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1. Einleitung

Die Transplantation von allogenem Knochenmark oder allogenen peripheren
Blutstammzellen ist heutzutage ein wichtiger Bestandteil bei der Therapie vieler
Erkrankungen des hdmatopoetischen Systems. Sie ist jedoch immer noch mit einem
sehr hohen Risiko behaftet, wie die hohe Morbiditit und Mortalitit zeigen. Die 5-
Jahres Gesamtiiberlebensrate nach einer allogenen Transplantation liegt, nicht
aufgeschliisselt nach Art der Erkrankung oder des Konditionierungsschemas, bei 50%
(Waller et al., 2001). Die Griinde fiir die hohe Mortalitit sind zum einen die Toxizitit
der Behandlung an sich und zum anderen das Auftreten opportunistischer
Infektionen. Besonders hervorzuheben sind jedoch die Graft-versus-Host-Erkrankung

(GvHD) und das Rezidivieren der behandelten Krankheit.

Bis heute ist es allerdings schwierig frithzeitig im Posttransplantationsverlauf
drohende Komplikationen wie eine Graft-versus-Host-Erkrankung zu erkennen. In
den letzten Jahren haben sich hierfiir zunehmend Chimérismusuntersuchungen
etabliert. Bei einer Chimirismusuntersuchung ldsst sich mit Hilfe verschiedener
molekularbiologischer und genetischer Techniken — zum Beispiel der Fluoreszenz-in-
Situ-Hybridisierung (FISH) und der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) — das
qualitative und quantitative Verhiltnis hdmatopoetischer Zellen zwischen Spender
und Empfinger bestimmen (Thiede et al., 2001). Uber die so bestimmte
Chimérismuskinetik lassen sich Voraussagen machen iiber den Erfolg, aber auch iiber
Komplikationen nach der Transplantation. Dazu gehdren Anwachsen oder Abstoung

des Transplantats, Versagen des Transplantats und Auftreten eines Rezidivs.

Der Einfluss eines gemischten Chimérismus auf das Auftreten eines Rezidivs ist noch
nicht gekladrt, die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen sind widerspriichlich.
Zum Teil fand sich ein erhohtes Riickfallrisiko bei instabilem gemischtem
Chimirismus 1m Vergleich zu einem vollstindigen Chimirismus oder einem
gemischten Chimirismus, der in einen vollstindigen iiberging (Thiede et al., 2001;
Dubovski, 1999). Vor allem die Ergebnisse dlterer Arbeiten brachten keine eindeutige

Assoziation eines gemischten Chimirismus mit einem erhohten Riickfallrisiko hervor
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(Schattenberg et al., 1989; Bertheas, 1991; van Leeuwen et al., 1994). Grund fiir die
widerspriichlichen Ergebnisse konnten die unterschiedlichen zugrundeliegenden
Krankheiten sein und deren verschieden starkes Ansprechen auf den Graft-versus-
Leukemia-Effekt (GvL). Roux et al. (1994) und Choi et al. (2000) fanden heraus,
dass ein gemischter Chimérismus ein Warnzeichen fiir ein Rezidiv bei der CML ist,

nicht aber bei akuten Leukédmien.

Die Chimédrismuskinetik scheint auch einen Einfluss auf die Entstehung einer GvHD
zu haben. In der Regel kommt es bei einem gemischten Chimérismus seltener zu
einer GVHD (Choi et al., 2000; Gyger 1998; Frassoni et al., 1990; Roux et al., 1994).
Tritt bei gemischtem Chimérismus eine GvHD auf, so ist diese meistens nicht so

schwer wie bei einem vollstandigen Chimérismus.

Die Graft-versus-Host-Erkrankung stellt im Wesentlichen eine Immunreaktion des
transplantierten Immunsystems gegen den Empfinger dar, wobei zur Entstehung
folgende, bereits 1966 von Billingham formulierten Voraussetzungen erfiillt sein

miissen:
1.) das Transplantat muss immunkompetente Zellen enthalten,

2.) der Empfinger muss Gewebeantigene exprimieren, die nicht denen des

Spenders entsprechen, und

3.) der Empfinger darf nicht in der Lage sein, eine effektive Immunantwort

auszulosen, die die transplantierten Zellen zerstort.

Die immunkompetenten Zellen wurden vor etwa dreiflig Jahren durch Gowans (1977)
als kleine Lymphozyten identifiziert, von denen man heute weil}, dass es sich um
reife T-Zellen handelt. Zur Stimulierung und Ausreifung von T-Zellen kommt es bei
Unterschieden in den MHC zwischen Empféinger und Spender. Dazu kann es aber
auch bei HLA-identischen Spendern und Empfingern kommen, wenn Unterschiede
bei den Minor-Histocompatibility-Antigenen vorliegen, da auch diese als fremd

erkannt werden konnen. Das Resultat dieser T-Zell-Aktivierung ist die GVHD.

Insgesamt kann die GVHD in einem 3-Phasen-Modell zusammengefasst werden, das
ganz wesentlich durch eine dysregulierte Zytokinproduktion geprigt ist (Krenger,

1997; Goker et al, 2001, Reddy et al., 2003). Die erste Phase umfasst



Gewebeschidden als Folge der Konditionierung, die zweite Phase setzt sich aus T-
Zell-Aktivierung, Stimulierung und Proliferation zusammen. Gemeinsam bilden die
erste und zweite Phase die sogenannte afferente Phase der GvHD, der die dritte

Phase, die Effektorphase, folgt.

Das Konditionierungsregime hat einen sehr grolen Einfluss auf die erste Phase, weil
es eine Reihe von inflammatorischen Prozessen in den Geweben verursacht. Im
Rahmen der Ganzkorperbestrahlung oder/und Hochdosis-Chemotherapie schiitten
aktivierte Zellen des geschidigten Gewebes grole Mengen an inflammatorischen

Zytokinen aus (Holler, 2002).

Nach Transplantation der Spenderzellen kommt es zur zweiten Phase der GvHD, die
wahrscheinlich durch die dysregulierte Zytokinausschiittung der ersten Phase noch
verstirkt wird (Reddy et al., 2003). Entscheidend fiir die zweite Phase ist die
Prisentation von Empfinger-Antigenen an naive Spender-T-Zellen, die dadurch
aktiviert werden und darauffolgend proliferieren und sich differenzieren. Die Basis
hierfiir ist die individuelle immunologische Identitdt, in der sich Empfinger und
Spender unterscheiden. Sie wird durch Zelloberflichenantigene, die sogenannten
Major- und Minor-Histocompatibility-Antigene (MHC/mHAg) hervorgerufen
(Goulmy et al., 1996). Die Prisentation der Empfinger-Antigene an die naiven T-
Zellen erfolgt durch Antigen-prasentierende Zellen (APCs), wie dendritische Zellen,
iber Allopeptid-MHC-Komplexe.

Phase 3 ist die Effektorphase der akuten GvHD. FEine Reihe komplexer
Mechanismen ist in diese Phase involviert, die verantwortlich ist fiir
Organdysfunktionen und Gewebeschidden. Die betroffenen Organe sind in der Regel
Haut, Leber und Darm. Spender-T-Zellen reagieren entweder direkt oder iiber
sekundire Mechanismen mit den Empféangerzellen. Die aktivierten und proliferierten
T-Lymphozyten schiitten verschiedene inflammatorische Zytokine aus, die zwei
unterschiedliche Rollen bei der Immunantwort der akuten GVHD spielen. Aktivierte
CD4" und CD8" T-Zellen schiitten Zytokine wie IL-2, GM-CSF, TNF-o und IFN-y
aus, die dann wiederum andere T-Zellen oder Zellen wie Monozyten, NK-Zellen,
NK-dhnliche Zellen oder auch verbliebene Empfingerzellen aktivieren, was eine

unspezifische Zytotoxizitit zur Folge hat.
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Pathophysiologie der GvHD:

Phase 1: Wihrend der Konditionierungsphase werden die Empfingergewebe —
insbesondere Darm, Leber und Haut — geschiddigt und aktiviert. Die aktivierten
Empfingerzellen schiitten Zytokine wie IL-1 und TNF-o aus, durch deren
Ausschiittung es bei den Empfinger-APCs zu einer erhohten Expression von
Adhésionsmolekiilen und MHC-Antigenen kommt. Dies fiihrt zu einer verstirkten

Erkennung von MHC-/mH-Antigenen durch Spender-T-Zellen.

Phase 2: In dieser Phase zeigt sich die T-Zell-Aktivierung durch Empfanger-DC
anhand der Aktivierung und Proliferation von T-Zellen und der Sekretion der Thl-
Zytokine IL-2 und IFN-y. Diese beiden Zytokine spielen eine zentrale Rolle bei der

klonalen Expansion der T-Zellen.

Phase 3: Mononukledre Phagozyten schiitten, wenn sie durch ein zweites Signal wie
LPS getriggert werden, zellschddliche Mengen an IL-1 und TNF-a aus. LPS gelangt
durch die geschidigte Darmschleimhaut in die Blutbahn und stimuliert dann GALT
oder Kupffer-Zellen in der Leber. In der Epidermis kann LPS Keratinozyten,
Fibroblasten und Makrophagen zur weiteren Zytokinproduktion stimulieren. Das
fiihrt zu einer Schidigung des Gewebes mit konsekutiver Produktion von Zytokinen,
was zusammen mit den CTL- und NK-assoziierten Mechanismen zur Zerstérung der

Empfingergewebe fiihrt.

Tafel 1: Pathophysiologie der GVHD



Neben der unspezifischen Zytotoxizitit iiber l6sliche Mediatoren wie TNF-o und
IL-1 konnen CTLs auch eine spezifische Zytotoxizitéit iiber zwei andere, Kontakt-
vermittelte Wege herstellen: Perforin-granzyme B-vermittelte Zytolyse und Fas-Fas
Ligand (FasL)-vermittelte Apoptose. Erhohte Spiegel von TNF-a wurden bei
Patienten gefunden, die eine GVHD entwickelten. Bei schweren, Therapie-refraktiren
GvHDs brachten monoklonale TNF-a-Antikorper eine signifikante Besserung
(Krenger et al., 1997).

Die GvH-Reaktion ist wesentlich durch die T-Helferzellen (Th) beeinflusst, von
denen es zwei Typen gibt, Thl und Th2. Thl und Th2 geben verschiedene Zytokine
ab, die eine gegensitzliche Wirkung auf die GvHD haben. Wiihrend ein Uberwiegen
der Th1-Zellen zur Aktivierung von zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) fiihrt und
dadurch zu einer GvHD, kann eine Uberzahl der Th2-Zellen zu einer humoralen
Antwort fithren und eine GvHD verhindern. Man spricht in diesem Rahmen auch von
einer T1- bzw. T2-Polarisierung. Typische Zytokine einer T1-Antwort sind IL-2 und
IFN-y, die einer T2-Antwort 1L-4, IL-6 und IL-10 (O "Doherty et al., 1994; Olweus et
al., 1997; Rissoan et al., 1999; Arpinati et al., 2000).

Allerdings scheint bei einer T2-Polarisierung das Risiko fiir eine cGvHD erhoht zu
sein (Arpinati et al., 2000; Reddy et al., 2000). Obwohl die verheerende Wirkung der
Th1-Zytokine (z.B.: IL-2 und IFN-Y) und die schiitzende Wirkung der Th2-Zytokine
(z.B. IL-4 und IL-10) weitestgehend akzeptiert sind, existieren auch widerspriichliche

Daten (De Wit et al., 1993; Liu et al., 2002).

Verantwortlich fiir die Polarisierung der T-Zellen in Richtung Typl oder Typ2 sind
die Antigen-prisentierenden Zellen (APCs). Dendritische Zellen (DCs) sind die
einzigen APCs, die eine naive T-Zelle auf ein neues Antigen vorbereiten konnen.
Insgesamt drei Subtypen der dendritischen Zellen sind in der Literatur beschrieben
(Pulendran et al., 2001): myeloische DC (CD11c"; = DC1), lymphatische DC
(CD123%; = DC2) und plasmazytoide DC (CD11c¢"). Die von uns untersuchten DC1
induzieren bei Interaktion mit T-Zellen eine T1-Antwort, die DC2 dagegen eine T2-
Antwort (Rissoan et al., 1999; Pulendran et al., 2001). Dabei sind die verschiedenen
Subtypen von jeweils anderen Voraussetzungen, wie unterschiedlichen Zytokinen

und Botenstoffen, abhiingig und produzieren unter deren Einfluss selbst verschiedene
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Botenstoffe. DC1 produzieren z.B. IL-12. Auch hinsichtlich ihres Potentials bei der
Aktivierung von T-Zellen und ihrer Funktion innerhalb des Immunsystems
unterscheiden sich die DCs. DC1 nehmen mikrobielle und Umwelt-Antigene in der
Peripherie auf, wandern zu den Lymphknoten, wo sie dann eine T-Zell-Antwort
auslosen. DC2 wandern bereits wihrend der Fetalperiode in die Lymphknoten. Sie
sind vermutlich fiir die Aufrechterhaltung der peripheren T-Zell-Toleranz gegeniiber
eigenen Antigenen zustindig (Arpinati et al., 2000). Drei Moglichkeiten stehen am
Ende der Interaktion von APC und TC: komplette Aktivierung, partielle Aktivierung
und Anergie. Wie die T-Zellen aktiviert werden miissen, hingt davon ab, in welchem
Status der Aktivierung sich die T-Zellen befinden (ruhend-aktiviert; naiv-reif), und
welcher Typ der APCs (professionell-unprofessionell; ruhend-aktiviert) das Antigen
(Ag) prisentiert. So konnen beispielsweise unreife DC Toleranz-induzierend wirken,
indem sie TC ruhig stellen durch eine Ag-spezifische Zerstorung oder Vermehrung
regulatorischer T-Zellen (Steptoe et al., 1996; Steinmann et al., 2000; Steinmann et
al., 2002).

In Anbetracht der Pathophysiologie der GvHD und der dabei involvierten Zellen,
stellt sich vor allem bei den dendritischen Zellen als potente Ag-prisentierende
Zellen und den T-Zellen als Effektorzellen der GvHD die Frage, inwieweit deren
Chimirismusverhalten einen Einfluss auf die Entstehung einer GvHD hat. Die Daten
sind bislang jedoch spirlich (Porter et al., 2000; Clark et al., 2001; Auffermann-
Gretzinger et al., 2002). Vermutlich sind es die dendritischen Zellen des Empféngers,
die eine wichtige Rolle spielen bei der Aktivierung von Spender-T-Zellen, da sie
diesen direkt Empfianger-Alloantigene pridsentieren, resultierend in einer akuten oder
chronischen GvHD (Arpinati et al, 2000). Shlomchik et al. (1999) und
Klangsinsirikul et al. (2002) fanden heraus, dass eine Inaktivierung der Empfianger-DC
womoglich eine GVHD verhindern oder abschwichen kann. Gleichzeitig wird jedoch
auch ein Einfluss der Spender-DC auf die Entstehung einer GvHD diskutiert (Arpinati
et al., 2000; Reddy et al., 2000; Wu et al., 2000). Ein erhohtes Risiko fiir die
Entwicklung einer GvHD besteht bei einem komplettem T-Zell-Chimérismus
(Mattson et al., 2001). Gleichzeitig sind es aber auch regulatorische T-Zellen des
Spenders, die eine wichtige Rolle bei der Unterdriickung einer GVHD spielen, wie

Edinger et al. (2003) im Mausmodell zeigen konnten.
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Vor diesem Hintergrund wurde in unserer Arbeitsgruppe das Chimérismusverhalten
der beiden Subsets der dendritischen Zellen und das der T-Zellen analysiert.
Basierend auf Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, die sich vor allem mit dem
Dendritenchimérismus beschiftigten, wurde in der vorliegenden Arbeit eine groBere
Fallzahl der Chiméirismen der beiden DC Subtypen, DC1 und DC2, und des
Gesamtchimérismus analysiert und zusitzlich das Chimédrismusverhalten der T-
Zellen. Ziel war es, mogliche Einfliisse des Chimérismusverhaltens der untersuchten
Zelllinien auf das Outcome (rezidivfreies Uberleben, Gesamtiiberleben, Inzidenz und
Schwere der akuten und chronischen GvHD) nach allogener himatologischer

Zelltransplantation zu untersuchen.



Gesamtzahl: N = 144

Minnlich

Weiblich

91

53

(63.2%)

(36,8%)

Mittleres Alter bei der Transplantation: 42,8 Jahre

(Range 16-65 Jahre, Standardabweichung 12,2 Jahre)

Verwandter Spender

Fremdspender

HLA-identer Spender

Nicht HLA-identer Spender

KMT 63

PBSCT 81

Krankheiten:

AML

CML

ALL

NHL

MM

SAA

Tafel 2: Patientendaten (Teil 1)

79 (54,9%)
65  (45,1%)

125  (86,8%)

19 (132%)
(43,8%)
(56,3%)
46 (31,9%) CLL
33 (22,9%) MDS
21 (14,6%) M. Hodgkin
17 (11,8%) OMF/OMS
12 (8,3%) SCA
4 (2,8%)

(2,1%)
(2,1%)
(1,4%)
(1,4%)

(0,7%)




2. Material und Methoden

2.1. Patienten

Im Rahmen dieser prospektiven Studie wurden zwischen April 1999 und Oktober
2002 insgesamt 144 Patienten untersucht, an denen eine allogene Transplantation von
Knochenmark oder peripheren Blutstammzellen in der José-Carreras-
Transplantationseinheit der Medizinischen Klinik III (Klinikum der Universitit
Miinchen - GroBhadern) durchgefiihrt wurde. Alle Patienten gaben nach einem
drztlichen Aufklarungsgesprich ihr schriftliches Einverstiandnis zur Teilnahme an der
Studie. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich iiber insgesamt zwolf Monate,
wobei zum Zeitpunkt des Engraftments, sechs und zwolf Monate nach
Transplantation untersucht wurde. Alle Patienten, die zwischen Oktober 2001 und
April 2002 transplantiert wurden, wurden bis einschlieBlich 30. September 2002

beobachtet.

Tafel 2 gibt einen Uberblick iiber die Patientendaten: Geschlecht, Alter,
verwandter/Fremd-Spender, HLA-identer/nicht-identer Spender, Transplantation von
Knochenmark oder peripheren Blutstammzellen, zugrunde liegende Erkrankungen

und Konditionierungsregime.

Die Einteilung des Schweregrads der akuten und chronischen Graft-versus-Host-
Erkrankung erfolgte anhand klinischer und laborchemischer Parameter (Grading der
aGvHD nach Glucksberg et al., 1974). Fir die GvHD-Prophylaxe wurden im
Wesentlichen zwei verschiedene Regime eingesetzt: 50,4% der Patienten bekamen
Methotrexat i.v. (15 mg/m* am Tag +1, 10 mg/m2 am Tag +3 und 10 mg/m2 am Tag
+6 bzw. +7 beim haploidenten Protokoll) und Cyclosporin A (CyA), 45,3% der
Patienten erhielten Mycophenolatmofetil (MMF) i.v. (Start am Tag 0 mit 2x15 mg/kg
KG) und Cyclosporin A. Der CyA-Perfusor wurde am Tag -1 mit Smg/kg/d gestartet,
am Tag +5 wurde auf 3 mg/kg/d reduziert und ab Tag +28 wurde auf orales
Cyclosporin A umgestellt (12 mg/kg/d). Innerhalb der ersten zwei bis drei Monate
nach der Transplantation wurde die CyA-Dosis einem Plasmaspiegel von 250-500

ng/ml (inkl. der Metaboliten) angepasst und dann schrittweise reduziert.
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Konditionierungsregime:

Myeloablativ:

12Gy TBI-Cyclo-ATG

Bu-Cyclo-ATG

12Gy TBI-Vp

Flu-AraC-Amsa - 12Gy TBI-Cyclo-ATG (haplo)

12Gy TBI-Cyclo-ATG (haplo)

Nicht-myeloablativ:

Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG
4Gy TBI-Flu-Cyclo-ATG

4Gy TBI-Flu-Cyclo

8Gy TBI-Flu-Cyclo-ATG

2Gy TBI-Flu-Cyclo-ATG

Cyclo-ATG

Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG (haplo)
Flu-Cyclo

DexaBEAM-OKT 3

9Gy TNI - 3Gy TBI-Cyclo-ATG

8Gy TNI-Flu-Cyclo-ATG

4Gy TBI-Flu-Cyclo-Camp

OKT 3 - 4Gy TBI-Cyclo-ATG (haplo)

keine

——— Tafel 2: Patientendaten (Teil 2)

25

49

12

12

(17,4%)
(6.3%)
(4.9%)
(2,8%)

(2,1%)

(34,0%)
(8.3%)
(8,3%)
(6,3%)
(1,4%)
(1,4%)
(0.7%)
(0,7%)
(0.7%)
(0,7%)
(0,7%)
(0.7%)
(0,7%)

(2,1%)
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3,6% der Patienten, die wegen eines multiplen Myeloms transplantiert wurden,
erhielten wegen Nierenschidden kein CyA sondern nur MMF als GvHD-Prophylaxe

(Dosierung wie oben).

Ein Patient mit einer schweren aplastischen Anidmie erhielt neben CyA in oben
beschriebener Dosierung auch Rapamycin (iibliche Dosis 1-4 mg) als Prophylaxe.
Des Weiteren kam bei einem GroBteil der Patienten auch Antithymozytenglobulin
(ATG) 1.v. (10-30 mg/kg fiir 3 Tage, siche Tafel 2 — Teil 2) als GvHR- und HvGR-
Prophylaxe. Primédr wurde eine aGvHD > Grad II mit Prednisolon (2-3 mg/kg/d)
therapiert. Die Dosis wurde dann, je nach Ansprechen, alle drei Tage um 10%

reduziert.

2.2. Messung dendritischer Zellen im peripheren Blut

2.2.1. Vorbemerkungen

Bis vor kurzem war es nicht moglich dendritische Zellen direkt aus Vollblut zu
1solieren, da es keine spezifischen Marker gab. Vielmehr war es notwendig, diese
durch Kultur von Blut oder Knochenmark in Gegenwart bestimmter Zytokine wie
GM-CSF, TNF-a oder IL-4 zu gewinnen (Fearnly et al, 1997). Dadurch kommt es
zur Reifung der dendritischen Zellen und in Folge dessen zu einer vermehrten
Expression von Aktivierungsmarkern und ko-stimulatorischen Molekiilen wie
CMRF-44, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) und CD83, die auf direkt aus peripherem Blut
isolierten Dendriten fehlen (Hock et al. 1994, McLellan et al. 1995, Robinson et al.
1999).

Die Identifikation der beiden Subsets der dendritischen Zellen wurde erst moglich, als
CDl11c¢" (By-Integrin) fiir DC1 und CD123" (IL-3Ra) fiir DC2 im peripheren Blut
identifiziert wurden (Kohrgruber et al., 1999), weil es dadurch moglich wurde, in
Verbindung mit HLA-DR und einem sogenannten lin" Cocktail (linienspezifische
Oberflichenantigene wie CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56) ein passendes Set

monoklonaler Antikorper herzustellen.
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2.2.2. Probengewinnung

Fiir die Messung des Dendritengehaltes im Blut wurde ab einem Leukozytengehalt
von >100/ul im Rahmen der Routineblutentnahmen werktags um 6:00 Uhr morgens
ein Rohrchen Citratblut (4,7 ml) iiber den Hickmann-Katheter oder einen anderen
zentralen Venenkatheter abgenommen. Das Blut wurde noch am gleichen Tag im

Cellsorting Labor der Medizinischen Klinik III verarbeitet.

2.2.3. Probenverarbeitung

Zunichst wurden 100 pl Vollblut in einem Probenrdhrchen fiir 15 Minuten bei
Dunkelheit und Raumtemperatur mit folgenden monoklonalen Antikérpern inkubiert:
7 ul anti-HLA-DR-PerCP, 7 ul linl-FITC (anti-CD3, anti-CD14, anti-CD16, anti-
CD19, anti-CD20, anti-CD56), 5 ul anti-CD11c-APC und 5 pl anti-CD123-PE.
Maus-1gG;-PE und Maus-IgG,,-APC dienten als Isotypkontrolle (alle Antikorper
Becton Dickinson Immunocytometry, San Jose, CA). AnschlieBend wurden die
Erythrozyten mit 2 ml FACS™ Lysing Solution (Becton Dickinson
Immunocytometry, San Jose, CA), die zuvor 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt
wurde, versetzt. Danach wurde wieder zehn Minuten lang bei Dunkelheit und
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Probe fiinf Minuten bei
2.000 U/min zentrifugiert (Labofuge II, Heraeus Christ GmbH, Osterode). Nach
erfolgter Zentrifugation wurde der Uberstand mit den lysierten Erythrozyten
abgeschiittet und die Probe mit 3,5 ml PBS (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA) als
Waschpuffer versetzt (PBS 0,1 M pH 7,3-7,4: Apotheke, Klinikum der Universitit
Miinchen; Natriumazid: Merck KGaA, Darmstadt; BSA: Merck KGaA, Darmstadt).
Dann wurde erneut fiinf Minuten bei 2.000 U/min zentrifugiert und anschlieBend der
Uberstand des PBS-Uberstandes abgeschiittet. Der verbliebene Rest im
Probenrohrchen wurde mit 300 pul PBS (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA)

resuspendiert.
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2.2.4. Probenmessung

Nach der oben beschriebenen Verarbeitung wurden die Probenmessungen im
Cellsorting-Labor durchgefiihrt. Mit diesem Sechsparameter-Zellanalyse-Gerit lassen
sich Vorwirts- und Seitwirtslichtstreuung sowie vier weitere Fluoreszenzen
gleichzeitig messen. Ein luftgekiihlter Argonlaser und ein Rotlaser dienen als
Lichtquellen. Fiir die Signalauflosung stehen 1.024 Kanile zur Verfiigung. Die
Messsignale wurden auf allen Detektoren iiber vier Dekaden logarithmisch verstérkt.
FITC, APC, PerCP und PE wurden als Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt. Bei einer
maximalen Messrate von 500-800 events/s wurden pro Probe 20.000 Signale im
Forward-Side-Scatter-Kanal mit der CELLQuestTM-Software Version 3.0 (Fa. Becton

Dickinson, Heidelberg) akquiriert.

Die Trennung der Leukozyten von toten Zellen und Zelldebris erfolgte im Forward-
Side-Scatter-Dot-Plot iiber R1. Da die beiden untersuchten Subpopulationen der
dendritischen Zellen lin1-Cocktail negativ sind, wurde fiir die Identifikation der lin°
Zellen der Dot Plot anti-HLA-DR-PerCP/lin1-Cocktail-FITC auf R1 gegatet (R2).
Wie in Tafel 3 zu sehen, wurden die DC1 als HLA-DR" linl- CD11c¢* Zellen
identifiziert und DC2 als HLA-DR" linl- CD123" Zellen.

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit der CELLQuest™™ Software
Version 3.0 (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg). Die angezeigten Werte geben den

prozentualen Anteil der DC1 und DC2 an den Leukozyten im peripheren Blut an.

2.3. Isolieren dendritischer Zellen

2.3.1. Probengewinnung

Sobald die Messungen am Durchflusszytometer einen Anteil von mehr als ca. 0,1%
der dendritischen Zellen an den Leukozyten ergaben, wurden dem Patienten wie unter
2.2.2. beschrieben am nichsten Tag drei bis vier Rohrchen Citratblut abgenommen.
Fiir die Chimérismusanalysen nach sechs und zwo6lf Monaten wurde den Patienten im

Rahmen der Routinenachuntersuchungen in der Transplantationsambulanz Blut an
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Durchflusszytometrische Messung von DC1 und DC2 im peripheren Blut am

FACSCalibur™ :

Die Dendriten zeigen sich als HLA-DR" lin” Zellen in R2. DC1 sind HLA-DR" lin
CDI11c¢" (R5), DC2 sind HLA-DR" lin® CD123" (R3). In R4 sind basophile

Monozyten zu sehen.

Tafel 3: Messung des Dendritengehaltes
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einer peripheren Vene entnommen. Alle Proben wurden am selben Tag im

Cellsorting-Labor der Medizinischen Klinik IIT verarbeitet.

2.3.2. Probenverarbeitung

Zunichst erfolgte die Trennung der mononukledren Zellen aus dem Vollblut mittels
Dichtezentrifugation. Dazu wurden in einem Probenrohrchen je 4 ml Citratblut
vorsichtig auf 7 ml Lymphozyten-Separationsmedium (PAA Laboratories GmbH,
Linz) pipettiert, so dass es zu keiner Vermischung kam. AnschlieBend wurde 20
Minuten bei 2000U/min zentrifugiert (Labofuge 11, Heraeus Christ GmbH, Osterode).
Dann wurde die Schicht mononukleédrer Zellen vorsichtig abgehoben und zweimal
mit PBS (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA) gewaschen (Zentrifugation bei 2.000
U/min fiir je fiinf Minuten). Uber den Leukozytengehalt in der Zellsuspension
(gemessen mit Cell Counter, Beckman Coulter GmbH, Krefeld) wurde die noétige
Antikorpermenge berechnet. AnschlieBend wurden die gewaschenen und in PBS
suspendierten Zellen bei 4°C fiir 15 Minuten mit folgenden Antikdrpern inkubiert:
anti-HLA-DR-PerCP, lin1-FITC (anti-CD3, anti-CD14, anti-CD16, anti-CD19, anti-
CD20, anti-CD56), anti-CD11c-APC und anti-CD123-PE. Nach der Inkubation
wurden die Proben erneut mit PBS gewaschen (2.000 U/min fiir fiinf Minuten) und
fiir die Weiterverarbeitung am Cellsorter in PBS (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA)

resuspendiert.

2.3.3. Isolieren von DC1 und DC2 mittels Cellsorting

Das Sortieren der markierten mononukleiren Zellen erfolgte im FACSVantage SE™
(Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) des Cellsorting-Labors. Die Definition der
Sortierungskriterien fiir den Cellsorter erfolgte durch die Identifizierung der
Phinotypen der beiden Subtypen der dendritischen Zellen (DCI1: HLA-DR" linl
CDl11c*; DC2: HLA-DR" linl- CD123%), wie unter 2.2.4. beschrieben.

Im Cellsorter wird die angesaugte Zellsuspension mit einer bestimmten Frequenz so
in Schwingung versetzt, dass der Fliissigkeitsstrom kurz nach Durchlaufen einer Diise

und Passieren eines Laserstrahls in einzelne, fast gleichférmige Tropfen aufgeteilt
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wird. Jeder dieser Tropfen enthélt genau eine Zelle. Die Strecke zwischen dem Punkt,
an dem der Laser auf den Fliissigkeitsstrahl trifft, und dem Abrisspunkt kann exakt
bestimmt werden, so dass der Cellsorter die Zeit zwischen der Erfassung durch den
Laser und dem Tropfenabriss berechnen kann. Erfasst der Laser eine Zelle mit den
bereits definierten Sortierungskriterien, dann wird dem Tropfen im Moment des
Abrisses ein Spannungsimpuls vermittelt, der dem Tropfen eine Oberflichenladung
gibt. Dadurch kann der Tropfen an den nun folgenden -elektrischen
Ablenkungsplatten durch das Anlegen einer entsprechenden Spannung in die
gewiinschte Richtung abgelenkt werden, so dass er in einem der zwei darunter
installierten Sammelrohrchen landet. Ungeladene Tropfen, also solche, die nicht den
Sortierungskriterien entsprechen, landen unabgelenkt in einem Abfallr6hrchen in der

Mitte.

Das Sortieren der beiden Populationen erfolgte simultan in je ein mit PBS (0,09%
Natriumazid, 0,5% BSA) gefiilltes Sammelrohrchen. Die anschlieend

durchflusszytometrisch bestimmte Reinheit der dendritischen Zellen lag immer iiber

95% (Tafel 4).

2.3.4. Morphologie von isolierten dendritischen Zellen
2.3.4.1. Pappenheim-Fdrbung

Die sortierten, in PBS (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA) suspendierten dendritisichen
Zellen wurden mit einer Zytozentrifuge (800 U/min, Shandon Labortechnik GmbH,
Berlin) auf einen Objekttrager aufgebracht. Das so hergestellte Zytospinpriparat

wurde nach Pappenheim geférbt.

Ein solches Priparat von isolierten DC2 ist in Tafel 5 zu sehen.

2.3.4.2. Morphologie nach Kultivierung mit TNF-o

Die sortierten Zellen wurden mit TNF-o inkubiert, um zu zeigen, dass diese

tatsdchlich dendritische Zellen sind. Im peripheren Blut sind dendritische Zellen
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L Tafel 4: Isolierung und Reinheit der DCs
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Isolierung von DCs aus peripherem Blut und deren Reinheit:

Bei den dargestellten Dot Plots handelt es sich um die durchflusszytometrische
Messung (sieche auch 2.2.4. und Tafel 3) der DCs, die mittels Cellsorting
(FACSVantage SE™, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) aus peripherem Blut isoliert
wurden. In den beiden oberen Grafiken sind isolierte DC1 zu sehen, die unteren
Grafiken zeigen isolierte DC2. Die Reinheit der DC1 lag bei 98,2%, die der DC2 bei
95,6%.
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Pappenheim-Firbung von direkt aus peripherem Blut isolierten DC2

Die beiden Abbildungen zeigen nach Pappenheim gefirbte DC2. Deren
lichtmikroskopisch erkennbare Morphologie stimmt auch mit der Lage der
dendritischen Zellen im Forward-Side-Scatter iiberein: der Zellkern ist groff und
leicht eingekerbt, es finden sich perinukledre Aufhellungen und ein schmaler

Zytoplasmasaum.

Tafel 5: Pappenheim-Firbung von DC2
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funktionell unreif (Kohrgruber et al., 1999), reifen aber in-vitro in Gegenwart von
TNF-o und entwickeln dariiber hinaus auch ihre charakteristische Morphologie
(Auffermann-Gretzinger et al., 2002). Nach dem Sortieren wurden die in PBS (0,09%
Natrium, 0,5% BSA) suspendierten Zellen in RPMI + 10% FCS zusammen mit
TNF-o. (10pg/ml auf 10° Zellen/ml, R&D Systems, Minneapolis, MN) fiir 24
Stunden bei 37°C kultiviert. Mit den kultivierten DCs wurde ein Zytospinpréiparat
angefertigt (800 U/min, Zytozentrifuge, Shandon Labortechnik GmbH, Berlin), das
nach Pappenheim gefirbt wurde. Tafel 6 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme

einer DC2 nach 24-stiindiger Kultivierung mit TNF-o.

2.3.4.3. Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme nach Kultivierung mit

INF-«

Wie unter 2.3.4.2. beschrieben, wurden die dendritischen Zellen mit TNF-o
kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen in 2%-igem Glutaraldehyd in 0,1 M
Sorensen-Phosphat-Puffer (Losung A {9,078 g KH,PO, in 1000 ml Aqua dest.} und
Losung B {11,876 g Na,HPO,2H,O in 1000 ml Aqua dest.} gemischt auf pH 7,4)
fixiert. Um eine hohere Zelldichte in den Schnittpriparaten zu erlangen, wurde die
Suspension fiir 24 Stunden auf Transwell-Filtereinsitze (Falcon, Porengro3e 5 pm)
gegeben, so dass die Zellen adhidrierten. AnschlieBend wurden die Zellen auf den
Filtern fiir zweimal zehn Minuten in einer Sorensen-Phosphat-Pufferlosung (pH 7,4)

gewaschen.

Nach dem Waschen der Proben wurden diese zwei Stunden in 2%igem
Osmiumtetroxid in Sorensen-Phosphat-Puffer kontrastiert und danach erneut zweimal
zehn Minuten in Sorensen-Phosphat-Puffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Entwisserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30, 50, 70, 90%iges unvergilltes
Athanol) fiir jeweils zweimal zehn Minuten, dreimal 20 Minuten in 100%igem
unvergilltem Athanol und einmal 20 Minuten in 100%igem wasserfreiem Athanol.
Dann wurde das Athanol gegen Propylenoxid ausgetauscht, indem die Proben fiir
zweimal 20 Minuten in Propylenoxid (1,2Propylenoxid, Firma E. Merck, Darmstadt)

ibertragen wurden.
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Fiir die Einbettung in Propylenoxid-Araldit wurde Araldit (Araldite CY 212, Serva,
Heidelberg) mit DDSA (Dodecenylbernsteinsdure) (Serva) im Verhéltnis 52 % : 48
% gemischt und 3 % Beschleuniger (Araldite-accelerator DY 946, Serva) zugesetzt
und anschlieBend 1:1 mit Propylenoxid verdiinnt. In diese Losung wurden die Proben
tibertragen und iiber Nacht offen stehen gelassen. Am nidchsten Tag erfolgte die
Einbettung in reines Araldit, das zuvor im Verhiltnis 52 % : 48 % mit DDSA
gemischt und mit 2 % Beschleuniger versetzt wurde. Die Proben wurden fiir ca. vier
bis sechs Stunden in diese Losung iibertragen. Danach wurde Araldit mit 2 %
Beschleuniger frisch zubereitet und die Objekte darin eingebettet. AnschlieBend

wurde 48 Stunden bei 60°C polymerisiert.

Nach der Trimmung der auspolymerisierten Praparate mit einer Rasierklinge wurden
die Semidiinnschnitte mit einem Glasmesser im Reichert-Jung-Ultramikrotom
abgenommen, anschlieBend getrocknet und mit Toloidinblau gefidrbt. Die
Ultradiinnschnitte wurden ebenfalls im Reichert-Jung-Ultramikrotom mit einem
Diamantmesser abgenommen und auf Kupfernetzchen (Grids) aufgezogen. Die
anschlieBende Kontrastierung der Ultradiinnschnitte erfolgte im Reichert-Jung-
Ultrastainer. Dazu wurde eine Stunde bei 40°C mit Uranylacetat und anschliefend 20

Minuten bei 20°C mit Bleicitrat (nach Reynolds) kontrastiert.

Die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung und Aufnahme der Fotos
der Prédparate erfolgte im Elektronenmikroskop Philips CM 10 bei einer
VergroBerung von 35.000 und 48.000. Die untere Abbildung in Tafel 6 zeigt eine
dendritische CD123" Zelle bei einer 35.000-fachen VergroRerung.
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Dendritische Zellen nach Inkubation mit TNF-o

Die obere Abbildung zeigt eine nach Pappenheim geféarbte dendritische Zelle, die 24
Stunden lang mit TNF-a inkubiert wurde. Im Bereich des unteren Zellpols sind die

typischen Auslédufer der dendritischen Zellen zu erkennen.

Die untere Abbildung zeigt eine transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme
einer ebenfalls mit TNF-o inkubierten DC2 bei einer 35.000-fachen VergroBerung.
Durch die fiir diese Aufnahme notwendigen, zahlreichen Arbeitsschritte ist die Zelle

sichtbar geschidigt.

Tafel 6: Morphologie von in TNF-o inkubierten DC2
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2.4. Isolieren der T-Zellen

2.4.1. Probengewinnung

Fiir die T-Zell-Chimérismusuntersuchungen am Tag +30 wurde den Patienten, wie
unter 2.2.2. beschrieben, 50 ml heparinisiertes Vollblut abgenommen. Fiir die
Chimérismusuntersuchungen nach sechs Monaten wurde das Blut im Rahmen der
Routineuntersuchungen in der Transplantationsambulanz an einer peripheren Vene

entnommen.

2.4.2. Probenverarbeitung

Zunichst erfolgte die Trennung der mononukledren Zellen aus dem Vollblut mittels
Dichtezentrifugation. Dazu wurden zunéchst die 50 ml heparinisiertes Blut mit 50 ml
PBS (Dulbecco; Zusammensetzung: NaCl 8000 mg/l, KCI 200mg/l, Na,HPO, 1150
mg/l) versetzt. Dann wurden in drei 50 ml Probenrdhrchen je 15 ml Lymphozyten-
Separationsmedium (PAA Laboratories GmbH, Linz) mit je 33 ml Blut vorsichtig
tiberschichtet. AnschlieBend wurde 20 Minuten bei 2.000U/min zentrifugiert (Rotanta
96 RC, Hettich GmbH, Tuttlingen). Dann wurde die Schicht mononukleidrer Zellen
vorsichtig abgehoben und dreimal mit PBS (Dulbecco) gewaschen (Zentrifugation

bei 2.000 U/min fiir je zehn Minuten).

AnschlieBend wurden die mononukledren Zellen, abhédngig von der mit der
Neubauer-Zihlkammer bestimmten Zellzahl, mit CD3-Microbeads (20}11/1,52-107
Zellen, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach) versetzt und fiir 15 Minuten bei
4°C in Dunkelheit inkubiert. Danach wurde die Suspension mit MACS-Puffer
(Zusammensetzung: 500 ml PBS (Dulbecco), 2 ml EDTA (0,5mM), 2,5 ml FCS)
gewaschen (Zentrifugation bei 2.000 U/min fiir zehn Minuten) und der Uberstand
abgeschiittet. Nach Bestimmung der Zellzahl in der Zihlkammer nach Neubauer
wurden die Zellen, abhdngig von der Zellzahl, wieder mit MACS-Puffer
(80 nl/1,52-10" Zellen) aufgeschwemmt.
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2.4.3. Isolieren von T-Zellen mit dem Miltenyi-System

Die resuspendierten mononukledren Zellen wurden dann von oben in eine
magnetische Sidule (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) eingefiillt. Bis zu
einer Zellzahl von 107 positiven Zellen wurde die MS*/RS™-Siule verwendet, lag die
Zellzahl dariiber, kam die LS*/VS" Siule zum Einsatz. Die Siulen wurden durch
einen Waschvorgang mit MACS-Puffer (0,5 ml bei der kleinen, 3 ml bei der grof3en
Sdule) vorbereitet. AnschlieBend wurden die in MACS-Puffer resuspendierten Zellen
in ausreichender Menge (kleine Sdule 0,5 ml, groBe Sdule 1-10 ml) in die Sdulen
eingebracht. Durch die Lage der Sdulen innerhalb eines angelegten Magnetfeldes
blieben mit CD3-Microbeads markierte CD3" Zellen, also T-Zellen, in der Séule,
wohingegen CD3" Zellen durch die Sédulen in ein Auffangbehiltnis liefen. Um alle
CD3" Zellen aus den Siulen zu entfernen, wurde bei der kleinen Sdule mit 0,5 ml und
bei der groBen Sdule mit 3x3 ml MACS-Puffer nachgespiilt. Danach wurde die Sdule
mit den enthaltenen CD3" Zellen aus dem Magnetfeld entfernt und die Zellen mit
MACS-Puffer (1 ml bei der kleinen Sédule, 5 ml bei der groBen Sdule) aus der Sdule

in ein mitgeliefertes Auffangbehiltnis heraus gespiilt.

AnschlieBend wurde die Zahl der sortierten T-Zellen mit der Zdahlkammer nach

Neubauer bestimmt.

2.4.4. Chimirismusanalyse von T-Zellen

Bei gegengeschlechtlicher Transplantation wurden die Chimérismusanalysen mittels
FISH durchgefiihrt (siehe 2.5.1.), bei gleichgeschlechtlicher Transplantation wurden
die Chimirismusanalysen mittels STR-PCR (siehe 2.5.2.) durchgefiihrt. Die unter
2.5.1. und 2.5.2. beschriecbenen Methoden treffen auch fiir die T-Zellen zu.
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2.5. Chimarismusanalysen

2.5.1. Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH)

Nach einer Transplantation, bei der der Empfinger Knochenmark oder
Blutstammzellen von einem gegengeschlechtlichen Spender erhalten hat, kann man
die Chimérismusanalysen durch die Detektion der Geschlechtschromosomen X und
Y durchfiihren. Verschiedene Methoden stehen einem dazu zur Verfiigung, wie z.B.
zytogenetische Untersuchungen (Lawler et al., 1984, Walker et al., 1986) oder
Assays, die auf PCR-Technik basieren (Fehse et al., 2001). In den meisten Labors hat
sich jedoch die FISH-Untersuchung fiir Chimirismusanalysen durchgesetzt. Das liegt
zum einen an ihrer einfachen und schnellen Durchfiihrbarkeit, und zum anderen an
der guten Korrelation ihrer Ergebnisse mit den Ergebnissen aus STR-PCR-

Untersuchungen (Thiede et al. 1999, Thiede et al. 2001).

Nachdem die dendritischen Zellen in ein Probenrohrchen mit PBS-Puffer (0,09%
Natriumazid, 0,5% BSA) sortiert waren (siehe 2.3.3.), wurde daraus mittels einer
Zytozentrifuge (800 U/min, Shandon Labortechnik GmbH, Berlin) ein
Zytospinpridparat hergestellt. An je zwei Stellen des Objekttrigers wurden die DCs
durch Zentrifugation aufgetragen. Anschliefend wurden unter einem Lichtmikroskop
(Axioskop 20, Fa. Carl Zeiss, Jena) bei zehnfacher VergroBBerung die Bereiche, in
denen ausreichend viele Zellen gut verteilt nebeneinander lagen, aufgesucht und auf

der Riickseite des Objekttrigers mit einem Diamantkratzer umfahren.

Nachdem die markierten Priparate getrocknet waren, erfolgte die Fixierung in einer
Losung aus Methanol und Eisessigsdure fiir 20 Minuten (Fixierlosung: Methanol :
Eisessigsdure 3:1, Merck KGaA, Darmstadt). Danach wurden die Préparate in einer
4°C kalten, aufsteigenden Alkoholreihe (70% / 80% / 90% / 100% Ethanol) je eine
Minute lang gewaschen. Auf die trockenen Objekttriger wurden dann an den
markierten Stellen je 2 pl der zuvor aufgetauten Sonden (CEP® X
SpectrumOrange™ DNA Probe (Zentromerregion Xpll.1-q11.1) und CEP® Y
SpectrumGreen'"' DNA Probe (Satellit III, Yq12), Vysis GmbH, Bergisch Gladbach)
aufgebracht, ein Deckglas luftblasenfrei aufgelegt, welches sogleich mit Fixogumm

abgedichtet wurde. Sofort danach wurde der Objekttrager fiir drei Minuten zur
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Hybridisierung in den Hybrite (76°C) gelegt und fiir zehn Stunden im Brutschrank
(37°C, 5% CO,) aufbewahrt.

Nach zehn Stunden im Brutschrank wurden das Deckglas und das Fixogumm entfernt
und das Pridparat zwei Minuten in 75°C warmer 0,4% SSC Losung gewaschen.
AnschlieBend wurde das Prédparat denaturiert (eine Minute in 2x SSC / 0,1% NP 40
bei Raumtemperatur). Die 20x-SSC-Stamml6sung wird aus folgenden Bestandteilen
hergestellt: 175,35 g NaCl plus 88,2 g tri-Na-Citrat-Dihydrat (beides Merck KGaA,
Darmstadt) gelost in 1000 ml Aqua dest (pH 7,0). Zur Herstellung der 0,4% SSC
Waschlosung (pH 7,0-7,5) wurden 20x-SSC-Stammlosung und Aqua dest. im
Verhiltnis 2:98 gemischt. Die Denaturierungslosung setzte sich aus 900 ml Aqua
dest., 100 ml der 20x-SSC-Stammlosung und 1000 ul NP 40 (nicht ionisches
Detergenz, Vysis GmbH, Bergisch Gladbach) zusammen.

Auf die getrockneten Priparate wurden an den markierten Stellen je zwei Tropfen
DAPI-Antifade (125 ng/ml DAPI = blaufluoreszierendes 4,6-Diamidino-2-
Phenylindole als spezifischer DNA-Farbstoff gelost in 1,4-Diaminobenzol,
Dihydrochlorid, Glyzerol und Puffer; Vysis GmbH, Bergisch Gladbach) aufgetropft
und ein Deckglas luftblasenfrei aufgelegt. Bis zur Mikroskopie wurden die Prédparate

trocken und dunkel bei 4°C aufbewahrt.

Die Chimédrismusanalysen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 20,
Fa. Carl Zeiss, Jena; Ubersicht mit zehnfacher VergroBerung, Auszihlung bei 63-
facher VergroBerung mit Olimmersion) des Cellsorting-Labors durchgefiihrt, wobei

mindestens 100 Interphasekerne ausgezihlt wurden.

Tafel 7 zeigt zwei Interphasekerne (63-fache Vergroerung) bei einer
Chimérismusanalyse mittels Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung am Tag +55 nach
einer Transplantation peripherer Blutstammzellen. Bei der hier untersuchten
Subpopulation DC2 ist neben einer dendritischen Zelle des ménnlichen Spenders
(XY) auch noch eine residuale Zelle der Patientin (XX) zu sehen, womit

definitionsgemil ein gemischter Chimérismus vorliegt.
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sonde: XY

Nach gegengeschlechtlicher Transplantation wurden die Chimérismusanalysen an
Zytospinpraparaten von DC1 und DC2 mittels Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung
durchgefiihrt. Die Zuordnung der Zellen zu Spender oder Empfénger erfolgt durch
Identifizierung der  Geschlechtschromosomen X und Y, die durch

fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden markiert werden konnen.

Auf der Abbildung der FISH-Untersuchung von DC2 ist neben einer ménnlichen
Zelle des Spenders (rechts) auch eine weibliche Zelle der Empfingerin (links) zu

sehen, womit definitionsgemil ein gemischter Chimérismus vorliegt.

Tafel 7: Chimérismusanalyse mittels FISH
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Die Grafik zeigt das Ergebnis einer STR-PCR-Untersuchung des Locus D21S11. Bei
den DC1 (CD11c") sind nur Merkmale des Spenders (S; 28/29) vorhanden, das heiBt
ein vollstindiger Chimédrismus liegt vor. Im Gegensatz dazu sind in den DC2
(CD123%) Merkmale des Spenders (S; 28/29) und des Empfingers (E; 27/30) zu
finden. Die Quantifizierung des gemischten DC2-Chimérismus anhand der Flichen
unter den Peaks ergab folgendes Verhiltnis von Spender- zu Empfingermerkmalen:
93% (£5%) : 7% (£7%). Die ebenfalls untersuchte Mundschleimhaut zeigte auch eine

Mischung von Spender- und Empfingermerkmalen.

Die Zahlen (27, 28, 29, 30) geben die Anzahl der repetitiven Sequenzen der

untersuchten Tetranukleotide an. Darin unterscheiden sich Spender und Empfinger.

Tafel 8: Chimérismusanalyse mittels STR-PCR
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2.5.2. Polymerasekettenreaktion von Short-Tandem-Repeats

(STR-PCR)

PCR-basierte Methoden eignen sich besonders gut fiir Chimérismusanalysen nach der
gleichgeschlechtlichen Transplantation von allogenen hidmatopoetischen Zellen. Es
besteht zum einen die Moglichkeit die VNTRs (Variable Number of Tandem
Repeats) zu untersuchen und zum anderen die STRs (Short-Tandem-Repeats) zu

untersuchen, die eine qualitative und quantitative Chiméirismusanalyse ermoglichen.

Short-Tandem-Repeats bestehen aus hochpolymorphen, repetitiven Di-, Tri- und
Tetranukleotidsequenzen verschiedener Linge, die als Teil der nicht kodierenden
DNA verstreut inseriert sind (Thiede et al., 1999). Bei der Chimirismusanalyse iiber
STRs werden die unterschiedlichen Lingen dieser detektiert, da sich hierin Spender
und Empfinger unterscheiden. Da  diese sensitive  Methode auch
geschlechtsunabhingig funktioniert, hat sie ihren Weg von der forensischen Medizin

in Transplantationsmedizin gefunden (Antin et al., 2001).

Nach dem Isolieren der dendritischen Zellen (siehe 2.2.3.) wurde mit dem QIAamp
Blood Kit (Fa. Qiagen, Hilden) die DNA dieser isoliert. Mit einem Amplifikationskit
wurde je 1 ng amplifiziert (AmpFISTR Profiler Plus PCR Amplification Kit; Fa.
Perkin Elmer, Weiterstadt). AnschlieBend wurde die Kapillarelektrophorese auf 6%
Polyacrylamid/Bisacrylamid-(19:1)-Gel (plus 8 M Urea und TBE Puffer)
durchgefiihrt. Die separierten PCR-Produkte wurden mit einem ABI-373-Sequenzer
(Applied Biosystems, Weiterstadt) analysiert. Statistisch ausgewertet wurden die
Ergebnisse mit dem Computerprogramm HWE Analysis. (Keil et al., 1999 ;
Anslinger et al., 2001)
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DNA-Systeme A.L. AL. AL. AL. AL.
DC1 DC2 T-Zellen Mundschleim-  Befund vor KMT
CDl1c+ CD123+ CD3+ haut GAO00K25504
D3S1358 16/18 16/18 16/18 16/18 16/16
VWA 18/19 18/19 18/19 18/19 18/19
FIBRA 21722 21/22 21/22 21722 21722
D8S1179 9/[13]/15 9/[13]/15 9/15 9/13/15 13715
D21S11 28/[30]/322 28/[30]/32.2 28/32.2 28/30/32.2 28 /30
D18S51 12/ 14 12/ 14 12/ 14 12/ 14 12/ 14
D5S818 11/[12] 11/[12] 11/11 11/12 11712
D13S317 8/14 8/14 8/14 8/14 14/14
D7S820 9/12 9/12 9/12 9/12 9/12
GA-Nr. Befund vom Material Anteil eigene Anteil Spender-
Merkmale merkmale
01K25613 24.10.01 CDl1lc+ 205 % 805 %
01K25613 24.10.01 CD123+ 613 % 94+t3%

Bei dieser Patientin erfolgte die Chimérismusanalyse mittels STR-PCR, wobei die T-

Zellen und die dendritischen Zellen untersucht wurden. Um im Rahmen der

Chimirismusanalyse Empfinger- und Spendermerkmale vergleichen zu konnen,

wurden DNA-Merkmale herangezogen, die man vor der Transplantation aus

mononukledren Zellen gewonnen hatte (siehe ,,Befund vor KMT*).

Bei den untersuchten T-Zellen lag ein kompletter Chimérismus vor, bei den DC1

(CD11c¢") und den DC2 (CD123") ein gemischter. In welchem Verhiltnis Spender-

und Empfingermerkmale zueinander standen, ist der unteren Tabelle zu entnehmen.

Nach der Transplantation lag bei der mituntersuchten Mundschleimhaut ebenfalls

eine Mischung von Spender- und Empfingermerkmalen vor.
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Im Rahmen der STR-PCR wurden bis zu neun verschiedene tetramere STR-Loci
untersucht (siehe Tafel 9): D3S1358, VWA, FIBRA, D8S1179, D21S11, D18S51,
D5S818, DI13S317 und D7S820. Um eine quantitative und qualitative
Chimérismusanalyse anhand von Vergleichsmaterial zu erméglichen, wurde in der
Regel vor der Transplantation eine STR-PCR an mononukleédren Zellen durchgefiihrt.
Wenn kein Vergleichsmaterial aus der Zeit vor der Transplantation zur Verfiigung
stand, wurde eine STR-PCR an Haarwurzeln oder Mundschleimhaut des Patienten

nach der Transplantation durchgefiihrt.

In Tafel 8 ist das Ergebnis einer Chimédrismusanalyse mittels STR-PCR zu sehen und

in Tafel 9 ein typischer Befundbericht einer solchen Untersuchung.

2.5.3. Definitionen

Die Bestimmung des Chiméirismus erfolgte unter qualitativen und quantitativen
Gesichtspunkten. Definitionsgemill besteht ein kompletter Chimirismus, wenn das
Ergebnis einer STR-PCR nach gleichgeschlechtlicher Transplantation nur DNA-
Merkmale des Spenders aufwies bzw. bei der FISH-Analyse nach
gegengeschlechtlicher Transplantation ausschlieBlich Spenderkerne gefunden werden
konnten. Bei der FISH Analyse wurden jeweils mindestens 100 Interphasekerne pro
DC-Subset ausgezihlt. Beim quantitativen Chimérismus wurde jeweils das Verhiltnis
von Empfinger- zu Spendermerkmalen (PCR) bzw. das Verhiltnis von Empféanger-

zu Spenderkernen (FISH) prozentual angegeben.
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2.6. Datenauswertung

Die Auswertung der Daten wurde mit SPSS 11.5 fiir Windows (Version 11.5, SPSS
Software GmbH, Miinchen) auf einem Laptop (TOSHIBA SATELLITE 5200 W903,
Betriebssystem Windows XP Home) durchgefiihrt.

Bei den Ergebnissen handelt es sich, soweit nicht anders angegeben, um die
jeweiligen Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD). Um Mittelwerte
zwischen zwei Gruppen zu vergleichen, wurde der t-Test fiir unabhingige
Stichproben angewendet. Fiir den Vergleich von qualitativen Merkmalen oder
dichotomisierten Variablen wurde der Chi-Quadrat-Test nach Pearson angewendet.
Die Dauer des Rezidiv-freien und des Gesamtiiberlebens sind als Kaplan-Meier-
Kurven dargestellt, statistische Unterschiede wurden in diesen Fillen mit dem log-
rank-Test analysiert. Alle p-Werte sind zweiseitig angegeben, wobei das
Signifikanzniveau bei p=0,05 liegt, das heil3t, alle Werte fiir p<0,05 wurden als

statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Patienten

Im Rahmen der Studie wurden zwischen April 1999 und April 2002 insgesamt 144
Patienten mit hidmatologischen Erkrankungen transplantiert und nach allogener
Transplantation analysiert. Der Anteil der Minner unter den Transplantierten ist
deutlich groBer als der der Frauen (63,2% vs. 36,8%). Das durchschnittliche Alter lag
bei 42,8 Jahren zum Zeitpunkt der Transplantation. 79 Patienten (54,9%) erhielten
das Transplantat von einem Verwandten, 65 (45,1%) von einem Fremdspender,
wobei in 125 Fillen (86,8%) Spender und Empfinger HLA-ident waren. 19 Patienten
(13,2%) bekamen ein nicht HLA-identes Transplantat. 43,75% (n=63) der
Transplantate waren Knochenmark, 56,25% (n=81) periphere Blutstammzellen. Die
zugrunde liegenden Krankheiten und Konditionierungsschemata sind Tafel 2 zu

entnehmen.

Bei insgesamt 73 Patienten (50,7%) trat im Verlauf eine akute Graft-versus-Host-
Erkrankung auf. Ein (0,7%) Patient hatte eine aGvHD Grad I, 23 (16%) hatten Grad
I1, 34 (23,6%) Grad III und 15 (10,4%) Grad IV. Das am héufigsten betroffene Organ
war die Haut (40 Patienten (54,8%)), gefolgt von Haut und Darm (16 Patienten
(21,9%)) und Haut, Leber und Darm (neun Patienten (12,3%)). Im Mittel wurde die
aGvHD am Tag +22 nach der Transplantation diagnostiziert (MW = 21,55; 4 — 68;
SD 12.,9). Tafel 10 gibt einen Uberblick iiber Hiufigkeiten und Organverteilung der

akuten Graft-versus-Host-Erkrankung.

39 Patienten (27,1%) entwickelten im Verlauf eine chronische Graft-versus-Host
Erkrankung. Bei 17 Patienten (11,8%) war diese lediglich mild, 22 Patienten (15,3%)
hatten eine schwere cGvHD. In 23 Fillen (59,0%) handelte es sich um eine cGvHD
de novo, also eine cGvHD, die sich erst ab dem Tag +100 entwickelte. Bei den
anderen 16 Patienten (41%) mit einer cGVvHD entwickelte sich diese aus einer
aGvHD. Haut sowie Haut und Leber waren auch bei der cGvHD die am héaufigsten

betroffenen Organe. Einen Uberblick iiber die von der cGvHD
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Inzidenz der aGvHD (n=144)

40
Prozent
30

20

10

keine Grad I Grad II Grad 111 Grad IV
aGvHD

Von aGvHD betroffene Organe (n=73)

Leber Darm Leber & Darm
2,7% 2,7% 1,4%

/

Haut & Leber
4,1%

Haut & Leber & Darm
12,3%
Haut
54,8%
Haut & Darm
21,9%

L Tafel 10: Akute Graft-versus-Host-Erkrankung
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Von cGvHD betroffene Organe nach sechs Monaten (n=26)

Haut & Darm

3,8%
Leber & Darm

3,8%

Haut & Leber & Darm

7, 7%
Leber
7.7%
Haut
46,2%
Darm
11,5%

Haut & Leber
19,3%

Von cGvHD betroffene Organe nach zwolf Monaten (n=20)

Leber Lunge
5% 5%

Leber & Darm
5%
Haut
55%
Haut & Leber
30%

Tafel 11: Chronische Graft-versus-Host-Erkrankung
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betroffenen Organe nach sechs und zwolf Monaten verschafft Tafel 11.

Bei 25 der 144 Patienten (17,4%) wurde innerhalb des Beobachtungszeitraums ein
Rezidiv diagnostiziert, wobei es sich sowohl um himatologische, zytogenetische als
auch um molekularbiologische Rezidive handelte. Die Letalitit bei einem Rezidiv der

Grunderkrankung lag bei 68,0% (17 der 25 Patienten mit Rezidiv).

Insgesamt verstarben 43 Patienten (29,9%) innerhalb der ersten 12 Monate nach der
Transplantation. Fithrende Todesursache war das Rezidiv (17 Patienten), gefolgt von
Sepsis bzw. schwerer Infektkomplikation und GvHD (jeweils zwolf Patienten). Einen

Uberblick iiber die Verteilung der Todesursachen gibt Tafel 12.

Todesursachen (n=43)

Sonstige
4,7%
Sepsis / schwere
Infektkomplikation
27,9% Rezidiv
39.5%

GvHD
27,9%

Tafel 12: Todesursachen
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3.2. Kinetik der Chimarismen nach allogener
hiamatopoetischer Zelltransplantation

3.2.1. Kinetik der Chimérismen beim Engraftment

3.2.1.1. Kinetik des Dendritenchimdrismus

Bei 120 der 144 Patienten wurden im Median am Tag +21 (Range 9-84)
Chimirismusanalysen an den dendritischen Zellen durchgefiihrt. Bei den restlichen
24 Patienten erfolgte diese Analyse nicht, da in der Regel zu wenig dendritische
Zellen im peripheren Blut der Patienten waren wegen einer aGvHD oder/und einer
Behandlung mit Prednisolon (Pihusch et al., 2001). Fiir die FISH-Untersuchungen
werden mindestens 5.000, fiir die STR-PCR-Untersuchung mindestens 2.000 Zellen
benotigt. Der prozentuale Anteil der dendritischen Zellen an den Leukozyten war bei
den DC1 (MW 0,78%; SD 0,98) signifikant hoher (p<0,01) als bei den DC2 (MW
0,43%; SD 0,50), was auch dazu fiihrte, dass meistens mehr DC1 (MW 14.419
Zellen) als DC2 MW 11.596 Zellen) fiir die Chimirismusbestimmungen gewonnen
werden konnten (siehe Tafel 13). 63 (52,5%) der 120 Chimérismusanalysen wurden
mit der STR-PCR-Technik durchgefiihrt, 57 (47,5%) mit der FISH-Technik.

Bei 118 Patienten wurden CD123" DC2 sortiert. Bei 111 der 118 Proben konnte eine
Chimirismusanalyse durchgefiihrt werden. Bei den verbleibenden sieben Proben (alle
STR-PCR) war der DNA-Gehalt fiir eine Analyse zu gering. Bei 88 Patienten
(79,3%) ergab die Analyse einen kompletten Chiméirismus der DC2 im peripheren
Blut, bei 20 (18%) Patienten einen gemischten Chimérismus und bei drei Patienten

(2,7%) waren keine Spendermerkmale bzw. kein Chimérismus nachweisbar.

Eine Analyse des DC1-Chimirismus wurde bei 43 Patienten durchgefiihrt. Bei fiinf
Patienten blieb die Analyse entweder wegen mangelnden DNA-Gehaltes der Probe
(viermal STR-PCR) oder wegen eines nicht brauchbaren FISH Préparates (einmal
FISH) ohne Ergebnis. 29 (76,3%) der 38 erfolgreich durchgefiihrten Untersuchungen

ergaben einen kompletten DC1-Chimérismus im peripheren Blut, acht (21,1%) einen
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Median Range
Tag Dx post KMT
20,50 9-84
(n=120)
Mittelwert Standardabweichung
CD123" DC2 [%]
0,43 0,50
am Tag Dx (n=116)
CD11c¢* DC1 [%]
0,78 0,98
am Tag Dx (n=110)
Anzahl sortierte CD123"
11596,34 7658,18
DC2 (n=118)
Anzahl sortierte CD11c*
14419,10 9850,15
DC1 (n=43)

Die Bestimmung des Dendritenchimérismus zum Zeitpunkt des Engraftments erfolgte
im Schnitt am Tag +21 nach der Transplantation. Bevor die Zellen sortiert wurden,
wurde der Gehalt der dendritischen Zellen an den Leukozyten im peripheren Blut
bestimmt. Bei den DCI1 lag er bei 0,78%, bei den DC2 bei 0,43%. Demzufolge
wurden im Mittel auch mehr HLA-DR" linl” CD11c* DC1 (14419) als HLA-DR"
linl- CD123* DC2 (11596) isoliert. Die isolierten Zellen wurden dann auf ihr

Chimirismusverhalten untersucht.

L Tafel 13: Dendritenchimirismus (Dx) beim Engraftment
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gemischten Chimirismus. Bei einem Patienten (2,6%) war kein Chimérismus der

DC1 im peripheren Blut nachweisbar (siche Tafel 13).

Um die Chimérismusbestimmungen bei Patienten mit gemischtem Chimérismus
quantifizieren zu konnen, wurde bei der STR-PCR-Untersuchung der prozentuale
Anteil der eigenen Merkmale am DNA-Gehalt der Probe berechnet. Bei der FISH-
Untersuchung wurde die Anzahl der eigenen Zellen mit der Anzahl der insgesamt
ausgezihlten Zellen in Relation gesetzt. Der Anteil eigener Merkmale/Zellen bei
Patienten mit gemischtem DC1-Chimérismus lag bei durchschnittlich 6,2% (SD 8,7).
Der mittlere Anteil eigener Merkmale/Zellen bei gemischtem DC2-Chimirismus lag

bei 8,2% (SD 13,4) (siehe Tafel 14).

3.2.1.2. Kinetik des T-Zell-Chimdrismus

Bei 44 (30,6%) der 144 Patienten wurde zum Zeitpunkt des Engraftments eine
Chimérismusanalyse an den T-Zellen durchgefiihrt. Im Median geschah das am Tag
+31 (Range 13-114) nach der Transplantation. Die Chimédrismusanalyse erfolgte wie
bei den dendritischen Zellen bei gleichgeschlechtlicher Transplantation mit der STR-
PCR-Technik (34 Patienten (77,3%)), bei gegengeschlechtlicher Transplantation mit
der FISH-Technik (zehn Patienten (22,7%)). Bei einem Patienten war der DNA-
Gehalt der Probe fiir die STR-PCR Untersuchung nicht ausreichend.

32 Patienten (74,4%) hatten einen kompletten T-Zell-Chimérismus, zehn (23,3%)
einen gemischten und eine Patientin hatte keinen T-Zell-Chimérismus (sieche Tafel

14).

Die Quantifizierung des T-Zell-Chimirismus erfolgte mit der gleichen Methode wie
bei den dendritischen Zellen (siehe 3.2.1.1.). Der durchschnittliche Anteil eigener
Merkmale/Zellen bei gemischtem T-Zell-Chimérismus lag bei 23,2% (SD 25,28%)
(siehe Tafel 14).
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DC1 DC2 T-Zellen

(n=38) (n=111) (n=43)

kompletter
29 (76,3%) 88 (79,3%) 32 (74,4%)
Chimérismus

gemischter
8 (21,1%) 20 (18%) 10 (23,3%)
Chimérismus

kein Chiméarismus 1 (2,6%) 3(2,7%) 1 (2,3%)

Mittelwert Standardabweichung

[%] Anteil eigener

Merkmale/Zellen bei
8,22 13,44
gemischtem DC2-

Chimérismus

[%] Anteil eigener

Merkmale/Zellen bei
6,16 8,75
gemischtem DC1-

Chimérismus

[%] Anteil eigener

Merkmale/Zellen bei
23,2 25,28
gemischtem T-Zell-

Chimérismus

Die obere Tabelle zeigt die Daten zum qualitativen Chimérismus bei den beiden
Subpopulationen DC1 (CD11¢*) und DC2 (CD123") und bei den T-Zellen zum
Zeitpunkt des Engraftments.

In der unteren Tabelle sind die Zahlen des quantitativen Chiméarismus beider DC
Subpopulationen und der T-Zellen zum Zeitpunkt des Engraftments aufgefiihrt. Der

Mittelwert bezeichnet den prozentualen Anteil eigener Merkmale/Zellen.

—— Tafel 14: Quantitativer und qualitativer Chimérismus beim Engraftment
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3.2.2. Kinetik der Chimérismen nach sechs Monaten

3.2.2.1. Vorbemerkungen

Um Kinetik und Verlauf der Chimérismen beurteilen zu konnen, wurden etwa sechs
Monate nach der Transplantation erneut Chimirismusuntersuchungen an den
dendritischen Zellen und T-Zellen durchgefiihrt, bei den dendritischen Zellen erfolgte
eine weitere Chimarismusuntersuchung nach zwolf Monaten. Die Griinde fiir die
deutlich geringeren Fallzahlen im Vergleich zum Zeitpunkt des Engraftments sind
vielféltig: zu geringe Zellzahlen im peripheren Blut wegen einer cGvHD und/oder
einer Behandlung mit Prednisolon (Pihusch et al., 2001), Tod vor dem Tag +180,
Rezidiv und damit verbunden technische Probleme beim Sortieren der Zellen. Hinzu
kamen organisatorische Probleme, Probenmaterial der Patienten zu erhalten, die sich
nicht regelmiBig in der Transplantationsambulanz der Medizinischen Klinik III

(Klinikum der Universitit Miinchen - GroBhadern) zur Nachbehandlung vorstellten.

3.2.2.2. Kinetik des Dendritenchimdrismus

Die Chimirismusuntersuchungen nach sechs Monaten wurden im Median am Tag
+190 (Range 70-298) durchgefiihrt. Bei insgesamt 70 Patienten erfolgte eine Analyse
des Dendritenchimérismus. Auch nach sechs Monaten war der prozentuale Anteil der
DC1 (MW 0,18%; SD 0,12) an den Leukozyten signifikant hoher (p<0,01) als der der
DC2 MW 0,09%; SD 0,05).

Durchschnittlich ~ wurden  13.169 DC1 und 9.121 DC2 fir die
Chimérismusbestimmungen gewonnen. 44 (62,9%) der 70 Chimirismusanalysen bei
den dendritischen Zellen wurden mit der STR-PCR-Technik, 26 (37,1%) mit der
FISH-Technik durchgefiihrt.

Bei 70 Patienten wurden CD123" DC2 sortiert. Bei 65 der 70 Proben konnte eine
Chimérismusanalyse durchgefiihrt werden. Bei den verbleibenden fiinf Proben
(viermal STR-PCR, einmal FISH) war der DNA-Gehalt bzw. die Zellzahl fiir eine
Analyse zu gering. Bei 63 Patienten (96,92%) ergab die Analyse einen kompletten

Chimirismus der DC2 im peripheren Blut, bei je einem (zweimal 1,54%) Patienten
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DC1 DC2 T-Zellen
nach 6 Monaten
(n=36) (n=65) (n=33)
kompletter
33 (91,67%) 63 (96,92%) 30 (90,91%)
Chimérismus
gemischter
2 (5,56%) 1 (1,54%) 3 (9,09%)
Chimérismus
kein Chiméarismus 1 (2,77%) 1 (1,54%) 0 (0%)
DC1 DC2 T-Zellen
nach 12 Monaten
(n=28) (n=32) (n=0)
kompletter )
27 (96,43%) 32 (100%) nicht durchgefiihrt
Chimérismus
gemischter
1 (3,57%) 0 (0%) nicht durchgefiihrt
Chimérismus
kein Chiméarismus 0 (0%) 0 (0%) nicht durchgefiihrt

Die obere Tabelle zeigt die Daten zum qualitativen Chimédrismus nach sechs

Monaten, die untere Tabelle die Daten nach zwolf Monaten.
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lag ein gemischter (Eigenanteil 7,0%) bzw. tiberhaupt kein Chimérismus vor (sieche

Tafel 15).

Eine Analyse des DC1-Chimérismus wurde bei 38 Patienten durchgefiihrt. Bei zwei
Patienten blieb die Analyse wegen mangelnden DNA-Gehaltes der Probe fiir die
STR-PCR-Untersuchungen ohne Ergebnis. 33 (91,67%) der 36 erfolgreich
durchgefiihrten Untersuchungen ergaben einen kompletten DCI1-Chimirismus im
peripheren Blut, zwei (5,56%) einen gemischten Chimirismus (Eigenanteil 1,0% und
10,0%). Bei einem Patienten (2,77%) war kein Chimédrismus der DC1 im peripheren

Blut nachweisbar (siehe Tafel 15).

3.2.2.3. Kinetik des T-Zell-Chimdrismus

Bei 33 Patienten wurde nach sechs Monaten eine Chimirismusanalyse an den T-
Zellen durchgefiihrt. Im Median geschah das am Tag +185 (Range 93-247) nach der
Transplantation. Alle 33 durchgefiihrten Chimérismusanalysen waren erfolgreich. 22
(66,7%) Untersuchungen wurden mit der STR-PCR Technik durchgefiihrt, elf
(33,3%) mit der FISH Technik.

30 Patienten (90,91%) hatten einen kompletten T-Zell-Chimérismus und drei (9,09%)
einen gemischten (Eigenanteile 50%, 41%, 3,0%). Es gab keinen Patienten, der
keinen T-Zell-Chimiarismus hatte (siche Tafel 15).

3.2.3. Kinetik der Chiméarismen nach zwolf Monaten

3.2.3.1. Kinetik des Dendritenchimdrismus

Die Chimérismusuntersuchungen nach zwolf Monaten wurden im Median am Tag
+371 (Range 248-694) durchgefiihrt. Bei insgesamt 37 Patienten erfolgte eine
Analyse des Dendritenchimérismus. Auch nach zwolf Monaten war der prozentuale
Anteil der DC1 MW 0,19%; SD 0,13) an den Leukozyten signifikant hoher (p<0,01)
als der der DC2 (MW 0,09; SD 0,05).

Durchschnittlich wurden 12.330 DC1 (SD 7.976,5) und 9.297 DC2 (SD 4.234,1) fiir

die Chimérismusbestimmungen gewonnen. 22 (59,5%) der 37 Chimérismusanalysen

42



bei den dendritischen Zellen wurden mit der STR-PCR-Technik, 15 (40,5%) mit der
FISH-Technik durchgefiihrt.

Bei 36 Patienten wurden CD123" DC2 sortiert. Bei 32 der 36 Proben konnte eine
Chimérismusanalyse durchgefiihrt werden. Bei den verbleibenden vier Proben
(zweimal STR-PCR, zweimal FISH) war der DNA-Gehalt bzw. die Zellzahl fiir eine
Analyse zu gering. Alle 32 Patienten hatten einen kompletten DC2-Chimérismus

(siehe Tafel 15).

Eine Analyse des DCI1-Chimédrismus wurde bei 32 Patienten durchgefiihrt. Bei vier
Patienten blieb die Analyse wegen mangelnden DNA-Gehaltes der Probe fiir die
STR-PCR-Untersuchungen ohne Ergebnis. 27 (96,43%) der 28 erfolgreich
durchgefiihrten Untersuchungen ergaben einen kompletten DCI1-Chimirismus im
peripheren Blut. Eine Patientin (3,57%) hatte in der FISH-Untersuchung einen
gemischten Chimédrismus (Eigenanteil 0,3%). Bei keinem Patienten war kein

Chimirismus der DC1 im peripheren Blut nachweisbar (siehe Tafel 15).

3.2.3.2. Kinetik des T-Zell-Chimdrismus

Eine Untersuchung der T-Zell-Chimérismen nach zwolf Monaten fand nicht mehr

statt.

3.2.4. Verlauf der Chiméarismen

Bei 33 Patienten, die zum Zeitpunkt des Engraftments einen kompletten DC2-
Chimirismus hatten, war dieser auch nach sechs Monaten noch komplett. Bei 14
Patienten mit komplettem DC2-Chimirismus beim Engraftment und nach sechs
Monaten ergab die Analyse auch nach zwolf Monaten einen kompletten
Chimirismus. Insgesamt wurden 20 Patienten mit komplettem DC2-Chimirismus
nach sechs und zwolf Monaten erfasst. Acht Patienten hatten zum Zeitpunkt des
Engraftments einen gemischten Chimérismus in den DC2, der sich zu einem
kompletten Chimérismus nach sechs Monaten entwickelt hatte. Zwei der acht
Patienten wurden auch nach zwolf Monaten analysiert, wo sie einen kompletten

Chimirismus hatten. Ein Patient hatte nach sechs Monaten einen gemischten DC2-
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Chimérismus, der nach zwdolf Monaten komplett war. Drei Patienten hatten zum
Zeitpunkt des Engraftments keinen Chimérismus in den DC2. Eine Patientin hatte
nach sechs Monaten schlieBlich einen kompletten Chimérismus. Eine andere
Patientin ohne DC2-Chimirismus verstarb einen Monat nach der Transplantation.
Uber den dritten Patienten, der noch lebt, liegen keine Chimérismusdaten nach sechs

und zwolf Monaten vor.

Neun Patienten hatten einen kompletten DC1-Chimérismus beim Engraftment und
nach sechs Monaten. Bei zwei der neun Patienten erfolgte eine Untersuchung auch
nach zwolf Monaten, wo sie immer noch einen kompletten Chimérismus hatten. Elf
Patienten wurden nach sechs und zwolf Monaten analysiert. Sie hatten jeweils einen
kompletten DC1-Chimérismus. Ein Patient hatte beim Engraftment einen gemischten
DC1-Chimirismus, der sich zu einem kompletten nach sechs Monaten entwickelte.
Ein weiterer Patient hatte beim Engraftment und nach sechs Monaten einen
gemischten DCI-Chimarismus. FEine Analyse nach zwolf Monaten erfolgte bei
diesem Patienten nicht. Die verstorbene Patientin ohne DC2-Chimérismus hatte auch

in den DC1 keinen Chiméarismus.

14 Patienten hatten beim Engraftment und nach sechs Monaten einen kompletten T-
Zell-Chimdrismus. Drei Patienten hatten zunéchst einen gemischten Chimirismus,
der nach sechs Monaten komplett war. Eine Patientin hatte keinen Chimérismus in
den T-Zellen beim Engraftment und verstarb zweieinhalb Monate nach der

Transplantation.

In keiner Zelllinie konnte ein Wechsel von einem kompletten in einen gemischten

Chimirismus beobachtet werden.
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Variable Gruppe A (CC DC1) Gruppe B(MC DCI) p
(n=29) (n=8)
Stammzellquelle
KMT 13 (44,8%) 1 (12,5%) 0,10°
PBSCT 16 (55,2%) 7 (87,5%)
Spender
verwandt 17 (58,6%) 5(62,5%) 0,84"
unverwandt 12 (41,4%) 3(37,5%)
HLA-ident 23 (79,3%) 6 (75,0%) 0,79
nicht HLA-ident 6 (20,7%) 2 (25,0%)
Grundkrankheit
Akute 16 (80,0%) 6 (100%) 0,23"
Leukdmien
Chronische 4 (20,0%) 0 (0%)
Leukdmien
Myeloische 13 (65%) 6 (100%) 0,09
Leukédmien
Lymphatische 7 (35%) 0 (0%)
Leukédmien
Konditionierung
myeloablativ 9 (31,0%) 0 (0%) 0,07
nicht-myeloablativ 20 (69,0%) 8 (100%)
Transplantationsoutcome
Rezidiv 8 (27,6%) 3 (37,5%) 0,59°
Tod 14 (48,3%) 5(62,5%) 0,48"
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akute GVHD

Inzidenz 17 (58,6%) 6 (75,0%) 0,40°
Tag aGvHD 20,8 18,2 0,61°
mild (Grad I+II) 7 (41,2%) 2 (33,3%) 0,74
schwer (Grad III+1V) 10 (58,8%) 4 (66,7%)
chronische GVHD
Inzidenz 10 (38,5%) 1 (12,5%) 0,23"
mild 5 (50,0%) 1 (100,0%) 0,34
schwer 5 (50,0%) 0 (0,0%)

* Chi-Quadrat-Test nach Pearson, ° t-Test fiir unabhiingige Stichproben

Tafel 16: Einfluss des DC1-Chimérismus beim Engraftment auf verschiedene

klinische Variablen

Untersucht wurde, ob Gruppe A (CC = kompletter Chimérismus) und
Gruppe B (MC = gemischter Chimirismus) bestimmte klinische Variablen

signifikant unterschiedlich beeinflussen.

Die Grunderkrankungen wurden in jeweils zwei Gruppen unterteilt, die
miteinander verglichen wurden: akute (AML, ALL) und chronische
(CML, CLL) Leukdmien, sowie myeloische (AML, CML) und
lymphatische (ALL, CLL) Leukimien. Die Konditionierungsschemata
wurden ebenfalls in zwei Gruppen eingeteilt: myeloablative (alle
Schemata mit 12 Gy TBI und das Bu-Cyclo-ATG Protokoll) und nicht
myeloablative (alle anderen Schemata) Protokolle. Hier wurde untersucht,
ob zwischen den Gruppen bei den Grunderkrankungen und den
Konditionierungsschemata signifikante Unterschiede beziiglich der

Chimirismuskinetik bestehen.
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Variable Gruppe C (CC DC2) Gruppe D (MC DC2) p
(n=88) (n=20)
Stammzellquelle
KMT 40 (45,5%) 14 (70,0%) 0,21°
PBSCT 48 (54,5%) 6 (30,0%)
Spender
verwandt 53 (60,0%) 12 (60,0%) 0,99°
unverwandt 35 (40,0%) 8 (40,0%)
HLA-ident 75 (85,2%) 17 (85,0%) 0,98"
nicht HLA-ident 13 (14,8%) 3 (15,0%)
Grundkrankheit
Akute 46 (69,7%) 7 (50%) 0,27
Leukdmien
Chronische 20 (30,3%) 7 (50%)
Leukdmien
Myeloische 49 (74,2%) 10 (76,9%) 0,84"
Leukédmien
Lymphatische 17 (25,8%) 3 (23,1%)
Leukédmien
Konditionierung
myeloablativ 34 (38,6%) 4 (20,0%) 0,12°
nicht-myeloablativ 54 (61,4%) 16 (80,0%)
Transplantationsoutcome
Rezidiv 34 (38,6%) 9 (45,0%) 0,60°
Tod 46 (52,3%) 11 (55,0%) 0,83"
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akute GVHD

Inzidenz 43 (48,9%) 10 (50,0%) 0,93"
Tag aGvHD 233 21,0 0,63
mild (Grad I+1II) 12 (27,9%) 6 (60,0%) 0,054*
schwer (Grad III+1V) 31 (72,1%) 4 (40,0%)
chronische GvHD
Inzidenz 22 (25,0%) 8 (40,0%) 0,18
mild 9 (40,9%) 4 (50,0%) 0,66
schwer 13 (59,1%) 4 (50,0%)

* Chi-Quadrat-Test nach Pearson, " t-Test fiir unabhdngige Stichproben

Tafel 17: Einfluss des DC2-Chimérismus beim Engraftment auf verschiedene

klinische Variablen

Untersucht wurde, ob Gruppe C (CC = kompletter Chimérismus) und
Gruppe D (MC = gemischter Chimérismus) bestimmte klinische Variablen

signifikant unterschiedlich beeinflussen.

Die Grunderkrankungen wurden in jeweils zwei Gruppen unterteilt, die
miteinander verglichen wurden: akute (AML, ALL) und chronische
(CML, CLL) Leukdmien, sowie myeloische (AML, CML) und
lymphatische (ALL, CLL) Leukidmien. Die Konditionierungsschemata
wurden ebenfalls in zwei Gruppen eingeteilt: myeloablative (alle
Schemata mit 12 Gy TBI und das Bu-Cyclo-ATG Protokoll) und nicht
myeloablative (alle anderen Schemata) Protokolle. Hier wurde untersucht,
ob zwischen den Gruppen bei den Grunderkrankungen und den
Konditionierungsschemata signifikante Unterschiede beziiglich der

Chimarismuskinetik bestehen.
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Variable Gruppe E (CCTC)  Gruppe F (MCTC) p
(n=32) (n=10)
Stammzellquelle
KMT 11 (34,4%) 5(50,0%) 0,37
PBSCT 21 (65,6%) 5 (50,0%)
Spender
verwandt 12 (37,5%) 9 (90,0%) 0,004"
unverwandt 20 (62,5%) 1(10,0%)
HLA-ident 28 (87,5%) 9 (90,0%) 0,83"
nicht-HLA-ident 4 (12,5%) 1 (10,0%)
Grundkrankheit
Akute 15 (65,2%) 7 (77,8%) 0,49°
Leukdmien
Chronische 8 (34,8%) 2 (22,2%)
Leukdmien
Myeloische 19 (82,6%) 4 (44,4%) 0,03"
Leukédmien
Lymphatische 4 (17,4%) 5 (55,6%)
Leukédmien
Konditionierung
myeloablativ 10 (31,3%) 5 (50%) 0,28
nicht-myeloablativ 22 (68,7%) 5 (50%)
Transplantationsoutcome
Rezidiv 10 (31,3%) 4 (40,0%) 0,61°
Tod 14 (43,8%) 6 (60,0%) 0,37
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akute GVHD

Inzidenz 16 (50,0%) 4 (40,0%) 0,58"
Tag aGvHD 18,1 18,8 0,89"
mild (Grad I+1I) 8 (50,0%) 2 (50,0%) 1,00
schwer (Grad III+1V) 8 (50,0%) 2 (50,0%)
chronische GvHD
Inzidenz 8 (25,0%) 3 (30,0%) 0,75*
mild 5(62,5%) 1 (33,3%) 0,39°
schwer 3 (37,5%) 2 (66,7%)

* Chi-Quadrat-Test nach Pearson, " t-Test fiir unabhdngige Stichproben

Tafel 18: Einfluss des T-Zell-Chimirismus beim Engraftment auf verschiedene

klinische Variablen

Untersucht wurde, ob Gruppe E (CC = kompletter Chimérismus) und
Gruppe F (MC = gemischter Chimérismus) bestimmte klinische Variablen

signifikant unterschiedlich beeinflussen.

Die Grunderkrankungen wurden in jeweils zwei Gruppen unterteilt, die
miteinander verglichen wurden: akute (AML, ALL) und chronische
(CML, CLL) Leukdmien, sowie myeloische (AML, CML) und
lymphatische (ALL, CLL) Leukimien. Die Konditionierungsschemata
wurden ebenfalls in zwei Gruppen eingeteilt: myeloablative (alle
Schemata mit 12 Gy TBI und das Bu-Cyclo-ATG Protokoll) und nicht
myeloablative (alle anderen Schemata) Protokolle. Hier wurde untersucht,
ob zwischen den Gruppen bei den Grunderkrankungen und den
Konditionierungsschemata signifikante Unterschiede beziiglich der

Chimirismuskinetik bestehen.
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Tafel 19: Rezidiv-freies und Gesamtiiberleben in Gruppe A + B:

Es gibt keine signifikanten Unterschiede beim Rezidiv-freien (p=0,30°) und
Gesamtiiberleben (p=0,40°) zwischen komplettem (CC) und gemischtem (MC) DC1-

Chimérismus. “log-rank Test
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Tafel 20: Rezidiv-freies und Gesamtiiberleben in Gruppe C + D:
Es gibt keine signifikanten Unterschiede beim Rezidiv-freien (p=0,27°) und

Gesamtiiberleben (p=0,39°) zwischen komplettem (CC) und gemischtem (MC) DC2-

Chimarismus.
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Chimaérismus.

Zeit post KMT [Monate]
Tafel 21: Rezidiv-freies und Gesamtiiberleben in Gruppe E + F:
Es gibt keine signifikanten Unterschiede beim Rezidiv-freien (p=064°) und
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3.3. Einfluss der Chiméarismen auf den klinischen Verlauf

nach allogener hiimatopoetischer Zelltransplantation

Um Unterschiede in der Ausprigung verschiedener klinischer Variablen zwischen
Gruppen mit unterschiedlichem Chimérismus feststellen zu konnen, wurden sechs
Gruppen erstellt: kompletter DC1-Chimirismus (Gruppe A) - gemischter DCI-
Chimirismus (Gruppe B), kompletter DC2-Chimérismus (Gruppe C) - gemischter
DC2-Chimirismus (Gruppe D), kompletter TC-Chimérismus (Gruppe E) -
gemischter TC-Chimérismus (Gruppe F). Des Weiteren erfolgte eine Unterteilung in
akute — chronische Leukdmien und in lymphatische — myeloische Leukdmien. Die
anderen Krankheitsentititen wurden auf Grund der geringen Fallzahlen nicht
ausgewertet. Das Patientenkollektiv, das beim Engraftment keinen Chimérismus
zeigte, sowie alle Patienten, die nach sechs und zwolf Monaten analysiert wurden,

wurden aufgrund der geringen Fallzahlen gesondert betrachtet.

Tafel 22 zeigt alle aufgetretenen Kombinationen der Chimédrismen aller drei
Zelllinien von Patienten, bei denen beim Engraftment alle drei Zelllinien untersucht
wurden, sowie das Auftreten von aGvHD und Schweregrad, cGvHD und
Schweregrad, Rezidiv. und Tod 1im Rahmen einer der jeweiligen

Kombinationsmoglichkeiten.

3.3.1. Chimérismus der Population DC1

Zwischen Gruppe A und B wurde nach statistisch signifikanten Unterschieden bei
den in Tafel 16 aufgefiihrten Variablen gesucht. Gruppe A (CC DCI1) bestand aus
insgesamt 29 Patienten, von denen 13 (44,8%) gegeniiber einem (12,5%) der acht
Patienten der Gruppe B (MC DC1) Knochenmark als Spende erhielten (p=0,1). Keine
signifikanten Unterschiede brachte die Herkunft der Spende (HLA-ident/nicht HLA-
ident (p=0,79), verwandt/unverwandt (p=0,84)). Die zugrunde liegenden
Erkrankungen wurden in akut/chronisch und lymphatisch/myeloisch unterteilt.
Beziiglich der Gruppen A und B zeigten sich auch hier keine signifikanten
Unterschiede (akut vs. chronisch: p=0,23, myeloisch vs. lymphatisch: p=0,09).
Allerdings hatten alle sechs Patienten in Gruppe B eine AML als Grunderkrankung.
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Ein nicht-myeloablatives Konditionierungsschema erhielten in Gruppe B alle acht
Patienten, in Gruppe A nur 20 der 29 Patienten (Gruppe A 69,0% vs. Gruppe B
100%, p=0,07). In den Tafeln 19 bis 21 ist das Transplantationsoutcome dargestellt.
Acht der 29 Patienten in Gruppe A und drei der acht Patienten in Gruppe B hatten ein
Rezidiv (27,6% vs. 37,5%, p=0,59). Auch in der Zeit des Rezidiv-freien Uberlebens
ergab sich kein signifikanter Unterschied (p=0,30). 14 Patienten in Gruppe A und
fiinf Patienten in Gruppe B verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraums (48,3%
vs. 62,5%, p=0,48), wobei sich hinsichtlich der Gesamtiiberlebensdauer ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede zeigten (p=0,40). In Gruppe A fand sich eine
niedrigere Inzidenz der aGvHD als in Gruppe B (58,6% vs. 75,0%, p=0,40).
Hinsichtlich des Schweregrads der aGvHD zeigten sich keine Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen. In Gruppe A hatten sieben Patienten (41,2%) eine milde
aGvHD, zehn Patienten eine schwere (58,8%). In Gruppe B wurde bei zwei Patienten
(33,3%) eine milde aGvHD, bei vier Patienten (66,7%) eine schwere aGvHD
diagnostiziert. Die Diagnose erfolgte in Gruppe A durchschnittlich am Tag 421, in
Gruppe B am Tag +18 (20,8 vs. 18,2, p=0,61). Wie bei der aGvHD fanden sich auch
bei der cGVHD keine signifikanten Unterschiede zwischen Gruppe A und B. Zehn
Patienten (38,5%) der Gruppe A und ein Patient (12,5%) der Gruppe B erkrankten im
Verlauf an einer cGvHD. In Gruppe A waren je fiinf Verldufe mild bzw. schwer, der

Patient in Gruppe B hatte eine schwere cGvHD.

3.3.2. Chimérismus der Population DC2

Zwischen Gruppe C und D wurde nach statistisch signifikanten Unterschieden bei
den in Tafel 17 aufgefiihrten Variablen gesucht. Gruppe C (CC DC2) bestand aus
insgesamt 88 Patienten, von denen 40 (45,5%) gegeniiber 14 (70,0%) der 20
Patienten der Gruppe D (MC DC2) Knochenmark als Spende erhielten (p=0,21).
Keine signifikanten Unterschiede brachte die Herkunft der Spende (HLA-ident/nicht
HLA-ident (p=0,98), verwandt/unverwandt (p=0,99)). Die zugrunde liegenden
Erkrankungen wurden auch hier in akut/chronisch und lymphatisch/myeloisch
unterteilt. Beziiglich der Gruppen C und D zeigten sich auch hier keine signifikanten

Unterschiede (akut vs. chronisch: p=0,27, myeloisch vs. lymphatisch: p=0,84). Ein
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nicht-myeloablatives Konditionierungsschema erhielten in Gruppe D 16 der 20
Patienten, in Gruppe C 54 der 88 Patienten (Gruppe C 61,4% vs. Gruppe D 80,0%,
p=0,12). In den Tafeln 19 und 20 ist das Transplantationsoutcome dargestellt. 34 der
88 Patienten in Gruppe C und neun der 20 Patienten in Gruppe D hatten ein Rezidiv
(38,6% vs. 45,0%, p=0,60). Auch in der Zeit des Rezidiv-freien Uberlebens ergab
sich kein signifikanter Unterschied (p=0,27). 46 Patienten in Gruppe C und elf
Patienten in Gruppe D verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraums (52,3% vs.
55,0%, p=0,83), wobei sich hinsichtlich der Gesamtiiberlebensdauer ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zeigten (p=0,39). In Gruppe C und D fanden sich in etwa
die gleichen Inzidenzen fiir eine aGvHD (Gruppe C 48,9% vs. Gruppe D 50,0%,
p=0,93). Hinsichtlich des Schweregrads der aGvHD zeigten sich jedoch nahezu
signifikante Unterschiede (p=0,054) zwischen den beiden Gruppen. In Gruppe C
hatten zwolf Patienten (27,9%) eine milde aGvHD, 31 Patienten eine schwere
(72,1%). In Gruppe D wurde bei sechs Patienten (60,0%) eine milde aGvHD, bei vier
Patienten (40,0%) eine schwere aGvHD diagnostiziert. Die Diagnose der aGVHD
erfolgte in Gruppe C durchschnittlich am Tag +23, in Gruppe D am Tag +21 (23,3 vs.
21,0, p=0,63). In Gruppe D war die Inzidenz der cGVvHD hoher als in Gruppe C
(p=0,18). 22 Patienten (25,0%) der Gruppe C und acht Patienten (40,0%) der Gruppe
D erkrankten im Verlauf an einer cGvHD. In Gruppe C waren neun (40,9%) Verlaufe
mild und 13 (59,1%) schwer, jeweils vier Verlidufe in Gruppe D waren schwer bzw.
mild. Damit ergaben sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich des

Schweregrads der cGvHD zwischen den beiden Gruppen (p=0,66).

3.3.3. Chimarismus der T-Zellen

Zwischen Gruppe E und F wurde nach statistisch signifikanten Unterschieden bei den
in Tafel 18 aufgefiihrten Variablen gesucht. Gruppe E (CC TC) bestand aus
insgesamt 32 Patienten, von denen elf (34,4%) gegeniiber fiinf (50,0%) der zehn
Patienten der Gruppe F (MC TC) Knochenmark als Spende erhielten (p=0,37).
Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen fanden sich beziiglich einer
Spende von einem Verwandten bzw. nicht Verwandten. In Gruppe E stammten zwolf

(37,5%) der 32 Spenden von einem Verwandten, in Gruppe F neun (90%) (p=0,004).
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Damit scheint eine Familienspende eher zu einem gemischten Chimérismus zu
fiilhren. Keinen Unterschied zeigten die Gruppen dagegen bei der HLA-Identitét
(p=0,83). Die zugrunde liegenden Erkrankungen wurden wieder in akut/chronisch
und lymphatisch/myeloisch unterteilt. Beziiglich der Gruppen E und F zeigten sich
signifikante Unterschiede myeloischen und lymphatischen Leukédmien (p=0,03), nicht
aber zwischen akuten und chronischen Leukdmien (p=0,49). Drei der vier
myeloischen Leukidmien in Gruppe F waren AML, eine CML. FEin nicht-
myeloablatives Konditionierungsschema erhielten in Gruppe E 22 Patienten, in
Gruppe F nur fiinf der zehn Patienten (Gruppe E 68,7% vs. Gruppe F 50,0%, p=0,28).
In den Tafeln 19 und 20 ist das Transplantationsoutcome dargestellt. Zehn der 32
Patienten in Gruppe E und vier der zehn Patienten in Gruppe F hatten ein Rezidiv
(31,3% vs. 40,0%, p=0,61). Auch in der Zeit des Rezidiv-freien Uberlebens ergab
sich kein signifikanter Unterschied (p=0,64). 14 Patienten in Gruppe E und sechs
Patienten in Gruppe F verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraums (43,8% vs.
60,0%, p=0,37), wobei sich hinsichtlich der Gesamtiiberlebensdauer ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zeigten (p=0,88). Die Inzidenz der aGvHD war in Gruppe
E etwas hoher als in Gruppe F (50,0% vs. 40,0%, p=0,58). Hinsichtlich des
Schweregrads der aGvHD zeigten sich iiberhaupt keine Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen. In beiden Gruppen hatten je 50,0% der Patienten eine milde bzw.
schwere aGvHD (p=1,00). Die Diagnose erfolgte in Gruppe E durchschnittlich am
Tag +18, in Gruppe F am Tag +19 (18,1 vs. 18,8, p=0,89). Wie bei der aGvHD
fanden sich auch bei der cGvHD keine signifikanten Unterschiede zwischen Gruppe
E und F. Acht Patienten (25,0%) der Gruppe E und drei Patienten (30,0%) der
Gruppe F erkrankten im Verlauf an einer cGvHD. In Gruppe E waren fiinf (62,5%)
Verldufe mild und drei (37,5%) schwer, in Gruppe B verlief eine (33,3%) cGvHD
mild und zwei (66,7%) schwer (p=0,39).

3.3.4. Patienten ohne Chimirismus beim Engraftment

Insgesamt vier Patienten fielen auf, weil sie beim Engraftment keinen Chimérismus
in einer oder mehreren der drei untersuchten Zelllinien hatten, das heif3t, dass nach

der Transplantation allogener hdmatopoetischer Zellen ausschlieBlich eigene
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Merkmale (STR-PCR) bzw. eigene Interphasekerne (FISH) in den dendritischen oder

T-Zellen des peripheren Blutes gefunden wurden.

Keinen Chimédrismus in beiden Dendritensubpopulationen zeigte eine Patientin
(AML, 12 Gy TBI-Cyclo-ATG, Fremdspender mit HLA-DRQ-1 Mismatch, KMT)
bei der FISH-Analyse am Tag +21 (je 100 weibliche Kerne). Die am gleichen Tag
durchgefiihrte FISH-Analyse des peripheren Blutes zeigte dagegen nur ménnliche
Spenderkerne. Am Tag +18 wurde bei der Patientin eine schwere aGvHD der Haut
(Grad IV, histologisch gesichert) diagnostiziert. Am Tag +58 verstarb die Patientin an
einer generalisierten cerebralen Thrombosierung bei V.a. Mikroangiopathie. Bis

dahin war sie in kompletter Remission.

Bei einem Patienten (CLL, 4 Gy TBI-Flu-Cyclo-ATG, HLA-identer
Familienspender, PBSCT) konnten bei der Chimérismusanalyse der DC2 aus 16.000
sortierten Zellen mittels STR-PCR-Technik am Tag 421 nur eigene Merkmale
detektiert werden. Durchgefiihrte Analysen des Knochenmarks am Tag +80 und des
peripheren Blutes am Tag +148 zeigten einen gemischten Gesamtchimérismus. Die
T-Zell-Chimérismen an den Tagen +92 und +148 waren ebenfalls gemischt. Eine
genaue Quantifizierung der gemischten Chimédrismen war aus technischen Griinden
nicht moglich. Im Verlauf kam es weder zu einer akuten noch zu einer chronischen
GvHD. Sechs Wochen nach der Transplantation waren immer noch CLL-Zellen im

peripheren Blut zu sehen. Spéter war der Patient in kompletter Remission.

Wegen einer persistierenden Panzytopenie erhielt eine Patientin (ALL, Flu-AraC-
Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG, HLA-identer Familienspender, PBSCT) am Tag +29
noch einmal periphere Blutstammzellen des HLA-identen Familienspenders. In der
darauf folgenden Chiméirismusanalyse der 18.000 sortierten CD123" DC2 fanden sich
nur eigene Merkmale (STR-PCR). Im Knochenmark und in den T-Zellen waren am
Tag +64 nur Merkmale der Spenderin nachweisbar. In einer weiteren Untersuchung
der DC2 am Tag +99 zeigten auch diese einen kompletten Chimérismus. Im Verlauf
wurde keine akute oder chronische GvVHD diagnostiziert. Am Tag +173 trat ein

Rezidiv der ALL auf, an dem die Patientin 22 Tage spiter verstarb.

Eine Patientin (SAA, 12 Gy TBI-Cyclo-ATG, HLA-identer Fremdspender, KMT)
zeigte in der am Tag +41 durchgefiihrten Chimérismusanalyse mittels STR-PCR
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Technik in den T-Zellen und im peripheren Blut ausschlieBlich eigene Merkmale. Der
klinische Verlauf zeigte keine aGvHD, die Patientin verstarb am Tag +77 an einer

schweren Infektkomplikation.

3.3.5. DC Chimarismus sechs wund zwolf Monate nach

Transplantation

Insgesamt hatten 33 Patienten nach sechs Monaten einen kompletten DCI-
Chimirismus. Alle Patienten befanden sich in Vollremission. 26 Patienten hatten
nach sechs Monaten keine cGvHD, vier hatten eine milde cGvHD und drei eine
schwere. Bei zwei Patienten war die Haut, bei einem Patienten der Darm und bei vier
Patienten waren Haut und Leber von der cGvHD betroffen. Von 63 untersuchten
Patienten mit komplettem DC2-Chimirismus nach sechs Monaten waren 60 in
Vollremission, drei Patienten hatten ein Rezidiv. Bei 13 Patienten fanden sich
klinisch Anzeichen fiir eine cGvHD, die in acht Fillen mild und in fiinf Fallen schwer
verlief. Bei sieben Patienten war nur die Haut, bei einem Patienten die Leber, bei drei
Patienten der Darm und bei zwei Patienten Haut und Leber von der cGvHD betroffen.
30 Patienten mit komplettem T-Zell-Chimérismus nach sechs Monaten waren in
Vollremission. Bei insgesamt zehn Patienten wurde eine cGvHD diagnostiziert,
wobel viermal die Haut, zweimal der Darm, dreimal Haut und Leber und einmal

Leber und Darm betroffen waren.

27 Patienten, die nach zwolf Monaten nachuntersucht wurden, hatten einen
kompletten DCI1-Chimérismus und waren in Vollremission. Bei sechs Patienten
wurde eine cGVHD diagnostiziert (vier mild, zwei schwer). In drei Fillen war die
Haut betroffen, in den anderen Fillen je einmal Leber, Lunge sowie Haut und Leber.
31 der 32 untersuchten Patienten mit komplettem DC2-Chimérismus nach zwolf
Monaten waren in Vollremission. Bei einer Patientin war das Rezidiv ihres
Plasmozytoms zum Zeitpunkt der Chimérismusanalyse bereits bekannt. 23 der 32
Patienten zeigten keine cGvHD, sechs eine milde und drei eine schwere cGvHD

(fiinfmal Haut, einmal Darm, einmal Lunge, zweimal Haut und Leber).
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Zwei Patienten hatten sechs Monate nach der Transplantation einen gemischten
Chimirismus in den DCI. Eine Patientin (CML, 8 Gy TBI-Flu-Cyclo-ATG) zeigte
am Tag +286 in der FISH-Untersuchung der DC1 einen weiblichen Empfingerkern
auf 100 ménnliche Spenderkerne. Die am gleichen Tag durchgefiihrten
Untersuchungen der DC2 und des peripheren Blutes ergaben jeweils einen
kompletten Chimérismus. Nach zwolf Monaten (Tag +340) waren alle Chimérismen
komplett (DC1, DC2, peripheres Blut). Die Patientin hatte bereits am Tag +22 einen
gemischten DC2-Chimirismus (fiinf eigene / 150 fremde Zellen) und einen
gemischten Chimérismus im peripheren Blut (vier eigene / 96 fremde Zellen) am Tag
+44. Im gesamten Beobachtungszeitraum wurde weder eine aGvHD noch eine

cGvHD diagnostiziert, die Patientin war immer in Vollremission.

Ein Patient (AML, Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG, HLA-identer
Familienspender, PBSCT), der einen gemischten DC1-Chimérismus und kompletten
DC2-Chimirismus am Tag +147 zeigte, war auch am Tag +13 in beiden
Dendritensubpopulationen gemischt chimédr (DC1: 6% Eigenanteil, DC2: 3%
Eigenanteil; STR-PCR). Am Tag +128 trat ein Rezidiv seiner AML auf. Der Patient
hatte zu keinem Zeitpunkt eine aGvHD oder cGvHD.

Ein Patient (MDS, Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG) zeigte am Tag +153 in
der STR-PCR Untersuchung aus 10.000 Zellen 7% eigene Merkmale in den DC2. Die
DCI1 zeigten einen kompletten Chimérismus, ebenso wie die an den Tagen +98 und
+157 untersuchten T-Zellen und das an den Tagen 496 und +356 untersuchte
Knochenmark. Am elften Tag nach der Transplantation trat eine aGvHD Grad II der
Haut auf. Am Tag +153 hatte der Patient eine milde cGvHD, von der Haut und Leber

betroffen waren. Er war immer in kompletter Remission.

Eine Patientin (ALL, 12Gy TBI-Vp, HLA-identer Familienspender, KMT) zeigte in
der FISH-Untersuchung am Tag +191 in beiden Dendritensubpopulationen keinen
Chimérismus (DC1: 50 eigen/keine fremd, DC2: 20 eigen/keine fremd). Die niedrige
Zahl der ausgezihlten Zellen beruht auf der geringen Zahl von nur jeweils 2.700
Zellen, die beim Cellsorting gewonnen werden konnten, weshalb auf dem
Zytospinprédparat sehr wenige Zellen zu finden waren. Das am Tag +153 untersuchte

periphere Blut zeigte einen kompletten Chimérismus. Beim Engraftment zeigten die
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DC2 (Tag +15) einen kompletten, die T-Zellen (Tag +34) einen gemischten (22
eigen/78 fremd) und das Knochenmark (Tag +30) einen gemischten (zwei
eigen/100fremd) Chimirismus. Am Tag +11 wurde eine schwere, drittgradige
aGvHD der Haut diagnostiziert. Am Tag +282 waren alle 400 ausgezihlten Kerne der
DC2 vom Spender. Eine cGvHD oder ein Rezidiv der ALL wurden nicht

diagnostiziert.

Eine Patientin (AML, Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG, HLA-identer
Fremdspender, KMT) hatte am Tag +412 einen gemischten DCI1-Chimérismus und
einen kompletten DC2-Chimérismus. Die FISH-Untersuchung zeigte unter insgesamt
602 ausgezihlten Kernen zwei eigene. Die am gleichen Tag durchgefiihrte Analyse
des peripheren Blutes ergab einen kompletten Chimérismus. Der an den Tagen +28
und +196 untersuchte DC2-Chimérismus war jeweils komplett. Die aGvHD Grad 11
der Haut ging im Verlauf in eine milde cGvHD iiber. Die Patientin war immer in

Vollremission.
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CCDC1 MC DC1
cCcDC2 MC DC2 MC DC2
Variable
CcC | MC CcC | MC CcC 1 MC
Gesamt Gesamt Gesamt
C | TC C | TC C | TC

Anzahl 6 2 8 1 1
keine

Zeilen% | 66,7 222 | 889 | 11,1 11,1
aGvHD

Spalten% | 66,7 | 100 | 72,3 100 50,0

Anzahl 3 3 1 1 1 1 2
aGvHD

Zeilen% | 50,0 50,0 16,7 16,7 | 16,7 | 16,7 | 33,3
Grad I-1V

Spalten% | 33,3 27,3 100 | 50,0 | 100 | 100 100
milde Anzahl 2 2 1 1 1 1 2
aGvHD | Zeilen% | 40,0 40,0 20,0 | 20,0 |20,0120,0| 40,0
Grad I-11 | Spalten% | 66,7 66,7 100 100 100 | 100 100
schwere |Anzahl 1 1
aGvHD | Zeilen% | 100 100
Grad I111-

Spalten% | 33,3 33,3

1A%

Tafel 22/1: Kombinationen der Chimirismen der verschiedenen Zelllinien

Die Tabelle zeigt alle aufgetretenen Kombinationsmoglichkeiten zwischen DC1-, DC2-

und TC-Chimirismen (ausgenommen sind Fille, wo nur eigene Merkmale auftraten),

sowie innerhalb einer Kombinationsmoglichkeit aufgetretene Komplikationen bzw. Tod.
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CCDC1 MC DCI1
ccDC2 MC DC2 MC DC2
Variable
CcC | MC CC | MC CcC | MC
Gesamt Gesamt Gesamt
C | TC C | TC C | TC
Anzahl 6 2 8 1 1 1 1
keine
Zeilen% | 60,0 | 20,0 | 80,0 | 10,0 10,0 10,0 | 10,0
cGvHD
Spalten% | 66,7 | 100 | 72,7 100 50,0 100 50
Anzahl 3 3 1 1 1 1
cGvHD
Zeilen% | 60,0 60,0 20,0 | 20,0 |20,0 20,0
gesamt
Spalten% | 33,3 27,3 100 | 50,0 100 50
Anzahl 2 2 1 1 1 1
milde
Zeilen% | 50,0 50,0 25,0 25,0 |25,0 25,0
cGvHD
Spalten% | 66,7 66,7 100 100 100 100
Anzahl 1 1
schwere
Zeilen% | 100 100
cGvHD
Spalten% | 33,3 33,3

Tafel 22/2: Kombinationen der Chimirismen der verschiedenen Zelllinien
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CCDC1 MC DCI1
ccDC2 MC DC2 MC DC2
Variable
CcC | MC CC | MC CcC | MC
Gesamt Gesamt Gesamt
C | TC C | TC C | TC
Anzahl 5 1 6 1 1 1 1
nicht

Zeilen% | 62,5125 750 | 12,5 12,5 12,5 12,5
verstorben

Spalten% | 55,6 | 50,0 | 54,5 100 50,0 100 50

Anzahl 4 1 5 1 1 1 1
Verstorben | Zeilen% | 57,1 | 14,3 | 71,4 143 | 14,3 | 14,3 14,3

Spalten% | 44,4 | 50,0 | 45,5 100 | 50,0 100 50

Anzahl 8 1 9 1 1 1 1

Rezidiv-
Zeilen% | 72,7 | 9,1 81,8 9.1 9,1 9,1 9.1
Jrei
Spalten% | 88,9 | 50,0 | 81,8 100 50,0 100 | 50,0
Anzahl 1 1 2 1 1 1 1
Rezidiv | Zeilen% | 25,0 | 25,0 | 50,0 25,0 25,0 |250 25,0
Spalten% | 11,1 | 50,0 | 18,2 100 | 50,0 100 50,0

Tafel 22/3: Kombinationen der Chimirismen der verschiedenen Zelllinien
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3.3.6. Patienten mit Unterschieden in den Chimérismen

Insgesamt fielen fiinf Patienten, die in allen drei Zelllinien beim Engraftment
analysiert wurden, mit unterschiedlichen Chimérismen zwischen den Zelllinien auf

(siehe Tafel 21).

Ein Patient (AML, Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG, HLA-identer
Familienspender, PBSCT) hatte am Tag +16 in beiden Dendritensubpopulationen
einen kompletten Chimérismus. Die mittels STR-PCR Technik durchgefiihrte T-Zell-
Chimirismusuntersuchung am Tag +13 zeigte 3% eigene Merkmale. Am gleichen
Tag ergab die Analyse des Knochenmarkes 5% eigene Merkmale. Klinisch zeigte
sich weder eine akute noch eine chronische GVHD. Am Tag +117 wurde ein Rezidiv

der AML diagnostiziert, an dem der Patient am Tag +186 verstarb.

Ein Patient (CML, Bu-Cyclo-ATG, HLA-identer Familienspender, KMT) zeigte
neben kompletten Chimérismen in beiden Dendritensubpopulationen (Tag +21) in der
STR-PCR Untersuchung einen gemischten T-Zell-Chimirismus (19% Eigenanteil)
(Tag +27). Nach etwa sechs Monaten waren alle Chimérismen komplett. Im Verlauf
wurde weder eine akute noch eine chronische GvHD diagnostiziert. Der Patient war

immer in Vollremission.

Eine Patientin (AML, Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG, HLA-identer
Fremdspender, PBSCT) zeigte in der FISH-Untersuchung einen kompletten DC1-
und T-Zell-Chimirismus. Bei den DC2 fand sich ein eigener Kern unter 200
Spenderkernen. Im Verlauf traten weder aGvHD noch cGvHD auf. Die Patientin war

immer in Vollremission.

Bei einer Patientin (ALL, 12Gy TBI-Vp, HLA-identer Familienspender, KMT) ergab
die FISH-Analyse am Tag +12 einen kompletten DC1-Chimérismus (keine eigen /
500 fremd), einen gemischten DC2-Chimérismus (eine eigen / 500 fremd) und am
Tag +58 einen gemischten T-Zell-Chimérismus (eine eigen / 99 fremd). Am Tag +16
entwickelte sich eine aGvHD Grad II der Haut, die sich weiterentwickelte zu einer
milden cGvHD von Leber und Darm. Am Tag +248 wurde ein Rezidiv der ALL

diagnostiziert, das am Tag +274 zum Tod der Patientin fiihrte.
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Die STR-PCR am Tag +19 zeigte bei einer Patientin (AML, Flu-AraC-Amsa - 4Gy
TBI-Cyclo-ATG, HLA-identer Fremdspender, PBSCT) in beiden
Dendritensubpopulationen einen gemischten Chimérismus. Der Eigenanteil der DC1
lag bei 20%, der der DC2 bei 6%. Bei der am Tag +22 durchgefiihrten T-Zell-
Analyse und der Knochenmark-Analyse am Tag +41 konnten keine eigenen
Merkmale detektiert werden. Bereits am Tag +15 hatte die Patientin ein Rezidiv, an
dem sie allerdings erst am Tag +330 verstarb. Zusitzlich wurde eine akute Haut-

GvHD Grad Il am Tag +7 diagnostiziert.

Bei drei weiteren Patienten lagen Unterschiede zwischen den Subpopulationen DC1

und DC2 vor, ohne dass der T-Zell-Chimarismus untersucht wurde.

Bei einem Patienten (NHL, 4Gy TBI Flu-Cyclo-ATG, HLA-identer Fremdspender,
PBSCT) wurden am Tag +18 in der FISH-Analyse der DC1 unter 300 Spenderzellen
zwel Empfingerzellen gefunden. Der DC2-Chimérismus war komplett. Am Tag +30
erkrankte der Patient an einer drittgradigen aGvHD von Haut und Darm. Im Verlauf
entwickelte sich eine schwere cGVHD von Leber und Darm, an der der Patient am

Tag +129 verstarb.

Eine Patientin (AML, Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG, HLA-identer
Fremdspender, PBSCT) hatte am Tag +23 einen kompletten DC2-Chimérismus und
einen gemischten DCI1-Chimérismus (fiinf eigen / 500 fremd). Am Tag +16 wurde

eine aGvHD Grad III der Haut diagnostiziert.

Eine Patientin (AML, Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG, HLA-identer
Familienspender, PBSCT) zeigte am Tag +12 einen kompletten DC2-Chimérismus
und einen gemischten DC1-Chimérismus (eine eigen / 500 fremd). Im Gegensatz zu
vorher genannten Patientin kam es bei ihr nicht zu einer GvHD. Sie verstarb am Tag

+168 an einer Sepsis.

Bis auf zwei waren alle Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraumes in
kompletter Remission. Die Patienten, die unterschiedliche Chimédrismen zwischen
den Zelllinien nach sechs oder zwolf Monaten hatten, wurden bereits unter 3.3.5.

ausfiihrlich beschrieben.
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4. Diskussion

Das Chimérismusverhalten von dendritischen Zellen und von T-Zellen im peripheren
Blut nach allogener hématopoetischer Zelltransplantation ist bis heute kaum
beschrieben. Lediglich Auffermann-Gretzinger et al. (2002) zeigten anhand eines
Kollektives mit 19 Patienten eine rasche Etablierung des Dendritenchimérismus nach
der Transplantation. Um eine Aussage iiber den Einfluss des Dendritenchimérismus
auf den klinischen Verlauf nach allogener himatopoetischer Transplantation machen

zu konnen, waren Fallzahl und Inzidenz der GvHD aber zu gering.

Ziele dieser Studie waren in erster Linie die Kinetik der Chimérismen der beiden
Subpopulationen der dendritischen Zellen und der T-Zellen zu untersuchen sowie

deren Einfluss auf den klinischen Verlauf und den Erfolg einer Transplantation.

4.1. Kinetik der Chiméarismen

Der GroBteil der untersuchten Patienten hatte beim Engraftment bereits einen
kompletten Chimirismus in beiden Subpopulationen der dendritischen Zellen. Bis auf
einen kleinen Prozentsatz von Patienten, bei denen kein Chimérismus analysiert
werden konnte, wurde bei den restlichen Patienten ein gemischter Chimérismus
festgestellt. Weit weniger einheitlich war das Bild bei den quantitativen
Chimirismusanalysen. Hier bewegte sich der Eigenanteil in der FISH- bzw. PCR-

Analyse zwischen 0,2% und 50%.

Die Analysen nach sechs und zwolf Monaten zeigten, dass die meisten Patienten im
Verlauf des ersten Jahres nach der Transplantation einen stabilen kompletten
Chimirismus entwickelten. Zwischen den beiden Subpopulationen waren, genauso
wie beim Engraftment, keine auffélligen Differenzen zu beobachten. Von den 20
Patienten mit gemischtem DC2-Chimérismus beim Engraftment wurden insgesamt

neun nach sechs Monaten nachuntersucht. Acht Patienten hatten zu diesem Zeitpunkt
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einen stabilen kompletten Chimédrismus, ein Patient hatte immer noch einen
gemischten Chimdrismus, zeigte aber in der Nachuntersuchung nach zwolf Monaten
einen stabilen kompletten Chimirismus. Eine mogliche FErklarung fiir das
Verschwinden der Empfinger-Zellen aus dem peripheren Blut im Laufe der Zeit
konnte zum einen die Elimination der Zellen durch alloreaktive Spender-T-Zellen im
Rahmen einer Graft-versus-Host- oder Graft-versus-Leukimie-Reaktion oder zum
anderen das Absterben residualer Empfinger-Zellen im Rahmen des natiirlichen

Turnovers (Horowitz et al. 1990) sein.

Das Chimérismusverhalten der T-Zellen war dem der dendritischen Zellen relativ
dhnlich. 23,3% der untersuchten Patienten hatten beim Engraftment einen gemischten
Chiméarismus, nach sechs Monaten waren es noch 9,1%, womit der Prozentsatz etwas
hoher lag als bei den Dendriten. Der quantitative Chimérismus zeigte einen etwas

groferen Range (1-80%).

4.2. Einfluss der Chimarismen auf den klinischen Verlauf

Der Einfluss des Dendriten- und des T-Zell-Chimérismus auf den klinischen Verlauf
nach allogener hdmatopoetischer Transplantation ist vor allem in Hinblick auf die
komplexen immunologischen Interaktionen dieser beiden Zelllinien interessant.
Dendritische Zellen sind als Antigen-prédsentierende Zellen potente Aktivatoren von
T-Zellen (Gueromonprez et al., 2002), die die Effektorzellen der unerwiinschten

Graft-versus-Host-, aber auch der erwiinschten Graft-versus-Leukdmie-Reaktion sind.

4.2.1. DC1-Chimarismus

In Tafel 16 ist ein Uberblick iiber die Gruppen A (kompletter DC1-Chimérismus, CC
DC1) und B (gemischter DC1-Chimirismus, MC DC1) gegeben. In Gruppe B waren
nach einer PBSCT verhiltnismifig deutlich mehr Patienten mit einem gemischten
Chimérismus vertreten als in Gruppe A. Der Grund dafiir konnte die bei einer PBSCT

tibliche Vorbehandlung mit G-CSF sein, was eher zu einer T2-Antwort fiihrt und
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damit eventuell zu einer Art Toleranz der Spender-T-Zellen gegeniiber den
Empfingerzellen. Weiterhin war auffillig, dass es sich in Gruppe B ausschlieBlich

um Patienten mit einer AML als Grunderkrankung handelte.

Ein nahezu signifikanter Unterschied zwischen Gruppe A und B zeigte sich im
Bereich der Konditionierung. Alle Patienten mit gemischtem Chimérismus hatten
sich einer nicht-myeloablativen Konditionierung unterzogen. Somit scheint eine
nicht-myeloablative Konditionierung hdufiger zu einem gemischten Chimérismus zu
fithren. Zu @hnlichen Ergebnissen kamen auch andere Forschungsgruppen (Frassoni
et al, 1990; Leuween et al, 1994). Hinsichtlich des Erfolges und moglicher
Komplikationen waren auch keine wesentlichen Unterschiede zwischen Gruppe A
und B vorhanden. Weder in der Hiaufigkeit noch in der Dauer der Rezidiv-freien
Uberlebenszeit gab es Unterschiede zwischen Patienten mit gemischtem oder
komplettem Chimérismus in den DCI. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen (Schattenberg et al., 1989; Bertheas et al., 1991; Choi et al.,
2000), die zu dem Ergebnis kamen, dass ein gemischter hé@dmatopoetischer

Chimirismus nicht mit einem erhohten Rezidivrisiko assoziiert ist.

Ein dhnliches Bild hat man bei Betrachtung der Todesfille. Zwar scheinen tendenziell
mehr Patienten mit einem gemischten DCI1-Chimirismus zu sterben, aber das
Gesamtiiberleben ist gegeniiber Gruppe A nur geringfiigig schlechter. Die Inzidenz
der aGvHD lag in Gruppe B etwas hoher als in Gruppe A, und der Verlauf war in der
Regel schwerer. Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse von Frassoni et al.
(1990). Hier waren in der Gruppe der komplett chimiren Patienten sowohl Inzidenz
als auch Schweregrad der aGvHD hoher als in der Gruppe der gemischt chiméren.
Moglicherweise ldsst sich dieses Phdnomen durch eine verstirkte T-Zell-Aktivitit
gegen hdamatopoetische Zellen im Rahmen einer GvH- oder GvL-Reaktion erkliren,
was schlieBlich zu einem kompletten Chimirismus fiithrt. Dann wiédren die
Chimirismusanalysen in dieser Studie dadurch moglicherweise erklérbar, da sie zu
einem beliebigen Zeitpunkt und nicht prospektiv wie in unserer Studie durchgefiihrt

wurden.

Leuween et al. (1994) konnten keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der

Inzidenz der aGvHD zwischen komplett und gemischt chiméren Patienten finden. Im
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Gegensatz zu unseren Beobachtungen beziiglich der aGvHD war die Inzidenz der
c¢GVvHD in Gruppe A etwas hoher. Clark et al. (2001) untersuchten 17 Patienten nicht
beim Engraftment, sondern erst beim Auftreten einer cGvHD und fanden eine

Assoziation mit kompletten Chimérismen in beiden Dendritensubpopulationen.

4.2.2. DC2-Chimarismus

Tafel 17 verschafft einen Uberblick iiber die Gruppen C (CC DC2) und D (MC DC2).
Die Entstehung des DC2-Chimidrismus scheint etwas anderen Einfliissen zu
unterliegen als der DC1-Chimirismus. In Gruppe C (CC DC2) waren 45,5% der
Patienten Empfinger von Knochenmark, in Gruppe D (MC DC2) dagegen 70,0% und
in Gruppe B nur 12,5%. HLA-Identitdt und Verwandtschaft zwischen Spender und
Empfinger scheinen keine wesentliche Rolle zu spielen. Hinsichtlich der
Konditionierung ist jedoch der gleiche Trend wie beim DCI1-Chimérismus zu
erkennen. 80,0% der Patienten mit gemischtem DC2-Chimérismus war nicht-
myeloablativ konditioniert worden, gegeniiber 61,4% in Gruppe C. Hinsichtlich der
Grunderkrankungen ergaben sich keine Auffilligkeiten. In Gruppe D zeigte sich
auch, anders als in Gruppe B, eine Mischung von chronischen und akuten bzw.

myeloischen und lymphatischen Erkrankungen.

Auch das Auftreten eines Rezidivs sowie die Dauer des Rezidiv-freien Uberlebens
scheint nicht durch das Chimérismusverhalten der DC2 beeinflusst zu werden. Ein
dhnliches Bild zeigt sich einem bei Betrachtung der Hiufigkeiten der Todesfélle und
des Gesamtiiberlebens. Beziiglich der Inzidenz der aGvHD bestand kein Unterschied
zwischen Gruppe C und D. Allerdings war der Verlauf einer aGvHD bei Patienten
mit komplettem DC2-Chimérismus (nahezu) signifikant schwerer. 72,1% der
Patienten mit einer aGvHD in Gruppe C machten einen schweren Verlauf durch, in
Gruppe D waren es 40,0%. In Gruppe D war die Inzidenz der cGvHD etwas hoher,
wobeil auch hier, wie bei der aGvHD, die Verldufe in der Gruppe der komplett
chimiren Patienten meist schwerer waren. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse
von Clark et al. (2001), die von einer erhohten cGvHD Inzidenz in der Gruppe der

komplett chiméren Patienten berichteten.
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4.2.3. T-Zell-Chimarismus

Tafel 18 zeigt die zu Gruppe E (CC TC) und F (MC TC) gehorenden Daten. Die
Stammzellquelle scheint keinen besonderen Einfluss zu haben. Es fillt lediglich auf,
dass in Gruppe E etwas mehr Empfinger einer PBSCT vertreten sind. Einen
signifikanten Unterschied erkennt man jedoch bei Betrachtung der Gruppen E und F
in Abhingigkeit des Spenders. 90% der Spender in Gruppe F waren Familienspender
gegeniiber 37,5% in Gruppe E. Dieser signifikante Unterschied ist im Zusammenhang
mit den Grunderkrankungen und der Art der Konditionierung zu sehen. Ebenfalls
signifikant war, dass in Gruppe E prozentual deutlich mehr Patienten mit einer
myeloischen Leukdmie vertreten waren, wobei es keine Rolle zu spielen scheint, ob

diese akut oder chronisch ist.

Anders als bei den dendritischen Zellen war bei den T-Zellen in der Gruppe der
gemischt chimiren Patienten kein Unterschied zwischen einer myeloablativen und
einer nicht-myeloablativen Konditionierung zu sehen. Die Rezidivhaufigkeit und die
Rezidiv-freie Uberlebenszeit waren nicht signifikant unterschiedlich zwischen den
beiden Gruppen. Die Héufigkeit der Todesfélle war in Gruppe F etwas hoher, was
sich aber kaum auf die Gesamtiiberlebensdauer auswirkte. Die Inzidenz der aGvHD
war in Gruppe E etwas hoher, was auf die Rolle der Spender-T-Zellen als
Effektorzellen der GVHD zuriickzufiihren sein diirfte. Allerdings war der Verlauf bei
komplett chiméren Patienten nicht so schwer wie bei gemischt chiméren Patienten,
was durch regulatorisch wirkende Spender-T-Zellen hervorgerufen sein konnte

(Hoffmann et al., 2002).

4.2.4. Einzelkasuistiken

Insgesamt vier Patienten fielen auf, weil sie beim Engraftment keinen Chimérismus
in einer oder mehreren Zelllinien hatten, sie bildeten also neue Dendriten oder T-
Zellen ausschlieBlich aus eigenen Vorlduferzellen (siehe 3.3.3.). Bei zwei Patienten
wurde eine myeloablative und bei zwei eine nicht-myeloablative Konditionierung
durchgefiihrt. Bei einer Patientin, die myeloablativ konditioniert worden war, trat

eine schwere aGvHD der Haut auf. Die drei anderen Patienten hatten im Verlauf
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keine GvHD. Trotz des Fehlens von Spendermerkmalen nach der Transplantation
waren bis auf eine Patientin alle in kompletter Remission innerhalb des

Beobachtungszeitraums.

Bei einer Patientin trat am Tag +173 ein Rezidiv auf. Beim Engraftment wurden bei
der Chimérismusanalyse der DC2 und der T-Zellen ausschlieBlich eigene Merkmale
detektiert. Bei einer Nachuntersuchung 58 Tage spiter zeigte sich ein kompletter
DC2-Chimirismus. Eine weitere Analyse des T-Zell-Chimédrismus wurde nicht
durchgefiihrt. Moglicherweise konnten sich die Spenderzellen innerhalb dieses
Zeitraums erst durch den natiirlichen Turnover durchsetzen, zumindest im peripheren
Blut. Eine weitere Moglichkeit konnte sein, dass zundchst eine Host-versus-Graft-
Reaktion im Gange war, die zwar fiir eine AbstoBungsreaktion zu schwach war, aber
doch stark genug, um eine Spenderhdmatopoese zu verhindern. Eine GvH-/GvL-
Reaktion kommt als Erkldrung eher nicht in Betracht, da der Zeitraum des Wechsels
von keinem zu einem kompletten Chimédrismus relativ kurz war, und weil im Verlauf
weder eine akute noch eine chronische GvHD diagnostiziert wurde. Die Patientin

verstarb an einem Rezidiv ihrer Grunderkrankung.

Insgesamt ergibt sich kein einheitliches Bild. Zum einen differieren die
Chimirismusanalysen der einzelnen hidmatopoetischen Zelllinien zum Teil recht
deutlich, zum anderen sind die klinischen Verldufe bei Patienten ohne Chimarismus
in den dendritischen Zellen oder T-Zellen sehr unterschiedlich. Eine Patientin
beispielsweise hatte keinen Chimérismus in beiden Dendritensubpopulationen, im
peripheren Blut ergab die Analyse aber einen kompletten Gesamtchimérismus. Ein
anderer Patient hatte keinen DC2-Chimirismus, aber einen gemischten T-Zell-

Chimirismus und gemischten Gesamtchimérismus.

Eine mogliche Erkldrung fiir die doch erheblichen Unterschiede zwischen den
Zelllinien bei einer Chimirismusanalyse konnte zum einen der geringe Anteil (<1%)
der dendritischen Zellen an den mononukledren Zellen des peripheren Blutes sein,
und zum anderen die Auszihlung von insgesamt sehr wenigen Zellen bei der FISH-
Untersuchung. Dem entgegen stehen Daten einer Studie von Morse et al. (2002), die
zeigen, dass Dendritenchimérismus und Gesamtchimérismus in der Regel die gleiche

Ausprigung haben.
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Weiterhin zeigt sich in unserer Studie, dass die Ergebnisse der Chimirismusanalysen
in den verschiedenen, bei uns untersuchten Leukozytensubsets differieren konnen
(Tafel 21). Bei insgesamt sechs Patienten, die in allen drei Zelllinien (DC1, DC2, TC)
beim Eingraftment gemessen wurden, war dies der Fall. Zum Teil war das Ergebnis
der Chimirismusanalyse bei beiden Dendritensubsets noch gleich, und es wichen nur
die T-Zellen ab, zum Teil waren die Ergebnisse der Dendritensubsets auch
unterschiedlich. Ein eindeutiger Einfluss auf eine der untersuchten klinischen
Variablen war nicht feststellbar, so dass die Rolle des Chimérismusverhaltens der
verschiedenen Leukozytensubsets weiter unklar bleibt. Zur Losung dieser

Fragestellung bedarf es vermutlich wesentlich groBerer Fallzahlen.

4.2.5. Das Zusammenspiel von dendritischen und T-Zellen

hinsichtlich GvHD

Unsere Daten zeigen, dass Patienten mit einem gemischten Chimédrismus in den
dendritischen Zellen tendenziell hdufiger an einer GVHD erkranken. In der Gruppe
der Patienten mit gemischtem DCI1-Chimirismus (Gruppe B) waren Inzidenz und
Schweregrad der aGvHD erhoht. Bei gemischtem DC2-Chimérismus lag ebenfalls
eine leicht erhohte Inzidenz der aGvHD vor. Allerdings war der Verlauf der aGvHD
in der Gruppe mit komplettem DC2-Chimérismus schwerer. Ein umgekehrtes Bild
zeigt sich einem bei den T-Zellen. Hier war die Inzidenz der aGvHD in Gruppe E
(CC TC) etwas hoher als in Gruppe F (MC TC), wobei das Chimirismusmuster

scheinbar keinen Einfluss auf den Schweregrad der Erkrankung hatte.

Die Voraussetzungen, die zu diesen klinischen Beobachtungen fiihren, sind vielseitig
und komplex und vor allem in ihrem Zusammenspiel noch nicht hinreichend

erforscht, so dass hier lediglich gemutmal3t werden kann.

Eine der grundlegenden Fragen diirfte wohl sein, ob die Zellen einer der untersuchten
Zelllinien, die an der Initiierung der GvHD beteiligt sind, vom Spender oder

Empfinger stammen.

73



»Fremd*-Erkennung

Wihrend der zweiten Phase der GvHD werden Empfanger-Antigene an T-Zellen

prasentiert, die daraufhin proliferieren und sich differenzieren.

Nach Einbringen der zelluldren Bestandteile der Spende erkennen immunkompetente
Spender-T-Zellen fremde Empféanger-Antigene, die iiber MHC durch APC présentiert
werden, als fremd. APC zerlegen grof3e Proteine in kleinere Peptide, die anschlieend
an MHC-Molekiile binden und an der Zelloberflidche als Allopeptid-MHC-Komplexe
prasentiert werden. Durch die Interaktion zwischen den Allopeptid-MHC und dem
Antigen-spezifischen TCR kommt es zur ,Fremd“-Erkennung und folgender
Aktivierung der T-Zellen. In Versuchen mit Miusen konnte gezeigt werden, dass
Spender CD4" T-Zellen eine GvHD induzieren bei unterschiedlichen MHC-Klasse-
II-Molekiilen und dass CD8" T-Zellen eine GvHD induzieren bei unterschiedlichen

MHC-Klasse-I-Molekiilen.

Das Zustandekommen der zweiten Phase wird durch die erste Phase erleichtert, die
ihrerseits stark beeinflusst wird durch das Konditionierungsregime. Die
Konditionierung verursacht eine Reihe von inflammatorischen Prozessen in den
Geweben. Im Rahmen der Ganzkorperbestrahlung oder/'und Hochdosis-
Chemotherapie schiitten aktivierte Zellen des geschiddigten Gewebes groB3e Mengen
an inflammatorischen Zytokinen wie IL-1, TNF-a, GM-CSF und IFN-y aus (Holler,
2002). Durch die dysregulierte Ausschiittung der Zytokine kommt es wahrscheinlich
zu einer Hochregulierung von Adhisionsmolekiilen und Empfinger-spezifischen
MHC-Antigenen. Die gesteigerte Expression von Spendergewebe-Antigenen
verstiarkt vermutlich die Erkennung histoinkompatibler Empfangergewebe-Antigene

durch alloreaktive Spender-T-Zellen.

Funktion der T-Zellen

Die T-Zellen sind, hervorgerufen durch komplexe Mechanismen, die Effektorzellen
der GvHD. Vor allem wihrend der Effektorphase sind sie verantwortlich fiir
Organdysfunktionen und Gewebeschidden. Spender-T-Zellen reagieren entweder

direkt oder iiber sekundidre Mechanismen mit den Empfingerzellen. Die aktivierten
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und proliferierten T-Lymphozyten schiitten verschiedene inflammatorische Zytokine
aus, die zwei unterschiedliche Rollen bei der Immunantwort der akuten GvHD
spielen. Bei MHC-Differenzen schiitten sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen
Zytokine wie IL-2, GM-CSF, TNF-a und IFN-y aus, die dann wiederum andere T-
Zellen oder andere Zellen wie Monozyten, NK-Zellen, NK-dhnliche Zellen oder auch

verbliebene Empfingerzellen aktivieren.

Bei den T-Zellen gilt allgemein die Ansicht, dass es die Zellen vom Spender sind, die
zu einer GvHD fiihren. Das zeigen auch Daten von Studien, die belegen, dass die
Inzidenz der GvHD niedriger ist, wenn die T-Zellen im Transplantat zerstort wurden.
Unsere Daten zeigen ebenfalls, dass tendenziell mehr Patienten mit komplettem T-
Zell-Chimérismus an einer GvHD erkranken. Andererseits fithrt eine T-Zell-
Zerstorung hdufiger zu Rezidiven, AbstoBungen und (fatal verlaufenden) Infekten
(Appelbaum, 2001). Die erhohte Rezidivrate liegt am Fehlen der T-Zellen, die eine
zentrale Rolle beim Graft-versus-Leukidmie-Effekt einnehmen. Inwieweit GvL- und
GvH-Reaktion miteinander assoziiert sind, ist jedoch nicht klar. Mapara et al. (2002)
berichten von einem moglichen GvL-Effekt ohne GvHD Assoziation, wohingegen
Litvinova et al. (2002) die GvH-Reaktion als stirkste treibende Kraft der GvL-
Reaktion darstellen. Keil et al. (2003) fanden heraus, dass nach nicht-myeloablativer
Transplantation eine rasche Etablierung eines Spender-T-Zell-Chimérismus essentiell
fiir ein stabiles Engraftment der Spende ist. Liegt vier Wochen nach Transplantation
nicht ein mindestens 90%iger Spender-T-Zell-Chimirismus vor, so ist das Risiko fiir

ein Rezidiv, eine AbstoBung oder beides zusammen signifikant erhoht.

T-Zell-Aktivierung

Die Aktivierung der Spender-T-Zellen ist komplex und bedarf zweier
Signalereignisse. Eine TCR-Peptid-MHC-Interaktion und eine besondere Formation
zwischen dem an ein Empfinger-MHC gebundenem Peptid und dem Spender-TCR
ist das erste Signal. Das zweite, kostimulatorische Signal kommt von APC und
erfordert Zell-Zell-Kontakt. Dabei ist das Resultat des ersten Signals durch das zweite
Signal reguliert. Drei Moglichkeiten stehen am Ende der Interaktion der zwei

Signalereignisse: komplette Aktivierung, partielle Aktivierung und Anergie.
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Kostimulatorische Molekiile sind zum Beispiel Antigene wie CD80, CD86 und das
CD40/CD40L Rezeptor-Ligand-Paar. Die kostimulatorischen Voraussetzungen fiir T-
Zellen hingen vom Aktivierungs-induzierten Reifestatus ab. Wie die T-Zellen
aktiviert werden miissen, hingt davon ab, in welchem Status der Aktivierung sich die
T-Zellen befinden (ruhend-aktiviert; naiv-reif) und welcher Typ der APC

(professionell-unprofessionell; ruhend-aktiviert) das Antigen préisentiert.

Funktion der T-Helferzellen

Sehr groBen Einfluss auf die GvH-Reaktion haben die T-Helferzellen, von denen es
zwel Typen gibt, Thl und Th2. Thl und Th2 geben verschiedene Zytokine ab, die
eine gegensitzliche Wirkung auf die GvHD haben. Th1-Zellen produzieren Zytokine
wie IL-2 und IFNYy. IL-2 wird von den Thl-Zellen fiir ihr eigenes Wachstum
produziert und gebraucht. Th2-Zellen dagegen geben IL-4, IL-6 und IL-10 ab und
brauchen IL-1 oder IL-4 zum Proliferieren. Ein Uberwiegen von Th1-Zellen fiihrt zur
Aktivierung von zytotoxischen T-Lymphozyten und dadurch zu einer GVHD,
wihrend eine Uberzahl der Th2-Zellen zu einer humoralen Antwort fiihrt und eine
GvHD verhindern kann. Dies kann auch bei der Transplantation von peripheren
Blutzellen beobachtet werden; die im Vergleich zur Knochenmarktransplantation
hohere Anzahl an T-Zellen in der Spende miisste normalerweise ein hoheres GvHD-
Risiko mit sich bringen. Das ist aber nicht der Fall, da die Mobilisierung der
Vorlduferzellen beim Spender mit G-CSF oder GM-CSF erfolgt, was vermutlich zu
einer Th2 Polarisierung fiihrt. Allerdings scheint das Risiko fiir eine cGVHD erhoht
zu sein (Arpinati et al., 2000; Reddy et al., 2000).

Obwohl die verheerende Wirkung der Th1-Zytokine (z.B.: IL-2 und IFN-y) und die
schiitzende Wirkung der Th2-Zytokine (z.B. IL-4 und IL-10) weitestgehend
akzeptiert sind, existieren auch widerspriichliche Daten. In klinischen Studien hat
sich die Zahl der IL-2 produzierenden Spender-T-Zellvorlaufer vor der
Transplantation als pradiktiv fiir das Risiko einer akuten GvHD erwiesen, ebenso wie
losliche IL-2-Rezeptoren sensitive Indikatoren fiir eine beginnende GvHD und deren
Schweregrad sind (Krenger et al., 1997). Chen et al. (2003) konnten zeigen, dass,
neben einer Behandlung mit MMF, MTX und CyA, durch eine zusitzliche
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Behandlung mit Basiliximab, einem monoklonalen IL-2-Rezeptor-Antikorper (=anti-
CD25-Antikorper), eine wirkungsvollere Pridvention und Reduktion des

Schweregrads der GVHD erreicht werden kann.

Polarisierung der T-Zellen

Verantwortlich fiir die Polarisierung der T-Zellen in Richtung Typl oder Typ2 sind
die APC. DC sind die einzigen APC, die eine naive T-Zelle auf ein neues Antigen

vorbereiten konnen. Drei Subtypen der DC sind bekannt (Pulendran et al., 2001):

1.) DC1: myeloischer Ursprung, CD11c*, CD123", HLA-DR", lin" (lin ist ein
Cocktail verschiedener Antikdrper: anti-CD3, anti-CD14, anti-CD16, anti-
CD19, anti-CD20, anti-CD56)

2.) DC2: lymphatischer Ursprung, CD123*, CD11c¢’, HLA-DR", lin", CD4"/IL-

3Ro", exprimieren groBe Mengen an pre-T-cell-Rezeptor-o-Ketten
3.) DC3: plasmazytoide DC

DC1 sind von GM-CSF abhingig und produzieren, wenn sie mit TNF-a oder CD40L
erregt wurden, hohe Mengen an IL-12. Dies fiihrt bei den T-Zellen zu einer

Differenzierung in Richtung Thl.

DC2 brauchen IL-3, um sich zu differenzieren und zu proliferieren. Sie induzieren
eine T-Zelldifferenzierung in Richtung Th2, wenn sie stimuliert werden. Ihre Anzahl
erhoht sich im Blut unter dem Einfluss von G-CSF, so dass be1 PBSCT im Vergleich
zur KMT mehr DC2 im Transplantat sind, die Menge an DC1 aber in etwa gleich ist.
Das erklirt das gegeniiber der KMT nicht erhohte GvHD Risiko der PBSCT.

Das Potential zur Aktivierung von T-Zellen ist bei DC2 geringer als bei DCI.
Isolierte DC2 sind, im Gegensatz zu frisch isolierten DCI1, nicht in der Lage, naive
allogene T-Zellen zu aktivieren, sie exprimieren weniger oder keine
kostimulatorischen Molekiile wie CD40, CD80 und CD86. Das unterschiedlich starke
T-Zell-Aktivierungspotential liegt wahrscheinlich an den verschiedenen Rollen der
DC-Subtypen bei der Immunantwort. DC1 nehmen mikrobielle und Umwelt-

Antigene in der Peripherie auf, wandern zu den Lymphknoten, wo sie dann eine T-
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Zell-Antwort auslosen. DC2 wandern bereits wihrend der Fetalperiode in die
Lymphknoten. Sie sind vermutlich fiir die Aufrechterhaltung der peripheren T-Zell-
Toleranz gegeniiber eigenen Antigenen zustindig. DC2 werden voll aktiviert durch
die Zytokine CD40L und TNF-o, die wihrend einer Immunantwort durch
Makrophagen und DC1 freigesetzt werden. Unter diesen Umstinden initiieren DC2
die Proliferation von Ag-spezifischen T-Zellen, was zu einer Expansion von Th2-
Klonen und Sekretion von IL-4 und IL-10 fiihrt. Dies fiihrt zu einem negativen
Feedback-Mechanismus fiir die Th1-Differenzierung, so dass die Immunantwort und
inflammatorische Prozesse terminiert werden. In mehreren experimentellen Studien
konnte gezeigt werden, dass Spender-Th2 ein vermindertes Potential fiir die
Induktion einer GvHD haben. Es konnte aber auch sein, dass Spender-DC2 zur
Pathogenese der GvHD beitragen, indem sie Empfédnger-Ag indirekt Spender-T-
Zellen prisentieren. Empféanger-DC spielen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung
von Spender-T-Zellen, da sie diesen direkt Empfinger-Alloantigene prisentieren,

resultierend in einer akuten oder chronischen GVHD (Arpinati et al., 2000).

T-Zellen konnen ihre zytotoxische Wirkung iiber 16sliche Mediatoren wie TNF-o
ausiiben. TNF-a wird in groeren Mengen freigesetzt, wenn im Rahmen der durch
Chemotherapie und Bestrahlung verursachten Darmschiddigung Bakterien und
Endotoxine (z.B. LPS) in die Blutzirkulation gelangen. Erhohte TNF-o Spiegel
wurden bei Patienten gefunden, die eine GvHD entwickelten. Bei schweren,
Therapie-refraktiren GvHDs brachten monoklonale TNF-a Antikorper eine
signifikante Besserung (Krenger et al., 1997). Neben TNF-a konnen CTL und andere
Effektorzellen, wie NK-Zellen, ihre Zytotoxizitdt auch iiber zwei andere, Kontakt-
vermittelte Wege herstellen: Perforin-granzyme B-vermittelte Zytolyse und Fas/Fas
Ligand (FasL)-vermittelte Apoptose. Der Fas/FasL.-Weg ist vermutlich auch in die
Elimination residualer Empféangerzellen involviert, was zu einem kompletten

Spenderchimirismus fithrt (Remberger et al., 2003)
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Regulatorische T-Zellen

Bei der Entstehung bzw. Unterdriickung einer GvHD spielen auch sogenannte
regulatorische T-Zellen des Spenders eine bedeutende Rolle. Edinger et al. (2003)
konnten in Versuchen mit Miusen zeigen, dass CD4"CD25" regulatorische Spender-
T-Zellen in der Lage sind, auch bei MHC-Differenzen, eine GvHD zu verhindern,
ohne dass der gewiinschte GvT-Effekt verloren geht. Dies geschieht, indem diese
Zellen die friilhe Expansion alloreaktiver CD4'CD25 Spender-T-Zellen, die
Expression der IL-2-Rezeptor-o-Ketten und deren Fahigkeit zur Induktion einer
GvHD unterdriicken. T, geben auch IL-10 ab, das, wie bereits erwihnt, eine eher
schiitzende Funktion hat, wobei in anderen Versuchen mit Midusen gezeigt werden
konnte, dass die vollstiandige, schiitzende Wirkung der T, nur mit IL-10 moglich ist
(Hoffmann et al., 2002). In der gleichen Studie fand man heraus, dass CD4"CD25"
T,, eine Infiltration von GvHD-Zielorganen durch CD4"CD25 T-Zellen zwar nicht
verhindern, aber mit diesen gemeinsam dort eindringen und dort deren lokale

Expansion und Induktion inflammatorischer Prozesse verhindern.

Einfluss des Chimérismus der Antigen-prisentierenden Zellen

In der aktuellen Literatur wird den Antigen-préasentierenden Zellen des Empfingers
eine wichtige Rolle bei der Induktion einer GvHD zugeschrieben (Shlomchik et al,
1999; Teshima et al., 2002). Dies gilt besonders fiir die zweite Phase der GvH-
Reaktion wegen ihrer Funktion als potente Aktivatoren der Spender-T-Zellen. Sie
stimulieren T-Zellen durch IL-1 und kostimulatorische Signale zur Produktion von
IL-2 und IL-2-Rezeptoren. Unter dem Einfluss von IL-2 kommt es bei alloreaktiven
T-Zellen zur klonalen Expansion und Differenzierung zu Effektorzellen. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Inaktivierung der Empfinger-APC hidmatopoetischen

Ursprungs Toleranz erzeugen und eine GVHD verhindern kann.

Diese Ansicht spiegelt sich auch in unseren Daten wieder, die zeigen, dass die
Inzidenz der GvHD in den Gruppen mit gemischtem Chimirismus hoher ist.
Allerdings erkrankten auch Patienten mit komplettem Dendritenchimérismus an einer

GvHD, was womoglich daran liegt, dass der Chimérismus in den Geweben von dem
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im Blut abweicht, also noch eigene Ag-prisentierende Zellen vorhanden sind, wo die

eigentliche GvHD abliuft.

Arpinati et al. (2000) konnten beobachten, dass auch die Spenderdendriten eine
gewisse Rolle spielen. Nach der Transplantation von peripheren Blutstammzellen, die
mit G-CSF mobilisiert wurden, war die Inzidenz der aGvHD nicht erhoht, und das,
obwohl die Zahl der transplantierten T-Zellen, die die Effektorzellen der GvHD sind,
zehnmal hoher als bei der KMT ist. Vermutlich fiihrt G-CSF zu einer selektiven
Erhohung der Anzahl der DC2 im peripheren Blut, ohne die Anzahl der DCI1
wesentlich zu verdndern. DC2 induzieren eine Th2-Antwort, die sich durch mehr
Toleranz gegeniiber dem Spender auszeichnet. Ein direkter Einfluss von G-CSF auf
die T-Zellen kann wahrscheinlich ausgeschlossen werden, da diese keine Rezeptoren
fiir diesen Botenstoff besitzen. Andererseits wurde ein gewisser induktiver Beitrag
der Spender-DC2 zur GvHD durch die indirekte Prédsentation von

Empfingerantigenen an Spender-T-Zellen erwéhnt.

Reddy et al. (2000) beschrieben zusitzlich bei Behandlung mit G-CSF einen Anstieg
der CDI14" Monozyten, die wahrscheinlich die Alloreaktivitit der T-Zellen
unterdriicken und eine Verringerung inflammatorischer Zytokine wie TNF-o und IL-
12. Tzolas et al. (2001) fanden im Transplantat von Patienten mit aGvHD signifikant
mehr DC1, die zu einem TI-Profil fiihren. Somit bleibt die Rolle der

Spenderdendriten noch unklar, aber ihre Funktion ist wohl eher immunmodulierend.

Synopse der Daten aus der vorliegenden Studie

Anhand unserer Daten kamen wir zu dem Schluss, dass die erhohte Inzidenz und
Schwere der akuten GvHD bei Patienten mit gemischtem DC1-Chimérismus (Gruppe
B) zumindest teilweise durch Empfinger-DC1 induziert ist, da in Gruppe A (CC
DC1) weniger Patienten an einer aGvHD erkrankten und der Verlauf in der Regel
milder war. Anders beim DC2-Chimirismus, wo die Inzidenz der aGvHD bei
Patienten mit gemischtem Chimédrismus erhOht ist, was einen vermuten ldsst, dass

Spender-DC2  einen  antiinflammatorischen,  Toleranz-induzierenden  Effekt
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vermitteln. Dem entgegen steht jedoch der schwerere Verlauf bei Patienten mit

komplettem DC2-Chimérismus.

Der derzeit giiltigen Ansicht, dass Spender-T-Zellen die Effektorzellen der GvHD
sind, entsprechen im Wesentlichen auch unseren Daten. In Gruppe E (CC TC) war
die Inzidenz der aGvHD hoher, das heilt, es waren verhiltnismidfig mehr Spender-T-
Zellen, also Effektorzellen, im peripheren Blut, was die leicht erhohte Inzidenz
erkliaren konnte. Auch Mattson et al. (2001) fanden in ihrer Studie eine erhohte
aGVvHD Inzidenz in der Gruppe der Patienten mit komplettem T-Zell-Chimirismus.
Allerdings gibt die Chiméarismusanalyse keinen Aufschluss dariiber, ob die Zellen in
Richtung einer T1-oder T2-Antwort polarisiert wurden. Darin liegt wahrscheinlich
auch der Schliissel zum Schweregrad der GvHD, auf den der Chimérismus scheinbar
keinen Einfluss hat. Einen moglichen Ansatz liefert eine Studie von Remberger et al.
(2003). Patienten, die spdter einen kompletten T-Zell-Chimirismus entwickelten,
hatten hohere Spiegel an TNF-ou bzw. niedrigere Spiegel an TGF-f und IL-10
wihrend der Konditionierungsphase als Patienten mit gemischtem Chimérismus nach
der Transplantation. In der ersten Woche nach der Transplantation waren die TGF-3-
und IL-10-Spiegel bei den komplett chimidren Patienten immer noch niedriger, die
sFas-Spiegel erhoht. In der zweiten und dritten Woche hatten diese Patienten hohere
Spiegel an TNF-o, IFN-y und sFas als Patienten mit gemischtem Chimirismus.
Gleichzeitig konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass auch bei den Patienten mit
einer aGvHD Grad II-IV hohere Spiegel an TNF-o, IFN-y, IL-10 und sFas vorliegen.
Somit scheint das (Un-)Gleichgewicht der Zytokine einen Einfluss sowohl auf die

Entwicklung des Chimérismus als auch auf die Entstehung einer aGvHD zu haben.

Unklar bleibt jedoch, wie sich der Chimérismus der einzelnen Zelllinien im Gewebe
verhilt. Erste Ansitze zur Bestimmung des Chimdrismusverhaltens in Geweben
lieferten Hessel et al. (1996). Sie untersuchten in ihrer Studie den Chimirismus von
Langerhans-Zellen der Haut mittels einer Kombination aus Immunphénotypisierung
und FISH. Alle neun untersuchten Leukédmiepatienten zeigten einen gemischten
Chimirismus in den Langerhans-Zellen, wobei der Eigenanteil unabhingig vom
Analysezeitpunkt (Tag +36 bis +1395) zwischen 7% und 92% variierte. Hier wiren

weitere Studien, die linienspezifische Chimirismusuntersuchungen in den Geweben
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durchfithren, insbesondere bei GvHD-Patienten mit einer Haut-, Leber-,

Darmbiopsie, dringend notwendig.

Situation bei der cGVHD

Hinsichtlich der chronischen GvHD scheint der DC2-Chimérismus einen dhnlichen
Einfluss zu haben wie bei der akuten GvHD. In Gruppe D (MC DC2) war die
Inzidenz der cGvHD erhoht, in Gruppe C (CC DC2) war der Verlauf schwerer. DC2
scheinen in Bezug auf die cGvHD eine Rolle zu spielen, da bei der cGvHD eine
bevorzugte Aktivierung der Th2 beschrieben wurde, was vermutlich durch DC2
hervorgerufen wird (de Wit et al., 1993). Waller et al. (2001) untersuchten 113
Patienten mit dem Ergebnis, dass eine hohe Anzahl an CD3" CD4™ DC im
Spenderknochenmark (entsprechen den von uns untersuchten CD123" DC2 im
peripheren Blut) mit einer geringeren cGVHD Inzidenz, aber hoheren Rezidivinzidenz
assoziiert ist. Dies passt auch zu den oben angestellten Uberlegungen. Die durch DC2
vermittelte T2-Polarisierung der alloreaktiven Spender-T-Zellen fithrt durch
zytokinvermittelte (IL-4 und IL-10), negative Feedbackmechanismen zu einer
Verminderung der zytotoxischen Reaktionen und damit zu einer geringeren Inzidenz
bei der cGvHD. Da allerdings GvL- und GvH-Reaktion miteinander
zusammenhdngen, kommt es in Folge der durch T2-Polarisierung abgeschwéchten
GvH-Effekte auch zu einer erhohten Rezidivinzidenz. Ahnlich wie bei der aGvHD
scheinen die Spender-DC2 auch bei der cGVHD einen protektiven Effekt auszuiiben.
So ist in Gruppe C die cGvHD-Inzidenz niedriger. Wider Erwarten ist allerdings auch
bei der cGvHD der Verlauf in der Gruppe mit komplettem DC2-Chiméirismus
schwerer gewesen, womit sich auch hier eine Diskrepanz zwischen den erhobenen

und erwarteten Daten ergibt.

Ebenfalls im Gegensatz zu den erwarteten Befunden waren die Chimérismusdaten der
T-Zellen hinsichtlich der cGvHD. In Gruppe F (MC TC) waren sowohl Inzidenz als
auch Schweregrad der cGvHD erhoht.

Hinsichtlich des Auftretens eines Rezidivs waren keine signifikanten Unterschiede

zwischen gemischtem und komplettem Chimédrismus bei beiden DC-Subtypen
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erkennbar. Beim T-Zell-Chimidrismus waren ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede bei den Haufigkeiten der Rezidive bzw. Todesfélle sichtbar. Allerdings
fiel auf, dass sowohl Rezidiv-freie als auch Gesamtiiberlebenszeit in Gruppe E etwas
langer waren, obschon mehr Rezidive und Todesfille in dieser Gruppe auftraten. Das
scheint im Widerspruch zur oben dargestellten Theorie zu stehen, nach der Spender-
T-Zellen iiber eine GvH-Reaktion gegen leukdmische Zellen des Empfingers
vorgehen. Eine Erkldrung konnte sein, dass die Patienten mit komplettem T-Zell-

Chimarismus frither an einer schweren GvHD verstarben.

4.3. Ausblick

Die allogene Transplantation hdamatopoetischer Zellen wird auch in Zukunft einer der
wichtigsten Stiitzpfeiler in der Behandlung einer Reihe hdmatologischer aber auch
onkologischer Erkrankungen sein. Allerdings wird sich die Behandlung immer mehr
weg von der hochdosierten zytotoxischen Therapie hin zu einer Zell- und
Immuntherapie entwickeln, bei der die Toxizitit der Konditionierung reduziert und
vermehrt auf den Graft-versus-Tumor-Effekt gesetzt wird (Feinstein et al. 2001). Ob
sich die myeloablative oder nicht-myeloablative allogene Transplantation
durchsetzen wird, wird sich erst in den ndchsten Jahren zeigen (Spitzer 2000, Maris et

al. 2001).

Ein besonderes Augenmerk wird man zukiinftig vor allem auf die spezifische Immun-
und Zelltherapie und die Trennung der GvH- und GvL-Effekte haben, fiir die es jetzt
schon vielversprechende Ansitze gibt. So ist zum Beispiel eine spezifische
Immuntherapie, die auf mHAg beruht, denkbar. Nachdem es gelungen war mHAg zu
identifizieren, die ausschlieBlich auf himatopoetischen Zelllinien, auch auf
leuk@mischen, exprimiert werden (HA-1 und HA-2, de Bueger et al., 1992), schafften
es Mutis et al. (1999) ex-vivo fiir diese mHAg-spezifische CTL zu generieren, die in
der Lage waren, leukdmische Zellen effektiv zu lysieren, ohne Schaden an den
GvHD-assoziierten Organen anzurichten. Eine wichtige Rolle spielten hier auch

dendritische Zellen, da nur diese in der Lage waren potente HA-1- und HA-2-
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spezifische CTL zu induzieren. Goulmy et al. (1997) erorterten zusitzlich die
Moglichkeit in Zukunft woméglich mHAg-basiert die Spender auszusuchen, eine
Toleranz zu induzieren und eine adoptive Immuntherapie bei Trennung von GvH-

und GvL-Effekten durchzufiihren.

Andere Ansitze der adoptiven Immuntherapie gibt es im Rahmen der DLI. Hierbei
wird versucht, zunéchst iiber einen gemischten Chimirismus eine Art Toleranz zu
erzeugen, indem man initial ein Transplantat ohne alloreaktive T-Zellen verabreicht.
Nachdem sich dann der Empfianger von der Konditionierungs-induzierten
Inflammation erholt hat, die vermutlich das Einwandern von T-Zellen in die GvHD-
Zielgewebe fordert, kann eine DLI verabreicht werden, die optimale GvL-Effekte
zeigt, ohne mit einer GvHD assoziiert zu sein (Mapara et al, 2002). Ahnliche
Ansitze lieferten auch andere Arbeitsgruppen (Johnson et al. 1995, Kolb et al. 1997,
Wu et al. 2000). Mithilfe von Suizidgenen wurde versucht Effektorzellen stillzulegen,
sobald diese sich gegen nicht neoplastische Zellen richteten (Kolb et al. 2001).
Litvinova et al. (2002) gelang es sogar mit Hilfe von Suizidgenen die GvH-Reaktion

zu kontrollieren und dabei einen Teil der GvL-Reaktion zu erhalten.

Eine Sonderform der DLI, die gerade in klinischen Versuchen untersucht wird, diirfte
die Verabreichung von Spender-T,, sein, mit deren Hilfe es moglich scheint, die
GvHD-induzierende Wirkung der CD4°'CD25 Spender-T-Zellen zu unterbinden,
ohne dabei den GvT-Effekt einzuschrinken. Mit dieser Technik ist also vermutlich
eine Trennung von GvH- und GvT-Effekten moglich (Hoffmann et al., 2002 und
2004; Edinger et al., 2003).

Fiir den Bereich der Zelltherapien diirften auch dendritische Zellen interessant sein.
Dies trifft fiir T-Zellen eher indirekt zu, da es bei diesen eher moglich ist, sie iiber
bestimmte Botenstoffe oder auch Ag-prisentierende Zellen zu beeinflussen, um
,prophylaktisch* zu wirken. Liu et al. (2000) beschrieben die mogliche Option einer
DC2-basierten Immuntherapie fiir Autoimmunerkrankungen und GvHD, da DC2 eine
T2-Polarisierung und dadurch Toleranz induzieren. In einer anderen Studie von Fujii
et al. (2001) wurden Patienten, bei denen es zu einem Rezidiv gekommen war, mit
dendritischen Zellen behandelt. Dazu wurden DC des Spenders mit ex-vivo

bestrahlten Tumorzellen des Empfingers versetzt, so dass deren Antigene durch die
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Dendriten aufgenommen und prozessiert werden konnten. SchlieBlich wurden T-
Zellen mit dazu gegeben, die durch die DC aktiviert wurden, und somit spezifisch fiir
die Tumorzellen waren. Die Zellmischung wurde insgesamt vier Patienten
verabreicht, bei denen sich eine voriibergehende Besserung bei Ausbleiben von GvH-

Reaktionen zeigte.

Neben den Versuchen, bestimmte Effekte mittels Zelltherapie mit dendritischen
Zellen bzw. indirekt auch T-Zellen zu erreichen, bieten sich natiirlich auch bestimmte
Medikamente zur Beeinflussung der Dendriten und T-Zellen an. So wurde zum
Beispiel ein direkter Effekt von Dexamethason auf die Ausreifung von dendritischen
Zellen beschrieben (Kitajima et al., 1996), was damit auch die T-Zell-Aktivierung
und GvH-Effekte hemmt.

Klangsinsirikul et al. (2002) machten die Beobachtung, dass es sowohl in-vitro als
auch in-vivo bei Behandlung mit Campath-1G (monoklonaler CD52-Antikorper, der
auf beiden DC-Subpopulationen exprimiert wird) zu einer raschen Zerstérung der
Dendriten kommt. Die daraufhin niedrigere Inzidenz der aGvHD lésst hier auf ein
mogliches Therapeutikum zur Behandlung der aGvHD schlieBen. Jedoch hidufen sich
die Daten, die eine erhohte Infektgefahr bei diesen Patienten vermuten lisst.
Allerdings war nicht ganz klar, ob die niedrigere GvHD-Inzidenz durch die DC-

Depletion oder durch Einfliisse des Campath-1G auf T-Zellen zu erkléren ist.

Eine andere Moglichkeit der GvHD-Prophylaxe wurde durch Shimizu et al. (2000)
beschrieben. Sie behandelten Patienten mit Tacrolimus (FK506), das einerseits einen
direkten Einfluss auf CD4" T-Zellen ausiibt, indem es deren IL-2-Ausschiittung
hemmt, und andererseits damit behandelte DC derart beeinflusst, dass diese eher eine
T2-Antwort induzieren und weniger 1L-12 produzieren. Vermutlich kommt es unter
Tacrolimus auch zu einer Verschiebung des T1/T2-Zytokinverhiltnisses in Richtung

T2, was vermutlich einen prophylaktischen Effekt beziiglich der aGvHD hat.

In den kommenden Jahren werden Chimérismusanalysen an Bedeutung gewinnen,
um die positiven und negativen Auswirkungen der vielen neuen Ansitze in der
Transplantationsmedizin besser erfassen und verstehen zu konnen. Im Zentrum des
Interesses werden dabei vor allem linienspezifische Chiméirismusuntersuchungen von

Leukozytensubsets stehen (zum Beispiel DC und TC hinsichtlich der GvHD), da
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diese es erlauben sich ein differenzierteres Bild iiber die verschiedenen Funktionen
und Zusammenhinge zu machen. Eines der derzeitigen Hindernisse ist das Fehlen
internationaler Standards bei den Chimédrismusanalysen beziiglich der Techniken,
Frequenzen und Zeitpunkte der Untersuchungen nach der Transplantation und der
klinischen Deutung der Daten. Ein weiteres Problem sind die oft viel zu niedrigen
Fallzahlen, die keine statistisch signifikanten Aussagen erlauben. Hier wiren, gerade
bei Untersuchungen zur GvHD, die extrem vielen FEinfliissen unterliegt,

multizentrische Studien wiinschenswert, um ausreichend hohe Fallzahlen zu erhalten.
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S. Zusammenfassung

Fiir viele Patienten mit einer himatologischen Erkrankung stellt die Transplantation
allogener hidmatopoetischer Zellen die einzige Therapieoption mit echter
Heilungschance dar. Diese ist jedoch aufgrund mannigfacher Faktoren mit einer
hohen Morbiditit und Mortalitdt assoziiert. Im Rahmen von Nachuntersuchungen
werden zunehmend Chimédrismusuntersuchungen durchgefiihrt, anhand derer zum
Teil mogliche Komplikationen friihzeitig aufgedeckt werden konnen. Routinemifig
werden jedoch nur Untersuchungen des Gesamtchimédrismus durchgefiihrt,
linienspezifische Chimirismusuntersuchungen sind dafiir noch nicht ausreichend

etabliert.

In unserer Studie wurden die Chimérismen von dendritischen Zellen und T-Zellen im
peripheren Blut untersucht. Bei allen drei Zelllinien hatten die meisten Patienten nach
myeloablativer Konditionierung bereits beim Engraftment einen kompletten
Spenderchimérismus. Patienten, die nicht-myeloablativ konditioniert waren, hatten
hdufiger einen gemischten Chimérismus. Insgesamt lassen unsere Beobachtungen auf
eine rasche Rekonstitution dieser Zellen im Posttransplantationsverlauf schlieen,

wobei deren immunologische Funktion zu diesem ungeklért ist.

Im Rahmen der Chimidrismusuntersuchungen wurden die Patienten auch klinisch
untersucht, um zu zeigen, ob der Chiméirismus der jeweiligen Zelllinie womoglich
einen Einfluss auf den Posttransplantationsverlauf hat. Der Chimérismus der beiden
DC-Subpopulationen hat keinen signifikanten Einfluss auf die Entstehung eines
Rezidivs oder das Uberleben nach der Transplantation. Mehr Patienten mit
gemischtem T-Zell-Chimérismus hatten ein Rezidiv oder verstarben, was auch deren
Rezidiv-freie und Gesamtiiberlebenszeit etwas verkiirzt. Es zeigte sich, dass Patienten
mit gemischtem Dendritenchimérismus bzw. komplettem T-Zell-Chimérismus

hiufiger an einer aGvHD erkrankten

In Zukunft werden T-Zellen und dendritische Zellen, insbesondere deren komplexes

Zusammenspiel und deren immunologische Funktionen, von groBlem
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wissenschaftlichen und klinischen Interesse sein. Weitere Untersuchungen der
funktionellen Biologie der dendritischen Zellen und T-Zellen sind notwendig, um
deren Funktionen fiir sich, aber auch im Zusammenhang miteinander verstehen zu
konnen. Auf der Basis eines verbesserten und vertieften Verstidndnisses der
immunologischen Vorginge wird man in der Lage zu sein, neue Immuntherapien zu
entwickeln und heute bereits existierende, vielversprechende  Ansitze

weiterzuentwickeln.
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