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Abstrakt

Im Rahmen der allogenen hidmatopoetischen Stammezelltransplantation und der davor
geschalteten Konditionierungstherapie kommt es bei den Empfangern zum Untergang des
immunologischen Gedéchtnisses. Die dabei vermehrt auftretenden Infektionskrankheiten sorgen
fiir eine erhohte Mortalitits- und Morbiditdtsrate. Immunkompetente Zellen, die mit den
hédmatopoetischen Stammzellen vom allogenen Spender iiber die Applikation von dem
Wachstumsfaktor G-CSF mobilisiert werden, kdnnen zum Schutz der Empfinger in ihrer
vulnerablen Phase nach Transplantation beitragen. Sie spielen zudem eine zentrale Rolle in der
Entwicklung der Spender-gegen-Empféinger-Erkrankung (GvHD, Graft-versus-Host-Disease)
und konnen so den Erfolg der Therapie mitbeeinflussen. Das Wissen iiber die Zusammensetzung
der verschiedenen Subpopulationen im Transplantat ist daher essenziell.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte aus diesem Grund die Identifizierung von T-Helfer- und B-
Zell-Subpopulationen im peripheren Blut von Stammezellspendern vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie. Zudem wurde das Knochenmark als eine mogliche Quelle fiir
mobilisierte immunkompetente Zellen mituntersucht.

Die durchflusszytometrische phénotypische Charakterisierung der T-Zellen von 9
Stammzellspendern iiber die Expression von Chemokinrezeptoren ergab bei den
Stammzellspendern  einen signifikanten Abfall an T-Helfer-1-Zellen nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie. In Knochenmarkszellen waren T-Helfer-1-Zellen kaum reprisentiert.
Neben der phinotypischen Untersuchung erfolgte analog dazu die Analyse von
antigenspezifischen T-Zellen iiber in vitro Stimulation mit SEB, Aspergillus Lysat, Candida
Lysat und Tetanus Toxoid. In der funktionellen Analyse von zytokinproduzierenden T-Zellen
nach in vitro Antigenstimulation konnte allerdings kein Riickgang der THI1-Zellen bei
Stammzellspendern nach G-CSF-Mobilisierungstherapie festgestellt werden. Die Diskrepanz der
phénotypischen und funktionellen Charakterisierung von T-Helfer-Zellen konnte unter anderem
tiber einen direkten G-CSF Effekt auf die Chemokinrezeptorexpression erklért sein.

Im Stammzelltransplantat zeigte sich hinsichtlich der Gesamt-B-Zellen eine Verdopplung der
absoluten Zellzahl, so auch bei den naiven B-Zellen. Hinsichtlich antigenspezifischer B-Zellen
ergaben sich keine signifikanten Verdnderungen, wobei eine endgiiltige Aussage wegen zu

kleiner Stichprobenzahl zunéchst ausbleibt.



Abstract

Under the conditioning regimen, administered before any allogeneic stem cell transplantation,
patients undergo a depletion of competent and antigen-experienced immune cells and a downfall
of the immunological memory occurs. This leads to an increased risk for infections that are a
major cause of mortality and morbidity. In the context of hematopoietic stem cell transplantation
and the application of G-CSF to the donors, not only stem cells are being recruited but also
immunocompetent cells are being mobilized. These might help the immune reconstitution post-
transplant and impact host immunity, but they can also impact the patient’s recovery by inducing
a syndrome called Graft-versus-host-disease (GvHD). The knowledge of the immune cell
composition in the graft is therefore crucial.

This paper engaged with a characterization of peripheral blood of the donors before and after G-
CSF application concerning T-helper and B-cell populations. Furthermore, the bone marrow was
analysed as a source for the mobilized immunocompetent cells.

The phenotypic identification of T-cell subsets of 9 donor grafts by flow cytometry through a
determined combination of chemokine receptor expression led to the identification of the T-
helper cells. Under this phenotypic aspect a significant decrease in the T-helper 1 subset was
seen. These cells were also poorly represented in the bone marrow.

In addition to the phenotypic characterisation, a functional characterisation was conducted
through in vitro stimulation with SEB, Aspergillus Lysat, Candida Lysat and Tetanus Toxoid to
identify antigen-specific T-cells. Within this functional analysis of cytokine-producing T cells no
decrease in T-helper 1 cells occurred, as initially observed with the phenotypic characterization.
Direct effects of G-CSF on chemokine receptor expression could, amongst other things, explain
this discrepancy between the phenotypic and functional characterization.

B-cells were increased twofold in numbers, as were follicular helper B-cells, which made up for
the biggest B-cell population in peripheral blood. Unlike the absolute cell numbers there were no
significant changes within the antibody production, detected through B-cell ELISpot, though the

latter still needs confirmation, because of the low number of samples.
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1 Einleitung

1.1 Entwicklung der T-Lymphozyten

T-Lymphozyten sind neben den B-Lymphozyten die zentralen Mitspieler in der humoralen
Immunabwehr. Sie bewerkstelligen die zellvermittelte Immunabwehr und werden in zwei
Fraktionen unterteilt. Die T-Helfer-Lymphozyten, die den CD4 Rezeptor tragen, auch CD4" T-
Zellen genannt und die zytotoxischen Lymphozyten, die aufgrund ihres CD8 Molekiils auch
CD8" T-Zellen genannt werden. Zu diesen zwei Gruppen gesellen sich die kleine Fraktion der
regulatorischen T-Zellen, welche die Aktivitit anderer Abwehrzellen dimpfen oder unterdriicken
[1]. Ausschlaggebend in der T-Zell-Entwicklung ist der Prozess der Positiv- und
Negativselektion von T-Zellen in der Thymusdriise wahrend der Ontogenese. T-Zell-Vorléufer,
welche sich im Knochenmark (KM) entwickeln und zum Thymus wandern besitzen zunéchst
weder charakteristische T-Zell-Antigene noch antigenspezifische T-Zell-Rezeptoren. Nach
Expression dieser Strukturen erfolgt in der kortikalen Zone des Thymus eine positive Selektion.
T-Zellen, die iiber ihre T-Zell-Rezeptoren Selbst-MHC-Strukturen binden konnen, werden
ausgewdhlt. Diejenigen Zellen, die dazu nicht in der Lage sind, unterliegen der Apoptose. In der
Medulla erfolgt dann eine Negativselektion derjenigen T-Lymphozyten, die wiederrum mit
hoher Affinitit an Selbst-MHC Molekiile des Stromas (Epithelzellen, dendritische Zellen,
Makrophagen) binden, die mit Autoantigenen beladen sind. Diese unterliegen folglich ebenfalls
der Apoptose. Insgesamt {iberleben bei diesen Vorgidngen weniger als 5% der Thymozyten. So
wird eine immunologische Toleranz erreicht, welche als zentrale Toleranz von T-Lymphozyten
bezeichnet wird [2]. Die T-Zell-Aktivierung iliber deren TZR lduft iiber antigenprisentierende
Zellen, die Antigene erkennen, phagozytieren und iiber den Haupthistokompatibilitditskomplex
(MHC, engl. Major Histocompatibility Complex) prisentieren. MHC-Proteine sind
Oberflachenproteine, die zur Prisentation von Antigenfragmenten ndtig sind und sie werden in
MHC-Klasse I und Klasse II aufgeteilt. MHC-Klasse I werden auf allen kernhaltigen Zellen, so
auch auf Thrombozyten exprimiert, nicht jedoch auf Erythrozyten. Hieriiber erfolgt die
Antigenprisentation fiir CD8'/zytotoxische T-Zellen, es werden korpereigene Antigene
prasentiert. Sollten hier aufgrund einer Virusinfektion oder Entartung von Zellen bei der
Prisentation neue Peptide hinzukommen, so werden sie von CD8" T-Zellen als fremd erkannt

und bekdmpft. MHC Klasse II werden von dendritischen Zellen, Makrophagen, B-Zellen
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exprimiert. Diese APCs (antigenprisentierende Zellen) konnen somit Pathogene erkennen und
die prozessierten Peptidfragmente iiber MHC-II den CD4" T-Zellen darlegen, welche nach
Erkennung durch das passende T-Zell-Rezeptor aktiviert werden. Es folgt die klonale Expansion
dieser CD4" T-Zellen, welche folglich B-Zellen aktivieren, die das gleiche Antigen iiber ihr BZR

erkennen, und die humorale Immunantwort initiieren [3].
1.1.1  Spezifische Untergruppen

Anhand  phénotypischer und  funktioneller = Merkmale, sowie charakteristischer
Transkriptionsfaktoren konnen unterschiedliche Lymphozytensubpopulationen identifiziert
werden. Humane CD4 " T-Zellen stellen kritische Regulatoren des Immunsystems dar. Dies wird
bei bestimmten Krankheiten, wie bei der HIV-Infektion deutlich. Dabei sind infizierte Menschen
vermehrt empfanglich fiir opportunistische Infektionen und Krebs aufgrund der virusabhéngigen
Depletion der CD4" T-Zellen [4]. Im Menschen stellen die CD4" T-Zellen eine sehr heterogene
Gruppe dar. Die verschiedenen Untergruppen definieren sich vor allem {iber ihre
Zytokinproduktion und oder iiber die Expression ihrer charakteristischen Transkriptionsfaktoren.
Eine phénotypische Charakterisierung wird ebenfalls von verschiedenen Autoren angeboten,
welche in dieser Arbeit herangezogen wurde. Folgende Untergruppen lassen sich zunichst
unterscheiden: T-Helfer 1- (TH1), T-Helfer 2- (TH2), T-Helfer 17- (TH17) Zellen, welche
bestimmte Pathogene anzielen [5-7], regulatorische T-Zellen, welche fiir die Selbsttoleranz
wichtig sind [8] und follikuldre T-Helferzellen (TFH), die mit B-Zellen interagieren und bei der
Antikorperproduktion helfen [9]. Die Heterogenitit dieser Zellgruppe ergibt sich aus dem T-
Zell-Priming. Naive T-Zellen haben stammzelldhnliche Féhigkeiten und konnen nach
Antigenkontakt in die verschiedenen Untergruppen differenzieren. Antigenerfahrene T-Zellen
sind zundchst weniger flexibel, einige besitzen nach Restimulation jedoch noch eine gewisse
Plastizitdt und konnen die Fahigkeit zur Produktion weiterer Zytokine erlangen [10]. In welche
Richtung sie sich differenzieren hdngt vom Zellmilieu und der Zytokinproduktion ab.
Unvoreingenommene naive T-Zellen, die von dendritischen Zellen (engl. dendritic cells, DC),
die IL-12 produzieren, aktiviert werden, erlangen somit beispielsweise die Féhigkeit [FNy zu
produzieren [11, 12]. Diese sogenannten TH1-Zellen werden zur Bekdmpfung intrazelluldrer
Bakterien und Viren induziert und kdnnen Makrophagen aktivieren, die diese intrazelluldren
Keime abtdten. Im Gegensatz hierzu differenzieren naive T-Zellen in der Gegenwart von IL-4 in
die sogenannten TH2-Zellen und produzieren 1L-4, IL-10, IL-5, IL-13, jedoch nicht IFNy. Diese

T-Zellen haben ihre Bedeutung bei der Bekdmpfung extrazelluldrer Parasiten, wie Helminthen
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und auch im Auslosen von Allergien, da sie die IgE Produktion bei B-Zellen induzieren kdnnen
[13]. T-Zell-Untergruppen besitzen einen unterschiedlichen Grad an Plastizitit und erlangen
neue Charakteristika, Funktionen im Rahmen sekundéarer und chronischer Immunantworten. Die
Plastizitdt und Heterogenitidt von TH1/TH2-Zellen wurde bereits beschrieben. In vitro-Studien
zeigten, dass TH1-Zellen durchaus simultan IFNy und IL-4 produzieren konnten [14]. Manche
T-Zellen sollen zudem auch die THI1- und TH2-Marker CXCR3 und CCR4 co-exprimieren, so
auch die Transkriptionsfaktoren Gata-3 und T-bet koproduzieren [15].

Die TFH-Zellen unterscheiden sich unter anderem durch ihren Transkriptionsfaktor Bel6 und
durch ihre Expression von CXCRS, PD-1, SAP, IL-21 und ICOS. Sie sind wichtig fiir die
Formation und Erhaltung des Keimzentrums. Dort regulieren sie die B-Zell-Differenzierung zu
Plasmazellen und B-Gedichtniszellen [9]. IL-21 wird dabei als Unterscheidungsmerkmal
angesehen, ist jedoch kein Alleinstellungsmerkmal. Viele CD4" T-Zellen, die keine TFH-Zellen
sind, so TH17-Zellen, produzieren IL-21 [16, 17]. Die TFH-Differenzierung wird kontrovers
diskutiert. Unterschiedliche Modelle werden hierzu vorgeschlagen. Bei dem von Shane Crotty
vorgeschlagenem Modell handelt es sich bei der TFH-Differenzierung um ein mehrstufiges und
multifaktorielles Geschehen, welches unabhédngig von der THI1/TH2/TH17-Differenzierung
ablduft [9]. Bcl6 stellt den zentralen Transkriptionsfaktor dar, die Expression korreliert dabei
stark mit der Expression von CXCRS5. In TFH-Zellen zeigte sich die hochste kombinierte
Expression von Bcl6 und CXCRS [18]. Die Differenzierung kann zunédchst durch TZR-
Aktivierung iiber dendritische Zellen erfolgen, im weiteren Schritt zur Komplettierung und
Erhaltung der TFH-Differenzierung braucht es die Interaktion mit B-Zellen [19]. Die
Entwicklung von TFH- und B-Zellen des Keimzentrums ist eng miteinander verbunden, TFH-
Zellen induzieren die Expression von Bcl6 in B-Zellen, um die Keimzentrums-B-Zell-
Differenzierung zu induzieren und beizubehalten. B-Zellen induzieren wiederum die Expression
von Bel in CD4" T-Zellen und sorgen fiir deren Differenzierung in TFH-Zellen [20].

Im Rahmen des T-Zell-Primings ist fiir die Expression von Bcl6, neben dem Einfluss von
Zytokinen, wie IL-21 [21], die Expression von ICOS auf CD4" T-Zellen notwendig [9]. Erst
durch die Migration der TFH-Zellen an die T-B-Zell Grenze, unter anderem iiber eine CXCRS5-
CXCLI13 Interaktion in sekunddr lymphatischen Organen, wie der Tonsille, kann es zur
kritischen Phase der B-Zell-abhéngigen TFH-Differenzierung kommen [9]. Aktivierte B-Zellen
exprimieren den ICOS-Liganden, welcher zur Differenzierung in der initialen Phase des DC-

Primings gebraucht wird [22]. Die Expression von ICOS auf CD4" T-Zellen funktioniert dabei
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tiber CD28-abhingige und unabhéngige Schritte [23, 24]. In dieser Zellpopulation erfolgt die
Unterscheidung zwischen TFH- und GC- (Keimzentrum) TFH-Zellen (hier existieren auch
andere Nomenklaturen). Sie haben ein dhnliches Gen-Expressionsprofil, GC TFH-Zellen sollen
dabei weiter polarisiert sein. TFH-Zellen exprimieren unter anderem hohe Spiegel an CXCRS,
PD-1, ICOS, BTLA, CD200 und SAP [25, 26].

In der menschlichen Tonsille exprimiert eine Fraktion der TFH-Zellen den TH2-Marker, CRTH2
und produziert IL-4 [27]. Die Uberlebenssignale an GC B-Zellen laufen iiber verschiedene
Wege, die CD40L, IL-4, IL-21, PD-1 und BAFF einschliefen [9]. GC B-Zellen sind hochst
proapoptotisch und benétigen stindige Uberlebens- und Proliferationssignale [28]. Hierfiir spielt
CD40 und CD40L, der auf aktivierten CD4" T-Zellen exprimiert wird, eine Rolle, ein Mangel an
CD40L oder CD40 blockiert die Keimzentrumsentwicklung [29], sowie die Entwicklung von
Plasmazellen oder bestimmten Immunoglobulinklassen in vivo [30]. Nach Bindung an seinem
Rezeptor CD40, internalisiert CD40L, sodass es als Oberflichenmarker jedoch schwer zu

quantifizieren ist [31].

Die THI17-Zellen produzieren IL-17 und exprimieren den Transkriptionsfakor ROR-yt in
Maiusen und RORC2 in Menschen [32, 33]. TH17-Zellen sind wichtig bei der Bekdmpfung von
extrazelluliren Bakterien und Fungi. Bei Patienten mit einem Mangel an TH17 zeigten sich
vermehrt Infektionen mit Candida albicans und Staphylococcus aureus [34]. Die
Voraussetzungen, welche zur TH17-Differenzierung fiihren sind multipel, sie konnen auf eine
Kombinationen von verschiedenen Zytokinen basieren und scheinen komplexer als bei TH1- und
TH2-Zellen zu sein. Im Menschen sollen dabei IL-18, IL-6 und IL-23 dabei eine Rolle spielen
[35, 36]. Das Bekanntwerden dieser eigenstindigen Zellgruppe veranlasste Untersuchungen zu
den dazugehorigen Chemokinrezeptoren. Frisch isolierte CD4" T-Gedichtniszellen wurden dabei
nach Threr Zytokinproduktion wund der gleichzeitigen Expression verschiedener
Chemokinrezeptoren untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass sowohl im peripheren Blut von
gesunden Spendern, als auch in der Synovialfliissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis,
CCR6" Zellen IL-17 produzierende Zellen waren, welche auch die RORC mRNA exprimierten.
Zudem spielten bei der Antwort auf eine Candida albicans Infektion v.a. die doppel positiven
CCR6" CCR4" Zellen eine Rolle. Sie machten den GroBteil der antigenspezifischen
Gedidchtniszellen aus, nach Proliferation produzierten sie auch grole Mengen IL-17 [37]. Auch
bei dieser Zellgruppe wurde eine gewisse Variabilitit belegt. T-Zellen, welche von entziindetem

Gewebe isoliert wurden, produzierten simultan IL-17 und IFN-y und co-exprimierten RORYyt
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und T-bet, was das Vorhandensein einer weiteren Untergruppe mit TH17/TH1-Phénotypen
belegte [38]. Humane CCR6" TH17-Zellen sind in Tcy und Tey (s. unten) vorhanden, welches
zeigt, dass sie in der Lage sind sowohl zu lymphatischen als auch zu nicht lymphatischen
Geweben zu migrieren. Eine kleine Gruppe der CCR6" Zellen exprimiert den hautspezifischen
Rezeptor CCR10 [39]. Diess CCR6'CCR10" Zellen produzieren jedoch weder IL-17, noch
exprimieren sie RORYt, sie produzieren in grolen Mengen IL-22 [39, 40]. Diese sogenannten
TH22-Zellen werden zum heutigen Stand als eine Subgruppe der TH17-Zellen angesehen und
konnten aufgrund ihrer Homing-Eigenschaften und ihrer selektiven Beeinflussung der
Keratinfunktion eine Rolle in der Homoostase der Haut und in Inflammationsprozessen spielen

[41, 42].

Mit der Einteilung von Gedéchtnis-T-Zellen in Central Memory T-Zellen (Tcm ) und  Effektor
Memory T-Zellen (Tgm) ergibt sich eine weitere Unterteilung des zirkulierenden Immunsystems.
Um ihre Funktionen auszuiiben, miissen Effektor- und Gedéichtnis-T-Zellen zu spezifischen
Geweben wandern, wobei spezielle Chemokinrezeptoren dabei eine besondere Rolle spielen
[43]. Diese sind auf den jeweiligen Untergruppen unterschiedlich exprimiert. CCR7 ist
beispielsweise charakteristisch flir Central Memory T-Zellen (Tcm), was sie von Effektor
Memory T-Zellen (Tgy) unterscheidet [44]. Tey sind CD45RO/RA™ Zellen und exprimieren
CCR7 und CD62L, welche fiir die Extravasation durch high endothelial venules (HEV) und fiir
die Migration zu T-Zell-Bereichen von sekundér lymphatischen Organen wichtig sind, ebenfalls
charakteristisch fiir die CD45RA" naiven T-Zellen [45, 46]. Im Vgl. zu den naiven T-Zellen
haben die Tcym jedoch eine hohere Sensitivitét fiir eine Antigenstimulation, sie regulieren den
CD40L in einem groBeren Ausmall hoch, was fiir ein effektiveres stimulatorisches Feedback der
dendritischen Zellen und B-Zellen sorgt. Nach einer Stimulation iiber ihr TZR produzieren die
Tewm v.a. IL-2, nach ihrer Proliferation durch Antigenstimulation, differenzieren sie zu Ty und
produzieren v.a. IFNy oder IL-4. Humane Tgm haben die konstitutive Expression von CCR7
verloren und sind fiir die Expression von CD62L heterogen. Tgwm unterscheiden sich zudem tiiber
ihre schnellen Effektor-Funktionen. Im Menschen soll die Tgy Untergruppe von TH1-, TH2- und
CTL-Zellen gebildet werden. CD8" Tgy besitzen viel Perforin und sowohl CD4" als auch die
CD8" T-Zellen produzieren wenige Stunden nach Antigenstimulation IFNy, IL-4 und IL-5.
Zudem exprimieren einige CD8" Tgy Zellen CD45RA, diese werden auch Tgyvra Zellen genannt.
Diese Gruppe besitzt am meisten Perforin. Im peripheren Blut unterscheidet sich die relative

Proportion von Tey und Tey in CD4" und CD8" T-Zellen. Ty dominieren in CD4" T-Zellen

15



und Tgy dafiir in CD8" T-Zellen. Im Gewebe hingegen soll es eine vergleichbare Aufteilung
geben. Tey finden sich v.a. in Lymphknoten, Tonsillen, Tgym v.a. in Lunge, Leber, Darm [47].
Antigenspezifische T-Zellen konnen sich ebenfalls auf die Tcy und Tev verteilen. Tetanus
Toxoid spez. CD4" T-Zellen konnten in Tcy und Tgy noch 10 Jahre nach der Antigenstimulation
gefunden werden, nach einer Auffrischungsimpfung erhohte sich zudem ihre Frequenz [44].
Ahnlich ist es bei CD8" T-Zellen, antigenspezifische T-Zellen konnen in beiden Zellgruppen
detektiert werden, wobei die Antigenspezifitit anders zu sein scheint. HIV-spezifische T-Zellen
sind beispielsweise v.a. Tgm (CD45RA'CCRT7'), CMV-spezifische Zellen scheinen hingegen v.a.
Temra (CCR7CD45RA") Zellen zu sein. Mehrere Studien konnten bereits belegen, dass
antigenspezifische T-Zellen in Form von Tcm und Tem lange persistieren kdnnen. Seit der ersten
Beschreibung dieser Zellgruppen wurde verdeutlicht, dass es sich bei ihnen hinsichtlich der
Expression von Chemokinrezeptoren, Adhésionsmolekiilen und kostimulatorischen Molekiilen
um eine heterogene Gruppe handelt [48, 49]. Je nach Expression dieser verschiedenen Faktoren
konnen Tgyv in die bereits weiter oben genannten Subpopulationen wie den THI- oder TH2-
Zellen unterteilt werden [50]. In den Tcy befindet sich eine betrichtliche Portion an CXCR5 " T-
Zellen, den sogenannten TFH-Zellen, welche nach Aktivierung IL-2 und IL-10 und in den
Tonsillen zudem CD40L und ICOS produzieren, wodurch sie eine B-Zell-Helferfunktion
erfiillen [19, 51, 52].

1.2 Entwicklung der B-Lymphozyten

B-Lymphozyten gehdren neben den T-Lymphozyten zum adaptiven Immunsystem. Sie
tibernehmen dabei die spezifische humorale Immunabwehr. Sie produzieren Antikorper
(Immunoglobuline), die Pathogene antigenspezifisch binden und unschidlich machen kdnnen.
Das kann entweder direkt durch die Bindung geschehen, z.B. durch die Neutralisierung eines
Toxins oder durch Komplementaktivierung und Opsonierung von Bakterien zwecks Phagozytose
durch Leukozyten. Nach Ausdifferenzierung konnen sie verschiedene Immunoglobulinklassen
sezernieren, welche den erwdhnten Mechanismen dienen. In der T-Zell-abhéngigen und
unabhingigen B-Zell-Aktivierung spielen neben den T-Zellen, Makrophagen, dendritische
Zellen, Granulozyten und natiirliche Killer T-Zellen eine wichtige Rolle [1]. Je nach
Differenzierung konnen sich B-Zellen schlieBlich zu Gedéichtnis-B-Zellen, zu Plasmablasten,
welche die Antikdrper sezernieren, oder zu anderen Subpopulationen entwickeln. Hieriiber

entscheiden die jeweiligen zelluldren oder l16slichen Einflussfaktoren [53].
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1.2.1 Zentrale und periphere Entwicklung der B-Zellen/Spezifische Untergruppen

Die zentrale Entwicklung der B-Zell Vorldufer pro und pre B-Zellen aus pluripotenten
Stammzellen liuft antigenunabhingig im Knochenmark ab. Pro B-Zellen (CD19CDI10""
CD20 CD22" CD24 vpreB Igo ') stellen die erste Entwicklungsstufe dar und kénnen iiber den
Oberflaichenmarker CD22 charakterisiert werden. Durch somatische Rekombination leiten sie
die Bildung des BZRs ein, es folgt das Immunoglobulin-Gen-Rearrangement bzw. die
Umlagerung von Gensegmenten auf einem Allel des Immunoglobulin-schwere Ketten-Locus,
wobei es zu einer Verkniipfung eines D- mit einem J-Segment kommt und spéter zu einer V- zu
DJ-Verkniipfung. Die komplette Umlagerung der schweren Ketten und anschlieBende Paarung
mit den vorldufigen leichten Ketten auf der Zelloberfliche, als sogenannter Pre BZR
charakterisiert das Pre B-Zell-Stadium [54]. Das Erscheinen des Pre BZR auf Pre B-Zellen
(CD19" CD10'CD20 CD24 "vpreB'Iga" intracellular p") stellt den ersten Selektionspunkt in der
B-Zell-Entwicklung dar, sie erfahren eine positive Selektion fiir Proliferation und weitere
Differenzierung (groBle, sich teilende Pri-B-Zelle) [55]. Verlduft das Immunoglobulin-Gen-
Rearrangement fehlerhaft und der Rezeptor wird nicht ausgebildet, so wird das Rearrangement
auf dem zweiten Allel wiederholt, wenn ebenfalls misslungen, leitet die Zelle die Apoptose ein.
Gelingt der Prozess, startet die sog. kleine, ruhende Prd-B-Zelle das Rearragement des
Immunoglobulin-leichte-Ketten Locus. Die Gensegmente des Igk-Locus werden verkniipft,
wenn es nicht gelingt die des Igh-Locus. Die Bindung der Ig-leichte- und schwere Kette fiihrt
nun zur Oberflichenexpression eines B-Zell-Rezeptors, dem IgM. Die nun unreifen B-Zellen
(CD19°CD10°CD20°CD24 " 1gM") durchlaufen zum ersten Mal eine antigenspezifische negative
Selektion, wihrend dessen Zellen, die einen autoreaktiven B-Zell-Rezeptor exprimieren, in die
Apoptose gehen. An diesem Punkt endet die zentrale Entwicklung der B-Zellen. Die
sogenannten transitionalen B-Zellen verlassen nun das KM, um in sekunddren lymphatischen
Organen, in der Milz zu reifen. Im Normalfall finden sich in der Blutzirkulation gesunder
Menschen weder Pro-, Prd- noch unreife B-Zellen [56]. Insgesamt erreichen nur ungefahr 10-
20% der unreifen B-Zellen die Milz [57]. Nach dem Austreten aus dem KM passieren murine
periphere B-Zellen verschiedene Entwicklungsstufen und werden folgendermallen bezeichnet:
Transitional Typ 1-2 oder 3 B-Zellen [58, 59]. T1 &hneln der unreifen B-Zellen des KMs, in der
Milz differenzieren sie zu T2 B-Zellen, neben IgM exprimieren sie ebenfalls IgD. Als
Uberlebenssignal scheinen neben dem BZR, Signale iiber BAFF (engl. B Cell Activating Factor
oft the TNF-a Family) und dem BAFF-Rezeptor [60], welcher als erstes auf den T2-Zellen
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exprimiert wird, wichtig zu sein [61, 62]. Diese Entwicklung scheint sich in Teilen auch im
Menschen so abzuspielen [63]. Nach dem Durchlaufen dieses Stadiums besteht das reife B-Zell-
Reservoir aus MZ (marginal Zonen &hnlichen) und den follikuldren B-Zellen [56]. MZ B-Zellen
machen 15-25% des B-Zell Pools aus [64]. Aufgrund ihrer BZR-Spezifitéiten fiir Polysaccharide,
zeigte sich bei einem Mangel dieser Subpopulation z.B. eine schwache PNPS (Pneumococcal

Polysacharides) Impfantwort [65].

Follikuldre B-Zellen, nach ihrer Lokalisation in Follikeln der Milz und Lymphknoten benannt,
machen die Haupt-B-Zellpopulation im Blut und sekundir lymphatischen Organen aus. Vor
Antigenkontakt exprimieren diese naiven follikuldren Zellen IgD, doch kein CD27. Sie wandern
durch sekundir lymphatische Organe bis ein passendes Antigen iiber ihr BZR bindet. Thre BZRs
erkennen v.a. Proteine, so werden sie typischerweise iiber eine T-Zell-abhingige Reaktion
rekrutiert. Kommt es iiber den BZR zur Antigenbindung und Aktivierung, so fiihrt das zur
Differenzierung der B-Zelle. Je nach Stirke des Aktivierungssignals und abhéngig von
Stimulation, kostimulatorischen Rezeptoren und anderen Faktoren [56], entstehen entweder
frithe IgM-sezernierende Plasmazellen oder sie wandern in Follikel ein und werden zu
Keimzentrums-B-Zellen [66]. Keimzentren sind hoch spezifische Nischen, besonders wichtig fiir
den Isotypenwechsel, Affinititsreifung, Selektion und Expansion von antigenspezifischen B-
Zell-Klonen [67]. Zusitzliche Signale liber T-Zellen, v.a. durch CD40L ermdglichen das
Uberleben dieser Zellen und das Erlangen von Gedichtniszell-Merkmalen. Andere Stimuli, wie
IL-10, IL-21 [68] induzieren dabei einen anderen Weg der Differenzierung und generieren dabei
Plasmazellen [69]. Im Kontext der Keimzentrumsreaktion gehen die B-Zellen durch mehrere
Etappen (BM1-5), von denen nur Prid- (Naive, BM 1-2) und Post-Keimzentrums- (Gedéichtnis,
BMS5) Etappen in der Zirkulation zu finden sind [70]. Die Abbildung 1 fasst {iber eine
schematische Darstellung die zentrale und periphere Entwicklung der B-Lymphozyten

zuSsammen.
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Abbildung 1: Zentrale Entwicklung der B-Lymphozyten im Knochenmark und periphere Entwicklung iiber
die Migration zum Blut und zu den sekundir lymphatischen Organen, wie Milz und Lymphknoten. Uber
Vorstufen aus dem KM entwickeln sich die transitionalen B-Zellen (Trans), die sich in sekunddr lymphatischen
Organen zu follikuldren-, naiven B-Zellen (fo B), Marginalzonen-dhnliche B-Zellen (MZ B) und nach
Antigenkontakt zu Gedichtniszellen (GZ) und Plasmablasten (PBI) entwickeln. MZ B, fo B und GZ zirkulieren
zwischen Blut und den sekundir lymphatischen Organen. Plasmablasten wandern iber das Blut ins KM.
Plasmazellen hingegen zirkulieren nicht im Blut. KZ= Keimzentrum. Neben den verschiedenen
Differenzierungsschritten sind einige wichtige Oberflichenmarker hier dargestellt, nach Warnatz et al. [56]

SchlieBlich erlaubt die Kombination verschiedener Marker, wie dem CD27 und IgD die
Bestimmung der verschiedenen B-Zell-Untergruppen, welche in dieser Arbeit zur
Unterscheidung der Subpopulationen angewendet wurden. CD27 ist dabei der verbreitetste
Marker fiir GZ, welche sie von den naiven B-Zellen unterscheidet [71]. 16-55% (5-95%
Konfidenzintervall) der zirkulierenden B-Zellen sind CD27", wovon um die 50% IgM und IgD
exprimieren, der Rest erlebt einen Klassenwechsel wihrend der Keimzentrumsreaktion [56].
CD27'IgD” GZ sind Isotyp-gewechselte GZ (engl. Switched Memory B Cells), sie sollen die
wahrhaften Post-Keimzentrums Gedichtnis-B-Zellen sein [56] und sind aktivierungsfreudiger
als naive B-Zellen. Menschen mit einer defekten Keimzentrumsreaktion aufgrund von CD40L-
oder ICOS-Defekt mangelt es komplett an dieser Population [72]. Der Klassenwechsel wéihrend

der Keimzentrumsreaktion geht dabei normalerweise mit einem Verlust der IgM-Expression
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einher, welcher obligat auf naiven B-Zellen exprimiert wird. Nichtsdestotrotz existiert eine
IgM'IgD CD27" GZ-Subpopulation, welche aufgrund einer somatischen Hypermutation IgM
weiter exprimieren [73]. Sie werden auch als IgM-only B-Zellen (IgM'IgD CD27") bezeichnet
und machen einen niedrigen Prozentsatz der GZ aus [56]. Zudem konnen CD27 Isotyp-
gewechselte B-Zellen als Doppel negative (DN, CD27 IgD ) bezeichnet werden und lassen sich
in IgG", IgM", IgA" DN unterteilen [74, 75]. Wie auch die Isotyp-gewechselten B-Zellen ist
diese Zellpopulation an Impfantworten beteiligt, sie kdnnen z.B. zur Sekretion von Anti-
Influenza-, Anti-Tetanus-Antikorpern angeregt werden [76]. CD27 IgDIgM " reprisentieren die
MZ B-Zellen [64], sie sind meist nahezu komplett IgM positiv und spielen eine Schliisselrolle in
der Infektabwehr von Streptococcus pneumoniae [65].

Nach entsprechender Antigenstimulation werden Plasmablasten CD197°CD24 CD27"CD38"
extrafollikuldr und im Rahmen von Keimzentrumsreaktionen gebildet [77]. Letzteres fiihrt zur
Entstehung einer langlebigen humoralen Immunitét iiber Plasmazellen, die fiir das Bestehen
eines Antikorper-Titers sorgt. Sie befinden sich hauptsdchlich im KM und zirkulieren nicht im
peripheren Blut. Ihre Vorldufer, die Plasmablasten sind in geringen Mengen im Blut vorhanden.
Deren Anzahl hdngt von vorheriger Aktivierung ab, einen Peak gibt es an Tag 6 einer Impfung,
wonach sie auf Werte von unter 2% sinken [78].

Eine weitere Untergruppe, welche in dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurde, ist die der
regulatorischen B-Zellen. Sie stellen das Aquivalent zu den regulatorischen T-Zellen (Tregs) dar
und sorgen fiir eine Immuntoleranz, indem sie inflammatorische Reaktionen eindimmen. Ihr
zentraler Mediator ist IL-10, welches die Differenzierung von Tregs fordert und die Wirkung
von proinflammatorischen Zytokinen inhibiert [79]. Zudem inhibieren sie die Differenzierung
von naiven T-Zellen in THI1- und THI17-Zellen und unterdriicken die Sekretion von

Tumornekrosefaktor-a. (TNFa) und Interferon-y (IFNy) [80].
1.2.2 Immunoglobuline und ihre Funktion

Antikorper/Immunoglobuline verschiedener Isotypen haben verschiedene Funktionalititen. Sie
sind wichtig fiir die Kontrolle verschiedener Klassen an Pathogenen. TFH-Zellen produzieren

dabei bestimmte Zytokine, wie IL-4, IL-21, die fiir den Klassenwechsel nétig sind [9].

Uber die verschiedenen Isotypen entscheidet die C-Region der schweren Ketten und nicht die
Antigenspezifitit (die antigenbindende Region der Isotypen bleibt unverdndert). Jede Kette
besitzt dabei eine C- (konstante) und eine V- (variable) Region. Bekannte Ig-Isotypen sind IgM,
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IgG, IgA, IgE, IgD. IgM ist ein Antigenrezeptor auf naiven B-Zellen, es wird bei der T-Zell-
unabhingigen B-Zell-Antwort und zu Beginn der T-Zell-abhéngigen priméiren B-Zell-Antwort
sezerniert. Es ist durch ein Bindungsprotein zu Pentameren gekoppelt (5 IgM) und z&hlt zu den
wirksamsten Igs fiir die Agglutination von Bakterien und anderen Partikeln. IgG stellt im
Blutplasma die groBte Ig-Fraktion dar. Es dient in erster Linie der Komplementaktivierung,
Opsonierung von Pathogenen und Neutralisation von Toxinen. Mittels Transzytose wird es
zudem durch die Plazentaschranke transportiert und dient somit der passiven Immunitit des
Neugeborenen. IgA wird von subepithelialen Plasmazellen sezerniert und dient dem Schutz der
Schleimhédute und exokrinen Driisen. In der Muttermilch enthalten, dient es dem Schutz des
Verdauungstraktes des Sduglings. IgE dient u.a. der Opsonierung von Wurmlarven (Erkennung
durch eosinophile Granulozyten). Zudem ist es mit dem Fc-Rezeptor auf der Oberfliche von
Mastzellen und Basophilen gebunden, bei der Antigenbindung kommt es folglich zu der

Auslosung der allergischen Sofortreaktion [1].
1.3 Die allogene himatopoetische Stammzelltransplantation

Die Knochenmarkstransplantation bzw. die hdmatopoetische Stammzelltransplantation (SZT),
stellt die élteste Form der Anti-Krebs Immunotherapie in der Klinik dar. Dabei werden
hédmatopoetische Stammzellen entweder autolog d.h. von dem Patienten selbst oder allogen d.h.
von einem verwandten oder fremden Spender, bei nachgewiesener Histokompatibilitét
transplantiert. Bei der autologen Stammzelltransplantation werden zuvor eigens kryokonservierte
Stammzellen dem Patienten nach einer hohen Dosis Chemotherapie zuriickgefiihrt. Das
geschieht beispielsweise bei Patienten mit Lymphomen oder multiplen Myelomen und soll die
Knochenmarksfunktionen wieder herstellen [81, 82]. Die allogene SZT kommt dabei auch bei
der Wiederherstellung der Hidmatopoese und der Immunfunktion bei Patienten mit
Knochenmarksfehlfunktionen und Immundefiziten zum Einsatz, doch vorwiegend dient sie der
zelluldren Therapie von Patienten mit himatopoetischen Malignomen [83, 84]. Initial wurden die
hédmatopoetischen Zellen fiir die autologe und allogene Transplantation iiber eine Punktion des
Beckenkammes in allgemeiner Anésthesie der Spender gewonnen. Im Verlauf zeigten pri-
klinische, dann klinische Studien, dass der Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF) in
ausreichender Menge hamatopoetische Stammzellen aus dem Knochenmark in das periphere
Blut mobilisieren kann, mehr als es bei der traditionellen Entnahme tber das Beckenkamm
moglich war. Post-Transplantation fithre das zu einem schnelleren Anstieg an Neutrophilen und

Thrombozyten auf klinisch sichere Spiegel [85]. Eine prospektiv randomisierte Studie von Favre,
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G. et al. zeigte zudem signifikante Unterschiede zwischen der Transplantation der peripheren
Stammzellen (PBSC, Peripheral Blood Stem Cells) und der des Knochenmarks. Das PBSC
(peripheral blood stem cell)-Transplantat lieferte dabei eine zweifach héhere Anzahl an CD34"
Zellen und eine fast achtfach hohere Anzahl an T- und NK-Zellen. Ungeachtet der Methode
bleibt die Stammzelltransplantation ein invasives Verfahren, welches mit Komplikationen und
Einschrinkung der Lebensqualitét verbunden sein kann. Nichtsdestotrotz stellt die PBSC-Spende
ein grundsidchlich weniger invasives, traumatisches Verfahren dar. Eine Allgemeinanisthesie
wird dabei nicht bendtigt und es werden weniger Krankenhaustage dokumentiert als bei der

klassischen Spende iiber das Knochenmark [86].

Nach der Konditionierungstherapie, als Vorbereitung auf die allogene Stammzelltransplantation,
geht das immunologische Gedichtnis der Stammzellempfianger iliberwiegend verloren. Diese
Patienten sind daraufthin stark anfillig fiir Infektionskrankheiten. Das Widerherstellen der
Immunitét dauert mehrere Monate und ist zudem durch die Schidigung der priméren und
sekundéren lymphatischen Organe gestort. FEinige Studien beschreiben bereits einen
Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung des Transplantats und dem klinischen Verlauf
bei Patienten. Vermehrte B-Zellen im Spendertransplantat waren demnach mit einem besseren
klinischen Verlauf assoziiert, eine erhohte Anzahl an naiven Zellen korrelierte dagegen mit einer

GVHD ( graft-versus-host disease) [87].

Der potentielle Nutzen des transferierten Immunsystems fiir die Patienten wurde zudem auch
angenommen, weil die Vakzinierung der Spender fiir eine bessere Wiederherstellung der
antigenspezifischen Antwort im Empfénger sorgte [88, 89]. CMV-seropositive Patienten, die
Transplantate von CMV-seropositiven Spendern erhielten, hatten klinisch gesehen einen Vorteil
gegeniiber den Patienten mit seronegativen Spendern [90]. Weitere Studien zeigten, dass die
transferierten CMV-spezifischen Gedéchtniszellen der Spender im Empfinger bestehen und
diesen gegen einer erneuten CMV-Reaktivierung schiitzen [91, 92]. Die klinische Anwendung
von CMV-spezifischen T-Zellen zeigte einen effektiven Schutz fiir die Patienten, ohne eine
GVHD zu triggern [93, 94]. Diese Erkenntnisse steigern die Hoffnung, dass der Immunstatus von
Patienten iliber den Transfer von passenden Gedéchtniszellen mit dem Stammzelltransplantat

verbessert werden konnte.
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1.4 G-CSF (Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor)

Der Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF) gehort zu den ersten Zytokinen, welcher
identifiziert wurde und schnell Einzug in die klinische Medizin fand. Zunichst erfolgte damit die
Behandlung von Patienten mit Neutropenien, infolge einer Chemotherapie. Spéter fand es
Einzug in der hdmatopoetischen Stammzelltransplantation, nachdem bekannt wurde, dass es
hédmatopoetische Stammzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut mobilisieren kann.
G-CSF hat eine zentrale Bedeutung in der Granulopoese, bei der Produktion von neutrophilen
Granulozyten. Er sorgt flir deren Anstieg nach Infektionen oder nach Schadigungen der
Knochenmarksfunktion, wie nach einer Behandlung mit Chemotherapeutika [95]. Hierbei
konnten in Méuse, welche einen Mangel an G-CSF oder an seinem Rezeptor aufwiesen, schwere

Neutropenien beobachtet werden [96].

Die korpereigene G-CSF Plasmakonzentration ist normalerweise unter der Nachweisgrenze oder
stark erniedrigt. Infolge einer Infektion steigt sie schnell an, nach Erholung sinkt sie wieder ab
[97, 98]. Mehrere Gewebetypen sind in der Lage G-CSF zu produzieren, wenn sie angemessen
stimuliert werden. Wenn es einmal in die Blutzirkulation angelangt ist, kann es die Produktion
der Neutrophilen im Knochenmark stimulieren und zu dessen Mobilisierung fiihren. Zudem kann
das lokal produzierte G-CSF am Ort der Infektion auf die Funktion der Neutrophilen einwirken
und deren Apoptose z.B. verhindern [99]. Mittlerweile wird G-CSF routineméBig bei vielen
Patienten mit malignen Erkrankungen eingesetzt, so auch bei Patienten mit kongenitalen,
isolierten Neutropenien und in einigen Fillen auch bei dem myelodyplastischen Syndrom und
der akquirierten aplastischen Andmie. Bei Patienten mit einer isolierten Neutropenie konnte G-
CSF die Symptome verringern, es zeigten sich weniger Ulzera an der Mundschleimhaut, weniger

febrile Episoden und Infektionen [100].

Diese Eigenschaften eines rekombinanten G-CSFs machte man sich folglich in der
Stammzelltransplantation zu Nutze. Zu den Mechanismen der Mobilisierung der
hidmatopoetischen Stammzellen (HSZ) ist folgendes bekannt: Es wird bereits lange die
Behauptung vertreten, dass HSZ in einer bestimmten Nische im KM zu finden sind, wo deren
Wachstum, Uberleben, Differenzierung kontrolliert wird [101]. Um die Mobilisierung zu
erreichen, miisste also folglich die Verbindung zwischen HSZ und der Nische unterbrochen
werden. Retentionsfaktoren, welche diese Verbindung ermdglichen, sind u.a. (VLA)-4/VCAM1
und CXCLI12/CXCR4. Es konnte gezeigt werden, dass diese Interaktionen wéhrend der G-CSF
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induzierten Mobilisierung von HSZ unterbrochen waren [102, 103]. Doch auch wenn die
Inhibition der CXCL12/CXCR4 Axis einen Schliisselmechanismus in der HSZ-Mobilisation
darstellen soll, sind CXCR4 Antagonisten zunichst nur moderate Mobilisierer, wenn sie isoliert
eingesetzt werden. In Kombination mit G-CSF jedoch, zeigt sich eine viel groBere Wirkung
[104]. G-CSF miisste demnach verschiedene Mechanismen parallel triggern, welche zur
Mobilisierung beitragen. Die Bedeutung der Expansion von Neutrophilen und deren Vorldufer
wird diskutiert. Durch eine proteolytische Umgebung konnten dabei Retentionsfaktoren
degradieren [102, 103]. CDI169" Knochenmarksmakrophagen [105], das periphere
Nervensystem, Osteozyten, Osteomacs [106] sollen ebenfalls eine Rolle in der Mobilisierung
spielen. Sie sollen entweder direkt oder indirekt Osteoblasten unterdriicken, welche zur
optimalen Retention von HSZ in der KM-Nische wichtig sind oder unterstiitzende
Knochenmarksfaktoren, wie CXCL12 unterdriicken [107]. Zusammengefasst fiihren diese
Effekte zu einer Verdnderung der KM-Nische, was die Emigration der HSZ in die periphere
Zirkulation zur Folge hat, dies unter dem potentiellen Einfluss eines Lipid Sphingosine 1-
phosohat (S1P) Gradienten [108, 109]. Die genaue Kontribution von S1P1 in der G-CSF
geleiteten HSZ-Mobilisation bleibt jedoch unklar. Es wurden bisher keine erhohten
Konzentrationen nach der G-CSF-Mobilisierung im Plasma vorgefunden [108]. Dies miisste

durch weitere Studien aufgeklart werden.
1.5 Fragestellungen der Arbeit

Komplikationen wie Infektionen oder die Entstehung einer GvHD stellen hdufige Griinde fiir die
Mortalitdit und Morbiditdt nach allogener hidmatopoetischer Stammzelltransplantation (allo-
HSZT) dar. Es wird angenommen, dass der Transfer des immunologischen Gedéchtnisses
zusammen mit dem Stammzelltransplantat der Spender zum immunologischen Schutz der
Patienten in den ersten Monaten nach Transplantation beitrdgt. Da die Zusammensetzung des
Transplantats mitunter den Erfolg der Therapie beeinflussen kann, ist die Kenntnis {iber ihre

Zusammensetzung nach G-CSF-Mobilisierungstherapie von essenzieller Bedeutung.

Ziel dieser Arbeit war es iiber eine detaillierte phinotypische und funktionelle Charakterisierung
die Zusammensetzung des Stammzelltransplantats auf T-Helfer- und B-Zell-Subpopulationen
hin zu untersuchen und eine Aussage iiber die Effikazitit der eingesetzten Methoden zur
Identifizierung dieser Zellen zu treffen. Eine gepaarte Analyse am Spenderblut vor und nach G-

CSF-Mobilisierungstherapie wurde durchgefiihrt, um die mobilisierten Populationen zu
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identifizieren und zu quantifizieren. Das Knochenmark als eine mogliche Quelle fiir mobilisierte

T- und B-Zell-Populationen wurde analog zum Stammzelltransplantat untersucht.

Fragestellung 1: Welche Verinderungen konnen in der Zusammensetzung von T-Helfer-

und B-Zell-Subpopulationen nach G-CSF-Mobilisierungstherapie abgezeichnet werden?

Die mononukledren Zellen des Spenderblutes (PBMCs) wurden vor und nach G-CSF-
Mobilisierung isoliert und gleichermalen mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikdrpern
gefarbt. Mittels Vielfarben-Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell-sorting, FACS)
wurden anschlieend die verschiedenen T- und B-Zell-Subtypen erfasst. Mithilfe des Blutbildes

konnten daraufhin die absoluten T- und B-Zell-Subtypenzahlen pro pl Blut bestimmt werden.

Fragestellung 2: Welche Verinderungen in antigenspezifischen T- und B-Zellen werden

beobachtet? Stimmen diese Ergebnisse mit denen der phéinotypischen Charakterisierung
von T-Helfer-Subpopulationen iiberein?

Dafiir wurden die isolierten mononukledren Zellen der Spender iiber Nacht im Brutschrank
kultiviert und am folgenden Tag mit verschiedenen Antigenen, Tetanus Toxoid, Candida Lysat,
Aspergillus Fumingatus Lysat, Influenza Peptide und einer Positivkontrolle mit SEB
(Staphylococcus aureus, Enterotoxin Type B) fiir fiinf Stunden stimuliert. Durch extra- und
intrazelluldre Farbung wurde die Zytokinproduktion (TNFa, IFNg, IL-17) der naiven- und der
Gedidchtnis-T-Zellen erfasst. Zur Quantifizierung von spezifischen Antikorper-sezernierenden B-

Zellen erfolgte ein B-Zell ELISpot.

Fragestellung 3: Ist das Knochenmark als eine Quelle fiir die T-Helfer- und B-Zell-

Subpopulationen bzw. fiir die antigenspezifischen T- und B-Zellen denkbar?
Dafiir wurden die BMMC'’s (Bone marrow monuclear cells) aus Hiiftkopfen von Patienten, die
eine totale Endoprothese des Hiiftgelenks erhalten haben, entnommen und analog zu den PBMCs

analysiert. Die Hiiftkopfe wurden uns aus dem Auguste-Viktoria-Klinikum geliefert.
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2 Material

2.1 Gesunde Stammzellspender

Insgesamt wurde peripheres Blut (in EDTA Rohrchen) von 9 gesunden Stammzellspendern im
Alter von 18 bis 72 Jahren zu zwei Zeitpunkten entnommen, die erste Blutentnahme erfolgte
dabei bei der Voruntersuchung zur Spende. Die Spender bekamen danach die Anleitung sich
tiber fiinf Tage G-CSF subkutan zu injizieren. Am Tag der Spende erfolgte die zweite

Blutentnahme.
2.2 Hiiftkopfspender

Um die phénotypische und funktionelle Untersuchung an isolierten Knochenmarkszellen
durchzufiihren, waren humane Hiiftkdpfe notig (hier ungepaart zu den Stammzellspendern), die
aus dem Auguste-Viktoria-Klinikum geliefert wurden. Dort wurden die Hiiftkpfe von Patienten,
die eine totale Endoprothese des Hiiftgelenkes erhalten haben, entnommen und mit dem
Einverstindnis der Patienten und vorliegenden Ethikvoten (ek208.13 und EA4/051/12,
EA4/069/14) weitergeleitet.

Fir die phénotypischen und funktionellen Analysen wurden insgesamt 6 bis 8 Hiiftkopfe
verwendet. Alle phénotypischen Untersuchungen erfolgten umgehend nach Erhalt der Hiiftkopfe.
Die Aufarbeitung des Blutes und der Hiiftkopfe erfolgte unter sterilen Bedingungen in einem

gentechnischen S1 Labor.

2.3 Geriite

Tabelle 1: Gerdte

Durchflusszytometer LSR II Fortessa BD Biosciences, New Jersey, USA

Brutschrank Forma Steri-Cycle Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Gefrierschrank Premium NoFrost GN2553 | Liebherr, Bulle, Schweiz

Dometic Medical Systems, Hosingen,

Gefrierschrank -80°C UF755G Luxenburg
Kiihlschrank Lec, Prescot, United Kingdom
Kiihl-/Gefrierschrank Kombination Liebherr, Bulle, Schweiz
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KGK2833

Kiihl-/Gefrierschrank Kombination

Siemens, Berlin/Miinchen, Deutschland

Mikropipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland
(0.5-10ul, 10-100ul, 100-1000pul)
Mikroskop BX300 Will, Wetzlar, Deutschland

Pipettierhilfe Pipetus® Akku

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt, D

Schiittler KM-2 Akku

Edmund Biihler, Hechingen, Deutschland

Sterilbank HERAsafe® (Klasse II)

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Sterilbank LaminAir 2010 1.2 (Klasse II)

Heto-Holten, Allerad, Danemark

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, New York, USA

Vortexer Reax top

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Wasserbad WBT12

Medingen, Arnsdorf, Deutschland

Zellzdhlkammer Neubauer

Laboroptik, Lancing, United Kingdom

Zentrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Zentrifuge Heraeus Fresco 17

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

2.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Filterspitzen SafeSeal-Tips®
(10 pl,100 ul, 1000 pul)

Biozym Scientific, Hessisch

Oldendorf, Deutschland

Filterspitzen Biosphere® (10 ul,100 ul, 1000
pl)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Falcon®

BD Biosciences, New Jersey, USA

Transferpipette (3.5 ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Reagiergefile SafeSeal® (0.5 ml, 1.5 ml, 2
ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Zellsieb (100 um) Falcon®

BD Biosciences, New Jersey, USA
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EDTA-RG6hrchen Vacutainer® (10 ml)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Konische Zentrifugenr6hrchen Falcon®

(15 ml, 50 ml)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Kulturréhrchen (FACS Tubes)
(5ml,Polystyrene)

BD Biosciences, New Jersey, USA

SEALPIlate® Filme sterile

Sigma-Aldrich #2369667

MicroAmp® clear adhesive film

Applied Biosystems, California, USA

MultiScreenHTS-IP Filter Plate

Milipore, Cat. #MSIPS4510

Rundbodenplatte 96-Loch (Polystyrene)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland/BD

Biosciences, New Jersey, USA

Flachbodenplatte 96-Loch

Sarstedt, Inc. Newton, NC 28658, USA

Flachbodenplatte 6 Loch

Sarstedt, Inc. Newton, NC 28658, USA

Cryotubes (1.6 ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Prazisionstlicher Kimberly Clark®

professional

Kimtech Science, Georgia, USA

2.5 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 3: Reagenzien und Chemikalien

Biocoll Trennlésung

Biochrom, Berlin, Deutschland

PBS (1x) Dulbecco

PAA, New Jersey, USA

IMDM Medium (+L-Glutamin)

PAA, New Jersey, USA

FCS (Hitze inaktiviert)

PAA, New Jersey, USA

Penicillin/Streptomycin

PAA, New Jersey, USA

Flebogamma, humanes IgG

BioTest, Dreieich, Deutschland

AB Serum (human)

Valley Biomedical, Virginia, USA

BSA (Rinderserumalbumin 30%)

PAA, New Jersey, USA

Cyclosporin A (25 mg/ml)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Dimethylsulfoxid (100 %)

Calbiochem, Bad Soden, Deutschland

Ampuwa Wasser fiir Injektionszwecke

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

Ethanol, absolut (>96 %)

J.T. Baker, Pennsylvania, USA

Propidiumiodid

Biolegend, California, USA
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Trypanblau

Merck, Darmstadt, Deutschland

FACS Clean BD Biosciences, New Jersey, USA
FACS Flow BD Biosciences, New Jersey, USA
FACS Rinse BD Biosciences, New Jersey, USA
Tween BD Biosciences, New Jersey, USA
AEC Tablette (20mg) Sigma-Aldrich, A6926
Dimethylformamid Sigma-Aldrich

3% H202 AG Volk, 4°C

CpG - -20°C

SAC -

PWM -

3-Mercaptoethanol

Tabelle 4: Kits

Compensation Beads, anti-mouse Igk

BD Biosciences, New Jersey, USA

2.6 Puffer und Medien

Tabelle 5: Puffer und Medien

IMDM-Stimulationsmedium

IMDM, 10% FCS, 1% P/S

FACS-Puffer

1xPBS, 2% Flebogamma

Einfriermedium IMDM, 40% AB Serum, 10% DMSO
PBS++ PBS, 0,05% Tween, 1% BSA
PEB-Puffer 1xPBS/ 2 mM EDTA, 0.5% FCS

Medium (Ag.-Stim.)

RPMI1640/ 5% FCS/1% PenStrep

Annexin-Binding-Puffer

1:10 in H20 verdiinnt

eBioscience Fix/Perm Puffer

aus FoxP3 Kit = 1:4 mit Fix/Perm Diluent

verdiinnen (1+3)

Permeabilisation Puffer

aus FoxP3 Kit, verd. 1:10 in Aqua dest

AEC-Losung

AEC Tablette (20mg), geldst in 2ml

Dimethylformamid

0.1M Acetatpuffer pH 5.0

0.1M Essigsdure, pH5.0
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Stimulationsmedium des B-Zell ELISpots 6ml IMDM/10% FCS/1% P/S

+9,3ul CpG (6pg/ml)

+ 60ul SAC (zuvor 1:100 mit PBS
vorverdiinnen)

+ 6ul PWM (zuvor 100 ul PWM Stock (1
mg/ml) mit 900 pul Medium vorverdiinnen)

+ 6 ul B-Mercaptoethanol (zuvor 3,5 pl B-Me
in 1 ml PBS vorverdiinnen, entspricht einer

Endkonzentration von 50uM

2.7 Antikorper

Tabelle 6: Fluorochrome-konjugierte Antikorper

Antikorper Fluorochrome Verdiinnung | Spezies Hersteller

CD3 Pacific Blue 1:30 Maus Miltenyi Biotec
CD4 FITC 1:20 Maus Miltenyi Biotec
CD4 APC-Vio770 1:20 Maus Miltenyi Biotec
CDS8 VioGreen 1:20 Maus Miltenyi Biotec
CD45RA PE-Cy5 1:100 Maus Miltenyi Biotec
CXCR3 PE-Vio770 1:10 Maus Miltenyi Biotec
CXCR3 APC 1:20 Maus Miltenyi Biotec
CCR4 PE 1:10 Maus Miltenyi Biotec
CXCRS PE 1:10 Maus Miltenyi Biotec
CCR7 BV711 1:20 Maus BioLegend
CCR7 BV421 1:20 Maus BioLegend
CCR6 BV421 1:70 Maus BioLegend
CCR10 APC 1:20 Maus Miltenyi Biotec
CD69 FITC 1:20 Maus Miltenyi Biotec
CD25 BV711 1:50 Maus BioLegend
CD127 BV605 1:20 Maus BioLegend
CD19 V500 1:20 Maus Miltenyi Biotec
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CD27 BV650 1:30 Maus BD Biosciences
IgD APC-H7 1:50 Maus BD Biosciences
IgM APC 1:30 Maus BioLegend

IgG PE 1:20 Maus Miltenyi Biotec
IgA FITC 1:20 Maus Miltenyi Biotec
CD38 PE-Vio770 1:20 Maus Miltenyi Biotec
CD24 PerCP-Cy5.5 1:50 Maus BioLegend
Ki67 FITC 1:10 Maus BioLegend
Streptavidin BV421 1:200 Maus BioLegend
TNF alpha APC-Vio770 Maus Miltenyi Biotec
IFN gamma BV711 Maus BioLegend
IL-17 APC Maus BioLegend
BFA Stock: 500 pg/ml —2 pl 1:10 vorverdiinnt/well

Inside Fix Inside stain Kit, Miltenyi

Solution

50 pl Perm wash
buffer

Inside stain Kit, Miltenyi

2.8 B-Zell-ELISpot

Tabelle 7: Immunoglobuline und Antigene

Verdiinnung in

PBS/PBS++
Goat-anti-human IgG Fc-Teil | 1:1000 Jackson Immuno Cat.# 109-005-
Research 098, 4°C
Goat-anti-human IgA 1:160 Jackson Immuno Cat.# 109-005-
Research 011, 4°C
Tetanus Toxoid 1:150 Statens Serum -
1750-3000 pg/ml 10pg/ml Institute
Aspergillus Lysat 1:20 Miltenyi -
Img/ml 50pg/ml
Candida Lysat 1:50 Greer Labs -

31




Miltenyi -

Influenza Peptid Mix 1:50
MP1/MP2/NP jeweils 1pg/ml
jeweils 50pug/ml

Goat Anti-Human IgG 1:540

(H&L) Antibody

Biotin Conjugate, cross-

adsorbed, F(ab')2

Life Technologies A24492, -20°C

Thermo Scientific -

Pierce ® Goat-anti-human 1:500

Thermo Scientific #FA1-86082,

IgA Biotin 4°C
Streptavidin-HRP 1:200 Biolegend #405210
SEB 1-3pg/ml MyBioSource Positivkontrolle

2.9 Software

Tabelle 8: Software

GraphPad Prism Version 5.0.0.288

GraphPad Software, California, USA

FACSDiva™ Software Version 6.2

BD Biosciences, New Jersey, USA

Kaluza Analysesoftware

Beckman Coulter Life Sciences

ImmunoCapture™ 6.4

CTL Analyzers, Ohio, USA

ImmunoSpot® 5.1

CTL Analyzers, Ohio, USA

Microsoft Power Point 2013

Microsoft Corporation, Washington, USA

Microsoft Excel 2013

Microsoft Corporation, Washington, USA

Microsoft Word 2013

Microsoft Corporation, Washington, USA
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3 Methoden

3.1 Isolierung von PBMC und BMMC aus peripherem Blut und Hiiftkopfen

Periphere mononukledre Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood Mononuclear Cells,
PBMC) und mononukledre Zellen des Knochenmarks (bone marrow mononuclear cell, BMMC)
wurden steril aus EDTA-Blut, bzw. aus Hiiftkopfen durch eine Dichtegradientenzentrifugation
isoliert. Dazu wurde vorher mit PBS-verdiinntes Vollblut, bzw. verdiinnte Knochenmarkszellen
auf eine Biocoll-Trennlésung gebracht (Biochrom AG, Berlin, Deutschland). Die verwendete
Biocoll-Trennlosung enthélt Polysucrose, ein Polymer mit einem Molekulargewicht von etwa
400 kDa und einer spezifischen Dichte von 1,08 g/ml. Die Dichte der Trennlosung ist grofer als
die vom Plasma und der mononukledren Zellen, jedoch geringer als die Dichte der toten Zellen,
Granulozyten und Erythrozyten, weswegen diese sich am Boden absetzen. Somit kann durch die
Zentrifugation eine Trennung der verschiedenen Komponenten im Blut bzw. Knochenmark
entlang des Dichtegradienten erfolgen. Das EDTA-Blut wurde zunichst im Verhéltnis 1:1 mit 1x
PBS gemischt, anschlieBend vorsichtig auf 15 ml Biocoll-Trennlésung tiberschichtet, und bei
2000 rpm ohne Bremse fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert. Die
Knochenmarkszellen der Hiiftkopfe wurden hierfiir zunichst, unter sterilen Bedingungen, mit
einem sterilen Metalll6ffel isoliert und in 25 ml warmes IMDM-Stimulationsmedium (IMDM,
10% FCS, 1% P/S) tiberfiihrt und 10 min auf einem Schiittler inkubiert. Anschliefend wurde die
Zellsuspension iiber einen 100 pl Filter in ein neues Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und auf
35ml mit PBS aufgefiillt, welches ebenfalls vorsichtig auf 15 ml Biocoll-Trennlésung
iberschichtet wurde und identisch zu dem iiberschichteten Vollblut abzentrifugiert wurde. Die
PBMC- bzw. BMMC-Interphase, die sich zwischen Plasma- und Biocollschicht gebildet hatte,
wurde vorsichtig mit einer Transferpipette abgenommen und zum Waschen mit 1xPBS in ein
neues 50 ml Tube iiberfiihrt. Die Zentrifugation hierfiir erfolgte bei 1300 rpm bei RT fiir 10 min.
Die Waschung der PBMC und BMMC erfolgte zweimal. Zur Zellzahlbestimmung wurden die
Zellen in 10ml 1xPBS aufgenommen, wovon anschlieBend 5 pl mit 5 pl Trypanblau (1:2
verdiinnt) versetzt wurden, um die Zellzahl mithilfe einer Zellkammer von Neubauer
(0.1 mm/0.0025 mm?) unter dem Lichtmikroskop zu ermitteln. Alle Phinotypisierungen
erfolgten stetig im Anschluss hierzu. Fiir die funktionelle Charakterisierung der B- und T-Zellen

wurden die Zellen in Medium aufgenommen, {iber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, am
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ndchsten Tag mit den entsprechenden Stimulanzien/Antigenen inkubiert und anschlieBend fiir

die Durchflusszytometrie gefdrbt.

Fir spdtere Analysen, wie z.B. dem B-Zell-ELISpot, wurden PBMCs und BMMCs
kryokonserviert. Die PBMCs und BMMCs wurden in einer Dichte von 1x10” Zellen/ml mit
kaltem Einfriermedium versetzt und in Kryordhrchen in einem Kryo-Einfriergerit bei -80 °C

gelagert.
3.2 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie konnen die verschiedenen B- und T-Zell-Populationen des Blutes
und des Knochenmarks nach vorhergehender Antikorperfarbung relativ-quantitativ bestimmt
werden. Durch ein externes Labor (Labor-Berlin, Charité Vivantes GmbH, Berlin) wurde separat
eine Zellzahlbestimmung (Differentialblutbild) durchgefiihrt, wodurch anschlieBend die absolut-
quantitativen Werte errechnet werden konnten. Die Messungen erfolgten am Fortessa LSR II und
die entstandenen Daten wurden anschliefend mit dem Computerprogramm Kaluza analysiert
und mit der GraphPad Prism Software statistisch untersucht. Es wurde stets darauf geachtet die
Dot-Plot- Gates der Stammzellspender nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie respektive der
Gates vor der G-CSF-Mobilisierungstherapie zu setzten unter Berilicksichtigung der natiirlichen
Populationsgrenzen, um eine moglichst prizise Aussage zu Populationsveridnderungen vor und

nach G-CSF treffen zu konnen.

Bei der Durchflusszytometrie werden an Zellen gekoppelte Fluorochrom-konjugierte Antikorper
durch monochromatisches Licht angeregt, wodurch eine Fluoreszenz messbar wird. Bei der
Messung werden die Zellen einzeln durch eine Kapillare gesaugt und gelangen dann in die
Durchflusszelle, wo sie durch Laserlicht angeregt werden. Trifft der Laser auf eine Zelle, so
streut sie Licht in verschiedene Richtungen. Das Streulicht wird in der Regel an zwei Stellen
gemessen. Der Detektor des Vorwirtsstreulichtes (engl. Forward Scatter, FSC) misst die
Beugung des Lichtes im flachen Winkel, woraus sich die Groe der Zelle und das Zellvolumen
ergibt. Der Detektor fiir das Seitwirtsstreulicht (engl. Sideward side scatter, SSC) misst im
rechten Winkel zum Laser, woraus sich die Granularitit der Zelle bestimmen lédsst. Das Ergebnis
sind quantitative Informationen iiber jede analysierte Zelle. Weitere Laser, Spiegel, Filter und
Detektoren und der Einsatz verschiedener Fluorochrome ermoéglichen die Messung der

Fluoreszenzsignale und die simultane Analyse multipler Zelleigenschaften, die einem
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reprisentative Informationen {iber Zellpopulationen auf sehr schnelle Weise (>1000 Zellen/sec)
liefern. Da sich beim Einsatz mehrerer Fluorochrome die Emissionsspektren iiberschneiden
konnen, muss vor einer Messung eine Kompensation durchgefiihrt werden. Die Streuung

verschiedener Farben in das Spektrum anderer Farben wird dadurch erkannt und korrigiert [110].

3.2.1 Immunfirbungen zur phinotypischen Charakterisierung von T- und B-Zell-

Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie

Uber verschiedene Firbeprotokolle zur Durchflusszytometrie und iiber die Expression von
Chemokinrezeptoren lassen sich die unterschiedlichen T-Zell-Subpopulation voneinander
unterscheiden. Die Abbildung 2 zeigt das erste Farbepanel zur Charakterisierung der T-
Helferzellen. Die Fluorochrom-konjugierten Antikorper sind dabei gegen bestimmte

Oberflachenproteine, wie hier Chemokinrezeptoren gerichtet, die zur Charakterisierung jeder

Zelle beitragt.
CD4+ \
non-Treg Treg
CD45RA+ CD45RA-
Thl Th2 Th22 Th17 Th1*orTh1/Th17
CXCR3+CCR6- CXCR3-CCR4+ || CXCR3-CCRe+ || CXCR3-CCRG+ CXCR3+CCR6+
CCR10- CCR4+CCR10+ || CCRA+CCRIO- CCR4+CCR10-

Abbildung 2: Durchflusszytometrische phinotypische Charakterisierung von T-Helferzell-Subpopulationen.
Die Abbildung zeigt schematisch die Gating-Strategie zur Identifizierung der CD4" T-Helferzellen. Zunichst erfolgt
die Trennung in regulatorische T-Zellen (Treg) und nicht regulatorische T-Zellen (non-Treg). Weiter erfolgt die
Aufteilung der non-Tregs in naive und Gedéchtniszellen. T-Helferzellen sind vorwiegend CD45RA"
Gedachtniszellen, sie werden iiber die dargestellten Chemokinrezeptor-Kombinationen identifiziert.
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Die phénotypische Charakterisierung der T-Zellen im Knochenmark und im peripheren Blut
erfolgte jeweils am selben Tag der Blutentnahme bei Stammzellspendern vor und nach der G-
CSF-Mobilisierungstherapie bzw. am selben Tag der BMMC-Autfbereitung aus den gelieferten
Hiiftkopfen. Hierfiir wurden die isolierten PBMCs/BMMCs, 1-2x10° Zellen an der Zahl pro
Féarbung in 100 pl FACS-Puffer (1xPBS/2% Flebogamma) resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde auf jeweils ein Loch einer 96-Rundboden-Platte verteilt und 1 Minute bei 1500 rpm
abzentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die Férbung mit 50 ul Antikdrpermix pro Loch der
entsprechenden Panels fiir 20 Minuten auf Eis im Dunkeln. AnschlieBend wurde die Platte fiir 1
min abzentrifugiert bei 1500 rpm, mit 100 ul FACS-Puffer gewaschen und mit 200 ul FACS-
Puffer resuspendiert, um die Messung am FACS Gerit zu starten. Unmittelbar vor der Messung
wurde Propidiumiodid zugegeben, um die toten von den lebenden Zellen zu unterscheiden und
um sicherzustellen, dass nur letztere in die Analysen aufgenommen werden. Propidiumiodid
wirkt als ein Nukleinsdureinterkalator, welches die perforierte Zellmembran von toten Zellen,
allerdings nicht die intakte Membran von lebenden Zellen durchdringen kann. Fiir die
Kompensation am FACS-Gerdt wurden ungefiarbte Zellen verwendet sowie Beads (BD
Biosciences, New Jersey, USA), welche zuvor mit Antikérpern separiert nach Fluorophoren
gefarbt wurden. Die Gating-Strategie zur Charakterisierung der follikuldren T-Helferzellen ist in

Abbildung 3 dargestellt.

TFH
CXCR5+PD1+

CD4+ —

Abbildung 3: Durchflusszytometrische phiinotypische Charakterisierung der follikuliiren T-Helferzellen. Die
Abbildung zeigt schematisch die Gating-Strategie zur Abgrenzung der CD4" follikuliren T-Helferzellen. Zunéchst
wird auf CD3" Zellen gegated (hier nicht dargestellt), dann auf CD4" T-Zellen. Folglich werden die beiden Marker
CXCRS5 und PD-1 einander gegeniibergestellt, die follikuldren T-Helferzellen sind dabei die doppelpositiven Zellen,
CXCRS'PDI".

Bei den B-Gedichtniszellen unterscheiden wir zwischen Isotyp-gewechselten Gedéchtnis-
(CD27'IgDIgM IgG'/IgA"), Marginalzonen-dhnlichen- (CD27 IgD'IgM"), doppelt negativen
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Gedichtniszellen (CD271IgDTgM"/IgG'/IgA") und Plasmablasten (CD27 'CD38™"). Hierfiir
erfolgte die Fiarbung liber das B-Zell-Panel mit den in der Abbildung 4 aufgefiihrten Antikdrpern
analog zu der T-Zell-Farbung in Punkt 3.2.1 anfangs erldutert.

Non T-Zellen/Monozyten

CD3-CD14-
v
B-Zellen
i CD19+ —l'
Non Plasmablasten Plasmablasten
CD38++CD27++
v , v v
Isotyp-gew. GZ Doppel Negative Marginal-Zonen dhnliche | Naive+Transitionale
CD27+1gD- CD27-IgD- CD27+IgD+ CD27-1gD+
(S |
IgM vs. IgA Gate Transitionale
CD38MCD24h

Abbildung 4: Durchflusszytometrische Charakterisierung von B-Zell-Subpopulationen. Die Abbildung zeigt
schematisch die Gating-Strategie der B-Zell-Subpopulationen. Zunéchst erfolgt die Trennung der Lymphozyten in
CD3/CD14 positiv und negativ, so werden T-Zellen und Monozyten aus den Analysen rausgenommen. Weiter wird
auf CD19" B-Zellen gegated und die Plasmablasten werden rausgenommen. Weiter erfolgt die Aufteilung der B-
Zell-Subpopulationen mithilfe der Marker CD27 und IgD. Bei den ersten zwei Subpopulationen werden zudem
IgM-, IgA- und IgG- (IgA /IgM 7) positive Zellen identifiziert.

3.22 In vitro Antigenstimulationen mit anschlieBenden Immunfirbungen zur

funktionellen Charakterisierung von T-Zellen mittels Durchflusszytometrie

Nach der Isolierung von PBMCs und BMMCs wie oben bereits beschrieben, wurden die Zellen
aufgeteilt. Als erstes erfolgte die phdnotypische Charakterisierung (s. oben), dann die
funktionelle Charakterisierung, in Abbildung 5 dargestellt. Fiir die Antigenstimulation wurden 6
x 10° Zellen rausgenommen. Diese wurden in 700 ul RPMI1640/5% FCS/1% P/S aufgenommen,
davon jeweils 100 pl in ein Schacht/Loch (engl. well) einer flachen 96-Loch Platte. Die Zellen

kamen iiber Nacht in den Brutschrank, am néchsten Tag kamen die Antigene hinzu. Als
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Negativkontrolle wurde dem ersten Schacht nichts hinzugefiigt, in Schacht 2 bis 6 folgten die
Positivkontrolle mit SEB, Tetanus Toxoid, Candida Lysat, Influenza Peptidpool (HINI1
MP1/MP2/NP) und Aspergillus Lysat (fiir Konzentration s. Methoden). Zusétzlich kamen in
Loch 3 bis 6 1pg/ml CD28 functional pure grade hinzu, welches die T-Zell-Proliferation und
Zytokinproduktion stimulieren sollte. Folglich wurden die Zellen fiir 5h im Brutschrank (37°C,
5% CO,) gelagert. Nach 3h wurde zu allen wells 1pg/ml BFA zugegeben (Stock:
500 ug/ml = 2 pul 1:10 vorverdiinnt/well). Nach 2 h hatten sich die Zellen am Ende der Platte
abgesetzt, der Uberstand konnte abpipettiert werden. Nach der Zugabe der AK-Mischung fiir die
extrazelluldre Farbung, kam die Platte fiir zwei min. auf einen Plattenschiittler, dann auf Eis, im
Dunkeln fiir 10 min. Folglich wurden allen wells 10 pl Inside Fix Solution (inside stain Kit,
Miltenyi) hinzugefiigt, nach dem Plattenschiittler kamen sie wieder fiir 10 min auf Eis im
Dunkeln. Es folgte die Zugabe von 50 pl Perm Wash Puffer (Inside Stain Kit, Miltenyi) in allen
wells, die Platte wurde 5min bei 400 g abzentrifugiert, der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und die Ak-Mixtur zur intrazelluldren Farbung wurde hinzugefiigt (pro well TNFa,
IFN vy, IL17). Nach 2 min. auf dem Plattenschiittler und 10 mintitiger Inkubation im Dunkeln, auf
Eis wurden die Zellen einmal mit PEB gewaschen und in dem gleichen PEB-Puffer in FACS-

Rohrchen aufgenommen und gemessen.

CD4+ CD8+
v A 4
CD154 wvs. IL17 IFNg TNFa CD69 vs. IL17 IFNg TNFa CD154
154+ Zellen CD69+
v v
CD45RA CD45RA
vs IL17 / IFNg / TNFa vs IL17 / IFNg / TNFa / CD154

Abbildung 5: Funktionelle Charakterisierung von T-Zellen. Die Abbildung zeigt schematisch die Gating-
Strategie zur funktionellen Charakterisierung von CD4" und CD8" T-Gedichtniszellen. Bei den CD4" T-Zellen
(links) wird auf die CD154" Zellen gegated, folglich werden die Marker fiir IL17, IFN y und TNFo gegen CD45RA
dargestellt, um die Verteilung auf den naiven- und Gedichtniszellen zu sehen. Bei CD8" T-Zellen (rechts) wird auf
die CD69" Zellen gegated und es erfolgt ebenfalls die Gegeniiberstellung von CD45RA zu IL17, IFNy, TNFa und
CD154.
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3.3 B-Zell-ELISpot Assay

Ein B-Zell-ELISpot-Assay (Enzyme-linked-Immuno-Spot-Assay) wurde zur Quantifizierung
Antikorper-sezernierender B-Zellen durchgefiihrt. Das Verfahren ist sehr sensitiv, um die
Zellaktivierung und das dadurch bedingte Sekretionsverhalten auf Einzelzellniveau in vitro zu
messen. Dabei konnen Sekretionsprodukte fixiert und detektiert werden. Die selektive Bindung
der sezernierten Proteine erfolgt auf einer Polyvinylidenfluorid-Membran einer ELISpot-Platte
mit immobilisierten Antikorpern (engl. coating antibody) oder mit bestimmten Antigenen.
Nachdem die Mikrotiterplatte mit den stimulierten/sezernierenden Zellen versehen wurde,
konnte die Fixierung der Sekretionsprodukte erfolgen, entweder iiber die Bindung des Antigens
durch spezifische Antikdrper oder des immobilisierten Erstantikdpers an das Sekretionsprodukt.
Nach einer Inkubationszeit wurden die Zellen durch mehrere Waschschritte von der Platte
entfernt. Die Detektion erfolgte dann iiber die selektive Bindung eines sekundédren Antikorpers,
meistens biotinyliert, gegen ein anderes Epitop des zu untersuchenden Zytokins, gefolgt von der
Bindung eines Streptavidins. Uber eine an Streptavidin-Biotin-Komplex spezifisch gebundene

Peroxidase ergab sich {iber ein Farbumschlag eine visuelle Detektion der Sekretionsstellen.

Fiir diese Arbeit wurde die Zahl der ASZ fiir IgG und IgA ermittelt, sowie die Produktion
spezifischer Antikorper gegen Aspergillus Lysat (AL), Influenza Peptid Mix (MP1/MP2/N2),
Tetanus Toxoid (TT), Candida Lysat (CL). Die Zahl der ASZ wurde dann auf die B-Zellen

insgesamt hochgerechnet.
3.3.1 In vitro B-Zell-Stimulation

Sowohl eingefrorene PBMCs der Stammzellspender, jeweils vor und nach der G-CSF-
Mobilisierungstherapie, als auch zuvor eingefrorene BMMCs der Hiiftkopfspenden wurden fiir
den ELISpot aufgetaut. Der Auftauvorgang sollte hierbei ziigig erfolgen, da das im
Einfriermedium enthaltene DMSO fiir die Zellen giftig sein kann. Nach dem Auftauen wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und die Zellzahl mithilfe einer Neubauer Zahlkammer
bestimmt. 6x10° Zellen wurden in 6ml Stimulationsmedium (s. Materialien) aufgenommen und
in einer 6-well Platte, mit pro well 3 ml Medium verteilt. Die Platte wurde mit Plastikfolie

umwickelt und tiber 7 Tage im Brutschrank aufbewahrt.
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3.3.2 Beschichtung der Platten

Nachdem das Auftauen der Zellen an Tag 0 stattgefunden hat, wurde an Tag 6 die ELISpot Platte
gecoated bzw. mit den Primédrantikdrpern, Anti-Human IgG Fc-Teil, Anti-Human IgA und den
Antigenen (s.oben) beschichtet (s. Materialien 2.8). Zwei wells wurden fiir die Negativkontrolle
mit reinem PBS belegt, das weitere Vorgehen blieb identisch zu den anderen wells. Insgesamt
wurde 75ul der Antikorper/ Antigen Losung pro Loch auf die ELISpot Platte, wie in Abbildung
6 ersichtlich, verteilt und iiber Nacht in Alufolie im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

AL > (I1gG) - AL > (IgA) | PBS > (IzgA)
Influ.> (IgG) - Influ.> (IgA) | PBS - (1gG)
1:160 IgA 1:320 IgA TT - (IgA)
1:160 IgA 1:320 IgA CL - (IgA)
1:320 IgG 1:640 IgG TT - (1gG)
1:320 IgG 1:640 IgG CL - (1gG)

Abbildung 6: B-Zell-ELISpot Platte zur funktionellen Charakterisierung der B-Zell-Subpopulation. Die
Abbildung zeigt schematisch eine ELISpot-Platte zur Quantifizierung Antikorper-sezernierender B-Zellen. Im
grauen Feld ist die antigenspezifische (AL: Aspergillus Lysat, Influ.: Influenza Peptide, TT: Tetanus Toxoid, CL:
Candida Lysat) Produktion von Immunoglobulinen (in Klammern) angegeben. Die Antigen-unspezifische IgA-,
IgG-Produktion ist im orangenen Feld dargestellt (2-fache Messung). Die abnehmende Farbstirke steht fiir die
zunehmende Verdiinnung der Zellen. IgA: erste Spalte (1:80 = 12500 Zellen); zweite Spalte (1:16 = 6250 Zellen);
dritte Spalte (1:32 = 3125 Zellen). IgG: erste Spalte (1:160 = 6250 Zellen); zweite Spalte (1:320 = 3125 Zellen);
dritte Spalte (1:640 = 1562 Zellen).

Am Folgetag wurde die ELISpot Platte dreimal mit 200ul sterilem PBS gewaschen. Jedes well
wurde flir 30 Minuten im Brutschrank mit 200 ul RPMI/10% FCS/1% P/S blockiert, um den
Anteil unspezifischer Bindungen zu verringern. Die iiber sieben Tage stimulierten Zellen wurden
gezihlt, abzentrifugiert und in RPMI/10%FCS/1% P/S resuspendiert (1x10° Zellen/100p1).

Die antigenunspezifischen wells wurden iiber eine dreistufige Verdiinnungsreihe mit einer
definierten Zellzahl beschichtet (s. Abb.6). Die verbleibenden Zellen wurden auf die 10
Antigen/PBS-gecoateten wells gleichmaBig verteilt, 100 pl pro well. Die beschichtete Platte
wurde nun 3h im Brutschrank aufbewahrt. AnschlieBend wurde die Platte in sechs Waschritten
mit 200 pul PBS™ (s. Materialien) pro Loch griindlich gewaschen, um Zellen und ungebundene
Sekretionsprodukte zu entfernen, um dann die Bindung der sekunddren Antikorper (IgA, IgG
Biotin) im néchsten Schritt nicht zu verhindern. Die sekundiren Antikérper wurden auf die

Platte verteilt (s.Abb.6, s. fiir die Ag.-Spez. Produktion in Klammern), 100 ul pro Loch,
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respektive der jeweiligen Verdiinnung wurden sie in PBS™ angesetzt (durch ein 0,2um
Whatman-Spritzenfilter wurden sie vorher steril filtriert). Die Platte wurde mit Alufolie

umwickelt und tiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt.
3.3.3 Entwicklung der Spots

Am nichsten Tag wurde die Platte sechs Mal mit PBS™ gewaschen und mit 100 pl
Meerrettichperoxidase-konjugiertem Streptavidin (2.5 pg/ml in PBS™ verdiinnt und ebenfalls
steril filtriert) pro well benetzt und 45 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Nach
3 Waschschritten mit PBS ohne Zusédtze, kam zur Entwicklung 100ul der folgenden Losung pro
Loch hinzu: Acetatpuffer, 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC 1:30 verdiinnt), ebenfalls steril
filtriert durch einen 0,2 pm Whatman-Spritzenfilter, dann kam 3 prozentiges H202 (1:100) dazu.
Die iiber den Streptavidin-Biotin-Komplex spezifisch gebundene Peroxidase ermoglicht
innerhalb von 3 bis 5 min. im Dunkeln eine Einfiarbung der Membran und einzelne Punkte/Spots
werden sichtbar. Zum Unterbrechen der Reaktion wurde die Losung ausgekippt, die
Plastikbeschichtung der Platte wurde abgezogen und mit flieBendem Wasser mehrfach abgespiilt.
Die Platte wurde an die Luft zum Trocknen gelegt und anschlieBend am ELISpot Reader
ImmunoSpot® mithilfe der ImmunoSpot® 5.1 und ImmunoCaptureTM 6.4 Software eingelesen.
Die zuvor ebenfalls durchgefiihrten FACS-Analysen der verwendeten Zellen erméglichten die

Berechnung in Spots/10° B-Zellen.
3.3.4 Proliferations-Assay

Mit dem Proliferations-Assay sollte anhand des Markers Ki-67 untersucht werden, ob die B-
Zellen der Stammzellspender vor und nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie einen Unterschied
in ihrer Proliferationsrate aufzeigten. Und wie auch bei den bereits geschilderten phénotypischen
und funktionellen Charakterisierungen, wurden die BMMCs der Hiiftkopfspender ebenfalls
daraufhin analysiert. Hierfiir wurden sowohl an Tag O unstimuliert, als auch an Tag 7 der
Stimulation fiir den ELISpot jeweils insgesamt 3x10° PBMCs und BMMCs fiir diesen Assay
verwendet. Fiir die Proliferationsraten der PBMCs ergibt sich ein Stichprobenumfang von n=4,
bei BMMCs n=3. Fir das Firben der B-Zellen wurde wie in Punkt 3.2.1 beschrieben,
vorgegangen, die Farbungen wurden in einer 96-well Rundbodenplatte vorgenommen, aufler bei
der Ki67 Féarbung, hier erfolgen sie in Reagiergefdfien (1,5-2ml), denn es handelte sich dabei um
eine intrazelluldre Farbung. Hier erfolgte nach der extrazelluldren Férbung die Waschung mit 1

ml PBS + 2% Flebogamma, und Abzentrifugation bei 3600 rpm und 4°C fiir 2 min. Im néchsten
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Schritt wurden sie mit 1 ml eBioscience Fix/Perm Puffer (aus FoxP3 Kit = 1:4 mit Fix/Perm
Diluent verdiinnt (1+3)) resuspendiert und 45 min auf Eis, im Dunklen inkubiert. Es folgte die
zweite Waschung, identisch zur ersten. Nach der Abzentrifugation erfolgte die zweimalige
Waschung mit 1 ml 1xPermeabilisation Puffer (aus FoxP3 Kit, 1:10 in Aqua dest. verd.).
Folglich wurden die Zellen in 100ul 1x Permeabilisation Puffer (1:10 in Aqua dest. verd.)
resuspendiert, 10ul Ki67 wurde hinzugegeben und 30 min auf Eis im Dunklen inkubiert. Nach
zwel weiteren Waschungen mit dem Permeabilisationspuffer wurden die Zellen in 100ul
PBS+2% Flebogamma resuspendiert, in FACS Rohrchen {iberfithrt und am FACS-Gerit

gemessen.
3.4 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism (Version
5.00.288). Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 gilt als statistisch schwach signifikant
(*), p <0,01 als signifikant (**) und p <0,001 (***) als stark signifikant.

Statistische Signifikanzen wurden mit dem T-Test, fiir gepaarte Proben mit dem Wilcoxon
matched pairs signed rank Test und fiir die ungepaarten Proben mit einem Mann-Whitney-U-Test
untersucht. Die Daten wurden einzeln, als Median oder als Mittelwert plus/minus dem
Standardfehler angegeben. Die graphische Darstellung erfolgte durch Balkendiagramme und

Punkt-Diagramme, die in GraphPad Prism generiert wurden.
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4 FErgebnisse

4.1 Phanotypische Charakterisierung von Lymphozyten

4.1.1 Differentialblutbild

Sowohl im Rahmen der Voruntersuchung der Stammzellspender, als auch zum Zeitpunkt ihrer
Spende, wurde ein Differentialblutbild des peripheren Bluts erstellt, anhand dessen die
Berechnung absoluter Zellzahlen erfolgte. Die Zellzahl der Leukozyten, Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile, Basophile) wurde bestimmt. In
Abbildung 7 sind die durch Prism generierten Box-Plots und Balkendiagramme zur Darstellung
der verschiedenen Leukozytenpopulationen, sowohl prozentual, als auch in absolute Zellzahlen
(Zellen/pl) vor und nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie dargestellt. Die Daten werden hier

als Mittelwert plus/ minus Standardfehler angegeben.

Bei den Stammzellspendern fithrte die G-CSF  Vorbehandlung, neben einer

Stammzellmobilisierung, zu einem knappen 8-fachen Anstieg der Leukozytenzahl im peripheren

Blut. Die Leukozytenzahl betrug im Mittel = Standardfehler vor G-CSF 5659 =+ 563 Zellen/pl.
Danach waren es 39226 & 2586 Zellen/ul. Die absolute Lymphozytenzahl betrug im Mittel 1649

+ 153 Zellen/pl vor G-CSF und 3578 =+ 289 Zellen/pul danach. Hier kam es zu einer zweifachen
Erhohung. Nach der Mobilisierung ergab sich ein prozentualer Anstieg der Granulozyten. Diese

machten vor der G-CSF-Mobilisierung 61,21 £ 1,232% der Leukozyten aus, nach der

Mobilisierung machten sie 81,75 =+ 0,971% der Population aus.
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Abbildung 7: Absolute und prozentuale Zellzahlen innerhalb der Leukozytenpopulation bei
Stammzellspendern vor und nach G-CSF-Mobilisierungstherapie. Die Abbildung zeigt A) die absoluten
Leukozytenzahlen in Zellen/ul), B) die Balkendiagramme zur Aufteilung der Leukozyten in Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten und ihren jeweiligen prozentualen Anteil an der Gesamtleukozytenpopulation, C) die
Balkendiagramme der absoluten Lymphozytenzahl in Zellen/pl und D) die Balkendiagramme zur prozentualen
Verteilung der CD8" u. CD4" T-Zellen innerhalb der Lymphozytenpopulation. n=8

Der Monozytenanteil blieb weitgehend konstant. Der prozentuale Anteil der Lymphozyten sank
um 20% mit 29,4 = 1,23% vor und 9,208 % 0,643% nach G-CSF-Mobilisierungstherapie. Beim

Betrachten der absoluten Lymphozytenzahl hingegen sahen wir eine knapp zweifache Erh6hung

nach G-CSF. Das Verhiltnis von CD8" zu CD4" blieb hierbei nahezu unverindert.
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4.1.2 T-Zell-Subpopulationen

Die verschiedenen T-Zell-Subpopulationen wurden iiber die vorgestellten Férbe-Panels
identifiziert. Die Abbildung 8 zeigt iiber beispielhafte Dot-Plots die Gating-Strategie der T-
Helferzell-Subpopulationen an PBMCs.
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Abbildung 8: Durchlusszytometrische Charakterisierung der T-Helferzell-Subpopulationen. Die Abbildung
zeigt iliber beispielhafte Farbungen und Dot-Plots der PBMCs die Gating-Strategie zur Abgrenzung der non-Treg

CD4" T-Gedichtniszellen und der darin abgrenzbaren Subpopulationen. Beim Gating der BMMCs wurde analog
vorgegangen.

Die Abbildung 9 fasst die Ergebnisse der T-Helferzell-Subpopulationen TH1, TH2, TH22, TH17
und THI1/17 zusammen, dabei wird ihr prozentueller Anteil an den CD4" T-Zellen

wiedergegeben und ihre absoluten Zellzahlen pro pl bei den PBMCs dargestellt.
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Signifikant war die Senkung der TH1-Zellen, sowohl prozentual, als auch absolut, mit 8,846 +
1,155% von CD4" T-Zellen vor und 1,11 + 0,38% von CD4" T-Zellen nach der G-CSF-
Mobilisierung (p<0,01). Absolut waren es 70 +7 Zellen/ul vor und 17+7 Zellen/pul nach G-CSF
(p<0,01). In Abbildung 10 sind die beispielhaften Dot-Plots der TH1-Zellen vor und nach G-
CSF-Mobilisierungstherapie der Stammzellspender und in BMMCs dargestellt. Dabei zeigt sich,
dass sie in BMMCs, sowie in PBMCs nach G-CSF-Mobilisierungstherapie kaum vorhanden
waren. Ahnlich verhielt es sich mit den TH1/17 or TH1* Zellen (vor G-CSF: 1,191+ 0,218%;
nach G-CSF: 0,154 £+ 0,065%; p<0,05), absolut waren es vor G-CSF 10 + 1 und danach 2 + 1
Zellen/pl (p<0,05).

Prozentual betrachtet waren die TH17-Zellen (vor G-CSF: 6,22 + 0,86%; nach G-CSF: 3,62 +
0,36%; p<0,05) ebenfalls signifikant erniedrigt. Absolut waren neben den TH1- und TH1/17-
Zellen auch die TH2- und TH22-Zellen signifikant verdndert. Diese waren nach der G-CSF-
Mobilisierung signifikant gestiegen, TH2-Zellen (vor G-CSF: 52 + 11 Zellen/pul; nach G-CSF:
109 + 26 Zellen/ul; p<0,01), TH22-Zellen (vor G-CSF: 15 + 3; nach G-CSF: 20 + 3 Zellen/pl;
p<0,01). Insgesamt gab es zwischen dem peripheren Blut und dem ungepaarten Knochenmark
ebenfalls signifikante Unterschiede. Bei den BMMCs waren mit 0,34 + 0,14% von CD4" T-
Zellen kaum THI1-Zellen zu identifizieren, diese waren um ein fast 30-faches weniger als in
PBMCs vor G-CSF vorhanden (P<0,001). Ahnlich verhielt es sich mit den TH1/17- (0,06 +
0,03%), TH22-Zellen (0,24 £ 0,06%), TH17-Zellen (2,82+ 0,8%), diese waren im Vergleich zum
peripheren Blut vor der Mobilisierung der Stammzellen erniedrigt mit P<0,001, P<0,001 und
P<0,05 respektive. Die TH2-Zellen machten mit 6,725 + 0,912% den grof3ten Anteil der CD4"

T-Zellen im Knochenmark aus.
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Abbildung 9: Anteil der T-Helferzell-Subpopulationen an den CD4" T-Zellen vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie der Stammzellspender und bei Knochenmarksspendern. Es wurden gepaarte Proben
von Stammzellspendern vor und nach G-CSF und ungepaarte Knochenmarksproben durchflusszytometrisch
untersucht. Die Werte der gepaarten Proben werden durch eine Linie miteinander verbunden. Die Abbildung zeigt
A) den prozentualen Anteil an CD4" T-Zellen, PBMCs, n=8 (n=9 bei TH2, TH1), B) die absoluten Zellzahlen/ul, C)
den prozentualen Anteil der Subpopulationen an den CD4" T-Zellen innerhalb der BMMCs, n=7. Statistische
Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test (gepaarte Proben) und dem Mann-Whitney-U-Test (ungepaarte
Knochenmarksspender) berechnet *p < 0,05; **p <0,01. Die waagerechten Linien in A,B (rot), C stellen den
Mittelwert der jeweiligen Gruppen dar.
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Abbildung 10: Durchflusszytometrische Charakterisierung von TH1-Zellen. Die Abbildung zeigt reprisentative
Dot-Plots zu TH1-Zellen vor und nach G-CSF in PBMCs von Stammzellspendern und in BMMCs von
Hiiftkopfspendern. Dabei fillt auf, dass in PBMCs nach G-CSF weniger TH1-Zellen vorhanden sind, die in BMMCs
wiederum fast komplett fehlen.

Die regulatorischen T-Zellen, welche separat betrachtet wurden, sind in Abbildung 11
dargestellt. Sie unterscheiden sich vor und nach G-CSF sowohl prozentual von den CD4" T-

Zellen, als auch absolut und zu den BMMC:s nicht signifikant.
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Abbildung 11: Anteil der regulatorischen T-Zellen (Tregs) an CD4" T-Zellen vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie der Stammzellspender und bei Knochenmarksspendern. Die Abbildung zeigt A) den
prozentualen Anteil an der CD4" T-Zellpopulation, PBMCs, n=9, B) die absolute Treg-Zellzahl pro ul, PBMCs und
C) den prozentualen Anteil an der CD4" T-Zellpopulation innerhalb der BMMCs, n=7. Es werden die Mittelwerte +
SEM dargestellt (in A und B in rot). Der Mittelwert regulatorischer T-Zellen betragt vor G-CSF Applikation 5,92 +
1,2%, nach G-CSF 4,7 + 0,69%. Absolut waren das 52 + 11 Zellen vor G-CSF und 72 + 13 Zellen nach G-CSF. Der
Mittelwert mit Standartfehler lag bei den BMMCs bei 5,698 + 1,638% von CD4" T-Zellen.
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Eine weitere Gruppe zur phénotypischen Charakterisierung von T-Zellen waren die follikuldren
T-Helferzellen (7-follicular helper cells, TFH). Diese waren bei Stammzellspendern nach der G-
CSF-Mobilisierungstherapie signifikant erniedrigt, prozentual mit 1,68+0,25% vor und
0,56+0,09% der CD4" T-Zellen nach G-CSF (p<0,01) und absolut 16+2 Zellen/pul vor und 9+2
Zellen/pl nach G-CSF (p<0,05). In Knochenmarkszellen machten die TFH-Zellen 1,32+0,34%
der CD4" T-Zellen aus, s. Abbildung 12.
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Abbildung 12: Anteil der follikuliren T-Helferzellen an den CD4" T-Zellen vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie bei Stammzellspendern und bei Knochenmarksspendern. Die Abbildung zeigt A) den
prozentualen Anteil der follikuliren T-Helferzellen an den CD4" T-Zellen, PBMCs, n=9, B) die absoluten
Zellzahlen/ul in PBMCs, C) den prozentualen Anteil an den CD4" T-Zellen innerhalb der BMMCs und D)
beispielhafte Dot-Plots zur Darstellung der Gating-Strategie (s. rote Kasten und Pfeile). Die waagerechten Linien in

A, B (rot), C stellen den Mittelwert der jeweiligen Gruppen dar. Statistische Signifikanzen wurden mit dem
Wilcoxon-Test berechnet, *p < 0,05, **p <0,01.

4.1.3 B-Zell-Subpopulationen

Um zu erfahren welche B-Zell-Subpopulation moglicherweise durch G-CSF mobilisiert werden,

wurden respektive des Vorganges bei den T-Zellen, PBMCs von gesunden Stammzellspendern
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vor und nach G-CSF-Mobilisierung und ungepaarte BMMCs durchflusszytometrisch untersucht
und in folgende B-Zell-Subpopulationen aufgeteilt: Naive, Transitionale, Doppelt-negative,
Isotyp-gewechselte und Plasmablasten. Fiir die beispielhafte Darstellung der Gating-Strategie
iber Dot-Plots siehe Abbildung 13. Die Ergebnisse der Plasmablasten und Gesamt-B-Zellzahlen
werden in Abbildung 14 zusammengefasst. Signifikant war die Erhohung der Zellzahl der B-
Zellen mit 194+50 Zellen/pul vor und 375493 Zellen/ul nach G-CSF (p<0,05). Prozentual gab es
keine signifikanten Unterschiede. Bei den Plasmablasten gab es absolut gesehen keine
signifikanten Unterschiede, prozentual waren sie nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie leicht
erniedrigt mit 0,26+0,07% vor und 0,14+£0,03% der Lymphozyten nach G-CSF, jedoch nicht
signifikant (p>0,05). In BMMCs machten die B-Zellen im Mittel 20,79+5,46% der Lymphozyten
aus und die Plasmablasten 0,31+0,04% der Lymphozyten.
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Abbildung 13: Durchflusszytometrische Charakterisierung der B-Zell-Subpopulationen. Die Abbildung zeigt
beispielhafte Dot-Plots zur Darstellung der Gating-Strategie der B-Zellen. Die toten Zellen (PI") werden stets aus
den Analysen ausgeschlossen, so auch die Dupletten, es folgt ein Lymphozyten Gate, folglich werden die CD3 und
CD14 positiven Zellen rausgenommen und es wird auf CD19" B-Zellen gegated. Anhand der Marker CD24 und
CD38 werden die Plasmablasten bestimmt und bei den weiteren Gates zur Darstellung der Subpopulationen
ausgeschlossen. Anhand der Marker CD27 und IgD werden folgende Subpopulation unterschieden: CD27
IgD+CD38+CD24+/' Naive, CD27-IgD+CD38hiCD24hi Transitionale, ~CD27'IgD"  Isotyp-gewechselte
Gedichtniszellen (Switched Memory, SM), CD27'IgD" Marginal-Zonen-éhnliche (MZ-ihnliche) und CD27TgD
Doppel negative Gedéchtniszellen (DN).
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Abbildung 14: Anteil der B-Zellen und Plasmablasten an Lymphozyten vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie der Stammzellspender und bei Knochenmarksspendern. Die Abbildung zeigt A) den
prozentualen Anteil der Subpopulationen an Lymphozyten, PBMCs, B) die absolute Zellzahl/ul der Populationen,
PBMCs und C) den prozentualen Anteil an Lymphozyten innerhalb der BMMCs. Die waagerechten Linien in A, B
(rot), C stellen den Mittelwert der jeweiligen Gruppen dar. Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-
Test berechnet, *p<0,05, n=6.

Prozentual gab es bei den B-Zell-Subpopulationen keine signifikanten Unterschiede vor und
nach G-CSF, s. Abbildung 15. Die DN B-Zellen zeigten prozentual nur einen geringfiigigen
Anstieg mit 9,25+ 1,54% vor und 13,67+2,61% der B-Zellen nach G-CSF (p>0,05). Signifikant
stiegen dafiir die Zellzahlen der naiven B-Zellen (vor: 7113 Zellen/pl, nach G-CSF: 142+19
Zellen/pl; p<0,05), der SM (vor: 37£10 Zellen/pl, nach: 6112 Zellen/pul; p<0,05) und der DN
B-Zellen (vor: 15£3 Zellen/ul, nach: 39+6 Zellen/pl; p<0,05).

Bei den BMMCs kamen im Mittel die DN B-Zellen mit 47,61+8,19% der B-Zellen am meisten
vor. Das Vorkommen der anderen Subpopulationen mit den Mittelwerten konnen der Abbildung

15 (C) entnommen werden.
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Abbildung 15: Anteil der B-Zell-Subpopulationen an den B-Zellen vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie der Stammzellspender und bei Knochenmarkspendern. Aus CD19" B-Zellen wurden
die hier aufgefiihrten Subpopulationen von Stammzellspendern zu zwei Zeitpunkten, vor und nach der G-CSF-
Mobilisierung und von ungepaarten Knochenmarkszellen, BMMCs bestimmt. Die Abbildung zeigt A) den
prozentualen Anteil an den CD19" B-Zellen, PBMCs, B) die absoluten Zellzahlen/ul, PBMCs und C) den
prozentualen Anteil an CD19" B-Zellen innerhalb der BMMCs. Die waagerechten Linien in A, B (rot), C stellen den
Mittelwert der jeweiligen Gruppen dar. Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet,
*p<0,05, n=6.

SM und DN B-Zellen sind in Abbildung 16 dargestellt. Sie exprimierten in PBMCs vor allem
IgG. SM IgG" erfuhren eine tendenziell leichte Erhohung mit 46,43+8,08% vor und
49,46+8,61% nach G-CSF (p>0,05). Bei den DN zeigte sich eine signifikante Erhohung (p<0,05)
mit 59,96+5,08% vor und 65,63+4,88% nach G-CSF-Mobilisierungstherapie. Absolut zeigten sie
ebenfalls signifikante Erhohungen, mit 21+10 vor und 34+14 Zellen/ul nach G-CSF (p<0,05) bei
SM und 942 vor, 24+3 Zellen/pl nach G-CSF bei DN (p<0,05). IgA" Anteile der SM u. DN
waren nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie signifikant erniedrigt. In BMMCs zeigten die SM
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und DN B-Zellen im Vergleich zu den anderen Immunoglobulinen einen erhéhten Anteil an
IgGJr Zellen mit 18,5£10,81% der SM u. 38,8+6,68% der DN. Weitere Mittelwerte sind den

waagerechten Linien der Abb. 16 zu entnehmen.
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Abbildung 16: Anteil der IgA-, IgM- und IgG-produzierenden B-Zellen an den Isotyp gewechselten- (SM)
bzw. Doppel Negativen (DN) B-Zellen. Der Anteil oberflachlich IgA-, IgM-, IgG-exprimierender SM u. DN B-
Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die Abbildung zeigt in den jeweiligen Graphiken links des
senkrechten Strichs SM und rechts davon die DN B-Zellen und A) den prozentualen Anteil den jeweils die IgA",
IgM’, IgG" Zellen an den jeweiligen Populationen ausmachen, PBMCs, n=6, B) die Zellzahlen/ul, PBMCs und C)
den prozentualen Anteil der B-Zellen innerhalb der BMMCs, n=6. Die waagerechten Linien in A,B (rot), C stellen
den Mittelwert der jeweiligen Gruppen dar. Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet,
*p<0,05.

4.2 Funktionelle Charakterisierung von T- und B-Zellen

Zur funktionellen Charakterisierung wurden die isolierten mononukledren Zellen der

Stammzellspender und der Hiiftkdpfe im Brutschrank kultiviert und mit den Antigenen Tetanus
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Toxoid, Candida Lysat, Aspergillus Fumingatus Lysat, Influenza Peptide und einer
Positivkontrolle mit SEB stimuliert. Durch extra- und intrazelluldre Farbung wurde bei den T-
Zellen die Zytokinproduktion (TNFa, IFNy, IL17) erfasst. Bei den B-Zellen erfolgte zur
Quantifizierung Antikdrper-sezernierender B-Zellen, ein ELISpot. Zudem wurde die

extrazelluldre und intrazelluldre Farbung mit dem Proliferationsmarker (Ki67) durchgefiihrt.
4.2.1 Zytokinproduktion der T-Zellen nach in vitro Antigenstimulation

Die Abbildungen 17 und 18 zeigen beispielhaft iiber Dot-Plots die Gating-Strategie zur
durchflusszytometrischen Identifizierung von TNFa-, IFNy-, IL17- produzierenden T-Zellen
nach einer in vitro Antigenstimulation mit SEB und Tetanus Toxoid.
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Abbildung 17: Durchlusszytometrische Identifizierung von TNFa-, IFNy-, IL17- produzierenden T-Zellen
nach in vitro Antigenstimulation mit SEB. Die Abbildung zeigt beispielhafte Dot-Plots zur Antigenstimulation
mit SEB als Positivkontrolle und einer unstimulierten Negativkontrolle. Durch extra- und intrazelluldre Farbung
wurde die Zytokinproduktion (TNFa, IFNy, IL17) der naiven- und Gedéchtnis-T-Zellen erfasst. Diese Zytokine
werden dabei fast ausschlieBlich von den Gedéchtniszellen produziert.
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Identifizierung von TNFa-, IFNy-, IL17- produzierenden CD4" T-
Zellen nach in vitro Antigenstimulation mit Tetanus Toxoid. Diese Abbildung zeigt die Dot-Plots und Gating-
Strategie von PBMCs vor der G-CSF-Mobilisierungstherapie nach in vitro Stimulation mit dem Tetanus Toxoid.
Die Zytokine werden gegen CD45RA dargestellt, so wird die Verteilung auf naive- und T-Gedédchtniszellen
ersichtlich. Hierbei produzierten vor allem die T-Geddchtniszellen (CD45RA”) die genannten Zytokine TNFa, IFNy
und IL17, weswegen sie bei der weiteren Auswertung betrachtet werden.

Die Ergebnisse der Antigenstimulationen der CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen werden in den
Abbildungen 19 und 20 zusammengefasst. Aufgrund der variierenden und teils zu niedrigen N-
Zahlen, werden zur besseren Darstellung der Ergebnisse fiir die Auswertung der funktionellen
Charakterisierung der T-Zellen, die Mediane angegeben. Vor und nach der G-CSF-
Mobilisierungstherapie gab es innerhalb CD4" und CD8" T-Zellpopulation keine signifikanten
Unterschiede. Bei den CD4" T-Zellen gab es tendenziell mehr antigenspezifische Zellen, somit
mehr aktivierbare (CD154") Zellen (s. Abb. 19; A). Bei der SEB Positivkontrolle waren es im
Median vor G-CSF 13,13% danach 17,2%, bei AL 0,06% vor und 0,6% danach, bei CL 0,17%
vor, 0,8% nach G-CSF und bei TT 0,19% vor und 1,08% der CD4" T-Zellen nach der G-CSF-
Mobilisierung. Unter diesen CD154" Zellen gab es jedoch nicht mehr oder weniger IFNy, TNFa
oder IL-17 prozierende Zellen (s. Abb. 19; B, C, D).

Bei den BMMCs gab es nach der SEB-Stimulation im Median 25,9% CD154" Zellen von CD4"
T-Zellen. Andere antigenspezifische CD4" T-Zellen waren kaum vorhanden, mit 0,13% CD154"
Zellen nach AL-, 0,39% nach CL-, 0,21% nach der Influenza-Stimulation und 0,39% nach der

Tetanus Toxoid-Stimulation.
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Abbildung 19: Antigenstimulation der CD4" T-Zellen mit SEB, AL, CL, Influenza und TT. Die Abbildung
zeigt A) den prozentualen Anteil der CD154" T-Zellen an CD4" T-Zellen nach Antigenstimulation vor und nach G-
CSF, PBMCs n=6, den prozentualen Anteil innerhalb der BMMCs (griine Baken), n=5, B) den prozentualen Anteil
der IFNy positiven Zellen von CD45RA'CD154" T-Zellen, PBMCs n=6 (Kreise), BMMCs n=7 (Kistchen), C) den
prozentualen Anteil der IL-17 positiven Zellen, PBMC’s n=4, BMMCs n=5 und D) den prozentualen Anteil der
TNFa positiven Zellen, PBMC’s n=3, BMMCs n=5. Aufgrund der variierenden und teils zu niedrigen N-Zahl,
werden hier die Mediane angegeben. Dies erfolgte einheitlich fiir die gesamte Auswertung der funktionellen
Charakterisierung der T-Zellen. Der Median stellt sich als waagerechte Linie in A (griin), B, C, D dar. Statistische
Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test (gepaarte Proben der Stammzellspender) und dem Mann-Whitney-U-
Test (ungepaarte Knochenmarksspender) berechnet, *p<0,05, **p<0,01.

Bei den CD8" T-Zellen wurde anstatt CD154, CD69 als Stimulationsmarker verwendet. Die
Ergebnisse hierzu werden in Abbildung 20 dargestellt. Bei den PBMCs gab es hinsichtlich
CD69" Zellen von CD8" T-Zellen nach in vitro Antigenstimulation vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie der Stammzellspender keine signifikanten Unterschiede. Bei der
Zytokinproduktion gab es ebenfalls keine nennenswerten Unterschiede vor und nach G-CSF
(Abb. hierzu nicht dargestellt). Bei den BMMCs gab es bereits im unstimulierten Zustand 53,2%
CD69" Zellen, da CD69 ebenfalls ein Gewebemarker der BMMCs ist. So gab es mit dieser Zahl
als Basiswert so gut wie keine AL-, TT- und Influenza-spezifische Zellen in BMMCs. Nach der
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Stimulation mit SEB waren es insgesamt 71,5% CD69" Zellen und nach CL 58,3% CD69" Zellen
(s. Abb. 20 B).
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Abbildung 20: Antigenstimulation der CD8" T-Zellen mit SEB, AL, CL, Influenza und TT. Die Abbildung
zeigt A) den prozentualen Anteil der CD69" T- Zellen an CD8'T-Zellen vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie der Stammzellspender (iiber eine Linie miteinander verbunden), PBMCs, n=6 und B) den
prozentualen Anteil innerhalb der BMMCs. Die waagerechten Linien in A (griin) und B stellen den Median dar.
Da CD69 als Gewebemarker in BMMCs vorhanden ist und bei CD8" T-Zellen aber ebenfalls als
Aktivierungsmarker gesehen wird, liegt der CD69" Anteil von CD8" T-Zellen innerhalb unstimulierter Zellen bei
53%. Dieser Wert konnte dementsprechend als Basiswert genommen werden.

4.2.2 Proliferation von B-Zellen vor und nach G-CSF-Mobilisierungstherapie

Fiir die funktionelle Analyse der B-Zellen wurden die isolierten mononukledren Zellen der
Stammzellspender und der Hiiftkopfe auf den Proliferationsmarker Ki67 hin untersucht. Die
Gating-Strategie mit beispielhaften Dot-Plots wird in Abbildung 21 dargestellt. Im Median gab
es nach der G-CSF-Mobilisierung mit 34,01% Ki67 von B-Zellen im Vgl. zu 28,15% vor G-
CSF, eine tendenzielle Erhdhung der Ki67 positiven Zellen, jedoch nicht signifikant. Bei den
BMMCs gab es im Median 28,19% mit einer grolen Streuungsbreite von 8,7% bis 45,49%.
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Abbildung 21: Durchlusszytometrische Identifizierung des Proliferationsmarkers Ki67 in CD19" B-Zellen.
Die Abbildung zeigt iiber beispielhafte Dot-Plots die Gating-Strategie zur Darstellung der Ki67 positiven Zellen an
CD19" B-Zellen in PBMCs A) vor und B) nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie der Stammzellspender (s. rote
Kasten und Pfeile). Die durchflusszytometrischen Analysen hierzu erfolgten an Tag 7 der Stimulation nach dem
Protokoll fiir den B-Zell ELISpot, n=4.

4.2.3 Antikorper-sezernierende Zellen im ELISpot Verfahren nach in vitro Stimulationen

Mit dem ELISpot Verfahren wurden B-Zellen nachgewiesen, die unspezifisch IgG, IgA und
spezifisch IgG, IgA gegen SEB, Tetanus Toxoid, Candida Lysat, Aspergillus Fumingatus Lysat
und Influenza Peptide sezerniert haben. Uber ein ELISpot Reader/Detektor wurden am Tag der
Stimulation auf den Platten sogenannte Spots ausgezahlt, die fiir die Antikorper-sezernierenden
Zellen (ASZ) stehen, in Abbildung 22 dargestellt. Die ASZ/Spots (hier Synonym) wurden durch
die durchflusszytometrische Ermittlung der Zellzahl der B-Zellen nach erfolgter Stimulation an
Tag 7, auf eine bestimmte B-Zellzahl, hier 10° bezogen. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung
23 zusammengefasst. In dieser funktionellen Analyse von B-Zellen gab es hiermit kaum
signifikante Unterschiede. In Abbildung 23 ist der Mittelwert (engl. Mean) + dem Standardfehler
angegeben, um auch die teilweise sehr grofe Streuungsbreite im Diagramm darzustellen. Die
unspezifische IgG-Sezernierung betrug im Mittel vor G-CSF-Mobilisierung 329228/10° B-
Zellen, nach G-CSF 193552/10° B-Zellen. Bei dem IgA lag die Rate der ASZ bei 173938 pro 10°
vor und 76334 pro 10° B-Zellen nach G-CSF-Mobilisierungstherapie. Die weiteren Werte zur
spezifischen Immunglobulinproduktion kdnnen der Abb. 23 entnommen werden. Einzig bei der

Rate der spezifischen IgA-ASZ gegen CL zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p<0,05)
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zwischen dem peripheren Blut und dem Knochenmark. In PBMCs vor G-CSF waren 622/10°
und in BMMCs dafiir 184/10° Zellen zu sehen. In PBMCs nach G-CSF war hier allerdings keine
Steigerung der IgA-ASZ gegen CL zu beobachten.
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Abbildung 22: Antikorper-sezernierende B-Zellen im ELISpot Verfahren nach in vitro Stimulationen an
PBMCs vor und nach G-CSF-Mobilisierungstherapie und an BMMCs. Die Abbildung zeigt die ELISpot
Platten mit den entwickelten Spots, A) vor und B) nach G-CSF-Mobilisierungstherapie der Stammzellspender, n=5
und C) bei den Knochenmarksspendern, BMMCs, n=3. Bei der antigenspezifischen Antikorperproduktion wird vor
dem Immunoglobulin das jeweilige Antigen, mit dem die Zellen stimuliert wurden beschriftet. Bei der
unspezifischen Stimulation sehen wir den Namen des Immunoglobulins und die jeweilige Verdiinnung davor
geschrieben, es sind dabei 3 Verdiinnungreihen durchgefiihrt worden. Fiir die Negativkontrolle wurden 2 Locher der
Platte mit reinem PBS belegt, folglich waren in diesen wells (jeweils oben rechts) auch kaum bis keine Spots zu
sehen, wenn vorhanden wurden sie von den Spots der jeweiligen Immunoglobulinen abgezogen.

59



B PBMCs vor G-CSF
PBMCs nach G-CSF

ix’1|82 B BMMCs
X

3%x10°
2x1054 1]
1x105 | rl

1%103

Spots/ 10° B-Zellen

5%102 I |

Abbildung 23: Antikorperproduktion von B-Zellen vor und nach G-CSF-Mobilisierungstherapie bei
Stammzellspendern vor und nach G-CSF-Mobilisierungstherapie und bei Knochenmarksspendern. In
dieser Abbildung werden die Ergebnisse der B-Zell-ELISpots zusammengefasst. Die ASZ (Antikdrper-
sezernierenden Zellen)/Spots wurden auf 10° B-Zellen hochgerechnet, angegeben ist der Mittelwert = SEM.
Statistische Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon-Test (gepaarte Proben der Stammzellspender) und dem
Mann-Whitney-U-Test (ungepaarte Knochenmarksspender) berechnet, PBMCs: n=5, BMMCs: n=3. *p<0,05.
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5 Diskussion

Zur immunologischen Charakterisierung von gesunden Stammzellspendern vor und nach ihrer
Behandlung mit dem granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) wurden im Rahmen dieser
Arbeit verschiedene Untersuchungen durchgefiihrt, um mehr {iber die Zusammensetzung der T-
Helfer- und B-Zell-Subpopulationen im Stammzelltransplantat zu erfahren. In diesem Abschnitt
sollen die Ergebnisse dieser Arbeit zundchst zusammengefasst, kritisch hinterfragt und ihre

Relevanz fiir weitergehende Forschung in diesem Gebiet erdrtert werden.
5.1 Leukozytensubpopulationen

Die Zellzahlen der Leukozytensubpopulationen (Monozyten, Granulozyten, Lymphozyten)
zeigten im Mittel vor und nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie signifikante Unterschiede auf.
Insgesamt gab es eine fast 7-fache Erhohung der Gesamtleukozytenzahl. Granulozyten stellten
erwartungsgemal die groffte mobilisierte Gruppe dar. Sie waren im Mittel nach Mobilisierung
10-fach erhoht. Monozyten waren 7-fach und Lymphozyten 2-fach erhoht. Diese Ergebnisse
spiegelten die bereits bekannten Effekte von G-CSF wider. Dazu zihlen u.a. die Stimulation zum
Uberleben und zur Proliferation der hiimatopoetischen Stammzellen und Progenitorzellen (CFU-
GM), wie in der Einleitung genauer erortert. Weiter wurde die Lymphozytenpopulation iiber die
phédnotypische und funktionelle Charakterisierung der T- und B-Zellen auf weitere
Subpopulationen und deren Eigenschaften untersucht. Damit sollte erkundet werden, welche
Verianderungen es in der Verteilung der Subpopulationen gab und ob G-CSF moglicherweise zur
Mobilisierung bestimmter Populationen mit bestimmten Eigenschaften und Antigenspezifititen
beitrdgt. In Zukunft konnte das die Grundlage dafiir sein, die Entwicklung dieser Zellen im
Empfinger weiter zu verfolgen und ihre Bedeutung fiir einen moglichen adoptiven Zelltransfer

zu untersuchen.
5.2 T-Zell-Subpopulationen - Phinotypische Charakterisierung

Anders als bei den Ergebnissen von Sun et al. [111] waren T-Zellen (CD4" und CD8") im
Stammzelltransplantat prozentual von Lymphozyten weniger vorhanden. Sie machten im Mittel
etwa 70% der Lymphozyten vor und etwa 57% der Lymphozyten nach der G-CSF-

Mobilisierungstherapie aus. Die prozentuale Erniedrigung der T-Zellen konnte auf eine stérkere
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Mobilisierung von B-Zellen und NK-Zellen zuriickgefiihrt werden, wobei die Untersuchung
letzterer den Rahmen der vorliegenden Arbeit gesprengt hitte. Innerhalb der T-Zellen war das
Verhiltnis zwischen CD4" und CD8" T-Zellen vor und nach der Mobilisierung annihrend gleich
geblieben, 2,6:1 vor und 2,3:1 nach G-CSF. Das Verhiltnis entspricht dem, welches in der
Literatur beschrieben ist [111, 112].

5.2.1 T-Helferzellen und regulatorische T-Zellen

Die phénotypische Charakterisierung der T-Zellen erfolgte iiber die Expression bestimmter
Chemokinrezeptoren, wie in der Einleitung erdrtert. Die Unterteilung erfolgte in folgende T-
Helfer-Subpopulationen: TH1-, TH2-, TH22-, TH17-, THI1/170rTH1*-, follikulire T-
Helferzellen (TFH), sowie regulatorische T-Zellen (Tregs).

THI1-Zellen werden hier iiber ihren Phiinotypen CD4 CD45RA'CXCR3'CCR6 charakterisiert.
Sie waren nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie im Stammzelltransplantat kaum noch
vorhanden. Im Mittel machten sie 1% der CD4" T-Zellen aus. Das waren 7% weniger als vor der
Mobilisierung, welches einen signifikanten Unterschied darstellte. In der absoluten Zellzahl
zeigte sich nach G-CSF-Mobilisierung eine 4-fache Senkung. Bei den TH2-Zellen
(CD4"CD45RA'CXCR3 CCR10'CCR4") war nach G-CSF eine 2-fache Erhéhung in der
absoluten Zellzahl zu beobachten, prozentual gesehen machte das keinen signifikanten
Unterschied. Dies wiirde fiir eine Verschiebung im Gleichgewicht zugunsten der TH2-Zellen

sprechen.

Neben ihren unterschiedlichen phénotypischen Eigenschaften werden TH1- und TH2-Zellen
ebenfalls basierend auf das Profil ihrer Zytokinproduktion voneinander unterschieden [113].
TH1-Zellen produzieren v.a. TNFa, IFNy. TH2-Zellen produzieren hingegen v.a. IL-4, IL-10.
Das Gleichgewicht zwischen beiden Untergruppen ist in bestimmten pathophysiologischen
Situationen, wie Infektionen oder autoimmunen Geschehen verdndert [114, 115]. Einige Studien
deuten hierbei darauf hin, dass die akute GVHD von TH1-Zellen vermittelt wird. TH2-Zellen
sollen dabei eventuell protektiv wirken, wobei ihnen eine Rolle in der Entstehung der
chronischen GVHD zugesprochen wird [116]. Beziiglich der hier verwendeten
Chemokinrezeptoren zeigten Li-Xia Sun et al. eine erniedrigte Expression von CXCR3, CCR6
nach der Applikation von rhG-CSF bei gesunden Spendern [111]. Das spielgelte sich in den
Ergebnissen dieser Arbeit hinsichtlich der Chemokinrezeptoren, bzw. der phénotypischen

Charakterisierung der T-Zellen zunéchst wider. In diesem Kontext stellte sich die Frage, ob es
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einen tatsdchlichen prozentualen und absoluten Riickgang in der TH1-Zell-Population gegeben
hat oder nur einen Riickgang des Oberflichenmarkers CXCR3, welches zur phénotypischen
Charakterisierung der TH1-Zellen verwendet wurde. Interessant war hierbei der Vergleich mit
den BMMC:s. Hier zeigte sich das gleiche Bild, wie nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie der
Stammzellspender. Die TH1-Zellen machten hier 0,34% der CD4" T-Zellen aus. Bei den TH2-
Zellen waren es im Mittel 6,7%. Im Gegensatz zu den TH1-Zellen gab es bei den TH2-Zellen
keinen signifikanten Unterschied zwischen BMMCs und PBMCs vor und nach G-CSF.

Ahnlich der TH1-Zellen war die Entwicklung der TH1/17-Zellen, die eine 5- bis 6-fache
Erniedrigung, sowohl prozentual als auch absolut, erfuhren. TH1/17-Zellen scheinen, wie die
TH17-Zellen, bei der Immunabwehr von bestimmten Pathogenen eine besondere Rolle zu
spielen. Monozyten, die C. albicans oder S. aureus exponiert waren, sorgten fiir die
Differenzierung von naiven CD4" T-Zellen in TH17-Zellen, die je nach Pathogen und mit dem
Einfluss von IL-1B, unterschiedliche Charakteristika aufwiesen. Zellen, die dabei liber C.
albicans differenzierten hatten vor allem einen TH17/TH1-Phédnotypen und produzierten somit
sowohl IL-17 als auch IFNy und exprimierten CCR6 und RORyt. Zellen, die iiber die
Stimulation von S. aureus proliferierten, produzierten hingegen alleinig IL-17 und wenn stark

aktiviert fiir einen kurzen Zeitraum auch IL-10 [117].

TH17-Zellen variierten in ihrer Zellzahl vor und nach der Mobilisierung kaum. Prozentual waren
sie nach der Mobilisierung weniger repriasentiert, im Mittel um 3%. Die Ergebnisse von Li-Xia
Sun et al., wonach es nach G-CSF mehr IL-17-produzierende CD4" T-Zellen gibt [111], konnten
hier rein nach der phdnotypischen Charakterisierung nicht bestitigt werden. Wie in der
Einleitung beschrieben zeigen Patienten mit einem Mangel an TH17-Zellen vermehrt
Infektionen mit C. albicans und S. aureus. Sie sind von Bedeutung bei der Bekdmpfung von
extrazelluldren Bakterien und Fungi, weswegen auch hier die Verfolgung dieser Zellen im
Empfinger von Bedeutung wire. Bahr et al. zeigten in ihrer prospektiven Studie zur
Rekonstitution von TH17-Zellen nach allogener Stammzelltransplantation eine verzogerte
Erholung, so auch der TH1/17- und TH1-Zellen. Die verzogerte Erholung galt fiir die ersten drei
Monate nach Transplantation, vor allem dann wenn das Antithymozytenglobulin wéhrend der
Konditionierung appliziert wurde. Eine Relation zur akuten GVHD konnten sie dabei nicht
herstellen [118]. Studien zur Rolle von TH17-Zellen in der Entstehung von GVHD bleiben noch
inkonklusiv.
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TH22-Zellen erfuhren nach G-CSF-Mobilisierung eine 1,3-fache Erhohung der Zellzahl pro pl.
Prozentual machte das keinen signifikanten Unterschied. TH22-Zellen produzieren grof3e
Mengen 1L22. Wie bereits erwdhnt kann der Erfolg einer allogenen SZT durch die Entstehung
einer Graft-versus-Host Erkrankung limitiert werden [119]. Dabei spielen die verschiedenen T-
Zell-Subpopulationen eine gesonderte Rolle, wobei vieles, so auch die Rolle von IL-22 in der
GVHD, nicht abschlieBend geklart ist. Neben der potenziellen Beeinflussung einer GVHD,
haben T-Zellen, so auch TH22-Zellen bzw. IL-22 eine besondere Rolle in der Immunabwehr und
in der antiinflammatorischen- und Infektionstherapie. Barthelemy et al. fanden in diesem
Kontext heraus, dass IL-22 die bakterielle Verbreitung infolge einer Influenzainfektion reduziert
[120]. Schwere bakterielle (Pneumokokken-) Infektionen sind hédufig mit Influenza assoziiert
und beeinflussen stark die Morbiditdt und Mortalitét der an Influenza erkrankten Patienten. An
Influenza erkrankten Méusen zeigten Barthelemy et al., dass die Behandlung mit rekombinantem
IL-22 einen positiven Einfluss auf die Integritit des Lungenepithels hatte. Dies fiihrte zu einer
verminderten bakteriellen Ausbreitung iiber die Lunge hinaus und somit zu einem verminderten
Auftreten von Post-Influenza Superinfektionen [120]. Diese Eigenschaften konnten fiir frisch

Transplantierte von besonderer Bedeutung sein.

Die chronische Graft-versus-Host Erkrankung (cGvHD) stellt eine der Hauptkomplikationen der
hédmatopoetischen SZT dar. In der cGVHD partizipieren alloreaktive T-Zellen und Keimzentrum-
B-Zellen in Keimzentrumsreaktionen, um pathogenetische Antikorper zu produzieren.
Regulatorische T-Zellen konnen diese Reaktionen unterbinden, sie sind allerdings in der cGVHD
in ihrer Zahl reduziert, wodurch sie sich indirekt an der Krankheit beteiligen [121]. So sind
regulatorische T-Zellen und TFH-Zellen, die maBgeblich an der B-Zell-Aktivierung und

Entstehung des Keimzentrums beteiligt sind, in diesem Kontext von Bedeutung.

Regulatorische T-Zellen von Stammzellspendern vor und nach G-CSF wurden hier iiber ihren
Phinotypen CD4'CD25""CD127 charakterisiert. Es zeigte sich im Mittel eine tendenzielle
Erhohung um 20 Zellen/pl nach Mobilisierung, prozentual machte das keinen Unterschied,
beides war nicht signifikant. Im KM machten sie fast 6% der CD4" T-Zellen aus. Bei Zou et al.
lag die Frequenz von CD4"CD25"" T-Zellen im humanem Knochenmark bei 5,5+/- 3,5% der
CD3" CD4" T-Zellen, hoher als in den von ihnen untersuchten Thymus, Lymphknoten und Blut

[122], was fiir das Knochenmark als Quelle der Mobilisierung sprechen konnte.
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TFH-Zellen waren 1,8-fach in ihrer Zellzahl nach der Mobilisierung erniedrigt, prozentual
gesehen ebenfalls um ein fast 3-faches. Da die Charakterisierung von TFH-Zellen ausschlie8lich
unter einem phénotypischen Aspekt erfolgte, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Marker
zur Charakterisierung, CXCRS5 und PD-1, nach Mobilisierung runterreguliert wurden oder ob es
einen tatsdchlichen Riickgang in der Population gegeben hat. Letzteres konnte unter anderem
angenommen werden, da die TFH-Zellen ebenfalls vermindert im KM zu finden waren und
somit auch nicht hétten mobilisiert werden konnen. Ersteres kann zu diesem Zeitpunkt allerdings
nicht ausgeschlossen werden. TFH-Zellen sollen vermehrt in Follikeln von sekundir
lymphatischen Organen zu finden sein [19], hier bieten sich in Zukunft weitere Gewebe, wie der
Milz und Lymphknoten zur Charakterisierung an. Diese Zellen sind wichtig fiir die Formation
und Erhaltung des Keimzentrums. Ein Mangel an dieser Population kann folglich zu Defekten
im Keimzentrum fiihren, was wiederum zu einer verlangsamten Regeneration von Isotyp-
gewechselten CD27" Zellen beitragen kann [123, 124]. Wiirde ein Mangel an TFH-Zellen bzw.
eine  verzogerte  Erholung  dieser bei  Empfangern einer  hdmatopoetischen
Stammzelltransplantation bestehen, konnte es darin begriindet sein, dass sie wegen einer
Stromastdrung nicht nachgebildet werden konnen. Es konnte jedoch ebenfalls daran liegen, dass

sie vom Spender nicht mitgeliefert wurden.

Im Mausmodell zeigte sich, dass TFH-Zellen durch ihre erhohte Anzahl an der Entstehung von
cGVHD beteiligt seien, indem sie eine pathologische B-Zell-Antwort unterstiitzten [125]. So
nahmen sich Knorr et al. der Frage an, ob vergleichbare Mechanismen im Menschen ablaufen
[126]. Sie charakterisierten die Wiederherstellung von peripheren follikuldren T-Helferzellen,
ihren unterschiedlichen Quellen entsprechend. In UCB- (umbilical cord Blood) Empfangern
erfolgte eine langsamere Wiederherstellung als in Empfangern von MRD (Matched related
donors). Dies wurde dadurch erklért, dass das UCB keine pTFH beinhalten, dafiir aber naive T-
Zellen, welche iiber weitere Differenzierungsschritte zu TFH-differenzieren konnten. Ein Jahr
nach Transplantation waren allerdings schon eine dhnliche Anzahl an TFH-Zellen in beiden
Gruppen abzuzeichnen. Bei den Patienten, die eine cGVHD entwickelten, wurden im Gegensatz
zum Mausmodell eine erniedrigte Anzahl an TFH-Zellen gefunden, unabhidngig von der Quelle
dieser Zellen. Folgende Erkldrungsansdtze wurden dafiir von ihnen in Betracht gezogen: ein
Homing der Zellen vom Blut in sekundir lymphatische Organe, die Zerstorung der TFH-Zellen

innerhalb des cGvHD Prozesses selbst (iiber eine Stromastorung) oder eine Reaktion auf die
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immunsuppressive Therapie. Diese konnten nach ihnen Griinde fiir den erniedrigten Anteil an
TFH-Zellen in Transplantationspatienten mit einer cGVHD gewesen sein [126].

Auch wenn die TFH-Zellen im Menschen wahrscheinlich eine Rolle in der Entstehung der
cGVHD spielen konnten, bleiben die genauen Effekte und Mechanismen weitestgehend

ungeklirt und bediirften in Zukunft weiterer Untersuchungen.

5.3 Antigenspezifische T-Zellen

Infektionen, seien sie durch Viren oder Pilze verursacht, stellen u.a. die grofiten Risikofaktoren
fir Morbiditit und Mortalitit bei  Patienten nach einer  hdmatopoetischen
Stammzelltransplantation dar [127]. In diesem Kontext sind immuntherapeutische Strategien,
sowie der adoptive Zelltransfer, von besonderer Bedeutung. Die Wirksamkeit der adoptiven
Immunotherapie in Empfangern der HSZT Post-Transplantation konnte bereits gezeigt werden
[128]. So war es im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls wichtig, das Stammzelltransplantat
hinsichtlich der Antigenspezifitit zu untersuchen und zu erfahren, ob nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie bei den Spendern vermehrt antigenspezifische T-Zellen ins Blut
mobilisiert werden, welche dem Empfénger zu Gute kommen konnten. Weiterhin stellte sich die
Frage, ob das KM eine Quelle fiir diese Mobilisierung darstellt. Hierfiir erfolgte die Stimulation
von PBMCs vor und nach G-CSF-Mobilisierungstherapie und von BMMCs mit folgenden
Antigenen: Aspergillus Lysat, Candida Lysat, Influenza Peptide, Tetanus Toxoid und SEB als
Positivkontrolle. CD154 diente bei CD4" T-Zellen als Aktivierungsmarker, iiber diesen Marker
wurden CD4" T-Zellen, welche auf die genannten Antigene reagierten identifiziert [129]. Analog
diente CD69 fiir die CD8" T-Zellen als Aktivierungsmarker. CD69 gehért in die Lektin-
Superfamilie und ist ein calciumabhdngiger Typ-II-Transmembranrezeptor [130]. Die CD69
Expression wird u.a. durch die Aktivierung von T-Zellen induziert, dieser Marker wird daher

auch zu den Aktivierungsmarkern gezihlt [131].

CD154'CD4" T-Zellen erfuhren in PBMCs nach G-CSF, im Anschluss der in vitro
Antigenstimulation mit SEB, Aspergillus Lysat, Candida Lysat und Tetanus Toxoid zundchst

einen leichten Anstieg, wenn auch nicht signifikant (p>0,05).

Okhrimenko et al. beschreiben in ihrer Arbeit zur detaillierten funktionellen Charakterisierung
von T-Zellen, dass das Repertoire an CD4" Gedichtnis-T-Zellen im KM im Gegensatz zum

peripheren Blut mit CMV-pp65-, TT-, Masern-, Mumps- und Rubella-spezifischen T-Zellen
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angereichert ist. Dem KM mangelt es aber an Vaccinia Viren, Candida albicans MP65 oder
typischen Pathogenen der Haut oder der Mukosa. CD4" Gedichtniszellen fiir Masern sollen fast
ausschlieBlich im KM gehalten werden. CD4" Gedichtnis-T-Zellen des KM konnten somit fiir

einen langlebigen Schutz gegen systemische Pathogene sorgen [132].

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zunidchst zu dem vermehrten Vorhandensein von TT-,
Aspergillus- und CL-spezifischen T-Zellen im KM oder ihrer vermehrten Mobilisierung ins Blut
nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie der Stammzellspender keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Anders war es bei SEB und den Influenza Peptiden. Nach der in vitro
Stimulation mit SEB gab es im KM signifikant mehr CD154" T-Zellen als im peripheren Blut
vor G-CSF (p<0,01), dies galt ebenfalls fiir die Influenza Peptide (p<0,01). So wire es denkbar
gewesen, eine erhohte Mobilisierung im peripheren Blut zu beobachten. Allerdings war dies fiir
Influenza nicht der Fall (p>0,05). Fiir SEB und die anderen Peptide gab es wie oben beschrieben
einen tendenziellen Anstieg der CD154" T-Zellen nach G-CSF-Mobilisierung (p>0,05).

Beim Betrachten der Ergebnisse stellte sich die Frage, ob eine tatsichliche Anreicherung von
antigenspezifischen Zellen stattgefunden hat. Die Antigene, die einen Anstieg nach G-CSF
erfuhren, waren im KM im Vergleich zum peripheren Blut nicht vermehrt vorzufinden. Da es
sich allerdings bei dem Knochenmark um ungepaarte Proben handelte, sind nachfolgende
Vergleiche mit dem peripheren Blut der Stammzellspender mit Vorsicht zu bewerten. Neben
dem KM stellt sich ebenfalls die Frage nach anderen Quellen, wie sekundir lymphatische
Organe, die fiir die Mobilisierung dieser Zellen in Frage kommen konnten. Neben der
Moglichkeit einer Mobilisierung konnte eine reine Erhohung der Reaktivitdt derselben Zellen
ebenfalls angenommen werden. In diesem Kontext wurde hier nicht untersucht, ob der
Unterschied in der Frequenz der reaktiven CD154" T-Zellen auch durch Faktoren wie eine
unterschiedliche Anzahl oder Typen an Antigen-prisentierenden Zellen (APCs) in Blut und KM
zustande gekommen sein konnte. Okhrimenko et al. (s. oben) stellten sich der Frage und
untersuchten dafiir die Frequenzen von reaktiven Zellen, sowohl in Mischkulturen von Blut und
KM, als auch in puren Kulturen mit jeweils nur Blut oder KM. Die Frequenz der reaktiven
Zellen auf eine Antigenstimulation war in beiden Gruppen dieselbe, was zeigte dass APCs vom
Blut und KM in der Prédsentation von Antigenen gleichermal3en effizient sind [132]. Dies konnte

fiir die Versuchsreihen dieser Arbeit ebenfalls angenommen werden.

Innerhalb der CD154" aktivierten Zellen erfolgte iiber intrazellulire Immunofluoreszenz die

Unterscheidung zwischen IFNy-, TNFa- und IL17-produzierende Zellen. Hier stellte sich die
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Frage, ob die Ergebnisse in der phénotypischen Charakterisierung dieser Zellen sich auf der
funktionellen Ebene widerspiegelten. Zu erwarten wire beispielsweise eine Senkung der [FNy-
produzierenden Zellen gewesen, welche v.a. von THI1-Zellen sezerniert werden. Dies konnte im

Rahmen dieser Arbeit iiber die funktionelle Untersuchung nicht bestétigt werden.

5.4 Unterschiede im Phianotyp der Zellpopulationen — Direkte Effekte von G-
CSEF?

Nachdem Unterschiede in der T-Zellpopulation festgestellt wurden, sollte untersucht werden, ob
sich das Bild der vorhandenen Zellen durch die tatsichliche oder auch fehlende Mobilisation
ergab, oder ob G-CSF direkte Effekte auf die Zellen und deren Phénotypen aufweisen konnte.
Hierzu wurden zwei in vitro-Versuche mit G-CSF durchgefiihrt. PBMCs gesunder Spender
wurden erstens ohne und zweitens mit G-CSF in vitro (GRANULOCYTE 13 Millionen L.E./ml/
Lenograstim) inkubiert und anschlieBend nach dem gleichen Férbeprotokoll zur
Charakterisierung der T-Zell-Subpopulationen weiter verarbeitet. Nach diesen Versuchen zeigten
sich kaum Verdnderungen in den verschiedenen T-Helfer-Subpopulationen. Diese Versuchsreihe
an zwei Spendern ist allerdings aufgrund des zu kleinen Stichprobenumfangs nicht

aussagekriftig. Hierzu sollten in Zukunft weitere Untersuchungen angestrebt werden.

In diesem Zusammenhang untersuchten Sloand et al. auf funktioneller Ebene die Effekte von G-
CSF auf die IFNy und IL-4 Expression in CD4" T-Zellen, sowohl in vivo als auch in vitro. CD4"
T-Zellen, die in vitro mit G-CSF co-kultiviert wurden und mit PHA oder dem monoklonalen
Antikorper CD3 stimuliert wurden, zeigten eine Senkung in der IFNy-Expression und einen
Anstieg in IL-4. Diese Verschiebung zugunsten der TH2-Zellen soll dabei direkt gewesen sein.
Sowohl Monozyten als auch eine erhdhte Apoptoserate sollen dabei keine Rolle gespielt haben
[133]. Nawa et al. hingegen erkldren den Th2-Shift iiber indirekte Effekte durch die Verdnderung
der Monozyten-Funktion [134].

In den Versuchsreihen zu dieser Arbeit konnte keine Senkung IFNy-produzierender Zellen

beobachtet werden, welches nicht fiir eine Verschiebung zugunsten der TH2-Zellen spricht.

Auf phénotypischer Ebene kann die Erniedrigung der TH1-Zellen auf die erniedrigte Expression
des Chemokinrezeptors CXCR3, welcher zur Charakterisierung herangezogen wurde,

zurlickgefiihrt werden. Sun et al. zeigten ebenfalls die erniedrigte Expression von CXCR3 nach
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der Applikation von rhG-CSF bei gesunden Spendern [111]. In vitro Versuche mit G-CSF, die
direkte Effekte auf Chemokinrezeptoren untersuchen wiirden, fehlen zum heutigen Stand

allerdings.

Die direkte Wirkung von G-CSF auf die T-Helferzellen und Chemokinrezeptoren konnte im
Rahmen dieser Arbeit {iber den in vitro-Versuch leider nicht endgiiltig geklart werden, weil die
Versuche hierfiir an einer zu kleinen Stichprobenanzahl durchgefiihrt wurden und die
Positivkontrolle zur Validierung des Versuchs gefehlt hat.

Die signifikante prozentuale und absolute Abnahme der CXCR3" T-Zellen (phinotypische
Charakterisierung-TH1-Zellen) im  Rahmen der G-CSF-Mobilisierungstherapie  der
Stammzellspender und dazu vor allem die Diskrepanz zur funktionellen Charakterisierung,
welche keinen Riickgang von THI-Zellen zeigte konnte auf direkte Effekte von G-CSF
hindeuten. In Anbetracht dieser Ergebnisse wére demnach eine phénotypische Charakterisierung
von T-Helferzell-Subpopulationen iiber deren Chemokinexpression nach Einsatz von G-CSF als

Mobilisierungstherapie mit Vorsicht zu bewerten.
5.5 B-Zell-Subpopulationen - Phinotypische Charakterisierung

Die phénotypische Charakterisierung der B-Zellen erfolgte analog zu der phénotypischen
Charakterisierung der T-Zellen an frisch gepaarten PBMCs vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie und an aus Hiiftkdpfen isolierten BMMCs, hier ungepaart. Wie bereits
erwéhnt, spielen Komplikationen, wie Infektionen, eine wichtige Rolle im Rahmen der allo-
HSZT. Da bereits einige Studien den Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung des
Transplantats und dem klinischen Verlauf bei Patienten beschreiben [87], war es im Rahmen
dieser Arbeit relevant auch die Zusammensetzung des B-Zell-Kompartiments vor und nach G-
CSF-Mobilisierungstherapie zu analysieren und mogliche Ursprungsgewebe, wie das KM, mit
zu untersuchen. Im Rahmen der Charakterisierung wurden insgesamt B-Zellen, Plasmablasten
und die weiteren Subpopulationen, Marginal-zonen @hnliche B-Zellen, naive follikuldre und
transitionale B-Zellen, Isotyp-gewechselte und doppel negative B-Zellen untersucht, sowohl
prozentual als auch absolut. Letztere zwei Untergruppen wurden auf ihre IgM-, IgG- und IgA-

Produktion hin ebenfalls untersucht.

Die Anzahl der B-Zellen veridnderte sich prozentual zu den Lymphozyten nicht; absolut gesehen

erfuhren sie eine ungefihre Verdopplung ihrer Zellzahl/ul. Die Zahl der Plasmablasten

69



verringerte sich, wenngleich auch nicht signifikant (p>0,05). Verglichen zum peripheren Blut
(PBMC) lagen sie im KM nicht vermehrt vor. In den BMMCs waren die B-Zellen an der
Lymphozytenpopulation im Vergleich zu PBMCs vor G-CSF im Mittel mehr vorhanden
(PBMCs vor G-CSF: 11,4 + 3,4%, BMMCs 20,8 + 5,5%; p>0,05). Da es bei B-Zellen absolut zu
einer Verdopplung kam und diese auch im KM vermehrt vorhanden sind, kdnnte das KM als
Quelle der Mobilisierung flir diese B-Zellen nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie
angenommen werden. Hinsichtlich der weiteren Subpopulationen war ersichtlich, dass naive
follikuldre B-Zellen mit im Mittel fast 50% der B-Zellen in PBMCs die grofte Gruppe unter
ihnen ausmachten. Dies korrelierte mit vorhergehenden Erwartungen. Wie in der Einleitung
erwdhnt, macht diese Subpopulation die Hauptpopulationen der B-Zellen im Blut und
sekundéren lymphatischen Organen aus [56]. Im Rahmen dieser Untersuchungen waren sie im
KM signifikant weniger als im peripheren Blut vor G-CSF vorhanden. Nach der G-CSF-
Mobilisierungstherapie der Stammzellspender verdoppelten sich die naiven follikuldren B-Zellen
in ihrer Zellzahl nach Mobilisierung, prozentual waren sie gleichbleibend. Sie konnten

moglicherweise aus Milz oder Lymphknoten mobilisiert worden sein.

Ahnlich war es bei den MZ-iihnlichen Zellen. Sie machten im Mittel 20% des B-Zell-Pools in
PBMCs vor G-CSF aus, signifikant mehr als im KM vorhanden. Nach G-CSF erfuhren sie im
Blut absolut eine fast zweifache Zellzahlverdopplung (p>0,05), so konnte ihre Mobilisierung
ebenfalls aus der Milz erfolgt sein.

Isotyp-gewechselte B-Zellen waren nach Mobilisierung im Blut absolut gesehen signifikant
erhoht. Im KM machten sie im Mittel die zweitgroBite B-Zell-Population aus.

Die groBite B-Zell-Subpopulation im Knochenmark machten die Doppel negativen B-Zellen aus
mit im Mittel 48% der B-Zellen. Sie waren im Vergleich zum peripheren Blut vor G-CSF
signifikant erhéht. Von allen beschriebenen B-Zell-Subpopulationen erfuhren sie den groBten
Anstieg in PBMCs nach G-CSF-Mobilisierungstherapie, mit einem 1,5-fachen prozentualen
Anstieg (p>0,05) und einem 2,6-fachen signifikanten Anstieg der absoluten Zellzahl/ul, was fiir
das KM als ihre Quelle sprechen konnte.

Weiterhin zeigte sich im Hinblick auf die IgM-, IgG- und IgA-Produktion, dass im DN und MZ-
dhnl. B-Zell Kompartiment das IgG-Isotyp vorherrschte, welches im Blutplasma grundséichlich
die groBte Immunoglobulin(Ig)-Fraktion darstellt [1], so auch im KM. Nach G-CSF-

Mobilisierungstherapie erfuhren sie die grofite Steigerung sowohl prozentual (p>0,05), als auch
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absolut signifikant (p<0,05). DN IgM" und MZ IgM" erfuhren ebenfalls einen Anstieg nach G-

CSF, wenn auch nicht signifikant.

Die IgA-Spiegel waren hingegen in beiden Subpopulationen prozentual nach G-CSF signifikant
gesunken. Schulenburg et al. untersuchten in ihrer Arbeit zur Erholung des Immunsystems nach
konventioneller und nicht-myeloablativer SZT die Ig-Spiegel (IgM, IgG, IgA) bei Empféngern 3,
6, und 12 Monate nach Stammzelltransplantation (SZT). IgM-Spiegel erfuhren nach
hidmatopetischer/nicht-myeloablativer SZT eine schnellere Erholung. IgA-Spiegel waren bei
beiden Gruppen verzogert wieder hergestellt [135]. Die Griinde fiir die unterschiedliche
Regeneration verschiedener Zellgruppen sind bislang nicht hinreichend gekldrt. Der Grund fiir
verminderte IgA-Spiegel konnte im fiir den Class-switch nicht vorteilhaften Zell- und Zytokin-
Milieu liegen, welches bislang nicht geklért ist. Es konnte allerdings ebenso daran liegen, dass
diese Immunoglobulin-Klasse von Beginn an im Stammzelltransplantat minder reprédsentiert war.
Wie oben beschrieben waren IgA™ B-Zellen als einzige nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie
signifikant sowohl prozentual als auch absolut gesunken. Zur endgiiltigen Kldrung dieser
Fragestellung miissten weitere Untersuchungen erfolgen, sowohl beim Spender in einem
grofBeren Umfang als es im Rahmen dieser Arbeit erfolgte, als auch prospektive Untersuchungen
am Empfanger zur Weiterverfolgung der transplantieren immunologischen Zellen und der
Bestimmung verschiedener Storfaktoren fiir die mangelhafte Regenerierung bestimmter

Zellgruppen.
5.6 Antikorper-sezernierende Zellen

Nachdem die phénotypische Charakterisierung der B-Zellen erfolgte, wurde die
Antikorpersekretionsleistung der B-Zellen, welche in vitro stimuliert wurden per ELISpot
tiberpriift. Das ELISpot ermittelt wie hoch der Anteil Antikorper-sezernierender Zellen ist. Es
ermoglicht quantitative Aussagen auf Einzelzellebene. Nach dem Zusetzen -eines
Stimulationsmediums (s. Kapitel 2) wurden B-Zellen nachgewiesen, die unspezifisch 1gG, IgA
sezernierten. Hier gab es keine signifikanten Unterschiede vor und nach G-CSF-Mobilisierung.
Wenn allerdings die Verdopplung der Gesamt-B-Zellzahl mit in Betracht gezogen wird, dann
konnte ebenso eine Verdopplung dieser Antikorper-sezernierenden Zellen nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie angenommen werden. Diese Aussage kann jedoch nur mit grof3er
Vorsicht getroffen werden, da es sich bei dem B-Zell-ELISpot um ein in vitro Assay handelt, bei

dem eine definierte Zellzahl kultiviert und stimuliert wird, was in vivo vor und nach G-CSF und
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individuell sehr unterschiedlich sein kann. Zudem sollte darauf hingewiesen werden, dass die N-
Zahl mit 5 Proben fiir das periphere Blut und 3 fiir das Knochenmark zu klein war und
individuell groBe Schwankungen bestanden. Per ELISpot wurden ebenfalls TT-, CL-, AL-,
Influenza-spezifische ASZ nachgewiesen und vor und nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie
miteinander verglichen. Die Anzahl TT-spezifischer IgG/IgM-ASZ war nach G-CSF kaum
verdndert. Auch bei den anderen Antigenen gab es keine signifikante Verdnderung in der Anzahl
der spezifischen ASZ, mit der Ausnahme von CL-spez. IgA-ASZ. Sie waren im peripheren Blut
vor G-CSF signifikant mehr als im KM vorhanden.

In diesem Kontext stellt sich die Frage nach der allgemeinen Verteilung von antigenspezifischen
Gedidchtnis-B-Zellen bzw. Antikdrper-sezernierenden Zellen in anderen Geweben als peripheres
Blut (PB) und Knochenmark (KM), wie der Milz und Tonsillen aussieht.

Giesecke et al. erlautern diesen Punkt in ihrer Arbeit zur Verteilung und zum Phénotypen
humaner antigenspezifischer Geddchtnis-B-Zellen, v.a. bezogen auf TT in verschiedenen
Geweben, wie dem PB, Milz, Tonsillen und KM. Insgesamt soll dabei die Milz die grofte
Population an Gedéchtnis-B-Zellen beherbergen, gefolgt von den Tonsillen, KM und PB.
Tetanus-spezifische Zellen, welche im peripheren Blut vorhanden waren, zeigten nach ihrer
absoluten Zellzahl, dass die Milz, gefolgt von den Tonsillen als ihr grofites Reservoir
angenommen werden kann [136].

Fiir weiterfilhrende Untersuchungen wére es somit wichtig neben dem Knochenmark andere
Gewebearten, wie Milz und Tonsillen, die als Quelle fiir die Mobilisierung immunkompetenter
Zellen in Betracht kommen im Kontext des adoptiven Zelltransfers auf antigenspezifische ASZ
hin zu untersuchen. Abschliefende Aussagen zur Mobilisierung bestimmter ASZ nach G-CSF
und dem KM als eine mogliche Quelle zur Mobilisierung konnten nicht getroffen werden, dafiir

bieten sich weitere Untersuchungen mit einem groferen Stichprobenumfang an.

5.7 Proliferationsverhalten der B-Zellen

Mit dem Ziel mogliche Unterschiede hinsichtlich des Proliferationsverhaltens von B-Zellen
herauszustellen, erfolgten die Analysen am peripheren Blut von 4 Stammzellspendern vor und
nach G-CSF und an 3 Hiiftkopfspendern. Aufgrund des kleinen Stichprobenumfangs und der
groflen individuellen Unterschiede/Spannbreite kann trotz einer tendenziell leicht hdheren
Proliferationsrate nach G-CSF keine abschlieende Aussage zu diesem Punkt getroffen werden.

Zudem konnen Vergleiche zwischen dem peripheren Blut vor G-CSF und dem Knochenmark zu
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diesem Zeitpunkt, im Rahmen dieser Arbeit nicht gezogen werden, unter anderem weil 3 BMMC
Proben, die eine ebenfalls grofe Streuungsbreite aufwiesen, nicht als reprisentativ flir das

Knochenmark erachtet werden konnten.

5.8 Limitationen der Arbeit

In diesem Abschnitt sollen Stirken und Schwichen der vorliegenden Arbeit herausgearbeitet
werden. Einschrinkungen und Fehlerquellen sollen aufgezeigt werden, welche beim Betrachten

der Ergebnisse beriicksichtigt werden sollten.

Zwei Messverfahren, welche hier zum Einsatz kamen waren die Durchflusszytometrie und der
B-Zell-ELISpot. Streitz et al. zeigten, dass es bei der Durchflusszytometrie iiber bestimmte
Einfliisse zu einer unterschiedlich ausgeprigten Variabilitit kommt. Im Rahmen der
Charakterisierung von Leukozytenpopulationen in verschiedene Zentren kam es zu einer
Variabilitit von 0,05% bis 30%. Bei Intra-Assay Tests betrug die Variabilitit 0,05% bis 20%.
Der Zeitfaktor spielt in diesem Kontext ebenso eine grole Rolle. Damit die Variabilitdt gering
gehalten wird, sollen Proben innerhalb von 4 Stunden bearbeitet und gefdrbt werden [137]. Im
Rahmen dieser Arbeit konnten Proben zur phénotypischen Charakterisierung frisch innerhalb
von 4 Stunden bearbeitet werden. Andere Versuchsansétze, wie die Antigenstimulation, bei der
die Zellen iiber Nacht im Brutschrank kultiviert werden mussten lieBen dies nicht zu. Allerdings
erfolgte die Farbung nach Protokoll fiir alle Proben unter den gleichen Bedingungen. Zellen, die
fiir die B-Zell-ELIspots verwendet wurden, wurden kryokonserviert und zu einem spéteren
Zeitpunkt untersucht. Einwirkzeit und Temperatur sind ebenso Faktoren, welche die Ergebnisse
beeinflussen konnen [138]. Diese wurden fiir die Versuche dieser Arbeit stets einheitlich
gehalten. Fiir die Messungen am Durchflusszytometer muss eine Kompensation erfolgen. Im
Rahmen der Auswertung sind zudem Unterschiede im Gating wichtig, da sie die Variabilitit
mitbeeinflussen [138]. Die Kompensation erfolgte hier durch automatische Berechnungen und
Beads. Beim Setzten der Gates wurde stets darauf geachtet diese vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie identisch zu setzten, ohne dabei jedoch natiirliche Populationsgrenzen zu
missachten. Um die Variabilitit so gering wie moglich zu halten, wurden zudem alle
Auswertungen von einer Person durchgefiihrt. In diesem Kontext wire die parallele Ermittlung
von Transkriptionsfaktoren tiber PCR- (engl. Polymerase chain reaction, Polymerase-
Kettenreaktion) Verfahren interessant gewesen, um die Ergebnisse, die iiber die

Durchflusszytometrie generiert wurden, zu untermauern. Dies konnte in Zukunft ergénzt werden.
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Das zweite Messverfahren ist der B-Zell-ELISpot Assay. Es gilt als eine sehr sensitive Methode
zur Darstellung von Antikorper-sezernierenden B-Zellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
hierunter das periphere Blut von fiinf Stammzellspendern vor und nach G-CSF-
Mobilisierungstherapie und drei ungepaarte Knochenmarksproben untersucht. Hier muss darauf
hingewiesen werden, dass der Stichprobenumfang zu klein war, um Unterschiede zum

Knochenmark herauszustellen. Dies sollte in Zukunft weitergefiihrt und ergénzt werden.

Bei allen Untersuchungen zu dieser Arbeit wire es interessant gewesen gepaarte
Knochenmarksproben zu analysieren. Leider ist dies praktisch nicht umzusetzen, da eine
Knochenmarkspunktion ein invasives Verfahren darstellt, welches Risiken birgt, die ansonsten
gesunde Stammzellspender unndtig gefdhrden konnte. Beziiglich des Proliferationsverhaltens
von B-Zellen konnten hier Tendenzen aufgezeigt werden. Es sollten allerdings weitere Versuche
mit groBeren Stichproben erfolgen, um aussagekréftige Ergebnisse zu liefern. Zudem waren die
Untersuchungen zur Mobilisierung antigenspezifischer T- und B-Zellen auf eine kleine Anzahl
an Antigenen beschrinkt, die fiir weitere Versuche auf andere Antigene ausgeweitet werden

sollten.
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6 Fazit

Die Kenntnis iiber die Zusammensetzung des Stammezelltransplantats ist von besonderer
Bedeutung, da sie den Therapieerfolg einer hidmatopoetischen Stammzelltransplantation
mitbeeinflussen kann. Im Rahmen dieser Arbeit zeigte die detaillierte phénotypische
Charakterisierung der T-Helferzellen eine prozentuale und absolute Erniedrigung von THI-
Zellen. TH2-Zellen erfuhren eine absolute Steigerung ihrer Zellzahl. Dieses Bild &hnelte dem im
Knochenmark. Diese Ergebnisse spiegelten sich auf funktioneller Ebene, iiber die Sekretion von
IFNy, IL-17 und TNFa nicht wider und der TH1 zu TH2 Shift, in der Literatur mehrmals
beschrieben, konnte somit nicht bestétigt werden. Es gab keinen Riickgang der TNFa- und IFNy-
sezernierenden T-Zellen, was dafiir sprechen konnte, dass TH1-Zellen eventuell aus dem
Knochenmark oder anderen sekundér lymphatischen Organen mobilisiert wurden, sich ihr
Phinotyp jedoch womoglich dnderte. Ob sich das iiber direkte Effekte von G-CSF erklart, wird
in der Literatur kontrovers diskutiert und kann zu diesem Zeitpunkt nicht abschlieBend geklart
werden. Der Riickgang von CXCR3 nach G-CSF-Mobilisierungstherapie  von
Stammzellspendern (in vivo Versuch) wurde in der Literatur bereits beschrieben. Im Rahmen
dieser Arbeit fand der starke Riickgang bestimmter Subpopulationen, wie THI-Zellen, die
CXCR3 positiv sind, sowohl prozentual als auch absolut statt. Die Diskrepanz zur funktionellen
Charakterisierung, ~wonach  TNFa- und IFNy-positive T-Zellen nach  G-CSF-
Mobilisierungstherapie vorzufinden sind konnte auf direkte Effekte von G-CSF auf den
Chemokinrezeptoren hindeuten, weitere in vitro Versuche mit G-CSF miissten dies allerdings
noch bestétigen.

B-Zellen erfuhren nach der G-CSF-Mobilisierungstherapie der Spender eine Verdopplung ihrer
Zellzahl, sie konnten aus dem KM mobilisiert worden sein. B-Zellen machten im KM um die
20% der Lymphozyten aus. Die naiven follikuldren B-Zellen erfuhren beispielsweise ebenfalls
eine absolute Verdopplung ihrer Zellzahl nach G-CSF-Mobilisierungstherapie. Im KM waren sie
allerdings verglichen zu den PBMCs der Spender vor G-CSF-Mobilisierungstherapie signifikant
weniger vorhanden. So kann es sein, dass diese Zellen ebenso aus sekundir lymphatischen
Organen, wie der Milz und Lymphknoten mobilisiert worden sein konnten. Wie bereits in
Kapitel 5.5 erwéhnt, stellen naive follikuldre B-Zellen eine der Hauptpopulationen der B-Zellen
im Blut und sekundéren lymphatischen Organen dar. Hinsichtlich des Proliferationsverhaltens

der B-Zellen bei Spendern nach G-CSF-Mobilisationstherapie gab es zwar eine tendenzielle
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Erhohung, eine endgiiltige Aussage aufgrund des kleinen Stichprobenumfangs und der grofen

individuellen Schwankungen bleibt zu diesem Zeitpunkt aus.
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7 Ausblick

In dieser Arbeit konnten bereits zahlreiche Erkenntnisse zur Zusammensetzung des
Stammzelltransplantats im Rahmen der allogenen hdmatopoetischen Stammzelltransplantation
gewonnen werden. Im Rahmen der phénotypischen und funktionellen Charakterisierung von B-
und T-Zellen konnten Unterschiede zum KM herausgearbeitet werden.

Aufgrund der teilweise zu niedrigen Anzahl an Probanden, sollten weitere Untersuchungen,
basierend auf den hier gewonnenen Daten angestrebt werden. Eine weitergehende Bewertung
des T-Helferzellstatus wire weiterhin von besonderem Interesse.

Eine phinotypische Charakterisierung mithilfe der genannten Chemokinrezeptoren im Rahmen
der hdmatopoetischen SZT, mit dem Einsatz von G-CSF, wire aufgrund der vermeintlichen
Effekte von G-CSF auf diese Chemokinrezeptoren nicht weiter ratsam. Hier bietet sich vor allem
die funktionelle Charakterisierung von T-Helferzellen an. So empfiehlt es sich, die Bestimmung
weiterer Zytokine, wie IL-4, IL-22 vorzunehmen, die unter anderem von TH2-Zellen sezerniert

werden und die jeweiligen Transkriptionsfaktoren parallel zu bestimmen.

Hinsichtlich der Mobilisierung antigenspezifischer T-Zellen konnte ein tendenzieller, jedoch
nicht signifikanter Anstieg der CD4" CD154" T-Zellen nach G-CSF-Mobilisierungstherapie,
nach in vitro-Stimulation beobachtet werden. Weitere Untersuchungen, so auch mit einer
grofBeren Stichprobe und dem Hinzuziehen weiterer Antigene sollten erfolgen, um diese
Ergebnisse zu tiberpriifen.

Aufgrund des vermehrten Auftretens bestimmter Zellgruppen nach der G-CSF-Mobilisierung,
wie u.a. von naiven T-Zellen oder follikuldren naiven B-Zellen, doppelt negativen B-Zellen,
konnten andere Gewebe neben dem KM, wie die Milz, Lymphknoten oder die Haut als weitere
Quellen fiir mobilisierte Zellen angenommen werden. Diese sollten in Zukunft in die
Untersuchungen miteingeschlossen werden.

Zudem sollten Versuche, welche das Proliferations- und Apoptoseverhalten von T- und B-Zellen
untersuchen, in einem groBeren Umfang durchgefiihrt werden. Hierbei sollten zudem in vitro-
Versuche mit G-CSF ausgebaut werden, um direkte Effekte von G-CSF auf T- und B-Zell-
Subpopulationen weiter herauszustellen. In diesem Kontext sollte {iber weitere immunologische
Untersuchungen die G-CSF-Mobilisierungstherapie mit anderen Regimen, wie der Mobilisierung
von Stammezellen iiber die Applikation von CXCR4-Antagonisten, wie Plerixafor verglichen
werden, um mogliche Vor- und Nachteile der verschiedenen Methoden aufzuzeigen.
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