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ZUSAMMENFASSUNG
Untersuchung zum Einfluss von HLA-Antikérpern auf die Integritdt und Funktion
hidmatopoetischer Stammzellen in Stammzelltransplantaten

Catrin Surholt

Bei nicht vollstindig HLA-kompatiblen Stammzelltransplantationen konnen
schwerwiegende Komplikationen wie die Graft-versus-Host-Krankheit oder die
TransplantatabstoBung auftreten. Auch von verschiedenen Blutgruppenantikdrpern
wurde berichtet, dass sie einen Einfluss auf das ,Engraftment“ nach allogener
Stammzelltransplantation haben. In dieser Studie soll der Einfluss von spezifischen
HLA-Antikorpern auf die Integritit und Funktion hédmatopoetischer Stammzellen in
vitro untersucht werden.

In verschiedenen Versuchen wurden mit HLA-Antikorpern sensibilisierte Stammzellen
mit nicht HLA-Antikorper-sensibilisierten Stammzellen verglichen. Dazu wurden in
durchflusszytometrischen Crossmatch-Versuchen die HLA-Antikdrper auf den
Stammzellen nachgewiesen, und in Klonogenititsassays wurde das Wachstum der
Stammzellen vergleichend untersucht. In durchflusszytometrischen Apoptose-
Versuchen wurde das Apoptoseverhalten und in Phagozytose-Versuchen
durchflusszytometrisch das Phagozytoseverhalten der beiden Stammzellgruppen
miteinander verglichen. Mit Versuchen am Optischen Biosensorsystem ,,JAsys wurde
die Endothelaffinitdt von HLA-Antikorper-sensibilisierten Stammzellen mit nicht HLA-
Antikorper-sensibilisierten Stammzellen verglichen.

Im Crossmatch konnten die HLA-Antikorper auf den Stammzellen nachgewiesen
werden. Der Grad der Apoptose der HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen war nach 24
und 36 Stunden signifikant hoher als die Apoptoserate der nicht HLA-AK-
sensibilisierten  Stammzellen. Die Klonogenitit der HLA-AK-sensibilisierten
Stammzellen war vermindert und die Phagozytoserate der HLA-AK-sensibilisierten
Stammzellen erhoht, eine Signifikanz liel sich in beiden Versuchen jedoch nicht
nachweisen. In der Endothelaffinitit konnte kein Unterschied nachgewiesen werden.

Die Integritit und Funktion hdmatopoetischer Stammzellen werden in vitro durch HLA-
Antikorper beeinflusst. Dies zeigt sich in der erhohten Apoptoserate HLA-AK-
sensibilisierter Stammzellen. Auch die erhohte Phagozytoserate sowie die verminderte
Klonogenitit HLA-AK-sensibilisierter Stammzellen konnten durch spezifische HLA-
Antikorper bedingt sein. Dieser Zusammenhang muss allerdings in Studien mit htheren
Fallzahlen iiberpriift werden.

Tag der miindlichen Priifung: 07.05.2008
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1. Einleitung

1.1  Stammzelltransplantation (SZT)

1.1.1 Einfiihrung

Die Ubertragung himatopoetischer Stammzellen ist ein etabliertes Therapieverfahren
in der Behandlung hidmatologisch-onkologischer Erkrankungen.

Die Stammzelltransplantation kann zum einen mit autologen und zum anderen mit
allogenen Stammzellen bei entsprechender Indikation erfolgen. Bei der autologen SZT
werden nach einer Hochdosis-Chemotherapie zuvor gewonnene und kryokonservierte
eigene Stammzellen transplantiert. Bei der allogenen SZT handelt es sich um die
Ubertragung moglichst HLA-identischer Stammzellen von Geschwistern oder auch
von Fremdspendern [75]. Unter bestimmten Kriterien werden auch HLA-differente
Stammzellen, zum Beispiel HLA-haploidente Stammzellen, transplantiert. Der Erfolg
der Transplantation wird hierbei jedoch stark vom Grad der HLA-Kompatibilitit
zwischen Spender und Empfinger beeinflusst [72].

Zur allogenen hdmatopoetischen SZT werden Stammzellen aus peripherem Blut von
gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF gewonnen und dem Empfinger i.v.
appliziert.

Die allogene himatopoetische SZT ist eine potentiell kurative Therapie fiir eine Reihe
von lebensbedrohlichen héamatologischen Krankheiten. Zu diesen zédhlen unter
anderem die akute und chronische Leukidmie, die schwere aplastische Anidmie und

progressive myelodysplastische Syndrome [51].

1.1.2 Vergleich von hiamatopoetischer SZT und Knochenmarktransplantation

Im  Vergleich der allogenen hédmatopoetischen  SZT  zur allogenen
Knochenmarktransplantation fallen in verschiedenen fritheren Studien bei der
himatopoetischen SZT ein schnelleres Engraftment und weniger benotigte
Transfusionen nach der Transplantation auf. Die Inzidenz an akuter oder chronischer

Graft-versus-Host-Disease war in diesen Studien geringer [9, 37]. Andere Studien



zeigen jedoch, dass entweder nur chronische oder akute wie auch chronische GvHD
nach hidmatopoetischer SZT héufiger auftreten als nach Knochenmarktransplantation
[19]. Das Auftreten und der Schweregrad einer GVHD nach SZT sind insbesondere
abhédngig von dem Mismatch-Grad zwischen Spender und Empfianger, der GvHD-
Prophylaxe durch Immunsuppression, der zugrunde liegenden Krankheit und der
Aktivitdt von reifen immunkompetenten T-Zellen im Transplantat [74]. Im Vergleich
zu Knochenmarktransplantaten enthalten Blutstammzelltransplantate eine erhohte Zahl
an T-Zellen, die unter anderem fiir die erhohte Rate an GvHD verantwortlich gemacht

wird [19].

1.2  Die Rolle der HLLA-Molekiile in der Entwicklung der SZT

Die heutige Knochenmark- und Stammzelltransplantation hat sich iiber einen Zeitraum
von mehr als 50 Jahren entwickelt. Die Studien iiber das HLA-System von Dausset
und van Rood [20, 89, 91] spielten eine groBe Rolle fiir die Entwicklung der
Knochenmarktransplantation und fiir das Verstindnis der Mechanismen von
AbstoBungsreaktionen. Diese konnten trotzdem in den sechziger Jahren zunichst nicht
beherrscht werden [13], so dass nur Transplantationen zwischen eineiigen Zwillingen
erfolgreich waren. In dieser Zeit wurde das HLA-System intensiver erforscht, damals
hauptsichlich wegen seiner grolen Bedeutung fiir Nierentransplantationen.

Seit Ende der sechziger Jahre wurde es durch wachsende Kenntnisse iiber das HLA-
System, wie die Einfilhrung der HLA-Typisierung, moglich, HLA-kompatible
Familienmitglieder als Spender auszuwihlen. Somit konnten Patienten auf lange Zeit
von ansonsten todlichen Krankheiten geheilt werden [89].

Seit den neunziger Jahren ist es durch weitere Fortschritte der Forschung moglich,
durch molekulargenetische HLA-Typisierung passende Spender noch genauer zu

bestimmen und damit das Risiko fiir Transplantationsreaktionen weiter zu minimieren

[6].



1.3 Das HLA-System

1.3.1 Aufbau der HLA-Molekiile

Auf den kernhaltigen Zellen des menschlichen Organismus befinden sich verschiedene
Oberfldchenrezeptoren, darunter auch die HLA-Antigene (human leucocyte antigen).
Diese Antigene bilden ein fiir jeden Menschen individuelles Muster an
Oberflachenmolekiilen. Dieses ist primir fiir die Erkennung prozessierter Antigene
und damit auch fiir die AbstoBung genetisch unterschiedlicher Gewebe verantwortlich.
Es gibt zwei unterschiedliche Klassen von HLA-Molekiilen: Die HLA-Klasse-I- und
die HLA-Klasse-II-Molekiile. Sie werden zum Teil auf unterschiedlichen Geweben
exprimiert. Die HLA-Antigene werden von einer Gruppe von Genen kodiert, die sich
auf dem  kurzen Arm von  Chromosom 6  befindet und als
Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex, MHC) bekannt
ist [43].

Die Klasse-I-HLA-Molekiile bestehen aus einer schweren a-Kette von ungefihr 43
kDa, die nicht-kovalent mit einer leichten, nicht polymorphen B2-Mikroglobulin (u)-
Kette verbunden ist (Abb. 1). Die leichte Kette wird auf Chromosom 15 kodiert und
hat 12 kDa. Der extrazelluldre Teil der a-Kette besteht aus 90 Aminosduren, welche
die drei Dominen al, 02 und o3 bilden. Die Dominen al und a2 bilden dabei die
peptidbindende Region der HLA-Molekiile. Diese Region kann Molekiile einer Grofle
von acht bis neun Aminoséduren Lange fassen. Sie ist die Region des Molekiils mit dem
hochsten Polymorphismus und wird somit als hypervariable Region bezeichnet [43,

61].
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Abb. 1: Aufbau eines Klasse-I-HLA-Molekiils [61]

Die Gene der HLA-Klasse-II kodieren fiir zwei nicht-kovalent verbundene a- und f-
Ketten von ungefidhr 34 und 28 kDa. Bei diesen Molekiilen wird die Bindungsregion
von den N-terminalen Doménen der al- und der f1-Kette gebildet. Sie kann Molekiile

einer GroBe von 13 bis 25 Aminosduren Linge fassen [61].

1.3.2 Funktion der HLA-Molekiile

Die HLA-Klasse-I-Molekiile HLA-A, -B und -C werden auf allen kernhaltigen Zellen
exprimiert, somit unter anderem auch auf B- und T-Lymphozyten, dendritischen
Zellen, Granulozyten und Thrombozyten [43].

Ihre Hauptfunktion ist die Prdsentation von antigenen, hauptsichlich endogenen,
intrazelluldr synthetisierten und lysierten Peptiden an zytotoxische CD8-Zellen [43,
61].

Die HLA-Klasse-1I-Molekiile HLA-DR, -DQ und -DP dagegen werden nur auf
antigenprisentierenden Zellen des Immunsystems wie B-Lymphozyten, Monozyten,

dendritischen Zellen und Langerhans-Zellen exprimiert [43]. Thre Hauptfunktion ist es,



antigene Peptide meist exogenen Ursprungs an CD4-Helferzellen zu prisentieren [43,
61].

Die Aufgabe der HLA-Molekiile ist es, den T-Zellen des Organismus als
Erkennungsmolekiile fiir nicht zum Korper gehorige und somit zu entfernende
Substanzen wie Viren und Bakterien zu dienen. Daher spielen sie in der
Transplantationsmedizin — und somit auch bei der Stammzelltransplantation — eine
groBe Rolle. Hier ist eine moglichst weitgehende Ubereinstimmung von Spender und
Empfianger im HLA-Muster notwendig, um AbstoBungsreaktionen zu vermeiden. Da
HLA-Molekiile genetisch jedoch sehr polymorph sind, liegt die Chance, einen
Menschen mit identischem HLA-Muster zu finden, je nach Haplotyp bei 1 : 20.000 bis
zu 1 : mehreren Millionen [22]. Die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Verwandte
identische HLA-Antigene haben, liegt bei etwa 1 : 5 [29]. Da bei vielen Krankheiten
eine allogene Stammzelltransplantation fiir den Patienten lebensrettend und damit
notwendig ist, werden zunehmend auch nur teilkompatible Stammzelltransplantationen
durchgefiihrt, bei denen nicht alle HLA-Merkmale iibereinstimmen. In 20 % der
Stammzelltransplantationen wird kein voll kompatibler Spender fiir den Patienten
gefunden, so dass auf solche teilkompatiblen Transplantationen ausgewichen werden
muss.

Die Diversitit im HLA-Muster wird durch die neuere Methode der DNA-
Sequenzierung noch besser nachweisbar. Durch diese Methode konnen nicht nur
sogenannte Antigen-Mismatche gefunden werden, bei denen verschiedene Antigene
zwischen Spender und Empfidnger vorliegen, sondern auch sogenannte Allel-
Mismatche. Bei diesen liegen zwar die gleichen HLA-Antigene zwischen Spender und
Empfinger vor, sie werden jedoch durch verschiedene Allele kodiert. Mit nur wenigen
Ausnahmen sind die Allel-Mismatche durch Aminosdure-Substitutionen in der
Bindungsregion der HLA-Molekiile gekennzeichnet. Bei den Antigen-Mismatchen
liegen sowohl Aminosduresubstitutionen in der Bindungsregion als auch in Regionen

vor, die wichtig fiir den Kontakt mit T-Zellen sind [70].



1.4 Transplantationsreaktionen

Bei Transplantationsreaktionen ist zwischen den Abstoungsreaktionen bei soliden
Organtransplantationen, der ihnen entsprechenden Host-versus-Graft-Reaktion bei
Knochenmark- oder Stammzelltransplantationen und der Graft-versus-Host-Disease zu

unterscheiden.

1.4.1 AbstoBungsreaktionen

AbstoBungsreaktionen treten bei soliden Organtransplantationen auf, es wird

unterschieden zwischen der hyperakuten, der akuten und der chronischen AbstoBung.

1.4.1.1 Hyperakute AbstoBung

Die hyperakute Abstoungskrise nach soliden Organtransplantationen tritt innerhalb
von Minuten oder Stunden im Anschluss an eine Transplantation ein. Sie beruht auf
praformierten Antikorpern, die durch eine vorangegangene Sensibilisierung induziert
wurden. Im Vordergrund stehen Antikorper gegen HLA-Merkmale und Isoagglutinine
bei inkompatiblen Hauptblutgruppen. Die allogenen Antikorper binden an ihre
korrespondierenden Antigene im Gewebe. Meist binden sie an das Endothel, so dass
tiber die Aktivierung von Komplement zytotoxische Reaktionen mit Zellnekrosen
induziert werden. Gleichzeitig werden durch Aktivierung des Gerinnungssystems
Mikrothromben gebildet, welche die Kapillaren verschlieBen und so eine ischimische
Nekrose nach sich ziehen [11].

Im Gegensatz zu den beschriebenen Organtransplantationen gibt es bei allogenen
Stammzelltransplantationen bisher nur wenig klinische und experimentelle
Erfahrungen mit potentiellen Funktionseinschrinkungen der Transplantate durch

donorspezifische priafomierte HLA-Antikorper.



1.4.1.2 Akute AbstoBung

Die akute AbstoBung tritt meist im ersten Jahr nach einer Transplantation auf, sie kann
humorale und zelluldre Effektormechanismen aufweisen. Die zelluldre AbstoBBung wird
in der Regel durch T-Zellen vermittelt. Die humorale Abstoung erfolgt in Form einer
Vaskulitis nach Ablagerung von Antikdrpern in  der GefiBwand mit

Komplementaktivierung und Aktivierung des Gerinnungssystems [11].

1.4.1.3 Chronische AbstofBung

Die chronische AbstoBung tritt Monate bis Jahre nach einer Transplantation auf. Sie
beruht auf einer schleichenden Entziindung, durch die es zu einer Stimulation von
GefidBendothelien und glatten Muskelzellen der GefiBBwand kommt. Dadurch
entwickelt sich eine Intimafibrose und —hyalinose und nachfolgend eine Stenosierung

des GefidBlumens mit Minderdurchblutung des Gewebes [11].

1.4.2 Graft-versus-Host-Disease (GvHD)

Als GvHD wird die immunologische Reaktion der mittransplantierten
immunkompetenten Zellen des Spenders gegen den Empfianger bezeichnet. Prinzipiell
werden bei jeder Transplantation Leukozyten mitiibertragen, meist werden sie kurz
nach der Transplantation eliminiert. Wird ein Transplantat mit einem hohen Gehalt an
immunkompetenten Zellen (wie z.B. allogene Stammzellen) in einen stark
immunsupprimierten Empfianger transferiert, so konnen insbesondere T-Lymphozyten
aus dem Transplantat ausgeschwemmt werden und in die lymphatischen Gewebe des
Empfingers infiltrieren. Die eingewanderten Lymphozyten werden nun durch das
unterschiedliche HLA-Muster der Zellen des Empfidngers stimuliert und konnen
prinzipiell alle Organe und Zellen angreifen [77]. Die akute GvHD befillt vor allem
die Haut, den Gastrointestinaltrakt und die Leber [12]. Die chronische GvHD tritt 100

Tage oder spiter nach der Transplantation auf. Neben den bereits erwdhnten Systemen



konnen weitere Organsysteme betroffen sein, z.B. die Speicheldriisen oder Lungen
[12].

Die Gefahr einer GVHD ist besonders bei teilkompatiblen Stammzelltransplantationen
grof}, wenn also bei der Transplantation ein Mismatch zwischen den HLA-Antigenen
des Spenders und des Empfingers in Kauf genommen werden muss [34, 51, 54, 71,
69, 70, 72]. Vermehrt gibt es auch Hinweise darauf, dass sogar Allel-Mismatche von
HLA-Klasse-I Molekiilen zu einer erhohten Inzidenz von chronischer GvHD beim
Empfianger fiihren [27, 69, 78]. Aus diesem Grund wird versucht, vollstindig HLA-

kompatible Spender fiir den Empfanger zu finden.

1.4.3 Host-versus-Graft-Reaktion (HvG)

Die HvG-Reaktion tritt bei allogenen Knochenmarktransplantationen und bei
himatopoetischen Stammzelltransplantationen auf. Es reagieren durch Strahlen- oder
Chemotherapie resistente T-Zellen und NK-Zellen des Empfingers gegen das
Transplantat [11].

1.5 Die Rolle verschiedener Blutgruppenantikorper bei der allogenen

himatopoetischen SZT

Von verschiedenen Blutgruppenantikdrpern ist bekannt, dass sie die Klonogenitit von
erythrozytiren und megakaryozytiren Vorlduferzellen inhibieren konnen. Somit
konnen sie einen Einfluss auf das Engraftment nach allogener SZT haben [16].

Inkompatibilititen im ABO-Blutgruppen-System treten in bis zu 40 % der HLA-
identischen SZT auf, da die ABO-Blutgruppe unabhingig von den HLA-Antigenen
vererbt wird [36, 53, 73]. Je nach Major- und Minor-ABO-Inkompatibilitit konnen
verschiedene Komplikationen bei den transplantierten Patienten auftreten. Diesen wird
mit Verfahren wie Erythrozyten- und Plasmaverminderung der Transplantate oder mit
Plasmaaustausch der Patienten entgegengewirkt [16]. Erker et al. zeigten in Bezug auf
die im ersten Monat nach Stammzelltransplantation erforderlichen Transfusionen

keinen Unterschied fiir ABO-, Rhesus- oder Kell-differente Transplantationen.



Deutlich wurde jedoch ein vermindertes Uberleben fiir Patienten, die ein Transplantat
mit ,,minor-mismatch* oder mit ,,bidirectional-mismatch* erhalten hatten gegeniiber
Patienten, die ,,ABO-matched* oder ,,major ABO-matched transplantiert wurden.
AuBerdem zeigte diese Studie eine verminderte Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir
Rhesus-inkompatible =~ Stammzelltransplantationen im  Vergleich zu Rhesus-
kompatiblen Stammzelltransplantationen [23]. Auch Worel et al. konnten eine erhchte
Rate an immunhidmatologischen Komplikationen und eine erhéhte Transplantations-
assoziierte Mortalitét nach nicht-myeloablativen himatopoetischen
Stammzelltransplantationen mit ,,ABO-mismatch* nachweisen [96]. Ebenso wurde fiir
Knochenmarktransplantationen in verschiedenen Studien ein negativer Einfluss eines
,, ABO-mismatches* auf das Uberleben der Patienten gezeigt, besonders zeigte sich
dieser Einfluss im ,,bidirectional mismatch* [8, 84, 83].

Klinische Daten zum potentiellen Einfluss nicht zum ABO-System gehoriger
erythrozytirer oder Thrombozyten-spezifischer Antikorper auf die Hdmatopoese und
auf das Engraftment allogener Stammzellen sind noch selten. Trotzdem gibt es
vermehrt Hinweise darauf, dass auch nicht zum ABO- oder Rhesus-System gehorige
erythrozytire Alloantikorper schwere himolytische Transfusionsreaktionen im
Rahmen von Transplantationen auslosen. Die Inzidenz solcher Himolysen liegt nach
Angaben einer Single-Center-Studie bei ungefdahr 1 % [99]. Zu unterscheiden ist bei
den durch Alloantikdrper ausgelosten Transfusionsreaktionen zwischen der
Antikorperbildung nach der Transplantation durch transplantierte Lymphozyten [87],
zwischen der Fiahigkeit des transplantierten Immunsystems selbst noch Antikorper zu
bilden und zwischen eventuell noch vorhandenen immunkompetenten Zellen des
Empfingers [90].

Auch die Reaktivierung von Empfianger-HLA-und-erythrozytiaren-Antikérpern nach
allogener SZT wurde beschrieben. Sie ist wahrscheinlich auf die Transplantat-
Erkennung durch Antigene des Empféangers zuriickzufiihren [95].

Vermehrt gibt es Hinweise darauf, dass vorbestehende Anti-Kell-Antikorper des
Transplantatempfingers das  Wachstum  Kell-positiver ~ Burst-forming-Units-
Erythrocyte und Colony-forming-Units unterdriicken [40, 82, 92] und dass Kell-
Antigene nicht nur auf erythrozytiren, sondern auch auf megakaryozytiren

Vorlduferzellen zu finden sind. Somit kénnen Anti-Kell-Antikérper nicht nur die



Erythropoese sondern auch die Bildung von Thrombozyten unterdriicken und damit
das Stammzellengraftment beeinflussen [93]. Auch von anderen Antikérpern, wie zum
Beispiel von verschiedenen glycoprotein-spezifischen Thrombozyten-Antikorpern, ist

bekannt, dass sie die Himatopoese inhibitorisch beeinflussen [85].

1.6  Die Rolle von priformierten HLA-Antikorpern im

Empfingerorganismus

Uber die klinische Relevanz und die experimentellen Wechselwirkungen priformierter
HLA-Antikorper in Hinblick auf die Hamatopoese und das Engraftment von
Stammzellen nach allogener himatopoetischer SZT ist noch wenig bekannt.

Es gibt verschiedene Ursachen fiir priaformierte HLA-Antikorper im
Empfiangerorganismus. Beispiele hierfiir sind Schwangerschaft, vorausgegangene
Transplantationen, Bluttransfusionen und andere immunologische Ereignisse im Leben
des Empféangers [88]. Die Affinitidt und Klasse der produzierten HLA-Antikorper hdngt
von verschiedenen Faktoren ab. Zu diesen zdhlen der Immunisierungsweg, die
Persistenz und der Typ der vorhandenen Zellen sowie auch der Immunstatus des
Empfingers. Zytotoxische HLA-Antikorper, die bei 15-20 % aller mehrgebédrenden
Frauen gefunden werden konnen, sind normalerweise multispezifisch, hochtitrig, von
hoher Affinitdt und aus der IgG-Klasse. Antikorper, die nach Transplantationen
auftreten, sind meist ebenfalls IgG-Antikorper. Die Mehrheit der produzierten
Antikorper nach Transfusionen sind multispezifische IgM und IgG-Antikorper. 30-50
% der mehrfach mit nicht-leukozytendepletierten Blutkomponenten transfundierten
Patienten entwickeln HLA-Antikorper [17, 61]. Diese priformierten Antikorper sind
ein wichtiger Risikofaktor fiir die Funktion und das Uberleben von
Organtransplantationen [61]. So ist zum Beispiel das Vorhandensein von priformierten
HLA-Antikorpern bei Nieren- und Herztransplantationen mit hyperakuten
AbstoBungsreaktionen assoziiert. Daher werden vorhandene HLA-Antikérper schon
bei Aufnahme auf die Transplantations-Warteliste identifiziert und registriert [58, 61,
68]. Auch iiber die allogene hidmatopoetische Stammzelltransplantation wurde in

Studien berichtet, dass Patienten mit donor-spezifischen Antikorpern und somit einem
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positiven zytotoxischen Crossmatch eine hohere Inzidenz an Transplantatversagen
hatten als Patienten mit einem negativen Crossmatch [3, 51, 61, 67].

Trotz dieser Studien werden bei der Stammzelltransplantation bisher nicht
grundsitzlich die beim Patienten potentiell vorhandenen priaformierten HLA-
Antikorper gegen die Stammzellen des Spenders bestimmt, da deren klinische

Relevanz bis dato noch nicht eindeutig beurteilbar ist.
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2  Fragestellung

Bei Stammzelltransplantationen werden heutzutage zur Vermeidung von zelluldren
AbstoBungsreaktionen moglichst HLA-identische allogene Stammzellen ohne
Mismatch transplantiert. Bisher werden dabei jedoch nicht grundsitzlich die potentiell
vorhandenen HLA-Antikorper des Empfiangers gegen die Stammzellen des Spenders
bestimmt.

Ziel dieser Arbeit ist es, in vitro mit verschiedenen morphologischen und funktionellen
Assays HLA-Antikorper auf Stammzellen nachzuweisen und die Funktion der HLA-
Antikorper-sensibilisierten Stammzellen im Vergleich zu nicht HLA-Antikorper-

sensibilisierten Stammzellen zu priifen.

- Im Crossmatch soll zunichst iiberpriift werden, ob HLA-Antikorper aus dem
Patientenserum an die Stammzellen binden und sich auf diesen Zielzellen
nachweisen lassen.

- In Versuchen zum Apoptoseverhalten von Stammzellen soll evaluiert werden, ob
und in wie weit die mit HLA-Antikdrpern sensibilisierten Stammzellen gegeniiber
den nicht HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen stirker apoptotisch werden, was
ein Hinweis dafiir sein konnte, dass dies auch in vivo eine Rolle spielt.

- AuBerdem soll gepriift werden, ob und in wie weit die Phagozytoserate von HLA-
AK-sensibilisierten Stammzellen gegeniiber nicht HLA-AK-sensibilisierten
Stammzellen erhoht ist. Es erscheint moglich, dass antikdrpersensibilisierte
Stammzellen durch sogenannte ,,Third-part“-Effektorzellen schneller und stirker
phagozytiert werden als nicht AK-sensibilisierte Zellen.

- In Kurzzeit-Klonogenititsassays soll iiberpriift werden, in wie weit sich die
Antikorpersensibilisierung von Stammzellen auf deren Proliferation im Vergleich
zu nicht AK-sensibilisierten Stammzellen auswirkt.

- SchlieBlich wird an einem optischen Biosensorsystem untersucht, ob die
Antikorpersensibilisierung der Stammzellen deren Affinitit zum GefidBendothel
beeinflusst. Dies konnte ein Hinweis auf die moglicherweise durch die HLA-

Antikorper behinderte Riickwanderung der Zellen ins Knochenmark sein.
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3.1

3.1.1

3.1.2

Material und Methoden

Materialien

Gerite

1. Durchflusszytometer: FACSCalibur, Fa. Becton Dickinson, San José, USA
2. Zellzahlgerit: K-1000, Fa. Sysmex, Kobe, Japan

3. Wirmeschrank: Fa. Heraeus instruments, Hanau

4. Werkbank: Clean Bench HERA Safe, Fa. Heraeus Instruments, Hanau

5. VortexGenie2: Fa. Scientific Industries, New York, USA

6. Mikroskop: Wilovert S, Fa. Hund, Wetzlar

7. Zentrifuge Rotanta 96 RC: Fa. Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

8. Zentrifuge Rotanta/RPC: Fa. Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

9. Zentrifuge Immucent II: Fa. DADE Diagnostik GmbH, Unterschleiheim

e e e e e
AN N B~ WD = O

. IAsys Affinity Sensor: Fa. Thermo Labsystems, Cambridge, UK

. Sonorex TK 30: Fa. Schalltec GmbH, Morfelden-Walldorf

. Feinwaage: MC1 Laboratory LC 2200 S, Fa. Sartorius, Gottingen
. Pipetten 10 ul, 100 pl, 1000 ul: Fa. Eppendorf, Hamburg

. Cell Scraper: Falcon, Fa. BD Biosciences, USA

. Pipet-Boy: Fa. Integra Biosciences, Fernwald

. pH-Meter 761 Calimatic: Fa. Knick, Berlin

Verbrauchsmaterial

p—

sterile Kulturschale: Fa. Nalge Nunc International, Naperville, USA
Gewebekulturschalen: Fa. Greiner, Solingen

Filter: Millex GP Filter Unit, 0,22 um, Millipore Express, PES Membrane,
Fa. Millipore Corporation Bedford, USA

Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, 1000 ul: Fa. Sarstedt, Niimbrecht

Cell culture dish, sterile, 35 x 10 mm: Fa. Nalge Nunc International, New

York, USA
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3.13

Messrohrchen, BD Falcon, 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube: Fa. BD
Biosciences, USA

PS-Rohrchen: Fa. Greiner BioOne GmbH, Solingen

Pipetten, Advantage Falcon Serological: Fa. Becton Dickinson, USA

Pipetten, 10 ml: Fa. Greiner BioOne GmbH, Solingen

Reagenzien

Bestimmung von CD34+-Zellen:

1. D-PBS mit CaCl2, MgCl2, REF 14190-094, LOT 3090792: Fa. Invitrogen
Life Technologies, California, USA

2. FacsFlow, Cat. No. 342003: Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

3. FacsRinse, Cat. No. 340346: Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

4. FacsClean, Cat. No. 340345: Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

5. CD34-PE Antikorper (8G12), Cat. No. 345802: Fa. Becton Dickinson, San
Jose, USA

6. CDA45-TC-Antikorper, Human CD45, tri-color conjugate, Code No. MHCD
4506: Fa. Caltag laboratories, Burlingame, CA

7. Lyse-Reagenz, PeliLyse buffer Al, aufgelost in 1:10 Aqua dest., REF
M7101.6, LOT 8000057711, Vertrieb Deutschland: Fa. HISS Diagnostics
GmbH, Freiburg 1.Br.

Klonogenititsassay:

1. Methylcellulose MethoCult H4433: Fa. Stem Cell Technologies Inc.,
Vancouver, Kanada

2. RPMI 1640 Medium with L-Glutamine: Fa. GibcoBRL, Painsley,
Schottland

3. fetales Kilberserum (FCS) Fetal Bovine Serum bei 56 Grad Celsius fiir 30
min inaktiviert: Fa. Sigma Chemical Co, St. Louis, USA,

4. L-Glutamine-Penicillin-Streptomycin-Solution with 200 mM L-glutamine,

10000 U penicillin and 10 mg streptomycin in 0,9 % NaCl, LOT 21K2418:
Fa. Sigma Chemical Co, St. Louis, USA
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Phagozytose-Assay:

1.

Human CDI14, Code No. MHCD 1404, R-phycoerythrin conjugate: Fa.
Caltag laboratories, Burlingame, CA

CD34-PerCP (8G12), Code No. 345803: Fa. Becton Dickinson, San Jose,
California, USA

CellTracker™ Green CMFDA (5-chloromethylfluorescein diacetate),
Catalog Numer C-7025: Fa. Molecular Probes Europe BV, Leiden,

gelost in DMSO zu einer Konzentration der Stock-Losung von 10 mM,

gelost in PBS zu einer Arbeitskonzentration von 5 uM

Crossmatch-Assay:

1.

Goat F(ab’)2 Anti-Human IgG (Fc sp.), FITC conjugate, Code No.
H10101: Fa. Caltag laboratories, Burlingame, CA

Apoptose-Assay:

1.

Recombinant human AnnexinV, Code No. AnnexinVO1, FITC conjugate:

Fa. Caltag laboratories, Burlingame, CA

Versuche am Optischen Biosensor:

AL e

Natrium-Phophat-Puffer 10 mM pH 7,7

PBS pH 7,4 mit 10 mM Natrium-Phophat, 138 mM NacCl, 2,7 mM KCl
BS’-Puffer: 0,56 mg/ml in 10 mM Natrium-Phosphat pH 7,7

BSA 2%: 2 mg/ml in PBS pH 7,4

PBS/T: PBS mit Tween 20, ad 0,05 % (v/v)

HBS (Hepes buffered saline) mit 10 mM Hepes pH 7.4, 3,4 mM EDTA und
150 mM NaCl, Aqua dest. auf 200 ml

HCI: 10 mM und 1 mM

Cleaning Solution: 1 mM NaOH mit 1% SDS und 1% Tween 20

Zellkultur: HDMEC-c-Endothelzellen der Firma PromoCell, Heidelberg,
aus Endothelial Cell KIT HDMEC-c
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10. Zellkulturmedium: Endothelial Cell Growth Medium CV der Firma
PromoCell, Heidelberg, aus Endothelial Cell KIT HDMEC-c

11. EDTA-Trypsin-Solution: 0,5%/0,2% in PBS w/o Ca**, Mg**, dilute 1:10
with aqua bidest. Cat. No. L2153, Lot. No. 212B, Fa. Biochrom AG, Berlin

12. D-PBS (CaCl,, MgCl,): GIBCO, Fa. Invitrogen Life Technologies, USA

3.2 Patientenkollektiv

Aus frischen bzw. kryokonservierten Aphereseprodukten mit einer Stammzell-Reinheit
von 90-95% von gesunden Stammzellspendern wurden Aliquots von ca. 2 ml
gewonnen.

Fir die Monozytenisolierung wurde frisch abgenommenes Blut von gesunden
Blutspendern der Blutgruppe O verwendet.

Das AB-Serum fiir die Kontrollgruppen wurde von gesunden Blutspendern gewonnen,
bei denen zuvor HLA-Antikorper im Serum ausgeschlossen wurden.

Das Serum mit HLA-Antikorpern wurde von Patienten gewonnen, bei denen
spezifische HLA-Antikorper mittels Lymphozytotoxizititstest nachgewiesen worden
waren.

Die Seren wurden portioniert und bis zu den Versuchen bei —80 °C gelagert.

3.3 Labortechniken

3.3.1 Zellzdhlung

Zur Bestimmung der Leukozytenzahlen der verschiedenen Proben wurde ein
Zellzahlgerit Sysmex K-1000 der Firma Sysmex verwendet. Dieses Geridt wurde nach

Herstellerangaben gereinigt und kalibriert.
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3.3.2 Grundlagen der durchflusszytometrischen Diagnostik

Die Durchflusszytometrie ist eine verbreitete Methode zur Analyse von Zellen in
wissriger Suspension. Dabei werden die einzelnen Zellen mit fluoreszenz-markierten
Antikorpern beladen und dann im Durchflusszytometer mit verschiedenen Parametern
auf der Grundlage ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften untersucht und
dargestellt.

Die Durchflusszytometrie wurde bei den Versuchen zum Crossmatch-, Phagozytose-

und Apoptoseverhalten der Stammzellen eingesetzt.

3.3.3 Durchflusszytometrische Bestimmung der CD34-exprimierenden Zellen

Um die CD34-exprimierenden Zellen zu bestimmen, wurden die Stammzellaliquots
mit 5 ul fluoreszenzmarkierten CD34-PE-Antikorpern und 5 ul fluoreszenzmarkierten
CDA45-FITC-Antikorpern 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Zuvor wurden bei frischen
Produkten die Erythrozyten durch eine zehnminiitige Inkubation mit 1 ml Lysereagenz
entfernt und die verbliebenen Zellen mit PBS gewaschen.

Auch nach der Inkubation mit CD34-Antikérpern wurden die Zellen zweimal mit je 1
ml PBS gewaschen, um nicht gebundene Antikorper aus der Losung zu entfernen.
Danach wurden die Zellen zur Messung mit 400 pul PBS aufgefiillt.

Die Auswertung erfolgte zunichst in einer Darstellung von FSC (Vorwirtsstreulich)
auf der X-Achse gegen SSC (Seitswartsstreulicht) auf der Y-Achse. Dabei wurden
Nebengerdusche wie zum Beispiel noch vorhandene Erythrozyten durch einen
Schwellenwert von ca. 200 ausgegrenzt. In der nédchsten Darstellung wurde SSC auf
der X-Achse gegen die Intensitit von CD45 auf der Y-Achse gemessen. Dadurch
konnten die Leukozyten von den anderen Zellen abgegrenzt und im Gate dargestellt
werden. Diese gegateten Zellen wurden dann mit CD45 auf der X-Achse gegen CD34
auf der Y-Achse so dargestellt, dass der genaue Anteil der CD34-exprimierenden

Zellen an den gesamten Leukozyten dargestellt werden konnte.
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3.3.4 Dichtegradientenzentrifugation

Fiir die Crossmatch-Versuche, die Klonogenititsassays und die Monozytenisolierung
wurde mit einem frischen Zellprodukt bzw. mit frischem heparinisierten Vollblut vor
den eigentlichen Versuchen eine Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt.

Dazu wurde das Produkt bzw. das Blut mit PBS verdiinnt, diese Verdiinnung wurde
auf mehrere Ficoll-Rohrchen, die jeweils 3,2 ml FICOLL enthielten, aufgeteilt und
langsam aufgeschichtet. Die verschlossenen Rohrchen wurden zundchst 15 min bei
3000 U/min ohne Bremse zentrifugiert, so dass sich zwischen dem Plasma und der
Ficoll-Losung eine weille Interphaseschicht aus mononukledren Zellen (MNCs)
bildete, wie in Abb. 2 dargestellt.

Die Zellschichten aus MNCs wurden aus der Mitte vorsichtig abpipettiert, in neue
Rohrchen gefiillt, mit PBS auf 10 ml aufgefiillt und gewaschen. Dazu wurden die
verschlossenen Rohrchen 5 min bei 1200 U/min ohne Bremse zentrifugiert. Nach der
Waschung wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt, die MNCs wurden
aufgeschiittelt und erneut mit 10 ml PBS iiberschichtet und durchmischt. Bei der
zweiten Waschung wurde 5 min mit 1200 U/min und starker Bremse zentrifugiert,
danach wurde der Uberstand wieder abgesaugt und die MNCs je nach Versuch mit

PBS oder RPMI aufgefiillt.
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Abb. 2: Schematische Darstellung einer Dichtegradientenzentrifugation

3.3.5 Crossmatch

Das durchflusszytometrische Crossmatch wurde durchgefiihrt, um die Intensitédt der
Bindung von allogenen, fiir die HLA-Antigene auf den Stammzellen spezifischen,
HLA-Antikorpern zu {iberpriifen. Dazu wurde zu jedem Versuch mit HLA-
Antikorpern eine Negativkontrolle mit AB-Serum mitgefiihrt. Jeder Versuch wurde
dreifach angesetzt.

Zunachst wurden die Zellen aus dem Aliquot eines frischen Aphereseproduktes mittels
Dichtegradienten-Trennung aufgereinigt, um mononukledre Zellen (MNCs) zu
isolieren.

Nach dieser Dichtegradienten-Trennung wurden die MNCs mit PBS auf 15 x 10°
Zellen pro ul eingestellt. 50 ul Stammzellen wurden jeweils in ein Falconr6hrchen
pipettiert, dazu wurde je 1 ml Lysereagenz gegeben um die restlichen Erythrozyten zu
entfernen. Per Vortexer wurden die Zellen durchmischt und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Dann wurden die Rohrchen 5 min bei 1200 U/min zentrifugiert und der Uberstand

dekantiert. Zum Auswaschen des Lysereagenzes wurde je 1 ml PBS zugegeben,
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durchmischt, wieder 5 min bei 1200 U/min zentrifugiert und wieder der Uberstand
dekantiert.

Nun wurden in jedes Stammzellrohrchen entweder 50 ul Serum mit fiir die Antigene
auf den Stammzellen spezifischen HLA-Antikorpern oder 50 ul AB-Serum zugegeben.
Die Zellen wurden mit den Seren durchmischt und die Suspension in den Rohrchen fiir
30 min bei 37 °C und 5% CO, inkubiert.

Danach wurden die Zellen zweimal wie zuvor mit PBS gewaschen.

Nach dem Waschen wurden die fluoreszenzmarkierten Antikdrper zugegeben. Dafiir
wurden je Rohrchen 8 pul CD34-PE und 8 pl Anti-Human-IgG-FITC benutzt und die
Suspension durchmischt. Wihrend der Bindung der Antikorper an die Stammzellen
wurden die Rohrchen 20 min im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Um die restlichen nicht
gebundenen Antikorper aus der Suspension zu entfernen, wurden die Zellen zweimal
wie zuvor mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 400 ul PBS fiir die

Messung am Durchflusszytometer aufgefiillt.

Bei dieser Messung wurden die CD34-positiven Zellen zunichst in einem Dotplot
(Punktwolke) gegated (Abb. 3b R1) und dann in einem Histogramm dargestellt. In
diesem Histogramm wurde die Intensitit des Anti-Human-IgG dargestellt, so dass der
Mittelwert der Anti-Human-IgG-Bindung der CD34-positiven Zellen abgelesen
werden konnte. Es wird davon ausgegangen, dass das Anti-Human-IgG an die HLA-
Antikorper auf den Stammzellen bindet, so dass die Anti-Human-IgG-Bindung im
Histogramm die Intensitit der Bindung von HLA-Antikérpern an Stammzellen
reprasentiert.

Als Beispiel ist in Abb. 3 die Auswertung einer mit HLA-Antikorpern sensibilisierten

Stammzellpriparation dargestellt.

20



o Crossmatch220904.004 T
= 2 ) =
=] .
-1 =
22 ] m
27 T's
= -
C)-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII D;:_'. ‘= -
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
FSC-Height SSC-Height
T Crossmatch220904.004
"E*u:_ c)
-
w3
o ]
3~
—E LELARALLY IR ALY IR LLLL UL AL
1® 100 12 1d 1t
CD34 PE
o Crossmatch220904.004
)
'::..:; ) -
O L) L) L) LA I L) L)
10° 10! 107 10° 10t

Anti-Human-1gG FITC

Abb. 3: Beispiel der Auswertung eines Crossmatch-Versuches
3a und 3b jeweils im Gate dargestellt: Stammzellen
3c in rot dargestellt: Stammzellen

3d: Anti-Human-IgG-Bindung der Stammzellen
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3.3.6 Apoptose

Fir die Messung des Apoptoseverhaltens wurden frische unselektionierte
Stammzellprodukte verwendet, die nicht &lter als 6 Stunden waren. Zu jedem Versuch
mit HLA-Antikorpern wurde auch hier eine Negativkontrolle mit AB-Serum
mitgefiihrt, und jeder Versuch wurde dreifach angesetzt. Die Messungen der
Apoptoserate fanden nach 0, 12, 24 und 36 Stunden statt.

Das Produkt wurde zunichst mit PBS auf 15-20 x 10° Zellen pro pl eingestellt. Je 50
ul Produkt wurden in ein Falconrohrchen pipettiert, dazu wurde je 1 ml Lysereagenz
gegeben, um die Erythrozyten zu entfernen. Die Suspension wurde durchmischt und
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Entfernen der Lysereagenzie wurden die
Rohrchen 5 min bei 1200 U/min zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Dann
wurden die Zellen wie in den zuvor beschriebenen Versuchen noch einmal mit PBS
gewaschen.

Im néchsten Schritt wurden je 50 pl Serum mit HLA-Antikoérpern bzw. 50 pul AB-
Serum ohne HLA-Antikérper zugegeben und die Zellen durchmischt. Die
Zellsuspensionen wurden bei 37 °C und 5 % CO, fiir 0 bzw. 12, 24 und 36 Stunden
inkubiert.

Nach dieser Inkubationsphase wurden die Zellen zweimal wie zuvor mit PBS
gewaschen, um nicht gebundene Antikorper zu entfernen.

Im nédchsten Schritt wurden die fluoreszenzmarkierten Antikorper zugegeben: In jedes
Rohrchen wurden je 5 pl Annexin-FITC, 8 ul CD34-PE und 5 ul CD45-TC pipettiert,
durchmischt und 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurden die Zellsuspensionen wiederum zweimal mit PBS

gewaschen, um nicht gebundene fluoreszenzmarkierte Antikorper zu entfernen.

Annexin V bindet spezifisch an das calciumabhingige Phosphatidylserin. Dieses ist im
normalen Zellmilieu an der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran lokalisiert. Bei
apoptotischen Zellen jedoch kommt es durch den Verlust der Asymmetrie der
Zellmembran vermehrt zur Translokation des Phosphatidylserins auf die AufBlenseite

der Zellmembran wie in Abb. 4 gezeigt.
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Abb. 4: Mechanismus der Annexinbindung an apoptotischen Zellen [7]

Fiir die Messung am Durchflusszytometer wurden die Zellen mit je 400 ul PBS
aufgefiillt.

Bei der Messung wurden zunidchst in der FSC- gegen SSC-Darstellung durch
Einstellung des Schwellenwertes unspezifische Events ausgegrenzt (Abb. 5a). Fiir die
Auswertung wurden die Zellen in der SSC- gegen CD45-Darstellung gezeigt, so dass
die Leukozyten erkennbar wurden. Durch ein Backgating wurde sichergestellt, dass es
sich bei den Zellen wirklich um Leukozyten handelte.

In der ndchsten Darstellung wurden die CD34-positiven Zellen gegen SSC auf der X-
Achse dargestellt, und um die CD34-Population wurde ein Gate gesetzt wie in Abb. 5b
gezeigt. Es wurde ein Histogramm mit der Statistik der Annexinbindung dieser CD34-
Population erstellt (Abb. 5d). Die Intensitit der Annexinbindung wurde der

Apoptoserate der Stammzellen gleichgesetzt.
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Abb. 5: Beispiel der Auswertung eines Versuchs zum Apoptoseverhalten, dargestellt
ist die Auswertung der Kontrollgruppe.

S5aund 5c in rot dargestellt: Stammzellen

5bin R1 dargestellt: Stammzellen

5d: Annexin-Fluoreszenz: entspricht der Menge der apoptotischen Stammzellen
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3.3.7 Phagozytose

Der Versuch zum Phagozytoseverhalten wurde in dhnlicher Weise durchgefiihrt, wie
von Lim et al. fiir Thrombozyten beschrieben [42].

Fiir die Monozytenisolierung wurde zunichst eine Dichtegradienten-Trennung von
Spenderblut der Blutgruppe 0 durchgefiihrt, um die mononukleéren Zellen zu isolieren.
Die Zellen wurden in RPMI + 5% FCS aufgenommen. Zur Induktion der Adhérenz
von Monozyten wurde je 1 ml der Zellsuspension in 8-Well-Kulturschalen gefiillt.
Nach Adhidrenz der Monozyten fiir drei Stunden wurden die Vertiefungen der
Kulturschale dreimal mit warmem RPMI gewaschen. So wurden die nicht adhédrenten
Zellen entfernt und ein vorzeitiges Losen der adhidrenten Monozyten verhindert. Die
adhédrenten Monozyten wurden danach vorsichtig mit einem Cell Scraper abgelost und
mit PBS in Falconrohrchen aufgenommen. Die Rohrchen wurden 10 min bei 1000
U/min zentrifugiert, dann wurden die Zellen in RPMI + 5% FCS aufgenommen.

Die Stammzellen aus dem nach dem Isolex-Verfahren positiv-selektionierten Produkt
wurden zunéchst mit PBS auf 15.000 Zellen pro pl in 50 pl eingestellt. Die Reinheit
des Produktes betrug jeweils zwischen 90 und 95 %. Die Stammzellen wurden mit
derselben Menge an Chloromethylfluoresceindiacetat (CMFDA) durchmischt und
inkubiert. Das geschah analog wie von Baker et al. fiir das CMFDA-Labeling von
Thrombozyten beschrieben [4].

CMFDA ist ein farbloses nicht-fluoreszierendes Reagenz, das durch Zellmembranen in
lebende Zellen diffundiert. Dort reagiert seine Chloromethyl-Gruppe mit Thiolen in
einer wahrscheinlich Glutathion-S-Transferase-vermittelten Reaktion, so dass es zu
einem Zellwand-impermeablen Reaktionsprodukt transformiert wird. Zusitzlich
spalten zytosolische Esterasen die Azetate des CMFDA auf, so dass intrazellulir ein
hell fluoreszierendes Produkt entsteht [55].

In der spiteren durchflusszytometrischen Messung wird dieses intrazellulédr
fluoreszierende Produkt vom Durchflusszytometer erkannt, so dass auf diese Weise
Stammzellen detektiert werden konnen, die zuvor von Monozyten phagozytiert
wurden. Eine Detektierung durch Zugabe von fluoreszenzmarkierten Antikorpern ist in
diesem Fall nicht moglich, da sich die phagozytierten Stammzellen intrazellulidr

befinden und somit nicht durch Antikorper sensibilisiert werden konnen.
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Abb. 6: Darstellung der zwei intrazelluldren Reaktionen des CMFDA-Reagenz. Auch
wenn der Farbstoff zunédchst mit dem intrazelluldren Glutathion reagieren konnte, ist
das erste Produkt nicht-fluoreszierend bis zur Reaktion mit intrazelluldren Esterasen,

die hier als erste Reaktion gezeigt ist [55].

Die Inkubation mit CMFDA erfogte 45 min bei Raumtemperatur, danach wurden die
Zellen 5 min bei 1200 U/min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Mit PBS
wurden die Zellen bis zum Anfangsvolumen wieder resuspendiert und bei
Raumtemperatur 30 min inkubiert, um iiberschiissigem CMFDA die Diffusion aus den
Zellen zu ermoglichen. Die Zellsuspension wurde wieder 5 min bei 1200 U/min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Fir die Sensibilisierung der Stammzellen mit HLA-Antikdrpern bzw. AB-Serum
wurden jeweils im dreifachen Ansatz je Rohrchen 200 pul Serum mit der gleichen
Menge an Zellsuspension zunichst durchmischt und dann 60 min bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Danach wurden die nicht gebundenen Antikorper durch Zugabe von 1
ml PBS und Zentrifugation bei 1200 U/Min fiir 5 min entfernt.

Die CMFDA-gelabelten und mit HLA-Antikérpern sensibilisierten Stammzellen
wurden in RPMI + 5% FCS aufgenommen.

Die Monozytensuspension wurde im Verhiltnis von mindestens 1:1 oder mehr
Stammzellen zu den Stammzellen in die Rohrchen gegeben und durchmischt. Auf
Grund des stark variierenden Stammzellgehalts der Stammzellprodukte konnte nicht
immer die genau gleiche Anzahl an Stammzellen verwendet werden.

Fiir die Phagozytose wurde die Zellsuspension fiir 2 Stunden bei 37°C und 5% CO,
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inkubiert. Danach wurden die Rohrchen bei 1000 U/min fiir 10 min zentrifugiert und
der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Die Zellen wurden nochmals mit PBS gewaschen
und dann jedes Rohrchen mit 50 ul PBS resuspendiert.

Nun erfolgte die Zugabe der fluoreszenzmarkierten Antikorper zu den Zellen. In jedes
Rohrchen wurden je 5 ul CD14-PE und CD34-PerCP gegeben, gevortext und fiir 20
min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Zellen zweimal wie

zuvor mit PBS gewaschen.

Internes Labeling der Isolierung von
Stammzellen mit mononukledren Zellen
CMFDA aus Spenderblut durch
Dichtegradienten-
zentrifugation
v v
Sensibilisierung der Isolierung der
Stammzellen mit Monozyten durch
HLA-AK bzw. Adhérenz der MNCs
Zugabe von AB-
Serum
p Zugabe der g
Monozyten zu den
Stammzellen
v
Phagozytose /
Adhirenz

v

Zugabe der
fluoreszenzmarkierten
Antikorper CD14 PE
und CD34 PerCP

v

Durchfluss-
zytometrische
Messung

Abb. 7: Flie3schema zur Phagozytose und Adhérenz
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Fir die Messung am Durchflusszytometer wurden die Zellen in 400 pl PBS
resuspendiert und durchmischt. Bei der Analyse wurde zunéchst ein Gate der CD14-
positiven Zellpopulation (Monozyten) erstellt (Abb. 8b). In Histogrammen wurden
dann die Intensitit der CMFDA-Fluoreszenz und die Intensitit der CD34-Fluoreszenz
dieser Monozyten dargestellt (Abb. 8c und 8d). Die Hohe der CMFDA-Fluoreszenz
zeigt die Menge der phagozytierten Stammzellen, wihrend die Hohe der CD34-
Fluoreszenz die Menge der an den Monozyten adhédrenten Stammzellen repréisentiert.

Als Beispiel ist in Abb. 8 die Auswertung einer mit HLA-Antikdrpern inkubierten

Stammzelle dargestellt.
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Abb. 8: Beispiel der Auswertung eines Versuchs zur Phagozytose

8a in rot dargestellt: Monozyten

8b im Gate dargestellt: Monozyten

8c: CMFDA-Fluoreszenz: entspricht der Menge phagozytierter Stammzellen

8d: CD34PerCP-Fluoreszenz: entspricht der Menge adhérenter Stammzellen
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3.3.8 Klonogenititsassays

Fir das Ansetzen der Klonogenititsassays wurden isolierte MNCs aus
Aphereseprodukten oder kryokonservierte positiv selektionierte Aphereseprodukte
verwendet. Die Assays wurden unter sterilen Bedingungen unter der CleanBench
durchgefiihrt. Diese wurde, wie auch alle unter der Bench benutzten Materialien, mit
80%igem Alkohol desinfiziert.

Zunichst wurden je Ansatz 200 ul der Zellen mit derselben Menge AB-Serum bzw.
Serum mit HLA-Antikorpern gemischt. Die Zellsuspension wurde 30 min bei 37 °C
und 5% CO; inkubiert, danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, um die
nicht gebundenen Antikorper zu entfernen. Die Zellen wurden mit RPMI + 10% FCS
auf 10-12 x 10° Zellen pro pl eingestellt. Dabei wurde die Standardanweisung des
Instituts fiir Transfusionsmedizin in einer Modifikation der von Wunder [97]
beschriebenen Technik benutzt. Dann wurden 25 x 10° Zellen in 1 ml Methylcellulose
gefiillt, also 75 x 10” Zellen in 3 ml Methylcellulose. Mit einer sterilen 5-ml-Pipette
wurde die Methylcellulose gut durchmischt und es wurden noch 300 ul Penicillin-
Streptomycin zugegeben. Zwei Kulturschalen wurden mit je 1 ml des Gemisches
gefiillt und das Gemisch durch Schwenken gut verteilt. Eventuell vorhandene
Luftblasen wurden mit Hilfe einer sterilen Kaniile zerstochen. Die Deckel der
Kulturschalen wurden verschlossen und die Schalen zusammen mit einer offenen, mit
Aqua dest. gefiillten, Schale in eine groBere Kulturschale mit geschlossenem Deckel
gestellt. Durch das Aqua dest. wurde eine geniigend hohe Luftfeuchtigkeit wihrend der
folgenden Bebriitungszeit von 14 Tagen gewdhrleistet. Die Kulturschalen wurden
wihrend dieser Zeit bei 37 °C und 5% CO, bebriitet.

Bei der mikroskopischen Auswertung nach 14 Tagen wurden die Zellen je nach
Wachstum in erythroide Vorstufen (Burst Forming Units, BFU) und myeloide
Vorstufen (Colony Forming Units, CFU) eingeteilt. Eine solche BFU bzw. CFU wurde
gewertet, wenn mindestens 30 Zellen aus einer einzigen Zelle hervorgegangen waren.
Beide Culture-Dishes aus einer Kulturschale wurden vollstindig ausgezéhlt und dann

der Mittelwert der BFUs und CFUs aus den beiden Werten gebildet.

30



3.3.9 Zellkultur

Fir die Untersuchungen zur Interaktion zwischen HLA-Antikorper-sensibilisierten
Stammzellen und Endothelzellen wurde zundchst eine Zellkultur mit HDMEC-c-
Endothelzellen der Firma PromoCell angelegt. Auf diese Weise wurden geniigend
Zellen fiir die darauf folgende Kiivettenbeladung erhalten. Die Zellen wurden zunéchst
im Wasserbad aufgetaut und in 10 ml PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen in 1 ml
Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche mit 4 ml vorgelegtem Medium
gefiillt. Die Flaschen wurden bei 37 °C und 5 % CO, aufbewahrt. Nach 24 Stunden
wurde der erste Medienwechsel durchgefiihrt, dann folgte alle 2 Tage ein weiterer
Medienwechsel.

Wenn ca. 80 % des Flaschenbodens mit Endothelzellen bedeckt waren, wurden die
Zellen zunidchst mit je 1 ml PBS pro Flasche bedeckt, die Flasche wurde kurz
geschwenkt und das PBS wieder entfernt. Um die Zellen vom Boden zu 16sen, wurde 1
ml EDTA-Trypsin hinzugegeben, die Flasche kurz geschwenkt und das EDTA-Trypsin
wieder entfernt. Dann wurde die Flasche fiir 10 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
Nach der Inkubation l6sten sich die Zellen vom Flaschenboden und konnten in
Medium aufgenommen werden. Je 1 ml Zelllosung wurde nun auf neue Flaschen mit
je 4 ml vorgelegtem Medium pipettiert und wie zuvor nach 2 Tagen das Medium

gewechselt.

3.3.10 Optischer Biosensor [Asys

Am Optischen Biosensor wurde die Affinitit von Stammzellen zu Endothelzellen
bestimmt. Dazu wurde zunidchst die Versuchskiivette mit Endothelzellen beladen,
danach konnte die Affinitdit von HLA-Antikorper-sensibilisierten Stammzellen im

Vergleich zu nicht HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen gemessen werden.
Kiivettenbeladung:

Zunichst wurden Aminosilan-Kiivetten nach dem Immobilisations-Protokoll aus dem

,Methods Guide* von Thermo Lab Systems mit HDMEC-c-Endothelzellen beladen.
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Dazu wurde zu Beginn die Baselinephase mit 3 x 200 ul Natrium-Phophat-Puffer fiir 6
Minuten stabilisiert. Nun wurde fiir 11 Minuten 3 x 200 pl BS® auf die Kiivette
pipettiert, so dass das BS® an die Aminogruppe der Aminosilan-Kiivette binden und
damit die Oberfliche aktivieren konnte wie in Abb. 9 dargestellt. Das BS® wurde mit 3
x 200 pl Natrium-Phosphat-Puffer wieder entfernt und in 6 Minuten die Baseline
wieder hergestellt. Um die Baseline zu stabilisieren, wurde nochmals 3 x 200 pl
Natrium-Phosphat-Puffer fiir 2 Minuten auf die Kiivette gegeben. Nun folgte die
Bindung von 1 x 10° HDMEC-c-Endothelzellen an die aktivierte Aminosilankiivette.
Dazu wurden die Zellen in 250 pl Natrium-Phosphat-Puffer aufgenommen und auf die
Kiivette pipettiert, die Bindungszeit betrug 27 Minuten. Nach der Bindung der Zellen
wurde die Kiivette abermals mit 3 x 200 ul Natrium-Phosphat-Puffer fiir 3 Minuten
gewaschen, danach erfolgte die Bindung von 3 x 200 ul BSA fiir 15 Minuten. Das
BSA reagierte mit den restlichen Ester-Gruppen fiir unspezifische Proteinbindung auf
der Kiivette und blockierte so die gebundenen Zellen auf der Oberfldache. Nach dieser
Bindung wurde die Kiivettenoberfliche mit 3 x 200 ul PBS/Tween fiir 5 Minuten
gewaschen und danach die Baseline mit 3 x 200 ul Natrium-Phosphat-Puffer wieder
hergestellt.

HBS wurde als Laufpuffer auf die Kiivette gefiillt und diese verschlossen bei 4 °C
aufbewabhrt.

Das Immobilisierungsprotokoll der HDMEC-c-Zellen ist in Abb. 10 dargestellt.

Zum Zeitpunkt 1 wurden die HDMEC-C-Endothelzellen in Natrium-Phosphat-Puffer
auf die Kiivette pipettiert. Ein Anstieg der Bindungsintensitét ist erkennbar. Zum
Zeitpunkt 2 wurde BSA auf die Kiivette pipettiert, um die gebundenen Zellen auf der
Oberfliache zu blockieren.

32



0 o SO;Na

Na0,5 ﬁ , ?E |
N—O—C——(CHylg——C—0—N (BS3)
0

: (0]
-+

Surface \/\/\NHZ {Amino group on silane surface)

0
Na0,S i 5 5 SR |
: | I /
t>m——o—c———(CHg)6m c— T/\/\/S“rface +  Ho—n
H

0 ' 0

S0;Na

+

Protein — NH, (Amino group on protein)
Na0,5 o ) rI:]J : (ﬁ
N6t + Protein%llu—c — (CH,lg— C—=N /\/\/Smface
. |
H H

Abb. 9: BS*-Reaktionsschema. Aus: Thermo Lab Systems. Methods Guide, IAsys.

2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100
| Time (minutes)

Response (arc secor
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Versuche:

Fiir die Versuche am Optischen Biosensor IAsys wurden 50 ul positiv selektionierte
kryokonservierte Blutstammzellen mit einer Reinheit zwischen 90 und 95 % auf 15 x
10° Zellen / ul eingestellt. Die Zellen wurden in 50 pul RPMI + 5% FCS aufgenommen
und mit derselben Menge AB-Serum bzw. HLA-Antikorper-Serum fiir 30 min bei 37
°C und 5% CO; inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit je
1 ml PBS gewaschen und bei 1200 U/min zentrifugiert. Dann wurden die Zellen fiir
die Messung mit 200 ul HBS aufgefiillt.

Fiir die Messung wurde zunichst die Baselinephase mit 3 x 120 pul HBS fiir 2 min
hergestellt. Dann wurden fiir 5 min 200 pl Stammzellen zugegeben und danach mit 3 x
120 ul HBS die Kiivette fiir 10 min gespiilt. Zur Regeneration der Kiivettenoberfliche
wurde 3 x 120 ul 10 mM HCI auf die Kiivette pipettiert, direkt danach folgten 3 x 120
ul 1 mM HCI fiir 2 min. Um die Baseline wieder zu stabilisieren und das HCl zu
entfernen, wurde 3 x 120 pul HBS fiir 2 min auf die Kiivette pipettiert. Fiir den nédchsten
Versuch konnte danach mit der Bindung der néchsten Zellen fortgefahren werden. In
Abb. 11 ist eine Versuchsserie mit sechs Messungen dargestellt. Zum Zeitpunkt V¥

wurden jeweils die Stammzellen auf die Kiivette pipettiert.
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Abb. 11: Diagramm des optischen Biosensors mit drei Messdurchgingen (jeweils mit

HLA-AK-Serum und AB-Serum) an einer Stammzellprédparation
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3.3.11 Statistik

Von allen gemessenen Werten wurden die Mittelwerte und die Standardabweichungen
bestimmt. Die  Ergebnisse von  verschiedenen  Versuchen an  einer
Stammzellpriparation wurden jeweils zusammengefasst und wiederum Mittelwert und
Standardabweichung bestimmt.

Die weitere statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS fiir Windows.
Zum Vergleich der Daten wurde in jedem Versuch der nicht-parametrische Wilcoxon-
Test fiir verbundene Stichproben durchgefiihrt, dabei wurde ein Wert von p < 0,05 als
statistisch signifikant angenommen. Fiir diese Auswertung wurden fiir jeden Versuch
die Ergebnisse aller drei einzelnen Versuchsansitze jeder Stammzellprdparation
zusammengefasst, so dass eine potentielle Signifikanz zwischen den HLA-Antikorper-
sensibilisierten und den nicht HLA-AK-sensibilisierten Stammzellpriparationen
berechnet werden konnte. Hierfiir wurde auch die Standardabweichung zwischen den
verschiedenen Mittelwerten der einzelnen Stammzellprdparationen berechnet. Die
zuvor berechneten Standardabweichungen zwischen den Werten der drei einzelnen
Versuchsansitze jeder Stammzellpriparation wurden aufler Acht gelassen. Es wird
davon ausgegangen, dass sich die systematischen Fehler der Einzelversuche
ausgleichen und dass somit der fehlerfreie wahre Mittelwert dargestellt wird.

In allen dargestellten Diagrammen werden die Signifikanzwerte aufgezeigt. Wenn
keine Signifikanz nachgewiesen werden konnte, sind die Werte in Klammern
dargestellt, so dass trotz fehlender Signifikanz eine eventuell vorhandene Tendenz

erkannt werden kann.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Wechselwirkung von himatogenen Stammzellen
mit spezifischen HLA-Antikorpern gegeniiber nicht HLA-AK-sensibilisierten

Stammzellen untersucht werden. Dazu wurden in vitro verschiedene Versuche

durchgefiihrt.

4.1 Bindung von HLA-Antikorpern an Stammzellen — ,,Crossmatch‘

In diesem Versuch wurde iiberpriift, ob und in welchem Ausmal spezifische HLA-
Antikorper an humane Stammzellen binden — also ob es eine entsprechende Expression
korrespondierender HLA-Antigene auf Stammzellen gibt.

Die Versuche wurden am Durchflusszytometer ausgewertet, wie zuvor in Abb. 3

dargestellt. In Abb. 12 ist beispielhaft ein Ergebnis in Histogrammform dargestellt.
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Abb. 12: Beispiel eines Crossmatch-Versuchsergebnisses

36



Zur genaueren Darstellung werden zunichst die Versuchsergebnisse der fiinf
untersuchten Stammzellprdparationen nacheinander mit ihren Standardabweichungen
in einem Sidulendiagramm einzeln dargestellt (Abb. 13). Dabei wird fiir jede

Stammzellpriparation zunichst die AB-Serum-Kontrollgruppe und danach die mit

spezifischen HLA-Antikorpern sensibilisierte Stammzellgruppe gezeigt.
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Abb. 13: Ergebnisiibersicht der Versuche zum Crossmatch

Es zeigt sich bei jeder Stammzellpriparation ein Unterschied in der Stirke der Anti-
Human-IgG-Bindung zwischen den sensibilisierten und den nicht sensibilisierten
Zellen. Es fillt eine bei jeder Praparation erhohte Anti-Human-IgG-Bindung der HLA-
AK-sensibilisierten Stammzellen gegeniiber der AB-Serum-Kontrollgruppe auf, die
jedoch von Stammzellpriaparation zu Stammzellprdparation stark variiert.

In Tab. 1 werden die zusammengefassten Ergebnisse mit dem Ergebnis der
Signifikanztestung dargestellt. Der Unterschied der Anti-Human-IgG-Bindung der
HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen im Vergleich zu den nicht HLA-AK-

sensibilisierten Stammzellen ist mit p=0,043 signifikant.
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Tab. 1: Zusammenfassung der Ergebnisse des Crossmatch

CROSSMATCH MW =+ SD

Kontrollgruppe 12,14 + 10,43

Spez. HLA-Antikorper 106,32 + 101,58
p=0,043

Zum Vergleich der Anti-Human-IgG-Bindung von HLA-AK-sensibilisierten
Stammzellen und Stammzellen, die mit zum exprimierten Antigen nicht
korrespondierenden HLA-Antikorpern inkubiert wurden und folglich nicht
sensibilisiert sein diirften, werden in Tab. 2 die Versuche an zwei
Stammzellpriparationen einzeln dargestellt. Zusitzlich dargestellt sind auch die
Ergebnisse der Kontrollgruppe, die mit AB-Serum inkubiert wurde und somit ebenfalls

keine positiven Ergebnisse zeigen diirfte.
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Tab. 2: Einzeldarstellung des Crossmatches an zwei verschiedenen

Stammzellpriparationen

Zugegebenes Serum | Antigenspezifitit | Antikorperspezifitit | MW + SD

Priparation I

AB-Serum Nr. 2 Al, - - 4,94 + 0,59
AB-Serum Nr. 4 Al, - - 4,16 + 0,68
AB-Serum Nr. 28 Al, - - 4,03 £ 0,72
HLA-AK Nr. 1 Al, - Anti Al 50,86 + 3,40
HLA-AK Nr. 2 Al, - Anti Al 23,04 +£ 6,48
HLA-AK Nr. 3 Al, - Anti A19 9,22 +2,12

Priparation 11

AB-Serum Nr. 1 A2, A3 - 8,23 +1,93
AB-Serum Nr. 2 A2, A3 - 8,60 + 0,82
AB-Serum Nr. 3 A2, A3 - 8,94 + 2,61
HLA-AK Nr. 10 A2, A3 Anti A2 186,19 + 89,34
HLA-AK Nr. 16 A2, A3 Anti A3 225,49 + 175,31
HLA-AK Nr. 1 A2, A3 Anti Al 72,02 +£ 47,57

Bei der Signifikanztestung zwischen den Mittelwerten der hier aufgefiihrten HLA-AK-
sensibilisierten Stammzellen und den zum HLA-Antigen nicht korrespondierenden
HLA-Antikorpern ist mit p = 0,179 keine Signifikanz zu erkennen.

Die Mittelwerte der mit HLA-Antikorpern anderer Spezifitit sensibilisierten
Stammzellen (in der Tabelle griin dargestellt) liegen in beiden Fillen zwischen den
Werten der sensibilisierten Stammzellen (rot dargestellt) und den Werten der
Kontrollgruppe (blau dargestellt). Es zeigt sich aber ein deutlicher Trend der Werte der
HLA-Antikorper anderer Spezifitit zu den Werten der Kontrollgruppe hin. Eine

gewisse unspezifische Bindung der HLA-Antikorper ist somit zu erkennen.
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4.2 Klonogenitit von Stammzellen

In diesen Versuchen wurde iiberpriift, in wie weit sich die HLA-AK-Sensibilisierung
von Stammzellen auf deren Fahigkeit zur Proliferation auswirkt.

Die Darstellung der Ergebnisse der Klonogenititsassays erfolgt getrennt fiir die
nachgewiesenen erythroiden Burst-forming-Units (Abb. 14) und andere myeloide
Colony-forming-Units (Abb.15).

Zuniachst werden die Ergebnisse fiir jede Stammzellpriparation mit den
entsprechenden Standardabweichungen einzeln dargestellt. Dabei wird zunichst
jeweils die mit HLA-Antikorpern sensibilisierte Stammzellpriaparation und danach die

Kontrollgruppe gezeigt.
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Abb. 14: Ergebnisiibersicht der BFUs aus den Klonogenititsassays
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Abb. 15: Ergebnisiibersicht der CFUs aus den Klonogenititsassays

Bei der Auswertung der Burst-forming-Units erkennt man auBler bei
Stammzellpriparation Nr.7 in jedem Versuch ein stirkeres Wachstum der mit AB-
Serum inkubierten Zellen, also der Kontrollgruppe.

Bei der Auswertung der Colony-forming-Units ist diese Tendenz weniger deutlich
ausgepragt. Ein deutlich stirkeres Wachstum der Kontrollgruppe ist hier nur bei den
Stammzellpriparationen Nr.9 und Nr.11 erkennbar. Bei Stammzellpridparation Nr.8 ist
ein leicht stiarkeres Wachstum der Kontrollgruppe zu sehen.

Fiir die Signifikanztestung wurden die Auswertungen der Colony-forming-Units und
der  Burst-forming-Units  jeweils  zusammengefasst. Das  Ergebnis  der
Signifikanztestung (nach dem Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben) ist in Tab.

3 und Tab. 4 dargestellt.

Tab. 3: Zusammenfassung der Ergebnisse der BFUs

KLONOGENITATSASSAYS MW £ SD

Burst-forming-Units

Kontrollgruppe 29,05 + 20,03

Spez. HLA-AK 19,35 + 10,77
(p =0,08)
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Dieses Ergebnis ist mit p = 0,08 nicht signifikant. Demzufolge konnte in diesen
Versuchen eine Inhibition der Klonogenitit durch HLA-Antikorper nicht

nachgewiesen werden.

Tab. 4: Zusammenfassung der Ergebnisse der CFUs

KLONOGENITATSASSAYS
MW + SD
Colony-forming-Units
Kontrollgruppe 24,35 + 14,31
Spez. HLA-AK 20,15 +£17,35
(p=0,345)

Dieses Ergebnis ist mit p = 0,345 nicht signifikant. Auch hier konnte keine Inhibition

der Klonogenitit durch HLA-Antikorper nachgewiesen werden.

Es zeigt sich, dass die Ergebnisse sowohl der Burst-foming-Units mit p = 0,08 als auch
der Colony-forming-Units mit p = 0,345 nicht signifikant sind. Es l&sst sich allerdings
auch erkennen, dass in beiden Versuchsteilen die mit AB-Serum inkubierten
Stammzellpriparationen stirker gewachsen sind als die mit HLA-Antikorpern

sensibilisierten Stammzellen.

4.3 Apoptotisches Verhalten von Stammzellen

In diesem Versuch wurde iiberpriift, ob HLA-AK-sensibilisierte Stammzellen ein
starkeres Apoptoseverhalten zeigen als nicht HLA-AK-sensibilisierte Stammzellen.
Fiir die Apoptoseversuche wurden die Auswertungen in Dotplots und Histogrammen
des Durchflusszytometers erstellt, wie in ,,Material und Methoden‘ beschrieben.
Insgesamt ist festzustellen, dass bei der 24- und 36-Stunden-Messung die HLA-AK-
sensibilisierten Zellen in der Punktwolke ein anderes Streulichtverhalten zeigen als die
nicht mit HLA-Antikorpern sensibilisierten Stammzellen. Besonders auffillig ist diese

Verinderung im Bereich der Granulozyten. Trotzdem sind die CD34+-
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Zellpopulationen immer gut abgrenzbar, so dass durch das heterogene
Streulichtverhalten kein Einfluss auf die Ergebnisse anzunehmen ist.

Zur Verdeutlichung dieser Gegebenheit ist in Abb. 16 exemplarisch die 36-Stunden-
Messung im Vergleich von HLA-AK-sensibilisierten und nicht HLA-AK-

sensibilisierten Stammzellen dargestellt:
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Abb. 16: Beispiel fiir die Streuung der Granulozyten nach Inkubation mit HLA-
Antikorper-Serum bei einer 36-Stunden-Messung
Rot dargestellt: Stammzellen

Griin in zentraler Punktwolke dargestellt: Granulozyten
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Die Auswertung der Versuche zum Apoptoseverhalten wird zunichst als Ubersicht

dargestellt, hierfiir wurden alle Versuche zusammengefasst (Abb. 17).
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Abb. 17: Zusammenfassende Ubersicht aller Apoptose-Ergebnisse. Eine detailliertere

Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen folgt in Tab. 5.

Es ist erkennbar, dass schon zu Beginn des Versuches die Annexinbindung der HLA-
AK-sensibilisierten Stammzellen hoher ist als die der nicht HLA-AK-sensibilisierten
Stammzellen. Eine Signifikanz ist zu diesem Zeitpunkt nicht nachweisbar. Gegen Ende
der Versuche weisen die HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen eine wesentlich
hohere Annexinbindung gegeniiber den nicht HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen
auf. Eine Signifikanz liegt beim 24-Stunden-Messzeitpunkt und beim 36-Stunden-
Messzeitpunkt jeweils mit p = 0,043 vor.

Die Einzelergebnisse der verschiedenen Zeitabschnitte der Versuche mit den fiinf

verschiedenen Stammzellpréparationen werden in Tab. 5 dargestellt.
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Tab. 5: Einzelergebnisse der Versuche zur Apoptose, dargestellt sind jeweils

Mittelwert und Standardabweichung

Oh 12h 24h 36h
AB- HLA- | AB- HLA- | AB- HLA- | AB- HLA-
Serum | AK Serum | AK Serum | AK Serum | AK
402+ [813+ |3,65+ |7,71+ [478+ |785+ |558+ 930+
S22 1,35 2,66 0,75 3,67 0,58 2,52 0,83 3,15
73 1,72+ |[1,61+ [392+ (368+ 421+ |470+ |446+ |6,37=+
0,21 0,55 0,61 0,83 0,68 0,96 0,79 0,77
1,01+ 1,14+ 161+ |1,10+ |1,80+ |1,89+ |1,83+ |221+
4 0,01 0,29 0,11 0,07 0,26 0,55 0,51 0,61
75 1,00+ |[1,89+ | 1,27+ [1,03+ |[147+ |2,00+ |246+ |3,60=+
0,01 1,36 0,30 0,05 0,28 0,77 0,66 1,27
1,02+ 1,02+ 146+ |1,03+ |266+ |549+ |320+ |428+
326 0,04 0,02 0,37 0,06 0,52 3,40 0,75 15,99

Die Signifikanzberechnung wurde nach Zusammenfassung aller Ergebnisse fiir jeden
Zeitabschnitt  einzeln durchgefiihrt. Dabei wird in Abb. 18 fiir jede
Stammzellpopulation zunidchst die AB-Serum-Kontrollgruppe und danach die mit

HLA-Antikorpern sensibilisierte Stammzellgruppe gezeigt.
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Abb. 18: Ergebnisiibersicht der Apoptose-Versuche

Nach 0 und 12 Stunden Versuchszeit sind noch keine signifikanten Unterschiede in der
Annexinbindung zwischen den HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen und den nicht
HLA-AK-sensibilisierten Zellen zu erkennen. Die mittlere Annexinbindung der HLA-
AK-sensibilisierten Stammzellen ist zu diesem Zeitpunkt tendenziell hoher als die der
nicht HLA-AK-sensibilisierten Zellen. Zu Beginn des Versuches ist p = 0,225, nach 12
Stunden Versuchszeit ist p = 0,5. Nach 24 und 36 Stunden Versuchszeit ist der
Unterschied der mittleren Annexinbindung zwischen HLA-AK-sensibilisierten

Stammzellen und der Kontrollgruppe in beiden Féllen mit p = 0,043 signifikant.

Die hohe Standardabweichung der HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen zum 36-h-
Messzeitpunkt kommt durch den hohen Messwert einer der Stammzellpriparationen
im Vergleich zu den vier anderen Stammzellpriparationen zustande. Da dieser Wert
jedoch durch dreimalige Messung in drei verschiedenen Versuchsansitzen bestitigt
wurde, ist nicht von einer Fehlmessung auszugehen. Der Wert wurde in die

Auswertung mit einbezogen.
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Zum Vergleich der Annexinbindung von HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen und

Stammzellen, die mit HLA-Antikorpern anderer Spezifitit inkubiert wurden, werden in

Tab. 6 und Abb. 19 die Ergebnisse aller Versuche gemeinsam dargestellt.

Tab. 6: Zusammenfassung der Apoptose-Ergebnisse

AB-Serum- Spezifische HLA-AK
APOPTOSE Kontrolle HLA-AK anderer Spezifitit
0 Stunden MW + SD 1,76 + 1,31 2,76 £ 3,03 2,51 £ 1,69
12 Stunden MW = SD 2,29 + 1,37 2,91 +£291 2,41 +1,52
24 Stunden MW = SD 2,98 + 1,46 4,39 £2,51 3,17 £ 1,45
36 Stunden MW = SD 3,51 £1,52 12,86 £ 16,96 |3,90 +2,06
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Abb. 19: Zusammenfassung der Apoptose-Ergebnisse
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Die Ergebnisse der Messungen sind im gegenseitigen Vergleich von spezifischen
HLA-Antikorpern und HLA-Antikorpern anderer Spezifitidt zu keinem Messzeitpunkt
signifikant. Mit p = 0,0796 lésst sich aber sowohl zum 24- als auch zum 36-Stunden-
Messzeitpunkt ein eindeutiger Trend erkennen.

Die Ergebnisse der mit HLA-Antikorpern anderer Spezifitit inkubierten Stammzellen
liegen im Bereich der Ergebnisse der mit AB-Serum inkubierten Stammzellen. Dies

wird besonders nach 12, 24 und 36 Stunden Versuchsdauer deutlich.

Demzufolge kann davon ausgegangen werden, dass spezifische HLA-Antikorper — das
heiBt HLA-Antikdrper mit korrespondierenden Antigenen auf Stammzellen — auch

einen spezifischen Einfluss auf die Annexinbindung von Stammzellen ausiiben.

4.4 Phagozytoseverhalten von Stammzellen

In diesem Versuch wurde die Phagozytoserate von HLA-Antikdrper-sensibilisierten-
versus nicht HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen durch ,,third-part“-Effektorzellen
untersucht.

Die Ergebnisse der Phagozytoseexperimente werden getrennt nach an Monozyten
adhédrenten Stammzellen und phagozytierten Stammzellen dargestellt.

Bei diesen Versuchen wurden die Stammzellpriparationen 7 und 8 zweifach
verwendet. Die zweite Versuchsreihe wurde jeweils mit HLA-Antikorper-Seren

anderer Patienten durchgefiihrt und daher separat aufgefiihrt.

In Abb. 20 werden fiir die Adhédrenz die Mittelwerte der gemessenen Ergebnisse der

einzelnen Stammzellpraparationen mit ihren Standardabweichungen gezeigt.
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Abb. 20: Mittelwerte und Standardabweichungen der Adhérenz

Bei der Adhirenz ist bei den Stammzellpridparationen 8-2 und 9 die CD34-Bindung
und damit die Adhidrenz der HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen an Monozyten
leicht stirker als die der nicht HLA-AK-sensibilisierten Zellen. Bei der
Stammzellpriaparation 8-1 liegt ein sehr deutlicher Unterschied vor. Bei den
Stammzellpriparationenn 7-1 und 7-2 ist es umgekehrt, hier ist die Adhdrenz der

Stammzellen der Kontrollgruppe leicht stéarker.
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Abb. 21: Mittelwerte und Standardabweichungen der Phagozytose
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Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Phagozytose sind in Abb. 21
dargestellt. Bei den Stammzellpridparationen 7-1 und 8-1 ist jeweils die CMFDA-
Bindung der HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen deutlich hoher als die CMFDA-
Bindung der nicht  HLA-AK-sensibilisierten = Stammzellen.  Bei  der
Stammzellpriparation 9 liegt ein leichter Unterschied vor. Das hei3t, dass die HLA-
AK-sensibilisierten Stammzellen in groBerem Ausmal} phagozytiert wurden als die
Stammzellen der Kontrollgruppe. Bei den Stammzellpriparationen 7-2 und 8-2 ist es
umgekehrt. Hier ist nur ein geringgradiger Unterschied zwischen den Versuchs- und

den Kontrollgruppen zu erkennen.

Es ist anzumerken, dass bei den Stammzellpriparationen 7-1 und 8-1 jeweils bei den
Versuchen mit den HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen in allen drei einzelnen
Versuchsansitzen das Bild der Stammzellen bei der Versuchsauswertung im Dotplot
verdndert war. Zur besseren Darstellung ist eine dieser Punktwolken in Abb. 22
aufgefiihrt. Es ist erkennbar, dass die Zahl der CDI14-positiven Zellen in dem
entsprechenden Monozyten-Gate stark reduziert ist. Die wenigen vorhandenen Zellen
weisen aber bei beiden Stammzellprdparationen eine hohe CMFDA-Bindung und im
Fall der Stammzellpriparation 8-1 auch eine hohe CD34-Bindung auf. Es kann also
davon ausgegangen werden, dass es sich bei den Zellen im Gate tatsédchlich - trotz der
verdnderten Darstellung - um Monozyten mit adhédrenten bzw. phagozytierten
Stammzellen handelt.

Diese Verdnderung im Zellbild war bei Verwendung des AB-Serums nicht zu
erkennen. Es ist also davon auszugehen, dass die Verdnderung durch bestimmte
Substanzen im HLA-AK-Serum zustande kam, die im AB-Serum nicht enthalten
waren.

Bei der Stammzellprédparation 9 ist ebenfalls von einer dhnlichen Substanz auszugehen.
In diesem Fall wurde nicht das Zellbild verindert, sondern die Zellzahl drastisch
vermindert.

In Abb. 22 ist beispielhaft eine verdnderte Darstellung der Zellen im Dotplot
dargestellt.
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Abb. 22: Beispiel einer durch HLA-Serum verinderten Dotplot-Darstellung

Rot dargestellt in 22a und 22c: Monozyten

Im Gate dargestellt in 22b und 22d: Monozyten
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Zum besseren Uberblick und zur Signifikanztestung werden die zusammengefassten
Ergebnisse der Adhédrenz und der Phagozytose in Diagrammform in Abb. 23 und Abb.
24 dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitét aus den einzelnen
Versuchen. Die CD34-Intensitit stellt ein Mal fiir die Adhédrenz der Stammzellen an
den Monozyten und die CMFDA-Intensitit ein Mal} fiir die Phagozytose der

Stammzellen durch die Monozyten dar.
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Abb. 23: Zusammenfassung der Ergebnisse der Adhérenz
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Abb. 24: Zusammenfassung der Ergebnisse der Phagozytose
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Die Ergebnisse sind sowohl fiir die Adhédrenz mit p = 0,5 als auch fiir die Phagozytose
mit p = 0,225 nicht signifikant. Es zeigt sich jedoch fiir die HLA-AK-sensibilisierten
Stammzellen ein Trend zur stirkeren Adhidrenz der Zellen an Monozyten. Auch die
Phaogzytose ist stirker ausgeprigt als fiir die Kontrollgruppe der nicht HLA-AK-

sensibilisierten Stammzellen.

4.5 Verhalten der Stammzellen im optischen Biosensorsystem

In diesen Versuchen wurde untersucht, ob die HLA-Antikorper-Sensibilisierung der
Stammzellen deren Affinitit zu Gefdendothelzellen beeinflusst.

Um einen umfassenden Uberblick iiber die Ergebnisse zu erhalten, erfolgt die
Darstellung der Ergebnisse zunédchst nach Stammzellpriparationen und Versuchen
getrennt (Abb. 25). Es werden jeweils die Mittelwerte und die Standardabweichungen
der Messungen angezeigt. Sie dienen als MaB fiir die Affinitit der HLA-Antikorper-
sensibilisierten Stammzellen und der nicht HLA-AK-sensibilisierten Kontrollgruppe
zum Endothel auf der Aminosilan-Versuchskiivette.

Fiir jede Stammzellpriparation wurde der Versuch mit zwei verschiedenen AB-
Kontroll-Seren und mit zwei verschiedenen HLA-Antikorper-Seren mit jeweils

korrespondierenden Antigenen durchgefiihrt.
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Abb. 25: Ubersicht iiber die einzelnen Versuchsergebnisse am Optischen

Biosensorsystem.

In dem Diagramm ldsst sich keine eindeutige Tendenz der Ergebnisse erkennen. Bei

den Kontrollseren der Stammzellpriaparationen Nr. 7 und Nr. 8 ist jedoch in beiden

Fillen mindestens eine der Affinitiaten der Kontrollseren hoher als die der HLA-Seren.

In Tab. 6 sind die Ergebnisse aller Versuche zusammengefasst. Der Mittelwert

bezeichnet die aus den drei Einzelversuchen gemittelte Affinitdt der Stammzellen zum

Endothel.

Tab. 7: Zusammenfassung aller Versuchsergebnisse am Optischen Biosensor

OPTISCHER BIOSENSOR MW £ SD

Kontrollgruppe 88,15 + 56,00

Spez. HLA-AK 93,35 + 22,02
(p=10)

Mit p = 1,0 ist dieses Ergebnis nicht signifikant. Es ldsst sich keinerlei Trend zu einem

unterschiedlichen Verhalten der Gruppen erkennen.
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Fiir eine der Stammzellprédparationen wurde der Versuch zusitzlich mit einem HLA-

Antikorper anderer Spezifitit durchgefiihrt. Hiermit sollten zuféllige - nicht HLA-

spezifische - Ergebnisse ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse sind in der folgenden

Tabelle aufgefiihrt.

Tab. 8: Ausfiihrliche Darstellung der einzelnen Ergebnisse einer Stammzellpriparation

Zugegebenes Serum | Antigenspezifitit | AntikOrperspezifitit | MW +SD
AB-Serum Nr. 8 All, A2 - 57,26 + 15,84
AB-Serum Nr. 9 All, A2 - 39,35 +0,51
AB-Serum Nr. 10 All, A2 - 54,27 + 2,13
HLA-AK Nr. 26 All, A2 Anti A 11 56,62 + 7,16
HLA-AK Nr. 7 All, A2 Anti A 2 89,02 + 1,51
HLA-AK Nr. 1 All, A2 Anti A 1 56,19 + 2,25

Die Endothelaffinitit der Stammzellen, die mit HLA-Antikdrpern anderer Spezifitit

inkubiert wurden (griin dargestellt), liegt bei @hnlichen Werten wie die iibrigen

Ergebnisse der HLA-Antikorper-sensibilisierten (rot dargestellt) und nicht HLA-AK-

sensibilisierten Stammzellen (blau dargestellt). Auch hier ist somit keinerlei Trend zu

erkennen.
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5 Diskussion

Durch die zunehmende Bedeutung der allogenen Stammzelltransplantation fiir die
Behandlung verschiedenster himatologischer und onkologischer Krankheitsbilder [25,
35, 76, 98] wird es immer wichtiger, das immunologische Risiko der
Stammzellempfianger fiir AbstoBungsreaktionen zu vermindern. Die wesentliche
Vorraussetzung zur klinischen Durchfithrung der allogenen Stammzelltransplantation
waren die Entdeckung des HLA-Systems und spiter die Verbesserung der
serologischen und der molekulargenetischen Typisiertungstechniken der HLA-
Antigene bzw. HLA-Gene [5, 89]. Mit den Methoden der hochauflésenden HLA-
Typisierung bzw. sogar der DNA-Sequenzierung werden nicht nur Antigen-Mismatche
zwischen Spender und Empfinger, sondern auch Allel-Mismatche festgestellt. Diese
konnen ebenfalls Einfluss auf die Anzahl und Art der AbstoBungsreaktionen haben
[52].

Da Spender und Empfinger wesentlich genauer als zuvor aufeinander abgestimmt
werden konnten, wurden somit die Risiken fiir eine Graft-Versus-Host-Disease sowie

fiir ein Engraftment-Failure deutlich vermindert.

Trotz dieser Untersuchungen sind Abstoungsreaktionen immer noch ein groBes
Problem nach der Transplantation hdmatopoetischer Stammzellen. Hierbei wird
grundsitzlich unterschieden zwischen zellulidrer AbstoBung und humoraler AbstoBung
mit einer hierdurch bedingten Funktionseinschrinkung der transplantierten
Stammzellen. Diese Funktionseinschrinkung koénnte unter anderem durch
donorspezifische HLA-Antikérper bedingt sein.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von priformierten donorspezifischen HLA-
Antikorpern im Empféngerorganismus auf korresponierende HLA-Antigene der
transplantierten Stammzellen experimentell zu priifen. Nicht alle Patienten besitzen
solche priformierten Antikorper. In bestimmten Fiéllen - zum Beispiel nach
Schwangerschaften, vorangegangenen Transfusionen oder Transplantationen [17, 61] -
konnen sie jedoch vorliegen.

In vitro sollte zunichst iiberpriift werden, ob die HLA-Antikorper an die Stammzellen

binden und somit auf ihnen nachweisbar sind. Es sollte getestet werden, ob die HLA-
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Antikorper-sensibilisierten Stammzellen eine stirkere Apoptose aufweisen und ob sie
starker phagozytiert werden als nicht HLA-AK-sensibilisierte Stammzellen. Zusitzlich
sollte die Klonogenitit von HLA-AK-sensibilisierten und nicht HLA-AK-
sensibilisierten Stammzellen mit Hilfe von Klonogenititsassays verglichen werden. Im
optischen Biosensor sollte ein potentieller Unterschied in der Endothelaffinitit
zwischen HLA-AK-sensibilisierten und nicht HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen

gepriift werden.

5.1 Bindung von HLA-Antikorpern an Stammzellen - ,,Crossmatch‘

HLA-Antigene der Klasse I werden auf allen kernhaltigen Zellen, und somit auch auf
himatopoietischen Zellen, exprimiert [43]. In durchflusszytometrischen Versuchen
zum Crossmatch sollte die Sensibilisierung von Spenderstammzellen durch
praformierte Empfianger-HLA-Antikorper, deren Bindungsfihigkeit und somit auch
die Expression von HLA-Antigenen auf himatopoietischen Stammzellen
nachgewiesen werden. Es zeigte sich ein mit p = 0,043 signifikanter Unterschied in der
Anti-Human-IgG-Bindung zwischen den HLA-AK-sensibilisierten und nicht HLA-
AK-sensibilisierten Stammzellen. Damit wird deutlich, dass HLA-Antikorper an
spezifische HLA-Antigene auf Spenderstammzellen binden. Die Spezifitit dieser
Bindung ist in Tab. 2 gezeigt. Dort wird am Beispiel von zwei Stammzellpridparationen
das Crossmatch von Stammzellen mit verschiedenen Seren dargestellt. Verglichen
wurden mit den Stammzellen korrespondierende HLA-AK-Seren, nicht
korrespondierende HLA-AK-Seren und AB-Kontrollseren. Es ist erkennbar, dass die
Anti-Human-IgG-Bindungswerte der spezifischen HLA-AK-Seren deutlich hoher sind
als die Werte der unspezifischen HLA-AK-Seren. Eine Signifikanz liegt nicht vor. Die
Werte der unspezifischen HLA-AK-Seren sind erkennbar hoher als die Werte der AB-
Seren, was wahrscheinlich auf eine geringe unspezifische Bindung der unspezifischen
HLA-Antikorper zuriickzufiihren ist. Vielleicht hitte durch nochmaliges zusitzliches
Waschen der Stammzellen nach der Sensibilisierung diese unspezifische Bindung
verringert werden konnen. Moglicherweise wiére aber auch der Zellverlust hierbei zu
hoch gewesen. Bisher gibt es kein allgemein anerkanntes Protokoll zur Durchfiihrung

dieses Versuches, das hierzu verbindliche Anweisungen vorschreibt.
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5.2  Klonogenitit von Stammzellen

In verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die funktionelle
durchflusszytometrische Bestimmung von CD34+-Zellen in begrenztem Ausmall mit
der ,,colony-forming-capacity* der Stammzellen in Klonogenititsassays korreliert [24,
79, 80]. Gleichwohl kann die Proliferationsfahigkeit von Stammzellen nur mit
Klonogenititsassays untersucht werden, die das Wachstum der Stammzellen in vivo
bis zu einem gewissen Grad gut reprisentieren.

Bei der Auswertung der Klonogenititsassays konnte kein signifikanter
Wachstumsvorteil der nicht HLA-AK-sensibilisierten Zellen im Vergleich zu den
HLA-AK-sensibilisierten Zellen nachgewiesen werden. Es ist jedoch erkennbar, dass
tendenziell das Wachstum der Zellen der Kontrollgruppe etwas stirker war als das der
HLA-AK-sensibilisierten Zellen. Besonders deutlich ist dies bei der Betrachtung der
Burst-Forming-Units. Aus diesen Ergebnissen kann man schlieBen, dass HLA-AK-
sensibilisierte Zellen offensichtlich keinen signifikanten ~Wachstumsnachteil
aufweisen. Tendenziell wird ihr Wachstum jedoch durch die Sensibilisierung mit
HLA-Antikorpern  beeintrichtigt. Um diese Beeintrichtigung genauer zu
quantifizieren, sind weitere Forschungen mit grofleren Versuchszahlen notwendig.
Diese weiteren Versuche sind auBBerdem notwendig, um sicher auszuschlieBen, dass
der dargestellte Trend moglicherweise auf einen unspezifischen Effekt zuriickzufiihren
ist: Das AB-Serum konnte als Nidhrmedium auch potentiell bessere
Wachstumsbedingungen fiir die Stammzellen bieten als das Serum mit HLA-
Antikorpern.

Bertho et al. untersuchten den Einfluss von monoklonalen Anti-HLA-DR-Antikérpern
auf das Wachstum von CD34+ Zellen. Dabei stellten sie eine Inhibition der
granulozytiren Differenzierung fest, die nicht durch vermehrte Apoptose der CD34+-
Zellen bedingt war [10]. Dieser Einfluss von HLA-Klasse-II-Antikorpern wiirde dafiir
sprechen, dass auch HLA-Klasse-I-Antikorper einen Einfluss auf die
Stammzelldifferenzierung in vitro haben konnten. In dieser Studie konnte dieser

Einfluss jedoch nicht signifikant belegt werden.
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5.3  Apoptotisches Verhalten von Stammzellen

Die durchflusszytometrische Apoptosemessung mit Hilfe von Annexin V ist eine
akzeptierte Methode zur Analyse von Stammzellen und wurde schon in verschiedenen
Studien durchgefiihrt. Abrahamsen et al. bestimmten mit dieser Methode erfolgreich
die Apoptoserate von kryokonservierten PBSC-Priparaten [2].

Beim Vergleich der Apoptoseraten von HLA-AK-sensibilisierten und nicht HLA-AK-
sensibilisierten Stammzellen ldsst sich zunidchst feststellen, dass Serum mit
spezifischen HLA-Antikorpern in einzelnen Fillen einen Einfluss auf das Zellbild in
der Punktwolke der durchflusszytometrischen Messung hat. Dieser Einfluss wurde
umso deutlicher erkennbar, je linger die Inkubationszeit der Stammzellen mit den
HLA-Antikorpern andauerte. Die Zellen waren in der Dotplot-Darstellung weiter
gestreut als die Zellen aus der Kontrolle mit AB-Serum. Zum Teil verminderte sich
auch die Anzahl der messbaren Zellen. Bei den vergleichbaren Versuchen mit AB-
Serum verinderte sich das Zellbild im Dotplot nur wenig bis gar nicht. Es kann also
davon ausgegangen werden, dass die HLA-Antikorper selbst die Stammzellen so
verdndern, dass sich ein von der normalen Zellverteilung abweichendes Bild in der
durchflusszytometrischen Auswertung ergibt. Moglicherweise ist auch ein gewisser
zytotoxischer Effekt als mitursdchlich fiir die verdnderten Zellbilder zu postulieren.
Potentiell vorhandene unbekannte Substanzen in den betroffenen HLA-Seren kdnnten
wihrend der Inkubationszeit auf die Stammzellen eingewirkt und sie auf diese Weise

verandert haben.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Versuche zur Apoptose fillt auf, dass zu
Beginn der Messung wie erwartet noch kein signifikanter Unterschied in der
Apoptoserate zwischen HLA-AK-sensibilisierten und nicht HLA-AK-sensibilisierten
Stammzellen vorliegt. Auch nach 12 Stunden Inkubationszeit ist der Unterschied noch
nicht signifikant. Zum 24- und 36-Stunden-Zeitpunkt ist ein deutlich signifikanter
Anstieg der Apoptoserate der mit HLA-Antikorpern sensibilisierten Stammzellen zu
erkennen. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass auch in vivo bei Patienten, die
praformierte HLA-Antikorper aufweisen und sich einer Stammzelltransplantation
unterziehen, die Apoptoserate der transplantierten Stammzellen hoher sein konnte als

es bei Patienten ohne priformierte Antikdrper der Fall ist. Detaillierte klinische Daten
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liegen dazu bislang jedoch nicht vor. Die vermehrte Apoptose der Stammzellen konnte
eine der Ursachen fiir das von Anasetti et al. beschriecbene vermehrte
Transplantatversagen bei  Patienten mit Donor-HLA-Inkompatibilitit —und

vorbestehender Alloimmunisierung sein [3].

5.4 Phagozytose-Verhalten von Stammzellen

In verschiedenen Arbeiten wurde bereits erfolgreich das Labeling von
unterschiedlichen phagozytierten Zellen mit CMFDA gezeigt: Baker [4] und Lim [42]
markierten Thrombozyten, und Jersmann labelte apoptotische phagozytierte Zellen
[32].

Nusbacher et al. zeigten, dass spezifische HLA-Antikérper die Funktion von
phagozytierenden Granulozyten hemmend beeinflussen, wenn sie zuvor mit den
Granulozyten inkubiert werden [62]. Shepard et al. konnten nachweisen, dass
monoklonale Antikorper gegen Transmembran-Molekiile von Monozyten  die
Adhérenz und Phagozytose von IgG-sensibilisierten Erythrozyten hemmen [81]. Es
zeigt sich also ein deutlicher Einfluss von auf phagozytierenden Zellen gebundenen
Antikorpern auf die Phagozytoserate dieser Zellen.

In dieser Arbeit sollte mit einem solchen Ansatz untersucht werden, ob HLA-AK-
sensibilisierte Stammzellen stirker  phagozytiert werden als nicht HLA-AK-
sensibilisierte Stammzellen. Die Makrophagen selbst waren bei diesem Versuch nicht
HLA-AK-sensibilisiert.

Bei der Auswertung der Versuche zur Phagozytose von Stammzellen konnte kein
signifikanter Unterschied der Phagozytoserate der HLA-Antikorper-sensibilisierten
Stammzellen im Vergleich zu der nicht HLA-AK-sensibilisierten Kontrollgruppe
festgestellt werden. Auch bei der Auswertung der Ergebnisse der Adhidrenz war kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen festzustellen. Es ist
allerdings zu erkennen, dass sowohl die Phagozytoserate als auch die Adhirenzrate der
HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen etwas hoher war als die der nicht HLA-AK-
sensibilisierten Stammzellen. Eine klare Auswertung wird erschwert durch die
teilweise veridnderten Zellbilder in der durchflusszytometrischen Analytik bei den

durch HLA-Antikorper sensibilisierten Zellen. Da &dhnliche Verdnderungen bei den
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nicht AK-sensibilisierten Stammzellen in keinem Fall und bei den HLA-AK-
sensibilisierten Stammzellen auch nur in einzelnen Fillen auftraten, stellt sich die
Frage, ob die Verdnderungen durch die HLA-Antikérper im Serum selbst oder durch
andere im Serum enthaltene Substanzen zustande kamen. Moglich ist, dass die
verdnderten HLA-Seren zum Beispiel von Dialysepatienten stammen. Bei diesen
Patienten ist es durch ihre jeweilige Krankheit und Therapie durchaus méglich, dass im
Serum Substanzen vorhanden sind, die das Zellbild in der durchflusszytometrischen
Auswertung verdndern. Trotz der Verdnderungen weisen die gemessenen Zellen
jedoch in einigen Fillen eine stark positive Fluoreszenz und in anderen Fillen eine
schwichere Fluoreszenz auf. Es kann also nicht von einer Beeinflussung der
Ergebnisse in eine bestimmte Richtung ausgegangen werden. Aus diesem Grund
wurden in diese Auswertung alle gemessenen Ergebnisse mit einbezogen.

Zusammenfassend sind tendenziell sowohl die Adhérenz als auch die Phagozytose
HLA-Antikorper-sensibilisierter Stammzellen stirker ausgeprigt als die Adhédrenz und
Phagozytose der nicht HLA-Antikorper-sensibilisierten Stammzellen. Ein signifikanter
Unterschied ist auf Grund der geringen Fallzahlen jedoch nicht zu erkennen. Weitere
Untersuchungen zur Phagozytose und Adhédrenz von HLA-Antikorper-sensibilisierten
Stammzellen wurden bislang nicht verdffentlicht, so dass keine weiteren Studien zum

Vergleich der Ergebnisse herangezogen werden konnen.

5.5 Verhalten der Stammzellen im optischen Biosensorsystem

Bei der Auswertung der Versuche am Optischen Biosensor fillt auf, dass die
Ergebnisse in keiner Weise richtungsweisend fiir oder gegen einen Einfluss von HLA-
Antikorpern auf die Bindungskinetik von Stammzellen an Endothel sind. Es bleibt
unklar, ob HLA-AK-sensibilisierte Stammzellen mit anderer Kinetik an Endothel
binden als nicht HLA-AK-sensibilisierte Stammzellen. Somit kann mit den
vorliegenden Daten keine Aussage dazu gemacht werden, ob durch die Antikorper-
Sensibilisierung der Stammzellen eventuell auch die Penetration der Zellen ins
Knochenmark beeinflusst werden konnte.

Um diese Hypothese erschopfend kldren zu konnen, wire es notwendig, den Versuch

mit einer wesentlich groferen Fallzahl an Stammzellen und Antikérpern zu
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wiederholen. Eventuell wire es auch hilfreich, den Versuch mit anderen
Endothelzellen als mit den hier genutzten HDMEC-c durchzufiihren, um verschiedene
Endothelien vergleichen zu konnen. Bei den in diesen Versuchen benutzten
Endothelzellen handelt es sich um humane mikrovaskulire Endothelzellen, die aus
Dermis isoliert wurden. Es kann davon ausgegangen werden, dass &dhnliche
mikrovaskuldre Endothelzellen auch in GefiBen zu finden sind, aus denen
Stammzellen in das Knochenmark penetrieren.

In Studien konnten schon FEinfliisse von HLA-Antikorpern auf Endothelzellen
nachgewiesen werden. In diesen Studien ging es allerdings um den direkten Kontakt
von HLA-Antikdrpern mit Endothelzellen, und nicht, wie in dieser Studie, um den
Kontakt von HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen mit Endothelzellen. Narayanan et
al. zeigten den Einfluss von HLA-Antikorpern auf die so genannte Akkomodation von
Endothelzellen nach Organtransplantationen bei vollstindig entfernten aber im Laufe
der Zeit wieder ansteigenden Antikorpertitern [59].

Jindra et al. zeigten den Einfluss von HLA-Antikorpern auf das Uberleben und die
Proliferation von Endothelzellen. Hiernach stimulieren hohe Konzentrationen von
HLA-Antikorpern die Endothelzellproliferation und fordern auf diese Weise die
Transplantat-Vaskulopathie und damit die chronische Abstoung solider
Transplantate. Geringe Konzentrationen von HLA-Antikdrpern hingegen fordern eine
vermehrte Expression antiapoptotischer Proteine in Endothelzellen und wirken damit

giinstig auf das Outcome der Transplantation [33].

5.6 Zusammenfassung aller Ergebnisse und Vergleich mit Daten aus der

Literatur

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass donorspezifische HLA-Antikorper an Stammzellen
binden und durchflusszytometrisch auf ihnen nachgewiesen werden konnen. In
Klonogenititsassays wird durch HLA-Antikorper auf Stammzellen deren Wachstum
im Vergleich zu nicht HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen leicht aber nicht
signifikant vermindert. HLA-AK-sensibilisierte Stammzellen werden ab einem
Zeitpunkt von 24 Stunden nach Versuchsbeginn signifikant stirker apoptotisch als

nicht HLA-AK-sensibilisierte Stammzellen. Das Adhérenz- und Phagozytoseverhalten
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von HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen ist im Vergleich zu nicht HLA-AK-
sensibilisierten Stammzellen zwar tendenziell, aber nicht signifikant erhoht. Uber die
Endothelaffinitit der Stammzellen kann abschliefend keine Aussage gemacht werden,
es findet sich kein Unterschied im Verhalten der HLA-AK-sensibilisierten gegeniiber

den nicht HLA-AK-sensibilisierten Stammzellen.

Neben den HLA-Antigenen ist auch fiir erythrozytiare Blutgruppenantigene bekannt,
dass sie auf verschiedenen Stammzellen nachgewiesen werden kénnen.

Vaughan et al. wiesen mit Hilfe monoklonaler Anti-Kell-Antikérper und auch mit
Hilfe von Anti-Kell-Antikorper enthaltenden Serumproben eine antikOrper-
dosisabhingige Hemmung von erythrozytiren Kell-positiven Vorlduferzellen nach.
Dabei fiel auf, dass die unreiferen ,,BFU-erythrocyte* stirker inhibiert wurden als die
reiferen ,,CFU-erythrocyte* [92], was durch die Tatsache erklédrbar ist, dass das Kell-
Antigen besonders auf unreifen erythrozytdren Zellen exprimiert wird [45].

Wagner et al. zeigten, dass Anti-Kell-Antikorper sowohl an erythrozytire als auch an
megakaryozytire Vorlduferzellen binden, auf denen das Kell-Antigen vorhanden ist. In
Klonogenititsassays wurde festgestellt, dass Anti-Kell-Antikdrper sowohl das
Wachstum von erythrozytiren Vorlduferzellen als auch das Wachstum von
megakaryozytidren Kell-positiven Vorlduferzellen (CFU-MK) deutlich beeintrichtigen.
Somit vermindern sie die Erythropoese und die Bildung von Thrombozyten [93].

In zwei verschiedenen Studien wurde das Erscheinen von erythrozytidren, von ABO-
Antikorpern  verschiedenen  Antikorpern nach ~ Knochenmarktransplantationen
untersucht [1, 90]. De la Rubia et al. konnten nachweisen, dass Patienten, die periphere
Blutstammzelltransplantationen mit einem ABO-Mismatch erhalten, ein hdoheres
Risiko haben, von den ABO-Antikorpern verschiedene erythrozyire Antikorper zu
entwickeln, als Patienten ohne ABO-Mismatch [21]. Als moglicher Mechanismus fiir
diese Gegebenheit wird die Stimulation einer starken Immunantwort durch
mittransplantierte Spenderlymphozyten  oder  durch  noch  vorhandene
Empfiangerlymphozyten angesehen. Diese Immunantwort ist auf die immungenetische
Ungleichheit der ABO-inkompatiblen Transplantation zuriickzufiihren [73].

Die Reihenfolge der Expression erythrozyten-spezifischer Antigene wiéhrend der

Entwicklung von Erythrozyten aus Vorlduferzellen wurde von Southcott et al.
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aufgekliart. Demnach ist das Kell-Glykoprotein das zum frithesten Zeitpunkt
exprimierte Antigen, was auf eine wichtige Rolle dieses Proteins in der
Liniendifferenzierung der Stammzellen hinweist [82]. Andere nach Southcott in der
erythrozytiren Entwicklung entstehende Antigene sind das Rhesus Glykoprotein, das
Landsteiner Wiener Glykoprotein, das Glycophorin A (GPA), Band 3, das Lutheran
Glykoprotein und das Duffy Glykoprotein. Durch das zeitlich versetzte Erscheinen
dieser Antigene konnen ihnen verschiedene Funktionen im Verlauf der Erythropoese
zugeordnet werden [82].

Verschiedene Glykoproteine werden nicht nur auf verschiedenen erythrozytédren
Vorlduferzellen exprimiert, sondern auch auf anderen unterschiedlichen
hdmatopoetischen Stammzellen. Es ist bekannt, dass fetale Stammzellen das
Glykoprotein IIb/IIla exprimieren [57]. Dieses Protein wird auch auf verschiedenen
himatopoetischen Stammzellen exprimiert [63].

Nach Lepage et al. sind auf Megakaryozyten zwei verschiedene, fiir die
Thrombozytenfunktion sehr wichtige, Glykoproteine lokalisiert. Sie erscheinen zu
verschiedenen Zeitpunkten auf den Megakaryozyten und scheinen somit verschiedene
Funktionen in der Differenzierung der Zellen zu haben. Das Glykoprotein IIb (GPIIb)
ist schon auf unreifen CD34+ Zellen zu finden, wihrend das GP Ib-V-IX erst nach
spezifischer Zytokininduktion auf den Megakaryozyten nachweisbar wird [41].
Cassens et al. zeigten in einer Fallstudie, dass die maternalen Antikorper Anti-HPA-5b
und Anti-HLA-A?2 eine neonatale alloimmune Thrombozytopenie verursachen konnen.
Diese Antikorper inhibierten jedoch in vitro nicht die Klonogenitit von
Megakaryozyten. Sie beeinflussten nach Transplantation des Nabelschnurblutes des an
Thrombozytopenie erkrankten Spenders klinisch auch nicht die Hdmatopoese im

Empfianger[15].

Aus den gezeigten Beispielen wird ersichtlich, dass sich verschiedene Antigene auf
Stammzellen in unterschiedlichen Stadien der Differenzierung nachweisen lassen, und
dass folglich auch Antikorper mit diesen Antigenen reagieren konnen und dies auch
tun. In einigen Fillen, wie unter anderem bei Vaughan und Wagner, wird das
Stammzellwachstum inhibiert [92, 93]. Im Fall der Studie von Cassens kann nach

Transplantation keine Beeinflussung der Hamatopoese festgestellt werden, obwohl die
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vorhandenen Antikdrper beim Spender eine Thrombozytopenie verursacht haben [15].
Auch HLA-Antigene werden auf Stammzellen exprimiert. Wie in den eigenen
Versuchen gezeigt, reagieren mit spezifischen HLA-Antikorpern sensibilisierte
Stammzellen in verschiedenen Versuchsansitzen anders als nicht HLA-AK-
sensibilisierte Stammzellen. Da von den Versuchen in begrenztem Ausmal
Riickschliisse auf die Bedingungen in vivo gezogen werden konnen, kann aus den
Ergebnissen  abgeleitet ~ werden, dass sich auch in  vivo nach
Stammzelltransplantationen vorhandene préaformierte spezifische Antikorper auf den
transplantierten Stammzellen nachweisen lassen. Diese Antikorper fiithren in vitro zu
einer erhohten Apoptoserate und eventuell auch zu vermehrter Phagozytose und zu
geringerem Wachstum der Zellen.

Es ist noch nicht im Detail untersucht worden, wann welche HLA-Antigene auf
welchen Stammzellpopulationen exprimiert werden. Es ist somit auch noch unklar,
welche Rolle HLA-Antigene bei der Differenzierung von unreifen Stammzellen zu

reifen Zellen spielen.

Die oben genannten Versuchsergebnisse fithren zu der Fragestellung, ob es sinnvoll
ist, Patienten vor einer allogenen SZT mit HLA-Differenz grundsétzlich auf potentielle
HLA-Antikorper zu untersuchen. Bisher wird in einzelnen Zentren ein serologischer
Crossmatch bei SZT und Knochenmarktransplantationen bei Vorliegen von HLA-A, -
B, -C, -DRBI1 oder -DQBI1-Differenzen durchgefiihrt [65, 66]. Es wird aber keine
generelle Untersuchung des Patienten auf HLA-Antikorper vorgeschrieben, dies steht
im grundsitzlichen Gegensatz zu Patienten bei soliden Organtransplantationen. Daran
schlieft sich die Frage an, ob zum Beispiel im Rahmen von haploidenten
Stammzelltransplantationen bei Vorliegen von donor-spezifischen HLA-Antikérpern
eine Auswahl alternativer Stammzellspender klinisch indiziert sein konnte.

Fiir Organtransplantationen, wie zum Beispiel fiir Transplantationen von Niere, Herz
und Lunge, wird nach Takemoto et al. eine komplette Testung der potentiellen
Transplantatempfanger auf donor-spezifische Antikorper gefordert. Damit soll das
Risiko der sogenannten Antibody-Mediated-Rejection (AMR) minimiert oder sogar
ausgeschlossen werden [86]. Die Grundlage hierfiir liegt darin begriindet, dass

regelmiBig donor-reaktive HLA-Antikérper im Serum von Transplantatempfiangern
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nachgewiesen wurden, die eine TransplantatabstoBung durchgemacht hatten [49].
AuBerdem spricht die AMR typischerweise nicht auf konventionelle Anti-Rejection-
Therapie an und bringt somit ein schlechtes Ergebnis fiir die Patienten mit sich [48].
Opelz zeigte einen hoch signifikanten Einfluss der Zahl der HLA-Mismatche bei
Nierentransplantationen auf das Transplantat-Outcome [64]. Da bisher noch keine
zuverldssige Therapie fiir Kadaver-Nieren-Transplantationen mit HLA-Mismatchen
gefunden wurde, weist er auf die Notwendigkeit des weiteren HLA-Matching hin [64].
Von Jaramillo et al. konnte gezeigt werden, dass HLA-Antikérper neben akuten auch
fiir chronische AbstoBungsreaktionen préadestinierend sind [30].

In verschiedenen Studien wurde fiir Nierentransplantationen festgestellt, dass die AMR
resistent gegen Standardtherapien ist und somit eine schlechtere Prognose hat als eine
einfache akute zelluldre AbstoBungsreaktion [47]. Die AMR tritt in diesen Féllen meist
frih nach der Transplantation auf und verursacht eine schnelle funktionelle
Verschlechterung [86]. Andere Studien entdeckten auch einen Zusammenhang
zwischen zirkulierenden Antikorpern und der Entwicklung von chronischen
AbstoBungsreaktionen und Transplantatverlust nach Nierentransplantation [31, 39].
Fiir Herztransplantationen konnte gezeigt werden, dass das Auftreten einer AMR die
Anfilligkeit des Empfingers fiir eine Transplantatvaskulopathie erhoht und das
Uberleben des Transplantats gefihrdet [50].

Auch bei Lungentransplantationen wurde ein Zusammenhang zwischen hyperakuter
AbstoBung und priformierten donor-spezifischen HLA-Antikorpern festgestellt [18].
Fiir alle diese Organtransplantationen wurden Protokolle erstellt, um die zirkulierenden
HLA-Antikorper zu vermindern und ein positives Crossmatch zu iiberwinden. Hierzu
werden als Moglichkeiten hohe Dosen von intravendsen Immunglobulinen [26] oder
intravenose Immunglobuline kombiniert mit einem zusitzlichen Immunsuppressivum
genannt [44]. Als weitere Moglichkeiten gelten die Plasmapherese kombiniert mit
niedrigdosierten =~ CMV-Hyperimmunglobulinen [56, 94, 100] und die
Immunadsorptionstherapie direkt vor der Transplantation [28, 38]. Trotz dieser
Therapieansitze werden noch Abstoungsreaktionen nach Transplantationen mit HLA-
Mismatch beobachtet [44], so dass HLA-Matching weiterhin als die beste Privention
des Transplantatversagens gilt [64].

Auch bei Stammzelltransplantationen wurden bei Patienten mit bekannten
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praformierten Antikorpern in Einzelfillen schon verschiedene Ansitze zur Elimination
der Antikdrper  durchgefiihrt. Maruta et al. eliminierten  Anti-Donor-
lymphozytotoxische Antikorper mit Hilfe eines Plasmaaustausches und darauf
folgender Infusion von Donor-Lymphozyten [46]. Braun et al. eliminierten
praformierte HLA-Antikorper mit Hilfe der Immunadsorption an Staphylokokken-
Protein A, so dass ein Stammzellengraftment eines HLA-inkompatiblen Spenders im
Patienten moglich wurde [14]. Narimatsu et al. verhinderten eine AbstoBungsreaktion
nach peripherer himatopoetischer Stammzelltransplantation bei vorhandenen donor-
spezifischen HLA-Antikorpern mit Hilfe einer Donor-Thrombozyten-Transfusion und
Rituximab-Gaben vor der Transplantation sowie der Infusion einer Megadosis
peripherer Blutstammzellen [60]. Gleichwohl sind die Wirkungen und die Relevanz
von HLA-Antikorpern im Rahmen von experimentellen und klinischen Studien noch

nicht ausreichend untersucht.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass fiir die Kompatibilititsbeurteilung der
allogenen hdmatopoetischen Stammzelltransplantation noch weitere Forschungen auf
dem Gebiet der HLA-Antikorper bedingten Einfliisse auf die transplantierten
Stammzellen und das Stammzell-Engraftment im Patienten notwendig sind.

Diese Arbeit gibt erste Hinweise auf die zugrunde liegenden Ursachen fiir die schon
zuvor beobachteten vermehrten Komplikationen nach SZT bei Patienten mit
priformierten donor-spezifischen HLA-Antikorpern. Ahnliche Studien miissten an
groBeren Fallzahlen wiederholt werden, um die Einfliisse von HLA-Antikdrpern
besonders auf die Phagozytose und Klonogenitit der Stammzellen genauer definieren
zu konnen. Sollten sich aus solchen Studien dhnliche Ergebnisse ergeben, miisste auch
bei hdmatogenen Stammzelltransplantationen iiber eine generell vorgeschriebene
Testung der potentiellen Stammzellempfanger auf donor-spezifische HLA-Antikorper
nachgedacht werden. Auflerdem miisste eine prophylaktische Therapie im Falle einer
nicht zu umgehenden SZT mit vorhandenen donor-spezifischen HLA-Antikorpern des

Empfingers in Erwédgung gezogen werden.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

AK
AMR
BFU
BS’
BSA
CFU
CMFDA
FITC
FSC
G-CSF
GvHD
HBS
HLA
HvG
MHC
MNCs
MW
PBS
PE

SD
SSC
SZ
SZT
TC

Antikorper

Antibody Mediated Rejection

Burst Forming Unit

Bis (sulfosuccinimidyl) Suberate
Bovine Serum Albumine

Colony Forming Unit
Chloro-Methyl-Fluorescein-Diacetate

Fluorescein-Isothiocyanat, Fluoreszenzfarbstoff

Forward Scatter (Vorwarts-Streulicht)
Granulocyte-Colony-stimulating-Factor
Graft versus Host Disease

Hepes Buffered Saline

Human Leucocyte Antigen

Host versus Graft

Major Histocompatibility Complex
Mononukledre Zellen

Mittelwert

Phosphate Buffered Saline
Phycoerythrin, Fluoreszenzfarbstoff
Standardabweichung

Sideward Scatter (Seitwirts-Streulicht)
Stammzellpriparation
Stammzelltransplantation

Tri-Color-conjugate, Fluoreszenzfarbstoff
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