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1 ZUSAMMENFASSUNG

Die allogene Stammzelltransplantation offeriert Patienten mit hamatologischen und
nicht-hamatologischen Erkrankungen nach entsprechender Indikationsstellung eine
potentiell kurative Behandlungsmaoglichkeit. Jedoch ist sie immer noch behaftet mit
einer hohen therapieassoziierten Mortalitat, die die standige Suche nach Optimierung
des Therapieregimes maglichst innerhalb klinischer Studien mehr als rechtfertigt.

Diese retrospektive Datenanalyse untersucht als prognostischen Faktor die
lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation bei 71
Patienten, die zwischen 1997 und 2002 im Transplantationszentrum der Inneren
Klinik 1l des Universitatsklinikums Jena behandelt wurden, davon 27 Frauen und 44
Manner im mittleren Alter von 42 Jahren. Hauptdiagnosen waren chronische und
akute Leukamien. Es wurden hauptsachlich mobilisierte periphere Blutstammzellen
als Stammzellquelle eingesetzt. Verschiedene Faktoren beeinflussen nach dem
augenblicklichen Kenntnisstand das Gesamtluberleben und das ereignisfreie
Uberleben nach einer allogenen Stammzelltransplantation. Dies sind die Anzahl der
CD34-positiven Stammzellen und CD3-positiven Zellen im Transplantat, die HLA-
Kompatibilitat von Spender und Empfanger, die Grunderkrankung des Patienten, der
Krankheitsstatus zum Zeitpunkt der Transplantation, das Alter des Patienten, die
Konditionierungsbehandlung sowie das Auftreten einer Unvertraglichkeitsreaktion
(GVHD) oder einer symptomatischen CMV-Infektion. Das Forschungskonzept dieser
Arbeit untersucht und hinterfragt insbesondere modulierbare Einflussgro3en, um die
Erfolgsaussichten einer allogenen Stammezelltransplantation zu verbessern. Die
lymphozytare Immunrekonstitution wurde dabei anhand der absoluten Zellzahlen/ul
im peripheren Blut (T-, B- und NK-Zellen) mithilfe einer standardisierten
immunphanotypischen Analyse (FACS-Analyse = fluorescence activated cell sorting)
vor allogener Stammzelltransplantation sowie im Verlauf zwei, drei und funf Monate
nach Transplantation aufgezeichnet. Zur Prufung eines signifikanten Zellwachstums
an den unterschiedlichen Messpunkten wurde der Test von Wilcoxon verwendet.
Anhand oben genannter unterschiedlicher EinflussgroRen auf die Transplantation
wurden die Patienten jeweils Kohorten zugeordnet und mit Hilfe des Wilcoxon-Mann-
Whitney-Tests auf mogliche Unterschiede in der Immunrekonstitution der
Lymphozytensubgruppen Uberpruft: Die lymphozytare Immunrekonstitution verlief in
allen untersuchten Zellsubpopulationen regelhaft. CD8"- und CD56"-Zellen konnten
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schon kurz nach Transplantation Normwerte erzielen. Unter dem Therapieregime
der Stammzelltransplantation litten am meisten die CD19"-Zellen, gefolgt von den
CD4"-Zellen. Patienten mit akuten Leukamien zeigten hinsichtlich der
Immunrekonstitution bessere Ergebnisse nach Transplantation, als Patienten mit
chronischer myeloischer Leukamie. Alteren Patienten (> 50 Jahre) und Patienten mit
Komorbiditaten kann eine Transplantation ermdglicht werden, vorausgesetzt das
Konditionierungsregime ist dem Risikoprofii angepasst. Eine reduzierte
Konditionierung ist der klassischen Konditionierung hinsichtlich einer schnelleren
lymphozytaren Immunrekonstitution zu bevorzugen. Es wurde insgesamt ein
verringertes  Auftreten einer  Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (GVHD),
insbesondere auch schwerer Formen nach dosisreduzierter Konditionierung,
beobachtet. 40% der Patienten entwickelten nach Transplantation eine schwere
GVHD der Grade 2 bis 4. Risikofaktoren waren ein fortgeschrittenes Krank-
heitsstadium, HLA-Inkompatibilitat, akute Leukosen, Prophylaxe mit CSA allein oder
in Kombination mit MMF. Die Haupteffektorzellen der GVHD und einer
symptomatischen CMV-Infektion sind CD8"-Zellen. Dies ist hervorzuheben, da das
eingesetzte Antithymozytenglobulin (ATG) zur GVHD-Prophylaxe bei dosis-
reduzierter Konditionierung laut unseren Daten vornehmlich auf CD4"-Zellen wirkt.
30% der Transplantierten entwickelten eine symptomatische CMV-Infektion. Der
symptomatisch werdenden CMV-Infektion geht wahrscheinlich eine CD4"-
Zelldepression voraus. Fur Patienten mit einem vollkompatiblen Familienspender
konnte eine verbesserte lymphozytare Immunrekonstitution sowie eine geringere
GVHD-Inzidenz gezeigt werden. Das Empfangergeschlecht, die Anzahl von CD34-
positiven Stammzellen und CD3"-Lymphozyten im Transplantat hatten insgesamt
keinen wesentlichen Einfluss auf die Immunrekonstitution.

Diese Arbeit stellt zusammenfassend den klinisch bedeutsamen Vorteil einer
dosisangepassten reduzierten Konditionierung vor allogener Stammzelltrans-
plantation heraus. Damit kdnnen auch Patienten hoheren Lebensalters und/oder mit
Komorbiditaten einer allogenen Stammzelltransplantation zugefuhrt werden. Durch
eine dosisreduzierte Konditionierung kann bei erhaltenem therapeutischem
Antileukamie-Effekt eine Senkung der Gesamtmortalitdt und eine gute
Langzeituberlebensrate erzielt werden. Dies scheint sich in der beschleunigten
Entwicklung der lymphozytaren Zellreihen  (=Immunrekonstitution) nach

Transplantation zu zeigen.



2 EINLEITUNG

Die Ubertragung von hamatopoetischen Stammzellen wurde erstmals im Jahre 1968
bei zwei Patienten mit einem angeborenen schweren Immundefekt durchgefuhrt. Das
Prinzip, eine maligne bzw. insuffiziente Hamatopoese eines Patienten mit der
Verpflanzung von gesunden Stammzellen eines Spenders zu therapieren, war damit
eine praktische klinische Option geworden. Seitdem findet eine standige Erwei-
terung des Indikationsbereiches fur Stammzelltransplantationen statt. Die
Anwendung der Stammzelltransplantation ist immer noch verbunden mit einer
signifikanten Morbiditat und Mortalitat und rechtfertigt eine spezialisierte klinische
Einheit. 2006 wurden allein in Europa 25050 allogene und autologe hamatopoetische
Stammzelltransplantationen durchgefuhrt, 21335 davon als Ersttransplantationen
(Gratwohl et al. 2007).

Alle Blutzellen eines Individuums gehen aus einer kleinen Anzahl langlebiger
Stammzellen hervor, die im Knochenmark des Erwachsenen sowie in der fetalen
Leber und Milz ansassig sind. Morphologisch sind sie von weil3en Blutzellen nicht zu
unterscheiden, exprimieren jedoch das CD34"-Oberflachenantigen, welches mit Hilfe
spezieller Selektionsmarker identifiziert werden kann.

Hamatopoetische Stammzellen sind fahig, sich unter Erhalt einer Pluripotenz selbst
zu replizieren oder in erythroide, myeloide, megakaryozytische und lymphoide Linien
(sogenannte ,comitted cells®) Uberzugehen. Reifen Stammzellen heran, ist dies
durch einen schrittweisen Verlust ihrer Differenzierungsmoglichkeiten gekenn-
zeichnet. Maximow postulierte im Jahre 1909 erstmals die Pluripotenz von
hamatopoetischen Stammzellen und legte somit den Grundstein fur die Idee der
Knochenmarktransplantation als Therapie von malignen und nicht-malignen
Erkrankungen. Seien sie korpereigen oder auch gespendet, konnen Stammzellen die
gesamte Hamatopoese und Lymphopoese eines Menschen nach besonderer
Vorbehandlung andauernd rekonstituieren.

Es konnte gezeigt werden, dass hamatopoetische Stammzellen Zugang zu vielen
Geweben haben und in der Lage sind, auch andere Gewebezellen
auszudifferenzieren (Ubersicht bei Kasper et al. 2001). Dabei spielt vermutlich der
Vorgang der Transdifferenzierung eine grof3e Rolle.



2.1 Formen der Stammzelltransplantation

Man unterscheidet bei der Ubertragung von hamatopoetischen Stammzellen, ob es
sich um eine Eigenspende handelt (autologe Stammzelltransplantation) oder diese
von einem anderen Individuum (allogene Stammzelltransplantation) stammen. Dabei
dient die allogene Transplantation dem totalen Ersatz des korpereigenen hamato-
lymphopoetischen Systems durch korperfremde Zellen vom Spendertyp (z.B. von
Geschwistern, anderen  Familienmitgliedern,  Fremdspendern  oder  von
Plazentarestblut). Sie ist aufwendiger und risikoreicher als eine autologe
Transplantation, da die korperfremden Spenderstammzellen auch langfristig vom
Empfanger toleriert werden mussen. Durch eine Konditionierungstherapie und einen
Graft-versus-Tumor-Effekt (GVT/GVL), der nur durch eingebrachte korperfremde
immunkompetente Zellen erzielt werden kann (Kienast et al. 2002), ist die allogene
Stammzelltransplantation aber auch tumorreduktiver. Demnach zeigt die allogene
Transplantation weniger Rezidive, ist aber mit einer hoheren Mortalitat behaftet als
die autologe Transplantation. Die glnstigste allogene Ubertragungsform ist die
,Syngene“ Transplantation, bei der Stammzellen des anderen Zwillings ohne
genetische Abweichung Ubertragen werden konnen. 2006 waren 50% der allogenen
Transplantate in Europa von HLA-identischen Geschwistern, 5% von anderen
Familienmitgliedern, 0,5% vom syngenetischen Zwilling und 44% von unverwandten
freiwilligen Spendern (Gratwohl et al. 2007).

Die autologe Transplantation kann die Aplasiezeit nach Hochdosisradio- und
Chemotherapie durch eine im Vorfeld gewonnene ,Stammzellreserve® uberbrucken
und dadurch eine 4-30fache Dosisintensivierung der zytoreduktiven Vortherapie
ermoglichen. Dabei ist die Therapieintensitat mit der Tumorreduktion eng korreliert.
Vorteilhaft an dieser Transplantationsform ist, dass keine Probleme mit der
Verfugbarkeit von Spendern auftreten und es aufgrund der Gewebevertraglichkeit
weniger Komplikationen nach Transplantationen gibt.

2006 waren 39% der Strammzelltransplantationen in Europa allogen und 61%
autolog (Gratwohl et al. 2007).

2.2 Indikationen fur Stammzelltransplantationen

Bei der Indikationsstellung zur Stammzelltransplantation mussen im Besonderen die

Diagnose, das Krankheitsstadium und das Patientenalter berucksichtigt werden.



Grundsatzlich kann vermerkt werden, dass fur autologe Transplantationen zirka 60
bis 70 Jahre und fur allogene Transplantationen mit verwandten oder unverwandten
Spendern 60 bis 65 Jahre als Altersgrenze empfohlen wird. Naturlich sollten diese
Grenzen im Einzelfall individuell verschoben werden.

Tabelle 1 =zeigt die wichtigsten Indikationen fur die allogene Stammezell-

transplantation.

Grunderkrankung Zeitpunkt der allogenen Stammzelltransplantation

AML 1. CR (Familienspender, falls initial keine zytogenetisch gunstige
AML-Form), 2. und 3.CR, Rezidiv und Nichtansprechen auf

Induktionschemotherapie

ALL 1. CR nur bei Hochrisikopatienten und Hoéchstrisikopatienten (z.B.
bcr/abl-positive ALL), ansonsten 2. und 3. CR, Rezidiv

CML bei Nichtansprechen einer Imatinib-Therapie, Entstehung einer
Tyrosinkinaseinhibitorresistenz, Blastenkrise nach Erzielen der 2.
chronischen Phase, Versagen einer Fludarabin-haltigen Therapie

CLL bei raschem Rezidiv, schlechtem Therapieansprechen
NHL
lymphoblastisch wie ALL
hoch-,niedrig-und in fortgeschrittenen Stadien, wenn keine autologe Transplantation

mittelgradig maligne maoglich

Morbus Hodgkin 1. Rezidiv, 2.und 3. CR, Nichtansprechen auf Therapie, keine
autologe Transplantation mdglich

Multiples Myelom < 55 Lebensjahre, bei Nichtansprechen auf die first-line-Therapie

MDS 1. oder 2. CR bei RA, RARS, RAEB, CMML, RAEBt, sAML

Aplastische Andmie <45 Lebensjahre

Tabelle 1: Die wichtigsten Indikationen fiir die allogene Stammzelltransplantation

Autologe Transplantationen kommen weiterhin fur Patienten mit soliden Tumoren
(z.B. Bronchialkarzinome, Keimzelltumore) nach Therapieintensivierung und bei
Autoimmunkrankheiten wie rheumatoider Arthritis oder Multipler Sklerose in Betracht.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Haupteinsatzgebiete fur die
Transplantation von Stammzellen 2006 bei den Leukamien (32%, davon 85%
allogen), den Lymphomen (56%, davon 89% autolog), bei soliden Tumoren (6%,
davon 95% autolog) und nichtmalignen Erkrankungen (5%, davon 90% allogen)
lagen (Gratwohl et al. 2007).



Bezogen auf das in dieser Studie vorliegende Hauptpatientengut soll kurz auf die
Leukamien als Grundkrankheit eingegangen werden:

Leukamien konnen auf die Veranderung einzelner klonogener Zellen zurickgefuhrt
werden und auf verschiedenen Ebenen der hamatopoetischen Differenzierung
stattfinden.

Die chronische myeloische Leukamie (CML) gehort zu den myeloproliferativen
Erkrankungen und hat eine Inzidenz von etwa 2/100000 Einwohner pro Jahr. Sie
verlauft je nach Blastenanteil im peripheren Blut dreistufig mit der stabilen
chronischen Phase (<10% Blasten, zirka sechs Jahre Dauer), der
Akzelerationsphase und der Blastenkrise (>30% Blasten, meist extramedullare
Blasteninfiltration, innerhalb weniger Monate zum Tode fuhrend). Man findet im
Differenzialblutbild  eine  exzessive Proliferation der Granulopoese mit
Linksverschiebung (Leukozytose 30x10° Zellen/ul im peripheren Blut), eine
Thrombozytose und eine Eosino- und Basophilie (,buntes Blutbild®). Unspezifische
Symptome wie Leistungsabfall, Ermudbarkeit, Gewichtsverlust, Knochenschmerzen
sowie Organomegalien pragen das klinische Bild. Nach Sicherung der Diagnose
sollte umgehend mit einer Therapie begonnen werden, da die mediane
Uberlebenszeit der Erkrankung unter konventioneller Therapie nach Diagnose bei
vier bis funf Jahren liegt. Bis zum Ende der achtziger Jahre bestand die
Initialtherapie aus Busulfan oder spater aus Hydroxyurea. Die Funf-dahres-
Uberlebensraten liegen bei beiden Substanzen bei 33% bzw. 44%. Eine neue Ara
der CML-Therapie wurde dann mit der Erprobung von Interferon-a durch Talpaz und
Mitarbeiter eingeleitet. Patienten mit CML konnen, therapiert mit Interferon-a, zu 70-
80% eine hamatologische Remission (Normalisierung von Blutbild, Milzgrofe,
Beschwerdesymptomatik), und zu 5-10% sogar eine zytogenetische Remission
(Verschwinden des bcr/abl-Zellklones) erwarten. Sie Uberleben langer als mit
herkommlichen Chemotherapeutika, jedoch werden Rezidive beobachtet. Auch
Stammzelltransplantationen wurden, wie in der vorliegenden Studie, als weitere
Therapieoption durchgefuhrt. Das Therapieansprechen liegt bei
Stammzelltransplantation in der chronischen Phase zwischen 50-70% bei einer Funf-
Jahres-Uberlebensrate zwischen 40 - 70%. Bei 95% der CML-Patienten liegt die
,Philadelphia-Translokation“ te; 22) als zytogenetische Aberration zugrunde. Die
Behandlung der Patienten mit dem ABL-Thyrosinkinaseinhibitor STI-571 [Imatinib

(Glivec®)] fihrt heute bei Gber 90% der Patienten zu einer hamatologischen und



sogar bei 50% zu einer zytogenetischen Remission und kann auch in der
Blastenkrise noch wirksam sein. Der Einsatz von Imatinib hat die Behandlung der
CML revolutioniert und gilt heute als Standardtherapie.

Mit 33% nimmt die chronische lymphatische Leukamie (CLL) den Hauptteil aller
Leukamien bei einer Inzidenz von 1,5-2,5 pro 100000 Einwohner ein. Sie wird als
niedrigmalignes Non-Hodgkin-Lymphom klassifiziert. Der Altersmedian liegt bei 70
Jahren. Deletionen der Chromosomen 6,11,13,17 sowie die Trisomie 12 werden
haufig als zytogenetische Aberrationen beobachtet. Es kommt zu einer langsamen
Akkumulation morphologisch reif erscheinender lymphatischer Zellen im
Knochenmark, im peripheren Blut und in lymphatischen Organen. Die Erkrankung
zeigt sich zu 95% als B-CLL mit Panzytopenie und Antikbrpermangel als Zeichen der
zunehmenden Knochenmarkinsuffizienz. Gebrauchlich sind die Einteilungen nach
Rai und Binet, die sich nach der Tumormasse richten. Leukozytose (>15x10°
Zellen/ul peripheren Blutes), B-Symptomatik, besonders mediastinale und
abdominelle Lymphknotenschwellungen, Infektanfalligkeit und Organomegalien
pragen das klinische Bild. Funf bis zehn Jahre kann je nach Stadium ein
beschwerdefreies Leben moglich sein, gefolgt von einer ein- bis dreijahrigen
progredienten Krankheitsphase, die durch das Ausmal® der Anamie,
Granulozytopenie und Thrombozytopenie bestimmt wird. Die Indikation zur
chemotherapeutischen Therapie muss sorgfaltig und anhand von krankheits-
bedingten Komplikationen (z.B. progrediente Lymphadenopathie, massive
Splenomegalie, Autoimmunhamolyse etc.), gestellt werden (,watch-and-wait*-
Strategie), da sie in jedem Fall palliativ ist und in Studien eine vorzeitige Therapie
keinen Uberlebensvorteil zeigte. Die Gabe von Chlorambucil tGber mehrere Monate
mit oder ohne Prednisolon (sogenanntes Knospe-Schema) galt zunachst als
Primartherapie. Neue primare Therapieoptionen bieten Purinanaloga (z.B.
Fludarabin), die langere Remissionen und somit einen Zugewinn an Lebensqualitat
versprechen. Auch der Einsatz monoklonaler Antikorper wird erprobt (z.B. der
CD20*-Antikérper Rituximab). Kandidaten fur eine Stammzelltransplantation bei
chronischer lymphatischer Leukamie sind Patienten mit ungenigendem Ansprechen
oder schnellen Rezidiven nach Nukleosidanalogatherapie (z.B. Fludarabin).

Mit einer Inzidenz von 2,3/100000 Einwohner pro Jahr kommt die akute myeloische
Leukamie (AML) zu 80% bei Erwachsenen mit einem medianen Alter zwischen 62-
64 Jahren vor. Acht Subtypen lassen sich nach der FAB-Klassifikation



unterscheiden. Haufig werden zytogenetische Aberrationen der Chromosomen 5, 7
und 11 [t@s; 21), t(15; 17), Inversion 16] gefunden. Behandlungsziel der Induktionstherapie
muss immer die komplette Remission (CR) sein. Eine Normalisierung des Blutbildes
und eine zytologische Remission (<5% leukamische Zellpopulationen im
Knochenmark) werden angestrebt. Als Goldstandard der Induktionstherapie dient
Cytosin-Arabinosid (ARA-C) kombiniert mit Antracyclin (meist Daunorubicin). Eine
Remissionsrate von bis zu 75-80 % kann so erreicht werden. Diese Therapieform
wird aber nur bei Patienten bis 65 Jahren aufgrund des Nebenwirkungsprofils
angeraten. Eine Postremissionstherapie ist unerlasslich, da der leukdmische Klon
keinesfalls endgultig eliminiert ist. Die aggressive Polychemotherapie der akuten
Leukamien hat in den letzten Jahren Fortschritte gemacht und kann das mediane
Uberleben der Patienten von drei bis vier Monaten auf eineinhalb bis zwei Jahre
verlangern. Jedoch erleiden viele Patienten mit AML oder mit Hochrisiko-ALL immer
noch leukamische Rezidive und versterben. Drei Therapieoptionen bestehen nach
initialer Induktionstherapie: eine intensivierte Erhaltungs-/Konsolidierungstherapie
(10-20% Letalitat), eine autologe Stammzelltransplantation (weniger Rezidive, aber
kein Uberlebensvorteil gegentiiber konventioneller Chemotherapie) oder die allogene
Stammzelltransplantation. Bei akuter myeloischer Leukamie sollte in der ersten
Komplettremission mdglichst mit einem Familienspender transplantiert werden, es
sei denn, es liegt ein gunstiger Subtyp vor (siehe Tabelle 1). Nur 20-40% der AML-
Patienten erreichen nach Polychemotherapie ein rezidivfreies Langzeituberleben,
wobei mit einer Stammzelltransplantation in der ersten Vollremission 40-70% der
Patienten drei bis vier Jahre rezidivfrei Uberleben (Schaefer et al. 1991, Heil et al.
2002). Transplantiert man im Rezidiv lassen sich nur zirka 20% der Patienten heilen.
Im Allgemeinen hat die Stammzelltransplantation das hohere antileukédmische
Potential, da sie auch im Rezidiv noch ,heilen kann, was mit der konventionellen
Chemotherapie in der Regel nicht gelingt.

Die akute lymphatische Leukamie (ALL) besitzt eine Gesamtinzidenz von
1,1/100000 Einwohner pro Jahr und ist am haufigsten im Kindesalter. Ein zweiter
Haufigkeitsgipfel liegt im Alter uUber 80 Jahren. Man unterscheidet anhand
biologischer, klinischer und prognostischer Merkmale verschiedene Subtypen. Die
ALL zeigt sich meist durch die zunehmende Knochenmarkinsuffizienz in einer
rasanten Verschlechterung des Allgemeinbefindens mit Thrombozytopenie
(Petechien, Zahnfleischbluten), Granulozytopenie (Infektionen) und Anamie (Blasse,



Tachykardie, Mudigkeit). Die meisten Patienten weisen eine Leukozytose (>10000
Zellen/ul im peripheren Blut) mit leukamischen Blasten auf. Verschiedene Organe
wie Milz, Leber, Niere und ZNS konnen leukamisch infiltriert werden. Unbehandelt
verlauft die ALL Uber wenige Monate letal. Entscheidend fur die Diagnosestellung
und Subtypenbestimmung ist die Immunphanotypisierung mit monoklonalen
Antikorpern. Mittels Zytogenetik konnen prognostisch wichtige numerische oder
strukturelle  Aberrationen [z.B. t@©22); t@411)] identifiziert werden. Die
Kombinationschemotherapie in mehreren Zyklen (Induktion, Konsolidation und
Erhaltung) dient als Standardtherapie. Eine Induktionstherapie soll die Blastenzahl
rasch reduzieren und beinhaltet ein Steroid (z.B. Dexamethason), ein Anthrazyklin
(meist Daunorubicin) und Vincristin, zusatzlich haufig L-Asparaginase. Zur frihen
Intensivierung konnen Cyclophosphamid, Cytarabin und Mercaptopurin eingesetzt
werden. Anschlielend folgt die risikoadaptierte Konsolidierungstherapie mit der
zyklischen  Gabe  wechselnder Zytostatikakombinationen.  Patienten  mit
Standardrisiko erhalten eine zyklische Konsolidationstherapie mit Methotrexat/ L-
Asparaginase, Cyclophosphamid/Cytarabin, VM26®(Temiposid)/Cytarabin sowie
anschlieend eine Reinduktionstherapie. Nach dem ersten Konsolidierungszyklus
konnen autologe Stammzellen asserviert werden. Hoch- und Hdochstrisikopatienten
sollten jetzt einer allogenen Stammzelltransplantation zugefihrt werden oder
alternativ einen weiteren Konsolidierungszyklus mit anschlielender autologer
Transplantation erhalten. Letztlich erfolgt eine Erhaltungstherapie mit Methotrexat
und 6-Mercaptopurin bis zu einer Gesamttherapiedauer von 2,5 Jahren. 30-40% der
Patienten erreichen ein rezidivfreies Langzeituberleben nach Polychemotherapie. Ein
signifikanter Vorteil der Stammzelltransplantation gegenuber der Chemotherapie
konnte nur im ersten Rezidiv und bei Hochrisiko-ALL nachgewiesen werden. Die
Therapie der ALL umfasst zusatzlich eine intrathekale Chemotherapie und die lokale
prophylaktische ZNS-Bestrahlung (Holzer et al. 2002). Bei bcr/abl-positiven ALL-
Patienten (zirka '/3) wird heutzutage zeitgleich mit der Polychemotherapie der
Thyrosinkinaseinhibitor Imatinib (Glivec®) gegeben, da dadurch die Remissionsrate

signifikant erhoht werden konnte (Drucker 2001).

2.3 Stammzellquellen und Stammzellgewinnung

Es ist heute moglich, Stammzellen phanotypisch anhand von spezifischen
Oberflachenmarkern (Cluster of differentiation) wie CD34" oder c-kit, Sca-1, lin’,
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Thy1°“-Expression und zellstoffwechseltypischen Enzymen (5-FU-Resistenz,

Rhodamine™")

zu charakterisieren. Im Stammzellpool befinden sich sowohl
Stammzellen fur das Langzeitengraftment, ,Progenitorzellen® fur das Mittel- und
Kurzzeitengraftment, als auch ,Mature-Cells* fur das Kurzzeitengraftment (McNiece
et al. 1998). Heute kbnnen Stammzellen aus dem Knochenmark, dem peripheren
Blut und aus der Nabelschnur gewonnen werden. Der Anteil an CD34-positiven
Zellen im Knochenmark liegt bei nur 1-2%, im Nabelschnurblut bei 0,8-1,2% und im
peripheren Blut bei 0,1-0,2% (Link 1997).

Die direkte Gewinnung von Knochenmark eines Spenders ist nicht unbedingt
alterslimitiert, bedarf jedoch einer genauen klinischen Anamnese, insbesondere uber
Impfungen, Bluttransfusionen, Reisen in tropische Lander, Allergien und
Risikofaktoren fur Infektionen, Autoimmunkrankheiten oder Krebserkrankungen. Bei
weiblichen Spendern sollten zusatzlich die Geburtenzahl und eventuelle Aborte als
Hinweis auf mogliche Alloimmunisierungen vermerkt werden. Klinische, apparative
(EKG, Rontgen-Thorax) und laborchemische Untersuchungen (Blutbild, Kreatinin,
Harnstoff, Transaminasen, Gerinnung) sind vonnoten, um die Spende als tauglich zu
verifizieren. Spezielle Laborteste beziehen sich weiterhin auf HLA-Typisierung,
Blutgruppe und Rhesusfaktor sowie  SerumantikOrpernachweise  gegen
Infektionskrankheiten (HIV, HTLV, Hepatitis, CMV, EBV, Gonokokken, Toxoplas-
mose). Die Knochenmarkgewinnung erfolgt dann durch Punktion der Spina iliaca
posterior mittels Aspiration unter Vollnarkose. Maximal werden 15-20ml/kg
Knochenmark gewonnen. Die minimale erforderliche Zellzahl betragt 2x10°
mononukleare Zellen (MNC) pro kg Korpergewicht des Spenders. Bei der
Stammzellibertragung wird das Knochenmark uber zirka zwei Stunden in den
Patienten als Empfanger intravenos infundiert (sogenannter Tag 0). Die Stammzellen
sollten nach der Entnahme nicht langer als zirka 24 Stunden bis zur Transplantation
aufbewahrt werden. Jahrzehntelang stellte das Knochenmark die einzige Quelle fur
Stammzellen dar. Schon vor 30 Jahren wurden erste Versuche gemacht, peripheres
Blut anstelle von Knochenmark zur Transplantation einzusetzen (Reiffers et al.
1998). Mit Gabe von Zytokinen wie G-CSF (GM-CSF, aber auch 1I-3, KL oder FLT3I)
oder Chemotherapeutika wie Cyclophosphamid lasst sich die Ausschuittung von
Stammzellen in das peripheren Blut drastisch steigern. Die adhasiven Interaktionen
zwischen Knochenmarkstroma und hamatopoetischen Stammzellen werden gelost

und die physiologische Retention aufgehoben. Die Moglichkeit, Stammzellen aus
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dem Knochenmark in das periphere Blut zu mobilisieren und so die
Stammzellausbeute zehnfach zu erhdhen, hat dazu gefuhrt, dass seit den neunziger
Jahren die Anzahl an Transplantationen mit peripheren Blutstammzellen stetig steigt.
Beispielsweise wurden 2006 98% der autologen und 71% der allogenen
Transplantationen mit peripheren Blutstammzellen anstelle von Knochenmark-
stammzellen durchgefuhrt (Gratwohl et al. 2006). Bei der Sammlung der peripheren
Blutstammzellen (PBSC) entfallt die Vollnarkose fur den Spender. Somit erscheint
die PBSCT vorteilhaft fur Spender und Empfanger zu sein. Es bedarf beim Spender
lediglich einer subkutanen Injektion von G-CSF (10-12 pg/kgkG/Tag). Angelehnt an
die Laborwerte erfolgt am funften Tag (,Stammzellpeak®) und an den folgenden
Tagen eine Leukapherese der mobilisierten mononukledaren Zellen aus dem
peripheren Blut. Wahrend der drei- bis funfstindigen Apherese wird unter
Antikoagulation das Blut nach ZellgroRe und -dichte mit Hilfe einer
Zellseparationsmaschine in seine Elemente aufgetrennt. Es werden drei- bis finfmal
10® mononukledre Zellen/kg Korpergewicht des Spenders gewonnen. Die
verbleibenden Blutbestandteile werden ruckinfundiert (Reiffers et al. 1998).
Insgesamt wird eine Zielmenge von gréRer 2 x 10° CD34*- Zellen pro kgKG des
Empfangers nach mehreren Apheresen angestrebt. Nachteilig fur den Spender
konnen sich darauffolgende passagere Thrombozytopenien auswirken. Mogliche
Nebenwirkungen der subkutanen Injektionen sind Kopf- und Knochenschmerzen,
Miidigkeit und Ubelkeit. Nachteilige Langzeiteffekte der G-CSF-Gaben sind bisher
nicht bewiesen.

Blutstammzelltransplantate zeigen den Vorteil der schnelleren Rekonstitution der
Hamatopoese des Empfangers, das hei’t einer kilrzeren Aplasie nach
Transplantation (Hertenstein et al. 2004 , Storek et al. 2001, Pavletic et al. 1998,
Ottinger et al. 1996) und lassen damit auch eine Reduktion der behandlungs-
assoziierten Mortalitat (TRM) und eine schnellere Rekonvaleszenz erwarten (Reiffers
et al. 1998). Bei Transplantation von peripheren Blutstammzellen werden aber auch
Nachteile beobachtet: Durch die zehnfach erhdhte Anzahl an Lymphozyten im
Transplantat scheint das Risiko fur die akute und chronische Graft-versus-Host
Disease erhoht. In einer gro3en Studie der EBMT wird eine erhohte Inzidenz der
akuten GVHD (55% vs. 39%) und auch der chronischen GVHD (73% vs. 53%) nach
Transplantation dokumentiert (Schmitz et al. 2000). Es konnte keine erhdhte Inzidenz
der GVHD-bedingten Mortalitat festgestellt werden. Eine Manipulation des
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Transplantates durch T- Zelldepletion muss kritisch diskutiert werden. Vorteil der
erhohten T-Zellinfusion ist namlich auch ein Graft-versus-Tumor-Effekt, der sich in
einer geringeren Infektanfalligkeit und Rezidivrate bemerkbar macht (Trentschel et al.
2001, Storek et al. 2001).

Eine weitere Quelle von hamatopoetischen Stammzellen stellt Nabelschnurrestblut
dar. Bisher ist die Anwendung von Nabelschnurrestblut bei erwachsenen Patienten
aufgrund der kleinen Stammzellausbeute begrenzt.

2.4 Der Haupthistokompatibilitatskomplex

Die Gene des Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC-Antigene) wurden Anfang
der 50er Jahre entdeckt und sind auf den Chromosom 6 lokalisiert. Sie kodieren fur
Proteine, die flr die immunologische Individualitat des Menschen, fur die Regulation
immunologischer Vorgange und fur die Gewebevertraglichkeit bei Transplantationen
verantwortlich sind. Die Genprodukte des HLA-Komplexes werden auf der
Zelloberflache nahezu aller kernhaltigen humanen Zellen exprimiert und sind fur das
Erkennen korpereigener und korperfremder Antigene wichtig. Weil Antikorper gegen
Leukozytenoberflachenantigene technisch am einfachsten dargestellt werden
konnten, bezeichnet man sie auch als ,humane Leukozyten-Antigene“ (HLA). Das
MHC - System zeichnet sich durch einen starken Polymorphismus aus. So gibt es
eine grofde Anzahl an verschiedenen HLA-Phanotypen. Nach der Reihenfolge ihrer
Entdeckung unterscheidet man Klasse | und Klasse Il - Antigene.

Die Klasse | -Antigene sind Glykoproteine und bilden einen Komplex aus drei
benachbarten Genorten: HLA-A, -B und -C, werden von fast allen Korperzellen
exprimiert und sind starke Transplantationsantigene, die vor allem mit zytotoxischen
T-Zellen in Wechselwirkung treten. Treffen T-Zellen auf ein korpereigenes Antigen in
der MHC-Grube einer nicht-antigenprasentierenden Zelle, werden sie ausgeschaltet
und tolerieren das Antigen. Dieses verhindert die Reaktion von T-Zellen auf
korpereigene Antigene. Innerhalb der Zelle synthetisierte Antigene oder virale
Proteine kdnnen jedoch auch MHC- Klasse | - Molekule binden und auf die Zellober-
flache gelangen. Zytotoxische T-Zellen werden durch Reaktion mit den MHC-I-
Peptidkomplexen aktiviert und konnen Uber die Sekretion von lytischen Enzymen nun
diese Zellen lysieren.

Die MHC-Klasse Il - Antigene HLA-D bilden einen Komplex, zu dem HLA-DR, -DQ
und  -DP-Antigene  gehoren. Klasse-ll-  Antigene  werden nur  auf
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antigenprasentierenden Zellen (B-Zellen, dendritischen Zellen und stimulierten
Makrophagen) exprimiert und treten im Rahmen einer Immunreaktion in
Wechselwirkung mit T-Helferzellen. Exogene  Antigene verschmelzen nach
Aufnahme in die Zelle mit synthetisierten MHC-II-Molekullen und erscheinen ebenso
gebunden an der Zelloberflache. Hier werden T-Helferzellen aktiviert und zur
Zytokinsekretion angeregt. Diese stimulieren dann auch B-Zellen zur
Antikorperbildung (Pralle 1991, S.46).

HLA-Kompatibilitat (matching) zwischen Spender und Empfanger ist ein Hauptfaktor
fur eine erfolgreiche Transplantation. HLA-Inkompatibilitat (mismatch) ist ein
Risikofaktor fur das Auftreten einer Graft-versus-Host Disease, fur eine erhohte
Infektanfalligkeit und fur eine Absto3ung des Transplantates (graft failure) beim
Empfanger (Apperley 1998, S.36). Eine Ubereinstimmung in den HLA-Merkmalen hat
sich demzufolge in der Stammzelltransplantation als essentiell erwiesen. Es wird
verstandlich, dass bevorzugt HLA-genotypisch identische Geschwister oder “optimal®
syngene Zwillinge als Knochenmarkspender ausgewahlt werden (Schaefer 1991,
S.13). Nur zirka 25% der Patienten finden, besonders aufgrund der immer kleiner
werdenden Familiengrof3en, einen HLA-identischen verwandten Spender (,full house
matching“). So mussten neue Moglichkeiten erschlossen werden, um Patienten eine
Transplantation zu ermdglichen. Mit zirka 80%iger Wahrscheinlichkeit gelingt es
heute freiwillige Stammzellspender (volunteer unrelated donors), die nicht mit dem
Empfanger verwandt sind oder nur teilweise HLA-identisch sind, ausfindig zu
machen. Die Spenderauswahl bei VUDs basiert ebenso auf der Bestimmung der
HLA -A, -B, -C, -DR und neuerdings auch -DQ - Antigene. Dies geschieht mit
serologischen, biochemischen und molekular-genetischen Testverfahren. Zur
Absicherung der Gewebevertraglichkeit wird auch noch teilweise ein MLC-Test
(mixed lymphocyte culture) zwischen den Lymphozyten von Patient und Spender
durchgefuhrt.

2.5 Konditionierungsregime

Unter einer Konditionierung versteht man die Vorbehandlung des Empfangers zur
Stammzelltransplantation. Sie setzt unmittelbar vor der geplanten Transplantation
und moglichst nach Erreichen einer kompletten Remission von der malignen
Grunderkrankung ein. Als meist hochdosierte Radiochemo- oder kombinierte
Chemotherapie hat sie zum Ziel, den malignen Zellklon endgultig zu eliminieren und

13



Platz fur das Transplantat zu schaffen (Schaefer 1991, S.27). Die Vorbehandlung zur
allogenen Transplantation umfasst zusatzlich eine starke immunablative
Komponente, um einer Transplantatabstol3ung entgegenzuwirken. Man geht davon
aus, dass die empfangenen Stammzellen bestimmte  Nischen im
Knochenmarkstroma besetzen mussen, um proliferieren und sich differenzieren zu
konnen (Apperley 1998, S.99). Das Knochenmark setzt sich nicht nur aus
blutbildenden Zellen zusammen, sondern auch aus akzessorischen und stromalen
Zellen (Fibroblasten, Makrophagen, Endothelzellen und Adipozyten), die zusammen
durch Produktion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen das unerlassliche
,Mikroenvironment® (Twardzik et al. 2002, Kasper et al. 2001) fur die blutbildenden
Zellen bilden und ein Erkennen und Besetzen der Nischen (,Homing“) durch die
transplantierten Stammzellen ermoglichen.

Frihe vorbereitende myeloablative Konditionierungsregime bestanden nur aus einer
Ganzkorperbestrahlung (Thomas et al. 1982). Eine Ganzkorperbestrahlung hat vor
allem zum Ziel, klonale maligne Zellen abzutoten, eine Immuntoleranz fur das
Transplantat zu schaffen sowie durch Eradikation des Empfangerknochenmarkes
Raum fur das Transplantat bereitzustellen. Lymphoide und myeloide Zellen sind
aulerst radiosensitiv (Belka et al. 2001). Schwere Nebenwirkungen der
Ganzkorperbestrahlung sind die interstitielle Pneumonitis, die
Lebervenenverschlusskrankheit, = Katarakte = sowie  Funktionsstorungen  der
Keimdrusen und der Schilddrise. Aufgrund der hohen Rezidivrate unter alleiniger
Ganzkorperbestrahlung (total body irradiation) wurde in den fruhen 70er Jahren mit
Cyclophosphamid (Cy) kombiniert. Cyclophosphamid zeichnet sich durch seine
antineoplastische Wirkung aus und beugt dem Tumorlyse-Syndrom nach TBI vor. Es
wirkt aber allein nicht ausreichend myeloablativ und zeigt einen insuffizienten
Antitumoreffekt, wie Studien von Santos (1983) und Graw (1974) belegen konnten.
Jeweils 60mg/kgKG Cyclophosphamid an zwei aufeinanderfolgenden Tagen, gefolgt
von 12 Gy fraktionierter TBI (Clift et al. 1999, 1991), wurde zum Standardregime bis
in die heutige Zeit. Eine Erhdhung der Strahlengesamtdosis uber 12 Gy bewirkt kein
verbessertes Uberleben, aber eine erhdhte Toxizitat (Belka et al. 2001). Die TBI wird
heute meist fraktioniert an mehreren Tagen verabreicht. Es kdnnen so hohere
Gesamtdosen erreicht werden. Sie ist vertraglicher und nebenwirkungsarmer fur den

Patienten. Eine Bevorzugung einer Non-TBIl-Konditionierung oder einer TBI-
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Konditionierung konnte bisher in randomisierten Studien nicht vollstandig geklart
werden (Belka et al. 1992).

Santos et al. entwickelten 1983 durch das Fehlen adaquater Moglichkeiten zur
Ganzkorperbestrahlung ein Regime aus Busulfan (16mg/kgkG) kombiniert mit
Cyclophosphamid (120mg/kgKG) uber vier Tage. Im Vergleich zu Cyclophosphamid
plus TBI bei CML-Patienten waren die Ergebnisse hinsichtlich des Lang-
zeituberlebens und der Rezidivrate annahernd gleich (Kroger et al. 2001). Auch bei
der AML hat sich eine gemeinsame chemotherapeutische Vorbehandlung mit
Busulfan und Cyclophosphamid als wirksam erwiesen (Schaefer 1998, S. 27). Das
Cy/Bu- Protokoll ist die weitverbreitete myeloablative Alternative zur TBI/Cy-Gabe.
Andere Substanzen wurden zur Konditionierung in zahlreichen Studien erprobt:
Zander beispielsweise kombinierte 1987 Cyclophosphamid (1,5g/m*KOF Tag 1 bis
4), Carmustin (300mg/m?KOF Tag 1) und Etoposid (100mg/m? KOF in 6 Dosen alle
12 Stunden). Graw et al. (1974) kombinierte Cyclophosphamid und
Cytosinarabinosoid mit 6-Thioguanin (100mg/m?KOF Tag 1-7) und Carmustin
(200mg/m?KOF als Einzeldosis) (Copelan et al. 1992).

Das Auftreten von Rezidiven nach Transplantation und der verstarkte Einsatz
>unverwandter Transplantate“(VUD) fuhrte besonders in den achtziger Jahren zu der
Idee, die Konditionierungstherapie zu intensivieren. Die therapieassoziierte Toxizitat
stieg dadurch jedoch in einen nicht-akzeptablen Bereich. Es kam zu einer Zunahme
der therapieassoziierten Mortalitat (TRM), die Zeitspanne des rezidivfreien
Uberlebens blieb jedoch unveréandert oder verschlechterte sich sogar (Apperley
1998, S. 99).

Supraletal dosiert ist eine Konditionierungstherapie direkt toxisch fur jedes
Organsystem und somit mit einer erheblichen therapieassoziierten Mortalitat
verbunden. Schaden im Bereich kleiner Gefallendothelien konnen durch die
Aktivierung von Zytokin-, Bradykinin-, Kallikrein-, Komplement- und Gerinnungs-
kaskaden ausgelost werden. Oropharyngeale und gastrointestinale Komplikationen
werden in Form einer Mukositis (Inzidenz 90%) bis hin zur Nekrosenbildung
gesehen. Als hepatische Komplikation (Inzidenz 10-50%) kann eine
Lebervenenverschlusskrankheit (VOD) auftreten, die sich durch Hepatomegalie,
Odemneigung, Aszites und Bilirubinanstieg im Serum bemerkbar macht. Die
Hauptnebenwirkung von Cyclophosphamid ist die hamorrhagische Zystitis (Inzidenz
30%), deshalb wird jede Gabe mit 2-Mercaptoethansulfonat-Natrium (Mesna) zum
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Blasenschleimhautschutz kombiniert. Schadigungen der Nieren bis hin zur
Insuffizienz, Schadigungen der Lunge (bis zu 20% z.B. nicht-infektiose Pneumonie)
und des Herzens (5% z.B. Niedervoltage, Perikarditis, Tamponade, Fehlfunktion)
konnen konditionierungsbedingt in der Frihphase nach Transplantation auftreten
(Trentschel et al. 2001).

2.5.1 Neue Konditionierungsregime

Die hohe therapieassoziierte Mortalitat beschrankte den Einsatzbereich der
Stammzelltransplantation mit oben genannten myeloablativen Vorbehandlungen auf
jungere Patienten unter 50 Jahren. Jedoch liegt das mittlere Alter fur den
Hauptindikationsbereich (AML) zwischen 65 und 70 Jahren, so dass die Mehrheit der
Patienten nicht transplantiert werden konnte. Auch Patienten mit diversen
Komorbiditaten (z.B. Diabetes mellitus, Arterielle Hypertonie, Lungen- und
Lebererkrankungen) sollten einer Transplantation zuganglich sein. Mitte der siebziger
Jahre beobachtete Thomas et al., dass Patienten in reduziertem Allgemeinzustand
ein schlechteres Uberleben nach Transplantation zeigten (Diaconescu et al. 2005).
Die Vergangenheit hatte gezeigt, dass die Heilung eines hamatologischen
Malignoms nicht allein durch Hochdosischemotherapie erzielt wird, sondern auch
durch einen Transplantat-gegen-Leukamie-Effekt. Ziel musste es sein, effektiv
wirkende, aber weniger toxische Regime zu entwickeln, die einen Ruckgang der
TRM sowie positive Langzeitergebnisse bewirken.

Schlussfolgernd  wurden  ,dosisreduzierte  Konditionierungsprotokolle”  (RIC)
entwickelt (Giralt et al. 1997, Slavin et al. 1998, Khouri et al. 1998) sowie sogenannte
,nhon-myeloablative Regime®“ (Sykes et al. 1999, Childs et al. 1999, Spitzer et al.
2000, Childs et al. 2000, McSweeney et al. 2001), =zeitweise auch
,Minitransplantation” genannt. Sie beinhalten Substanzen, die toxisch fur Tumor-und
Stammzellen sind, aber im Vergleich zur konventionellen Konditionierungstherapie
dosisreduziert verabreicht werden. Es wird dabei auf eine komplette Zerstérung des
Empfangerknochenmarks durch eine intensive toxische Konditionierungsbehandlung
verzichtet. Diese Regime basieren vor allem auf dem Graft-versus-Tumor-Effekt zur
Tumoreradikation. Die transplantatassoziierte Friuhmortalitat konnte so minimiert
werden. Es wurde gezeigt, dass auch eine deutlich reduzierte
Konditionierungstherapie zu einem Angehen des Transplantates fuhren kann, wenn
eine immunablative Komponente in der Vorbehandlung enthalten ist. Ein
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geschadigtes Empfangerimmunsystem ermaoglicht dem transplantierten
Immunsystem dann ein Anwachsen. Vier Hauptgruppen neuer Konditionierungs-
protokolle werden unterschieden (Bacigalupo 2002):

Nach dem ,Storb Modell* der Seattle-Gruppe wird eine niedrigdosierte Einzeldosis-
Ganzkorperbestrahlung von 200cGy verabreicht. Varianten wurden unter anderem
mit Zugabe von Fludarabin (90 bis 120mg/m? KOF), von der French Group
(500cGy+60mg/kgKG Cy), von der Munchner-Gruppe (500cGy, Cy 60mg/kgKG, Flu
90mg/m?KOF), von der Genoa-Gruppe (100cGy+Thiotepa 10mg/kgkG + Cy
100mg/kgKG) und letztlich bei Myelompatienten (Melphalan 200mg/m*KOF+200cGy
+Flu  90mg/m?KOF) erprobt. Fludarabin wirkt antileukdmisch und ist effektiv
immunsupprimierend. Modelle nach dem ,Storb-Schema® ermoglichen ein
Engraftment, beeinflussen sowohl die Empfangerhamatopoese als auch den
malignen Zellklon. Ein Chimerismus kann in den ersten drei Monaten im peripheren
Blut erreicht werden. Wahrend sich der GVL-Effekt entwickelt, wird die
Empfangerhamatopoese schrittweise durch die des Spenders ersetzt.

Nach einer Publikation von Slavin et al. 1998 werden Busulfan (8mg/kgKG),
Fludarabin (125mg/m?KOF) und Antithymozytenglobulin als Konditionierungstherapie
verwendet. Die Zuricher-Gruppe reduzierte die Busulfandosis (4mg/kgKG) und
erhohte die Fludarabindosis (150mg/m?KOF). In Frankreich wurde die urspriingliche
Busulfandosis mit 150mg/m?KOF Fludarabin und 120mg/kgkG Cyclophosphamid
kombiniert. Das ,Slavin-Modell* unterscheidet sich vom Storb-Modell dahingehend,
dass Busulfan im Gegensatz zu Fludarabin die Hamatopoese des Empfangers
vollstandig zerstoren kann. Weniger ,graft failure” treten unter Busulfan auf, aber
dafur ist die Toxizitat des Regimes erhoht.

Eine weitere Konditionierungsart wurde durch Martinelli und Aversa et al. (1994)
publiziert. Hierbei wird Thiotepa 10mg/kgKG mit Cyclophosphamid 100mg/kgKG
kombiniert. Variationen mit Thiotepa plus 60mg/kgkG Cy und 60mg/m*KOF
Fludarabin fur Lymphompatienten (Corradini et al. 2002) oder Thiotepa plus
Fludarabin 120mg/m2KOF fur Myelodysplasiepatienten wurden ebenfalls erprobt.
McKinnon (1995) schlug erstmals eine Zusammenstellung von Melphalan
(140mg/m?KOF), Fludarabin (140mg/m?KOF) und Campath1H zur dosisreduzierten
Konditionierungstherapie vor allogener Stammzelltransplantation vor.

Alle vier Konditionierungsansatze zeigen eine TRM zwischen 14-15%  und
ermoglichen eine allogene Transplantation bei alteren Patienten. Reduzierte
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Konditionierungsregime neigen aber dazu, gemischte Chimerismen, d.h. ein
Nebeneinander von Spender- und Empfangerhamatopoese auszubilden. Viele
Programme verlangten danach, die Immunsuppression vor dem 60.Tag nach
Transplantation aufzugeben oder eine Spenderlymphozyteninfusion (DLI)
einzuleiten, um den Immuneffekt auf den Empfanger zu maximieren. Das kann aber
auch eine schwere GVHD provozieren. Unbeantwortet bleiben bis jetzt Fragen nach
dem optimalen RIC-Regime und welches RIC spezifisch auf die jeweiligen
Krankheitsbilder wirkt (Bacigalupo et al. 2002). 2005 wurden fast ein Drittel der
Stammzelltransplantationen  in  Europa nach ,reduced-intensity“-Regimen
durchgefuhrt, jedoch ist ihr Einsatz in den Landern unterschiedlich (10-80%)
verbreitet (Gratwohl 2006).

Zusammenfassend geht seit den neunziger Jahren der Trend zur Reduktion der
therapieassoziierten Mortalitat. Das Potential konventioneller Chemotherapien bei
Leukamien scheint limitiert und erschopft. Teilweise sind die Dosierungen soweit
intensiviert worden, dass nur noch durch Riuckgabe vorher gewonnener autologer
Stammzellen eine rechtzeitige Rekonstitution der Knochenmarkfunktion moglich ist.
Es mussen in Zukunft zielgerichtete Behandlungsmethoden entwickelt werden, da
selbst durch eine Dosiseskalation nicht alle Leukamiezellen zerstort werden konnen.
Das Transplantationsfeld befindet sich daher in standiger Erweiterung vom Standard-
TBI/Cy-Regime plus Knochenmark zu vielen verschiedenen Konditionierungs-

regimen, gefolgt von manipulierten Transplantaten (Bacigalupo et al. 2000).

2.6 Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation

Die der Stammzelltransplantation vorausgehende, meist kombinierte Radio- und
Chemotherapie, zerstort die zellulare und humorale Immunitat des Empfangers
definitiv.  (Schaefer 1991, S.23). Die Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation ist abhangig von der Grunderkrankung, der Toxizitat der
Vorbehandlung, der HLA-Ubereinstimmung und vom Stammzell-und T-Zellgehalt des
Transplantates (Hassan et al. 1997). Auch das Empfangeralter und die
Thymusfunktion beeinflussen die Immunrekonstitution. Besonders wesentlich wird
die Restauration der einzelnen Blutzellkomponenten vom Auftreten einer Graft-
versus-Host Disease und von Infektionen nach Transplantation beeinflusst. Nach
allogener  Transplantation  besteht ein  schweres und  protrahiertes
Immundefektsyndrom (Trenschel et al. 2001) mindestens Uber ein Jahr (Stachel et
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al. 1999). Die Transplantation muss den Empfanger sowohl mit liniendeterminierten
Progenitoren fur die frihe Rekonstitution sowie mit primitiven Progenitoren fur die
Langzeitrekonstitution versorgen (Reiffers et al. 1998, S. 157). Beide sind im CD34"-
Transplantationspool enthalten. Bevor ein Engraftment einsetzt, kommt es nach
Stammzellibertragung zu einer obligatorischen sieben- bis vierzehntagigen
Proliferationsstagnation der empfangenen Zellen, die diese Zeitspanne fur ,Homing"
und Differenzierung bendtigen (To et al. 1997). Die langsame ,Dreilinien-
Regeneration® der Lympho-und Hamatopoese zeigt sich zuerst 14-28 Tage nach
Transplantation (,take®). Granulozyten und Thrombozyten zeigen normalerweise eine
schnelle funktionelle Normalisierung bereits in der Frihphase nach Transplantation
und verifizieren ein erfolgreiches Angehen des Transplantates (Engraftment). Dieses
ist dokumentiert, wenn spatestens am Tag 28 nach Transplantation im peripheren
Blut >500 Granulozyten/ul gemessen werden und durch chromosomale oder
molekulargenetische Untersuchungen ein Chimerismus nachgewiesen werden kann.
Das bedeutet, dass spezifische Merkmale des Spenders in der Hamatopoese des
Empfangers parallel neben den Merkmalen des Empfangers in den Ubrigen
Geweben existieren. Innerhalb von zwei bis drei Monaten erreichen die peripheren
Lymphozytenzahlen meist Normalwerte, typischerweise Uberwiegen zytotoxische T-
Zellen (CD8") vor T-Helferzellen (CD4") (KMT Schaefer 1991, S. 24). Es kommt so
zu einer Inversion der CD4*/CD8"-Ratio (EBMT handbook 1998, S. 192) bis zu
einem halben Jahr nach Transplantation. CD8"-Zellen proliferieren schneller als
CD3"- und CD4"- Zellen. Auch die NK-Zellproliferation ist gesteigert. Sie erreichen
schon im ersten Monat nach Transplantation Normalwerte (Apperley 1998, S.192).
Funktionell prolongiert beeintrachtigt bleiben B-Lymphozyten (CD19"), besonders
wenn eine GVHD auftritt (Schaefer 1991, S.25). B-Lymphozyten erreichen erst nach
zirka einem Jahr posttransplantationem Normalwerte. Die Antikorperproduktion bleibt
lange Zeit gestort.

Man spricht von einem ,graft failure”, wenn am Tag 28 nach Transplantation im
peripheren Blut weniger als 500 Granulozyten/ul nachgewiesen werden konnen und
die Knochenmarkpunktion ein leeres Knochenmark zeigt. Ursachlich fur das fehlende
Angehen des  Transplantates konnen  Storungen im  Bereich  des
Knochenmarkmikroenvironmentes durch Virusinfekte, ausgepragte Myelofibrosen
oder myelosupressive Therapienebenwirkungen sein. Auch eine quantitativ und
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qualitativ mangelnde Anzahl an transplantierten Stammzellen kann ein Nichtangehen
des Transplantates beim Empfanger bewirken (Schaefer 1991, S. 15).

Eine Abstol3ung des Transplantates (graft rejection) erkennt man nach Erreichen der
,Granulozytenschwelle” an einem Wiederabfall der Leukozytenzahlen im peripheren
Blut unter 500 Granulozyten/ul im Verlauf (Stachel et al.1999).

2.7 Komplikationen nach allogener Stammzelltransplantation

Abhangig vom Alter des Patienten, der Konditionierungstherapie und vom
Krankheitsstatus betragt die Mortalitdt 5-20% innerhalb der ersten 100 Tage nach
Transplantation (Einsele et al. 2001). TransplantatabstoBung, die akute und
chronische Graft-versus-Host Disease und das Auftreten von Infektionen bilden die
Hauptkomplikationen nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation. Diese
werden durch die zwei- bis vierwochige Panzytopenieperiode direkt nach der
Transplantation begunstigt. Der Unterschied zwischen anderen immunsupprimierten
Patienten und Transplantierten ist der standig schwelende Immunkonflikt zwischen
Spender- und Empfangerzellen, der seinen Anteil zur regimeassoziierten Mortalitat
(TRM) leistet.

2.7.1 Wirt-gegen-Transplantat-Reaktion (Host-versus-Graft)

Nach der Stammzellibertragung konnen residuelle Empfangerzellen mit Trans-
plantatzellen interagieren (Wirt-gegen-Transplantat-Reaktion) und den Erfolg der
Transplantation gefahrden. Eine derartige aktive Transplantatzerstérung durch
verbliebene Empfangerzellen (graft rejection, Transplantatabsto3ung) tritt haufig bei
T-Zelldepletion des Transplantates, Transplantation bei aplastischer Anamie und bei
nicht-voll-HLA-identischer ~ Transplantation auf. Bedeutsam sind bei der
TransplantatabstolRung sowohl reaktive Empfangerzellen, als auch lymphatische
Spenderzellen. Eine verminderte Abstoflungsrate kann durch intensivierte
immunsupressive  Vorbehandlung, als auch durch eine Transfusion von
angereicherten Spenderlymphozyten (DLI) unmittelbar nach Transplantation erreicht
werden. Da das Abstol3ungsrisiko mit der Anzahl der nicht Ubereinstimmenden
Antigene des MHC steigt (Schaefer 1998, S. 17), ist der Grad der Ubereinstimmung
in den Antigenstrukturen zwischen Spender und Empfanger somit entscheidend fur
das Angehen des Transplantates und die immunologische Rekonstitution des
Empfangers. In den spaten funfziger Jahren verfestigte sich durch Tierversuche und
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enttduschende erste klinische Versuche die Hypothese der ,bidirektionalen
allogenetischen Barriere“ (Diakonescu et al. 2004). Eine Ubertragung von fremden
Spenderzellen erwies sich in den Anfangen als schwierig, weil es bei vielen
Patienten entweder zu einer Absto3ung des Transplantates durch Empfangerzellen
oder zu einer GVHD durch Spenderzellen kam. Die Entwicklung intensivierter
Konditionierungsregime zur Myeloablation, stark immunsupprimierender Substanzen
zur Prophylaxe der GVHD sowie die Entdeckung, dass der Grad der
Ubereinstimmung im  Haupthistokompatibilititskomplex eng mit  beiden
Komplikationen korreliert, lieR die ,bidirektionale Barriere® fallen. Die
Stammzelltransplantation wurde 2zu einer effektiven Therapiealternative fur

lebensbedrohende maligne und nicht-maligne hamatologische Erkrankungen.

2.7.2 Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (Graft-versus-Host)

Ein Transplantat umfasst nicht nur hamatopoetische und stromale Zellen, sondern
auch kompetente lymphatische Spenderzellen, die mit den Antigenstrukturen des
Empfangers reagieren konnen. Voraussetzungen fur eine ,Graft-versus-Host
Reaktion“(GVHD) sind eine Nichtubereinstimmung von Histokompatibilitatsantigenen
zwischen Spender und Empfanger, Spenderzellen, die eine gerichtete Immunantwort
gegen korperfremde Empfangergewebemerkmale aufbauen konnen und ein
Empfangerimmunsystem, das unfahig ist, das Transplantat (und die GVHD-
induzierenden Zellen) abzustol3en.

Eine akute Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (GVHD) tritt innerhalb der ersten 60 bis
100 Tage nach Transplantation auf und wird haufig zirka 20 Tage nach
Stammzellgabe durch den Anstieg der peripheren Blutzellwerte auffallig. Bei HLA-
inkompatibler Transplantation beobachtet man die Erstmanifestation (,onset”) auch
schon in einem kurzeren Zeitraum. Wie auch die Transplantatabsto3ung ist das
Erscheinen einer GVHD wesentlich an den Grad der Ubereinstimmung im HLA-
Muster geknupft. Bei 40% liegt das Risiko fur das Auftreten einer akuten GVHD Grad
2-4 nach HLA-vollidentischer Transplantation und steigt bei einer Antigendifferenz
auf 60%, auf 70% bei zwei und auf 90% bei drei Antigendifferenzen im HLA-A, -B
und HLA-DR-Bereich mit einem verwandten Spender. Mismatches bei HLA-A, -B-
Loci und den Antigenen des HLA-D-Komplexes scheinen dabei gleichwertig zu sein
(Schaefer 1991, S.19 und 80). Heute konnte durch eine gro3ere Auswahl an
Spendern sowie gezielte DNA-Typisierungsmethoden erreicht werden, dass bei HLA-
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identischen Fremdspendern im Vergleich zu HLA-identischen Familienspendern nur
noch ein gering erhohtes Risiko besteht, eine schwere GVHD zu entwickeln
(Trentschel et al. 2001).

Die akute GVHD-Reaktion wird vom T-Lymphozyten des Spenders getragen. Jedoch
ist die Frage, welche Subpopulationen genau beteiligt sind, noch strittig. Eine
Erniedrigung des T-Zellgehaltes (T-Zelldepletion) auf ca. 0,1-1 % der ursprunglichen
T-Zellmenge im Transplantat kann das Risiko fur das Auftreten einer akuten GVHD
auf eine Gesamtinzidenz von ca. 5-10% (Schaefer 1991, S.84) drastisch senken.
Dies wird aber mit einer erhohten AbstoRungs- und Infektionsrate erkauft (1% vs.15-
35%) und fuhrt zu einem hoheren Rezidivrisiko durch Verlust des Spender-versus-
Leukamie-Effektes (Schaefer 1991, S. 17). Daruber hinaus entwickeln Patienten mit
T-Zelldepletierter Spende haufiger einen gemischten Chimerismus. Aus diesen
Beobachtungen ergibt sich, dass die AbstoRungsrate und das Auftreten einer akuten
GVHD zueinander invers sind, was die prophylaktischen und therapeutischen
Ansatze hinsichtlich der GVHD schwierig gestaltet und eines genauen Abwagens
bedarf.

Die Zielorgane der akuten GVHD sind vor allem Haut, Leber und
Gastrointestinaltrakt. Initial erscheinen erythematos-makulose Exantheme besonders
an Handinnenflachen und Fulsohlen sowie kleinfleckige Effloureszenzen an
Korperstamm, Extremitaten und Gesicht bis hin zur Erythrodermie. Eine hepatische
Beteiligung zeigt sich mit cholestatischem I|kterus und kann in einem akuten
Leberversagen mit Aszites, Enzephalopathie und hamorrhagischer Diathese
munden. Anhand des Bilirubinspiegels kann die Leberbeteiligung graduiert werden.
Begleitend konnen Fieber, Tachykardie, Korperschwache und Gewichtsverlust
auftreten. Wassrige, teils blutige Diarrhoe mit starken Flussigkeits- und
Eiweildverlusten, Tenesmen bis hin zum paralytischen lleus kdnnen das klinische Bild
pragen.

Die Schweregrade 3 bis 4 der akuten GVHD sind mit einer eindeutig hoheren
Patientensterblichkeit verbunden. Die haufigste Todesursache fur Patienten mit
GVHD sind Infektionen, insbesondere bei Reaktivierung von Zytomegalie - oder
Herpesviren. Zirka 50% der Patienten mit einer GVHD der Grade 2 bis 4 versterben

innerhalb von zwei Jahren an infektidsen Komplikationen.
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Klinisch und prognostisch bedarf die akute GVHD einer Stadieneinteilung die in

Abbildung 1 wiedergegeben ist.

Einteilung akuter GVHD nach Schwere - IBMTR

Haut Laber Darm

Index Stadium Exanthem  Stadium Bili (mg/dl) Stadium  Volumen

A 1 < 25% ] <2 0 <500ml/d

B 2 25,500 1-2 2-3 1-2 550-1500

C 3 =50 3 3-15 3 > 1500

D 4 Bullaa 4 =15 4 Schmerz, lleus

Abbildung 1: Einteilung der akuten GVHD nach Glucksberg et al.

Die chronische GVHD zeigt sich im Allgemeinen fruhestens am Tag 100 nach
Transplantation. Sie schliel3t sich meist an eine akute GVHD an (sekundar
chronische GVHD), zu 20-30% ist sie jedoch Erstmanifestation einer
Unvertraglichkeitsreaktion (Schaefer 1991, S.90). Diese ,de-novo-GVHD® ist
prognostisch gunstiger. Die Gesamtinzidenz fur ihr Auftreten liegt bei 30-50%. Die
akute GVHD stellt den Hauptrisikofaktor fur eine chronische GVHD dar und ihre
Vermeidung ist somit die beste Pravention. Sie kann limitiert nur die Haut und/oder
die Leber betreffen. Ist sie ausgedehnt (extensive) chronisch kommt es zu einer
generalisierten Haut- und Leberbeteiligung. Manifestationen sind 0Odematose
Hautrétungen, livide, pigmentierte oder schuppige Hautareale, Epidermisatrophie,
lichenoide Reaktion der Mundschleimhaut und ein Sicca-Syndrom. Bilirubin-und
Leberenzymerhéhungen sowie Dysphagie und Motilitatstorungen des Osophagus
kommen vor. Gelenkkontrakturen, Gewichtsverlust sowie rekurrierende Infektionen
werden beobachtet. Neuerdings wird die alte Einteilung in akute und chronische
GVHD in Frage gestellt, da sich seit Einfuhrung der peripheren Blutstammzellen die
Grenze zwischen klinisch akut und chronisch verwischt. Bei nicht ausreichender
medikamentdser Immunsuppression des Patienten kann es immer wieder zur
Verschlimmerung der klinischen Symptome kommen, insbesondere bei der PBSZT.
Dafur ist wahrscheinlich die erhohte T-Zellanzahl im Transplantat verantwortlich
(Ferrara et al. 1999).

Zur GVHD-Prophylaxe wurde posttransplantationem seit Beginn der 80er Jahre der
Antimetabolit Methotrexat (MTX) eingesetzt: klassisch intravends 15mg/m?KOF am
ersten Tag, 10mg/m? KOF an den Tagen 3,6 und 11 und dann wdchentlich bis zum

Tag 102. Nebenwirkungen der MTX-Therapie zeigen sich an Lunge und Leber.
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Zusatzlich wird das hamatopoetische System aufgrund seiner Hamatotoxizitat
beeintrachtigt. Basierend auf Tierversuchen (Storb et al. 1993) konnten Vorteile bei
Kombination von Methotrexat mit Cyclosporin A oder Tacrolimus aufgezeigt
werden. Cyclosporin A wirkt im Gegensatz zu MTX spezifisch inhibierend auf die T-
Zellproliferation und Differenzierung in zytotoxische T-Zellen sowie inhibierend auf
die Interleukin-2-Produktion. Besonders Nephrotoxizitat, arterielle Hypertonie,
Hirsutismus und Storungen des Nervensystems fallen als Nebenwirkungen ins
Gewicht. Cyclosporin wird am Tag vor der Transplantation in einer Dosis von 3-5
mg/kgKG eingesetzt und danach anhand des aktuellen Serumspiegels dosiert. Eine
kombinierte Prophylaxe mit MTX und Cyclosporin A findet weltweit als Standard
Anerkennung.

Weiterhin wurden Kombinationen von Cyclosporin und dem Purinsynthesehemmer
Mycophenolate Mofetil (MMF) erprobt (Bornhauser et al. 1999).

Bei Auftreten einer akuten GVHD, besonders leichten Grades, ist eine Therapie mit
Kortikosteroiden (2mg/kgKG bis 10mg/kgKG) Erfolg versprechend. Kortikosteroide
wirken besonders hemmend auf den Tumornekrosefaktor-a, der ein wichtiger
Mediator der akuten GVHD ist. Die kortikoidrefraktare akute GVHD hat eine
Mortalitat von naherungsweise 80% (Apperley 1998, S.126-128). Die GVHD Grade 3
bis 4 konnen den Einsatz von Antithymozytenglobulin oder spezifischen
monoklonalen Antikorpern erforderlich machen. Zusatzlich muss symptomatisch
behandelt werden.

Die Therapie der chronischen GVHD umfasst eine Kombination aus Prednisolon,
Cyclosporin A und gegebenenfalls MMF. Eine immunsuppressive Therapiestrategie
ist jedoch immer individuell angepasst (EBMT handbook 1998, S.128).

2.7.3 Infektionen nach allogener Stammazelltransplantation

Komplikationen nach Transplantation sind in einem wesentlichen Anteil infektios
bedingt und ursachlich fur deren hohe Mortalitat und Morbiditat (Storek et al. 2001).
Besonders in den ersten sechs Monaten nach Transplantation kénnen schwere
Infektionen auftreten. Auch noch Jahre danach sind Infektionen, die bis zum Tode
fuhren konnen, moglich. Ausschlaggebend fur die Anfalligkeit eines Transplantierten
sind besonders die verlangsamte Immunrekonstituton und  vorherige
Immunsuppression. Eine GVHD, sei sie akut oder chronisch, sowie ihre

immunsuppressive Behandlung stellen weitere Risikofaktoren fur das Auftreten von
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Infektionen dar. Eine strenge medikamentose Infektprophylaxe mittels antiviralen
(Aciclovir gegen HSV, Ganciclovir gegen CMV), antifungiziden
(Fluconazol/Voriconazol gegen Aspergillus, Candida; Cotrimoxazol gegen
Pneumocystis carinii) und antibakteriellen (meist Chinolone) Substanzen ist somit
vonnoten. In der Frihphase nach Transplantation ist eine Filterung von Raumluft und
Wasser, die Sterilisation der Nahrung, beschrankter Zutritt zu den Patienten,
spezielle ReinigungsmalRlnahmen fur Patienten, Personal und Ra&umlichkeiten
unterstutzend. Drei Phasen der Infektanfalligkeit nach allogener Transplantation
lassen sich im ersten Jahr nach allogener Transplantation abgrenzen und sind in

Abbildung 2 veranschaulicht.

Infaklionen nach allaganar Stammzellransplantation
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Abbildung 2: Infektionsphasen nach allogener Stammzelltransplantation nach
Trentschel et al. (2001)

Die erste Phase (Tag 30 bis 50) nach Transplantation ist durch eine Aplasie des
Knochenmarkes gekennzeichnet. Neutropenie, Schrankenstorung der Haut und
Schleimhaute sowie Funktionsstorungen der immunkompetenten Zellen (besonders
der Makrophagen, NK- und T-Zellen) bedingen eine Anfalligkeit gegenuber
grampositiven  (z.B.Staphylokokken,  Streptokokken,  Corynebakterien) und
gramnegativen Bakterien (z.B. Pseudomonas, Klebsiella, Escherischia coli),
Candida- und Herpes Simplex-Infektionen. Besonders die Mukositis dominiert das
Bild. Als Frihzeichen einer Infektion findet sich haufig neutropenisches Fieber. Die
Inzidenz bakterieller Infekte kann durch den Einsatz von Lamina-Airflow-Einheiten

deutlich reduziert werden.
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Danach schliet sich eine zweite Phase (Tag 50 bis 100) an, die nach der
Rekonstitution der Granulozyten auftritt. Eine akute GVHD wirkt erschwerend.
Hierbei fallen besonders Infekte mit verkapselten Bakterien, Aspergillus,
Zytomegalie- und Adenovireninfektionen auf. Lungenentziundungen werden nun
weniger von Bakterien, sondern vielmehr von Viren und Pilzen ausgeldst.

Die letzte Phase, die zirka vom Tag 100 bis 365 nach Stammzelltransplantation
ablauft, ist vor allem durch einen B-Zelldefekt gekennzeichnet. Hier kann eine
chronische GVHD auftreten. CMV, Varizella-Zoster-Virus, verkapselte Bakterien und
Aspergillus konnen die Erreger sein. Lungenentzindungen werden bevorzugt von
CMV, VZV oder Pneumocystis carinii bedingt (Bartsch 1996, S. 20).

Die CMV-Infektion ist besonders bis zum Tag 100 nach Transplantation von
Bedeutung. Eine GVHD, Transplantatmaterial vom unverwandten Spender und/oder
nicht-komplett HLA-identischen Familienspender konnen fur das Auftreten einer
CMV-Infektion pradisponieren. Die Gabe von CMV-seronegativen Transplantaten
und Blutprodukten fur einen CMV-seronegativen Empfanger kann in dieser
Konstellation eine symptomatische CMV-Infektion verhindern. Die Inzidenz der
symptomatischen CMV-Infektion nach allogener Transplantation liegt bei 50%
(versus 5% bei autologer Tx). Eine CMV-Infektion kann sich in Form einer
interstitiellen Pneumonie, einer Hepatitis oder einer Enteritis manifestieren, selten
treten Enzephalitis, Retinitis oder Adrenalitis auf. Besonders die ersten drei der
genannten Erkrankungen weisen bei nicht schnell eingeleiteter und adaquater
Therapie eine erhebliche Mortalitat bis zu 70% (interstitielle Pneumonitis) auf, da sie
therapeutisch schwer beherrscht werden konnen. Neben der antiviralen Prophylaxe
existieren heute sensitive diagnostische Methoden, eine symptomatisch werdende
CMV-Infektion fruhzeitig zu erkennen und vor ihrem Ausbruch zu therapieren. Eine
CMV-Infektion wird anhand des CMV-pp65-Antigens in Leukozyten oder mittels einer
PCR zur Detektion der CMV-DNA im peripheren Blut nachgewiesen. Eine Therapie
mit Ganciclovir oder Foscarnet kann so noch vor Kklinischer Manifestation
(sogenannte ,preemptive Therapie®) eingeleitet werden. Als Therapeutikum bei
bereits eingetretener CMV-Infektion eignen sich Ganciclovir und Immunglobuline

intravenos.
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2.7.4 Rezidive nach allogener Stammzelltransplantation

Die allogene Stammzelltransplantation fuhrt bei Uber 90% der Patienten mit malignen
und nicht-malignen hamatologischen Krankheiten unmittelbar zu Remissionen. Ein
Ruckfall in die maligne Grunderkrankung ist eine haufige Ursache fur ein
Therapieversagen nach Transplantation. Die Wahrscheinlichkeit fur ein Rezidiv
innerhalb von drei Jahren nach Transplantation liegt bei den Leukdmien in einem
frihen Krankheitsstadium zwischen 10-30%. In fortgeschrittenen Stadien liegt die
Rezidivwahrscheinlichkeit schon zwischen 20-70%. Der Hauptanteil der Rezidive
geht von residuellen Zellen des Empfangers aus. Das Risiko fur ein Rezidiv ist nach
autologer Stammzelltransplantation hoher, entweder durch residuelle maligne Zellen,
die die Konditionierung uberlebt haben oder durch eine Transplantatkontamination
mit  Tumorzellen. Das Risiko des Wiederauftretens der leukamischen
Grunderkrankung ist deutlich geringer nach allogener Transplantation. Dabei besteht
wiederum ein geringeres Risiko bei allogener Transplantation mit unverwandtem
Spender als nach Transplantation von genetisch identischem Knochenmark (Weiden
et al. 1981, Gale et al. 1994). Das legt die Vermutung nahe, dass es Faktoren geben
muss, die besonders der allogenen Transplantation einen antileukamischen Effekt
verleihen (GVL). Man kann davon ausgehen, dass Spender-T-Zellen, eventuell auch
NK-Zellen, fur den GVL-Effekt verantwortlich sind. Untermauert wird diese
Hypothese beispielsweise dadurch, dass Patienten mit akuter oder chronischer
GVHD ein vermindertes Rezidivrisiko haben (Weiden et al. 1979, 1981) und das
Auftreten einer Graft-versus-Host Disease begunstigend auf das krankheitsfreie
Uberleben nach Transplantation wirkt. So haben Patienten ohne GHVD oder mit T-
Zelldepletierter Spende ein erhodhtes Risiko fur das Auftreten eines leukamischen
Rezidivs (Martin et al. 1991, Marmont et al. 1991). Das unterstreicht die Rolle der T-
Zellen bei der Bekampfung der malignen Grundkrankheit. Bis heute lassen sich
GVHD und GVL-Effekt durch Unkenntnis der genauen Pathophysiologie nicht streng
voneinander differenzieren. Ziel muss also sein, die Graft-versus-Host-Reaktion zu
minimieren und den Graft-versus-Leukemia-Effekt gleichzeitig zu erhalten.

Zur Behandlung des Rezidivs gibt es mehrere Strategien. Eine Zuricknahme der
Immunsuppression sowie eine Chemo-und/oder Radiotherapie zum Erreichen einer
erneuten Remission konnen die Antwort sein. Hamatopoetische Wachstumsfaktoren
(z.B. GM-CSF) sowie Zytokine (Interferon-a, Interleukin-2) wurden erprobt. Der
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Erfolg von Zweittransplantationen ist vor allem vom Zweitintervall zur ersten
Transplantation abhangig. Sie bedeutet eine zusatzliche Toxizitat fur den Empfanger,
eine erneute Belastung fur den Spender (Bartsch 1996, S. 34) und zusatzlich wenig
Aussicht auf Erfolg. Das leukamiefreie Uberleben (iber drei Jahre liegt bei 20% und
ist besonders schlecht bei Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien und
frihem Rezidiv.

Die Kenntnis des Graft-versus-Tumor-Effektes fuhrte zur Erprobung von
Spenderlymphozyteninfusionen (DLI), wenn hamatologische Erkrankungen nach
Stammzelltransplantation rezidivieren. Sie wird mdglich durch den bestehenden
Chimerismus und die damit verbundene Toleranz gegenuber Spenderlymphozyten.
Komplette Remissionen konnen, abhangig von Krankheitsstadium und
Vorerkrankungen, besonders bei der CML erreicht werden (Kolb et al. 1995, Slavin et
al. 1995, Apperley 1998, S.169-181).

2.7.5 Minimale Resterkrankung

Die ,minimal residual disease” ist der verbleibende Teil an malignen Zellen im Korper
nach Erreichen der kompletten Remission (CR), die mittels konventionellen
diagnostischen Methoden wie Knochenmarkzytologie (Lichtmikroskopie) oder
Zytogenetik  (Chromosomenanalyse) nachgewiesen werden kann. Auch
immunzytochemische Techniken, klonogene Kulturassays und molekulare Teste wie
PCR wurden erprobt. Als besonders wertvoll hat sich die Beobachtung der MRD fur
die CML erwiesen. Allein der qualitative Nachweis ist jedoch nicht ausreichend, um
Rezidive vorhersagen zu konnen. Es kommt daher die quantitative Bestimmung von
bcr/abl-mRNA-Mengen mittels ,real-time“-PCR zum Einsatz. Beispielsweise kann
eine bcr/abl-exprimierende leukamische Zelle/ul im peripheren Blut unter 10°
normalen Zellen durch PCR nachgewiesen werden. Residuelle Zellen kdnnen so im
Therapieverlauf mit hoher Sensitivitat verfolgt und der Beginn der Rezidivtherapie
festgelegt werden, da ein Anstieg der mMRNA-Mengen dem hamatologischen Rezidiv
einige Monate vorausgeht. Eine DLI kann effektiv gegen eine MRD sein, aber nicht
wenn der verbleibende Tumor sehr grofd oder schnell progredient ist. Sie ist ineffektiv
bei Patienten, die keine GVHD entwickelt haben und sogar gefahrlich bei schwerer
GVHD. DLI wirkt gut bei CML, eher mallig bei AML und ist nur wenig effektiv bei
ALL-Patienten (Apperley 1998, S.183-187).
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3 ZIELE DER ARBEIT

Die erfolgreiche allogene Stammzelltransplantation und damit auch die

Immunrekonstitution sind von vielen Faktoren abhangig, von denen nur einige direkt

beeinflussbar sind. Alle beobachteten Einflussfaktoren wurden wunter der

Fragestellung der regelhaften lymphozytaren Immunrekonstitution untersucht, da

diese fur die Prognose des Patienten mitentscheidend ist.

Folgende Fragen sollen mit der Datenanalyse und Diskussion der Ergebnisse gepruft

und beantwortet werden:

3.1. Verlauft die Immunrekonstitution der lymphozytaren Zellreihen nach allogener
Stammzelltransplantation  regelhaft? Gibt es dabei linienspezifische
Unterschiede?

3.2. Bewirkt eine héhere Anzahl an Stammzellen (CD34"-Zellen) im Transplantat
eine verbesserte Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation?

3.3. Welche Auswirkungen hat die Anzahl an transplantierten CD3"-Zellen auf die
Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation?

3.4. Welche Rolle spielt die HLA-Kompatibilitdt bei der Immunrekonstitution nach

allogener Stammzelltransplantation?

3.5. Ist die regelrechte Immunrekonstitution vom Geschlecht des Spenders
abhangig?
3.6. Inwieweit beeinflusst die zur Transplantation fuhrende Grunderkrankung die

folgende Immunrekonstitution?

3.7. Bewirkt ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium eine schlechtere Immun-
rekonstitution nach Transplantation?

3.8. Ist das Alter des Empfangers ein Risiko flr eine unzureichende oder ver-
langsamte Immunrekonstitution?

3.9. Hat das Empfangergeschlecht Einfluss auf die Immunrekonstitution nach
allogener Stammzelltransplantation?

3.10. Welchen Einfluss hat die Konditionierung auf die Immunrekonstitution nach
allogener Stammzelltransplantation?

3.11.  Wird die Immunrekonstition durch das Auftreten einer Graft-versus-Host Disease
nach Stammzelltransplantation beeinflusst?

3.12.  Welche Wirkung hat das Auftreten einer CMV-Infektion auf die

Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation?
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4 METHODIK

4.1 Patienten

Die vorliegende retrospektive Analyse beobachtet 71 Patienten, die zwischen Juli
1997 und Oktober 2002 eine allogene Stammzelltransplantation im
Transplantationszentrum der Inneren Klinik 1l des Universitatsklinikums Jena
erhielten, 27 Frauen und 44 Manner im mittleren Alter von 42 Jahren ( range 18-61
Jahre). Indikationen fur die Transplantation waren in 28 Fallen eine Chronische
Myeloische Leukamie, in 33 Fallen eine akute Leukamie (2/33 ALL, 31/33 AML) und
in 10 Fallen andere maligne Erkrankungen (2/10 Myelodysplastisches Syndrom, 4/10
Plasmozytom, 3/10 Non-Hodgkin-Lymphom, 1/10 Morbus Hodgkin). Als
Stammzellquelle dienten in 67 Fallen mobilisierte periphere Blutstammzellen und in 4
Fallen Knochenmarkstammzellen.

Wichtige klinische Angaben zu den untersuchten Patienten sind in Tabelle 2

zusammengefasst.
Merkmal Gruppen Patientenanzahl
(n=71)
Empfiangergeschlecht mannlich 44
weiblich 27
Grunderkrankung CML 28
AML 31
ALL 2
MDS 2
Plasmozytom 4
NHL 3
Morbus Hodgkin 1
Erkrankungsstadium 1. Remission (CR) 11
Fortgeschrittenes Krankheitsstadium 60
Empfangeralter <40 Lebensjahre 30
>40 Lebensjahre 41
Stammzellquelle PBSZT 67
BMT 4
Konditionierung klassisch myeloablativ 38
TBI/Cy 28
Bu/Cy
red.TBI/Cy/Flu
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TBI/Cy/Eto

TBI/Cy/Thio 1
dosisreduziert/non-myeloablativ 33
Flu/Bu/ATG 23
Flu/BU 1
TBI/Cy/ATG 2
Mel/FIu/ATG 4
TBI 2
TBI/Flu 1
GVHD-Prophylaxe CSA 17
CSA/MTX 26
CSA/MMF 15
CSA/MTX/MMF 12
Prograf/MMF 1
GVHD in den ersten 100 Tagen | Grad 0 19
nach Transplantation Grad 1 23
Grad 2 24
Grad 3 4
Grad 4
Spendergeschlecht weiblich 22
mannlich 49
HLA-Kompatibilitat Familienspender 33
HLA-identisch 23
HLA-mismatch 10
Fremdspender (VUD) 38
HLA-identisch 37
HLA-mismatch 1
CD34"-Zellmenge im Transplantat | <6 x 10°Zellen/kgKG des Spenders 25
>6 x 10°Zellen/kgKG des Spenders 45
unbekannt 1
CD3"- Zellmenge im Transplantat | >300 x 10°Zellen/kgKG des Spenders 24
<300 x 10°Zellen/kgKG des Spenders 36
unbekannt 11
CMV-Infektion Ja 21
Nein 50

Tabelle 2: Patientendaten
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4.1.1 Vorbereitende Protokolle fiir die allogene Stammzelltransplantation

Im Vorfeld wurden die Patienten unterschiedlich fur die anstehende Transplantation
vorbereitet. 38 Patienten wurden klassisch myeloablativ konditioniert. Der Hauptteil
dieser Gruppe (28/38) erhielt Ganzkorperbestrahlung (insgesamt 12 Gy, Tag -7 bis -
4, 6 Fraktionen a 2 Gy) und Cyclophosphamid (60mg/kgKG des Empfangers
intravends an den Tagen -3 und -2), daneben zwei Patienten (2/38) mit erweitertem
Regime (plus Etoposid oder Thiotepa). Im Falle des Einsatzes reduzierter TBI (8 Gy
a 4 Fraktionen) erhielten die Patienten zusatzlich Fludarabin vor der Transplantation
(2/38). Sechs Patienten (6/38) wurden mit einer Kombination aus Busulfan
(4mg/kgKG des Empfangers per os an den Tagen -7 bis -4) und danach mit
Cyclophosphamid (60mg/kgKG des Empfangers intravends an den Tagen -3 und -2)
behandelt.

In nahezu allen Fallen der dosisreduzierten Konditionierung (23/33) bestand die
Kombination aus Fludarabin (30mg/m? KOF intravends an den Tagen -10 bis -5),
Busulfan (4mg/kgkG des Empfangers per os am Tag -6 und -5) und ATG
(10mg/kgKG des Empfangers intravenos an den Tagen -4 bis -1). Zwei Patienten der
dosisreduziert behandelten Gruppe (2/33) wurden bestrahlt (1 x TBI a 2 Gy), ein
Patient erhielt zusatzlich Fludarabin (30mg/m?KOF, an den Tagen -4 bis -2).
Weiterhin kamen Kombinationen von TBI, Cyclophosphamid und ATG in zwei Fallen
(2/33), Melphalan, Fludarabin und ATG in vier Fallen (4/33) und einmal Fludarabin
plus Busulfan (1/33) zum Einsatz.

In beiden Gruppen lag der Altersmedian bei 42 Jahren (myeloablativ zwischen 18-58
Jahren, dosisreduziert zwischen 20-60 Jahren).

4.1.2 Supportive Care

Beide Gruppen erhielten einheitliche Supportivstandards wahrend des stationaren
Aufenthaltes. Dies umfasste die infektiologische medikamentdse Prophylaxe, sowie
die Supportivmallinahmen mit Gabe von Erythrozyten- und
Thrombozytenkonzentraten bei Anamie (HKT < 25%) und Thrombozytopenie
(<20000/pl im peripheren Blut).
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4.1.3 Prophylaxe gegen die Graft-versus-Host Disease

Alle Patienten erhielten eine GVHD-Prophylaxe mit Cyclosporin A (17 Patienten CSA
mono) in einer Anfangsdosis von 3mg/kgkKG des Empfangers ab Tag -1 als
kontinuierliche Infusion Uber 24 Stunden, die dann im Verlauf an den Serumspiegel
angepasst wurde. Patienten mit GVHD-Risikofaktoren (z.B. HLA-mismatch oder
VUD) erhielten zusatzlich MMF (11 Falle). In 26 Fallen wurde CSA durch MTX
erganzt und zusatzlich in 12 Fallen die Dreierkombination mit MMF eingesetzt. Bei
einem Patienten wurde CSA durch Prograf ersetzt und mit MMF kombiniert.

4.1.4 Stammzellquellen und Stammzellverarbeitung

Insgesamt wurden vier Knochenmarktransplantate (range: 0,41 bis 2,45x10°
mononukledre Zellen/kgkG, median 2,27x10° Zellen/kg KG) und 67 Transplantate
von mobilisierten CD34-positiven Zellen (range: 1,34 bis 23,4x 10° Zellen/kg KG,
median 7,35x10° Zellen/kg KG) verwendet. Alle Transplantate wurden dem
Patienten unmanipuliert via ZVK unter Pramedikation mit Steroiden infundiert bzw.
transplantiert.

4.2 Methoden

Basis dieser retrospektiven Analyse ist die Messung der absoluten Zellzahlen pro pl
peripheren Blutes mittels FACS-Analyse zu vier  unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten (Tag 0 bezeichnet die Ubertragung der Stammzellen in
den Empfanger):

1. vor Transplantation (Median -14.Tag)

2. zwei Monate nach Tx (Median +58.Tag)
3. drei Monate nach Tx (Median +92.Tag)
4. fuanf Monate nach Tx (Median +149.Tag).

Es wurden folgende Lymphozytenpopulationen bestimmt:

a
b

) CD3-positive T-Zellen
)

c) CDB8-positive Zellen (zytotoxische T-Zellen)
)
)

CD4-positive Zellen (T-Helferzellen)

d) CD19-positive Zellen (B-Zellen)
e) CD56-positive Zellen (NK-Zellen).
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Weiterhin wurde die CD4/CD8 - Ratio in die Analyse miteinbezogen.
In dieser Studie wurden nur die quantitativen Zellzahlen erfasst. Aussagen Uber die
Funktion und Reagibilitdt der einzelnen Zellreihen konnen daher nur indirekt zum

Beispiel durch Registrierung der CMV-Raten gemacht werden.

4.21 Grundlagen fur die Charakterisierung von Lymphozyten anhand des
Phanotypus

Die Expression von Oberflachenantigenen auf menschlichen Lymphozyten
ermoglicht deren Unterteilung in drei Hauptpopulationen: T-, B-, und NK-Zellen.
Wahrend die T- und B-Zellen Teil der spezifischen Immunantwort sind, gehoren die
NK-Zellen zur zellularen unspezifischen Abwehr.

Die Reifung der T-Zellen erfolgt im Thymus aus Pra-Thymozyten. Im Thymus
erscheinen unter anderem die Molekulle des CD3-Antigenrezeptorkomplexes auf der
Zelloberflache und es findet eine Aufzweigung in zwei T-Zellsubgruppen statt: je
nach Expression des CD4- Antigens oder des CD8- Antigens in T-Helferzellen oder
zytotoxische T-Zellen.

B-Zellen entstehen im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen. Schon in der
ersten Entwicklungsstufe, der Progenitor-B-Zelle, sind die linienspezifischen
Zellmarker CD19 und CD22 nachweisbar. Die weitere Pragung erfahren die B-
Lymphozyten uber die Zirkulation im peripheren Blut und die Ansiedlung in
sekundaren lymphatischen Organen.

NK-Zellen entwickeln sich vorwiegend im Knochenmark und im Thymus. In ihrer
Entwicklungsphase teilen sie sich mit den T-Zellen einige Oberflachenmarker (z.B.
CD34, CD33, CD2, CD5) und unterscheiden sich im reifen Zustand vor allem durch
die Adhasionsmolekile CD56 und CD16. NK-Zellen und zytotoxische T-Zellen
dienen im Wesentlichen dem Erkennen und Vernichten virusinfizierter sowie

maligner Zellen.

4.2.2 Analyse von Lymphozytensubpopulationen aus dem peripheren Blut

Die Lymphozytensubpopulationen im peripheren venosen Blut lassen sich mittels
spezifischer Antikorper, die gegen die oben genannten Oberflachenantigene
gerichtet sind, gut differenzieren.

Fir das Sortieren und Zahlen dieser Zellen bedient man sich einem
fluoreszenzaktivierten Zellsortierer (FACS). Das Prinzip besteht in der Zugabe einer
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Reagenz zu menschlichem Vollblut nach Erythrozytenlyse und Zentrifugieren der
weillen Blutzellen. Daraufhin kdnnen die mit Fluorochrom markierten Antikorper in
der Reagenz spezifisch an die Leukozytenantigene der zu untersuchenden Blutprobe
binden. Es kamen folgende spezifische Antikorper dabei zur Anwendung: 1gG1-
FITC/IgG1-PE als Isotypenkontrolle, CD3-FITC/CD4-PE fur T-Helferzellen, CD3-
FITC/CD8-PE fur T-Suppressorzellen, CD3-FITC/CD19-PE fur B-Zellen und CD3-
FITC/CD16 und CD56-PE fir NK-Zellen.

Die so gekennzeichneten Zellen durchwandern in einem diunnen Flussigkeitsstrahl
das Durchflusszytometer (Gerat FACSCalibur-Becton Dickinson Heidelberg,
Programm SimulSet BD). Entlang eines Laserstrahles (488nm) kommt es zu einer
Lichtstreuung. Die an den Zellen gebundenen Farbstoffmolekile werden zur
Fluoreszenz angeregt. Das gestreute Licht gibt Auskunft Udber Grolie
(Vorwartslichtstreuung) und Granularitat (Seitwartslichtstreuung) der Zellen. So ist es
moglich, grol3e Zellen mit granuliertem Zytoplasma (Granulozyten) von kleinen Zellen
mit hohem Kernanteil (Lymphozyten) zu unterscheiden. Das emittierte Licht wird
anhand seiner Intensitat gemessen, wobei diese Intensitat in etwa mit der
Antigendichte auf den Zellen korreliert. Beide Farbstoffe, Isothiocyanat (FITC) und
Phycoerythrin (PE), haben unterschiedliche Fluoreszenz-Emissionsgipfel (grun=
FITC, rot= PE). Dadurch konnen Zellpopulationen erkannt werden, die beide
Antigene exprimieren, nur eines oder vollig Antigen-negative Zellen. Die Messung im
FACS und anschlieRende Auswertung mittels CellQuest Software (Becton Dickinson)
informiert Uber den prozentualen Anteil und die absoluten Zellzahlen reifer
menschlicher Lymphozytensubpopulationen pro pl im peripheren Blut. Dies
ermdoglicht zum Beispiel die genaue Verlaufskontrolle der Immunrekonstitution nach
Transplantation, insbesondere auch beim Auftreten von Komplikationen (wie
Infektionen oder auch GVHD).

Problematisch ist das, insbesondere direkt nach Transplantation oder wahrend der
GVHD die zirkulierenden Lymphozytenzahlen fur die Messung zu klein sein kdnnten.

4.2.3 Normalwerte der Lymphozytensubpopulationen im peripheren Blut

Die Interpretation der absoluten Zellzahlen/ul aus dem peripheren Blut orientiert sich
an den folgenden Normalwertbereichen bei gesunden Probanden (Befund MultiSet,
Tabelle 3, Ermittlung durch BD Biosciences USA).

35



Zellpopulation Anzahl an Zellen/ul im peripheren Blut
Minimum Maximum

CD3"-Zellen 690 2540
CD4"-Zellen (T-Helferzellen) 410 1590
CD8"-Zellen (zytotoxische T-Zellen) 190 1140
CD19"-Zellen (B-Zellen) 90 660
CD56"-Zellen (NK-Zellen) 90 590
CD4/CD8-Ratio 1.00

Tabelle 3: Normwerte der Lymphozytensubpopulationen und der CD4/CD8-Ratio
4.2.4 Statistische Analyse

Als Datenmaterial dienten pro Patient und Zellreihe (CD3*, CD4", CD8", CD19",
CD56", CD4/CD8-Ratio) jeweils Stichproben zu vier definierten unterschiedlichen
Zeitpunkten: vor Transplantation sowie zwei Monate (Tag +60), drei Monate (Tag
+90) und funf Monate (Tag +150) nach allogener Stammzelltransplantation, wobei
die absolute Zellzahl pro ul peripheren Blutes vermerkt wurde. Zur statistischen
Auswertung diente SPSS 11.0.

Aufgrund der asymmetrischen Verteilung der Datengruppen wurde das
verteilungsunabhangige Analogon zum t-Test, der Test von Wilcoxon fur gepaarte
Stichproben bei der Beurteilung der Immunrekonstitution Uber die Zeit verwendet.
Die Wachstumskurve jeder Zellreihe wurde ermittelt und auf signifikantes Wachstum
zu den einzelnen Zeitpunkten gepruft sowie die einzelnen Wachstumskurven
untereinander verglichen.

Anhand unterschiedlicher Kriterien (infundierte Stammzellmenge und CD3"-Zellzahl
im  Transplantat, HLA-Kompatibilitat, Spendergeschlecht, Grunderkrankung,
Krankheitsstadium, = Empfangeralter und -geschlecht bei Transplantation,
Konditionierungsform, GVHD-Auftreten und CMV-Infektion nach Transplantation)
wurden diese Patienten jeweils Gruppen zugeordnet und immer im Hinblick auf
mogliche Unterschiede in der Immunrekonstitution der Lymphozytensubgruppen
uberpruft. Beim  Vergleich dieser unabhangigen Gruppen kam ein
verteilungsunabhangiger Test, der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, zum Einsatz.
Weiterhin wurden die Wachstumsraten an den einzelnen Zeitpunkten berechnet.

Alle statistischen Tests wurden zweiseitig auf einem Signifikanzniveau von p=0,05
durchgefuhrt. P= 0,001 wurde als hochst signifikant eingestuft.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Immunrekonstitution der lymphozytaren Zellreihen nach allogener
Stammzelltransplantation

Zunachst wurde gefragt, ob die Rekonstitution der Zelllinien nach allogener
Stammzelltransplantation in den Zellreihen regelhaft verlauft:

In allen drei untersuchten Zellreinen (CD3"-,CD8"-,CD4"-,CD19"-,CD56"-Zellen) war
eine Rekonstitution der Hamatopoese am Tag +60 nach Transplantation
nachweisbar. Chimarismusanalysen sind hier nicht aufgefuhrt, zeigten aber eine fast
100%ige Spenderhamatopoese an. Abbildung 3 fasst die Ergebnisse zusammen:
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Abbildung 3: Lymphozytiare Inmunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation

a) CD3-positive Zellen erreichten bis zum +150. Tag fast Normalwerte. Dabei war der
Anstieg zwischen den Stichproben zu jeder Zeit signifikant (Mediantagso=402
Zellen/pl,  pragsoeo=  0,002;  MedianTtageo=540  Zellen/ul,  pragoor150=0,002;
MedianTag150=674,5 Zellen/ul) bei einer Anstiegsrate von 168% vom +60. bis zum
+150. Tag nach Transplantation. Der prozentuale Anstieg war zwischen dem +60.
und +90.Tag grofer als zwischen dem +90. und +150.Tag (134% versus 125%).
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b) CD4-positive Zellen blieben bis zum Tag +150 weit unter der Normgrenze
(MedianTagso=116 Zellen/pl, MedianTtageo=130 Zellen/ul, Mediantag150=178 Zellen/pl),
stiegen jedoch signifikant zwischen den Untersuchungspunkten (pragsoe0=0,034,
PTageo150=0,001). Die Anstiegsrate zwischen dem +90. und +150.Tag war hoher als
zwischen dem +60. und +90.Tag (137% versus 112%). Insgesamt betrug sie 153%
vom ersten bis zum dritten Stichtag.

c) CD8-positive Zellen erreichten schon in den ersten 60 Tagen nach
Stammzelltransplantation Normalwerte (Mediantags0=229 Zellen/ul) und verdoppelten
ihre Anzahl dann nahezu bis zum +150. Tag (Mediantago= 281,5 Zellen/ul,
Mediantagiso= 436  Zellen/pyl).  Auch  hier  besteht  zwischen  den
Untersuchungszeitpunkten ein  signifikanter Anstieg dieser Zellpopulation
(PTage0/90=0,001, Prageoi150=0,004). Die Wachstumsrate war bei den CD8-positiven
Zellen mit 190% zwischen dem +60. und +150.Tag am hochsten, und ebenso wie bei
den CD4-positiven Zellen zwischen dem +90. und +150.Tag groRer als zwischen
dem +60. und +90. Tag (155% versus 123%).

Dass CD8-positive Zellen besser rekonstituieren als CD4-positive Zellen, zeigt sich
auch in einer bis zum 150. Tag zu beobachtenden Inversion der CD4/CD8-Ratio
(MedianTags0=0,34, MedianTageo=0,43, MedianTag150=0,41), die sich auch signifikant
zwischen den Untersuchungszeitpunkten unterscheidet (PTage0/90=0,
PTagoo/150=0,011).

d) CD19-positive Zellen weisen keinen signifikanten Anstieg zwischen den
Untersuchungszeitpunkten auf. Die Normgrenze wird auch am +150. Tag nicht
erreicht (MedianTag150=33 Zellen/ul). Signifikant ist aber der Zellanstieg zwischen
+60. und +150. Tag (Prage0/150=0,008, MedianTageo=25,5 Zellen/ul, Mediantageo=29,5
Zellen/ul). Eine Anstiegsrate von 129% zwischen 60. und 150. Tag ist zu
verzeichnen, ein gewisser Anstiegstrend liegt also vor.

e) CD56-positive Zellen sind schon am +60. Tag nach Transplantation normwertig
(Mediantagso= 208 Zellen/pl). Der Anstieg ist dann bis zum +150.Tag nicht mehr
signifikant (Ptage0/900=0,62, Prageoi150=0,84) auf einen Median von 229 Zellen/pl
peripheren Blutes. Eine Anstiegsrate von 110% zwischen 60. und 150.Tag nach
Transplantation ist zu beobachten.

Tabelle 4 veranschaulicht die absoluten Zellzahlen/ul peripheren Blutes an den

verschiedenen Messpunkten.
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Zellreihe -14.Tag + 60.Tag +90.Tag + 150.Tag
CD3"-Zellen/ul 819 402" 540 674,5
CD4"-Zellen/pl 391 116° 130" 178
CD8"-Zellen/ul 408 2297 281,5° 436
CD4/CD8-Ratio 1,27 0,34 0,43° 0,41
CD19"-Zellen/pl 111 25,5 29,5 33
CD56"-Zellen/ul 134,5 208 2185 229

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen p*":0,002; p**:0,002; p**:0,034; p**:0,001; p*>:0,001; p**:0,004; p : 0; p *:
0,011

Tabelle 4: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation

5.2 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch die Anzahl an transplantierten
Stammzellen (CD34")

Zweitens sollte der Frage nachgegangen werden, ob die Quantitat der Stammzellen
(CD34"-native Zellen) im Transplantat die Rekonstitution der Zellen nach
Transplantation beeinflusst. Zur Patientengruppeneinteilung wurde ein Grenzwert
von 6 x 10° CD34"-Zellen/kg Kérpergewicht des Spenders gewahlt. Der Median lag
bei 7,34x10° transfundierte CD34*-Zellen pro kgKG. 25 von 70 Patienten erhielten
< 6 x 10° CD34"-Zellen/kgKG, 45 von 70 Patienten > 6 x 10° CD34*-Zellen/kgKG.

Die absoluten Zellzahlen/ul peripheren Blutes an den verschiedenen Zeitpunkten

veranschaulicht Tabelle 5:

CD34"- Zelle -14.Tag +60.Tag +90.Tag +150.Tag
kgkG —Zelllinie | <gx10° >6x10° | <6x10° >6x10° | <6x10° >6x10° | <6x10°  >6x10°
CD3"-Zellen/ul 868 1046 336 387 397 566 651 669
CD4%-Zellen/pl 337 427 89 136 126 140 128 190
CD8*-Zellen/ul 382 401 221 223 234 316 395 413
CD4/CD8-Ratio 1,08 1,32 0,56 0,57 0,5 0,5 0,57 0,57
CD19"-Zellen/yl 75 102 19 27 22 33 26 35
CD56"-Zellen/ul 161 108 193 230 244 181 259 213

Tabelle 5: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation bezogen auf die tibertragene Stammzellmenge

a,b,c,d,e) Grundsatzlich bleibt zu vermerken, dass es nach Durchfuhrung der

statistischen Teste zwischen keiner Zelllinie signifikante Unterschiede im
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Zellwachstum nach Stammzelltransplantation gab. Das Wachstum der CD4"-, CD8"-
und CD19*-Zelllinien scheint tendenziell durch eine hohere CD34-Zellanzahl im
Transplantat bevorteilt zu sein.

5.3 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch die Anzahl an transplantierten CD3-
positiven Spenderzellen

Drittens wurde untersucht, ob die quantitative Anzahl an CD3-positiven Zellen des
Spenders im Transplantat Auswirkungen auf die Immunrekonstitution des
Empfangers nach Transplantation hat. Zur Gruppenunterscheidung wurde hierbei ein
Grenzwert von 300 x 10° CD3-positive Zellen/kg Korpergewicht des Spenders
gewdhlt und bei 60 der 71 Patienten untersucht. Bei 24 Patienten wurden > 300 x 10°
CD3-positive Zellen/kgKG transplantiert, bei 36 Patienten < 300 x 10° Zellen/kg
Korpergewicht des Spenders.

a,b,c,d,e) Auch bei diesem statistischen Vergleich konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in der Zellanalyse nach Transplantation
ausgemacht werden. Tabelle 6 veranschaulicht die Messergebnisse:

CD34™- Zelle -14.Tag +60.Tag +90.Tag +150.Tag

kgkG — Zelllinie | .309,10° <300x10° | >300x10° <300x10° | >300x10° <300x10° | >300x10° <300x10°
CD3"-Zellen/ul 874,5 1031 358 341,5 448,5 540 730,5 600,5
CD4"-Zellen/ul 346,5 554,5 110,5 113,5 117,5 151 170 178
CD8"-Zellen/ul 406 372,5 2555 209 244 304 436 297
CD4/CD8-Ratio 0,62*" 1,54 0,42 0,68 0,46 0,5 0,58 0,56
CD19"-Zellen/pl 103,5 111 24,5 25,5 45 32,5 40,5 37,5
CD56"-Zellen/pl 113 130,5 273 191,5 199,5 209 239 223,5

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen p*":0,02

Tabelle 6: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation bezogen auf die iibertragene CD3*-Menge

5.4 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch HLA-Kompatibilitat zwischen Spender
und Empfanger

Viertens wurde weiterhin verglichen, ob das Transplantat von einem Familienspender

kam (n = 33) oder von einem unverwandten freiwilligen Spender (n=38).
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a) Signifikante Unterschiede finden sich bereits im Wachstum der CD3-positiven
Zellen. Die Immunrekonstitution ist bereits am +60. Tag bei einer Fremdspende
verzogert (Medianvuprtageo=324,5 Zellen/pl). Bis zum +90.Tag findet sich ein eher
stagnierendes Wachstum auf einen Median von 370 Zellen/pl. Dann kommt es zu
einem Wachstumssprung auf 622 Zellen/ul bei einer Wachstumsrate von 168% zum
+150.Tag. Signifikant sind diese Zellen im Vergleich zur Familienspende am +60.
Tag (PvupFamTageo=0,036, MedianFamtageo=503 Zellen/pl) und am +90.Tag
(Pvub/FamTage0=0,008, MedianFamtagso= 689 Zellen/pl) verschieden.

Insgesamt konnen die CD3"-Zellen der Familienspende Uberdurchschnittlich gut
rekonstituieren bei einer Wachstumsrate von 140% vom +60. auf den +150.Tag.
CD3"-Zellen der Fremdtransplantate kénnen ihren Rickstand jedoch bei einer
Wachstumsrate vom 192% bis zum +150.Tag fast ausgleichen. Abbildung 4
veranschaulicht den Wachstumsverlauf der CD3"-Zellen der beiden verglichenen

Gruppen.
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Abbildung 4: Immunrekonstitution der CD3-positiven Zellen bei Familien- und
Fremdspende nach allogener Stammzelltransplantation

b) Auch im Bereich der CD4-positiven Zellen zeigen sich signifikante Unterschiede.
Die Zellen aus der Fremdspende entwickeln sich schlechter. Bereits am +60.Tag und
am +150.Tag sind sie signifikant niedriger messbar (pvupFamTageo=0,05,

Pvub/FamTageo=0,018) als in der Familienspendergruppe (Medianyubragso=105 Zellen/ul,
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Medianvuptageo= 124 Zellen/pl, Medianyupragiso= 146 Zellen/pl). Zellen der
Familienspendergruppe sind bereits am +60. Tag anzahlmafig so schnell repopuliert
(Medianramtagso=150 Zellen/ul) wie die Zellen der Fremdspendergruppe am +150.
Tag und konnen bis zum +150. Tag einen Zugewinn auf 192 Zellen/ul peripheren
Blutes verzeichnen.

c) Bei den CD8-positiven Zellen findet sich ein ahnliches Bild, veranschaulicht in
Abbildung 5: Besonders am +60. (Medianvupragso=162,5 Zellen/pl) und +90. Tag
(MedianyupTageo=201,5 Zellen/pl) bleiben die Zellen aus der Fremdspende hinter dem
Durchschnitt zurick und sind signifikant von der Vergleichsgruppe verschieden
(Pvub/FamTageo=0,037, pvubFamTageo=0,004). Sie erreichen am +60. Tag im Gegensatz
zur Familienspende auch nicht die Normgrenze. Zellen aus der Familienspende
wachsen hingegen stetig und sogar uberdurchschnittlich gut bis zum +150. Tag
(MedianFamtagso=230 Zellen/pl, Medianramtageo=387 Zellen/pl, Medianramtagis0= 510

Zellen/pl).
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Abbildung 5: Inmunrekonstitution der CD8-positiven Zellen bei Familien- und
Fremdspende nach allogener Stammzelltransplantation

d) Die CD19"-Zellrekonstitution zeigt im Vergleich der Gruppen keine Signifikanzen,
jedoch einen Trend: Zellen der Familienspendertransplantate sind bereits am
+60.Tag uberdurchschnittlich repopuliert (MedianFamtagso = 35 Zellen/ul) und konnen
dieses Niveau halten (MedianFamtagoo= 44 Zellen/ul, Medianramtag150=35 Zellen/pl),
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erreichen jedoch auch keine Normwerte bis zum +150.Tag. Die Zellen der
Fremdspendertransplantate dagegen bleiben zunachst unter dem Durchschnitt
(Medianyuptagso= 20 Zellen/ul, Medianyuptageo= 22,5 Zellen/pl), ndhern sich ihm aber
dann (Medianvuptagiso= 31 Zellen/pl).

e) Im Bereich der CD56"-Zellen finden sich beziglich des Wachstums keine
signifikanten Unterschiede. In beiden Gruppen wird am +60. Tag die untere
Normgrenze erreicht und die Zellen stagnieren auf diesem hohem Niveau.

Tabelle 7 gibt die erhobenen Messwerte bei den beiden Gruppen wider.

Spender -14.Tag + 60.Tag +90.Tag + 150.Tag

llinie Familie VUD Familie VUD Familie VUD Familie VUD
CD3"-Zellen/ul 12277 | 762,5 | 503** | 3245 689*" | 370,5 704 622
CD4"-Zellen/ul 635** | 302,5 150*° 105 142 124 192*° | 146,5
CD8"-Zellen/ul 435 381 230*° | 162,5 387*° | 2015 510 375
CD4/CD8-Ratio 1,44 1,04 0,44 0,65 0,43 0,51 0,59 0,57
CD19"-Zellen/yl 149 | 69,5 35 20 44 22,5 35 31
CD56"-Zellen/ul 155 125 213 208 237 200,5 217 2515

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen p*':0,001; p**: 0,00; p*>:0,039; p**:0,008; p*>:0,05; p**: 0,037; p*":0,008;
p*%: 0,004; p**: 0,018

Tabelle 7: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation unterschieden nach der Spenderauswahl

Abbildung 6 veranschaulicht noch einmal die Verteilung der HLA-Kompatibilitat in
beiden Gruppen.
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Abbildung 6: HLA-Kompatibilitdt bei Familien- und Fremdspende
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5.5 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch das Geschlecht des Spenders

a,b,c,d,e) Statistisch ausgewertet wurde, ob das Geschlecht des Spenders die
Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation beeinflusst: 49
Transplantate kamen von mannlichen Spendern, 22 von weiblichen Spendern. Im
Vergleich der beiden untersuchten Gruppen lieRen sich keine signifikanten
Unterschiede im Wachstum aller Zellreihen Uber die Zeit ausmachen. Die
Immunrekonstitution verlief ahnlich der des Gesamtdurchschnittes, tabellarisch
folgend wiedergegeben:

Spender -14.Tag + 60.Tag +90.Tag + 150.Tag
Zelllinie ménnlich weiblich ménnlich  weiblich | ménnlich  weiblich | ménnlich  weiblich

CD3"-Zellen/ul 893 1145,5 370 416,5 534 556 669 642
CD4"-Zellen/ul 403 450,5 116 122,5 140 116,5 177 190,5
CD8"-Zellen/ul 400 408 215 280,5 252 451,5 328 485,5
CD4/CD8-Ratio 1,3 1,11 0,61 0,45 0,52 0,42 0,57 0,59
CD19"-Zellen/ul 81 134,5 26 22,5 29 36,5 33 47
CD56"-Zellen/ul 131 156,5 211 202 237 190,5 228 2275

Tabelle 8: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation unterschieden nach Spendergeschlecht

Weiterhin wurden entsprechend der klinisch vermuteten hochsten Risikosituation bei
weiblichem Spender und mannlichem Empfanger diese Gruppe (n=14) und die
Konstellation mannlicher Spender und mannlicher Empfanger (n=35) verglichen.
Hinsichtlich des Zellanstieges nach Transplantation ergaben sich auch hierbei keine
signifikanten Unterschiede. Tabelle 9 verdeutlicht dies:

Spender/ -14.Tag + 60.Tag +90.Tag + 150.Tag
S EED ménnlich/ weiblich/ | ménnlich/ weiblich/ | ménnlich/ weiblich/ | mannlich/ weiblich/
Zelllinie | mannlich mannlich | ménnlich mannlich | mannlich mannlich | ménnlich mannlich
CD3*-Zellen/pl 114 1156 446 588 522 712 677 857
CD4"-Zellen/pl 457 664 145 195 183 206 200 277
CD8"-Zellen/ul 537 447 274 359 329* 474 452 562
CD4/CD8-Ratio 1,11 1,64 0,88 0,85 0,82 0,56 0,82 0,65
CD19"-Zellen/pl 279 144 52 49 59 78 62 62
CD56"-Zellen/pl 179 150 319 220 282 291 287 245

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen: p*': 0,046

Tabelle 9:Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation unterschieden nach Spendergeschlecht (Hochrisiko)
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5.6 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch die Grundkrankheit

Es sollte sechstens die Frage geklart werden, ob die Grundkrankheit Einfluss auf die
Zellentwicklung nach Transplantation hat. Es wurden 28 Patienten mit chronisch
myeloischer Leukamie und 33 Patienten mit akuten Leukamien gegenubergestellt,
dabei hatten 26 eine akute myeloische Leukamie, funf eine sekundare AML aus
einem MDS und funf Transplantierte eine ALL. Tabelle 10 zeigt die erhobenen Daten

in den einzelnen Gruppen.

Krankheit -14.Tag + 60.Tag +90.Tag +150.Tag
Zelllinie CML AL CML AL CML AL CML AL
CD3"-Zellen/ul | 1160* 764 322 503 366 717 600,5 716
CD4"-Zellen/pl | 764,5 | 314 117,5 126 149 138 191,5 184
CD8"-Zellen/yl 403 369 165,5 162 241 403 366,5 495
CD4/CD8-Ratio | 1,86* 0,69 0,76 0,57 0,66 0,43 0,76 0,57
CD19*-Zellen/pl | 111 56 18 28 21+ 32 22,5*° 50
CD56"-Zellen/ul | 153,5 132 182 269 179%° 271 190,5*" | 256

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen p*": 0,01; p**: 0,00; p*:0; p**:0,05; p*°:0,03; p*°:0,006; p*": 0,02

Tabelle 10: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation bezogen auf die Grundkrankheit

Vergleicht man die T-Lymphozyten, so lassen sich uber die Zeit anhand der
statistischen Teste keine signifikanten Unterschiede in den Wachstumskurven
ausmachen. Jedoch zeigen sich anhand der Wachstumsraten und absoluten
Zellzahlen Unterschiede und Trends.

a) CD3-positive Zellen scheinen bei AL-Patienten schneller zu repopulieren
(MedianaLtagso= 503 Zellen/ul, Mediancmitagso= 322 Zellen/ul) und kdnnen sich in der
FrUhphase @ nach  Transplantation auf hdherem Niveau  stabilisieren
(MedianaLtageo=717 Zellen/ul, Mediancmitageo=366 Zellen/ul), dieses bei einer
Anstiegssrate vom +60. auf den +90.Tag nach Transplantation von 143% bei AL-
Patienten versus 114% bei CML-Patienten. CML-Patienten konnen dieses Defizit
jedoch dann bis zum +150. Tag beinahe ausgleichen (MediancuiLtag150=601 Zellen/ul,
WRrtags0100=164,1%), wahrend das Wachstum bei AL-Patienten stagniert
(MedianaLtag150=716 Zellen/ul, WRTag90/150=99,9%). AL-Patienten erreichen am Ende

des Beobachtungszeitraumes Normwerte.
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b) CD4-positive Zellen verhalten sich in beiden Gruppen annahernd gleich und
ahnlich der Wachstumskurve aller einundsiebzig Patienten. Normwerte werden in
beiden Gruppen am +150.Tag nicht erreicht.

c) Der tendenzielle Unterschied wird wieder bei den CD8"-Zellen deutlich: Bei AL-
Patienten konnen sich diese, schon ausgehend von einem hoheren Ausgangswert
am +60.Tag (MedianaLtagso=262 Zellen/pl, Mediancmitagso= 165 Zellen/ul) besser
rekonstituieren, als bei CML-Patienten (Medianaitagoo= 403  Zellen/pl,
Mediancmitageo=241Zellen/ul). Am +150.Tag jedoch wird diese verzogerte
Rekonstitution von den CML-Patienten annahern wieder wettgemacht: Bei einer
Anstiegsrate von 152% (versus 123% bei AL) vom +90. Tag an werden im Median
366,5 Zellen/ul am +150. Tag erreicht, wahrend bei AL-Patienten das Wachstum
verlangsamt ist (Medianaitag150=495 Zellen/ul). AL-Patienten erreichen am +60.Tag
bereits Normwerte, wahrend CML-Patienten diese am +90.Tag erreichen.

d) Signifikanzen finden sich beim Vergleich der CD19"-Zellpopulation. Abbildung 7

veranschaulicht den Zelllinienverlauf in beiden Gruppen.
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Abbildung 7: Immunrekonstitution der CD19-positiven Zellen bei CML und AL nach
allogener Stammzelltransplantation

CD19"-Zellen von AL-Patienten sind zu jedem Messzeitpunkt Uberdurchschnittlich

angestiegen (Medianaitagso = 28 Zellen/pl, Medianaitaggo = 32 Zellen/pl,
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MedianacLtagiso = 50 Zellen/pl) und am +90. und +150.Tag signifikant hoher als bei
CML-Patienten (paucmitageo = 0,05, pavcmitagiso = 0,03). CD19"-Zellen von CML-
Patienten bleiben Uber den Beobachtungszeitraum sogar unter dem
Gesamtdurchschnitt der Transplantierten (Mediancmitagso = 18  Zellen/yl,
Mediancmitageo = 21 Zellen/pl, Mediancmitagiso = 22,5 Zellen/ul) und zeigen keinen
signifikanten Anstieg zwischen den Messzeitpunkten. 178,1% betragt die
Wachstumsrate zwischen dem +60. und +150.Tag bei AL-Patienten, 125% bei CML-
Patienten. Normwerte erreichen jedoch beide Patientengruppen am Ende des
Beobachtungszeitraumes nicht.

e) Bei den CD56-positiven Zellen finden sich signifikante Unterschiede beim
Vergleich der beiden Patientengruppen. Abbildung 8 veranschaulicht die CD56"-
Zellrekonstitution bei CML-und AML-Patienten im Vergleich.
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Abbildung 8: Immunrekonstitution der CD56-positiven Zellen bei CML und AL nach
allogener Stammzelltransplantation

Normwerte erreichen beide Patientengruppen bereits am +60.Tag nach
Transplantation (Medianaitagso = 269 Zellen/ul, Mediancuitagso= 182 Zellen/ul).
Auffallig ist, dass Patienten der CML-Gruppe eine unter dem Gesamtdurchschnitt
bleibenden Anstieg an CD56"-Zellen (Mediancuitageo = 179 Zellen/ul, Mediancmtag1s0

= 190,5 Zellen/ul) aufweisen und verlangsamt repopulieren (WRcwmLTagso/150= 104,7%)
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Besonders am +90. und +150. Tag sind AL-Patienten signifikant (paLcmLTageo=0,006,
PALCMLTag150=0,02) im CD56"-Zellwachstum begtinstigt (Medianaitageo=271 Zellen/pl,
MedianaLtag150=256 Zellen/pl) und halten sich auf etwa gleichem Niveau ab dem +60.
Tag (WRaLTageoi150= 95,2%).

5.7 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch das Krankheitsstadium

Ausgehend von der Annahme, dass Patienten transplantiert in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien (advanced) eine langsamere Immunrekonstitution zeigen, wurden
zum Vergleich zwei Patientengruppen gebildet, wobei der ersten Gruppe Patienten
zugeordnet wurden, die sich in der ersten Komplettremission befanden oder in der
chronischen Phase der CML transplantiert wurden (n=11). Alle anderen Patienten mit
fortgeschrittenen Krankheitsstadien (n=60) wurden der zweiten Patientengruppe
zugeteilt. Nur rund finfzehn Prozent des Patientengutes erhielten demnach fruhzeitig
eine Transplantation.

In allen beobachteten Zellreihen waren Uber die Zeit keine statistisch signifikanten
Unterschiede zu beobachten, jedoch einige Auffalligkeiten zeigten hinsichtlich der
Wachstumsraten:

a) CD3-positive Zellen entwickelten sich nach Transplantation in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien annahernd wie der Gesamtdurchschnitt (Mediantageo=411
Zellen/pl, MedianTageo=544,5 Zellen/ul, MedianTag150=692 Zellen/ul) und wuchsen zu
allen Zeitpunkten signifikant (Ptage000=0,005, Prageo/150=0,004, Prageoi150=0). Im
Gegensatz zu den Zellen der Remissionsgruppe, die nicht signifikant anstiegen und
unter dem Durchschnitt blieben (Mediantagso=334 Zellen/ul, Mediantaggo=411
Zellen/pl, Mediantag150=472 Zellen/pl).

b) Das Wachstum der CD4"-Zellen war nicht signifikant verschieden in beiden
Gruppen.

c) Dieser Trend eines verbesserten Zellanstieges in der Fortgeschrittenengruppe
spiegelt sich vor allem im CD8"-Zellwachstum in beiden Gruppen wider, wobei CD8-
Zellen der Fortgeschrittenengruppe eine Wachstumsrate von 184% versus 166% in
der Remissionsgruppe vom +60. auf den +150. Tag aufweisen.

d) Auch das CD19"-Zellwachstum der Remissionsgruppe erscheint verzdgert bei
einer negativen Wachstumsrate vom +60. auf den +150.Tag von 96% (versus
164,7% in der Fortgeschrittenengruppe).
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e) Bei den CD56"-Zellen lielen sich keine Unterschiede im Wachstum ausmachen.
Tabelle 11 zeigt die erhobenen Daten der Zellentwicklung bezogen auf das
Krankheitsstadium.

Stadium -14.Tag + 60.Tag +90.Tag + 150.Tag
elllinie Rem advanced | Rem advanced | Rem advanced | Rem advanced

CD3"-Zellen/pl 1117 885 334 411 411 5445 472 692
CD4"-Zellen/pl 757 352,5 160 116 142 130 260 168,5
CD8"-Zellen/pl 376 406 212 237,5 252 281,5 352 436
CD4/CD8-Ratio | 1,65 | 1,06 1,28 0,47 0,8 0,47 0,57 0,57
CD19"-Zellen/pl 73 111 24 25,5 19 31 23 42
CD56"-Zellen/pl 166 130,5 201 229,5 177 240 213 239

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen p*": 0,01; p**: 0,01

Tabelle 11: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-

plantation bezogen auf das Krankheitsstadium

5.8 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch das Alter des Empfangers

Der Median fur das Empfangeralter lag bei den 71 Patienten bei 43 Jahren, der

jungste Patient wurde mit 18 Jahren, der Alteste mit 61 Jahren transplantiert.

Gegenubergestellt wurden eine Gruppe unter/gleich 40 Jahren (n=30) und eine

Gruppe Patienten Uber 40 Jahren (n=41). Die erhobenen Messwerte sind in Tabelle

12 wiedergegeben.

a,b,c) Bei der Rekonstitution der T-Lymphozyten fanden sich keine signifikanten

Unterschiede in beiden Gruppen.

Empfénger- -14.Tag + 60.Tag +90.Tag + 150.Tag

alt Zelllinie | <40 Jahre >40Jahre | <40 Jahre >40 Jahre | <40 Jahre >40 Jahre | <40 Jahre >40 Jahre
CD3"-Zellen/pl 816+ 1146 353 459 529 575 642,5 654
CD4"-Zellen/pl 329 448 132,5 105 130 140 188,5 159,5
CD8"-Zellen/pl 364*° 431 216,5 228 266 265 375 461
CD4/CD8-Ratio 1,2 1,03 0,67 0,42 0,55 0,46 0,66*° 0,55
CD19*-Zellen/pl 120 81 24 25 23,5 33 28** 52
CD56"-Zellen/pl 107,5 155 196 213 165*° 245 199 259

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen p*":0,027; p**: 0,037; p**:0,028; p**:0,05; p*>:0,057

Tabelle 12: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation bezogen auf das Empfangeralter
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d) Auffalligkeiten fanden sich im Bereich der CD19"-Lymphozyten. Diese waren am
Tag 150 bei den alteren Patienten signifikant hoher als bei den Jungeren
(PTag150,<40>40=0,05, Mediantag1s0,<40=28 Zellen/ul, Mediantagis0,-40=52 Zellen/pl), bei
einer Wachstumsrate von 208% vom +60. auf den +150.Tag (vs. WR<40=117%).

e) Auch die CD56-positiven Zellen scheinen bei den alteren Patienten besser zu
rekonstituieren bei einer Signifikanz am  +90.Tag  (Prageo<40>40=0,028,
MedianTaggo,<40=165 Zellen/pl, Mediantagoo>40=245 Zellen/ul). Normwerte werden
jedoch bereits am +60.Tag von beiden Gruppen erlangt (Mediantagso<s= 196
Zellen/pl, MedianTageo>40=213 Zellen/ul). Bei Patienten in der jingeren Altersklasse
bleiben die Zellen an jedem Untersuchungszeitpunkt unter dem Durchschnitt bei
einer CD56"-Wachstumsrate von 101,5% vom +60. auf den +150.Tag (versus
WRtags0/150,>40 =121,6%).

5.9 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch das Geschlecht des Empfangers

27 weibliche und 44 mannliche Patienten wurden transplantiert. Vergleicht man diese
zwei Gruppen hinsichtlich der Zelllinienentwicklung miteinander, zeichnen sich

Trends ab. Tabelle 13 veranschaulicht die erhobenen Daten:

Geschlech -14.Tag + 60.Tag +90.Tag + 150.Tag
elllinie weiblich méannlich | weiblich maéannlich | weiblich mannlich | weiblich mannlich

CD3*-Zellen/pl 1174 891 459 372 716" | 4715 717 617
CD4"-Zellen/pl 474 352,5 129 115,5 161 129,5 179 182
CD8"-Zellen/pl 382 426 230 218 418** 240 511 3415
CD4/CD8-Ratio 1,3 1,07 0,46 0,57 0,43 0,5 0,43 0,6
CD19"-Zellen/pl 85 96,5 24 26 25 31 27 46
CD56"-Zellen/pl 149 136 191 221 244 209 249 225

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen p*': 0,05; p**: 0,04

Tabelle 13: Geschlechtsbezogene lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation

a) CD3-positive Zellen erreichen bei weiblichen Patienten bereits am +90. Tag
Normwerte (Mediantagis0 = 717 Zellen/pl), wohingegen mannliche Patienten unter
dem Normwert bleiben (Mediantagiso = 471,5 Zellen/pl, pragiso = 0,05). Insgesamt
ubersteigen die CD3-positiven Zellen der weiblichen Patienten den Median der

CD3"- Zellen insgesamt (n =71). Das resultiert hauptsachlich aus dem signifikanten
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Unterschied der CD8"- Zellen am +90. Tag zwischen den Geschlechtern (prageo =
0,04, Medianytageo = 418 Zellen/pl, Medianmrageo = 240 Zellen/pl).

b) Bei den CD4"-Zellen ergeben sich bei beiden Geschlechtern keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Zellreihenentwicklung.

c) CD8"-Zellen wachsen bei den weiblichen Patienten vom +60. zum +150.Tag um
222%, wahrend bei den mannlichen Patienten eine Wachstumsrate von 157% zu
verzeichnen ist. Dies ist auch an der weiterbestehenden Inversion der CD4/CD8-
Ratio bei den weiblichen Patienten sichtbar (Medianratiowtagiso= 0,43,
MedianratomTag150= 0,6), der Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Abbildung 9 stellt

die Ergebnisse grafisch dar.
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Abbildung 9: Immunrekonstitution der CD8-positiven Zellen bei mannlichen und
weiblichen Patienten nach allogener Stammzelltransplantation

Anders verhalt es sich bei den

d) CD19-positiven Zellen: Hier nahert sich der Zeitverlauf der ,weiblichen Zelllinie®
dem Median aller Patienten an (Medianwtageo= 24 Zellen/ul, Medianytageo=25
Zellen/ul, Medianwtagi50=27 Zellen/pl, WRwtageo/150=113%), wahrend der Trend bei
den mannlichen Patienten besonders am +150.Tag auf ein verbessertes Wachstum
hin weist (Medianmrageo=26 Zellen/ul, Medianmtageo=91 Zellen/ul, Medianmrag150=46

Zellen/ul, WRmTag6O/150=1 77%).
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e) Die CD56-positiven Zellen nahern sich bei beiden Geschlechtern nach
Transplantation der Wachstumskurve der Gesamtheit des Patientengutes an und
zeigen keine signifikanten Unterschiede.

5.10 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch die Konditionierung

Die chemotherapeutische Vorbereitung zur allogenen Stammzelltransplantation ist
seit ihren Anfangen in standiger Diskussion und Gegenstand vieler klinischer
Studien. Sie liefert den Hauptanteil der therapieassoziierten Mortalitat und bedarf
daher naherer Betrachtung.

Hinsichtlich der Konditionierung wurden zwei Patientengruppen verglichen. In der
ersten Gruppe (n=38) wurden die Patienten klassisch myeloablativ konditioniert. In
jedem Therapieprotokoll fand sich TBI und/oder Cyclophosphamid (naheres siehe
Patienten und Methoden). In einer zweiten Gruppe wurden Patienten mit
dosisreduzierter Konditionierung (n=33) zusammengefasst, dabei erhielt der
Hauptteil (23/33) Fludarabin, Cyclophosphamid und Antithymozytenglobulin im
Vorfeld.

a) Das Wachstum der CD3"-Zellen war in beiden Gruppen Uber die Zeit annahernd
gleich und nicht signifikant voneinander verschieden. Lediglich die Wachstumsrate
von 179,2% vom +60. auf dem +150. Tag bei den myeloablativ Konditionierten ist
gegenuber der Vergleichsgruppe erhoht (WRredtagsor150=140,4%). Das lasst sich mit
den absoluten Zellzahlen am +60. Tag erklaren, die in der dosisreduzierten
Konditionierungsgruppe  hoher lagen  (Mediankiasstageo=335  Zellen/pul  vs.
Medianredtageo=471 Zellen/pl).

b) Die Zellen der CD4"-Zellpopulation sind zu allen vier Untersuchungszeitpunkten
signifikant (PwiassiredTagso=0,018, PkiassiredTageo=0,045, PuiassredTag150=0,009) voneinander
verschieden. Zwar zeigt sich in allen beiden Gruppen ein Wachstum, jedoch
repopulieren die Zellen der klassisch Konditionierten zu allen Zeitpunkten besser und
sogar uber dem Gesamtdurchschnitt (Mediankiasstageo=155 Zellen/pl, Medianyiasstagoo=
172,5 Zellen/ul, MedianiassTag150=228,5 Zellen/ul). CD4"-Zellen der dosisreduziert
Konditionierten bleiben im Gegensatz hinter der ersten Gruppe und dem
Gesamtdurchschnitt zurick (Median edragso=97,5 Zellen/pl, Median egrageo=116,5
Zellen/pl, Medianyedrag150=137,5 Zellen/pl). Abbildung 10 veranschaulicht dies:
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Abbildung 10: Immunrekonstitution der CD4-positiven Zellen nach allogener
Stammzelltransplantation bezogen auf die Konditionierung

c) Bezogen auf die CD8"-Zellen zeichnet sich jedoch ein anderes Bild ab: Signifikant
hoher sind die Zellen bei reduzierter Konditionierung schon am +60. Tag nach
Transplantation (Median edrageo=287,5 Zellen/ul vs. Mediankiasstagso=162,5 Zellen/yl,
PriassiredTagso= 0,05). Dieser Trend setzt sich bis zum +150.Tag fort
(Medianedtageo=305,5 Zellen/pl VS. MediankiassTageo=258,5 Zellen/pl,
Medianredrag150=456,5 Zellen/ul vs. Medianiasstag150=353,5 Zellen/yl).

Dieses Bild spiegelt sich zu allen vier Untersuchungszeitpunkten signifikant auch in
der CD4/CD8-Ratio wider. Die Erniedrigung der CD4"-Zellen und Erhéhung der
CD8"-Zellen fiihrt zu einer starkeren Inversion in der dosisreduziert konditionierten
Gruppe am +60. (Median.¢=0,36 vs. Medianyass=1,51), +90. (Median,eq= 0,37 vs.
Medianyass=0,74) und +150. Tag (Mediane4=0,33 vs. Mediangass=0,76). Alle
Vergleiche waren signifikant (PwiassiredTagso=0, Pkiass/redTagao=0,003, PkiassiredTag150=0).

d) Deutliche Unterschiede in beiden Gruppen gab es auch im CD19*-Zellwachstum.
Bei reduzierter Konditionierung waren die CD19*-Zellen am +60. Tag schon doppelt
so stark vertreten (Medianredrageo=45,5 Zellen/ul) als in der Vergleichsgruppe
(Mediankiasstagso=19,5 Zellen/ul) und signifikant verschieden (pkiassired=0,007). Auch
am +90. (Medianeqrageo=50 Zellen/pl vs. Medianyjasstagoo=20 Zellen/pl) und am +150.
Tag (Medianiedrag150=22,5 Zellen/pl vs. Mediangasstag150=59,5 Zellen/pl) sind die
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CD19"-Zellen der dosisreduziert Konditionierten signifikant stirker gewachsen
(Pxlass/iredTagoo=0, PriassiredTag150=0) als in der Vergleichsgruppe der myeloablativ
Konditionierten. Au3erdem rekonstituieren die Zellen der reduziert Konditionierten zu
jedem Untersuchungszeitpunkt besser als der Gesamtdurchschnitt, wohingegen die
Zellen der Vergleichsgruppe dahinter zurtckbleiben. Abbildung 11 verdeutlicht dies.
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Abbildung 11: Immunrekonstitution der CD19-positiven Zellen nach allogener
Stammzelltransplantation bezogen auf die Konditionierung

e) Beim Wachstum der CD56°-Zellen zeigt sich ein &hnliches Bild: Am +60.
(Medianq=304,5 Zellen/ul vs. Mediangass=178,5 Zellen/ul) und +90. Tag
(Medianq=288,5 Zellen/ul vs. Mediang.ss= 181,5 Zellen/ul) sind die CD56%-Zellen
signifikant hoher (PxiassiredTagso=0,017, PuiassiredTageo=0,002) als bei den dosisreduziert
Konditionierten. Auch am +150. Tag zeigt sich dieser signifikante Unterschied
(Medianedrag150=259 Zellen/ul, Medianiasstag150=199,5 Zellen/ul, pkiassiredtag1so= 0,019)
im schlechteren Wachstum der CD56%-Zellen bei myeloablativ Konditionierten.
Auffallig ist, dass die Anstiegsrate (85%) und damit auch die absoluten CD56"-
Zellzahlen bei dosisreduziert Konditionierten nach dem +60. Tag rucklaufig sind.
Beide Vergleichsgruppen konnen von Beginn des Beobachtungszeitraumes an

Normwerte erreichen.
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Tabelle 14 gibt alle Messdaten der Zellreihen nach Konditionierung wieder.

Konditionieru -14.Tag + 60.Tag +90.Tag +150.Tag
Zelllinie | ablativ reduziert | ablativ reduziert | ablativ reduziert | ablativ reduziert
CD3"-Zellen/pl 1031 | 8745 335 471 534 540,5 | 6525 | 6615
CD4"-Zellen/ul 466*" 338 155+ 97,5 | 172,5*° | 116,5 | 228,5*"* | 1375
CD8"-Zellen/pl 3845 | 4165 | 162,5* | 287,5 | 2585 | 3055 | 3535 | 456,5
CD4/CD8-Ratio 1,51** | 0,66 1,51*" 0,37 | 0,74" 0,37 | 0,76*™ | 0,33
CD19%-Zellen/ul 83 99,5 19,5*° 45,5 20*° 50 22,5 | 59,5
CD56"-Zellen/pl 159 125 | 178,5*° | 304,5 | 181,5*"° | 288,5 | 199,5*™ | 259

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen p*": 0,0059; p**: 0,009; p*>:0,018; p**:0,053; p**:0,007; p*>:0,017; p*':
0,00; p* 0,045; p*: 0,00; p*'°:0,002; p*'": 0,003; p*'* 0,009; p*'*:0,00; p*'*: 0,019; p*'*: 0,00

Tabelle 14: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation bezogen auf die Konditionierung

5.11 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch das Auftreten der Graft-versus-Host
Disease

Bei Zweiundvierzig der Transplantierten trat keine Graft-versus-Host Disease (Grad
0, n=19) oder nur eine leichte GVHD vom Grad 1 (n=23) auf. Der Altersmedian lag in
dieser Gruppe bei 43 Jahren. Neunundzwanzig Patienten waren von einer schweren
GVHD der Grade 2 (n=24), 3 (n=4) und 4 (n=1) betroffen (Grafisch dargestellt in
Abbildung 12). Der Altersmedian lag in dieser Gruppe bei 42 Jahren.

GVHD-Grad 1

GVHD-Grad 0 309,

27%

GVHD-Grad 4
1%

GVHD-Grad 3
6%

GVHD-Grad 2
34%

Abbildung 12: Auftreten der Graft-versus-Host Disease nach allogener Stammzell-
transplantation
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Grad 0 und 1 wurden einer gemeinsamen Gruppe zugeordnet, da es zwischen den
beiden keine signifikanten Unterschiede im Zellvergleich gab. Dies entspricht auch
dem klinischen Aspekt.

Tabelle 15 zeigt alle erhobenen Messdaten der beiden Gruppen.

GVHD-Grad -14.Tag + 60.Tag +90.Tag + 150.Tag
Zelllinie 0-1 2-4 0-1 2-4 0-1 2-4 0-1 2-4
CD3"-Zellen/ul 1006,5 893 447 336 530 718 618,5 807
CD4"-Zellen/yl 4415 307 125,5 116 126,5 161 187 179
CD8"-Zellen/l 397 411 2475 136 263 395 404 467
CD4/CD8-Ratio 1,00 1,27 0,43 0,69 0,51 0,43 0,56 0,57
CD19"-Zellen/ul 79 102 41+ 13 45 22 52,5 21
CD56"-Zellen/ul | 153,5 120 254** 171 227 200 229 213

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen p*": 0,001; p**: 0,03; p*>:0,018

Tabelle 15: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation unterschieden nach dem GVHD-Stadium

a) Betrachtet man die Entwicklung der CD3"-Zellen nach Transplantation fallt
zunachst auf, dass es keine signifikanten Unterschiede in der Zelllinienentwicklung
zwischen leichter/bzw. fehlender GVHD-Auspragung und schwerer GVHD gibt.
Jedoch machen sich besonders bei der Betrachtung der Zellanstiegsraten
Unterschiede bemerkbar. CD3-positive Zellen der ersten Patientengruppe (Grad 0
und 1) entwickeln sich bis zum +150. Tag nahezu ahnlich dem Gesamtdurchschnitt
aller einundsiebzig Patienten (Mediano;1gvHpTagso= 447 Zellen/pl, Mediano;1gvHpTageo=
530 Zellen/pl, Mediang/gvHpTagiso= 618,5 Zellen/ul) bei einer Anstiegsrate von
138,4% vom +60. auf den +150.Tag. Bei Patienten mit schwerer GVHD (Grad 2-4)
steigen die Zellen vom zunachst niedrigerem Niveau am +60. Tag (Mediana.
4GVHDTagso= 336 Zellen/pl) auf einen Median von 718 Zellen/pl am +90.Tag. Bei einer
Anstiegsrate von 240 % (vs.138,4%) zwischen dem +60. zum +150.Tag erreichen sie
am +150. Tag einen Median von 807 Zellen/ul. Dabei liegt der eigentliche
Wachstumsschub zwischen dem +60. und +90. Tag (WR 214%).

b) CD4-positive Zellen nahern sich in ihrem Wachstum einander an
(Mediano/1gvHpTagso=125,5 Zellen/ul, Mediano/1gvHpTageo=126,5 Zellen/ul,
Mediano/igvHpTag150=187  Zellen/pl,  Medianz.agvHpso=116  Zellen/ul,  Median..

4GVHDTagQO=161 Zellen/ul, Median2_4GVHDTag150=179 Zellen/ul), so dass die Ursache fur

56




die quantitativen Unterschiede bei den CD3-positiven Zellen eher bei den CD8"-
Zellen zu suchen sind:

c) CD8"-Zellen der ersten Gruppe ndhern sich erneut dem Gesamtdurchschnitt an
(Mediano/1gvHpTagso= 247,5 Zellen/ul, MediangicvHprageo = 263 Zellen/pl, Mediang
GvHDTag150 = 404 Zellen/pl). Findet sich jedoch eine schwere GVHD, so bleiben die
Zellen zunachst unter dem Gesamtdurchschnitt zurlck (Medianz.scvrpragso= 136
Zellen/ul, Inversion der Ratio auf 0,69), dann kommt es jedoch zu einem
Wachstumssprung zum +90. Tag hin (Medianz.sgvhpTageo= 395 Zellen/ul) bei einer
Anstiegsrate von 290,4% (vs. 106,4% bei GVHD Grad 0-1). Mit 467 Zellen/pl
(Median) am +150.Tag gleicht sich der Anstieg schliel3lich wieder an. Der Normwert
fur CD8-positive Zellen wird also am +60. Tag nur von den Patienten erreicht, die
keine oder nur eine leichte GVHD (Grad 1) ausbildeten. Insgesamt steht eine
Wachstumsrate von 343% vom +60. auf den +150. Tag bei schwerer GVHD, einem
Anstieg von 163,2% bei GVHD Grad 0 bis 1 entgegen.

d) Signifikanzen finden sich beim CD19"-Zellwachstum. In Abbildung 13 ist der
Zelllinienverlauf beider Gruppen grafisch dargestellt.
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Abbildung 13: Immunrekonstitution der CD19-positiven Zellen abhdngig vom
Auftreten einer GVHD nach allogener Stammzelltransplantation

Unter dem Gesamtdurchschnitt (n=71) blieben Patienten in ihrem CD19'-

Zellwachstum uber den gesamten Beobachtungszeitraum, wenn eine schwere
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GVHD auftrat (Medianz.agvHptagso= 13 Zellen/ul, Medianz.agvHptageo= 22 Zellen/ul,
Median,.4evrpTagis0=21 Zellen/ul). CD19"-Zellen, die keinem oder nur einem geringen
GVHD-Einfluss ausgesetzt waren, konnten Uber die Zeit besser rekonstituieren
(Mediang/1gvHpTagso=41 Zellen/pl, Medianog/1gvHpTageo= 45 Zellen/pl,
Mediano/igvHpTagiso= 52,5 Zellen/ul) und Ubertrafen in ihrem Wachstum sogar den
Gesamtdurchschnitt schon ab dem +60. Tag. Signifikante Unterschiede zeigten sich
am +60. (p=0,001) und am +150. Tag (p=0,003). Normwerte konnten jedoch von
keiner der beiden Gruppen erreicht werden.

e) CD56"-Zellen, die nicht oder nur durch eine leichte GVHD beeinflusst werden,
zeigen ein ahnliches Wachstum wie der Gesamtdurchschnitt (Mediang1gvHpTageo=
254 Zellen/pl, Median o/1cvHpTageo= 227 Zellen/ul, Mediang/1gvHpTagiso= 229 Zellen/pl)
und stagnieren nach Erreichen des Normalwertes auf annahernd gleichem Niveau. In

Abbildung 14 Iasst sich der Zelllinienverlauf verfolgen.
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Abbildung 14: Immunrekonstitution der CD56-positiven Zellen abhdngig vom
Auftreten einer GVHD nach allogener Stammzelltransplantation

Auffallig ist, dass am +60. Tag nach Transplantation CD56-positive Zellen bei
schwerer GVHD signifikant in ihrem Wachstum zurtckbleiben (Median,.
4GVHDTagso=171 Zellen/pl, pon vs. 2.4 = 0,012). Dieser Ruckstand wird aber bis zum +90.
Tag aufgeholt (Medianz.scvrpTageo= 200 Zellen/pl) und bleibt dann ausgeglichen
(Medianz.scvhpTagiso = 213 Zellen/ul). CD56"-Zellen sind auch in dieser Gruppe zu
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jeder Zeit normwertig und haben eine positive Wachstumsbilanz vom +60. auf den
+150.Tag (WR2_4GVHD=125% vs. WRo/1evHD = 900/0).

5.12 Beeinflussung der lymphozytaren Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation durch das Auftreten einer CMV-Infektion
21 Patienten von 71 entwickelten nach der Transplantation eine laborchemisch
nachgewiesene Zytomegalievirusinfektion. 50 Patienten blieben infektionsfrei.
Betrachtet man die T-Zellen beider Gruppen im Vergleich fallt Folgendes auf:
a) CD3-positive Zellen wachsen bis zum +90. Tag in beiden Gruppen ahnlich und
nahern sich dem Wachstum des Durchschnittes aller Patienten (Mediancmytagso=334
Zellen/pl,  MedianohnecmvTageo=426  Zellen/pl,  Mediancmvrageo=555  Zellen/pl,
MedianonnecmvTagoo=533Zellen/pl). Nur am +150. Tag zeigen Patienten mit
symptomatischer CMV-Infektion einen signifikanten Wachstumssprung
(Pcmvionne=0,01) auf einen Median von 850 Zellen/ul (WRTags0i150=254%), wahrend
CD3"-Zellen von Patienten ohne CMV-Infektion nur einen Median von 600 Zellen/pl
am +150.Tag erreichen (WRrtageoi150=141%). Das Wachstum der CD3-positiven
Zellen unter einer CMV-Infektion ist zwischen den Zeitpunkten stets signifikant
(PTags0/90=0,005, Prage0150=0,003, pPragsor1s0=0). Ohne CMV ist der Zuwachs an CD3"-
Zellen nur zwischen +60. und +150.Tag signifikant (prageo/150=0,004).
b) CD4-positive Zellen verhalten sich in ihrem Wachstum bis zum +150.Tag in beiden
Gruppen anndhernd gleich und sind nur am +60. Tag signifikant (p=0,02)
voneinander verschieden (Mediancmvtagso=97 Zellen/pl, MedianshnecmvTagso=139,5
Zellen/ul). CD4"-Zellen bei CMV-Infektion unterscheiden sich an jedem
Untersuchungszeitpunkt signifikant (Mediancmvtageo= 126 Zellen/yl,
MediancmvTag1s50=177 Zellen/ul, prags090=0,017, Ptageoi150=0,011, prageo/150=0,001) bei
einer Wachstumsrate von 182,5% vom +60. auf den +150.Tag. Ohne CMV-Infektion
findet sich dagegen eine Wachstumsrate von 130,5% (Medianhnecmvrageo=141
Zellen/pl, Medianchnecmvtag150=182 Zellen/pl).
c) Deutlich werden die Gruppenunterschiede bei der Auswertung der CD8-positiven
Zellen: In der Gruppe ohne CMV nahert sich die Wachstumskurve bis zum +150. Tag
der Grundgesamtheit, die Zellen erreichen bereits am +60. Tag Normwerte bei einer
Wachstumsrate von 120% vom +60. auf den +150.Tag (MedianohnecmvTagso=218
Zellen/pl, Medianghnecmvtageo=240 Zellen/ul, Medianghnecmvtag150=263 Zellen/ul). In der
CMV-Gruppe jedoch zeigt sich am +90. Tag ein Wachstumssprung (Mediancmyrageo=
500 Zellen/ul, WRrtags000=191%), der sich bis zum +150. Tag fortsetzt
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(Mediancmvragiso= 713 Zellen/pl, WRtagoo150=143%). Insgesamt steht eine
Wachstumsrate vom +60. auf den +150.Tag von 272% in der CMV-Gruppe, einer
Wachstumsrate von 121% in der CMV-freien Gruppe gegenuber. Dabei sind die
Zellen am +150. Tag in beiden Gruppen signifikant voneinander verschieden (p=0).
Das Verhaltnis der CD4"- zu CD8"-Zellen wird in der Ratio deutlich. Diese ist zu allen
drei Zeitpunkten signifikant verschieden (pragso=0, PTageo=0,01, prag150=0) und weist in
der CMV-Gruppe Uber die Zeit eine deutliche Inversion zugunsten der CD8"-Zellen
auf  (MedianratocmvTagso=0,28 vs. 0,69, Medianratocmvtageo=0,38 vs. 0,59,
MedianratiocmvTag150=0,26 vs. 0,67).

d) Bei der Betrachtung des CD19"-Zellwachstums fallt ein Niveauunterschied auf.
Am +60. Tag sind die Zellen unter CMV-Infektion signifikant (p=0) niedriger als in der
CMV-freien Gruppe (Mediancmvrageo= 12 Zellen/pl, Medianonnecmvragso= 34 Zellen/pl).
Die CD19"-Zellen der CMV-Gruppe kénnen diesen Riickstand jedoch bis zum +150.
Tag mit einer Wachstumsrate von 367% wettmachen (Mediancmvrageo= 19 Zellen/pl,
Mediancmyragiso= 44 Zellen/pl). Die CD19™-Zellrekonstitution in der CMV-freien
Gruppe stagniert dagegen ab dem +60. Tag auf niedrigem Niveau
(Mediancghnecmvtageo=36,5  Zellen/pl, Medianchecmvtagi50=32,5 Zellen/ul). Beide
Gruppen bleiben bis zum +150. Tag unter dem Normwert.

e) CD56"-Zellen unterscheiden sich in ihrem Wachstum zwischen den Gruppen nicht
signifikant und nahern sich dem der Gesamtheit mit Erreichen des Normwertes
bereits am +60. Tag.

Tabelle 16 zeigt die Messdaten der Zellrekonstitution unter CMV-Einfluss.

CcMVv -14.Tag + 60.Tag +90.Tag + 150.Tag
elllinie ja nein ja nein ja nein ja nein
CD3*-Zellen/pl 1146 945 334 426 555 533 850*° [ 600,5
CD4*-Zellen/pl 325 431 97+ 139,5 126 141 177 182
CD8*-Zellen/ul 482 3725 262 218 500 240 713* 263
CD4/CD8-Ratio | 0,62*" 1,37 0,28** | 0,69 0,38*° | 0,59 0,26*° | 0,67
CD19*-Zellen/l 75 103 12+ 34 19 36,5 44 32,5
CD56"-Zellen/pl 99 153,5 191 2295 200 241 195 255

* die fettunterlegten Zahlen bezeichnen Signifikanzen p*':0,02; p**: 0,02; p*:0,00; p**:0,00; p*>:0,00; p**:0,01; p*": 0,00; p**:
0,01

Tabelle 16: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation bezogen auf eine CMV-Infektion
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6 DISKUSSION

6.1 Einfuhrung

Die erfolgreiche allogene Stammzelltransplantation und damit auch die
Immunrekonstitution sind von vielen Einflussfaktoren abhangig, von denen einige in
dieser Arbeit genauer untersucht werden sollen.

Vor der Stammzelltransplantation bringt der Patient einige nicht beeinflussbare
Faktoren mit ein, wie sein Geschlecht und Alter sowie die bestehende maligne
Grunderkrankung. Beeinflussbare Transplantationsbedingungen wie zum Beispiel die
quantitative Zusammensetzung des Transplantates (Anzahl der transfundierten
CD34"-Zellen und CD3"-Zellen), die Qualitdt des Transplantates (Auswahl des
Spenders nach HLA-Typ und Geschlecht) und das Stadium der Grunderkrankung
konnen sich auf den Transplantationsverlauf auswirken.

Besonders die Wahl der Konditionierung ist fur den Transplantationserfolg
entscheidend, da bei der Behandlungsauswahl immer eine Gradwanderung
zwischen Toxizitat der verabreichten Therapeutika und erhoffter Eliminierung der
malignen Grunderkrankung besteht. Daher befindet sich die Frage nach der
zrichtigen® Konditionierung in aktueller Diskussion, klinischer Erprobung und zieht
auch in dieser Studie das Hauptaugenmerk auf sich.

Wichtige gefahrliche Komplikationen fur den Patienten, die besonders im ersten Jahr
nach Stammzelltransplantation auftreten, sind Infektionen (z.B. CMV) oder
Immunreaktionen des Transplantates gegen den Empfanger (GVHD), wobei hier nur
die akute GVHD aufgrund des gewahlten Untersuchungszeitraumes bis zum
+150.Tag gepruft werden konnte.

Alle beobachteten Einflussfaktoren wurden unter der Fragestellung der regelhaften
lymphozytaren Immunrekonstitution untersucht, da diese fur die Prognose des
Patienten mitentscheidend ist. Dabei ist besonders die Fruhphase nach
Transplantation zu beachten, da hier der Patient durch einen annahernd
vollstandigen Verlust der Immunkompetenz besonders gefahrdet ist. Eine
langerfristige Einschrankung der Immunkompetenz erhoht das Risiko fur Infektionen
und damit auch der therapieassoziierten Mortalitat. Die granulozytare
Immunrekonstitution wurde in dieser Studie vernachlassigt, da diese laut Literatur in
den meisten Fallen bereits 14 Tage nach Transplantation nachweisbar ist und

komplikationslos verlauft (Champlin et al. 2000). Bei unseren Patienten war dieser
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,Leukozytentake® (>1000 Leukozyten/ul peripheren Blutes) durchschnittlich am
+13.Tag zu verzeichnen, am +17. Tag waren im Mittel groRer 20000 Thrombozyten
/Wl nachweisbar.

Einige Studien wurden zur Rekonstitution der Lymphozyten nach allogener
Stammzelltransplantation bereits durchgefuhrt. Problematisch im Vergleich dieser
Studien ist jedoch die grof3e Heterogenitat bezuglich der Konditionierungsregime,
Transplantatzusammensetzung, Spenderauswahl und posttransplantarer

Immunsuppression.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

Das in der Studie untersuchte Patientengut (n=71) zeigte in allen Fallen ein
regelhaftes Angehen des Transplantates mit Messbarkeit aller lymphozytaren
Zellreihnen am +60.Tag nach Transplantation. Einen Anstieg der absoluten Zellzahlen
bis zum +150.Tag war bei den CD3"- (WRragso/150 167%), den CD4™- (WRTageo/150
154%), den CD8"- (WRragsoi150 190%) und den CD19"-Zellen (WRragso/150 129%) zu
verzeichnen. Dabei war der Anstieg der CD3-positiven Zellen zwischen den
Stichtagen immer signifikant, bei den CD19"-Zellen nur zwischen dem +60.und
+150.Tag. Am schnellsten rekonstituierten CD3*- und CD8"-Zellen, dann CD56-
positive  Zellen, dann CD4"-und zum Schluss CD19"-Zellen. Unter
Normalbedingungen sollten gemessen an der absoluten Zellzahl am meisten CD3"-,
dann CD4'-, dann CD8"- und zuletzt zirka gleiche Zahlen an CD19"-und CD56"-
Zellen im peripheren Blut vorhanden sein. Die Zellreihen verhalten sich
posttransplantationem untereinander also nicht ,normal®“. Normwertig waren am
+150. Tag nur die Zellwerte fir CD8"-Zellen und fiir CD56-Zellen, die diesen
Normwert bereits am +60.Tag erreichten. Grundsatzlich kann man also vermerken,
das CD8-positive Zellen und CD56-positive Zellen nach Transplantation am besten
rekonstituieren, ja sogar relativ unbeeinflusst von den Rahmenbedingungen. Auch
dass CD3"-Zellen anniahernd Normwerte bis zum +150. Tag erreichen, lasst sich
sicher nur anhand des guten CD8"-Zellwachstums erklaren. Am meisten durch die
Transplantationsbedingungen in Mitleidenschaft gezogen werden CD4-Zellen und
CD19"-Zellen, die noch am +150.Tag keine Normwerte erreichen. Dies spiegelt sich
auch in der CD4/CD8-Ratio wider, die eine Inversion < 1 bis zum +150.Tag zeigt. Die
Ergebnisse zur lymphozytaren Immunrekonstitution unserer Studie unterstutzen

damit die Daten aus der Literatur (Pavletic et al. 1998, Shenoy et al. 1999, Rondelli
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et al. 2000, Heining et al. 2007). Dass insbesondere die frihe Zellrecovery nach
Transplantation positiv mit dem Langzeituberleben korreliert (Pavletic et al. 1998),
konnte eine Stimulation der Lymphopoese mit Wachstumsfaktoren oder Interleukinen
posttransplantationem  sinnvoll erscheinen lassen, beziehungsweise eine
Stratifizierung fur Interventionen Gber eine Studienuntersuchung anregen.

In der Vergangenheit war die Stammzellausbeute (CD34"- Stammzellanzahl im
Transplantat) aus dem Knochenmark begrenzt. Die zunehmende Verwendung von
mobilisierten Stammzellen aus dem peripheren Blut eroffnet jedoch neue
Perspektiven. Studien zeigten, dass stammzellangereicherte Transplantate die Zeit
bis zum Transplantatanwachsen verkurzen und die Immunrekonstitution dadurch
beschleunigen kénnen (Shpall et al. 1998, Uchida et al. 1998). Anhand von
Tierversuchen konnten Chen und Kollegen (2004) nachweisen, dass insbesondere
T-und B-Zellen ein schnelleres Wachstum zeigen und die
Wachstumsgeschwindigkeit mit der infundierten Stammzelldosis positiv korreliert ist.
AuRerdem konnte beobachtet werden, dass eine hohe Stammzelldosis die
Thymopoese, also auch das T-Zellrepertoire und die T-Zelldiversitat fordert,
begrundet durch einen hoheren Input an Ilymphoiden Stammzellen und T-
Precursorzellen in den Thymus. Bereits 67 Patienten erhielten in dieser
Datensammlung periphere Blutstammzellen und nur vier Patienten ein
Knochenmarktransplantat. Die infundierte CD34"-Menge zeigte in keiner der
Zelllinien einen signifikanten Unterschied der Zellentwicklung nach Transplantation,
dabei wurden zwei Gruppen gebildet mit einer Stammzellgabe kleiner (n=25) und
grolder (n=45) 6x10° CD34"-Zellen/kg Korpergewicht des Empfangers. Tendenziell
scheinen CD4'-, CD8'- und CD19'-Zellen in ihrem Wachstum bei hoherer
Stammzellmenge bevorteilt zu sein. Das betrifft vor allem den +60. und +90.Tag
postransplantationem. Bezuglich des ,Leukozytentakes® finden sich nur minimale
Unterschiede (+12,5 Tage bei Infusion <6x10°Zellen/kgKG vs. +13 Tage bei Infusion
>6x10° Zellen/kgKG). Ebenso waren in beiden Gruppen am durchschnittlich +14.Tag
>20000 Thrombozyten pro ul Blut bestimmbar. Laut unserer Studie ist eine erhohte
Stammzellmenge im Transplantat nicht signifikant gleichbedeutend mit einer
schnelleren Immunrekonstitution, schadet dieser jedoch auch nicht. Transplantate
mit geringeren Stammzellmengen, besonders auch aus dem Knochenmark sind also,
was auch die jahrelange klinische Anwendung beweist, genauso fahig, eine
Immunkompetenz beim Empfanger zu entwickeln. Nakamura et al. (2008) konnten

63



statistisch belegen, dass eine CD34*-Zelldosis >4,2x10°kgKG eine schnellere
lymphozytare Immunrekonstitution am Tag +30 nach Stammzelltransplantation
hervorruft und mit einem verminderten Rezidivrisiko einhergeht. Maoglicherweise
besteht hier ein immunvermittelter protektiver Effekt der CD34-Zellen gegen ein
Wiederaufflammen der malignen Grunderkrankung.

Ahnlich verhdlt es sich mit der infundierten CD3*-Zellmenge. Zur
Gruppenunterscheidung wurde eine Zellzahl von 300x10° Zellen/kgkG gewahlt. Auch
hier waren beim Vergleich beider Gruppen (Nn<soox10°=24, nN>300x10°=36) keine
signifikanten Unterschiede im Zellwachstum auszumachen. Tendenziell war erneut
ein verbessertes Wachstum von CD3"-, CD8"-, und CD19"-Zellen, besonders zum
+150. Tag hin, bei erhohter CD3"-Zellinfusion nachweisbar. Relativ unbeeinflusst
blieben CD4"-und CD56-Zellen von der hoheren CD3*-Menge im Transplantat.
Mehr CD3"-Zellen im Transplantat wirken sich nicht negativ auf die
Zellreihenentwicklung aus. Laut Shenoy und Kollegen (1999) geht T-Zell-depletion
mit einer reduzierten Immunrekonstitution nach Transplantation einher. Da in dieser
Studie nur unmanipulierte Transplantate eingesetzt wurden, lasst sich dazu keine
Aussage treffen. Nicht unerwartet verhielten sich hingegen die GVHD-Raten. Zu 70
% trat bei weniger als 300x10° CD3*-Zellen/kgkG keine GVHD oder nur eine leichte
GVHD auf. Die restlichen 30 % der Patienten entwickelten nur eine GVHD vom Grad
2 und keine schweren Formen. Wurden >300x10° CD3*-Zellen/kgKG infundiert
entwickelten 51% der Patienten keine GVHD oder eine GVHD vom Grad 1. 49% der
Patienten in dieser Gruppe zeigten jedoch das Bild einer GVHD vom Grad 2 bis 4 ,
davon 27% der Grade 3 und 4. Eine héhere CD3"-Zellanzahl im Transplantat stellt
einen Risikofaktor fur das Auftreten einer GVHD und deren schweren Formen dar.
Das erscheint unter dem Blickwinkel der davon in dieser Studie unbeeinflussten
Immunrekonstitution ungunstig fur das Outcome des Patienten, da die GVHD eine
Hauptkomplikation nach Transplantation stellt. Diese Argumentation steht erneut im
Widerstreit mit dem erwinschten GVL-Effekt, der mit zunehmender Reduktion des T-
Zellgehaltes im Transplantat verloren geht. Ziel muss es also sein, die T-Zellzahl im
Transplantat zu finden, die den Patienten nicht gefahrdet und gleichsam im Kampf
gegen den malignen Zellklon wirksam werden kann. Die frihe Immunrekonstitution
nach Transplantation wird erstens durch die Quantitat der transferierten Zellen
bestimmt und zweitens durch eine Neubildung aus den Spenderstammzellen. Da T-

Zellen eine Lebenszeit von Monaten bis Jahren haben, ist davon auszugehen, dass
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die gezahlten T-Zellen im Empfanger in der Frihphase nach Transplantation
hauptsachlich dem Transplantat entstammen und nur in geringem Malde einer de-
novo-Synthese aus Spenderzellen (Storek et al. 1995, Heitger et al. 1997,
Castermans et al. 2008). Dumont-Girard und Kollegen (1998) fanden mittels
Zellmarkern an T-Zell-depletierten Transplantaten heraus, dass die Thymusfunktion
erst zirka sechs Monate nach der Transplantation einsetzt. Untermauert wird diese
Hypothese durch zahlreiche Untersuchungen, die belegen, dass das langsame T-
Zellwachstum vor allem durch die verringerte Thymusfunktion im Empfanger
bestimmt wird, einerseits verursacht durch die physiologische Thymusinvolution im
Alter, aber auch durch eine additive Schadigung durch die Konditionierung (Roux et
al. 2000, Hakim FT 2002), GVHD-Entwicklung (Grad 2 oder hoher) und zusatzlicher
posttransplantarer Immunsuppression bei allogenen Transplantationen.
Insbesondere die Verwendung von ATG in hohen Dosen sowie Vorbehandlung mit
TBI bewirken ein verringertes CD4"-Zellwachstum. Die Verwendung von Steroiden
zum Beispiel bei Auftreten einer GVHD hemmt die T-Zellaktivierung durch negative
Effekte auf IL-1 und IL-6 (Hakki et al. 2003). Bleibt jedoch die Frage offen, warum
gerade CD8'-Zellen trotz gleicher Differenzierung im Thymus  ungestort im
Wachstum bleiben. Es mussen also noch andere Faktoren existieren, die das T-
Zellwachstum spezifisch beeinflussen. Im Gegensatz dazu scheinen CD56-Zellen in
ihrer Entwicklung nicht durch die Quantitat an transfundierten Zellen limitiert zu sein,
da sie in unserer Studie bereits zwei Monate nach Transplantation Normwerte
erreichen und diese bis zum Beobachtungsende aufrechterhalten. Studien von
Witherspoon (1995), Keever et al. (1993), Hauch et al. (1990) und Storek et al.
(2001) konnten ebenso belegen, dass die CD56°-Zellfunktion friihzeitig nach
Transplantation wiederkehrt. Mit ihrer Eigenschaft Zielzellen und insbesondere in
vitro auch Tumorzellen, ohne vorherige Antigenstimulation lysieren zu konnen,
scheinen sie nach neueren Erkenntnissen auch wichtige Effektorzellen im Kampf
gegen das Tumorwachstum zu sein. Dieser Antitumoreffekt konnte besonders in der
Frihphase nach Transplantation bei bestehender T-Zelldefizienz vorteilhaft zum
Tragen kommen. Im Tierversuch registrierten Jiang et al. (1997) bei der
Transplantation T-Zell-depletierten Knochenmarkes mit CD56%-Zellretention nur
minimale GVHD-Raten, das heil’t, dass dieser ,Tumorzelllyseeffekt” nicht mit einer
Reaktion gegen Empfangergewebe erkauft wird. Dunbar et al. (2008) konnten in
einer klinischen Studie zeigen, dass eine schnelle Rekonstitution von CD56%-Zellen
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mit einer verminderten Rezidivrate einhergeht. Hervorzuheben ist, dass diese bei
dosisreduzierter Vorbehandlung nicht mit einer erhdhten GVHD-Rate assoziiert ist.
Die weitere Forschung auf dem Gebiet der CD56"-Rekonstitution nach
Transplantation konnte also neue prognostische und therapeutische Optionen
eroffnen.

Die HLA-Kompatibilitat ist fur eine Stammzelltransplantation essenziell, sie
beeinflusst laut Literatur das Angehen des Transplantates, das GVHD-Auftreten und
die Infektionsrate. Auch diese Hypothesen wurden anhand der vorliegenden Daten
untersucht. 33 Patienten erhielten eine Familienspende, davon waren 23 HLA-
identisch, 10 jedoch mit einem Mismatch behaftet. Gegenubergestellt wurden 38
Patienten, die eine freiwillige unverwandte Spende erhalten hatten, wobei nur ein
HLA-Mismatch auftrat. Es zeigten sich Unterschiede in der zellularen Rekonstitution
je nach dem, ob ein Familien- oder Fremdspender vorlag. Dieser Unterschied zieht
sich mit einer besseren Rekonstitution fur Familientransplantate tendenziell durch
alle Zelllinien. Signifikanzen zeigen sich aber vor allem bei den T-Lymphozyten: Im
CD3"-Zellbereich zeigt sich ein deutlich verbessertes Wachstum, besonders in der
Frihphase nach Transplantation, die absoluten Zellzahlen am +60. und +90.Tag sind
signifikant besser als nach Fremdspende. Diese Beobachtung durfte in dem
verbesserten CD8"-Zellwachstum nach Familienspende an eben genannten
Zeitpunkten basieren. CD8"-Zellen steigen bei Familienspendern bereits am +60.
Tag signifikant hoher ein und unterscheiden sich auch am +150.Tag signifikant von
Fremdspendertransplantaten. Heining et al. (2007) konnten ebenfalls zeigen, dass
bei Fremdspende CD4*-Lymphopenien nach Stammzelltransplantation beobachtet
werden. Berucksichtigt man also nur die Immunrekonstitution nach Transplantation,
ist also ein Familienspender, trotz HLA-Mismatch, einem Fremdspender vorzuziehen.
Naturlich ist es aus Kklinischer Sicht so, dass erst nach Ausschluss des
Vorhandenseins eines Familienspenders (HLA-identisch) eine Fremdspendersuche
eingeleitet wird. Die Unterschiede in der Zellregeneration sind deutlich,
problematisch ist diese Argumentation dennoch, da die unverwandte Spende zwar
eine hohere Komplikationsrate tragt, schon wegen der hoheren GHVD-Raten, aber
im Gegenzug eine bessere Wirksamkeit gegen den malignen Zellklon zu haben
scheint. Betrachtet man die GVHD-Raten in dieser Studie, so fallt auf, dass nach
Familienspende zu 67% keine oder nur eine GVHD des 1. Grades auftrat. Bei

Fremdspendern waren es mit 53% weniger Patienten. Trotz des Auftretens schwerer

66



GVHD-Stadien bei Fremdspendern sind hier keine hoheren T-Zellraten zu
beobachten. GVHD kann also in diesem Fall nicht das verbesserte Zellwachstum bei
Familienspendern erklaren. Erwahnenswert in diesem Zusammenhang ist auch, dass
innerhalb der Familienspendergruppe bei Patienten mit HLA-identischen
Transplantaten zu 78% keine oder nur eine leichte GVHD auftrat, wahrend bei einem
Mismatch dies nur zu 40% geschah. Am gunstigsten auf die GVHD-Prophylaxe
scheint sich die HLA-identische Familienspende auszuwirken. Hinsichtlich der zu
erwartenden hoheren Infektionsraten nach Fremdspende decken sich unsere
Beobachtungen mit der Literatur. 76% der Transplantierten nach Familienspende
entwickelten keine symptomatische = CMV-Infektion, wohingegen in der
Fremdspendergruppe 66% ,CMV-frei“ blieben. Wichtigster Prognosefaktor fur die
CMV- Infektion ist jedoch nicht die HLA-Kompatibilitat, sondern der Serostatus von
Empfanger und Spender pratransplantationem. Bei Seronegativitat beider kam es in
allen Fallen (29 von 71 Patienten) nicht zu einer symptomatischen CMV-Infektion
unabhangig vom HLA-Status. 44% in der Familienspendergruppe und 32% in der
Fremdspendergruppe bildeten trotz Seropositivitat des Spenders oder des
Empfangers keine CMV-Infektion aus, so dass der Infektionsausbruch durchaus
positiv zu beeinflussen ist. Eine verbesserte T-Zellimmunrekonstitution, wie sie durch
eine Familienspende erreicht wird, kann dann gleichbedeutend mit einer
verbesserten Immunabwehr verstanden werden. Das allgemeine Uberleben
unterscheidet sich bei HLA-identischer verwandter oder unverwandter Spende nach
Ottinger et al. (2001) nicht. Besteht bei VUDs fur HLA-Antigene eine volle
Kompatibilitat, so ist das Risiko fur eine akute GVHD geringer als bei einer nicht-voll-
HLA-identischen Situation. Ob Mismatch oder nicht, so ist die ,unverwandte Spende*
immer mit einem groReren GVHD-Risiko behaftet als die Spende von einem komplett
HLA-identischen Verwandten (Apperley 1998, S.38).

Des Weiteren wurde gepruft, ob das Geschlecht des Spenders auf die
Immunrekonstitution nach Transplantation einwirkt. Es gibt Hinweise darauf, dass
weibliche Spender, insbesondere durch Geburten und Aborte, vermehrt alloreaktive
T-Zellen in sich tragen. In unserer Studie hat das Spendergeschlecht keinen
signifikanten Einfluss auf die Immunrekonstitution des Empfangers, obgleich bei
weiblichen Spendern, besonders bei CD8'- und CD19"-Zellen, verbesserte
Wachstumsraten zum +150. Tag hin bestehen. Zu 45,5% entwickelten Empfanger
weiblicher Transplantate schwere GVHD-Formen, im Gegensatz dazu nur 38,7% der
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Empfanger mannlicher Transplantate. Weiterhin wurden entsprechend der klinisch
vermuteten hochsten Risikosituation bei weiblichem Spender und mannlichem
Empfanger diese Gruppe (n=14) und die Konstellation mannlicher Spender und
mannlicher Empfanger (n=35) verglichen. Hinsichtlich des Zellanstieges nach
Transplantation ergaben sich auch hierbei keine signifikanten Unterschiede. Stern et
al. (2008) konnten jedoch zeigen, dass die Kombination weiblicher
Spender/mannlicher Empfanger mit einer Zunahme der chronischen GVHD, einer
erhohten  Transplantat-assoziierten Mortalitdt und  einem  verringerten
Gesamtuberleben verbunden ist. Die Rezidivrate ist geringer, jedoch unterstitzen
diese Aussagen die klinische Praxis weibliche Spender fur mannliche Empfanger zu
vermeiden.

Auch muss die Frage gestellt werden, ob und wie sich die Grunderkrankung des
Empfangers auf den Rekonstitutionsverlauf der Lymphozyten nach Transplantation
auswirkt. Gegeneinander aufgewogen wurden akute Leukamien (n=33) und die
chronisch myeloische Leukamie (n=28). Andere Grunderkrankungen (z.B. NHL, Mb.
Hodgkin) wurden aufgrund geringer Fallzahlen vernachlassigt. Betrachtet man die T-
Zellen, so gibt es keine signifikanten Unterschiede, jedoch Trends. Insgesamt
scheinen CD3"- und CD8"-Zellen unter dem Therapieregime bei akuten Leukadmien
weniger zu leiden. Dieser Vorsprung der AL-Patienten scheint sich besonders in den
ersten zwei Monaten bemerkbar zu machen, sich dann aber Gber den +150. Tag
hinaus einander anzugleichen. CD4"-Zellen verhalten sich Uber den
Beobachtungszeitraum &quivalent. Bei CD19"-und CD56"-Zellen ist der Unterschied
besonders am +90. und +150.Tag nach Transplantation signifikant verschieden. Hier
profitieren die Zellen von AL-Patienten von einem Wachstumsvorsprung. Akute
Leukamien im Vorfeld der Transplantation scheinen also bessere Erfolge hinsichtlich
der Immunrekonstitution zu versprechen. Da sich die verbesserte
Immunrekonstitution vor allem auf CD19"-Zellen bezieht, ist das eine interessante
Feststellung, da es insbesondere das problematische CD19"-Zellwachstum nach
Transplantation zu verbessern gilt. Auch Rondelli und Kollegen (2000) machten bei
einem  Vergleich  der  Immunrekonstitution bei  AML-, CML-  und
Plasmozytompatienten die Beobachtung, dass CML-Patienten ein schlechteres
Zellwachstum zeigen, insbesondere der T-Zellpopulation. Patienten mit einer akut-
leukamischen Grunderkrankung scheinen also hinsichtlich der lymphozytaren
Immunrekonstitution bevorteilt zu sein. Moglicherweise handelt es sich bei diesen
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Beobachtungen jedoch auch um Uberlagerungseffekte. 82,4% der CML-Patienten in
unserer Studie erhielten eine klassische Konditionierungsbehandlung hauptsachlich
mit TBlI und Cyclophosphamid, wahrend in der AL-Gruppe nur knapp 40 % der
Patienten dementsprechend konditioniert wurden. Patienten mit akuter Leukamie
hatten also in zirka 60% eine reduzierte Vorbehandlung, die sich laut unseren Daten
insbesondere glinstig auf das CD19"-Zellwachstum auswirkt.

Entsprechend der Hypothese, dass eine lange Krankheitsdauer und das Auftreten
von Rezidiven nach Primartherapie eine verlangsamte Immunrekonstitution
posttransplantationem hervorbringen, haben wir die 11 Patienten in der ersten
Remission oder in der chronischen CML-Phase, 60 Patienten mit fortgeschrittenen
Krankheitsstadien gegenubergestellt. Signifikante Unterschiede lieRen sich
zwischen den Zellreihen nicht ausmachen. Jedoch war das Wachstum der CD3"-
Zellen, der CD4"-und CD8"-Zellen in der Fortgeschrittenengruppe zu allen Zeiten
signifikant beschleunigt. Auch hinsichtlich des CD19"-Zellwachstums blieb die
Remissionsgruppe erstaunlicherweise hinter der Fortgeschrittenengruppe mit einer
negativen Wachstumsrate von 96% vom +60. auf den +150.Tag zuruck. Nur die
CD4*-Zellen scheinen (ber die Zeit tendenziell besser in der Remissionsgruppe zu
populieren. Auch hinsichtlich dieser Beobachtung lasst sich alles auf einen
Zusammenhang mit der Konditionierung zurlckfiihren. Uber dreiviertel der Patienten
in der Remissionsgruppe wurden klassisch konditioniert, wohingegen zirka die Halfte
der Patienten in der Fortgeschrittenengruppe reduziert konditioniert wurden. Daher
erklart sich auch das schnellere Wachstum der CD8"-Zellen und CD19"-Zellen in der
Fortgeschrittenengruppe. Nur die CD4"-Zellen repopulieren in der Remissionsgruppe
tendenziell besser, vermutlich aufgrund des fehlenden Einsatzes von
Antithymozytenglobulin bei klassischer Konditionierung.

Fur die Stammzelltransplantation existierten bisher klar definierte Altersgrenzen.
Allogen mit verwandtem Spender sollte nicht Uber das 50. Lebensjahr, bei
unverwandtem Spender nicht Uber das 45. Lebensjahr hinaus transplantiert werden.
Ausgehend davon war die Frage zu klaren, ob hoheres Lebensalter sich bei
unserem Patientengut negativ auf die Immunrekonstitution ausgewirkt hat. Im
Median lag das Lebensalter dieser Studie bei 43 Jahren. Daher wurden Patienten
zwei Gruppen, einer unter/gleich 40 Lebensjahren (n=30) und einer Uber 40
Lebensjahren(n=41), zugeordnet. T-Lymphozyten entwickeln sich in beiden Gruppen
vergleichbar nach Transplantation. Annahernd signifikant verschieden ist allein die
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CD4/CD8-Ratio am +150.Tag. Dies ist anhand des quantitativ besseren Wachstums
von CD8"-Zellen in der alteren Gruppe und des schlechteren CD4"-Wachstums in
dieser Gruppe zu erklaren. Signifikant bessere Zellzahlen zeigen jedoch CD19"-
Zellen von alteren Patienten am +150.Tag bei einer Wachstumsrate von insgesamt
208% auf den +150.Tag. Auch zwischen den Zeitpunkten ist das Wachstum in dieser
Zellgruppe bei Alteren signifikant. Bei der Betrachtung der CD56"-Zellen kénnen sich
diese in der alteren Patientengruppe auf hoherem Niveau konsolidieren und sind
signifikant am +90. Tag von den CD56"-Zellen jlingerer Patienten verschieden. Beide
Altersklassen erreichen jedoch mit dem +60.Tag Normwerte, die CD56"-Zellen der
Patienten unter 40 Jahren bleiben jedoch in ihrem Wachstum unter dem
Gesamtdurchschnitt zurick. Bezieht man weitere wichtige Einflussfaktoren mit ein,
ergibt sich folgendes Bild: Die Vergleichbarkeit in der T-Lymphozytenentwicklung
lasst sich auch in der ahnlichen Verteilung von GVHD und CMV-Infektion in den
Altersgruppen erkennen. Vergleicht man die Verwendung der Konditionierungsarten
in beiden Gruppen, findet man Auffalligkeiten: Zu 67% wurde bei Patienten unter 40
Jahren klassisch (hauptsachlich TBI und Cyclophosphamid) konditioniert. Bei
Patienten Uber 40 Jahren wurde zu 58% eine reduzierte Vorbehandlung gewahlt,
insbesondere begrindet in der Tatsache, dass altere Patienten starker mit
Komorbiditaten behaftet sind als Jungere. Hier liegen Grinde fur das verbesserte
CD19"- und CD56"-Zellwachstum und die CD4"-Zelldepression. 76 % der Alteren
erhielten Transplantate von Familienspendern, davon der Hauptteil HLA-identisch
(15 von 21 Patienten). Dementgegen wurden 60% der Jungeren durch die Hilfe von
Fremdspendern transplantiert. Auch hier konnten Grunde fuar ein schlechteres
Zellwachstum liegen. Hoheres Alter stellt also fur den Patienten keine
Kontraindikation zur Transplantation dar, dabei scheint sich eine reduzierte
Konditionierung auf die Immunrekonstitution gunstig auszuwirken. Kim et al. (2007)
konnten in einer Studie mit Patienten, die myeloablativ und dosisreduziert
konditioniert wurden, ebenfalls den Vorteil einer dosisreduzierten Konditionierung fur
Patienten in fortgeschrittenen Krankheitstadien oder hoheren Alters belegen. Hier
zeigte sich eine 1-Jahresuberlebensrate von 44% bei Patienten mit dosisreduzierter
Vorbehandlung, im Vergleich zu 15% bei Patienten mit myeloablativer
Vorbehandlung.

Weiterhin konnten wir feststellen, dass das Geschlecht des Empfangers keinen

wesentlichen Einfluss auf die Rekonstitution der lymphozytaren Zelllinien zu haben
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scheint. Signifikant verschieden war lediglich das CD8"-Zellwachstum am +90. Tag.
Im Mittel 418 Zellen/ul bei weiblichen Patienten standen hier 240 Zellen/ul bei
mannlichen Patienten entgegen. Ursachlich hierfur konnte sein, dass bei weiblichen
Patienten zu 44 % eine GVHD der Grade 2-4 auftrat, wohingegen bei den Mannern
39% diese GVHD-Stadien ausbildeten. Diese starkere Neigung zu schweren GVHD-
Erkrankungen Iasst sich mit den hdheren CD8"-Werten in Zusammenhang bringen.
Die Ausbildung einer CMV-Infektion jedoch nicht. 32% der Manner (14 von 44
Patienten) entwickelten eine symptomatische CMV-Infektion, bei den Frauen waren
es mit 26% (7 von 27 Patienten) weniger.

Die Frage nach der effektivsten Konditionierung war in der Vergangenheit und
Gegenwart Basis zahlreicher klinischer Studien (Schetelig et al. 2004, Sorror et al.
2004, Baron et al. 2004, Diaconescu et al. 2004, Saito et al. 2003, Petersen et al.
2003, Slavin et al. 1998, Subira et al. 2003 etc.). Verschiedene Forschungsgruppen
haben bereits gezeigt, dass die Applikation hochimmunsuppressiver Medikamente
einschlieBlich Fludarabin, ATG oder Niedrigdosisradiatio in ein langanhaltendes
Engraftment der Empfangerzellen munden konnen (Giralt et al. 1997 und 2001,
McSweeney et al. 2001, Khouri et al. 1998, Slavin et al. 1998, Sykes et al. 1997). Wir
verglichen in unserer Studie Patienten die klassisch myeloablativ konditioniert
wurden (n=38) mit denen, die eine sogenannte dosisreduzierte Konditionierung
erhielten (n=33). Der Altersmedian lag in beiden Gruppen bei 42 bis 43 Jahren. Man
findet signifikante Unterschiede in der Zellrekonstitution, wenn die Konditionierung
verschieden ist. CD8-Zellen sind am +60. Tag, CD19"-und CD56"-Zellen zusatzlich
am +90. und +150. Tag signifikant starker angewachsen, wenn reduziert konditioniert
wurde. Diese Beobachtung konnte auch von Baron und Kollegen (2004) in einer
Studie mit reduzierter Konditionierung von 120 Patienten gemacht werden. Eine
reduzierte Konditionierung scheint sich positiv auf die Zellentwicklung auszuwirken.
Begrundet ist dies durch eine starkere Knochenmarkschadigung bei klassischer
Konditionierung. Lediglich bei den CD4"-Zellen fanden sich Vorteile im Anstieg bei
der myeloablativen Konditionierung. Das erscheint zunachst verwunderlich, jedoch
erhielten 29 von 33 Patienten bei der reduzierten Konditionierung
Antithymozytenglobulin, das hier fur eine Hemmung von T-Helferzellen durch
langerfristige Zirkulation im peripheren Blut verantwortlich sein konnte. Der
pratransplantare Einsatz von ATG erfolgte vor allem zur Bekraftigung der

Immunsuppression und Sicherung des Engraftments, um das Auftreten einer
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TransplantatabstoRung und einer GVHD zu vermeiden. Es bewirkt, dass nicht nur die
T-Zellen des Empfangers gebunden werden, sondern auch die des Spenders, so
dass eine ungewollte , in-vivo T-Zell-depletion“ des Transplantates (Bornhauser et
al. 2000) und so auch eine erhohte Anfalligkeit gegenuber Infektionen auftritt.
Jakubowski et al. (2007) verwendeten in Kenntnis dessen, ein zytoreduktives
Konditionierungsregime bestehend aus TBI, Fludarabin und Thiotepa ohne ATG und
konnten ein stabiles Engraftment mit geringer GVHD-Inzidenz nach allogener
Stammzelltransplantation nachweisen. Der Einsatz von Antithymozytenglobulin wird
daher in klinischen Studien weiter diskutiert.

Patienten, die in dieser Studie reduziert konditioniert wurden, waren meist durch
Komorbiditaten und héheres Alter gezeichnet. Vergleichbar sind unsere Ergebnisse
mit denen von Saito und Kollegen aus dem Jahre 2003: Es wurden klassisch
konditionierte Patienten (Bu/Cy) mit reduziert konditionierten Patienten (Cladiribin,
Busulfan, ATG) hinsichtlich der Immunrekonstitution verglichen. Ein verlangsamtes
Wachstum von CD4"-Zellen, aber ein verbessertes Wachstum von CD19"-Zellen bei
reduzierter Konditionierung entsprechend unseren Studienergebnissen wurden
beobachtet.

Abbildung 15 stellt den Anteil an reduzierter Konditionierung je nach Lebensalter dar.
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Abbildung 15: Konditionierung in den einzelnen Lebensabschnitten

Auch Moreki et al. (2001) beschrieben eine verbesserte Immunrekonstitution nach
reduzierter Vorbehandlung (Flu/Bu/ATG). Die schnellere Rekonstitution von CD19"-
Zellen bei reduzierter Vorbehandlung lasst sich laut Behringer et al. (1999) auch
durch den verminderten Einsatz von MTX bei der GVHD — Prophylaxe erklaren. Die
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regelhafte und schnelle Immunrekonstitution nach Transplantation ist fur den
Patienten essenziell. Laut unserer Studienlage konnte nachgewiesen werden, dass
die Konditionierung mit reduzierten Protokollen fur den Patienten von Vorteil ist,
daher ist die Uberlegung nur folgerichtig das Indikationsfeld fir die reduzierte
Konditionierung auch auf jungere und ,gesundere” Patienten zu erweitern, um so die
Lebensqualitat fir den Patienten zu verbessern und die therapieassoziierte Mortalitat
zu senken. In einer vergleichbaren Studie von Mohty et al. 2003 Uberstieg die TRM
nach reduzierter Konditionierung mit Bu, Flu und ATG 18% nicht und blieb so weit
unter der TRM von 30-40% nach klassischer Konditionierung. Auch in der Studie von
Diaconescu und Kollegen (2004) wurden vermindert gastrointestinale, hepatische,
pulmonale, renale und metabolische Schaden nach reduzierter Konditionierung
gefunden. Zudem ist klinisch schon anhand des Auftretens von Rezidiven fassbar,
dass myeloablative Konditionierungsprotokolle den malignen Zellklon niemals mit
100%iger Sicherheit auszuldschen vermogen. Bei myeloablativer Vorbehandlung
wird die Empfangerhamatopoese effektiv und schnell ausgeldscht. Konditioniert man
jedoch dosisreduziert, werden insbesondere T-Zellen nicht sofort eliminiert. Es
braucht drei bis sechs Monate bis die Empfangerzellen endgultig verschwinden und
durch Spenderzellen ersetzt werden. Zudem werden durch eine verminderte
Konditionierung weniger Schleimhautschaden verursacht. Das fuhrte Junghanns und
Kollegen (2002) zu der Hypothese und der Bestatigung in einer Studie, dass die
fortbestehende Prasenz von Empfangerzellen in der Fruhphase nach Transplantation
einen gewissen Schutz gegen Infektionen bieten konnten und geringere
Infektionsraten zu verzeichnen sind. Diese Beobachtung konnte bei dem
vorliegenden Patientengut zumindest fur die CMV-Infektion nicht bestatigt werden. In
der klassisch  konditionierten  Patientengruppe entwickelten 24% eine
symptomatische CMV-Infektion, wahrend in der reduziert konditionierten Gruppe
37% der Patienten eine solche ausbildeten. Bemerkt werden muss allerdings, dass in
der dosisreduziert konditionierten Gruppe nur 30% der Empfanger-/Spenderpaare
beidseits seronegativ fur CMV im Vorfeld waren, bei den klassisch Konditionierten
aber 50%. Da die Seronegativitat der ausschlaggebende Faktor fur die Pravention
einer CMV-Infektion ist, kann die Hypothese von Junghanss nicht verworfen werden,
zumal in dieser Studie auch nur die CMV-Infektion herausgestellt wurde. Ein anderer
Faktor mag der Einsatz von ATG im Konditionierungsregime der reduzierten Gruppe
sein (29/33), da bereits mehrere Studien das erhohte Auftreten von Infektionen unter
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ATG-Einsatz beschrieben haben (Bacigalupo 2005, Saito et al. 2003, Thomson et al.
2000). Ursachlich hierfur ist die durch ATG verursachte ,in-vivo“-T-Zelldepletion.
Hinsichtlich der GVHD entwickelten 36% der dosisreduziert konditionierten Falle eine
schwere GVHD, 45% der myeloablativ Konditionierten auf der anderen Seite. Sorror
und Kollegen (2004) konnten in einer Studie das verminderte Auftreten schwerer
GVHD-Falle nach reduzierter Konditionierung beobachten. Die Verwendung von
ATG im reduzierten Protokoll scheint sich hinsichtlich der GVHD-Entwickung in
unserer Studie vorteilhaft auszuwirken und kommt in Europa prophylaktisch bei
hohem GVHD-Risiko zum Beispiel bei unverwandter Spende und RIC-
Transplantationen erfolgreich zum Einsatz. Dies konnte in mehreren Kklinischen
Studien belegt werden (Basara et al. 2004, Kroger et al. 2002, Holler et al. 1998). Die
Verwendung von ATG zusatzlich zu Busulfan und Fludarabin wurde von Slavin et al.
(1998) erstmals postuliert und diente der Intensivierung der Immunsuppression. Die
lange Halbwertszeit, zahlreiche Nebenwirkungen und vor allem die T-Zelldepletion
posttransplantationem mit resultierender Infektanfalligkeit fuhren jedoch auch zu
Studien, die vergleichbare Ergebnisse ohne ATG-Verwendung zeigen (Bornhauser et
al. 2000). Es fehlen jedoch noch Langzeitergebnisse. Zusatzlich ist zu bedenken,
dass besonders durch Radio- und Chemotherapie bei klassischer Konditionierung,
die APC (antigenprasentierende Zellen) -Aktivitat durch freigesetzte Zytokine (IL-1,
IL-6, TNF-a.) erhoht ist und damit die GVHD fordern kann. Die verbesserte CD56"-
Zellrekonstitution bei reduzierter Konditionierung bedarf gesondertem Interesse. Sie
scheinen Anteil am Graft-versus-Tumor-Effekt zu haben, ohne sich an der GVHD zu
beteiligen. Auf diesen GVL-Effekt wird ja bei der reduzierten Konditionierung Wert
gelegt. Moglicherweise bietet der adoptive Transfer von CD56"-Zellen in Zukunft
Moglichkeiten, den GVL-Effekt zu forcieren. Auch eine erhdhte antivirale Aktivitat
durch CD56"-Zellen wird durch dosisreduzierte Konditionierung gewahrleistet.

Das Auftreten einer Graft-versus-Host Disease kann eine allogene
Stammzelltransplantation in hohem MalRe verkomplizieren. Zur Beurteilung des
Einflusses der GVHD auf die Immunrekonstitution wurde das Patientengut in zwei
Gruppen aufgeteilt: Die erste Gruppe umfasst Patienten, die nach Transplantation
keine (19/71) oder nur eine leichte GVHD (23/71) vom Grad 1 ausbildeten (nges= 42).
Der Vergleichsgruppe (nges=29) wurden Patienten mit schwerer GVHD der Grade 2
(n=24), 3 (n=4) und 4 (n=1) zugeordnet. Annahernd 40% aller Patienten bildeten also
eine schwere GVHD aus. Diese Inzidenz deckt sich mit einer Studie von Mohty et al.
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2003 (37%). Bei der Betrachtung der T-Lymphozyten konnten keine signifikanten
Unterschiede in den Vergleichsgruppen gezogen werden. Jedoch findet sich bei der
CD8"-Zellentwicklung eine Wachstumsrate von 343,4% vom +60. auf den +150.Tag,
sofern eine schwere GVHD vorliegt. Um 163,3% wachsen CD8"-Zellen im
Gegensatz dazu bei leichter GVHD bzw. fehlendem GVHD-Auftreten. Das spricht fur
eine starke Mitreaktion der CD8"-Zellen bei GVHD-Entwicklung. CD8"- Zellen steigen
am +60.Tag und schwerer GVHD unter dem Gesamtmedian ein, holen dann aber bis
zum +90. Tag wieder Uberdeutlich im Wachstum auf. Die enge Korrelation zwischen
CD8"-Zellexpansion und dem Auftreten einer akuten GVHD wurde bereits in
mehreren Studien beschrieben (Garin et al. 1995, Aotsuka et al. 1991, Leino et al.
1991) und verweist auf ihre Rolle bei der Pathogenese einer akuten GVHD. CD4"-
Zellen bleiben erstaunlicherweise vom GVHD-Grad unbeeindruckt und zeigen in
beiden Zellgruppen ein annahernd vergleichbares Zellwachstum. Es ergibt sich nach
unseren Daten ein signifikanter Unterschied in der Zellentwicklung bei leichter und
schwerer GVHD. Besonders die CD19"-Zellen profiteren am +60. Tag signifikant
vom Nichtauftreten einer GVHD. Die Zellzahlen liegen zu jedem Zeitpunkt deutlich
uber dem Median des Gesamtdurchschnittes. Beim Auftreten einer schweren GVHD
liegen die CD19"-Zellen Uber der Zeit unter dem Gesamtmedian. Diese Beobachtung
wurde unter anderem auch von Saito et al. (2003) sowie Petersen et al. (2003)
gemacht. Es bleibt festzuhalten, dass eine schwere GVHD eine Stimulierung von
CD8"-Zellen des Transplantates bewirkt, wohingegen B-Zellen stark beeintrachtigt
und supprimiert werden. Die CD56%-Zellen leiden in unserer Studie unter dem
Einfluss einer schweren GVHD besonders am +60. Tag erreichen jedoch Normwerte
wie in der Vergleichsgruppe. Dass CD56"-Zellen unter der Entwicklung einer GVHD
leiden oder durch ihr vermindertes Wachstum eine GVHD begunstigen, konnte
bereits in den Studien von Champlin et al. (1990) und Garin et al. (1995) belegt
werden. Moglicherweise kann die absolute CD56%-Anzahl bzw. Subgruppenanalyse
der CD56"/CD16"-Zellpopulation Hinweise zur Diagnose einer akuten GVHD liefern.

Eine GVHD der Grade 2 bis 4 stellt einen Risikofaktor fur die regelhafte
Immunrekonstitution und somit auch das Uberleben des Patienten dar. In diesem
Zusammenhang ist auch interessant, dass der Einsatz von ATG zur Verminderung
der GVHD hauptséchlich CD4*-Zellen supprimiert, die GVHD-Haupteffektorzellen
laut unserer Studie jedoch CD8%-Zellen sind, die unter ATG-Einsatz relativ
unbeeindruckt wachsen. Das Alter von Empfanger und Spender, die HLA-
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Kompatibilitat, der CMV-Status, die Grunderkrankung, das Transplantationsregime,
die GVHD-Prophylaxe und der Zeitpunkt der Transplantation (EMBT handbook
1998, Bacigalupo 2005, Hagglund et al. 1995, Przepiorka et al. 1999) werden in der
Literatur als Risikofaktoren fur das Auftreten einer GVHD beschrieben. Mannliche
Empfanger, die Transplantate von weiblichen Spendern erhalten (siehe 5.10), zeigen
haufiger eine akute GVHD, wobei vorausgegangene Schwangerschaften und
Bluttransfusionen einer HLA-identischen Spenderin das Risiko noch weiter erhdhen
(KMT Schaefer S.81). Ein weiterer Hinweis dafur, dass nicht nur der HLA-Komplex,
sondern auch weitere nicht-MHC-kodierte Antigene bei Entwicklung einer GVHD
beteiligt sein mussen. Risikofaktoren fur das Auftreten einer akuten GVHD waren in
unserer Studie die HLA-Inkompatibilitat, klassische Konditionierung, symptomatische
CMV-Infektion, ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium (45% schwere GVHD vs.
18% in der Remissionsgruppe), die AL (48% schwere GVHD vs. 39% in der CML-
Gruppe) und eine GVHD-Prophylaxe mit CSA (70% schwere GVHD) oder CSA plus
MMF (60% schwere GVHD). Als vorteilhaft erwies sich eine GVHD-Prophylaxe mit
CSA und MTX, da nur 30% der Patienten schwere GVHD-Formen entwickelten.
Hohere GVHD-Raten bei AL-Patienten und CSA plus MMF-Prophylaxe durften
erneut auf den verstarkten Einsatz einer reduzierten Konditionierung zurtickzufuhren
sein.

Infektionen  posttransplantationem  gehdéren wie die GVHD zu den
Hauptkomplikationen einer Stammzelltransplantation und verursachen einen
Hauptteil der Mortalitat und Morbiditat (Hakki et al. 2003). Deshalb wurde die CMV-
Infektion in dieser Studie aus dem Kreis der posttransplantaren Infektionen heraus
gesondert betrachtet. In unserer Studie wird die Zellreihenentwicklung vom Auftreten
einer Zytomegalievirusinfektion nach Transplantation beeinflusst. 30 % (n=21) der
Patienten entwickelten eine symptomatische CMV-Infektion, definiert klinisch
und/oder serologisch Uber das pp65-Antigen. Interessanterweise kam es
insbesondere bei den CD8"-Zellen, besonders am +150. Tag, zu einem signifikanten
Wachstumssprung bei einer Wachstumsrate von 272,1% (versus 120,6% in
Vergleichsgruppe ohne CMV). 713 CD8"-Zellen/ul Blut bei CMV-Infektion stehen hier
263 Zellen/ul bei Gesunden gegenuber. Dieses Phanomen spiegelt sich auch in der
CD4/CD8-Ratio wider, die zu allen Stichpunkten signifikant niedriger in der CMV-
Gruppe ist. Auch die CD3"-Zellen sind daher am +150.Tag signifikant hdher messbar
bei einer symptomatischen CMV-Infektion: Bei einer Wachstumsrate von 254,5%
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stehen 850 CD3"-Zellen/ul in der CMV-Gruppe 600,5 Zellen/ul in der CMV-freien
Gruppe entgegen. Unerwartet kommt es aber bei den CD4"-Zellen mit einer
Signifikanz am +60. Tag zu einem Entwicklungsruckstand unter CMV-Infektion.
Dieser wird jedoch zum +150.Tag hin aufgeholt. Heining et al. (2007) konnten bei
einer Studie an 148 Patienten eine erhohte Anzahl an CD8'-Zellen und eine
Verminderung von CD4'-Zellen bei CMV-Reaktivierung nach allogener
Stammzelltransplantation nachweisen. Auch eine leichte Verschlechterung der
CD56"-Zellentwicklung unter CMV-Infektion Iasst sich in unserer Studie tendenziell
ablesen, jedoch werden Normwerte erreicht. Anders verhalt es sich bei der CD19"-
Zellentwicklung: CD19"-Zellen zeigen einen signifikanten Entwicklungsriickstand bei
CMV-Patienten am +60.Tag. Der Entwicklungsruckstand halt sich bis zum +90. Tag.
Bis zum +150. Tag jedoch kommt es zu einer Erholung des CD19"-Zellwachstums
bei einer Wachstumsrate von 366%. CD19"-Zellwerte ohne CMV stagnieren Uber die
Beobachtungszeit um den Median. Erst einmal ist zu bemerken, dass die
Haupteffektorzellen im Kampf gegen das CMV-Virus nach unserer Studie vermutlich
CD8"-Zellen sind. Aufgrund ihres Wachstumsschubes zum +150. Tag hin scheinen
die Zellen immunkompetent und reagibel bei Erscheinen einer viralen Infektion zu
sein. Dieser Wachstumsschub uberdauert die eigentliche Zeit der Anfalligkeit
gegenuber einer CMV-Infektion und fuhrt darUber hinaus noch zu seiner
Potenzierung am +150.Tag. Vorangehende Tierversuche von Reddehase et al.
(1986, 1987) konnten bereits CD8-positive zytotoxische T-Zellen als Modulatoren der
Virenreplikation ausmachen. Da das Risiko, eine symptomatische CMV-Infektion
nach Transplantation zu erleiden, besonders vom Tag +50 bis +100 nach
Transplantation sehr groR ist, ist das reduzierte Wachstum von CD4"- und CD19"-
Zellen an den Stichtagen +60 und +90 nicht verwunderlich. Anders formuliert
konnten aber auch die durch andere Co-Faktoren verursachte Erniedrigung von
CD4*-, CD56"- und CD19'-Zellen zur CMV-Infektion pradispositioniert haben.
Klinisch findet sich ja beispielsweise bei HIV-Patienten eine Reaktivierung von CMV
bei einer signifikanten Erniedrigung von CD4'-Lymphozyten. Die signifikante
Depression der CD4"-Funktion zwei Monate nach Transplantation bei Auftreten einer
CMV-Infektion wurde auch in einer Studie von Li und Kollegen (1994) beschrieben.
Aufgrund der Wachstumshemmung aller Zellreihen, abgesehen von den CD8'-
Zellen, stellt die CMV-Infektion somit einen Risikofaktor fur das Gelingen der

Transplantation dar. Besonders betroffen ist dabei die Fruhphase nach
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Transplantation, denn nach dem +90. Tag konnten alle negativ beeinflussten
Zelllinien ihren Wachstumsrickstand wieder wettmachen. Widmann et al. (2008)
konnten ebenfalls in einer Studie zeigen, dass eine CMV-Viramie mit einer Reduktion
von CMV-spezifischen CD4*-Zellen einhergeht, welche sich nach Uberstehen der
Viramie wieder erholt. Pradiktiv kann man nach Serostatus Niedrig- (negativer
Serostatus), Intermediate- (nur Spender seropositiv) und Hochrisiko (Empfanger
seropositiv) voneinander trennen (Boeckh et al. 1996). Als wichtigste Vorraussetzung
zur CMV-Prophylaxe gilt auch nach unserer Datenlage: Spender und Empfanger
sollten in ihrem Serostatus negativ sein. In unserer Studie waren 28 der 50 Patienten
ohne CMV-Infektion pratransplantationem seronegativ. Unter den 21 Patienten mit
symptomatischer CMV war nur bei einem seronegativen Patienten auch der Spender
seronegativ. Das heil’t, dass bei Seropositivitat eines der Transplantationspartner mit
hoher Wahrscheinlichkeit eine CMV-Infektion symptomatisch werden wird. Laut
Einsele et al. (1999) tritt bei zirka 60-70% der Transplantierten eine symptomatische
CMV-Infektion auf, wenn sie bereits pratransplantar seropositiv waren oder eine
seropositive Spende erhielten. Andererseits betrachtet schitzt Seronegativitat allein
nicht vor Infektion, andere Faktoren mussen eine Rolle spielen: Zu 52,3% traten in
der CMV-Gruppe schwere GVHD-Formen auf, wohingegen es in der infektionsfreien
Gruppe nur in 36% zu einer GVHD der Grade 2 bis 4 kam. Nach unserer Auswertung
kommt es zu einer Mitreaktion der CD3"- und CD8"-Zellen unter schwerer GVHD, so
dass diese Effekte hier additiv getriggert haben konnten.

6.3 Perspektiven

Fur die allogene Stammzelltransplantation ist eine hochdosierte Chemotherapie in
Kombination mit Bestrahlung heute ein standardisiertes Verfahren fur verschiedene
Krankheitsentitaten. Mit Hilfe einer dosisreduzierten Konditionierung kann heute ein
zahlenmalig bedeutendes Patientenklientel ebenso von einer Stammzelltrans-
plantation trotz erhohtem Risikoprofil profitieren. Vorliegende Studie unterstreicht
anhand der lymphozytaren Immunrekonstitution die klinische Bedeutsamkeit einer
dosisangepassten Konditionierung. In naher Zukunft gelingt hoffentlich durch eine
zielgerichtete Manipulation von Transplantaten und einem exakten genetischen
Abgleich zwischen Spender und Empfanger die GVHD-Rate zu verringern bei
gleichzeitigem Erhalt des Antileukamieeffektes.
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7 SCHLUSSFOLGERUNG

Zusammenfassend kann anhand der Datenauswertung geschlussfolgert werden:

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

Die Ilymphozytare Immunrekonstitution verlief in allen untersuchten
lymphozytaren Subpopulationen regelhaft. Alle Zellreihen waren am 60.Tag
nach Transplantation messbar. CD8"- und CD56"-Zellen konnten sogar
Normwerte erzielen, dies unabhangig von den Rahmenbedingungen. Unter
dem Therapieregime liten am meisten die CD19"-Zellen, gefolgt von den
CD4"-Zellen. Beide Zellgruppen konnten am 150.Tag keine Normwerte
erreichen.

Die infundierte Menge an CD34"Stammzellen zeigte in keiner der Zelllinien
einen signifikanten Unterschied in der Zellentwicklung nach Transplantation.
Nur tendenziell scheinen CD4"-, CD8"- und CD19"-Zellen in ihnrem Wachstum
bei hdherer Stammzellmenge bevorteilt zu sein. Die Quantitat an Stammzellen
allein bewirkt also keine schnellere Immunrekonstitution.

Mehr CD3"-Zellen im Transplantat wirken sich nicht negativ auf die
Zellreinenentwicklung aus. Nicht signifikant, aber tendenziell verbessertes
Wachstum zeigten erneut CD8"-und CD19"-Zellen. Nicht unerwartet wurden
jedoch knapp 50% GVHD der Grade 2-4 bei erhdhter CD3"-Zellinfusion bei
den Patienten beobachtet (versus 30% bei geringerer CD3"-Zellinfusion). Eine
hohere CD3"-Zellinfusion stellt also einen Risikofaktor fir das Auftreten einer
GVHD, insbesondere hoherer Grade dar.

Fur Familientransplantate, die zudem noch komplett HLA-identisch sind,
konnte eine verbesserte Immunrekonstitution aller Zellreihen (insbesondere
der T-Lymphozyten) sowie ein geringeres GVHD-Auftreten gezeigt werden.
Laut dieser Studie zeigte das Spendergeschlecht keinen signifikanten Einfluss
auf die Immunrekonstitution des Empfangers.

Patienten mit akuten Leukosen zeigten hinsichtlich der Immunrekonstitution
bessere Ergebnisse nach Transplantation als bei CML-Patienten. CD19"-
Zellen und CD56"-Zellen zeigen dabei einen signifikant besseren Anstieg, bei
den CD4"-und CD8"Zellen gibt es hierfir Tendenzen.

Ein signifikant schlechteres Zellwachstum lie3 sich in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien nach Transplantation nicht ausmachen. Sogar zeigte sich
ein signifikanter Anstieg der CD3"-, CD8"-, und CD19"-Zellreihen zwischen
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7.8.

7.9.

7.10.

7.11.

7.12.

den Messpunkten in der Fortgeschrittenengruppe, dies war in der
Remissionsgruppe nicht nachweisbar.

Auch bei alteren Patienten fand sich eine regelhafte Immunrekonstitution nach
Stammzelltransplantation. Insbesondere ein verbessertes CD56"- und CD19"-
Zellwachstum liel3 sich messen. Hoheres Alter stellt damit hinsichtlich der
Immunrekonstitution keine Kontraindikation zur Transplantation dar, jedoch
scheint sich eine reduzierte Konditionierung gunstig auszuwirken.

Das Geschlecht des Empfangers hat keinen wesentlichen Einfuly auf die
Immunrekonstitution.

Eine reduzierte Konditionierung ist der klassischen Konditionierung
hinsichtlich der lymphozytaren Immunrekonstitution mindestens als
gleichrangig anzusehen. Bei reduzierter Konditionierung konnte eine
verbesserte Immunrekonstitution in der Frahphase nach
Stammzelltransplantation gemessen werden. Dies betrifft insbesondere CD8"-
, CD19"- und CD56"-Zellen, die zu verschiedenen Messzeitpunkten ein
verbessertes Zellwachstum zeigen. Fir CD4%-Zellen konnte dies nicht
nachgewiesen werden.

40% der Patienten entwickelten nach Transplantation eine schwere GVHD der
Grade 2 bis 4. Risikofaktoren waren ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium,
HLA-Inkompatibilitat, akute Leukosen, Prophylaxe mit CSA allein oder in
Kombination mit MMF. Die Haupteffektorzellen der GVHD sind CD8"-Zellen.
Insbesondere CD19"-Zellen profitieren in inrem Wachstum von Nichtauftreten
einer GVHD, ebenso CD56"-Zellen. CD4"-Zellen werden in ihrem Anstieg
durch eine GVHD nicht beeintrachtigt.

30% der Transplantierten entwickelten eine symptomatische CMV-Infektion.
Auch hier wird ein Wachstumssprung von CD8-Zellen unter Infektion
gemessen. Der symptomatischen CMV-Infektion geht wahrscheinlich eine
Depression der anderen Zellreihen, insbesondere CD4*-Zellen voraus.
CD19"-Zellen leiden in ihrem Wachstum unter einer symptomatischen CMV-
Infektion, tendenziell auch die CD56"-Zellen. Fiir die CMV-Prophylaxe ist die

Seronegativitat von Spender und Empfanger am Bedeutsamsten.
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