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Einleitung 1
1. Einleitung
1.1. Stammzelltransplantation

Die Transplantation von Knochenmark oder Cbadfgereinigten, haematopoetischen
Progenitorzellen bietet einen kurativen Therapiagns fur Patienten mit
fortgeschrittenen malignen Erkrankungen wie Leulgmmalignen Lymphomen oder
soliden Tumoren, aber auch fur nicht maligne Erkuaigen, wie schwere aplastische
Anamien und angeborene Immundefekte [8].

Bei dieser zuséatzlichen Therapieoption wird durdneeHochdosischemo- und
Strahlentherapie eine Myeloablation erreicht. Dieseeversible Aplasie des
Knochenmarks wird durch die Transplantation von ¢&trenmark oder peripheren
Blutstammzellen Uberwunden. Das Prinzip der Trargption besteht also in einem
kompletten Ersatz der Hamatopoese, das heil3t delaviyind Lymphopoese eines

Patienten.

Wahrend dieKnochenmarkstransplantatiofKMT) lange Zeit die Therapie der Wahl
darstellte, gilt heute di&tammzelltransplantation aus peripherem BRBBSZT)als

bedeutende Alternative. Grenzen der allogenen KM die mangelnde Verfugbarkeit
an Spendern, das Risiko der Abstol3ung einersettsandererseits die Mdglichkeit der
Entwicklung einer Graft-versus-Host Erkrankung. $eie Nachteilen versucht man

mittels PBSZT zu begegnen.

Bei der PBSZT werden unter Gabe rekombinanter h@moatischer Wachstums-
faktoren, wie z. B. G-CSF und GM-CSF, die Stamieredes Spenders aus dem
Knochenmark in die Peripherie mobilisiert. Zur Zgelvinnung dienen die im
Gegensatz zur Knochenmarkspunktion schmerzfreiehkdgheresen [15]. Hierbei wird
ein extrakorporaler Kreislauf mit Zellseparatorden Spender angeschlossen. Danach

werden die Leukozyten durch selektive Zentrifugaties Blutes isoliert.
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Die autologeTransplantation besteht in einer Reinfusion ist#ieZellen des Patienten
nach myeloablativer Hochdosischemotherapie. Siét sbei soliden Tumoren als
Therapieansatz im Vordergrund, birgt jedoch die aBefder Kontamination des
Transplantats mit Tumorzellen in sich. Diesem Risikegegnet dieallogene

Transplantation mit der Rekrutierung eines gesuddispenders.

Entscheidend fir die Toleranz des allogenen Transais ist eine weitgehende
Ubereinstimmung der HLA-Antigene  (Humane-Leukozyfettigene), der
sogenannten Histokompatibilitatsmerkmale, die amhdChromosom 6 kodiert werden,
in unterschiedlichen Klassen auf allen kernhaltigetien vorhanden sind und einen
ausgepragten Polymorphismus aufweisen [14]. Es ewerddlasse-I- und Klasse-lI-
Antigene unterschieden. Die fur die Klasse-I-AntigeHLA-A, HLA-B und HLA-C
kodierenden Gene bilden eine Einheit aus 3 benaEtb&enorten. Die Klasse-II-
Antigene HLA-D unterteilt man in HLA-DR, -DQ, undM Je ein Allel aus HLA-
Genen wird als ,Haplotyp® von einem Elternteil vdre Geschwister weisen somit eine
25 %ige Wahrscheinlichkeit auf, HLA-identisch, dasif3t in beiden Allelen eines
Locus identisch zu sein. Die Ubereinstimmung nunesi HLA-Allels wird als
»haploidenter HLA-Typ" bezeichnet.

Transplantationen tdber HLA-Grenzen hinweg warergdaéeit aufgrund des Graft-
versus-Host-Effekts alloreaktiver T-Zellen des H@antats einerseits sowie des hohen
AbstoRungsrisikos andererseits erfolglos. Durch Erewicklung des ,Megadose*-
Konzeptes [88], welches in einer Anreicherung vdd3& Vorlauferzellen besteht,
konnten diese Hindernisse weitgehend GiberwundedendB,15,52,71].

Unter Anwendung dieser Technik besteht seit kuraiem Moglichkeit, Familien-
mitglieder mit einem haploidenten HLA-Typs als Sgenzu verwenden.

Sowohl die positive Selektion der CD32ellen als auch die T-Zell-Depletion gelingen
mit Hilfe des Magnetic-activated Cell Sorting, d@genannten MACS-Anreicherung
[40]. Die in der Leukapherese gewonnenen Zellen damr mit magnetischen
Antikérpern gegen das entsprechende Oberflacheymamtnarkiert. Uber eine Saule in
einem starken Magnetfeld werden die markierteneiefjebunden und damit von den

nicht markierten separiert. Bei der T-Zell-Deplatiwerden die Zellen ebenfalls mit
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Antikorpern markiert, und die gewonnene Fraktiamaliert.

Zur phanotypischen Differenzierung der Zellen desukapheresats sowie des
Transplantats eignet sich die Durchflusszytometsie. bedient sich des Prinzips der
Markierung charakteristischer ,Cluster of Differiation”, sogenannter CD-Molekdle,
die als Epitope auf der Zelloberflache exprimieerden.

So lassen sich T-Zellen anhand ihrer Oberflacheekidgruppe CD3, welche eng mit
dem T-Zell-Rezeptor (TZR) assoziiert ist, ideaidren. Die T-Zell-Subpopulationen
unterteilen sich in CD4T-Helfer-Zellen, die von MHC-Klasse-Il/Peptidkonepkn
aktiviert werden, und CO8 zytotoxische T-Zellen, die mit MHC-Klasse-1/Peptid
komplexen reagieren.

B-Zellen exprimieren CD19, fur NK-Zellen ist die fiession der Oberflachenmolekile
CD16 und CD56 charakteristisch.

CD34 ist ein charakteristisches Antigen hamatopobk@r Progenitorzellen. Mittels
fluoreszenzmarkierter, monoklonaler Antikérper gegeépitope dieses trans-

membranaren Proteins lassen sich diese Zellenifidesren und quantifizieren.

1.2. Die lymphatische Ontogenese

Alle zellularen Elemente des Blutes entstehen dusipptenten hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks. Diese teilen sich einen lymphatischen

Progenitorzelltyp, aus dem die NK-, B- und T-Zellbervorgehen, sowie einen
myelopoetischen Progenitorzelltyp, aus dem sich n@czyten, Monozyten,

Erythrozyten und Megakaryozyten entwickeln. B- uhdellen werden durch ihren
unterschiedlichen Differenzierungsort, fur T-Zellen Thymus und fir B-Zellen im

Knochenmark, durch ihre Antigenrezeptoren und Fuektion unterschieden.

T-Zellen unterteilt man bezuglich ihrer Funktion zgtotoxische T-Zellen, die durch
ihre Granzyme und Perforine Zielzellen lysieren (8d T-Helferzellen, welche mit
weiteren Zellen interagieren. Neben direktem Zeitlhét gelingt dies auch tber die
Sekretion von Zytokinen. Diese Zytokine sind IdsécProteine, die Uber die Bindung

an spezifische Rezeptoren auf Zielzellen und nastdigdtete, intrazellulare
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Signaltransduktionswege auf das Verhalten dieskerZzeinwirken kénnen [48].

Im Thymus findet das T-Zell-Rezeptor-Rearrangemender CDZCD7'CD3
Thymozyten statt. Dabei handelt es sich um einekbimbination der Genelemente, die
die variablen Regionen der TZR-Ketten kodieren. dieke Weise wird eine Vielfalt an
TZR generiert, um das Erkennen moglichst vieler seleledener Antigene zu
gewahrleisten. Die friihen Thymozyten sind fir CDW (D8 noch doppelt negativ.
Mit der weiteren Heranreifung exprimieren die Vofirzellen jetzt neben dem T-Zell-
Rezeptor und CD3 sowohl CD4 und CD8 auf ihrer Qéehie. Nach der Ausbildung
des TZR findet die T-Zell-Selektion im Thymus stalabei kommt es zu einer
Interaktion zwischen TZR und MHC-Molekulen der Thysepithelzellen. Findet keine
Bindung statt, ist die Bindung zu stark, oder redggdie heranreifende Zelle mit
Autoantigenen, so wird die Zelle apoptotisch [5]1163]. Dies wird unter negativer
Selektion subsumiert. Die positive Selektion findgthrend der Reifung von doppelt-
positiven Thymozyten in CD4 oder CD8 einfach pesitZellen statt. Dabei gehen alle
Thymozyten, die mittels ihres T-Zell-Rezeptors ineen Zeitraum von drei bis vier
Tagen mit eigenen MHC-Komplexen interagieren, nichtlie Apoptose ein, sondern
uberleben.

Nach ihrer Reifung im Thymus werden die T-Lymphezyin die Zirkulation entlassen.
Dort findet eine weitere Differenzierung statt. VAntigenkontakt werden die reifen
T-Zellen als naiv bezeichnet und tragen das Olmrfidantigen CD45RA. Bei der T-
Zellaktivierung interagieren die T-Zellen mit Zealleles unspezifischen Immunsystems,
den sogenannten antigenprasentierenden Zellen (AR€)z.B. dendritischen Zellen,
B-Zellen oder Monozyten. Die APC erkennen und Jsrden ein Fremdantigen,
prasentieren es mit Hilfe ihres MHC-Klasse-II-Madlék auf der Zelloberflache und
schaffen zusétzlich das geeignete Zytokinmiliea.(W.-12). Eine spezifische T-Zelle
erkennt nun mit Hilfe ihres T-Zell-Rezeptors dabwedene Antigen. Dies fuhrt zur
Bildung eines trimolekularen Komplexes aus TZR,igertem Peptid und MHC.
Zusatzlich ist ein kostimulatorisches Signal zwesthdem B7-Molekil der APC und
dem CD28-Molekil der T-Zelle erforderlich. Mitteistrazellularer Signaltransduktion
primar Uber Tyrosinkinasen kommt es zu einer Getividrung im Nukleus der Zelle.

Der wichtigste Prozess dabei ist die Transkripties Interleukin-2-Gens [13]. Aus der



Einleitung 5

naiven T-Zelle entwickeln sich nun zytokinprodueiede Effektorzellen. Einige dieser
Effektorzellen treten in einen Pool ruhender Getféishellen ein, die durch das
Antigen CD45RO charakterisiert werden [48]. Bei esin zweiten Antigenkontakt
entstehen aus den Gedachtniszellen erneut Effelltenz die durch beschleunigte
Proliferation und Zytokinproduktion eine Boosterudgr Immunantwort bewirken.
Gedachtniszellen zeichnen sich zudem durch die hteshKapazitat aus, auf
Aktivitatsstimuli zu reagieren [2,96,108].

Im Gegensatz zu den CD%-Zellen unterscheidet die CD45RA/CD45RO-Expressio
bei den CD8 Zellen nicht ausreichend zwischen naiven und Gedésellen [75].
Bei denCD8'CD45RA Zellen handelt es sich um bereits gereifte T-ZeNezhrend die
CD8 CD45RA Subpopulationweiter unterteilt wird in CD27 naive T-Zellen mit
Suppressor-Funktion, jedodhnezytolytische Funktion und die CD2ieifen CTL im
engeren Sinne mit ausgepragter zytolytischer Wigkunittels Perforin und Granzym B
[39].

Anhand der phéanotypischen Charakterisierung der leizel durch ihre
Oberflachenmolekile lassen sich also nicht nur Agess Uber die Funktion, sondern

auch uber den Entwicklungs- und Aktivitatszustaad£kellen treffen [108].

1.3. Die Immunrekonstitution

Bei der Regeneration nach der Transplantationeghterglichen mit der lymphatischen
Ontogenese Unterschiede [31]. FiUr die T-Zell-Rektutn existieren zwei
Regulationswege — Thymus-abhangig oder Thymus-uirahy [44,63,71,97].

Der Thymus-abhangig&Veg ist durch eine Generation ,neuer* T-Zellen Timymus
gekennzeichnet. Dabei entsteht die Diversitat deZellFRepertoires durch ein
Rearrangement der T-Zell-Rezeptor-Gene sowie dposlitive und negative Selektion
im Thymus. Dieser Prozess ahnelt der lymphatischetogenese und wird deshalb als
.Rekapitulation der Ontogenese“ bezeichnet. Dieeststandenen naiven T-Zellen
exprimieren CD45RA mit Koexpression von CD62L [437/R]. Die Bedeutung des

Thymus fir die Generation ,neuer’ T-Zellen wird del an der Untersuchung



6 Einleitung

thymektomierter KM-Empfanger [45], bei denen die £0D45RA™ Zellzahl im
Gegensatz zu den thymustragenden Empfangern audddobéte nach KMT nicht
rekonstituiert war. Bei den CD&ellen hingegen wurde dieser Unterschied nicht
festgestellt.

AulRerdem existierelThymus-unabhangig&§vege der T-Zell-Regeneration, die eine
extrathymische Differenzierung von Vorlauferzelleder eine periphere Expansion
reifer T-Zell-Populationen aus dem Transplantanbeiten [31,45]. Zellpopulationen,
die sich von diesen Wegen ableiten, sind typischiesmvkeine klassischen T-Zellen
[63]. Bei athymischen Mausen wurde nach KMT mit @iDepletion eine starke
Expansion reifer T-Zellen festgestellt [63]. Es teés also eine Abhangigkeit vom
Funktionszustand des Thymus mit einer Zunahme dgiplperen Expansion bei
thymusdefizienten Empfangern und damit auch betgéschrittenem Alter der
Patienten. Nach Mackall et al [63] ist die perighdtxpansion im Gegensatz zur
Thymus-abhangigen Reifung weniger effizient. Dudah periphere Expansion werden
T-Zellen mit Gedachtnis-Phanotyp vermehrt. Die delt®, dass diese Zellen das TZR-
Rearrangement schon vollzogen haben, ist ein Gfiinddie eingeschrankte TZR-
Diversitat der peripheren Expansion. Diese ist eddd® abh&ngig vom Antigenmilieu
des Empfangers zur Zeit der Expansion. Eine geringe-Diversitat mindet in die
Unfahigkeit des Empfangers auf Neoantigen zu reagieJedoch ist die periphere
Expansion verantwortlich fur die frihe schiitzenaenunitat kurz nach Transplantation
[71]. Sie verhindert zudem nicht die Thymus-abhgagi-Zell-Entwicklung [79].
Insbesondere CDgellen regenerieren Thymus-unabhangig, jedoch rmitliéhem
CD45RA/CD45RO-Muster [44].

Individuelle Unterschiede in der Immunrekonstitatidreten in Abhangigkeit von
verschiedenen Faktoren auf. Dazu z&dhlen unter andefie Transplantationsform,
Alter und Grunderkrankung des Patienten, Kondigamgsregime, G-CSF-Gabe nach
Transplantation, GVHD-Prophylaxe sowie das Aufinezener GVHD.

Letztere stellt eine der wichtigsten Ursachen florbditat und Mortalitdt nach
Transplantation [15] dar. In der afferenten Phdeeakuten GVHD werden vermehrt
HLA- und Leukozytenadhasionsmolekile in den Ziedwrgn Haut, Leber und

Gastrointestinaltrakt exprimiert. Zusatzlich liegh Zytokinungleichgewicht durch die
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Konditionierung, Infekte und andere Faktoren voeif& immunkompetente T-Zellen
des Spenders erkennen die Haupt- und Nebenhista@tdmipitsantigene des
Empfangers als fremd und werden aktiviert. In désrenten Phase kommt es zu einer
Aktivierung inflammatorischer Effektorzellen wie rauBeispiel der Monozyten und
NK-Zellen. Die MNZ produzieren vor allem TH1-Zytold, wie IL-1, IFNy und TNF-

a, die eine direkte Gewebszerstérung und Apoptos&eléen bewirken [5,29].

Die chronische GVHD tritt nach Tag + 100 auf. Siedwebenfalls durch alloreaktive
T-Zellen hervorgerufen, und ahnelt einer Autoimekmankung mit zirkulierenden
Autoantikdrpern [61].

Gleichzeitig sind die Spender-T-Lymphozyten gegestliche Tumorzellen gerichtet,
was man sich als GVL(Graft-versus-Leukemia)-Effaktutze macht [53]. Zielantigene
des GVL-Effektes sind dabei Major- und Minorhistakmatibilitatsantigene, die als
Neoantigene auf Leukamiezellen exprimiert werdaterals hamatopoesespezifische
Antigene auf normalen und malignen hamatopoetis&eien auftreten [56]. Zu den
Effektor-Zellen gehéren die CDZellen tber ihre Zytokinproduktion und die CD8
T-Zellen, die Uberwiegend durch das Perforinsysmmotoxisch wirken. Auch NK-

Zellen werden als Effektor-Zellen diskutiert.

1.4. Rolleder Zytokine und das TH1/TH2-Paradigma

Neben der Antigenprozessierung und —prasentaaterhdie APC bei der Interaktion
mit T-Zellen die Aufgabe, Zytokine (v. a. IL-12,NFy und IL-4) zu sezernieren. Das
jeweilige Zytokinmilieu, Kostimulatoren und die Ades Peptid-MHC-Komplexes
bewirken nach Antigenstimulation eine Differenzieguder naiven CD4T-Helfer-
Zellen in TH1- und TH2-Zellen, wie von Mosmann ét[Z0] am murinen Modell
erstmalig gezeigt wurde.

TH1-Zellen fihren durch Sezernierung der Zytokibe€) IFN-y, TNF und GM-CSF
Uber eine Aktivierung zytotoxischer und phagozytesc Funktionen in Effekorzellen
wie CTL, NK-Zellen und Makrophagen zu einer zellmételten Immunitat, die eine

Abtotung der Zielzelle sowie ausgepragte Entziindvogyange bewirken kann.
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TH2-Zellen hingegen aktivieren durch Sekretion Jar4, IL-5, IL-6, IL-10 unter
anderem die B-Zellen, die durch Produktion spediies Antikbrper die humorale
Immunantwort hervorrufen [75,95,107,114]. IL-10 ilmbrt aul3erdem die
Makrophagenaktivierung.

Das jeweilige Zytokinmilieu verstarkt die entsprene TH-Antwort autokrin und ist
gleichzeitig in der Lage, die jeweils andere THigepulation zu inhibieren [12].

Von Firestein et al [30] wurde fur murine CDZell-Klone erstmalig eine Untereinheit
mit unbegrenztem Zytokinmuster beschrieben. Diesgop8pulation wurde als
Vorlaufer der TH1 und TH2-Lymphozyten , THO-Zelleb&zeichnet [26].

Neben ihrer zytotoxischen Funktion sezernieren ha@D8 Zellen Zytokine.
Vergleichbar mit dem TH1/TH2-Paradigma lassen &é@ & TC1- und TC2-Zellen
unterteilen. Das jeweilige Zytokinmuster der T-Adhtereinheiten entspricht dabei
dem fur TH1- und TH2-Zellen geschilderten [4,19,32])dem unterscheiden sich die
beiden CD8 Subpopulationen in verschiedenen Wegen der Zyizitak[32].

1.5. Ziel der Arbeit

Transplantationen von CD34angereicherten, peripheren Blutstammzellen mit nur
partieller Ubereinstimmung von HLA-Antigenen stelleine neue und bahnbrechende
Entwicklung in der hamatologischen und onkologischberapie dar. Sie erweitern die
bisher eng gesetzten Grenzen der Spenderauswagihwirelfaches.

Zur GvHD-Prophylaxe ist jedoch eine starke T-Zedlgletion erforderlich. Es stellt
sich deshalb die Frage, wie sich die Transplamatiwchaufgereinigter, CD34
hamatopoetischer Stammmzellen auf die Regeneralssn Immunsystems auswirkt.
Deshalb wurde das Hauptaugenmerk dieser ArbeidmuRekonstitution des T-Zell-
Kompartiments nach SZT gelegt.

Priméares Ziel war eine nahere Charakterisierung degenerierenden T-Zell-
Kompartiments durch eine detailierte Analyse desanBtyps der T-Zell-
Subpopulationen.

Zur Beurteilung der Funktionalitdt der regenerielem T-Zellen wurde in einem
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zweiten Schritt das Zytokinprofil nach Stimulatider Zellen in Quantitat und Qualitat
erfasst.

In einem weiteren Schritt sollte die Auswirkung dierhen peripheren Expansion der
transplantierten T-Zellen, erkenntlich am PhanoGpP45RJ, und der im weiteren
Verlauf zunehmenden, Thymus-abhangigen Regeneratidrer CD45RA T-Zellen

auf die Zytokinproduktion dargestellt werden.



