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Einleitung

1 Einleitung

Jahrlich erkranken in Deutschland mehrere tausend Menschen an Leukamie. Die
Stammzelltransplantation ist eine besonders erfolgreiche Heilungsmethode fiir diese
heterogene Krankheit. Durch intensive Vorbehandlung mit Chemotherapeutika und
durch Strahlentherapie werden die erkrankten Zellen des hdmatopoetischen Systems
zerstort und der Organismus auf die Aufnahme der transplantierten Stammzellen
vorbereitet. Diese besiedeln die freigewordenen Raume im Knochenmark und beginnen
innerhalb kurzer Zeit mit der Produktion neuer gesunder Blutzellen. Anders als bei der
Organtransplantation wird durch die Transplantation von Stammzellen auch das
Immunsystem des Spenders auf den Empfanger tbertragen. Selbst bei kompatiblen
Spendern kann es vorkommen, dass sich immunkompetente Zellen aus dem
Spenderknochenmark gegen Wirtszellen richten und damit zu Organschaden, vor allem
in Haut, Darm und Leber fihren.

Um Wege zu finden, die transplantationsbedingten Nebenwirkungen besser
kontrollieren zu kénnen und neue Protokolle fur die Leukamietherapie zu erforschen, ist
es von enormer Wichtigkeit, ein aussagekraftiges Tiermodell heranzuziehen. Der Hund
besitzt entscheidende Kriterien, um als préklinisches Modell fir die Stammzell-
transplantation zu dienen.

Auf Grund seiner GroRRe sind alle notigen Eingriffe wie Knochenmarkentnahme,
Transplantation, Transfusion und supportive Therapie am Hund unkompliziert und in
Analogie zum Menschen durchfuhrbar. Eine Vielzahl von klinischen und in vitro-
Untersuchungen geben genaueste Informationen Uber den Verlauf der
Immunrekonstitution nach  der  Transplantation. Der Hund kann  zur
Langzeitbeobachtung herangezogen werden, um auch Jahre nach der Behandlung
auftretende Folgeerscheinungen beurteilen und auswerten zu konnen. AulRerdem
besitzt der Hund wie keine andere Spezies neben dem Menschen die nétige genetische
Diversitat und einen gut vermischten Genpool. Die genaue Kenntnis Gber den Aufbau
des caninen Haupthistokompatibilititskomplexes und dessen starke Ahnlichkeit zu dem
des Menschen machen den Hund zu einem unverzichtbaren Modell fur die
Stammzelltransplantation. Am Hund gewonnene Erkenntnisse der Spender-gegen-Wirt-
Reaktion (engl. Graft-versus-Host (GvH) Reaktion), Immunsuppression und

Toleranzinduktion fanden vielfach Eingang in die klinische Transplantation.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im Hundemodell verschiedene Antikérper zur T-
Zelldepletion von Knochenmark zu charakterisieren, sowie die Wirkung CD6-
depletierter Knochenmarkzellen in vitro und in vivo auszutesten. Eine einfache und
kostengiinstige CD6-Depletionsmethode mit dem monoklonalen CD6-Antikérper MT-
606 und Kaninchenkomplement wurde entwickelt und damit ein in vivo-System fir die

Untersuchung der GvH-Reaktion etabliert.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Das hamatopoetische System

Alle Zellen des Blutes haben ihren Ursprung in einer einzigen Zellart, die als
pluripotente Stammzelle bezeichnet wird. Neben deren Fahigkeit zur Selbsterneuerung
konnen aus der pluripotenten Stammzelle sowohl eine lymphoide als auch eine
myeloide  Vorlauferzelle  entstehen, aus denen dann durch  weitere
Differenzierungsschritte schlie3lich die zirkulierenden Blutzellen gebildet werden. Der
russische Arzt Maximow hat im Jahr 1909 wahrend einer Vorlesung an der Berliner
Charité das erste Mal die Hypothese aufgestellt, dass alle Blutzellen aus einer
hamatopoetischen Stammzelle hervorgehen. Nach der Veroffentlichung dieses
Schemas in der Folia Haematologica (Maximov A, Folia Haematologica, 1909) dauerte
es weitere 60 Jahre, bis man mittels in vitro Methoden diese Annahme bestatigen
konnte (Messner et al., Blood 1973 und Blood Cells 1980).

Pluripotente hdmatopoetische Stammzelle

Lymphatische Vorlauferzelle Myeloide Vorlauferzelle

@ ©

Knochenmark / Voot Erythroblast
]

J v Blut / / l

@ @ Monoz yt

B-Zelle T-Zelle @ a ‘

d s

Polymorphkernige y
Leukozyten Makrophage Dendritische Zelle

Thromboz yten

Abbildung 2.1: Ubersicht (iber die Entstehung der einzelnen Blutbestandteile aus einer
pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle. Vereinfacht nach Janeway, Immunologie, 2002.
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Etwa 1% der kernhaltigen Zellen im Knochenmark sind Stammzellen. Durch
Selbsterneuerung und Differenzierung kénnen sie die Hamatopoese eines Menschen
wahrend der gesamten Lebenszeit aufrechterhalten. Neuere Vermutungen gehen
davon aus, dass die Anzahl an hadmatopoetischen Stammzellen in jedem Saugetier
gleich ist (Abkowitz et al., Blood 2002) und nur die Potenz zur Selbsterneuerung und
Differenzierung je nach Gréf3e und Lebenserwartung des Individuums variiert.

Die Ausreifung der Zellen aus der lymphatischen bzw. der myeloiden Vorlauferzelle wird
durch viele verschiedene Faktoren gesteuert. Die in der Reifung befindlichen
hamatopoetischen Zellen interagieren dabei mit extrazellularen Matrixmolekilen, mit
den verschiedensten Stromazelltypen (Dexter, J Cell Sci 1987) und werden auf3erdem
gesteuert durch Wachstumsfaktoren, den so genannten Zytokinen. Mitte der achtziger
Jahre war ein Grofdteil der an der Hamatopoese beteiligten Zytokine bereits
charakterisiert (Metcalf, Ann Intern Med 1977 und Prog Clin Biol Res 1985; Dexter et
al., J Cell Physiol Suppl 1982 und Prog Clin Biol Res 1984 und Annu Rev Cell Biol
1987; Spooncer et al., J Cell Biol 1983; Gordon et al., Nature 1987). Darunter fallen das
von der Niere gebildete Erythropoetin, das die Ausreifung von Erythrozyten steuert,
sowie G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor) und M-CSF (Macrophage Colony
Stimulating Factor), die gezielte Wirkung auf die Reifung von Granulozyten und
Makrophagen aufweisen. Aul3erdem existieren unspezifisch wirksame Faktoren wie
GM-CSF oder Interleukin-3, die Wachstum und Differenzierung multipotenter
Stammzellen und Progenitorzellen der granulozytdren, makrophagischen,
megakaryozytaren, eosinophilen und erythroiden Linien steuern (Hapel et al., J
Immunol 1985; Yang et al., Cell 1986; Metcalf, Cell 1985).

2.2  Erkrankungen des hdmatopoetischen Systems

Der Begriff Leukdmie, der Ubersetzt ,weil3es Blut“ bedeutet, wurde von dem deutschen
Arzt Rudolf Virchow gepragt. Er beschrieb 1845 erstmals diese Erkrankung des
blutbildenden Systems, die sich durch meist klonale Uberexpansion von Leukozyten
und vor allem deren funktionsuntiichtigen Vorstufen auszeichnet.

Die leukamischen Zellen breiten sich zunachst im Knochenmark aus und unterdriicken
dabei die Hamatopoese. Nach Ubergreifen auf extramedullare Organe

Uberschwemmen die leukamischen Zellen das periphere Blut und beeintrachtigen die
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Funktion von Leber, Milz, Lymphknoten und anderen Organen. Durch die Ansammlung
der leukamischen Blasten im Blut werden die normalen Blutbestandteile zurlickgedrangt
und biRen ihre Funktionsfahigkeit ein. Klinisch &uRert sich dies durch Anamie,
Thrombozytopenie, vermehrter Infektionsanfalligkeit und Blutungsneigung, sowie

Splenomegalie, Hepatomegalie und Schwellung der Lymphknoten.

2.2.1 Kilassifikation von leukdmischen Erkrankungen

Die Klassifikation der Leukamien kann nach verschiedenen Gesichtspunkten erfolgen.
Der Krankheitsverlauf entscheidet, ob es sich um eine akute Leukamie, die unbehandelt
nach wenigen Wochen oder Monaten zum Tod fiuhrt, oder eine chronische Leukamie
handelt. Letztere verlauft im Anfangsstadium eher symptomarm und entwickelt sich
meist Uber mehrere Jahre. Nach morphologischen und immunologischen Eigenschaften
der Leukamiezellen werden die Leuk&mieerkrankungen zunachst in myeloische und
lymphatische Leuk&mien eingeteilt. Wahrend die myeloischen Leuka&mien von
Vorlauferzellen der Granulozyten und im weiteren Sinne der Erythrozyten und
Thrombozyten ausgehen, entwickeln sich lymphatische Leukamien aus Vorlauferzellen
der B- und T-Lymphozyten (Camos et al., Clin Transl Oncol 2006; Tefferi et al., Best
Pract Rest Clin Hematol 2006). Die wichtigsten Leukamieformen sind die akute
myeloische Leukamie (AML), die akute lymphatische Leukamie (ALL), die chronische
lymphatische Leukdmie (CLL), die zu den niedrigmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen
gehort, sowie die chronische myeloische Leukamie (CML). Wahrend die ALL die
haufigste Leukamieform bei Kindern ist, stellt die AML bei Erwachsenen die am
haufigsten auftretende Leukamieform dar. Bei alteren Menschen tritt vor allem die CLL

auf.

2.2.2 Leukamische Stammzellen

Seit mehreren Jahrzehnten wurde bereits vermutet, dass die myeloiden Leukamien
thren Ursprung in einer leukdmischen Stammzelle haben, die klonal expandiert. Erst in
letzter Zeit konnte durch die Entwicklung ausgereifter und spezialisierter

Untersuchungsmethoden der Nachweis gefiihrt werden, dass sowohl die AML als auch
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die CML auf leukamische Stammzellen zurtckzufihren sind, welche die fir
Stammzellen typischen Charakteristika tragen, namlich die F&ahigkeit zur
Selbsterneuerung, die Proliferationskapazitat und das Potential zur Differenzierung in
andere Zelltypen (Bonnet et al., Nat Med 1997; Guzman et al, Cancer Control 2004).
Diese leukamischen Stammzellen haben sich die grundlegenden Eigenschaften der
hamatopoetischen Stammzellen bewahrt. Neben der Differenzierung zu Blasten, die
das hamatopoetische System Uberschwemmen, bleibt ein Pool aus leukamischen
Stammzellen bestehen, die sich immer wieder selbst erneuern und nach Elimination der
Blasten durch therapeutische MalRnahmen einen Krankheitsrickfall bedingen kénnen
(Guan et al., Blood 2003).

2.2.3 Atiologie

Die Atiologie der multifaktoriellen leukamischen Erkrankungen ist noch nicht genau
geklart. Oft kann kein eindeutiger kausaler Zusammenhang mit pathogenen Faktoren
hergestellt werden. Als potenziell auslésende Faktoren gelten bestimmte Chemikalien
wie beispielsweise Benzol, ionisierende Strahlung, oder die verschiedensten
Umweltfaktoren (McNally et al., Leuk Lymphoma 2006; Rushton et al., Occup Environ
Med 1997). Bereits in den 50er Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen der
Entstehung von Leukdmie und der Exposition gegeniiber Benzol beschrieben (Bousser
et al., Arch Mal Prof 1951), was in spateren Arbeiten bestatigt werden konnte (Austin et
al., Am J Epidem 1988).

Eine vorangegangene Bestrahlung oder Behandlung mit Zytostatika zur Therapie von
soliden Tumoren mit alkylierenden Substanzen wie Cyclophosphamid oder Busulfan
erhoht ebenfalls das Risiko einer leukamischen Erkrankung. In diesem Fall spricht man
von einer sekundéaren Leukamie.

Auch genetische Dispositionen spielen eine Rolle. Kinder mit Down-Syndrom haben
gegenuber der Kontrollgruppe ein 10 bis 20fach hdheres Risiko, innerhalb der ersten
zehn Lebensjahre an einer AML zu erkranken. Sie weisen jedoch durch das zuséatzliche
Erbmaterial auf Chromosom 21 eine bessere Ansprechbarkeit auf Chemotherapeutika
auf, und ihre Heilungs- und Uberlebenschancen sind deutlich besser (Rosner et al., Am

J Med 1972) als die der Vergleichsgruppe.
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2.2.4 Klinisches Erscheinungsbild

Das klinische Erscheinungsbild einer Leukadmie ist gepragt von der hamatopoetischen
Insuffizienz in Folge der Blasteninfiltration des Knochenmarks. Neben unspezifischen
Symptomen wie allgemeiner Schwéache, Miudigkeit, Blasse, Kopf- und
Gliederschmerzen oder Belastungsdyspnoe treten als Folgen der Granulozytopenie
erhohte Infektionsanfalligkeit mit Fieber und andauerndem Schwitzen auf. Die
Thrombozytopenie bedingt eine erhdhte Blutungsneigung und die Patienten entwickeln
Petechien, Zahnfleisch- und Nasenbluten sowie spontan auftretende blaue Flecken an
verschiedenen Korperstellen. In wenigen Fallen treten durch eine Reizung des
Periostes, verursacht durch die proliferierenden Blasten, Knochenschmerzen auf. Dies
lasst sich Kklinisch durch eine erhéhte Druckempfindlichkeit von Sternum und anderen
Knochen nachweisen. Bei sehr hohen Blastenzahlen im peripheren Blut ist die
Versorgung der Organe mit Sauerstoff nicht mehr ausreichend gewahrleistet und es
kann zu zentralnervbésen Stérungen kommen. Ebenso bedingen die hohen
Blastenzahlen im Blut eine Viskositatssteigerung, woraus Mikrozirkulationsstérungen,
Schadigung der Endothelien und Organversagen resultieren (Aul et al., Leuk Res
1997). Dies wird unter dem Begriff Hyperleukozytosesyndrom zusammengefasst und
tritt gehauft bei monoblastarer und myelomonozytarer Differenzierung auf (Creutzig et
al., Cancer 1987). Die klinischen Symptome kdénnen dabei von komatésen Zustanden
bis hin zu plétzlichen Todesfallen durch zerebrale Blutungen reichen (Porcu et al., Leuk
Lymphoma 2000). Bei stark erhthter Blastenzahl im peripheren Blut kann vor Beginn
einer Chemotherapie eine Leukapherese durchgefihrt werden, um die Blastenzahl im
Blut zu senken (Porcu et al., Ther Apher 2002).

2.2.5 Diagnostik

Erster diagnostischer Schritt zur Feststellung einer Leukamie ist ein Blutausstrich.
Neben Bestimmung der Leukozytenzahlen wird vor allem der Differenzierungsgrad der
einzelnen Zellen begutachtet. Ein Blast ist definiert als eine undifferenzierte Zelle von
unterschiedlicher GroRRe. Er besitzt einen runden, zentral gelegenen Zellkern, dessen
Chromatin nicht kondensiert ist, sondern fein und retikular erscheint. Das Kern-

Zytoplasma Verhaltnis ist deutlich zu Gunsten des Kerns verschoben. Bei einem
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Blastenanteil von Uber 20% gemald World Health Organisation (WHO), bzw. von Uber
30% nach der Kooperationsgruppe French-American-British (FAB) gilt die Diagnose als
gesichert. Zur weiteren Absicherung der Diagnose und zur Einordnung der
Leukdmieform kann ein Knochenmarksbioptat aus dem Becken entnommen werden.
Chromosomale Translokationen und Chromosomendeletionen sind fiur Leuk&mien
typisch und erlauben eine genaue Einteilung der Leuk&dmieform (Scandura et al., Curr
Oncol Rep 2005; Staudt, Annu Rev Med 2002). Sie fuhren zu Funktionsverlust oder
ungebremster Aktivitat eines fur die Differenzierung bzw. Zellteilung wichtigen

Genprodukts.

2.2.6 Therapie

Die vielfaltigen Erscheinungsbilder der Leukamie und die Tatsache, dass selbst die
einzelnen Leukadmieformen in sich sehr heterogene Krankheitsbilder darstellen,
gestaltet die Therapie dieser Erkrankungen schwierig.

Grundlage der Behandlung von Leuké&mien ist die Therapie mit Zytostatika. Diese
Substanzen hemmen das Zellwachstum bzw. die Zellteilung, indem sie in die
dazugehorigen Stoffwechselvorgange eingreifen. Klassische Chemotherapeutika sind
beispielsweise Busulfan, Cyclophosphamid, Fludarabin, Methotrexat oder Vincristin, die
unterschiedliche Wirkmechanismen besitzen und in der Regel in einer Kombination
mehrerer Praparate eingesetzt werden. Die erhthte Zellteilungsrate von Tumorzellen
macht diese zwar empfindlicher gegenuber Zytostatika als gesunde Zellen, jedoch
werden vor allem sich schnell teilende gesunde Zellen, wie Haarwurzelzellen und
Schleimhautepithelzellen des Gastrointestinaltrakts ebenso geschadigt. Dies fuhrt zu
negativen Begleiterscheinungen wie Haarausfall, Ubelkeit und Erbrechen.

Neben der klassischen Behandlung mit Chemotherapeutika werden kontinuierlich neue
Therapieansatze erforscht, von denen man sich neben einer effektiven
Krankheitsbekampfung die Verminderung der Nebenwirkungen erhofft. In den 90er
Jahren begann die Entwicklung therapeutisch einsetzbarer monoklonaler Antikorper
gegen Oberflachenantigene von Tumorzellen. Der Vorteil dieser monoklonalen
Antikorper ist ihre spezifische Wirkung gegen die Tumorzellen, wohin gegen gesunde
Zellen weitgehend unangetastet bleiben. Rituximab, ein monoklonaler Antikorper, der

an das CD20-Antigen bindet, wird inzwischen zur Standardtherapie von B-Zell-
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Lymphomen und CLL verwendet (Cerny et al., Anticancer Drugs 2002; Byrd et al., Proc
Am Soc Hematol, 2003). Nebenwirkungen beschrédnken sich dabei meist auf
grippeédhnliche Symptome wie Fieber, Kopfschmerzen und Schiittelfrost (Onrust et al.,
Drugs 1999). Ein weiteres Beispiel fur klinisch angewendete Antikérper in der
Leukadmietherapie ist Alemtuzumab (Campath®), ein monoklonaler Antikérper gegen
das Leukozyten-Antigen CD52 (Moreton et al., Semin Oncol 2003).

Wahrend bis vor 20 Jahren die Patienten vorwiegend palliativ behandelt wurden,
entwickelte sich die Transplantation hAmatopoetischer Stammzellen zu einer effektiven
Therapiemethode. Die Stammzelltransplantation zielt auf eine vollstandige Heilung der
Patienten, wie sie bei der Behandlung mit Chemotherapeutika oft nicht erreicht werden
kann (Zittoun et al., N Engl J Med 1995), allerdings sind auch die Nebenwirkungen,
sowie die therapiebedingte Mortalitat deutlich hoher als bei einer intensiven
Chemotherapie.

In den 50er Jahren wurden erste grundlegende Tierversuche zur Transplantation von
Knochenmark durchgefuhrt. Die Arbeitsgruppen um Jacobson und Lorenz konnten
dabei zeigen, dass Mause und Meerschweinchen vor dem Strahlentod nach
Ganzkorperexposition geschitzt werden koénnen, wenn ihnen Milzzellen oder
Knochenmark von syngenen Tieren verabreicht wurde (Lorenz et al., J Natl Cancer Inst
1951; Lorenz et al., Radiology 1952; Lorenz et al.,, Fortschr Geb Rontgenstr 1952;
Jacobson et al., J Lab Clin Med 1950). Bei diesen frihen Experimenten fiel auf, dass
Zellen genetisch identischer Tiere vor dem Strahlentod schitzten, wahrend Tiere,
denen Zellen mit genetisch differentem Material verabreicht wurden, nach
voribergehender Besserung des Strahlensyndroms schlie3lich trotzdem verstarben.
Erst Mitte der 50er Jahre konnte bewiesen werden, dass diese Beobachtungen auf
zellularen und nicht auf humoralen Effekten beruhten (Main et al., J Natl Cancer Inst
1955). 1957 wurde im Mausmodell erstmals die Behandlung von Leukamie durch die
Transplantation von Knochenmark beschrieben (Barnes et al., Br J Haematol, 1957).
Der Begriff ,radiation chimera® wurde eingefuhrt, der den Zustand nach
Ganzkorperbestrahlung und Gabe von Knochenmark eines Spendertieres beschreiben
soll. Im Empfangertier wird dabei die Hamatopoese dauerhaft durch diejenige des
Spendertieres ersetzt. Das Nebeneinander von Zellpopulationen verschiedener

Individuen innerhalb eines Organismus wird mit dem Begriff Chimé&rismus bezeichnet.
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2.3 Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Zellen fur eine Transplantation werden auf verschiedene Weise gewonnen. Als Quelle
dient in vielen Fallen Knochenmark, das dem Spender unter Vollnarkose aus dem
Becken entnommen wird. In neuerer Zeit besteht zudem die Madglichkeit, die
hamatopoetischen Stammzellen mittels verschiedener Wachstumsfaktoren aus dem
Knochenmark zu mobilisieren. Dabei werden die Zellen ins periphere Blut
ausgeschwemmt und koénnen dort mit geringem Aufwand mittels Leukapherese
gesammelt werden (Bensinger et al., Blood 1993). Diese Methode ist vor allem fir den
Spender mit einem im Vergleich zur Aspiration von Knochenmark minimalem Eingriff
verbunden. Der deutlichste Vorteil fur den Empfanger besteht bei der Verwendung von
mobilisierten Stammzellen in einem rascheren Anwachsen des Transplantats und
dadurch in einer schnelleren Erholung der Granulozyten- und Thrombozytenzahlen
(Couban et al., Blood 2002; Bensinger et al., N Engl J Med 2001). Aul3erdem ist auch
Nabelschnurblut eine Quelle zur Gewinnung von hamatopoetischen Stammzellen
(Gluckman et al., N Engl J Med 1997).

Der Einfachheit halber wird im Folgenden von ,Stammzelltransplantation“ gesprochen,
unabhangig davon, ob als Quelle der Stammzellen Knochenmark, Nabelschnurblut oder
mobilisierte periphere Blutstammzellen dienen.

Vor einer Stammzelltransplantation ist eine Vorbehandlung notig, die Konditionierung
genannt wird. Diese soll im Empfanger den nétigen Platz fiir das Transplantat schaffen.
AulRerdem werden durch die Konditionierung nicht nur die leukdmischen Zellen
abgetotet, sondern der Patient wird auch so stark immunsupprimiert, dass das
Transplantat nicht abgestof3en werden kann. Durch kombinierte Gabe von mehreren
Zytostatika sollen die leukdmischen Zellen aus dem Blut entfernt und der maligne
Zellklon bestenfalls endgultig eliminiert werden. Die Konditionierung kann zusatzlich
durch eine Ganzkorperbestrahlung des Patienten ergéanzt werden, die je nach
verabreichter Dosis allerdings nicht nur die leukédmischen Zellen zerstort, sondern auch
das gesunde Knochenmark sowie andere Organe des Korpers angreift. Ziel der
nachfolgenden Stammzelltransplantation ist es, das krankhafte leuk&mische
Knochenmark durch das Knochenmark eines gesunden Spenders vollstandig und
dauerhaft zu ersetzen, um wieder eine normale H&matopoese gewéhrleisten zu

kdnnen.
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Als Stammzellspender flr eine Transplantation dient entweder der Patient selbst
(autologe Stammzelltransplantation) oder eine zweite Person (allogene Stammzell-
transplantation).

Bei letzterer ist es notwendig, die Gewebemerkmale von Spender und Empfanger zu
typisieren, um dann einen passenden Spender auszuwahlen. Besonders
unproblematisch ist die Transplantation eineiiger Zwillinge, da ihre Gewebemerkmale zu
100% Ubereinstimmen. Unter Geschwisterpaaren besteht eine Wahrscheinlichkeit von
25%, dass sie dieselben Gewebemerkmale besitzen, da diese nach den Mendel schen
Regeln vererbt werden. Eltern und Kinder unterscheiden sich grundsatzlich in einem
Haplotyp, weshalb man in diesem Fall von einer haploidentischen Transplantation
spricht.

Kann im familiaren Umfeld des Patienten kein Stammzellspender gefunden werden,
greift man auf unverwandte Spender zuriick. Es muissen dazu moglichst viele
Gewebemerkmale getestet werden, um eine maximale Ubereinstimmung zwischen
Spender und Empfanger zu gewahrleisten. Limitierender Faktor hierbei ist die
Genauigkeit der Typisierung und der Umfang der typisierten Gewebemerkmale.

2.3.1 Phasen der allogenen Stammzelltransplantation

Die allogene Stammzelltransplantation kann viele verschiedene maligne Krankheiten
heilen (Thomas et al., N Eng J Med 1975; Armitage et al., N Eng J Med 1994). Sie
verlauft in vier Phasen, der Konditionierungphase, der eigentlichen Transplantation, der
Phase des Anwachsens des Transplantats (Engraftment) und der Immunrekonstitution.
Die Konditionierungsphase hat zwei Ziele: zum einen soll durch hochdosierte Chemo-
und eventuelle Radiotherapie die leukdmische Grundkrankheit eliminiert werden, zum
anderen soll der Empfangerorganismus durch die resultierende Immunsuppression auf
die Transplantation vorbereitet und eine Absto3ungsreaktion dadurch unmdglich
gemacht werden. Der Tag der Transplantation wird einheitlich mit Tag 0 bezeichnet.
Der eigentliche Vorgang ist eine intravendse Infusion der gewonnenen Stammzellen
durch einen groR3lumigen vendsen Katheter Uber einen Zeitraum von 1-2 Stunden. Bis
zum Anwachsen des Transplantats ist der Patient nicht immunkompetent und daher
stark anféllig fur Infektionen aller Art. Prophylaktisch werden die Patienten routineméanig

mit antiviralen und antimykotischen Medikamenten behandelt. AulRerdem werden die
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Patienten wahrend dieser Phase in Einzelzimmern mit hohen hygienischen Standards
wie Luftfiltern untergebracht.

In der Phase des Engraftments bilden die Spenderzellen neue Blutbestandteile. Von
Engraftment wird in der Regel gesprochen, sobald die Anzahl der neutrophilen
Granulozyten im Blut den Wert von 0,5 010%ml Blut (ibersteigt. Dies geschieht in der
Regel zwischen Tag 10 und Tag 20 nach der Stammzelltransplantation. Das
Engraftment von Thrombozyten und Erythrozyten dauert etwas langer.

Die Phase der Immunrekonstitution erstreckt sich tber mehrere Monate oder Jahre bis

hin zur vollen Erholung des Immunsystems (Lum et al., Blood 1987).

2.3.2 Entstehung einer Graft-versus-Host Disease (G vHD)

Die Ubertragung von Geweben bei genetisch nicht identischen Individuen geht
grundsatzlich einher mit einer Histoinkompatibilitat. Diese Differenzen von
Antigenstrukturen kdénnen immunologische Reaktionen auslésen, die in zwei
verschiedene Richtungen agieren. Ahnlich wie bei der Transplantation von soliden
Organen kann auch das Knochenmark vom Empfangerorganismus abgestof3en
werden. Bei der Knochenmarktransplantation  kdénnen  dartber  hinaus
immunkompetente Zellen des Transplantats die Antigenstrukturen des Empfangers als
fremd erkennen und dagegen reagieren. Dies ist die so genannte Transplantat-gegen-
Wirt-Reaktion, im Englischen als Graft-versus-Host (GvH) Reaktion bezeichnet.

Voraussetzung dafir ist die Diversitat von Histokompatibilitatsmerkmalen von
Knochenmarkspender und -empfanger. Die transplantierten T-Zellen erkennen dann die
Empfangerantigene und -zellen als fremd und beginnen mit einer gerichteten
Immunantwort, die mit massiven Schaden in den unterschiedlichen Empfangergeweben
einhergeht. 1966 wurden von Billingham die drei grundlegenden Voraussetzungen fur

das Entstehen einer GvHD festgelegt (Billingham, The Harvey Lectures 1966):

1. eine ausreichende Anzahl an immunkompetenten Zellen im Transplantat

2. das Vorhandensein wichtiger Transplantationsantigene im Empfanger, die dem
Spender fehlen

3. die Unfahigkeit des Empfangerorganismus, eine effektive Immunantwort gegen

das Transplantat im Sinne einer Abstof3ungsreaktion aufzubauen
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Die Kklinische Auspragung einer GvHD hangt wesentlich vom Grad der
Histoinkompatibilitat von Spender und Empfanger ab, sowie von Alter und Geschlecht
des Patienten, der Art der vorangegangenen Konditionierung und der zu Grunde
liegenden Krankheit. Auf Grund von Gewebeunvertraglichkeit, die aulerhalb des
Haupthistokompatibilititskomplexes (engl. Major Histocompatibility Complex = MHC)
lokalisiert ist, kann es auch bei Patienten, die ein Transplantat eines HLA-identischen
(engl. Human Leukocyte Antigen = HLA) Geschwisters erhalten, zur Auspragung einer
GvHD kommen. Verantwortlich dafir sind die so genannten  Minor-
Histokompatibilitatsantigene. Dies sind Peptide, die von intrazellularen Proteinen
abstammen. Sie werden sowohl von HLA-Molekilen der Klasse I, als auch der Klasse II
auf der Zelloberflache préasentiert und kénnen von T-Zellen eines HLA-identischen
Individuums als fremd erkannt werden (Simpson et al., Transpl Immunol 2002; den
Haan, Science 1998). Bis zu 30% der Patienten, die ein Transplantat eines HLA-
identischen verwandten Spenders erhalten, und die meisten Patienten, deren
Transplantate aus anderen  Quellen (Fremdspender, HLA-nichtidentische
Familienspender, Nabelschnurblut) stammen, entwickeln trotz immunsuppressiver
prophylaktischer Behandlung eine akute GvHD (Gajewsky et al., Curr Opin Oncol 1996;
Basara et al., Crit Rev Oncol Hematol 2001). Von akuter GvHD wird gesprochen, wenn
sie innerhalb der ersten 100 Tage nach der Transplantation auftritt, danach ist von
chronischer GvHD die Rede.

Die Pathogenese einer GvHD ist ein komplexes Zusammenspiel mehrerer pathogen
wirkender Faktoren. Durch die intensive Konditionierung vor einer Knochenmark-
transplantation treten Schaden in den verschiedensten Geweben auf, was die Sekretion
von Entziindungsmediatoren wie Interleukin-1, Interferon-y oder Tumor-Nekrosefaktor a
bedingt (Ferrara et al., Biol Blood Marrow Transplant 1999; Xun et al., Blood 1994).
Diese Zytokine fihren wiederum zu einer Hochregulierung der Expression von MHC-
Antigenen, Adhasionsmolekilen und kostimulatorischen Faktoren auf den
Empfangerzellen, was die Erkennung dieser durch Spenderlymphozyten verstarkt und
eine GvHD beginstigt (Hill et al., Cytokines Cell Mol Ther 1997). Zielorgane einer
GvHD sind vor allem Haut, Leber und Darm (Ferrara et al., N Engl J Med 1991). Die
Patienten leiden unter Hautausschlagen, generalisierten Erythemen, Durchfall und

Erbrechen sowie lkterus.
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T - Zelle dez Spenders

C—y Adierng
der T- Zelle
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Haupteffelktororgane:
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Abbildung 2.3.2: Vereinfachte schematische Darstellung der Entstehung einer GvHD und deren
Haupteffektororgane.

Der therapeutische Ansatz zur Kontrolle einer GvHD ist der Einsatz von
Immunsuppressiva wie Ciclosporin oder Kortikosteroiden. Der Nachteil einer Therapie
mit immunsupprimierenden Medikamenten ist allerdings das erhdhte Risiko eines
Krankheitsrezidivs, da die T-Zellen, die fir eine GvHD verantwortlich sind, auch den
GvL (engl. Graft versus Leukemia) Effekt bedingen und ein Anwachsen des
Transplantats unterstitzen (Adler et al., Bone Marrow Transplantation 1990). Werden
diese durch Immunsuppressiva in ihrer Funktion gehemmt, kdnnen sie auch den
gewunschten GvL-Effekt, also die Reaktion des Transplantats gegen die erkrankten
leukamischen Zellen, nicht mehr férdern. Der Zusammenhang zwischen GvL- und GvH-
Effekt konnte erstmals 1981 gezeigt werden. Patienten mit akuter oder chronischer
GvHD hatten geringere Rezidivraten als Patienten, bei denen diese transplantations-
assoziierte Erkrankung nicht auftrat (Weiden et al., New Engl J Med 1981).

Heutzutage wird bei der Stammzelltransplantation vor allem auf eine Prophylaxe der
GvHD geachtet.
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2.3.3 Prophylaktische Malinahmen gegen die GvHD

Experimente im Hundemodell zeigten schon sehr frih, dass eine effektive GvHD-
Prophylaxe durch die Gabe von Methotrexat (MTX) betrieben werden kann (Thomas et
al., N Engl J Med 1975). Heutzutage umfassen Standardprotokolle die Kombination
unterschiedlicher Medikamente wie MTX, Ciclosporin, FK 506 und Glucocorticoide, die
wéahrend der gesamten Phase nach der Transplantation bis Tag 100 verabreicht
werden, und dann bis Tag 180 langsam abgesetzt werden. Die effektivste GvHD-
Prophylaxe mit nur einem einzigen Medikament ist diejenige mit MTX, das sich auch in
Kombination mit Ciclosporin A bewahrt hat (Nash et al.,, Blood 2002; Kolb et al.,
Transplantation 2003).

2.3.3.1 T-Zelldepletion

Eine viel versprechende Methode zur Verhinderung einer GvHD ist die T-Zelldepletion
(Prentice et al, Lancet 1984; Slavin et al., Transplant Proc 1987; Martin et al.,
Transplant Proc 1985). Da immunkompetente T-Zellen des Transplantats als Ausloser
einer GvHD fungieren, werden diese vor der Transplantation aus dem Praparat entfernt.
Zwar wurden schon viele T-Zell-Untergruppen als Ausléser einer GvHD identifiziert
(Rodt et al., Eur J Immunol 1974; Rodt et al., Transplant Proc 1979; Pynton et al., Bone
Marrow Transplantation 1988), jedoch ist das Ziel der meisten klinisch angewendeten
Methoden eine komplette T-Zelldepletion (Atkinson et al., Bone Marrow Transplantation
1987). Angewendet werden dabei Methoden wie Dichtezentrifugation (Wagner et al.,
Blood 1988), die Vorbehandlung mit zytotoxischen Medikamenten (Vallera et al.,
Science 1983; Kersey et al., Bone Marrow Transplantation 1985) oder die Rosettierung
der T-Zellen mit nachfolgender Lektin-mediierter Agglutination (Reisner at al., Blood
1983).

Eine entscheidende Rolle bei der spezifischen T-Zelldepletion spielen heutzutage
polyklonale oder monoklonale Antikdrper. Eine Vielzahl an Methoden wird eingesetzt,
um die durch Antikbrper markierten Zielzellen zu depletieren. Unterschieden werden
dabei in vitro- und in vivo-Methoden. T-Zellen werden beispielsweise in vitro durch
paramagnetische Partikel mit Hilfe eines Magneten vor der Transplantation aus dem

Transplantat entfernt. In vivo kommt unter anderem Anti-Thymozyten-Globulin (ATG),
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ein aus immunisierten Kaninchen oder Pferden gewonnener polyklonaler T-Zell-
Antikorper, als Teil der Konditionierung zum Einsatz.

Neben Antikérpern gegen CD2, CD3, CD4 und CD8 (im Uberblick dargestellt in Gee et
al., J Immunogenet 1989) gewann ab dem Ende der 80er Jahre vor allem der CD6-
Antikérper an Bedeutung bei der T-Zelldepletion. Zunéchst in Kombination mit einem
CD8-Antikorper eingesetzt, zeigten sich dabei viel versprechende Ergebnisse und das
Auftreten einer GvHD konnte deutlich reduziert werden (Gilmore et al., Br J Hematol
1986; Janossy et al., Clin Exp Immunol 1986). Spater wurde der CD6-Antikodrper alleine
zur T-Zelldepletion eingesetzt (Roy et al., Blood 1990; Soiffer et al., Blood 1990; Soiffer
at al., Bone Marrow Transplant 1993). Untersuchungen am Hundemodell haben dabei
vor allem die haploidentische Transplantation entscheidend vorangebracht (Schumm et
al., Tissue Antigens 1994; Kolb et al., Transplantation 2003). CDG6-depletiertes
Knochenmark konnte in in vitro-Experimenten die Entstehung zytotoxischer T-Zellen
unterdriicken (Gunther et al., Tissue Antigens 1994). Diesem Mechanismus wird das
effektive Verhindern einer GvHD zugesprochen.

Da T-Zellen neben der GvHD auch fir den GvL-Effekt und die Kontrolle einer
Immunantwort verantwortlich sind, liegt der grof3te Nachteil einer T-Zelldepletion in der
erhohten Gefahr einer AbstoRung, dem Rickfall in die leukamische Krankheit, der
erhohten Infektionsanfalligkeit und in der Gefahr des Auftretens sekundarer Krankheiten
(Goldman et al.,, Ann Intern Med 1988; Martin et al., Bone Marrow Transplant 1988;
Drobyski et al., Blood 1994).

2.3.3.2 Die Rolle des Komplementsystems fur die T-Z  elldepletion

Um die Einsetzbarkeit von Komplement fir die T-Zelldepletion zu verstehen, soll
zunachst ein allgemeiner Uberblick gegeben werden.

Das Komplementsystem ist ein wichtiger Teil des angeborenen Immunsystems, dessen
Hauptaufgaben die Erkennung und Elimination von Krankheitserregern durch direkte
Zerstorung (Moffitt et al., Springer Semin Immunopathol 1994) oder durch Phagozytose
(Browe et al., Curr Opin Immunol 1991) sind. Es besteht aus vielen verschiedenen
Plasmaproteinen, die miteinander reagieren und dabei die Opsonisierung von
Krankheitserregern verstarken, so dass diese von Antikoérpern lysiert werden kénnen.
Die Enzyme des Komplementsystems, bei denen es sich vorwiegend um Proteasen

handelt, liegen im Serum in Form von inaktiven Vorstufen vor. Erst an den
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Infektionsherden werden sie lokal aktiviert und |6sen eine Reihe von
Entzindungsereignissen aus, die den Kampf gegen eine Infektion unterstitzen und
deren Ausbreitung verlangsamen (Cooper NR, Clin Lab Med 1986). Die Schutzfunktion
von Komplement vor einer Infektion basiert dabei auf drei verschiedenen Mechanismen:
GroRe Mengen an aktivierten Komplementproteinen binden zum einen kovalent an
Krankheitserreger und beschleunigen dadurch die Aufnahme der Pathogene durch
Phagozyten. Diese werden auf3erdem chemotaktisch durch die abgespaltenen kleinen
Fragmente einiger Komplementkomponenten angezogen, welche die Phagozyten
zusatzlich noch aktivieren. Die Hauptwirkung des Komplementsystems basiert jedoch
auf der Entstehung des Membranangriffskomplexes, der am Ende der
Komplementkaskade steht und Poren in der Zellmembran der verschiedenen
Krankheitserreger erzeugt.

Drei verschiedene Reaktionswege fihren zur Aktivierung des Komplementsystems:

Klazsizcher Weg |

Antinen — Antikirper
- Komplex

Lektin hindet an die
Cherflache des

Pathogen-
oberflachen

Fathogens

Nl

| kKomplementaktivierung |

.

7
N

o — Anlocken Zarstn
pEonisierung von T AR AT e R erstirung von
FPathooenen Zellen Fathooenen
Abbildung 2.3.3.2: Die drei verschiedenen Wege der Aktivierung der Komplementkaskade . Aus

Janeway, Immunologie, 2002

Bei allen drei Aktivierungswegen der Komplementkaskade findet eine Reihe von
Spaltungsreaktionen statt, an deren Ende der Membranangriffiskomplex (engl.
Membrane Attack Complex = MAC) steht, der Zellmembranen lysieren kann (Muller-
Eberhard, Annu Rev Immunol 1986; Boyle, Mol Cell Biochem 1984).

Die Wirkung des Membranangriffskomplexes kann eingesetzt werden, um in einem
Transplantat spezifisch T-Zellen zu entfernen und damit einer Graft-versus-Host-

Krankheit vorzubeugen. Monoklonale Antikorper werden dabei eingesetzt, um die
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unerwinschten T-Zellen zu markieren. Nach Zugabe von Komplement wird die
Komplementkaskade uber den klassischen Weg, also die Erkennung eines Antigen-
Antikorper-Komplexes aktiviert und bildet am Ende der ablaufenden Enzymkaskade den
MAC. Dieser zerstort dann alle Zellen, auf denen der Antikdrper gebunden war, wohin
gegen die hamatopoetischen Stammzellen unberihrt bleiben (Schuening et al.,
Transplantation 1987; Szer et al., Blood 1985). In Kombination mit einem humanen
CD6-Antikorper konnten bereits gute klinische Erfolge erzielt werden (Soiffer at al., J
Clin Oncol 1992 und 2001).

2.4  Der MHC-Komplex

Die Identifikation von Haupthistokompatibilititsmerkmalen und wachsende Kenntnisse
Uber deren Struktur schufen die Grundlage fur die Auswahl von gewebevertraglichen
Spendern zur Knochenmarktransplantation (Bach FH et al., New Eng J Med 1976;
Bach, Annu Rev Genet 1976).

Der humane Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. Major Histocompatibility Complex
= MHC) ist auf dem kurzen Arm des Chromosomes 6 lokalisiert (Hansen et al, Hematol
Oncol Clin North Am 1990). Er umfasst den Genkomplex des humanen
Leukozytenantigens (engl. Human Leukocyte Antigen = HLA), welcher aus einer Reihe
eng gekoppelter Genorte besteht. Molekile des HLA-Komplexes werden kodominant
exprimiert, d.h. sowohl die vaterlichen als auch die mautterlichen Allele werden
exprimiert. Das HLA-System zeichnet sich durch einen starken Polymorphismus aus.
Es kodiert fur genetische Merkmale, die in vielen verschiedenen phanotypischen
Auspragungen vorkommen und nach den Mendel schen Gesetzen vererbt werden, was
eine moglichst umfassende Antigen-Préasentation gewdhrleistet. Es lassen sich zwei
Klassen von HLA-Antigenen abgrenzen. Die zu den Klasse I-Antigenen gehdrenden
HLA-Determinanten -A, -B und -C sind Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von
44.000 Da. Sie sind auf allen kernhaltigen Zellen vorhanden. Die Antigene der Klasse Il
sind in der HLA-D-Region zusammengefasst und werden in die Subregionen HLA-DR,
HLA-DQ und HLA-DP unterteilt. Sie sind Zellen eigen, die zur Auslésung einer
Immunantwort beitragen. Molekile der Klasse Ill sind strukturell nicht verwandt mit
denen der Klassen | und Il. Sie spielen bei der Antigenprasentation keine Rolle,

sondern wirken bei der Komplementaktivierung.
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Die Aufklarung der genauen Struktur von MHC | und Il erfolgte durch
Radiokristallographie (Brown et al., Nature 1993). MHC I|-Molekille sind Heterodimere
und bestehen aus einer groRen a-Kette, die als Transmembrandoméne in die
Unterdomanen aj, a,, und oz aufgeteilt werden kann. Sie assoziiert nichtkovalent mit
dem [.-Mikroglobulin, dessen Struktur auRerhalb des Chromosoms 6 codiert ist. Die
MHC lI-Molekile besitzen zwei Transmembranglykoproteinketten (a und ), die jeweils

wieder zwei Unterdomanen beinhalten.

Genstruktur des humanen MHC-Komplexes

HLA
F 1
DP OW [ Do D OR
e T B e
TAPEF B o oo o0 B LMARTAR P P PP oo B C A
L T IL : JL : ]
Klazze Klazze Klazse |
Fem?bai';tde"'d” Raptidbindandar
R Spalt
e i, i iy
iy fia-macroglotan
i i
L
" ™ ™
o i b =y
b MHC 1 - MHC Il
Abbildung 2. 4: Die Struktur der humanen MHC-Komplexe der Klasse | und Il Nach Janeway,

Immunologie, 2002.

Die Typisierung dieser Antigene erlaubt die Auswahl eines geeigneten Spenders zur
Knochenmarktransplantation. Im Rahmen von internationalen Kooperationen wurden in
mehreren ,International Histocompatibility Workshops" die Antigen-Typisierung
standardisiert und die Alloantigene genau definiert (Schreuder et al., Tissue Antigens
2005).
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2.4.1 Der canine MHC-Komplex

Anfang der 70er Jahre wurden erste Experimente durchgefuhrt, die eindeutig die
Existenz eines caninen MHC-Komplexes zeigten (Templeton et al., Transplantation
1971).

Der Komplex des Hundeleukozytenantigens (engl. Dog Leukocyte Antigen = DLA) liegt
auf dem caninen Chromosom 12, was mit Hilfe der ,Fluoreszenz in situ
Hybridisierungsmethode* FISH im Jahre 1996 herausgefunden wurde (Dutra et al.,
Cytogenet Cell Genet 1996). Sowohl der Aufbau von MHC 1| als auch der von MHC 1l
ahneln dem der humanen MHC-Molekile. Im Gegensatz zu Maus und Mensch sind
Molektle der Klasse Il beim Hund auf fast allen Lymphozyten prasent (Doxiadis et al.,

Exp Clin Immunogenet 1989).

Genlocus Gentyp Klasse Anzahktl)é:(gnnter
DLA-DRA1 Komplett ] 1
DLA-DRB1 Komplett ] 43
DLA-DRB2 Pseudo I -
DLA-DQA1 Komplett ] 11
DLA-DQB1 Komplett Il 31
DLA-DQB2 Pseudo 1] -
DLA-88 Komplett [7a 48
DLA-79 Komplett Ib 11
DLA-12 Komplett [?7aorb 3
DLA-64 Komplett [?7aorb
DLA-53 Pseudo I -
DLA-12a Pseudo I -

Abbildung 2.4.1:  Ubersicht tiber die bekannten Genloci des caninen MHC-Komplexes und deren
Zugehorigkeit . Aus Ruvinsky & Sampson, The Genetics of the Dog, 2001.

2.4.2 DLA-Typisierung

Mit Hilfe verschiedener Methoden kann der DLA-Typ eines Hundes charakterisiert
werden, d. h. es wird bestimmt, welche Allele eines bestimmten Genlocus préasent sind.
Wie auch im humanen System wurden wéahrend der 70er und 80er Jahre drei
internationale Workshops abgehalten, welche die DLA-Antigene genauer definierten

(Vriesendorp et al., Tissue Antigens 1973; Deeg et al., Transplantation 1986; Bull et al.,
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Transplantation 1987). Darin wurde der DLA-Komplex unterteilt in drei serologisch
definierte Loci, DLA-A, -B und -C. Ein vierter Locus, DLA-D wurde durch die MLC (engl.
Mixed Lymphocyte Culture = gemischte Lymphozytenkultur) definiert (Deeg et al.,
Transplantation 1986). Die DLA-A Loci sind auf der Oberflache von Leukozyten des
peripheren Blutes exprimiert und gehdren zu den Klasse I-Molekilen, denen ebenfalls
die DLA-C Genprodukte angehdren, die jedoch nur schwach exprimiert werden (Van
der Feltz and Ploegh, Immunogenetics 1984; Neefjes et al., Immunogenetics 1986). Die
DLA-B Allele werden seit 1986 wieder den Klasse II-Antigenen zugeordnet (Doxiadis et
al., Exp Clin Immunogenet 1989).

Die DLA-Typisierung wurde anfanglich vor allem durch zellulare und serologische
Methoden durchgefuhrt (Albert et al., Tissue Antigens 1973; Deeg et al.,
Transplantation 1986; Bull et al., Transplantation 1987). Eine gangige Methode dabei ist
die gemischte Lymphozytenkultur, in der Lymphozyten von zwei verschiedenen
Individuen flr ein paar Tage zusammen kultiviert werden. Durch Bestrahlung einer der
beiden Lymphozytenpopulationen kann sichergestellt werden, dass diese nicht mehr
proliferiert, man erhalt also eine Reaktion in nur eine Richtung. Die quantitative
Messung der Zellproliferation erlaubt einen Rickschluss auf den Grad der genetischen
Diversitat der beiden Individuen. Verantwortlich fir die Reaktion in einer gemischten
Lymphozytenkultur sind die Allele des DLA-D Locus.

Spater wurde die DLA-Typisierung durch die Analyse von Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismen (RFLP) erganzt (Williamson et al., Transplant Proc 1989;
Burnett et al., Transplantation 1994). Diese molekularbiologische Genotypisierung
mittels kreuzreagierender humaner Sonden zeigte eine groRe Ahnlichkeit der caninen
MHC Klasse llI-Antigene mit denen des Menschen (Sarmiento et al., Tissue Antigens
1988; Sarmiento et al., Immunogenetics 1988; Sarmiento et al., Tissue Antigens 1989;
Sarmiento et al, Immunogenetics 1990 und 1992).

Heute werden auRerdem Methoden wie single stranded conformational polymorphism
(SSCP) (Wagner et al., Tissue Antigens 1998), sequence-specific oligonucleotide
probes (SSOP) (Poulton et al., Eur J Immunogenet 1998) und die Reverse
Transkriptase-PCR (RT-PCR) (Happ et al., Vet Immunol Immunopathol 1999)
angewendet.
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2.4.3 Bedeutung des Hundemodells fiir die Stammzellt  ransplantation

Die hohe Ahnlichkeit im Aufbau des caninen MHC-Komplexes zum menschlichen MHC-
Komplex macht den Hund zu einem unverzichtbaren Modell fir die
Knochenmarktransplantation. Neben dem Menschen hat nur diese Saugetierspezies
sowohl eine grofRe genetische Diversitat als auch einen stark vermischten Genpool
(Morell, Science 1997). Der Hund war die erste nicht ingezlchtete Spezies, in der
gezeigt wurde, welche Relevanz die Bestimmung der Histokompatibilitat in vitro fur den
Ausgang der Knochenmarktransplantation hat (Epstein RB et al., Transplantation 1968).
Seither konnten am Hundemodell fir den Fortschritt der hamatopoetischen
Stammzelltransplantation entscheidende Ergebnisse erzielt und in die Klinik Gbertragen
werden. Dabei wurden unter anderem wegweisende Erkenntnisse auf dem Gebiet der
autologen Transplantationen erzielt (Weiden et al., Exp Hemat 1975; Vriesendorp et al.,
Tissue Antigens 1982; Appelbaum et al., Transplantation 1985). Die
Ganzkorperbestrahlung als Mittel zur Immunsuppression und zur Verhinderung der
Transplantatabstof3ung wurde ebenfalls am Hundemodell erforscht (Thomas et al., Rad
Res, 1970; Ldsslein et al., Transplant Proc 1987; Kolb et al., Radiother Oncol 1990;
Storb et al.,, Blood 1994). AuBerdem konnte die Wirkung und der Einsatz von
immunsuppressiven Medikamenten am Hund ausgetestet und optimiert werden (Deeg
et al., Transplantation 1984; Storb et al., Transplantation 1969; Storb et al., Blood 1982;
Storb et al., Bone Marrow Transplant 1986). Das Wissen Uber die Ahnlichkeit des
caninen MHC-Komplexes mit dem des Menschen und die wachsende Verfligbarkeit von
gut typisierten Hundezuchten erlaubte Studien auf dem Gebiet der
Transplantatsabstof3ung (Storb et al., Transplantation 1968 und 1986) und der Graft-
versus-Host Disease (Storb et al., Immunological Reviews 1985; Thomas et al., Blood
1962; Storb et al., Transplantation 1970). Mit Hilfe des polyklonalen T-Zell-Antikorpers
ATG oder verschiedener monoklonaler Antikérper konnte eine effektive T-Zelldepletion
zur Verhinderung einer GvHD betrieben werden (Kolb et al., Transplantation 1979;
Schumm et al., Tissue Antigens 1994; Diaconescu et al., Biol of Blood and Marrow
Transpl 2005). Im Hundemodell wurde auferdem die adoptive Immuntherapie
entwickelt (Kolb et al., Haematol Blood Transfus 1980; Kolb et al., Bone Marrow
Transplant 1993, Kolb et al., Transplantation 1997), die durch gezielte Gabe von
Spenderlymphozyten nach der Transplantation in Leukamiepatienten eine lang

anhaltende Remission erzeugen kann (Kolb HJ, Vox Sang 1998).
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Versuchstiere

Hund, Beagle

3.1.2 Materialien fir die Laborarbeit

3.1.2.1 Chemikalien
3H-Thymidin

Aqua ad injectabilia
Aqua dest
Brilliantkresylblaulésung

Carboxyfluoreszein Diazetat Succinimidyl
Ester (CFDA SE; CFSE)

Colzemid
DMSO

Eisessig
Essigsaure 3%
Essigsaure 96%

Ficoll-Hypaque spezifische Dichte = 1,078 g/ml
(Biocoll)

Giemsa-Farbstoff, modifiziert
Heparin
Immersionsol
Kaliumchloridlésung 0,74 mol/l
Kaninchenkomplement
May-Grinwald-Farbstoff
Meerschweinchenkomplement
Methanol
Natrium Azid
Propidiumjodid 10 mg
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GSF Neuherberg

Amersham, Life Science
Delta Select

Millipore

Merck

Invitrogen

Gibco

Serva

Merck

Apotheke Klinikum Gro3hadern
Merck

Biochrom

Sigma

Essex Pharma

Zeiss

Apotheke LMU Innenstadt
Cedarlane

Sigma

Sigma

Merck

Merck

Sigma
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Puffertablette pH 7,2 nach Weise
Szintillationscocktail M40
To-Pro-3iodide
Tri-Natriumcitrat-2-hydrat

Trypan Blue Solution 0,4%
Turks Losung

3.1.2.2

BSA (Bovines Serumalbumin) pH 7,0

DMEM + 1000mg/l Glucose + GlutaMAX®

+ Pyruvat

Earle’s Medium 199 + L-Glutamine +
1,25 g/l Natriumbikarbonat

FCS (Fotales Kalberserum)
Hundeserumpool
L-Glutamin

Natriumchlorid-Lésung 0,81% in
Phosphatpuffer 0,0067 mol/l

Natrium-Pyruvat 7,5%

MethoCult GF 4434 Methylcelluloseagar
Natriumbicarbonat 7,5%

Panexin

PBS (Phosphate-buffered saline)
Penicillin-Streptomycin (1000 1U/ml)
PHA (Phytohamagglutinin)

RPMI 1640 ohne L-Glutamin
Trypsin-EDTA

Waymouth Medium + L-Glutamine

Zellkulturmedien und Reagenzien
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Merck

Perkin Elmer/Packard
Invitrogen

Merck

Sigma

Merck

Sigma
Gibco

Gibco

Invitrogen
eigene Herstellung
Invitrogen

Apotheke Innenstadt Universitat
Munchen

Gibco

Cell Systems
Gibco

PAN Biotech
Cell Concepts
Invitrogen
Sigma

Cell Concepts
Biochrom KG
Gibco
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3.1.2.3 Losungen

BSA-Stockldsung 10 gin 100 ml PBS
Einfriermedium fir Knochenmark RPMI + 20% DMSO
Einfriermedium fur Zellen FCS + 10% DMSO
FACS-Puffer PBS + 2% FCS + 0,1 % Natriumazid
Fixationslosung fur Blut 25% Essigsaure 96%

75% Ethanol
Fixationslésung fur KM 25% Eisessig

75% Methanol
Gepuffertes Aqua ad inj. 1 Puffertablette nach Weise in 1 | Aqua ad inj
Giemsa-Farbelosung 10 ml Giemsa + 190 ml gepuffertes Aqua ad in;.
Kalibrationslosung fur CFSE-
Messung im Durchflusszytometer 50 pl Calibrate APC-Beads

750 pl To-Pro-3iodide

700 ul PBS
MACS-Puffer PBS + 5% BSA-Stocklésung
Medium zur KM-Entnahme 2 ml Heparin + 98 ml Earle’s Medium 199
MLC-Medium RPMI

+ 5% HSP

+ 2,6% Natriumpyruvat
+ 1% Penicillin-Streptomycin
+ 1% L-Glutamin

mSC-Medium DMEM (+ 1000mg/l Glucose + GlutaMAX®
+ Pyruvat)
+10% FCS
+ 1% Penicillin-Streptomycin
Natriumcitratldsung 0,95% 9,5 g in 100 ml Aqua dest
Propidiumjodid-Arbeitslésung 500 pl Propidiumjodid-Stocklésung +
(0,05 pg/ul) 9,5 ml PBS
Propidiumjodid-Stockldsung 10 mg Propidiumjodid + 10 ml PBS
(1 pg/ul)
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3.1.2.4  Antikorper
3.1.24.1 Monoklonale Antikorper
Spezifitat verwendete
Y Klon Isotyp Markierung Bezugsquelle
CD3 CAl7.2A12 MsigG1l FITC/RPE Serotec
CD4 YKIX302.9 RatlgG2a FITC/RPE Serotec
) Prof. Dr. Rieber,
CD6 MT-606 MslgG2b Unmarkiert ) .
Universitat Dresden
CD8 YCATES5.9 RatlgG1 FITC/RPE Serotec
CD34 1H6 MslgG1l RPE BD Pharmingen
B-Zellen - MslgG1l RPE Dako Cytomation
Isotypkontrolle Markierung Bezugsquelle
MslgG1 FITC/PE Dako Cytomation
MslgG2b Unmarkiert Dako Cytomation
RatlgG1 FITC/RPE Serotec
RatlgG2a FITC/RPE Serotec
Sekundare » )
_ Spezifitat Markierung Bezugsquelle
Antikorper
_ IgG, F(ab"), Jackson
Goat-anti-Mouse FITC/RPE
Fragment ImmunoResearch
_ _ Jackson
Goat-anti-Rabbit IgG (H+L) FITC, Cy5
ImmunoResearch
3.1.2.4.2 Polyklonale Antikorper
Fresenius

ATG (Anti-Thymozyten-Globulin)
KHTG (Kaninchen-anti-Hund-Thymozyten-

Globulin)
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3.1.2.5 Magnetische Beads zur Zellseparation
Dynabeads M-450 Sheep Anti Mouse IgG
Goat Anti Mouse IgG Micro Beads

3.1.2.6

Calibrate APC-Beads

3.1.2.7 Verbrauchsmaterialien

96 Loch-Rundbodenplatten

96 Loch-Unifilterplatten

Combifix Adapter

Combitips plus 0,5ml, 2,5ml, 5ml
Einweg-Pipetten: 2ml, 5ml, 10ml und 25ml
FACS-ROhrchen

Falconréhrchen: 15ml und 50ml

Filter Unit 0,22 um

Kryoréhrchen

MACS-Saulen (LD)

Pasteurpipetten

Perfusionsspritze 50 ml

Pipettenspitzen: 2-10ul, 10-200ul und 100-1000yul
Reaktionsgefal3e: 0,5ml, 1,5ml und 2ml
Spritzen 1ml, 2ml, 5ml, 10ml, 20mI

T25 und T175 Zellkulturflaschen

Thrombo Plus Réhrchen

Zellkulturplatten, 6 Loch

Zellsieb (PorengrofRe 40 um)
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Dynal
Miltenyi Biotec

Beads zur Kalibration des Durchflusszytomet  ers

Becton Dickinson

Peske OHG
Packard

Braun

Eppendorf
Peske OHG
Peske OHG
Becton Dickinson
Millipore

Nunc

Miltenyi
Hirschmann
Becton Dickinson
Peske OHG
Eppendorf
Becton Dickinson
Peske OHG
Sarstedt

Peske OHG
Becton Dickinson
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3.1.3 Materialien fur die Arbeit am Hund

3.1.3.1 Anaéasthetika

Name

wirksame Bestandteile

Bezugsquelle

Diazepam-ratiopharm

Diazepam Injektionslésung
10mg/2ml

Ratiopharm

Isofluran IsoFlo — Isofluran 250 ml Abbott Animal Health
Midazolam-ratiopharm | Midazolamhydrochlorid 15 Ratiopharm
mg/3 ml
Narcoren Pentobarbital-Natrium Merial
Propofol Recofol 20mg/mi Leiras Oy
3.1.3.2 Analgetika
Name wirksame Bestandteile Bezugsquelle
Novaminsulfon- Metamizol-Natrium 1 H,O Ratiopharm
ratiopharm 2,5 500mg/ml
Rimadyl Carprofen 20 mg Pfizer
Temgesic Buprenorphinhydrochlorid Essex Pharma
3.1.3.3 Antibiotika
Name wirksame Bestandteile Bezugsquelle
Amphotericin B Ampho-Moronal, 100mg Dermapharm AG,
Amphotericin B pro Tablette Grunwald
Cefotaxim Cefotaxim-Natrium 1 g Hikma
Colistinsulfat Diarént mono, 95mg MIP Pharma GmbH, St.
Colistinsulfat pro Tablette Ingbert
Combactam Sulbactam-Natrium 1,0 g Pfizer
Leukase N Puder Framycetinsulfat Dermapharm AG
Meronem Meropenem 1000mg Astrazeneca
Neomycinsulfat- Neomycinsulfat 250 mg Apotheke Universitat
Kapseln GroRhadern-Minchen
Piperacillin Piperacillin-Natrium 4 g Fresenius
Synulox Amoxicillin-Trihydrat 495,1 mg Pfizer

Kaliumclavulanat 118,85 mg
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Tardomycel

Tardomycel comp lll.,
Benzylpenicillin-benzathin,
Benzylpenicillin-Procain,
Dihydrostreptomycinsulfat,
Methyl-4-hydroxybenzoat,
Propyl-4-hydroxybenzoat

Bayer

Tazobac

Tazobac 4,5g Trockensubstanz,
Piperacillin + Tazobactam-
Natrium

Wyeth Pharma GmbH

Vancomycin

Vancomycinhydrochlorid
1000mg

Abbott

3.1.3.4 Weitere Medikamente

Name wirksame Bestandteile Bezugsquelle
Aqua ad iniectabilia | 100 ml Delta Select
Bepanthen Augen- Dexpanthenol Bayer

und Nasensalbe

Exhirud-Salbe

Sanofi Synthelabo

Fenistil Dimetidinmaleat Novartis Consumer Health
Injektionslésung
Lidocainhydrochlorid | Xylocain 10% 5x50ml Astra Zeneca
Otomax Genatmicin 3 mg/ml Provet AG
Ohrentropfen Betamethason 0,88 mg/ml
Clotrimazol 8,8 mg/ml
Paspertin Metoclopramid 10mg/2ml Solvay Arzneimittel
Refobacin Gentamicinsulfat Merck
Augensalbe
Solu-Decortin Prednison-21-hydrogensuccinat, | Merck

Natriumsalz, 50 mg/ml

Xylocain Gel 2%

Lidocainhydrochlorid

Astra Zeneca GmbH

3.1.3.5 Antikoagulanzien

Name wirksame Bestandteile Bezugsquelle
ACD ACD-A-L6sung 600 ml Fresenius Homo Care
Heparin Heparin-Natrium 25.000 I.E./5 ml | Braun
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3.1.3.6

Verbrauchsmaterialien

Material

genaue Bezeichnung

Bezugsquelle

BelUftungskanile

Dialex Biomedica

Braunile Vasofix Braunile Braun
Butterfly Dispomed HIH OHG Ecoflo
Dreiwegehahn Discofix C-3 Braun
Handschuhe Sempermed supreme surgical | Semperit Technische

gloves Grolie 7

Produkte GmbH & Co.
KG

Infusionsschlauch

BD R87V

BD Infusion Therapy
GmbH

Intubierbesteck

Heine

Kanilen BD Microlance Becton Dickinson
Klebeband Leukoplast hostpital BSN medical GmbH
Monovette Serum 4,5 ml Sarstedt
Mundschutz MdlInlycke Health Care
Nadel zur Biopsienadel Gallini Medical Devices
Knochenmarkentnahme
OP-Tucher Secodrape Abdecktuch Hartmann

75 x 90 cm

Perfusionsspritze

BD Perfusion 50 ml

BD Drogheda

Perfusionsspritze 20 ml

Braun

Spritze 1 ml BD Plastipak Becton Dickinson

Spritzen BD Discardit Il 2 ml, 5 ml, Becton Dickinson
10 ml, 20 ml

Sterile Skalpellklingen Braun

Tischabdeckung Foliodrape Sengewald

Transfusionsbesteck REF EMC2240 Baxter, S. A.

Transfusionsbeutel REF R4R2001 150 mi/500 ml Baxter Healthcare
Transfer Pack Corporation

Tubus CE 0124 XF 8,5 oral Rusch Germany

Tupfer Gazin Mullkompressen Lohmann Rauscher
7,5X7,5Cm

Tupfer Pur-Zellin Hartmann

Verschlusskappe Combi Stopper Braun

Zahlréhrchen EDTA KE/1.3 Sarstedt

Zentraler Cavafix Certo Splittocan Braun

Venenkatheter

3.1.3.7 Desinfektionsmittel

Kodan Tinktur Forte farblos
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3.1.4 Gerate

Absaugpumpe

B-Counter, TopCount, 6 detector
Bestrahlungsanlage (Gammacell 40)
Cell Harvester

Einfrierbox Qualifreeze
Einmalhandschuhe

Eismaschine

FACS Calibur und CellQuest Software
Gefrierschrank (-20C)
Gefrierschrank (-80C)
Inkubationsschrank

Kihlschranke

MidiMacs-Magnet

Mikroskop

Narkosegerat

Pipetten 2-10 pul, 10-100 pl, 100-1000 pl

Pipettierhilfe (Accu-jet)
Pulsoxymeter
Schermaschine
Separationsmagnet
Separator Vario MACS
Sterilbank (Hera safe)

Stickstofftank fir die Langzeitlagerung (-196<C)

Variopette (Stepper)
Vortexer
Wasserbad

Zentrifuge

Neuberger Laboport

Perkin ElImer LAS GmbH

Atomic Energy of Canada

Packard

Nalgene
SemperCare
Ziegra

Becton Dickinson
Liebherr

Labotect

Heraeus Instruments
Liebherr

Miltenyi

Zeiss

Matrx

Eppendorf

Brand

BCI International
Aesculap

Dynal

Miltenyi Biotec
Heraeus Instruments
Me sser-Griessheim
Eppendorf

Bender und Hobein
Kottermann

Heraeus Instruments
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkulturmethoden

3.2.1.1 Isolierung mononuklearer Zellen aus Blutun  d Knochenmark

Die peripheren mononuklearen Zellen (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells =
PBMCs) wurden mittels Dichtezentrifugation isoliert. In ein 50ml-Falconréhrchen
wurden 15 ml Ficoll (Dichte 1,077 g/ml) vorgelegt. Das den Hunden an der Vena
jugularis entnommene heparinisierte Vollblut wurde mit PBS im Verhaltnis 1.1 gemischt,
Knochenmark im Verhdltnis 1:2. 35 ml dieser Zellmischung wurden mit einer Pipette
langsam auf die Ficollphase geschichtet. Zur Ausbildung eines Dichtegradienten wurde
das Roéhrchen bei 20C, 2.700 Umdrehungen pro Minute (rpm) und einem Auslauf ohne
Bremse 20 min lang zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befinden sich alle
Erythrozyten und der Uberwiegende Teil der Granulozyten im Bodensatz. In der
Interphaseschicht befinden sich alle Zellen geringerer Dichte. Hier wurde ein weil3er
Ring sichtbar, der sich aus B-Zellen, T-Zellen, Monozyten und Makrophagen
zusammensetzt. Diese Schicht wurde grof3ziigig abpipettiert und in ein neues steriles
50ml-Falconréhrchen Gberfuhrt. Die Zellen wurden anschlieend zweimal mit PBS
gewaschen, das Zellpellet in RPMI mit 10% FCS aufgenommen und die Zellzahl

bestimmt.

3.2.1.2 Zellzahlbestimmung

Um die Anzahl der Zellen und deren Vitalitat zu bestimmen, wurden 10 ul
Zellsuspension mit Turks Losung oder Trypanblau verdinnt. Bei letzterer Methode
nehmen lediglich die toten Zellen, deren Zellwand nicht mehr intakt ist, den Farbstoff
auf und farben sich dunkelblau, so dass sie eindeutig von den lebenden Zellen zu
unterscheiden sind. Diese Methode wurde bei aufgetautem Zellmaterial angewendet, da
hier ein héherer Prozentsatz an toten Zellen zu erwarten war. Frisches Material wurde
dahin gegen mit Turks Lésung gefarbt. Zellen und Farbstoff wurden gut gemischt und
10 ul in eine Neubauer-Zahlkammer geflllt. Unter Verwendung eines inversen

Mikroskops wurden die lebenden Zellen gezahlt.
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Die Zellzahl berechnete sich nach folgender Formel:

Gezahlte Zellen DVerdinnungsfaktor
000000000000000000 [10* = Zellzahl pro mi
Anzahl der ausgezahlten Grof3quadrate

3.2.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 1010° bis 210" pro ml Einfriermedium
(FCS mit 10% DMSO) eingefroren. Dazu wurden die Zellen in 15ml- oder 50ml-
Falconrohrchen durch Zentrifugation pelletiert und der Uberstand entfernt. Das Pellet
wurde leicht aufgertttelt und auf Eis gestellt. Schliel3lich wurde auf Eis vorgekiihltes
Einfriermedium zugegeben und die Zellsuspension auf die zuvor beschrifteten und
ebenfalls vorgekuhlten Kryoréhrchen verteilt. Diese wurden in die mit 4C temperierte
spezielle Einfrierbox gestellt, die durch Absenkung der Temperatur um 1T pro Minute
einen schonenden Einfriervorgang gewahrleistet. Die Zellen wurden fir mindestens
24 h bei -80C gefroren, ehe sie fur die Langzeitlagerung in Tanks mit flissigem

Stickstoff Uberfiihrt wurden.

3.2.1.4 Auftauen von Zellen

Der Auftauvorgang bedeutet fur Zellen eine starke Belastung, durch die sie zerstort
werden konnen. Aus diesem Grund muss der Vorgang moglichst schonend
durchgefuhrt werden.

Die Kryoréhrchen wurden aus dem flissigen Stickstoff entnommen und in ein auf 37C
temperiertes Wasserbad gegeben. War die Zellsuspension soweit aufgetaut, dass nur
noch ein kleines Eisklumpchen vorhanden war, wurde das Kryoréhrchen aus dem
Wasserbad entnommen und unter der Sterilbank weiter bearbeitet. Es wurde 1 ml FCS
in das Kryoréhrchen gegeben, so dass das Eisklimpchen schmolz. Die Zellsuspension
wurde dann mit der Pipette komplett aufgenommen, in ein mit Medium (RPMI + 10%
FCS) geflilltes 15ml-Falconréhrchen dberfihrt und zweimal gewaschen. Anschlie3end

wurden die Zellen in Medium aufgenommen und gezahlt.
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3.2.1.5 Herstellung von Hundeserumpool

Zur Herstellung von Hundeserumpool als Zusatz fur die Zellkultur wurden junge, ca.
6-10 Monate alte Ruden verwendet. Pro Tier wurden 100 ml Blut an der Vena jugularis
abgenommen, in Serum-Monovetten gefillt und bei 3.000 rpm fur 10 min zentrifugiert.
Das Serum wurde grof3zugig abpipettiert, gepoolt und in mit Granulat geftllte 50ml-
Falconréhrchen tberfuhrt, die dann wiederum bei 3.000 rpm fir 10 min zentrifugiert
wurden. Erneut wurde das Serum abpipettiert, in frische 50ml-Falconréhrchen tberfuhrt
und far 30 min im 56°C warmen Ruttelwasserbad inakt iviert. Danach wurde das Serum
steril abfiltriert und in 10 ml Aliquots bei -20C eingefroren und bis zur Verwendung

gelagert.

3.2.1.6 Magnetische Zellseparation

3.2.1.6.1 Grundprinzip

Bei dieser Trennmethode werden Zellen Uber monoklonale Antikorper direkt oder
indirekt mit superparamagnetischen Mikropartikeln markiert. Die Zellsuspension mit den
spezifisch markierten und den unmarkierten Zellen wird auf eine Trennsaule
aufgetragen, die sich in einem Magnetfeld befindet und eine Matrix aus Stahlwolle oder
magnetischen Kugeln besitzt. Wahrend die unmarkierten Zellen die Saule durchlaufen,
bleiben die markierten in der Saule héngen, aus der sie dann aul3erhalb des
Magnetfeldes herausgewaschen werden konnen. Das MACS- wie das Dynabead-
System kann entweder zur Positivselektion oder zur Depletion einer Zellpopulation
verwendet werden. Die Zellseparationen wurden gemald den Herstellerprotokollen von
Miltenyi Biotec oder Dynal durchgefuhrt. Fur die Zellseparation mit dem MACS-

Magneten wurden LD-S&ulen verwendet.
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Zellsuspension

- Eluieren der
magnetisch
/" @~ markierten
Trennsaule 2 Zellen
unmarkierte
Zellen\
Abbildung 3.2.1.6.1: Grundprinzip der magnetischen Zellseparation. Zur Zellseparation wird die

Zielpopulation mit magnetischen Partikeln markiert. Wahrend die unmarkierten Zellen unberihrt den
Magneten passieren, werden die markierten Zellen zunachst zurtickgehalten und kénnen eluiert werden,
nachdem der Magnet entfernt wurde.

3.2.1.6.2 Separation mit MACS (engl. Magnetic Cell  Separation)

Die Uber Dichtezentrifugation gewonnenen PBMCs wurden in dem von Miltenyi
vorgegebenen Volumen an MACS-Puffer (PBS mit 0,5% BSA) aufgenommen. Nach
Zugabe von 0,5 pug des CD6-Antikorpers MT-606 pro 10° Zellen wurde gut gemischt
und fir 30 min bei 4C inkubiert. AnschlieRend wurd e mit MACS-Puffer gewaschen, um
nicht gebundenen Antikérper zu entfernen. Zu den Zellen wurden Goat-anti-Mouse
Micro Beads (Durchmesser ca. 50 nm) gegeben. Diese binden an alle Zellen, die vorher
mit dem Mausantikérper gegen CD6 markiert wurden. Nach einer 15minltigen
Inkubationsphase bei 4C, der sich wiederum ein Was chschritt anschloss, wurde das
Zellpellet in MACS Puffer resuspendiert und mittels MACS-S&ule im magnetischen Feld
separiert. Die Positivfraktion wurde nach Entfernen der Saule aus dem magnetischen
Feld mit einem Stempel herausgedriickt. Sowohl die CD6-negative als auch die CD6-
positive Fraktion wurden in einer definierten Menge an Medium (RPMI + 10% FCS)

aufgenommen und die Zellzahl bestimmit.
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3.2.1.6.3 Separation mit Dynabeads

Die Zellen wurden analog zur Depletion mit dem MACS-System mit Antikorper markiert
und gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von in MACS-Puffer gewaschenen Sheep-
anti-Mouse Dynabeads (Durchmesser ca. 4,5 um) in der vom Hersteller angegebenen
Menge. Wahrend der 15minutigen Inkubationszeit wurde das Gemisch alle paar
Minuten leicht geschittelt, um die sich durch ihr relativ hohes Gewicht schnell am
Boden absetzenden Dynabeads wieder gleichm&fRig in der Zellsuspension zu verteilen.
Das Gemisch aus Dynabeads und Zellen wurde in einem 15ml-Falconréhrchen in die
vorgesehene Magnethalterung gestellt. Anders als beim System von Miltenyi wird hier
die Zellsuspension nicht auf eine Saule aufgetragen, sondern die mit Dynabeads
markierten Zellen werden an die dem Magneten néchstliegende Wand des
Falconrohrchens gezogen, wahrend die unmarkierten Zellen weiter im Uberstand
schwimmen und abgekippt werden kénnen. Um eine bessere Depletionsrate zu
erhalten wurde die Negativfraktion ein weiteres Mal an den Magneten gehalten um nach
dem ersten Depletionsschritt noch vorhandene positiv markierte Zellen zu entfernen.
Sowohl die CD6-negative als auch die CD6-positive Fraktion wurden in einer definierten

Menge an Medium (RPMI + 10% FCS) aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.

3.2.1.7 Durchflusszytometrische Zellanalyse

3.2.1.7.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie basiert auf Fluoreszenz. Ein an einen Antikorper
gebundenes Farbstoffmolekil wird durch eine bestimmte Frequenz angeregt und gibt
die eingestrahlte Energie in einer groReren Wellenlange wieder ab. Dies kann im FACS-
Gerat (engl. Fluorescence Associated Cell Sorter) gemessen werden.

Die Uber eine Kapillare aufgesaugten Zellen werden durch eine vibrierende
FlieBkammer in Einzelzellsuspension gebracht und in Tropfchenform an einem
Laserstrahl vorbeigeleitet. Dabei kommt es an den Zellen zu einer Lichtstreuung und die
Farbstoffmolekuile, die tGber die monoklonalen Antikérper an die Zelle gebunden sind,

werden zur Fluoreszenz angeregt.
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Die ersten Parameter, die bestimmt werden, hangen mit der Streuung der Zellen
zusammen. Die Vorwarts Lichtstreuung gibt Aufschluss uber die Grof3e der Zellen,
wohin gegen die seitliche Lichtstreuung (im 90=Win kel gemessen) Aussagen Uber die
Granularitdt bzw. das Plasma-Kern-Verhaltnis zulasst. Dadurch erkennt man die

Abgrenzung zwischen den unterschiedlichen Populationen der PBMCs.

Granulozyten ~ Monozyten

90°-Lichtstreuung

i Lymphozyten

Vorwérts-Lichtstreuung

Abbildung 3.2.1.7.1a: Abgrenzung der einzelnen Zellpopulationen der PBMCs. Gezeigt ist ein
Dotplot mit der Vorwarts-Lichtstreuung auf der Abszisse und der 90%Lichtstreuung auf der Ordinate. Die
Lymphozyten (kleine Zellen mit hohem Kernanteil) lassen sich dabei gut von Granulozyten (grof3es
Plasma-Kern-Verhdltnis, granuliertes Zytoplasma) und Monozyten (grof3e Zellen mit intermediarem
Verhalten) abgrenzen.

Neben diesen Streuungsparametern werden auch die Fluoreszenzdaten ausgewertet.
Die Starke des Signals korreliert im Sattigungsbereich des Antikdrpers in etwa mit der
Dichte des Antigens bzw. der Bindungskonstante des eingesetzten Antikdrpers. Durch
den Einsatz unterschiedlich markierter Antikdrper ist es moglich, verschiedene Antigene
in einer Farbung zu bestimmen. Die Farbstoffe FITC (Fluoreszein-Isothiozyanat) und
PE (Phycoerythrin) werden beispielsweise mit der gleichen Wellenlange angeregt,
fluoreszieren jedoch in zwei unterschiedlichen Frequenzen. Die Auftragung der Daten
geschieht in Histogrammen bzw. in Dotplots. In Histogrammen wird auf der Ordinate die
Anzahl der Signale aufgetragen, auf der Abszisse die Intensitat der jeweiligen
Fluoreszenz. Dotplots sind eine Gegeniberstellung der Signalintensitaten zweier
verschiedener Farbungen.

Da es sich bei der Durchflusszytometrie um eine relative Methode handelt, muss die
Veranderung durch die zusatzliche Fluoreszenz aus den markierten Antikbrpern durch
einen Nullwert (Isotypkontrolle) korrigiert werden. Ebenso muss die Eigenfluoreszenz

der untersuchten Zellen bertcksichtigt werden.
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Fluoreszenzkanal Farbstoff Absorptions- | Emissions-
maximum maximum
FIuoEEiﬁ)nZ ! Fluoreszein-Isothiozyanat (FITC) 495 nm 525 nm
FIuo(rFeE_z;)nZ 2 Phycoerythrin (PE) 490 nm/565 nm | 578 nm
F'Uo(fgf_zg)”z 3 Propidiumjodid (PI) 536 nm 617 nm
F'Uo(fgf_zgnz * | Phycoerythrin-Cy5 (PE-Cy5) | 496 nm/546 nm | 667 nm

Tabelle. 3.2.1.7.1b: Absorptions- und Emissionswellenlangen der verwendeten Fluoreszenz-
farbstoffe

3.21.7.2 Probenvorbereitung

Die zu untersuchenden Zellen wurden in FACS-Puffer (PBS mit 2% FCS und 0,1%
Natrium Azid) gewaschen und auf eine Konzentration von mindestens 200.000 Zellen
pro 50 ul FACS-Puffer eingestellt. Entsprechend der zu untersuchenden Oberflachen-
antigene wurde die entsprechende Menge an FACS-ROhrchen beschriftet und jeweils
ein Aliquot der vorbereiteten Zellsuspension vorgelegt. AnschlieRend erfolgte die
Zugabe der entsprechenden Antikdrper, wobei sich die Menge nach den Angaben der
jeweiligen Hersteller richtete bzw. zuvor austitriert wurde. Da einige der verwendeten
Antikdrper eine relativ hohe Ausgangskonzentration aufwiesen, wurden fur diese
Vorverdinnungen von 1:10 mit FACS-Puffer angelegt. So lagen die zu pipettierenden
Volumina in einem Bereich, auf den die verwendeten Standardpipetten geeicht waren.

Doppelfarbungen mit unterschiedlichen Farbmolekilen wurden dabei in einem einzigen
Farbeschritt durchgefihrt, wohin gegen die Markierung von ungefarbten Antikérpern
durch einen Sekundarantikdrper in einem zweiten Farbeschritt geschah. Nach einer
30minttigen Inkubationszeit auf Eis und im Dunkeln wurden die Roéhrchen mit 1 ml
FACS-Puffer aufgefillt und 5 min bei 1.500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dann bis zu einem Restvolumen von 50 pl mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Um
die abzentrifugierten Zellen wieder in Losung zu bringen wurden die Zellen auf einem
Vortexer aufgeschuttelt. Es erfolgte nach gleichem Schema eine eventuelle Inkubation
mit einem Sekundarantikorper, der an unmarkierte Primarantikdrper bindet. Nach
Zugabe von 250 pl FACS-Puffer wurden die Proben durchflusszytometrisch analysiert.
Um lebende von toten Zellen abgrenzen zu kdnnen erfolgte kurz vor der Messung die

Zugabe von Propidiumjodid zu jeder Probe. Dieser Farbstoff dringt ins Zellinnere von
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toten Zellen, so dass diese erkannt und aus der Auswertung ausgeschlossen werden
konnen.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Softwareprogramm Cell Quest.

3.2.1.8 Gewinnung mesenchymaler Stammzellen aus dem  Knochenmark

Zur Gewinnung mesenchymaler Stammzellen wurden aus 10 ml Knochenmark eines
gesunden Hundes wie beschrieben die mononukledren Zellen isoliert. Diese wurden in
mSC-Medium aufgenommen und in einer Dichte von 160.000 Zellen/cm? in 30 ml
Medium in einer T175-Zellkulturflasche ausgesat. Die Inkubation erfolgte im
Brutschrank bei 37C, 5% CO ; und 95% Luftfeuchtigkeit. Mesenchymale Stammzellen
wachsen adharent in fibroblastenartigen Clustern. Alle 2-3 Tage wurde der Uberstand
und damit nicht-adharente Zellpopulationen abpipettiert und durch neues Medium
ersetzt. Bevor die Zellen vollstandig konfluent waren, wurden sie geerntet und in neue
T175-Zellkulturflaschen tberfuhrt.

Dazu wurde zunachst das Medium abpipettiert und die Oberflache der adharent
wachsenden Zellen mit PBS gewaschen, um Reste des Mediums zu entfernen. Durch
Zugabe von 8 ml Trypsin-EDTA pro Zellkulturflasche wurden die Zellen vom Boden
abgelost. Dieser Vorgang dauerte zwischen 5 und 10 min. Die Ablésung der Zellen
wurde dabei durch sanftes Klopfen gegen die Zellkulturflasche unterstitzt. Der
Trypsinierungsvorgang wurde durch Zugabe von 8 ml PBS + 5% FCS gestoppt. Nach
Absaugen der Zellsuspension und Uberfiihren in sterile 50 ml-Falconréhrchen wurde
die Oberflache der Zellkulturflasche nochmals gespult, um die restlichen Zellen
abzulosen. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in mSC-Medium aufgenommen und in
einer Zelldichte von 4.000 Zellen/cm? in 30 ml Medium in neue T175-Zellkulturflaschen
ausgesat. Das Medium wurde danach alle 3-4 Tage gewechselt und bei Bedarf die
Zellen erneut passagiert.

Die mSCs wurden fur Versuche zur Suppression der MLC eingesetzt. Dazu wurden
mSCs der dritten Passage verwendet, die zuvor mit 12 Gy bestrahlt wurden, um ihre

Eigenproliferation zu unterdriicken.
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3.2.1.9 Gemischte Lymphozytenkultur (Mixed Lymphocy  te Culture = MLC)

Die gemischte Lymphozytenkultur dient zum Nachweis T-zellvermittelter Alloreaktionen
durch Kokultur von PBMCs zweier Hunde. Dabei werden die Zellen eines Hundes durch
Bestrahlung inaktiviert und dienen als Stimulatorzellen fur die vitalen Zellen des zweiten
Hundes. Man erhalt so eine Reaktion in nur eine Richtung, die umso intensiver ausfallt,
je hoher die Differenz in den Haupthistokompatibilitdtsantigenen der Klasse Il zwischen
den Individuen ist. Dabei kann die Proliferation der stimulierten Responderzellen
entweder durch Einbau von mit Tritium markiertem Thymidin gemessen werden oder
durch initiale Markierung der Ausgangszellpopulation mit dem Farbstoff CFDA
(Carboxyfluoreszein Diazetat). Dieser Farbstoff kann die Zellmembran durchdringen
und wird dort durch zellulare Kinasen durch Abspaltung von Acetatgruppen zu CFSE
(Carboxyfluoreszein Diazetat Succinimidylester) verstoffwechselt. Dieser Stoff, der stark
fluoreszierende Eigenschaften besitzt, kann nicht wieder aus dem Zellinneren
entweichen. Bei jeder Zellteilung wird der Farbstoff zu gleichen Teilen an Tochterzellen
weitergegeben, die so eine geringere Fluoreszenzaktivitat besitzen als die
Ausgangszelle. Die Fluoreszenz kann im Durchflusszytometer auf dem Kanal der

Fluoreszenz 1 gemessen werden.

Zellteilungen:
3 2 1 ]
Zellteilungen:
32 10
CFSE ———————»
Abbildung 3.2.1.9:  Grundprinzip der Messung der Zellproliferation mit dem Farbstoff CFSE. Nach

Markierung der Ausgangszellpopulation mit dem Farbstoff CFSE wird dieser bei jeder Zellteilung an die
Tochterzellen weitergegeben, wobei die Fluoreszenzintensitat nach jeder Teilung abnimmt. Der Farbstoff
kann im Durchflusszytometer auf dem Kanal der Fluoreszenz 1 gemessen werden.
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Die Durchfihrung der MLC erfolgte nach der Methode von Grosse-Wilde (Grosse-Wilde
et al., Tissue Antigens, 1974). PBMCs aus dem Blut zweier Hunde wurden mit MLC-
Medium (RPMI + 5% HSP + 2,6% Na-Pyruvat + 1% Penicillin-Streptomycin + 1% L-
Glutamat) auf 10°/100pl eingestellt. Die Stimulatorzellen wurden mit 40 Gy bestrahlt und
jeweils 10°> Responderzellen mit 10° bestrahlten Stimulatorzellen in einer 96-Loch
Rundbodenplatte gemischt und bei 38C im Brutschrank mit 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit kokultiviert. Zur Evaluierung der suppressiven Eigenschaften von CD6-
depletiertem Knochenmark auf die MLC-Reaktion wurde zu der Mischung aus
bestrahlten Stimulatorzellen und Responderzellen noch undepletiertes Knochenmark,
CD6-negative oder CD6-positive Knochenmarkzellen in verschiedenen Konzentrationen
gegeben. Die Knochenmarkzellen wurden vorher mit 12 Gy bestrahlt, um ihre
Eigenproliferation zu verhindern. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass die

gemessene Zellproliferation nur den Lymphozyten zuzuschreiben war.

3.2.1.9.1 Messung der Zellproliferation durch Einba  u von *H-Thymidin

Fur die Evaluierung der Zellproliferation mit Hilfe des Einbaus von radioaktiv markiertem
Thymidin wurden Triplikate angesetzt und nach 5 Tagen pro Loch 1 uCi ®H-Thymidin in
50 pl MLC-Medium zugegeben. Nach einer Inkubation von 18 h wurde die *H-Thymidin-
Inkorporation gemessen. Dazu wurde die Zellsuspension mittels eines Zell-Harvesters
durch eine 96-Loch-Filterplatte gesaugt. Die Zellen mit dem inkorporierten *H-Thymidin
blieben dabei in der Filterplatte hangen, wahrend das Medium mit dem noch freien *H-
Thymidin durch den Filter hindurchgespilt wurde. Die Filterplatten wurden einen Tag
lang getrocknet und dann nach Zugabe von 30 pl Szintillationscocktail in einem
TopCount gemessen. Das Ergebnis wurde in Counts pro Minute angegeben. Zur

Auswertung wurde aus den Triplikaten der Mittelwert gebildet.
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3.2.1.9.2 Messung der Zellproliferation durch CFSE

Die Messung der Zellproliferation mit Hilfe von CFSE erfolgte im Durchflusszytometer.
Zu Beginn der MLC wurde dazu die nicht-bestrahlte Zellpopulation in einer Zelldichte
von 1 [10%ml in PBS aufgenommen. Pro 5 ml PBS erfolgte die Zugabe von 1 ul CFSE
und die Zellen wurden wéahrend des Farbevorgangs fur 15 min bei 38T und 5% CO ; im
Brutschrank gelagert, wobei das Rohrchen mit den Zellen alle paar Minuten leicht
geschuttelt wurde, um eine gleichmaflige Aufnahme des Farbstoffs zu gewahrleisten.
Am Ende des Farbevorganges wurden die Zellen zweimal gewaschen und dann in der
bendtigten Konzentration in MLC-Medium aufgenommen und in der MLC eingesetzt.
Vor der Messung der Proben im Durchflusszytometer wurden je 10 pl einer Mischung
aus Kalibrationsbeads und dem Farbstoff To-Pro-3iodide, der tote Zellen farbt,
zugegeben. Das Durchflusszytometer wurde so eingestellt, dass je 2.000 Beads
gemessen, und die in dieser Zeit detektierten Zellen angezeigt wurden. Die toten Zellen

wurden von der Messung ausgeschlossen.

Eine Auswertung der MLC erfolgte nur bei niedriger autologer Proliferation (negative
Kontrolle) und guter Reaktivitdt gegen die Kontrollzellen (positive Kontrolle). Bei einigen
Ansatzen wurde zur Abschéatzung der maximal mdglichen Proliferation der Zellen ein
Kontrollansatz mitgefuhrt, bei dem die Zellen durch das Lektin PHA zur Proliferation
angeregt wurden. Die einzusetzende Konzentration an PHA wurde fur jede verwendete

Charge neu ausgetestet und lag zwischen 5-10 pg/ml Medium.

3.2.1.10 Colony Forming Unit (CFU)-Assay

250.000 uber Dichtezentrifugation isolierte Knochenmarkzellen wurden mit 2 ml
Methylcelluloseagar gemischt und so lange stehen gelassen, bis sich die beim Vortexen
entstandenen Blaschen wieder zurlckgebildet hatten. Vorsichtig wurde das
Methylcellulosegemisch mit einer Pipette aufgesaugt und blasenfrei in einer 6 Loch-
Zellkulturplatte ausgesat. Freibleibende Lécher wurden mit je 2 ml PBS aufgefillt und
die Platte fur 14 Tage beim 38T im Brutschrank ink ubiert. Nach dieser Zeit erfolgte die
Auszahlung der gewachsenen CFUs mit Hilfe eines Rasters im Mikroskop.
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Folgende CFUs wurden unterschieden:

CFU-G: Granulozytare Kultur

CFU-M: Monozytare Kultur

CFU-E: Erythrozytare Kultur

BFU-E: grol3flachig wachsende erythrozytare Kultur

CFU-GM: Kultur mit granulozytaren und monozytaren Anteilen
CFU-GEMM: Kultur mit granulozytaren, erythrozytaren, monozytaren, und

makrophagischen Anteilen

3.2.2 Tierexperimentelle Methoden

3.2.2.1 DLA-Typisierung

Die in den Versuchen eingesetzten Hunde der Rasse Beagle stammen aus der Zucht
des Forschungszentrums fir Umwelt und Gesundheit (GSF) in Neuherberg. Seit 1972
werden in dieser Zucht die Stammb&aume der Hunde kontinuierlich dokumentiert. Alle
Hunde werden regelmallig gegen Staupe, Hepatitis und Leptospirose geimpft, sowie
zweimal jahrlich entwurmt. Die Histokompatibilitats-Typisierung erfolgt fir jeden Wurf
Uber die gemischte Lymphozytenkultur mit parentalen Zellen und homozygoten
Testzellen, sowie mit STR-PCR. Die Typisierung wurde durchgefthrt von Dr. Martin
Herber. Fur jedes Tier werden die parentalen Haplotypen fir DLA-A und DLA-B

angegeben.

3.2.2.2 Entnahme von Knochenmark

45 min vor Beginn der Knochenmarkentnahme wurde den Tieren Buprenorphin
(TemgesicO) in einer Dosierung von 0,008 mg/kg intramuskular gespritzt. An der Vena
cephalica antebrachii wurde ein Venenverweilkatheter gelegt, Uber den die Tiere
0,5 mg/kg Diazepam und 5 mg/kg Propofol zur Narkoseeinleitung verabreicht bekamen.
Anschlielend wurde ein Tubus in die Trachea eingefuihrt und die Tiere an ein

Narkosegerat angeschlossen, Uber das sie Isofluran und Sauerstoff zur
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Aufrechterhaltung der Narkose verabreicht bekamen. Wéahrend der gesamten Dauer der
Narkose wurden Pulsfrequenz und Sauerstoffsattigung des Blutes Uber ein
Pulsoxymeter verfolgt sowie die Atemfrequenz in regelméafigen Abstanden Uberprift.
Das Fell wurde an den Stellen zur Punktion der Knochen grof3zligig ausrasiert,
Haarreste entfernt und die Haut sorgfaltig mehrmals mit Alkohol desinfiziert. Fur die
Entnahme von Knochenmark aus den Humeri wurden die Tiere auf dem Rucken
liegend auf einem Kissen gelagert und die Vorderlaufe straff nach caudal gebunden.
Die Knochenmarkentnahme aus Femora und Beckenknochen erfolgte in Seitenlage des
Tieres. Vor Beginn der Entnahme wurde der jeweilige Bereich mit einem sterilen
Operationstuch abgedeckt.

Nach griandlicher Reinigung und Desinfektion der Hande wurden sterile
Operationshandschuhe angezogen. Das Operationsbesteck sowie Verbrauchs-
materialien wie Tupfer, sterile Behalter fur das Knochenmark und die sterilen Spritzen
zur Aspiration wurden wahrend der Knochenmarkentnahme auf einem Tisch gelagert,
der mit einem sterilen Operationstuch abgedeckt wurde.

Die Haut der Tiere wurde an den relevanten Stellen mit einer Skalpellklinge auf einer
Lange von ca. 2-3 mm eingeschnitten und dann mit einer in der Humanmedizin tblichen
Nadel, die zuvor mit heparinisiertem Medium gespilt worden war, der Knochen in
seiner Mitte langs angebohrt. Nach Durchdringen der Kortikalis wurde der Mandrin der
Nadel entfernt und eine Spritze aufgesetzt, in der ca. 3 ml Medium vorgelegt wurden.
Durch Aspiration wurde das Knochenmark, das sich zusammensetzt aus blutbildendem
Mark, Fett und Blut, in die Spritze gesaugt. Der jeweilige R6hrenknochen wurde durch
erneutes Einsetzen des Mandrins und Verdnderung der Lage der Nadelspitze Uber
seine gesamte Lange durchrastert, um die maximale Menge an blutbildendem Mark
gewinnen zu koénnen. Zur Volumensubstitution wurde den Tieren wahrend des
gesamten Eingriffs Ringer-Lactat-Losung als Dauertropfinfusion verabreicht. Eventuelle
Blutungen kleiner Hautgefal3e wurden am Ende der Knochenmarkentnahme durch
Kompression mit sterilen Tupfern gestillt und die Inzisionsstelle mit antibiotischem
Puder abgedeckt. Bei Anzeichen von Schmerzen erhielten die Tiere in den folgenden
Tagen 4 mg/kg Carprofen (Rimadyl[]) per os.

Das gewonnene Knochenmark wurde durch zwei Siebe mit unterschiedlicher
PorengroRe gefiltert, um es von Knochenbruchstiicken und anderen Artefakten zu

befreien, bevor es dann im Labor weiter verarbeitet wurde.

44



Material und Methoden

3.2.2.3 T-Zelldepletion mit MT-606 und Kaninchenkom  plement

Das aus Humeri, Femora und Becken der Hunde gewonnene und mit heparinisiertem
Medium versetzte Knochenmark wurde in 50ml-Falconréhrchen gefiillt und bei 2.700
rpm fiar 20 min ohne Bremse zentrifugiert. Der nach der Zentrifugation deutlich sichtbare
Buffy Coat (BC) wurde mit einer Spritze mit aufgesetzter gro3lumiger Kantle grof3zugig
abgesaugt, in neue Falconréhrchen tberfuhrt und im Verhéltnis 1:2 mit PBS gemischt.
Aus dem PBS-BC-Gemisch wurden wie bereits beschrieben die mononuklearen Zellen
durch Dichtezentrifugation isoliert und nachfolgend in RPMI aufgenommen. Die Zellzahl
wurde durch Zahlung der mit Turks Lésung verdinnten Zellsuspension mit einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Nach Abnahme der nétigen Zellmenge fur FACS- und
CFU-Analysen wurden die verbleibenden Zellen abzentrifugiert, in 30 ml RPMI
aufgenommen und mit 0,5 pg/10°® Zellen mit dem CD6-Antikdrper MT-606 fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Zellen zweimal mit RPMI gewaschen, in 32
ml RPMI aufgenommen und auf zwei Falconréhrchen verteilt.

Das lyophilisierte Kaninchenkomplement wurde nach Herstellerangaben in der
entsprechenden Menge Aqua ad injectabilia gelost, steril filtriert und je 4 ml in jedes
Falconréhrchen zur Zellsuspension gegeben. Die Falconrohrchen wurden anschlieRend
bei 37<C fur 1 h im Schittelwasserbad inkubiert.

Nach dieser Zeit wurde das Kaninchenkomplement durch zweimaliges Waschen der
Zellen mit RPMI entfernt und die Zellsuspension anschlieBend durch ein Zellsieb
gegeben, um den bei der Lyse der CD6-positiven Zellen entstandenen Zellschrott zu

entfernen.

3.2.2.4 T-Zelldepletion mit Anti-Thymozyten-Globuli  n (ATG)

Das einem Spendertier entnommene Knochenmark wurde in einem Transfusionsbeutel
gesammelt. Die Zugabe von ATG in verschiedenen Konzentrationen erfolgte abhangig
vom Volumen des gewonnenen Knochenmarks ohne Berlcksichtigung der Zellzahl.
Nach einer 30mindtigen Inkubationszeit wurde das Knochenmark entweder direkt
transplantiert oder bis zur Verwendung kryokonserviert.
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3.2.2.5 Kryokonservierung von Knochenmark zur Trans plantation

Um einen schonenden Einfriervorgang der Knochenmarkspraparate zu gewahrleisten,
wurde eine Gefrierschutzlésung aus RPMI und 20% DMSO hergestellt und bei 4C
vorgekuhlt. Je 90 ml Knochenmark wurden in einen speziellen Einfrierbeutel gegeben
und unter dauerndem Schwenken mit 90 ml der Gefrierschutzlésung vermischt. Der
Beutel wurde anschiefl3end in eine vorgekuhlte Metallplatte gegeben, die ihn vollstandig
umschliel3t und eine Lagerung in daflr vorgesehenen Turmen erlaubt. In dieser
Metallplatte wurde der Beutel mit der Knochenmarklésung in eine Einfriermaschine
gestellt und Uber einen Zeitraum von 1 h langsam auf -100C heruntergekuhlt. Zur
langfristigen Lagerung wurde das Knochenmark dann in einen Tank mit flissigem
Stickstoff Uberfihrt.

3.2.2.6  Auftauen von kryokonserviertem Knochenmark zur Transplantation

Das in flissigem Stickstoff fur einige Wochen vor der Transplantation gelagerte
Knochenmark wurde aus dem Stickstofftank enthommen und unter dauerndem
Schwenken in einem lauwarmen Wasserbad nur so weit aufgetaut, bis noch kleine
Eisklimpchen vorhanden waren. Mit der Transplantation wurde sofort begonnen wie
unter 3.2.2.8 beschrieben und das Praparat langsam Uber einen Zeitraum von 1-2 h
transfundiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine kleine Probe abgezweigt und wie

unter 3.2.2.7 beschrieben verarbeitet.

3.2.2.7 Bestimmung der Zellzahl von Knochenmark zur Transplantation

Wahrend der Aspiration von Knochenmark aus den Ro6hrenknochen wird nicht nur
reines Knochenmark gewonnen, sondern gleichzeitig auch Blut aspiriert. Daher muss
zur Bestimmung der Anzahl der aus dem Knochenmark stammenden mononuklearen
Zellen der Wert der mononukleadren Zellen des gewonnenen Praparates um die Anzahl
der mononuklearen Zellen in einer aquivalenten Menge Blut korrigiert werden. Vor
Beginn der Knochenmarkentnahme wurde dazu dem Hund eine Blutprobe entnommen

und wie unter 3.2.1.2 beschrieben die Anzahl der Leukozyten pro pl bestimmt. Ein
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Giemsa-gefarbter Blutausstrich wurde beurteilt und der Prozentsatz an mononukleéren
Zellen im Blut bestimmit.

Auch aus dem gewonnenen Knochenmark wurde eine Probe entnommen und die
Anzahl der Leukozyten pro pl Knochenmark analog ausgezahlt, sowie der Prozentsatz
der mononuklearen Zellen bestimmt.

Die Errechnung der Anzahl der mononuklearen Zellen aus dem Knochenmark erfolgte
nach folgender Formel:

MNC (KM) = (Leukozyten/pl im gesamten Praparat [Volumen des gesamten Préparats
in pl % mononukleare Zellen im gesamten Praparat) — (Leukozyten/pl im
Blut CVolumen des Blutes im Préparat in pl (1% mononukleére Zellen im
Blut)

Das Volumen des Blutes wurde dabei errechnet durch das Gesamtvolumen des
Praparats abziglich des Volumens des verbrauchten Mediums.

Fur eine autologe Knochenmarktransplantation, bei der das Praparat vor der
Transplantation eingefroren war, wurde nach dem Auftauen erneut die Anzahl der
Leukozyten bestimmt und aul3erdem durch eine Farbung mit Trypanblau analysiert, wie
hoch der Prozentsatz an toten Zellen nach dem Auftauen war. Diese wurden dann in

der oben stehenden Formel mit berticksichtigt und von der Gesamtzellzahl abgezogen.

3.2.2.8 Ganzkdrperbestrahlung von Hunden

Vor Beginn der Bestrahlung wurden die Hunde einer grindlichen
Allgemeinuntersuchung unterzogen. Bei ungestortem Allgemeinbefinden wurde den
Hunden ein Venenverweilkatheter an der Vena cephalica antebrachii gelegt und Utber
diesen 0,5 mg/kg Diazepam und 5 mg/kg Propofol zur Narkoseeinleitung verabreicht.
Nach Intubation wurden die Tiere Uber den Tubus an ein Narkosegeréat angeschlossen
und die Narkose mit Isofluran und Sauerstoff aufrechterhalten. Uber zwei Kameras
konnten die Hunde wahrend der Bestrahlung beobachtet und die Atemfrequenz sowie
die am Pulsoxymeter angezeigte Sauerstoffsattigung des Blutes und die Herzfrequenz

Uberwacht werden.
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Die Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 10 Gy erfolgte an der GSF in Neuherberg
durch eine Cobaltstrahlenquelle mit einer Strahlendosis von 5,5 cGy/min. Die genaue
Kalibration der Strahlenquelle mit Hilfe eines Dosimeters in Form eines Hundephantoms
sowie die Einstellung der StrahlenfeldgroRe und des Abstandes des Hundes von der
Quelle erfolgte vor jeder Bestrahlung durch Herrn Dr. Panzer, den flr die Strahlenquelle
verantwortlichen Physiker der GSF. Die Hunde wurden auf dem Bauch liegend mit nach
cranial und caudal gestreckten GliedmafRen mit ihrer L&ngsachse senkrecht zum
Strahlenverlauf gelagert. Nach der Halfte der Gesamtdosis wurden die Hunde um 180°
gedreht und nun von der anderen Korperseite bestrahlt. Dies versprach eine moéglichst
homogene Verteilung der Strahlung. Um ein zu starkes Absinken der
Kdrperinnentemperatur zu verhindern, wurden die Tiere wahrend der Bestrahlung unter

einer Rotlicht-Warmelampe gelagert.

Abbildung 3.2.2.8: Ganzkdrperbestrahlung eines Hundes in Vollnarkose. Die Bestrahlung mit einer
Kobaltquelle (links im Bild) findet unter Vollnarkose des Hundes mit Isofluran und Sauerstoff statt.

Am Ende der Bestrahlung wurde den noch in Narkose liegenden Hunden ein zentraler
Venenkatheter (ZVK) in die Vena jugularis eingefihrt und mit zwei Knopfheften an der
Haut fixiert. Die Hunde erhielten anschlieBend einen Halsverband unter dem das Ende
des ZVKs mit aufsitzendem Dreiwegehahn befestigt wurde.

Nach dem Erwachen aus der Narkose erhielten die Hunde 0,5 mg/kg Paspertin i.v. als
Antiemetikum, bevor sie nach einer kurzen Erholungszeit in den Versuchsbereich am

GSF-Hamatologikum transportiert wurden.
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3.2.2.9 Knochenmarktransplantation

Fur die Transplantation von CD6-depletiertem Knochenmark wurden die Zellen nach
der Behandlung mit MT-606 und Kaninchenkomplement (s. 3.2.2.3) in 50 ml RPMI
aufgenommen, die Gesamtzellzahl bestimmt und die zu transplantierende Zellzahl pro
kg Korpergewicht des Empfangers berechnet. Proben fir FACS- und CFU-Analysen
wurden abgenommen und die restlichen Zellen den Hunden Uber einen Zeitraum von
1-2 h langsam transfundiert.

Mit ATG vorinkubiertes Knochenmark wurde dem Empfangertier entweder direkt oder
nach dem Auftauprozess (s. 3.2.2.6) intravends verabreicht. Die Zellzahlbestimmung
erfolgte hier wie unter 3.2.2.7 beschrieben. Nach Ende der Transplantation wurden die
Hunde noch einige Zeit beobachtet, um eine eventuell auftretende anaphylaktische

Reaktion frihstmdglich zu erkennen und behandeln zu kénnen.

3.2.2.10 Behandlungsplan fur bestrahlte und transpl  antierte Hunde

Da durch die Bestrahlung mit 10 Gy die Darm-Blut-Schranke durchlassig wird, wurde
den Hunden ab dem 6. Tag vor der Bestrahlung bis 10 Tage danach taglich zweimal
eine selektive Darmdekontamination bestehend aus Colisinsulfat, Amphotericin B und
Neomycinsulfat verabreicht. Dies totet die Darmbakterien so weit ab, dass ein Ubertritt
von Toxinen in die Blutbahn verhindert wird.

Die Tiere bekamen ab dem Tag der Bestrahlung 5 Tage lang kein Wasser und fiur 6
Tage kein Futter. Um den Flussigkeitshaushalt auszugleichen erfolgte zweimal taglich
eine subkutane Infusion von 5% Glucoselésung und Ringer-Lactat. Der

Erhaltungsbedarf der Hunde wurde dabei nach folgender Tabelle berechnet:
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Abbildung 3.2.2.10: Erhaltungsbedarf an Flissigkeit in ml pro kg Kérpergewicht des Hundes. Aus:
Kraft, Dosierungsvorschléage fir Arzneimittel bei Hund und Katze, 2003.

Ab Tag 5 nach der Transplantation wurde den Hunden abgekochtes Wasser ad libitum
angeboten. Stieg die Leukozytenzahl stabil auf Gber 1.000/ul wurde auf das Abkochen
des Wassers verzichtet. Die Tiere erhielten ab Tag 6 zu Beginn mehrmals taglich kleine
Portionen eines leicht verdaulichen Dosenfutters. Angepasst an Allgemeinzustand und
Appetit des Hundes wurde nach und nach auf normales Dosen-Alleinfutter umgestellt.
Bei Erholung der Leukozytenzahl auf Gber 1.000/ul erhielten die Tiere wieder ihre
gewohnte Futterration.

Die Hunde wurden ab dem Zeitpunkt der Bestrahlung mindestens zweimal taglich einer
intensiven  Allgemeinuntersuchung unterzogen. Zahlung der Leukozyten- und
Thrombozytenzahl sowie Ermittlung des Hamatokrits und Erstellung eines
Differentialblutbildes fanden dabei taglich sowohl maschinell als auch per Hand statt.
Ein bis zweimal wochentlich wurden die gangigen Serumparameter der Tiere ermittelt
und ggf. die Therapie in Form einer leber- oder pankreasschonenden Diat angepasst.
Bei einem Anstieg der Temperatur auf >39,8C oder zweimalig auf >39,0C erhielten
die Tiere eine intravendse Antibiotikatherapie mit 100 mg/kg Piperacillin und 25 mg/kg
Combactam. Konnte damit nach drei Tagen keine Senkung des Fiebers erreicht
werden, wurde die Antibiose umgestellt auf 20 mg/kg Vancomycin und 50 mg/kg
Cefotaxim. Bei sehr hohem Fieber wurde zuséatzlich Metamizol in einer Dosierung von
50 mg/kg intravents oder oral verabreicht. Die Dauer der Antibiotikatherapie richtete
sich nach dem Zustand der Tiere, wurde aber mindestens fir 10 Tage aufrecht
erhalten.

Sank die Thrombozytenzahl auf Werte unter 10.000/pl wurden den Tieren

Thrombozytenkonzentrate von DLA-identischen gesunden Spendertieren wie unter
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3.2.2.11 beschrieben verabreicht. Bei Absinken des Hamatokrits unter 30% wurde
Vollblut (s. 3.2.2.12) transfundiert. Um gegebenenfalls auftretende anaphylaktische
Reaktionen schnell erkennen und behandeln zu kdnnen wurden die Empfangertiere
nach der Transfusion fur einige Stunden intensiv Uberwacht. Eine Therapie erfolgte bei

Bedarf mit 1-2 mg/kg Fenistil i.v.

3.2.2.11 Herstellung eines Thrombozytenkonzentrats

In der Regel wurde den transplantierten Hunden ab einem Thrombozytenwert von unter
10.000/ul ein  Thrombozytenkonzentrat verabreicht. Bei Fieber und gestértem
Allgemeinbefinden bzw. bei Anzeichen einer stark gestérten Blutgerinnung wie
petechialen Blutungen auf den Schleimhauten wurden die Thrombozytenkonzentrate
allerdings auch schon bei héheren Thrombozytenwerten transfundiert. Hierbei wurde
jeweils individuell fur jedes Tier entschieden.

Einem gesunden DLA-kompatiblen Spenderhund wurden 150 ml Blut abgenommen und
in einen Transfusionsbeutel gefillt. Als Antikoagulanz wurden insgesamt 18 ml ACD-A
verwendet, da dieses eine relativ geringe biologische Halbwertszeit hat und so die
Blutgerinnung beim Empféangertier anders als Heparin nicht mafl3geblich beeintrachtigt.
Der Transfusionsbeutel wurde fur 4 min mit 4.000 Umdrehungen pro Minute und einem
Auslauf ohne Bremse zentrifugiert. Vorsichtig wurde der Beutel aus der Zentrifuge
entnommen, um die durch die Zentrifugation getrennten Blutbestandteile nicht wieder
zu vermischen. Der Transfusionsschlauch des Beutels wurde abgeklemmt, der untere
Teil abgeschnitten und darauf ein Combifix-Adapter gesetzt,. Mit einer Spritze wurden
nach Offnen der Klemme ca. 50 ml der sich im unteren Teil des Transfusionsbeutels
befindlichen Erythrozyten abgezogen, die der Spender intravends zurlckerhielt. Der
Transfusionsschlauch wurde mit einer Klammer verschlossen und der Inhalt des
Beutels durch sanftes Schwenken vermischt. Vor der Transfusion wurde der Beutel mit
20 Gy bestrahlt, um die Leukozyten zu inaktivieren. Wahrend der Transfusion wurde auf
allergische Reaktionen des Empfangertieres geachtet und diese ggf. mit Fenistil
behandelt. Um dem vorzubeugen, erhielt jeder Hund maximal zwei
Thrombozytenkonzentrate bzw. Vollblutspenden vom selben Spender. Das erste

Thrombozytenkonzentrat wurde grundsatzlich vom Knochenmarkspender gewonnen.
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3.2.2.12 Transfusion von Blut bei erniedrigtem Hama  tokrit

Bei Abfallen des Hamatokrits unter 30% nach der Transplantation erhielten die Hunde
eine Vollblutspende eines DLA-kompatiblen Spenders. Dazu wurden dem Spendertier
100 ml Blut entnommen, das mit 12 ml ACD-A als Antikoagulanz versetzt wurde. Zur
Inaktivierung der Leukozyten wurde das Blut mit 20 Gy bestrahlt. Wahrend der
Transfusion wurde auf allergische Reaktionen des Empfangertieres geachtet und diese
ggf. mit Fenistil behandelt. Praventiv erhielt jeder Hund maximal zwei Vollblutspenden

bzw. Thrombozytenkonzentrate vom selben Spender.

3.2.2.13 Tagliche Blutuntersuchung transplantierter Hunde

3.2.2.13.1  Leukozytenwerte

In einer Glaspipette wurde EDTA-Blut im Verhaltnis 1:50 mit Eisessig gemischt und fur
20 min auf einen Ruttler gelegt. Nach dieser Zeit wurde mit der Zellsuspension eine
Neubauerzahlkammer beschickt und vier GroRRquadrate ausgezahlt. Die Anzahl der
Leukozyten/ul wurde durch Multiplikation der gezahlten Zellen mit dem
Verdunnungsfaktor 50 erhalten.

3.2.2.13.2 Thrombozytenwerte

Je nach zu erwartender Gesamtthrombozytenzahl wurden 20 pl, 50 pl oder 100 ul
EDTA-Blut in ein Thrombo PLUS"-R6hrchen pipettiert und dieses leicht geschwenkt.
Nach ca. 10 min wurde mit dem am Stopfen des Thrombo PLUS"-Réhrchens
befindlichen Probetragers eine Neubauerzahlkammer gefullt. Diese wurde fir einige
Minuten in einer feuchten Kammer platziert, um die Thrombozyten absedimentieren zu
lassen. Es wurden funf kleine Quadrate ausgezahlt und die Gesamtthrombozytenzahl/ul
durch Multiplikation mit den Faktoren 5.000, 2.000 oder 1.000 erhalten.
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3.2.2.13.3 Hamatokrit

Zur Bestimmung des Hamatokrits wurde EDTA-BIlut in eine Mikrokapillare gesaugt,
diese mit Knetmasse am unteren Ende verschlossen und daraufhin bei 10.000 rpm fur
10 min zentrifugiert. Der Hamatokrit wurde mit Hilfe einer speziellen Schablone

abgelesen.
3.2.2.13.4  Differentialblutbild

Ca. 6 ul EDTA-BIut wurden diunn auf einem Objekttrager ausgestrichen. Nach einer
Trocknungszeit von wenigen Minuten wurde der Objekttrager nach Pappenheim
gefarbt. Dazu wurde er zunachst 5 min in May-Grinwaldlésung gestellt, mit Aqua dest.
abgespllt und anschlieRend fir 15-20 min in 5%iger Giemsalésung zu Ende gefarbt.
Die Uberschissige Losung wurde abermals mit Aqua dest. abgespult und der Ausstrich
vor der Analyse fur einige Minuten zum Trocknen bei Raumtemperatur gelagert. Im
Mikroskop wurden insgesamt 100 Leukozyten ausgezahlt und dabei die prozentualen
Anteile an stabkernigen neutrophilen Granulozyten, segmentkernigen neutrophilen
Granulozyten, eosinophilen Granulozyten, basophilen Granulozyten, Monozyten und

Lymphozyten bestimmt.

¢ 8 & o A

Abbildung 3.2.2.13.4: Differentialblutbild. Von links nach rechts: Neutrophiler Granulozyt, Eosinophiler
Granulozyt, Basophiler Granulozyt, Lymphozyt, Monozyt
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3.2.2.13.5 Retikulozyten

EDTA-Blut wurde im Verhéaltnis 1:1 mit Brilliantkresylblauldsung gemischt und fir 30
min inkubiert bevor es auf einen Objekttrager ausgestrichen wurde. Im Mikroskop

wurden 1.000 Erythrozyten analysiert und der Promilleanteil an Retikulozyten ermittelt.

Abbildung 3.2.2.13.5: Retikulozyten. Im Gegensatz zu reifen Erythrozyten (im Bild blassrosa) besitzen
die Retikulozyten noch Reste von Zellorganellen und RNA. Das Ribonucleoprotein der Ribosomen kann
in der Brilliantkresylblaufarbung dunkel gefarbt werden und erlaubt so die Erkennung der Retikulozyten
im Mikroskop.

3.2.2.14 Chiméarismusbestimmung

3.2.2.14.1  Chiméarismusbestimmung im Knochenmark

Unter Vollnarkose mit Diazepam und Propofol wurden den Tieren ca. 5 ml
Knochenmark aus dem Beckenkamm entnommen und in 20 ml RPMI + 20% FCS
aufgenommen. Uber Nacht wurden je 4 ml der Zellsuspension in 15 ml-Falconréhrchen
bei 38T im Brutschrank inkubiert und die Zellteilung am nachsten Morgen durch
Zugabe von 150 ul Colzemid gestoppt. Das Colzemid wurde nach 2stindiger Inkubation
mit 1.500 rpm fiir 10 min abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Unter standigem
Schitteln erfolgte die Zugabe von hypertoner Kaliumchloridldsung (0,074 mol/l), die bei
Raumtemperatur fur 30 min auf den Zellen belassen und danach wie oben
abzentrifugiert wurde. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen durch
tropfchenweise Zugabe einer Fixationslosung bestehend aus 75% Eisessig und 25%
Methanol fixiert. Diese Fixationslosung wurde nach 30 min abzentrifugiert und die
Fixation noch zwei- bis dreimal wiederholt, bevor die Zellen am Schluss in 2 ml
Fixationslosung aufgenommen wurden.

6-8 Tropfen der so erhaltenen Knochenmarklosung wurden auf einen Objekttrager
aufgetropft, dieser zur Fixation mehrmals durch eine Bunsenbrennerflamme gezogen

und die Objekttrager bis zur Auswertung bei Raumtemperatur gelagert.
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Zur Auswertung wurden die Chromosomen der in Mitose befindlichen Zellen
mikroskopisch untersucht. Da Knochenmarksspender und -empfanger immer ein
unterschiedliches  Geschlecht  besalRen, erfolgte eine  Beurteilung  der
Geschlechtschromosomen XX oder XY in jeder Zelle. Durch Ermittlung des Anteils an
Zellen mit dem Geschlecht des Knochenmarkspenders konnte eine Aussage dartber

getroffen werden, wie hoch der Anteil des Spenderchimarismus lag.
3.2.2.14.2  Chimarismusbestimmung im Blut

Dem Hund wurden 50 ml Blut aus der Vena jugularis entnommen und die
mononukledren Zellen wie bereits beschrieben isoliert. Diese wurden in Waymouth
Medium + 2,4% L-Glutamin + 1,5% Penicillin-Streptomycin + 2% NaHCO; (7,5%) auf
eine Konzentration von 2010%ml eingestellt. Zwei T25-Zellkulturflaschen wurden mit je
5 ml der Zellsuspension + 0,5 ml Hundeserumpool + 5 pg/ml PHA befullt und fir 60 h
bei 37T im Brutschrank inkubiert.

Nach dieser Zeit wurde die Zellsuspension jeder Flasche in ein 15 ml-Falconréhrchen
uberfuhrt, mit 150 pl Colzemid fir 2 h inkubiert und danach das Medium bei 1.500 rpm
fur 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, die Zellen
aufgeschuttelt und je 5 ml 0,95% Natriumcitrat dazugegeben. Nach einer Einwirkzeit
von 30 min wurde das Natriumcitrat wie oben angegeben abzentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und die Zellen erneut aufgeschuttelt. Tropfenweise wurde nun unter
dauerndem Schiitteln eine Fixationsldsung bestehend aus 25% Essigsaure und 75%
Methanol zugegeben und nach 30 min abzentrifugiert. Dieser Fixationsschritt wurde
wiederholt und danach tropfchenweise so viel Fixationsldsung zugegeben, bis eine
milchige Tribung entstanden war. Bis zur Auswertung wurde die Losung bei 4C im
Kihlschrank gelagert und weiter verfahren wie unter 3.2.2.8.2 beschrieben.
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3.2.2.15 Leukapherese zur Gewinnung einer DLT (engl . Donor Lymphocyte

Transfusion)

Fur die Leukapherese, also das Absammeln der Leukozyten aus dem Blut, wurde der
jeweilige Hund nichtern gehalten. An der Vena jugularis wurden bei jedem
Leukaphereseschritt 200 ml Blut entnommen. Als Antikoagulanz wurde dabei eine
maoglichst geringe Menge Heparin (ca. 30 pl fur 50 ml Blut) eingesetzt. Das gewonnene
Blut wurde in 50 ml-Falconréhrchen gefillt und bei 2.700 rpm fir 15 min zentrifugiert.
Die Zentrifuge lief dabei ungebremst aus. Nach der Zentrifugation wurde der deutlich
sichtbare Ring aus Leukozyten vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und in einen
Transfusionsbeutel gefillt. Der Rest des Blutes wurde mit Natriumchloridldsung wieder
auf das Ausgangsvolumen aufgefillt, in Spritzen aufgezogen und dem Spenderhund
Uber einen Venenkatheter an der Vena cephalica antebrachii zurlickgegeben, bevor
erneut 200 ml Blut aus der Vena jugularis enthommen wurden. Je nach Konstitution des
Tieres wurden insgesamt vier Leukaphereseldufe durchgefihrt.

Die Zellzahl der gesammelten Leukozyten wurde bestimmt und mit Hilfe eines gefarbten
Blutausstrichs der prozentuale Anteil an mononuklearen Zellen errechnet.

Die so gewonnene DLT wurde dem Spendertier langsam transfundiert.

3.2.3 Methoden zur Austestung einer neuen ATG-Charg e

3.2.3.1 Bindungstest

Bei diesem Test sollte herausgefunden werden, wie gut das ATG an canine PBMCs
bindet. Zur Quantifizierung wurde dabei das Durchflusszytometer verwendet.

Einem gesunden Spendertier wurde Blut entnommen und wie bereits beschrieben die
mononukledren Zellen isoliert, in RPMI + 10% FCS aufgenommen und gezahlt. Pro
Ansatz wurden 1010° Zellen in ein FACS-Réhrchen (berfiihrt und abzentrifugiert. Zu
dem zuvor aufgeschuttelten Zellpellet wurden je 50 pul einer zuvor in RPMI angelegten
ATG-Verdunnungsreihe (log 2, beginnend bei 1:50) gegeben und 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das ungebundene ATG wurde in einem Waschschritt mit
FACS-Puffer entfernt und die Zellen mit einem gegen Kaninchen gerichteten
Sekundarantikorper inkubiert, der FITC als Fluoreszenzmolekdl trug. Nach 30mindtiger
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Inkubation auf Eis folgte ein weiterer Waschschritt und die Zellen wurden zur Analyse
im Durchflusszytometer in je 250 pl FACS-Puffer aufgenommen. Als Kontrollen dienten
unbehandelte PBMCs, nur mit Sekundarantikorper inkubierte PBMCs und PBMCs, die
mit ATG 12/02 (Charge alten ATGs, dass sehr potente T-Zelldepletion mit minimaler
Stammzelltoxizitat aufweist) statt ATG 10/05 inkubiert wurden.

3.2.3.2  Zytotoxizitatstest

Um herauszufinden ab welcher Konzentration ATG toxisch auf Zellen wirkt, wurden je
1110° PBMCs eines gesunden Hundes mit einer zuvor in RPMI angelegten log2-
Verdinnungsreihe von ATG 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das ungebundene
ATG wurde weggewaschen und die Zellen in 200 pl RPMI + 25%
Kaninchenkomplement aufgenommen. Einer einstiindigen Inkubation bei 37<C folgte
ein weiterer Waschschritt, bevor die Zellen zur Analyse in je 250 ul FACS-Puffer
aufgenommen und in FACS-RoOhrchen dberfuhrt wurden. Zur Bestimmung des Anteils
an toten Zellen wurden in jedes Roéhrchen 10 pl Propidiumjodid gegeben und der
Prozentsatz der toten Zellen auf dem Kanal der Fluoreszenz 3 im Durchflusszytometer
bestimmt. Als Kontrollen wurden unbehandelte PBMCs, mit Kaninchenkomplement aber
ohne ATG behandelte PBMCs und PBMCs, die statt ATG mit KHTG (Kaninchen-anti-
Human-Thymozyten-Globulin, ATG-Vorganger aus den 70er Jahren, wird in der

Arbeitsgruppe als Positivkontrolle eingesetzt) inkubiert wurden, mitgefihrt.

3.2.3.3 ATG-CFU-Assay

Bei diesem Test sollte ermittelt werden, ab welcher Konzentration ATG toxisch auf
Stammzellen wirkt. Dazu wird deren Wachstumsverhalten in einem CFU-Assay
beurteilt.

Aus frisch entnommenem Knochenmark wurden die mononuklearen Zellen isoliert, in
RPMI aufgenommen, gezahlt und auf 2010°%ml eingestellt. In RPMI wurde eine ATG-
Verdinnungsreihe mit log 2 angelegt, beginnend bei 1:25. Je 250 pl der
Knochenmarkszellsuspension (entsprechend 500.000 Zellen) wurden in 15 ml-

Falconréhrchen tberfuhrt und mit je 250 pl der einzelnen ATG-Verdinnungen gemischt.
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Damit war die Endkonzentration von ATG im Zellgemisch eine log 2-
Verdinnungesreine beginnend bei 1:50. Nach 30minitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde ein Waschschritt angeschlossen und danach zu jeder Probe
250 pl autologes Serum des Knochenmarkspenders gegeben. Nach einer weiteren
Inkubationspause von 1 h bei 37<C wurden die Zellen erneut gewaschen und in 200 pl
RPMI aufgenommen. Je 100 pl wurden mit 2,5 ml Methylcelluloseagar gemischt und
madglichst blasenfrei in 6 Loch-Zellkulturplatten ausplattiert.

Die Auswertung erfolgte nach 10-14 Tagen Inkubation bei 38C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank.

58



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1  T-Zelldepletion mit Anti-Thymozyten-Globulin (A TG)

ATG, ein aus mit Hundethymozyten immunisierten Kaninchen gewonnener polyklonaler
Antikorper, wurde in der Arbeitsgruppe routinemallig zur T-Zelldepletion bei allogener
Stammzelltransplantation verwendet. Da es sich hierbei um einen polyklonalen
Antikorper handelt, sind starke Unterschiede zwischen den einzelnen Chargen zu
verzeichnen. Jede Charge muss daher vor ihrem Einsatz ausgetestet werden.

Durch drei autologe Knochenmarktransplantationen sollte herausgefunden werden, ob
die ATG-Charge 6/00 das Anwachsen des Transplantats verzdgert. Dazu wurde das
Knochenmark dreier Hunde mit den ATG-Verdinnungen 1:100, 1:200 und 1:400
inkubiert und anschlieRend den mit 10 Gy bestrahlten Hunden transplantiert. Der
Verlauf der Leukozyten- und Thrombozytenwerte wurde verglichen mit dem mehrerer in
friherer Zeit autolog transplantierter Hunde, deren Knochenmark nicht mit ATG
behandelt worden war.

— MW + Standardabweichung ohne ATG
—MW - Standardabweichung ohne ATG
—=— ATG 6/00 1:100
—=— ATG 6/00 1:200

ATG 6/00 1:400

10000

1000 -

Leukozyten/ul

100

Tage nach Transplantation

Abbildung 4.1a: Verlauf der Leukozytenwerte nach autologer KMT mit ATG 6/00 in ve rschiedenen
Verdinnungen. Vor der autologen Transplantation wurde das Knochenmark 30 min mit den
verschiedenen Verdinnungen an ATG 6/00 inkubiert. Die schwarzen Linien zeigen den Mittelwert (MW) +
bzw. - Standardabweichung des Leukozytenverlaufs von ohne ATG autolog transplantierten Hunden.

59



Ergebnisse

— MW + Standardabweichung ohne ATG
— MW - Standardabweichung ohne ATG
—=— ATG 6/00 1:100
—=— ATG 6/00 1:200

ATG 6/00 1:400
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Abbildung 4.1b: Verlauf der Thrombozytenwerte nach autologer KMT mit ATG 6/00 in
verschiedenen Verdiinnungen. Die schwarzen Linien zeigen den Mittelwert (MW) + bzw. —
Standardabweichung des Thrombozytenverlaufs von ohne ATG autolog transplantierten Hunden.

Sowohl die Leukozyten- als auch die Thormbozytenwerte aller drei Hunde stiegen
deutlich langsamer an, als die der Vergleichsgruppe ohne ATG, obwohl in allen
Experimenten dieselbe Zellzahl (1,0 - 10® mononukledre Zellen (MNCs) pro kg
Kdrpergewicht) transplantiert worden war (s. Abb. 4.1a und b). Die Hundin, deren
Knochenmark mit einer ATG-Verdinnung von 1:200 vorinkubiert wurde, bekam kein
stabiles Engraftment und musste an Tag 72 nach der Transplantation euthanasiert
werden.

Die Ergebnisse dieser drei autologen Knochenmarktransplantationen fihrten zu der
Entscheidung, eine neue Charge ATG herzustellen, da die Charge 6/00 nicht zufrieden

stellend einsetzbar war.
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4.1.1 In vitro-Austestung von ATG 10/05

In Zusammenarbeit mit der Firma Fresenius wurde eine neue Charge ATG (ATG 10/05)
durch Immunisierung von Kaninchen mit Hundethymozyten und anschlielRender
Aufreinigung des Antikdrpers aus dem Serum der Kaninchen hergestellt und zunéachst
in vitro ausgetestet.

Um die geeignete Konzentration zur Anwendung im Hundemodell herauszufinden,

mussten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Wie gut bindet ATG an canine T-Zellen?
2. In welcher Konzentration kann ATG canine T-Zellen ausreichend depletieren?
3. Ab welcher Konzentration wirkt ATG toxisch auf hd&matopoetische Stammzellen?

Durch diese in vitro-Tests sollte herausgefunden werden, in welcher Konzentration ATG
eingesetzt werden muss, um eine bestmogliche T-Zelldepletion zu gewahrleisten, ohne

jedoch die Vitalitdt der hAmatopoetischen Stammzellen zu beeintrachtigen.

120

100

80

60 -

40

% positive Zellen

20 A

mittlere Fluoreszenzintensitat

negative
Kontrolle
positive
Kontrolle
nur Zellen
1:12800
1:51200
1:102400
1:204800
1:409600
1:819200

1:1638400

Kontrollen ATG-Verdinnungen

B % positive Zellen ~ Emittlere Fluoreszenzintensitat

Abbildung 4.1.1a: Bindungstest von ATG 10/05 an PBMCs. Nach Herstellung einer Verdiinnungsreihe
von ATG wurden PBMCs fiir 30 min auf Eis mit den unterschiedlichen ATG-Verdiinnungen inkubiert. Die
Detektion des gebundenen ATGs auf der Oberfliche erfolgte durch einen FITC-markierten
Sekundarantikérper gegen Kaninchenglobulin. Die Auswertung des Prozentsatzes an positiv markierten
Zellen sowie der mittleren Fluoreszenzintensitét erfolgte im Durchflusszytometer.
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Fur den Bindungstest wurden PBMCs eines gesunden Spenders mit ATG in
verschiedenen Konzentrationen inkubiert und die positiv markierten Zellen mit einem
FITC-markierten Sekundarantikbrper abgegriffen (Abb. 4.1.1a). Bis zu einer
Verdinnung von 1:204.800 blieben Uber 90% der Zellen positiv markiert, jedoch muss
zur Beurteilung der biologischen Aktivitat der Zellen die mittlere Fluoreszenzintensitét
herangezogen werden. Die Analyse im Durchflusszytometer zeigte, dass die mittlere
Fluoreszenzintensitat der Zellen bei einer Verdinnung von 1:1.600 ihr Maximum

erreicht und danach wieder abnimmt (Abb. 4.1.1a).

Zur Analyse der zytotoxischen Eigenschaften von ATG wurden PBMCs eines gesunden
Spenders nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen an ATG mit
Kaninchenkomplement inkubiert. Der Prozentsatz an toten Zellen wurde im
Durchflusszytometer nach Zugabe von Propidiumjodid, welches nur tote Zellen anfarbt,
bestimmt (Abb. 4.1.1b). Wie zu erwarten nahm der Anteil an toten Zellen mit steigender

Verdinnung des ATGs kontinuierlich ab.
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Abbildung 4.1.1b:  Zytotoxizitatstest von ATG 10/05 auf PBMCs. PBMCs eines gesunden
Spendertieres wurden mit unterschiedlichen Verdiinnungen an ATG fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach
Zugabe von Kaninchenkomplement fiir 1 h wurde der Prozentsatz an toten Zellen durch eine Farbung mit
Propidiumjodid im Durchflusszytometer bestimmt. rbC (engl. Rabbit Complement) = Kaninchen-
komplement.
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Im CFU-Assay konnte gezeigt werden, dass bei einer ATG-Konzentration von 1:600 ein
maximales Wachstum der Kolonien auftrat, das dem der nativen Kontrolle entsprach
(Abb. 4.1.1¢).
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Abbildung 4.1.1c: CFU-Assay mit ATG 10/05. Mit ATG 10/05 vorinkubierte KM-Zellen wurden mit
autologem Serum des KM-Spenderhundes behandelt und in einem CFU-Assay ausgesat. Nach 14 Tagen
wurde im Mikroskop die Anzahl an gewachsenen Kolonien bestimmt.

Aus unbekannten Grinden nahm die Anzahl der gewachsenen Kolonien im CFU-Assay

mit hdherer ATG-Verdlinnung wieder ab.

Die in vitro-Experimente zeigten, dass die ATG-Charge 10/05 im Bereich einer
Verdinnung von 1:100-1:1.600 die gewlnschte Wirkung, namlich eine gute
zytotoxische Wirkung bei gleichzeitig unverminderter Wachstumsfahigkeit der

hamatopoetischen Stammzellen aufweist.

4.1.2 In vivo-Austestung von ATG 10/05

Die beschriebenen in vitro-Experimente geben zwar eine ungefahre Auskunft dartber,
wie die jeweiligen ATG-Chargen einzusetzen sind, jedoch erlauben diese in vitro-Tests
keine verlassliche Aussage zur Wirkung im in vivo-System. Daher ist es unerlasslich,
vor Anwendung im allogenen Transplantationssystem die Aktivitat des ATGs im
autologen Transplantationssystem zu tberprufen.

Zwei Hunden wurde einige Wochen vor Beginn des Experiments Knochenmark

entnommen und im Verhaltnis 1:100 bzw. 1:400 mit ATG fur 30 min inkubiert, bevor es
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dann wie oben beschrieben mit Einfriermedium versetzt und in einer Einfriermaschine
auf -100C heruntergekihlt wurde. Bis zur Verwendun g wurde das Knochenmark in
flissigem Stickstoff gelagert.

Die Hunde erhielten 24 h vor der Transplantation eine Ganzkorperbestrahlung mit 10
Gy. Am folgenden Tag wurde das kryokonservierte Knochenmark mdglichst schonend
aufgetaut, die Zahl der lebenden Zellen bestimmt und den Hunden je
1,0 010® MNC/kg Korpergewicht langsam transfundiert. Die in den Knochenmark-
praparaten enthaltene Gefrierschutzlésung bereitete den Hunden keine Probleme.
Wurden Volumina von mehr als 250 ml transfundiert, erhielten die Hunde Furosemid
und zusatzliche Infusionen mit Ringer-Lactat-Lésung, um das DMSO mdglichst schnell
wieder aus dem Korper zu entfernen. Nach der Transplantation wurden die Hunde nach
dem Ublichen Schema behandelt. Bei Bedarf wurden Thrombozytenkonzentrate bzw.
Transfusionen mit Vollblut verabreicht und die Hunde wurden in der Phase der starken
Leukopenie prophylaktisch mit Antibiotika behandelt. Beide Hunde, die ATG 10/05 zur
T-Zelldepletion erhielten, hatten ein verspatetes Engraftment. Ein Leukozytenanstieg
tber 500/ul fand bei Hund 746, dessen Knochenmark mit einer ATG-Verdinnung von
1:400 inkubiert worden war, erst an Tag 38 statt. Hund 743, dessen Knochenmark mit
einer ATG-Verdiunnung von 1:100 inkubiert worden war, hatte erst ab Tag 48 wieder
Leukozytenwerte, die stabil iber 500/ul lagen (Abb. 4.1.2a).

-—MW + Standardabweichung ohne ATG =MW - Standardabweichung ohne ATG
Hund 743 ATG 10/05 1:100 —=—Hund 746 ATG 10/05 1:400
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Abbildung 4.1.2a: Verlauf der Leukozytenwerte nach autologer Transplantation von Hund 743 bz W.

746 mit ATG 10/05 in den Konzentrationen 1:100 bzw. 1:400. Die schwarzen Linien zeigen den
Mittelwert (MW) + bzw. — Standardabweichung des Leukozytenverlaufs nach autologer KMT ohne ATG.
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— MW + Standardabweichung ohne ATG =MW - Standardabweichung ohne ATG
—s— Hund 743 ATG 10/05 1:100 Hund 746 ATG 10/05 1:400
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Abbildung 4.1.2b: _Verlauf der Thrombozytenwerte nach autologer Transplantation von Hund 743
bzw. 746 mit ATG 10/05 in den Konzentrationen 1:100 bzw. 1:400.  Die schwarzen Linien zeigen den
Mittelwert des Thrombozytenverlaufs nach autologer KMT ohne ATG + bzw. — Standardabweichung.

Der Verlauf von Leukozyten- und Thrombozytenwerten war bei beiden Hunden
schlechter als derjenige der Vergleichsgruppe autolog transplantierter Hunde, die kein
ATG erhielten. Bei beiden Hunden wuchs das Transplantat deutlich verspatet an und
beide Hunde bendétigten mehr als 10 Thrombozyten- und Vollbluttransfusionen, um die

lange Phase der Thrombozytopenie zu Uberbriicken (Abb. 4.1.2b).

Um eine Aussage uber die Wirksamkeit dieser ATG-Charge fur die Pravention einer
GvHD treffen zu kdnnen, wurde eine allogene Knochenmarktransplantation im DLA-
identischen Transplantationssystem durchgefiihrt. Dazu wurde das Knochenmark mit
einer ATG-Konzentration von 1:800 vorinkubiert und anschlielend eine Zellzahl von 2,4
- 10® MNCs/kg Koérpergewicht transplantiert. Trotz dieser hohen Zellzahl wuchs das
Transplantat bei der Hindin nicht an und sie musste an Tag 36 in totaler Aplasie
euthanasiert werden (Daten nicht gezeigt).

Nach dieser Transplantation war klar, dass auch die ATG-Charge 10/05 nicht die fur
eine Transplantation erforderlichen Eigenschaften besitzt. Es bestand also die
Notwendigkeit, eine kostenglnstige und leicht durchfihrbare Alternative fur die
routinemanige T-Zelldepletion bei der Knochenmarktransplantation zu finden.

Dazu sollten die monoklonalen T-Zellantikdrper CA17 (bindet an canines CD3) und MT-

606 (bindet an canines CD6) auf ihre Fahigkeit hin untersucht werden, die
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Komplementkaskade zu aktivieren und dadurch eine selektive Depletion der positiv

markierten Zellen zu erméglichen.

4.2  Titration des Antikdrpers MT-606

Um herauszufinden, in welcher Konzentration der monoklonale Antikbrper MT-606 in
zukinftigen Versuchen einzusetzen war, wurde eine Titrationsreihe angelegt und
PBMCs eines gesunden Hundes mit unterschiedlichen Konzentrationen an MT-606
inkubiert.

Zur Analyse der Bindungskapazitdt des Antikorpers wurden die mit MT-606
vormarkierten Zellen nach einem Waschschritt mit einem FITC-markierten Ziege-anti-
Maus Antikorper gefarbt und konnten durchflusszytometrisch analysiert und
ausgewertet werden.

Der Antikdrper wies dabei eine sehr gute Markierung der Zellen mit deutlicher Trennung
zwischen positiv und negativ markierter Fraktion auf (Abb. 4.2).

-

Isotyp 0,5 g 1pg 2 ug 4 g
MslgG2b-FITC
CD6 -

Abbildung 4.2: Titration des mAK MT-606 . Der Antikdrper wurde in unterschiedlichen Konzentrationen
eingesetzt, um PBMCs zu markieren. Die Analyse mit Hilfe eines FITC-markierten sekundéren
Antikérpers erfolgte im Durchflusszytometer auf dem Kanal der Fluoreszenz 1.

Zwischen den einzelnen eingesetzten Konzentrationen war kein merklicher Unterschied
zu verzeichnen. Es fiel auf, dass in jedem Fall eine Aufteilung der CDG6-positiven
Fraktion in eine stark und eine schwach positive Fraktion gemessen werden konnte.

Firr weitere Experimente wurden Konzentrationen von 0,5 pg MT-606 pro 1010° Zellen
eingesetzt, da keine Notwendigkeit bestand, den Antikérper stéarker konzentriert

einzusetzen.

66




Ergebnisse

4.3  T-Zelldepletion mit monoklonalem Antikérper und Kaninchenkomplement

Die beiden monoklonalen unmarkierten Antikbrper MT-606 und CA17 wurden auf ihre
Fahigkeit untersucht, die Komplementkaskade zu aktivieren, was zu einer Lyse der
positiv markierten Zellen fuhrt.

Als Komplementquelle wurde Kaninchenkomplement verwendet, das in unserem Labor
routinemaRig fur Zytotoxizitdtsassays eingesetzt wird. Das Kaninchenkomplement
wurde fur diesen Zweck austitriert und in einer Konzentration von 25 Volumenprozent
zur Lyse der Zellen eingesetzt. Da nicht bekannt war, ob MT-606 oder CA1l7
komplementaktivierende Eigenschaften besitzen, wurde zunachst an der Konzentration
des eingesetzten Kaninchenkomplements nichts verandert, sondern das Protokoll aus
den Zytotoxizitatsstudien dbernommen.

PBMCs von gesunden Hunden wurden zunachst mit der vorher ermittelten idealen
Menge (Daten zur Titration des Antikdrpers CA17 nicht gezeigt, fur MT-606 s. 4.2) an
Antikorper inkubiert und nach einem Waschschritt, der ungebundenen Antikérper
entfernt, in Medium resuspendiert und mit 25% Kaninchenkomplement versetzt. Nach
einstindiger Inkubationszeit im Schittelwasserbad wurde die verbleibende Zellzahl

bestimmt und eine Analyse der Depletionseffizienz im Durchflusszytometer

durchgefuhrt.
CD3 CD6
vor Depletion
: % 66% 64%
nach Depletion
88% 19%
Abbildung 4.3a: Depletion von PBMCs mit monoklonalen Antikérpern und rbC. PBMCs eines

Hundes wurden zundchst mit den monoklonalen Antikérpern (mAK) gegen CD3 bzw. CD6 inkubiert und
danach durch Zugabe von 25% rbC die Kapazitat einer Depletion der Positivfraktion untersucht. Die
Auswertung erfolgte im Durchflusszytometer. Gezeigt ist das Ergebnis der durchflusszytometrischen
Analyse vor und nach der Depletion.
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Der CD3-Antikdrper CA17 besal3 nicht die Fahigkeit, die Komplementkaskade zu
aktivieren. Der Prozentsatz an CD3-positiv gefarbten Zellen in der durchfluss-
zytometrischen Analyse wurde nicht weniger (Abb. 4.3a).

Der CD6-Antikdrper MT-606 zeigte ein besseres Potential zur Aktivierung der
Komplementkaskade. Hier konnte der Anteil an CD6-positiven Zellen um 93,3%
reduziert werden, was auch aus Abb. 4.3a durch eine deutliche Reduktion der CD6-
positiven Zellfraktion ersichtlich ist.

Die  Ergebnisse dieses ersten Depletionsversuchs mit MT-606 und
Kaninchenkomplement erschienen viel versprechend und wurden in Folgeversuchen
bestéatigt (Daten nicht gezeigt). Allerdings war der unspezifische Zellverlust der
Kontrollgruppe nach Inkubation mit 25% Kaninchenkomplement ohne mAK
(monoklonalen Antikérper) immer relativ hoch und lag zwischen 50% und 60%. Dies
war zurtckzufihren auf eine zelltoxische Wirkung des Kaninchenkomplements in hohen
Konzentrationen. Um diese zu minimieren und gleichzeitig die Depletion von positiv
markierten Zellen maximal zu halten, wurde das verwendete Kaninchenkomplement im

nachsten Schritt austitriert.

Es wurden Konzentrationen von 10%-25% eingesetzt und zur Optimierung der T-
Zelldepletion in einem Parallelansatz die Inkubationszeit mit Kaninchenkomplement auf
2 - 1 h ausgedehnt. Da die endgiltige Anwendung dieser Methode fur die Stammzell-
transplantation geplant war, wurden die folgenden Versuche mit Knochenmarkzellen
statt PBMCs durchgefuhrt.
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Abbildung 4.3b: _Depletion von KM mit MT-606 und unterschiedlichen Konzentrationen an rbC . KM-

Zellen wurden mit MT-606 und unterschiedlichen Konzentrationen an rbC inkubiert, um herauszufinden,
bei welcher Konzentration an rbC eine maximale Depletion stattfindet. Die Analyse erfolgte im
Durchflusszytometer.

Wie aus Abbildung 4.3b ersichtlich, erfolgte bereits nach einer einzigen einstindigen
Inkubation mit Kaninchenkomplement eine fast vollstandige Depletion der CDG6-
positiven Zellen. Mit einer Konzentration von 15% Kaninchenkomplement war die CD6-

Depletion vollstéandig und der unspezifische Zellverlust minimal.

Um zu klaren, ob das Kaninchenkomplement stammzelltoxisch wirkt, wurde im selben
Experiment von jeder Knochenmarksprobe vor und nach Inkubation mit mAK und rbC
ein CFU-Assay angesetzt.

Probe | CFU-M | CFU-E |BFU-E | CFU-G CGFI\lj GCEF,\l/f,;A gg‘;;r:'t
vorher 8 3 - 10 2 1 24
10% rbC 22 39 8 a7 12 7 135
15% rbC 36 39 8 41 8 6 138
20% rbC 34 28 2 53 16 6 138
25% rbC 35 19 4 57 8 1 124
Tabelle 4.3c: CFU-Assay von mit unterschiedlichen Konzentrationen an rbC CD6-deplet iertem KM.

Je 250.000 Zellen CD6-depletierts KM wurden in einem CFU-Assay analysiert, um herauszufinden, bei
welcher Konzentration von rbC eine maximale CD6-Depletion bei gleichzeitig minimaler
Stammezelltoxizitat stattfindet.
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Die T-Zelldepletion mit MT-606 und Kaninchenkomplement wirkte sich nicht auf die
Viabilitat der Stammzellen aus. Pro Loch wurden 250.000 mononukleare Zellen
ausgesat. Da das undepletierte Knochenmark noch alle T-Zellen enthalt, wurde relativ
gesehen eine geringere Anzahl an Stammzellen eingesetzt als bei den depletierten
Knochenmarkzellen. Dies erkléart die deutlich erh6hte Anzahl an gewachsenen Kolonien
bei den depletierten Proben. Das Verteilungsmuster der verschiedenen Kolonien hat
sich jedoch nicht verandert (Tab. 4.3c).

Um zu analysieren, welche Art von T-Zellen bei der CDG6-Depletion vorwiegend
depletiert werden, wurde eine durchflusszytometrische Analyse mit CD3-, CD4- und
CD8-Antikdrpern jeweils in Doppelfarbung mit CD6 gemacht (Abb. 4.3d ).

vor CD6-Depletion

. 84%

nach CD6-Depletion

6% 2%

CD3 CD6 CDh4

Abbildung 4.3d: _ Analyse der unterschiedlichen Zellfraktionen nach Depletion von KM mi t MT-606
und rbC — Darstellung im Dotplot. CD6-depletierte KM-Zellen wurden mit AK gegen CD3, CD4, CD6
und CD8 markiert und im Durchflusszytometer analysiert.

Die CD6+ Fraktion verschwand zu ca. 98%. Es fiel auf, dass die CD4+ Fraktion im
Gegensatz zur CD8+ Fraktion ebenfalls um anndhernd 100% reduziert wurde, was
bedeutet, dass eine CD6-Depletion vor allem die CD4+ Zellen eliminiert, wohin gegen
die CD8+ Zellen nur teilweise depletiert werden. Da die CD3+ Zellen ahnlich wie beim
Menschen auch beim Hund zu ca. zwei Dritteln aus CD4+ und zu einem Drittel aus
CD8+ Zellen bestehen, wird auch die CD3+ Fraktion nur teilweise depletiert. Diese
Beobachtung wurde bei allen nachfolgenden Versuchen bestétigt.
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4.4  T-Zelldepletion mit monoklonalem Antikérper und Meerschweinchen-

komplement

Als alternative Komplementquelle wurde neben Kaninchenkomplement auch
Meerschweinchenkomplement (MsC) ausgetestet. Es sollte hierbei neben einer
generellen Anwendbarkeit von Meerschweinchenkomplement zur T-Zelldepletion
untersucht werden, ob das Meerschweinchenkomplement eine T-Zelldepletion mit
geringerem unspezifischem Zellverlust gewahrleistet. Wie bei den ersten Versuchen mit
Kaninchenkomplement wurde die initiale Austestung an PBMCs durchgefiuhrt, da diese
mit geringerem Aufwand gewonnen werden kdnnen als Knochenmarkzellen und das
Spendertier nur minimal beeintrachtigt wird. Da aus Erfahrungen im Labor bereits
bekannt war, dass Meerschweinchenkomplement eine geringere zytotoxische Wirkung
als Kaninchenkomplement aufweist, wurden Verdiinnungen zwischen 25% und 100%

ausgetestet.
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Abbildung 4.4: Depletion von PBMCs mit MT-606 und MsC — durchflusszytometrische Analyse.
PBMCs wurden mit MT-606 und MsC in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert und die Potenz einer
CD6-Depletion im Durchflusszytometer analysiert. MT-606 wurde im Kanal der Fluoreszenz 1 (FL1)
gemessen. Linke Reihe: Dotplots FL1-FL2, rechte Reihe: Histogramme der FL1.
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Schon die qualitative Analyse im Durchflusszytometer zeigte, dass die mit MT-606
positiv markierte Zellpopulation in keinem Fall abnahm (Abb. 4.4). Dieses Ergebnis
wurde in der quantitativen Auswertung bestatigt (Daten nicht gezeigt).

Anders als Kaninchenkomplement fihrt das Meerschweinchenkomplement selbst
unverdinnt nicht zu einer zufrieden stellenden T-Zelldepletion in Verbindung mit MT-

606 und wurde in den folgenden Versuchen nicht mehr eingesetzt.

Die mit MT-606 und Kaninchenkomplement durchgefuhrte T-Zelldepletion zeigte in vitro
viel versprechende Ergebnisse. Es solte nun die Potenz dieser T-Zell-
Depletionsmethode  zur  Verhinderung einer GvHD bei der allogenen

Knochenmarktransplantation getestet werden.

4.5 Allogene Knochenmarktransplantation von DLA-hom ozygoten Spendern
und DLA-heterozygoten Empfangern

4.5.1 Transplantation Hund 735 - Hund 733

Die erste Transplantation von mit MT-606 und Kaninchenkomplement depletiertem
Knochenmark erfolgte im homo-hetero-System. Das bedeutet, dass der Spender
homozygot fiir DLA ist, wohin gegen der Empfanger einen heterozygoten DLA-Locus
besitzt und einen Haplotyp mit dem Spender gemeinsam hat (Abb. 4.5.1a). In der MLC
dieser beiden Hunde zeigte sich eine Reaktion in nur eine Richtung, namlich vom fur
DLA homozygoten zum heterozygoten Hund. Das homo-hetero-System ist somit ein
starkes GvHD-System, in dem nun getestet werden sollte, ob die Depletion von CD6-
positiven Zellen mit Hilfe von MT-606 und Kaninchenkomplement ausreicht, um eine

GvHD zu verhindern.
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2.4
DLA-Typ T

Spender Empfanger

Abbildung 4.5.1a: DLA-Typen von Spender und Empfanger.  Angegeben sind jeweils die parentalen
Haplotypen fiir DLA-A und DLA-B. Bei diesem Transplantationssystem, bei dem der Spender homozygot,
der Empfanger jedoch heterozygot fir DLA ist, ist eine starke Reaktion in der GvH-Richtung bei einer
minimalen Reaktion in der HvG (Host-versus-Graft)-Richtung zu erwarten.

Dem Spenderrtiden wurden in Vollnarkose insgesamt 345 ml Knochenmark entnommen
und daraus wie beschrieben die mononukleéren Zellen isoliert, insgesamt 3,110°. Nach
der CD6-Depletion verblieben 2,4110° MNCs, woraus sich eine Zelldosis von 1,8010°

MNCs/kg Korpergewicht zur Transplantation errechnete.

Die durchflusszytometrische Analyse der Knochenmarkzellen vor und nach der
Depletion ergab folgendes Bild:
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Abbildung 4.5.1b: Analyse von KM von Hund 735 vor und nach Depletion mit MT-606 und rbC.
Vom entnommenen KM wurden vor und nach der Depletion Proben fir die durchflusszytometrische
Analyse entnommen. Die Markierung mit mAKs gegen CD4, CD6 und CD8 erlaubte im
Durchflusszytometer eine Messung des prozentualen Anteils an positiv markierten Zellen. Die
quantitative Auswertung erfolgte unter Einbeziehung der Gesamtzellzahlen.
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Eine nahezu vollstandige Depletion von CD6-positiven Zellen geht einher mit einer
starken Depletion der CD4-positiven Zellen, wohin gegen die CD8-positiven Zellen nur
teilweise depletiert werden (Abb. 4.5.1b). Diese Ergebnisse wurden auch bei
nachfolgenden Depletionen immer wieder bestatigt.

Um einen Anhaltspunkt tber die Fahigkeit der transplantierten Zellen zur Bildung von
Kolonien zu erhalten, wurden CFU-Assays von Zellen vor und nach der Depletion
angesetzt. Je 250.000 mononukledre Zellen wurden dazu in speziellem
Methylcelluloseagar ausgesat und nach 14tagiger Inkubation im Brutschrank bei 38T
im Mikroskop ausgewertet.

Dabei zeigte sich, dass CD6-depletiertes Knochenmark mehr CFU-Wachstum aufwies
als undepletiertes Knochenmark. Diese Tatsache kann dadurch erklart werden, dass
bei Einsatz von 250.000 Zellen im CFU-Assay in CD6-depletiertem Knochenmark
prozentual mehr Stammzellen enthalten sind als in undepletiertem Knochenmark.

Nach der CD6-Depletion mit MT-606 und Kaninchenkomplement wurden 1,8-10°
MNCs/kg Korpergewicht transplantiert.

Die Leukozytenregeneration bei der Hundin verlief wie folgt:
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Abbildung 4.5.1c:  Leukozytenregeneration von Hund 733 nach Transplantation von CD6-
depletiertem KM. Ab dem Tag der Ganzkérperbestrahlung (Tag -1) wurde der Hiindin jeden Tag eine
Blutprobe entnommen und die Zahl der Leukozyten bestimmt.

Nach der myeloablativen Ganzkoérperbestrahlung mit 10 Gy an Tag -1 fielen die
Leukozytenwerte zunachst bis Tag 6 auf ein Minimum von 50/ul ab, bevor dann ab Tag
7 das Transplantat soweit angewachsen war, dass neue funktionstiichtige Leukozyten
produziert werden konnten. Ab Tag 40 nach der Transplantation lagen die Werte wieder

im Referenzbereich von > 6.000/ul (Abb. 4.5.1c). Das Allgemeinbefinden der Hindin
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war wahrend der gesamten Zeit ungestort. Ab Tag 16 hatte die Hindin eine leicht
erhohte Korpertemperatur und bekam daraufhin zweimal taglich das Breitspektrum-
Antibiotikum TazobacO (Piperacillin + Tazobactam, 100 mg/kg) intravents verabreicht.
Es konnten aber im Folgenden weder Anzeichen einer bakteriellen oder viralen
Infektion festgestellt werden, noch war das Allgemeinbefinden der Hindin in irgendeiner
Art beeintrachtigt, so dass der Temperaturanstieg vermutlich auf das schnelle
Anwachsen des Transplantats zurlckzufiuhren war. Nach 10tagiger antibiotischer
Versorgung fiel die Temperatur wieder auf Normalniveau und die Antibiose konnte

abgesetzt werden.

Der Verlauf der Thrombozytenzahlen nach der Transplantation stellte sich so dar:

1.000.000

100.000 - l l l
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Thormbozyten/pl

Abbildung 4.5.1d:  Thrombozytenregeneration von Hund 733 nach Transplantation von CDG6-
depletiertem KM. Nach der Transplantation wurde der Hiindin jeden Tag eine Blutprobe enthommen und
die Zahl der Thrombozyten bestimmt. War diese kleiner als 10.000/ul, wurde ein Thrombozytenkonzentrat
eines DLA-identischen Hundes verabreicht. Die Verabreichung von Thrombozytenkonzentraten ist durch
Pfeile gekennzeichnet. Ein * bei dem Pfeil bedeutet, dass an diesem Tag Vollblut transfundiert wurde.

Anders als die Leukozytenzahlen fielen die Thrombozytenzahlen erst bis zum 10. Tag
nach der Transplantation auf ein Minimum ab (Abb. 4.5.1d). In der Regel werden den
transplantierten Hunden bei Thrombozytenwerten unter 10.000/ul Thrombozyten-
konzentrate von DLA-identischen, gesunden Spendertieren verabreicht. Das erste
Thrombozytenkonzentrat wird immer vom jeweiligen Knochenmarkspender gewonnen.
Die Hundin erhielt Thrombozytenkonzentrate an den Tagen 10 und 17 sowie eine
Vollbluttransfusion an Tag 23, da an diesem Tag nheben einer geringen

Thrombozytenzahl auch der Hamatokrit stark erniedrigt (36%) war. Ab diesem Tag
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waren keine weiteren Bluttransfusionen nétig und die Hindin zeigte ein ungestoértes
Allgemeinbefinden.

An den Tagen 20, 50 und 100 nach der Transplantation und danach in jahrlichem
Abstand wurde wie beschrieben der Grad des Chimérismus in Blut und Knochenmark
bestimmt. Bei dieser Hindin lag der Anteil des Spenderchimarismus sowohl im Blut als
auch im Knochenmark von Anfang an bei 100%.

Es konnte also festgestellt werden, dass die CDG6-Depletion mit MT-606 und
Kaninchenkomplement ausreichte, um selbst in diesem starken GvHD-System die
Entstehung einer GvHD zu verhindern und dabei gleichzeitig das Anwachsen des
Transplantats nicht zu beeintrachtigen.

Um zu prufen, ob die Hundin vollstandig tolerant gegeniiber dem Spenderorganismus
geworden war, wurde an Tag 121 nach der Transplantation ein Hautstick des
Spenders auf die Empfangerhiindin transplantiert. Um dieses auch nach Nachwachsen
des abrasierten Fells wieder identifizieren zu kénnen, wurde es vor dem Anndhen um
180° gedreht, so dass die Fellwuchsrichtung entgege ngesetzt zu derjenigen der
Empfangerhindin verlauft. Das Hautstick wurde bis zum Ziehen der Faden durch einen
Verband geschutzt, der regelméafig kontrolliert und gewechselt wurde. Prophylaktisch
erhielt die Hundin fur 8 Tage zweimal taglich 10 mg/kg Amoxicillin + Clavulansaure

(Synuloxd-Tabletten). Nach 10 Tagen war das Hautstick gut angewachsen und die

Faden konnten gezogen werden (Abb. 4.5.1e).

Knochenmarkspender. Um die Toleranz gegeniber Organen des Spenders nach der KMT zu testen,
wurde der Hindin an Tag 121 ein Hautstlick des Spenders transplantiert (Pfeil). Die Fellwuchsrichtung
wurde um 180°gedreht, um ein Wiederauffinden des t ransplantierten Hautstlicks zu erleichtern.
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45.2 Hund 736 - Hund 739

An Hand einer zweiten Transplantation im homo-hetero-System sollte die
Reproduzierbarkeit des Ergebnisses aus dem ersten Transplantationsversuch mit CD6-
depletiertem Knochenmark tberprift werden.

Fur diese zweite Transplantation wurden der Spenderhiindin in Vollnarkose 350 ml
Knochenmark entnommen, aus dem 3,4 010° mononukledre Zellen isoliert wurden.
Nach der Depletion verblieben 1,23 [110° mononukle&re Zellen, was einer Zelldosis von
0,8 010° pro kg Korpergewicht des Empfangerriiden entsprach. Diese Zellzahl war
deutlich geringer als diejenige, welche bei der ersten Transplantation gewonnen werden
konnte.

Die Qualitat der transplantierten Zellen wurde durch einen CFU-Assay beurteilt, in dem
aus 250.000 eingesetzten Zellen insgesamt 114 Kolonien wuchsen. Trotz
ausreichender koloniebildender Fahigkeit der transplantierten Zellen erwies sich jedoch
eine Zelldosis von 0,8 010° mononukledren Zellen pro kg Kérpergewicht als zu gering

und das Transplantat konnte nicht anwachsen.
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Abbildung 4.5.2a: Leukozytenregeneration von Hund 739 nach Transplantation von CD6-
depletiertem KM. Die geringe Zahl an transplantierten Stammzellen (0,8 010° MNCs/kg) reichte nicht
aus, um ein stabiles Anwachsen des Transplantats und eine ausreichende Regeneration der
Leukozytenzahlen zu gewéhrleisten.

Nach dem starken Abfall der Leukozytenzahlen bis Tag 7 erfolgte zwar ab Tag 11 ein
leichter Anstieg, doch es kam zu keiner stabilen Erholung der Leukozytenzahlen (Abb.
4.5.2a). Ahnlich verhielt es sich mit den Thrombozytenwerten (Abb. 4.5.2b).
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Abbildung 4.5.2b: Thrombozytenregeneration von Hund 739 nach Transplantation von CD6-
depletiertem KM. Trotz wiederholt verabreichter Thrombozytenkonzentrate konnte wegen der geringen
Zahl an transplantierten Stammzellen (0,8 mo® MNCs/kg) keine Regeneration der Hamatopoese erreicht
werden. Die Verabreichung von Thrombozytenkonzentraten ist durch Pfeile gekennzeichnet. Ein * bei
dem Pfeil bedeutet, dass an diesem Tag Vollblut transfundiert wurde.

Nach erstmaligem Abfall der Thrombozytenzahlen unter 10.000/pl erhielt der Hund
zahlreiche Thrombozytenkonzentrate an den Tagen 9, 12, 15, 17, 20, 23 und 28 und
aulBerdem Vollbluttransfusionen an den Tagen 26 und 30, da hier der Hamatokrit auf
Werte unter 30% abgefallen war (Abb. 4.5.2b).

Das Allgemeinbefinden des Hundes verschlechterte sich im Lauf der Zeit. Nach Abfall
der Leukozytenzahlen trat eine Schwellung von Carpal- und Tarsalgelenk der rechten
Seite auf, so dass der Hund eine mittel- bis hochgradige Lahmheit aufwies. Um der
Infektion entgegen zu wirken wurde er zweimal taglich mit 100 mg/kg Piperacillin und
Tazobactam (Tazobacll) behandelt, was eine anfangliche Besserung der Symptome
mit sich brachte. Ab Tag 22 entwickelte der Hund hohes Fieber, stellte die
Nahrungsaufnahme fast komplett ein und hatte ein hochgradig gestortes
Allgemeinbefinden. Die Antibiose wurde daraufhin umgestellt auf 20 mg/kg Meropenem
(Meronem[), dem ab Tag 27 zusatzlich noch 20 mg/kg Vancomycin beigemischt
wurde. Daraufhin besserte sich das Allgemeinbefinden des Tieres so weit, dass wieder
eine eigenstandige Nahrungsaufnahme gewabhrleistet war.

Die andauernde Immuninkompetenz fihrte ab Tag 26 dazu, dass der Hals an der Stelle
der taglichen Blutentnahmen stark anschwoll und massive Entziindungszeichen
aufwies. Die betroffene Stelle wurde mit Betaisodonasalbe behandelt und mit einem
Watteverband geschitzt. Ab Tag 29 verschlechterte sich der Zustand des Hundes
nochmals deutlich. Nun wurde zusétzlich das Antibiotikum Clindamycin verabreicht. Am

Morgen des 33. Tages lag der Hund in Seitenlage und war nicht mehr ansprechbar. Die

78



Ergebnisse

klinische Untersuchung ergab neben einem starken Lungenddem ein hochgradig
insuffizientes Herz und eine massive Kreislaufdepression. Der Hund wurde daraufhin
euthanasiert.

Bei der Sektion fielen vor allem die massiven petechialen Blutungen in der Unterhaut,
am Skrotum, in Pleura und Peritoneum sowie in den Nierenkapseln und den
Darmschleimhé&uten auf, die Zeichen der andauernden Thrombozytopenie waren. Diese
konnte auch durch kontinuierliche Verabreichung von Thrombozytenkonzentraten nicht
behoben werden.

Es wurde geschlussfolgert, dass flr ein stabiles Anwachsen des Transplantats eine

deutlich hohere Zellmenge als 0,8 (1.0 MNCs/kg Kérpergewicht nétig sind.

4.5.3 Transplantation Hund 698 - Hund 701

Fir die néchste Transplantation im homo-hetero-System wurde der Hindin eine
groRere Menge an Knochenmark entnommen, um sicher gehen zu kdnnen, dass die
Zellmenge flr ein stabiles Engraftment ausreicht.

Aus 590 ml Knochenmark wurden 4,1 010° mononukledre Zellen isoliert. Nach der
Depletion mit MT-606 und Kaninchenkomplement verblieben 3,75 [110° Zellen, so dass
dem Empfangerriden 2 010® MNCs pro kg Korpergewicht transplantiert werden
konnten. Diese hohe Zellzahl ermdéglichte einen schnellen Anstieg von Leukozyten
(Abb. 4.5.3a) und Thrombozyten (Abb. 4.7Db).
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Abbildung 4.5.3a:  Leukozytenregeneration von Hund 701 nach Transplantation von CD6-
depletiertem KM. Die hohe transplantierte Zellzahl resultierte in einem sehr schnellen Anwachsen des
Transplantats, was durch die schnell wieder ansteigenden Leukozytenzahlen im Blut sichtbar wurde.
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Abbildung 4.5.3b: Thrombozytenregeneration von Hund 701 nach Transplantation von CD6-
depletiertem KM. Die Verabreichung des Thrombozytenkonzentrats ist durch den Pfeil gekennzeichnet.

Der Rude bendgtigte nur ein einziges Thrombozytenkonzentrat an Tag 11 (Abb. 4.5.3b).
Das Allgemeinbefinden des Hundes war durchweg ungestort. Die Analyse des

Chiméarismus in Blut und Knochenmark zeigte folgendes Bild:

Tag Blut KM
20 80% 15%
50 90% 86%

100 100% 100%

1 Jahr 100% 100%

Tabelle 4.5.3c: Ubersicht tiber den Spenderchimarismus nach KMT. An den Tagen 20, 50, 100, 365
und danach jahrlich wurden dem Hund Knochenmarks- und Blutproben entnommen und durch Analyse
der Chromosomen das Geschlecht bestimmt, wodurch ein Ruckschluss auf den Anteil des
Spenderchimérismus gezogen werden konnte.

Ein anfanglich gemischter Chiméarismus sowohl im Blut als auch im Knochenmark
konvertierte ab Tag 100 zu einem vollen Spenderchimérismus (Abb. 4.5.3c). Ab Tag 54
waren die Blutwerte des Hundes stabil und das Allgemeinbefinden ungestort, so dass

ab diesem Tag keine weiteren routinemafigen Blutzéahlungen stattfanden.
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Nach der Transplantation von insgesamt drei Hunden im homo-hetero-System war klar,
dass die CD6-Depletion mit MT-606 und Kaninchenkomplement eine effektive Methode
zur Verhinderung einer GvHD ist und bei Transplantation einer ausreichenden Zellzahl
zu einem stabilen Engraftment und einer sehr schnellen Erholung von Leukozyten- und

Thrombozytenzahlen fihrt.

4.6  Allogene Knochenmarktransplantation von DLA-ide ntischen Spendern und

Empfangern (Hund 767 - Hund 761 und Hund 772 - Hund 769)

Die Wirksamkeit der CD6-Depletion mit MT-606 und Kaninchenkomplement wurde
aul3er im homo-hetero-System auch im DLA-identischen Transplantationssystem
getestet. Zwei Hiindinnen erhielten dabei Zelldosen von 1,7 010% bzw. 1,8 010°
MNCs/kg Korpergewicht, die aus 450 ml bzw. 600 ml der jeweiligen Spenderriden
isoliert worden waren.

Auch im DLA-identischen System verlief die Leukozyten- und Thrombo-

zytenregeneration so problemlos wie im homo-hetero-System (Abb. 4.6a und b).
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Abbildungen 4.6a: Verlauf der Leukozyten von Hund 761 und Hund 769 nach Transplantation von
CD6-depletiertem KM. Gezeigt sind die Verlaufskurven der Leukozyten nach KMT im DLA-identischen
System.
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Abbildungen 4.6b: _ Verlauf der Thrombozyten von Hund 761 und Hund 769 nach Transplantation
von CD6-depletiertem KM. Gezeigt sind die Verlaufskurven der Thrombozyten nach KMT im DLA-
identischen System.

Bei beiden Hunden verlief die Zellregeneration annéahernd identisch und beide Tiere
zeigten ein ungestortes Allgemeinbefinden wéhrend der gesamten Zeit nach der

Transplantation.

Die Analyse des Chimarismus zeigte folgendes Bild:

Tag Blut (761 ; 769) KM (761 ; 769)
20 0% ; 10% 100% ; 100%
50 75% ; 15% 100% ; 100%
100 100% ; 100% 100% ; 100%

Tabelle 4.6¢: Ubersicht tiber den Grad des Spenderchimarismus nach KMT mit CD6-depl etiertem
KM im DLA-identischen System. Ein anfanglich gemischter Chiméarismus im Blut wurde erst ab Tag
100 zu einem vollen Spenderchimarismus. Im KM konnte bereits ab Tag 20 ein voller
Spenderchimarismus festgestellt werden.

Wie bei einem Teil der Transplantationen im homo-hetero-System bestand auch hier
anfanglich ein gemischter Chimarismus im Blut, der sich erst an Tag 100 in einen
vollstandigen Spenderchiméarismus umwandelte. Der Spenderchimarismus im
Knochenmark lag ab der ersten Untersuchung bei beiden Hiindinnen bei 100%.

Auch im DLA-identischen Transplantationssystem ist die T-Zell-Depletionsmethode mit
MT-606 und Kaninchenkomplement also eine verlassliche Methode zur Verhinderung
einer GVHD und stellt so eine kostenglnstige und einfach durchfihrbare Alternative zur
T-Zelldepletion mit ATG dar.
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4.7  CDG6-Depletion mit MACS

Im Gegensatz zur T-Zelldepletion mit monoklonalem  Antikérper und
Kaninchenkomplement bietet das MACS-System die Mdglichkeit, auch die
Positivfraktion weiter zu analysieren. Mit Hilfe dieser Methode sollte die Rolle des
Antikorpers MT-606 und die von diesem Antikdrper positiv markierten Zellen, bzw. die
nach der CD6-Depletion Ubrig gebliebenen Zellen weiter untersucht werden.

In einem FACS-Ansatz wurden undepletiertes Knochenmark, die CD6-negative Fraktion
und die CD6-positive Fraktion nach MACS-Depletion auf den Anteil an CD3-, CD4-,
CD6- und CD8-positiven Zellen untersucht.

CD6-negative CD6-positive

vor Depletion Fraktion Fraktion

s{; & 84%

S 83%

CD6

L 80%

I 2%

209 129
| oo :
cD8
CD4 ??‘ «;;ézg% "% 4%

Abbildung 4.7:  Analyse der CD6-positiven und CD6-negativen KM-Fraktionen. KM-Zellen wurden
mit MT-606 markiert und dann mit Hilfe von magnetischen Partikeln in eine CD6-positive und eine CD6-
negative Fraktion aufgeteilt. Im Durchflusszytometer erfolgte die Analyse der Oberflachenmarker CD3,
CD4, CD6 und CDS8.

Bei der Depletion mit dem MACS-System wurde die CD4-positive Fraktion fast
vollstdndig depletiert, wohin gegen die CD8-positive Fraktion nur teilweise entfernt
wurde. In der Positivfraktion ist eine Anreicherung der CD3-, CD4-, CD6- und CD8-
positiven Fraktionen erkennbar. Die Tatsache, dass die CD6-positive Fraktion im
Durchflusszytometer nur zu 80% positiv war, liegt daran, dass LD-Saulen verwendet
wurden, die vor allem eine sehr gute Depletion garantieren und weniger — wie LS-

Saulen — zur Anreicherung einer positiven Fraktion geeignet sind.
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Die mit MACS depletierten Zellen wurden in weiteren in vitro-Experimenten eingesetzt.
Im Hinblick auf ein zukinftig zu bearbeitendes Projekt, bei dem im haploidentischen
Transplantationssystem die regulatorische Wirkung von CD6-negativen mobilisierten
Stammzellen ausgetestet werden soll, wurde die Fahigkeit der CDG6-depletierten
Knochenmarkzellen zur Unterdrickung der Lymphozytenproliferation in der gemischten

Lymphozytenkultur untersucht.

4.8 Die gemischte Lymphozytenkultur (Mixed Lymphocy  te Culture = MLC)

Mit der MLC sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Haben CD6-depletierte Knochenmarkzellen einen supprimierenden Effekt auf die
Lymphozytenproliferation in der MLC?

2. Ist dieser potenzielle supprimierende Effekt auch in der undepletierten
Zellfraktion zu finden?

3. Kann im Gegenzug gezeigt werden, dass die CD6-positive Fraktion keinen
supprimierenden Effekt auf die Lymphozytenproliferation in der MLC hat?

4. Welche Rolle spielen die magnetischen Partikel, die an die CD6-positive Fraktion

gebunden sind?

4.8.1 Kulturbedingungen

RoutinemaRig wird im Labor fir die MLC mit caninen Lymphozyten das Grundmedium
RPMI mit Zusatz von 2,6% Natrium-Pyruvat, 1% L-Glutamin und 1% Penicillin-
Streptomycin verwendet. Ein weiterer Zusatz im Medium ist Hundeserumpool (HSP).
HSP wirkt in hohen Konzentrationen stimulierend auf die Lymphozytenproliferation, was
sich in einer starken Proliferation der autologen Kontrolle zeigt, die nicht proliferieren
sollte. Nur bei minimaler Proliferation dieser Kontrolle und andererseits starker
Proliferation der Lymphozyten nach allogener Stimulation ist die MLC auswertbar.
Deshalb muss HSP so eingesetzt werden, dass die Proliferation der Lymphozyten nach
allogener Stimulation optimal ist, aber gleichzeitig die autologen Kontrollen eine

maglichst geringe Proliferation aufweisen.
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Um die ideale Konzentration der flr zukinftige Versuche zu verwendenden HSP-
Charge fur die MLC herauszufinden, wurde eine MLC mit drei verschiedenen HSP-
Konzentrationen angesetzt (Abb. 4.8.1a).

‘IS% HSP 010% HSP 020% HSP
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Abbildung 4.8.1a: Einsatz unterschiedlicher Konzentrationen an HSP in der MLC. Um optimale
Wachstumsbedingungen fir canine PBMCs in der gemischten Lymphozytenkultur herauszufinden,
wurden fur das MLC-Medium unterschiedliche Konzentrationen an HSP ausgetestet und die Zellen auf
ihre Proliferationsfahigkeit nach Stimulation durch Stimulatorzellen oder PHA hin untersucht. Das Read-
out-System war dabei der Einbau von *H-Thymidin. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei Messwerten. Die
Standardabweichung ist als Fehlerbalken dargestellt. Die Kennzeichnung durch * bedeutet, dass diese
Zellen mit 20 Gy bestrahlt wurden, so dass sie nicht mehr proliferieren konnten.

Die Kontrolle mit PHA sollte Aufschluss Uber die maximale Proliferationsfahigkeit der
Zellen geben. Es fiel auf, dass durch Zusatz von 5% Hundeserum die Zellen gut
proliferiert, wobei die autologen Kontrollen nur minimale Counts per Minute (cpm)
zeigten. Durch steigende Zugabe von HSP wiesen auch die autologen Kontrollen hohe
cpm auf, was die richtige Beurteilung der MLC verhindert. Zudem war bei einem hohen
Anteil an HSP die allogene Proliferation im Vergleich zu Ansatzen mit weniger HSP

vermindert.

HSP hat den entscheidenden Nachteil, dass jede hergestellte Charge unterschiedliche
Eigenschaften besitzt, und so die Kulturbedingungen nicht gut standardisiert werden
konnen. Als Alternative zu Hundeserum wurde deshalb in einem weiteren Ansatz

Panexin als serumfreier Zellkulturzusatz ausgetestet.
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‘IZ% Panexin O5% Panexin
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Abbildung 4.8.1b: MLC mit caninen PBMCs unter serumfreien Kulturbedingungen. Als Alternative
zu HSP wurde Panexin als Mediumszusatz in unterschiedlichen Konzentrationen ausgetestet und die
Proliferationsfahigkeit der PBMCs nach Stimulation mit Stimulatorzellen oder PHA untersucht. Read-out-
System war der Einbau von *H-Thymidin. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei Messwerten. Die
Standardabweichung ist als Fehlerbalken dargestellt. Die Kennzeichnung durch * bedeutet, dass diese
Zellen mit 20 Gy bestrahlt wurden, so dass sie nicht mehr proliferieren konnten. Die Y-Achse hat eine
logarithmische Skalierung.

Zwar lieBen die Zellen sich in Medium mit Panexin auch sehr gut durch PHA
stimulieren, jedoch war bei der Stimulation durch PBMCs eines DLA-unpassenden
Spenderhundes kaum eine Proliferation der Zellen zu verzeichnen, die den autologen
Kontrollwert lGberstieg. Das System mit Panexin héatte im Gegensatz zu Hundeserum
den Vorteil von immer gleich bleibenden Kulturbedingungen, jedoch waren die zu
erzielenden cpm so niedrig, dass im Folgenden auf Hundeserum in einer Konzentration

von 5% zurickgegriffen wurde.
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4.8.2 MLC-Suppression durch CD6-negative Knochenma  rkzellen

Mit diesem in vitro-Assay sollte untersucht werden, in wie weit CDG6-depletierte
Knochenmarkzellen in der Lage sind, die Proliferation von Lymphozyten in der MLC zu
unterdriicken.

Im Folgenden werden exemplarisch einige der gewonnenen Daten gezeigt. Dabei muss
erwahnt werden, dass die Bezeichnung Hund A bzw. Hund B sich jeweils nur auf ein
Experiment bezieht. In der Regel wurden bei jedem Experiment unterschiedliche

Kombinationen von Hunden eingesetzt.

4.8.2.1 Messung der Zellproliferation mit ~ *H-Thymidin

Zur Messung der Zellproliferation durch *H-Thymidin wurde die MLC zun&chst fiir fiinf
Tage im Brutschrank zusammen mit den undepletierten oder CDG6-depletierten
Knochenmarkzellen inkubiert. An Tag 5 erfolgte die Zugabe von *H-Thymidin, dessen
Einbau in die proliferierenden Zellen am folgenden Tag gemessen wurde. Das Ausmal}
der Zellproliferation wird durch den Einbau an radioaktiv markiertem Thymidin, der in

Counts per Minute (cpm) angegeben wird, bestimmt.
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Abbildung 4.8.2.1a:  MLC-Suppression durch CD6-depletiertes KM. Zu einer MLC wurden
undepletierte sowie CD6-depletierte KM-Zellen gegeben. Durch den Einbau von *H-Thymidin wurde die
Zellproliferation gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei Messwerten. Die Standardabweichung ist
als Fehlerbalken dargestellt. Die Kennzeichnung durch * bedeutet, dass diese Zellen mit 20 Gy bestrahlt
wurden, so dass sie nicht mehr proliferieren konnten.
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Es ist deutlich, dass in diesem Beispiel (Abb. 4.8.2.1a) sowohl das undepletierte
Knochenmark, als auch das CD6-depletierte Knochenmark supprimierend auf die
Proliferation der Lymphozyten wirkte, was durch einen geringeren Einbau an *H-
Thymidin gemessen werden konnte. Die Suppression war starker ausgepragt, wenn der
Knochenmarkspender als Stimulator fur die Zellproliferation fungierte, also in diesem

Beispiel in der Richtung A - B.

Ein &hnliches Ergebnis wurde auch in folgendem Experiment reproduziert.
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Abbildung 4.8.2.1b:  MLC-Suppression durch CD6-depletiertes KM. Zu einer MLC wurden
undepletierte sowie CD6-depletierte KM-Zellen gegeben. Durch den Einbau von 3H—Thymidin wurde die
Zellproliferation gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei Messwerten. Die Standardabweichung ist
als Fehlerbalken dargestellt. Die Kennzeichnung durch * bedeutet, dass diese Zellen mit 20 Gy bestrahlt
wurden, so dass sie nicht mehr proliferieren konnten.

Wie aus Abb. 4.8.2.1b ersichtlich funktionierte auch in diesem Fall die Suppression am
Besten, wenn der Knochenmarkspender als Stimulator diente. Die in diesem Fall relativ
hohe autologe Zellproliferation von Hund B widerspricht einer Auswertung des Versuchs
nicht, da nach Stimulation mit Zellen von Hund B eine ca. 7fache Steigerung der cpm
verzeichnet werden konnte. Die Assays wurden nur dann als nicht auswertbar
gehandhabt, wenn die allogene Zellproliferation nicht mindestens 5fach hoher war als
die autologe Kontrolle.

In diesen beiden Experimenten konnte zwar ein supprimierender Effekt auf die
Zellproliferation durch Zugabe von CD6-depletierten Knochenmarkzellen beobachtet

werden, jedoch zeigte sich der Effekt in &hnlichem Ausmafd auch bei Zugabe von
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undepletiertem Knochenmark. Um festzustellen, ob der supprimierende Effekt
tatséchlich auf eine Zellpopulation zurtickzufuhren ist, die bei der CD6-Depletion
angereichert wird, wurde in den nachsten Experimenten die CDG6-positive Fraktion
ebenfalls zu der MLC gegeben und deren Auswirkung auf die Zellproliferation getestet.

Fur die ersten MLC-Versuche wurde die CD6-Depletion mit Dynabeads statt des
MACS-Systems durchgefihrt. Da die CD6-positive Fraktion an Dynabeads gebunden

war, wurden als weitere Kontrolle auch reine Dynabeads zugegeben.
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Abbildung 4.8.2.1c:  MLC-Suppression durch CD6-depletiertes KM. Zu einer MLC wurden
undepletierte sowie CD6-depletierte KM-Zellen gegeben. AuRerdem wurde in diesem Ansatz auch die
CD6-positive Fraktion mitgefuhrt sowie als Kontrolle reine Dynabeads zu der MLC gegeben. Durch den
Einbau von *H-Thymidin wurde die Zellproliferation gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei
Messwerten. Die Standardabweichung ist als Fehlerbalken angegeben. Die Kennzeichnung durch *
bedeutet, dass diese Zellen mit 20 Gy bestrahlt wurden, so dass sie nicht mehr proliferieren konnten.

Die deutlichste Suppression der Lymphozytenproliferation konnte bei der CD6-positiven
Fraktion festgestellt werden (Abb. 4.8.2.1c). Dies ist allerdings ausschliel3lich auf die
Wirkung der Dynabeads zurlickzufiihren, denn diese zeigten ebenfalls einen stark
supprimierenden Effekt. Dynabeads sind mit einem Durchmesser von ca. 4,5 um grof3
genug, um sich zwischen die Stimulator- und Effektorzellen zu drédngen und dabei den
Zell-zu-Zell Kontakt und somit auch die Proliferation zu verhindern. Dieses Ergebnis
konnte in weiteren Experimenten bestatigt werden (Daten nicht gezeigt).

In diesem Experiment war kein supprimierender Effekt von undepletiertem bzw. CD6-

depletiertem Knochenmark auf die Lymphozytenproliferation zu verzeichnen. Es zeigte

89



Ergebnisse

sich sogar ein stimulativer Einfluss auf die Lymphozytenproliferation, was auch in

nachfolgenden Experimenten beobachtet werden konnte (Abb. 4.8.2.1d).
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Abbildung 4.8.2.1d:  MLC-Suppression durch CD6-depletiertes KM. Zu einer MLC wurden
undepletierte sowie CD6-depletierte KM-Zellen gegeben. AuBerdem wurde in diesem Ansatz auch die
CD6-positive Fraktion mitgefuhrt sowie als Kontrolle reine Dynabeads zu der MLC gegeben. Durch den
Einbau an °H-Thymidin wurde die Zellproliferation gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei
Messwerten. Die Standardabweichung ist als Fehlerbalken dargestellt. Die Kennzeichnung durch *
bedeutet, dass diese Zellen mit 20 Gy bestrahlt wurden, so dass sie nicht mehr proliferieren konnten.

Es konnte auch nach wiederholten Experimenten Kkein reproduzierbarer
supprimierender  Effekt von CD6-depletierten  Knochenmarkzellen auf die
Lymphozytenproliferation beobachtet werden. Das nachfolgende Diagramm (Abb.
4.8.2.1e) soll einen Uberblick tber die durchgefiihrten Experimente und die relative

Suppression bezogen auf die allogene Kontrolle geben.
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Abbildung 4.8.2.1e: Ubersicht der durchgefilhrten Experimente zum Nachweis von
supprimierenden Eigenschaften CD6-depletierten KMs auf die MLC-Reak tion. Gezeigt ist die
Suppression in % der Kontrolle ohne Zugabe von Knochenmarkzellen. Als Read-out-System diente bei
diesen Experimenten durchgehend der Einbau von *H-Thmyidin.

4.8.2.2 Messung der Zellproliferation mit CFSE

Die hohe Schwankungsbreite der erzielten Ergebnisse liel? die Frage aufkommen, ob
das System der Messung der Zellproliferation mit radioaktiv markiertem Thymidin
ungeeignet fur den Nachweis der supprimierenden Eigenschaften von CD6-depletierten
Knochenmarkzellen sei. Daher wurde getestet, inwiefern die Messung der
Zellproliferation im caninen System durch den Fluoreszenzfarbstoff CFSE mdglich ist.
Zunachst wurden dazu PBMCs mit PHA bzw. mit Stimulatorzellen eines zweiten
Hundes stimuliert und an sieben aufeinander folgenden Tagen auf ihre
Proliferationskapazitat hin untersucht (Abb. 4.8.2.2a).
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Tag O Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
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Abbildung 4.8.2.2a: Analyse der Proliferation von PBMCs durch den Farbstoff CFSE. PBMCs

wurden mit dem Farbstoff CFSE gefarbt. Mit Hilfe von Stimulatorzellen oder PHA wurden sie zur
Proliferation angeregt und die Zellen im Durchflusszytometer analysiert. CFSE erscheint dabei auf dem
Kanal der Fluoreszenz 1. Es sind die Histogramme der FL1 dargestellt.

Dieses Experiment zeigt die generelle Anwendbarkeit der CFSE-Markierung von
caninen Zellen zur Messung der Zellproliferation. Die Fluoreszenzstarke der
Kontrollzellen verliert im Lauf der Zeit an Intensitat, d.h. die HOhe des Peaks im
Histogramm nimmt ab. Dies ist ein bekanntes Phanomen bei der Farbung von Zellen
mit CFSE.

Um das Ausmal’ der Proliferation von mit CFSE gefarbten Zellen zu bestimmen, muss
auf Peaks links des Ausgangspeaks geachtet werden. Da die Zellen bei der Teilung den
Farbstoff gleichm&Rig unter den ,Tochterzellen* aufteilen, weisen diese eine geringere

Fluoreszenzstéarke auf als die Ausgangspopulation.

Waéhrend bei der Stimulation mit PHA schon ab Tag 2 eine deutliche Proliferation zu
verzeichnen war, konnte durch Stimulation mit PBMCs eines zweiten Hundes erst ab
Tag 5 eine Proliferation der Zellen beobachtet werden (Abb. 4.8.2.2a). Anders als bei
der Stimulation mit PHA zeigte sich nicht das fur Proliferationsassays mit CFSE-
gefarbten Zellen typische ,Sabelzahnmuster”, sondern es entstand ein zweiter grof3er

Peak neben der Ausgangspopulation. Dieser ist ab Tag 5 deutlich ausgepragt.
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Fur die folgenden Versuche, in denen die supprimierenden Eigenschaften von CDG6-

depletierten Knochenmarkzellen untersucht werden sollten, wurde eine Analyse der

Zellen an den Tagen 5, 6 und 7 durchgefuhrt.
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Abbildung 4.8.2.2b:  Analyse der suppressiven Eigenschaften von CD6-depletiertem KM

auf die

MLC Reaktion. Zu einer MLC wurden unterschiedliche Zellzahlen undepletierten KMs, CD6-depletierten
KMs, sowie der CD6-Positivfraktion und als Kontrolle reine Dynabeads gegeben. Read-out-System war
die Weitergabe des Farbstoffs CFSE von der Mutter- auf die Tochterpopulationen. Die Analyse erfolgte
im Durchflusszytometer auf dem Kanal der Fluoreszenz 1. Uberlappend in griin ist die Kontrolle der
Proliferation ohne Zugabe von Knochenmarkzellen gezeigt.

Auch in diesem Experiment konnte keine reproduzierbare Suppression der MLC-
Reaktion durch CD6-depletiertes Knochenmark festgestellt werden (Abb. 4.8.2.2b).

Anders als bei den Versuchen mit *H-Thymidin war hier an Tag 6 zwar noch eine

hemmende Wirkung der
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verzeichnen, diese konnte jedoch an Tag 7 nicht mehr beobachtet werden. Die
Kontrolle mit reinen Dynabeads wies dagegen auch an Tag 7 noch eine stark
supprimierende Wirkung auf die Lymphozytenproliferation auf. Die Versuche mit CFSE
wurden mehrmals angesetzt, doch auch in diesem System konnte der vermutete Effekt

nicht bestétigt werden.

Durch reine Beurteilung der Fluoreszenzpeaks im Durchflusszytometer konnte bei
einigen Ansatzen keine eindeutige Aussage Uber einen moéglichen suppressiven Effekt
des CD6-negativen Knochenmarks gemacht werden. Deshalb wurde aul3erdem bei
dieser MeBmethode mit CFSE eine quantitative Bestimmung der Zellproliferation
durchgefihrt. Dazu wurde mit der CellQuest-Software der Prozentsatz an
proliferierenden Zellen bestimmt und dieser zur Ermittlung der Suppression in Relation
zu den proliferierenden Zellen der allogenen Kontrolle gesetzt.

Auch diese quantitative Auswertung konnte den vermuteten Effekt nicht bestatigen
(Abb. 4.8.2.2¢).

KM KM KM CD6- CD6- CD6- CD6+ CD6+ CD6+
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Abbildung 4.8.2.2c:  Suppression der MLC-Reaktion durch CD6-depletiertes KM. Mit Hilfe des
Farbstoffs CFSE wurde im Durchflusszytometer die Proliferation von Zellen durch Stimulatorzellen und
nach Zugabe von undepletiertem KM, CD6-depletiertem KM und CD6-positivem KM gemessen. Die
Kontrolle mit reinen Beads war nicht nétig, da in diesem Ansatz zur Depletion Micro Beads von Miltenyi
verwendet wurden, die mit einem Durchmesser von ca. 50 nm die Proliferation der Zellen in der MLC im
Gegensatz zu Dynabeads nicht hemmen. Gezeigt ist die prozentuale Suppression der Zellproliferation im
Vergleich zur Kontrolle ohne Knochenmarkzellen.

In diesem Experiment zeigte sich sowohl nach Zugabe von undepletiertem
Knochenmark, als auch nach Zugabe der CD6-negativen sowie der CDG6-positiven
Zellfraktion ein stimulativer Effekt auf die Proliferation der Lymphozyten.
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Nach zahlreichen durchgefiihrten Experimenten wurde geschlussfolgert, dass ein

supprimierender Effekt von CD6-depletierten Zellen in der MLC nicht nachweisbar ist.

4.8.3 MLC-Suppression durch mesenchymale Stammzelle n

Mesenchymale Stammzellen besitzen die Fahigkeit zur Suppression der
Lymphozytenproliferation in der MLC (Le Blanc et al., Scand J Immunol 2003). Da mit
den CD6-depletierten Knochenmarkzellen der vermutete Effekt in der MLC nicht
bestétigt werden konnte, wurde versucht, die MLC-Suppression nach Zugabe von
mesenchymalen Stammzellen (engl. Mesenchymal Stem Cells = mSCs) nachzuweisen.
Dies sollte vor allem dazu dienen, die generelle Einsetzbarkeit des etablierten MLC-

Systems zum Nachweis der suppressiven Eigenschaft einer Zellpopulation zu zeigen.

30000
25000 -
20000
g_ 15000 -
(]
10000 -
5000 -
0 i
A->B* B -> A* A->C* C->A* B->C* C->B*
‘l Kontrolle @+ 50.000 mSC von A @ + 25.000 mSC von A
Abbildung 4.8.3a:  MLC-Suppression durch mesenchymale Stammzellen. Zu einer MLC mit drei

verschiedenen Hunden (A, B, C) wurden verschiedene Mengen an mSCs des Hundes A gegeben. Durch
den Einbau von 3H-Thymidin an Tag 5 wurde die Zellproliferation gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert
aus drei Messwerten. Die Standardabweichung ist als Fehlerbalken dargestellt. Die Kennzeichnung durch
* bedeutet, dass die Zellen mit 20 Gy bestrahlt wurden, so dass sie nicht mehr proliferieren konnten.

Wie aus Abb. 4.8.3a ersichtlich, zeigten die mesenchymalen Stammzellen eine
supprimierende Wirkung auf die Lymphozytenproliferation in der MLC. Dabei war es
unabhangig, ob die mSCs vom Stimulator (B/C - A*), Responder (A/C - B*) oder von

einem dritten Hund (B - C*und C - B*) stammten.
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AulRerdem wurde getestet, ob mSCs in der Lage sind, die PHA-induzierte

Lymphozytenproliferation zu unterdrticken (Abb. 4.8.3Db).
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Abbildung  4.8.3b: Suppression der PHA-induzierten Lymphozytenproliferation durch
mesenchymale Stammzellen. Zu den durch PHA stimulierten Lymphozyten drei verschiedener Hunde
wurden je 25.000 mSCs des Hundes A gegeben. Durch den Einbau von *H-Thymidin an Tag 5 wurde die
Zellproliferation gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei Messwerten. Die Standardabweichung ist
als Fehlerbalken dargestellt.

Die mesenchymalen Stammzellen unterdrickten auch die PHA-induzierte
Zellproliferation unabhéngig davon, ob die Lymphozyten vom mSC-Spender oder von
einem anderen Hund stammten.

Die erzielten Ergebnisse wurden in weiteren Experimenten reproduziert (Daten nicht

gezeigt).

Damit konnte gezeigt werden, dass das angewendete MLC-System generell geeignet
ist zum Nachweis der supprimierenden Eigenschaften einer Zellpopulation.
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4.9 Transfusion von Spenderlymphozyten nach allogen er Knochenmark-
transplantation mit DLA-homozygoten Spendern und DL A-heterozygoten

Empfangern zur Induktion einer GvHD

Wie gezeigt, stellt die T-Zelldepletion mit MT-606 und Kaninchenkomplement ein
geeignetes System zur effektiven GvHD-Prophylaxe dar. Allerdings geht eine
T-Zelldepletion, wie bereits in der Einleitung angesprochen, mit dem erhéhten Risiko
eines Krankheitsrezidivs einher, da die T-Zellen, die den GvH-Effekt bedingen, auch fir
den GvL-Effekt verantwortlich sind.

Um den GvL-Effekt nach der Transplantation T-zelldepletierter Stammzellen aufrecht zu
erhalten, kdbnnen nach der Transplantation Spenderlymphozyten transfundiert werden.
Dies birgt aber das Risiko einer schweren, im schlimmsten Fall lebensbedrohlichen
GvHD. Zur Untersuchung der Therapieméglichkeiten einer bei der adoptiven
Immuntherapie auftretenden GvHD ist es nétig, ein System zu schaffen, in dem eine
GvHD nach der Transplantation von T-zelldepletierten Stammzellen induziert werden

kann.

Es sollte nun untersucht werden, ob bei transplantierten Tieren im homo-hetero-System
durch zusatzliche Gabe von Spenderlymphozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach der Transplantation eine GvHD induziert werden kann.

Folgende Fragen sollten dabei erértert werden:

1. Welche Zellzahl muss transfundiert werden, um eine GvHD auszulésen?

2. Wie &aulRert sich die induzierte GvHD bzw. welche Organe sind vorwiegend
betroffen?

3. Ab welchem Zeitpunkt nach der Transplantation |6st die nachtragliche
Transfusion von Spenderlymphozyten keine GvHD aus, da die Tiere bereits

tolerant geworden sind?

Insgesamt wurden zur Beantwortung dieser Fragen vier Hunde im homo-hetero-System

transplantiert.
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4.9.1 Transplantation Hund 698 - Hund 703

Dem Spendertier wurden 485 ml Knochenmark entnommen, daraus 1,75 0 10°
mononukleare Zellen isoliert, und dem Empféanger eine Zelldosis von 1,0 (10® MNC/kg
Kdrpergewicht transplantiert.

Um ein System einer induzierbaren GvHD im homo-hetero-System zu etablieren, wurde
diesem Hund nach der Transplantation eine Transfusion mit Lymphozyten des
Spenders verabreicht. Der Zeitpunkt fur diese DLT musste so gewahlt werden, dass der
Hund noch nicht tolerant gegentber Zellen des Spenders geworden war. Fur die DLT
wurde Tag 3 nach der Transplantation festgesetzt.

Zur Gewinnung der Lymphozyten fur die DLT wurden dem Spendertier in vier
Leukapheresegangen je 150 ml Blut entnommen, abzentrifugiert und der
Leukozytenring vorsichtig abgenommen. Es wurden so 203 ml Buffy Coat gesammelt,
der 1,32 0J10° mononukledre Zellen enthielt. Der Empfangerriide erhielt eine Zelldosis
von 0,9 108 mononukle&ren Zellen pro kg Kérpergewicht.

An Tag 12 nach der Transplantation wurde der Grad des Spenderchimarismus
bestimmt, der in Blut und Knochenmark bei 100% lag. Dies sprach fur ein Anwachsen
des Transplantats, obwohl die Leukozytenwerte zu diesem Zeitpunkt noch unter 500/l
lagen (Abb. 4.9.1a).
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Abbildung 4.9.1a: Leukozytenregeneration von Hund 703 nach Transplantation von CD6-
depletiertem KM und DLT an Tag 3.
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Ab Tag 9 nach der Transplantation verschlechterte sich das Allgemeinbefinden des
Hundes sukzessive. Es wurde eine beginnende Hautrétung an Skrotum und Lefzen
festgestellt, an Tag 11 kam blutiger Nasenausfluss dazu. Die Hautrotung breitete sich
weiter auf die Ohren aus und die Conjunktiven beider Augen waren stark gerotet und
wiesen eine verwaschene Gefal3zeichnung auf (Abb. 4.9.1b). Ab Tag 13 setzte der
Hund blutigen Urin und Durchfall ab und das Allgemeinbefinden verschlechterte sich
zusehends. Diese Symptomatik wurde als Beginn einer GvHD mit Ausdehnung auf die
Haut und den Gastrointestinaltrakt gedeutet.

Abbildung 4.9.1b:  Anzeichen einer beginnenden GvHD der Haut.  An Tag 3 nach KMT wurden dem
Hund 1,32 [110° Lymphozyten des Spenders transfundiert, die eine GvHD ausldsten.

Das weitere Fortschreiten der beginnenden GvHD konnte nicht beobachtet werden. An
Tag 14 zog sich der Hund bei der morgendlichen Behandlung ein stumpfes Trauma mit
Ruptur der Leber zu. Begunstigt durch die transplantationsbedingt niedrigen
Thrombozytenwerte blutete der Hund aus der Rupturstelle an der Leber in die
Bauchhohle. Durch den massiven Blutverlust verschlechterte sich das
Allgemeinbefinden des Hundes so stark, dass er am Mittag des 14. Tages in einen

komattsen Zustand verfiel und eingeschlafert werden musste. Eine anschlie3ende
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Sektion sollte Klarheit Gber den sich abrupt verschlechternden Gesundheitsstatus des
Hundes geben.
Die Abdominalhdhle des Hundes war geftillt mit ca. 800 ml ungeronnenem Blut, das aus

der rupturierten Leber ausgetreten war (Abb.4.9.1c).

Abbildung 4.9.1c:  Ruptur der Leber nach stumpfem Trauma. Nach der Euthanasie des Hundes auf
Grund seines schlechten Allgemeinbefindens erfolgte eine Sektion, bei der eine Ruptur von Leberkapsel
und —parenchym festgestellt wurde.

Der Hund litt an akutem Herz-Kreislaufversagen auf Grund der Ruptur von Leberkapsel-
und Parenchym mit der Folge der inneren Verblutung in die Bauchhdhle. Das durch die
beginnende GvHD vorgeschadigte Leberparenchym wies eine so hohe Vulnerabilitat
auf, dass die oben erwdhnte an sich geringe Traumatisierung zu diesem Leberriss
fuhrte. Bei der pathohistologischen Untersuchung, durchgefihrt von der Firma
VetMedLab, wurden an der Leber multifokal geringgradige entziindliche Reaktionsherde
aus neutrophilen Granulozyten und einzelnen Lymphozyten festgestellt. Eine leichte
multifokale Gallenganshyperplasie, eine leichte bis mittelgradige diffuse Cholestase
sowie eine leichte diffuse Dilatation der Disse’schen Raume war zu verzeichnen.
Aul3erdem fiel eine multifokal leichte grof3tropfige Ito-Zellverfettung auf.

Die Haut an der Lefze zeigte Anzeichen einer perivaskularen bis diffusen
Entztndungsreaktion mit orthokeratotischer Hyperkeratose und epithelialer Hyperplasie
sowie ein diffuses superfizielles Odem.

Im Jejunum befanden sich einzelne Kryptabszesse unter Beteiligung von neutrophilen
Granulozyten, die im Zusammenhang mit einer mittel- bis hochgradigen diffusen
lymphohistiozytaren Entziindung standen. Multifokal fiel méRige Zottenspitzenatrophie
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sowie eine leichte bis mittelgradige superfizielle Fibrose auf. Diese lymphohistiozytaren
Entziindungen sind Hinweise auf eine GvHD-Reaktion.

Die endgultige Diagnose einer GvHD-Reaktion kann zwar auf Grund des kurzen
Beobachtungszeitraumes nicht mit Sicherheit gestellt werden, aber die oben
beschriebenen Befunde deuten darauf hin, dass die Transfusion von

Spenderlymphozyten an Tag 3 bei diesem Hund eine GvHD induziert hat.

4.9.2 Transplantation Hund 732 - Hund 734

Mit einer weiteren Transplantation im homo-hetero-System sollte erneut die
Induzierbarkeit einer GvHD durch Transfusion von Spenderlymphozyten untersucht
werden.

Aus 515 ml Knochenmark der Spenderhiindin wurden 3,3 010° mononukleare Zellen
isoliert. Nach der CD6-Depletion konnten dem Empfangertier 1,7 010° MNCs/kg
Korpergewicht transplantiert werden. Um eine GvHD zu induzieren, wurden dem
Empfangerriiden an Tag 20 nach der Transplantation 1,0 (110? MNCs des Spenders pro

kg Korpergewicht transfundiert.

Der Verlauf der Leukozyten- und Thrombozytenzahlen im Blut war wie folgt:

10000

1000 \)

Leukozyten/ul

100

-1 4 9 14 19 24 29
Tage nach Transplantation

Abbildung 4.9.2a: Leukozytenregeneration von Hund 734 nach Transplantation von CD6-
depletiertem KM und DLT an Tag 20.
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Abbildung 4.9.2b:  Thrombozytenregeneration von Hund 734 nach Transplantation von CDG6-
depletiertem KM und DLT an Tag 20. Die Verabreichung von Thrombozytenkonzentraten ist durch
Pfeile gekennzeichnet.

Ab Tag 6 nach der Transplantation stiegen die Leukozytenzahlen kontinuierlich an und
erreichten an Tag 20 ein Maximum von 4.000/ul (Abb. 4.9.2a). Die Thrombozytenwerte
stiegen langsamer an als bei den davor transplantierten Hunden, so dass dieser Riude
Transfusionen von Thrombozyten an den Tagen 8, 12, 16, 17, 25, 29 und 31 bendtigte
(Abb. 4.9.2b). Allerdings fiel der Hamatokrit nie so weit ab, dass Vollblut transfundiert
werden musste.

An Tag 20 wurde vor Transfusion der Spenderlymphozyten der Grad des
Spenderchimérismus bestimmt, der sowohl im Knochenmark als auch im Blut bei 100%
lag. Fir ein gutes Anwachsen des Transplantats sprach auch die hohe Zahl an
Leukozyten im Blut.

Das Allgemeinbefinden des Hundes war bis zum Tag 24 nach der Transplantation
weitgehend ungestort. Ein leichter Anstieg der Korpertemperatur ab Tag 14 wurde mit
Piperacillin und Combactam behandelt. Nach 3tagiger Anwendung dieser Antibiotika
konnte keine Senkung der Temperatur erreicht werden, so dass die Antibiose laut
Protokoll umgestellt wurde auf Vancomycin und Cefotaxim.

Ab Tag 24 verweigerte der Rude die Futteraufnahme. Versuche, den Appetit mit 0,1
mg/kg Diazepam i.v. anzuregen, blieben erfolglos. Das starke Ansteigen der
Leberserumwerte (Abb. 4.9.2c) kombiniert mit einem deutlich reduzierten

Allgemeinbefinden waren ein erster Hinweis auf eine beginnende GvHD der Leber.
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Abbildung 4.9.2c:  Verlauf der Serumwerte von ALT, AP, GLDH und Bilirubin nach KMT und DLT

Tag 20. Dem Riden wurden an Tag 20 1,09 010° Lymphozyten des Spenders transfundiert, die eine
GVHD der Leber auslosten. Die Serumparameter wurden ab dem Zeitpunkt der KMT zweimal wéchentlich
bestimmt.

Neben der Verweigerung der Futteraufnahme ab Tag 24 litt der Hund ab Tag 27 unter
fast kontinuierlichem Erbrechen, das auch durch die Verabreichung von 0,5 mg/kg
Paspertin i.v. nur kurzzeitig aussetzte. Um einer Dehydratation vorzubeugen, wurde
dem Hund ab diesem Zeitpunkt Kochsalzlésung infundiert, die den Flussigkeitsverlust
durch das Erbrechen ausgleichen sollte. Die Menge der infundierten Flussigkeit wurde
der oralen Wasseraufnahme des Hundes und dem Dehydratationsgrad angepasst.
Zusétzlich erhielt der Hund eine Dauertropfinfusion mit einer Nahrldsung zur
intravenodsen Verabreichung. Der sich stark verschlechternde Allgemeinzustand und ein
augenscheinlich werdender lkterus wurden ab Tag 31 begleitet von blutigem Durchfall.
Am Morgen des 32. Tages hatte der Hund das klinische Erscheinungsbild einer GvHD

Grad Il erreicht (Tab. 4.9.2d) und wurde daraufhin euthanasiert.
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Ausdehnung des Organbefalls
Stadium Haut Leber Gastrointestinaltrakt
' S 0| siirubin 23 mgidl | oot BRE e Dbelket
2 Erythe " auf 25-50% Bilirubin 3-6 mg/d| Diarrhoe > 1000 mi/d
er Haut
3 Erythem ?_"guj 50%der | gijiubin > 15 mg/di Diarrhoe > 1500 mi/d
4 %iﬁﬁtsrfﬁf Bilirubin > 15 mg/dl | Starke Bauchschmerzen
Blasenbildung mit oder ohne lleus
Grad Haut Leber Gastrointestinaltrakt
I Stadium 1-2 keine Beteiligung Keine Beteiligung
1] Stadium 3 oder Stadium 1 oder Stadium 1
[} - Stadium 2-3 oder Stadium 2-4
v Stadium 4 oder Stadium 4 -

Tabelle 4.9.2d : Gradeinteilung der akuten GvHD. Nach Glucksberg et al., 1974.

Am Tag der Euthanasie fielen erstmals auch beginnende Veranderungen der Haut am
rechten Vorderlauf auf, welche Hinweise auf eine Ausbreitung der GvHD auf die Haut

gewesen sein konnten (Abb. 4.9.2e).

Abbildung 4.9.2e: Anzeichen einer beginnenden Haut-GvHD bei Hund 734.  An Tag 32 nach der KMT
wurden bei dem Hund neben deutlichen Anzeichen einer GvHD von Leber und Magen-Darm-Trakt
zusétzlich erste Anzeichen einer Haut-GvHD festgestellt. Die haarlose Stelle am Vorderlauf gibt den Blick
frei auf ein Erythem der Haut.

Nach der Euthanasie wurde der Hund seziert, um Veranderungen der von der GvHD
betroffenen Leber analysieren zu kénnen. Dabei fiel vor allem auf, dass samtliche
Schleimhaute, Peritoneum, Pleura und GefaRendothelien hochgradig ikterisch verfarbt
waren. Der Gallenabfluss war allerdings ungestort, so dass eine Cholestase als
Ursprung des lkterus ausgeschlossen werden konnte.
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Eine histopathologische Untersuchung der entnommenen Proben steht noch aus. Diese

konnte die Verdachtsdiagnose GvHD endgultig bestatigen.

4.9.3 Transplantation Hund 741 - Hund 742

Analog des Transplantationssystems bei Hund 734 wurde hier wieder versucht, durch
Transplantation von CD6-depletiertem Knochenmark und zusatzliche Gabe von
Spenderlymphozyten an Tag 20 eine GvHD zu induzieren. Von 3,5 [110° MNCs, die aus
500 ml Knochenmark isoliert worden waren, blieben nach der Depletion 3,0 [110° MNCs.
Diese 2,2 (1108 MNCs/kg Kérpergewicht wurden dem Empféngertier transplantiert.
Durch die relativ hohe Zelldosis erfolgte ein schnelles Anwachsen des Transplantats
und sowohl die Leukozyten- als auch die Thrombozytenzahlen im Blut erholten sich
schnell (Abb. 4.9.3a und b).
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Abbildung 4.9.3a: Regeneration der Leukozytenzahlen von Hund 742 nach Transplantation von
CD6-depletiertem KM.
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Abbildung 4.9.3b: Regeneration der Thrombozytenzahlen von Hund 742 nach Transplantation von
CD6-depletiertem KM. Die Tage, an denen Thrombozytenkonzentrate verabreicht wurden, sind durch
Pfeile gekennzeichnet.

In der Phase der Leukopenie ab Tag 3 entwickelte der Ride als Folge der
Immunsuppression eine Entzindung des aufReren Gehérgangs, die mit Otomax®
behandelt wurde. Das Allgemeinbefinden des Hundes blieb jedoch dadurch
unverandert. An Tag 9 und Tag 17 wurden dem Ruden Thrombozytenkonzentrate
gesunder Spendertiere verabreicht, welche die Folgen einer anhaltenden
Thrombozytopenie abschwéachen sollten.

Fur die DLT wurden der Spenderhiindin an Tag 20 durch Leukapherese 1 010°
mononukledre Zellen entnommen und dem Empfangertier transfundiert. Dies ergab
eine zu transfundierende Zelldosis von 0,8 0 10° mononukledaren Zellen pro kg
Kdrpergewicht. Auch nach Transfusion der Spenderlymphozyten verschlechterte sich
der Zustand des Tieres nicht und klinische Hinweise auf eine beginnende GvHD blieben
aus. Lediglich die Leberenzyme im Serum stiegen massiv an, jedoch zeigte der Hund

keinerlei klinische Symptome wie Ubelkeit, zentralnervise Stérungen oder Ikterus.
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Abbildung 4.9.3c: _Verlauf der Serumwerte von ALT, AP, GLDH und gGT nach KMT und DLT an Tag

20. Obwohl dem Rlden eine zu der von Hund 734 vergleichbare Anzahl an Spenderlymphozyten an Tag
20 nach KMT transfundiert wurde, konnte keine GvHD ausgeldst werden. Die Leberwerte im Serum
stiegen zwar anfanglich an, fielen jedoch ab Tag 60 kontinuierlich ab und erreichten um Tag 100 wieder
den Referenzbereich. Der Bilirubinwert (nicht gezeigt) Uberstieg zu keinem Zeitpunkt den
Referenzbereich.

Trotz dieses starken Anstiegs der relevanten Leberserumwerte nach Transfusion der
Spenderlymphozyten wurde die Leber durch diese DLT nicht nachhaltig geschadigt.
Alle Leberwerte erreichten um Tag 80 wieder ihr Normalniveau und auch nach dieser
Zeit war das Allgemeinbefinden des Hundes ungestort. Bilirubin, das bei einer GvHD
der Leber auf jeden Fall ansteigt, war zu keinem Zeitpunkt erhdht. Die
Spenderlymphozyten konnten also bei diesem Hund keine GvHD induzieren, obwohl
analog zum Protokoll bei der Transplantation von Hund 734 verfahren wurde. Allerdings
wurde der anfanglich gemischte Chimarismus zu einem vollen Chimarismus konvertiert

(Tab. 4.9.3d).
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Tag Blut KM
20 5% 25%
55 90% 100%

100 100% 100%

Tabelle 4.9.3d: Ubersicht iiber den Grad des Spenderchimarismus nach KMT und DLT an Tag 20.
Zwar konnte die DLT an Tag 20 keine GvHD induzieren, jedoch wurde der anféanglich gemischte
Chimarismus zu einem vollen Spenderchimarismus konvertiert.

49.4 Hund 782 - Hund 786

In diesem Transplantationssystem sollte wiederum die Induzierbarkeit einer GvHD
durch Verabreichung einer DLT untersucht werden. Da nach DLT an Tag 20 nur einer
von zwei Hunden eine GvHD entwickelte, wurde die DLT nun auf Tag 14 vorverlegt. Es
war nicht davon auszugehen, dass der Hund an diesem frihen Zeitpunkt nach der
Transplantation bereits tolerant gegeniiber Zellen des Spenders geworden war.

Aus 525 ml Knochenmark wurden 4,75 010° mononukledre Zellen isoliert. Nach der
CD6-Depletion konnten dem Hund 2,8 010® mononukleére Zellen pro kg transfundiert
werden. Durch diese hohe Zelldosis erholten sich die Leukozytenwerte des Hundes
sehr schnell (Abb. 4.9.4a).
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Abbildung 4.9.4a: Verlauf der Leukozytenzahl nach Transplantation von CD6-depletiertem KM und

DLT an Tag 14. Die hohe Zellzahl, die transplantiert wurde (2,8 mo® MNC/kg) fuhrte zu einer schnellen
Erholung der Leukozytenzahlen.
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Die Thrombozytenzahlen stiegen weniger schnell an und der Hund bendétigte bis Tag 30

insgesamt vier Thrombozytenkonzentrate (Abb. 4.9.4b).
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Abbildung 4.9.4b: _ Verlauf der Thrombozytenzahl nach Transplantation von CD6-depletiertem KM

und DLT an Tag 14. Trotz Transplantation einer hohen Zellzahl und Transfusion von
Spenderlymphozyten an Tag 14 stellte sich bis zur Euthanasie an Tag 30 keine Erholung der
Thrombozytenzahl ein. Die Tage, an denen Thrombozytenkonzentrate verabreicht wurden, sind durch
Pfeile gekennzeichnet.

An Tag 14 erhielt der Hund eine Transfusion mit Lymphozyten des Spenders, um die
Auslosbarkeit einer GVHD zu testen. Der Spenderhindin wurden dazu insgesamt 1,7 [J
10° mononukledre Zellen mittels Leukapherese entnommen und dem Empféangertier
transfundiert, was eine Zelldosis von 1,13 0 10®° mononukleare Zellen pro kg
Korpergewicht ergab. Die Transfusion der Spenderlymphozyten hatte zunachst keine
Auswirkung auf das Allgemeinbefinden des Hundes. Erst ab Tag 20, also ca. eine
Woche nach der DLT, verschlechterte sich das Allgemeinbefinden des Tieres. Der
Hund verweigerte die Nahrungsaufnahme und zeigte Zeichen von Ubelkeit. Ab Tag 19
hatte der Hund beiderseits eine hochgradige Konjunktivitis, die vermutlich ein erstes
Anzeichen einer beginnenden Haut-GvHD war (Abb. 4.9.4c). Um eine
Sekundarinfektion im Bereich der Augen zu verhindern, wurde zweimal taglich
Refobacin Augensalbe in beide Augen gegeben. Zusatzlich zeigte der Hund ab Tag 20
blutigen Nasenausfluss gepaart mit einem Anschwellen der Nasenschleimhaute, was
ihm die Atmung erschwerte. Die Nase wurde daraufhin zweimal taglich mit

Kochsalzlésung vorsichtig gespult und dabei eventuelle Verkrustungen entfernt.
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Bei der routinemaRigen Knochenmarkentnahme zur Chimarismusbestimmung an Tag
20 fiel an der rasierten Hautstelle eine unregelméafige Rotung auf (Abb. 4.9.4c). Der
Hund reagierte auRerdem bei Berihrung der Haut sehr empfindlich, was wiederum auf
eine beginnende Manifestation einer GvHD in der Haut hindeutete.

Abbildung 4.9.4c:  Hochgradige beidseitige Konjunktivitis und Rétung der Haut als Anzeichen
einer beginnenden GvHD der Haut. Durch Transfusion von Lymphozyten des Spenders konnte nach
Transplantation von CD6-depletiertem KM eine GvHD induziert werden, die Irritationen an Haut und
Schleimh&uten hervorrief.

Ab Tag 20 stiegen die Leberwerte des Hundes stark an (Abb. 4.9.4d), was sich ab Tag
24 durch beginnenden Ikterus an den Schleimh&uten von Auge und Lefze sowie an der
Ohrinnenseite zeigte. Diese ikterische Farbung der Schleimhéute nahm zu, wéahrend
sich das Allgemeinbefinden des Hundes immer weiter verschlechterte. Neben

Inappetenz zeigte der Hund anhaltende Ubelkeit gepaart mit Erbrechen.
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Abbildung 4.9.4d: _ Verlauf der Serumwerte von ALT, AP, GLDH und Bilirubin nach KMT und DLT

an Tag 14. Etwa 6 Tage nach Transfusion der Spenderlymphozyten stiegen die Leberwerte im Serum
des Hundes massiv an. Vor allem der Bilirubinwert, der fir die Gradeinteilung der GvHD herangezogen
wird, stieg um mehr als 45fach an.

An Tag 30 hatte sich der Allgemeinzustand des Tieres so weit verschlechtert, dass er
euthanasiert wurde. Neben dem fur eine GvHD der Leber typischen massiven Anstieg
des Bilirubins zeigte die Leber auch bei der Sektion morphologische Veranderungen.
Die Oberflache zeigte gleichmafig verteilte, dunkel verfarbte Stellen. Der deutliche
Ikterus der Schleimhaute zeigte sich ebenfalls an der Intima der grol3en Gefal3e sowie
am subkutanen Fettgewebe.
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Die vier durchgefihrten Knochenmarktransplantationen zeigten eine generelle
Induzierbarkeit einer GvHD in einem homo-hetero-Transplantationssystem nach
T-Zelldepletion mit MT-606 und Kaninchenkomplement und zusatzlicher Gabe von
Spenderlymphozyten. Der Zeitpunkt der DLT sollte dabei vor Tag 20 liegen, da ab Tag
20 im beschriebenen System bereits die Mdglichkeit einer Toleranz gegenuber den
Spenderlymphozyten gegeben ist. Eine Zellzahl von 1,0 - 10® MNCs/kg Kérpergewicht
ist fir die DLT ausreichend. Diese Zellmenge kann problemlos an einem Tag durch
Leukapherese vom Spenderhund gewonnen werden, wobei die Belastung fir diesen
Hund minimal ist. Das beschriebene System bietet also so eine ideale Grundlage fur

alle Experimente, in denen eine GvHD induziert werden soll.

In Tabelle 4.10 sind alle durchgefiihrten Transplantationen in der Ubersicht dargestellt.
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4.10 Ubersicht tiber alle durchgefiihrten Transplanta

tionen mit CD6-depletiertem Knochenmark

Hund | DLA- Leukoz. | Thromboz. | Chimarismus Chimarismus Chimarismus Uber-
Nr. | match | MNC/Kg DLT > 500/ul |>20.000/ul | Tag 20 Tag 50 Tag100 | CYHP | jeben
] 8 ] KM 100% KM 100% KM 100% ] >15
733 | ho-he | 1,8110 Tag10 | Tag28 Blut n.e. Blut 100% Blut 100% Jahre
739 | ho-he | 0,8 10® - - - n.e. - - - |32 Tage
] 8 ] KM 15% KM 86% KM 100% ] >1,5
701 | ho-he | 2,000 Tag8 | Tag 20 Blut 80% Blut 90% Blut 100% Jahre
i 8 Tag 3 i i KM 100% ) ) 5
703 | ho-he | 1,0010 0.9110° MNCs BIUt N.e. : 14 Tage
Tag 20 KM 100%
- 8 - - -
734 | ho-he | 1,7010 1,0010° MNCs Tag 7 Blut 100% + 32 Tage
] 8 Tag 20 KM 25% KM 100% KM 100%
742 | ho-he | 2,210 | ) gqpsyncs | 12918 | Tag2l Blut 5% Blut 90% Blut 100% - |>1Jahr
] 8 Tag 14 ] KM 100% ) )
786 | ho-he | 2,810 1,1710° MNCs Tag 7 Blut 100% + 30 Tage
B 8 ] KM 82% KM 100% KM 100% ]
761 | DLA= | 1,810 Tag 9 Tag 24 Blut 0% Blut 75% Blut 100% > 1 Jahr
B 8 ] KM 100% KM 100% KM 100% ]
769 | DLA= | 1,700 Tag7 | Taglr Blut 10% Blut 25% Blut 100% > 1 Jahr

Tabelle 4.10: Ubersicht der durchgefiihrten Transplantationen mit

CD6-depletiertem KM. Von den insgesamt neun transplantierten Hunden wurden zwei in

einem DLA-identischen Transplantationssystem durchgefiihrt. Sieben Transplantationen erfolgten im homo-hetero-System, dabei wurde vier Hunden an
verschiedenen Tagen zusétzlich eine Transfusion von Lymphozyten des Knochenmarkspenders verabreicht. n.e. = nicht evaluierbar. ? = die klinischen
Symptome deuteten auf eine GvHD hin, eine endgtiltige Diagnose konnte jedoch durch den kurzen Beobachtungszeitraum von 14 Tagen nicht gestellt werden.
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5 Diskussion

5.1 T-Zelldepletion mit ATG

ATG ist ein polyklonaler Antikérper gegen T-Zellen, der gewonnen wird, indem
Kaninchen oder Pferde mit T-Lymphozyten immunisiert werden. Vor dem Einsatz in
einem in vivo Transplantationssystem muss die Fahigkeit jeder ATG-Charge zur
T-Zelldepletion durch verschiedene in vitro-Tests analysiert werden, und jede Charge
wird mit Leber-, Nieren- und Plazentahomogenisat, sowie mit Erythrozyten inkubiert, um
unspezifische Antikorperbestandteile zu entfernen (Rodt et al., Transplant Proc 1979).
Die meisten ATG-Chargen besitzen zytotoxische Eigenschaften gegeniuber CD2, CD3,
CD4, CD8, CD25, CD45, HLA-DR und Klasse | HLA (Bonnefoy-Berard et al.,
Transplantation 1991). Da es sich bei ATG um einen polyklonalen Antikdrper handelt,
kann nicht genau gesagt werden, ob die T-zelltoxische Wirkung auf der Aktivierung von
Komplement, auf Antikdrper-abhangiger Zelltoxizitat, auf Apoptose oder anderen
Mechanismen beruht. Um eine zufrieden stellende T-Zelldepletion zu erreichen, kann
ATG entweder im Rahmen der Konditionierung an mehreren Tagen intravends
verabreicht werden (in vivo), oder das Knochenmark wird vor der Transplantation ftr 30
Minuten mit einer bestimmten Menge an ATG vorinkubiert und nach dieser Zeit dem
Empféanger transplantiert, ohne den Antikorper allerdings vorher wieder zu entfernen (ex
Vivo).

In der klinischen Anwendung wird ATG vor der Transplantation intravends zur GvHD-
Prophylaxe verabreicht. Damit konnten auch bei Hochrisiko-Patienten gute Ergebnisse
erzielt werden (Storb et al., Biol Blood Marrow Transplant 2001; Weiden et al.,
Transplantation 1979).

Im Hundemodell wird ATG routinemaRig sowohl in vivo als auch ex vivo zur
T-Zelldepletion eingesetzt (Schumm et al., Tissue Antigens 1994; Kolb et al.,
Transplantation 1997 und 1979; Kolb et al., Haematol Blood Transfus 1980). In dieser
Arbeit wurden zur T-Zelldepletion mit Hilfe des polyklonalen Antikérpers ATG
verschiedene Chargen ATG (6/00 und 10/05) eingesetzt, die beide in Zusammenarbeit
mit der Firma Fresenius produziert worden waren.

Im in vivo-System wurde bei beiden ATG-Chargen ein verspatetes Anwachsen des
Transplantats im autologen Transplantationssystem festgestellt. Als Vergleichswert

wurde dazu eine Gruppe autolog transplantierter Hunde herangezogen, die dieselbe
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Konditionierung - namlich 10 Gy Ganzkorperbestrahlung - bekamen, und denen
dieselbe Menge an mononukledren Zellen (1 - 10®° MNCs/kg Koérpergewicht)
transplantiert worden war. Da es sich bei ATG um einen polyklonalen Antikorper
handelt, variieren die Eigenschaften stark von Charge zu Charge. In hohen
Konzentrationen wirkt ATG stammzelltoxisch, jedoch darf es nicht zu stark verdiinnt
eingesetzt werden, da sonst die immunsupprimierende Aktivitdt nachlasst und keine
ausreichende GvHD-Prophylaxe mehr betrieben werden kann. Die ausflhrlichen in
vitro-Experimente, die fur jede ATG-Charge neu durchgefiihrt wurden, sollten einen
Anhaltspunkt dartber geben, in welcher Konzentration ATG gut an die T-Zellen bindet
(Bindungstest), wie effizient dabei die zytotoxische Wirkung ausgepragt ist
(Zytotoxizitatstest) und ab welcher Konzentration die hamatopoetischen Zellen in ihrer
Fahigkeit zur Bildung von Kolonien eingeschrankt werden (CFU-Assay). Der Bereich an
Konzentrationen, in dem die jeweilige ATG-Charge zur effektiven T-Zelldepletion
eingesetzt werden kann, ohne ein Anwachsen des Transplantats zu verhindern, ist
meist sehr gering. Durch die autologen Knochenmarktransplantationen sollte die
Konzentration herausgefunden werden, mit der das Anwachsen des Transplantats nicht
verspatet erfolgt. Liegt diese Konzentration im Bereich, in dem eine zufrieden stellende
T-Zelldepletion erfolgt, kann die Charge fiur allogene Knochenmarktransplantationen
eingesetzt werden. Dies war nicht der Fall. Es wurde zwar eine
Knochenmarktransplantation im DLA-identischen System durchgefiihrt, es konnte
jedoch kein Anwachsen des Transplantats erreicht werden. Mit anderen ATG-Chargen
konnte im Hundemodell im homo-hetero Transplantationssystem ein stabiles
Anwachsen des Transplantats mit gleichzeitig effektiver Pravention einer GvHD erreicht
werden (Kolb et al., Transplantation 1979).

Die erzielten Ergebnisse mit den vorhandenen ATG-Chargen zeigten die Notwendigkeit

einer alternativen Methode zur T-Zelldepletion fir Knochenmarktransplantationen auf.

5.2  T-Zelldepletion mit MT-606

Als Alternative zur T-Zelldepletion mit ATG wurden in friherer Zeit bereits mehrere
monoklonale Antikdrper gegen canine T-Zellen untersucht (Mysliwietz et al.
Transplantation 1988). Diese waren aber nicht spezifisch genug, um in einem

Transplantationssystem eingesetzt werden zu kénnen.
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Der monoklonale Mausantikérper MT-606 erkennt das humane CD6-Antigen (Reiter C.,
in Knapp et al., Leukocyte typing IV, 1989). Er zeigt eine Kreuzreaktion mit Hundezellen
und bindet an ca. 70% der PBMCs. Im Hundemodell konnten bereits gute Erfolge mit
der Transplantation von CD6-depletiertem Knochenmark erzielt werden (Schumm et al.,
Prog Clin Biol Res 1992 und Tissue Antigens 1994). Deshalb wurde der CD6-Antikorper
auf seine Fahigkeit untersucht, die Komplementkaskade zu aktivieren. In einem
Vorversuch wurde zunachst ausgetestet, in welcher Konzentration der Antikorper fur die
nachfolgenden Versuche einzusetzen war. Es sollte so viel Antikorper verwendet
werden, dass sich die Zellbindung im Sattigungsbereich befindet. Zu hohe
Antikdrperkonzentrationen resultieren allerdings in unspezifischer Bindung an Zellen,
die nicht notwendiger Weise positiv fir das jeweilige Antigen sind. Der Antikodrper
MT-606 wies bereits in einer Konzentration von 0,5 pg/10° Zellen eine ausreichende
Bindung an alle CD6-positiven Zellen auf und wurde in dieser Konzentration fur alle
nachfolgenden Experimente eingesetzt.

Die Depletionsmethode mit Kaninchenkomplement, die sich in Kombination mit MT-606
als effektive CD6-Depletionsmethode herausstellte, hat im Gegensatz zur Depletion mit
Hilfe von paramagnetischen Partikeln entscheidende Vorteile. Neben dem finanziellen
Aspekt ist die Methode mit Kaninchenkomplement einfach durchfihrbar und kann
problemlos auf eine groRe Zellmenge, wie sie zur Transplantation bendtigt wird,
ausgeweitet werden. Die ha&matopoetischen Stammzellen werden durch das
Kaninchenkomplement nicht angegriffen, was durch unverandertes Verhalten im CFU-
Assay gezeigt werden konnte. Im Gegensatz zu Soiffer et al. (J Clin Oncol 1992), die
zur vollstdndigen CD6-Depletion eine dreimalige Inkubation mit CD6-Antikorper und
Kaninchenkomplement anwendeten, war die Depletion bereits nach einer einzigen
Inkubation mit MT-606 und Kaninchenkomplement zufrieden stellend. Der zeitliche
Aufwand, den Sao et al. (Int J Hematol 1999) als bedeutendsten Vorteil der
Depletionsmethode mit magnetischen Partikeln gegeniiber der Depletionsmethode mit
Komplement erwahnen, war in der vorliegenden Arbeit bei der Komplementmethode
deutlich geringer, als bei der Depletion mit magnetischen Partikeln.

Die Depletion der CD6-positiven Zellen ging einher mit einer nahezu vollstandigen
Depletion der CD4-positiven Zellen, wohin gegen die CD8-positiven Zellen nur teilweise
depletiert wurden. Damit konnten die Beobachtungen von Schumm et al. (Tissue

Antigens 1994) bestéatigt werden.
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Ein Nachteil der Depletionsmethode mit Komplement ist, dass die Positivfraktion nicht
weiter analysiert werden kann. Da fur die MLC-Ansatze allerdings diese Positivfraktion
als Kontrolle mitgefuhrt werden sollte, wurde die CDG6-Depletion sowohl mit dem
Dynabead- als auch mit dem MACS-System etabliert. In beiden Féllen werden die CD6-
positiven Zellen an magnetische Partikel gebunden und stehen nach der Depletion zur
weiteren Analyse zur Verfugung. Auch mit dieser Methode konnte durch die CDG6-
Depletion eine vollstandige CD4-Depletion bei nur unvollstdndiger CD8-Depletion
erreicht werden (Abb. 4.7).

5.3 Transplantation von KM nach CD6-Depletion mitM  T-606 und rbC

Die in vitro erzielten Ergebnisse mit durch MT-606 und Kaninchenkomplement CD6-
depletiertem Knochenmark waren viel versprechend, so dass diese Methode zur
T-Zelldepletion in vivo eingesetzt wurde.

Als Transplantationssystem wurde das homo-hetero-System gewahlt. Der Spender ist
dabei DLA-homozygot, der Empfanger DLA-heterozygot und besitzt einen mit dem
Spender gemeinsamen Haplotyp. Daraus resultiert eine starke Reaktion in der GvH-
Richtung, wohin gegen die Reaktion des Empfangers gegen den Spender nur minimal
ausgepragt ist. Das homo-hetero-System ist damit ein starkes GvH-System, das in
diesem Fall eingesetzt wurde, um zu Uberprifen, ob die CD6-Depletion mit MT-606 und
Kaninchenkomplement ausreicht, um eine GvHD zu verhindern.

Zwei von insgesamt drei transplantierten Hunden zeigten nach Transplantation von
CD6-depletiertem KM ein schnelles Anwachsen des Transplantats und eine prompte
Erholung von Leukozyten- und Thrombozytenwerten. lhnen wurden zwischen 1,8 und
2,0 - 10® MNCs/kg transplantiert. Ein Hund musste an Tag 32 nach der Transplantation
in totaler Aplasie eingeschlafert werden. Die transplantierte Zellzahl von 0,8 - 10°
MNCs/kg Korpergewicht war nicht ausreichend fur ein Anwachsen des Transplantats.
Eine @hnliche Beobachtung machten auch Schumm et al. (Tissue Antigens 1994), die in
einem haploidentischen Transplantationssystem ein stabiles Anwachsen des
Transplantats erst ab einer Zelldosis von 0,9 - 102 MNCs/kg Kérpergewicht erreichen
konnten.

Bodenberger et al. (Exp Hematol 1980) konnten zeigen, dass schon eine Zelldosis von

0,55 - 10” MNCs/kg in autolog transplantierten Hunden nach fraktionierter Bestrahlung
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zu einer kompletten Erholung des hamatopoetischen Systems fiihrt. Im homo-hetero-
System nach T-Zelldepletion mit MT-606 und Kaninchenkomplement erwies sich diese
Zelldosis jedoch als nicht ausreichend, und auch in anderen Untersuchungen im homo-
hetero-System wurden den Hunden immer deutlich héhere Zellzahlen transplantiert
(Kolb et al., Transplantation 1979).

Keiner der mit CD6-depletiertem Knochenmark transplantierten Hunde zeigte klinische
Anzeichen einer GvHD. Eine ahnliche Beobachtung machten Schumm et al. (Tissue
Antigens 1994), die elf im homo-hetero-System transplantierte Hunde untersuchten.
Eine GvHD-Prophylaxe wurde dabei durch CD6-Depletion mit magnetischen Partikeln
durchgefuhrt. Von den elf Hunden stiel3en zwar vier das Transplantat ab, allerdings
entwickelte nur ein Hund eine GvHD. Die CD6-Depletion ist also als alleinige GvHD-
Prophylaxe einsetzbar, was neben dem homo-hetero-System auch an Hand von zwei
Transplantationen im DLA-identischen System gezeigt werden konnte.

Die Analyse des Chiméarismus fand routinemaf3ig an den Tagen 20, 50, 100, 365 und
danach jahrlich statt. Nach Transplantation von CD6-depletiertem Knochenmark hatte
nur eine Hundin schon ab Tag 20 einen vollen Spenderchimérismus, alle anderen
Hunde waren anfanglich gemischte Chiméren. Dies bedeutet, dass in Knochenmark
und Blut sowohl Zellen des Spenders als auch Zellen des Empfangers gefunden
wurden. Da es sich bei Spender und Empfanger immer um Hunde unterschiedlichen
Geschlechts handelte, wurde der Grad des Chiméarismus durch Analyse der
Geschlechtschromosomen festgestellt.

Es ist bereits bekannt, dass im Hundemodell die Transplantation von CD6-depletiertem
Knochenmark meist in einem anféanglich gemischten Chimarismus resultiert (Schumm
et al., Tissue Antigens 1994). Auch bei Patienten, die T-zelldepletiertes Knochenmark
erhielten, trat ein gemischter Chimarismus auf (Bretagne et al., Blood 1987). Ab Tag
100 nach der Transplantation hatten aber alle Hunde zu 100% die Zellen ihres
jeweiligen Knochenmarkspenders in Blut und Knochenmark.

Die Hauttransplantation nach einer Knochenmarktransplantation ist eine gangige
Methode zur Uberprufung der Toleranz gegeniiber dem Spenderorganismus (Kolb et
al., Transplantation 2003 und 1997; Slavin et al., Diabetes 1980; Rapaport et al., J Clin
Invest 1978). Bei einer Hundin wurde eine Hauttransplantation des Spenders an Tag
121 durchgefuhrt. Das transplantierte Hautstlick wuchs bei der Hindin problemlos an,
da sie zum Zeitpunkt der Hauttransplantation bereits vollstandig tolerant gegeniber den

Spenderzellen geworden war. Es ist durchaus \vorstellbar, dass eine
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Stammzelltransplantation mit resultierendem vollen Chimarismus und damit Toleranz
gegeniber dem Spenderorganismus als Wegbereiter fir eine nachfolgende
Organtransplantation verwendet werden konnte. Dies hétte den Vorteil, dass der
Organempfanger nicht wie bisher ein Leben lang auf immunsupprimierende
Medikamente angewiesen ware. Allerdings missten dazu die transplantationsbedingten
Nebenwirkungen und das potenzielle Auftreten einer GvHD noch besser kontrollierbar
sein. Im Hundemodell wurde die Knochenmarktransplantation bereits erfolgreich als
Wegbereiter fir Nieren- und Herztransplantationen eingesetzt (Kahn et al., J Thorac

Cardiovasc Surg 1980; Strober et al., Transplant Proc 1979).

5.4  Suppressoraktivitat von CD6-depletierten Knoche ~ nmarkzellen

Da sich die Transplantation von CD6-depletierten Knochenmarkzellen als geeignet zur
Prophylaxe einer GvHD im in vivo-System herausgestellt hatte, sollte untersucht
werden, ob dieser regulatorische Effekt auch in der gemischten Lymphozytenkultur
durch Hemmung der Lymphozytenproliferation nachzuweisen war. Obwohl in der
klinischen Anwendung bereits hervorragende Ergebnisse mit der Kotransplantation von
CD6-depletierten  Stammzellen zur  GvHD-Prophylaxe im  haploidentischen
Transplantationssystem erzielt wurden (Kolb et al., Transplantation 2003; Kolb,
unveroffentlichte Daten), konnte der zu Grunde liegende Mechanismus noch nicht
vollstandig aufgeklart werden.

In diesem Zusammenhang haben Kaufman et al. (Blood 1994) den Begriff
.vermittlerzellen* (engl. ,facilitator cells*) gepragt. Sie beschreiben damit diejenigen
Zellen, die fir ein stabiles Anwachsen der hamatopoetischen Stammzellen im
Empfangerorganismus verantwortlich sind. Diese sind nach den Untersuchungen von
Kaufman et al. CD45+CD3+CD8+ Zellen, die jedoch keinen T-Zellrezeptor besitzen. Da
bei der CD6-Depletion die CD3+CD8+ Zellfraktion nicht depletiert wird, kann davon
ausgegangen werden, dass diese Vermittlerzellen sich in der CD6-negativen
Zellpopulation befinden und daher das rasche und komplikationslose Anwachsen des
Transplantats bedingen. Die genauere Charakterisierung dieser Vermittlerzellen im
Hundemodell scheitert jedoch an der Verfiigbarkeit passender Antikorper, so dass auf
einen funktionellen Nachweis, namlich die Unterdriickung der Zellproliferation in der

gemischten Lymphozytenkultur zurtickgegriffen wurde.
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Das Prinzip der gemischten Lymphozytenkultur besteht darin, dass T-Zellen eines
Spenders die Zellen eines anderen Spenders als fremd erkennen und dann beginnen
zu proliferieren. Das Ausmal der Proliferation kann durch verschiedene Methoden
evaluiert werden. In dieser Arbeit wurde einerseits der Einbau von radioaktiv
markiertem Thymidin gemessen, andererseits wurde die Zellproliferation durch
Weitergabe des Farbstoffs CFSE an die Tochterzellen sichtbar gemacht und
quantifiziert. Durch Bestrahlung einer der beiden Zellfraktionen erhalt man in der
gemischten Lymphozytenkultur eine Reaktion in nur eine Richtung.

Zu Beginn der Experimente wurden zunéchst die Zellkulturbedingungen ausgetestet. Im
Speziellen wurde dabei untersucht, in welcher Konzentration Hundeserumpool
eingesetzt werden konnte, und ob dieser durch einen standardisierten serumfreien
Zellkulturzusatz ersetzbar war. Da Serum immer eine mogliche Quelle fur undefinierte
l6sliche Stoffen, wie z.B. Zytokine, Zytokinantagonisten, losliche Zytokinrezeptoren und
Adhésionsmolekile darstellt, die unter Umstanden das Wachstumsverhalten der Zellen
in der MLC beeinflussen kdnnten, wurde als Alternative zu HSP auch Panexin als
serumfreier Zellkulturzusatz ausgetestet. In diesem System war allerdings kaum eine
Proliferation der Lymphozyten nach allogener Stimulation zu verzeichnen, weshalb fir
alle Experimente auf Hundeserumpool zuriickgegriffen wurde. Die einzelnen Chargen
an HSP unterscheiden sich deutlich voneinander, so dass die anfanglich getestete
Charge fur alle nachfolgenden Experimente verwendet wurde.

Bei den Vorversuchen fiel auf, dass eine zu hohe Konzentration an HSP zu einer
unspezifischen Proliferation der Zellen fuhrte. Der Serumzusatz wurde so gewahlt, dass
die autologen Kontrollen in der MLC, die als Negativkontrollen dienten, moéglichst unter
1000 cpm lagen, wohin gegen nach allogener Stimulation eine ausreichende
Proliferation zu verzeichnen sein musste.

Die erzielten Ergebnisse waren sehr heterogen. Es konnte zwar in einigen Fallen eine
Suppression der Lymphozytenproliferation in der MLC nachgewiesen werden, jedoch
war diese dann nicht spezifisch beschrankt auf die CD6-negative Zellpopulation. In den
Fallen, in denen die CD6-negativen Knochenmarkzellen die MLC-Reaktion
abschwachen konnten, resultierte auch die Zugabe von undepletiertem Knochenmark in
einer geringeren Lymphozytenproliferation. Dies alleine widerspricht noch nicht der
Hypothese, dass CD6-negative Knochenmarkzellen eine regulatorische Funktion in der
MLC U0Ubernehmen. Geht man namlich davon aus, dass eine ganz bestimmte

Zellpopulation fur diesen Effekt verantwortlich gemacht werden kann, so ist diese
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Zellpopulation nattrlich auch schon im undepletierten Knochenmark vorhanden. Durch
die CD6-Depletion wiirde diese dann angereichert werden, weshalb man hier eine
starkere Unterdriickung der Lymphozytenproliferation erwarten wirde. Dies war
allerdings nicht der Fall.

Die Zellen fur die MLC wurden durch Dichtezentrifugation isoliert. Dabei sollten sich
zwar in der Mittelschicht nur die mononukleéaren Zellen anreichern, jedoch fiel sowohl
bei der mikroskopischen Beurteilung als auch bei der Analyse der Zellen im
Durchflusszytometer immer eine mehr oder weniger starke Verunreinigung durch
Granulozyten auf. Dies konnte der Grund sein, warum die Lymphozytenproliferation
unterschiedlich ausfallt. Sollte eine hoher Anteil an Granulozyten die MLC-Reaktion an
sich schon hemmen, konnte die regulatorische Wirkung der CD6-depletierten Zellen
diesem Effekt unterlegen sein und sich so nicht weiter darstellen lassen. Dies ware eine
Erklarung, warum eine niedrige Ausgangsproliferation nach allogener Stimulation nicht
weiter gehemmt werden kann (s. Abb. 4.8.2.1a: B—A*).

Wenn ein regulatorischer Effekt tatsachlich in der CD6-negativen Zellpopulation
begriindet liegt, sollte dieser in der CD6-positiven Fraktion nicht zu verzeichnen sein. In
einigen Experimenten wurde daher die CD6-positive Fraktion mitgefiihrt. Da diese an
die magnetischen Partikel gekoppelt war, wurde auch die Reaktion von magnetischen
Partikeln alleine in der MLC untersucht. Dabei fiel auf, dass Dynabeads die Reaktion in
der MLC massiv unterdriicken (Abb. 4.8.2.1c). Dies liegt vermutlich an der GroéRe der
magnetischen Partikel. Mit einem Durchmesser von 4,5 um sind sie grof3 genug, um
den Zell-zu-Zell Kontakt der zwei MLC-Partner zu unterbinden, was darin resultiert,
dass keine Erkennung einer fremden Zelle und damit auch keine Proliferation
stattfindet. Der zu verzeichnende suppressive Effekt der CD6-positiven Fraktion ist also
lediglich darauf zurlick zu fuhren, dass diese Zellen an Dynabeads gebunden waren. In
spateren Experimenten wurden daher Micro Beads der Firma Miltenyi zur magnetischen
Zelldepletion eingesetzt, welche mit einem Durchmesser von ca. 50 nm die MLC-
Reaktion nicht unterdruckten (Abb. 4.8.2.2c).

Die Messung der Zellproliferation durch den Fluoreszenzfarbstoff CFSE stellt eine
Alternative zur Messung des Einbaus von *H-Thymidin dar. Vorteile dieser Methode
sind neben dem Gebrauch einer im Gegensatz zu *H-Thymidin nicht-radioaktiven
Substanz die einfache Probenvorbereitung, eine simple Datenerhebung am FACS-
Gerat und die Mdglichkeit, die proliferierende Zellpopulation durch Gegenfarbung mit

einem Antikoérper genau charakterisieren zu kénnen (Lyons, J Immunol Methods 2000).
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In einem Vorversuch wurde getestet, ob die Methode der Farbung mit CFSE auf canine
Zellen uUbertragbar ist. Dazu wurden PBMCs mit PHA bzw. durch allogene DLA-
inkompatible PBMCs eines anderen Hundes stimuliert und die Proliferation an sieben
aufeinander folgenden Tagen gemessen. Es fiel ein deutlicher Unterschied zwischen
mit PHA stimulierten Zellen und denen nach allogener Stimulation auf. Die mit PHA
stimulierten Zellen zeigten das fur CFSE typische Proliferationsmuster mit mehreren
dicht beieinander liegenden Fluoreszenzpeaks, von denen jeder Peak auf einen
Teilungszyklus hindeutet. Die Zellproliferation konnte dabei ab dem zweiten Tag nach
Stimulation beobachtet werden. Die Zellen nach allogener Stimulation bildeten nur
einen groRen Peak links des Ausgangspeaks, welcher ab Tag 5 zu erkennen war. Aus
diesem Grund wurden fur nachfolgende Experimente die Tage 5 bis 7 zur Messung der
Zellproliferation festgelegt.

Vor der Messung wurde zu jeder Probe eine definierte Anzahl an Kalibrationsbeads
gegeben. Das FACS-Gerat wurde so eingestellt, dass die Messung gestoppt wurde,
sobald 2000 Kalibrationsbeads gezahlt wurden und nicht wie Ublicher Weise nach der
Messung einer bestimmten Zellzahl. Durch diese Vorgehensweise wurde die nach der
Proliferation der Lymphozyten hohere Gesamtzellzahl in der Auswertung insofern
berticksichtigt, dass dann auch eine hohere Zellzahl gemessen wurde. Durch
Beurteilung des Proliferationspeaks nach allogener Stimulation und Vergleich mit den
Peaks der Proben, zu denen undepletiertes KM, CD6-depletiertes KM oder CDG6-
positives KM gegeben wurde, konnte eine Aussage Uber eine Suppression der MLC-
Reaktion getroffen werden. Aus Abb. 4.8.2.2b geht hervor, dass eine gute Proliferation
erst an Tag 6 zu verzeichnen ist. Undepletiertes Knochenmark wirkte sich bis zu diesem
Tag supprimierend auf die Zellproliferation aus, was durch einen deutlich verkleinerten
Peak links des Ausgangspeaks ersichtlich ist. Je weniger KM-Zellen zu der MLC
gegeben wurden, desto geringer fiel die Suppression aus. Dieser Effekt war allerdings
an Tag 7 nicht mehr zu beobachten. Die Peakhdhen der allogenen Kontrolle und der
Ansatze mit KM-Zellen waren dann annahernd gleich.

Das CD6-depletierte Knochenmark zeigte auch im Ansatz mit CFSE keine hemmende
Wirkung auf die Lymphozytenproliferation. Ein deutlicher Unterschied zum Ansatz mit
3H-Thymidin war, dass die an Dynabeads gekoppelten CD6-positiven Zellen keine
Hemmung der MLC-Reaktion bedingten, wohin gegen die reinen Dynabeads, wie in
allen vorherigen Experimenten auch, die Proliferation an allen Messtagen deutlich

unterdrickten. Die Grinde fur diesen Effekt sind nicht bekannt. Da reine Dynabeads

122



Diskussion

eine Lymphozytenproliferation unterdriicken kénnen, gilt dies nattrlich auch fur die an
Dynabeads gekoppelten CD6-positiven Zellen.

In einem weiteren MLC-Experiment mit CFSE erfolgte die Auswertung quantitativ. Die
proliferierten bzw. nicht-proliferierten Zellen wurden mit Hilfe der CellQuest-Software
quantifiziert und der Grad der Proliferation in Relation zu dem der autologen Kontrolle
gesetzt. Dies erfolgte fur ein Experiment, in der die reine Beurteilung der
Fluoreszenspeaks kein so eindeutiges Ergebnis lieferte wie in Abb. 4.8.2.2b. In diesem
Ansatz (Abb. 4.8.2.2c) wirkten sich die Knochenmarkzellen stimulativ auf die
Proliferation der Lymphozyten aus und sowohl nach Zugabe von vollem KM, als auch
nach Zugabe der CD6-negativen bzw. der CD6-positiven Fraktion, erfolgte eine
Steigerung der Lymphozytenproliferation.

Da im Gegensatz zu den Beobachtungen im humanen System (Kolb et al.,
Transplantation 2003) in keinem der durchgefuhrten Experimente eine reproduzierbare
Suppression der CD6-negativen Knochenmarkzellen festgestellt werden konnte, stellte
sich die Frage, ob das hier verwendete MLC-System nicht geeignet fir den Nachweis
eines solchen Effekts ist.

Aus der Literatur ist bekannt, dass mesenchymale Stammzellen eine hohe Potenz
besitzen, die MLC-Reaktion zu unterdriicken (Rasmusson et al., Exp Cell Res 2005).
Daher wurden mesenchymale Stammzellen eines Hundes erzeugt und in wie in der
Literatur beschriebenen Konzentrationen in der MLC eingesetzt. Die Reaktion der MLC
konnte daraufhin auf das Niveau der autologen Kontrolle gesenkt werden, und zwar
unabhangig davon, ob der Spender der mesenchymalen Stammzellen als Stimulator,
Responder oder weder als Stimulator noch als Responder in der MLC fungierte (Abb.
4.8.3a). Die mesenchymalen Stammzellen konnten auch die Lymphozytenproliferation
nach Stimulation durch PHA unterdriicken (Abb. 4.8.3b), was auch in der Literatur
bereits beschrieben ist (Rasmusson et al., Exp Cell Res 2005; Le Blanc et al., Scand J
Immunol 2004).

Durch den Einsatz von mesenchymalen Stammzellen in der MLC wurde gezeigt, dass
das etablierte System an sich funktioniert. Die CD6-negativen Knochenmarkzellen
zeigten im Hundemodell eine sehr gute Fahigkeit zur Pravention einer GvHD. Der
Effekt, der sich dahinter verbirgt, war allerdings mit einem MLC-System nicht
nachweisbar.

Es existieren verschiedene Hypothesen dariiber, welche Zellpopulation fir die Induktion

der Graft-versus-Host-Toleranz verantwortlich zu machen ist. Im Mausmodell wurde
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eine CD8+ Zellfraktion gefunden, die das Anwachsen des Transplantates beschleunigte
(Kimberly et al., Immunity 1999) und die Entstehung einer GvHD effektiv unterdriicken
konnte (Colson et al.,, Blood 2004). Da bei der CD6-Depletion die CD8+ Zellen
weitestgehend erhalten bleiben (Abb. 4.3d), konnte diese Population fur den
beobachteten Effekt verantwortlich sein. Eine CD3-CD8+ Zellpopulation konnte auch
bei Untersuchungen am Affen durch die Produktion von TGF-31, einem inhibitorischen
Zytokin, das zur Induktion der Apoptose in der Zielzelle fuhrt, einer GvH-Reaktion
entgegen wirken (Asiedu et al., Transplantation 1999). Im humanen System war ein
suppressiver Effekt CD6-depletierter Knochenmarkzellen in der MLC nachweisbar und
konzentrierte sich dabei auf die CD6-negative, CD8-positive Zellpopulation (Kolb et al.,
Transplantation 2003). Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit im
Hundemodell allerdings nicht bestatigt werden.

Basierend auf den beschriebenen Beobachtungen wurde ein klinisches Protokoll zur
haploidentischen Stammzelltransplantation entwickelt, bei dem der Patient an Tag 0
undepletiertes Knochenmark und zusatzlich an Tag 6 CD6-depletierte Stammzellen des
selben Spenders erhélt, die zuvor mit G-CSF und SCF aus dem Knochenmark
mobilisiert und durch Leukapherese gewonnen wurden. Durch diese doppelte
Verabreichung von hamatopoetischen Stammzellen erhofft man sich ein gutes
Anwachsen des Transplantats, wobei die GvH-Reaktion effektiv durch die in den CD6-
depletierten Stammzellen enthaltenen Suppressorzellen verhindert wird. Bislang
konnten viel versprechende Ergebnisse mit einer zufrieden stellenden Uberlebensrate,
einer relativ geringen Rezidivrate und einer guten Unterdriickung der GvH-Reaktion
erzielt werden (Kolb et al., Transplantation 2003).

Neben den CD8+ Zellen werden auch anderen Zellpopulationen suppressive
Eigenschaften zugesprochen. Die Beobachtungen von Soiffer et al. (Blood 1990)
zeigten, dass bei der CD6-Depletion die natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) nicht
depletiert werden. Es kdnnte also auch sein, dass diese fir den beobachteten Effekt
einer Unterdrickung der GvH-Rekation in vivo verantwortlich sind. Ginther at al.
(Tissue Antigens, 1994) konnten allerdings im Hundemodell mit in vitro-Tests zeigen,
dass zwar die Aktivitat von NK-Zellen in der CD6-negativen Zellpopulation der PBMCs
verstarkt ist, jedoch die CD6-Depletion im Knochenmark die NK-Aktivitat nicht
signifikant beeinflusste.

Sakaguchi et al. charakterisierten im Mausmodell CD4+CD25+ Zellen, welche die

Entstehung von Autoimmunerkrankungen unterdriicken konnten (J Immunol 1995).
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Weitere Untersuchungen fanden heraus, dass diese Zellen auch fur die
Transplantationstoleranz verantwortlich sind (Gregori et al., J Immunol 2001; Adeegbe
et al., J Immunol 2006), und es wurden unterschiedliche Gene charakterisiert, welche
den regulatorischen Zellen eigen sind (Colson et al., Blood 2004).

So existieren viele Ansatze, Suppressorzellen zu charakterisieren. Daraus ergibt sich
ein kompliziertes Bild an verschiedenen Zellpopulationen, die untereinander in
Wechselwirkung treten und die Immunantwort beeinflussen. Die Zellpopulation, die im
CD6-depletierten Knochenmark fur die Induktion der Graft-versus-Host-Toleranz
verantwortlich ist, konnte bislang jedoch noch nicht identifiziert werden. Ziel weiterer
Untersuchungen, in denen das Hundemodell eine entscheidende Rolle spielen wird,
wird es sein, die Suppressorzellen zu charakterisieren und deren Mechanismus soweit

aufzuklaren, dass sie gezielt fur eine GvHD-Prophylaxe eingesetzt werden kdnnen.

5.5 Transfusion von Spenderlymphozyten nach allogen er KMT zur Induktion
einer GvHD

Bei der allogenen Stammzelltransplantation stellt eine auftretende Graft-versus-Host
Krankheit selbst nach prophylaktischer Vorbehandlung nach wie vor ein schwer
beherrschbares Risiko fur den Patienten dar. Um dem Auftreten einer GvHD
vorzubeugen, wird vor der Transplantation eine T-Zelldepletion durchgefihrt. Die T-
Zelldepletion bei Leukamiepatienten kann zwar das Risiko einer GvHD verringern
(Henslee et al., Transplant Proc 1987; Prentice et al., Lancet 1984; Rodt et al,
Transplant Proc 1979), dadurch steigt allerdings auch das Risiko eines Rickfalls in die
Leukdmie (Goldman et al., Ann Intern Med 1988). Die fiir eine GvHD verantwortlichen
T-Zellen des Stammzellspenders bedingen namlich ebenso den Graft-versus-Leukamie
Effekt (Horowitz et al., Blood 1990). Dieser ist gerichtet gegen Leukdmiezellen, die
selbst nach intensiver Chemo- und Radiotherapie nicht vollstandig eliminiert werden
konnen (Horowitz et al., Blood 1990; Brenner at al., Leukemia 1992). Eine T-
Zelldepletion des Transplantats geht deshalb einher mit einem Verlust der
antileukamischen Wirkung, was zu einer hohen Rezidivrate fuhrt (Goldman et al., Ann
Intern Med 1988). Eine Trennung des GvL-Effekts vom GvH-Effekt kann durch
Transplantation T-zelldepletierter Stammzellen mit nachfolgender Transfusion von

Spenderlymphozyten zur adoptiven Immuntherapie erreicht werden. Dies birgt aber das
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Risiko einer schweren, im schlimmsten Fall lebensbedrohlichen GvHD (Weiden et al., J
Immunol 1976). In dieser Arbeit wurde das System einer induzierbaren GvHD durch die
Transplantation von CD6-depletiertem Knochenmark und anschlieBender Transfusion
von Spenderlymphozyten etabliert. Dieses erlaubt nun die Untersuchung neuer
therapeutischer Anséatze und deren Optimierung im praklinischen Hundemodell.

Die adoptive Immuntherapie, bei der nach der Knochenmarktransplantation
Lymphozyten des Spenders transfundiert werden, scheint viel versprechend zu sein,
um die Nebenwirkungen einer T-Zelldepletion auszugleichen. Die durch adoptive
Immuntherapie transfundierten T-Zellen konnten bei CML-Patienten nach allogener
Stammzelltransplantation eine langanhaltende Remission erzeugen (Kolb et al., Blood
1990), und die positiven Effekte der DLT wurden in vielen Studien bestatigt (Drobyski et
al., Bone Marrow Transplant 1992; Helg et al., Bone Marrow Transplant 1993; Kolb et
al., Blood 1995; Collins et al., J Clin Oncol 1997).

Die DLT geht immer einher mit dem Risiko einer schweren GvHD. Eine Untersuchung
im DLA-identischen Transplantationssystem konnte zeigen, dass die DLT bis zwei
Monate nach der Transplantation eine GvHD ausloste. Zu einem spateren Zeitpunkt
bewirkten die Spenderlymphozyten keine GvHD mehr, da der Spender dann bereits
tolerant gegentber dem Empfangerorganismus geworden war (Kolb et al.,
Transplantation 1997). In dieser Arbeit sollten analoge Untersuchungen im homo-
hetero-System durchgefihrt werden.

Nach Transplantation von CD6-depletiertem Knochenmark konnte bei drei Hunden
durch DLT eine klinische GvHD ausgelost werden. Der Zeitpunkt der DLT-Gabe war
entweder an Tag 3, Tag 14 oder Tag 20. Bei einem weiteren Hund (742) konnte durch
DLT an Tag 20 keine GvHD ausgeltst werden. Dieser Hund hatte im Gegensatz zu
Hund 734, bei dem die DLT an Tag 20 eine GvHD ausloste, allerdings noch einen
gemischten Chimarismus, der erst durch die DLT zu einem vollen Spenderchimarismus
konvertierte. Offensichtlich spielte dies eine entscheidende Rolle, denn abgesehen vom
Grad des Chimarismus waren die Versuchsbedingungen bei beiden Hunden dieselben
(Tabelle 4.10).

Ebenso kdnnten regulatorische T-Zellen fir diesen Effekt verantwortlich gewesen sein.
Es wére denkbar, dass bei Hund 742 eine beginnende GvHD, die sich durch
anfanglichen Anstieg der Leberenzyme darstellte (Tab. 4.9.3c), durch die Entstehung

von CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen wieder unterdriickt wurde. Leider stehen fir
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den Hund bislang keine passenden Antikérper zur Verfigung, um diese Hypothese zu
bestatigen.

Auch bei den Untersuchungen von Kolb et al. (Transplantation 1997) konnte in einer
Gruppe von sechs Hunden ein anfanglich gemischter Chiméarismus nach der DLT in
einen vollen Spenderchimarismus umgewandelt werden, ohne eine GvHD auszul6sen,
wenn die DLT erst an Tag 61 und 62 verabreicht wurde. DLTs zu einem friheren
Zeitpunkt resultierten auch in 0.g. Studie in einer letalen GvHD.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen im DLA-identischen System (Kolb et al.,
Transplantation 1997) wurde in dieser Arbeit die DLT nur an einem einzigen Tag
verabreicht. 1 - 10® Spenderlymphozyten pro kg Kérpergewicht des Empféangers

reichten zur Induktion einer GvHD aus.

5.6  Ausblick: Suizidgentherapie mit HSV-TK

Um die gewollten Effekte einer DLT, namlich die Reaktion gegen nach der
Konditionierung Ubrig gebliebene leukéamische Zellen, zu erhalten und gleichzeitig eine
potenziell auftretende GvHD steuern zu kdnnen, kénnen die Lymphozyten der DLT vor
der Transfusion mit einem Suizidgen transduziert werden. Sobald bei dem Patienten
dann eine GvHD auftritt, konnen die dafir verantwortlichen Zellen, die das Suizidgen
tragen, spezifisch abgeschaltet werden.

Ein haufig eingesetztes Suizidgen ist die Thymidinkinase des Herpes Simplex Virus
(HSV-TK). Zellen, die dieses Gen tragen, kdnnen Ganciclovir phosphorylieren. Das
phosphorylierte Ganciclovir interferiert mit der DNA-Synthese und fihrt zur
Fragmentierung der DNA, was im Tod der HSV-TK tragenden Zelle resultiert. Die
Gentherapie mit HSV-TK wurde zwar schon erfolgreich bei Patienten angewendet
(Bondanza et al., Blood 2006; Bonini et al., Science 1997; Bordignon et al., Hum Gene
Ther 1995; Tiberghien et al., Blood 1994), jedoch wurde bislang noch nicht
Uberzeugend demonstriert, dass die transduzierten Zellen funktionsfahig sind und eine
maoglicherweise entstehende GvHD tatsachlich durch die Gabe von Ganciclovir
therapiert werden kann.

Das in dieser Arbeit etablierte System mit Transplantation von CD6-depletiertem

Knochenmark und nachfolgender Verabreichung einer DLT zur Induktion einer GvHD
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bietet die perfekte Grundlage, um einen ,Proof of Principle* der Suizidgentherapie

durchzufuhren. Folgende Fragen mussten dazu geklart werden:

1. Kdnnen auch HSV-TK-transduzierte T-Zellen eine GvHD ausldsen, oder bif3en
sie durch die Transduktion ihre Fahigkeit zur Induktion einer GvHD ein?
2. Kann die induzierte GvHD tatsachlich durch Verabreichung von Ganciclovir

abgeschaltet werden?

Die Anwendbarkeit der HSV-TK Suizidgentherapie im Hundemodell wurde bereits
gezeigt (Weissinger et al., Cytokines Cell Mol Ther 2000), jedoch fehlt der Nachweis,
dass transduzierte Zellen tatsachlich eine GvHD auslésen kdnnen, und dass diese dann
durch Gabe von Ganciclovir gestoppt werden kann.

Diese Fragen zu erdrtern und damit den Nachweis fir die Funktionalitdt der
Gentherapie mit HSV-TK zu fuhren wird Inhalt kommender Untersuchungen sein, in
denen das in dieser Arbeit etablierte System einer induzierbaren GvHD im Hundemodell

Anwendung finden soll.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung von Antikérpern und ihrer
immunsuppressiven Wirkung im praklinischen Hundemodell. Dazu wurde eine
T-Zelldepletionsmethode mit dem caninen CD6-Antikérper MT-606 und Kaninchen-
komplement zur alleinigen GvHD-Prophylaxe bei der allogenen Knochenmark-
transplantation entwickelt. Zuséatzlich sollten die regulatorischen Eigenschaften von
CD6-depletierten Knochenmarkzellen in vitro in der gemischten Lymphozytenkultur
untersucht werden.

Mit Hilfe des kreuzreagierenden Antikdrpers MT-606, der das canine CD6-Antigen
erkennt, konnte eine einfache und kostengiinstige Depletionsmethode etabliert werden,
welche die Fahigkeit des CD6-Antikdrpers MT-606 zur Aktivierung der Komplement-
kaskade ausnitzt. Es wurde zunachst durch in vitro-Experimente gezeigt, dass die
Methode mit MT-606 und Kaninchenkomplement eine effektive Depletion der CDG6-
positiven Zellen gewahrleistet, wohin gegen die h&matopoetischen Stammzellen
unangetastet bleiben. Die CD6-Depletion geht einher mit einer nahezu vollstandigen
Depletion der CD4-positiven Zellen, wahrend die CD8-positiven Zellen nur teilweise
depletiert werden.

Durch drei Knochenmarktransplantationen im homo-hetero-System und zwei im DLA-
identischen System wurde gezeigt, dass sich die CD6-Depletion als alleinige Methode
zur GvHD-Prophylaxe eignet. Die Etablierung einer Toleranz gegeniber dem
Spenderorganismus wurde durch eine Hauttransplantation vom Spender auf den
Empfanger bei einem Hund gezeigt. Regelmallige Analysen des Spenderchimarismus
konnten zeigen, dass die Transplantation von CD6-depletiertem Knochenmark eine
langfristige Erholung des hamatopoetischen Systems garantiert.

In mehreren in vitro-Experimenten sollte die regulatorische Fahigkeit von CDG6-
depletierten Knochenmarkzellen in der gemischten Lymphozytenkultur (MLC)
untersucht werden. Die MLC ist eine Kurzzeit-Suspensionskultur, die es erlaubt, die
Reaktivitdt von T-Zellen eines Spenders gegen die durch Bestrahlung inaktivierten
PBMCs eines anderen Spenders zu untersuchen. Die Lymphozytenproliferation oder
ihre eventuelle Inhibition kbnnen durch den Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin
oder durch die Weitergabe des Farbstoffs CFSE von der Mutter- auf die Tochterzellen
quantifiziert werden. Trotz Anwendung unterschiedlicher Analysesysteme konnte kein

supprimierender  Effekt von CD6-depletierten  Knochenmarkzellen auf die
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Lymphozytenproliferation in der gemischten Lymphozytenkultur nachgewiesen werden.
In einigen Fallen wirkten die CD6-depletierten Knochenmarkzellen sogar stimulierend
auf die Proliferation der Lymphozyten. Um die generelle Anwendbarkeit des
verwendeten MLC-Systems zum Nachweis von supprimierenden Eigenschaften einer
Zellpopulation zu zeigen, wurden mesenchymale Stammzellen an Stelle von CD6-
depletierten Knochenmarkzellen eingesetzt. Diese bewiesen eine hohe Potenz zur
Unterdriickung der Lymphozytenproliferation in der MLC. Trotz offensichtlicher Wirkung
bei der GvHD-Prophylaxe konnte ein regulatorischer Effekt von CDG6-depletierten
Knochenmarkzellen in der MLC nicht gezeigt werden, obwohl das System durchaus
zum Nachweis von supprimierenden Eigenschaften anderer Zellen geeignet ist.

In einer zweiten Reihe von Transplantationen wurde untersucht, ob durch zusatzliche
Transfusion von Spenderlymphozyten (DLT) nach der Transplantation von CD6-
depletiertem Knochenmark im Empfanger eine GvHD induziert werden kann. Der
Zeitpunkt der DLT variierte bei den einzelnen Transplantationen, es wurde aber immer
eine Zelldosis von ca. 1 - 10® MNCs/kg Korpergewicht transfundiert. Bei je einem Hund
konnte durch DLT an den Tagen 3, 14 oder 20 eine GvHD induziert werden, deren
Hauptmanifestationsort bei zwei Hunden die Leber und bei einem Hund die Haut war.
Bei einer Wiederholung des Transplantationsschemas mit DLT an Tag 20 konnte bei
einem weiteren Hund keine GvHD induziert werden. Offensichtlich bestand zu diesem
Zeitpunkt bereits eine Toleranz gegeniber dem Spenderorganismus.

Das etablierte System mit Transplantation von CD6-depletiertem Knochenmark und
DLT vor Tag 20 zur Induktion einer GvHD eignet sich hervorragend, um die
Einsetzbarkeit von HSV-TK-transduzierten Zellen zur Gentherapie zu testen. Dies wird

Gegenstand zukunftiger Untersuchungen sein.
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7 Summary

Characterization of antibodies and their immunosupp ressive effects

caused in the dog as a preclinical transplantation model

The aim of this study was the characterization of antibodies and their
immunosuppressive effects caused in the dog as a preclinical model. For this a T-cell
depletion method with the canine CD6-antibody MT-606 and rabbit complement for the
sole form of GvHD prophylaxis in allogeneic bone marrow transplantation has been
established. In addition, the regulatory effects of CD6-depleted bone marrow cells were
to be investigated in the mixed lymphocyte culture.

Using a cross reactive antibody which recognizes the canine CD6 antigen, a simple and
economical depletion method could be established, which makes use of the ability of
the CD6 antibody MT-606 to activate the complement cascade. Initially, several in vitro
experiments using MT-606 and rabbit complement could verify the effective depletion of
CDe6-positive cells whereas hematopoietic stem cells remained unaffected at the same
time. CD6-depletion is associated with an almost complete depletion of CD4-positive
cells while CD8-positive cells are only being depleted partially.

Three bone marrow transplantations in the homo-hetero setting and two in a DLA-
identical setting could prove the feasibility of CD6-depletion as the sole form of GvHD
prophylaxis. The establishment of tolerance to the bone marrow donor was shown by
the transplantation of skin from the donor to the host in one dog. Continuous analysis of
donor chimerism could show a long-term stable engraftment of CD6-depleted bone
marrow.

The regulatory effects of CD6-depleted bone marrow cells were researched by repeated
in vitro experiments with mixed lymphocyte cultures (MLCs). MLC is a short-term
suspension culture which allows to investigate T-cell reactivity of one donor to radiation-
inactivated PBMCs of another donor. The proliferation of lymphocytes or its potential
suppression can be measured either by incorporating radioactively labelled thymidine or
by transferring the fluorescent CFSE from mother- to daughter-cells. Despite of the use
of different read-out-systems, no stable suppressive effect of CD6-depleted bone
marrow cells on the proliferation of lymphocytes could be detected in MLC. In a few
experiments, the CD6-depleted bone marrow cells even had a stimulative effect on the

proliferation of lymphocytes.
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Summary

To test the general practicability of the employed MLC-system for the detection of
suppressive effects of certain cell populations, mesenchymal stem cells were used
instead of CD6-depleted bone marrow cells. They showed a high potency of
suppressing the lymphocyte proliferation in MLC.

Despite obvious effects in regard to GvHD-prophylaxis, a regulatory effect of CD6-
depleted bone marrow cells could not be shown in MLC, even though the system is by
all means appropriate to verify suppressive qualities of certain cells.

A second series of bone marrow transplantations was meant to answer the question
whether the additional transfusion of donor lymphocytes (DLT) after the transplantation
of CD6-depleted bone marrow could induce GvHD in the host. The time for the DLT was
variable in the different transplantations, but all dogs received a cell dose of 1 - 10°
MNCs/kg body weight. In one dog each, GvHD could be induced by DLT on day 3, 14
and 20, respectively. Main effector organs were the liver in two dogs and the skin in one
dog. The repetition of the transplantation setting with DLT on day 20 could not induce
GvHD in a fourth dog. Obviously, this dog had already become tolerant to the donor at
the time of DLT.

The established system of transplantation of CD6-depleted bone marrow and DLT until
day 20 for induction of GvHD is particularly suitable to test the feasibility of HSV-TK-
transduced cells for gene therapy. This will be the subject of future investigations.
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