potentiell dazu in der Lage gewesen waren, den Anergiestatus zu durchbrechen
(464). Van Gool et al. untersuchte dabei die Effekte von Cyclosporin A (CsA),
sowie der Blockade der B7-CD28/CTLA-4 Interaktion mittels eines B7-24-
Antikorpers wahrend einer primaren MLR frisch isolierter, humaner T-Zellen gegen
eine EBV-transformierte humane B-Zelllinie (ARC oder MM) im Hinblick auf die
nachfolgende Restimulation mit den gleichen oder anderen Stimulatorzellen (464).
Dabei kam es, nach Behandlung der MLR mit dem B7-24-Antikdrper in
Kombination mit CsA und Restimulation mit dem gleichen Alloantigen, weder zu
einer adaquaten allogenen Immunantwort noch zur IL-2 Sekretion, was den

Schluss zuliel3, dass es zu einer Induktion der Zellanergie gekommen war, denn
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dieser Zustand konnte durch die Zugabe von IL-2 durchbrochen werden (464).
Die Techniken der T-Zelldepletion an sich sind, wie bereits zuvor erwahnt, sehr
vielgestaltig und umfassen ein aggressives, physikalisches Entfernen aktivierter T-
Lymphozyten, ohne dabei Zellen im Zustand der Anergie zurickzulassen, die
madglicher Wiese in einen aktivierten Zustand Ubergehen kdnnten (464). Ferner
bedarf diese Methode nicht der Frage, ob eine medikamentdse Therapie nach
Initiation einer GVHD in vivo auch tatsachlich Effizienz besitzt. Die selektive T-
Zelldepletion beruht dabei auf der Identifizierung alloreaktiver T-Lymphozyten
anhand spezifischer Aktivierungsantigene auf der Zelloberflache, sowie auf einer
physikalischen Separation alloreaktiver Spenderlymphozyten mit Hilfe
immunomagnetischer Depletionsverfahren. Diese neue Depletionstechnik
alloreaktiver Zellen, die zuvor ex vivo aktiviert worden waren, wurde von Garderet
et al. und Koh et al. vorgeschlagen (132, 238). In deren Studien basierte die
Depletion auf dem Verfahren des magnetischen Zellsortierens (MACS:= magnetic
cell sorting), anstellen des Immunotoxin-vermittelten Killens alloreaktiver Zellen. In
Analogie zu Cavazzana-Calvo et al. depletierte Garderet et al. ebenfalls
alloreaktive Zellen, die den Aktivierungsmarker CD25 exprimierten, wahrend Koh
et al., Lymphozyten mit dem CD69-Phanotyp depletierte. Richtete sich die
Depletion allerdings gegen beide Aktivierungsantigene, so resultierte daraus ein
sehr viel effizienteres Verfahren (115). Rencher et al. berichtete kurzlich Uber eine
Depletionsstrategie, ebenfalls ein immunomagnetisches Eliminationsverfahren, das
sich gegen drei Oberflachenantigene, namlich CD25, CD69 und HLA-DR auf
alloreaktiven T-Zellen richtete (377).

In letzter Zeit wurden immer haufiger monoklonale Antikorper gegen T-Zellepitope
fur die in vitro-Depletion alloreaktiver T-Lymphozyten herangezogen. Champlin et
al. rieten zur Infusion CD8" depletierter Lymphozyten um eine GVHD zu vermeiden
(74). Im Gegensatz dazu infundierten andere, nach erfolgter Depletion von CD4"-
T-Zellen, eine minimale Anzahl an CD8'-Lymphozyten (178). Daten aus
Tierexperimenten sprechen allerdings dafiir, dass sowohl CD4"-als auch CD8"-
Zellen fur den GVL Effekt erforderlich sind (456) was ausschlie3t, dass diese
Subpopulationen der T-Lymphozyten fur ein Depletionsverfahren zur Verfligung

stehen.
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Die Strategie, die wir flr die Elimination des GVHD-Potentials alloreaktiver T-
Lymphozyten wahlten, umfasste zunachst den Ansatz einer gemischten
Lymphozytenkultur (MLC). Die MLC sollte dabei das in vitro Modell der Alloreaktion
darstellen. Dieses experimentelle Vorgehen beinhaltete u. a. die Prasentation von
HLA-Antigenen entsprechender Stimulatorzellen in Gegenwart mononuklearer
Responderzellen, die aus dem peripheren Blut gesunder Spender isoliert worden
waren. Die Responder-T-Lymphozyten konnten anschlieRend, auf Grund
verschiedenster Merkmale identifiziert und immunomagnetisch depletiert werden.
Dieses Verfahren erforderte es allerdings, dass die Stimulatorzellpopulation die
Fahigkeit besal, spezifische HLA-Antigenen im groRen Umfang auf ihrer
Oberflache zu prasentieren, so dass die Responderzellen ausreichend aktiviert
werden konnten. Dies konnte u. a. anhand der Oberflachenmarker, die im
entsprechenden Umfang auf der Zelloberflache der Responderzellen erschienen,
kontrolliert werden. In einem nachsten Schritt untersuchten wir die Méglichkeit,
aktivierte T-Zellen, basierend auf der Expression einzelner Aktivierungsmarker, mit

Hilfe eines immunomagnetischen Verfahrens zu depletieren.

Fehse et al. untersuchte die Aktivierungskinetik alloreaktiver Zellen unter
Verwendung einer adharierenden Zellschicht bestehend aus allogenen
Lymphozyten, die zu 15%-20% aus dendritischen Zellen, zu 80% aus T-
Lymphozyten und zu weniger als 2% aus B-Lymphozyten bestand und in der keine
Vorlauferzellen nachgewiesen werden konnten (115). Diese Stimulatorzellschicht
war dabei zuvor aus peripheren mononuklearen Zellen des Spenders in
Gegenwart der Zytokine GM-CSF und IL-4 generiert worden (391) (138). Anhand
des druchfluBzytometrischen Verfahrens konnten bei diesen Stimulatorzellen
sowohl MHC-Antigene der Klasse |, als auch der Klasse || nachgewiesen werden.
Dieses Verfahren fuhrte letztlich zu einer effizienten allogenen Aktivierung der
Lymphozyten (138). Auf diese Weise konnten die Responderzellen im alleine, d. h.
ohne eine potentielle Kontamination mit Stimulatorzellen, naher analysiert und das
Reinfusionsrisiko, das mdglicherweise von in vitro vorbehandelten Zellen

ausgehen konnte, reduziert werden.
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4.3.1 Der Zeitpunkt der immunomagnetischen Depletion und die Auswahl
entsprechender Antikorper

Um den Einfluss des immunomagnetischen Depletionsverfahrens auf die
Alloreaktivitat abschatzen zu kénnen und um den besten Zeitpunkt flr die
Elimination allogen stimulierter T-Lymphozyten festsetzten zu kdnnen, wurden die,
in der MLC stattfindenden Reaktionen, zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht.
Angesichts des zeitlichen Aspektes depletierte Fehse et al. allogen stimulierte
Lymphozyten nach einer Kulturphase von 24 Stunden, sowie nach 48 Stunden,
wobei durch das Eliminationsverfahren alloreaktiver Zellen nach 48 Stunden eine

groliere Effizienz verzeichnet werden konnte (115).

Zur Depletion alloreaktiver Zellen wurde, in unserem Fall, das
Zellseparationsverfahren auf immunomagnetischer Basis (Magnetpartikel-
Konzentrator, Dynal) eingesetzt. Unabhangig von diesem Zellisolationsverfahren
war zur Elimination der Erythrozyten und der Granulozyten zuvor eine
Dichtegradientenzentrifugation = durchgefuhrt worden Die resultierenden
mononuklearen Zellen wurden dann zur allogenen Aktivierung in verschiedene
Kultursysteme eingesetzt. Die anschlieRende Depletion erfolgte anhand der
Aktivierungsmarkerexpression (CD25, CD69 und HLA-DR). Die Effizienz dieser
Methode wurde mittels Oberflachenphanotypisierung der jeweiligen Zellfraktion vor
und nach der Depletion eingeschatzt. Durch das Zellseparationsverfahren konnten
die alloreaktiven T-Lymphozyten in der herkdbmmlichen MLC, in der
zytokinmodulierten MLC und in der, mittels dendritischer Zellen stimulierten MLC
deutlich reduziert werden.

Die Leistungsfahigkeit der, zur Depletion alloreaktiver Zellen eingesetzten
Systeme, wurde in der Literatur mehrfach diskutiert. Bei dem von uns verwendeten
Magnetpartikelkonzentratorsystem (Dynal) (254) handelte es sich um ein
Verfahren, durch das die magnetpartikelmarkierten Zellen mit Hilfe eines extern
angebrachten Magneten durch den der entsprechenden Suspensionszustand
aufgelést wurde und die markierten Zellen an der Gefallwand eines
Polypropylenrohrchens (,Batch-Verfahren®) konzentriert werden konnten. Laut

Herstellerangaben liegen die eingesetzten Magnetpartikel, mit einem Durchmesser
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von 4,5 um, im Groélenordnungsbereich von Erythrozyten und sind daher,
verglichen mit anderen Systemen, flr Zellseparationsverfahren sehr gut geeignet.
Die Effizienz des Depletionsverfahrens, wurde ferner, wie bereits erwahnt, anhand
der potentiellen Reaktivierbarkeit der negativen, nicht alloreaktiven
Lymphozytenfraktion in Hinblick auf den gleichen Stimulus, der bereits in der
primaren allogenen MLC Verwendung gefunden hatte getestet. In diesem
Zusammenhang wurden, die CD25 -, CD69- und HLA-DR-depletierten Zellen, im
Rahmen einer primaren Immunantwort, hinsichtlich ihrer Aktivierbarkeit mittels
unterschiedlicher Stimulatoren (autolog, mitogen (PHA), Tetanus Toxoid und CMV-
Antigen) untersucht und mit der Ausgangspopulation vor der Depletion verglichen.
In Bezug auf die Zytokinsekretion, als spezifisches Zeichen der T-Zellaktivierung,
konnte der, mittels Sekretions-Assay nachgewiesene Anteil an IFN-y
produzierenden alloreaktiven Zellen durch die Depletion in allen Kulturansatzen auf
durchschnittlich weniger als 0,1% gesenkt werden. Die Reaktivierbarkeit der
depletierten Lymphozyten, durch zuvor erwahnte Stimulatoren, wurde anhand des
Interferonnachweises u. a. im Elispot-Assay getestet. In Bezug auf die ,first party*-
Alloreaktivitat wurde dabei eine unterschiedlich starke Reduktion der
ursprunglichen allogenen Aktivitat in den einzelnen Kultursystemen verzeichnet,
wahrend die Autoreaktivitat durch die Depletion in allen Fallen stark reduziert blieb.
Die Reaktivitat gegen ,third party®, Tetanus Toxoid, CMV-Antigen und PHA blieb
dabei jedoch weitgehend erhalten. Als weiteren Hinweis fir die Zellaktivierung
wurde, unter vergleichbaren Bedingungen, die proliferative Potenz der
Lymphozyten in Gegenwart verschiedenster Stimulatoren untersucht. Die Daten,
die Hinweise auf die allogene Reaktivitat vor und nach der Elimination aktivierter T-
Zellen lieferten, zeigten eine signifikante Reduktion der Alloaktivitat durch das
Depletionsverfahren. Dem Gegenuber konnte jedoch trotz, Depletionsverfahren,
eine verbliebene Immunantwort gegen ,third party®, Tetanustoxoid, CMV-Antigen
und Phythamagglutinin (PHA) nachgewiesen werden. Diese Zahlen belegen
folglich, dass durch das Depletionsverfahren eine starke Reduktion der
sekundaren Immunantwort gegen allogene Stimulatorzellen erzielt werden konnte,
wahrend hingegen die primaren Immunantworten gegen ,third party“, Tetanus

Toxoid, CMV Antigen und PHA zu einem grof3en Teil erhalten blieben.
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Hansen et al. beschrieben, im Zusammenhang mit der CD25"-Lymphozyten-
Depletion, ein fiinf- bis siebentagiges Kulturverfahren, sowie die anschlieRende
Depletion mittels anti-CD25 Antikorpern und Schaf-anti-Maus Dynabeads IgG. Die
Erfolgsrate dieses Verfahrens lag dabei bei 97,6% + 2,3 (160). Hinsichtlich der
CD69 Depletion konnte Koh et al. anhand der Oberflachenphanotypisierung
zeigen, dass, nach Kultivierung von Responder PMNC im gleichen Verhaltnis mit
bestrahlten first party® Stimulatorzellen in einer one-way, primaren
Lymphozytenmischkultur (MLC) und nachfolgender CD69 Depletion, durch das
Zellseparationsverfahren der Ausgangswert von 6% * 2,4 CD69"-Lymphozyten auf
1,5% * 1,2 CD69"-Lymphozyten reduziert werden konnte, wahrend die Werte in
den ,third party MLCs mit 3,9% £ 2,7 in der primaren und 4% % 2,4 in der
sekundaren MLC konstant blieben (238). Um den Grad der selektiven Depletion
festsetzten zu kdnnen, setzte Koh et al. die primaren Immunantworten gegen die
Jfirst party“- und die ,third party“- Zellen gleich 100% und errechneten so die
Restaktivitat nach der Depletion. Diese belief sich dabei im Mittel auf 25,6% + 17,9
in der allogenen Reaktion, und blieb in der Reaktion gegen ,third party PMNC mit
115,7% % 35,9 zum groften Teil erhalten. Die Zellausbeute lag nach der Depletion,
die mit einer Reinheit von 97% assoziiert war, im Durchschnitt bei 72,5%. Die
Effizienz dieser Depletionsmethode umfasste folglich 75% (238). Anhand weiterer
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es moglich war tber 90% der
alloreaktiven Komponenten (nachweisbare proliferative Aktivitat nach der
Depletion: 11,5% £ 9,9) mit Hilfe des Magnetseparationsverfahrens gegen das
CD69 Antigen zu eliminieren, wahrend mehr als 77,8% + 20,9 der
immunologischen Aktivitdt erhalten bleib und anhand einer allogenen
Immunreaktion gegen Dritte nachgewiesen werden konnte. Diese Daten
implizieren eine Verbesserung in der Immunrekonstitution sowie ein Fortdauern
der antiviralen und moglicherweise auch der antileukamischen Aktivitat durch diese
Form der Depletion, so dass alle Vorraussetzungen fur den Einsatz dieses
Verfahrens, im Rahmen einer adoptiven Immuntherapie erfullt waren. Koh et al.
wahlten das CD69 Molekdl als Aktivierungsmarker, da es von den Zellen exprimiert
wurde, die im Rahmen der Alloreaktivitat von Interesse waren. Zudem wurde

dieses Molekul in einer ausreichend hohen Dichte auf der Zelloberflache



4. Diskussion 141

exprimiert, so dass es maglich war die anti-CD69-markierten Zellen mit Hilfe des
MACS-Verfahrens zu separieren (238). Bishara et al. und Koh et al.
demonstrierten, dass eine modifizierte MLC pradiktive Aussagekraft in Bezug auf
die Inzidenz einer klinisch symptomatischen GVHD hat (38, 238). In diesem
Zusammenhang konnte Koh et al., alleine durch die Depletion alloreaktiver T-
Lymphozyten, die den Oberflachenmarker CD69 exprimierten, die allogene
Immunantwort weit unter den empirischen Schwellenwert, der eine klinisch
symptomatische GHVD beinhaltete, senken. Der Aktivierungsmarker CD69 konnte
dabei allerdings nicht als Aquivalent fiir die Proliferation in vitro angesehen
werden, d. h. der Alloreaktivitatsnachweis, gemessen anhand der Zellproliferation,
war in diesem Fall nicht moglich. Unumstritten war dagegen die Tatsache, dass
sowohl die CD69 Expression, als auch die Zellroliferationsrate ansich, die anhand
der [6-H*]-Thymidininkorporation nachgewiesen werden kann, spezifische Marker
fur eine allogene Immunantwort darstellen. Im Kontrast dazu demonstrierte Fehse
et al., dass die Depletion CD25 exprimierender T-Lymphozyten mit einem
Prozentsatz von Uber 99% effizienter war, als die CD69 Depletion, da durch die
CD69 Depletion lediglich eine Eliminationsrate von 80% verzeichnet werden
konnte (115). Die Depletion mit einer Antikérperkombination gegen beide
Aktivierungsmarker resultierte hingegen in einer deutlich hoheren Reduktionsrate
hinsichtlich der Zellzahl der CD25"- (99,7%) und der CD69"-Zellen (86%) (115).
Betrachtete man die alleinige Depletion CD25%-Zellen hinsichtlich der gleichzeitig
stattfindenden Reduktion CD69"-Zellen, so konnte durch dieses Experiment
gezeigt werden, dass die CD69 Expression mit einer mittleren Eliminationsrate von
37,4% nur maRig gesenkt werden konnte, wahrend tber 99% der CD25%-Zellen
eliminiert wurden. In Hinblick auf die CD69 Depletion wurden ahnliche Ergebnisse
erzielt. Dies zeigte, dass mittels CD69 Depletion tiber 80% der CD69*-Zellen
eliminiert werden kénnen, wahrend parallel dazu lediglich 37,1% der CD25"-Zellen
depletiert wurden. Rencher et al. setzte in diesem Zusammenhang Uber einen
Zeitraum von zwei bis vier Tagen eine MLC, bestehend aus Lymphozyten des
Spenders und den BLCL des Empfangers, an (378) (377). Anschliel3iend wurden
die Zellen, unter Verwendung von Antikorpern, die gegen die Oberflachenmarker
CD25, CD69 und HLA-DR gerichtet waren, mit Hilfe eines Zellsorters depletiert
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und erneut Uber einen Zeitraum von finf Tagen mit den bestrahlten BLCL des
Empfangers ko-kultiviert, um anschlief3end ein weiteres Mal depletiert zu werden.
Das Resultat dieses Verfahrens umfasste eine geringe Anzahl an Lymphozyten,
die die Aktivierungsmarker CD25, CD69 und HLA-DR auf der Oberflache
exprimierten. Nachdem Rencher et al. feststellte, dass die spezifische allogene
Immunantwort gegen Empfangerantigene nach alleiniger PMNC-Stimulation nicht
verlasslich eliminiert werden konnte, verwendete er in erster Linie EBV-
transformierte B-Zellen als Stimulatorzellpopulation an Stelle der herkdmmlichen
PMNC (377). Die Vorteile der BLCL als Stimulatorzellen lagen zum einen in der
Zellgrélke und zum anderen in einer umfassenden MHC-Expression der Klasse |
und Il, sowie der Prasentation von Minor-Antigenen (462), was in jedem Falle zu
einer besseren Alloaktivierung und daraus resultierend zu einer effizienteren

Depletion geflhrt hatte.

In Ubereinstimmung mit den Angaben aus der Literatur und den Ergebnissen
unserer Versuche ergab sich der Tag 3 als gunstigster Zeitpunkt flr die Depletion
alloreaktiver Zellen. Da die gleichzeitige Depletion mehrerer Aktivierungsmarker
effizienter zu sein schien, verwendeten wir, im Rahmen der Depletion, Antikérper
gegen die wichtigsten Oberflachenantigene allogen aktivierter T-Zellen, namentlich
die Molekule CD25, CD69 und HLA-DR. Zusatzlich kdnnten allerdings, im Rahmen
der Depletion, auch Antikdrper gegen die Oberflachenmolekiile CD71 und CD161

in Betracht kommen.

4.3.2Evaluation der Effizienz der jeweiligen Depletionsmethode anhand

sekundarer Nachweisverfahren

Eine weitere Moglichkeit, um die Aktivitat von Lymphozyten nach einem
entsprechenden Depletionsverfahren abschatzen zu konnen, stellt die erneute Ko-
Kultivierung der depletierten Lymphozyten mit den urspringlichen Stimulatorzellen,

oder mit ,third party“ Zellen dar.
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4.3.2.1 Oberflachenphanotypisierung

Hansen et al. depletierte alloreactive T-Zellen, die zuvor durch dendritische Zellen
bzw. durch PMNC stimuliert worden waren. Dabei konnte, auch nach erneuter
Stimulation mittels dendritischer Zellen in beiden Zellfraktionen nach der Depletion,
gemessen an der Induktion der CD25 Expression, eine deutlich schwachere
Immunantwort verzeichnet werden. Allerdings fiel hierbei der Nachweis der
Immunantwort der Zellfraktion, die zuvor mit mononuklearen Zellen stimuliert
worden war, deutlich starker aus, was darauf schlie3en lasst, dass eine Stimulation
mittels herkdommlicher PMNC im allogenen System nicht ausreichend ist und daher
auch eine deutlich weniger effiziente Depletion nach sich zieht (160). Koh et al.
konnte, anhand der Oberflachenphanotypisierung zeigen, dass durch das
Zellseparationsverfahren der Ausgangswert von 6% + 2,4 CD69*-Lymphozyten auf
1,5% * 1,2 CD69"-Lymphozyten reduziert werden konnte, wahrend die Werte in
den ,third party MLCs mit 3,9% £ 2,7 in der primaren und 4% % 2,4 in der
sekundaren MLC konstant blieben (238). Um dabei den Grad der selektiven
Depletion feststellen zu kdnnen, setzte Koh et al. die primaren Immunantworten
gegen die ,first party“- und die ,third party“-Zellen gleich 100% und errechneten so
die noch vorhandene Restaktivitat nach der Depletion. Diese belief sich dabei im
Mittel auf 25,6% + 17,9 in der allogenen Reaktion und blieb in der Reaktion gegen
,third party“ PMNC mit 115,7% £ 35,9 zum gréften Teil erhalten (238). Fehse et al.
konnte, nach einer sechstagigen allogenen Kultivierung CD25 depletierter Zellen,
nur noch einen sehr geringen Anteil der ursprunglichen CD25 Expression
nachweisen, wahrend die Ko-Kultivierung mit ,third party“ Zellen die Entwicklung
einer neuen Zellpopulation CD25"-Zellen erméglichte. Ahnliche Ergebnisse wurden
mit den Depletionsverfahren gegen CDG9 alleine, sowie gegen CD25 und CD69 in
Kombination erzielt (115). Insgesamt gesehen wurde dabei, trotz Ko-Depletion
CD25"- und CD69*-Zellen, mit bis zu 20% eine relativ hohe Rate an Alloreaktivitat
gemessen. Dies kénnte darauf zurlickgefiihrt werden, dass die Depletion CD69*-
Lymphozyten mit maximal 86% relativ unzureichend ist (115, 238). Da die
Expression der Aktivierungsantigene nach 96 Stunden sukzessive ihren
Hoéhepunkt erreichte, war davon auszugehen, dass dies das Erscheinen

verschiedener alloreaktiver Zellklone zu unterschiedlichen Zeitpunkten
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widerspiegelte. Unter Verwendung einer Antikdrperkombination gegen
verschiedene Aktivierungsmarker, die alle unterschiedliche Aktivierungsstadien
und moglicher Weise auch Differenzen in der Zellaktivierung reprasentieren,
konnte, durch die anschlielende immunomagnetische Separation eine maximale
Anzahl an alloreaktiven Zellen eliminiert werden. Alternativ dazu kénnten allerdings
auch aufeinanderfolgende Depletionsschritte, die zu definierten Zeitpunkten
stattfinden, zu einer vollstandigen Depletion alloreaktiver T-Lymphozyten
beitragen. Allgemein gesprochen konnten die Depletion dadurch verbessert
werden, dass man mehrere Antikdrper zur Depletion heranzieht bzw. die
Zellfraktion, die bereits depletiert wurde ein weiteres mal Uber die

Separationssaule laufen lasst (377).

Wie in der Literatur und von uns beschrieben, war es, abhangig von der Starke der
allogenen T-Zellaktivierung in Vorfeld der Depletion zu einer mehr oder weniger
umfangreichen Expression der Aktivierungsmarker gekommen, die wiederum

positiv mit der Effizienz der Depletion korrelierte.

4.3.2.2 Verbleibende Aktivierbarkeit nach der Depletion alloreaktiver Zellen

Um den Grad der selektiven Depletion festlegen zu kdnnen, setzte Koh et al., wie
bereits beschrieben, die primare Immunantworte gegen die ,first party“ und die
,third party® Zellen gleich 100% und errechnete so die Ubriggebliebene Aktivitat.
Die restliche Zellaktivitat, nach der CD69 Depletion, belief sich dabei im Mittel auf
25,6% £ 17,9 in der allogenen Reaktion, und blieb in der Reaktion gegen ,third
party“ PMNC mit 115,7% £ 35,9 zum gréRten Teil erhalten. Dartber hinaus konnte
die zelluldre Aktivitat alloreaktive T-Lymphozyten anhand der H>-TdR abgeschatzt
werde, die daneben auch Aussagen uber die Vitalitat und die funktionelle Kapazitat
entsprechender Zellen zulieR. Dabei wurde, nach der Depletion CD25" -Zellen,
eine starke Reduktion der H3-TdR Inkorporation beobachtet, wahrend
diesbeziiglich ein deutlich geringerer Effekt nach der alleinigen Eliminierung CD69"
-Zellen verzeichnet werden konnte. Hinsichtlich der H*-TdR Inkorporation konnte
nach der Ko-Depletion CD25"- und CD69"-Lymphozyten eine maximale Reduktion

der allogenen Aktivitat verzeichnet werden (115). Rencher et al. demonstrierte
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ebenfalls, dass die depletierten Zellen nicht mehr in der Lage waren, gegen
Antigene auf der Oberflache der BLCL des Empfangers zu reagieren, wahrend die
Immunantwort gegen ,third party“ BLCL in voller Auspragung erhalten blieb (377).
Nachdem erkannt wurde, dass die HSTD Zellpopulation keine Immunantwort
gegen die EBV-transformierten B-Zellen des Empfangers zeigte, fragte man, ob
periphere mononukleare Zellen (PMNC) als alternative Antigenquelle in der Lage
seien, HSTD zu aktivieren. Selbst in diesem Fall konnte, in Bezug auf die PMNC
des Empfangers, keine Immunantwort nachgewiesen werden, wahrend diese
gegenuber anderen Fremdantigenen nachweislich vorhanden war. Selbst nach
einer dreiwdchigen Zellexpansion kam es in Gegenwart der Empfangerzellen zu

keiner signifikanten Veranderung in der proliferativen Aktivitat (377).

4.3.2.3 Trotz T-Zelldepletion werden die T-Zellsubpopulationen bestehend aus
CD4*- und CD8*-Lymphozyten beibehalten

Anhand durchfluBzytometrischer Analysen konnte gezeigt werden, dass sowohl
CD4’- als auch CD8"-Zellen nach erfolgter Depletion in der negativen Zellfraktion
vorhanden waren (377). Hinsichtlich der Zellfunktionen der einzelnen
Subpopulationen konnte ferner, mittels *'Cr Markierung der ,third party“, sowie der
Empfanger-BLCL, demonstriert werden, dass die CD8"-Lymphozyten Uber eine
zytotoxische Aktivitat gegen weitere allogene Targets verfugten, wahrend keine
spezifische CTL-Aktivitat gegen die Empfangerzellen nachgewiesen werden
konnte (377). Auch die proliferative Funktion der CD4*-Lymphozyten, die mit Hilfe
eines ,limiting dilution assays“ nachgewiesen wurde, erbrachte die gleichen
Erkenntnisse (377).

4.3.2.4 Mausmodell

Hu et al. infundierte insgesamt acht SCID Mause mittels 4 x 10° C57BL/6J
Milzzellen von Spendermausen. Mit Hilfe des durchflulzytometrischen Verfahrens
konnte dabei gezeigt werden, dass die Transfusionspraparate im Mittel 40%-60%
T-Lymphozyten und davon 0,6%-1,7% CD25"-Zellen enthielten. Eine akute GVHD
manifestierte sich bei diesen Mausen als so genannte Runt-Krankheit (= immun

letaler Kummerwuchs als Beispiel der GVHD immunologisch unreifer
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Versuchsjungtiere auf die Injektion von Immunzellen erwachsener Spendertiere
eines genetisch abweichenden Stammes der gleichen Art; analoges Geschehen
beim Menschen bei materno-fetalen Zellubertritt). Diese Erkrankung manifestierte
sich als Gewichtsverlust, Einnahme einer Hockposition, struppiges Fell,
Rotverfarbung der Ohren, periorbitale Odeme, bloRgelegte Hautareale, sowie
durch blutende Wunden in der Analregion. Diese Symptome traten dabei innerhalb
von 14 Tagen nach der Transfusion auf und verschlechterten sich im Laufe der
Zeit, wobei funf dieser Mause in der 5.Woche starben (190). In einem weiteren
Schritt wurden 22 SCID-Mause mit 20 x 10° C57BL/6J Milzzellen der Spender
transfundiert. Eine, sieben Tage spater stattfindende Analyse, ergab anschlieRend,
dass 8%-14% der T-Lymphozyten das CD25 Molekul exprimierten. In diesem
Experiment erhielten jeweils elf Mause eine Infusion von ebenfalls 4 x 10° Zellen,
die z. T. zuvor CD25" depletiert worden waren. Die Depletionseffizienz, mit Hilfe
immunomagnetischer Beads (Dynal, Inc., Lake Success, NY), umfasste dabei
87%. Erstaunlicher Weise zeigten alle Empfangermause, bis auf eine Maus in der
Kontrollgruppe, die acht Wochen nach der Transfusion eine GVHD entwickelte und
in der 10. Woche starb, allenfalls milde Symptome einer GVHD (190). Dies
impliziert, dass die CD25"-T-Zellen nicht in der Lage sind, eine akute GVHD zu
initiieren, was entweder auf die in vitro Manipulation der T-Lymphozyten oder aber
darauf zurick gefuhrt werden konnte, dass die Zellen am Hohepunkt der
Zytokinsekretion, der in der primaren und nicht in der sekundaren Immunantwort
verzeichnet wird (190) und u. a. zur T-Zellaktivierung notwendig ist, vorbeigefihrt

wurden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein immunomagnetisches
Depletionsverfahren alloreaktiver Zellen am effizentesten war, wenn mehrere
Aktivierungsmarker parallel bzw. angepasst an das jeweilige Expressionsmaximum
des entsprechenden Aktivierungsmarkers depletiert wurden. Der gunstigste
Zeitpunkt der Depletion schien dabei der dritte Tag nach dem Beginn der primaren
allogenen Immunantwort zu sein. Durch das immunomagnetische
Depletionsverfahren war eine Elimination von mehr als 99% der alloreaktiven

Zellen mdoglich. Dennoch sollte zum Alloreaktivitatsnachweis, auf Grund
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verschiedenster biochemischer Ereignisse, die sukkzessive im Rahmen der T-
Zellaktivierung eintreten, nicht nur ein Nachweisverfahren und ein Zeitpunkt fir das
Feststellen der restlichen Alloreaktivitat gewahlt werden. Durch die Depletion

wurde der potentielle therapeutische Nutzen der verbliebenen T-Zellen nicht
beeinfluf3t.
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5.Zusammenfassung

Die hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT) einer Megadosis
immunoselektierter CD34" allogener Stammzellen stellt seit 1993 eine allgemein
anerkannte Therapieform maligner Erkrankungen oder angeborener Dysfunktionen
des hamatopoetischen Systems, sowie des Immunsystems dar. Retrospektive
Studien an padiatrischen Patienten, die haploidentisch transplantiert worden
waren, zeigten, dass neben einer Reihe an Vorteilen (beinahe jeder Patient verfugt
uber ein HLA-haploidentisches Familienmitglied, Engraftmentrate: 100%, GVHD
(>1): keine, ANC (absolute neutrophil count) (>500): 12 Tage), die diese
Therapieform mit sich bringt, in einigen Fallen auch ernstzunehmende
Komplikationen auftreten konnen. Hierzu zahlen insbesondere die
TransplantatabstoRung, sowie eine verlangerte Periode der Immundefizienz (CD4"
T-Zellen >100), die mit wachsendem Alter des Patienten ebenfalls zunimmt und im
Hinblick auf das oben erwahnte padiatrische Patientenkollektiv (Durchschnittsalter:
9 Jahre) durchschnittlich drei Monate umfasste. Fir gewohnlich beginnt die
Problematik der Transplantatabstofiung mit der Entwicklung eines gemischten
Chimarismus, und indiziert die Infusion von Spenderlymphozyten. Aber auch das
Eintreten lebensbedrohlichen viraler Infektionen und Pilzinfektionen stellt eine
Indikation fur die Applikation immunkompetenter T-Lymphozyten dar. Die Anzahl,
derim Inoculum enthaltenen T-Lymphozyten beschrankt sich derzeit allerdings auf
ein Maximum von 3 x 10* T-Lymphozyten/kg, da die Applikation gréRerer T-Zell-
Konzentrationen mit einem hdheren Risiko hinsichtlich der Entwicklung einer
GVHD verbunden ware.

Die Infusion immunkompetenter, nicht alloreaktiver T-Zellen konnte folglich in
Fallen der Transplantatabstol3ung, sowie bei lebensbedrohlichen Infektionen eine
therapeutische Option darstellen, die nicht langer mit dem Risiko einer GVHD-
Entwicklung behaftet ware.

Aus diesem Grund entwickelten wir Strategien fur eine spezifische Depletion
alloreaktiver T-Zellen unter Bewahrung der adoptiven immunologischen Effekte,
die durch die restlichen T-Lymphozyten hervorgerufen werden kénnen.

Unter den verwendeten Medien entsprach das Medium X-Vivo15 mit dem Zusatz
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von humanem AB-Serum in einer Konzentration von 10% am ehesten den
Kriterien, die fur die Generierung alloreaktiver Zellen in einer
Lymphozytenmischkultur (MLC) ausschlaggebend waren.

Um mit Hilfe einer MLC spezifisch aktivierte, alloreaktive T-Lymphozyten zu
generieren, etablierten wir drei verschiedene Methoden der T-Zellstimulation. Aus
diesem Grund wurden die potentiell alloreaktiven T-Lymphozyten zusammen mit
bestrahlten peripheren mononuklearen Zellen (PMNC) (1), mit bestrahlten PMNC
nach Ubernachtinkubation mit Zytokinen (2), in Anlehnung an die Versuche
Bisharas et al., sowie mit bestrahlten Dendriten (3), monozytaren Ursprungs,
kultiviert. Die Ausgangszellzahl der PMNC vor Kulturbeginn sollte dabei
mindestens 20 x 10° periphere mononukleére Spenderzellen umfassen, da durch
die Zellkultivierung und das anschliefende Depletionsverfahren durchschnittlich
10-15% der ursprunglichen Lymphozyten verloren gingen. Nach 72 Stunden
exprimierten die entsprechenden T-Lymphozyten in unterschiedlichen
Prozentsatzen die Aktivierungsantigene CD25, CD69, HLA-DR, CD71, CD95,
CD161, CD28, CD90, CD8 und CD56, was mittels FACS-Analyse gezeigt und
grofdten Teils durch Angaben in der Literatur bestatigt werden konnte. Dies zeigte,
dass die Aktivierung alloreaktiver T-Lymphozyte in vitro moglich war und dass
neben den verwendeten Antigenen weitere Aktivierungsmarker, wie z. B. das
CD71- oder CD161-Molekul fur die immunomagnetische Depletion herangezogen
werden konnten. Betrachtete man die Ko-Expression der Aktivierungsmarker
CD25, CD69 und HLA-DR mit Hilfe eines sekundaren GAM-Antikdrpers (Goat-anti-
Mouse), so wurden, auch von anderen Arbeitsgruppen, die hochsten
Aktivierungsraten erreicht, wenn die Responder-T-Lymphozyten mit dendritischen
Zellen ko-kultiviert worden waren, gefolgt von zytokinprainkubierten PMNC und
unbehandelten PMNC. Aus diesem Grund favorisierten wir die
Stimulationsverfahren mittels zytokinmodifizierte PMNC oder dendritischer Zellen
in Hinblick auf die Generierung alloreaktiver Zellen.

Der gunstigste Zeitpunkt fur die anschlieRende immunomagnetische Depletion
schien, im Hinblick auf die Expressionskinetik der Aktivierungsmarker, in der
initialen Phase der T-Zellaktivierung zu liegen, da zu diesem Zeitpunkt die klonale

Expansion entsprechender alloreaktiver Lymphozyten noch nicht eingesetzt hatte
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und folglich von einer groReren Depletionsreinheit ausgegangen werden konnte.
Durch die immmunomagnetischen Depletion gegen die Oberflachenmarker CD25,
CD69 und HLA-DR mit Hilfe der Dynalbeads konnten die alloreaktiven T-
Lymphozyten, effizient depletiert werden. Dabei korrelierte die Effizienz der
Depletion positiv mit der vorausgegangenen allogenen Aktivierung. Auch innerhalb
der folgenden vierundzwanzigstindigen Restimulation konnte in jeder
Versuchsreihe eine Reduktion der Alloreaktivitat anhand einer verminderten
Interferonsekretion, sowohl im Sekretions-Assay, als auch im Elispot-Assay,
verglichen mit der Ausgangsituation vor Depletion bestatigt werden. Auch weitere
funf Tage spater zeigte sich in der Aufnahme des tritiummarkierten Thymidins, als
Zeichen der proliferativen Zellaktivitat, eine deutlich reduzierte Immunantwort nach
Restimulation durch die ursprunglich verwendeten allogenen Stimulatoren. Die
ubrigen T-Zellen besalRen nachweislich weiterhin eine immunologische Aktivitat in
Gegenwart von ,third party“ Zellen, Tetanus Toxoid, CMV-Antigen und PHA
(Phythamaglutinin).

Das oben beschriebene Verfahren wurde es uns erlauben, die Intensitat des
Konditionierungsregimes im Vorfeld der Transplantation zu reduzieren, da neben
einigen Zellen innerhalb der CD34" Population auch eine Subpopulation der T-
Lymphozyten, namlich die zytotoxischenT-Zellen (CTLs) Uber eine Veto-Aktivitat
verfugen und so Toleranz gegen das allogene Transplantat induzieren kénnten.
Die Durchfuhrung einer intelligenten T-Zell-Depletion, deren Vorzeichen sich nicht
langer danach richtet, wie viele T-Zellen im Inoculum maximal enthalten sein
durfen, ohne eine GVHD zu induzieren, sondern, die viel mehr danach fragt, wie
viele Lymphozyten nétig sind, um eine AbstoRungsreaktion, bzw. eine Infektion
und ein haufig daraus resultierendes Rezidiv der Grunderkrankung therapeutisch

anzugehen, konnte einen Fortschritt in der allogenen Transplantation darstellen.
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6.Verzeichnis der Abkurzungen

A

A

AlM

AK

ALL
AML
ANC
APC
APC

B

g+

B6 hCD4
B6/D2
B7-1
B7-2
BALB/c (H-2d)
BSA

C

o
C3H/HeJ
C3H.SW
C57BL/6
C57BL/6 (H-2b)

Autologe Responderzellen einer Versuchsperson
Bestrahlte autologe Responder- (Spender-) Zellen
activation inducer molecule

Antikorper

Akute lymphatische Leukamie

Akute myeloische Leukamie

absolute neutrophil count

Antigenprasentierende Zellen

Allophycocyanin

Allogene Stimulatorzellen

Bestrahlte allogene Stimulator- (Empfanger-) Zellen
Mausmodell

Mausmodell

Ligand fur CD28

Ligand fur CD28

Mausmodell

Bovines Serumalbumin

»third party® Stimulatorzellen

Bestrahlte ,third party“ Stimulatorzellen
Mausmodell

Mausmodell

Mausmodell

Mausmodell

C57BL/6xDBA F1 (H-2b/d)Mausmodell

C57BL/6J
CFDASE
CD

CLL

CML
CMmV
ConA

Mausmodell
Carboxyfluoresceindiacetatsuccinimidylester
Cluster of Differentiation

Chronisch lymphatische Leukamie
Chronisch myeloische Leukamie
Zytomegalievirus

Concanavalin
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*1Cr Chromisotop

¥7Cs Casiumisotop

CsA Cyclosporin A

CTL Zytotoxische T-Lymphozyten

CTLA4-Ig Ligand

dioG Diacylglycerol

DLI Donor Lymphocyte Infusion

DNA Desoxyribonukleinsaure

EA 1 Early activation Antigen

EBV Eppstein-Barr-Virus

EDTA Komplexbildner

ELISPOT Assay Enzyme Linked Immunospot Assay

F1 Erste Filialgeneration

FACS Fluorescent Activated Cell Sorter

Fc Konstanter Anitkorperabschnitt

FCS Fetales Kalberserum

FITC Fluoreszinisothiocyanat

FSC Forward Scatter

Fv Variabler Antikorperabschnitt

GAM Goat-anti-Mouse

G-CSF Granulozyten Kolonie stimulierender Faktor

GIT Gastrointestinaltrakt

GMP good manufacturing practice

GM-CSF Granulozyten/Makrophagen Kolonie stimulierender
Faktor

GvHD Graft versus Host Erkrankung

aGvHD Akute Graft versus Host Erkrankung

cGvHD Chronische Graft versus Host Erkrankung

GvL Graft versus Leukaemia

GVvHR Graft versus Host Reaction

He Helium

high

Hochpositiv
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L1210-Fas
LNGFR
LPS
mADb
MACS
mHA
MHC
Mis
MLC
MLR
MLR3
MMB3.9
MPC
MRD
mMRNA
MTX
NCAM
Ne

Human Leucocyte Antigen
Humanes Serumalbumin
hamatopoetische Stammzelltransplantation
Selektiv depletierte T-Lymphozyten
Herpes Simplex Virus Thymidinkinase
[6-H?]-Thymidininkorporation
Helper T-Lymphocyte Precursor
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Interleukin 2 Rezeptor
Immunotoxin
Knochenmarktransplantation
Ligand

Fas-Molekul

human low-affinity nerve growth factor receptor
Lipopolysaccharid

Monoclonal Antibody

Magnet activated cell sorter
Minor-Histokompatibilitatsantigen
Haupt-Histokompatibilitatskomplex
Lymphozytenstimulationsantigene
Mixed Lymphocyte Culture

Mixed Lymphocyte Reaction

CD69 Molekdl

Mausmodell
Magnetpartikel-Konzentrator
Minimal Residual Disease
Messenger RNA

Methotrexat

Neural cell adhesion molecule

Neon
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NGF Non-Hodgkin-Lymphom

NKR-P1A Killer cell lectin-like receptor subfamily B, member 1
NK-Zellen Naturliche Killerzellen

NMDP The National Marrow Donor Program
OKT3 Stimulans

OVA Stimulans

P-14 TCR Rezeptor

PBMC Peripher Blood Mononuclear Cells
PE Phycoerythrin

PE Pseudomonas Enterotoxin

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein

PHA Phythamaglutinin

Pl Propidiumiodid

PMA Stimulans

PMNC Periphere mononukleare Zellen
PKC Proteinkinase C

PI-3 Kinase Phosphokinase

R Receptor

RAG Recombination Activating Gene
riIFN Rekombinantes Interferon

RNA Ribonukleinsaure

sCD Im Serum geloster Cluster of Differentation
SCID Severe Combined Immundeficiency
SFM Serumfreies Medium

Sl Stimulationsindex

SSC Side Scatter

TBI Total Body Irradiation

TCR T-Zellrezeptor

TCRa T-Zellrezeptorap

TCRyd T-Zellrezeptoryd

Th T-Helfer-Zellen

TNF

Tumor Nekrose Faktor
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VEA
VLA-1
\4Y%
4F2
ZKRD

Very early activation

Very Late Activation Antigen

Varizella-Zoster-Virus

Insulinrezeptor

Zentrales Knochenmarkspender Register Deutschland
Positiv

Negativ



156 7. Tabellenverzeichnis

7.Tabellenverzeichis

Tab. 2.4-01 Nichtfluoreszierende Antikdrper flr die selektive Zellseparation
auf Magnetpartikel-Konzentrator-Basis (MPC™.-1)

Tab. 2.5.2-02 Kontroll-Antikorper flr die durchflulizytometrische Analyse

Tab. 2.5.3-03 Antikorper zur Expressionsanalyse von Zellpopulationen

Tab. 2.5.4-04 Antikdrper zur Analyse Interferon-y sezernierender Zellen
(Sekretions-Assay, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

Tab.2.12.2-05 Belegungsplan fur den Elispot-Assay

Tab. 3.1.1-06 Schematische Ubersicht tUber die Kulturbedingungen
Alleinige Zellkultivierung der Responderzellen (A) als initialer
Bezugspunkt der Reaktionsfahigkeit, sowie Ko-Kultivierung der
Responderzellen mit bestrahlten allogenen Stimulatorzellen
(B*¥) in einer Mikro-MLC und Kultivierung der Responderzellen
nach Zugabe von Phythamagglutinin (PHA) als Reagenz flr
eine maximale T-Zellaktivierung. Kultivierung in X-Vivo 15-,
RPMI 1640- und SFM-Komplettmedium, unter Zusatz von
humanem AB-Serum oder fétalem-Kalberserum (FCS)

Tab. 3.1.1-07 Mittelwert und Standardabweichung der in Abb. 3.1.1-01

dargestellten [6-H%-Thymidineinbauraten bezogen auf die
allogene und die maximale Stimulierbarkeit. Bewertung des

Unterschiedes zwischen den Einbauraten

Tab. 3.1.2.1.1-08 Oberflachenmarker auf allogen aktivierten T-Lymphozyten
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Tab. 3.1.2.1.1-09

Tab. 3.1.2.1.2-10

Tab. 3.1.2.1.2-11

Tab. 3.1.2.1.3-12

Tab. 3.1.2.2-13

Tab. 3.1.2.2-14

Schematische Ubersicht liber die GAM-positiven Zellen aus 18
unabhangigen Versuchen nach dreitagiger Kultivierung in

unterschiedlichen Kultursystemen

Elispot-Assay
Interferon-y Nachweis
Auflistung der Ergebnisse aus 16 unabhangigen Versuchen.

Gemessen wurde jeweils die Anzahl der ,spots®

Sekretions-Assay

Tabellarische Darstellung des Prozentsatzes an Interferon-y
produzierenden T-Lymphozyten aus 9 unabhangigen
Versuchen unter Verwendung unterschiedlicher allogener

Stimulatoren

Proliferations-Assay

Darstellung der Stimulationsindizes ausgehend von der Mikro-
MLC in jeder Versuchsreihe, die durch ,unbehandelte* PMNC
stimuliert und deren Stimulationsindex gleich 100% gesetzt

wurde

Aktivierungsantigene auf der Oberflache von T-Lymphozyten

Ubersicht (iber den Verlauf der Antigenexpression auf T-Zellen
innerhalb eines Zeitraums von sechs Tagen nach dem
Ansetzen der MLC. In folgender Tabelle sind die prozentualen
Anteile an Lymphozyten dargestellt, die die entsprechenden

Antigene exprimierten
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Tab. 3.2.2-16

Tab. 3.2.2-17

Tab. 3.2.3-18
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Versuchen

Sekretions-Assay

Tabellarische  Ubersicht  (ber die Effizienz  des
Depletionsverfahrens nachgewiesen, anhand von Interferon
sezernierenden Zellen aus zwolf unabhangigen Versuchen mit

Hilfe des Sekretions-Assays

Elispot-Assay

Tabellarische  Ubersicht (iber die Mittelwerte aller
Versuchsreihen, bestehend aus jeweils vier unabhangigen
Versuchen. Die Anzahl der ,spots*ist als Prozentsatz der MLC,
die durch ,unbehandelte® PMNC stimuliert und gleich 100%

gesetzt wurde, wiedergegeben

[[6-H*]-Thymidin-Proliferations-Assay

Tabellarische Ubersicht (ber die Mittelwerte aus allen
Versuchsreihen bestehend aus jeweils vier unabhangigen
Versuchen vor und nach der Depletion. Die Anzahl der
radioaktiven Ereignisse ist als Prozentsatz der MLC, die durch
,unbehandelte* PMNC stimuliert und 100% gesetzt wurde,

wiedergegeben
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Quantitatives Nachweisverfahren von sezerniertem Interferon-y
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