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1.Einleitung

1.1. Einfiihrung

Die vorliegenden Untersuchungen wurden zwischen Fruhjahr 1996 und Sommer
1999 in der Einrichtung fur Knochenmarktransplantation der Il. Medizinischen
Klinik des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefuhrt. Die Materialien
fur die Experimente (Nabelschnur und Knochenmark) wurden zwischen 1996 und
1998 in der Frauenklinik und in der Einrichtung flur Knochenmarktransplantation
des UKE gesammelt und im Hamatopoese-Labor der Einrichtung far

Knochenmarktransplantation verarbeitet.

1.2. Hamatopoese

Die Bildung der Blutzellen erfolgt nach der Embryonalphase ausschlielich im
Knochenmark und in den lymphatischen Organen. Am Anfang der Entwicklung der
Blutzellen im Knochenmark stehen die sog. pluripotenten Stammzellen, aus denen
sich die Vorlauferzellen der Erythropoese, Leukopoese und Thrombopoese
entwickeln. Die pluripotenten Stammzellen, die ca. 0,01% (Knapp et al. 1995) der
Knochenmarkzellen ausmachen, mussen einerseits in der Lage sein, sich selbst
zu erneuern und andererseits Ursprungszellen fir Vorlauferzellen
(Progenitorzellen) sein. Diese  sind differenzierter als die pluripotenten
Stammzellen und kénnen sich in eine oder mehrere hamatopoetische Richtungen
entwickeln. Progenitorzellen machen zusammen ca. 1% der Knochenmarkzellen
aus (Knapp et al. 1995, Link et al. 1997). (Abb. 1.1).

Eine wichtige Rolle bei der Proliferation und Differentiation der Blutzellen, spielen
die sog. Zytokine. Dies sind hamatopoetische Wachstumsfaktoren (CSF=Colony
stimulating factors), die als parakrine Hormone (Peptide) u.a. von Fibroblasten,
Lymphozyten, Makrophagen, Epithel- und Endothelzellen produziert und
freigesetzt werden (Dexter 1989). DarlUber hinaus sind an der Blutbildung eine
Reihe anderer Hormone, z.B. Kathecholamine, Steroidhormone,
Schilddrisenhormone und das Wachstumshormon (STH), beteiligt. Als wichtigste
Wachstumsfaktoren seien die Interleukine (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 und IL-
11), Stammzell Faktor (SCF), Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF),



Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), Macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF), Erythropoietin (Epo) und Thrombopoietin (Tpo)
genannt. Die Wachstumsfaktoren konnen aktivierend, inhibierend oder

synergistisch auf die Entwicklung und Ausreifung der Blutzellen wirken.

BFU-E—3p CFU-E p Erythrozyt

BFU-MK—® CFU-MK— Megakaryozyt —— Thrombozyten

Monozyt
CFU-GM (’
CFU-GEMM neutrophiler Granulozyt

CFU-Eo—— 3 eosinophiler Granulozyt

Stammazelle

CFU-Baso p basophiler Granulozyt

B-Lymphozyt
lymphatische Stammzelle
T-Lymphozyt

Abbildung 1.1: Vereinfachte Darstellung der Hdmatopoese. BFU: burst forming unit; CFU: colony
forming unit; GEMM: granulocyte-erythrozyte-monocyte-megakaryocyte; E: erythrocyte; MK:
megakaryocyte; GM: granulocyte-monocyte; Eo: eosinophil; Baso: basophil (nach Begemann
1993)

1.3. Zellkulturen zur Differenzierung hamatopoietischer Stamm- und

Vorlauferzellen

Zur Differenzierung hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen kénnen u.a.
Zellkulturen verwendet werden. Es konnen dabei grundsatzlich zwei verschiedene

Techniken unterschieden werden: Flussigkulturen und semisolide Zellkulturen.
1.3.1. Semisolide Zellkulturen

Bei semisoliden Zellkulturen werden Wachstumsmedien verwendet, die
Kolonienbildung in einer semisoliden Matrix férdern. Solche Substanzen sind z.B.
Iscove’'s Modified Dulbecco’'s Medium (IMDM) als Grundsubstanz, 2-
Mercaptoethanol und fétales Kalberserum (FCS), Pferdeserum oder humanes
Plasma. Weil tierische oder humane serum- oder plasmahaltige
Wachstumsmedien durch die, darin vorkommenden Substanzen das Wachstum

der Zellkolonien beeinflussen koénnen, kénnen auch sogenannte serumfreie




Wachstumsmedien verwendet werden. Diese beinhalten statt Serum oder Plasma
Albumin, Transferrin, Eisen, ungesattigte Fettsauren, Lecithin, Cholesterol etc.
(Iscove et al.1980). Die semisolide Konsistenz des Zellkulturmediums wird durch
Zufugen von 0,3% Agar oder 0,9% Methylzellulose erreicht (Messner 1984).
Ublicherweise werden, je nach Fragestellung, unterschiedliche Zytokine
(Wachstumsfaktoren) zur Evaluation der Klonogenitat verschiedener Stammzell-
/Progenitorzellproben eingesetzt. AnschlieBend folgt eine 12 bis 20-tagige
Inkubation bei 37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,. Ausgewertet werden die
Kolonien unter einem Inversionsmikroskop. Die beobachteten Kolonien (BFU-E,
CFU-E, CFU-MK etc.) werden morphologisch (Farbe, GroRe, Form etc.)
unterschieden. Dies war die Uubliche Methode vor Einfuhrung der

immunhistochemischen Untersuchungsmethoden.

1.3.2. Flissige Zellkulturmedien

Die Zusammensetzung der flussigen Zellkulturmedien unterscheidet sich von
semisoliden Zellkulturmedien nur durch das Fehlen der matrixbildenden
Substanzen (Agar, Methylzellulose).

Auch hier kénnen serum-haltige oder serum-freie Kulturmedien verwendet
werden. Nach Ende der Inkubation werden die Zellen aus dem Kulturmedium
gewaschen und mit verschiedenen Untersuchungsmethoden (z.B. APAAP-
Farbung, Immunfluoreszenzfarbung, DurchfluBzytometrie etc.) untersucht, bzw.
konnen anschlielend zur Koloniedifferenzierung in semisoliden Kulturmedien

erneut inkubiert werden.

1.4. Oberflachenantigene (CD)

Die Blutzellen (Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten), aber auch andere
Zellen besitzen Oberflachenmolekile (Antigene), nach denen sie systematisch in
Gruppen (clusters) erfasst und funktionell, biochemisch und genetisch
aufgeschlusselt werden konnen. Diese Nomenklatur wird auf Englisch als cluster
of differentation kurz als CD-Nomenklatur bezeichnet (Bock 1993).

Aus den lymphopoetischen Stammzellen entstehen in mehreren Schritten die

Bausteine des zellularen und humoralen Immunsystems, die T- und die B-



Lymphozyten. Diese konnen an Hand der o0.g. unterschiedlichen
Oberflachenmerkmale identifiziert werden. Neben der
Transplantationsimmunologie spielen die T-Zellen eine wichtige Rolle in der
Abwehr von Infektionen, insbesonders bei Infektionen durch Pilze, Viren,
Tuberkulose- und Lepraerreger sowie in der Tumorabwehr und bei der Allergie
vom verzogerten Typ. Die B-Zellen sind fur die Produktion von Immunglobulinen

sowie fur die Prasentation von Antigenen zustandig.

1.4.1. Das CD34-Antigen

Das CD34-Antigen ist ein glykolysiertes, transmembranes Typ | Protein, dessen
Molekulargewicht ca. 116 kDa betragt. Es wurde 1984 als erstes von Civin et al.
(Civin et al. 1984) beschrieben. Das Antigen befindet sich auf der Oberflache von
frihen lymphohamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen, den Endothelzellen
kleiner Blutgefalle und embryonalen Fibroblasten (Krause et al. 1996). Eine
wichtige  Eigenschaft der CD34"-Zellen st ihre  Fahigkeit nach
Knochenmarktransplantation eine dauerhafte Lymphohamatopoese aufzubauen
(Berenson et al. 1991). Von praktischer Bedeutung ist das CD34-Antigen daher
besonders im Rahmen einer Stammzelltransplantation. Diagnostisch ist das
Antigen bei der Beurteilung des Blastenanteils beim myelodysplastischen
Syndrom (MDS) oder der chronisch myeloischen Leukamie (CML) hilfreich
(Hastka 1997). Unter dem Mikroskop sehen die CD34"-Zellen wie Blasten aus,
die etwas groRer als die Lymphozyten sind (Baines et al. 1988, Terstappen et al.
1991). Mit zunehmender Reifung und Differenzierung der hamatopoetischen
Zellen nimmt die Expression des CD34-Antigens ab (Blhring et al. 1989). Von den
MNC (Mononukledren Zellen) des Knochenmarkes sind ca. 1-2% CD34"-Zellen,
im peripheren Blut sind es 0,1-0,2% und im Nabelschnurblut 0,8-1,2% (Link
1997).

1.4.2. Das CD3-Antigen
Das CD3-Antigen ist eines der wichtigsten T-Zellmarker und ist seit 1982 bekannt

(Kung et al. 1979). Das CD3-Antigen besteht aus mindestens flnf verschiedenen

Polypeptidketten. Das Molekulargewicht liegt zwischen 16 kD und 28 kD. Die



verschiedenen Ketten werden als Gamma-, Delta-, Epsilon-, Zeta- und Eta-Ketten
bezeichnet. Die meisten monoklonal hergestellten Antikdrper richten sich gegen
die Epsilon-Kette, deren Gewicht ca. 20 kD betragt (Clevers et al. 1988). Das
CD3-Antigen kommt an der Oberflache aller reifen T-Lymphozyten vor und wird
deshalb als Pan-T-Zellmarker zu deren Nachweis und Quantifizierung angewandt
(Hastka 1997). Das CD3-Antigen ist Teil eines T-Lymphozytenrezeptors, der
Fremdstrukturen erkennt. Eine Strategie_immunsuppressiver Therapie ist die
Verwendung monoklonaler Antikdrper aus der Klasse der IgG, die gegen das
CD3-Antigen der T-Lymphozyten gerichtet sind. Nach Bindung des monoklonalen
Antikorpers an das CD3-Antigen sind die Rezeptoren nicht mehr in der Lage
Fremdantigene z.B. die eines transplantierten Organs zu identifizieren (Buddecke
1989). Im peripheren Blut betragt der Anteil der CD3-positiven T-Lymphozyten an
der lymphozytaren Gesamtpopulation etwa 75%; das Antigen wird auch von 65-
85% der Thymozyten und von den Purkinje-Zellen im Kleinhirn exprimiert (Hastka
1997). Im Krankenhausalltag wird die Bestimmung der CD3-positiven Zellen bei
der Diagnostik von chronisch lymphatischen Leukamie, des Sezary-Syndrom, der

Mycosis fungoides und der erwachsenen T -Zellleukdmie eingesetzt.

1.4.3. Das CD4-Antigen

Bei der Abwehr einer Reihe von Antigenen benodtigen die B-Lymphozyten die
Gegenwart aktiver Lymphozyten, damit sie Antikorper bilden konnen. Die dafur
zustandigen Zellen werden als Helfer-Zellen oder T4-Zellen bezeichnet, die durch
das Zelloberflachenantigen CD4 gekennzeichnet sind. Dies ist ein 55 kDa grof3es
transmembrandses Glykoprotein, das zur Immunoglobulin-Superfamilie gehort
(Ibelgaufts 1992, Lanier 1991). Es kommt auf ca. 45% der peripheren
Lymphozyten und 80-95% der Thymozyten vor (Hastka 1997). Das CD4-Antigen
konnte auf dem humanen Chromosom 2 lokalisiert werden. Die CD4-positiven T-
Helfer-Zellen produzieren nach Aktivierung eine Vielzahl von immunstimulierten
Zytokinen (z.B. IL-2, -3, -4, -5, und -6) (Ibelgaufts 1992, Lanier 1991). Die Funktion
der T-Helferzellen besteht darin, andere Zellen dahingehend zu unterstutzen, dass
sie entsprechend ihrer Bestimmung aktiv werden kdnnen. Dabei lassen sich drei
Aufgabenbereiche abgrenzen: 1. Die Proliferation und Differenzierung von

B-Lymphozyten zur antikorperbildenden Plasmazelle (IL-2, -4, -5 und -6), 2. die



Differenzierung von Vorlauferzellen zu zytotoxischen T-Zellen (IL-2) und 3. die
Befahigung von Makrophagen (IFN-y) zur Antigenprasentation sowie zur Abtétung
intrazellularer Mikroorganismen (Bock v. 1993). Das CD4-Antigen funktioniert auch
als Rezeptor fur MHC Klasse Il Molekule und fur das HI-Virus. Das Antigen wird
beim Menschen nicht nur auf peripheren T-Zellen und Thymozyten sondern auch
auf Makrophagen exprimiert. Monoklonale Antikérper gegen CD4 inhibieren die
Funktionen der Zellen in vitro und sind u.a. in Tiermodellen fur die Behandlung von

Autoimmunerkrankungen eingesetzt worden (Ibelgaufts 1992, Lanier 1991).

1.4.4. Das CD5-Antigen

Das Antigen CD5 ist ein Oberflachenglykoprotein mit einem Molekulargewicht von
67 Kda (Reiter 1989) und ist auf ca. 70% der peripheren Lymphozyten und 95%
der Thymozyten nachweisbar (Hastka 1997). Alle T-Zellen in der Milz und den
Lymphknoten sowie viele T-Zellleukamien und Lymphome exprimieren dieses
Antigen und es wird regelmafdig bei der chronisch lymphatischen B-Zell-Leukamie
(B-CLL) und dem zentrozytischen = Non-Hodgkin-Lymphom  (cc-NHL)
nachgewiesen (Hastka 1997). Auch ein kleiner Anteil normaler B-Zellen prasentiert
das CD5-Antigen (Hardy 1994). Diese CD-5-positiven B-Zellen spielen eine

wichtige Rolle bei Autoimmunerkrankungen (Hastka 1997).

1.4.5. Das CD6-Antigen

Das CD6-Antigen ist ein Glykopolypeptid mit einem Molekulargewicht von 100kDa.
Es wird von uber 95% der normalen humanen T-Zellen prasentiert. Im Gegensatz
zur normalen B-Zellen, die CD6-negativ sind, scheint ein kleiner Anteil der niedrig-
malignen B-Zell-Lymphomzellen dieses Antigen zu besitzen. Unter den bisher
bekannten T-Zellantigenen ist das CDG6-Antigen eines, das erst relativ spat

wahrend der fotalen Entwicklung auftritt (Feller et al. 1986).



1.4.6. Das CD8-Antigen

Das CD8-Antigen ist das Antigen der T-Suppressorzellen (Hastka 1997).

Das CD8-Oberflachenprotein ist ein transmembrandses Glykoprotein. Es gehort,
wie das CD4-Antigen zur Immunoglobulin-Superfamilie. Das kodierende Gen liegt
im menschlichem Genom auf Chromosom 2. CD8"-Zellen sind zytotoxische T-
Lymphozyten, die die Ziel-Zellen (target-cells) Uber direkten Zellkontakt lysieren.
Sie spielen eine Rolle in der Abtdétung von virusinfizierten Zellen, Tumorzellen und
bei der AbstoRung von Transplantaten, da sie fremde MHC-Klasse | tragende
Zellen erkennen und abtoten (Ibelgaufts 1992, Bock 1993). Das CD8-Antigen hat
ein Molekulargewicht von 32 kDa. Es wird auf bis zu 80 % der humanen
Knochenmark-T-Zellen, etwa 30% der normalen peripheren Lymphozyten und 60-
85% der Thymozyten nachgewiesen (Hastka 1997). CD8" wird neben der
Bestimmung von CD4"-Zellen hauptsachlich in HIV-Diagnostik eingesetzt.

1.4.7. Das CD10-Antigen

Das CD10-Antigen wird aufgrund seines vermehrten Auftretens auf den Zellen
der akuten lymphoplastischen Leukamie auch als CALLA-Antigen (common acute
lymphoblastic leukemia antigen) bezeichnet. Das CD10-Antigen wird von einem
kleinen Teil der normalen humanen Knochenmarkzellen produziert. Es hat ein
Molekulargewicht von 100 kDa und ist ein polypeptisches Glykoprotein. Das
Antigen entspricht der neutralen Endopeptidase und ist in Chromosom 3 auf
Position q21-27 codiert (Barker et al. 1989). Neben den CD9- und CD23 -
Antigenen scheint auch das CD10-Antigen als Fc-Rezeptor fur IgE zu dienen
(Kamani et al. 1991). Es reduziert moglicherweise zusatzlich die Aktivitat von
Peptidhormonen und wird sowohl auf den T- als auch den B-Zellen gefunden
(Human Cluster of Differentiation (CD) Antigens -Chart, R&D Systems 1996).

1.4.8. Das CD19-Antigen

Das CD19-Antigen ist ein transmembrandses Polypeptid mit einem
Molekulargewicht von 90 kDa. Das Antigen scheint mindestens zwei extrazellulare
Domanen zu haben, die immunglobulin-dhnlich sind. Die intrazytoplasmatische

Domane hat Ahnlichkeiten mit Proteinen, die von dem Ebstein-Barr Virus und dem



IMT-1 Onkogen freigesetzt werden (Stamenkovic und Seed 1988). Das CD19-
Antigen tritt in der fruihen Phase der B-Zellentwicklung auf und geht erst kurz vor
der Umwandlung in eine Plasmazelle verloren, so ist das CD19 an ca. 10% der
peripheren Lymphozyten nachweisbar (Hastka 1997). CD19 wird in peripherem
Blut, Knochenmark und in anderem Gewebe gefunden (Mason et al. 1986) und
wird als “Pan-B-Zellmarker” bei der Quantifizierung von B-Lymphozyten
angewandt (Hastka 1997). Auch neoplastische Zellen z.B. Zellen bei der akuten
B-Zellleukamie prasentieren das CD19-Antigen (Campos et al. 1988) und so findet
die Bestimmung von CD19" -Zellen insbesondere bei der Diagnostik von

hamatologischen Neoplasien Verwendung (Hastka 1997).

1.5. Zellseparation

CD34%-Zellen koénnen fur wissenschaftiche Zwecke oder zur klinischen
Verwendung aus den mononukledaren Zellen (MNC) des Knochenmarks,
peripheren Blutstammzellen oder Nabelschnurblut mit verschiedenen Methoden
selektiert werden.

Eine Mdglichkeit die CD34"-Zellen zu selektieren ist die Verwendung von sog.
FACS-Geraten (’Fluorescence activated cell sorting”). Dabei werden die
spezifischen Oberflachenantigene der zu selektierenden Zellen mit mit
Immunfluoreszenz-Farbstoffen gekoppelten Antikérpern markiert und in dem
FACS-Gerat entsprechend ihrer Fluoreszenz selektiert. Der Reinheitsgrad dieser
Methode ist sehr hoch ( Uber 90%) und sie eignet sich ebenfalls gut zur Selektion
von Subpopulationen, die mit einer zweiten Farbung markiert werden kdnnen
(Debili et al. 1992, Winslow et al. 1994). Der Nachteil der FACS-Separation liegt in
der Dauer der Prozedur: von der Ficoll-Separation bis zum Ende der FACS-
Messung werden ca. 6-8 Stunden bendtigt.

Eine weitere gebrauchliche Methode der Separation von CD34"-Zellen ist die
Verwendung von Zellseparationssaulen unterschiedlicher Techniken. Bei der
Separation mit Ceparate LC-Saulen (CellPro, Biothel, WA, USA) werden die MNC
zuerst mit einem Anti-CD34-Antikorper und anschlieBend mit einem
biotingekoppelten Antikérper gegen den Anti-CD34-Antikérper markiert.
Anschlieend laufen die Zellen durch die Separationssaulen und die markierten

CD34%-Zellen werden in der Saule durch einen Avidin-Biotin-



Immunoaffinitatsprozef’ zurtckgehalten und kénnen anschlie3end
herausgewaschen werden. Nach Winslow et al. (1994) liegt der Reinheitsgrad bei
dieser Methode bei 73 = 14%.

In dieser Arbeit wurde die Zellseparation mit MiniMACS -Zellseparationssaulen
(Milteney Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) nach der Methode von
Milteney et al. (1994) durchgefiihrt. Die CD34"-Zellen werden zuerst mit einem
Anti-CD34-Antikorper markiert, an den, in einem zweiten Schritt, ein mit einem
paramagnetischen Teilchen gekoppelter Antikorper angelagert wird. Die so
markierten CD34"-Zellen werden in eine Separationssaule, die in einem Magneten
platziert ist, gegeben. Beim Durchlaufen der Zellsuspension durch die Saule
werden die markierten CD34"-Zellen in dem magnetischen Feld zuriickgehalten.
Nach Entfernen der Saule aus dem Magneten kénnen die CD34"-Zellen elutriert
werden. Der Reinheitsgrad bei dieser Messung liegt nach Milteney et al. (1994) bei
uber 95%. Die Methode wird genauer im Kapitel 2.3 im Abschnitt Material und
Methoden beschrieben.

1.6. Zellzyklus

Wenn man eine Zelle, z.B. eine menschliche Hautzelle, Gber langeren Zeitraum
hinweg beobachtet, dann wachst die Zelle so lange, bis sie eine gewisse GrofRe
erreicht hat und teilt sich dann um erneut zu wachsen. Diese Periode von einer
Zellteilung und Zellreifung bis zur nachsten Zellteilung wird Zellzyklus genannt.
Der Zellzyklus wird in einzelne, unterschiedlich lange Phasen: G1-, S-, G2- und
Mitose-Phase unterteilt (Abb. 1.2) (Hirsch-Kauffmann und Schweiger 1987).

Wie aus der Abbildung 1.2 hervorgeht, steht der Mitose-Phase, in der die
Zellteilung stattfindet, der Ubrige Zellzyklus als Interphase gegeniber. Das
wichtigste Ereignis der Interphase ist die Verdoppelung der DNA. Diese
Replikationsphase der DNA wird als S-Phase, Synthesephase, bezeichnet. |hre
durchschnittliche Dauer betragt ca. 8 Stunden. Die fiur die Zellteilung bendtigten
DNA-Bindungsproteine, die sog. Histone, werden hauptsachlich wahrend der
Synthesephase synthetisiert. Die zwischen Mitose und S-Phase einerseits und
zwischen S-Phase und nachster Mitose andererseits verbleibenden Perioden sind
die sogenannten G-Phasen (G = gap) G1 und G2. Die G1-Phase, die

postmitotische Ruhephase, ist eine intensive Wachstumsphase der Zelle, mit



ausgepragter RNA- und Proteinsynthese. In der spaten G1-Phase werden im
Zytoplasma die Zentriolen verdoppelt. Die Dauer dieser Phase ist variabel. Eine
G1-Phase ohne nachfolgende S-Phase wird als GO0-Phase oder Ruhephase
bezeichnet, die Zellen nehmen am Zellzyklus nicht mehr Teil, bleiben aber unter
bestimmten Voraussetzungen zu erneuter Proliferation fahig. In der, nach der S-
Phase beginnenden pramitotischen Ruhephase, G2-Phase, die auch als
Korrekturphase bezeichnet werden kann, werden Reparaturen an der DNA
vorgenommen. Auch die fur die Zellteilung notwendigen Proteine werden in dieser
ca. 4 Stunden dauernden Phase synthetisiert. Die als nachstes folgende Mitose
lauft in mehreren aufeinanderfolgenden Stufen ab und fuhrt letztenendes in ca. 3
Stunden mittels Durchschnurung der Mutterzelle zur Bildung zweier Tochterzellen
(Hirsch-Kauffmann und Schweiger 1987).

In einem Teil dieser Arbeit wurden mit zwei verschiedenen Antigene, namlich
Cyclin D1 und Cyclin A, die Wachstumsphase und die DNA-Synthesephase der
Nabelschnurblutzellen und Knochenmarkzellen nach immunomagnetischer
CD34"-Selektion untersucht und miteinander verglichen. Die Fragestellung beruht
auf der Hypothese, dass die unreiferen Nabelschnurblutzellen deutlich teilungs-
aktiver waren als die reiferen Knochenmarkzellen und dass sich dementsprechend
im Vergleich zu den Knochenmarkzellen mehr Nabelschnurblutzellen in der G1-
und S-Phase befinden.

Die Phasen des Zellcyclus

Mitose
(Kern- und Zellteilung)

7 N

G,-Phase G,-Phase
(Reparatur- und (Wachstumsphase)
Vorbereitungsphase) \

Gy-Phase
S-Phase (R’uhephase)

(DNA-Synthesephase) =~

Inter-Phase

Abbildung 1.2: Die Phasen des Zellzyklus (Hirsch-Kaufmann 1987)
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1.7. Transplantation himatopoetischer Stammzellen

Hamatopoetische CD34"-Stammzellen kdnnen aus Knochenmark, peripherem Blut
oder Nabelschnurblut gewonnen werden. Im Knochenmark betragt der Anteil der
Stammzellen an den mononuklearen Zellen (MNC) 1-2%, in peripherem Blut 0,1-
0,2% und im Nabelschnurblut 0,8-1,2% (Link 1997). Eine Indikation zur
Knochenmark- oder Stammzelltransplantation ist bei malignen und nicht-malignen
Erkrankungen gegeben, bei denen eine zerstérte oder defekte Hamato- und
Lymphopoese ersetzt oder substituiert werden muss (Begemann 1999).
Zusatzliche Indikationen sind bei Erbkrankheiten mit Enzymmangel gegeben, bei

denen die Blutzellen die defekten oder fehlenden Enzyme produzieren kdnnen.

1.7.1. Autologe und allogene Stammzelltransplantation

Von autologen Transplantationen spricht man, wenn die transplantierten Zellen
vom Empfanger selbst stammen. Da sie genetisch identisch sind, kdnnen sie
keine AbstoRungsreaktion verursachen. Das autologe Transplantat kann aber bei
malignen Tumorerkrankungen mit Tumorzellen kontaminiert sein, wodurch das
Rezidivrisiko erhoht ist (Begemann 1999). Ebenfalls fehlt der immunologische,
tumor-verhindernde Graft-versus-Leucemia-Effekt. Durch Selektion von 34*-Zellen
oder durch Antikorper vermittelte Lyse von Lymphozyten oder, wenn moglich
Tumorzellen, wenn diese spezifische AntikOrper besitzen, wird versucht, das
autologe Transplantat von Tumorzellen zu reinigen. Diese sog. Purging-Verfahren
sind weiterhin Gegenstand weltweiter Forschung.

Bei allogenen Transplantationen werden die zu transplantierenden Zellen einem
HLA-identischen, verwandten oder nicht-verwandten, Spender enthommen. Weil
die allogenen Transplantationen mit einer erheblichen Gefahr einer
AbstoRungsreaktion einhergehen, muss bei der Vorbereitung der Transplantation
das Immunsystem des Empfangers unterdrickt und ausgeléscht werden (Link
1997). Eine  HLA-Inkompatibilitat ist neben einem erhohten Risiko einer
AbstoRRungsreaktion auch mit einem verzogerten Engraftment (,Anwachsen® der
Zellen mit selbstandiger Produktion der Blutzellen) und einem vermehrten
Auftreten einer akuten Graft-versus-Host-Disease (GvHD) verbunden (Long und

Blume 1995). Ein Sonderfall der allogenen Transplantation ist die sog. syngene
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Transplantation, wo Spender und Empfanger eineiige Zwillinge, und damit
genetisch identisch sind. Die Unterschiede zwischen den Transplantationsarten
mussen bei der Indikationsstellung bericksichtigt werden.

Eine Knochenmarktransplantation (KMT) und eine Transplantation der peripheren
Blutzellen (PBSZT) koénnen sowohl in autologer als auch allogener Form
durchgefuhrt werden. Die neueste Stammzelltransplantationsmethode, die
Nabelschnurbluttransplantation (NBT/CBT), gehort in den meisten Fallen zu den

allogenen Transplantationen.

1.7.2. Indikationen

Die Indikation zur myeloablativen Therapie und Transplantation mit autologen oder

allogenen hamatopoetischen Stammzellen kann bei malignen Erkrankungen der

Hamatopoese und Lymphopoese, bei soliden Tumoren und Knochenmarkaplasie

gestellt werden, wenn die Prognose mit konventioneller Therapie ungunstig ist

(Link 1997).

Die Ziele der Therapie sind:

- Ersatz der zerstorten Hamatopoese und Lymphopoese nach myeloablativer
Ganzkorperbestrahlung und/oder Chemotherapie, die zur maximalen
Reduktion maligner Zellen durchgefiuhrt wurden.

- Substitution defekter oder fehlender Zellen der Hamatopoese oder
Lymphopoese.

- Nutzung des GvL- bzw. GvT-Effektes bei myeloischen und lymphoiden
Neoplasien.

- Beschleunigung der hamatopoetischen Regeneration nach myelosuppressiver,
nicht myeloablativer auch wiederholter intensiver Strahlen oder Chemotherapie
maligner Erkrankungen.

- Bei Speicherkrankheiten zur permanenten Substitution und Produktion

fehlender Enzyme durch die transplantierten Zellen.

(Link 1997)
Unterschiedliche Indikationen zur myeloablativen Therapie mit
Stammzelltransplantation differenziert nach Grundkrankheit und

Stammzellherkunft sind in der Tabelle 1.1 aufgelistet.
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Allogene Stammzell-Transplantation Autologe Stammzell-Transplantation

Akute Leukamie Akute Leukamie

Chronisch myeloische Leukdmie Lymphome
Myelodysplastische Syndrome Morbus Hodgkin
Myeloproliferative Syndrome Plasmozytom

Plasmozytom Ausgewahlte solide Tumoren
Aplastische Andmie Neuroblastom

Fanconi Anédmie

Thalassamie

Sichelzellanamie

Paroxysmale nachtliche Hdmoglobinurie
Schwerer kombinierter Immundefekt (SCID)

Speicherkrankheiten

Tabelle 1.1: Wichtige Indikationen zu allogenen und autologen Transplantation hamatopoetischer
Stammzellen (Link et al. 1997, Link 1997)

1.7.3. Quellen hamatopoetischer Stammzellen

1.7.3.1. Knochenmark

Das Knochenmark wird dem Spender unter sterilen Bedingungen in Vollnarkose
oder Spinalanasthesie = meistens aus dem Beckenkamm entnommen. An
verschiedenen Stellen des Beckenkamms werden, um eine Kontamination mit
peripheren Blutzellen zu vermeiden, durch mehrfache Punktionen insgesamt etwa
2 x 10" kernhaltige Knochenmarkzellen in einem Volumen von 1000 bis 1200 ml
aspiriert, entsprechend 10 bis 20 ml pro Kilogramm Koérpergewicht (Link 1997).
Aus dem gewonnenen Blut werden die Stammzellen herausgefiltert und dem
Empfanger wie eine Bluttransfusion in die Blutbahn transfundiert oder nach
Separation der mononuklearen Zellen unter Zugabe von Kryopraservativa wie
Dimethylsulfoxyd (DMSO), Albumin, Hydroxyethylstarke etc. eingefroren und bis
zur Transplantation in flissigem Stickstoff bei —196°C aufbewahrt (Begemann
1999, Schaefer und Beelen, McLaughlin und Ku 1994).
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1.7.3.2. Periphere Blutstammazellen

Die Aspiration von Stammzellen aus dem Knochenmark ist weitestgehend durch
die Blutstammzellseparation (Leukapherese) ersetzt worden (Link 1997).

Weil das periphere Blut ca. zehn Prozent weniger Stammzellen enthalt als das
Knochenmark, werden zur peripheren Blutstammzelltransplantation (PBSZT) dem
Spender uber funf bis sieben Tage subkutan G-CSF (granulocyte colony
stimulating factor) oder GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating
factor) injiziert (Link 1997). Diese sog. Mobilisation von Blutstammzellen fihrt
uber eine Proliferation der Stammzellen im Knochenmark zu einem vermehrtem
Austreten der Stammzellen aus dem Markraum in das periphere Blut (Korbling et
al. 1995, Lane et al. 1995, Schmitz et al. 1996). Im Gegensatz zu einer
Knochenmarktransplantation (KMT) ist bei einer Transplantation der peripheren
Blutstammzellen (PBSZT) eine Narkose des Spenders zur Stammzellgewinnung
nicht notwendig. In mehreren Leukapheresesitzungen werden dem Spender die
mobilisierten Stammzellen aus dem Blut “gefiltert”, die Ubrigen Blutbestandteile
(Plasma, Erythrozyten, Thrombozyten, etc.) werden zurlckgefuhrt (Schwella und
Huhn 1998). Diese Technik kann selbst bei den Kindern angewendet werden
(Emminger et al. 1989, Takaue et al. 1995). Ein weiterer wichtiger Vorteil der
PBSZT ist, dass das Engraftment im allgemeinem schneller eintritt als nach einer
KMT (Glaspy et al. 1996).

1.7.3.3. Nabelschnurblut

Siehe Kapitel 1.10.

1.7.4. Methode der Transplantation

Jede autologe und allogene Transplantation muss durch eine sog. Konditionierung
eingeleitet werden. Das Ziel dieser myeloablativen Therapie ist erstens eine
moglichst effektive Beseitigung des Empfanger-Knochenmarks und der
Tumorzellen und zweitens (nur bei allogenen Transplantationen) eine
Immunsuppression zur Vermeidung der TransplantatabstoBung (Pfreundschuh
1997). Weil bei der Konditionierung Zytostatika, Bestrahlung und Glukokortikoide

verwendet werden, entsprechen die Nebenwirkungen der Therapie den
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Nebenwirkungen und Toxizitaten der gegebenen Medikamente und der
Bestrahlung. Nach der Konditionierung werden das Knochenmark oder die
Stammzellen dem Empfanger wie eine Bluttransfusion transplantiert. Es werden
mindestens 1-2 x10° mononukledre Zellen oder 2 x 10° CD34* -Zellen pro kg
Korpergewicht des Empfangers benétigt (Pfreundschuh 1997). Eine erfolgreiche
allogene Transplantation macht sich durch einen Chimarismus erkennbar, die
Blutzellen des Empfangers weisen die Blutgruppe und die chromosomalen und
molekulargenetischen Merkmale des Spenders auf, wahrend die Ubrigen Gewebe
die urspringlichen genetischen Eigenschaften des Empfangers besitzen (Link
1997).

1.7.5. Engraftment

Das ,Anwachsen“ des Knochenmarks wird als Engraftment bezeichnet.

Hamato- und Lymphopoese brauchen ca. 14-28 Tage zum Regenerieren, wobei
die Zeitspanne durch Gabe von hamatopoetischen Wachstumsfaktoren (G-CSF,
GM-CSF) verklrzt werden kann (Link 1997). Kennzeichnend fir das Engraftment
ist der Anstieg der Leukozytenzahl Gber 1000/ul und eine Thrombozytenzahl von
uber 20 000/ul nach einem, mindestens 3 Tage andauernden thrombozyten-
substitutionsfreien Intervall. In der vorausgehenden aplastischen Phase, in der die
Leukozytenzahl sogar unter einer messbaren Grenze liegen, sind die Patienten
sehr infektgefahrdet und missen dementsprechend prophylaktisch mit Antibiotika
und Antimykotika und ggf. Virustatika behandelt werden und sich in einer

moglichst sterilen Umgebung aufhalten.

1.7.6. Komplikationen

Die Probleme und Risiken einer Knochenmark- oder Stammzelltransplantation
resultieren in erster Linie aus den Nebenwirkungen der myeloablativen Therapie,
aus immunologischen Komplikationen und dem biologischen Verhalten der
Grunderkrankung nach der Transplantation (Schaefer und Beelen 1991).

Es kann zwischen toxischen, infektiosen und immunologischen Komplikationen
unterschieden werden.

Nach Link et al. (1997) bestimmen vier Faktoren die wesentlichen Toxizitat und

Komplikationen der Therapie:
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1. Grundkrankheit

2. Intensitat und Art der Behandlung: a) hochdosierte, myelosuppressive
Therapie, b) myeloablative Therapie, c) myeloablative Therapie mit maximaler
Immunsuppression (Konditionierung)

3. Zeitdauer und Auspragung von Knochenmarkinsuffizienz, insbesondere von
Leukozytopenie und Thrombozytopenie sowie der Immundefizienz

4. Herkunft der Hamatopoetischen Stammzellen und die davon abhangige,
Indizenz von Graft-versus-Host-Krankheit (GvHD) und Immundefizienz bei:
a)autologen oder syngenen Stammzellen von Familienspendern, b) allogenen
Stammzellen von Familienspendern oder c) allogenen Stammzellen von

nichtverwandten Spendern

Unter Fruhtoxizitat werden Komplikationen und Nebenwirkungen der
Chemotherapeutika und der Bestrahlung verstanden, die unmittelbar nach
Behandlung auftreten. Solche sind z.B. Ubelkeit, Erbrechen, Schwindel, Mukositis,
Diarrhée, Parotisschwellung, generalisierte Odeme, Lebervenen—Verschluss-
Krankheit, hamorrhagische Zystitis, Kardiomyopathie, interstitielle Pneumonie etc..
Organfunktionsstorungen, die spater als 100 Tage nach einer Transplantation
auftreten, konnen haufig als Spatmanifestationen einer durch die
Konditionierungstherapie bedingten Toxizitat identifiziert werden. Bekannte spate
Nebenwirkungen der Konditionierungsbehandlung sind z.B. Katarakt,
Gonadeninsuffizienz, Wachstumsstoérungen bei Kindern sowie sekundare
Malignome (Schaefer und Beelen 1991).

Infektionen bilden eine weitere Gruppe schwieriger Komplikationen vor und nach
Knochenmark- oder Stammzelltransplantation. Septische Infektionen durch
Bakterien und Pilze treten vor allem in der aplastischen Phase auf. Wahrend der
langerfristigen immunsupprimierten Phase nach der Transplantation kommen
besonders opportunistische Infektionen wie z.B. interstitielle Pneumonie durch
CMV vor (Schaefer und Beelen 1991).

Ein Tumorrezidivrisiko nach KMT ist in erster Linie vom Krankheitsstadium zum
Zeitpunkt der Transplantation und von Transplantationsart abhangig. Nach
allogener KMT scheint die Rezidivwahrscheinlichkeit geringer zu sein, als nach
autologer oder syngener Transplantation oder bei Patienten, die eine schwere

akute oder chronische GvHD entwickeln (Schaefer und Beelen 1991). Nach
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Schaefer und Beelen (1991) ist die Rezidivwahrscheinlichkeit z.B. bei der akuten
myeloischen Leukamie (AML) bei KMT in der 1. Vollremission 20% - 25%, in der
2. Vollremission ca. 40% und in weiter fortgeschrittenen Stadien ca. 60% .

Zu den wichtigsten Ursachen der transplantationsassoziierten Morbiditat und
Mortalitat innerhalb der ersten Monate nach Knochenmark- oder Stammzell-
Transplantation gehort auch die sog. Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (Graft-
versus-Host-Disease) (Klingebiel und Schlegel 1998). Die Ursachen dieser
immunologischen Komplikation sind Differenzen in den Antigenen zwischen
Spender- und Empfangerzellen, mit der Folge von zytokininduzierter und

zytotoxischer immunologischer Reaktionen (Siehe Kapitel 1.8.).

1.7.6.1. Prophylaxe und Behandlung der Komplikationen

Die Vorbeugung moglicher Komplikationen muss schon vor der Transplantation
begonnen werden. Von der myeloablativen Therapie bis Uber das Anwachsen der
transplantierten Zellen hinaus mussen die Patienten sowohl prophylaktisch und
ggf. auch therapeutisch mit antibiotischen, antimykotischen und antiviralen
Substanzen behandelt werden. Eine parenterale Ernahrung ist z.B. bei toxischer
Mukositis des Gastrointestinaltraktes indiziert. Auch antiemetische Therapie,
Schmerzbekampfung mit Opiaten oder Gabe von keimfreien Blutprodukten muss
meist eingesetzt werden. Regelmalige Blutenthahmen mit Spezial-
untersuchungen (u.a. Pilz- und Virusserologie, Bakterienkulturen,
Wachstumshormon bei Kindern etc.) sowie Rontgen-Aufnahmen des Thorax,
Lungenfunktionsanalyse, EKG, Echokardiographie und Abdomen-Sonografie
gehoren zur Routine. Viele dieser Behandlungsmethoden richten sich nach den
verwendeten Substanzen oder der verwendeten Bestrahlung. Z.B. muss nach
Cyclophosphamid-Gabe insbesondere auf eine ausreichende FlUssigkeitszufuhr
geachtet werden, um einer Nierenschadigung vorzubeugen; bei allen weiblichen
Patienten, die mit einer Ganzkdrperbestrahlung behandelt wurden, ist eine
lebenslange Hormonsubstitution notwendig. Nicht zu vergessen ist auch die
psychosoziale Betreuung der Patienten und der Angehorigen. Nach Entlassung
werden die Kontrolluntersuchungen im Rahmen der ambulanten Nachsorge
weitergefuhrt. Grundsatzlich sollen alle Patienten lebenslang in groReren

Abstanden in einem Transplantationszentrum nachbetreut werden (Schaefer und
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Beelen 1991). Prophylaxe und Therapie der Graft-versus-Host- Disease siehe
Kapitel 1.8.4.

1.8. Graft-versus-Host-Disease (GvHD)

Die Graft-versus-Host-Disease (GvHD) oder Transplantat-Gegen-Wirt-Reaktion ist
eine wesentliche Transplantationskomplikation bei allogenen
Stammzelltransplantationen und tritt auf, wenn nach Engraftment des
Transplantats allogene Spender-T-Lymphozyten auf Empfanger-Antigene
reagieren und eine immunologische Antwort gegen Empfangergewebe
verursachen. Schon im Jahr 1966 wurden von Billingham drei Voraussetzungen
fur die Entwicklung einer GvHD beschrieben: das Transplantat muss
immunkompetente  Zellen erhalten, das Transplantat muss den
Empfangerorganismus als fremd erkennen und der Empfanger ist nicht in der
Lage effektiv gegen die fremden Spenderzellen zu reagieren (Billingham 1966).
Eine GvHD ist bei starker Auspragung mit einer hohen Letalitdt behaftet.
Entscheidend fiir die Auspragung der GvHD ist die genetische Ubereinstimmung
zwischen Spender und Empfanger. Je mehr Unterschiede zwischen den HLA-
Merkmalen bestehen, desto hoher ist das Risiko einer GvHD. Aufgrund von
Differenzen der Gewebsvertraglichkeits-Antigene auf3erhalb des MHC (Major
histocombatibility = complex) koénnen jedoch auch bei vollstandiger
Ubereinstimmung der HLA-Antigene Unvertraglichkeits-Reaktionen auftreten
(Schaefer und Beelen 1991). Weitere wichtige Risikofaktoren fur das Auftreten
einer GvHD sind hohes Alter, schlechter Allgemeinzustand des Empfangers,
Geschlechtdifferenz zwischen Spender und Empfanger, positiver CMV-Status
oder Alloimmunisierung des Spenders durch Transfusion oder Schwangerschaft
(Link et al.1997). Eine Entfernung von immunkompetenten T-Lymphozyten aus
dem Transplantat verringert die Haufigkeit einer GvHD, wobei eine totale T-Zell-
Depletion wiederum mit einem erhdéhtem Risiko eines leukdmischen Ruckfalls
korreliert bzw. die Patienten mit diskreter GvHD seltener einen Ruckfall erleiden.
Dieser Effekt wird Graft-versus-Leucemia-Effekt (GvL) genannt. (Nagler et al.
1998, Schaefer und Beelen 1991) .
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1.8.1. Pathophysiologie der Graft-versus-Host-Disease

Die GvHD nach Stammzell-Transplantation ist ein pathosphysiologischer Prozess,
der von alloreaktiven Spender-T-Lymphozyten verursacht wird, und sich als
Multiorgandysfunktion manifestieren kann. Die aktivierten Spender T-Lymphozyten
sowie freigesetzte Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor-a. und Interleukin 1 fihren
zur direkten Zytolyse und schadigen das Gewebe (Link et al. 1997, Ghayr et al.
1987). Die Menge der im Stammzell-Transplantat vorhandenen T-Lymphozyten
scheint eine entscheidende Rolle bei Entstehung einer GvHD zu spielen. Von
Kernan et al. (1986) wurde beobachtet, dass keiner der 31 von ihnen
untersuchten Leukamiepatienten, die weniger als 1 x 10° T-Zellen pro kg KG
erhielten an einer GvHD erkrankten, jedoch bei den Patienten, die mehr T-Zellen
erhielten die Schwere der entstandenen GvHD nicht mit der Zellzahl korrelierte.
Weitere Studien haben gezeigt, dass nahezu alle Patienten nach allogener
Transplantation, die keine prophylaktische immunsuppressive Therapie erhielten,
an einer GvHD erkrankten (Ferrara und Deeg 1991) und , dass eine T-Zell-
Depletion des Transplantates die Indizenz einer GvHD senkt, aber das Risiko
eines leukamischen Ruckfalls erhoht (Sehn et al. 1999, Champlin 1995a). Welche
Zellen letztenendes eine GvHD verursachen, ist z.Z. noch nicht vollstandig geklart.
In Tierexperimenten hat man nachweisen konnen, dass sowohl CD4"-Zellen als
auch CD8"-Zellen bei der Entstehung einer GvHD eine Rolle spielen (Korngold
und Sprent 1987, Champlin 1995b). In einer Studie von Nimer et al. (1994) flhrte
eine selektive Depletion von CD8"-Zellen aus dem Spender Knochenmark zu einer
deutlich niedrigeren Indizenz von GvHD bei Leukamiepatienten, ein vermehrter
leukdmischer Ruickfall wurde nicht beobachtet. Auch die Entfernung von CD3"-,
CD5"- und CD6"-Zellen aus dem Spender- Knochenmark hat sich als erfolgreich in
der Vermeidung der GvHD erwiesen (Neipp et al. 1999, Soiffer et al. 1992) . Die
selektive Entfernung der CD4"-Zellen alleine scheint die Indizenz der akuten und

chronischen GvHD nicht zu reduzieren (Nagler et al. 1998).
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1.8.2. Akute Graft-versus-Host-Disease

Eine Akute GvHD tritt definitionsgemald innerhalb von 100 Tagen nach einer
autologen KMT/PBSZT auf. Im Allgemeinem wird der Zeitpunkt der
Erstmanifestation von den Disparitaten der MHC-Antigene mitbeeinflusst und die
Symptome treten im Falle einer HLA-Unkompatibilitat frGher auf. Der mittlere
Zeitraum bis zu den ersten Symptomen betragt nach HLA-genotypisch identischer
Transplantation ca. drei Wochen, nach inkompatibler Transplantation ist er etwa
um eine Woche verkurzt (Schaefer und Beelen 1991).

Die akute GvHD kann in verschiedenen Phasen eingeteilt werden. In der ersten
Phase (afferent Phase) wird das Antigen als Fremd erkannt und T-Zellen werden
aktiviert. In der zweiten Phase (amplification Phase) werden Zytokine freigesetzt,
und in der dritten Phase (effector Phase) schliellich verursachen die
zytotoxischen  T-Zellen und naturlichen  (,natural®) Killerzellen eine
Gewebeschadigung (Klingebiel und Schlengel 1998).

Die akute GvHD befallt vor allem die Haut, die Leber und den Gastrointestinaltrakt.
Ein Befall der Haut manifestiert sich durch ein erythematds-makulopapul6ses
Exanthem unterschiedlicher Ausdehnung bis hin zur generalisierten Erythrodermie
mit Blasenbildung und Desquamation. Eine Leberbeteiligung spiegelt sich klinisch
in einem cholestatischen I|kterus wieder. Die Cholestase-Parameter und
Transaminasen sind hierbei erhoht, wobei der Anstieg des Serum-Bilirubins mit
dem Ausmald der Leberbeteiligung korreliert. Im schwersten Falle kann es zum
akuten Leberversagen kommen. Fur eine Darmbeteiligung typische Symptome
sind eine gesteigerte Darm-Motilitdt mit wassrigen Diarrhéen. Bei fortschreitender
Krankheit konnen heftigste Bauchschmerzen mit zum Teil blutigen Durchfallen mit
Flussigkeitsverlusten von 10 bis 20 Litern taglich, massivem Eiwei3verlust und
schliel3lich paralytischem lleus auftreten. Um eine akute GvHD von toxischen
Medikamentennebenwirkungen und anderen Infektionen abzugrenzen, ist es
manchmal sinnvoll die Diagnose durch eine Biopsie der befallenen Organe zu
sichern. Typischerweise konnen auch begleitende Allgemeinsymptome  wie
Fieber, Tachykardie, Hinfalligkeit und Gewichtsverlust bei akuter GvHD auftreten
(Begemann 1996, Schaefer und Beelen 1991).

Je nach Auspragung der klinischen Symptome wird die akute GvHD in vier
verschieden Stadien eingeteilt (Tab. 1.2). Die akute GvHD tritt trotz

immunsuppressiver Prophylaxe bei 20 — 80 % der Empfanger von nicht T-Zell-
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depletiertem HLA-identischem Knochenmark auf (Link et al. 1997). Aufgrund der
immunsupprimierenden Wirkung der akuten GvHD, kann es noch spat nach der
Transplantation zu schweren infektiocsen Komplikationen kommen, die die
Prognose der Erkrankung zusatzlich verschlechtern. Die Mortalitat einer akuten
GvHD liegt bei etwa 30%. Zusatzlich wird die Entwicklung einer chronischen
GvHD durch eine akute GvHD begunstigt (Begemann 1996, Schaefer und Beelen
1991). Wie schon oben beschrieben korreliert die Schwere der akuten GvHD mit
der MHC-Disparitat. Ein Transplantat von einem HLA-identischen Spender flihrt
bei ca. 40% der Empfanger zur akuten GvHD grades II-IV, bei einem mismatch
von einem Antigen ist der Anteil 60-80% (Beatty et al. 1985). Auch die
Bedeutung von “subtype mismatches” ist durch neue Untersuchungstechniken
bewiesen worden. Eine Studie von Speiser et al. (1996) hat gezeigt, dass die
Wahrscheinlichkeit an einer akuten GvHD Grades IlI-IV zu erkranken bei
Patienten, die ein ,subtype matched” Transplantat erhalten haben bei 21% liegt, in
der Gruppe von ,subtype mismatched” Transplantationen bei 47%.

Zu Prophylaxe und Behandlung siehe Kapitel 1.8.4.

Stage Skin Liver Intestinal Tract

0 No rush Bilirubin <2 mg/100 ml < 500 ml diarrhea/day

+ Maculopapular rush < 25% of body Bilirubin 2-3 mg/100 ml > 500 ml diarrhea/day
surface

++ Maculopapular rush 25% - 50 % of body Bilirubin 3-6 mg/100 ml > 1000 ml diarrhea/day
surface

+++ Generalized erythroderma Bilirubin 6-15 mg/100 ml > 1500 ml diarrhea/day

++++ Generalized erythroderma with bullous Bilirubin >15 mg/100 ml  Severe abdominal pain
formation and desquamation with or without ileus

Grade Degree of Organ Involvement

| + to ++ skin rush; no gut involvement; no liver involvement; no decrease in clinical performance

Il + to +++ skin rush; + gut involvement or + liver involvement (or both); mild decrease in clinical
performance

| ++ to +++ skin rush; ++ to +++ gut involvement or ++ to ++++ liver involvement (or both); marked
decrease in clinical performance

\4 Similar to grade Il with ++ to +++ organ involvement and extreme decrease in clinical performance

Tabelle 1.2: Klinische Stadieneinteilung der Organbeteiligung und der Schweregrade der akuten
Graft-versus-Host-Disease (Schafer und Beelen 1991, Thomas et al. 1975)
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1.8.3 Chronische Graft-versus-Host- Disease

Eine chronische GvHD ist eine einer autoimmunen Systemerkrankung ahnliche
Erkrankung, die definitionsgemal® nach Tag 100 nach KMT/PBSZT auftritt. Eine
chronische GvHD kann in zwei Stadien eingeteilt werden. Bei einer limitierten
chronischen GvHD treten typischerweise lokale Hauterscheinungen und/oder
Leberfunktionsstorungen auf. Eine extensive chronische GvHD liegt vor, wenn
entweder eine generalisierte Hautbeteiligung in  Verbindung mit einer
Leberbeteiligung oder der Befall anderer Organsysteme durch die chronische
GvHD bestehen. Weitere allgemeine Symptome der chronischen GvHD sind
Gewichtsverlust, Malabsorption, rekurrierende Infektionen und Gelenkkontrakturen
(Begemann 1996, Schaefer und Beelen 1991, McLaughlin und Ku 1994).

1.8.4. Prophylaxe und Therapie der akuten und chronischen GvHD

Wie schon oben beschrieben hangt die Haufigkeit und Schwere der GvHD von
vielen Faktoren ab. Der wichtigste ist die méglichst ideale Ubereinstimmung der
genetischen Faktoren zwischen Spender und Empfanger. Um das Risiko einer
spateren GvHD zu minimieren werden HLA-identische (HLA-A, -B-, -DR-, -DQ-
identisch), gleichgeschlechtliche Geschwister als Spender bevorzugt. Ist ein
gleichgeschlechtlicher Geschwister als Spender nicht verfligbar, kommen zuerst
Geschwister anderen Geschlechtes, dann andere Familienangehdrigen (bei 25-
30% der Patienten) und schlie3lich ein Fremdspender (bei 50-70% der Patienten
verfugbar) aus einer internationalen Knochenmarkspenderdatei in Frage
(Begemann 1999, Pfreundschuh 1997).

Bei der Vorbeugung und der Behandlung der GvHD spielt u.a. die
immunsuppressive Therapie eine wichtige Rolle. Diese Therapie wird bei
allogenen Transplantationen eingesetzt, bei autologen oder syngenen
Transplantationen kann dagegen darauf verzichtet werden. Nach einer
Transplantation muss die immunsuppressive Behandlung, trotz der erhohten
Gefahr eines Auftretens opportunistischer Infektionen und einer Reduktion der
Graft-versus-Leucemia-Reaktion (Klingebiel und Schlegel 1998) in der Regel fur 1
Jahr lang fortgesetzt werden, wobei in speziellen Fallen auch eine langere

Therapiedauer notig werden kann, z. B. bei chronischer GvHD. Die am haufigsten
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benutzten Immunsuppressiva sind Kortikosteroide und Cyclosporin A (CsA),
daneben konnen aber auch Cyclophosphamid, Methotrexat und FK-506 verwendet
werden (McLaughlin und Ku 1994).

CsA ist ein Pilzmetabolit und supprimiert primar die Helfer-T-Zellen aber auch in
geringerem Mal3e die B-Zellen. CsA hat keine myelodeppressive Wirkung und ist
somit ein ideales Immunsuppressivum bei KMT. Die unerwlnschten
Nebenwirkungen wie Nephro- und Hepatotoxizitat, ZNS-Schaden und
Bluthochdruck begrenzen jedoch seine Einsetzbarkeit . Die individuelle Dosis wird
u.a. nach Kreatininwerten und CsA-Spiegel bestimmt. Cyclophosphamid und
Methotrexat verhindern die Lymphozyten-Expansion. Die CsA-ahnliche Substanz
FK-506, inhibiert die T-Zell-Funktion durch Regulation der Genexspression von
Zytokinen. Monoklonale Antikérper, die zur Entfernung der Lymphozyten (T-Zell-
Depletion siehe Kapitel 1.9) verwendet werden konnen, werden ebenfalls bei

Immunsuppression eingesetzt (Mc Laughlin und Ku 1994).

1.9. T-Zell-Depletion

Unter T-Zell-Depletion (TCD) versteht man die Entfernung der T-Lymphozyten aus
dem Transplantat. Mehrere Studien (Léwenberg et al. 1986, Atkinson et al. 1987)
haben gezeigt, dass eine T-Zell-Depletion die Inzidenz sowohl der akuten als auch
chronischen GvHD reduziert. Insbesondere die Entfernung von CD3*-, CD6"- und
CD8" -Zellen scheint bei der Vorbeugung der GvHD eine wichtige Rolle zu spielen
(MC Laughlin und Ku 1994, Soiffer et al. 1992). Als unerwlnschter Nebeneffekt
der T-Zell-Depletion ist eine Zunahme der Transplantatabstoung und der
Leukamie-Ruckfallrate beobachtet worden (Dreger und Schmitz 1999). Zur T-Zell-
Depletion werden verschiedene Methoden eingesetzt. Eine davon ist die, auch in
dieser Arbeit verwendete, immunomagnetische Zellseparation mittels
Zellseparationssaulen (Civin et al. 1990, Kato und Radbruch 1992). In ahnlicher
Weise funktionieren die immunadsorptiven Zellseparationsmethoden (Bensinger et
al. 1990, Doyay et al. 1993). Bei diesen beiden Separationsarten wird die
Entfernung der T-Lymphozyten indirekt durch eine positive Selektion der CD34"-
Zellen erzielt. Direkte TCD wird mit monoklonalen Antikdrpern, z.B. mit dem IgM-

Antikorper Camptan-1 (Dreger et al. 1995) mit oder ohne Lyse der Zellen durch
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Komplementfaktoren (Filipovich et al. 1982, Dreger et al. 1995), durchgeflhrt. Die
Antikorper konnen, als weitere Maoglichkeit, mit T-Zell-Immuntoxinen zur Zell-
Toétung konjugiert sein. Wie bei der 0.g. CD34"-Selektion mit MiniMACS-S&ulen
konnen hiermit auch T-Zellen mit einem Mix aus Anti-T-Zell-Antikdrpern markiert
werden, die dann wiederum mit einem paramagnetischen Teilchen gekoppelten
Antikorper inkubiert werden. In der in einem Magneten platzierten
Separationssaule werden die T-Zellen zurickgehalten.

Die sog. “Counterflow Central Elutriation” (De Witte et al. 1986, Wagner et al.
1990) sowie eine Trennung Uber einem Dichtegradienten (Léwenberg et al. 1986,

Dicke et al. 1968) gehdren zu den physikalischen T-Zell-Depletions-Methoden.

1.10. Nabelschnurbluttransplantation

Nur fur etwa 25-30% (Amylon 1996) der Patienten mit malignen und nicht-
malignen Erkrankungen, denen durch eine allogene Knochenmarktransplantation
geholfen werden konnte, kann ein HLA-lIdentischer oder fast-identischer
Familienspender gefunden werden. Die Suche nach passenden Fremdspendern in
nationalen und internationalen Blutbanken ist haufig sehr schwierig und
Zeitaufwendig. So ist man gezwungen nach alternativen Stammzellquellen zu
suchen. Neben der vorbeschriebenen Transplantation von Knochenmark (KMT)
und der peripheren Blutzellen (PBSZT) wird neuerdings auch Nabelschnurblut
transplantiert. Die erste Nabelschnurbluttransplantation wurde 1988 bei einem
Kind mit Fanconi Anamie durchgefuhrt. Der Spender war die HLA-identische
Zwillingsschwester der Patientin (Gluckmann et al. 1989). Bis 1998 waren Uber
500 Nabelschnurbluttransplantationen, von denen 75% der Transplantate von
nicht HLA-identischen Spendern stammten, durchgefuhrt worden (Kline und
Bertolone 1998). Die meisten Nabelschnurbluttransplantationen wurden bei
Kindern (Wagner et al. 1995) gemacht, wobei in letzter Zeit auch vermehrt
Berichte Uber Nabelschnurbluttransplantationen bei Erwachsenen veréffentlicht
wurden (z.B. Deliliers et al. 1996).

Der Vorteil einer Nabelschnurbluttransplantation ist erstens die groRe Anzahl an
Spendern verschiedener ethnischer Herkunft und zweitens die leichte und
ungefahrliche Gewinnung der Stammzellen (Madrigal et al. 1997). Zusatzlich wird

vermutet, dass eine GvHD aufgrund der verminderten Funktionsfahigkeit der
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unreifen Lymphozyten (Kline et al. 1998) seltener oder in einer mildern Form nach
einer Nabelschnurbluttransplantation auftritt als nach anderen allogenen
Stammezelltransplantationsarten. Der Nachteil der geringeren Funktionsfahigkeit
der Lymphozyten ist eine vermehrte Abwehrschwache bei AbstoRungsreaktionen
(Kline et al 1998). Hierdurch scheint die HLA-Ubereinstimmung bei
Nabelschnurbluttransplantation weniger wichtig zu sein als bei konventionellen
Transplantationen (Flomenberg et al.1992, Miniero et al. 1993). Als ein weiterer
Vorteil einer CBT kann die niedrigere virale Kontaminationsrate des
Transplantates erwahnt werden. Nachteilig sind die Ubertragung von genetischen
Krankheiten, die Kontamination des Transplantates mit mutterlichen Zellen und die
geringe Menge an Blut pro Blutentnahme (durchschnittlich 100ml) (Kline et al.
1998).

Die Gewinnung des Nabelschnurblutes ist, wie oben schon erwahnt, technisch
sehr einfach und fur Mutter und Kind ungefahrlich. Verschiedene Methoden sind
entwickelt worden um einerseits das Volumen zu optimieren und andererseits das
Risiko einer Kontamination mit Mikroben oder mutterlichen Zellen zu minimieren.
Das Nabelschnurblut wird nach der Geburt steril aus der Nabelvene entnommen
und kann nach Zugabe von Cryopraservativa (z.B. Dimethylsulfoxyd (DMSO))
tiefgefroren und in einem flussigem Stickstoff bei —196°C bis zur Verwendung
aufbewahrt werden. So lassen sich grole Mengen an mdglichen

Stammzellequellen fir Transplantationen sammeln und aufbewahren.
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1.11. Fragestellung und Zielsetzunq

Hamatopoetische CD34°-Stammzellen zur Transplantation bei hdmatologischen
oder genetischen Erkrankungen kdénnen aus Knochenmark oder peripherem Blut
gewonnen werden. Aufgrund des Mangels an passenden Knochenmark- und
Stammzellspendern ist die Suche nach alternativen Stammzellquellen seit Jahren
ein wichtiges Forschungsgebiet. Eine solche seit 1987 bekannte Stammzellquelle
ist das Nabelschnurblut.

Die Transplantat-gegen-Wirt Reaktion (GvHD) ist eine der haufigsten und fir den
Patienten auch bedrohlichsten Komplikationen der allogenen Transplantation
hamatopoetischer Stammzellen. Viele Forschungsergebnisse und neuerdings
auch klinische Erfahrungen lassen vermuten, dass schwerere Komplikationen, u.a.
GvHD, nach einer Nabelschnurbluttransplantation seltener auftreten als nach einer
Knochenmarktransplantation oder peripheren Blutstammzelltransplantation.
Zusatzlich haben mehrere Studien gezeigt, dass eine T-Zell-Depletion die Inzidenz
sowohl der akuten als auch chronischen GvHD reduziert.

In dieser Arbeit soll die Zusammensetzung des Nabelschnurblutes vor und nach
immunomagnetischer Separation der CD34- Zellen untersucht werden. Es soll
neben der Reinheit der Zellseparationssaulen der prozentuale Anteil an B- und T-
Lymphozyten im Nabelschnurblut mittels Farbung von CD3, CD4, CD5, CD6, CD8,
CD10 und CD19 ermittelt werden, um so herauszufinden, ob sich eine CD34"-
Selektion mittels MiniMACS-Separationssaulen zur T-Zell-Depletion von
Nabelschnurblut ereignet.

Mdglicherweise lassen sich damit in der Zukunft auch Nabelschnurbluttransplan-
tationen mit grofleren HLA-Unterschieden durchfiihren, wenn kein geeigneter
Spender gefunden werden kann.

Weiterhin soll durch die Farbung von Nabelschnurblut und Knochenmark vor und
nach immunomagnetischer CD34"-Selektion mit MiniMACS-Zellseparationssaulen
mit den Zellzyklusproteinen Cyclin A und Cyclin D1 herausgefunden werden, ob
sich bei den CD34"-Nabelschnurblutzellen mehr Zellen in Teilung befinden als im
Knochenmark, und ob dadurch erklart wird, dass fur eine
Nabelschnurbluttransplantation weniger Zellen bendtigt werden als flr eine

Knochenmark- oder periphere Blutstammzelltransplantation.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Substanzen

Fir die Experimente dieser Arbeit wurden folgende Substanzen verwendet.
Im Text werden die hier unterstrichenen Namen benutzt. In einzelnen Fallen

werden die Hersteller direkt im Text erwahnt.

1. Zellseparation
- BSA = Bovine Serum Albumin, Fraction V Solution, sterile (Sigma, St.
Louis, MO, USA)
- Ficoll-Pague Research Grade (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
- PBS-Puffer = Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline w/o Calcium and
Magnesium (Gibco Brl, Life Technologies Ltd., Paisley, Schottland)
- Trypan Blau = Trypan Blue Solution 0,4% (Sigma, St. Louis, MO,USA)

1. APAAP-Farbung

- Aceton-Lésung (Hauseigene Abfullung Universitatsklinik Eppendorf,

Hamburg, Deutschland)

- Aqua ad iniectabila (Pharmacia & Upjohn AS, Halden, Norwegen)

- APAAP __ (Alkaline Phosphatase Anti-Alkaline Phosphatase) Mouse
Monoclonal (DAKO Corp., Carpinteria, USA)

- Cyclin A mouse monoclonal antibody (Novo Castra Laboratories, Newcastle

upon Tyne, UK)

- Cyclin_D1 mouse monoclonal antibody (Novo Castra Laboratories,
Newcastle upon Tyne, UK)

- DAKO Antibody Diluent with Background Reducing Components (DAKO
Corp., Carpinteria, CA, USA)

- DAKO ChemMate Hematoxylin (DAKO Corp., Carpinteria, CA, USA)

- DAKO Faramount, Aqueous Mounting Medium (DAKO Corp., Carpinteria,
CA, USA)

- DAKO Neufuchsin Substrate System (DAKO Corp., Carpinteria, CA, USA)

- DAKO TBS = Tris-Buffered Saline (DAKO Corp., Carpinteria, CA, USA)
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- Monoclonal Mouse Anti-Human Haematopoietic Progenitor Cell, _CD34
(DAKO Corp., Carpinteria, CA, USA)

- Monoclonal Mouse Anti-Human T Cell CD3 (DAKO Corp., Carpinteria, CA,
USA)

- Monoclonal Mouse Anti-Human T Cell, CD4 (DAKO Corp., Carpinteria, CA,
USA)

- Monoclonal Mouse Anti-Human T Cell, CD5 (DAKO Corp., Carpinteria, CA,
USA)

- Monoclonal Mouse Anti-Human T Cell, CD6 (DAKO Corp., Carpinteria, CA,
USA)

- Monoclonal Mouse Anti-Human T Cell, CD8 ( DAKO Corp., Carpinteria, CA,
USA)

- Monoclonal Mouse Anti-Human Common Acute Lymphoblastic Antigen,
CD10 (DAKO Corp., Carpinteria, CA, USA)

- Monoclonal Mouse Anti-Human B Cell, CD19 (DAKO Corp., Carpinteria, CA,
USA)

- Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins (DAKO Corp., Carpinteria, CA, USA)

2.2. Untersuchungsmaterialien

2.2.1. Nabelschnurblut

Das Nabelschnurblut stammt von 79 gesunden Neugeborenen, die zwischen
Januar 1996 und Juni 1998 im Kreissaal der Klinik fir Frauenheilkunde der
Universitatsklinik Eppendorf geboren wurden. Vor der Blutentnahme war das
schriftliche Einverstandnis der Mutter eingeholt worden. Nach der AbstoRung der
Plazenta wurden, mit 20 ml Spritzen, die jeweils 500 IE Heparin-Natrium
enthielten, bis zu 40 ml Blut aus der Nabelvene enthommen. Bis zur spateren

Bearbeitung wurde das Blut fur max. 8 Stunden bei +4°C gelagert.

2.2.2. Knochenmark

Das Knochenmark wurde in dem gleichen Zeitraum in der Einrichtung flr

Knochenmarktransplantation zehn 26 bis 51  jahrigen  gesunden
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Knochenmarkspendern entnommen. Vier von diesen Knochenmarkspendern
waren Frauen, sechs Manner. Das fur eine Transplantation vorgesehene
Knochenmark wurde unter sterilen Bedingungen entweder in Intubationsnarkose
oder in Spinalanasthesie durch Beckenkammaspiration gewonnen. Von dem
Gesamtaspirat (ca. 1300 ml) wurden, nach schriftichem Einverstandnis des

Patienten, 50 ml flUr wissenschaftliche Zwecke verwendet.

2.2.3. Positiv- und Negativkontrollen zur immunhistochemischen
APAAP- Farbung

Als Positiv- bzw. Negativkontrollen wurden Proben aus bekannten Zellreihen
(MOLT-16, NALM-6 und K-562) mit einem definierten Anteil an verschiedenen CD-
Antigenen verwendet. Bei diesen Zellreihen handelt es sich um aus peripherem
Blut gewonnenen, sich schnell teilenden humanen T- und B-Zell-Leukamie-Zellen.
Der prozentuale Anteil der verschiedenen Oberflachenantigene wurde mit
DurchfluRzytometrie-Messungen bestimmt . Die Zelllinien wurden je nach Art der
vorhandenen CD-Antigene entweder als Positiv- oder Negativkontrollen benutzt.
Bei CD34 wurden als Positiv-Kontrollen Préaparate, die nach Selektion der CD34" -
Zellen angefertigt wurden, verwendet. Bei CD8 wurde bei fehlenden Positiv-
Kontrollen nur mit Negativ-Kontrollen gearbeitet. Die Anfertigung der Objekttrager
erfolgte nach Verdinnung der Gesamtzellzahl, so dass jeder Objekttrager ca.
1x10° Zellen erhielt. Die einzelnen Schritten der Anfertigung entsprechen denen
der Objekttrager mit MNC und CD34"-Zellen und sind unter Kapitel 2.3.1
aufgefuhrt.

2.3. Immunomagnetische Separation

2.3.1. Anreicherung der mononuklearen Zellen

Die die CD34"-Zellen enthaltenden mononukledren Zellen (MNC) wurden vor
immunomagnetischer ~ Separation der CD34"  -Stammzellen  mittels
Dichtegradienten-Zentrifugation mit Ficoll-Paque aus dem Nabelschnurblut und
Knochenmark isoliert, um so viele Erythrozyten, Thrombozyten und reife

Granulozyten wie moglich aus der Probe zu entfernen. Das Ficoll-Paque lagert
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sich beim Zentrifugieren mit seiner Dichte von 1,0647 + 0,001 g/ml zwischen die
weniger dichten MNC und die dichteren Erythrozyten, Thrombozyten und reifen
Granulozyten.

20 ml Nabelschnurblut wurden 1:5 mit PBS verdunnt. Die Verdinnung von ca. 50
ml Knochenmark erfolgte mit 200 ml PBS. Als nachstes wurden die
Zellsuspensionen in 50 ml-Rohrchen in 25 ml-Fraktionen Uber jeweils die gleiche
Menge Ficoll-Paque geschichtet und bei 300g und 21°C fur 30 min zentrifugiert.
Die Zentrifuge wurde nach Ablauf der 30 min nicht abgebremst, um eine erneute
Vermischung der Zellen zu vermeiden. Die Schicht mit den MNC wurde
abpipettiert und zweimal mit PBS gewaschen. Die Pellettierung zwischen den
Waschschritten erfolgte durch Zentrifugation bei 300g und 21°C far 10 min.
AnschlieRend wurde das Zellpellet in 1 ml PBS mit 0,5 % BSA (fir die CD34"-
Selektion) resuspendiert. Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen mit
Trypan Blau gefarbt und danach mikroskopisch mittels Neugebauer
Zellzahlkammer gezahlt und die Viabilitat abgeschatzt. Aus ca. 1 x 10° MNC
wurden 10 Praparate fur die APAAP-Farbung angefertigt. Daflr wurde die
Zellsuspension mit PBS weiter verdlinnt, so dass die pro Praparat benétigten 70 pl
der Verdunnung ca. 1 x 10° Zellen erhielten. Die ca. 70ul Zellmaterial wurden in
einem mit einem Objekttrager (Shandon Cytotrager, Shandon Inc., Pittsburgh, PA,
USA) gekoppeltem Cytofunnel (Shandon Inc., Pittsburgh, PA, USA) pipettiert.
Diese wurden fir 5 min mit 700 Umdrehungen/min zentrifugiert (Cytospin-
Zentrifuge, Shandon Inc., Pittsburgh, PA,USA). Anschlielend wurden die
Objekttrager von dem Cytofunnel befreit und ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Die Praparate, die nicht am selben Tag gefarbt wurden, wurden in
Aluminiumfolie eingewickelt und fur die spatere Weiterbearbeitung in einem

Tiefkuhlschrank bei —20°C eingefroren.
2.3.2. Anreicherung der CD34"-Zellen

Aus den MNC wurden die CD34" -Zellen mit MiniMACS-Zellseparationssaulen
und dem CD34 Progenitor Zell Isolations-Set (Milteney Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland) angereichert. Nach Zugabe eines sog. ,blocking reagent,
zur Vermeidung unspezifischer Bindungen an Fc-Rezeptoren, wurden die MNC

mit einem chemisch modifizierten Anti-CD34-Antikorper zuerst fur 15 min bei 4 bis
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8°C inkubiert und anschlieRend, wie oben beschrieben gewaschen. Es wurde ein
mit einem Hapten modifizierter QBEND/10-Antikdrper gegen das CD34-Antigen
verwendet. In einem zweiten Inkubationsschritt wurden bei 6 bis 12°C flr 15 min
Anti-Hapten-MicroBeads an das Hapten gebunden. Diese Anti-Hapten-
MicroBeads sind Antikorper gegen das o.g. Hapten, die wiederum mit einem ca.
50 nm groRRen "superpragmatischen Bead” (Milteney Biotec Inc. 1997) gekoppelt
sind. Die so markierten Zellen wurden nach einem weiteren Waschschritt in
MiniMACS Zellseparationssaulen gegeben, die in einem Magneten platziert waren.
Die markierten CD34"-Zellen wurden beim Durchlaufen der Zellsuspension in dem
magnetischen Feld der Saule zurickgehalten. Die CD34-Zellen konnten dagegen
das Feld passieren und verliel3en die Saule. Nach Entfernen der Saule aus dem
Magneten konnten die CD34"-Zellen elutriert werden. Dieser Separationsschritt
wurde, um eine noch groBere Reinheit an CD34"-Zellen zu erreichen, zweimal
durchgefiihrt. Fur die Inkubation und die CD34*-Anreicherung wurde PBS mit
0,5% BSA verwendet (Abb. 2.1). Die gewonnenen Zellen wurden mikroskopisch
(s.0.) gezahlt. Mindestens 1 x 10° Zellen wurden fiir die Anfertigung von 10
Cytospin-Objektragern (s.0.) zur Bestimmung der Reinheit (CD34") und der
verschiedenen anderen Oberflachenantigene mittels APAAP-Farbung bendtigt.

/
-0

density primary magnetic magnetic elution
gradient labelling labelling separation
separation

Abbildung 2.1: Magnetische Markierung und Separation mit dem CD34-Isolation Kit und
MiniMACS. Mononukleare Zellen werden mittels Dichtegradienten-Separation isoliert. Die CD34+
Zellen werden mit einem chemisch modifizierten CD34-Antikorper markiert, der mit spezifischen
MACS Microbeads magnetisch gefarbt wird. Die Zellen werden mit einer magnetischen
Separations-Saule separiert, wobei die markiertern Zellen in der Saule zurliickgehalten werden. Die
gebundenen Zellen werden nach dem Entfernen der Saule aus der magnetischen Halterung
elutriert (Miltenyi et al. 1994).
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2.4. Immunhistochemische Farbung

Vor der Farbung wurden die eingefrorenen Praparate etwa eine Stunde bei
Raumtemperatur aufgetaut und gemafl DAKO-Anleitung fur Standardfixierung fur
90 sec in Aceton fixiert. Als nachstes wurden die Objekttrager ohne
Unterbrechung der Nassphase in Tris-gepufferte physiologische Kochsalzlésung
(Saline), die taglich frisch angesetzt wurde, Uberfuhrt und 5 min gespdlt.

Um die fixierte Praparate vor Austrocknung zu schitzen, wurden sie nach der
TBS-Spulung in einer feuchten Kammer weiterverarbeitet.

Vor der Inkubation mit dem Primarantikdrper (monoklonale Antikbrper gegen

CD3" -, CD4" -, CD5" -, CD6" -, CD8" -, CD10" -, CD19" -, CD34" - Zellen) wurde
das Gebiet, auf das der Antikdrper pipettiert werden sollte, mit einem Silikonstift
(Pap Pen, Immunotech, Hamburg, Deutschland) umkreist, um das Ablaufen der
Antikdrper zu minimieren. Die Primarantikdrper wurden nach Anleitung mit
Antikérperverdiinnungsmittel mit Hintergrundfarbung reduzierenden Eigenschaften
(DAKO Antibody Diluent, DAKO Inc., Carpinteria, CA, USA) in der empfohlenen
Konzentration verdunnt und auf die Objekttrager pipettiert. Pro Objekttrager
wurden jeweils 70-100ul verdinnte Antikorperldsung pipettiert. Nach 30 min
Inkubation in der feuchten Kammer wurden die Praparate fur 2 min in TBS-Puffer
gespult. Anschlieliend wurde der ebenfalls verdiinnte Briickenantikorper (Rabbit-
Anti-Maus-lg, DAKO Inc., Carpinteria, CA, USA) auf die Praparate pipettiert. Nach
Beenden der Inkubationszeit wurden die Praparate erneut fir 2 min in TBS
gewaschen. Der nachste Schritt war wieder um eine 30 min Inkubation mit dem
APAAP-Komplex mit einem daran anschlie®end erneuten Waschvorgang mit TBS.
Um die Intensitat der Immunfarbung zu steigern, wurden die Inkubationsschritte
mit Bruckenantikdrper und APAAP-Komplex zweimal durchgefuhrt. Bei den
Wiederholungsinkubationen wurde die Inkubationszeit auf 10 min reduziert.

Zum Schluss erfolgte eine Inkubation mit der Farbelésung (DAKO Neufuchsin
Substratsystem, DAKO Inc., Carpinteria, CA, USA) fur 10 min, Waschen in TBS
und Gegenfarbung mit Haematoxylin. Die positiven Zellen waren, je nach
Verteilung der Antigene, entweder rot oder hatten eine rote Ummantelung. Die
negativen Zellen waren blau gefarbt. Die gefarbten Zellen wurden vor dem

Austrocknen auf dem Objekttrager mit einem wassrigen Eindeckmedium (DAKO

32



Faramount Aqueous Mountig Medium, DAKO Inc., Carpinteria, CA, USA) und
einer glasernen Deckplatte abgedeckt und unter dem Mikroskop ausgewertet.

2.5. Auswertung

Es wurden unter dem Mikroskop pro Praparat die positiven Zellen von insgesamt
3 x 100 Zellen bei Vergroferung von x 1000 gezahlt. Der Mittelwert der jeweils
3 x 100 gezahlten Zellen in % wurde zur Endauswertung verwendet. (Abb. 2.2-
2.6).
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Abbildung 2.2 CD34"-Nabelschnurblutzellen nach Zellseparation

-
-

- © X 1000

Abbildung 2.3 CD3"-Nabelschnurblutzellen vor Zellseparation (rot)
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Abbildung 2.4 CD4"-Nabelschnurblutzellen nach Zellseparation (rot)
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Abbildung 2.5 CD8"-Nabelschnurblutzellen nach Zellseparation (rot)
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Abbildung 2.6 Cyclin D1"-Nabelschnurblutzelle (2. v. links) nach Zellseparation
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3.1 Immunhistochemischer Vergleich verschiedener Leukozytenantigene

von menschlichem Nabelschnurblut

3.1.1 Zellseparation

Der Anteil der CD34"-Zellen an mononukledren Zellen vor der
immunomagnetischen Separation lag bei untersuchten 20 Zellproben zwischen
0,33 % und 7,6 % , wobei der Median 1,5% betrug. Nach der Separation lagen die
Werte zwischen 10,0% und 97,0%, der Median der untersuchten 29 Zellproben
war 86,67%.

Die Spannweite bei der Ausbeute lag zwischen 2,43% und 69,36% (n=18), der
Median war 16,47%. (Abb.2.2 und 3.1; Tab. 3.1).

3.1.2 T- und B-Zellseparation

Die Formulierungen ,vor Saule und ,nach Saule“ beziehen sich auf die
Durchfihrung einer immunomagnetischen CD34-Zellseparation mit MiniMACS-

Zellseparationssaulen.

3.1.2.1. CD3" -Zellen

Beziiglich der CD3"-Zellen wurden vor der Saule 26 und nach der Sdule 25
Proben untersucht. Der Median vor der immunomagnetischen Zellseparation war
28,00% und danach 0,00%. Die entsprechenden Spannweiten lagen vor Saule
zwischen 7,0% und 51,0% und nach Saule 0,0% - 5,0%. (Abb.2.3 und 3.1; Tab.
3.1).

3.1.2.2. CD4" -Zellen
Zur Expression von CD4 wurden vor der Saule 32 und nach der Saule 30

Zellproben untersucht. Der Median betrug vor der Saule 34,80% und nach der
Saule 5,17%. Vor der Saule lag der niedrigste Wert bei 9,0%, der hochste bei
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60,0%. Nach der Saule lagen die Werte zwischen 0,0% und 8,3%. (Abb.2.4 und
3.1; Tab. 3.1).

3.1.2.3. CD5" -Zellen

CD5"-Zellen wurden vor der Sdule 13 Zellproben und nach der Séaule 14
Zellproben gefarbt und gezahlt. Vor der Saule lag die Spannweite zwischen
22,0%-44,67% und nach der Saule zwischen 0,0%-17,0%.Die entsprechenden
Mediane betrugen 39,30% vor und 1,00% nach Saule. (Abb. 3.1; Tab. 3.1).

3.1.2.4. CD6" -Zellen

Der Median der CD6"-Zellen vor Saule war 19,33% (n=17) und nach Saule 1,00%
(n=18). Die Spannweite lag vor Saule zwischen 3,67% und 36,3% und nach Saule
zwischen 0,0% und 6,0%. (Abb. 3.1; Tab. 3.1).

3.1.2.5. CD8" -Zellen

Das CD8-Antigen wurde vor der Saule bei 13 Zellproben und nach Saule bei 14
Zellproben gefarbt. Vor der Saule lag der Median bei 12,00%. Die Spannweite lag
zwischen 8,0% und 24,0%. Nach der Saule betrug der Median 0,67% und die
Spannweite 0,0% bis 7,0%. (Abb. 2.5 und 3.1; Tab. 3.1).

3.1.2.6. CD10" -Zellen

Bei den 6 Zellproben vor Saule, die mit CD10-Antigen gefarbt wurden, lag die
Spannweite vor der Separation zwischen 5,33% und 36,5%, nach der Separation
(n=5) zwischen 0,33% und 8,67%. Der Median betrug vor der Saule und nach der
Saule 0,50%. (Abb. 3.1; Tab. 3.1).

3.1.2.7. CD19" -Zellen

Zu den CD19%-Zellen wurden vor Saule 6 und nach Saule 7 Praparate untersucht.

Vor der Saule lag die Spannweite zwischen 1,0% und 20,0%, nach der Saule
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zwischen 0,0% und 6,0%. Die entsprechenden Mediane waren 9,92% und 0,00%.

(Abb. 3.1; Tab. 3.1).
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Abbildung 3.1: T-Zell-Depletion mittels immunomagnetischer CD34"-Selektion bei menschlichem

Nabelschnurblut (Median mit Spannweite)
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Vers. [Zellzahl CD34 Ausbeute |CD3 CD4 CD5 CD6 CD8 CD10 CD19
\vor nach |vor nach |der vor nach |vor nach |vor nach |vor nach |vor nach |vor nach |vor nach
Siule Saule [Saule Saule |CD34" Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule |[Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule |Saule Saule

Nr.  |x10°) (x10%) (%) (%) [Selektion [(%) (%) [(%) (%) (%) (%) %) (%) |%) (%) (%) (%) (%) (%)

8 130,0 | 16,0 29,00 | 0,00

9 218,0 | 78,0 33,30 | 6,67

10 247,0 | 43,0 37,30 | 0,00

12 310,0 | 170,0 38,67 | 0,00

13 330,0 | 150,0 | 1,00 | 58,67 26,67 29,30 | 15,00 3,67 | 6,00

14 40,0 8,5 36,30 | 9,00 5,00

15 133,0 | 36,5 31,67 | 19,00 6,67 | 3,30

16 117,0 | 21,0 41,00 | 10,00

17 218,0 | 520,0 5,00 11,33| 0,33

18 165,0 8,0 1,67 | 83,00 2,41 36,33 | 9,00

19 83,0 | 37,0 31,33 | 2,00

20 106,0 | 16,0 35,30 | 5,50 0,00

21 230,0 | 80,0 91,00

23 119,0 | 29,3 75,30 43,50 | 8,67

29 128,0 9,5 55,67 29,67 18,33 | 7,30

30 118,0 | 20,0 65,30

31 83,9 15,5 29,67 19,33 | 2,00

32 410,0 | 38,0 36,50

34 36,0 | 34,0 | 2,67 | 28,33 10,02 10,33 | 0,50

36 78,0 0,0 19,00

39 55,8 10,0 | 0,67 | 63,00 16,85 41,00 8,00 | 0,00

40 100,0 | 44,0 0,00 2,67 25,00 | 0,00

41 34,6 9,0 0,33 | 88,00 69,36 10,00 | 0,00

42 63,0 | 60,0 7,00 | 0,00 | 14,67 22,00 27,00 | 0,00 0,33

Tabelle 3.1 (1 von 4): Versuchsergebnisse CD-Oberflachenantigene, Fortsetzung nachste Seite
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Vers. |Zellzahl CD34 Ausbeute |CD3 CD4 CD5 CD6 CD8 CD10 CD19
\vor nach |vor nach |der vor nach |vor nach |vor nach |vor nach |vor nach |vor nach [vor nach
Siule Saule [Séule Saule [CD34" Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule |[Saule Saule

Nr.  |[(x10°) (x10%) (%) (%)  [Selektion [(%) (%) |(%) (%) %) (%) %) (%) |%) (%) (%) (%) (%) (%)

43 69,3 13,0 | 7,60 | 95,00 2,34 12,67

44 50,6 30,5 2,00 0,00

45 65,8 19,0 8,33 | 40,00 | 5,00 6,00

46 51,6 27,8 | 2,00 | 93,00 25,05 36,00

47 61,3 11,7 0,00

48 31,0 5,5 1,00 | 93,67 16,62

49 43,0 16,5 | 4,00 | 85,00 8,15 22,00 | 0,00

50 110,0 | 33,0 0,00 ] 19,33 | 2,00 4,67

51 136,0 | 38,5 20,33 | 4,67 11,67 | 0,00

52 27,3 15,0 35,30 | 0,00 12,00 | 0,00

53 320,0 | 100,0 | 1,33 | 94,00 22,09 51,00 | 0,50 22,30 | 1,00

54 136,0 | 35,0 5,00 25,00 | 5,00 1,00 20,00| 6,00

55 94,6 16,0 | 2,67 | 94,00 5,95 8,00

56 36,0 226 | 2,70 | 39,67 9,22 24,33 | 4,30 2,00 2,33

57 475 | 28,0 15,33 | 0,00

58 119,0 | 20,0 | 0,50 | 93,00 31,26 15,33 | 0,00 0,00

59 29,6 17,5 49,00 | 3,00 42,00 | 0,00 1,33

62 37,8 36,0 36,30

63 43,8 22,0 1,00 | 10,00 5,02 44,00 | 0,00 44,67 | 17,00 | 27,67 8,00

64 89,0 27,0 43,00 25,30 0,33

65 170,0 | 44,5 11,33 | 0,00 22,00

66 59,3 23,3 62,50 0,00

68 62,8 25,0 27,33 10,00 24,00 3,67

69 84,0 14,5 22,67 34,30 23,00

70 193,0 | 60,0 8,33 | 0,00 | 43,00 | 0,00 1,00 | 10,67 | 0,00

Tabelle 3.1 (2 von 4): Versuchsergebnisse CD-Oberflachenantigene,

Fortsetzung nachste Seite
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Vers. |Zellzahl CD34 Ausbeute |CD3 CD4 CD5 CD6 CD8 CD10 CD19
\vor nach |vor nach |der vor nach |vor nach |vor nach |vor nach |vor nach |vor nach |vor nach
Siule Saule [Saule Saule |CD34" Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule |[Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule |Saule Saule
Nr.  [(x10°) (x10%) (%) (%)  [Selektion [(%) (%) |(%) (%) |(%) (%) |%) (%) |%) (%) (%) (%) (%) (%)
71 149,0 | 60,0 0,00 | 20,67 | 4,00 8,00 3,00
72 122,0 | 22,5 26,00 | 0,00 | 28,67 | 7,67 0,00 3,33 | 13,67 | 0,00
73 166,0 | 25,5 13,00 | 0,00 | 20,00 10,67 | 7,00
75 43,5 13,8 34,00 | 1,00 | 45,75 6,00 10,00
79 100,0 | 26,5 44,00 12,00| 0,00
80 79,5 11,5 5,00
81 124,0 | 67,0 38,50
82 500,0 | 50,0 8,50 | 0,00
88 118,0 | 11,0 51,00 | 4,00
91 39,6 7,5 48,00 | 7,00 0,00 | 42,33 | 0,50
92 59,4 15,5 21,00 | 7,00 5,33 1,00 | 0,00
96 189,0 | 122,0 97,00 2,00 | 0,00
106 61,0 18,5 1,33 | 97,00 22,12 34,33 | 5,00 | 38,00 | 2,00 | 34,33 | 4,30
107 69,3 | 37,0 41,00 | 7,00 | 34,30 | 5,33 | 43,00 | 0,00
108 67,0 2,0 0,00 0,00 | 0,00
109 31,0 13,5 0,50 | 9,00 | 0,33
110 162,0 | 30,5 1,00 | 86,67 16,32 7,67 16,00 | 0,00
111 142,0 | 58,5 | 2,00 | 96,00 19,77 39,67 | 6,67 10,33
117 854 | 26,0 | 2,00 | 95,00 14,46 27,67 | 0,33
120 45,0 | 35,0 93,00 45,00 | 0,00 | 60,00 | 3,00
121 40,0 | 22,0 28,67 28,67 | 0,00 | 18,33 | 0,00 | 39,30 19,00
124 17,0 15,0 94,50 55,67 1,33 | 0,00
125 95,0 | 80,0 50,33
126 11,50 | 78,33 41,33 | 8,00
127 31,67 | 15,67 | 9,00 20,00 | 15,67 15,30

Tabelle 3.1 (3 von 4): Versuchsergebnisse CD-Oberflachenantigene, Fortsetzung nachste Seite
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Vers. |Zellzahl CD34 IAusbeute |CD3 CD4 CD5 CD6 CD8 CD10 CD19

\vor nach |vor nach [der vor nach vor nach |vor nach |vor nach |vor nach |vor nach [vor nach

Siule Saule [Saule Saule [CD34" Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule |[Saule Saule [Saule Saule [Saule Saule
Nr.  |(x10°) (x10%) |(%) (%) |Selektion (%) (%) (%) () (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Min. 17,0 0,0 0,33 10,00 2,34 7,00 0,00 9,00 0,00 0,00 0,00 3,67 0,00 5,33 0,00 2,00 0,00 |1,00] 0,00
Max. | 500,0 | 520,0 | 11,50 | 97,00 69,36 51,00 [ 15,67 | 60,00 | 19,00 | 44,67 | 17,00 | 36,30 | 6,00 | 23,00 | 7,00 | 43,50 | 8,67 |20,00| 6,00
Med. | 87,2 | 25,3 1,67 | 86,67 16,47 28,00 | 0,00 34,80 | 5,17 | 39,30 | 1,00 | 19,33 | 1,00 | 12,00 | 0,67 | 32,09 | 0,50 9,92 0,00
n 72 72 19 29 18 26 25 32 30 13 14 17 18 13 14 6 5 6 7

Tabelle 3.1 (4 von 4): Versuchsergebnisse CD-Oberflachenantigene
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3.2. Zellzyklusantigene

3.2.1. Cyclin A vor und nach immunomagnetischer CD34"'-Selektion in

menschlichem Knochenmark und Nabelschnurblut

Es wurden 7 Nabelschnurblutpraparate vor und 6 Nabelschnurblutpraparate nach
Stammzellseparation ~ mit  immunomagnetischen  MiniMACS-Saulen  auf
Cyclin A-Positivitat mittels APAAP-Farbung untersucht. Bei den Knochenmark-
praparaten waren es 6 Praparate vor und 7 Praparate nach der Saule. Im
Vergleich zu den Knochenmarkzellen war der Anteil der Cyclin-A'-
Nabelschnurblutzellen sowohl vor als auch nach der Saule hoher. Bei den
Nabelschnurblutzellen betrug der Median vor der Saule 0,0% (Spannweite 0,0% -
30,0%). Nach der Saule lag der Median bei 34,9% mit einer Spannweite von 0,0%
- 79,3%. Bei den Knochenmarkzellen war der Median vor der Saule 0,0% bei
einer Spannweite zwischen 0,00% und 7,3%. Nach der Saule war der Median
7,3%, die Spannweite von 0,00%-17,0%. (Abb. 3.2; Tab. 3.2).

90,0
31,5
80,0 - -
70,0
60,0

50,0

%

40,0 -
0,0

30,0
7,0

20,0
0,0
10,0

0.0 | [T 1]

CBVvS CBnS BM vS BM nS

Abbildung 3.2: Cyclin A nach immunomagnetischer CD34"-Selektion in menschlichem
Knochenmark und Nabelschnurblut (Median mit Spannweite)
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Versuch Nabelschnurblut Knochenmark

Nr. vor Saule (%) nach Saule (%) vor Saule (%) nach Saule (%)
CB - BM .

23 -1 50,0 0,0 0,0
28 -2 17,3 7,3 14,0
30 -3 7,0 43,0 0,0 7,0
32 30,0 79,3

34 -5 0,0 0,0 0,0
47 - 6 1,0 17,0
58 0,0 20,0

59 -8 0,0 0,0 8,0
64 -9 0,0 0,0 5,0
80 0,0

Min. 0,0 0,0 0,0 0,0
Max. 30,0 79,3 7,3 17,0
Median 0,0 31,5 0,0 7,0

Tabelle 3.2: Versuchsergebnisse Cyclin A

3.2.2. Cyclin D1 vor und nach immunomagnetischer CD34" -Selektion in

menschlichem Knochenmark und Nabelschnurblut

Es wurden 8 Nabelschnurblutpraparate vor Saule und 12 nach Saule, sowie je 7

Knochenmarkpraparate vor und nach Zellseparationssaule untersucht. Bei den

Nabelschnurblutzellpraparaten war der Median vor der Saule 12,5% und nach der

Saule 82,2%. Die Spannweite vor der Saule lag zwischen 1,0% und 36,0%, nach

Saule zwischen 16,5% und 96,0%. Bei Knochenmarkpraparaten lag der Median
der Cyclin D1%-Zellen vor Saule bei 50,3%. Die Spannweite war 23,0%-86,7%.
Nach der Saule war der das Median 30,0% und die Spannweite 10,7% bis 60,0%.
(Abb. 2.6 und 3.3; Tab. 3.3).
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Abbildung 3.3: Cyclin D1

Knochenmark und Nabelschnurblut (Median mit Spannweite)

nach immunomagnetischer CD34"-Selektion in menschlichem

Vers. Nabelschnurblut Knochenmark

Nr. vor Saule (%) nach Saule (%) vor Saule (%) nach Saule (%)
CB - BM

13-1 16,5 62,0 60,0
19-2 88,0 50,3 11,5
23 78,5 50,0

30 10,0 83,3

34 36,0 80,0

42 -3 87,3 22,0
45 -4 1,0 81,0 30,0
46 3,0 21,7

64 -5 1,0 96,0 68,0 57,0
67 - 6 95,0 23,0 40,0
68 -7 15,0 92,0 10,7
80 47,3 80,0

--8 27,0

---10 86,7

- - 11 35,0

Min. 1,0 16,5 23,0 10,7
Max. 78,5 96,0 86,7 60,0
Med. 12,5 82,2 50,3 30,0

Tabelle 3.3: Versuchsergebnisse Cyclin D1
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5. Diskussion

Durch eine allogene Knochenmarktransplantation kdnnen einige hamatologische
Erkrankungen und auch genetische Erkrankungen geheilt werden. Der Mangel an
passenden Spendern hat dazu gefuhrt nach alternativen Stammzellquellen zu
suchen. Neben einer peripheren Blutstammzelltransplantation (PBSZT) sind in den
letzten zehn Jahren auch vermehrt Nabelschnurbluttransplantationen (NBT)
durchgefuhrt worden. Ob eine Nabelschnurbluttransplantation  Vor- oder
Nachteile gegenuber den anderen Stammzelltransplantationsmethoden hat, ist
momentan Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Das Ziel dieser Arbeit war
es, weitere Informationen Uber die Eigenschaften der Nabelschnurblutstammzellen
zu gewinnen und die immunomagnetische CD34"-Selektionssaulen (MiniMACS-

Saulen) als Zellseparationsmethode zu beurteilen.

In dieser Arbeit wurden die gesammelten Nabelschnurblutzellen vor und nach

CD34"-Selektion mit einer immunomagnetischen Isolationssaule (MiniMACS-
Saulen) untersucht. Vor der Zellseparation konnten alle untersuchten T- und B-
Zell-Rezeptorantigene (CD3", CD4", CD5', CD6", CD8", CD10*, CD19Y),
nachgewiesen werden. Nach der Saule konnten diese Marker nur in wenigen
Fallen und nur in einem sehr geringen MaRe von 0,00% (z.B. CD3") bis 5,17%
(z.B. CD4") nachgewiesen werden was weitestgehend den Ergebnissen anderer
Studien entspricht (Knapp et al. 1995), was zeigt, dass die immunomagnetische
Separation primar gut zur Depletion der untersuchten T- und B-Zell-Antigene

geeignet sein kdnnte.

In 45% von 20 untersuchten Nabelschnurblutproben war der prozentuale Anteil
der CD34" -Zellen vor Separation mehr als 2% und nur in 20% der Proben unter
1%. Der Reinheitsgrad nach der S&ule war relativ hoch. Der Anteil an CD34" -
Zellen lag zwischen 10% und 97% und war bei 69% der
Nabelschnurblutzellproben tUber 80% (Median: 86,67%). Problematisch ist jedoch
die schon geringe Stammzellzahl im Nabelschnurblut (in den untersuchten
Proben: 0,0 - 520,0 x 10*), zusatzlich gehen durch T-Zell-Depletion, weitestgehend
unabhangig davon, nach welcher Methode T-Zellen depletiert werden (Hows et al.
1996, de Wyter et al. 1995), neben T-Zellen auch CD34"-Stammzellen verloren. In
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dieser Arbeit wurde eine positive CD34"-Zellselektion, die auch als eine Art T-Zell-
Depletion gesehen werden kann, mit MiniMACS-Saulen durchgefuhrt. Die Vorteile
dieser Saulen ist, dass sie relativ kostengunstig und einfach im Gebrauch sind
,dass die Separation effektiv und nicht sehr zeitaufwendig ist und vor allem, dass
der Reinheitsgrad der CD34"-Zellen nach der Separation im Vergleich zu den
anderen Methoden mit Uber 70% (de Wynter et al. 1995) relativ hoch ist. Zu den
wichtigsten Nachteilen dieser, sowie auch vieler anderer Separationsmethoden
gehort die meist niedrige Ausbeute. Auch in dieser Arbeit war die Ausbeute mit
16,47% im Median (Spannweite: 2,34 — 69,36%) sehr gering. Somit gingen durch
die Verarbeitung des Nabelschnurblutes mit MiniMACS-Saulen uber 80% der
schon von vorne herein wenigen CD34"-Zellen verloren. Diese geringe Menge an
CD34"-Zellen ware nach bisherigen Erfahrungen sogar fiir eine Transplantation
eines Kindes ungentigend. Um eine, flr eine Nabelschnurbluttransplantation fur
einen Erwachsenen notwendige Zellzahl zu haben, muss die Anzahl, der CD34"-
Zellen z.B. durch eine ex vivo Expansion der Stammzellen erhoht werden. Bis
dahin erscheint diese Methode der T-Zell-Depletion mittels immunomagnetischer
CD34"-Selektion mit MiniMACS-Zellseparationssaulen insgesamt nicht geeignet
eine T-Zell-Depletion fur eine anschliefende Transplantation durchzuflhren,
obwohl alle untersuchten Subpopulationen wie 0.g. signifikant reduziert werden

konnten.

Um eine mogliche Ursache fur die hohere Proliferationskapazitat der
Nabelschnurstammzellen im Vergleich zur KMT herauszufinden, untersuchten wir
in dieser Arbeit neben den T-Zellsubtypen auch Zellzyklusantigene, die sog.
Zykline. Cyclin D1 erreicht seinen hdchst Wert in der mittleren und spaten G1-
Phase, kurz bevor die Zellen in die S-Phase eintreten, somit wird es bei aktiven,
teilungsfahigen Zellen nachgewiesen. Die Cyclin D1-Expression war bei den
CD34"-Nabelschnurblutzellen (Median: 82,2%; Spannweite: 16,5 — 96,0%)
deutlich hoher als bei den CD34'-Knochenmarkzellen (Median: 30.0%;
Spannweite: 0,7 — 60,0%).

Auch Cyclin A, ein Zellzyklusmarker fur die S/G2-Phase, wurde haufiger bei den
CD34"-Nabelschnurblutzellen (Median: 34,9%; Spannweite: 0,0 — 79,3%) als bei
den CD34"-Knochenmarkzellen (Median: 7,3%; Spannweite: 0,0 — 17,0%)

gefunden. Es ist mdglich, dass sich die hohere Proliferationskapazitat der CD34"-
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Nabelschnurblutzellen in der hoheren Expression von der Zellzyklus-
progressionsgene Cyclin D1 und Cyclin A wiederspiegelt, und deshalb fur eine
Nabelschnurbluttransplantation weniger Zellen bendtigt werden als fur eine

Knochenmark- oder periphere Blutstammzelltransplantation.

Nach Gluckmann et al. (1999) waren bis 1999 weltweit mehr als 700
Nabelschnurtransplantationen durchgefihrt worden. Die meisten Empfanger
waren Kinder. Die bisherigen Erfahrungen haben gezeigt, dass
Nabelschnurbluttransplantationen einige Vorteile im Vergleich zu anderen
Stammzelltransplantationsarten haben. Das Material ist leicht zu sammeln, der
Spenderpool ist sehr grol3, verschiedene ethnische Gruppen sind bei den
Spendern gut vertreten und die Infektionsrate des direkt nach der Geburt
gesammelten Blutmaterials ist sehr niedrig. Die Gefahr einer GvHD scheint durch
die weniger immunaktiven frahkindlichen Zellen kleiner zu sein, das
Nabelschnurblut beinhaltet nur wenig reife zytotoxische T-Zellen und ein hoéherer
HLA-mismatch wird somit besser toleriert (Wagner et al. 1993, Hows et al. 1996).
Nicht zu vergessen ist auch die Moglichkeit gesammeltes Nabelschnurblut in einer
Nabelschnurblutbank fur spatere Transplantationen zu konservieren, dadurch
kann das zeitaufwendige Suchprozedere nach einem passenden Spender verkirzt
werden und eine schnellere Transplantation kann ermoglicht werden (Hows et al.
1997, Sugarman et al. 1995).

Im Nabelschnurblut kénnen alle Typen von T-Zellen gefunden werden, sie
unterscheiden sich jedoch von den adulten T-Zellen (Gluckmann 1999). Die
Nabelschnurblutlymphozyten produzieren weniger Zytokine als die adulten Zellen.
Sie sind in der Lage INF-y, IL-4 und IL-10 herzustellen, produzieren aber sehr
wenig IL-2 und werden moglicherweise durch die niedrige Anzahl an CD95'-
Zellen vor Apoptose geschutzt. Die Aktivitat von NK-Zellen ist bei
Nabelschnurblutzellen reduziert (Gluckmann 1999). Mayani et al. (1994) und
Vaziri et al. (1994) beobachteten, dass Nabelschnurblutstammzellen in
Anwesenheit von Wachstumsfaktoren grof3ere Kolonien als adulte Stammzellen
bilden, sie in der Lage sind, in vitro in Langzeit-Kulturen zu expandieren und
langere Telomere haben als die adulten Zellen. Es wird vermutet, dass diese

Eigenschaften der Stammzellen die relativ niedrige Anzahl der
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Nabelschnurblutstammzellen pro Spender kompensieren konnen, und dass das
schnelle Expansionspotential dieser Zellen eine ausreichende Rekonstitution nach
einer myeloablativen Therapie ermdglicht (Gluckmann 1999). Zusatzlich scheinen
die Nabelschnurblutzellen im Vergleich zur Knochenmarkzellen weniger
empfindlich auf einige hamatopoetische Hemmfaktoren wie TGF-3, TNF-a, MIP-

1o und INF-a zu reagieren (Cairo et al. 1997).

Die geringere Indizenz von GvHD bzw. deren mildere Form nach einer
Nabelschnurbluttransplantation scheint, wie o.g., etwas mit der Naivitat der
kindlichen Stammzellen zu tun haben. In einer Studie von Kurzberg et al. (1996),
in der 25 Patienten untersucht wurden, von denen die meisten Kinder waren,
stellte man fest, dass von den 21 Patienten , die evaluiert werden konnten, nur
zwei an einer akuten GvHD Grad Il und zwei an einer chronischen GvHD
erkrankten. Die meisten Spender-Empfanger-Paare hatten 1 bis 3
unterschiedliche HLA-Antigene (Kurtzberg et al. 1996). Bei einer allogenen
Knochenmarktransplantation ist die Gefahr einer hdhergradigen GvHD wesentlich
hoher. Nach einigen Studien liegt die Wahrscheinlichkeit an einer akuten GvHD
Gr. Il oder IV nach einer Knochenmarktransplantation von einem nicht
verwandtem, HLA-identischem Spender zu erkranken, bei 47% bei allen
Altersgruppen und bei den unter 18-jahrigen bei 30% ; die Wahrscheinlichkeit
einer chronischen GvHD liegt bei 55% (Kurtzberg et al. 1996).

In einer Studie von Wagner et al. (1995) wurde ein erfolgreiches Engraftment bei
85% der transplantierten Kinder gesehen, wobei das Engraftment nach
Nabelschnurbluttransplantation etwas spater auftrat als nach
Knochenmarktransplantation. Eine GvHD wurde in der zitierten Arbeit nur bei 6%
der Patienten beschrieben, was dahingehend interpretiert wurde, dass es sowohl
an dem geringem Alter der Empfanger als auch an der geringen Menge an reifen
T-Zellen im Nabelschnurblut liegen kann. Der grote Nachteil der
Nabelschnurbluttransplantationen liegt in der reduzierten Gesamtzahl der
Stammzellen. Weitere, weniger relevante Nachteile sind eine mogliche
Kontamination des Transplantates durch mutterlichen Zellen oder durch Mikroben
(gering), Ubertragung von genetischen Krankheiten und ein vermutlich reduzierter
Graft-versus-Leucemia-Effekt (Wagner et al. 1993, Kurtzberg et al. 1996).
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Der hohe Anteil an immunkompetenten T-Zellen im  allogenen
Stammzelltransplantat (PBSZ, KM) scheint das Risiko einer akuten und/oder
chronischen GvHD zu erhdéhen. Andererseits scheint die T-Zell-Depletion, das
Risiko einer GvHD zu reduzieren, wobei die Gefahr einer AbstolRungsreaktion, die
einer letalen Infektion und eines Leukamie-Ruckfalles durch Verlust des Graft-
versus-Leukamia-Effektes (GvL-Effekt) gleichzeitig ansteigt. Die kritische Anzahl
an T-Zellen, die eine akute GvHD verursachen kann, liegt nach bisherigen
Ergebnissen bei 1 x 10° - 1 x 10° T-Zellen/kg KG, wobei eine hohe Anzahl der T-
Helferzellen des Empfangers protektiv gegen GvHD wirken kann (Link 1999). Eine
komplette Entfernung der T-Zellen ist wegen des schon oben erwahnten Fehlen
des Graft-versus-Leukamia-Effektes nicht erstrebenswert, wobei der Effekt nicht
bei allen Krankheiten (autoimmunologische Krankheiten, metabolische
Erkrankungen etc.) unbedingt notwendig ist (Link 1999). Nach einigen Studien
kénnte schon eine selektive Entfernung von CD3*, CD5", CD6" und CD8" -Zellen
einer GvHD vorbeugen (Neipp et al. 1999, Nimer et al. 1994, Soiffer et al. 1992).
Eine alleinige Entfernung von CD4"-Zellen scheint dagegen keinen Einfluss auf die
Indizenz von GvHD zu haben (Nagler et al 1998). Bei
Knochenmarktransplantationen ist eine T-Zellzahl von 1 x 10° Zellen/kg KG als
kritische Grenze flur einen ausreichenden Graft-versus-Leucemia-Effekt gesehen
worden (Link 1999). Andere Studien haben gezeigt, dass die im Transplantat
befindlichen Suppressorzellen (CD3*, CD4’, CD8) mdglicherweise die GvH-
Reaktion supprimieren, ohne einen Einfluss auf das Graft-versus-Leucemia-Effekt
zu haben (Palathumpat et al. 1992, Negrin et al. 1996). Von peripheren
Blutstammzellen weil man, dass das durch Leukapheresen gesammeltes
Produkt zehnmal mehr T-Zellen beinhaltet als Knochenmark, und dass, die
hamatopoetische Rekonstitution nach einer peripheren
Blutstammzelltransplantation wesentlich schneller eintritt als nach einer
Knochenmarktransplantation (Schmitz et al. 1996). Man vermutet aber, dass die
Gefahr einer chronischen GvHD nach Transplantation von peripheren
Blutstammzellen im Vergleich zu Knochenmarktransplantation groRer ist, wobei
die Indizenz einer akuten GvHD sich nicht signifikant von der bei einer
Knochenmarktransplantation unterscheidet (Dreger et al. 1999). Sirchia et al.
(1999) analysierten die Daten des New York Placental/Umbilical Cord Blood

Program und von Eurocord und stellten fest, dass die Indizenz sowohl einer
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akuten als auch chronischen GvHD bei Nabelschnurbluttransplantation niedriger
ist als nach Transplantation der peripheren Blutstammzellen oder
Knochenmarktransplantation, dass aber das Zeitintervall bis zum Thrombozyten
Engraftment verlangert ist. Eine Ursache fur die verminderte Inzidenz von GvHD
nach NBT koénnte in der hdheren Relation der CD4/CD8-Zellen im
Nabelschnurblut liegen. Auch in dieser Arbeit war die CD4/CD8—Relation der
Nabelschnurblut-MNC mit 2,7 relativ hoch und damit wesentlich héher als von
Hassan et al. (1996) bei Knochenmark (0,91) und bei PBSZ (1,14) beschrieben.

Es bleibt also zu Uberlegen, ob, wie viele, welche und durch welche Methoden
T-Zellen am besten depletiert werden sollen und ob es vielleicht auch andere
Methoden neben der T-Zell-Depletion gibt, mit denen man den gefurchteten
Komplikationen vorbeugen kann und gleichzeitig das Engraftment-Potential nicht

reduziert.

Gluckmann et al. (1999) stellten fest, dass bei Patienten, die eine NBT von einem
nicht-verwandten Spender erhielten und weniger als 3,7 x 10’ MNC/kg KG
erhielten, die mittlere Leukozyten Engraftmentzeit (>500ul ANC) 34 Tage betrug
und eine Thrombozytenzahl von >20 000/ul durchschnittlich in 134 Tagen erreicht
wurde. Bei Patienten, die mehr als 3,7 x 10" MNC/kg KG erhielten lag die mittlere
Leukozyten Engraftmentzeit bei 25 Tagen und die der Thrombozyten bei 47
Tagen. Die gleiche Forschungsgruppe (Gluckmann et al. 1999) stellte fest, dass
keiner der erwachsenen Patienten, die weniger als 1 x 10’ MNC/kg KG erhielten,
die Beobachtungszeit tUberlebte. Ebenfalls berichteten sie, dass bei Patienten, die
weniger als 2 x 10" MNC/kg KG erhielten, die Wahrscheinlichkeit eines
Engraftments am 60. Tag bei 69% und die Wahrscheinlichkeit eine
Thrombozytenzahl >20 000/ul am gleichen Tag zu haben bei 45% lag. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass eine niedrige Zahl an transplantierten Zellen
sowohl mit einem spaten Auftreten des Engraftments als auch mit einem
zunehmenden Risiko eines Nicht-Engraftments korreliert (Gluckmann et al. 1999).
Nach diesen Ergebnissen halten Gluckmann et al. (1999) es fur sinnvoll, bei NBT
nicht mit weniger als 1 x 10°  Nabelschnurblutstammzellen’kg KG zu
transplantieren. Zu bemerken ist, dass die empfohlene Zellzahl ca. 1 log niedriger
als bei einer Knochenmarktransplantation und um das 10fache weniger als bei

einer Transplantation mit peripheren Blutstammzellen (Gluckmann et al. 1999,
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Sierra et al. 1997). Diese Beobachtung stitzt die Hypothese, dass
Nabelschurblutstammzellen einen selektiv qualitativen Vorteil gegenuber

erwachsenen Knochenmarkzellen besitzen.

Die Blutmenge, die aus einer Nabelschnur gewonnen werden kann (bis ca. 250
ml), beinhaltet meistens nicht die, nach bisherigen klinischen Ergebnissen, fur die
Transplantation eines Erwachsenen erforderliche Mindestanzahl (1 X 10" MNC/kg)
an Stammzellen (Gluckmann et al. 1996), erst recht nicht, wenn eine T-Zell-
Depletion durchgefuhrt werden soll. Eine Losung fiur dieses Problem kann
moglicherweise in der ex-vivo Expansion gefunden werden. Bisherige Studien
haben gezeigt, dass bei Knochenmarktransplantationen und peripheren
Blutstammzelltransplantationen die Anzahl der CFU-GM mit der Geschwindigkeit
des hamatopoetischen Engraftments korreliert (Takaue et al. 1991, Kawano Y
1993). Broxmeyer et al. (1992) fanden heraus, dass die totale Zahl von CFU-GM
in Nabelschnurblut sich nicht wesentlich von der von nicht-gereinigtem
Knochenmark unterscheidet, aber die Anzahl von MNC und Progenitorzellen in
Nabelschnurblut kleiner ist als in einem flr eine Transplantation geeignetem
Knochenmark. Die gleiche Forschungsgruppe fand heraus, dass die
Nabelschnurblutzellen eine groRere Expansionskapazitat als Knochenmarkzellen
in Kurzzeit-Flussigkulturen in Anwesenheit von spezifischen Zytokinen haben.
Bekannt ist auch, dass die CD34"-Zellen im Nabelschnurblut eine gréRere
Proliferationskapazitat haben und andere Wachstumsfaktoren benoétigen als adulte
Knochenmarkstammzellen (Wagner 1995b). Traycoff et al. (1994) stellten fest,
dass Stammzellfaktor (SCF), Interleukin-3 (IL-3), Interleukin-6 (IL-6) und
Erythropoietin eine 2500-fache Zunahme der Zellzahl in 9 Wochen, mit maximaler
Produktion von CFU-GM in der dritten und BFU-E in der vierten Woche, in Lang-
Zeit-Kulturen induzieren. Cardoso et al. (1993) untersuchten CD34°/CD38 -
Nabelschnurblutzellen in Flissig-Kulturen mit [L-3, IL-6, G-CSF, SCF und TGF-R
(anti-transforming growth factor). Im Vergleich zu Knochenmark-Kulturen
produzierten diese wesentlich effektiver CFU-GM, BFU-E und CFU-GEMM in
Lang-Zeit-Kulturen als CD38" Subpopulationen. Bemerkenswert war auch, dass
die totale CFU-GM -Produktion der CD34/CD38" Nabelschnurblutzellen 7,6-fach
grolRer war als die der entsprechenden Subpopulation von Knochenmark. Es

scheint also durch ex vivo-Expansion moglich zu sein die Zahl der
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hamatopoetischen Progenitorzellen im Nabelschnurblut (auch in KM und PBSZ)
zu erhdhen und dadurch einerseits eine Transplantation erst zu ermdglichen und
anderseits die Zeit bis zum Engraftment zu verkurzen. Erfolgreiche
Transplantationen von ex-vivo expandierten hamatopoetischen Stammzellen sind
sowohl bei Mausen (Holyoake et al. 1996) als auch Menschen (Chang et al. 1986)
beschrieben worden.

Die wesentlichen Vorteile einer Nabelschnurbluttransplantation liegen somit in
ihrem Einsatz bei nicht-verwandten Empfangern mit hoherer Mismach-Toleranz
besonders nach Durchfihrung einer T-Zell-Depletion. Aufgrund der vielen
vielversprechenden klinischen Erfahrungen und Untersuchungsergebnisse sind
seit 1993 (Sirchia et al. 1999) weltweit Nabelschnurblutbanke eingerichtet worden,
um den weltweiten groRen Bedarf an Stammzellen besser decken zu kdnnen.
Weitere Untersuchungen sind u.a. bei der Frage nach der Standardisierung der
Kollektion des Nabelschnurblutmaterials und Art der Kryopreservation notwendig.
Auch viele ethischen Fragen, wie z.B. wessen Eigentum das Blutmaterial ist,
welche Informationen kénnen von den Eltern des ,Blutspenders” verlangt werden
und wie die Identitdt des Spenders geschutzt werden kann usw., missen noch

diskutiert und beantwortet werden (Sugarman et al. 1995).
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Zusammensetzung des Nabelschnurblutes vor und nach
immunomagnetischer Separation der CD34"- Zellen untersucht. Es sollte neben
der Reinheit der Zellseparationssaulen der prozentuale Anteil an B- und T-
Lymphozyten im Nabelschnurblut mittels Farbung von CD3, CD4, CD5, CD6, CDS8,
CD10 und CD19 ermittelt werden, um so herauszufinden, ob sich eine CD34"-
Selektion mittels MiniMACS-Separationssaulen zur T-Zell-Depletion von
Nabelschnurblut ereignet.

Vor der Zellseparation konnten alle untersuchten T- und B-Zell-Rezeptorantigene
nachgewiesen werden. Nach der Saule konnten diese Marker nur in wenigen
Fallen und nur in sehr geringem Malde nachgewiesen werden. Der Reinheitsgrad
nach der Saule war relativ hoch, die Ausbeute jedoch mit 16,47% nur sehr gering.
Schon um eine, fur eine Nabelschnurbluttransplantation fur einen Erwachsenen
notwendige Zellzahl zu haben, misste die Anzahl der CD34"-Zellen z.B. durch
eine ex vivo Expansion der Stammzellen erhdht werden, erst recht, wenn eine T-
Zell-Depletion durchgeflihrt werden soll, somit eignet sich diese Methode nicht flr
eine T-Zell-Depletion vor Stammzelltransplantation. Bemerkenswert ist, dass die
erreichbare Zellzahl fur eine Nabelschnurbluttransplantation ca. 1 log niedriger als
bei einer Knochenmarktransplantation und um das 100fache geringer als bei einer
Transplantation mit peripheren Blutstammzellen. Durch die Farbung von
Nabelschnurblut und Knochenmark vor und nach immunomagnetischer Separation
mit MiniMACS -Zellseparationssaulen mit Cyclin A und Cyclin D1 sollte
herausgefunden werden, ob sich bei den CD34'-Nabelschnurblutzellen mehr
Zellen in Teilung befinden als im Knochenmark, und ob dadurch die o.g.
Eigenschaft der Nabelschnurblutstammzellen erklart wird.

Die Cyclin D1-Expression war bei den CD34"-Nabelschnurblutzellen deutlich
héher als bei den CD34"-Knochenmarkzellen. Auch Cyclin A wurde haufiger bei
den CD34"-Nabelschnurblutzellen gefunden. Es ist mdglich, dass die hdhere
Proliferationskapazitat der CD34"-Nabelschnurblutzellen durch die héhere
Expression der Zellzyklusprogressionsgene Cyclin D1 und Cyclin A mit bedingt
sein kann, und deshalb fur eine Nabelschnurbluttransplantation weniger Zellen
bendtigt  werden als fur  eine Knochenmark- oder periphere

Blutstammzelltransplantation.
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