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4. Diskussion

4.1. Diskussion der Methodik

Bei den Experimenten wurden Zellen aus dem Vollblin Patienten nach
Stammzelltransplantation durch fluoreszenzmarki@rigkérper angefarbt und mittels
Durchflusszytometrie phanotypisch charakterisideolierte PMNZ der Patienten
wurden durch PMA und lonomycin zur Zytokinproduktistimuliert und die Zytokine
mittels ELISA und intrazellularer Zytokinfarbungrgessen.

In die Studie wurdenPatienten nach CD34 aufgereinigter, T-Zell-depletierter
allogener PBSZTmit haploidenten oder nichtverwandten Spendermesichlossen.
Dieses Kriterium umfasste ein beziglich der Gruk@gkung, des Erkrankungsstatus,
des Alters und der Anzahl der HLA-Mismatche heterggs Patientenkollektiv. Im
Folgenden werden diese Faktoren diskutiert. DiecBemdigkeit der Regeneration,
gemessen an den absoluten Zellzahlen, zeigte cleitlindividuelle Unterschiede. Um
Patienten mit einem vergleichbaren RegenerationgdstaGruppen zusammenzufassen,
wurde als Parameter der Gruppenzuordung anstatZeiemach Transplantation der
Anteil der CD4CD45RA™-Zellen im Vollblut gewahlt. Die Messwerte wurden
innerhalb der einzelnen Gruppen in Medianen mie@iereichen angegeben. Einige
Patienten verstarben im Beobachtungszeitraum unddemudamit nur zu frihen
Zeitpunkten nach Transplantation erfasst. Daher marspateren Zeitpunkten nach

Transplantation die Anzahl der untersuchten Prasgimger.

Die Patientenblutproben wurden im Rahmen von Reukbntrollen zu bestimmten

Zeitpunkten nach Transplantation gewonnen. Dabededarauf geachtet, dass die
Proben innerhalb von 24 Stunden nach Entnahme mvertgbeitet wurden, um die

Stimulationsversuche nicht durch eine zunehmendezall apoptotischer Zellen zu
verfalschen. Die hier experimentell erfassten Enggde zu Immunrekonstitution und
Zellfunktion stellen Momentaufnahmen einer indivetlan Regeneration dar.

Fur die Zellstimulationen wurden aus dem Vollbluttets Ficoll separierte PMNZ von

Patienten verwendet. Dagegen basieren viele Ausséber das Verhalten von T-
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Zellen auf Experimenten mit T-Zell-Klonen, wie ziBeispiel das von Mosmann et al.
[70] erstmals beschriebene TH1/TH2-Paradigma. Diesimterschied muss in der

Einordung der Ergebnisse Rechnung getragen we8#n |

Zur Zellaktivierungwurden die Mitogene PMA und lonomycin verwendet,sie eine
nichtselektive, breite Lymphozytenaktivierung bewem [64]. Sie gelten als
verlasslichste T-Zell-Stimulanzien [98] und werdefiir die intrazellulare
Zytokinfarbung empfohlen [64]. Jedoch ist die Winkg von PMA und lonomycin auf
verschiedene T-Zell-Subpopulationen unterschiedlj2h wie im weiteren naher
ausgefuhrt wird. PMA aktiviert die zellulare Praotieinase C, wohingegen lonomycin
durch eine Zunahme der Membranpermeabilitat einestiég des intrazellularen €a
hervorruft. Diese beiden Mitogene interferieren damin intrazellulare
Signaltransduktionswege und zielen letztlich aufeeGenaktivierung hin. Anti-CD3
fuhrt zu einer direkten T-Zell-Rezeptorstimulatiomanti-CD28 initiiert ein
kostimulatorisches Signal Uber CD28 fur die T-Z#kivierung [9,12,66,83,113]. Das
intrazellulare C& steigt erst in weiteren Schritten der Signaltraision an. Die
Titrationsversuche ergaben fir anti-CD3 und ant28Deine deutlich niedrigere
Zytokinproduktion, insbesondere der TH1/TC1-Zytakinveshalb die Wahl auf PMA
und lonomycin fiel. Die Konzentrationsstufen flediitrationsversuche wurden unter
Bertcksichtigung der Literaturangaben [17,21,26,64,109] festgelegt.

Aullerdem weisen T-Zellen je nach Reifungsstadium teraohiedliche
Aktivierungsbedingungen auf. Naive Zellen habenglielhen mit Gedachtnis-Zellen
hohere Anforderungen an die Aktivierung. Dazu zéhler allem eine starke T-Zell-
Rezeptor-Interaktion mit kostimulatorischem Sign§2], hoéhere Mitogenkon-
zentrationen [20] und eine langere Stimulationdawéhrend Ged&achtnis-Zellen keine
Kostimulation benétigen [108].

Die naiven Zellen unterscheiden sich durch dier&ssion von CD45RA phanotypisch
von den CD45RO Gedachtniszellen. Jedoch postulieren verschiedantoren
[34,45,75] neben der Anderung von CD45RA zu CD45Rr&2h lang andauernder

Zellstimulation in vitro auch einen Shift in dietgagengesetzte Richtung. Dies wurde
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insbesondere bei CD&ellen beobachtet. Dagegen stellten Rufer et 2] {€st, dass
humane CD45R0Zellen den CD45RAPhanotyp nicht wieder annehmen. Dies gilt es,
insbesondere bei den im Folgenden dargestelltemugtiionsexperimenten zu
berticksichtigen.

Beim Vergleich mit anderen Versuchen muss die Abigkeit der Zytokinproduktion
von Art und Menge des Stimulanz und der Dauer dieubation berticksichtigt werden
[64]. Ein Vorteil der kurzen Stimulationsdauer loeir intrazellularen Farbung besteht
darin, dass aufgrund der geringen Anzahl apoptwis@ellen kaum eine Selektion
stattfindet.

Die Kinetik der Zytokinproduktion wurde in den Ttronsversuchen (siehe unter
3.2.1.) erfasst. Im ELISA wurden maximale Zytolonkentrationen nach 48 h bei IL-4
und nach 72 h bei den restlichen Zytokinen im Ulaeis gemessen. Dagegen
beobachteten Paliard et al [78] bei T-Zell-Kloném -2 und IL-4 einen Abfall der
Zytokinkonzentration nach 20 h, hervorgerufen duteh Verbrauch von IL-2 und IL-4
durch die Klone. IFN¢ stieg mit Dauer der Stimulation kontinuierlich an.
Entscheidend fur die Zytokinproduktion ist auf3erddien Mikroumgebung der Zellen
[82]. Hier spielen Zellgemisch, Zellzahl, Kulturmeoh [114], technische
Inkubationsbedingungen und nicht zuletzt das Zytwidieu eine wichtige Rolle. Durch
die Titrationsversuche wurden diese Faktoren fiire dwvorherrschenden

Versuchsbedingungen optimiert.

Zur Auswertung dezytokinproduktion mittels ELISAkkumulieren die Zytokine fir
die Dauer der Inkubation im Uberstand. Die Mengedamet sich also aus dem Integral
Uber der Inkubationszeit. Damit sind quantitativesagen tber die Zytokinproduktion
maglich, jedoch nicht Gber den zytokinproduzierendelltyp aus dem stimulierten
PMNZ-Gemisch. Auf diese Weise konnen zum BeispiEN4 produzierende
Monozyten, dendritische Zellen und Natirliche Kitellen die Ergebnisse verfalschen,
zumal PMA und lonomycin keine T-Zell-spezifischetintlanzien sind. Fir die
Versuche wurden kommerziell erworbene, standamtésieELISA-Platten mit

Reagenzien und Standardreihen verwendet. Die HEwpate wurden nach dem
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empfohlenen Prinzip als Doppelbestimmungen unteregilichen und reproduzierbaren
Bedingungen durchgefuhrt.

Bei der intrazellularen Zytokinfarbunghandelt es sich um eine semiquantitative
Methode, bei der diejenigen Zellen einzeln erfasstden, die fir das angefarbte
Zytokin zu einem bestimmten Zeitpunkt positiv sindurch eine gleichzeitige
Anfarbung der kennzeichnenden Oberflachenepitopméw diese Zellen phénotypisch
charakterisiert werden.

Dabei beeinflussen Farbung und AuswertungsprozaaisiEndergebnis. Laut Jung et al
erhoht Paraformaldehyd die Autofluoreszenz derefejt9]. Ahnliches wurde bei den
hier durchgefiuihrten Versuchen fir Saponin in Forimere Verschiebung der
Negativkontrollen beobachtet.

Nach der Farbung wurden die Zellen am FACSCalibuemessen.
Schwellenfluoreszenz-, Detektoren-, Gate- und Qaradneinstellungen stellen bei der
Auswertung zu optimierende Variablen dar, so dassVergleichbarkeit mit anderen
Studien eingeschrankt sein kénnte.

Als Aktivierungsmarker der intrazellularen Farbumgrde ein Antikorper gegen CD69
verwendet. CDG69 ist das friheste Glykoprotein naktivierung von T-Lymphozyten,
B-Lymphozyten und NK-Zellen, das auf der Zellobécfie exprimiert wird. Die
Expresssion von CD69 wird durch die Aktivierung &epteinkinase C induziert [58]
und ist damit ein geeigneter Indikator fur die gethulation mit PMA und lonomycin.

AulRerdem zeigt CD69 eine gesteigerte Zytokinpradakan [82].

Bei derAuswertung der Ergebnissais ELISA und intrazellularer Farbung wurde zur
Gruppeneinteilung der steigende Anteil an ODB45RA’-Zellen des Vollbluts
gewdahlt. Diese Zellpopulation zeigt eine fortsctamide, Thymus-abhangige
Regeneration an und erhéht dadurch die Vergleidetader einzelnen Messwerte
innerhalb einer Gruppe. Wie auch in Abbildung %eu3.3.4.1. ersichtlich, produzieren
diese Zellen hauptsachlich IL-2. Mit steigendem GQDE45RA™-Anteil nimmt folglich
die IL-2-Produktion zu. Die Gruppeneinteilung békisst damit das Endergebnis.

Der rein zeitliche Verlauf der Zytokinproduktion,ievunter 3.2.4. dargestellt, ist
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unabhangig von dieser Verfalschung, bertcksichédoch nicht die hinsichtlich des

zeitlichen Verlaufs individuell sehr unterschietlbclmmunrekonstitution.

Zur statistischen Datenauswertungvurden die Kovarianzanalyse und die
Regressionsanalyse durchgeflhrt.

Die Normalverteilung der Grundgesamtheit sowie H@mogenitat der Varianzen
waren dabei als Voraussetzungen erfullt. In derré&sgonsanalyse war zudem die
einseitige Abhangigkeit der Variablen gegeben. Ba&anzierung in der Varianzanalyse
war bei teilweise differierenden Stichprobenumfangeht immer vollstandig erreicht.
Die gewahlten statistischen Verfahren analysiedierErgebnisse treffend.

Mogliche StorgroRen der Experimente, wie zum Beisgas Alter des Patienten, die
Konditionierung oder die Menge der transplantieZefien, wurden in der Auswertung

nicht bertcksichtigt.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. Immunrekonstitution
4.2.1.1. Regeneration der NK-, B- und T-Zellen

Ein schnellesEngraftment nach T-Zell-depletierter, allogener PBSZT war blen
untersuchten Patienten mit einer absoluten Neuilleopahl (ANZ) groRer als 500/ul
nach 12 Tagen (Streubereich 8-24) trotz HLA-Diggéen mdoglich. Dies bestatigen
zum Beispiel auch Aversa et al. [8] fur ein erwastes Patientenkollektiv. Im
Vergleich zu KMT ist das Engraftment bei PBSZT sler [18,53,84,89].

In der vorliegenden Studie trat eine Normalisieruteg NK-Zellzahlen im friihesten
Beobachtungszeitraum, d. h. 0-2 Monate nach SZT Asmalog hierzu wurden nach
HLA-identer allo-PBSZT [81] sowie nach Haplo-PBSH] fur NK-Zellen nach ca. 1
Monat Normwerte gefunden. Nach KMT verlief die NKedeneration vergleichbar ab

[77]. Diese schnelle NK-Regeneration lasst sichrehaf eine Differenzierung
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transplantierter Vorlauferzellen zu NK-Zellen alg aine Expansion reifer NK-Zellen
des Transplantats zurlckfihren [93].

Fur die Immunrekonstitution ist aul3erdem die NKefdlaktivitat von Bedeutung. Die
KIR (Killer inhibitorische Rezeptoren) der NK-Zefieerkennen korpereigene HLA-
Klasse I-Molekule. Dadurch wird eine AktivierungrdeéK-Zellen verhindert. Erkennen
im Rahmen der Transplantation die NK-Zellen desnfpes die ,fremden* MHC-
Klasse I-Molekile der Empfanger-Zielzellen nicherden die NK-Zellen aktiviert und
lysieren die Zielzellen. Sind verbleibende Tumdeel vor allem bei myeloischen
Leukamien, Targetzellen der Lyse, bezeichnet mas dls Graft-versus-tumor Effekt
[13,56]. Eine GVHD wird dennoch nicht beglnstigh die NK-Zellen hauptsachlich
auf Zellen der Hamatopoese wirken und das Geweipe kéganden fur aktivierte NK-
Zellen zu haben scheint [93]. Die Entstehung e(®¢HD kann tber die Sezernierung
von TGF$ durch NK-Zellen sogar verhindert werden [27,69321.15].

Eine KIR-Liganden-Inkompatibilitat kann vor allemeibder haploidenten SZT im
Gegensatz zur UD-KMT die Gefahr einer GVHD und sifRezidivs, aber auch die
einer TransplantatabstoRung reduzieren, woflr wakislich die Hohe der
Stammzelldosis, die ausgepragte T-Zell-Depletiod die fehlende Immunsuppression
verantwortlich sind [23,94].

Die Frage nach der Funktionsfahigkeit der regerneme NK-Zellen bleibt in der
vorliegenden Studie unbericksichtigt. Von Pavletical [81] wird im Gegensatz zu

anderen Studien eine reduzierte Zytotoxizitat d€rd¢llen beschrieben.

Die B-Zellen stiegen in der vorliegenden Studie im Zeitraum Bkéhate nach Haplo-
SZT, bzw. 2-4 Monate nach UD-SZT auf Uber 100ful a

Fir erwachsene Patienten fanden sich nach Pawdetal [81] noch ein Jahr, nach
Rondelli et al [90] bis 6 Monate nach alloPBSZT iednigte CD19 Zellzahlen in
Abhangigkeit von der Grunderkrankung. Verglichert KMT beschreiben Ottinger et
al [77] fur alloPBSZT hoéhere CDIB-Zellzahlen.

Die Funktionalitat der B-Zellen lie3e sich anhard @-Produktion bestimmen, worauf

jedoch in der vorliegenden Arbeit verzichtet wurtdachbaur et al [73] beschreiben
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nach autologer, CD34angereicherter PBSZT bei normalisierten B-Zell{8ahnoch
bis zum 6. Monat nach Transplantation erniedrigtd-lund IgA-Konzentrationen. Es
bestent vermutlich neben dem T-Zell-Funktionsdefedtich eine mangelnde

Funktionsfahigkeit der B-Zellen.

Die T-Zellzahlen regenerierten auf Werte im unteren Normbereich @&dte nach
Haplo-SZT und 9-10 Monate nach UD-SZT. Die Anzabl €D8 Zellen erreichte
nach Haplo-SZT ca. ab dem 6. Monat, nach UD-SZTtnim Beobachtungszeitraum
von 10 Monaten den unteren Normbereich. Die CRdllzahlen normalisierten sich
nach UD-SZT gegen Ende des Beobachtungszeitrauchlagen nach Haplo-SZT auch
nach einem Jahr unter der Norm.

Heitger et al [44] beobachteten bei padiatrischatieRten nach autologer, CD34
angereicherter PBSZT eine Normalisierung der T-Zahlen nach 6-9 Monaten, der
CD4" Zellen nach 6 Monaten und der CD&ellen nach 3-6 Monaten. Die
Regeneration war also insgesamt schneller. Beidrsemen Patienten hingegen fanden
sich 6 Monate nach allogener CD3#hgereicherter PBSZT noch deutlich reduzierte
CD3, CD4 und CD8-Zellzahlen [11]. Im Vergleich dazaren die Zellzahlen in der
vorliegenden Studie 6 Monate nach Haplo-SZT deutiiéher, 6 Monate nach UD-SZT
geringer.

Der Gedé&chtnis-Phanotyp dominierte bei den Thdlen bis 10, bei den CD&ellen
bis 8 Monate nach SZT. Naive CD45R#-Zellen erreichten Normwerte von >52% fiir
Kinder [43] frihestens ab 10 Monaten nach Transateom. Auch hier ist also im
Einklang mit anderen Studien [43,91] die erste Waeller T-Zell-Rekonstitution
Thymus-unabhangig und als periphere Expansionteagretieren. Der in Abbildung 3
exemplarisch dargestellte CD45RA/RO-Shift reprasentn charakteristischer Weise
die Regeneration nach Transplanation [27,45]. Hwébh Transplanation wird mit
einem Uberwiegen des Gedachtnistyps die Thymushimajige, periphere Expansion
von T-Zellen des Transplantats widergespiegelttespsind die hauptsachlich naiven
CD45RA’ T-Zellen Zeichen der Genese neuer T-Zellen imniing.

Die CTL im engeren Sinne, d.h. die C®45RA'CD27 Zellen erreichten schon im
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frihen Beobachtungszeitraum Normwerte gesunder ¢hsemer ohne erkennbaren
Trend im weiteren Verlauf.

Das Verhéltnis vomTZRuS zu TZRo als Bestandteile des T-Zell-Rezeptors entsprach
schon zu Beginn der Regeneration mit ca. 95% zul&#b gesunder Personen [44].

Die CD28-Expression reprasentiert T-Zellen, die cudie Interaktion mit dem
CD80/CD86-Rezeptor auf APCs kostimuliert werden rigm [105]. Sie ist fir die
klonale T-Zell-Expansion unabdingbar [48]. Der himéghliche Anteil der T-Zellen im
Vollblut Gesunder ist fur CD28 positiv. Dagegen wihe Expression bei den hier
erhobenen Daten bezlglich beider Transplanatiom&fiorim Vergleich zur Norm
reduziert. Dies wurde auch von Storek et al [10%] die ersten 7 Monate nach
alloPBSZT beobachtet.

CD62L entspricht L-Selektin, einem Adhasionsmolekaiver B- und T-Zellen zur
Interaktion mit lymphatischem Gewebe [39]. Es wmnit CD45RA koexprimiert. Ein
Verlust von L-Selektin auf der Zelloberflache dtddei T-Zellen jedoch auch ein
Zeichen der Aktivierung dar [42]. Die frih nach SZfhiedrigteCD62L-Expression
zeigte insbesondere nach SZT mit Fremdspenderm ailtr@ahlichen Anstieg parallel
zur zunehmenden Expression von CD45RA (s. Ta-BBll®iese Entwicklung wurde
auch von Heitger et al [43] beobachtet.

Der AktivierungsmarketHLA-DR [11,42,69] war zu frihen Zeitpunkten nach beiden
Transplantationsformen im Vergleich zur alterser@sbenden Norm von 9-12,5% [42]
deutlich hochreguliert und nahm dann sukzessivEabzeigte sich damit eine von
Nachbaur et al. [73] beschriebene Kinetik nachlager CD34-angereicherter PBSZT
bei Erwachsenen. Nach Lowdell et al [60] betrifiese Entwicklung der HLA-DR-
Expression vor allem CD8Lymphozyten. Darin spiegelt sich die Wechselwirkung
zwischen dem Immunsystem des Spenders und denea#log Empfangerorganismus

beim Aufbau peripherer Toleranzmechanismen wieder.

4.2.1.2. Einflussfaktoren auf die Regeneration ddrymphozyten

Bei der Beurteilung der Immunrekonstitution  mussennsbesondere

Transplantationsmodi, Immunstatus des Empfanger§¥H; zugrundeliegende
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Erkrankung, Alter und Geschlecht des Empféangers degl Spenders berlcksichtigt

werden. Diesen Einflussfaktoren soll im Folgendeclitung getragen werden.

Bezuglich der verschiedenen Transplantationsformerst die Lymphozyten-
Rekonstitution nachunselektionierter alloPBSZT schneller als nach alloKMT
[18,81,84,90,105]. Die CD4 Zellzahlen (CD45RA und CD45R0O) sind  bei
alloPBSZT im Vergleich zu alloKMT signifikant hoheDies deckt sich mit der
starkeren und prolongierten CD4-Depression nach K8I161,112]. Die CD8Zellen
regenerieren bei beiden Transplantationsformen ié@dhniNach KMT und in der
unmittelbaren Posttransplantationsphase nach PB&gibt sich eine Inversion der
CD4/CD8-Ratio [31,55,61,112], zu spateren Zeitpanktach SZT liegt die CD4/CD8-
Ratio Uber 1 [53]. Der HLA-DR-Prozentsatz als Algiangsmarker ist nach KMT und
alloPBSZT dauerhaft erhoht [27,31,61,69], wie abehden unter 3.1.3. dargestellten
Ergebnissen zu beobachten war. Storek et al [1@8béchteten eine erniedrigte
Infektionsrate infolge der erhohten Zellzahlen n&T im Vergleich zu KMT. Der
ebenfalls erhbhte GVL-Effekt bei der alloPBSZT auftd der hoheren T- und NK-
Zellzahlen im Transplantat stellt einen weiterenrtgib dieser Transplantationsform
verglichen mit der KMT dar [35]. Kdrbling et al [b3geben in ihrer Metaanalyse der
alloPBSZT im Vergleich zur KMT mit einem langeretkm@nkungsfreien Zeitraum den
Vorzug.

Die T-Zell-Depletion und die Anreicherung von CD38tammzellen gewannen als
GVHD-Prophylaxe zunehmend an Bedeutung unter Riekwntg HLA-gematchter
Fremdspender oder verwandter Spender mit HLA-Misheat [60].

Die Auswirkungen der T-Zell-Depletion auf die Immunrekonstitution werden
kontrovers diskutiert [65]. Sie bewirkt zum einamrch die fehlende Immunsuppression
nach PBSZT eine homdostatische Expansion der eZath Transplantat. Erwiesen ist
auch eine Reduzierung des Schweregrades der GVi#Be [Baktoren beginstigen eine
regelrechte Immunrekonstitution. Dem gegenibedistErholung des Immunsystems
durch die geringe Anzahl der transplantierten Tlefel mit dem Effekt eines

reduzierten TZR-Repertoires beeintrachtigt [8,44,2%]. Dies fuhrt zu einer erhéhten
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Infektionsrate mit letalem Ausgang [60], hervorderu zum Beispiel durch eine
Reaktivierung persistierender Herpes- oder Adeeovi[68,59], und zu einem
geringeren GVL-Effekt [3] mit potentiell hoherem #div-Risiko. Bei dieser
Transplantationsform erschienen bei erwachseneer®at nach Rufer et al [92] die
ersten naiven T-Zellen nach 6 Monaten. Erst 2 Jalach SZT glich sich in dieser
Studie das CD45RA/R0O-Verhaltnis des Empfangers desnSpenders an. Im direkten
Vergleich  beobachteten Mduller et al [71] &hnlicliRegenerationsmuster fir
unmanipulierte und T-Zell-depletierte Transplantate

Korbling et al [53] machen die erfolgreiche HLA-himente PBSZT vom
Konditionierungsregime und vom Zellgemisch des $pdantats mit einemaximalen
CD34-Zellzahl(im Median 10 x 1®/kg) und eineminimalen CD3-Zellzah{im Mittel

3 x 10%kg) abhangig. Auch nach Reisner et al [88] bewikst die Anreicherung
haematopoetischer Vorlauferzellen, entsprechend ¢&laga-dose“-Konzept, eine
Toleranzinduktion bei mehreren HLA-Mismatchen. Siedaher der Schlissel zu einer
erfolgreichen Transplantation ohne die Entwickluamer GVHD. Martinez et al [65]
stellten jedoch bei Erwachsenen fiir @34 angereicherteallo-PBSZT im Vergleich
zur unmanipulierten PBSZT eine langsamere Erholdey CD3-Zellzahl mit
erniedrigten CD2 [31,68,73], CDACD45RA" und TZR®&" Zellzahlen und einer
niedrigen CD4/CD8-Ratio fest. Behringer et al [1hihgegen beobachteten bei
erwachsenen Patienten zwischen CD34elektionierter und unselektionierter
alloPBSZT keine wesentlichen Unterschiede in deBATD4, CD8-Regeneration.

Der Verwandtschaftsgrad des Transplantatd dem Empfanger wirkt sich ebenfalls
auf die Regeneration aus. Nach Haplo-SZT regemeridie Lymphozyten schneller als
nach UD-SZT, was nach derzeitigen Modellvorstelemgvesentlich durch die héhere
Zellzahl des Transplantats mitverursacht wird. pr@shend beobachteten Small et al
[102] bei Kindern in der Frihphase nach unverwandieZell-depletierter KMT
signifikant reduzierte CD3 und CD8-Zellzahlen vesigén mit HLA-gematchter
verwandter KMT. Die hdhere Inzidenz opportunistexcinfektionen wird dabei auf die
intensivierte  Immunsuppression bei  Mikro- und MakibA-Disparitaten

zurtckgefiuhrt. Beelen et al [10] fanden bei PBSZin& signifikanten Unterschiede in
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der Regeneration zwischen HLA-identer, nicht vemltan und nicht-identer
Verwandten-Spende. Mit Zunahme der HLA-Disparitésezigt jedoch die Gefahr der
GVHD und des Transplantatversagens [3,7,52,68,B0}. letzteres sind Antikdrper
gegen Spenderzellen oder Uberlebende Lymphozy®iagpfangers mit zytolytischer
Funktion verantwortlich. Bei Patienten mit SCIDj denen aufgrund des kongenitalen
Immundefekts diese Risiken weniger ausgepragt sumdkten sich HLA-Disparitaten
auf Rekonstitution und intrathymische Reifung @efellen nicht negativ aus [16,71].
Bei einer grolReren Anzahl an Mismatchen stellerplyoproliferative Stérungen der B-
Zellen ein weiteres Risiko dar [36]. Sie tretenAinwesenheit von EBV und einer T-
Zell-Dysfunktion auf und enden héaufig mit letalenriplikationen.

Die Grunderkrankungbeeinflusst laut Rondelli et al [90] nach unmaitigater
alloPBSZT insbesondere die CD4-Zellzahl. Hier zzigsich eine schnellere
Regeneration nach Multiplem Myelom im Vergleich AML oder CML. In den im
unter 3.1. durchgefihrten Untersuchungen war imsilye die erhohte
Geschwindigkeit der Regeneration einzelner Patremtét nichtmaligner gegenuber
Patienten mit maligner Grunderkrankung auffalleths kleine Patientenkollektiv
dieser Studie erlaubte jedoch keine krankheitsipelze Untergruppenanalyse.
Ebenfalls von Bedeutung ist d&MV-Serostatusles Patienten. Ein positiver Befund
fuhrt zu einer hoheren CDZahl und einer erhohten HLA-DR-Expression [11].

Wie in der Einleitung unter 1.3. erlautert, finddite T-Zell-Regenerationnach
Transplantation auf zwei Wegen statt [44,63,71;9dlhymus-abhéngig und Thymus-
unabhangig. Daher ist diehymusfunktiondie vomAlter des Empfangeraber auch
von der Konditionierung abhangt, ein wichtiger His&faktor fur den Beginn und die
Qualitat der Regeneration [27,28,43,44].

Bei Kindern findet eine schnelle Thymus-abhangigegéheration von naiven
CD45RA" CD4-Zellen statt, die zu einem raschen Erlangen homunkompetenz
fuhrt. Bei erwachsenen Empfangern hingegen verldigt Rekonstitution deutlich
langsamer [102]. Bei Erwachsenen dominiert bei gediender Thymus-Involution die
periphere Expansionvon T-Zellen. Weitere Kennzeichen der periphereqpdasion

sind ein eingeschranktes T-Zell-Rezeptor-Repertf@@102], eine reduzierte CD4-
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Zellzahl mit erhéhter Gefahr lebensbedrohlichereknd, ein Uberwiegen von CD4-
Zellen des Gedachtnis-Typs sowie eine verzogertd'CD45RA’-Rekonstitution [81].
Die CD8-Zellzahl wird meist wiederhergestellt, dee €D CD45RA’-Zellen auch
Thymus-unabhangig regenerieren kdnnen [44,62]. Disammensetzung der CD8-
Untereinheiten ist jedoch verandert [63]. Dieseddsithiede in der CD4 und der CD8-
Regeneration minden in eine prolongierte Imbalandes Immunsystems
transplantierter Erwachsener. Die Normalisierung deZell-Funktion ist von der
quantitativen Regeneration unabhangig, aber ebdeniaizégert [63].

Auch dasAlter des Stammzell-Spendest nach Hirayama [47] am Gelingen der
Transplantation beteiligt. Diese Arbeitsgruppe lztibete am murinen Modell mit
Abnahme des Spenderalters signifikant erhohte Eberisraten und eine starkere
Antwort der Zellen auf Mitogenstimulation.

Das Konditionierungsregimdeeintrachtigt durch Gewebedefekte das T-Zell-kgm
in peripheren lymphatischen Geweben und damit digppere Expansion [115] und
bewirkt zusatzlich durch Beeintrachtigung des Thgmweine langsamere
Langzeiterholung [69] der CD@D45RA"-Zellzahl [71].

Der Einfluss von G-CSF nach Transplantation auf die Regeneration wird
unterschiedlich beurteilt. Nach Volpi et al [115amn die CD4-Zellzahlen bei Verzicht
auf G-CSF nach Transplantation signifikant hohetleitger et al [44] beschreiben
hingegen einen Anstieg der T-Zellzahlen nach Gate @-CSF. Die Patienten der
vorliegenden Studie wurden alle mit G-CSF nachbeéln(s. 2.1.1).

Die GVHD-Prophylaxetibt ebenfalls einen Einfluss auf die Immunrekdaogtn aus
[11]. So bewirken Steroide eine Hemmung der THIeKiyt-Produktion. Prednison
kann auf3erdem Apoptose in aktivierten T-Lymphozytetluzieren [65]. Aufgrund der
ausgedehnten T-Zell-Depletion wurde bei den Parentlieser Studie auf eine
medikamentdse Immunsuppression verzichtet.

Die GVHD flhrt zu einer Immundefizienz [61,102,106]. Manchetoren stellen im
Verlauf eine reduzierte CD3-Zellzahl [31,90] fesandere konstatieren keine
signifikanten Unterschiede in der RegenerationTd@ellen [102]. Teilweise wird eine
reduzierte CD4/CD8-Ratio geschildert [31,55,63].
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Fur die Entstehung der GVHD ist eine bestimmte T-Zehwellendosis [7,103] im
Transplantat nétig. Diese ist bei Fremdspendern deth Vorliegen von HLA-
Mismatchen [8] wesentlich niedriger. Deshalb wuhier als GVHD-Prophylaxe eine
ausgepragte T-Zell-Depletion durchgefuhrt. Bei Uglg@nierter PBSZT sind im
Vergleich zur KMT mehr T-Zellen im Inoculum entleait Die Inzidenz der aGVHD ist
nach Aussage vieler Autoren dennoch nicht erh6®12H,35,54,84,86], wohl aber die
Rate an cGVHD [25,111]. Hier spielen GVHD-Risikdfalen wie Intensitat der
Konditionierung, GVHD-Prophylaxe, Grunderkrankungiren-Serologie, Alter und
Geschlecht des Patienten und HLA-Mismatche ein@gRolle [22,29,38,61,86,106].
G-CSF, das bei der PBSZT fur die Mobilisierung d&ogenitorzellen aus dem
Knochenmark verwendet wird, bewirkt Uber eine lakéion mit Monozyten und
dentritischen Zellen, aber auch direkt Gber den&Rezeptor auf T-Zellen eine TH2-
Antwort und fuhrt im Rahmen seines immunregulatdren Effekts zu einer niedrigen
Inzidenz von akuter GVHD [33,53].

4.2.2. Zytokinsynthese und Messung mit ELISA

Statistisch zeigte sich fur IL-2 im Gegensatz zN-lFeine eindeutige Abhangigkeit der
Zytokinsynthese vom Anteil naiver CDZellen.

Insgesamt fiel bei der Auswertung der Messwerte wniieh deutlich reduzierte
Zytokinsynthese ein Jahr nach Transplantation 8igf.betraf alle erfassten Zytokine.
IFN-y wurde kurz nach Transplantation am starksten sgtbg, fiel wieder ab und

naherte sich dann am starksten den Kontrollwenemgser frihe IFN~Peak ist nach

Hanen-berg et al. die Folge einer Immunaktivierumgch Konditionierung und

Engraftment [41].

Eine reduzierte IL-2 und IL-10-Synthese wurde anabh allogener KMT beschrieben,
wobei IL-4 hier keine Unterschiede zur Kontrollégte [54]. Ahnliche Beobachtungen
machten Guillaume et al [37] sowohl nach KMT alsctawnach unselektionierter
autologer PBSZT. Hier traten eine defiziente IL+2dRiktion bis zu 6 Monate nach
Transplantation, eine reduzierte IL-10-Konzentmationd eine IL-4-Produktion im

Normbereich auf. Auch Proliferationsassays mit lgéonen deuteten auf eine reduzierte
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B- und T-Zell-Funktion bis mindestens % Jahr naciin$plantation hin. Dieser Effekt
war nach CD3% angereicherter SZT ausgepragter als nach unsmiétier PBSZT
[73].

Dies wirft die folgenden Fragen auf:

Welche Zellersind fur die Zytokinsynthese verantwortlich?

Wie grol3 ist der Anteil der Gedachtnis-Zellen urdl daiven, wie die Verteilung von
CD4" und CD8 Zellen bei der Zytokinproduktion?

Um dies zu klaren, wurde den Experimenten die nefialare Farbung der zytokin-
produzierenden Zellen angeschlossen, deren Ergebnim folgenden Abschnitt

diskutiert werden.

4.2.3. Intrazellulare Zytokinfarbung

Wie unter 3.3.4.1. und Abbildung 9 naher erlautemvduzierten sowohl CD4als auch
CD8" Lymphozyten die hier untersuchten Zytokine. Dali®rwogen immer die CD4
Zellen in der Zytokinsynthese.

Von den CD4" Zellen wurde hauptsachlich IL-2 synthetisiert. Im Vergheidazu
produzierten nur halb so viele CDBymphozyten IFNy.

Dagegen synthetisierte der groRte An@D8" Zellen IFN-y*. Geringfiigig weniger
CD8' Lymphozyten produzierten IL-2.

Ein nur sehr geringer Anteil beider T-Zell-Subpaidnen war fiur die TH2/TC2-
Zytokine positiv.

Wahrend dielL-2* Lymphozytenzu ungefahr gleichem Anteil aus CD45RANd
CD45R0O Zellen bestanden, dominierten bei d&N-y- Lymphozyterdie CD45RO
Zellen. Auch fiir dieTH2-Zytokinewar ein Uberwiegen der CD45R@Qymphozyten in
der Zytokinproduktion festzustellen. Statistiscél feine eindeutige Abhangigkeit der
IL-2-Produktion vom Anteil CDACD45RA’ Zellen auf.

Andere Arbeitsgruppen [19,57,82,98,116] stellteardalls ein deutliches Vorherrschen
der TH1-Zytokine fest, wahrend die TH2-Zytokine man einem geringen Anteil der
Zellen produziert wurden [19,49,57,80,114].

In den Prozentangaben fir zytokinpositive Zelleredjieren andere Studienergebnisse
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deutlich. CD4 T-Zellen des peripheren Bluts gesunder Kontrofipeen waren zu ca.
15 % [57] bis hin zu tiber 40 % [19,116] IL-2-positDer Anteil der CD4 unter den
IL-2* Lymphozyten war bei Chalmers et al [17] mit 75 ®gleichbar mit den unter
3.3.4.1. beobachteten Ergebnissen. Unterschiedlisbssagen finden sich in der
Literatur beziiglich des Verhaltnisses von CD45RA CD45RO Zellen unter den
IL-2* Lymphozyten. Wahrend Akbar et al [2] ein Uberwiegem CD45RA Zellen
konstatieren, findet sich bei Zhang et al [116] @idpeta et al [19] keine Korrelation
zu CD45RA. Mascher et al [67] und Chalmers et af] [lbeschreiben sogar ein
Uberwiegen von CD45R0O unter den IL-2-produzierendeiten.

In allen Studien war in de€D4" Populationder Anteil der IFNy" Zellen gegeniiber
IL-2 teils geringfugig [57], meist deutlich [19,@[lniedriger.

Auch unter derCD8" ZellenlieR sich eine Diskrepanz der Prozentangabentédisis.
IFN-y wird Ubereinstimmend mit dem groRten Anteil vorD8& Zellen synthetisiert
und dominiert meist deutlich tber die IL-2-Prodokti19,50,58,82].

Das Uberwiegen der CD45R@ellen in der IFNy-Synthese war analog zu anderen
Studien [2,17,19,67].

Die TH2-Zytokinewerden laut Schauer et al. [98] hauptséchlich @ad&chtniszellen
synthetisiert. In der Produktion des TH2-Zytokihs4 dominierten in weiteren Studien
[2,17] wie auch in den unter 3.3.3.4.2. geschileleErgebnissen die CD45R@ellen.

Die Zytokinproduktion durch naiv€D45RA Zellen erfordert eine Stimulation mit
hohen Mitogenkonzentrationen, eine starke Kostitrmia und eine lange
Stimulationsdauer. So synthetisieren die QDEB45RA™ Zellen nach Stimulation
primar hauptsachlich IL-2 [2,67,98]. Dies steht Himklang zu der hier beobachteten
eindeutigen Abhangigkeit der IL-2-Synthese vom Anteiver CD4 Zellen (s.a.
3.3.4.3.2). Erst nach langerer Inkubationsdauerrmkbes laut Schauer et al [97] zur
sequentiellen Produktion von IFNmit einem Maximum nach 72 Stunden. Dadurch
lasst sich die Beobachtung (3.3.4.3.1.) einer neringen Beteiligung CD45RA-
positiver T-Zellen an der IFN-Synthese unterstitzen. Dagegen kann bei den ELISA-

Experimenten mit 72-stiindiger Stimulationsdauer@iB5RA" Population zu héheren
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IFN-y-Konzentrationen im Uberstand beitragen.

CD4'CD45R0 Zellensind zur TH1- und TH2-Zytokinsynthese befahigthweauch
der Schwerpunkt auf der IFNund IL-4-Produktion liegt [82]. Dies ist kongruemit
den Beobachtungen unter 3.3.4.3.1.. Im Gegensatzdem hier dargestellten
Ergebnissen und zu den obigen Aussagen bezeichasohdr et al [67] diese T-Zell-

Untereinheit als Hauptproduzenten fur IL-2.

Vergleichbar mit der CD4 Subpopulation produzieren nach Hamann et al. {88]
naiven CD8 Zellen hauptsachlich IL-2, wahrend die CD8edachtniszellen sowohl

TC1- als auch TC2-Zytokine entsprechend dem TH1/ZM®kinmuster sezernieren.

Nach der Transplantation war die Zytokinproduktiteutlich verandert.

Primar fiel die eingeschrankte Aktivierungsfahigkeer PMNZ, charakterisiert durch
eine reduzierte Anzahl CD69-exprimierender Zelleumf. AuRerdem wurde der Anteil
der zytokinproduzierenden Zellen, verglichen mit gesunden Kontrolle fir die TH1-
Zytokine, auch in Gruppe 3 (im Median Uber 300 Tageh Transplantation) nicht
erreicht. Diese Beobachtungen weisen auf eine iomélle Defizienz der
regenerierenden Zellen unabhangig von der quamétatimmunrekonstitution hin.
Auch von Heitger et al. [46] wurde eine reduzieAktivierbarkeit anhand eines
geringen Anteils CD69-exprimierender Zellen beoleich Diese mangelnde
Funktionsfahigkeit betraf in der zitierten Studevehl die aktivierten Gedachtniszellen
als auch die frisch generierten naiven T-Zellenghtihe Ursachen fir die Defizienz
werden unter 4.2.4. der Diskussion ndher beleudHtstger et al [46] fanden aul3erdem
einen erhohten Hang der Lymphozyten zur Apoptosihdsondere die CD@D45RA"
T-Zell-Untereinheit betreffend. Zusatzlich wird einmangelnde Aktivierung der
MAP(Mitogen-aktivierte-Proteine)-Kinasen diskutieDer erniedrigte Anteil CD69-
exprimierender Lymphozyten legt zudem einen Deifiekler Signaltransduktion bei der
Stimulation der Zellen nahe. Mackall, C. L. et @8] untermauern diese Hypothese mit
der Beobachtung eines Defektes in def"@bhangigen Signaltransduktion nach KMT.

Wahrscheinlich ist, dass es sich um ein Zusammehspn Faktoren handelt, die die
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funktionelle Defizienz der regenerierenden Zelleruwsachen.

Bei Betrachtung der Ergebnisse unter 3.3.4.1. waheher Anteil an IFN¢ Zellen in
der frihen Phase nach Transplantation, insbesondeter den CDZ% Zellen,
bemerkenswert.

Bei den zytokinproduzierenden Zellen iiberwog de8TMnteil, verglichen mit CD4
zu Beginn der Regeneration (Gruppe 1). Im weit&ferlauf der Rekonstitution nahm
der Anteil der CD2 Zellen an der Zytokinsynthese zu. Zu Beginn prédarten
CD45R0O Zellen in der Produktion aller untersuchten Zytekiwahrend die CD45RA
Zellen nur zu einem sehr geringen Prozentsatz ytaokihsynthese beitrugen. Dies lasst
sich durch die Gruppeneinteilung anhand des stdeerCD4ACD45RA -Anteils im
Vollblut teilweise erklaren. Schon in der Gruppdil®erwogen die CD45RAZellen
unter den aktivierten Zellen starker als bei demtikalizellen. Deshalb spiegeln diese
Beobachtungen wahrscheinlich die periphere Expand&r reifen T-Zellen friih nach
Transplantation wider, die aul3erdem fur die Pradamz von IFNy in Gruppe 1
verantwortlich sein kénnten.

Die TH2/TC2-Zytokine erreichten schon frih nachng@alantation héhere Werte als
bei der Kontrolle, nahmen aber mit Fortschreiten Begeneration wieder ab. Dies
konnte auf ein frihes TH1/TH2, bzw. TC1/TC2-Unghgewicht hinweisen. Fiur die
Toleranzinduktion nach T-Zell-depletierter Stamrtrahsplantation Uber HLA-
Grenzen hinweg scheint eine THITH2-Verschiebung keine wesentliche Rolle zu
spielen. Statt dessen mussen hierbei andere Faktgeetransplantierte T-Zelldosis,
periphere Toleranzmechanismen und negative Setek&o der Generierung naiver T-
Zellen im Thymus verantwortlich gemacht werden.

Uber die Charakterisierung der zytokinproduzierendllen nach Transplantation
mittels intrazellularer Farbung konnten wenige Ddteder Literatur gefunden werden.
Fir die Immunrekonstitution nach autologer Transgaaon wurde eine defiziente IFN-
v-Synthese beschrieben, die sich nach einem Jahrafisiert hatte. Die Synthese der
TH2-Zytokine IL-4 und IL-10 blieb dabei unter 2%0[.

CD4'CD45RA" T-Zellen des Nabelschnurbluts zeigen, verglicheit derselben

Subpopulation im Blut Erwachsener, trotz gleicherharidtyps funktionelle
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Unterschiede hinsichtlich des Zytokinprofils abaclader zytotoxischen Aktivitat [19].
Laut Delespesse et al zeigen neonatale ‘CD45RA" T-Zellen eine gréRere Unreife
als die adulten mit anderen Aktivierungsbedingungeie TH1-Zytokinproduktion
nach erstem Antigenkontakt ist jedoch vergleichimanh [24].

Unter der Vorstellung einer Rekapitulation der @atioese, zumindest im Rahmen der
Thymus-abhangigen Regeneration nach Transplant&tioimte man sich analog hierzu

die Unreife der regenerierenden T-Zellen vorstellen

4.2.4. Ursachen der defizienten Zytokinproduktion

Fur die defiziente Zytokinproduktion kommen mehr@wginde in Betracht. Neben der
Methodik der Stimulation haben klinische Faktoren einen Einfluss auf die
regenerierenden Zellen.

Als Beispiel fur die komplexen Auswirkungen der Tdy@e auf die Zellen sedie
G-CSF-Gabe zur Mobilisierung der PBSZ vor und zur Beschleunig der
hamatologischen Regeneration nach Transplantagoarmt. G-CSF bt einen direkten
immunregulatorischen Effekt auf T-Zellen aus [9%BJ11Durch eine Imbalance
zwischen TH1 und TH2-Untereinheiten kommt es irouimd in vitro zu einem Anstieg
des TH2-Zytokins IL-4 und einer Abnahme von IFNt01]. Eine TH1/TH2-Imbalance
wird zusatzlich durch die Inhibition der jeweilsderen Subpopulation verstarkt [12].
Im Rahmen der T-Zell-Depletion des Transplantatanke® laut Heitger et al [46]
Faktoren aus der PBSZ-Fraktion mit suppressiverkivig eine Dysfunktion von
naiven und Gedé&chtnis-T-Zellen bewirken.

Nach Transplantation beeinflusst das Vorliegen rei@/HD das Zytokinmuster
entscheidend [5,32,54,55,101], zumal die initidl@age der aGVHD einer TH1-Antwort
der CD4 Zellen mit erhohtem IL-2 und reduziertem IL-10 spricht [32,54]. Eine
cGVHD geht mit stark erhéhtem IFNund erniedrigtem IL-10 einher [55]. Dies liel3e
sich am ehestem mit den erhobenen Daten vereinbauweral IFNy dasjenige Zytokin
ist, welches sich nach Transplantation den Komratten am starksten annéhert,
wahrend IL-10 kaum nachweisbar ist. Die cGVHD wai Patienten mit CD34

angereicherten Transplantaten jedoch selten.
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Hinzukommend wirkt sich einetherapeutische Immunsuppressioauf die
Funktionsfahigkeit der T-Zellen aus. Darauf wurdmigch bei dem vorliegenden
Patientenkollektiv weitgehend verzichtet.

Da es sich bei den Zytokinen um Mediatoren des Insystems handelt, hangt deren
Produktion ganz entscheidend vom Gesundheitszustiesl Patienten ab. Beim
Vorliegen eineinfektionist ein verandertes Zytokinprofil nicht auszuseRgn.

Eine defiziente Zytokinsynthese kann aufR3erdenzelliilarer Ebenebegriindet liegen.
Stérungen im Zellkontakt, wie zum Beispiel ei@®28-B7-Ligandendysfunktiomit
der Folge einemangelnden Kostimulatiorkbnnen verursachende Faktoren sein. Die
nachgewiesene Herabregulation von CD28 auf T-ZeNeie sie auch bei den hier
untersuchten Patienten in der friihen Regeneratassp (3.1.3.) beobachtet wurde,
unterstitzt diese Hypothese [37]. FUr Guillaumeak{37] stellen nach SZT eine
reduzierte Transkription, eine Instabilitat dertayn-mRNA oder eine defekte
Translation mit reduzierter zytoplasmatischer Hallezeit des Polypeptidprodukts
mogliche intrazelluare Ursachen dar.

Grundsatzlich muss nach Swain et al [108] der TatsaRechnung getragen werden,
dass, sowohl auf Zellpopulation als auch auf dmezeZellen bezogen, ein sehr
heterogenes Zytokinmusteter Effektorzellen vorliegt. Zudem héangt die Zytek
produktion entscheidend von dEntwicklungsstufe der T-Zellesb. So produzieren
z. B. naive T-Zellen hauptséachlich IL-2 [2,96,1@8]1 IL4 und IFNy werden dagegen
vor allem von Gedachtniszellen hergestellt. Dadul@sst sich, wie unter 3.2.4.
ersichtlich, das fruihe Maximum von IFN-in den ersten beiden Monaten nach
Transplantation erklaren. Fir die IRNProduktion waren vermutlich peripher expan-
dierende Populationen von Gedachtniszellen veratitelg wahrend die naiven IL-2-
produzierenden Zellen spater in Abhangigkeit vontkgmischen Reifung auftraten.

4.2.5. Vergleich der Ergebnisse aus intrazellularezytokinfarbung und ELISA

Bei der Betrachtung der Ergebnisse aus intrazedlul@ytokinfarbung (1ZF) und
ELISA fielen vergleichbare Tendenzen auf. Bei demtollzellen Uberwog nach IZF
und ELISA Ubereinstimmend die IL-2-Produktion. IFNwar nach beiden Methoden
das zweithaufigste Zytokin, wéhrend die TH2-Zytgkimduktion gering ausgepragt
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war. In der frihen Phase der Regeneration Ubenwogld in der IZF als auch im
ELISA die IFN+«-Produktion. In der Gruppe 2 wurde dagegen untevexrdung beider
Methoden hauptséachlich IL-2 synthetisiert. In Greigdivergierten die Ergebnisse. In
der quantitativen Zytokinproduktion Uberwog die HyNProduktion, wahrend in der
IZF mehr Zellen IL-2 als IFNy" waren. In der statistischen Analyse lieR sich bei
beiden Versuchsreihen fur IL-2 im Gegensatz zu {F&ne eindeutige Abhéngigkeit
der Zytokinproduktion vom Anteil CO€D45RA’-Zellen feststellen.

Die TH2-Zytokine lieRen sich sowohl in der IZF asch im ELISA nur minimal
nachweisen.

Aufgrund der unterschiedlich langen Stimulationstader beiden Methoden konnten
die Ergebnisse nicht direkt korreliert werden.

Aus den Messungen mittels ELISA war kein Anstidgrabetrachteten TH1- oder aller
TH2-Zytokine ersichtlich, wie bei typischen TH1-vbzTH2-Zellen zu erwarten wére.
Dies weist nicht darauf hin, dass die gleichen efelinehrere Zytokine produzieren.
Unterstutzt wird dieses Erklarungsmodell durch dggringen Anteil an doppelt
positiven Zellen (IL-2IFN-y*, Daten nicht dargestellt) in der intrazellularen

Zytokinfarbung.

BezuglichIL-2 war feststellbar, dass sich in der IZF von Grugpen Vergleich zu
Gruppe 2 der Anteil IL-2 produzierender Zellen vaffachte, wahrend die IL-2-
Konzentration, gemessen im ELISA, um den Faktor &®tieg. Eine mogliche
Erklarung dieser Beobachtung liegt in der deutliclsteigerung der IL-2-Produktion
d. h. der Transkription und damit der Proteinbidbgse in der Synthesephase des
Zellzyklus der einzelnen Zelle. Nach Martin et [@6] grindet dieser Effekt auf der
positiven Ruckkopplung von IL-2 auf die Zelle. Dindung von IL-2 an seinen
Rezeptor triggert den Ubergang der T-Zellen vonGler in die Synthesephase.

Auch beilFN-y war die oben dargestellte Diskrepanz zwischen Elgebnissen aus
IZF und ELISA erkenntlich. Diesem Effekt kénnen gleichbare Mechanismen

zugrunde liegen.
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5. Zusammenfassung

Die Transplantation von CD34ufgereinigten, haematopoetischen Progenitorzallsn

dem peripheren Blut tritt zunehmend als kurativérerfipieansatz fortgeschrittener,
maligner und nicht maligner Erkrankungen in dendéogrund.

Zur Erweiterung des Spenderpools favorisieren jiengsntwicklungen trotz des
hoheren Risikos eines Transplantatversagens unér esthweren GVHD die

Transplantation Uber HLA-Grenzen hinweg. Die myblaive Konditionierung des

Empféangers sowie die ausgepragte T-Zell-Depleti@s dransplantats dienen zur
Vorbeugung dieser schweren Komplikationen. Nachn3phantation entscheidet die

Regeneration des Immunsystdiber den weiteren Verlauf.

In der vorliegenden Studie wurden Lymphozyten vatighten nach haploidenter,
verwandter oder Fremdspender-PBSZT untersucht.

In der phanotypischen Charakterisierung der Lymphozytenittels FACS-Analyse
erreichten dieT-Zellen nach frihestens 8 Monaten Konzentrationen im anter
Normbereich. Dabei zeigten die Lymphozyten nachldidenter verglichen mit der
Fremdspender-Transplantation  dauerhaft hohere atdm bei  &hnlichen
Regenerationsraten. Der Phanotyp fiir Gedachtnisz&@D45R0 (iberwog bis zu 12
Monate nach Fremdspender-, und bis zu 10 Monaté macwandter, haploidenter
Transplantation bei kontinuierlich ansteigendenvexaj CD45RA T-Zellen. Dies
spiegelte die erste Welle der T-Zell-Regeneratim®stehend aus Thymus-unabhéangig,
peripher expandierenden T-Zellen des Transplantialsr.

Um eine Aussage Uber diunktionelle Regenerationzu treffen, wurden die
Lymphozyten obiger Patienten mit den Mitogenen PMA lonomycin stimuliert und
die produzierten Zytokine mittelELISA quantifiziert. Zu frihen Zeitpunkten nach
Transplantation Gberwog die Synthese von N&Xu spateren Zeitpunkten war IL-2 das
am meisten produzierte Zytokin. Insgesamt wurdehrgin Jahr nach Transplantation
eine reduzierte Synthese aller untersuchten Zy¢okeobachtet.

Zur naheren Charakterisierung der zytokinproduzierenden Zellenvurden die
stimulierten  Lymphozyten der Patienten und die Kai#ellen mit
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fluoreszenzmarkierten Antikbrpern gegen Oberflaohalekile und gegen Zytokine
gefarbt.

Sowohl bei den Gedachtniszellen, als auch bei daiven, Thymus-abhangig
regenerierten Zellen fiel bereits frih nach Traasfdtion eine deutlich reduzierte
Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf, dib 8h Verlauf steigerte.

AulRerdem fand sich eine reduzierte Zytokinsynthaler untersuchten Zytokine.
Sowohl CD4 als auch CD8 Zellen produzierten alle Zytokine, wobei die CD4
Subpopulation in der Synthese (iberwog. Die CRdllen produzierten mehr IL-2 als
IFN-y, die CD8 Zellen uberwogen in der IFNSynthese. Die TH2, bzw. TC2-
Zytokine wurden generell in geringem Ausmalf symfest. Friih nach Transplantation
dominierten die CD45RD zu spateren Zeitpunkten die CD45RZellen in der
Zytokinsynthese. Dabei wurde frih vermehrt IigNroduziert, im weiteren Verlauf
uberwog der Anteil IL-2 Zellen.

Urséchlich kommen flr die hier beobachtete, redteienmunantwort viele Faktoren
in Betracht, wie z.B. das gestorte Zytokinmilieus dempfangers oder aukllularer
Ebeneeine CD28-B7-Ligandendysfunktion, mit einer mangeim Kostimulation.

Gegenstand zukunftiger Forschungsbemihungen sualliedie Klarung der Ursachen
fur den Aktivierungsdefekt der reifen, wie auch deaiven, Thymus-abhangig
regenerierenden Lymphozyten sein.

Im Hinblick auf eine Weiterentwicklung des Transpktionsverfahrens wird
angestrebt, die Regeneration naiver T-Zellen mimplettem TZR-Repertoire und
intakter Aktivierungsfahigkeit zu beschleunigen, gicherweise in Kombination mit
der additiven Gabe ex vivo stimulierter Zellen, wem Beispiel zytotoxischer T-

Lymphozyten oder NK-Zellen.



