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ABSTRAKT

Einleitung: Nach allogener hdmatopoetischer Stammzelltransplantation (alloHSZT) sind
Patienten stark infektionsgefahrdet. Die Neubildung und das Uberleben von
immunkompetenten Zellen, wie B-Zellen, ist daher essentiell. Im Menschen ist eine
verzogerte Rekonstitution der Immunzellen haufig mit dem Auftreten einer Graft-versus-
Host-Reaktion (engl. graft-versus-host-disease, GvHD) assoziiert. Im Mausmodell wurde
zudem eine erhohte T-Zell-Infiltration des Knochenmarks festgestellt. Dies wirft die Frage
auf, ob das Knochenmark eine Zielstruktur der GvHD ist. Zur Beurteilung ob eine GvHD
des Knochenmarks die B-Zellrekonstitution im Menschen beeintrachtigt, wurde flr diese
Arbeit ein  Monitoring der B-Zellneogenese, sowie eine Analyse von
Knochenmarkstanzen durchgefihrt.

Methoden: Um die Rekonstitutionskinetik von B-Zellen innerhalb des ersten Jahres nach
allo-HSZT untersuchen zu kodnnen, wurde die Anzahl verschiedener B-Zell-
Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie gemessen. Knochenmarkstanzen wurden
histologisch auf eine Infiltration mit T-Zellen und die Anzahl von Osteoblasten untersucht.
Klinische Daten wurden im Verlauf der Transplantation erfasst.

Ergebnisse: Patienten, die einen verzogerten Beginn der B-Zell-Rekonstitution zeigten,
wiesen signifikant haufiger eine akute systemische GvHD auf. Der verzdgerte Beginn war
mit einer vermehrten Infiltration von T-Zellen im Knochenmark, sowie einer Verminderung
von Osteoblasten assoziiert. Patienten mit verzogertem Beginn der B-Zell-Rekonstitution
zeigten haufiger atypische Pneumonien, sowie BK-Virus-Zystitiden und eine Varizella-
Zoster-Virus-Reaktivierung.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass das humane
Knochenmark ein direktes Zielorgan der akuten GvHD ist. Diese ist durch eine erhéhte
T-Zell-Infiltration des Knochenmarks sowie einer Schadigung der Osteoblastennische
charakterisiert und verzogert die B-Zell-Rekonstitution um etwa zwei Monate.



ABSTRACT

Introduction: Immune system dysfunction after allogeneic-hematopoietic stem cell
transplantation (allo-HSCT) leaves patients prone to severe infections. Hence the de
novo production and survival of immunocompetent cells like B cells is essential. In
humans, a delayed B cell reconstitution is often associated with graft-versus-host-disease
(GvHD) and in mice, bone marrow trephines have shown an increased infiltration with T
cells. This poses the question if the bone marrow itself is a target of graft-versus-host
disease. To analyze if bone marrow GvHD impairs B cell reconstitution, the de novo
production of B cells after allo-HSCT was monitored and bone marrow trephines were
examined.

Methods: Flow cytometry was used to estimate cell counts and characterize differences
in the reconstitution kinetics. Histological analyses of bone marrow trephines were used
to detect T cell infiltration and osteoblasts. Clinical data was obtained during routine
examination following allo-HSCT.

Results: B cell reconstitution started either early or late. Patients with a delayed onset
showed a significantly higher rate of acute GvHD and this was correlated with an
increased T cell infiltration in the bone marrow and fewer osteoblasts. Patients with a late
onset of B cell reconstitution showed more atypical pneumonia, BK-virus cystitis and
reactivation of varicella zoster virus.

Conclusion: The results show a correlation of T cell infiltration and osteoblast niche
destruction, paralleled by a delayed regeneration of B cells, and therefore possible acute
bone marrow GvHD.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS
aGvHD akute GvHD

ALL akute lymphatische Leukamie

alloHSZT  allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation

AML akute myeloische Leukéamie

APC engl. antigen presenting cells, dt. Antigen-prasentierende Zellen
ATG Antithymozytenglobulin

BAFF engl. B cell activating factor, dt. B-zell-aktivierender Faktor

BD Beckton- Dickinson

ca. circa

CD engl. cluster of differentiation, dt. Differenzierungsmarker

cGvHD chronische GvHD

CML chronische myeloische Leukamie
CMV Cytomegalievirus
DN doppelt-negative
DNS Desoxyribonukleinsaure
EBV Ebstein-Barr-Virus
FACS engl. fluorescence activated cell sorting, dt. Durchflusszytometrie
FSC engl. forward scatter, dt. Vorwartsstreulicht
G-CSF engl. granulocyte-colony stimulating factor, dt. Granulozytenkolonie-stimulierender Faktor
GK gesunde Kontrollgruppe
GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
GSC engl. Glucksbergs-Seattle-Criteria, dt. Glucksbergs-Seattle-Kriterien
GvHD engl. graft-versus-host disease, dt. Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion
GvL engl. graft-versus-leukemia effect, dt. Transplantat-gegen-Leukamie-Effekt
HE Hamatoxylin und Eosin
HLA engl. human leukocyte antigen, dt. humanes Leukozytenantigen
HSV Herpes simplex- Virus
engl. International Bone Marrow Transplant Registry, dt. Internationales
IBMTR Knochenmarkspenderegister
Ig Immunglobulin
IL Interleukin
KOF Kdrperoberflache
KREC engl. kappa-deleting-element rearrangement excision circles

MHC engl. major histocompatibility complex, dt. Haupthistokompatibilititskomplex
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min.
MMF
MTX

MZ-
ahnliche

NIH
PBMC
PCR
RIC
SEM

SIRS
SSC
TBI
VZV

Minute
Mycophenolat- Mofetil

Methotrexat

Marginal-Zonen-ahnliche

engl. National Institutes of Health, dt. nationale Gesundheitsinstitute

engl. peripheral blood mononuclear cells, dt. mononukleére Zellen des peripheren Blutes
engl. polymerase-chain-reaction, dt. Polymerase-Kettenreaktion

engl. reduced intensity conditioning, dt. Konditionierung mit reduzierter Intensitat

engl. standard error of the mean, dt. Standardabweichung

engldsystemic inflammatory response syndrom, dt. Systemisches Inflammatorisches Antwort
Syndrom

engl. side scatter, dt. Seitwartsstreulicht
engl. total body irradiation, dt. Ganzkdrperbestrahlung

Varizella-Zoster-Virus



EINLEITUNG &FRAGESTELLUNG

1. EINLEITUNG &FRAGESTELLUNG

1.1 ALLOGENE HAMATOPOETISCHE STAMMZELLTRANSPLANTATION
Bei der allogenen hamatopoetische Stammzelltransplantation (alloHSZT) werden

blutbildende Zellen eines anderen Individuums der gleichen Spezies transplantiert. Diese
Therapie stellt heutzutage fir verschiedene Erkrankungen des blutbildenden Systems die
einzige kurative Behandlungsoption dar.

Die erste alloHSZT gelang 1968: Gatti et al. transplantierten einem Jungen mit schwerem
kombiniertem Immundefekt das Knochenmark eines Humanen- Leukozyten-Antigen
(engl. human leukocyte antigen, HLA)-passenden Geschwisterteils®.Die Grundlage dafiir
war die Entdeckung der Vererblichkeit der HLA. Die HLA werden bei den Wirbeltieren im
Allgemeinen auch Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. major histocompatibility
complex, MHC) genannt, sie sind Proteinkomplexe auf der Zellmembran von fast allen
Geweben des Korpers. Sie erlauben es dem Immunsystem, eigenes von fremdem
Gewebe zu unterscheiden. Haben Spender und Empféanger unterschiedliche MHC, droht
eine AbstoRung des Transplantats. Die Knochenmarktransplantation eines
nichtverwandten Spenders wurde das erste Mal von Hansen et al. durchgefihrt. Eine
Mitarbeiterin des Labors war im Rahmen der Studie MHC-typisiert worden und wurde
zuféllig als passende Spenderin identifiziert?3. Seit den 70er Jahren werden international
Spenderdateien aufgebaut, seit 1991 mit der Deutschen Knochenmarkspenderdatei auch
in der Bundesrepublik. In ihr sind mehr als 5 Millionen Spender typisiert (Stand 2015).
Laut dem Deutschen Register fir Stammzelltransplantationen wurden im Jahr 2014 Uber

3000 allogene Transplantationen vorgenommen, die Tendenz ist steigend?.

1.1.1 HAUPTHISTOKOMPATIBILITATSKOMPLEX UND TYPISIERUNG
Die Funktion der MHC-Molekile ist die Prasentation von endogenen oder exogenen

Peptidketten an T-Lymphozyten. Sie kdnnen aber auch selber als Antigene fur T-
Lymphozyten fungieren und rufen dann schwere AbstoRungsreaktionen hervor®®. Beim
Menschen liegen die meisten MHC-Loci auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6. Sie
werden in drei Klassen eingeteilt. Die fiur die Unterscheidung in korpereigenes und
korperfremdes Gewebe wichtigsten sind die Klasse | und IlI: Die a-Kette der MHC Klasse
| Proteine kodieren die Gene HLA-A, -B, -C und die a- und B-Kette der MHC Klasse I
Proteine kodieren die Gene HLA-DP, -DQ, -DR. Durch ihr polygenes Vorliegen erhalten

die MHC-Proteinkomplexe eine intraindividuell unterschiedliche Gestalt’. Und auch
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interindividuell sind sie durch das Vorliegen vieler verschiedener Allele hochpolymorph,

so sind bislang schon mehr als 10.000 Allele beschriebené®.

Fur eine Typisierung werden funf Loci erfasst: HLA-A, -B, -C, -DRB1 und —-DQB1. Da es
zwei Merkmalssatze gibt, jeweils einen von der Mutter und einen vom Vater, ergibt sich
daraus ein Satz von insgesamt 10 Genen. Die Haplotypen werden als Merkmalssatze
vererbt, bei Geschwistern ergibt sich somit eine 25%-Chance auf eine Ubereinstimmung.
Eine vollstandige Ubereinstimmung wird als 10/10 angegeben. Gibt es eine Abweichung,
beispielsweise 9/10, wird von einem Mismatch gesprochen. Die allogenen MHC werden
in diesem Fall haufiger als fremd erkannt und die allogenen Zellen angegriffen. Bei der
alloHSZT werden immunkompetente Zellen eines Spenders Ubertragen. Die
Immunzellen des Empfangers werden durch eine vorangegangene Konditionierung,
bestehend aus Chemotherapie und Bestrahlung, weitgehend abgetotet. Daher sind es
bei dieser Art der Transplantation hauptsachlich die Zellen des Transplantats, die eine
teilweise lebensbedrohliche Gewebsschadigung beim Empfanger auslosen. Diese
Komplikation wird Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion genannt (engl. graft-versus-host-
disease, GvHD). Das Risiko flr ihr Auftreten ist bei einem Mismatch stark erhcht®, aber
auch bei einer MHC-Ubereinstimmung von 10/10 kann es zu einer AbstoRungsreaktion
kommen. Der Grund dafiir sind sogenannte Minor Histokompatibilititsantigene. Diese
entstehen inshesondere durch Einzel-Nukleotid-Polymorphismen oder es handelt sich
beispielsweise um gonosomale Gene des Y-Chromosoms®.

1.1.2 KONDITIONIERUNG
Das Ziel der sogenannten Konditionierung ist es, durch die Zerstérung des blutbildenden

Systems des Empfangers die ursachliche hamatologische Erkrankung zu beseitigen.
Gleichzeitig wird dadurch einer Immunreaktion des Rezipienten auf das Transplantat
vorgebeugt. Daflr werden verschiedene Zytostatika in hohen Dosen haufig mit einer
Ganzkorperbestrahlung (engl. total body irridiation, TBI) von 8-12 Gray kombiniert.
Beides geht mit schwerwiegenden Nebenwirkungen, wie systemischer Entziindung und
Immunpression, einher. Insbesondere Patienten mit verminderten Organfunktionen, weit
fortgeschrittener Erkrankung und Patienten hoheren Alters sind davon betroffen'©.

Daher wird nun vielfach eine reduzierte Konditionierungsintensitat (engl. reduced
intensity conditioning, RIC) mit geringeren Strahlendosen und einer weniger aggressiven
Chemotherapie eingesetzt!%'?2, Der Schwerpunkt liegt dabei weniger auf dem

antileuk&mischen Effekt der Medikation, als auf der Immunsuppression zur Verhinderung

2
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einer Absto3ung. So konnte gezeigt werden, dass sich die Anzahl der von der akuten

Form der GvHD Betroffenen unter der RIC verringert'314,

1.1.3 TRANSPLANTATION
Die Stammzellen, die dem Empfanger transplantiert werden, kénnen aus dem

Knochenmark, dem peripheren Blut oder konserviertem Nabelschnurblut von
Stammzellspendern isoliert werden. Aufgrund der einfacheren Handhabung und der
verbesserten Immunrekonstitution hat sich die Isolation aus dem peripheren Blut als
Standard durchgesetzt'>. Hier wird vor der Entnahme des Blutes dem Spender ein
Hormon verabreicht, der sogenannte Granulozyten-Kolonie-Stimulierende Faktor (engl.
granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF), der die Zellen aus dem Knochenmark
mobilisiert. Mittels Leukapherese werden im Anschluss die Stamm- und Immmunzellen
herausgefiltert und dem Patienten intravends appliziert. In Metaanalysen konnte fir
dieses Verfahren kein Nachteil in Bezug auf das Gesamtuberleben festgestellt werden,
auch wenn es Hinweise gibt, dass die Gefahr fir eine alloreaktive Abstol3ungsreaktion

leicht erhoht ist?®.

1.1.4 INFEKTIONEN
Das 5-Jahres Uberleben nach alloHSZT liegt momentan etwas hoher als 50%?16. Der

Grund ist vor allem, dass in der Nachsorge die Immunsuppression als
AbstoRungsprophylaxe und das neuentstehende Immunsystem in Balance gehalten
werden mussen. Durch die Konditionierung verlieren die Patienten zun&chst ihre eigenen
immunkompetenten Zellen, zudem wird die Schleimhautbarriere angegriffen und so
erleiden viele lebensbedrohliche Infektionen!’. Besonders haufig treten dabei
Bakteriamien und Pneumonien auf. Die gram-positiven Keime der Gattungen
Staphylococcus und Streptococcus!’-1 spielen dabei eine groRe Rolle, zudem aber auch
atypische Erreger, wie Mycoplasma pneumoniae und Pilze der Gattungen Aspergillus
und Candida'’.

Des Weiteren kann durch die Immunsuppression eine endogene Reaktivierung des
Cytomegalievirus (CMV)'®, Herpesviren oder dem Ebstein-Barr-Virus (EBV)
hervorgerufen werden. Fur erstere steht mit dem Guanin-Analogon Ganciclovir ein
potentes Virostatikum bereit. Die EBV-Reaktivierung wird derzeit mit einer Gabe des
monoklonalen CD20-Antikorpers Rituximab behandelt, um eine Reduktion der EBV-
tragenden B-Zellen zu erzielen?°. Bei beiden Reaktivierungen ist die Uberlebensrate stark
herabgesetzt'®2°,
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1.1.5 GRAFT-VERSUS-HOST DISEASE
Die GvHD ist eine allogene Immunreaktion und die am haufigsten zum Tode fihrende

Komplikation einer alloHSZT?L. Im Zentrum dieses multifaktoriellen Geschehens stehen
zu Beginn die T-Zellen des Spenders, die das Gewebe des Empfangers angreifen??, vor
allem die epithelialen Zellen von Haut, Darm, Leber, und Lunge?324, Der Ausloser fur die
Entwicklung einer GvHD ist der durch Konditionierung und Chemotherapie ausgeloste
Gewebsschaden (Abbildung 1.1). Durch ihn wird es méglich, dass Rezipienten-Antigene
von antigenprasentierende Zellen (engl.: antigen presenting cells, APC) des
Rezipienten?>26 aufgenommen und prasentiert werden. Dieser Vorgang wird durch
Spender-APC verstarkt?>. Welche APC-Populationen Ausléser sind, ist Gegenstand der
derzeitigen Forschung?’. Die APC sind haufig durch einen von der Konditionierung und
der damit verbundenen systemischen Inflammation ausgelosten ,Zytokin-Sturm®
aktiviert?®2% und geben den T-Lymphozyten des Spenders das Signal zur Differenzierung
und Proliferation®®. Die aktivierten T-Effektorzellen wandern von den sekundaren

lymphoiden Organen zu ihren Zielgeweben und bewirken dort eine Gewebezerstorung?*.

Activation of
APCs and innate
immune cells

PR
Host APC Activated
: \)\L%( - CD4* Tcell T
Q g 1§ o 7 | Activation of \
PAMPs ,3 S .--»|CD4' T cells - U 1
RN : '
Conditioning - Donor APC : \CTL, [ ?
regimen, chemo- —| Tissue |—__ Chemokines 9 : CTL ‘ B o o
ol damage o T ' | A= End-organ damage:
therapy or radiation N l N ™ & \_/ Skin, lungs, liver
Gut A \——| Cytokine storm: S ,f\{ \ gndlout
commensals Donor non- Sh— IFNy, TNF, IL-1, B S
haematopmenc APCs IL-2, IL-6, IL-12, e ®
,-> IL-21,1L-22,1L-23 | | 4SS
{ 4 |
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Qacrophaqe
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Nature Reviews | Immunology

Abbildung 1.1 Mechanismen der Entstehung einer akuten GvHD

Darstellung aus Blazar et al., 201231 Schematische Entstehung einer GvHD, bestehend aus initialem
Zellschaden der in einer Aktivierung der APC mindet. Nach der Prasentation der Antigene entsteht
eine ausgepragte Zytokinantwort, die hier als ,Zytokinsturm® bezeichnet wird. Letztendlich werden so
CD4*- T-Zellen aktiviert, die den Endorganschaden hervorrufen. In diesem Modell gibt es mehrere
Feedbackmechanismen, die dazu beitragen, dass der Prozess selbsterhaltend ablauft.
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Nach der Transplantation erhalten alle Patienten zur GvHD-Prophylaxe eine
immunsupprimierende Therapie, meist bestehend aus Calcineurinhemmern und
Methotrexat, hingegen wird bei RIC- Patienten héaufig Mycophenolat-Mofetil
verabreicht®?33, Zur Behandlung einer manifesten GvHD kommen zusétzlich auch
Glukokortikoide zum Einsatz34. Als therapierefraktar wird die GvHD eingestuft, wenn sie
unter den ersten drei Tagen mit systemischer Glukokortikoidgabe progressiv verlauft oder
aber nach sieben Tagen keine Besserung zeigt®*. Es existiert keine evidenzbasierte
Zweitlinientherapie und so ist die Prognose der steroid-refraktaren hohergradigen GvHD
oft infaust®*. Die GvHD wird in zwei Formen unterteilt: in die akute (aGvHD) und die
chronische (cGvHD) Form. Obwohl das Auftreten einer aGvHD einen Risikofaktor fir die
cGVHD darstellt, kann die cGvHD auch ohne eine vorangegangene aGvHD auftreten®®.
Dieser Umstand lasst vermuten, dass es sich um zwei pathophysiologisch
unterschiedliche Vorgange handelt, die sich beeinflussen, aber nicht unabdinglich

verknupft sind.

Die akute Form der GvHD ist weitestgehend eine klinische Diagnose, auch wenn sie
durch Biopsien, in welchen die T-Zellinfiltration oder eine typische Gewebsveranderung
sichtbar wird, bestatigt werden kann36. Sie beginnt klassischerweise in den ersten 100
Tagen nach Transplantation und ihre Zielorgane sind die Haut, der Gastrointestinaltrakt
und die Leber. Bei Befall der Haut zeigt sich ein juckendes erythematds-
makulopapuldses Exanthem?3. Eine Darm-GvHD geht mit Durchfallen einher, die hohe
Stuhlmassen bis zu mehr als zwei Litern pro Tag umfassen konnen?3. Zur Einschatzung
der Involvierung der Leber wird das Bilirubin im Serum gemessen?3. Klinisch kénnen sich
die Patienten mit einer Hepatomegalie, hellem Stuhl, Pruritus und dunklem Urin
prasentieren. In murinen Modellen wurden auch in anderen Organsystemen vermehrte
Organschadigungen wahrend einer GVHD beschrieben, zum Beispiel im Knochenmark3’
und Thymus®8. Auf die verschiedenen Gradingsysteme der aGvHD wird im Ergebnisteil
dieser Arbeit spezifischer eingegangen. Die Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer
aGvHD Grad 1I-1V, die einer systemischen Therapie bedarf, sind neben MHC-Disparitat
auch die Verwendung eines weiblichen Spenders fiir einen méannlichen Empfanger und

die Ganzkorperbestrahlung (TBI).

Die chronische Form der GvHD wird gemal3 der National Institutes of Health (NIH)

Konsensus von 2005 fruhestens ab einem Auftreten nach 100 Tagen nach
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Transplantation diagnostiziert®®, sie kann aber innerhalb der ersten drei Jahre post-
Transplantation auftreten3®. Bei der cGVHD werden zuséatzlich subkutanes Bindegewebe,
Gelenke, die orale und genitale Mukosa und Tranen- und Speicheldriisen angegriffen.
Nach den NIH Richtlinien werden auch eine prolongierte Form der aGvHD und eine
Mischform, das sogenannte Overlap-Syndrom (dt. Gberlappen), anerkannt. Beide kénnen
ebenfalls nach Tag 100 beobachtet werden (Tabelle 1), haben aber eine andere
prognostische Implikation3°. Aus diesem Grunde wurde eine extensive Liste mit distinkten
Merkmalen der chronischen GvHD erstellt, von denen mindestens eines auftreten muss,
damit die Diagnose gesichert gilt. Die frGhere Einteilung in limitierte“ und ,extensive®

Form der Erkrankung gilt als Giberholt*.

Tabelle 1 Einteilung der akuten und chronischen GvHD

. Zeit nach Symptome der  Symptome der
Kategorie Transplantation akuten GvHD c%ronischen GvHD
Klassische akute GvHD </= 100 Tage Ja Nein
Persistierende, spat- .
auftretende akute GvHD >100 Tage Ja Nein
Klassische chronische GvHD Nein Ja
Overlap- Syndrom Ja Ja

Dieser Einteilung liegen die Keystone Kriterien und die Richtlinien der National Institutes of Health
zugrunde.

1.2 IMMUNREKONSTITUTION NACH ALLOGENER STAMMZELLTRANSPLANTATION

In einigen Studien konnte gezeigt werden konnte, dass das Immunsystem des Spenders
einen transienten Antikorperschutz gewahrleistet*2. Dennoch ist es fir die
Immunkompetenz der Patienten essentiell, dass sie uUber die de novo Produktion von
Immunzellen wieder im Stande sind eine eigene Abwehr aufzubauen. Nach alloHSZT
sind es die Zellen der angeborenen Immunantwort, wie natirliche Killerzellen,
Monozyten/Makrophagen und Granulozyten, die als erstes beginnen sich zu
rekonstituieren, allerdings sind sie in ihrer Funktion eingeschrankt*3. Die Rekonstitution
der Zellen der adaptiven Immunantwort dauert langer*® und wird durch eine GvHD
verzogert**. Durch die Wirkung von Chemotherapie, Immunsuppression, der
Transplantation selbst und eine GvHD ist diese Immunrekonstitution oft noch Jahre nach

der Transplantation gestort. Die Patienten weisen B- oder T-Zelldefekte auf4445.

Der T-Zell-Pool regeneriert sich zunachst durch die periphere Proliferation von reifen
Zellen, das heil3t, dass diese Zellen nicht die im Thymus stattfindende Selektion

durchlaufen, in der autoreaktive Zellen aussortiert werden. Aus dem Thymus stammende
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Zellen zeigen sich erst Monate spater und de novo produzierte naive T Zellen bleiben
teilweise Uber Jahrzehnte unterdurchschnittich hoch*47. Dies ist auf den
zuruckgebildeten Thymus der alteren Patienten zuriickzufiihren, der zudem durch die
Chemotherapie zusatzlich geschadigt ist*®. Die CD8-Effektorzellzahl steigt nach der
Transplantation schneller als die der CD4 T-Zellen, deren Zahlen noch mindestens ein
Jahr unterdurchschnittlich sind. Eine Diversifizierung des CD4 T-Zell-Pools ist erst ab 6
Monaten zu beobachten*®. Es wird angenommen, dass es sich bei den schnell
expandierenden CDB8-Effektorzellen vor allem um virusspezifische Zellen vom
Gedachtnistyp handelt. Angeregt durch Antigene steigt die Zahl mitunter massiv an (dies

wird auch Antigen-getriggerte Expansion genannt)®°.

1.2.1 KNOCHENMARKNISCHE UND IMMUNREKONSTITUTION DER B-LYMPHOZYTEN
Die Knochenmarknische ist eine anatomisch wie funktionell definierte Mikroumgebung,

die direkten Einfluss auf eine Stamm- oder Progenitorzelle besitzt>l. Die Nischen
unterscheiden sich jedoch auf zellularer Ebene®?. So sind fur den Erhalt von B-Zell-
Progenitor-Zellen das Endosteum und die Osteoblasten von groRer Bedeutung. Sie
geben UUber Interleukine und Chemokine Signale fir die Proliferation oder
Differenzierung®® der B-Zellvorlaufer. Eine Inhibierung dieser Signale dezimiert die B-
Zellzahlen im Knochenmark, sowie im peripheren Blut>2%4, In Mausen wurde gezeigt,

dass auch das Knochenmark eine Zielstruktur der GvHD sein kann3’,

In den ersten zwei Monaten nach der Transplantation sind die B-Zellen nahezu
undetektierbar, die wenigen vorhandenen Zellen sind fast ausschliel3lich Zellen des
Spenders®®. Die Neuproduktion von B-Zellen, die danach beginnt, entspricht ihrer
ontogenetischen Entwicklung®®: Die Identifizierung der B-Zellgesamtpopulation erfolgt
zunachst Uber den spezifischen Marker CD19, der in Assoziation mit dem B-Zell-
Rezeptor die Schwelle fir eine antigenabhangige Aktivierung herabsetzt. In allen Stufen
ihrer Entwicklung prasentieren die B-Zellen weitere distinkte Oberflachenmarker, anhand
derer man sie mittels Durchflusszytometrie identifizieren kann®’. Nachdem die B-Zelle im
Knochenmark bis zur Pra-B-Zell Stufe herangereift ist, kann sie Uber eine Umgruppierung
der leichten Kette das erste Mal ihr spezifisches Immunglobulin M (IgM) exprimieren und
an der Zelloberflache prasentieren. Damit wird die Pré-B-Zelle zur unreifen B-Zelle. Diese
wird im Knochenmark auf Autoreaktivitat geprift, wobei die stark autoreaktiven Zellen in

Apoptose gehen.
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Als Transitionale B-Zelle (IgM*IlgD*CD38**CD24**) verlasst die B-Zelle das
Knochenmark (Abbildung 1.2)%8. Diese B-Zell-Subpopulation ist demnach die erste, die
im peripheren Blut sichtbar wird, jedoch ist sie noch nicht in der Lage auf Antigene zu
reagieren. Sie wird in der Peripherie in sekundaren lymphoiden Organen ein weiteres Mal
auf Autoreaktivitat geprift °°. Die Zellen, die diese zweite negative Selektion liberleben,
werden zu reifen naiven B-Zellen (CD27-IgM*lgD**), sie sind nun in der Lage auf Antigene
zu reagieren und konnen aktiviert werden. Sie exprimieren geringe Level an IgM und
hohe Level an IgD. Naive B-Zellen machen mehr als die Hélfte aller zirkulierenden B-
Zellen aus®. Wird ihnen kein Antigen prasentiert, rezirkulieren sie 3-8 Wochen im
peripheren Blut.

Knochenmark

e @

Plasmazelle o

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der Entwicklungsstufen der B-Zellen und
ihrer exprimierten Oberflachenmarker

Die Darstellung der Entwicklung der B-Zellsubpopulationen erfolgte nach Warnatz et.al., 2008. Die
angegebenen Oberflachenmarker sind die fur die Phanotypisierung in der Durchflusszytometrie
maf3geblichen und stellen keine vollstandige Auflistung dar. Darstellung der exprimierten
Immunglobuline: dunkelgrau: IgM, hellgrau: IgD, grin: IgG/A. Pfeile: durchgehende stellen gesicherte
Wege der Entwicklung dar, unterbrochene zeigen debattierte Entwicklungswege an.

Prasentiert eine Antigen-prasentierende Zelle jedoch ein Antigen im Lymphfollikel und

die B-Zellen werden durch CD4 T-Zellen aktiviert, verbleiben sie in den lymphoiden
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Organen und bilden in den Follikeln sogenannte Keimzentren aus. Im Keimzentrum wird
durch die somatische Hypermutation der Antikérpergene die Affinitat der spezifischen
Antikorper zu ihrem Antigen erhoht, zudem findet in diesem Stadium bei vielen Zellen ein
Klassenwechsel des exprimierten Immunglobulins statt. An Stelle von IgM produzieren
die Zellen nun IgG oder IgA. Fur diese follikularen Zellen gibt es bei einer Aktivierung
zwei mogliche Differenzierungswege: Der erste Weg ist die Differenzierung zu
Plasmablasten, die Gber das periphere Blut in das Knochenmark migrieren kénnen und
dort als langlebige Plasmazellen (CD27**IgMIgD"CD38**CD24") dauerhaft spezifische
Antikdrper sezernieren. Plasmablasten exprimieren nur noch geringe Level CD19 und
ihre Zahl kann sich bei Infektionen oder als Antwort auf eine Impfung rapide erhéhen®?.
Normalerweise machen sie unter zwei Prozent der zirkulierenden B-Zellen aus®?. Der
zweite Weg ist die Differenzierung zu sogenannten Gedachtniszellen, die im ruhenden
Modus keine Immunglobuline sezernieren, aber bei einem erneuten Antigenkontakt

schnell aktiviert werden konnen®3,

Neben diesen ,klassischen® isotypgewechselten Gedachtniszellen (CD27* 1gD"), welche
nach der Keimzentrumsreaktion CD27 exprimieren und wie beschrieben einen
Immunglobulinklassenwechsel von IgM und IgD zu IgG oder IgA vollzogen haben, sind
auch nicht-klassengewechselte, IgM-produzierende ,Gedachtniszellen®
(CD27*IgM*IgD*) bekannt, die auch Marginal-Zonen-&hnliche (MZ-&hnliche) B-Zellen
genannt werden. Wie murine Marginalzonen-B-Zellen sind sie in der Marginalzone der
Milz zu finden. Da sie im Menschen jedoch im Gegensatz zur murinen MZ B-Zelle auch
rezirkulieren, werden sie beim Menschen als MZ-ahnliche B-Zelle bezeichnet. lhre
genaue Herkunft, und die Frage, ob sie eine Keimzentrumsreaktion durchmachen, wird
debattiert®4%6. Aufgrund ihrer Fahigkeit, ihre Antikdrpergene ohne die typische T-Zell-
Hilfe zu diversifizieren, wird angenommen, dass sie ahnlich wie murine Marginal-Zonen
B-Zellen in der Lage sind, antigenunabhangig aktiviert zu werden und auf
Polysaccharidantigene zu reagieren®’. Inre Rekonstitution nach alloHSZT bleibt auf lange
Zeit defizient und tragt unter Umstdnden dazu bei, dass das Infektionsrisiko mit
bekapselten Bakterien erhoht ist®®,

Eine Sonderstellung nehmen die noch weitgehend unerforschten doppelt-negativen
(DN), klassengewechselten B-Zellen (CD27  IgD) ein, die weder CD27 noch IgD

produzieren. Diese DN B-Zellen machen in Gesunden ca. 1-4% der B-Zellen im
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peripheren Blut aus®® und sind sowohl in geriatrischen Patienten als auch in Patienten
mit der Autoimmunerkrankung Systemischer Lupus Erythematosus erhoht®79, Sie haben
eine ahnliche Rate an Hypermutationen ihrer Antikorpergene wie CD27*
Gedachtniszellen. Es wird daher angenommen, dass sie deren extrafollikulare Vorgéanger
oder Nachkommen darstellen, deren Klassenwechsel T-Zell-unabhéangig und aufRerhalb
des Keimzentrums geschieht’®, Die Erhohung im Rahmen von systemischen
Inflammationen wird von einigen als Hinweis auf einen erhOhten Umsatz von
Gedachtniszellen interpretiert’!, wobei die DN B-Zellen die ,erschopfte’ Population
darstellen sollen. Sie sind aber weiterhin in der Lage Immunglobuline zu produzieren und
haben die Fahigkeit tiber Chemokine zu Entziindungsherden zu gelangen®. Uber ihre
Rekonstitution nach alloHSZT ist nichts bekannt. Eine Regeneration der B-Zellpopulation
ist vor allem wichtig fur die Abwehr von Infektionen, die noch immer 10-20% der
Mortalitatsrate nach alloHSZT ausmachen’. Uber die friihe Kinetik der Rekonstitution

der B-Zell-Subpopulationen nach alloHSZT ist bislang nur sehr wenig bekannt.

1.3 ZIELSETZUNG/FRAGESTELLUNG
Die Fragestellung fir diese Arbeit lautete wie folgt:

1. Wie verlauft die Rekonstitutionskinetik der B-Zell-Subpopulationen?

2. Gibt es eine Assoziation der B-Zell-Rekonstitutionskinetik mit der Konditionierung,
dem Auftreten einer GvHD, oder Infektionen?

3. Gibt es eine Assoziation der B-Zell-Rekonstitutionskinetik mit der Integritat der

Knochenmarknische?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 GESUNDE PROBANDEN
Es wurden 12 gesunde Spender (6 weibliche, 6 mannliche) fur die Kontrollgruppe

akquiriert (gesunde Kontrollgruppe, GK). Bei allen Probanden handelt es sich um
Studenten und Mitarbeiter des Instituts fir medizinische Immunologie der Charité,
Campus Virchow Klinikum, sowie deren Angehdrige. Zum Zeitpunkt der Blutabnahme lag
bei keinem von ihnen eine aktive Infektions- oder Immunerkrankung vor. Fir die
Kontrollgruppe ergab sich ein mittleres Alter von 53 Jahren (Spannweite 40-78). Von
jedem gesunden Probanden wurden etwa 30ml Citratblut abgenommen und in einem S1
Labor des Institutes fir medizinische Immunologie der Charité fur die Experimente

aufbereitet.

2.2 PATIENTEN
Von den 52 Patienten, die an dieser Studie teilnahmen, wurden 50 in den hamato-

onkologischen  Stationen des Campus Virchow Klinikum der Charité
stammzelltransplantiert. Zwei weitere Patienten im Klinikum Kassel. Die
Geschlechterverteilung betrug 56% mannliche und 44% weibliche Probanden und zum
Zeitpunkt der Transplantation ergab sich ein mittleres Alter von 58 Jahren
(Standardabweichung 13 Jahre, Median 53 Jahre). Eingeschlossen wurden Patienten mit
beiden Formen der akuten Leukamie; 45 waren an einer akuten myeloischen Leukamie
erkrankt und 7 wurden aufgrund einer akuten lymphatischen Leuk&mie
stammzelltransplantiert. Den Patienten wurde mittels vendser Punktion zu den
Messzeitpunkten an Tag 14, Tag 28, Tag 60 und Tag 90 etwa 30 ml und an Tag 180 und
Tag 360 nach Transplantation etwa 48 ml-Citratblut abgenommen. Dies geschah im
Rahmen der routineméafigen Blutabnahmen zur Kontrolle des Krankheitsverlaufs. Von
den Patienten waren 21% einer Konditionierung mit voller Intensitat unterzogen worden,
79% hingegen wurden mit einem reduzierten Konditionierungsschema auf die
Transplantation vorbereitet. Die Transplantate stammten zu 75% von unverwandten
Spendern und zu 25% von verwandten Spendern. Eine akute GvHD konnte bei 47%
festgestellt werden, eine chronische bei 29% der urspriinglichen Kohorte. Von den 52
eingeschlossenen Patienten verstarben im Laufe der Studie 27, zwei lehnten die weitere

Teilnahme ab.
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Die Einteilung der aGvHD wurde nach den Konsens-Kriterien von Keystone 1994, die auf
den Glucksberg-Seattle- Kriterien (engl. Glucksbergs-Seattle-Criteria, GSC) basieren,
vorgenommen und die Einteilung der cGvHD erfolgte nach den Konsenskriterien der

National Institutes of Health.

2.3 GERATE

Tabelle 2 Gerate

Auflichtmikroskop Bx300 Will, Wetzlar, Deutschland

BD LSR I

BD FACS Canto
Gefrierschrank -80°C
Kihlschrank Z 160 M

Micropipettes Eppendorf Research

NanoDrop™ ND1000
akkuPipetus®
Sterilwerkbank HERA-Safe
Sterilwerkbank Safe 2020
Vortex Genie2
Zellenzéhlgerat
Zellkulturinkubator
Zentrifuge 5415D
Zentrifuge Biofuge fresco
Zentrifuge Eppendorf 58
Zentrifuge Multifuge 32R+
Zentrifuge Eppendorf 5415R
Heraeus Multifuge 3SR+
Heraeus Multifuge X1R
Olympus CK2 Mikroskop
Rocking Platform Shakers
Neubauer-Zahlkammer
und autoMACS® Separator

BD Bioscience, CA, USA

BD Bioscience, CA, USA

Cotech, Berlin, Deutschland

Hermle, Wehingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Hirschmann Laborgeréate, Eberstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Scientific Industries, NY, USA

Sanyo Fisher Sales, Miinchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus Christ, Hanau, Deutschland
Eppendorf,Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,MA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Olympus, Hamburg, Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland
Neubauer, Deutschland

Miltenyi Biotec

2.4 SOFTWARE

Tabelle 3 Software

FACS™DIVA Software v 6.1.3
FlowJo Version 9.2

GraphPad Prism v5.0

SPSS PASW Statistics v18
GeneMapper 3.7

BD Biosciences, CA, USA

Tree Star, Ashland, OR, USA

GraphPad Software Inc., San Diego, USA
IBM, New York, USA

Applied Biosystems, USA
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2.5 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle 4 Verbrauchsmaterialien

14 ml Polystyrene Rundbodengefaf

5 ml Polystyrene Rundbodengefaf}
MicroAmp ™ Optical 96-well Plate
Pipettenspitzen (10ul,100ul,1000ul)
Reaktionsgefaf (Falcon) (15ml,50ml)
Reaktionsgefalie (0,5ml,1,5ml,2ml)
Serologische Pipetten (5ml,10ml,25ml)
4 ml Polystyrene Rundbodengefai
QlAamp®DNA Blood Mini Kit
AmpFASTR Identifier PCR Amplification Kit
Whole Blood MicroBeads

BD Biosciences, CA, USA

BD Biosciences, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA,USA
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
BD Biosciences, CA, USA
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
BD Biosciences, CA, USA

BD Biosciences, CA, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland
Applied Biosystems

Miltenyi Biotec

2.6 CHEMIKALIEN

Tabelle 5 Chemikalien

Biocoll Trennlésung

FACS™ Clean Solution
FACS™ Rinse Solution
Dulbecco’s PBS
Ethylendinitrilotetraessigsaure
Flebogamma, human IgG
Trypanblau

Ethanol, 99.8%

Biocoll Trennlésung

FACS™ Clean Solution
FACS™ Flow Solution
FACS™ Rinse Solution
Dulbecco’s PBS
Ethylendinitrilotetraessigsaure
Flebogamma, human IgG
Ficoll PM400

RPMI1640 Medium
Lysepuffer

Biochrom, Berlin, Deutschland

BD Biosciences, CA, USA

BD Biosciences, CA, USA

PAA, Pasching, Osterreich

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biotest, Dreieich, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

BD Biosciences, CA, USA

BD Biosciences, CA, USA

BD Biosciences, CA, USA

PAA, Pasching, Osterreich

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biotest, Dreieich, Deutschland

GE Healthcare

Thermo Fisher Scientific,MA, USA
BD Biosciences, CA, USA

2.7 ANTIKORPER

Tabelle 6 Antikorper

Tube 1 Fluorochrom Klon
CD3 Pacific Blue UCHT1
CD14 Pacific Blue HCD14

Spezies Konzentration Hersteller
Maus 1:40 BD BioSciences
Maus 1:143 Biolegend
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CD16 Pacific Blue 3G8 Maus 1:20 Biolegend
CD19 V500 HIB19 Maus 1:80 BD BioSciences
CD27 eFluor650 NC 0323 Maus 1:80 eBioscience
gD APC-H7 IAB-2 Maus 1:80 BD BioSciences
CD38 APC HIT2 Maus 1:40 eBioscience
CD24 PerCP-Cy5.5 ML5 Maus 1:80 BD BioSciences
Propidiumiodid Biolegend
Tube 2

CD3 eFluor650 NC OKT3 Maus 1:40 eBioscience
CD45 Pacific Blue 30-F11 Ratte 1:40 Biolegend
CDllc AF700 B-ly6 Maus 1:40 BD BioSciences
CD4 FITC OKT4 Maus 1:200 Biolegend

CcD8 PE SK1 Maus 1:800 Biolegend
CD303 APC AC144 Mensch 1:20 Miltenyi
Propidiumiodid Biolegend

2.8 ISOLIERUNG PERIPHERER BLUT MONONUKLEARER ZELLEN AUS VOLLBLUT
Die Isolierung der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (engl. peripheral blood

mononuclear cells; PBMC) aus den Citrat-Vollblutproben wurde mit Hilfe der
Dichtegradientenzentrifugation durchgefuhrt: Das Citratblut wurde im
Mischungsverhaltnis von 1:2 mit PBS gemischt und tber die Ficoll-Losung geschichtet.
Die in Ficoll-Lésung (Ficoll PM 400) befindlichen Sucrose-Polymere verleihen ihr eine
spezifische Dichte, welche hoher ist als die der zu isolierenden PBMC. Da die Dichte der
Erythrozyten aufgrund ihres Eisengehaltes hodher ist als die des Ficoll, kann ein
mehrschichtiger Dichtegradient aufgebaut werden. Die PBMC sammeln sich durch die
Zentrifugation (2000 rpm, 15 min., RT, ohne Bremse) zwischen den Dichtebereichen des
Serums und des Ficoll an, wahrend die dichteren Erythrozyten zum Boden des
ReaktionsgefaRes sinken. Durch die geringe Osmolaritat des Ficoll ist die
morphologische und physiologische Integritat der PBMC bei der Isolierung gewahrleistet.
Der PMBC-enthaltende Ring wurde mit einer Pasteurpipette aspiriert und zweifach in
PBS gewaschen (1300 rpm, 10 min., RT). Im Anschluss wurde das Zellpellet in 10 ml
RPMI 1640 Medium resuspendiert. 5 pl der PBMC Suspension wurden 1:2 mit

Trypanblau geféarbt und die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
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2.9 IMMUNFARBUNG VON B-ZELLSUBPOPULATIONEN
Fir die Immunfluoreszenzfarbung zur Charakterisierung der B-Zell-Populationen wurden

die isolierten PBMC mit PBS + 2% Flebogamma inkubiert und auf eine Zellzahl von 1x10°
/100 pl eingestellt. Flebogamma enthélt Immunglobuline der Klasse G, die durch eine
Blockade der Fc-Membranrezeptoren unspezifische Bindungen der
Immunfluoreszenzfarbung verhindern.

Die Oberflachenmarker (engl. cluster of differentiation; CD) von B-Lymphozyten
reprasentieren sowohl ihre Funktion, als auch ihren Grad der Differenzierung. Die
Phanotypisierung der B-Zell-Subpopulationen wurde nach der EUROCIlass Definition
vorgenommen®’73, Je 1x108 Zellen wurden mit 100ul des jeweiligen Antikorpermix
(Tabelle 6) in PBS + 2% Flebogamma eingesetzt und fur 20 min. im Dunklen bei +4° C
inkubiert. Nach der Inkubation mit der Immunfluoreszenzfarbung erfolgte eine Waschung
mit 100 pl PBS + 2% Flebogamma und die Aufnahme in 100 pl PBS + 2% Flebogamma
fur die durchflusszytometrische Messung. Unmittelbar vor der Messung am
Durchflusszytometer wurde jeder Probe 1 ul Propidiumiodid hinzugeftigt, um lebende von
toten Zellen zu unterscheiden. Die gefarbten Zellen wurden mithilfe des BD Fortessa
Durchflusszytometers und der BD FacsDIVA Software detektiert und gemessen, die
Analyse erfolgte mit der Software FlowJo v.9.5. Als Negativkontrolle der Farbungen
wurden entsprechende Isotypkontrollen gemessen. Diese gleichen den eingesetzten
Fluoreszenzantikorpern in Klasse und Subtyp, besitzen jedoch keine Spezifitat und

erlauben daher die Detektion von unspezifischen Bindungen.

2.10 DURCHFLUSSZYTOMETRIE
Die Bestimmung der B-Zell-Subpopulationen erfolgte am Durchflusszytometer BD

LSRFortessa. Dieses besitzt vier Laser mit den Farbspektren blau, rot, grin und
ultraviolett, was die Detektion von bis zu 18 verschiedenen Fluoreszenzen erlaubt. Der
Zellstrom der Probe wird durch ein druckbetriebenes hydrodynamisches System
fokussiert, so dass einzelne Zellen von den Lasern erfasst werden kénnen. Das Volumen
und die Granularitat der Zellen werden durch Seitwarts- und Vorwartsstreulicht (engl. side
scatter; SSC, forward scatter; FSC) bestimmit.

Dabei wird ein im 90° Winkel zum Zellstrom ausgerichteter Laserstrahl durch das
Auftreffen auf eine Zelle gebrochen und das Lichtsignal an zwei Stellen detektiert: Das
Vorwartsstreulicht zur Volumenmessung in Richtung des Laserstrahlverlaufs, das

Seitwartsstreulicht zur Granularitditsmessung in fast 90°-Winkel zum urspringlichen
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Laserstrahl. Zusatzlich zur Messung von Granularitst und Volumen wurden die
Frequenzen der PBMC-Populationen anhand fluoreszenzmarkierter Oberflachenmarker
gemessen. Diese an Antikdrper konjugierten Fluorophore werden durch die vier weiteren
Laser zun&chst angeregt und emittieren in der Folge ein Fluoreszenzsignal in einem
spezifischen Spektrum, welches von Photodetektoren aufgezeichnet wird. Da sich diese
Spektren bei einigen Fluorochrom-konjugierten Antikérpern tberschneiden, wurde vor
den Messungen eine Kompensation mit gefarbten Beads angefertigt. Die BD FACSDiva
Software subtrahiert die Uberlappenden Fluoreszenzanteile, sodass das Signal der

Fluoreszenzen fur die Messungen in den einzelnen Kanalen korrigiert wird.

Die aus frischen Blutproben der Patienten isolierten PBMC wurden mit Fluorophor—
konjugierten Antikorpern, die spezifisch gegen Oberflachenmarker sind, angefarbt und
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Nach der durchflusszytometrischen Messung
wurden mit Hilfe der FlowJo 9 Software die verschiedenen Zellpopulationen identifiziert.
Die Analyse erfolgte durch das schrittweise digitale Auftragen der Zellen an einer X- und
Y-Achse. Dabei kann der Parameter fur die Achsen gewahlt werden, beispielsweise die
Granularitat oder ein spezifischer Fluorochrom-konjugierter Antikorper bzw. eine von ihm
emittierte Wellenlange des Lichts. So lassen sich in mehreren Schritten einzelne
sogenannte Gates (dt. Tore) setzen, bis die Wunschpopulation identifiziert ist. Wird ein
Oberflachenmarker von einer spezifischen Zellpopulation exprimiert, so haftet sich der
Fluorophor-konjugierte Antikdrper daran und wird durch die Laser angeregt. In der Folge
emittiert er ein Fluoreszenssignal mit bestimmter Wellenlange, welches durch einen
Photosensor detektiert wird. Dementsprechend werden einzelne Populationen, welche
nicht fluoreszieren mit einem Minuszeichen (°) und diejenigen, die den Marker tragen, mit
einem Pluszeichen (*) bezeichnet. Aul3erdem werden in einigen Fallen Abstufungen der
Fluoreszenz bezeichnet: (°V) fur niedrig, intermediate (™) fr intermediar, und high (M) flr

eine starke Fluoreszenz.

2.11 KNOCHENMARK-HISTOLOGIE
Die Daten zur Knochenmarkpraparation und -—evaluation wurden durch zwei

unabhangige Hamatopathologen, des Instituts fir Pathologie der Charité Berlin erhoben,
abgeglichen und fir diese Arbeit mit den durchflusszytometrischen Daten korreliert. Die
Knochenmarkzylinder wurden dazu in 4 %-igem Formaldehyd gepuffert, mithilfe von
EDTA entkalzifiziert und in Paraffin fixiert. Die 4 pm Sektionen wurden flr die

Untersuchung auf die Osteoblastenanzahl mit Hamatoxylin und Eosin (HE) gefarbt.
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AulRerdem erfolgten die Farbungen durch periodic acid-Schiff-Reaktion, Giemsafarbung

und Gomori-Versilberung, sowie eine Eisen-Farbung.

Fir die Immunmarkierung wurden Sektionen entparaffiniert bevor sie mit dem priméren
Antikdrper inkubiert wurden (Leica BondMax system; Leica). Zur Detektion von CD3*
Zellen wurden der Klon LN10 und das Detektionskit Bond Polymer Refine
Diaminobenzidine genutzt. Zunachst wurden die Paraffinschnitte einzeln auf die Anzahl
der T-Zellen und der Osteoblasten (HE) gefarbt, im Anschluss wurden auch Ko-
Farbungen durchgefiihrt, die eine gleichzeitige Betrachtung von T-Zellen und

Osteoblasten ermdglichen.

2.12 CHIMARISMUS-ANALYSE
Drei bis vier Wochen nach allo-HSZT wurden fur die Chimerismus-Analysen CD34* und

CD3* mononukleare Zellen aus Knochenmarkaspiraten magnetisch aktiviert und sortiert
(Whole Blood MicroBeads und autoMACS® Separator, Miltenyi Biotec). Die DNS wurde
dann aus diesen sortierten Zellen extrahiert und mittels AmpFASTR Identifier PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems) vervielfaltigt. Diese wurden verglichen mit vor der
Transplantation detektierten short tandem repeats aus dem peripheren Blut der Patienten

und des Spenders. Die Software GeneMapper 3.7 wurde zur Quantifizierung genutzt.

2.13 STATISTIK
Fir die statistische Auswertung wurde die Computersoftware Graphpad Prism v6.01

genutzt (GraphPad Software, Kalifornien, USA). Fiur die Analyse kategorialer Variablen
wurde der zweiseitige exakte Fisher-Test genutzt. Eine Uberschreitungs-
Wahrscheinlichkeit von p<0.05 wird als signifikant angesehen. Ergebnisse sind
angegeben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes.
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3. ERGEBNISSE

3.1 KLINISCHE DATEN
Da durch die Erprobung neuer Kombinationen und neuer Wirkstoffe stets neue Regime

Einzug halten, existieren fir die reduzierte Konditionierung ausschlie3lich
Arbeitsdefinitionen’* 75, Wir haben uns fir die Betrachtung nach den Champlin Kriterien

gerichtet, Uber welche in der Klinik weitgehend Konsens herrscht’4:

1. Das Regime resultiert in einer reversiblen Myelosuppression (normalerweise
innerhalb von 28 Tagen), wenn es ohne Stammzellunterstlitzung gegeben wird.

2. Das Regime resultiert bei einem Teil der Patienten in einem gemischten
Chimérismus der Zellen aus dem Knochenmarkspunktat bei der ersten
Untersuchung nach Transplantation

3. Das Regime hat eine niedrige Rate an nicht-hamatologischen Toxizitaten

Basierend auf dieser Grundlage wurde nur das Regime mit Cyclophosphamid mit einer
Ganzkdrperbestrahlung von 12 Gray als volles Konditionierungsregime betrachtet.
Dieses erhielten 11 der 52 Patienten. Die Konditionierungsregime mit reduzierter
Intensitat (RIC), die ebenfalls in Tabelle 7 aufgelistet sind, basieren allesamt auf einer
Kombination des Purin-Analogons Fludarabin mit weiteren Zytostatika und/oder einer

geringeren Strahlendosis von 2 bis 8 Gray. Dieses Regime hatten 41 Patienten erhalten.

Tabelle 7 Konditionierungsregime

Konditionierungs-Regime n=52 Prozent
Regulares Regime

Cyclophosphamid, 12 Gy TBI 11 21
RIC .

Fludarabin, Busulfan 31 60
Fludarabin, Cytosin-Arabinosid, Amsacrin, 4Gy 1 2
TBI

Fludarabin, Cytosin-Arabinosid, Amsacrin und 4 6
Cyclophosphamid 4Gy TBI

Fludarabin, Cytosin-Arabinosid, Amsacrin und 1 2
Cyclophosphamid 2Gy TBI

Fludarabin, 8 Gy TBI 1 2
Fludarabin, 4 Gy TBI 1 2
Fludarabin, 2 Gy TBI 3 6

TBI: engl. total body irridiation; Ganzkorperbestrahlung. Diese Tabelle basiert auf Mensen et al.,
201476,
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Die klinischen Daten wurden durch den behandelnden Arzt wéahrend der Vor- und
Nachsorgetermine erhoben. Die Nachsorgetermine  waren nach der
Stammezelltransplantation eng gestaffelt angesetzt (alle sieben bis vierzehn Tage) und
wurden bei einem unproblematischen Verlauf nach Tag 30 auf eine monatliche Kontrolle
reduziert. Zu diesen Terminen wurde neben einer Anamneseerhebung auch eine
vollstandige korperliche Untersuchung durchgefihrt und das Blut fir die
durchflusszytometrischen Messungen entnommen. Auf3erdem wurden in monatlichen
Abstanden Knochenmarkaspirate auf den Spenderzellchimarismus hin untersucht. Die
Diagnose der akuten GvHD wurde gemal den Glucksberg-Seattle-Konsens-Kriterien von
1994 und die der chronischen GvHD nach dem National Institutes of Health- Konsensus

gestellt.

Es sind verschiedene Grading-Systeme fur die aGvHD entwickelt worden: Bei den
Glucksberg-Seattle-Kriterien (GSC) aus dem Jahr 1974 wird den einzelnen betroffenen
Organsystemen (Haut, Gastrointestinaltrakt und Leber) ein Stadium zugeteilt. Aus den
Stadien, von denen mindestens zwei grol3er null sein muissen, ergibt sich unter
Einbeziehung des klinischen Allgemeinzustandes ein prognostischer Gesamtgrad?®:.
Dieses Gradingsystem wurde 1994 in einer Konsens-Konferenz unter Einbeziehung
neuer Daten validiert und geringfligig geandert. Seitdem wird auch eine anhaltende
Ubelkeit schon als Stadium 1 des Darms bewertet””. Diese Konsenskriterien werden
mitunter auch als Keystone 1994 Kriterien bezeichnet. Das System der International
Bone Marrow Transplant Registry (IBMTR, dt. internationales
Knochenmarkspenderegister) von 1995 differenziert zusétzlich die Stadien 1 und 2 der
Haut und stuft einen alleinigen Befall von Leber oder Darm als gravierender ein als die
GSC/Keystone 1994 Kriterien’®,
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Beide Systeme bringen ahnliche prognostische Gruppen hervor’€ In der klinischen
Anwendung sind noch immer die GSC, bzw. die Keystone Konsens-Kriterien von 1994
gebréuchlich und auch fur diese Arbeit wurden die Keystone-Kriterien angewendet
(Tabelle 8).

Tabelle 8 Organstadien der akuten GvHD gemal Keystone-Konsenskriterien 1994

Stadium Haut Darm Leber
; ; Bilirubin <2mg/dL
0 kein Exanthem B!arrﬂoe ;ggolrgloo | lénld %01_213507/38 U
: iarrhoe - m ilirubin 2-3mg
1 Eé(&)ngheern&glé oder anhaltende mit oder ohne Erhéhung der
Ubelkeit CBE_?Tb_ 3.6ma/dL
) _ ilirubin 3-6mg
2 Eé&ngheern&%?:% Diarrhoe 1000-1500ml glct)gder ohne Erhohung der
3 generaliSiertes  piarrhoe 1500-2000ml  Bilirubin 6-15mg/dL
- Diarrhoe >2000ml oder Bilirubin >15mg/dL
4 E%Létgr?llaci)lfjmg’ Kolik oder lleus oder mit oder ohne Erhéhung der
9  Blutung GOT

KOF: Kérperoberflache, GOT: Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

Die chronische Form der GvHD wird gemal des National Institutes of Health Konsens
von 2005 in dem Zeitraum vom 100. Tag bis zu drei Jahren nach Transplantation
diagnostiziert®®. Hinzu kommt ein Punktesystem, das nur zum Tragen kommt, wenn die
chronische GvHD durch ein distinktes Merkmal diagnostiziert werden konnte. Dieses
System umfasst, anders als bei der GSC, eine Einteilung in vier Punktwerte (0-3) (Tabelle
9). Zusatzlich zu Haut, Leber, Gastrointestinaltrakt und Allgemeinzustand werden auch
Mundschleimhaut, Tranenproduktion, Lungenfunktion, Faszien und Gelenke sowie die
Vaginalschleimhaut bewertet3® . Zusétzlich zu den schon bei der aGvHD angewendeten
Diagnosekriterien wird auch auf eine Beteiligung der oralen und genitalen Mukosa und
Tranen- und Speicheldrisen geachtet. Um die Merkmale der cGvHD nicht mit der im
gleichen Zeitraum auftretenden prolongierten oder spatauftretenden akuten GvHD zu
verwechseln, existiert eine Liste mit distinkten Merkmalen der cGvHD, von der immer

mindestens ein Kriterium erfullt sein muss, damit die Diagnose gestellt werden darf.

Tabelle 9 Gradeinteilung der chronischen GvHD nach den National Institutes of Health

Grad é?égrr:;;@fgmae”er Punktwert des Organsystems
keine (0) keine
mild (1) 1-2 1
1-2 2
moderat (Il) 3 oder >3 1
oder Lunge 1
ausgepragt (I11) (1)der Lunge g
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Bei einer Einstufung der cGvHD als moderat (Il) oder hoher wird eine systemische

Glukokortikoidtherapie empfohlen®. Diese Einteilung konnte auch in neueren Studien

validiert werden®!. Die Risikofaktoren fir eine cGvHD sind eine aGvHD hoheren Grades

(111-1V)3 und hoheres Patientenalter, sowie die Verwendung von mobilisierten Zellen aus

dem peripheren Blut fir die Transplantation3®.

In der Tabelle 10 sind neben dem Auftreten einer GvHD auch diejenigen klinischen

Charakteristika aufgelistet, die Risikofaktoren fur das Auftreten einer GvHD darstellen;

wie beispielsweise das Alter der Patienten, die Konditionierungsintensitat und auch die

Art der immunsuppressiven GvHD-Prophylaxe.

Tabelle 10 Klinische Daten bis ein Jahr nach der Transplantation

Mittleres Alter

Geschlecht
Diagnose
Konditionierung

Spender

ATG vor alloHSZT

GvHD Prophylaxe nach
alloHSZT

aGvHD (bis D100)

cGvHD

aGvHD (bis D100)

cGvHD

Reaktivierung

58 (22-72)

<50
>50

weiblich
mannlich

AML
ALL

volle Intensitat
reduzierte Intensitat

matched- verwandt
matched- unverwandt
10/10 MHC-matched
9/10 MHC-mismatched

ja
nein

Cyclosporin A, Mycophenolat-Mofetil

Cyclosporin A, Methotrexat
Cyclosporin A, Mycophenolat-Mofetil,
Methotrexat

unbekannt

ja

nein

spate aGvHD/ Overlap
unbekannt/ verstorben

ja
nein
unbekannt/ verstorben

Grad 0-I
Grad lI-IV
unbekannt/ verstorben

Grad 0-I
Grad l1&lll
unbekannt/ verstorben

EBV
CMV
Keine Reaktivierung/unbekannt/ verstorben

n=52

52

17
33

23
29

45
7

11
41

15
37
39
13

44
8

35
8
1
8

18
17
6

11

12
12
28

23
13
16

14
10
28

7
21
24

% von n

33
67

44
56

87
13

21
79

29
71
75
25

85
15
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Rezidiv (bis D360) ja 10 19
nein 17 33
unbekannt/ verstorben 25 48

Verstorben (bis D360) ja 27 52
nein 23 44

Teilnahme abgelehnt 2 4

AML: Akute myeloische Leukamie, ALL: Akute lymphatische Leukamie, ATG: Antithymozytenglobulin,
aGvHD: akute Graft-versus-Host-Disease; cGvHD: chronische Graft-versus-Host-Disease, EBV:
Ebstein-Barr-Virus, CMV: Cytomegalievirus. Diese Tabelle basiert auf Mensen et al., 201476,

Fur die eingeschlossenen Patienten ergab sich ein mittleres Alter von 58 Jahren mit einer
Standardabweichung von 13 Jahren. Wie fur dieses Alter zu erwarten war, wiesen sie in
der Mehrzahl eine AML auf und in 79 % der Falle wurden die Patienten mit einem
reduzierten Konditionierungsregime behandelt. Ein Grof3teil der Patienten (85 %) erhielt
Antithymozytenglobulin (ATG). Diese polyklonalen Antikdrper depletieren sowohl T-
Zellen des Transplantats, als auch die verbleibenden T-Zellen des Patienten und
verringern so das Risiko einer AbstoRung?*. Die Patienten bekamen es an den Tagen -
4,-3,-2 und -1 vor der Stammzellibertragung, um zu gewahrleisten, dass der Spiegel
dieses T-Zell-depletierenden Medikaments am Tag der Transplantation am hdchsten ist.
Fast ein Drittel der Patienten erhielten Stammzellen von MHC-passenden verwandten
Spendern, wohingegen das Transplantat von den verbleibenden Patienten von
unverwandten Fremdspendern stammte. Von diesen wiederum wiesen ca. ein Drittel
einen 9/10 MHC-Mismatch auf. Nach der Transplantation erhielten alle Patienten den
Calcineurinhemmer Cyclosporin A, in Kombination mit Mycophenolat-Mofetil (MMF),
einem reversiblen Hemmer der Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase, welches héufig
nach einer RIC verwendet wird. Weitere acht Patienten bekamen die Kombination mit
Methotrexat (MTX), einem Folsdure-Antagonisten. Nur ein einzelner Patient bekam alle

drei Medikamente.

Eine klassische akute GvHD wéhrend der ersten 100 Tage nach der Transplantation
entwickelten 18 der 52 Patienten, 13 von ihnen eine aGvHD mit Grad Il oder hoher,
welche eine systemische Immunsuppression notwendig macht. Weitere sechs zeigten
erst nach 100 Tagen Symptome einer aGvHD, finf von ihnen mit einem sogenannten
Overlap-Syndrom, wobei zeitgleich distinkte Zeichen einer chronischen GvHD vorhanden
sind. Fiur die Bewertung der cGvHD wurden nur Patienten eingeschlossen, die bis

mindestens Tag 180 uberlebt hatten und wéhrend dieser Zeit nicht aufgrund eines
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manifesten Rezidivs behandelt wurden; hier zeigten zwolf Symptome einer cGvHD, zehn
davon mit einem Grad Il oder hoher.

Nach erfolgter Transplantation kann es zu einer Reaktivierung von latenten
Viruserkrankungen kommen. Zu den haufigsten z&hlen hier die Reaktivierung des
Epstein-Barr-Virus und Cytomegalievirus. Auf beide Reaktivierungen wird bei jedem
Kontrolltermin untersucht. Sie werden mittels quantitativer PCR nachgewiesen. Sieben
Patienten wiesen innerhalb der 360 Tage nach Transplantation eine Reaktivierung von
EBV auf und 21 zeigten eine Reaktivierung von CMV. Diese Patienten wurden mit
Rituximab, beziehungsweise mit Valganciclovir behandelt. Fast ein Flnftel aller Patienten
entwickelten bis zum Tag 360 ein Rezidiv und mehr als die Halfte (27 von 52) verstarb

binnen dieser Zeit.
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3.2 DURCHFLUSSZYTOMETRIE
Die PBMC wurden zunachst in Propidium-lodid (Pl)-positive tote und PI negative

lebendige Zellen unterteilt (Abbildung 3.1). Als néchstes folgten die Identifikation der
Gesamtlymphozyten im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht, engl. forward scatter (FSC)
und side scatter (SSC) und der Ausschluss von Dubletten. Danach wurden anhand der
CD3 Expression die T-Zellen identifiziert.

250K
200K
< 150K 1
(&}
[}
%@ 100K
50K
0-* . ay . . v‘s 0 Y Y Y T T
0 10 10 10 10
<yellow-green 610/20-A>: PI ¥ e 100,53832'( R
Lebendige Zellen Lymphozyten
250K 250K ]

200K

74%

0 T T T T T 0 -rrr —-2 T ” v
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 10 10 10 10
FSC-A

<violet 660/20-A>: CD3

ohne Dubletten T-Zellen

Abbildung 3.1 Gating-Strategie zur Identifikation der T-Zell-Population

Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel eines gesunden Probanden. Hier ist gezeigt wie mittels der
Marker die Anzahl der T-Zellen aus den gefarbten PBMC ermittelt wurde. Die Beschriftung der X-
Achse und Y-Achse geben an, welches Fluoreszenzsignal mit der Durchflusszytometrie untersucht
wurde und welcher Marker hier dargestellt wird. Zunachst wurde auf die lebendigen Zellen gegatet
(PI), dann aus diesen die Lymphozyten abgegrenzt. Im Anschluss wurden all jene Zellen digital
aussortiert, die zusammenklebten, die sogenannten Dubletten. Durch das Auftragen des Markers CD3
lasst sich so eindeutig die T-Zellpopulation identifizieren.
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Die im vorangegangenen Schritt identifizierte CD3* Population wurde dann jeweils auf
die Anzahl der CD4" und CD8* T-Zellen untersucht (Abbildung 3.2).

250K 250K
200K 200K
< < ]
§ 150K & 150K
2 %
? 100k ; 100K 1
i
60%
R . - . LR - - -
0102 10° 10* 10° 0102 10® 10* 10°
<blue 525/50-A>: CD4 <yellow green 582/15-A>: CD8
CD4+-T-Zellen CD8+-T-Zellen

Abbildung 3.2 Gating-Strategie zur Identifikation der T-Zell-Subpopulationen.

Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel eines gesunden Probanden. Nach der Identifizierung der T-
Zellpopulation muss noch in CD4* und CD8* T-Zellen unterschieden werden. Die Beschriftung unter
dem Bild benennt das jeweilig gezeigte Gate. In der Darstellung ist zudem der Prozentsatz der
benannten Population innerhalb der aufgetragenen Gesamtpopulation verzeichnet.

In Abbildung 3.3 ist die Gating-Strategie fur die B-Zellpopulationen aufgezeigt. Hier
wurden nach dem Ausschluss der toten Zellen (Abbildung 3.3) anhand von SSC und FSC
zunachst die Gesamtlymphozytenpopulation markiert und die Dubletten ausgeschlossen
(Abbildung 3.3). Im nachsten Schritt wurden Uber das Auftragen von CD3*, CD16" und
CD14*- Zellen entlang der Y-Achse die Natirlichen Killerzellen, Makrophagen, die
Monozyten, neutrophile Granulozyten und T-Zellen ausgeschlossen.

NK-Zellen, Makrophagen,
Monozyten, Neutrophile,
1051 T-Zellen

7%

<violet 450/50-A>: CD3CD16CD14

0 50K 100I;(SC1?XK 200K 250K 0 50K 1ooé(sc13\o|( 200K 250K
ohne Dubletten Restliche Lymphozyten

Abbildung 3.3 Gating-Strategie zur Identifikation von B-Zellen.

Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel eines gesunden Probanden. Von den Lymphozyten ohne
Dubletten ausgehend werden anhand der Marker CD3, CD16 und CD14 die Zellen der angeborenen
Immunantwort und T-Zellen aussortiert.
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Im néchsten Schritt wurde im CD27/CD19 Plot auf die CD19* B-Zellen gegatet. Innerhalb
dieser konnten nun mit Hilfe der Marker CD24 und CD38 zunéchst die CD38hiCD24-
Plasmablasten identifiziert werden. Im Folgenden wurden durch vier verschiedene Gates
die Frequenzen an klassengewechselten Gedachtnis B-Zellen (CD27%IgD),
Marginalzonen-ahnlichen B-Zellen (CD27*IgD*) und doppelt negativen B-Zellen (CD27-
IgD") erhoben. Im CD27-1gD* Gate konnten naive (CD38"MCD24"oW) yon transitionalen
(CD38hiCD24hi) B-Zellenunterschieden werden (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Gating-Strategie zur ldentifikation der B-Zellsubpopulationen.

Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel eines Patienten am Tag 360. Im Anschluss werden mithilfe
des Markers CD19 die B-Zellen ausgewahlt. Dann werden die einzelnen Subpopulationen identifiziert.
Zunachst die Plasmablasten, welche CD38** sind. Im Anschluss kénnen Gedachtniszellen,
Marginalzonen (MZ)-ahnliche B-Zellen und doppelt-negative (DN) differenziert werden. Im Gate der
naiven und transitionalen B-Zellen kénnen in einem letzten Schritt anhand der Marker CD24 und CD38
die beiden B-Zellpopulationen unterschieden werden, die als erstes im peripheren Blut erscheinen.
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3.3 T-ZELLREKONSTITUTION
Um B- und T-Zelldefekte der Patienten nach der Transplantation zu evaluieren, wurden

PBMC aus Vollblut extrahiert, mittels Durchflusszytometrie quantifiziert und die absoluten
Zahlen pro Mikroliter Blut Gber das bei der Probenentnahme angefertigte Blutbild
errechnet. Wir analysierten auf diesem Wege die absoluten Zahlen der CD19" B-Zellen
und deren Subpopulationen, sowie der CD3" T-Zellen und deren Subpopulationen. Im
Folgenden werden diese Zahlen immer als mittlere Zellzahl/pl Blutt Standardabweichung
(engl. standard error of the mean, SEM) angegeben. Die Gesamtzahl der CD3* T-Zellen
der Patienten stieg nach der Transplantation bestéandig (Abbildung 3.5) und war an Tag

180 bereits nicht mehr signifikant geringer als die der GK.
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Abbildung 3.5 Die T-Zell-Rekonstitution bis Tag 360 nach Transplantation

Mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellzahlen der CD3* T-Zellen, sowie der CD4* Helfer-T-
Zellen und CD8* zytotoxischen T-Zellen an den Tagen 14 (n=27), 28 (n=44), 60 (n=35), 90 (n=36),
180 (n=28) und 360 (n=23) nach alloHSZT erfasst. Gezeigt sind die Mittelwerte pro Mikroliter Blut+
SEM. Die grauen Balken zeigen die Referenzbereiche der GK (n=12). Darstellung nach Mensen et
al., 201476 *p <.05, **P<.001

Bei der Analyse der Subpopulationen wurde deutlich, dass der Anstieg vor allem auf die
schnell ansteigende Zahl der CD8* zytotoxischen T- Zellen zuriickzufiihren war. Diese
erreichten bereits an Tag 60 das Niveau der GK und stiegen bis zum Tag 360 signifikant
an. Die Zahl der CD4* Helfer-T- Zellen hingegen stieg langsamer und war auch ca. ein

Jahr nach der Transplantation noch signifikant niedriger als die Zellzahlen der GK.
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3.4 B-ZELLREKONSTITUTION
Die Zahl der CD19* B-Zellen blieb nach der Transplantation niedrig, bis an Tag 60 nach

alloHSZT die Rekonstitution beginnt (Abbildung 3.6). Betrachtet man die einzelnen
Subpopulationen, so waren die ersten neugebildeten B-Zellen, die transitionalen B-
Zellen, in den ersten 28 Tagen nahezu nicht detektierbar. Zwischen Tag 60 und Tag 90
waren die Zahlen im Vergleich zu den GK erhoht, die Mittelwerte zeigten jedoch

besonders an Tag 90 eine grofRe Standardabweichung.
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Abbildung 3.6 Die Zahl aller B-Zellen, sowie der transitionalen und naiven B-Zellen
bis Tag 360 nach allo-HSZT

Gezeigt sind hier Zellzahlen der gesamten CD19* B-Zellen, sowie die Subpopulationen der
IgM*IgD*CD38**CD24** transitionalen Zellen und CD27-IgM*IgD** naiven B-Zellen an den Tagen 14
(n=27), 28 (n=44), 60 (n=35), 90 (n=36), 180 (n=28) und 360 (n=23) nach alloHSZT. Dargestellt sind
Mittelwerte pro Mikroliter Blutx SEM. Die grauen Balken zeigen die Mittelwerte der GK (n=12).
Darstellung nach Mensen et al., 20147¢ *P <.05, **P<.001

Anschliel3end verringerten sich die Zahlen wieder und erreichten ca. ein Jahr nach der
Transplantation ungeféahr das gleiche Level wie die GK, mit einer sehr geringen
Standardabweichung und damit recht gleichmafligen Zahlen in der gesamten Kohorte.
Im Anschluss regenerierten sich- entsprechend der ontogenetischen Entwicklung- die
Zahlen der naiven B-Zellen, die bereits in der Lage sind auf Antigene zu reagieren. Ab
Tag 90 waren sie nicht mehr signifikant verringert und stiegen in den folgenden Monaten
weiter an. Ein Jahr nach der alloHSZT waren sie sogar signifikant erhoht.
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Weder die IgM-produzierenden MZ-ahnlichen B-Zellen, noch die klassengewechselten
Gedachtnis B-Zellen, die eine Keimzentrumsreaktion durchgemacht haben und nun IgG-
oder IgA produzieren, konnten sich zahlenmaRig wahrend des ersten Jahres nach der
Transplantation vollstdndig erholen (Abbildung 3.7). Beide Populationen konnten einen
steten Anstieg verzeichnen, aber auch an D360 blieben ihre Mittelwerte im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikant vermindert.
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Abbildung 3.7 Die Zahl der Marginal-Zonen-ahnlichen B-Zellen und der
klassengewechselten Gedachtniszellen bis Tag 360 nach allo-HSZT

Die Mittelwerte der Zellzahlen der CD27*IgD- klassengewechselten Gedachtniszellen, sowie der
CD27*IgM*IgD* MZ-ahnlichen Zellen an den Tagen 14 (n=27), 28 (n=44), 60 (n=35), 90 (n=36), 180
(n=28) und 360 (n=23) Die grauen Balken zeigen die Mittelwerte der GK (n=12). Darstellung nach
Mensen et al., 201476 *P <.05, **P<.001
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Die Mittelwerte der doppelt negativen (DN)- B-Zellen, die weder CD27 noch IgD
exprimieren, blieben bis zum dritten Monat nach alloHSZT verringert. Sie erreichten aber
durchschnittlich zum Messzeitpunkt Tag 180 eine Zellzahl, die gegenuber der
Kontrollgruppe erhoht war. Schon an Tag 60 ist ihre Zahl fast finf Mal so hoch wie die
der CD27* klassengewechselten Gedachtniszellen (Abbildung 3.8). Die Zahl der
Plasmablasten blieb bis zum Tag 60 niedrig, an Tag 90 war sie signifikant erhdéht. Zu den

Messzeitpunkten an Tag 180 und 360 erreichten sie ein normales Level.
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Abbildung 3.8 Regeneration der CD27 gD Gedachtniszellen und Plasmablasten
bis Tag 360 nach allo-HSZT

Die Zellzahlen der CD27-1gD- doppeltnegativen Gedachtniszellen, sowie der CD27** CD38**CD24-
Plasmablasten wurden an den Tagen 14 (n=14/9), 28 (n=19/16), 60 (n=17/13), 90 (n=19/15), 180
(n=13/15), 360 (n=10/12) nach alloHSZT erfasst. Gezeigt sind die Mittelwerte pro Mikroliter Blutt
SEM. Die grauen Balken zeigen die Mittelwerte der GK (n=12). Darstellung nach Mensen et al., 201476
*P .05, **P<.001

3.5 FRUHER UND SPATER BEGINN DER B-ZELL-REKONSTITUTION

In der Analyse des Rekonstitutionsbeginns, gekennzeichnet durch den Anstieg an
transitionalen B-Zellen, konnte beobachtet werden, dass ein Teil der Patienten bereits
zwischen Tag 60 und 90 einen Anstieg dieser B-Zellen zeigte, wahrend die anderen zu
diesem Zeitpunkt noch nahezu undetektierbare Zellzahlen aufwiesen. Bei diesen
Patienten konnte erst an Tag 180 ein Anstieg der B-Zellen verzeichnet werden.

Um diese Verzogerung der B-Zellneuproduktion detaillierter untersuchen zu kénnen
wurden zwei Gruppen definiert: War der Anstieg der absoluten Zellzahl der B-Zellen
zwischen der Messung an Tag 28 und der Messung an entweder Tag 60 oder Tag 90
statistisch signifikant, so wurden sie der Gruppe des friihen Rekonstitutionsbeginns,
(n=19, 37 % der Patienten) zugeordnet. War zwischen diesen Messzeitpunkten hingegen
kein signifikanter Unterschied festgestellt worden und ihre B-Zellzahl stieg frihestens
zum Tag 180 signifikant an, wurden sie der Gruppe des spaten Rekonstitutionsbeginns

(n=17, 33 % der Patienten) zugeordnet. Etwa ein Drtittel der Patienten (30 %) waren
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wahrend der ersten drei Monate nach der Transplantation entweder verstorben, hatten
ein Rezidiv oder bekamen aufgrund einer EBV-Reaktivierung Rituximab und wurden
deshalb in keine der Gruppen eingeschlossen. Die folgenden B-Zellen-Mittelwerte pro
Mikroliter Blutx SEM wurden gemessen: Tag 60: 56+14 friher Beginn, 3+1 spater Beginn;
Tag 90: 17376 friher Beginn, 15+13 spater Beginn; Tag 180: 159+38 friiher Beginn,
62125 spater Beginn.

Diese Gesamt-B-Zellzahlen wurden vor allem von den transitionalen B-Zellen dominiert,
die auch in der Durchflusszytometrie deutlich sichtbar wurden (vergleiche Abbildung 3.6).
Hier zeigte sich bei der Gruppe des friihen Rekonstitutionsbeginns entsprechend der in
Abbildung 3.3 bis Abbildung 3.4 gezeigten Gating-Strategie im Gate der CD27- und IgD*
Zellen die Population der transitionalen B-Zellen, die deutlich sowohl CD38" als auch
CD24* war. Bei den Patienten des spaten Beginns war diese Population friihestens an
Tag 180 sichtbar (Abbildung 3.9).

Friiher Rekonstitutionsheginn Spéter Rekonstitutionsheginn

Tag 60 Tag 60 Tag 180

CD24

CD38

Abbildung 3.9 Beginn der B-Zell-Rekonstitution liel3 zwei Gruppen unterscheiden

Gezeigt sind die CD38**CD24** B-Zellen eines Patienten mit friihen Beginn der B-Zellrekonstitution
an Tag 60, sowie eines zweiten Patienten mit spaten Beginn der B-Zellrekonstitution an Tag 60 und
Tag 180. Darstellung nach Mensen et al., 201476

Da sich der monoklonale Anti-CD20-Antikdrper Rituximab direkt gegen das B-
Zelloberflachenmolekil CD20 richtet und damit die B-Zellzahl dezimiert, wurden
Patienten, die nach der Transplantation mit Rituximab behandelt worden waren
ausgeschlossen. Zwolf Patienten verstarben noch zwischen Tag 60 bis Tag 90 nach
alloHSZT.

Die Einteilung in zwei Gruppen wurde Uber signifikant unterschiedliche Zahlen der

Gesamt-B-Zellen an den Tagen 60 bis 180 definiert. Der Unterschied liel3 sich vor allem
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auf eine unterschiedliche Kinetik der Rekonstitution der zwei Subpopulationen der
transitionalen und naiven B-Zellen zurtickfihren (Abbildung 3.10): Infolge des Anstiegs
der transitionalen B-Zellen in der frihen Rekonstitutionsgruppe erholten sich auch die
Zahlen der naiven B-Zellen signifikant rascher, als es in der spaten
Rekonstitutionsgruppe zu beobachten war. In der Gruppe mit spatem Beginn war zu
keinem Zeitpunkt eine so starke Erh6hung der transitionalen Zellen zu verzeichnen, wie
sie zu Tag 60 und 90 in der Gruppe mit fruihem Beginn bestand. Dennoch ist es denkbar,
dass auch sie eine Spitze ahnlich der Gruppe des frihen Beginns aufwiesen, die durch
die gréRReren zeitlichen Abstande zwischen den Messungen nicht erfasst wurde. An Tag
90 gab es in der Gruppe des friihen Beginns zwar eine grof3e Standardabweichung, aber
der Unterschied zur Gruppe des spaten Beginns war hochsignifikant, da deren
durchschnittliche Zellzahl gegen null tendierte. Die durchschnittliche B-Zellzahl der
gesunden Kontrollen (GK), die bei ca. 75 Zellen pro Mikroliter lag, Uberholte die Gruppe
mit friher Rekonstitution bereits zwischen Tag 60 und 90, die Gruppe mit spatem Beginn
ca. an Tag 180 (nicht abgebildet).
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Abbildung 3.10 Unterschiede der B-Zell-Rekonstitution in den Patientengruppen

Gezeigt sind hier Zellzahlen der gesamten CD19+ B-Zellen, sowie die Subpopulationen der
IgM+IgD+CD38++CD24++ transitionalen Zellen und CD27-IgM+IgD++ naiven B-Zellen (friiher Beginn
/spater Beginn)14 (n=14/9), 28 (n=19/16), 60 (n=17/13), 90 (n=19/15), 180 (n=13/15), 360 (n=10/12)
nach alloHSZT erfasst. Gezeigt sind die Mittelwerte pro Mikroliter Blutt SEM. Die schwarze Linie zeigt
die Zellzahlen der Gruppe mit frihem Beginn der Rekonstitution, die graue die derer mit einem spaten
Beginn. Darstellung nach Mensen et al., 201476 *P <.05, **P<.001
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Die Zahlen der reifen, aber noch antigenunerfahrenen naiven B-Zellen, die sich aus dem
Pool der transitionalen Zellen generieren, waren ebenfalls an Tag 60 in beiden Gruppen
das erste Mal signifikant unterschiedlich. Sie stiegen in der Gruppe mit spatem Beginn
um einen Monat zeitversetzt an. Sie stiegen bedeutend langsamer als die Zahlen der
naiven Zellen der Patienten mit frihem Beginn. So erreichten sie erst an Tag 180 einen
leichten Anstieg auf ca. 25 Zellen pro Mikroliter- eine Zahl, welche die friihe
Rekonstitutionsgruppe bereits zwischen Tag 60 und Tag 90 erreicht haben musste, da
ihre durchschnittliche Zellzahl zum Messzeitpunkt an Tag 90 mit ca. 50 Zellen pro
Mikroliter bereits doppelt so hoch lag. Erst zum Messzeitpunkt an Tag 360 nach der
Transplantation war in der Subpopulation der naiven B-Zellen kein signifikanter

Unterschied mehr festzustellen.

Die Zahl der Marginalzonen-ahnlichen B-Zellen war bei den Patienten mit frihem Beginn
an Tag 90 und Tag 180 gegeniber der Zellzahl derer mit spatem Beginn signifikant
erhoht. Letztgenannte erreichten erst zwischen Tag 180 und 360 eine Zellzahl die mit der
Zellzahl der Fruhrekonstitutionsgruppe an Tag 60 vergleichbar war. Der weitere
Rekonstitutionsverlauf war in beiden Gruppen vergleichbar (Abbildung 3.11). Beide
Gruppen blieben auch ein Jahr nach Transplantation hinter dem niedrigsten gemessenen

Mittelwert bei den GK von 4 Zellen pro Mikroliter zurtck.
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Abbildung 3.11 Marginalzonen-dhnliche  B-Zellen und  klassengewechselte
Gedachtniszellen in Patienten mit friher und spéater Rekonstitution

Mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellzahlen der CD27*lgD- klassengewechselten
Gedachtniszellen sowie der CD27*IgM*lgD* MZ-ahnlichen Zellen an den Tagen (friher Beginn/ spater
Beginn) 14 (n=14/9), 28 (n=19/16), 60 (n=17/13), 90 (n=19/15), 180 (n=13/15), 360 (n=10/12) nach
alloHSZT erfasst. Gezeigt sind die Mittelwerte pro Mikroliter Blutx SEM. Die schwarze Linie zeigt die
Zellzahlen der Gruppe mit frihem Beginn der Rekonstitution, die graue die derer mit einem spéaten
Beginn. Darstellung nach Mensen et al., 201476 *P <.05, **P<.001
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Bei den klassischen  klassengewechselten  Gedachtniszellen, die eine
Keimzentrumsreaktion durchmachen, konnten sehr ahnliche Verlaufe in beiden Gruppen
festgestellt werden. Es zeigte sich zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Abweichung
zwischen den beiden Gruppen. Auch sie blieben ein Jahr nach der allogenen
Transplantation hinter der niedrigsten durchschnittlichen Zellzahl der Gesunden von 10

Zellen pro Mikroliter zurtck.

Anders bei den doppelt-negativen B-Zellen und den Plasmablasten (Abbildung 3.12): Die
durchschnittliche Zahl der DN B-Zellen bei den Gesunden lag bei ca. 7 Zellen pro
Mikroliter, die Patienten mit frihem Beginn Uberholten diese Zahl zwischen Tag 28 und
Tag 60, die Patienten mit spatem Beginn zwischen Tag 60 und Tag 90. Im Vergleich der
beiden Gruppen miteinander waren die Zellzahlen der frihen Rekonstitutionsgruppe an
Tag 60 und Tag 90 gegeniber der Gruppe der spaten Rekonstitution noch signifikant
erhoht, an den Zeitpunkten ein halbes Jahr und ein Jahr nach Transplantation war eine

Angleichung der Populationsgrof3e im peripheren Blut zu sehen.
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Abbildung 3.12 Zellzahlen der DN Gedachtniszellen und der Plasmablasten bis
Tag 360 in Patienten mit friher und und spater Rekonstitution

Mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellzahlen der CD27-1gD- doppeltnegativen Gedachtniszellen
sowie der CD27+*CD38**CD24- Plasmablasten an den Tagen (friher Beginn /spater Beginn)l4
(n=14/9), 28 (n=19/16), 60 (n=17/13), 90 (n=19/15), 180 (n=13/15), 360 (n=10/12) nach alloHSZT
erfasst. Gezeigt sind die Mittelwerte pro Mikroliter Blut+SEM. Die schwarze Linie zeigt die Zellzahlen
der Gruppe mit frihem Beginn der Rekonstitution, die graue die derer mit einem spéaten Beginn.
Darstellung nach Mensen et al., 201476 *P <.05, **P<.001

Der Beginn der Rekonstitution der Plasmablasten erfolgte bei den Patienten des friihen
Beginns zwischen Tag 60 und Tag 90 (Abbildung 3.12). Die Zellzahl im peripheren Blut
fiel jedoch von Tag 90 zu Tag 180 ab und sank bis zum Tag 360 weiter. Der erste
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sichtbare Anstieg der Zellzahlen bei der spaten Rekonstitutionsgruppe erfolgte zwischen
Tag 90 und Tag 180. Sie stiegen bis zum Tag 360 noch weiter an, wobei sie die fallenden
Zellzahlen der friihen Gruppe im Zeitraum zwischen Tag 180 und Tag 360 uberholten.
Folglich war nun mehr an Tag 360 wieder ein signifikanter Unterschied zwischen
Patienten mit frihem und spatem Beginn zu beobachten, wobei die Zahl derer mit spatem
Beginn auf das Niveau der Zahlen derer mit frihem Beginn von Tag 90 stiegen. Hier
konnte erkannt werden, dass die Zweigipfligkeit der Gesamtzellzahl der Plasmablasten
in Abbildung 3.8 auf den unterschiedlichen Beginn in den zwei Gruppen zurtickzufiihren
war. Die niedrige durchschnittliche Zellzahl der Gesunden von ca. 1,5 Zellen pro Mikroliter
Uberstiegen beide Gruppen: Die friihe Gruppe zwischen Tag 60 und Tag 90 und die spate
zwischen Tag 90 und Tag 180.
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3.5.1 ASSOZIATIONEN ZWISCHEN KLINISCHEN DATEN UND IMMUNREKONSTITUTION
Um den Grund fir die unterschiedliche Kinetik der B-Zellrekonstitution in den zwei

Gruppen des frihen und des spéaten Beginns zu analysieren, wurden sie unter
Verwendung des zweiseitigen Fisher-Exakt-Tests auf die statistische Verteilung
verschiedener klinischer Parameter untersucht: Von den insgesamt 36 Patienten, die in
die zwei Gruppen mit frihem und spatem Rekonstitutionsbeginn aufgeteilt wurden, waren
16 unter 50 Jahre alt und 20 tber 50. Fir die Altersverteilung in den Gruppen ergab sich
kein signifikanter Unterschied (Abbildung 3.13, A). Auch bei der Herkunft des
Transplantats zeigte sich eine konsistente Verteilung fiir beide Gruppen. Bei denen des
frihen Rekonstitutionsbeginns hatten sieben einen verwandten Spender und zwoélf einen
Fremdspender, wahrend es bei den Patienten mit spatem Beginn funf verwandte und
ebenfalls zwolf Fremdspender gab. Von diesen Transplantaten wiesen bei denen des
frihen Rekonstitutionsbeginns drei einen 9/10 MHC-Mismatch auf, bei denen mit spatem
Beginn waren es funf (Abbildung 3.13, B und C). Die Geschlechterverteilung war in der
Gruppe des spaten Beginns bei zehn weiblichen zu sieben méannlichen Patienten und in
der Gruppe des frihen Beginns bei sieben weiblichen zu zwolf mannlichen Patienten.
Auch hier ergab sich fur die Gruppen kein signifikanter Unterschied in der Verteilung
(Abbildung 3.13, D).
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Abbildung 3.13  Alter, Transplantat, MHC Mismatch und Geschlecht in Patienten mit
frithem und spatem Rekonstitutionsbeginn.

Gezeigtist die Anzahl der Patienten in der jeweiligen Gruppe. A) dunkelgrau: Patientenalter 250 Jahre,
hellgrau: Patientenalter <50 Jahre B) dunkelgrau: Fremdspender, hellgrau: verwandter Spender C)
dunkelgrau: MHC-Mismatch mit 10/10, hellgrau: MHC-Mismatch mit 9/10 D) dunkelgrau: RIC,
hellgrau: Konditionierung mit voller Intensitat. Statistische Assoziation wurde mit dem zweiseitigen
exakten Fisher-Test berechnet. ns = nicht signifikant. Friher Beginn n=17, spéater Beginn n=19.
Darstellung nach Mensen et al., 201476
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Da in RIC-Regimes héaufig eine niedrig-dosierte Bestrahlung eingesetzt wird, haben wir
diese noch einmal gesondert fir beide Gruppen betrachtet; hier bekamen in der frithen
Rekonstitutionsgruppe 4 von 19 Patienten eine Bestrahlung, in der spaten hingegen 9
von 17. Diese Verteilung war nicht signifikant bei einem p-Wert von 0.082 (Abbildung
3.14, A).

Bei Verteilung der Konditionierungsregime in den Gruppen war jedoch ein
Ungleichgewicht zu verzeichnen. Bis auf einen Patienten der frihen
Rekonstitutionsgruppe hatten alle eine reduzierte Konditionierung erhalten. Bei den
Patienten des spaten B-Zell-Rekonstitutionsbeginns hatte Uber die Halfte eine
Konditionierung mit voller Intensitdt bekommen und sieben Patienten eine RIC. Diese
Assoziation zwischen spatem Rekonstitutionsbeginn und einer Konditionierung mit voller

Intensitat war mit einem p-Wert von 0,016 signifikant (Abbildung 3.14, B).
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Abbildung 3.14 Bestrahlung, Konditionierung, Behandlung mit Antithymozyten-
globulin und GvHD-Prophylaxe in den Rekonstitutionsgruppen

Gezeigt ist die Anzahl der Patienten in den beiden Gruppen mit frihem und spatem B-
Zellrekonstitutionsbeginn. A) dunkelgrau: Patienten die keine Ganzkoérperbestrahlung (total body
irridiation, TBI) hatten, hellgrau: Patienten mit TBI B) dunkelgrau: Patienten mit reduziertem
Konditionierungsregime (RIC), hellgrau: Konditionierung mit voller Intensitat C) dunkelgrau: Patienten
ohne ATG, hellgrau: Patienten, die ATG erhielten D) dunkelgrau: Patienten, die Methotrexat (MTX) in
Kombination mit Cyclosporin erhielten, hellgrau: Patienten, die Mycophenolat. Mofetil (MMF) mit
Cyclosporin erhielten. Statistische Assoziation wurde mit dem zweiseitigen exakten Fisher-Test
berechnet. Ein *P<.05 wird als signifikant betrachtet, ein **P<.001 als hochsignifikant. Friher Beginn
n=17, spater Beginn n=19. Darstellung nach Mensen et al., 201476

Zur Prophylaxe einer GVHD bekam ein Grof3teil der Kohorte Antithymozytenglobulin. Die
Gabe wird bereits vier Tage vor der Stammzellibertragung begonnen, um einen
hochstmdglichen Blutspiegel bei der Transplantation zu gewahrleisten. Das ATG wirkt

dabei sowohl auf die T-Zellen des Empfangers, als auch auf die des Spenders und wird
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vor allem Patienten mit besonders hohem GvHD-Risiko verabreicht. In der Verteilung
derer, die ATG erhalten hatten, liel3 sich in den beiden Gruppen der friihen und spaten

Rekonstitution kein signifikanter Unterschied feststellen (Abbildung 3.14, C).

Alle Patienten erhielten zur GvHD Prophylaxe den Calcineurinhnemmer Cyclosporin in
Kombination mit Methotrexat oder Mycophenolat-Mofetil. Die Gabe von Mycophenolat-
Mofetil wird haufig mit der RIC kombiniert®2. Hier ergab sich, dass in der Gruppe des
frihen Beginns alle Patienten bis auf einen MMF erhalten hatten, wohingegen in der
spaten Gruppe 6 von 16 Patienten MTX bekamen. Diese Verteilung war mit einem P-
Wert von 0,035 statistisch signifikant.

Die Anzahl an Rezidiven war wahrend des ersten halben Jahres annahrend gleich hoch.
Jeweils vier Patienten in beiden Gruppen zeigten Rezidive. Bis an Tag 360 stieg die Zahl
der Rezidive der spaten Gruppe auf sechs. In der friihen Gruppe trat kein weiteres
Rezidiv auf. Alle Rezidive waren auf eine AML zuriickzufiihren. Die Einjahres-Mortalitat
in den beiden Gruppen war mit sieben von 17 verstorbenen Patienten in der frihen
Rekonstitutionsgruppe und sieben aus 19 verstorbenen Patienten in der Gruppe mit
spatem Beginn ahnlich hoch.
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3.5.2 B-ZELL-REKONSTITUTION UND GVHD
Als wir die beiden Rekonstitutionsgruppen auf klinische Parameter wahrend der ersten

100 Tage — der Phase des sogenannten Anwachsens der Immunzellen (engl.
engraftment) untersuchten, fiel auf, dass die frihe Gruppe seltener eine akute GvHD
zeigte als die spate Rekonstitutionsgruppe. In Abbildung 3.15 ist das Auftreten einer
GVHD in den Gruppen nach der Gradeinteilung gemaR den Keystone Konsens-Kriterien
von 1994 gegenubergestellt. In der frihen Gruppe zeigten 13 von 19 Patienten keine
Anzeichen einer GvHD, in der spaten Gruppe waren es nur funf von 17 die symptomlos
blieben. Diese Verteilung war statistisch signifikant (P= 0.044).

Friiher Rekonstitutionsheginn  Spéter Rekonstitutionsbeginn
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Abbildung 3.15 Patienten in der Gruppe mit spatem Beginn der B-Zellrekonstitution
zeigten haufiger eine akute GvHD

Die prozentualen Anteile der verschiedenen Grade der akuten GvHD (Grade 0- 1V) sind fur die
Gruppen des fruhen und des spaten B-Zellrekonstitutionsbeginns gezeigt. Die Abstufung der Grade
ist dabei farblich markiert von hellblau = keine GvHD, bis dunkelblau = Grad IV. Statistische
Assoziation wurde mit dem zweiseitigen exakten Fisher-Test berechnet. Ein *P<.05 wird als signifikant
betrachtet, ein **P<.001 als hochsignifikant. Friher Beginn n=17, spater Beginn n=19. Darstellung
nach Mensen et al., 20147°

Da eine cGvHD sich auch Monate nach den ersten 100 Tagen entwickeln kann wurden
nur Patienten bewertet, die mindestens 180 Tage uberlebt hatten. Ausgeschlossen
wurden Patienten auch, wenn sie innerhalb der ersten 180 Tage ein Rezidiv entwickelten
und daraufhin eine erneute Chemotherapie erhielten. Eine chronische GvHD wurde nur
dann diagnostiziert, wenn distinkte Symptome der cGvHD gemalR der National Institutes
of Health- Kriterien nach Tag 100 nach der Transplantation aufgetreten waren. Die
Patienten der frihen Gruppe zeigten mit 8 symptomfreien und fiinf Personen, die an einer
cGVvHD erkrankten zwar tendenziell weniger héufig eine cGvHD als Patienten der spéten

Gruppe, aber diese Assoziation war statistisch nicht signifikant (P=0.413). In der Gruppe
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des spaten B-Zellrekonstitutionsbeginns waren es insgesamt vier Patienten, die keine
cGVvHD zeigten, funf Patienten, die eine intermediare GvHD zweiten Grades und zwei
Patienten, die eine schwere Auspragung dritten Grades zeigten (Abbildung 3.16).
Interessanterweise zeigten zudem funf Patienten der spaten Gruppe ein sogenanntes
Overlap — Syndrom von akuter und chronischer GvHD, das heil3t sie wiesen zeitgleich
Symptome beider GvHD-Formen auf. In der frihen Gruppe wurde dies bei keinem

Patienten beobachtet (nicht gezeigt).

Friiher Rekonstitutionsbeginn ~ Spater Rekonstitutionsbeginn
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Abbildung 3.16 Die Patienten mit spatem B-Zellrekonstitutionsbeginn zeigten
haufiger eine chronische GvHD

Gezeigt sind hier die prozentualen Anteile des Auftretens einer chronischen GvHD eingeteilt nach den
zwei B-Zellrekonstitutionsgruppen und dem Grad der cGvHD. Die Abstufung der Grade ist dabei
farblich markiert von hellblau = keine GvHD, bis dunkelblau = Grad Ill. Ein *P<.05 wird als signifikant
betrachtet, ein **P<.001 als hochsignifikant. Friiher Beginn n=13, spater Beginn n=11.
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Wie eingangs beschrieben ist ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer akuten
und der chronischen GvHD bekannt®> und auch in unserer Kohorte entwickelten viele
Patienten, die eine akute GvHD gezeigt hatten, auch Symptome einer chronischen GvHD
(Abbildung 3.17). Dabei wurden auch zwei Patienten miteinbezogen, die vermutlich
aufgrund einer Spenderlymphozyteninfusion eine spate akute GvHD entwickelt hatten.
Das bedeutet, diese Patienten zeigten eindeutige Symptome einer aGvHD, allerdings
erst nach den ersten 100 Tagen nach der Transplantation. Insgesamt waren es zehn
Patienten von 15, die alle eine aGvHD gezeigt hatten, die im Anschluss auch eine cGvHD
aufwiesen. Von den 9 Patienten, die keine aGvHD hatten entwickelten nur zwei eine
cGvHD. Diese Verteilung zeigte eine Tendenz, war aber mit einem P-Wert von 0,09

statistisch nicht signifikant.

aGvHD keine aGvHD

78

n=15 n=9
Grade der keine mm ||
cGvHD | - |||

Abbildung 3.17 Ein Grol3teil der Patienten, die eine akute GvHD aufzeigten
entwickelten auch eine chronische GvHD

Dargestellt ist der Anteil an Patienten, der eine chronische GvHD entwickelte und vorher die akute
Form aufwiesen. Eingeteilt nach dem Auftreten einer akuten GvHD werden die Grade der chronischen
GVHD (von keiner cGvHD bis Grad 3 der cGvHD) prozentual dargestellt. Die Abstufung der Grade ist
dabei farblich markiert von hellgrau = keine GvHD bis anthrazit = Grad Ill. Statistische Assoziation
wurde mit dem zweiseitigen exakten Fisher-Test berechnet. Ein *P<.05 wird als signifikant betrachtet,
ein **P<.001 als hochsignifikant. aGvHD n=15, keine aGvHD n=9.

3.5.3 KNOCHENMARK-HISTOLOGIEN
Im Mausmodell war das Knochenmark als ein Zielorgan einer GvHD bereits identifiziert®’.

uUnd in der Gruppe der friihen B-Zellrekonstitution trat weit weniger haufig eine klassische
akute GvHD auf. Der Gedanke lag nahe, dass die AbstoRungsreaktion ein effektives
Anwachsen der Spenderstammzellen im Wirtsknochenmark und damit die schnellere

Rekonstitution der B-Zellpopulationen verhinderte.
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Um diese These zu uberprifen, wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Pathologie der Charité die Knochenmarkstanzen von Patienten der spaten und frihen
Rekonstitutionsgruppen auf eine Infiltration mit reifen T-Zellen und auf die Anzahl und
Morphologie der Osteoblasten untersucht. Die Proben wurden innerhalb des Zeitraums
von 19-33 Tagen nach alloHSZT enthommen und analysiert. Um sicher zu gehen, dass
es sich bei etwaigen T-Zellinfiltrationen auch tatsachlich um T-Zellen des Spenders
handelt, wurde der Spenderzellchimérismus untersucht. Er wies in beiden Gruppen fir
die Gesamtheit der mononuklearen Zellen des Knochenmarks 100 % und fir die CD34*
hamatopoetischen Progenitorzellen in beiden Gruppen durchschnittlich 98 % auf.
Zusatzlich wurde eine Kkleine Kohorte von insgesamt 8 Patienten auf eine
Ubereinstimmung von Chimarismus von mononukledren Zellen des Knochenmarks,
CD34" und CD3* T- Zellen untersucht. Es zeigte sich, dass ein hoher prozentualer
Spenderchimérismus der CD34* Zellen mit einem hohen Chimarismus der T-Zellen
einherging. Daher ist von einer Infiltration durch Spender T-Zellen auszugehen (Tabelle
11). Die hier gezeigten Abbildungen der Knochenmarkhistologien sind Bestandteil der
Publikation mit dem Titel , T cell infiltration of the human bone marrow during acute GVHD

is associated with impaired B cell reconstitution and function after allogeneic HSCT “/®,

Tabelle 11 Spenderchimarismus-Analyse

Patient Knochenmark (%) CD34* (%) CD3* (%)
1 100 100 100

2 92 85 87

3 99 88 100

4 98 92 97

5 98 91 99

6 100 97 99

7 100 98 99

8 20 50 5

Knochenmark: Gesamtheit der aus dem Knochenmark extrahierten Zellen, CD34*: hamatopoetische
Progenitorzellen, CD3*: T-Zellen. Darstellung nach Mensen et al., 201476
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Der Grad der T-Zell-Infiltration wurde Uber die Anzahl der mit Anti-CD3-Antikorper
angefarbten Zellen an den gesamten mononukledren Zellen des Knochenmarks
bestimmt. Patienten mit frihem Rekonstitutionsbeginn (Abbildung 3.18, links) zeigten
dabei wesentlich weniger der braungefarbten T-Zellen als Patienten mit spatem Beginn
(Abbildung 3.18, rechts).

Frither Rekonstitutionsheginn Spater Rekonstitutionsheginn
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Abbildung 3.18 Knochenmarkbiopsien der Patienten mit spatem Rekonstitutions-
beginn wiesen eine hthere T-Zell-Infiltration auf

Zu sehen sind repréasentative histologische Schnitte einer Probe enthommen in den Wochen 3-4 nach
alloHSZT von je einem Patienten der jeweiligen Gruppe. Die CD3* T-Zellen sind durch die CD3-
Antikdrper-Farbung braun markiert (schwarzer Pfeil). Darstellung nach Mensen et al., 201476

Etwa 64 % der Patienten mit spatem Beginn zeigten eine Infiltration von gleich oder mehr
als 5 % T-Zellen bezogen auf alle mononukleéren Zellen. Unter den Patienten des friihen
B-Zellrekonstitutionsbeginns waren es hingegen nur 17 % die eine Infiltration von gleich
oder mehr als 5 % aufwiesen. Der Rest der Patienten hatte eine Infiltrationsrate von

weniger als 5 %.
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Dazu war bei keinem Patienten der frihen Rekonstitutionsgruppe eine Rate von héher
als 5 % gezahlt worden (Abbildung 3.19), wohingegen die Patienten mit einem spaten
Beginn in der Halfte der Falle sogar eine Infiltration von 10-15 % T-Zellen aufzeigten. Der
Zusammenhang von B-Zell-Rekonstitutionsbeginn und einer Infiltration von 25 % war
statistisch signifikant (P=0.01).

Friiher Rekonstitutionsbeginn ~ Spater Rekonstitutionsbeginn
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Abbildung 3.19 Patienten mit spatem Rekonstitutionsbeginn zeigten eine hochgradige
T-Zell-Infiltration des Knochenmarks

Gezeigt sind die Prozentsatze der T-Zellen innerhalb der gesamten mononuklearen Zellen. Eine
Infiltration von <5 ist rosa, =5-9 % hellbraun und 10-15% dunkelbraun dargestellt. Statistische
Assoziation wurde mit dem zweiseitigen exakten Fisher-Test berechnet. Ein *P<.05 wird als signifikant
betrachtet, ein **P<.001 als hochsignifikant. Friher Beginn n=18, spater Beginn n=14. Darstellung
nach Mensen et al., 201476

Eine funktionierende Hamatopoese im Knochenmark ist nur gewahrleistet, wenn die
hamatopoetischen Stammzellen auf eine spezialisierte Mikroumgebung von Zellen
treffen, die die sogenannte hamatopoetische Nische darstellen. Die Zellen der
hamatopoetischen Nische sind funktionell und physisch eng mit den hamatopoetischen
Stammzellen verbunden. Sie synthetisieren Schlisselfaktoren, welche die Balance
zwischen Differenzierung, Proliferation und Apoptose der Stamm- und Progenitorzellen

regulieren.
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Fur die Mikroumgebung von B-Zellprogenitorzellen von besonderer Bedeutung sind die
Osteoblasten, welche als Teil des Endosteum die Knochenoberflache auskleiden und
Uber verschiedene Signalwege die B-Zellproduktion und —reifung bestimmen, wie in
murinen Modellen gezeigt werden konnte3”3, Um den Zustand der Knochenmarknische
zu evaluieren, wurde daher die Anzahl der Osteoblasten entlang der Knochentrabekel
ebenfalls bestimmt (Abbildung 3.20).

Friiher Rekonstltutlonshegmn Spater Rekonstitutionsheginn

Abbildung 3.20 Bestimmung der Osteoblastenanzahl und —morphologie mittels
Hamatoxylin- und Eosinfarbung in Knochenmarkbiopsien

Gezeigt sind reprasentative histologische Schnitte einer Probe entnommen in der 3-4 Woche nach
Transplantation von je einem Patienten der Gruppe mit frihem und spatem Rekonstitutionsbeginn.
Einzelne Osteoblasten entlang der Knochentrabekel sind durch schwarze Pfeile markiert. Darstellung
nach Mensen et al., 201476

Dabei fiel auf, dass in Praparaten mit einer hohen T-Zell-Infiltration von gleich oder mehr
als 5% in 83% der Falle nur wenige Osteoblasten zu finden waren, die zudem eine

verschmalerte Morphologie aufwiesen, was im Allgemeinen auf eine Inaktivierung deutet.
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Bei einer Infiltration mit weniger als 5% T-Zellen waren nur bei 35% der Patienten wenige
Osteoblasten zu sehen. Auch hier ergab sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Infiltration mit 5% und mehr T-Zellen und der geringen Anzahl an
Osteoblasten (P=0,01, zweiseitiger exakter Fisher-Test). In der Abbildung 3.21 ist die

durchschnittliche Osteoblastenanzahl fur jede Stufe der T-Zellinfiltration dargestellt.

<5% T-Zell-Infiltration 25-9% T-Zell-Infiltration 10-15% T-Zell-Infiltration

80 86

n=20 n=5 n=7

wenige Osteoblasten
mm mittel bis viele Osteoblasten

Abbildung 3.21 Patienten mit einem hohen Prozentsatz an T-Zellen im
Knochenmark hatten weniger Osteoblasten

Gezeigt sind die Prozentsatze an Patienten, die eine geringe Osteoblastenzahl (hellgrau) und eine
mittlere bis hohe (dunkelgrau) innerhalb der Gruppen mit <5 % und 25 % T-Zell-Infiltration aufwiesen.
Statistische Assoziation von einer T-Zellinfiltration =25 % und einer geringen Anzahl an Osteoblasten
wurde mit dem zweiseitigen exakten Fisher-Test berechnet. Ein *P<.05 wird als signifikant betrachtet,
ein **P<.001 als hochsignifikant. <5 % n=20, 25 % -9 % n=19, 10-15 % n=7. Darstellung nach Mensen
etal., 201476
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Auch in Ko-Farbungen (Abb. 4.22) von Schnitten entlang der Knochentrabekel konnte in
der Gruppe von Patienten mit frih einsetzender Rekonstitution eine deutlich héhere Zahl

an Osteoblasten und ein geringer Anteil an T-Zellen gezeigt werden.

Friiher Rekonstitutionsbeginn Spater Rekonstitutionsbeginn
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Abbildung 3.22 Osteoblasten und T- Zellen in Knochenmarkhistologien

In diesen Ko-Farbungen sind die Osteoblasten entlang der Knochentrabekel durch Pfeile
gekennzeichnet. Die immunhistochemische Farbung fur CD3* Zellen lasst die T-Zellen braun
hervortreten. Im Beispiel fur die Gruppe mit friiher Rekonstitution ist deutlich erkennbar, dass die Zahl
der Osteoblasten hoher ist. Im Beispiel fur die Gruppe mit spater Rekonstitution Gberwiegen die T-
Zellen. Darstellung nach Mensen et al., 20147¢
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3.5.4 INFEKTIONEN
Durch die Konditionierung verlieren alloHSZT-Patienten ihr eigenes Immunsystem. Bis

das neue Immunsystem aus Spenderstammzellen sich vollstandig rekonstituiert hat,
kann es mehrere Jahre bendtigen. Hinzu kommt die iatrogene Immunsuppression zur
GvHD-Prophylaxe. Diese beiden Faktoren machen die Empfanger einer
Stammzellspende besonders anféllig fur Infektionen und Reaktivierungen, die haufig
einen komplizierten Verlauf nehmen und in vielen Fallen lebensbedrohlich sind. Um zu
evaluieren, ob zu verschiedenen Zeitpunkten in der Rekonstitution verschiedene Arten
von Infektionen eine Rolle spielen wurden diese in zwei Phasen untersucht: Die erste
Phase erstreckt sich vom Tag der Transplantation bis zum Tag 180. Die zweite Phase
beinhaltet alle Infektionen von Tag 180 bis Tag 360 (Tabelle 12).

Tabelle 12 Infektionen bis sechs Monate nach der Transplantation
Friher Beginn, n=19 (%) Spater Beginn, n=17 (%) Rituximab, n=5 (%)

Pneumonie 2 (11) 5(29) 2 (40)
davon atypisch 1(5) 5(29) keine Angabe
Sepsis 11 (58) 8 (47) 3 (60)
reines SIRS 2 (11) 2(12) 1 (20)
vZve 1(5) 1(6) 1(20)

Reaktivierung

Herpes simplex-

Virus- 3 (16) 1(6) 1 (20)
Reaktivierung

BK-Virus-Zystitis 1 (5) 3 (18) 2 (40)
Cytomegalievirus-

Reaktivierung 6 (32) 4 (24) 3 (60)
Gesamt 27 29 13

Gezeigt ist die Anzahl der Patienten, die im Laufe der ersten 180 Tage nach der Transplantation eine
der genannten Infektionen entwickelten, unterteilt nach dem Beginn der Rekonstitution und gesondert
die Patientengruppe, die nach der Transplantation Rituximab erhielt. Friher/spéater Beginn: Patienten
mit frithem bzw. spatem Beginn der B-Zell-Rekonstitution, SIRS: Systemisches inflammatorisches
Response-Syndrom, BK-Virus: Humanes Polyomavirus 1. Darstellung nach Mensen et al., 201476

In der ersten Phase war zu sehen, dass in der Gruppe mit spatem B-
Zellrekonstitutionsbeginn insgesamt etwas mehr Infektionen aufgetreten waren; hier
waren es 29 Infektionen in 17 Patienten, bei der Gruppe des friilhen Beginns waren es 27
Infektionen und Reaktivierungen auf 19 Patienten. Diejenigen Patienten, die aufgrund

einer EBV-Reaktivierung Rituximab, den CD20-Antikdrper, erhalten hatten betrachteten
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wir gesondert: Hier hatten die finf Patienten insgesamt 13 Infektionen zu verzeichnen.
Die beiden B-Zell-Rekonstitutionsgruppen zeigten vor allem bei der Anzahl der
Pneumonien eine Abweichung: Funf Patienten, etwa 29 % derer mit spatem Beginn
entwickelten eine Pneumonie. Diese waren allesamt sogenannte atypische Pneumonien,
das bedeutet, sie wurden durch Infektionen mit Viren, Pilzen, oder bestimmten Bakterien
ausgelost, welche haufig eine interstitielle Lungenentziindung bewirken. In der Gruppe
des frihen Rekonstitutionsbeginns trat nur eine dieser atypischen Pneumonien auf, dies
entspricht 5 %. Diese Verteilung war statistisch jedoch nicht signifikant (p=0.08).

Auch alle anderen Infektionen zeigten keine statistisch signifikante Verteilung. So wiesen
die Patienten der frihen Gruppe zwar weniger haufig eine BK-Virus-Zystitis auf, hier war
nur ein Patient der Gruppe mit fruihem Beginn erkrankt, in der Gruppe mit spatem Beginn
waren es hingegen drei Patienten. Allerdings zeigte sich in der frihen Gruppe ein
geringfugig haufigeres Auftreten von Sepsis Erkrankungen, als auch Herpes simplex-
Virus (HSV)- und Cytomegalievirus (CMV)-Reaktivierungen. Ein sogenanntes
Systemisches inflammatorisches Response Syndrom (SIRS), konnte in beiden Gruppen
zwei Mal festgestellt werden. Hier ist im Gegensatz zur Sepsis kein Erreger nachweisbar,
es kann bei Transplantationspatienten auch durch eine GvHD, durch Zytostatika oder

Immunglobulinadministration hervorgerufen werden.
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Die mit Rituximab behandelten Patienten zeigten deutlich mehr Infektionen, insgesamt
waren es 13 auf nur fuinf Patienten. Am haufigsten trat eine Sepsis sowie eine
Reaktivierung des Cytomegalievirus auf. Bei den spateren Infektionen von Tag 180 bis
Tag 360 zeigte die Gruppe mit friher B-Zellrekonstitution insgesamt etwas mehr
Infektionen als die Patienten der spaten Gruppe (Tabelle 13). Den auffalligsten
Unterschied jedoch gab es bei den VZV-Reaktivierungen, von denen die spate Gruppe
drei aufwies, die frihe jedoch keine. Dafur zeigte die frihe Gruppe geringfugig mehr
Pneumonien, Sepsen, HSV- und CMV-Reaktivierungen.

Alle funf Patienten, die mit Rituximab behandelt worden waren, verstarben innerhalb des

zweiten Halbjahres, und sind daher nicht mehr aufgefihrt.

Tabelle 13 Infektionen 6 Monate bis ein Jahr nach der Transplantation

Friher Beginn, n=13 Spater Beginn, n=11
Pneumonie 4 (31) 2 (18)
davon atypisch 2 (15) 1(9)
Sepsis 4 (31) 2 (18)
reines SIRS 0 (0) 0 (0)
VZV- Reaktivierung 0 (0) 3(27)
Herpes simplex- Virus-
Reaktivierung 2(15) 109
BK-Virus-Zystitis 0 (0) 1(9)
Cytomegalievirus-
Reaktivierung 3(23) 2 (18)
Gesamt 15 12

Gezeigt ist die Anzahl der Patienten, die bis zum Tag 360 nach der Transplantation eine der
genannten Infektionen entwickelten, unterteilt nach dem Beginn der Rekonstitution und gesondert die
Patientengruppe, die nach der Transplantation Rituximab erhielt. Friher/spater Beginn: Patienten mit
frihem bzw. spatem Beginn der B-Zell-Rekonstitution, SIRS: Systemisches inflammatorisches
Response-Syndrom, BK-Virus: Humanes Polyomavirus 1.
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4. DISKUSSION

4.1 REKONSTITUTION DER T-ZELLEN
Bereits vor der Vorbereitung auf die Stammzelltransplantation wurde mit der Erfassung

der absoluten Lymphozytenzahlen der Patienten begonnen und es war zu sehen, dass
alle Patienten schon durch die Chemotherapie defiziente Lymphozytenzahlen im
Vergleich mit den gesunden Kontrollen aufwiesen. Wie aufgrund der Ergebnisse anderer
Studien zu erwarten war, blieb diese Defizienz der Lymphopoese wahrend der ersten
Monate fur sowohl T- als auch B-Zellen bestehen®-85, Im Folgenden konnten innerhalb
der Kohorte unterschiedliche Verlaufe der Rekonstitutionskinetik beobachtet werden, die

zum Teil auch deutlich mit klinischen Parametern korrelierten.

Da sich die beiden Lymphozytenpopulationen der B- und T-Zellen auf verschiedene
Weise beeinflussen, ist es wichtig sie nicht isoliert zu betrachten. An erster Stelle ist dabei
die Aktivierung von B-Zellen durch die CD4* T-Helferzellen zu nennen, die B-Zellen in
den Keimzentren zur Proliferation und Isotypenwechsel ihrer Antikdrper stimulieren und
so ein unverzichtbares Element zur Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses
bilden. Uber die T-Zellrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation konnten
verschiedene Studien bereits Aufschluss geben#6.86.87 Wie in unseren Messungen zeigte
sich auch dort, dass die konstant ansteigende Zahl der CD3* T-Zellen bis an Tag 360
nach der Transplantation vor allem auf eine Expansion der CD8* T-Zellen zurtickzufihren
ist (Abbildung 3.5). In der Literatur wird dieses Phanomen auf eine periphere Expansion
von reifen Spender-T-Zellen zurtickgefuhrt, da die CD8* Population nicht ausschlief3lich
thymusabhéangig generiert wird, sondern auch thymusunabhéangig expandiert®®. Es wird
angenommen, dass es sich dabei um eine Reaktion auf virale Antigene handelt, daher

wird sie auch ,antigengetriggerte Expansion“ genannt®9,

Die Anzahl der CD4*'T-Zellen blieb in unseren Messungen signifikant hinter den
Zellzahlen der gesunden Kontrollen zuriick. Auch dieses Ergebnis ist deckungsgleich mit
den Beschreibungen anderer Studien®. In diesen Studien konnte unter anderem gezeigt
werden, dass die Zahlen der CD4* T-Zellen bis mindestens ein Jahr nach der
Transplantation vermindert bleiben®%°1, Noch langer dauert die Rekonstitution der CD4*
T-Zellen bei alteren Patienten und wenn eine Behandlung mit Antithymozytenglobulin
stattgefunden hat®?-%4, Die CD4" T-Zellrekonstitution ist streng thymusabhéngig und CD4*

T-Zellen sind essentiell um eine B-Zellreifung zu Gedachtniszellen zu erwirken®.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die T-Zellrekonstitution auch ein Jahr nach der
Transplantation nicht abgeschlossen ist und vermutlich aufgrund der fehlenden
Thymusfunktion ein erhebliches Ungleichgewicht zwischen den beiden grof3en
Subpopulationen besteht®*.

4.2 REKONSTITUTION DER B-ZELLEN
Uber die Rekonstitution der einzelnen B-Zellsubpopulationen nach alloHSZT war bislang

wenig bekannt. Die ersten im peripheren Blut sichtbaren B-Zellen nach der
Transplantation stammen vom Spender®. Diese wenigen Zellen sind in der Lage Uber
Antikorper einen transienten Schutz zu gewahrleisten*?. Danach ist es jedoch wichtig,
dass die Patienten in der Lage sind, Uber die de novo Produktion von B-Zellen eine
eigene Abwehr aufzubauen.

Wie in der Literatur beschrieben®, konnten auch wir einen ersten Anstieg der B-
Zellzahlen zwischen den Messungen an Tag 28 und 60 feststellen (Abbildung 3.6). Bei
Betrachtung der Subpopulationen wurde klar, dass dieser Anstieg erwartungsgemaf auf
die transitionalen Zellen zuriickzufihren war. Die Zahlen der naiven B-Zellen, die sich
aus den transitionalen Zellen generieren, stiegen zwischen dem zweiten und dritten
Monat als néachstes an. Diese Zellen, welche reif, aber antigenunerfahren sind, bilden
den Pool fur alle weiteren von uns untersuchten Stufen der B-Zellentwicklung. Da die
Patienten zu diesem Zeitpunkt keine weiteren B-Zellen besitzen, ist es moglich, dass die
Zellzahlen der naiven B-Zellen reaktiv auf den generellen B-Zellmangel anstiegen. Am
Messzeitpunkt 360 Tage nach der Transplantation waren sie sogar signifikant hdher als
die Zahlen der Gesunden. Dies wurde wéhrend einer chronischen GvHD bereits
beschrieben®7, Eine Erhéhung von B-Zelltiberlebenssignalen, wie zum Beispiel B cell
activating factor (BAFF), wahrend einer akuten GvHD ist ebenfalls bekannt und kénnte

der Grund fur diese erhdhten Zellzahlen sein%-101,

Sowohl die Zahlen der klassengewechselten Gedachtniszellen, als auch die Zahlen der
IgM-produzierenden MZ-ahnlichen B-Zellen blieben auch ein Jahr nach der
Transplantation signifikant erniedrigt (Abbildung 3.7). Fir die Gedachtniszellen ist
bekannt, dass sie eine Keimzentrumsreaktion durchlaufen. Bei den MZ-ahnlichen Zellen,
die bis zu ein Viertel der rezirkulierenden B-Zellpopulation ausmachen®’, wird dies
diskutiert®>66, Eine mogliche Erklarung fur die geringen Zahlen beider Populationen ware,
dass die Keimzentrumsreaktion therapiebedingt gestort ist, wozu auch die geringen

Zahlen der CD4* Helfer-T-Zellen beitragen dirften4>68102 Auch andere Arbeiten zeigten,
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dass klassengewechselte Gedachtniszellen; deren Reaktivierungseffekt man sich bei

Impfungen zu Nutze macht, bei einigen Patienten jahrelang defizient bleiben>:68,

Die Rekonstitution der Population der doppelt negativen B-Zellen nach alloHSZT wurde
fur diese Arbeit das erste Mal nach allo-HSZT analysiert (Abbildung 3.8). In der Literatur
war zuvor nichts Uber ihre Rekonstitutionskinetik bekannt. Da sie zu den CD27*
Gedachtnis-B-Zellen ahnliche Hypermutationsraten aufweisen®%7° wurde vermutet, dass
sie eine erste Welle von Gedachtniszellen darstellen kénnten'®®, oder aber eine
erschopfte Gedachtniszellpopulation®4. Unseren Beobachtungen zufolge stieg ihre Zahl
nach der Transplantation stetig an und erreichte ein Jahr danach einen supranormalen
Level. Die Zahl der CD27* Gedéachtniszellen blieb auch ein Jahr nach der Transplantation
hochsignifikant hinter den Zellzahlen der Gesunden zurtick, wobei ihre Zahl vor allem ab
Tag 60 stets geringer war als die der doppelt negativen B-Zellen. Dies unterstitzt die
These der doppelt-negativen B-Zellen als einer friihe Gedachtniszellpopulation'®? die
entsteht, wenn die Keimzentrumsreaktion gestort ist’®. Auch die Plasmablasten, deren
Entwicklung tber eine Keimzentrumsreaktion fakultativ ist, zeigten bereits an Tag 60
wieder ein normales Niveau. Daher ist anzunehmen, dass die doppelt negativen B-Zellen
zumindest fakultativ eine eigenstandige Diversifizierung und extrafollikularen

Isotypenwechsel durchlaufen.

4.3 VERZOGERTER BEGINN DER B-ZELLREKONSTITUTION
Aufgrund der groRen Standardabweichung zum Messzeitpunkt an Tag 90 wurden von

uns zwei Gruppen des Beginns der Rekonstitution der B-Zellen eingeteilt (Abbildung 3.9).
Bei der Betrachtung der Subpopulationen innerhalb des ersten Jahres nach der
Transplantation zeigte sich, dass die Patienten mit spatem Rekonstitutionsbeginn eine
sehr ahnliche Kinetik der de novo Produktion der B-Zellen durchliefen, diese begann
lediglich um etwa zwei Monate versetzt. Alle Subpopulationen der zwei Gruppen, bis auf
die Zahlen der Plasmablasten, glichen sich bis zum Messzeitpunkt an Tag 360 nach der
Transplantation zahlenmallig einander an. Bei den Plasmablasten zeigte die frihe
Rekonstitutionsgruppe eine supranormale Spitze bei Tag 90, dann fiel inre Zahl ab. Nach
Tag 90 fielen die Zellzahlen auf den gleichen Wert der GK. Der Grund dafiir kbnnte eine
Sattigung der B-Zellnischen im Knochenmark sein. Aber auch eine Migration in das
Knochenmark zur Differenzierung zu Plasmablasten ist denkbar. Bei der spaten Gruppe

hingegen zeigte sich der Gipfel der Plasmablastenzahlen an Tag 360 (Abbildung 3.12).
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Die insgesamt nahezu identisch verlaufende Rekonstitutionskinetik unterschied sich vor
allem in der Zahl der transitionalen B-Zellen (Abbildung 3.10). Hier zeigte die frihe
Gruppe einen ersten Anstieg der Zahlen an Tag 28. Die Zellzahlen stiegen bis zu einem
Gipfel an Tag 90 stark an und fielen dann innerhalb der drei Monate bis zum Tag 180 ab.
Die spate Gruppe zeigte den ersten Anstieg etwa an Tag 90. Am Tag 180 jedoch wiesen
sie in etwa die gleichen Zahlen wie die friihe Gruppe auf. Geht man von einer ahnlich
verlaufenden Kinetik aus, so misste man zu diesem Zeitpunkt mit noch weitaus hoheren
Zellzahlen rechnen, sodass anzunehmen ist, dass dieser Gipfel lediglich in der Gruppe

des frihen Beginns auftrat.

Die zwei Gruppen mit frihem und spatem Beginn der Rekonstitution wurden auf klinische
Parameter untersucht (Abbildung 3.13 und Abbildung 3.14), die mit einer B-Zelldefizienz
nach alloHSZT assoziiert sind, insbesondere Unterschiede in der Zusammensetzung, wie
Alter, Geschlecht und Matchinggrad des Transplantats3>1%, Da sich hier keine
signifikanten Unterschiede zeigten, ist anzunehmen, dass der Grund fiur die zeitliche

Abweichung der Rekonstitution ein anderer war.

4.4  HINWEISE AUF EINE AKUTE GVHD DES KNOCHENMARKS
In der von uns untersuchten Kohorte entwickelten 35 % der Patienten eine akute GvHD

und 23 % eine chronische, dies stimmt in etwa mit den in der Literatur angegebenen
Werten Uberein: In einer groRen Studie mit 6848 Stammzellrezipienten konnten
Nakasone et al. eine akute GvHD in 39 % der Patienten, die eine Konditionierung mit
voller Intensitat erhalten hatten und 35 % bei RIC Patienten nachweisen konnen'%, Zwei
Drittel unserer Patienten, die eine akute GvHD entwickelt hatten, wiesen zu einem
spateren Zeitpunkt auch eine chronische GvHD auf (Abbildung 3.17), auch in der Literatur
ist dieser Zusammenhang wohlbekannt: So hatten Flowers et al. in einer Studie mit 2941
Patienten in 31,3 % der Patienten ein Auftreten beider Formen der GvHD beobachten
konnen3®, Dass in unserer Kohorte die Zahlen hoher waren konnte damit
zusammenhangen, dass bei Flowers et al. auch padiatrische Patienten eingeschlossen
waren. In der gleichen Studie konnten Sie ein hdheres Alter als unabhéangigen
Risikofaktor fiir die chronische GvHD identifizierens®,

Die GvHD kann verschiedene Organsysteme betreffen, darunter neben den klassischen

wie Haut und Gastrointestinaltrakt auch die Lunge und das zentrale Nervensystem?97:108,

55



DISKUSSION

Auch eine Schadigung lymphohadmatopoetischer Reservoire wie des Thymus ist
bekannt3. Da Patienten weniger B-Zellen aufweisen, wenn sie eine GvHD ausbilden®-
111 war anzunehmen, dass eine GvHD eine direkte Wirkung auf das Knochenmark hat.
Auch bei unserer Betrachtung der zwei Gruppen mit friher und spater B-
Zellrekonstitution fiel auf, dass der spate Beginn signifikant haufiger auftrat bei Patienten,
die auch eine akute GvHD entwickelten (Abbildung 3.15).

Wir konnten nachweisen, dass bei denjenigen Patienten, die eine spatere B-
Zellrekonstitution aufwiesen, die Zahl der Spender-T-Zellen im Knochenmark signifikant
hoher war, gegentuber der Gruppe mit einem frihen Beginn. Eine sehr hohe Infiltration
mit T-Zellen von 10-15% wiesen tatsachlich nur Patienten auf, die auch einen spéten
Rekonstitutionsbeginn zeigten (Abbildung 3.19). Gleichzeitig waren die Zahlen der
Osteoblasten in Patienten mit hoher T-Zell-Infiltration erniedrigt (Abbildung 3.21). Es
existiert bislang eine weitere Studie von Shono et al., die ebenfalls einen Zusammenhang
von GvHD und verminderter Osteoblastenzahl im Menschen nachgewiesen hat''2. Hier
wurde mit Hilfe von Knochenmarkaspiraten und histologischen Schnitten eine Korrelation
mit dem Auftreten einer extensiven chronischen GvHD mit einer Verminderung bis zu

einem vollstandigen Verlust der Osteoblasten aufgezeigt.

In der durch Shono et al. durchgefiihrten Studie wurde eine idiopathische Zytopenie tGber
die durchflusszytometrische Evaluation von Knochenmarkaspiraten definiert. Leider
wurden in dieser Studie diejenigen Patienten, die ohne medikamentdse Unterstitzung
eine ausreichende Hamatopoese entwickelten ausgeschlossen und nicht wie von uns in
verschiedene Gruppen eingeteilt. Zudem wurden die Knochenmarksschnitte nicht auf
eine Infiltration mit T-Zellen untersucht. Aufgrund dessen ist ein direkter Vergleich mit
unseren Ergebnissen nicht méglich. Ein direkter Zusammenhang zwischen akuter GvHD
und der Osteoblastenzahl wurde von ihnen nicht festgestellt. Dies entspricht auch
unseren Beobachtungen. Obwohl eine T-Zellinfiltration im Knochenmark haufiger auftrat,
wenn auch eine systemische akute GvHD hdheren Grades (lll, 1V) festzustellen war, gab
es keine signifikante Korrelation zwischen dem generellen Auftreten einer akuten GvHD
und der Anzahl der Osteoblasten. Der von uns festgestellte Zusammenhang von
Infiltration mit Spender-T-Zellen und der Verminderung der Osteoblastenzahlen weist
daher darauf hin, dass das Knochenmark am ehesten eine eigene Zielstruktur der GvHD
ist, und die T-Zell-Infiltration nicht nur als Nebeneffekt einer akuten GvHD auftrat.
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Schlussfolgernd scheint die verringerte Zahl der Osteoblasten direkt durch alloreaktive T-
Zellen bedingt zu sein. Osteoblasten exprimieren MHC |. AuRerdem wurde in einigen
Studien gezeigt, dass sie wahrend bakterieller Entziindungen und unter Einfluss von
Entziindungsfaktoren wie TNF-a die Expression von MHC Il erhéhen, was sie leicht zu
einem Ziel der GvHD macht!31¥ Wir konnten zeigen, dass es sich bei den im
Knochenmark befindlichen T-Zellen um T-Zellen des Spenders handelte. Im Mausmodell
konnte bereits gezeigt werden, dass die B-Zellnische ein Ziel von alloreaktiven T-Zellen
darstellen kann®’. Die Osteoblasten bilden einen wichtigen Teil der B-Zellnische, sind
aber nicht die einzige Zellart, die notwendig ist furr eine Reifung der B-Zell-Vorlaufer!t>116,
Dies spiegelt sich auch darin wieder, dass einige Patienten einen verspateten Beginn der
Rekonstitution zeigten, obwohl ihre Osteoblastenzahl nicht erniedrigt war. Welche
Strukturen im Knochenmark das genaue Ziel von alloreaktiven Zellen sind und ob
Osteoblasten dabei nur einen Kollateralschaden darstellen, ist ebenfalls Gegenstand der
derzeitigen Forschung. So haben beispielsweise Medinger et al. feststellen kbnnen, dass
die Zellen der perivaskularen Knochenmarknische, die das intermediare Filament Nestin
enthalten, wahrend einer akuten GvHD ebenfalls verringert sind*'’.

Letztendlich scheint die wahrend der ersten Monate aufgetretene B-Zelldefizienz der
Gruppe des spaten Rekonstitutionsbeginns transient zu sein. Die Rekonstitutionskinetik
der Patienten mit dem spaten Beginn beginnt lediglich zeitverzégert und gleicht sich zwolf

Monate nach der Transplantation an die Zellzahlen der friihen Gruppe an.

Ahnliches ist auch von Glauzy et al. beobachtet worden. In ihrer Arbeit wurde tber die
Messung von KREC (engl.: kappa-deleting-element rearrangement excision circles) der
Knochenmark-Output von Patienten mit und ohne GvHD evaluiert!'®: KREC entstehen
beim fehlerhaften Rearrangement einer der Leichtketten ( <) des B-Zellrezeptors noch
bevor der B-Zellrezeptor exprimiert wird. Sie sind von der Replikation ausgeschlossen
und werden daher mit jeder Zellteilung zweifach verdiinnt!'®. Sie haben eine spezifische
Sequenz, den signal joint; der mithilfe von Primern in der Real-time PCR quantifiziert
werden kann®®. Ungefahr 50% der neuproduzierten B-Zellen des Knochenmark enthalten
KREC®120_ Sje konnen folglich Aufschluss darliber geben, wie hoch die B-Zellproduktion
ist. Sie sahen in Patienten mit akuter GVHD zunachst signifikant 6fter eine B-Zelldefizienz,
die sich zurtickbildete, sofern sich nicht auch eine chronische GvHD entwickelte. Die
Patienten mit chronischer GvHD entwickelten zudem eine B-Zelldefizienz unabhé&ngig

von ihrem aGvHD-Status, was sich auch mit den Ergebnissen von Shono et al. deckt!!?,
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Die Ergebnisse dieser Studien lassen darauf schlie3en, dass es zwei unterschiedliche
Mechanismen der Defizienzentwicklung gibt, einen friihen, der hier beschrieben ist und
einen zweiten, wahrend der chronischen GvHD auftretenden, welcher zu einer

langanhaltenden Defizienz flhrt.

Interessanterweise haben viele unserer Patienten der spaten Rekonstitutionsgruppe
auch eine chronische GvHD entwickelt (Abbildung 3.16). Noch mehr waren es bei
denjenigen Patienten, bei denen eine generelle akute GvHD festgestellt worden war
(Abbildung 3.17). Auffallig war auch, dass all diejenigen Patienten, die ein Overlap-
Syndrom von Symptomen der akuten sowie der chronischen GvHD zeigten, in der spaten
Rekonstitutionsgruppe waren. Auch wenn die Verteilung in unserer kleinen Kohorte nicht
statistisch signifikant war, so ist diese Korrelation von akuter und chronischer GvHD in

der Literatur schon vielfach nachgewiesen3%121.122,

Uber welchen Zusammenhang ein spater Rekonstitutionsbeginn, beziehungsweise eine
akute GvHD auch die Entstehung einer chronischen GvHD zur Folge haben kénnte, ist
schon seit langerem Gegenstand der Forschung'?®. So ist bekannt, dass auch eine
Korrelation zwischen signifikant erhéhten Zahlen der B-Zellen oder ihrer Vorlaufer und
dem Ausbleiben einer chronischen GvHD besteht®®®’. Fir diesen protektiven
Mechanismus werden momentan insbesondere zwei Theorien beforscht: Zum einen die
Uberlegung, dass je mehr B-Zellen um den Uberlebensfaktor BAFF konkurrieren eine
starkere Selektion weniger autoreaktive bzw. alloreaktive B-Zellen hervorbringt'9%124,Und
zum anderen, dass unter den transitionalen B-Zellen ein Prozentsatz sogenannter
regulatorischer B-Zellen besteht, die Uber verschiedene Mechanismen eine
immunologische Toleranz vermitteln, wie beispielsweise Uber die Sekretion des

Interleukin 10125,

Auf der Suche nach den Ursachen, weshalb die Patienten der spaten Gruppe signifikant
haufiger eine T-Zell-Infiltration des Knochenmarks aufzeigten, wurden beide Gruppen auf
die vorangegangene Konditionierung untersucht (Abbildung 3.14). Es fiel auf, dass viele
der Patienten, die einen frihen Rekonstitutionsbeginn gezeigt hatten, eine
Konditionierung mit reduzierter Intensitat erhalten hatten. Auch in anderen Studien war
bereits gezeigt worden, dass Patienten, die mit vollen Konditionierungsregimen
behandelt worden waren, haufiger eine GvHD aufwiesen als diejenigen, die ein

reduziertes Regime erhalten hatten?314, Als Grund daftir wird angenommen, dass die
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reduzierten Regime eine geringere Schadigung der Zielstrukturen der GvHD bewirken
und somit weniger haufig eine Alloimmunreaktion zur Folge haben3. Zusatzlich erhielten
die mit einer RIC behandelten Patienten signifikant haufiger eine GvHD-Prophylaxe mit
Mycophenolat-Mofetil. Diesem Wirkstoff wurde in verschiedenen Studien gegenuber
MTX eine starkere prophylaktische Wirkung zugeschrieben. Dies wurde jedoch in einer
Metaanalyse der Cochrane Datenbank widerlegt®2. Die Auswirkung einer Knochenmark-
assoziierten GvHD auf die Mortalitdit muss in grof3eren Kohorten Uberprift werden.
Denkbar sind verschiedene Ergebnisse: Eine Senkung der Mortalitat beispielsweise tber
einen Graft-versus-Leuka&mie-Effekt, bei dem alloreaktive T-Zellen leukdmische Zellen
eliminieren, und damit vielleicht weniger Rezidive auftreten!!. Oder aber eine Erhéhung,
zum Beispiel durch vermehrte Ilebensbedrohliche Infektionen aufgrund der

Immundefizienz’2.

4.5 INFEKTIONEN
Nach der Transplantation sind die Patienten stark gefahrdet, lebensbedrohliche

Infektionen zu entwickeln®126, Bis zu 20 % der Mortalitit nach der
Stammzelltransplantation  sind auf sie  zuriickzufiihren’?1?7,  Neben  der
Immunsuppression ist auch der weitgehende Verlust des eigenen immunologischen
Gedéachtnisses in Form von Plasmazellen und Gedachtniszellen der Grund dafur,

weswegen auch eine erneute Grundimmunisierung vorgenommen werden muss!?,

Unterschiede in der Anzahl der Infektionen zwischen den Gruppen gab es vor allem bei
den Pneumonien, der BK-Virus-Zystitis und den VZV-Reaktivierungen (Tabelle 12 und
Tabelle 13). Die Pneumonie ist eine der Infektionen mit der hochsten Mortalitat nach der
alloHSZT*?%, Unterschiede in der Verteilung der Infektionen in den beiden Gruppen mit
frihem und spatem Beginn der B-Zellrekonstitution gab es vor allem bei den atypischen
Pneumonien. Diese werden nach der alloHSZT vor allem durch Aspergillen und CMV
ausgelost'?®. In der Gruppe mit spaten B-Zellrekonstitutionsbeginn gab es funf dieser
Infektionen (29 %). In der Gruppe des frihen Rekonstitutionsbeginns trat nur eine dieser
atypischen Pneumonien auf, was ca. 5 % entsprach. Und auch bei anderen B-
Zelldefekten, wie beispielsweise der Hypogammaglobulindmie im Rahmen von
Organtransplantationen treten diese atypischen Erreger haufiger auf und gehen mit einer
erhohten Mortalitat einher'®0. Auch in unserer Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen

werden, dass diejenigen Patienten, die einen spaten Beginn der Rekonstitution zeigten,
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auch signifikant weniger IgM und IgG produzierten’®. Dies konnte den Grund fir die
erhohte Anfalligkeit gegenlber diesen opportunistischen Erregern darstellen.

Daneben zeigte die frihe Gruppe auch weniger haufig eine BK-Virus- Zystitis. Diese
Reaktivierung oder Neuinfektion spielt ausschlie3lich bei immunsupprimierten Patienten
eine Rolle, bei Gesunden verlauft eine Infektion normalerweise symptomlos. In der
neueren Fachliteratur wird ein Zusammenhang mit der schweren GvHD konsistent
berichtet'31-133, Wahrend der zweiten Halfte des ersten Jahres nach Transplantation gab
es in der spaten Gruppe aul3erdem drei VZV- Reaktivierungen (27 %), in der frihen
Gruppe trat keine auf. Auch bei dieser Reinfektion ist bekannt, dass die schwere GvHD

einen unabhangigen Risikofaktor darstellt34:135,

Wie wichtig die B-Zellabwehr bereits im ersten Halbjahr nach der Transplantation ist, zeigt
sich auch an denjenigen Patienten, die wegen einer EBV-Reaktivierung mit Rituximab
behandelt worden waren. Sie zeigten eine sehr hohe Rate an Infektionen (insgesamt 13
bei funf Patienten bis Tag 180). Gerade auch die hier genannten opportunistischen
Erreger verursachten bei Ihnen haufiger eine Infektion als bei den anderen
Patientengruppen (Tabelle 12). Vor allem im Zusammenhang mit einer Chemotherapie
zur Konditionierung sind diese Patienten besonders infektionsgefahrdet!3¢. Ob die B-
Zelldefizienz, die durch eine akute GvHD des Knochenmarks ausgelost wird, ebenfalls
zu einer erhgohten Mortalitat fihrt, war anhand der von uns untersuchten Kohorte nicht
sicher festzustellen und sollte unbedingt durch groRere prospektive Studien Uberprift

werden.

4.6 AUSBLICK
Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnten wir das Wissen um die Rekonstitutionskinetik

der B-Zellen nach der alloHSZT um ein betrachtliches MalR3 erweitern. Nattrlich eréffnen
die von uns erhobenen Analysen auch Fragen fir die zukinftige Forschung. So wird
interessant sein, inwiefern sich der Pathomechanismus der friihen transienten von der
langanhaltenden B-Zelldefizienz unterscheidet. Wir konnten einen Zusammenhang von
T-Zellinfiltration und Osteoblastenverminderung darstellen. Um zu beweisen, dass es
sich bei den T-Zellen tatsachlich um alloreaktive Zellen handelt, sollten in der Zukunft
weitere Analysen z.B. mithilfe von Zytokinassays'®” erfolgen. Fur die nédhere Beleuchtung
der langanhaltenden B-Zelldefizienz ware vor allem eine erneute Untersuchung von
Knochenmarkstanzen auf eine T-Zellinfiltration zu spateren Messzeitpunkten interessant,

die bislang noch nicht erfolgt ist.
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Die Messung von alloreaktiven B-Zellen und alloreaktiven Antikdrpern in Patienten mit
spatem Rekonstitutionsbeginn konnte einen Ansatz zur Uberpriifung der Theorie geben,
dass eine supranormale Zellzahl von transitionalen B-Zellen eine protektive Wirkung
gegenuber Alloreaktivitat aufweist!%1:124, In diesem Zusammenhang waren auch B-
Zellaktivierungsmarker interessant. So wurde zum Beispiel eine erniedrigte Schwelle fur
den B-Zellrezeptor wahrend der chronischen GvHD beschrieben'®®. Daneben kénnten
Messungen von Interleukin 10 Aufschluss tber die Funktion von regulatorischen B-Zellen
geben, deren Zahlen wahrend einer chronischen GvHD verringert sind*.

Eine Evaluierung des Knochenmark-Outputs kénnte zukunftig in der Nachsorgeroutine
fur Patienten nach alloHSZT eine zentrale Rolle spielen. So wurden in unserer
Arbeitsgruppe KREC als aussagekraftiger Biomarker identifiziert’®14° der dazu beitragen
konnte, dass eine Knochenmark-GvHD fruhzeitig erkannt wird und Maflinahmen zum
Schutz vor Infektionen oder weitreichende Zerstérung der Knochenmarknische ergriffen
werden kénnen. Zudem wére es denkbar gemald der KREC-Kinetik einen individuellen
Plan fur die Grundimmunisierung zu erstellen, die momentan in den Leitlinien ab dem
zwolften Monat nach der Transplantation empfohlen wird41,

Daruiber hinaus mussen die Zielstrukturen von alloreaktiven Zellen identifiziert werden.
Wie bereits erlautert, stehen hier vor allem die Zellen der Stammzellnischen im
Mittelpunkt’®17, Um die Stammzellnische zu schiitzen gibt es zumindest im Mausmodell
schon medikamentése Ansatze mit dem Cholesterinsenker Simvastatin'42, Im Menschen
haben verschiedene neue Ansatze in Konditionierung und Immunsuppression eine
Auswirkung auf die Entwicklung einer GvHD, so auch in unserer Kohorte. Da der RIC
bislang nur eine Verbesserung der Prognose in >50-jahrigen Patienten nachgewiesen
werden konnte!43, muss es Ziel sein die Knochenmarknische auch auf andere Weise zu
schitzen, um die therapeutischen Mdglichkeiten der alloHSZT besser ausschopfen zu

kdnnen.
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