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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Hauptaufgabe des Immunsystems ist die Erhaltung der Integritdt hoher entwickelter
Organismen. Neben den physikalisch-chemischen Eigenschaften innerer und &auf3erer
Korperoberflachen, die ein Eindringen potentiell pathogener Mikroorganismen wie Bakterien,
Pilzen, Viren und Parasiten weitgehend verhindern, tragt insbesondere ein komplexes
Netzwerk spezialisierter Abwehrzellen zum Schutz vor Infektionserregern bei. Die zellularen
Komponenten des Immunsystems von Saugern werden vereinfachend in Zellen des
angeborenen (unspezifischen) und des adaptiven (spezifischen) Immunsystems klassifiziert
(1). Zu den Zellen des unspezifischen Immunsystems z&hlen insbesondere Granulozyten
und das Monozyten/Makrophagensystem. Diese Zellen exprimieren Rezeptoren flr
konservierte Molekdlstrukturen mikrobieller Erreger, die zusammenfassend als ,pattern
recognition Rezeptoren* (PRR) bezeichnet werden (2). Ihre Rekrutierung und Funktion wird
durch Chemokine, Zytokine und aktivierte Komplementfaktoren reguliert, wahrend ihre
Hauptaufgabe in der Phagozytose der Mikroorganismen besteht. Durch deren Degradation
und die Prozessierung von Proteinen insbesondere in Monozyten und den verwandten (bzw.
sich daraus entwickelnden) dendritischen Zellen kommt es zur Présentation von
Peptidfragmenten in MHC-Molekilen und damit zur |Initierung einer spezifischen
Immunreaktion gegen diese Fremdantigene. Trager der spezifischen Immunreaktion sind die
B- und T-Lymphozyten. Zentrale Voraussetzungen fir die Entstehung und Aufrechterhaltung
einer adaptiven Immunreaktion sind die Fahigkeit dieser Zellen, .fremd* von ,selbst* zu
unterscheiden, das Vorhandensein genetischer Flexibilitdt, um auf eine Vielzahl potentieller
Fremdantigene spezifisch reagieren zu koénnen (,Lernen) und die Ausbildung eines
immunologischen Gedéachtnisses nach Erstkontakt mit einem Fremdantigen (3, 4). T-
Lymphozyten entwickeln sich aus knochenmarkstdmmigen Vorlauferzellen im Thymus und
werden dort beziglich der Erkennung von MHC-Molekilen positiv selektioniert (Selbst-
Restriktion). Vorlaufer-T-Zellen, die nach erfolgreicher Rekombination ihrer VDJ-
Gensegmente einen T-Zell-Rezeptor (TCR) auf der Oberflache exprimieren und mit MHC
Klasse | Molekilen interagieren, entwickeln sich zu CD8" T-Lymphozyten, wahrend T-Zellen
die MHC Klasse Il Molekiile erkennen zu CD4" T-Zellen heranreifen. Nach Abschluss der
Positivselektion in der Thymusrinde werden solche T-Zellen, die mit hoher Aviditéat gegen
Selbst-MHC und die darin prasentierten Autoantigene reagieren, im Thymusmark von
spezialisierten dendritischen Zellen negativ selektioniert, d.h. sie gehen in Apoptose und

verlassen nie den Thymus. Durch diese zentralen Toleranzmechanismen wird in der Regel
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verhindert, dass es in der Peripherie zu schweren Autoimmunreaktionen kommt. Exportiert
wird hingegen ein breites Repertoire an T-Zellen, das mit seinen diversen TCR mit Selbst-
MHC interagieren kann aber nicht auf Autoantigene reagiert. Treffen diese T-Zellen in der
Peripherie auf antigenprasentierende Zellen (APC), die Fremdpeptide im MHC prasentieren,
werden die reagiblen T-Zellen aktiviert. Es kommt zur klonalen Expansion und zu ihrer
Differenzierung in Effektorzellen sowie zur Entwicklung einer Subpopulation von langlebigen
Gedachtniszellen. Die Effektorfunktion der mit MHC Klasse Il interagierenden CD4" T-Helfer-
Zellen besteht hauptséchlich in der Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wahrend mit
MHC Klasse | interagierende CD8" T-Zellen neben der Zytokinsekretion vor allem
zytotoxische Eigenschaften besitzen und infizierte Zellen z.B. mittels Perforin und Granzyme
zerstoren (zytotoxische T-Zellen, CLT) (5, 6).

Die humorale Immunitdt wird von den B-Zellen und den aus ihnen entstehenden
Plasmazellen vermittelt. B-Zellen tragen auf ihren Zelloberflachen membrangebundene
Immunglobuline als Antigenrezeptoren (BCR). Antikrper sind Y-férmige Strukturen mit zwei
Antigen-Bindungsstellen. Sie bestehen aus zwei identischen leichten (L) und zwei
identischen schweren (H) Ketten, welche durch nicht-kovalente Wechselwirkungen und
kovalente Bindungen (Disulfidbriicken) miteinander verbunden sind. Sie bilden zusammen
eine konstante und zwei identische variable Regionen des Antikorpers. Die konstanten
Regionen bestimmen die Antikérperklasse. In Saugetieren gibt es 5 verschiedene
Antikorperklassen (1gG, IgM, IgD, IgA, IgE), wobei der auf B-Zellen membranstéandige BCR
zunachst aus IgM und IgD Molekilen besteht, nach Aktivierung und Reifung der B-Zelle aus
IgG Molekllen. Bei der B-Zell-Aktivierung unterscheidet man zwischen T-Zell-abhangiger (T-
cell dependent, TD) und T-Zell-unabhéngiger (T-cell independend, TI) Aktivierung (7, 8). Bei
TI-Antigenen handelt es sich z.B. um Polypeptide, Lipopolysaccharide und Nukleinsduren,
die mehrere BCR auf der Oberflache miteinander vernetzt und dadurch eine T-Zell-
unabhéngige B-Zell-Aktivierung herbeiftihren. In der Folge kommt es zur Bildung kurzlebiger
Plasmazellen, die hauptsachlich IgM sezernieren, aber keinen Klassenwechsel (class switch)
vollziehen. Ebenso wenig werden langlebige Gedé&chtniszellen generiert. Im Unterschied
hierzu wird bei T-Zell-abhé&ngigen B-Zell-Reaktionen, z.B. zur Bildung von Antikérpern gegen
Protein- und Peptidantigene, die Hilfe von CD4" T-Zellen benétigt. B-Zellen binden hierbei
BCR gebundene Proteine, die nach Internalisierung prozessiert werden und anschlielend in
Form von MHC II-Peptid Komplexen auf der Zelloberflache von T-Zellen prasentiert werden.
Antigen-spezifische T-Zellen werden hierdurch aktiviert und exprimieren ihrerseits
kostimulatorische Molekiile wie CD40L (CD40 Ligand), der mit dem CD40 Molekil auf B-
Zellen interagiert und zur Stimulation und Proliferation der B-Zelle fuhrt. Unterstutzt wird die
Proliferation und der nachfolgende Antikdrperklassenwechsel zusétzlich durch die von

aktivierten T-Zellen sezernierten Zytokine (z.B. IL-4, IL-13 u.a.) (9, 10). In der Folge kommt
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es zur Differenzierung der stimulierten B-Zelle in eine antikdrperproduzierenden Plasmazelle,
wahrend eine Subpopulation des B-Zell-Klons zur Gedéachtniszelle ausreift (10, 11). Neben
ihrer Funktion als Antikdrperproduzenten scheinen B-Zellen Immunreaktionen zusétzlich auf
vielféltige Weise zu beeinflussen. Hierzu zahlt u.a. ihre Fahigkeit zur Antigenprasentation. Im
Unterschied zu anderen APC nehmen B-Zellen Antigene spezifisch Uber ihnren BCR auf (12).
Diese werden internalisiert, prozessiert und anschlieBend Uber MHC Il mittels
Kreuzprasentation (cross presentation) aber auch Gber MHC | préasentiert, so dass sowohl
CD4" als auch CD8" T-Zellen stimuliert werden kénnen. Durch ihre eigene Zytokin- und
Chemokinsekretion kénnen sie wiederum die Art und Starke der T-Zell-Antwort modulieren
und das Rekruitment von anderen Zellen beeinflussen. Hierdurch besitzen sie nicht nur
immunstimulatorischen Charakter, sondern kénnen je nach Umgebungsbedingung auch
immunmodulatorische Funktion austiben und zur Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz
beitragen, z.B. Uber Mechanismen wie Deletion (13), die Induktion von Anergie (14) oder
durch zytokinvermittelte Suppression (15). Wie solche sogenannte regulatorische B-Zellen
(Breg) eine Suppression vermitteln ist noch nicht im Detail verstanden. Hauptséchlich wird
die Produktion von immunmodulierenden Zytokinen, vor allem IL-10 und TGFp, diskutiert
(16).

1.2 Die Entwicklung und Reifung von B-Zellen

1.2.1 Die Entwicklung der B-Zellen im Knochenmark

Alle blutbildenden Zellen von Saugern entstehen postnatal aus pluripotenten
hamatopoetischen Stammzellen (hematopoetic stem cells, HSC) im Knochenmark (KM).
HSC zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, sich selbst zu replizieren
(Selbsterneuerungspotential, self-renewal) und in jeglichen hamatopoetischen Zelltyp
differenzieren (Multiliniendifferenzierungspotential) zu kdnnen, so dass sie den Organismus
lebenslang mit allen Blutzellen versorgen. Es konnte gezeigt werden, dass durch die
Transplantation von nur einer HSC in letal bestrahlte Mause, 10° Zellen der verschiedenen
Differenzierungsformen von Blutzellen gebildet werden kodnnen. Aufgrund des hohen
physiologischen Umsatzes hamatopoetischer Zellen und der fatalen Folgen eines Verlustes
oder einer unkontrollierten Expansion des Stammzellpools, muss das Gleichgewicht
zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung streng reguliert sein. Die Aufrechterhaltung
der HSC und die Regulation ihrer Selbsterneuerung bzw. Differenzierung ist in vivo stark
abhangig von ihrer speziellen Umgebung, der Stammzellnische. Die Existenz einer
Stammzellnische wurde erstmals von Schofield et al. (17) vorgeschlagen. Diese Nische ist

aus verschiedenen Zelltypen wie Stromazellen, Osteoblasten und Endothelzellen aufgebaut.
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Weitere Komponenten sind die extrazellulare Matrix und l6sliche Faktoren wie Zytokine und
Wachstumsfaktoren. Die Differenzierung der HSC (Abb. 1.1) erfolgt stufenweise und
hierarchisch, ausgehend von Langzeit-repopulierenden Stammzellen (long-term-HSC, LT-
HSC). Diese entwickeln sich Uber Kurzzeit-repopulierende Stammzellen (short-time-HSC,
ST-HSC) zu multipotenten Vorlauferzellen (MPP), die nur noch ein eingeschranktes
Selbsterneuerungspotential besitzen. Aus diesen Zellen entwickeln sich sowohl
liniendeterminierte lymphoide Progenitorzellen (common lymphoid progenitor, CLP) als auch
liniendeterminierte myeloische Progenitorzellen (common myeloid progenitor, CMP).
Wahrend sich aus den CLP im Verlauf die T-, B- und NK-Zellen entwickeln, entstehen aus

den CMP die verschiedenen Zelltypen der myeloischen Reihe (18).

Selbsterneuerungspotential

\ .
\J-Zellen NK-Zellen B-Zellen Mg Granulozyten MegakaryozytenEryth rozyfi]/

Lymphoide Reihe Myeloide Reihe

Abb. 1.1: Die Hamatopoetische Kaskade, modifiziert nach Kondo et al. (18)

Die Hamatopoese wird u.a. durch die Zytokinproduktion von Zellen der SZ-Nische
beeinflusst. Die sezernierten Proteine verandern durch das Binden an spezifische
Rezeptoren der HSC und/oder ihrer nachfolgenden Reifestadien die Genexpressionsprofile.
Diese Interaktionen fordern die Proliferation und/oder das Uberleben der Zellen und
induzieren die zelltyp-spezifische Differenzierung. Fur die Entwicklung von B-Zell-
Vorlauferzellen sind mindestens zwei Zytokinrezeptoren und sechs Transkriptionsfaktoren
von zentraler Bedeutung (19-26). Durch die gemeinsame Expression der
Transkriptionsfaktoren PU.1 und lkaros wird in der MPP die Entwicklung hin zur B-Zelle
determiniert. Die Expression der Rezeptortyrosinkinase FIt3 (fms-like tyrosine kinase 3 ) wird
in der MPP iniziiert, was ihre Spezifizierung hin zur CLP fordert und die Entwicklung zur CMP

inhibiert (27). In der entstandenen CLP wird die Expression von FIt3 und PU.1 induziert,
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wodurch es zur Expression des IL-7R auf deren Oberflache kommt (28). Nach Stimulation
Uber den IL-7R kommt es zu einer Aktivierung des Faktors E2A, der zusammen mit PU.1 die
Expression des Transkriptionsfaktors EBF (early B cell factor) reguliert. AbschlieRend
induziert EBF die Expression von Pax-5, was zu einem Block in der Entwicklung anderer
hamatopoetischer Linien fuhrt und gleichzeitig die Expression B-Zell-spezifischer Gene

verstarkt.

1.2.1.1  Stadien der B-Zell-Entwicklung

Die frihen Stadien der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark kdnnen durch die differentielle
Expression verschiedener intrazellularer und oberflachenstandiger Marker unterschieden
werden (29-31). Bis zum Stadium der reifen B-Zelle durchlauft die Vorlauferzelle im
Mikromillieu des Knochenmarks eine Reihe definierter Entwicklungsstadien, welche durch
Interaktionen mit Ligandenstrukturen oder Rezeptoren auf Stromazellen sowie durch Igsliche
Zytokine, Wachstums- und Differenzierungsfaktoren gesteuert werden. Der fir die B-Zell-
Entwicklung bendtigte Zell-Zell-Kontakt der frihen B-Zellen mit den Stromazellen wird Uber
Zelladhasionsmolekile (cell adhesion molecules, CAM) vermittelt. Der Wachstumsfaktor
SCF (Stammzellfaktor, stem cell factor) liegt sowohl membrangebunden als auch in léslicher
Form vor. Der Stammzellfaktor bindet an den Oberflachenrezeptor  c-kit
(Stammzellfaktorrezeptor, CD117) der B-Vorlauferzellen und das fir die frihe B-Zell-
Entwicklung bendétigte Zytokin IL-7 wird von Stromazellen sezerniert. Zur Klassifizierung der
Entwicklungsstadien von B-Zellen werden derzeit noch unterschiedliche Nomenklaturen
verwendet. Die in dieser Arbeit verwendete Einteilung der B-Zell-Stadien basiert auf der
Nomenklatur von Melchers und Rolink (32). Eine alternative Beschreibung der B-Zell-Stadien
basiert auf der schrittweisen Umordnung und Expression der Gensegmente der L- und H-
Ketten im Entwicklungsverlauf (33). Durch diese Genrekombinationen wird ein
funktionsfahiger B-Zell-Rezeptor generiert, was fiir das Uberleben und die Differenzierung
von B-Vorlauferzellen von entscheidender Bedeutung ist. Die Antigenspezifitit des
Rezeptors wird durch die Verknipfung der V- (variable), J- (joining) und D- (diversity)
Segmente mittels somatischer Rekombination erreicht. Die friihesten Zellen der B-Zelllinie
nennt man Pro-B-Zellen (B220°/ CD135" (FIt3)/ CD117 (c-kit)’/ CD25), in denen die
somatische Rekombination der Gensegmente fur die H-Immunglobulinkette beginnt (34). Die
fur die VDJ-Rekombination bendtigten Enzyme RAG-1 und RAG-2 (recombinase-activating
gen) sowie die terminale Desoxynukleotidyltransferase (terminal desoxynucleotidyl
transferase, TdT) kdnnen in diesen Zellen intrazellular nachgewiesen werden (35). Nach
Abschluss der DJy- Verknuipfung folgt in der spaten Pro-B Zell-Phase (B220°/ CD135" (FIt3)/
CD117 (c-kit)"/ CD25) die Anknuipfung eines beliebigen V- Segments an die DJ,- Kassette.
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Nach einem produktiven Rearrangement (in frame) beginnt die Pra-B-Zell-Phase (B220"/
CD135 (FIt3)/ CD117 (c-kit)/ CD25") und die schwere (uH) Kette von IgM wird synthetisiert.
Die schweren Ketten kdnnen entweder im Zytoplasma oder zusammen mit der aus den
Proteinen A5- und VpreB bestehenden Ersatzleichtkette (surrogate light chain, SL) und den
Signalmolekilen Iga (CD79a) und IgB (CD79b) als Teil der Pra-B-Zell-Rezeptors (Pra-BCR)
auf der Zelloberflache nachgewiesen werden (36). Nur wenn es der Zelle gelingt, zusammen
mit der SL-Kette einen funktionsfahigen Pra-BCR auf der Oberflache zu présentieren,
beginnen die groRen Pra-B-Zellen (nach Stimulierung des Pr&-BCR) zu proliferieren. In den
so entstandenen kleinen Pra-B-Zellen beginnt nun das Rearrangement der leichten Kette,
wobei die V-J Gensegmente der leichten Kette im Igk- oder IgA-Lokus rearrangiert werden.
Meist werden zuerst die Elemente im Igk-Lokus rekombiniert und nur wenn keine produktive
leichte Kette gebildet werden kann, werden die Elemente im IgA-Lokus rekombiniert (37, 38).
Nach Abschluss des Rearrangements bildet die leichte Kette zusammen mit der schweren
Kette des IgM Isotyps einen BCR auf der Zelloberflaiche wund weitere
Rekombinationsprozesse werden gestoppt. Mit dem Erscheinen des membranstandigen IgM
auf der Oberflache werden diese Zellen als unreife B-Zellen bezeichnet (B220"/ CD135
(FIt3)/ CD117 (c-kit)/ CD257/ IgM*/ IgD"). Diese unreifen B-Zellen werden auf Selbst-Toleranz
negativ selektiert, d.h. selbstreaktive Zellen werden durch Apoptose eliminiert oder in einen
anergen Zustand versetzt. Dartber hinaus kann es zur sogenannten Editierung des BCR
(receptor editing) kommen, wodurch die Spezifitat der Antigenbindestelle verandert wird (39,
40). Nachdem unreife B-Zellen diese zentralen Toleranzmechanismen durchlaufen haben,
verlassen sie mit einem funktionsfahigen und monospezifischen BCR auf ihrer Zelloberflache
das Knochenmark und wandern in die Peripherie aus. Diese Zellen werden nun als
transitionale B-Zellen bezeichnet. In Abb. 1.2 sind die einzelnen Schritte der B-Zell-

Entwicklung graphisch zusammengefasst.
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Abb. 1.2: Darstellung der B-Zell-Entwicklung, modifiziert nach Vilen et al. (41)

1.2.2 Reifung der B-Zellen in der Peripherie

Von den 2 x 10" IgM* B-Zellen, die taglich im Knochenmark entstehen, gelangen nur ca. 10
% in die Milz und nur ein Drittel davon entwickelt sich zu reifen B-Zellen (42, 43). Unreife B-
Zellen verweilen einige Tage im Knochenmark, bevor sie als transitionale (T) B-Zellen Uber
den Blutstrom in sekunddre lymphatische Gewebe auswandern. Es werden zwei
Subpopulationen von transitionalen B-Zellen unterschieden (44). T1 B-Zellen kdnnen im
Knochenmark, der Milz und im peripheren Blut nachgewiesen werden, wobei ihre fehlende
Expression von L-Selektin (CD62L) die Einwanderung in die Lymphknoten verhindert. Diese
Zellen kénnen durch ihre hohe Expression von IgM (IgM™™") bei gleichzeitiger Negativitét fiir
IgD (IgD) identifiziert werden. Aus T1 B-Zellen entstehen nach Stimulierung des BCR die T2
B-Zellen. Diese Population ist durch die starke Expression von IgM und IgD (IgM™°", IgD"")
gekennzeichnet. T2 B-Zellen sind proliferationsaktiv und ausschlieZlich in der Milz lokalisiert.
Réaumlich sind die T1 B-Zellen innerhalb der Milz in der periarteriolaren lymphoiden Schicht
(PALS) angesiedelt, wahrend sich die T2 B-Zellen in den Follikeln befinden (44, 45). T2 B-
Zellen differenzieren zu follikularen reifen B-Zellen oder Marginalzonen (MZ) B-Zellen.
Follikulare B-Zellen kénnen migrieren und sind in der Milz, den Lymphknoten, im peripheren
Blut und im Knochenmark zu detektieren. Sie zirkulieren aktiv zwischen Blut und sekundaren
Lymphorganen, wéhrend die MZ B-Zellen ausschlieBlich in der Marginalzone der Milz

verbleiben.

1.3 Allogene Stammzelltransplantation

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) ist eine therapeutische
Option fur Patienten mit malignen und einigen nicht-malignen h&matologischen
Erkrankungen. Nach chemo- und/oder strahlentherapeutischer Vorbehandlung zur
Myeloablation werden Stammzellen eines gesunden Spenders auf den erkrankten
Empfanger tbertragen, wodurch es im Verlauf zum Austausch des blutbildenden Systems
kommt. Klassischerweise wurden HSC durch wiederholte Punktion des Beckenkamms aus
dem Knochenmark, dem physiologischen Ort der Hamatopoese, gewonnen. Mittlerweile
werden jedoch zunehmend periphere Blutstammzellen transplantiert (46). Da unter
physiologischen Bedingungen nur ein sehr geringer Anteil an HSC im peripheren Blut
zirkuliert, werden diese durch Verabreichung des hamatopoetischen Wachstumsfaktors G-

CSF (Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) ins periphere Blut mobilisiert, so dass sie
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nach 4-5 Tagen G-CSF-Behandlung mittels Stammzellapharese isoliert werden kénnen (47,
48). Eine alternative Stammzellquelle stellt Nabelschnurblut dar, das aufgrund der geringen
Menge an Stammzellen bisher hauptséchlich fur die Transplantation von S&auglingen und
Kleinkindern angewandt wurde (49-52). Heute wird Nabelschnurblut jedoch zunehmend auch
bei Erwachsenen eingesetzt (53-55), wobei die benétigte Stammzellzahl durch die
Transplantation von zwei Nabelschnurtransplantaten unterschiedlicher Spender erreicht wird.
Es konnte gezeigt werden, dass sich dadurch kurzzeitig Vorlauferzellen beider Spender
ansiedeln, sich dauerhaft jedoch ein Stammzelltransplantat durchsetzt und die Hamatopoese
langfristig aufrecht erhdlt. Da bei der allogenen HSZT Zellen genetisch divergenter
Individuen ausgetauscht werden (abgesehen von der seltenen Transplantation zwischen
eineiigen Zwillingen), sind immunologische Komplikationen nach Transplantation a priori zu
erwarten. Die Starke der Immunreaktion wird bestimmt von der Expression divergierender
Proteine, vor allem von den Haupthistokompatibilitdtsantigenen (major histocompatibility
complex, MHC), aber auch von den Nebenhistokompatibilitdsantigenen (minor
histocompatibility antigens, MiHA). Beim Menschen wird der MHC als HLA (human leukocyte
antigen) bezeichnet. Der MHC ist ein polymorpher Genkomplex, der fir Membranproteine
kodiert, die der Antigenprasentation dienen und die Basis darstellen fir die Diskriminierung
von ,Selbst* und ,Nicht-Selbst* durch T-Lymphozyten (s.0.). Die polymorphen Gene des
HLA-Komplexes befinden sich beim Menschen auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 (56,
57). Es gibt zwei Klassen von HLA-Molekilen. Klasse | Molekile (HLA-A, HLA-B, HLA-C)
sind auf der Oberflache von nahezu allen kernhaltigen Zellen exprimiert und dienen der
Prasentation intrazellularer Proteinfragmente an CD8" T-Zellen. Klasse Il Molekile (HLA-DR,
HLA-DQ, HLA-DP) werden von professionellen APC, wie Monozyten/Makrophagen, DC und
B-Zellen exprimiert und prasentieren den CD4" T-Zellen exogene Antigene (58). Damit es
nach einer Transplantation nicht zu schweren Immunreaktionen kommt, missen Spender
und Empfanger histokompartibel sein, d.h. es sollte kein Unterschied im HLA-System
vorhanden sein. Transplantationsrelevante Loci sind vor allem HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-
DRB1 und HLA-DBQ1. Je groRer die Ubereinstimmung in den HLA Merkmalen ist, umso
geringer ist die Wahrscheinlichkeit von Transplantatreaktionen, da die Vorlauferfrequenz fir
HLA-reagible allogene T-Zellen sehr hoch ist (bis zu 10 % bei HLA-differenter
Transplantation). Jedoch kommt es immer wieder vor, dass trotz HLA-Identitat
Transplantatreaktionen in Form von Abstol3ungsreaktionen (selten) oder Spender-gegen-
Wirts-Reaktionen (graft-versus-host disease [GVHD]; haufig) nach allogener Transplantation
auftreten. Diese werden durch die oben erwdhnten MiHA ausgeldst (59). Im Rahmen der
GVHD werden empfangerspezifische Peptide von polymorphen Proteinen (die im
Spenderorganismus nicht vorkommen und gegen die Spender-T-Zellen deshalb nicht

tolerant sind) Uber Spender- oder Empfanger-APC prasentiert. Die immunokompetenten T-
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Zellen im Transplantat kbnnen gegen diese fremden Antigene reagieren und dadurch
schwere Immunreaktionen gegen Gewebe des Empfangers auslésen, die sich klinisch als
GVHD manifestieren. Uber &hnliche Mechanismen ist umgekehrt bisweilen auch die
AbstoRung der transplantierten Stammzellen durch residuale Empféanger T-Zellen zu
beobachten (Host-versus-Graft-Reaktion, HVG) (60). In dem Versuch, die lebensbedrohliche
GVHD zu verhindern, wurden vielfach T-Zellen aus dem Transplantat eliminiert. Es zeigte
sich jedoch rasch, dass hierdurch meist keine Verbesserung der Therapieergebnisse zu
erzielen war, da das GVHD-Risiko zwar vermindert wurde, die Patienten aber vermehrt an
Ruckfallen ihrer malignen Grunderkrankung oder an opportunistischen Infektionen
verstarben (61, 62). Hierdurch wurde indirekt auch bewiesen, dass Spender-T-Zellen
wesentlich zum Erfolg dieses Therapieverfahrens beitragen, da sie MiHA auf
hamatopoetischen Zellen erkennen und dadurch Empfangerhamatopoese effizient
immunologisch eradizieren. Dieser Spender-gegen-Hamatopoese-Effekt geht mit einer sehr
effektiven Spender-gegen-Leukdmie-Wirkung (Graft-versus-Leukemia, GVL) einher, die
mittlerweile als zentrales Wirkprinzip der allogenen HSZT erachtet wird und ihre hohere
Wirksamkeit im Vergleich zur autologen Transplantation (bei &hnlich starker Konditionierung)
erklart. Diese Erkenntnisse fUhrten mittlerweile dazu, dass die Vorbehandlung der Patienten
(Konditionierung) haufig nicht mehr myeloablativ durchgefihrt wird, sondern lediglich
ausreichend immunsuppressiv sein muss um eine AbstoRung des Transplantats zu
verhindern (63). Die Eradikation der Patientenhamatopoese (und residueller Leuk&mie-
/Lymphomzellen) erfolgt anschlieend allein durch die ko-transplantierten T-Lymphozyten.
Insofern ist die allogene HSZT heutzutage nicht mehr als rein chemo-/radiotherapeutisches
Therapieverfahren aufzufassen, sondern primar als adoptive Zelltherapie (64). Neben der
anti-hamatopoetischen und anti-leuk&dmischen Wirkung tragen transplantierte T-Zellen auch
zum besseren Engraftment der Stammzellen bei und schiitzen vor opportunistischen

Infektionen in der Posttransplantationsphase.

1.3.1 Graft-versus-Host-Disease (GVHD)

Die GVHD st eine immunologische Reaktion der Spender T-Lymphozyten gegen das
Empfangergewebe und kommt als akute (aGVHD) oder chronische (cGVHD) Form vor.
Wahrend die aGVHD innerhalb der ersten drei Monate nach Transplantation auftritt, zeigt
sich die cGVHD frihestens ab Tag 100 (65-67). Neben dem Krankheitsriickfall ist die GVHD
die Hauptursache fur die hohe Morbiditat und Mortalitdt von Patienten nach allogener HSZT.
Vor ca. 50 Jahren postulierte Billingham drei Voraussetzungen fur die Entstehung der
GVHD. Zum ersten muss das Transplantat immunkompetente Zellen enthalten, zum zweiten

muss das Gewebe des Empfangers Alloantigene aufweisen, welche vom Spender nicht
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exprimiert werden, so dass diese Histoinkompatibilitat zur Stimulation der im Transplantat
enthaltenen Donorzellen fihrt. Drittens muss der Empféanger derart immunsupprimiert sein,
dass er nicht in der Lage ist, die transplantierten Zellen durch eine effektive Immunantwort zu
eliminieren (68). Diese Hypothesen wurden mittlerweile allesamt experimentell bestatigt (z.B.
durch Beschreibung des HLA-Systems) und sind bis heute giltig. Im Rahmen der aGVHD
kommt es zur Zerstérung typischer Zielorgane, vor allem von Haut, Darm und Leber, aber
auch von lymphatischen Organen (69, 70). Die Haufigkeit und Schwere einer GVHD nach
allogener HSZT ist vor allem vom Grad der Histokompatibilitat abhangig, daneben aber auch
von einer Reihe anderer Faktoren, z.B. vom Alter des Patienten (deutlich geringere Inzidenz

bei Kleinkindern) und der Menge transferierter T-Zellen.

1.3.1.1 Akute GVHD

Wie in Abb. 1.3 dargestellt, wird die Pathophysiologie der aGVHD in 3 Phasen eingeteilt
(71-74). Die Konditionierung des Patienten fuhrt in der ersten Phase zu
Gewebeschadigungen, was zur Freisetzung groler Mengen pro-inflammatorischer Zytokine
wie IL-1 und TNF (,Zytokinsturm®) fahrt (75, 76). Hierdurch werden antigenprasentierende
Zellen (APC) aktiviert, so dass sie verstarkt Adhasionsmolekile, kostimulatorische Molekile
und MHC-Molekile exprimieren (,danger® Signale) (77). Dartber hinaus fihrt die
konditionierungsbedingte Toxizitdt am Darm zu Mucosaschédigungen und damit verbunden
zur Durchwanderung von Bakterien aus dem Darmlumen und zur Freisetzung z.B. von
Lipopolysacchariden (LPS). Dies fuhrt ebenfalls zur Ausschittung von TNF, IL-1 und dem
stark gewebetoxischen Stickstoffmonoxid (NO) durch die im Gastrointestinaltrakt
residierenden Makrophagen (75) und in der Folge zur APC Aktivierung. In der
Transplantationsphase werden Spender-T-Zellen aus dem Transplantat in dieses pro-
inflammatorische Milieu eingebracht. Die Zellen migrieren in die sekundaren Lymphorgane
und werden dort durch die Empfanger-APCs aktiviert. Bei MHC-differenter Transplantation
konnen Spender-T-Zellen direkt auf die korperfremden MHC-Molekile auf den APC des
Empfangers reagieren (direkte Alloreaktion) (78, 79). Bei der sogenannten indirekten
Alloantigenerkennung werden Peptide von differierenden Empféanger-MHC-Molekilen im
MHC von Empfanger- oder Spender-APC préasentiert (80, 81). Die dritte Mdglichkeit der
Allostimulation erfolgt Gber MiHA, d.h. der Prasentation von Peptiden polymorpher Proteine,
wodurch selbst nach MHC-identer HSZT GVH-Reaktionen ausgeldst werden kdnnen (78,
82). Die Spender T-Zellen beginnen in der Folge zu proliferieren und produzieren ihrerseits
proinflammatorische Zytokine wie IL-2 und IFNy. Dies fihrt in der Folge zur Differenzierung
und Aktivierung von CTL sowie von Makrophagen und NK-Zellen. Letztendlich kommt es in

der dritten Phase, der sogenannten Effektorphase, Uber eine komplexe Kaskade
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verschiedener Effektormechanismen zur Zerstoérung der GVHD-Zielorgane. Diese werden
sowohl durch zellulare Effektoren wie CTL und NK-Zellen, aber auch durch inflammatorische
Zytokine wie TNF, IL-1 oder das NO vermittelt (75). Durch inflammatorische Zytokine werden
in den entziindeten Geweben Chemokine induziert, die zur Migration der Effektorzellen in die
GVHD Zielorgane beitragen (83). CTL vermitteln ihre Zytotoxizitat durch direkten Zellkontakt
Uber Perforin/Granzym oder nach Induktion des Fas Liganden (FasL) durch Interaktion mit

Fas auf der Zielzelle, wodurch diese in Apoptose geht (60, 84).

Phase 1:
Konditionierung des Empfangers

7 7
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IL-1
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Aktivierung von zellulére und
Spender-T-Zellen entzindliche Effektoren

Abb. 1.3: Pathophysiologie der GVHD. Modifiziert nach Hill et al. (75)

1.3.1.2 Strategien zur Prophylaxe und Therapie der GVHD

Aufgrund der hohen T-Vorlauferfrequenz fir die direkte Erkennung allogener HLA-Molekiile
ist die HLA-Typisierung von Empfanger und potentiellem Spender die wichtigste Mal3nhahme
zur Vermeidung der GVHD. Zur Verhinderung einer AbstoRung, vor allem aber zur
Verhinderung der durch MiHA ausgeldsten GVHD, enthdlt jedes Konditionierungsregime
eine immunsuppressive Komponente. Die unterschiedlichen Ziele der Patientenvor-
behandlung (Tumoreradikation, Myeloablation und Immunsuppression) sind der Grund fur
die Bezeichnung ,Konditionierung®, da es sich nicht lediglich um eine strahlen- oder
chemotherapeutische Therapie handelt, sondern samtliche Faktoren fiir ein erfolgreiches
Anwachsen der Spenderhamatopoese berticksichtigt werden muissen. In Abh&ngigkeit von
der Kklinischen Situation (z.B. residuelle Erkrankung bei Transplantation) wird die Gewichtung
der einzelnen Therapiekomponenten individuell angepasst. Die klassische und in allen
Zentren etablierte Immunsuppression bei T-Zell-haltigem Transplantat besteht aus der

Verabreichung des Calcineurininhibitors Cyclosporin A (CSA) in Kombination mit niedrig
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dosiertem Methotrexat (MTX) an den Tagen 1, 3, 7 und 11 nach Transplantation. CSA fiihrt
zur Verminderung der IL-2 Synthese und hemmt somit die Aktivierung und die Proliferation
von T-Lymphozyten (85). CSA wird heute z.T. durch neuere Calcineurininhibitoren (z.B.
Tacrolimus) ersetzt. Methotrexat, ein Zytostatikum mit immunsuppressiver Wirkung, ist ein
Antimetabolit und inhibiert das Enzym Dihydrofolatreduktase, welches mafgeblich an der
DNA Synthese beteiligt ist. Hierdurch kommt es zu einer Beeintrachtigung der
Nukleinsduresynthese und damit zu einer Storung des Zellstoffwechsels (86). Der Einsatz
der Immunsuppressiva hat jedoch auch eine erhdhte Infektionsrate zur Folge und fuhrt z.T.
zu erheblichen Organtoxizitaten.

Eine neuere Strategie zur Reduktion des GVHD-Risikos ist die Verhinderung von
Gewebeschadigungen (vor allem des Gastrointestinaltraktes) durch  Reduktion der
Konditionierungsintensitat (87). Hierfir wurden dosisreduzierte Konditionierungsprotokolle
(reduced intensity conditioning, RIC) bis hin zu nicht-myeloablativen Protokollen entwickelt.
Im Vergleich zur konventionellen (myeloablativen) Hochdosischemotherapie (z.T. kombiniert
mit Ganzkorperbestrahlung) konnten die Gewebeschdden und die Bildung von
inflammatorischen Zytokinen reduziert und dadurch eine Reduktion der friihen akuten GVHD
erreicht werden (76, 88). Insgesamt wurde die GVHD-Rate jedoch nur marginal veréandert,
da sie lediglich verspatet auftrat und aul3erdem erhdhte die nicht-myeloablative
Konditionierung das Risiko fur TransplantatabstoRungen und Krankheitsriickfalle (89).
Aufgrund der deutlich reduzierten Gesamttoxizitat werden diese Protokolle aber zunehmend
zur Transplantation alterer Patienten eingesetzt, die bis dahin von Transplantationsverfahren
generell ausgeschlossen wurden.

Eine weitere Strategie zur GVHD-Prohylaxe ist die T-Zell-Depletion. Hieflr werden vor allem
bei der HLA-identischen Fremdspendertransplantation Tierseren eingesetzt (meist aus dem
Kaninchen), die nach Immunisierung mit Thymozyten (Thymoglobulin®) oder der T-Zelllinie
Jurkat (ATG-Fresenius®) zytotoxische Antikérper gegen humane Lymphozyten enthalten. Die
Verabreichung dieser Seren zum Zeitpunkt der Transplantation fihrt zur Depletion von
Spender- und Empfanger-T-Zellen. Vor allem in britischen Transplantationszentren wird ATG
zusehends durch den monoklonalen Antikorper Alemtuzumab ersetzt, der an das
Glykoprotein CD52 auf der Zelloberflache von Lymphozyten bindet und diese lysiert (90).
Neben der Depletion von T-Zellen in vivo kann dieser Antikorper auch dem
Stammezelltransplantat zugefligt werden, so dass eine ex vivo Depletion von T-Lymphozyten
erfolgt (sog. ,Campath in the bag"). Bei Hochrisikokonstellationen bzgl. der GVHD wie z.B.
bei haploidenter Transplantation (Transplantation zwischen Verwandten 1. Grades mit nur 50
%-iger HLA-Identitdt), werden haufig noch aggressivere T-Zell-Depletionsstrategien
angewandt. Hierzu zahlt insbesondere die Positivselektion von hamatopoetischen

Stammzellen in vitro mittels anti-CD34-Magnetbeadselektion, die zur hochgradigen
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Aufreinigung der Stammzellen mit einer marginalen T-Zell-Kontamination fuhrt. All diesen
Strategien ist gemeinsam, dass sie das GVHD-Risiko reduzieren, die Gefahr von
opportunistischen Infektionen oder Krankheitsrickfallen aber erhdhen wund die
Immunrekonstitution verzégern (91-93).

Tritt eine akute GVHD trotz prophylaktischer Immunsuppression auf, besteht die etablierte
Erstlinientherapie in der Verabreichung hochdosierter Steroide. Kortikosteroide besitzen anti-
inflammatorische Aktivitdt. Durch die Hemmung der IL-2 Produktion wird die Proliferation von
T-Lymphozyten gehemmt und Apoptose induziert (94). Bei Steroidrefraktéritat einer
schweren akuten GVHD ist die Prognose prinzipiell infaust, d.h. es gibt keine anerkannte
Zweitlinientherapie und es werden diverse Immunsuppressions- und —modulationsstrategien
eingesetzt. Hierzu gehéren z.B. die Kombinationstherapie aus Steroiden mit mTOR-
Inhibitioren (z.B. Sirolimus), T-Zell-Depletionsverfahren (z.B. ATG oder Alemtuzumab; s.0.)
sowie der Einsatz sogenannter ,Biologika®, die sich an der Pathophysiologie orientieren und
z.B. Zytokine blockieren (anti-TNF [Infliximab]) (95). Ahnliche Strategien, die derzeit in
klinischen und praklinischen Studien getestet werden, sind die Blockade von
kostimulatorischen Molekilen, z.B. durch Einsatz des Fusionsproteins CTLA-4-Ig oder von
Antikdrpern gegen CD80, CD86 oder gegen CD154 (CD40L), die die Interaktion von T-Zellen
mit APC inhibieren (96, 97). Zellulare Immunmodulationsstrategien in klinischer Testung sind
die Transfusion sogenannter in vitro expandierter mesenchymaler Stammzellen, die
entweder vom Knochenmarkspender selbst oder einem Drittspender generiert werden (98).
Der Funktionsmechanismus dieser Therapie ist genauso unbekannt und viel diskutiert wie
die sehr erfolgreich eingesetzte extrakorporale Photopherese. Hierbei werden mittels
Apharese Leukozyten des Patienten aus dem peripheren Blut isoliert. Es erfolgt zuerst eine
Inkubation der Zellen mit dem DNA-interkalierenden Wirkstoff 8-Methoxypsoralen (8-MOP),
der die Zellen fir die anschlieBende UV Bestrahlung sensibilisiert und deren Apoptose
induziert. Es wird vermutet, dass nach Reinfusion der Zellen regulatorische T-Zellen (Treg)
induziert werden, die zum therapeutischen Effekt beitragen (99). Im Unterschied zu diesen
induzierten Treg-Zellen beschaftigt sich unsere Arbeitsgruppe seit Jahren mit der Rolle

thymusstammiger (natirlicher) Treg-Zellen in der Transplantationsmedizin (100-102).

1.3.2 Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation

Der Verlauf der Immunrekonstitution nach Transplantation ist von verschiedenen Faktoren
abhangig, u.a. vom Alter des Patienten, der HLA-Kompatibilitat zwischen Spender und
Empfanger, dem Auftreten einer GVHD, den eingesetzten Immunsuppressiva zur GVHD
Prophylaxe sowie von der Beschaffenheit des Transplantats (Gesamt- oder T-Zell-

depletiertes Stammzellprodukt) (103). Wahrend es innerhalb weniger Wochen nach der
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allogenen HSZT zu einer schnellen Rekonstitution der Myelopoese und der NK-Zellen
kommt, zeigen Patienten eine Uber einen langen Zeitraum (bis zu 2 Jahre) andauernde B-
und T-Zell-Defizienz (adaptives Immunsystem). Diese Immundefizienz ist mit einem erhéhten
Risiko fur das Auftreten von opportunistischen Infektionen sowie eines Krankheitsruickfalls
verbunden (104). Die T-Zell-Rekonstitution nach HSZT kann auf zwei unterschiedliche
Weisen erfolgen, namlich thymusabhangig und  thymusunabhéngig (105). Bei der
thymusunabhéngigen Rekonstitution handelt es sich um eine antigengetriggerte
homdoostatische Expansion (HE) reifer Spender T-Zellen aus dem Transplantat, die in den
lymphopenen Patienten stark proliferieren (106, 107). Das T-Zell-Rezeptor-Repertoire dieser
Zellen ist infolgedessen auf die TCR Spezifitaten im Transplantat beschrankt (108). Aufgrund
ihrer starken Stimulation und Expansion verliert ein Grof3teil der Zellen die
Oberflachenexpression von Homingrezeptoren fur die Migration in sekundére Lymphorgane
(z.B. CD62L und CCRY7), so dass sie dort nicht mit APC interagieren und B-Zellen
stimulieren konnen. Trotzdem tragt die HE zur frihen Immunitat nach HSZT bei und wird
spater durch die thymusabhéngige T-Zell-Rekonstitution ergéanzt. Bei dieser
thymusabhangigen Rekonstitution entwickeln sich ,neue* T-Zellen (wie in der Ontogenese)
durch Differenzierung von Vorlduferzellen aus den transplantierten Stammzellen, die
anschlieBend vom Knochenmark in den Thymus auswandern (109). Durch das
Rearrangement der T-Zell-Rezeptor-Gene und die anschlielende positive und negative
Selektion im Thymus entsteht die Diversitat des T-Zell-Repertoires und es kommt zur
Entwicklung eines voll ausgereiften T-Zell-Kompartiments. Wahrend der Umlagerung von
Genen fur den TCR im Thymus entstehen sogenannte TREC (TCR rearrangement excision
circles), die ein geeigneter Marker fir ,recent thymic emigrants® (RTE) sind, so dass die
Anzahl der TRECs im peripheren Blut fur die Quantifizierung der T-Zell-Neubildung im
Thymus herangezogen werden kann (110). Auch die Analyse von T-Zell-Rezeptor-
Repertoire (109) und die phanotypische Charakterisierung von T-Zellen beziglich der
Expression von z.B. CD45RA und CD62L, die vor allem auf kirzlich aus dem Thymus
emigrierten naiven CD4" T-Zellen zu finden sind, kdnnen Aufschluss tber die Thymopoese
geben (111). Anhand solcher Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass ein
Wiedereinsetzen der Thymusfunktion Ublicherweise erst mehrere Monate nach der
Transplantation stattfindet. Da der Thymus auch ein GVHD-Zielorgan darstellt und von
alloreaktiven T-Zellen schwer geschadigt werden kann, ist die Thymopoese bei Patienten mit
GVHD héaufig erheblich verzdgert (112).

Neben der T-Zelldefizienz zeigen Patienten nach allogener HSZT auch eine lang
andauernde B-Zelldefizienz. Die Risikofaktoren fur das Ausmald und die Dauer der B-
Zelldefizienz unterscheiden sich nicht wesentlich von denen fur die T-Zelldefizienz und

schlieBen die Art des Transplantats und die Stammzelldosis ein sowie das Alter der
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Patienten und die Verabreichung und Art der Immunsuppressiva. Wichtigster Risikofaktor ist
jedoch das Auftreten und die Schwere einer GVHD und/oder ihre Behandlung (113, 114). In
alteren klinischen Studien wurde nachgewiesen, dass es im Rahmen der GVHD nicht nur zu
einer deutlich verminderten Anzahl an reifen B-Zellen in der Peripherie kommt, sondern auch
zu einer deutlichen Defizienz in den einzelnen Vorlauferstadien der B-Zelle im KM (115-117).
Selbstverstéandlich konnte in diesen klinischen Untersuchungen nicht differenziert werden, ob
die B-Zell-Defizienz durch die GVHD verursacht wurde oder eine Folge der prophylaktischen
und/oder therapeutischen Immunsuppression darstellt. Die Klarung des Einflusses der
GVHD auf die B-Zell-Rekonstitution ist zentrales Thema dieser Arbeit. In einem murinen
Transplantationsmodell ohne Einsatz pharmakologischer Immunsuppressiva soll untersucht
werden, welchen Einfluss die GVHD auf die B-Zell-Rekonstitution hat. Zudem soll analysiert
werden, ob die B-Zell-Defizienz zentral oder peripher verursacht wird, ob zelluldre
Mechanismen oder Zytokine fur die B-Zell-Defizienz verantwortlich sind (z.B. IFN-y von
aktivierten T-Zellen oder IL-1 von Makrophagen im Rahmen des sog. Zytokinsturmes nach
HSZT) (114, 118) und ob B-Vorlauferzellen im KM direktes Target der GVHD sind oder
indirekt Uber Schadigung des KM-Stroma betroffen werden (Graft-versus-Stroma-Reaction)
(119). Da Stromazellen fur viele wichtige Schritte in der frihen B-Zellentwicklung
entscheidende Stimuli liefern (s. 1.2.1.1), konnte ihre Schadigung ein Grund fur die

beobachtete Defizienz sein (120).

1.4 Regulatorische T-Zellen

Positiv- und Negativselektion im Thymus sind die Hauptmechanismen zum Schutz von T-
Zell-induzierten Autoimmunerkrankungen. Selbst in Gesunden sind jedoch potentiell
autoreaktive T-Zellen nachweisbar, so dass die Negativselektion offensichtlich lickenhaft ist.
Dass es trotzdem nur in seltenen Féllen zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen
kommt, liegt an verschiedenen peripheren Toleranzmechanismen. Dazu zdhlen passive
Mechanismen wie Deletion, Anergie und Ignoranz (121, 122), aber auch die aktive
Suppression selbstreaktiver T-Zellen durch sogenannte regulatorische T-Zellen. Es wurden
unterschiedliche T-Zell-Subpopulationen mit regulatorischen Eigenschaften beschrieben;
dazu gehoren yd T-Zellen, NKT-Zellen, CD8'CD28 und CD4"'CD25" T-Zellen (123). Letztere
umfassen sowohl die heterogene (und nur maRig charakterisierte) Subpopulation der in der
Peripherie induzierten CD4°CD25" Treg-Zellen (iTreg), als auch die homogene, bereits im

Thymus ausdifferenzierte Subpopulation der natirlichen Treg-Zellen (nTreg).
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1.4.1 Nattrliche regulatorische T-Zellen

Mitte der 90er Jahre wurde von Shimon Sakaguchi und seinen Mitarbeitern eine
Subpopluation von CD4" T-Zellen der Maus beschrieben, die konstitutiv die alpha-Kette des
IL-2 Rezeptors (CD25) exprimiert. Diese Zellen umfassen ca. 5-10 % aller peripheren CD4"
T-Zellen in naiven Mausen und werden mittlerweile natirliche regulatorische T-Zellen
(nTreg) genannt (124, 125). Ihr suppressives Potential konnte in einem adoptiven T-Zell-
Transfermodell gezeigt werden. In diesem Modell wurden durch Transfer von CD4°CD25 T-
Zellen in immundefiziente Nacktméuse Autoimmunerkrankungen induziert, die durch den ko-
Transfer von CD4'CD25" T-Zellen verhindert werden konnten (124). In Thymektomie-
experimenten konnte er zeigen, dass die immunsuppressive T-Zellpopulation im Thymus
generiert und erst ca. 3 Tage nach Geburt von dort in die Peripherie exportiert wird.
Neugeborene  Wildtyptiere  entwickelten nach  Thymektomie namlich  &hnliche
Autoimmunphanomene wie die Nacktmause, die durch den Transfer von CD4'CD25" T-
Zellen adulter Tiere ebenfalls verhindert wurden (126). In Abgrenzung zu den in Verruf
gekommenen Suppressorzellen wurden sie ,regulatorische T-Zellen* genannt und aufgrund
ihrer Entstehung im Thymus erhielten sie die Zusatzbezeichnung ,nattrliche* Treg-Zellen.
Eine vergleichbare Population mit identischen phéanotypischen und funktionellen
Eigenschaften wurde mittlerweile in der Ratte, in Primaten und im humanen System
beschrieben. Die am haufigsten genutzten Marker zur Identifizierung von regulatorischen T-
Zellen sind neben der a-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25) (124) das konstitutiv intrazellular
exprimierte CLTA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4) (127, 128), GITR
(Glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor family related gene) (129), Lag-3
(lymphocyte activation gene 3) (130) und die verminderte Expression der a-Kette des IL-7
Rezeptors (CD127) (131, 132). Diese Oberflichenmarker sind allerdings nicht sehr
spezifisch, da sie alle auch von konventionellen T-Zellen nach Aktivierung exprimiert werden.
Auch die verminderte Expression von CD127 unterscheidet Treg-Zellen nicht zuverlassig von
aktivierten konventionellen T-Zellen, da es auf diesen nach Aktivierung ebenfalls
herunterreguliert wird (133-136). Die derzeit zuverlassigste Methode zur Identifizierung von
Treg-Zellen ist die Expression des im Jahre 2001 charakterisierten Transkriptionsfaktors
FoxP3 (forkhead winged helix protein). FoxP3 wurde als molekularer Marker und
Schlusselgen (master regulator) fur die Differenzierung und Funktion von regulatorischen T-
Zellen identifiziert. Das Molekil FoxP3 wurde erstmals durch molekulargenetische Analysen
in der Scurfy Maus entdeckt. Der in dieser Maus beobachtete Autoimmunphanotyp wird
durch eine Frameshift-Mutation im foxp3 Gen verursacht, die zu einem sofortigen Abbau des
FoxP3 Molekils fuhrt (137). Es handelt sich hierbei um eine X-chromosomale rezessive
Mutation, die in hemizygoten Méannchen zu schweren lymphoproliferativen Autoimmun-

erkrankungen fihrt. Diese M&ause sterben innerhalb von 4 Wochen nach ihrer Geburt.
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Vergleichbare Mutationen im foxp3 Gen wurden auch bei Patienten gefunden, die unter dem
IPEX-Syndrom (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked
syndrome) leiden (138). Die schweren Autoimmunerkrankungen dieser Patienten fihren
ohne Behandlung (allogene Stammzelltransplantation) oft schon im Kleinkindalter zum Tod
(139, 140). FoxP3 wird in CD4"CD25" Treg-Zellen exprimiert und es konnte gezeigt werden,
dass eine Uberexpression dieses Transkriptionsfaktors in Tconv Zellen immun-
suppressorische Eigenschaften induziert (141). Die molekulare Wirkweise von FoxP3 beruht
hauptsachlich auf seiner Funktion als transkriptioneller Repressor. Foxp3 bindet DNA-
Sequenzen in den Promotorregionen von Zytokingenen wie IL-2, IL-4, IFNy und TNF und
unterdriickt somit die NFAT und NF-kB induzierte Zytokintranskription (142). Zusatzlich kann
Foxp3 aber auch als Aktivator fungieren und Treg-spezifische Gene induzieren. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor FoxP3 ein Treg-spezifisches
Expressionsprofil stabilisiert, das zunachst unabhéngig von FoxP3 entsteht, und dass fir
die Aufrechterhaltung der suppressorischen Funktion von Tregs eine permanente und
stabile Expression von FoxP3 notwendig ist (143). Ein Vergleich der Proteinexpression in
CD4'CD25" Treg-Zellen und naiven, bzw. aktivierten Tconv Zellen zeigte, dass Foxp3
konstitutiv in CD4"CD25" Treg-Zellen exprimiert wird. Dadurch ist es moglich, nTreg-Zellen
(FoxP3") von aktivierten T-Zellen (FoxP3") zu unterscheiden (141, 144). Da es sich bei
FoxP3 jedoch um ein intranuklear exprimiertes Protein handelt, konnten bisher Gber diesen
Marker keine vitalen nTreg-Zellen isoliert werden. Durch die Entwicklung von FoxP3-
Reportermausen gelingt dies mittlerweile zumindest in tierexperimentellen Studien, so dass
die Ontogenese von FoxP3" T-Zellen untersucht werden kann (126). Intrathymische
Transferexperimente deuten darauf hin, dass nTreg-Zellen aus CD4'CD8" doppelt negativen
Thymozytenvorlaufern entstehen. (133). Sie werden durch die Interaktion mit kortikalen
Thymusepithelzellen positiv selektioniert. Es wird postuliert, dass sie einen vergleichsweise
hochaffinen TCR fir die U0Uber MHC-Klasse-ll prasentierten Selbstantigene auf
Thymusepithelzellen besitzen, jedoch nicht ausreichend stark reagieren, um anschlieRend
negativ selektioniert zu werden (145).

Funktionell zeigen nTreg-Zellen sowohl in vitro, als auch in vivo suppressive Eigenschaften
(124, 146). Sie selbst sind in vitro anerg, d.h. sie proliferieren nicht nach alleiniger TCR-
Stimulation, was auf ihre fehlende IL-2 Transkription und Sekretion zurtickzufuhren ist (147).
Durch die Zugabe von exogenem IL-2 kann dieser anerge Zustand aufgehoben werden. Erst
nach ihrer eigenen TCR-Aktivierung gewinnen sie suppressive Eigenschaften und kénnen
die Proliferation und Zytokinproduktion sowohl von CD4" und CD8" T-Zellen supprimieren
(148). Wahrend die Aktivierung udber ihren TCR antigenspezifisch erfolgt, ist die
Suppressionsphase antigenunabhangig. Obwohl anfangs vermutet wurde, dass nTreg

aufgrund ihrer thymalen Selektion nur selbstreaktive Immunzellen unterdriicken, zeigen
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neuere Studien mittlerweile, dass sie auch Immunantworten auf nicht-selbst Antigene wie

z.B. mikrobielle Antigene (149), Alloantigene (150) und Tumorantigene (151) regulieren.

1.4.1.1 Mechanismus der Suppression durch nTreg

Die molekularen Mechanismen der Treg-Suppression sind bisher noch nicht eindeutig
aufgeklart, z.Z. werden aber zahlreiche Regulationsmechanismen diskutiert. Anféanglich
wurde vermutet, dass die Suppression von Tconv Zellen ausschlie3lich Gber einen direkt
zellkontaktabhangigen Prozess erfolgt, da die in vitro Suppression durch die Verwendung
einer semipermeablen Membran zur Separation der T-Zell-Populationen in Kokulturen
aufgehoben werden konnte (152, 153). Spater zeigten intravitalmikroskopische Aufnahmen,
dass nTreg in vivo préferentiell mit Dendritischen Zellen interagieren und nicht nur mit
potentiellen Effektorzellen. (154). Insofern scheinen nTreg-Zellen ihre Funktion auch tber die
Modulation der Reifung oder Funktion von DC zu vermitteln und dadurch die Aktivierung und
Expansion konventioneller T-Zellen zu inhibieren. Ein Effektormolekil in dieser Interaktion
koénnte das konstitutiv exprimierte CTLA-4 sein. Die Blockade von CTLA-4 in naiven Mausen
fuhrt zu organspezifischen Autoimmunerkrankungen, vergleichbar mit denen nach Depletion
von nTreg-Zellen (133). Die Interaktion von CTLA-4 der nTreg-Zellen und dem CD80/CD86
auf DCs reduziert deren Fahigkeit T-Zellen zu aktivieren. Des Weiteren fihrt diese
Interaktion zur Induktion von Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) in DC (155). IDO katalysiert
die Umwandlung von Tryptophan in Kynurein und andere Metabolite, die einen direkten
immunsupressiven Effekt auf die Tconv bewirken. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass
eine Suppression von Tconv durch nTreg-Zellen auch in Abwesenheit von DCs mdglich ist,
was die Rolle von CTLA-4 fur die Suppression in Frage stellt (156).

Ein weiters Oberflachenantigen, das bei der durch nTreg-Zellen vermittelten Suppression der
DCs eine Rolle spielt, ist LAG-3. LAG-3 wird von nTreg-Zellen exprimiert. Es handelt sich
hierbei um ein CD4-Homolog, das mit hoher Affinitdt an MHC 1l Molekile bindet. Durch die
Bindung von LAG-3 an MHC Il Molekule unreifer DC kommt es zur Induktion eines durch
ITAM (immunoreceptor tyrosine based activation motif) vermittelten inhibitorischen Signals,
das die DC-Reifung und ihre Fahigkeit zur Immunstimulation supprimiert (157).

Kirzlich wurde als weiterer Suppressionsmechanismus eine Erhéhung des cAMP Spiegels
in der Zielzelle durch nTreg-Zellen vorgeschlagen. Hierfir wird einerseits der direkte
Transport von cAMP aus Treg-Zellen Uber sog. ,Gap-Junctions” in aktivierte Zielzellen
beschrieben (158). Dartiber hinaus sollen Treg-Zellen mittels ihrer Ektoenzyme CD39 und
CD73 aus dem im Rahmen einer Inflammation extrazellular anfallenden ATP und ADP

perizelluldares Adenosin synthetisieren. Adenosin bindet an den A2A Rezeptor
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konventioneller T-Zellen, wird internalisiert und inhibiert durch Aktivierung von ICER
(inducible cAMP early repressor) die Produktion von IL-2 und IFN-y (159, 160).

Neben diesen Zellkontakt-abhangigen Suppressionsmechanismen wird auch immer wieder
die lokale Sekretion von inhibitorischen Zytokinen wie TGFB und IL-10 propagiert. Allerdings
zeigten in vitro Studien unter Verwendung von neutralisierenden Anitkdrpern gegen TGF-f3
und/oder IL-10, dass diese Zytokine nicht essenziell sind fir die Funktion von nTreg-Zellen
(152, 153, 161, 162). Daruber hinaus zeigen nTreg-Zellen aus IL-10- oder TGFB-defizienten
Mausen eine mit Wildtyp-Tregs vergleichbare suppressive Aktivitat in vitro (153, 163, 164). In
vivo scheinen diese Zytokine jedoch in mehreren Krankheitsmodellen entscheidend zur
Treg-Wirkung beizutragen (165, 166). Mit IL-35 wurde Kkirzlich ein weiteres Zytokin
beschrieben, das praferenziell von nTreg-Zellen exprimiert wird und zur suppressiven
Aktivitat beitragt (167). Anders als IL-10 und TGFp scheint IL-35 flr die suppressive Funktion
sowohl in vivo als auch in vitro benétigt zu werden. Daruber hinaus wird seit langerem
diskutiert, ob die hohe Expression von CD25 auf nTreg-Zellen zur kompetitiven Bindung von
IL-2 fuhrt. Da IL-2 fur die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen benétigt wird, kbénnte
die lokale Depletion von IL-2 zur Suppression von konventionellen T-Zellen fihren (153,
168). Allerdings wurde nachgewiesen, dass nTreg Zelllen aus IL-2 Rezeptor-defizienten
Mausen in vitro die gleiche suppressive Aktivitdt aufweisen wie regulatorische T-Zellen aus
Wildtyptieren, so dass diese Hypothese immer wieder in Frage gestellt wird (169, 170).
Aufgrund von Genexpressionsanalysen, in denen eine Uberexpression von Granzyme B in
nTreg detektiert wurde, wird zudem spekuliert, dass Treg-Zellen zytolytisch aktiv sind (129,
171). Obwohl in eigenen Studien eine solche Aktivitat nicht beobachtet wurde, zeigten
nTreg-Zellen aus Granzyme B-defizienten Mausen in publizierten Daten eine verminderte

suppressive Wirkung in vitro (172).

1.4.2 Induzierte regulatorische T-Zellen

Induzierte Treg-Zellen unterscheiden sich von nTreg in ihrer Entwicklung, der Expression
von FoxP3 und dem Mechanismus ihrer supressiven Aktivitat. Die suppressive Wirkung der
iTregs ist Zellkontakt-unabh&ngig und wird hauptsachlich Uber Zytokine vermittelt. Bisher
wurden zwei Hauptpopulationen an iTreg-Zellen beschrieben, die sogenannten Trl und Th3
Zellen. Trl Zellen kdénnen in vitro sowohl durch die Zugabe hoher Mengen an IL-10 als auch
durch Vitamin D3 (173, 174), oder dem Kortikosteroid Dexamethason (175) induziert werden.
Nach ihrer Aktivierung Uber ihren TCR sind sie hypoproliferativ und sezernieren hohe
Mengen IL-10 und TGF, jedoch wenig IL-2 und kein IL-4. Es wurde beschrieben, dass diese
Zellen durch ihre immunsuppressive Wirkung die Entwicklung einer T-Zell-vermittelten

Autoimmunerkrankung verhindern (176). Trl-Zellen inhibieren zellkontaktunabhangig die
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Aktivierung von naiven und Gedachtnis-T-Zellen sowohl vom Thl- als auch Th2-Typ (176,
177). lhre Entwickelung verlauft unabhéngig von FoxP3 (178).

Sogenannte Th3 Zellen zeichnen sich durch eine hohe Expression von TGF-3 aus und
sezernieren im Unterschied zu Trl-Zellen wenig IL-10 und IL-4. Auch deren Entwicklung
erfolgt FoxP3-unabhéngig. In vivo scheinen sie zur Aufrechterhaltung der mukosalen
Toleranz beizutragen und werden nach oraler Antigenexposition vor allem in den
mesenterialen Lymphknoten gebildet (179). In Modellen der multiplen Sklerose wurde
gezeigt, dass diese mukosalen Toleranzmechanismen auch zur systemischen
Toleranzinduktion ausgenutzt werden kdnnen, da die orale Applikation des MBP-Antigens
(Myelin basisches Protein) spezifische Th3-Zellen induzierte und die Enzephalitis TGFpB-
abhangig unterdriickt wurde (180). Auch in vitro kénnen diese aus CD4" T-Zellen
entstehenden Th3 Zellen durch IL-4 und TGF-B induziert werden.

1.4.3 Bedeutung der nTreg in der experimentellen GVHD

Naturliche Treg-Zellen supprimieren nicht nur autoreaktive T-Zellen, sondern inhibieren in
Kokulturen auch die proliferative Antwort von Responderzellen in einer gemischten
Lymphozytenkultur (mixed lymphocyte reaktion, MLR), bei der die T-Zellen gegen MHC-
differente Stimmulatorzellen reagieren. Die starke Suppression dieser Alloreaktion fihrte zu
der Frage, ob Treg-Zellen auch die Alloreaktion im Rahmen der GVHD nach Transplantation
inhibieren (102). Diesbezuigliche Untersuchungen wurden erstmals von den Leitern unserer
und von zwei weiteren Arbeitsgruppen publiziert (102, 181, 182). Im MHC-differenten
Transplantationsmodell kann nach letaler Bestrahlung und Transplantation von T-Zell-
depletiertem KM ein rasches und komplikationsloses Anwachsen der Spenderhamatopoese
erreicht werden. Die Ko-Transplantation von geringen Mengen konventioneller T-Zellen I9st
eine schwere GVHD aus, an der die Tiere aufgrund einer progredienten Darmschadigung
sterben. Werden zusatzlich nTreg-Zellen des Spenders im Verhaltnis 1:1 mit den Tconv-
Zellen verabreicht, sind die Tiere vor der letalen GVHD geschuitzt und Uberleben langfristig
ohne relevante Organschadigung (102, 181, 183). Diese Studien zeigten, dass Treg-Zellen
nicht nur selbst keine GVHD induzieren, sondern Alloreaktionen auch in vivo effizient
supprimieren (100, 182, 184). Schutz vor GVHD wurde nur durch Spender-Tregs vermittelt,
wahrend adoptiv transferierte Empfénger-Tregs keine Wirkung zeigten. Die protektive
Wirkung von Tregs basiert auf der Unterdriickung der friihen Expansion alloaggressiver T-
Zellen durch Treg-Zellen, was konsekutiv zur Verminderung proinflammatorischer
Zytokinspiegel fuhrt und die Akkumulation alloaggressiver T-Zellen in GVHD-Zielorganen
deutlich reduziert (102). Auflerdem scheinen sie das Engraftment des allogenen

Knochenmarks und somit auch die hamatopoetische Rekonstitution zu fordern (184-187).
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Die initiale Aktivierung der Tconv Zellen sowie ihre zytotoxische Aktivitat werden dagegen
nicht unterdriickt, so dass in mehreren Tumormodellen gezeigt werden konnte, dass die
gewinschte GVL-Aktivitat ko-transplantierter Tconv Zellen nicht vollstandig aufgehoben ist
(100). Auf Basis dieser tierexperimentellen Studien erscheint der adoptive Transfer von
Spender nTreg-Zellen vielversprechend auch fir klinische Protokolle zur Prévention
und/oder Behandlung der GVHD nach allogener HSZT.

1.5 Zielsetzung

Die allogene HSZT ist eine kurative Therapieoption fir Patienten mit hamatologischen
Neoplasien, aber mit einem hohen Therapierisiko behaftet. Die GVHD nach allogener HSZT
ist fur die hohe Morbiditdt und Mortalitdét dieses Therapieverfahrens hauptsachlich
verantwortlich. Sie wird durch die im Transplantat enthaltenen reifen Spender T-Zellen
verursacht, die nach ihrer Aktivierung und Expansion zur Zerstérung typischer Zielorgane,
wie Haut, Leber und Darm fuhren. Daneben fiihren alloreaktive Spender-T-Zellen aber auch
zu Schadigungen sekundarer Lymphorgane und beeintrachtigen hierdurch zusatzlich die
ohnehin sehr verzdgerte Regeneration des adaptiven Immunsystems nach Transplantation.
In der vorliegenden Dissertation sollen die Mechanismen der gestdrten B-Zell-Rekonstituiton
im Rahmen der GVH-Reaktion im murinen Transplantationsmodell analysiert werden.
Zusatzlich soll geklart werden, welchen Einfluss adoptiv transferierte nTreg-Zellen auf die
Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation ausuben. In
tierexperimentellen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass CD4"CD25"
nTreg-Zellen des Spenders keine GVHD induzieren, die durch Tconv Zellen induzierte
GVHD jedoch unterdriicken kdnnen, ohne zwangslaufig die gewiinschten GVL-Effekte zu
blockieren (100-102). Es stellt sich also die Frage, ob nTreg-Zellen durch Verminderung der
GVHD die Immunrekonstitution fordern oder aufgrund ihrer suppressiven Wirkung eher
behindern.

Zur Klarung dieser Fragen wird ein geeignetes Transplantationsmodell etabliert, um im
murinen System eine GVHD zu induzieren. Die GVHD Schwere wird anhand klinischer
Scores dokumentiert und histologisch bestétigt. Mittels durchflusszytometrischer
Quantifizierung von reifen B-Zellen und B-Vorlauferzellen in Blut, Milz und Knochenmark von
Transplantatempfangern mit und ohne GVHD soll der Ort der B-Zell-Reifungsstérung
identifiziert werden. Anschliel3end soll in in vitro und in in vivo Versuchen die Ursache der
gestorten B-Zell-Rekonstitution ndher charakterisiert werden. Es soll insbesondere geklart
werden, ob die gestérte B-Zell-Rekonstitution in GVHD Tieren allein peripher (sekundére
Lymphorgane) bedingt ist oder bereits auf Ebene der Vorlauferzellen im Knochenmark erfolgt

und welche Mechanismen hierzu beitragen.



Material und Methoden

22

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien, Reagenzien

2-Mercaptoethanol (Lsg., 50 uM)

3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidine Tabletten

Ammoniumchlorid (NH,CL)
Rinderserumalbumin (BSA)
CFSE (Lsg., 5 mM)

Cortrim E-Saft

DAPI (Lsg., 1 mg/ml)
DMSO

EDTA

EDTA-Dinatriumsalz (0,1 mM)
Entellan (Eindeckmedium)
Eosin-L6ésung

FACSClean

FACSflow

FACSrinse

Fixierungs- und Permeabilisierungskit
Fotales Kélberserum (FCS)
Schwefelsédure (H,SO,)
Hamatoxylin-Lésung

HCL (1 N)

Heparin-Natrium
HEPES-Puffer (1 M)
Imject® Alum

Kaliumhydrogencarbonat

Hersteller

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Fluka, Steinheim, Deutschland
Ratiopharm, Ulm, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
BD Heidelberg, Deutschland

BD Heidelberg, Deutschland

BD Heidelberg, Deutschland

BD Heidelberg, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ratiopharm, Ulm, Deutschland

PAN, Aidenbach, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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L-Glutamin (Lsg., 200 mM)
Luziferin

Maus Referenzserum

MEM NEAA

NaOH (1 N)

Natrium-Pyruvat (100 mM)

PBS (Phosphate buffered saline)
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
Permeabilisierungspuffer (10x)
Phosphat-Citrat-Puffer (CPP)
Propidiumiodid (PI)

TNP-BSA

TNP-OVA

Trypanblau (0,4 %)

Trypsin EDTA (0,05 %/0,02 %)
Tarcks-Losung

Wasserstoffperoxid (30 %)

2.1.2 Antikorper fur FACS

PAA, Pasching, Osterreich

Biosynth, Staad, Schweiz

Bethyl Lab., Texas, USA

PAN, Aidenbach, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAN, Aidenbach, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich
Gibco/lInvitrogen, Karlsruhe, Deutschland
eBioscience, Frankfurt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Fluka, Steinheim, Deutschland
Biosearch Technologies, Novato, USA
Biosearch Technologies, Novato, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
PAN, Aidenbach, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Spezifitat Isotyp | Klon Herkunft | Konjugat | Hersteller
CD11b lgG2b | M1/70 Ratte FITC, BD, Heidelberg,
PE-Cy7 Deutschland
CD16/CD32 lgG2a | 93 Ratte Purified BioLegend/Biozol,
Eching, Deutschland
CD19 lgG2a | 1D3 Ratte FITC, BD, Heidelberg,
(Lew) PE-Cy7 Deutschland
CD19 IgG2a | 6D5 Ratte PE BioLegend/Biozol,
Eching, Deutschland
CD25 IgG1 PC61 Ratte PE, APC, | BD, Heidelberg,
PE-Cy7 Deutschland
CcD4 IgG2a | RM4-5 Ratte (DA) | FITC, PE, | BD, Heidelberg,
APC, Deutschland
Pacific
Blue
CD40 IlgG2a | FGK45.5 | Ratte Purified Miltenyi Biotech,

Bergisch-Gladbach,
Deutschland
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CD45.1 IgG2a | A20 Maus PE, APC BioLegend/Biozol,
Eching, Deutschland
CD45R/B220 | IgG2a | RA3-6B2 | Ratte FITC, BD, Heidelberg,
Pacific Deutschland
Blue
CD8a IgG2a | 53-6.7 Ratte PerCP BD, Heidelberg,
(Lew) Deutschland
Gr-1 IgG2b | RB6-8C5 | Ratte APC eBiosciences, Frankfurt,
Deutschland
H2Kd lgG2a | SF1-1.1 Maus FITC BioLegend/Biozol,
(SJL) Eching, Deutschland
H2Kd IgG2a | SF1-1.1 Maus PE BD, Heidelberg,
(SJL) Deutschland
TCRIRB IgG2b | H57-597 Hamster PE, APC BD, Heidelberg,
Deutschland
2.1.3 Antikorper fur ELISA

Goat anti-Mouse IgG2a-HRP

Goat anti-Mouse IgG3-HRP

Goat anti-Mouse IgG-Fc-HRP

Goat anti-Mouse IgM-HRP

Goat anti-Mouse Kappa Ltch-affinity purified

2.1.4

Name

Anti-PE MicroBeads

CD19 MicroBeads, mouse

CD4 (L3T4) MicroBeads, mouse

CD90.2 (Thy1.2) MicroBeads, mouse

2.1.5

Material
5 ml FACS-Ro6hrchen steril oder unsteril

96-well-Flachbodenplatten Maxisorp

Bethyl Lab., Texas, USA
Bethyl Lab., Texas, USA
Bethyl Lab., Texas, USA
Bethyl Lab., Texas, USA
Bethyl Lab., Texas, USA

Micro Beads fur die magnetische Zellseparation

Hersteller

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Falcon/BD, Franklin Lakes, NJ USA

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
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96-well-Rundbodenplatten
Deckglaser (20x26 mm, 24x40 mm)
Einbettkasetten

Gewebeschwamm

Kandilen (0,4; 0,9 mm)

Kombitips

Kryordhrchen

MACS-Separation Saulen (LS, LD)
MACS-Separation Siebe
Petrischalen (100x15 mm)

Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)
Spritzen (1ml, 10 ml)
Zellkulturflaschen 75 cm?

Zellsiebe (70 pm)

Zentrifugationsrohrchen (15 ml, 50 ml)

2.1.6 Gerate

Gerate

ARIA (Zellsorter)

BD™ LSR Il Durchfu3zytometer
ELISA Reader
Inkubatoren

MACS® Multistand
Megafugen Zentrifuge
Midi-MACS™ (Magnet)
Mikroskop

Mikrotom Frigucot 2800-E
Sterilbank
Tischzentrifuge

Bestrahlungsgerat Primus 2

Corning/Costar, NY, USA

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen, Deutschland
Labonord, Ménchengladbach, Deutschland
Labonord, Mdnchengladbach, Deutschland
BD Heidelberg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Corning, NY, USA

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach
Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach
Falcon/BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Corning/Costar, NY, USA

BD, Heidelberg, Deutschland

Costar, Cambridge, USA

Falcon/BD, Heidelberg, Deutschland

Falcon/BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Hersteller

BD, Heidelberg, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach
Heraeus, Hanau, Deutschland
Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach
Leitz, Wetzlar, Deutschland
Reichert Jung, Wetzlar, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Siemens
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2.1.7 Mausstamme
Mausstamm Herkunft
BALB/c Charles River, Sulzbach, Deutschland
C57BL/6 Charles River, Sulzbach, Deutschland

B6.129S7-Ifngrltm1Agt/J

Eigene Zucht, Ursprung: Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME, USA

C57BL/6 Ly5.1

Eigene Zucht, Ursprung: Prof. Dr. Thomas Winkler,
Institut fur Mikrobiologie, Biochemie und Genetik,
Erlangen, Deutschland

TNFR1/2 k.o.

Dr. Andreas Limmer, Institut flir molekulare Medizin
und experimentelle Immunologie, Bonn, Deutschland

Es wurden ausschliefRlich weibliche M&use im Alter zwischen 6-10 Wochen verwendet.

2.1.8 Zelllinien

Zelllinie Eigenschaft

Herkunft

Stromazelllinie

ST-2 Murine, adharente Knochenmark- | Prof. Dr. Thomas Winkler, Institut fur

Mikrobiologie, Biochemie und Genetik,
Erlangen, Deutschland

2.1.9 Medien, Puffer und L6ésungen

RPMI 1640 Medium (ohne L-Glutamin): Lonza, Verviers/Belgien

5 % RPMI-Medium:
RPMI 1640 Medium
5% FCS

100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin

10 % RPMI-Medium:
RPMI 1640 Medium
10 % FCS

100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin
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Standardmedium:
RPMI 1640 Medium mit folgenden Zuséatzen:
2 mM L-Glutamin; 50 uM 2-Mercaptoethanol; 1 mM Natrium-Pyruvate; 1 % NEAA;
100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin; 10 % FCS; 10 mM HEPES-Puffer

Stromazellmedium:
RPMI 1640 Medium mit folgenden Zusatzen:
2 mM L-Glutamin; 100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin; 5 % FCS; 10 mM
HEPES Puffer

MACS-Puffer (entgast):
PBS
2 mM EDTA
1% FCS

FACS-Puffer:
PBS
2 % FCS

ACK-Puffer (6x):
0,155 M NH,CL
0,1 M KHCO3
0,1 mM EDTA-Dinatriumsalz
pH 7,3, ad 500 ml aqua bidest, 0,2 um sterilfiltriert

ELISA Beschichtungspuffer
PBS

ELISA Blockierungspuffer:
PBS
1% BSA

ELISA Verdinnungspuffer
PBS
1% BSA
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ELISA Waschpuffer:
PBS
0,2 % Tween20

ELISA Substratpuffer:
1x 0,05 M Phosphat-Citrat Puffer Tablette, pH 5.0
Add 100 ml aqua bidest

ELISA TMB Substratlésung:
1x TMB Tablette
1 ml DMSO
9 ml Substratpuffer
2 pl 30 % H,0,

EDTA-Enkalkungslosung:
250 g Titriplex Il
ad 200 ml aqua bidest
unter Ruhren auf Heizplatte aufschlemmen
+ 50 ml NaOH (40 %)
ad 800 ml mit aqua bidest
pH mit NaOH (40 %) auf 7,4 einstellen
ad 1000 ml aqua bidest

2.2 Methoden

2.2.1 Zellzéhlung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt in einer Neubauer-Zéhlkammer. Um die Zellzahl einer
Zellsuspension zu bestimmen, werden die Zellen mit 0,15 % Trypanblau-Lésung gemischt
und in die Zahlkammer pipettiert. Ausgezahlt wird mit Hilfe eines Mikroskops bei 10-facher
VergroRerung. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine bindet. Er
dringt durch defekte Zellmembranen toter Zellen in das Zytosol und farbt diese Zellen
tiefblau. Dadurch kann mit dieser Methode zwischen lebenden und toten Zellen
unterschieden werden. Enthalt die Zellsuspension noch Erythrozyten wird eine Turks-Losung
verwendet. Die darin enthaltene Essigsaure hamolysiert die Erythrozyten, wahrend die

Leukozyten durch den Farbstoff angefarbt werden.
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Die Zellzahl wird mit folgender Formel berechnet:

Anzahl der lebenden Zellen

x Verdinnungsfaktor x 104 (Kammerfaktor) = Zellzahl/ml
Anzahl der ausgezéhlten Quadranten

2.2.2 Isolierung muriner Primarzellen

2221 Isolierung von Knochenmarkzellen

Die Maus wird unter Einhaltung der Tierschutzbestimmungen durch zervikale Dislokation
getdtet und in 75 % Ethanol getrankt. Das Knochenmark wird aus Femur und Tibia der
Hinterlaufe gewonnen. Die Knochen werden noch im geschlossenen Zustand mit der Schere
grandlich von anhangendem Fett- und Muskelgewebe befreit und in Tubes mit 5 % RPMI-
Medium Uberfuhrt. Unter der Sterilbank trennt man Femur und Tibia und schneidet sie
jeweils an beiden Enden auf. In einer vorgekihlten Pertischale mit 5 % RPMI-Medium wird
das Knochenmark dann mit Hilfe einer Spritze und einer 0,4 mm Kanile mit 5 % RPMI-
Medium herausgespltilt und durch mehrmaliges auf- und abpipettieren mit einer 5ml Pipette
vereinzelt. Zur Entfernung gréRRerer Zellaggregate und Knochensplitter wird die Suspension
Uber ein 70 uym Filtersieb in ein 50 ml Falconrohrchen gegeben, die Petrischale zweimal mit
je 10 ml 5 % RPMI-Medium gespult und die Lésung ebenfalls Gber das Zellsieb pipettiert.
Nach Zentrifugation bei 1200 rpm fir 10 min bei 4 °C wird das Zellpellet in 2 ml 5 % RPMI-
Medium resuspendiert und zur Lyse von Erythrozyten mit 3 ml ACK-Puffer (1x) versetzt.
Nach der Inkubation fur 1 min bei RT wird das Rohrchen mit 10 % RPMI-Medium aufgefullt
und zentrifugiert. Nach dem Waschschritt wird das Pellet in 2 ml 10 % RPMI-Medium
resuspendiert und nochmals Uber ein 70 ym Zellsieb filtriert, mit 10 % RPMI-Medium
aufgefillt und zentrifugiert. AnschlieRend werden die Zellen in FACS-Puffer aufgenommen,
zur Bestimmung der Zellzahl mit Turks-Losung verdinnt und in einer Neubauer Zahlkammer

gezahilt.

2222 T-Zell-Depletion von murinen Knochenmarkzellen

Fir die Transplantationsversuche wird das Knochenmark T-Zell-depletiert. Fur die Depletion
wird das MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) System der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach) eingesetzt. Mit Hilfe antikérperbeladener magnetischer Beads (anti-CD90.2, Thy
1.2) werden die CD90.2 positiven Zellen aus dem Knochenmark entfernt. Die Zellen werden
dafiir wie unter 2.2.2.1 isoliert und in 90 ul FACS-Puffer pro 107 Zellen resuspendiert. Dann
erfolgt die Zugabe direkt gekoppelter CD90.2 Microbeads (10 pl pro 107 Zellen) und eine
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Inkubation fir 15 min bei 4 °C. AnschlieRend werden die Zellen tber ein 70 um Sieb filtriert,
mit MACS-Puffer gewaschen und in MACS-Puffer resuspendiert (max. 1 x 10° Zellen/500
MACS-Puffer). Durch Einsetzen der Separationssaule mit ihrer Saulenmatrix (bestehend aus
ferromagnetischen Stahlpartikeln) in den Permanentmagneten wird ein Hochgradienten-
magnetfeld in der S&ule induziert. Dadurch kdénnen Zellen auch mit einer minimalen
Beadbeladung im Magnetfeld festgehalten und separiert werden. Fur die T-Zell Depletion
wird eine LS-Saule (Separationssaule) verwendet, die vorab mit 3 ml MACS-Puffer
aquilibriert wird. Die Zellsuspension wird auf die Saule gegeben und anschliel3end 3x mit je 3
ml MACS-Puffer gespllt. Zellen, die mit den Antikorper-gekoppelten Beads beladen sind,
werden von dem Magneten in der Saule zurtickgehalten, die anderen Zellen passieren die
Saule ungehindert und so befinden sich die T-Zell-depletierten Knochenmarkzellen im Eluat.
Zur Zellzahlbestimmung werden die Zellen mit Trypanblau verdinnt und gezahilt.
AnschlieRend wird die Zellsuspension mit 10 % RPMI-Medium gewaschen, in 5 % RPMI-
Medium aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Alle
Zentrifugationsschritte werden bei 1200 rpm und 4 °C fir 10 min durchgefihrt. Unmittelbar
vor der Transplantation wird das T-Zell-depletierte KM erneut mit Trypanblau gezahlt und

anschlieBend mit 5 % RPMI-Medium auf die bendtigte Zellzahl eingestellt.

2223 T- und B-Zell-Depletion von murinen Knochenmarkzellen

Fur einen Teil der Versuche wird T- und B-Zell-depletiertes KM verwendet. Hierflir werden
die Knochenmarkzellen wie unter 2.2.2.1 isoliert und in 80 yl FACS-Puffer pro 10’ Zellen
resuspendiert. Als ndchstes werden anti-CD19 und anti-CD90.2 Microbeads (je 10 ul pro 10’
Zellen) hinzugefiigt und fir 20 min bei 4 °C inkubiert. Die Zellen werden mit MACS-Puffer
gewaschen und das Pellet in MACS-Puffer resuspendiert (max. 1 x 10® Zellen/500 ul MACS
Puffer). Fiur die nachfolgende Depletion wird eine &quilibrierte LD-Séule (Depletionssaule)
verwendet. Nach dem Waschen der Saule mit 2x je 1 ml MACS-Puffer befinden sich die
gewlnschten T- und B-Zell-depletierten Knochenmarkzellen im Eluat. Die Zellen werden mit
10 % RPMI-Medium gewaschen und nach der Zellzahlung mit 5 % RPMI-Medium auf die

gewunschte Zellzahl eingestellt.

2224 Isolierung reifer CD19" B-Zellen aus murinen Knochenmarkzellen
mittels kombinierter magnetischer und durchflusszytometrischer Zell-
separation

Zur Isolierung reifer CD19" B-Zellen aus murinem Knochenmark wird ebenfalls das bereits
beschriebene MACS System der Firma Miltenyi Biotec verwendet. Die Knochenmarkzellen

werden wie unter 2.2.2.1 isoliert und in 90 pl FACS-Puffer pro 10" Zellen resuspendiert.
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AnschlieBend werden anti-CD19 Microbeads (10 ul pro 107 Zellen) hinzugefiigt und fiir 20
min bei 4 °C inkubiert. Die Zellsuspension wird mit MACS-Puffer aufgefullt und tber ein 70
um  Zellsieb gegeben. Nach dem Waschschritt wird das Zellpellet in MACS-Puffer
resuspendiert (max. 1 x 10® Zellen/500 yl MACS Puffer) und auf eine aquilibrierte LS-S&ule
aufgetragen. Nachdem die LS-Séaule 3x mit je 3 ml MACS-Puffer gewaschen wurde, wird sie
aus dem Magnetfeld genommen und die gebundenen Zellen mit 5 ml MACS-Puffer eluiert.
Zur Zellzahlbestimmung wird ein Aliquot entnommen, mit Trypanblau verdinnt und gezéhilt.
AnschlieRend wird die Zellsuspension abzentrifugiert, das Zellpellet wird in FACS-Puffer
aufgenommen (4 x 10° Zellen/100 pl) und mit anti-CD19-PE (1,5 pl/4 x 10° Zellen) und anti-
TCR-APC (1,5 pl/4 x 10° Zellen) gefarbt. Die Zellen werden ein weiteres Mal in FACS-Puffer
gewaschen, auf 20 x 10° Zellen/ml in FACS-Puffer eingestellt und mit Hilfe eines
Hochgeschwindigkeitszellsorters werden danach CD19*TCR™ B-Zellen hochrein isoliert. Die
Sortierung erfolgt in Tubes mit 200 pl vorgelegten FCS mit einer Geschwindigkeit von max.

20.000 Ereignissen/sec.

2225 Isolierung von murinen Milzzellen

Fiar die Gewinnung von Milzzellen werden die Milzen aseptisch enthommen und bis zur
weiteren Verarbeitung in 5 % RPMI-Medium auf Eis gelagert. Unter sterilen Bedingungen
wird die Milz in eine Petrischale Uberfiihrt und vom restlichen Bindegewebe befreit. Danach
wird die Milz in eine vorgekuihlte Petrischale mit etwa 10 ml 5 % RPMI-Medium gegeben und
mit einer gebogenen Pinzette ausgestrichen. Durch auf- und abpipettieren mit einer 5 ml
Pipette werden die Zellen aus ihren Zellverbanden gel6ést und anschlielend Uber ein 70 ym
Zellsieb in ein 50 ml Falcon-Réhrchen dberfuihrt (Zellen von max. 3 Milzen/R6hrchen). Die
Petrischale wird zweimal mit je 5 ml 5 % RPMI-Medium gesplilt und die Lésung ebenfalls
Uber das Zellsieb pipettiert. Nach Zentrifugation bei 1200 rpm fir 10 min bei 4 °C wird das
Zellpellet in 2 ml 5 % RPMI-Medium resuspendiert und zur Lyse von Erythrozyten mit 3 ml
ACK-Puffer (1x) versetzt. Nach der Inkubation fur 1 min bei RT wird das R6hrchen mit 10 %
RPMI-Medium aufgefillt und zentrifugiert. Nach dem Waschschritt wird das Pellet in 2 ml 10
% RPMI-Medium resuspendiert und nochmals Uber ein 70 ym Zellsieb filtriert, mit 10 %
RPMI-Medium aufgefillt und zentrifugiert. AnschlieRend werden die Zellen in FACS-Puffer
aufgenommen, zur Bestimmung der Zellzahl mit Tirks-Losung verdinnt und in einer

Neubauer Z&hlkammer gezahlt.
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2.2.2.6 Isolierung von CD4'CD25" Treg und CD4'CD25  Tconv Zellen aus der
Milz mittels kombinierter magnetischer und durchflusszytometrischer
Zellseparation

CD4+CD25+ Treg-Zellen:

Die Milz wird wie in 2.2.2.5 beschrieben aufgearbeitet und in einem ersten Schritt mittels

MACS in eine CD25"- und CD25 Fraktion aufgetrennt. Dazu werden die Zellen in einer
Konzentration von 10 Zellen/100 pl in FACS-Puffer suspendiert und mit anti-CD25-PE (0,1
ug/100 ul/1 x 107 Zellen) fir 20 min auf Eis gefarbt. Nach einem Waschschritt wird das Pellet
in 90 pl FACS-Puffer pro 10 Zellen resuspendiert und mit 10 ul anti-PE-Microbeads versetzt
und fir 15 min bei 4 °C inkubiert. Danach werden die Zellen filtriert (Zellsieb, 70 pm), 1x mit
MACS-Puffer gewaschen und in MACS-Puffer auf max. 1 x 10° Zellen/500 ul eingestellt. Fiir
die Anreicherung der CD25" Zellen wird eine mit MACS-Puffer aquilibrierte LS-Saule
verwendet. Zur Zellzahlbestimmung wird ein Aliquot entnommen, mit Trypanblau verdiinnt
und gezahlt. AnschlieBend wird die Zellsuspension abzentrifugiert, das Zellpellet wird in
FACS-Puffer aufgenommen (4 x 10° Zellen/100 ul) und mit anti-CD4-PB (1 ul/4 x 10° Zellen)
gefarbt. Die Zellen werden ein weiteres Mal in FACS-Puffer gewaschen, auf 20 x 10°
Zellen/ml in FACS-Puffer eingestellt und mit Hilfe eines Hochgeschwindigkeitszellsorters
werden danach CD25'CD4" Treg-Zellen hochrein (>98 %) isoliert. Die Sortierung erfolgt in
Tubes mit 200 ul vorgelegten FCS mit einer Geschwindigkeit von max. 20.000

Ereignissen/sec.

CD4'CD25 Tconv Zellen:

Die CD25" Fraktion wird gezahlt, auf 10" Zellen/90 ul MACS-Puffer eingestellt und mit anti-
CD4-Microbeads (10 pl/10” Zellen) versetzt. Die Zellen werden 15 min bei 4 °C inkubiert,
gewaschen, in mindestens 500 yl MACS-Puffer resuspendiert (max. 1 x 10° Zellen/500 pl)

und auf eine weitere LS-Saule gegeben. Die gebundene CD4-Fraktion wird anschlieBend
mit 5 ml MACS-Puffer eluiert, gezahlt und mit 5 % RPMI-Medium auf die gewiinschte

Zellzahl eingestellt.

2.2.3 Durchflusszytometrische Messungen

2231 Analyse von Oberflachen- und intrazellularen Molekilen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) kdénnen
verschiede Parameter einer Zelle erfasst werden. Neben der Zellgré3e und der Granularitét

ermdglicht die Durchflusszytometrie auch den Nachweis von Oberflachenmolekilen nach
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dem Anfarben mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern. Die fluoreszent markierten Zellen
werden nach dem Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung durch die laminare Stromung
der Tragerflissigkeit (Hullstrom) in die Messkivette geleitet, durch deren konische Form
beschleunigt und perlenschnurartig aufgereiht durch den Laserfokus gefthrt.

Im verwendeten Gerét (LSR 1l) stehen vier luftgekihlte Laser (488 nm, 409 nm, 633 nm und
UV Laser) fir die Anregung der Farbstoffe zur Verfigung. Bei der Anregung der Elektronen
des Fluoreszenzfarbstoffs durch Licht des Laserstrahles werden diese kurzfristig auf ein
hoheres Energieniveau gehoben. Beim Riucksprung kommt es zur Emission von Photonen,
die vom Computer nach Intensitdt und Farbe getrennt registriert werden. Die emittierte
Photonenkonzentration verhalt sich proportional zur Menge an gebundenem Antikérper pro
Zelle. Zusatzlich werden durch die Lichtbeugung und —streuung Informationen Uber die
GroRRe (,Vorwarts-Streulicht, FSC) und Granularitat (,Seitwarts-Streulicht’, SSC) der Zellen
gewonnen. So ist es moglich, die in einer Probe enthaltenen Zellen nach der Gré3e und der
Granularitéat, sowie auf die Fluoreszenzintensitat, d.h. auf die Prasenz verschiedener
Molekile gleichzeitig zu untersuchen. Werden unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe
eingesetzt, so sind Mehrfachbestimmungen mdoglich, da zwar die Anregungswellenlange
identisch ist, aber die Emissionsspektren der jeweiligen Farbstoffe sich unterscheiden. Als
Fluorochrome werden FITC, PE, PerCP, APC, PacificBlue und PE-Cy7, sowie der DNA
Farbstoff DAPI verwendet. Somit werden insgesamt fur jede Zelle bis zu 9 Parameter
ermittelt. Da sich die Wellenlangenbereiche teilweise Uberlappen (Tab. 2.1), muss Uber
optische Interferenzfilter eine Kompensation erfolgen. Die Messungen werden am LSR-II
(Becton Dickinson) durchgefuhrt. Fur die Aufnahme der Zellen wird die BD FACS DIVA
Software verwendet. Die Auswertung erfolgt mit dem Analyseprogramm FloJo (Tree Star Inc.
Ashland).

Fluorochrom Laser Anregung (nm) | Absorptionsmaxima (nm) | Emmissionsmaxima (nm)
FITC 488 490 525
PE 488 490; 565 578
PerCP 488 490 675
PE-Cy7 488 496; 546 785
Pacific Blue 409 416 455
APC 633 650 661

Tab. 2.1: Absorptions- und Emissionswellenlangen von Fluoreszenzfarbstoffen.

2.2.3.2 Oberflachenfarbung fur FACS Analyse

Fiir die Farbung werden die zu analysierenden Zellen (1 x 10° Zellen) in ein mit FACS-Puffer
beflilltes FACS-Ro6hrchen gegeben und abzentrifugiert (1200 rpm, 6 min, 4 °C). Das

Zellpellet wird anschlielend in 50 pyl FACS-Puffer resuspendiert. Um unspezifische
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Bindungen zu minimieren, werden Mauszellen mit blockierendem anti CD16/CD32
Antikérper (1 pl fir 1 x 10° Zellen/50 pl) 6 min bei 4 °C vorinkubiert. Die Antikérper werden
dann in den entsprechenden Konzentrationen zusammen mit 50 pyl FACS-Puffer auf die
Zellen gegeben und fir 20 min bei 4 °C inkubiert. Die ideale Konzentration der
Farbeantikdrper wird in Vorversuchen durch Titration bestimmt. Nach der Farbung werden
die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und das Zellpellet fur die anschlieRende FACS-
Messung in 200 ul FACS-Puffer aufgenommen. Unmittelbar vor der Farbung wird noch DAPI
(1 ng/ml) zugegeben, das in Zellen mit beschédigter Membran eindringt und somit eine

lebend/tot-Diskriminierung ermdglicht.

2.2.3.3 FoxP3 Farbung

Nach Anfarbung der Oberflachenmolekiile (s. 2.2.3.2) werden die Zellen in 1 ml
Fixierungs/Permeabilisierungslosung (eBioscience) fur 30 min bei 4 °C inkubiert. Danach
werden die Zellen zweimal mit 2 ml Permeabilisierungspuffer (eBioscience) gewaschen und
fur 30 min bei 4 °C mit anti-FoxP3 Antikérper (1 pg/1 x 10° Zellen) gefarbt. Nach einem
erneuten Waschschritt mit 2 ml Permeabilisierungspuffer werden die Zellen anschliel3end mit
FACS-Puffer gewaschen und in 200 uyl FACS-Puffer resuspendiert. Die
Zentrifugationsschritte erfolgen bei 1200 rpm (4 °C, 5-10 min).

2.2.4 Kultivierung der murinen Stromazelllinie ST-2

Zur Aussaat eingefrorener Zellen werden diese im Wasserbad (ca. 37 °C) angetaut und im
Kryordhrchen resuspendiert. Die Zellen werden in Stromazellmedium tberfihrt und pelletiert
(1200 rpm, 4 °C, 10 min). Nach der Zellzahlung mit Trypanblau werden 0,25 x 10° Zellen/30
ml Stromazellmedium in eine Zellkulturflasche (Wachstumsflache: 75 cm? gegeben. Zum
Passagieren der adharent wachsenden Zellen wird nach ca. einer Woche zunachst das
Medium abgenommen. Die semikonfluent gewachsenen Zellen werden anschliel3end
gewaschen. Hierfir wird 10 ml PBS zugegeben, durch leichtes schwenken verteilt und
abgesaugt. AnschlieRend werden die Zellen fir 5 min mit 5 ml einer steriler Trypsin/EDTA-
Losung (0,05 %) bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Zellen werden durch ein leichtes
Klopfen von der Zellkulturflasche gelést und in ein 50 ml Falcon Uuberfuhrt. Nach
zweimaligem Waschen (1200 rpm, 4 °C, 10 min) mit Stromazellmedium wird das Zellpellet in
Stromazellmedium resuspendiert und die Zellen mittels Trypanblau gezahlt. Abschlie3end
werden wieder 0,25 x 10° Zellen/30 ml Stromazellmedium in eine neue Kulturflasche
Uberfihrt.
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Fir Versuche entnommene Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung stets auf Eis
gehalten. Fur die langfristige Aufbewahrung von Zellen werden diese in einer Dichte von 2 x
10° Zellen/ml eingefroren. Hierzu werden die geernteten Zellen in 500 pl (2 x 10° Zellen)
kaltem FCS gut resuspendiert und anschlieRend 500 pl 20 % DMSO in FCS dazugegeben.
Nach dem Uberfiihren der Zellen in Kryoréhrchen werden die Tubes in einer Einfrierbox mit
Isopropanol fir 24 h bei -80 °C gelagert. Die mit Isopropanol gefillten Einfrierboxen
gewahrleisten ein definiertes Abkuhlen der Zellen um 1 °C pro min. Anschlie3end werden die
Zellen in flissigem Stickstoff (-196 °C) tUberfuhrt.

2.2.5 Kultivierung von Knochenmarkzellen auf einer ST-2
Stromazelllinie

Die ST-2 Zellen werden 24 h vorher von einer Flasche mit semikonfluentem Wachstum
geerntet und mit 30Gy bestrahlt. Anschlielend werden 15.000 Zellen in 100 ul
Standardmedium pro well ausgesat. Am Folgetag werden Knochenmarkzellen gewonnen (s.
2.2.2.1) und in 3 verschiedenen Konzentrationen (800, 400 und 200 Zellen/well) zusammen
mit 1 % IL-7 auf die ST-2 Zellen gegeben. Bei dem verwendete IL-7 handelt es sich um
einen Zelliberstand, produziert von Jm-IL7.6-Kulturen (Bereitgestellt durch Prof. Dr. Thomas
Winkler, Institut fir Mikrobiologie, Biochemie und Genetik, Erlangen). Pro Konzentration
werden 5 Parallelwells angesetzt und flir 7 Tage bei 37 °C, 5 % CO; und 95 %
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Zellen der Parallelwells werden geerntet und vereinigt. Fir die

anschlieBende durchflusszytometrsche Analyse werden die Zellen mit anti-CD19-PE gefarbt.

2.2.6 Allogene Knochenmarktransplantation im murinen Modell

2.2.6.1 Konditionierung

Die Konditionierung der Mause erfolgt durch Bestrahlung. Durchgefihrt wird diese durch die
Mitarbeiter der Abteilung Strahlentherapie der Universitatsklinik Regensburg. Die
Empfangerméause werden einen Tag vor der Transplantation mit 900 cGy am Siemens
PRIMUS-Linearbeschleuniger (100 cGy/min) bestrahlt.

2.2.6.2 Transplantation

Die zur Transplantation bestimmten Zellen werden kurz vor der Gabe noch einmal gezéahlt
und in einem Volumen von 300 pl/Injektion in 5 % RPMI-Medium gemischt. Die Tiere werden

fur einige Minuten mit Rotlicht bestrahlt, um die Durchblutung der Schwanzvene zu
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verstarken und dann in einer PVC-Ro6hre so fixiert, dass ihr Schwanz zugénglich bleibt. Die
Injektion erfolgte mit einer 1 ml Spritze und einer 0,4 mm Kanule in die Schwanzvene der

Maus. Die Transplantation erfolgt innerhalb 24 Stunden nach der Bestrahlung.

2.2.6.3 Bewertung der GVHD

Fur die Beurteilung des Gesundheitszustandes der Mause nach Transplantation wird
zweimal wochentlich ein etabliertes Bewertungsschema (Tab. 2.2) nach Cooke et al.
verwendet (188). Dabei werden das Fell, die Haut, die Koérperhaltung, Mobilitat und das
Gewicht der Mause berticksichtigt. Mit einer Skala von 0-2 pro Kriterium erhalt man einen
maximalen Wert von 10. Nach den an der Universitit Regensburg geltenden
tierschutzrechtlichen Richtlinien, missen Mause bei erreichen eines Werts von > 6, bzw. bei
einem Gewichtsverlust >25 % getotet werden. Dieser Tag wird in der Uberlebenskurve als

Todestag dokumentiert.
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Tab. 2.2: Bewertung der klinischen GVHD nach Cooke et al. (188)

2.2.7 Vendse Blutabnahme

Um das Anwachsen der transplantierten Zellen zu Uberprifen, wird den M&usen zu
bestimmten Zeitpunkten nach Transplantation vendses Blut aus der lateralen Schwanzvene
entnommen. Das Blut wird in einem 5 ml FACS-Réhrchen mit 10 pl Heparin/4 ml PBS
aufgefangen. AnschlieRend wird das Blut abzentrifugiert. Zur Erytrozytenlyse wird 1 ml ACK
(1x) hinzugegeben und 5-8 min bei RT inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit

PBS werden die Zellen in FACS-Puffer aufgenommen und mit den entsprechenden
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Antikdrpern gefarbt. (s. 2.2.3.2). Die Zentrifugationsschritte werden alle bei 1200 rpm und 4

°C fur 6 min ausgefuhrt.

2.2.8 Immunisierung mit TNP-OVA (T-Zell-abh&ngige Antigene)

2281 Verabreichung der Antigene

Die Mause werden mit je 50 ug TNP-OVA immunisiert. Die Losung wird wie folgt hergestellt.
TNP-OVA (Stammlésung: 0,5 mg/ml) wurde mit dem gleichen Volumen Imject Alum®,
welches als Adjuvant diente, vermischt. Den Mausen wird an Tag 0 und an Tag 14 (boost)

200 pul der Lésung ip. verabreicht.

2.2.9 ELISA

2291 Blutentnahme zur Serumgewinnung

Die Blutentnahme erfolgt aus der Schwanzvene. Das Blut wird Uber Nacht in
Eppendorfrohrchen ohne Gerinnungshemmer bei 4 °C inkubiert und danach 5 min bei 13000
rpm zentrifugiert. Anschlieend wird das Serum vorsichtig vom Blutkuchen abpipettiert und

entweder kurzzeitig bei 4 °C oder langfristig bei -20 °C gelagert.

2.29.2 Sandwich-ELISA zum Nachweis von murinem 1gG und IgM

Der ELISA wird in Maxisorp-ELISA-Platten (96 well) durchgefuhrt. Zur Beschichtung wird ein
polyklonaler anti-maus-kappa-Leichtketten-Antikdrper aus der Ziege verwendet. Pro
Vertiefung werden 0,1 ug (50 ul einer 2 pg/ml Lésung in PBS) eingesetzt. Die Platte wird 2 h
bei 37 °C und dann tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgt die
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf der Paltte durch Zugabe von 200 ul/well
einer 1 % BSA/PBS-Losung fur 2 h bei 37 °C. Alle weiteren Inkubationsschritte werden
ebenfalls bei 37 °C durchgefuihrt. Zwischen den Schritten erfolgt ein dreimaliges Waschen
der Platten mit Waschpuffer. AnschlieRend erfolgt die Zugabe der Serumproben oder der
Standards. Die Seren werden 1:4000 vorverdinnt und anschlieend in einer seriellen 1:5
Verdunnungsreihe (50 ul/well) aufgetragen. Als Standard dient ein Maus-Referenzserum mit
bekanntem 1gG- und IgM-Gehalt. Als Ausgangskonzentration wurde fiur 500 ng/ml far 1gG
und 5000 ng/ml fur IgM gewdhlt. Der Standard wurde ebenfalls in einer seriellen 1:5
Verdiinnungsreihe (50 ul/well) aufgetragen. Im nachsten Schritt erfolgte der Nachweis der

gebundenen Immunglobuline durch Einsatz des entsprechenden mit HRP- (Meerrettich-
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Peroxidase) gekoppelten Ziege anti-Maus 1gG bzw. IgM Antikorper (50 pl/well). Die
Nachweisantikérper wurden in zuvor ausgetesteten optimalen Konzentrationen von 10 pg/mi
(anit-IgG) und 33 ug/ml (anti-lgM) eingesetzt. Als Substrat fir die HRP wird 100 pl einer
Tetramethylbenzidin (TMB)-Lésung zugegeben und 15 min bei RT inkubiert. AbschlieRend
wird der Substratumsatz mit 50 ul/well einer 2 M H,SO,4 Lésung gestoppt und die OD bei 450
nm gegen die Referenzwellenlange 650 nm im ELISA-Reader gemessen. Zur Auswertung

der Daten wird das Programm SOFTmax verwendet.

2293 Antigen (TNP)- spezifischer Sandwich-ELISA

Maxisorp-ELISA-Platten (96 well) werden mit 0,25 pg (50 ul einer 5 ug/ml Losung in PBS)
TNP-BSA fiur 2 h bei 37 °C und anschlieBend tber Nacht bei 4 °C beschichtet. Nach
dreimaligem Waschen erfolgt die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf der Paltte
durch Zugabe von 200 pl/well einer 1 % BSA/PBS-Ldsung fur 2 h bei 37 °C. Alle weiteren
Inkubationsschritte werden ebenfalls bei 37 °C durchgefuhrt. Zwischen den Schritten erfolgt
ein dreimaliges Waschen der Platten mit Waschpuffer. Die Seren werden 1:100, in einer
seriellen 1:3 Verdunnungsreihe aufgebracht (50 yl/well) und fir 2 h inkubiert. Im nachsten
Schritt werden die Platten mit Ziege anti-Maus IgG Antikérper (50 ul/well) fir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Die Detektion und Auswertung erfolgte wie unter 2.2.9.2 beschrieben. Zur
besseren Beurteilung der Immunisierungsleistung wurden die erhaltenen Titer mit denjenigen
aus vollstdndig immunisierten (3 Immunisierungen) nicht-transplantierten Kontrolltieren

verglichen. Als Referenzwert diente der gemittelte halbmaximale OD-Wert der Kontrolltiere.

2.2.10 Histologie

Fur die histologische Analyse nach Transplantation werden entweder zum Todeszeitpunkt
oder bei Beendigung des Versuchs an Tag 100 Proben von Haut (Ohr), Kolon, Leber und
teilweise auch Milz und Knochen (Femur und Tibia) entnommen. Die Organe werden in
Einbettkassetten gelegt und zum fixieren fur mindestens 24 h in Formaldehyd (<5 %)

eingelegt.

2.2.11 Einbetten von Organen

Die Organe werden anschlielend entwassert (durchgeftihrt von den Mitarbeitern der
Abteilung Pathologie der Universitétsklinik Regensburg). Knochenpraparate werden vor dem

Einbetten in Paraffin mit einer EDTA-Entkalkungslosung bei 37 °C eine Woche lang
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inkubiert. Im Anschluss wird die Entkalkung anhand der Elastizitat der Knochen getestet und
das Praparat bis zur Einbettung wieder in Formalin Uberfihrt. Die Gewebe werden dann in
einem passenden Metallblock positioniert und mit heiem Paraffin ibergossen und auf einer
Klhlplatte ausgehartet. Die fertigen Blocke werden vor dem Schneiden mit einem
Schlittenmikrotom 24 h bei 4 °C durchgekuhlt. Es werden Schnitte von ca. 5 ym Dicke

angefertigt und auf einen Objekttrager aufgezogen.

2.2.12 Hamatoxylin/Eosin (HE) Farbung

Fur die HE-Farbung werden die Prapararte in den Farbegestellen manuell in einer
Farbereihe gefarbt (Tab. 2.3). Nach Entparaffinierung mittels Xylol und einer absteigenden

Alkoholreihe erfolgte die Farbung mit

Schritt Reangenz Inkubationszeit Hamatoxylin. Nach Spulung der
1 Xylol 5 min Objekttrager in Leitungswasser wurde mit
2 Xylol 5 min Eosin gegengefarbt. Das Eindecken der
3 abs. Iso-Propanol 5 min Schnitte mit Deckglaschen erforderte eine
4 96 % Ethanol 5 min nochmalige Entwésserung der
5 80 % Ethanol 5 min geschnittenen und gefarbten Praparate.
6 70 % Ethanol 5 min Dazu wird die Alkoholreihe in umgekehrter
7 Hamatoxylin 3 min Reihenfolge bis zum Xylol verwendet.
8 Leitungswasser 5 min AbschlieRend wurden die Organschnitte mit
9 Eosin 10 min Hilfe des Schnelleindeckmittels Entellan und
10 Leitungswasser 30 sec Deck-glasern eingedeckt. Dazu wurde ein
11 70 % Ethanol 5 min Tropfen des Eindeckmittels mit einem
12 80 % Ethanol 5 min Glasstab auf dem Deckglas verteilt und fest
13 96 % Ethanol 5 min auf den Objekttrager gedriickt, um
14 abs. Iso-Propanol 5 min Luftolaschen  zu  vermeiden.  Nach
15 Xylol S min Trocknung wurden die  Schnitte in
16 Xylol S min Praparatemappen aufbewahrt.

Tab. 2.3: Protokoll der HE-Farbung.

2.2.13 Statistik

Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Standardabweichungen angegeben. Fiur die
Ermittlung der statistischen Signifikanz zwischen den einzelnen Gruppen wurde der

Zweistichproben Student’'s t-Test (Unterschiedliche Varianz) oder one-way ANOVA mit
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anschlieBendem post-hoc angewendet. Ein Wert von p<0,05 wurde als statistisch signifikant,
ein Wert p<0,001 als statistisch hochsignifikant angesehen. Zur Analyse der

Uberlebenskurven von transplantierten Tieren wurde der Kaplan Meier Test (SPSS)

verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Allogene Knochenmarktransplantation im murinen
Modell

Eine Hauptursache fur die hohe Morbiditat und Mortalitat nach allogener
Knochenmarktransplantation (KMT) ist die Spender-gegen-Empfanger-Reaktion (graft-
versus-host disease, GVHD). Diese wird durch alloreaktive Spender T-Zellen im Transplantat
ausgelost. In vorherigen tierexperimentellen Transplantationsstudien der Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass nTreg-Zellen des Spenders die frihe Expansion der ko-
transplantierten alloreaktiven Tconv-Zellen im Rezipienten unterdriicken und somit einer
GVHD entgegenwirken (101).

Des Weiteren wird in der Klinik immer wieder beobachtet, dass Patienten mit GVHD nach
allogener KMT eine lang anhaltende Defizienz der B-Zell-lmmunitat zeigen (189). In einem
geeigneten murinen Transplantationsmodell sollten die Mechanismen der gestdrten B-Zell-
Rekonstitution im Rahmen der GVHD analysiert werden. Zusatzlich wurde untersucht, ob der
durch nTreg-Zellen vermittelte Schutz vor GVHD mit einer verbesserten Immunrekonstitution
nach allogener Stammzelltransplantation einhergeht. Hierfir wurde ein experimentelles
KMT-Modell gewahlt, das den Transfer von Immunzellen aus C57BL/6 Mausen (H-2°) in
MHC-differente BALB/c (H-2%) Empfangermause vorsieht.

3.1.1 Isolierung und Charakterisierung der transplantierten Zell-
populationen

Fur die Transplantationen wurden verschiedene Zellpopulationen aus C57BL/6 (H-2°)
Spenderm&usen isoliert. Hierzu zahlten das T-Zell-depletierte Knochenmark (TZD),
CD4'CD25  konventionelle T-Zellen (Tconv) und CD4'CD25"™" regulatorische T-Zellen
(nTreg). Die Isolierung der einzelnen Zellpopulationen erfolgte tUberwiegend mit Hilfe der
magnetischen  Zellseparation (MACS). nTreg-Zellen wurden zusatzlich mittels
durchflusszytometrischer Zellsortierung hochgradig aufgereinigt. Alle verwendeten Zell-
populationen wurden routinemafig durchflusszytometrisch auf ihre Reinheit untersucht. Aus
Femur und Tibia beider Hinterlaufe der Spendermause wurde zuerst das Knochenmark
isoliert, aufgereinigt (s. 2.2.2.1) und die darin enthaltenen reifen T-Zellen mittels MACS
depletiert. Dies wurde zum einen durchgefihrt, um sicher zu stellen, dass die in den Tieren
ausgeléste GVHD nur durch die in definierten Mengen zum KM hinzugegebenen Tconv-

Zellen induziert wurde. Des Weiteren wurde von Zeng et al. gezeigt, dass die im KM
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enthaltenen T-Zellen einer GVHD-Entwicklung sogar entgegenwirken konnen (190). Um die
darin enthaltenen T-Zellen vollstédndig zu entfernen, wurde das Gesamtknochenmark mit
CD90.2 Beads inkubiert und tber eine magnetische Saule gegeben. CD90 (Thy1l) ist ein
Antigen, welches sowohl auf Thymozyten als auch auf samtlichen peripheren T-
Lymphozyten exprimiert wird. In Mausen existieren zwei Allele dieses Antigens, CD90.1
(Thy1l.1) und CD90.2 (Thyl.2). In unseren Versuchen wurden KM-Zellen aus C57BL/6
Mausen verwendet, die das Allel CD90.2 auf ihrer Oberflache exprimieren. Die erhaltene
CD90.2" Fraktion (TZD KM) wurde anschlie3end mit Antikbrpern gegen T-Zellen und B-
Zellen gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 3.1A). Vor der Separation sind im
KM der Spendertiere etwa 2-5 % CD90.2" T-Zellen enthalten. Durch die Depletion konnten
reproduzierbar alle reifen T-Zellen nahezu komplett aus den isolierten Knochenmarkszellen
entfernt werden. Der residuelle Anteil der T-Zellen am transferierten KM betrug immer unter
0,4 % (Abb. 3.1B).
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Abb. 3.1: FACS Analyse von Gesamtknochenmark und TZD KM.

Knochenmarkzellen aus C57BL/6 Mausen wurden mit CD90.2 Beads inkubiert und die T-Zellen
anschlieend mittels magnetischer Zellseparation entfernt. Die Grafik zeigt A) repréasentative Beispiele
vor (Gesamt-KM) und nach (TZD-KM) T-Zell-Depletion und B) zusammengefasste Daten aus n= 9
Aufarbeitungen.

Die fur die Transplantation bendétigten reifen CD4" Tconv- und nTreg-Zellen wurden aus der
Milz isoliert. Abb. 3.2 zeigt die Zusammensetzung der CD4" T-Zellpopulationen in der Milz.
Fur die FACS- Analyse werden die Zellen wurden hierfur zuerst fur die Oberflachenmarker
CD4 und CD25 sowie anschlieBend intrazellular fur den nTreg charakteristischen
Transkriptionsfaktor FoxP3 gefarbt. Unter den CD4" T-Zellen zeigten ca. 10 % sowohl eine
sehr hohe CD25 Expression als auch eine hohe FoxP3 Expression. Zusatzlich zeigten ca. 9
% der CD4" T-Zellen eine intermediare CD25 Expression und ca. 60 % dieser Zellen waren
ebenfalls FoxP3". Der GrofRteil der CD4" T-Zellen in der Milz (ca. 80 %) war CD25 und

enthielt nur geringe Mengen an FoxP3" Zellen.
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Abb. 3.2: Phanotypische Analyse der nTreg-Zellen.

Isolierte Gesamtmilzzellen aus C57BL/6 M&ausen wurden mit Antikrpern gegen CD25, CD4 und
FoxP3 gefarbt und im FACS analysiert. Gezeigt sind die CD25- und FoxP3- Expression der in der Milz
vorhandenen CD4" T-Zellen.

Die Aufreinigung der CD4" nTreg- und Tconv-Zellen aus Gesamtmilzzellen der Spender-
mause erfolgte in mehreren Schritten (s. 2.2.5.5). Die Zellen wurden mit einem anti-CD25-PE
Antikorper gefarbt und anschlieRend mittels anti-PE Beads und MACS in eine CD25" und

eine CD25" Fraktion separiert.
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Abb. 3.3: Isolierungsstrategie und FACS Analyse von nTreg- und Tconv-Zellen aus
Gesamtmilzzellen.

Gesamtmilzzellen aus C57BL/6 Mausen wurden mittels MACS in eine CD25" und eine CD25" Fraktion
separiert. Aus der CD25 Fraktion wurden Uber anti-CD4 Beads und anschlieende magnetische
Zellseparation die CD4"CD25 Tconv-Zellen isoliert. Aus der CD25" Fraktion wurden nach Farbung mit
anti-CD4 die CD4'CD25"" nTreg-Zellen Uber FACS aufgereinigt. Die nTreg- und Tconv-
Zellpopulationen wurden nach der Isolierung flir FoxP3 geféarbt.
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Aus der CD25  Fraktion wurden durch die Zugabe von anti-CD4 Beads und anschlieRende
MACS-Separation die Tconv-Zellen gewonnen, wahrend die nTreg-Zellen aus der CD25"
Fraktion mittels FACS aufgereinigt wurden. In dem in Abb. 3.3 dargestellten Beispiel wurden
die CD4'CD25"" T-Zellen im ersten Anreicherungsschritt von 2,1 % in der Ausgangs-
population auf 64 % in der CD25" Fraktion angereichert. Die anschlieRende FACS-
Aufreinigung resultierte in einer fast 100 % reinen CD4*CD25"¢" Population, die zu fast 98 %
FoxP3 exprimierte. Die CD25 Fraktion beinhaltete ca. 22-23 % CD4" Zellen, die sich zu 20,9
% aus CD25™- und zu ca. 1-2 % aus CD25"-Zellen zusammensetzte. Nach der Anreicherung
mit anti-CD4 Beads bestand die Tconv Population zu ca. 90-92 % aus CD4" Zellen mit einem
Anteil von ca. 4-5 % CD25" Zellen und enthielt ca. 5 % FoxP3" Zellen.

3.1.2 Allogenes KMT Modell

In dem gewahlten KMT Modell dienten letal (9Gy) bestrahlte BALB/c (H-2%) Mause als
Rezipienten. Ihnen wurden einen Tag nach Bestrahlung 2,5 x 10° TZD KM-Zellen entweder
alleine oder zusammen mit 250.000 nTreg-Zellen aus C57BL/6 (H-2°) Spenderméausen
transplantiert. Weitere zwei Tage spéater wurden einem Teil der Tiere zusétzlich 250.000
GVHD-induzierende Tconv-Zellen aus C57BL/6 Mausen transplantiert (Abb. 3.4). Die Gabe
der nTreg-Zellen zwei Tage vor der Transplantation der Tconv-Zellen erlaubt eine
Voraktivierung und Expansion der nTreg-Zellen und steigert dadurch deren protektive
Wirkung (191).

C57BL/6 > BALBIc /|

Z

A

(H-2v) (H-29)
f/ 2,5 x10° TZD KM + 250.000 CD4*CD25"
+250.000 T, '
* €9 (TCOFIV)
| Y |
Tag -1 Tag 0 Tag 2
(Bestrahlung) (TX) (Tx)

Abb. 3.4: Transplantationsschema.

BALB/c (H-2d) Mause wurden mit 9Gy letal bestrahlt und am Folgetag entweder mit 2,5 x 10° TZD
KM-Zellen alleine, oder zusammen mit 250.000 nTreg aus C57BL/6 (H-2b) Spenderméausen allogen
transplantiert. Zwei Tage spater erhielt ein Teil der Tiere zusatzlich 250.000 GVHD-auslésende
Tconv-Zellen aus C57BL/6 Mausen.



Ergebnisse 45

Das Uberleben der Tiere wurde taglich Uberwacht, wahrend das Gewicht und die sich
entwickelnde GVHD anhand eines klinischen GVHD Scores (s. 2.2.6.3) zweimal wochentlich
bestimmt wurden. Die Gewichtskurven (Abb. 3.5 A) der Empfangermause nach Knochen-
marktransplantation zeigten ein charakteristisches Muster. In den ersten Tagen, der
Aplasiephase nach letaler Bestrahlung, kam es in allen drei Gruppen zu einem deutlichen
Gewichtsverlust. Durch das Anwachsen des Transplantats mit erneut einsetzender
Hamatopoese verbesserte sich zwischen Tag 10 und Tag 20 der Allgemeinzustand aller drei
Gruppen und die Tiere nahmen wieder an Gewicht zu. Im weiteren Verlauf zeigten Mause,
die entweder nur mit TZD KM (KM Gruppe) oder mit TZD KM + Tconv + nTreg-Zellen (Treg
Gruppe) allogen transplantiert worden waren, eine stetige Gewichtszunahme. Im Gegensatz
dazu verloren Tiere die TZD KM + Tconv bekommen hatten (GVHD Gruppe) durch die
einsetzende Erkrankung ab Tag 19 kontinuierlich an Gewicht. Der unterschiedliche
Krankheitsverlauf konnte auch anhand des klinischen GVHD Scores verfolgt werden, in den
neben dem Gewicht auch andere Parameter wie die Beschaffenheit des Fells, die Haut, die
Korperhaltung und die Mobilitdt der Mause eingehen (Abb. 3.5 B). Alle Gruppen zeigten
anfangs aufgrund der Bestrahlungsschaden einen leichten Score. Wahrend aber sowohl die
KM-, als auch die Treg-Gruppe zu einem spateren Zeitpunkt keinen Score mehr aufwiesen,
stieg in der GVHD-Gruppe der Score Uber den gesamten Beobachtungszeitraum stetig an. In
Folge der Erkrankung starben alle Mause der GVHD-Gruppe zwischen Tag 20 und Tag 60
nach Transplantation (p<0,001 GVHD- vs. KM-Gruppe) (Abb. 3.5 C). Typische Zielorgane
der GVHD sind Haut, Leber und Darm. Um den organspezifischen Schweregrad der
Erkrankung zu untersuchen, wurden den MA&usen der unterschiedlich transplantierten
Gruppen entweder zum Zeitpunkt ihres Todes oder am Ende des Beobachtungszeitraumes
Organe entnommen, in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit
Hamatoxylin/Eosin geféarbt. Die Praparate wurden durch einen Pathologen (Dr. Thomas
Schubert, friher Institut fir Pathologie in Regensburg, seit 2008 in Frankfurt) verblindet
begutachtet. Der dafir verwendete Score reichte auf einer Skala von 0-4, die Einstufung
erfolgte nach Grass et al. und Hill et al. (88, 192). In dem verwendeten Mausmodell konnten
weder in der Haut noch in der Leber Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
festgestellt werden. Auffallige Unterschiede zeigten sich jedoch im Darm (Abb. 3.5 D).
Mause, die entweder nur mit TZD KM oder TZD KM + Tconv + Treg transplantiert worden
waren, wiesen keinen oder nur einen sehr geringen histopathologischen Score in diesem
Organ auf, wahrend Mause, die im Versuchsverlauf eine GVHD entwickelten (KM + Tconv),

einen stark erhohten histopathologischen Score zeigten.
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Abb. 3.5: Gewichtsverlauf, klinischer GVHD Score, Uberleben und histopathologischer Score
von BALB/c Mausen nach allogener Knochenmarktransplantation.

BALB/c Méause wurden mit 9Gy letal bestrahlt und mit TZD KM alleine (m; n= 10), TZD KM + Tconv
(A; n= 12), oder TZD KM + Tconv + Treg (e; n= 12) allogen transplantiert. Dargestellt sind der
Gewichtsverlauf (A), der klinische GVHD Score (B), das Uberleben (C) und der histopathologische
Score im Darm (D). Gezeigt sind die zusammengefassten Daten aus zwei unabhangig durchgefuhrten
Experimenten. (A) und (B) zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung (SD). Der Unterschied
hinsichtlich des Uberlebens der Tiere zwischen der KM- und der GVHD-Gruppe sowie zwischen der
Treg und der GVHD-Gruppe ist statistisch signifikant (p<0,001; nach Kaplan Meier).
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3.1.3 Durchflusszytometrische Analyse (FACS) von peripherem Blut,
Milz und KM von Empfangertieren nach allogener Knochen-
marktransplantation

Empfangerméause, denen nur TZD KM transplantiert worden war, zeigten schon nach 3
Wochen einen Anteil von 25 + 7 % CD19" B-Zellen im peripheren Blut, der im
Beobachtungszeitraum von 17 Wochen noch bis auf 55 + 4 % anstieg. Dies entspricht dem
normalen B-Zellanteil von 57 + 10 % im peripheren Blut von naiven C57BL/6 M&usen. Im
Gegensatz dazu zeigten Mause die auRer TZD KM auch GVHD- auslésende Tconv-Zellen
bekommen hatten Gber den gesamten Beobachtungszeitraum keine B-Zell-Rekonstitution im
peripheren Blut (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Prozentualer Anteil von CD19" B-Zellen im peripheren Blut nach allogener KMT.

Fur die Untersuchung der B-Zell-Rekonstitution im peripheren Blut wurden Empféangerméuse
analysiert, denen TZD KM (=; n=10), TZD KM + Tconv (=; n= 12) oder TZD KM + Tconv + Treg (=
n= 12) transplantiert worden war. Die Detektion erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten nach
Transplantation und die Rekonstitution wurde in Form des prozentualen Anteils an B-Zellen unter den
MNZ ermittelt. Die Balken zeigen Mittelwerte von n= 10-12 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhéngig
durchgefiihrten Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) an und die
Sternchen kennzeichnen die Signifikanz (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, one-way ANOVA mit
anschlieBendem post-hoc-Test nach Tukey).

Interessanterweise zeigte die Gruppe, die durch die zusatzliche Gabe von nTreg-Zellen vor
einer GVHD geschitzt war, anfangs zwar eine gegeniber der KM-Gruppe signifikant
verminderte B-Zell-Rekonstitution (8 + 11 % in Woche 3), der prozentuale Anteil der CD19"
B-Zellen im peripheren Blut stieg aber auch in dieser Gruppe im weiteren Versuchsverlauf
bis auf 42 + 17 % an und war damit nicht mehr signifikant unterschiedlich zu dem der

Kontrollgruppe (TZD KM). Hiermit wurde deutlich, dass durch die Ko-Transplantation von
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nTreg-Zellen zusammen mit Tconv-Zellen nicht nur eine GVHD verhindert, sondern damit
einhergehend auch eine Verbesserung der B-Zell-Rekonstitution erzielt werden konnte. Um
zwischen Spender- und Empfanger-B-Zellen unterscheiden zu kbénnen, wurden die
peripheren mononukledren Blutzellen zusatzlich mit Antikdrpern gegen die MHC Molekile H-
2 (Spender) und H-2° (Empfanger) gefarbt. So konnte gezeigt werden, dass es sich in allen
Gruppen bei den detektierten CD19" Zellen schon ab Tag 21 nach Transplantation zu 99 %
um B-Zellen des Spenders handelte.

Zur genaueren Bestimmung der Immunzellrekonstitution nach allogener Transplantation
wurde im Folgenden die absolute Zellzahl sowie die zellulare Zusammensetzung von Milz
und KM in den Empfangertieren bestimmt. Hierzu wurden den Tieren entweder nach Ablauf
des Beobachtungszeitraums von 100 Tagen oder zum Zeitpunkt ihres Versterbens (bzw.
ihrer tierschutzrechtlichen Totung) Milz und KM entnommen und durchflusszytometrisch
analysiert. Die Identifizierung der einzelnen Zellpopulationen erfolgte anhand
charakteristischer Oberflachenmolekile in multipararmetrischen Farbungen. Granulozyten
wurden definiert als Gr1*CD11b*, Monozyten/Makrophagen als CD11b*Grl’, B-Zellen als
CD19" und T-Zellen als TCRB" Zellen.
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Abb. 3.7: Gesamtzellzahl des KM und der Milz nach allogener Transplantation.

Organentnahme und durchflusszytometrische Analyse erfolgte entweder zum Zeitpunkt des
Versterbens im Versuchsverlauf (Tiere der GVHD-Gruppe zwischen Tag 20 und Tag 60 nach
Transplantation) oder nach Ablauf des Beobachtungszeitraums von 100 Tagen (TZD KM- und Treg-
Gruppe). Die Balken zeigen Mittelwerte von n= 5-8 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhangig
durchgefiihrten Experimenten. Die Zellzahlen beziehen sich auf die gesamte Milz bzw. Femur und
Tibia der beiden Hinterlaufe. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) und die
Sternchen kennzeichnen die Signifikanz (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, one-way ANOVA mit
anschlieBendem post-hoc-Test nach Tukey).
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Bei der Gesamtzellzahl des Knochenmarks (Abb. 3.7, links) konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden. Dabei entsprachen die
durchschnittlichen absoluten Zellzahlen der experimentellen Gruppen (KM Gruppe: 13,3 *
1,7 x 10° Zellen; GVHD Gruppe: 22 + 6,9 x 10° Zellen; Treg Gruppe: 15 + 3,9 x 10° Zellen) in
etwa denen der unbehandelten C57BL/6 Mause (20,7 + 3,3 x 10° Zellen).

Dagegen ergab die Analyse der Gesamtmilzzellzahlen auffallige Unterschiede sowohl
zwischen einzelnen experimentellen Gruppen, als auch im Vergleich zu nicht behandelten
Tieren (Abb. 3.7, rechts). So zeigten die Gruppen die nur mit TZD KM (52,3 + 10,7 x 10°
Zellen) oder mit TZD KM + Tconv + Treg (59,3 + 20 x 10° Zellen) transplantiert worden
waren, untereinander zwar keine signifikanten Unterschiede, im Vergleich zu den
Absolutzellzahlen von naiven C57BL/6 Mausen (87,8 + 13,6 x 10° Zellen) waren sie aber
beide signifikant verringert. Dagegen lag die Gesamtmilzzellzahl in der GVHD Gruppe mit
durchschnittlich nur 8,46 + 4,4 x 10° Zellen nicht nur signifikant unter der der unbehandelten
Kontrolle, sondern auch unter der der beiden anderen Gruppen (Kontroll- und Treg-Gruppe).
Die Untersuchung der zellularen Zusammensetzung des Knochenmarks (Abb. 3.8 A) ergab
zwischen der KM- und der Treg-Gruppe weder bei den Granulozyten- (6,5 + 1,4 x 10° versus
7,8 + 3,8 x 10° Zellen), noch bei den Monozyten- (0,5 + 0,2 x 10° versus 1,3 + 1,1 x 10°
Zellen) oder den B-Zellzahlen (2,2 + 0,3 x 10° versus 2,9 + 0,9 x 10° Zellen) einen
signifikanten Unterschied. Dagegen war die Anzahl der T-Zellen der Treg-Gruppe (0,27 £
0,07 x 10° Zellen) gegeniiber der KM-Gruppe (0,14 + 0,03 x 10° Zellen) signifikant erhéht.
Vergleicht man die zellulare Zusammensetzung dieser Gruppen mit unbehandelten Tieren,
so zeigte sich eine vergleichbare Anzahl an Monozyten, wahrend die Granulozyten-, B- und
T-Zellen eine signifikant verringerte Anzahl aufwiesen.

Im Vergleich zu der KM- und der Treg-Gruppe wurde im Knochenmark der GVHD-Gruppe
eine signifikant erhéhte Anzahl an Granulozyten (14,5 + 3,8 x 10° Zellen), die der Anzahl an
Granulozyten im KM von naiven C57BL/6 Tieren entsprach, detektiert. Keine signifikanten
Unterschiede zu allen Gruppen konnte bei den Monozytenzahlen (1,8 + 1,4 x 10° Zellen)
festgestellt werden. Die absolute Anzahl der T-Zellen (0,3 + 0,1 x 10° Zellen) im KM der
GVHD-Tiere zeigte keinen Unterschied zur KM- oder der Treg-Gruppe, war aber signifikant
erniedrigt zu den T-Zellzahlen von C57/BL/6 Mausen. Entscheidende Unterschiede zwischen
den beiden anderen Gruppen und der GVHD-Gruppe wurde allerdings bezlglich der B-Zell-
Reihe festgestellt, da im KM der GVHD-Tiere keine CD19" B-Zellen und damit keine
Anzeichen einer B-Zell-Rekonstitution nach allogener Transplantation detektiert werden

konnte.
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Abb. 3.8: Leukozytdre Zusammensetzung reisolierter Milz- und Knochenmarkzellen nach
allogener Transplantation.

Organentnahme und durchflusszytometrische Analyse der zelluldren Zusammensetzung von KM (A)
und Milz (B) erfolgten entweder zum Zeitpunkt des Versterbens im Versuchsverlauf (Tiere der GVHD-
Gruppe zwischen Tag 20 und Tag 60 nach Transplantation) oder nach Ablauf des
Beobachtungszeitraums von 100 Tagen (TZD KM- und Treg-Gruppe). Die Balken zeigen Mittelwerte
von n= 5-8 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhangig durchgefiihrten Experimenten. Die Zellzahlen
beziehen sich auf die gesamte Milz bzw. Femur und Tibia der beiden Hinterlaufe. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung (SD) und die Sternchen kennzeichnen die Signifikanz (*p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001, one-way ANOVA mit anschlieBendem post-hoc-Test nach Tukey).

Die Tiere der KM-Gruppe und der Treg-Gruppe zeigten hinsichtlich der Anzahl an
Granulozyten (3,6 + 0,8 x 10° versus 3,1 + 2,2 x 10° Zellen), Monozyten (1,5 + 0,14 x 10°
versus 2,2 + 1,3 x 10° Zellen), B-Zellen (26 + 4,7 x 10° versus 31 + 9,3 x 10° Zellen) und T-
Zellen (13,6 + 4,6 x 10° versus 13,4 + 4,3 x 10° Zellen) in der Milz keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 3.8 B). Im Vergleich zu unbehandelten Tieren lagen die Werte der B-
und T-Zellen in den experimentellen Gruppen allerdings deutlich niedriger, wahrend die
Anzahl der Granulozyten leicht erhdht und die Anzahl der Monozyten in etwa vergleichbar
waren. Die GVHD-Gruppe zeigte auch keine Unterschiede zu den beiden anderen Gruppen
in ihrer Granulozytenzellzahl (3,9 + 2,5 x 10° Zellen). In der GVHD-Gruppe konnte eine leicht
verminderte Monozytenzellzahl (0,7 + 0,5 x 10° Zellen) festgestellt werden, vor allem wurde
aber auch in der Milz ein vollstandiges Fehlen der B-Zellen beobachtet. Zusatzlich zur
fehlenden Rekonstitution der B-Zellen konnte in der Milz der GVHD Tiere auch nur eine
geringe Anzahl an T-Zellen detektiert werden. Die in der GVHD-Gruppe detektierten B- und
T-Zellzahlen lagen nicht nur signifikant unter den der unbehandelten Kontrolle, sondern auch

unter den der beiden experimentellen Gruppen (KM- und Treg-Gruppe).
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3.2 Untersuchungen zur Funktionalitat der B-Zellen

3.2.1 Induktion einer humoralen Immunantwort gegen das T-Zell-
abhangige Antigen TNP-OVA

Im allogenen Transplantationsmodell konnte sowohl in der KM-Gruppe, als auch in der Treg-
Gruppe, eine normale B-Zell-Rekonstitution beobachtet werden, wahrend Mause der GVHD-
Gruppe weder im peripheren Blut, noch im KM oder der Milz Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum eine nennenswerte B-Zell-Entwicklung aufwiesen. Im Folgenden
sollte nun anhand der Induktion einer humoralen Immunantwort gegen das T-Zell-abhéngige
Hapten-Trager-Konjugat TNP-OVA untersucht werden, ob die in den beiden ersten Gruppen
(KM- und Treg-Gruppe) neu gebildeten B-Zellen auch funktionell intakt sind. Hierfir wurden
die Mause an Tag 42, Tag 63 (1. Boost) und Tag 81 (2. Boost) nach Transplantation mit je
50 pg TNP-OVA immunisiert (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Immunisierungsschema.

BALB/c Mause wurden mit 9Gy letal bestrahlt und am Folgetag entweder mit 2,5 x 106 TZD KM-
Zellen alleine, oder zusammen mit 250.000 nTreg aus C57BL/6 Spendermausen allogen
transplantiert. Zwei Tage spater erhielt ein Teil der Tiere zusatzlich 250.000 GVHD-ausldsende
Tconv-Zellen aus C57BL/6 Mausen. An Tag 42, Tag 63 (1. Boost) und Tag 81 (2. Boost) nach der
Transplantation wurden die Mause mit Alum-préazipitiertem TNP-OVA immunisiert.
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3.2.2 Bestimmung der Gesamt-IlgM und IgG Spiegel im Serum von

Mausen nach allogener KMT und Immunisierung mit TNP-OVA

Den transplantierten Mausen wurde zum Nachweis des Serum-IgM und 1IgG Gehalts sowie
IgG
Transplantation (vor, wahrend und nach der Immunisierung) Blut abgenommen (genaue
Zeitpunkte (s. Abb. 3.9).

Als Positivkontrolle diente das Serum nicht-transplantierter immunisierter C57BL/6 Mause.

zu verschiedenen nach

zum Nachweis Zeitpunkten

des TNP-spezifischen

Zusatzlich wurde zum Zeitpunkt der ersten Immunisierung (Tag 42) der prozentuale Anteil
der B-Zellen im peripheren Blut allogen transplantierter Tiere bestimmt. Die Tiere der KM-
Gruppe zeigte einen Anteil von 41,6 + 9,4 % B-Zellen, wahrend die Treg-Gruppe 25,8 + 14 %
rekonstituierte B-Zellen zeigte. Wie erwartet, konnte in den Tieren der GVHD-Gruppe nur ein
sehr geringer B-Zellanteil von 0,5 = 0,5 % an Tag 42 detektiert werden.

Vor der Immunisierung konnte im Serum eine den Kontrolltieren (nicht transplantierte
C57BL/6 Mause) entsprechende Menge an Gesamt-IgM (Abb. 3.10 A) sowohl in der KM- als
auch in der Treg-Gruppe gemessen werden, die Gber den gesamten Beobachtungszeitraum

weitgehend konstant blieb.
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Abb. 3.10: Bestimmung des Gesamt IgM- und IgG Gehalt im Serum allogen transplantierter
Tiere.

Im Serum der allogen transplantierten Tiere wurde vor, wahrend und nach der Immunisierung mittels
ELISA zu den angegebenen Zeitpunkten der Anteil an Gesamt-IgM und IgG im Serum bestimmt. Die
Ergebnisse stammen von zwei unabhangig durchgefuhrten Experimenten. Immunisiert wurden 5-8
Mause pro Gruppe. Die Sternchen kennzeichnen die Signifikanz (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, one-
way ANOVA mit anschlieBendem post-hoc-Test nach Tukey).
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Auch in der GVHD-Gruppe wurde an Tag 42 noch ein hoher Anteil an Gesamt-IgM detektiert,
der im Verlauf jedoch unter den der beiden anderen experimentellen Gruppen absank.

Ein ahnliches Bild zeigte sich bei den IgG-Spiegeln der transplantierten Tiere (Abb. 3.10 B).
Hier konnte vor der Immunisierung an Tag 42 in der KM- und der Treg-Gruppe eine der
Kontrollgruppe entsprechende Menge an Gesamt-lgG gemessen werden, die sich in beiden
Gruppen bis Tag 88 nicht relevant veranderte. Obwohl im peripheren Blut der GVHD-Gruppe
keine B-Zellen mehr detektiert worden waren, konnte an Tag 42 und darlber hinaus noch
IgG nachgewiesen werden, der Spiegel lag jedoch signifikant unter dem der beiden anderen
Gruppen (KM- und Treg-Gruppe). Zusammenfassend liel3 sich also zeigen, dass GVHD-freie
Tiere nach allogener Transplantation anndahernd normale Immunglobulinspiegel besitzen,
wahrend Tiere mit GVHD deutlich erniedrigte Serumspiegel zeigen. Aufgrund der langen
Halbwertszeit von Immunglobulinen ist zu vermuten, dass diese noch von den
Empfangerméusen stammten, da sich in GVHD Tieren keine relevante Zahl an B-Zellen

nachweisen lielR.

3.2.3 Bestimmung der humoralen Immunantwort nach Immunisierung
mit dem T-Zell-abhangigen Hapten-Trager-Konjugat TNP-OVA

Um Aufschluss Uber die Funktionalitdt der rekonstitutierten B-Zellen zu erhalten, wurde in
den allogen transplantierten Tieren auch der Titer an TNP-spezifischem IgG im Serum
bestimmt. Tab. 3.1 zeigt die Titer der einzelnen Tiere nach 3 Immunisierungen (Tag 88).

Es zeigte sich, dass 3/3 Tiere der KM-Gruppe und 5/6 der Treg-Gruppe &ahnliche Titer
zeigten wie nicht transplantierte Kontrolltiere, wahrend von den zwei tUberlebenden Tieren
der GVHD-Gruppe ein Tier keinen Titer aufwies. Die Maus der GVHD-Gruppe mit positivem
Titer zeigte in der Blutanalyse eine B-Zell-Rekonstitution und hatte Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum nur einen niedrigen GVHD-Score. Dadurch wird deutlich, dass die
bei sehr milder GVHD rekonstituierenden B-Zellen funktionell intakt sind. Vor allem zeigen
diese Experimente aber, dass der Schutz vor GVHD durch Ko-Transplantation von Treg-
Zellen nicht nur zur quantitativen Rekonstitution des B-Zell-Kompartments beitrdgt, sondern

dass die humorale Immunfunktion durch ko-transplantierte Treg-Zellen nicht inhibiert wird.
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Tab. 3.1: Bestimmung des TNP-
spezifischen lgG-Serumtiters  nach

Keine Tx 1.1 1059 allogener Transplantation und Immuni-
12 946 sierung mit TNP-OVA.
. Nach Immunisierung der Transplantat-
1.3 >2700 empfanger wurde an Tag 88 nach
TZD KM 21 1690 Transplantation mittels ELISA der Titer an
22 p— TNP-spezifischen 1gG im Serum bestimmt.
. Immunisiert wurden 3-6 Mause pro
2.3 1693 Gruppe. In den durchgefiihrten Messungen
TZD KM + Tconv 3.1 <100 konnten Titer von 100-2700 detektiert
32 1153 werden. Alle Titer, die unterhalb 100 lagen
: wurden als <100 und Titer dber 2700
3.3 tot wurden als >2700 gewertet. Dargestellt
3.4 tot sind die Serumverdiinnungen, bei denen
der gemittelte halbmaximale OD-Wert der
3:5 tot Kontrollseren erreicht wurde.
TZD KM + Tconv + Treg 4.1 1723
4.2 <100
4.3 >2700
4.4 294
45 >2700
4.6 298
3.3 Initiale Prozesse der B-Zell-Rekonstitution nach

allogener KMT

In den bisherigen Untersuchungen wurde die B-Zell-Rekonstitution in Form einer
Momentaufnahme entweder zum Zeitpunkt des Versterbens der transplantierten Tiere
(GVHD-Gruppe) oder nach Ablauf des Beobachtungszeitraumes von 100 Tage betrachtet. In
den folgenden Experimenten sollte dagegen die Frihphase der B- und T-Zell-Rekonstitution
untersucht werden und daruber hinaus das Schicksal der im KM-Transplantat enthaltenen
reifen Spender-B- und T-Zellen aufgeklart werden.

Dazu wurden letal bestrahlte BALB/c (H-2%) Empfangertiere entweder mit C57BL/6 TZD KM
alleine (Kontrollgruppe) oder mit TZD KM und Tconv-Zellen (GVHD Gruppe) transplantiert
und an Tag 7, 14 und 21 die Zellzusammensetzung der Milz und des Knochenmarks
analysiert. Um nicht nur grundsatzlich zwischen Empféanger- und Spenderzellen
unterscheiden zu kénnen (MHC-Differenz), sondern zusatzlich auch die aus den
transplantierten Stamm- und Vorlauferzellen neu rekonstituierten B- und T-Zellen von den im
Transplantat enthaltenen reifen Spenderlymphozyten zu differenzieren (MHC-Identitat),
wurden kongene Mausstamme als Spender eingesetzt. Die durchflusszytometrische
Differenzierung der unterschiedlichen Zellpopulationen war anschliel3end mittels den in Tab.

3.2 gezeigten Oberflachenantigen moglich.
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Population Identifizierung

Spender B-Zellen

CD19*, H-2b*, H-2d,

* kotransplantiert

Ly5.1-

« rekonstituiert

Ly5.1*

Empfanger B-Zellen

CD19*, H-2d*, H-2br, Ly5.1-

Spender T-Zellen

TCRB*, H-2b*, H-2d",

* kotransplantiert

Ly5.1-

« rekonstituiert

Ly5.1*

Empfanger T-Zellen

TCRB*, H-2d*, H-2b-, Ly5.1-

3.3.1 Transplantatzusammensetzung

Tab. 3.2: Oberflachenantigene
far die durchflusszyto-
metrische Differenzierung der
B- und T-Zellpopulationen
nach allogener Transplan-
tation.

In einem ersten Schritt wurden Knochenmarkzellen aus C57BL/6 (Ly5.1) Mausen isoliert und
mittels MACS B- und T-Zell-depletiert (BZD/TZD), so dass das Transplantat nur noch

myeloische Zellen enthielt. In einem zweiten Schritt wurden reife CD19" B-Zellen aus dem

Knochenmark von C57BL/6 wt Mausen (Ly5.2) isoliert (Anreicherung tber MACS, gefolgt

von durchflusszytometrischer Aufreinigung) und anschliel3end im physiologischen Verhaltnis

mit dem depletierten KM gemischt. Sowohl bei derLymphozytendepletion des KM als auch
bei der B-Zell-Aufreinigung wurde eine Reinheit von >99 % (Abb. 3.11).

AR 4B

C57BL/6/LY5.1 (H-2b)

Wt C57BL/6/Ly5.2 (H-2b)

Reife B Zellen aus dem KM
(FACS sortiert)

TCR

o 102 10

10" 10°

Ly5.1

CD19

4,25x108 TZD/BZD KM
+ 0,75x108 CD19* B-Zellen

.

TCR

KM TZD/BZD

3000

2000

1000

# Zellen

o 108 10° 10 10°

hd

kTZD KM

Ly5.1

Abb. 3.11: Zusammensetzung des transplantierten Knochenmarks.

Als Quelle fir reife KM B-Zellen diente das KM aus C57BL/6 wt (Ly5.2) Tieren. Die Zellen wurden
Uber magnetische- und durchflusszytometrische Zellsortierung in hochreiner Form gewonnen und
zusammen mit T-und B-Zell-depletiertem KM von kongenen C57BL/6 Tieren (Ly5.1) in allogene
Empfangertiere (BALB/c) transplantiert.
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Pro Transplantat wurden 4,25 x 10° Ly5.1 TZD/BZD KM-Zellen und 0,75 x 10° Ly5.2 CD19"
reife KM B-Zellen gemischt (kTZD KM, kombiniertes T-Zell-depletiertes KM) und i.v. injiziert.
Periphere CD4" T-Zellen zur Induktion der GVHD wurden aus C57BL/6 wt (Ly5.2) Mausen
mittels magnetischer Bead-Separation aufgereinigt. Die mit 9Gy letal bestrahlten BALB/c (H-
2d) Empfangertiere erhielten an Tag 0 entweder nur 5 x 10° kTZD KM (s. Abb. 3.11) (kTZD
KM) oder zusatzlich 500.000 Tconv aus wt C57BL/6 (H-2b) Mausen (kTZD + Tconv). An Tag
7, 14 und 21 wurde jeweils die Milz und das Knochenmark der transplantierten M&use isoliert
und die Zellzusammensetzung im FACS analysiert (Abb. 3.12).

/

&_ 5x10% kTZD KM

(H-2d) + 500.000 Tconv

= |
Tag-1 Tag 0 l l l ]

(Bestrahlung) (TX) Tag7 Tag14 Tag 21
Isolation KM und Milz

Abb. 3.12: Transpantationsschema.

BALB/c (H-2d) Mause wurden mit 9Gy letal bestrahlt und einen Tag spater mit 5 x 10° kTZD KM
entweder alleine oder zusammen mit 500.000 Tconv-Zellen aus C57BL/6 wt (Ly5.2) Spenderméausen
transplantiert. An Tag 7, 14 und 21 nach der Transplantation wurden die Milz und das Knochenmark
der transplantierten Mause durchflusszytometrisch analysiert.

3.3.2 Monitoring der B- und T-Zell-Rekonstitution friih nach allogener
KMT mittels FACS-Analyse von Milz und KM der Empfanger-
tiere

Tiere der Kontrollgruppe (kTZD KM) hatten an Tag 7 im KM eine Gesamtzellzahl von 3,07 +
1,7 x 10° Zellen. Diese stieg bis Tag 14 nach Transplantation durchschnittlich auf 20,3 + 14,6
x 10° Zellen an und veréanderte sich bis Tag 21 nur noch geringfiigig (17,1 + 5,8 x 10° Zellen).
Tiere der GVHD Gruppe (kKTZD KM + Tconv) zeigten mit 3,94 + 1,7 x 10° Zellen am Tag 7
sowie einem Anstieg auf 12,3 + 6,1 x 10° Zellen bis Tag 14 und einer danach ungeféhr gleich
bleibenden Zellzahl von 12,5 + 5,5 x 10° Zellen an Tag 21 einen &hnlichen Verlauf. Die
Gesamitzellzahl im KM der kTZD KM + Tconv Gruppe war zu keinem Untersuchungs-
zeitpunkt signifikant unterschiedlich zur kKTZD KM Gruppe (Abb. 3.13, links).
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Abb. 3.13: Gesamtzellzahl reiso-

_. 80 Knochenmark Milz lierter Leukozyten aus dem KM

o) und der Milz.
S Organentnahme und  durchfluss-
E’ 60 - zytometrische Analyse erfolgte an
K Tag 7, 14 und 21 nach
-c% I Transplantation. Die Balken zeigen
N 40 Mittelwerte von n= _4-8 Tiere pro
] Gruppe aus zwei unabhangig
TJ durchgefiihrten Experimenten. Die
= Zellzahlen beziehen sich auf die
S 20 gesamte Milz bzw. Femur und Tibia
2 i i der beiden Hinterlaufe.  Die
< Fehlerbalken zeigen die Standard-
0 el L abweichung (SD). Normalwerte in
7 14 21 7 14 21 nicht transplantierten Tieren (n= 6):
Tage nach Transplantation 5“1/'6620,7 +3,2x 107 Milz: 87 £13,5

== kTZD KM

mm kTZD KM + Tconv

Auch die Analyse der Gesamtzellzahl in der Milz (Abb. 3.13, rechts) zwischen den
experimentellen Gruppen ergab keine auffalligen Unterschiede. So zeigte die Gruppe kTZD
KM an Tag 7 eine Gesamtzellzahl von durchschnittlich 3,54 + 1,9 x 10° Zellen in der Milz, die
bis Tag 21 kontinuierlich weiter anstieg (Tag 14: 33,5 + 17,2 x 10° Zellen; Tag 21 43,2 + 14,3
x 10° Zellen). Die Gruppe kTZD KM + Tconv hatte an Tag 7 nach Transplantation eine
Gesamtmilzzellzahl von 3,64 + 1,3 x 10° Zellen. Die Zellzahl stieg an Tag 14 auf 53,7 + 17,3
x 10° Zellen, nahm aber bis Tag 21 wieder auf 32,6 + 18,5 x 10° Zellen ab. Zu keinem
Zeitpunkt zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Im Unterschied zur Gesamtzellzahl zeigten sich allerdings gravierende Unterschiede bei
genauerer Analyse der Zellzusammensetzung von KM und Milz. Im KM der Kontrollgruppe
(kTZD KM) konnten an Tag 7 nach Transplantation 0,15 + 0,06 x 10° B-Zellen detektiert
werden. Deren Anteil stieg bis Tag 14 nach Transplantation auf 9,72 + 9,9 x 10° Zellen an
und blieb bis Tag 21 weitgehend konstant (5,18 + 2,2 x 10°). Durch multiparametrische
Farbungen (Abb. 3.14) zeigte sich, dass das KM der Kontrolltiere an Tag 7 nach
Transplantation noch residuelle Empfanger B-Zellen (0,46 + 0,6 x 10° Zellen) enthielt, die bis
Tag 14 sogar noch auf 1,7 + 1,1 x 10° Zellen zunahmen, am Tag 21 jedoch vollstandig aus

dem KM der Kontrolltiere verschwunden waren.
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Abb. 3.14: Analyse der B-Zellen im
20,0 1 kTZD KM kTZD KM + Tconv KM trans-plantierter Tiere.

Organentnahme  und  durchfluss-
15,0 zytometrische Analyse erfolgte an Tag
7, 14 und 21 nach Transplantation.
Die Balken zeigen Mittelwerte von n=
4-8 Tiere pro Gruppe aus zwei
i unabhéngig durchgefiihrten Experi-

10,0 1

menten. Die Zellzahlen beziehen sich
auf Femur und Tibia der beiden
Hinterlaufe. Die Fehlerbalken zeigen
0,2 “ I die Standardabweichung (SD). B-
0.0 | L Zellzahlen in nicht transplantierten
’ 7 14 21 7 14 21 Tieren (n=6): 5,9 +1,6 x 10°.

Tage nach Transplantation

5,0 1

Absolute Zellzahlen (x106)

mmm Empfanger B-Zellen

mmm Spender B-Zellen (aus KM gereift)

=== Spender B-Zellen (kotransplantiert Tag 0)
Die Subgruppenanalyse zeigte daruber hinaus, dass die B-Zell-Rekonstitution aus den
transplantierten Stamm- oder Vorlauferzellen bereits am Tag 14 erfolgt war (9,5 + 9,9 x 10°
Zellen) und bis Tag 21 keine signifikante Veranderung mehr zeigte. Von den Kko-
transplantierten B-Zellen konnten an Tag 7 noch 0,93 + 0,6 x 10° Zellen im KM detektiert
werden, ihre Anzahl nahm im weiteren Verlauf dann stetig ab (Tag 14: 0,46 + 0,5 x 10°
Zellen; Tag 21: 0,12 + 0,06 x 10° Zellen). Im Unterschied hierzu wurde in Mausen, die nach
zusatzlicher Gabe von CD4" T-Zellen GVHD entwickelten (kTZD KM + Tconv Gruppe),
weder an Tag 7 nach Transplantation noch zu irgendeinem anderen Zeitpunkt relevante B-
Zellzahlen detektiert. Daraus lasst sich schlieen, dass die GVHD Empfanger-B-Zellen
genauso wie Kko-transplantierte reife Spender-B-Zellen eliminiert und die B-Zell-
Rekonstitution aus dem KM inhibiert.
Auch bei den T-Zellzahlen konnten zwischen den beiden experimentellen Gruppen deutliche
Unterschiede festgestellt werden (Abb. 3.15 A). In der Kontrollgruppe konnten an Tag 7
nach Transplantation im KM 0,16 + 0,06 x 10° T-Zellen detektiert werden. Diese stiegen bis
Tag 14 auf 0,7 + 0,65 x 10° Zellen an und blieb bis Tag 21 unveréndert. Bei den an Tag 7
detektierten T-Zellen handelte es sich fast ausschlie3lich um residuelle Empféanger T-Zellen
(0,15 + 0,06 x 10° Zellen), deren Anzahl bis Tag 14 anstieg (0,21 + 0,16 x 10° Zellen) und
sich bis Tag 21 nicht mehr veranderte (0,26 + 0,16 x 10° Zellen). Unterscheidet man bei den
detektierten Empfanger-T-Zellen zwischen CD4" (Abb. 3.15 B) und CD8" (Abb. 3.15 C) T-
Zellen, so zeigt sich, dass es sich an Tag 7 ausschlieRlich um CD4" T-Zellen handelte,
wahrend an Tag 14 und Tag 21 sowohl CD4" als auch CD8" Empfanger-T-Zellen detektiert
wurden. Ab Tag 14 zeigte sich in der Kontrollgruppe eine beginnende Rekonstitution der T-
Zellen aus dem transplantierten KM (0,5 + 0,6 x 10° Zellen), die bis Tag 21 nicht weiter

zunahm. Bei den rekonstituierten T-Zellen handelte es sich Gberwiegend um CD8" T-Zellen.
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Abb. 3.15: Analyse der T-Zellen im KM transplantierter Tiere.

Organentnahme und durchflusszytometrische Analyse erfolgte an Tag 7, 14 und 21 nach
Transplantation. Gezeigt sind die Analyse der A) T-Zellen, B) CD4+ T-Zellen und C) CD8+ T-Zellen im
KM der transplantierten Tiere. Die Balken zeigen Mittelwerte von n= 4-8 Tiere pro Gruppe aus zwei
unabhéangig durchgefihrten Experimenten. Die Zellzahlen beziehen sich auf Femur und Tibia der
beiden Hinterlaufe. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD). T-Zellzahlen in nicht
transplantierten Tieren (n= 6): Gesamt-T-Zellen: 1,15 + 0,34 x 10% CD4" T-Zellen: 0,35 + 0,2 x 10°
CD8" T-Zellen: 0,62 + 0,2 x 10°.

In der GVHD Gruppe (kTZD KM + Tconv) konnte im FACS an Tag 7 ein Anteil von 2,74 + 0,9
x 10° T-Zellen detektiert werden, der bis Tag 14 zunahm (6,54 + 3,1 x 10° Zellen) und

anschlieBend konstant blieb (6,78 + 3,7 x 10° Zellen). Die darin enthaltene Menge an
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Empfanger T-Zellen ging Uber den ganzen Beobachtungszeitraum stark zuriick (Tag 7: 2,74
+ 0,13 x 10°% Tag 14: 0,14 + 0,07 x 10% Tag: 21 0,09 + 0,06 x 10° T-Zellen). Bei den
residuellen T-Zellen handelte es sich tGiberwiegend um CD4" T-Zellen. Von den an Tag 0 ko-
transferierten CD4" Spender-T-Zellen konnten an Tag 7 2,44 + 0,9 x 10° im KM detektiert
werden. Die Anzahl dieser Zellen stieg innerhalb einer Woche auf das 2,5fache an (6,31 + 3
x 10° Zellen) und blieb bis Tag 21 konstant. Eine relevante Population von reifen T-Zellen,
die aus den transplantierten Knochenmarkstamm- und Vorlauferzellen im Empfangerthymus
neu generiert wurden, konnte nicht nachgewiesen werden.

Neben der Lymphopoese wurde auch die Myelopoese im KM beider experimenteller
Gruppen analysiert. Hierfir wurde die Anzahl an Granulozyten (Abb. 3.16 A) und Monozyten
(Abb. 3.16 B) bestimmit.
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Abb. 3.16: Analyse der Granulozyten und Monozyten transplantierter Tiere.

Organentnahme und durchflusszytometrische Analyse erfolgte an Tag 7, 14 und 21 nach
Transplantation. Dargestellt ist die Analyse der Granulozytenzellzahlen (A) und Monozytenzellzahlen
im KM von Kontrolltieren (kTZD KM) oder GVHD Tieren (kTZD KM + Tconv). Die Balken zeigen
Mittelwerte von n= 4-8 Tiere pro Gruppe aus zwei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die
Zellzahlen beziehen sich auf Femur und Tibia der beiden Hinterldufe. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung (SD). Zellzahlen in nicht transplantierten Tieren (n= 6): Granulozyten: 12,8 £ 2,7
x 10°%; Monozyten: 0,9 + 0,3 X 10°.

Die Anzahl der Granulozyten und Monozyten nahm in der Kontrollgruppe von Tag 7
(Granulozyten: 1,67 = 0,8 x 10° Zellen, Monozyten: 1,5 = 0,1 X 10° Zellen) bis Tag 14
(Granulozyten: 5,7 + 2,9 x 10° Zellen, Monozyten: 9,11 + 0,7 x 10° Zellen) kontinuierlich zu

und zeigte bis Tag 21 nur noch geringfiigige Veranderungen (Granulozyten: 4,93 + 2,6 x 10°
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Zellen, Monozyten: 6,67 + 0,4 x 10° Zellen). Dasselbe Bild zeigte sich auch in der GVHD
Gruppe. Hier nahmen beide Zellpopulationen von Tag 7 (Granulozyten: 2,78 + 1,5 x 10°
Zellen, Monozyten: 1,35 + 0,4 x 10° Zellen) bis Tag 14 (Granulozyten: 6,78 + 4,1 x 10° Zellen,
Monozyten: 0,6 + 0,4 x 10° Zellen) ebenfalls kontinuierlich zu und blieben bis Tag 21
konstant (Granulozyten: 7,68 + 5,1 x 10° Zellen, Monozyten: 0,7 + 0,4 x 10° Zellen). Bei allen
Granulozyten und Monozyten der Kontrollgruppe und der GVHD Gruppe handelte es sich
ausschlieBlich um Spenderzellen. Zusatzlich zum KM wurden auch die Milzen der
transplantierten Tiere durchflusszytomertisch auf Unterschiede in ihrer Zellzusammen-
setzung analysiert. An Tag 7 nach Transplantation konnten in der Kontrollgruppe (kTZD KM)
0,65 + 0,4 x 10° B-Zellen detektiert werden (Abb. 3.17). Ahnlich wie im Knochenmark stieg
die B-Zellzahl dieser Gruppe iiber den Zeitverlauf stark an (Tag 14: 3,43 + 2,9 x 10°, Tag 21:
22,7 + 0,9 x 10° B-Zellen). Unter den in der Milz detektierten B-Zellen waren an Tag 7 noch
0,44 + 0,21 x 10° residuelle Empféanger-B-Zellen, deren Anteil iiberraschenderweise auch
weiter leicht zunahm (Tag 14: 0,19 + 0,2 x 10°, Tag 21: 0,21 + 0,2 x 10° B-Zellen).

400, KTZDKM kTZD KM + Tconv Abb. 3.17: Analyse der B-
©
S Zellen in der Milz trans-
\:/ 30,0 plantierter Tiere.
% Organentnahme und durch-
g 20,0 flusszytometrische ~ Analysen
= erfolgten an Tag 7, 14 und 21
,ﬂ]’ 100 | nach  Transplantation. Die
o Balken zeigen Mittelwerte von
5 ; n= 4-8 Tiere pro Gruppe aus
8 0.4 zwei unabhéngig durch-
.2 0'27 I II gefiihrten Experimenten. Die
0’0 ] Zellzahlen beziehen sich auf die
’ 7 14 21 7 14 21 Milz. Die Fehlerbalken zeigen

die Standardabweichung (SD).
B-Zellzahlen in nicht transplan-
tierten Tieren (n= 6): 49,5 £ 9,9
mmm Empfanger B-Zellen x 10°.

mmm Spender B-Zellen (aus KM gereift)

== Spender B-Zellen (kotransplantiert Tag 0)

Tage nach Transplantation

An Tag 7 konnten noch 0,18 + 0,2 x 10° der an Tag 0 ko-transplantierten Spender-B-Zellen
detektiert werden, deren Anteil bis Tag 21 leicht anstieg (Tag 14: 0,4 + 0,46 x 10°, Tag 21:
1,4 £ 0,2 x 10°). Eine solide Rekonstitution der B-Zellen aus den transplantierten Stamm-
bzw. Vorlauferzellen konnte in der Milz ab Tag 14 beobachtet werden (3,2 + 2,9 x 10° Zellen)
und die Zellzahl stieg bis Tag 21 weiter auf 22,3 + 9,8 x 10° an. Im Unterschied hierzu wurde

in GVHD-Tieren (kTZD KM + Tconv Gruppe), wie zuvor schon im KM und peripheren Blut
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beobachtet, zu keinem Zeitpunkt eine relevante Rekonstitution der B-Zell-Reihe in der Milz
detektiert.
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Abb. 3.18: Analyse der T-Zellen in der Milz transplantierter Tiere.

Organentnahmen und durchflusszytometrische Analysen erfolgten an Tag 7, 14 und 21 nach
Transplantation. Gezeigt sind die Analyse der A) T-Zellen, B) CD4+ T-Zellen und C) CD8+ T-Zellen in
der Milz der transplantierten Tiere. Die Balken zeigen Mittelwerte von n= 4-8 Tiere pro Gruppe aus
zwei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Zellzahlen beziehen sich auf Femur und Tibia der
beiden Hinterlaufe. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD). T-Zellzahlen in nicht
transplantierten Tieren (n= 6): Gesamt-T-Zellen: 34,6 + 3,5 x 10°% CD4" T-Zellen: 18,1 + 4,7 x 105
CD8" T-Zellen: 17,9 + 7,3 x 10°.
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Neben den B-Zellen wurden auch die T-Zellsubpopulationen bestimmt. In der Kontrollgruppe
konnte anfanglich eine T-Zellzahl (Abb. 3.18) von 0,18 + 0,07 x 10° Zellen detektiert werden,
die Uber den Beobachtungszeitraum weiter zunahm (Tag 14: 0,63 + 0,15 x 10°, Tag 21: 2,6 +
1,4 x 10%. An Tag 7 nach Transplantation wurden immer noch residuelle Empfanger-T-
Zellen detektiert, deren Anteil bis Tag 21 eine weitere Zunahme zeigte. Hierbei handelte es
sich hauptsachlich um CD4"* T-Zellen (Tag 7: 1,63 + 0,6 x 10°, Tag 14: 2,97 + 1,2 x 10°, Tag
21:11 1,2 x 10°).

Auch in der GVHD Gruppe nahm die an Tag 7 detektierte T-Zellzahl bis Tag 14 stetig zu
(Tag 7: 1 £ 0,7 x 10° Zellen; Tag 14: 7,44 + 5,7 x 10° Zellen) und zeigte bis Tag 21 keine
gravierenden Veranderungen mehr (Tag 21: 5,6 + 4,7 x 10° Zellen). Vergleichbar mit der
Kontrollgruppe konnten an Tag 7 nach Transplantation noch Empfanger-T-Zellen gefunden
werden, jedoch nahmen diese kontinuierlich bis Tag 21 ab (Tag 7: 0,5 + 0,4 x 10° Tag 14:
0,18 + 0,1 x 10°, Tag 21: 0,2 £ 0,1 x 106). Wie auch schon in der Milz der Kontrollgruppe
gesehen, handelte es sich bei den in den GVHD-Tieren detektierten Empfanger-T-Zellen
ausschlieflich um CD4" T-Zellen. Von den an Tag 7 detektierten T-Zellen stammten ca. 50
% (0,5 + 0,3 x 10° von den an Tag 0 ko-transplantierten T-Zellen ab. Innerhalb einer Woche
stieg deren Anteil weiter stark an auf 7,2 + 5,7 x 10° Zellen und blieb bis Tag 21 weitgehend
konstant (5,3 + 4,6 x 10° Zellen). Eine T-Zell-Rekonstitution aus Vorlauferzellen des KM-

Transplantats liel3 sich bis Tag 21 in der Milz nicht nachweisen.
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Abb. 3.19: Analyse der Granulozyten und Monozyten transplantierter Tiere.

Organentnahmen und durchflusszytometrische Analysen erfolgten an Tag 7, 14 und 21 nach
Transplantation. Dargestellt ist die Analyse der Granulozytenzellzahlen (A) und Monozytenzellzahlen
in der Milz von Kontrolltieren (kTZD KM) und GVHD Tieren (kTZD KM + Tconv). Die Balken zeigen
Mittelwerte von n= 4-8 Tiere pro Gruppe aus zwei unabhéngig durchgeflhrten Experimenten. Die
Zellzahlen beziehen sich auf die gesamte Milz. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
(SD). ZeII%ahIen in nicht transplantierten Tieren (n= 6): Granulozyten: 0,7 + 0,3 X 105 Monozyten: 2,9
+0,9x10°.
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Die Granulozytenzellzahlen der beiden experimentellen Gruppen in der Milz zeigten einen
ahnlichen Verlauf (Abb. 3.19 A). In der Kontrollgruppe wurden an Tag 7 nach
Transplantation 0,9 + 0,4 x 10° Granulozyten detektiert, deren Anteil bis Tag 14 auf 7,76 *
2,9 x 10° Zellen anstieg und bis Tag 21 auf 3,23 + 0,4 x 10° Zellen wieder zuriickging. In der
GVHD Gruppe konnten an Tag 7 éhnliche Granulozytenzellzahlen detektiert werden (1,1 £
0,3 x 10° Zellen). Auch hier war bis Tag 14 ein Anstieg zu verzeichnen (12,7 + 5,6 x 10°
Zellen), der sich bis Tag 21 nur geringfiigig anderte (10,8 + 5,3 x 10° Zellen). In den
Kontrolltieren waren im Gegensatz zur GVHD-Gruppe an Tag 7 noch residuelle
Empfangermonozyten vorhanden, deren Zellzahl bis Tag 14 zunahm und anschliel3end
konstant blieb (Tag 7: 0,6 + 0,2 x 10° Zellen; Tag 14: 1,3 + 0,7 x 10° Zellen; Tag 21: 1,4 + 0,5
x 10° Zellen. Die vom Spender stammenden Monozyten nahmen von Tag 7 bis Tag 21
kontinuierlich zu (Tag 7: 0,6 + 0,2 x 10° Zellen; Tag 14: 17 + 9 x 10° Zellen; Tag 21: 22 + 13 x
10° Zellen). Auch in der GVHD-Gruppe stieg die Anzahl der Spender-Monozyten von Tag 7
bis Tag 14 stark an und zeigte bis Tag 21 nur eine geringfligige Abnahme (Tag 7: 0,8 £ 0,3 x
10° Zellen; Tag 14: 1,75 + 1,6 x 10° Zellen; Tag 21: 1,27 + 0,5 x 10° Zellen) (Abb. 3.19 B).

Zusammengefasst konnte somit gezeigt werden, dass es in den Kontrolltieren ohne GVHD
zur raschen Rekonstitution der B-Lymphopoese nach allogener Transplantation kommt. Im
Unterschied hierzu zeigt sich in GVHD-Tieren zwar eine Rekonstitution der Myelopoese, es
findet allerdings keine Rekonstitution der B- und T-Zell-Reihe statt und selbst ko-transferierte
Spender-B-Zellen werden im Rahmen der GVHD eliminiert. Die GVHD verursachenden
Spender-T-Zellen expandieren hingegen massiv. und kbénnen bis Tag 21 nach
Transplantation in hohen Mengen in der Milz und in geringen Mengen auch im KM detektiert

werden.

3.3.3  Auswirkungen einer zeitverzdgert induzierten GVHD auf das
bereits rekonstituierte B-Zell-Kompartiment

In den bisherigen Untersuchungen zur B-Zell-Rekonstitution nach allogener KMT wurden die
GVHD-auslésenden Tconv-Zellen zu einem sehr friilhen Zeitpunkt (Tag O oder Tag 2) nach
Gabe des TZD KM transplantiert. So konnte gezeigt werden, dass die GVHD eine B-Zell-
Rekonstitution in den Empfangerméausen verhindert.

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, welchen Einfluss die GVHD auf eine bereits
rekonstituierte B-Lymphopoese hat. Hierfur wurde die GVHD durch eine verzbégerte Gabe
der Spender-Tconv-Zellen an Tag 21 ausgeldst. Als Rezipienten dienten auch in diesen
Ansétzen letal (9Gy) bestrahlte BALB/c (H-2%) Mause, denen an Tag 0 2,5 x 10° TZD KM aus
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L/ 1x108
/ 2,5 x108 TZD-BM + 8x10° Tconv
12xlOG
l 9Gy l
Rekonstitution
Tag -1 Tag O Tag 21
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Abb. 3.20: Transplantationsschema.

BALB/c (H-2d) Méause wurden an Tag -1 mit 9Gy letal bestrahlt und an Tag 0 mit 2,5 x 10° TZD
Knochenmarkzellen aus C57BL/6 (H- 2b) Mausen allogen transplantlert An Tag 21 nach
Transplantation wurden nachtréglich 1 x 10°, 8 x 10° oder 12 x 10° GVHD-auslésende allogene Tconv-
Zellen aus C57BL/6Ly5.1 (H-2b) M&usen transfundlert (donor lymphocyte infusion, DLI).

C57BL/6 (H-2") Spenderméusen transplantiert wurden. Die Tiere rekonstituierten in den
folgenden 3 Wochen ihre Hamatopoese (inklusive der B-Lymphozyten) aus den
transplantierten C57BL/6 Stamm- und Progenitorzellen, bevor ihnen an Tag 21 nach
Transplantation unterschiedliche Mengen an C57BL/6 (Ly5.1) Tconv-Zellen zur Induktion
einer GVHD injiziert wurden. Ein Teil erhielt keine T-Zellen und diente als Kontrolle (Abb.
3.20).

A) B)

Gewicht [g]
Klinischer GVHD Score

Tage naCh Transplantation Tage nach Transplantation

O keine Tconv [ 1x10° Tconv W 8x10° Tconv M 12x10° Tconv

Abb. 3.21: Gewichtsverlauf und klinischer GVHD Score von BALB/c Mausen nach allogener
KMT mit nachtragllcher Tconv Gabe an Tag 21.

BALB/c (H-2%) Rezipienten wurden mit 9Gy letal bestrahlt und mit TZD KM aus C57BL/6 (H 2°)
Mausen trans6plant|ert An Tag 21 nach Transplantation wurden den M&usen nachtréaglich 1 x 10° (m;
n= 6), 8 x 10 (m; n= 8) oder 12 x 10° (m; n= 4) GVHD-induzierende Tconv-Zellen aus C57BL/6Ly5.1
Mausen (H-2 ) transfundiert. Kontrolltiere erhielten keine Tconv-Zellen (o; n= 3). Dargestellt sind der
Gewichtsverlauf (A) und der klinische GVHD Score (B). Gezeigt sind die zusammengefassten
Ergebnisse zweier unabhéngig durchgefihrter Experimente. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung (SD).
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Um den Verlauf der GVHD zu dokumentieren, wurde, wie fur die vorherigen Experiment
bereits beschrieben, taglich das Uberleben und zweimal wochentlich das Gewicht der Tiere
sowie der klinische GVHD Score bestimmt. Abb. 3.21 zeigt den Gewichtsverlauf (A) und den
klinischen GVHD Score (B) der Mause lUber den Beobachtungszeitraum von 50 Tagen. Nach
Gabe von 1 x 10° Tconv-Zellen an Tag 21 nach Transplantation konnte weder im
Gewichtsverlauf (Abb. 3.21 A) noch im Kklinischen GVHD Score (Abb. 3.21 B) ein
signifikanter Unterschied zu den Kontrolltieren beobachtet werden. Erst bei einer
nachtréglichen Gabe von 8 x 10° oder 12 x 10° Tconv-Zellen zeigte sich ein deutlicher und
gegeniuber der Kontrollgruppe statistisch signifikanter Gewichtsverlust, der in beiden
Gruppen &hnlich stark ausfiel. Ebenso stieg der GVHD Score in diesen beiden Gruppen

signifikant gegenuber der Kontrollgruppe an.

3.34 Durchflusszytometrische Analyse von peripherem Blut, Milz und
Knochenmark von BALB/c Empfangertieren nach allogener
KMT und zeitverzdgerter Tconv Gabe

Um zu untersuchen, wie sich die Entwicklung einer nachtraglich an Tag 21 nach KMT
induzierten GVHD auf die bereits rekonstituierten B-Zellen auswirkt, wurde das Blut der
Empfangerméause im Zeitraum von Tag 21 (vor Tconv Gabe) bis Tag 49 nach KMT im
wochentlichen Abstand durchflusszytometrisch untersucht (Abb. 3. 22).

Der prozentuale Anteil der B-Zellen im peripheren Blut stieg sowohl in der Kontrollgruppe
(keine Tconv) als auch in der experimentellen Untersuchungsgruppe mit 1 x 10° Tconv-
Zellen (keine Klinischen Zeichen einer GVHD) Uber den Beobachtungszeitraum von 4
Wochen kontinuierlich an (Kontrollgruppe von 17,7 + 12,9 % an Tag 21 auf 42,5 + 9,9 % an
Tag 49 nach KMT; 1 x 10° Tconv-Gruppe von 22,3 + 4,5 % an Tag 21 auf 22,3 + 4,5 % an
Tag 49 nach KMT) und zeigte keine signifikanten Unterschiede. Im Gegensatz dazu zeigte
sich nach der zeitverzégerten Transplantation von 8 x 10° oder 12 x 10° Tconv-Zellen ein
rascher und deutlicher Ruckgang von bereits rekonstituierten B-Zellen im peripheren Blut.
Der Anteil der CD19" B-Zellen in diesen beiden Gruppen lag an Tag 21, vor der Tconv Gabe,
bei 30,3 + 5,2 % (8 x 10° Tconv) bzw. 36,3 + 9,2 % (12 x 10° Tconv). Bereits innerhalb der
ersten Woche nach Tconv Gabe sank der Anteil der CD19* B-Zellen auf 10 + 6,9 % (8 x 10°
Tconv) bzw. 5,9 + 1,3 % (12 x 10° Tconv) und war damit gegeniiber der Kontrollgruppe
signifikant erniedrigt. Das anderte sich im gesamten Beobachtungszeitraum nicht mehr und
so konnten auch nach 4 Wochen im peripheren Blut dieser Tiere nur 14 + 13,6 % (8 x 10°
Tconv) bzw. 13 + 9,5 % (12 x 10° Tconv) CD19* B-Zellen detektiert werden.
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Abb. 3.22: Abnahme des prozentualen Anteils rekonstituierter CD19" B-Zellen im peripheren
Blut allogen transplantierter Empféangertiere in Folge einer zeitverzogerten GVHD Induktion.
BALB/c Empfangertiere wurden mit 9Gy letal bestrahlt und an d 0 mit 2,5 x 10° TZD KM allogen
transplantiert. An Tag 21 nach Transplantation wurden die Tiere in einzelne Gruppen aufgeteilt und
erhielten entweder 1 x 10° (m; n= 6), 8 x 10° (m; n= 8) oder 12 x 10° (m; n= 4) Tconv-Zellen.
Kontrolltiere (o, n= 3) erhielten keine Tconv-Zellen. Den Tieren wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten (an Tag 21 vor Tconv-Zellgabe) Blut entnommen und durchflusszytometrisch auf den
Gehalt an reifen CD19" B-Zellen unter den MNZ untersucht. Gezeigt sind die Ergebnisse aus zwei
unabhéngig durchgefuhrten Experimenten, bei denen insgesamt 3 bis 8 Mause pro Gruppe analysiert
wurden. Die Sterne kennzeichnen die Signifikanz (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, one-way ANOVA mit
anschlieBendem post-hoc-Test nach Dunnet).

Bei der GVHD werden neben den typischen Zielorganen Haut, Darm und Leber auch
lymphatische Organe angegriffen. Es konnte gezeigt werden, dass der Thymus ein direktes
Ziel der GVH-Alloreaktivitat ist und die Thymusarchitektur dadurch schwer geschadigt wird,
so dass die Thymusfunktion beeintrachtigt ist. Deshalb wurde in diesen Experimenten neben
der B-Zell-Regeneration auch die Rekonstitution der T-Zellen n&her untersucht. Hierfur
wurde wie zuvor bei den B-Zellen mittels kongener Marker unterschieden, ob die
vorhandenen T-Zellen vom Empfénger, vom transplantierten KM oder von den an Tag 21

nachtraglich transfundierten Tconv-Zellen abstammen.
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Abb. 3.23: Bestimmung des prozentualen Anteils der T-Zellen und der Abstammung der CD4"-
und CD8" T-Zellen im peripheren Blut allogen transplantierter Empfangertiere nach
zeitverzégerter GVHD-Induktion.

BALB/c Empfangertiere wurden mit 9Gy letal bestrahlt und an d 0 mit 2,5 x 10° TZD KM allogen
transplantiert. An Tag 21 nach Transplantaﬂon wurden die Tiere in unterschledllche Gruppen
aufgeteilt und erhielten entweder 1 x 10° (n= 6), 8 x 10° (n= 8) oder 12 x 10° (n= 4) Tconv-Zellen.
Kontrolltiere (n= 3) erhielten keine Tconv-Zellen. Den Tieren wurde zu den angegebenen Zeitpunkten
(an Tag 21 vor Tconv-Zellgabe) Blut entnommen und durchflusszytometrisch der prozentuale Anteil
an T-Zellen (A), CD4"- (B) und CD8"- (C) T-Zellen im peripheren Blut bestimmt und nach Empfanger-,
rekonstituierten Spender- oder verzogert transfundierten Spender-Tconv-Zellen (Transplantation an
Tag 21) differenziert. Gezeigt sind die Ergebnisse aus zwei unabhangig durchgefiihrten
Experimenten, in denen 3 bis 8 Mause pro Gruppe analysiert wurden.
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Abb. 3.23 A zeigt den prozentualen Anteil der T-Zellen unter den MNZ zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Transplantation. Zusatzlich wurden die T-Zellen getrennt nach CD4" (Abb.
3.23 B) und CD8" T-Zellen (Abb. 3.23 C) analysiert.

In der Kontrollgruppe (keine Tconv) konnte ein kontinuierlicher Anstieg der T-Zellen
innerhalb der MNZ zwischen Tag 21 und Tag 49 von 3,03 + 0,5 % auf 17,4 £ 54 %
verzeichnet werden, der vor allem auf die Zunahme der aus dem an Tag O transplantierten
KM stammenden CD4" T-Zellen zuriickzufiihren war. lhr Anteil lag an Tag 21 bei ca. 1,2 +
0,5 % und stieg bis Tag 49 auf ca. 12,3 + 3,1 % an. Die aus dem KM gereiften Spender CD8"
T-Zellen zeigten Uber den Zeitraum ebenfalls eine leichte Zunahme (Tag 21: 0,4 + 0,2 %;
Tag 49: 3,8 £ 1,2 %). Zusatzlich konnten bis Tag 49 nach Transplantation immer noch
residuelle Empfanger-T-Zellen detektiert werden. Hierbei handelte es sich mehr um CD4"
(1,4 + 1,4 %) als um CD8" (0,2 + 0,2 %) T-Zellen. Auch in der Behandlungsgruppe, die an
Tag 21 1 x 10° Tconv transfundiert bekamen, zeigte sich bis Tag 49 ein der Kontrollgruppe
vergleichbarer kontinuierlicher Anstieg der T-Zellen im peripheren Blut (3,9 £ 1,7 % Tag 21;
14,2 £ 6,6 % Tag 49). Wie in der Kontrollgruppe handelte es sich hierbei hauptséchlich um
aus dem Transplantat gereifte CD4" T-Zellen (1,7 + 0,09 % Tag 21; 10 + 3,6 % Tag 49), aber
auch KM-stammige CD8" Spender-T-Zellen stiegen Uber den Beobachtungszeitraum
kontinuierlich an (1,1 £1,4 % Tag 21; 3,1 £ 2,4 % Tag 49). Dartiber hinaus konnten bis Tag
49 noch residuelle CD4" Empfanger-T-Zellen detektiert werden (0,6 + 0,8 %). Der
prozentuale Anteil der an Tag 21 nachtréglich transplantierten 1 x 10° Tconv-Zellen nahm bis
Tag 49 kontinuierlich ab (0,9 + 0,2 % Tag 28; 0,4 £ 0,2 % Tag 49).

Deutliche Unterschiede gegeniiber den beiden anderen Gruppen (keine Tconv; 1 x 10°
Tconv) fielen in der Gruppe auf, die 8 x 10° Tconv Zellen erhielt. Hier zeigte sich ebenfalls
zwischen Tag 21 und Tag 28 ein rascher Anstieg der T-Zellen von 3 + 0,8 % auf 12 + 4 %,
danach fielen die T-Zell-Zahlen bis Tag 49 wieder kontinuierlich ab (6,5 % +5 % Tag 42; 4,3
% + 3,1 % Tag 49). Es handelte sich hierbei hauptsachlich um die an Tag 21 transplantierten
Tconv-Zellen (5,2 + 1,5 % Tag 28; 0,9 + 0,2 % Tag 49). Bis Tag 21, vor Gabe der Tconv-
Zellen, konnten in der Gruppe lediglich 1,2 + 0,4 % CD4" T-Zellen und 0,3 + 0,2 % CD8" T-
Zellen beobachtet werden, die aus dem Transplantat entstanden waren. Bis Tag 28 stieg
deren Anteil noch leicht an (3 +1,9 % CD4"; 1,9 + 2,9 % CD8") und blieb danach bis Tag 49
weitgehend konstant (2,5 + 1,4 % CD4"; 1,8 + 0,7 % CD8"). Die an Tag 21 noch
vorhandenen Empfanger T-Zellen (1,4 = 0,6 % CD4"; 0,1 + 0,1 % CD8") konnten an Tag 49
im Gegensatz zur Kontrollgruppe und der 1 x 10° Tconv Gruppe im peripheren Blut nicht
mehr detektiert werden. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch in der Gruppe, die 12 x 10°
Tconv Zellen erhalten hatte. Auch hier kam es zwischen Tag 21 und Tag 28 zu einem
Anstieg der T-Zellen (4,1 £ 0,9 % Tag 21; 8,3 £ 1,6 % Tag 28) und anschlieRend wieder zum
Abfall der Spender-T-Zellen bis Tag 49 (4,3 £ 2,3 %). Auch in dieser Gruppe wurde der
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Anstieg durch die an Tag 21 transferierten Tconv-Zellen verursacht. Ihr Anteil lag an Tag 28
bei 4,55 + 2 % und nahm bis Tag 49 wieder auf 0,4 £ 0,2 % ab.

Die an Tag 21 bereits rekonstituierten 1,7 + 0,7 % CD4" T-Zellen zeigten Gber den ganzen
Beobachtungszeitraum keine weitere Veranderung mehr. Hingegen konnte bei den aus dem
Transplantat gereiften CD8" T-Zellen noch bis Tag 28 eine Zunahme detektiert werden (0,7 +
0,1 % Tag 21; 3,1 £ 1,6 % Tag 28), der prozentuale Anteil blieb anschliel3end jedoch
konstant.

Nach Abschluss des Experiments (Tag 50) wurde die leukozytdre Zusammensetzung von
Knochenmark und Milz in den einzelnen Gruppen bestimmt. Als Vergleichswert dienten Milz-

und Knochenmark aus unbehandelten C57BL/6 Mausen.
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Abb. 3.24: Gesamtzellzahl des KM und der Milz allogen transplantierter Empfangertiere nach
zeitverzégerter GVHD Induktion.

Organentnahme und durchflusszytometrische Analyse erfolgte an Tag 50 nach Transplantation. Die
Balken zeigen Mittelwerte von n= 3-5 Tiere pro Gruppe aus zwei unabhangig durchgefihrten
Experimenten. Die Zellzahlen beziehen sich auf die gesamte Milz bzw. Femur und Tibia der beiden
Hinterlaufe. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) und die Sternchen kennzeichnen
die Signifikanz (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, one-way ANOVA mit anschlieendem post-hoc-Test
nach Dunnet).

Die absolute Zellzahl im Knochenmark (Abb. 3.24, links) lag bei den Mausen der
Kontrollgruppe (keine Tconv) mit 26,3 + 6,8 x 10° Zellen und in der Gruppe 1 x 10° Tconv mit
27,6 + 4,8 x 10° Zellen leicht (iber dem Normalbereich von unbehandelten C57BL/6 Tieren
(21 + 3,3 x 10° Zellen). Die Gruppen 8 x 10° Tconv oder 12 x 10° Tconv-Zellen zeigten eine
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gegeniiber der Kontrollgruppe nicht signifikant verminderte Gesamtzellzahl im KM (8 x 10°
Tconv: 14,2 + 5,4 x 10° Zellen; 12 x 10° Tconv: 16,1 + 3,9 x 10° Zellen). Dagegen ergab die
Analyse der Gesamtmilzzellzahlen deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
experimentellen Gruppen (Abb. 3.24, rechts). Die Kontrollgruppe (keine Tconv) zeigte an
Tag 50 nach Transplantation in der Milz eine Anzahl von 78 + 11 x 10° Zellen, die der von
unbehandelten Mausen entsprach (87 + 13,6 x 10° Zellen). In der Gruppe mit 1 x 10° Tconv
wurde eine leicht verringerte Anzahl an Milzzellen detektiert (56 + 12,9 x 10° Zellen), wobei
die Unterschiede statistisch nicht signifikant waren. In den beiden anderen Gruppen (8 x 10°
Tconv bzw. 12 x 10° Tconv) waren die Gesamtzellzahlen in der Milz gegeniiber der Kontrolle
jedoch signifikant verringert (8 x 10° Tconv: 24,9 + 17,4 x 10% 12 x 10° Tconv: 11,3 + 1,3 x
10°).

In der zellspezifischen Zusammensetzung des Knochenmarks (Abb. 3.25 A) konnte man
sowohl bei den Granulozyten- als auch bei den Monozytenzellzahlen keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der experimentellen Gruppen feststellen. Vergleicht man diese
jedoch mit unbehandelten C57BL/6 Tieren, so waren die Granulozytenzellzahlen aller
experimenteller Gruppen leicht verringert, wéhrend die Monozytenzellzahlen im Vergleich
dazu etwas erhorte Werte zeigten.

Zwischen den Gruppen konnte aber ein deutlicher Unterschied in den B-Zellzahlen im KM
gezeigt werden. Tiere der Kontrollgruppe oder der Gruppe 1 x 10° Tconv zeigten ahnliche B-
Zellzahlen (keine Tconv: 5,9 + 2,1 x 10°% 1 x 10° Tconv: 7,1 + 2,5 x 10°), die im Vergleich zu
unbehandelten Tieren etwas erniedrigt waren. Hingegen zeigte die Analyse der B-Zellen in
den Gruppen 8 x 10° Tconv oder 12 x 10° Tconv im Vergleich zur Kontroligruppe eine
signifikant verringerte Zellzahl (8 x 10° Tconv: 1,7 + 2,5 x 10°% 12 x 10° Tconv: 1,3 + 1,5 x
10%. Bei den T-Zellzahlen im KM konnten zwischen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede detektiert werden. Analysiert man die T-Zellen der einzelnen Gruppen
nochmals getrennt nach CD4" und CD8" T-Zellen, so konnten zwischen den experimenteller
Gruppen keine Unterschiede detektiert werden. Die T-Zellzahlen und auch die Anzahl an
CD4" und CD8" T-Zellen waren jedoch gegentiber unbehandelten Tieren in allen Gruppen
signifikant verringert.

Bei der zellularen Zusammensetzung der Milz (Abb. 3.25 B) zeigten sich hinsichtlich der
Granulozyten- und Monozytenzellzahl keine signifikanten Unterschiede in den einzelnen
experimentellen Gruppen. Die Granulozytenzahlen waren im Vergleich zu unbehandelten
Tieren leicht erhoht. Dagegen konnten signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen bei den B-Lymphozyten festgestellt werden. Sowohl die Kontrollgruppe (keine
Tconv) also auch die Gruppe mit 1 x 10° Tconv zeigten ahnliche B-Zellzahlen in der Milz
(keine Tconv: 34,7 + 3,1 x 10% 1 x 10° Tconv: 27,4 * 7,4 x 10°, die gegeniiber

unbehandelten Tieren signifikant verringert waren. Tiere, die 8 x 10° oder 12 x 10° Tconv
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Zellen erhalten hatten, zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe (keine Tconv) eine signifikant
verringerte B-Zellzahl in der Milz (8 x 10° Tconv: 7,2 + 11,9 x 10°% 12 x 10° Tconv: 2,1 + 1,7 x
10°. Bei den T-Zellzahlen zeigten sowohl die Kontroligruppe und die Gruppe 1 x 10°
ahnliche Werte (keine Tconv: 16,5 + 5 x 10% 1 x 10° Tconv: 11,7 + 4,5 x 10°).
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Abb. 3.25: Leukozytdre Zusammensetzung reisolierter Milz- und Knochenmarkszellen allogen
transplantierter Empfangertiere nach zeitverzégerter GVHD Induktion.

Organentnahme und durchflusszytometrische Analyse der zelluldren Zusammensetzung von KM (A)
und Milz (B) erfolgte an Tag 50 nach Transplantation. Als Vergleichswert dienten KM und Milz von
unbehandelten C57BL/6 Mausen. Die Balken zeigen Mittelwerte von n= 3-5 Tiere pro Gruppe aus
zwei unabhéngig durchgefuhrten Experimenten. Die Zellzahlen beziehen sich auf die gesamte Milz
bzw. Femur und Tibia der beiden Hinterlaufe. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD)
und die Sternchen kennzeichnen die Signifikanz (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, one-way ANOVA mit
anschlieBendem post-hoc-Test nach Dunnet).
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Die getrennte Analyse der T-Zellen nach CD4'- (keine Tconv: 10,9 + 3,3 x 10% 1 x 10°
Tconv: 8,1 + 2,9 x 10° und CD8*- (keine Tconv: 5,2 + 1,5 x 10°% 1 x 10° Tconv: 3,3 + 1,7 x
10°%) T-Zellen zeigten ebenfalls keine Unterschiede in den beiden Gruppen. Im Vergleich zu
den in der Milz von naiven C57BL/6 Mausen detektierten T-Zellzahlen waren sie jedoch
signifikant verringert. In den Gruppen 8 x 10° oder 12 x 10° Tconv wurden sowohl im
Vergleich zu der Gruppe mit 1 x 10° Tconv als auch gegentiiber der Kontrollgruppe signifikant
verringerte T-Zellzahlen in der Milz detektiert (8 x 10° Tconv: 4,4 + 5,8 x 10% 12 x 10° Tconv:
1,1 £ 0,9 x 10°). Die signifikante Verringerung der T-Zellen galt sowohl fiir CD4" und CD8* T-
Zellen.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass eine zeitverzdgerte DLI in Form von 8 x 10°
oder 12 x 10° Tconv-Zellen an Tag 21 in allogen transplantierten Empfangertieren eine
GVHD induzierte, die zu einem Verlust bereits rekonstituierter B-Zellen fuhrte. Zuséatzlich
zeigte sich durch die DLI auch ein Effekt auf die T-Zell-Rekonstitution. Hierbei kam es nach
der Tconv-Gabe zwar zu keinem Ruckgang bereits rekonstituierter T-Zellen, die weitere

Rekonstitution des T-Zell-Kompartiments wurde allerdings gestort.

3.4 Effekte der pro-inflammatorischen Zytokine IFN-y und
TNF auf die B-Zell-Rekonstitution nach allogener KMT

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die im Rahmen des sogenannten ,Zytokinsturms*
freigesetzten pro-inflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF fir die fehlende B-Zell-
Rekonstitution bei GVHD verantwortlich sind. Beide Zytokine werden von alloreaktiven T-
Zellen sezerniert und von beiden wurde beschrieben, dass sie die B-Zell-Entwicklung im KM
direkt oder indirekt z.B. Uuber ihre Wirkung auf Makrophagen und Stromazellen,
beeintrachtigen kdnnen (193-198). Methodisch wurde fir diese Untersuchungen ein
kompetitives KM-Transplantationssystem eingesetzt. Dabei wurden KM-Zellen aus Wilttyp-
und IFN-yR-defizienten bzw. TNFR1/2-defizienten Tieren im Verhdltnis 1:1 gemischt und in
letal bestrahlte Empféngertiere Ubertragen. Durch Ko-Transplantation von peripheren T-
Zellen wurde eine GVHD induziert und anschlief3end untersucht, ob B-Zellen trotz GVHD aus
Zytokinrezeptor-negativen Knochenmarkzellen rekonstituieren. Als Kontrollen dienten
Transplantatempféanger, in denen keine GVHD induziert wurde und von denen erwartet
wurde, dass die B-Zell-Rekonstitution zu gleichen Teilen aus Wildtyp und Rezeptor-
defizienten KM-Zellen stattfindet. Die jeweilige Zusammensetzung des TZD KM und das

Transplantationsschema sind in Abb. 3.26 dargestellt.
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Abb. 3.26: Zusammensetzung des transplantierten Knochenmarks und Transplantations-
schema.

Zur Herstellung der gemischten KM-Transplantate wurden KM-Zellen aus C57BL/6/Ly5.1 Mausen und
IFN-yR k.0. Mausen oder TNFR1/2 k.o. Mausen isoliert, T-Zell-depletiert und jeweils 1:1 gemischt (s.
A und B). AnschlieRend wurden die Zellen entweder alleine oder zusammen mit 0,5 x 10° Tconv-
Zellen aus C57BL/6 (Ly5.2) wt Mausen in letal bestrahlte BALB/c Empfangertiere transplantiert. Die
verwendeten k.o. Tiere waren alle auf einem C57BL/6 (Ly5.2) Hintergrund generiert (C).

Zur Uberwachung der GVHD unter den veranderten Versuchsbedingungen wurde das
Gewicht und regelmafig der klinische GVHD-Score ermittelt. Die Tiere der jeweiligen KM-
Gruppe zeigten den erwarteten Verlauf (s. Abb. 3.27 A und B), namlich einen
bestrahlungsbedingten frihen Gewichtsverlust mit anschliel3end rascher Normalisierung und
stetiger Gewichtszunahme ab Tag 7 nach Transplantation. Auch die beiden GVHD-Gruppen
(mFNyR k.o. KM + Tconv und mTNFR1/2 k.o. KM + Tconv) entwickelten sich
erwartungsgemaf. Nach dem bestrahlungsbedingten Gewichtsabfall kam es zu einer
kurzfristigen Erholung bis Tag 15, danach kam es zu einem kontinuierlichen Gewichtsverlust
und einem rapiden Anstieg des GVHD-Scores. Wahrend 91 % der mIFNyR k.o. KM Gruppe
und 80 % der mTNFR1/2 k.o. KM Gruppe den Beobachtungszeitraum von 100 Tagen
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Uberlebten, verstarben alle Versuchstiere der GVHD-Gruppen (mIFNyR k.o. KM + Tconv und

MTNFR1/2 k.o. KM + Tconv) innerhalb von 32 bzw. 97 Tagen nach Transplantation an den
Folgen der GVHD (Abb. 3.27 C).
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Abb. 3.27 Gewicht, klinischer GVHD Score und Uberleben von BALB/c Mausen nach allogener
Transplantation mit gemischtem Knochenmark.

BALB/c Tiere wurden mit 9Gy letal bestrahlt und mit mIFNyYR k.o. KM (m; n= 11) oder mTNFR1/2 k.o.
KM (m; n= 5) alleine oder zusammen mit C57BL/6 Tconv-Zellen (mIFNyR k.o. KM + Tconv; A; n= 13
oder MTNFR k.o. KM + Tconv; A; n=5) allogen transplantiert. Dargestellt sind der Gewichtsverlauf
(A), der Klinische GVHD Score (B) und das Uberleben (C). Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung (SD).
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34.1 Verlauf der B-Zell-Rekonstitution im kompetitiven KMT-Modell

Zur Untersuchung der B-Zell-Rekonstitution in den Empfangertieren wurde der Anteil der B-
Zellen unter den MNZ im peripheren Blut 3 und 5 Wochen nach Transplantation

durchflusszytometrisch bestimmt.
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Abb. 3.28: Prozentualer Anteil CD19" B-Zellen im peripheren Blut nach allogener
Transplantation mit gemischtem KM.

Fur die Untersuchung der B-Zell-Rekonstitution im peripheren Blut wurden in einem ersten Ansatz
Empfangerméause analysiert, denen entweder nur mIFNyR k.0. KM (n= 6) oder mTNFR1/2 k.0. KM (n=
5) alleine oder zusammen mit C57BL/6 wt Tconv-Zellen (mIFNyR k.o. KM + Tconv; n= 7 und
MTNFR1/2R k.o. KM + Tconv; n=5) transplantiert wurden. Die durchflusszytometrische Detektion der
B-Zellen unter den MNZ erfolgte 3 bzw. 5 Wochen nach Transplantation. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung (SD).

Wie in Abb. 3.28 dargestellt, war in Tieren beider KM-Gruppen nach 3 Wochen eine B-Zell-
Rekonstitution mit 33 + 8,8 % (MIFNyR k.o. KM) und 32 = 53 % (MTNFRK.0. KM)
nachweisbar, obwohl diese im Vergleich zu nicht transplantierten naiven C57BL/6 (57 £ 10 %
B-Zellen) noch vermindert war. Dasselbe Bild zeigte sich auch 5 Wochen nach
Transplantation (30 + 18 % in der mIFNyR k.0. KM- Gruppe und 34 + 8,4 % in der mTNFR1/2
k.o. KM- Gruppe). Im Gegensatz dazu lieBen sich kaum B-Zellen im peripheren Blut von
GVHD-Tieren nach 3 Wochen nachweisen (0,07 £ 0,03 % in der mIFNyR k.o. KM + Tconv-
Gruppe und 0,09 = 0,04 % in der mTNFR1/2 ko. KM + Tconv-Gruppe) und sie
rekonstituierten nicht weiter bis Woche 5 in der mTNFR1/2 k.o. KM + Tconv Gruppe
(mTNFR1/2 k.o. + Tconv Tiere zu diesem Zeitpunkt bereits alle verstorben).

Bei den im peripheren Blut der Empfangermause detektierten B-Zellen handelte es sich

ausnahmslos um rekonstituierte Spender B-Zellen. Um den prozentualen Beitrag der beiden
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unterschiedlichen KM-Bestandteile (wt versus k.0.) zu ermitteln, wurde die Expression der
spenderspezifischen Antigene H-2k” und CD45.1 auf den B-Zellen bestimmt. Dies konnte
wegen des dullerst geringen B-Zellanteils in den Tieren mit GVHD nur mit den Tieren der
KM-Gruppen durchgefuhrt werden.

Wie in Abb. 3.29 zu sehen, stammen nach drei Wochen von den 35 = 7 % B-Zellen in
Tieren die wt und IFNyR k.o. KM erhalten hatten 25 + 5 % aus dem IFNyR k.o. KM (relativer
Anteil 71 %) und 10 £ 2 % aus dem C57BL/6 Ly5.1 KM (relativer Anteil 29 %). Diese

Verteilung blieb auch nach 5 Wochen konstant.
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Abb. 3.29: Abstammung der rekonstituierten CD19" B-Zellen im peripheren Blut der
Kontrollgruppe nach allogener Transplantation von gemischtem wt und Zytokinrezeptor-
defizientem KM.

BALB/c Empfangertiere wurden mit 9Gy letal bestrahlt und mit mIFNyR k.o. KM (n= 6) oder
MTNFR1/2 k.o. KM (n= 5) allogen transplantiert. Mittels durchflusszyometrischer Analysen von
peripherem Blut erfolgte in Woche 3 und Woche 5 nach Transplantation die Differenzierung der
rekonstituierten B-Zellen bezliglich ihrer Abstammung.

Nach Transplantation von gemischtem wt und TNFR k.o. KM stammten die rekonstituierten
B-Zellen (32 = 5,4 %) 3 Wochen nach Transplantation zu 13,4 £ 2 % vom TNFR1/2 k.o. KM
ab und zu 18,3 + 3,7 % aus dem C57BL/6 Ly5.1 wt KM. Auch dieses Verhéltnis (ca. 50:50)

blieb bis Woche 5 nach Transplantation erhalten.
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3.4.2 FACS- Analysen von Milz und Knochenmark der Empfanger-
tiere nach Transfer des gemischten KM

Die Zusammensetzung des rekonstituierten B-Zell-Kompartiments in den Empfangertieren
wurde nicht nur im peripheren Blut, sondern auch im KM und in der Milz bestimmt. Bei
Tieren, die im Versuchsverlauf starben, erfolgte die Analyse soweit mdoglich am Tag ihres
Versterbens. Alle tbrigen Tiere wurden nach Ablauf des Beobachtungszeitraums von 100
Tagen analysiert.

Die Tiere beider Gruppen zeigten mit einer durchschnittichen Gesamtzellzahl von 30,6 *
14,2 x 10° (mIFNyR k.0. KM) und 25,9 + 11,3 x 10° (NTNFR k.0. KM) Zellen eine normale
Zellularitat im KM. Im Gegensatz dazu war die KM-Zellularitat in den beiden GVHD-Gruppen
mit 23,7 + 11,2 x 10° (MIFNyR k.0. KM + Tconv) und 10,6 = 4 x 10° (mTNFR k.o. + Tconv)
Zellen jeweils deutlich, jedoch statistisch nicht signifikant erniedrigt. Vor allem bei den
MTNFR k.o. KM + Tconv Empfangertieren ist dies teilweise auf den friheren
Analysezeitpunkt (< Tag 30) nach GVHD-Induktion zurtickzufihren (Abb. 3.30, links).
Wesentlich deutlicher fielen die Unterschiede zwischen den Tieren mit und ohne GVHD bei
der Gesamtmilzzellzahl aus (Abb. 3.30, rechts).
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Abb. 3.30 Gesamtzellzahl reisolierter Leukozyten aus KM und Milz.

Nach allogener Transplantation von gemischtem KM * Tconv-Zellen wurden KM und Milz der
einzelnen Gruppen durchflusszytometrisch analysiert. Die Tiere mit mIFNyR k.o.-. und mTNFR k.o.
KM wurden an Tag 100 analysiert, die restlichen Tiere am Tag des Versterbens. Die Balken stellen
einen Mittelwerte von 4-12 Mausen/Gruppe aus je zwei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten
dar. Die Zellzahlen beziehen sich auf die gesamte Milz oder Femur und Tibia der beiden Hinterlaufe.
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) und die Sternchen kennzeichnen die
Signifikanz (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, zweiseitiger Student’s T-Test).
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Ahnlich wie im Knochenmark konnte in beiden Kontroligruppen eine anndhernd gleiche
Splenozytenzellzahl detektiert werden. Die Gruppe die mIFNyR k.o. KM erhalten hatte
enthielt in der Milz 67,2 + 27,2 x 10° Zellen und die Gruppe die mTNFR1/2 k.0. KM erhalten
hatte 68,5 + 7,3 x 10° Gesamtmilzzellen. Im Unterschied hierzu wurden in den
Empfangerméusen mit GVHD nach Tconv-Zell-Transfusion gegentber den KM-
Kontrollgruppen signifikant verringerte Gesamtmilzzellzahl festgestellt (mIFNyR k.o. KM +
Tconv: 5,42 + 2,3 x 10° Zellen und mTNFR1/2 k.o. KM + Tconv: 4,84 + 2,4 x 10° Zellen).
Zusatzlich zu den Gesamtzellzahlen wurde auch die leukozytdre Zusammensetzung von KM
und Milz bestimmt. Bezuglich der Granulozyten- und Monozytenzahlen konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden und die
detektierten Zellzahlen entsprachen in etwa denen von unbehandelten C57BL/6 Tieren
(Abb. 3.31 A). Deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen konnten hingegen in den B-
Zellzahlen im KM gezeigt werden. Die Tiere der beiden Kontrollgruppen zeigten
vergleichbare B-Zellzahlen im KM (mIFNyR k.o. KM: 5,15 + 3,1 x 10° Zellen; mTNFR1/2 k.o.
KM: 3,3 = 2,4 x 10° Zellen), die denen von unbehandelten Tieren entsprachen. Auch im KM
entstammten die rekonstituierten B-Zellen nach Transplantation von mIFNyR k.o. KM zu 75
% aus dem k.o. KM und nur zu 25 % aus dem wt KM. Die rekonstituierten B-Zellen in
Mausen die mMTNFR1/2 k.o. KM erhalten hatten, stammten zu gleichen Teilen aus k.o. und
wt KM. Hingegen fehlten die B-Zellen vollstandig im KM der jeweiligen GVHD-Gruppen
(mIFNyYR k.o. KM + Tconv; mTNFR k.o. KM + Tconv).

Bei den T-Zellzahlen im KM konnten zwischen den einzelnen Gruppen keine signifikanten
Unterschiede detektiert werden. In allen Gruppen war ihre Anzahl im Vergleich zu
unbehandelten Tieren etwas erniedrigt.

Bei der zellularen Zusammensetzung in der Milz (Abb. 3.31 B) zeigten sich hinsichtlich der
Granulozytenzellzahl keine signifikanten Unterschiede zu den experimentellen Gruppen. Die
Granulozytenzahlen waren im Vergleich zu unbehandelten Tieren leicht erhdht. Wahrend
Tiere, die nur Knochenmark erhalten hatten, eine vergleichbare Anzahl an Monozyten in der
Milz zeigten (IFNYR k.0. KM: 1,9 + 1,7 x 10° Zellen; TNFR1/2 k.0. KM: 1,6 + 0,9 x 10° Zellen),
die derjenigen von unbehandelten Tieren entsprach, war die Monozytenzahl in den GVHD
Gruppen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollgruppen und unbehandelten Mausen
signifikant verringert (IFNyR k.0. KM + Tconv: 0,5 + 0,54 x 10° Zellen; TNFR1/2 k.0. KM: 0,15
+0,1 x 10° Zellen).
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Abb. 3.31 Leukozytdre Zusammensetzung reisolierter Milz- und Knochenmarkzellen nach
allogener Transplantation mit gemischtem KM.

Nach allogener Transplantation von gemischtem KM mit und ohne Tconv-Zellen wurden KM (A) und
Milz (B) durchflusszytometrisch analysiert. Tiere der mIFNyR k.o. und mTNFR k.o. KM-Gruppen
wurden an Tag 100 analysiert, die restlichen Tiere am Tag des Versterbens. Die Balken stellen einen
Mittelwerte von 4-12 Mausen/Gruppe aus je zwei unabhéngig durchgefuhrten Experimenten dar. Die
Zellzahlen beziehen sich auf die gesamte Milz oder Femur und Tibia beider Hinterlaufe. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) und die Sternchen kennzeichnen die Signifikanz
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, zweiseitiger Student’s T-Test).

Bei den B-Zellen zeigten die zwei Kontrollgruppen eine vergleichbare und im Normalbereich
liegende Anzahl in der Milz (IFNyR k.0. KM: 32,7 + 14,9 X 10° Zellen; TNFR1/2 k.0. KM: 37 +
4,5 x 10° Zellen). Die rekonstituierten B-Zellen in M&usen der IFNyR k.0. KM-Gruppe
stammten in der Milz zu 76 % vom Kk.o.- und zu 24 % vom wt KM ab, wéhrend in der
TNFR1/2 k.0. KM-Gruppe die Rekonstitution zu gleichen Teilen aus beiden Knochenmaérkern
erfolgt war.

In den GVHD Tieren fehlten in Analogie zum Knochenmark die B-Zellen auch in der Milz
vollstandig. Bei den T-Zellzahlen zeigten die Kontrollgruppen ebenfalls &hnliche Werte
(MIFNyR k.0. KM: 19,8 + 10 x 10° Zellen; mTNFR1/2 k.0. KM: 15,3 + 2,2 x 10° Zellen), die im
Vergleich zu unbehandelten Tieren um ca. 50 % erniedrigt waren, wéhrend sich bei den an
GVHD erkrankten Mausen ein signifikant verringerter Anteil an T-Zellen in der Milz zeigte
(mIFNyR k.0. KM: 0,42 + 0,15 x 10° Zellen; TNFR1/2 k.0. KM: 0,5 + 0,6 x 10° Zellen).
Zusammengefasst machen die hier gezeigten Daten deutlich, dass weder IFN-y noch TNF
alleine, zur direkten Stérung von B-Vorlauferzellen im KM bei GVHD fuhren, da die B-Zell-
Rekonstitution selbst bei Verwendung von IFNyR- oder TNFR- defizienten Stammzellen

inhibiert wird.
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3.5 Untersuchungen zum B-Zell-Rekonstitutionspotential
von KM aus GVHD-Tieren

3.5.1 Bestimmung des Rekonstitutionspotentials in vitro

Im Knochenmark findet die Reifung der B-Zellen aus den lymphoiden Vorlauferzellen
(common lymphoid progenitors, CLP) statt. CLP bendétigen hierflir Kontakt mit Stromazellen
und den Wachstums- und Uberlebensfaktor IL-7, der unter anderem von den KM-
Stromazellen produziert wird.

Die B-Zellentwicklung aus CLP bis hin zu reifen B-Zellen kann in einem in vitro Kultursystem
nachvollzogen werden. Hierfur wird aufgereinigtes KM fur ca. 7 Tage in Gegenwart von IL-7
auf einen semikonfluenten Rasen aus bestrahlten murinen Stomazellen (Zelllinie ST-2)
inkubiert und anschlielend werden die aus den CLP hervorgegangenen B-Zellen
durchflusszytometrisch nachgewiesen. Im Folgenden wurde dieses Kultursystem eingesetzt
um zu klaren, ob das KM von Tieren mit GVHD bereits ein Defizit an CLP aufweist oder ob
bei normaler CLP-Anzahl lediglich die Entwicklung zur reifen B-Zelle unter den im Rahmen
der GVHD veranderten Mikromilieubedingungen im Knochenmark inhibiert ist. Wahrend im
ersten Fall auch im in vitro Kultursystem eine stark verminderte oder ganz ausbleibende B-
Zellreifung auftreten sollte, wéare im zweiten Fall eine normale Anzahl von B-Zellen nach in

vitro Kulturphase zu erwarten.

3.5.1.1 Etablierung des in vitro Kultursystems mit ST-2 Stromazellen

Fiur die Etablierung des Kultursystems wurde KM aus C57BL/6 Tieren verwendet, aus dem
zuvor mittels MACS alle CD19" und CD90" Zellen (B- und T-Zellen) entfernt wurden
(TzZD/BZD KM). Die B-Zell-Entwicklung wurde nach 7 Tagen sowohl mikroskopisch als auch
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 3.32 A). Dabei zeigte sich, dass in einem Bereich
von 100-400 KM-Zellen/Vertiefung einer 96-Loch-Platte mit zunehmender Anzahl an
eingesetzten Knochenmarkzellen der prozentuale und absolute Anteil an B-Zellen nach
Ablauf der Kultur anstieg. Wurden mehr als 800 Zellen/Vertiefung eingesetzt, so ging der
Anteil an B-Zellen stark zuriick. Daher wurden fur alle weiteren Versuche 200 oder 400 KM-
Zellen/Vertiefung eingesetzt. Fir die Testetablierung wurde T- und B-Zell depletiertes
Knochenmark verwendet. Zur Untersuchung der KM-Funktion von GVHD Tieren wurde
sowohl Gesamtknochenmark als auch TZD/BZD KM in das in vitro Kultursystem eingesetzt.
Vergleicht man die beiden Ansatze (Abb. 2.32 B) anhand der im FACS detektierten
prozentualen Anteile an CD19+ B-Zellen, so konnten keine Unterschiede festgestellt werden.
In allen weiteren Versuchen wurde deshalb kein TzZD/BZD KM, sondern nur

Gesamtknochenmark in den Assay eingesetzt.
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Abb. 3.32: Bestimmung der optimalen Anzahl an KM-Zellen/Vertiefung und Vergleich von
Gesamt- und TZD/BZD KM fir das in vitro Kultursystem von B-Vorlauferzellen.

KM-Zellen aus wt C57BL/6 Mausen blieben entweder unbehandelt (Gesamt KM, graue Balken) oder
wurden mittels MACS-System T- und B-Zell-depletiert (TZD/BZD KM, blaue Balken) und anschliel3end
in Gegenwart von IL-7 auf bestrahlten ST-2 Stromazellen fir 7 Tage bei 37 °C inkubiert. (A) Titration
der KM-Zellen zur Feststellung der optimalen Aussaatdichte. (B) Vergleich des prozentualen Anteils
an B-Zellen in Kulturen von Gesamt KM und TZD/BZD KM. Fir die einmalig druchgefuhrte
durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen aus jeweils 5 Parallelkulturen vereinigt.

35.1.2 B-Zell-Rekonstitution in vitro aus KM von Tieren mit und ohne GVHD

Um Unterschiede hinsichtlich Anzahl und Funktionstichtigkeit von CLP in Transplantat-
empfangern mit (TZD KM + Tconv) und ohne GVHD (TZD KM) aufzudecken und den
Einfluss ko-transplantierter Treg-Zellen (Schutz vor GVHD) auf die B-Zell-Rekonstitution zu
Uberprufen, wurde das KM aus diesen Tieren isoliert (TZD KM- und TZD KM + Tconv + Treg-
Gruppe Tag 100, TZD KM + Tconv-Gruppe Tag des Versterbens) und 200 bzw. 400
Zellen/Vertiefung im ST-2 Kultursystem flir 7 Tage inkubiert. Als Kontrolle dienten KM-Zellen
aus unbehandelten C57BL/6 Tieren. Erwartungsgemaf enthielten alle Kulturen aus nicht-
GVHD Tieren (TZD KM-Gruppe) und aus unbehandelten Tieren einen B-Zell-Anteil von 20-
80 %, unabhangig davon ob 400 oder nur 200 KM-Zellen/Kultur eingesetzt worden waren. Im
Gegensatz hierzu fand in keiner Kultur von KM-Zellen aus Tieren mit GVHD eine
nachweisbare B-Zellentwicklung statt. Dies zeigt, dass in diesen Tieren nicht nur die B-Zell-
Reifung aus determinierten Vorlauferzellen inhibiert ist, sondern dass schon Defizite auf der
Ebene der CLP vorliegen (Abb. 3.33). Tiere, die nach Ko-Transplantation von Treg-Zellen
vor GVHD geschitzt waren (TZD KM + Tconv + Treg), zeigten hingegen eine B-Zell-

Rekonstitution im Kultursystem, was unterstreicht, dass Treg-Zellen nicht nur die klinischen
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Zeichen der GVHD verhindern, sondern auch vor der GVHD-induzierten KM-Schadigung

schitzen.
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Abb. 3.33 : Analyse der B-Zell-Rekonstitution in vitro aus KM von Tieren mit und ohne GVHD.
Fur die Untersuchung der B-Zell-Rekonstitution in einem in vitro Kultursystem wurden KM-Zellen von
Méusen isoliert, die entweder mit TZD KM (=; n=5), TZD KM + Tconv (A; n= 6) oder TZD KM +
Tconv + Treg (e; n= 8) transplantiert worden waren. 200 oder 400 KM-Zellen/Vertiefung wurden fir 7
Tage in Gegenwart von IL-7 auf einen semikonfluenten Rasen bestrahlter muriner ST-2 Stomazellen
inkubiert. Der prozentuale Anteil an CD19" B-Zellen wurde durchflusszytometrisch ermittelt. Als
Kontrolle dienten KM-Zellen unbehandelter C57BL/6 M&use (*; n= 4). Die Sternchen kennzeichnen
die Signifikanz (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, one-way ANOVA mit anschlieendem post-hoc-Test
nach Tukey).

3.6 Bestimmung des B-Zell-Rekonstitutionspotentials in
vivo im KM-Retransplantationsmodell

Parallel zu den in vitro Versuchen wurde das B-Zell-Rekonstitutionspotential von KM aus
Tieren mit und ohne GVHD auch in vivo getestet. Dazu wurde den Tieren entweder zum
Zeitpunkt ihrer tierschutzrechtlichen Totung (zwischen Tag 40 und Tag 50 nach
Transplantation) oder am Ende des Beobachtungszeitraums von 100 Tagen das KM
entnommen, mittels MACS die T-Zellen im KM depletiert und danach in letal bestrahlte
BALB/c Mause transferiert. Abb. 3.34 zeigt den Versuchsverlauf und die eingesetzten

Zellmengen.
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Abb. 3.34: Retransplantation von KM aus Empfangertieren mit und ohne GVHD.

BALB/c (H-2d) Mause wurden mit 9Gy letal bestrahlt und mit 2,5 x 10° TZD Knochenmarkzellen
alleine oder zusammen mit 250.000 Tconv aus C57BL/6 (H-2b) Spendermausen allogen transplantiert
(1. Transplantation). KM aus diesen Tieren wurde entweder zwischen Tag 40 und 50 nach
Transplantation (GVHD-Gruppe; Tag des Versterbens) oder an Tag 100 (KM-Kontrollgruppe)
entnommen, wiederum T-Zell-depletiert und je 5 x 10° Zellen in letal bestrahlte BALB/c Mé&use
retransplantiert (2. Transplantation).

In den sekundaren Empfangermausen wurden zunédchst Gewichtsverlauf und Uberleben
dokumentiert (Abb. 3.35 A und B).
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Abb. 3.35: Gewichtsverlauf und Uberleben der sekundaren BALB/c Empfangermause.

BALB/c Mause (H-2% wurden mit 9Gy letal bestrahlt und mit 5 x 10° TZD KM retransplantiert, welches
aus Mausen mit (GVHD d40-50, n= 18) und ohne GVHD (Kontrolle d100, n= 12) reisoliert worden war.
Gezeigt sind Gewichtsverlauf (A) und Uberleben (B) von Tieren aus 2 unabhangig durchgefiihrten
Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD). Der Unterschied hinsichtlich
des Uberlebens der Tiere zwischen der Kontroll- und der GVHD- Gruppe ist statistisch signifikant
(p<0,005; nach Kaplan Meier).
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Wie in den bisherigen Experimenten kam es zu einem anfanglichen Gewichtsverlust in Folge
der Strahlenbelastung. Danach erreichten fast alle Tiere innerhalb von 14 Tagen wieder ihr
Ausgangsgewicht, wobei das der GVHD-KM Empféangertiere konstant etwas unter dem der
Kontroll-KM Empfangertiere lag. Wahrend alle Empféangerméuse, die TZD Knochenmark aus
GVHD-freien Tieren erhalten hatten, den Beobachtungszeitraum Uberlebten, war dies nur bei
55 % der Tiere der Fall, die TZD KM aus GVHD-Tieren erhalten hatten. Die Uberlebensrate

lag damit signifikant unter der in den Tieren der Kontrollgruppe.

3.6.1.1 Verlauf der B- und T-Zell-Rekonstitution in peripherem Blut, KM und
Milz sekundarer Empfangertiere
Neben Gewichtsverlauf und Uberleben der Tiere wurde auch die Immunzellrekonstitution in
Abhéngigkeit von der Herkunft des retransplantierten KM dokumentiert. Dazu wurde den
sekundaren Empfangertieren zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transplantation Blut
entnommen und analysiert. Zusatzlich wurde die Zellzusammensetzung in KM und Milz zum
Ende des Beobachtungszeitraums (Tag 100) durchflusszytometrisch bestimmt. Abb. 3.36 A
zeigt den zeitlichen Verlauf der B-Zell-Rekonstitution in den einzelnen Gruppen. Mause mit
TZD KM aus der KM-Kontroll-Gruppe zeigten unter den MNZ nach 3 Wochen 15,6 £ 11,4 %
B-Zellen im peripheren Blut. Dieser Anteil stieg bis Woche 12 auf 32,4 + 17 % an und blieb
danach konstant. Im Gegensatz dazu zeigten Empfangertiere von GVHD-KM sowohl nach 3
als auch nach 6 Wochen noch eine verminderte B-Zell-Rekonstitution (8,8 £ 6,3 % bzw. 13 +
5,6 %), die sich erst nach 12 Wochen (33,1 + 14,8 %) der Kontrollgruppe anglich und damit
den Normalwert erreichte. Die anfanglichen Unterschiede waren allerdings nicht statistisch
signifikant.
Zusatzlich wurden Experimente durchgefihrt, bei denen Tieren mit und ohne GVHD KM
zeitgleich anTag 27 KM entnommen wurde und dieses nach T-Zell-Depletion in letal
bestrahlte BALB/c Empféangertiere retransplantiert wurde. Die B-Zell-Rekonstitution im
peripheren Blut der sekundaren Empfangertiere entsprach auch in diesen Ansatzen dem
oben beschriebenen Verlauf. Die GVHD-KM-Empféangerméuse zeigten eine gegenuber der
KM-Kontrollgruppe verzogerte B-Zell-Rekonstitution bis Woche 12, zum Ende des
Beobachtungszeitraums erreichten aber beide Gruppen Normalwerte.
Im Unterschied zur B-Zell-Regeneration wurden bei der Rekonstitution des T-Zell-
Kompartiments keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen. Drei
Wochen nach Transplantation von KM aus GVHD-freien Spendern waren 15,3 + 6,2 %
periphere T-Zellen nachweisbar, nach Transplantation von TZD KM aus GVHD-Tieren 16,4 +
12,6 %. Der prozentuale Anteil periphererer T-Zellen stieg in beiden Gruppen im weiteren
Verlauf noch leicht an (25 + 8,6 % bzw. 25,7 + 9,9 % bis Woche 17) (Abb. 3.36 B).
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Abb. 3.36: Prozentualer Anteil der B- und T-Zellen im peripheren Blut nach Transplantation von
KM aus Spendertieren mit und ohne GVHD.

Fur die Untersuchung der B- und T-Zell-Rekonstitution im peripheren Blut wurden sekundéare
Empfangertiere von Kontroll-KM oder GVHD-KM analysiert. Die Detektion erfolgte durchfluss-
zytometrisch zu den angegebenen Zeitpunkten. Insgesamt wurden 8-12 Tiere aus zwei unabhéngigen
Versuchen analysiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD).

Nach Ablauf des Beobachtungszeitraums wurden den Tieren KM und Milz entnommen, die
Zellzahl bestimmt und die Zellzusammensetzung durchflusszytometrisch analysiert.
Wahrend es beziglich der Gesamtzellzahl im KM keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen gab (18,6 + 4,7 x 10° Kontrolle Tag 100 und 16,8 + 1,6 x 10° GVHD Tag
40-50) (Abb. 3.37), zeigten sich in der Milz deutliche Unterschiede.
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Abb. 3.37: Gesamtzellzahl reisolierter Leukozyten aus dem KM und der Milz von sekundéaren
Transplantatempfangern.

Empfangertieren von Kontroll-KM oder GVHD-KM wurden an Tag 100 nach Transplantation KM und
Milz entnommen und die jeweiligen Zellzahlen bestimmt. Insgesamt wurden 8-12 Tiere aus zwei
unabhéangigen Versuchen analysiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) und die
Sternchen kennzeichnen die Signifikanz (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, zweiseitiger Student’s T-
Test).
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Am Ende des Beobachtungszeitraums lag die Gesamtmilzzellzahl in der KM-Kontroll-Gruppe
bei 69,5 + 8,3 x 10° Zellen und damit im Normalbereich, wahrend sie in der GVHD-KM-

Gruppe mit nur 28,6 + 15 x 10° Zellen signifikant erniedrigt war.
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Abb. 3.38: Leukozytare Zusammensetzung reisolierter Milz- und Knochenmarkzellen nach
Retransplantation von KM aus Spendertieren mit und ohne GVHD.

Organentnahme und durchflusszytometrische Analyse der zelluldren Zusammensetzung von KM (A)
und Milz (B) erfolgte an Tag 100 nach Retransplantation. Die Balken zeigen Mittelwerte von n= 8-12
Tieren pro Gruppe aus zwei unabhéangig durchgefiihrten Experimenten. Die Zellzahlen beziehen sich
auf die gesamte Milz bzw. Femur und Tibia der beiden Hinterldufe. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung (SD) und die Sternchen kennzeichnen die Signifikanz (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001, zweiseitiger Student’s T-Test).

Bezlglich der Zellzusammensetzung im Knochenmark (Abb. 3.38 A) konnten 100 Tage
nach der zweiten Transplantation keine signifikanten Unterschiede in den Granulozyten- und
Monozytenzellzahlen festgestellt werden. Auch bezuglich der B- und T-Zellzahlen zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede.
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Im Unterschied hierzu traten bei der Analyse der Milz (Abb. 3.38 B) deutliche und teils auch
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen auf. Vor allem bei den B-
und T-Zellen zeigten die Empfanger von GVHD-KM eine gegeniiber den Empféangern von
Kontroll-KM signifikant verminderte Zellularitat (7,6 + 5,3 x 10° versus 29,3 + 4,6 x 10° bzw.
7,9 + 4,7 x 10° versus 22 + 3,8 x 10° fuir B-und T-Zellen), wahrend sich bei der Anzahl der
Monozyten und Granulozyten nur sehr diskrete Unterschiede zeigten.

Zusammenfassend zeigen sowohl die in vitro Experimente zur B-Zell-Rekonstitution als auch
die Retransplantationsmodelle, dass die Anzahl von B-Vorlauferzellen im KM von GVHD-
Tieren reduziert ist und die Rekonstitution der B-Lymphopoese aufgrund dieser
Verminderung der CLP-Population in vitro gar nicht und in vivo nur verzogert erfolgt (in
Abwesenheit eines GVHD-Zytokinmilieus in vitro bzw. im sekundaren Empfanger). Die
Regeneration der Myelopoese und die letztendlich vollstandige Regeneration der B-
Lymphozyten in sekundaren Empféangertieren zeigt, dass das Stammzellkompartiment
weitgehend intakt ist, obwohl die erhdohte Sterberate in Tieren die GVHD-KM erhalten hatten
auch auf eine verminderte Engraftmentkapazitdt des Knochenmarkes von GVHD-Tieren
hinweist. Die detaillierte quantitative und phanotypische Analyse hamatopoetischer

Vorlauferzellen im KM von GVHD-Tieren ist Gegenstand derzeit laufender Untersuchungen
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4 Diskussion

Die allogene Knochenmarktransplantation ist eine therapeutische Option fir Patienten mit
malignen und einigen nicht-malignen h&matologischen Erkrankungen. Dabei werden
allogene Blutstammzellen auf einen Empfanger Ubertragen und die erkrankte Hamatopoese
durch die Spenderhamatopoese ersetzt. Vor der Transplantation wird zur Erméglichung des
Engraftments der transplantierten Zellen eine Ganzkdrperbestrahlung und/oder eine
Hochdosis-Chemotherapie durchgefihrt. Diese sogenannte Konditionierung muss
ausreichend immunsuppressiv sein, um eine Abstol3ung des Transplantats zu verhindern,
und soll in Abhangigkeit von der klinischen Situation suffiziente Antitumorwirkung entfalten,
um ein Rezidiv maligner Erkrankungen zu verhindern. Die resultierende Immundefizienz fihrt
jedoch zu einer erhdhten Anfélligkeit gegentber Infektionen und kann bis zu einem Jahr
nach Transplantation andauern. Die Regeneration eines funktionsfahigen Immunsystems
nach Transplantation erfordert die Wiederherstellung des angeborenen und auch des
adaptiven Immunsystems (199). Klinisch wird in aller Regel mit dem Engraftment eine
schnelle Regeneration des angeborenen Immunsystems beobachtet (12-20 Tage), wéhrend
die Wiedererlangung eines funktionsféahigen B- und T-Zell-Kompartiments langere Zeit
bendtigt (103). Ein Fehlen der B-Vorlauferzellen wurde in Patienten in den ersten Monaten
und in einigen Fallen sogar fir mehr als ein Jahr nach Transplantation beobachtet (115-117).
Infektionen in der Frihphase nach Transplantation (Aplasiephase) werden durch eine
Defizienz der Granulozyten und Monozyten verursacht. Die in der post-Engraftment-Periode
auftretenden Infektionen sind tGberwiegend auf eine Defizienz der T-Zellen (200) und der B-
Zellen (201) zuruckzufuhren. Solche Infektionen tragen wesentlich zur hohen Morbiditat und
Mortalitdit nach Transplantation bei. Fir die Geschwindigkeit und Funktionalitdt der
Immunrekonstitution nach allogener Transplantation spielen mehrere Faktoren eine Rolle,
z.B. die CD34-Stammzelldosis, die Art des Transplantats (KM versus PBSC) (202), das Alter
der Patienten (203-205) und die Wahl und Dosis der zur Prophylaxe der GVHD eingesetzten
Immunsuppressiva. Trotz prophylaktischer Immunsuppression kann es durch die im
Transplantat enthaltenen reifen Spender-T-Zellen zum Auftreten einer GVHD kommen.
Hierbei erkennen alloreaktive Spender-T-Zellen Antigene auf Empfangerzellen als fremd,
was zu ihrer Aktivierung und Proliferation fiihrt und anschlieBend eine Zerstérung typischer
Zielorgane wie Haut, Darm, Leber und lymphatischer Organe zur Folge hat (69, 70). Die
Starke der GVHD héangt vom Grad der MHC-Inkompatibilitét, dem genetischen Hintergrund
von Spender und Empfanger (Familien- vs. Fremdspender) und von der Anzahl der
transplantierten T-Zellen ab. Sowohl das Auftreten als auch die Behandlung der GVHD sind

Faktoren, die die B-Zell-Lymphopoese nach allogener Stammzelltransplantation negativ
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beeintrachtigen kénnen. (206, 207). So zeigten Storek und Kollegen bereits 2001, dass der
Grad der GVHD nach Transplantation mit der B-Zell-Rekonstitution invers korreliert.
Patienten, die 30 Tage nach der Transplantation eine GVHD Grad lI-IV entwickelten, hatten
weniger B-Vorlauferzellen im Kochenmark als Patienten die keine (Grad 0), oder nur eine
leichte (Grad 1) GVHD aufwiesen (189). Schon in dieser Arbeit wurden potentielle Ursachen
diskutiert. Einerseits kommt es durch die aktivierten Zellen wéhrend des durch die GVHD
ausgelosten ,Zytokinsturms® zur Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, die die B-
Zell-Lymphopoese inhibieren konnten. Hierzu z&ahlen z.B. das durch die T-Zellen produzierte
IFN-y sowie das Uberwiegend durch Makrophagen freigesetzte IL-1 (114, 118). Als weitere
Mdoglichkeit wurde die Zerstorung der fur die B-Zell-Entwicklung benotigten Stromazellen
(120) durch alloreaktive Spender-T-Zellen diskutiert (119, 208-211). Dieser sogenannte
Spender-gegen-Stroma-Effekt (119, 193) kdnnte relevant sein, da die Stromazellen fur viele
Schritte in der friihen B- und T-Zellentwicklung entscheidende Stimuli liefern (120). Klinisch
konnten diese potentiellen Immunmechanismen allerdings nie differenziert werden, da die
zur GVHD-Therapie eingesetzte Immunsuppression (z.B. Glucokortikoide) ebenfalls fur die
verzogerte Immunrekonstitution verantwortlich sein konnte (113, 114). Eigene
Beobachtungen in Tiermodellen der GVHD veranlassten uns deshalb, die immunologischen
Mechanismen der verzogerten B-Zell-Rekonstitution bei GVHD im Rahmen dieser
Dissertation n&her zu untersuchen.

Hierfir wurde ein in unserer Arbeitsgruppe etabliertes allogenes Mausmodell gewéhlt, in
dem Spender- und Empfangermause unterschiedliche MHC-Haplotypen (kompletter MHC |
und Il mismatch) aufweisen und die GVHD durch die Ko-Transplantation von Milz-T-Zellen
induziert wird. In der C57BL/6 (H-2") &> BALB/c (H-2%) Stammkombination wird die akute
GVHD vorwiegend durch CD4" T-Zellen induziert, durch die Ko-Transplantation von CD8" T-
Zellen aber stark aggraviert (212). In den hier durchgefuhrten Versuchen wurde die GVHD
jedoch ausschlieRlich durch die Gabe von CD4'CD25 Tconv-Zellen induziert (102). Um
zusatzlich sicherzustellen, dass die in den Tieren ausgeloste GVHD nur durch die gezielte
und in definierten Mengen zum KM hinzu gegebenen Tconv-Zellen induziert wird, wurden vor
der Transplantation die im KM enthaltenen T-Zellen mittels MACS depletiert (TZD KM).
Dadurch wurde zudem verhindert, dass die im KM enthaltenen T-Zellen mit
immunregulatorischer Wirkung (z.B. Treg-Zellen und NKT-Zellen) einer GVHD-Entwicklung
entgegenwirken (190). Die Empfangermause wurden vor der Transplantation mittels
Bestrahlung konditioniert. Diese Konditionierung stellt selbst bereits die erste Phase im
pathophysiologischen Mechanismus der GVHD dar (213), da eine letale Bestrahlung zu
einer Leuko- und Lymphopenie fihrt und somit Platz schafft flr die spatere Expansion der
alloreaktiven T-Zellen. Des Weiteren werden durch die Konditionierung Gewebeschaden im

Empfanger induziert und die resultierende Zytokinausschittung (,Zytokinsturm®) fuhrt zur
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Aktivierung der Empfanger APC und fordert so die Aktivierung und Expansion der ko-
transplantierten Spender-T-Zellen (87). Mehrere Untersuchungen zeigten, dass die
Konditionierung und die Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine
Mucosaschadigungen im Darm hervorrufen und dadurch eine Translokation von
Lipopolysacchariden (LPS) aus dem Darmlumen in die Zirkulation ermdglichen. Dies fihrt
zur Ausschittung von TNF durch aktivierte Makrophagen und zur weiteren Aktivierung der
Empfanger APC (75). In den hier durchgefihrten Experimenten wurden die letal bestrahlten
BALB/c Empfangertiere einen Tag nach Konditionierung entweder mit TZD KM alleine (KM-
Gruppe) oder mit TZD KM und Tconv Zellen (GVHD-Gruppe) aus MHC-differenten C57BL/6
Mausen transplantiert. Die Gabe der Tconv Zellen erfolgte versuchsabhangig entweder an
Tag 0 zusammen mit dem TZD KM oder nachtraglich an Tag 2. Die Tiere der GVHD-Gruppe
entwickelten im Unterschied zur KM-Gruppe im Verlauf die typischen Anzeichen einer GVHD
(69). Sie verloren Uber den gesamten Beobachtungszeitraum stark an Gewicht und
entwickelten eine Diarrhoe. Wéahrend im verwendeten Modell keine histopathologischen
Veranderungen an der Haut und der Leber auftraten (69, 70), zeigte sich im Darm der Tiere
eine massive lymphozytéare Infiltration und begleitend eine ausgepragte Zerstérung der
Gewebearchitektur. Des Weiteren stieg Uber den Beobachtungszeitraum der klinische GVHD
Score kontinuierlich an und alle Mause verstarben innerhalb von 60 Tagen an den Folgen
ihrer Erkrankung. Damit erschien das gewéahlte Modell geeignet den Einfluss der schweren
akuten GVHD auf die Immunrekonstitution zu untersuchen.

Durch serielle Blutuntersuchungen konnte in Tieren mit GVHD zwar eine rasche Erholung
des myeloischen Kompartiments nachgewiesen werden, nicht aber eine Rekonstitution der
B-Lymphozyten und nur eine deutlich verminderte Rekonstitution der T-Lymphozyten. Da im
verwendeten Mausmodell keine Medikamente zur GVHD Prophylaxe oder Therapie
eingesetzt wurden, konnte diese gestorte B-Zell-Rekonstitution lediglich auf immunologische
Mechanismen im Rahmen der GVHD zuriickgefiihrt werden. Neben den zuvor erwéhnten
Zielorganen Haut, Darm und Leber kénnen von einer GVH-Reaktion auch lymphatische
Gewebe betroffen sein (105, 110, 111). Durch Bestimmung der Gesamtzellzahlen der Milz
konnte in Tieren der GVHD-Gruppe tatséchlich eine gegentber der Kontrollgruppe signifikant
erniedrigte Zellzahl detektiert werden. In &hnlichen Studien von Cohen et al. (187) wurden in
einem haploidenten Transplantationsmodell letal bestrahlte [BALB/c x C3H] F1 (H-2%)
Mause mit 5 x 10° TZD KM aus BALB/c (H-2% Spendermausen alleine, oder zusammen mit
10 x 10° BALB/c T-Zellen, transplantiert. Empfangertiere, die im Versuchsverlauf eine GVHD
entwickelt hatten, zeigten an Tag 45 ebenfalls eine gegeniber der Kontrollgruppe signifikant
verringerte Anzahl an Gesamtmilzzellen und wiesen eine Atrophie der Milz sowie eine
Lymphopenie auf. Zusatzlich wurde, in Ubereinstimmung mit meinen Ergebnissen, ein
vollstandiger Verlust von B- (B220") und T-Zellen (CD3") in der Milz beobachtet. Insofern
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konnte alleine die Zerstorung peripherer Lymphorgane fur die insuffiziente
Immunrekonstitution bei GVHD verantwortlich sein. Im Unterschied zur Arbeit von Cohen et
al. wurde in der vorliegenden Arbeit neben der Milz aber auch das KM hinsichtlich des
prozentualen Anteils sowie der absoluten Anzahl an B- (CD19") und T-Zellen (TCRB")
analysiert. Dabei zeigte sich in der GVHD-Gruppe, im Unterschied zur KM-Gruppe, auch ein
vollstandiges Fehlen des B- und eine starke Verminderung des T-Zell-Kompartiments. Durch
die Verwendung des Oberflachenmakers CD19, der bereits auf Pro-B-Zellen im KM
exprimiert und erst mit der terminalen Differenzierung reifer B-Zellen zu Plasmazellen wieder
herunter reguliert wird (214), konnte somit gezeigt werden, dass die GVHD die
Immunrekonstitution nicht nur durch die Zerstérung peripherer Lymphorgane beeintréchtigt,
sondern dass sie zumindest die B-Zell-Differenzierung bereits auf der Stufe unreifer
Vorlauferzellen im Knochenmark inhibiert.

Auch fur die T-Zell-Reihe wurde eine Beeintrachtigung des primdren Lymphorgans,
namlich des Thymus, durch die GVHD beschrieben. Es wurde gezeigt, dass die T-Zell-
Rekonstitution invers mit der Schwere der GVHD korreliert (111, 215, 216). Auch hierzu
tragen unspezifische Schadigungen bei, da die Konditionierung die Thymusstruktur und
dessen Funktion stark beeintrachtigen kann (217, 218). Die T-Zell-Entwicklung im Thymus ist
ahnlich der B-Zell-Entwicklung im KM von Signalen abhangig, die tber ein Netzwerk von
Stromazellen vermittelt werden (219). Diese Stromazellen (thymic epithelial cell, TEC)
werden phanotypisch und funktionell in verschiedene Subpopulationen unterteilt (219, 220)
und sind fir die Positivselektion von T-Vorlauferzellen verantwortlich und férdern so deren
Uberleben, Expansion, Migration und Differenzierung. Die Arbeitsgruppe um G. Hollander
zeigte, dass die akute GVHD selbst in einem bestrahlungsunabhéngigen
Transplantationsmodell die Struktur und Zusammensetzung des thymischen Millieus
beeintrachtigen kann (221). Die Verdanderungen waren gekennzeichnet durch die
Verringerung oder den vollstandigen Verlust von TEC Subpopulationen, was mit der
Einwanderung reifer alloreaktiver Spender-T-Zellen in den Thymus assoziiert war. Sie
konnten zeigen, dass TEC durch ihre MHC-Expression allogene Spender-T-Zellen in situ
aktivieren und diese dann in einem IFN-y-abhangigen Prozess Apoptose in den TEC
induzieren (222). Sie schlossen daraus, dass die gestorte T-Zell-Rekonstitution bei GVHD
vor allem durch die Zerstérung der Thymusarchitektur hervorgerufen wird und versuchten in
tierexperimentellen und Kklinischen Studien, die Reparaturvorgdnge im Thymus durch
Keratinozytenwachstumsfaktor (keratinocyte growth factor, KGF) zu unterstiitzen (223, 224).
Die in dieser Promotionsarbeit durchgefiihrten Knochenmarkuntersuchungen weisen nun
aber erstmals darauf hin, dass die GVHD sowohl die B-Zellrekonstitution als auch die T-
Zellrekonstitution nicht nur peripher (in Milz, Lymphknoten und Thymus) beeintrachtigt,

sondern das sie bereits lymphatische Vorlauferzellen im KM empfindlich stort.
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Im Gegensatz zu Tieren mit GVHD konnte in Tieren ohne GVHD (KM-Gruppe) eine
guantitativ normale B- und T-Zell-Rekonstitution beobachtet werden. Um dariber hinaus
Hinweise zur Funktionalitdt der angewachsenen B-Zellen zu erhalten, wurden die Tiere mit
dem T-Zell-abhangigen (TD) Hapten-Trager-Komplex TNP-OVA immunisiert und
anschlieBend die Entwicklung einer antigenspezifischen Immunantwort anhand von TNP-
spezifischem IgG im Serum der Tiere verfolgt. Die Induktion einer Antikdrper-Antwort auf TD-
Antigene ist komplex und benétigt die Hilfe von CD4" Th-Zellen (225). Sie ist gekennzeichnet
durch die Bildung von Keimzentren in der Milz (germinal centers, GC), in denen der
Klassenwechsel und die Affinitdtsreifung der B-Zellen sowie die Differenzierung zu
Gedachtniszellen stattfindet (226). TNP, das als Hapten fir sich alleine keine
Antikdrperantwort auslésen kann, muss dazu an ein Tragerprotein mit Th-Zellepitopen, wie
z.B. Ovalbumin (OVA), gekoppelt werden. Zum Zeitpunkt der 1. Immunisierung (Tag 42 nach
KMT) zeigten die Tiere der KM-Gruppe bereits eine weitgehend vollstandige Rekonstitution
der B-Zellen im peripheren Blut und auch ihr Serumgehalt an IgM und IgG entsprach
weitgehend dem nicht-transplantierter Kontrolltiere. Im Gegensatz dazu konnten in der
GVHD-Gruppe - mit Ausnahme eines Tieres - weder zu diesem Zeitpunkt noch spater B-
Zellen im peripheren Blut detektiert werden. Allerdings enthielt auch das Serum dieser Tiere
noch signifikante Mengen an IgM und IgG, das auf Grund der Halbwertszeit von
Immunglobulinen vermutlich Uberwiegend noch von den zwischenzeitlich eliminierten
Empfanger-B-Zellen stammte. Im Verlauf der Immunisierung entwickelte die KM-Gruppe eine
TNP-spezifische  humorale Immunantwort. Dabei konnten bereits nach der
Grundimmunisierung bei allen Tieren antigenspezifische 1gG-Antikdrper nachgewiesen
werden und alle Tiere zeigten nach der zweiten Immunisierung einen weiteren Titeranstieg.
Dagegen fanden sich in der GVHD-Gruppe lediglich in dem einen Tier, welches zuvor nur
eine sehr milde GVHD entwickelt und in der Folge eine gewisse B-Zell-Rekonstitution im
peripheren Blut gezeigt hatte, TNP-spezifische Antikbrper im Serum. Diese Experimente
machen deutlich, dass das nach einer allogenen Stammzelltransplantation rekonstituierte
Immunsystem prinzipiell wieder zur Ausbildung einer antigenspezifischen, T-Zell-abhangigen
humoralen Immunantwort fahig ist, vorausgesetzt es wird nicht durch das Auftreten einer
schweren akuten GVHD in seiner Entwicklung gestort.

In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass im MHC-differenten C57BL/6 - BALB/c
Transplantationsmodell der Transfer grof3er Mengen von Spender-Treg-Zellen zu einem >90
% Schutz der Empfangertiere vor einer letalen GVHD fuhrt (100, 102). Dartiber hinaus wurde
beschrieben, dass der alleinige Transfer von Treg-Zellen keine GVHD induziert und die
Alloreaktion von Tconv Zellen hauptséchlich dadurch inhibiert wird, dass die friihe Expansion
der Zellen unterdriickt wird (100, 182, 184). Eine Suppression der Expansion von Tconv-

Zellen konnte sowohl in den sekundaren Lymphorganen als auch in den GVHD Zielorganen
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nachgewiesen werden, was indirekt zu einer verminderten  Akkumulation
proinflammatorischer Zytokine (z.B. IFNy und TNF) im Serum fihrte (100). Die fir den
Schutz vor GVHD entscheidende Interaktion zwischen Treg und Tconv Zellen scheint in den
sekundaren Lymphorganen statt zu finden, da CD62L" Treg-Zellen im Vergleich zu CD62L
Treg-Zellen deutlich besser vor GVHD schitzten (101). CD62L ist ein Homingfaktor fir
sekundare Lymphorgane und unterstitzt als solcher die effiziente Einwanderung von
Lymphozyten in periphere Lymphknoten (101). Dort kommt es in der Folge zur Aktivierung
der Treg (wie auch der Tconv) Zellen durch lokale APC und dadurch zur Induktion ihrer
suppressiven Aktivitat (nur aktivierte Treg-Zellen sind suppressiv) (227). Interessanterweise
fuhrt deren suppressive Aktivitdt trotz Inhibition der GVHD nicht zu einem gleichzeitigen
Verlust des ebenfalls durch die Tconv Zellen vermittelten GvL-Effekts, wie Edinger et al.
mittels eines nicht-invasiven Biolumineszenzbildgebungsverfahrens (BLI) in verschiedenen
Leukédmie- und Lymphommodellen nachweisen konnten (100, 228). Um den Einfluss ko-
transplantierter Spender-Treg-Zellen auf die Immunrekonstitution (und hier speziell auf die
Rekonstitution des B-Zellkompartiments) zu untersuchen, wurden Mause nicht nur mit TZD
KM und Tconv-Zellen, sondern gleichzeitig auch mit hochreinen natirlichen Treg-Zellen im
Verhéltnis 1:1 zu den Tconv Zellen transplantiert (Treg-Gruppe). Basierend auf Daten von
Robert Negrin’s Gruppe in Stanford, die zeigten dass die vorzeitige Verabreichung von Treg-
Zellen zu einem besseren Schutz vor GVHD fiuhrt (191), wurden die Spender-Tregs in
meinen Versuchen an Tag 0 zusammen mit dem TZD KM transplantiert, wahrend die Tconv-
Zellen an Tag 2 nachtraglich verabreicht wurden. Die Treg-behandelten Empfangermause
Uberlebten zu 100 % und auch beziglich des Gewichtes und des klinischen GVHD Scores
wurden zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zur KM-Gruppe festgestellt. Im
Unterschied zur GVHD-Gruppe zeigte sich im peripheren Blut der Treg-behandelten Tiere
bereits an Tag 21 nach Transplantation prozentual ein hoher Anteil an rekonstituierten
Spender-B-Zellen, der nur geringfligig, jedoch statistisch signifikant unter dem der KM-
Gruppe lag. Uber den Zeitverlauf stieg die B-Zellzahl in der Treg-Gruppe weiter an und
erreichte am Ende des Beobachtungszeitraums die Werte von Tieren der KM-Gruppe und
somit auch die unbehandelter (nicht transplantierter) C57BL/6 Tiere.

Die gegeniber der KM-Gruppe leicht verzdgerte B-Zell-Rekonstitution in der Treg-Gruppe
kénnte damit zu erklaren sein, dass es trotz der Ko-Transplantation der Treg-Zellen anfangs
durch die Tconv Zellen zur Induktion einer subklinischen Alloreaktion in den Empfangertieren
kommt, welche die B-Lymphopoese in der Frihphase nach Transplantation beeintrachtigt.
Durch die Zuhilfenahme der BLI-Technologie konnte in friheren Studien das
Migrationsverhalten Luciferase-exprimierender (Luc’) Tconv Zellen nach ihrem Transfer
entweder alleine oder zusammen mit Treg-Zellen in vivo in Echtzeit verfolgt werden (100).

Bei einem Ko-Transfer von Treg-Zellen zeigte sich 7 Tage nach Transplantation keine
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Anderung des Verteilungsmusters der Luc® Tconv Zellen, wohl aber eine deutliche Reduktion
(93 %) des BLI-Signals. Ebenso zeigten Analysen der absoluten Zellzahlen 5 Tage nach
Transfer eine ca. 70-prozentige Suppression der frilhen Expansion von sowohl CD4" als
auch CD8" T-Zellen in Milz, Leber und mesenterialen Lymphknoten, sowie eine Reduktion
proinflammatorischer Zytokine im Serum. Diese Befunde weisen darauf hin, dass Treg-
Zellen nicht zu einer Depletion alloreaktiver T-Zellen fiihren, sondern lediglich ihre Expansion
limitieren. Insofern ist verstandlich, dass eine transiente Alloreaktion hervorgerufen werden
kann und damit die B-Lymphopoese zumindest transient beeintrachtigt wird. Am Ende des
Beobachtungszeitraumes von 100 Tagen wurde in den Tieren der Treg-Gruppe jedoch
weder im Knochenmark noch in der Milz eine gegeniber der KM-Gruppe verminderte
Zellzahl festgestellt und in beiden Organen zeigte sich eine nahezu vollstandige
Rekonstitution von CD19" B- und TCR® T-Zellen. Der Einfluss von Treg-Zellen auf die
Immunrekonstitution nach Transplantation wurde auch von Nguyen und Kollegen untersucht
(229). In einem MHC-differenten Mausmodell (ahnlich dem hier eingesetzten) fuhrte der
adoptive Transfer von Treg-Zellen zusammen mit Tconv-Zellen im Verhaltnis 1:1 ebenfalls
zu einer verbesserten Rekonstitution lymphatischer Zellen nach Transplantation. Zudem
wurde gezeigt, dass die Thymusstruktur der Treg-Gruppe keine Unterschiede zur KM-
Gruppe aufwies. Damit wurde deutlich, dass durch die zusatzliche Gabe von Treg-Zellen
zumindest die TEC im Thymus vor einer Zerstorung durch alloreaktive Tconv-Zellen
geschutzt sind. Anhand der von mir durchgefiihrten Immunisierungsexperimente, bei denen
sich hinsichtlich des antigenspezifischen IgG-Antikorpertiters im Serum kein Unterschied
zwischen der KM- und der Treg-Gruppe feststellen lie3, konnte zusatzlich nun auch die volle
Funktionsfahigkeit der in der Treg-Gruppe rekonstituierten B- und T-Zellen nachgewiesen
werden. Zusammengefasst zeigte sich somit, dass in allogen transplantierten Tieren ohne
GVHD ein funktionsfahiges, adaptives Immunsytsem entstehen kann, wéhrend dessen
Entwicklung beim Auftreten einer GVHD empfindlich gestort wird. Der gestorten
Immunrekonstitution liegt nicht nur die Schéadiging peripherer Lymphorgane zugrunde,
sondern die GVHD verursacht bereits eine Reifungsblockade von frihen B- und T-
Vorlauferzellen im KM. Der Ko-Transfer von Treg-Zellen zusammen mit den GVHD-
induzierenden Tconv-Zellen schiitzt die Tiere nicht nur vor den klinischen Symptomen einer
GVHD, sondern fuhrt auch, wie anhand der erfolgreichen Ausbildung einer humoralen
Immunantwort gezeigt, zu einer deutlichen Verbesserung der B- und T-Zell-Rekonstitution.

In den bisher diskutierten Versuchen wurde die B- und T-Zell-Rekonstitution im KM
und in der Milz der GVHD-Gruppe entweder zum Zeitpunkt ihres Versterbens oder ihrer
tierschutzrechtlichen Tétung (meist zwischen Tag 40 und Tag 60 nach KMT) und in den
Tieren der KM-Gruppe zum Ende des Beobachtungszeitraums (100 Tage nach KMT)

analysiert. Um Aufschliisse tber den Verlauf der B- und T-Zell-Rekonstitution sehr frih nach
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Transplantation zu erhalten und dabei gleichzeitig Hinweise Uber den Verbleib der als
Bestandteil des KM mittransplantierten reifen Spender-B-Zellen sowie Uber das Verhalten
der ko-transplantierten reifen Spender T-Zellen zu erhalten, wurde zusatzlich ein
Transplantationsmodell verwendet, bei dem das Transplantat aus den Zellen zweier
kongener Mausstamme zusammengesetzt wurde (kTZD). So konnte anschlielend mittels
multiparametrischer duchflusszytometrischer Analyse zwischen residuellen Empfangerzellen
einerseits (anhand der HLA-Unterschiede) und ko-transplantierten reifen bzw. bereits neu
aus dem Transplantat rekonstituierten Spenderzellen andererseits (anhand des kongenen
Markers) unterschieden werden. Bei diesen Ansatzen lieBen sich in der KM-Gruppe bereits
zu sehr frihen Zeitpunkten nach KMT (d7 und d14) aus dem transplantierten KM
rekonstituierte Spender-B-Zellen im KM und etwas zeitverzdgert dann auch in der Milz
nachweisen. Dies spiegelt den normalen Ablauf einer B-Lymphopoese wieder, bei der
zuerst im Knochenmark unreife B-Zellen aus h&dmatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen
entstehen, die dann tber das PB in die Milz und die peripheren Lymphknoten gelangen, wo
sie nach Antigen-Kontakt weitere Reifungs- und Differenzierungsschritte durchlaufen (230).
Darlber hinaus konnten sowohl residuelle Empfanger- als auch die zusammen mit dem
Transplantat infundierten reifen Spender-B-Zellen zu allen Zeitpunkten detektiert werden. Im
Gegensatz dazu kam es nach Ko-Transplantation von Tconv-Zellen (GVHD-Gruppe) nur zur
marginalen und transienten B-Zell-Rekonstitution, mit sehr raschem Verlust sowohl der
Empfanger-B-Zellen als auch der im Transplantat enthaltenen reifen Spender-B-Zellen.

In einer kirzlich verdffentlichten Studie wurde der Einfluss von Empféanger-B-Zellen
auf die Entwicklung einer akuten GVHD untersucht (231). Hier konnte gezeigt werden, dass
Empfanger-B-Zellen in einem inflammatorischen Mikromillieu voriibergehend eine durch
CD4" T-Zellen vermittelte akute GVHD abmildern kénnen. Der Schutz zeigte sich durch eine
verminderte Expansion und IFN-y Produktion der Spender-T-Zellen nach Transplantation.
Die Empfanger B-Zellen, in der Literatur als 'regulatorische B-Zellen' (Breg-Zellen)
bezeichnet, produzierten als Antwort auf die Ganzkérperbestrahlung das
antiinflammatorische ~ Zytokin  IL-10, welches fur die abgeschwdchte GVHD
(mit)verantwortlich war.

Ahnlich den Empfanger-B-Zellen wurden auch die Spender-B-Zellen hinsichtlich ihrer
Rolle bei der GVHD mehrfach untersucht, mit teilweise kontroversen Ergebnissen. So
zeigten u.a. Schultz et al., dass diese Population als APC fungieren und so zur
Pathophysiologie der GVHD beitragen kann (232). Ebenso fanden Lori et al. (233) in
Patienten, die HLA-identische allogene PBSC (peripheral blood stem cells) erhalten hatten,
dass eine erhdhte Anzahl an reifen Spender-B-Zellen im Transplantat mit einer erhdhten
GVHD Inzidenz und einer erhdhtem TRM (treatment related mortality) korrelierte. Im

Gegensatz dazu kam es in der Sudie von Lori und Kollegen (234), in der nicht periphere
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Stammzellen sondern Knochenmark transplantiert wurde, zu einer inversen Korrelation
zwischen der absoluten Anzahl an B-Zellen im Transplantat und dem Auftreten einer GVHD.
Eine mdogliche Erklarung fur diese auf den ersten Blick widersprichlich erscheinenden
Ergebnisse kdnnte in der unterschiedlichen Zusammensetzungen der B-Zellpopulation in KM
und peripherem Blut liegen: Wahrend im KM mehr unreife B-Zellen und B-Zell-Vorlaufer
enthalten sind, die erst im Empféanger ausdifferenzieren und dabei vermehrt auch einen
potentiell tolerogenen Phanotyp erlangen kdnnen, beinhaltet das periphere Blut vor allem
reife und damit vollstandig immunkompetente B-Zellen. Inwiefern diese in der Literatur
erwdhnten immunregulatorischen Effekte von Spender- und Empféanger-B-Zellen in dem hier
gewdhlten Modell von Bedeutung sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht naher
untersucht. Allerdings spricht die Tatsache, dass selbst in den Tieren ohne GVHD (KM-
Gruppe) schon friih nach KMT (vermutlich als Folge der hohen Stahlendosis) nur noch
wenige B-Zellen des Empfangers im KM und in der Milz nachweisbar waren, eher gegen
einen signifikanten Einfluss dieser Population auf den beobachteten Krankheitsverlauf.

Frih nach allogener KMT waren in den Tieren der GVHD-Gruppe nicht nur keine B-
Zellen, sondern auch keine nennenswerten Mengen an rekonstituierten T-Zellen in den
untersuchten Organen zu finden. Dies lasst vermuten, dass sich die bereits erwahnte
Schadigung des Thymus relativ rasch manifestiert. Gestutzt wird diese Vermutung durch die
in diesen Tieren sehr friih zu beobachtende starke Expansion der ko-transplantierten reifen
Spender-Tconv-Zellen, die durch die hohe Frequenz alloreaktiver T-Zellen und die
stahleninduzierte Lymphopenie und die damit verbundene homeostatische Proliferation
gefordert wird (191). Die Eliminierung der noch residuellen Empfanger- B- und T-Zellen in
diesen Tieren beruht in erster Linie auf der Alloreaktivitat der Spender-Tconv-Zellen, dem
zentralen Wirkprinzip der allogenen SZT und Kklinisch haufig als Spender-gegen-
Hamatopoese-Effekt beschrieben (235, 236). Dies zeigte sich vor allem durch den Vergleich
mit Tieren der KM-Gruppe, in denen sich auch zu spateren Zeitpunkten immer noch
residuelle Empfanger-B- und T-Zellen Organen detektiert lieRen.

Im Gegensatz zur Eliminierung der Empfanger-Lymphozyten kann das Verschwinden
der mittransplantierten B-Zellen bzw. das Ausbleiben neu rekonstituierter Spender-B-Zellen
in den Tieren mit GVHD nicht durch den Spender-versus-Hamatopoese-Effekt der Tconv-
Zellen erklart werden, da Ziel- und Effektorzelle in diesem Fall autolog zueinander sind. In
zusatlichen Experimenten sollten Aufschlisse Uber mogliche Mediatoren und molekulare
Mechanismen gewonnen werden, die fur diesen Vorgang verantwortlich sein kénnten. Als
ersters sollte die unmittelbare Wirkung der beiden inflammatorischen Zytokine TNF und IFN-
v, die im Rahmen des ,Zytokinsturms" u.a. von alloreaktiven Spender-T-Zellen sezerniert
werden, auf die im KM vorhandenen bzw. dort heranreifenden B-Zellen untersucht werden.

Fir eine aktive Rolle dieser Zytokine bei der Inhibition der B-Lymphopoese spricht die
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Tatsache, dass Empfangertiere der Treg-Gruppe nicht nur vor einer GVHD geschiitzt waren
und eine nahezu normale B-Zellrekonstitution aufwiesen, sondern dass sich in friheren
Untersuchungen im Serum solcher Tiere auch signifikant erniedrigte IFN-y- und TNF-Spiegel
nachweisen lieBen (100). Weitere Hinweise, dass diese im Rahmen einer Inflammation
oftmals in groRen Mengen sezernierten Zytokine direkt oder indirekt (z.B. Uber die Induktion
von IL-1 in Makrophagen (194)) einen zytopathischen Effekt auf B-Zellen austiben, gibt es
dariiber hinaus auch aus Transplantations-unabhangigen Tiermodellen (237, 238). Fir den
Fall eines direkten Effekts von IFN-y und/oder TNF auf das sich rekonstituierende B-
Zellkompartiment sollten hdmatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen, die die jeweiligen
Zytokinrezeptoren nicht auf ihrer Oberflache tragen, von den negativen Auswirkungen
verschont bleiben. Um dies zu untersuchen, wurden KM-Zellen aus C57BL/6 Wildtyp und
Rezeptor-defizienten Tieren isoliert und jeweils im Verhdaltnis 1:1 zusammen mit Wildtyp
Tconv Zellen transplantiert. In der Folge kam es jedoch in keinem der beiden Ansatze
(WT/IFN-yR” und WT/TNFR1/2" Kombination) zu einer selektiven Regeneration der B-
Zellen aus dem jeweiligen ,knock-out“- KM, sondern in beiden Fallen wurde eine vollstéandige
Inhibition der B-Zellrekonstitution bei GVHD beobachtet. Interessanterweise zeigten
Kontrolltiere, die nur das gemischte KM (ohne periphere T-Zellen) erhalten hatten, sehr wohl
eine bevorzugte B-Zelldifferenzierung aus dem jeweiligen Rezeptor-defizienten KM-Anteil.
Daraus lasst sich schliel3en, dass weder IFN-y noch TNF alleine fir die direkte Inhibition der
B-Vorlauferzellen im KM verantwortlich sind, dass aber beide durchaus beteiligt sein
konnten. Eine solche Beteiligung kénnte auch indirekter Natur sein, z.B. durch die Induktion
von Fas auf den hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen, gefolgt von einer Fas-FasL-
vermittelten Apoptose der Zellen, wofiir es Hinweise aus der Literatur gibt (196-198, 239).

Alternativ kbnnte, analog zu den Vorgangen im Thymus, die Modulation oder gar Zerstérung
des KM-Stromas durch Zytokin-vermittelte inflammatorische Prozesse ursachlich sein. Fir
die friihe Entwicklung der B-Zellen im KM ist der Zell-Zell-Kontakt zwischen Vorlaufer-B-
Zellen und nicht-lymphoiden Stromazellen von entscheidender Bedeutung. Dieser wird
einerseits Uber die Interaktion von Zelladh&sionsmolekilen (z.B. VLA-4/NVCAM-1)
aufrechterhalten (240, 241), andererseits aber auch durch die von den Stromazellen
sezernierten Wachstumsfaktoren und Zytokine (z.B. SCF und IL-7) (242, 243). Darlber
hinaus sind Chemokine wie SDF-1 (stromal cell-derived factor-1, CXCL12) vor allem fir die
Retention der Vorlauferzellen im KM verantwortlich (244-246). SDF-1 wird hauptséchlich von
Osteoblasten im KM sezerniert (247) und bindet an den Chemokinrezeptor CXCR4 auf den
Vorlauferzellen. Eine (experimentell induzierte) Defizienz an Osteoblasten, die neben SDF-1
auch noch andere Uberlebensfaktoren fir B-Zellen sezernieren, fiihrt daher zu einem
schnellen Verlust der B-Zelldifferenzierung und der Anzahl an B-Zellen im KM (248, 249).

Sowohl fir TNF als auch fir IFN-y konnte nachgewiesen werden, dass sie die Expression
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von SDF-1 in Stromazellen inhibieren (250, 251). Dabei ist noch unklar, ob die Zytokine
direkt oder indirekt auf die Stromazellen einwirken. Aufschluss hieriiber koénnten
weiterfuhrende Versuche geben, bei denen die oben erwéhnten Rezeptor-defizienten Mause
als Empfanger einer allogenen KMT eingesetzt werden. Da die Stromazellen nicht-
hamatopoetischen Ursprungs sind, werden sie nach der KMT auch nicht durch
Spenderzellen ersetzt und bleiben so fir die (direkte) Wirkung der jeweiligen Zytokine
unempfindlich.

Die Abwesenheit von reifen und unreifen B- und T-Zellen, nicht aber von
Monozyten/Makrophagen und Granulozyten im KM von Tieren mit GVHD legte die
Vermutung nahe, dass durch die Erkrankung die Lymphopoese preferentiell betroffen ist und
bereits frihe Vorlauferzellen im KM beeintrachtigt. Die Entwicklung der transplantierten
hamatopoetischen Stammzellen des Spenders im Empfanger verlauft weitgehend gleich wie
die physiologische Hamatopoese. Dabei entstehen im KM unreife B- und T-Zellen aus
gemeinsamen Lymphozyten-Vorlauferzellen (CLP, common lymphocyte precursor).
Wahrend diese im Rahmen der GVHD direkt oder indirekt, z.B. Uber Verdnderungen des
Knochenmarkstromas, inhibiert oder sogar zerstort zu werden scheinen (praliminare Daten
nicht gezeigt), sind die myeloischen Vorlauferzellen (CMP, common myeloid precursor)
davon offensichtlich nicht oder nur wenig betroffen (252). Whitlock und Witte entwickelten
1982 als erste ein in vitro Kultursystem, das es erméglichte die Differenzierung von B-Zellen
aus Vorlauferzellen unter Zuhilfenahme von KM-Stromazellen zu verfolgen und néaher zu
untersuchen (253). Seither wurden verschiedene Stromazelllinien, darunter auch die in
dieser Arbeit eingesetzte ST-2 Zellinie etabliert, die die Entwicklung reifer B-Zellen aus CLP
und anderen frithen Vorlauferzellen in vitro unterstitzen (254-257). ST-2 Zellen sezernieren
jedoch nicht das fir die B-Zellentwicklung essentielle Zytokin IL-7, das solchen Kulturen
deshalb zugesetzt werden muss, sie unterstitzen aber neben der B-Lymphopoese auch die
Myelopoese aus Vorlauferzellen (257-260). Erwartungsgemafd entwickelten sich in Ko-
Kulturen von ST-2 Zellen und KM-Zellen aus Tieren der KM-Gruppe sowohl B-Zellen als
auch Monozyten. Im Gegensatz dazu konnten in entsprechenden Kulturen von KM-Zellen
aus Tieren der GVHD-Gruppe nur Monozyten, nicht aber B-Zellen nachgewiesen werden.
Dadurch wurde deutlich, dass es im Verlauf der GVHD tatséchlich zu einer Inhibition der
Lymphopoese auf der Stufe der CLP kommit.

Weiter gestiitzt wurde diese Hypothese durch die KM-Retransplantationsversuche. Dabei
stellte sich heraus, dass KM-Zellen aus Kontrolltieren (KM-Gruppe) nach Retransplantation
in BALB/c Empfangerméause zu einer wesentlich schnelleren Rekonstitution des B-
Zellkompartiments in der Lage waren als KM-Zellen aus Tieren mit GVHD. In
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Brown und Mitarbeitern, die zeigten, dass

durch die Zugabe von CLP zu hochreinen HSZ die Rekonstitution des lymphatischen
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Systems deutlich beschleunigt wird (261), kénnen somit auch diese Resultate als Hinweis
auf eine Reduktion der CLP im KM von Tieren mit GVHD gewertet werden.
Interessanterweise konnten die Autoren einer kirzlich veroffentlichten Studie dagegen keine
Unterschiede hinsichtlich der Kinetik der B-Zellrekonstitution nach Retransplantation von KM-
Zellen aus Tieren mit und ohne GVHD beobachten (262). Im Gegensatz zu den in der
vorliegenden Arbeit durchgefiinrten Experimenten (Retransplantation an d 40 — d 50 nach
KMT), wurden in besagter Studie die KM-Zellen allerdings schon wesentlich friher (d 14
nach KMT) aus den primédren Empfangertieren reisoliert und retransplantiert. Dadurch
kénnten bei den beiden Versuchsreihen starke Unterschiede hinsichtlich des Schweregrads
der KM-Schadigung durch die GVHD geherrscht haben.

Empféangertiere, die KM-Zellen aus Tieren mit GVHD erhalten hatten, wiesen neben einer
deutlich verzégerten B-Zellrekonstitution auch eine erhéhte Sterberate auf. Diese beruhte in
erster Linie auf einem Knochenmarkversagen, was sich durch das Auftreten einer Andmie
bemerkbar machte. Somit ist wahrscheinlich, dass es in dem hier gewahlten Modell durch
die GVHD nicht nur zu einer Reduktion der lymphatischen Vorlauferzellen, sondern auch der
HSZ selbst kam (263, 264). Dabei kdnnen, ahnlich wie bei den Vorlauferzellen, sowohl
direkte als auch indirekte Effekte eine Rolle spielen. Solche Effekte wurden von der
Arbeitsgruppe um Neil Young in einem experimentellen Mausmodell des infusionsinduzierten
Knochenmarkversagens naher untersucht. In diesem Modell werden elterliche Lymphozyten
(aus Lymphknoten isoliert und daher Uberwiegend T-Zellen) in subletal bestrahlte F1 Mause
infundiert. In der Folge kommt es zu einer massiven Infiltration und Expansion der Spender
T-Zellen im KM der Empfanger und zu einer schnellen Zerstérung von sowohl
hamatopoetischen Vorlaufer- und Stammzellen (265), als auch von KM-Stromazellen (266).
Da es sich hierbei um ein haploidentes Transplantationsmodell handelt (C57BL/6 - CB6F1),
konnen sowohl Alloantigen-induzierte als auch inflammatorische Prozesse fur die
beobachteten Effekte verantwortlich sein. In Folgeexperimenten zeigte sich dann allerdings,
dass es weder nach einer Retransplantation des geschadigten KM alleine, noch nach
Retransplantation zusammen mit KM-Zellen aus unbehandelten, syngenen C57BL/6 Mausen
in letal bestrahlten sekundaren Empfangertieren zu einer Rekonstitution der Hamatopoese
kommt. Dadurch wurde klar, dass die HSZ in diesem Modell nicht nur direkt von den
ursprunglich infundierten T-Zellen angegriffen und zerstért werden (eine solche Reaktion
ware zumindest bei der Sekundartransplantation aufgrund der syngenen Herkunft von T-
Zellen und HSZ ausgeschlossen), sondern dass ihre Eliminierung auch indirekt, durch die
Zerstbrung des KM-Stromas und damit der HSZ Nische durch die T-Zellen hervorgerufen
wird. (267). Dafur spricht auch, dass KM-Zellen aus solchen C57BL/6 - F1 transplantierten
Mausen (im Gegensatz zu KM Zellen aus unbehandelten F1 Mausen) nicht nur fir sich

alleine unfahig waren, in vitro einen intakten Stromazellrasen zu bilden, sondern dass sie
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dies auch in Ko-Kulturen mit KM-Zellen aus syngenen, unbehandelten Tieren verhinderten.
Da im Gegensatz zu den Versuchen von Young und Mitarbeitern in den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefuihrten Retransplantationsversuchen das KM vor der Reinfusion in sekundére
Empfangertiere T-Zell-depletiert wurde, kdnnen direkte, T-Zell-vermittlete Effekte in unserem
Fall ausgeschlossen werden. Zusammenfassend erscheint daher eine zuvor induzierte
Reduktion der Anzahl an HSZ als wahrscheinlichste Ursache des beobachteten
Knochenmarkversagens nach Retransplantation von KM-Zellen aus Tieren mit GVHD.

Die Arbeitsgruppe um Mark und Warren Shlomchik konnte durch eine Reihe
eleganter Experimente mit sog. Knochenmarkschiméaren (Mause, deren h&matopoetische
Zellen sich aufgrund einer vorangegangenen KMT von den restlichen Korperzellen
unterscheiden) nachweisen, dass langlebige, strahlungsresistente APC des Empfangers an
der Entwicklung einer T-Zell-vermittelten GVHD malf3geblich beteiligt sind (77). Ihre initiale
Aktivierung, die auch einhergeht mit einer Hochregulation von MHC Klasse | und Klasse I
Antigenen, erfolgt dabei durch die wahrend der Konditionierung frei werdenden
proinflammatorischen Zytokine. In der Regel werden im Rahmen einer KMT in diese pro-
inflammatorische Situation hinein auch alloreaktive T-Zellen des Spenders infundiert, die
ihrerseits durch die APC aktiviert werden und dadurch zu der Ausbildung des gefiirchteten
Zytokinsturms beitragen, d.h. einer deregulierten weiteren Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine. Werden Spender-T-Zellen dagegen erst zu einem spateren Zeitpunkt, im Rahmen
einer sogenannten Spender-Lymphozyten-Infusion (donor Ilymphocyte infusion, DLI)
transferiert, so ist durch den in der Zwischenzeit fast vollstandig vollzogenen Austausch der
residuellen Empfanger- durch Spender-APC und die bereits wieder abgeklungene
konditionierungsinduzierte Inflammation die Gefahr der Entstehung eines ,Zytokinsturms*
und der Entwicklung einer GVHD wesentlich geringer (268). Da die T-Zellen aber auch zu
diesem Zeitpunkt immer noch in der Lage sind, den ebenfalls Uberwiegend auf ihrer
Alloreaktivitat beruhenden GVL-Effekt zu vermitteln, wird die DLI in der Klinik haufig zur
Behandlung von bereits transplantierten Patienten nach Wiederauftreten ihrer malignen
Erkrankung eingesetzt. Nach einem CML (Chronische myeloische Leukamie) Ruckfall liegen
die Erfolgschancen durch eine nachtréagliche DLI bei ca. 80 % (269, 270). Allerdings kann es
auch nach einer DLI noch zur Induktion einer schweren GVHD kommen (270), wobei dies
stark von der Anzahl der Ubertragenen Zellen sowie vom gewdahlten Zeitpunkt nach KMT
abhangig ist. Interessanterweise kann man in MHC-identen und MHC-haploidenten murinen
Transplantationsmodellen nach einer verzdgerten Infusion von Spender-Milzzellen (zwischen
Tag 7 und Tag 21 nach letaler Bestrahlung und KMT) so gut wie keine GVHD mehr
induzieren (271, 272), wahrend dies in einem MHC-differenten Mausmodell immer noch gut
moglich ist (273). Allerdings fallt auch hier die durch die DLI verursachte GVHD wesentlich
geringer aus im Vergleich zur Induktion zum Zeitpunkt der KMT (273, 274).
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Um zu untersuchen, wie sich eine DLI-induzierte GVHD auf die gleichzeitig
ablaufende bzw. gerade abgeschlossene Immunrekonstitution des Empféngers nach
allogener KMT auswirkt, wurden in der vorliegenden Arbeit Tieren der KM-Gruppe
nachtraglich titrierte  Mengen an Spender-CD4" Tconv-Zellen infundiert und die
Auswirkungen auf das zu diesem Zeitpunkt bereits wieder regenerierte B-Zellkompartiment
Uber mehrere Wochen verfolgt. In Abhéngigkeit von der verabreichten T-Zelldosis kam es in
den Tieren zur Entwicklung einer GVHD und zeitgleich zu einem raschen und signifikanten
Ruckgang der B-Zellpopulation im peripheren Blut. Dabei zeigte sich eine strikte Korrelation
zwischen der Schwere der GVHD und dem Ausmald der B-Zell-Reduktion. Das B-
Zellkompartiment erholte sich im Verlauf der folgenden Wochen zwar wieder, erreichte aber
auch 4 Wochen nach DLI noch nicht wieder die Werte unbehandelter Tiere aus der KM-
Gruppe. Ahnliche Resultate wurden auch von Johnson und Kollegen berichtet, die in den von
ihnen durchgefuhrten Studien in einem MHC-differenten Modell nach einer DLI eine
signifikant erniedrigte Gesamtmilzzellzahl mit einem reduzierten relativen Anteil an B-
Lymphozyten beobachteten (273). Interessanterweise kam es bei meinen Versuchen
gleichzeitig zum Umschlag des bis dahin noch gemischten in einen vollstdndigen Donor-T-
Zell-Chimerismus sowie zu einem Block im Anstieg der sich aus dem KM entwickelnden T-
Zellpopulation. Dies deutet zum Einen darauf hin, dass es in dem gewéhlten Modell auch
drei Wochen nach KMT durch die transferierten T-Zellen noch zu einem ausgepragten
'Spender-gegen-Hamatopoese-Effekt' kommt (Chimerismuswechsel).

Andererseits beweisen diese Daten eindeutig, dass die Lymphopenie bei GVHD nicht alleine
durch die Alloreaktivitat von Spender-T-Zellen zu erklaren ist, da eine DLI-induzierte GVHD
auch zur Suppression der bereits aus dem KM rekonstituierten B- und T-Zellen fuhrt. Da die
GVHD-induzierten T-Zellen zu diesem Zeitpunkt MHC-ident sind zu den supprimierenden
Lymphozytenpopulationen, kann dies nur bedeuten, dass die urspringlich durch
Alloantigene induzierte Inflammation entweder Uber Zytokine direkt zur Beeintrachtigung der
lymphatischen Vorlauferzellen fihrt oder dass die durch Alloreaktion freigesetzten Zytokine
indirekt das KM-Stroma derart beeintrdchtigen, dass die normale Rekonstitution der
Lymphopoese beeintrachtigt wird. Als dritte Moglichkeit konnten CD4" T-Zellen auch eine
zytotoxische Wirkung auf das KM-Stroma ausiiben, allerdings wurden solche Effekte bisher
von MHC Klasse Il-restringierten CD4" T-Zellen nicht beobachtet. Die Aufklarung dieser

maglicher Ursachen ist Ziel derzeit geplanter Experimente.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die allogene Stammzelltransplantation ist ein etabliertes Verfahren zur Behandlung von
malignen und einigen nicht-malignen Erkrankungen der Hamatopoese. Zur Minimierung
immunologischer Komplikationen wird in der Regel zwischen HLA (Human leucocyte
antigen)-identischen Spendern und Empfangern transplantiert, da mit steigender HLA-
Disparitdt das Risiko fur das Auftreten einer Spender-gegen-Empfangerreaktion (graft-
versus-host disease, GVHD) steigt. Trotzdem kommt es auch nach HLA-identischer
Transplantation héaufig zur GVHD, die in dieser Konstellation durch Minor-
Histokompatibilitatsantigene  ausgeldst  wird. Klinisch  wird  nach  allogener
Stammzelltransplantation eine verzdgerte Rekonstitution des adaptiven Immunsystems
beobachtet, woflr hauptsachlich die zur GVHD-Prophylaxe eingesetzte Immunsuppression
verantwortlich gemacht wird. Diese prolongierte Immundefizienz erhoht das Risiko fir
opportunistische Infektionen, die oftmals zum Tod der Patienten filhren. Zentrales Ziel der
aktuellen Transplantationsforschung ist es deshalb, Strategien zu identifizieren, die zur
Verbesserung der Immunrekonstitution fihren ohne das Risiko fur die Ausldsung einer
GVHD zu erhghen.

Die dieser Arbeit zugrundeliegende Hypothese war, dass nicht nur die pharmakologische
Immunsuppression zur verzégerten Immunrekonstitution beitragt, sondern insbesondere die
schwere GVH-Reaktion. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde ein MHC (Major
histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitaitskomplex) -differentes Mausmodell ohne
pharmakologische Immunsuppression eingesetzt und die B-Zell-Rekonstitution nach
allogener KMT (Knochenmarktransplantation) in Tieren mit und ohne GVHD untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass es in Tieren mit schwerer GVHD (nach Transplantation von
Knochenmark (KM) und T-Zellen) zu keiner Rekonstitution des B-Zell-Kompartiments kam,
wahrend Tiere ohne GVHD (Transplantation von KM ohne T-Zellen) eine rasche und
vollstandige Rekonstitution der Spender-B-Zellen zeigten. Histologisch und mittels
durchflusszytometrischer Messmethode wurde nachgewiesen, dass die GVHD zur
Zerstorung peripherer Lymphorgane fuhrte. Diese schien aber nicht alleine fur die B-Zell-
Defizienz verantwortlich zu sein, da sich in Knochenmarkanalysen herausstellte, dass die B-
Zell-Rekonstitution bei GVHD bereits auf der Stufe von B-Vorlauferzellen im KM gestoért war.
Daruber hinaus zeigte sich auch ein Einfluss auf Vorlauferzellen der T-Zell-Reihe, so dass zu
vermuten war, dass vor allem gemeinsame Vorlauferzellen (common lymphoid precursor,
CLP) beeintrachtigt wurden, wahrend die Myelopoese nur unwesentlich betroffen war. Diese

Storungen in der B- und T-Zell-Entwicklung in GVHD-Tieren konnte bereits zu sehr friihen
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Zeitpunkten (innerhalb von 7 Tagen) nach Transplantation detektiert werden. Um zu
beweisen, dass inflammatorische Prozesse im Rahmen der GVHD die B-Lymphopoese
inhibierten und nicht lediglich das Anwachsen von Vorlauferzellen beeintrachtigt wurde,
wurde die Erkrankung in separaten Experimenten erst nach Rekonstitution der
Spenderlymphopoese an Tag 21 nach KMT durch die nachtréagliche Infusion von Spender-T-
Zellen induziert. Auch in diesem Modell kam es dosisabhangig zu einer Suppression der B-
Zellen, so dass bestatigt wurde, dass GVHD-induzierende T-Zellen zu inflammatorischen
Reaktionen fuhrten, die selbst bereits rekonstituierte B-Zellen (HLA-identisch zu den GVHD-
induzierenden T-Zellen) eliminierten.

In frGheren Publikationen der Arbeitsgruppe wurde nachgewiesen, dass der adoptive
Transfer von CD4'CD25'FoxP3* (Forkhead box P3, Transkriptionsfaktor) natirlichen
regulatorischen T-Zellen (Treg Zellen) des Spenders im Mausmodell vor akuter GVHD
schiutzt. Deshalb wurde zusatzlich untersucht, wie sich der Transfer dieser
immunsuppressiven T-Zell-Population auf die B-Zell-Rekonstitution auswirkt. Es konnte
gezeigt werden, dass diese Art der immunologischen Immunsuppression nicht zur Paralyse
des Immunsystems fuhrte, sondern dass die GVHD-induzierte Zerstérung der Lymphorgane
verhindert und die Rekonstitution der lymphatischen Vorlauferzellen im Knochenmark
gefordert wurde. In der Summe ergab sich hierdurch nicht eine schlechtere, sondern im
Gegenteil, eine verbesserte Immunrekonstitution nach allogener KMT.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde versucht, die Mechanismen der gestorten
Immunrekonstitution bei GVHD aufzukléaren. Aus publizierten Arbeiten war bekannt, dass die
Zytokine IFN-y (Interferon-y) und TNF (Tumor necrosis factor, Tumornekrosefaktor) die B-
Lymphopoese beeintrachtigen kdnnen und dass diese Zytokine bei akuter GVHD vermehrt
sezerniert werden. Es wurde deshalb untersucht, ob sie bei GVHD direkt auf lymphatische
Vorlauferzellen im KM einwirken. Hierfir wurde KM von Wildtyptieren und von IFN-y- bzw.
TNF-Rezeptor-defizienten Spendern kotransplantiert und anschlieRend untersucht, ob die B-
Lymphopoese in GVHD-Tieren selektiv aus dem Rezeptor-defizienten Mark regeneriert. Eine
selektive Regeneration der B-Zellen wurde jedoch weder aus IFN-y- noch aus TNF-
Rezeptor-defizientem KM beobachtet, so dass keines dieser Zytokine alleine fur die B-Zell-
Defizienz bei GVHD verantwortlich zu sein schien.

Da Zytokine nicht nur direkt auf die Vorlauferzellen im KM wirken kdnnten sondern auch
indirekt Uber die Zerstérung der B-Zell-Nische (bzw. CLP-Nische), wurden anschlieRend
Retransplantationsstudien durchgefihrt. Hierfir wurde KM aus Tieren mit GVHD isoliert, T-
Zell-depletiert und erneut in letal bestrahlte Empféanger transplantiert. Es zeigte sich in diesen
Tieren, dass Stammzellen aus GVHD-Tieren in GVHD-freien Empfangern der 2. Generation
die B-Lymphopoese prinzipiell rekonstituieren konnten. Die leicht verzdgerte

Immunrekonstitution in diesen Empfangern im Vergleich zu Empfangern von KM aus
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unbehandelten Spendern wies darauf hin, dass das KM von GVHD-Tieren geringere Mengen
an determinierten Vorlauferzellen enthielt. Durch Verwendung von Stromazellkulturen, die
eine Entwicklung von B-Zell-Kolonien unterstiitzen, konnte die Defizienz von CLP im
Knochenmark von Tieren mit GVHD in vitro bestatigt werden.

Auf diesen Ergebnissen aufbauend sollen in zukunftigen Experimenten mittels Vielfarben-
Durchfluzytometrie die derzeit bekannten Stadien der lymphatischen Vorlauferzellen im KM
von GVHD-Tieren exakt quantifiziert werden, um die Stufe des Entwicklungsblocks genau zu
definieren. Da auch ein Defekt in der T-Zell-Rekonstitution von GVHD Tieren gezeigt werden
konnte, wird erwartet, dass primar die CLP betroffen sind. Darlber hinaus sollte in
Folgeversuchen untersucht werden, wie ko-transplantierte Spender-Treg-Zellen die frihe
Rekonstitution der lymphatischen Vorlaufer im KM fordern. Vor allem sollte aber untersucht
werden, ob die Graft-versus-Leuk&dmiewirkung bei B-Zell-Malignomen nicht zumindest
teilweise auf solche B-Zell-toxischen Wirkungen der GVHD-induzierten Inflammation
zuriickzufuhren ist, da bisher angenommen wird, dass Transplantat-gegen-Leukamie-Effekte
(Graft-versus-leukemia, GVL) ausschlie3lich auf der Erkennung von Alloantigenen durch

Spender-T-Zellen auf hAmatopoetischen Empfangerzellen beruhen.
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6 Summary

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (SCT) is a well-established treatment
modality for malignant and some non-malignant hematologic diseases. To minimize
immunological complication, transplantation between HLA-identical donor and recipient are
generally preferred, because HLA disparity is a major risk factor for transplant-related
complications such as graft rejection and graft versus host disease (GVHD). However,
GVHD may even occur when donor and recipient have identical HLA alleles, due to
differences in their minor histocompatibility antigens. Impaired immune reconstitution after
allogeneic bone marrow transplantation (BMT), which is usually attributed to the required
immunosuppressive therapy, moved to the forefront of clinical problems limiting progress in
allogeneic SCT, not only because an immune defect is related to infectious morbidity post
transplant. The aim of current studies in transplantation research is to improve immune
reconstitution while preventing GVHD.

The hypothesis underlying this work was that not only the pharmacological
immunosuppression but notably the severity of GVHD may lead in turn to a delay in immune
reconstitution. Using a murine completely major histocompatibility complex (MHC)-
mismatched BMT model, without pharmacological immunesuppression we examined the
influence of GVHD on B cell reconstitution after allogeneic BMT. We found, that animals with
severe GVHD (BM plus conventional T cells) showed no reconstitution of their B cell
compartment, whereas animals without GVHD (only BM) reconstituted donor B cells rapidly
after transplantation. Histological examination and flow cytometric analysis of lymphocytes
from GVHD animals revealed that the B cell deficiency was not only caused by the GVHD-
induced destruction of secondary lymphoid organs, but also by a lack of B cell precursors in
the BM. Beyond that we could also detect an effect of GVHD on T cell precursors suggesting
that mainly common lymphoid progenitor (CLP) cells are affected, whereas myelopoiesis was
only marginally involved. This defects in B and T cell development in animals with GVHD
could be detected already early after BMT (within 7d). To demonstrate that indeed the
inflammatory processes of GVHD impaired B lymphopoiesis and to exclude that solely failed
engraftment of CLP was responsible for this impairment, we induced GVHD in recipients of
MHC- disparate BM that had already reconstituted their B cell compartment (d21 post BMT).
Although the GVHD-inducing donor T cells were syngeneic to the previous BM graft, B cells
disappeared from the periphery as soon as GVHD was induced.

Hoffmann et al. showed that the co-transplantation of freshly isolated donor-derived natural
CD4'CD25" regulatory T cells (Treg) prevent lethal GVHD after allogeneic BMT in
experimental models. Therefore we analyzed whether their suppressive effect enhances or

inhibits immune reconstitution after allogeneic BMT and examined the recovery rate of the
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peripheral B cell compartment after BMT. The immunosuppressive effect of T cells did not
cause immune system paralysis, but avoided GVHD-induced destruction of lymphoid organs
and even promoted the reconstitution of lymphoid progenitor cells in BM. In summary we
could show that protection from GVHD by Treg cells rather fosters than hampers immune
recovery after allogeneic BMT.

In the second part of the present thesis, we tried to identify the mechanism that is involved in
the impaired immune reconstitution during the course of GVHD. It was known that IFN-y
(Interferone-y) and TNF (Tumor necrosis factor) are able to impair B lymphopoiesis and that
elevated levels of these cytokines are secreted during GVHD.

To examine their influence on lymphoid progenitor cells in bone marrow we co-transplanted
BM from wildtype (wt) and IFN-y- or TNF-receptor-deficient mice. so we can determine
whether B lymphopoiesis reconstituted selective from the receptor-deficient BM. These
experiments showed no preferential B cell reconstitution neither from the IFN-y nor from the
TNF-receptor-deficient BM leading to the assumption that none of these cytokines seems to
impair B cell reconstitution during GVHD on its own.

As pro-inflammatory cytokines secreted during GVHD not only impair B lymphopoiesis
directly but also indirectly, e.g. through destructure of the BM microenvironment we
performed retransplantation-experiments. For this purpose BM from animals with GVHD was
isolated and serially transplanted in secondary lethally irradiated recipients (without donor T
cells). In this model, stem cells from animals with GVHD were still capable to reconstitute B
lymphopoiesis in recipients without GVHD. The delayed and slightly reduced immune
reconstitution in this recipients, in comparison with mice that received BM from untreated
donors, indicated that BM isolated from mice with GVHD comprises less determinated
progenitor cells. The lack of CLP in the bone marrow from GVHD stressed animals was
validated in vitro by means of experiments with stroma cell cultures which supported the
development of B cell colonies.

Based on these results, the currently known stages of lymphoid progenitor cells in bone
marrow from GVHD animals should be quantified by multicolor flow cytometry in order to
exactly identify the point when development is blocked. Since a defect in T cell reconstitution
was detected, we expecte that mainly CLP are affected. Further experiments should clarify
how co-transplanted donor Treg cells promote the reconstitution of early lymphoid progenitor
cells in the bone marrow.

Up to now graft-versus-leukemia effects are believed to be exclusively based on alloantigenic
recognition by T cells that are presented on the hematopoietic cells of recipients. However,
studies analyzing whether the described toxic effects on B cells by GVHD-induced
inflammation could be at least partially attributed to the GVL effects on B cell lymphomas

should be done.
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