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Verzeichnis hiufig verwendeter Abkiirzungen
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CD
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Colony-forming unit-granulocyte
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Granulocyte-colony stimulating factor
Granulocyte/macrophage-colony stimulating factor
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Humanes Leukozytenantigen
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Interferon

Knochenmarktransplantation

Magnetic cell sorter

Natiirliche Killer-Zellen

Phosphate buffered saline

Periphere Blutstammzellen

Periphere Blutstammzelltransplantation
Phycoerythrin

Propidiumiodid
Phorbol-12Myristat-13Acetat

Stem cell factor
Tumor-Nekrose-Faktor

Thrombopoetin



1. Einleitung
1.1 Einfiihrung

Patienten, die an himatologischen Erkrankungen oder soliden Tumoren leiden, erhalten zum
Teil eine Hochdosischemotherapie (HDC) und/oder eine fraktionierte Ganzkorperbestrahlung.
Bei dieser myeloablativen Therapie werden sowohl das hidmatopoetische als auch das
lymphatische System stark geschidigt, so dass der Patient durch die daraus resultierende
Leuko- und Thrombozytopenie und Anédmie stark gefihrdet ist. Der Patient kann insbesondere
an Blutungen und Infektionen lebensbedrohlich erkranken, soweit die Hidmatopoese nicht
durch eine Stammzelltransplantation ersetzt wird (Paulin et al. (1987), Sullivan et al. (2001)).
Die Transplantation von hdmatopoetischen Stammzellen hat in den letzten zwei Jahrzehnten
die Behandlungsmoglichkeiten schwerer Krankheiten des blutbildenden Systems und
onkologischer Erkrankungen erweitert und signifikant verbessert (Thomas (1983), Kessinger
et al. (1988), Armitage (1994), Attal et al. (1996), Tyndall und Gratwohl (1997), To et al.
(1997)). Bei der Stammzelltransplantation wird grundsitzlich eine autologe von einer
allogenen  Transplantationsform  unterschieden. @ Das  Prinzip der  autologen
Stammzelltransplantation besteht darin, dass der Patient nach einer myeloablativen Therapie
seine eigenen, zuvor gewonnenen himatopoetischen Stammzellen zuriick erhélt. Im autologen
Verfahren tritt die periphere Blutstammzelltransplantation (PBSZT) an die Stelle der
klassischen Knochenmarktransplantation (KMT) (Kessinger et al. (1988), Ottinger et al.
(1996), Beelen et al. (1997), Hernandez et al. (1998), Gratwohl et al. (1999)). Dagegen
stammen bei der allogenen Transplantation die Zellen von einem moglichst HLA-identischen
Familien- oder freiwilligen Fremdspender, um das Risiko einer Abstoung bzw. Transplantat-
gegen-Wirt-Reaktion zu minimieren. In den Statistiken des ,International Bone Marrow
Transplant Registry” wurde die Anzahl der weltweit durchgefiihrten allogenen
Transplantationen am Ende des 20. Jahrhunderts auf siebzehntausend pro Jahr geschitzt,
wihrend die der autologen Transplantationen iiber dreiligtausend betrug (Horowitz (2002)).
Die "European Group for Blood and Marrow Transplantation" veroffentlichte ferner, dass bei
allogenen Transplantationen nur 30% periphere Blutstammzellen (PBSZ), wihrend bei
autologen Transplantationen zu mehr als 90% PBSZ eingesetzt wurden (Abbildung 1). Im
Vergleich zu 1991 zeigt die Statistik von 1997 eine Verdoppelung der allogenen und eine

Vervierfachung der autologen Transplantationen.
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Abbildung 1: Vergleich der jahrlichen KMT und PBSZT der "European Group for Blood and Marrow
Transplantation" der Jahre 1983, 1991 und 1997 (nach Gratwohl et al. (1999)).

1.2 Stammzellbiologie

Pluripotente Stammzellen besitzen zum einen die Fédhigkeit der Selbsterneuerung und zum

anderen die der Differenzierung in Zellen der erythropoetischen, myelomonozytiren,

megakaryozytiren und lymphozytiren Reihe (Abbildung 2) (Mauch et al. (1989)).
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Abbildung 2: Die Stammzellhierarchie. Entwicklung von pluripotenten Stammzellen zu reifen Zellen

des peripheren Blutes.



Im Modell wird davon ausgegangen, dass sich pluripotente Stammzellen einer
asymmetrischen Zellteilung unterziehen (Abbildung 3). Bei einer solchen Zellteilung erneuert
sich die Hélfte der Stammzellen selbst und produziert Tochterzellen, die identisch mit der
urspriinglichen pluripotenten Stammzelle sind. Diese bewahren ihre Pluripotenz und treten in
den Zellarrest ein. Die andere Hilfte bringt Zellen hervor, die in die weitere Reifung der
héamatopoetischen Reihen mit Ausbildung spezifischer Zellfunktionen eingehen. Die
asymmetrische Zellteilung ist wahrscheinlich ein genetisch festgelegter Vorgang. Eine
Amplifikation pluripotenter Stammzellen ist nicht mehr moglich (Potten und Loeffler (1990),
Ogawa (1993)).

pluripotente

Stammzelle <
Reifung
Selbsterneuerung
liniendeterminierte pluripotente
Vorléduferzelle Stammzelle «—

Reifung
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Abbildung 3: Modell der asymmetrischen Zellteilung. Bei einer asymmetrischen Zellteilung ist die

Stammzelle sowohl zur Selbsterneuerung des Stammzellpools als auch zur Differenzierung fihig.

Ein Merkmal hédmatopoetischer Stammzellen ist die Expression eines bestimmten
Oberflichenantigens, des CD34-Antigens (CD = ,cluster of differentiation®), dessen
Expression mittels monoklonaler Antikorper bestimmt werden kann (Simmons und Torok-
Storb (1991), Krause (1996), Serke und Huhn (1996), Sutherland et al. (1996)). Das CD34-
Antigen ist ein transmembranes Glykoprotein von 110 kDa, das auch auf Gefidssendothelzellen
vorkommt und dessen Funktion nicht sicher geklért ist (Fina et al. (1990)). Der Anteil CD34+
Zellen im Blut gesunder Individuen betridgt circa 0,1-0,2%. Im Knochenmark betrdgt der
Anteil der Zellen, die dieses CD34-Antigen tragen, 1-4%. Noch ist kein physiologischer

»baktor bekannt, der fiir die Regulierung der CD34-Expression in Stammzellen



verantwortlich ist. Das Differenzierungspotential der hierarchisch strukturierten
héamatopoetischen  Vorlduferzellen ist durch die Koexpression unterschiedlicher
Oberfldachenantigene (z.B. CD33, CD38, CD61, CD90, CD117) gekennzeichnet, wihrend mit
zunehmender Reifung das CD34-Antigen verloren geht. Ein weiteres funktionelles
Charakteristikum der CD34+ Zellen ist ihre Fihigkeit, in-vitro klonal proliferierende Zellen zu
bilden. Myeloische und erythrozytire Vorlduferzellen zeigen morphologisch unterschiedliche
Kolonien von Zellen, die als ,,colony-forming unit-granulocyte/macrophage* (CFU-GM) und

,burst-forming unit-erythrocyte* (BFU-E) differenziert werden (Abbildung 4).

Abbildung 4: Koloniebildung in einer semisoliden Kurzzeitkultur auf Methylzellulosebasis nach
zweiwOchiger Inkubation. Die transparenten, heterogen verteilten Zellen gehoren zu einer CFU-GM.
Die dicht gepackten Hédmoglobin-produzierenden Zellen werden einer BFU-E zugeordnet.

(Lichtmikroskopie, 40 fache VergroBerung, Sheikhzadeh et al. (2002)).

1.3 Stammzelltransplantation

1.3.1 Hochdosischemotherapie

In der Tumortherapie konnten Hinweise fiir eine Abhingigkeit des Therapieerfolges von der
Dosisintensitédt (verabreichte Dosis eines Zytostatikums in einem bestimmten Zeitraum)
gefunden werden. Der Schaden, den das Knochenmark hierbei nimmt, wirkt Dosis limitierend.
Bereits konventionelle Zytostatikadosen bewirken eine voriibergehende Suppression der
Hamatopoese. Eine moderate Dosissteigerung fithrt zu einer Wachstumsstérung im

Knochenmark  mit  ldnger  andauernder  Agranulozytose,  substitutionspflichtiger



Thrombozytopenie und Anidmie (Frei und Canellos (1980)). Der eigentliche Hochdosisbereich
einer Chemotherapie ist dadurch gekennzeichnet, dass eine irreversible Myeloablation erzeugt
wird.

Mit Hilfe der Transplantation von Stammzellen nach HDC kann innerhalb von zwei Wochen
der Zustand der Agranulozytose und der ausgeprigten Thrombozytopenie im Empfinger
iiberwunden werden. Als klinisch wichtige KenngroBBen, die ein Anwachsen des
Stammzelltransplantats erkennen lassen, gelten mehr als 500 neutrophile Granulozyten/ul und
Thrombozytenzahlen > 20/nl im peripheren Blut des Patienten. Fiir den Zeitraum der
Agranulozytose werden Schutzmassnahmen (z.B. Schleusenzimmer und eine medikamentose
Prophylaxe gegen virale, bakterielle und fungale Infektionen) ergriffen, sowie Erythrozyten-

und Thrombozytenkonzentrate zur Substitution gegeben (Paulin et al. (1987)).

Mobilisierung ; PBSZ-Transplantation
Induktions- Hochdosis- >
i Chemotherapi
Chemotherapie | it G.csF SOTTPE | mit G-CSF
PBSZ- T
Gewinnung

Abbildung 5: Schematische Darstellung der autologen peripheren Stammzelltransplantation. Nach
einer zytoreduktiven Induktionschemotherapie und der Applikation von G-CSF werden die
mobilisierten peripheren Blutstammzellen gewonnen, weiterverarbeitet, tiefkiithlgelagert und nach der

HDC dem Patienten transplantiert.

Vor Durchfiihrung einer HDC muss die Tumorlast durch geeignete Chemotherapieprotokolle
gesenkt werden. Die Stammzellgewinnung erfolgt meist nach mehreren Chemotherapiezyklen
und moglichst in einem Zustand der Vollremission, da zu Therapiebeginn eine hohe
Tumorzellkontamination des autologen Stammzellapheresates zu befiirchten ist. Die
Indikationen der HDC mit anschlieBender autologer Stammzelltransplantation sind in Tabelle

1 zusammengefasst.



10

Erkrankung Stadium/Risiko | Stellenwert Alternativen
HDC
Akute myeloische 1.Vollremission Standard HLA-identische Geschwister- Transplantation
Leukdmie (Standardrisiko)
Akute myeloische 1.Vollremission Standard HLA-identische oder partiell identische
Leukdmie (Hochrisiko) Geschwister-Transplantation
Akute lymphatische | 1.Vollremission Standard HLA-identische oder partiell identische
Leukidmie (Hochrisiko), Geschwister-Transplantation
2.Vollremission
Morbus Hodgkin Therapieversager Standard Konventionelle Chemotherapie, HLA-
Rezidive (nicht identische Geschwister-Transplantation
Spitrezidive)
Hochmaligne Hochrisiko, Standard Konventionelle Chemotherapie, HLA-
Lymphome Therapieversager identische Geschwister-Transplantation
Rezidive
Niedrigmaligne Fortgeschrittene Standard Konventionelle Chemotherapie
Lymphome Stadien, junges
Patientenalter
Plasmozytom Fortgeschrittene Standard Konventionelle Chemotherapie
Stadien
Ovarialkarzinom Fortgeschrittene Offen Konventionelle Chemotherapie
Stadien
Keimzelltumor, Therapieversager Standard Konventionelle Chemotherapie
nicht seminomatos Rezidive

Tabelle 1:

transplantation (nach Wagner et al. (1999)).

1.3.2

Indikationen zur Hochdosischemotherapie mit

Stammzellmobilisierung

autologer peripherer Stammzell-

Seit Entdeckung hdmatopoetischer Wachstumsfaktoren, wie z.B. G-CSF (Neupogen®) und
GM-CSF, kann man die Proliferation und Mobilisierung CD34+ Stammzellen steigern. Unter
Mobilisierung wird die Freisetzung hdmatopoetischer Stammzellen aus dem Knochenmark in
die periphere Zirkulation durch transendotheliale Migration verstanden. Die genauen
biologischen Mechanismen dieses Vorgangs sind noch nicht vollstindig verstanden
(Kronenwett et al. (2000)). Die Mobilisierung der CD34+ Zellen mittels G-CSF zeigt eine
dosisabhidngige Wirkung (Hoglund et al. (1996)). Trotz einer Altersabhidngigkeit und
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interindividuellen Variabilitét ist bei gesunden Individuen nach einer mehrtdgigen Gabe ein
bis zu hundertfacher Anstieg an CD34+ Zellen im peripheren Blut zu beobachten (Teshima et
al. (1992)). Bei Patienten mit onkologischen und hdmatologischen Grunderkrankungen ist der
Mobilisationserfolg abhingig von der zugrunde liegenden Erkrankung und der
vorangegangenen Chemo- und/oder Bestrahlungstherapie. Unter Verwendung von
Chemotherapien und deren Kombination mit rekombinanten Wachstumsfaktoren kommt es
durch die Synchronisation der Zellteilung in Verbindung mit einem starken Proliferationsreiz

zu einer vermehrten Stammzellmobilisation (Richman et al. (1976), Socinski et al. (1988)).

1.3.3 Stammzellgewinnung

Nach Durchschreiten des Leukozytennadirs (>1000 Leukozyten/ul) oder einem Nachweis von
mindestens 10 CD34+ Zellen/ul konnen hdmatopoetische Stammzellen im peripheren Blut
iber eine Zytapherese gewonnen werden (Richman et al. (1976), Lasky et al. (1982), Schlenke
(1999)). Hierbei werden Zellseparatoren eingesetzt, die auf dem Prinzip der Auftrennung von
Vollblut in Bestandteile unterschiedlicher Dichte durch Zentrifugation beruhen. Die
himatopoetischen Stammzellen werden innerhalb der mononukledren Zellfraktion gesammelt,
wihrend die anderen Blutbestandteile dem Patienten zuriickgegeben werden. Fiir ein sicheres
Anwachsen der Hamatopoese bei einer autologen PBSZT wird nach heutigen Kenntnissen ein
Minimum von 2,0 x 10° CD34+ Zellen/kg Korpergewicht benétigt und ein Optimum von 4,0 x
10° CD34+ Zellen/kg Korpergewicht angestrebt (Schulman et al. (1999)).

1.3.4 Stammzellweiterverarbeitung und Qualitdtskontrollen

Die Stammzellen werden zur weiteren Verwendung in Stickstoff gelagert. Hierbei wird eine
sichere Aufrechterhaltung der Zellvitalitit und Zellfunktion angestrebt. Zur Sicherstellung
eines Transplantationserfolges im Empfangerorganismus werden Stammzelltransplantationen
einer Qualitdtskontrolle unterzogen. Die prizise Quantifizierung von CD34 exprimierenden
Stamm- und Vorlduferzellen erfolgt mittels Durchflusszytometrie. Zusitzlich haben sich
Kurzzeitkultursysteme bewihrt, die die Féhigkeit h@matopoetischer Stamm- und
Vorlduferzellen zur Koloniebildung untersuchen. Die Zellen wachsen in semisoliden
Kulturmedien auf Methylzellulosebasis mit definierten Wachstumsfaktoren und werden nach
einem Zeitraum von 14 Tagen Inkubation mikroskopisch ausgewertet. Der relative Anteil der

Kolonie bildenden Vorlduferzellen, insbesondere der CFU-GM, kann mit der Konzentration
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der CD34+ Stammzellen und der Qualitdt der hdmatopoetischen Rekonstitution korreliert
werden (Bender et al. (1992)). Diese Funktionsteste konnen somit als indirektes Mal}
(Surrogatmarker) fiir das hdmatopoetische Proliferations- und Differenzierungspotential eines

Transplantates angesehen werden.

1.4 Immunrekonstitution nach Stammzelltransplantation

Den Reifungsprozess von transplantierten  hidmatopoetischen  Stammzellen und
liniendeterminierten Vorlduferzellen zu Zellen der unspezifischen und spezifischen Abwehr
bezeichnet man als Immunrekonstitution. Hierbei muss zwischen den einzelnen Populationen
immunkompetenter Zellen differenziert werden. Denn B-, T- und NK-Zellen zeigen aufgrund
ihrer unterschiedlichen Herkunft und Entwicklungswege nicht die gleiche Rekonstitutions-

kinetik.

1.4.1 B-Zell-Entwicklung

B-Zellen wachsen im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen heran und bendtigen
Lymphfollikel, um als reife B-Lymphozyten zu iiberleben. Zur Bereitstellung eines breiten
Spektrums von Antigenrezeptoren durchlaufen sie wihrend der Differenzierung eine Serie von
Schritten, die durch eine sequentielle Immunglobulin-Segmentumordnung gekennzeichnet ist

(Abbildung 6).

CD19 CD34 CDI19 CD19 CD19

Pro-B- Unreife Reife
Zelle B-Zelle B-Zelle
IgM IgD + IgM
Knochenmark peripheres Blut sekundér lymphatische Organe

Abbildung 6: Schema der B-Zell-Entwicklung. Die B-Zelle entwickelt sich von pluripotenten
Stammzellen zu B-Vorlduferzellen, um dann als reife B-Zelle IgM und IgD auf ihrer Oberfldche zu

exprimieren (modifiziert nach Janeway und Travers, 1997).
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Das Repertoire der B-Zellen, die in den Pool langlebiger reifer B-Zellen eingehen, stellt das
Ausgangsmaterial fiir die klonale Selektion der Immunantwort dar. Reife B-Zellen, die 1gM
und IgD auf ihrer Oberfliache koexprimieren, zirkulieren durch lymphatische Organe bis sie
ihrem spezifischen Antigen begegnen. Nach der Interaktion mit einem Antigen und einer T-
Helferzelle teilt sich die B-Zelle. Sie differenziert sich entweder weiter zur Plasmazelle, die
groBe Antikdrpermengen freisetzt, oder zur langlebigen Gedéchtniszelle (Janeway und
Travers, Immunologie (2.Aufl.), Pedrazzini et al. (1989), Small et al. (1990), Schlenke et al.
(2001)).

1.4.2 T-Zell-Entwicklung

T-Vorléduferzellen wandern, nachdem sie das Knochenmark verlassen haben, in den Thymus.
Hier durchlaufen sie eine Reihe von Reifungsstadien. Wenn naive T-Zellen ein spezifisches
Antigen auf der Oberfliche einer Antigen-pridsentierenden Zelle antreffen, wird eine MHC

(,,major-histocompability-complex‘‘) vermittelte Immunantwort ausgelost.

CD3 CD4
CD4+ T-Helfer-
Zelle Zelle

CD3 CDS8

CD8+ Zytotoxische
Zelle T-Zelle
Knochenmark Thymus peripheres Blut- und Lymphsystem

Abbildung 7: Schema der T-Zell-Entwicklung. Die T-Zellen entwickeln sich von der pluripotenten
Stammzelle zur CD3+ T-Zelle, die dann entweder als CD4+ T-Zelle zur Helferzelle oder als CD8+

Zelle als zytotoxische Zelle heranreift (modifiziert nach Janeway und Travers, 1997).
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1.4.3 NK-Zell-Entwicklung

Natiirliche Killer-Zellen (NK-Zellen) sind Zellen mit zelluldren Granula, die einen kleinen
Teil der peripheren lymphatischen Blutzellen ausmachen. Sie wurden aufgrund ihrer Fihigkeit
entdeckt, ohne vorangegangene Immunisierung oder Aktivierung bestimmte lymphatische
Tumorzellinien in-vitro abzutoten. Bei der Immunabwehr erfiillen sie dariiber hinaus ihre
Abwehrfunktion in der frithen Phase einer Infektion durch intrazelluldre Krankheitserreger
(Aglietta et al. (1998)). Sie konnen unter anderem durch das Fehlen von CD3 und mittels der
Differenzierungsmarker CD16 und CD56 charakterisiert werden (Abbildung 8).

CD56 CD16 CD56 CD16

Unreife
NK-Zelle

Pro-NK
Zelle

Abbildung 8: Schema der NK-Zell-Entwicklung. Die pluripotente Stammzelle entwickelt sich iiber die
Zwischenschritte der Pro- und Pra-NK-Zelle von der unreifen zur reifen Zelle (modifiziert nach

Janeway und Travers, 1997).

1.5 Héamatopoetische Erholung nach Stammzelltransplantation

Unter Hiamatopoese wird das fein ausbalancierte System der Blutzellbildung verstanden, die
durch gleichmiBige Produktion reifer Blutzellen und deren Abbau charakterisiert ist. Die
Erholungsphase der Hidmatopoese nach einer Stammzelltransplantation wird héufig als
h@matopoetische ,recovery” bezeichnet. Die hidmatopoetische Erholung basiert auf einem
komplexen Zusammenspiel der transplantierten Stamm- und Vorlduferzellen, der
Knochenmarkstromazellen und der von diesen produzierten hématopoetischen
Wachstumsfaktoren. Dariiber hinaus sind die zugrunde liegende Erkrankung, insbesondere
eine Knochenmarkbeteiligung und die Intensitit der vorangegangenen Chemotherapie
wichtige EinflussgroBen.

Damit Stammzellen das hdmatopoetische System erneuern kdnnen, miissen sie mit Hilfe von
molekularen Erkennungssystemen, wie zum Beispiel der Expression von Adhésionsmolekiilen

und der Sezernierung von Zytokinen und Chemokinen in das Knochenmark-Kompartiment
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zuriickfinden. Die Ansiedlung von zirkulierenden Stammzellen im Knochenmark wird als
,homing*“ bezeichnet (Gordon und Greaves (1989)). Die im Transplantat enthaltenen
Vorlduferzellen sind in der Lage, eine schnelle, jedoch kurz anhaltende Erholung der
Hiamatopoese im Empfianger zu sichern (Bender et al. (1992)). Im Transplantat existieren
dariiber hinaus pluripotente Stammzellen mit Langzeithdmatopoesepotential, die eine

permanente und vollstindige Nachbildung aller Blutzellreihen gewihrleisten sollen.

1.6 Thrombozytopenie nach Stammzelltransplantation

Nach einer HDC mit anschlieBender autologer PBSZT kommt es hédufig zu einer verzégerten
Erholung der Himatopoese. Zu 10-15% ist insbesondere eine ausgeprigte und lang
andauernde Thrombozytopenie zu beobachten (First et al. (1985), Hermouet et al. (1997)). Zur
Vermeidung von Blutungskomplikationen (z.B. gastrointestinale oder zerebrale Blutung),
werden Patienten regelmifig zur Blutbildkontrolle -einbestellt und notigenfalls die
Thrombozyten prophylaktisch substituiert. Neben Restrisiken (wie z.B. die der Kontamination
und Transmission viraler und bakterieller Erreger) konnen im weiteren Behandlungsverlauf
transfusionsassoziierte ~ Nebenwirkungen  wie  z.B.  Allo-Antikorper-Bildung  mit
Thrombozytenrefraktéritit oder die sehr seltene, jedoch besonders gefiirchtete Spender-gegen-
Wirt-Reaktion im Empfinger auftreten.

Um einer verzogerten Thrombopoese nach Transplantation entgegenzuwirken oder die Zeit
einer schweren Thrombozytopenie mit Substitutionspflicht zu verkiirzen, ist man auf der
Suche nach alternativen Transplantationsmodellen, die die klassische Thrombozyten-
Substitution iiberfliissig macht. Eine Erfolg versprechende Moglichkeit konnte die Gabe von
Megakaryopoese-induzierenden Zytokinen sein, die nach HDC die Megakaryopoese direkt in-
vivo beschleunigen soll. Hierbei stehen besonders IL-11 und Thrombopoietin (TPO) zur
Diskussion (Molineux et al. (1996), Tepler et al. (1996)). Erste klinische Studien zeigen
jedoch keine signifikante Verkiirzung der Thrombozytopenie-Phase.

Eine andere Strategie beruht darauf, patienteneigene, ex-vivo zu megakaryozytdren Vorldufern
expandierte Stammzellen zusammen mit dem Stammzellprodukt zu transplantieren. Die
Kotransplantation von megakaryozytdren Vorldufern konnte bei schneller Ausreifung in-vivo

den Schweregrad und die Dauer der Thrombozytopenie minimieren (Drayer et al. (2002)).
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1.7 Megakaryopoese

Die Megakaryopoese ist ein mehrstufiger Entwicklungsprozess. Die pluripotente
himatopoetische Stammzelle differenziert zur megakaryozytiren Vorliduferzelle, die eine hohe
Proliferationskapazitit besitzt und zur Koloniebildung (CFU-MK) befihigt ist. Im Anschluss
erfolgt die Entwicklung zum Promegakaryoblasten. Der weitere Reifungsprozess fiihrt iiber
den Megakaryoblasten zum postmitotischen Megakaryozyten (Abbildung 10). Die
Megakaryozyten verlieren im Laufe ihrer Entwicklung ihr Proliferationspotential und
beschrinken sich auf die Ausdifferenzierung. Dabei vermag sich ihr Kern zu teilen, ohne dass
eine Zellteilung stattfindet. Dieser Vorgang wird als Endomitose oder Endoreduplikation
bezeichnet (Abbildung 9). Als Konsequenz beobachtet man eine Erhohung der DNA-Ploiditét
von bis zu 64N. Mit Ploiditit beschreibt man die Anzahl der Chromosomensitze innerhalb des

Zellkerns, die einfach oder ganzzahlig mehrfach sein konnen

SISO 2

Abbildung 9: Schema der Endoreduplikation (N = Anzahl der Chromosomensitze oder ,,Ploiditit®).

Polyploide Zellen der megakaryozytiren Reihe sind in der Lage, Demarkationsmembranen zu
bilden und Thrombozyten abzuschniiren. Die zytoplasmatische Reifung findet durch Synthese
von spezifischen Proteinen (Plittchenfaktor-4 (PF- 4) und dem Glykoprotein IIb (GP IIb)) als
auch durch die Entwicklung von Organellen statt. Die gesamte Megakaryopoese wird durch
ein kompliziertes, ineinander tibergreifendes Netzwerk von Signalen unter der Beteiligung von
Zytokinen, zellstindigen Rezeptoren, extrazelluliren Matrixproteinen oder durch die
Transkriptionsaktivierung von Megakaryozyten-spezifischen Genen reguliert. Insbesondere
Zytokine steuern sowohl die Proliferation der megakaryozytiren Vorldufer als auch den
Reifungsprozess. Interleukin 3 (IL-3) und der Granulozyten/Makrophagen-Kolonie

stimulierende Faktor (GM-CSF) agieren in-vitro besonders in der frithen Phase der
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Megakaryozyten-Entwicklung als starke Proliferationsstimulatoren. Dagegen sind Zytokine,

wie z.B. IL-6 und IL-11 insbesondere an der Ausreifung und der Polyploiditit beteiligt

(Tabelle 2).
Stammzelle Promegakaryoblast Megakaryoblast Megakaryozyt Thrombozyten
— > —» .:’.
[

Mitose Endomitose
< > < >
< CD34 >

TPO-Rezeptor
< >
GP IIb/Illa (CD41/ CD 61)
4“— — — — — >

Abbildung 10: Die Phasen der Megakaryopoese. Die Stammzelle differenziert iiber Zwischenschritte

zum reifen Megakaryozyten, um anschliefend Thrombozyten abzuschniiren.

Die ersten experimentellen megakaryopoetischen Ex-Vivo-Expansionen, bei denen
Megakaryozyten auflerhalb eines lebenden Organismus geziichtet und vermehrt werden
konnten, fanden 1994 durch die Entdeckung von Thrombopoetin (TPO) statt. Zu diesem
Zeitpunkt isolierten voneinander unabhingige Forschungsgruppen (u.a. Kaushansky et al.
(1994), de Sauvage et al. (1994)) die Struktur des Megakaryopoese-typischen
Wachstumsfaktors, damals auch ,,megakaryocytic growth and development factor* (MGDF)
genannt. In nahezu jedem Schritt der Entwicklung nimmt das TPO eine Schliisselrolle ein.
Sowohl die initiale Proliferation als auch die terminale Reifung und Endomitose werden von
TPO beeinflusst und gesteuert (Kaushansky (1995)). Héamatopoetische Vorlduferzellen,
Megakaryozyten und Thrombozyten exprimieren den TPO-Rezeptor auf ihrer Oberfliche. Die
Megakaryozyten und ihre Vorldufer konnen mittels Oberflichenproteine identifiziert werden.
Sie bilden Antigene auf ihrer Oberfliche, wie z.B. CD41, CD42 und CD61. CD41 und CD61
bilden beide einen Teil des GP IIb/llla auf megakaryozytiren Zellen. Dieses Protein ist ein

Rezeptor fiir Fibrinogen, Fibronektin und fiir den von-Willebrand-Faktor, sowie ein Mediator
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der Thrombozytenadhésion und —aggregation. Der Oberflichenmarker CD42 existiert als Teil
eines anderen Rezeptors auf der Megakaryozytenoberfliche und kann in CD42a und CD42b
unterteilt werden. Das CD42a ist ein einzelkettiges Membran-Glykoprotein, bekannt auch
unter der Bezeichnung GP IX, dessen Expression von TPO induziert wird. Es bildet einen
nicht-kovalenten Komplex mit anderen Glykoproteinen. Das CD42b, der von-Willebrand-
Faktor-Oberfldchenrezeptor, ist fiir die Adhésion der Thrombozyten an das Subendothel von

verletzten Blutgefidlen verantwortlich.

Zytokin Funktion in der Megakaryopoese

IL-6 Kern- und Zytoplasmareifung, FEinfluss auf Anzahl, Grofle und
Ploiditit

IL-3 Megakaryozytenproliferation, kein Einfluss auf die Reifung

IL-11 Terminale Differenzierung, Einfluss auf Grofle und Ploiditiit

IL-1P Proliferation, Einfluss auf die Bildung von IL-6

SCF Proliferation, mit anderen Zytokinen synergistisch, Koloniebildung

TPO Unabhiingig vom Effekt anderer Zytokine, wirkt auf allen Ebenen der
Megakaryopoese, bei Proliferation, Endomitose und Thrombozyten-
Abschniirung

Tabelle 2: Ubersicht iiber wichtige Zytokine der Megakaryopoese

1.8 Ex-Vivo-Expansion

Die Ex-Vivo-Expansion pluripotenter Stammzellen hat noch nicht das Stadium der klinischen
Anwendung erreicht. Experimentelle Ansétze verfolgen unterschiedliche Ziele. Einerseits
werden Kultivierungsbedingungen gesucht, die zu Vermehrung unreifer Stammzellen mit
hohem pluripotenten Differenzierungspotential fithren. Andererseits werden Ex-Vivo-
Expansionen mit der Intention durchgefiihrt, in-vitro eine zielgerichtete Differenzierung von
CD34+ Zellen zu liniendeterminierten Vorlduferzellen z.B. der myeloischen oder
megakaryopoetischen Reihe einzuleiten. Die Expansion und Kotransplantation von
megakaryozytiren Vorlduferzellen soll einer verzogerten Thrombopoese nach einer

Stammezelltransplantation ~ mit  lang  andauender =~ Thrombozytensubstitutionspflicht
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entgegenwirken. Zahlreiche Fliissigkulturmodelle werden derzeit erprobt, um eine optimale
Proliferation und Reifung der Megakaryozyten zu erreichen. Als Stammzellquelle eignen sich
aufgereinigte Stammzellen aus menschlichem Knochenmark, aus peripherem Blut nach
Mobilisation, Nabelschnurblut oder aus fetalen Leberzellen. Die Kombination und
Konzentration der Zytokine ist eine wichtige Einflussgro3e in publizierten Studien (Maurer et
al. (2000)). Weitere wichtige Parameter zur Optimierung der Zellkultur sind unter anderem die
geeignete Zellkonzentration, die Kulturdauer, der Einfluss eines Stromazellen-Layers, die

Bebriitungstemperatur und der Sauerstoffpartialdruck.

1.9 Fragestellung

Die Transplantation von autologen PBSZ nach HDC zielt auf die Sicherstellung einer
schnellen und stabilen hidmato- und lymphopoetischen Rekonstitution im Empfanger-
Organismus. Im ersten Teil der Arbeit wurde prospektiv die himatopoetische Erholung und
Immunrekonstitution der Lymphozytenpopulationen in 24 Patienten nach einer autologen
PBSZT ausgewertet. Um zusitzlich Daten iiber die Funktion der untersuchten T-Lymphozyten
und deren Immunkompetenz zu gewinnen, wurde die Kinetik der von den Zellen produzierten
Zytokine, wie das IFNYy, IL-2, und Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa), in den Subpopulationen
der CD3+CD4+ T-Helferzellen und CD3+CD8+ T-Lymphozyten untersucht. Die
intrazelluldre Zytokinproduktion nach in-vitro Stimulation ergibt verwendbare Hinweise zur
funktionellen Integritét der untersuchten Zellen.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschiftigte sich mit dem Phédnomen einer eingeschrinkten
Erholung der Hidmatopoese nach Transplantation. Sowohl wir als auch andere Gruppen
konnten eine ausgeprigte, zum Teil lang andauernde Thrombozytopenie beobachten. Dieses
ist aus stammzellbiologischer Sicht von allgemeinem Interesse und auch klinisch relevant, da
eine kostenintensive Thrombozytensubstitution zur Prophylaxe Thrombozytopenie-bedingter
Blutungen indiziert ist. Die zusitzliche Kotransplantation in-vitro expandierter
megakaryozytirer Vorlduferzellen konnte die Thrombozytopenie infolge HDC und PBSZT
verhindern. Zu diesem Zweck wurden anhand zweier Fliissigkulturen mit unterschiedlichen
Zytokin-Zusammensetzungen die Proliferation und Differenzierung pluripotenter Stammzellen

zu megakaryozytdren Vorldufern in einem Ex-Vivo-Expansionsmodell untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Héamatopoetische Erholung und Immunrekonstitution

2.1.1 Patienten

Im ersten Teil der Studie sind Daten von 24 Patienten, 12 weiblichen und 12 ménnlichen,
ausgewertet worden, die sich im Universititsklinikum Liibeck (UKL) einer autologen PBSZT
unterzogen haben. Ein Patient ist wihrend der Studienzeit verstorben. Das mittlere Alter der
Patienten belief sich auf 51 (25 bis 65) Jahre. Die Anzahl der Patienten, die wihrend der
Nachbeobachtungsphase, die Poliklinik der Hématologie am UKL aufsuchten, betrug im
ersten Monat 24, im dritten Monat 21, 17 nach sechs Monaten und 16 nach einem Jahr. Die
Patienten litten an unterschiedlichen héamatologischen und onkologischen Erkrankungen. Die
detaillierten Patientencharakteristika sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Je nach zugrunde
liegender Erkrankung erhielten die Patienten unterschiedliche HDC-Schemata und/oder eine
Ganzkorperbestrahlung mit nachfolgender autologer PBSZT. In allen Fillen wurde den
Patienten G-CSF (Neupogen®, Amgen, Miinchen, Deutschland) in einer Dosierung von ca.
Sug/kg Korpergewicht/Tag nach der PBSZT subkutan verabreicht. Alle Stammzellapheresen
wurden mit dem Zellseparator CS3000plus (Baxter, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Im
Durchschnitt belief sich die Anzahl der transplantierten CD34+ Zellen/kg Korpergewicht auf
4,33 + 1,86 x 10° Zellen. Plasmozytom-Patienten erhielten nach der PBSZT INFo. Patienten
mit einem nicht-metastasierten Mamma-Karzinom wurden anschliefend radiotherapiert (am
Thorax, im axilldren und im supraklavikuldren Bereich). Bei den anderen Patienten wurden im

Verlauf keine weiteren Therapien durchgefiihrt.

2.1.2 Héamatologische Analysen

Die Blutproben der Patienten wurden in Monovetten (Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland) mit
1,6 mg/ml EDTA gewonnen und ein, drei, sechs und zwdélf Monate nach PBSZT untersucht.
Das Differentialblutbild wurde nach Anweisungen des Herstellers an einem automatischen
Blutbildanalysegerdt Coulter Counter STKS Zellzdhler (Beckman Coulter, Krefeld,
Deutschland) durchgefiihrt.
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Patient Diagnose CD34 x 10% Hochdosis- Anzahl der
kg KG chemotherapie Apheresen
1 Mamma-Karzinom 2,80 CT™M 2
2 NHL 3,14 3 x mBEAM 2
3 Plasmozytom 5,16 2 x MEL 2
4 NHL 4,20 2 x mCHOEP1 2
1 x mCHOEP2
5 Mamma-Karzinom 9,25 CT™M 1
6 Sarkom 3,86 2 x MEL/VEP 2
7 Mamma-Karzinom 4,71 CTM 2
8 NHL 3,31 2 x mCHOEP1 1
1 x mCHOEP2

9 Plasmozytom 4,12 2 x MEL 2
10 Mamma-Karzinom 4,90 CTM 2
11 Plasmozytom 9,32 2xCP, 1xCM 2
12 Plasmozytom 3,65 2 x MEL 2
13 Plasmozytom 4,63 2 x MEL 2
14 Plasmozytom 4,94 MEL, MEL+TBI 3
15 AML 1,71 Bu/VP/Cy 1
16 Plasmozytom 4,03 MEL, MEL+TBI 1
17 NHL 3,53 BEAM 3
18 M. Hodgkin 2,69 CVP 1
19 Mamma-Karzinom 5,57 CTM 1
20 Plasmozytom 2,30 MEL, MEL+TBI 3
21 Plasmozytom 3,14 MEL, MEL+TBI 2
22 Plasmozytom 5,50 MEL 2
23 Plasmozytom 2,51 MEL, MEL+TBI 3
24 Mamma-Karzinom 2,41 BEAM 2

Tabelle 3: Patientencharakteristika, NHL= Non—Hodgkin-Lymphom, AML= Akute myeloische
Leukdmie. Hochdosischemotherapien: BEAM= BCNU 300 mg/m?, Etoposid 2 x 150 mg/m? x 4,
Zytarabin 2 x 200 mg/m? x 4, Melphalan 140 mg/m?; mBEAM= BCNU 125 mg/m?, Etoposid 2 x 300
mg/m? x 4, Zytarabin 2 x 600 mg/m? x 4, Melphalan 90 mg/m?; Bu/VP/CY= Cyclophosphamid 60
mg/kg x 2, Busulfan 4mg/kg x 4, Etoposid 45 mg/kg; mCHOEP1= Cyclophosphamid 2250 mg/m? x
2, Adriamycin 35 mg/m?2 x 2, Vincristin 2 mg, Etoposid 2 x 160 mg/m? x 3, Prednison 100 mg x 5;
mCHOEP2= Cyclophosphamid 3000 mg/m? x 2, Adriamycin 34 mg/m? x 2, Vincristin 2 mg, Etoposid
2 x 185 mg/m? x 3, Prednison 100 mg x 5; CM= Carboplatin, Melphalan 140 mg/m?, CP= Carboplatin,
Paclitaxel 250mg/m?; CTM= Cyclophosphamid 1500mg/m? x 4, Thiotepa 150 mg/m? x 4,
Mitoxantrone 10 mg/m? x 4; CVP= Cyclophosphamid 1800 mg/m?2 x 4, Etoposid 2 x 250 mg/m? x 4,
BCNU 150 mg/m? x 3; MEL= Melphalan 200 mg/m2; MEL+TBI= Melphalan 140 mg/m?, fraktionierte
Ganzkorper-Bestrahlung bis zu einer kumulativen Dosis von 850 cGy, MEL/VP= Melphalan 35 mg/m?2
x 4, Etoposid 450 mg/m? x 4.
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2.1.3 Allgemeine Durchflusszytometrie

Die Phinotypisierung der Lymphozytenpopulationen wurde mittels durchflusszytometrischer
Analysen am EPICS XL MCL (Beckman Coulter) durchgefiihrt. Das Messprotokoll basiert
auf der Darstellung der Streulichteigenschaften der Zellen mit Vorwirts- und
Seitwértsstreulicht, die ein Mal fiir die Zellgroe und Zellgranularitit darstellen. Die
Detektion der Oberflichenmarker erfolgt bei der Durchflusszytometrie mittels dreier
Fluoreszenzkanidle. Die verwendeten Fluorochrome (Fluoreszeinisothiozyanat (FITC),
Phycoerythrin (PE), Cytochrom 5 (CY5)) werden durch einen Argonlaser bei 488nm angeregt
und emittieren Fluoreszenzlicht unterschiedlicher Wellenlinge (525, 575 und 650 nm). Mittels
eines optischen Detektionssystems werden die erzeugten Emissionen erfasst, nachfolgend

amplifiziert und in elektrische Signale konvertiert (Abbildung 11).

Fluoreszenzsignale

=

D

Fokussierter Laserstrahl

Abbildung 11: Aufbau des Durchflusszytometers. In einem Durchflusskanal werden die Zellen
hintereinander aufgereiht und nacheinander durch einen fokussierten Laserstrahl angeregt. Die dadurch
erzeugte Fluoreszenz und die Streulichtemissionen werden mit Hilfe eines Detektionssystems erfasst

und an einen Rechner weitergeleitet (modifiziert nach Robinson et al. (1992)).

Im Allgemeinen werden Streulichteigenschaften auf einer linearen Skala dargestellt, wihrend
die Fluoreszenzsignale auf einer logarithmischen Skala abgelesen werden. Die Verstirkung
und Kompensation der einzelnen Fluorochrome erfolgte analog zu den Herstellerangaben und

auf Basis von Kompensationsprotokollen. Fiir die Datengenerierung und Weiterverarbeitung
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wurde die System II Software (Version 2.1) benutzt. Teilweise wurden Histogramme und

»dot-plot“-Diagramme in der WIN-MDI Software (Version 8) weiterverarbeitet.

2.14 Immunphénotypisierung

100 pl des EDTA-antikoagulierten Blutes wurden 15 Minuten bei Raumtemperatur und im
Dunkeln mit einem Fluorochrom-konjugierten Antikdrper inkubiert. Hierbei waren anti-CD3,
anti-CD4, anti-CDS8, anti-CD45RA/RO und anti-HLLA-DR sowie anti-CD25 Antikorper fiir die
Phénotypisierung von T-Lymphozyten, anti-CD19 fiir B-Lymphozyten und anti-CD16/56 fiir
die Erkennung von NK-Zellen in Gebrauch. Alle Antikdrper waren mit
Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) oder Phycoerythrin (PE) markiert. Die Antikorper-
Kombinationen CD45RA-PE/CD4-FITC, CD45RA-PE/CDS-FITC, CD45RO-PE/CDS8-FITC
und CDA45RO-PE/CD4-FITC wurden vom Hersteller BD PharMingen (Hamburg,
Deutschland) erstanden und in einer Konzentration von 20 ul benutzt, wihrend die restlichen
Antikorper von der Firma Beckman Coulter erworben und in einer Konzentration von 10 pl
eingesetzt wurden. Die Hintergrundfluoreszenz wurde mit geeigneten Isotypkontrollen
beriicksichtigt. Die Erythrozyten wurden mit Essigsdure lysiert und alle Proben mit
Paraformaldehyd (Immunoprep, Beckman Coulter) fixiert. Das Auswertefenster fiir
Lymphozyten wurde in einem linearen Vorwirts-Seitwirts-Streulicht-Diagramm festgelegt,
um nicht-lysierte Erythrozyten, Plittchenaggregate und Zelldebris von der Analyse

auszuschliefen.

2.1.5 Detektion intrazelluldrer Zytokine

Zusitzlich  wurde bei zehn Patienten die Zytokinproduktion der T-Zellen
durchflusszytometrisch untersucht. Nach Isolierung mononukledrer Zellen aus heparinisiertem
Vollblut mit Hilfe einer Standard-Gradiententechnik (Ficoll-Hypaque, Seromed Biochrome,
Berlin, Deutschland) (Dichte 1,077 g/ml), wurden die Zellen in einer Konzentration von 1 x
10° Zellen/ml in RPMI 1640 (Seromed Biochrome, Berlin) resuspendiert und mit 10 ng/ml
Phorbol-12Mystrat-13Acetat (PMA, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) und 1 uM Ionomyzin
(Sigma) fiir fiinf Stunden stimuliert. Um die Freisetzung im Uberstand von de-novo
synthetisierten Zytokinen aus dem Golgi-Apparat zu vermeiden, wurde Monensin (2,5uM
(Sigma)) hinzu gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen in 4°C kaltem ,,Hank’s balanced salt
solution (HBSS, Sigma) gewaschen und mit 4% PFA (Riedel-de-Haen AG, Seelze,
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Deutschland) fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Zellen fiir die Permeabilisierung in Saponin-Puffer resuspendiert
(HBSS mit 0,1% Saponin und 0,01 M HEPES Puffer (Seromed Biochrome). Gleichzeitig fand
eine Firbung der Zellen mit direkt konjugierten Zytokin- und Oberflichenmarkern statt. Fiir
die Detektion von Oberflichenepitopen wurden anti-CD3-Cy5, anti-CD8-FITC und
monoklonale Antikorper fiir IFNy und TNFo (alle PharMingen) eingesetzt. Um die T-
Lymphozytensubpopulationen unterscheiden zu kénnen, wurde ausschlieBlich anti-CD8-FITC
verwendet, weil die CD4 Antigene durch Stimulation deutlich herunterreguliert werden. Zur
Vereinfachung der Nomenklatur werden im weiteren Verlauf und im Ergebnis-Teil der
intrazelluldren Zytokinmessung CD8 negative Zellen als CD4+ Zellen bezeichnet.

Neben der Berechnung des relativen Anteils Zytokin produzierender Zellen wurde auch der
,mean fluorescence intensity shift“ (MFI-Shift) als Mal fiir die Zytokinproduktion von
Einzelzellen angegeben. Als Kontrolle diente die Zytokinexpression der Lymphozyten einer

Gruppe von 50 gesunden Blutspendern.

2.1.6 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen fiir diese Studie sind mit der kommerziell erhiltlichen Software
von Sigma Plot durchgefiihrt. Es wurde bei nachgewiesener Normalverteilung der
unverbundene t-Test angewendet. Die FErgebnisse sind deskriptiv mit Mittelwert und
Standardabweichung im Text angegeben. Héufig sind Daten in Histogrammen in einem so
genannten ,,Box-and-Whiskers-Plot* zusammengefasst. Die Box wird durch das 25%- und das
75%-Quantil begrenzt. In der Mitte des Rechteckes wird der Median eingezeichnet, an das
obere und untere Ende schlieen sich die so genannten Whiskers (,,Schnurhaare*) an, womit
Linien bezeichnet werden, deren Linge bis zum 5%- bzw. 95%-Quantil reicht. AuBlerhalb
dieses Bereiches liegende Extremwerte wurden als separate Punkte in die graphische

Darstellung aufgenommen.

2.2 Megakaryopoetische Fliissigkultur
2.2.1 Material und CD34-Aufreinigung

Die erhobenen Daten wurden aus dem Leukapheresematerial von 12 Patienten mit

unterschiedlichen himatologischen und onkologischen Erkrankungen nach ihrer schriftlichen
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Einwilligung gewonnen. Die Patienten wurden zuvor mit unterschiedlichen Chemotherapien
behandelt. In allen Fillen wurde G-CSF (Neupogen® (Sug/kg Korpergewicht/Tag)) subkutan
appliziert. Um die mononukleédren Zellen des Leukapheresproduktes zu isolieren, wurde eine
Standard-Gradiententechnik mittels Ficoll-Hypaque durchgefiihrt (Seromed Biochrome). Nach
einem Waschvorgang mit PBS-Puffer (Phosphatpuffer, ,,phosphate buffered saline*
(BioWhittaker, Walkersville, USA)) wurde eine magnetische CD34+ Zellaufreinigung mit
einer MACS-Sédule (Magnetic Cell Sorter CD34 Progenitor Cell Isolation Kit (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) durchgefiihrt. Bei einer MACS-Zellisolierung

werden Zellen einer Suspension mittels ihrer Oberflachenmarker aufgereinigt (Abbildung 12).

1. Schritt der Aufreinigung 2. Schritt der Aufreinigung

c® O

Nach
Entfernung
des Magneten

CD34 - Zellen CD34 + Zellen

(O =unmarkierte Zellen, CD 34 negative Zellen
@ = supramagnetisch gekoppelte, CD34+ Zellen

Abbildung 12: Schema der magnetischen Zell-Separation (MACS). Die supramagnetisch gekoppelten
Zellen (schwarz) flieBen durch die von Magneten umgebene Sédule und bleiben in der magnetisch
aufgeladenen Matrix aus Stahlwolle hingen (1. Schritt der Aufreinigung). Die unmarkierten Zellen
(weifl) fallen hindurch. Nach der Wegnahme des Magneten, finden auch die supramagnetisch
gekoppelten Zellen keinen Halt mehr und konnen aus der Matrix heraus gewaschen werden (2. Schritt

der Aufreinigung).



26

Die Oberflichenrezeptoren werden mit spezifischen Antikdrpern, im Falle von Stammzellen
mit anti-CD34, markiert. Diese monoklonalen Antikérper sind zusétzlich mit
supramagnetischen  Partikeln, MACS  ,Microbeads®, gekoppelt. @ Nach dieser
Oberflachenmarkierung passieren die Zellen eine Auftrennungssidule. Die aus Stahlwolle
bestehende Matrix innerhalb der Sdule hat sich durch ein magnetisches Feld aufgeladen. Die
markierten Zellen werden vom Magneten angezogen und bleiben in dieser Sédule hingen,
wihrend die unmarkierten Zellen der Suspension vom Magneten nicht beeinflusst werden und
hindurchflieBen. Nach der Entfernung des Magneten finden die aufgereinigten Zellen in der
Auftrennungssdule keinen Halt mehr und konnen von der Matrix heraus gewaschen werden.
Die Reinheit und die Wiederfindungsrate der aufgereinigten Zellen werden mit Hilfe von

Durchflusszytometrie oder mittels eines Fluoreszenzmikroskopes erfasst (Abbildung 12).

2.2.2 Ex-Vivo-Expansion

Die aufgereinigten CD34+ Zellen wurden durchflusszytometrisch gemessen, auf eine Dichte
von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und in das Ndhrmedium IMDM (,Iscove’s modified
Dulbecco’s Medium®, BioWhittaker) mit einem Zusatz von 5%igem Ciprofloxacin (Bayer,
Leverkusen, Deutschland) eingebracht. Die Zellsuspension wurde in Sechs-Loch-Platten

(Nunc, Roskilde, Danemark) mit jeweils 2 ml gefiillt. Im Anschluss wurden Zytokine hinzu

gegeben.
Zytokin Fliissigkultur 1 Fliissigkultur 2

SCF 10 ng/ml 20 ng/ml
IL-3 10 ng/ml 10 ng/ml
IL-6 10 ng/ml 25 ng/ml
IL-11 10 ng/ml 25 ng/ml
TPO 10 ng/ml 100 ng/ml
FLT-3 20 ng/ml

MIP-1a 20 ng/ml

IL-1P 10 ng/ml

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Zytokinkombinationen und ihre jeweilige Konzentration der

Fliissigkulturen 1 und 2 zur Ex-Vivo-Expansion von Megakaryozyten
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Die Zytokinkombination fiir die Fliissigkultur 1 umfasste die Zytokine SCF (,,stem cell
factor®), IL-3, IL-6, IL-11 und TPO in einer Konzentration von 10 ng/ml und die Zytokine
FLT-3 (,fms-like tyrosin kinase* 3) und MIP-la (,,macrophage inflammatory protein®) in
einer Konzentration von 20 ng/ml. Die Zytokinkonzentrationen fiir Fliissigkultur 2 betrug 20
ng/ml SCF, 25 ng/ml IL-6 und IL-11, jeweils 10 ng/ml IL-1p und IL-3 und 100 ng/ml TPO
(Tabelle 4). Die Fliissigkulturen wurden im Brutschrank bei 37°C und einem CO, Anteil von
5% jeweils fiir 12-14 Tage inkubiert. Die durchflusszytometrischen Analysen der
Oberflichenmarker-Expression und der Zellexpansion erfolgten ausgehend von Tag 1, an dem
sie in Kultur gebracht wurden, an den Tagen 4, 8, 10 und 12. Die DNA-Gehaltsanalysen
erfolgten zum Nachweis von polyploiden megakaryozytiren Vorliduferzellen ausschlieBlich an

Tag 10 im Vergleich zum Ausgangsmaterial (Tag 1).

2.2.3 Durchflusszytometrische Analysen

Um die Expression der megakaryozytiren Oberflichenmarker CD41, CD61 und CD42 und
deren Verlauf zu untersuchen, wurden durchflusszytometrische Analysen am EPICS XL MCL
durchgefiihrt. Nach einer Waschprozedur wurden 100 pl der Zellsuspension mit 20 pl des
direkt-konjugierten monoklonalen Antikorpers bei 4°C fiir 20 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Um unspezifische Bindungen ausschlieBen zu konnen, wurden Isotyp-spezifische Kontrollen
durchgefiihrt. Alle Antikorper waren mit FITC oder PE markiert. Zur Identifizierung der
Stammzellpopulation wurde das CD34-Antigen stets mit anti-CD34-PE nachgewiesen. Zur
Bestimmung der Koexpression megakaryozytirer Antigene wurden anti-CD41a-, anti-CD42b-
und anti-CD61-FITC eingesetzt (PharMingen). Nach einer Waschprozedur erfolgte die
durchflusszytometrische Analyse der Zellen. Tote Zellen und Zelldebris wurden mit Hilfe
eines linearen Vorwirts-Seitwirts-Diagrammes sowie mittels Propidiumiodid (PI), einem

DNA-interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoff, ausgeschlossen.

224 Ploiditdtsmessung

Fiir die Ploidititsmessung wurde die Zellzahl mit Hilfe des Durchflusszytometers auf 1 x 10
Zellen/ml eingestellt. Ein Milliliter der Zellsuspension wurde an den Tagen 1 und 10 in ein
Eppendorf-Gefiss tiberfiihrt, zentrifugiert und gewaschen. Danach fand die Fixierung der
Zellen mit Ethanol statt. Ein Milliliter eiskalter 80%iger Ethanollosung wurde tropfchenweise

und unter stdndigem Schiitteln hinzu gegeben. Nach einer Stunde Fixierung im Eisbad bei
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4°C, wurde die Suspension zentrifugiert und in 1 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden in
500 pul Volumen aufgenommen, mit 50 pl des Antikorpers CD41-FITC markiert, um die
megakaryozytdren Vorldufer zu detektieren, und bei 4°C im Dunkeln fiir 15 Minuten
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden 50 ul RNAse (Ribonuklease, (Sigma))
hinzu gegeben, gemischt und nachfolgend die gleiche Menge an Propidiumiodid in einer

Konzentration von 50pg/ml hinzugefiigt.

Anzahl von

Ereignissen
4N
tetraploide Zellen
(in Ruhe)

DNA-Synthese

Apoptotische 8N
Zellen oktaploide Zellen

(vor Mitose)

Propidiumiodid

Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung einer Ploiditdtsmessung von MOLT 4 -Zellen. Die Methode
wurde mit Hilfe dieser tetraploiden Modellzellinie entwickelt. Als interkalierender DNA-Farbstoff

wurde Propidiumiodid verwendet.

Nach einer Stunde Inkubation im Dunkeln wurde die Ploiditdt erfasst. Zellaggregate
(Doubletten), die filschlicherweise als polyploide Ereignisse erfasst werden kdnnten, wurden
durch ein Auswertefenster (DNA-Gehalt versus DNA-Peak) ausgeschlossen. Durch ein
weiteres Auswertefenster wurden die CD41+ Zellen von iibrigen Zellen unterschieden und
mittels Propidiumiodid der DNA-Gehalt bestimmt. Als Analysenkontrolle und zur
Optimierung der Auswertefenster-Einstellung wurden Zellen der Zellreihe MOLT 4

ausgewdhlt, deren Zellen polyploide Kerne mit 4N und 8N besitzen (Abbildung 13).
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2.2.5 Megakaryozyten-Kurzzeitkultur

Um die Klonogenitit der megakaryozytiren Vorlduferzelle zu untersuchen, wurde die Bildung
von megakaryozytiren Kolonien mit Hilfe einer semisoliden Kurzzeitkultur untersucht. Es
wurde das MegaCult-C Kit (Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada) auf Kollagenbasis
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die aufgereinigten CD34+ Zellen und die ex-vivo
generierten megakaryozytidren Vorldauferzellen wurden in einer Konzentration von 1 bis 2 x
10° Zellen/ml resuspendiert, mit Kollagen vermischt und auf einen Objekttriger gegeben. Das
Nédhrmedium enthielt eine vom Hersteller angegebene Kombination an Zytokinen (TPO, IL-6,
IL-3). Die Objekttrager wurden fiir 12 Tage bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach einer
Dehydration und Fixation mit Ethanol wurden die Zellkolonien mit Antikdrpern gegen das
CD41-Antigen mit APAAP (Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase Komplex)
geférbt.

2.2.6 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen fiir diese Studie sind mit Sigma Plot Software durchgefiihrt
worden. Es wurde der gebundene t-Test angewendet. Die Ergebnisse in den Histogrammen
sind in einfachen Fehler-Diagrammen (,,simple error bars“) zusammengefasst, bei denen das
Rechteck die Mittelwerte angibt, wihrend oberhalb davon die einfache Standardabweichung

als Linie eingezeichnet ist.
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3. Ergebnisse

3.1 Héamatopoetische Erholung

In der durchgefiihrten Studie wurde die himatologische Rekonstitution bei 24 Patienten nach
HDC mit autologer PBSZT untersucht. Die mittlere Zeit, bis mehr als 500 neutrophile
Granulozyten/ul im peripheren Blut nachzuweisen waren, betrug 10 = 1 Tage (8-12 Tage).

Der Anstieg der Thrombozyten auf 20 Zellen /nl erfolgte nach 13 £ 3 Tagen (7-18 Tagen).

Patient | Neutrophile>500/ul | Thrombozyten>20/nl | Erythrozyten- | Thrombozyten-
(Tage) (Tage) Konzentrate Konzentrate
1 9 18 6 4
2 9 7 4 3
3 10 10 10 nicht bekannt
4 10 13 10 4
5 10 13 2 2
6 8 8 6 5
7 9 12 9 8
8 9 14 2 5
9 11 13 3 2
10 9 16 2 2
11 10 10 4 2
12 10 11 4 2
13 9 10 6 1
14 12 18 4 11
15 10 17 4 5
16 9 11 4 3
17 8 12 6 2
18 9 8 6 1
19 9 12 8 5
20 9 9 2 4
21 9 17 8 3
22 11 14 4 7
23 10 17 6 6
24 10 9 4 3

Tabelle 5: Ergebnisse der hdmatopoetischen Erholung nach PBSZT. Es werden die Tage bis zum
Anstieg der neutrophilen Granulozyten auf iiber 500 Zellen/ul und der Thrombozyten auf iiber 20
Zellen/nl im peripheren Blut fiir jeden einzelnen Patienten angegeben. In den letzten beiden Spalten ist
die Anzahl der transfundierten Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentrate wéhrend der

Erholungszeit aufgefiihrt.
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In den Monaten 1, 3, 6 und 12 nach PBSZT wurden die Differentialblutbilder der
rekrutierbaren Patienten hinsichtlich einer dauerhaften himatopoetischen Erholung analysiert.
Die initiale Leukozytenzahl von 5510 £ 589/ul im ersten Monat fiel nach 12 Monaten auf
einen Wert von 4100 £ 243 Zellen/ul ab. Die am Anfang beobachtete leichte Monozytose von
15,7 £ 1,1% verschwand im Verlauf des ersten Monats. Der relative Anteil an Granulozyten
blieb stabil mit einem Anteil von 60,2 + 3,3% nach einem und 59,4 + 2,5% nach 12 Monaten.
Fiir Lymphozyten betrug der Anteil 21,1 £ 2,9% im ersten und 27,6 = 2,6% im 12. Monat
nach PBSZT (Abbildung 14).

14000 100
<
3 12000 é 30
= 10000 =
O Q 60 i
. 8000 . = .
N S 40 i t
S 6000 . . o)
: " aE
8 4000 @ g 20
’4 . o e . i .
2000 A 0
0

35 100
s 30 1 g T .
S 25 . p
o= 1 ) . Q 60 | ]
SRR . = I %
HILT T ND El
1 = . °
[} .
S 5 .. § %
=y O o
1 3 6 12 1 3 6 12
Monate Monate

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Erholung der Leukozyten, Lymphozyten, Monozyten
und Granulozyten nach PBSZT. Fiir die Darstellung sind Box-Plot-Diagramme gewéhlt worden. Die
Box wird durch das 25%- und das 75%-Quantil begrenzt, wihrend der Median in der Mitte des
Rechtecks eingezeichnet ist. Die sich an das obere und untere Ende des Rechtecks anschlieBenden
Linien sind bis zum 5%- (95%) Quantil eingezeichnet und die Extremwerte als separate Punkte in die

Darstellung mit aufgenommen.
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Einen Monat nach PBSZT betrug der mittlere Himoglobingehalt bei bereits vollstindiger
Transfusionsfreiheit 11,1 + 0,3 g/dl und stieg ein Jahr nach Transplantation auf 12,0 = 0,4 g/dl
an. Zum ersten Zeitpunkt rekonstituierten sich die Thrombozyten im Mittel auf 149 + 20/nl
und fielen leicht auf einen Wert von 119 = 12/nl im 12. Monat nach PBSZT ab (Abbildung
15).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Himoglobinwerte (in g/dl) und der Thrombozytenzahlen
(in Zellen/nl) in den Monaten 1, 3, 6, und 12 nach PBSZT.

Bei allen Patienten erholte sich die Thrombopoese im Vergleich zur Myelopoese verzogert.
Bei sieben von 24 Patienten konnte eine deutlich verzogerte Thrombopoese und eine lingere

Thrombozytensubstitutionsphase festgestellt werden, wie in Tabelle 6 dargestellt.

Patienten- | Thrombozyten>20/nl | Thrombozyten-

Nr. (Tage) Konzentrate

1 18 4

7 12 8

10 16 2

14 18 11

15 17 5

21 17 3

23 17 6

Tabelle 6: Ubersicht iiber die Patienten mit einer verzogerten Thrombozyten-Regeneration und
verlidngerter Transfusionspflichtigkeit. Bei zwei Patienten dauerte der Anstieg der Thrombozyten auf

20 Zellen/nl 18 Tage, wobei ein Patient 11 Thrombozytenkonzentrate bendtigte.
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3.2 Immunrekonstitution

Die Immunrekonstitution wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie zu den gegebenen
Zeitpunkten bestimmt. Die NK-Zellen zeigten eine schnelle Rekonstitution mit einem
normalen Absolutwert von 236 + 39/ul, gepaart mit einer relativen NK-Lymphozytose von
23,7 + 2,8% 1im ersten Monat nach PBSZT. Zwolf Monate nach PBSZT sank die NK-
Zellkonzentration auf 153 & 20/ul und entsprechend 14,3 + 2,1% aller Lymphozyten.

Die B-Lymphozyten hingegen wiesen eine deutlich verspitete Erholung auf. Im ersten Monat
nach Transplantation war keine nennenswerte B-Lymphozytenregeneration zu erkennen (0,9 +
0,2%). Im Gegensatz hierzu konnten reife B-Lymphozyten drei bzw. sechs Monate nach
PBSZT mit einem relativen Anteil von 12,8 * 3,8% bzw. 21,5 + 3,2% durchflusszytometrisch

nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: Die Immunrekonstitution der B-, NK- und T-Zellen in den Monaten 1, 3, 6 und 12
nach PBSZT. Die horizontalen Linien stellen die Grenzen der oberen und unteren hausinternen
Normwerte dar. Zusitzlich ist in dieser Abbildung die CD4/CD8 Ratio dargestellt, die das Verhiltnis

der CD4+ und CD8+ T-Zellsubpopulationen zueinander aufzeigt.
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Der Anteil der T-Zellen an allen Lymphozyten betrug 54,8 *+ 3,8% mit einer absoluten
Zellzahl von 656 * 130 Zellen/ul im ersten Monat nach PBSZT (Abbildung 16). Als
Aktivierungsmarker wurde die simultane Expression der IL2-Rezeptors und von HLA-DR
Molekiilen untersucht. Die CD25 (IL2-Ro)-Koexpression blieb mit weniger als 10% niedrig,
wihrend initial nach PBSZT 44,0 = 20,0% der CD3+ Zellen HLA-DR positiv waren. Sechs
Monate nach PBSZT fiel der Wert der CD3+HLA-DR+ Zellen auf 21,0 £ 15,0% ab
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Die Darstellung der CD25+ und HLA-DR+ aktivierten T-Zellen in % in den Monaten
1,3, 6 und 12 nach PBSZT.

Die Regeneration zytotoxischer CD3+CD8+ T-Zellen lag im ersten Zeitintervall mit einer
Konzentration von 331 £ 91/ul bereits im Normbereich. Nach zwolf Monaten konnten im
Mittel 279 £ 57/ul nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu waren die CD3+CD4+ T-Helfer-
Zellen wihrend des gesamten Untersuchungszeitraumes mit 121 £ 18/ul im ersten und 174 +
33 /ul im 12. Monat nach PBSZT sehr deutlich erniedrigt (Abbildung 18). Dieses Phdnomen
wurde auch durch eine inverse CD4/CD8 Ratio mit 1,0 + 0,2 im ersten und 0,8 + 0,1 1im 12.
Monat nach Transplantation deutlich (Abbildung 16).

Zusitzlich  wurde  die  Koexpression der  CD45RA/RO-Isoformen  der  T-
Lymphozytensubpopulationen untersucht. Insbesondere die naiven CD4+CD45RA+ Zellen
waren wihrend der gesamten Untersuchungszeit mit einem Prozentanteil von 4 bis 7% niedrig

und stiegen auch im weiteren Verlauf nicht weiter an (keine Abbildung).
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der CD8+ und CD4+ T-Zellen in den Monaten 1, 3, 6 und
12 nach PBSZT. Durch die waagerechten Linien sind die jeweiligen hausinternen Normbereiche

eingegrenzt.

3.3 Intrazelluldre Zytokinmessung

Um nicht nur die Anzahl sondern auch die Funktion der rekonstituierten T-Zellen zu erfassen,
wurde die Produktion der intrazelluldren Zytokine IL-2, IFNy und TNFo durch die T-
Subpopulationen mit Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen.

Der Vergleich der Produktion von IFNY durch CD3+ Zellen zwischen den Patienten und einer
gesunden Kontrollgruppe zeigte eine signifikant erniedrigte IFNy-Produktion (16,4 + 3,3%
(versus 25,2 £ 1,9% (P=0,05)). Nach einem Zeitraum von zwolf Monaten erhohte sich die
Kapazitit, IFNy zu produzieren, auf 31,0 + 5,7% (P=0,26) und zeigte keinen signifikanten
Unterschied zu den Ereignissen der Kontrollgruppe. Die Analyse der T-
Lymphozytensubpopulation zeigte, dass IFNy bevorzugt durch CD3+CD8+ zytotoxische T-
Zellen produziert wurde (22,6 + 4,7% (MFI-Shift: 12,3 + 3,4). Dieser Einmonatswert erholte
sich zwolf Monate nach PBSZT auf 34,9 + 59% (MFI-Shift: 21,6 + 3,1). Die angegebenen
mittleren Fluoreszenzintensititswerte (MFI-Shifts) weisen daraufhin, dass der einzelne T-
Lymphozyt die IFNy-Produktion bei gleicher Stimulation zwolf Monate im Vergleich zu
einem Monat nach PBSZT verdoppelt hat. Im Gegensatz hierzu zeigte die CD3+CD4+ T-
Helfer-Population eine erheblich eingeschrinkte IFNy-Produktion; ihr Ausgangswert betrug
zunidchst im ersten Monat lediglich 12,6 + 3,1% (MFI-Shift: 12,4 + 2.,4), jedoch konnte zum
letzten Beobachtungszeitpunkt von zwolf Monaten ein Anstieg auf 20,8 + 4,3% (MFI-Shift:
18,7 = 2,6) verzeichnet werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Darstellung der IFNy-Produktion der CD4+ und CD8+ T-Zellen nach
PMA/Ionomyzin-Stimulation in den Monaten 1, 3, 6 und 12 nach PBSZT.

Die TNFo—Produktion nach PBSZT war im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Werten von
249 + 4,0% (P = 0,05) im ersten Monat und 31,6 + 48% (P < 0,01) im 12. Monat im
Vergleich zur Kontrollgruppe (18,7 £ 1,2%) signifikant erhoht. Bei einer detaillierten
Betrachtung der TNFa-Produktion begann die CD8+ Subpopulation mit einem Anteil von
21,8 + 3,3% (MFI-Shift: 7,3 + 0,5) und erzielte nach einem Jahr einen Wert von 29,7 + 4,8%
(MFI-Shift: 7,1 £ 0,8). CD3+CD4+ Zellen produzierten 29,3 + 4,8% (MFI-Shift: 8,8 + 1,2)
TNFa nach einem und 39,9 + 4,9% (MFI-Shift: 7,8 + 0,7) nach zwolf Monaten (Abbildung
20).
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Abbildung 20: Die TNFa-Produktion der CD4+ und CD8+ T-Zellen in den Monaten 1, 3, 6 und 12
nach PBSZT.

In Bezug auf die IL-2-Produktion zeigten die Subpopulationen der T-Lymphozyten kein
einheitliches Bild. Der Anteil an CD3+ IL2+ Zellen betrug 17,0 £ 6,0% (P = 0,34) nach einem
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Monat und stieg auf 25,4 + 4,5% (p=0,3) nach zwo6lf Monaten ohne signifikante Unterschiede
zu der Kontrollgruppe (21,2 £ 1,5%) an. Der relative Anteil der IL-2-produzierenden CD4+
bzw. CD8+ T-Zellen war initial im ersten Monat weitgehend gleich (16,8 + 6,6% (MFI-Shift:
11,4 £ 1) versus 22,1 £ 6,3% (MFI-Shift: 11,4 + 1)). Die IL-2- Produktion in CD3+CD8+
zytotoxischen Zellen nahm im Verlauf mit einem Anteil von 10,6 + 3,4 % (MFI-Shift: 11,8 +
1,1) deutlich ab, wihrend 42,2 +* 5,3% (MFI-Shift: 11,7 £ 1,3) der CD3+CD4+ T-
Lymphozyten in der Lage waren IL-2 zu produzieren (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Darstellung der IL-2+ CD8+ und IL-2+CD4+ T-Zellen in den Monaten 1, 3, 6 und 12
nach PBSZT.

34 Megakaryopoetische Fliissigkultur

Nach der magnetischen Zellisolierung wurden die aufgereinigten CD34+ Stammzellen mit
einer Konzentration von 1 x 10> Zellen/ml in Kultur gebracht. Hierfiir wurden 6-Lochplatten
mit 2 ml Zellsuspension beschichtet. Zwei unterschiedliche Differenzierungsmedien (siehe
Material und Methoden) wurden nachfolgend vergleichend untersucht. Im Ausgangsmaterial
und nach vier, acht, zehn und zwdlf Tagen Inkubation wurden die Zellzahl und die Expression
der Antigene CD41, CD42 und CD61 gemessen. Als Ausgangswert wurde nach der CD34-
Aufreinigung die Anzahl der CD34+CD41+ Zellen bestimmt, die jeweils unter 3% lag. In
Fliissigkultur 1 betrug die absolute Zellzahl am vierten Tag 9,2 (+ 2,7) x 10° Zellen/ml und
erhohte sich am achten Tag auf 15,8 (£ 4,4) x 10° Zellen/ml (Abbildung 22).



38
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Abbildung 22: Daten der Expansionsrate von zwei megakaryopoetischen Fliissigkulturmodellen (n=
10) an den Tagen 4, 8, 10 und 12. Darstellung der Ergebnisse als Sdulendiagramme mit Mittelwert und

Standardabweichung.

Am zehnten Tag stieg die Anzahl auf 22,9 (+ 6,4) x 10° Zellen/ml, wihrend am zwdlften Tag
der Wert auf 17,5 (+ 4,3) x 10° Zellen/ml herab fiel. Die Fliissigkultur 2 zeigte eine dhnliche
Kinetik mit Werten von 10,9 (£ 2,9) x 10° Zellen/ml nach vier, 20,1 (£ 6,7) x 10° Zellen/ml
nach acht, 18,7 (x 3,3) x 10° Zellen/ml nach zehn und 192 (=7,7)x 10° Zellen/ml nach zwolf
Tagen.

In Abhingigkeit zum heterogenen Ausgangsmaterial wurde eine hohe Variabilitit der
Expansionsrate beobachtet. Deswegen wurde eine gesonderte Auswertung von ausgewihlten
Flissigkulturen (n=6) vorgenommen, die eine hohe Wachstumsrate bis zum 12.
Kultivierungstag aufwiesen und deren Beobachtungszeit auf 14 Tage verlidngert wurde.

Im Vergleich der beiden Fliissigkulturmodelle féllt die kontinuierliche Zellvermehrung in
Fliissigkultur 1 tiber den gesamten Beobachtungszeitraum auf (Expansionsrate am 4. Tag 11,8
+ 4,9, an Tag 8 37,8 + 17,3 fach, 70,9 + 32,8 fach an Tag 10, 46,0 + 19,5 fach an Tag 12 und
99,6 £ 61,1 fach am 14. Tag). Die Fliissigkultur 2 hingegen proliferiert im Mittel um den
Faktor 45 bis zum 8. Tag und erreicht ihr ,,steady state* (Abbildung 23).



39

Megakaryopoetische Fliissigkultur 1 Megakaryopoetische Fliissigkultur 2
140

-
>
o

=} =}
é 120 = 120
N

B 100 5 100

Z 80 z 80

g g

g 60 g 60

& &

o 40 o 40

i 2 3

& 8 20

* 0 ‘ : : 5 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
4.Tag 8.Tag 10.Tag 12.Tag 14.Tag 4.Tag 8.Tag 10.Tag 12.Tag 14.Tag
Tage der Expansion Tage der Expansion

Abbildung 23: Darstellung von sechs megakaryopoetischen Fliissigkulturen mit hohem

Expansionspotential bis zum 14. Kultivierungstag mit den gleichen Fliissigkulturmodellen.

34.1 Oberflichen-Expression megakaryopoetischer Antigene

Der Prozentsatz CD41+ Zellen der ersten Fliissigkultur betrug nach vier Tagen 13,4 + 2,1%; in
Fliissigkultur 2 wurden nach den ersten vier Tagen Kultivierung 14,8 £ 2,5% CD41+ Zellen
gemessen. Innerhalb der ersten Fliissigkultur stieg dieser Wert am achten Tag auf 23,9 = 5,5%,
und am zehnten auf 36,1 £ 10,2%. Am letzten Messzeitpunkt von 12 Tagen stabilisierte sich
der Anteil von CD41+ Zellen auf 32,3 + 12,7%. Die Fliissigkultur 2 zeigte eine parallele
Entwicklung mit 27,2 + 5,5% am achten und 36 * 8,1% am zehnten Tag. Dieser Wert fiel
leicht am letzten Untersuchungszeitpunkt von zwolf Tagen auf 30,6 = 9,8% zuriick
(Abbildung 24).

In Ergidnzung zur Expansionsrate aller Zellen wurde auch die Expansion der
megakaryozytiren Vorlduferzellen anhand der CD34+CD41+ Zellen bestimmt (n=10). Dabei
wurde vom Ausgangsmaterial von maximal 3% an CD34+CD41+ (3 x10°/ml) Zellen an Tag 0
ausgegangen. Fiir die erste Fliissigkultur erhoht sich die absolute Zahl CD34+CD41+ Zellen
auf 1,2 x 10° Zellen/ul an Tag 4 mit einer Expansion um den Faktor 40. Fiir Tag 8 ergibt sich
eine absolute Zellzahl von 3,8 x 10 Zellen/ml mit einer 127 fachen Expansion, respektive 8,3
x 10°/ml und eine 276 fache Expansion fiir Tag 10. An Tag 12 reduziert sich die absolute
Anzahl an CD34+CD41+ Zellen auf 5,8 x 10°/ml und ergibt eine 188 fache Expansion. Die
zweite Fliissigkultur weist dhnliche Zahlen auf mit 1,6 x 10° Zellen/ml an Tag 4 mit einer

entsprechend 53 fachen Expansion. Die urspriinglich eingesetzten Zellen vermehren sich um
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den Faktor 182 auf eine absolute Zellzahl von 5,5 x 10° Zellen/ml an Tag 8 und 6,7 x 10°
Zellen/ml an Tag 12 mit einer 224 fachen Expansion. Auch hier reduziert sich die absolute
Zellzahl auf 5,9 x 10° Zellen/ml, entsprechend einer Expansionsrate von 195.

Zusitzlich  wurde die Koexpression des CD61-Antigens untersucht. Periphere
Blutstammzellen, die als Ausgangsmaterial benutzt wurden, koexprimieren am Tag ihrer
Gewinnung und Aufreinigung nur geringfiigig das CD61 Antigen (< 3%). Die Daten der
Messungen sind in Abbildung 24 zusammengefasst. An Tag 4 der Ex-Vivo Expansion
exprimierten 8,4 + 0,9% in Fliissigkultur 1 und 11,2 + 2,2% der Zellen in Fliissigkultur 2
CD61. In Fliissigkultur 1 trugen am achten Tag 15,9 £ 3,5% der Zellen CD61 und erreichten
die maximale CD61-Expression mit 19,6 + 6,4% am zehnten Tag. Unter den Bedingungen der
zweiten Fliissigkultur stieg der relative Anteil kontinuierlich an mit Werten von 11,2 + 2,2%
fir Tag 4, 22,1 + 5,6% fiir Tag 8, 25,3 £ 5,1% fiir Tag 10 und 26,1 £ 4,6% fiir Tag 12 der
Expansion.

Die Expression des Oberflichenmarkers CD42 zeigte einen Prozentsatz von 5,3 + 1,2% am
vierten, 15,5 + 3,8% am achten, 32 + 10,2% am zehnten und 21,8 + 11,1% am zwdlften Tag
der Fliissigkultur. Ahnliche Entwicklungen wies auch die zweite Fliissigkultur mit 4,9 + 1,1%,
27,3 £12,7%, 26,5 £ 7,1% und 19,5 * 8,8% am vierten, achten, zehnten und zwélften Tag der
Fliissigkultur auf (Abbildung 24).

Zusammenfassend  differenzieren  sich  periphere  Blutstammzellen in  beiden
Fliissigkulturmodellen anteilig zu megakaryozytiren Vorlduferzellen und koexprimieren die

megakaryozytiren Antigene CD41, CD61 und CD42 bereits an Tag 10 zwischen 20 und 36%.
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Abbildung 24: Ubersicht iiber die Oberflichenexpression der megakaryozyten-typischen Antigene
CD41, CD61 und CDA42 der Fliissigkulturen 1 und 2 am Tag 4, 8, 10 und 12 der Expansionskultur.

Eine beispielhafte durchflusszytometrische Messung der CD42-Expression ist in Abbildung
25 dargestellt. In dieser Verlaufsdarstellung ist die CD42-Expression auf hdmatopoetischen
Stammzellen und megakaryozytiren Vorlduferzellen eines Patienten unter den Bedingungen
der Fliissigkultur 2 mit Dot-plot-Diagrammen aufgezeichnet. Die Auswahlfenster wurden mit

jeweiligen Isotypkontrollen festgelegt und stellen Grenzen fiir CD34+ oder CD34- (bzw.
CD42+/-) Zellen dar.
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Tag 4 Tag 8 Tag 10

CD 34 PE

CD 42 FITC CD 42 FITC CD 42 FITC

Abbildung 25: Darstellung der CD42-Expression auf hdmatopoetischen Stammzellen wéihrend der
megakrayozytiren Differenzierung (Patient Nr. 4) in Flissigkultur 2 mit Dot-Plot-Diagrammen. Die
Expression von CD42 nimmt auf der x-Achse nach rechts hin zu, wihrend die CD34-Expression auf
der y-Achse nach unten abnimmt. Feld A enthédlt CD34+CD42- Zellen, Feld B CD34+CD42+ Zellen,
in Feld C die CD34-CD42- Zellen und in Feld D befinden sich die CD34-CD42+ Zellen.

34.2 Megakaryozyten-Kurzzeitkultur

Um die Klonogenitit der megakaryozytiren Vorlduferzellen untersuchen zu kdnnen, wurde
versucht, die Bildung von Kolonien der megakaryozytiren Reihe mit Hilfe einer semisoliden
Kurzzeitkultur zu untersuchen. Vorversuche konnten die Ausreifung von typischen
megakaryozytiren Kolonien aufzeigen, die in der APAAP-Firbung positiv fiir CD41 waren.
Aufgrund technischer Probleme, wie z. B. das Ablosen der Kolonien nach Fixierung und einer
fehlenden Reproduzierbarkeit der FErgebnisse war eine quantitative und vergleichende

Auswertung nicht méglich.

3.4.3 Ploiditit megakaryozytirer Vorlduferzellen

Die Ploiditit der Zellen wurde am ersten und zehnten Tag der Kultivierung bestimmt. Um die
megakaryozytidren Vorlduferzellen unter allen Zellen erfassen zu konnen, wurden die Zellen
zundchst mit einem CD41-Antikdrper und nachfolgend mit Propidiumiodid geférbt. Die
Unterscheidung der CD41+ Zellen von restlichen Zellen der Zellsuspension wurde durch ein

elektronisches Auswertefenster vorgenommen. Mittels Propidiumiodid-Emission wurde der

DNA-Gehalt bestimmt (Abbildung 26).



Anzahl von
Ereignissen

Abbildung 26:

Vorlduferzellen der zweiten Fliissigkultur. Uniparametrische Darstellung des DNA-Gehaltes (linear)
nach PI-Firbung. Diploider Chromosomensatz (2 N) mit Gy,-Zellen, Tetraploider Chromosomensatz

(4 N) G,M-Phase vor Mitose/Endomitose. Polyploider Chromosomensatz mit >8 N.

Bei den Messungen am Tag 10 betrug der Anteil der Zellen, die eine Ploiditit von 2N
(entsprechend der GO/1-Phase) besalen, in der ersten Fliissigkultur 55 £ 3%; bei 22 + 6%
betrug die Ploiditit 4N (3 £ 2% groBBer als 4N). Der restliche Anteil der Zellen sind

apoptotische Zellen, bzw. Zellen mit einem intermittierenden Zell-Gehalt (DNA-Synthese),

Exemplarische Abbildung einer

43

2N

Fliissigkultur 2
Tag 10

DNA- DNA-
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die von der Zihlung ausgeschlossen wurden.

Anzahl der Zellen (%)

Abbildung 27: Ergebnisse der Ploiditdtsanalyse von ex-vivo expandierten Stammzellen in

Fliissigkultur 1 und 2 zum Nachweis polyploider megakaryozytirer Vorldauferzellen an Tag 10.
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Ahnlich verhielt es sich mit der zweiten Fliissigkultur am 10. Tag. 60,6 = 6,1% der Zellen
wiesen eine Ploiditdat von 2N, 13,4 + 6,1% von 4N auf und nur 1,3 £ 0,5% besallen eine
Ploiditét, die groBer war als 4N (Abbildung 27).

Zusammenfassend konnte unter Verwendung beider Kulturbedingungen nur ein sehr geringer
Anteil von Zellen mit einer Ploiditdit >4N nachgewiesen werden. Die Induktion der
Endomitose gelang nur unzureichend, so dass das Charakteristikum von reifen
Megakaryozyten, eine hohe Ploiditit bis 32N aufzuweisen, in-vitro nicht erreicht werden

konnte.



4. Diskussion

4.1 Héamatopoetische Erholung

Fiir Patienten mit fortgeschrittenen hidmatologischen Erkrankungen ist die autologe PBSZT
nach HDC als eine der Behandlungsmoglichkeiten fest etabliert. Im Vergleich zur KMT
verfiigt sie iliber den Vorteil einer rascheren hdmatopoetischen Regeneration mit einer
kiirzeren Phase der Leuko- und Thrombozytopenie und ist mit einer geringeren
Komplikationsrate assoziiert (Chao et al. (1993), Beguin et al. (1998)). Im Vergleich zur KMT
wird auch eine hohere Anzahl mononukledrer und hdmatopoetischer Zellen im autologen
Stammzellapheresat erreicht, die das hdmatopoetischen Anwachsen erleichtern (Roberts et al.
(1993), Ottinger et al. (1996)). Es wird angenommen, dass die dauerhafte
Immunrekonstitution und Erholung des hdmatopoetischen Systems nach Myeloablation neben
den liniendeterminierten Vorlduferzellen zu einem groBen Teil auf das regenerative Potential
pluripotenter Stammzellen zuriickgefiihrt werden kann (To et al. (1997)). Pluripotenten
Stammzellen wird die Eigenschaft zugesprochen, nach Einnistung in das Knochenmarkstroma,
neben der Befidhigung zur Selbsterneuerung, das Potential zu besitzen, zu unterschiedlichen
Vorlduferzellen sowohl der erythrozytiren, myeloischen als auch der lymphatischen Reihe zu
differenzieren (Waller et al. (1997)).

In der Vergangenheit wurde das Anwachsen im Knochenmark empirisch mit der absoluten
Anzahl der transfundierten mononukleédren Zellen korreliert. Heute ldsst die Konzentration an
CD34+ Zellen/kg Korpergewicht pradiktive Aussagen zur hidmatopoetischen Rekonstitution
nach HDC mit PBSZT zu (Juttner et al. (1998), Kessinger et al. (1988)). Um einen
ausreichenden Wiederaufbau des Blut- und Immunsystems zu gewihrleisten, wird fiir eine
autologe Transplantation eine Stammzellkonzentration von mindestens 2 x 10° CD34+
Zellen/kg Korpergewicht empfohlen (Bender et al. (1992), Pecora (1999)). Das Anheben der
Konzentration an CD34+ Zellen/kg Korpergewicht iiber die Mindestanzahl hinaus (z. B. 4 x
10° CD34+ Zellen/kg Korpergewicht) ist mit einer schnelleren Rekonstitution korreliert
(Olivieri et al. (1998), Pecora (1999)). Neben der Transplantationsdosis sind unter anderem
die zugrunde liegende Diagnose des Patienten, die vorher verwendete Therapie und der
Remissionsstatus als EinflussgroBen fiir den Erfolg der Transplantation wichtig (Bensinger et

al. (1995), To et al. (1997)).
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Alle Patienten dieser Studie wiesen nach HDC eine schwere Neutro- und Thrombozytopenie
auf, die in einem Zeitraum von zirka zwei Wochen nach PBSZT iiberwunden werden konnte.
Die neutrophilen Granulozyten stiegen am 10. Tag (x 1) iiber die kritische Grenze von 500
Zellen/ul. Die Megakaryozyten regenerierten sich nach FEinnisten im Knochenmark und
fiihrten zu einem initialen Anstieg der Thrombozyten am 13. Tag (+ 3) nach PBSZT auf mehr
als 20/nl im peripheren Blut mit einer weitgehenden Transfusionsfreiheit. Die Ergebnisse
stehen in Einklang mit denen anderer Gruppen und zeigen, dass nach einer autologen PBSZT
die initiale himatopoetische Erholung verglichen mit der KMT friiher erfolgt (Henon et al.

(1992), Ottinger et al. (1996), Martinez et al. (1999)).

Autologe
PBSZT
10 Tage Erythropoese
14 Tage Granulopoese
Zytotoxische T-Zellen
1 Monat
ona Megakaryopoese
> Monate NK-Lymphopoese
Dendritische Zellen
3 Monat
onate B-Lymphopoese
T-Helferzellen
12 Monate

CD4+ CD45RA+ T-Zellen

Abbildung 28: Kinetik der hamatopoetischen Erholung und Immunrekonstitution nach einer HDC mit

nachfolgender PBSZT.



47

Die Erholung des hiimatopoetischen Systems in einem kurzen Zeitraum von 14 Tagen lésst auf
das Anwachsen und die Ausreifung von liniendeterminierten Vorliduferzellen schlieBen, die
zumindest eine Kurzzeit-Hamatopoese gewihrleisten. Fiir die Langzeit-Hdmatopoese
hingegen, die nachfolgend eine permanente Nachbildung aller Blutzellreihen gewihrleisten
soll, sind transplantierte pluripotente himatopoetische Stammzellen verantwortlich (Olivieri et
al. (1998), Pecora (1999)).

In unserer Studie wiesen einzelne Zellreihen der Himatopoese eine unterschiedliche Kinetik
ihrer Erholung auf. Bei den Leukozyten konnte nach einem kurzen Zeitraum von zwei
Wochen eine stabile Erholung mit einer initialen Leukozytenzahl von 5510 + 589/ul
beobachtet werden. Gerade in den ersten Wochen der Transplantations-assoziierten
Immunsupprimierung spielt die Erholung dieser Zellen eine grofe Rolle in der ersten
Abwehrfront gegeniiber Krankheitserregern. Die initiale Monozytose einen Monat nach
PBSZT kann durch Myelostimulation durch das post-transplantationem applizierte G-CSF
verursacht worden oder durch Transfusion sehr hoher Monozyten-Zellkonzentrationen
wihrend der PBSZT bedingt sein (Ottinger et al. (1996)).

Der initiale Thrombozytenanstieg auf iiber 20 Zellen/nl erfolgte nach 13 = 3 Tagen. Die
dauerhafte Erholung der Thrombozyten erreichte bereits einen Monat nach PBSZT den
unteren Normbereich, fiel im Mittel jedoch leicht auf 119 = 12/nl im 12. Monat zuriick. Bei
einer differenzierteren Datenanalyse fallen sieben Patienten mit einem verzogerten Anstieg der
Thrombozyten auf iiber 20/nl am 17. bzw. am 18. Tag nach PBSZT auf, die dariiber hinaus
zum Teil einen erhohten Thrombozytensubstitutionsbedarf aufwiesen. Die Beobachtung einer
teilweise gestorten Mega- bzw. Thrombozytopoese nach PBSZT wird auch durch Ergebnisse
anderer Gruppen bestitigt (First et al. (1985), Hermouet et al. (1997)).

4.2 Immunrekonstitution

Durch verschiedene Entwicklungswege sowohl wiéhrend der Ontogenese als auch in
Individen nach HDC und PBSZT, ist die Rekonstitution der B-, T- und NK-Zellen einzeln zu
bewerten (Charbonnier et al. (1997), Parkman und Weinberg (1997), Bomberger et al. (1998),
Divine et al. (1999)).



Abbildung 29: Verschiedene Quellen der Lymphozytenrekonstitution. Immunkompetente
Lymphozyten konnen sich aus Stammzellen oder Lymphozyten im Transplantat oder aus residuellen

Zellen nach HDC entwickeln.

In dieser Studie stiegen die NK-Zellen, definiert als CD3-CD56+ Zellen, im ersten Monat
schnell auf Absolutzahlen von iiber 200/ul mit einer relativen NK-Zell-Lymphozytose an und
wiesen nur geringe Unterschiede zur gesunden Kontrollgruppe auf. Eine Moglichkeit fiir die
prompte und iiberschieBende Regeneration der NK-Zellen ist deren Entwicklung aus
Vorlduferzellen mittels weniger Zellteilungen nach Transplantation. Weiterhin kénnen NK-
Zellen des Stammzelltransplantates nach Transfusion in der peripheren Zirkulation iiberleben
und auf diesem Wege zu einem schnellen NK-Zellanstieg fiihren, eine Moglichkeit, die auch
Kook et al. (1996) in Erwidgung gezogen haben. In der ersten Phase nach PBSZT stellen somit
die NK-Zellen die numerisch grofite Gruppe der lymphatischen Zellen dar, da zu dieser Zeit
die B- und T-Lymphozyten in nur geringer Anzahl im peripheren Blut vorhanden sind. Die
Aufgabe der NK-Zellen besteht darin, in der frithen Infektionsphase die Immunabwehr
insbesondere gegen intrazelluldre Erreger aufrechtzuerhalten. Wéhrend der frithen Post-
Transplantationszeit spielen die NK-Zellen anhand ihrer MHC-unabhiingigen Zytotoxizitét
eine signifikante Rolle in der antiviralen Immunitét und in der Tumorbekdmpfung, bis sich die
humorale und zellulire Abwehr durch B- und T-Lymphozyten erholt hat (Aglietta et al.
(1998)).

In dieser Studie wiesen die B-Lymphozyten eine verlidngerte Rekonstitutionsphase auf. Im

ersten Monat nach PBSZT konnten sie mit einem Anteil von < 1% nicht sicher nachgewiesen
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werden. Erst in den darauf folgenden drei bis sechs Monaten konnten die B-Zellen
durchflusszytometrisch mit einem Anteil von 12,8 + 3,8% und 21,5 + 3,2% detektiert werden.
Eine fehlende Rekonstitution der B-Lymphopoese in den ersten Monaten nach der PBSZT, die
zu einer erhohten Infektanfélligkeit der Patienten in der frithen Phase nach Transplantation
beitrdgt, konnte auf eine lang andauernde oder beeintrichtigte B-Zellreifung im Knochenmark
hinweisen. Eine unausreichende Zytokinproduktion konnte zusitzlich zu einem erschwerten
,homing*“ der fiir die B-Zell-Rekonstitution verantwortlichen Stammzellen beitragen (del
Canizo et al. (1999)). Weiterhin ist das Knochenmarkstroma durch die HDC angegriffen und
der Zell-Zell-Kontakt erschwert. Es kommt zu einer verspiteten Proliferation und
Differenzierung der Stammzellen zu B-Vorlduferzellen. Wir konnten nachweisen, dass sich
nach autologer PBSZT die B-Lymphozyten innerhalb eines Jahres erholen und zu einer
normalen Konzentration ansteigen. Zwei weitere Studien, die die B-Zell-Entwicklung anhand
der Expression von CDI19 oder CD20 verfolgt haben, berichten, dass diese nach der
Transplantation bis zu drei Monate erniedrigt sind. Nach allogener KMT konnten Kook et al.
(1996) und nach einer CD34-Positivselektion Divine et al. (1999) das gleiche Phidnomen
beobachten.

Der verspiteten humoralen Antwort liegt nicht nur eine unzureichende und langsame
Produktion an Immunglobulinen mit erniedrigten Immunglobulin-Serumspiegeln zu Grunde.
Es wird diskutiert, dass auch das Isotyp-Switching, die sequentielle Reanrrangierung der
Leicht- und Schwerketten, die in der friilhen Vorlduferzelle stattfindet und ein grofles
Repertoire an Antigenrezeptoren produziert, nicht nur durch ungeniigend funktionierende
unreife B-Zellen sondern auch durch unausreichende Unterstiitzung der T-Zellen

beeintrichtigt sein kann (Small et al. (1990), Storek et al. (1993)).

Der prozentuale Anteil der T-Zellen betrug in dieser Studie bereits einen Monat nach PBSZT
54,8 + 3,8% und war wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums stabil. Abgesehen von
der Entwicklung aus Stammzellen konnen das Uberleben von patienteneigenen T-Zellen
wihrend der HDC, sowie eine Transfusion der Lymphozyten im Transplantat zur raschen T-
Zell-Rekonstitution beitragen. Die Rekonstitution der T-Lymphozyten fand mit normalen
Werten der CD3+CD8+ T-Zellen statt, wihrend CD3+CD4+ T-Zellen eine deutlich verzogerte
Erholung aufwiesen. Die inverse CD4/CD8 Ratio spiegelt die ungleiche Entwicklung der T-

Lymphozytensubpopulationen wieder.



50

Wihrend einer normalen T-Zell-Entwicklung wandern Vorldufer-T-Zellen aus dem
Knochenmark in den Thymus, wo sie sich einer Positiv- und einer Negativ-Selektion
unterziechen miissen. Diese Selektion gewdhrleistet ein nicht autoreaktiv-reagierendes
peripheres T-Zellrepertoire, das darauf spezialisiert ist, eine Vielzahl fremder antigener
Strukturen zu erkennen (Janeway und Travers, 1997). Die Heranreifung im Thymus ist ein
wichtiger Entwicklungsschritt der T-Zellen. Eine HDC- und/oder Bestrahlung greift auch den
Thymus an und kann diesen Entwicklungsschritt beeintrichtigen. Dariiber hinaus muss die
altersbedingte Involution des Thymus beriicksichtigt werden, die die Reifung der T-Zellen
erschwert. Die verspitete Rekonstitution der CD3+CD4+ T-Lymphozyten ldsst auf einen
eingeschrinkten Thymus-abhingigen Regenerationsweg schlieBen (Mackall et al. (1997),
Sanders et al. (1998)). Nach autologer KMT ist eine verlangsamte Rekonstitution der
CD3+CD4+ T-Zellen bereits in fritheren Studien beschrieben worden (Henon et al. (1992),
Koehne et al. (1997)). Durch eine solche Einschrinkung ist eine Thymus-unabhingige
Heranreifung der T-Zellen aus pluripotenten Stammzellen nach PBSZT eine wichtige
Alternative.

Auch andere Gruppen fanden heraus, dass nach dem Verlust reifer T-Zellen durch die
Myeloablation die T-Zellregeneration auf verschiedenen Wegen stattfinden kann (Storek et al.
(1995), Sharp et al. (2000)). Weaver et al. (1994) bestétigten, dass das erste Aufkommen der
T-Zellen nach PBSZT auf reife T-Zellen aus dem Transplantat zuriickgefiihrt werden kann.
Solche Zellen mit einer limitierten Diversitidt ihrer Rezeptoren konnen lange im peripheren
Blut iiberleben, wenn sie bestimmten Interaktionen, wie zum Beispiel der Triggerung durch
Antigene, ausgesetzt werden. (Roux et al. (1995), Tanchot und Rocha (1998)).

In dieser Arbeit findet die Rekonstitution der CD3+CD8+ T-Lymphozyten sehr rasch statt.
Durch die Kenntnis, dass der Thymus nach einer HDC beschidigt ist, wird eine von
himatopoetischen Zellen ausgehende, rasche extrathymische Entwicklung der CD3+CD8+ T-
Zellen angenommen. Studien anderer Gruppen untermauern diese Hypothese (Mackall et al.
(1995), Heitger et al. (1997)). Dariiber hinaus bestitigen Hakim et al. (1997) diese Annahme
durch tierexperimentelle Versuche, in denen CD8+ T-Zellen in lymphoiden Organen
athymischer Maiuse gefunden worden sind. Sie haben daraus die Existenz einer
extrathymischen Generierung von zytotoxischen CD8+ T-Lymphozyten abgeleitet. Andere
Gruppen konnten eine Korrelation zwischen der Entwicklung der CD4+ T-Zellen mit dem

Alter der Patienten und der Thymusverkleinerung nach Chemotherapie feststellen, was jedoch
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fiir die CD8+ T-Zellen nicht nachzuweisen war (Villers et al. (1994), Mackall et al. (1995) und
(1997)) (Abbildung 30).

Reife T-Zellen

’—> im Transplantat

Transplantierte Entwicklung
PBSZ im Thymus
HDC und
Bestrahlung T-Zellen
Knochenmark Extrathymische /
des Empféingers Entwicklungswege

Uberlebende T-Zellen
im Empfinger

Abbildung 30: Herkunft der T-Zellen in Patienten nach PBSZT (modifiziert nach Guillaume et al.
(1998))

In dieser Studie fand die Regeneration der CD3+CD8+ T-Lymphozyten mit einem
iiberwiegenden Anteil der CD45RO+ Subpopulation sehr rasch statt, wihrend sich die
CD45RA+ Zellen verspitet entwickelten. T-Zellen exprimieren unterschiedliche Isoformen
des CD45-Antigens. Sie konnen in die CD45 RO+ ,,Gedichtniszellen® unterteilt werden, die
direkt in-vitro durch Antigene aktiviert werden, und in CD45RA+ Zellen, die eine frithere T-
Zell-Subpopulation darstellen und direkt aus dem Thymus ausgeschleust werden. Kurz im
Anschluss an die Transplantation koexprimiert der iiberwiegende Anteil der T-Zellen das
CD45RO-Antigen, wihrend der Anteil der CD4+CD45RA+ T-Lymphozyten bis zu zwei
Jahren stark erniedrigt ist, was im Einklang mit unseren Beobachtungen steht (Storek et al.
(1995)). Heitger et al. (1997) haben gezeigt, dass eine residuelle Thymusfunktion unerlésslich

fiir eine ausreichende Regeneration der naiven CD4+CD45RA+ T-Helferzellen ist.
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Um einen Anhalt fiir die funktionelle Kapazitit der T-Lymphozyten nach PBSZT zu erhalten,
wurde in  dieser  Studie  die intrazellulire = Zytokinproduktion  der  T-

Lymphozytensubpopulationen gemessen. Einen Uberblick iiber die Zytokine gibt Tabelle 7.

Zytokin T-Zellen, die das Zytokin Wirkung auf verschiedene
produzieren Zellen
IL-2 TH-0 und TH-1 Zellen, einige T-Zell-Proliferation,
zytotoxische Lymphozyten NK-Zell-Proliferation
IFNy TH-1 Zellen, zytotoxische B-Zell-Differenzierung,
Lymphozyten aktiviert NK-Zellen,
Makrophagen-Aktivierung
TNF o TH-1-Zellen, einige TH-2- Makrophagen-Aktivierung,
Zellen, zytotoxische Induktion der NO-Bildung
Lymphozyten

Tabelle 7: Uberblick iiber die Herkunft und die Funktion der untersuchten Zytokine

Um die Kapazitit der de-novo Zytokinsynthese beurteilen zu kdnnen, wurde auf eine in-vitro
Stimulation der Zellen zuriickgegriffen. Wir konnten zeigen, dass kurz nach PBSZT die [FNy-
Produktion der CD3+ T-Lymphozyten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant
erniedrigt war. Sie konnte sich jedoch wihrend der zwdlfmonatigen Beobachtungszeit
normalisieren. Im ersten Monat betrug die IL-2-Produktion der untersuchten Patienten einen
Anteil von 17,0 £ 6,0% an CD3+IL-2+ Zellen, der im weiteren Verlauf stabil blieb. Diese
Beobachtung steht nicht im Einklang mit den Ergebnissen der bisher publizierten Studien.
Miller et al. (1991) berichten iiber eine gestorte IL-2-Produktion frith nach Transplantation,
wobei man bedenken sollte, dass sie eine ELISA-Technik bei Patienten nach autologer KMT
angewendet haben.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte eine signifikant gesteigerte TNFo—Produktion von
294 £+ 4,0% festgestellt werden, die auf eine ungestorte Produktion durch die T-Zellen
hinweist. Die Analyse der intrazelluldren Zytokinproduktion der T-Lymphozyten zeigt eine
ausreichende funktionelle Integritit mit der Ausnahme des signifikant erniedrigten Anteils der
IFNy-produzierenden = T-Lymphozyten. = Abgesehen von der Beeinflussung der
Zytokinproduktion durch die zellschddigende Wirkung der HDC, konnte die unausreichende
IFNy-Produktion auch durch die unterschiedliche Regenerationsfihigkeit der T-
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Lymphozytensubpopulationen, insbesondere der signifikant erniedrigten CD3+CD4+ Zellen

erklarbar sein.

CD3+ ,,Gate* . ‘ Isotyp-
CD3 Zytokin {1 Kontrolle 0.4%
CYS5 FITC ]
SSC CD3 Cy5
Zytokin Zytokin
FITC 3 IFNY+ 29.6% FITC 3 TNFo+ 46.9%
] A ] %
¥ | O
CD3 Cy5

Abbildung 31: Ein reprisentatives Beispiel einer intrazelluldren durchflusszytometrischen Analyse der

von T-Lymphozyten nach einer PMA/Ionomyzin Stimulation produzierten Zytokine.

Im Gegensatz zur raschen CD8+ T-Zell-Regeneration stellten wir einen limitierten Anteil von
CD3+CD4+ T-Helferlymphozyten fest. Die verspitete Regeneration der CD3+CD4+ T-
Lymphozyten und ihre verminderte [FNy-Produktion stehen im Einklang mit einer erhdhten
Infektanfilligkeit, an der Patienten nach Stammzelltransplantation hdufig leiden. In einer
multivarianten Analyse konnte gezeigt werden, dass in Patienten nach PBSZT eine Anzahl an
CD4+ Zellen von weniger als 200/ul mit einem erhohten Infektionsrisiko assoziiert ist, wie
z.B. das Risiko an einer Varizella-Zoster-Infektion zu erkranken. (Offidani et al. (2001)). Bei
diesen Ergebnissen wurde auf eine in-vitro Stimulation der Zellen zuriickgegriffen. Es muss
jedoch bedacht werden, dass eine solche in-vitro-Stimulation der Zellen nicht die in-vivo
herrschenden Bedingungen widerzuspiegeln vermag. Die FErgebnisse dienen als
Surrogatmarker fiir die Funktion der Zellen (Jung et al. (1993)). Eine beispielhafte
durchflusszytometrische Analyse der Zytokine ist in Abbildung 31 dargestellt.



54

4.3 Megakaryopoetische Fliissigkultur und Ex-Vivo-Expansion

Fiir Patienten mit hdmatologischen Erkrankungen ist nach einer HDC mit nachfolgender
PBSZT eine verlidngerte und ausgeprigte Thrombozytopenie eine mogliche Komplikation
(First et al. (1985), Hermouet et al. (1997)). Dieses Phidnomen konnte bei sieben der 24
Patienten der Rekonstitutionsstudie festgestellt werden. Eine verldngerte Thrombozytopenie
weist einerseits auf einen Stammzelldefekt mit einer gestorten hidmatopoetischen Erholung
hin. Andererseits wird das Knochenmarkstroma durch die vorangegangene myeloablative
HDC in Mitleidenschaft gezogen. Durch die verminderte Produktion an Zytokinen und dem
angegriffenen zelluldren Stromabett kann es zu einer gestorten Einnistung der Zellen in das
Knochenmark  kommen. Die unzureichende Produktion an  megakaryozytiren
Wachstumsfaktoren durch das Knochenmarkstroma triagt zur verzogerten Megakaryopoese

bei.

Eine ausgeprigte, zur Blutungskomplikation neigende Thrombozytopenie wird durch
Thrombozytenkonzentrate behandelt, die eine schnelle, relativ komplikationslose Anwendung
erlauben. Seit den 70er Jahren stehen hoch aufgereinigte, maschinell gewonnene
Thrombozytenkonzentrate zur Substitutionstherapie zur Verfiigung. Im Gegensatz zu einem
sehr niedrigem Restrisiko der Transmission von infektiosen Erkrankungen und nur in
Einzelfillen beschriebenen Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion, bilden manche Patienten bei
wiederholter Thrombozytensubstitution Allo-Antikorper, die die Uberlebenszeit der
transfundierten Thrombozyten beeintrichtigen und zu einer Refraktéritit der Substitution
fiihren.

Im Rahmen der HDC und PBSZT werden zurzeit Priventivstrategien entwickelt, die das
Auftreten einer lang andauernden und substitutionspflichtigen Thrombozytopenie zu
verhindern vermogen. Eine Mdglichkeit, die Thrombozytopenie zu minimieren, konnte die
Gabe von Zytokinen, wie z. B. IL-11 und TPO sein. Von diesen Zytokinen wird erhofft, dass
sie die Thrombopoese direkt in-vivo stimulieren konnen (Molineux et al (1996), Tepler et al.
(1996)). Aber bis jetzt haben Studien gezeigt, dass TPO sich nicht als effektiv erweist, die
durch Myeloablation hervorgerufene Thrombozytopenie zu verhindern. Obwohl TPO die
Megakaryozytenreifung in-vitro induziert, scheint es in-vivo die Megakaryozytenentwicklung

nicht signifikant zu beschleunigen (Nash et al. (2000)).
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Als weitere MaBinahme zur Vorbeugung einer verlidngerter Thrombozytopenie nach PBSZT
wird die Kotransplantation von ex-vivo expandierten megakaryozytiren Vorlduferzellen zum
Stammzellprodukt diskutiert. Es wird angenommen, dass kotransplantierte megakaryozytire
Vorlduferzellen in der Lage sind, durch Proliferation und Differenzierung die Zeit der
Thrombozytopenie zu iiberbriicken. Untermauert wird dieses Modell durch die Beobachtung,
dass bei Patienten mit einem hohen Anteil an CD41 koexprimierenden CD34+ Zellen im
Stammezelltransplantat die Zeit bis zur Thrombozyten-Erholung deutlich verkiirzt ist
(Begemann et al. (2002)). Aus den oben angefiihrten Griinden haben wir uns fiir die
experimentelle Ex-Vivo-Expansion von megakaryozytiren Vorlduferzellen aus peripheren

Blutstammzellen interessiert.

In unserer Studie sind fiir die megakaryopoetischen Fliissigkulturen mit peripheren
Blutstammzellen als Quelle zwei Zytokinkombinationen gegeniibergestellt worden. Der
Unterschied liegt sowohl in der Zytokinkonzentration als auch in der Zusammensetzung. Bei
der zweiten Fliissigkultur wurden SCF, IL-6 und IL-11 jeweils in einer hoheren Konzentration
(20 bzw. 25ng/ml) als bei Fliissigkultur 1 (10 ng/ml) eingesetzt. Auch wurde statt MIP-1a und
FLT3-Ligand in der zweiten Kultur zur Proliferationsinduktion IL1-B eingesetzt. TPO wurde
im Gegensatz zu der Fliissigkultur 1 in einer zehnfach hoheren Konzentration von 100ng/ml
eingebracht, um die Ausreifung zu megakaryozytiaren Vorlduferzellen zu optimieren.

Die erste Zytokin-Kombination ist einer Publikation von Bertolini et al. (1997) entnommen.
Die Arbeitsgruppe untersuchte erstmalig den Effekt einer Kotransplantation von ex-vivo
expandierten Megakaryozyten auf die Himatopoese und insbesondere auf die
megakaryozytire Regeneration nach autologer PBSZT. Es gelang Bertolini et al., die
CD34+CD61+ Zellen und die absolute Anzahl an CD61+ Zellen in-vitro stark zu vermehren.
Die Thrombozytopenie wurde bei Patienten, die ex-vivo expandierte Megakaryozyten
erhielten, nicht verhindert, jedoch der Schweregrad reduziert, so dass bei zwei von vier
Patienten, die die hochste Dosis an expandierten Megakaryozyten erhielten, eine
Thrombozytensubstitutionen nicht bendétigt wurde. Auch traten keine ernsthaften
Nebenwirkungen oder Komplikationen bei der Transfusion von ex-vivo expandierten
megakaryozytiren Vorldaufern auf.

In unserer Studie wurde Serum-freies Medium verwendet. Serum enthilt inhibitorische

Zytokine, die das Wachstum der Megakaryozyten supprimieren. Darunter fallen TGF-f, B-
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Thromboglobulin oder PF-4, die physiologisch im Serum vorhanden sind oder von aktivierten
Thrombozyten ausgeschleust werden (Poloni et al. (1997)). Bei der Suche nach den optimalen
Kulturbedingungen ist die Wahl anderer Parameter, wie die angemessene Kultivierungszeit,
die Biokompatibilitdt der verwendeten Materialien oder die Sauerstoffkonzentration und die
Temperatur im Brutschrank ebenfalls von Bedeutung.

Die Zytokinzusammensetzung gehort zu den groBten Variablen in Flissigkulturen zur
megakaryozytiren Ausreifung und wird kontrovers diskutiert. Die Rolle von MIP-1a wird
unterschiedlich bewertet. Es besitzt auf der einen Seite einen inhibitorischen Effekt auf die
Proliferation der Vorlduferzellen, kann in Kombination mit IL-3 aber gleichzeitig einige
Subpopulationen der Vorlduferzellen in ihrem Wachstum unterstiitzen. IL-6 besitzt einen
positiven Einfluss auf die nukledre und zytoplasmatische Reifung der Megakaryozyten.
Gemeinsam mit IL-11 kann IL-6 einen positiven Effekt im letzten Reifungsstadium der
Megakaryopoese ausiiben, in dem sie die Differenzierung der megakaryozytiren
Vorléduferzellen unterstiitzen (van den Oudenrijn et al. (1999)). IL-3 induziert die Vermehrung
der absoluten Anzahl der megakaryozytiren Vorliduferzellen (Dolzhanskiy et al. (1997)).
Abgesehen von TPO, ist IL-3 das einzige Zytokin, das die Expression des Glykoproteins
CD41 beschleunigen kann. Fiir IL-13 wurde ein synergistischer Effekt mit IL-3 festgestellt.
Als Auswertesysteme zum Nachweis megakaryozytirer Vorlduferzellen dienten in unserer
Studie Koloniebildungen in semisoliden Kurzzeitkulturen, durchflusszytometrische Analysen
von Oberfldchen-Antigenen und der Nachweis von Endoreduplikationen mittels DNA-
Féarbungen nach Permeabilisierung der Zellen.

Bei der Megakaryozyten-Kurzzeitkultur auf Kollagenbasis wurden sowohl noch nicht in
Kultur gebrachte aufgereinigte Stammzellen wie auch Zellen aus der megakaryozytiren
Fliissigkultur eingebracht. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse dieser Arbeit wurden statistisch
nicht verwertet. Zunichst ergaben sich technische Probleme, wie die mehrmalige Anderung
des Testsystems vom Hersteller, Ablosen der Kolonien auch nach Fixierung und eine fehlende
Linearitit bei Verdiinnungsreihen. Weiterhin zeigte sich eine starke intra- und
interindividuelle Varianz, die bei solchen Testsystemen bereits mehrmals beschrieben wurde
(Lumley et al. (1997) Sheikhzadeh et al. (2002)).

Die FACS-Ergebnisse konnten mittels APAAP-Fiarbungen, die vereinzelt durchgefiihrt

wurden, bestitigt werden. Abbildung 32 zeigt groBe Zellen mit einem gelappten und
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unterteilten Kern. Aufgrund des hohen Probendurchsatzes wurde die Koexpression von

Megakaryozyten-Antigenen nur mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.

X PR ;e

Abbildung 32: APAAP-Bild einer megakaryozytiren Vorlduferzelle. In der Mitte des Bildes ist eine
megakaryozytire Vorlduferzelle zu erkennen, die einen groflen gelappten Kern aufweist und sich durch
ihre GroBe von den sie umgebenden Zellen unterscheidet. Die Zellen stammen aus der Fliissigkultur 2,
sind auf Objekttrager gebracht, fixiert und schlieBlich mittels einer APAAP-Firbung gegen das CD41-

Antigen gefirbt worden.

Zur Analyse der Megakaryozyten-Expansion und Oberflichenexpression der spezifischen
Membranrezeptoren CD41, CD61 und CD42 wurde die Zwei-Farb-Durchflusszytometrie
anhand von Fluoreszenz-markierten monoklonalen Antikorpern angewendet. Fiir die
Bestimmung des Zellwachstums wurde eine Gesamtzellzihlung durchgefiihrt. In beiden
Fliissigkulturen expandierten die eingebrachten CD34+ Stammzellen innerhalb von 10 Tagen
um den Faktor 20 (23 fach versus 19 fach). Bei der Auswertung aller Versuchsreihen (n=10)
konnte im Mittel keine weitere Expansion aller Zellen nachgewiesen werden. Grundsitzlich
konnte in Abhingigkeit zum heterogenen Ausgangsmaterial eine hohe interindividuelle
Variabilitidt der Proliferation aufgezeigt werden.

In sechs von 10 Ex-Vivo-Expansionen gelang es uns, eine extrem hohe Proliferation der
Gesamtzellen zu induzieren. Hierbei wurden die an Tag O eingebrachten CD34+ Zellen im
Mittel um den Faktor 71 (in Fliissigkultur 1) bzw. 45 (Flussigkultur 2) expandiert. Wéhrend
unter den Bedingungen der Fliissigkultur 2, mit dem Fehlen von MIP-1a und FLT3 und der

hoheren Konzentration an TPO, die Expansion nach Tag 8 nicht gesteigert werden konnte,
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zeigte die Flissigkultur 1 mit Vorhandensein der Zytokine MIP-la und FLT3 einen
kontinuierlichen Anstieg der Expansion und hatte sich im Mittel um den Faktor 100 an Tag 14
vermehrt. Nach unseren Daten reicht eine niedrige Konzentration von SCF, IL-6, IL-11 und
TPO fiir eine Induktion der Megakaryozytenwachstums aus. MIP-1a und FLT3 scheinen
einen weiteren positiven Einfluss auf das Wachstum und die Differenzierung auszuiiben. IL1J3
konnte in Fliissigkultur 2 jedoch die Proliferation nicht nennenswert steigern.

Es zeigt sich, dass bei Ex-Vivo-Expansionen grofe Qualititsunterschiede im
Ausgangsmaterial existieren. Das Stammzellmaterial einiger Patienten ist in der Lage, eine
hohe Expansionsrate aufzuweisen, wihrend bei gleichen Kultur- und
Untersuchungsbedingungen Stammzellen anderer Patienten eine schlechte Vermehrungs- und
Differenzierungskapazitit besitzen. Wichtige FEinflussgroen sind hierbei das Alter, die
zugrunde liegende Diagnose und die Dauer der Erkrankung sowie auch die Therapie. Diese
Daten legen nahe, dass bei ausreichender Vermehrung eine klinische Anwendung am
Patienten moglich wire und man mit geeignetem Material geniigend Zellen fiir eine
Kotransplantation von megakaryozytiren Vorlduferzellen zum Stammzelltransplantat
generieren konnte.

Abgesehen von den oben erwéhnten individuellen Einflussgroen, spielen auch duflere
Faktoren fiir einen mangelnden Proliferationsanstieg  wihrend der  spiteren
Untersuchungszeitpunkte eine Rolle. Ohne Medienwechsel und einer weiteren Zytokingabe ist
das Wachstum der Zellen stark beeintriachtigt. Gleichzeitig erzeugt eine zu starke
Zellkonzentration in den 2 ml fassenden Boden der Sechs-Loch-Platte eine
Kontaktinhibierung. Ein Medienwechsel mit einer Semidepopulierung der Kultur kann dieses
Problem 16sen. Auch in dieser Studie wurde eine Versuchsreihe mit Medienwechsel und
Teilung der Kultur durchgefiihrt, bei denen gute Ergebnisse erzielt worden sind. Wenn auch
die Expansion der Zellen nicht stark gesteigert werden konnte, wurde bei einigen Patienten
eine CD41-Expression von iiber 90% erreicht.

Beide Fliissigkulturmodelle sind geeignet, neben der oben besprochenen Proliferation, auch
die Differenzierung zu megakaryozytiren Vorlduferzellen zu induzieren. An Tag 10
exprimieren die ex-vivo expandierten megakaryozytiren Vorlduferzellen in beiden
Fliissigkulturen im Mittel 36% das CD41-Antigen. Ein vergleichbares Expansionsmuster
konnte fiir das Oberfldchenantigen CD61 mit 20 versus 25% und fiir das CD42-Antigen mit 30

versus 27% an Tag 10 beobachtet werden.
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Uber diesen Beobachtungszeitraum hinaus zeigten die Antigene CD41 und CD61 eine
dhnliche Expressionskinetik in beiden Fliissigkulturen. Ein Grund hierfiir konnte daran liegen,
dass beide einen Teil des Glykoproteins (GP) IIb/Illa, auf der Megakaryozyten-Membran
bilden.

Wihrenddessen begannen bemerkenswerter Weise die eingebrachten Vorlduferzellen in
Fliissigkultur 2 unter 100ng TPO/ml wesentlich frither das Oberflichenantigen CD42 zu
exprimieren (Tag 8: 16% versus 27%).

D4l -
CFU-MK unreifer Megakaryozyt Megakaryozyt
< > <« > <« >

Abbildung 33: Anteil der CD34-Expression wihrend der Megakaryopoese

Die zehnfach hohere Dosierung des TPO in Fliissigkultur 2 konnte dazu beitragen, da es als
Induktor der CD42-Expression gilt. Der Oberflichenmarker CD42 existiert als Teil eines
anderen Rezeptors auf der Megakaryozyten-Membran, der in einer spiteren Phase der
Megakrayozyten-Differenzierung exprimiert wird. Dolhanskiy et al. untersuchten 1997 den
Einfluss, den IL-3 auf die Expression von CD42 ausiibt, und stellten fest, dass die TPO-
induzierte Entwicklung des CD42 vom IL-3 fast vollstindig unterdriickt werden kann. Die
verspitete Expression des CD42 in dieser Studie ldge damit nicht nur an der physiologisch
spéteren Entwicklung, sondern auch an der Verwendung von IL-3 in der Zytokinkombination
beider Kultursysteme.

Im Laufe ihrer physiologischen Entwicklung im Knochenmark verlieren die
megakaryozytidren Vorlduferzellen ihr Expansionspotential und beschrinken sich auf ihre
Ausdifferenzierung. Hierbei findet typischerwiese eine Kernteilung ohne eine Zellteilung statt
(Endomitose oder Endoreduplikation), die zu einer Erhohung der Ploiditit fiihrt. Polyploiditit
ist ein Charakteristikum reifer Megakaryozyten und deren Nachweis wichtiger Bestandteil
einer vollstandigen Megakaryozyten-Analyse. Da sich bereits im Vorfeld die Detektion der

Ploiditdt als schwierig gestaltete, mussten bei der Etablierung der Methode mehrere Punkte
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beriicksichtigt werden. Bei Vorversuchen zur Optimierung der Fixierung hat sich die
Fixierung mit FEthanol im Vergleich zu unterschiedlichen PFA-Konzentrationen unter
Zuhilfenahme von Triton X als exakteste und einfachste Methode durchgesetzt.

In beiden Fliissigkulturen konnten am 10. Tag lediglich 1-3% megakaryozytire
Vorlduferzellen mit polyploiden Kernen (>4N) nachgewiesen werden (3% in Fliissigkultur 1
und 1% fiir Fliissigkultur 2). Unter Beriicksichtigung der CD41-Koexpression und der
Ploiditdtsanalyse sind die verwendeten Fliissigkulturen beziiglich der Induktion von
megakaryozytiaren Vorlduferzellen als gleichwertig einzustufen. Im Gegensatz zu unseren
Erwartungen konnte unter hoher TPO-Konzentration keine verstirkte Ausreifung zu
polyploiden Megakaryozyten beobachtet werden. Unter den gewdhlten experimentellen
Bedingungen versagte somit die Ausreifung zu polyploiden Megakaryozyten. Auch anderen
Studien gelang es selten, Ploidititswerte > 4 bzw. 8N zu erreichen (Debili et al. (1993),
Dolzhanskiy et al. (1997)). Auch bei Kratz-Albers et al. (2000) weist die Mehrzahl der ex-vivo
generierten CD61+ Zellen eine Ploiditit von 4N und 8N auf. Bis jetzt ist es sehr wenigen
Gruppe gelungen, die Ausreifung der Megakaryozyten mit Bildung von Demarkationslinien
bis hin zur Plittchenabschniirung beschreiben zu kénnen.

In Widerspruch dazu berichten Tajika et al. (2000), dass die Hinzugabe einer hohen
Konzentration an TPO die Endomitose steigert. Wiéhrend einer 48h-Inkubation unreifer
Megakaryozyten mit 100ng/ml TPO (zusammen mit SCF und/oder IL-6 in der gleichen
Konzentration) konnten sie Zellen mit einem DNA-Gehalt von 32N und 64N generieren. Auch
in unserer Versuchsrethe wurde TPO in der zweiten Fliissigkultur in gleich hoher
Konzentration eingesetzt. Dadurch sollte der Effekt einer zehnfach héheren Dosierung von
TPO auf die Megakaryopoese beurteilt werden. Im Gegensatz zu unserer zweiten
Fliissigkultur bestand die Zytokinkombination jedoch aus einer wesentlich htheren Anzahl an
weiteren Zytokinen. Unter diesen befand sich auch IL-3 mit einem inhibitorischen Einfluss auf
die Megakaryozytenreifung (Dolzhanskij et al. (1997)), wihrend Tajika et al. sich
ausschlieBlich auf die zusitzlichen Zytokine SCF und IL-6 beschrinkten. Die Rolle, die TPO
in der Megakaryopoese spielt, ist in der Abbildung 34 dargestellt.
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Abbildung 34: Rolle des TPO in der Megakaryopoese. Das TPO f{ibt seinen Einfluss in allen Phasen
der Megakaryopoese aus. Der TPO-Rezeptor wird in einer sehr frithen Phase der Megakaryopoese auf

den Zellen exprimiert.

Tomer et al. (1988) konnten bei einigen Zellen der Megakaryopoese eine Polyploiditit von
32N und 64N verzeichnen, jedoch betrug der Anteil an Zellen mit einem DNA-Gehalt bis zu
8N iiber 80%.

Zusammenfassend kann man wihrend einer Ex-Vivo-Expansion einen Stillstand der
Megakaryozytendifferenzierung beobachten. In-vitro kommt es zu einem Verlust der Zell-zu-
Zell-Kontakte aus der Umgebung, die wihrend einer Reifung im Knochenmark gegeben sind.
Zukiinftige Versuchsreihen werden sich mit der Zugabe eines Stroma-Layers zur Fliissigkultur

befassen und sich mit der Ausweitung auf die megakrayozytire Ausreifung beschiftigen.
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5. Zusammenfassung

Bei der Behandlung von Patienten, die an hdmatologischen und onkologischen Erkrankungen
leiden, hat sich die  periphere  Blutstammzelltransplantation = nach  einer
Hochdosischemotherapie als eine Behandlungsalternative durchgesetzt. Die Rekonstituion der
Langzeithdmatopoese und des angeborenen und erworbenen Immunsystems ist eine richtige
Voraussetzung fiir die nachhaltige Akzeptanz einer hochdosierten myeloablativen
Chemotherapie und eng vergesellschaftet mit moglichen Komplikationen, insbesondere der
Komorbiditdt durch Infektionen. Um die Entwicklung der Himatopoese und Lymphopoese
nach einer autologen peripheren Blutstammzelltransplantation aufzeigen zu konnen, wurde
diese bei 24 Patienten mit verschiedenartigen hamatologischen Erkrankungen und soliden
Tumoren an unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von
einem Jahr untersucht.

Nach einer kurzen Periode einer schweren Neutro- und Thrombozytopenie von weniger als
vierzehn Tagen, rekonstituierte sich das hamatopoetische System rasch und ging im weiteren
Verlauf in eine stabile Langzeit-Hamatopoese iiber. Bei einigen Patienten zeigte sich jedoch
eine leicht verzogerte Erholung der Thrombopoese mit ldngerer
Thrombozytensubstitutionspflicht. Die Ergebnisse zur Rekonstitution des Immunsystems sind
komplexer. Ein Monat nach PBSZT konnte eine relative Monozytose (16%) und NK-
Lymphoyztose (24%) beobachtet werden. Dieses Phédnomen kann durch die hohe
Konzentration von transfundierten mononukleédren und NK-Zellen ausreichend erklédrt werden.
Eine weitere wichtige Erkenntnis ist die nach einem Monat nachgewiesene fehlende
Rekonstitution der B-Lymphozyten (<1%). Diese ausgeprigte Defizienz steht im Einklang mit
der Beobachtung niedriger Immunglobulinspiegel und erkldrt eine erhohte Anfilligkeit
gegeniiber viralen Erregern, die klinisch nach PBSZT und KMT beschrieben wurden. Nach
Ergebnissen unserer Studie rekonstituieren sich die B-Lymphozyten drei Monate nach PBSZT
mit einem Anteil von 13 % aller Lymphoyzten.

Wihrend die CD3+CD8+ T-Lymphozyten eine ausreichende Rekonstitution zeigten, zeigten
die T-Helfer-Zellen wihrend des gesamten Untersuchungszeitraumes signifikant erniedrigte
Werte. Dieser Unterschied erklért sich durch die extrathymische Entwicklung der CD3+CD8+
zytotoxischen T-Lymphozyten, die von der Schidigung der Thymus durch die

Hochdosischemotherapie unbeeinflusst bleibt.
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Um einen Einblick in die funktionelle Kapazitit der T-Lymphozyten nach PBSZT zu erhalten,
wurden mittels einer in-vitro Stimulation mit Phorbol-12Myristat-13Acetat und Ionomyzin die
von ihnen produzierten Zytokine durchflusszytometrisch untersucht. Es zeigte sich eine
suffiziente Zytokinproduktion mit der Ausnahme von erniedrigten IFNy-Werten.

Ein Ansatz, Thrombozytensubstitutionen mit dem Restrisiko von Allo-Antikérperbildung,
Spender-gegen-Wirt-Reaktionen und Transmission von Infektionen nach
Hochdosischemotherapien mit Stammzelltransplantationen zu minimieren, ist die Generierung
und Transplantation von megakaryozytiren Vorldufern aus patienteneigenen Stammzellen.
Mit der Kotransplantation megakrayozytirer Vorlduferzellen soll die Zeit bis zur
Thrombozyten-Erholung iiberbriickt werden. Mittels zweier Fliissigkulturen mit verschiedenen
Zytokinkombinationen wurde im zweiten Teil der Arbeit die Kinetik der Megakaryopoese in-
vitro untersucht. Durchflusszytometrisch wurde der Anteil der Megakaryozyten-typischen
Oberflichenmerkmale CD41, CD42 und CD61 gemessen. Bei beiden Fliissigkulturen konnte
ein Anstieg der CD41+ und CD61+ Zellen bereits nach vier Tagen festgestellt werden.

Eine differenzierte Auswertung von sechs Fliissigkulturen mit {iberdurchschnittlichem
Wachstum und einer fast hundertfachen Expansion der Fliissigkultur 1 am 14. Tag konnte
einen Hinweis darauf geben, dass bei der Ex-Vivo-Expansion gro3e Qualititsunterschiede im
Ausgangsmaterial vorhanden sind, die die Proliferation und Differenzierung von
Megakrayozyten in Ex-Vivo-Expansionsversuchen signifikant beeinflussen. Man kann daraus
schlieBen, dass mit geeignetem Material geniigend Zellen fiir eine Kotransplantion von
megakaryozytidren Vorlduferzellen zum Stammzelltransplantat generierbar wiren. Weiterhin
konnte durch ein Medienwechsel an Tag 7 ein Anteil von iiber 90% CD41+ Zellen gemessen
werden. Die Generierung von Megakaryozyten aus Stammzellen mittels einer Fliissigkultur
und deren Kotransplantation zum Stammzellprodukt kénnte in Zukunft zu einer Verkiirzung
der Thrombozytopenie fithren und die Zeit bis zum Anstieg der Thrombozytenzahlen

uberbriicken.
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