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1 EINLEITUNG

1.1 Hamatopoetische Progenitorzellen

Hamatopoetische Progenitorzellen (HPC) besitzen die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und Ausdifferenzierung und konnen aus Knochenmark,
peripherem Blut, Nabelschnurblut und fetalen Leberzellen gewonnen werden.
Nach Gewinnung der hdmatopoetischen Progenitorzellen sind unterschiedliche
Verfahren zur Reinigung (engl. purging), Isolierung, T-Zell-Depletion zur
Risikominimierung einer Graft-versus-host-Reaktion und zur Anreicherung
moglich. Eingesetzt werden diese Zellen fur die Rekonstitution der
Hamatopoese nach hochdosierter zytotoxischer Therapie. Auch zur
Behandlung angeborener Stoffwechselerkrankungen bzw. im Zusammenhang
mit gentherapeutischen Konzepten tun sich weitere Anwendungen auf.
Zunehmend gewinnen weiterhin Methoden, wie z.B. die In-vitro-Expansion von

hamatopoetischen Progenitorzellen, an Bedeutung.

Zum Verfahren der autologen peripheren Blutstammzelltherapie mit dem Ziel
einer Rekonstitution der Hamatopoese gehdren die Gewinnung peripherer
Progenitorzellen mittels Zytapherese nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren,
die Kryokonservierung der separierten Zellen, die Behandlung des
Tumorpatienten mit einer potentiell kurativen, myeloablativen Hochdosis-
Chemotherapie (oder Bestrahlung) und die Reinfusion der kryokonservierten
peripheren ha&matopoetischen Progenitorzellen. Im Gegensatz zur alleinigen
Therapie mit Chemotherapeutika oder Bestrahlung bietet die Knochenmark-
oder  Blutstammzellgabe den  Vorteil der Dosissteigerung  der
Chemotherapeutika, ungeachtet der Myelotoxizitat, und dadurch eine Senkung
der Morbiditat und Mortalitat der Patienten. Die Gewinnung peripherer
Blutstammzellen erfolgt im autologen Fall vom Patienten selbst, im allogenen

Konzept erfolgt die Gewinnung von einem mdglichst HLA-identischen Spender.
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Im Tierexperiment wurden einer Maus 1962 erstmals nach letaler Bestrahlung

allogene periphere Blutzellen reinfundiert und dadurch eine hamatopoetische
Rekonstitution erreicht (Goodman, 1962). Die Regeneration der Blutbildung
nach Gabe von autologen kryokonservierten mononukleédren Zellen, aus
peripherem Blut mittels Apherese gewonnen, wurde 1977 von Nothdurft im

Tierexperiment mit zuvor letal bestrahlten Hunden beschrieben (Nothdurft,
1977). Die erste erfolgreiche Reinfusion autologer, mittels Leukapherese

gewonnener_und kryokonservierter Blutstammzellen am Menschen erfolgte

1979 durch Goldman et al. bei 7 Patienten mit chronisch myeloischer Leukamie
wahrend der Transformation zur akuten Phase (Goldman, 1979). Korbling et al.
behandelten 1986 erstmalig einen an Burkitt-Lymphom erkrankten Patienten
erfolgreich mit autologen, peripheren gewonnenen, nach Kryokonservierung
aufgetauten hamatopoetischen Stammzellen (Korbling, 1986).

In den letzten Jahren hat das klinische Interesse an der Therapie mit autologen
peripheren hamatopoetischen Progenitorzellen aufgrund der Vorteile im
Vergleich zur Knochenmarkstammzelltherapie stetig zugenommen. Zum einen
kann eine Reinfusion von peripheren hamatopoetischen Blutstammzellen auch
bei tumorinfiltriertem oder strahlengeschadigtem Knochenmark oder bei
Kontraindikationen fir eine Knochenmarkpunktion durchgefiihrt werden. Bei
einigen Erkrankungen wie dem Plasmozytom (Greipp, 1988) oder dem Non-
Hodgkin-Lymphom (Sharp, 1991) scheint zudem die Tumorzellkontamination
bei der Gewinnung peripherer hamatopoetischer Blutstammzellen geringer als
bei der durch Knochenmarkpunktion zu sein. Zum anderen kommt die
Gewinnung von peripheren Blutstammzellen ohne Narkose und ohne
operativen Eingriff aus. Weiterhin fuhrt die Reinfusion peripherer
hamatopoetischer Blutstammzellen schneller zur Normalisierung der durch die
Hochdosis-Chemotherapie supprimierten peripheren Blutzellen. So steigen die
Thrombozytenkonzentration meist innerhalb von ca. 15 Tagen auf 20.000/m
nach Blutstammzellgabe. Bei einer Knochenmarkgabe werden gleiche Werte
erst nach ca. 25 Tagen erreicht. Die Phase der Neutropenie wird ebenfalls
reduziert. Durch diese verkirzte Neutro- und Thrombozytopeniezeit kommt es



1 EINLEITUNG 12

zur Reduktion des Antibiotikabedarfs und zu einer Senkung des Verbrauchs an
Blutprodukten.

So verkirzt sich beispielsweise der stationdre Krankenhausaufenthalt von 31
Tagen bei einer Knochenmarkstammezelltherapie auf 22 Tage nach einer
Reinfusion mit hamatopoetischen Blutstammzellen (Lee, 1995). Insgesamt
kommt es durch die oben genannten Fakten zu einer Kostenverringerung
(Faucher, 1994). Die Gewinnung peripherer hdmatopoetischer Blutstammzellen
bietet also zahlreiche Vorteile gegeniiber der Knochenmarktransplantation, so
dafld sich dieses Verfahren auch in den kommenden Jahren mehr und mehr
durchsetzen wird (Inwards, 1992).

Zur Mobilisierung hamatopoetischer Stammzellen aus dem Knochenmark ins
zirkulierende Blut werden dem Patienten oder dem Spender Zytokine, wie z.B.
Interleukine oder Wachstumsfaktoren, systemisch appliziert. Zytokine sind
Glykoproteine mit regulierender Wirkung auf die Kontrolle des Wachstums und
der Differenzierung von Zellen. Zu den hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren
gehéren der Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF), der
Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (M-CSF), der Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF). Von den bisher 12
bekannten Interleukinen, die als Regulatorproteine der Aktivierung, Proliferation
und Differenzierung von Zellen dienen, findet das Interleukin-3 (IL-3) fir die
Mobilisation Verwendung. Der Wachstumsfaktor M-CSF stimuliert die Bildung
von Monozyten und Makrophagen, G-CSF die von Granulozyten. Granulozyten
und Makrophagen werden auch durch die Faktoren GM-CSF und IL-3 in der
Bildung gefordert (Platzer, 1989). G-CSF und GM-CSF binden an spezifische
Rezeptoren der Zelloberflaiche und fihren so zur intrazellularen
Signaltransduktion (Link, 1995). In Abbildung 1 sind die einzelnen Zytokine mit

entsprechenden Effektorzellen dargestellt.
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Pluripotente Stammzelle

/\ IL-3

Myeloische Stammzelle Lymphatische Stammzelle
| GM-CSF N
CFU-GEMM Pra B-Zelle Thymus
T
BFU-E CFU-Meg CFU-GM CFU-Eo CFU-Bas
| \G-CSF
CFU-E CFU-M  CFU-G
M v A
Erythrozyt Monozyt v Eosinophiler G.| B-Lymphozyt
Thrombozyt Neutrophiler Granulozyt ~ Basophiler G. T-Lymphozyt

Abb. 1: Das hamatopoetische System

Schematische Darstellung der Entwicklung reifer hamatopoetischer
Effektorzellen aus pluripotenten Stammzellen unter dem Einflud von
Wachstumsfaktoren und Interleukin (modifiziert nach Nathan, 1990; Sieff,
1987). Das jeweils in der rechten oberen Ecke aufgeflihrte Zytokin (fett, kursiv)
beeinflul3t die Entwicklung innerhalb des entsprechenden Kastens.

IL-3: Interleukin-3

G-CSF: Granulocyte-colony stimulating factor

GM-CSF:  Granulocyte-macophage-colony stimulating factor

CFU-GEMM: determinierte Vorlauferzelle der Granulozyto-Erythozyto-
Monozyto-Megakaryozytopoese

BFU-E: determinierte Vorlauferzelle der Erythrozytopoese

CFU-Meg: determinierte Vorlauferzelle der Megakaryozytopoese

CFU-GM:  determinierte Vorlauferzelle der Granulozyto-Monozytopoese

CFU-Eo: determinierte Vorlauferzelle der eosinophilen Granulozytopoese
CFU-Baso: determinierte Vorlauferzelle der basophilen Granulozytopoese
CFU-G: determinierte Vorlauferzelle der Granulozytopoese

CFU-M: determinierte Vorlauferzelle der Monozytopoese
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Indikationen zur Gabe von Wachstumsfaktoren sind kongenitale und
chemotherapeutisch  bedingte  Neutropenien und die  Mobilisierung
hamatopoetischer  Progenitorzellen ins periphere Blut (Link, 1995).
Unerwinschte, jedoch reversible Wirkungen der Wachstumsfaktoren sind
Fieber, Knochenschmerzen, Myalgien und Exantheme. Das haufig verwendete
G-CSF wird Ublicherweise in Dosierungen zwischen 1 x 5 ng/kg Korpergewicht
und 2 x 12,5 ng/kg Kdrpergewicht eingesetzt. Verglichen mit der Gabe von 10
ng/kg Korpergewicht fuihrt eine Applikation von 2 x 12 ng/kg Kdrpergewicht zu
einem signifikantem Anstieg der CD34-positiven Zellen im Aphereseprodukt
(Zander, 1996).

Die Mobilisation mit Wachstumsfaktoren bzw. Interleukin wird meist mit einer
myeloablativen Hochdosis-Chemotherapie kombiniert oder im Anschluld daran
vorgenommen. Die durch Chemotherapeutika bedingte Myelosuppression, die
mit einer peripheren Neutro- und Thrombozytopenie einhergeht, bewirkt ein
vermehrtes Ausschwemmen von Progenitorzellen aus dem Knochenmark ins
zirkulierende Blut. Die maximale Mobilisierung nach Gabe von
hamatopoetischen Wachstumsfaktoren wird ungefahr nach 4-6 Tagen erreicht.
Physiologisch betragt die CD34-positive Zellkonzentration im peripheren Blut
bei Erwachsenen weniger als 2 x 10° Zellen/ml, nach Mobilisation steigt die
Zahl mindestens um das 5- bis 10-fache an (Sutherland, 1993; Siena, 1989).

Fir die Rekonstitution der H&matopoese nach  myeloablativer
Konditionierungstherapie sind iiblicherweise ca. 2 x 10° CD34-positive Zellen/kg
Korpergewicht des Patienten notwendig (Lee, 1995). Diese Zahl ist jedoch in
Abhéngigkeit von der Diagnose und der geplanten Therapie starken
Schwankungen unterworfen. Die Regeneration der Blutbildung vollzieht sich in
einem Zeitraum von 2 bis 3 Wochen. Der optimale Zeitpunkt fir die Gewinnung
der peripheren Blutstammzellen ist individuell verschieden und kann
orientierend durch die durchfluBzytometrische Bestimmung CD34-positiver
Zellen ermittelt werden (Bender, 1991).
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Gesicherte Indikationen fiur die Therapie mit autologen peripheren
hamatopoetischen Progenitorzellen sind hamatologische Erkrankungen wie das
Multiples Myelom Stadium IlI-1ll (Beelen, 1998), das Non-Hodgkin-Lymphom
und der Morbus Hodgkin. Kessinger et al. verdffentlichten 1991 eine Studie, in
der 56 Patienten mit Morbus Hodgkin einer autologen peripheren
Blutstammzellreinfusion unterzogen wurden. Die Wahrscheinlichkeit fur ein
rezidivfreies Uberleben 3 Jahre nach Reinfusion betrug 37% (Kessinger, 1991).
Therapien mit Progenitorzellen aus peripherem Blut bei soliden Tumoren wie
Keimzelltumoren (z.B. Hodenkarzinom) sind bislang noch Gegenstand der
Forschung. Die Behandlungsform ist nur geeignet fur Tumorerkrankungen, die
auf eine Chemotherapie ansprechen und mit anderen Mal3nahmen nicht
therapierbar sind. Zunachst schien beim pramenopausalen fortgeschrittenen
und metastasierten Mammakarzinom ein eindeutiger Vorteil der Hochdosis-
Chemotherapie gegeniber der Standarddosistherapie zu zeigen, die zugrunde
liegende Studie (Bezwoda, 1995) erwies sich jedoch als gefalscht (Richer,
2000).

1.2 Zellseparation

Die Hamapherese ist ein Verfahren zur Gewinnung einzelner Blutkomponenten
durch den Einsatz von Zellseparatoren mittels eines extrakorporalen Kreislaufs.
Anwendung findet dieses Verfahren hauptsachlich fir die Herstellung von
Thrombozytenkonzentraten und gerinnungsaktiven Plasmen sowie zur
Gewinnung peripherer Blutstammzellprodukte. In Studien von Juttner et al. und
Korbling et al. wurde die Leukapherese erstmals Mitte der 80er Jahre zur
Gewinnung humaner hamatopoetischer Progenitorzellen aus peripherem Blut

erfolgreich eingesetzt (Juttner, 1985; Korbling, 1986).
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Bei diesem Verfahren wird die Fraktionierung des Blutes durch Zentrifugation
wahrend der Spende erreicht. Die jeweils nicht benétigten Komponenten des
Blutes, z.B. bei der Stammzellgewinnung das Plasma und die Erythrozyten
bzw. Thrombozyten, werden - mit geringen Verlusten - dem Patienten wieder
zugefuhrt. Die Entnahme erfolgt unter sterilen Kautelen entweder Uber einen
peripheren Zugang (z.B. vena mediana cubiti) oder Uber einen zentralen
Venenkatheter (z.B. vena jugularis, vena subclavia) und unter Beibehaltung
eines moglichst geschlossenen Systems, um mikrobielle Kontaminationen zu

vermeiden.

Periphere Blutstammzellen &hneln morphologisch den Lymphozyten des Blutes
und sedimentieren bei der Zentrifugation im Bereich der mononukleéaren Zellen
(mononuclear cells = MNC) (Mueller-Eckhardt, 1996). Fur ihre Gewinnung wird
Ublicherweise ein zwei- bis dreifaches Blutvolumen (bis zu 20 Liter) innerhalb
von 2 bis 5 Stunden prozessiert. Das Produktvolumen betragt zwischen 50 und
mehreren hundert ml. Bei geringen Ausbeuten CD34-positiver Zellen wird die
Apherese an bis zu 5 aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt (Lee, 1995).
Zusatzlich zum Antikoagulanz ACD-A wird gelegentlich auch Heparin wéhrend

der Leukapherese zur Gerinnungshemmung eingesetzt.

Qualitatskontrollen der Stammzellapheresate beinhalten u.a. die Bestimmung
der mononuklearen Zellzahl im Differentialblutbild, die Durchfiihrung eines
klonogenen Kulturassays mit quantitativer Bestimmung der Zellkolonien, die
Membranintegritatsbestimmung (z.B. mit Trypanblau) und die durchfluf3-
zytometrische Quantifizierung der CD34-positiven Zellen. Zum Ausschlul3 einer
mikrobiellen Kontamination ist ein Sterilitdtsnachweis gefordert.
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1.3 Kryokonservierung

Im Jahre 1948 gelang erstmalig die Kryokonservierung lebender biologischer
Zellen. Polge et. al fanden heraus, dafl durch Zusatz von Glycerin
Spermatozoen vor schadlichen Einflissen wahrend des Einfrierens und
Auftauens geschiitzt werden (Polge, 1949). Ahnliche Effekte entdeckte Smith
bei der Kryokonservierung von Erythrozyten im Jahr 1950 (Smith, 1950). Ein
Jahr spater setzte Sloviter nach dem Auftauen ein Dialyseverfahren zur
Entfernung des Glycerins ein und ermdglichte somit die Transfusion
kryokonservierter Erythrozyten (Sloviter, 1951). Die erste erfolgreiche
Transfusion kryokonservierter Erythrozyten am Menschen wurde 1951 von
Mollison vorgenommen (Mollison, 1951). Im Tierexperiment wurde 1955 eine
Reinfusion von kryokonservierten Knochenmarkstammzellen durch Barnes und
Loutit durchgefuhrt (Barnes, 1955). Lymphozyten wurden 1962 von Atkins mit
Glycerin kryokonserviert (Atkins, 1962).

Die kryoprotektive Wirkung des Gefrierschutzadditivs Dimethylsulfoxid (DMSO)
wurde bereits 1959 von Lovelock und Bishop entdeckt (Lovelock, 1959). Bereits
2 Jahre spater setzte Ashwood-Smith DMSO zur Kryokonservierung von
Knochenmarkstammzellen ein (Ashwood-Smith, 1961). Weitere 5 Jahre spéter
erfolgte durch Djerassi et al. das Tiefgefrieren von Thrombozyten mit DMSO
(Djerassi, 1966). Um unerwiinschte Nebenwirkungen des Kryoprotektivs DMSO
zu vermeiden, wurde von Lundberg et al. ein Waschschritt zur Entfernung des
DMSO vor der Transplantation von Knochenmarkstammzellen eingefihrt
(Lundberg, 1967). Hydroxyethylstarke (HES) fand in Kombination mit DMSO
1983 den Einzug in die Kryokonservierung (Stiff, 1983). Stiff et al. untersuchten
eine Kombination aus 5% DMSO und 6% HES im Vergleich zum Protokoll mit
10% DMSO fur die Kryokonservierung von Knochenmarkstammzellen.
Allerdings war bereits 1975 HES als geeignetes Kryoprotektiv fir Stammzellen
beschrieben worden (Schaefer, 1975).
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1.3.1 Methodik

Verschiedene  Faktoren  beeinflussen die  Zellen  wahrend  der
Kryokonservierung, wozu auch der anschlielende Auftau- und ggf. ein
Waschvorgang gehoren. Aul3er der Temperaturfuhrung beim Abkidhlen und
Auftauen und der Lagerungstemperatur zéhlt dazu die Zusammensetzung des
umgebenden Mediums, welche vor allem durch die Verwendung von

Kryoprotektiven modifiziert werden kann.

Beim Gefrieren von biologischen Zellsuspensionen hat die
Lagerungstemperatur selbst einen eher geringen Einflu. Fir eine zeitlich
unbegrenzte Lagerung sollte sie allerdings unterhalb der
Glastibergangstemperatur fur reines Wasser (-138°C) liegen. Unterhalb dieser
Temperatur sind die Umstande, die fir das Entstehen und das Wachsen von
Eiskristallen nétig sind, nicht mehr gegeben. Dagegen spielen die Vorgange
wahrend des Einfrierens und des Auftauens, insbesondere der
transmembrantse Wassertransport, fur eine mogliche Schadigung der Zellen
eine grol3e Rolle. Diese Vorgange sollen anhand eines Modells schematisch
erlautert werden: In diesem Modell, welches schon an anderer Stelle
beschrieben wurde (Sputtek, 1996), ist der Extrazellularraum der
Zellsuspension einer walrigen LOsung von Natriumchlorid in Wasser
gleichgesetzt. Der Intrazellularraum laft sich in ein osmotisch aktives Volumen
und ein osmotisch inaktives Restvolumen einteilen. Die Zellmembran zwischen
Intra- und Extrazellularraum ist semipermeabel, das heil3t fur Wasser
durchlassig und nahezu undurchdringlich fur Elektrolyte. Beim Absinken der
Temperatur unter die Friertemperatur des Extrazellularraums kommt es zur
Bildung von extrazellularen Eiskristallen. Dadurch entsteht ein osmotisches
Ungleichgewicht, da die Elektrolyte nicht in die Eiskristalle eingebaut werden. In
der verbleibenden Restlosung erfolgt eine Aufkonzentrierung, was einen
Wasseraustritt aus den Zellen und eine Schrumpfung der Zellen zur Folge hat.
Dieser Vorgang lauft bis zum Erreichen des eutektischen Punktes ab, welcher
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fir eine wassrige Natriumchloridlésung durch eine Salzkonzentration von 23,3
Gew.-% und eine Temperatur von 21,2°C charakterisiert ist. Unterhalb des
eutektischen Punkt erstarrt die Losung vollstéandig. Die oben genannte hohe
Elektrolytkonzentration schéadigt die Zellen durch Wasserabgabe entlang des
osmotischen Gradienten, um das Konzentrationsgefélle zwischen Intra- und
Extrazellularraum  auszugleichen.  Diese  Entwédsserung  (osmotische
Dehydrierung) strebt das Erreichen des inaktiven Restvolumen an und schadigt
die Zellen bereits unterhalb eines kritischen Restvolumens irreversibel. Dieses
kritische Restvolumen ist fur verschiedene Zellarten unterschiedlich. Diese
Zusammenhange zwischen Temperatur und der Zellschddigung wurde
erstmalig von Lovelock (Lovelock, 1953) bei Erythrozyten beschrieben. Er
konnte zeigen, dal} nicht die mechanische Eiskristallbildung, sondern der
Anstieg der Elektrolytkonzentration im Extrazellularraum die Schadigung der

Zellen verursacht.

Die Kinetik  der  Temperaturabsenkung beeinfluBt  neben der
Membranpermeabilitit maRgeblich die Uberlebensrate von biologischen Zellen
wéhrend des Einfrieren und Auftauens. Bei schneller Temperaturabsenkung pro
Zeit, d.h. hoher Kuhlrate (K/min), konnen die Zellen nur wenig Wasser nach
aul3en abgeben. Aufgrund des verbleibenden relativ hohen Restwassergehaltes
kommt es dann beim Erreichen tieferer Temperaturen zur meist letalen
intrazellularen Eiskristallbildung. Das Zusammenspiel dieser schadigenden
Einflisse wurde von Mazur in der 2-Faktoren-Hypothese zusammengefal3t
(Mazur, 1972). Mazur beschreibt die beiden Vorgadnge als gegenlaufige
Prozesse, die je nach Zellart eine optimale Kuhlrate ergeben. Bei langsamem
Abkuhlen entsteht intrazellular eine hohe Elektrolytkonzentration, die zur
Zellschadigung fuhrt (,LOsungseffekt). Dagegen ist die intrazellulare
Eiskristallisation Folge einer zu hohen Kdihlrate. Aus der Kombination der
beiden Vorgange resultiert eine fir jede Zelle spezifische optimale Kihlrate.
Das Optimum der Kihlrate ist u.a. abhangig vom Zellvolumen, der
Oberflachenstruktur und der Membranpermeabilitat der Zelle.
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Die Zugabe von Kryoprotektiven verandert zellspezifisch die Uberlebensrate.
Durch Kryoprotektive verschiebt sich die optimale Kihlrate zu niedrigeren
Werten. Leibo et al.. konnten 1970 eine Abhangigkeit der Konzentration des
Kryoprotektivs und der Kuhlrate auf die Uberlebensrate der Zellen wahrend der
Kryokonservierung von Knochenmarkstammzellen nachweisen (Leibo, 1970).
Mit zunehmender Glycerinkonzentration steigt die Uberlebensrate der Zellen,
und die optimale Kuhlrate verschiebt sich zu niedrigeren Werten. So war bei
gleicher Kuhlrate die Wiederfindungsrate von murinen Knochenmark-
stammzellen bei einer 1,25 molaren hoher als bei 0,4 molaren
Glycerinkonzentration (Leibo, 1971). Die hochste Uberlebensrate wurde bei
einer Kiuhlrate von 1,5 K/min und einer 1,25 molaren Glycerinkonzentration
gefunden (Leibo, 1970).

1.3.2 Kryoprotektive

Kryoprotektive Substanzen werden haufig in niedermolekulare
Gefrierschutzadditive, wie z.B. DMSO (Brayton, 1986) bzw. Glycerin, und
makromolekulare  Kryoprotektive  eingeteilt. ~ Additive mit  niedrigem
Molekulargewicht sind i.d.R. in der Lage, Zellmembranen zu penetrieren, wirken
daher intra- und extrazellular. Sie erniedrigen konzentrationsabhangig die
Gleichgewichtsfriertemperatur durch ihre kolligativen Eigenschaften. Dadurch
kommt es erst bei niedrigeren Temperaturen zum Anstieg der schadigenden
Elektrolytkonzentration im Extrazellularraum. Durch Penetration in die Zellen
bewirken niedermolekulare Additive intrazellular eine glasartige Erstarrung,
auch Vitrifikation genannt, und vermindern eine mdogliche intrazelluléare letale
Eiskristallisation. Die makromolekularen Gefrierschutz-additive wie Dextrane,
Gelatine und Hydroxyethylstarken (HES) konnen die Zellmembranen nicht

permeieren und wirken ausschliel3lich extrazellular.
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1.3.2.1 Dimethylsulfoxid

DMSO ist eine farb- und geruchslose Flissigkeit und hat ein Molekulargewicht
von 78,13 g/mol. Die Dosis, bei der 50% der Versuchstiere sterben (= LDsyp),
betragt je nach Spezies zwischen 2,5 und 9,2 g/kg Kdrpergewicht (Willhite,
1984).

Klinische Anwendung findet das Gefrierschutzadditvn. DMSO in der
Kryokonservierung von Stammzellprodukten, Thrombozyten und Lymphozyten.
Aufgrund der Histaminfreisetzung und Anticholinesterase-Aktivitat (Brayton,
1986) kommt es zu unerwiinschten Wirkungen wie Hautreaktionen,
Vasodilatation, Schwindel und Erbrechen. Weiterhin wirkt DMSO
antiphlogistisch, analgetisch und diuretisch (Jacob, 1986). Stiff et al.
untersuchten Patienten nach autologer, mit einer Kombination aus DMSO- und
HES-kryokonservierter Knochenmarkstammzellreinfusion. Ungefahr jeder
Funfte (21%) empfand ein ca. 5 min andauerndes substernales Engegefuhl,
14% klagten uber ein Schwindelgefihl und Erbrechen. In 8,3% der Falle kam es
zu einem Anstieg der Korpertemperatur auf 38°C und bei einem Patienten von
60 trat Juckreiz auf (Stiff, 1987). Wahrend der Reinfusion des
Stammzellpraparates wird héufig ein knoblauchahnlicher Geschmack aufgrund
der DMSO-Metabolisierung bemerkt (Rowley, 1992). Auch anaphylaktoide
Reaktionen und akutes Nierenversagen sind als seltene, jedoch
schwerwiegende unerwinschte Wirkungen beschrieben worden (Smith, 1987).
Diese Beobachtungen beziehen sich allerdings Uberwiegend auf Praparationen
von Knochenmarkstammzellen, die in wesentlich gro3eren Volumina als die
heutzutage Ublichen peripheren Blutstammzellpraparate verabreicht wurden.
Das Vermischen des Gefrierschutzadditivs DMSO mit Wasser fihrt zu einer
exothermen Reaktion, deshalb sollte es bereits vorverdinnt bei 4°C
portionsweise zum vorgekuhlten Stammzellpraparat gegeben werden. Die
Zugabe der DMSO-haltigen LOsung sollte langsam und unter standiger

Durchmischung erfolgen, um das osmotisches Ungleichgewicht zwischen Intra-
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und Extrazellularraum zu minimieren und eine kontinuierliche Diffusion des

DMSO durch die Zellmembran in das Zellinnere zu ermoglichen.

Eine Konzentrierung der mononuklearen Zellen (Rowley, 1994; Keung, 1996)
durch  Dichtegradienten-Zentrifugation nach  der  Gewinnung von
Knochenmarkstammzellen fuhrt zu einer Reduzierung der DMSO-Konzentration
und somit zur Minimierung der oben genannten unerwinschten Wirkungen.
Weiterhin wurde erstmalig durch die Einfuhrung eines Waschschrittes nach
dem Auftauen kryokonservierter Thrombozytenprodukte die Menge des
infundierten Additivs verringert (Lundberg, 1967). Eine Medikation mit Hj-
Antihistaminika (z.B. Diphenylhydramin, Clemastin), Kortikosteroiden und
osmotisch wirksamen Pharmaka (z.B. Mannitol) reduziert eventuell auftretende
Unvertraglichkeitsreaktionen (Davis, 1990).

1.3.2.2 Hydroxyethylstarke

Das Kryoprotektiv Hydroxyethylstarke (HES) besteht hauptséchlich aus dem
hochverzweigten Polysaccharid Amylopektin (Wachsmaisstéarke). Es handelt
sich bei verschiedenen HES um eine heterogene Gruppe von Molekilen, die
sich in der Anzahl der hydroxyethylierten Gruppen innerhalb des Molekuls und
der MolekulgroR3e selbst unterscheiden. Die kryoprotektive Wirkung von HES
wurde erstmalig 1967 von Knorpp et al. fur Erythrozyten beschrieben (Knorpp,
1967). Der genaue Wirkungsmechanismus ist bislang nicht genau erforscht.
Eine Erklarung der Wirkungsweise des Additivs lieferten Korber et al. 1982
durch den Nachweis der Wasserbindungskapazitat von HES: 1 g HES ist in der
Lage, 0,5 g Wasser zu binden und verringert so das Ausmald der Eisbildung
(Korber, 1982). Takahashi postulierte 1988 eine durch Erniedrigung der
Temperatur entstehende schiitzende viskése Hulle der hydroxylierten Starke
um die Zellen (Takahashi, 1988). Der Abbau des Gefrierschutzadditivs erfolgt

Uber a-Amylase (Anstieg der a-Amylase im Plasma) und durch intrazellulare
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Spaltung von HES in den Lysosomen. Kleinere HES-Moleklle werden direkt,
groRere HES-Molekiile erst nach der oben erwahnten hydrolytischen Spaltung
renal (70-80%) ausgeschieden (Mishler, 1982).

Aufgrund der Fahigkeit zur Wasserbindung wird HES aber neben der
Anwendung als Kryoprotektiv vor allem als Plasmaexpander eingesetzt.
Klinische Indikationen fir die Gabe als Plasmaexpander sind zum einen durch
Blutung oder Schock bedingte Hypovolamie und zum anderen eine
Verbesserung der Mikrozirkulation bei arterieller Verschluf3krankheit durch
Hamodilution. Unerwinschte Wirkungen, wie Juckreiz, Tachykardie,
anaphylaktoide Reaktionen (Mishler, 1982) mit Exanthemen und Symptomatik
bis zum Schock (Richter, 1983; Laxenaire, 1994), Beeinflussung der
Serumamylase und akutes Nierenversagen, treten mit 0,007 - 2,6% insgesamt

selten auf.
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1.3.3 Kryokonservierung von Progenitorzellen

Fur die Kklinische Anwendung erfolgt die Kryokonservierung peripherer
hamatopoetischer Progenitorzellen meist mit dem Kryoprotektiv DMSO allein
oder in einer Kombination aus DMSO und HES. Ein weit verbreitetes Verfahren
beinhaltet die Verwendung von 10% DMSO, einer Kihlrate von 1,5 K/min und
Lagerung in der Dampfphase von flussigem Stickstoff bei unter -160°C.
Alternativ wird bisweilen ein Protokoll mit 5% DMSO und 6% HES bei einer
Kihlrate von 5 K/min und kurzfristiger Lagerung in einem -80°C kalten
TiefkUihlgerat eingesetzt. Untersuchungen mit diesem ,Alternativprotokoll,
welches technisch einfacher und kostengtinstiger durchzufiihren ist, ergaben
gute zahlenmallige Wiederfindungsraten der kryokonservierten Stammzellen
(92,0 = 3,5%) und Klinisch eine vergleichbare hamatologische Rekonstitution
(Makino, 1991). Beim Vergleich des kontrollierten  Einfrierens
(mikroprozessorgesteuertes Gerat) mit unkontrolliertem Abkihlen (-70°C-
Kihlschrank) konnte kein signifikanter Unterschied bezuglich der CFU-GM-

Wiederfindungsrate nachgewiesen werden (Clark, 1991).

1.4 Durchflu3zytometrie

1.4.1 Methodik

Das Prinzip der Durchflul3zytometrie (fluorescence activated cell sorting =
FACS) besteht in der Anregung von Partikeln oder Zellen in einem
Flussigkeitsstrahl durch einen im rechten Winkel zum Flissigkeitsstrahl
auftreffenden Laserstrahl, dessen Licht detektiert und quantifiziert wird. Ein
DurchfluRzytometer kann bis zu 5000 Zellen pro Sekunde analysieren und
simultan verschiedene physikalische und chemische Eigenschaften der Zellen
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erfassen. Es wird vor allem fur die Bestimmung von verschiedenen
Oberflachenantigenen zur Charakterisierung einzelner Zellreihen eingesetzt. Mit
der DurchfluBzytometrie kdnnen alle Arten von biologischen Zellen, u.a. auch
Thrombozyten, Erythrozyten, Leukozyten und Stammzellen untersucht werden.
Die Messung von hamatopoetischen  Progenitorzellen kann  zur
Qualitatskontrolle von Zytapherese- oder Knochenmark- bzw.
Nabelschnurprodukten eingesetzt werden.

Ein FACS-Gerét besteht i.d.R. aus einem Flissigkeitssystem, einem optischen
Mel3system, einem elektronischen System fir die Signalverarbeitung und einem
Datenverarbeitungsprogramm. Im Flissigkeitssystem wird eine Zellsuspension
mit einer Konzentration von etwa 10° Zellen/ml durch Uberdruck uber eine
Stahlkapillare in eine aus Quartzglas bestehende Mel3kiivette geleitet. Eine
Tragerflissigkeit umhullt die Zellsuspension, und bei einer geeigneten
FlieRgeschwindigkeit wird ein laminarer Flul3 aufgebaut.

Diese ,hydrodynamische Fokussierung® bewirkt, daf? die Zellen einzeln und
rasch hintereinander die Lichtquelle passieren (Raffael, 1988) und so getrennt
voneinander detektiert werden konnen. Wichtige Parameter des
Flussigkeitssystems sind der Durchmesser des Flussigkeitsstroms, der die
Anzahl der zu analysiererenden Zellen limitiert, die Tragerflussigkeitsrate,
welche die FluBgeschwindigkeit determiniert, und die FluRBrate der
Probensuspension, die in Abhangigkeit von der Zellkonzentration die
Zellanalyserate bestimmt (Recktenwald, 1993).

Als Lichtquelle dient ein Argon-lonenlaser, der monochromatisches, gerichtetes
Licht der Wellenlange 488 nm emittiert. Dieses Emissionsspektrum liegt im
Absorptionsbereich der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe. Der Laser, der mit
ca. 0,5 W Strom ionisiert wird, trifft senkrecht auf den Probenstrom. Fokussiert
der Laser eine einzelne Zelle, entstehen charakteristische Lichtstreuungs- und
Fluoreszenzeffekte. Anhand unterschiedlicher Lichtstreuungseigenschaften
konnen Zellpopulationen in morphologisch verschiedene Klassen eingeteilt
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werden. Die Analyse von unfixierten, ungefarbten Leukozyten erlaubt die
Einteilung in Lympho-, Mono- und Granulozyten (Salzman, 1975). Das
Vorwartsstreulicht (forward scatter = FSC) korreliert Gber die Messung der
Querschnittsflache mit der GroRe der Zellen (Mullaney, 1969; Steinkamp,
1973). Die Granularitat der Zellen wird mit dem Seitwartsstreulicht (side scatter
= SSC) erfal3t.

Zur Immunphanotypisierung der zu untersuchenden Zellen stehen zusétzlich
verschiedene Fluorochrome zur Verfigung. Bis zu drei Fluorochrome kdnnen
simultan eingesetzt werden (Terstappen, 1988). Fluorochrome sind
Fluoreszenzfarbstoffe, die eine Reaktion zwischen zugesetztem Reagens und
Zellkomponenten, z.B. Oberflachenantigenen, sichtbar machen. Zum einen
existieren Farbstoffe, die eine spezifische Affinitat zu bestimmten Zellstrukturen
haben. So markiert beispielsweise Propidiumjodid (PI) die
Desoxiribonukleinsaure (DNS) des Zellkerns bei Zellen mit defekter oder

lysierter Zellmembran nach Denaturierung der DNS mit roter Fluoreszenz.

Zum anderen konnen Fluoreszenzfarbstoffe an monoklonale Antikdrper
konjugiert werden, die spezifisch an die Oberflachenantigene der Zelle binden.
Wichtige Eigenschaften eines Fluoreszenzfarbstoffes fur die
durchflu3zytometrische Analyse sind das Absorptionsspektrum und das
Fluoreszenzemissionsspektrum. Haufig verwendete Fluorochromfarbstoffe sind
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) mit Emissionsmaxima
von 525 nm bzw. 578 nm. Das Emissionspektrum von verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen, die von Licht der Wellenlange 488 nm angeregt werden
kénnen, ist in Abbildung 2 dargestellt. Im Vergleich zu FITC zeigt PE haufiger
unspezifische Bindungen und hat eine starkere Fluoreszenzintensitat. Fur
schwach exprimierte Antigenstrukturen empfiehlt sich deshalb der Einsatz von
PE als Fluoreszenzfarbstoff. Durch die Markierung von Oberflachenantigenen
wird eine Erfassung und Darstellung einer einzelnen Zellpopulation und die
Berechnung des prozentualen Anteils dieser Population an der Gesamtzellzahl
moglich.
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Abb. 2: Emissionsspektren von Fluoreszenzfarbstoffen

Fluoreszenzspektren von Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE),
Texas Red (Tx Red), Phycocrythrin (PC), Phycocyanin (a PC) und Peridin-
Chlorophyll-a-Protein (PerCP) (nach Raffael, 1988).

Zum Ausgleich einer Emissionsspektrentberlappung dient die Kompensation
der Fluorochromfarbstoffe. Sie erfolgt bei der Mehrfarbenfluoreszenz durch
Subtraktion von Rotstrahlung im Grunbereich und umgekehrt (Raffael, 1988).

Die fluoreszenzmarkierten Zellen werden durch den Argonlaser angeregt. Die
fluoreszierenden Verbindungen absorbieren die Lichtenergie, und diese Energie
hebt die Elektronen des Fluorochroms auf ein hoéheres Energieniveau. Beim
Rucksprung der Elektronen auf ihren Energiegrundzustand emittieren sie ein
Photon. Dieses Photon wird in Form von Lichtenergie (Emissionsspektrum) frei,
welche energiearmer und langwelliger als das Anregungslicht ist.

Die Lichtsignale werden Uber ein optisches System zu Mel3detektoren geleitet.
Das optische System besteht aus einem Anregungsteil, der fur die
Strahlenformung des Laserlichtes zustandig ist, und aus einem Detektionsteil
fur das Vorwartsstreulicht und einen zweiten fir das Seitwéartsstreulicht und das

Fluoreszenzlicht. Das Licht wird gebindelt, und Detektoren wandeln die
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Lichtsignale mit Hilfe von vier Photoréhren und einer Photodiode in elektrische
Signale um. Die Photodiode (engl. photomultiplier) ist ein Detektor mit geringer
Lichtempfindlichkeit und wird zur Messung intensiver Lichtsignale, z.B.
Vorwartsstreulicht, verwendet. Photoréhren dagegen konnen schwache
Lichtsignale verstarken und finden in der Verstarkung der schwéacheren

Fluoreszenz- und Seitwartsstreulichtsignale Verwendung.

Es gibt zwei Arten der Signalverstarkung. Fur die schwachen
Fluoreszenzsignale der Fluorochromfarbstoffe wird meist eine logarithmische
Verstarkung verwendet, wahrend Vorwarts- und Seitwartsstreulicht linear
amplifiziert werden (Recktenwald, 1993). Die Signale werden je nach Auflésung
des Analog-Digital-Wandlers in 256 bzw. 1024 Kanéle umgewandelt. Mittels
Schwellenwerteinstellung (engl. threshold) konnen Zellaggregationen und
Zelltratmmer ausgregrenzt werden und Rausch- und Storsignale ausgeblendet
werden. Damit verbessert sich das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis.

Fur die Auswertung stehen leistungsfahige Computersysteme zur Verfigung.
Eine haufige Darstellung der akquirierten Daten ist die Haufigkeits- oder
Histogrammverteilung. Bei der Zweiparameterdarstellung eignet sich die
Darstellung im Punkthistogramm (dot plot). Ein Histogramm ist die Darstellung
eines untersuchten Parameters in Bezug zur Intensitat fir ein vorgegebenes
Intensitatsintervall. Die simultane Darstellung zweier Parameter ist im
Punkthistogramm mdglich. Jeder Punkt des Dot-plot-Diagramms steht fur eine
gemessene Zelle. Im Vergleich beider Diagramme stellt das Punkthistogramm
deutlicher die einzelnen Zellpopulationen dar und ermoglicht dadurch eine
bessere Diskriminierung zwischen verschiedenen Zelltypen. Die Beschrankung
auf bestimmte Daten einer Untersuchung kann mittels Auswertefenstern (engl.
gate) erfolgen. Durch das Definieren von Auswertefenstern kann die
darzustellende Zellpopulation von Aggregaten, Zelltrimmern und anderen
Zellpopulationen abgegrenzt werden und einzelne Parameter kdnnen gesondert
dargestellt werden. Somit kann eine Klassifizierung verschiedener Parameter
aus einem komplexen Zellgemisch erreicht werden, aber ebenso ist auch die
Darstellung verschwindend geringer Subpopulationen maoglich.
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1.4.2 Analyse von Progenitorzellen

Die Charakterisierung und Quantifizierung CD34-positiver hamatopoetischer
Progenitorzellen kann mittels Multiparameter-Durchflu3zytometrie erfolgen.
Dabei lassen sich neben dem CD34-Antigen und der Koexpression von bis zu
zwei Differenzierungsantigenen gleichzeitig auch die Streulichteigenschaften

simultan untersuchen und damit die Progenitorzellen differenzieren.

Als Probenmaterial fir die Analyse CD34-positiver Zellen eignet sich Vollblut,
Knochenmark, Nabelschnurblut oder ein Aliquot aus der Zytapherese, das unter
sterilen Bedingungen gewonnen wurde. Die Entnahme des Probenmaterials,
die Lagerung und Weiterverarbeitung sollte standardisiert und dokumentiert
werden. Wichtige Einflu3faktoren, wie Zeitpunkt der Entnahme, Medikation des
Patienten, Diagnose und andere individuelle Bedingungen mussen protokolliert
sein. Die maximale Lagerungszeit der Proben bis zur Messung betragt 6

Stunden.

Hamatopoetische  Stamm- und  Progenitorzellen  zeigen  &hnliche
Lichtbrechungseigenschaften wie Lymphozyten des peripheren Blutes durch
ihre morphologische Ahnlichkeit in der durchfluRzytometrischen Analyse. Durch
ihre Grol3e, sie sind nur geringfligig grofRer als Lymphozyten (Civin, 1987), ist
eine Differenzierung zu Monozyten und Granulozyten mdglich (Loken, 1990).
Vor der Analyse mussen die Erythrozyten durch Lyse und Zentrifugation von
der Zellsuspension getrennt werden, da die Erythrozyten die Messung stérend
beeinflussen (Liu, 1989).

Eine typische Verteilung eines durchfluBzytometrisch  analysierten
Leukaphereseproduktes zeigt Abbildung 3 (eigene Messung) in einem

zweidimensionalen Punkthistogramm.



1 EINLEITUNG 30

=
I —| -
o~ o
i
—_
= -
(ol |
=
rr; e
-
)
3
0S-
—_
ux 1
D LI T T I T T LI I T T LI I T T T T I T T T T I
1] al 100 150 200 Zan
FSc:Haight

Abb. 3: Prinzip des Zweiparameter-Punkthistogramms (dot plot)

Zytaphereseprodukt nach Mobilisierung mit G-CSF, Kryokonservierung mit 10%
DMSO und einer Kuhlrate von 1,5 K/min, Auftauen im 37°C Wasserbad,
Markierung mit monoklonalen Antikdrpern, Erythrozytenlyse, Akquisition im
FACS-Gerat:

Zweiparameter-Punkthistogrammdarstellung (jeder dargestellte Punkt entspricht
dem MeRwert von mindestens einer Zelle). Korrelationsdarstellung der
Parameter FSC (x-Achse, linear) und SSC (y-Achse, linear): Erfassung aller
Zellen des Zytaphereseproduktes. Die Punktwolken reprasentieren die
einzelnen Zellarten (Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten). Die Region
R1 beinhaltet die peripheren hamatopoetischen Progenitorzellen, die im Bereich
der mononuklearen lymphozytéren Zellpopulation angesiedelt sind.
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1.5 Oberflachenantigene

Eine Zelle kann durch die Expression ihrer Oberflachenantigene charakterisiert
werden. Im Laufe der Zelldifferenzierung verandert sich die Expression der
Antigene, und die Linienzugehorigkeit einer Zelle kann mit einem
entsprechenden Antikérper durchflul3zytometrisch analysiert werden. Die
Oberflachenantigene werden zu sogenannten cluster of differentiation (CD)

zusammengefalit.

1.5.1 CD34

Das CD34-Antigen ist ein stark glykosyliertes Transmembranprotein mit einem
Molekulargewicht von etwa 115 kDa (Sutherland, 1992a). Es ist auf dem langen
Arm des Chromosoms 1q codiert (Molgaard, 1989) und wird von
hamatopoetischen Vorlauferzellen und allen Zellen kolonie-bildendender
Einheiten (colony forming units = CFU) des Knochenmarks und des peripheren
Blutes, unipotente und pluripotente Vorlauferzellen eingeschlossen, sowie von
Endothelzellen exprimiert. Zu den unipotenten Vorlauferzellen zahlen burst
forming units erythroid (BFU-E), colony forming units granulocytes-
macrophages (CFU-GM), zu den pluripotenten Zellen colony forming units
granulocytes-erythroid-macrophages-monocytes (CFU-GEMM), colony forming
units mix (CFU-Mix) und colony forming units blasts (CFU-Blast). Pluripotenten
Zellen fehlt im Gegensatz zu Stammzellen die Fahigkeit zur Selbstreplikation

auf identischem Differenzierungsniveau.

Auf etwa 1% bis 4% der mononuklearen Zellen im Knochenmark und 0,2% der
mononukledren Zellen des peripheren Blutes ist das Glykoprotein CD34
nachweisbar (Bender, 1991). Die Gewinnung CD34-positiver Knochenmark-

stammzellen wird erfolgreich fur die hamatopoetische Rekonstitution nach
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myeloablativer Hochdosis-Chemotherapie eingesetzt (Berenson, 1991). Eine
frihe, unreife CD34-positive Vorlauferpopulation zeichnet sich durch fehlende
Koexpression linienzugehdriger Antigene aus. Weiterhin ist diese Population
charakterisiert durch negative oder lediglich schwach positive HLA-DR-
Expression, positive CD,,90-Expression und Expression von CD45R0 (engl. R =
restricted; 0 = CD45-Isoform ohne Sequenz der Exons A, B und C). Ebenso
sind diese Zellen meist CD38-negativ (Terstappen, 1991). Das CD34-Antigen
findet sich auf frihen myeloischen Zellen, die das Antigen CD33 exprimieren
und CD14- und CD15-negativ sind, und ist auf frihen erythrozytaren Zellen mit
CD71-(Transferrinrezeptormolekil)-Expression  und  schwacher  CDA45-
Expression detektierbar (Terstappen, 1991; Loken, 1987).

Im Laufe der Zelldifferenzierung nimmt die Expression des Oberflachenantigens
CD34 ab (Knapp, 1995; Sutherland 1989). So ist CD34 auf Lympho-, Mono-,
Granulozyten und Thrombozyten im peripheren zirkulierenden Blut nicht
detektierbar (Civin, 1984). Bei h&matologischen Erkrankungen mit
Blastenbeteiligung konnen diese Blasten ebenfalls das CD34-Antigen
exprimieren (Knapp, 1994). Auf ungefahr 60% der Zellen aller akuten
lymphatischen Leukamien vom B-Zell-Typ (B-ALL) und auf tiber 80% der Zellen
der akuten myeloischen Leukamien (AML) ist das CD34-Antigen nachweisbar
(Terstappen, 1992). Die Funktion des CD34-Antigens ist bisher nicht vollstandig
geklart, es scheint jedoch eine Rolle bei der Zelladhasion von Stromazellen zu
spielen. Weiterhin ist CD34, neben CD43 (Leukosialin), ein Substrat fur die
Phosphorylierung durch aktivierte Proteinkinase (Fackler, 1990). Dies gilt als
Hinweis fiir eine mogliche Beteiligung von CD34 bei der Signaltransduktion fir
die Regulation der Expression anderer hamatopoetisch-assoziierter Gene
(Holyoake, 1994, Majdic, 1994). Das CD34-Molekil auf Endothelzellen kann an
lgG-Chimére  des  Lectinmolekils L-Selectin, die sich auf der
Leukozytenoberflache befinden, binden (Baumhueter, 1994).

Es existieren drei Klassen von Epitopen des CD34-Antigens, die sich
hinsichtlich  differentieller Sensitivitat gegenuber bestimmten Enzymen

(Glykoprotease aus Pasteurella haemolytica, Neuramidase und Chymopapain)
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unterscheiden (Sutherland, 1992b), dargestellt in Tabelle 1. Die CD34-Antigene
der Klasse-I-Antikérper (z.B. My10 (Civin, 1984), B1-3C5, 12.8 und ICH3)
besitzen Epitope, die sensitiv gegeniber allen drei Enzymen sind. Klasse-II-
CD34-Antikorper wie QBEND-10
Glykoprotease und Chymopapain empfindlich. Epitope der Klasse-IlI-Antikdrper
(z.B. pl115.2, TUK3, 8G12 und HPCA-2) sind resistent gegeniber den oben
genannten drei Enzymen. Bei Konjugation mit dem Fluorochromfarbstoff PE

Epitope der sind nur gegenuber

werden signifikant weniger CD34-exprimierende Zellen durch Klasse-I-CD34-
Antikdrper als durch Klasse-II- oder Klasse-11I-CD34-Antikdrper markiert (Serke,
1996). Ahnliche Ergebnisse existieren fiir den Fluorochromfarbstoff FITC
(Siena, 1991). CD34-positive Stamm- oder Vorlauferzellen exprimieren neben
Oberflachenantigenen oder zytoplasmatischen Molekilen auch
Adhésionsmolekile und Zytokinrezeptoren (z.B. ein vom Protoonkogen c-kit

kodierter Tyrosinkinase-Rezeptor).

Tab. 1: Epitopspezifitaten der CD34-Antikorper
Sensitivitat gegentuber
CD34-Klasse | Glykoprotease | Neuramidase | Chymopapain
| + + +
[l + - +
11 - - -
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1.5.2 CD45

Die Familie des CD45-Oberflachenglykoproteins (leucocyte-common antigen =
LCA) ist auf allen nukledren Zellen der hamatopoetischen Reihe nachweisbar.
Es existieren insgesamt funf verschiedene Isoformen (Thomas, 1989) mit einem
Molekulargewicht zwischen 180 kDa und 220 kDa (Sunderland, 1979; Woollett,
1985).

Die Einteilung der monoklonalen Antikdrper des CD45-Antigens (z.B. MRCOX-
1) erfolgt nach der Reaktion mit entsprechenden Epitopen, nach der Definition
des vierten ,Leucocyte Antigen Workshop“. Es werden CD45-Antikorper, die
gegen alle Epitope gerichtet sind, von CD45R-Antikdrpern, welche lediglich mit
Epitopen auf bestimmten Isoformen reagieren, unterschieden. Weiterhin
konnen die CD45R-Antikorper je nach Determinierung des spezifischen Exons
unterteilt werden: CD45RA, CD45RB, CD45RC (Isoform mit Sequenz des
Exons A, B oder C) und CD45R0 (Erlauterung s. Abschnitt 1.5.1) (Lai, 1991;
Streuli, 1988). Diese unterschiedlichen Molekilformen unterscheiden sich
hinsichtlich der Kohlenhydratstruktur.

Das Glykoprotein CD45 wird von allen Zellen hdmatopoetischen Ursprungs mit
Ausnahme von Erythrozyten und Thrombozyten exprimiert (Dalchau, 1980). Es
spielt eine wichtige regulatorische Rolle in der T-Zell-Aktivierung und besitzt
Thyrosinphosphatase-Aktivitat (Tonks, 1988).
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1.5.3 CD33

Das Differenzierungsantigen CD33 ist ein Transmembranprotein mit einem
Molekulargewicht von 67 kDa und kann mit Antikdrpern, wie z.B. T5A7, L4AF3
und L1B2 (Andrews, 1983), nachgewiesen werden. Das Antigen wird auf dem
langen Arm des Chromosoms 19 codiert (Peiper, 1988). Die CD34-positiven
Progenitorzellen koénnen mittels CD33-Expression in zwei Populationen
unterteilt werden. Sehr frihe Progenitorzellen sind CD34-positiv und CD33-
negativ; wohingegen weiter differenzierte CD34-positive Zellen eine
Koexpression mit CD33 zeigen (Andrews, 1989). Neben leukdmischen Zellen
der akuten myeloischen Leukamie (Griffin, 1984; Robertson, 1992) wird das
CD33-Antigen von CD34-positiven, panmyeloischen Zellen exprimiert
(Andrews, 1989; Haas, 1993). Diesen Zellen gehoren Blasten, Promyelozyten
und Myelozyten des Knochenmarks (Griffin, 1984), Granulozyten und
Monozyten des peripheren Blutes an und machen etwa die Halfte bis zu zwei
Drittel der hAmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark, im mobilisierten,
peripheren Blut und im Nabelschnurblut aus (61%, 73% und 54%). Dabei
bestehen grofRe interindividuelle Schwankungen mit einer Expressionsrate
zwischen 20% und 94% (Hohaus, 1993). Das CD33-Antigen wird von einer

+

grolReren Population CD34-positiver peripherer Blutstammzellen (82,5% =+
14,4%) im Vergleich zu CD34-positiver Knochenmarkstammzellen (43,6%
19%), exprimiert (Bender, 1991; Tjonnford, 1994). Es ist das erste
nachweisbare Granulo- und Monozyten-Antigen (CFU-GM). Auf Kolonie-

I+

bildenden Einheiten der Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten und
Megakaryozyten (CFU-GEMM) ist das Glykoprotein in ca. 50% der Falle
detektierbar und die Expression des CD33-Molekiils konnte auch auf Vorstufen
der erythrozytdren Reihe (BFU-E) nachgewiesen werden (Andrews, 1983;
Andrews, 1986). Erythrozyten, Lymphozyten und Thrombozyten des
zirkulierenden Blutes pluripotenten hamatopoetischen  Progenitorzellen
dagegen sind CD33-negativ (Robertson, 1992).
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1.5.4 CD38

Das CD38-Antigen (T10-Antigen) hat ein Molekulargewicht von 45 kDa mit
einem Proteinkern von 35 kDa. Die genaue Funktion des Oberflachenantigens
ist bislang Gegenstand der Forschung, aber es scheint eine Funktion als
Leukozyten-Aktivierungsantigen zu haben und eine cADP-Ribosyl-Cyclase-
Aktivitat zu besitzen (Ddrken, 1990). Zellular exprimiert wird es von frihen T-
Lymphozyten des humanen Thymus (Thymozyten) (Terhorst, 1981; Reinherz,
1980), unreifen B-Zellen und Plasmazellen (Tedder, 1984), natirlichen
Killerzellen  (Nagler, 1990), mono-myeloischen Zellen und unreifen
erythrozytaren Zellen. Etwa 1% der CD34-positiven Zellen und 0,01% aller
nukledren Zellen im Knochenmark zeichnen sich durch fehlende CD38-
Antigenexpression aus. Diese Zellen entsprechen morphologisch einer
homogenen Population unreifer Blasten (Terstappen, 1991). Nicht-
linienzugehdorige CD34-positive und CD38-negative Zellen zeichnen sich durch
die Eigenschaft der Selbsterneuerung aus (Terstappen, 1991). Diese CD34-
positiven und CD38-negativen Knochenmarkzellen besitzen bei zusatzlicher
HLA-DR-Koexpression (s. Abschnitt 1.5.7.) die Fahigkeit zur Ausdifferenzierung
in alle hamatopoetischen Zellreihen (Terstappen, 1994, Huang, 1992).
Unreifere Zellen des Knochenmarks, die CD34-positiv, HLA-DR- und CD38-
negativ sind, kdnnen in hamatopoetische Vorlauferzellen und in Stromazellen
differenzieren (Huang, 1992; Haas, 1993). Diese Zellen zeigen oft eine
Koexpression mit dem c-kit Rezeptor (CD117) und CD,90 (Thy-1) (D Arena,
1998).

Zwischen der Expression des CD38- und CD34-Antigens besteht eine
Korrelation: Wéahrend die CD34-Expression im Laufe der Zelldifferenzierung
abnimmt, steigt die CD38-Expression an. Auch wéhrend der Aktivierung von B-
Lymphozyten kommt es zu einer zunehmenden Expression von CD38
(Terstappen, 1990). Die Expression des Differenzierungsantigens findet sich
auf allen CD34-positiven Zellen, die zusatzlich linienzugehdrige
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Oberflachenantigene der erythrozytdren (CD71), myeloischen (CD33), B-
lymphozytaren (CD10) und T-lymphozytare (CD5, CD7) Reihe exprimieren
(Terstappen, 1991). Morphologisch lassen sich diese Zellen in Erythro-, Myelo-
und Lymphoblasten differenzieren.

1.5.5 CD41a

Die Zellen der megakaryozytaren Reihe (Thrombozyten, Megakaryozyten und
deren Vorlauferzellen) sind durch die Expression des bs-Komplex GPIIb/GPllla
(GP = Glykoprotein) charakterisiert (Kanz, 1988). Dieser Komplex, synonym mit
CD41/CD61-Komplex, kann durch Bindung von CD41a- oder CD61-Antikorper,
nach zuvor sorgfaltiger Entfernung der ebenfalls an diese Antikdrper bindenden
peripheren Thrombozyten, identifiziert werden. Das CD41a-Antigen entspricht
der GPIllIb-Untereinheit des Fibrinogenrezeptors und kann als bs-Komplex an
Adhéasionsmolekile wie Fibrinogen, Fibronectin, von Willebrand-Faktor (VWF)
und Vitronectin binden (Phillips, 1988). Dieser Komplex mit einem
Molekulargewicht von 135 kDa vermittelt durch Fibrinogen die
Thrombozytenaggregation, induziert von  Thrombin, Kollagen und
Adenosindiphosphat (ADP). Die Bindung an Fibronectin und an den von
Willebrand-Faktor bewirkt die Adhasion und Ausbreitung von Thrombozyten auf
dem Subendothel (Phillips, 1988). Die Expression des CD4la- und CD42b-
Antigens kann durch Thrombopoetin gesteigert werden (Date, 1997). Innerhalb
der CD34-positiven  Zellpopulation humaner fetaler Knochenmark-
progenitorzellen finden sich unter den zusatzlich auch CD41la-exprimierenden
Zellen alle Kolonie-bildenden Einheiten der megakaryozytaren Reihe (Murray,
1996a). Weiterhin scheint eine Korrelation zwischen der Anzahl der CD34-
positiven  Progenitorzellen mit einer CD4la-Koexpression und der
Rekonstitution von Thrombozyten nach einer Stammzellreinfusion zu bestehen
(Feng, 1998).
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1.5.6 CD,90

Mit einem Molekulargewicht von 25 kDa bis 35 kDa ist CD,90 (Thy-1) das
leichteste der aufgefuihrten Oberflachenantigene. Die Sequenz des Gens ist auf
dem langen Arm des Chromosoms 11 lokalisiert. Das CD,90-Antigen ist stark
glykolysiert und in der Zellmembran mittels Glykosylphosphatidylinositol
verankert (Lansdorp, 1995). Es wird von Nerven- und Bindegewebe und von
verschiedenen Stromazelllinien exprimiert. Lediglich auf 0,05% bis 0,1% der
fetalen Knochenmarkstammzellen ist das Differenzierungsantigen CD,90
mittels Antikérper, wie 5E10, nachweisbar. Dagegen weisen 5% bis 25% der
adulten CD34-positiven Knochenmarkstammzellen eine Koexpression des
CDw90-Antigens auf (Craig, 1993; Murray, 1994; D Arena, 1998). Diese
Population zeigt vermehrte hamatopoetische Stammzellaktivitat (Murray,
1996a) und hat das Potential, in T-, B- und myeloische Vorlauferzellen zu

differenzieren (Murray, 1995).

Die Thy-1-Expression findet sich auf funktionell und immunph&notypisch sehr
unreifen Zellen, die sich zuséatzlich durch fehlende Expression von CD38 und
HLA-DR auszeichnen. Auch weitere linienzugehérige Oberflachenantigene sind
nicht detektierbar, lediglich eine Koexpression des c-kit-Rezeptor (CD117)
(D’Arena, 1998). Diese CD34- und CD,90-koexprimierenden Zellen ohne
weitere linienzugehdrigen Differenzierungsantigenen zeigen eine Anreicherung

an hamatopoetischer Stammzellaktivitat (Murray, 1996b).

Im Laufe der Zelldifferenzierung nimmt die CD,90-Expression der
Knochenmarkstammzellen ab (Williams, 1985), wahrend Antigene wie
CD45R0, CD38 und CD71 vermehrt exprimiert werden (Lansdorp, 1990; Craig,
1993; Terstappen, 1991). Leukamische Zellen sind meist Thy-1-negativ, nur in
ca. 10% der Félle ist das Oberflachenantigen nachweisbar (Holden, 1995). Die
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Hohe der CD,90-Expression ist individuell verschieden und abhéngig von der
Zeit nach Mobilisierung mit Wachstumsfaktoren (Murray, 1995). Die genaue
Funktion des Proteins Thy-1 ist unbekannt, nach heutigem Wissensstand ist es
involviert in die T-Zell-Aktivierung, die Zelladh&sion und in der Zell-zu-Zell- und
Zell-zu-Stroma-Interaktion (Gunter, 1984; Kroczek, 1986 a; Kroczek, 1986 b).

1.5.7 HLA-DR

Das HLA-DR-Antigen mit einem Molekulargewicht von 29 kDa bis 33 kDa ist ein
Synonym fir die Bezeichnung MHC-Klasse-II-Antigen (major histocompatibility
= MHC). Es ist auf 11% + 4% der humanen peripheren Lymphozyten
detektierbar und wird weiterhin von follikular dendritischen Zellen,
Langerhans’schen Zellen, Makrophagen, B-Zellen und aktivierten T-Zellen
exprimiert. Urspringliche Vorlauferzellen sind HLA-DR-negativ. Die Expression
nimmt im Laufe der Ausdifferenzierung zu (Tong, 1994). Die Expression von
HLA-DR zeigt ebenso wie die des CD38-Antigens eine grof3e Variation, von
negativ bis zu starker Expression (Terstappen, 1991) in Abhangigkeit vom
Differenzierungsgrad der Zelle. Die biologische Funktion des HLA-DR-Antigens
wird deshalb in der Regulation der Hamatopoese gesehen. Die unterschiedliche
Auspragung der HLA-DR-Expression charakterisiert die Zellinienzugehdrigkeit:
Unreife Vorlauferblasten-CFU sind HLA-DR-negativ, schwach positive HLA-DR-
Expression kennzeichnen erythrozytare Vorlaufer (BFU-E) und stark HLA-DR-
positive Zellen sind Vorlauferzellen der granulo-monozytaren Reihe (CFU-GM)
(Civin, 1987; Lu, 1987; Sieff, 1982). CD34-positive und HLA-DR-negative Zellen
sind zu 5% im Knochenmark, zu 29% im peripheren, zirkulierenden Blut nach
Mobilisation und zu 3% im Nabelschnurblut mit interindividuellen
Schwankungen nachweisbar. Das HLA-Klasse Il-Antigen ist involviert in die
zellulare Interaktion von Lymphozyten und Makrophagen und von T- und B-
Lymphozyten und spielt eine Rolle in der Zelltoxizitat.
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1.6 Monoklonale Antikérper

Monoklonale Antikdrper sind gegen ein einzelnes definiertes Immunglobulin mit
Affinitdt zu einem bestimmten Epitop gerichtet. Sie finden u.a. Verwendung in
der Immunfluoreszenztechnik zur Markierung von Zelloberflachenantigenen. Es
existieren zwei Methoden zur Markierung: die direkte und die indirekte
Markierung. Bei der direkten Methode wird der Fluoreszenzfarbstoff direkt an
den Antikdrper gekoppelt. Die indirekte Methode beinhaltet einen zweiten
Antikdrper, der an einen Fluoreszenzfarbstoff gebunden ist und gegen den
ersten Antikdrper gerichtet ist.

Die Herstellung der monoklonale Antikdrper erfolgt mittels Immunisierung von
Mé&ausen durch wiederholte Injektion mit einem bestimmten Antigen. Die aus der
Milz der Mause gewonnenen Zellen mit der Fahigkeit zur Antikdrperproduktion
werden mit Myelomzellen in-vitro verschmolzen und damit potentiell unsterblich
gemacht. Diese fusionierten Zellen werden zu Klonen herangezogen, die auf
eine Ursprungszelle zuriickgehen und Antikorper, die gegen ein einzelnes
Epitop gerichtet sind, produzieren. Eine gemeinsame Nomenklatur der
Antikorper, die gegen das gleiche Zelloberflachenantigen gerichtet sind, wurde
durch die Klassifizierung in ,cluster of differentiation” (CD) eingefihrt (Bernard,
1984). Die folgenden Angaben in der Bezeichnung beziehen sich auf die
entsprechende Zellpopulation und das Molekulargewicht des spezifischen
Antigens. Eine weitere Charakterisierung des Antigens erfolgt durch
Voranstellung der Buchstaben p (engl. protein), gp (engl. gycoprotein), gl (engl.
glycolipid), CHO (engl. carboanhydrate) oder u (engl. unknown).
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1.7 Ziel der Untersuchungen

Klinisch werden derzeit vorwiegend zwei unterschiedliche Einfrierprotokolle
(zum einen 10% DMSO, 1,5 K/min; zum anderen 5% DMSO + 6% HES, 5
K/min) zur Kryokonservierung von hamatopoetischen Progenitorzellen
eingesetzt. Ein Kriterium ist die Wiederfindungsrate und die Anzahl der nicht-
letalen bzw. vermehrungsfahigen Zellen (Messung mittels
Membranintegritatsbestimmung oder klonogenen Kulturassays mit quantitativer
Bestimmung der Zellkolonien). Ob jedoch die Oberflachenantigene und damit
die Linienzugehorigkeit der Zellen durch unterschiedliche Einfrierprotokolle
veréandert werden, ist bislang wenig untersucht. Mit dieser Arbeit sollte der
Einflud der Kuhlrate und der Kryoprotektivzusammensetzung auf die
durchflul3zytometrische Analyse von Oberflachenantigenen von
kryokonservierten, peripheren h&matopoetischen Blutstammzellen aus
Aphereseprodukten untersucht werden. Dafir wurden verschiedene
Einfrierprotokolle, die sich  hinsichtlich der Konzentrationen der
Gefrierschutzadditve DMSO und HES und hinsichtlich der Kduhlrate
unterschieden, herangezogen. Ziel der Arbeit war es, ggf. Unterschiede bei den

einzelnen Kryokonservierungsprotokollen festzustellen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Untersuchungsmaterial

Es wurden Aliquots der Aphereseprodukte von 6 Patienten (4 Frauen und 2
Manner) untersucht, die im Rahmen ihrer Erkrankung einer Zytapherese zur
Gewinnung peripherer Progenitorzellen in der Abteilung fur Transfusions-
medizin des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unterzogen wurden.
Zusatzlich wurde ein Aliquot eines gesunden méannlichen Spenders analysiert.
Bei einem Patienten wurden 2 Apheresen im Abstand von 24 Stunden
durchgefihrt, so dal die Anzahl der analysierten Aphereseprodukte insgesamt
8 betrug. Die Auswahl der Patienten erfolgte zufallig und nach deren

Zustimmung uber die Entnahme des Aliquots.

Die Patienten waren im Alter von 18 bis 62 Jahren, durchschnittlich 48 Jahre
alt. Zur Mobilisierung der Stammzellen wurden die Patienten vor der jeweiligen
Apherese mit dem Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF) in
einer Dosis von 10 bis 24 ng/Tag/kg Korpergewicht Uber einen Zeitraum von 5
bis 7 Tagen behandelt. Die Diagnosen der Patienten beinhalteten maligne
hamatologische  Erkrankungen und solide Tumorerkrankungen, z.B.
Mammakarzinom und Ewing-Sarkom. Die Entnahme der peripheren Blutstamm-
zellen mit dem Apherese-Gerat Spectra (Fa. Cobe, Heimstetten) erfolgte vor
einer Hochdosis-Chemotherapie und anschlie3ender Reinfusion. In Tabelle 2
sind die Patientendaten und Therapieschemata zusammenfassend dargestellt.
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Tab. 2: Patientendaten und Therapieschemata
Geschlecht | Alter Diagnose Chemotherapie G-CSF | Tage
ng/d/kgKG
w 51 Mamma-Ca Cyclophosphamid + 10 5
Epirubicin
w 61 Mamma-Ca Cyclophosphamid + 10 5
Epirubicin
w 62 Mamma-Ca Cyclophosphamid + 10 7
Epirubicin
w 17 Ewing- Etoposid + Vincristin + 2X6 7
Sarkom Adriamycin + Ifosfamid +
Mesna + Actinomycin D
m* 51 | Non-Hodgkin- Cyclophosphamid + 10 6
Lymphom Vincristin + Prednison
m* 51 | Non-Hodgkin-| Cyclophosphamid + 10 7
Lymphom Vincristin + Prednison
m 36 gesund keine k.A. K.A.
m 54 | Plasmozytom [Vincristin + Adriamycin +| 2 x 12 5
Doxorubicin
* = derselbe Patient, Apherese an zwei aufeinanderfolgenden Tagen

k.A. = keine Angaben
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2.2 Kryokonservierung

Die Durchfuhrung entspricht der bereits bei Jetter beschriebenen (Jetter,1998).

2.2.1 Kryoprotektive Lésungen

Es erfolgt der Einsatz vier kryoprotektiver Losungen. Zur Herstellung dieser
Kryoprotektivibsungen werden DMSO (Fa. Merck, Art.-Nr.
K20471078429), HES (HES 70000, Fa. Braun, Melsungen), salzarmes 20%iges
humanes Serumalbumin (HSA, Fa. Behring, Marburg) und phosphat-gepufferte

Darmstadit,

physiologische Kochsalzldsung (PBS Dulbeccos Puffer, Fa. Life Technologies,
Paisley, Grof3britannien, Art.-Nr. 14190-094) verwendet. Die Angaben der
Konzentrationen (in Gewichts-%) sind in Tabelle 3 dargestellt. Die

Konzentration der Kryoprotektividssungen betragt das Doppelte der
gewinschten Konzentration, da die Lésungen im Verhdaltnis 1:2 mit dem
Stammzellpraparat gemischt werden. Nach Mischen und Autoklavieren von
DMSO, HES und PBS-Puffer erfolgt die Zugabe von ebenfalls autoklavierter
Human-Albumin-L6sung unter sterilen Bedingungen (Werkbank Fa. Heraeus,
Ha 2448 GS). Bis zur Verwendung dient ein -40°C-Kuhlschrank zur Lagerung

der proportioniert abgefullten Lésungen.

Tab. 3: Kryoprotektive Losungen [Gew.-%)]

10% DMSO | 7,5% DMSO 5% DMSO 2,5% DMSO
0% HES 2,5% HES 6% HES 7,5% HES
Komponenten
DMSO (%) 20 15 10 5
HES (%) 0 5 12 15
HSA (%) 8 8 8 8
PBS (%) 72 72 70 72
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2.2.2 Einfrierprotokolle

Die Kombination der vier verschiedenen Kryokonservierungslésungen mit sechs
unterschiedlichen Kahlraten (1,5, 5, 10, 15, 20, 160 K/min) ergibt insgesamt 24

Einfrierprotokolle, dargestellt in Tabelle 4.

Tab. 4: Protokolle zur Kryokonservierung

Kihlrate |[10% DMSO|7,5% DMSO|5% DMSO|2,5% DMSO
0% HES | 2,5% HES | 6% HES | 7,5% HES

1,5 K/min 1 2 3 4
5 K/min 5 6 7 8
10 K/min 9 10 11 12
15 K/min 13 14 15 16
20 K/min 17 18 19 20
160 K/min 21 22 23 24

2.2.3 Einfriervorgang

Das Aliquot des Aphereseproduktes wird im Verhaltnis 1:2 mit autologem

Plasma gemischt. Vor dem Einfrieren des Aliquots wird die
Gesamtleukozytenzahl am Coulter-Counter Coulter S plus STKR (Fa. Coulter
Electronics, Krefeld) bestimmt. Zur Kryokonservierung werden 750 m des
Aliquots in ein Rohrchen (Nalgene Cryogenic Vials 2 ml, Fa. Nalgene,
Rochester, USA), welches bei 4°C gelagert wird, pipettiert. Anschlielend wird
dreimalig alle 90 sec je 250 m der jeweiligen, auf 4°C abgeklhlten

Kryoprotektiviosung dazugegeben.
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Abgekuhlt wird mit 6 verschiedenen Kihlraten, definiert als DT/Dt in K/min, die
mittels unterschiedlicher Einfriermethoden erreicht werden. Sie sind in Tabelle 5
dargestellt.

Tab. 5: Kihilrate und Einfrierprotokoll / Geréat

Kihlrate Einfriermethode / Gerat

1,5 K/min |Kryo 10-16

5 K/min |-80°C-Kihlschrank

10 K/min |Kryo 10-16

15 K/min |Kryo 10-16

20 K/min | Dampfphase von flissigem Stickstoff

160 K/min |Direktes Eintauchen in flissigen Stickstoff

Die kryokonservierten Aliquots werden bei unter -150°C in der Dampfphase
Uber flussigem Stickstoff in einem Flussigstickstoff-Lagertank Chronus Biosafe
(Fa. Messer-Griesheim) bis zum Auftauen aufbewahrt. Die maximale

Lagerungszeit betragt 20 Monate.

2.2.4 Auftau- und Waschvorgang

Die aus dem Flussigstickstoff-Lagertank entnommenen kryokonservierten
Proben werden fir 3 min in einem 37°C warmen Wasserbad (Typ 1083, Fa.
GFL, Hannover) mit einer Schuttelfrequenz von 1,5 Hz in horizontaler Position
aufgetaut. AnschlieRend erfolgt die Weiterverarbeitung der Proben bei 4°C,

gelagert in Eiswasser.
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In ein 13ml-Polystyrol-R6hrchen (Fa. Greiner Labortechnik), dessen Gewicht
leer gemessen wurde, wird 1 ml des Aliquots vorgelegt und diese mit
Waschmedium | und Il gewaschen. Die Waschmedien setzen sich aus RPMI-
1640-Medium (Fa. Life Technologies) mit fetalem Kalberserum (FKS, Fa.
GIBCO), ACD-A (Fa. Fresenius, Bad Homburg) und Heparin in einer
Konzentration von 75 IE/ml (Fa. Hoffmann-La Roche AG) zusammen. Lediglich
in der Konzentration von ACD-A unterscheiden sich Waschmedium 1 und 2.
Den Anteil (in Volumen-%) der einzelnen Reagentien der Waschmedien zeigt
Tabelle 6.

Tab. 6: Zusammensetzung der Waschmedien [Volumen-%]

Reagentien Waschmedium | Waschmedium Il
ACD-A (%) 30 10
FKS (%) 10 10
Heparin (%) 10 10
RPMI-Medium (%) 50 70

Zur Entfernung des Kryoprotektivs werden insgesamt 10 ml Waschmedium |
innerhalb von 6 min zugesetzt. Dafur wird 8 mal je 250 ml des Waschmediums |,
schrittweise alle 30 sec, hinzugefiigt. Zwischen den Vorgangen wird die
Zellsuspension firr 15 sec mit einem Vortex-Gerét (Genie 2™, Bender & Hobein
AG) auf mittlerer Geschwindigkeit gemischt. Anschlie3end erfolgt alle 30 sec
insgesamt 7 mal die Zugabe von je 1000 mi des Waschmediums | und jeweils
alle 15 sec ein Durchmischen der Suspension. Die Zellsuspension wird bei 200
g, 4°C und ohne Bremsung fur 5 min zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus
Instruments). Nach der Zentrifugation der Zellsuspension wird der Uberstand
dekantiert und das Pellet resuspendiert.

Die Waschschritte werden in gleicher Weise mit Waschmedium Il wiederholt.
Nach Dekantieren des Uberstandes folgt die Resuspendierung mit 2 ml PBS-
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Puffer und das Rohrchen wird erneut gewogen. Eine reprasentative Probe wird
zur Bestimmung der MNC-Konzentration im Coulter-Counter gemessen.
Anhand des errechneten Verdinnungsfaktors (Gewichtsdifferenz der R6hrchen
vor und nach dem Auftau-Waschvorgang) wird mittels Multiplikation mit der
MNC-Konzentration die Gesamtzahl der mononukledren Zellen pro Milliliter in

der aufgetauten Probe folgendermal3en berechnet.

icht-intakte Zell
ML [%] _ ( 1- nicht-intakte Zellen ) % 100
intakte und nicht-intakte Zellen

2.3 Membranintegritatsbestimmung mit Trypanblau

Das aufgetaute und gewaschene Apheresat wird mit 0,9%iger Natrium-Chlorid-
Losung (Baxter AG, Schweiz) im Verhdltnis 1:2 verdinnt. Ein Aliquot von 10 ni
dieser Zellsuspension wird mit 90 m Trypanblau (0,4%, Fa. Sigma,
Deisenhofen) gemischt und 10 ni dieser Mischung werden ohne Inkubation in
eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und unter dem Mikroskop bei einer
VergroRerung von 1:40 ausgezéhlt. In Zellen, die keine intakte Zellmembran
vorweisen, kann der Farbstoff penetrieren und sie erscheinen blau, dagegen
stellen sich Zellen mit intakter Zellmembran ungeféarbt dar. Es werden alle
trypanblaugefarbten Leukozyten gezéahlt und daraus der prozentuale Anteil der
Zellen mit intakter Membran berechnet.
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2.4 Durchflu3zytometrie

2.4.1 Probenvorbereitung

Die maximale Lagerungszeit der Proben bis zur Messung betragt 6 Stunden bei
einer Raumtemperatur von 22 + 2°C unter standiger Durchmischung der
Proben zur Vermeidung von Zellaggregation. Im Coulter-Counter wird die
Gesamtleukozytenzahl fur die Berechnung der Vorverdiinnung bestimmt. Fr
die durchfluf3zytometrische Messung wird eine Vorverdinnung des Aliquots von
etwa 10.000 Leukozyten/m mit phosphatgepufferter Losung hergestellt, dies
entspricht einer Zellzahl von 1x10° Leukozyten/100 mi Stammzellprobe. Bei
dieser Leukozytenkonzentration ist die zugegebene Antikbrpermenge qualitativ
gebunden.

2.4.2 Inkubation mit monoklonalen Antikérpern

Alle verwendeten Antikorper sind direktkonjugierend und werden von der Firma
Coulter-lmmunotech (Hamburg) mit Ausnahme des CD34-Antikorpers (PE), der
von der Firma Becton Dickinson GmbH (Heidelberg) stammte, bezogen. Die
jeweiligen Fluorochromfarbstoffe der verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 7

dargestellt.
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Tab. 7: Fluorochromfarbstoffe der verwendeten Antikorper
Fluorochromfarbstoff Antikorper

PE-Cyanid CD45

PE CD34

FITC CD33, CD38, CDh41a, CDw90, HLA-DR

Die entsprechende Antikdrperkonzentration wird durch laborinterne Titration
ermittelt. Insgesamt werden pro Ansatz 7 Roéhrchen (FALCON 2052, Becton
Dickinson) aus Polyethylen, das eine geringe Adhasivitat hat und somit den
Zellverlust minimiert, bendtigt. Ins erste Roéhrchen wird 10 m CD3/CD19
(FITC/PE) vorgelegt. Das 2. R6hrchen beinhaltet 5 mi CD45-Antikorper (FITC)
und 10 m CD34-Antikorper (PE). Fiur die Subpopulationsbestimmungen werden
in das 3. bis 7. Rohrchen je 5 ml CD45-Antikorper, je 10 m CD34-Antikdrper und
fur die jeweilige Subpopulation 10 ml CD33- CD38-, CD41a-, CD,90-Antikdrper
bzw. 5 m HLA-DR- Antikorper pipettiert.

In alle R6hrchen wird zu den Antikorpern jeweils 100 ml der oben genannten
Vorverdinnung pipettiert. Der Ansatz wird durch ein ,vortex“-Gerét (VF 2, Janke
& Kunkel, IKA-Labortechnik) in mittlerer Einstellung gemischt und vor Licht
geschitzt 15 min bei 4°C inkubiert. Bei geringer CD34-Zellzahl vor der
Kryokonservierung (unter 5,0 CD34-Zellen/kg Korpergewicht) erfolgt bei

doppelter Antikdrpermenge der Einsatz von 200 m Vorverdinnung.
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2.4.3 Erythrozytenlyse

Zur Vermeidung von Storsignalen in Form von Erythrozyten werden diese mit
Hilfe von 2 ml EDTA-Ammonium-Chlorid-Lysereagens (Lysing Reagent Ortho-
mune, Ortho-Diagnostic System GmbH, USA) entfernt. Dazu wird nach Zugabe
des Lysereagens der Ansatz 10 min bei 4°C inkubiert und wahrend der

Inkubationszeit dreimalig gemischt.

2.4.4 Waschvorgang

Nach der Erythrozytenlyse erfolgt die Elimination des Lysereagens und die
Entfernung ungebundener Antikérper. Die Waschschritte bestehen aus
Zentrifugation (Hettich-Zentrifuge ROTIXA/A, Hettich, Tuttlingen) bei 3500 g
Umdrehungen fiir 5 min ohne Bremsung, dem Dekantieren des Uberstandes
und dem Resuspendieren des Pellets mit 2 ml phospatgepufferter Losung.
Nach nochmaligem Waschen der Zellsuspension wird das Sediment mit 1 ml
PBS-Puffer pelletiert und vor der Messung durch einen Zellfilter mit einer
Porendurchlassigkeit von 35 nm (FALCON 2235-Filter, Becton Dickinson, USA)

gegeben, um stérende Zellaggregate herauszufiltern.

2.4.5 Datenakquisition am DurchfluRzytometer

Die Messung erfolgt am FACScan-Gerat (Becton Dickinson). Zur Kontrolle der
Kompensation des FACScan-Gerates und Positionierung der Zellpopulation
wird eine Messung von 10.000 Zellen, mit den Antikérpern CD3 (FITC) und
CD19 (PE) markiert, vorgenommen. Dabei werden alle Zellen gemessen. Die
Darstellung FSC/SSC dient zur Eingrenzung der Lymphozytenpopulation
(Region 1), die in den Zweiparameter-Punkthistogrammen (dot plot) CD3/CD19
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und SSC/CD3 dargestellt werden. In diesem Punkthistogramm entspricht jeder
dargestellte Punkt dem Mel3wert von mindestens einer Zelle.

Anschliel3end werden mit dem 2. Rohrchen 50.000 Zellen zur Erfassung der
CD34-positiven Progenitorzellen akquiriert. Das Zweiparameter-
Punkthistogramm FSC/SSC zeigt alle Zellpopulationen und mit FSC/CD45
erfolgt die Einstellung des Schwellenwertes (Threshold), um die Zelltrimmer
auszugrenzen. Die CDA45-positiven Zellen werden als Population Region 2
definiert und damit das Punkthistogramm SSC/CD34 erstellt. Alle CD34-
exprimierenden Progenitorzellen werden in der Population Region 3

zusammengefalit.

Die Subklassenakquisition wird jeweils mit 1.000 CD45- und CD34-positiven
Zellen, im ,Lifegate* gemessen, vorgenommen. Messung im ,Lifegate” heif3t,
dal in diesem festgelegtem Gate genau 1.000 Zellen akquiriert werden. Bei zu
geringer Zahlrate wird die Messung nach 12 min beendet (= alle Patienten mit
einer CD34-Zellzahl <5,0/kg Kdrpergewicht vor Kryokonservierung). Dargestellt
wird dieses in den jeweiligen Punkthistogrammen CD33/CD34, CD38/CD34,
CD41a/CD34, CD,90/CD34 und HLA-DR/CD34.

2.4.6 Auswertung

Die Datenauswertung erfolgt mit der Software CellQuest™ (Becton Dickinson).
Die Darstellung FSC/SSC dient zur Eingrenzung der Lymphozytenpopulation
(Region 1). Hierfur werden die CD3-positiven Zellen eingegrenzt und eine
Quadranten-Statistik erstellt. Diese Quadranten-Statistik wird auf das
Punkthistogramm SSC/CD34 (s.u.) kopiert. Die Kontrolle der Kompensation
wird mittels Darstellung der CD3-positiven Zellen versus SSC vorgenommen.
Die CDA45-positive Zellpopulation (Leukozyten) wird in der Darstellung
SSC/CD45 gegatet (Region 2) in der Region Statistik dargestellt. Die Region 2



2 MATERIAL UND METHODEN 53

wird verwendet, um unter den CD45-positiven Zellen die zusétzlich auch CD34-
positiven Progenitorzellen (Region 3) ausfindig zu machen. Dieses erfolgt in
dem Punkthistogramm SSC/CD34 aus Region 2. Als Plausibilitatskontrolle der
CD45- und CD34-positiven Zellen werden die Darstellungen FSC/SSC und
SSC/CD45 aus Region 3 eingesetzt.

S50 Height
150 200 250

100

S0

T IEII:II T T .1|I:II:; T T I1|5I:; T T IEII:“:; T T IEéI:I
F5CHeight

o

Abb. 4: Beispiel eines Zweiparameter-Punkthistogramms CD34 / CD45

Korrelationsdarstellung der Parameter Vorwartsstreulicht = FSC (x-Achse,
linear) und Seitwartsstreulicht = SSC (y-Achse, linear). Plausibilitatskontrolle:
Die CD45- positiven Zellen mit CD34-Koexpression (Region 3) bilden eine
geschlossene und umschriebene Population im Bereich der mononuklearen
lymphozytaren Zellen.
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Fir die Messung der Subklassen wird ein anderer CD45-Antikbrper
(Phycoerythrin-Cyanid 5 = PECy5) verwendet. Zur Akquisition der CD45-
positven Zellen (Region 4) wird das Punkthistogramm SSC/CD45 gewahlt und
eine Statistik eingefugt. Es erfolgt mit der Region 4 die Darstellung der CD34-
positiven Progenitorzellen (=Region 5) mittels SSC/CD34. Dafiur wird mit dem
definierten Quadrant aus dem Punkthistogramm SSC/CD3 die Begrenzung der
CD34-positiven Zellpopulation festgelegt. Die Subklassen werden mit den
Darstellungen CD33/CD34, CD38/CD34, CD41a/CD34, CDw90/CD34 und HLA-
DR/CD34 aus den Regionen 4 und 5 dargestellt. Das Quadrant aus SSC/CD3
wird in das Punkthistogramm kopiert und eine Quadranten-Statistik erstellt. Die
Population der CD34-positiven Progenitorzellen aus Region 4 und 5 wird mit
der Darstellung SSC/CD45 und SSC/CD34 kontrolliert.

2.4.7 Statistik

Die Melwerte der Wiederfindungsrate und Subpopulationen wurden dem
Wilcoxon-Test fur paarige Stichproben unterzogen. Dazu wurden die Mel3werte
mit den verschiedenen Kuhlraten und Kryoprotektiv-zusammensetzungen
gegen den Wert des ,Standardprotokolls® (10% DMSO, Kihlrate von 1,5 K/min)
auf signifikante Unterschiede hin getestet.

Der Wilcoxon-Test ist ein Prifverfahren fir kleine unabhangige Stichproben,
der geeignet ist, 2 Melreihen auf die gleiche Verteilung zu prifen. Dabei
werden zuerst die Differenzen aus den Wertepaaren gebildet und mit
Vorzeichen aufgelistet. Anschlielend wird eine Rangliste aus den
Absolutwerten der Differenzen gebildet. Dann werden die Range addiert, die zu
den Differenzen mit dem selteneren Vorzeichen gehoéren. Funktion dieses
Testes ist es, zu berechnen, in wieweit der Unterschied der Rangmittel
signifikant ist. Von signifikanten  Unterschieden wird bei einer

Irrtumswabhrscheinlichkeit von p £ 0,05 ausgegangen (Sachs, 1992).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Zytapherese

Das jeweilige Blutvolumen der Patienten betrug im Mittel 4816 ml mit einer
Spannweite von 3284 ml bis 5811 ml. Bei einem Antikoagulantien-Verbrauch
von durchschnittlich 878,7 ml Citrat, bei einem Minimalwert von 65,7 ml und
einem Maximalwert von 1666 ml, wurden FlieRraten von 54 ml/min mit einer
Spannweite von 45 bis 70 ml/min fur Citrat erreicht. Durchschnittlich wurden
4186 IE (3000 IE bis 5600 IE) Heparin mit einer Flie3zeit von 4,7 ml/min (2,1 bis
6,9 ml/min) bzw. 1:18 Tropfen/min (1:16 bis 1:20 Tropfen/min) eingesetzt. Die
zwischen 225 min und 268 min dauernde Apherese mit einem Mittelwert von
252 min ergab im Mittel ein prozessiertes Blutvolumen von 13632 ml. Die
Spannweite betrug 10814 ml bis 18202 ml bei einer Sammelrate von 1,0
ml/min, in einem Fall eine Sammelrate von 1,2 ml/min. Das Aphereseprodukt

ergab ein Produktvolumen von 215 ml bis 256 ml, durchschnittlich 239 ml.

3.2 Wiederfindungsrate

Die durchschnittliche Wiederfindungsrate wurde nach dem Auftauen der
Aliquots und den folgenden Waschschritten im Coulter-Counter bestimmt. Die
berechneten Mittelwerte und Standardabweichungen in Prozent sind in Tabelle
8 wiedergegeben und die Ergebnisse in Abbildung 5 graphisch dargestellt. Bei
Kidhlraten von 1,5, 5, 10 und 15 K/min betragt die Wiederfindungsrate zwischen
70-80%, bei hoheren Kuhlraten (>20 K/min) kommt es zu einem statistisch
signifikanten Abfall der Zellzahl im Vergleich zur Ausgangskonzentration. Diese
Daten bestatigen die bereits von Jetter gefundenen Ergebnisse (Jetter, 1998).
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-4-5% DMSO+6% HES

W+ 2.5% DMSO + 7.5% HES

10

PR |
100

Abb. 5: Wiederfindungsrate nach dem Auftau- und Waschvorgang (n=8)
Die Kryokonservierungsprotokolle 5, 11, 12, 14, 21, 22, 23 und 24 (siehe

Abschnitt 2.2.2, S.45) waren signifikant verschieden vom ,Standardprotokoll”
(1,5 K/min, 10% DMSO).

Tab. 8: Mittelwert und Standardabweichung der Wiederfindungsrate [%]

Kryoprotektiv | 10% DMSO | 7,5% DMSO 5% DMSO 2,5% DMSO
Kuhlrate 0% HES 2,5% HES 6% HES 7,5% HES
1,5 K/min 72,3+9,6 68,9 +12,2 69,6 + 10,7 75,2 +£8,7

5 K/min 80,3+8,5 80,0 £ 10,7 74,6 +9,6 71,8+9,3
10 K/min 69,7+ 13,1 73,3+10,3 67,0+ 6,4 66,5 + 8,0
15 K/min 77,9 +8,0 77,2+10,0 75,0+ 6,6 77,0+10,4
20 K/min 69,8 +9,9 69,5 +9,7 69,0+12,4 69,0+9,1
160 K/min 48,6 £ 6,7 54,1 +8,8 55,2+11,2 50,8 £ 10,5
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3.3 Membranintegritatsbestimmung

Die Membranintegritatsbestimmung wurde nach dem Auftauen und dem
Waschvorgang der Aliquots mit dem Farbstoff Trypanblau durchgefuhrt. In
Abbildung 6 ist der prozentuale Anteil der sich nicht mit Trypanblau angefarbten
Zellen dargestellt, die dazugehorigen Mittelwerte und Standardabweichungen in
Prozent finden sich in Tabelle 9. Aus den Darstellungen wird ersichtlich, daf3 die
Membranintegritat der aufgetauten und gewaschenen Stammzellprobe bei
Kihlraten >10 K/min statistisch signifikant abnimmt. Auch diese Daten decken
sich mit den von Jetter beschriebenen Ergebnissen (Jetter, 1998).

100
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Abb. 6: Membranintegritatsbestimmung mit Trypanblau (n=8)

Die Kryokonservierungsprotokolle 8 und 13 bis 24 (siehe Abschnitt 2.2.2, S.45)
waren signifikant verschieden vom ,Standardprotokoll* (1,5 K/min, 10% DMSO).
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Tab. 9: Mittelwert und Standardabweichung der Membranintegritat [%0]

Kryoprotektiv | 10% DMSO | 7,5% DMSO 5% DMSO 2,5% DMSO
Kuhlrate 0% HES 2,5% HES 6% HES 7,5% HES
1,5 K/min 94,3+8,9 92,2+45 93,8 +5,6 89,8 +£3,6

5 K/min 93,7+6,9 94,7 +8,9 941+29 85,7+6,3

10 K/min 90,9 £8,2 90,0+11,4 85,5+4,8 86,477
15 K/min 82,9+2,8 78,7 +8,9 68,4 +6,1 65,0+ 5,9
20 K/min 65,8 +10,1 65,7 +9,9 65,4 +11,3 63,8 +12,3
160 K/min 58,4+ 14,5 53,1+6,9 43,8 £ 13,9 41,9+159

Die Wiederfindungsrate der

Multiplikation

aus

dem prozentualen

membranintakter

membranintakten Zellen wird durch die
Anteil

Zellen

(Membranintegritatsbestimmung) mit der mittels Coulter-Counter bestimmten
Wiederfindungsrate berechnet. Auch hierbei ist ein signifikanter Abfall der
Wiederfindungsrate der membranintakten Zellpopulation mit Kuhlraten 320
K/min detektierbar (siehe Abbildung 7 und Tabelle 10), Gbereinstimmend mit
den Ergebnissen von Jetter (Jetter, 1998).
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Abb. 7: Wiederfindungsrate membranintakter Zellen [%] (n=8)
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Die Kryokonservierungsprotokolle 18 bis 24 (siehe Abschnitt 2.2.2, S.45) waren
signifikant verschieden vom ,Standardprotokoll” (1,5 K/min, 10% DMSO).

Tab.10: Mittelwert und Standardabweichung der Wiederfindungsrate

membranintakter Zellen [%]

Kryoprotektiv | 10% DMSO | 7,5% DMSO 5% DMSO 2,5% DMSO
Kuhlrate 0% HES 2,5% HES 6% HES 7,5% HES
1,5 K/min 68,2+ 17,7 63,5+ 19,5 65,3 + 16,8 67,5+ 18,2

5 K/min 75,3+16,3 75,7+17,9 70,2+17,1 61,5+17,5
10 K/min 63,3+17,0 66,0 + 16,9 57,3+159 57,5+ 16,3
15 K/min 64,6 +15,4 60,7 +17,8 51,3+ 15,5 50,0+ 17,6
20 K/min 45,9+16,9 45,7 + 18,3 45,1 +16,3 44,1 + 14,1
160 K/min 28,4+ 8,6 28,7+12,8 242+9,1 21,3+79
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3.4 Durchflu3zytometrische Analyse der Oberflachenantigene

3.4.1 CD33

Die Expression des Oberflachenantigens CD33 in Prozent wurde
durchflu3zytometrisch aus der Zellpopulation aller CD45- und CD34-positiven
Progenitorzellen ermittelt. Dabei zeigt sich (mit Ausnahme von 2 Protokollen mit
der hochsten Kihlrate) unabhangig von der Kuahlrate und der
Kryoprotektivzusammensetzung kein signifikanter Unterschied in der CD33-
Expression (siehe Abbildung 8 und Tabelle 11).

60

Kryoprotektive:

—- 10% DMSO +0% HES
50 -k - 7.5% DMSO + 2.5% HES
@ 5% DMSO+6% HES
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Abb. 8: CD33-positive Zellpopulation [%] (n=8)
Die Kryokonservierungsprotokolle 21 und 23 (siehe Abschnitt 2.2.2, S.45)
waren signifikant verschieden vom ,Standardprotokoll” (1,5 K/min, 10% DMSO).
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Tab. 11: Mittelwert und Standardabweichung CD33-positiver Zellen [%]
Kryoprotektiv | 10% DMSO | 7,5% DMSO 5% DMSO 2,5% DMSO
Kuhlrate 0% HES 2,5% HES 6% HES 7,5% HES
1,5 K/min 28,3+18,5 31,1+20,2 37,7+23,5 30,8 £19,0
5 K/min 30,1 £24,0 29,1+24,6 29,1+21;3 31,8+19,2
10 K/min 28,1+17,2 249 +185 28,3+214 34,4 +16,7
15 K/min 23,5+17,6 27,7+ 25,8 30,6 + 23,8 33,7+£20,2
20 K/min 20,3+15/4 19,2 + 15,6 25,4 +17,9 30,2 +£19,3
160 K/min 15,8+ 12,6 20,3+22,0 18,6 £ 15,4 26,4 +16,0
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Abb. 9: Beispiel eines Zweiparameter-Punkthistogramms CD33 / CD34

Korrelationsdarstellung der Parameter CD33-FITC (x-Achse, logarithmisch) und
CD34-PE (y-Achse, logarithmisch): Darstellung der CD34-exprimierenden
Zellen mit CD33-Koexpression (n = 1000).
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3.4.2 CD38

In Abbildung 10 sind die Mittelwerte (n = 8) aller CD38-negativen der CD45-
und CD34-positiven Zellen in einer Graphik zusammengefal3t. Die Tabelle 12
zeigt die dazugehorigen Werte mit der entsprechenden Standardabweichung.
Die Zunahme der CD38-negativen Zellpopulation ist nur bei 3 Kryo-
konservierungsprotokollen signifikant vom ,Standardprotokoll* (10% DMSO, 1,5
K/min) verschieden. Allerdings gibt es hier keinen einheitlichen Trend.
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Abb. 10: CD38-negative Zellpopulation [%] (n=8)
Die Kryokonservierungsprotokolle 2, 3 und 24 (siehe Abschnitt 2.2.2, S.45)
waren signifikant verschieden vom ,Standardprotokoll” (1,5 K/min, 10% DMSO).
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Tab. 12: Mittelwert und Standardabweichung CD38-negativer Zellen [%]
Kryoprotektiv | 10% DMSO | 7,5% DMSO 5% DMSO 2,5% DMSO
Kuhlrate 0% HES 2,5% HES 6% HES 7,5% HES
1,5 K/min 18,3+9,4 14,5+9,0 13,6 £ 6,8 17,9+7,0
5 K/min 22,6 +11,3 26,5+9,1 19,0 £ 10,7 18,5+ 6,8
10 K/min 26,4+129 245+ 117 23,0+ 13,5 23,3+10,3
15 K/min 15,6 +6,8 18,1+12,1 20,2+11,0 21,1 +10,9
20 K/min 28,9 £ 16,3 32,9+18,0 27,6 +£16,0 27,6 + 8,7
160 K/min 43,3+ 235 44,2 + 23,8 41,7 + 23,3 48,9 + 25,9
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Abb. 11: Beispiel eines Zweiparameter-Punkthistogramms CD38 / CD34

Korrelationsdarstellung der Parameter CD38-FITC (x-Achse, logarithmisch) und

CD34-PE (y-Achse,

logarithmisch):

Zellen mit fehlender CD38-Koexpression (n = 1000).

Darstellung der CD34-exprimierenden
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3.4.3 CD41a

Mittels Durchflul3zytometrie wurde die Expression des Oberflachenantigens
CD41la in Prozent von der CD45- und CD34-positiven Zellpopulation bestimmt.
In Abbildung 12 sind die Mittelwerte (n = 8) graphisch dargestellt und die
entsprechenden Werte mit Standardabweichung in Tabelle 13 zusam-
mengefal3t. Die Expression des CD4la-Antigens war bei 8 der untersuchten
Kryokonservierungsprotokolle statistisch signifikant beeinfluf3t. Bei vorsichtiger
Interpretation lieRe sich vielleicht sagen, dal3 hier héhere Kihlraten eher eine
Verminderung bewirkten. Das Protokoll 24 verhielt sich allerdings
entgegengesetzt.
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Abb. 12: CD41a-positive Zellpopulation [%] (n=8)

Die Kryokonservierungsprotokolle 10, 11, 17, 18, 19, 21, 22 und 24 (siehe
Abschnitt 2.2.2, S.45) waren signifikant verschieden vom ,Standardprotokoll”
(1,5 K/min, 10% DMSO).
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Tab. 13: Mittelwert und Standardabweichung CD41a-positiver Zellen [%]
Kryoprotektiv | 10% DMSO | 7,5% DMSO 5% DMSO 2,5% DMSO
Kuhlrate 0% HES 2,5% HES 6% HES 7,5% HES
1,5 K/min 34,7 £ 13,7 33,4+19,0 28,8 +16,4 26,3+15/4
5 K/min 20,7 £ 15,6 245+185 32,0+14,6 32,3+13/4
10 K/min 23,7+185 19,3+10,8 205+7,2 31,1+15/4
15 K/min 28,9+19,3 25,0+149 24,4 +16,2 29,5+14,0
20 K/min 148 +9,1 17,1 +12,2 22,7+12,0 34,4 +17,2
160 K/min 6,1+24 12,3+ 15,2 96+238 38,0+21,7
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Abb. 13: Beispiel eines Zweiparameter-Punkthistogramms CD41a / CD34

Korrelationsdarstellung der Parameter CD41a-FITC (x-Achse, logarithmisch)
und CD34-PE (y-Achse, logarithmisch): Darstellung der CD34-exprimierenden
Zellen mit CD41a-Koexpression (n = 1000).
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3.4.4 CD,90

Von allen Zellen, die die Antigene CD45 und CD34 koexprimieren, wurde der
prozentuale Anteil der CD,90-positiven Zellpopulation, graphisch in Abbildung
14 und der Mittelwert und die Standardabweichung in Tabelle 14 (n = 8)
dargestellt, durchflu3zytometrisch analysiert. In der CD,90-Expression zeigt
sich im wesentlichen kein statistisch signifikanter Unterschied bei den
eingesetzten verschiedenen Einfrierprotokollen.
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Abb. 14: CD,,90-positive Zellpopulation [%] (n=8)
Nur das Kryokonservierungsprotokoll 22 (siehe Abschnitt 2.2.2, S.45) war
signifikant verschieden vom ,Standardprotokoll” (1,5 K/min, 10% DMSO).
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Tab. 14: Mittelwert und Standardabweichung CD,90-positiver Zellen [%0]
Kryoprotektiv | 10% DMSO 7,5% DMSO 5% DMSO 2,5% DMSO
Kuhlrate 0% HES 2,5% HES 6% HES 7,5% HES
1,5 K/min 7,4+8,2 5777 6,4+6,78 49+56
5 K/min 8,0+11,8 7,7+8,8 8,4+11,2 8,8+11,9
10 K/min 8,0+8,0 6,5+7,7 46+48 10,1 +9,5
15 K/min 59+6,0 7,8+9,7 6,1+6,7 46+45
20 K/min 39+31 5,7+6,6 6,8+5,8 84+53
160 K/min 3,3+3,0 46+57 47 +3.3 10,2 +4,9
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Abb. 15: Beispiel eines Zweiparameter-Punkthistogramms CD,,90 / CD34

Korrelationsdarstellung der Parameter CD,90-FITC (x-Achse, logarithmisch)
und CD34-PE (y-Achse, logarithmisch): Darstellung der CD34-exprimierenden
Zellen mit CD,,90-Koexpression (n = 1000).
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3.4.5 HLA-DR

Abbildung 16 und Tabelle 15 stellen die Mittelwerte und Standardabweichungen
(n = 8) der fehlenden Expression des HLA-DR-Oberflachenantigens,
ausgehend von Zellen mit einer CD45- und CD34-Koexpression, dar. Auch hier
war im wesentlichen keine statistische Signifikanz der Expressionsanderung
nachweisbar.
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Abb. 16: HLA-DR-negative Zellpopulation [%] (n=8)
Nur das Kryokonservierungsprotokoll 20 (siehe Abschnitt 2.2.2, S.45) war
signifikant verschieden vom ,Standardprotokoll” (1,5 K/min, 10% DMSO).
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Tab. 15: Mittelwert und Standardabweichung HLA-DR-negativer Zellen [%)]
Kryoprotektiv | 10% DMSO | 7,5% DMSO 5% DMSO 2,5% DMSO
Kuhlrate 0% HES 2,5% HES 6% HES 7,5% HES
1,5 K/min 9,4+10,6 59+4,1 7,7+6,4 8,3+8,2
5 K/min 11,8 + 14,5 7,9+5,6 4,7 £ 3,7 7,6 +4,8
10 K/min 58+4,7 44+23 9,0+10,3 9,0+5,8
15 K/min 6,8 + 6,4 7,8+5.2 56+3,7 6,8 +5,2
20 K/min 6,5+4,3 47+25 56+4,2 18,4+4,2
160 K/min 46+24 135+11,9 75+3,6 22,1+15;3
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Abb. 17: Beispiel eines Zweiparameter-Punkthistogramms HLA-DR / CD34

Korrelationsdarstellung der Parameter HLA-DR-FITC (x-Achse, logarithmisch)
und CD34-PE (y-Achse, logarithmisch): Darstellung der CD34-exprimierenden
Zellen mit fehlender HLA-DR-Koexpression (n = 1000).
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4 DISKUSSION

Die Kryokonservierung von peripheren hamatopoetischen Progenitorzellen ist
heutzutage eine bewahrte Methode fir die langfristige Lagerung von
Aphereseprodukten vor geplanter Reinfusion. Die schadigenden Einflisse auf
die Zellen wahrend der Kryokonservierung sind nur zum Teil erforscht. Die
Zellen sind wahrend der Kryokonservierung verschiedenen chemischen und
physikalischen Strel3faktoren, z.B. bedingt durch das verwendete Kryoprotektiv,
die Kihlrate oder die Lagerungstemperatur, ausgesetzt.

Zur Beurteilung der Effektivitat der Kryokonservierung sind Verfahren, die die
Vitalitdt der hamatopoetischen Progenitorzellen bestimmen, notwendig. Dabei
ware es hinsichtlich der Aspekte Zeitersparnis und Praktikabilitat
wiunschenswert, diese  Untersuchungen  mittels  DurchfluBzytometrie
durchzufihren zu kénnen. Das Verfahren der Zellkultur, in dem die Fahigkeit
der Zellen zur Teilung beurteilt wird, bendtigt 14 Tage und ist arbeitsintensiver.
Die durchfluBzytometrische Analyse bietet den Vorteil der raschen
Verfligbarkeit der Untersuchungsergebnisse (innerhalb von 3 Stunden) bei
relativ geringem Aufwand.

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich zum einen mit dem Einflu3 zweier
Kryoprotektive (DMSO und HES) in unterschiedlichen Konzentrationen sowie
verschiedenen Kuhlraten auf die Wiederfindungsrate. Zum anderen erfolgte die
durchfluRzytometrische  Untersuchung der  Expressionsintensitat  von
verschiedenen Oberflachenantigenen der Progenitorzellen als Funktion der
verschiedenen Kryokonservierungsprotokolle. Besonders interessant ist, ob
einzelne Zellreihen durch den Kryokonservierungsprozeld starker als andere
beeinfluBt werden. Weiterhin koénnte Kklinisch eine Abschétzung des
hamatopoetischen Potentials schon kurz nach der Zytapherese erfolgen (Siena,
1991; Serke, 1993). Untersucht wurden 24 verschiedene Einfrierprotokolle, die
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in Bezug zum ,Standardprotokoll“ (10% DMSO, 1,5 K/min) gesetzt wurden.
Mittels DurchfluBzytometrie erfolgte die Analyse der Oberflachenantigene
CD33, CD34, CD38, CDh41a, CD45, CD,90 und HLA-DR.

Die zahlenmé&Rige Wiederfindungsrate wurde anhand der Zellzahl der
mononukledren Zellen (MNC), mittels Coulter-Counter bestimmt, vor und nach
Kryokonservierung berechnet. Die Ergebnisse zeigten eher eine Beeinflussung
der Wiederfindungsrate durch zu hohe Kihlraten, nicht jedoch durch die
Kryoprotektivzusammensetzung (Abb. 5).

Fir das Einfrierprotokoll mit 10% DMSO bei einer Kuhlrate von 5 K/min zeigte
sich eine Wiederfindungsrate von ca. 80%. Diese Zellwiederfindungsrate wurde
auch in anderen Studien, z.B. von Sitiff et al. und Jetter (Stiff, 1987; Jetter,
1998) nachgewiesen. Lediglich in der Untersuchung von Galmes et al. betrug
die Wiederfindungsrate zwischen 91-96% (5% bis 10% DMSO, kein HES,
Kihlrate 5 K/min (Galmes, 1996)). Bei Kuhlraten >20 K/min kam es zu einem
signifikanten Abfall der Wiederfindungsrate von Uber 70-80% auf unter 65%.
Ahnliche Ergebnisse mit einer Abnahme der Wiederfindungsrate auf unter 60%
erlangte Jetter 1998 in einer &ahnlichen Versuchsreihe (Jetter, 1998). In
Untersuchungen mit CD34-positiven Progenitorzellen zeigte sich nach
Donaldson et al. eine signifikante Reduktion der Wiederfindungsrate dieser
Zellen bei einer Erhdhung der Kuhlrate von 1,5 K/min auf 10 K/min (Donaldson,
1996). Dieser Abfall der Wiederfindungsrate erklart sich am ehesten durch die
letale intrazellulare Eiskristallisation bei zu hohen Kuhlraten.

Im Gegensatz zur Kuhlrate hatte die Konzentration und Zusammensetzung des
Kryoprotektivs keine wesentlichen Auswirkungen auf die zahlenmé&Rige
Wiederfindungsrate. Zu gleichen Ergebnissen kam Rowley, der 2
Einfrierprotokolle, zum einen 10% DMSO und zum zweiten 5% DMSO mit 6%
HES bei gleicher Kuhlrate von 1,5 K/min, miteinander verglich. Beide Protokolle
unterschieden sich nicht hinsichtlich der Wiederfindungsrate mononuklearer
Zellen (Rowley, 1996). Dagegen bewirkte bei Donaldson et al. eine
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Reduzierung der DMSO-Konzentration von 5% auf 2,5% bei konstant
gehaltener 4%iger HES-Konzentration bei der Kryokonservierung von
Stammzellen aus Plazentablut einen Recovery-Abfall von 85,4% auf 12,2%
(Donaldson, 1996). Allerdings sei darauf hingewiesen, dal3 - im Unterschied zur
vorliegenden Arbeit - die DMSO-Reduktion nicht von einer gleichzeitigen
Erhohung der HES-Konzentration begleitet wurde.

Die Anzahl der Zellen mit intakter Zellmembran, mittels Trypanblau-
Membranintegritatsuntersuchung bestimmt, nahm bei Kihlraten >10 K/min
unabhangig von der Kryoprotektivzusammensetzung ab. Ahnliche Ergebnisse
wurden von Galmes et al. publiziert (Galmes, 1996). Untersuchungen von
Donaldson et al. ergaben bei Kihlraten von 1,5 K/min und 5 K/min
membranintakte Progenitorzellen von 93% und 89%. Bei einer Kihlrate von 10
K/min kam es zu einem Abfall der Membranintegritat auf 73% (Donaldson,
1996). Es sei darauf hingewiesen, dal3 in der vorliegenden Arbeit bei der
durchflul3zytometrischen Messung madglicherweise auch nicht-vitale Zellen mit
in die Analyse einbezogen wurden. Um diese Schwache zukinftig
auszuschalten, kdme z.B. die zusatzliche Anfarbung mit 7-Amino-Actinomycin
D (7-AAD), Propidiumjodid (PI) oder LDS-751 in Betracht.

Im wesentlichen war keine signifikante Veranderung der durchfluRzytometrisch
gemessenen Intensitdt der Antigenexpression peripherer hamatopoetischer
CD34-positiver Progenitorzellen fir die Oberflachenantigene CD33, CD38,
CDw90 und HLA-DR bezuglich der Kuhlrate, des Kryoprotektivs und dessen
Zusammensetzung nachweisbar. Es zeigte sich eher, dal3 - unabhangig vom
untersuchten Antigen - der relative Anteil der jeweiligen Subpopulation
weitgehend konstant blieb. Der scheinbare Anstieg des Anteils CD38-negativer
Zellen bei héheren Kiuhlraten (Abb.10) war jedoch statistisch nicht signifikant.
Den Einflu3 der Kryoprotektivzusammensetzung, insbesondere die Wirkung der
HES-Konzentration (6%, 4,5%, 3%, 1,8%, 0%) bei konstanter DMSO-
Konzentration (5%), auf die Vitalitat mittels Propidiumjodid und Expression des
Oberflachenantigens CD38 untersuchten Fitzgerald et al. (Fitzgerald, 1995).
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Auch sie fanden, dal3 die Expression und die Membranintegritdt der Zellen
unabhangig von der untersuchten HES-Konzentration war.

Der einzige systematische Trend, der in dieser Arbeit gefunden wurde, zeigte
sich hinsichtlich der Expression des Oberflachenantigens CD4la in
Abhangigkeit von der Kuhirate. Bei Kihlraten >15 K/min nahm die Expression
ab, lediglich das Protokoll mit 2,5% DMSO und 7,5% HES machte hier eine
Ausnahme (Abbildung 12).

Interessant ist, ob die Antigenexpression durch den Vorgang der
Kryokonservierung  selbst  beeinflu3t  wird. Bisher  durchgefiihrte
Untersuchungen liefern dazu unterschiedliche Ergebnisse. Glassman und
Christopher berichteten bereits 1984 von Lymphozyten, deren Expression
bestimmter Antigene (CD2, CD3, CD4, CD8 und CD57) vor und nach dem
Prozel3 der Kryokonservierung unverandert blieb (Glassman, 1984). Hinsichtlich
der CD34-Expression und bezuglich des Seitwéartsstreulichts (SSC), d.h.
Granularitdt der Zellen, zeigten sich nach Farley et al. keine signifikanten
Unterschiede zwischen Progenitorzellen vor und nach Kryokonservierung
(Farley, 1997).

Auf der anderen Seite scheinen einige Untersuchungen einen Hinweis auf die
Beeinflussung der Expression bestimmter Oberflachenantigenen durch den
Prozel3 der Kryokonservierung zu liefern. Eine Studie von Rosillo et al. 1995
zeigte Unterschiede in der Intensitat der Expression von Oberflachenantigenen
wie CD7, CD13, CD33 und CD34 bei humanen Knochenmarkstammzellen auf.
Die Expression der genannten Antigene war bei kryokonserviertem Buffy coat
und bei mit DMSO-versetztem Buffy coat im Vergleich zu unbehandeltem
Knochenmark verandert. Die Intensitdt der CD33-Expression nahm bei
kryokonservierten und mit DMSO-versetzten Proben im Vergleich zu
unbehandelten Zellen ab, wohingegen die Expression des CD19-Antigens
intensiviert wurde (Rosillo, 1995).
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Eine Abnahme der Expression von L-Selectin (CD62L), welches eine Funktion
in der hamatopoetischen Rekonstitution hat, auf humanen CD34-positiven
Zellen durch die Kryokonservierung und den Auftauvorgang wurde von Hattori
et al. beschrieben (Hattori, 2001). Diese war nach Inkubation der Zellen in
Serum uber Nacht reversibel. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Koenigsmann
et al. (Koenigsmann, 1998) und De Boer et al. (De Boer, 1998). Bereits 1988
berichteten Campos et al. von einem Einfluld der Frier-Tau-Methode auf die
Intensitat der Expression von Oberflachenantigenen akuter leukdmischer Zellen
(Campos, 1988). Neben der Membranintegritatsanalyse mit Trypanblau wurden
mittels indirekter Immunfluoreszenzuntersuchung akute leukamische Zellen mit
den monoklonalen Antikdrpern NHL30.5 (Marker fir unreife myeloische Zellen),
CD15, von reiferen myeloischen Zellen und Granulozyten exprimiert, und CD14
(Expression auf monozytdren Zellen) untersucht. Hinsichtlich der
Membranintegritdt zeigten die Zellen vor und nach Kryokonservierung in
Abhéangigkeit von der Erkrankung unterschiedliche Ergebnisse, z.B. 98% vor
versus 95% nach Kryokonservierung bei akuter myeloischer Leukamie (AML)
Typ M1 und 95% vor versus 3% nach Kryokonservierung bei einer AML Typ
M3. Diese differierenden Membranintegritdten je nach Leukamieart wurden
bereits 1970 durch Bouroncle et al. analysiert (Bouroncle, 1970). Der
prozentuale Anteil NHL30.5- und CD14-exprimierender Zellen blieb durch den
Frier-Tau-Prozel3 unbeeinflul3t, wohingegen nur in 60% der Ausgangszellen
nach Kryokonservierung das CD15-Antigen detektierbar war. Scheinbar wurden
vor allem reifere Subpopulationen durch die Kryokonservierung geschéadigt. Die
Kryokonservierung peripherer mononukleérer Blutzellen mit 10% DMSO fuhrte
zu einer durchfluBzytometrisch gemessenen Intensitdtsanderung der
Oberflachenantigenexpression von Lymphozytensubpopulationen. Im Vergleich
zu frischen Blutzellen exprimierten kryokonservierte Lymphozyten zu einem
geringeren Prozentsatz CD8", CD4'CD29" und CD4'p80°, ein Anstieg der
Expression war fur die Antigene CD4*, CD19" und CD4'CD45RA" nachweisbar
(Romeu, 1992).
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Neben Kihlrate und Kryoprotektivzusammensetzung gibt es noch weitere
Ursachen, die die Expression von Oberflachenantigenen auf Progenitorzellen
beeinflussen kdnnen, z.B. Lagerungstemperatur oder Lagerungsart. Arseniev et
al. testeten zwei Einfrierbeutel (Fresenius- bzw. Gambro) beziglich der
Wiederfindungsrate, der Membranintegritat, des Wachstums in der Zellkultur
und anhand einiger Oberflachenantigene (Arseniev, 1995). Grolie inter-
individuelle Schwankungen in der Expression der Oberflachenantigene, welche
abhangig vom Alter, Geschlecht, Erkrankung und Therapie des
Probanden/Patienten ist, machten einen Vergleich der Antigenexpression der

Individuen untereinander jedoch unmaglich.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die autologe Stammzelltransplantation wird heutzutage hauptséchlich in der
Therapie von hamatologischen Erkrankungen eingesetzt (best. Leukamien,
Non-Hodgkin-Lymphome, Morbus Hodgkin und Plasmocytom). Die hamato-
poetischen Progenitorzellen werden aus dem Knochenmark in das periphere
Blut mobilisiert, mittels Apherese gewonnen und bis zur Reinfusion mittels
Kryokonservierung gelagert. Hierfur findet meist das Kryoprotektiv Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) in einer Konzentration von 10% und eine Kuhlrate von 1,5
K/min Verwendung. Eine Alternative stellt das Protokoll mit 5% DMSO und 6%
Hydroxyethylstarke (HES) dar.

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einflud von Kuihlrate und
Kryoprotektivzusammensetzung auf die Expression von Oberflachenantigenen
peripherer hamatopoetischer Progenitorzellen nach dem Prozel3 der
Kryokonservierung untersucht. Dafir fanden 24 Einfrierprotokolle Verwendung:
Die Kuhlraten betrugen 1,5, 5, 10, 15, 20, 160 K/min und die Kryoprotektive
DMSO und HES wurden im folgenden Verhéaltnis eingesetzt: 10/0, 7,5/2,5, 5/6,
2,5/7,5 (%/%). Nach dem Frier-Tau-Vorgang wurden die CD34-positiven
Progenitorzellen hinsichtlich der Oberflachenantigene CD33, CD34, CD38,
CD41a, CD45, CDy90 und HLA-DR durchfluBzytometrisch untersucht. Alle
Einfrierprotokolle wurde mit dem Standardprotokoll (10% DMSO, 1,5 K/min)
verglichen. Aliquots der Leukaphereseprodukte von 7 Patienten mit hamato-
logischen Erkrankungen und soliden Tumoren und von 1 Spender wurden nach
Stimulation mit dem Wachstumsfaktor G-CSF in einer Konzentration von 10-24
ng/kg Uber 5 Tage mittels der o0.g. 24 Einfrierprotokolle untersucht. Das
Apheresat wurde im Verhaltnis 1:2 mit der Kryoprotektiviossung gemischt. Die
Kdhlraten 1,5, 10 und 15 K/min wurden mit dem Gerat KRYO 10-16 eingestellt,
5 K/min wurde mittels einem -80°C-Kuhlschrank, 20 K/min durch Konservierung

in der Dampfphase und 160 K/min durch direktes Eintauen der Probe in
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flissigen Stickstoff erreicht. Aufgetaut wurden die Zellsuspensionen in einem
37°C-warmen Wasserbad und zweimal zur Kryoprotektiventfernung
gewaschen. Die Wiederfindungsrate der mono-nuklearen Zellen wurde am
Coulter-Counter bestimmt. Die einzelnen Proben wurden mit monoklonalen
Antikorpern inkubiert, die Erythrozytenlyse erfolgte mit Ammoniumchlorid. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS-Puffer wurden die Zellen am
Durchflu3zytometer analysiert. Die Oberflachenantigene der hAmatopoetischen
Progenitorzellen charakterisieren die Differenzierung und Linienzugehdrigkeit
einer CD34-positiven Zelle. Frihe, sehr unreife CD34-positive Progenitorzellen
zeichnen sich durch das Fehlen von CD38- und HLA-DR aus. Das CD33-
Antigen ist das erste nachweisbare Oberflachenantigen der myeloischen Reihe.
Eine CD4la-Koexpression assoziiert eine Linienzugehorigkeit zu der
megakaryozytaren Reihe. CD45 ermoglichte eine Differenzierung zwischen
Leukozyten und Debris. Pro Messung wurden 1000 CD34-positive Zellen mit
CD45-Koexpression hinsichtlich der Subpopulationen untersucht.

Es zeigte sich, dal3 die zahlenmé&Rige Wiederfindungsrate eher abhéngig von
der Kuhlrate als von der Kryoprotektivzusammensetzung ist. Bei Kihlraten
oberhalb von 20 K/min kam es zu einem signifikanten Abfall (Abb. 5), der sich
auch in der Membranintegritatsbestimmung mittels Trypanblau bereits bei
Kihlraten oberhalb von 10 K/min fand (Abb. 6). Dagegen hatten die Kuhlrate
und die Kryoprotektivzusammensetzung im wesentlichen keinen Einflul3 auf die
Expression der Oberflachenantigene CD33 (Abb. 8), CD41a (Abb. 12), CD,,90
(Abb. 14) und HLA-DR (Abb. 16).

Fazit: Das ,Standardprotokoll* mit 10% DMSO und einer Kihlrate von 1,5 K/min
ist eine geeignete Methode zur Kryokonservierung peripherer hamatopoetischer
Progenitorzellen sowohl hinsichtlich der Expression von Oberflachenantigenen

als auch der zahlenmafigen Wiederfindungsrate membranintakter Zellen.
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6 ANHANG

Im Anhang sind die MelRwerte einzelnen Kryokonservierungsprotokolle (KP) 1-
24 (siehe Tabelle 16) der verschiedenen Patienten (A bis H) dargestellit.

Weiterhin wurden Mittelwert (Mw), Standardabweichung (Sw), Medianwert
(Med),
berechnet. Die Abktrzung ,n.b.” steht fir nicht bestimmt.

Maximum (Max), Minimum (Min) und Variationskoeffizient (VK)

Tab. 16: Protokolle zur Kryokonservierung (KP)

Kihlrate |[10% DMSO|7,5% DMSO|5% DMSO|2,5% DMSO
0% HES | 2,5% HES | 6% HES | 7,5% HES

1,5 K/min 1 2 3 4
5 K/min 5 6 7 8
10 K/min 9 10 11 12
15 K/min 13 14 15 16
20 K/min 17 18 19 20
160 K/min 21 22 23 24
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Anhang 1: Wiederfindungsrate [%0]

KP

Mw

Sw

Med

Max

Min

VK

79,4

69,0

74,2

78,1

53,1

66,9

70,5

81,3

72,2

9,6

72,3

81,3

53,1

13,2

81,0

61,8

68,9

49,6

78,6

65,5

59,7

85,8

68,9

12,2

67,2

85.8

49,6

17,7

87,3

62,1

61,8

58,9

64,5

64,4

75,9

82,0

69,6

10,7

64,4

87,4

58,9

15,4

84,8

70,7

80,4

57,7

76,9

71,9

75,8

83,5

75,2

8,7

76,3

84,8

57,7

11,6

86,7

70,3

85,6

n.b.

74,0

73,5

78,7

93,5

80,3

8,5

78,7

93,5

70,3

10,6

88,9

66,3

94,7

n.b.

72,9

68,9

84,8

83,1

80,0

10,7

83,1

88,9

66,3

13,4

85,2

57,6

71,3

n.b.

73,8

69,7

82,6

81,8

74,6

9,6

73,8

85,2

57,6

12,9

83,7

66,0

66,4

n.b.

73,5

56,7

78,3

78,0

71,8

9,3

73,5

83,7

56,7

13,0
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82,2

47,5

76,4

n.b.

54,1

73,2

75,5

83,6

70,3

14,0

75,5

83,6

47,5

20,0

[EEN
o

85,4

65,6

81,1

59,2

66,2

75,2

67,0

86,7

73,3

10,3

71,1

86,7

59,2

14,1

[EnY
[N

75,5

59,8

68,9

58,4

n.b.

66,5

66,7

73,6

67,0

6,4

66,7

75,5

58,4

9,5

[EEN
N

76,0

61,3

62,4

62,2

52,9

73,5

73,1

70,7

66,5

8,0

66,6

76,0

52,9

12,0

[EEN
w

89,3

70,3

83,6

n.b.

79,7

65,4

80,7

76,2

77,9

8,0

79,7

89,3

65,4

10,3

[EEN
AN

77,2

75,6

83,8

n.b.

72,6

61,8

75,2

94,2

77,2

10,0

75,6

94,2

61,8

9,1

[EEN
a1

83,7

66,2

71,1

n.b.

74,7

68,9

81,0

79,3

75,0

6,6

74,7

83,7

66,2

8,8

[EEN
»

n.b.

64,0

90,0

n.b.

n.b.

71,2

84,6

74,9

77,0

10,4

74,9

90,0

64,0

9,1

[EEN
\l

7,7

74,3

77,3

62,7

59,0

54,1

72,1

81,1

69,8

9,9

73,2

81,1

59,0

14,2

[EEN
oo

85,3

61,0

70,7

68,6

59,8

61,4

67,0

82,4

69,5

9,7

67,8

85,3

59,8

14,0

[EEN
(o]

79,8

77,1

82,0

53,3

65,6

53,6

59,5

80,5

68,9

12,4

71,4

82,0

53,3

18,0

N
o

73,7

62,1

73,8

53,0

68,7

63,2

79,6

78,4

69,1

9,1

71,2

79,6

53,0

13,2

N
=

52,5

50,9

56,2

n.b.

38,8

41,5

54,4

52,9

49,6

6,7

52,5

56,2

38,8

13,5

N
N

62,5

53,3

63,6

n.b.

47,7

46,9

42,5

62,5

54,1

8,8

53,3

63,6

42,5

16,3

N
w

58,9

53,1

56,7

n.b.

41,5

48,8

50,6

77,1

55,2

11,2

53,1

77,1

41,5

20,3

N
N

32,4

50,4

63,8

n.b.

47,0

52,4

47,9

62,0

50,8

10,5

50,4

63,8

32,4

20,7
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Anhang 2: Membranintegritat [%]

A

C

Mw

Sw

Med

Max

Min

VK

98,8

88,5

92,2

94,0

86,4

99,0

98,1

95,3

94,3

8,9

94,7

99,0

86,4

9,4

93,2

89,2

89,9

97,7

92,6

88,7

94,0

96,1

92,2

4,5

92,9

97,7

88,7

4,9

88,3

90,1

92,2

98,2

86,3

98,8

99,0

91,7

93,8

5,6

92,9

99,0

86,3

6,0

90,3

84,8

86,9

92,2

94,1

90,5

89,8

87,2

89,8

3,6

90,1

94,1

84,4

4,0

92,2

87,1

85,1

n.b.

98,9

95,1

90,7

96,0

93,7

6,9

92,2

98,8

85,1

7,4

95,4

87,5

91,5

n.b.

96,7

89,9

97,7

98,2

94,7

8,9

95,4

98,2

87,5

9,4

96,0

94,2

91,7

n.b.

89,3

94,3

91,8

97,6

94,1

2,9

94,2

97,6

89,3

3,1

90,1

82,2

79,5

n.b.

88,5

77,9

91,1

85,5

85,7

6,3

85,5

91,1

77,9

7,4
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89,9

79,8

95,2

n.b.

92,2

86,7

88,3

93,3

90,9

8,2

89,9

95,2

79,8

8,3

[EEN
o

78,3

85,2

95,6

88,4

97,9

75,3

98,9

89,9

90,0

11,4

89,2

98,8

75,3

12,6

[EnY
[N

83,5

79,2

77,4

89,8

92,2

86,4

87,3

84,0

85,5

4,8

85,2

92,2

77,4

5,6

[EEN
N

82,1

75,2

77,4

91,8

88,9

88,4

93,7

82,2

86,4

7,7

85,3

93,7

75,2

8,9

[EEN
w

84,2

82,7

83,5

88,5

79,4

77,3

82,6

83,0

82,9

2,8

82,9

88,5

77,3

3,4

[EEN
AN

92,2

82,5

68,7

n.b.

74,8

83,6

81,1

75,3

78,7

8,9

81,1

92,2

68,7

11,3

[EEN
a1

65,2

59,9

80,3

n.b.

73,4

59,6

66,3

62,8

68,4

6,1

65,2

80,3

59,6

8,9

[EEN
(<2

n.b.

65,5

59,3

n.b.

n.b.

72,1

68,9

60,9

65,0

5,9

65,5

72,1

59,3

9,1

[EEN
\l

68,3

72,6

55,8

58,3

66,7

73,0

77,8

59,9

65,8

10,1

67,5

77,8

55,8

15,3

[EEN
(8}

55,7

53,0

77,8

65,0

80,1

71,0

58,9

60,8

65,7

9,9

62,9

77,8

53,0

15,1

[EEN
(]

53,8

49,5

80,3

66,9

79,1

65,2

57,7

61,1

65,4

11,3

63,2

80,3

49,5

17,3

N
o

48,7

67,3

75,3

65,8

57,0

53,1

73,9

63,9

63,8

12,3

64,9

75,3

48,7

19,3

N
=

74,2

68,2

46,5

n.b.

51,9

69,0

65,0

49,3

58,4

14,5

65,0

74,2

46,5

24.8

N
N

66,9

68,3

52,0

n.b.

47,3

50,3

55,5

49,8

53,1

6,9

52,0

68,3

47,3

13,0

N
w

48,8

33,9

55,8

n.b.

53,9

35,7

35,8

49,7

43,8

13,9

48,8

55,8

33,9

31,7

N
N

29,7

44,8

51,8

n.b.

46,8

33,1

39,3

50,0

41,9

15,9

44,8

51,8

29,7

37,9
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Anhang 3: Wiederfindungsrate membranintakter Zellen [%]

A

C

G

Mw

Sw

Med

Max

Min

VK

55,2

78,4

73,9

54,2

49,7

80,0

55,9

79,1

68,2

17,7

64,9

80,0

49,7

25,9

71,0

62,9

52,9

46,8

44,8

75,5

80,1

49,9

63,5

19,5

57,9

80,1

44,8

30,7

68,1

74,8

44,1

53,0

77,3

72,1

56,0

49,3

65,3

16,8

62,1

77,3

44,1

25,7

77,4

66,2

43,9

51,9

79,6

76,6

54,0

48,8

67,5

18,2

60,1

79,6

43,9

27,0

83,8

88,5

52,8

n.b.

53,1

88,8

79,0

59,7

75,3

16,3

79,0

88,8

52,8

21,6

54,9

86,4

89,0

n.b.

56,8

87,6

83,2

53,0

75,7

17,9

83,2

89,0

53,0

23,6

56,8

81,7

79,3

n.b.

76,0

68,1

61,3

55,3

70,2

17,1

68,1

81,7

55,3

24,4

54,1

46,8

77,5

n.b.

79,8

43,8

68,9

59,6

61,5

17,5

59,6

79,8

43,8

28,4
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69,8

54,6

47,4

n.b.

77,8

45,0

69,8

51,8

63,3

17,0

54,6

77,8

47,4

26,9

[EEN
o

72,2

53,7

45,7

69,8

79,8

49,7

73,3

53,6

66,0

16,9

61,8

79,8

45,7

25,6

[EnY
[N

67,3

51,0

40,9

65,8

72,9

44,7

69,2

44,1

57,3

15,9

58,4

72,9

40,9

27,7

[EEN
N

65,7

53,4

41,9

68,2

74,8

44,1

62,8

51,0

57,5

16,3

58,1

74,8

41,9

28,3

[EEN
w

68,7

55,7

46,1

n.b.

79,8

47,3

65,0

75,8

64,6

15,4

65,0

75,8

46,1

23,8

[EEN
AN

65,2

56,8

44,3

n.b.

74,3

52,0

55,8

69,7

60,7

17,8

56,8

74,3

44,3

29,3

[EEN
a1

47,3

51,1

54,8

n.b.

71,8

41,8

49,9

68,7

51,3

15,5

51,1

71,8

41,8

30,2

[EEN
(<2

n.b.

41,1

44,2

n.b.

n.b.

69,0

67,7

51,7

50,0

17,6

51,7

69,0

41,1

35,2

[EEN
\l

38,5

41,9

35,9

60,5

59,5

33,8

50,7

43,8

45,9

16,9

42,9

60,5

33,8

36,8

[EEN
(8}

36,8

39,7

31,1

57,3

65,0

30,5

44,0

31,4

45,7

18,3

38,3

65,0

30,5

40,0

[EEN
(]

28,2

35,8

58,9

66,1

33,3

52,2

31,8

43,8

45,1

16,3

39,8

66,1

28,2

36,1

N
o

27,6

53,0

34,4

43,1

33,8

62,1

32,0

46,8

44,1

14,1

38,8

62,1

27,6

32,0

N
=

22,6

31,9

35,8

n.b.

19,9

24,5

32,7

38,3

28,4

8,6

31,9

38,3

19,9

30,3

N
N

17,8

33,4

29,2

n.b.

21,1

32,6

39,1

17,5

28,7

12,8

29,2

39,1

17,5

44,6

N
w

23,7

35,6

39,6

n.b.

18,7

21,9

28,9

19,7

24,2

9,1

23,7

39,6

18,7

37,6

N
N

15,7

23,0

27,8

n.b.

31,9

28,7

18,2

17,9

21,3

7,9

23,0

31,9

15,5

37,1
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Anhang 4: CD33-positive Zellpopulation [%)] von CD45" /CD34"

A

C

G

Mw

Sw

Med

Max

Min

VK

4,1

28,9

59,2

43,5

22,6

30,5

27,6

12,5

28,3

18,5

28,2

59,2

4,1

65,4

1.3

40,3

66,7

46,8

20,7

30,9

26,2

16,0

31,1

20,2

28,6

66,7

1.3

64,9

1,6

64,0

68,3

58,6

30,1

31,3

26,4

21,1

37,7

23,5

30,7

68,3

1,6

62,3

3,3

41,3

57,4

53,8

23,4

32,6

15,7

19,0

30,8

19,0

28,0

57,4

3,3

61,7

2,1

66,1

60,4

n.b.

22,7

26,9

17,6

14,8

30,1

24,0

22,7

60,4

2,1

79,7

55

66,4

62,3

n.b.

16,6

15,5

16,0

21,1

29,1

24,6

16,6

66,4

55

84,5

3,2

15,3

71,9

n.b.

28,6

30,3

29,7

24,6

29,1

21,3

28,6

71,9

3,2

73,2

4,1

50,9

61,3

n.b.

33,6

20,6

28,4

24,0

31,8

19,2

28,4

50,9

4,1

60,4
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8,3

42,9

60,7

31,3

25,6

26,6

14,2

14,8

28,0

17,2

26,1

60,7

8,3

61,4

[EEN
o

8,3

55,9

51,2

25,0

20,7

14,8

9,1

14,4

24,9

18,5

17,8

55,9

8,3

74,3

[EnY
[N

4,2

68,5

35,2

38,1

n.b.

22,3

15,4

14,1

28,3

21,4

22,3

68,5

4,2

75,6

[EEN
N

7,6

35,0

59,7

32,3

23,1

46,7

47,6

23,0

34,4

16,7

33,7

59,7

7,6

48,5

[EEN
w

4,8

55,5

38,7

n.b.

14,9

22,5

14,0

13,9

23,5

17,6

14,9

55,5

4,8

74,9

[EEN
AN

3,1

66,0

63,1

n.b.

12,1

17,4

21,0

11,1

27,7

25,8

17,4

66,0

3,1

93,1

[EEN
a1

1,8

67,8

57,6

n.b.

25,3

28,6

19,4

13,7

30,6

23,8

25,3

67,8

1,8

77,8
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47,1
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70,5
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40,3
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32,1
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Anhang 5: CD38-negative Zellpopulation [%] von CD45" /CD34"

A

C

G

Mw
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Med

Max

Min

VK

18,1

26,4

25,9

12,6

10,6

28,7

4,8

29,6

18,3

9,4

22,0

29,6

4,8

51,4

15,2

9,2

10,3

10,3

8,1

30,0

6,1

26,5

14,5

8,9

10,3

30,0

8,1

61,4

15,9

9,8

11,5

8,6

9,2

21,2

6,6

25,6

13,5

6,8

10,6

25,6

8,6

50,4

12,9

14,7

12,6
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25,5

25,3

14,5

27,7

17,9

7,0

14,6

27,7
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33,3
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14,6

n.b.
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26,5
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7,7
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Anhang 6: CD41a-positive Zellpopulation [%] von CD45" /CD34"

A

C

G

Mw

Sw
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Max

Min

VK

46,8

37,0

57,5

21,8

26,8

17,8

33,3

19,7

34,7

13,7

30,1

57,5

17,8

39,5

35,6

51,6

71,2

16,3

26,6

18,1

24,1

23,7

33,4

19,0

25,3

71,2

16,3

56,9

28,5

44,6

60,8

16,1

27,0

12,0

24.8

16,8

28,8

16,4

25,9
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56,9
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31,7
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18,5
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23,6
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8,7
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12,2
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42,9
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17,4
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Anhang 7: CDw90-positive Zellpopulation [%] von CD45" /CD34"

KP

Mw

Sw
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2,4
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15,8
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0,9

2,1

8,4

1,7
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8,2

2,3

21,1
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22,7

1,6
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2,2
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7,7
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0,6
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=
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19,1
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85,3
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o
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4,5

17,3
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2,6

8,4

5,2

9,3

17,3
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N
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0,4
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N
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Anhang 8: HLA-DR-negative Zellpopulation [%] von CD45" /CD34"

A

C

G

Mw

Sw
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Min

VK

3,3

33,1

10,4

1,9

3,3

2,0

4,3

9,5

9,4

11,0

5,6

33,1

1,9

117,0

3,5

12,8

11,2

2,1

2,3

4,9

3,3

6,8

5,9

4,1

4,2

12,8

2,1

69,5

2,3

18,6

16,7

2,0

3,8

6,2

4,7

7,1

7,7

6,4

55

18,6

2,0

83,1

2,5

24,9

16,5

2,8
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2,2

3,8

8,6

8,3

8,2

4,7

24,9

2,2

98,8

2,7

6,1

38,9

n.b.

17,2
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26,6

4,6

13,9

14,3

6,1

38,9
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102,9

3,6

15,8

5,3

n.b.

4,9

1,7

15,3

8,3

7,8

5,6

5,3

15,8

3,6

71,8

1,9

2,2

12,3

n.b.

3,0

54

2,7

5,7

4,7

3,7

3,0
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1,9
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8,0
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9,0

7,6

4,8
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63,2
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