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1 Einleitung

1.1 Allogene Knochenmarktransplantation (KMT)

Die Urspringe der Knochenmarktransplantation gehen auf Arbeiten zurlck, die sich mit
den Effekten der Bestrahlung bei Mausen und Kaninchen befassten. Diese frihen
Arbeiten zeigten u. a., dafd eine 250 rad Ganzkorperbestrahlung zu einer signifikanten
Lymphopenie und Antikérpersuppression fihrte. Im Anschlul3 an den zweiten Weltkrieg
und die Atombombenabwitrfe auf Hiroshima und Nagasaki kam es zu einer Belebung
dieses Forschungsfeldes mit dem Ziel Mechanismen der Radioprotektion der
Hamatopoese zu identifizieren. So konnte gezeigt werden, dal? M&ause durch die
intravendse Gabe von Knochenmark nach letaler Bestrahlung vor deren Folgen geschitzt
wurden. Nach initialen Uberlegungen, dafR diese Effekte auf I6slichen Faktoren beruhen,
konnten mehrere Arbeiten zeigen, dafl} in der Tat die zellularen Bestandteile des
Knochenmarkes fur die Protektion der letal bestrahlten Mause verantwortlich waren. Des
weiteren konnte nachgewiesen werden, dald Tiere die eine Knochenmarkinfusion erhalten
hatten, in der Lage waren, Hauttransplantate vom Knochenmarkspenderstamm zu
akzeptieren und somit eine Spender-spezifische Toleranz aufwiesen. (Die Anfange der
Knochenmarktransplantation sind ausfthrlich in dem Buch von Leslie Brent zur
Geschichte der Transplantationsimmunologie dargestellt (Brent, 1997).)

Das Interesse an dieser Thematik nahm in der Folgezeit rasant zu. Dies lag v. a. an der
Erkenntnis, dal3 die durch Knochenmark-vermittelte Rekonstitution der Hamatopoese die
Applikation supraletaler Strahlen oder Chemotherapiedosierungen zur Behandlung von
Tumorerkrankungen erlauben wuirde. In der zweiten Halfte der 50er Jahre versuchten
sowohl die Gruppe um Mathé als auch um E. D. Thomas die Knochenmarktransplan-
tationen an Patienten vorzunehmen (Brent, 1997; Thomas et al., 1957). Da zu diesem
Zeitpunkt noch keinerlei Histokompatibilitatsprifung moglich war, entwickelten die
Patienten in der Mehrzahl eine schwere GVHD. Die erste erfolgreiche Knochenmarktrans-
plantation bei Patienten erfolgte durch Mathé (Mathé et al., 1965). Basierend auf einem
Hundemodell gelang es der Arbeitsgruppe von E.D. Thomas und R. Storb in Seattle, aus
der experimentellen Therapieform der allogenen KMT ein mittlerweile etabliertes
Routineverfahren zu entwickeln.

1.2 Toleranzentwicklung im Rahmen der allogenen
Knochenmarktransplantation

Toleranz kann als Abwesenheit einer spezifischen Immunantwort (Nichtreaktivitat) gegen
definierte Antigene bei erhaltener globaler Immunkompetenz definiert werden. Dieses
Phanomen wurde erstmalig in den Arbeiten von Owen (Owen et al.,1945) beschrieben.



Toleranz beschreibt somit einen Zustand bei dem sich das Immunsystem nicht gegen den
eigenen Organismus richtet und eine Unterscheidung zwischen "Selbst" und "Fremd"
zulant.

Der experimentelle Beweis, dal3 Toleranz aktiv erworben werden kann, erfolgte durch
Billingham und Medawar (Billingham et al., 1953). Diese Arbeit bediente sich der Injektion
einer gemischten Zellsuspension von unterschiedlichen Geweben vom Stamm A in
neonatale bzw. fetale Mause vom Stamm B. Solche Mause welche Zellen vom Stamm A
erhalten hatten akzeptierten in der Folge als adulte Tiere Hauttransplantate vom Stamm
A, wahrend Hauttransplante von unbeteiligten dritten Spendern (3rd Party) abgestol3en
wurden. Spater gelang es der Arbeitsgruppe von David Sachs, den Nachweis zu fiihren,
dall die Herstellung eines gemischten hamatopoetischen Chiméarismus zur Spender-
spezifischen in vitro und in vivo Toleranz fuhrte (lldstad and Sachs, 1984).

Prinzipiell kann man bei der Toleranzentwicklung von T-Zellen eine zentrale, d. h.
Thymus-vermittelte und eine periphere Form der Tolerisierung unterscheiden. Die
immunologischen Mechanismen der Toleranzinduktion und -erhaltung gegentber
definierten Antigenen umfassen die klonale Deletion, die Anergisierung, die aktive
Suppression und die Ignoranz.

In der T-Zellentwicklung erfolgt die zentrale Tolerisierung der T-Zellen durch Deletion
(=negative Selektion) im kortiko-medullaren Ubergang des Thymus. Hier kommt es zur
Interaktion zwischen Thymozyten und Antigen-prasentierenden Zellen (APC) aus dem
Knochenmark. Thymozyten mit einer hohen Affinitdt des T-Zellrezeptors zum MHC,
sterben im Rahmen der negativen Selektion durch Apoptose (Surh and Sprent, 1994).
Hierdurch kommt es zur Ausbildung eines T-Zellrepertoires, welches keine autoreaktiven
T-Zellpopulationen mehr aufweist. Hinweise fir die Rolle der klonalen Deletion zur
Toleranzinduktion wurden durch die Analyse von Thymozytensubpopulationen gewonnen.
Kappler und Marrack konnten zeigen, dafll bestimmte Superantigen-reaktive V-
Subpopulationen (z.B. VB5 und VB11) in Mausstdmmen, die diese Superantigene in
Assoziation mit bestimmten MHC Klasse Il (I-E) Molekile exprimieren deletiert sind, nicht
aber in Mausstammen, die I-E negativ sind (Blackman et al., 1990; Kappler et al., 1987,
Kappler et al.,, 1988; Marrack and Kappler, 1990). Diese endogenen Superantigene
wurden initial als MlIs (Minor Lymphocyte stimulating Antigen) Determinanten
beschrieben, die bei MHC-kompatiblen Mausstammen zu einer starken MLR-Antwort
fuhren. Diese endogenen Superantigene entstammen dem autologen Retrovirus mmtv
(Mouse Mammary Tumor Virus), dessen Genprodukte mmtv 8 und 9 z. B. im Genom der
B6 Mause exprimiert werden. Diese Genprodukte kdnnen an distinkte VB -Untereinheiten
des T-Zell-Rezeptors (z.B. VB5 oder VB11) binden, wenn Sie im Kontext bestimmter MHC
ll-Molekiile (I-E") prasentiert werden und fiihren dann zur Deletion dieser Superantigen-
reaktiven Zellen im Thymus. Diese Deletion erfolgt jedoch nur in I-E" nicht aber in I-E’
Mausstammen.



Es konnte von mehreren Gruppen gezeigt werden, dal3 bei gemischten Chimaren im
Rahmen der Knochenmarktransplantation die Spender-spezifische Toleranzinduktion
(Host-vs.-Graft-Toleranz) durch zentrale Tolerisierung erfolgt. Durch Einwanderung von
APC des Spenders in den Empfangerthymus erfolgt dort die Deletion Spender-reaktiver
Zellen des Empfangers im Sinne einer negativen Selektion (Abbildung 1). Durch
Benutzung MIs® reaktiver Spender, bei denen diese VB Populationen deletiert werden,
und Empfangern, die aufgrund fehlender I-E Expression nicht deletieren, kann man in
gemischten Chimaren das Schicksal Spender-reaktiver T-Zellen verfolgen. So ist in
solchen gemischten Chiméren zu beobachten, dal} die Superantigen-reaktive T-
Zellpopulation nach der Transplantation deletiert wird. Die Daten der Deletion
Superantigen-reaktiver Zellen lassen sich auch auf Alloantigen-reaktive T-Zellen
Ubertragen. Manilay et al. (Manilay et al., 1998) bedienten sich eines Alloantigen-
spezifischen transgenen Mausmodells zur Uberpriifung dieser Frage. In diesem
Mausmodell exprimieren die CD8+-T-Zellen einen transgenen T-Zellrezeptor (TCR) (2C).
Diese 2C-TCR-ist gegen das MHC-I Antigen L gerichtet (z.B. gegen BALB/c). Manilay et
al. untersuchten in gemischten (BALB/c—B6.2C) hamatopoetischen Chimaren, das
Schicksal dieser transgenen T-Zellpopulation mit Hilfe des klonotypischen Antikorpers
1B2. In gemischten Chimaren konnte eine Deletion dieser 2C" CD8'T-Zellen
nachgewiesen werden.

Negative Selektion im Thymus =
Deletion Spender- oder Empfanger
reaktiver Thymozyten durch APC vom
Empfanger bzw. Spender

Transplantation

Migration von APC
In den Thymus

Engraftment im
Knochenmark

'{’” 'E %{‘
-... 4 }A

Thymus

“‘HH: J-..._‘_{'

Spender Zellen

Empfanger Zellen

Abbildung 1: Zentrale Tolerisierung bei gemischten Chiméaren



Die Prasenz eines Spenderchimérismus im Thymus ist absolut kritisch fur die Erhaltung
der Toleranz. So konnte gezeigt werden, dal3 in Knochenmarkchiméren die Antikorper-
vermittelte Depletion des Spenderchimarismus nur dann zum Verlust der Spender-
spezifischen Toleranz fuhrte (d.h. AbstoBung eines Hauttransplantates vom
Spenderstamm), wenn der Thymus noch vorhanden war. Wurde das Empfangertier nach
KMT, aber vor der Antikbrpergabe thymektomiert, verlor das Tier zwar seinen
hamatopoetischen Chimarismus blieb aber tolerant gegeniber dem Hauttransplantat.
Diese Daten zeigten, dal3 die Anwesenheit von Spenderzellen im Thymus zwingend ist
um neu gebildete T-Zellen zu tolerisieren (Khan et al., 1996).

Die Tolerisierung von Spender-T-Zellen ist wahrscheinlich komplexer. In gemischten
Knochenmarkchimaren kénnen T-Zellen des Spenders durch Empfanger-APC im Thymus
des Empfangers deletiert werden bzw. Empfanger T-Zellen durch APC des Spenders
deletiert werden (s. 0., s. Abbildung 1). Nach myeloablativer Konditionierung wird die
Empfangerhdmatopoese komplett durch die Spenderhamatopoese ersetzt. Aus diesem
Grund fehlt die oben angesprochene Interaktion der Spender-T-Zellen mit den APC des
Empfangers (Ramsdell et al., 1989). Hier mussen zuséatzlich Mechanismen (z.B.
Anergisierung und Suppression) wirksam werden, die zur Tolerisierung der Spender-T-
Zellen fuhren. So konnte gezeigt werden, dal3 das Thymusepithel (Salaun et al., 1990)
bzw. extrathymische Antigene zur Tolerisierung von Empanger-reaktiven Spenderzellen
fuhren (Burkly et al., 1990; Morahan et al., 1989; Morahan et al., 1991). Anergisierung
wird definiert als fehlende Aktivierung der T-Zellen nach Stimulation durch ihren
Antigenrezeptor. T-Zellanergie ist gekennzeichnet durch die fehlende IL-2 Expression und
Sekretion nach Aktivierung. Unterschiedliche Mechanismen liegen der Induktion von
Anergie zu Grunde. Untersuchungen an anergisierten T-Zellen zeigten, dal3 solche Zellen
komplexe Veranderungen in der Signaltransduktion nach TCR-Stimulation aufweisen und
z.B. nicht mehr in der Lage sind u. a. Ick oder ZAP-70 zu aktivieren (Cho et al., 1993;
Fields et al., 1996; Kang et al., 1992; Madrenas et al., 1995; Mondino et al., 1996).
Neueste Arbeiten zeigen, dal’ der Zyklin-abhéngige Kinase Inhibitor p27kipl eine zentrale
Rolle bei der Blockade der klonalen Expansion anergisierten T-Zelle spielt.

So weisen anerge T-Zellen einen frihen G1-Arrest und eine damit verbundenen Zunahme
des hypophosphorylierten Rb-Proteins auf. Die Aktivierung als auch die Anergieinduktion
war mit einer Zunahme von Cyclin D2, welche zu einem signifikanten Teil an cdk4-
gebunden war. Wahrend bei aktivierten T-Zellen diese Cyclin D2-cdk4-Komplexe
Kinaseaktivitat aufwiesen, zeigten diese Komplexe in anergisierten Zellen keinerlei
Kinaseaktivitat. Bei weitergehenden Untersuchungen konnte schliel3lich bei anergisierten
T-Zellen in dem Cyclin D2-cdk4 Komplex der Kinase-Inhibitor p27kipl nachgewiesen
werden. Dartber hinaus konnte eine Zunahme der p27kipl Expression im Vergleich zu
unstimulierten Zellen beobachtet werden. Die Uberexpression von p27kipl fihrte in T-
Zellklonen zur Anergie. Die konditionale Expression von p27kipl mit Hilfe des tet-Systems
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fuhrte in Jurkat Zellen zur Inhibition der IL-2 Transkription durch Interaktion von p27kipl mit
JAB1 einem Koaktivator von c-jun, welches in der Folge zu einer gestdorten AP-1
Transaktivierung fuhrte (Boussiotis et al., 2000).

Diese Beobachtungen zeigen wie flieBend der Ubergang zwischen zentraler und
peripherer d.h. extrathymischer Tolerisierung ist. Als Beispiel fur die Komplexitat der
Toleranzentwicklung sei an dieser Stelle die Cyclosporin A-vermittelte Tolerisierung
gegenuber Nierentransplantaten im MGH-Miniaturschweinemodell dargestellt die ohne
KMT erfolgt. Hierbei kann eine kurzzeitige 12-tagige perioperative Cyclosporin-Gabe zur
dauerhaften Transplantatakzeptanz von MHC I-inkompatiblen Transplantaten flhren
(Rosengard et al., 1992). Erstaunlicherweise ist diese Tolerisierung von der Prasenz des
Thymus abhéngig. So ist in thymektomierten Tieren Toleranz nicht mehr induzierbar
(Yamada et al., 1997). Dieser Beobachtung konnte z.B. durch die Tolerisierung
rezirkulierender aktivierter T-Zellen im Thymus erklart werden. Eine weitere
Erklarungsmaoglichkeit besteht in der Aufnahme von Spenderantigenen durch Empfanger-
APC und deren Migration in den Thymus, wo sie die Antigen-reaktiven T-Zellen
deletieren. Eine weitere Erklarung koénnte die Generierung von regulatorischen
Zellenpopulation im Thymus sein.

Somit stellt die aktive Suppression den dritten wichtigen Kardinalmechanismus der
Toleranzinduktion bzw. -erhaltung dar. Im Gegensatz zur Anergisierung erfordert die
aktive Suppression eine Antigen-spezifische Inhibition der Immunantwort durch
regulatorische T-Zellen. Diese aktive spezifische Suppression einer Immunantwort kann
auf sekundare Empfanger tbertragen werden. Dieses Konzept wird auch als "infektiose
Toleranz" bezeichnet (Bemelman et al., 1998; Qin et al., 1993) .

Aus den o. a. Befunden wird verstandlich, dal3 die Mechanismen der Toleranzinduktion
(Deletion, Anergisierung, Suppression) sich nicht gegenseitig ausschliel3en, sondern sich
vielmehr ergénzen. So zeigen Daten nach nicht-myeloablativer Konditionierung, daf3 im
Mausmodell MHC Klasse II" Zellen des Spenders bereits nach zwei bis drei Wochen im
Thymus nachweisbar sind (Mapara et al., 2001; Tomita et al.,, 1994). Eine Deletion
Spender-reaktiver Zellen war jedoch erst zu einem spéteren Zeitpunkt nachweisbar.
Dieser Deletion ging eine Anergie der Empfanger-T-Zellen voraus, welche durch IL-2
Gabe durchbrochen werden konnte (Tomita et al., 1994).

1.3 Pathophysiologie der Graft-versus-Host-Disease

Die klinischen Hauptprobleme der allogenen Transplantation liegen nach wie vor im
Auftreten der Graft-versus-host-Erkrankung (GVHD), des Transplantatversagens
(Engraftment failure) und der Immunsuppression. Diese Probleme sind hauptsachlich
durch Storungen in der Entwicklung der Immuntoleranz nach Stammzelltransplantation
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verursacht und beruhen u. a auf der immungenetischen Inkompatibilitat zwischen
Spender und Empfanger bezuglich ,major” oder ,minor“ Histokompatibilitadtsantigenen.
Frih konnte in Tierexperimenten die Beobachtung gemacht werden, dal} die Gabe
allogener (fruher: homologer) Lymphozyten zur Entwicklung eines schweren, z. T. letal
verlaufenden Krankheitszustand fuhrte, der als homologe, oder Sekundarkrankheit
("homologue", "secondary disease") bzw. als "Runting disease" bezeichnet wurde. Die
Erkenntnis, dal3 dieses Krankheitsbild auf die Alloreaktivitdt der Spenderzellen zuriick zu
fuhren war, beruht auf den Ergebnissen der Arbeitsgruppen von Brent und Simmons
(Brent, 1997). Dabei kommt es zur Aktivierung, Expansion und Migration der Alloantigen-
aktivierten T-Zellen in die Zielorgane des Empfangers.

Die Entstehung der GVHD wird durch folgende Faktoren beeinflusst: 1. die Alloreaktivitat
der Spenderzellen (Baxter-Lowe et al.,, 1993); 2. die Konditionierungs-induzierte
proinflammatorische Reaktion; 3. die T-Zellen des Spenders.

Es gibt fir die Entwicklung der GVHD zwei unterschiedliche Mausmodelle. Das eine
Modell bedient sich der Transplantation von parentalen Knochenmark - und T-Zellen in
die F1-Generation ohne vorhergehende Konditionierung. Das andere Modell beruht auf
der Transplantation immungenetisch differenter Spenderzellen nach einer Konditionie-
rungstherapie.

P —F1-Modell
BALB/c (H29) (1) Recipient conditioning
KM + T-Zellen

. GVH (keine HVG)
BALE/c (H2!) — B6 x BALB/c(F1) (H2%x")

Konditionierungs-induzierte GVHD

BALB/c (H29)
KM_+ T-Zellen
0y

(’(;—;-':"v'l’nr t cell
o ke

& apoptot

Py
> GVH

:ﬁ—b : 5 (3)

LE £ ) - b ﬂClivarlion e Eﬁgﬁ:&%
Mokl C@ BALB/ (HHzV; B6 (H2")

Abbildung 2: A)Experimentelle Modelle der GVHD-Induktion; B) Pathophysiologie der
Konditionierungs-induzierte GVHD(aus Hill, GR and Ferrara, JLM 2000, Blood 95:2754-
2759)

A) P -F1-Modell

Die GVHD-Induktion ohne vorhergehende Konditionierung erfolgt durch Applikation von
parentalen T-Zellen in Tiere der F1-Generation (P—F1). Hierbei kommt es zu einer rein
immunologischen Aktivierung der parentalen Spenderlymphozyten im Sinne einer GVH-
Reaktion in den Fl-Empfangertieren, da der MHC-Haplotyp des Empfangers als fremd
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erkannt wird. Im Gegensatz dazu sind die Empfangertiere gegentber dem Spender
tolerant. Es kommt somit nur zu einer unidirektionalen GVH-Reaktion ohne HVG-
Reaktion. Da dieses Modell keine Konditionierung enthélt, erlaubt dieses Modell isolierte
Untersuchungen zu den Auswirkungen der Alloreaktivitat der Spenderzellen. Je nach dem
welche MHC-Inkompatibilitdt von Empfanger und Spender (Klasse | + Klasse Il Mismatch)
vorliegt und ob T-Zellsubpopulationen bzw. unselektionierte T-Zellen verwendet werden,
kommt es in diesem Modell zur Entwicklung von zwei unterschiedlichen klinischen GVHD-
Verlaufsformen (Rolink et al., 1983): Die eine Verlaufsform, bei isolierter MHC Klasse Il
Inkompatibilitat, ist durch eine lymphoproliferative Phase mit Autoimmunph&nomenen
(eher einer chronischen GVHD entsprechend) gekennzeichnet. Dieses Krankheitsbild
verlauft im wesentlichen nicht letal. Ein komplexeres Bild kann beobachtet werden, wenn
eine MHC Klasse | und Il Inkompatibilitat zwischen Empfanger und Spender vorliegt und
unselektionierte T-Zellen verabreicht werden. Zunachst kommt es ebenfalls zu einer
lymphoproliferativen Phase, die aber schliel3lich in eine progrediente chronische GVHD
mit lymphoider Hypoplasie Ubergeht (Rolink et al., 1983).

B) GVHD-Induktion nach letaler Konditionierung und allogener Transplantation

Alternativ hierzu kann in Empfangertieren nach letaler Bestrahlung und Gabe von MHC-
major oder minor inkompatiblen Knochenmark- und Milzzellen eine GVHD induziert
werden. Dieses Modell der GVHD-Induktion ist der klinischen Situation wesentlich naher,
da es hierbei auch zu einer foudroyanten proinflammatorischen Reaktion kommt, die
durch die erhebliche Konditionierungs-abhéngige Toxizitat bedingt ist. Es gibt Hinweise,
dal die Konditionierungsabhangige Mukosa-Schadigung im Darm und die damit
verbundene Durchwanderung von Lipopolysacchariden (LPS) aus dem Darmlumen Uber
die geschéadigte Mukosa in die Zirkulation das zentrale Ereignis dieses "Zytokinsturms" ist
(Cooke et al., 2000a) (Hill and Ferrara, 2000). Mehrere Arbeitsgruppen konnten
nachweisen, dal3 eine Reduktion der bakteriellen Besiedlung im Darm zu einer geringeren
GVHD-Inzidenz fuhrte. So fuhrt die spezifisch-pathogenfreie (SPF) Haltung von Mausen
zur signifikanten Verminderung der GVHD (van Bekkum et al., 1974). Vergleichbare
klinische Befunde zeigen, dafl} eine antimikrobielle Darmdekontamination zur
Verminderung des GVHD-Risikos fuhrt (Beelen et al., 1992). Die besondere Bedeutung
von LPS in der Pathogenese der GVHD wird durch Daten zur genetischen Resistenz
gegen LPS untermauert. So ist bei Mausen (C3H/HelJ), die Mutationen im Toll-like-
receptor 4 (tir-4) Gen aufweisen (Qureshi et al., 1999), eine genetische Resistenz
gegenuber der Wirkung von LPS nachweisbar. Werden solche Tiere als Spender
eingesetzt fuhrt dies zu einer signifikanten Reduktion der GVHD (Cooke et al., 2000a).
Bei der GVHD-Entwicklung wesentlich beteiligt sind in der Folge u. a. inflammatorische
Zytokine wie TNF-o und IL-1 (Cooke et al., 2000b; Hill et al., 1999; Hill et al., 2000).
Klinisch konnte gezeigt werden, dal3 z.B. die Hohe des TNF-a und IFN-y Spiegels nach
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Konditionierung und vor der Transplantation mit der GVHD-Induktion korrelierte (Herve et
al., 1992; Holler et al., 1990). Durch diese Zytokine beginstigt, kbnnte es unter anderem
zu einer effektiveren Alloantigenprasentation (Hochregulation von MHC | und Il) durch die
Empfangerzellen kommen und somit zu einer verstarkten Aktivierung der Spender-T-
Zellen. Des weiteren kénnen die Alloreaktion und die Konditionierung in den Geweben
zur Hochregulation von inflammatorischen Zytokinen, Adhasionsmolekilen oder
Chemokinen fuhren und verursachen auf diesem Weg die Infiltration der Organe durch
die alloreaktiven T-Zellen.

1.4 Klinische Aspekte der GVHD

Die klassischen Zielorgane der GVHD sind Haut, Darm, Leber und Lunge. Die GVHD laf3t
sich in eine akute und eine chronische Verlaufsform unterteilen. Wéahrend die akute
GVHD im wesentlichen ein direkte Folge der Proliferation und Expansion alloreaktiver
Zellen ist, ist die chronische GVHD in ihrer Genese komplexer und klinisch durch
autoimmunologische Manifestationen (z.B. Sklerodermie-artige Verlaufe, Sjogren
Syndrom) bestimmt. Die genauen Mechanismen, die zur Infiltration der Spender-T-Zellen
in die extralymphatischen und parenchymatésen Organen wie der Leber oder dem Darm
fuhren sind zur Zeit noch unklar.

Die Moglichkeiten der Therapie bzw. der Prophylaxe beruhen im wesentlichen auf dem
Einsatz immunsupprimierender Substanzen. Hierbei sind vor allem Steroide, Cyclosporin
(CsA), Methotrexat (MTX) und Mycophenolat Mofetil (MMF) zu nennen. Auch der Einsatz
von IL-2-Rezeptorantikdrpern hat das therapeutische Repertoire erweitert. Eine weitere
Therapie/Prophylaxe-Option der GVHD stellt die Anwendung der photodynamischen
Therapie dar, die sowohl in vivo als auch ex vivo angewendet werden kann (Rossetti et
al., 1995). Alternativ zur pharmakologischen Immunsuppression wurde frihzeitig die
Erkenntnis gewonnen, dal} die direkte Depletion von Spender-T-Zellen ex vivo oder in
vivo eine effektive MalRhahme zur GVHD-Prophylaxe darstellt (Prentice et al., 1984), die
jedoch mit einem signifikant erhohtem Rezidivrisiko und Transplantatversagen verbunden
ist (Goldman et al., 1988; Kernan et al., 1989; Kernan et al., 1987; Martin et al., 1985;
Martin et al., 1988; Vallera et al., 1981; Vallera et al., 1982). Der wesentliche Grund fur
das Transplantatversagen nach T-Zelldepletion beruht darauf, dal3 die T-Zellen des
Transplantates eine sogenannte "facilitator'-Rolle spielen. Dies bedeutet, dal3 diese T-
Zellen des Transplantates wichtig sind um die residuellen Host-versus-Graft-reaktiven
Zellen des Empfangers zu eliminieren und somit das engraftment erst ermdglichen.
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1.5 Graft-versus-Leukemia (GVL) Reaktion

Diese gravierenden Folgen der GVHD sind jedoch billigend in Kauf genommen worden,
da es bereits in den 50er Jahren Hinweise gab, daf} die Alloreaktivitat der Spenderzellen
auch einen Antitumor Effekt aufweisen konnten. Barnes und Loutit, entwickelten in den
50er Jahren das Konzept der Graft-versus-Leukdmie-Reaktion. Diese Konzept konnte im
Laufe der Jahrzehnte sowohl tierexperimentell als auch klinisch verifiziert werden. Hierbei
wurde haufig eine Koppelung von GVL und GVHD-Auftreten beobachtet, so dal3 der
bessere Anti-Tumoreffekt (GVL) v. a. bei Patienten mit GVHD auftrat (Horowitz et al.,
1990; Weiden et al., 1979; Weiden et al., 1981).

Die Beobachtung, dal3 die Alloreaktivitat der Spenderzellen zu einem Antitumoreffekt
fuhren kann, ist der wesentliche Grund, weshalb die Allogene KMT trotz der z. T.
verheerenden und mutilierenden klinischen Konsequenzen der GVHD nicht verlassen
wurde. Dies war umso begriindeter, da es experimentelle Daten (Bortin et al., 1973; Bortin
et al.,, 1979; Chester et al., 1979), aber auch klinische Hinweise (Horowitz et al., 1990)
gab, die vermuten lieRen, dall die GVL-Reaktion nicht zwingend mit einer GVHD
verbunden sein mufl3. Der eindeutige Nachweis, dal} eine GVH-Reaktion auf das
lymphohamatopoetische System beschrankt sein kann ohne gleichzeitig eine GVHD zu
induzieren, konnte 1988 von Megan Sykes erbracht werden (Sykes et al., 1988). In
diesen Experimenten wurde gemischten h&matopoetischen Chiméaren 10 - 22 Wochen
nach KMT eine grofe Zahl allogener Spenderlymphozyten appliziert. Die gleiche
Zelldosis hatte am Tag der KMT zur Entwicklung einer letal-verlaufenden GVHD gefihrt.
Die verzogerte Gabe der Spenderlymphozyten fuhrte jedoch in diesem Fall zur
Konversion des gemischten Chimarismus in einen vollen hamatopoetischen Chimarismus
ohne gleichzeitige Entwicklung einer GVHD. Somit war der Beweis, flr die Existenz einer
GVH-Reaktion die auf das lymphohamatopoetische System beschrankt ist (LGVH)
erbracht. Diese Beobachtungen lielRen den Schluf3 zu, dal3 somit auch GVL und GVHD
potentiell trennbar sein konnten. Weitere tierexperimentelle Daten wurden von Hans-
Jochem Kolb generiert, der im Hundemodell eindeutig zeigen konnte, dal3 eine
Spenderlymphozyteninfusion (Donor lymphocyte infusion, DLI) vor Tag 60 nach KMT zu
einer letalen GVHD fuhrte, wahrend sie danach zur Konversion des gemischten in einen
vollen Chimérismus ohne Entwicklung von GVHD fuhrten (Kolb et al., 1997). Es war auch
Kolb, der in seinen Pionierarbeiten zeigen konnte, daf solche
Spenderlymphozyteninfusionen bei Patienten erstaunliche Remissionen zu induzieren
vermochten und somit eine neue Ara der Zelltherapie einlautete(Kolb et al., 1995; Kolb et
al., 1990). Mittlerweile hat diese Therapieform eine weltweite Verbreitung gefunden und
wurde erfolgreich bei mehreren Krankheitsentitaten eingesetzt (Porter et al., 1999).
Besonders effektiv sind Spenderlymphozyteninfusionen bei Patienten mit CML. DLI
zeigten ebenfalls eine klinische Wirksamkeit bei Patienten mit AML/MDS (Kolb et al.,
1995), NHL(Sykes et al., 1999) und multiplem Myelom (Lokhorst et al., 1997; Porter et al.,
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1999). Allerdings scheinen DLI keinen Effekt bei ALL-Patienten zu zeigen (Kolb et al.,
1995) .

1.6 Weiterentwicklung von Transplantationsverfahren

1.6.1 Nicht-myeloablative Konditionierungsprotokolle

Basierend auf den Erkenntnissen von Billingham, Brent und Medawar (Billingham et al.,
1953) bzw. Owen (Owen, 1945), konnte die Arbeitsgruppe von David Sachs zeigen, daf}
die Induktion eines gemischten hamatopoetischen Chimarismus durch die kombinierte
Transplantation von T-Zelldepletiertem syngenem und allogenem Knochenmark nach
letaler Bestrahlung zur Spender-spezifischen Toleranz gegen Allo- und Xenotransplantate
fuhrte (lldstad and Sachs, 1984). Initiale Absicht dieser Vorgehensweise war es mit Hilfe
des gemischten Chimarismus Toleranz im Rahmen der soliden Organtransplantation zu
erzielen. In den spéten 80er gelang es erneut der Arbeitsgruppe von David Sachs ein
nicht letales Konditionierungsprotokoll zu entwickeln welches ebenfalls die Etablierung
eines gemischten Knochenmarkchimérismus erlaubte und zur Spender-spezifischen
Toleranz tber allogene und xenogene MHC-Grenzen fuhrte (Sharabi et al., 1990; Sharabi
and Sachs, 1989). Weiterhin gelang es der Arbeitsgruppe von Samuel Strober
nachzuweisen, dal} eine alleinige Bestrahlung der Lymphknotenstationen (Total Lympoid
Irradiation, TLI) zum Engraftment allogener Zellen und der Induktion eines gemischten
hamatopoetischen Chimarismus fuhrte (Slavin et al., 1978). Diese ersten Daten zeigten,
dall es ohne myeloablative Konditionierung prinzipiell mdglich ist ein Engraftment der
allogenen Stammzellen zu erzielen. Dies weckte die Hoffnung, daf3 mit Hilfe solcher nicht-
myeloablativer Konditionierungsprotokolle auch bei Patienten ein Engraftment der
allogenen Stammzellen erreichbar sein konnte. Aufgrund der reduzierten
Konditionierungstoxizitdt waren solche Protokolle auch potentiell bei alteren Patienten
und Patienten mit Organdysfunktionen einsetzbar, bei denen bislang der Einsatz einer
myeloablativen  Konditionierung  kontraindiziert  war. Eine  Reduktion der
Konditionierungsintensitdt ware auch insofern vertretbar, da der wesentliche
Therapieeffekt nicht auf der Chemotherapie-vermittelten Zytoreduktion, sondern auf der
immunologisch-vermittelten GVL-Reaktion beruhen wirde. Aus diesen Grinden kam es
zu rasanten Fortschritten bei der Entwicklung solcher nicht-myeloablativer
Konditionierungskonzepte.

Die Arbeitsgruppe um Storb entwickelte ein Protokoll im Hundemodell in dem ein stabiler
Chimarismus bei MHC-Kompatibilitat erzielt werden konnte. Dieses Protokoll bestand
lediglich aus einer niedrig-dosierten Ganzkérperbestrahlung (2Gy) und einer
immunsuppressiven Therapie (Cyclosporin und MMF) nach der Transplantation (Storb et
al.,, 1997). Der erste erfolgreiche Bericht Uber den Einsatz einer nicht-myeloablativen
Konditionierung in der MHC-inkompatiblen Situation im "Large Animal® (MGH-
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Miniaturschweine) stammte wieder aus der Arbeitsgruppe von Sachs. Basierend auf dem
von Sharabi entwickelten Protokoll (s. 0.) gelang es mit Hilfe eines CD3-Immuntoxins,
einer Thymusbestrahlung und einer hohen Stammzelldosis einen gemischten
Chimarismus und Spender-spezifische Toleranz zu induzieren. (Fuchimoto et al., 2000).

Im klinischen Bereich wurde der Einsatz der nicht-myeloablativen
Konditionierungskonzepte im wesentlichen von vier unterschiedlichen und unabhangigen
Arbeitsgruppen etabliert. So konnte gezeigt werden, daf} eine Minimierung der
Konditionierungstoxizitat bei weiterhin erhaltenem Engraftment moglich ist (Giralt et al.,
1997; McSweeney PA et al., 2001; Slavin et al., 1998; Sykes et al., 1999).

Diese verschiedenen Konditionierungsprotokolle zeichnen sich durch unterschiedliche
Konditionierungsintensitat aus. Dementsprechend rekonstituieren die Patienten in den
meisten Protokollen als volle Chimare. Protokolle die zu einem "langerfristigen"
gemischten Chiméarismus fihren, wurden in Seattle (Storb) bzw. in Boston am
Massachusetts General Hospital (Sykes) etabliert. Allerdings beobachtet man auch hier
eine spontane Konversion des gemischten Chimarismus in vollen Chimarismus. Dies ist
wahrscheinlich darauf zurtickzufiihren, dal3 es noch nicht gelungen ist im Patienten eine
ahnlich gute in vivo Depletion der nicht-toleranten Spender-T-Zellen zu erreichen, wie es
in der Maus oder in "Large Animal"-Modellen der Fall ist. So ist es verstandlich warum es
im Gegensatz zu den Tiermodellen nach diesen Dosis-reduzierten Konditionierungs-
protokollen durchaus zum Auftreten von GVHD kommt. (Giralt et al., 1997; McSweeney
PA et al., 2001; Slavin et al., 1998). Insgesamt ist es jedoch nun moéglich mit Hilfe dieser
neuen Konditionierungsprotokolle eine Grundlage fir den Einsatz weiterer
zelltherapeutischer Konzepte zu schaffen.

1.6.2 Transplantation tiber MHC-Grenzen

Wie bereits oben dargestellt missen im Rahmen der allogenen KMT zwei Barrieren
Uberwunden werden: Zum einen muf3 die Host-versus-Graft-Reaktion utberwunden
werden, zum anderen mul3 die GVH-Reaktion so kontrolliert werden, dal3 keine letale
GVHD entsteht. Mit zunehmender Inkompatibilitdt zwischen Empfanger und Spender
kommen diese Barrieren besonders zum Tragen: Das Auftreten einer GVHD ist direkt mit
dem Ausmal} der immungenetischen Disparitat (Keever-Taylor et al., 2001) korreliert.
Dies laldt sich durch eine rigorose T-Zelldepletion des Transplantates gut beherrschen
(Martin and Kernan, 1990). Allerdings kommt es dann zur vermehrten Abstol3ung des
Transplantates (Engraftment failure) (Kernan et al.,, 1987), da die T-Zellen des
Transplantates zur Eliminierung der HVG-Reaktion notwendig sind (Vallera et al., 1981,
Vallera et al., 1982), weiterhin ist nach Transplantation eine vermehrte Rezidiventstehung
zu beobachten. Diese Problematik fuhrte dazu, dal’3 eine hohergradige HLA-inkompatible
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Transplantation (> 1 Mismatch) in der Regel nicht durchgefihrt wird. Ausnahme hiervon
stellen die kongenitalen Immundefektsyndrome (SCID) dar, die aufgrund des
Immundefektes eine verminderte HVG-Reaktivitat aufweisen und bei denen deshalb eine
ex vivo T-Zelldepletion des Transplantates zur GVHD-Prophylaxe méglich ist. Bei diesen
Patienten gelang es prinzipiell HLA-haploidente Transplantationen vorzunehmen (O'Reilly
et al., 1986; Reisner et al., 1983).

Leider gelingt es nur in ca. 40% der Falle einen MHC-kompatiblen Familien- oder
Fremdspender zu finden. Dies bedeutet, dal3 mehr als die Halfte der Patienten keinen
passenden Spender haben und einer potentiell kurativen Therapie nicht zugefuhrt werden
koénnen. Ein haploidenter Spender (z.B. Eltern oder Geschwister) steht jedoch der
Uberwiegenden Mehrheit zur VerfiUgung und konnte somit zu einer signifikanten
Verbesserung der Spenderverfugbarkeit fihren. Um die o. g. Probleme zu tberwinden
wurde von den Arbeitsgruppen um Reisner und Martelli das "Mega-dose"-Konzept
entwickelt. Dies beruht darauf, daf’ eine rigorose T-Zelldepletion des Transplantates zur
GVHD-Prophylaxe im Rahmen der Mismatch Konstellation nur méglich ist, wenn die HVG-
Reaktion unterdriickt wird. Dies ist durch eine starkere Konditionierungstherapie (zur
besseren Elimination alloreaktiver T-Zellen des Empfangers) und eine signifikant hohere
Stammezelldosis moglich (Bachar-Lustig et al., 1995; Schwartz et al., 1987). Die erhéhte
Stammzelldosis hat zwei  Grunde: Zum einen verschiebt die hdhere
Spenderstammzelldosis die Balance zwischen residuellen Empfanger und
Spenderstammzellen zu Gunsten des Spenders und erleichtert somit durch Kompetition
das Engraftment der Spenderzellen. Zum zweiten konnte Reisner zeigen, dal3 CD34-
Stammzellen eine Vetofunktion austben und die Empfanger T-Zellen tolerisieren
(Bachar-Lustig et al., 1999; Gur et al., 2002; Rachamim et al., 1998). Diese praklinischen
Arbeiten und die darauf basierenden klinischen Pionierarbeiten der Arbeitsgruppe in
Perugia haben gezeigt, daR haploidente Transplantationen klinisch durchfiihrbar sind
(Aversa et al., 1994; Aversa et al.,, 1998). Von besonderem Interesse ist bei der
haploidenten Transplantation der durch NK-Zellen vermittelte GVL-Effekt. Dieser scheint
darauf zu beruhen, dal3 es bei MHC-Inkompatibilitdt ebenfalls zu einem Mismatch
zwischen den inhibitorischen NK-Rezeptoren (Killer Inhibitory Receptors KIR) und ihren
Liganden, den MHC-Antigenen kommt. Durch das Fehlen des inhibitorischen Signals
kann die NK-Zelle, die entsprechende Zielzelle, die nicht das passende MHC-Antigen
exprimiert lysieren (Ruggeri et al., 1999). Dieser KIR-Mismatch ist offensichtlich fur die
guten klinischen Resultate bei der haploidenten Transplantation bei AML (Ruggeri et al.,
1999; Ruggeri et al., 2002) verantwortlich.
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1.6.3 Ziele und Fragestellung

a

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es in einem komplett MHC-inkompatiblen (H2
H2b) Mausmodell die Effekte der Spenderlymphozyten nach nicht-myeloablativer
Konditionierung zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit sollten im Mausmodell im
besonderen folgende Themenkomplexe bearbeitet werden:

1. Ist es mdglich durch ein neues Cyclophosphamid-haltiges nicht-myeloablatives
Konditionierungsprotokoll einen stabilen Chimarismus und eine Spender-
spezifische Toleranz zu induzieren und welche Mechanismen liegen dieser
Toleranzentwicklung zugrunde?

1. Welche Effekte haben Spenderlymphozyteninfusionen in diesem Modell im
Hinblick auf die GVH und HVG-Toleranz.

2. Konnen in diesem Modell GVL-Effekte durch DLI vermittelt werden und welche
Mechanismen liegen diesen GVL-Effekten zu Grunde?

3. Welche Rolle spielen Antigen-prasentierende Zellen des Empfangers bei der
GVL-Induktion durch DLI?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Mausstamme

Es wurden folgende Mausstamme verwendet: C57BL/6 (B6) H2b), B10.A (H2%), B10.RIII
(H2"), A.SW(H2%), B6.TCRp-/-, B6.p2m-/- und BALB/c (H2%. Die Mause wurden von
Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA) erworben. In Klammern ist der jeweilige
MHC-Haplotyp aufgefuhrt. Die Mause erhielten autoklaviertes Futter und wurden in
Mikroisolatorkafigen gehalten. Des weiteren verwendeten wir den 2C-TCR-transgenen
Mausstamm (B6.2C [2C]), der in C57BL/6 genetischen Background vorliegt. Der
transgene TCR ist gegen das MHC-Klasse | Antigen L gerichtet. Die Mause stammten
von Dr. Dennis Loh (Washington Universitat, St. Louis, MS, USA)

2.2 Knochenmarktransplantationsverfahren

Zur Herstellung von Knochenmarkchiméren verwendeten wir zwel
Konditionierungsverfahren. Wenn nicht anders dargestellt, wurde die Mehrzahl der
Experimente in der B10.A—B6 Mausstammkombination durchgefiihrt

2.2.1 Nicht-myeloablative Konditionierung

Nicht-myeloablative Konditionierungsprotokolle

B10.A (H22) B6 inb)

TBI Tag -5 Tag O Tag 35
B | | |
| ! !
CD4, CD8 3Gy TBI DLI
TCDin vivo 7Gy TI

KMT
Sharabi et al. J. Exp. Med. 169:493,1989

Tag -5 Tag-1 TagO Tag 35
CTX | } }
CD4, CD8
TCD in vivo 200mg/kg 7Gy TI
CTXi.p. KMT DLI

Pelot et al. BBMT 5:133,1999

Abbildung 3: Nicht-myeloablative Konditionierungskonzepte

Das in der Arbeit benutzte Cyclophosphamid-haltige Konditionierungsprotokoll (CTX)
wurde kirzlich in der Arbeitsgruppe von Megan Sykes entwickelt (Pelot et al., 1999) und
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beruht auf dem von Sharabi und Sachs (Sharabi et al., 1990; Sharabi and Sachs, 1989)
entwickelten nicht-myeloablativen Konditionierungsverfahren (s. Abbildung 3). Der
wesentliche Unterschied zu dem Sharabi-Protokoll besteht darin, dal3 die
Ganzkorperbestrahlung am Tag O durch die i. p. Gabe von 200mg/kg Cyclophosphamid
am Tag -1 ersetzt wurde. Des weiteren beinhaltet das Konditionierungsprotokoll am Tag-5
die i. p. Gabe von 2.0mg anti-CD4 (Gk1.5) und 1.4mg anti-CD8 (2.43) Antikdrpern zur in
vivo T-Zelldepletion (TCD), sowie einer Thymusbestrahlung mit 700 rad am Tag 0. Die
Thymusbestrahlung erfolgte mit Hilfe einer Kobalt-Bestrahlungsquelle. Nach Abt6ten der
Tiere durch CO,-Narkose erfolgte die Gewinnung von Knochenmark durch Herausspulen
der Zellen aus den Femura und Tibiae der Spendermause. Die Zellen wurden in
Knochenmarkmedium aufgenommen (Medium 199 (Mediatech, Herdon, VA, USA), 4ug/mi
Gentamycin, 0.01M HEPES-Puffer, 2ug/ml Dnase (Biowhittaker, Walkersville, MD, USA)).
Den Empfangern wurden 2x10° Knochenmarkzellen am Tag O uber die laterale
Schwanzvene i. v. injiziert.

2.2.2 Letale Bestrahlung

Zur Generierung von gemischten oder vollen Spenderchimédren benutzten wir die von
lldstad und Sachs bzw. von Sykes et al. zuvor beschriebenen Verfahren (lldstad and
Sachs, 1984; Sykes et al., 1988). Die Empfangertiere erhielten mittels einer **’Cs-Quelle
eine letale Ganzkdrperbestrahlung mit 1025 rad. Zur Generierung von vollen Spender-
bzw. gemischten Chiméren wurden die Empfangertiere mit T-Zell-depletiertem (TCD)
allogenem (B10.A) Spenderknochenmark (volle Chimare) oder einer Mischung aus TCD
allogenem (B10.A) und syngenem (B6) Knochenmark (gemischte Chimare) rekonstituiert.
Die in vitro T-Zelldepletion erfolgte mit anti-CD4 (Gk1.5) und CD8-Antikorpern (2.43) und
anschlielRender Komplementlyse.

2.3 Spenderlymphozyteninfusion

Zur Gewinnung von Spenderlymphozyten wurden die Milzen von Spendertieren steril
prapariert und in Ammonium-Chlorid-Lyse-Puffer (ACK-Lyse Puffer, Biowhittaker) mit Hilfe
des Stempels einer 5ml Spritze homogenisiert. Nach Filtration durch einen Nylonfilter
wurde die Zellsuspension mit Knochenmarkmedium gewaschen und die Zellzahl mittels
Trypanblaufarbung bestimmt. Es wurden 3x10° Milzzellen pro Maus uber die laterale
Schwanzvene i. v. appliziert.

2.4 Gemischte Lymphozytenkultur (Mixed lymphocyte reaction MLR)

Milzzellen wurden in MLR-Medium (RPMI 1640 [Mediatech], 15% (v/v) CPSR-2 [Sigma]
als Serumersatz, 0.09mM nicht-essentielle Aminosauren, 2mM L-Glutamin, 1mM
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Natriumpyruvat, 100U/ml Penicillin, 100ug/ml Streptomycin 0.01 M Hepes-Puffer, 0.025
mM 2-Mercaptoethanol, Biownhittaker) kultiviert.

Stimulatorzellen wurden mittels einer **’Cs-Strahlenquelle mit 3000 rad bestrahlt. In
Doppeltansatzen wurden 4x10° Stimulatorzellen drei oder vier Tage mit der gleichen Zahl
von Responderzellen in 96-Flachboden-Platten bei 37°C kultiviert. Die letzten 16-18h der
Kultivierungszeit erfolgten in Gegenwart von1pCi *H-Thymidin pro Well. Danach erfolgte
die Ernte der Zellen auf Glasfiltermatten mittels eines Tomtec Erntegerats (Hamden, CT,
USA). Der *H-Thymidineinbau wurde mittels eines Betaplatecounters gemessen. Der
Stimulations-Index (SI) wurde entsprechend der folgenden Formel bestimmt: cpm Anti-
spender/ cpm Anti-Empfanger.

2.5 Zell-vermittelter Lympholyse-Assay (Cell-mediated lympholysis
assay [CML])

Milzzellen wurden in CML-Medium (RPMI 1640 (Biowhittaker), 10% (v/v) Fetales
Kalberserum (Sigma), 0.09mM nicht-essentielle Aminosauren, 2mM L-Glutamin, 1mM
Natriumpyruvat, 100U/ml Penicillin, 1000g/ml Streptomycin, 0.025 mM 2-Mercapto-
ethanol and 0.01M Hepes Puffer [Biowhittaker]) resuspendiert. Responder- und
Stimulatorzellen wurden auf eine Konzentration von 8 x 10° cells per ml eingestellt. Die
Stimulatorzellen wurden mittels einer **’Cs-Strahlenquelle mit 3000 rad bestrahlt. 8x10°
Stimulatorzellen wurden tiber 5 Tage mit 8 x10° Responderzellen in 96-Rundbodenplatten
bei 37°C kokultiviert. Nach 5 Tagen Kultur erfolgte eine Serienverdiinnung in zweier
Schritten, so dal3 die zytolytische Aktivitat bei 5 unterschiedlichen Effektor und Target
Verhaltnissen bestimmt werden konnte. Als Targetzellen wurden 8x10° *'Cr-markierte
Concavalin A (ConA)-stimulierte Lymphoblasten zu jedem Well hinzugeflgt. 4h spater
wurde der Uberstand mit Hilfe des Titertekgerates aufgenommen. (Skatron, Inc, Sterling,
VA, USA). Die °'Cr Freisetzung wurde in einem Gamma-Counter bestimmt (Canberra-
Packard, Meridien, CT, USA). Die maximale Chromfreisetzung wurde durch Lyse von
Chrom-markierten Zellen in einer 5% NP-40 L6sung ermittelt. Die Berechnung der
spezifischen Lyse erfolgte mit folgender Formel: PSL (Prozent spezifische Lyse) = 100% x
(Experimentelle  Chromfreisetzung -  Spontane  Chromfreisetzung /Maximale
Chromfreisetzung - Spontane Chromfreisetzung).

2.6 Hauttransplantation

Die Empfangermause wurden mit 0.08 mg/g Ketamin (Fort Dodge, Fort Dodge, 10, USA)
und 0.012mg/g Xylazin (Bayer, Shawnee Mission, KA, USA) betdubt und rasiert. Es
wurden zwei Transplantbetten angelegt, die durch eine Hautbriicke voneinander getrennt
blieben. Hierzu wurden zwei ca 1,5 cm x 1cm messende Hautlappen der
Empfangermause entfernt ohne den Panniculus carnosum zu verletzen. Entsprechend
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zugeschnittene Schwanzhautlappen vom Knochenmarkspenderstamm bzw. von
unbeteiligten 3" Party Tieren wurden jeweils in den vorbereiteten Transplantatbetten
festgendht. Danach wurden die Tiere bandagiert. Am Tag 7 wurde der Verband entfernt.
Taglich erfolgte die Inspektion auf Zeichen der TransplantatabstoRung oder der
Wundinfektion. Eine komplette Transplantatabstoiung wurde diagnostiziert, wenn
weniger als 10% des Hauttransplantates im Transplantatbett nachweisbar waren.

2.7 DurchfluRzytometrische Untersuchungen

2.7.1 Untersuchungen zum Chimarismus

Nach KMT  erfolgte die Immunphéanotypisierung  der  Empfanger  zum
Chimarismusnachweis im peripheren Blut, in der Milz, im Knochenmark bzw. im Thymus.
Thymi und Milzen wurden zur Herstellung einer Einzelzellsuspension sanft in KM-Medium
oder in ACK-Lysepuffer (Biowhittaker) homogenisiert. Zur Entfernung von Zellklumpen
und Debris wurde die Zellsuspension durch einen Nylonfilter filtriert.

Peripheres Blut (ca 0.3 - 0.5ml) wurde durch Blutentnahme aus der lateralen
Schwanzvene gewonnen und in heparinisierten Eppendorfrohrchen gesammelt. Im
Anschlul3 erfolgte eine zweimalige hypotone Lyse der Erythrozyten mit deionisiertem
Wasser.

Zur Zwei- oder Dreifarbenimmunfluoreszenzfarbung wurden 10° Zellen mit einem FITC-,
Phycoerythrin (PE) oder Biotinmarkierten (Bio) Antikérper 30 min bei 4°C inkubiert. Nach
einem Waschschritt wurde die Bindung des biotinylierten Antikdrper durch eine zweite
Inkubation (10 min) mit PE-gekoppeltem Streptavidin nachgewiesen. Um die
unspezifische Bindung zu minimieren, erfolgten die Farbungen in Gegenwart eines anti-
FcyRIl (10ul 2.42) Antikorpers (Unkeless, 1979). Die folgenden Antikorper wurden zur
Chiméarismusanalyse verwendet: anti-CD4-FITC, anti-CD8B-FITC, anti-B220-FITC
(PharMingen San Diego, CA, USA), anti-Mac-1-FITC (CalTag, San Francisco, CA, USA),
34-2-12-Bio (anti-H2-Dd). Die nicht-bindenden Kontrollantikérper HOPC-FITC, HOPC-Bio
(Dr. David Sachs, Boston, Ma) und Ratte IgG2b-PE (Pharmingen) wurden als
Negativkontrollen verwendet. Der prozentuale Anteil von Spenderzellen innerhalb jeder
einzelnen Leukozytenpopulation wurde wie folgt berechnet: Netto % der Spenderzellen
innerhalb einer definierten Differenzierungsreihe x 100 /Netto % der Spenderzellen
innerhalb einer definierten Differenzierungsreihe + Netto % Empfangerzellen innerhalb
einer definierten Differenzierungsreihe).

Fur jeden H2 Klasse I-spezifischen Ak diente der Mausstamm, der das Allel nicht
exprimierte als Negativkontrolle und wurde zur Bestimmung des Cutt-offs flr die
unspezifische Reaktivitat der Antikorper benutzt. Die Populationen des peripheren Blutes
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wurden entsprechend ihrer Forward (FSC) und Side Scatter (SSC) Verhaltens
unterschieden: Lymphozytenpopulation (niedrige FSC und SSC), Granulozyten (hoher
SSC), Monozyten (hoher FSC und niedriger SSC). Tote Zellen wurden durch Propidium
lodid-Féarbung ausgeschlossen. Die Messungen erfolgten auf FACScan und FACScalibur
DurchfluRzytometriegeraten (Becton Dickinson, CA, USA) und wurden mit Hilfe der
Software Programme Cellquest bzw. Winlist analysiert.

2.7.2 Nachweis der Deletion Superantigen-reaktiver Zellen

Die Familie der MlIs- (Minor Lymphocyte stimulating) Antigene gehéren zu den endogenen
Superantigenen. Die Mls Determinanten wurden initial als Genprodukte beschrieben, die
bei MHC-kompatiblen Mausstdmmen zu einer starken MLR-Antwort fihren. Die Mls-
Zugehdrigkeit eines bestimmten Mausstammes ist durch die Gegenwart der Genprodukte
des Mouse mammary tumor virus, MMTV) determiniert. Die Genprodukte dieser Mis
werden in Assoziation mit bestimmten Klasse Il Molekilen exprimiert und fihren zu
Deletion bestimmter Thymozytensubpopulationen deren TCR an die mmtv-Produkte
binden kénnen. So kdnnen die Genprodukte von mmtv-8,9, die im B6-Stamm exprimiert
werden an das MHC-Klasse Il Molekiil I-E binden und fiihren in I-E* Mausstammen (z.B.
B10.A) zur Deletion von VB5" und VB11" T-Zellen, wahrend in I-E” (B6) Stammen diese
Populationen nicht deletiert werden. Zum Nachweis der Deletion dieser T-
Zellpopulationen erfolgte eine Dreifachfarbung der Thymozyten mit FITC-konjugierten
(anti-VB5, anti-VB11, anti-VA8, HOPC), PE-markierten (anti-CD4, Ratte lgG2a) und
Biotin-markierten Antikérpern. Die Biotin-gefarbten-Zellen wurden durch Streptavidin-
konjugiertes CyChrome (Pharmingen) entwickelt. Die Deletion von VB5" and VB11*
Thymocyten wurde durch Live gating von CD4°CD8’ reifen Thymozyten [mit hoher TCR-
Expression (TCRhi) bei 4-farbenmessung] bestimmt. Die unspezifische Bindung wurde
durch die Bindung des Kontroll-Ak HOPC-FITC bestimmt und wurde von dem Prozentsatz
der Zellen, die mit dem jeweiligen FITC-markierten anti-V-mAKk reagierten subtrahiert.
Der Nachweis von VB8" Thymozyten, die in I-E" Tieren nicht deletiert werden, diente als
Kontrolle.

2.8 Tumorzell-Linien

Die T-Zell-Leukamie/Lymphomlinie EL4 (H2b) wurde in CML-Medium kultiviert. Es wurde
eine Working cell bank angelegt. Fir jede Injektion wurde eine neue Charge der Zellinie
aufgetaut und maximal zwei Wochen in Kultur gehalten.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung von gemischten Chimaren mittels nicht-
myeloablativer Konditionierungsverfahren

Es wurde ein neues nicht-myeloablatives Konditionierungsprotokoll, welches kirzlich in

der Arbeitsgruppe von Megan Sykes am Massachusetts General Hospital (Harvard

Medical School, Boston, USA) etabliert worden war, wurde auf seine Toleranzinduktion

untersucht.

—&— TBI

100- 100- }p <0.05
—— TBI B CTX+ Tl
£ —i—CTX+T|ip <0.05 c v CTx.T) Ip<001
= - < 0.01 =
g 75| TCTX-TIP $ 5]
- o
S {
S 50 3 50+
5 c
S 8
@ o5 T
S 2
0 0
0 4 8 12 16 20 24 28 0 4 8 12 16 20 24 28
——TBI } p<0.01 —-
60 —m—CTX + Tl 100 —A—
}p=0.05 8 = CTX+Tl 1p<0.05
S —~w-CTX-TI  1p=0.005
L 5 o 75
S 5 5
o 2 3
= £ &
(O] o
o) 259
X
0
0 4 8 12 16 20 24 28 0 4 8 12 16 20 24 28
Wochen nach KMT Wochen nach KMT

Abbildung 4: Spenderchimérismus im peripheren Blut nach nicht-myeloablativer
Konditionierung und KMT:

Wie im Methodenteil dargestellt wurde den Tieren zu den dargestellten Zeitpunkten Blut
entnommen. Der Anteil der Spenderzellen (H2Dd) an der jeweiligen Zellreihe wurde
mittels Doppelimmunfluorezenz bestimmt. Es wurden drei experimentelle Gruppen
untersucht: das CTX-Regime mit (CTX + TI, n=8) oder ohne Thymusbestrahlung (CTX -
Tl, n=8) und das TBI-haltige Konditionierungsprotokoll (TBI, n=5). Die Zunahme des
Chimarismus 16 Wochen nach KMT ist dadurch zu erklaren, dal3 in der Gruppe mit TBI
zwei experimentelle Tiere mit niedrigem Chimarismus durch die Hauttransplantation
starben. Dargestellt ist der Mittelwert des Spenderzellchimarismus + Standardfehler.
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Das CTX-protokoll beinhaltet die in vivo T-Zelldepletion durch anti-CD4 (Gk1.5) und anti-
CD8 (2.43) Antikorper (Tag -5), die Gabe von Cyclophosphamid (CTX) 200mg/kg (Tag-1),
700 rad Thymusbestrahlung sowie die i.v. Injektion von 2x10" Knochenmarkzellen (Bone
Marrow Cells, BMC). Die gesamten Untersuchungen wurden in der MHC-inkompatiblen
Mausstammkombination B10.A (H2*)—B6 (H2b) durchgefuhrt. Aus friheren Ergebnissen
der Arbeitsgruppe von Megan Sykes ging hervor, dal3? im TBI-haltigen Protokoll die
Thymusbestrahlung (Thymic Irradiation [TI]) zur Elimination residueller Empfanger-
Thymozyten notwendig ist. Wir wollten dberprifen welche Relevanz die
Thymusbestrahlung im CTX-Regime hat. Zu diesem Zweck wurden in einem Experiment
drei experimentelle Gruppen erstellt: die erste Gruppe erhielt das Standard-
Konditionierungsprotokoll (TBI), die zweite das CTX-Regime mit Thymusbestrahlung
(CTX + TI) und die dritte ohne Thymusbestrahlung (CTX - TI). Nach dem CTX-Protokoll
konnten wir einen lang anhaltenden Chimérismus in allen hamatopoetischen
Differenzierungsreihen nachweisen. Dieser war jedoch signifikant geringer als nach dem
TBI-haltigen Protokoll. Es konnte gezeigt werden, dafl die Thymusbestrahlung
unverzichtbarer Bestandteil des Konditionierungsprotokolls ist, da bei Tieren ohne
Thymusbestrahlung kein Engraftment beobachtet werden konnte (s. Abb. 4 und Tabelle
1). Abb. 4 zeigt den Chimarismusverlauf in einem reprasentativen Experiment. Tabelle 1
zeigt den Organchimérismus in Tieren an den Tagen 219 - 232 nach KMT.
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3.2 Toleranzinduktion in CTX-Chimaéaren

3.2.1 In vitro Toleranz

Nach dem wir zeigen konnten, dal3 durch das CTX-Regime ein Engraftment und ein
stabiler Chimarismus erzeugt werden konnte, stellte sich die Frage, ob durch das CTX-
Regime Spender-spezifische Toleranz induziert werden kann. Zu diesem Zweck wurden
Milzzellen von chimdren Mausen in der gemischten Lymphozytenkultur (Mixed
Lymphocyte Reaction, MLR) und im zellvermittelten Zytotoxizitatstest (Cell mediated
Lympholysis, CML) untersucht. Wie in dem CML-Assay (Abbildung 5). dargestellt, zeigten
die Milzzellen von CTX-konditionierten Mausen eine spezifische Lyse von **Cr-markierten
3" Party Zielzellen, nicht aber von Empfanger oder Spenderzellen. Im Gegensatz hierzu
wiesen Mause, die mit CTX aber ohne Thymusbestrahlung konditioniert worden waren,
als Ausdruck fehlender Spender-spezifischer Toleranz zusatzlich zur anti-3rdParty-

Reaktion, eine signifikante CML-Reaktivitdt gegenuber den Spenderzellen auf. Die
Ergebnisse der MLR waren vergleichbar.
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Abbildung 5: CTL-Reaktion in CTX-Langzeitchiméren

Am Tag 216 nach KMT wurden die hamatopoetischen Chimaren auf ihre CTL-Toleranz
gegenuber Empfanger, Spender und Srd-Party Stimulatoren in einem Standard-CML-
Assay gepruft. Milzzellen der experimentellen Tiere wurden 5 Tage lang in der Gegenwart
der 0.g. Stimulatoren kultiviert. Am Tag 5 wurden die Zellen mit °**Cr-markierten Zielzellen
far 4h inkubiert. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten CTX Chimare (CTX+TI, #121/2,
123/4, 125/6) und TBI-Chimare (TBI, 137/8) eine Empfanger (Host B6) und Spender
(Donor, B10.A)-spezifische Hyporeaktivitat, bei leicht verminderter Reaktivitdt gegen 3.
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Party (A.SW). Im Gegensatz zeigte ein reprasentatives Tier welches das CTX-Regime
ohne Thymusbestrahlung (#115/6) erhalten hatte eine ausgepréagte Anti-Spender-
Reaktion.

3.2.2 In vivo Toleranz

Die Spender-spezifische Akzeptanz von Hauttransplantaten, bei weiterhin erhaltener
Abstol3ung von 3" Party-Hauttransplantaten, gilt als das hérteste Kriterium ftr Toleranz-
induktion. Nachdem in vitro Untersuchungen eine Spender-spezifische Toleranz gezeigt
hatten, erhielten chimare C57BL/6 Mause 13 Wochen nach KMT Hauttransplantate des
Knochenmarkspenderstamms (B10.A) oder von 3" Party Spendern (B10.RIlI, H2".
Entsprechend Standardtechniken wurde Schwanzhaut von B10.A und B10.RIlIl M&usen
auf die chimaren B6 Mause transplantiert. Der Verband wurde am Tag +7 nach
Hauttransplantation entfernt und das Hauttransplantat taglich auf Abstol3ungszeichen
inspiziert. Die 3" Party B10.RIll Transplantate wurden alle bis spatestens Tag +11 nach
Transplantation abgestofRen. Die B10.A Hauttransplantate blieben bis zum Ende der
Beobachtungszeit (Tag 230 nach KMT) vital. Die experimentelle Gruppe die CTX ohne
Thymusbestrahlung erhalten hatte, stiel3 die B10.A Hauttransplantate genauso schnell ab
wie die 3" Party Transplantate. Daraus liel3 sich folgern, dal3 eine Spender-spezifische
Toleranz auch nach den strengsten Kriterien durch das CTX-Regime induziert wurde und,
dafd die Thymusbestrahlung kritisch ftr die Toleranzinduktion ist.

Spendertransplantat 3rd party Transplantat
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- O | B
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28
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T 25 25-
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Abbildung 6: In vivo Toleranz nach CTX-Regime:

13 Wochen nach KMT wurde bei den Tieren ein Hauttransplantation vorgenommen. Tiere
die das CTX (n=8) oder das TBI-Regime (n=3) erhalten hatten zeigten eine Spender-
spezifische Toleranz mit Akzeptanz der Spenderhauttransplantate und Abstol3ung der 3"
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Party Transplantate. Die Tiere, die das CTX-Regime ohne Thymusbestrahlung (n=3)
erhalten hatten stiel3en die Spenderhauttransplantate ebenso schnell ab wie die 3" Party
Transplantate.

3.2.3 Hinweise fir die zentrale Toleranzentwicklung bei CTX-Chiméren:

3.2.3.1 Nachweis von Spender-APC im Thymus von Empfangern

Es konnte von mehreren Gruppen gezeigt werden, dal3 bei gemischten Chimaren im
Rahmen der Knochenmarktransplantation die Spender-spezifische-Toleranzinduktion
(Host-vs.-Graft-Toleranz) durch zentrale Tolerisierung erfolgt. Durch Einwanderung APC
in den Empfangerthymus erfolgt dort die Deletion Spender-reaktiver Zellen des
Empfangers im Sinne einer negativen Selektion. Um zu untersuchen ob dies auch durch
das CTX-Regime zu erzielen ist, haben wir immunhistologische Untersuchungen des
Thymus von CTX-chimaren Tieren durchgefihrt. In der Tat konnten wir vom Spender-
stammende MHC 1I" Zellen im Thymus der CTX-Tiere nachweisen (Abbildung 7). Die
Besiedlung des Thymus durch solche MHC Klasse II" Zellen mit typischer dendritischer
Morphologie konnte ab Tag 21 nach Transplantation (CTX-Potokoll) beobachtet werden,
wéahrend am Tag 16 noch keine dendritischen Zellen im Thymus nachweisbar waren.
Allerdings war die Besiedlung mit Spender-APC im Thymus von TBI-Chiméren signifikant
starker als bei Tieren nach dem CTX-Regime Tabelle 2). Diese Beobachtung korrelierte
somit mit dem generell starker ausgepragten hamatopoetischen Chimarismus nach TBI.
Dieser Befund ist deshalb ein weiterer Hinweis, dal3 die Ganzkoérperbestrahlung ein
starkeres Engraftment von Spenderstammzellen erzielt.
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Abbildung 7: Nachweis von MHC I+ Spender APC im Thymus
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Dargestellt ist die immunhistologische Untersuchung eines reprasentativen Tieres nach
CTX Konditionierung und KMT. Die obere Reihe zeigt die Farbung mit einem I-AP
(Empfanger)-spezifischen Antikorper (25-9-17) bzw. dem Isotypkontroll-Ak (IgG1, HOPC).
Farbung. Die untere Reihe zeigt die Farbung mit dem Antikdrper ISCR-3, der mit dem
MHC Il Molekil I-EX (Spender) reagiert bzw. den Isotyp-Kontroll-Ak (74.11.10). Es zeigt
sich ein deutlicher Nachweis von MHC II" Spenderzellen im Thymus. Die Untersuchungen
erfolgten am Tag > +200 nach KMT.

3.2.3.2 Deletion Superantigen-reaktiver Zellen Empfangern

MHC class Il I-E

mmtv 8.9 endogene
Superantigene

VP5 or VP11
TCRp

)
TCRa ‘

Vp5+or VB11+

Host (z.B. B6)
l T-Zelle

i ’. :. T
Klonale Deletion

Abbildung 8: Deletion Superantigen-reaktiver Zellen

Um dem Mechanismus der Toleranzentstehung und Erhaltung weiter auf den Grund zu
gehen, benutzten wir Minor Lymphocyte stimulating Antigen (Mls) reaktive Empfanger und
Spender. Die MIs Determinanten wurden initial als Genprodukte beschrieben, die bei
MHC-kompatiblen Mausstammen zu einer starken MLR-Antwort fuhren. Dabei handelt
sich um endogene Superantigene, die vom autologen Retrovirus mmtv (Mouse Mammary
Tumor Virus) entstammen. Die Genprodukte des mmtv 8 und 9 werden im Genom der B6
Mause exprimiert und kdnnen an distinkte V -Untereinheiten des T-Zell-Rezeptors (z.B.
VB5 oder VB11) binden, wenn Sie im Kontext bestimmter MHC II-Molekiile (I-E")
prasentiert werden (s. Abbildung 8) und fiihren dann zur Deletion dieser Superantigen-
reaktiven Zellen. Diese Deletion erfolgt jedoch nur in I-E” nicht aber in I-E- Mausstammen.
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Durch Benutzung MIs® reaktiver Spender, bei denen diese VB Populationen deletiert
werden, und Empfangern, die aufgrund fehlender I-E Expression nicht deletieren, kann
man das Schicksal Spender-reaktiver T-Zellen in gemischten Chimaren verfolgen.
Normale Kontroll B6 Mause (I-E) zeigten keine Deletion von VB5 oder Vp11
Populationen. Im Gegensatz hierzu ist bei B10.A Mausen eine komplette Deletion dieser
Populationen nachweisbar. Gemischte chimére Tiere (B10.A—B6) weisen ebenfalls eine
Deletion dieser VB* Populationen auf, da APC des Spenders (B10.A I-E") VB5 und VB11"
Thymozyten deletieren kdnnen. Wie Tabelle 2 und Tabelle 3 zu entnehmen zeigten Tiere,
die mit dem Standard TBI-Protokoll konditioniert worden waren, eine komplette Deletion
dieser Thymozytensubpopulationen. Tiere, die mit dem CTX-Regime konditioniert worden
waren, zeigten ebenfalls eine signifikante Deletion dieser Thymozyten. In Tabelle 3 sind
die in vitro Toleranz (CML, MLR), sowie die Deletion Superantigen- bzw. Spender-
reaktiver Zellen peripherer CD4+ Milz T-Zellen in den unterschiedlichen experimentellen
Gruppen (CTX + TI, CTX -Tl, TBI) dargestellt. Es zeigte sich, dal3 stabile
hamatopoetische Chiméare nach CTX- oder TBI-Konditionierung mit Zeichen der in vitro
und in vivo Toleranz ebenfalls eine Deletion der V5" und VB11" T-Zellen im Thymus und
in der Milz aufwiesen. Tiere, die eine Immuniserung gegen den Spender aufwiesen (siehe
(Tier #115/6) CTL-Antwort in Abbildung 5) und ihren Chiméarismus verloren hatten, zeigten
auch keine Deletion der entsprechenden T-Zellpopulationen.



‘BunBnyis unz Bunyonsien ayasifojoisiy aip uny dresedeld SYOSS Inu uspuess s3 |

‘uasso|yasabsne Bungie4 Jayosiizadsun Jsyoy ushbam apinm Jan|jonuoy 9g uig

‘uasaImabyoeu snwAy L wi 1BojoISIyUNWL S[SHIW USPINM US|[9Z SUISHUPUSP +[| 3SSE|Y DHIN-ISpuads

wwnsag SOV spERIW uapInm udlkzowAy L +pa-gH | 8sseiy OHI

‘qe essodorelueyapuads aIp pun Jejue|dsuemineH sep 1ezab|o4 Jap Ul gaNs pun serejue|dsueIINeH SBp UOI{Bju| UBUIS SH@)OIMUS OE/62T# JB1L sed |

JZINUaQ U3||0AIU0Y S[e UapINM asneN V" 0Td Jepo 99 (Ju) a[ew.ou a)j@pueysqun ,,

-32-

- €00 82'C 'y £9°0C JareIaWIYD Ja|igeIsu|
9/€ 06°0 FI6°0 €90F 180 2L0FS6°0 90EFELTL L [ = U arewiyd ajigers
£/0 €T 0FVT'0 290F18°E STOF 08V 02'0F29'8T €=U |L 8uUyo X1
/e €6 LT F6E8T 6T0OFIE0 ST0F820 9T'ZF06'TC e=u gL
/e GG'GFEE 09 €O0F6T0 ET0F V20 €L0F 2L LT €=U v'0Tg U
£/0 6E0F 220, TL0F.9°€ SE0F VLY 870 F 26'8T €=U .99 |u

as ¥ HomamN as ¥ HomanIN as ¥ HomamN
1 OHI, L OHIA,

ua||az Japuads 94

ua||aZ,GgA%

ua||9Z, TTYN%

ua||aZ,89A%

snwAyl wi us||az 1aAIeal-uabnueladns uonsajd@ pun snwslewIyD 2 d|lagel



-33-

9sA7 ayosijizads Juszoid = 1Sd |,

"UBPJBM JYINSISIUN SIUUOY JBIL UIS INN ,,

Tequansiaun YoIN (sjgenfeas 1oN) 3N

JWINSag JYDIN PauILLISIep 10N AN

ST €8¢ VLT 3N £\ LZ LT 0£/62T#
"WIyo JIsjigelsul
€0¥€0 ¥'0F 90 0TFL0Z 8'€¥2'6T £€¥8. SOF'T 20F6°0 J=u arewiyd s[Igels
X1
SEFC Y GE'0F8'E 6'1¥8°9T 8VZFr'9Z SZIFOLE 20791 8'0Fr'¢ €=U |1 8auyo X1D
S 0FP'0 vOFVO0 STFVIC A 'S TF6'T T0F0T c=u|gl
T0¥T'0 T0F20 OTFVLT an VX OTFVE 0F0T €= uVv0Tg
0'0¥S°C CO0F8YV STFVLT v'OTF6'2S C29F 6P 6TFTS 9FT'IT €=uog
Aed
Sdn TTYA 8JA  Aued -0 Jepuads-o cp OPUSdS™
pJ
1Sd Wnwixew Xapu| suone|nwuns
Z|IN J8p ul usuone|ndodgns gA, Ao J8p uons|eq TND dIN

Zuela|o] ayosijizads-1apuads pun z[IN J8p Ul uonajaq € ajleqel



34-

3.3 Effekte von Spenderlymphozyten in gemischten Chimaren

3.3.1 Spenderlymphozyteninfusionen kénnen GVH oder HVG-Reaktionen
induzieren in Abhangigkeit vom Applikationszeitpunkt

Ein bislang bei der allogenen Knochenmarktransplantation noch nicht geldstes Problem
ist die angestrebte Trennung des GVL-Effektes von der Graft-versus-host-Erkrankung
(GVHD). Durch verzogerte Gabe von Spenderlymphozyten nach Allo-KMT kdnnte es
madglich sein eine GVL-Reaktion ohne gleichzeitige GVHD zu induzieren. Die Gabe nicht-
toleranter Spenderlymphozyten fiihrt bei gemischten chimédren Mausen zu einer GVH-
Reaktion, welche auf das Ilympho-hamatopoetische System (Sykes et al.,, 1988)
beschrankt ist. Dies ist an der Konversion des gemischten hamatopoetischen
Chimarismus zu einem vollen Spenderchiméarismus zu erkennen. Eine Erklarung fur das
Fehlen der GVHD ist darin zu finden, dal3 zum Zeitpunkt der DLI-Gabe die toxischen
Effekte der Konditionierung (Zytokinsturm, Expression von Adhéasionsmolekilen und
Chemokinen) abgeklungen sind und die alloreaktiven Zellen somit im lymphohama-
topoetischen System verbleiben und nicht in anderes Gewebe einwandern. Eine weitere
Hypothese fur diese Beobachtung wurde kurzlich durch Johnson und Truitt aufgestellt.
Diese Autoren konnten eine im Empfanger neu-entstehende CD4'CD8 und CD4CD8
Suppressorpopulation des Spenders nachweisen, welche zur Suppression der GVHD
fahrt (Johnson et al., 1999). Im Gegensatz hierzu konnten Blazar und Mitarbeiter unter
ahnlichen experimentellen Bedingungen eine Empfanger-T-Suppressorpopulation
nachweisen, die eine DLI-vermittelte GVHD-Induktion verhindert (Blazar et al., 2000). Wir
untersuchten die Effekte von DLI nach CTX-Konditionierung in Abh&angigkeit vom
Zeitpunkt der Applikation in der vollen MHC-Mismatch Konstellation (B10.A —B6). Die
Gabe von 3 x 10’ Spender-Milzzellen am Tag 35 nach KMT filhrte zur Konversion und
zum vollen Spenderchimarismus (Abbildung 10) ohne Auftreten von GVHD (Abbildung 9).
Die Empfanger-Tiere wurden einmal pro Woche gewogen und auf klinische Symptome
der GVHD (Durchfall, Haut, kdrperliches Erscheinungsbild [Buckel, Fell]), hin untersucht.
Keines der Tiere zeigte Zeichen der akuten oder chronischen GVHD. Die Tiere wurden
am Tag 140 nach Transplantation getotet. Die histologische Untersuchung der
klassischen GVHD-Zielorgane (Haut, Leber, GI-Trakt) ergab keinerlei Hinweise auf
GVHD-Manifestation. In Abhangigkeit vom Zeitpunkt der DLI-Gabe konnten wir komplett
divergierende Effekte beobachten. So fuhrte die Verabreichung der DLI am Tag 35 zu
einer Konversion der gemischten Chiméren zu vollen Chimaren ohne gleichzeitige
Entwicklung einer GVHD (Abbildung 9, Abbildung 10). Im Gegensatz hierzu fiihrte die
Gabe am Tag 21 zu einem Verlust des Chimérismus (s. Abbildung 10 und Tabelle 4). Flr
diese HVG-Reaktion sind die T-Zellen des Empfangers notwendig, da wir diesen Effekt in
TCR-B-Gen-defizienten Mausen nicht beobachten konnten (Abbildung 11).
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Abbildung 9: Spenderlymphozyten induzieren keine GVHD

DLI welche am Tag 35 nach CTX-Konditionierung und KMT appliziert wurden, induzieren
keine GVHD. Dargestellt ist der Gewichtsverlauf in einem exemplarischen Experiment
(B10.A—B6). Die Gewichtskurven der Kontrollchimaren (Keine DLI, n=12) und der DLI-
Empfanger (DLI, n=6) sind fast deckungsgleich. Dargestellt ist der Mittelwert +
Standardabweichung.
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Abbildung 10: Effekte von DLI auf den Empfangerchimarismus

Verabreichung von DLI am Tag 21 nach nicht-myeloablativer KMT fiihrt zum Verlust des
Chimarismus. Im Gegensatz hierzu fihrt die Gabe von DLI am Tag 35 zur Konversion des
gemischten in einen vollen Spenderchimarismus. Dargestellt ist anhand eines
reprasentativen Experiments die Chimarismusentwicklung in den B-Zellen bzw. den
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Granulozyten in Kontrolltieren (No DLI); Tiere, die DLI am Tag 21 oder am Tag 35
erhalten hatten. Es ist der Verlauf einzelner Tiere dargestellt
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Abbildung 11: T-Zell-vermittelter Verlust des Chimarismus nach DLI-Gabe am Tag 21

TCRDb-defiziente Tiere bzw. Wildtyp B6 Mause wurden konditioniert und transplantiert. Am
Tag 21 erfolgte die DLI-Gabe. Wahrend die Wildtypempfanger nach DLI-Gabe (B6 + DLI,
n=7) ihren Chiméarismus verloren, blieben die TCRpB-defizienten Mause nach DLI-Gabe
(TCRB-/- + DLI, n=8), ebenso wie die Wildtypempfanger ohne DLI (B6, n=7) weiterhin
chimér. Als weitere Kontrollgruppe zeigten die TCRp-/-Mause ohne DLI-Gabe einen
stabilen gemischten Chiméarismus (TCRp-/-, n=6)Dargestellt sind die Mittelwerte *
Standardabweichung.

Um diesem Befund weiter nachzugehen untersuchten wir das Serum der transplantierten
Tiere am Tag 21 mit der Frage des Nachweises der anti-CD4 (Gk1.5) und anti-CD8 (2.43)
Antikorper. Hierzu wurden Mausmilzzellen mit dem Serum von Kontrolltieren oder von
experimentellen Tieren inkubiert. Im Anschlul erfolgte die Zugabe eines sekundaren anti-
Ratten lg2b-Antikorpers. Durch zusatzliche Gabe von 2.43 oder GKk1.5 konnte gepruft
werden ob Antigen-sattigende Mengen des Antikdrpers nachweisbar waren. Wie in
Abbildung 12 gezeigt, konnten bei experimentellen Tieren am Tag 21 sattigende Mengen
der Anti-CD4 und Anti-CD8-Antikdrper nachgewiesen werden (Keine Zunahme der
Fluoreszenz nach zusatzlicher Gabe von Gk1.5 oder 2.43. Aus diesen Daten kann der
Schlul3 gezogen werden, dal3 sattigende Mengen an T-Zelldepletierenden Antikérpern
zwar ausreichen um das DLI-Inokkulum zu depletieren, aber nicht in der Lage ist den
Empfanger T-Zellen ausreichend zu depletieren. Deshalb liegt der Schluf3 nahe, dal3 das
DLI-Inokkulum am Tag 21 komplett T-Zelldepletiert wird und die restlichen Zellen (primar
Milz B-Zellen, APC) als APC-Infusion wirken und die residuellen T-Zellen des Empféangers
gegen den Spender immunisieren. Weiterhin ist jedoch nicht auszuschliel3en, dal3 eine
humorale Immunantwort zur Transplantatabsto3ung fiihrt. Diese Untersuchungen stehen
noch aus.
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Abbildung 12: Nachweis sattigender Mengen zirkulierender Antikbrper am Tag 21 nach
CTX Konditionierung

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz wurde das Serum transplantierter Tiere auf die
Gegenwart der T-Zelldepletierenden Antikérper Gk1.5 (anti-Maus CD4, Ratte IgG2b) und
2.43 (anti-Maus CD8, Ratte 1gG2b) untersucht. B6 Milzzellen wurden entweder mit
normalem Serum (NS) oder Serum von experimentellen Tieren inkubiert. Danach wurden
die Zellen mit einem Spezies (Ratte)- und Isotyp-spezifischen FITC-konjugierten
Zweitantikorper inkubiert (anti-Ratte-IgG2b). Am Beispiel von Tier 178/9 zeigt sich ein
deutlicher Nachweis von zirkulierendem Ratten-lgG2b-Antikdrper. Durch zusatzliche
Gabe von 2.43 oder Gk1.5 konnte keine weitere Zunahme der Fluoreszenzintensitat
erzielt werden. Daraus ergibt sich dal3? am Tag 21 Antigen-sattigende Mengen der anti-
CD4 bzw. anti-CD8 Antikoérper im Serum zirkulieren.
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3.4 Toleranzuntersuchungen in DLI-Empfangern

Nachdem gezeigt werden konnte, dal3 DLI am Tag 21 zum Verlust des Chiméarismus und
DLI am Tag 35 zur Konversion des gemischten Chimarismus fihren, wurde gepruift in wie
weit eine Anti-Spender bzw. die Anti-Enpfanger-Antwort nach DLI nachweisbar war.

3.4.1 Nachweis einer Anti-Spender-Alloreaktivitat nach DLI-Gabe am Tag 21

CTX-Chimare ohne DLI-Gabe bzw. Tiere, die DLI am Tag 21 erhalten hatten, wurden am
Tag 160 nach KMT getotet und mittels MLR und CML auf ihre Immunantwort gegen
Spender, Empfanger und Srd-Party untersucht.

Keine DLI DLI Tag 21
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Stimulatoren

Abbildung 13: Nachweis einer Anti-Spender-Reaktion in DLI Tag 21-Empfangern.

Normale Kontrolltiere, CTX-Chimare ohne DLI (# 64/5,66/7,68/9; linke Graphik) und DLI
Tag 21-Empfanger (experimentelle Tiere # 41/2, 43/4, 54/5, 56/7, 62/3; rechte Graphik)
wurden am Tag 160 nach KMT getotet und in einem Standard MLR-Assay untersucht. Die
Induktion der Proliferation wurde mittels *H-Thymidineinbau bestimmt. Dargestellt ist der
Stimulationsindex. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Stimulatorzellen aufgefuhrt. Es
zeigte sich eine ausgepréagte anti-Spender (B10.A) Reaktion in der DLI Tag 21 Gruppe.
Im Gegensatz zeigten die CTX-Chimaren eine Spender-spezifische Toleranz bei
erhaltener Immunkompetenz (normale anti-Srd-Party-Reaktion). Dargestellt sind die
Ergebnisse von verschiedenen experimentellen Tieren und den entsprechenden
Kontrollen.
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3.4.2 Nachweis einer Anti-Empfanger-Reaktivitat in DLI-Tag 35 Empfangern

Zur Bestimmung der Immunkompetenz von DLI-Tag 35 Empfangern untersuchten wir
solche Langzeitempfanger auf ihre Immunkompetenz in vitro am Tag 164 nach KMT.
Hierzu wurden MLR und CML-Untersuchungen vorgenommen. Wie in Abbildung 15 und
Abbildung 16 zu erkennen zeigte sich in der MLR bei Empfangern von DLI am Tag 35
eine Anti-Empfanger Alloreaktivitat bei leicht verminderter globaler Immunkompetenz
(reduzierte anti-3rd-Party Antwort). Im Gegensatz fand sich bei CML-Untersuchungen,
keine Anti-Empfanger-Reaktivitat bei ebenfalls reduzierter Srd-Party Antwort.
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Abbildung 15: Nachweis einer GVH-Reaktivitat in Tag 35 DLI-Empfangern

B10.A— B6 chimére erhielten DLI am Tag 35 nach KMT oder wurden als Kontrollen
beobachtet. Am Tag 164 nach KMT wurden die Tiere getdtet und die Milzzellen in MLR
bzw CML-Untersuchungen auf ihre Immunreaktivitdt gepruft. Empfanger von DLI, die zu
einem vollen Chimarismus konvertiert waren, zeigten eine Proliferationsinduktion nach
Stimulation mit B6-Zellen (Empfanger). Diese Ergebnisse sind auf der rechten Seite
dargestellt. Die BLOA—B6 chiméaren Tiere ohne DLI, zeigten wie erwartet eine bilaterale
Toleranz und gut erhaltene anti-3rd-Party Reaktivitat (linke Abbildung).
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Abbildung 16: Zytotoxische T-Zellantwort in DLI-Empfangern

Im selben Experiment wurden die Tiere ebenfalls auf inre CML-Reaktivitat gepruift. In der
Bulk culture konnte jedoch keine GVH-Reagibilitat nachgewiesen werden. Allerdings fand
sich eine etwas verminderte 3" Party-Antwort im Vergleich zu den CTX-Kontrollchimaren.
Diese eingeschrankte Immunkompetenz konnte als Ausdruck einer GVH-assoziierten
Immunsuppression zu werten sein.

3.4.3 Hinweise fur andauernde Anti-Empfanger-(GVH)-Reaktivitat in DLI Tag 35
Empfangern

Basierend auf den oben aufgefiihrten Beobachtungen konnte die Schlul3folgerung
gezogen werden, dald DLI am Tag 35 zur einer GVH-Reaktion fiilhren ohne allerdings zur
Entwicklung von GVHD beizutragen. Um weitere Hinweise fir eine LGVH-Reaktion- zu
erhalten untersuchten wir die lymphoiden Organe von DLI-Empfangern auf Zeichen einer
GVH-Reaktion. Wie in Abbildung 17 dargestellt zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollen
eine quantitative und qualitative Verdnderung der zellularen Zusammensetzung der
lymphatischen Organe der Tag 35 DLI-Empfangen.
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Abbildung 17: Effekte von DLI am Tag 35 auf die zellulare Zusammensetzung des
lymphatischen Kompartiments.

DLI am Tag 35 fuhrten zu einer signifikanten Verminderung (* p < 0.05) der absoluten
Thymozyten (Thymus) und der Lymphknotenzellen (LN). Im Gegensatz zeigte sich eine
Zunahme der Milzzellzahl (Spleen). Bei genauerer Analyse der
Thymozytensubpopulationen zeigte sich ebenfalls eine Stérung in Zusammensetzung der
Subpopulationen. So ist eine Zunahme der reiferen Einzelpositiven (=single positive; SP)
CD4" bzw. CD8" Zellen bei gleichzeitiger Verminderung der doppeltpositiven-Population
(=double positive; DP) zu beobachten.

35 DLI-vermittelte GVL-Reaktionen

Nachdem wir zeigen konnten, dal} die Gabe von Spenderlymphozyten am Tag 35 nach
CTX-Konditionierung und KMT zur Induktion einer isolierten lymphohamatopoetischen
GVH-Reaktion fuhrte, gingen wir der Frage nach inwieweit ein GVL-Effekt durch diese
DLI-Gabe vermittelt werden kann. Zu diesem Zweck fuhrten wir zunachst eine Reihe von
Vorexperimenten durch, um ein Tumormodell zu etablieren und den besten Zeitpunkt der
Tumorgabe zu bestimmen. Wir verwendeten als Tumorzellinie, die T-Zell-
Leuka&mie/Lymphom-Linie EL4. Aufgrund der hohen Tumorigenitat der EL4-Zellen (100%
Letalitat bei 500 Zellen) fuhrte die Applikation der Tumorzellen vor der Transplantation
bzw. bis Tag 34 zu einem schnellen Tod der Tiere, ohne daf wir in der Lage waren DLI-
vermittelte GVL-Effekte zu beobachten. Wir waren deshalb gezwungen, die Tumorgabe
nach der DLI-Applikation vorzunehmen (d. h. am Tag +7 nach DLI). Diese Vorgehens-
weise wird auch von anderen Gruppen benutzt (Johnson et al., 1999). Obwohl dies im
Hinblick auf die beabsichtigte Imitation der klinischen Situation unbefriedigend ist, gelang
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es uns auf diese Weise eindeutig GVL-Effekte zu beobachten. Mit dieser Vorgehensweise
war es moglich einen signifikanten DLI-vermittelten GVL-Effekt nachzuweisen (Abbildung
18). Die i.v.-Gabe von 3x10” Spender-Milzzellen am Tag +35 filhrte zu einem kompletten
Verlust der EL4-induzierten Mortalitat. Diese Protektion war jedoch nicht ausreichend, um
die Tiere vor einer erneuten Tumorzellgabe zu schitzen, d.h., alle Tiere, die nach
primarer DLI (= Tag 35)- und Tumorgabe (Tag 42) Uberlebt hatten starben nach einer
zweiten Tumorzellgabe (Abbildung 18, Tag 122 nach primarer Tumorgabe). Somit
konnten wir zeigen, daf3 der DLI-vermittelte GVL-Effekt nicht anhaltend war. Das gleiche
galt fur die Gruppe die initial (d.h. am Tag 35) nur DLI erhalten hatte. Auch hier konnten
wir keinerlei GVL-Effekt beobachten, wenn die Tumorzellen am Tag 164 inokkuliert
wurden. Dies konnte in einem separaten Experiment, in dem die Tumorzellgabe 10
Wochen nach DLI erfolgte bestatigt werden. Hierbei konnte erneut kein andauernder
protektiver Effekt der DLI beobachtet werden. Aus diesen Daten zogen wir die
Schlul3folgerung, daf’ die Gabe von DLI bei gemischten Chiméren zu einer potenten, aber
nur transienten GVL-Reaktion fuhrten. Der Hauptmechanismus der DLI-vermittelten GVL-
Reaktion beruht somit wahrscheinlich auf einen Alloantigen-vermittelten und nicht auf
einem Tumorantigen-spezifischen Effekt. Dieser Fragestellung gingen wir mit den
nachsten Experimenten weiter nach.

o] .—ED o [} CTR, EL4 Tag 164
Yo {1eTr -l DLI Tag 35, EL4 Tag 164

E 754 - DLl Tag 35 & DLl Tag 35, EL4 Tag 42,
2 <"+ EL4 Tag 42 EL4 Tag 164
§ 50 () @ELéTag42
= ;—\ + DLl Tag 35

25 L 25 - -

W ;

Tage nach KMT

Abbildung 18: DLI-vermittelte GVL-Effekte nach CTX-Konditionierung .

A) Linke Graphik: Die Tiere erhielten 3x10” Spender-Milzzellen am Tag +35 nach KMT mit
oder ohne i.v.-Injektion von 500 EL4-Zellen am Tag +42 nach KMT. Diejenigen Tiere, die
EL4-Zellen ohne DLI erhalten hatten (EL4 Tag42, n=7), starben alle innerhalb von 30
Tagen. Im Gegensatz hierzu Uberlebten alle Tiere, die DLI und Tumorzellen erhalten
hatten (EL4 Tag42 + DLI Tag 35, n=5). Die Kontrollgruppen mit (DLI Tag35, n=5) und
ohne DLI (CTR, n=5) zeigten keine Mortalitat.

B) Rechte Graphik: Am Tag 164 nach KMT verabreichten wir den tberlebenden Tieren
aus demselben Experiment in allen Gruppen 500 EL4 Zellen. Zu diesem Zeitpunkt
konnten wir keinen Unterschied mehr zwischen den unterschiedlichen Gruppen
beobachten.
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3.6 Untersuchungen zum Schicksal alloreaktiver Zellen in
Spenderlymphoyzteninfusionen

Die oben dargestellten Befunde liel3en folgende Schliisse zu:

1. DLI am Tag 35 fihren zu einer isolierten GVH-Reaktion im
lymphohamatpoetischen System ohne Ausbildung einer GVHD. Als Ausdruck
dessen konnte eine Konversion des gemischten Chimarismus in einen vollen
Spenderchimarismus beobachtet werden.

2. In Langzeitempfangern von Tag 35-DLI zeigten sich Zeichen der andauernden
GVH-Reaktivitdt (z.B. anti-Empfanger MLR, bzw. quantitative und qualitative
Veranderungen im lymphatischen Kompartiment ohne gleichzeitigen Nachweis
der GVHD-Entwicklung. Allerdings konnte in den Langzeitempfangern von DLI
(Tag 35) ebenfalls keine anti-Empfanger CTL-Reaktion nachgewiesen werden.

3. DLI (Tag 35) induzieren eine potente, aber nur transiente GVL-Reaktion. Frihere
Daten aus dem Sykes-Labor belegen, dal3 der GVL-Effekt gegen EL4 Zellen
ausschlie3lich durch CD8 Zellen vermittelt wird. Der Verlust der GVL-Reaktivitat,

10 Wochen nach DLI-Gabe, kbnnte somit mit dem Fehlen einer andauernden
Alloantigen-spezifischen CTL-Reaktion korrelieren.

Um dem Schicksal Alloantigen bzw. Empfanger-spezifischer Spender-T-Zellen

nachzugehen verwendeten wir das Modell der TCR-transgenen B6.2C-Mause (2C). Diese

Mause besitzen in ihren CD8" T-Zellen einen transgenen T-Zellrezeptor, der gegen das

MHC | Antigen L gerichtet ist. Diese T-Zellen reagieren somit z.B. gegen den BALB/c

(H2d) Stamm. BALB/c Mause wurden mit dem CTX-Protokoll konditioniert und erhielten

B6 Knochenmark. Nach Entwicklung eines gemischten Chimarismus erhielten die

Empfanger am Tag 35 nach KMT entweder normale B6-, 2C- oder B6 plus 2C-Milzzellen

als DLI. 10 Tage oder 10 Wochen nach DLI wurden die Empfanger getotet. Mit Hilfe des

klonotypischen Antikérpers 1B2, welcher den transgenen T-Zellrezeptor nachweist,
konnten wir das Schicksal der 2C'T-Zellen nach dem adoptiven Transfer verfolgen

(quantitative Erfassung, Gewebeverteilung etc.). Wie in Abbildung 20 dargestellt zeigte

sich am Tag 10 nach DLI eine massive Expansion (10.9-fach) der 2C-Zellen in der

Gruppe die 2C-Zellen und Wildtyp Milzzellen erhalten hatte. Zum gleichen Zeitpunkt

betrug der Anteil der 2C Zellen am gesamt CD8 Pool der Milz >75%. Die Gruppe, die nur

2C-Zellen erhalten hatte zeigte im Gegensatz nur eine diskrete Expansion (1.9 fach). Der

Anteil der 2C Zellen am CD8 Pool betrug ca. 25%. 10 Wochen nach DLI war es zu einer

dramatischen Schrumpfung dieses 2C Pools gekommen. So war die 2C Population auf

den Injektionswert geschrumpft (2C + Wildtyp DLI). In der Gruppe, die nur 2C Zellen
erhalten hatte waren keine 2C Zellen mehr nachweisbar. Daraus konnte der Schluf
gezogen werden, da3 es nach Gabe von DLI-Zellen zunachst zu einer signifikanten
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Expansion der alloreaktiven Zellen kommt gefolgt von einer schnellen Abnahme der
Zellpopulation. Desweiteren kann man folgern, daR die Expansion der CD8" 2C Zellen
der Hilfe von CD4 Zellen bedarf, da die starke Expansion nur in der Gruppe beobachtet
wurde, die sowohl 2C als auch Wildtyp Milzzellen erhalten hatte. Der Hauptmechanismus
der CD4-abhangigen Hilfe fur CD8" CTL wird durch Aktivierung von APC durch die
Interaktion von CD4 und APC gewaéhrleistet. Diese Aktivierung bedient sich u.a der
Interaktion von CD40 (APC) - CD40-Liganden (CD4" T-Zelle)(Bennett et al., 1998; Ridge
et al., 1998; Schoenberger et al., 1998). Allerdings kann diese Interaktion durch
proinflammatorische bzw. infektiose Stimulation ersetzt werden. In der dargestellten
Konstellation nach  nicht-myeloablativer ~ Konditionierung und nur geringen
proinflammatorischer Reaktion ist es denkbar, daR die CD8'T-Zellexpansion starker auf
die CD4-Hilfe angewiesen ist.
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Abbildung 19: Spenderchimarismus in der Milz nach Gabe Alloantigen-spezifischer DLI

B6 —BALB/c gemischte CTX-Chimare erhielten am Tag 35 nach KMT DLI. Es wurde der
Effekt folgender Spenderlymphozyten untersucht: 1x10” Wildtyp BALB/c Milzzellen (DLI),
1x10" Wildtypzellen + 5x10° 2C Milzzellen (DLI + 2C); 5 x10° 2C Milzzellen (2C). Als
Kontrolle dienten CTX-Chimére ohne DLI-Gabe. Am Tag 45 bzw. am Tag 114 nach KMT
wurden die Tiere getdtet und die lymphatischen Organe auf Spenderchimarismus
untersucht. Im Gegensatz zu den bisherigen Daten wurden in diesem Experiment nur
1x10" Milzzellen verabreicht. Dies beruhte auf Vorexperimenten in der B6 —BALB/c
Kombination, bei denen 3x 10’ BALB/c Milzzellen den gemischten Chimarismus
konvertieren, aber eine GVHD induzierten. Bei der geringeren Menge an applizierten
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Wildtypmilzzellen sahen wir keine Konversion des gemischten Chiméarismus. Ebenso
fuhrte die Gabe der Empfangerantigen-spezifischen transgenen 2C Zellen nicht zur
Konversion. Die gemeinsame Gabe von 2C-Zellen plus Wildtypzellen fiihrte jedoch zur
Konversion.
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Abbildung 20: Expansion Alloantigen-spezifischer DLI-T-Zellen in gemischten Chiméren

An den Tagen 45 und 114 nach KMT wurden die Tiere der 0.g. experimentellen Gruppen
getotet. Mit Hilfe des klonotypischen Antikérpers 1B2, der den 2C TCR erkennt, konnte
die Zahl der 2C* T-Zellen in der Milz quantitativ verfolgt werden.

3.7 Untersuchungen zum Einflul3 des Empfangerchimarismus auf die
DLI-vermittelte GVL-Reaktion

Ausgehend von der Beobachtung, dal3 die DLI-vermittelte GVL-Reaktion nach CTX-
Konditionierung wahrscheinlich primar Alloantigen-abhéngig ist, stellten wir die
Hypothese auf, dal3 DLI bei gemischten Chimaren zu einer besseren GVL-Reaktion
fuhren muRte als bei vollen Chimaren. Diese verbesserte GVL-Reaktion kdnnte darauf
beruhen, dal3 durch die Gegenwart von Empfanger-APC in gemischten Chimaren eine
direkte Alloerkennung stattfindet, die eine gesteigerte Antitumorantwort nach sich ziehen
kénnte. Bei vollen Chimaren ware der GVL-Effekt nur auf die direkte Tumorzellerkennung
oder auf eine indirekte Erkennung und "cross presentation" angewiesen. Um diese Frage
experimentell zu prufen generierten wir gemischte oder volle Chiméare mittels letaler
Bestrahlung.
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3.7.1 DLIfahren zur Induktion einer LGVH-Reaktion in gemischten Chimaren
ohne GVHD
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Abbildung 22: DLI vermitteln eine LHGVR.

Dargestellt ist der Chiméarismusverlauf in letal bestrahlten B6 Mausen, die entweder mit
TCD B10.A Knochenmark (Full) oder einer Mischung aus TCD B10.A plus TCD B6 (Mix)
Knochenmark rekonstituiert wurden. 3x10° Milzzellen wurden am Tag 56 verabreicht.
Gemischte Chimare (Mix+DLI), die DLI erhielten konvertierten zu einem vollem
Chimarismus (linke Abbildung). DLI-Gabe fiihrte weder in gemischten noch in vollen
Chimaren zur Entwicklung von GVHD. Die rechte Abbildung zeigt den stabilen
Gewichtsverlauf der Tiere. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment.

3.7.2 DLI-vermittelte GVL-Effekte in vollen bzw. gemischten Chimaren

Da es in gemischten Chimaren durch die Prasenz Antigen-préasentierender-Zellen (APC)
des Empfangers zum Zeitpunkt der DLI - Gabe zu einer besseren direkten Allo-
Stimulierung der DLI-T-Zellen kommen kdnnte, wollten wir der Hypothese nachgehen,
daf? die Gabe von DLI in gemischten Chimaren zu einer signifikant besseren GVL-
Reaktion fuhren als in vollen Spenderchimaren. 8 Wochen (=Tag 56) nach KMT erhielten
die Empfanger DLI in Form von 3 x10’ Milzzellen, gefolgt von der Tumorinokkulation
sieben Tage nach DLI (d.h. Tag +63). In den Experimenten konnten wir keine GVHD-
Induktion beobachten. Es zeigte sich jedoch ein hoch signifikant besserer GVL-Effekt in
gemischten Chimaren (Abbildung 23).
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Abbildung 23: EinfluR des h&matopoetischen Chimarismus auf die DLI-vermittelte GVL-
Reaktion

In gemischten Chimaren sind DLI-vermittelte GVL-Reaktionen signifikant starker als in
vollen h&matopoetischen Chiméren. Die Abb. zeigt die kumulativen Daten von 4
Experimenten.

A) Links oben: Volle Chimare zeigen eine schnelle 100%-ige Mortalitat nach Gabe
von 500 EL4-Zellen am Tag 63 (Full+EL4, n= 12). Die Applikation von DLI am
Tag 56 fihrt zu einer signifikanten, aber diskreten Uberlebensverlangerung
(Medianes Uberleben 91 versus 86 Tage nach KMT, p <0.05) ohne Heilung
(Full+DLI+EL4, n= 20 ).Volle Chiméare (Full, n=7), die weder DLI noch EL4
erhalten, zeigen keine Mortalilat. DLI alleine haben keine Toxizitat (Full+DLI, n=
14).

B) Rechts oben: Gemischte hamatopoetische Chimare weisen im Vergleich zu
vollen Chiméren bereits spontan ein besseres Uberleben auf (Mix+EL4, n=14).
Die zusatzliche Gabe von DLI fuhrt zu einem dramatischen Ruckgang der
Leuka&mie-induzierten Mortalitat (Mix+DLI+EL4, n= 25). Die alleinige Applikation
von DLI hat bei gemischten Chimaren ebenfalls keine Toxizitat (Mix+DLI, n=11).
Gemischte Chimére ohne Manipulation zeigen ebenfalls keine Toxizitat (Mix,
n=8).
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C) Links unten: Hier werden die DLI-vermittelten GVL-Effekte in gemischten
(Mix+DLI+EL4) und vollen Chimaren (Full+DLI+EL4) gegentibergestellt. Der
Uberlebensvorteil bei den gemischten Chimaren war hochsignifikant (p<0.0001)

Gem. Chimare + DLI + EL4 Volle Chimare + DLI + EL4

p A T R S

Leber

Niere

Abbildung 24: Nachweis von Tumorzellinfiltration in vollen Chimaren

Tiere, die nach EL4-Gabe verstarben wurden histologisch auf eine Infiltration von Leber
und Niere, untersucht. Uberlebende Tiere wurden 100 Tage nach Tumorzellgabe getotet
und ebenfalls auf einen Tumorzellnachweis hin untersucht. Alle vollen Chimére die DLI
und EL4 erhalten hatten, zeigten eine ausgepragte Infiltration von Leber und Niere. Im
Gegensatz hierzu waren die gemischten Chimare, die DLI und EL4 erhalten hatten,
Tumor frei. Dargestellt sind jeweils ein reprasentatives Tiere aus jeder Gruppe.

3.7.3 Uberlegene GVL-Effekte der Spenderlymphozyten in gemischten Chimaren:
Rolle der MHC Klasse | Expression auf den Antigen-prasentierenden Zellen
des Empféangers

Um zu Uberprifen, ob diese bessere direkte Alloantigenerkennung an die Prdsenz von
MHC Klasse | auf den hamatopoetischen Zellen des Empfangers gekoppelt ist,
untersuchten wir die GVL-Reaktion der DLI in gemischten Chimaren, deren syngene
hamatopoetische Zellen keine MHC | Expression mehr aufwiesen. Dazu verwendeten wir
32-Mikroglobulin-defiziente B6 Mause (B6.(32m-/-) als syngene Knochenmarkspender. Es
wurden folgende Gruppen miteinander verglichen: TCD B10.A +TCD B6—B6 vs. TCD
B10.A +TCD B6R2m-/-—B6 vs. TCD B10.A —B6. Um dies zu gewahrleisten und die
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Absto3ung der MHC I- Zellen durch NK-Zellen zu verhindern, wurden die Empfangertiere
im Rahmen der Konditionierung zuséatzlich mit einem anti-NK-Antikérper (NK1.1) NK-
Zelldepletiert. Nach stabilem Engraftment und Elimination des Antikdrpers aus der
Zirkulation erhielten die Empfanger DLI mit oder ohne EL4 Inokkulation. In der Tat war
der GVL-Effekt der DLI in den gemischten Chiméaren komplett MHC | abhangig, so dal3 in
B10.A/B6.[32m-/- Chiméaren durch DLI eine signifikante Verminderung der GVL-Reaktion
zu erzielen war (Abbildung 26)
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Abbildung 26 Leukamie-freies Uberleben von gemischten Chimaren in Abhangigkeit der
MHC Klasse I-Expression auf den hdmatopoetischen Zellen des Empfangers

A) Gemischte Chiméare (B6+ B10.A + EL4 n=10) zeigen nach DLI erneut eine fast
komplette Protektion vor der EL4 Leukdmie-induzierten Mortalitat im Vergleich zu vollen
Chimaren (Full+ DLI + EL4, n = 10). In gemischten Chimaren, die in der Expression von
MHC Klasse | des Empfangers (B6.p2m-/- + B10.A; n = 10) defizient sind, stellt sich
zunachst ein intermediarer Befund dar; 3/7 Tiere sterben nach EL4 Inokkulation und DLI-
Gabe. B-D) Erfolgt eine Stratifizierung der Mortalitat innerhalb dieser Gruppe in
Abhangigkeit vom Anteil an Empfangerhamatopoese, zeigt sich, dal® die gemischten Tiere
mit geringem Empfangeranteil (Empfanger <30-40%) nicht mehr durch die DLI geschutzt
wurden, wahrend es bei Tieren mit hohem Empfangeranteil zu einer kompletten Protektion
kam. Dies konnte ebenfalls durch Korrelationsanalyse bestatigt werden: Im nicht-
parametrischen Spearman Test wurden diese Befunde bestatigt (p< 0.0002). Die DLI-
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Kontrollgruppen Full + DLI (n=4), B6+B10.A + DLI (n=3), B6.2m +B10.A + DLI (n=3)
zeigten keine Toxizitat. Die Chimaren ohne weitere Manipulation zeigten ebenfalls keine
Konditionierungs-assoziierte Toxizitat: Full (n=3), B6+B10. (n=3), B6.52m +B10.A + DLI
(n=3).
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4 Diskussion

4.1 Toleranzentwicklung nach nicht-myeloablativer Konditionierung

Im immunologischen Sprachgebrauch lal3t sich Toleranz als spezifische Akzeptanz
gegenuber einem Transplantat bei erhaltener Reaktivitat gegen unverwandte Antigene
(3rd Party Response) definieren. Allgemeiner formuliert kann man Toleranz als einen
physiologischen Prozess definieren, in dem das Immunsystem mit Bestandteilen des
eigenen Organismus oder mit Antigenen, die diesem Organismus zugefiihrt werden
(Schwartz, 1999) nicht reagiert.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, kénnen unterschiedliche Mechanismen zur
Toleranzentwicklung und —unterhaltung fihren. Zu diesen Mechanismen zahlen die
Ignoranz, die Anergie, die Deletion bzw. die Suppression. Die Induktion einer stabilen
Spender-spezifischen Toleranz im Rahmen der soliden Organtransplantation ist ein von
vielen Arbeitsgruppen intensiv verfolgtes Ziel, da hierdurch eine dauerhafte
immunsuppressive Therapie Uberflissig ware und die dadurch bedingten Komplikationen
vermieden werden konnten (z.B. Infektionskomplikationen, Entstehung von Posttrans-
plantationslymphomen etc.). Hierbei werden unterschiedliche Strategien verfolgt um eine
Spender-spezifische Toleranz zu induzieren. Aus den o0.g. Befunden und Uberlegungen
geht hervor, dal3 die Knochenmark/Stammzelltransplantation eine sehr vielversprechende
Mdglichkeit darstellt um dieses Ziel zu erreichen. Dies ist vor allem darin begrtindet, daf}
der gemischte h&matopoetische Chimarismus zu einer zentralen Deletion Spender-
reaktiver Empfangerzellen (Sprent et al., 1988) fiuhrt und diese Deletionstoleranz sehr
robust ist (Nossal, 1994). Aufgrund der intensiven und toxischen Konditionierungs-
therapie, die erforderlich ist um ein Engraftment der Spenderh&matopoese zu erreichen,
war es jedoch bislang nicht moglich dies bei Patienten im Rahmen der soliden
Organtransplantation in die Tat um zu setzten. Unter der Hypothese, dalR bereits ein
hamatopoetischer Mikrochimarismus in der Lage ware Toleranz zu induzieren (Starzl et
al., 1996) fuhrte die Arbeitsgruppe von Starzl in Pittsburgh vor langerer Zeit bereits erste
Studien durch, bei denen dem Empfanger nicht nur das Organ sondern auch das
Knochenmark - allerdings ohne vorhergehende Konditionierung - transplantiert wurde
(Pham et al., 2000a; Pham et al., 2000b) . Ausgangspunkt fir diese Studien war die
Beobachtung, dal3 man mit sensitiven Methoden bei einer Vielzahl von
organtransplantierten Patienten Zellen des Organspenders im lymphohamatopoetischen
System des Empfangers nachweisen konnte. Dieser Mikrochimarismus wird durch
sogenannte ,Passenger Leukocytes“ verursacht, die aus dem Transplantat in den
Empfanger einwandern. Die Rolle des Mikrochimarismus bei der Toleranzentwicklung ist
jedoch umstritten, da es nicht klar ist in wieweit der bei Langzeitliberlebenden nach
Lebertransplantation héufig nachweisbare hamatopoetische Mikrochimérismus kausal fur
die Toleranz oder Folge der Toleranz ist (Wood and Sachs, 1996). Ergebnisse der
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klinischen Studien sind bislang nicht konklusiv. Durch die Fortschritte bei der Entwicklung
nicht-myeloablativer Konditionierungsprotokolle und der damit verbundenen Reduktion
der Toxizitat, erscheint die Induktion eines Makrochiméarismus erfolgversprechender.
Durch die Modifikation des Konditionierungs-protokolles von Sharabi gelang es ein
Cyclophosphamid-haltiges Protokoll zu generieren, welches ohne Ganzkdrperbestrahlung
auskommt. Wir konnten mit dieser Methode (s. Abbildung 3) einen stabilen
Langzeitchimarismus (s. Abbildung 4) etablieren. Wichtiger jedoch war die Erkenntnis,
daf? wir auch mit diesem Protokoll eine Spender-spezifische in vitro und in vivo Toleranz
induzieren konnten (s. Abbildung 5, 6). Dieses Konditionierungsprotokoll wurde in der
Zwischenzeit auch klinisch erfolgreich zur Toleranzinduktion bei Nierentransplantation
eingesetzt. So gelang es in der Tat bei zwei Patienten mit Multiplem Myelom und
terminaler Niereninsuffizienz durch dieses Konditionierungsprotokoll eine kombinierte
allogene HLA-idente Knochenmark- und Nierentransplantation durchzufihren und
langandauernde Transplantatakzeptanz selbst nach Absetzen der Immunsuppressiva zu
erreichen (Spitzer et al.,, 1999). Obwohl wir eindeutige Hinweise flr eine zentrale
Toleranzentwicklung in unserem Tiermodell haben (Abbildung 7, Tabelle 2) (Mapara et
al., 2001), laR3t sich nicht ausschlief3en, daf’ zusatzlich periphere Mechanismen eine Rolle
spielen. Denkbar wéare, dal3 z.B. auch regulatorische Zellen die Toleranzentwicklung oder
-unterhaltung beeinflussen. Befunde die, fir die enge Interaktion von peripheren und
zentralen Mechanismen im Rahmen der Toleranzentwicklung und -unterhaltung sprechen
wurden von der Arbeitsgruppe von David Sachs erhoben:. Es konnte gezeigt werden, dal3
in einem MHC | inkompatiblen Nierentransplantationsmodell (MGH-Minischwein) ohne
Transplantation hamatopoetischer Zellen die perioperative kurzzeitige Gabe von
Cyclosporin (12 Tage) zu einer stabilen dauerhaften Akzeptanz der Spenderniere fuhrte
(Rosengard et al., 1992). Die Durchfuhrung einer Thymektomie 21 Tage vor der
Transplantation dieser Tiere fuhrte jedoch zum Transplantatverlust (Yamada et al., 1997).
Diese Daten lassen unterschiedlich Erklarungsmdglichkeiten zu: 1. Durch Migration von
Spender-APC aus dem Transplantat in den Thymus des Empfangers kommt es dort zu
einer Deletion der Spender-reaktiven Zellen. 2. Spenderantigene werden durch
Empfanger-DC prozessiert, im Thymus prasentiert und fihren dort ebenfalls zu einer
negativen Selektion bzw. Deletion. 3. Aktivierte T-Zellen rezirkulieren durch den Thymus
und werden tolerisiert. 4. Die Thymektomie beeintrachtigt die Entstehung von
Suppressorzellpopulationen und fiihrt deshalb zum Transplantatverlust.

Da die Konditionierungstherapien bislang immer noch auf den Einsatz zytotoxischer
Substanzen angewiesen sind, hat sich die Stammzelltransplantation zur Toleranzin-
duktion bei der soliden Organtransplantation noch nicht im klinischen Alltag etabliert. Aus
diesem Grund wére eine komplett nicht-toxische Konditionierung, die ohne Zytoreduktion
auskommt winschenswert. Hierflr sind mittlerweile unterschiedliche Strategien in der
Entwicklung. Ein wesentlicher Ansatz beruht auf der Blockierung der Interaktion zwischen
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T-Zelle und Antigen-prasentierender Zelle zur Inhibition der Antigen-vermittelten T-
Zellaktivierung und somit zur Antigen-spezifischen Toleranz. Die Antigen-vermittelte
Aktivierung von T-Zellen erfordert eine komplexe Zell-Zell-Interaktion zwischen T-Zelle
und APC, die neben der TCR-MHC-Interaktion eine Vielzahl anderer Corezeptoren
erfordert. Die Gesamtheit des T -APC Interface wird immunologische Synapse genannt
wird. Eine operationale Einteilung der komplexen Prozesse, welche zur T-Zellaktivierung
fuhren sieht die Notwendigkeit von zwei Signalen zur kompletten T-Zellaktivierung vor:
neben einer Interaktion zwischen Antigen und Antigenrezeptor (MHC + Peptid - TCR),
Signal | genannt, ist ein sogenanntes kostimulatorisches Signal (Signal Il) notwendig. Es
konnte eine Vielzahl von Rezeptor-Ligandenpaaren identifiziert werden, die solche
kostimulatorsche Signale vermitteln (CD40-CD40-Ligand, B7.1 (CD83) bzw. B7.2 (CD86)
und CD28 bzw. CTLA-4. Weitere wichtige Korezeptoren mit kostimulatorischer Funktion
sind u. a. Adhasionsmolekile (ICAM-1/2/LFA-1; LFA-3/CD2).

Blockierung des Signal Il, d.h. der Interaktion der kostimulatorischen Rezeptoren
zwischen T-Zelle und APC (z.B. CD40-CD40-Ligand bzw. CD28-B7), fuhrt zur Inhibition
der T-Zellaktivierung (Lenschow et al., 1992) und zur Alloantigentoleranz. Dies gelang
besonders effektiv, wenn beide Molekile (CD40-CD40L und CD28 - B7) gleichzeitig
blockiert wurden (Larsen et al., 1996). Durch die Kombination der Kostimulations-
blockade, nicht-myeloablativer Konditionierung und der Knochenmarktransplantation
gelang es der Gruppe von Sykes einen stabilen Chimérismus zu induzieren. Die Toleranz
in diesem komplett MHC-inkompatiblen Modell war mit der initialen peripheren Deletion
Spenderantigen-reaktiver T-Zellen assoziiert, welche nach dem Engraftment der
Stammezellen durch die zentrale Thymus-vermittelte Deletion komplettiert wurde (Wekerle
et al., 1998). Die in diesem Protokoll noch enthaltene Ganzkérperbestrahlung konnte
durch die Applikation einer Megadosis von Stammzellen ersetzt werden (Wekerle et al.,
2000). Diese Daten verdeutlichen, daf3 ein auf nicht-toxischen, immunmodulierenden
Prinzipien beruhendes Konditionierungskonzept im Rahmen der allogenen KMT
mittlerweile in greifbarer Nahe ist. Ein neuer Ansatz, der vielleicht komplett auf eine
Konditionierungstherapie verzichten konnte wurde kirzlich von Fandrich beschrieben. Im
Rattenmodel gelang es dieser Arbeitsgruppe durch intraportale Injektion embryonaler
Stammezellen einen gemischten lymphohamatopoetischen Chimarismus zu generieren und
Spender-spezifische Toleranz zu induzieren. Die Bedeutung dieses Befundes lag in der
Tatsache, dal3 die Induktion des gemischten Chimarismus bei kompletter MHC-
Inkompatibilitdt gelang ohne vorhergehende Konditionierung (Fandrich et al., 2002).

4.2 DLI-vermittelte GVL-Effekte

Die verzbgerte Gabe nicht-toleranter Spenderlymphozyten fuhrt im Mausmodell bei
gemischten hamatopoetischen Chiméren zur Konversion des gemischten in einen vollen
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hamatopoetischen Chimarismus. Diese auf das lymphohamatopoetische System
beschrankte GVH-Reaktion fuhrt nicht zur systemischen GVHD. Diese LGVH-Reaktion ist
in der Lage auch GVL-Reaktionen zu vermitteln. Bei Patienten im Rezidiv nach allogener
KMT, fuhrt die verzdgerte Gabe von DLI in Abhangigkeit der Entitat zu potenten anti-
Tumoreffekten. In Mausmodellen nach letaler Bestrahlung zeigte die Arbeitsgruppe von
Truitt, dal3 DLI am Tag 21 nach KMT in der MHC-identen, Minor-mismatch Konstellation
(B10.BR AKR) starke GVL-Effekte ohne GVHD vermittelten konnten, wahrend in der
MHC-inkompatiblen Konstellation die DLI-Gabe vor Tag 28 zur schweren GVHD (Johnson
et al., 1993; Johnson and Truitt, 1995) fuhrte. Wie bereits aus anderen Daten zu
vermuten (Sykes et al., 1989), ist der DLI-vermittelte GVL-Effekt am starksten in der MHC-
Mismatch Konstellation. Im Gegensatz hierzu mussten beim Minor Mismatch Antigen-
aktivierte ("Priming") DLI gegeben werden um einen GVL-Effekt zu beobachten (Johnson
et al.,, 1999b). Dies demonstriert, dal3 eine Minor Antigen Disparitdt nicht unbedingt
ausreicht um eine lymphohamatopoetische GVH-Reaktion, d.h. die Konversion des
gemischten in einen vollen Chimarismus zu erzielen. Dies deckt sich mit Daten aus dem
Hundemodell nach nicht-myeloablativer Konditionierung (Georges et al., 2000). Hier
konnte durch DLI-Gabe ebenfalls keine Konversionsreaktion beobachtet werden. Diese
konnte nur erzielt werden, wenn die DLI-Spender durch eine Hauttransplantation vom
Spender vorher immunisiert worden waren. Allerdings war die DLI-Gabe mit der GVHD-
Induktion verbunden.

Ahnliche Daten konnten wir ebenfalls in der MHC-kompatiblen, Minor Mismatch
Konstellation im Mausmodell erarbeiten (eigene unpublizierte Daten Y. Kim, M. Y.
Mapara, M. Sykes, Manuskript in Vorbereitung). So fuhrten DLI in der Minor Mismatch
Konstellation in gemischten Chimaren nur nach einem Priming der Spender-T-Zellen zu
einer Konversion (C3H.SW —B6). Allerdings konnte in diesen Fallen dann eine GVHD
beobachtet werden. Eine komplette Konversion war nur ab einer Haploidentiat zu
erzielen. Dies zeigt, daf’ eine starkere immungenetische Disparitat notwendig ist um eine
komplette Konversion zu erzielen. Allerdings ist in der humanen Situation haufig auch in
der MHC-identen Konstellation bereits ohne DLI eine spontane Konversion zu
beobachten. Die spontane Konversion bei Patieten kann dadurch erklart werden, dal3 die
in vivo T-Zelldepletion und Immunsuppression in der klinischen Situation nicht ausreicht
um die nicht-toleranten (d. h. GVH-reaktiven T-Zellen des Transplantates zu eliminieren.
Desweiteren kommt es bei Patienten haufiger zur Entwicklung einer GVHD nach DLI-
Gabe.

Unser Interesse galt vor allem der Frage welchen Einflul3 die Alloantigen-abhangige
Aktivierung der DLI in gemischten Chimaren auf den GVL-Effekt austibt. Zu diesem
Zweck etablierten wir zun&chst in gemischten Chimaren nach nicht-myeloablativer
Konditionierung ein GVL-Modell (Abbildung 18). Wir konnten einen sehr potenten, aber
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nur transienten DLI-vermittelten GVL-Effekt beobachten, der 10 Wochen nach DLI-Gabe
nicht mehr nachweisbar war (Abbildung 18). Dies war um so erstaunlicher, da wir in den
DLI-Empfangern Zeichen einer andauernden GVH-Reaktivitdt nachweisen konnten. Die
Untersuchung der lymphatischen Organe zeigte Zeichen einer GVH-Reaktion. So konnten
wir eine lymphoide Atrophie in den Lymphknoten und im Thymus nachweisen. Der
Thymus zeigte weiterhin eine gestorte zellulare Zusammensetzung (Vermehrung von
CD4'CD8, CD4CD8" Thymozyten bei gleichzeitiger Verringerung der CD4'CDS8"
Thymozyten). In DLI-Empfangern, bei denen die DLI-Gabe lange Zeit zurtick lag (>Tag
100 nach DLI-Gabe) konnten wir eine MLR-Antwort gegen Empfangerantigen
nachweisen. Da die GVL-Reaktion gegen EL4 ausschlie3lich CD8-vermittelt ist, gingen
wir der Frage nach, ob zu einem spateren Zeitpunkt nach DLI eine Empfanger-spezifische
CD8-Antwort nachweisbar ware. In der Tat konnten wir in der CML-Reaktion (Bulk culture)
keine GVH-Reaktivitdt nachweisen. So drangte sich der Schlul3 auf, dal3 die fehlende
CML-Reaktion in den DLI-Empfangern Ausdruck einer quantitativ oder funktionell-
verminderten CD8-Antwort sein kdnnte. Fur weitergehende Untersuchungen verwendeten
wir das Alloantigen-spezifische 2C-TCR-Modell.

Hier konnten wir nachweisen, dafl3 es am Tag 10 nach DLI bei gemischten Chiméaren zu
einer drastischen Expansion Empfanger-Alloantigen-spezifischer T-Zellen kommt. Diese
schnelle Expansion war allerdings nur transient. 10 Wochen nach DLI waren diese
Alloantigen-spezifischen Zellen fast nicht mehr nachweisbar. Diese Daten lassen den
Schlu3 zu, dal3 die quantitative Abnahme der Alloantigen-spezifischen Zellen des
Spenders mit dem Verlust der GVL-Reaktion korreliert ist. Diese Situation ist somit mit
einem Ph&nomen vergleichbar, welches bei der anti-viralen T-Zellantwort beobachtet
werden kann; Das Konzept der klonalen Erschopfung ("clonal exhaustion™) findet man
z.B. bei hoher Antigen-Beladung mit einem nicht-zytopathischen LCMV
(Lymphochoriomenigitisvirus). Hierbei kommt es initial zu einer enormen Expansion der
virusspezifischen CTL-Zellen. Dieser folgt jedoch eine dramatische Abnahme der Virus-
spezifischen T-Zellpopulation durch Aktivierungs-induzierten Zelltod. Dies resultiert
schlie3lich in einer unkontrollierten Virusinfektion, die zum Tod der Tiere fuhrt (Gallimore
et al., 1998; Moskophidis et al., 1993).

4.2.1 Rolle von Antigen-prasentierenden Zellen der Empfangers

Basierend auf den oben dargestellten Daten wollten wir der Hypothese nachgehen, daf}
DLI vermittelte GVL-Effekte in gemischten Chimaren signifikant starker waren als in vollen
Chimaren. Zu diesem Zweck erhielten volle oder gemischte Chimare acht Wochen nach
KMT DLI. Wir konnten eine hdmatopoetische Konversionsreaktion ohne GVHD-Induktion
(Abbildung 22) beobachten. Da die LGVH-Reaktion in den gemischten Chimaren zu einer
hoch-signifikanten GVL-Reaktion fuhrte, konnten wir unsere Hypothese verifizieren
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(Abbildung 23). Unsere Daten zeigen sehr klar, dal3 zum Zeitpunkt der DLI-Gabe die
Prasenz von Empfanger-APC absolut kritisch ist fur die Induktion einen potenten GVL-
Effekt. Weiterhin konnten wir zeigen, dal3 der Effekt durch direkte Immunerkennung des
Alloantigens erfolgt. Die indirekte Immunerkennung (d.h. Prasentation von Empfanger-
Alloantigenen durch den MHC des Spenders) scheint in diesem Modell keine
Uberragende Rolle zu spielen, da die vollen Chimaren eine viel schwachere GVL-
Reaktion zeigten. Interessant ware es jedoch, ein Experiment durchzufiihren in dem
Empfanger und Spender zumindest partiell denselben MHC exprimieren (z.B. Haploidente
Konstellation B6 —[B6 x BALB/c]r;). Alternativ und von klinischem Interesse ware auch
die Minor-Mismatch-Konstellation. Leider war in unserem EL4-Modell der Minor Mismatch
nicht ausreichend um DLI-vermittelte GVL-Effekte zu induzieren. Klinische Hinweise, dal3
dieses Konzept in der Tat der DLI-vermittelten GVL-Reaktion zugrunde liegt konnten von
mehreren Arbeitsgruppen erhoben werden. So zeigten Orsini et al.,, dal3 bei
Myelompatienten die Konversionsreaktion nach DLI-Gabe mit dem Ansprechen der
Erkrankung (Orsini et al., 2000; Spitzer et al., 2000) verbunden war. Dies unterstreicht
deshalb um so deutlicher, dal3 der DLI-Effekt primar Alloantigen-vermittelt ist und daf3
diese potente Alloreaktion nicht notwendigerweise mit einer GVHD-Induktion verbunden
sein muf3.

Seit den Arbeiten von Shlomchik ist die Rolle von Empfanger-APC im Rahmen der
allogenen KMT ein sehr aktuelles Thema. Shlomchik konnte nachweisen, dal3 die
Prasenz von Empfanger-APC nach letaler Bestrahlung verantwortlich ist fur die
Entstehung der T-Zell-vermittelten GVHD-Entwicklung (Shlomchik et al., 1999). Weiterhin
konnte kurzlich nachgewiesen werden, dal3 die Gabe des monoklonalen Antikorpers
CAMPATH-1G nicht nur zur erwarteten T-Zelldepletion sondern auch zu einer effektiven
Depletion der dendritischen Zellen in vivo fuhrt (Klangsinsirikul et al., 2002). Dies kdnnte
erklaren warum die CAMPATH-Antikorper eine sehr gute Effektivitat in der Pravention der
GVHD aufweisen. Einerseits scheinen diese Befunde zunachst im Widerspruch zu
unseren Daten zu stehen, da unsere gemischten Chimaren nach DLI-Gabe keine GVHD
entwickelten. Auf der anderen Seite untermauern diese Daten die Relevanz der
Empfanger-APC fir die potente Aktivierung der allogenen T-Zellen und demonstrieren
welchen Einfluf die zeitliche Abfolge der Gabe von Spender-T-Zellen spielt: Werden die
Spender T-Zellen zum Zeitpunkt 0 am Tag der Konditionierung, d.h. zum Zeitpunkt der
inflammatorischen Gewebereaktion ("cytokine storm") gegeben, vermitteln diese T-Zellen
in Abhéangigkeit der Anwesenheit von Empfanger-APC eine letale GVHD. Werden T-
Zellen 8 Wochen nach KMT gegeben, fiihrt die DLI-Gabe bei gemischten Chimaren trotz
der Anwesenheit einer grol3en Menge von Empfanger APC nicht zur GVHD-Entwicklung
(Abbildung 22). Diese Daten kann man so erklaren, daf} die durch Empfanger-APC
induzierte GVH-Reaktion nur dann zu einer GVHD fortschreitet, wenn gleichzeitig ein
proinflammatorisches Milieu in den Geweben vorliegt. Fehlt dieses proinflammatorische
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Milieu verbleibt die Alloreaktion auf das lymphohdmatopoetische System beschrankt.
Daflr sprechen auch Ergebnisse von Yu et al.. Mit Hilfe des 2C Modells konnte diese
Arbeitsgruppe zeigen, daR die alleinige Gabe der alloreaktiven 2C-CD8'T-Zellen nur
dann zu einer letalen GVHD fihrt, wenn gleichzeitig LPS verabreicht wurde (Yu et al.,
1999). Die Einwanderung der alloreaktiven T-Zellen in extra-lymphohamatopoetische
Organe ist eine komplexer Prozess, der u.a die Expression definierter Adhasionsmolekuile
bzw. von Chemokinen in den Zielorganen erfordert. Es ist zu postulieren, dal3 die
Expression von Adhasionsmolekilen bzw. Chemokinen erst durch einen entsprechenden
Entzindungsreiz in den Geweben induziert wird. In der Tat konnten wir zeigen, dal3 die
Art der Konditionierungstherapie (letale Bestrahlung bzw. das hier beschriebene nicht-
myeloablative Konditionierungsprotokoll) einen erheblichen Einflul3 auf die Expression
von Chemokinen in den GVHD-Targetorganen ausibt (Mapara und Sykes, Manuskript in
Vorbereitung).

Dieses Prinzip kann man auch im syngenen Modell erkennen. Der adoptive Transfer
Tumor-spezifischer transgener T-Zellen ist nicht in der Lage einen Tumor zu eliminieren,
wenn dieser in einem extralymphatischen Organ (z.B. Leber) lokalisiert ist. Wenn
allerdings unspezifische Entziindungsreize gesetzt werden (Bestrahlung, peritumordse
cpG Injektion) ist eine Tumoreliminierung moglich (Ganss et al., 2002; Kawarada et al.,
2001). Aus diesen Befunden lalt sich ableiten, warum der Einsatz der allogenen
Stammezelltransplantation bei nicht-hamatopoetischen Tumorerkrankungen nur einen
begrenzten Erfolg haben dirfte und dann immer an eine GVHD-Entwicklung gekoppelt
sein sollte. Basierend auf den neuen Entwicklungen auf dem Gebiet der nicht-
myeloablativen Konditionierungsprotokolle, wurde die allogene Stammzelltransplantation
auch bei einer Reihe von soliden Tumoren eingesetzt. Bislang - mit Ausnahme des
Nierenzellkarzinoms (Childs et al., 2000). - allerdings ohne grof3en Erfolg. Bei anderen
soliden Tumoren ist der Graft-Versus-Tumor (GVT)-Effekt hochstens kasuistisch
dokumentiert (Eibl et al., 1996).

4.3 Strategien zur Trennung von GVHD und GVL

Die GVHD stellt nach wie vor die Hauptkomplikation und Mortalitdtsursache nach
allogener KMT dar. Andererseits ist die durch die allogene Stammzelltransplantation
vermittelte GVL-Reaktion, die zur Zeit potenteste Form der Immuntherapie. Somit ist es
von grofRtem Interesse GVHD und GVL zu separieren. Folgende Faktoren spielen eine
Uberragende Rolle in der Pathophysiologie der GVHD: 1. Die immungenetische Disparitat
zwischen Empfanger und Spender; 2. Prasenz und Zahl von T-Zellen im Transplantat; 3.
Zytokinsturm in Folge der Konditionierung.

Wie bereits oben dargestellt ist die T-Zelldepletion zwar sehr effektiv im Hinblick auf die
Verhinderung der GVHD, sie ist allerdings mit einer hoheren Transplantatabstof3ung- und
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Rezidivrate verbunden. Ein interessanter Ansatz zur Kontrolle der GVHD ohne
Immunsuppression bzw. initiale T-Zelldepletion ist der Suizidgentransfer in die T-Zellen
des Transplantates. Dies wurde von der Arbeitsgruppe um Bordignon erstmalig
erfolgreich gezeigt. Dieser Ansatz beruht auf der retroviralen Transduktion von T-Zellen
mit einem Suizidgen (z.B. Herpes Simplex Thymidin-Kinase). Hierdurch wéare es moglich
die T-Zellen initial im Transplantat zu belassen um somit das Engraftment zu
ermdglichen. Nur im Fall der Entwicklung einer GVHD, wirden die transduzierten T-
Zellen durch systemische Gabe des Prodrugs (z.B. Gancyclovir) eliminiert und die GVHD
terminiert (Bonini et al., 1997). Diese Vorgehensweise kann auch fir die DLI-Gabe
modifiziert werden. So interessant dieser Ansatz erscheint, bestehen jedoch einige
Probleme fir die Umsetzung. So erfordert diese Vorgehensweise eine grol3e Logistik
(retroviraler Gentransfer, GMP-gerechte Vektorproduktion), birgt nicht-kalkulierbare
Risiken und ist z. Z. noch in der Erprobung. Wie kirzlich im Tiermodel gezeigt, besteht
das Risiko der retroviral-induzierten Insertionsmutagenese weiterhin und hat im
Mausmodell zur Entwicklung von Leuk&mien gefthrt (Baum et al. 2002). Alternativ konnte
das trunkierte Markergen bei induzierten Leukdmogenese beteiligt sein. Obwohl es sich
hierbei um Vektoren handelte, die fir den Gentransfer in hdmatopoetische Stammzellen
gedacht waren, ist dieses Risiko auch beim retoviralen Gentransfer in T-Zellen ebenfalls
gegeben. Auf der anderen Seite bestehen immer noch Schwierigkeiten beim effizienten
Gentransfer in T-Zellen. Ein weiterer kritischer Punkt ist die Immunogenitat des
Suizidgens, die zur Elimination der transduzierten T-Zellen fihren koénnte. Weitere
Strategien der Intervention die potentiell zur Trennung von GVHD und GVL beitragen
kénnten sind im folgenden ausgefuhrt .

1. Blockade der Einwanderung von T-Zellen in die GVHD-Organe.
2. Inhibition der Zytokinkaskaden die zur Aktivierung der T-Zellen fihren.

3. Identifikation von "Tumor-assoziierten" oder Minor-Antigenen mit limitierter
Gewebeexpression (z.B. Hamatopoese-spezifische Antigene) zur Fokussierung
der GVL-Reaktion auf den Tumor und dementsprechender Einsatz Antigen-
spezifischer T-Zellen

4. Einsatz von Suppressor T-Zellen zur Unterdrtickung der GVHD.

5. Einsatz von NK-Zellen als GVL-Mediatoren im Rahmen eines KIR-Mismatch

4.3.1 Endorganprotektion bzw. Intervention in Zytokinkaskaden

Eine Strategie zur Trennung von GVHD und GVL besteht darin zu verhindern, dal3 die
Alloantigen-aktivierten und -spezifischen T-Zellen aus dem lymphoh&amatopoetischen
System emigrieren und in die GVHD-Targetorgane einwandern. Der Prozess der
Extravasation der Leukozyten aus der Blutbahn erfordert die Interaktion der Zellen mit
Adhésionsmolekilen (Selektine und Integrine) auf Endothelien, der Adh&sion, der
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gerichteten Migration in Abh&ngigkeit eines Chemokingradienten, sowie der Diapedese.
Im Modell der GVHD ist zu beachten, dal3 es durch die Konditionierungstherapie bzw.
durch das Alloinokkulum zu diversen Verdnderungen dieser Variablen auf Seiten des
Empfangers, als auch auf Seite der Spenderzellen kommt. Auf der Empfangerseite kommt
es z.B. zu einer Hochregulation von Adhasionsmolekilen auf dem Endothel der
Empfangerorgane (Shen et al., 1994). In einem P —F1 Modell der GVHD konnte die
Gabe von anti-VLA-4 Antikoérpern die Entwicklung von Leberldsionen inhibieren (Itoh et
al., 2000).

Weiterhin kommt es durch die Konditionierung alleine zu einer signifikanten, transienten
Induktion unterschiedlicher Chemokine in den GVHD-Targetorganen. So konnten wir zum
Beispiel nach letaler Bestrahlung am Tag 5 nach Konditionierung eine hochgradigen
Induktion von IP-10 im Colon der Empfangertiere nachweisen. Nach allogener KMT wurde
diese Hochregulation dramatisch verstéarkt (Mapara et al. Manuskript in Vorbereitung). In
der Leber konnten wir u.a. eine signifikante Hochregulation von MCP-1 nachweisen. Eine
andere Arbeitsgruppe konnte funktionell nachweisen, dal3 MIP-1o signifikant zur
Infiltration der Leber im Rahmen der GVHD beitragt (Serody et al., 2000; Serody et al.,
1999). Diese unterschiedlichen Organmuster bezuglich der Expressionsprofil von
Chemokinen kdnnte auch erklaren warum die Art der Polarisierung der Spender T-Zellen
(Thl vs. Th2), das Homing in unterschiedliche Organe beeinflusst. So konnten Nikolic et
al. zeigen, dal3 STAT 4-defiziente Mause, die eine hochgradig verminderte Th1l, aber eine
verstarkte Th2-Antwort aufweisen vor allem eine GVHD von Leber und Haut induzieren,
wéahrend STATG6-defiziente Spender (verstarkte Thl bei verminderter Th2 Antwort) vor
allem eine schwere GVHD im Darm induzieren (Nikolic et al., 2000). Diese Daten lassen
vermuten, dald eine Inhibition des Homingverhalten der T-Zellen durch Blockade
bestimmter Kandidatenchemokine die GVHD-Entwicklung beeinflussen kdnnte.

Ein anderer Weg konnte der Einsatz immunmodulierender Zytokine sein. Bislang herrscht
noch kein klares Bild bezlglich der Art des pathogenetischen Beitrags einzelner Zytokine
zur Entwicklung der GVHD. So gibt es in Abhangigkeit des untersuchten Modells
widersprichliche Daten. Einerseits wurde von einigen Arbeitsgruppen ein GVHD-Modell
postuliert in dem Thl-Zytokine primar fur die akute GVHD verantwortlich, wahrend die
Th2-Antwort eine GVHD-inhibitorische Wirkung aufwies (Fowler et al., 1994; Krenger et
al., 1996; Krenger et al., 1995). Dies galt jedoch nur fir den prophylaktischen Einsatz
dieser Th2-Zellen. Mit Th2-Zellen oder Th2-Zytokinen konnte eine bereits initiierte GVHD
nicht beeinflusst werden. Mittlerweile gibt es eine Reihe von Daten, die mit diesem relativ
einfachen Modell der T-Zellpolarisierung und deren Einflud auf die GVHD-Entwicklung
nicht vereinbar sind. So gibt es Befunde die zeigen, dal z.B. die Gabe des Th2-Zytokins
IL-10 eher zur verstarkten GVHD fuhrt (Blazar et al., 1995; Krenger et al., 1994). Die o.g.
Daten von Nikolic belegen eindeutig, daf3 sowohl Thl als auch Th2-Zellen GVHD
induzieren kdnnen. Daten aus der Gruppe von Sykes zeigten wiederum, daf} die Gabe
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von Thl-Zytokinen wie IL-2 oder IL-12 in der Lage ist eine GVHD zu verhindern (Sykes et
al., 1992; Sykes et al., 1995; Yang et al., 1998). Hierbei war von besonderem Interesse,
daR der IL-12 Effekt durch IFN-y des Spenders vermittelt wurde. Somit besteht bislang
noch keine Klarheit welche genaue Rolle Thl- und Th2-Zellen bei der GVHD-spielen.

Weitere Zytokine, fur die Daten eine regulatorische Rolle bei der GVHD nahelegen, sind
KGF, IL-11 und IL-18. Kdurzlich konnte gezeigt werden, dal3 IL-18 die akute und
chronische GVHD Entwicklung regulieren kann (Okamoto et al.,, 2000; Reddy et al.,
2001). Weitere Befunde zeigen, dal3 Keratinocyte Growth Factor (KGF) (Krijanovski et al.,
1999; Panoskaltsis-Mortari et al., 2000) oder IL-11 (Teshima et al., 1999) in der Lage sind
eine GVHD zu verhindern ohne den GVL-Effekt zu beeintrachtigen. KGF, welches zu
einer besseren Immunrekonstitution der T-Zellen fihrt, ist besonders interessant, da es
u.a. das Thymusepithel und die Thymusarchitektur vor den Folgen der GVHD schutzt.

4.3.2 Antigenspezifiat der GVHD/GVL-Reaktion

Die enge Assoziation der GVHD mit der GVL legt den Schluss nahe, dal3 die GVL-
Reaktion vor allem gegen Alloantigene (Minor oder Major) gerichtet ist, d.h. Antigene, die
vom Spender als Fremd erkannt werden. Es konnte in der Zwischenzeit eine Vielzahl von
Minorantigenen identifiziert werden. Die Arbeitsgruppe von Goulmy konnte in der MHC-
identen Empfanger-Spenderkonstellation Minor Antigene charakterisieren, die mit der
Entwicklung der GVHD assoziiert sind (den Haan et al., 1995; Goulmy et al., 1996). So
konnten bei Patienten mit florider akuter oder chronischer GVHD oder im Verlauf der
Therapie Minorantigen-spezifische GVH-reaktive T-Zellen mit Hilfe von Tetrameren
guantitativ nachgewiesen werden (Mutis et al., 1999). Interessanterweise war bei einem
Teil der Antigene die Expression auf das ha&matopoetische Gewebe beschrankt (De
Bueger et al., 1992). In einem Hautexplantationsmodell konnte untersucht werden, in wie
weit solche Hamatopoese-spezifische GVH-reaktive T-Zellen in der Lage sind in vitro
bzw. in situ zur Haut-GVHD beizutragen. In der Tat zeigten Hamatopoese-spezifische T-
Zellen nur eine marginale GVH-Reaktivitdt und Destruktion des Hautpraparate in vitro,
wéahrend z. B HY-spezifische T-Zellen zu schweren GVHD-Veranderungen (Grad llI-1V)
fuhrten (Dickinson et al., 2002). Im Tiermodell konnte (Minor Mismatch C3H.SW
(H2b)+BG (H2b)) andererseits gezeigt werden, dal} die Gabe eines Minor-Antigen-
spezifischen T-Zellklons (BGd°ml) eine isolierte GVL-Reaktion vermitteln kann, wenn
dieser Klon alleine appliziert wird. Das Fehlen der GVHD war nicht auf eine restringierte
Gewebeexpression zurtickzufihren, da das entsprechende Minorantigen sehr breit
exprimiert wird. Bei Koinjektion mit naiven T-Zellen, die gegen andere Minorantigene
gerichtet sind, kam es sehr wohl zur Entwicklung einer moderaten GVHD. Eine Erklarung
fur diese Befunde konnte sein, dal3 es zum sogenannten Epitope-Spreading kommt.
Hierbei kommt es im Rahmen der Destruktion der hdmatopoetischen Zellen durch die
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86d°m1-spezifischen T-Zellen zur Freisetzung von anderen Minorantigenen, die dann in
Folge durch "Crosspresentation” in einer inflammatorischen Konstellation zur Aktivierung
der naiven T-Zellen und somit zur GVHD fihren (Fontaine et al.,, 2001).
Interessanterweise wurde dartiber hinaus die Beobachtung gemacht, dal3 die Starke und
Dauer der durch die Applikation der 86d°m1-spezifischen T-Zellen vermittelten GVL-
Reaktion abhangig davon war, ob das dieses Minorantigen nur auf den hamatopoetischen
Zellen oder zusétzlich auf den nicht-hamatopoetischen Zellen des Empfangers exprimiert
war. Im letzteren Fall kam es nur zu einer 60% Heilung im Tumormodell trotz einer
signifikant starkeren Expansion der Minor-Antigen-spezifischen T-Zellen am Tag 15.
Diese Daten sind somit ebenfalls mit dem Modell der "Clonal exhaustion" vergleichbar
und in Ubereinstimmung mit den in der vorgelegten Arbeit beschriebenen Befunde
beziglich der Expansion Alloantigen-reaktiver Zellen (siehe Abschnitt 4.2). Auch aus
diesem Grund sind Antigene, die eine restringierte Gewebeexpression aufweisen von
besonderem Interesse.

Das Ausnutzten einer Immunantwort gegen "Tumor-spezifische" oder Tumor-assoziierte
Antigene konnte ebenfalls eine Strategie darstellen um GVHD und GVL zu separieren.
Hierbei mul3 jedoch kritisch hinterfragt werden, ob solche Antigene auch stark genug sind
eine der Alloantwort vergleichbare GVL-Reaktion zu induzieren. Tierexperimentelle Daten
geben Anlal3 zur Hoffnung, dal3 die Vakzinierung des Empfangers nach KMT oder eine
Vakzinierung des Knochenmark- oder DLI-Spenders, potente GVL-Reaktionen induzieren
kann (Anderson et al., 2000a; Anderson et al., 2000b; Teshima et al., 2001). Andererseits
gelang es in der allogenen KMT bislang nicht eine Tumor-spezifische GVL-Antwort z.B.
bei CML-Patienten nachzuweisen. Mit unterschiedlichen Methoden konnten in der
Zwischenzeit verschiedene Antigene identifiziert werden, gegen die eine Immunantwort
im Rahmen der allogenen KMT bei Patienten erzeugt wird (Molldrem et al., 2000). Bcr-abl
gehdrte jedoch bislang nicht dazu. Die Gruppe von Ritz konnte zwar bei Patienten nach
DLI einen bcr-abl-spezifischen T-Zellklon gegen Peptid-gepulste Spender-APC
generieren, allerdings hatte dieser T-Zellklon keine zytolytische Aktivitdt gegen die CML-
Leukadmiezellen des Patienten. Fir die CML legt dies zumindest den Schlul3 nahe, daf}
eine bcr-abl-spezifische T-Zell-vermittelte anti-Tumor-Reaktion flr den DLI-vermittelten
GVL-Effekt nicht relevant ist (Zorn et al., 2001).

4.3.3 Rolle von Suppressorzellen

Suppressorzellen spielen wahrscheinlich bei der Induktion und Erhaltung der
Selbsttoleranz und Verhinderung der Entwicklung von Autoimmunitat eine essentielle
Rolle. Dabei verhindern diese Zellen die Aktivierung und Proliferation autoreaktiver T-
Zellen, die der negativen Selektion im Thymus entkommen sind oder mit extrathymischen
Antigenen reagieren. Die Arbeiten von Sakaguchi konnten zeigen, daf3 der Transfer von
CD4'CD25 T-Zellen in Nacktmause zur Entwicklung einer Autoimmunerkrankung fiihrt.
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Durch Kotransfer von CD4"CD25" T-Zellen konnte dies verhindert werden (Sakaguchi et
al., 1995). Diese CD4'CD25" T-Zellen stammen aus dem Thymus (Itoh et al., 1999), sind
mittlerweile auch im Menschen nachgewiesen worden (Dieckmann et al., 2001) und
stellen die wesentliche regulatorische T-Zellpopulation dar. Neueste Daten zeigen, dafl3
diese CD4°CD25" T-Zellen auch an der Entstehung der Alloantigentoleranz beteiligt sind
(Taylor et al., 2001). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dal3 solche regulatorische
Zellen nach allogener KMT die Entstehung der GVHD beeinflussen kdnnen (Blazar et al.,
2000; Johnson et al., 1999a). Von besonderem klinischen Interesse sind die Befunde,
daR ex vivo aktivierte und expandierte CD4"'CD25" T-Zellen des Spenders die Entstehung
einer GVHD verhindern kénnen (Taylor et al., 2002).

4.3.4 NK-Zellen als Mediatoren der GVL-Reaktion ohne GVHD

Die Arbeiten von Martelli, Reisner und Velardi haben in letzter Zeit das Augenmerk auf
den Einsatz von NK-Zellen als wesentliche Vermittler der GVL-Reaktivitat bei MHC-
Mismatch gelenkt. Dieser Effekt scheint darauf zu beruhen, dall es bei MHC-
Inkompatibilitdt ebenfalls zu einem Mismatch zwischen den inhibitorischen NK-
Rezeptoren (Killer Inhibitory Receptors KIR) und ihren Liganden, den MHC-Antigenen
kommt. Durch das Fehlen des inhibitorischen Signals kann die NK-Zelle, die
entsprechende Zielzelle mit fehlendem MHC-Antigen lysieren (Ruggeri et al., 1999).
Dieser KIR-Mismatch ist offensichtlich fur die guten klinischen Resultate, die bei der
haploidenten Transplantation von AML-Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung
beobachtet werden verantwortlich. (Ruggeri et al., 1999; Ruggeri et al., 2002). Bei ALL-
Patienten gab es offensichtlich keinen signifikanten GVL-Effekt. Ein weiterer
bemerkenswerter Befund aus dieser Arbeitsgruppe ist, dal3 die alloreaktiven NK-Zellen
ausschlie3lich hdmatopoetische Zellen attackieren, nicht aber epitheliale Zellen. Die
Grundlage fur diese Selektivitat der NK-Zellen ist bislang ungeklart. Basierend auf diesen
Daten konnte dieselbe Arbeitsgruppe zeigen, dald der Einsatz von alloreaktiven NK-Zellen
im Rahmen der Konditionierung zur Elimination von Empfanger-APC fihrt und das
Entstehen einer GVHD verhindert (Ruggeri et al., 2002). Diese Daten passen somit zu
den von Shlomchik publizierten Befunden (Shlomchik et al., 1999) und unseren
Ergebnissen, die zeigen, dal3 die Empfanger-APC fur Alloaktivierung der Spender T-
Zellen notwendig sind. Aufgrund der Prasenz der alloreaktiven NK-Zellen ware zu
postulieren, dal’ der Verlust an T-Zellaktivierung und der damit-verbundene Verlust an T-
Zell-vermittelter GVL-Reaktivitat durch die NK-Zellen kompensiert wird. Trotz der
Tatsache, dal3 diese Vorgehensweise sehr attraktiv sind, gibt es jedoch noch eine Reihe
von ungelésten Problemen im Rahmen der haploidenten Transplantation (u.a.
langandauernde Immuninkompetenz der Patienten, fehlender Effekt bei ALL).
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Insgesamt mul3 festgehalten werden, dal3 es in den letzten Jahren einen erheblichen
Fortschritt im Hinblick auf das Verstandnis der Mechanismen, die der GVHD und GVL-
Reaktion zu Grunde liegen, gegeben hat. Die hier dargestellten Befunde stellen nur einen
Teil der erhobenen Daten dar. Die Entwicklungen geben berechtigten Anlal3 zur
Hoffnung, dal3 diese Erkenntnisse auch ihren Eingang in den Kklinischen Alltag finden

werden.
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5 Zusammenfassung

Die allogene Stammzelltransplantation ist das Therapieverfahren der Wahl fur eine Reihe
von malignen und nicht-malignen Erkrankungen des hamatopoetischen Systems. Dies ist
darin begrindet, dal3 dieses Verfahren nicht nur die Applikation einer myeloablativen und
somit maximalen zytostatischen Therapie erlaubt (oder dal3 sie verbunden ist dem
kompletten Ersatz der Empfangerhdmatopoese durch den Spender), sondern vor allem
dadurch, dal3 sie mit einem immunologisch vermittelten Anti-Tumor-Effekt, der Graft-
versus-Leuk&mie-Reaktion (GVL) verbunden ist. In der Klinik ist die Anwendung der
allogenen  Stammezelltransplantation durch die assoziierten schwerwiegenden
Komplikationen, zur Zeit noch erheblich eingeschrankt. Dies bezieht sich im wesentlichen
auf die konditionierungsabhéngige Toxizitdt und die Induktion der Graft-versus-Host-
Erkrankung (GVHD), welche u. a. auf der Alloreaktivitat der Spenderzellen und
Konditionierungs-bedingten inflammatorischen Reaktion beruht. Aus diesem Grund ist es
eines der wichtigsten klinischen Ziele, Strategien zu entwickeln, um die GVL-Reaktion
von der GVHD zu trennen. Ziel dieser Arbeit war es, im praklinischen Mausmodell die
Mechanismen, die der Spenderlymphozyten-vermittelten GVL-Reaktion zu Grunde liegen
zu verstehen und somit Strategien zu erarbeiten, die zur Trennung von GVHD und GVL
beitragen kénnen. Die Schlisselergebnisse sollen hier nochmals kurz zusammengefasst
werden. Es konnte zunachst nachgewiesen werden, dal3 in der komplett MHC-differenten
Konstellation ein neues nicht-myeloablatives Cyclophosphamid-haltiges
Konditionierungsprotokoll zur Etablierung eines dauerhaften gemischten
hamatopoetischen Chiméarismus fiihrte. Die Gabe von Spenderlymphozyten 5 Wochen
nach der Transplantation fuhrte zu Konversion des gemischten Chiméarismus in einen
vollen Chimarismus ohne Entwicklung einer GVHD. Diese LHGVH-Reaktion war
assoziiert mit einer potenten, aber nur transienten GVL-Reaktivitat. Die DLI-Gabe konnte
die Empfanger jedoch nicht vor einer verzogerten (d. h. 10 Wochen nach DLI)
Reexposition mit der EL4 T-Zell-Leuk&mie/Lymphomzellinie ) schiitzen. So wie der initiale
GVL-Effekt verbunden war mit einer massiven Expansion Alloantigen-spezifischer CD8"
T-Zellen, war der Verlust der GVL-Reaktivitdt assoziiert mit dem Verschwinden dieser
Alloantigen-spezifischen CD8" T-Zellen.

Der zentrale Befund der dargestellten Experimente war die Beobachtung, dalR3 die
Prasenz von Empfanger-APC zum Zeitpunkt der DLI-Gabe entscheidend fir die Potenz
des GVL-Effektes war. So fuhrte die DLI-Gabe bei gemischten ha&matopoetischen
Chimaren zu einer starken GVL-Reaktion mit fast kompletter Protektion vor der EL4
Lymphom/Leuk&mie-induzierten Mortalitat. Im Gegensatz hierzu fiihrte die DLI-Gabe bei
vollen h&matopoetischen Chiméren zur Verlangerung des Gesamtiberlebens ohne
jedoch eine Heilung zu erzielen, d.h. es verstarben schlie3lich alle Tiere an der EL4-
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induzierten Leukamie. Diese Daten zeigen somit, daf3 die DLI-induzierten GVL-Effekte
primar durch Alloantigen-spezifische T-Zellen vermittelt werden und dies ohne
gleichzeitige GVHD-Entwicklung mdglich ist. Auf Basis dieser Daten kann man
postulieren, daf3 zur Optimierung des DLI-vermittelten GVL-Effektes die Empfanger einen
gemischten h&matopoetischen Chimarismus aufweisen sollten. Weiterhin haben diese
Ergebnisse Implikationen fur die Entwicklung von Kklinisch einsetzbaren nicht-
myeloablativen Konditionierungsprotokollen. Diese Daten machen deutlich, dal3 es
weiterhin von grofiem Interesse ist Konditionierungsprotokolle zu entwickeln bzw. die
bereits vorhandenen zu optimieren, um einen stabilen gemischten Chimarismus mit
minimaler inflammatorischer Reaktion zu erzielen. Solche Protokolle kdnnten dann
einerseits die ideale GVHD-freie Ausgangsbasis fur den Einsatz innovativer zellularer
Strategien zur Verbesserung der GVL-Reaktion sein. Andererseits konnte diese
Protokolle fur Behandlung nicht-maligner Erkrankungen bzw. zur Toleranzinduktion im
Rahmen der soliden Organtransplantation einsetzbar sein .
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