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1. EINLEITUNG 

1.1 Hämatopoese und die Rolle der T-Zell-Immunität bei der 

Stammzelltransplantation 

Die zellulären Bestandteile des Blutes entstehen aus hämatopoetischen 

Stammzellen (HSZ) im Knochenmark, die die Fähigkeit zur Selbsterneuerung 

haben. Diese frühen Stammzellpopulationen differenzieren zu multipotenten 

Progenitoren und erzeugen u.a. zwei spezialisierte Typen von Vorläuferzellen: 

eine gemeinsame lymphatische Vorläuferzelle (common lymphoid progenitor, 

CLP), aus der T- und B-Lymphozyten entstehen, und eine gemeinsame 

myeloide Vorläuferzelle (common myeloid progenitor, CMP), aus der sich 

Thrombozyten, Granulozyten, Makrophagen und Erythrozyten entwickeln. 

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass CLPs nicht wie bisher 

angenommen nur Vorläuferzellen von Lymphozyten darstellen, sondern darüber 

hinaus ein gewisses Potential zur Differenzierung in die myeloische Reihe 

beibehalten haben (Six et al. 2007). Im Rahmen der T-Zellentstehung wandern 

CLPs aus dem Knochenmark aus, differenzieren zu Progenitoren, die den 

Thymus besiedeln (TSPs), und durchlaufen im Thymusgewebe die letzten 

Reifungsschritte zu T-Zellen. 

Bei vielen immunologischen Erkrankungen spielt ein dysfunktionales T-Zell- 

Abwehrsystem eine zentrale Rolle und eine verzögerte Immunrekonstitution 

nach allogener Stammzelltransplantation gefährdet durch die damit 

einhergehende erhöhte Infektionsgefahr in vielen Fällen das Überleben der 

Patienten. 

Dem besseren Verständnis der T-Zell-Entwicklung kommt deshalb besonders 

unter klinischen Aspekten bei der Behandlung von Immundefekten (AIDS, 

primär angeborene Immundefekte), aber auch bei der Bekämpfung von 

Komplikationen nach Stammzelltransplantation eine zentrale Bedeutung zu. 

Die Stammzelltransplantation ist ein Verfahren, bei dem nach der Elimination 

des erkrankten Knochenmarks des Patienten eine Transplantation von 

hämatopoetischen Stammzellen eines gesunden Spenders durchgeführt wird. 
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Ziel ist, aus diesen transplantierten Zellen die Regeneration einer gesunden 

Hämatopoese herbeizuführen.  

Für die Gewinnung von Stammzellen stehen derzeit drei mögliche Verfahren 

zur Verfügung: die Punktion und Aspiration von Knochenmark, die Sammlung 

peripherer Blutstammzellen mittels Leukapherese oder aus frischem oder 

asserviertem Nabelschnurblut. 

Die Entnahme durch Knochenmarkpunktion wird seit den 50iger Jahren 

eingesetzt und gilt als das klassische Verfahren für die Transplantation von 

Stammzellen (Thomas et al. 1957). 

Ein Meilenstein in der Geschichte der Stammzelltransplantation war die 

Entdeckung von hämatopoetischen Stammzellen im peripheren Blut von 

Mäusen (Goodman et al. 1962). Aufgrund der geringen Frequenz der 

Stammzellen im Blut (ca. 0,06%) stellte die Transplantation von peripheren 

Blutstammzellen jedoch lange Jahre keine machbare Alternative zur 

Knochenmarktransplantation dar. In den 80er Jahren entdeckte man, dass 

durch eine Stimulation mit G-CSF (granulocyte colony stimulation factor) 

vermehrt Stammzellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut auswandern 

(Welte et al. 1985, Gianni et al. 1989). Die Frequenz der Stammzellen konnte 

durch die Gabe von G-CSF so gesteigert werden, dass die Sammlung 

ausreichender Mengen an Stammzellen möglich wurde und die Transplantation 

von peripheren Blutstammzellen als Alternative zur Knochenmark-

transplantation fortan zur Verfügung stand. Heute ist die Zahl der 

Knochenmarkentnahmen aufgrund der großen Vorteile der Gewinnung 

peripherer Blutstammzellen mittels Leukapherese deutlich zurückgegangen 

(Link et al. 1997, Koca et al. 2008). Zum einen kann bei einer Entnahme von 

peripheren Blutstammzellen auf eine Narkose verzichtet werden, zum anderen 

kommt es zu einer schnelleren Immunrekonstitution sowie einer kürzeren 

Neutropeniedauer (Bensinger et al. 2012). 

Einsatzgebiete von Stammzelltransplantationen sind u. a. die Therapie von 

Leukämien, Hämoglobinopathien und angeborenen Immundefekten. 

In den letzten Jahrzehnten hat die Stammzelltransplantation große Fortschritte 

gemacht und ermöglicht heute die wirkungsvolle Therapie vieler maligner und 
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nichtmaligner Krankheiten, die lange als unheilbar galten. Die Möglichkeit 

neben HLA-identischen Familienspendern auch Stammzellen von HLA-nicht 

identischen Fremdspendern und nicht-identischen Spendern aus der Familie zu 

transplantieren, ist eine der größten Errungenschaften der modernen Medizin 

und führt dazu, dass heutzutage für nahezu jeden Patienten ein passender 

Spender gefunden werden kann (Aversa und Martelli 2004). 

1.2 Ablauf der Stammzelltransplantation 

In der Vorbereitungsphase werden die Patienten einer myeloablativen 

Konditionierungstherapie unterzogen (Buckner et al. 1974, Thomas et al. 1975), 

bei der die Patienten entweder eine Chemotherapie oder eine Kombination aus 

Chemotherapie und Bestrahlung erhalten (Radiochemotherapie). Diese sog. 

Konditionierungsphase hat drei Ziele: 

 Elimination der Grundkrankheit (z.B. maligne Leukämieklone) 1.

 Raumschaffung für das Transplantat durch Erzeugung einer Aplasie 2.

 Immunsuppression zur Prävention einer Abstoßungsreaktion (Storb et al. 3.

1998) 

Hierfür werden je nach Therapieschema verschiedene Zytostatika (z.B. 

Cyclophosphamid, Busulfan, Fludarabin, Etoposid, Melphalan) und ggf. eine 

Ganzkörperbestrahlung (total body irradiation, TBI) eingesetzt. 

Die eigentliche Transplantation erfolgt nach der Sammlung und eventuellen 

Aufbereitung der gewonnenen Stammzellen. Die Stammzellen werden dem 

Empfänger intravenös verabreicht und beginnen sich daraufhin im 

Knochenmark anzusiedeln (sog. homing). 

1.3 Komplikationen bei der Stammzelltransplantation 

Stammzelltransplantationen sind trotz der großen wissenschaftlichen 

Fortschritte auf diesem Gebiet immer noch mit einem erheblichen Risiko 

potentiell letaler Komplikationen behaftet. Dabei kann es einerseits zu 

Abstoßungsreaktionen des Empfängers im Sinne eines Transplantatversagens 
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(graft failure/ rejection) und andererseits zu immunologischen Reaktionen des 

Transplantats gegen Empfängergewebe (GvH) kommen. In beiden Fällen 

stehen alloreaktive T-Zellen im Zentrum der immunologischen Reaktion. 

Besonders gefährdet sind die Patienten in den ersten Wochen und Monaten 

nach der Stammzelltransplantation. In dieser Zeit kommen die toxischen 

Nebenwirkungen der Konditionierungsphase, mit der das körpereigene 

Immunsystem eliminiert wurde, zum Tragen. Durch die 

Knochenmarkssuppression ist der Patient einem hohen Risiko einerseits für 

systemische Infektionen und andererseits für ein Rezidiv der Grunderkrankung 

ausgesetzt. Die aufgrund der Konditionierungsphase toxisch geschädigten 

Schleimhäute der Atemwege und des Gastrointestinaltrakts können dabei als 

Eintrittspforte für bakterielle und fungale Infektionen dienen (Mulanovich et al. 

2011, Youssef et al 2007, Person et al. 2010). Die hohe Infektionsgefahr in der 

ersten Zeit nach der Transplantation macht eine Unterbringung in einer 

Spezialpflegeeinheit nötig (Überdruckbelüfung, hepa-filtrierte Raumluft) und 

kann die Lebensqualität der Patienten in hohem Maße beeinflussen. 

1.4 Graft-versus-Host Reaktion (Transplantat-gegen-Empfänger Reaktion) 

Die akute GvH stellt eines der größten Risiken der allogenen 

Stammzelltransplantation dar. 

Bei diesem akuten Krankheitsbild kommt es zu einer Immunreaktion von im 

Transplantat verbliebenen T-Zellen gegen gesundes Empfängergewebe. 

Ursächlich für die Immunreaktion ist die Erkennung von allogenen 

Oberflächenantigenen durch immunkompetente Spender T-Zellen. An diesem 

Erkennungsprozess sind insbesondere Humane-Leukozyten-Antigen (HLA) 

Merkmale beteiligt, die die individuelle immunologische Identität definieren 

(Sangiolo et al. 2010). Diese HLA-Moleküle binden kurze Peptidsequenzen von 

Proteinen im Inneren der Zelle, transportieren sie an die Oberfläche und 

präsentieren sie dort den körpereigenen T-Zellen. Kommt es im Rahmen einer 

Stammzelltransplantation zu einer Übertragung von Blutzellen des Spenders 

mit differentem HLA-Typ, so können die darin enthaltenen T-Zellen des 

Spenders die vom HLA-System präsentierten Antigene auf den Zellen des 
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Empfängers als fremd erkennen und eine Immunanwort auslösen (Penas und 

Zaman 2010). Die Folge kann die Entwicklung einer Transplantat-gegen-

Empfänger-Reaktion sein. 

Die drei immunologischen Vorraussetzungen für diese Reaktion wurden von 

Billingham in seiner berühmten Harvey Lecture formuliert (Billingham 1966): 

 Das Transplantat muss immunkompetente Zellen enthalten, 1.

 Der Empfänger muss dem Transplantat als „fremd“ erscheinen, 2.

 Der Empfänger muss in seiner Immunabwehr derart geschwächt sein, 3.

dass der Angriff des Transplantats nicht abgewehrt werden kann. 

Bei der akuten Graft-versus-Host Erkrankung schädigen die transplantierten T-

Zellen vor allem die Haut (makulopapulöses Exanthem, Erythrodermie), den 

Darm (Enteritis) und die Leber (Hepatitis) (Martin et al. 2004, McDonald et al. 

2006, Jacobsohn 2007). 

Das Risiko, eine GvH-Reaktion zu entwickeln, hängt, wie bereits beschrieben, 

von der Ähnlichkeit der Gewebemerkmale zwischen Spender und Empfänger 

ab und ist deshalb bei der Transplantation von HLA-identischen Zwillingen am 

geringsten. Bei Spenden durch Verwandte oder Fremde, deren HLA-

Oberflächenmerkmale nicht identisch mit denen des Empfängers sind, nimmt 

das Risiko hingegen zu (Abb. 1.1). 
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Abbildung 1.1: Immunologische Reaktion zwischen Spender- und Empfängerzellen 
(nach Koehl U., http://www.radeke.de/Lehre/Immunrek-GvL-GvHD-2007_HHR.pdf). 
Dargestellt ist der Einfluss der HLA-Disparität auf die Entwicklung einer GvHD. Je 
ähnlicher die HLA-Merkmale von Spender und Empfänger sind, desto geringer ist das 
Risiko einer GvHD oder einer Transplantatabstoßungsreaktion, aber desto höher ist 
auch die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs. 

Im international anerkannten drei-Phasen-Modell der Pathophysiologie der GvH 

beschreibt die erste Phase die Schädigung des Empfängergewebes durch die 

toxischen Nebenwirkungen der zur Konditionierung verwandten Radio-

/Chemotherapie, infolge der es zur Freisetzung von inflammatorischen 

Zytokinen wie TNFα, Interleukin 1 und Interleukin 6 kommt. In der zweiten 

Phase kommt es zur Aktivierung und Proliferation der im Transplantat 

verbliebenen T-Zellen, die als Auslöser der GvH gelten. In dem durch die Phase 

1 generierten pro-inflammatorischen Zytokin-Milieu werden die Empfänger-

antigene durch die transplantierten T-Zellen als fremd erkannt. In der dritten 

Phase der GvH kommt es zu einer Schädigung der Zielorgane Haut, Leber und 

Darm entweder durch eine direkte zytotoxische Wirkung oder aber durch den 

Zytokin-vermittelten Zelltod (Hill und Ferrara 2000) (Abb. 1.2). 

HLA
Mismatch RezidivGvHD+

Rejection
Zwilling

Verwandter Spender
=geno-identisch

Unverwandter Spender
=phäno-identisch

Eltern
= haploidentisch
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Abbildung 1.2: 3-Phasen-Modell zur Entstehung der GvH Reaktion (Hill und Ferrara 
2000). 

Neben der gefürchteten GvH Komplikation haben die transplantierten T-Zellen 

aber auch erwünschte Effekte auf den Empfängerorganismus: Sie fördern das 

Anwachsen der Stammzellen im Knochenmark, schützen vor Infektionen durch 

Viren und Pilze und eliminieren darüber hinaus eventuell im 

Empfängerorganismus verbliebene maligne Zellen (Graft-versus-Leukämie-

Effekt, GvL).  

Die Haupttodesursache nach Stammzelltransplantation stellt jedoch immer 

noch das Rezidiv der malignen Grunderkrankung dar. Patienten nach HLA 

nicht-identischer allogener Stammzelltransplantation haben hingegen ein 

vermindertes Risiko eines Rezidivs, aber ein erhöhtes Risiko für 

Transplantatabstoßungen und GvHD (Kolb et al. 2008, Xia et al. 2006). Aus 

diesem Grund gilt der GvL-Effekt heutzutage als erwünschter Therapieeffekt, 

der die Heilungschancen maßgeblich verbessert (Sprangers et al. 2007, Warren 

et al 2013). 

Ein wichtiges Forschungsziel ist seit vielen Jahren die effektive Prophylaxe der 

GvH bei Stammzelltransplantationen. Neben dem Einsatz von Cyclosporin A 

und Methotrexat zur Immunsuppression stellt die Entfernung der T-Zellen aus 

dem Stammzelltransplantat einen möglichen Ansatz zur Prävention der GvH 

dar. Die sogenannte T-Zell-Depletion des Transplantats konnte sogar bei 
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Transplantationen über HLA-Grenzen hinweg das Risiko der gefährlichen Graft-

versus-Host Komplikation minimieren. Zugleich zeigten sich allerdings eine 

erhöhte Rezidivrate der Grunderkrankung (Jakubowski et al. 2007, Wang et al. 

2012), insbesondere in der Therapie von akuten und chronischen Leukämien, 

sowie eine erhöhte Zahl von Transplantatabstoßungen (Petersen et al. 2007). 

Der deutliche Vorteil  der Vermeidung einer GvH ist demzufolge mit einem 

neuen Risiko verbunden: Die Entfernung der T-Zellen aus dem Transplantat 

führt zum einen zu einer Verzögerung der T-Zell-Rekonstitution nach 

Transplantation. Die Patienten sind somit länger dem lebensbedrohlichen 

Risiko von Infektionen ausgesetzt. Zum anderen ist die Gefahr der Rekurrenz 

des Grundleidens stärker gegeben. 

Hier liegt das sogenannte „T-Zell-Dilemma“: Der Versuch, eine GvH-Reaktion 

möglichst zu vermeiden, ist gekoppelt an die Inkaufnahme einer erhöhten 

Gefahr von Infektionen und Transplantatabstoßungen sowie an ein erhöhtes 

Rezidivrisiko (Abb. 1.3). 

 
Abbildung 1.3: Wirkung der T-Zellen auf die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer 
GvHD oder einer Abstoßungsrektion (nach Koehl U., http://www.radeke.de/Lehre/ 
Immunrek-GvL-GvHD-2007_HHR.pdf). Werden T-Zellen aus dem Transplantat 
entfernt, sinkt das Risiko einer GvHD, gleichzeitig steigt die Wahrscheinlichkeit einer 
Transplantatabstoßungsreaktion (Rejection). 

T-Depletion

T-Replete

T-Zellen RejectionGvHD
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1.5 Stand der Forschung 

Für die Forschung und Therapie von immunologischen Erkrankungen aus dem 

Bereich der T-Zelldefizienz ist das Verständnis der T-Lymphopoese eine 

wichtige Grundlage. Eine offene Frage dabei ist, welche phänotypischen 

Charakteristika diejenigen Progenitorzellen aufweisen, die den Thymus 

besiedeln (Yang et al. 2010). Bisher ist trotz intensiver Forschung ein 

lückenloses Verständnis der T-Zellreifung nicht gelungen. 

Das frühere Modell der Hämatopoese ging davon aus, dass durch Zellteilung 

und Differenzierungsvorgänge zwei Vorläuferzellen gebildet werden: Die 

myeloide Progenitorzelle als Vorläuferzelle von Erythrozyten, Thrombozyten, 

Monozyten, Makrophagen und Granulozyten sowie die lymphoide Stammzelle 

als Vorläuferzelle von T-, B- und NK-Zellen. 

Durch die Verwendung spezifischer monoklonaler Antikörper konnten viele 

Reifungsschritte der Hämatopoese in den letzten Jahren differenzierter 

betrachtet und das Modell der Hämatopoese in vielen Versuchen kritisch 

überprüft werden: Vor mehr als 20 Jahren wurde auf der Suche nach 

lymphoiden Vorläuferzellen im fetalen Knochenmark eine lin-CD10+ 

Zellpopulation entdeckt, die in der Lage war, die ersten Reifungsschritte im 

Thymus zu durchlaufen (Hokland et al. 1987). Linienmarker-negative Zellen  

(lin-) kennzeichnen in diesem Zusammenhang frühe Progenitorzellen. Vor 

einigen Jahren kam auf dieser Grundlage die Erkenntnis hinzu, dass eine lin-

CD34+CD45RA+CD10+ Stammzellpopulation nach der Geburt im Knochenmark 

zu finden ist und das Potential hat, in B-, T-, NK- und dendritische Zellen zu 

differenzieren (Galy et al. 1995). Zur näheren Differenzierung des lymphoiden 

Potentials wurden diese lin-CD34+CD45RA+CD10+ Zellen aus dem 

Nabelschnurblut mit einer bis dahin unbekannten CD34+CD45RAhiCD7+ 

Population aus dem Nabelschnurblut verglichen. Unter bestimmten 

Bedingungen konnte die CD34+CD45RAhiCD7+ Population alle 3 lymphoiden 

Zellen generieren, wobei die Entwicklung in T- und NK-Zellen am häufigsten 

war. Die bekannte CD34+CD45RAhiLin-CD10+ Vorläuferpopulation zeigte 

außerdem ein starkes B-Zellentwicklungspotential (Haddad et al. 2004). 
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Dieses lymphoide Potential von lin-CD34+CD10+ Zellen im Gegensatz zu lin-

CD34+CD10- Zellen, die vor allem erythro-myeloides Potential aufweisen, wurde 

mehrfach bestätigt (Bell et al. 2008). Darüber hinaus konnte im Knochenmark 

und im Nabelschnurblut eine CD34+CD10+CD24- Zellpopulation gefunden 

werden, die ein geringes myeloides, aber hohes B-, T- und NK-Zell-Potential 

aufweist (Six et al. 2007). 

Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dass die Hämatopoese weitaus 

komplexeren Reifungsvorgängen unterliegt als zunächst angenommen. T-Zell-

Progenitoren folgen nicht wie bisher angenommen, einem strikten 

Differenzierungsweg der T-Zell-Linie, sondern können in verschiedenen 

Reifungsstadien noch in andere Zellreihen differenzieren. Dies kann biologisch 

z.B. dazu führen, dass T-Zell-Vorläufer, die ihren T-Zell-Rezeptor nicht 

erfolgreich umschreiben konnten, eine zweite Entwicklungschance bekommen. 

In anderen Studien konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass verschiedene 

Progenitorphänotypen in der Lage sind, T-Zellen zu generieren. Neben den 

bereits erwähnten CD34+CD45RAhiCD7+ und CD34+CD10+CD24- Progenitor-

zellen konnten unter anderem im Thymus innerhalb der CD4-/CD8- 

Zellpopulation auch noch andere Progenitoren gefunden werden, die T-Zellen 

generieren können (Rolink et al. 2006, Zlotoff et al. 2008). 

Insgesamt konnte in verschiedenen Versuchen zur Lymphopoese eine hohe 

Redundanz bezüglich des Phänotyps und der Differenzierungsmöglichkeiten 

festgestellt werden. Eine Progenitor-Population, die singulär nur der T-Zell-

Reihe zuzuordnen war, konnte in keinem der Versuche gefunden werden (Abb. 

1.4). 
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Abbildung 1.4: Modell der Hämatopoese. Die Abbildung zeigt die Entwicklung der 
Blutzellen aus einer hämatopoetischen Stammzelle. Zusätzlich wird die Unsicherheit 
über die phänotypischen Charakteristika der T-Zell-Progenitoren und die mögliche 
Beziehung zu anderen Vorläuferzellen im Rahmen der Hämatopoese schematisch 
dargestellt. Abkürzungen: CLP, common lymphoid progenitor; CMP, common myeloid 
progenitor; GMP, granulocyte-monocyte progenitor; HSC, hematopoietic stem cell 
(Nach Ceredig et al. 2009). 

Bisher wurden allerdings nur T-Zell-Progenitoren im Knochenmark sowie im 

Nabelschnurblut untersucht. Periphere Blutstammzellen aus Leukapheresat 

wurden nicht auf frühe T-Zell-Progenitoren hin überprüft. 

Weltweit beschäftigen sich viele Arbeitsgruppen damit, die Phase der 

Lymphopenie bei Patienten nach cART (combined Anti-Retroviral Therapy) bei 

AIDS, Chemotherapie oder Stammzelltransplantation therapeutisch zu 

verkürzen und eine rasche T-Zell-Rekonstitution zu unterstützen. Es konnte 

gezeigt werden, dass nach einer Stammzelltransplantation die T-Zell-

Rekonstitution im Vergleich zur B- und NK-Zell-Rekonstitution deutlich 

verzögert ist und für die meisten schwerwiegenden infektiösen Komplikationen 

verantwortlich gemacht werden kann (Hakim et al. 1997, Davison et al. 2000, 
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Nachbaur et al. 2000). Für die T-Zell-Rekonstitution bei lymphopenen Patienten 

existieren zwei Wege: der Thymus-unabhängige und der Thymus-abhängige 

Weg. Der erste Weg entstammt der peripheren Expansion reifer, 

mittransplantierter T-Zellen (Mackall et al. 1993 u. 1997). Der zweite, Thymus-

unabhängige Weg der T-Zell-Regeneration führt zu einer de novo Generierung 

von naiven T-Zellen im Thymus aus den transplantierten Vorläuferzellen. Die 

komplette Ausreifung und Erziehung der naiven T-Zellen läuft dabei im 

Empfängerorganismus ab. 

Ein Ansatz zur Unterstützung der Regeneration des Immunsystems nach 

Transplantation ist die therapeutische Gabe von reifen Spender-T-Zellen. Es 

wurde in diesem Zusammenhang einerseits die Verabreichung von 

unselektionierten Spender-T-Zellen  (DLI – donor lymphocyte infusion) 

(Tomblyn et al. 2008) und andererseits die Gabe von in vitro generierten 

zytotoxischen T-Zellen (CTLs) getestet (Mutis et al. 2002). Beide Verfahren 

zeigten allerdings Nachteile: Die unselektionierten Spender-T-Zellen trugen 

nicht durchgehend zu einer Verbesserung der Immunrekonstitution nach 

Transplantation bei (Verfuerth et al. 2000) und die zytotoxischen T-Zellen waren 

methodisch sehr aufwendig zu produzieren. 

Bei beiden Ansätzen zur Verbesserung der T-Zell-Rekonstitution werden reife 

T-Zellen auf den Empfänger übertragen. Inwieweit diese ihre Funktion dann 

wahrnehmen können oder ob sie einer erhöhten Apoptoserate unterliegen, 

bleibt unklar (Hebib et al. 1999, Petersen SL 2007). 

In letzter Zeit ist zunehmend die thymusabhängige Regeneration naiver T-

Zellen in den Brennpunkt wissenschaftlichen Interesses gerückt. Diese reifen im 

Empfänger nach Transplantation aus CD34+ hämatopoetischen 

Progenitorzellen heran und sind durch positive und negative Selektion im 

Empfängerthymus gegenüber dem Empfängergewebe tolerant geworden 

(Kyewski et al. 2004, Hogquist et al. 2005). Ihr Auftreten ist nicht mit einer GvH 

Reaktion verbunden.  

Naive T-Zellen tragen maßgeblich zur Rekonstitution des T-Zell-

Abwehrsystems nach Transplantation bei (Douek et al. 2000; Eyrich et al. 

2002).  
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Für die Generierung neuer, naiver T-Zellen ist das besondere Mikromilieu des 

Thymus essentiell. Dies konnte insbesondere an Untersuchungen 

thymektomierter KM-Empfänger gezeigt werden, bei denen die CD4+CD45RA+ 

Zellzahl im Gegensatz zu thymustragenden Empfängern auch 24 Monate nach 

KMT noch nicht rekonstituiert war (Heitger et al. 1997). 

In den letzten Jahren wurden verschiedene in vitro Kultursysteme entwickelt, 

um die Erzeugung naiver T-Zellen im Thymus experimentell nachvollziehen zu 

können. Mit der Verwendung von sog. fetalen Thymuskulturen (FTOC) aus 

Mäusen konnten in diesem Zusammenhang die besten Ergebnisse erzielt und 

einige Reifungsschritte von T-Zellen besser verstanden werden (Saito et al. 

2002, Ueno et al. 2005, Nitta et al. 2013). 

Darüber hinaus zeigten die Versuche, dass die dreidimensionale Architektur 

des Thymus mit seinem bindegewebigen Maschenwerk und der daraus 

resultierenden Interaktion zwischen Thymusepithelzellen, dendritischen Zellen 

und Thymozyten für eine effektive T-Zellreifung von großer Bedeutung ist (Gray 

et al. 2005, Rezzani et al. 2008). Diese Erkenntnis hat zur Entwicklung 

neuartiger Zellkulturmatrices geführt, welche die dreidimensionale Architektur 

des Thymus simulierten (Bobyn et al. 1999, Vianello et al. 2007). Diese 

neuartige Zellkulturmatrix stellt ein 3D-Gerüst für Zellen dar und bietet diesen 

übergangsweise eine gewebespezifische Umgebung für die Zellproliferation. 

In einem Versuch von Poznansky et al. wurde die 3D Matrix von murinem 

Thymusgewebe aus mit Stromazellen besiedelt und danach mit humanen 

CD34+ Progenitoren beimpft, die über eine Beckenkammpunktion entnommen 

worden waren. Ziel war es, ein möglichst physiologisches Milieu für die in vitro 

Reifung von T-Zellen zu generieren. Nach 14 Tagen Kulturzeit konnten 

tatsächlich CD3+ T-Zellen nachgewiesen werden (Poznansky et al. 2000). 

Inwieweit periphere CD34+ Blutstammzellen, die durch Leukapherese 

gewonnen wurden (PBSC), auf diesem neuen Zellkultursystem unter 

bestimmten Bedingungen T-Zellen bilden können, wurde bisher noch nicht 

untersucht, obwohl die Transplantation von PBSC das weltweit am häufigsten 

angewandte Verfahren zur Stammzelltransplantation ist. 



Einleitung 

14 

Hier liegt der Ansatz der vorliegenden Arbeit: Unter verschiedenen 

Kulturbedingungen wurden in Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe humane 

periphere Blutstammzellen in dem von Poznanski et al. beschriebenen 

Kultursystem mehrere Wochen kultiviert und auf neu generierte T-Zellen 

überprüft. Damit wurde der Frage nachgegangen, ob es möglich ist, aus 

CD34+PBSC in vitro naive T-Zellen entstehen zu lassen. Neben humanem 

Thymusgewebe wurde auch humane Haut als Stromazellquelle genutzt 

(Abb.1.5). Auf der Grundlage der Versuchsaufbauten von Poznansky et al. 

sollte ein möglichst physiologisches, dem Thymusgewebe nachempfundenes 

Milieu für die Reifung von T-Zellen geschaffen werden. Die besondere 

Innovation dieses Kultursystemes liegt in der dreidimensionalen Struktur der 

Matrix und der Ähnlichkeit zum thymischen Mikromilieu, die dadurch erzielt 

werden kann. Klares Ziel dieser Versuche war es, auf einer neuartigen 

dreidimensionalen Zellkulturmatrix, aus CD34+ PBSC voll funktionsfähige 

humane, naive T-Zellen zu generieren. 

Die praktische Durchführung dieser Zellkulturversuche erfolgte bereits in einer 

früheren experimentellen Phase unserer Arbeitsgruppe. Da dieses 

umfangreiche Datenmaterial jedoch niemals systematisch ausgewertet worden 

ist, beschäftigt sich der zweite Teil der vorliegenden Arbeit mit der Auswertung 

und Beurteilung dieser Zellkulturdaten.  
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Abbildung 1.5: Generierung von T-Zellen auf dreidimensionaler Zellkulturmatrix. A) 
Versuchsaufbau: humane Haut bzw. Thymuszellen dienen als Stromazellquelle, 
Kultivierung der Stromazellen auf 3D- Matrix für 22-35 Tage, dann Zugabe von CD34+ 
Stammzellen, Proliferation und Ausdifferenzierung in reife T-Zellen. Die Darstellung 
des Versuchsaufbaus ist einer Abbildung aus der Publikation von Poznanksy et al. 
(2000) nachempfunden. (B) Zur Vorbereitung eines Zellkulturversuches werden die 
dreidimensionalen Zellkulturplättchen in eine 24-Loch Schale eingebracht. (C) 
elektronenmikroskopische Aufnahme des 3D-Gerüstes der Matrix. Die technisch 
erzeugte Porengröße von 80-100 ppi (pores per inch) hatte sich in Vorversuchen als 
optimal für die T-Zellkultur herausgestellt. 

1.6 Wissenschaftliche Zielsetzung 

Der wissenschaftlichen Unschärfe bezüglich des Phänotyps von T-Zell-

Progenitoren steht das sichere Wissen über die entscheidende Rolle des 

besonderen Mikromilieus des Thymus bei der Heranreifung von T-Zellen aus 

Stammzellen gegenüber. 

Beide Forschungsgebiete haben dennoch ein gemeinsames wissenschaftliches 

Ziel: Die Suche nach Wegen, naive T-Zellen in vitro zu generieren und sie 

anschließend zu transplantieren, um damit das Risiko von gefährlichen 

Komplikationen bei immungeschwächten Patienten zu minimieren. Hierzu ist 
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die Kenntnis der Lymphopoese eine ebenso wichtige Grundlage wie die 

Forschung an in vitro Kultursystemen zur Erzeugung von T-Zellen. 

Die vorliegende Arbeit befasst sich unter klinischen Aspekten mit den  

zusammenhängenden Fragestellungen: 

 Lassen sich in den klinisch genutzten Stammzellquellen Nabelschnurblut 1.

und Knochenmark ähnliche Frequenzen von T-Zell-Progenitoren finden 

wie in der Literatur beschrieben? 

 Lassen sich im Leukapheresat (mobilisierte, periphere Blutstammzellen) 2.

ähnliche Progenitoren mit vergleichbarer Frequenz finden? 

 Können in einem neuartigen dreidimensionalen Matrixsystem, das der 3.

Thymusarchitektur nachempfunden ist, naive T-Zellen generiert werden? 

Insbesondere die Fähigkeit von humanen, mobilisierten CD34+ 

Blutstammzellen zur T-Zellgenerierung soll dabei untersucht werden. Zur 

Beantwortung dieser Frage sollten umfangreiche Vorversuche unserer 

Arbeitsgruppe ausgewertet werden. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Gerät Gerätetyp Hersteller 

Durchflusszytometer FACS Calibur BD, Heidelberg 

Pipetten Eppendorf 

Research/ Reference 

5µl, 20µl,1000µl 

Eppendorf, Hamburg 

Vortexgerät Vortex REAX control Heidolph, Nürnberg 

Zentrifuge Mikro 22 R, Rotixa 50 

RS 

Hettich, Tuttlingen 

2.1.2 Laborbedarf 

Artikel / Beschreibung Herstellung 

Pipettenspitzen 1-10µl, 10-100µl,  

100-1000µl 

NUNC, Roskilde, Dänemark 

Reagenzgläser NUNC, Roskilde, Dänemark 

2.1.3 Zellkulturmedien und Zusätze 

Reagenzien Hersteller 

PBS (Dubecco´s Phosphate Buffered 

Saline) 

Sigma, Taufkirchen 

2.1.4 Chemikalien und sonstige Reagenzien 

Produkt Hersteller 

FACS – Lysing Solution BD, New Jersey, USA 

FACS Flow BD, New Jersey, USA 

FACS Rinse BD, New Jersey, USA 

FACS Clean BD, New Jersey, USA 



Material und Methoden 

18 

2.1.5 Antikörper für die Durchflusszytometrie-Analyse 

Antikörper Ursprung Markierung Absorptions-
wellenlänge (nm) 

Emissions-
wellenlänge (nm) 

Hersteller 

CD 3 Maus PE 566 576 BD, 
Heidelberg 

CD 7 Maus FITC 492 520 BD, 
Heidelberg 

CD 8 Maus PE 566 576 BD, 
Heidelberg 

CD 10 Maus APC 
FITC 

650 
492 

670 
520 

BD, 
Heidelberg 

CD 13 Maus PE 566 576 BD, 
Heidelberg 

CD 14 Maus PE 566 576 BD, 
Heidelberg 

CD 15 Maus PE 566 576 BD, 
Heidelberg 

CD 16 Maus PE 566 576 BD, 
Heidelberg 

CD 19 Maus PE 566 576 BD, 
Heidelberg 

CD 24 Maus FITC 492 520 BD, 
Heidelberg 

CD 33  Maus PE 566 576 BD, 
Heidelberg 

CD 34 Maus PerCP 490 675 BD, 
Heidelberg 

CD 45RA Maus APC 650 670 BD, 
Heidelberg 

CD 56 Maus PE 566 576 BD, 
Heidelberg 

GlyA Maus PE 566 576 BD, 
Heidelberg 

Linien-Cocktail: CD3, CD4, CD8, CD13, CD14, CD15, CD16, CD19, CD33, 

CD56, GlyA (dient dem Ausschluss undifferenzierter Zellen) 



Material und Methoden 

19 

CD34+ hämatopoetische Stammzellen 

Die Stammzellen für die Untersuchung von T-Zell-Progenitoren wurden 

freundlicherweise vom Stammzelllabor der Kinderklinik der Universität 

Würzburg zur Verfügung gestellt. Es wurde Knochenmark von 9 Patienten, 

Leukapheresat von 5 Patienten und Nabelschnurblut von 3 Neugeborenen 

innerhalb der ersten 24 Stunden nach Abnahme untersucht. 

2.2 Methoden 

2.2.1 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Charakterisierung der 

Markerexpression auf hämatopoetischen Zellen. Die Morphologie der Zellen 

kann durch die charakteristische Streuung von Laserstrahlen erkannt werden. 

Das Seitwärtsstreulicht (SSC=Sideward Scatter) ist ein Maß für die Granularität 

einer Zelle. Mit dem Vorwärtsstreulicht (FSC=Forward Scatter) kann die Größe 

einer Zelle festgestellt werden. Monozyten haben einen höheren Forward 

Scatter als die kleineren Lymphozyten. Granulozyten hingegen haben aufgrund 

ihrer Granularität einen höheren Sideward Scatter als Lymphozyten. Neben der 

Streuung kann man die Zellen in der Durchflusszytometrie anhand der 

Expression von Oberflächenmarkern, die mit Hilfe von farbstoffmarkierten 

monoklonalen Antikörpern markiert werden können, charakterisieren. Das 

Durchflusszytometer ist hierfür mit Photodetektoren ausgerüstet, die die 

Fluoreszenzfarbstoffe der gebundenen Antikörper erkennen können. Jede Zelle 

kann durch die Durchflusszytometrie anhand ihrer Morphologie und 

Oberflächeneigenschaften einer bestimmten Zellpopulation zugeordnet werden. 
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Abbildung 2.1: Darstellung der normalen Verteilung der Leukozyten in der 
Durchflusszytometrie. 

2.2.2 Protokoll 

- 20µl Leukapheresat, Knochenmark oder Nabelschnurblut in ein 

Reagenzgläschen geben 

- 5 µl der gewünschten Antikörper hinzufügen, vortexen 

- Für 10 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren 

- 1000µl FACS – Lyse zugeben, vortexen 

- Für weitere 10 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren 

- 5 Minuten bei 20 ºC zentrifugieren, Überstand dekantieren 

- 2 Mal mit 2 ml PBS waschen und anschließend zentrifugieren, Überstand 

abkippen 

- Zum Schluss mit 500µl PBS auffüllen  

- Messung im Durchflusszytometer 

 

Röhrchen FITC PE PerCP APC 

1 Isokontrolle Isokontrolle Isokontrolle Isokontrolle 

2 CD 7 Lin CD 34 CD 45RA 

3 CD 10 Lin CD 34 CD 45RA 

4 CD 7 Lin CD 34 CD 10 

5 CD 24 Lin CD 34 CD 10 

Tabelle 2.1: Färbungen für die Durchflusszytometrie 

Neutrophile Granuozyten: groß, viel Granula

Monozyten: groß, kaum Granula

Lymphozyten: klein, kaum Granula



Material und Methoden 

21 

2.2.3 Gatingstrategie 

Das gezielte Auswählen einer bestimmten Zellpopulation in der 

durchflusszytometrischen Analyse wird als „Gaten“ bezeichnet. Hierbei wird um 

die Zellpopulation, die näher charakterisiert werden soll, eine „Region“ gelegt. 

Um die Zellen einer Region in ihre Subpopulationen einzuteilen, werden die so 

definierten Zellen in einem separaten Punktdiagramm dargestellt. Aus dem Dot 

plot A werden dementsprechend nur die Zellen in die weitere Analyse 

miteinbezogen, die anhand ihrer FSC und SSC Eigenschaften als Lymphozyten 

zu erkennen sind (Abb. 2.2 A Region 6). In der weiteren Analyse ist es nun 

möglich, die Lymphozyten auf die Oberflächenmarker CD34-PerCP und 

lineage-PE zu testen (Abb. 2.2 B). Der lineage-Cocktail ist eine Mischung aus 

verschiedenen Antikörpern gegen die Oberflächenantigene CD3, CD8, CD13, 

CD14, CD15, CD16, CD19, CD33, CD56 und GlyA. Diese Zusammensetzung 

wurde gewählt, um alle reiferen Zellen auszuschließen und nur die unreifen 

lymphozytären Vorläuferzellen zu erfassen. Die Zellen, die einen der 

Oberflächenantigene aus dem lineage-Cocktail tragen, werden aus der weiteren 

Analyse ausgeschlossen, indem eine weitere Region R2 um die Zellen gelegt 

wird, die lineage negativ und CD34 positiv sind. 

 
Abbildung 2.2: Gatingstrategie zur Identifizierung der unreifen Stammzellen: A) 
normale Verteilung der Leukozyten in der Durchflusszytometrie. Lymphozyten 
(geringer SSC, geringer FSC) und Monozyten/Granulozyten (höherer SSC, höherer 
FSC), B) um die CD34+lin- Population wird die Region R2 gelegt. 

Anschließend stellt man in einem Dot Plot die ausgewählten CD34+lin- Zellen 

der Region R2 den Markern CD45RA-APC und CD7-FITC gegenüber (Abb. 2.3 

A B
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A). Die CD34+lin- Zellen werden somit auf das Vorhandensein der 

Oberflächenmarker CD45RA und CD7 überprüft. CD34+lin- Zellen, die CD45RA 

positiv und CD7 positiv sind, entsprechen frühen T-Zell-Progenitoren. Alternativ 

werden die CD34+lin- Zellen auf die Expression von CD10 und CD24 getestet 

(Abb. 2.3 B). CD34+lin- Zellen, die CD10 positiv und CD24 negativ sind, sind 

lymphoide Vorläuferzellen.  

 
Abbildung 2.3: Gatingstrategie zur Identifizierung der Stammzell-Subpopulationen: A) 
CD45RA gegen CD7. Die doppelt positiven bilden die Region R7 (CD45RAhigh), R8 
(CD45RAintermediate) und R9 (CD45RAlow), B) CD10 gegen CD24. 

2.2.4 Auswertung der Daten 

Die Analyse der in der Durchflusszytometrie erhobenen Daten wurde mit dem 

Programm BD CellQuest Pro software 2002, Becton, Dickinson and Company 

durchgeführt. 

2.2.5 Statistische Analyse 

Die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test, 

einem nicht parametrischen Test für mehr als zwei unverbundene Stichproben, 

geprüft. Dabei wurde ein p-Wert < 0,01 als statistische Signifikanzschwelle 

festgelegt. 

A B

100 101 102 103 104
CD7 FITC

R7

R8

R9
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2.3 Technik zur in vitro Generierung von T-Zellen mit Hilfe einer neuartigen 

3D-Zellkulturmatrix 

Der Versuchsaufbau und die Durchführung der T-Zell-Kulturversuche wurden 

bereits in früheren Experimenten vor dieser Dissertation in unserer 

Arbeitsgruppe von Herrn Dipl.biol. Gernot Wollny durchgeführt. Die dabei 

erhobenen Daten wurden jedoch nie systematisch ausgewertet und analysiert. 

Neben der phänotypischen Analyse der T-Zell-Progenitoren war es Gegenstand 

meiner Arbeit, diese gesammelten Datensätze auszuwerten. 

Im Gegensatz zu den bislang publizierten Versuchen an der neuartigen 3D-

Zellkulturmatrix, in denen ausschließlich murines Gewebe verwendet wurde, 

diente in den Versuchen von Herrn Wollny nur humanes Gewebe (Haut, 

Thymus) als Stromazellquelle. Dem Ersatz des xenogenen Materials durch  

humanes lag die Annahme zugrunde, dass humanes Gewebe ein noch 

physiologischeres Milieu generieren könnte. Zudem mußte im Hinblick auf eine 

potentielle klinische Anwendung ein Kultursystem ohne xenogenes Material 

etabliert werden. 

Zellen wachsen in Kultur in der Regel als sog. „Monolayer“ nebeneinander wie 

Pflastersteine auf einer Straße. Im Körper sind Zellen jedoch komplex räumlich 

organisiert, sodass im Hinblick auf die Generierung einer möglichst natürlichen 

Umgebung dreidimensionale Zellkulturen entwickelt wurden, mit dem Ziel die 

physiologische Wirklichkeit zu simulieren, in der Zellen in vivo heranwachsen. 

Mit den Methoden des „Tissue Engineering“, das insbesondere durch die 

Wiederherstellung von Knorpelgewebe bekannt ist, können dreidimensionale 

Gewebekonstruktionen sowohl in Monokultur- als auch in Kokulturmodellen 

generiert werden, die diese natürliche Umgebung nachahmen. 

Die Grundlage des im ausgewerteten Versuch verwendeten Kultursystems 

bildet ein dreidimensionales Kohlenstoffgerüst, auf welches bei hoher 

Temperatur Tantalum aufgebracht wurde. Tantalum ist ein inertes, 

biokompatibles Metall, welches sich als Oberflächenmaterial in der 

Endoprothetik bereits seit längerem bewährt hat und welches auch mit 

Zellkultur kompatibel ist. Von besonderer Bedeutung ist hier die Porendichte. In 

Vorversuchen hatte sich eine Porendichte von 80 ppi als optimal erwiesen 
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(Abbildung 1.5), vermutlich weil dieser Abstand nach Besiedlung mit 

Stromazellen das Mikromilieu im Thymus am besten widerspiegelt. Im ersten 

Schritt wurde dieses Gerüst mit Zellkulturmedium bedeckt, Thymusgewebe 

oder Hautfragmenten als Stromazellquelle wurde aufgebracht und bei 37°C, 5% 

CO2 und 95% Luftfeuchte kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde alle 3-5 Tage 

zu jeweils 2/3 erneuert. Nach 22-35 Kulturtagen wurden das Thymus- oder 

Hautfragment entfernt und hochaufgereinigte CD34+ Progenitorzellen (1x105) 

auf die mit Stromazellen kultivierte Zellkulturmatrix gegeben. Je nach 

experimentellen Bedingungen wurden die Zytokine IL-7 und IL-15 zugegeben. 

Um eine Verfälschung der Ergebnisse durch eine Kontamination mit initial 

vorhandenen Thymozyten zu verhindern, wurde in einigen Versuchen die 

lymphotoxische Substanz Fludarabin zu den Kontrollversuchen hinzugefügt. 

 

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Universitätsklinik Tübingen 

begutachtet (Nr. #24/2003V). 

2.3.1 Durchflusszytometrische Analyse der Zellkulturergebnisse 

Die bereits beschriebene Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse 

von Zellen anhand ihrer Granularität, Größe und Oberflächenantigene auf der 

Grundlage von Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften.  

Die Zellen, die am Ende der Kulturperiode aus den 3D-Matrices durch kräfiges 

Auf- und Abpipettieren herausgelöst werden konnen, wurden gezählt und auf 

ihre Expression von CD34, CD3, CD4, CD8, CD25, CD45RA, CD56 und TCRγδ 

mittels des 4-Farben-Durchflusszytometers FACSCalibur (alle Fa. BD, 

Heidelberg, Germany) hin untersucht. 

Bei der durchflusszytometrischen Charakterisierung der Zellkulturzellen als 

auch bei der Untersuchung von Knochenmark, Leukapheresat und 

Nabelschnurblut auf T-Zellprogenitoren handelt es sich um eine deskriptive 

Analyse. Es standen keine biologischen Materialien (z.B. Zelllinien, transfizierte 

Zellen), die als Positivkontrollen hätten dienen können, zur Verfügung. Zur 

Reduzierung des Hintergrundes und zur Erfassung unspezifischer Bindungen 

wurden jedoch bei allen Untersuchungen Isotypenkontrollen mitgeführt.  
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2.3.2 Gating-Strategie 

Die Sichtung, Auswertung und Interpretation der von Herrn Wollny erhobenen 

Rohdaten war vollumfänglich Gegenstand dieser Promotionsarbeit. Im ersten 

Schritt wird eine Region um die Lymphozyten gelegt (R1), um nur noch diese in 

die weitere Analyse miteinzubeziehen (Abb. 2.4 A). Die Lymphozyten werden in 

den nächsten dot plot eingeschleust (gegatet), um sie in ihre Subpopulationen 

(B-Lymphozyten und T-Lymphozyten) einzuteilen. Der T-Lymphoyzten Marker 

CD3 wird gegen SSC (Abb. 2.4 B)  aufgetragen. Die Zellen, die für CD3 positiv 

sind, bilden eine neue Region (R10). Die CD3 positiven Zellen aus der Region 

R10 werden in den nächsten dot plot eingeschleust, um sie auf die Expression 

von CD8 (T-Zytotoxische-Zelle) und CD4 (T-Helfer-Zelle) zu überprüfen. CD4 

wird gegen CD8 aufgetragen (Abb. 2.5 A). Die CD3+ CD4+  Zellen und die CD3+ 

CD8+  Zellen bilden jeweils eine neue Region (Region 5 und Region 6). 

Alternativ werden die CD3+ CD4+  Zellen und die CD3+ CD8+  Zellen gegen 

CD45RA, einem Marker für naive T-Zellen, aufgetragen (Abb. 2.5 B). 

 
Abbildung 2.4: Gating Strategie zur Identifizierung der Subpopulationen: A) normale 
Verteilung der Leukozyten in der Durchflusszytometrie, B) SSC gegen CD3. 

A B
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Abbildung 2.5: Gatingstrategie zur Identifizierung der Subpopulationen: A) CD4 gegen 
CD8, B) CD4 gegen CD45RA. 

2.3.3 Zellzählung 

Nicht adhärente Zellen aus allen Kulturen wurden zu festgelegten Zeitpunkten 

vorsichtig entfernt und mittels eines Zellzählers (Advia 120, Siemens, Erlangen, 

Deutschland) ausgezählt.  

2.3.4 Statistische Analyse 

Zum Vergleich der Ergebnisse der unterschiedlichen Gruppen wurde der nicht 

parametrische Rangsummentest (Kruskal-Wallis-Test für 3 und Wilcoxon-Test 

für 2 unverbundene Stichproben) genutzt. Ein p-Wert <0,05 wurde als 

statistisch signifikant gewertet. Die Untersuchungsergebnisse werden, soweit 

nicht anders bezeichnet, als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben. 

A B

100 101 102 103 104
CD8 PE

R5

R6

100 101 102 103 104
45RA-APC

4-
Pe

rC
P

CD8 PE

4-
PE

45RA-APC



Ergebnisse 

27 

3. ERGEBNISSE 

3.1 Phänotypische Charakterisierung von humanen T-Zell-Progenitoren aus 

Leukapheresat im Vergleich zu Knochenmark und Nabelschnurblut 

Frühe T-Zell-Progenitoren sind unter anderem durch die Oberflächenmarker 

CD34, CD10 bzw. CD7 sowie CD45RA, einem Marker für naive T-Zellen zu 

charakterisieren. Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurden in unserem 

Versuch Zellen mit diesen Oberflächenmarkern in peripheren Blutstammzellen 

(PBSC), Knochenmark und Nabelschnurblut gesucht. Für die Messungen 

standen 9 Knochenmarksproben, 5 Proben von PBSC aus LPH und 3 

Nabelschnurblutproben zur Verfügung. Die Aquisition der Proben, die Analyse, 

Auswertung und Interpretation dieses ersten Teiles 3.1 der Promotionsarbeit 

wurden von der Promovendin selbstständig durchgeführt. 

3.1.1 CD34+ lin-  Zellen im Knochenmark, Leukapheresat und Nabelschnurblut 

Im Knochenmark fanden sich im Mittel 1,2% CD34+ Zellen, von diesen waren 

30,7% ohne Linienmarker (lin-). Im Leukapheresat konnten wir ähnlich hohe 

Zellzahlen an CD34+ Zellen (MW 1,4%) messen, wohingegen der Anteil der 

Zellen ohne Linienmarker an der CD34+ Zellpopulation mit 2,0%  geringer 

ausfiel. Im Nabelschnurblut fanden sich 0,7% CD34+ Zellen, von diesen waren 

5,1% ohne Linienmarker. 

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass der Anteil der CD34+lin- 

Zellen im Knochenmark mit 30,7% höher war als der Anteil der CD34+lin- Zellen 

im Leukapheresat und im Nabelschnurblut (2,0% vs. 5,1%). (Abb. 3.1 und Abb. 

3.2). Das Ergebnis wurde aufgrund des p-Wertes von 0,0023 als statistisch 

signifikant eingestuft (KWT). Überdies zeigte sich, dass der Anteil der CD34+ 

Zellen im Leukapheresat mit 1,4% etwas höher lag als im Knochenmark (1,2%) 

und im Nabelschnurblut (0,7%), wobei das Ergebnis mit einem p-Wert von 

0,2130 als nicht statistisch signifikant eingestuft werden konnte. 
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Abbildung 3.1: A,B,C : Repräsentative Beispiele für CD34+ Zellen im LPH, KM und CB: 
A) CD34+ Zellen im Leukapheresat (1,67%) (n= 5), B) CD34+ Zellen im Knochenmark 
(1,24%) (n=9), C) CD34+ Zellen im Nabelschnurblut (0,67%) (n=3), D) Grafische 
Darstellung der CD34+ Zellen in Prozent in allen Messungen. Die Balkendiagramme in 
dieser wie in den folgenden Abbildungen zeigen die Mittelwerte mit 
Standardabweichungen (Fehlerbalken). Abkürzungen: KM, Knochenmark; LPH, 
Leukapheresat; CB, Nabelschnurblut (engl. Cord Blood); SSC, Sideward Scatter. Die 
Meßwerte entsprechen den CD34+ Ereignissen bezogen auf die Gesamtpopulation. 

A Leukapheresat B Knochenmark C Nabelschnurblut

D % CD34+

p= 0,213
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Abbildung 3.2: A) Grafische Darstellung der lin-CD34+ Zellen in allen Messungen in 
Prozent, B) Dargestellt sind alle Ereignisse SSC gegen CD34 mit definierender Region 
der CD34+ Zellen. C,  D,  E: Repräsentative Beispiele für C) den Anteil der lin- Zellen 
an den gemessenen CD34+ Zellen im Leukapheresat (0,952%), D) den Anteil der lin- 
Zellen an den gemessenen CD34+ Zellen im Knochenmark (46,3%), E) den Anteil der 
lineage negativen Zellen an den gemessenen CD34+ Zellen im Nabelschnurblut (5%). 
Abkürzungen: KM, Knochenmark; LPH, Leukapheresat; CB, Nabelschnurblut (engl. 
Cord Blood); SSC, Sideward Scatter. MW+/-SD 
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3.1.2 CD34+lin-CD45RAhiCD7+ Zellen im Knochenmark, Leukapheresat und 

Nabelschnurblut  

In unseren Analysen wurde nach einer CD34+lin-CD45RAhiCD7+ T-Progenitor-

zellpopulation im kindlichen Knochenmark und Leukapheresat sowie im 

Nabelschnurblut gesucht. Die bereits erwähnten CD34+lin- Zellen (Abb. 3.2) 

wurden hierfür auf die Expression der Oberflächenmarker CD45RA und CD7 

hin überprüft. Im Knochenmark fanden sich 0,6% CD45RAhiCD7+ Zellen in der 

CD34+lin- Zellpopulation. Im Leukapheresat waren es 1,7% CD45RAhiCD7+ 

Zellen in der CD34+lin- Zellpopulation. Im Nabelschnurblut konnten keine 

CD45RAhiCD7+ CD34+lin- Zellen gefunden werden (Abb. 3.3).  

Zusammenfassend konnte in unserer Analyse nur eine sehr geringe Frequenz 

an CD45RAhiCD7+CD34+lin- Zellen im Knochenmark und Leukapheresat 

gefunden werden. Im Nabelschnurblut wurden keine Zellen dieser Population 

gefunden. Die Ergebnisse konnten als nicht statistisch signifikant eingestuft 

werden (p=0,2685). 
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Abbildung 3.3: A,B,C Ausgewählte Beispiele für A) den Anteil der 
CD45RAhiCD7+CD34+lin- Zellen im Leukapheresat (R7 = 0%), B) den Anteil der 
CD45RAhiCD7+ CD34+lin- Zellen im Knochenmark (R7 = 0,06%), C) den Anteil der 
CD45RAhiCD7+ CD34+lin- Zellen im Nabelschnurblut (R7 = 0%), D) Grafische 
Darstellung der CD45RAhiCD7+CD34+lin- Zellen in allen Messungen in Prozent. 
Abkürzungen: KM, Knochenmark; LPH, Leukapheresat; CB, Nabelschnurblut (engl. 
Cord Blood). 

3.1.3 CD34+lin-CD10+CD24- Zellen im Knochenmark, Leukapheresat und 

Nabelschnurblut 

Eine weitere beschriebene T-Progenitor-Population sind Zellen mit dem 

Phänotyp CD34+lin-CD10+CD24-. Diese Zellen haben ein geringes myeloides 

Potential, können aber B-, T- und NK-Zellen generieren. In der vorliegenden 

Analyse wurde Leukapheresat, Knochenmark und Nabelschnurblut auf diese 

CD34+lin- CD10+CD24- Zellpopulation untersucht. Im Knochenmark fanden sich 

5,2% Zellen mit dem Phänotyp CD10+CD24- in der CD34+lin- Zellpopulation. Im 

Leukapheresat wurde ein Anteil von  4,85% CD10+CD24- an der CD34+ lin- 

Zellpopulation gezählt. Im Nabelschnurblut konnte ein Zellanteil von 3,0% 

CD10+CD24- Zellen in der CD34+ lin- Zellpopulation gefunden werden (Abb. 

3.4). 

A Leukapheresat B Knochenmark C Nabelschnurblut

D %CD45RAhiCD7+ von CD34+lin-

p= 0,2685
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Abbildung 3.4: A, B, C Repräsentative Beispiele für A) den Anteil der CD34+ lin- 
CD10+CD24- Zellen im Leukapheresat (4,52%), B) den Anteil der CD34+ lin- 
CD10+CD24- Zellen im Knochenmark (13,46%), C) den Anteil der CD34+ lin- 
CD10+CD24- Zellen im Nabelschnurblut (1,62%), D) Anteil der CD34+ lin- CD10+CD24- 
Zellen in allen Messungen in Prozent. Abkürzungen: KM, Knochenmark; LPH, 
Leukapheresat; CB, Nabelschnurblut (engl. Cord Blood) 

Es konnten demnach in den Stammzellquellen Knochenmark und 

Leukapheresat ähnlich hohe Zellzahlen an CD34+lin-CD10+CD24- Zellen 

gefunden werden (5,2% vs. 4,85%), wohingegen diese Zellpopulation im 

Nabelschnurblut in etwas geringerer Frequenz auftrat (3,0%) (p= 0,7225). 

 

3.2 3D-Zellkulturmatrix 

3.2.1 Kokultur der CD34+ Progenitoren mit humanem Thymus als 

Stromazellquelle 

Auf der Grundlage der Versuche von Poznansky et al. wurden CD34+ Zellen auf 

einer 3D-Zellkulturmatrix kultiviert, mit dem Ziel, in vitro naive T-Zellen zu 

A Leukapheresat B Knochenmark C Nabelschnurblut

D %CD10+CD24- von CD34+lin-

p= 0,7225
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erzeugen. Die praktische Durchführung dieser 3.2 erwähnten Experimente war 

bereits vor einigen Jahren von Herrn Dipl.biol. Gernot Wollny erfolgt, die 

Auswertung und Interpretation dieser Daten war nun Gegenstand des zweiten 

Teiles dieser Promotionsarbeit. 

Im ersten Schritt wurde die 3D-Zellkulturmatrix mit Stromazellen aus 

Thymusgewebe besiedelt, danach wurden humane CD34+ PBSC aus 

Leukapheresat zugegeben. Die Kokulturen mit CD34+ Zellen enthielten nach 21 

Kulturtagen 4,5 ± 1,9x104 Zellen (MW±SD). Diese Zellen wurden aufgrund ihrer 

Eigenschaften in der Vorwärts-/Seitwärtsstreulicht-Darstellung der 

mononukleären Reihe zugeordnet (Abb. 3.5 A). Die Negativkontrollen, bei 

denen die Stromakulturen ohne CD34+ Zellen weiterkultiviert worden waren, 

zeigten eine wesentlich geringere Zellzahl (1,4 ± 1,1x104Zellen) (Abb. 3.5 B). 

Die Anzahl der Zellen in der Monozytenregion in der Kultur mit CD34+ Zellen 

war signifikant höher als in derselben Zellregion in der Zellkultur ohne CD34+ 

Zellen (p = 0,0094) (Abb. 3.5 A vs. 3.5 B).  

Am 7. Tag nach der Zugabe der CD34+ Zellen konnten schon 5x103 nicht 

adhärente CD3+CD34- T-Zellen gezählt werden, wobei die Zellzahl am 14. und 

21. Tag langsam bis auf 1x104 Zellen anstieg (Abb. 3.5 D und 3.5 E). Die Rate 

von CD4:CD8 war 0,51 ± 0,39 %. 

 24 ±14 % dieser Zellen waren doppelt positiv für CD4 und CD8 (MW±SD). 

Auf den ersten Blick lag die Vermutung nahe, dass hier eine de novo 

Erzeugung von T-Zellen stattgefunden hatte. 

Um zu überprüfen, ob dieser Effekt durch die Zugabe von Zytokinen noch 

stimuliert werden könnte, wurden in einigen Kulturen die Interleukine 7 und/ 

oder 15 hinzugefügt. Hierbei konnte jedoch keine Beeinflussung des 

Wachstums festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die Kontroll-Kulturen 

ohne Zugabe von CD34+ HSZ enthielten allerdings bei der Überprüfung 

genauso viele CD3+ Zellen wie die Kulturen mit CD34+ Zellen (Abb. 3.5 D). 

Darüber hinaus konnte in der Kultur ohne CD34+ HSZ eine ähnlich  große 

Population von CD4+CD8+ T-Zellen gefunden werden wie in der Kultur, die 

CD34+ Zellen enthielt. Diese Ergebnisse wurden als ein Hinweis darauf 

gewertet, dass es sich bei den detektierten T-Zellen um Thymozyten aus dem 
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Thymusgewebe handelt und nicht, wie zunächst angenommen, eine de novo 

Erzeugung von T-Zellen stattgefunden hatte. 

Diese Vermutung konnte durch die Zugabe von Fludarabin, einer 

lymphotoxischen Substanz, zu der CD34- Kontroll-Kultur bestätigt werden, da 

die T-Zellen in dieser Kultur vollständig verschwanden (Abb. 3.5 C). 

 

 
Abbildung 3.5: 3D-Kokultur von humanen adulten peripheren Blutstammzellen (PBSC) 
auf humanem Thymusgewebe. A) Die 3D-Matrix wurde mit Stromazellen von 
humanem Thymus beschichtet, mit 1x105 humanen adulten CD34+ PBSC beimpft und 
für 27 Tage kultiviert. Die Morphologie der Zellen nach 3 Kokultur- Wochen ist in der 
Abbildung A zu sehen, B) die Negativkontrolle enthält Kulturen ohne CD34+ PBSC, C) 
Negativkontrolle ohne CD34+ PBSC aber unter Zugabe von Fludarabin, einem 
lymphotoxischen Stoff zur Beseitigung von Restlymphozyten aus dem Thymusgewebe, 
D) absolute Zellzahlen der geernteten Zellen nach dreiwöchiger Kokultur, E) dargestellt 
ist der prozentuale Anteil der Zellen mit Makrophagen/unreifen Monozyten-
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Eigenschaften (R1) von allen Ereignissen (linke Säulen) sowie der Anteil der CD34
+
 

Ereignisse in R2 rechte Säulen, jeweils in Abhängigkeit von der Kulturzeit. 
Abkürzungen: 3D, dreidimensional; PBSC, periphere Blutstammzellen; FSC, forward 
scatter; SSC, sideward scatter. 

3.2.2 Kokultur der CD34+ Zellen mit humanen Hautfibroblasten 

Die Möglichkeit menschliche Haut als Stromazellquelle für die Reifung von 

Zellen zu nutzen wurde von Upton et al. berichtet (Upton et al. 2003). Aufgrund 

der breiten Verfügbarkeit würde die Verwendung von menschlicher Haut als 

Stromazellquelle einen großen klinischen Vorteil erbringen. 

Dementsprechend wurde im nächsten Versuch von Herrn Wollny untersucht, ob 

menschliche Hautstromazellen die Reifung von T-Zellen in einem in vitro 

Kultursystem unterstützen könnten. Analog zu den Thymuskulturen wurde die 

3D-Matrix zunächst mit zwei verschiedenen Konzentrationen von CD34+ Zellen 

beimpft. Auch in diesem Versuchsaufbau zeigten die meisten Zellen, ähnlich 

wie in dem Ansatz mit humanem Thymus als Stromazellquelle, monozytäre 

Eigenschaften in der FSC/SSC Darstellung (Abb. 3.6 A). 

Nach 14-19 Tagen Kulturzeit war die Zahl der monozytären Zellen 4,2±1,7 x 104 

in der Kultur mit 1,5x106 CD34+ Zellen und 4,8±4,7 x103 in der Kultur mit 1x105 

CD34+ Zellen (MW±SD). Im Vergleich zu den Kulturen mit humanem Thymus 

als Stromazellquelle bedeutete dies ein 10fach geringeres Wachstum der Zellen 

(Abb. 3.6 C).  

Von den 9 angelegten Kulturen mit humanen Hautfibroblasten zeigte lediglich 

eine Kultur eine kleine Population von CD3+ Zellen (1,2 % von allen Zellen) 

(Abb. 3.6 A). In der genaueren Analyse hatten diese Zellen jedoch zu 98% den 

Phänotyp CD4+CD45RO+, was den Schluss nahe legt, dass es sich hierbei um 

Gedächtniszellen handelt. Darüber hinaus war keine Zelle doppelt positiv für 

CD4 und CD8.  
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Abbildung 3.6: 3D-Kokultur von humanen adulten peripheren Blutstammzellen (PBSC) 
auf humanen Hautstromazellen. A, B) Die 3D-Matrix wurde mit humanen 
Hautstromazellen beschichtet, dann mit humanen adulten CD34+ PBSC beimpft und 
für 22-35 Tage kultiviert. A) Morphologie der Zellen mit CD34+ Zellen in FSC/SSC, B) 
Morphologie der Zellen ohne Zugabe von CD34+ Zellen in FSC/SSC, C) absolute 
Zellzahlen der geernteten Zellen mit mononukleären Eigenschaften nach 19 Tagen 
Kokultur mit 1,5x106 CD34+ Zellen, 0,1x106 CD34+ Zellen oder ohne Zugabe von 
CD34+ Zellen. Abkürzungen: 3D, dreidimensional; PBSC, periphere Blutstammzellen; 
FSC, forward scatter; SSC, sideward scatter. 
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4. DISKUSSION 

Die T-Zell vermittelte Immunabwehr spielt eine entscheidende Rolle bei der 

Pathogenese verschiedener Erkrankungen. Die HIV-Epidemie hat in diesem 

Zusammenhang die Bedeutung von CD4+ T-Helferzellen deutlich gemacht: 

immungeschwächte Patienten, die unter einem Mangel an CD4+ T-Helferzellen 

leiden,  sind besonders gefährdet an opportunistischen Infektionen oder 

Lymphomen zu erkranken.  

Die Forschung an T-Zellen steht aufgrund ihrer großen klinischen Bedeutung 

seit Jahren im Zentrum des wissenschaftlichen Interesses. Insbesondere die 

genaue Kenntnis der frühen Reifungsstadien von T-Lymphozyten könnte unter 

Umständen große Fortschritte bei der Therapie von Immundefekten 

ermöglichen. Eine der Behandlungsoptionen wäre die Therapie von 

Immundefekten mit in vitro hergestellten naiven T-Zellen. 

 

T-Zellen haben ihren Ursprung in hämatopoetischen Stammzellen des 

Knochenmarks (HPSZ) und durchlaufen ihre letzten Reifungsschritte im 

Thymus.  

Bei der Reifung zu T-Zellen verlieren die Progenitorzellen dabei ihre Fähigkeit 

zur Selbsterneuerung und bilden Oberflächenantigene aus, anhand derer man 

sie einer bestimmten Zelllinie zuordnen kann  (CD4à T-Helferzelle, CD8à T-

Zytotoxische Zelle). Trotz intensiver Forschung am Reifungsprozess von T-Zell-

Progenitoren bleibt weiterhin unklar, welche Charakteristika die T-Zell-

Progenitoren aufweisen, die aus dem Knochenmark auswandern und den 

Thymus besiedeln.  

Im vorliegenden Versuch wurden deshalb CD34+ Stammzellen auf bestimmte 

T-Zell-Progenitormerkmale hin untersucht. Die Grundlage hierfür waren die 

Publikationen von Haddad et al. aus dem Jahr 2004 und Six et al. aus dem Jahr 

2007. Beide Forschungsgruppen hatten CD34+ Stammzellen aus Knochenmark 

und Nabelschnurblut auf ihr Potential, Lymphozyten zu generieren, untersucht. 

In unserem Versuch wurde neben CD34+ Stammzellen aus  Knochenmark und 

Nabelschnurblut auch Stammzellen aus Leukapheresat analysiert. Ziel hierbei 
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war es, frühe Progenitorzellen zu identifizieren, die ein erhöhtes lymphoides 

Potential aufweisen. 

4.1 Hämatopoetische Stammzellen mit lymphoidem Potential 

Die hämatopoetische Stammzelle als Ursprung aller Blutzellen hat die Fähigkeit 

zur Selbsterneuerung sowie zur Differenzierung in alle lymphatischen oder 

myeloiden Reihen. Neuere Studien haben jedoch gezeigt, dass die Annahme 

einer Differenzierung der hämatopoetischen Progenitorzellen in eine 

Progenitorzelle mit strikt lymphoidem (CLP) oder myeloischem Potential (CMP) 

vermutlich nicht zutrifft. Es zeigte sich vielmehr, dass frühe lymphoide 

Progenitorzellen eine heterogene Gruppe darstellen, die bis zu einem gewissen 

Grad die Möglichkeit der Differenzierung in andere Zelllinien behalten (Bell et al. 

2008, Wada et al. 2008). 

Auf der Suche nach definierten lymphoiden Progenitorzellen wurden viele 

verschiedene Phänotypen mit lymphoidem Potential gefunden (Petrie und 

Kincade 2005, Bhandoola et al. 2006, Wu et al. 2006). 

Im Mausmodell konnte eine hämatopoetische Stammzelle mit einem 

umfassenden Linienpotential gefunden werden, die keine linienspezifischen 

Marker trägt (lin-), sondern den Tyrosinkinaserezeptor c-Kit und das 

Stammzellantigen Ly-6A/E (Sca-1) hoch exprimiert (Ikuta und Weissmann 

1992, Morrison und Weissman 1995). Innerhalb dieser Lin- Sca-1c-Kit  

Stammzellpopulation konnten verschiedene Populationen gefunden werden, die 

die Fähigkeit haben,  den Thymus zu besiedeln und T-Zellen zu generieren. 

Eine andere T-Progenitor-Zellpopulation konnte überdies innerhalb der CD4-

CD8- Zellpopulation (double negative = DN) im Thymus gefunden werden 

(Fowlkes et al. 1985, Ceredig et al. 1983). Diese DN Population konnte durch 

die Expression von CD25 und CD44 in Subpopulationen (DN1, DN2, DN3) 

geteilt werden. Die meisten Progenitorzellen gehörten einer CD25+CD44- (DN1) 

Population an und konnten B-, T- und NK-Zellen generieren (Bhandoola et al. 

2006). 

Im Nabelschnurblut wurden darüber hinaus zwei lymphoide 

Progenitorpopulationen identifiziert, die eine erhöhte Homingkapazität für den 
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Thymus aufweisen: Die eine Population waren lin-CD34+CD45RAhiCD7+ 

hämatopoetische Progenitorzellen, die auch im Knochenmark gefunden 

wurden. Diese Zellen zeigten das Potential zur Differenzierung in alle 3 

lymphatischen Zellreihen, wobei die meisten Zellen in die T- und NK-Zelllinie 

differenzierten (Haddad et al. 2004). Die andere Progenitorpopulation wurde 

ebenso im Knochenmark wie im Nabelschnurblut gefunden. Es handelte sich 

um eine lin-CD34+CD10+CD24- Zellpopulation, die ein geringes Potential zur 

Differenzierung in myeloische Zellen zeigte, aber B-, T- und NK-Zellen 

generieren konnte (Six et al. 2007). 

In der Gesamtbetrachtung zeigt sich durch die zahlreichen Vorarbeiten, dass es 

viele verschiedene Progenitorpopulationen gibt, die T-Zellen generieren 

können. In welcher Frequenz Zellen mit erhöhtem T-Zellpotential auftreten, ist 

allerdings unklar. Um herauszufinden, ob es Unterschiede bezüglich der 

Frequenz der Progenitoren in  verschiedenen Stammzellquellen gibt, wurden in 

der vorliegenden Arbeit auf der Grundlage der Arbeiten von Six et al. und 

Haddad et al., lymphoide Progenitorpopulationen im Leukapheresat, 

Knochenmark und Nabelschnurblut untersucht. 

4.2 CD34+lin- im Leukapheresat, Knochenmark und Nabelschnurblut 

Im Leukapheresat, Knochenmark und Nabelschurblut konnten wir ähnliche 

Frequenzen von CD34+ Stammzellen feststellen. Es fanden sich im 

Leukapheresat 1,4%, im Knochenmark 1,2% und im Nabelschnurblut 0,7% 

CD34+ Zellen. Um die CD34+ Stammzellen näher zu untersuchen, wurden sie 

auf ihre Expression von Linienmarkern untersucht. Durch die Gatingstrategie 

wurden nur die Zellen mit in die weitere Analyse einbezogen, die noch nicht 

bezüglich der Differenzierung in eine bestimmte Linie festgelegt sind. Lineage 

positive, reifere Zellen exprimieren hingegen die Antigene CD3 (T-Zellen), 

CD13 (Monozyten,Granulozyten), CD14 (Monozyten), CD15 (Granulozyten), 

CD16 (NK-Zellen, Granulozyten), CD 19 (B-Zellen), CD33 (myeloische Zellen), 

CD56 (NK-Zellen) und wurden aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Ziel 

dabei war es nur die Zellen zu untersuchen, die noch keine 

Differenzierungsmarker tragen. 
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Interessanterweise konnten wir feststellen, dass der Anteil der Linienmarker 

negativen Zellen  an der CD34+ Zellpopulation im Knochenmark mit 30,7% 

signifikant höher war als im Leukapheresat (2%) und im Nabelschnurblut (5,1%) 

(p=0,0023). Die Zahl der frühen, unreifen Progenitorzellen war demnach im 

Knochenmark innerhalb der CD34+ Population signifikant höher als im 

Leukapheresat und im Nabelschnurblut.  

 

Mit der Entdeckung, Charakterisierung und klinischen Nutzung von G-CSF 

(Welte et al. 1985) bot sich in den 80er Jahren zum ersten Mal eine Alternative 

zur Stammzellgewinnung durch Knochenmarkentnahme. Es konnte gezeigt 

werden, dass die Gabe von G-CSF beim Menschen eine Mobilisierung von 

CD34+  Stammzellen in das periphere Blut bewirkt (Gianni et al. 1989). Für den 

Empfänger bietet die mit G-CSF mobilisierten PBSC den Vorteil einer 

schnelleren hämatopoetischen Regeneration und einer niedrigeren Rate an 

febrilen Neutropenien (Byrne et al. 1998, Bensinger et al. 2001).  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Frequenz der 

frühen, unreifen, Linienmarker-negativen Progenitoren im Knochenmark höher 

war als im Leukapheresat. Die Frequenz der Zellen mit lymphoidem Potential 

war jedoch nicht statistisch signifikant verschieden (Abb. 3.3). 

Physiologischerweise reifen lymphoide Progenitoren bis zu einem gewissen 

Grad im Knochenmark heran und gelangen daraufhin über den Blutweg zur 

weiteren Reifung in den Thymus. Unsere Ergebnisse legen jedoch die 

Vermutung nahe, dass sich die Zahl der Progenitoren mit lymphoidem Potential 

(CTLPs) im Knochenmark nicht von der im Leukapheresat unterscheidet. 

Möglicherweise werden durch die Gabe von G-CSF nur bestimmte, reifere 

Subpopulationen von Progenitorzellen zur Auswanderung ins periphere Blut 

stimuliert. Bisherige Analysen zur phänotypischen Charakterisierung von 

unterschiedlichen Zellsubpopulationen im  Knochenmark im Vergleich zu 

Leukapheresat fokussieren insbesondere auf myeloische Progenitoren und 

zeigen deren erhöhte Frequenz im Leukapheresat im Vergleich zu 

Knochenmark (Theilgaard-Mönch et al. 2003, Ho et al. 1996). Auch Daten 

unserer Arbeitsgruppe belegen, daß es sich bei den G-CSF mobilisierten 
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hämatopoetischen Stammzellen um ausschließlich CD34+CD38+ Zellen handelt 

(Eyrich et al. 2011). 

In verschiedenen Studien konnte ein schnelleres Engraftment, d.h. eine 

schnellere Etablierung und Funktionsaufnahme der Spenderstammzellen im 

Empfängerorganismus nach peripherer Blutstammzelltransplantation (PBSZT) 

im Vergleich zur Knochenmarkstransplantation gezeigt werden (Glaspy et al. 

1996, Blaise et al. 2000) 

Es ist zu vermuten, daß das schnelle Engraftment nach peripherer 

Blutstammzelltransplantation durch die höhere Frequenz an myeloiden 

Progenitoren im Leukapheresat im Vergleich zu Knochenmark erklärt werden 

kann. 

4.3 CD34+lin-CD45RAhiCD7+ Zellen im Knochenmark, Leukapheresat und 

Nabelschnurblut 

Um das Ziel, T-Vorläuferzellen zu finden, weiterzuverfolgen, wurde 

Leukapheresat, Knochenmark und Nabelschnurblut auf eine 

Stammzellpopulation (CD34+lin-CD45RAhiCD7+) hin untersucht, von deren 

lymphoiden Potential die Forschungsgruppe um Haddad et al. berichtet hatte.  

In unseren Analysen zeigte sich, dass diese Progenitorpopulation mit 0,6% im 

Knochenmark und 1,7% im Leukapheresat zu finden war. Im Nabelschnurblut 

lagen diese Progenitorzellen unter der Nachweisgrenze unserer Meßmethode.  

In Übereinstimmung mit der Publikation von Haddad et al. lässt sich folglich 

diese CD34+lin-CD45RAhiCD7+ Zellpopulation im Knochenmark, in unserem 

Versuch jedoch nicht im Nabelschnurblut finden. In der 

durchflusszytometrischen Analyse liegt die Nachweisgrenze für 

Zellpopulationen bei 0,01%, sodass möglicherweise durch eine sensitivere 

Methode der Nachweis der gesuchten Zellen im Nabelschnurblut  erfolgen 

könnte. 

Ein Absolutvergleich der Zellzahlen ließ sich allerdings aufgrund von fehlenden 

Angaben in der Publikation von Haddad et al. nicht durchführen. 
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4.4 lin-CD34+CD10+CD24- Zellen im Leukapheresat, Knochenmark und 

Nabelschnurblut 

In einem weiteren Ansatz wurde Leukapheresat, Knochenmark und 

Nabelschnurblut auf der Grundlage von Six et al. auf die Frequenz von lin-

CD34+CD10+CD24- Zellen hin untersucht. Es fanden sich innerhalb der lin-

CD34+ Fraktion 5,2% CD10+CD24- Zellen im Knochenmark, 4,85% im 

Leukapheresat und 3,0% im Nabelschnurblut. Im Vergleich zu Six et al. fällt die 

Frequenz dieser lin-CD34+CD10+CD24-  Zellpopulation in unserem Versuch 

wesentlich geringer aus. Six et al. berichtet von 12%  CD10+CD24- Zellen 

innerhalb der lin-CD34+ Zellpopulation. Eine ähnlich hohe Zellzahl ergibt sich in 

unserem Versuch bezüglich des Anteils der CD10+CD24- Zellen innerhalb der 

CD34+ Gesamtzellpopulation. Eine mögliche Erklärung für diese Diskrepanz 

könnte sein, dass in der Publikation von Six et al. die lineage positiven Zellen 

nicht ausgeschlossen wurden. 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die beiden T-Zellprogenitor-

Populationen, die in  den Publikationen von Haddad et al. und Six et al. 

beschrieben werden, grundsätzlich zu finden sind. Ein genauerer Vergleich 

unserer Analysen mit den in den oben genannten Publikationen beschriebenen 

Ergebnissen war nicht möglich, da in den Publikationen von Six et al. und 

Haddad et al. detaillierte Angaben zu den Ergebnissen fehlen. 

In unseren Messungen konnten wir darstellen, dass die Zahl der CD34+lin-

CD45RAhiCD7+ Progenitoren im Leukapheresat tendenziell höher, aber nicht 

signifikant verschieden war als im Knochenmark und Nabelschnurblut. Die 

Frequenz der lin-CD34+CD10+CD24- Progenitoren war in allen drei untersuchten 

Stammzellquellen etwa gleich. 

4.5 T-Zell-Reifung auf 3D Matrix 

Die oben beschriebenen CTLPs sind vermutlich ideale Ausgangsprogenitoren 

um auch in vitro rasch eine artifizielle T-Zell-Differenzierung induzieren zu 

können. 
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In den letzten Jahren sind verschiedene in vitro Kultursysteme entwickelt 

worden, um die Reifung von T-Zellen im Thymus besser nachvollziehen zu 

können. Die dreidimensionale Architektur des Thymus mit seinem 

Maschenwerk und der daraus resultierenden Zell-Zell-Interaktion hat sich in 

diesem Zusammenhang als besonders essentiell für die T-Zell-Reifung 

herausgestellt (Bobyn et al. 1999). Auf der Grundlage dieser Erkenntnis wurde 

eine Zellkulturmatrix entwickelt, die als biokompatibles Material bereits zur 

Therapie von Knochendefekten eingesetzt wurde. Auf ein feinretikuläres 

Karbonskelett wird hierzu bei hoher Temperatur Tantalum aufgebracht, ein in 

der Medizin häufig verwendetes biokompatibles Material. (Bobyn et al. 1999, 

Black et al. 1994). Die großen Vorteile dieses dreidimensionalen Systems 

konnten auch für die Reifung von T-Zellen festgestellt werden. Es zeigte sich, 

dass nach der Zugabe von CD34+ Zellen auf diese neue Zellkulturmatrix 

tatsächlich de novo generierte CD3+ T-Zellen gefunden werden konnten 

(Poznansky et al. 2000).  

Viele verschiedene Studien zu in vitro T-Zell-Kulturen wurden bisher 

veröffentlicht. Dabei wurden verschiedene Stammzellquellen auf ihre 

Möglichkeit T-Zellen zu generieren untersucht. Zu erwähnen sind hierbei: 

CD34+  Zellen aus fetaler Leber (Schmitt et al. 2002), Knochenmark (De Smedt 

et al. 2004),  Nabelschnurblut und postnatalem Thymus (Van Coppernolle et al. 

2009). Bisher ist nicht untersucht worden, inwieweit auch aus G-CSF 

mobilisierte CD34+ PBSZ in der Lage sind, auf einem artifiziellen Kultursystem 

CD3+ T-Zellen zu bilden. In unserem Versuch wurden deshalb CD34+ Zellen 

aus Leukapheresat auf ihr Potential getestet, auf einer mit Stromazellen 

beschichteten Zellkulturmatrix T-Zellen zu generieren. Als Stromazellquelle 

dienten humane Hautfibroblasten bzw. humane Thymusfragmente. 

4.6 Kokultur mit humanen Hautfibroblasten 

Der Einsatz von humaner Haut als Stromazellquelle wurde bereits in einem 

Abstract publiziert und würde einen großen klinischen Vorteil aufgrund der 

breiten Verfügbarkeit erbringen (Upton et al. 2003).  
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Im ersten Schritt wurde deshalb die dreidimensionale Zellkulturmatrix mit 

humanen Hautfibroblasten als Stromazellquelle beschichtet und mit CD34+ 

peripheren Blutstammzellen kokultiviert. Nach 14-19 Tagen Kulturzeit zeigte 

lediglich eine der neun angelegten Kulturen eine kleine Population von CD3+ 

Zellen. Der Großteil der Zellen war hingegen in der FSC/SSC Analyse in der 

monozytären Region zu finden. Die CD3+ Zellen waren hauptsächlich CD4+, 

98% dieser Zellen exprimierten CD45RO, einen Marker für T-Gedächtniszellen 

bzw. aktivierte T-Zellen. Es konnten keine CD4+CD8+ doppelt positiven 

Thymozyten gemessen werden. Dies führte zu der Annahme, dass die in der 

Analyse gemessenen CD3+ T-Zellen nicht de novo generiert worden sind, 

sondern Abkömmlinge von residuellen T-Zellen aus den CD34+ 

Stammzellpräparaten waren oder sich in den Hautfragmenten befanden, die als 

Stromazellquelle genutzt wurden. Die von uns eingesetzten CD34+ 

Stammzellen differenzierten zu myelomonozytären Zellen (Abb.5 E). 

4.7 Kokultur mit humanen Thymusfragmenten 

Bei der Kultur mit humanen Thymusfragmenten als Stromazellquelle zeigte sich 

nach der Zugabe von CD34+ ein ähnliches Ergebnis. Die Mehrzahl der Zellen 

wurde im FACS in der Monozyten-Region gefunden. Darüber hinaus konnten 

am 7 Tag  5x103  CD3+  Zellen  entdeckt werden. Von diesen waren 24+/-14% 

doppelt positiv für CD4 und CD8. Die Vermutung, dass in dieser Zellkultur eine 

de novo Erzeugung von T-Zellen stattgefunden hatte, konnte dennoch nicht 

bestätigt werden. Die Kontrollkulturen, die nicht mit CD34+ Zellen beimpft 

wurden, enthielten bei der Überprüfung genauso viele CD3+ Zellen wie die 

Kulturen mit CD34+  Zellen. In der Kontrollkultur  konnte außerdem eine 

ähnliche Rate an doppelt positiven CD4/CD8 Zellen gemessen werden. Mit der 

Zugabe von Fludarabin, einem lymphotoxischen Stoff, zu den CD34- 

Kontrollkulturen verschwanden die T-Zellen vollständig. 

 

Zusammenfassend konnten die Ergebnisse von Poznansky et al. und Upton et 

al. in unseren Versuchen nicht bestätigt werden. Weder mit humaner Haut noch 

mit humanem Thymus als Stromazellquelle konnten auf der 3D-Zellkultur T-
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Zellen generiert werden. Es wurden vielmehr überwiegend Zellen mit 

monozytäre Eigenschaften erzeugt und die CD3+ Zellen, die gemessen wurden, 

konnten als Residuen aus den Stammzellpräparaten oder den 

Stromazellquellen identifiziert werden. 

4.8 Ausblick  

4.8.1 Bedeutung des Notch-Signalwegs für die T-Zell-Reifung 

Notch-Proteine gehören zu einer Familie von Transmembranproteinen, deren 

Rezeptoren und Liganden in Zellen und Organen des Immunsystems exprimiert 

werden und an dessen Regulation beteiligt sind. Eine besondere Rolle von 

Notch und seinen Liganden konnte bei der Differenzierung von lymphatischen 

Zellen im Knochenmark und Thymus festgestellt werden. Für die frühe T-Zell-

Differenzierung ist eine Aktivierung durch den Notch-Rezeptor-Ligand Delta like 

1 (DLL1) erforderlich. Dieser fördert die Differenzierung hämatopoetischer 

Stammzellen in T-Zellen und verhindert die Differenzierung in B-Zellen (Schmitt 

und Zúñiga-Pflücker 2002, Awong et al. 2009). 

Ein möglicher Grund für das fehlende Wachstum von T-Zellen in unserem 

Experiment könnte sein, dass die Expression von Notch und seinen Liganden in 

diesem System nicht definiert wurde. Der für die T-Zell-Reifung wichtige Ligand 

DLL1 wird zwar von Epithelzellen des Thymus exprimiert, aber nicht nur die 

Existenz, sondern auch die Expressionsstärke der DLL1 Liganden scheint eine 

wichtige Rolle zu spielen (Dallas et al. 2005). 

Das schnelle Wachstum von  Monozyten/Makrophagen in unserem Versuch 

könnte darüber hinaus das Heranreifen von T-Zellen durch die Sekretion von 

Osteopontin, einem sauren Phosphoprotein, gestört haben. Osteopontin 

reduziert die Expression von Notch 1 in CD34+ Zellen (Iwata et al. 2004). Die 

besondere Rolle der Notch Rezeptoren und seiner Liganden bezüglich der T-

Zellreifung könnte ebenso das fehlende Wachstum von T-Zellen in der 3D-

Kultur mit humanen Hautfibroblasten erklären. Humane Hautfibroblasten 

exprimieren weder DLL1 noch Jagged 1, einen weiteren Notch Liganden. Wir 
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konnten dementsprechend den erfolgreichen Einsatz von humaner Haut als 

Stromazellquelle zur Reifung von T-Zellen (Upton et al. 2003) nicht bestätigen. 

Als Konsequenz aus der vorliegenden Arbeit und unter Berücksichtigung der 

Bedeutung der Notch-Signalgebung für die Zellentwicklung wurden CD34+ 

Stammzellen aus Nabelschnurblut und Leukapheresat (PBSCs) in einem 

anschließenden Versuch mit OP9/N-DLL-1 Stromazellen kokultiviert (Eyrich et 

al. 2011). Nach 10 Tagen konnten CD34+CD45RA+CD7+ T-Zell-Progenitoren 

(CTLPs) gemessen werden. 

Diese Daten zeigen die erfolgreiche Ausreifung von CD34+ PBSCs auf DLL1 

hochexprimierenden murinen OP9 Stromazellen in CTLPs im Gegensatz zum 

fehlenden Wachstum von reifen T-Zellen oder T-Zell-Progenitoren auf DLL-1- 

Stromazellen. In beiden Zellkulturen konnten jedoch keine reifen CD3+ T-Zellen 

aus CD34+ Stammzellen generiert werden. In einem weiteren ergänzenden 

Versuch wurden CTLPs in einem NOD-ScidIL2Rγ Mausmodell auf 6 Wochen 

alte immundefiziente Mäuse übertragen. Sowohl die Transplantation von CTLPs 

als auch die singuläre Transplantation von PBSCs führten nach 4 Wochen nicht 

zum Wachstum von T-Zellen. Im Gegensatz dazu konnten bei der 

Kotransplantation von CTLPs und PBSCs im Mausmodell tatsächlich bereits 

nach 4 Wochen de novo generierte reife CD4+ T-Zellen gemessen werden 

(Eyrich et al. 2011). Die Reifung von T-Zellen durch die gleichzeitige 

Transplantation von CTLPs und PBSCs im Mausmodell stellt offensichtlich 

einen Synergismus zwischen beiden Zelltypen dar und könnte in Zukunft eine 

mögliche Beschleunigung der T-Zell-Rekonstitution nach einer 

Stammzelltransplantation bedeuten. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

Die in vitro-Generierung naiver T-Zellen wäre ein wichtiger Fortschritt in der 

Therapie verschiedenster Erkrankungen mit T-Zelldefizienz (HIV, 

Immundefekte, Stammzell-transplantierte Patienten). Zur Erreichung dieses 

Ziels wurden in der vorliegenden Arbeit zwei Teilprojekte bearbeitet: a) die 

Bestimmung der Frequenz CD34+ Stammzellen in Knochenmark, 

Nabelschnurblut und Leukapheresat, die über ein bevorzugtes lymphoides 

Differenzierunspotential verfügen. Desweiteren wurde in diesem 

Zusammenhang nach zwei Phänotypen spezifischer lymphoider 

Progenitorpopulationen gesucht: CD34+lin-CD45RAhiCD7+ und CD34+lin-

CD10+CD24-. b) die Auswertung von in vitro Zellkulturversuchen, bei denen mit 

Hilfe einer neuartigen Zellkulturmatrix, eine Generierung naiver T-Zellen aus 

humanen CD34+ Stammzellen möglich sein soll. 

Unsere Analysen ergaben, dass die CD34+lin-CD45RAhiCD7+ 

Progenitorpopulation im Knochenmark und im Leukapheresat zu identifizieren 

war, im Nabelschnurblut jedoch unter der Nachweisgrenze lag. Ebenso konnte 

die CD34+lin-CD10+CD24- Progenitorpopulation im Knochenmark, 

Leukapheresat und Nabelschnurblut gefunden werden, allerdings in deutlich 

niedrigeren Frequenzen als bislang berichtet. Interessanterweise lag der Anteil 

Linienmarker-negativer Zellen, d.h. der unreifen Vorläuferzellen, im 

Knochenmark signifikant höher als im Leukapheresat und Nabelschnurblut. 

Eine mögliche Erklärung dafür könnte sein, daß ins periphere Blut nur reifere 

Subpopulationen von Progenitorzellen mobilisiert werden.  

In den Zellkulturversuchen zeigte sich, daß auch mit Hilfe einer neuartigen 3D-

Zellkulturmatrix weder mit humanen Hautfibroblasten noch mit humanen 

Thymusfragmenten als Stromazellquelle aus CD34+ peripheren 

Blutstammzellen T-Zellen in vitro generiert werden konnten. Es entstanden 

vielmehr überwiegend Zellen mit monozytärem Phänotyp, und die CD3+ T-

Zellen, die in einigen Versuchen gemessen worden waren, erwiesen sich als 

Residuen aus dem Thymusgewebe. Diese Ergebnisse stehen somit im 

Widerspruch zu einer publizierten methodischen Arbeit, die mit murinem 
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Thymusgewebe als Stromazellquelle erfolgreich naive T-Zellen generieren 

konnte. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass lymphoide Progenitoren in 

klinischen Routinepräparaten wie Knochenmark oder Leukapheresat in 

niedriger Frequenz natürlicherweise enthalten sind. Da mit derzeit verfügbaren 

Kultursystemen die in vitro Generierung reifer T- Zellen schwierig bzw. noch 

nicht möglich ist, stellt sich die Frage, ob nicht zumindest lymphoide 

Progenitoren in einem noch weiter zu optimierenden in vitro Zellkultursystem 

differenziert werden können. Durch Kotransplantation dieser Zellen könnte man 

die Frequenz der lymphoiden Progenitoren im Blut erhöhen und dadurch die T-

Zellregeneration beschleunigen. Dieser Ansatz wird in Nachfolgeexperimenten 

unserer Arbeitsgruppe weiter verfolgt. 
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