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1. Einleitung und Ziel der Dissertation

1. Einleitung und Ziel der Dissertation
1.1 Einleitung

Die akute myeloische Leukdmie (AML) stellt ein &ulRerst heterogenes
hamatologisches Krankheitshild dar, welches durch die unkontrollierte Proliferation
unausdifferenzierter und gleichzeitig nicht-funktioneller ha@matopoetischer Zellen
gekennzeichnet ist. Die Erkrankung kann aus samtlichen Vorstufen der myeloischen
Reihe der Hamatopoese entspringen und ist aufgrund maoglicher chromosomaler
Aberrationen sowie genetischer Mutationen in ihrer Aggressivitdt und in ihrem
Verlauf divers. Diese multivariaten Faktoren gehen in der Regel mit einem
unterschiedlich prognostizierbaren Krankheitsverlauf einher und kénnen bisher mit
einem einheitlichen Therapieschema nicht in allen F&llen optimal behandelt werden.
Eine molekulare Therapie ist bisher nur fur die akute Promyelozyten-Leukdmie
etabliert, die dadurch im Vergleich zu den anderen Subtypen eine hdhere
Heilungsrate zeigt. Um weitere zielgerichtete Therapiestrategien zu entwickeln ist ein
stabiles Krankheitsmodell unabdingbar. Versuche an Menschen sind aus ethischen
Grunden limitiert, weshalb sich humanisierte Mausmodelle anbieten. Frihere
Generationen von immundefizienten Mausen zeigten nur niedrige Wachstumsraten
humaner AML. AuRerdem waren Untersuchungen durch die kurze Lebensdauer
eingeschrénkt. Mit der Zucht neuer, robuster und immuninkompetenter Mausstamme
ist eine wichtige Voraussetzung fur ein besseres Tiermodell zum Studium der AML

erfullt worden.

1.2 Ziel der Dissertation

Im Rahmen dieser Arbeit sollen weitere Erkenntnisse der biologischen Prozesse, die
in AML-transplantierten Mausen ablaufen, gewonnen werden. Dazu werden im
ersten Teil mehrere humane primare AMLs in immuninkompetente NSG-Mause
transplantiert, um deren Wachstumsverhalten im murinen Organismus néher zu
charakterisieren. AnschlieBend sollen zudem Faktoren identifiziert werden, welche
ein Ansiedeln der Leukamie in den M&usen begunstigen. Aus vorherigen Versuchen
ist bekannt, dass nach der Transplantation humaner Leukdmien nicht nur die

11



1. Einleitung und Ziel der Dissertation

Leukdmiezellen in den Empféangertieren engraften, sondern dass in einigen Fallen
auch humane T-Lymphozyten im Mausorganismus auswachsen. Dieses Phanomen
wird im zweiten Teil der Arbeit ndher untersucht, indem eine Leukamie, welche
intramurin - von einem T-Zell-Engraftment begleitet wird, einer Leukamie
gegenubergestellt wird, welche T-Zell-frei wachst. Methoden, welche dieses
Wachstum verhindern ohne das Ansiedeln der Leukdmie zu storen, werden im
letzten Abschnitt der hier vorgelegten Dissertationsschrift erarbeitet. Ihre Wirksamkeit

soll in einem in-vitro-Modell getestet und abschliel3end evaluiert werden.

12



2. Literaturdiskussion

2. Literaturdiskussion
2.1 Die Hamatopoese

Die zellularen Bestandteile des menschlichen Bluts haben eine begrenzte
Lebensdauer. So sind beispielsweise Erythrozyten zwischen 100 und 120 Tage im
Blutkreislauf nachzuweisen, wahrend Thrombozyten lediglich maximal zehn Tage im
Blut zirkulieren bevor sie zugrunde gehen. Um eine funktionale Integritéat des
Blutgewebes gewahrleisten zu kénnen, missen die Blutzellen standig neu gebildet
werden. Dieser Vorgang wird als Hamatopoese bezeichnet.

Die Hamatopoese findet im embryonalen Organismus zunachst im Dottersack und in
der AGM-Region statt. Diese Region, ein funktionaler Zusammenschluss der
dorsalen Aorta, den Gonaden und dem Mesonephros, stellt die Quelle der
Stammzellen des Embryos dar, eine Ausdifferenzierung der Zellen findet hier jedoch
nicht statt (1). Die fetale Leber tbernimmt voribergehend die Blutbildung, bis die
adulten hamatopoetischen Organe Milz, Knochenmark und Thymus ausgebildet und

funktionstichtig sind (2).

Die Blutbildung geht von pluripotenten Knochenmarkstammzellen aus, die
mesenchymalen Ursprungs sind (3). Es handelt sich dabei um Zellen, die das
Potenzial besitzen, in alle hamatopoetischen Zellen auszudifferenzieren. Dies konnte
eindrucksvoll in Versuchen der japanischen Arbeitsgruppe von Osawa verdeutlicht
werden: Es gelang, das blutbildende System einer letal bestrahlten Maus mit der
Transplantation einer einzigen Stammzelle zu rekonstituieren (4). Die Hamatopoese
wird untergliedert in die Lymphopoese, die die Genese der Natirlichen Killerzellen
sowie der Lymphozyten beinhaltet und in die Myelopoese, die die Bildung der
Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen

zusammenfasst (5).

Die Myelopoese findet ausschliellich im Knochenmark statt. Verschiedene
Wachstumsfaktoren und Zytokine steuern die Ausdifferenzierung der Stammzellen in
die verschiedenen Vorlauferzellen (6, 7). Diese noch unreifen Vorlauferzellen werden

auch als Blasten bezeichnet. Wenn die Zellen ausgereift sind, treten sie aus dem

13



2. Literaturdiskussion
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Abb. 2-1 Die Hamatopoese im Uberblick. Aus einer sich standig selbst erneuernden
hamatopoetischen Stammzelle geht die Myelo- und die Lymphopoese tiber gemeinsame
myeloische Vorlauferzellen (common myeloid progenitor cells, CMP) bzw. gemeinsame
lymphatische Vorlauferzellen (common lymphoid progenitor cells, CLP) hervor. Die CMPs
differenzieren Uber Megakaryozyten/Erythrozyten Vorlauferzellen (megakaryotic erythroid
progenitor cells, MEP) in Retikulozyten, die sich in Erythrozyten umwandeln und
Megakaryozyten, welche Thrombozyten bilden. Aus CMPs entstehen (ber
Granulozyten/Myelomonozytare Vorlauferzellen (granulo/myelomonocytic progenitor cells,
GMP) auch Granulozyten und Monozyten, die sich im Gewebe zu Makrophagen und
dendritischen Zellen weiterentwickeln. CLPs differenzieren zu dendritischen Zellen, NK-
Zellen (natdrliche Killerzellen), T-Zellen und B-Zellen, welche sich im aktivierten Zustand
in Plasmazellen umwandeln. Modifiziert nach (8)
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2. Literaturdiskussion

Knochenmark in den Blutstrom dber und Ubernehmen dort ihre jeweiligen

Funktionen. Eine Ubersicht der Hamatopoese gibt Abb. 2-1.

Stammzellen kdnnen anhand unterschiedlicher Oberflachenmolekile identifiziert
werden, wobei die Definition geeigneter Stammzellmarker kontrovers diskutiert wird
(9-11). Aktuell werden das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit von CD34, CD38,
CD43 und CD45 als Oberflachenmarker fir humane hamatopoetische Stammzellen
angesehen. Eine Mutation der Stammzellen kann zu malignen hamatologischen
Erkrankungen, wie der akuten myeloischen Leukamie, fuhren (8, 12). Es wird davon
ausgegangen, dass die Pathogenese von einer einzigen leukdmischen Stammzelle
eingeleitet wird (13). Diese besitzt die Fahigkeit, sich standig zu replizieren (14) und
dabei eine Vielzahl undifferenzierter Klone zu bilden, die konsekutiv die
funktionstiichtigen Zellen des Knochenmarks verdrangen. Untersuchungen zeigten,
dass die meisten Leukdmiezellen nur eine begrenzte Kapazitat zur Proliferation
besitzen und stéandig von anderen Leukéamiezellen ersetzt werden. Im Vergleich zu
diesen Zellen sind die Leukéamiestammzellen selten: auf 250.000 Blasten kommt im

Schnitt eine Stammzelle (15).

2.2 Die akute myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist eine maligne Erkrankung der Myelopoese
und wurde 1827 zuerst von Alfred-Armand-Louis-Marie Velpeau beschrieben (16),
einem franzdsischen Anatom und Chirurg. Rudolf Virchow pragte daraufhin 1845 den
Namen der Leuk&mie, die griechische Bezeichnung fir weil3es Blut, nachdem er das
Blut eines Leukamiepatienten unter dem Mikroskop betrachtete und ein Uberschuss

an weil3en Blutzellen feststellte (17).

Die Erkrankung besitzt eine Inzidenz von 2,5 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohner pro Jahr und ist somit vergleichsweise selten. Sie kann zwar in jedem
Alter auftreten, stellt aber mit einem Durchschnittsalter von 68 Jahren bei
Diagnosestellung eher eine Erkrankung des alteren Menschen dar (18).

15



2. Literaturdiskussion

Einer de-novo AML liegt atiologisch haufig eine Schadigung des Knochenmarks zu
Grunde. Diese ist entweder bedingt durch langjahrige Belastung des Organismus mit
Benzol (19), Zytostatika aus der Gruppe der Alkylantien oder der Topoisomerase II-
Inhibitoren, welche unter anderem Therapeutika in der Behandlung des Brustkrebses
darstellen (20), oder ionisierender Strahlung. Dies wurde besonders durch die Folgen
der Atombombenexplosionen in Hiroshima und Nagasaki 1945 belegt. Bei den
Uberlebenden des Angriffs wurde eine erhohte Pravalenz an Leukamie-
Neuerkrankungen im Vergleich zur Normalpopulation festgestellt (21). Ebenfalls
konnte die Bedeutung ionisierter Strahlung bei Menschen gezeigt werden, die
kumuliert niedrigen Dosen an Strahlung ausgesetzt worden sind, wie beispielsweise
Radiologen und radiologische Helfer (22). Genetische Faktoren spielen bei der
Erkrankung eine Rolle. Patienten mit Trisomie 21 (23) oder Klinefelter-Syndrom (24)
erleiden haufiger eine AML als Patienten mit anderen Erbkrankheiten. Entsteht eine
AML aus einer anderen hamatologischen Erkrankung wird sie als sekundare AML
bezeichnet, die im Vergleich zur de-novo AML eine schlechtere Prognose zeigt. Sie
kann aus einem myelodysplastischen Syndrom (25), einer Osteomyelofibrose (26),
einer Polycythaemia vera (27) oder einer paroxysmalen nachtlichen Hamoglobinurie
(28) entstehen.

Infolge der Knochenmarklasionen werden die genetischen Informationen der Zellen
beschadigt. Eine hamatopoetische Stammzelle transformiert sich in eine
neoplastische leukamische Stammezelle, die sich nicht mehr weiter ausdifferenziert,
sondern in ihrem unreifen Entwicklungsstadium verweilt. Die stéandig neugebildeten
Blasten verdréngen die gesunden hamatopoetischen Zellen des Knochenmarks und
werden in das periphere Blut ausgeschwammt. Die Symptome der AML sind die
Folgen dieser Verdrangung und der daraus resultierenden Knochenmarkinsuffizienz.
Es kommt zu einem Abfall der Erythrozytenzahl und gleichzeitig zu einem Sinken des
Hamoglobinwerts im Blut, was zu Blasse, Midigkeit und Dyspoe fiihrt. Ein Absinken
der neutrophilen Granulozyten unterhalb des Referenzwerts geht mit einer erhdhten
Infektanfalligkeit einher. Entziindungen an den Schleimhautibergdngen und
Besiedlungen der Schleimhaut mit opportunistischen Erregern sind haufig. Eine
erhohte Blutungsneigung ist bedingt durch eine Thrombozytopenie. Fieber unklarer

Ursache, Nachtschweil3, hypertrophe Gingivitiden, Lymphknotenschwellungen,
16



2. Literaturdiskussion

Splenomegalie, leukamische Hautinfiltrationen und Knochenschmerzen
vervollstandigen die spektrenreiche Symptomvielfalt der AML. Labordiagnostisch ist
die Anamie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie fur die Diagnosestellung
wegweisend. Als Folge des erhOohten Zellumsatzes sind Harnsédure und
Laktatdehydrogenase im Serum erhdht. Pathognomonisch fir eine akute Leukamie
sind unreifzellige Elemente im Blut. Die zytochemische, zytogenetische und
durchflusszytometrische Untersuchung eines Knochenmarkbiopsats sichert die

Diagnose der AML.

Es gibt zwei Klassifizierungsmodelle zur Einteilung der AML, namlich das der French-
American-British (FAB) co-operative group (29) und das der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) (30). Die héaufig genutzte FAB-Klassifikation
(Tab. 2.1) unterteilt die Erkrankung in acht Subtypen, die sich in dem ursprtinglichen
Zelltyp, aus dem die Leukdmie entstanden ist und dessen Reifegrad unterscheiden.
Die Einteilung gemaf? WHO (Tab. 2.2) ist klinisch orientiert und lasst anhand der

Gruppenzuteilung Aussagen uber die Prognose der Erkrankungen treffen.

Der zu erwartende Verlauf der AML-Erkrankung l&sst sich in prognostisch gunstig,
intermediar und ungunstig unterteilen. In Folge der zytochemischen und
zytogenetischen Klassifizierung der AML lasst sich die optimale Therapie auswéahlen.
Prognostisch ginstig sind Leukdmien mit einer Translokation von Chromosom 15
und 17, bzw. 8 und 21, sowie mit einer Inversion von Chromosom 16 (31). Zu der
Gruppe gehdren auch isolierte NPM1- und CEPBA-Mutationen. Von mittlerer
Prognose sind AMLs mit normalem Karyotyp bzw. mit einer Trisomie 8 (32). Ein
schlechter Verlauf wird bei komplexen Chromosomenaberrationen, einer Monosomie
7 (33) sowie Anomalien an Chromosom 3 (31) erwartet. Im Rahmen der Entwicklung
moderner Verfahren der DNS-Sequenzierung, werden standig neue Mutationen der
AML entdeckt und auf ihre prognostischen Einflisse untersucht. Die Mutation des
Zytokinrezeptors FLT3, die bei 30 Prozent der AML-Patienten vorhanden ist (34),
wurde bereits 1992 mit einem schlechten Verlauf der Krankheit in Verbindung
gebracht (35). Es folgte die Untersuchung von CEPBA 2001 (36) und NPM1 2005
(37). Aktuell stehen die kirzlich von Ley entdeckten Mutationen von IDH1 und
DNMT3a im Mittelpunkt der Aufmerksamkeit, wobei IDH1 vermutlich Kkein

17



2. Literaturdiskussion

prognostischer Faktor darstellt (38), wahrend DNMT3a wahrscheinlich mit einer
negativen Prognose verbunden ist (39). Anhand der WHO-Klassifikation lassen sich
momentan ungefahr 30 Prozent der AMLs einteilen. Der Bedarf nach einer neuen
Klassifikation wurde 2010 von Doéhner gedulRert, der mit dem Europaischen
Leukdmienetzwerk ein modifiziertes Einteilungssystem vorschlug, in dem die

aktuellen Erkenntnisse der AML-Forschung enthalten sind (40).

AML-Subtyp Name

MO Minimal differenzierte akute myeloische Leukamie
M1 Akute myeloische Leukamie ohne Ausreifung

M2 Akute myeloische Leukamie mit Ausreifung

M3 Akute Promyelozyten-Leukamie

M4 Akute myelomonozytéare Leukamie

M4eo - mit Eosinophilie

M5 Akute monozytare Leukamie

a) undifferenziert

b) differenziert
M6 Akute Erythroleukamie

M7 Akute megakaryozytare Leukamie

Tab. 2-1 FAB-Klassifikation der AML. Die Einteilung erfolgt nach der priméren Zelle,
aus der die AML hervorgegangen ist und Differenzierungsgrad. Es gibt acht Klassen, von
MO — M7, teilweise mit weiteren Untergruppierungen. Modifiziert nach (29).

18



2. Literaturdiskussion

Kategorie Bezeichnung

I AML mit definierten zytogenetischen Chromosomenbefunden
I AML mit multilinearer Dysplasie
1] AML und myelodysplastische Syndrome, therapiebedingt

v Andere Formen der AML

Tab. 2-2 WHO-Klassifikation der AML. Die Einteilung der AML erfolgt in vier Gruppen
mit jeweiligen Untergruppen (nicht gezeigt). Je nach Gruppenzuordnung lasst sich die
Prognose der Leukamie abschatzen. Modifiziert nach (30).

In der Therapie der AML werden Chemotherapeutika angewendet. Das Ziel der
Chemotherapie ist es, samtliche Leukamiezellen im peripheren Blut zu vernichten
und den Anteil der Blasten im Knochenmark auf unter finf Prozent zu reduzieren.
Gleichzeitig soll eine Normalisierung des Blutbilds sowie der krankheitsassoziierten
Symptome erreicht werden. Dieser Zustand wird als komplette Remission
bezeichnet. Eingeleitet wird die Therapie mit der Remissionsinduktionstherapie.
Standardchemotherapeutika, die in dieser Phase eingesetzt werden, sind Cytarabin
und Daunorubicin (41). Die zytostatische Wirkung ist bei schnell teilenden Zellen, wie
Krebszellen, besonders ausgepragt, aber auch Zellen der Schleimhaut, des
Haarwachstums und des blutbildenden Systems werden betroffen. Ist die Remission
erreicht, so wird diese mit der Postremissionstherapie aufrechterhalten. Je nach
Risikoprofil der AML und Gesundheitszustand des Patienten werden individualisierte
Behandlungsstrategien angewendet. Patienten mit prognostisch unginstigen
Leukamien werden bei Vorhandensein eines passenden Spenders transplantiert,
wéahrend man bei Patienten mit guter Prognose nach der ersten Remission darauf
verzichtet. Im Falle eines Rezidivs wird eine allogene hamatopoetische

Stammzelltransplantation angestrebt (42).

Klinische Studien konnten zeigen, dass die Heilungsrate der AML zwischen 20 und
45 Prozent liegt (34, 43). Diese Werte mussen kritisch interpretiert werden, da das

Studienkollektiv jinger und gesinder als der durchschnittliche Leukdmiepatient ist

19



2. Literaturdiskussion

und deshalb auch eine aggressivere Chemotherapie toleriert. Fur bestimmte
Subtypen, wie zum Beispiel der akuten Promyelozyten-Leukdmie wird eine

Remission in 90 Prozent und eine Heilung in 80 Prozent der Félle erreicht (44).

2.3 Die allogene hdmatopoetische Stammzelltransplantation

Bei der hamatopoetischen Stammzelltransplantation (HSZT) handelt es sich um ein
medizinisches Verfahren, bei dem einem Patienten Stammzellen injiziert werden.
Diese Stammzellen kdnnen entweder vom Patienten selbst stammen, somit waren
Spender und Empfanger identisch und es handelt sich um eine autologe HSZT. Sind
Spender um Empfanger zwei unterschiedliche Personen, spricht man von einer
allogenen HSZT (45).

Die erste Knochenmarktransplantation wurde 1959 vom franzésischen Onkologen
Georges Mathé durchgefiihrt. Bei den Empfangern handelte es sich um
jugoslawische Reaktorarbeiter, deren Knochenmark im Rahmen eines nuklearen
Unfalls bestrahlt wurde und anschlieBend insuffizient geworden ist.
Unglucklicherweise wurden damals alle Transplantate abgestof3en (46). Pionier im
Bereich der HSZT war Edward Donnall Thomas, dem 1990 fiir seine Arbeiten am
Fred Hutchinson Cancer Research Center in Washington der Nobelpreis verliehen
wurde. Er optimierte das Verfahren, indem er die aus Tierversuchen gewonnen
Erkenntnissen am Menschen anwendete und einen Patienten mit fortgeschrittener
Leukdmie durch Transplantation des Knochenmarks seines Zwillingsbruders in eine
drei Monate andauernde Remission brachte (47). Heute, Uber flinfzig Jahren nach
den ersten Transplantationen durch Mathé, hat sich die HSZT zu einem wichtigen
Pfeiler in der Therapie hdmatologischer Erkrankungen entwickelt. Eine Studie, die
2010 verdffentlicht wurde, zeigte, dass 2006 weltweit 50.417 Transplantationen

durchgefuhrt wurden, wovon 21.516 in einem allogenen Ansatz stattfanden (48).

Die kurative Wirkung der allogenen HSZT ist in besonderem Mal3e fur die Therapie
der AML belegt und wird im Rahmen dieser Erkrankung auch am haufigsten
durchgefuhrt. Eine Anwendung erfolgt in selteneren Fallen bei der Behandlung der
akuten lymphatischen Leukadmie, der chronischen lymphatischen und myeloischen
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Leukdmie, des Multiplen Myeloms, der aplastischen Anémie, des
myelodysplastischen Syndroms, der Sichelzellandmie, des Neuroblastoms, des
Ewing Sarkoms, des Hodgkin Lymphoms sowie des Non-Hodgkin-Lymphoms und

seltenen Autoimmunerkrankungen (48-52).

Um eine aus immunologischer Sicht mdglichst komplikationslose Transplantation zu
gewahrleisten, mussen Spender und Empfanger identische humane
Leukozytenantigene (HLA) besitzen. Diese Antigene liegen auf Chromosom 6 und
werden als Haplotyp vererbt (53). Die Wahrscheinlichkeit unter den Geschwistern
einen HLA-identen Donor zu finden betragt 25 Prozent, wahrend die
Wabhrscheinlichkeit einen passenden Spender in der Normalbevélkerung ausfindig zu
machen, bedeutend geringer ausfallt. Aul3erdem durfen sich die Lymphozyten in der
gemischten Kultur, bestehend aus Spender- und Empfangerlymphozyten, nicht
gegenseitig stimulieren (54). Die zu transplantierenden Stammzellen kdnnen
entweder aus dem Knochenmark, dem peripheren Blut oder aus Nabelschnurblut
stammen. Fir die Knochenmarktransplantation wird dem Spender unter Vollnarkose
Knochenmark aus dem Beckenkamm entnommen (55). Im Vergleich hierzu stellt die
Gewinnung von Stammzellen aus dem peripheren Blut ein deutlich weniger
traumatisches und belastendes Verfahren dar (56). Zundchst wird dem Spender
Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF) uUber mehrere Tage subkutan
appliziert, was die hamatopoetischen Stammzellen zu einer Expansion aus dem
Knochenmark ins Blut anregt (57). Daraufhin folgt die Stammzellgewinnung mittels
Leukapherese. Hierzu wird dem Stammzellspender peripheres Blut entnommen, was
durch eine Leukapherese-Maschine geleitet wird, welche die weil3en Blutkérperchen
aus dem Blut filtert. Das restliche Blut wird dem Spender wieder zugefihrt. Das
entnommene Leukapherasat wird dann in flissigem Stickstoff kryokonserviert. Die
Stammzellen kénnen auch direkt aus der Nabelschnur extrahiert werden. Dieses
Verfahren gilt im Rahmen der Leuk&mietherapie nicht als Standard, sondern wird nur

in Situationen eingesetzt, in denen kein HLA-identer Spender vorhanden ist (58).

Vor der eigentlichen HSZT findet beim AML-Patient eine myeloablative
Konditionierung statt, die aus einer intensiven Chemotherapie kombiniert mit einer

anschlielBenden fraktionierten Ganzkoérperbestrahlung mit zehn Gray besteht. Das
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Ziel dieser Behandlung ist die Beseitigung der verbliebenen Leukamiezellen, sowie
die Immunsuppression des Patienten. Unter diesen Voraussetzungen kénnen sich
nach der intravendsen Infusion des Spenderzellgemischs die darin enthaltenen
Stammzellen im Knochenmark des Patienten ansiedeln, ohne dass sie vom
Immunsystem detektiert und bek&ampft werden konnen (59). Als Alternative zum
myeloablativen  Konditionierungsverfahren  kénnen auch toxizitatsreduzierte
Konditionierungsprotokolle eingesetzt werden (60). Hierbei wird auf die
Ganzkorperbestrahlung nach der Chemotherapie verzichtet. Es kommt ebenfalls zu
einem Anwachsen der intravenos injizierten Stammzellen. Im Falle eines Rezidivs
kbnnen im Sinne einer adoptiven Immuntherapie Spenderlymphozyten zur
Rezidivbehandlung eingesetzt werden. Im Vergleich zur myeloablativen
Konditionierung zeigt dieses Verfahren eine niedrigere therapiebedingte Mortalitat
und wird somit auch von alteren Patienten toleriert (61), wobei zudem eine héhere

AbstoRungsrate des Transplantats vorliegt (62).

Abgesehen von einer AbstofRungsreaktion kénnen bei allogener HSZT weitere
Komplikationen auftreten. Mukositiden stellen die héaufigste Nebenwirkung des
myeloablativen Regimes dar und werden durch die Gabe von Methotrexat als GvHD-
Prophylaxe noch verstarkt (63). Sie sind sehr schmerzhaft und kdnnen bei
oropharyngealen Beteiligungen bis zur Intubationspflicht fihren. In Studien konnte
die Wirkung von rekombinanten humanen Keratinozytenwachstumsfakoren gegen
Chemotherapie-assoziierte Mukositiden gezeigt werden (63). Die zweithaufigste
Komplikation ist die venooklussive Krankheit, die sich durch schmerzhafte
Hepatomegalie, Ikterus und Flussigkeitsretention auszeichnet und kausal nicht
therapiert werden kann (64). Bedingt durch die Immunsuppression kommt es vor
allem in der drei Wochen andauernden aplastischen Phase gehauft zu Infektionen.
Besonders gefahrlich fir den Patienten ist die interstitielle Pneumonie, die durch das
Cytomegalovirus ausgelost wird und eine Letalitat von 15 Prozent aufweist (64).
Nach einem Jahr hat sich das Immunsystem des transplantierten Patienten in der
Regel wieder stabilisiert. Die bedeutendste Komplikation der allogenen HSZT stellt

jedoch nach wie vor die Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion dar.
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2.4 Die Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion

Bei der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (Graft-versus-Host Disease, GvHD)
handelt es sich um eine Immunreaktion, ausgelést durch Spenderlymphozyten, die
im Transplantat enthalten sind und sich gegen den Wirtsorganismus richten. Sie ist
ein Phanomen des Zeitalters der Organ- und Stammzelltransplantation und wurde
erstmals 1962 von Barnes und Loutit beschrieben, die eine GvHD bei
transplantierten Mausen feststellten (65). Der Begriff der GvHD wurde jedoch erst
spater durch Simonsen gepragt, der die Wirkung immunkompetenter Zellen in
immuninkompetenten Patienten untersuchte (66). Rupert Bilingham, ein
amerikanischer Arzt und Wissenschaftler, legte 1966 drei Bedingungen fest, die
obligat fur eine Entstehung einer GvHD sind. Die erste Voraussetzung lautet, dass
das Transplantat immunkompetente Zellen besitzen muss. Zweitens benétigt der Wirt
bestimmte Antigene, welche das Transplantat nicht besitzt, sodass der
Wirtsorganismus dem Transplantat fremd erscheint. Die dritte und letzte Bedingung
besagt, dass der Wirt unfahig sein muss, eine Immunantwort gegen das Transplantat
ausrichten zu konnen (67). Aufgrund des unterschiedlichen zeitlichen Auftretens
nach der HSZT und der klinischen Manifestation wird die GvHD in eine akute und in

eine chronische Form unterteilt (68).

Die akute GvHD tritt per Definition innerhalb der ersten einhundert Tage nach
erfolgter HSZT auf, insbesondere zwischen der zweiten und sechsten Woche (69).
Von dieser Reaktion sind 35 bis 50 Prozent der transplantierten Patienten betroffen
(70). Pathophysiologisch beginnt die Vorphase der akuten GvHD bereits wahrend
der Konditionierung vor der geplanten HSZT. Durch die aggressive myeloablative
Therapie werden korpereigene Gewebe, wie die Darmmukosa oder das
Lebergewebe, bereits massiv geschadigt und schitten unreguliert Zytokine aus (71),
welche die Anzahl an Adh&sionsmolekilen und MHC-Molekllen hochregulieren.
Dadurch steigt die Menge der histoinkompatiblen Antigene, welche spater durch die
Donorlymphozyten erkannt werden kdnnen (72). Nach der erfolgten HSZT wird die
Immunreaktion durch Spender-T-Zellen ausgel6st. Dies geschieht in erster Linie via
MHC-Klasse |- durch CD8"-Lymphozyten, aber auch via MHC-Klasse II-
Molekuldisparitaten durch CD4*-Lymphozyten (73). Sind Empfanger und Spender

23



2. Literaturdiskussion

nicht HLA-ident, tritt eine Ubermafllige GvHD auf. Gleiches konnte in klinischen
Studien gezeigt werden, wenn sich nur ein HLA-Molekil unterschieden hatte (74,
75). Eine GvHD kann selbst bei HLA-identem Spender ausgeltdst werden. In diesem
Fall ist sie durch nicht-identische Minorhistokompatibilitatsantigene (MiHC) begrindet
(76). Die Spenderlymphozyten stofRen eine Immunkaskade durch exzessive
Ausschittung von Interferon-Gamma, Interleukin 2, Tumornekrosefaktor-Alpha und
etlichen weiteren Interleukinen an. In Folge der ungebremsten Immunreaktion kommt
es zu starken Gewebsschadigungen (77, 78) welche zu einer Schadigung von Haut,
Darm und Leber fihren. Die Hautbeteiligung zeigt sich in der Regel zuerst und
aulBert sich morphologisch in einem makulopapulésen Exanthem und einer
Erythrodermie (79). Die Schadigung der Darmmukosa fuhrt zu Enteritiden mit
schwerwiegenden Diarrh6en mit einer Frequenz von mehr als zwanzig Stuhlgangen
pro Tag, welche beim Patienten zu einem enormen Wasserverlust fihren kénnen
und von Tenesmen begleitet werden (80). Zuséatzlich fihren die Immunreaktionen zu
Entzindungen der Leber mit lkterus (81). Die aktuelle Stadieneinteilung der
Organbeteiligung und Gradeinteilung der akuten GvHD wird in Tab. 2.3 gezeigt. Zur
Pravention einer akuten GvHD werden die Calcineurininhibitoren Cyclosporin A oder
Tacrolimus zusammen mit dem Folsdureantagonisten Methotrexat eingesetzt (83).
Sofern es sich beim Spender um eine nichtverwandte Person handelt, empfiehlt es
sich die Prophylaxe um Antithymozytenglobulin zu erweitern (84). Im Falle einer
Erkrankung werden zuséatzlich zur prophylaktischen Medikation Steroide gegeben,
die erst dann ausschleichend abgesetzt werden sollen, wenn die Symptome
abgeklungen sind (85, 86). Zusatzlich wird eine supportive Therapie mit Flissigkeit

und Elektrolyten eingeleitet.

Im Gegensatz zur akuten Form, tritt die chronische GvHD per Definition spater als
hundert Tage, selten aber spater als 500 Tage nach der HSZT auf (87). Die
Pathogenese ist noch gréf3tenteils unverstanden, jedoch handelt es sich hier
ebenfalls um eine durch Spender-T-Lymphozyten ausgeldste Reaktion, die bei 40-
70% der transplantierten Patienten auftritt (88). Zuséatzlich zu den Symptomen der
akuten GvHD, kdnnen auch exokrine Drusen, die Lunge sowie die Gelenke betroffen
sein. Trockene Augen (89) und Mundschleimhaute sind bedingt durch eine Stérung
der exokrinen Drisenfunktion. Die Lungenbeteiligung auf3ert sich im Auftreten idio-
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Stadium Haut Leber Gastrointestinaltrakt
(makulopapuldser Ausschlag) (Serumbilirubin) (Stuhlvolumen pro Tag)

0 kein Ausschlag <2 mg/dl <500 ml

1 <25% der BSA 2-3 mg/dl 500-999 ml

2 25-50% der BSA 3,1-6 mg/dI 1000-1500 ml

3 generalisiert 6,1-15 mg/d| >1500 mi

4 generalisiert >15 mg/dl starke abdominelle
+ bullése Erscheinungen Schmerzen * lleus

Grad der GvHD

| 1-2 - -
Il 3 oder 1 oder 1
" - 2-3 oder 2-4
v 4 oder 4 -

Tab. 2-3 Stadien der Organsysteme und Gradeinteilung bei der akuten GvHD. Im
oberen Teil der Tabelle werden die verschiedenen Stadieneinteilungen der akuten GvHD
der Organe Haut, Leber und Gastrointestinaltrakt aufgelistet. Anhand der
unterschiedlichen Auspragung der Erkrankung an den verschienen Geweben, ergibt sich
der Schweregrad der GvHD, was im unteren Teil der Tabelle ersichtlich ist. Abkurzungen:
BSA = Kdrperoberflache. Nach (82).

pathischer Pneumonien. Durch eine Schéadigung des Bindegewebes kommt es zu
den Gelenkproblemen (90). Die Konsensuskonferenz fir die Behandlung der

chronischen GvHD in Regensburg hat 2010 den Einsatz von Steroiden als
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Therapeutikum erster Wahl festgelegt (91). Bei steroidrefraktarer Erkrankung wird ein
Vorgehen gemalR der Versuchs-und-Irrtums Methode empfohlen, bis ein wirksames
Medikament gefunden ist. Zur Auswahl stehen Calcineurininhibitoren, Zytostatika
(Mycophenolat-Mofetil, Methotrexat, = Cyclophosphamid, Pentostatin)  und
immunmodulatorische Pharmaka (mTor-Inhibitoren, Thalidomid, Hydroxychloroquin,
Vitamin A-Analoga, Clofazimin) (92).

Aktuell wird im Rahmen von klinischen Phase-1-Studien die immunmodulatorische
Wirkung mesenchymaler Stromazellen (Mesenchymal Stromal Cells, MSCs) in der
Behandlung therapierefraktarer akuter und chronischer GvHD getestet. In Hinsicht
auf Effektivitat und Sicherheit wird die Transfusion von allogenen MSCs momentan

als erfolgsversprechend eingeschéatzt (147-149).

2.5 Die Transplantat-gegen-Leukamie-Reaktion

Wahrend die GvHD eine bedeutende Nebenwirkung der HSZT darstellt, aul3ert sich
der immuntherapeutisch gewlnschte Effekt in Form der Transplantat-gegen-
Leukdmie-Reaktion (graft versus leukemia, GvL), die fir die Eradikation der AML-
Blasten nach der Transplantation verantwortlich ist. Obwohl die Induktionstherapie
die Leukamiezellen im Blut und im Knochenmark grof3tenteils zerstért, geniigt eine
uberlebende leuk&dmische Stammzelle, die leukemia-inducing-cell, um die
Erkrankung erneut auszulésen (13, 151). Mausexperimente zeigten, dass eine
Ganzkorperbestrahlung nicht ausreicht, um eine Leukamie zu eliminieren (93). Um
eine Heilung der Leukdmie zu ermdglichen, benétigt man Zellen, die gezielt
Leukdmiezellen erkennen und bekéampfen. Wie bei der GvHD, wird die GvL-Reaktion
durch CD4"- (94) und CD8"-Spender-T-Lymphozyten (95), sowie durch NK-Zellen
(96) vermittelt, die im HLA-identen Ansatz MiIHC-Molekile erkennen und eine
Immunantwort einleiten (97). Dadurch werden die Leukamieblasten zerstort und eine

Heilung der AML erreicht.

Urspriinglich war man der Ansicht, dass die GvHD nicht von der GvL-Reaktion zu
trennen sei (98). Durch Immunsuppression des Patienten nach der allogenen HSZT

war sowohl das Ausmald der GvHD, also auch der GvL verringert. Durch
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Identifizierung und Erforschung der MiHC-Antigene gelang man zur Erkenntnis, dass
sie nicht in allen Geweben gleichverteilt sind. HA-1 (99), HA-2 (100), HB-2 (101) und
HCL2A1 (102) werden nur auf hdmatopoetischen Zellen exprimiert und stellen Ziele
der GvL-Reaktion dar, wahrend andere Antigene ubiquitéar vorkommen und sowohl
eine GvL- als auch eine GvH-Aktivitdt einleiten kdnnen. MIHC-Antigene stehen
momentan im Fokus der Forschung und es werden standig neue Antigene gefunden
und analysiert (103, 104), mit dem Ziel ein modifiziertes HSZT-Regime zu entwickeln,
welches eine effektive GVL ohne Ausbildung einer GvHD bewirkt (105).

2.6 Humanisierte Mausmodelle

Zur Untersuchung komplexer biologischer Prozesse werden in der Wissenschaft in
vivo-Modelle herangezogen, anhand derer viele Erkenntnisse gewonnen werden
kénnen. Die Erforschung der humanen Biologie am Menschen wird jedoch durch
ethische und technische Grenzen beschrankt. Zur Uberwindung dieser Grenzen
wurden immundefiziente Mausmodelle entwickelt, in denen humane Zellen zum
Engraftment gebracht werden konnen. Der daraus abgeleitete Terminus
zhumanisierte Mausmodelle bedeutet in diesem Fall, dass die Mause durch gezielte
Insertion menschliche Gene tragen oder in ihnen sich durch eine angeborene

Immuninkompetenz menschliche Zellen und Gewebe ansiedeln lassen (106).

Der erste Durchbruch in der Geschichte der humanisierten Mausmodelle gelang mit
der Entwicklung der scid-Maus (107). Durch die PrkdcS®“-Mutation wurde die Bildung
einer Proteinkinase verhindert, die wichtig fur die Ausdifferenzierung von B- und T-
Lymphozyten notwendig ist. Aufgrund der Immundefizienz konnten sich humane
Gewebe in murinen Modellen ansiedeln, wenn auch nur in geringem Mal3e (108—
110).

Als zweiter Meilenstein kann die Zichtung der NOD-scid Maus erachtet werden
(111). Bei diesem Mausstamm ist eine angeborene diabetische Stoffwechselstdrung
verantwortlich fr die Abwesenheit eines funktionierenden Komplementsystems,

sowie fur eine defekte dendritische Zell- und Makrophagenfunktion. Im Vergleich zu
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den scid-Mausen konnte in NOD-scid-Mausen hohere Anteile an transplantierten

menschlichen Geweben erreicht werden (112-114).

Aus diesem Mausstamm wurde schlie3lich die NSG-Maus (NOD.Cg-
Prkdc®® 112rg™"™SzJ -Maus) entwickelt, die zusatzlich zu der NOD- und der
Prkdc®“-Mutation homozygot fiir ein mutiertes Gen der Interleukin-2-Rezeptor y-
Kette ist (115). Die Interleukin-2-Rezeptor y-Kette ist wichtiger Bestandteil der
Rezeptoren fur IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21 (116). Die Mutation bewirkt somit
eine schwerwiegende Beeintrachtigung in der B- und T-Lymphozytenfunktion und
verhindert dariber hinaus eine NK-Zelldifferenzierung (117). NSG-Mause dienen
durch ihre Immuninkompetenz als geeignetes humanisiertes Mausmodel fur die
Untersuchung menschlicher Gewebe, missen aber verstarkt unter hohen
Hygieneanforderungen in einer SPF (,specific pathogen free®) ahnlichen Umgebung

gehalten werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Technische Gerate und Hilfsmittel

Produkt

Hersteller

Autoklav

Bestrahlungsgerat Typ CDCK 4905
Binokulares Mikroskop Wilovert S
Brutschrank Heracell 150
Eismaschine
Durchflusszytometer Canto 1
Kuhl-Gefrierschrank-Kombination
Mausinjektionskafig Typ A

MACS Midi-Magnet

MACS Multi-Stand

Neubauer improved-Zahlkammer
Pinzette, anatomisch

Pinzette, chirurgisch

Pipettierhilfe Pipetus
Pipettierhilfe Transferpipette S
Schere, anatomisch

Schere, spitz

Sterile Werkbank 2F180-11 GS Technoflow

KGS-Sterilisatoren, Olching, D
Buchler, Braunschweig, D
Hund, Wetzlar, D

Heraeus Instruments, Hanaus, D

Ziegra-Eismaschinen, Isernhagen, D

Becton Dickinson, Heidelberg, D
Bosch, Gerlingen-Schillerh6he, D

G&P Kunststofftechnik, Kassel, D

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

Brand, Melsungen, D

Fine Science Tools, Heidelberg, D
Fine Science Tools, Heidelberg, D
Hirschmann, Ebnerstadt, D
Brand, Melsungen, D

Fine Science Tools, Heidelberg, D
Fine Science Tools, Heidelberg, D

Integra Biosciences, Fernwald, D
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Sterile Werkbank Herasafe
Stickstofftank

Tischzentrifuge Centrifuge 5810 R
Tischzentrifuge Megafuge 3.0 R
Vortex-Mixer VF 2

Warmelampe Infraphil HP 3616

Wasserbad SW 22

Heraeus Instruments, Hanau, D
Taylor Wharton, Mildstedt, D
Eppendorf, Hamburg, D
Heraeus Instruments, Hanaus, D
IKA Labortechnik, Staufen, D
Philips, Hamburg, D

Julabo, Seelbach, D

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller
24 Well Platte Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Deckglas Becton Dickinson, Heidelberg, D

Einfrier-R6hrchen
Einmal-Feindosierungsspritze 1ml
Einmal-Injektionskanule
Einmal-Skalpell Nr. 11

Konisches Rohrchen 15 ml/ 50 ml
MACS LD Saule

Pipettenspitze

Pipette, steril

Reaktionsgefal 0,5 ml/ 1,5 ml

Rundbodenréhrchen

Nunc, Wiesbaden, D

Braun, Melsungen, D

Braun, Melsungen, D

Feather Safety Razor Co, Osaka, JAP
Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Starlab, Ahrensburg, D

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Becton Dickinson, Heidelberg, D
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Zellsieb 100pum

Becton Dickinson, Heidelberg, D

3.1.3 Chemikalien

Produkt

Hersteller

7-AAD (7-Amino-Actinomycin)
Ammoniumchlorid

Aqua destillata

autoMACS Rinsing Solution

BSA (bovines Serumalbumin)

Cyclosporin A Sandimmun i.v. 50 mg/ml

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Ethanol 70% Alkopharm 70

FACS Clean Solution

FACS Flow Sheath Fluid

FACS Lysing Solution

Glucose 5% Infusionslésung
Heparin-Natrium 25000 Einheiten
Humane CD3 MicroBeads
Kaliumhydrogencarbonat

MACS BSA Stock Solution
Mycophenolat-Mofetil Cellcept 500 mg

Natriumazid

Beckman Coulter, Krefeld, D
Applichem, Darmstadt, D

Braun, Melsungen, D

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Gibco Invitrogen, Karlsruhe, D
Novartis Pharma, Nirnberg, D
Applichem, Darmstadt, D

Nedalco, Heilbronn, D

Becton Dickinson, Heidelberg, D
Becton Dickinson, Heidelberg, D
Becton Dickinson, Heidelberg, D
Braun, Melsungen, D

Ratiopharm, Ulm, D

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Applichem, Darmstadt, D

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Roche Diagnostics, Mannheim, D

Applichem, Darmstadt, D
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PBS (Phosphate Buffered Saline) Gibco Invitrogen, Karlsruhe, D
PFA (Paraformaldehyd) 4% Applichem, Darmstadt, D
PHA (Phytohamagglutinin) Biocrom, Berlin, D

Tacrolimus Prograf i.v. 5mg/ml Astellas Pharma, Minchen, D
Trypanblau Applichem, Darmstadt, D

3.1.4 Losungen und Puffer
3.1.4.1 Ammoniumchloridlésung

Die  Ammoniumchloridiésung wurde zur Lyse von Erythrozyten in Milz- und
Knochenmarkzellsuspensionen  verwendet. Sie bestand aus 31 mmol
Ammoniumchlorid, 2 mmol Kaliumhydrogencarbonat und 0,02 mmol EDTA, geldst
und steril filtriert in einem Liter Aqua destillata. Unter Kontrolle eines pH-Meters

wurde mit Salzsédure oder Natronlauge ein pH von 7,29 eingestellt.

3.1.4.2 FACS-Puffer

Der FACS-Puffer wurde nach der Inkubation mit Antikdrpern zum Entfernen
ungebundener Antikorper eingesetzt. Zur Herstellung wurden 0,01% Natriumazid,
1% BSA und 98,99% PBS gemischt.

3.1.5 Zellkulturmedien und Zuséatze

Produkt Hersteller
AIM V Gibco Invitrogen, Karlsruhe, D
DMEM Gibco Invitrogen, Karlsruhe, D
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DMSO (Dimethylsulfoxid) Apotheke der Universitatsmedizin

Mainz, Mainz, D
DNase Roche Diagnostics, Mannheim, D
FCS (fotales Kéalberserum) Gibco Invitrogen, Karlsruhe, D

HS (Humanserum) von gesunden Spendern mittels Spende von verschiedenen

freiwilligen Spendern gewonnen

Penicillin/Streptomycin Penstrep Gibco Invitrogen, Karlsruhe, D

3.1.6 Medien
3.1.6.1 Auftaumedium

Zum Auftauen von tiefgefrorenen Zellen wurden dem Grundmedium DMEM 0,1
mg/ml DNase hinzugefiigt. Da es beim Auftauen zum Untergang von Zellen und
somit zum Freisetzen von DNS-Strangen kam, verhinderte die DNase das

Verklumpen der Zellsuspension mit der freien DNS.

3.1.6.2 Einfriermedium

Das Einfriermedium wurde zum Kryokonservieren von Zellen verwendet und setzte
sich aus 90 % FCS und 10 % DMSO zusammen. DMSO verhinderte beim Einfrieren
die intra- und extrazellulare Kristallbildung sowie die Dehydratation des Zytoplasmas,
wirkte jedoch bei Raumtemperatur zytotoxisch. Um die Zellen nicht zu gefahrden,

musste der Einfriervorgang zigig durchgefuhrt werden.

3.1.6.3 Prapariermedium

Im Prapariermedium wurden Zellen kurzzeitig aufbewahrt. Es bestand aus 98 %
DMEM, 1 % FCS und 1 % Penicillin/ Streptomycin.
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3.1.6.4 Leukamiemedium

Das Leukamiemedium diente zum langerfristigen Halten einer Leuk&mielinie in

Kultur. Hierfr wurden 90 % AIM V mit 10 % Humanserum gemischt.

3.1.7 Antikorper

Antigen Konjugat Klon Hersteller

Humanes CD3 FITC UCHT1 Beckman Coulter, Krefeld, D
Humanes CD4 FITC SFCI12T4D11 Beckman Coulter, Krefeld, D
Humanes CD8 PE B9.11 Beckman Coulter, Krefeld, D
Humanes CD33  PE D3HL60.251 Beckman Coulter, Krefeld, D
Humanes CD45  APC J.33 Beckman Coulter, Krefeld, D
Isotypenkontrolle FITC 679.1Mc7 Beckman Coulter, Krefeld, D
Isotypenkontrolle PE 679.1Mc7 Beckman Coulter, Krefeld, D
Isotypenkontrolle APC 679.1Mc7 Beckman Coulter, Krefeld, D

3.1.8 Humane primére akute myeloische Leukamien

Leukamie FAB-Klassifikation FLT3 ITD-Status
MZz237 M4eo positiv

Mz251 M4eo negativ

MZ308 M1 positiv

MZ418 M5b negativ

MZz484 Mb5a positiv
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MZ561 M5 nicht bestimmt
MZ580 M4 positiv

MZ625 MO/1 negativ
MZ653 M5 negativ
MZ667 M1 positiv

MZ683 M2 positiv

MZ804 MO/1 negativ
MZ987 M4 positiv

3.1.9 Mausstamm

Als Versuchstiere wurden Mause des NOD.Cg-Prkdc®® 112rg™WSzJ-Stamms
(NSG) verwendet, die urspringlich von Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine,
USA) erworben worden waren. Sie wurden in der zentralen Versuchstiereinrichtung
der Universitatsmedizin Mainz gezichtet und gehalten. Dort unterlagen die Tiere
einem Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils zwo6lf Stunden und erhielten Trockenfutter
sowie Trinkwasser ad libitum. Zweimal in der Woche wurden die Kafige gereinigt,
sowie Streu, Futter und Trinkwasser gewechselt. Die Temperatur betrug jederzeit 20
Grad Celsius bei einer Luftfeuchtigkeit zwischen 38 und 42 Prozent. 200 mg
Sulfadoxin  und 40 mg Trimethoprim wurden der Trinkwasserflasche als
Antibiotikaprophylaxe zugefihrt.

Insgesamt wurden 332 Mause in den nachfolgend aufgefuhrten Versuchen

eingesetzt:

Versuch Anzahl der verwendeten Méause
Transplantationen verschiedener humaner AMLs (vgl. 4.1.1) 203
Wachstumskinetik von MZ667 (vgl. 4.2.1) 45
Wachstumskinetik von MZ308 (vgl. 4.2.2) 45
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Toxizitatsuntersuchung verschiedener T-Lymphozytenhemmer (vgl. 4.3.1) 24
Verhinderung des T-Lymphozytenwachstums mittels
e Cyclosporin A (vgl. 4.3.3.2) 7
e Magnetischer Zellsortierung (vgl. 4.3.3.3)
Kontrollen (vgl. 4.3.3.1)
Insgesamt 332

3.1.10 Software

Becton Dickinson FACSDiva
GraphPad Software Prism 5
Microsoft Office Excel 2007
Microsoft Office Power Point 2007
Microsoft Office Word 2007
Microsoft Windows Vista

Swiss Academic Software Citavi 3
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3.2 Methoden

3.2.1 Allgemeines

Alle durchgefihrten Tierversuche wurden im Rahmen eines genehmigten
Tierversuchsantrags und unter Einhaltung des Tierschutzgesetzes durchgefihrt. Alle
Zentrifugationsschritte, die im Folgenden auch als ,waschen“ bezeichnet werden,
fanden jeweils fur funf Minuten bei 1500 Umdrehungen pro Minuten und vier Grad
Celsius statt. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in Medium
resuspendiert.

3.2.2 Gewinnung priméarer humaner akuter myeloischer Leukamieblasten

Die in den Versuchen verwendeten Zellen stammen von Patienten, bei denen eine
noch nicht antherapierte akute myeloische Leukadmie diagnostiziert wurde. Nach
informierter Einwilligung wurden die aus den therapeutischen Leukapheresen
gewonnen Zellen aliquotiert und anschliel3end entweder sofort weiterverwendet oder
zur Aufbewahrung eingefroren. Auf3erdem wurde das Vorhandensein einer FLT3-
ITD-Mutation Uberprift, sowie die Leukamie zytomorphologisch nach der French-
American-British-Klassifikation eingeteilt. Die Gewinnung der Leukamieblasten sowie
die anfanglichen Analysen wurden von der Transfusionszentrale der

Universitdtsmedizin Mainz durchgefuhrt.

3.2.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zum langerfristigen Aufbewahren von Zellen diente das Einfrieren. Dabei wurden
zunéachst die Einfrierrdhrchen beschriftet und bei -20 Grad Celsius fiur 30 Minuten
vorgekiihlt. Die einzufrierenden Zellen wurden gewaschen, je 10" bis 5x10’ Zellen in
einem Milliliter Einfriermedium resuspendiert und in das gekuihlte Einfrierréhrchen
Uberfuhrt. Dies musste zeitlich unmittelbar geschehen, da DMSO bei
Raumtemperatur zytotoxisch ist. Das Rohrchen wurde 24 Stunden bei -80 Grad
Celsius zwischengelagert und dann in einem Tank mit flussigem Stickstoff bei -147

Grad Celsius aufbewahrt.
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Das Auftauen tiefgefrorener Zellen fand im Wasserbad bei 37 Grad Celsius statt.
Sobald der Inhalt des Einfrierrohrchens begann in die flissige Phase Uberzutreten,
wurde dieses dem Wasserbad entnommen und der Inhalt mit zehn Milliliter ebenfalls
im Wasserbad vorgewarmtem Auftaumedium verdinnt. Nach dem Waschen der

Zellen wurde das Pellet in Prapariermedium aufgenommen.

3.2.4 Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

Die Zellzahl einer Suspension wurde mit Hilfe einer Neubauer improved-Zahlkammer
ermittelt (Abb. 3-1a). Nach dem Auflegen des Deckglases auf die Kammer war
darauf zu achten, dass Newtonsche Ringe erschienen. Sie zeigten an, dass die Tiefe
der Kammer richtig eingestellt worden ist. 20 ul eines Gemischs aus Zellsuspension
und Trypanblaulésung (Verhéltnis 1:10) wurden in die Kammer udberfuhrt. Dies
geschah durch Ansetzen der Pipettenspitze an die Kante der Zahlkammer, wodurch
die Flussigkeit durch Kapillarkrafte zwischen Deckglas und Kammer gesogen wurde.
Nun wurden die Zellen unter dem Mikroskop betrachtet. Die Trypanblaulésung drang
in die avitalen Zellen ein und farbte diese blau an. Vitale Zellen erschienen hell und
wurden in 16 Eckquadraten gezahlt (Abb. 3-1.b).

a) b) i

| 0,00mm , NEUBA.ER
Tiefe ce IMPROVED |
‘ Depth ] I
}‘ Profondeur === :
[©gtik 5

| 0,0025mm? abor

\

Abb. 3-1 a) Abbildung einer Neubauer improved-Zahlkammer b) Ansicht der Zahlkammer
unter einem Mikroskop. Beim Auszahlen der Zellen werden nur die Zellen in den grof3en
Eckquadraten bericksichtigt.

Es wurden auch jene Zellen mitgezahlt, die die linke oder obere Linie eines
Eckquadrats beruhrte. Unter Berlcksichtigung der Verdlinnung musste die ermittelte
Zahl mit zehn multipliziert werden. Da die Kammer eine Tiefe von 0,1 mm besalf,
wurde diese Zahl mit 10* multipliziert, um die Zellmenge pro Milliliter Suspension zu
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erhalten. Durch Multiplikation mit dem Volumen der Zellsuspension erhielt man die

absolute Zellmenge.

3.2.5 Bestrahlung der Versuchstiere

Die NSG-Mause wurden einen Tag vor der Transplantation mit 1,5 Gray subletal
bestrahlt, um das Knochenmark partiell zu zerstéren und somit das Einwandern der
leukamischen Blasten zu beglnstigen. Im Abstand von 24 Stunden erfolgte die

Transplantation.

3.2.6 Transplantation menschlicher Leukamieblasten in NSG-Mause

Die Leukamieblasten wurden aufgetaut und gewaschen. Die gewiinschte Zellmenge
pro Maus wurde eingestellt und in je 200 pl PBS aufgenommen. Die Zellsuspension
wurde in einer Einmal-Feindosierungsspritze blasenfrei aufgezogen. In der
Zwischenzeit wurden die Mause fur finf Minuten unter einer Warmelampe im Kéfig
aufgewarmt um die Durchblutung zu férdern und somit die Injektion zu erleichtern.
Die Tiere wurden nacheinander ihrem Kéafig entnommen und in einen Injektionskéfig
gesperrt, in dem sie sich nicht bewegen konnten, ihre Schwanze aber zuganglich
waren. Nach grundlicher Desinfektion eines Schwanzes mit 70 Vol% Ethanol wurde
die laterale Schwanzvene aufgesucht, mit der Einmal-Injektionskantle punktiert und
die Zellsuspension injiziert. Danach wurde die Einstichstelle manuell komprimiert bis
eine Blutstillung erfolgte. AnschlielRend wurde die Maus der Vorrichtung entnommen

und wieder zuriick in den Kafig gesetzt.

3.2.7 Uberwachung der transplantierten NSG-Mause

Nach der erfolgten Transplantation wurden die Versuchstiere regelmafiig iberwacht:
Zweimal wochentlich fand eine visuelle Inspektion statt, die Mduse wurden gewogen
und deren Gewicht notiert. Einmal pro Woche wurde peripheres Blut aus der

Schwanzvene abgenommen und auf humane Leukamie- und T-Zellen Uberpruft.
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Hierfir wurden die Blutproben mit Fluorochrom-gekoppelten-Antikdrpern gegen die
humanen Oberflachenantigene CD3, CD33 und CD45 markiert und anschlie3end

durchflusszytometrisch untersucht.

3.2.8 Blutabnahme

Zur Vorbereitung der Blutabnahme wurde die Maus fur finf Minuten unter einer
Warmelampe aufgewarmt. Danach wurde sie ihrem Kafig enthommen und in den
Injektionskafig eingespannt. Der Schwanz wurde mit 70 Vol% Ethanol desinfiziert.
Nach Aufsuchen der lateralen Schwanzvene wurde diese mit einem Einmalskalpell
punktiert. Die Bluttropfen wurden in einem Reaktionsgefal3 mit 50 ul Heparin
aufgefangen. Nach Abnahme der gewinschten Blutmenge wurde das
Reaktionsgefal? geschlossen und geschittelt, sowie die Punktionsstelle bis zur
erfolgten Blutstillung manuell komprimiert. Danach wurde die Maus der Vorrichtung

entnommen und zurlck in ihren Kafig gesetzt.

3.2.9 Sektion, Organentnahme und Aufbereitung von Milz, Knochenmark und

Blut fur die durchflusszytometrische Untersuchung

Die Versuchstiere wurden tierschutzgerecht durch zervikale Dislokation euthanasiert.
Thorax, Abdomen und Bauchfell wurden mit einer anatomischen Schere eroffnet. Die
Herzventrikel wurden mit einer spitzen Schere aufgeschnitten und das sich darin
befindliche Blut wurde mit einer Pipette in ein Reaktionsgefal3 mit 50 pl Heparin
Uberfuhrt, gemischt und auf Eis zwischengelagert. Die Milz wurde von ihren Bandern
geldst und durch ein Zellsieb mit einer Porengréf3e von 100 nm in ein konisches
Rohrchen mit drei ml Prapariermedium gerieben. Der Femur wurde freiprapariert und
die Knochenenden mit einer anatomischen Schere abgeschnitten. Mittels Einmal-
Injektionskantle wurde das Knochenmark aus dem Knochen mit Préapariermedium
auf ein Zellsieb mit einer Porengréf3e von 100 nm gespult und dann in ein konisches
Roéhrchen mit drei ml Prapariermedium gerieben. Die Roéhrchen, die die zerriebene

Milz und das Knochenmark enthielten, wurden gewaschen und in fanf ml
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Erythrozytenlyse resuspendiert. Nach drei Minuten wurde die Suspension mit
Prapariermedium verdinnt und gewaschen. Die Pellets wurden in Préapariermedium
resuspendiert. Dabei war das Volumen des Mediums so zu wahlen, dass sich pro
geplanter Farbung 10° Zellen in einem Volumen von 50 pl befanden. Die konischen
Rohrchen wurden anschlielend auf Eis zwischengelagert.

3.2.10 Farben von Oberflachenantigenen

Zunachst wurden die gewahlten Antikdrper in die zuvor beschrifteten
Rundbodenrbhrchen pipettiert. AnschlieBend wurden die zu analysierenden
Zellsuspensionen hinzugefiigt und mit einem Vortexmixer gemischt. Es wurden pro
Mikrogramm gereinigtem Antikérper 10° Zellen in einem Volumen von 50 pl
eingesetzt. Das Antikorper-Zellsuspension-Gemisch wurde anschlieRend fur 15
Minuten bei acht Grad Celsius inkubiert. Dies fand im Dunkeln statt um eine
photochemische Inaktivierung der Fluoreszensfarbstoffe zu  vermeiden.
Nichtgebundene Antikdrper wurden durch das Waschen mit einem ml FACS-Puffer
entfernt. Danach wurde die Probe mit 300 pl vierprozentiger Paraformaldehydiésung
fixiert. Bei Blutproben wurden vor dem Waschschritt die sich in der Suspension
befindlichen Erythrozyten mit 300 pl FACS Lysing Solution lysiert. Sobald die
Flussigkeit sich zu entfarben begann, konnte mit dem Waschschritt fortgefahren

werden. Bis zur Messung wurden die Proben kihl und dunkel gelagert.

3.2.11 Immunphdanotypisierung

Das Durchflusszytometer diente zur Analyse und Differenzierung von Zellen in einer
Zellsuspension. Die Zellen wurden aus den Rundbodenréhrchen aufgesaugt und
hydrodynamisch fokussiert, indem der langsam flieBende Transportstrom einem
schnell flieBenden Probenstrom zugemischt wurde. Dies gewdhrleistete, dass die
Zellen einzeln an einem Laserstrahl mit einer Wellenlange von 488 bzw. 633 nm
vorbeigeleitet wurden. Das Laserlicht wurde in der Zelle gestreut und von einem

Detektorsystem aus Bildverstarkerrohren aufgenommen. Das eingehende Signal
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wurde in ein digitales Signal umgewandelt und mit Hilfe eines Computers verarbeitet
(Abb. 3-2). Dabei diente das Vorwartsstreulicht als Mal3 fur die Gro3e und das
Seitwartsstreulicht als MalR fur die Granularitdt einer Zelle. Zuséatzlich konnten
Oberflachenmolektle durch Antikorper erkannt werden, welche an Fluorochrome
gekoppelt waren. Die Fluorochrome wurden durch den Laserstrahl ebenfalls
angeregt und emittierten Licht einer jeweiligen Wellenléange, welches detektiert und

digital umgewandelt wurde.
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Abb. 3-2 Technisches Prinzip der Durchflusszytometrie. Die Zellen einer
Zellsuspension werden aus dem Aufbewahrungsgefald abgesaugt und Uber den
Transportstrom in den Probenstrom geleitet. Dort werden die Zellen hydrodynamisch
fokussiert und einzeln an einem Laser vorbeigeleitet. Der Laserstrahl wird in der Zelle
gebrochen und von Detektoren ermittelt. Aufgrund unterschiedlicher Grof3e, Granularitéat
und Oberflachenmolekilen kdnnen die Zellen somit unterschieden werden.
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Abb. 3-3 Beispiel einer durchflusszytometrischen Analyse a) Punktwolkendiagramm
einer Knochenmarkzellsuspension einer xenotransplantierten NSG-Maus. Die Granularitat
der Zellen im Vorwartsstreulicht auf der Ordinate wurde gegen die ZellgréRe im
Seitwartsstreulich auf der Abszisse aufgetragen. b) Die gesuchten Zellen besitzen eine
bestimmte Grof3e und Granularitdt. Anhand der bekannten Eigenschaften, konnte mit
Hilfe eines Gates der Bereich, in dem die Zellen lagen, eingegrenzt werden. c) Die Zellen
aus dem Gate wurden in einem neuen Punktwolkendiagramm angezeigt. Das
Oberflachenantigen CD45 auf der Ordinate wurde gegen die Zellgréf3e auf der Abszisse
aufgetragen. Die gesuchten Zellen besitzen das Oberflachenmolekil CD45. Ein weiteres
Gate wurde so gelegt, dass sich alle CD45"-Zellen darin befanden. d) Die Zellen aus dem
Gate wurden in einem neuen Punktwolkendiagramm angezeigt. Das Oberflachenantigen
CD33 auf der Ordinate wurde gegen das Oberflachenantigen CD3 auf der Abszisse
aufgetragen. Die violetten Zellen waren folglich Zellen, die sowohl CD45 als auch CD33
auf ihrer Oberflache besal3en, wahrend die grinen Zellen positiv fir CD45 und CD3
waren.
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Mit Hilfe der FACSDiva Software wurden die Daten ausgeworfen. Die Darstellung der
ermittelten Daten erfolgte als Punktwolkendiagramm, in dem die GroRRe der
Zellpopulationen (Vorwartsstreulicht) gegen die Granularitat (Seitwéartsstreulicht) bzw.
gegen einen spezifischen Oberflachenmarker aufgetragen wurde. Im nachsten
Schritt konnten Zellpopulationen in einem Feld ausgewahlt (,gegatet®) und in einem
neuen Punktwolkendiagramm auf weitere Oberflachenmarker hin qualitativ und

quantitativ untersucht werden (Abb. 3-3).

In den durchgefihrten Versuchen wurden verschiedene Zellen voneinander
unterschieden. Zur Messung humaner akuter myeloischer Leukamiezellen wurden
CD33"CD45"-Zellen gegatet. Humane T-Lymphozyten wurden anhand ihrer
Expression von CD3 und CD45 identifiziert. Diese konnten weiter unterteilt werden in
CD4"-T-Helferzellen und CD8"-zytotoxische T-Zellen.

Die Vitalitat von Zellen konnte mittels Durchflusszytometrie ebenfalls bestimmt
werden. Hierfir wurden die Proben nach dem Farben der Oberflachenantigene mit
fluorochrombeladenen Antikorpern reguléar gewaschen, jedoch nicht mit PFA fixiert.
Stattdessen wurden sie in 300 pl PBS aufgenommen. Jeder Probe wurden fanf ul 7-
AAD zugeflgt. Es drang in tote Zellen ein und interkalierte dort mit der DNS. In der
durchflusszytometrischen Analyse besitzt 7-AAD einen eigenen Kanal. Wegen der
fehlenden Fixierung der Zellen muss die Messung sofort nach dem Farbeschritt
stattfinden.

3.2.12.1 Magnetische Zellsortierung

Aus Zellsuspensionen kdnnen Zellen mit gleichen Oberflachenmolekuilen isoliert oder
depletiert werden. Dabei werden kleine supermagnetische Partikel eingesetzt. Diese
sind mit Antikdrpern konjugiert, welche entweder direkt an die entsprechenden
Oberflachenmolektle oder indirekt an die Oberflachenmolekiile binden, indem sie
Antikorper erkennen, welche direkt mit diesen verbunden sind. Nach der Inkubation
der magnetischen Kigelchen mit der Zellsuspension wird das Gemisch Uber eine
Saule gegeben, die eine Matrix aus Stahlwolle enthalt und in der ein Magnetfeld
erzeugt wird. Die markierten Zellen bleiben in der S&dule hadngen, wéhrend die nicht
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markierten Zellen die Saule durchlaufen und als Negativfraktion aufgefangen werden
kénnen. Die markierten Zellen lassen sich nach Entfernen des Magnetfelds aus der
Saule ausspilen (Abb. 3-4).

Zellsuspension

— . r— — p—
8.9 1 Saule mit
| Stahlwollenmatrix
[ >
Magnet
magnetisch markierte
Zelle
@ unmarkierte Zelle &
@
@ @&
e
d o
Auffangrohrchen @
Depletieren Eluieren

Abb. 3-4 Schemazeichnung der magnetischen Zellsortierung. Uber eine Saule, die
eine Stahlwollematrix enthalt, wird ein Magnetfeld erzeugt. Die nicht markierten Zellen der
Zellsuspension durchlaufen die Saule und werden aufgefangen. Die magnetisch
markierten Zellen bleiben in der Matrix h&ngen. Nach dem Entfernen des Magnetfelds
kénnen auch die markierten Zellen die Saule durchlaufen und aufgefangen werden.
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3.2.12.2 T-Zell Depletion mittels CD3 MicroBeads

Zu Beginn wurde eine Pufferldsung hergestellt, indem MACS BSA Stock Solution mit
autoMACS Rinsing Solution im Verhdaltnis 1:20 gemischt wurde. Die zu
depletierenden Zellen wurden gezahlt und anschlieBend gewaschen. Pro 10’ Zellen
wurde das Pellet in 80 pl Pufferldésung resuspendiert und 20 yul CD3 MicroBeads
hinzugeflgt. Nach grundlichem Mischen wurde das Antikorper-Zellsuspensions-
Gemisch fiir 15 Minuten bei acht Grad Celsius inkubiert. Je 10 Zellen wurden 2 ml
Puffer hinzugefiigt und danach gewaschen. Das Pellet wurde in 500 pl Puffer pro 10®
Zellen resuspendiert. Uber einer LD-S&aule wurde ein magnetisches Feld erzeugt.
2ml Puffer wurden in die S&ule gegeben, anschliel3end folgte die Zellsuspension. Die
nicht markierten Zellen elluierten durch die Saule und wurden gesammelt, im

Anschluss wurde die Saule mit zwei Millilitern Puffer gewaschen.

3.2.13 Intraperitoneale Medikamentenapplikation

Zunachst wurde das zu injizierende Medikament mit PBS verdinnt, bis die
gewinschte Stoffmenge erreicht worden ist. Das Injektionsvolumen entsprach 200 pl
und wurde blasenfrei in eine Einmal-Feindosierungsspritze aufgezogen. Um das
Medikament zu verabreichen, musste die Maus ausreichend stark festgehalten
werden. Die linke Hand fixierte dabei mit Daumen und Zeigefinger das Nackenfell,
wahrend Ringfinger und kleiner Finger den Schwanzansatz festhielten. Die Maus
wurde mit dem Kopf nach unten gekippt. Dabei rutschten die Bauchorgane nach
kranial, wodurch die Gefahr einer Verletzung der Darmorgane reduziert wurde. Mit
der rechten Hand punktierte man im flachen Winkel mit einer Einmal-Injektionskantile
den rechten Unterbauch auf der Hohe des Leistenbands parallel zum Hinterbein und

injizierte nach Aspiration den Inhalt der Spritze.
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4. Ergebnisse

Im ersten Teil der hier vorgestellten Arbeit wurde das Engraftment verschiedener
humaner akuter myeloischer Leukamien in NSG-Mausen uberpruft, dazu wurde die
Engraftmentrate in den unterschiedlichen Kohorten miteinander verglichen. Um die
zeitlichen und konzentrationsabhangigen Determinanten des AML-Wachstums
bestimmen zu konnen, erfolgte im Anschluss gesondert eine Bestimmung der
Wachstumskinetiken von zwei Leukamien, die sich in Hinsicht ihres
Engraftmentverhaltens und T-Lymphozytenwachstums im Vorversuch unterschieden.
Desweiteren wurden zwei Methoden zum Verhindern eines T-Zell-Wachstums in der

xenotransplantierten NSG-Maus entwickelt und an einer Leukdmie getestet.

4.1.1 Untersuchungen des Wachstums verschiedener humaner primarer akuter
myeloischer Leuk&mien in der NSG-Maus

In dieser Versuchsreihe wurden primare AMLs von 13 unterschiedlichen Spendern in
NSG-Mausen getestet um zu Uberprifen, welche Leukamien davon das Potenzial
besitzen sich im Knochenmark oder einem anderen Gewebe der Tiere anzusiedeln.
Dazu wurden 203 Tiere eingesetzt, denen unterschiedlich hohe Zellmengen

(zwischen 10° und 10’ Zellen) der jeweiligen Leukamien transplantiert wurden.

Der Versuch wurde beendet, wenn entweder seit dem Zeitpunkt der Transplantation
der Leukamie zwolf Wochen vergangen waren oder die Maus bei der Inspektion
Zeichen fur einen schlechten Gesundheitszustand anzeigte. Dazu zahlte ein
deutlicher Haar- und/oder Gewichtsverlust, die Ausbildung eines struppigen Fells
sowie die dauerhafte Einnahme einer buckeligen Haltung der Tiere. Abb. 4-1 fasst

den zeitlichen Ablauf des Versuchs zusammen.

Die Werte, die im Folgenden fur die humanen Leukdmie- bzw. T-Zellen angegeben
werden, verstehen sich als Anteil der jeweiligen Zellen an der gesamten
Zellsuspension der Organe. Der Grenzwert, der fur ein erfolgreiches Anwachsen

dieser Zellen festgelegt wurde, lag bei 0,1 %.
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Abb. 4-1 Schematische Zusammenfassung des Versuchsablaufs. Die Versuchstiere
wurden zunachst mit 1,5 Gray bestrahlt. Ein Tag danach wurden den Ma&usen die
primaren Leukdmien transplantiert. Die Tiere wurden im Versuchszeitraum regelmafig
kontrolliert. Sofern kein Anhalt fiir einen schlechten Gesundheitszustand bestand, wurden
sie zwoIlf Wochen nach der Xenotransplantation getdtet und untersucht. Bei Krankheit
wurden die Tiere schon friiher euthanasiert.

Von den 13 getesteten primaren AMLs konnten acht mit differierender Erfolgsquote
in den M&usen zum Engraftment gebracht werden. Die héchste Anwachsrate erzielte
die AML MZz308. Bei samtlichen Tieren konnten bei Versuchsende humane
leukamische Zellen nachgewiesen werden. MZ580 siedelte sich in 95,7 % der Falle
an. 89,5 % der Versuchstiere zeigten ein erfolgreiches Engraftment bei den
Versuchen mit MZ667. Bei MZ683 fiel die Quote mit 42,9 % deutlich niedriger aus.
Ahnliche Ergebnisse zeigten die Versuche mit MZ484: in 40,0 % der Falle lieR sich
die AML nachweisen. MZ987 erzielte in 30,0 % ein Leuk&dmiewachstum. MZ625
engraftete bei 16,7 % und MZ561 bei 8,3 % der Tiere an. Die primaren Leuk&mien
Mz237, MZ251, Mz418, MZ653 und MZ804 konnten in keinem Gewebe der

eingesetzten Versuchstiere nachgewiesen werden.

Bei sieben Versuchsreihen lieBen sich humane T-Lymphozyten in einzelnen
Versuchstieren nachweisen. Ahnlich dem Engraftment der leukamischen Zellen,
zeigte sich auch bei den T-Zellen kein einheitliches Wachstum in den NSG-M&usen.

Alle Tiere der Versuchsreihe MZ237 zeigten T-Zellen in den untersuchten Organen.
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Bei MZ683 siedelten sich bei 57,1% der Mause T-Lymphozyten an. Bei MZ625 und
MZ987 lieRen sich in 50,0 % der Falle CD3"'CD45"-Zellen nachweisen. Fur MZ308
und MZ484 lag die Quote bei 40,0 % und fir MZ667 bei 3,5 %. MZ251, MZ418,
Mz561, MzZ653 und MZ804 zeigten keine humanen T-Lymphozyten in den
Versuchstieren. Tab. 4-1 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse. Abb. 4-2 stellt die

Ergebnisse grafisch dar.

AML Anzahl der Tiere AML positiv (in %) T-Zellen positiv (in %)
Mz237 5 0 100,0
MZ251 5 0 0
MZ308 10 100,0 40,0
Mz418 36 0 0
MZ484 5 40,0 40,0
MZ561 24 8,3 0
MZ580 23 95,7 0
MZ625 6 16,7 50,0
MZ653 6 0 0
MZ667 57 89,5 3,5
MZ683 7 42,9 57,1
MZ804 9 0 0
MZ987 10 30,0 50,0

Tab. 4-1 Ubersicht der getesteten primaren Leukamien mit Angabe der Anzahl der
eingesetzten Versuchstiere, sowie des Anteils der Tiere, in denen ein Ansiedeln humaner
leukamischer Zellen bzw. Auswachsen humaner T-Lymphozyten nachgewiesen wurde.
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Abb. 4-2 a+b Grafische Darstellung der Ergebnisse. Die blauen Saulen entsprechen
dem Anteil der M&ause einer Versuchsreihe, in denen humane leuk&mische Zellen
detektiert wurden, wahrend die roten Séulen dem Anteil der Mause entspricht, in denen
humanen T-Zellen ausgewachsen sind.
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4.1.2 Bedeutung des FLT3-Status als prognostischer Faktor fur das
Engraftment humaner akuter myeloischer Leukéamien in transplantierten NSG-

Mausen

Das Vorhandensein einer internen Tandemduplikations-Mutation (ITD) des FLT3-
Gens beim menschlichen Leuk&miepatienten ist mit einer hoheren Aggressivitat und
einem ungunstigen Krankheitsverlauf assoziiert. Ein Zusammenhang zwischen
vorhandener Mutation der Leukdmie und verbessertem Anwachsverhalten in der

NSG-Maus wurde untersucht. Es zeigten sich folgende Ergebnisse:

Funf getestete Leukamien trugen keine FLT3-ITD-Mutation (MZ251, MZ418, MZ625,
MZz653 und MZ804). Davon konnte eine erfolgreich in der Maus nachgewiesen
werden (MZ625), wahrend die restlichen vier nicht angewachsen sind (MZ251,
MZ418, MZ653 und MZ804).

FLT3- FLT3*

AML- AML* AML- AML*

Abb. 4-3 Grafische Darstellung des Zusammenhangs zwischen FLT3-Status und
dem Anwachsen der Leukadmie in der Maus. Die Zahlen in den Ké&stchen entsprechen
der Anzahl der getesteten Leukamien. Abkirzungen: FLT3™ = Abwesenheit der FLT3-ITD-
Mutation, FLT3" = Vorhandensein der FLT3-ITD-Mutation, AML™ = nicht erfolgreiches
Anwachsen der Leukamie, AML" = erfolgreiches Anwachsen der Leukamie
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Sieben der eingesetzten Leuk&mien trugen eine FLT3-ITD-Mutation (MZ237, MZ308,
MZz484, MZ580, MZ667, MZ683 und MZ987. Sechs dieser Leukdmien engrafteten in
der Maus (MZ308, MZ484, MZ580, MZ667, MZ683 und MZ987), eine konnte nicht
nachgewiesen werden (MZ237). Der FLT3-Status von MZ561 wurde nicht bestimmt.

Abb. 4-3 fasst die Ergebnisse schematisch zusammen.

Die Ergebnisse stutzen die Vermutung, dass das Vorhandensein einer FLT3-ITD-
Mutation ein Pradiktor fur das erfolgreiche Engraftment einer Leukamie in der NSG-

Maus darstellen kdnnte. Diese Behauptung wurde statistisch mittels Erstellung einer

Vierfeldertafel naher untersucht (Abb. 4-4).

Abb. 4-4 Vierfeldertafel zur Uberprufung der Vorhersagekraft einer FLT3-Mutation
beziglich erfolgreichen Anwachsens der Leukd&mie in der NSG-Maus. Abkiirzungen:
FLT3" = Vorhandensein einer FLT3-ITD-Mutation, FLT3™ = Abwesenheit einer FLT3-ITD-
Mutation, FN = Falsch Negative, RP = Richtig Positive, RN = Richtig Negative, FP =
Falsch Positive, 2 = Summe

FLT3* FLT3-
erfolgreiches EN RP
Anwachsen 1 6 =
der Leukamie

kein
Anwachsen R4N F1P =
der Leukamie

2 =95 > =7
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Aus den Werten der Vierfeldertafel (Abb. 4-4) wurden Sensitivitat, Spezifitat, positiver

und negativer pradiktiver Wert, sowie Effizienz des Testverfahrens berechnet:

itivits Richtig Positiv
Sensitivitat: ichtig Positive

x 100 = 9
Richtig Positive+Falsch Negative 85'7 /o

Richtig Negative

Spez|f|tat. Richtig Negative+Falsch Positive

x 100 = 80,0 %

Richtig Positive
Richtig Positive+Falsch Positive

Positiver pradiktiver Wert: x 100 =85,7%

Richtig Negative

Negativer pradiktiver Wert: x 100 = 80,0 %

Richtig Negative+Falsch Negative

Richtig Positive+Richtig Negative
Richtig Positive+Falsch Positive+Richtig Negative+Falsch Negative

Effizienz: x 100 = 83,3%

4.2 Erstellung von zwei Wachstumskinetiken fur die humanen primaren akuten
myeloischen Leukamien MZ667 und MZ308 nach Transplantation in NSG-
Mause

Der vorherige Versuch konnte zeigen, welche primaren humanen AMLs das
Potenzial besitzen, erfolgreich nach Transplantation in der NSG-Maus zum
Engraftment gebracht werden zu kénnen. Fir die folgende Versuchsreihe wurden
von den getesteten Leukamien zwei Proben herausgesucht, die sich in ihrem
Wachstumsverhalten unterschieden und welche naher untersucht werden sollten. Es
wurde Uberprift, welche Auswirkung die Injektionsdosis und die Versuchszeit auf das
Engraftment der AML in der NSG-Maus besitzen. Dazu wurde zunachst MZ667, die
nahezu T-Zell-frei und stabil heranwéachst, analysiert. Im Anschluss wurde MZ308
untersucht, eine Leukamie, die, transplantiert, haufig mit T-Zellwachstum und

gelegentlich mit Morbiditat und Mortalitat der NSG-Mause einhergeht.

Fur diese Versuchsreihe wurden pro untersuchte Leukdmie je 45 NSG-Mause
eingesetzt. Je neun Tieren wurden 10°, 5x10°, 10°, 5x10° sowie 10’ Zellen pro Maus
der Leukamie MZ667 bzw. MZ308 injiziert. Aus jeder Gruppe mit der gleichen
Zellkonzentration wurden je drei Mause nach vier, acht und zwolf Wochen

untersucht. Der Versuchsablauf ist in Abb. 4-5 veranschaulicht.
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Analyse 1
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Abb. 4-5 Schematische Zusammenfassung des Versuchsablaufs. Zunachst wurden
die Versuchstiere mit 1,5 Gray bestrahlt. Vierundzwanzig Stunden danach fand die
Xenotransplantation in funf verschiedenen Dosierungen statt. Die abschlieRenden
Untersuchungen fanden nach vier, acht und zwolf Wochen statt.

4.2.1 Erstellung einer Wachstumskinetik fir MZ667

Die AML MZ667 zeigte in den ersten Versuchen ein homogenes Wachstumsbild in
der NSG-Maus. Wahrend der Erstellung der Kinetik sind zwei Versuchstiere vor
Ablauf des Experiments verstorben und konnten somit fur den weiteren

Versuchsablauf nicht mehr beriicksichtigt werden.

Vier Wochen nach der Xenotransplantation lieRen sich in keiner Maus humane
leuk&mische Zellen im Blut oder der Milz nachweisen. Im Gegensatz dazu war ein
erfolgreicher Nachweis menschlicher Leukdmie im Knochenmark samtlicher Mause
moglich: Der Anteil CD33'CD45"-Zellen am gesamten Knochenmark variierte
zwischen 0,1 % und 48,6 %. Im Mittel waren die Anteile umso gréf3er, je mehr Zellen
zu Beginn transferiert wurden. In keiner Maus waren menschliche T-Lymphozyten

nachweisbar.

Nach acht Wochen konnten bei zwolf Tieren sowohl im Blut als auch in der Milz
leuk&mische Zellen gefunden werden. Die Maximalwerte waren 2,1 % im Blut und
57 % in der Milz. Im Vergleich dazu waren die Leukd&mieanteile im murinen
Knochenmark deutlich héher und es wurden Werte von bis zu 73,3 % erreicht.

Vergleichbar mit den Ergebnissen der Analyse nach der vierten Woche stiegen die
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Anteile humaner Leukadmie in der Maus mit der Erhéhung der Injektionsdosis. T-

Zellen waren in keinem Organ nachweisbar.

Zwolf Wochen nach der Xenotransplantation waren in allen untersuchten Organen
humane leukamische Blasten nachweisbar. Die grof3ten Werte, die gemessen
wurden, betrugen 3,1 % im Blut, 14,0 % in der Milz und 95,3 % im Knochenmark.
Tendenziell waren die Werte bei steigender Injektionsdosis gréfl3er, obwohl etliche
JAusreiler zu beobachten waren. T-Lymphozyten lieBen sich in keinem
untersuchten Gewebe nachweisen. Abb. 4-6, Abb. 4-7 und Abb. 4-8 stellen die

Ergebnisse grafisch dar.
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Abb. 4-6 Punktdiagramm des Leukadmie-Engraftments der AML MZ667 im Blut. Gezeigt werden die
Anteile CD33°CD45"-Zellen im murinen Blut bei Injektionsdosen zwischen 10° und 10" Zellen nach 4 (W4), 8
(W8) und 12 Wochen (W12) mit Angabe des Mittelwerts (grofRer horizontaler Strich) und der
Standartabweichuna (kleine horizontale Striche).
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Abb. 4-7 Punktdiagramm des Leukamie-Engraftments der AML MZ667 in der Milz. Gezeigt werden die
Anteile CD33"CD45"-Zellen in der murinen Milz bei Injektionsdosen zwischen 10° und 107 Zellen nach 4 (W4),
8 (W8) und 12 Wochen (W12) mit Angabe des Mittelwerts (groRer horizontaler Strich) und der
Standartabweichung (kleine horizontale Striche).
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Abb. 4-8 Punktdiagramm des Leukdmie-Engraftments der AML MZ667 im Knochenmark. Gezeigt
werden die Anteile CD33"CD45"-Zellen im murinen Knochenmark bei Injektionsdosen zwischen 10° und 10’
Zellen nach 4 (W4), 8 (W8) und 12 Wochen (W12) mit Angabe des Mittelwerts (grof3er horizontaler Strich)
und der Standartabweichung (kleine horizontale Striche).
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4.2.2 Erstellung einer Wachstumskinetik fur MZ308

Im Vergleich zum Engraftment der homogen wachsenden MZ667 stellte MZ308 in
den ersten Versuchen ein schwieriger zu interpretierendes Gesamtbild dar. Wahrend
der Erstellung der Kinetik sind sechs Mause gestorben, bevor eine Untersuchung

stattfinden konnte.

Vier Wochen nach der Leukdmietransplantation waren weder im Blut noch in der Milz
leuk&mische Zellen auffindbar. Dahingegen zeigten vierzehn Tiere im Knochenmark
Werte zwischen 0,1 und 5,0 %. Je hoher die Injektionsdosen gewdahlt wurden, umso
groRer war auch der Anteil leukdmischer Zellen im Gewebe. Alle Organe waren frei

von humanen T-Helfer- und zytotoxischen T-Zellen.

Nach acht Wochen post transplantionem zeigte lediglich eine Maus in ihrem Blut
Spuren humaner Leukdmiezellen. Ein Nachweis von Leuk&miewachstum in der Milz
war fur funf Mause positiv. Dabei handelte es sich um Versuchstiere, die hohe
Injektionsdosen (5x10° und 107) erhalten hatten. Bei 0,2 % bis maximal 17,0 % der
Zellen der untersuchten Milzen dieser funf Mause handelte es sich um humane
leukamische Blasten. Im Knochenmark wurden bei 14 Tieren Leukamiezellen
detektiert. Die Werte bewegten sich zwischen 0,1 % und 90,3 %. Humane T-
Lymphozyten waren in vier NSG-Mausen nachweisbar. Es handelte sich dabei um
Tiere, denen entweder 5x10° oder 10’ Leukamieblasten transplantiert wurden. Bei
den zwei Mausen mit der Injektionsdosis von 5x10° Zellen waren CD4*- und CD8*-
Zellen lediglich in geringer Zahl, d.h. zwischen 0,1 % und 0,6 % und ausschlieflich
im Knochenmark nachweisbar. Bei den zwei Tieren mit der Dosis von 10’ Zellen
wurden humane T-Zellen in allen untersuchten Geweben gefunden. Zwischen 0,3 %
und 16,6 % T-Helferzellen und zwischen 1,1 % und 9,8 % zytotoxische T-Zellen
wurden gemessen. Im Vergleich zu den T-Zell-freien Tieren der gleichen
Transplantationsgruppe wurden in den T-Zell-befallenen Tieren deutlich hdhere

Werte fur humane leukamische Leukamiezellen gemessen.

Zum Zeitpunkt der dritten Untersuchung zwolf Wochen nach erfolgter Transplantation
waren sechs Versuchstiere gestorben. Dabei handelte es sich um alle Mause, die

Leukamieblasten in Hohe von 5x10° und 10’ erhalten hatten. Im Blut und im
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Milzparenchym war bei den Tieren, die 10° Zellen injiziert bekamen, keine Leukémie
nachweisbar. In den Ubrigen Mausen bewegte sich der Anteil leukamischer Zellen
zwischen 0,6% und 4,8 % im Blut, sowie zwischen 1,6 % und 15,6 % in der Milz.
Jedes untersuchte Knochenmark enthielt CD33"CD45"-Zellen. Werte von 2,4 % bis
maximal 50,5 % wurden gemessen. In den lUberlebenden Mausen konnte kein Anhalt
fur die Prasenz humaner zytotoxischer T- bzw. T-Helferzellen gefunden werden. Eine
veranschaulichende Darstellung des Leukamie- bzw. T-Zellwachstums bei

variierenden Injektionsdosen der Leukamie zeigen Abb. 4-9 bis 4-14.

100 -
80
60
40
20

3.0 ...
25 -
20 -
15 -

10 T N
08 - °
06 o °
04 A
02 4
0.0

AML-Engraftment im Blut in %

Abb. 4-9 Punktdiagramm des Leukamie-Engraftments der AML MZ308 im Blut. Gezeigt werden die
Anteile CD33°CD45"-Zellen im murinen Blut bei Injektionsdosen zwischen 10° und 10’ Zellen nach 4 (W4), 8
(W8) und 12 Wochen (W12) mit Angabe des Mittelwerts (grofRer horizontaler Strich) und der
Standartabweichung (kleine horizontale Striche). *=vor Auswertung gestorben
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Abb. 4-10 Punktdiagramm des T-Zell-Engraftments der AML MZ308 im Blut. Gezeigt werden die Anteile
CD3'CD45"-Zellen im murinen Blut bei Injektionsdosen zwischen 10° und 107 Zellen nach 4 (W4), 8 (W8) und
12 Wochen (W12) mit Angabe des Mittelwerts (grof3er horizontaler Strich) und der Standartabweichung
(kleine horizontale Striche). *=vor Auswertung gestorben
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Abb. 4-11 Punktdiagramm des Leuk&mie-Engraftments der AML MZ308 in der Milz. Gezeigt werden die
Anteile CD33"CD45"-Zellen in der murinen Milz bei Injektionsdosen zwischen 10° und 107 Zellen nach 4 (W4),
8 (W8) und 12 Wochen (W12) mit Angabe des Mittelwerts (groRer horizontaler Strich) und der
Standartabweichung (kleine horizontale Striche). *=vor Auswertung gestorben
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Abb. 4-12 Punktdiagramm des T-Zell-Engraftments der AML MZ308 in der Milz. Gezeigt werden die
Anteile CD3'CD45"-Zellen in der murinen Milz bei Injektionsdosen zwischen 10° und 107 Zellen nach 4 (W4),
8 (W8) und 12 Wochen (W12) mit Angabe des Mittelwerts (groRer horizontaler Strich) und der
Standartabweichung (kleine horizontale Striche). *=vor Auswertung gestorben
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Abb. 4-13 Punktdiagramm des Leuk&mie-Engraftments der AML MZ308 im Knochenmark. Gezeigt
werden die Anteile CD33"CD45"-Zellen im murinen Knochenmark bei Injektionsdosen zwischen 10° und 10’
Zellen nach 4 (W4), 8 (W8) und 12 Wochen (W12) mit Angabe des Mittelwerts (grofRer horizontaler Strich)
und der Standartabweichung (kleine horizontale Striche). *=vor Auswertung gestorben
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Abb. 4-14 Punktdiagramm des T-Zell-Engraftments der AML MZ308 im Knochenmark. Gezeigt werden
die Anteile CD3*CD45"-Zellen im murinen Knochenmark bei Injektionsdosen zwischen 10° und 10’ Zellen
nach 4 (W4), 8 (W8) und 12 Wochen (W12) mit Angabe des Mittelwerts (groRer horizontaler Strich) und der
Standartabweichung (kleine horizontale Striche). *=vor Auswertung gestorben

4.3 Untersuchungen zur Optimierung des Engraftments humaner primarer
akuter Leukamien durch selektive Inhibition humaner T-Lymphozyten in der

xenotransplantierten NSG-Maus

Aus den Kinetiken der AML MZ308 (vgl. 4.2.2) wurde das Engraftment bei
Hochdosis-Transplantationen von einem Auswachsen humaner T-Zellen in den
NSG-Mausen begleitet, was mit einer erhéhten Sterblichkeit der Tiere einherging. In
diesem Teil der hier vorgestellten Arbeit wurden zwei Methoden am Beispiel der
MZ308 (getestet, welche ein solches T-Lymphozytenwachstum in den
xenotransplantierten Mausen unterbinden sollten. Das erste Verfahren bestand darin,
eine Aktivierung bzw. Teilung der transplantierten T-Zellen zu verhindern. Zur

Auswahl standen Cyclosporin A, Tacrolimus und Mycophenolat-Mofetil. Die zweite

61



4. Ergebnisse

Methode sollte die Transplantate vor der Injektion in die NSG-Mause mittels CD3-

Depletion von den T-Lymphozyten reinigen.

4.3.1 Ermittlung der dosisabhangigen Toxizitat verschiedener humaner T-

Lymphozyteninhibitoren in der NSG-Maus

Zur Medikamentengabe der drei T-Lymphozytenhemmer Cyclosporin A,
Mycophenolat-Mofetil und Tacrolimus bei NSG-Mausen lagen bei Versuchsbeginn
keine Daten vor. Bevor weitere Versuche geplant werden konnten, musste die
Toxizitat der Wirkstoffe untersucht werden. Es sollte jenes Medikament ermittelt
werden, welches auch nach wiederholter Gabe die geringste Letalitat aufweist. Dabei
orientierten sich die getesteten Wirkstoffmengen an den LDso-Werten der
Medikamente bei Hausmausen (Mus musculus), d.h. den Konzentrationen, bei
denen 50 % der Versuchstiere nach Einmalgabe des Medikaments sterben (118).

Fir Cyclosporin A lautete der LDso-Wert 148 mg/kg. Fur eine 20 Gramm schwere
Maus errechnete sich eine Stoffmenge von 2,96 mg. Tacrolimus hatte eine LDsy von
57 mg/kg bzw. 1,14 mg pro Maus. Die LDsy von Mycophenolat-Mofetil lag bei 450
mg/kg, d.h. 9 mg pro Maus. Um die gesuchte Dosierung zu ermitteln, wurde eine
Dosiskinetik mit folgenden Konzentrationen durchgefihrt: Cyclosporin A: 2 mg, 1 mg,
500 pg; Tacrolimus: 1 mg, 500 ug, 250 pg, sowie Mycophenolat-Mofetil: 8 mg, 4 mg
und 2 mg. Eine Ubersicht zeigt Tabelle 4-2.

In Kohorten, bestehend aus jeweils zwei Mausen, wurden die verschiedenen
Stoffmengen intraperitoneal drei Mal im Abstand von zwei Tagen verabreicht. Zur
Injektion wurden Cyclosporin A, Tacrolimus und Mycophenolat-Mofetil in den
jeweiligen Dosen in 200 ul PBS gel6st. Die Kontrollgruppe, bestehend aus sechs
Mausen, erhielt an den Injektionstagen 200 pul reines PBS intraperitoneal appliziert.
Taglich wurde das Uberleben der Versuchstiere dokumentiert. Nach der letzten

Injektion galt der Versuch als beendet. Der Ablauf ist in Abb. 4-15 dargestellt.
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4. Ergebnisse

Medikament LDso-Wert LDso-Wert getestete Stoffmengen Anzahl der
(20g-Maus) Versuchstiere
CyA 148 mg/kg 2,96 mg 2 mg 2
1 mg 2
500 pg 2
Tacrolimus 57 mg/kg 1,14 mg 1 mg 2
500 ug 2
250 pg 2
MMF 450 mg/kg 9mg 8 mg 2
4 mg 2
2mg 2

Tab. 4-2 Ubersicht uber die LDs,-Werte aus der Literatur, den angepassten LDso-
Werten sowie den ermittelten zu testenden Stoffmengen mit der dazugehdrigen Anzahl
an Versuchstieren. Abkirzungen: CyA = Cyclosporin A, MMF = Mycophenolat-Mofetil

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5
1. 2. 3.
Injektion Injektion Injektion

Uberwachung der Mause und Dokumentation des Uberlebens

Abb. 4-15 Versuchsablauf des Experiments. Die intraperitoneale Applikation der zu
testenden Medikamente in der jeweiligen Konzentration fand am ersten, dritten und
finften Tag statt. Das Uberleben der Versuchstiere wurde taglich tberprift und
dokiimentiert.
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Im Versuch sind von den 24 Versuchstieren insgesamt sieben gestorben. Die
hdchste Letalitat zeigte die Verwendung von Mycophenolat-Mofetil. So zeigte sich,
dass sowohl 8mg als auch 4mg intraperitoneal fir NSG-Mause toxisch waren (Abb.
4-16).
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Abb. 4.16 Uberleben der Versuchstiere bei Mycophenolat-Mofetil-Gabe in
verschiedenen Dosierungen.

Unter der Verwendung von Tacrolimus sind jene beiden Méause gestorben, welche
die hochste Medikamentendosis (1 mg) injiziert bekamen. Die restlichen Tiere haben
Uberlebt (Abb. 4.17).
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Abb. 4-17 Uberleben der Versuchstiere bei Tacrolimus-Gabe in verschiedenen
Dosierungen.

Die niedrigste Letalitat ergab sich unter der Therapie mit Cyclosporin A. Eine Maus,
die mit der Dosis von 500 pug behandelt wurde ist gestorben (Abb. 4-18).
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Abb. 4-18 Uberleben der Versuchstiere bei Cyclosporin A-Gabe in verschiedenen
Dosierungen.
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Aus der Vergleichsgruppe hatten alle Tiere die Behandlung Uberlebt (Daten nicht
gezeigt). Die Ergebnisse des Versuchs zeigten, dass Cyclosporin A in den
getesteten Dosen mit der niedrigsten Tiersterblichkeit einher ging und wurde aus

diesen Grunden in den weiteren Experimenten auf seine Wirksamkeit untersucht.

4.3.2 Untersuchung des Einflusses von Cyclosporin A auf humane T-

Lymphozyten in einer Leukadmie-Kultur

Aus dem Toxizitatsversuch der verschiedenen T-Lymphozyteninhibitoren (vgl. 4.3.1)
trat Cyclosporin A als der Wirkstoff hervor, der mit der niedrigsten Sterblichkeit bei
NSG-Mausen einher ging. In diesem Versuch sollte die Effektivitat von Cyclosporin A
in einer in vitro-Ansatz mit der Leukamie MZ308 Uberprift werden. Diese Leukéamie
wurde ausgewahlt, da im Kinetikversuch (vgl. 4.2.2) gezeigt wurde, dass in hoheren
Transplantationsdosen die Gefahr eines Auswachsens humaner T-Zellen besteht.

Fur den Versuch wurden jeweils 5 x 10° Zellen der AML MZ308 in 500 pl
Leukdmiemedium pro Well in eine 24 Well Platte gefullt. Je vier Wells wurden 24
Stunden entweder mit 100 ng/ml, 1 mg/ml oder 10 mg/ml Cyclosporin A im
Brutschrank bei 37° Celsius inkubiert. Zwei Kontrollgruppen, welche Leukamiezellen
in Medium ohne Wirkstoff enthielten, wurden parallel im Brutschrank kultiviert. Nach
der Inkubationszeit wurden alle Wells gewaschen und die Zellen in 500 pl
Leukdmiemedium resuspendiert. Zur Stimulation der T-Lymphozytenproliferation
wurde 1,5 pl Phytohamagglutinin  hinzugegeben. Einer der beiden Kontrollgruppen
wurde ebenfalls 1,5 pl Phytohdmagglutinin hinzugefiigt, die zweite blieb unstimuliert.
Nach weiteren sechs Tagen wurden die Zellen geerntet und durchflusszytometrisch
auf den Anteil der noch Ilebenden CD4"-T-Helfer- wund CD8"-T-
Effektorsubpopulationen untersucht. Abb. 4-19 gibt den =zeitlichen Ablauf des
Experiments wieder. In Abb. 4-20 a-c wird das Vorgehen der

durchflusszytometrischen Untersuchung erlautert.
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Tag 1 > Tag 2 Tag 7

Inkubation der

Leukamie Waschen der Ernten der
MZ308 mit Proben und Zellen und
CyAin den Stimulation mit FACS-
jeweiligen PHA Analyse

Dosierungen

Abb. 4-19 Zeitlicher Ablauf des Experiments. Nach der vierundzwanzigstiindigen
Inkubation der Leukémie mit Cyclosporin A wurde das Medikament ausgewaschen und
anschliel3end die Proben mit Phytohdmagglutinin stimuliert. Nach sieben Tagen wurden
die Proben durchflussytometrisch untersucht. Abkirzungen: CyA = Cyclosporin A, PHA =
Phytoh&amagglutinin, FACS = Durchflusszytometrie

Bei der Endanalyse wurden insgesamt finf Ansétze mit je vier Proben analysiert.

Die nicht-stimulierte Kontrollgruppe zeigte ein geringes Auswachsen von T-
Lymphozyten mit einem Anteil von 1,8 % T-Helferzellen und 0,4 % zytotoxische T-
Zellen. Die stimulierte Kontrollgruppe erfuhr eine deutlich gréRere T-Zellproliferation:
Im Mittel bestanden 20,6 % der Zellsuspension aus CD4"- und 1,0 % aus CD8'-
Zellen. Die niedrige und die mittlere Cyclosporin A-Konzentrationen hatten beide eine
ahnliche Auswirkung auf die Zellen. 14,6 % CD4"- und 1,5 % CD8"-T-Zellen wurden
bei 100 ng/ml bzw. 15,4 % CD4"- und 1,3 % CD8"-T-Zellen wurden bei 1 pg/ml
ermittelt. Den deutlichsten Einfluss erzielte Cyclosporin A bei einer Konzentration von
10 mg/ml: 10,1 % T-Helferzellen und 0,7 % zytotoxische T-Zellen wurden in der

Zellsuspension gemessen. Abb. 4-21 verdeutlicht die Ergebnisse grafisch.

Die hier vorliegenden Versuche zeigen, dass unter Stimulation mit
Phytohdmagglutinin in vitro T-Lymphozyten auswachsen. Dabei wurden mehr CD4"-

T-Helferzellen als CD8'-zytotoxische T-Zellen zur Proliferation gebracht. Die
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Hemmung des T-Lymphozytenwachstums mittels

starker fiir CD4*-T-Zellen zu beobachten.

Cyclosporin A war dosisabhéangig
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Abb. 4-20 a-c Ablauf der durchflusszytometrischen Untersuchung a) Die geernteten
Zellen wurden im Punktwolkendiagramm dargestellt. Auf der Ordinate wurden positive
Signale fur 7-AAD angezeigt. Es wurden solche Zellen weiteruntersucht, welche nicht mit
7-AAD markiert waren, um die noch lebenden Zellpopulationen zu erhalten. b) Im
nachsten Analyseschritt wurde die Zellgrélle gegen CD45 aufgetragen. Jene
Zellpopulation wurde ausgewahlt, welche das Oberflachenantigen CD45 auf ihrer
Oberflache trug. c) Im dritten Punktwolkendiagramm wurden CD4"-Zellen als T-
Helferzellen von CD8"-zytotoxischen T-Zellen diskriminiert und deren jeweiliger Anteil an
der gesamten Zellmenge bestimmt.
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Abb. 4-21 Grafische Darstellung der Ergebnisse. CD4"-T-Helferzellen sind als blaue
Saulen, die CD8"-zytotoxischen T-Zellen sind in Form von roten S&ulen als Anteil an der
Gesamtzellzahl unter variierender Medikamentendosierung gezeigt. Abkirzungen: Co =
nicht stimulierte Kontrollgruppe, Co + PHA = stimulierte Kontrollgruppe, CyA
Cyclosporin A

4.3.3.1 Selektive Inhibition des T-Lymphozytenwachstums in

xenotransplantierten Mausen

In den nachfolgenden Versuchen wurden zwei Methoden getestet, die ein
Auswachsen humaner T-Zellen in xenotransplantierten NSG-M&ausen verhindern
sollten. Fir eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse, wurden fur beide

Experimente MZ308 in einer Konzentration von 10’ verwendet, da in 4.2.2 gezeigt
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werden konnte, dass bei dieser Zellmenge ein Auswachsen humaner T-Lymphozyten
zu erwarten ist. Um eine durch zu hohes Leukamie-Engraftment bedingte Letalitat zu
verringern, wurde die Versuchsdauer auf zehn Wochen beschrankt. Abb. 4-22
demonstriert grafisch die Ergebnisse der Kontrollgruppe, die keine Therapie erfahren
hatte.
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Abb. 4-22 Engraftment der Kontrollgruppe. Graphische Darstellung der ermittelten
Anteile humaner leukamischer Blasten (blau) und T-Zellen (rot) in den unterschiedlichen
Geweben.

4.3.3.2 Hemmung des Wachstums humaner T-Lymphozyten in der

xenotransplantierten NSG-Maus unter Verwendung von Cyclosporin A

Cyclosporin A erwies sich in den vorangegangen Versuchen (vgl. 4.3.1 und 4.3.2) als
Medikament, welches eine vergleichsweise niedrige Toxizitdt und gleichzeitig hohe
Potenz bei der Inhibition der T-Lymphozytenaktivierung in vitro besitzt. In einem in
vivo-Ansatz wurde getestet, ob eine Cyclosporin A-Therapie sowohl das Wachstum
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der leukamischen, als auch der im Transplantat befindlichen T-Zellen in der

xenotransplantierten NSG-Maus beeinflusst.

Dazu wurden sieben NSG-Mause subletal mit 1,5 Gray bestrahlt. Vierundzwanzig

Stunden danach wurden jeder Maus 10 Zellen der Leukamie MZ308 in die

Schwanzvene injiziert.

Die Tiere erhielten fiur zwei Wochen alle zwei Tage

intraperitoneale Injektionen von je 500 pg Cyclosporin A geldst in 200 pl PBS. Zehn

Wochen nach der Xenotransplantation wurden die Mause getdtet und analysiert.

Blut, Milzen und Knochenmark wurden durchflusszytometrisch auf leukamische

Zellen sowie T-Zellen untersucht. Abb. 4-23 zeigt schematisch den Ablauf des

Experiments.

Xenotrans-
plantation
107 Zellen
Tag Tag Tag Tag || Tag Tag Tag
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Abb. 4-23 Zeitlicher Versuchsablauf. Ein Tag nach der Bestrahlung mit 1,5 Gray
wurden den Mausen 107 Zellen der Leukamie MZ308 injiziert. Am zweiten, vierten,
sechsten, achten, zehnten und zwolften Tag des Experiments wurden jeweils 500 pg
Cyclosporin A intraperitoneal appliziert. Nach zehn Wochen wurden die Mause getotet
und deren Gewebe durchflusszytometrisch untersucht. Abkirzungen: CyA = Cyclosporin

A.
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Im Versuchsverlauf waren flinf Tiere gestorben. In den beiden tberlebenden Mausen
konnten keine T-Zellen mehr nachgewiesen werden. 5,5 % bzw. 2,1 % des Bluts
bestanden aus humanen leuk&mischen Zellen, in der Milz fanden sich 32,3 % bzw.
25,7 % AML-Blasten. Im Knochenmark lieRen sich keine Leukamiezellen detektieren.
Abb. 4-24 zeigt graphisch die in den Mausen gemessenen Werte. In Abb. 4-25 a+b
wird das  durchflusszytometrisch  ermittelte ~ Punktwolkendiagramm  der
Knochenmarksuspension einer Versuchsmaus dem Knochenmark einer

Kontrollmaus gegentbergestellt.
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Abb. 4-24 Engraftment der Tiere, die mit Cyclosporin A behandelt worden sind.
Graphische Darstellung der ermittelten Anteile humaner leukéamischer Blasten (blau) und
T-Zellen (rot) in den unterschiedlichen Geweben.
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Abb. 4-25 a+b Punktwolkendiagramme durchflusszytometrisch untersuchter
Knochenmarkssuspensionen. Das Seitwartsstreulicht ist gegen das Vorwartsstreulicht
aufgetragen. a) Punktwolkendiagramm des Knochenmarks einer xenotransplantierten
Maus, welche nach erfolgter Transplantation mit Cyclosporin A therapiert wurde. b)
Punktwolkendiagramm des Knochenmarks einer xenotransplantierten Maus, welche nicht
mit Cyclosporin A behandelt wurde. Es lasst sich eine deutliche Zellpopulation erkennen,
welche in der Versuchsmaus nicht vorhanden war. Es handelte sich hierbei um humane
leuk&mische Blasten.

4.3.3.3 Hemmung des Wachstums humaner T-Lymphozyten in der
xenotransplantierten NSG-Maus durch immunomagnetische T-Zelldepletion

des Transplantats vor der Injektion

In diesem Experiment wurde ein weiteres Verfahren zur selektiven Inhibition des
Engraftments humaner T-Zellen in xenotransplantierten NSG-Mausen getestet.
Dabei wurden Leukd&miezellen vor der Transplantation in die Maus von T-
Lymphozyten mittels immunomagnetischer Separation aufgereinigt. Hierflr wurde die
Leukdmie MZ308 mit anti-humanen CD-3-Beads inkubiert und zweimal Uber eine
MACS®-LD-Saule separiert. AnschlieRend wurde eine Reinheitsfarbung mit anti-
humanen CD3- und CD45-Antikérpern durchgefiihrt und im Durchflusszytometer
gemessen. Die Messung ergab eine Reduktion von 1,3% vor der Depletion auf 0,1%
CD3*CD45"-Zellen nach der Depletion, folglich eine Reduktion der humanen T-
Zellen um 92,3 % des Ausgangswerts (vgl. Abb. 4-26 a+Db).
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Abb. 4-26 at+b Durchflusszytometrisch ermittelte Reinheitsfarbung. CD45 wurde
gegen CD3 aufgetragen. a) Vor der Depletion: 1,3 % der Leukamie MZ308 bestand aus

T-Lymphozyten. b) Nach der Depletion ist der Anteil CD3"CD45"-Zellen auf 0,1 %
gesunken.

Je 10" Zellen der CD3-depletierten Zellsuspension wurden in finf NSG-Méause
injiziert, welche vierundzwanzig Stunden vorher mit 1,5 Gray bestrahlt worden sind.
Nach zehn Wochen wurden die Tiere getotet und auf das Anwachsen der humanen
Leukamie sowie der T-Zellen untersucht. Der Ablauf des Experiments wurde in Abb.
4-27 grafisch dargestellt.
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Abb. 4-27 Grafische Darstellung des Ablaufs des Experiments. Nach zweimaliger
CD3-Depletion von MZ308 wurden 24 Stunden nach Bestrahlung mit 1,5 Gray 10’ Zellen
nahezu T-Zell-freie Leukamie transplantiert. Nach zehn Wochen wurden die Gewebe der
Tiere durchflusszytometrisch untersucht.
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Nach zehn Wochen waren samtliche untersuchten Gewebe T-Zell-frei. Im Blut lag
der Anteil der Leukamiezellen zwischen 2,4 % und 12,1%. In den Milzen ergab sich
ein Engraftment zwischen 15,2 % und maximal 48,8 %. In drei Knochenmarkproben
konnten keine Leukamiezellen nachgewiesen werden, wéahrend die beiden Ubrigen
Proben 29,7 % und 43,1 % CD33'CD45" Zellen enthielten. Die Ergebnisse sind in
Abb. 4-28 grafisch zusammengefasst. Abb. 4-29 a+b stellt die per
Durchflusszytometer ermittelten Punktwolkendiagramme des leukamiefreien
Knochenmarks einer Versuchsmaus dem Knochenmark einer Kontrollmaus

gegenuber.
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Abb. 4-28 Engraftment der Tiere, die immunomagetisch aufgereinigte Leukamie
injiziert bekamen. Graphische Darstellung der ermittelten Anteile humaner leukéamischer
Blasten (blau) und T-Zellen (rot) in den unterschiedlichen Geweben.

75



4. Ergebnisse

T
>

—
>

fa)

Sideward-Scatter
i
Sideward-Scatter

_r—ﬁ—l—T—l—vﬁ—l'—T—rﬁﬁ—!—T—lﬁﬁ—r—T—ﬁ—l—l—T—r
50 100 150 200

50 100 150 200 250 250
(c 1.000) (x 1.000)

> >
> >

Vorward-Scatter Vorward-Scatter

Abb. 4-29 a+b Punktwolkendiagramme durchflusszytometrisch untersuchter
Knochenmarkssuspensionen. Das Seitwartsstreulicht ist gegen das Vorwartsstreulicht
aufgetragen. a) Punktwolkendiagramm des Knochenmarks einer xenotransplantierten
Maus, welche CD3-depletierte Leukdmie transplantiert bekommen hat. b)
Punktwolkendiagramm des Knochenmarks einer xenotransplantierten Maus, welche
unbehandelte Leukdmie injiziert bekam. Im Vergleich lasst sich deutlich eine
Zellpopulation erkennen, welche im Knochenmark der Versuchsmaus nicht vorhanden
war. Es handelte sich hierbei um humane leukamische Blasten.
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5. Diskussion

Fur das bessere Verstdndnis der komplexen biologischen Prozesse der akuten
myeloischen Leukdmie im Menschen, sowie fiur die Entwicklung neuer
Therapieansatze ist die Etablierung eines stabilen und reproduzierbaren Tiermodells
obligat. Fur die Funktionalitdt des Modells wird das Erfullen mehrerer Bedingungen
vorausgesetzt. Zum einen ist eine ausreichend lange Lebensdauer der Versuchstiere
essenziell, denn selbst nach erfolgtem Ausbruch der Erkrankung sollen die Tiere
noch lange genug weiterleben, um an ihnen verschiedene Therapieformen testen
und evaluieren zu konnen. Auflerdem ist es wichtig, dass die Erkrankung in
ausreichend hohem Malfe im Versuchstier ausgepragt und somit mit der Krankheit
im Menschen vergleichbar ist, damit Riuckschlisse fir das humane Modell gezogen
werden konnen. Dies wird ermdglicht durch das Kompromittieren des Immunsystems
des Versuchstiers, sodass Abstol3ungs- bzw. Abwehrreaktionen des
Wirtsorganismus nicht gegen die kdrperfremden Leukamiezellen ausgeldst und
durchgeflihrt werden, die ein gewlinschtes Engraftment gefahrden. Zudem ist es von
Vorteil, wenn eine 6konomische Haltung und Handhabung der eingesetzten Tiere

maoglich ist.

Nach sorgféaltiger Prufung der oben genannten Pramissen, fiel im Rahmen dieser
Arbeit die Wahl auf die Verwendung von Méausen aus dem NSG-Stamm, da sie die
Erwartungen, die an das Tiermodell gestellt worden sind, am besten erfullen: Ihre
Lebensspanne betragt mehr als 90 Wochen und zeichnet sich im Vergleich zu NOD-
scid-Mausen, die zuvor fur einen langen Zeitraum in der Leukdmieforschung
eingesetzt wurden, mit einer geringeren Strahlensensibilitat und einer damit
verbundenen niedrigeren Mortalitdt aufgrund strahlungsbedingter Thymombildung
aus (119). Durch die Abwesenheit einer integeren zellularen sowie humoralen
Immunantwort koénnen sich transplantierte Leukamiezellen im Wirtsorganismus
entsprechend ansiedeln, ohne dass die Zellen einer Abwehrreaktion ausgesetzt
werden. Zudem sind Mause gunstig und platzsparend in ihrer Haltung und kénnen

selbst bei groRem Tierbedarf ausreichend schnell reproduziert werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung des

Wachstumsverhaltens verschiedener primarer AMLs in dem ausgewdahlten NSG-
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Mausstamm  sowie die Identifizierung von Ursachen problematischer
Transplantationsfolgen, an denen Methoden zur Optimierung des Engraftments

ansetzen konnen.

5.1 Untersuchungen zum Engraftment verschiedener primarer akuter

myeloischer Leukamien

NSG-Mausen wurden 13 verschiedene primare AML-Blasten von Patienten
transplantiert, die jeweils unterschiedlichen Subtypen gemald der FAB-Klassifikation
entsprachen. Nach zwolf Wochen konnten acht Leukamien (61,5 %) in mindestens
einem Versuchstier nachgewiesen werden. Innerhalb der Kohorten der jeweils
getesteten Leukdmien waren in 8,3 bis 100,0 % der Mause humane Leukamiezellen
im Knochenmark engraftet. Diese Ergebnisse sind mit den bisher veroéffentlichten
Daten zu xenotransplantierten M&ausen kongruent. 2009 zeigten Sanchez et al. in
68,6 % der 35 von ihnen untersuchten AML-Proben nach zwolf Wochen ein
Wachstum leukamischer Zellen im Knochenmark von NSG-Mausen (120). Bevor
NSG-Méause als Transplantationsmodell verwendet wurden, stellte die Verwendung
von NOD-scid-M&usen den Goldstandard in den Versuchen zum Engraftment von
Leukdmien dar: In den Versuchen von Pearce engrafteten 49,1 % der getesteten
AMLs in den NOD-scid-Mausen (121). Ailles und Kollegen erreichten in ihren 1999
publizierten Ergebnissen sogar eine Rate von 70,0 % (122). Die Identifikation der
humanen leukdmischen Zellen erfolgte hier jedoch einzig und allein anhand der
CD45-Expression auf den Oberflachen der untersuchten Organzellsuspensionen.
Vermutlich sind die somit erzielten Werte nach unten zu korrigieren, da CD45, ein
Marker hamatopoetischer Zellen (123), sowohl auf Zellen der myeloischen als auch
auf Zellen der lymphatischen Reihe exprimiert wird. Ohne die Messung weiterer
spezifischer Oberflachenantigene wie CD33 (124) oder CD13 (125), die bei
bestimmten AML-Typen nicht auf der Oberflache der Zellen exprimiert werden (126),
kbnnen AML-Zellen nicht eindeutig von anderen humanen Zellen diskriminiert
werden. Feuring-Buske et al. erzielten ebenfalls durch die alleinige Verwendung von
CD45 als Identifikationsmerkmal ein erfolgreiches Engraftment in 70,0 % der

untersuchten Leukdmien (127). Wie zuvor ist auch dieses Ergebnis genauso kritisch
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zu werten. Den gr6f3ten Transplantationserfolg erzielte die Forschungsgruppe von
Lumkul, die 76,9 % der 13 untersuchten AMLS in ihren Versuchstieren nachweisen
konnten (128).

Beim Vergleich der Rate der engrafteten AMLs in den NOD-scid-Mausen mit den
Anteilen der in den NSG-Mausen angesiedelten Leukamien, liegt die Vermutung
nahe, dass sich trotz der deutlich starker ausgepragten Immundefizienz in den NSG-
Mausen nicht mehr Leukamien erfolgreich transplantieren lassen als in ihrem
Vorganger-Stamm. Diesen Zusammenhang untersuchten auch Risuefio und
Kollegen, die 23 unterschiedliche AML-Proben sowohl in NOD-scid- also auch in
NSG-Mause transplantierten. Nach der Analyse der Ergebnisse kamen sie zu dem
Ergebnis, dass genau dieselben 14 Leukamien (60,8 %) in Mausen aus beiden
Stammen anwachsen. Der Anteil der im Knochenmark engrafteten Leukamiezellen
war in den NSG-Mausen jedoch um ein vielfaches groR3er als in den NOD-scid-
Mausen (129). Diese Erkenntnis wird von Agliano et al. gestiitzt, die ein starkeres
Wachstum transplantierter akuter myeloischer und lymphatischer Leukamien in NSG-
Mausen im Vergleich zu den Proliferationsraten in anderen immundefizienten

Mausstammen beobachteten (130).

5.2 Priméres Zielgewebe der leukdmischen Stammzellen

Aus den 13 getesteten AMLs wurden die Leukamien MZ308 und MZ667 aufgrund
ihrer differierenden Engraftment-Charakteristika ausgewahlt um ihr
Wachstumsverhalten in der NSG-Maus naher zu untersuchen. Bereits in der vierten
Woche nach der Transplantation konnten mit Ausnahme eines Exemplars humane
leuk&mische Zellen im Knochenmark aller Tiere nachgewiesen werden, noch bevor
Spuren im peripheren Blut oder in der Milz detektierbar waren. Bis zur achten bzw.
spatestens zwolften Woche fand eine Besiedlung des Bluts und des Milzgewebes mit
AML-Blasten in allen Tieren mit MZ667 und in 66,6 % der Tiere mit MZ308 statt. Die
nachgewiesenen Anteile der Leukdmiezellen waren in allen Tieren ausnahmslos zu
allen untersuchten Zeitpunkten im Knochenmark am grof3ten. Die durch diese

Versuche gewonnenen Erkenntnisse stiitzen die Vermutung, dass das Knochenmark
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das Organ darstellt, in dem die AML-Zellen sich nach der Transplantation als erstes
ansiedeln. Bei einer erfolgreichen Bevoélkerung des Gewebes verdrangen sie dort die
murinen Zellen und schwammen wiederum ins Blut aus, um von dort weitere Organe

zu besiedeln.

Bei einer erfolgreichen Transplantation gesunder hAmatopoetischer Stammzellen in
einen Organismus laufen mehrere Prozesse nacheinander ab. Die Stammzellen
verlangsamen ihre FlieBgeschwindigkeit (,rolling“) in Ho&he der sinusoidalen
Knochenmarkgefalle, interagieren dort mit den Endothelzellen und transmigrieren
durch das Endothel in das Markgewebe (,homing“). Aufgrund der Gewahrleistung
einer optimalen Versorgung durch die Zellen der Knochenmarknische siedeln sich
die Stammzellen dort an, differenzieren aus und schuitten differenzierte Tochterzellen

ins Blut aus, um dort die Integritat des Gewebes aufrechtzuerhalten (131-133).

In den hier durchgefuihrten Versuchen waren in den transplantierten AML-Proben
leukamische Stammzellen enthalten, die gesunden Stammzellen in der Variabilitat
ihrer Oberflachenmolekile und ihren Bedirfnissen fur die Aufrechterhaltung ihrer
Funktion &hneln (134). Folglich reprasentiert das murine Knochenmark fur diese
Zellen die optimale Nische, wo sie am besten versorgt werden und sie sich ansiedeln
kénnen (135). Ishikawa et al. fanden heraus, dass viele leukdmischen Stammzellen
dort in einem Gp-Stadium des Zellzyklus verharren, was sie vor
chemotherapeutischen Einflissen schitzt (136). Diese Zellen seien dann nach einer

abgeschlossenen Therapie fir die Rezidivbildung verantwortlich.

Auch Ailles und Kollegen beschrieben ein Anreichern leukdmischer Zellen im Blut
und in der Milz, nachdem das Knochenmark bereits infiltriert wurde (122). Sanchez et
al. halten deshalb die Untersuchung des Milzgewebes fir notwendig um die
komplette Tumorlast der transplantierten Mause zu bestimmen. So kann besonders
im Falle einer Knochenmarkfibrose, die durch eine Infiltration durch leuk&mische
Zellen bedingt ist, das Wachstum in die Milz verschoben werden und dort starker als

sonst ausgepragt sein (120).

Aufgrund der oben genannten Erkenntnisse kann davon ausgegangen werden, dass

eine Transplantation leukamischer Zellen der von gesunden hamatopoetischen
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Stammzellen entspricht, bei deren primaren Ziel des Homings es sich ebenfalls um
das Knochenmark handelt. Ein markanter Unterschied zur therapeutischen HSZT
stellt bei der AML-Transplantation jedoch die massive und ungebremste Bildung
undifferenzierter Klone und deren Ausschwdmmen ins Blut und in andere Gewebe

dar.

5.3 Einfluss der Versuchsdauer und der Zelldosis auf die HO6he des
Engraftments

Nach der Analyse der erstellten Wachstumskinetiken der Leuk&mien MZ308 und
Mz667 fiel auf, dass die Hohe des Leukdmie-Engraftments im Knochenmark
innerhalb der eingeteilten Kohorten variierte. Beim Vergleich der Mause, denen die
gleiche Injektionsmenge appliziert wurde, war ein Tumoranteil nachzuweisen, der
umso hoher war, je mehr Zeit seit der Transplantation vergangen war. Vice versa war
die Menge an Blasten in den Mausen bei gleich langer Versuchszeit umso grof3er,
wenn mehr Leukédmiezellen bei Beginn injiziert worden waren. Somit ist ein positiver
Zusammenhang zwischen applizierter Zellmenge, Beobachtungszeit und Hohe der

angesiedelten Leukamiezellen im Knochenmark wahrscheinlich.

Der zeitliche Zusammenhang liegt der Tatsache zugrunde, dass mit der langeren
Versuchsdauer auch mehrere Zellteilungen durchlaufen wurden und somit mehr
Klone produziert worden sind. Dieses Phanomen wurde auch bei der
Xenotransplantation von humanen Melanomzellen in NSG-Mause von Quintana et al.
publiziert (137) und von Sanchez et al. fir die Transplantation von humanen AML-
Zellen Gbernommen (120).

Nicht alle Zellen in den AML-Proben haben die Fahigkeit sich zu teilen und im
Knochenmarkgewebe der NSG-Maus anzuwachsen. Die Anzahl der leukdmischen
Stammzellen, die dieses Potenzial besitzen, variiert innerhalb der verschiedenen
Proben. Sarry und Kollegen ermittelten kurzlich, dass pro Leukamiestammzelle
zwischen 150.000 und 4.500.000 Nicht-Stammzellen in ihren elf untersuchten AML-
Proben enthalten sind (138). Die Erhohung der AML-Zellen im Knochenmark ist
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somit mit einer Steigerung der absoluten Leuk&miestammzellenzahl im Transplantat

verbunden.

In der Literatur sind weitere beeinflussbare Faktoren beschrieben worden, die mit
einer hoheren Wachstumsrate der AML im xenogenen Transplantationsmodell
einhergehen. Zunachst konnte durch die Verwendung permissiverer Empfanger-
Mause das Leukdmiewachstum deutlich gesteigert werden. Eine grof3e Differenz
zeigt sich hier beim direkten Vergleich von NOD-scid-Mausen mit NSG-Mausen
(129), aber auch innerhalb des NSG-Stamms sind neonatale Tiere empfanglicher fur
ein exzessives Auswachsen der Leukamiezellen als ihre adulten Stammesgenossen
(136). AulRerdem zeigten Versuche in denen NSG-Mausen humane hepatozellulare
Karzinomzellen transplantiert worden sind, dass diese starker in den weiblichen
Versuchstieren angewachsen sind (139). Der Grund fir das héhere Engraftment in
diesen Mausen liegt vermutlich in einer noch starker ausgepragten Immundefizienz
bei neugeborenen und weiblichen NSG-Mausen. Dem Applikationsweg des
Transplantats wird beziglich des Transplantationserfolgs ebenfalls eine Bedeutung
beigemessen. Im direkten Vergleich von intravendser mit intraperitonealer Injektion
der Leukadmiezellen erzielte erstere bedeutend bessere Ergebnisse (128). Ein sogar
noch gréflReres Engraftment lasst sich mittels intramedulléarer Injektion der AML-
Blasten erzielen (150).

Die beeinflussbaren Faktoren werden von nichtbeeinflussbaren intrinsischen
Parametern der akuten myeloischen Leukdmien ergénzt, die mit einem starken
Auswachsen in den Versuchstieren verbunden sind. Dazu gehdren bestimmte
Subpopulationen der FAB-Klassifikation. In Versuchen zeigten minimal differenzierte
akute myeloische Leukéamien (FAB-Klasse M0O) sowie akute myeloische Leukamien
ohne Ausreifung (FAB-Klasse M1) ein starkeres Wachstum als andere FAB-Klassen
(128, 140). Zudem zeigten bestimmte akute myeloische Leukd&mien, die bei
Patienten mit einer schlechten Prognose verbunden sind, ein besseres Engraftment
in Mausen (122): eine AML, die sekundér aus einer anderen h&matologischen
Erkrankung entstanden ist, wachst effektiver in den Versuchstieren als priméare
Leukamien. Gleiches gilt fir Leukdmien, die einen prognostisch schlechten Karyotyp

besitzen. Einen weiteren Einfluss zeigte die Anzahl der Leukozyten des Patienten bei
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Diagnosestellung der Leukamie: je gréRer sie war, umso starker auf3erte sich auch
das Wachstum in der Maus (140). Dabei wurde davon ausgegangen, dass es sich
bei diesen Leukamien um sehr stark proliferierende Zellen handelt, die sich folglich

auch in den Empfangertieren vermehrt teilen (128).

Alle oben genannten Faktoren und Kriterien, konnten in Versuchen ein starkeres
Auswachsen einer Leukamie beeinflussen, sofern diese in einer Maus prinzipiell
engraftete. Dabei bleibt jedoch unberticksichtigt, dass sich bestimmte AMLs nicht in
den Versuchstieren ansiedeln lieRen. Eine Prognose beziglich Engraftbarkeit einer
Leukdmie liefern diese Faktoren somit nicht. Die Erstellung eines Kriterienkatalogs,
der das Anwachsen einer AML prognostizieren konnte ware in der

Leukadmieforschung in jedem Fall auf3erst dienlich.

5.4. Bedeutung der FLT3-Langenmutation fur das Engraftment

Die 13 getesteten AMLs wurden in zwei Gruppen unterteilt, ndmlich in ,Engrafter®
und ,Non-Engrafter sowie retrospektiv miteinander verglichen. Bei der Engrafter-
Gruppe wurde in 85,7 % der Leukamien eine interne Tandemduplikation (ITD) der
Juxtamembrandomane des FLT3-Rezeptors festgestellt, wahrend diese Mutation in
80,0 % der nicht-engraftenden Leukamien nicht vorhanden war. Mittels Vierfeldertest
wurde die Vorhersagekraft dieser Mutation in Bezug auf das Engraftment berechnet
mit dem Ergebnis, dass das Vorhandensein der FLT3-ITD-Mutation mit einer
Sensitivitat von 85,7 %, einer Spezifitat von 80,0 % und einer Effizienz von 83,3 %

ein sehr gutes Instrument fir die Vorhersagekraft eines Engraftments darstellt.

Gestutzt wird diese Aussage von Rombouts et al., die bei Transplantationen von
AMLs mit einer FLT3-Mutation in NOD-scid-Mausen ho6here Engraftmentraten
feststellten als in Versuchen mit Leukadmien, die keine Mutation trugen (141). Gleiche
Ergebnisse wurden von Sanchez und Kollegen erzielt (120). Eine Aussage darlber,
ob Leuké&mien prinzipiell haufiger engraften, wenn sie mutierte FLT-3-Rezeptoren
tragen, fehlt bei beiden Gruppen jedoch. Lumkul et al. stellten ein Engraftment bei
80% der FLT3-mutierten Leukadmien fest, untersuchten jedoch nur finf AMLs (128).

Pearce et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen FLT3-Mutationen bei
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Engraftern und Non-Engraftern, stellte aber bei beiden Gruppen keinen Unterschied

bezlglich des Vorkommens einer Mutation fest (121).

Auch wenn die Kenntnis Uber gewisse Merkmale, die mit einem Engraftment
einhergehen hilfreich erscheint, so stellt das Ziel der Forschung ein Mausmodell dar,
in dem sich alle Leuk&mien unabh&ngig ihrer Merkmale erfolgreich ansiedeln lassen.
Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich dem Problem der nicht-engraftbaren
akuten myeloischen Leukdmien angenommen und haben versucht das Tiermodell

zu optimieren:

Unter der Hypothese, dass eine Anreicherung der leukdmischen Stammzellen in den
Transplantaten nicht-engraftende Leukdmien zum Anwachsen bringen, scheiterten
Pearce und Kollegen. Anstelle aus peripherem Blut gewannen sie die injizierten
Transplantate aus dem Knochenmark der AML-Patienten, da sie davon ausgingen,
dass dort die Dichte der Leukamiestammzellen gréRer sei (121). Monaco et al.
versuchten die Anzahl engraftbarer Leukéamien ebenfalls durch eine Anreicherung
von Leukamiestammzellen zu erhdhen. Sie markierten ihre AML-Proben mit
magnetischen Beads, die an CD34-Molekile banden und isolierten die CD34-
Fraktion aus dem Probengemisch durch Fluoreszenz-aktiviertes Zellsortieren und
injizierten die aufgereinigten AML-Proben in NOD-scid-Mause. Ein eindeutiger Erfolg
dieser Methode blieb aus, lediglich sechs der elf verwendeten Leukamien konnten in
den Mausen angesiedelt werden (142).

Im Rahmen der Stammzellforschung wurden fir ein erfolgreiches Homing von
Stammzellen die Notwendigkeit der Interaktion zwischen dem stromalen Chemokin
SDF1 und seinem auf Stammzellen exprimierten CXCR4-Rezeptor entdeckt (143). In
Versuchen wurde durch die Blockierung von CXCR4 mit Antikbrpern ein Ansiedeln
im Knochenmark von NOD-scid Mausen verhindert (144), wahrend eine
Uberexpression des Rezeptors auf der Oberflache der Stammzellen mit einem
effektiverem und starkeren Engraftment in den Tieren einherging (145). Auf dieser
Grundlage fuften Lumkul et al. ithre Vermutung, dass ein Nicht-Engraftment
bestimmter AML-Proben aus den Folgen eines gescheiterten Homings der
leuk&dmischen Stammzellen resultiere. Sie stimulierten Uber 48 Stunden ihre

Leukdmiekulturen mit dem Stammzellfaktor (SF), um die Anzahl der CXCRA4-
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Molekiile auf der Oberflache der CD34"-Zellen hochzuregulieren. Die Steigerung der
CXCR4-Expression scheiterte jedoch und ein verbessertes Engraftment blieb aus
(128). Auch Pearce und Kollegen untersuchten den Einfluss von CXCR4 auf die
Engraftbarkeit von AMLs und fanden heraus, dass selbst Leukamien mit einer
niedrigen CXCR-4-Expression engrafteten, wahrend vice versa unter den Non-

Engraftern CD34"-Zellen mit iiberexprimiertem CXCR4 vorhanden waren (121).

Ailles et al. versuchten die Anzahl der engraftbaren Leuké&mien in ihrem Modell zu
erhohen, indem sie ihre transplantierten Mause regelméaRig mit IL-3 und
Stammzellfaktor versorgten. Wahrend sich ein Effekt auf engraftbare AMLs
uneinheitlich in Form von erhohtem Auswachsen leukamischer Zellen im
Knochenmark mancher Tiere zeigte, verfehlte die Behandlung ihre Wirkung bei nicht-
engraftbaren Leukamien (122). Wunderlich und Kollegen griffen den Ansatz Ailles
auf und entwickelten einen neuen Mausstamm, der zuséatzlich zu den Eigenschaften
der NSG-Maus humanes IL-3, SF sowie G-CSF produziert. In ersten Versuchen
konnten in diesem Maustyp aus dem NSGS-genannten Stamm Leukamien
engraften, deren Anwachsen in NSG-Mausen scheiterte (146). Diese Ergebnisse
beweisen, dass zumindest partiell nicht anwachsende AML-Proben durch
Bereitstellung von Wachstumsfaktoren und Interleukinen in NSG-Mausen zum
Engraftment gebracht werden kdnnen. Offensichtlich ist eine Substitution nur dann
erfolgreich, wenn sie kontinuierlich und nicht punktuell stattfindet. Inwiefern die
NSGS-Maus die Leukamieforschung revolutioniert und ob auch alle nicht-
engraftende Leukamien in ihr ansiedelbar sind, ist in weiteren Versuchen noch zu

zeigen.

5.5 Co-Engraftment humaner T-Lymphozyten

In der Untersuchung der 14 AML-Proben in den NSG-Mausen fiel neben einem
Anwachsen CD33'CD45"-Zellen bei sieben untersuchten Leukdmien ein Nachweis
von CD3"CD45"-Zellen auf. Dabei handelte es sich um humane T-Lymphozyten, die
in den jeweiligen Leuka&miegruppen in 3,5 % bis 100,0 % der Versuchstiere

nachweisbar waren. Ein gleichzeitiger Nachweis humaner Leukdmiezellen war in den
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meisten Zellen vorhanden, jedoch erfolgte bei MZ237 ein alleiniges Auswachsen der
T-Zellen, wahrend in den Versuchstieren bei MZ683 entweder CD3"*- oder CD33*-

Zellen in der CD45"-Population vorhanden waren.

Im Kinetikversuch der MZ308 wurde nachgewiesen, dass es sich bei diesen T-Zellen
sowohl um CD4"-T-Helferzellen also auch CD8"-zytotoxische T-Lymphozyten
handelt, wobei die Anzahl ersterer in den meisten Fallen Uberwog.
Uberraschenderweise war dieses T-Zell-Auswachsen ein Phanomen der Tiere,
denen hohe Zelldosen (5 x 10° und 10 Zellen) der Leukamie transplantiert worden
waren und war sowohl im murinen Knochenmark als auch im Blut und in der Milz der
Mause feststellbar. Wahrend in der vierten Woche noch kein Anhalt fir das
Vorhandensein von T-Lymphozyten in den Tieren messbar war, konnten sie in der
achten Woche registriert werden. Alle Tiere, die 5x10° Zellen sowie 10’ Zellen
injiziert bekamen, sind bis zur zwolften Woche gestorben, wéahrend die anderen
Mause keine Anzeichen von Krankheit zeigten. Der Exitus letalis der Tiere ist
vermutlich bedingt durch das Auswachsen der humanen T-Zellen, die im murinen
Organismus eine Immunreaktion im Sinne einer GvHD auslésen. Aufgrund des
beobachteten Auftretens der T-Lymphozyten in der xenotransplantierten Maus, wird
vermutet, dass ihr Erscheinen sowohl konzentrationsabhangig als auch zeitabhangig
ist. Bemerkenswert ist ebenfalls das Phanomen, dass in den meisten Mausen, in
denen ein Wachstum lymphatischer Zellen beobachtet wurde, das
Knochenmarkengraftment der Leukamie groRer war, als in Mausen, in denen

lediglich leuk&mische Zellen nachgewiesen wurden.

Sanchez und Kollegen beschrieben in ihrer Arbeit ebenfalls ein Auswachsen
humaner T-Lymphozyten. Durch sekundére Transplantation des Knochenmarks der
von T-Zellen befallenen Méause, konnten sie nachweisen, dass die T-Zellen in ihrer
differenzierten Form aus den injizierten Leuk&mieproben der Patienten stammten
und nicht aus Stammzellen der lymphatischen Reihe hervorgingen, die in der Maus
entgraftet sind (120). Risuefio et al. berichten in ihren Versuchen ebenfalls von
einem Nachweis humaner T-Lymphozyten in einigen xenotransplantierten NSG-
Mausen. Aufgrund des Nachweises ihrer Monoklonalitat, schrieben sie die T-Zellen

dem Ansiedeln lymphatischer Zellen zu (129), was jedoch zu den von Sanchez
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beschriebenen nichtmoéglichen sekundaren Transplantation der T-Lymphozyten

kontrovers ist.

Ein Auswachsen humaner T-Lymphozyten bei xenotransplantierten Mausen ist bei
NOD-scid-Mausen bisher noch nicht beschrieben worden (13, 121, 122, 128, 140,
141), es handelt sich hierbei offenbar um ein Phanomen, das bei Tieren des NSG-

Stammes auftritt.

5.6 Einfluss der T-Zell-Depletion auf das Transplantat

Wahrend der Kinetikerstellung fiur MZ308 sind sechs Versuchstiere gestorben, was
vermutlich dem Einfluss der ausgewachsenen humanen T-Lymphozyten
zuzuschreiben ist. Um die Letalitat der xenotransplantierten Mause zu erniedrigen
wurden zwei Verfahren getestet und miteinander verglichen, die ein T-Zell-Wachstum
in den NSG-Mausen verhindern sollen, ohne ein Engraftment der Leukamiezellen zu
gefdhrden. Die zur Auswahl stehenden Calcineurininhibitoren Cyclosporin A und
Tacrolimus, sowie das Immunsuppressivum Mycophenolat-Mofetil wurden zu diesem
Zweck in gesunden NSG-Mausen getestet. Cyclosporin A zeigte die niedrigste
toxizitatsbedingte Sterblichkeit in den Versuchstieren und wurde somit als
vertraglichstes Medikament ausgewahlt. Nachdem seine T-Zell-inhibierende Wirkung
in mit Phytohdmagglutinin stimulierten Leuk&miekulturen verifiziert worden war,
wurden mit MZ308 transplantierte Mause Uber einen Zeitraum von zwei Wochen
regelmanig mit Cyclosporin A behandelt. Am Ende des Versuchs sind 71,4 % der
Versuchstiere gestorben, die restlichen Tiere zeigten keinen Anhalt fur T-Zell-

Wachstum, wahrend in allen Kontrollen humane T-Lymphozyten nachweisbar waren.

Die zweite Methode um ein Wachstum der CD3"-Zellen zu verhindern erfolgte durch
eine magnetische CD3-Depletion der MZ308-Transplantate mit anschliel3ender
Injektion der Zellen. Alle eingesetzten Versuchstiere haben ohne besondere
Vorkommnisse den gesamten Zeitraum des Experiments Uberlebt. Am Ende des
Versuchs konnte in keiner NSG-Maus ein Vorhandensein humaner T-Lymphozyten

nachgewiesen werden.
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Vergleicht man die beiden angewandten Verfahren, so stellt sich die CD3-Depletion
mittels MACS-Technologie als das deutlich schonendere dar, was sich in einer
Letalitat von 0 % der Mause aullerte. Im Gegensatz zu den Cyclosporin A-
Injektionen ist der zeitliche Aufwand bedeutend geringer, da die Depletion pro
injizierter AML-Probe lediglich einmal vor der Transplantation durchgefuhrt werden
muss, wahrend die Medikamentengabe tber mehrere Wochen bei jedem Tier einzeln
erfolgt. In Bezug auf die Effektivitat sind die untersuchten Verfahren gleich, da beide

scheinbar auflerst wirksam ein Auswachsen humaner T-Zellen verhindern.

5.7 Bedeutung der T-Lymphozyten fur das Engraftment

Wahrend sowohl durch die medikamentdse Therapie mit Cyclosporin A, als auch
durch die CD3-Depletion des Transplantats vor der Injektion erfolgreich ein
Verhindern des Auswachsens humaner T-Lymphozyten gelungen ist, erzielten die
beiden Anwendungen einen bemerkenswerten Einfluss auf das
Engraftmentverhalten der Leukamie: Obwohl 28,6 % der Tiere ein normales
Verteilungs- und Wachstumsmuster mit primérer Besiedlung im murinen
Knochenmark, gefolgt von AML-Zellen in Milz und Blut zeigten, so war bei den
restlichen 71,4 % das Knochenmark frei von humanen leukédmischen Zellen.
Zusétzlich war der durchschnittliche Anteil von CD33'CD45"-Zellen in der Milz
bedeutend gréRRer als in der Vergleichsgruppe, was auf die Vermutung schlie3en
lasst, dass sich aufgrund eines gescheiterten Homings das Engraftment vom
Knochenmark in die Milz verlagert hat. Offenbar spielen die im Transplantat
befindlichen T-Lymphozyten eine Rolle beim Homingvorgang der Leukd&miezellen ins
Knochenmark, sei es durch Zerstérung der murinen Zellen des Knochenmarks im
Sinne einer GvHD-ahnlichen Reaktion, durch Versorgung der AML-Zellen mit

Zytokinen oder auf eine andere Art und Weise.

Eventuell lasst sich dieses Phanomen flr die Transplantation von nicht-engraftenden
Leukamien nutzen, indem jedem Transplantat Mengen an humanen T-Lymphozyten

beigeflgt werden, die weder die Leukamiezellen angreifen, noch das Leben der
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Maus gefahrden. Primar gilt es jedoch die Funktion der humanen T-Lymphozyten

beim Vorgang des Engraftments zu analysieren.
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6. Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukamie stellt 180 Jahre nach der Erstbeschreibung immer
noch ein Krankheitsbild dar, welches schwierig zu therapieren ist. Diese maligne
Neoplasie resultiert aus einer entarteten Stammzelle der myeloischen Reihe, welche
sich unentwegt teilt und standig funktionsunfahige, unreife Blasten bildet, welche die
Zellen des Knochenmarks verdrangen und ins periphere Blut auswandern. Sowohl
die unterschiedliche Zellherkunft, als auch zytogenetische Aberrationen und
molekulargenetische Mutationen sorgen flir eine gro3e Diversitat der Erkrankung. In
der Therapie kommen Chemotherapeutika zum Einsatz, welche die Leukdmie in eine
komplette Remission bringen sollen. Der einzige kurative Ansatz besteht aus der
allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation. Abgesehen von den
gewinschten kurativen Effekten, induzieren die im Transplantat befindlichen
Spender-T-Lymphozyten ebenfalls die Transplantat-gegen-Wirt Erkrankung — eine
Hauptursache von Mortalitat und Morbiditat nach  erfolgter allogener
hamatopoetischer Stammzelltransplantation. Da bei vielen Patienten aufgrund ihres
Alters und ihrer Begleiterkrankungen eine Transplantation nicht tolerieren und da
viele akuten myeloischen Leukamien trotz Chemotherapie progredient sind, schlagt

die Therapie fehl und es gibt keine Chance auf Heilung.

Zur Erforschung der pathologischen Prozesse der akuten myeloischen Leukamie
sowie fur die Entwicklung neuer Therapiekonzepte bedarf es stabiler Tiermodelle, die
die maligne Erkrankung des Menschen darstellen kdénnen. Ziel der vorliegenden
Arbeit war die Untersuchung des Engraftments humaner primérer akuter myeloischer
Leukdmien in immuninkompetenten NSG-Méausen. Die Untersuchungen zeigten,
dass lediglich 61,5% der getesteten Leukamien in den Versuchstieren nach der
Xenotransplantation nachgewiesen werden konnten. Die Grunde hierfir sind noch
nicht ausreichend geklart, beinhalten jedoch vermutlich Elemente des Homings, des
Uberlebens der Zelle in der fremden murinen Knochenmarknische, der Abwesenheit
spezifischer humaner Wachstumsfaktoren, sowie intrinsische Unterschiede unter den
verschiedenen Leukadmieproben. Leukdmien, die mit einer schlechten Prognose beim
Patienten verbunden sind, wachsen in den Tieren starker an. In den Versuchen

konnte gezeigt werden, dass Leukdmien mit einer Langenmutation des FLT3-
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6. Zusammenfassung

Rezeptors eher haufiger in den NSG-M&ausen anwachsen, als wenn diese Mutation
fehlt. Die Analyse der erstellten Wachstumskinetiken zweier Leuk&mien ergab, dass
die Hohe des Engraftments in den einzelnen Organen sowohl von der
transplantierten Zellmenge, als auch von der HOhe der angesetzten Versuchszeit
abhangt. Zudem wurde ein Wachstum humaner T-Lymphozyten in den
xenotransplantierten Mausen beobachtet, welches sowohl mit einem hoheren
Engraftment der Leukamie in der Maus verbunden war, als auch mit einer héheren

Tiersterblichkeit vergesellschaftet war.

Zum Verhindern dieses Wachstums wurden zwei unterschiedliche Methoden
angewendet und miteinander verglichen. Dabei erzielten sowohl die medikamenttse
Behandlung der Tiere mit dem Calcineurininhibitor Cyclosporin A, als auch die CD3-
Depletion der Leukdmie vor der Transplantation ein T-Zell-freies Wachstum in den
Mausen, letzteres erwies sich jedoch als das schonendere Verfahren. In den T-Zell-
freien Tieren konnte bei dem Grol3teil der Tiere kein Engraftment im Knochenmark
festgestellt werden, was auf einen positiven Einfluss der humanen T-Lymphozyten

beim Vorgang des Engraftments schlie3en lasst.
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