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Quantifizierung der Thymusfunktion nach himatologischer

Stammzelltransplantation im Kinderalter

I. Einleitung

I.1 Prinzip

Die Transplantation von hdmatopoetischen Stammezellen ist heute ein viel verwendetes,
gut etabliertes Verfahren zur kurativen Behandlung von malignen und nichtmalignen
Erkrankungen. Das Prinzip der Transplantation hdmatopoetischer Vorlduferzellen
besteht  darin, zundchst durch  aggressive = Chemotherapie @ und  ggf.
Ganzkorperbestrahlung das eigene blutbildende System zu zerstéren (Konditionierung).
Bei malignen Erkrankungen wird dadurch auch der Untergang von noch im Empfanger
vorhandenen Tumorzellen angestrebt. Danach erfolgt die Transplantation autologer oder
allogener hdmatopoetischer Vorlduferzellen. Dies geschieht durch intravenose
Verabreichung von Stammzellen aus dem Knochenmark oder dem peripheren Blut, die
sich in der Folge direkt im Knochenmark des Empfangers ansiedeln. In der ersten Phase
nach Transplantation kommt es zur sogenannten hdmatologischen Rekonstitution, d.h.
der Neubildung von Zellen der roten und weillen Reihe sowie von Thrombozyten.
Danach erfolgt die Wiederherstellung der spezifischen und unspezifischen Immunitét
(T-, B- und NK-Zellen), die sogenannte immunologische Rekonstitution. In der Zeit bis
zur Wiederherstellung der letzteren ist der Organismus gegeniiber Krankheitserregern
nur bedingt abwehrfihig und bedarf sorgfiltiger Uberwachung. Ein wichtiger Aspekt
des ganzheitlichen Managements nach Transplantation ist somit der Schutz des
Organismus gegeniiber infektiosen Erregern sowie Tumorrezidiven. Dieses wird erst
durch die Wiederherstellung des Immunsystems und dessen Funktion erreicht.

Die ersten Versuche einer Transplantation hidmatopoetischer Stammzellen aus
komplettem Knochenmark wurden Anfang der siebziger Jahre durchgefiihrt [55]. Eine
Knochenmarktransplantation bedeutet die Entnahme von Knochenmark aus einem
Spender und intravendse Gabe an einen Empfinger. Ubertragen wurde zunichst
ausschlieBlich Knochenmark von HLA-identischen Geschwistern [41,42].

Das HLA-(Human Leucocyte Antigen) Systems des Menschen tragt zur

Unterscheidung zwischen korpereigenen und fremden Proteinen durch das

Seite 2



Immunsystem bei. HLA-Klasse I Molekiile sind auf der Oberflache aller kernhaltigen
Zellen des menschlichen Organismus nachweisbar, Klasse II Molekiile finden sich
hauptsdchlich  auf kernhaltigen Zellen des  hidmatopoetischen  Systems.
Transplantationsrelevante HLA-Molekiile sind die Antigene der Loci A und B (Klasse
I) und DR sowie DQ (Klasse II).

Vor ca. 15 Jahren erfolgten dann die ersten Ansdtze zur Transplantation peripherer
Stammzellen, anfangs von HLA-identischen Geschwistern, spdter auch von
unverwandten Spendern oder in den letzten Jahren von einem HLA-haploidentischen
(oder auch halbidentisch) Elternteil [43-48]. Da fiir die Stammzelltransplantation nicht
immer ein vollig HLA- identischer Spender zur Verfiigung steht, greift man heute in
zunehmendem Masse auf haploidentische Spender, meistens Geschwister oder Eltern,
zuriick. Dieses Verfahren ist aber noch nicht in groBem Umfang etabliert, obgleich in
einigen Zentren Ergebnisse damit erreicht wurden, die denen bei der Verwendung von

unverwandten Spendern entsprechen.

Im Gegensatz zur  Knochenmarkstransplantation =~ werden  bei einer
Stammzelltransplantation dem Spender, der zuvor mit dem hidmatopoetischen
Wachstumsfaktor G-CSF (granulocyte colony stimmulation factor) stimuliert wurde,
grolle Mengen an Leukozyten aus dem peripheren Blut enthommen, unter denen sich
auch die erforderlichen blutbildenden Stammzellen befinden. Aus diesem
stammzellhaltigen Leukozytenpriparat kénnen CD34" oder CD133" hamatopoetische
Stammzellen mit Hilfe der MACS-Technologie (magnet activated cell sorting- Magnet
aktivierte Zellsortierung) angereichert werden. Die Gewinnung von Stammzellen aus
dem peripheren Blut wurde allerdings erst durch die Entdeckung der himatopoetischen
Wachstumsfaktoren G-CSF und GM-CSF mdglich. Thr Finsatz fiihrt zur vermehrten
Ausschiittung von Stammzellen aus ihrem natiirlichen Reservoir, dem Knochenmark, in

das periphere Blut.

Indikationen zur Stammzelltransplantation stellen verschiedene maligne und nicht
maligne Erkrankungen, vor allem des blutbildenden Systems (Leukdmien, aplastische

Anédmien), des Immunsystems (Immundefekte, autoimmune Erkrankungen wie z.B. der
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Morbus Still der systemischen Form der juvenilen idiopathischen Arthritis) sowie
angeborene Stoffwechselstorungen (z.B. die metachromatische Leukodystrophie) dar

[4-9].

Es gibt verschiedene Formen der Transplantation peripherer Stammzellen, je nach
Verwandtschaftsgrad zwischen Spender und Empfinger[41, 43]. Demzufolge
unterscheiden wir die autologe und allogene Stammzelltransplantation. Bei der
autologen Transplantation handelt es sich um Patienten, deren Erkrankung das eigene
blutbildende System nicht betrifft beziechungsweise keine Knochenmetastasen
vorliegen. Hier bilden Patienten mit einer akuten myeloischen Leukdmie eine
Ausnahme, die in manchen Zentren autolog transplantiert werden. Im Rahmen der
erforderlichen Hochdosischemotherapie/-bestrahlung (Konditionierung) geht das
Knochenmark sowie das Immunsystem zugrunde. Danach erfolgt die Rekonstitution der
Blutbildung aus den eigenen, vorher asservierten und nach der Konditionierung
transplantierten hdmatopoetischen Vorlduferzellen. Demzufolge sind bei diesem Modus
der Transplantation Spender und Empfanger identisch. Auf diese Weise wird durch die
Wiedergabe korpereigener Stammzellen die Gefahr von AbstoBungsreaktionen (graft
versus host = Transplant gegen Wirt, GVH oder host versus graft = Wirt gegen
Transplant, HvG) umgangen und somit die therapieassoziierte Morbiditit und
Mortalitét reduziert [41, 43]. Als Nachteil der autologen Stammzelltransplantation sei
zu nennen, dass eine Reinfusion von Tumorzellen oft nicht vollstindig zu vermeiden ist.
Auch muss an dieser Stelle hervorgehoben werden, dass ein erwiinschter GvL (graft
versus leukemia = Transplant gegen Leukidmie) Effekt ausbleiben wird [49]. Dabei
handelt es sich um eine selektive Fremderkennung von Empfiangergewebe (und damit
auch von Tumorzellen) durch das Transplantat und deren Zerstérung. Eine eindeutige
Trennung von GvH- und GvL- Effekt ist zum derzeitigen Zeitpunkt der Entwicklung

leider noch nicht méglich.

Eine allogene Stammzelltransplantation wird bei malignen, das blutbildende System
selbst betreffenden Erkrankungen oder Stoffwechselstorungen erforderlich [43-48]. In
diesem Fall wiirde eine autologe Transplantation durch die Reinfusion erkrankter

Stammzellklone sinnlos sein. Bei der allogenen Stammzelltransplantation werden nicht
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die eigenen hdmatopoetischen Vorlauferzellen, sondern die von einem verwandten oder
nicht verwandten Spender dem Empfinger iibertragen. Die Gefahr der Transfusion
erkrankter Zellen ist somit beseitigt, jedoch die Moglichkeit der Entwicklung von
AbstoBungsreaktionen (GvH oder HvG) deutlich groBer als bei der autologen
Stammzelltransplantation. Als positiver Effekt sei hier noch einmal die Moglichkeit

einer GvL- Reaktion bei allogenen Transplantationen genannt [49].

Wie bereits weiter oben angedeutet, werden hauptsidchlich zwei Formen der
AbstoBungsreaktion, host versus graft Reaktion(HvGR) und graft versus host
Reaktion(GvHR), unterschieden. Vermittelt werden diese Reaktionen durch
zytotoxische T-Zellen unter Mitwirkung des bereits erwdhnten HLA- Systems. Die
Voraussetzung fiir die HVGR ist das Vorhandensein von Zellen aus dem korpereigenen,
durch die Konditionierung nicht zerstorten oder ungeniigend supprimierten
Immunsystems. Die wirtseigenen Immunzellen erkennen in diesem Fall das
Transplantat als fremd und induzieren dessen Abstoung. Um einen solchen Effekt
weitgehend zu vermeiden, wird in der Regel vor der Transplantation vorbeugend eine
myeloablative Konditionierung durchgefiihrt, die allerdings die AbstoBBung nicht immer
verhindern kann. Eine GvHR kann dann auftreten, wenn bei der Transplantation von
hidmatopoetischen Vorlduferzellen auch reife T-Lymphozyten mittransplantiert werden.
Dann besteht die Gefahr, dass diese die korpereigenen Zellen des Empfangers als fremd
erkennen und deren Zerstorung in Gang setzen. Am héufigsten sind Haut, Darm und
Leber betroffen. Um diesen unerwiinschten Effekt einer Stammzelltransplantation zu
vermeiden, konnen die T-Zellen vor der Transplantation aus dem Prédparat entfernt
werden, diesen Vorgang nennt man T-Zelldepletion. Eine T-Zelldepletion kann die
Inzidenz und den Schweregrad einer GvHR signifikant vermindern, gleichzeitig hat sie
jedoch einen negativen Einfluss auf die Rekonstitution des T-Zellsystems. Bei einer
haploidentischen Transplantation, bei der Spender und Empfanger halb- HLA- identisch
sind, wiirde es ohne die vorherige Entfernung der T- Zellen aus dem Transplantat

praktisch immer zu einer todlich endenden GvHR kommen.
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1.2 Immunrekonstitution

Nach Konditionierung und Transplantation erfolgt bei unkompliziertem Verlauf die
rasche Wiederherstellung des hdmatopoetischen Systems sowie der unspezifischen
zelluldren Immunitdt (représentiert durch natiirliche Killer (NK)-Zellen, Monozyten,
Makrophagen). In der Regel ist diese innerhalb eines Monates abgeschlossen. Die
Entwicklung der komplizierter strukturierten spezifischen, zelluldren Immunitét (B- und

T-Zellen) bendtigt jedoch wesentlich mehr Zeit.

Bei lymphopenischen Patienten nach einer Stammzelltransplantation bestehen
prinzipiell zwei Wege der T-Zellrekonstitution: antigengetriggerte, periphere Expansion
reifer, mittransplantierter T-Zellen sowie die de novo Generierung naiver Zellen im
Thymus aus den transplantierten hdmatopoetischen Vorlduferzellen [1, 2]. Der erste
Weg flihrt zur Wiederherstellung von Gedéchtnis-T-Zellen, deren Diversitdt des T-
Zellrezeptorrepertoires von der Anzahl der T-Zellvorldufer im Transplantat abhangt.
Der zweite Weg entspricht mehr der normalen Ontogenese der T- Zellen und fiihrt zur
kompletten Rekonstitution eines voll ausgereiften T-Zellkompartimentes.

In vorangegangenen Studien konnten wir zeigen, dass in der frithen Regenerationsphase
nach allogener Stammezelltransplantation periphere T- Zellen zunédchst ein sehr
eingeschrianktes T-Zellrezeptorrepertoire aufweisen und Merkmale reifer, aktivierter T-
Zellen tragen [20, 35]. Dieses Muster ist bei allen Transplantationsformen gleich,
jedoch zeigten haploident transplantierte Patienten, die mehr Stammzellen erhalten
hatten, eine schnellere Regeneration als Empfinger von Fremdspendertransplantaten
mit niedrigeren Zellzahlen [20, 35]. Die Diversitit und Komplexitit des T-
Zellrezeptorrepertoires nimmt erst zu, wenn naive T- Zellen im peripheren Blut
auftauchen. Dies kann bei erwachsenen Patienten Monate bis Jahre dauern. Bei Kindern
schreitet dieser Regenerationsprozess deutlich schneller voran, so dass sich das T-
Zellrezeptorrepertoire nach dem Tag 200 bereits nicht mehr von dem einer gesunden
Vergleichsperson unterscheidet [56]. Aus diesen Daten wurde geschlossen, dass der
Beginn der Thymus-abhingigen T-Zellrekonstitution bei Kindern ca. 6 Monate nach
Transplantation beginnt und danach rasch voranschreitet. Allerdings konnten mit den in
diesen Studien verwendeten Techniken keine sicheren Aussagen iiber den exakten

Beginn und das Ausmal} der Thymusauswurfleistung gemacht werden.
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Es besteht weitgehende Ubereinstimmung in der Annahme, dass die de novo
Generierung kompetenter T- Zellen vom Vorhandensein eines funktionsfahigen
Thymus abhingig ist [3]. Aufgrund fehlender spezifischer Marker fiir frisch aus dem
Thymus emigrierte naive T-Zellen und der uneindeutigen Interpretation naiver T-
Zellmarker im peripheren Blut bestanden bis vor kurzem noch Schwierigkeiten bei der
prazisen Quantifizierung der Thymusfunktion. Neue Erkenntnisse tiber die
Mechanismen der T-Zellreifung und der dabei stattfindenden Umlagerung der T-
Zellrezeptorgene [6, 7] haben zur Entwicklung des T-cell receptor excision circles-
(TREC) Assays [4, 8] gefiihrt, der in einer Reihe von klinischen Situationen zur
Analyse der Thymusfunktion bereits verwendet worden ist [9-17] und im folgenden

kurz beschrieben werden soll (s. Abb. 1).

L3 Der Thymus und seine Funktion

Die Vorlaufer der T-Lymphozyten werden wie alle anderen himatopoetischen Zellen im
Knochenmark gebildet, wandern dann aber als sehr unreife Vorstufen tiber die Blutbahn
in den Thymus ein. Hier durchlaufen sie verschiedene Phasen der Proliferation und
Ausreifung und erlangen auf diesem Wege ihre immunologische Kompetenz. Fiir die
Bedeutung des Thymus als einziges Organ, dem diese Funktion zufillt, sprechen die
Erkenntnisse aus zwei Mausmodellen — SCID- und Nacktmiusen. SCID steht fiir
severe combined immune deficiency (schwere kombinierte Immundefizienz), dem ein
angeborener Defekt in der Rekombination der T-Zellrezeptorgene fiir die gemeinsame
| -Kette der Rezeptoren fiir verschiedene Zytokine (IL-2, -4, -7, -9, -15), welcher
normalerweise wiahrend der Ausreifung der Lymphozyten im Thymus stattfindet,
zugrunde liegt. Somit sind bei diesen Méusen im peripheren Blut trotz vorhandenem
Thymus kaum T-Lymphozyten nachweisbar. Méuse, die kein Fell haben, werden als
Nacktmiuse bezeichnet. Dieser Mausestamm ist durch das Fehlen des Thymus und sehr
niedrige T-Zellzahlen im peripheren Blut charakterisiert. Dabei haben sie eine normale
Funktion des Knochenmarkes. Wird nun Knochenmark einer Nacktmaus in eine SCID-
Maus transplantiert, reifen in der letzteren normale T-Zellen heran. Auch fiihrt die
Transplantation von Thymus einer SCID-Maus auf eine Nacktmaus zum Heranreifen
normaler T-Lymphozyten. Umgekehrt fiihrt jedoch die Transplantation von

Knochenmark einer SCID-Maus in eine Nacktmaus zu keiner Bildung normaler T-
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Zellen. Die Mausmodelle weisen auf die wichtige Bedeutung des Thymus als einen Ort,
an dem die Heranreifung der T- Lymphozyten und Erlangung der Immunkompetenz

stattfindet hin [57].

Ein klinisches Beispiel fiir die Bedeutung des Thymus beim Menschen ist das Di
George-Syndrom. Patienten mit einem kompletten Di George-Syndrom oder
thymektomierte Patienten konnen keine naiven T- Zellen generieren [3, 4]. Die
Transplantation von Thymusgewebe kann in diesem Fall kurativ sein und die

Produktion naiver T- Zellen wiederherstellen [5].

Der Thymus scheint ein spezielles und fiir die Heranreifung normaler T-Lymphozyten
sehr wichtiges Mikromilieu zu bieten. Dabei findet eine Rekombination der Gene fiir
die an der Zelloberfliche exprimierten T-Zellrezeptoren statt, die Zellen durchlaufen
eine Umwandlung von naiven in immunkompetente T-Lymphozyten. Dazu miissen die
T-Zellen lernen korpereigene von fremden Peptiden zu unterscheiden. Sie
durchwandern hierfiir die Prozesse der positiven und negativen Selektion. Wéhrend der
positiven Selektion werden die Thymozyten auf ihre Reaktionsfahigkeit mit
korpereigenen HLA- Molekiilen hin gepriift. Die negative Selektion beinhaltet die
Priifung und ggf. Elimination (Apoptose) von Thymozyten, die korpereigene Eiweille
auf korpereigenem HLA-Molekiilen erkennen [57].

Im Laufe dieses Reifungsprozesses exprimieren die T- Lymphozyten verschiedene
Oberflichenmarker. Anfangs sind die Vorstufen der T-Lymphozyten noch als CD3-
/CD4-/CD8-/CD34+ Zellen im peripheren Blut anzutreffen, um dann tiiber CD3
Positivierung (fiir T-Lymphozyten) und einer Stufe der Doppelpositivitét fiir CD4 und
CD8 zu den hochspezialisierten einfach positiven CD4 oder CD8 Zellen zu gelangen.

Wihrend der Reifung der T-Zellen im Thymus werden, wie bereits erwihnt, die Gene
fiir den T- Zellrezeptor an der Zelloberfliche neu umgelagert (gene rearrangement);
nicht bendtigte Genabschnitte werden dabei ausgeschnitten. Bevor eine erfolgreiche
Umlagerung des a-Lokus stattfinden kann, muss der in den a-Lokus eingestreute d-
Lokus deletiert werden. Dieser ausgeschnittene Genabschnitt lagert sich in der Folge

ringférmig zusammen, ein sogenannter T-cell-receptor Recombination Excision Circle
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(TREC), ein extrachromosomaler Ring aus DNA, entsteht (Abbildung 1). T-
Lymphozyten, die kiirzlich den Thymus verlassen haben, besitzen genau einen TREC-
Ring pro Zelle. Die TRECs sind stabil und kommen nur in T-Lymphozyten vor. Sie
werden wihrend der Mitose nicht vervielfaltigt und so mit jedem Zyklus der Zellteilung
verdiinnt. TRECs sind Marker fiir die zeitliche Néhe in der Entwicklung der T-Zellen
zum Thymus. Thre Evaluation kann unter anderem als Kriterium fiir die thymische
Aktivitit verwendet werden, reicht jedoch als alleiniger Parameter nicht aus, da bei
gesteigerter zelluldrer Proliferation durch den Verdiinnungseffekt falsch negative

Ergebnisse erwartet werden miissen.
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Abb. 1: Entstehung extrachromosomaler DNA-Ringe (TRECs) im Rahmen der
Umschreibung der T-Zellrezeptorgene.

Ein Parameter, der eine Aussage liber die Teilungsaktivitdt von Zellen erlaubt, ist die
Messung der Expression des intrazelluliren Ki67 Antigens. Ki67 stellt ein
EiweiBmolekiil dar, welches durch alle Phasen des Teilungszyklus der Zellen auller in

GO exprimiert wird. Zusammen mit der TREC Analyse erlaubt nun die Kombination
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dieser Methoden eine klarere Aussage tiber die thymische Aktivitdit nach

Transplantation.

1.4 Ziel der Arbeit
In der vorliegenden Arbeit sollte nun der Einfluss transplantationsassoziierter Faktoren
auf die thymusabhidngige T- Zellrekonstitution nach Stammzelltransplantation
untersucht werden. Wichtige transplantationsassoziierte Faktoren sind:

Empféangeralter

Art der Erkrankung

verwendetes Konditionierungsregime

Spender- und Transplantatart (Verwandtschaftsgrad mit dem Empfianger, HLA-

Identitit)

Zahl der transplantierten Stammzellen

Auftreten einer akuten oder chronischen GvHR.

Der zeitliche Ablauf der thymusabhédngigen T-Zellregeneration in Abhéngigkeit von
den genannten Faktoren sollte hierbei zur Darstellung kommen. Die Kenntnis der
Mechanismen  der  Immunrekonstitution und  ithre  Abhédngigkeit  von
transplantationsassoziierten Faktoren ermdglicht eine gezielte und zeitlich begrenzte
Supportivtherapie bis zur Wiederherstellung der korpereigenen Abwehr. Letztere ist von
besonders groBer Bedeutung fiir das Uberleben des Empfingers nach Transplantation
durch den Aufbau einer funktionstiichtigen Abwehr gegen Viren und Pilze sowie
eventuell noch verbliebene neoplastische Zellen.

Untersucht wurde, inwieweit nicht nur das relativ stabile Plateau der
Thymusauswurfleistung, welches 12 bis 24 Monate nach Transplantation erreicht wird,
sondern auch der sehr friihe Beginn der Thymusfunktion in den ersten Monaten nach
Transplantation von den genannten Faktoren beeinflusst wird. Um den
Verdiinnungseffektes der TRECs im Rahmen der bei lymphopenischen Patienten
vorhandenen homdostatischen Proliferation mit zu beriicksichtigen, wurde eine
Kombination des TREC-Assays mit anderen, die Neubildung von T-Lymphozyten
untermauernden Evaluationsmethoden (phinotypische Charakterisierung peripherer T-

Zellen sowie intrazellulire Messung der Ki-67 Expression) angewandt. Erst die
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Einbeziehung von Daten aus mehreren Methoden erlaubt eine eindeutigere Aussage
iiber den Beitrag des Thymus zur T-Zellrekonstitution nach Transplantation

hidmatopoetischer Stammzellen im Kindesalter.

11. Material und Methoden

II.1  Patientendaten und Einschlusskriterien

In einem Zeitraum von Februar 2001 bis Juli 2003 wurden insgesamt 373 Proben von
164 Patienten untersucht. Die Transplantationen fanden von November 1991 bis April
2003 an der Universititskinderklinik in Tiibingen statt. 81 Patienten, die vor Mai 2001
transplantiert wurden (medianes Alter 7,3 Jahre {Streuungsbereich 0,5- 19,4}), wurden
nur in der Plateauphase P ihrer Thymusfunktion (s. a. statistische Analyse) untersucht. 1
Probe pro Patient (Medianwert, Bereich 1-3) wurde in dieser Kohorte mit einer
medianen Nachbeobachtungsdauer von 1507 Tagen (Bereich 320-3715) untersucht. 83
Patienten wurden nach Mai 2001 transplantiert (medianes Alter 7,5 Jahre {Bereich 0,3-
22,6} und prospektiv zur Ermittlung von P und von Tmin im Verlauf untersucht. 3
Proben pro Patient (Median, Bereich 1-9) wurden in dieser Kohorte mit einer medianen
Nachbeobachtungsdauer von 333 Tagen (Bereich 50- 1105) gewonnen. Mehrere Proben
von einem Patienten wurden als Serienwerte, gebunden an den Patienten und nicht als
unabhiingige Ergebnisse, betrachtet. Die Studie erfolgte in Ubereinstimmung mit den
geltenden Bestimmungen der Ethikkomission der Universitit Tiibingen und ein
schriftliches Einverstdndnis der Eltern wurde eingeholt. Patienten, die die ersten 100
Tage nach Transplantation nicht iiberlebten, fielen aus der Studie. Patienten, die eine
zweite Transplantation benétigten und ein erfolgreiches Engraftment zeigten, wurden
mit eingeschlossen. Die Kohorte konnte in 4 Hauptkategorien gruppiert werden:
Empfanger autologer Stammzellen (n= S51), allogener Stammzellen eines HLA-
identischen Geschwisterteiles (n= 47), eines nichtverwandten Fremdspenders (n = 45)

oder eines haploidentischen Elternteiles (n= 21).



Tabelle 1: Patientencharakteristik (n=164)
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Autologe Transplantationen Sn= 51
solide Tumoren 42
Leukdmie/Lymphom 7
nichtmaligne Erkrankungen 2
periphere Stammzellen (>10n7/<10n7 CD34+/kg) 48(15/33)
Knochenmark 3
Konditionierung (Ganzkorperbestr./Busulfan/andere) 3/5/43

HLA identische Geschwisterspender Sn= 47
Leukdmie/Lymphom 22
solide Tumoren (Rhabdomyosarkom) 2
myelodysplastische Syndrome 8
nichtmaligne Erkrankungen 15
periphere Stammzellen (>10n7/<10n7 CD34+/kg) 11(3/8)
Knochenmark 36
Konditionierung (Ganzkorperbestr./Busulfan/andere) 18/26/3
GVvHD (akut/chronisch) 27/6

Transplantationen von unverwandten Spendern Sn= 45
Leukdmie/Lymphom 30
myelodysplastische Syndrome 3
nichtmaligne Erkrankungen 12
periphere Stammzellen (>10n7/<10n7 CD34+/kg) 32(13/19)
Knochenmark 13
Konditionierung (Ganzkorperbestr./Busulfan/andere) 23/20/2
GVvHD (akut/chronisch) 10/3

Transplantationen von elterlichen (haploidentischen) Spendern Sn= 21
Leuk@mie/Lymphom 12
solide Tumoren 1
myelodysplastische Syndrome 2
nichtmaligne Erkrankungen 6
periphere Stammzellen (>10n7/<10n7 CD34+/kg) 19(14/5)
Knochenmark 2
Konditionierung (Ganzkorperbestr./Busulfan/andere) 13/5/3
GvHD (akut/chronisch) 2/3

GVHD entspricht Graft versus Host Disease

Von den 110 Patienten, die mit Stammzellen aus dem peripheren Blut transplantiert
wurden, erhielten nur 6 nichtmanipulierte Transplantate, die restlichen 104 Patienten
erhielten T- Zell-depletierte Stammzellpriparate ohne anschliefende
Immunsuppression.

Die Konditionierung erfolgte mit Busulfan und/oder Ganzkorperbestrahlung vor
allogener beziehungsweise Melphalan/Carboplatin vor autologer Transplantation. Die

Patientendaten sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die Indikationen zur Transplantation waren
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in den meisten Fillen maligne Erkrankungen wie Leukdmien oder Lymphome (n=62)
oder solide Tumoren (n=45), 36 der 164 Patienten wurden allerdings aufgrund einer

nichtmalignen Erkrankung transplantiert - siehe auch Tabelle 2.

Tabelle 2: Transplantationen wegen nichtmalignen Erkrankungen

kongenitale Granulozytendysfunktion
kongenitale Erythrozytendefekte
hdmophagozytierende Lymphohistiozytose
metachromatische Leukodystrophie
X-chromosomale Adrenoleukodystrophie
autoimmune Erkrankungen

Osteopetrose

Polycytaemia vera

schwere aplastische Anidmie

schwerer kombinierter Immunmangel
Schwachmann-Diamond Syndrom
Sichelzellandmie

Thalassdmie

Wiskott-Aldrich Syndrom

W W — === NN W =N ==

Sn=

II.2  Reagenzien und Ger:iite

T-Lymphozytenisolierung

BIOCOLL Dichtegradientenldsung- Biochrom, Berlin
PBS- DUBELCCO, phosphatgepufferte Kochsalzlosung 0,9%, ohne Calcium und

Magnesium- Biochrom, Berlin

Antikorper fiir Durchflusszytometrie
- Monoklonale Zelloberflichenantikorper: anti-CD3, CD4, CDS8, CD27, CDA45
RA, CD45 RO- Becton Dickenson, Heidelberg.
- Monoklonale intrazellulir farbende Antikorper: Ki67 FITC- Coulter-

Immunotech, Krefeld

Saponin fiir Zellmembranpermeabilisierung- Riedel de Haen, Deisenhofen.

Reagenzien fiir Polymerase Ketten Reaktion (s. auch Methoden: TREC Assay)
5" Nuklease Primer- 5'- MegaBases, Chicago, USA.




TagMan Sonde- TagMan FAM 5°-Mega Bases, Chicago, USA.
Platinum Taq Polymerase- Invitrogen, Karlsruhe

Proteinase K- Roche, Mannheim

Glas- und Kunststoffartikel

Falcon Rohrchen & 14 ml- Becton Dickinson, Heidelberg

FACS Rohrchen (rund) 4 5 ml- Becton Dickinson, Heidelberg

Sterile Pipettenspitzen & 10 pul- BIOZYM PreCision, Hess. Oldendorf
Sterile Pipettenspitzen & 100 und 1000pul- Saarstedt, Niimbrecht

Sterile Pipettenspitzen & 200 pl- Saarstedt, Niimbrecht

Sterille Pipetten 4 5, 10 und 25 ml- Corning Incorporated, New York, USA
Pasteur Pipetten- WU, Mainz

Gerite

FACSCalibur, Software: CellQuest” (Becton Dickinson, Heidelberg)
ABI7700-Sequence Detector - (AppliedBiosystems, Weiterstadt)
Pipettboy Accu- Tecnomara, Schweiz

Vortexer- Heidolf Reax- neoLab, Heidelberg

Zentrifuge Rotixa (Hettich, Tuttlingen)

II.3 Methoden
Aufarbeitung der Proben und FACS Analyse
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Die Durchflulzytometrie (FACS- Fluorescence Activated Cell Sorting) erlaubt eine

Unterscheidung und Zéhlung der Zellen aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften

(GroBe, Granularitdt). Zusdtzlich macht man sich die Moglichkeit der Bindung

fluoreszenzmarkierter Antikorper an bestimmte Zelloberflachenantigene zunutze. Als

Lichtquelle kommt ein Laserstrahl zur Verwendung. Die Zellen werden aus der

Suspension angesaugt und mittels Uberdruck in Richtung der MeBkiivette transportiert.

Dort erfasst eine laminar durch die Messkammer flieBende Tragerfliissigkeit die

Zellsuspension, der Probenstrom ist auf das Zentrum der Kiivette gerichtet. Diese

wiederum verengt sich zunehmend, so dass der Fluss in diesem Bereich eine starke
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Beschleunigung erfahrt. Die Beschleunigung, auch ,hydrodynamische Fokussierung*
genannt, hat zur Folge, dass die Zellen den Laserstrahl am Messpunkt stets als
Einzelzellen passieren. Trifft am Messpunkt der fokussierte Laserstrahl auf eine Zelle,
streut diese das Laserlicht in alle Richtungen. Dabei unterscheidet man das
Vorwirtsstreulicht (Forward Scatter = FSC), proportional zur ZellgroBe und das
Rechtwinkelstreulicht (Side Scatter = SSC), ein Mall fiir die Zelldichte und
Granularitdt. Mit Hilfe dieser Streuungsparameter und der Fluoreszenzsignale, die von
Photoverstiarkern aufgenommen und verarbeitet werden, lassen sich die Zellen

charakterisieren [50-54].

Es erfolgte die Bestimmung der prozentualen und absoluten Zahlen der einzelnen T-
Lymphozytenfraktionen. Verwendet wurden die erwéhnten fluoreszenzmarkierten
monoklonalen Antikérper gegen CD3, CD4 sowie CD8. Bestimmt wurde auch der
Anteil an naiven (CD45RA) und Gedichtnis-(CD45R0O)-T-Zellen in jeder der o.g.
Subpopulationen (s. auch Tabelle 4).

Tabelle 3: Firbung mit monoklonalen Antikérpern

Rohrchen | Antikorper FACS
Nr. Messung
FITC PE CyChr APC PerCp
1. Isotypenkontrolle alle Zellen
Simultest Gate 1
2. CD3 alle Zellen
Gate 1
3. CD8 CD4 CD3 alle Zellen
Gate 2
4. IgGl1 alle Zellen
Kontrolle
5. Ki67 CD4 CD45 RA |CD3 Gate 2
6. Ki67 CD45 RO CD3 CD4 Gate 2
7. Ki67 CD27 CD45 RA |CD8 Gate 2
8. CD45RA |CD31 CD3 CD4 Gate 2
0. CD45 RO |CD31 CD3 CD4 Gate 2

aCD= anti CD.. Antikoérper; APC/PerCP/Pe/FITC/CyChr=fluorochrome Farben
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Die mit fluoreszierenden Antikorpern markierten Zellen wurden durch ein Laserlicht
(488 nm) angeregt und die Emissionen bei verschiedenen Wellenldngen (FITC bei

580 nm, PE bei 650 nm, PerCp bei 682 nm, APC bei 660 nm) detektiert. Aufgenommen
wurden bei jeder Messung 10.000 Zellen. Zur Auswertung der Daten wurde das
Programm CellQuest verwendet. Es wurde die korrelierte Zweiparameterdarstellung
oder ,,Dotplot*“- 4 Quadrantenanalyse ausgewéhlt. Die Fluoreszenz einer einzelnen Zelle
entspricht dabei einem Punkt auf dem Koordinatensystem, dessen x- und y-Achsen die
Fluoreszenzintensitdit der verwendeten Farben  darstellten (logarithmische
Achsenskalierung). Ebenfalls wurde in einem weiteren Koordinatensystem auf der x-
Achse das Vorwirtsstreulicht (FSC = ZellgroBe) und auf der y-Achse das
Rechtswinkelstreulicht (SSC = Granularitit) zur Darstellung gebracht. Zunichst wurde
anhand der FSC- und SSC-Parameter ein Lymphozytengate gesetzt (G1 in Tabelle 3),
um den prozentualen Anteil der Lymphozyten an den Gesamtleukozyten zu ermitteln. In
einem zweiten Schritt wurden dann T-Zellen anhand ihrer SSC- und FL-3 (CD3 PerCp)
Parameter markiert (G2 in Tab. 3) und gemiss der Expression von CD4, CD8, CD27,
CD45RA, CD45RO die entsprechenden T-Zellsubpopulationen analysiert.

Aus EDTA-Blut wurden mittels Ficoll-hypaque Dichtegradientenzentrifugation
periphere mononukledre Zellen isoliert. Dabei wird 1:1 mit isotoner Kochsalzlosung
(PBS) verdiinntes Vollblut tiber die Ficolllosung geschichtet und anschliefend
zentrifugiert. Es entsteht ein Gradient, der die Aufteilung nach Grofle und Gewicht der
Zellen erlaubt. Das zu gleichen Anteilen mit PBS verdiinnte EDTA-Blut, wurde in mit 2
ml Ficoll-hypaquelosung gefiillte Falcon- Rohrchen vorsichtig aufgeschichtet. Nach
Zentrifugation mit 800 g (relative Zentrifugalkraft) bei Raumtemperatur liber 15
Minuten und langsamer Abbremsung wurden die mononukledren Zellen in der
Interphase gesammelt und zweimal in PBS gewaschen. Nach dem zweiten Waschgang
wurde der Uberstand vollstindig abgesaugt und das trockene Pellet bei —80°C bis zur
spateren TREC-Analyse eingefroren. Vor dem Einfrieren wurde ein Aliquot zur
Bestimmung der Gesamtzellzahl sowie zur durchflusszytometrischen Bestimmung des
Anteiles der CD3 positiven Zellen entnommen, um die in der Probe vorhandene T-

Zellzahl exakt zu definieren.
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Als Ausdruck zelluldrer Proliferation wurde in 141 Proben von 81 verschiedenen
Patienten parallel dazu auch die spontane intrazellulire Ki67-Expression in frisch
separierten naiven und Gedichtnis-CD4" und CD8" Zellen innerhalb von 12 h nach
Entnahme der Blutprobe gemessen (s. auch Tab.4). Der TREC- Gehalt peripherer T-
Zellen wird nicht nur durch die Thymusproduktion beeinflusst, sondern auch durch die
Proliferationsrate naiver T- Zellen und der damit verbundenen Dilution der TRECs. Erst
die kombinierte Auswertung von T-Zellzahl, Proliferationsrate und TREC- Analyse
unter Berticksichtigung klinischer Daten erlaubte eine Aussage iiber die tatsdchliche
Thymusfunktion [18,19]. Zur Messung der Ki67-Expression wurden nach der oben
beschriebenen Oberflichenfiarbung die Zellen mit 4%iger Paraformaldehydlésung
fixiert und die Zellwénde durch Inkubation mit 0,3%igem Saponin iiber 15 Minuten bei
Raumtemperatur permeabilisiert. AnschlieBend erfolgte die intrazelluldre Anfirbung
mit 5 pl FITC- konjugiertem monoklonalen Ki67-Antikorper iiber 10 Minuten bei
Raumtemperatur gefolgt von zwei Waschgédngen in 0,1%iger Saponinlosung. Die
Messung erfolgte analog der oben beschriebenen Oberflichenmarkeranalyse auf einem

FACSCalibur mit Hilfe der CellQuest® Software (BD, Heidelberg).

TREC-Assay

Es handelt sich hierbei um eine quantitative RealTime PCR Methode, die kiirzlich von
Douek et al. beschriecben worden ist [4,9,11]. Die isolierten und bei —80°C
eingefrorenen Zellpellets wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und mit 100ul/ml
Proteinase K in einem Verhiltnis von 10 pl auf 10° Zellen zunichst 1 Stunde bei 56°C
und dann 15 Minuten bei 95°C inkubiert. Es folgte die RealTime PCR mit 5 pl des
Zelllysats  (entsprechend 50.000 Zellen) wund folgenden Primern: 5'-
CACATCCCTTTCAACCATGCT-3" und 5- GCCAGCTGCAGGGTTTAGG-3' sowie
der TagMan Sonde 5-FAM-ACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCCCACT-
TAMRA-3'. Die PCR Reaktion enthielt 0,5 U Platinum Taq Polymerase und 3,5 mM
MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 500 nM von jedem Primer und 200 nM Sonde in einem
Endvolumen von 25 pl. Die PCR-Bedingungen waren: Start mit 95°C fiir 5 Minuten,
danach 40 Zyklen mit 95°C Denaturierung fiir 30 Sekunden und 60°C Annealing und
Elongation fiir 1 Minute. Jeder Assay enthielt 6 interne Standards mit 10’-10" TREC-
Molekiilen, die freundlicherweise von Herrn Dr. Douek, NIH, Bethesda, USA zur
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Verfiigung gestellt worden waren. Anhand dieser Werte wurde eine Standardkurve
erstellt, aus der mit Hilfe der ABI7700 Sequenzdetektor-Software (Applied Biosystems,
Weiterstadt) der TREC-Gehalt der Proben bestimmt werden konnte. Alle Proben und

Standards wurden dreifach gemessen.

Statististik

Um die statistischen Zusammenhénge besser darzustellen, werden die weiter unten im
Detail gezeigten Ergebnisse kurz umrissen. Alle Patienten, die in der frithen Phase nach
Transplantation analysiert wurden, hatten mindestens eine TREC Probe. Aufgrund
dieser Beobachtung und des Verlaufes der TREC-Werte in Abbildung 2 konnten wir
folgendes Modell der Rekonstitution TREC™ T-Zellen annechmen: nach einer frijhen
Phase ohne nachweisbare TREC" T-Zellen im peripheren Blut beginnen die Patienten
zum Zeitpunkt Tpin innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation TREC" Zellen zu
entwickeln. Ungefdhr 18-24 Monaten nach Transplantation wird dann ein stabiles
Plateau P an TREC' Zellen erreicht. Ist dieses Plateau P erreicht, halten sich die
thymusabhiingige T-Zellneogenese und die Clearance der TREC™ T-Zellen aus dem
peripheren Blut die Waage.

Abb. 2: TREC Gehalt peripherer
Abbild UFIQ 2 T-Zellen nach Stammzelltrans-
e plantation
= "f.gf In der frihen Phase nach
T 00 ] Transplantation sind keine TRECs
E itio vorhanden, beginnen aber ab einem
= S 3 Zeitpunkt T, zu steigen. Nach ca.
= a0 3 1-2 Jahren erreichen die TRECs ein
S | stabiles Plateau P, welches bis zu 10
o iy Jahren unverdndert stabil bleibt. Die
a gg 1 TREC Daten sind nach
H 1 logarithmischer Transformation
o 10 gegen die Zeit nach Transplantation
'; ? ] dargestellt. Die Ergebnisse sind als
= * ] Medianen gezeigt, die Fehlerbalken
12 stellen die 25. und 75. Perzentile dar.
05 LT T | —TorTvog
i 2 3.4 652819 2 34 & 810 12
Zeitnach Transplantation (log Jahre)
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Fiir den Parameter T, wurde eine lognormale Verteilung angenommen, dessen Median
linear vom Alter abhédngig ist. Diese Annahme basiert auf einer initialen Analyse, in der,
nach Gruppierung in altersabhidngige Quartile, eine lineare Beziehung zwischen dem
Patientenalter und Ty, gefunden werden konnte. Eine Intervallzensierung der Daten
beriicksichtigte fehlende Einzelwerte (z.B. wurden 81 Patienten nur in der Plateauphase

P analysiert).

Die untersuchten Parameter wurden geméiss eines Maximum-likelyhood Modells
angegeben. Der Einfluss folgender Variablen auf den Zeitpunkt Ty, der Regeneration
TREC" T- Zellen wurde analysiert: Art des Transplantes (autologe Stammzellen, bzw.
Stammzellen eines HLA-identischen Geschwisterkindes oder eines unverwandten oder
haploidenten Spenders), Art der Erkrankung (maligne bzw. nichtmaligne),
Stammzellherkunft (peripheres Blut oder Knochenmark), Anzahl der transplantierten
CD34" Stammzellen (< oder > 10’7 CD34'/kg Korpergewicht), verwendetes
Konditionierungsregime (Ganzkorperbestrahlung, Busulfan oder andere) sowie

Auftreten von GvHD (akut oder chronisch).

Da in der Folge nur das Alter und die akute GvHD einen signifikanten Effekt auf Tyis
zeigten, wurden beide Faktoren gleichzeitig in einem multifaktoriellen Maximum-
likelyhood Modell auf ihre Signifikanz hin tiberpriift. Das Plateau P der 101 Patienten,
die TREC"™ T-Zellen entwickelten, wurde aufgrund des geometrischen Mittelwertes
errechnet und zwischen den verschiedenen Untergruppen mittels Einweg-ANOVA
verglichen. Um eine vergleichbare Varianzen zwischen den einzelnen Gruppen zu
erreichen, wurden die Daten vor der Analyse logarithmisch transformiert.

In Annahme einer unteren Nachweisgrenze von 0,1% wurde die Ki67-Expression vor
und nach Tag 180 unter Verwendung eines begrenzten Maximum-likelyhood Modelles
miteinander verglichen. Zensierte Einzelwerte unterhalb der Nachweisgrenze wurden
mitbertlicksichtigt. Der logit-Wert ist dabei definiert als der Logarithmus des
Bruchwertes aus: Prozentsatz der Expression geteilt durch eins minus den Prozentsatz
der Expression.

Die unterschiedliche Anzahl der Proben pro Patient wurde beriicksichtigt, indem die

Patientenzahl als Zufallsfaktor miteinbezogen wurde. Die Ki67-Expression wurde mit
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den peripheren CD3" T-Zellzahlen korreliert und innerhalb der fiinf untersuchten T-
Zellsubpopulationen miteinander verglichen. Die P-Werte wurden nach der Bonferroni-
Holm Methode der Zahl der innerhalb des Datensatzes getesteten Hypothesen

angepasst.

III.  Ergebnisse

III.1 TREC-Gehalt, absolute TRECs und Anzahl naiver T-Zellen

Die Ergebnisse der TREC- Analysen wurden als absolute Anzahl der TREC" T- Zellen
pro ul peripherem Blut sowie als TREC" T-Zellen pro 100.000 T-Zellen errechnet. Die
Daten der TREC" T-Zellen pro pl zeigten eine starke positive Korrelation mit den
Zahlen der naiven CD4" T-Zellen (Abbildung 3A), naiven CD8" T-Zellen (Abbildung
3B), als auch mit der Gesamtsumme der naiven CD3" T-Zellen (Abbildung 3C).
Ahnliche Ergebnisse fanden sich fiir die Korrelation der TREC"™ T-Zellen pro 100.000
T-Zellen und der Anzahl der naiven T-Zellen. Demzufolge kann unter normalen
Bedingungen die Anzahl der naiven T-Zellen zur Abschitzung der TRECs verwendet

werden.

Weiterhin wurde eine starke positive Korrelation zwischen der Anzahl der TREC" T-
Zellen pro ul Blut und der Anzahl TREC" T-Zellen pro 100.000 T-Zellen (Abbildung
3D) gefunden. Dies bedeutet, dass beide Parameter gleichermallen zur Darstellung der

Thymusfunktion verwendet werden konnen.
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Abb. 3: Korrelation der TRECs mit den naiven T-Zellpopulationen

Nach logarithmischer Transformation korrelierte der TREC-Gehalt peripherer T-Zellen mit der Zahl der
naiven CD4" (A), naiven CD8" (B) sowie mit der totalen Zahl naiver CD3" T-Zellen. Desweiteren
korrelierte der TREC-Gehalt peripherer T-Zellen, angegeben als TREC pro 100.000 T-Zellen, gut mit der
errechneten Zahl der TREC T-Zellen pro ul (D). Diese Ergebnisse zeigen, daB beide Parameter
dquivalent verwendet werden konnen. n zeigt die Zahl der untersuchten Proben an.

I11.2 Intrazellulire Ki67-Expression in peripheren T-Zellen

Die spontane Ki67-Expression in peripheren T-Zellen vor dem Tag 180 nach
Transplantation war signifikant hoher (Mittelwert 1,8 %; 95 % CI 1,33 -2,54 %) als
nach Tag 180 (Mittelwert 0,83 %, 95 % CI 0,68- 1,03 %). In einer Untergruppenanalyse
konnte diese Abnahme der Ki67-Expression allerdings nur fiir naive CD4", Gedichtnis-
CD4" und Gedichtnis-CD8" T-Zellen bestitigt werden.

Die Ki67-Expression war zwischen allen sechs moglichen Kombinationen von naiven
und Gedichtnis CD4" und CD8" T-Zellen positiv korreliert (Korrelationskoeffizienten
zwischen 0,29 und 0,46), was zeigt, dass die Proliferation in diesen Populationen von
einem gemeinsamen Faktor abhidngig zu sein scheint. Interessanterweise zeigte die

Ki67-Expression in naiven und Gedichtnis-CD4" und CD8" T- Zellen eine inverse



Seite 22

Korrelation zur Gesamt-T-Zellzahl (Korrelationskoeffizienten zwischen —0,28 und —
0,38). Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass die spontane Proliferation dieser
Populationen in der frithen Phase nach Transplantation durch Homoostasemechanismen
unterhalten wird. Die Durchfiihrung einer T-Zelldepletion oder das Auftreten einer
GvHD hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Ki67-Expression in CD4" und CD8"
Gedichtnis- und CD8" Effektorpopulationen. Naive CD8", jedoch nicht naive CD4" T-
Zellen von Patienten mit einer akuten GvHD nach Knochenmarktransplantation zeigten
eine signifikant niedrigere Ki67-Expression (Mittelwert 0,3 %, 95 % CI 0,8 — 2,3 %
versus 1,4%, 95 % CI 0,1 — 0,7 % in Patienten mit versus ohne GvHD, p=0,0141).
Dieses Phidnomen konnte bei Empfingern von T-Zell-depletierten peripheren
Stammzellen (Abb. 4A und B) nicht beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigte die
Ki67-Expression in Effektor-CD8  T-Zellen keine Korrelation zu einem der
analysierten Parametern. Dies ldsst den Schluss zu, dass die Proliferation der Effektor-

CD8" T-Zellen von Faktoren unterhalten wird, die nicht in dieser Studie erfasst worden

sind.
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II1.3 Einflussfaktoren fiir den Beginn der Thymusaktivitiit Ty,

Der Beginn der Thymusaktivitit wurde definiert als der Zeitpunkt Ty, an dem sich bei
den Patienten erstmals nach Transplantation TREC™ T-Zellen im peripheren Blut
nachweisen lieBen. In einem ersten Analyseschritt erfolgte die Aufteilung der
Patientenkohorte in 4 Altersquartile und die Berechnung einer Korrelation zwischen
Patientenalter und T.,. Mit Hilfe dieses Modelles konnten wir berechnen, dass die
mittlere Zeit bis zur ersten Detektion TREC" T-Zellen bei Kindern, die zum Zeitpunkt
der Transplantation unter einem Jahr alt waren, 83 Tage betrug. Jedes weitere
Lebensjahr verldngerte diese Frist um 14 Tage. Dieses Modell des altersgebundenen
Beginns der Thymusfunktion konnte auch in der Analyse des Einflusses verschiedener
transplantationsrelevanter Faktoren (Art des Transplantates, Spenders, Erkrankung,
Konditionierung, Auftreten von GvHD, Zahl der transplantierten Zellen/kg KG) auf den
Zeitpunkt Ty, bestétigt werden. Allerdings konnte diese altersabhiingige Berechung in
den Untergruppen unmanipulierte periphere Stammzellen, Patienten mit chonischer
GvHD und nichtmaligne Erkrankungen nicht durchgefiihrt werden, da die
Patientenzahlen diesen Gruppen hierfiir zu klein waren. Die mittlere Zeit zum Erreichen
positiver TREC-Werte war deutlich kiirzer bei Patienten, die wegen einer nichtmalignen
Erkrankung transplantiert wurden (Median 206 Tage vs. 148 Tage bei Patienten mit
malignen vs. nichtmalignen Erkrankungen). Wegen der ungleichméafligen Verteilung der
Patienten in diesen beiden Gruppen (n = 128 vs. n = 36) erreichte dieser Unterschied
jedoch keine statistische Signifikanz P = 0,21 (Tabelle 3). Die Art des Transplantates,
des Spenders, des Konditionierungsregimes und die transplantierte Zellzahl hatten
keinen Einfluss auf den Beginn der Thymusaktivitit. Es gab keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen autologen und allogenen Transplantationen
beziiglich Tmin. Im Gegensatz zu den vorteilhaften Effekten des jlingeren Alters und der
nichtmalignen Erkrankung fiihrten die akute (Grad 2-4) bzw. die chronische GvHD
(begrenzte und extensive Form) zu einer Verzégerung von Ty, um 151 Tage (Median,
P =0,036) bzw. 184 Tagen (Median, P = 0,16). Durch Einbeziechung sowohl des Alter
als auch der akuten GvHD in ein multifaktorielles Modell fiir Ty, konnten wir zeigen,
dass allein das Alter einen signifikanten Einfluss auf T, hat. Obwohl die akute GvHD
den Beginn der Wiederherstellung der Thymusfunktion um 149 Tage verzogerte
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(Mittelwert, 95 % CI -2 - 378 Tage), war dieser Effekt nicht signifikant, da die Grenze

des 95 % Konfidenzintervalles Null unterschritt.

Tabelle 3: Faktoren, die den Beginn von T min

Thymusaktivitiit beeinflussen

und Plateau P der

[maligne vs. nicht
maligne]

Variable mittlerer Signifikanz | Plateau TRECs Signifikanz
Beginn (TREC per
(Tage) 10n5Zellen)

Altersverteilung 109 vs. 166|p< 0,002 5378 vs. 5765 vs. ns

[£3,7Y3,8-7,3%4] ,4- | vs. 216 vs. 3139 vs. 3047

12,4%2312,6] 298

Zellzahl 83 vs. 64 ns 3268 vs. 8878 P=0,0011

[<10n7 vs. >10n7

CD34+/kg]

Transplantat™® 164 vs. 204 |ns 3239 vs. 5107 vs. ns

[KM vs. TZd-SZ|vs. 375 6119

vs. SZ]

Spender 101 vs. 57|ns 3050 vs. 3002 vs. ns

[HLA ident.|vs. 103 vs. 7388 vs. 6599

Geschwister ~ vs. |98

unverwandt vs. von

Eltern vs. autolog]

Konditionierung 91 vs. 5 vs.|ns 3056 vs. 3785 vs. ns

[GKB vs. Busulfan | 107 6812

vs. andere]

Akute GvHD 74 vs. 174 | p<0,001 5102 vs. 2707 p=0,0395

[keine GVHD vs.

akute GvHD Grad

2-4]

chronische GVHD | 186 vs. 408 | p<0,001 4628 vs. 1381 p=0,0359

[keine GVHD vs.

chronische GvHD-

limittiert und

extendiert]

Erkrankung 222 vs. 81 p<0,001 3996 vs. 5235 ns

ns= nicht signifikant;
SZ= Stammzellen

KM= Knochenmark;

GKB= Ganzkorperbestrahlung

TZd-SZ=T Zell deplettierte Stammzellen

GvHD= Graft versus Host Disease
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III.4 Einflussfaktoren auf das Plateau P der Thymusfunktion

Nach dem initialen Anstieg der TREC- Werte erreichten die Patienten nach 18- 24
Monaten ein Plateau P, auf dem die TREC- Werte {iber ldngere Zeit konstant blieben
(Abbildung 2). Dieses Plateau P wurde als zweiter Parameter, der die Thymusfunktion
in einer stabileren Phase beschreibt, definiert und der Einfluss der oben erwéhnten
Variablen auf die Hohe von P analysiert. Interessanterweise iibte als einzige Variable
allein die transplantierte Zellzahl einen positiven Effekt auf P aus. Patienten, die mehr
als 10’ CD34" hiamatopoetische Stammzellen/kg KG erhielten, hatten signifikant hohere
TREC-Werte in der Plateauphase, als diejenigen, die weniger Stammzellen erhalten
hatten (im Median 8878 vs. 3268 TRECs/100.000 T- Zellen in Patienten mit hoheren
vs. niedrigeren Stammzellzahlen, P = 0,002; Abb. 5A). Alle anderen analysierten
Faktoren, einschlieSlich Alter und Erkrankungstyp, zeigten keinen forderlichen Effekt
auf die Thymusfunktion. Es konnte fiir P kein Unterschied zwischen autologen oder
allogenen Transplantationen festgestellt werden. Wie in der oben erwidhnten Analyse fiir
Tmin, fanden wir mittels einer Einweg-ANOVA, dass das Auftreten sowohl einer akuten,
als auch einer chronischen GvHD zu einer signifikanten Verschlechterung der
Thymusfunktion mit niedrigeren TREC-Werten in der Plateauphase P fiihrt (im Median
2707 versus 5102 TRECs/100.000 T-Zellen bei Patienten mit versus ohne akute GvHD,
P =0,0395 sowie 1381 versus 4628 bei Patienten mit versus ohne chronische GvHD, P
= 0,0359; Abbildung 5B und C). Die Durchfiihrung einer Multivariatanalyse ergab
jedoch, dass allein die Zelldosis (> 10’ CD34" Stammzellen/kg KG) mit signifikant
hoheren TREC-Werten in der Plateauphase P verbunden ist (P = 0,0022).
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Abbildung 5
A Stammzellzahl B akute GvHD C chronische GvHD
g P= 02 . P= 0305 ) P = 0358
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Abb. 5: Einfluf} der transplantierten Zellzahl und einer GvHD auf P

Patienten, die mehr als 10’ CD34" Zellen/kg Korpergewicht erhalten hatten, weisen signifikant hohere
TREC-Werte in der Plateauphase P der thymischen Rekonstitution auf (A). Jingeres Alter und eine
nichtmaligne Erkrankung, die zu einer schnelleren Wiederherstellung der Thymusfunktion fiihren,
beeinflussen den TREC-Gehalt peripherer T-Zellen in dieser Phase nicht. Allerdings kann eine akute (B)
und chronische GvHD (C) den TREC-Gehalt peripherer T-Zellen erniedrigen, wohingegen andere
transplantations-assoziierte Faktoren wie das Konditionierungsregime, die Art des Spenders oder des
Transplantates keinen Einfluss haben (diese Daten sind nicht gezeigt). Die Ergebnisse wurden mittels
unidirektionaler ANOVA analysiert. In einer Multivariatanalyse konnte jedoch nur die transplantierte
Stammzellzahl als signifikanter Einflussfaktor auf die Thymusauswurfleistung in der Plateauphase P
identifiziert werden (P = 0,0022)

1V. Diskussion

Bedingt durch die vor einer Transplantation notwendige intensive Radiochemotherapie
und die damit verbundene Zerstorung der korpereigenen Abwehrkrifte, befindet sich
der Empfénger bis zur Regeneration eines neuen Immunsystems in einem Zustand der
funktionellen Abwehrschwiche. Trotzdem wird der Organismus in dieser Phase mit
zahlreichen Erregern konfrontiert und bendtigt daher bis zur Regeneration des
Immunsystemes besondere medizinische Uberwachung und Behandlung. Im Gegensatz
zu fritheren Annahmen scheint die Wiederherstellung des Immunsystems, ein wichtiger
Teil dessen die T- Zellen sind, bereits sehr frith nach Transplantation einzusetzen.
Insbesondere Kinder zeigen eine erstaunliche Kapazitit zur raschen Regeneration
naiver, im Thymus des Empfanger herangereifter T-Zellen. In der letzten Zeit hiufen
sich Anhaltspunkte dafiir, dass auch beim Erwachsenen eine gewisse persistierende

Aktivitdit des Thymus festzustellen und daher auch in dieser Altersgruppe nach
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Stammzelltransplantation eine Regeneration naiver T- Zellen moglich ist [1-3]. Obwohl
der Thymus zweifellos vor Beginn der Pubertét seine groflte Aktivitit besitzt, gibt es
weltweit  keine  Studien, die die Thymusfunktion bei Kindern nach

Stammzelltransplantation systematisch untersucht haben.

Zur Interpretation der Daten der TREC- Analyse sind jedoch zusétzliche Angaben {iber
das Proliferationsverhalten peripherer T-Zellen notwendig. Wie bereits erwidhnt, kommt
es nach einer Transplantation konditionierungsbedingt zur Ablation des korpereigenen
Immunsystems. In den ersten 6 Monaten nach Stammzelltransplantation besteht die
Vermehrung der T-Lymphozyten insbesondere in Antigen-getriggerter Aktivierung und
Proliferation transplantierter, reifer T-Zellen [58]. Generell hat der Organismus die
Tendenz, in dieser Situation der absoluten Lymphopenie durch rasche, spontane Teilung
der vorhandenen T-Zellen den peripheren T-Zellpool "aufzufiillen", ein Phidnomen,
welches man auch homdostatische Proliferation nennt [31]. Das Auftreten von
CD3'CD4'CD45RA" Zellen sowie Anstieg TREC" Zellen im peripheren Blut kann fiir
eine beginnende T-Zellneubildung sprechen. Werden die TREC- Werte oder die Zahlen
peripherer naiver T- Zellen isoliert betrachtet, kann es zu einer deutlichen zeitlichen und
quantitativen Unterschitzung der Thymusfunktion kommen, da die hohen Teilungsraten
aller T-Zellen in dieser frithen Regenerationsphase zu einem Verlust der TREC- Ringe

bzw. zu einem raschen Phénotypwechsel fithren kénnen [31].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Thymusfunktion und T-Zelldynamik in einer
rein padiatrischen Patientenkohorte nach autologer und allogener
Stammzelltransplantation zu untersuchen. Obwohl der TREC-Assay ein sehr wichtiges
diagnostisches Mittel fiir das Immunmonitoring darstellt, konnte in fritheren Arbeiten
bereits klar gezeigt werden, dass die Interpretation von TREC- Daten durch die schnelle
Clearance TREC" T-Zellen aus dem peripheren Blut oder durch die Langlebigkeit von
TREC" naiven T- Zellen in der Ruhephase bedeutend verfilscht werden kann [18, 19].
Demzufolge miissen in klinischen Situationen, in denen sich der periphere T- Zellpool
nicht in ,,steady state* Bedingungen befindet, Angaben zum T-Zellumsatz zur korrekten
Interpretation der TREC- Daten herangezogen werden. Durch die Kombination der

TREC-  Quantifizierung in  peripheren mononukledren Zellen mit der
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durchflusszytometrischen Typisierung peripherer T-Zellen sowie der simultanen
Messung der intrazelluldren Ki67-Expression konnte umfangreiches Datenmaterial
gesammelt werden, welches eine Reinterpretation der T-Zelldynamik nach

Stammzelltransplantation im Kindesalter erlaubt.

Die frithe Periode der Immunrekonstitution nach Stammzelltransplantation ist durch
eine hohe Rate spontaner Zellteilungen charakterisiert, was durch die hohe intrazellulédre
Ki67-Expression wihrend dieser Zeit gezeigt werden konnte [13]. Ki67 ist ein
nukledres Antigen, welches in allen Phasen des Zellzyklus aufler in GO exprimiert wird
und dessen Expression mit der T- Zellproliferation im Thymidineinbauassay korreliert
[29]. Die Expression von Ki67 war in naiven und Gedichtnis-CD4" und CD8" T-Zellen
vergleichbar und korrelierte gut zwischen allen T-Zelluntergruppen. In Anbetracht
dessen kann man davon ausgehen, dass ein gemeinsamer Faktor die Proliferation in
allen T- Zelluntergruppen der frithen Phase nach Stammzelltransplantation unterhilt.
Der einzige Parameter, der mit der Ki67-Expression in allen T- Zelluntergruppen
(ausgenommen den Effektor-CD8" T- Zellen) invers korrelierte, war die Gesamtzahl der
peripheren CD3" T-Zellen. Diese Beobachtung unterstiitzt stark die Vorstellung, dass
die Lymphopenie an sich die Hauptantriebskraft fiir die homdostatische Proliferation
von T-Zellen im Rahmen der Immunrekonstitution nach Stammzelltransplantation
darstellt [30, 31]. Im Gegensatz zur Arbeit von Hazenberg et al. [13], in der nur die
GvHD und Infektionen als Triebfedern der T- Zellproliferation festgestellt wurden,
konnten wir die inverse Korrelation zwischen Ki67-Expression und peripheren T-
Zellzahlen zeigen. Ferner fanden wir, dass Kinder, die an einer akuten GvHD erkrankt
waren eine signifikant reduzierte Ki67-Expression in naiven CD8" T-Zellen aufwiesen.
Auch in Gedichtnis-CD4" und CDS8" sowie in Effektor-CD8" T- Zellen war die
Tendenz zu einer niedrigeren Ki67-Expression festzustellen, obwohl dies keine
statistische Signifikanz erreichte. Die Diskrepanz dieser Ergebnisse konnte durch das
unterschiedliche Alter der Patientengruppen erkliart werden oder aber durch
unterschiedliche Phasen der GvHD, die untersucht wurden. In einer erst kiirzlich
verdffentlichten Arbeit von Poulin et al. [32] konnte gezeigt werden, dass eine
chronische GvHD die homoostatische Proliferation naiver T-Zellen nach

Transplantation zuldsst, jedoch die Expression der IL-7Ra Kette und des
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antiapoptotischen Proteins Bcl-2 in naiven T-Zellen reduziert und auf diese Weise die
Uberlebensdauer dieser Zellen verringert. Diese Ergebnisse zeigen, dass nicht nur der
Export von T-Zellen aus dem Thymus, sondern auch periphere Ereignisse den TREC-
Gehalt peripherer T-Zellen in der frilhen Phase nach Transplantation signifikant

beeinflussen.

Bei der Analyse des TREC- Gehaltes peripherer T-Zellen nach Stammzelltrans-
plantation (Abbildung 2) unterschieden wir zwei Phasen der TREC- Rekonstitution. In
der ersten zeigte sich ein Umschalten von TREC Negativitét (dieses Phdnomen war bei
allen untersuchten Patienten nachweisbar) zu einem andauernden Nachweis von TRECs
zum Zeitpunkt Tpin. In der zweiten Phase stellte sich ein Plateau P der TREC- Werte
ein, welches in der Regel nach 18 bis 24 Monaten erreicht wurde. Diese beiden Etappen
wurden durch verschiedene transplantationsassoziierte Faktoren beeinflusst. Ty, zeigte
eine starke Abhédngigkeit vom Alter der Patienten, auch in dieser padiatrischen Kohorte
vor Beginn der Pubertét. Bei einem einjdhrigen Kind konnen TRECs bereits im Mittel
nach 2'/, Monaten nachgewiesen werden. Jedes weitere Lebensjahr verzdgert das
Erscheinen von TRECs nach Transplantation um 2 Wochen. Mit Sicherheit
unterschitzen diese Berechnungen die Geschwindigkeit der thymischen Rekonstitution,
da- wie weiter oben bereits erwihnt- TREC" T-Zellen kurzlebig sein kénnen oder sich
in dieser frihen Phase der Immunrekonstitution rasch teilen, sodass TRECs durch die
erhohte Clearance nicht mehr nachzuweisen sind. Diese Untersuchungen zeigen jedoch,
dass der Beginn der Wiederherstellung der Thymusfunktion sehr viel friiher erfolgt als
bis vor kurzem angenommen. Ausgehend vom frithestmoglichen Nachweis
phénotypisch naiver T-Zellen im peripheren Blut wurde postuliert, dass die
Wiederherstellung der Thymusfunktion nicht vor dem sechsten Monat nach
Stammzelltransplantation erfolgt [34, 35]. Der hier nachgewiesene, frithere Beginn der
thymischen T-Zellproduktion bedeutet, dass T-Zellen mit neuen Antigenspezifititen den
peripheren T- Zellpool frither als bisher angenommen besiedeln. Demzufolge konnte
eine Impfung mit T-Zell-abhéngigen Vakzinen bereits zu Beginn des dritten Monats
nach Transplantation erfolgreich sein, was momentan in einer Studie von C. Cordonnier
(EBMT Arbeitsgruppe fiir Infektionskrankheiten) untersucht wird. Ein dhnlich positiver

Eftekt auf Ty, wurde bei Kindern gefunden, die wegen einer nichtmalignen Erkrankung
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transplantiert worden waren. Auch wenn dieser Effekt aufgrund einer ungleichen
Patientenverteilung in den Gruppen keine statistische Signifikanz erreichte, miissen wir
den beobachteten Unterschied von 58 Tagen als klinisch relevant einstufen. Alle
anderen untersuchten Parameter zeigten keinen Einfluss auf den Beginn der

Thymusfunktion.

Im Gegensatz zu Ty, wurde die Plateauphase P nur durch die Dosis der transplantierten
CD34" Zellen beeinflusst und nicht durch das Alter der Patienten, den
Erkrankungsmodus oder die Konditionierung. In dieser Phase der Immunrekonstitution
konnen die TREC- Werte wirklich zur Bewertung der Thymusfunktion herangezogen
werden, da die initial gesteigerte T-Zellproliferation zu diesem Zeitpunkt auf ihren
Ausgangswert zurlickgegangen ist und das abnorme Bcl-2/Bax Verhiéltnisse, welches
fiir die gesteigerte Apoptoseneigung regenerierender T-Zellen verantwortlich gemacht
werden kann, sich 2 Jahre nach Transplantation wieder normalisiert hat [36]. Bis dato
ist die klinische Relevanz der gesteigerten thymischen Auswurfleistung bei diesen
Patienten unklar. Akute und chronische GvHD haben einen negativen Einfluss auf die
Thymusfunktion, auf T, sowie auf P. Diese Beobachtung ist nicht verwunderlich,
zumal die Binnenstrukturen des Thymus direktes Ziel der GvH-Alloreaktivitét sind und
die Thymusarchitektur bei Patienten mit GvHD schwer geschidigt ist [37]. Interessant
war des weiteren die Beobachtung, dass zwischen autolog und allogen transplantierten
Patienten offensichtlich kein Unterschied in Beziehung auf Ty, und P zu bestehen

scheint.

Die erhobenen Daten werfen ein neues Licht auf die Mechanismen der thymusab-
hingigen T-Zellrekonstitution nach Stammzelltransplantation im Kindesalter. Das
Lebensalter des Kindes sowie eine eventuelle Vortherapie aufgrund einer malignen
Erkrankung definieren ein Prétransplantationsniveau thymischer Funktionalitit, das
durch keinen der hier untersuchten transplantationsassoziierten Faktor verbessert
werden kann. Jedoch kann das Auftreten einer akuten oder chronischen GvHD nach
Transplantation die Thymusleistung negativ beeinflussen. Dieser vordefinierte Status
der Thymusfunktion determiniert den Beginn der thymusabhéngigen T-Zellregeneration

nach der Transplantation hdmatopoetischer Progenitorzellen. In der frithen Phase der



Seite 31

Immunrekonstitution fiihrt eine erhebliche Proliferationsaktivitdt vorhandener T-Zellen
zur Auffiillung des peripheren T-Zellpools, ein Prozess, der jedoch durch die begrenzte
Anzahl von T-Zellvorlaufern und die erhohte Apoptoseneigung regenerierender T-
Zellen limitiert ist [32, 36]. Nach Erreichen einer stabileren Phase der T-Zelldynamik
weisen Patienten, die mit héheren Progenitorzellzahlen transplantiert wurden, hdhere
TREC- Werte auf. Dies diirfte durch eine groBere Verfiigbarkeit von lymphoiden
Vorlduferzellen, die bereit sind in die subkapsuldre Zone des Thymus einwandern, bei

Empfangern hoherer Stammzelldosen bedingt sein.

Bis heute existieren keine etablierten Verfahren zur Verbesserung der Thymusfunktion
nach Stammzelltransplantation. Ein besseres Verstindnis der Mechanismen der T-
Zelldynamik im Rahmen der Immunrekonstitution wird jedoch neue Mdéglichkeiten der
Vorbeugung und Behandlung von transplantationsassoziierten Komplikationen

eroffnen.

Erste Studien im Tiermodell iiber die Verwendung von epithelialen und lymphozytéren
Wachstumsfaktoren zur Erhohung der Thymuszellularitdt [38] sowie zur Verbesserung
der Uberlebensrate frischer Thymusemigranten [39, 40] weisen bereits in diese

Richtung.

V. Zusammenfassung

Die thymusabhingige T-Zellregeneration ist ein wichtiger Weg der Immunrekon-
stitution nach Stammzelltransplantation im Kindesalter. Aus diesem Grund wurde die
Thymusfunktion sowie die T-Zelldynamik bei 164 padiatrischen Patienten zwischen 1
und 124 Monaten nach Transplantation durch Messung der Exzisionsprodukte der T-
Zellrezeptorgenumlagerung (TRECs) und der spontanen Ki67-Expression in peripheren
T-Zellsubpopulationen prospektiv untersucht. Analysiert wurde der Einfluss des
Empfangeralters, des Konditionierungsregimes, der Erkrankung, der Art des Spenders
oder des Transplantates, der verwendeten Stammzellzahl und der GvHD auf den Beginn
sowie auch auf das Plateau der Thymusauswurfleistung. Die Rate der spontanen

Proliferationsaktivitit von naiven und Gedéachtnis-T-Zellen war mit der Gesamt-T-



Seite 32

Zellzahl zum jeweiligen Zeitpunkt invers korreliert. Eine Multivariatanalyse zeigte, dass
der Beginn der Wiederherstellung der Thymusfunktion allein mit dem Patientenalter (P
< 0,0002) korrelierte. Das Plateau der thymischen Aktivitdt war jedoch bei Patienten,
die eine grofere Stammzelldosis erhalten hatten (> 10’ CD34"/kg Kérpergewicht),
signifikant hoher als bei solchen, denen nur weniger Stammzellen transplantiert werden
konnten (P < 0,0022). Die anderen untersuchten Faktoren hatten keinen signifikanten
Einfluss auf diese beiden Parameter. Demzufolge ist die durch Lymphopenie getriggerte
Proliferation ein wichtiges Instrument der T- Zellhomdostase in der frithen Phase nach
Stammzelltransplantation, kann aber zu einer Unterschitzung der Thymusfunktion
fiihren. Beginn und Plateau der thymischen Aktivitdt sind unabhingig voneinander

durch verschiedene transplantationsassoziierte Faktoren reguliert.
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