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  Einleitung 

1. Einleitung 
 

1.1.Knochenmark-/Stammzelltransplantation 

Die allogene Knochenmarktransplantation (KMT) bzw. die allogene Transplantation 

peripherer Blutstammzellen (PBSCT) ist ein gut etabliertes Therapieverfahren, bei dem 

Stammzellen eines gesunden Spenders auf Empfänger mit Erkrankungen des 

hämatopoetischen Systems übertragen werden. Indikation für eine Transplantation sind akute 

und chronische, myeloische und lymphatische Leukämien (AML, CML, ALL, CLL) im 

Stadium der Remission, und maligne Lymphome. Auch für nicht-maligne Erkrankungen wie 

aplastische Anämie (vSAA), Immundefizienz (SCID, Wiskott-Aldrich-Syndrom) oder 

Hämoglobinopathien (β-Thalassämia major) stellt die KMT/PBSCT (im Folgenden unter dem 

Begriff KMT subsumiert) eine erfolgreiche Behandlungsoption dar.  

 

1.1.1. Historische Entwicklung 

Die Geschichte der Knochenmarktransplantation begann 1949 mit einem Versuch von Leon 

Jakobson et al. (Jacobson et al. 1949) Diese fanden heraus, dass das Abschirmen der Milz mit 

Blei, während einer Bestrahlung mit einer ansonsten tödlichen Dosis, das Überleben von 

Mäusen erlaubte. Zwei Jahre später zeigten Lorenzen et al., dass durch die Infusion von Milz- 

und Knochenmarkzellen  ein radioprotektiver Effekt erzielt werden konnte (Lorenz et al. 

1951). Ford et al. konnten 1956 in zytogenetischen Tests nachweisen, dass die blutbildenden 

Zellen letal bestrahlter und transplantierter Mäuse Charakteristiken des Spenders aufwiesen 

(Ford et al. 1956). Im gleichen Jahr wurde zum ersten Mal über die Behandlung leukämischer 

Mäuse mit der Infusion gesunden Knochenmarks nach Bestrahlung berichtet (Barnes et al. 

1956). Erst in den 60er Jahren wurden aussichtsreiche Versuche zur erfolgreichen klinischen 

Anwendung an Hunden von E.D. Thomas durchgeführt (Thomas et al. 1962; Thomas et al. 

1964). Beim Menschen wurden Knochenmarkstransplantationen zunächst bei Patienten mit 

nicht-malignen Erkrankungen, sondern mit Dysfunktionen des hämatopoetischen Systems 

vorgenommen. Dazu zählen die aplastische Anämie (Thomas et al. 1972; Storb et al. 1974), 

die Thalassämie major (Lucarelli et al. 1984) sowie die Sichelzellanämie (Johnson et al. 

1984). Ende der 70er Jahre wurden erstmals Transplantationen bei Patienten mit 

leukämischen Erkrankungen in Erstremission durchgeführt (Beutler et al. 1979; Thomas et al. 

1979), nachdem Patienten mit malignen Erkrankungen im Endstadium nur mit mäßigem 

Erfolg transplantiert wurden (Thomas et al. 1977). Dabei kam es nachweislich zu einer 

Verbesserung der Langzeitüberlebensrate. Durch die Identifizierung der humanen 
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Histokompatibilitätsantigene (HLA), sowie die Entwicklung neuer Medikamente zur 

Immunsuppression, und die Verbesserung der Chemo- und Strahlentherapie, konnte die 

Behandlung weiter optimiert und die Heilungschancen gesteigert werden. 

 

1.1.2. Formen der Transplantation 

In Abhängigkeit von der Herkunft des Spendermaterials unterscheidet man drei Formen der 

Transplantation: autolog, syngen und allogen. 

Bei der autologen Transplantation stammen die übertragenen Zellen vom Spender selbst. 

Diese Art der KMT wird bei malignen Erkrankungen nach Hochdosischemotherapie oder 

Bestrahlung  durchgeführt. Eine Ausnahme bilden dabei hämatologisch onkologische 

Erkrankungen, da die Gefahr besteht, dass trotz einer Aufreinigung (purging) leukämische 

Zellen übertragen werden, die ein Rezidiv auslösen (Gulati 1993). Zudem fehlt hier der so-

genannte Graft-versus-Leukämie (GvL)-Effekt (siehe 1.3), eine Reaktion immunkompetenter 

Zellen des Spenders gegen die malignen Zellen. 

Von syngener Transplantation spricht man, wenn Spender und Empfänger genetisch 

identisch, d.h. Zwillinge sind. Dabei besteht kein, bzw. nur ein extrem geringes Risiko 

immunologischer Epiphänomene, jedoch vermitteln die übertragenen Zellen auch in dieser 

Konstellation keinen GvL-Effekt.  

Die allogene Knochenmarktransplantation stellt ein wichtiges Therapieprinzip der akuten 

Leukämien mit Hochrisikokonstellationen oder im Rückfall dar. Hierbei wird Knochenmark 

zwischen genetisch nicht-identischen Individuen übertragen. Dies birgt zwar das Risiko einer 

Transplantat-gegen-Wirt Reaktion (Graft-versus-host disease, (GvHD, siehe 1.4) vermittelt 

durch immunkompetente Zellen im Spenderknochenmark, gleichzeitig kann aber bei einem 

allogenen Transfer der GvL-Effekt beobachtet werden (Porter et al. 1999). 

  

1.1.3. Konditionierung der Empfänger 

Im Vorfeld der Transplantation werden die Empfänger mit einer Hochdosischemo- oder 

Radiochemotherapie behandelt. Diese klassische Konditionierung ist myeloablativ 

(Eliminierung sämtlicher hämatopoetischer Stammzellen im Knochenmark) und 

immunsuppressiv. Dies dient mehreren Zwecken zugleich: Zum einen sollen so viele der 

leukämischen Zellen wie möglich zerstört werden, zum anderen sollen auf diese Weise so 

viele T-Lymphozyten des Rezipienten wie möglich eliminiert werden, um eine Abstoßung des 

Transplantats zu verhindern. Durch diese Konditionierungstherapie kommt es bei den 

Patienten zu einer „funktionellen Asplenie“ (die immunologische Funktion der Milz wird 
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unterbunden). Deshalb muss die Behandlung unter möglichst keimarmen Bedingungen 

stattfinden. Zehn bis 14 Tage nach der Transplantation kommt es zur Rekonstitution von 

Granulozyten, die einen relativen Schutz vor bakteriellen Infektionen gewähren. Die 

Anfälligkeit gegenüber Virus- und Pilzinfektionen besteht jedoch über einen wesentlich 

längeren Zeitraum. Heute wird zunehmend eine Konditionierung mit reduzierter Intensität 

(RIC) angewandt. Diese ist nicht myeloablativ und ermöglicht ein Anwachsen der 

transplantierten Zellen daher in erster Linie durch Immunsuppression. 

 

1.1.4. Gewinnung hämatopoetischer Stammzellen 

Klassischerweise werden die transplantierten Stammzellen aus dem Knochenmark gewonnen. 

Hierbei werden aus den Beckenkämmen der Spender unter Vollnarkose 1000-1500 ml 

Knochenmarkblut entnommen, aus dem die Stammzellen übertragen werden. Eine heute 

anerkannte Alternative bieten Stammzellen aus dem peripheren Blut. Diese sind 

charakterisiert durch die Expression des Oberflächenantigens CD34. Man beobachtete, dass 

bei Patienten, die chemotherapeutisch behandelt wurden, Stammzellen vermehrt auch im 

peripheren Blut zu finden waren (Juttner et al. 1990). Die Anzahl der Zellen konnte durch die 

Gabe von Wachstumsfaktoren wie GM-CSF und G-CSF noch gesteigert werden (Gianni et al. 

1989). Heute ist es ein übliches Verfahren, den Spender im Vorfeld der Transplantation für 4-

5 Tage mit den hämatopoetischen Wachstumsfaktoren (GM-CSF, G-CSF) zu behandeln und 

dann ohne operativen Eingriff die Stammzellen mittels Leukapherese aus dem peripheren 

Blut „abzusammeln“. Über eine Infusion werden die Stammzellen dann in den Empfänger 

übertragen. Eine weitere Quelle hämatopoetischer Stammzellen stellt das Nabelschnurblut 

dar. Die Anzahl der daraus gewonnenen Zellen ist jedoch sehr begrenzt und wird daher eher 

in der Pädiatrie eingesetzt. 

 

1.2. Donor-Lymphozyten-Infusion 

In Mausexperimenten konnte 1962 erstmals gezeigt werden, dass Donormilzzellen, 

übertragen nach einer allogenen KMT in stabile Chimäre (mit Donorzellen rekonstituierte 

Tiere), keine GvHD auslösen (Vos et al. 1962). In den 70er Jahren bestätigten weitere Studien 

mit Hunden und Mäusen diese Beobachtungen (Weiden et al. 1976; Slavin et al. 1978). Das 

Potential einer solchen Übertragung von Donorlymphozyten nach einer Transplantation als 

eine Form der Tumortherapie wurde erst vor etwa 15 Jahren erkannt. 

1990 konnten Kolb et al. bei CML Patienten mit Rezidiv erstmals eine Remission durch die 

Gabe von Lymphozyten des ursprünglichen Knochenmarkspenders erzielen (Kolb et al. 
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1990). Bis dahin waren wiederkehrende Erkrankungen mit der Gabe von IFN-α behandelt 

worden. Diese Behandlung resultierte jedoch nur bei einigen Patienten in einer Suppression 

des Philadelphia-Chromosoms und war nicht kurativ (Arcese et al. 1990; Higano et al. 1992). 

Die Alternative zur Behandlung mit IFN-α war eine erneute Transplantation mit 

Knochenmark. Dadurch konnte ebenfalls in einigen Fällen eine Remission erzielt werden, 

jedoch ist eine erneute Transplantation mit einer erhöhten Morbidität und Mortalität assoziiert 

(Mrsic et al. 1992; Radich et al. 1993). Die bei der Donor-Lymphozyten-Infusion (DLI) 

übertragenen Zellen sind im Wesentlichen T-Zellen aus dem peripheren Blut des Donors. Im 

Gegensatz zu den oben genannten Tierversuchen, kommt es beim Menschen jedoch nach der 

Übertragung solcher Infusionen nach wie vor in den meisten Fällen zu der Entwicklung einer 

GvHD. Das ist jedoch stark abhängig von der Anzahl der übertragenen Zellen, sowie vom 

Zeitpunkt der DLI nach der KMT.  In den letzten Jahren hat sich die DLI als 

Therapieverfahren zur Behandlung von Rezidiven, insbesondere bei CML-Patienten, etabliert. 

Bei der Behandlung von akuten Leukämien ist die Gabe von Lymphozyten deutlich weniger 

erfolgreich. Die rasche Proliferation der malignen Zellen scheint den entstehenden GvL-

Effekt zu überwältigen. 

Neben der Gabe von unmanipulierten Lymphozyten gibt es eine Reihe von Ansätzen, 

antigenspezifische T-Zellen zu übertragen. Diese sollen gezielt zu therapeutischen Zwecken 

eingesetzt werden. So zum Beispiel, um Epstein-Barr-Virus assoziierte lymphoproliferative 

Erkrankungen zu behandeln, die unmittelbar nach der Transplantation auftreten können 

(Papadopoulos et al. 1994; Rooney et al. 1995). In vitro Versuche zeigten,  dass diese 

virusspezifischen T-Zellklone keine Aktivität gegen HLA-Moleküle des Empfängers 

entwickeln. Dies würde Vorteile hinsichtlich der Entwicklung einer GvHD haben. Auch die 

Gewinnung leukämiespezifischer CTL wird untersucht. Falkenburg et al. konnten in einem 

Fall solche spezifische Zellen generieren und in vitro expandieren. Durch Behandlung  des 

Patienten mit einer Infusion dieser spezifischen T-Zellen konnte eine Remission erzielt 

werden jedoch nicht ohne das Auftreten einer GvHD. Das Verfahren zur Gewinnung 

leukämiespezifischer CTL in ausreichenden Mengen ist jedoch sehr aufwendig und zum 

jetzigen Zeitpunkt limitiert.  
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1.3. Graft-versus-Leukämie Effekt 

Bereits vor 30 Jahren schlugen Barnes und Loutit vor, dass der Transfer von Knochenmark 

mit einem Antitumor-Effekt assoziiert ist, der nicht durch eine Chemo- oder 

Bestrahlungstherapie zu erklären ist (Barnes et al. 1956). Dieser Effekt wird oft als Graft-

versus-Leukämie (GvL)-Effekt bezeichnet. Der GvL-Effekt wird, wie auch die GvHD (siehe 

1.4), hauptsächlich durch T-Zellen vermittelt. Dies wird aus der Tatsache geschlossen, dass 

eine T-Zelldepletion  zwar das Auftreten und die Schwere einer GvHD mindert, jedoch auch 

mit einer erhöhten Rückfallrate assoziiert ist (Apperley et al. 1988; Horowitz et al. 1990).  

Kolb et al. konnten zeigen, dass durch die Transfusion von Donorlymphozyten, insbesondere 

bei Patienten mit CML, aber auch bei AML-Patienten im Rezidiv, eine erneute Remission 

induziert werden kann (Kolb et al. 1990; Helg et al. 1993; Jiang et al. 1993). So konnte bei 

vielen CML-Patienten eine dauerhafte, molekularbiologisch nachweisbare Remission erzielt 

werden. Bei akuten Leukämien ist das Ansprechen auf DLI-Gaben deutlich schlechter und 

abhängig von der Resterkrankung zum Zeitpunkt der Infusion (Kolb et al. 1995; Mehta et al. 

1997). Dies liefert einen Hinweis darauf, dass zwischen den Effektorzellen (Lymphozyten) 

und den Zielzellen (Leukämiezellen) ein bestimmtes Verhältnis nicht unterschritten werden 

sollte. Auch das schnelle Voranschreiten der akuten Erkrankungen wirkt sich negativ aus. Bei 

der CML zeigt sich der positive Effekt einer Lymphozyteninfusion oft erst nach einer 

Verzögerung. Dies reflektiert wahrscheinlich die Expansionsphase Tumor-reaktiver T-

Zellklone.    

Der genaue Mechanismus des GvL-Effektes ist jedoch noch nicht verstanden. Unklar ist, ob 

dieser Effekt durch CD4+ oder CD8+ T-Zellen vermittelt wird (Hsieh et al. 2000). Auch NK 

Zellen spielen eine Rolle (Lowdell et al. 1995). Dabei können die T-Zellantworten gegen 

Minor-Histokompatibilitäts-Antigene (mH-Antigene) oder gegen leukämiespezifische 

Antigene gerichtet sein. Es wird vermutet, dass T-Zellen des Donors, die mH-Antigene des 

Spenders erkennen, verantwortlich sind für die Induktion einer GvHD. Es wurden aber auch 

mH Antigen-spezifische T-Zellen aus Patienten isoliert, die keine GvHD entwickelten. Einige 

dieser T-Zellen erkennen bevorzugt hämatopoetische Zellen, während andere auch Zellen 

unterschiedlicher Gewebe angreifen (de Bueger et al. 1991; de Bueger et al. 1992). Es konnte 

gezeigt werden, dass alle mH Antigen-spezifischen CD8+ CTL zirkulierende reife 

Leukämiezellen lysieren und Vorläuferzellen supprimieren können. mH Antigen-spezifische 

CD4+ T-Zellen sind ebenfalls in der Lage, myeloische Leukämievorläuferzellen zu 

supprimieren. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass mH Antigen-spezifische T-Zellen 

eine potente Immunantwort gegen die leukämischen Zellen aufbauen können. Die  
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Hauptaufgabe der CD4+ Zellen scheint darin zu bestehen, Leukämie-reaktive, mH Antigen-

spezifische CD8+ T-Zellen zu rekrutieren (Zorn et al. 2002).  In einigen Fällen konnten CTL 

isoliert werden, die spezifisch Leukämiezellen von anderen hämatopoetischen Zellen 

unterscheiden, was jedoch wahrscheinlich auf der Tatsache beruht, dass einige mH-Antigene 

im hämatopoetischen System differentiell exprimiert werden. So eine differentielle 

Expression konnte für die mH-Antigene HA1 und HA2 gezeigt werden (Marijt et al. 2003). In 

vielen malignen Zellen sind chromosomale Translokationen die Ursache für die Produktion 

von Fusionsproteinen. Dazu gehört zum Beispiel die 9:22-Translokation (Philadelphia-

Chromosom, bcr-abl-Fusionsprotein) bei der CML. Wenn Peptidsequenzen dieser neu 

entstandenen Proteine im Kontext von MHC-Molekülen auf der Oberfläche von 

Leukämiezellen präsentiert werden, könnte dies T-Zellen aktivieren, die solche Zellen dann 

spezifisch erkennen (Bocchia et al. 1996). Bis jetzt ist jedoch nicht klar, ob diese 

leukämiespezifischen Antigene genutzt werden können, um spezifische T-Zellantworten 

gegen die malignen Zellen zu induzieren. 

 

1.4. Graft-versus-Host Disease 

Das Phänomen der Graft-versus-Host Disease (GvHD) wurde erstmals im Mausmodell nach 

dem allogenen Transfer von Knochenmark beschrieben. Obwohl die Tiere sich von der 

Strahlenkrankheit (der „primären Krankheit“) erholten, starben sie später and der so 

genannten „sekundären Krankheit“ (van Bekkum et al. 1967). Als Ursache dafür erkannte 

man die Reaktion immunkompetenter Zellen des Spenders gegen das Gewebe des 

Empfängers. Aufgrund der Richtung dieser Immunreaktion ist diese Erkrankung heute als 

Transplantat-gegen-Wirt Reaktion (Graft-versus-Host Disease) bekannt (Billingham et al. 

1959). 

Sie bildet die Hauptkomplikation nach einer Knochenmarktransplantation und tritt je nach 

Übereinstimmungsgrad von Spender und Empfänger in unterschiedlicher Häufigkeit und 

Schweregrad auf. Man unterscheidet aufgrund des zeitlichen Verlaufs zwei Formen von 

GvHD: Zum einen die akute Form, zum anderen die chronische Form. Vermittelt werden 

diese Reaktionen von T-Zellfraktionen, die im Transplantat enthalten sind. Eine weitere 

Vorraussetzung für das Entstehen einer GvHD ist die Tatsache, dass sich Spender und 

Empfänger in ihren Gewebemerkmalen, den so genannten Major-Histokompatibilitäts-

Antigenen (MHC, beim Menschen HLA (humane Leukozytenantigene) genannt) 

unterscheiden, wobei schon Unterschiede in Minor-Antigenen (im MHC präsentierte 

körpereigene (self-origin) Peptide) ausreichen können, um eine GvHD zu induzieren. Hinzu 
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kommt die Tatsache, dass der Spender nach den Konditionierungsmaßnahmen für eine 

Knochenmarktransplantation durch Chemo- und Bestrahlungstherapie nicht über ein 

ausreichendes Immunsystem verfügt, um eine effektive Antwort gegen die transplantierten 

Zellen aufzubauen. Diese Voraussetzungen wurden 1966 von Billingham formuliert 

(Billingham 1966) und sind bis heute gültig.   

 

1.4.1. Akute GvHD 

Die akute Form der GvHD beginnt üblicherweise zwei bis fünf Wochen nach der 

Transplantation, bei HLA-unterschiedlichen Transplantaten und ohne vorherige Prophylaxe 

auch schon innerhalb weniger Tage.  Die Häufigkeit und die Schwere der Erkrankung hängen 

von verschiedenen Faktoren ab. Dabei spielen die Unterschiede der Gewebemerkmale von 

Spender und Empfänger ebenso eine Rolle wie die Anzahl von T-Lymphozyten im 

Transplantat und die Art der Prophylaxe-Behandlung. So kann sich bei 10%- 80% der 

Patienten eine GvHD entwickeln. Man unterscheidet  verschiedene Schweregrade von I-IV, 

entsprechend der auftretenden Organdysfunktionen. Die Grade I und II sind assoziiert mit 

einer niedrigen Morbidität, sind jedoch ein signifikanter Risikofaktor für die Entwicklung 

einer chronischen GvHD im weiteren Verlauf. Für die Grade III und IV ergibt sich eine 

deutlich schlechtere Prognose. Die Mortalität im Falle einer GvHD vom Grad IV liegt bei 

nahezu 100%. Betroffene Zielorgane der akuten GvHD sind hauptsächlich das Immunsystem, 

Haut, Leber und der Gastrointestinaltrakt.  Andere Gewebe können jedoch ebenso betroffen 

sein (Atkinson 2000).  

 

1.4.1.1. Pathophysiologie der akuten GvHD 

An der Entstehung der akuten GvHD sind verschiedene Pathomechanismen beteiligt. Eine 

Rolle spielen dabei unterschiedliche Zellpopulationen, Zytokine, Spender- und 

Empfängerkomponenten (Ferrara et al. 1996). Man unterscheidet drei Phasen des Verlaufs 

(siehe Abb.1): Bereits bei der Konditionierung des Empfängers kommt es zu einer 

Schädigung des Gewebes, in erster Linie von mitotisch aktiven Zellverbänden in der Haut, 

den Schleimhäuten des Gastrointestinal- und Respirationstraktes und der Leber (Eissner et al. 

1995; Holler et al. 1995). Dies führt zur Freisetzung insbesondere von proinflammatorischen 

Faktoren wie Tumor-Nekrose-Faktor–α (TNF-α), Interferon-γ (IFN-γ), Interleukin-1 (IL-1) 

und IL-6, welche die Funktion von T-Zellen und Antigen-präsentierenden Zellen (APC)  

beeinflussen. In der so genannten afferenten Phase kommt es zur Aktivierung von Donor T-

Zellen durch Antigen-präsentierende Zellen wie Makrophagen (MΦ) und dendritische Zellen 
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(DC), welche Antigen in Form von MHC-, bzw. HLA-Peptid Komplexen präsentieren (Sette 

et al. 1995). Dabei spielen Interaktionen kostimulatorischer Moleküle wie CD80, CD86 auf 

APCs und CD28 (auf T-Zellen) eine bedeutende Rolle (June et al. 1994; Schultze et al. 1996). 

Die Freisetzung von Zytokinen wie IL-2 und IFN-γ, sowie die erhöhte Expression von MHC-

Molekülen und die Rekrutierung zusätzlicher Effektorzellen,  führen zu einer Verstärkung der 

T-Zellaktivierung und der Reifung von zytotoxischen T-Zellen (CTL). Letztendlich kommt es 

zu einem Angriff der Spenderzellen auf das Gewebe des Empfängers. Dies wird als die 

efferente Phase bezeichnet. Die zytotoxischen T-Zellen vermitteln ihre Wirkung auf die 

Zielzellen direkt durch die Freisetzung von Perforin/Granzym, wobei die Zellen lysiert 

werden, oder durch Fas/FasL Interaktion. Letzteres führt zur Induktion von Apoptose in der 

Zielzelle. Indirekt können die CTL außerdem über die Freisetzung von TNF-α  in den 

Empfängerzellen Apoptose induzieren (Ferrara et al. 1999). 

 

                
Abb.1: Schematische Darstellung des immunpathophysiologischen Verlaufs der akuten GvHD 
(modifiziert nach H.J. Deeg und M. Yamaguchi; Antkinson K., ed. Clinical Bone Marrrow and Blood 
Stem Cell Transplantation): 1. das Konditionierungsregime vor der Transplantation resutliert in einer 
Gewebeschädigung und der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine; 2. allogene Erkennung: 
antigenpräsentierende Zellen (Makrophagen (MΦ) und dendritische Zellen (DC)) präsentieren den 
Donorzellen Antigen in Form von MHC-Peptid-Komplexen. Außerdem liefern sie kostimulatorische 
Signale (z. Bsp. CD80, CD86 und CD40). Diese und weitere kostimulatorische Interaktionen (ICAM-
LFA1) führen zur 3. Aktivierung von Donor-T-Zellen und einer vermehrten Zytokinfreisetzung. Dies 
verstärkt wiederum die Funktion der antigenpräsentierenden Zellen. Die Reifung zytotoxischer T-
Zellen, zusammen mit anderen Faktoren (wie TNF-α) führt zur weiteren Schädigung von 
Rezipientengewebe (im Wesentlichen durch Apoptose) und damit zu einer klinischen Manifestation 
der GvHD.  
 

- 8 - 



 
  Einleitung 

1.4.1.2. Risikofaktoren und Behandlung 

Es gibt eine Reihe von Faktoren, die bei der Entwicklung einer GvHD eine Rolle spielen. So 

ist die Kompatibilität zwischen Spender und Empfänger von entscheidender Bedeutung. Die 

Wahrscheinlichkeit der Entstehung einer GvHD ist bei einer Transplantation zwischen HLA-

identischen Geschwistern am niedrigsten und am höchsten bei nicht übereinstimmenden 

Transplantationspaaren, wie nicht-verwandten, nicht genetisch-identen Spendern und 

Empfängern (Atkinson 2000). Das Alter und das Geschlecht von Spender und Rezipient 

spielen ebenfalls eine Rolle. So werden Transplantationen überwiegend bei Patienten <55 

Jahren durchgeführt. Das Risiko einer GvHD-Entstehung ist nach der Übertragung  von 

weiblichen Spenderzellen in einen männlichen Rezipienten 2-3 mal größer, als nach der 

Übertragung in einen Empfänger des gleichen Geschlechts (Gale et al. 1987). Die 

immunkompetenten Spenderzellen erkennen bei einer weiblich-männlichen Donor-

Empfänger-Konstellation Y-chomosomale Proteine, bzw. Peptide, die im Kontext der MHC-

Moleküle auf der Zelloberfläche präsentiert werden. 

Ein wichtiger Faktor zur Vermeidung einer GvHD ist die Prophylaxe. So führt ein Auslassen 

der Prophylaxe-Behandlung in 90%-100% zur Entwicklung einer GvHD. Mit der heute 

üblichen vorbeugenden Behandlung kann die Inzidenz einer GvHD deutlich reduziert werden. 

Zur Behandlung, ebenso wie zur Prophylaxe einer GvHD, werden hauptsächlich 

Immunsuppressiva und Corticosteroide eingesetzt. Ihr anti-inflammatorischer Effekt, sowie 

die Fähigkeit Lymphozyten in der Interphase zu lysieren, führen meist zu einer umgehenden 

Verbesserung des Zustands des Patienten. Zu den eingesetzten Mitteln zählen Methotrexat, 

Cyclophosphamid, Cyclosporine und Prednisolone in unterschiedlicher Dosis und 

Kombination (Atkinson 2000). 

 

1.4.2. Chronische GvHD 

Die GvHD, die 100 Tage oder noch später nach der Transplantation auftritt, wird als 

chronische GvHD bezeichnet. Sie kommt bei etwa 50% der Patienten nach HLA-identischer 

Geschwistertransplatation vor, ist aber in nur ca. 5% der Fälle lebensbedrohlich (Atkinson 

1990). Die chronische GvHD kann sich aus einer akuten GvHD entwickeln, nach einer Phase 

ohne klinisch offensichtlicher GvHD auftreten oder aber auch de novo entstehen, ohne dass es 

vorher zu einer akuten GvHD kam (Shulman et al. 1980; Sullivan et al. 1981). Es handelt sich 

bei der chronischen GvHD um ein systemisches Multiorgansyndrom. Betroffen sind 

überwiegend die Haut und Schleimhäute, Lungen und der Gastrointestinaltrakt. 
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1.4.2.1. Pathogenese der chronischen GvHD 

Ausgelöst wird die chronische GvHD ebenfalls durch den Angriff von Donor T-Zellen im 

Transplantat auf Rezipientenzellen, die sich durch Major- oder Minor- Histokompatibilitäts-

Antigene vom Spender unterscheiden. Dadurch kommt es zur Schädigung von Epithelien, 

Infiltration von inflammatorischen Zellen, Fibrosen und im lymphoiden System zu einer 

Hypozellularität und Atrophie. 

Ein dominanter Effekt der chronische GvHD ist die erhebliche Immundefizienz. Dies 

resultiert in einer funktionellen Asplenie. Aus diesem Grund kommt es oft zu Infektionen, 

insbesondere durch bakterielle Erreger (Atkinson et al. 1979; Atkinson et al. 1982). Zur 

Pathogenese der Erkrankung tragen ebenfalls zirkulierende autoreaktive T-Zellen, 

Autoantikörper sowie abnormale regulatorische Zellen bei. Daher gleicht die chronische 

GvHD einer Autoimmunkrankheit. Obwohl bekannt ist, dass T-Zellen die Ursache der GvHD 

sind, ist jedoch der genaue Mechanismus der Organzerstörung noch nicht genau verstanden. 

Zwei Fakten sind jedoch sicher: Die inflammatorischen Infiltrate bestehen im Wesentlichen 

aus CD8+ mononukleären Zellen und es konnte gezeigt werden, dass die Lymphozyten 

direkten Kontakt zu den Epithelzellen haben (Ferrara et al. 1989). Dies legt die Vermutung 

nahe, dass sie direkte Zytotoxizität ausüben. Weiterhin konnte in einem murinen Modell 

gezeigt werden, dass T-Zellen in der chronischen GvHD Lymphokine  freisetzten, die in 

Fibroblasten die Kollagensekretion erhöhen. Dies ist eine mögliche Ursache für Fibrosen (De 

Clerc et al. 1986; Liem et al. 1999). 

 

1.4.2.2. Risikofaktoren und Behandlung 

Für die Entstehung einer chronischen GvHD sind insbesondere Patienten prädisponiert, die an 

einer akuten GvHD leiden (Atkinson et al. 1990). Darüber hinaus haben auch das Alter und 

das Geschlecht von Donor und Rezipient einen wesentlichen Einfluss bei der Entstehung der 

Erkrankung. Es scheint, dass der Transfer von G-CSF mobilisierten Stammzellen aus dem 

peripheren Blut mit einem höheren Risiko einer chronischen GvHD assoziiert ist (Storek et al. 

1997). Behandelt wird die chronische GvHD mit Cyclosporin, Steroiden, Azathioprin, 

Thalidomid oder UV-A Strahlen (Atkinson et al. 1986; Sullivan et al. 1988; Bacigalupo et al. 

1990; Vogelsang et al. 1992).  
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1.5. Strategien zur Vermeidung von GvHD/ Transplantat Modifikationen 

Seit erkannt wurde, dass im Transplantat enthaltene T-Zellen die Ursache für das Entstehen 

einer GvHD sind, wurden zahlreiche Versuche unternommen, das Transplantat zu 

modifizieren. Bereits Anfang der 70er Jahre fand man im Tiermodell erste Ansätze, die 

GvHD  zu behandeln. Dabei wurden zunächst die Rezipienten vor dem Transfer mit Anti-

Lymphozyten-Globulinen behandelt (van Bekkum et al. 1972).  

Die wohl effektivste Methode zur Vermeidung einer GvHD ist die Depletion von T-Zellen 

aus dem Transplantat (Lowenberg et al. 1986; Champlin 1990). Dafür wurde bereits eine 

Vielzahl von Strategien entwickelt. Zum einen werden die T-Zellen durch physikalische 

Methoden (Lectin-Separation, Auswaschen oder E-Rosetten) separiert, zum anderen durch 

den Einsatz von Antikörpern aus dem Transplantat entfernt (Blazar et al. 1985). Dabei 

werden zum Beispiel Toxin-gekoppelte Antikörper verwendet, oder die Knochenmarkzellen 

werden mit Antikörper und Komplement inkubiert (Preijers et al. 1988; Cavazzana-Calvo et 

al. 1990; Soiffer et al. 1990). In beiden Ansätzen wird eine Lyse der T-Zellen erreicht. In 

einem neueren Verfahren werden immunomagnetische Mikrobeads eingesetzt, die an gegen 

die T-Zellen gerichtete Antikörper gekoppelt sind. Mit Hilfe dieser Depletionsverfahren 

können 90%- 99,9% aller T-Zellen eliminiert werden. Dadurch kann eine beträchtliche 

Reduktion in der Inzidenz und der Schwere der GvHD erzielt werden. Dem gegenüber stehen 

jedoch schwerwiegende Probleme. Das Risiko des Transplantatversagens steigt mit der 

Depletion der T-Zellen deutlich an (Maraninchi et al. 1987; Wiesneth et al. 1988). Durch 

einen langanhaltenden Defekt der T-Zellimmunität kommt es zu erhöhter Infektneigung und 

die Inzidenz EBV-assoziierter lymphoproliferativer Erkrankungen steigt. Ein weiterer 

schwerwiegender Nachteil der T-Zelldepletion ist die erhöhte Rezidivneigung der Patienten. 

Dies ist zurückzuführen auf das Fehlen des GvL-Effektes, der ebenfalls durch T-Zellen 

vermittelt wird, die im Transplantat enthalten sind (Apperley et al. 1988). 

In den letzten Jahren wurden daher verschiedene Ansätze entwickelt, das Transplantat zu 

modifizieren, um das Entstehen einer  GvHD zu vermeiden, aber gleichzeitig den GvL-Effekt 

und die Fähigkeit zur Infektabwehr zu erhalten. Einen interessanten Ansatz stellt die 

Blockade kostimulatorischer Moleküle dar. Zur Aktivierung von T-Zellen sind, neben der 

Interaktion des T-Zellrezeptors (TCR) mit dem im Kontext des MHC präsentierten Antigen, 

kostimulatorische Signale nötig. Andernfalls werden die T-Zellen anerg und eine 

Immunreaktion wird nicht ausgelöst. Kommt es jedoch neben der Interaktion des TCR mit 

dem MHC-Peptid-Komplex zu einer Wechselwirkung zwischen CD28 (exprimiert auf der T-

Zelloberfläche) und einem der kostimulatorischen Moleküle, so führt dies zu einer 
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Aktivierung der T-Zelle. Liganden des CD28 sind die Moleküle der B7-Familie (B7.1 und 

B7.2) und das zytotoxische T-Lymphozyten Antigen-4 (CTLA-4). Gribben et al. haben mit 

Hilfe monoklonaler Antikörper gegen B7.1 und B7.2, sowie mit dem Fusionsprotein CTLA-

4-Ig, den kostimulatorischen Weg der T-Zellaktivierung blockiert (Gribben et al. 1996). 

Durch diese ex vivo Blockade konnten anerge, für die alloreaktive Stimulation 

unempfindliche, T-Zellen generiert werden. Die prinzipielle klinische Anwendbarkeit konnte 

in einem ersten Einsatz gezeigt werden (Guinan et al. 1999). 

Die Übertragung regulatorischer T-Zellen zur Vermeidung einer GvHD stellt einen weiteren 

Ansatz dar. Durch die Kultur primärer CD4+ T-Zellen mit allogenen Stimulatoren in 

Gegenwart von IL-10 und TGF-β, bzw. IFN-α konnten supprimierende CD4+ T-Zellen 

generiert werden, die nach T-Zellrezeptor-Stimulation die Proliferation alloreaktiver CD4+ T-

Zellen hemmen (Zeller et al. 1999; Levings et al. 2001). Ein weiterer Typ regulatorischer T-

Zelle ist charakterisiert durch die Expression von CD4 und CD25. Die Zellen sind aus dem 

peripheren Blut und lymphatischen Organen der Maus und auch des Menschen isoliert 

worden. Auf der Oberfläche exprimieren sie Marker (CD45RO), die sie als Memory-T-Zellen 

charakterisieren (Diekmann et al. 2001; Jonuleit et al. 2001). Im Mausmodell konnte gezeigt 

werden, dass diese CD4+CD25+ T-Zellen, frisch isoliert aus der Milz oder ex vivo aktiviert 

und expandiert, das Entstehen einer letalen akuten GvHD nach einer allogenen KMT 

supprimieren (Hoffmann et al. 2002; Taylor et al. 2002). Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass die regulatorischen T-Zellen eine Rolle bei der Toleranzinduktion gegenüber allo-

Antigenen spielen (Taylor et al. 2001; Kingsley et al. 2002). Humane CD4+CD25+ T-Zellen 

isoliert aus peripherem Blut können in vitro ohne Verlust ihrer Funktion expandiert werden 

und supprimieren in vitro in einer gemischten Lymphozytenreaktion (mixed lymphocyte 

reaction, MLR) Alloreaktivität (Levings et al. 2001).  

Neben der Induktion von Anergie in alloreaktiven T-Zellen und der Übertragung 

regulatorischer T-Zellen verfolgen mehrere Arbeitsgruppen eine andere Strategie, um das 

Entstehen einer GvHD zu vermeiden: die Transplantatmodifikation durch selektive 

Elimination alloreaktiver T-Zellsubgruppen. Einer der ersten Ansätze war die Elimination 

durch gegen den IL-2-Rezeptor (IL-2R, CD25) gerichtete Immunotoxine nach Stimulation in 

vitro (Cavazzana-Calvo et al. 1990). Diese Behandlung resultierte in einer 1.5-log 

Reduzierung alloreaktiver Zellen. Wie im Mausmodell gezeigt wurde, reicht das jedoch nur 

für eine Abschwächung des GvHD-Risikos aus (Cavazzana-Calvo et al. 1994). Weitere 

Versuche ergaben, dass aber die Anti-Leukämie- und Anti-Virus-Aktivität im Transplantat 
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erhalten bleiben (Montagna et al. 1999). Inzwischen wurden bereits die ersten klinischen 

Tests zur Anwendbarkeit dieser Methode durchgeführt (Andre-Schmutz et al. 2002). 

Im Gegensatz zu Cavazzana-Calvo et al. depletierten Koh et al. aktivierte Lymphozyten 

aufgrund der Oberflächenexpression des CD69-Moleküls (Koh et al. 1999). Effizienter zur 

Elimination alloreaktiver T-Zellen erweist sich ein Verfahren, das gegen beide 

Oberflächenmarker, CD25 und CD69 gerichtet ist (Fehse et al. 2000). Auch 

Depletionsverfahren, die sich gegen drei Aktivierungsmarker richten (CD25, CD69 und HLA-

DR), wurden angewandt (Rencher et al. 1996). 

Ein neuerer Ansatz von Hartwig et al. besteht darin alloreaktive T-Zellen durch Induktion des 

Aktivierungs-induzierten Zelltodes (activation induced cell death, AICD) zu eliminieren. Der 

AICD wird vermittelt durch die Interaktion von CD95 mit seinem Liganden (CD95L, das 

sogenannte „Fas-FasLigand-System) und stellt einen Weg zur Kontrolle der Expansion 

Antigen-aktivierter T-Zellen dar (Lenardo et al. 1999). Durch repetitive Stimulation 

alloreaktiver T-Zellen ex vivo mit allo-Antigen wird AICD in diesen Zellen induziert. Eine 

solche Behandlung vor dem Transfer erlaubt die Elimination alloreaktiver Zellen ohne 

Verlust der antiviralen, bzw. antileukämischen T-Zellen. Eine weitere Option zur Depletion 

alloreaktiver T-Zellen haben Chen et al. 2002 veröffentlicht. Durch einen photodynamischen 

Prozess werden gegen den Empfänger reaktive Zellen aus dem Transplantat eliminiert (Chen 

et al. 2002). Dabei wird ein photoaktives Rhodaminderivat genutzt. Dieses wird in den 

Mitochondrien aktivierter Zellen zurückgehalten. In ruhenden T-Zellen wird der Farbstoff 

durch einen Transporter aus der Zelle gepumpt. In aktivierten Zellen ist dieser Transporter 

inaktiviert. Werden die Zellen nun sichtbarem Licht (514 nm) ausgesetzt, werden sie durch 

Oxidation der Mitochondrien getötet. Die gleiche Arbeitsgruppe hat 2004 eine weitere 

Methode entwickelt, um die Entstehung einer GvHD zu vermeiden (Chen et al. 2004). 

Hierbei werden memory-, bzw. aktivierte T-Zellen übertragen, die bereits mit ihrem 

entsprechenden Antigen in Kontakt gekommen sind. Selektioniert werden bei diesem 

Verfahren Zellen, die CD62L-negativ (L-Selektin-negativ) sind. CD62L wird auf naiven T-

Zellen exprimiert und bewirkt deren homing in die Lymphknoten. Bei Aktivierung der T-

Zellen wird die Expression des CD62L herunterreguliert. Hatten die Spender T-Zellen bis 

dato keinen Kontakt mit Empfänger Antigen (antigen-naiv), so sind die potentiell 

alloreaktiven Zellen in der Population naiver T-Zellen (CD62L+) enthalten und können auf 

diese Weise aus dem Transplantat entfernt werden. 

Die Möglichkeit alloreaktive T-Zellen nach dem Transfer in vivo zu eliminieren bietet sich 

durch die Transfektion transferierter T-Zellen mit einem so genannten Suizidgen, der Herpes 
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Simplex Virus Thymidine Kinase (Bonini et al. 1997; Cohen et al. 1997). Dieses Suizidgen 

erlaubt es, das Überleben der Donor T-Zellen durch Gabe des antiviralen Wirkstoffes 

Ganciclovir (GCV) zu regulieren. Dieser an sich nicht toxische Wirkstoff wird relativ selektiv 

durch die virale Thymidinkinase phosphoryliert, durch zelluläre Kinasen weiter 

phosphoryliert und das entstehende Pseudonukleotidtriphosphat wirkt dann in sich teilenden 

Zellen toxisch (Kettenabbruch der DNA Synthese). Die Spezifität der Zelltötung ist daher 

eher abhängig von der Zellzyklusphase, in der sich die Zellen befinden, als von der 

Alloerkennung. Denn auch homeostatische Signale treiben die T-Zellproliferation (Prlic et al. 

2001; Goldrath et al. 2004). Deshalb ist der Zeitpunkt der GCV-Gabe entscheidend. 

Anfang des Jahres 2004 veröffentlichten Godfrey et al. parallel zu unseren Arbeiten einen 

Ansatz alloreaktive T-Zellen ex vivo zu depletieren (Godfrey et al. 2004). Dabei werden die 

CD4+ Responder-T-Zellen mit dem fluoreszierenden Farbstoff Carboxyfluorescein-Diacetate 

Succinimidylester (CFSE) markiert. Proliferierende, alloreaktive, Zellen verlieren an 

Fluoreszenzintensität und lassen sich durch FACS-Analyse von sich nicht teilenden Zellen 

differenzieren und durch FACS-Sorting separieren. Erste Versuche, bei denen die separierten 

Zellen im Mausmodell übertragen wurden, zeigten eine verminderte Inzidenz von GvHD. 
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1.6. Zielstellung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war es ein Verfahren zu entwickeln, das die Reduktion alloreaktiver CTL 

unter gleichzeitiger Anreicherung leukämiespezifischer Zellen ermöglicht. Als Kriterium für 

die T-Zellaktivierung diente hierbei nicht die Expression bestimmter Aktivierungsmarker wie 

etwa CD25 oder CD69, sondern die Proliferation der T-Zellen.  

Die T-Zellproliferation wird generell als Indikator für den Aktivierungsgrad und als Maß für 

die Zahl der reaktiven T-Zellen verwendet. Dies zeigt sich unter anderem darin, dass in einer 

Vielzahl von Veröffentlichungen mit T-Zell-immunologischen Fragestellungen der 3H-

Thymidin-Einbau als Methode zur Bestimmung der T-Zellaktivierung eingesetzt wird. In der 

Vergangenheit konnte in einer Zahl unabhängiger experimenteller Systeme gezeigt werden, 

dass T-Zellen nur in sehr begrenztem Umfang antigenunabhängig proliferieren und, dass für 

die Proliferation eine spezifische TCR-Stimulation notwendig ist (Weiss 1998). 

In der hier bearbeiteten Fragestellung sollte die Beurteilung der T-Zellproliferation auf 

Einzellzellbasis erfolgen. Die Zellen wurden in vitro mit CFDA-SE gefärbt, einem 

Fluoreszenzfarbstoff, der über Diffusion in das Zytoplasma der Zellen gelangt und über 

Azobindungen kovalent an zytoplasmatische Proteine bindet. Teilen sich im Folgenden 

bestimmte Zellgruppen des Ansatzes, so geben sie die Hälfte des Farbstoffes an die beiden 

Tochterzellen ab. Dies ist im Durchflusszytometer sehr gut erfassbar und erlaubt eine 

Separation proliferierender Zellen von nicht proliferierenden Zellen mittels FACS-Sorting. 

Die Gegenfärbung mit Fluoreszenzmarkierten Antikörpern erlaubt eine genaue Identifikation 

der Subpopulationen. 

Im Mausmodell sollte der Frage nachgegangen werden, ob auf diese Weise eine Trennung 

GvL- und GVHD-vermittelnder Zellen aus Donor-Lymphozyten-Präparationen möglich ist 

und ob die nicht proliferierenden Zellen nach dieser Prozedur noch einen protektiven Effekt 

gegen die spezifische Leukämie in vivo zeigen, während die proliferierenden Zellen 

diejenigen sind, welche für die Induktion einer GvHD verantwortlich sind. Dabei wurden 

sowohl ein MHC-identes als auch ein MHC-disparates Modell gewählt. In letzterem 

unterscheiden sich Donor und Rezipient durch Major- und Minorantigene, während im MHC-

identen Modell nur die Minorantigene unterschiedlich sind. 
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3. Material und Methoden 
 

3.1. Material 

 

3.1.1. Zellen und Zelllinien 

Murine Lymphozyten: 

Die Zellen wurden aus Milz, Knochenmark oder Blut isoliert 

 

Murine Tumor Zelllinien: 

P815/B7 

Hierbei handelt es sich um eine Mastozytom-Zelllinie auf DBA/2-Hintergrund. Diese wurde 

mit dem kostimulatorischen Molekül B7.1 (CD80) transfiziert (Fields et al. 1998) und diente 

in dieser Arbeit als Modelltumor sowie als Zielzelllinie im 51Chrom-Freisetzungstest. 

 

EB 

EB ist ein durch Methylcholanthren induziertes, wenig metastasierendes T-Zell-Lymphom 

aus DBA/2 (Parr 1972). Die Zellen dienten im Zytotoxizitätstest als Zielzellen. 

Die Kultur erfolgte in RPMI1640 mit 10% FKS. 

 

AG104A 

Diese Zelllinie stammt aus dem Labor von Hans Schreiber, University of Chicago, Chicago, 

USA. Es handelt sich um ein spontanes Fibrosarkom aus dem Mausstamm    C3H (Ward et al. 

1989). Diese adhärent wachsenden Zellen wurden von uns ebenfalls im 51Chrom-

Freisetzungstest als Zielzellen eingesetzt. 

 

8101 Re12 

Bei 8101 Re12 handelt es sich um einen durch UV-Licht induzierten Tumor auf C57BL/6-

Hintergrund (Ward et al. 1989). Die Zelllinie stammt ebenfalls aus dem Labor von Hans 

Schreiber, Chicago.    

In unseren Versuchen wurden die Zellen als Zielzellen im Zytotoxizitätstest verwendet. 
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3.1.2. Chemikalien und Substanzgemische 

Medien und Lösungen 

RPMI1640     Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, D 

L-Glutamin 200mM (100x)    Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Penicillin/Streptomcin (100x)   Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Fötales Kälberserum    Sigma, Steinhagen, D 

Trypsin/EDTA (10x)    Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Non essential amino acids   Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, D 

β-Mercaptoethanol 50mM   Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, D 

Gentamicin 50mg/ml    Sigma, Steinhagen, D 

MethoCult     StemCell Technologies, St. Katharinen, D 

DMSO      WAK-Chemie Medical GmbH, Steinbach, D 

 
T-Zell-Medium    RPMI1640 

       10% FKS 

       1% L-Glutamin 

       1% Penicillin/Streptomycin 

       1% NEAA 

       0,1% β-Mercaptoethanol 

       0,1% Gentamicin 

 
1x PBS pH 7,4:    137 mM NaCl 

      2,7 mM KCl 

      8,1 mM Na2HPO4 x 2H20 

      1,5 mM H2PO4 

      H2O ad 1 Liter 

 
FACS-Puffer:     1x PBS (pH 7,4) + 0,5% BSA + 0,1% Natriumazid 

MACS-Puffer:    1x PBS (pH 7,2) + 0,5% BSA + 2mM EDTA 

 
Erythrozyten-Lyse:    1,55 M NH4Cl 

   100 mM KHCO3

   1 mM EDTA 

Lympholyte-M   Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada 

Trypanblau 0,4%ig   Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, D 
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Chemikalien 

BSA   Roth, Karlsruhe, D 

Natriumazid   Merck, Darmstadt, D 

Paraformaldehyd   Merck, Darmstadt, D 

Mitomycin C   Sigma, Steinhagen, D 

Interleukin-2 (Proleukin)   Chiron GmbH, Ratingen, D 

Heparin (Liquemin N5000)   Roche, Grenzach-Wyhlen, D 

CFSE   Molecular Probes, Eugene OR, USA 

Propidium Iodid   Fluka, Buchs, Schweiz 

 

Antikörper für Durchflusszytometrie und Zellseparation 

Primärantikörper: 

Tabelle 1: in der Durchflusszytometrie verwendete Primärantikörper 

Antigen Klon Markierung Nachweis von Hersteller 
H2-Kd SF1-1.1 PE MHC I BD Pharmingen 

H2-Kk 16-3-22.4 FITC MHC I Southern Biotech

H2-Kb AF6-88.5 FITC MHC I BD Pharmingen 

CD5.1/Ly1.1 H11-86.1 FITC T-Lymphozyten BD Pharmingen 

CD3ε 145-2C11 FITC T-Lymphozyten Southern Biotech

CD4 Gk1.5 FITC T-Helferzellen Southern Biotech

CD4 Gk1.5 Biotin T-Helferzellen BD Pharmingen 

CD8α 53-6.7 PE cytotoxische T-Zellen Southern Biotech

CD8α 53-6.7 Biotin cytotoxische T-Zellen BD Pharmingen 

B220/CD45R RA3-6B2 PE B-Zellen BD Pharmingen 

IgM R6-60.2 FITC reife B-Zellen BD Pharmingen 

CD19 1D3 Biotin B-Zellen BD Pharmingen 

Gr1 RBG8C5 keine Granulozyten Hybridom-ÜS 

Mac1/CD11b 5C6 keine Macrophagen Hybridom-ÜS 

ckit ACK-2 keine myeloische Vorläufer Hybridom-ÜS 

Thy1.2 30-H12 PE T-Zellen DPC Biermann 

Thy1.2 5a-8 Biotin T-Zellen Caltag 

CD25 3C7 PE aktivierte T-Zellen BD Pharmingen 

CD25 7D4 Biotin aktivierte T-Zellen BD Pharmingen 

CD49b DX5 Biotin NK-Zellen BD Pharmingen 
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Sekundärantikörper: 

α Ratte IgG2b-FITC    BD Pharmingen, Heidelberg, D 

Streptavidin-PE-Cy7 (PC7)   Caltag Laboratories, Burlingame CA, USA 

 

Blocking Reagenzien: 

αFcRezeptor-Antikörper   Hybridomüberstand (Klon 2.4G2) 

humanes ImmunglobulinG   Baxter Hyland Immuno, Heidelberg, D 

 

Magnetische Beads: 

α Thy1.2-Micro Beads   Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 

αCD8α-Micro Beads   Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 

 

3.1.3. Radioaktive Substanzen 

Na2-51CrO4   Amersham, Freiburg, D 

 

3.1.4. Verbrauchsmaterialien 

Kulturflaschen    25 cm2, 75 cm2, 175 cm2

      Sarstedt, Nümbrecht, D 

Kryoröhrchen     2 ml 

      Sarstedt, Nümbrecht, D 

Zentrifugenröhrchen    15 ml, 50 ml 

      Sarstedt, Nümbrecht, D 

Kulturplatten     24 well, 96 well 

      Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 

Petrischalen     6 cm, 10 cm Durchmesser  

      Sarstedt, Nümbrecht, D 

Nylonsiebe     100 µm Maschen 

      BD Falcon, Heidelberg, D   

Separationssäulen    Depletion (LD), positive Selektion (SD) 

      Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 

Pipetten     5 ml, 10 ml, 25 ml 

      Sarstedt, Nümbrecht, D 

Spritzen     1 ml, 5 ml, 20 ml zum Einmalgebrauch 

      BD, Heidelberg, D 
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Kanülen     20G, 23G, 27G  

      BD, Heidelberg, D 

Eppendorf-Reaktionsgefäße   1,5 ml, 2 ml 

      Eppendorf, Hamburg, D 

 

Polystyren-Röhrchen    3,5 ml, 5 ml 

      Sarstedt, Nümbrecht, D 

      BD Falcon, Heidelberg, D 

 

3.1.5. Geräte 

Brutschrank     NU AIRE US Autoflow 

      Zapf Instrumente, Sarstedt, D 

Sterilbank     Clan LAF VFR1806 

      Clan LAF, Humlebaek, Dänemark 

Pipetten     1-10µl, 10-100µl, 100-1000µl 

      Eppendorf, Hamburg, D 

Pipetteboy     Eppendorf, Hamburg, D 

Neubauer-Zählkammer   Eydam, Kiel, D 

Zenrtrifuge     GS-6KR Centrifuge 

      Beckmann, Fullerton, CA, USA 

MidiMACS-Separator   Mitenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 

Durchflusszytometer    FACSscan, FACS Canto 

      Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 

FACS-Sorter     Epics Altra 

      Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA 

γ-Counter     Wallac, Turku, Finnland 

Bestrahlungsgerät    Gamma Cell 40 (Cäsium137) 

      Atomic Energy, Canada 
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3.2. Methoden 

 

3.2.1. Zellkultivierung 

Allgemeine Bedingungen der Zellkultur 

Die Arbeit mit Zellkulturen erfolgte unter sterilen Bedingungen. Soweit nicht anders erwähnt, 

wurden die Zellen in RPMI 1640, versetzt mit 5% FKS, 1% L-Glutamin und 1% 

Penicillin/Streptomycin, kultiviert. 

 

Umsetzen adhärenter Zellen 

Das Arbeitsmedium wurde abgesaugt und die Zellen mit 3 ml (25 cm2 große Kulturflasche) 

bis 5 ml (75 cm2 große Kulturflasche) temperiertem (37 °C) 1x PBS gewaschen. Die Zellen 

wurden dann mit 500 µl bis 1 ml Trypsin/EDTA vollständig abgelöst. Das Trypsin wurde mit 

einem Äquivalent FKS neutralisiert. Die Zellen konnten so auf neue Kulturflaschen verteilt 

oder für Experimente eingesetzt werden. 

 

Gefrierkonservierung von Zellen 

Die meisten Zellen können unter weitestgehender Erhaltung ihrer Vitalität durch 

Gefrierkonservierung  unbegrenzt gelagert werden. Dafür wurden die Zellen wie oben 

beschrieben abgelöst, bzw. Suspensionszellen direkt in ein Röhrchen überführt, 5 Minuten bei 

1100 rpm zentrifugiert und anschließend in vorgekühltem Medium oder FKS resuspendiert. 

Dann wurden 10% DMSO zugegeben, Portionen a 800-1000 µl auf Kryoröhrchen verteilt und 

für 1-2 Stunden bei -20 °C gelagert, bevor sie in -80 °C und letztendlich in flüssigen 

Stickstoff überführt wurden. 

 

Auftauen eingefrorener Zellen 

Die Zellen wurden vorsichtig mit 1 ml  vortemperiertem Medium im Kryoröhrchen 

resuspendiert und in 5 ml Medium aufgenommmen. Anschließend wurden die Zellen 5 min. 

bei 1100 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in Medium aufgenommen und in Kulturflaschen 

überführt. 
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Mycoplasmentest 

In der Zellkultur besteht immer die Gefahr einer Kontamination durch Mycoplasmen. Diese 

rufen Veränderungen in Stoffwechsel, Wachstum und der Morphologie der betroffenen Zellen 

hervor. So können Untersuchungsergebnisse erheblich verfälscht werden. Mit einem 

Mycoplasmen Detektions Kit (Venor GeM, Minerva Biolabs, Berlin) wurden die kultivierten 

Zellen deshalb routinemäßig auf Freiheit von Mycoplasmen überprüft. Die Durchführung 

erfolgte nach Angaben des Herstellers. 

 

3.2.2. Mäuse 

Die Versuche wurden mit 6-12 Wochen alten Mäusen durchgeführt. Als Rezipienten dienten 

weibliche Tiere des Stammes DBA/2, als Donoren Mäuse der Stämme Balb/c bzw. C3H. Die 

Tiere stammten aus eigener Zucht oder wurden bei Harlan-Winkelmann (Borchen) gekauft 

und in der tierexperimentellen Einrichtung der Universität Kiel konventionell gehalten. Sie 

erhielten Wasser und Trockenfutter ad libitum. C3HxDBA/2-F1 Generationen stammten 

ebenfalls aus eigener Zucht. Rag1-/--Mäuse auf C57BL/6 Hintergrund wurden uns 

freundlicherweise von Prof. T. Blankenstein (Max-Delbrück-Zentrum für Molekulare 

Medizin, Berlin-Buch) zur Verfügung gestellt. Aufgrund der Immundefizienz wurden die 

Tiere nicht konventionell gehalten sondern unter sterilen Bedingungen in individuell 

belüfteten Käfigen (individually ventilated cages, IVCs). Die Versuche wurden gemäß der 

Richtlinien der europäischen Union durchgeführt und von der deutschen Tierschutzbehörde 

genehmigt. Nach Abschluss eines Experiments wurden die  Tiere durch zervikale Dislokation 

der Analyse zugeführt. 

 

3.2.3. Tierexperimentelle Methoden 

2.2.3.1. Immunisierung 

Spendertiere, Balb/c und C3H, wurden 16 und 9 Tage vor dem Transfer mit DBA-Milzzellen 

oder Tumorzellen (P815/B7) immunisiert. Dazu wurden Einzelzell-suspensionen von DBA/2-

Milzzellen gewonnen. Diese mit 20 Gy gamma-bestrahlten Zellen wurden in 1x PBS (pH 7,4) 

resuspendiert und 1x107 Zellen pro Tier in einem Volumen von 200µl i.p. injiziert. Die 

Tumorzellen wurden für die Immunisierung mit 100 Gy bestrahlt und 5x106 Zellen, ebenfalls 

in 200µl PBS resuspendiert, s.c. injiziert. 
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2.2.3.2. Tumorinduktion 

P815/B7-Zellen wurden in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet, gewaschen  und in 

1x PBS aufgenommen. 5-20x105 Zellen in 200µl PBS wurden mittels einer 27G-Kanüle s.c. 

in die rechte Flanke der Rezipiententiere, DBA/2-Mäuse, injiziert. Das Tumorwachstum 

wurde regelmäßig überprüft und der Tumordurchmesser mit Hilfe einer Schieblehre in drei 

senkrecht zueinander stehenden Dimensionen gemessen. Das Tumorvolumen wurde nach der 

Formel (axbxc)/2 berechnet. Bei einem Tumordurchmesser von 1,5 cm wurden die Tiere der 

Analyse zugeführt. 

 

2.2.3.3. Knochenmarktransplantation 

Konditionierung 

Drei Tage vor dem Transfer wurden die Empfängertiere für die Transplantation konditioniert. 

Um das Immunsystem der Rezipienten zu eliminieren und so eine Abstoßung des 

Transplantats zu verhindern, wurden die Tiere mit 14 Gy letal bestrahlt. Die Bestrahlung 

erfolgte mit einer Cäsium137 Quelle und wurde in drei Dosen von jeweils 4,7 Gy im Abstand 

von 12 Stunden verabreicht.  

Bei einer subletalen Bestrahlung wurden 10 Gy in zwei Dosen gegeben. 

 

Depletion der Thy1.2-positiven Zellen 

Um sicher gehen zu können, dass die beobachteten Effekte nach dem Transfer ausschließlich 

von T-Zellen in den übertragenen Fraktionen vermittelt werden, wurde das zu 

transplantierende Knochenmark T-Zell-depletiert. Dazu wurde das MACS-System der Firma 

Miltenyi (Bergisch Gladbach) eingesetzt. Mit Hilfe magnetischer Beads wurden die Thy1.2-

positiven Zellen aus dem Knochenmark entfernt. Die Zellen wurden dafür wie unter 2.2.4 

beschrieben isoliert und in 90µl MACS-Puffer pro 107 Zellen resuspendiert. Dann erfolgte die 

Zugabe direkt gekoppelter anti-Thy1.2 Microbeads (10µl pro 107 Zellen) und anschließende 

Inkubation für mindestens 15 Minuten bei  4-12 °C. Nicht gebundene Microbeads wurden 

durch einen Waschschritt entfernt. Daraufhin folgte die Depletion der Thy1.2-positiven Zellen 

im MACS-Zellseparator nach Angaben des Herstellers. 

Die Effizienz der Depletion wurde anschließend durch eine α-Thy1.2-Färbung im FACS 

überprüft. Der Anteil residueller T-Zellen betrug regelmäßig unter 0,5%. 
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Intravenöse Injektion der Leukozyten-Fraktionen 

Die zu transferierenden Zellen wurden in 1x PBS aufgenommen. Die Tiere wurden für einige 

Minuten mit Rotlicht bestrahlt, um die Durchblutung der Schwanzvenen zu verstärken und 

dann in einer PVC-Röhre so fixiert, dass ihr Schwanz zugänglich blieb.   5-10x 106 Zellen des 

Thy1.2-depletierten Knochenmarks in 200µl PBS wurden in die Schwanzvene injiziert. Die 

sortierten Zellfraktionen sowie Zellen der unsortierten MLR wurden ebenfalls in einem 

Volumen von 200µl PBS aufgenommen und in die Schwanzvene gespritzt. 

 

Monitoring nach dem Transfer 

Nach dem Transfer wurden die Tiere zunächst täglich gewogen und begutachtet. Bei 

Anzeichen einer GvHD wie Gewichtsverlust (maximal 25%), struppigem Fell und 

zusammengekauerter Haltung wurden sie der Analyse zugeführt.  

 

2.2.3.4. Venöse Blutentnahme 

Um das Anwachsen der transplantierten Zellen zu überprüfen, wurde venöses Blut aus der 

lateralen Schwanzvene entnommen. Dazu wurden die Tiere einige Minuten mit Rotlicht 

bestrahlt und in einem PVC-Röhrchen fixiert. Der Schwanz  wurde desinfiziert und mit einem 

Skalpell die Schwanzvene geritzt. Das Blut wurde in einem Eppendorf-Gefäß mit 15µl 

Heparin aufgefangen. 

 

2.2.4. Isolierung von Leukozyten aus Blut, Milz und Knochenmark 

Blut 

Zur Lyse der Erythrozyten wurden die entnommenen 100µl Blut in 3 ml Erythrozyten-

Lysepuffer aufgenommen und für 5 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen zentrifugiert und mit PBS gewaschen. Gegebenenfalls wurde der Lyseschritt 

wiederholt. Die Zahl der erhaltenen Zellen wurde mit einer Neubauer-Zählkammer bestimmt 

(siehe 2.2.5). 

 

Milz 

Die Milzen wurden steril präpariert und in Medium aufgenommen. Sie wurden dann zwischen 

den geschliffenen Enden von zwei Objekträgern homogenisiert und über Nylonsiebe von 

verbleibenden gröberen Fragmenten gereinigt. Die Zellen wurden 8 min. bei 1100 rpm 

zentrifugiert, in 1 ml Eythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und 1 Minute inkubiert. 

- 24 - 



 
  Material und Methoden 

Anschließend wurden die Zellen erneut zentrifugiert, zweimal mit PBS gewaschen und 

gezählt.  

 

Knochenmark 

Femora und Tibiae, sowie die Humeri der Spender-Tiere wurden nach zervikaler Dislokation 

entnommen und von Muskelgewebe befreit. Die Knochen wurden durch lateralen Schnitt 

beidseits eröffnet und so das Mark zugänglich gemacht. Mittels einer 27G-Kanüle wurde 

kaltes Medium durch die Knochen gespült und die darin enthaltenen Knochenmarkszellen in 

einer Petrischale aufgefangen. Anschließend wurden die Zellen mit einer 23G-Kanüle durch 

wiederholtes Aufziehen vereinzelt. Nach 8 min. Zentrifugation bei 1100 rpm wurden die 

Erythrozyten, wie bei der Milz beschrieben, lysiert und die Zellen anschließend gezählt.  

 

2.2.5. Zellzählung 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zählkammer. Um die Zellzahl einer 

Zellsuspension zu bestimmen, wurden die Zellen 1:1 mit 0,4%iger Trypanblau-Lösung 

gemischt und in die Zählkammer pipettiert. Die durchschnittliche Anzahl von Zellen in einem 

Großquadrat x 104 entspricht der Zellzahl pro Milliliter. Anschließend muss der 

Verdünnungsfaktor, der durch das Mischen mit Trypanblau entsteht, noch mit einbezogen 

werden. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine bindet. Er dringt 

durch defekte Zellmembranen toter Zellen in das Zytosol und färbt diese Zellen tiefblau. Bei 

der Auszählung wurden nur die lebenden Zellen berücksichtigt. 

 

2.2.6. Gemischte Lymphozytenreaktion (mixed lymphocyte reaction, MLR) 

Die gemischte Lymphozytenreaktion dient dazu, in vitro eine Immunantwort zu erzeugen. 

Frische Milzzellen des Spenderstammes wurden wie oben beschrieben gewonnen und in T-

Zell-Medium aufgenommen. 5x106 Zellen wurden pro well in einer 24-well Platte ausgesät 

und mit der gleichen Menge Splenozyten des Empfängerstammes in zwei ml Endvolumen 

kokultiviert. Die Zellen des Empfängerstammes waren mit 20 Gy bestrahlt, um zu erreichen, 

dass die Immunantwort nur in einer Richtung erfolgte. Nach 4 Tagen der Kultur wurde ein 

Zytotoxizitätstest durchgeführt, um die zytolytische Aktivität der T-Zellen nachzuweisen. 

Eine Spezialform der MLR ist die gemischte Lymphozyten und Tumorzellkultur (mixed 

lymphocyte tumor culture, MLTC). Als Stimulatoren dienten hier nicht bestrahlte Milzzellen, 

sondern mit Mitomycin C (MMC) behandelte Tumorzellen. Pro 2-ml well wurden 2x105 

Zellen eingesetzt.   
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2.2.7. Mitomycin C-Behandlung 

Bei MMC handelt es sich um ein Zytostatikum. Es inhibiert die DNA-Synthese und die 

Kernteilung. In diesem Fall diente die Behandlung mit MMC dazu, ein Auswachsen der 

Tumorzellen zu verhindern. 5x106 Tumorzellen wurden in 1,8 ml Medium resuspendiert und 

200 µl MMC (Endkonzentration 50µg/ml) hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation für 1- 1,5 

h bei 37 °C im Wasserbad. Anschließend wurden die Zellen 5 min. bei 1100 rpm zentrifugiert 

und dreimal mit PBS gewaschen. Dann wurden sie in T-Zellmedium aufgenommen und wie 

unter 2.2.5 beschrieben gezählt.  

 

2.2.8. Markierung von Lymphozyten mit Carboxyfluorescein-Diacetate Succinimidyl-

ester (CFSE) 

Um die Proliferation von Lymphozyten, bzw. das Ablaufen einer Immunantwort verfolgen zu 

können, wurden die Spendermilzzellen, die in der MLR eingesetzt wurden, mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff markiert. Das farblose CFDA-SE (Carboxyfluorescein-Diacetate 

Succinimidylester) ist ein hydrophobes Molekül, das in die Zellen diffundiert. Intrazelluläre 

Esterasen spalten die beiden Acetatreste ab, wobei das grün fluoreszierende CFSE 

(Carboxyfluorescein Succinimidylester) entsteht. Dieses bindet unter Abspaltung der 

Succinimidylgruppe kovalent an Arginin- und Lysinreste zytoplasmatischer Proteine. Bei 

einer Teilung der Zelle werden die CFSE-markierten Proteine zu gleichen Teilen an die 

Tochterzellen weitergegeben. Sich teilende Zellen sind deshalb durch Abnahme der 

Fluoreszensintensität klar von sich nicht teilenden Zellen zu unterscheiden. 

Da bis zu 48 Stunden nach der Markierung die Fluoreszenz auch bei ruhenden Zellen 

nachlässt, weil Proteine mit kurzer Halbwertszeit abgebaut und sekretorische Proteine 

abgegeben werden, müssen immer ruhende Zellen als Kontrolle eingesetzt werden. 

Die CFSE-Markierung wurde in PBS durchgeführt. Zu 1-4x107 Zellen/ml wurde CFDA-SE in 

einer Endkonzentration von 3µM hinzugegeben und durch Schwenken mit der Zellsuspension 

gemischt. Die Zellen wurden 12 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde 8 min. bei 

1100 rpm zenrifugiert und die Zellen in zusatzfreiem Medium weitere 25 Minuten bei 37 °C 

inkubiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation und die Zellen wurden in T-Zell-Medium 

aufgenommen. 
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2.2.9. Sortieren der CFSE-markierten Zellen 

Um für den Transfer die gewünschten Zellpopulationen zu erhalten, wurden die Zellen mit 

Hilfe eines FACS-Sorters sortiert. Zum Sortieren wurden die CFSE-markierten Zellen der 

MLR eingesetzt. Um tote Stimulatorzellen und Debris zu beseitigen, wurden die Zellen zuvor 

über Lympholyte-M  aufgereinigt (siehe 2.2.10) und in frischem Medium aufgenommen. Die 

Zellzahl wurde für das Sortieren auf 5x106 Zellen/ml eingestellt. Nun wurden die Zellen der 

MLR sortiert. Gegatet wurde dabei zum einen auf die hoch fluoreszierenden, ruhenden 

Zellen, zum anderen auf die sich teilenden Zellen, die aufgrund der Proliferation an 

Fluoreszenzintensität verloren haben. Sortiert wurde am Epics Altra, die genutzte Software 

war Expo32. 

 

2.2.10. Aufreinigung von Lymhozyten über Dichtegradienten 

Um die Zellen der MLR von toten Stimulatorzellen und Debris zu befreien, wurden die 

Kulturen über einen Dichtegradienten aufgereinigt. Dafür wurden die Zellen zentrifugiert und 

in frischem Medium resuspendiert. Nun wurde das gleiche Volumen Lympholyte-M mit der 

Zellsuspension überschichtet und bei Raumtemperatur 20 min. bei 1100 rpm zentrifugiert. 

Die mononukleären Zellen (Lymphozyten und Monozyten/ Makrophagen) sammelten sich in 

der Interphasengrenze und wurden abgenommen. Anschließend wurden die Zellen zweimal 

mit Medium gewaschen. 

 

2.2.11. Restimulation und Passage sortierter Zellen 

Um in vitro zeigen zu können, dass die ruhenden Zellen der sortierten MLR im Stande sind 

eine Immunreaktion gegen so genannte third party-Antigene auszuführen, wurden die Zellen 

wieder in Kultur genommen und restimuliert. Nach dem Sortieren wurden die Zellen 15 min. 

bei 1100 rpm zentrifugiert und in T-Zell-Medium resuspendiert. Sie wurden in einer 24-well 

Platte ausgesät und Stimulatoren (bestrahlte Splenozyten) zugefügt. Außerdem muss bei einer 

Restimulation, bzw. Passage Interleukin-2 (IL-2) zu den Kulturen hinzugegeben werden. 

Aktivierte T-Zellen benötigen diesen Faktor zur Proliferation. In der frischen MLR wird 

dieses Zytokin von Zellen produziert, die jedoch im Laufe längerer Inkubationszeiten zu 

Grunde gehen. Nach 4-6 Tagen Kultur können die Zellen erneut im Zytotoxizitätstest auf 

zytolytische Aktivität hin untersucht werden. 
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2.2.12. Zytotoxizitätstest 

Die zytolytische Aktivität von T-Zellen wurde in einem standardisierten 51Chrom-

Freisetzungstest ermittelt. Dieser dient als Funktionstest zur Untersuchung von zytotoxischen 

Effektorzellen. Er wurde in 96-well Rundbodenplatten durchgeführt und als Doppelwerte 

bestimmt. Als Targetzellen dienten Tumorzellen des Mausstammes, dessen Milzzellen als 

Stimulatoren in der MLR eingesetzt wurden, oder die Zellen, die in der MLTC als 

Stimulatoren dienten. Die entsprechende Menge Zellen wurde in 100 µl Medium 

aufgenommen, 50 µCi  Na2-51CrO4 zugegeben, und eine Stunde bei 37 °C und 5% CO2 

inkubiert. Die Zellen wurden dann 5 Minuten bei 1100 rpm zentrifugiert und der radioaktive 

Überstand entfernt. Anschließend wurde dreimal mit Medium gewaschen und auf eine 

Zellzahl von 5x104 Zellen/ml eingestellt. Pro Ansatz wurden 100 µl der Zellsuspension 

pipettiert (= 5000 Zellen). Als Effektorzellen dienten die Zellen der MLR, bzw. MLTC. Diese 

wurden in sechs Titerstufen in Schritten von 1:2 eingesetzt (100µl/well). Zur Bestimmung der 

spontanen Freisetzung wurde zu den 51Chrom-markierten Zellen Medium anstelle von 

Effektorzellen hinzugefügt. Die maximale Freisetzung wurde durch Inkubation der radioaktiv 

markierten Zellen mit Detergens ermittelt. Die Zellen wurden für 4,5 bis maximal 8 Stunden 

bei 37 °C und 5% CO2 koinkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde freigesetzte Radioaktivität 

in 100 µl Kulturüberstand im Gamma-counter gemessen. 

Die spezifische Lyse wurde wie folgt errechnet: 

Lyse espezifisch % 100x 
gFreisetzun spontane-gFreisetzun maximale
gFreisetzun spontane -gFreisetzun espezifisch

=  

 

2.2.13. Durchflusszytometrie 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können Proteinexpressionsmuster von Zellen auf der 

Grundlage von Emission und Lichtbrechung untersucht werden. Dafür werden die Zellen in 

die partikelfreie schnell fließende Trägerflüssigkeit des Durchflusszytometers gebracht. Dabei 

werden sie einzeln hintereinander aufgereiht und fließen durch einen scharf gebündelten 

Laserstrahl. Jede Zelle erzeugt Signale durch Streuung des Lichts und die Emission von 

Fluoreszenz. Über Linsen, Spiegel und Filtersysteme wird die Strahlung auf Photodetektoren 

geleitet und verstärkt. Im forward scatter (FSC) wird das Vorwärtsstreulicht erfasst, das im 

180°-Winkel durchgelassen wurde. Es gibt Informationen über die Größe der Zellen, während 

das im 90°-Winkel gemessene Seitwärtsstreulicht, erfasst im side scatter (SSC), Aussagen 

über die Granularität der Zellen erlaubt. Im Punktwolken-Diagramm (dot blot) stellen die 
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Zellen distinkte Populationen dar, die dann für die Analyse über ein Gate eingegrenzt werden 

können. 

Haben Fluoreszenzmoleküle an die Zelloberfläche gebunden, so werden diese von dem 

Laserstrahl (Argonlaser, λ=488nm) angeregt und geben die absorbierte Energie in Form von 

Licht höherer Wellenlänge wieder ab. Dieses wird in den Detektoren in ein elektronisches 

Signal umgewandelt. Die Autofluoreszenz der Zellen wird durch Negativkontrollen ermittelt. 

 

2.2.13.1. Immunfärbung für die Durchflusszytometrie 

Die Färbung von Zellen für die Durchflusszytometrie ist eine immunzytochemische Färbung. 

Dabei können mit unterschiedlichen Farbstoffen markierte Antikörper unterschiedlicher 

Spezifitäten eingesetzt werden, um Zellen im selben Ansatz zu färben. Auf diese Weise 

können verschiedene Antigene auf einer Zelle dargestellt werden. Die Färbungen wurden in 

96-well Rundbodenplatten mit den in Tabelle 1 aufgeführten Antikörpern durchgeführt. Dafür 

wurden pro Färbung 1-5x105 Zellen ausgesät.  

 

Direkte Färbung membranständiger Antigene 

Bei dieser Art der Färbung wurden monoklonale Antikörper eingesetzt, die direkt mit den 

Fluorochromen gekoppelt sind. In unseren Experimenten wurden Fluoresceinisothiocyanat 

(FITC)- und Phycoerythrin (PE)-konjugierte Antikörper verwendet. Die Zellen wurden wie 

oben beschrieben ausgesät, für 5 min. bei 1100 rpm zentrifugiert, in 10 µl Blocking Reagenz 

(α Fc-Rezeptor, Hybridomüberstand von 2.4G2) resuspendiert und für 10 Minuten inkubiert. 

Dies dient dazu unspezifische Bindung der Antikörper an Fc-Rezeptoren zu verhindern. 

Anschließend erfolgte die Zugabe der Fluoreszenz-markierten Antikörper und die Zellen 

wurden für 15 Minuten unter Lichtausschluss auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen 

zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, in Röhrchen überführt und bis zur Messung in 

Dunkelheit auf Eis gehalten. 

 

Indirekte Färbung membranständiger Antigene 

Diese Art der Färbung wird durchgeführt, wenn man mit Antikörpern arbeitet, die nicht direkt 

mit den Fluoreszenz-Farbstoffen markiert sind. Dabei werden mit Fluorochrom-markierte, 

sekundäre Antikörper eingesetzt. Diese binden an die Primärantikörper und machen sie so der 

FACS-Analyse zugänglich. 

Die Zellen wurden wiederum in 96-well Rundbodenplatten ausgesät, zentrifugiert und 

unspezifische Bindungsstellen geblockt (humanes ImmunglobulinG). Danach erfolgte die 
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Zugabe des Primärantikörpers. Es wurde für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend 

wurde nicht gebundener Antikörper durch zwei Waschschritte mit FACS-Puffer entfernt. 

Nach Zugabe des Sekundärantikörpers folgte eine Inkubation von 15 Minuten unter 

Lichtausschluss auf Eis. Die Zellen wurden dann erneut gewaschen und in Röhrchen bis zur 

Messung in Dunkelheit auf Eis gehalten. 

 

2.2.13.2. Durchflusszytometrische Analyse und Auswertung 

Die Zellen wurden dann im Durchflusszytometer gemessen. Pro Ansatz wurden 10000 

lebende Zellen aquiriert. Dafür wurde zu den einzelnen Proben jeweils Propidiumiodid 

hinzugegeben und ein Gate um die lebenden Zellen gelegt.  

Die Auswertung erfolgte mit der Software CellQuest, bzw. FACS-Diva.  

 

2.2.14. Histologien 

Für die histologische Analyse der Organe transplantierter Mäuse wurde ein Stück des 

jeweiligen Organs entnommen und in 4% Paraformaldehyd (PFA) eingelegt. Diese wurden 

anschließend in Parafin eingebettet und am Mikrotom geschnitten (2.2.14.1). Für die weitere 

Analyse wurden die Gewebe deparaffiniert (2.2.14.2) und dann mit Hämalaun-Eosin gefärbt 

(2.2.14.3). 

 

2.2.14.1. Einbettung der Gewebe in Paraffin 

Für die Einbettung in Paraffin wurden die fixierten Gewebe zunächst in einer aufsteigenden 

Alkoholreihe entwässert. Beginnend mit einer 50%igen Ethanollösung, gefolgt von 70%, 

80%, 90% und 100% EtOH, wurden die Gewebe jeweils zweimal 30 min. bis 2h unter 

kontinuierlichem Schütteln inkubiert. Der abschließende Entwäs-serungsschritt erfolgte durch 

Inkubation in Methylbenzoat.  

Die Gewebe wurden dann über Nacht bei 56 °C in flüssigem Paraffin inkubiert. Um 

Rückstände des Methylbenzoats vollständig zu entfernen wurde das Paraffin  noch einmal 

gewechselt. Anschließend setzte man den Ofen mit den Geweben in Paraffin für vier Stunden 

unter Unterdruck, um Luftblasen im Paraffinblock zu vermeiden. Die Gewebe wurden dann in 

Blöcke positioniert und mit Paraffin aufgegossen. Die Aushärtung erfolgte über Nacht. Das 

Schneiden der so gewonnenen Paraffinblöcke erfolgte am Mikrotom. Es wurden Schnitte von 

7µm Dicke erzeugt, die auf Objektträger gebracht und über Nacht bei 40 °C getrocknet 

wurden. 
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2.2.14.2. Deparaffinierung der Gewebe 

Für die weitere Färbung der Schnitte mussten die Gewebe zunächst vom Paraffin befreit 

werden. Dafür wurden die Objektträger für jeweils 5 min. in einer absteigenden Alkoholreihe 

inkubiert. Zunächst zweimal in Xylol, anschließend je zweimal in 100%, 90% und 70% 

EtOH. Daran schloss sich ein Waschschritt mit 1x PBS an. So konnten die Schnitte für 

Färbungen eingesetzt werden. 

 

2.2.14.3. Hämalaun-Eosin Färbung (HE-Färbung) 

Zur Erkennung der Histologien in den Gewebeschnitten wurden diese vom Paraffin befreit 

(2.2.14.2) und anschließend gefärbt. Die Kernfärbung erfolgte dann für sieben Minuten mit 

Hämalaun nach Meyer. Anschließend wurden die Gewebe mit H2O gespült und mit 

HCl/Ethanol für 5 Sekunden differenziert. Daraufhin wurden die Objektträger mit den 

Schnitten für 15-20 Minuten unter fließendem Leitungswasser gewässert und nochmals mit 

aqua dest. gewaschen. Die Gegenfärbung erfolgte für 5-10 min. mit Eosin. Es schloss sich ein 

erneuter Waschschritt mit aqua dest. an. In 80% EtOH wurde 5 Sekunden differenziert und 

die Schnitte mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (je zweimal 90%, 100% EtOH und 2x 

Xylol) entwässert. 

Um die Objekte unter dem Mikroskop begutachten zu können wurden sie nach dem 

Entwässern mit Mowiol betropft und ein Deckgläschen auf die Schnitte gelegt. Das Mowiol 

härtete über Nacht bei 4 °C aus. So konnten die Gewebeschnitte unter dem Mikroskop 

angeschaut werden. 
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3. Ergebnisse 
 

Ziel dieser Arbeit war es, über ein proliferationsbasiertes Verfahren in vitro stimulierte 

alloreaktive (gegen fremdes Gewebe aktivierte) T-Zellen  von in vitro ruhenden Zellen zu 

separieren. Zu diesem Zweck wurden die immunreaktiven Zellen einer gemischten 

Lymphozytenreaktion (MLR) mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Mit jeder Teilung der 

so markierten Zellen halbiert sich die Intensität des Farbstoffes. Dies erlaubt eine Separation 

ruhender und proliferierender Zellen basierend auf der Fluoreszenzintensität mittels 

Durchflusszytometrie und Zellsortierung. In vivo wurden dann die Effekte der auf diese Weise 

erhaltenen Zellfraktionen in murinen Systemen im Kontext einer T-Zell-depletierten 

Knochenmarktransplantation untersucht. Ziel war es die T-Zellvermittelte Transplantat-

gegen-Wirt-Reaktion (GvHD) bei allogener Transplantation (Übertragung von Knochenmark 

zwischen genetisch nicht-identischen Individuen) zu vermeiden. Darüber hinaus wurde die 

Potenz der separierten Zellpopulationen bezüglich einer Unterstützung des Transplantat-

anwachsen und Tumorkontrolle evaluiert.  

Der erste Schritt der Untersuchungen war die Festlegung der Bedingungen für die in vitro 

Generierung, Markierung und Separation der T-Zellen. 

  

3.1. Kulturbedingungen für die Generierung alloreaktiver T-Zellen  

Die Gewinnung alloreaktiver, zyotoxischer T-Zellen (CTL) und die Überprüfung ihrer 

zytolytischen Aktivität waren für die Durchführung des Projekts von entscheidender 

Bedeutung. In initialen Experimenten wurden zunächst die Kulturbedingungen für die MLR 

geprüft und festgelegt. So musste sichergestellt sein, dass in der gemischten 

Lymphozytenreaktion eine spezifische allo-Aktivierung der T-Zellen erreicht werden konnte, 

und dass es nicht durch die Kulturbedingungen  zu einer unspezifischen Aktivierung kam. 

Eine unspezifische Teilung der Zellen würde die Separation alloreaktiver T-Zellen aufgrund 

des Proliferationsverhaltens unmöglich machen. 

Zum Ausschluss einer solchen unspezifischen Komponente der T-Zellstimulation wurde die 

Kultur der MLR zunächst mit unterschiedlichen Chargen fetalen Kälberserums (FKS, jeweils 

10% des Kulturmediums) durchgeführt. Dabei wurden Produkte vier verschiedener Hersteller 

ausgetestet. Die Überprüfung der zytolytischen Aktivität erfolgte anschließend im 51Chrom-

Freisetzungstest (siehe 2.2.12). Wie in Abbildung 2 dargestellt, zeigten die Zellen, die mit der 

FKS-Präparation der Firma Sigma kultiviert wurden, die höchste zytolytische Aktivität. Ohne 

Stimulatoren kultivierte Lymphozyten zeigten im 51Chrom-Freisetzungstest keine zytolytische 
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Aktivität (siehe Abb.3), also keine unspezifische Aktivität. Für alle folgenden Experimente 

wurde daher das Serum dieses Herstellers verwendet. 
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Abb.2: Prüfung verschiedener FKS-Chargen für die Kulturbedingungen der MLR:     
Splenozyten aus dem C3H-Mausstamm wurden mit Zellen einer DBA/2-Tumorzelllinie stimuliert; 
dem Medium wurden 10% FKS unterschiedlicher Chargen zugesetzt; die Messung der zytolytischen 
Aktivität erfolgte im 51Chrom-Freisetzungstest. Präsentiert ist die spezifische Lyse in Prozent, die 
bei unterschiedlichen Effektor:Target-Verhältnissen erzielt wurde. Das Experiment wurde zweimal 
durchgeführt. 

 
Zur Überprüfung der Spezifität der generierten CTL gegenüber den als Stimulator 

eingesetzten Zellen wurden in einer gemischten Lymphozyten- und Tumorzellkultur (MLTC) 

Splenozyten mit der aus dem Mausstamm DBA/2 stammenden Tumorzelllinie P815/B7 

stimuliert. Im anschließenden 51Chrom-Freisetzungstest wurde neben P815/B7 eine weitere 

DBA/2 Tumorzelllinie (EB) als Zielzelle eingesetzt. Wie Abbildung 3 zeigt, wurde gegen 

P815/B7 eine deutlich höhere zytolytische Aktivität nachgewiesen als gegen EB. Da beide 

Zelllinien aus dem Mausstamm DBA/2 sind kommt es zu einer gewissen Kreuzreaktivität der 

aktivierten T-Lymphozyten gegenüber den Tumorzelllinien P815/B7 und EB. Dies legt den 

Schluss nahe, dass ein Teil der aktivierten zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) DBA/2-

spezifische Antigene erkennt, die von beiden Tumorzelllinien exprimiert werden, während 

andere wiederum Antigene erkennen, die spezifisch für die als Stimulator eingesetzte 

Tumorzelllinie, in diesem Fall P815/B7, sind. Setzte man als Kontrolle unstimulierte 

Splenozyten im 51Chrom-Freisetzungstest ein, so ließ sich bei diesen keine zytolytische 

Aktivität nachweisen.  
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Abb.3: Spezifität der generierten CTL: C3H-Splenozyten wurden unstimuliert oder mit P815/B7-
Zellen als Stimulatoren kultiviert; die Messung der zytolytischen Aktivität erfolgte im 51Chrom-
Freisetzungstest; als Zielzellen wurden P815/B7 oder eine weitere DBA/2-Tumorzelllinie (EB) 
eingesetzt. Die Abbildung fasst die Daten zweier Experimente zusammen. Dargestellt ist die 
spezifische Lyse in Prozent bei bestimmten Effektor:Target-Verhältnissen. 
 

3.2. Ermittlung einer geeigneten Interleukin (IL)-2 Konzentration zur Passagierung der     

gemischten Lymphozytenreaktion 

Um zeigen zu können, dass die ruhenden T-Zellen der MLR nach der Separation in vitro 

restimulierbar sind, wurden sie erneut in Kultur genommen und mit frischen Stimultoren 

versetzt. Bei der Kultur einer MLR über einen längeren Zeitraum müssen regelmäßig neue 

Stimulatoren (bestrahlte Milzzellen, Antigen) zugegeben werden. Außerdem wird das Zytokin 

IL-2 zugesetzt, welches für die T-Zellproliferation sowie das T-Zellüberleben notwendig ist. 

In zu hoher Konzentration von IL-2 wird jedoch eine unspezifische T-Zellaktivierung 

induziert. Daher haben wir zu Beginn der Arbeiten zunächst eine geeignete IL-2-

Konzentration ermittelt. Hierfür wurden in einer MLR alloreaktive T-Zellen gewonnen und 

diese mit unterschiedlichen Konzentrationen von rekombinantem IL-2 passagiert.  

Abbildung 4 stellt die Ergebnisse zweier Experimente dar. Kulturen, denen IL-2 in einer 

Konzentration von 10, bzw. 20 U/ml zugefügt worden war, zeigten die gleiche zytolytische 

Aktivität gegenüber den eingesetzten Zielzellen, wie Zellen, die ohne dieses Zytokin 

kultiviert wurden. Durch die Gabe von 50 U/ml IL-2 wurde eine höhere Lyse der Zielzellen 

bewirkt. Dies deutet daraufhin, dass dadurch bereits eine gewisse unspezifische Aktivierung 

bewirkt wurde. Wir haben aus diesem Grund in den folgenden Experimenten eine 

Konzentration von 20 U/ml des Zytokins eingesetzt. 
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Abb.4: Ermittlung der geeigneten IL-2 Konzentration: C3H-Splenozyten wurden mit bestrahlten 
DBA/2-Milzzellen stimuliert. Nach 4 Tagen erfolgte eine Passage der Zellen und die Kulturen wurden 
mit unterschiedlichen Konzentrationen des rekombinanten IL-2 versetzt. 5 Tage nach der Re-
stimulation wurde die zytolytische Aktivität gegen eine Zelllinie des Stammes DBA/2 bestimmt. 
Aufgetragen wurde die prozentuale Lyse der Zielzellen (Targetzellen) bei unterschiedlichen 
Effektor:Target-Verhältnissen.  
 

3.3. Markierung von Lymphozyten mit Carboxyfluorescein-Diacetate Succinimidylester  

Nachdem die Kulturbedingungen für die in vitro Generierung und Passagierung zytotoxischer 

T-Zellen definiert waren, musste die Färbung der Splenozyten mit dem Farbstoff 

Carboxyfluorescein-Diacetate Succinimidylester (CFSE) etabliert werden. Da die ruhenden 

von proliferierenden Zellen aufgrund ihrer Fluoreszenzintensität (hochfluoreszierend:„high“, 

bzw. niedrig fluoreszierend:„low“) separiert werden sollten, musste gewährleistet sein, dass 

eine gute Trennung der beiden Populationen erzielt wird. Zudem sollte es möglich sein, die 

Zellen mit anderen Fluorochromen gegenzufärben, um eine weitere Charakterisierung der 

einzelnen Zellfraktionen mittels Durchflusszytometrie vorzunehmen. Dazu musste zunächst 

die geeignete Konzentration des Farbstoffes ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden 

Splenozyten aus dem Mausstamm C3H mit 0,5µM; 1µM; 3µM und 5µM CFSE gefärbt und 

für vier Tage mit P815/B7 (DBA/2-Tumorzelllinie) stimuliert. Mittels FACS-Analyse wurde 

dann ermittelt, welche der eingesetzten Konzentrationen für unsere Zwecke am besten 

geeignet war. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5 dargestellt. 

 

- 35 - 



 
  Ergebnisse 

 

C
FS

E
 

FL-2 

C
FS

E
 

FL-2 
C

FS
E

 
FL-2

C
FS

E
 

FL-2

0,5 µM 1 µM 3 µM 5 µM 

ruhende Zellen
         „high“ 

         „low“ 
proliferierende Zellen 

Abb.5: Ermittlung der geeigneten CFSE-Konzentration: C3H-Splenozyten wurden mit 
unterschiedlichen Konzentrationen des Farbstoffes CFSE markiert und mit P815/B7-Tumorzellen 
stimuliert. Nach 4-tägiger Stimulation wurden die Zellen der MLTC durchflusszytometrisch 
analysiert. 
 

Die Färbung mit 0,5µM CFSE erlaubt eine gute Kompensation des CFSE für die FACS-

Analyse, die Trennung der beiden Populationen ist jedoch nur mäßig. Bei 5µM CFSE ist die 

Intensität des Farbstoffes so hoch, dass eine Gegenfärbung, insbesondere der Fraktion 

ruhender Zellen, für die weitere Charakterisierung nicht möglich ist. Für die 

Folgeexperimente wurde die Konzentration von 3µM CFSE gewählt. Hierbei erhält man eine 

gute Trennung von ruhenden und sich teilenden Zellen. Zudem ist die Intensität der Färbung 

so, dass sie eine Kompensation des CFSE für mögliche Gegenfärbungen in der FACS-

Analyse erlaubt. 

 

Zugleich wurde der Einfluss der CFSE-Färbung auf die Zytotoxizität der CTL untersucht. 

Milzzellen einer C3H-Maus wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des CFSE gefärbt 

und mit bestrahlten DBA/2-Splenozyten (MHC=H2d) stimuliert. Nach fünf Tagen der 

Kokultur wurde die zytolytische Aktivität der Zellen gegen ein H2d-Target gemessen. Wie in 

Abb.6 dargestellt konnte in allen Kulturen unabhängig von der gewählten CFSE-

Konzentration die gleiche T-Zellaktivität nach in vitro Stimulation detektiert werden. Der 

Farbstoff hat also keinen Einfluss auf die Stimulation, Aktivierung und die lytische Aktivität 

der zytotoxischen T-Zellen. 
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Abb.6:  Einfluss der CFSE-Konzentration auf die zytolytische Aktivität: Splenozyten aus dem 
C3H-Mausstamm, markiert mit unterschiedlichen Konzentrationen des Farbstoffes CFSE wurden mit 
DBA/2-Milzzellen stimuliert und die Aktivität der generierten CTL im 51Chrom-Freisetzungstest 
bestimmt. Der Farbstoff übt keinen Einfluss auf die Aktivierung und die lytische Aktivität der CTL 
aus. Dargestellt sind die Ergebnisse zweier Experimente.  
 

3.4. Bestimmung des geeigneten Zeitpunktes für die Separation und geeigneter Kriterien 

des Sortierens CFSE-markierter Lymphozyten 

Um das Verfahren des Sortierens der CFSE-markierten Lymphozyten zu etablieren, musste 

neben der richtigen Konzentration des Farbstoffes auch der richtige Zeitpunkt für die 

Separation ermittelt werden. Separiert man zu früh besteht die Gefahr, dass in der Fraktion 

sich nicht teilender Zellen noch alloreaktive Zellen verbleiben, die in vivo eine GvHD 

auslösen könnten. Wartet man zu lange, gehen die ruhenden T-Zellen in Kultur zugrunde. Um 

einen positiven Effekt der ruhenden Fraktion zeigen zu können, muss diese aber vitale T-

Zellen enthalten, die verbleibende Reaktivität gegenüber immunologischen Stimuli besitzen. 

Um den richtigen Zeitpunkt für das Sortieren der MLR zu ermitteln, wurde deshalb die 

Kinetik der in vitro-Proliferation bestimmt. Splenozyten einer C3H-Maus wurden mit 3µM 

CFSE gefärbt, mit bestrahlten DBA/2-Milzzellen stimuliert und von Tag eins bis fünf täglich 

im Durchflusszytometer gemessen. Dabei wurden der Anteil der T-Zellen sowie der Anteil 

der proliferierenden Zellen der MLR bestimmt. Wie in Abbildung 7 dargestellt erhält man 

bereits ab Tag 2 eine gute Trennung der ruhenden und proliferierenden Zellen, der Anteil der 

T-Zellen (Thy1.2+) an der Fraktion sich teilender Zellen („low“-Fraktion) ist jedoch sehr 

gering. Sowohl die Zahl der proliferierenden Zellen als auch der Anteil T-Zellen in dieser 

Fraktion stiegen bis Tag 5 kontinuierlich an. An Tag 2 der Stimulation machten die Zellen der 

„low“-Fraktion (niedrige CFSE-Intensität) 17% der MLR aus, 4% waren Thy1.2+ Zellen. 
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Einen Tag später hatten bereits 24% der Zellen deutlich an Intensität der CFSE-Färbung 

verloren, etwa die Hälfte der Zellen exprimierte das T-Zellantigen Thy1.2. Fünf Tage nach 

der Stimulation hatten sich 49% der Zellen geteilt. Nur ein Fünftel der proliferierenden Zellen 

waren keine T-Zellen.  Es zeichnet sich jedoch ab, dass die Zahl der Thy1.2+-Zellen in der 

Fraktion der ruhenden Zellen („high“-Fraktion) zu diesem Zeitpunkt bereits deutlich 

abnimmt. Drei Tage nach Beginn der Stimulation waren etwa ein Drittel der ruhenden Zellen 

Thy1.2+. An Tag 5 machten die T-Zellen jedoch nur noch ein fünftel der „high“-Fraktion aus. 

Wir haben uns daher entschieden die Zellen an Tag 4 nach Stimulation zu sortieren und zu 

transplantieren. 

 

62% 21% 

13% 4% 

51% 26% 

14% 10% 

41% 10% 

9% 40% 

 
Abb.7: Kinetik der Proliferation und Anteil Thy1.2-positiver Zellen einer MLR: C3H-Milzzellen, 
mit 3µM CFSE markiert, wurden mit DBA/2-Splenozyten stimuliert (Daten von zwei Experimenten). 
Die Zellen wurden täglich durchflusszytometrisch analysiert und durch Färbung der Thy1.2+ Zellen 
der Anteil T-Zellen an den Fraktionen der ruhenden (hohe CFSE-Intensität) und proliferierenden 
(abnehmende CFSE-Intensität) Zellen bestimmt. Der Anteil proliferierender T-Zellen (Thy1.2+) nahm 
während einer fünftägigen Stimulation stetig zu. In der Fraktion der in vitro ruhenden Zellen war der 
Anteil vitaler T-Zellen an Tag 5 bereits abnehmend. 
 

Um die Zahl der zu sortierenden Partikel zu reduzieren, wurden die vitalen Zellen im 

Anschluss an die Kultur und vor der Separation über einen Dichtegradienten (siehe 2.2.10) 

von toten Zellen und Debris gereinigt (siehe Abb.8). Dadurch konnte die Ausbeute der 

sortierten Zellen deutlich gesteigert und die Zeit des Sortierens verkürzt werden. Zum 

Sortieren wurden die folgenden Kriterien festgelegt: zunächst wurden die lebenden Zellen 

eingegrenzt (siehe Abb.8 B). Bestimmt wurden diese anhand des Scattergramms und initial 

auch durch eine Propidium-Iodidfärbung zur Darstellung toter Zellen. 
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 Abb.8: Aufreinigung der MLR nach 4 Tagen Stimulation: A) durchflusszytometrische Analyse 
der MLR-Kultur ohne Aufreinigung. B) durchflusszytometrische Analyse der MLR-Kultur nach 
Aufreinigung mit Lympholyte-M. Der Anteil vitaler Zellen (hier eingegrenzt durch ein Gate) wird 
dadurch deutlich erhöht. Dargestellt sind jeweils das Vorwärtsstreulicht (FSC) und das 
Seitwärtsstreulicht (SSC) der analysierten Zellen (siehe auch 2.2.13). 
 
Als „high“-Fraktion wurden die Zellen sortiert, die während der Kultur nicht proliferierten, 

als „low“-Fraktion, die sich teilenden Zellen, die deutlich an Fluoreszenz-Intensität verloren 

haben. Abbildung 9 stellt die Eingrenzung der Fraktionen graphisch dar (links), außerdem 

eine Reanalyse der sortieren Zellen (Mitte), um die Reinheit der Fraktionen zu demonstrieren.  
 

 

FL-2

C
FS

E
 

FL-2 

C
FS

E
 

FL-2 

C
FS

E
 

„high“  
ruhende Zellen 

„low“ 
 proliferierende Zellen 

FSC (lin) 

SS
C

 (l
in

) 

FSC (lin) 

SS
C

 (l
in

) 
 

Abb.9: Gaten der zu sortierenden Fraktionen, Reanalyse und Phänotyp der sortierten 
Fraktionen: links: Zum Sortieren wurden die lebenden Zellen anhand des Scattergramms (siehe 
Abb.8) eingegrenzt; die „high“-Fraktion (rot) und die „low“-Fraktion (grün) wurden anhand der 
eingezeichneten Gates aufgrund der CFSE-Intensität (y-Achse) festgelegt und sortiert. Mitte: 
Reanalyse der sortierten Fraktionen. rechts: Phänotyp der sortierten Fraktionen im Scatergramm 
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(aufgetragen wurde forward scatter (FSC) gegen side scatter (SSC), siehe 2.2.13.): „high“-Fraktion 
bestehend aus kleinen granulären Zellen, die Zellen der „low“-Fraktion besitzen einen blastoiden 
Phänotyp. 
 

Weiterhin wurde der Phänotyp der beiden Subfraktionen in der Durchflusszytometrie 

analysiert (rechts). Die ruhenden („high“-) Zellen stellen überwiegend kleine, wenig granuläre 

Zellen dar, während die Zellen der „low“-Fraktion einen blastoiden Phänotyp aufweisen. 

Dieses entspricht dem morphologischen Phänotyp aktivierter Lymphozyten. 

 

3.5. Zytotoxische Aktivität der sortierten Zellfraktionen 

Im Anschluss an die Separation wurden die beiden Fraktionen auf ihre zytolytische Aktivität 

hin analysiert. Dabei ergab sich im 51Chrom-Freisetzungstest gegen ein allogenes Target 

(DBA/2-Tumorzelllinie), dass die Zellen der „low“-Fraktion eine erhebliche lytische Aktivität 

besitzen. Diese ist vergleichbar mit der Aktivität der Gesamt-MLR. Im Gegensatz dazu wird 

das allogene Target von den Zellen der „high“-Fraktion nicht erkannt (siehe Abbildung 10). 

Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass die Zellen der „low“-Fraktion in vivo nach einer 

Transplantation das Potential besitzen eine Transplantat-gegen-Wirt Reaktion (GvHD) zu 

induzieren, während die Zellen der „high“-Fraktion tolerant gegenüber Rezipientenzellen sein 

sollten. 
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Abb.10: Zytolytische Aktivität der separierten Fraktionen: C3H-Splenozyten wurden in zwei 
unabhängigen Experimenten mit Milzzellen des Stammes DBA/2 stimuliert, separiert und die 
zytolytische Aktivität der unseparierten MLR sowie der sortierten Fraktionen im 51Chrom-
Freisetzungstest gegen P815/B7 (DBA/2-Hintergrund) bestimmt: Zellen der „low“-Fraktion bzw. der 
unseparierten MLR lysierten eine allogene Zielzelle in vergleichbarer Weise, während durch die 
Zellen der „high“-Fraktion keine zytolytische Aktivität nachweisbar war. Aufgetragen wurde das 
Verhältnis der Effektoren (CTL) zu Targetzellen gegen die spezifische Lyse in Prozent. 
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3.6. Charakterisierung der sortierten „high“- und „low“-Fraktionen 

Die weitere Charakterisierung der Subpopulationen der MLR erfolgte mit Hilfe der 

Durchflusszytometrie. Durch die Anfärbung von Oberflächenmolekülen, die für bestimmte 

Leukozytenpopulationen spezifisch sind, konnte die genaue Zusammensetzung der sortierten 

Zellpopulationen ermittelt werden. Die Subpopulationen der T-Helferzellen (CD4+) und 

zytotoxischen T-Zellen (CD8+) wurden ebenso angefärbt wie B-Lymphozyten (CD19+), 

natürliche Killerzellen (NK-Zellen, CD49b+) und myeloische Zellen (Gr-1+). In Abbildung 11 

sind die Ergebnisse der FACS-Analyse dargestellt. Die „low“-Fraktion besteht im 

Wesentlichen aus T-Zellen, wobei das Verhältnis von CD4+ zu CD8+ T-Zellen etwa 2:1 ist. 

Ein Großteil dieser T-Zellen exprimiert CD25 (IL-2 Rezeptor) auf der Oberfläche, ein 

Molekül, dessen Expression bei Aktivierung der T-Zellen induziert wird. B-Zellen (CD19+) 

machen den restlichen Anteil der proliferierenden Zellen aus.  

Auch die „high“-Fraktion wird hauptsächlich von T- und B-Zellen gebildet. Dabei ist in 

dieser Subpopulation jedoch der Anteil der B-Zellen höher als in der „low“-Fraktion. CD19+ 

Zellen machen 50-60% der Fraktion aus. Das Verhältnis zwischen CD4+ und CD8+ T-Zellen 

liegt bei etwa 1:1, bzw. etwas auf Seiten der CD4+ Zellen. CD25 wird in der Fraktion der 

ruhenden Zellen von nur sehr wenigen Zellen (4%) exprimiert. Weder in der „high“- noch in 

der „low“-Fraktion sind NK- und myeloische Zellen nachweisbar (gezeigt durch die fehlende 

Expression von CD49b und Gr-1). Die hier dargestellten Daten sind repräsentativ für die 

verschiedenen Mäusestammkonstellationen, mit denen die Untersuchungen durchgeführt 

wurden. Dabei haben wir zum einen im MHC-disparaten System mit der Stammkonstellation 

C3H (H2k) DBA/2 (H2d) und C3H (H2k) C57BL/6 (H2b) gearbeitet, im MHC-identen 

System (BALB/c (H2d) DBA/2 (H2d)) und mit der haploidenten Konstellation C3H 

(H2k) C3HxDBA/2 F1 (H2kxd). Außerdem wurden Splenozyten des Stammes BALB/c mit 

der Tumorzelllinie P815/B7 stimuliert. 
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Abb. 11: Zelluläre Zusammensetzung der Subfraktionen der MLR: Splenozyten naiver C3H-
Donoren wurden mit bestrahlten DBA/2-Milzzellen stimuliert und die zelluläre Zusammensetzung der 
Fraktionen der MLR mittels Gegenfärbung in der Durchflusszytometrie bestimmt. Gefärbt wurden 
spezifische Oberflächenmarker von T-Zellsubpopulationen (CD4, CD8, CD25), B-Zellen (CD19), 
NK-Zellen (CD49b) und myeloischen Zellen (Gr-1) 
 

Tabelle 2 stellt zusammenfassend die Daten für den Anteil der T- und B-Lymphozyten an den 

separierten Fraktionen, „high“ und „low“, der verschiedenen Stammkonstellationen dar. 

 

Tabelle 2: Anteil der T- und B-Lymphozyten an der „high“- und „low“-Fraktion der unterschied-
lichen Konstellationen. Jeweils zusammengefasst sind die Ergebnisse von 4 Experimenten (1+2), bzw. 
3 Experimenten (4, 5, 6) und 2 Experimenten (3). 
 

 Konstellation Fraktion CD4 [%] CD8 [%] CD19 [%] 
1 C3H α DBA/2 „high“ 31 ± 15 24 ± 12 46± 9 
  „low“ 59 ± 15 17 ± 3 29± 5 
2 BALB/c α DBA/2 „high“ 23 ± 6 14 ± 2 51 ± 9 
  „low“ 53 ± 4 26 ± 7 25 ± 4 
3 C3Hn α C3D2 F1 „high“ 32 17 n.b. 
  „low“ 57 21 n.b. 
4 C3Himm α C3D2 F1 „high“ 32 ± 8 20 ± 5 n.b. 
  „low“ 41 ± 4 39 ± 17 n.b. 
5 C3H α C57BL/6 „high“ 31 ± 6 18 ± 7 50 
  „low“ 48 ± 13 35 ± 7 18  
6 BALB/c α P815/B7 „high“ 28 ± 2 12 ± 1 43 ± 13 
  „low“ 23 ± 5 31 ± 10 47 ± 18 
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In der Konstellation 6 (BALB/c anti P815/B7) war die Zahl der proliferierenden Zellen zum  

Zeitpunkt der Separation deutlich niedriger, mit etwa 15-20% der Zellen der gemischten 

Lymphozyten und Tumorzellkultur (MLTC). Dies ist dadurch begründet, dass hier die 

BALB/c-Splenozyten nicht mit Milzzellen stimuliert wurden, sondern mit Mytomycin C 

(MMC) behandelten Tumorzellen. Das Spektrum der präsentierten Antigene wurde somit 

limitiert und eine geringere Anzahl T-Zellen aktiviert. Auch der Anteil der jeweiligen T-

Zellpopulationen an der „high“-, bzw. „low“-Fraktion war in dieser Kultur niedriger, im 

Vergleich zu Kulturen, in denen bestrahlte Splenozyten als Stimulatoren eingesetzt wurden. 

Der Anteil der B-Lymphozyten an der „low“-Fraktion nahm dagegen zu.  

 

3.7. In vitro Restimulierbarkeit der sortierten Fraktionen 

Damit der Transfer ruhender T-Zellen („high“-Fraktion) in vivo einen positiven Effekt hat, 

müssen die nicht proliferierenden Zellen Reaktiviät gegen unverwandte Stimulatoren (third 

party-Antigene) zeigen können, um sowohl Infektionen als auch die zugrunde liegende 

maligne Erkrankung erfolgreich bekämpfen zu können. 

Wir haben deshalb die Zellen einer MLR (C3H gegen C57BL/6) an Tag 4 sortiert und die 

sortierte „high“- Fraktion, sowie unsortierte MLR-Zellen in vitro mit dem ursprünglichen 

Target (C57BL/6-Splenozyten), oder unverwandten frischen Stimulatorzellen (DBA/2-

Milzzellen) restimuliert. An Tag 5 nach der Restimulation wurden die Zellen im 51Chrom-

Freisetzungstest analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 dargestellt: Wurden die 

Zellen der unseparierten MLR gegen das ursprüngliche Target (C57BL/6) passagiert, so 

zeigten die Zellen im Assay eine gute zytolytische Aktivität gegen C57BL/6-Zellen (A). Bei 

den sortierten „high“-Zellen wurde keine Lyse der Zielzellen beobachtet (A). Auch in vitro  

gegen unverwandte Antigene restimuliert zeigten die Zellen der „high“-Fraktion keine 

zytotoxische Aktivität (B). Dagegen konnte jedoch gezeigt werden, dass in der unsortierten 

MLR eine zytolytische Antwort gegen ein unverwandtes neues Target (DBA/2) induziert 

werden kann (B). Dies zeigt, dass eine Restimulation der in der MLR kultivierten Zellen 

prinzipiell möglich ist, eine Stimulation der „high“-Zellen in vitro jedoch wahrscheinlich 

nicht ausreichend ist, um eine messbare Immunreaktion zu induzieren. 

Die dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für die untersuchten Stammkonstellationen 

(siehe Tabelle 2). Durchgeführt wurden drei unabhängige Experimente. 
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 Abb.12: Restimulierbarkeit der in vitro ruhenden T-Zellen: C3H-Splenozyten wurden mit 
bestrahlten C57BL/6-Milzzellen stimuliert, die ruhenden Zellen an Tag 4 separiert und in vitro mit 
C57BL/6-Milzzellen (A) oder DBA/2-Splenozyten (B; third party) restimuliert. Die Zellen der 
unseparierten MLR  wurden ebenfalls passagiert. Als Positivkontrollen wurden Splenozyten naiver 
(unbehandelter) Tiere stimuliert. Nach 5 Tagen der Kultur wurde die zytolytische Aktivität der Zellen 
im 51Chrom-Freisetzungtest bestimmt. Zellen der unsortierten MLR konnten auch nach viertätgiger 
Kultur gegen unverwandte Antigene (DBA/2-Splenozyten) aktiviert werden (B), während die Zellen 
der „high“-Fraktion keine lytische Aktivität gegenüber third party-Antigenen aufwiesen. 
 

3.8. Etablierung der geeigneten Transplantationsbedingungen 

Um die in vivo-Effekte der einzelnen Fraktionen („high“ und „low“) zu untersuchen, wurden 

die separierten Zellen der in vitro-Kulturen zusammen mit T-Zell-depletierem Knochenmark 

im murinen System transplantiert. Es sollte sowohl im MHC-disparaten, als auch im MHC-

identen Modellsystem gearbeitet werden, um das Potential der übertragenen Zellen 

hinsichtlich der Induktion einer GvHD, sowie eines Graft-versus-Leukämie (GvL)-Effektes 

zu untersuchen. Dafür mussten zunächst, unabhängig von den durchgeführten Transplanta-

tionsmodellen, einige Voraussetzungen für die Transferexperimente geschaffen werden. So 

musste eine Methode für die Depletion der Thy1.2+ Zellen aus dem Knochenmark der 
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Donortiere etabliert und die geeignete Bestrahlungsdosis zur Konditionierung der Rezipienten 

ermittelt werden. 

 

3.8.1. T-Zell-Depletion  

Um sicherstellen zu können, dass die von uns beobachteten in vivo-Effekte von T-Zellen in 

den zum Knochenmark addierten Fraktionen vermittelt wurden, sollten die im 

Spenderknochenmark enthaltenen T-Zellen depletiert werden. Dafür haben wir wie in 

Abschnitt 2.2.3.3 beschrieben das Separationssystem der Firma Miltenyi eingesetzt und 

immunomagnetisch die transferierten Knochenmarkzellen Thy1.2 (CD90) depletiert. 

Abbildung 13 stellt das Ergebnis einer solchen Depletion dar. Vor der Separation sind im 

Knochenmark der Spendertiere etwa 2-5% Thy1.2+ Zellen enthalten. Die durchfluss-

zytometrische Analyse der Zellen, mittels einer Färbung gegen das Oberflächenmolekül CD3 

(Pan T-Zellmarker), nach der Elimination zeigt, dass die T-Lymphozyten nahezu komplett 

aus dem zu transferierenden Knochenmark entfernt wurden. Der residuelle Anteil von T-

Zellen am übertragenen Knochenmark betrug regelmäßig unter 0,5%. 
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Abb. 13: Depletion Thy1.2+ Zellen aus dem Knochenmark: Die Knochenmarkzellen der Donortiere 
wurden mit Hilfe des MACS-Systems von Thy1.2+ Zellen befreit. Die Effizienz der Depletion wurde 
durchflusszytometrisch mittels CD3-Färbung erfasst. 
 

3.8.2. Bestrahlungsdosis 

Ein weiteres wichtiges Kriterium der Transplantationsbedingungen stellt die Konditionierung 

der Empfängertiere dar. Dies dient dazu das Immunsystem des Rezipienten weitestgehend zu 

eliminieren und so ein Anwachsen der transferierten Zellen zu gewährleisten. Zu diesem 

Zweck haben wir die Empfängertiere vor dem Transfer mit einer Cäsium137 Quelle gamma-

bestrahlt (siehe 2.2.3.3). Dabei haben wir zunächst eine Dosis von 10 Gy gewählt. Es zeigte 

sich jedoch, dass es nach dieser Konditionierung in einem Großteil der Fälle zu einer 

Repopulation der Tiere mit Rezipientenzellen kam. Die applizierte Dosis war subletal. 

Dadurch kommt es zu einem Überleben von Rezipienten-T-Zellen, die dann transplantierte 

- 45 - 



 
  Ergebnisse 

Donorzellen abstoßen. Aus diesem Grund haben wir im Folgenden die Bestrahlungsdosis auf 

14 Gy erhöht. Auf diese Weise wurden eine endogene Rekonstitution der Rezipiententiere 

sowie eine Abstoßung der transferierten Zellen verhindert (Daten nicht gezeigt).  

 

3.9. Etablierung eines Tumormodells 

Für die Beobachtung des GvL-Effektes, vermittelt durch im Transplantat enhaltene immun-

kompetente Zellen, war es von Bedeutung ein geeignetes Tumormodell zu etablieren. In 

Vorexperimenten mussten Tumordosis und Wachstumskinetik etabliert werden. Eine weitere 

Vorbedingung ist, dass ein etablierter Tumor durch die Konditionierung vor der 

Knochenmarktransplantation (KMT) nicht in seinem Wachstum beeinträchtigt wird. 

Als Modelltumor haben wir die Mastozytomzelllinie P815/B7 gewählt. Dieser Tumor auf 

DBA/2-Hintergrund ist mit dem murinen B7.1 (CD80, kostimulatorisches Molekül der T-

Zellaktivierung) transfiziert und ist hochimmunogen. In unbehandelten DBA/2- und BALB/c-

Tieren wird dieser Tumor in der Mehrzahl der Tiere abgestoßen. Die Abstoßung wird dabei 

durch CD8+ T-Zellen vermittelt (Gajewski et al. 1996).  

Eine wichtige Bedingung für den Einsatz in unseren Versuchen war, dass ein etablierter 

Tumor in seinem Wachstum nicht durch die Konditionierung der Rezipienten mittels 

Bestrahlung beeinträchtigt wird. In initialen Experimenten zur Dosisfindung wurde daher das 

Wachstum der Tumore in bestrahlten und syngen (genetisch identisch) transplantierten 

BALB/c- und DBA/2-Tieren nach subcutaner (s.c.) Inokulation von 5x106 bzw. 1x107 Zellen 

untersucht (siehe Abb.14). Dabei konnte in jedem Fall ein Auswachsen der Tumore gezeigt 

werden, das bedeutet, der Tumor wurde durch die Konditionierungstherapie nicht 

beeinträchtigt. Durch die hohe Zahl inokulierter P815/B7-Zellen ist eine Abstoßung jedoch 

nicht möglich. In Folgeexperimenten wurden Tumorzelldosen von 2x106 oder 5x105 Zellen 

pro Tier für die Tumorinduktion gewählt. Beide Zellzahlen erlaubten ein Auswachsen des 

Tumors nach Transplantation T-Zell-depletierten Knochenmarks, ermöglichten jedoch auch 

eine Abstoßung nach syngener Transplantation, bzw. auch dann, wenn ausschließlich ein 

Tumor induziert wurde.  

 

- 46 - 



 
  Ergebnisse 

           

0

100

200

300

400

500

600

0 5 10 15 20 25 30 35

Tage nach Tumorinduktion

T
um

or
vo

lu
m

en
 [m

m
3 ]

 Tx "syngen"; 1x10e7
Tx "syngen"; 5x10e6
Tx "syngen"; 2x10e6

nur Tumor; 2x10e6
Tx "nur KM"; 2x10e6

 
Abb.14: Etablierung eines Tumormodells: Zunächst wurden 1x107, bzw. 5x106 Zellen der 
Tumorzelllinie P815/B7 subcutan in DBA/2-Rezipienten injiziert, anschließend erfolgte die 
Konditionierung der Tiere durch Bestrahlung, und eine syngene Transplantation von T-Zell-
depletiertem Knochenmark zusammen mit 1,5x107 Splenozyten. Der Tumor wuchs in jedem Fall aus. 
Daraufhin wurde eine Dosis von 2x106 Zellen inokuliert. Nach syngener Transplantation erfolgte eine 
Abstoßung des Tumors, wurde T-Zell-depletiertes KM übertragen wuchs der Tumor aus. Induzierte 
man einen Tumor (2x106) ohne nachfolgende Bestrahlung und Transplantation, so wurde eine 
Abstoßung beobachtet. 
 

3.10. Etablierung des MHC-disparaten Transplantationsmodells 

Neben dem Tumormodell zur Beobachtung des GvL-Effektes musste ein 

Transplantationsmodell gefunden werden, das es ermöglicht eine GvHD zu induzieren. 

Zunächst wurde ein MHC-mismatch Modell gewählt. Donor und Rezipient sind vollständig 

disparat in den MHC-Klasse I und II-Molekülen. Als Donoren dienten Mäuse vom Stamm 

C3H (MHC H2k), Rezipienten waren DBA/2-Tiere (MHC H2d). Initial wurden 

Vorexperimente durchgeführt, bei denen 3x107 Zellen unseparierte naive oder präaktivierte 

Splenozyten zusammen mit 5x106 Knochenmarkzellen (nicht T-Zell-depletiert) in subletal 

bestrahlte Rezipienten übertragen wurden. Neun Tage nach dem Transfer wiesen die Tiere 

Anzeichen einer schweren GvHD, wie Gewichtsverlust, struppiges, stumpfes Fell,  

zusammengekauerte Haltung und einer verminderte motorische Aktivität, auf (siehe Abb.15).  
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Abb.15: DBA/2-Tiere: links: gesunde unbehandelte Kontrolltiere, rechts: allogen transplantierte 
Rezipiententiere (C3H  DBA/2) mit typischen Anzeichen einer GvHD: struppiges, stumpfes Fell, 
zusammengekauerte Haltung, reduzierte motorische Aktivität. 
 

Bei Auftreten der Anzeichen einer GvHD wurden die Tiere der histologischen und 

durchflusszytometrischen Analyse zugeführt. Für die histologische Untersuchung wurden 

Organe, mit Paraformaldehyd fixiert, für die angenommen wurde, dass sie in Folge einer 

GvHD-Induktion Veränderungen aufweisen. Dazu zählen: Leber und Milz, außerdem 

Dickdarm und Haut. Um die leukozytäre Zusammensetzung der Milz- und 

Knochenmarkzellen zu untersuchen wurden die Zellen aus Rezipiententieren isoliert und in 

der Durchflusszytometrie analysiert. Abbildung 16 stellt die Ergebnisse der FACS-Analyse 

der Vorexperimente im MHC-disparaten System dar. Durchgeführt wurden zwei unabhängige 

Experimente mit jeweils drei Tieren pro Gruppe. 

 
In Kontrolltieren, in diesem Fall einer unbehandelten DBA/2-Maus, sind etwa 30% der aus 

der Milz stammenden Leukozyten Thy1.2+ (T-Lymphozyten). Dabei beträgt die 

physiologische CD4:CD8-Ratio ca. 3:1. Myeloische Zellen sind in Milzen unbehandelter 

Tiere kaum nachzuweisen, hier dargestellt durch die Expression des Markers Gr-1, der von 

der Mehrzahl der myeloischen Zelltypen exprimiert wird (Hestdal et al. 1991). Sie machen 

nur ca. 2% der Zellen aus. Im Knochenmark der analysierten Kontrolltiere haben B-

Lymphozyten (angefärbt durch den Pan-B-Zellmarker B220) einen Anteil von etwa 30%. Die 

übrigen Zellen sind überwiegend myeloischen Ursprungs. 
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Abb. 16: Leukozytäre Zusammensetzung reisolierter Milz- und Knochenmarkzellen 9 Tage 
nach allogener Transplantation (C3H  DBA/2): Die Expression spezifischer Oberfächenmarker 
für T-Zellpopulationen (Helferzellen CD4, zytotoxische T-Zellen CD8), B-Lymphozyten (B220) und 
myeloische Zellen (Gr-1) wurde in unbehandelten Kontrolltieren sowie Rezipienten naiver bzw. 
präimmunisierter Milz durchflusszytometrisch bestimmt: Verschiebung der CD4/CD8-Ratio mit 
zunehmender Stärke der induzierten GvHD und Fehlen der B-Lymphozyten im KM. Anstieg der 
Myelopoese in der Milz allogen transplantierter Tiere. Zusammengefasst sind die Ergebnisse zweier 
unabhängiger Experimente, in denen drei Tiere pro Gruppe untersucht wurden. 
 

Wurden DBA/2-Tiere mit naiven C3H-Zellen transplantiert, verschob sich bei Einsetzen einer 

GvHD das Verhältnis der CD4+ und CD8+ T-Zellen zu Gunsten der CD8+ Zellen. Die Ratio 

war dann 1:1. 

Einen zusätzlichen Marker für das Entstehen einer GvHD stellt das Fehlen von B-Zellen dar: 

Für Mensch und Maus ist beschrieben, dass ein Fehlen der B-Zellen im Knochenmark mit der 

Entwicklung einer GvHD korreliert (Storek et al. 1993; Storek 2002). Bei den hier 
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untersuchten Rezipienten naiver C3H-Splenozyten fehlten B-Zellen fast vollständig sowohl 

im Knochenmark als auch in der Milz, während die Anzahl der myeloischen Zellen (Gr-1+) in 

der Milz deutlich anstieg. Übertrug man Milzzellen einer gegen den Rezipienten 

präimmunisierten C3H-Maus so war die induzierte GvHD noch ausgeprägter, dokumentiert 

durch eine Verschiebung der CD4/CD8-Ratio (1:2). B-Zellen fehlten ebenfalls vollständig, 

während die Myelopoese in der Milz stark zunahm (33% Gr-1+ Zellen). 

 

Untersuchte man die zytolytische Aktivität der in der Milz enthaltenen T-Lymphozyten im 
51Chrom-Freisetzungstest gegen Zellen des Rezipientenstammes, so konnte Zytotoxizität 

dieser gegen Zellen des Empfängers nachgewiesen werden (siehe Abb. 17). Dabei zeigten die 

T-Zellen, die aus Milzen von Rezipienten immunisierter Splenozyten reisoliert wurden eine 

noch höhere Aktivität gegen den Empfänger als die Zellen von Rezipienten naiver 

Donorzellen. Dies korrelierte mit den Ergebnissen der FACS-Analyse, die ergab, dass der 

Anteil zytotoxischer, CD8+, T-Zellen bei Rezipienten präaktivierter Splenozyten höher war 

als bei Empfängern naiver Milzzellen. 
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Abb.17: Zytolyische Aktivität reisolierter Splenozyten gegenüber Rezipientenzellen: Milzzellen 
der Rezipienten (C3H  DBA) sowie Splenozyten eines unbehandelten Kontrolltieres wurden isoliert 
und im 51Chrom-Freisetzungstest die zytolytische Aktivität gegen Empfängerzellen (DBA/2) 
gemessen. Zytolytische Aktivität reisolierter Donorzellen gegenüber einer vom Rezipientenstamm 
stammenden Zelllinie korrelierte mit der Stärke einer induzierten GvHD. Höhere spezifische Lyse 
nach Transplantation präaktivierter Donorsplenozyten als nach Transfer naiver Splenozyten. 
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3.11. MHC-disparates Transplantationsmodell (C3H  DBA) 

Nachdem in den oben beschriebenen Vorexperimenten die Induzierbarkeit einer GvHD, auch 

ohne vorherige Immunisierung der Donoren, gezeigt werden konnte, wurde dieses Modell für 

weitere Experimente ausgewählt. Naive C3H-Splenozyten wurden in vitro mit bestrahlten 

Milzzellen des Stammes DBA/2 allostimuliert und proliferierende von ruhenden T-Zellen wie 

unter 3.4 beschrieben separiert. Die erhaltenen Fraktionen, „high“ und „low“, wurden 

zusammen mit 1x107 T-Zell-depletierten Knochenmarkzellen in letal bestrahlte Empfänger-

tiere transplantiert. Dabei wurde jeweils die gleiche Anzahl T-Zellen (8x105 Zellen/Tier) 

übertragen. Als Kontrollen dienten Rezipienten, die ausschließlich T-Zell-depletiertes 

Knochenmark erhielten und Tiere, die als Donorlymphozyten unseparierte MLR-Zellen bzw. 

Splenozyten bekamen. Sobald die Tiere nach der Transplantation Anzeichen einer GvHD 

aufwiesen (zwischen Tag 7-10) wurden sie der Analyse zugeführt. 

 

3.11.1. Anwachsen der transferierten hämatopoetischen Zellen 

Zunächst wurde bei der Analyse der transplantierten Tiere das Anwachsen der transferierten 

Zellen, das Engraftment, untersucht. Dafür wurde der Anteil Donorzellen (H2-Kk+) in der 

Milz bestimmt. Unterschieden wurde dabei zwischen dem Anteil der Donorzellen an der 

gesamt T-Zellpopulation, sowie dem Anteil, den die Donorzellen an den übrigen Leukozyten 

ausmachen. Die Spenderzellen wurden durchflusszytometrisch anhand der MHC Klasse I-

Expression identifiziert.  

Abbildung 18 stellt die dabei erhaltenen Daten graphisch dar. Bei Tieren, die nur mit T-Zell-

depletiertem Knochenmark transplantiert wurden, machten die residuellen Rezipientenzellen 

einen wesentlichen Anteil der reisolierten Splenozyten aus.  

Bei Addition der ruhenden Zellen der MLR („high-Fraktion“) zum Knochenmark wurde ein 

gemischter Chimärismus beobachtet. Etwa 2/3 der T-Zellen in der Milz stammten vom 

Donor, wohingegen der Anteil der Empfängerzellen an den restlichen Leukozyten (B-Zellen, 

myeloische Zellen) noch deutlich höher lag (etwa 70%).  

Nach Zugabe alloreaktiver Zellen in Form der „low“-Fraktion, unseparierter MLR oder C3H-

Milzzellen wurden die residuellen Rezipientenzellen nahezu komplett eliminiert. Donorzellen 

machen 80-90% der reisolierten Splenozyten aus, in der Population der T-Zellen stammten 

etwa 90% der Zellen vom Spender, während der Anteil der restlichen Leukozyten bei 

durchschnittlich 70-80% lag. 
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Abb.18: Engraftment nach Transplantation im MHC-disparaten Modell: Weitestgehend komplet-
ter Donorchimärismus sowohl lymphytischer, als auch myeloischer Zellen nach Transplantation von 
Knochenmark zusammen mit den Zellen der „low“-Fraktion, unseparierter MLR oder Milzzellen. 
Nach Zugabe der „high“-Fraktion: gemischter Chimärismus der T-Lymphozyten, während myeloische 
Zellen überwiegend vom Rezipienten stammten. Nach Transplantation T-Zell-depletierten Knochen-
marks waren nahezu ausschließlich Empfängerzellen nachweisbar. Hier sind zusammenfassend die 
Daten der durchflusszytometrischen Analyse vier unabhängiger Experimente dargestellt. Pro Gruppe 
wurden in jedem Versuch mindestens drei Tiere untersucht. 
 

3.11.2. Durchflusszytometrische Analyse von Milz und Knochenmark nach KMT 

Um die zelluläre Zusammensetzung der Leukozyten zu bestimmen wurden wiederum Milz- 

und Knochenmarkzellen der Empfängertiere isoliert und für eine Messung in der 

Durchflusszytometrie wie in 2.2.13. beschrieben gefärbt.  

Bei der durchflusszytometrischen Analyse von Milz und Knochenmark der Rezipienten 

zwischen Tag 7 und 10 nach Transfer wurden die in Abbildung  19 dargestellten Ergebnisse 

erhalten. Insgesamt wurden vier unabhängige Experimente durchgeführt, in denen folgende 

Gruppen, von je 3-4 Tieren, gebildet wurden: transplantiert wurde T-Zell-depletiertes 

Knochenmark allein, oder zusammen mit den Zellen der „high“-Fraktion, der „low“-Fraktion, 

den Zellen der unsortierten MLR oder frisch isolierten Donorsplenozyten des Stammes C3H. 

Mit jeder der Fraktionen wurden 8x105 T-Lymphozyten übertragen.  

In den einzelnen Darstellungen der Abbildung 19 ist jeweils der prozentuale Anteil positiv 

gefärbter Zellen,  sowie die Anzahl der untersuchten Tiere pro Gruppe und die Anzahl der 

Tiere, die den dargestellten Phänotyp aufwiesen, angegeben. 
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             Milz         Milz             Knochenmark 
 

  
 

bb.19: Expression leukozytärer Oberflächenmarker in Milz und Knochenmark vonA  
Rezipiententieren nach allogener Transplantation im MHC-diparaten Modellsystem (C3H  
DBA/2): In Milzen der Empfänger von Knochenmark allein wurden keine Donor-T-Zellen gezeigt, 
jedoch sind vom Donor stammende Zellen (H2-Kk+) nachweisbar. Rezipienten der „high“-Frakion 
wiesen einen gemischten lymphatischen Chimärismus auf (CD4+ T-Zellen überwogen). Im 
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Knochenmark konnten B-Lymphozyten gezeigt werden, die das Fehlen einer GvHD dokumentieren. 
In den Milzen der Empfänger alloreaktiver Zellen („low“, unseparierte MLR, bzw. Donorsplenozyten) 
waren nahezu ausschließlich Donorlymphozyten präsent. Die CD4/CD8-Ratio war zugunsten der 
CD8+ Zellen verschoben. B220+ Zellen fehlen im Knochenmark dieser Behandlungsgruppen nahezu 
vollständig. Im Knochenmark der „low“-Rezipienten sind zudem kaum Gr-1+ Zellen nachweisbar. 
Dies dokumentiert eine schwere GvHD in Empfängern alloreaktiver Zellen. Die Analyse der 
Rezipienten erfolgte 7-10 Tage nach Transplantation. Die Anzahl der untersuchten Tiere sowie die 
Zahl derer, die den dargestellten Phänotyp aufwiesen, sind in der oberen rechten Ecke der Darstellung 
angegeben. 
 

Tiere, die ausschließlich T-Zell-depletiertes Knochenmark erhalten hatten, zeigten residuelle, 

n h“-Fraktion zusammen mit Knochenmark zeigten eine große Anzahl 

       

aktion, unseparierter MLR oder 

vom Rezipienten stammende CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten (Thy1.2+) in der Milz. 

Daneben fand man Thy1.2-/H2-Kk+ Donorzellen, die die beginnende Donorhämatopoese 

repräsentieren. Im Knochenmark konnten bei Rezipienten, die nur Knochenmarkzellen 

erhalten haben, etwa 16 % B-Lymphozyten (B220+) nachgewiesen werden. Der Anteil 

myeloischer Zellen (Gr-1+) lag bei 8%, wobei es sich überwiegend um reife Granulozyten 

(Gr-1high) handelte. 

Empfä ger der „hig

CD4+ und Thy1.2+ Zellen in der Milz. Etwa 2/3 der T-Lymphozyten stammen vom Donor, 

1/3 der T-Zellen waren residuelle Rezipientenzellen. Die Zellen der restlichen Lymphopoese 

in der Milz der „high“-Rezipienten sind H2-Kk-negativ. Sie stammen damit ebenfalls vom 

Empfänger. Im Knochenmark sind myeloische Zellen, dargestellt durch die Expression des 

Markers Gr-1, nachweisbar. Hier waren sowohl frühe (Gr-1low) als auch ausreifende   

(Gr-1intermediate) Zellen myeloischen Ursprungs vorhanden. Im Knochenmark der „high“-

Rezipienten ließ sich eine Anzahl von B-Lymphozyten nachweisen (12%), die der in 

Empfängern von Knochenmark allein gezeigten entsprach. 

Die analysierten Milzen von Rezipienten der „low“-Fr

Donorsplenozyten bestanden nahezu ausschließlich aus T-Lymphozyten (80-90%), wobei es 

sich im Wesentlichen um Donorzellen handelte. Im Gegensatz zu den Organen der Empfänger 

von T-Zell-depletiertem Knochenmark allein, bzw. nach Zugabe der „high“-Fraktion, 

überwogen in den Milzen der Tiere, die alloreaktive Zellen mit dem depletierten 

Knochenmark erhalten haben, CD8+ T-Zellen. Nach der Gabe unseparierter MLR kam es zu 

einer Umkehr der Ratio von CD4+ zu CD8+ Zellen im Vergleich zu Kontrolltieren. Addierte 

man die Zellen der „low“-Fraktion oder naive Splenozyten zum Knochenmark, war das 

Verhältnis 1:1. Empfängerzellen waren in den Rezipienten dieser Gruppen nahezu komplett 

eliminiert. In den Milzen dieser Empfängertiere konnten nur sehr wenige H2-Kk-negative 

Zellen gezeigt werden. B-Lymphozyten waren im Knochenmark dieser drei 
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Rezipientengruppen praktisch nicht nachweisbar. Dieses wurde als ein Indiz für die Induktion 

einer GvHD gewertet.   

 

3.11.3. Histologische Ergebnisse 

Um das GvHD-induzierende Potential der einzelnen Fraktionen weiter zu untersuchen, 

wurden neben der Analyse von Milz und Knochenmark in der Durchflusszytometrie, Organe 

der transplantierten Tiere begutachtet. 

Die makroskopische und die histologische Analyse der Milzen und Lebern transplantierter 

Tiere ergaben folgende Befunde: Makroskopisch zeigten die Lebern der „high“- und der 

Knochenmarkrezipienten keine Anzeichen einer GvHD. Die Milzen der Empfänger von 

MLR- und „low“-Zellen dagegen wiesen bereits makroskopisch  Anzeichen einer GvHD auf 

(siehe Abb.20): Sie waren ödimatös verändert, mit gelblichem Kolorit (Ikterus).  

 

                              

nur KM

MLR
„low“„high“ 

Abb.20: Makroskopische Aspekte der Lebern transplantierter Tiere (d10): Die Organe der 
Rezipienten von T-Zell-depletiertem Knochenmark und der „high“-Fraktion wiesen ein normales 
Aussehen auf, während die Lebern der Rezipienten alloreaktiver Zellen (MLR, „low“-Fraktion) eine 
deutlich hellere, leicht gelbliche Färbung zeigten. 
  

Auch histologisch ließ sich die Destruktion der Leberzellen von Rezipienten alloreaktiver 

Zellen dokumentieren. Abbildung 21 stellt repräsentative Ergebnisse dieser Analysen dar. Die 

Hämalaun-Eosin (HE)-gefärbten Organschnitte der KM- und „high“-Rezipienten (A) zeigten 

eine intakte Struktur der Leberläppchen und der Zentralvenen, während die Lebern der Tiere, 

die die „low“-Fraktion erhalten haben, eine ausgeprägte Destruktion der Organstrukturen 

aufwiesen (B). Sie zeigten große Felder von Nekrosen (Pfeile) und lymphozytäre 

Infiltrationen.  
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A B

A: Leber; „high“-Rezipient. HE 40x B: Leber; „low“-Rezipient. HE 40x  
Abb.21: Mikroskopische Aspekte der Lebern allogen transplantierter Tiere: Lebern der „high“-
Rezipienten weisen eine intakte Struktur der Leberläppchen auf (A), während Organe der Empfänger 
alloreaktiver Zellen (B) große Regionen von Nekrosen enthalten (Pfeile). Zudem sind 
Lymphozyteninfiltrate nachweisbar. Organschnitte Paraformaldehyd-fixierter Lebern allogen trans-
plantierter Tiere (C3H  DBA). HE Färbung. 
 
 

Ein ähnliches Bild zeigte sich, wenn man Schnittpräparate der Milzen analysierter Tiere 

mikroskopisch untersuchte. Abbildung 22 stellt die Ergebnisse der Analyse dar: 

 

 
A: Milz; „high“-Rezipient. HE 40x B: Milz; „low“-Rezipient. HE 10x 

Abb.22: Mikroskopische Aspekte der Milzen allogen transplantierter Tiere: Milzen der „high“-
Rezipienten (A) zeigen abgegrenzte Lymphozytenregionen sowie rekonstituierende Hämatopoese, wie 
zum Beispiel Megakaryozyten (Pfeile). Milz-Präparate der „low“-Rezipienten (B) dagegen weisen 
fibröse und nekrotische Regionen auf sowie vereinzelte Leukozyteninfiltrate (Pfeile). Organschnitte 
Paraformaldehyd-fixierter Milzen allogen transplantierter Tiere (C3H  DBA). HE Färbung. 
 

Wie auch bei den Lebern wiesen die Milzen der KM- und „high“-Rezipienten keine 

Veränderungen der Struktur auf (A). Man erkannte deutlich abgegrenzte Lymphozyten-

regionen. Daneben sind Zellen rekonstituierender Hämatopoese, wie zum Beispiel 

Megakaryozyten (Pfeile) auszumachen. Dagegen wiesen die Milzen der „low“-Rezipienten 
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deutliche Merkmale einer Organdestruktion auf. Die Struktur der Milz war komplett zerstört, 

zudem zeigte sich eine massive Infiltration von Lymphozyten (Pfeile). Hierbei handelte es 

sich nahezu ausschließlich um Donor-T-Zellen, wie die durchflusszyto-metrische Analyse 

belegte (siehe Abb.19, low gefärbt mit α-H2-Kk/Thy1.2). 

 

3.11.4. Ex vivo Restimulierbarkeit der übertragenen „high“-Fraktion  

Zellen der „high“-Fraktion ließen sich direkt nach dem Sortieren in vitro nicht gegen third-

party Targets (unverwandte Antigene) restimulieren. Dies kann mit verschiedenen Faktoren, 

wie den Kulturbedingungen, oder der Stimulatorpräparation in Zusammenhang stehen. Die 

Analysen der Rezipiententiere zeigen, aber dass die transferierten Zellen den Rezipienten 

repopulieren (siehe Abb.19). Um die in vivo-Potenz der transferierten „high“-T-Zellen zu 

evaluieren wurden die Splenozyten von „high“-Rezipienten reisoliert und in Kultur erneut 

stimuliert. Dabei sollte gezeigt werden, dass die transferierten T-Zellen in der Lage sind 

Immunreaktionen auszuführen. Nur dann ist ein Vorteil gegenüber der Transplantation von 

Knochenmark allein zu postulieren, für die Kontrolle möglicher Infektionen sowie für die 

Tumorkontrolle. Abbildung 23A zeigt, dass 2/3 der reisolierten T-Zellen (dargestellt durch 

die Expression von Thy1.2) vom Donor stammten. Die Zellen wurden erneut mit dem 

Farbstoff CFSE markiert und  in vitro mit Splenozyten einer C57BL/6-Maus cokultiviert, 

bzw. restimuliert.   
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Abb.23: Reaktivierbarkeit allogen transplantierter „high“-Zellen (C3H  DBA/2) ex vivo: 
Nachweis eines gemischten Chimärismus mittels durchflusszytometrischer Analyse der Milzen von 
„high“-Rezipienten (A). Reisolation, CFSE-Markierung und in vitro-Restimulation gegen ein third 
party target (bestrahlte C57BL/6-Splenozyten)(B): Deutliche proliferative Immunantwort nach 
viertägiger Stimulation. Ein Drittel der „low“-Zellen waren Thy1.2+ (T-Lymphozyten). Dabei handelte 
es sich im Wesentlichen um Donorzellen. Rezipienten-T-Zellen (H2-Kd+) waren praktisch nicht 
nachweisbar. 
 

Die FACS-Analyse der restimulierten Zellen an Tag 4 zeigte eine starke proliferative Antwort 

der Splenozyten gegen ein third-party Target (Abb.23B). Von den sich teilenden Zellen 

waren etwa ein Drittel T-Zellen (Thy1.2+). Ohne Stimulatoren proliferierten nur 1% der 

Zellen, d.h. durch die Kulturbedingungen alleine kam es zu keiner unspezifischen 

Aktivierung. Anhand einer Gegenfärbung der Zellen der MLR mit α H2-Kd (DBA/2-MHC-I) 

konnten wir zeigen, dass nur wenige der proliferierenden Zellen vom Rezipienten stammten. 

Dies demonstriert, dass  die aus der Milz isolierten Splenozyten eines „high“-Rezipienten die 

Fähigkeit besitzen eine proliferative Immunantwort gegen im Transplantationsvorgang nicht 

vorkommende, unverwandte, Antigene aufzubauen. 
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3.12. Zusammenfassung der Ergebnisse im MHC-disparaten Transplantationsmodell 

Zusammenfassend konnte im MHC-disparaten Modell (C3H  DBA/2) folgendes gezeigt 

werden: die Zellen der unseparierten MLR oder Milz bzw. Zellen der „low“-Fraktion  

induzierten in Rezipiententieren eine schwere GvHD, wenn sie zusammen mit T-Zell-

depletiertem Knochenmark transplantiert wurden. Durch die alloreaktiven T-Zellen wurden 

nahezu alle residuellen Rezipientenzellen eliminiert. Zudem machten die T-Lymphozyten 

einen überwiegenden Teil der aus Empfängertieren isolierten Splenozyten aus. In den Milzen 

der „high“-Rezipienten wurde ein beträchtlicher Anteil residueller Empfängerzellen 

nachgewiesen, was auf eine Toleranz der übertragenen T-Zellen gegenüber den residuellen 

Rezipientenzellen hinweist. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse 

korrelierten mit der makroskopischen und histologischen Analyse der Organe von 

Rezipienten der unterschiedlichen Fraktionen. Leber und Milzen der Empfänger von 

Knochenmark allein oder den Zellen der „high“-Fraktion waren intakt, während die Organe 

der Rezipienten alloreaktiver Zellen deutliche Merkmale einer Destruktion aufwiesen 

(Lymphozyteninfiltrationen/Nekrosen). Eine verbleibende Restaktivität der „high“-Fraktion 

gegenüber bisher unbekannten Antigenen (third party) konnte in diesem Modell ex vivo, nach 

Reisolation aus Rezipiententieren demonstriert werden, nicht jedoch direkt nach der 

Separation der MLR. 

Trotz der fehlenden GvHD konnte ein längeres Überleben der Rezipienten der „high“-

Fraktion in diesem Modell nicht gezeigt werden. Das ist aber in dieser Konstellation, MHC-

disparat, nicht allein von den transferierten T-Zellen abhängig, sondern auch von natürlichen 

Killerzellen im Transplantat. 

 

3.13. Etablierung des MHC-identen Transplantationsmodells 

In der klinischen Anwendung werden Transplantationen von Knochenmark, bzw. peripheren 

Stammzellen üblicherweise zwischen Donoren und Empfängern durchgeführt, die in ihren 

Gewebemerkmalen (MHC, bzw. HLA-Molekülen) möglichst genau übereinstimmen. So kann 

das GvHD-Risiko gesenkt werden. Da im MHC-disparaten Modell kein signifikanter 

Überlebensvorteil der „high“-Rezipienten gegenüber den Tieren, die die „low“-Fraktion oder 

unseparierte MLR erhalten hatten, gezeigt werden konnte, wurde ein klinisch relevanteres 

Modell etabliert. Spender und Empfänger sind in dieser Konstellation MHC-ident, d.h., sie 

stimmen in den MHC-Molekülen überein und unterscheiden sich nur in den so genannten 

Minorantigenen (im Kontext des MHC präsentierten körpereigenen Peptiden). Für eine Reihe 

von Konstellationen wurde in vergleichbaren Modellsystemen eine mildere GvHD gezeigt 
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(Drobyski et al. 1996; van Den Brink et al. 2000). So kann ein längeres Überleben der 

Rezipiententiere erreicht werden, was die Untersuchung des Einflusses der T-Zellen auf 

Überleben und Tumorkontrolle ermöglicht. 

 

Auch in diesem Modell musste zunächst die Induzierbarkeit einer GvHD geprüft werden. 

Letal bestrahlte DBA/2-Tiere wurden mit 1x107 Zellen T-Zell-depletierten Knochenmarks 

von BALB/c-Spendertieren transplantiert. Dazu wurden 1-1,5x107 Splenozyten naiver oder 

präimmunisierter Donoren addiert. In diesem Modell wurde ein längeres Überleben der Tiere 

gezeigt. Bei Entstehen einer GvHD kam es zu den typischen Symtomen wie Gewichtsverlust 

struppigem Fell und reduzierter motorischer Aktivität. Mit Auftreten dieser Zeichen wurden 

die Tiere untersucht. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse von Milz- und 

Knochenmarkzellen der Rezipiententiere an Tag 30 nach Transfer sind in Abbildung 24 

dargestellt.  

In allen Fällen konnte ein komplettes lymphozytäres Engraftment gezeigt werden. Dies wurde 

nachgewiesen durch die fehlende Expression des Oberflächenmoleküls CD5.1, das 

ausschließlich auf von DBA/2 stammenden Lymphozyten zu finden ist, nicht auf Zellen des 

Donorstammes BALB/c (Pierres et al. 1981). Bei Rezipienten naiver BALB/c-Milz oder Milz 

gegen P815/B7 immunisierter Donoren wurde ein Überwiegen CD4+ T-Zellen in der Milz 

gezeigt. Die Ratio zwischen CD4+ und CD8+ T-Zellen betrug 3:1. Das entspricht dem in 

unbehandelten Kontrolltieren gezeigten Verhältnis. Im Gegensatz dazu wiesen die 

Rezipienten von Splenozyten gegen DBA/2-Milz immunisierter Donoren eine deutlich 

geringere Anzahl von T-Zellen in der Milz auf. Zudem kam es zu einer Verschiebung des 

Verhältnisses der Subpopulationen zueinander. Der Anteil CD8+ T-Zellen lag deutlich höher, 

das Verhältnis war etwa 1:1. Im Knochenmark dieser Tiere konnte, wie im vorherigen 

Modellsystem, das Fehlen von B-Zellen nachgewiesen werden. Nicht jedoch bei Rezipienten 

naiver oder gegen P815/B7 immunisierter Milzen. Tiere dieser Gruppen wiesen B-Zellen im 

Knochenmark auf. Weitere Unterschiede zwischen Rezipienten gegen den Tumor 

immunisierter Splenozyten und den Empfängern gegen Milz stimulierter Zellen traten in der 

Population der Gr-1+ Zellen im Knochenmark auf. Übertrug man gegen Milz immunisierte 

Donor-T-Zellen, so waren im Knochenmark der Empfänger zum Zeitpunkt der Analyse 

sowohl frühe (Gr-1low) als auch reife (Gr-1high) myeloische Zellen nachweisbar. Waren die 

Donorzellen hingegen mit Tumorzellen präaktiviert worden, so wurden in den 

Rezipiententieren ausschließlich frühe myeloische Zellen gezeigt.  
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        Milz           Milz    Knochenmark 

 
 Abb.24: Leukozytäre Zusammensetzung von Milz und Knochenmark MHC-ident 
transplantiertet Tiere (d30): Analysiert wurde die Expression spezifischer Oberflächenmarker 
verschiedener Zellpopulationen (T- und B-Lymphozyten, myeloischer Zellen, residuelle Rezipienten-
zellen) mittels Durchflusszytometrie: Rezipienten gegen Milz aktivierter Splenozyten (Milz immu α Milz) 
zeigten eine Lymphopenie, zudem eine Verschiebung der CD4/CD8-Ratio zugunsten CD8+ T-Zellen 
im Knochenmark fehlten B220+ Zellen. Nachweis einer GvHD-Induktion. Empfänger naiver bzw. 
gegen Tumorzellen aktivierter (Milz immu a P815/B7) Splenozyten wiesen keine Lymphopenie auf, CD4+ 
Zellen überwogen. Auch B-Zellen im Knochenmark waren nachweisbar. Bei Rezipienten gegen 
Tumorzellen aktivierter Splenozyten fehlten im Knochenmark reife Granulozyten (Gr-1high). Die 
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Rezipienten aller drei transplantierten Gruppen zeigten einen kompletten lymphozytären 
Donochimärismus, dokumentiert durch das Fehlen CD5.1+ Zellen in der Milz. Dargestellt sind die 
Ergebnisse zweier unabhängiger Experimente, in denen drei Tiere pro Gruppe untersucht wurden. 
 

Aus diesen vorläufigen Experimenten zogen wir den Schluss, dass die Induktion einer GvHD 

in diesem Modellsystem möglich ist, jedoch eine Immunisierung der Donoren gegen DBA/2-

Splenozyten voraussetzt.  

 

Wie in dem zuvor beschriebenen MHC-diparaten Modell wurden nun im Folgenden die 

allostimulierten, in vitro proliferierenden, und die ruhenden T-Zellen separiert und zusammen 

mit T-Zell-depletierten Knochenmarkzellen transplantiert. In diesem Modell haben wir jedoch 

zwei unterschiedliche Strategien der Stimulation verfolgt: Zum einen wurden Splenozyten 

gegen DBA/2-Milz immunisierter Donoren in einer MLR mit Rezipientensplenozyten 

stimuiert. Alternativ wurden die Spendertiere mit Tumorzellen immunisiert und deren 

Milzzellen dann in der MLTC erneut mit Tumorzellen (P815/B7 behandelt mit MMC, siehe 

2.2.7) stimuliert.  

 

3.14. Übertragung gegen DBA/2-Milz präimmunisierter Zellen 

Für die in vitro Stimulation in einer MLR wurden als Milzdonoren gegen 

Rezipientensplenozyten immunisierte BALB/c-Tiere verwendet. Durch den Einsatz von 

Milzzellen (30% T-Zellen, 60% B-Zellen, 3% myeloische Zellen) des Rezipienten als 

Stimulatoren in der MLR wurde so den Donorzellen ein auf die Lymphopoese fokussiertes 

Spektrum an Antigenen präsentiert, um eine Alloreaktion zu induzieren. An Tag 4 der 

Stimulation wurden die ruhenden  und die proliferierenden Zellen separiert und jeweils 8x105 

T-Zellen zusammen mit T-Zell-depletiertem Knochenmark (1x107 Zellen/Tier) übertragen. 

Als Kontrollen dienten auch in diesem Modell Tiere, die ausschließlich T-Zell-depletierte 

Knochenmarkzellen erhielten, sowie Rezipienten, die unseparierte MLR oder Splenozyten als 

DLI bekamen. 

 

3.14.1. Entwicklung einer GvHD im MHC-identen Modell 

Die GvHD im MHC-identen Transfermodell verläuft deutlich milder, als im MHC-disparaten 

Modell. Die Tiere überleben deutlich länger und die äußeren Anzeichen einer GvHD sind 

schwer auszumachen. Ein wesentliches Merkmal ist der Verlust von Gewicht mit dem 

Einsetzen der GvHD (siehe Abb.25). In unseren Untersuchungen nahmen die Rezipienten von 

T-Zell-depletiertem Knochenmark nach dem Transfer kontinuierlich an Gewicht zu. Ebenso 

die Tiere, die zusätzlich zum Knochenmark die Zellen der „high“-Fraktion erhalten hatten. 
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Addierte man jedoch Milzzellen immunisierter Donoren, unseparierte MLR oder die „low“-

Fraktion zu den Knochenmarkzellen, so verloren die Tiere bei Einsetzen der GvHD 

zunehmend an Gewicht. Bei einem Gewichtsverlust von 20% nach beginnender 

Gewichtsabnahme wurden die Tiere untersucht. 
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Abb.25: Gewichtsverlust mit beginnender GvHD im MHC-identen Transplantationsmodell: 
Empfänger alloreaktiver Zellen („low“, unseparierte MLR bzw. Splenozyten) verloren mit 
einsetzender GvHD stetig Gewicht, während Rezipienten T-Zell-depletierten Knochenmarks bzw. der 
„high“-Fraktion kontinuierlich zunahmen. Zusammenfassend dargestellt sind die Ergebnisse zweier 
unabhängiger Experimente, untersucht wurden pro Gruppe 3 Tiere. Aufgetragen ist der 
Gewichtsverlauf in Prozent ausgehend vom Initialgewicht (100%). 
 

3.14.2. Leukopenie der Rezipiententiere bei GvHD  

Im Verlauf der GvHD kommt es zu einer verzögerten Immunrekonstitution und dadurch zu 

einer verminderten Anzahl Leukozyten (Leukopenie) in den Empfängern (Noel et al. 1978; 

Paulin et al. 1987). Wir haben daher in diesem Transplantationsmodell als weiteres Kriterium 

einer GvHD eine Leukopenie der Rezipienten gewertet. Um diese festzustellen, wurde die 

Anzahl aus Milz und Knochenmark reisolierter Zellen bestimmt. 

Abbildungen 26 und 27 stellen die gemittelten Zellzahlen reisoliert aus Milz und 

Knochenmark der untersuchten Tiere dar. Dabei wurden drei verschiedene Zeiträume nach 

Transfer unterschieden. Zwischen Tag 18-29 handelt es sich um ein noch relativ frühes 

Stadium, in dem die Rekonstitution der Tiere stattfindet. Der Zeitraum zwischen dem 30. und 

dem 59. Tag nach der Transplantation ist als Analysezeitpunkt am besten geeignet, da sich in 
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dem Intervall die GvHD in den Rezipienten der alloreaktiven Zellen ausprägt. Untersucht 

man die Rezipienten hingegen zu einem späteren Zeitpunkt (d 60-133), so handelt es sich bei 

der hier festgestellten GvHD eher um eine chronische Form der Erkrankung, oder die Tiere 

überlebten ohne, dass es zur Induktion einer GvHD kam. 
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 Abb.26: Leukopenie der Rezipiententiere bei GvHD: Die Anzahl aus der Milz reisolierter 
Leukozyten war bei Rezipienten alloreaktiver Zellen („low“, unsepariere MLR bzw. Splenozyten) 
deutlich geringer als bei Empfängern T-Zell-depletierten Knochenmarks bzw. der high“-Fraktion. 
Unterschieden wurden hierbei drei Zeiträume nach Transplantation. Dargestellt sind die Ergebnisse 
aus drei unabhängigen Experimenten, pro Gruppe wurden mindestens 2 Tiere analysiert. 
 

Wie Abbildung 26 zeigt, wurden aus den Milzen der Tiere, die nur T-Zell-depletiertes 

Knochenmark erhalten haben, bereits drei Wochen nach dem Transfer im Mittel 4x107 Zellen 

reisoliert. 6 Wochen später entsprach die Anzahl der reisolierten Splenozyten der Zahl, die 

aus unbehandelten Kontrolltieren gewonnen wird (7-10x107 Zellen). Bei Rezipienten der 

„high“-Fraktion, zeigte sich ein vergleichbares Bild. Untersuchte man die Tiere zwischen Tag 

30 und 59 so wurden im Mittel 5-6x107 Zellen isoliert. Wurden zum Knochenmark 

alloreaktive Zellen in Form der „low“-Fraktion, der unseparierten MLR oder immunisierter 

Donorsplenozyten addiert, so enthielten die Milzen der untersuchten Tiere zum jeweiligen 

Zeitpunkt im Vergleich nur etwa halb so viele Leukozyten. Die Tiere, die alloreaktive Zellen 

erhalten hatten und bei denen es zur Induktion einer GvHD kam, wiesen also in der Milz eine 

deutlich verminderte Anzahl Leukozyten auf. 

Ähnlich verhielt es sich mit der aus dem Knochenmark reisolierten Anzahl Leukozyten (siehe 

Abbildung 27). Auch hier war bei den Empfängertieren mit GvHD die Zahl der Leukozyten 
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im Knochenmark deutlich vermindert im Vergleich zu Tieren ohne GVHD. Aus den Femora 

und Tibiae der Rezipienten von immunisierter Milz oder unseparierter MLR wurden zwischen 

Tag 30 und 59 im Mittel nur etwa halb so viele Zellen gewonnen wie aus denen der 

Rezipienten von T-Zell-depletiertem KM allein oder Knochenmarkzellen zusammen mit den 

Zellen der „high“-Fraktion. Bei Empfängern der „low“-Fraktion sogar nur etwa ein Drittel der 

Zellen. 
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Abb.27: Gesamtzahl Leukozyten im Knochenmark nach Transplantation: Leukopenie im 
Knochenmark nach Transplantation der „low“-Frakion, unseparierter MLR bzw. Splenozyten. 
Rekonstitution nach Transplantation der „high“-Fraktion bzw. Knochenmark allein vergleichbar. 
Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten, pro Gruppe wurden 2-3 Tiere 
analysiert. 
 

3.14.3. Anwachsen der transferierten Donorzellen 

Da in diesem Modell Donoren und Rezipienten MHC-ident sind, konnte die Expression der 

MHC-I-Moleküle auf der Oberfläche der isolierten Milz- und Knochenmarkzellen nicht 

herangezogen werden, um den Anteil der Donorzellen im Rezipienten zu bestimmen. Die 

Stämme DBA/2 und BALB/c unterscheiden sich jedoch durch die Expression von CD5.1, das 

nur auf T-Lymphozyten des Stammes DBA/2 exprimiert wird. Wachsen die transferierten 

Zellen an, so lassen sich in den Rezipienten keine CD5.1+-Zellen mehr nachweisen. Auf diese 

Weise konnte das T-lymphozytäre Engraftment nachgewiesen werden. 
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Abb.28: Engraftment nach MHC-identem Transfer: Rezipienten alloreaktiver Zellen („low“-
Fraktion, unseparierte MLR oder Splenozyten) wiesen rasch nach der Transplantation einen 
kompletten lymphozytäeren Donorchimärismus auf. Nach Transfer T-Zell-depletierten Knochenmarks 
oder Zugabe der „high“-Fraktion war zumeist ein gemischter Chimärismus nachweisbar, nach einem 
längeren Beobachtungszeitraum ein zunehmender Anteil Donorzellen. Die Anzahl der Donor-T-
Lymphozyten in der Milz der Rezipiententiere wurde durch Anfärben des Moleküls CD5.1 
durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil Donor-T-Lymphozyten an der 
Gesamtpopulation der T-Zellen in der Milz. 
 

Abbildung 28 fasst das Anwachsen der übertragenen Zellen („engraften“) nach dem Transfer 

im MHC-identen Modell zusammen. Nach der Transplantation von T-Zell-depletiertem 

Knochenmark allein waren praktisch in allen Fällen noch Rezipientenlymphozyten 

nachzuweisen. Die Donorzellen vermögen es nicht, residuelle Empfängerzellen zu 

eliminieren. Addierte man zum Knochenmark die ruhenden Zellen der MLR („high“-

Fraktion) hinzu, so kam es ebenfalls in der Mehrzahl der Tiere zu einem gemischten 

Chimärismus. Die übertragenen ruhenden T-Zellen waren tolerant gegenüber den residuellen 

Zellen des Empfängers. Über einen längeren Beobachtungszeitraum, oder durch eine höhere 

Anzahl übertragener Zellen kann der Chimärismus zu Gunsten der Donorzellen beeinflusst 

werden. Durch die Zugabe der „low“-Fraktion oder unseparierter MLR kam es in nahezu 

allen Rezipiententieren bereits kurze Zeit nach dem Transfer zu einem vollen 

Donorchimärismus. Die im Transplantat enthaltenen alloreaktiven T-Zellen erkennen 

residuelle Empfängerzellen als fremd und eliminieren sie vollständig. Gleiches wurde 

beobachtet, nach Zugabe von Donorsplenozyten zum T-Zell-depletierten Knochenmark. 

 

 

- 66 - 



 
  Ergebnisse 

3.14.4. Durchflusszytomertische Analyse von Milz und Knochenmark nach KMT 

Auch in diesem Modellsystem wurde die zelluläre Zusammensetzung aus Milz und 

Knochenmark isolierter Leukozyten bestimmt. Durchgeführt wurden 3 unabhängige 

Experimente mit 2-3 Tieren pro Gruppe. Die Gruppen wurden wie im MHC-disparaten 

Modell gebildet. 

Die durchflusszytometrische Analyse von Milz und Knochenmark der Empfängertiere im 

Zeitraum zwischen Tag 30-59 nach dem Transfer ergab folgendes (siehe Abb.29): 

Nach dem Transfer von T-Zell-depletiertem Knochenmarkzellen stammten etwa 2/3 der 

reisolierten T-Lymphozyten vom Donor. Die Anzahl der gesamten T-Zellpopulation 

entsprach nach diesem Zeitraum schon nahezu der einer unbehandelten Kontrolle (siehe 

Abb.24). Die CD4+ T-Zellen überwogen. Im Knochenmark der analysierten Tiere konnten 

etwa 20% B-Zellen nachgewiesen werden.  

Milz- und Knochenmarkzellen von Rezipienten der „high“-Fraktion wiesen eine 

vergleichbare Zusammensetzung auf. Auch hier waren noch etwa 1/3 T-Lymphozyten des 

Rezipienten, mit einem Überwiegen der CD4+ T-Zellen gegenüber den CD8+, nachweisbar. 

Im Knochenmark der „high“-Rezipienten konnten im Mittel 13% B-Zellen gezeigt werden. 

Dabei wies die Population der B-Zellen dieser Tiere wie bei den Empfängern von 

Knochenmark allein einen Anteil ausreifender B-Zellen auf, nachgewiesen durch die 

Expression von membrangebundenem Immunglobulin M (IgM).  

Nach der Übertragung alloreaktiver T-Zellen in Form der „low“-Fraktion, der unseparierten 

MLR oder von Splenozyten waren keine residuellen Empfängerzellen nachzuweisen. Die 

Anzahl der T-Zellen lag in den Milzen der Empfänger von „low“- und MLR-Zellen deutlich 

niedriger als bei den Rezipienten von Knochenmark allein oder der „high“-Fraktion. Die 

CD4+/CD8+-Ratio der T-Zellen war leicht zu Gunsten der CD8+ Zellen verschoben. Die 

Anzahl der T-Lymphozyten war bei den Rezipienten der Splenozyten als DLI nicht so 

reduziert wie bei Empfängern der „low“-Fraktion oder MLR. Bei allen drei Gruppen konnten 

im Knochenmark praktisch keine B-Zellen nachgewiesen werden, ausreifende, IgM-positive 

B-Lymphozyten fehlten vollständig: ein zuverlässiges Indiz für die Induktion einer GvHD.  
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    Milz            Milz        Knochenmark 

           
Abb.29: Expression leukozytärer Oberflächenmarker in Milz und Knochenmark der 
Rezipiententiere nach Transfer gegen Milz immunisierter Zellen (BALB/c  DBA/2): 
Rezipienten T-Zell-depletierten Knochenmarks sowie der „high“-Fraktion wiesen einen gemischten 
lymphatischen Chimärismus auf, Zellen der alloreaktiven Fraktionen („low“, MLR, Milz) eliminierten 
residuelle Rezipientenzellen vollständig (fehlende Expression von CD5.1). Die Empfänger der „low“-
Fraktion bzw. unseparierter MLR waren lymphopen, die Ratio CD4/CD8 1:1 (in unbehandelten 
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Kontrolltieren 2:1). Im Knochenmark fehlten B220+ Zellen nahezu vollständig, reife B-Lymphozyten 
(IgM+) waren nicht nachweisbar. Dies dokumentiert eine GvHD in den Empfängern alloreaktiver 
Zellen. Die Analyse erfolgte in diesem Transplantationsmodell 30-59 Tage post tranplantationem. Die 
Anzahl der analysierten Tiere sowie die Zahl der Tiere, die den dargestellten Phänotyp aufweisen, sind 
jeweils in der oberen rechten Ecke der Darstellung angegeben. 
 
3.14.5. Anzahl T-Lymphozyten in der Milz der Rezipiententiere 

In der durchflusszytometrischen Analyse wurde die Zusammensetzung der T-Lymphozyten-

populationen genauer bestimmt. Dazu wurden in der Milz die Oberflächenmoleküle Thy1.2 

als Pan-T-Zellmarker, CD4 sowie CD8 für die Bestimmung der Subpopulationen der T-

Helfer, bzw. zytotoxischer T-Zellen angefärbt. Die Abbildungen 30 und 31 stellen die 

Ergebnisse der Analysen  zusammenfassend dar. 
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Abb.30: Gesamtzahl T-Lymphozyten in Rezipientenmilzen: Die Empfänger der alloraktiven Zellen 
(„low“-Fraktion, MLR bzw. Splenozyten) wiesen bei Auftreten einer GvHD (30-59 Tage nach der 
Transplantation) eine deutlich geringere Anzahl T-Lymphzyten auf als Rezipienten T-Zell-depletierten 
Knochenmarks oder nach Zugabe der „high“-Fraktion. Zu einem späteren Zeitpunkt sind nur geringe 
Unterschiede in der Anzahl reisolierter T-Zellen zwischen den Behandlungsgruppen nachweisbar. 
Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten, pro Gruppe wurden mindestens 
2 Tiere untersucht. 
 

Auch bei der Analyse der Anzahl von T-Zellen in der Milz zeigte sich, dass Rezipienten der 

alloreaktiven Zellen zwischen Tag 30 und 59 eine deutlich niedrigere Zellzahl aufwiesen, als 

die Tiere, die nur Knochenmarkzellen bzw. zusätzlich Zellen der „high“-Fraktion erhalten 

hatten. Aus den Milzen der Empfänger unseparierter MLR, der „low“-Fraktion oder 

Donorsplenozyten wurde durchschnittlich nur ein Drittel der Anzahl an T-Lymphozyten im 

Vergleich zu Rezipienten der „high“-Fraktion reisoliert. 

- 69 - 



 
  Ergebnisse 

Untersuchte man die einzelnen Subpopulationen der T-Zellen, so zeigte sich jedoch nicht wie 

bei den Vorversuchen, in denen größere Zahlen Milzzellen zum Knochenmark addiert 

wurden, eine signifikante Verschiebung  der CD4/CD8-Ratio (siehe Abb.31). Die Mehrzahl 

der T-Zellen war in allen Gruppen CD4+. Bei Rezipienten der „high“-Fraktion, sowie 

Knochenmarkzellen allein war das Verhältnis CD4+ zu CD8+ T-Zellen etwa 3:1. In den 

Rezipienten der „low“-Zellen oder unseparierter MLR, waren im Mittel zweimal so viele 

CD4+ T-Zellen nachzuweisen, aber die Verschiebung der Ratio war nicht signifikant. 
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Abb.31: CD4+ /CD8+ Ratio in der Milz  (Tag 30-59): Festgestellt wurde eine leichte Verschiebung 
der Ratio zugunsten CD8+ T-Zellen in Empfängern alloreaktiver Zellen im Vergleich mit den 
Behandlungsgruppen Knochenmark allein bzw. nach Zugabe der „high“-Fraktion. Dargestellt sind die 
Ergebnisse drei unabhängiger Experimente (mindestens 2 analysierte Tiere pro Gruppe). 
 

3.14.6. Fehlen von  B-Lymphozyten im Knochenmark bei GvHD 

Auch in diesem Modell konnte das Fehlen von B-Lymphozyten im Knochenmark als 

Indikator für die Entwicklung einer GvHD herangezogen werden. Wie Abbildung 32 zeigt 

ließen sich im Knochenmark der Tiere, die 5-8 Wochen nach dem Transfer eine GvHD 

entwickelten (Emfänger von MLR, „low“ oder immunisierter Milz), so gut wie keine B-

Lymphozyten nachweisen. Bei Rezipienten unseparierter MLR, sowie der „low“-Fraktion 

waren durchschnittlich 2x105 B-Zellen im Knochenmark enthalten, bei Empfängern von 

Donorsplenozyten waren es im Mittel 6x105 Zellen. Dagegen enthielten die zum gleichen 

Zeitpunkt aus dem Knochenmark isolierten Leukozyten der Rezipienten der „high“-Fraktion, 

oder nur KM im Durchschnitt etwa sieben- bzw. dreimal soviele B–Lymphozyten. 

Rezipienten der „low“-Zellen, die zwischen d30-59 keine GvHD entwickelten, wiesen nach 
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über 60 Tagen Beobachtungszeit ebenfalls ein Fehlen von B-Zellen im Knochenmark auf, 

was darauf hindeutet, dass sie eine chronische GvHD entwickelten. 
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Abb.32: Anzahl aus dem Knochenmark reisolierter B-Lymphozyten: Im Knochenmark von 
Rezipienten der „low“-Fraktion, unseparierter MLR bzw. Splenozyten fehlten B-Lymphozyten 30-59 
Tage nach der Transplantation nahezu vollständig, während Epmfänger T-Zell-depletierten 
Knochenmarks bzw. der „high“-Fraktion über einen Zeitraum von bis zu 133 Tagen eine stetig 
zunehmende Anzahl B-Lymphozyten aufwiesen.Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhängigen 
Experimenten, pro Gruppe wurden 2-3 Tiere untersucht. 
 

3.14.7. Tumorkontrolle nach allogener Transplantation 

In dieser Stammkonstellation (BALB/c  DBA/2), in der Donor und Empfänger MHC-ident 

waren, war es nicht nachzuweisen, dass die in der MLR ruhenden („high“) Zellen nach dem 

Sortieren in vitro durch einen unverwandten Stimulator aktivierbar waren. Auch ex vivo 

konnten wir nicht zeigen, dass Splenozyten, die aus „high“-Rezipienten isoliert wurden, 

Reaktivität gegen ein fremdes Target aufweisen, obwohl die Zellen in der Lage sind den 

Organismus nach dem Transfer zu repopulieren. Um zu untersuchen, ob die Rezipienten eine 

mögliche vorliegende Tumorerkrankung, in der klinischen Situation eine Leukämie, wirksam 

bekämpfen können, wurde deshalb in den Empfängertieren vor dem Transfer eine als Tumor 

wachsende hämatopoetische Neoplasie (P815/B7) induziert. 5 Tage vor der Transplantation 

wurden 5x105 bzw. 2x106 Zellen P815/B7 subcutan injiziert und das Wachstum der Tumore 

regelmäßig gemessen. Abbildung 33 stellt die Ergebnisse der Untersuchungen graphisch dar. 
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Abb.33: Tumorwachstum im MHC-identen Transplantationsmodell: 5 Tage vor dem Transfer 
wurden in den Rezipienten P815/B7-Tumore induziert. 2x106 Tumorzellen (linke Kurvenschar) oder 
5x105 Tumorzellen (rechte Kurvenschar) wurden s.c. injiziert. In Empfängern T-Zell-depletierten 
Knochenmarks bzw. nach Zugabe der „high“-Fraktion wuchs der Tumor mit einer vergleichbaren 
Kinetik aus, während das Tumorwachstum in Rezipienten der alloreaktiven Fraktion demgegenüber 
deutlich verlangsamt war. Dargestellt sind die Ergebnisse von zwei unabhängigen Experimenten, pro 
Gruppe wurden 3 Tiere untersucht. 
 

Bei den Tieren, die ausschließlich T-Zell-depletiertes Knochenmark erhielten, kam es in 

jedem Fall zu einem Auswachsen des Tumors. Mit einer vergleichbaren Kinetik verlief das 

Wachstum der Tumore bei Empfängertieren, die zusätzlich zu den Knochenmarkzellen die 

ruhenden Zellen der „high“-Fraktion erhalten hatten. Die im Transplantat enthaltenen T-

Zellen beinflussten das Wachstum eines induzierten Tumors nicht. Die in der „low“-Fraktion 

enthaltenen T-Zellen bzw. die Zellen der unseparierten MLR konnten zwar keine komplette 

Abstoßung des Tumors vermitteln, jedoch das Tumorwachstum in diesen Empfängertieren 

deutlich (um etwa 10-14 Tage) verlangsamen. Als Vergleichsgruppen dienten hierbei „high“- 

und Knochenmarkrezipienten.  

Um als Ursache für eine verminderte Tumorkontrolle eine zu hohe initiale Tumordosis (2x106 

Zellen/Tier, linke Kurvenschar Abb.31,) auszuschließen, wurde in einem parallelen 

Experiment eine Zelldosis von 5x105 (rechte Kurvenschar, Abb.31) gewählt. Wie Abbildung 

31 zeigt führt dies jedoch lediglich zu einer Verschiebung des Tumorwachstums entlang der 

Zeitachse. Die Kinetik des Auswachsens des Tumors ist in allen Transfergruppen identisch. In 

Rezipienten von Knochenmark allein, sowie Empfängern der „high“-Fraktion wächst der 

Tumor in jedem Falle aus, die in der MLR oder in der „low“-Fraktion enthaltenen T-Zellen 
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vermögen es nicht eine komplette Abstoßung zu vermitteln, verlangsamen das Wachstum 

aber deutlich.  

 

3.15. Übertragung gegen den Tumor immunisierter Zellen im MHC-identen 

Transplantationsmodell 

Wie die unter 3.13 vorgestellten Ergebnisse zeigen, konnte durch die Separation alloreaktiver 

Zellen nach Stimulation mit Splenozyten des Empfängers die Induktion einer GvHD 

verhindert werden. Es gelang jedoch im MHC-identen Modell nicht, eine verbleibende 

immunologische Reaktivität der übertragenen „high“-Zellen nach dem Transfer zu zeigen. 

Die Rezipienten dieser Fraktion waren nicht im Stande, das Wachstum eines induzierten 

Tumors zu beeinflussen. Daraus zogen wir den Schluss, dass die Übertragung der „high“-

Zellen keinen Vorteil gegenüber dem Transfer von Knochenmark allein bedeutet. Aus diesem 

Grund wurden Zellen übertragen, die a priori reaktiv gegen den Tumor sind. Wie die unter 

3.12 dargestellten Vorexperimente im MHC-identen Modell zeigen, konnte durch die 

Präimmunisierung der Donoren gegen den Tumor die Inzidenz einer GvHD vermieden 

werden. Es wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt zwischen Tieren, die gegen 

P815/B7 immunisierte Splenozyten oder naive Donormilzzellen erhalten hatten.  

Für den Transfer wurden daher Donortiere im Vorfeld, wie unter 2.2.3 beschrieben, gegen 

den Tumor P815/B7 immunisiert. Die Splenozyten dieser Tiere wurden dann mit dem 

Farbstoff CFSE markiert und in vitro mit Mytomycin C (MMC)-behandelten Tumorzellen 

stimuliert. Dadurch wurde ein begrenzteres Spektrum an Antigenen für die T-Zellaktivierung 

eingesetzt und eine spezifischere Stimulation der Donorzellen erreicht. Die Separation der 

Zellen der MLTC erfolgte an Tag 4. Übertragen wurden wie zuvor 1x107 Zellen T-Zell-

depletierten Knochenmarks allein oder zusammen mit den sortierten Fraktionen „low“ und 

„high, unsortierter MLTC oder Donorsplenozyten, wobei mit jeder Fraktion 8x105 T-

Lymphozyten übertragen wurden. 

 

3.15.1. Leukopenie in der Milz der Rezipiententiere bei GvHD 

Auch nach der Separation und dem Transfer gegen den Tumor stimulierter Zellen eignete sich 

der Zeitraum zwischen Tag 30 und 59 nach der Transplantation am besten für eine Analyse 

der Rezipiententiere. Dies war wiederum der Zeitraum, in dem es zur Induktion einer GvHD 

kam. Zunächst wurde die Anzahl aus Milz und Knochenmark reisolierter Leukozyten 

bestimmt, um einen Anhaltspunkt dafür zu erhalten, ob es zur Induktion einer GvHD und 

damit zu einer Leukopenie kam, oder nicht. Wie Abbildung 34 zeigt, erhält man nach dem 
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Transfer gegen den Tumor stimulierter und separierter Zellen ein anderes Ergebnis als nach 

dem Transfer von Zellen, die gegen Rezipientensplenozyten aktiviert waren. 
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Abb.34: Gesamtzahl aus der Milz reisolierter Leukozyten: nach dem Transfer gegen den Tumor 
aktivierter Zellen wiesen Rezipienten der unseparierten MLR bzw. der „high“-Fraktion eine sehr 
geringe Anzahl Leukozyten auf, während Empfänger der „low“-Fraktion bzw. gegen den Tumor 
präaktivierter Splenozyten deutlich mehr Leukozyten enthielten. Die Anzahl war vergleichbar mit der 
von Rezipienten T-Zell-depletierten Knochenmarks. Dargestellt sind die Ergebnisse aus zwei 
unabhängigen Experimenten, pro Gruppe wurden 2 Tiere transplantiert. 
 

Die Milzen der Rezipienten der „low“-Fraktion, oder gegen P815/B7 immunisierter 

Splenozyten wiesen 5-8 Wochen nach dem Transfer eine deutlich höhere Gesamtzellzahl auf 

als die Milzen von Tieren, die die „high“-Fraktion (etwa doppelt so viele Zellen) oder 

unseparierte MLTC (fünf Mal mehr) zusätzlich zu depletiertem Knochenmarkzellen erhalten 

hatten. Sie entsprach der Anzahl Zellen, die aus den Milzen der Rezipienten von nur 

Knochenmark isoliert wurden. Auch die Empfänger gegen P815/B7 immunisierter 

Spendermilzzellen wiesen eine vergleichbare Zellzahl auf. 60 Tage nach allogener 

Transplantation konnten aus den Milzen der Rezipienten von Knochenmark eine Anzahl von 

Zellen isoliert werden, die der unbehandelter Kontrolltiere entsprach (8-10x107 Zellen). 

Ebenso war es bei Rezipienten der „low“-Fraktion. Deutlich weniger Zellen enthielten nach 

diesem Beobachtungszeitraum die Milzen der Empfänger, die mit  immunisierten 

Donorsplenozyten (gegen P815/B7) transplantiert wurden. Rezipienten der unseparierten 

MLTC oder der „high“-Fraktion überlebten einen so langen Zeitraum nicht. 
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Abb.35: Gesamtzahl aus dem KM reisolierter Leukozyten: Bei der aus dem Knochenmark 
reisolierten Leukozytenzahl wurden im Zeitraum 30-59 Tage nach der Transplantation keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen festgestellt. Rezipienten 
gegen den Tumor aktivierter Milzzellen wiesen jedoch im Beobachtungszeitraum 60-133 Tage nach 
Transfer eine deutlich erniedrigte Anzahl Leukozyten auf. Dargestellt sind die Ergebnisse aus zwei 
unabhängigen Experimenten, pro Gruppe wurden 2 Tiere analysiert. 
 

Die aus dem Knochenmark reisolierten Zellzahlen der einzelnen Behandlungsgruppen 

unterschieden sich deutlich weniger als die der Milz (siehe Abb.35). Die Femora und Tibiae 

von „low“- bzw. „high“-Rezipienten enthielten im Durchschnitt etwa vergleichbare 

Zellzahlen, wie eine unbehandelte Kontrolle (etwa 2x107 Zellen). Die Tiere der anderen 

Behandlungsgruppen wiesen im Schnitt eine etwas geringere Zellzahl (1,5x107 Zellen) auf. 

 

3.15.2. Durchflusszytometrische Analyse von Milz und Knochenmark nach KMT 

Auch in diesem Modell wurde die Zusammensetzung der Zellen aus Milz und Knochenmark 

durchflusszytometrisch analysiert. Abbildung 36 fasst die Ergebnisse zusammen.  

Untersuchte man die Tiere wiederum im Zeitraum 30-59 Tage nach dem Transfer, so waren 

nur die in der MLTC enthaltenen T-Zellen in der Lage, residuelle Empfängerzellen komplett 

zu eliminieren. Der Anteil T-Zellen an der Milz war in etwa bei allen analysierten Gruppen 

gleich. Das Verhältnis der T-Zellsubpopulationen untereinander entsprach dem einer 

unbehandelten Kontrolle. Lediglich in der Milz der MLTC-Rezipienten war das Verhältnis 

geringfügig zu Gunsten der CD8+ Zellen verschoben. Sowohl bei Rezipienten der „low“-

Fraktion als auch bei Empfängern der „high“-Fraktion oder Splenozyten eines immunisierten 

Donors waren Rezipienten T-Zellen in der Milz nachweisbar. Der Anteil B220+ Zellen im 
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Knochenmark lag bei den Empfängern der unseparierten MLTC sowie der „high“-Fraktion 

deutlich niedriger als bei Rezipienten der „low“-Zellen oder Splenozyten. Dies wurde als 

Anzeichen der Induktion einer GvHD gewertet. 

 
         Milz                    Milz                     Knochenmark

    
Abb.36: Expression leukozytärer Oberflächenmarker in Milz und Knochenmark 30 Tage nach 
Transplantation gegen den Tumor aktivierter Zellen (BALB/c  DBA/2): Rezipienten 
unseparierter MLTC wiesen in der Milz einen kompletten Donorchimärismus auf (fehlende 
Expression von CD5.1), während in Empfängern der „low“-Fraktion, bzw. der „high“-Fraktion ein 
gemischter Chimärismus nachgewiesen wurde. Die CD4/CD8-Ratio war nach Transfer unseparierter 
MLTC zugunsten der CD8+ T-Zellen verschoben (1:1), bei den Empfängern der anderen 
Behandlungsgruppen überwogen CD4+ T-Zellen. Im Knochenmark der „low“-Rezipienten waren nach 

+dem Transfer gegen den Tumor aktivierter Zellen im Knochenmark B220  Zellen nachweisbar, was 
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auf das Fehlen einer GvHD hinweist. Nach dem Transfer unseparierter MLTC, bzw. nach Zugabe der 
„high“-Fraktion war die Anzahl B-Lymphozyten im Knochenmark deutlich erniedrigt. Die Anzahl der 
analysierten Tiere sowie die Zahl der Tiere, die den dargestellten Phänotyp aufweisen, sind jeweils in 
der oberen rechten Ecke der Darstellung angegeben. 
 
 
3.15.3. Anzahl B-Lymphozyten im Knochenmark 

ipienten der „low“-Fraktion 30-59 Tage 

    
b.37: Anzahl aus dem Knochenmark reisolierter B-Lymphozyten: Bei Rezipienten der „low“-

.16. Zusammenfassung der Ergebnisse im MHC-identen Transplantationsmodell 

enden 

Wie die FACS-Analyse bereits zeigte, wiesen die Rez

nach dem Transfer gegen den Tumor aktivierter Zellen keine Anzeichen einer GvHD auf. So 

konnten im Knochenmark dieser Tiere B-Zellen nachgewiesen werden (siehe Abb.37). 

Deutlich geringer war die Menge B220+ Zellen in Empfängern der unseparierten MLTC. 

Auch die Rezipienten der „high“-Fraktion wiesen eine etwas geringere Anzahl B-

Lymphozyten im Knochenmark auf. Im Vergleich zu Empfängern der „low“-Zellen waren im 

Knochenmark der „high“-Rezipienten nur etwa halb so viele B-Zellen enthalten.  
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Ab
Fraktion waren 30 Tage nach Transplantation tumorreaktiver Zellen („low“-Fraktion) B-Lymhozyten 
im Knochenmark nachweisbar, ein Hinsweis für das Fehlen einer GvHD. Im Knochenmark des 
MLTC-Empfängertieres fehlten B220+ Zellen fast vollständig, während Rezipienten von 
Knochenmark allein, bzw. nach Zugabe der „high“-Fraktion eine vergleichbare Anzahl B-Zellen im 
Knochenmark aufwiesen. Dargestellt sind die Ergebnisse aus zwei unabhängigen Experimenten, pro 
Gruppe wurden 2 Tiere transplantiert. 
 

3

Zusammenfassend wurden im MHC-identen Transplantationsmodell die folg

Ergebnisse erzielt: Wir haben in diesem Modell zwei unterschiedliche Strategien verfolgt. Die 

erste bestand darin gegen den Empfänger immunisierte Donorsplenozyten in vitro mit 
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Milzzellen des Empfängers zu stimulieren, zu separieren und zusammen mit T-Zell-

depletiertem Knochenmark zu transplantieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass die 

alloreaktiven Zellen, enthalten in der unseparierten MLR, der „low“-Fraktion und in der 

Fraktion präimmunisierter Donorsplenozyten, in den Rezipiententieren eine GvHD 

induzierten, nicht aber die in vitro ruhenden Zellen der „high“-Fraktion. Nachgewiesen wurde 

das Entstehen einer GvHD anhand eines deutlichen Gewichtsverlust, einer Lymhopenie der 

Rezipienten sowie dem Fehlen von B-Lymphozyten im Knochenmark der erkrankten Tiere. 

Die GvHD verlief jedoch deutlich milder als im MHC-disparaten System und es konnte ein 

längeres Überleben der Empfänger gezeigt werden. Die Zellen der „high“-Fraktion waren 

auch in diesem Transplantationsmodell tolerant gegenüber residuellen Rezipientenzellen. 

Lymphozyten sowohl des Donors als auch des Empfängers waren in der 

durchflusszytometrischen Analyse von Milz und Knochenmark nachweisbar. Die Zellen der 

alloreaktiven Fraktionen dagegen eliminierten die residuellen Empfängerzellen vollständig.  

Im MHC-identen Modell gelang es nicht, eine Restimulation der Zellen der „high“-Fraktion 

ie zweite Strategie bestand darin, gegen einen Tumor (P815/B7) immunisierte, bzw. 

in vitro gegen unverwandte Antigene (third party) zu zeigen. In vivo konnten die ruhenden 

Zellen der „high“-Fraktion keine Tumorabstoßung vermitteln, während die Zellen der 

alloreaktiven Fraktionen das Wachstum eines induzierten Tumors deutlich verlangsamten 

gegenüber dem in Rezipienten von T-Zell-depletiertem Knochenmark allein.  

 

D

stimulierte Zellen zu separieren und zu transplantieren. Die Empfänger der „low“-Fraktion 

entwickelten in diesem Modellsystem keine GvHD, während Rezipienten der „high“-Fraktion 

sowie der unseparierten MLTC erkrankten. Die alloreaktiven Zellen der MLTC eliminierten 

residuelle Rezipientenzellen vollständig, während Empfänger der „low“- und auch der „high“-

Fraktion einen gemischten Chimärismus aufwiesen. Unsere Interpretation ist, dass durch eine 

in vitro Stimulation mit Zellen der Tumorzelllinie das Spektrum der präsentierten und 

erkannten Antigene limitiert und die T-Zellantwort auf tumorspezifische Antigene fokussiert 

wird. Eine erhaltene Reaktivität der übertragenen Zellen der „low“-Fraktion gegen den Tumor 

in vivo bleibt zu zeigen. 
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3.17. Etablierung eines haploidenten Transplantationsmodells  

konstellation gewählt. In 

 diesem Modell wurden zunächst Vorversuche unternommen, um die Induzierbarkeit 

Als weiteres Transplantationsmodell wurde eine haploidente Stamm

einer so genannten Parent-to-F1-Konstellation werden Stammzellen und Lymphozyten eines 

homozygoten Elternteils auf heterozygote Kinder übertragen. Dafür wurden DBA/2-

Männchen mit C3H-Weibchen gekreuzt, so dass die Tiere der F1-Generation die MHC-

Moleküle beider Stämme tragen. Die so gewonnenen C3HxDBA/2-(C3D2) F1-Tiere wurden 

dann als Rezipienten eingesetzt, während C3H-Mäuse als Donoren dienten. In diesem Modell 

ist es im Gegensatz zum MHC-disparaten Modell (C3H  DBA) so, dass eine 

Abstoßungsreaktion nur von Seiten der Donorzellen gegen die Empfängerzellen, also in 

Richtung einer Transplantat-gegen-Wirt Reaktion, ablaufen kann. Die Zellen des Rezipienten 

sollten Donorzellen nicht als fremd erkennen, da die Empfängertiere die MHC-Moleküle 

beider Stämme tragen. So ist die Induktion einer GvHD möglich und eine Abstoßung des 

Transplantats durch residuelle Rezipientenzellen wird verhindert. In der klinischen Situation 

wäre die Möglichkeit einer solchen Transplantationskonstellation, ohne Induktion einer 

GvHD, von Vorteil, da so die Zahl der in Frage kommenden Spender deutlich ansteigen 

würde. 

Auch in

einer GvHD zu prüfen. C3D2 F1-Tiere wurden letal bestrahlt und mit 1x107 Zellen T-Zell-

depletiertem Knochenmark und 6x106 Splenozyten naiver C3H-Donoren transplantiert. 20 

Tage nach dem Transfer wiesen die Tiere Anzeichen einer GvHD (Gewichtsverlust, 

struppiges Fell) auf und wurden der Analyse zugeführt. Die Ergebnisse der 

durchflusszytometrischen Analyse von Milz- und Knochenmarkzellen der Rezipiententiere 

sind in Abbildung 38 dargestellt. 
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        Milz            Milz     Knochenmark

 
 Abb.38: Expression leukozytärer Oberflächenmarker von Milz und Knochenmark nach dem 
Transfer haploidenter Zellen (C3H  C3D2 F1): 20 Tage nach Transplantation wiesen die Milzen 
von Rezipienten naiver Milz eine geringe Anzahl T-Lymhozyten auf, die CD4/CD8-Ratio war 
zugunsten der CD8+ T-Zellen verschoben. Es konnte ein kompletter Donorchimärismus nachgewiesen 
werden (fehlende Expression von H2-Kd). Im Knochenmark der Rezipienten fehlten B220+ Zellen 
vollständig. Diese Daten dokumentieren eine schwere GvHD. Es wurden zwei unabhängige 
Experimente mit jeweils drei Rezipiententieren durchgeführt. 
 

Um das Anwachsen der transplantierten Zellen in diesem Modell zu überprüfen, wurde der 
d 

b die Analyse, dass in den Rezipiententieren 
d

Verlust der Expression des MHC-Moleküls H2-K untersucht. Dieses ist spezifisch für den 

Stamm DBA/2. Die Tiere der F1-Generation exprimieren sowohl H2-Kd als auch H2-Kk 

(C3H) auf der Oberfläche der Leukozyten. Werden die Empfänger nun vor dem Transfer letal 

bestrahlt und wachsen die Donorzellen (H2-Kk) an, so sollte auf  Rezipientenzellen das 

Molekül H2-Kd nicht länger nachweisbar sein.  

Nach dem Transfer der C3H-Donorzellen erga

praktisch keine residuellen Empfängerzellen (H2-K -positiv) mehr nachweisbar waren. Das 

Verhältnis der T-Zellsubpopulationen zueinander war deutlich verschoben. Die Anzahl der 

CD8+ T-Zellen überwog gegenüber den CD4+ Zellen. Weiteres Anzeichen einer schweren 

GvHD war auch in diesem Modell das Fehlen von B-Lymphozyten im Knochenmark. Es 

konnten keine B220+ Zellen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse demonstrieren die 

Induzierbarkeit einer GvHD in dieser Transplantationskonstellation. 
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3.17.1. Transfer naiver Donorzellen 

yten mit CFSE markiert und in vitro mit bestrahlten 

r Weise kam es nach dem Transfer in diesem Modell in keiner der 

bbildung 39 stellt das Engraftment der Donorzellen graphisch dar. Dafür wurde 

Daraufhin wurden naive C3H-Splenoz

C3D2 F1-Milzzellen stimuliert. Die Zellen der MLR wurden wie bereits in den anderen 

Konstellationen an Tag 4 nach Stimulation sortiert und zusammen mit T-Zell-depletiertem 

Knochenmark von C3H-Donoren in letal bestrahlte C3D2 F1-Empfängertiere übertragen. Als 

Kontrolle dienten wiederum Tiere, die ausschließlich T-Zell-depletiertes Knochenmark, 

unseparierte MLR oder Splenozyten erhielten. Pro Fraktion wurden 8x105 T-Lymohozyten 

übertragen. 

Unerwartete

Transfergruppen, mit Ausnahme der Empfänger naiver C3H-Splenozyten, zur Induktion einer 

GvHD. Die Rezipiententiere wurden 90 Tage nach der Übertragung der Zellen analysiert. 

Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen gezeigt 

werden. Die Tiere wiesen in der Milz eine normale Zusammensetzung der Zellpopulationen 

auf, auch das Verhältnis der CD4+ und CD8+ T-Zellen zueinander war nicht verschoben. Ein 

Fehlen von B-Lymphozyten im Knochenmark konnte nicht nachgewiesen werden. 

 

A

durchflusszytometrisch der Anteil H2-Kd-negativer Zellen bestimmt. Wie bereits in den 

vorherigen Modellen kam es auch hier nach Transplantation von T-Zell-depletiertem 

Knochenmark allein zur Ausbildung eines gemischten Chimärismus. In den Rezipienten der 

„high“-Fraktion und der „low“-Fraktion stammten etwa 70% der aus der Milz reisolierten 

Zellen vom Donor, während bei den Rezipienten der unseparierten MLR ¾ der T-Zellen vom 

Donor waren. Der Anteil Rezipientenzellen an der restlichen Lymhopoese lag jedoch noch 

deutlich höher  (60%). Bei Tieren, die zusätzlich zum Knochenmark naive Donorsplenozyten 

erhalten hatten, war ein volles Engraftment zu beobachten. Wie auch bei der 

Zusammensetzung der Zellpopulationen in der Milz war in der Engraftmentsituation kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Rezipienten der „high“- und der „low“-Fraktion 

nachzuweisen. 
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Abb.39: Anwachsen der transferierten Zellen nach dem Transfer naiver haploidenter Zellen: 
Rezipenten T-Zell-depletierten Knochenmarks wiesen einen gemischten Chimärismus auf. Nach 
Transplantation der “high“-und „low“-Fraktion stammten etwa 70% der Milzzellen vom Donor. Der 
Transfer naiver Donorsplenozyten induzierte einen vollen Donorchimärismus, während nach 
Transplantation unseparierter MLR ¾ der T-Zellen vom Donor stammten, 60% der restlichen 
Leukozyten waren Rezipientenzellen. Hier sind zusammenfassend die Daten zwei unabhängiger 
Experimente dargestellt. Pro Gruppe wurden je zwei Tiere untersucht. 
 

3.17.2. Transfer präimmunisierter in vitro stimulierter Donorzellen 

Durch den Transfer naiver Splenozyten zusammen mit T-Zell-depletiertem Knochenmark war 

es möglich im haploidenten Transplantationsmodell eine GvHD zu induzieren. Die 

Übertragung in vitro stimulierter und separierter Zellen führte jedoch in den Rezipienten 

alloreaktiver Zellen nicht zur Induktion einer GvHD. Daraufhin wurden C3H-Spendertiere 

mit DBA/2-Splenozyten immunisiert und die Milzzellen dieser Tiere in der MLR mit 

bestrahlten C3D2 F1-Zellen stimuliert. Wie zuvor wurden die Zellen an Tag 4 nach 

Stimulation in die „high“- und „low“-Fraktion sortiert und zusammen mit T-Zell-depletiertem 

Knochenmark in letal bestrahlte Rezipienten transferiert.  Dabei wurden wiederum 8x105 T-

Lymphozyten pro Fraktion übertragen. 30 Tage nach dem Transfer erfolgte die Analyse der 

Tiere. 

Abbildung 41 stellt das Anwachsen der transferierten Zellen in den Rezipiententieren dar:  
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Abb.41: Engraftment nach dem Transfer haploidenter Zellen (Donoren präimmunisiert):  Nach 
Transplantation alloreaktiver Zellen in Form unseparierter MLR bzw. Splenozyten wurde in 
Rezipientenmilzen ein kompletter lymphozytärer und myeloischer Donorchimärismus nachgewiesen, 
auch in Milzen der „low“-Rezipienten machten die Donozellen 80% der Leukozyten aus. Milzen der 
„high“-Rezipienten wiesen dagegen einen gemischten Chimärismus auf. Durchgeführt wurden zwei 
unabhängige Experimente mit jeweils 2 Tieren pro Gruppe. 
 

Empfänger der „high“-Fraktion wiesen wie in den anderen Modellsystemen einen gemischten 

Chimärismus auf. Etwa die Hälfte der aus der Milz reisolierten Zellen stammte jeweils vom 

Donor bzw. vom Rezipienten. Bei den Empfängern von Knochenmarkzellen allein wurde ein 

gemischter Chimärismus der T-Lymphozytenpopulation nachgewiesen, während der Anteil 

der Donorzellen an den restlichen Leukozytenpopulationen deutlich höher lag (80-90%). 

Tiere, die zum T-Zell-depletierten Knochenmark die Zellen der „low“-Fraktion, unseparierte 

MLR oder Splenozyten erhalten hatten, zeigten ein nahezu komplettes Engraftment. 

Mindestens 80% der reisolierten Zellen stammten vom Donor. Das Anwachsen der Zellen der 

„high“-Fraktion war nach dem Transfer präimmunisierter Donorzellen deutlich verschlechtert 

im Vergleich zur Übertragung naiver Donorzellen. In Rezipienten der alloreaktiven 

Zellfraktionen wurde zwar ein gutes Anwachsen der transplantierten Zellen erreicht, jedoch 

kam es auch hier nicht reproduzierbar zur Induktion einer GvHD. Aus diesem Grund wurden 

keine weiteren Untersuchungen in diesem Modellsystem durchgeführt. Die Ergebnisse zeigen 

jedoch, dass auch in diesem Modellsystem die Zellen der alloreaktiven Fraktionen „low“, 

unseparierter MLR bzw. Splenozyten das Anwachsen des T-Zell-depletierten Knochenmark 

unterstützten, während die Zellen der „high“-Fraktion dies nicht vermochten. 
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3.18. Transfer alloreaktiver Zellen in Rag1-/- Empfängertiere 

Neben den zuvor beschriebenen Modellen, wurde in einem weiteren MHC-disparaten System 

gearbeitet. Dabei dienten Rag1-/- Tiere auf C57BL/6-Hintergrund als Rezipienten, Donoren 

waren C3H-Mäuse. Den Rag1-/- Mäusen fehlt das Rekombinations-aktivierende-Gen1 (Rag1) 

(Mombaerts et al. 1992). Dieses ist verantwortlich für das Rearrangement von 

Antigenrezeptoren während der Entwicklung von Lymphozyten. Daraus resultiert ein Stopp 

der Entwicklung und somit das komplette Fehlen von B-und T-Zellen. Diese Tatsache 

ermöglicht es in dieser Konstellation das Potential der „low“-Zellen in einem Rezipienten zu 

untersuchen, in dem die als Stimulatoren eingesetzten Antigene (Lymphozyten) nicht präsent 

sind.  

Für Experimente in diesem Modellsystem wurden naive C3H-Splenozyten mit CFSE markiert 

und mit bestrahlten C57BL/6-Milzzellen stimuliert. Sortierung und Transplantation der Zellen 

der MLR erfolgten wiederum nach viertägiger Stimulation. Dabei erfolgte die Applikation der 

Zellen in diesem Modell intraperitoneal. Als Kontrollgruppen dienten Tiere, die unseparierte 

MLR oder Donorsplenozyten erhielten.  

 

3.18.1. Überlebensdauer nach dem Transfer 

Nach dem Transfer der aktivierten Zellen in diesem Modell konnte ein längeres Überleben der 

Tiere, die die „low“-Fraktion erhalten hatten, gezeigt werden. Im Gegensatz zu den bisher 

untersuchten Modellsystemen kam es hier in den Rezipienten der in vitro proliferierenden 

Zellpopulation („low“) nicht zur Induktion einer GvHD. Im MHC-disparaten System C3H  

DBA/2 (siehe 3.11) erkrankten die Empfänger der „low“-Fraktion bereits 7-10 Tage nach der 

Transplantation schwer. Die Übertragung der Zellen vom Stamm C3H in Rag1-/--Empfänger 

führte dazu, dass 50% der Rezipienten unsortierter MLR oder Splenozyten innerhalb der 

ersten drei Wochen nach dem Transfer verstarben. Bis zum Tag 80 nach der Übertragung der 

Zellen waren alle Empfänger der unseparierten MLR oder Splenozyten verstorben. Die Tiere 

wiesen dabei die typischen Anzeichen einer GvHD, wie Gewichtsverlust, struppiges Fell und 

zusammengekauerte Haltung auf. Auch ein Großteil der Empfänger der „high“-Fraktion 

zeigte eine deutlich kürzere Überlebensdauer als die „low“-Rezipienten. 80% der Tiere 

verstarben im Zeitraum von 80 Tagen nach Transplantation. Die Empfänger der alloreaktiven 

Fraktion der MLR („low“-Fraktion) wiesen auch 100 Tage nachdem die Zellen übertragen 

wurden keine Anzeichen einer GvHD auf. Abbildung 42 stellt die Überlebensdauer der 

einzelnen Transfergruppen graphisch dar. Dabei sind die Ergebnisse zweier unabhängiger 

Experimente zusammengefasst. 
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Abb.42: Überlebenskurven von C57BL/6-Rag-/--Tieren nach Transfer: Dargestellt ist das 
Überleben von Rag1-/--Tieren, nach dem Transfer gegen C57BL/6 stimulierter C3H-Splenozyten. 
Rezipienten der unseparierten MLR bzw. Splenozyten verstarben innerhalb 80 Tage nach 
Transplantation. Auch die Mehrzahl der Empfänger in vitro ruhender Zellen („high“_Fraktion) 
verstarb in diesem Zeitraum. Etwa 75% der Rezipienten der alloreaktiven „low“-Fraktion dagegen 
überlebten einen Beobachtungszeitraum von 180 Tagen. 
 

3.18.2. In vivo Restimulation der alloreaktiven Zellen  

Durch die Analyse von Blutproben der Rezipiententiere konnte gezeigt werden, dass die 

transferierten Donorzellen in den Empfängertieren auch drei Wochen nach dem Transfer 

nachweisbar waren. Die Rezipienten der alloreaktiven „low“-Fraktion wiesen jedoch, trotz 

MHC-Disparität, auch 80 Tage nach der Übertragung der Zellen keine Anzeichen einer 

GvHD auf. Es wurde daher versucht durch die nachträgliche Gabe bestrahlter C57BL/6-

Milzzellen die transferierten Zellen in vivo zu reaktivieren und auf diese Weise eine GvHD zu 

induzieren. Die T-Zellen der „low“-Fraktion waren vor dem Transfer mit C57BL/6-

Lymphozyten stimuliert worden. Im Rezipienten fehlen diese Zellen und somit die Antigene 

und der spezifische Stimulus der alloreaktiven Zellen. In zwei von vier „low“-Rezipienten 

wurden 1x107 bestrahlte C57BL/6-Milzzellen i.p. injiziert. Drei Wochen nach der Applikation 

wiesen die Tiere Anzeichen einer schweren GvHD (Gewichtsverlust, struppiges Fell, 

zusammengekauerte Haltung) auf und verstarben, während die Tiere, die keine C57BL/6-

Splenozyten erhalten hatten, nach wie vor frei von derartigen Symptomen waren. Dies deutet 

darauf hin, dass die übertragenen, vom Donor stammenden, T-Zellen durch den erneuten 
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Antigenstimulus reaktiviert wurden und eine Immunantwort gegen die spezifischen 

Targetzellen ausführen, mit denen sie in vitro stimuliert wurden. Darüber hinaus führt die 

Restimulation wahrscheinlich dazu, dass auch nicht-lymphozytäre Antigene erkannt werden, 

was zur Induktion einer GvHD führt. 

Die Ergebnisse zeigen, dass in vitro aktivierte T-Lymphozyten in vivo auch ohne weiteren 

Stimulus über einen langen Zeitraum persistieren. Durch eine erneute Gabe der zur 

Stimulation verwendeten Antigene sind die Zellen reaktivierbar, was zu der Annahme führt, 

dass tumorreaktive T-Zellen, die im Stadium der Remission transplantiert wurden, auch im 

Falle einer wiederkehrenden Erkrankung maligne Zellen erkennen und zerstören könnten.  

- 86 - 



 
  Diskussion 

4. Diskussion 
 

Aufgrund genetischer Veränderungen kommt es bei einer Vielzahl von Erkrankungen des 

hämatopoetischen Systems, insbesondere Leukämien, zu einer klonalen Proliferation 

undifferenzierter maligner Zellen. Dies führt zu einer Akkumulation neoplastischer Zellen 

primär im Knochenmark, im Blut und anderen Geweben. Daraus resultieren eine 

Verdrängung normaler Hämatopoese und eine erhebliche Beeinträchtigung des Immun-

systems und anderer Organsysteme. Zur Behandlung solcher hämatopoetischer Erkrankungen 

stellen die allogene Knochenmarktransplantation (KMT), bzw. die Übertragung peripherer 

Blutstammzellen (PBSCT) heute etablierte Therapieverfahren dar. Dabei werden 

Stammzellen eines gesunden Spenders auf erkrankte Empfänger übertragen. Indikation für 

eine Transplantation sind alle Arten der Leukämie im Stadium der Remission und 

Lymphome, aber auch für nicht-maligne Erkrankungen stellt der Transfer von Stammzellen 

eine Therapieoption dar (Storb et al. 1974; Beutler et al. 1979; Lucarelli et al. 1984). Bei 

malignen Erkrankungen des hämatopoetischen Systems ist die Knochenmarktransplantation 

in vielen Fällen die einzig kurative Behandlungsmöglichkeit. Zusätzlich zur Übertragung von 

Knochenmark, bzw. Stammzellen werden in einigen Situationen in zeitlichem Abstand oder 

bei Wiederkehren der Erkrankung nach KMT/PBSCT (im Folgenden unter dem Begriff KMT 

subsumiert) Donorlymphozyten transferiert (Donor-Lymphozyten-Infusion, DLI). Durch im 

Transplantat enthaltene immunkompetente Zellen, im Wesentlichen T-Zellen, wird der so 

genannte Graft-versus-Leukämie (GvL)-Effekt vermittelt, welcher in der Erkennung und 

Zerstörung der leukämischen Zellen des Empfängers besteht (Barnes et al. 1956; Mathe et al. 

1965; Weiden et al. 1981; Horowitz et al. 1990). Dieses Phänomen stellt einen wesentlichen 

Aspekt der kurativen Wirkung dieser Therapie dar. Bisher ist jedoch nicht eindeutig geklärt, 

ob CD4+ oder CD8+ T-Zellen die Hauptmediatoren des GvL-Effektes sind. Auch für 

natürliche Killerzellen (NK-Zellen) wird eine Beteiligung in der Vermittlung eines 

antileukämischen Effekts angenommen (Ruggeri et al. 2002). 

Limitiert wird der Erfolg einer KMT wesentlich durch die Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion 

(graft-versus-host disease, GvHD). Diese wird ebenfalls hauptsächlich durch immunkompe-

tente T-Zellen im Transplantat vermittelt (Appelbaum 2001; Ho et al. 2001). Bereits durch 

das Konditionierungsregime (Bestrahlung und Chemotherapie) kommt es zu einer 

Gewebeschädigung im Empfänger und damit zur Freisetzung proinflammtorischer Zytokine 

wie TNF-α und Interleukin (IL)-1, IL-6 und IL-8 (Mowat et al. 1990; Ferrara et al. 2003). 

Diese Bewirken eine gesteigerte Expression von Adhäsions- und MHC-Molekülen und 
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fördern damit die Erkennung von Empfängergewebe durch Donor-T-Zellen, welche die 

Hauptmediatoren der GvHD sind. Daneben spielen möglicherweise auch natürliche 

Killerzellen (NK–Zellen) eine Rolle in der Vermittlung von GvH-Effekten (Davies et al. 

2002).  

 

4.1.Tranplantatmodifikationen zur Vermeidung einer GvHD-Induktion 

Um das Risiko der Inzidenz einer GvHD zu verringern erschien daher die T-Zelldepletion des 

Knochenmarks ex vivo eine effektive Methode. Bereits 1965 zeigten Dicke et al. im 

Mausmodell, dass Rezipienten T-Zell-depletierter Splenozyten ohne Anzeichen einer GvHD 

überlebten, während Empfänger von Milzzellen, die unterschiedliche Mengen T-

Lymphozyten enthielten, eine schwere GvHD entwickelten und starben (van Dicke et al. 

1968). Daraufhin wurde eine Vielzahl von Verfahren entwickelt, um T-Zellen aus dem 

Transplantat zu eliminieren (Trentin et al. 1973; Reisner et al. 1978). Dadurch konnte die 

Häufigkeit einer GvHD sowohl bei Transplantationen im MHC-identen-, als auch im MHC-

disparaten Modell, deutlich vermindert bzw. teilweise vermieden werden (Rodt et al. 1974; 

Korngold et al. 1978; Kolb et al. 1979).  

Aufgrund der Ergebnisse im Tiermodell wurden in den 80er Jahren auch beim Menschen 

vermehrt Donor-T-Zellen vor der Transplantation eliminiert. Dabei zeigte sich, dass durch das 

Entfernen der Zellen aus dem Transplantat die Inzidenz sowohl der akuten, als auch der 

chronischen GvHD deutlich gesenkt werden konnte (Rodt et al. 1981; Reinherz et al. 1982; 

Prentice et al. 1984; Hale et al. 1988). Die Depletion immunkompetenter Zellen aus dem 

übertragenen Knochenmark führte jedoch zu einem erhöhten Risiko des Transplantat-

versagens (Martin et al. 1985; Trigg et al. 1985; Patterson et al. 1986; Martin et al. 1988; 

Wagner et al. 1988), einer verlängerten Phase der Immundefizienz post transplantationem 

und damit verbunden zu einem erhöhten Risiko opportunistischer Infektionen (Parreira et al. 

1987; Shapiro et al. 1988; Zutter et al. 1988; Engelhard et al. 1989; Keever et al. 1989; 

Couriel et al. 1996; Wu et al. 2000). Außerdem wurde ein erhöhtes Risiko eines Rezidivs, 

insbesondere bei CML Patienten beobachtet (Mitsuyasu et al. 1986; Martin et al. 1988; 

Marmont et al. 1991; Gratwohl et al. 1993). Dies zeigt, dass durch die Depletion von T-

Zellen aus dem Transplantat zwar das Risiko einer GvHD deutlich gesenkt werden kann, 

jedoch gleichzeitig der GvL-Effekt und damit die kurative Wirkung der KMT verloren geht. 

Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahren vermehrt Strategien entwickelt, die es 

ermöglichen sollen, alloreaktive, und damit GvHD-induzierende, T-Zellpopulationen ohne 

Verlust des GvL-Effektes zu eliminieren. Fälle, in denen bei Leukämie-Patienten durch 
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Donor-Lymphozyten-Infusionen (DLI) eine komplette Remission erreicht werden konnte, 

ohne dass es zur Induktion einer GvHD kam (Kolb et al. 1995; Mackinnon et al. 1995), 

führten zu der Annahme, dass eine Trennung beider Effekte (GvL und GvH) voneinander 

prinzipiell möglich ist. In Tabelle 3 (siehe Anhang) sind die bisher entwickelten Verfahren 

zur Elimination alloreaktiver Zellen zusammenfassend dargestellt. Dazu zählen die 

Toleranzinduktion gegenüber allogenen Stimuli durch Blockade kostimulatorischer Signale 

der T-Zellaktivierung (Blazar et al. 1994; Gribben et al. 1996), die Elimination von T-Zellen 

aufgrund der Expression bestimmter Aktivierungsmarker (CD25, CD69) (Cavazzana-Calvo et 

al. 1994; Rencher et al. 1996; Fehse et al. 2000) oder die Induktion des Aktivierungs-

induzierten Zelltods (AICD) (Hartwig et al. 2002). Auch die Möglichkeit aktivierte T-

Lymphozyten in vivo mittels Modifikation mit einem Suizidgen (Herpes Simplex Thymidin-

Kinase, HSV-TK) zu entfernen, wurde evaluiert (Tiberghien et al. 1994; Rettig et al. 2004).  

Darüber hinaus wurde im Tiermodell die Addition regulatorischer T-Zellen zum Transplantat 

als effektive Option zur Reduktion der GvHD beschrieben (Hoffmann et al. 2002; Taylor et 

al. 2002). In der Mehrzahl der Publikationen wurde das Potential zur GvHD-Induktion der 

gewonnenen Zellen in vivo im Mausmodell untersucht. Eine verbleibende Reaktivität der 

Zellen gegenüber unverwandten Antigenen wurde jedoch vielfach nur in vitro durch 3H-

Thymidin-Inkorporation in Proliferationsassays analysiert. Sie ist erforderlich um eventuelle 

Infektionen nach der Transplantation erfolgreich zu bekämpfen. Ein weiterer wichtiger 

Aspekt bei der Transplantation von Zellen, die keine GvHD induzieren, ist jedoch eine 

verbleibende Reaktivität der Zellen gegenüber einer zugrunde liegenden Leukämie (GvL-

Effekt). Nur wenige der Arbeitsgruppen, die Verfahren zur Gewinnung toleranter Zellen 

entwickelten, haben jedoch untersucht, ob die transplantierten Zellpopulationen in vivo einen 

GvL-Effekt vermitteln können.  

 

4.2. Entwicklung eines proliferationsbasierten Separationsverfahrens 

Ziel der vorliegenden Arbeit war, es ein proliferationsbasiertes Seprationsverfahren zu 

entwickeln, das die Trennung in vitro aktivierter von nicht-aktivierten T-Zellen erlaubt. In 

vivo sollten die Effekte der separierten Zellpopulationen im Rahmen der allogenen 

Knochenmarktransplantation bezüglich ihres Potentials zur GvHD-Induktion und zur 

Tumorabstoßung evaluiert werden.  

Die Proliferation aktivierter T-Zellen stellt eines der sichersten Kriterien der T-Zellakti-

vierung dar. Mit Hilfe des Farbstoffes Carboxyfluorescein-Diacetate Succinimidylester 

(CFSE) kann die Zellteilung in vitro und in vivo durchflusszytometrisch gut erfasst werden 
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(Lyons 2000). Bei CFSE handelt es sich um ein an sich farbloses hydrophobes Molekül, das 

passiv in die Zellen diffundiert. Nach Spaltung durch intrazelluläre Esterasen entsteht ein 

fluoreszierendes Produkt, das kovalent an zytoplasmatische Proteine bindet. Mit jeder 

folgenden Zellteilung wird die Hälfte der Fluoreszenz an die jeweiligen Tochterzellen 

weitergegeben.  

Maury et al. haben 2001 mit Hilfe einer CFSE-Markierung deutliche Unterschiede in der 

Proliferationskinetik syngen oder allogen transplantierter T-Zellen gezeigt (Maury et al. 

2001). Alloreaktive Zellen teilten sich innerhalb der ersten 40 Stunden nach Transfer 

mehrmals (mindestens 4 Zyklen). Nach 88 Stunden hatten die meisten der Donor-T-Zellen 

mindestens acht Teilungen durchlaufen, während syngen transplantierte (nicht-reaktive) 

Zellen lediglich ein bis zwei homoeostatische Teilungen druchlaufen hatten.  

Basierend auf diesen Beobachtungen wurde von uns ein Verfahren entwickelt, welches es 

erlaubt, in vitro aktivierte von nicht-aktivierten T-Zellen zu separieren. Es sollte untersucht 

werden, ob so alloreaktive T-Zellen im Vorfeld einer Transplantation oder Donor-

Lymphozyten-Infusion (DLI) aus dem Transplantat entfernt werden können, um die Inzidenz 

einer GvHD in vivo zu vermeiden. Zur Untersuchung der in vivo-Effekte separierter 

Zellpopulationen wurde das Mausmodell gewählt. 

Für die Untersuchung der in vitro-Aktivierung von T-Zellen stellt die gemischte 

Lymphozytenreaktion (MLR) ein wichtiges Modellsystem dar. Sie wurde ursprünglich 

entwickelt, um Abstoßungsreaktionen zwischen potentiellen Spendern und Empfängern im 

Vorfeld einer Transplantation zu untersuchen (Plate et al. 1970). Hierfür werden 

Lymphozyten des Donors mit bestrahlten Zellen des Empfängers kokultiviert. So kann in 

vitro eine allogene Reaktion generiert werden, ähnlich der, die in vivo während der GvHD 

abläuft (Maury et al. 2001). Die Färbung der Donorzellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff 

CFSE erlaubt es, die Proliferation der alloreaktiven Zellen direkt in der Durchflusszytometrie 

zu verfolgen und ermöglicht durch die Zellsortierung eine einfache Separation der 

proliferierenden von ruhenden Zellen. Als Kontrolle dienten in unseren Experimenten 

unstimulierte, CFSE-markierte Donorzellen. Für diese konnte gezeigt werden, dass sie in 

Kultur nicht proliferieren, was eine wichtige Voraussetzung für die Anwendbarkeit eines 

solchen Verfahrens darstellt. 

Eine Analyse im Zytotoxizitätstest ergab, dass nach der Separation der proliferierenden und 

ruhenden Populationen, die sich teilenden Zellen eine MHC-disparate Zielzelllinie in 

vergleichbarer Weise wie unseparierte T-Zellen lysierten. Die während der MLR ruhenden 

Zellen besaßen keine zytolytische Aktivität gegenüber Rezipientenzellen.   
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Um eine verbleibende immunologische Aktivität der in vitro ruhenden T-Lymphozyten 

nachzuweisen, wurden die Zellen dieser Zellfraktion nach der Separation mit unverwandten 

Antigenen in vitro restimuliert. Dabei war es jedoch nicht möglich in einem 51Chrom-

Freisetzungstest eine Reaktivität der „high“-Zellen gegen third-party Antigene zu zeigen. Im 

Fall der unseparierten T-Zellen (MLR) war eine gewisse Reaktivität der restimulierten Zellen 

gegen third-party Antigene nachweisbar. Vermutlich ist die Sensitivität der Detektions-

methode nicht ausreichend, um eine verbleibende immunologische Aktivität der separierten 

Zellen nachzuweisen, oder der in vitro-Stimulus war nicht ausreichend, um eine Reaktivität 

der Zellen zu induzieren. Ex vivo gelang in unserem System jedoch der Nachweis einer 

erhaltenen Reaktivität der transplantierten „high“-Fraktion gegen third-party Antigene nach 

Restimulation. Nach dem Transfer reisolierte Splenozyten, transplantiert im MHC-disparaten 

Modell (C3H DBA/2), wurden erneut mit CFSE markiert und mit Splenozyten des 

Stammes C57BL/6 restimuliert. Dabei konnte eine Proliferation der vom Donor stammenden 

T-Zellen nachgewiesen werden (siehe 3.11.4, Abb.23), was einen Hinweis darauf liefert, dass 

die Zellen der ruhenden „high“-Fraktion in vivo einen protektiven Effekt gegen mögliche 

Infektionen bieten könnten. 

Parallel zu unseren Arbeiten veröffentlichten Godfrey et al. die Untersuchung eines ähnlichen 

proliferationsbasierten Verfahrens im humanen System (Godfrey et al. 2004). In einer MLR 

wurden aufgereinigte CD4+ T-Zellen mit CFSE markiert und allogen mit Zellen des 

peripheren Blutes oder dendritischen Zellen stimuliert. Auch hier konnte eine deutliche 

Trennung der ruhenden und proliferierenden Zellen erzielt werden. Übereinstimmend mit 

unseren Ergebnissen zeigt auch diese Arbeitsgruppe, dass die Population der sich teilenden 

Zellen im Wesentlichen aus blastoiden aktivierten  T-Zellen (CD25+) besteht. In der Fraktion 

der ruhenden Zellen wurden ebenfalls kleine CD4+CD25+ Zellen (etwa 5%) nachgewiesen. 

Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um regulatorische T-Zellen. Nach Separation und in 

vitro Restimulation konnte in dieser Publikation durch 3H-Thymidin-Inkorporation in einem 

Proliferationstest für die ruhenden Zellen der Erhalt einer gewissen Reaktivität gegen third-

party- und infektiöse Antigene (candida, Cytomegalie-Virus (CMV)) nachgewiesen werden.  
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4.3. Untersuchung der in vivo Effekte speparierter Zellfraktionen im Kontext allogener 

Knochenmarktransplantation in murinen Systemen 

Der zweite Schwerpunkt der Arbeit bestand darin, die in vivo-Effekte der auf diese Weise 

separierten Zellen im murinen System bei allogener Knochenmarktransplantation zu 

untersuchen. Hierfür wurden unterschiedliche Transplantationsmodelle ausgewählt: im MHC-

disparaten Modell wurden Tiere des Stammes C3H als Donoren und DBA/2-Tiere als 

Rezipienten gewählt, in einem MHC-identen Modell dienten BALB/c-Tiere als Donoren, 

Rezipienten waren wiederum Tiere des Stammes DBA/2. Des Weiteren wurden die Effekte in 

einem haploidenten Modellsystem untersucht, in dem Zellen einer homozygoten 

Elterngeneration auf Tiere der heterozygoten F1-Generation (C3H  C3HxDBA/2 F1) 

übertragen wurden. Vorversuche ergaben, dass es im MHC-disparaten Modell zur Induktion 

einer akuten GvHD kam, während es sich in den beiden anderen Modellsystemen um einen 

eher chronischen Verlauf der Krankheit handelt. 

Der  Einfluss der separierten Zellen wurde bezüglich verschiedener Faktoren untersucht: Zum 

einen sollte gezeigt werden, dass die Separation der CFSE-markierten Zellen nach in vitro 

Stimulation eine Depletion der alloreaktiven T-Zellen erlaubt und damit die Induktion einer 

GvHD vermieden werden kann. Der Erfolg einer T-Zell-basierten Therapie ist jedoch 

abhängig vom GvL-Effekt, vermittelt durch im Transplantat enthaltene leukämiereaktive      

T-Zellpopulationen. Um einen Vorteil der übertragenen „high“-Zellen gegenüber dem 

Transfer von ausschließlich T-Zell-depletiertem Knochenmarkzellen zu zeigen, wurde daher 

im MHC-identen System zudem untersucht, ob die übertragenen Zellpopulationen einen GvL-

Effekt ausüben können, d.h. ob sie in der Lage sind, einen etablierten Tumor abzustoßen.  

Weiterhin wurde analysiert, ob die transferierten T-Zellen das Anwachsen des übertragenen 

T-Zell-depletierten Knochenmarks unterstützten.  

 

4.3.1. Unterstützung des Transplantatanwachsens 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Zellen der „high“-Fraktion im MHC-disparaten sowie im 

MHC-identen System tolerant gegenüber residuellen Rezipientenzellen sind. Nach dem 

Transfer der ruhenden Zellen kommt es wie auch nach der Übertragung von Knochenmark 

allein zu einem gemischten Chimärismus. In den Rezipienten der ruhenden Zellpopulation 

(„high“) persistieren neben den Donorzellen residuelle Empfängerzellen, die die 

Konditionierungstherapie (Bestrahlung) überleben, während die Rezipienten der „low“-

Fraktion, bzw. der unsortierten MLR einen kompletten Donorchimärismus aufweisen. 

Alloreaktive T-Zellen im Transplantat sind in der Lage, verbliebene Empfängerzellen 

- 92 - 



 
  Diskussion 

komplett zu eliminieren. Die Zellen der alloreaktiven Fraktionen fördern somit das 

Anwachsen des transplantierten Knochenmarks. Dies steht im Einklang mit Untersuchungen 

von Martin et al., welche zeigen, dass unter bestimmten Umständen alloreaktive, im 

Transplantat enthaltene Donor-T-Zellen eine Abstoßung des Transplantats verhindern (Martin 

1993). Eine Reduktion der Intensität des Konditionierungsregimes verursacht eine höhere 

Abstoßungsrate T-Zell-depletierten Knochenmarks. Dies deutet auf eine aktive Beteiligung 

von Empfängerzellen bei der Abstoßung des Transplantats hin. Diese erfolgt durch 

Rezipientenzellen, die das Konditionierungsregime überleben, wobei CD4+ und CD8+          

T-Zellen in diesem Modell etwa die gleiche Potenz zur Transplantatabstoßung besaßen. 

Unterstützt wird diese These durch Untersuchungen von Murphy et al., die zeigen, dass durch 

die Gabe von CD8-spezifischen Antikörpern vor dem Transfer eine Abstoßung des 

Transplantats verhindert werden konnte (Murphy et al. 1987). Auch Xu et al. zeigen, dass 

CD8+ T-Lymphozyten (αβTCR+ und γδTCR+) des Rezipienten eine wesentliche Rolle bei der 

Abstoßung transplantierter Zellen spielen (Xu et al. 2002). 

Weitere Versuche von Martin et al. zeigten, dass ein Anwachsen übertragenen Knochenmarks 

und die Elimination von residuellen Rezipentenzellen im Wesentlichen von CD8+ 

Donorzellen vermittelt wurden. Durch die Addition geringer Mengen CD8+ Donor-T-Zellen 

konnte das Engraftment T-Zell-depletierten Knochenmarks, ohne das Entstehen einer GvHD 

verbessert werden (Martin 1993). Dabei ist die Zelldosis jedoch von großer Bedeutung, da 

eine höhere Anzahl von CD8+ T-Zellen zur Induktion einer GvHD und damit zu einer 

verminderten hämatopoetischen Rekonstitution nach Transplantation führt. Eine Analyse der 

zytotoxischen Effektormechanismen, die an der Eliminierung von Empfängerzellen beteiligt 

sind, und somit die Abstoßung des Transplantats verhindern, zeigte, dass der wesentliche 

Mechanismus, der dabei zum Tragen kommt, die Perforin-vermittelte Lyse von Zielzellen ist 

(Martin et al. 1998). Die Defizienz von Perforin in Donorzellen führte zu einer Abstoßung 

von transplantierten Zellen in allen Fällen, während die Induktion von Apoptose durch das 

Fas-FasL-System für die Abstoßung eines Transplantats weniger relevant erscheint. Ein 

Defekt in diesem System hat einen deutlich weniger negativen Effekt auf die Abstoßung 

transferierter Zellen. Eine klinischen Studie zeigt, dass auch im humanen System definierte 

Anzahlen zytotoxischer T-Zellen einen Wesentlichen Beitrag zum Anwachsen transplantierter 

Knochenmarks leisten (Martin et al. 1999). Jedoch birgt die Anzahl der übertragenen CD8+ 

Zellen, die nötig ist eine Abstoßung zu verhindern, immer noch ein zu hohes Risiko zur 

Induktion einer akuten oder chronischen GvHD. 
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Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen stehen jedoch Ergebnisse anderer Arbeitgruppen, 

die darauf hindeuten, dass eine Alloreaktivität der übertragenen T-Zellen gegen den 

Rezipienten für das Anwachsen der transplantierten Zellen nicht erforderlich ist. So konnte in 

verschiedenen Systemen gezeigt werden, dass T-Zellen, die in einem murinen F1-to-parent 

Modellsystem übertragen werden ebenfalls in der Lage sind das Engraftment zu verbessern 

(Sykes et al. 1988; Lapidot et al. 1992; Uharek et al. 1992). In einer solchen haploidenten 

Konstellation fehlt den transferierten T-Zellen aufgrund genetischer Faktoren das Potential 

zur Induktion einer GvHD.  

Zudem ist eine aus dem Knochenmark stammende Zellen, die so genannte „facilitating cell“ 

(FC) beschrieben (Kaufman et al. 1994). Die Addition dieser Zellen unterstützt das 

Anwachsen transplantierter Stammzellen ohne die Induktion einer GvHD (Colson et al. 

2004). Eine erhöhte Transkriptionsrate des transformierenden Wachstumsfaktor (TGF)-β 

deutet darauf hin, dass die FCs die Entwicklung regulatorischer T-Zellen induzieren und 

somit möglicherweise die Induktion einer GvHD verhindern können. 

 Untersuchungen von Adams et al. zeigen, dass CD8+ T-Zellen das „homing“ der CD34+ 

Stammzellen ins Knochenmark der Empfängertiere begünstigen und so das Engraftment 

unterstützen (Adams et al. 2003). Vermittelt wird dies nicht durch einen von den T-Zellen 

sezernierten Faktor, sondern erfordert wahrscheinlich direkten Zellkontakt. Eine nähere 

Charakterisierung der CD8+ Zellen wurde jedoch nicht vorgenommen und so ist nicht geklärt, 

ob es sich bei den hier identifizierten Zellen, um die zuvor beschriebenen FCs handelt. 

Die aus dem Knochenmark isolierten FCs könnten sich in der Klinik als wertvoll erweisen, 

um das Anwachsen transferierter Stammzellen auch nach reduzierter Konditionierung der 

Empfänger zu verbessern. In den untersuchten murinen Systemen wurden sie zusammen mit 

hochreinen Stammzellpopulationen transplantiert. So könnte das Anwachsen T-Zell-

depletierten Knochenmarks ohne das Risiko einer GvHD-Induktion deutlich verbessert 

werden. Das Fehlen der Donor-T-Zellen würde jedoch den Verlust des GvL-Effekts bedeuten. 

Damit geht der kurative Effekt einer solchen Transplantation verloren. Zudem tragen Donor- 

T-Zellen wesentlich zur Immunrekonstitution erwachsener Empfänger bei, da hier die 

Funktion des Thymus (Organ der T-Zellreifung) deutlich reduziert ist (Martin 2000). 

Unsere Ergebnisse unterstützen jedoch die These, dass für das Anwachsen des 

transplantierten Knochenmarks alloreaktive Zellen vorhanden sein müssen. In drei 

Modellsystemen konnte gezeigt werden, dass die ruhenden Zellen der „high“-Fraktion ein 

Engraftment der Knochenmarkzellen nicht unterstützen, während die alloreaktiven Zellen der 

„low“-Fraktion und der unsortierten MLR rasch einen kompletten Donorchimärismus zu 

- 94 - 



 
  Diskussion 

induzieren vermögen. Dies deutet darauf hin, dass sich Alloreaktivität gegen die 

Rezipientenzellen und Unterstützung des Engraftments in unseren Modellsystemen nicht 

voneinander trennen lassen. 

 

4.3.2. Potential der separierten Zellfraktionen zur GvHD-Induktion 

Neben der Fähigkeit, das Anwachsen der transplantierten Knochenmarkzellen zu unterstützen, 

wurde in unseren Versuchen das Potential der transferierten T-Zellpopulationen eine GvHD 

zu induzieren untersucht. In vitro wurde gezeigt, dass die in der MLR proliferierenden Zellen 

im Zytotoxizitätstest nach Separation eine allogene Zielzelle lysieren, während die Zellen der 

„high“-Fraktion keine zytotoxische Aktivität gegenüber den Zielzellen aufwiesen. Wie das 

Vorhandensein des gemischten Chimärismus in den Rezipienten der „high“-Fraktion zeigt, 

sind die in vitro ruhenden Zellen tolerant gegenüber Empfängerzellen. Die  Rezipienten dieser 

Zellen weisen eine hämatopoetische Rekonstitution auf, die der in  Empfängern T-Zell-

depletierten Knochenmarks vergleichbar ist. In der Milz der analysierten Tiere sind neben    

T-Zellen auch B-Lymphozyten und Zellen myeloischen Ursprungs nachzuweisen. 

Insbesondere im Knochenmark konnten B-Lympozyten gezeigt werden. Diese fehlen bei 

Empfängern der alloreaktiven Zellen („low“, MLR) nahezu vollständig. Untersuchungen von 

Storek et al. ergaben, dass das Fehlen von B-Zellen im Knochenmark mit der Entwicklung 

einer GvHD korelliert (Storek et al. 1993; Storek 2002). Daher zogen wir dies als ein 

Kriterium für die Induktion einer GvHD in unseren Modellsystemen heran. Im MHC-

disparaten System konnten wir in histologischen Untersuchungen eine Zerstörung der 

Organstrukturen von Leber und Milz bei Rezipienten alloreaktiver Zellen nachweisen, 

während die Organe der Empfänger ruhender Zellen keine pathologischen Veränderungen 

aufwiesen. Ein Überlebensvorteil der Rezipienten der „high“-Fraktion gegenüber den 

Empfängern alloreaktiver Zellen konnte jedoch nicht gezeigt werden. Das ist aber diese  

Konstellation von multiplen Faktoren abhängig. Insbesondere NK-Zellen sind hierbei 

vermutlich von Bedeutung: Durch fehlende Expression der „selbst“-MHC-Moleküle und 

einer Inkompatibilität hemmender Rezeptoren (killer immunglobulin-like receptors, KIRs) 

kommt es zu einer Aktivierung dieser Zellen und einer Schädigung von Rezipientengewebe 

(Trinchieri 1989; Ljunggren et al. 1990). 

Godfrey et al. haben ebenfalls die Effekte in vivo stimulierter und separierter Zellen im 

murinen System untersucht (Godfrey et al. 2004). Dabei wurde ein CD4-abhängiges GvHD-

Modell gewählt. Donor und Rezipient haben in diesem Modellsystem den gleichen 

genetischen Hintergrund und unterscheiden sich lediglich durch die Mutation von drei 
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Aminosäuren im MHC Klasse II-Molekül (bm-12). Bei Induktion einer GvHD kommt es zu 

einer Aplasie des Knochenmarks, sonst zu einer endogenen Rekonstitution. In vitro 

stimulierte und separierte CD4+ Zellen des Stammes C57BL/6 wurden in subletal bestrahlte 

bm-12 Rezipienten injiziert. Dabei konnte ein längeres Überleben der Rezipienten ruhender 

CD4+ T-Zellen gegenüber den Empfängern proliferierender T-Zellen nachgewiesen werden. 

Die Beurteilung der in vivo-Effekte der transferierten T-Zellen erfolgte hier lediglich aufgrund 

der Überlebensrate der transplantierten Tiere, da das gewählte Modell einen Nachweis der 

transferierten Donorzellen nicht erlaubt.   

Das von uns untersuchte MHC-idente Transplantationsmodell (BALB/c  DBA/2) stellt eine 

der klinischen Situation vergleichbare Konstellation dar. Donor und Rezipient unterscheiden 

sich durch Minorantigene (im MHC präsentierte „selbst“-Peptide), die sowohl in MHC Klasse 

I- als auch Klasse II-Molekülen präsentiert werden und damit eine Immunantwort von CD4+ 

und CD8+ T-Zellen auslösen können. Beide Populationen sind wesentlich an der Induktion 

der GvHD und auch an der Vermittlung des GvL-Effektes beteiligt (Truitt et al. 1991). 

Zudem sind CD8+ T-Zellen wichtig für das Anwachsen der transferierten Zellen (Martin 

1993) und  bei der Kontrolle viraler Infektionen (Li et al. 1994), sowie der Tumorabstoßung  

(JP et al. 1991; Dubey et al. 1998). 

Der Verlauf der GvHD in diesem Modell unterscheidet sich von dem im MHC-disparaten 

System. Die äußeren Anzeichen der GvHD sind weniger offensichtlich. Es konnte jedoch 

auch hier ein klarer Unterschied zwischen den Rezipienten der „high“- und der „low“-

Fraktion nachgewiesen werden. Die Empfänger der alloreaktiven Zellen zeigten mit Beginn 

der GvHD einen deutlichen Gewichtsverlust auf. Rezipienten von T-Zell-depletiertem 

Knochenmark und ruhenden Zellen nahmen dagegen kontinuierlich an Gewicht zu. Im 

Knochenmark der analysierten „low“-Rezipienten ließen sich keine B-Lymphozyten 

nachweisen, während die Empfänger der „high“-Fraktion, wie auch die T-Zell-depletierten 

Knochenmarks normal rekonstituierten. Zudem wiesen die Rezipienten der alloreaktiven 

Zellfraktionen eine deutliche Lymphopenie auf, während Empfänger der „high“-Fraktion im 

Durchschnitt etwa so viele Lymphozyten hatten, wie Tiere, die mit T-Zell-depletiertem 

Knochenmark allein transplantiert wurden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Zellen der 

„high“-Fraktion in der Lage sind den Organismus der Rezipienten zu repopulieren, ohne eine 

GvHD zu induzieren, während die Empfänger der alloreaktiven Fraktionen („low“, 

unseparierter MLR) auch in diesem System eine GvHD entwickelten.  
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4.3.3. Tumorkontrolle nach Transplantation 

Das längere Überleben der Empfängertiere im MHC-identen Modellsystem ermöglichte eine 

Untersuchung des GvL-Effektes. Das Potential der übertragenen Zellpopulationen, einen 

etablierten Tumor abzustoßen, wurde analysiert. Die Übertragung in vitro ruhender T-Zellen 

wäre nur dann sinnvoll, wenn diese einen GvL-Effekt ausüben und so einen Rückfall der 

Leukämie verhindern, bzw. bekämpfen könnten. In dem von uns untersuchten MHC-identen 

Transplantationsmodell, waren die Zellen der „high“-Fraktion nicht im Stande, den Tumor 

P815/B7 abzustoßen. Der Tumor wuchs in den Rezipienten der ruhenden Population mit der 

gleichen Kinetik aus, wie bei Tieren, die ausschließlich T-Zell-depletiertes Knochenmark 

erhalten hatten. Auch Empfänger der alloreaktiven Fraktionen waren nicht in der Lage, das 

Tumorwachstum zu kontrollieren, jedoch war es in diesen Tieren deutlich verlangsamt. 

Ein möglicher Grund für eine fehlende Tumorkontrolle durch die Zellen der „high“-Fraktion 

könnte sein, dass der Tumor P815/B7, aufgrund seiner Herkunft aus dem hämatopoetischen 

System, eine Anzahl von Antigenen exprimiert, die DBA/2-Splenozyten ebenfalls tragen. 

Dies hätte zur Folge, dass tumorreaktive T-Zellen bei Stimulation mit DBA/2-Lymphozyten 

in der gemischten Lymphozytenreaktion bereits proliferieren und sich daher in der Population 

der „low“-Zellen befinden. Durch eine anschließende Separation werden die tumorreaktiven 

Zellen dann eliminiert. Dass es zu so einer Überschneidung der Antigene zwischen 

Tumorzellen und DBA/2-Splenozyten kommt, wird demonstriert durch die Tatsache, dass in 

vitro mit DBA/2-Splenozyten stimulierte BALB/c-Milzzellen in der Lage sind, in einem 
51Chrom-Freisetzungstest P815/B7-Zellen zu erkennen und zu lysieren. Auch im humanen 

System wurden solche „gemeinsamen“ („shared“) Antigene beschrieben (Oettel et al. 1994). 

Philadelphia Chromosom (Ph)-spezifische CTL waren in der Lage, Ph+-Zellen zu lysieren, 

erkennen aber nach Kultivierung ebenso Ph-negative Zellen. 

 Eine fehlende Tumorkontrolle durch die Zellen der „low“-Fraktion ließe sich damit erklären, 

dass die GvH-Reaktion von Zellen dominiert wird, die reaktiv gegen Rezipientenantigene 

sind, welche nicht mit den Tumorantigenen übereinstimmen („Immunodominanz“) (Rowley 

et al. 1993). Daher wird das Wachstum des Tumors in diesen Tieren zwar deutlich vermindert 

gegenüber dem in Rezipienten der „high“-Fraktion, bzw. von Knochenmark allein, jedoch 

nicht vollständig kontrolliert.  

Ebenfalls von Bedeutung für eine fehlende Tumorabstoßung könnte die Toleranz der „high“-

Zellen gegenüber residuellen Rezipientenzellen sein. Wie unsere Ergebnisse zeigen, kommt 

es bei den Empfängern der „high“-Fraktion in den von uns untersuchten 

Transplantationsmodellen zu einem gemischten Chimärismus, bei dem Donor- und 
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Rezipientenzellen nebeneinander persistieren. Unsere Ergebnisse zeigen weiterhin, dass eine 

Alloreaktivität der transplantierten Zellen gegen die Rezipientenzellen für das Anwachsen des 

übertragenen Knochenmarks von Bedeutung ist. So führt möglicherweise eine Toleranz der 

„high“-Zellen gegenüber dem Empfänger zu einem Verlust der gegen den Tumor gerichteten 

Aktivität.  

Die Fraktion der „high“-Zellen besteht aus kleinen, wenig granulären Zellen, einem Merkmal 

der regulatorischen CD4+CD25+ Zellen. Diese regulatorischen T-Zellen (Treg) können sehr 

potent die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen unterdrücken und damit die Entwicklung von 

Autoimmunreaktionen verhindern (Sakaguchi et al. 1995). Untersuchungen von Shimizu et 

al. zeigen, dass durch die Gabe eines monoklonalen Antikörpers gegen CD25 im murinen 

System eine Aktivierung tumorspezifischer CTL induziert werden konnte, die zur Abstoßung 

eines Tumors führten, der in Kontrolltieren in jedem Fall auswuchs (Shimizu et al. 1999). 

Dies deutet darauf hin, dass die regulatorischen T-Zellen eine gegen den Tumor gerichtete 

Immunantwort unterdrücken. Woo et al. konnten in humanen Lungentumoren eine große 

Anzahl der Treg nachweisen, die in vitro sehr potent die Proliferation von T-Zellen der 

Tumorpatienten supprimierten (Woo et al. 2002). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu 

Arbeiten von Trenado et al., sowie Edinger et al., die zeigen, dass die Addition 

regulatorischer T-Zellen zum Transplantat das Risiko einer GvHD-Induktion ohne Verlust des 

GvL-Effektes deutlich mindert (Edinger et al. 2003; Trenado et al. 2003). Es ist jedoch nicht 

auszuschließen, dass die in der „high“-Fraktion enthaltenen CD4+CD25+ T-Zellen einen 

supprimierenden Effekt ausüben und so eine Tumorkontrolle verhindern.  

Eine weitere Rolle bei der fehlenden Tumorkontrolle durch die Zellen der „high“-Fraktion 

spielt möglicherweise das Tumorstroma. Hierbei handelt es sich um Zellen, im Wesentlichen 

Fibroblasten und myeloische Zellen, die vom Tumor rekrutiert werden und dessen 

Entwicklung unterstützen (Bissell et al. 2001; Tlsty et al. 2001). Die Stromazellen versorgen 

den Tumor mit Wachstumsfaktoren, Blutzufuhr sowie extrazellulärer Matrix und unterstützen 

so die Tumorprogression. In dem von uns verwendeten Tumormodell wächst P815/B7 als 

solider Tumor aus und Stromazellen akkumulieren im Tumorgewebe. Da der Tumor in 

unseren Experimenten fünf Tage vor der Transplantation inokuliert wurde, ist anzunehmen, 

dass zumindest ein Teil der Stromazellen vom Rezipienten stammen. Singh et al. zeigten 

bereits 1992, dass das umgebende Stroma eine entscheidende Bedeutung für eine mögliche 

Abstoßung von soliden Tumoren hat (Singh et al. 1992), eine Beobachtung, die Spiotto et al. 

untermauert haben (Spiotto et al. 2002; Spiotto et al. 2004). Zum einen dienen Zellen des 

Stromas als antigenpräsentierende Zellen (APC) und präsentieren so Tumorantigene, um eine 
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T-Zellantwort zu stimulieren, zum anderen konnte gezeigt werden, dass gegen Stromazellen 

gerichtete CTL indirekt die Abstoßung von Tumorzellen bewirken können, die die 

Tumorantigene nicht mehr präsentieren. Diese Zellen würden dadurch einer direkten 

Erkennung durch spezifische CTL entgehen.  

Aufgrund der Toleranz der aus der „high“-Fraktion stammenden T-Zellen gegenüber 

Rezipientenzellen, die einen Großteil des Tumorstroma ausmachen, kann möglicherweise in 

den Empfängertieren dieser Fraktion keine ausreichende CTL-vermittelte Immunantwort 

gegen den Tumor induziert werden. 

 

Zusammenfassend zeigen die bisher diskutierten Ergebnisse, dass eine Selektion basierend 

auf Proliferation gegen einen allogenen Stimulus sowohl im MHC-disparaten wie auch im 

MHC-identen System für den Rezipienten nicht von Vorteil ist. Es wurde gezeigt, dass die in 

vitro ruhenden Zellen der „high“-Fraktion tolerant gegenüber den Rezipientenzellen sind, und 

so das Risiko der Inzidenz einer GvHD gemindert werden kann. Jedoch konnte für die 

ruhenden Zellen kein positiver Effekt hinsichtlich einer Unterstützung des Engraftments des 

transplantierten Knochenmarks und der Tumorabstoßung nachgewiesen werden.  

 

4.4. Anwendung des Verfahrens zur Gewinnung tumorreaktiver  T-Zellen 

In Vorexperimenten im MHC-identen Transplantationsmodell konnte gezeigt werden, dass 

durch den Transfer gegen den Tumor (P815/B7) immunisierter Zellen die Inzidenz einer 

GvHD vermindert, bzw. verschoben war. Im Gegensatz zu Rezipienten gegen 

Empfängersplenozyten immunisierter Zellen, konnten im Knochenmark dieser Tiere            

B-Lymphozyten nachgewiesen werden. Auch Zellen myeloischen Ursprungs waren 

nachweisbar, jedoch handelte es sich hierbei überwiegend um noch nicht ausgereifte Zellen 

(siehe 3.12, Abb.24). Aus diesem Grund wurde die initial verfolgte Strategie invers erprobt. 

Das Spektrum der, bei in vitro-Stimulation präsentierten, Antigene wurde durch eine in vitro-

Stimulation mit Tumorzellen limitiert und die T-Zellantwort in Richtung tumorspezifischer 

Antigene fokussiert. Selektiert wurden dann bei der anschließenden Sortierung die reaktiven 

Zellen der „low“-Fraktion, und nicht wie bisher die ruhenden Zellen der „high“-Fraktion. So 

sollte eine Anreicherung tumorspezifischer T-Zellen erreicht werden, und gleichzeitig das 

Risiko einer GvHD-Inzidenz vermieden, bzw. gesenkt werden, während die gegen den Tumor 

gerichtete Immunantwort (GvL-Effekt) dominiert. 
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Als Donoren für die in vitro Stimulation dienten gegen P815/B7 immunisierte Spendertiere, 

als Stimulatoren wurden MMC-behandelte Tumorzellen eingesetzt. Anschließend wurden die 

Zellen der MLTC wie beschrieben in die Fraktionen der proliferierenden und ruhenden Zellen 

separiert und zusammen mit T-Zell-depletiertem Knochenmark transplantiert. Unsere 

Ergebnisse zeigen, dass die Rezipienten der „low“-Fraktion, der tumorreaktiven Zellen, 30 

Tage nach der Transplantation keine GvHD entwickelten. Es wurden keine äußerlichen 

Merkmale einer Erkrankung nachgewiesen. Eine Lymphopenie trat nicht auf, und im 

Knochenmark waren B-Lymphozyten nachweisbar, deren Fehlen als sicheres Zeichen einer 

GvHD-Induktion gewertet wurde (Storek 2002). Rezipienten der unsortierten MLTC, ebenso 

wie Empfänger der „high“-Fraktion wiesen dagegen klinische Symptome einer GvHD auf. 

Hervorgerufen wurde dies vermutlich durch Zellen, die während der in vitro Stimulation mit 

Tumorzellen nicht aktiviert wurden, dann aber nach der Transplantation durch 

Rezipientenantigene stimuliert wurden.  

 

Dies spiegeln auch die im Rag1-/--System erhaltenen Ergebnisse wieder. Hier wurden vom 

Stamm C3H stammende Splenozyten mit C57BL/6-Lymphozyten stimuliert, sortiert und in 

Rag1-/--Empfängertiere transferiert. Durch das Fehlen des Rag1-Gens kommt es in den Rag1-/-

Tieren zu einem Fehlen von Lymphozyten. In den Empfängern der „low“-Fraktion fehlten 

damit die Zellen, die in vitro als Stimulatoren gedient haben. Auf diese Weise ergibt sich ein 

Modellsystem, das eine Situation darstellt, bei der leukämiespezifische T-Zellen in 

Empfänger übertragen werden, deren Erkrankung sich zum Zeitpunkt der Transplantation im 

Stadium der Remission befindet. In vivo fehlt der, während der Aktivierung gegenwärtige, 

Stimulus. Das Rag1-/--Modell erlaubt es, den Verbleib in vitro reaktiver Zellen und deren 

Spezifität, bzw. Aktivität im Falle eines Rezidivs zu untersuchen. 

Während die Rezipienten der „high“-Fraktion und unsortierter MLR frühzeitig verstarben und 

Anzeichen einer GvHD aufwiesen, überlebten die Empfänger der alloreaktiven „low“-

Fraktion langzeitig (> 120 Tage) ohne Symptome. In allen Tieren konnten Donor-T-Zellen 

nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass in Rag1-/--Tieren Lymphozyten fehlen, führte zu 

der Annahme, dass somit den Zellen der „low“-Fraktion in vivo der spezifische Stimulus 

fehlt. Das bietet eine mögliche Erklärung dafür, dass  es in diesen Empfängertieren, trotz 

MHC-Disparität, nicht zur Induktion einer GvHD kommt. Die transferierten T-Zellen starben 

jedoch nicht ab, sondern waren während des Beobachtungszeitraums im peripheren Blut 

nachweisbar. In der Fraktion der ruhenden Zellen („high“) und somit auch in der unsortierten 

MLTC sind jedoch Zellen enthalten, die wahrscheinlich in Kultur nicht ausreichend stimuliert 
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wurden. Sie wurden jedoch nach dem Transfer durch Antigene aktiviert, die in der Kultur 

nicht in ausreichender Menge oder gar nicht enthalten waren. Dadurch kam es in den 

Empfängern dieser Zellen zur Induktion einer GvHD. Die Ergebnisse erlauben die Annahme, 

dass in der „high“-Fraktion einer solchen MLR ruhende T-Zellen enthalten sind, die auch 

nach viertägiger in vitro Kultur aktivierbar sind. Das ist in Übereinstimmung mit Ergebnissen 

anderer, die zeigen, dass eine Elimination reaktiver T-Zellen basierend auf  einer CFSE-

Separationstechnik zum gewählten Zeitpunkt nicht vollständig ist (Godfrey et al. 2004). 

Die Rag1-/--Rezipienten der „low“-Fraktion entwickelten nach der Injektion bestrahlter 

C57BL/6-Splenozyten ebenfalls Anzeichen einer GvHD. In der klinischen Situation würde 

das dem Zeitpunkt einer wiederkehrenden Tumorerkrankung entsprechen. Das beweist, dass 

die transferierten Zellen auch nach einem längeren Zeitraum ohne Stimulus immunkompetent 

bleiben und nach erneuter Stimulation in vivo dann eine GvHD induziert werden kann. Das 

deutet darauf hin, dass die T-Zellen der „low“-Fraktion nun auch Antigene des Empfängers 

erkennen und dagegen reagieren. Es kommt zu Kreuzreaktionen.  

Aufgrund dieser Experimente lässt sich nicht ausschließen, dass es nach der Transplantation 

tumorreaktiver T-Zellen im Falle eines Rezidivs zu einer GvHD-Induktion kommt. Durch die 

wiederauftretende Tumorerkrankung treffen die transferierten T-Zellen vermehrt auf 

Antigene, gegen die sie selektioniert wurden, und werden reaktiviert. Dabei könnte es wie in 

den Rag1-/--Rezipienten der „low“-Fraktion auch in den Empfängern tumorreaktiver T-Zellen 

zu einer GvHD-Induktion kommen. Dies zeigen auch Untersuchungen von Falkenburg et al., 

welche durch die Gabe leukämiespezifischer CTL bei einer Patientin eine komplette 

Remission erzielen konnten, jedoch nicht ohne Induktion einer GvHD (Falkenburg et al. 

1999). Allerdings erlauben unsere Ergebnisse die Annahme, dass durch eine Selektion und die 

Transplantation tumorreaktiver CTL, eine Verringerung des Antigenspektrums der T-Zellen 

zu erreichen ist. Hierdurch ist dann eine deutliche Abschwächung der GvHD zu erwarten. Die 

Zellen der „high“-Fraktion eines gegen den Tumor gerichteten Ansatzes sind tolerant 

gegenüber leukämischen Zellen und werden durch die Trennung der Fraktionen aus der 

Kultur entfernt. Wie die Ergebnisse im Rag1-/--Modellsystem und auch im MHC-identen 

Modell zeigen, besitzen diese Zellen der „high“-Fraktion ein erhebliches Potential zu 

Induktion einer GvHD. Eine Elimination dieser Zellen vor dem Transfer sollte also zu einem 

verminderten Risiko der GvHD-Induktion führen. 

 

Es gibt bereits verschiedene Ansätze zur Gewinnung tumorspezifischer zytotoxischer T-

Zellen: Zum einen wurden Proteine identifiziert, die in leukämischen Zellen im Vergleich zu 
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nicht entarteten Zellen überexprimiert sind, wie zum Beispiel die Serinprotease Proteinase 3 

(Molldrem et al. 1996) oder das Wilms Tumorgen 1 (WT1) (Miwa et al. 1992; Menssen et al. 

1995). Dabei wird der Überexpression dieser Proteine meist eine Rolle bei der Entstehung der 

Leukämie zugeschrieben.  

Eine weitere Gruppe von „Ziel“-Proteinen für die Gewinnung leukämiespezifischer CTL 

bilden leukämieassoziierte Proteine, welche meist aus chromosomalen Translokationsereig-

nissen resultieren. Eines der bekanntesten Beispiele hierfür ist die Translokation t(9; 22) 

(Philadelphia-Chromosom) bei der CML, welche zur Bildung des bcr-abl Gens führt 

(Shtivelman et al. 1985). 

Zudem gibt es Versuche zytotoxische T-Zellen zu generieren, die gegen mH-Antigene 

gerichtet sind. Dabei werden solche gewählt die differentiell auf Zellen des hämatopoetischen 

Systems exprimiert werden (de Bueger et al. 1992; Warren et al. 1998). Auf diese Weise 

sollen CTL transferiert werden, deren Aktivität sich selektiv gegen hämatopoetische Zellen, 

inklusive der leukämischen Zellen, richtet, nicht jedoch gegen andere Gewebe des 

Empfängers. So sollte die GvHD-Induktion vermieden werden. 

Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen demonstrieren, dass es technisch möglich ist 

leukämie- bzw. antigenspezifische CTL zu generieren, jedoch ist das Verfahren zur 

Gewinnung solcher CTL in ausreichenden Mengen sehr aufwendig und zum jetzigen 

Zeitpunkt limitiert. 

 

Basierend auf unseren Ergebnissen scheint eine Gewinnung tumorreaktiver CTL, mittels der 

CFSE-Farbstoffverdünnungsmethode mit anschließender Separation erfolgversprechend. Da 

das entwickelte Verfahren nicht die Identifizierung einzelner spezifischer Antigene erfordert, 

lassen sich im Gegensatz zu den oben angeführten Untersuchungen mit relativ geringem 

Aufwand tumorreaktive Zellen anreichern und das Risiko einer GvHD ohne Verlust des GvL-

Effektes verringern.  

 

4.5. Ausblick 

Um definitiv zu klären, ob die Zellen der tumorreaktiven „low“-Fraktion in vivo eine 

Tumorabstoßung induzieren können, sind weitere Untersuchungen nötig. Zudem soll 

untersucht werden, ob es durch die übertragenen Zellen zur Induktion einer GvHD kommt. 

Dies wird im MHC-identen Transplantationsmodell derzeit, basierend auf dem Rag1-/--

System, erprobt. Durch die Gabe Mitomycin C (MMC)-behandelter Tumorzellen (P815/B7) 

soll die Situation eines Rezidivs simuliert werden. Dabei verhindert eine Inaktivierung der 
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Tumorzellen, dass ein zu schnelles Tumorwachstum den Beobachtungszeitraum einschränkt. 

Eine Gabe der Tumorzellen erhöht im Rezipientenorganismus die Menge der zur in vitro-

Stimulation verwendeten Antigene. Auf diese Weise sollen die transferierten T-Zellen 

reaktiviert werden. 

Um eine mögliche klinische Anwendbarkeit des Separationsverfahrens zu evaluieren, werden 

zur Zeit in vitro-Versuche mit humanen T-Zellen durchgeführt. 
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5. Zusammenfassung 

5.1 Zusammenfassung 
Bei verschiedenen Dysfunktionen des hämatopoetischen Systems sind die Transplantation 

allogenen Knochenmarks, bzw. allogener peripherer Blutstammzellen etablierte Therapie-

verfahren. Ein kurativer Effekt in der Therapie maligner Erkrankungen, wie Leukämien und 

Lymphomen, besteht im so genannten Graft-versus-Leukämie (GvL)-Phänomen, das in der 

Elimination maligner Zellen durch im Transplantat enthaltene T- und NK-Zellen besteht. 

Hauptnebenwirkung stellt die Transplantat-gegen-Wirt Erkrankung (graft-versus-host 

disease, GvDH) dar, die ebenfalls durch immunkompetente Donorzellen, insbesondere T-

Lymphozyten, induziert wird und einen schweren bis tödlichen Verlauf nehmen kann. Da die 

T-Zell-Depletion aus dem Transplantat die GvHD-Entwicklung zwar unterbindet, die 

Patienten aber opportunistische Infektionen und Leukämie-Rückfälle - bei ebenfalls 

eliminiertem GvL-Effekt - erleiden, wurde eine Vielzahl von Strategien entwickelt, um 

selektiv alloreaktive T-Lymphozyten unter Erhaltung einer antileukämischen Aktivität sowie 

Infektabwehr aus dem Transplantat zu entfernen.  

In dieser Arbeit wurde ein innovatives Verfahren geprüft, das in vitro die Trennung 

alloreaktiver und ruhender T-Lymphozyten nach Allostimulation, basierend auf einer 

Farbstoffverdünnungsmethode („CFSE“) erlaubt. In Zytotoxizitätsmessungen zeigten die 

Zellen der proliferierenden Zellfraktion („low“) im Gegensatz zur ruhenden Zellfraktion 

(„high“) zytolytische Aktivität gegenüber Rezipientenzellen. Eine verbleibende Reaktivität 

der „high“-Fraktion gegenüber unverwandten Antigenen konnte aber demonstriert werden. 

Die in vivo-Effekte der separierten Zellpopulationen wurden im Kontext einer allogenen 

Knochenmarktransplantation im Mausmodell untersucht: Transplantiert wurde sowohl in 

einem MHC-disparaten System, als auch in einer MHC-identen und einer haploidenten 

Konstellation. Dabei wurden das Potential der Zellen der „high“- und „low“-Fraktionen eine 

GvHD zu induzieren ebenso analysiert, wie deren Fähigkeit das Anwachsen des 

transplantierten Knochenmarks zu unterstützen. Im MHC-identen Modellsystem wurde 

zudem der Erhalt des GvL-Effekts nach einem solchen Separationsverfahren untersucht. 

Unsere Ergebnisse im MHC-disparaten wie im MHC-identen Transplantationsmodell zeigen, 

dass die Zellen der „high“-Fraktion tolerant gegenüber Rezipientenzellen waren und damit 

keine GvHD induzierten. Die Empfänger der alloreaktiven Zellfraktionen in Form der 

unseparierten MLR, der „low“-Fraktion bzw. Donorsplenozyten wiesen in beiden Modellen 

äußerliche sowie in der histologischen und immunphänotypischen Analyse Zeichen einer 

GvHD auf. In drei verschiedenen Transplantationsmodellen unterstützten die Zellen der in 
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vitro ruhenden Zellen („high“-Fraktion) das Anwachsen des transplantierten Knochenmarks 

nicht, während die alloreaktiven Zellfraktionen einen vollen Donorchimärismus induzierten.  

Im MHC-identen Modellsystem wurde zudem untersucht, ob die transplantierten Zellen einen 

immunogenen Tumor in seinem Wachstum beeinflussen können. Die Zellen der „high“-

Fraktion zeigten hierbei keinen Effekt, während alloreaktive Zellen der „low“-Fraktion bzw. 

unseparierter MLR das Tumorwachstum verlangsamten.   

Durch Elimination in vitro proliferierender Zellen gelang es auf diese Weise die Inzidenz 

einer GvHD zu verringern, ohne dass sich jedoch Vorteile gegenüber der Transplantation T-

Zell-depletierten Knochenmarks hinsichtlich einer Unterstützung des Transplantatanwachsen 

und der Tumorkontrolle demonstrieren liessen.  

Unter der Vorstellung, mit gleicher Technik ein eingegrenztes Spektrum von T-Zellen mit 

Tumorreaktivität und verminderter Alloreaktivität zu generieren, wurden daraufhin die in 

vivo-Effekte mit Tumorzellen prästimulierter proliferierender („low“) T-Zellen untersucht. 

Der Transfer in vitro proliferierender, tumorreaktiver Zellen führte nicht zur Induktion einer 

GvHD, während Empfänger der unsortierten MLTC oder der „high“-Fraktion erkrankten.  

Auch Rag1-/--Rezipienten auf C57BL/6-Hintergrund erkrankten nicht nach Transplantation 

MHC-disparater C3H-Splenozyten, die zuvor in vitro mit B6-Lymphozyten allostimuliert 

wurden, während Empfänger ruhender Zellen, bzw. unseparierter MLR an einer GvHD 

verstarben. Dies legt nahe, dass proliferierende T-Zellen je nach Art der Stimulation und 

nachfolgender Separation vom ruhenden Anteil des MLR in vitro ein relativ enges Spektrum 

an Antigenen erkennen und so eine Trennung von GvHD und GvL möglich sein könnte. 

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen, dass durch die Stimulation der Donor-

zellen mit einem breiten Spektrum von Rezipientenzellen, anschließende Separation und 

Transplantation der „high“-Fraktion die Induktion einer GvHD vermieden werden kann, sich 

jedoch keine Vorteile bezüglich des Anwachsens von transplantiertem Knochenmark und 

Tumorkontrolle gegenüber der von T-Zell-depletiertem Knochenmark allein ergeben. 

Limitiert man dagegen das Antigenspektrum in vitro durch eine Stimulation mit Tumorzellen 

des Rezipienten, so kann das Risiko einer GvHD-Induktion durch Übertragung 

tumorreaktiver Zellen deutlich reduziert werden. Die Experimente mit Rag1-/--Rezipienten 

zeigen, dass die Spezifität der Zellen der „low“-Fraktion in vivo erhalten bleibt, auch wenn 

der Stimulus fehlt. Im Falle eines Rezidivs einer Leukämie wären die übertragenen Zellen 

aber reaktivierbar und damit in der Lage eine wiederkehrende Tumorerkrankung zu 

bekämpfen. Diese Strategie erscheint derzeit sehr erfolgversprechend und soll in weiteren 

präklinischen Modellen mit dem Ziel einer klinischen Anwendung geprüft werden.  
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5.1 Summary 
 

Allogeneic bone marrow transplantation as well as transplantation of peripheral stem cells are 

well established therapeutic options for the treatment of dysfunctions of the hematopietic 

system. The curative effect of this therapy in the treatment of malignant diseases like 

leukemia and lymphoma lies within the so called graft-versus-leukemia (GvL)-phenomenon. 

It consists of the eliminiation of malignant cells through T- and NK-cells within the 

transplant. The graft-versus-host-disease (GvHD) represents the major side effect of the 

treatment. It is induced by immunocompetent cells within the graft as well and has a profound 

impact on quality of life and survival of the patients. The depletion of T-cells is a very 

efficient method to eliminate GvHD, but leads to a higher risk of opportunistic infections as 

well as an increased rate of relapse due to the loss of the GvL-effect. This led to the 

development of a number of strategies to selectivly eliminate alloreactive T-cells from the 

transplant while preserving anti-leukemic activity and the ability to fight infections. 

In this work an innovative technique allowing the in vitro separation of alloreactive and 

resting T-cells following allostimulation based on a dye dilution method (“CFSE”) was 

assayed. In a cytotoxicity assay the proliferating cells (“low”) as opposed to the resting cells 

(“high”) showed cytolytic activity towards recipient cells. A remaining activity of the “high”-

fraction towards third party antigens could be demonstrated. 

The in vivo-effects of the separated cell fractions were analysed in context of allongeneic 

bone marrow transplantation in a MHC-disparat as well as in a MHC-ident and a haploident 

mouse model. The potential of the “high”- and “low”-fraction to induce GvHD was examined 

as well as their ability to support the engraftment of the transplanted bone marrow cells. 

Furthermore it was analysed in the MHC-ident modelsystem whether the GvL-effect was 

maintained after such a separation procedure.  

Our results in the MHC-diparat as well as in the MHC-ident transplantation model show that 

the “high”-cells were tolerant towards recipient cells and did not induce GvHD. Recipients of 

unseparated MLR, “low”-cells or donor splenocytes showed signs of GvHD in outer 

appearence and also in histological and immunophenotypical analysis. In three modelsystems 

in vitro resting cells (“high”) did not support the engraftment of transplanted bone marrow 

cells while alloreactive cells induced a complete donorchimerism. 

In the MHC-ident transplantation model the ability of the transferred cells to influence the 

outgrowth of an immunogenic tumor was analysed. The “high”-cells showed no effect, cells 

of the “low”-fraction or unseparated MLR were able to slow down tumorgrowth 
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By eliminating in vitro proliferating cells we were able to reduce the incidence of GvHD, 

however it was not possible to demonstrate an advantage of transplanting the “high”-cells 

compared to the transplantation of T-cell depleted bone marrow concerning the facilitation of 

engraftment and tumorcontrol. 

Using the same technique we tried to generate tumorreactive T-cells with diminished 

alloreactivity. To achieve this cells were in vitro stimulated with tumor cells. In vivo effects of 

proliferating cells (“low”) where then analysed in the MHC-ident modelsystem. The transfer 

of in vitro proliferating, tumorreactive cells did not lead to the induction of GvHD, while 

recipients of unseparated MLTC or “high”-cells came down with it. Rag1-/- recipients on 

C57BL/6 background also did not develop GvHD following transplantation of MHC-disparat 

C3H-splenocytes which were previously stimulated in vitro with B6-Lymphocytes. Recipients 

of resting cells or unseparated MLR on the contrary died of GvHD. This suggests that 

proliferating cells according to the type of stimulation and following separation from the 

resting cells of the MLR recognize a relativly limited spectra of antigen which might allow 

the separation of  GvL-effect and GvHD.  

Taken together our analysis show that the induction of GvHD can be avoided by stimulation 

of donor cells with a broad spectra of recipient cells and following separation and 

transplantation of “high”-cells. But no advantage arises from the transplantation of these cells 

concerning engraftment and tumorcontrol compared to transplantation of T-cell depleted bone 

marrow only.  

By limiting the antigen spectra in vitro through stimulation with recipient tumorcells the risk 

of GvHD-induction through tumorreactive cells could be clearly reduced. The Rag1-/- 

experiments show, that the specificity of the “low” cells remains in vivo, even if the stimulus 

is missing. But the cells could be reactivated in case of a relapse and so would be able to 

battle against a recurrent malignancy. Right now this strategy seems promising and shall be 

examined in further preclinical models eventually leading to clinical application
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Tabelle 3: Überblick über bisher publizierte Strategien zur Elimination alloreaktiver T-Zellen 
 

Strategie wie Arbeitsgruppe Modellsystem GvHD GvL-Effekt verbleibende 
Reaktivität 

Blockade der T-
Zellaktivierung, 
Anergieinduktion 

Gabe anti-CTLA-4-Ig 
Fusionsprotein 
 in vivo 

 (Blazar et al. 1994) Rezipient: 
B10.BR/SgSnJ (H2k) 
Donor: C57BL/6 (H2b) 

reduziert nicht untersucht  

Induktion von Anergie Blockade 
CD28/CTLA-4:B7-
und LFA1:ICAM-
Interaktionen (mAb 
gegen CTLA-4 bzw. 
LFA1) 
in vitro und in vivo 

(Blazar et al. 1995) Rezipient: 
B10.BR/SgSnJ (H2k) 
Donor: C57BL/6 (H2b) 

keine Anzeichen einer 
GvHD in vivo nach 
Koblockade 

nicht untersucht Analyse von pHTL  
5 Monate nach 
Transplantation  
verminderte Anzahl 
von Vorläuferzellen 

Blockade T-
Zellaktivierung, 
Induktion von Anergie 

DLI d21 post KMT 
und Gabe mAb gegen 
B7.1 bzw. B7.2 

(Blazar et al. 1997) Rezipient: C57BL/6 
(H2b) 
Donor: B10.BR/SgSnJ 
(H2k) 

 blockiert durch 
Infusion eines anti-B7 
Antikörpers 

 

Toleranzinduktion Blockade 
CD40:CD40L-
Interaktion 
mAb gegen CD40L 
in vitro und in vivo 

(Blazar et al. 1998) Rezipient: B6.C-
H2bm12 (bm12, H2b) 
Donor: C57BL/6 (H2b) 

deutlich reduziert; 
längeres Überleben als 
Indikator; 
fehlende KM-Aplasie 

nicht untersucht OVA-spez. TCR-
transgene Zellen 
ausgenommen von 
Toleranzinduktion 

Blockade T-
Zellaktivierung, 
Induktion von Anergie 

monoklonaler 
Antikörper gegen 
B7.1und B7.2 
(CD80,CD86) in vitro 

(Gribben et al. 1996) MLR humaner PB 
oder KMMC  

Zytokinfreisetzung 
unter Schwellenwert 
für γ-chain signaling;  
Anzahl pHTL 
niedriger als die zur 
Induktion einer GvHD 
vorausgesagte 
Mindestzahl 

  

Elimination aufgrund 
Expression bestimmter 
Aktivierungsmarker 

anti-IL2R β-chain 
spez. Immunotoxin 
in vitro 

(Cavazzana-Calvo et 
al. 1990) 

humane Blut- oder 
Knochenmark           
T-Zellen 

komplette Inhibition 
der Alloreaktivität in 
vitro 

nicht untersucht Alloreaktivität gegen 
third paty Antigene 
(3H-Thymidin-Inkorp.) 

- 123 - 



 

Strategie wie Arbeitsgruppe Modellsystem GvHD GvL-Effekt verbleibende 
Reaktivität 

Elimination aufgrund 
Expression bestimmter 
Aktivierungsmarker 

anti-IL2R β-chain 
spez. Immunotoxin 
in vitro  
in vivo-Effekte  

(Cavazzana-Calvo et 
al. 1994) 

Rezipient: 
C3HxDBA/2 F1 
(H2kxd) 
Donor: C3H (H2k) 

Abschwächung nicht untersucht Aktivität gegen third 
party im 51Cr-
Freisetz.-Test nach 6-
tägiger Stimulation  

Elimination aufgrund 
Expression bestimmter 
Aktivierungsmarker 

anti-IL2R β-chain 
spez. Immunotoxin 
in vitro  

(Montagna et al. 1999) humane PBMC und 
KM-Zellen 

komplette Inhibition 
der Alloreaktivität in 
vitro 

Reaktivität gegen 
leukämische Blasten 
des Rezipienten in 
vitro (LDA, CTLp 
frequency) 

Fähigkeit CML-
infizierte Fibroblasten 
zu lysieren 
(precusor frequeny) 

Elimination aufgrund 
Expression bestimmter 
Aktivierungsmarker 

klinische Studie Phase 
½ 
Allodepletion in vitro 

 Transfer 

(Andre-Schmutz et al. 
2002) 

humane PBMC vermindertes GvHD-
Risiko, gute 
Rekonstitution 

Relaps in 3 von 5 
Patienten mit akuter 
Leukämie 

zytotxische Aktivität 
gegen CML-infizierte 
PBMC (2 Patienten) 

Elimination CD25, 
CD69, MHC II 
(Aktivierungsmarker) 

FACS-Sortierung 
paramagnet. Beads 
in vitro 

(Rencher et al. 1996) 
(Koh et al. 1999) 
(Fehse et al. 2000) 
(van Dijk et al. 1999) 

humane T-Zellen deutlich verminderte 
proliferative Kapazität 

 third party Reaktivität 
in vitro 

Induktion von AICD 
alloreaktiver T-Zellen 

in vitro Inkubation mit 
αCD95 mAb (vernetzt 
durch Ig) während 
Stimulation 

(Hartwig et al. 2002) C3H  Blc 
Blc gg. F1 (in vitro  
OVA-spez.) 

nein nicht untersucht OVA-spez. TCR-
transgene T-Zellen 
nicht beeinträchtigt 
(in vitro) 

photodynamic purging 
(TH9402) 

Farbstoff in aktivierten 
Zellen gehalten, durch 
Licht 514nm getötet 

(Chen et al. 2002) Rezipient:  
BALB/c (H2d) 
Donor: C57BL/6 (H2b) 
third party -Rezipient: 
C3H (H2k)  

nein ja 
 BCL1 (BALB/c-
Lymphomzellline) 

 Tumorabstoßung 

GvHD in third party 
Tieren induziert 

Elimination, naiver T-
Zellen (CD62+) 

Elimination CD62L+ 
Zellen mittels 
paramagnetischer 
Beads 

(Chen et al. 2004) Rezipient:  
BALB/c (H2d) 
C3H (H2k) 
Donor: C57BL/6 (H2b) 
 

nein nicht untersucht Spezifität α BCL1-
präaktiverter B6-
Zellen bleibt erhalten 
in B6 SCID host; 
keine GvHD-Indukt. 
in C3H-Tieren 
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Strategie wie Arbeitsgruppe Modellsystem GvHD GvL-Effekt verbleibende 
Reaktivität 

in vivo-Elimination 
alloreaktiver T-Zellen 
mittels Suizidgen 

Transfektion mit 
Herpes Simplex 
Thymidin-Kinase 
(HSV-TK), Gabe 
GCV  
in vitro-
Untersuchungen 

 Neomycin-
Selektion 

(Tiberghien et al. 
1994) 

humane PBMC 
Stimulation mit: 
PHA; bestrahlten 
PBMC+ IL-2; mAb 
gg. CD3 

deutliche Inhibition 
IL-2 induzierter 
Proliferation und der 
Alloreaktivität durch 
GCV; kein Effekt auf 
untransfiz. Zellen 
 

  

in vivo-Elimination 
alloreaktiver T-Zellen 
mittels Suizidgen 

Transfektion mit HSV-
TK, Gabe GCV  
Selektion über 
kotranfiz. 
Oberflächenmarker, 
der normal nicht auf 
Lymphozyten 
(ΔLNGFR) 

(Bonini et al. 1997) 8 Patienten mit Relaps 
oder EBV-induz. 
Lymhom allogen 
transplatntiert 

3 Patienten 
entwickelten GvHD 
und konnten durch 
GCV-Gabe erfolgreich 
behandelt werden 

GvL-Effekt in 5 
Patienten, 3 davon in 
kompletter Remission 

 

in vivo-Elimination 
alloreaktiver T-Zellen 
mittels Suizidgen 

Transfektion mit HSV-
TK, Gabe GCV 

(Tiberghien et al. 
2001) 

human, HLA-ident. 
Geschwistertransplant
ation 
TCD BM+ gene 
modified cells (GMCs) 

Kontrolle der GvHD 
durch Gabe von GCV 
erreicht, auch danach 
low level of GMCs 
nachweisbar 

komplette Remission 
möglich, auch nach 
Behandlung mit GCV 

 

in vivo-Elimination 
alloreaktiver T-Zellen 
mittels Suizidgen 

Transfektion mit HSV-
TK, Gabe GCV 

(Litvinova et al. 2002) Rezipient:  
B6x DBA/2 F1 (H2bxd) 
Donor:  
C57BL/6 (H2b) 
 

7-tägige Behandlung 
direkt nach Tx bietet 
guten Schutz vor 
GvHD-Induktion 

frühe Gabe von GCV 
verhindert GvL-Effekt, 
spätere (d3 ½) 
Behandlung erhält den 
Effekt (allerdings nur 
in 3 von 10 Tieren- 
P815) 

 

in vivo-Elimination 
alloreaktiver T-Zellen 
mittels Suizidgen 

Transfektion mit HSV-
TK, Gabe GCV  
Fusion der HSV-TK 
mit  humanem ΔCD34 

(Rettig et al. 2004) Rezipient:  
BALB/c (H2d) 
Donor:  
C57BL/6 (H2b) 
 

deutlich höhere 
Überlebensrate nach 
Gabe HSV-TK transf.-
Zellen + GCV-Gabe 

 frühe Gabe von 
GCV verschlechtert 
engraftment bei RIC 

frühe Behandlung mit 
GCV (d1-7 post 
transplantationem) 
verhindert GvL-Effekt, 
ab d10 in 8 von 10 
Tieren erhalten 
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Strategie wie Arbeitsgruppe Modellsystem GvHD GvL-Effekt verbleibende 
Reaktivität 

in vivo-Elimination 
alloreaktiver T-Zellen 
mittels Suizidgen 

Transfektion mit HSV-
TK, Gabe GCV 

(Drobyski et al. 2003) Rezipient: AKR (H2k) 
Donor:  
C57BL/6 (H2b) 
 

GvHD-Risiko 
vermieden bzw. 
gesenkt, abhängig vom 
Zeitpunkt der GCV-
Behandlung 

GvL-Effekt erhalten, 
wenn späte Gabe von 
GCV 
beide Effekte abhängig 
von Zeitpunkt der 
GCV-Gabe, T-
Zelldosis und 
Leukämie-Burden 

 

Zugabe regulatorischer 
T-Zellen  (Treg) 
CD4+CD25+, Beitrag 
zur Toleranzindukton 
bei Alloreaktivität 

Addition in vitro, 
essentiell bei 
Toleranzinduktion 
CD4+

(Taylor et al. 2001) Stimulator/Rezipient: 
B6.C-H2bm12 (bm12) 
Responder/Donor: 
C57BL/6 (H2b) CD4+

 

in vitro: 
Toleranzinduktion 
erfordert CD4+CD25+  
in vivo: Protektion vor 
GvHD nach Transfer 
von T-Zellen nach 
Toleranzinduktion in 
vitro (nur in 
Anwesenheit von Treg) 
 

nicht untersucht  

Infusion 
regulatorischer T-
Zellen  (Treg) 
CD4+CD25+

ex vivo aktiverte und 
expandierte Treg 
transplantiert 

(Taylor et al. 2002) Rezipient: 
BALB/c (H2b),  
B10BR (H2k) 
Donor: C57BL/6 (H2b) 

Depletion Treg 
(CD25+) verlansamt 
Verlauf der GvHD, 
Addition expandierter, 
aktivierter Treg 
verbessert GvHD-
Risiko 

nicht untersucht  

Addition 
regulatorischer T-
Zellen  (Treg) 
CD4+CD25+ 

 

frische oder ex vivo 
aktiverte und 
expandierte Treg 
aus Milz 

(Cohen et al. 2002) Rezipient:  
B6xDBA/2 F1 (H2bxd), 
C3H (H2k), BALB/c 
(H2d) 
Donor:  
C57BL/6  (H2b) oder 
BALB/c (H2d) 

Depletion CD25+ 
verschlimmert GvHD, 
Addition von Treg 
verbessert 
Überlebensrate bzw. 
Verlauf der GvHD 
auch ex vivo 
expandierte Treg, aber 
nicht so potent wie 
frisch isolierte 

nicht untersucht  
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Strategie wie Arbeitsgruppe Modellsystem GvHD GvL-Effekt verbleibende 
Reaktivität 

CD4+CD25+ 
regulatorische T-
Zellen  

Addition bei Transfer 
(aus Milz und KM) 

(Hoffmann et al. 2002) Rezipient: BALB/c 
(H2d) 
Donor: C57BL/6  
(H2b) 

bei Ratio 1:1 
CD4+CD25+: 
CD4+CD25-neg. keine 
akute GvHD (d49 
milde Zeichen in 
Histologien), partiell 
IL-10 abhängig in 
vivo;  
Treg müssen vom 
Donor stammen 

nicht untersucht  

CD4+CD25+ 
regulatorische T-
Zellen  

Addition bei Transfer 
(aus Milz und 
Lymphknoten) 

(Trenado et al. 2003) Rezipient: 
BALB/cxC3H F1 
(H2dxk) bzw.  
B6xDBA/2 F1 (H2bxd), 
BALB/c (H2d) 
Donor:  
BALB/c (H2d) bzw. 
C57BL/6 (H2b) 

verhindern GvHD-
Induktion, verbesserte 
Immunrekonstitution 

B6  BALB/c: 
Tumor A20 
(Mastozytm) in 4 von 
5 Mäusen kontrolliert 
B6  B6D2 F1: 
Tumor P815 
keine Tu-Kontrolle 

 

CD4+CD25+ 
regulatorische T-
Zellen 

Addition bei Transfer 
 

(Hanash et al. 2005) Rezipient: BALB/c 
(H2d) 
Donor: C57BL/6 
(H2b), 
auch GFP-transgen 

CD4+CD25+ Zellen 
unterstützen Langzeit-
engraftment ohne 
GvHD-Induktion 

nicht untersucht proliferative 
Immunantwort bei 
CD3- od. LPS-
Stimulation, nicht 
gegenüber Donor- 
oder Rezipient in 
MLR; third party- 
Hauttransplantate 
(C3H, H2k) 
abgestoßen 

proliferationsbasierte 
Elimination 
alloreaktiver T-Zellen 

CFSE-Markierung und 
Zellsortierung 

(Godfrey et al. 2004) humane PBMC 
Rezipient: B6.C-
H2bm12 ( H2b) 

längere Überlebensrate 
bzw. fehlende Aplasie 

nicht untersucht proliferative 
Immunantwort in vitro 
gg. Candida-Antigene 
und CMV-Lysate (3H-
Thymidin-Inkorp.) 

Donor: C57BL/6 (H2b) 
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