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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die hamatopoetische Stammzelltransplantation
1.1.1 Verfahren der Stammzelltransplantation

Die hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT) bietet eine potentiell kurative
Therapieoption in der Behandlung hamatologischer Erkrankungen. Man unterscheidet zwi-
schen autologer und allogener Stammzelltransplantation. Bei der Hochdosischemotherapie
mit anschliellender autologer Stammzelltransplantation werden dem Patienten vor Therapie
korpereigene Stammzellen entnommen und anschlieliend kryokonserviert. Zum Zeitpunkt
der Entnahme befindet sich der Patient optimalerweise in vollstandiger Remission. Nach
erfolgter Konditionierungstherapie, die das Ziel der maximalen Tumorreduktion unter
voribergehender radikaler und vollstdndiger Eradikation des blutbildenden Systems durch
Ausschopfung der maximalen chemotherapeutischen Wirksamkeit hat, werden die zuvor
gewonnenen hamatopoetischen Stammzellen retransfundiert. Vorteil dieser Methode ist das
Einbringen genetisch identischen Materials, wodurch eine geringere transplanta-
tionsassoziierte Morbiditat und Mortalitat bei schnellerer immunologischer Rekonstitution und
geringerer immunologischer Komplikationsrate erzielt werden kann. Eine allogene
Stammzelltransplantation (allo HSCT) wird vorwiegend bei malignen hamatoonkologischen
Erkrankungen wie akuten und chronischen Leukamien, malignen Lymphomen oder
Erkrankungen aus dem myelodysplastischen oder myeloproleferativen Formkreis angewen-
det. Sie findet jedoch auch Einsatz in der Behandlung der aplastischen Anamie und
hereditarerer Erkrankungen wie der Thalassamie und Sichelzellandmie mit dem Absicht der
Reetablierung eines funktionsfahigen blutbildenden Systems, nach erfolgloser autologer
Stammzelltransplantation oder seltener in der Therapie solider Tumore (Seggewiss and
Einsele, 2010). Bei der allogenen HSCT werden hamatopoetische Stammzellen von
genetisch verwandten oder unverwandten gesunden Spendern Ubertragen. Auch hier folgt
die Transplantation einer chemotherapeutischen Konditionierungstherapie des Empfangers,
die bei diesem Verfahren allerdings neben dem obengenannten Ziel der Eradikation der

Empfangerhamatopoese, auch der Vermeidung immunologischer Komplikationen dient.

1.1.2 Quellen hamatopoetischer Stammzellen

Knochenmarkspende

Allogene Stammzellen kénnen durch sterile Punktion und Aspiration aus dem Knochenmark-

raum der Spinae iliacae anteriores oder posteriores gewonnen werden. Bei der sogenannten

Knochenmarkspende (BMT) werden dem Spender zur Gewinnung von circa 3 - 4 x 106/ kg
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KG kernhaltigen Knochenmarkszellen in Vollnarkose ublicherweise 10 — 15 ml/kg KG
Knochenmark (BM) aus dem Beckenkamm entnommen (Lisenko et al., 2016). Dies

entspricht einem Volumen von 1000 bis 1200 ml Knochenmark.

Periphere Blutstammzellspende

Die allogene HSCT basiert heute in einem GroRteil der Falle auf der Gewinnung peripherer
Blutstammzellen (PBSC) im Rahmen der Leukapharese. Ein Vorteil dieser Art der
Stammzellgewinnung ist die geringere Invasivitdt sowie die ambulante Anwendbarkeit der
Methode, was den Eingriff fir Spender deutlich attraktiver macht. Zum anderen haben
Studien im Vergleich zur Knochenmarkspende ein schnelleres Engraftment der
Spenderhdmatopoese, eine schnellere Immunrekonstitution und ein verbessertes
Gesamtiberleben bei nicht verwandten HLA-identischen Empfangern ergeben. Letzteres
wird vornehmlich auf das erhéhte Risiko von TransplantatabstoRungsreaktionen bei
Knochenmarkspende zurtickgefihrt (Fowler and Gress, 2000, Holtick et al., 2014). Trotz der
angefilhrten Vorteile der Blutstammzellspende bleibt die durch eine groRere Anzahl
vorhandener T-Lymphozyten im Transplantat vielfach erwahnte héhere Rate an chronischer
Transplantat gegen Wirt-Krankheit / chronic Graft versus Host-Disease (cGvHD) im
Vergleich zur BM-Spende ein Nebeneffekt dieser Methode (Champlin et al., 2000, Anasetti et
al., 2012, Couban et al., 2002, Abrahamsen et al., 2005). Bei der PBSC-Spende wird durch
die Verabreichung des Granulozyten-Koloniestimulierenden Faktors (G-CSF), einem
korpereigenen hamatopoetischen Wachstumsfaktor, die Stammzellproduktion des Spenders
stimuliert. Die dabei entstandenen Stammzellen werden nach Stimulation vermehrt ins peri-
phere Blut ausgeschwemmt und kénnen mittels Leukapharese aus dem Spenderblut sepa-
riert werden. Im Anschluss erfolgt die Ubertragung der gewonnenen Stammzellen in den

Blutkreislauf des Empfangers Gber einen zentralen Venenkatheter.

Nabelschnurblutspende

Eine weitere Option ist die Gewinnung von Nabelschnurblut als Stammzellquelle fir die
allogene HSCT. Im direkten Anschluss an die Abnabelung des Neugeborenen vom
maternalen Kreislauf kdnnen etwa 100 ml plazentaren Restbluts aus der Nabelschnurvene
gewonnen werden. Mittels Kryokonservierung kdnnen die hierbei gewonnenen Stammzellen
bis zum Zeitpunkt der Transplantation haltbar gemacht werden. Zwar enthalt das
Nabelschnurblut eine hohe Anzahl hamatopoetischer Stammzellen, aufgrund der geringen
Menge an gewinnbarem Material bleibt diese Art der Stammzellquelle jedoch in der Regel
Kindern bis zu einem Gewicht von 50 kg vorenthalten (Munoz et al., 2014, Schonberger et

al., 2004, Cohen and Nagler, 2004). Da die Gewinnung von Stammzellen aus
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Nabelschnurblut in dieser Studie keine Anwendung fand, wird auf eine weitere Betrachtung

der Nabelschnurblutspende verzichtet.

1.1.3 HLA-Kompatibilitat

Eine erfolgreiche Stammzelltransplantation hangt entscheidend von einer mdéglichst hohen
immunologischen Gewebekompatibilitdt zwischen Spender und Empfanger ab. Die Auswahl
eines Spenders fir die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation konzentriert sich
vorwiegend auf die Identifikation eines Spenders, der eine moglichst groRe Ubereinstimmung
bestimmter Genorte im Bereich des Haupthistokompatibilitdtskomplexes mit dem Empfanger
aufweist. Dieser Komplex, der fir die sogenannten Major-Histocompability-Molekile (MHC),
beim Menschen auch als Humane Leukozytenantigene (HLA) bezeichnet, kodiert, liegt auf
dem kurzen Arm von Chromosom Sechs (6p) und umfasst mehrere hundert proteinkodie-
rende Bereiche. Diese bestimmen die immunologische Individualitat jeder einzelnen Person
und sind im Falle einer Transplantation flr die Gewebevertraglichkeit verantwortlich (Warren
and Deeg, 2013).

Bekannt sind bisher zwei Klassen von HLA-Molekilen. HLA-Klasse-I-Molekile werden auf
allen kernhaltigen Korperzellen exprimiert und prasentieren Fragmente intrazellular
aufbereiteter, kérpereigener Proteine. Sie interagieren auf diese Art insbesondere mit CD8+
T-Zellen. Zur Gruppe der HLA-Klasse-I-Molekile gehdren die Subgruppen HLA-A, HLA-B
und HLA-C.

HLA-Klasse-lI-Molekiile werden auf der Oberflache Antigen-prasentierender Zellen expri-
miert, zu welchen dendritische Zellen, B-Zellen, Monozyten und Makrophagen zahlen. Mit
Hilfe der MHC-Klasse-lI-Moleklle werden nach Endo- beziehungsweise Phagozytose
prozessierte kdrperfremde Proteine vor allem CD4+ T-Zellen prasentiert (Nash and Storb,
1996). Die Gruppe der HLA-II-Molekiile umfasst HLA-DRB1 und HLA-DQB1. Uber den T-
Zell-Rezeptor, der auf der Oberflache von T-Zellen exprimiert wird, kann das Immunsystem
sowohl die MHC-Molekiile selbst als auch die durch sie prasentierten Antigene als kdrperei-
gen oder kérperfremd erkennen. In Bezug auf die allogene Stammzelltransplantation kann
dies zur Ausbildung einer Graft-versus-Host Disease (GvHD), einer Immunreaktion von
Spenderlymphozyten gegen das Empféangergewebe, aber auch zur Host-versus-Graft
Disease (TransplantatabstoBung) durch Reaktion von residualen Lymphozyten des
Empfangerorganismus gegen Spenderzellen flhren.

Die Kompatibilitat zwischen Spender und Empfanger wird anhand obengenannter 10 (2x5)
HLA-Molekile bestimmt.

Eine Ubereinstimmung in beiden Allelen aller 5 HLA-Genloci (10/10 Match) ist nach wie vor
die favorisierte Spender-Empfanger-Konstellation. Durch die Weiterentwicklung therapeuti-

scher Verfahren wie Optimierung von Konditionierungsregimen und Verbesserungen in der
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GvHD-Prophylaxe sowie der Behandlung einer GvHD sind mittlerweile auch HLA-Mismatch
Transplantationen wie 9/10-Match als auch Transplantationen mit mehr als einer
Allelabweichung (8/10) und die haploidente (5/10) Transplantation mdglich. Die Wahrschein-
lichkeit eines Transplantatversagens, einer ehéhten TRM oder der Ausbildung einer akuten
oder chronischen GvHD steigt dabei mit zunehmender HLA-Inkompatibilitat (Petersdorf and
Malkki, 2005, Cao et al., 2014).

Obwohl nach heutigem Wissensstand Unterschiede zwischen Spender und Empfanger im
Bereich des MHC-Komplexes den bedeutendsten Risikofaktor flr die Entwicklung einer
GvHD ausmachen, kann eine GVHD auch bei HLA-identischer Transplantation auftreten.
Grund daflr sind unter anderem sogenannte Minor Histocompatibility Antigene, auch
Nebengewebevertraglichkeitsantigene genannt, die einen entscheidenden Einfluss auf die
Entwicklung und das Ausmal’ der GvHD bei ansonsten genetisch identischem MHC-Status

auslben (Warren et al., 2012).

1.2 Konditionierungsregime

Unter dem Begriff Konditionierung versteht man eine der Stammzelltransplantation vorange-
hende und vorbereitende Chemo- beziehungsweise Radiochemotherapie des Empfangers.
Es wird zwischen klassischen myeloablativen Konditionierungstherapien (MAC) und

dosisadaptierter Konditionierung mit reduzierter Intensitat (RIC) unterschieden.

1.2.1 Klassische Konditionierung

Lange Zeit ging man davon aus, dass eine hochpotente myeloablative Chemotherapie in
Kombination mit Ganzkoérperbestrahlung (TBI) und nachfolgender Stammzelltransplantation
die einzige potente Konditionierungstherapie vor allogener HSCT darstellt. Die TBI hat
einerseits zum Ziel, die meist héchst strahlensensiblen malignen Klone der zugrunde
liegenden Erkrankung vollstandig zu eliminieren. Andererseits soll in Kombination mit
myeloablativen Substanzen das Knochenmark von Empfangerstammzellen befreit werden,
sodass die Spenderzellen optimal anwachsen kdénnen. Immunsuppressiv wirksame
Komponenten des jeweiligen Regimes sollen dariiber hinaus einer Transplantatabsto3ung
entgegenwirken. Folge dieser hochgradig toxischen Therapie ist eine groRe Bandbreite
therapieassoziierter Komplikationen. In diesem Zusammenhang kann es zu direkt
auftretenden Nebenwirkungen kommen, die von Mukositis, Nausea, Diarrhoe und Alopezie
bis hin zu Lebervenenverschlusskrankheit reichen, andererseits ist mit Spatkomplikationen
wie dem Sicca-Syndrom, Infertilitdt durch Azoospermie, chronischer Niereninsuffizienz sowie
der Entstehung endokriner Komplikationen wie Hypothyreose und Diabetes mellitus zu rech-
nen (Mohty et al., 2014, Kersting et al., 2007, Tichelli et al., 1993, Baker et al., 2007). Das

haufige Auftreten von Rezidiven flhrte in den achtziger Jahren zu probatorischen
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Dosissteigerungen der Regime. Diese intensivierten Therapieversuche verminderten zwar
die Rezidivwahrscheinlichkeit der Grunderkrankung, waren jedoch aufgrund der erhdhten
Toxizitat der Chemotherapeutika und Bestrahlung mit einer intolerablen therapieassoziierten
Mortalitat behaftet (Schleuning, 2000, Clift et al., 1990). Als myeloablativ wurde im Rahmen
dieser Arbeit neben den klassischen myeloablativen Konditionierungsregimen mit Busulfan
(Bu) /Cyclophosphamid (Cy) und der Bestrahlung mit 12Gy/Cy auch ein Regime mit einer
Bestrahlungsdosis von 8Gy in Kombination mit Fludarabin aufgefasst. Diese Einteilung
wurde vorgenommen, da eine Bestrahlung von 12 Gy flr Patienten > 55 Jahren im Rahmen
einer allogenen HSCT als zu toxisch gilt, sodass die gewahlte Dosis flr diese Gruppe als

maximal gelten kann.

1.2.2 Dosisadaptierte Konditionierung

Bedingt durch eine therapieassoziierte Morbiditadt und Mortalitat von 10-50% bei Anwendung
myeloablativer Regime war die allogene HSCT bis in die 1990er Jahre vorwiegend Patienten
mit niedriger Komorbiditatsrate und einem Alter unter 55 Jahren vorbehalten. Demgegentber
stand die Tatsache, dass das mittlere Erkrankungsalter der Patienten, die einer
Stammzelltransplantation zugefiihrt werden, zwischen 65 und 70 Jahren liegt.

Das Bestreben die allogene Stammzelltransplantation auch &lteren und multimorbiden
Patienten zuganglich zu machen, fiuhrte zur Entwicklung neuer Konditionierungsregime mit
verminderter Intensitat (RIC). Diese wirken durch geringere Strahlen- und
Chemotherapieintensitat als die bisher angewandte aggressive myeloablative Chemothera-
pie (MAC) zwar weiterhin toxisch auf Tumor und Stammzellen, weisen jedoch durch die
geringere Dosierung toxischer Substrate eine deutlich bessere Vertraglichkeit im Vergleich
zu klassischen Konditionierungsregimen auf (Bacigalupo, 2002). Durch die geringere Toxizi-
tat der RIC-Protokolle wird hierbei auf die vollstdndige Eradikation der Hamatopoese des
Empféangers verzichtet und ein verstarkt immunsuppressiver Ansatz gegen das
Immunsystem des Empfangers verfolgt, der das Anwachsen der Spenderzellen ermdglicht.
So kann auch bei diesem Therapieregime ein den MAC-Protokollen gleichwertiges
vollstandiges Engraftment der Spender-Stammzellen erreicht werden. Der zugrundeliegende
Ansatz ist hierbei die Zytoreduktion der Tumormasse durch den mittels alloreaktiver
Spenderlymphozyten induzierten Graft-versus-Leukamie-Effekts (GvL) (Jimenez et al., 2007,
Schleuning, 2000). In Anlehnung an Ergebnisse der European Society of Blood and Marrow
Transplantation (EBMT) von 2015 werden vier Hauptregime unterscheiden, welche die
reduzierten  Konditionierungen einteilen. Diese basieren entweder auf einer
Ganzkoérperbestrahlung mit 2 Gy oder der Therapie mit Busulfan 8-16 mg/kg KG,
Cyclophosphamid 120mg/kg KG oder Melphalan 100-160 mg/m2 KOF und werden meist in
Kombination mit Fludarabin 120-150 mg/m2 KOF verabreicht (Bacigalupo, 2002,
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Sengsayadeth et al., 2015, Bacigalupo et al., 2009). In der hier dargestellten Arbeit werden
auch intermediare Konditionierungsregime mit immunsuppressiver und antineoplastischer
Wirkung als dosisreduziert betrachtet, da sie trotz myeloablativer Wirkung eine deutlich
geringere Toxizitat aufweisen als die maximal dosierten Standardprotokolle. Hierunter fallen
Protokolle mit den Komponenten BCNU, Thiopeta und Treosulfan. Die in vivo T-Zell
Depletion ist ein mittlerweile etabliertes Verfahren bei allogener Stammzelltransplantation
und wird erganzend zu den unterschiedlichen RIC-Protokollen eingesetzt, um den
therapieassoziierten Komplikationen der akuten oder chronischen GvHD entgegenzuwirken.
Verwendung finden hier insbesondere Alemtuzumab (Campath), ein humanisierter CD52-
Antikdrper, der Uber eine Kombination Komplement-abhangiger Zelllyse und Antikérper-
vermittelter zelluldrer Zytotoxizitat wirkt (Lowenstein et al., 2006, Dyer et al., 1989) sowie An-
tithymozytenglobulin (ATG). ATG ist ein polyklonales IgG-Antikérpergemisch aus Kaninchen-
oder Pferdeserum, welches mit humanen Thymozyten oder humanen T-Zellen immunisiert
wurde. Gemeinsam mit der Konditionierungstherapie infundiert, reduzieren sowohl
Alemtuzumab als auch ATG die Pravalenz und Intensitat von akuter als auch chronischer
GvHD (Storek et al.,, 2014, Mackall et al.,, 2009). Neben den unterschiedlichen
Konditionierungsprotokollen, der konventionellen myeloablativen Konditionierung (MAC) ver-
sus der Konditionierung mit reduzierter Intensitat (RIC), bilden unter anderem jedoch auch
Stammzellquelle, das Mal an Ubereinstimmung bestimmter Gewebevertraglichkeitsmerk-
male zwischen Spender und Empfanger und Alter von Spender und Empfanger entschei-

dende Einflussfaktoren auf die Immunrekonstitution des Patienten.

1.3 Transplantationsassoziierte immunologische Reaktionen
1.3.1 Graft-versus-Host Disease

Die Graft-versus-Host Disease (GvHD) ist nach wie vor Hauptursache flr Morbiditat und
Mortalitat nach allogener Stammzelltransplantation (Pagliaro et al 2001, Margolis et al.
2000). Bedingt wird die Entwicklung einer GvHD durch genetische Unterschiede zwischen
Spender und Empfanger. Auf zellularer Ebene wird die GvHD, nach heutigem Wissensstand,
durch im Transplantat vorhandene T-Lymphozyten des Spenders vermittelt (Fuchs, 2012,
Loschi et al., 2015). Es konnte gezeigt werden, dass der Entstehung einer GvHD dabei
sowohl bei HLA-identischen als auch -differenten Spender-Empfanger-Paaren durch
Applikation einer GvHD-Prophylaxe post transplantationem entgegengewirkt werden kann.
Mittel der Wahl ist zum aktuellen Zeitpunkt die Kombination aus Cyclosporin A (CSA) und
Tacrolimus oder Methotrexat (MTX), wobei CSA und Mycophenolatmofetil (MMF) oder CSA
allein ebenfalls routinemafRig eingesetzt werden (Bacigalupo, 2004). Ergénzend zur GvHD-

Prophylaxe hat sich die Verwendung T-Zell-depletierter Transplantate in der Pravention der
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GvHD als therapeutisch wirksam erwiesen. Eine Limitation widerfuhr dieser Methode jedoch
dadurch, dass Empfanger dieser T-Zell-depletierten Spenden eine erhéhte Rate an
TransplantatabstoBung und Rezidiven aufwiesen (Fowler and Gress, 2000, Naparstek et al.,
1999). Neuere Ansatze konzentrieren sich auf die selektive Depletion CD8+ zytotoxischer T-
Zellen. Die Beobachtung, dass eine selektive CD8-Depletion bei gleich bleibender
Rezidivrate zu einer geringeren Inzidenz an GvHD fuhrt, weist dabei stark darauf hin, dass
die GvH-Effektorzellen insbesondere aus CD8 positiven Lymphozytensubpopulationen
bestehen und den GvL-Effekt unangetastet lassen (Nimer et al., 1994, Alyea et al., 1998,
Champlin et al., 1990). Da sich jedoch, je nach Studie, weiterhin in bis zu 50% der Falle nach
Stammzelltransplantation eine GvHD entwickelt, sind weitere Forschungsbemuhungen nétig,
um zu zeigen, ob die CD8-Depletion tatsachlich Uberlebensvorteile fir die Patienten erbringt.
Ein weiterer Zweig moderner Zelltherapie befasst sich damit, mittels genetisch manipulierter
Donor-T-Lymphozyten den GvL- Effekt und die Immunrekonstitution nach allogener HSCT zu
starken und gleichzeitig die Auftretenshaufigkeit von GvHD zu verringern. Hierbei sollen die
infundierten T-Zellen durch vorherige Einschleusung sogenannter Suizid-Gene im Falle des
Auftretens einer GvHD in vivo selektiv medikamentds kontrollierbar gemacht werden (Greco
et al., 2015). Neuere Studien legen nahe, dass auch den B-Zellen eine potentiell
entscheidende Rolle in der Pathogenese der cGvHD zukommt. In diesem Zusammenhang
scheinen insbesondere die verstarkte Aktivierung der B-Zellen Gber den B-Zell aktivierenden
Faktor (BAFF) sowie Signaltransduktionswege Uber den B-Zell-Rezeptor (BCR) wichtig zu
sein (Sarantopoulos and Ritz, 2015). CD27-CD11b+ NK-Zellen wird im Kontext der
allogenen HSCT hingegen sowohl eine Relevanz in Bezug auf die Verstarkung von GvL-
Mechanismen als auch fir die Abmilderung der cGvHD zugeschrieben; die Verstarkung des
GvL-Effektes erfolgt dabei Uber zytotoxische Aktivitdt der NK-Zellen, wohingegen Uber
Inaktivierung und Proliferationshemmung von Empfanger T-Zellen sowie Uber
immunregulatorische, entziindungshemmende Mechanismen in peripheren Gewebeverban-
den GvHD-Effekte abgeschwacht werden (Meinhardt et al., 2015, Cruz and Bollard, 2015).

Zeitlich unterscheidet man die akute (aGvHD) von der chronischen GvHD (cGvHD).
Definitionsgemaf entsteht eine aGvHD innerhalb der ersten 100 Tage der hamatologischen
Rekonstitution, von cGvHD spricht man ab Tag 100 nach HSCT. Die chronische GvHD kann
progressiv aus einer akuten Form entstehen, sich nach einem freien Intervall im Anschluss
an eine akute GvHD anschlielen oder auch de novo ohne vorausgegangene akute GvHD
einsetzen (Gaziev et al., 2000). Klinisch ahnelt die GvHD einer Autoimmunerkrankung und
kann verschiedene Organsysteme, insbesondere jedoch Haut, Leber und Gastrointestinal-
trakt, betreffen. Die akute GvHD wird entsprechend der Seattle Kriterien (Thomas et al.,

1975, Glucksberg et al., 1974) in vier Schweregrade eingeteilt, wahrend bei der chronischen
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GvHD nach Shulman limitierte und extensive Form unterschieden werden (Shulman et al.,
1980).

1.3.2 Graft-versus-Leukdamie Effekt

Der Graft-versus-Leukamie (GvL) Effekt beschreibt den positiven Einfluss alloreaktiver T-
Lymphozyten auf den klinischen Verlauf der Patienten nach allogener HSCT und ist eng mit
der GvHD assoziiert. Hierbei richten sich, ahnlich wie bei der GvHD, Spender-T-
Lymphozyten gegen Empféangergewebe, wobei im Gegensatz zur GvHD nicht das gesunde
Empfangergewebe, sondern vielmehr residuale Tumorzellen adressiert werden. Dies
resultiert in einer geringeren AbstoRungshaufigkeit des Transplantats und einer reduzierten
Rezidivrate nach allogener Stammzelltransplantation. Der GvL-Effekt ist zudem eng
assoziiert mit dem Auftreten und dem Auspragungsgrad der GvHD (Gratwohl et al., 2002).
Diese zusammenhangenden T-Zell-Effekte voneinander zu entkoppeln, den GvL-Effekt zu
verstarken, ohne die Auftretenswahrscheinlichkeit der GvHD zu erhohen, ist Ziel aktueller
Forschungsbemuhungen. Die Infusion von Spenderlymphozyten (DLI) post transplantatio-
nem hat sich dabei als erfolgversprechend herausgestellt, obgleich diese Methode einigen
therapeutischen Einschrankungen unterliegt. Zwar wird durch den Einsatz von DLI der GvL-
Effekt verstarkt, jedoch fiihrt dies auch zu einem gehauften Auftreten von GvHD. Obwohl die
durch DLI ausgeléste GvHD meist milder ablauft als jene direkt nach allogener HSCT,
verbietet sich der Einsatz der DLI daher dennoch bei Patienten mit schwerer GvHD und
verbleibt ohne Effekt bei Patienten, die Uberhaupt keine GvHD entwickeln (Bacigalupo,
2004). Eine weitere wichtige Rolle im Rahmen der zukunftsorientierten modernen
Zelltherapie kommt dem NK-Zell-vermitteltem GvL-Effekt zu. Hier =zielen aktuelle
Forschungsbemiuhungen insbesondere auf die therapeutische Manipulation Killer
Immunoglobin Receptor (KIR)-Ligand-vermittelter Antitumoreffekte der NK-Zellen sowie auf

ex vivo Expansion der NK-Zellen im Transplantat ab (Cruz and Bollard, 2015).
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1.4 Infektionen

Zu den wichtigsten Komplikationen nach HSCT zahlen neben Rezidiven, der GvHD,
sekundaren malignen Erkrankungen und behandlungsassoziierten Organschaden,
Autoimmunprozesse wie Myasthenia gravis, Hashimoto-Thyreoiditis, IgE-vermittelten
Soforttypallergien und vor allem Infektionen (Bosch et al., 2012, Smith et al., 1983, Storek et
al., 2011). Letztere werden insbesondere durch die sich der Transplantation direkt
anschlieRende aplastische Phase, einer Phase der absoluten Neutropenie, sowie Stérungen
der mukosalen Barrierefunktion bedingt. Dartiber hinaus zeichnen sich die ersten 100 Tage
nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation durch einen Mangel an Vertretern der
angeborenen Immunitat wie natirlichen Killerzellen (NK) sowie einem Mangel an Vertretern
der erworbenen Immunitat wie spezifischen T-Lymphozyten aus. Wahrend der ersten 100
Tage nach HSCT sind die Patienten daher insbesondere anfallig fir bakterielle Infekte sowie
Virus- und Pilzinfektionen (Seggewiss et Einsele, 2010). Ferner erhéhen auch iatrogene
Faktoren wie die Behandlung mit Antibiotika und Immunsuppressiva und Stérungen der
Immunrekonstitution - beispielsweise im Rahmen einer GvHD - das Risiko infektionsbe-

dingter Komplikationen.
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Abbildung 1: Opportunistische Infektionen nach HSCT
Dargestellt im zeitlichen Verlauf (Mackall et al., 2009)
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1.4.1 Cytomegalievirus

Die Infektion mit dem zur Familie der Herpesviren gehérenden Cytomegalievirus (CMV),
beziehungsweise die Reaktivierung latenter Infektionen mit diesem, stellt eine haufige frihe
Komplikation nach allogener Stammzelltransplantation dar. Die Infektionsraten in der
Allgemeinbevolkerung reichen abhangig von der Region und vom sozio6konomischen Status
von 40 bis uber 90%. Wahrend sowohl die akute als auch die latente Infektion bei
immunkompetenten  Personen eine gute Prognose besitzt, kann sie bei
Immunkompromittierten zu schwerwiegenden Komplikationen fiihren (Sylwester et al., 2005,
Sinclair, 2008). Klinisch aufert sich die Infektion durch Krankheitsbilder wie Hepatitis,
interstitielle Pneumonie oder Enteritis, seltener Retinitis oder Adrenalitis; andererseits
pradisponiert sie fir eine nachfolgende Superinfektion mit Bakterien oder Pilzen. Der CMV-
Serostatus von Spender und Empfanger bleibt hierbei nach wie vor der wichtigste pradiktive
Faktor in Bezug auf eine spatere CMV-Reaktivierung nach allogener HSCT (George et al.,
2010, Ljungman, 2014). CMV-Seropositivitat bleibt vor diesem Hintergrund ein
entscheidender Risikofaktor flr die transplantatbedingte Mortalitdt (TRM). Seropositive
Empfanger, die eine Stammzellspende von seropositiven Spendern (D+/R+) empfangen,
weisen hier bessere Uberlebensdaten und eine geringere TRM auf als seropositive
Patienten, die eine Spende von seronegativen Spendern (D-/R+) erhalten. Dieser
Zusammenhang wird durch den fehlenden Transfer CMV-spezifischer Spender T-Lymphozy-
ten Uber das Transplantat erklart (Seggewiss and Einsele, 2010). CMV kann ebenso von
einem seropositiven Spender auf einen seronegativen Empfanger (D+/R-) Ubertragen
werden. Auch diese Transmission hat eine vergleichsweise schlechte Prognose und schlagt
sich in einem verminderten Gesamtliberleben und hdheren intermediaren Risiken nieder
(Nichols et al., 2002, Pergam et al., 2012). In dieser Konstellation spielt insbesondere der
immunsuppressive Effekt einer Primarinfektion mit dem Virus auf das nach allogener HSCT
geschwachte Immunsystem des Empfangers eine entscheidende Rolle (Ljungman, 2014).
Klinische Studien haben gezeigt, dass eine erniedrigte Anzahl an NK-Zellen darlber hinaus
eine de novo Infektion mit CMV oder eine Reaktivierung dieser sowie die Entstehung einer
chronischen GvHD beglnstigt (Kheav et al., 2014, Orange, 2002, Biron et al., 1989).

1.4.2 Epstein-Barr-Virus

Die lymphoproliferative Erkrankung nach Transplantation (PTLD) ist eine seltene, jedoch
aulerst bedrohliche Erkrankung nach allogener Stammzelltransplantation und eng assoziiert
mit der Reaktivierung einer latenten Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV), seltener
einer EBV - Neuinfektion. Sie stellt ein Spektrum benigner bis maligner lymphoproliferativer

Erkrankungen dar, die vorwiegend durch Infektion von B-Lymphozyten mit EBV hervorgeru-
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fen werden. Eine erhéhte Wahrscheinlichkeit fir eine EBV-Reaktivierung des
Empfangerorganismus besteht bei Seronegativitat des Empfangers flur EBV, in vivo und in
vitro T-Zell-Depletion, Antithymocyte Globulin (ATG)-haltiger immunsuppressiver Therapie
zur Prophylaxe oder Behandlung von TransplantatabstoBung, HLA-Disparitdt zwischen
Spender und Empfanger, ausgepragter chronischer GvHD und bestehender CMV-Infektion.
Weiterhin nimmt die Art der Stammzellquelle Einfluss auf die EBV-Reaktivierung (Catalan
and Alba, 2012, Weinstock et al., 2006).

Die antivirale Therapie mit Aciclovir, Ganciclovir, Foscavir und Cidofovir hat sich als
Monotherapie in der Behandlung der PTLD als nicht erfolgreich erwiesen. Aciclovir und
Ganciclovir wirken als Prodrugs und missen zur Erlangung ihrer DNA-schadigenden Wir-
kung durch die virale Thymidinkinase, im Falle von Gancicolvir zusatzlich durch Thymidin-
unabhangige Kinasen der CMV-infizierten Zellen in ihre biologisch aktive Form Uberfuhrt
werden; sie sind in ihrer therapeutischen Wirkung folglich direkt abhangig vom lytischen
Zyklus des Virus. Die Tatsache, dass latent infizierte B-Lymphozyten keine viralen Proteine
exprimieren (Babcock et al., 1998, Decker et al., 1996) erklart, dass diese Medikamente in
der Behandlung der PTLD meist unwirksam sind. Eine bessere Wirksamkeit besitzen in
diesem Zusammenhang Foscavir und Cidofovir, da diese die Virus-DNA direkt schadigen. In
Kombination mit einer Reduzierung der Immunsuppression als anerkannte First-Line-Thera-
pie finden die besagten antiviralen Medikamente jedoch weiterhin bedingt Anwendung und
werden vor Ubergang des Virus in die Latenzphase eingesetzt.

Da die Mehrzahl der PTLD durch Infektion von B-Zellen durch das Epstein-Barr-Virus ausge-
I6st wird, zielen Therapiestrategien auf die Depletion infizierter B-Lymphozyten ab. Ein
weitreichender therapeutischer Fortschritt in der Behandlung der EBV-assoziierten PTLD bei
stammzelltransplantierten Patienten konnte durch den Einsatz des humanisierten
monoklonalen CD20-Antikdrpers Rituximab (Mabthera) erreicht werden. Rituximab induziert
eine selektive Depletion CD20-positiver B-Zell Subpopulationen, die das CD20-Antigen auf
ihrer Zelloberflache tragen (Tanaka et al., 2014). Zusatzlich zur Therapie mit Rituximab birgt
die Kontrolle der EBV-Last im peripheren Blut mittels Polymerase-Chain-Reaction (PCR) die
Madoglichkeit, das Risiko der Entwicklung einer PTLD im Voraus abzuschatzen und durch Ein-

satz von Rituximab praemptiv tatig zu werden.
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1.5 Die Immunrekonstitution

Eine erfolgreiche Immunrekonstitution nach Stammzelltransplantation zeigt sich klinisch
durch ein vermindertes Auftreten von Infektionen, geringere Rezidivraten und niedrigere Ra-
ten sekundar maligner Erkrankungen (Bosch et al., 2012). Der Wiederaufbau eines
funktionsfahigen Immunsystems wird dabei durch verschiedenste Faktoren wie der
Altersinvolution des Thymus und dem Patientenalter, das angewandte Therapieregime, HLA-
Disparitat zwischen Spender und Empfanger und transplantationsassoziierten Komplikatio-
nen wie Infektionen und GvHD und deren Behandlung beeinflusst (Perales and van den
Brink, 2012). Die Entfernung differenzierter Blut- und Knochenmarkzellen aus dem
Transplantat fihrt darlber hinaus 2zu einer verstarkten Immundefizienz des
Empfangerorganismus, was diesen weiter flr pathogene Infektionen anfallig macht (Shizuru
et al., 2005). Die Infusion differenzierter Spenderlymphozyten (DLI) hingegen, die Verabrei-
chung Granulozyten- stimulierender Faktoren (G-CSF) sowie die routinemallig angestrebte
Impfung der Patienten gegen Pneumokokken wirken dieser Immundefizienz entgegen.

Etwa zehn bis zwanzig Tage nach erfolgter Stammzelltransplantation sind die Spenderzellen
im Empfangerknochenmark angewachsen und beginnen mit der Blutbildung; man spricht
vom sogenannten zellularen Engraftment. Der Nadir, die maximale Verminderung der
Lymphozyten respektive neutrophilen Granulozyten des Empfangers, wird abhangig vom
angewandten Konditionierungsregime zu verschiedenen Zeiten und in unterschiedlicher
Auspragung erreicht. Nach myeloablativer Konditionierung wird hier eine vollstandige
Eradikation der Empfangerlymphopoese erreicht, wahrend aufgrund der geringeren Toxizitat
dosisreduzierter Konditionierungsregime Leukozyten und neutrophile Granulozyten im
Empfangerorganismus persistieren kdnnen. Die Rekonstitution der verschiedenen Zellreihen
erfolgt charakteristischerweise in unterschiedlicher zeitlicher Abfolge (vgl. Abb. 2). Der
Konditionierungstherapie folgt die aplastische Phase, eine Phase der absoluten Neutropenie,
definiert als <500 neutrophile Granulozyten pro ul Blut, bis erneut neutrophile Granulozyten
im peripheren Blut nachweisbar sind. Die ersten 3 Monate nach allogener HSCT zeichnen
sich dariber hinaus durch einen Mangel an zytotoxischen T-Zellen und natlrlichen
Killerzellen sowie einem Mangel an spezifischen T-Lymphozyten und B-Lymphozyten aus
(Seggewiss et Einsele, 2010). Im Gegensatz zu den anderen hamatopoetischen Zelllinien,
welche sich typischerweise in den ersten Wochen nach HSCT erholen, ist die Regeneration
der Lymphozyten ein oft langwieriger Prozess. Die Wiedererlangung einer suffizienten
Immunkompetenz bendtigt einige Monate; nicht wenige Patienten verbleiben noch Jahre
nach HSCT immundefizient (Mackall et al., 2009). Verallgemeinernd lasst sich feststellen,
dass NK-Zellen die erste Lymphozytenpopulation ausmachen, die sich erholt. Gefolgt wird

die NK-Zell-Rekonstitution nach bisheriger Kenntnis von der Erholung der CD8-positiven T-
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Zellen, die innerhalb von zwei bis acht Monaten nach Transplantation haufig sogar erhéhte
Zellkonzentrationen erreichen. Als letzte Zellreihen erholen sich die B-Lymphozyten und
schlieBlich die CD4-positive T-Lymphozyten (Storek, 2008, Bosch et al., 2012, Geddes and
Storek, 2007). Die nahergehende Betrachtung der phasenhaften Rekonstitution des
Immunsystems unter Berlcksichtigung ihrer Einflussfaktoren wie dem Empfangeralter, der
Spenderselektion, dem Effekt unterschiedlicher therapeutischer Interventionen oder dem
Auftreten verlaufsassoziierter Komplikationen wie GvHD und Virusinfektionen ist in diesem
Kontext von grolRer Bedeutung. Die detaillierte Analyse der Rekonstitution der einzelnen
lymphozytaren Zelllinien unter Berlcksichtigung verschiedener patienten-, therapie- und

verlaufsassoziierter Faktoren soll vor diesem Hintergrund Gegenstand dieser Arbeit sein.

Neutrophils, monocytes, NK cells B cells, CD8 T cells
Immune cell 140

counts (% normal)

—— CD4 T cells, NKT cells —— Plasma cells, dendritic cells

1 1 1 ey A S ——
Graft infused

100 4

40

Weeks Months Years

Abbildung 2: Die lymphozytare Immunrekonstitution nach allo HSCT

Im Vergleich wahrend und nach myeloablativer hamatopoetischer Stammzelltransplantation (Storek,
2008). Im Falle nicht-myeloabladiver Konditionierung liegt der Nadir, die maximale Reduktion der
Lymphozyten bzw. neutrophilen Granulozyten, aufgrund der Persistenz von Empfanger-Lymphozyten
hoher und wird gegenliber dieser Darstellung zeitlich verzégert erreicht.

1.5.1 Angeborene Immunantwort

Neutrophile Granulozyten

Die Erholung der Granulopoese erfolgt circa 14 Tage nach peripherer Blutstammzelltrans-
plantation (PBSCT), circa 21 Tage nach Knochenmarktransplantation (BMT) und circa 30
Tage nach Transplantation von Stammzellen aus Nabelschnurblut (UCBT) (Storek, 2008).

Bei Anwendung myeloablativer Konditionierungstherapie wird wahrend dieser Phase der
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immunologischen Rekonstitution gleichzeitig die Mucosa des Gastrointestinaltrakts
geschadigt und so der Nahrboden flr die Ansiedelung pathogener Keime bereitet. Die sich
der Transplantation direkt anschlieRenden infektidsen Komplikationen prasentieren sich in
diesem Zusammenhang als febrile Neutropenie und werden in ihrer Intensitat bestimmt
durch die Dauer und Auspragung der Neutropenie und die Starke der mukosalen Schadi-
gung (Mackall et al., 2009).

Natiirliche Killerzellen

Die Zellreihe der Natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) erholt sich nach HSCT am schnellsten
und erreicht etwa 1-2 Monate nach Transplantation ein normales Niveau. Erstaunlicherweise
scheint ihre Erholung nicht wie die der tbrigen Zellreihen von Patientenalter, GvHD oder der
Anzahl der im Allograft enthaltenen Spender- NK-Zellen beeinflusst zu werden (M.Bosch et
al.,, 2012). Biron et al. haben beschrieben, dass NK-Zellen eine wichtige Rolle bei der
Abwehr von Herpesviren zukommt (Biron et al., 1989). In diesem Zusammenhang hat sich
gezeigt, dass die Erholung der NK-Zellreihe bei CMV - Seropositivitat nach Transplantation
schneller erfolgt als bei seronegativen Patienten; zudem Ubt die im Allograft enthaltene
Menge an NK-Zellen einen entscheidenden Einfluss auf die NK-Zell-Rekonstitution aus
(Storek, 2008).

1.5.2 Adaptive Immunantwort

T-Lymphozyten

Die T-Zell-Rekonstitution folgt zwei unterschiedlichen Wegen. Sie beruht zunachst auf der
peripheren Expansion von T-Gedachtniszellen, der ,homdostatischen peripheren Prolifera-
tion’ (HPE), bevor es zeitverzégert zur Produktion von naiven T-Zellen im Knochenmark und
der Ausreifung T-cell Receptor excision circle (TREC) enthaltenden T-Zellen im Thymus
kommt. Studien stellten fest, dass die Thymusfunktion bei gesunden erwachsenen Personen
bis zum sechzigsten Lebensjahr erhalten bleibt. Die TREC-H6he der CD4+ und CD8+ T-
Zellen ist allerdings mit zunehmendem Alter rlcklaufig. Dies ist vermutlich auf eine
physiologische Atrophie des thymopoetischen Epithels zurlckzuflhren, welche eine
verminderte Produktionskapazitdt des Thymusepithels bei Patienten jenseits des
sechzigsten Lebensjahres nach sich zieht (Jimenez et al., 2007). Die altersbedingt
verzogerte Immunrekonstitution betrifft insbesondere CD4+ T-Zellen, die sich spater erholen
als CD8+ T-Zellen, da ihre Bildung starker auf der Produktion im Thymusgewebe beruht. Die
frihe CD4+-Zellzahl wird einerseits stark durch die im Allograft enthaltenen Spender-CD4+-
Zellen, andererseits durch die Intensitdt des nach Transplantation angewandten
Therapieregimes beeinflusst. Patienten mit schwerer GvHD zeigen eine verzdgerte

Immunrekonstitution der T-Zelllinie. Zurickzufihren ist dies vermutlich sowohl auf eine
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Beeinflussung der HPE als auch der Thymopoese, welche zum einen durch die GvHD
selbst, zum anderen durch ihre Behandlung beeinflusst werden (Storek, 2008). Aus bisher
unbekannten Grinden ist die periphere Produktion von CD8+ T-Zellen deutlich effektiver als
die der CD4+ T-Zellen, was zu einer umgekehrten Relation des CD4/CD8 - Quotienten fihrt.
So kommt es haufig innerhalb von 6 Monaten zu einer Erholung der CD8+ T-Zellreihe, wobei
eine Assoziation mit der Immunantwort auf Infektionen durch Herpesviren wie CMV und EBV
spekuliert wird. Bisweilen flhrt dies sogar zu einer voribergehend lGberschielenden CD8+
T-Zellproduktion, wahrend die Erholung der CD4+ T-Zellen mindestens ein Jahr betragt
(Bosch et al., 2012). Haufig verbleibt die Anzahl der CD4+ T-Lymphozyten jedoch dauerhaft
unter Normalniveau. Die vorliegende Arbeit soll beziglich der lymphozytaren Rekonstitution
Aufschlisse Uber den zeitlichen Verlauf der zellularen Rekonstitution geben und gleichzeitig
Faktoren offenlegen, welche mit einer vollstandigen immunologischen Erholung interferieren.
B-Lymphozyten

Die B-Zell-Rekonstitution nach allogener HSCT folgt der ontogenetischen Entwicklung der
Lymphopoese (Geddes and Storek, 2007, Storek et al., 1993). B-Lymphozyten gehen, dhn-
lich wie NK-Zellen, aus Ilymphoiden Progenitorzellen im Knochenmark hervor und
durchlaufen dort eine negative Selektion, bevor sie als primitive B-Zell Subpopulationen ins
periphere Blut ausgeschwemmt werden. Die naiven B-Lymphozyten weisen die durch
somatische Rekombination erworbenen Oberflachenantigene IgM und IgD auf. Sie reifen
anschlieend in den sekundaren lymphatischen Organen aus. Nach HSCT sind die B-Zell-
Zahlen innerhalb der ersten Monate deutlich erniedrigt und erlangen erst nach 1 bis 2 Jahren
das Niveau eines normalen Erwachsenen (Williams and Gress, 2008, Bosch et al., 2012).
Die Ausreifung der B-Zellen ist in diesem Zusammenhang in hohem Malie auf ein intaktes
spezialisiertes Knochenmarkmilieu angewiesen, welches sehr sensibel auf dul3ere Einflisse
reagiert. Dieses sogenannte Mikromilieu wird insbesondere durch stromale Zellen wie
Fibroblasten, Makrophagen, Adipozyten und Endothelzellen gebildet, die tber die Produktion
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren das Anwachsen der transplantierten Stammzellen
ermdoglichen. Hier spielen im Hinblick auf die Immunrekonstitution Einflussfaktoren wie
Therapieregime und toxische Einflisse einer mdglichen GvHD sowie ihrer Behandlung eine
entscheidende Rolle. Wahrend B-Zellen innerhalb von 4 Wochen erneut im peripheren Blut
nachweisbar sind, verbleibt ihre Funktion gemessen am Gesamtimmunglobulinlevel im
Serum Uber Monate eingeschrankt. Darlber hinaus haben in den letzten Jahren mehrere
Studien Uber das Auftreten transienter monoklonaler und oligoklonaler Gammopathien nach
allogener Stammzelltransplantation sowohl unter myeloablativen als auch unter
Konditionierungsregimen mit reduzierter Intensitat berichtet (Mitus et al., 1989, Sherer and

Shoenfeld, 1998, Lim et al.,, 2007). Diese sogenannten monoklonalen Gammopathien
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unklarer Signifikanz (MGUS) entstehen durch lymphoproliferative Vermehrung eines Plasma-
zellklons mit entsprechender Produktion eines homologen, monoklonalen Immunglobulins
(M-Protein, Paraprotein) oder seiner Leichtketten (Kyle, 1978). Per definitionem besteht eine
MGUS bei einer Serum M-Protein Konzentration von <3 g/dl und <10% Plasmazellen im
Knochenmark (BMPC) ohne Auftreten von Symptomen und Organ- oder Gewebebeteiligung,
die der monoklonalen Gammopathie ursachlich zuzuschreiben sind (Blade et al., 2010a). In
der vorliegenden Arbeit werden neben monokloalen auch biklonale Gammopathien in die
Analyse einbezogen. Beide Entitdten werden im Folgenden unter dem Begriff MGUS

zusammengefasst.

Tabelle 1: Definition der Monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz

Serum M-Protein <3 g/dl
Plasmazellen im Knochenmark <10%
Kein Nachweis anderer proliferativer Erkrankungen der B-Zelllinie

Keine der MGUS zuzuordnende Organ- oder Gewebeschadigung

(Kyle et al., 2010)

Der Nachweis einer MGUS allein ist nicht als pathologisch zu werten, allerdings kann sich
diese zu einem geringen Prozentsatz in eine maligne lymphoproliferative Erkrankung, Multi-
ple Myelome, eine Waldenstrém Makroglobulindmie oder eine Amyloidose transformieren
(Kyle et al., 2002). Bei Patienten Gber 50 Jahren liegt die Pravalenz einer MGUS bei circa
3%, bei Patienten Gber 70 Jahren bei etwa 5% (Kyle et al., 2006). Das Risiko fur die Progres-
sion einer MGUS betragt etwa 1% pro Jahr und ist insbesondere abhangig von der Anzahl
an immunphanotypisch gesunden BMPC (Perez-Persona et al., 2010, Kyle et al., 2010). Der
Zusammenhang zwischen Auftreten klonaler Gammopathien, GvHD und anderen
Einflussfaktoren wie der Reaktivierung von Virusinfektionen sowie deren Auswirkung auf das
Gesamtiberleben sollte den Ergebnissen dieser Forschungsarbeit folgend im Rahmen
nachfolgender prospektiver Studien weiter analysiert werden. Die Wiedererlangung der vol-
len humoralen Kompetenz erfordert den Aufbau eines Gedachtniszell-Pools. Dieser entsteht
primar durch die Exposition gegenlber pathogenen Umweltkeimen und kann sekundar durch
Impfung der Patienten weiter getriggert werden. Die Differenzierung der B-Lymphozyten zu
Gedachtniszellen erfolgt nach Aktivierung der B-Zellen Gber MHC-Klasse-ll und Zytokine
durch CD4+-T-Lymphozyten. Dieser Zusammenhang macht deutlich, dass die Erholung der
B-Zellreihe eng an die Regeneration der T-Zellpopulationen gekoppelt ist und ohne diese

nicht abgeschlossen werden kann (Mackall et al., 2009).
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1.6 Zielsetzung

Die allogene HSCT hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einer etablierten und potentiell
kurativen Therapiemethode in der Behandlung hamatologischer Erkrankungen entwickelt.
Hierbei sollen sowohl maligne Erkrankungen wie die akute oder chronische lymphatische
oder myeloische Leukamie, maligne Lymphome, myeloproliferative Erkrankungen als auch
angeborene Immunschwachen oder aplastische Anamien einer langfristigen Remission oder
Heilung zugeflihrt werden (Mackall et al., 2009). Ziel der allogenen HSCT ist die
Implementierung eines funktionsfahigen Immunsystems durch Transplantation pluripotenter,
hamatopoetischer Stammzellen, welche durch Anwachsen im Knochenmarkraum, dem
sogenannten ,Homing“, die Wiedererlangung einer intakten Myelo- und Lymphopoese
gewahrleisten. Die therapeutische Wirksamkeit der allogenen HSCT beruht zum einen auf
der zytotoxischen Wirkung des vor Transplantation angewandten Konditionierungsregimes,
zum anderen auf dem durch Spenderlymphozyten bedingten Graft-versus-Leukemia Effekt
(GvL) zur Eradikation residualer Leukamiezellen (Schleuning, 2000).

Der Prozess der anschlieBenden Immunrekonstitution wird hierbei nicht selten durch Rezi-
dive der zugrunde liegenden Krankheit, die Ausbildung einer Graft-versus-Host Disease,
schwere opportunistische Infektionen sowie durch Reaktivierung viraler Infektionen verzégert
oder gar verhindert. Die Ausbildung und Erholung der immunologischen Funktion und das
immunologische Engraftment haben sich in diesem Kontext zu Themenbereichen intensiven
Forschungsinteresses entwickelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Prozess der Rekonstitution eines neuen, funktionsfahigen
blutbildenden Systems anhand retrospektiver Patientendaten analysiert. Im Vergleich zu
anderen Arbeiten birgt diese Dissertationsschrift aufgrund ihrer vielseitigen Analyse-
parameter neue Aspekte in der Betrachtung der Rekonvaleszenz nach allogener HSCT.
Neben verschiedenen Krankheitsentitdten umfasst der Datenpool hierbei Erwachsene eines
breiten Altersspektrums; innerhalb des Patientenkollektivs zeigt sich eine hohe
Anwendungsrate dosisreduzierter Konditionierungsregime als auch ein breiter Einsatz von
Alemtuzumab und ATG bei unverwandter als auch bei verwandter Stammzellspende. Die
Auswertung von Einfluss- und Risikofaktoren auf die regelrechte Immunrekonstitution sowie
die Ableitung Klinisch relevanter Ergebnisse zum Einsatz in der immunmodulatorischen

Therapie sollen Ziel dieser Arbeit sein und orientieren sich an folgenden Fragestellungen:

Ablauf der lymphozytidren und humoralen Immunrekonstitution
Geht die zellulare Erholung der B-Zelllinie einher mit einer vollumfanglichen humoralen
Kompetenz der rekonstituierten B-Lymphozyten oder verbleibt eine verminderte klonale

Variabilitat oder Defizienz?
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Bedingt eine gestorte zellulare Rekonstitution die Ausbildung lymphozytar vermittelter

autoimmuner Phanome im Sinne einer Transplantat gegen Wirt Reaktion?

Patientenassoziierte Einflussfaktoren auf die Inmunrekonstitution

Wird die erfolgreiche und hinlangliche Immunrekonstitution durch das Lebensalter des
Empfangers beeinflusst?

Besitzt die zur Transplantation fihrende Grunderkrankung des Empfangers einen Einfluss
auf die nachfolgende Rekonstitution des Immunsystems?

Verzdgert eine fehlende HLA-Kompatibilitat zwischen Spender und Empfanger den Ablauf
der Immunrekonstitution?

Entspricht ein hdheres Patientenalter einem Risikofaktor in Bezug auf die Ausbildung einer

Monoklonalen Gammopathie?

Therapieassoziierte Einflussfaktoren auf die Immunrekonstitution

Welchen Einfluss tGben unterschiedliche Konditionierungsregime auf die Immunrekonstitution
aus?

Verzdgert die Anwendung dosisreduzierter Konditionierungsregime den zeitlichen Verlauf
der Immunrekonstitution?

Inwieweit wird die Immunrekonstitution des T-Zellsystems durch eine depletierende Be-
handlung mittels Alemtuzumab respektive ATG verzdgert?

Welche Auswirkungen hat die Infusion von Donor-Lymphozyten auf die Immunrekonsti-

tution?

Verlaufsassoziierte Einflussfaktoren auf die Imnmunrekonstitution

Fuhrt das Auftreten einer GvHD nach allogener HSCT zu einer Verzégerung der zellularen
oder humoralen immunologischen Konsolidierung?

Welchen Einfluss hat die Reaktivierung latenter CMV-Infektionen auf die lymphozytare und
humorale Rekonstitution nach allogener HSCT?

Welche Effekte hat das Auftreten Monoklonaler Gammopathien unklarer Signifikanz auf die
Wiedererlangung der vollen immunologischen Funktion?

Kommt es nach vorangehender Virusinfektion zu einem gehauften Auftreten Monoklonaler
Gammopathien unklarer Signifikanz?

Besteht flr Patienten mit vorangehender Monoklonaler Gammopathie ein erhdhtes Risiko fur
die Entwicklung einer cGvHD?

Bildet die Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz den Ausgangspunkt fiir die

Entwicklung einer lymphoproliferativen Erkrankung nach Transplantation?
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In der vorliegenden Arbeit wurden retrospektiv die Daten von 136 erwachsenen Patienten
analysiert, die sich zwischen September 2010 und September 2013 in der Sektion fir
Stammzell- und Immuntherapie der Klinik flr Innere Medizin Il - Hamatologie und Onkologie
- der Universitatsklinik Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Kiel, einer allogenen

Stammzelltransplantation unterzogen haben.
2.1.1. Alter und Geschlecht

Der Altersmedian zum Zeitpunkt der Transplantation betrug 54 Jahre. Der jingste transplan-
tierte Patient war 18 Jahre alt, der alteste 73 Jahre. 67 (49%) Patienten waren jinger als 54
Jahre, 69 (51%) Patienten waren 54 Jahre oder &lter. 81 (60%) Patienten waren mannlich
und 55 (40%) Patienten weiblich.

2.1.2 Grunderkrankung

Bei 128 der in die Studie aufgenommenen Patienten wurde die allo HSCT aufgrund einer
malignen hamatologischen Erkrankung durchgeflhrt. Die Erkrankungen zum Diagnosezeit-
punkt umfassten 65 Falle von akuter myeloischer Leukdmie/ myelodysplastischem Syndrom,
43 Lymphome, 12 Erkrankungsfalle aus dem chronisch myeloproliferativen Formenkreis und
8 Falle akuter lymphatischer Leukamien; bei weiteren 8 Patienten waren Graft failure oder
Bone marrow failure Grund flr die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation.

Nahere Informationen zur Haufigkeitsverteilung der Krankheitsentitaten gibt Tabelle 2.

Entitat Diagnose Haufigkeit
Akute myeloische Leukamie/ AML 51 (38%)
Myelodysplastische Syndrome MDS 14 (10%)
Lymphome CLL 11 (8%)
Non-Hodgkin-Lymphom 16 (12%)
Multiples Myelom 15 (11%)
Hodgkin-Lymphom 1 (1%)
Chronisch myeloproleferative Syndrome CML 2 (1%)
MPS 10 (7%)
Akute lymphatische Leukamie ALL 8 (6%)
Sonstige Transplantatversagen 2 (1%)
Knochenmarkversagen 6 (4%)

Tabelle 2: Absolute und relative Verteilung der Grunderkrankungen

Aufgelistet innerhalb des Patientenkollektivs.
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2.1.3 Stammzellquelle und Stammzelltransplantation

In insgesamt sechs Fallen kam eine Knochenmarkspende (BM) zum Einsatz; 130 Patienten
erhielten CD34+ mobilisierte periphere Blutstammzellen (PBSC). 26 Patienten erhielten
Stammzellen eines Familienspenders, 110 Patienten Stammzellen eines unverwandten
Spenders. In 99 Fallen konnte ein HLA-identischer Spender gefunden werden, 37 Patienten
wurden HLA-differente Stammzellen transplantiert.

Die Auswahl der Spender erfolgte entsprechend den Kriterien einer klinikinternen Standard
Operating Procedure (SOP).

Einen detaillierten Uberblick Uber wichtige klinische Parameter des Patientenkollektivs gibt
Tabelle 3.

Tabelle 3: Ubersicht der Patientendaten

Anzahl der Patienten n =136 (100%)
Medianes Alter bei Tx in Jahren (Bereich) 54 (18-73)
Geschlechterverteilung

Mannlich/weiblich 81 (60%) / 55 (40%)
HLA-Kompatibilitat

Familienspender

HLA-identisch 25 (18%)
HLA-mismatch 1(1%)
Fremdspender

HLA-identisch 74 (54%)
HLA-mismatch 36 (26%)
Zellquelle

PBSC 130 (96%)
BM 6 (4%)
CMV-Status vor Tx

Pos/Pos 43 (32%)
Pos/Neg 41 (30%)
Neg/Pos 9 (7%)
Neg/Neg 41 (30%)
missing 2 (1%)

Klinische Charakteristika innerhalb des Patientenkollektivs.

2.1.4 Konditionierungsregime

Die Konditionierungsregime lassen sich in myeloablativ und dosisreduziert differenzieren.
Vorbereitend auf die nachfolgende allogene Stammzelltransplantation wurden elf (11/136,

8%) Patienten des Kollektivs klassisch myeloablativ konditioniert. Innerhalb dieser Kohorte
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wurden sieben (7/11, 64%) Patienten mit einer Kombination aus Busulfan und Cy-
clophosphamid behandelt, vier (4/11, 36%) Patienten erhielten eine Ganzkérperbestrahlung
mit einer Gesamtdosis von 8 bis 12 Gy in Kombination mit Fludarabin oder Cyclophospha-
mid. Bei 125 Patienten (125/136, 91%) wurden Konditionierungsregime mit reduzierter
Intensitdt angewendet. Ein Groldteil dieser Patienten erhielt auf dem Purinanalogon
Fludarabin basierende Konditionierungsregime (111/125, 89%). Dieses wurde unterschiedli-
chen Protokollen entsprechend mit den alkylierenden Substanzen Melphalan, Thiotepa, Bis-
Chlorethyl-Nitroso-Urea (BCNU) und Treosulfan kombiniert. In 18 (18/125, 14%) Fallen
erfolgte die Kombination von Fludarabin mit Cyclophosphamid, Busulfan oder einer
Kombination aus beiden Substanzen. Acht Patienten (8/125, 6%) wurden nach dem Flamsa-
RIC-Protokoll, bestehend aus Fludarabin, Amsacrine, Busulfan und Cyclophosphamid,
konditioniert. Sechs (6/125, 5%) Patienten erhielten eine hochdosierte Chemotherapie nach
dem BEAM-Protokoll.

Die Konditionierungstherapie wurde mit dem Ziel einer T-Zell-Depletion in 111/136 (82%)
Fallen durch das polyklonale Antikérpergemisch ATG Fresenius® (mediane Dosis bei
Fremdspendern: 40mg/kg KG aufgeteilt in 3-4 Gaben an aufeinanderfolgenden Tagen; me-
diane Dosis bei Geschwisterspender: 30 mg/kg KG) erweitert, 24/136 (18%) Patienten erhiel-
ten zu diesem Zweck den monoklonalen CD52-Antikdérper Alemtuzumab 1H (mediane Dosis
50-100mg absolut, aufgeteilt tagliche Einzeldosen von 10-20 mg). Eine Ubersicht Uber die

innerhalb des Patientenkollektivs angewandten Konditionierungsregime gibt Tabelle 4.
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Tabelle 4: Konditionierungsregime

Konditionierungsregime Haufigkeit
n (%)
Myeloablativ (MAC) 11 (8)
Busulfan/Cyclophosphamid 7
TBI12 Gy/Cy 2
TBI 8Gy/Flu 2
Dosisreduziert (RIC) 125 (91)
Fludarabin/Melphalan 15
Fludarabin/BCNU/Melphalan 69
Fludarabin/Treosulfan 4
Fludarabin/Thiotepa 4
Fludarabin/Thiotepa/Treosulfan 1
Fludarabin/Cyclophosphamid 7
Fludarabin/Busulfan 1
Fludarabin/Busulfan/Cyclophosphamid 10
Flamsa-RIC 8
BEAM 6

Konditionierungsregime zur Vorbereitung auf die allogene Stammzelltransplantation und
Anwendungshaufigkeit innerhalb des Patientenkollektivs in absoluter und relativer Darstellung.

2.1.5 Prophylaxe der Graft-versus-Host Disease

Im Rahmen der GvHD-Prophylaxe wurde bei 134 (99%) Patienten post transplantationem
eine immunsuppressive Therapie mit Cyclosporin A eingeleitet. In 116 (85%) Fallen wurde
diese mit Mycophenolatmofetil (MMF) kombiniert. FUnf (4%) Patienten erhielten zusatzlich
Methotrexat, funf (4%) weitere Patienten Mycophenolat-Mofetii und Everolimus in
konsekutiver Gabe. Bei acht (6%) Patienten wurde fur die GvHD-Prophylaxe ausschlief3lich
Cyclosporin A verwendet. Jeweils ein Patient erhielt zur GvHD-Prophylaxe MMF und
Everolimus oder MMF und Basiliximab. Einen detaillierten Uberblick Uber die im

Patientenkollektiv angewandte GvHD-Prophylaxe enthalt Tabelle 5.
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Tabelle 5: Angewandte Immunsuppressiva

GvHD- Prophylaxe Kombination n (Prozent)
CSA - 8 (6%)
Mycophenolat-Mofetil 116 (85%)
Methotrexat 5 (4%)
Mycophenolat-Mofetil/Everolimus* 5 (4%)
Everolimus Mycophenolat-Mofetil 1 (1%)
Basiliximab Mycophenolat-Mofetil 1 (1%)

Im Rahmen der GvHD-Prophylaxe verwendete Immunsuppressiva und ihre Anwendungshaufigkeit
innerhalb des Patientenkollektivs.

*Everolimus und CSA wurden aufgrund der erhdhten Gefahr thrombotischer Mikroangiopathien
konsekutiv gegeben.

2.2 Labormethoden
2.2.1 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Erfassung der Reaktivierung latenter CMV-Virusinfektionen mittels quantitativer RT-PCR
(Polymerase Chain Reaction nach reverser Transkription) - Analyse erfolgte in Zusammen-
arbeit mit dem Institut fir Infektionsmedizin des UKSH, Campus Kiel. Die Resultate wurden
entweder als nicht nachweisbar oder mit dem gemessenen Wert als Viruskopien pro ul Blut

angegeben.

2.2.2 Immunphénotypisierung

Die immunzytologische Diagnostik mittels fluoreszensbasierter Durchflusszytometrie (FACS,
fluorescence-activated cell sorting) ist ein wichtiges Verfahren in der hamatologischen
Diagnostik und ein essentielles Instrument zur Verlaufskontrolle der Immunrekonstitution
nach Stammzelltransplantation. Grundlage dieses Verfahrens ist die Analyse von
Einzelzellsuspensionen unter Nutzung von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften nach
Anregung durch einen monochromatischen Laser. Nach internationaler Terminologie werden
monoklonale Antikérper, welche die gleichen Leukozytendifferenzierungsantigene erkennen,
nach numerisch kategorisierte Gruppen , den sogenannte Differenzierungscluster (CD), defi-
niert. Anhand der unterschiedlichen CD-Expressionsmuster auf der Oberflache verschiede-
ner Zellklassen lassen sich mithilfe fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikdrper, die
komplementare CD-Oberflachenantigene binden, Lymphozytensubpopulationen quantitativ
auftrennen und typisieren. Bei der FACS-Analyse werden zu diesem Zweck die einzelnen
fluoreszenzmarkierten Zellen der Suspension in einem dinnen Fliussigkeitsstrahl an einem
monochromatischen Laser vorbeigeleitet. Die dabei emittierten unterschiedlichen Lichtsi-

gnale werden separat detektiert und mit Hilfe von Photomultipliern in elektronische Signale
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umgewandelt. Vorwartsstreulicht (Forwardscatter) gibt Auskunft Uber die Zellgréle,
Seitwartsstreulicht (Sidescatter) Uber die Granularitat der Einzelzelle. Die Fluoreszenz macht
die spezifische Antikérperbindung sichtbar. AnschlieRend werden die digitalisierten Daten
per EDV quantitativ ausgewertet.

Im Rahmen dieser Studie erfolgte zur Verlaufsbeurteilung des immunologischen Engraft-
ments und des Wiederaufbaus einer normalen immunologischen Funktion nach
Stammzelltransplantation die Messung der Zellzahlen pro ul aus dem peripheren Blut mittels
Immunphanotypisierung vor Transplantation sowie routinemafig gemaf klinikinterner SOP
am 50., 100. und 360. Tag post transplantationem. Je nach individueller klinischer Prasenta-
tion der Patienten erfolgten zusatzliche FACS-Analysen. Hierbei wurden folgende

Zellpopulationen quantitativ analysiert:

CD3+ Zellen (T-Lymphozyten)
CD3+/CD4+ Zellen (T-Helferzellen)
CD3+/CD8+ Zellen (zytotoxische T-Zellen)
CD19+ Zellen (B-Lymphozyten)

CD3-/ CD16-/ CD56+ Zellen (NK Zellen)

o K b=

Dartber hinaus erfolgte die Erfassung des CD4+/CD8+-Verhaltnisses (CD4+/CD8+-Ratio).
Anhand dieser Daten wurde Uber einen Zeitraum von 630 Tagen nach Transplantation die
Immunrekonstitution der myeloischen und lymphatischen Zellreihe analysiert. Hierzu erfolgte
eine retrospektive Auswertung zu sieben verschiedenen Untersuchungszeitpunkten, wobei

der Tag der Stammzelltransplantation als Tag 0 definiert war:

drei Monate nach allo HSCT (Tag +90 +/-30 Tage)

sechs Monate nach allo HSCT (Tag +180 +/- 30 Tage)

neun Monate nach allo HSCT (Tag +270 +/-30 Tage)

zwolf Monate nach allo HSCT (Tag +360 +/- 30 Tage)

funfzehn Monate nach allo HSCT (Tag +450 +/- 30 Tage)
achtzehn Monate nach allo HSCT (Tag +540 +/- 30 Tage)
einundzwanzig Monate nach allo HSCT (Tag +630 +/- 30 Tage)

N o o ko Ddhd =

Die Interpretation der absoluten Zellzahlen pro ul orientiert sich an den in nachfolgender Ta-

belle 6 aufgezeigten Referenzbereichen bei gesunden Probanden.
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Tabelle 6: Referenzbereich Immunstatus Erwachsene

Lymphozyten/Subpopulationen Absolute Zahl/ul Relative Haufigkeit in %
Gesamtlymphozyten 1000-4800

CD19+ 80-350 6-19
B-Lymphozyten

CD3+ 900-2560 55-83
T-Lymphozyten

CD3+/CD4+ 500-1340 28-57
T4-Lymphozyten

CD3+/CD8+ 160-775 10-39
T8-Lymphozyten

CD4/CD8- Ratio 0,9-3,6

CD3-/CD16-56+ 35-350 7-31
NK Zellen

(Quelle: Hdmatologie Labor Kiel-Sektion fir hdmatologische Spezialdiagnostik, UKSH Campus Kiel)

2.2.3 Quantitative Analyse der Inmunglobuline

Die Begutachtung der qualitativen Rekonstitution der B-Lymphozyten erfolgt in dieser Studie
anhand verschiedener, einander erganzender Analyseverfahren. Eine Stérung der humora-
len Erholung lasst sich in diesem Zusammenhang unterteilen in einen Antikérpermangel und
eine Uberschiellende Produktion an Antikérpern durch einzelne Zellklone, der sogenannten
monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS). Die wichtigste Untersuchungsme-
thode zur Erfassung einer MGUS ist die Serum-Eiweilielektrophorese. Wurde in dieser eine
abnorme schmalbasige Erhéhung der Immunglobulinfraktion, ein sogenannter M-Gradient,
detektiert, erfolgte die weitergehende Diagnostik mittels Immunfixation zur Bestimmung der
freien Leichtketten im Serum und die Erfassung des Verlaufs der Immunglobulinlevel fir IgG,
IgM und IgA mittels spezifischer Immunturbidimetrie aus dem Patientenserum. Die
Interpretation der Immunglobulinfraktionen pro ul orientiert sich an den nachfolgenden in Ta-

belle 7 aufgezeigten Referenzbereichen bei gesunden Probanden.

Tabelle 7: Referenzwerte Immunglobuline

Immunglobulinfraktion Referenzwerte in g/l

IgG 7-16
IgM 0,4-2,3
IgA 0,7-4,0

(Quelle: Zentrallabor, UKSH, Campus Kiel)
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2.3 Statistische Verfahren

Anhand oben genannter Kriterien wurden 136 Patienten in die Studie aufgenommen. Als
Beurteilungskriterium flr die quantitative und qualitative Immunrekonstitution wurden pro
Patient jeweils Zellreihen (CD3+, CD4+, CD8+, [sowie die CD4+/CD8+-Ratio], CD19+,
CD56+) und Immunglobulinlevel (IgG, IgM, IgA) als Stichproben zu sieben definierten
Zeitpunkten retrospektiv ermittelt: Drei Monate (Tag +90), sechs Monate (Tag +180), neun
Monate (Tag +270), zwdlf Monate (Tag +360), finfzehn Monate (Tag +450), achtzehn
Monate (Tag+540) wund einundzwanzig Monate (Tag +630) nach allogener
Stammzelltransplantation. Die absolute Zellzahl wurde pro ul, die Immunglobulinlevel in g/l
peripheren Bluts erfasst. Alle Daten wurden mit Microsoft® Excel® 2008 for Mac (Version
12.1.0.) tabellarisch aufbereitet. Anhand unterschiedlicher Kriterien (Empfangeralter,
Empfangergeschlecht, HLA-Kompatibilitdt, Grunderkrankung, Konditionierungsregime,
immunsuppressive oder —supportive Therapie, Rezidiv, Auftreten einer GVHD und CMV-
Reaktivierung nach Transplantation, MGUS) wurden die Patienten jeweils Gruppen
zugeordnet und in Hinblick auf mdgliche Unterschiede in der lymphozytaren und humoralen
Immunrekonstitution analysiert. Alle statistischen Tests wurden zweiseitig auf einem
Signifikanzniveau von p = 0,05 durchgefihrt. P = 0,001 wurde als hochst signifikant
eingestuft.

Fur die einzelnen Variablen wurden arithmetische Mittel, Mediane und prozentuale Verhalt-
nisse errechnet sowie Signifikanzwerte bestimmt. Die Analyse auf Normalverteilung der
Daten durch den Kolmogorov-Smirnov-Test zeigte nicht-normalverteilte Daten, sodass
vergleichende Analysen mit Hilfe nicht-parametrischer Testverfahren durchgefihrt wurden.
Dabei wurde zum Vergleich zweier Kohorten der Mann-Whitney-U-Test genutzt. Zur
Uberpriifung von statistischen Zusammenhangen zwischen Variablen und ZielgréRen wur-
den diese mit Hilfe des Pearson-Korrelationskoeffizienten quantifiziert und anschlief’end mit-
tels linearer Regressionsanalyse multivariat korrigiert. Zur Angabe des Gesamtilberlebens
(overall survival, OS) wurde flir die jeweilige Patientenkohorte ein Kaplan-Meier-Schatzer
erstellt. Das OS wurde vom Transplantationsdatum bis zum Sterbedatum berechnet. Fir
Patienten, bei denen kein Ereignis (Tod) eingetreten ist, wurde das Datum in die Analyse
einbezogen, zu welchem diese zuletzt in der Klinik vorstellig wurden (last Follow-up). Zur
naherungsweisen Berechnung der kumulativen Viruslast der ersten 9 Monate wurde die Area
under the curve (AUC) aller Virusmessungen Uber der Nachweisgrenze errechnet. Die
statistischen Analysen wurden mittels IBM® SPSS® Statistics Software (Version 20)
durchgeflhrt. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mittels Microsoft ® Word
2008 for Mac Version 12.3.6.
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3. Ergebnisse

3.1 Gesamtiiberleben

Die Uberlebenszeitanalyse ergab 100 Tage nach allogener HSCT ein Gesamtiiberleben von
87%. Ein Jahr nach Transplantation waren noch 71% der Patienten am Leben; nach 2
Jahren waren dies noch 65% der in die Analyse aufgenommenen Patienten (vgl. Abb. 3). 18
Todesfalle waren ursachlich der Grunderkrankung, 25 Todesfalle behandlungsassoziierten
Grinden zuzuschreiben. Bei 5 Patienten waren andere Grinde todesursachlich. 27 (20%)
der Patienten entwickelten innerhalb des Untersuchungszeitraums ein Rezidiv ihrer

Grunderkrankung

~rUberleben gesamt
1,0 —— Zensiert

0,6

kumulatives Uberleben (%)

0,2

T I | I | 1 | 1 1 1 1 1 1
0 90 180 270 360 450 540 630 720 810 900 990 1080
Tage (d) nach allo HSCT

Abbildung 3: Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiberlebens innerhalb des Patientenkollektivs

Dargestellt ist die Wahrscheinlichkeit (in %) innerhalb des Gesamtkollektivs die Zeit (in Tagen) nach
allogener HSCT zu Uberleben. Die Zensur markiert eingetretene Todesfalle zum jeweiligen
Ereigniszeitraum.
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3.2 Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener
Stammzelltransplantation

Die zellulare Immunrekonstitution wurde anhand der mittels FACS-Analyse ermittelten
Zellzahlen pro ul peripheren Bluts ermittelt. Die Errechnung der Mediane erfolgte zu den

oben genannten Stichtagen.
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400,00
=
$ 300,00 —+—CDs+
E CD4+
200,00 NK-Zellen
—>=B-Zellen
0,00
90 180 270 360 450 540 630
Tage (d) nach allo HSCT
Tag 90 180 270 360 450 540 630
Fallzahl (n) 84 89 71 60 29 29 21

Abbildung 4: Lymphozytare Immunrekonstitution nach allogener HSCT

Dargestellt sind die Verlaufe der Zellzahlen der Lymphozytensubpopulationen anhand der medianen
Zellzahl pro ul Blut bis 21 Monate nach Transplantation (Quelle: Eigene Darstellung).

T-Lymphozyten

In Anlehnung an die Grenzwerte der Normwertbereiche fir T-Lymphozyten wurde eine nor-
male T-Zell-Rekonstitution als das Vorkommen von 500 bis 1340 CD4+ T-Zellen und 160 bis
775 CD8+ T-Zellen pro ul peripheren Bluts definiert.

Gemessen an diesen Grenzwerten verblieben CD4+ T-Zellen Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum weit unter dem Normbereich (vgl. Abb. 4). Insgesamt erlangten ein
Jahr nach Transplantation funf (8%) Patienten normale CD4+ T-Lymphozytenwerte, 55
(90%) Patienten verblieben unterhalb der unteren Normgrenze, ein (2%) Patient wies
erhohte CD4+ Zellzahlen auf. 21 Monate nach allogener HSCT verblieb die Rekonstitution
CD4+ T-Lymphozyten in 80% unvollstdndig; in nur 20% erreichten CD4+ T-Zellen ihren
Normwertbereich (vgl. Abb. 4).
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CD8+ T-Lymphozyten zeigten sich im Mittel bereits drei Monate nach allogener HSCT im
Normbereich und wiesen innerhalb des ersten Jahres ein nahezu Uberexponentielles Wach-
stum auf (vgl. Abb.4). Wahrend an Tag 360 23 Patienten (38%) normwertige CD8+ T-
Lymphozyten aufwiesen, zeigt sich die CD8+ Zellzahl bei 25 der Patienten (42%) erhdht und
bei zwdlf Patienten (20%) erniedrigt. Nach 21 Monaten war die Rekonstitution CD8+ T-
Lymphozyten in 85% der Patienten vollstdndig. 15% der Patienten erreichten den
Normwertbereich CD8+ T-Lymphozyten nicht (vgl. Abb. 4).

Die CD4/CD8-Ratio verblieb Uber den gesamten beobachteten Zeitraum erniedrigt (Mediang,
= 0,34, Medianqg = 0,3, Median,zo = 0,28, Mediansge =0,3, Medianss = 0,31 Zellen/ul, Me-
diansso = 0,31, Medianegsy = 0,47). Dies lag zum einen in der verzdgerten Erholung der CD4+
T-Lymphozyten begriindet; dariber hinaus verscharfte sich das inverse Verhaltnis durch die
vielfach beobachtete Uiberschielende Produktion der CD8+ T-Lymphozyten.

Einen Uberblick Uber die statistische Verteilung der Zellzahlen innerhalb der CD4+ - und
CD8+ Zellpopulationen gibt die Abbildung 5.
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Abbildung 5: Vergleichende Darstellung der Rekonstitution der CD8+ und CD4+ T-Zellen

Dargestellt sind Medianwerte, erstes und drittes Quartil sowie Maximal- und Minimalwerte fur CD8+
und CD4+ T-Lymphozyten 12 und 21 Monate nach allogener HSCT. Wahrend die Wachstumstendenz
CD8+ T-Lymphozyten im zweiten Jahr rlcklaufig ist, weisen CD4+ T-Lymphozyten Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum eine langsamere, jedoch sukzessive mediane Wachstumstendenz
auf und erreichen ihre maximalen Medianwerte erst 21 Monate nach allogener HSCT. Die Spannweite
der Zellwerte beider Zellreihen nimmt im zeitlichen Verlauf iber 21 Monate jeweils deutlich ab.

B-Lymphozyten

Eine regelgerechte B-Zellrekonstitution wurde entsprechend oben genannter Normwerttabel-

len bei Vorhandensein von 80 bis 350 B-Zellen pro ul Blut angenommen. Die CD19+ B-
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Zellen verblieben im Mittel wahrend des gesamten Analysezeitraums vermindert; trotz einer
generellen Wachstumstendenz wurde die untere Normwertgrenze erst 21 Monate nach
Transplantation Uberschritten (vgl. Abb. 4). Ein Jahr nach allogener HSCT wiesen 21 (36%)
Patienten normale B-Zellzahlen auf; bei insgesamt 33 (56%) Patienten waren die B-Zellen
erniedrigt, funf (8%) Patienten wiesen eine Uberschielende B-Zell-Proliferation auf. 21
Monate nach allogener HSCT erreichten 50% der Patienten Normwerte fur B-Lymphozyten.
NK-Zellen

Die CD56+ NK-Zellen Uberschritten bereits an Tag 90 den unteren Schwellenwert von 35
Zellen pro uwl und verblieben Uber den gesamten Beobachtungszeitraum innerhalb des
Normbereiches von 35 bis 350 Zellen pro ul peripheren Bluts (vgl. Abb. 4). Zusammenfas-
send zeigen 1 Jahr nach allogener HSCT 43 Patienten normale (73%) Werte fir NK-Zellen.
Hingegen wiesen zwei (3%) Patienten Zellzahlen unterhalb der Normwertgrenze auf, 14
Patienten (24%) zeigten erhdhte Zellzahlen fur NK-Zellen. Am Ende des
Untersuchungszeitraumes erreichten alle Patienten den Normwertbereich fir NK-Zellen.

Einen Uberblick Uber die statistische Verteilung der Zellzahlen innerhalb der NK- und B-

Zellpopulationen gibt die Abbildung 6.
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Abbildung 6: Vergleichende Darstellung der Rekonstitution der NK- und B-Zellen

Dargestellt sind Medianwerte, erstes und drittes Quartil sowie Maximal- und Minimalwerte fur NK-
Zellen und B-Lymphozyten 12 und 21 Monate nach allogener HSCT. Beide Zelllinien zeigen Gber den
gesamten Untersuchungzeitraum eine positive mediane Zellentwicklung. Die Spannweite der
Zellwerte beider Zellreihen nimmt im zeitlichen Verlauf Gber 21 Monate jeweils deutlich ab.
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3.3 Humorale Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltrans-
plantation

11,00 090 ~*IgG
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Fallzahl (n) 128 112 100 87 73 56 54

Abbildung 7: Humorale Immunrekonstitution nach allogener HSCT
Dargestellt in g/l Serum nach allogener Stammzelltransplantation in absoluter Darstellung.

Analog zur Beurteilung der zelluldaren Rekonstitution wurde die funktionelle B-Zell-
Rekonstitution anhand der Normwerttabellen fir Immunglobuline im peripheren Blut gemes-
sen (vgl. Abb. 7). Die Serumwerte fur IgG, IgM und IgA erreichten bei dem Uberwiegenden
Teil der Patienten innerhalb des Untersuchungszeitraums ihren jeweiligen Normbereich.
Wahrend sich die Serumwerte fir IgG (7-16 g/l) im Mittel bereits nach 90 Tagen normalisier-
ten, war dies bezogen auf IgM (0,4-2,3 g/l) erst nach Tag 180 sowie bezogen auf IgA (0,7-
4,0) nach Tag 630 der Fall. Im Einzelnen erreichten bis ein Jahr nach Transplantation 44
Patienten (51%) normale Serumwerte fur IgG, 27 Patienten (31%) verblieben unterhalb der
unteren Normgrenze. Bei 15 Patienten (17%) liel sich eine UberschieRende Produktion von
IgG erkennen. Nach 21 Monaten erreichten 67% der Patienten normwertige Serum-Level fur
IgG. Betrachtet man die Serumwerte flir IgM, so erzielten bis 360 Tage nach allogener HSCT
53 Patienten (60%) Normalwerte, wahrend 29 Patienten (33%) unterhalb der unteren Norm-
grenze verblieben. Eine Uberschieliende Produktion an IgM zeigte sich bei finf Patienten
(6%). Nach 21 Monaten erreichen 100% der Patienten normale Serum-Immunglobulinlevel
fur IgM. Fir IgA sind dies 37 Falle (44%) normaler Serumwerte, beziehungsweise 46 Patien-

ten (55%) mit unvollstdndiger Rekonstitution. Ein Patient (1%) wies erhdhte IgA-Serumwerte
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auf. 21 Monate nach allogener HSCT lagen die Serumwerte fur IgA in 52% der Falle im

Normbereich.

3.4 Patientenassoziierte Einflussfaktoren auf die regelrechte

Immunrekonstitution

3.4.1 Einfluss des Geschlechts des Empfangers

In Hinblick auf die lymphozytare und humorale Rekonstitution nach allogener HSCT lieRen
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Patienten

erkennen.

3.4.2 Einfluss des Alters des Empféangers

Analog zu vergleichbaren Studien erfolgte zur Analyse des Effekts des Empfangeralters auf
die lymphozytare und humorale Rekonstitution eine Untergliederung des Patientenkollektivs
entsprechend des Patientenalters anhand des Altersmedians von 54 Jahren. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die Patientengruppe der Uber 54-Jahrigen im Median Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum nach allogener HSCT hohere Zellwerte fiur CD8+ T-Lymphozyten
erreichten. Im Median erreichten jingere Patienten ein Jahr nach Transplantation eine
Zellzahl von 341 CD8+ T-Zellen/pl peripheren Bluts, wohingegen die mediane Zellzahl in der
Kohorte der Uber 54-jahrigen 742 CD8+ T-Lymphozyten betrug.

Ein Jahr nach allogener HSCT erreichten in der Kohorte der unter 54-Jahrigen zehn
Patienten (43%) normwertige CD8+ T-Lymphozyten von Uber 160 Zellen/pl peripheren Bluts.
acht (35%) Patienten wiesen erhdhte Zellzahlen auf, finf (22%) Patienten erreichten den
Normwertbereich fir CD8+ T-Lymphozyten nicht. In der Kohorte der Patienten, die 54 Jahre
oder @&lter waren, erreichten elf (31%) Patienten den Normwertbereich fir CD8+ T-
Lymphozyten; in sieben (20%) Fallen verblieben die Zellzahlen unterhalb der
Normwertgrenze, in 17 (49%) Fallen wurde diese Uberschritten.

In der Gruppe der unter 54-Jahrigen erzielte ein Jahr nach allogener HSCT kein Patient
normale Zellzahlen fir CD4+ T-Lymphozyten; alle Patienten verblieben bis zu diesem
Untersuchungszeitpunkt unterhalb der unteren Normwertgrenze von 500 CD4+ T-Lymphozy-
ten/pl peripheren Bluts. Von den Patienten, die 54 Jahre oder alter waren, Uberschritten 12
Monate nach Transplantation vier (11%) Patienten die untere Normwertgrenze von 500 Zel-
len/ul; die Ubrigen 31 (88%) Patienten erreichten den Normwertbereich fur CD4+ T-
Lymphozyten ebenfalls nicht (Vgl. Tab. 8 und 9). Signifikante Unterschiede zwischen beiden

Gruppen ergaben sich zu keinem Untersuchungszeitpunkt.
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Wahrend sich die Zellzahl der B-Lymphozyten innerhalb der ersten 12 Monate nach
allogener HSCT zwischen beiden Gruppen nicht signifikant unterschied, zeigten sich nach
Ablauf des 21-monatigen Beobachtungszeitraums in der Gruppe der unter 54-Jahrigen
signifikant hdhere Zellzahlen als in der Gruppe der Uber 54-jahrigen Patienten (p= 0,041).
Insgesamt erreichten in der Kohorte der unter 54-Jahrigen ein Jahr nach allogener HSCT 15
Patienten den Normwertbereich fir B-Lymphozyten. In der Gruppe Patienten tber 54 Jahre
waren dies zehn Patienten. Hier wurde dariber hinaus die obere Normgrenze in drei Fallen
Uberschritten.

Einen Uberblick Uber die altersabhéngige lymphozytare Immunrekonstitution geben Tabelle
8 bis 10 sowie Abbildung 8 bis 11.

Tabelle 8: Altersabhangigkeit der lymphozytaren Rekonstitution

Zellpopulation Normbereich < 54 Jahre Fallzahl Fallzahl Fallzahl
[Zellen/ul] Median (IQR) unterhalb innerhalb oberhalb
[Zellen/ul] der Norm der Norm der Norm
n=23 n (%) n (%) n (%)
CD8+T-Zellen 160-775 341 (1256) 5 (22) 10 (43) 8 (35)
CD 4+ T-Zellen 500-1340 223 (121) 23 (100) 0 (0) 0 (0)
NK-Zellen 35-350 159 (70) 0 (0) 17 (74) 6 (26)
B-Zellen 80-350 85 (194) 10 (43) 11 (48) 2(9)

Dargestellt ist die lymphozytare Rekonstitution ein Jahr nach allogener HSCT bei Patienten < 54
Jahren unter Angabe des Medianwertes und Interquartilabstands; die Haufigkeitsverteilung wird
entsprechend der Normwertbereiche der Lymphozytensubpopulationen untergliedert.

Tabelle 9: Altersabhangigkeit der lymphozytaren Rekonstitution

Zellpopulation Normbereich  >54 Jahre Fallzahl Fallzahl Fallzahl
[Zellen/ul] Median (IQR) unterhalb innerhalb oberhalb
[Zellen/ul] der Norm der Norm der Norm
n=235 n (%) n (%) n (%)
CD8+T-Zellen 160-775 341 (1256) 7 (20) 11 (31) 17 (49)
CD 4+ T-Zellen 500-1340 223 (121) 31 (88) 3(9) 1(3)
NK-Zellen 35-350 159 (70) 2 (6) 21 (60) 12 (34)
B-Zellen 80-350 85 (194) 22 (63) 10 (29) 3(9)

Dargestellt ist die lymphozytare Rekonstitution ein Jahr nach allogener HSCT bei Patienten > 54
Jahren unter Angabe des Medianwertes und Interquartilsabstand; die Haufigkeitsverteilung wird
entsprechend der Normwertbereiche der Lymphozytensubpopulationen untergliedert.
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Tabelle 10: Einfluss des Alters auf die Immunrekonstitution nach allo HSCT

34

Lymphoztenpopulationen < 54 Jahre > 54 Jahre p-Wert
Median (IQR) [Zellen/ul] n=23 n=35

CD 8+ T-Lymphozyten 341 (1256) 742 (1521) 0,195
CD 4+ T-Lymphozyten 223 (121) 130 (143) 0,543
NK-Zellen 159 (70) 208 (310) 0,059
B-Zellen 85 (194) 28 (186) 0,604
Serum-Immunglobuline

Median (IQR) [g/I] n=39 n =48

IgG 8,9 (8,2) 10,7 (7,27) 0,292
IgM 0,72 (1,02) 0,64 (1,05) 0,961
IgA 0,64 (0,71) 0,61(0,62) 0,611

Vergleich der Lymphozytensubpopulationen (pro ul Blut) und Immunglobuline (in g/l) ein Jahr nach
allogener HSCT bei Patienten junger und alter als 54 Jahre; dargestellt sind die medianen Zellzahlen
pro ul Blut mit zugehdrigem Interquartilsabstand sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p <
0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 8: Altersabhangige Entwicklung der CD8+ T- Lymphozyten im Verlauf

Bis 21 Monate nach allogener HSCT; dargestellt sind die Medianwerte der jeweiligen Zellreihen im

Vergleich von Patienten unter und Uber 54 Jahren (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 9: Altersabhangige Entwicklung der CD4+ T- Lymphozyten im Verlauf

Bis 21 Monate nach allogener HSCT; dargestellt sind die Medianwerte der jeweiligen Zellreihen im

Vergleich von Patienten unter und tber 54 Jahren (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 10: Altersabhangige Entwicklung der NK-Zellen im Verlauf

Bis 21 Monate nach allogener HSCT; dargestellt sind die Medianwerte der jeweiligen Zellreihen im
Vergleich von Patienten unter und tber 54 Jahren (**= p < 0,005, *p < 0,05)
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Abbildung 11: Altersabhangige Entwicklung der B-Zellen im Verlauf

Bis 21 Monate nach allogener HSCT; dargestellt sind die Medianwerte der jeweiligen Zellreihen im
Vergleich von Patienten unter und Uber 54 Jahren (**= p < 0,005, *p < 0,05).

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der humoralen Konsolidierung

zwischen den Alterskohorten.

3.4.3 Einfluss der Grunderkrankung des Empféangers

Zur Beurteilung des Einflusses der Grunderkrankung auf die immunologische Erholung der
Patienten erfolgte zunachst eine Kategorisierung der Krankheitsentitaten in lymphatische
und myeloische Erkrankungen. Der Vergleich beider Gruppen ergab einen hoch signifikanten
Unterschied in der Bildung des Immunglobulin-Subtyps IgG Uber den gesamten Analysezeit-
raum hinweg. Auch die Menge an IgM und IgA lag bei Patienten mit lymphatischen
Grunderkrankungen im Mittel unterhalb der Immunglobulinlevel der Vergleichsgruppe (vgl.
Tab. 13 und Abb. 12 bis 14). Es konnte kein Zusammenhang zwischen lymphozytarer
Rekonstitution und der Grunderkrankung gefunden werden. Tendenziell waren aber auch
hier die Zellwerte bei Patienten mit lymphatischen Grunderkranken geringer als in der
Vergleichskohorte (Vgl. Tab. 11 und 12).
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Tabelle 11: Lymphozytare Rekonstitution und Grunderkrankung

Zellpopulation Normbereich lymphatisch Fallzahl Fallzahl Fallzahl
[Zellen/ul] Median (IQR) unterhalb innerhalb oberhalb

[Zellen/ul] der Norm der Norm der Norm
n=12 n (%) n (%) n (%)

CD8+T-Zellen  160-775 746 (1540) 3 (25) 5 (42) 4 (33)

CD 4+ T-Zellen 500-1340 179 (175) 12 (100) 0 (0) 0 (0)

NK-Zellen 35-350 180 (262) 0 (0) 10 (83) 2(17)

B-Zellen 80-350 42 (197) 8 (67) 3 (25) 1(8)

Dargestellt ist die lymphozytdre Rekonstitution ein Jahr nach allogener HSCT bei Patienten mit
lymphatischer Grunderkrankung unter Angabe des Medianwertes und Interquartilsabstand; die
Haufigkeitsverteilung wird entsprechend der Normwertbereiche der Lymphozytensubpopulationen
untergliedert.

Tabelle 12: Lymphozytare Rekonstitution und Grunderkrankung

Zellpopulation Normbereich Nicht Fallzahl Fallzahl Fallzahl
[Zellen/ul] lymphatisch unterhalb innerhalb oberhalb
Median (IQR) der Norm der Norm der Norm

[Zellen/ul] n (%) n (%) n (%)
n =43
CD8+T-Zellen  160-775 746 (1540) 3(7) 19 (44) 21 (48)
CD 4+ T-Zellen 500-1340 179 (175) 39 (91) 3(7) 1(2)
NK-Zellen 35-350 180 (262) 2 (5) 30 (70) 11 (26)
B-Zellen 80-350 42 (197) 23 (53) 16 (37) 4 (9)

Dargestellt ist die lymphozytare Rekonstitution ein Jahr nach allogener HSCT bei Patienten mit nicht
lymphatischer Grunderkrankung unter Angabe des Medianwertes und Interquartilsabstand; die
Haufigkeitsverteilung wird entsprechend der Normwertbereiche der Lymphozytensubpopulationen
untergliedert.
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Tabelle 13: Einfluss der Grunderkrankung auf die Immunrekonstitution nach

allogener HSCT

Lymphoztenpopulationen Lymphatische Nicht lymphatische p-Wert
Median (IQR) [Zellen/ul] Grunderkrankung Grunderkrankung

n=12 n =43
CD 8+ T-Lymphozyten 184 (1609) 742 (1357) 0,199
CD 4+ T-Lymphozyten 122 (134) 189 (144) 0,237
NK-Zellen 151 (89) 184 (255) 0,870
B-Zellen 26 (122) 69 (192) 0,275
Serum-Immunglobuline
Median (IQR) [g/I] n=20 n =60
IgG 7,94 (6,71) 11,19 (9,0) 0,016*
IgM 0,5 (1,27) 0,65 (0,94) 0,087
IgA 0,77 (0,69) 0,64 (0,74) 0,933

Vergleich der Lymphozytenpopulationen (pro ul Blut) und Immunglobuline (in g/l) zwischen Patienten
mit lymphatischen und nicht lymphatischen Grunderkrankungen ein Jahr nach allogener HSCT;
dargestellt sind die medianen Zellzahlen mit zugehérigem Interquartilsabstand sowie das statistische
Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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IgG nicht lymphatisch (n) | 88 78 72 60 48 40 35

Abbildung 12: 1gG in Abhangigkeit der Grunderkrankung im Verlauf nach allogener HSCT

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit lymphatischer und nicht lymphatischer
Grunderkrankung anhand der medianen Immunglobulinlevel in g/l Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 13: IgM in Abhangigkeit der Grunderkrankung im Verlauf nach allogener HSCT

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit lymphatischer und nicht lymphatischer
Grunderkrankung anhand der medianen Immunglobulinlevel in g/l Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 14: IgA in Abhangigkeit der Grunderkrankung im Verlauf nach allogener HSCT

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit lymphatischer und nicht lymphatischer
Grunderkrankung anhand der medianen Immunglobulinlevel in g/l Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Ein Jahr nach allogener HSCT war die zellulare Rekonstitution bei Patienten mit nicht
lymphatischen Grunderkrankungen tendenziell weiter vorangeschritten, ohne dass das

Signifikanzniveau erreicht wurde (vgl. Tab 11).

3.5 Therapieassoziierte Einflussfaktoren auf die regelgerechte
Immunrekonstitution

Ein weiterer Bereich der Analyse umfasste die Bewertung der immunologischen Regenera-
tion nach allogener HSCT vor dem Hintergrund der Anwendung unterschiedlicher
Therapieeinflisse. Hierzu wurde die lymphozytare und humorale Erholung innerhalb des
Patientenkollektivs hinsichtlich der Spender-Empfanger-Relation, des angewendeten
Konditionierungsregimes und der Anwendung von ATG und Alemtuzumab zur GvHD-
Prophylaxe untersucht. Zusatzlich wurden die Effekte der Vergabe von Donor-Lymphozyten-

Infusionen im Hinblick auf die Immunrekonstitution bewertet.

3.5.1 HLA-Kompatibilitat zwischen Spender und Empfanger

Zur Objektivierung des Einflusses der Spenderselektion auf die lymphozytare und humorale
Rekonstitution wurden zunachst HLA-idente und HLA-differente Transplantationskon-
stellationen einander gegenubergestellt. Die Testung der beiden Kohorten ergab signifikant
hohere Zellwerte der CD8+ T-Lymphozyten 3 Monate (p = 0,025) nach HLA-identer
Transplantation. Die Ubrigen lymphatischen Zelllinien sowie die Immunglobulinsubtypen
zeigten eine zwischen den Untersuchungsgruppen vergleichbare Immunrekonstitution. Ein
Jahr nach allogener HSCT zeigte sich in Anlehnung an die Referenzbereiche fir
Lymphozyten eine tendenziell kongruente B-Zell-Rekonstitution im Vergleich HLA-identer zu
HLA-differenter Transplantation; die CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten rekonstituierten in den
ersten 12 bis 15 Monaten nach HLA-identer HSCT zwar tendenziell schneller, zeigten im
weiteren zeitlichen Verlauf jedoch vergleichbare Zellzahlen wie nach HLA-differenter
Transplantation. Nahere Angaben zum Einfluss der HLA-Konstellation auf die zellulare und
humorale Rekonstitution sind den Abbildungen 15 bis 18 sowie Tabelle 14 bis 16 zu

entnehmen.
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Tabelle 14: Lymphozytare Rekonstitution und HLA-Kompatibilitat

Zellpopulation Normbereich HLA-match Fallzahl Fallzahl Fallzahl
[Zellen/ul] Median (IQR) unterhalb innerhalb oberhalb
[Zellen/ul] der Norm der Norm der Norm
n =42 n (%) n (%) n (%)
CD8+T-Zellen 160-775 746 (1540) 7 (22) 14 (43) 21 (35)
CD 4+ T-Zellen 500-1340 179 (175) 38 (91) 3(7) 1(2)
NK-Zellen 35-350 180 (262) 2 (5) 28 (67) 12 (28)
B-Zellen 80-350 42 (197) 25 (60) 11 (26) 6 (14)

Dargestellt ist die lymphozytare Rekonstitution ein Jahr nach allogener HSCT bei Patienten nach HLA-
identer HSCT unter Angabe des Medianwertes und Interquartilsabstand; die Haufigkeitsverteilung wird
entsprechend der Normwertbereiche der Lymphozytensubpopulationen untergliedert.

Tabelle 15: Lymphozytare Rekonstitution und HLA-Kompatibilitat

Zellpopulation  Normbereich HLA- Fallzahl Fallzahl Fallzahl
[Zellen/ul] mismatch unterhalb innerhalb oberhalb

Median (IQR) der Norm der Norm der Norm
[Zellen/ul] n (%) n (%) n (%)
n=16

CD8+T-Zellen 160-775 359 (677) 5 (36) 7 (50) 4 (29)

CD 4+ T-Zellen  500-1340 125 (120) 16 (100) 0 (0) 0 (0)

NK-Zellen 35-350 177 (141) 0 (0) 14 (86) 2 (14)

B-Zellen 80-350 89 (156) 7 (44) 9 (56) 0 (0)

Dargestellt ist die lymphozytare Rekonstitution ein Jahr nach allogener HSCT bei Patienten nach HLA-
differenter HSCT unter Angabe des Medianwertes und Interquartilsabstand; die Haufigkeitsverteilung
wird entsprechend der Normwertbereiche der Lymphozytensubpopulationen untergliedert.



Ergebnisse

Tabelle 16: Einfluss der HLA-Kompatibilitdt auf die Immunrekonstitution nach

allogener HSCT

Lymphozytenpopulationen HLA-match HLA-mismatch p-Wert
Median (IQR) [Zellen/ul] n =42 n=20

CD 8+ T-Lymphozyten 746 (1540) 359 (676) 0,095
CD 4+ T-Lymphozyten 179 (175) 124 (120) 0,204
NK-Zellen 180 (262) 177 (141) 0,578
B-Zellen 42 (197) 89 (156) 0,595
Serum-Immunglobuline

(a/) n =67 n=20

IgG 9,91 (7,69) 9,7 (5,67) 0,816
IgM 0,67 (1,13) 0,82 (0,9) 0,972
IgA 0,64 (0,69) 0,59 (0,66) 0,996

Vergleich der Lymphozytenpopulationen (pro ul Blut) und Immunglobuline (in g/l) zwischen
Patienten mit und ohne volstandiges HLA-match ein Jahr nach allogener HSCT; dargestellt
sind die medianen Zellzahlen mit zugehdrigem Interquartilsabstand sowie das statistische

Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 15: Einfluss der HLA-Kompatibilitat auf die Rekonstitution CD8+ T-Lymphozyten
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Vergleich
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Patienten

nach HLA-identer

und HLA-differenter

Stammzelltransplanatation anhand der medianen Zellzahlen pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 16: Einfluss der HLA-Kompatibilitdt auf die Rekonstitution CD4+ T-Lymphozyten
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Abbildung 17: Einfluss der HLA-Kompatibilitdt auf die Rekonstitution der NK-Zellen
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Abbildung 18: Einfluss der HLA-Kompatibilitat auf die Rekonstitution der B-Zellen

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten nach HLA-identer und HLA-differenter
Stammzelltransplanatation anhand der medianen Zellzahlen pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).

Tabelle 17: Immunrekonstitution bei HLA-match verwandt und unverwandt

Lymphozytenpopulationen HLA-match HLA-match p-Wert
Median (IQR) [Zellen/ul] verwandt nicht verwandt

n=38 n=234
CD 8+ T-Lymphozyten 203 (469) 869 (1605) 0,066
CD 4+ T-Lymphozyten 121 (143) 214 (198) 0,162
NK-Zellen 162 (104) 185 (275) 0,347
B-Zellen 29 (167) 53 (205) 0,835
Serum-Immunglobuline
(g/l) n=17 n =50
IgG 9,91 (7,69) 10,62 (8,07) 0,292
IgM 0,67 (1,13) 0,82 (1,25) 0,100
IgA 0,64 (0,69) 0,70 (0,73) 0,124

Vergleich der Lymphozytenpopulationen (pro ul Blut) und Immunglobuline (in g/l) zwischen
verwandten und nicht verwandten Patienten mit vollstandigem HLA-match ein Jahr nach
allogener HSCT; dargestellt sind die medianen Zellzahlen mit zugehdrigem
Interquartilsabstand sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).

Ein detaillierter Vergleich verwandter zu nicht verwandter HLA-identer (10/10) Transplanta-
tion ergab konstant héhere Zellzahlen in der Gruppe HLA-identer nicht verwandter Spender-

Empfanger-Paare (vgl. Tab. 17). In diesem Zusammenhang waren allerdings keine signifi-
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kanten Unterschiede zu verzeichnen. Ein statistischer Trend zu hdheren Zellzahlen in dieser
Gruppe bestand jedoch fir CD8+ T-Lymphozyten 9 Monate (p = 0,053) und 12 Monate (p =
0,066) sowie fur CD4+ T-Lymphozyten 9 Monate (p = 0,074) nach allogener HSCT.

3.5.2 Konditionierungsregime

Hinsichtlich der Konditionierungsregime wurden fir die statistische Auswertung dosisredu-
zierte und myeloablative Konditionierungstherapien unterschieden. Unter den myeloablativ
behandelten Patienten zeigten sich bis auf in der Population CD8+ T-Lymphozyten ein Jahr
nach allogener HSCT im Median hohere Zellzahlen innerhalb aller Lymphozyten-
subpopulationen im Vergleich zur Kohorte dosisreduziert behandelter Patienten. Bezogen
auf die oben angegebenen Normwertbereiche verblieben die CD4+ T-Lymphozyten in beiden
Vergleichsgruppen unterhalb der unteren Normwertgrenze; CD8+ T-Zellen und NK-Zellen
lagen jeweils innerhalb des Normwertbereichs. B-Zellen erreichten nur in der Kohorte der
myeloablativ behandelten Patienten ihren Referenzbereich (vgl. Tabelle 18). Signifikante
Unterschiede in der zahlenmaRigen Rekonstitution der Lymphozytenpopulationen zwischen
beiden Kohorten konnten nicht festgestellt werden.

In der humoralen Rekonstitution wurden signifikante Unterschiede in Bezug auf die
Immunglobulinsubtypen IgM und IgA gefunden. In der Kohorte myeloablativer Konditionie-
rung war die Immunglobulinproduktion an IgM ein Jahr nach allogener HSCT signifikant
héher als in der dosisreduziert behandelten Kohorte (p = 0,013). Einen Uberblick tber die
humorale Rekonstitution im Verlauf des Untersuchungszeitraums geben die Abbildungen 19
bis 21.
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Tabelle 18: Immunrekonstitution nach differierender Konditionierung

Lymphozytenpopulationen RIC MAC p-Wert
Median (IQR) [Zellen/ul] n =55 n=3

CD 8+ T-Lymphozyten 557 (1484) 437 (1077) 0,958
CD 4+ T-Lymphozyten 153 (131) 252 (119) 0,200
NK-Zellen 177 (247) 196 (48) 0,847
B-Zellen 47 (193) 98 (110) 0,450
Serum-Immunglobuline

(a/) n =81 n=6

IgG 9,64 (7,68) 10,31 (4,89) 0,366
IgM 0,65 (0,96) 1,35 (1,61) 0,013*
IgA 0,63 (0,69) 0,78 (1,2) 0,173

Der Vergleich der Lymphozytenpopulationen (pro ul Blut) und Immunglobuline (in g/l) ein Jahr nach
allogener HSCT nach dosisreduzierter und myeloablativer Konditionierung; dargestellt sind die
medianen Zellzahlen pro ul sowie Immunglobuline (in g/I) Blut mit zugehdérigem Interquartilsabstand
sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 19: IgG im Verlauf nach allogener HSCT nach differierender Konditionierung

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten nach reduzierter und myeloablativer Konditionierung

anhand der medianen Immunglobulinlevel in g/l Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 20: IgM im Verlauf nach allogener HSCT nach differierender Konditionierung

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten nach reduzierter und myeloablativer Konditionierung

anhand der medianen Immunglobulinlevel in g/l Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 21: IgA im Verlauf nach allogener HSCT nach differierender Konditionierung

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten nach reduzierter und myeloablativer Konditionierung

anhand der medianen Immunglobulinlevel in g/l Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Hinsichtlich des Gesamtlberlebens wiesen die Vergleichskohorten bis 600 Tage nach HSCT
ahnliche Uberlebenswahrscheinlichkeiten auf. 100 Tage nach allogener HSCT waren noch
89% der Patienten nach dosisreduzierter Konditionierung am Leben; im Vergleich dazu 92%
der Patienten nach Anwendung myeloablativer Konditionierungsregime. Ein Jahr nach
allogener HSCT Uberlebten 67% der reduziert konditionierten und 72% der myeloablativ
konditionierten Patienten; 2 Jahre nach Transplantation waren dies 63% der RIC- und 67%
der MAC-Kohorte.
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Kurve des Patientenlberlebens nach dosisreduzierter und myeloablativer
Konditionierung

Es wird die Wahrscheinlichkeit aufgezeigt, dass Patienten die Zeit nach allogener HSCT (in Tagen)
Uberleben.

Die unterschiedlichen Konditionierungsregime wurden einander anschlieliend unter dem
Aspekt der Anwendung von ATG (n = 110) und Alemtuzumab (n = 26) zur GvHD-Prophylaxe
gegenibergestellt.

Signifikante Unterschiede lie3en sich nur in der Entwicklung der T-Lymphozyten erkennen;
Patienten, die wahrend der Konditionierung Alemtuzumab erhielten, zeigten bis 15 Monate
nach allogener HSCT signifikant niedrigere CD8+-Zellzahlen als Patienten, die sich einer

Behandlung mit ATG unterzogen. Die exakten Werte sind Tabelle 19 zu entnehmen.
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Signifikante Unterschiede innerhalb der Ubrigen Zellpopulationen durch die Anwendung von
ATG oder Alemtuzumab bestanden ebenso wenig wie signifikante Unterschiede in der
humoralen Rekonstitution (vgl. Abb. 23 bis 26).

Tabelle 19: Einfluss der T-Zell-Depletion auf die Immunrekonstitution

Lymphozytenpopulationen Alemtuzumab ATG p-Wert
Median (IQR) [Zellen/ul] n=6 n =52

CD 8+ T-Lymphozyten 55 (310) 643 (1468) 0,003**
CD 4+ T-Lymphozyten 152 (307) 162 (136) 0,740
NK-Zellen 245 (376) 165 (205) 0,261
B-Zellen 10 (330) 59 (183) 0,720
Serum-Immunglobuline

(a/) n=10 n=74

IgG 7,77 (6,04) 10,15 (6,95) 0,115
IgM 0,86 (1,66) 0,68 (1,00) 0,934
IgA 0,81 (1,96) 0,63 (0,65) 0,228

Vergleich der Lymphozytenpopulationen (pro ul Blut) und Immunglobuline (in g/l) zwischen Patienten
nach Alemtuzumab- und ATG- haltiger Behandlung ein Jahr nach allogener HSCT; dargestellt sind die
medianen Zellzahlen mit zugehdrigem Interquartilsabstand sowie das statistische Signifikanzniveau
(**= p =0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 23: Rekonstitution der CD8+ T-Lymphozyten nach T-Zell-Depletion

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten nach Alemtuzumab- und ATG- haltiger Behandlung
anhand der medianen Zellzahlen pro pl Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 24: Rekonstitution der CD4+ T-Lymphozyten nach T-Zell-Depletion

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten nach Alemtuzumab- und ATG- haltiger Behandlung
anhand der medianen Zellzahlen pro pl Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 25: Rekonstitution der NK-Zellen nach T-Zell-Depletion

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten nach Alemtuzumab- und ATG- haltiger Behandlung

anhand der medianen Zellzahlen pro pl Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 26: Rekonstitution der B-Zellen nach T-Zell-Depletion

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten nach Alemtuzumab- und ATG- haltiger Behandlung
anhand der medianen Zellzahlen pro pl Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).

3.5.3 Donor-Lymphozyten-Infusionen

Um eine Beeinflussung der Immunrekonstitution durch immunsupportive Therapiemal3nah-
men zu analysieren, wurden die Lymphoyztenpopulationen und Immunglobulinlevel mit einer
zeitlich vorangegangenen Donor-Lymphozyten-Infusion (DLI) korreliert. In 13 der insgesamt
16 Falle einer Vergabe von DLI wurden diese Patienten mit Rezidiv der Grunderkrankung
verabreicht. Hier war ein signifikanter Zusammenhang der CD4+ T-Zellen an Tag 360 und
Tag 450 mit der Verabreichung von DLI an Tag 180 zu erkennen. Die Gabe von DLI an Tag
180 war zudem mit der Héhe der Zellzahlen fir B-Lymphozyten an Tag 270 und Tag 360
sowie der NK-Zellen an Tag 360 und 630 korreliert. Die Medianwerte der angegebenen
Zellpopulationen in der Patientenkohorte, die einer DLI unterzogen wurde, waren zu den
angegebenen Zeitpunkten jeweils signifikant hoéher als in der Vergleichsgruppe. Kor-
relationen zwischen der Gabe von DLI und der humoralen Rekonstitution bestanden nicht.

Trotz der beschriebenen temporaren Beeinflussung der Zellwerte der verschiedenen
Lymphozytenpopulationen ergab eine Gegenulberstellung beider Kohorten vergleichbare

Ergebnisse der Gesamtrekonstitution nach 21 Monaten.
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3.6 Verlaufsassoziierte Einflussfaktoren auf die regelgerechte
Immunrekonstitution

3.6.1 GvHD

86 (63%) Patienten entwickelten nach Transplantation eine akute GvHD. Gemal der Eintei-
lung nach Glucksberg et al. (Glucksberg et al., 1974) lag bei 42 (31%) Patienten eine aGvHD
1°, bei 19 (14%) Patienten eine aGvHD 2° und bei 18 (13%) Patienten eine aGvHD 3° vor;
Sieben (5%) Patienten entwickelten im Verlauf eine aGvHD 4°. Eine chronische GvHD wurde
bei 40 (39%) Patienten diagnostiziert. Davon entsprachen 12 (12%) Falle einem limitierten
und 26 (25%) Falle einem extensiven Verlauf. Zwei (2%) Falle lieBen sich in ihrem
Auspragungsgrad nicht naher definieren. 34 Patienten waren einer langfristigen Kontrolle
nicht zuganglich (lost of follow-up), sodass diese Falle aus der Analyse ausgeschlossen
wurden (vgl. Tab 20).

Tabelle 20: Haufigkeitsverteilung akuter und chronischer GvHD

Akute GvHD

Keine 48 (36%)
Grad 1 42 (31%)
Grad 2 19 (14%)
Grad 3 18 (13%)
Grad 4 7 (5%)
Chronische GvHD

Keine 62 (61%)
Limited 12 (12%)
Extensive 26 (25%)
Auspragung unbekannt 2 (2%)

GvHD innerhalb des Patientenkollektivs.

Um die Beeinflussung der regelrechten Immunrekonstitution durch das Auftreten einer
cGvHD zu evaluieren, wurden die Entwicklung der Lymphozytenpopulationen und der
Immunglobulinlevel zwischen Patienten mit und ohne cGvHD verglichen. Hierbei zeigte sich,
dass die Rekonstitution des T- und B-Zellsystems bei Patienten mit chronischer GvHD insge-
samt latent verzogert ablief. Ein Jahr nach allogener HSCT waren die Zellzahlen aller
Lymphozytenpopulationen bei Patienten mit cGvHD gegeniber nicht erkrankten Patienten
erniedrigt; gleiches galt flir die Immunglobulinfraktionen (vgl. Tab. 23). Reliable signifikante

Unterschiede in der zellularen und humoralen Rekonstitution ergaben sich fur B-Zellen zu
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den Untersuchungszeitpunkten 360, 540 und 630; diese Beobachtung deckt sich mit der
signifikant verzdgerten Rekonstitution der Immunglobulinfraktionen IgG und IgM bei
Patienten mit durchlaufener cGvHD (vgl. Abb. 31 bis 33). Die Rekonstitution der CD8+ und
CD4+ T-Lymphozyten sowie der NK-Zellen verlief im Gruppenvergleich weitgehend ahnlich
(Vgl. Abb. 27 bis 30 sowie Tab. 21 und 22). Eine Korrelation zwischen Auftreten einer
cGvHD mit dem Patientenalter oder dem angewandten Konditionierungsregime bestand

nicht.

Tabelle 21: Lymphozytare Rekonstitution und cGvHD

Zellpopulation Normbereich cGvHD Fallzahl Fallzahl Fallzahl
[Zellen/ul] Median (IQR) unterhalb innerhalb  oberhalb der
[Zellen/ul] der Norm der Norm Norm
n=25 n (%) n (%) n (%)
CD8+T-Zellen 160-775 486 (1534) 7 (28) 7 (28) 11 (44)
CD 4+ T-Zellen 500-1340 113 (140) 23 (92) 1(4) 1(4)
NK-Zellen 35-350 153 (239) 1(4) 18 (72) 6 (24)
B-Zellen 80-350 13 (92) 16 (64) 16 (32) 1(4)

Dargestellt ist die lymphozytdre Rekonstitution ein Jahr nach allogener HSCT bei Patienten mit
cGvHD unter Angabe des Medianwertes und des Interquartilsabstands; die Haufigkeitsverteilung wird
entsprechend der Normwertbereiche der Lymphozytensubpopulationen untergliedert.

Tabelle 22: Lymphozytare Rekonstitution ohne stattgehabte cGvHD

Zellpopulation Normbereich Keine cGvHD Fallzahl Fallzahl Fallzahl
[Zellen/ul] Median (IQR) unterhalb innerhalb oberhalb
[Zellen/ul] der Norm der Norm der Norm
n=33 n (%) n (%) n (%)
CD8+T-Zellen  160-775 746 (1540) 5(15) 14 (42) 14 (42)
CD 4+ T-Zellen 500-1340 206 (118) 31 (94) 2 (6) 0 (0)
NK-Zellen 35-350 191 (181) 1(3) 24 (73) 8 (24)
B-Zellen 80-350 567 (1538) 16 (48) 14 (39) 3(9)

Dargestellt ist die lymphozytare Rekonstitution ein Jahr nach allogener HSCT bei Patienten ohne
cGvHD unter Angabe des Medianwertes und Interquartilsabstand; die Haufigkeitsverteilung wird
entsprechend der Normwertbereiche der Lymphozytensubpopulationen untergliedert.
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Tabelle 23: Einfluss von cGvHD auf die Immunrekonstitution

Lymphoztenpopulationen cGvHD Keine cGvHD p-Wert
Median (IQR) [Zellen/ul]  Median (IQR) [Zellen/ul]
n=25 n =26
CD 8+ T-Lymphozyten 486 (1534) 567 (1538) 0,510
CD 4+ T-Lymphozyten 113 (140) 206 (118) 0,070
NK-Zellen 153 (239) 191 (182) 0,429
B-Zellen 13 (92) 121 (225) 0,005**
Serum-Immunglobuline
(g/1) n=33 n =42
IgG 7,05 (7,94) 10,56 (6,82) 0,033*
IgM 0,34 (1,14) 0,98 (0,81) 0,016*
IgA 0,52 (0,77) 0,65 (0,78) 0,180

Vergleich der Lymphozytenpopulationen (pro ul Blut) und Immunglobuline (in g/l) zwischen Patienten
mit und ohne cGvHD ein Jahr nach nach allogener HSCT; dargestellt sind die medianen Zellzahlen
pro ul Blut mit zugehdrigem Interquartilsabstand sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p <

0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 27: CD8+ T-Lymphozyten bei Patienten mit und ohne cGvHD

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne cGvHD anhand der mediane Zellzahlen
pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 28: CD4+ T-Lymphozyten bei Patienten mit und ohne cGvHD

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne cGvHD anhand der mediane Zellzahlen
pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 29: NK-Zellen bei Patienten mit und ohne cGvHD

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne cGvHD anhand der medianen
Zellzahlen pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 30: B-Zellen bei Patienten mit und ohne cGvHD

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne cGvHD anhand der medianen
Zellzahlen pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 31: IgG-Level von Patienten mit und ohne cGvHD
im zeitlichen Verlauf nach allogener HSCT; dargestellt sind die jeweiligen medianen

Immunglobulinlevel in g/l sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Immunglobulinlevel in g/l sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 32: IgM-Level von Patienten mit und ohne cGvHD
im zeitlichen Verlauf nach allogener HSCT; dargestellt sind die jeweiligen medianen

Immunglobulinlevel in g/l sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 33: IgA-Level von Patienten mit und ohne cGvHD
im zeitlichen Verlauf nach allogener HSCT; dargestellt sind die jeweiligen medianen
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3.6.2 Infektionen

Eine CMV Reaktivierung trat bei 96 (71%) Patienten nach Transplantation auf. Vor
Transplantation besalRen 85 (63%) Patienten einen positiven CMV-Serostatus; von diesen
Patienten entwickelten 79 (93%) eine CMV-Reaktivierung. In 10 Fallen war der Empfanger
vor allogener HSCT seronegativ bezlglich CMV. Von diesen 10 Patienten entwickelten 7
(70%) einen positiven CMV-Status. Die Diagnose einer Infektion erfolgte mittels Bestimmung
der Viruslast durch RT-PCR aus dem peripheren Blut. Die Gesamtviruslast Uber die ersten
neun Monate nach allogener HSCT lag bei 46 063 358 Kopien/l Blut. Im Rahmen der
Analyse des Einflusses einer CMV-Infektion oder der Reaktivierung einer Infektion auf die
lymphozytare Immunrekonstitution wurden die Lymphozytenwerte und Immunglobulinlevel
erkrankter und nicht erkrankter Patienten miteinander verglichen. Zusammenfassend |asst
sich festhalten, dass Patienten, die eine CMV-Infektion durchgemacht haben, innerhalb aller
Lymphozytenpopulationen hdéhere Zellzahlen aufwiesen. Durchgehend signifikant hdhere
Zellzahlen der CMV-positiven Patienten zeigten sich fur CD8+ T-Lymphozyten. Die CD4+ T-
Lymphozyten beider Gruppen unterschieden sich zu den Untersuchungszeitpunkten nach
180 bis 270 und nach 450 Tagen signifikant voneinander; insgesamt zeigten sich auch hier
hdhere Zellzahlen bei CMV-positiven Patienten. Die NK-Zellen waren an den Tagen 90 und
180 signifikant héher als in der CMV-negativen Vergleichsgruppe; flir B-Zellen war dies an
Tag 180, 270 und 450 der Fall. In der Ubersicht der humoralen Rekonstitution zeigten sich
ebenso durchgehend hdhere Immunglobulinlevel der Patienten nach CMV-Infektion im
Vergleich zum gesunden Vergleichskollektiv. Die 1gG-Werte zeigten sich im Vergleich mit
nicht erkrankten Patienten Uber den gesamten Untersuchungszeitraum signifikant erhéht.
Die einzelnen Werte sind Tabelle 24 sowie den Abbildungen 34 bis 40 zu entnehmen. Die
weitere Analyse ergab, dass eine CMV-Infektion in den ersten 9 Monaten nach Transplanta-
tion signifikant haufiger bei Patienten auftrat, die 54 Jahre oder alter waren. Die
Durchseuchung mit CMV in der Gruppe der Uber 54-Jahringen lag mit 71% deutlich héher
als in der Gruppe der unter 54-Jahringen (54%).
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Tabelle 24: Einfluss von CMV auf die Immunrekonstitution

Lymphoztenpopulationen CMV-Infektion Keine CMV-Infektion p-Wert
Median (IQR) [Zellen/ul] n=23 n =35

CD 8+ T-Lymphozyten 1511 (1567) 168 (303) 0,000**
CD 4+ T-Lymphozyten 192 (157) 133 (150) 0,071
NK-Zellen 177 (254) 180 (135) 0,848
B-Zellen 69 (234) 37 (106) 0,127
Serum-Immunglobuline

(a/) n=32 n=55

[e]€; 11,63 (7,67) 6,51 (5,6) 0,000**
IgM 0,86 (1,06) 0,59 (0,96) 0,303
IgA 0,64 (0,63) 0,63 (0,75) 0,313

Vergleich der Lymphozytenpopulationen (pro ul Blut) und Immunglobuline (in g/l) zwischen Patienten
mit und ohne CMV-Infektion ein Jahr nach allogener HSCT; dargestellt sind die medianen Zellzahlen
pro ul Blut mit zugehérigem Streubereich sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p <

0,05).
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Abbildung 34: CD8+ T-Lymphozyten von Patienten mit und ohne CMV-Infektion

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne CMV-Infektion anhand der medianen

Zellzahlen pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 35: CD4+ T-Lymphozyten von Patienten mit und ohne CMV-Infektion

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne CMV-Infektion anhand der medianen
Zellzahlen pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 36: NK-Zellen von Patienten mit und ohne CMV-Infektion

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne CMV-Infektion anhand der medianen
Zellzahlen pro yl Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 37: B-Zellen von Patienten mit und ohne CMV-Infektion

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne CMV-Infektion anhand der medianen

Zellzahlen pro pl Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05) (Quelle: Eigene Darstellung).
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Abbildung 38: IgG-Level von Patienten mit und ohne CMV-Infektion
im zeitlichen Verlauf nach allogener HSCT; dargestellt sind die jeweiligen medianen

Immunglobulinlevel in g/l sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 39: IgM-Level von Patienten mit und ohne CMV-Infektion
im zeitlichen Verlauf nach allogener HSCT; dargestellt sind die jeweiligen medianen
Immunglobulinlevel in g/l sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 40: IgA-Level von Patienten mit und ohne CMV-Infektion
im zeitlichen Verlauf nach allogener HSCT; dargestellt sind die jeweiligen medianen

Immunglobulinlevel in g/l sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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3.6.2 Monoklonale Gammopathien unklarer Signifikanz

Monoklonale Gammopathien unklarer Signifikanz (MGUS) werden charakterisiert durch die
Produktion eines oder mehrerer klonaler Immunglobuline (M-Proteine) oder ihrer Leichtket-
ten durch einen oder mehrere Plasmazellklone.

In der Studienkohorte trat eine MGUS bei 18 (13%) der Patienten auf (vgl. Tab. 25). In elf
(61%) dieser Falle wurde ein monoklonales Paraprotein vom Typ IgG gebildet, zwei (11%)
Patienten bildeten ein monoklonales IgM, bei einem (6%) Patienten wurde ein monoklonales
Paraprotein vom Typ IgA nachgewiesen; in vier Fallen (22%) einer Gammopathie bestand
eine biklonale Paraproteinamie der Typen IgG und IgM. In 17 Fallen bestand die MGUS
voribergehend, bei einem Patient waren Gber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg
M-Proteine nachweisbar. Im Mittel bestand die MGUS Uber 2 Monate, wobei interindividuell

grol3e zeitliche Unterschiede bestanden (vgl. Abb. 41).
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Abbildung 41: Zeitliche Entwicklung der MGUS bei 18 Indexpatienten

Dargestellt ist das zeitliche Auftreten Monoklonaler Gammopathie unklarer Signifikanz zu den
jeweiligen Untersuchungszeitpunkten des Analysezeitraums. Die mit Hakchen bezeichneten Kastchen
stellen den positiven Nachweis eines entsprechenden M-Proteins dar.

Bei sieben (39%) der 18 Patienten bestand als Grunderkrankung ein Multiples Myelom.
Diesen Fallen lag ein Klassenwechsel der Immunglobuline vor, sodass von einer unabhangig
von der Grunderkrankung ausgebildeten sekundaren MGUS ausgegangen wurde; sechs

weitere Falle von Myelomen, bei denen sich zwar eine Paraproteindmie jedoch kein
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Klassenwechsel der Antikérper zeigte, wurden als Rezidiv der Grunderkrankung gewertet

und aus der Analyse ausgeschlossen.

Tabelle 25: Charakteristika von Patienten mit MGUS

MGUS Nicht vorhanden vorhanden
n=118 n=18

Geschlecht

mannlich/weiblich 68/50 13/5

Medianes Alter in Jahren 51 (18-73) 54 (43-68)

(Bereich)

Stammzellquelle

PB 112 18

BM 6 0

Grunderkrankung

AML 45 5

MDS 12 2

CLL 10 1

Multiples Myelom 9 7

Hodgkin-Lymphom 1 0

NHL 14 2

CML 2 0

MPS 9 1

ALL 8 0

Graft failure 2 0

Bone marrow failure 6 0

Charakteristika von Patienten mit und ohne Entwicklung einer monoklonalen Gammopathie unklarer
Signifikanz.

Hinsichtlich der zellularen Rekonstitution ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen der MGUS-Kohorte und dem Vergleichskollektiv; tendenziell wurden durchgehend
hohere Zellwerte in der T-Zellpopulation der Kohorte der Patienten mit MGUS verzeichnet
Néhere Informationen zur zelluldren Rekonstitution von Patienten mit und ohne MGUS
geben Tabelle 26 bis 28 und die Abbildungen 42 bis 45. In der humoralen Rekonstitution
zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Kohorten (Vgl. Abb.
46 bis 48).
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Tabelle 26: Lymphozytare Rekonstitution bei Patienten mit MGUS

Zellpopulation Normbereich MGUS unterhalb in der oberhalb der
Median (IQR) [Zellen/ul] n=12 der Norm Norm Norm
[Zellen/ul] n (%) n (%) n (%)
CD8+T-Zellen 160-775 828(1540) 2(17) 3 (25) 7 (58)

CD 4+ T-Zellen 500-1340 205 (234) 11 (92) 0 (0) 1(8)
NK-Zellen 35-350 163 (390) 1(8) 7 (58) 4 (4)

B-Zellen 80-350 51 (280) 6 (50) 4 (33) 2(17)

Dargestellt ist die lymphozytare Rekonstitution ein Jahr nach allogener HSCT bei Patienten mit MGUS
unter Angabe des Medianwertes und Interquartilsabstand; die Haufigkeitsverteilung wird entsprechend
der Normwertbereiche der Lymphozytensubpopulationen untergliedert.

Tabelle 27: Lymphozytare Rekonstitution bei Patienten ohne MGUS

Zellpopulation Normbereich Keine unterhalb in der oberhalb der
Median (IQR) [Zellen/ul] MGUS der Norm Norm Norm
[Zellen/ul] n =46 n (%) n (%) n (%)
CD8+T-Zellen 160-775 526 (1441) 11 (24) 17 (37) 18 (39)

CD 4+ T-Zellen 500-1340 148(141) 43 (93) 3(7) 0 (0)
NK-Zellen 35-350 180 (190) 1(2) 35 (76) 10 (22)
B-Zellen 80-350 56 (159) 26 (56) 17 (37) 3(7)

Dargestellt ist die lymphozytare Rekonstitution ein Jahr nach allogener HSCT bei Patienten ohne
MGUS unter Angabe des Medianwertes und Interquartilsabstand; die Haufigkeitsverteilung wird
entsprechend der Normwertbereiche der Lymphozytensubpopulationen untergliedert.
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Tabelle 28: Einfluss von MGUS auf die Immunrekonstitution nach allo HSCT

Lymphoztenpopulationen MGUS Keine MGUS p-Wert
Median (IQR) [Zellen/ul] n=12 n =46

CD 8+ T-Lymphozyten 828 (1811) 526 (1451) 0,257
CD 4+ T-Lymphozyten 205 (234) 148 (141) 0,578
NK-Zellen 163 (390) 180 (190) 0,578
B-Zellen 51 (280) 56 (159) 0,833
Serum-Immunglobuline

(a/) n=16 n=71

[e]€; 12,1 (12,16) 9,7 (6,71) 0,132
IgM 1,15 (1,5) 0,67 (0,9) 0,346
IgA 0,66 (0,87) 0,63 (0,62) 0,991

Vergleich der Lymphozytenpopulationen (pro ul Blut) und Immunglobuline (in g/l) zwischen Patienten
mit und ohne MGUS ein Jahr nach allogener HSCT; dargestellt sind die medianen Zellzahlen pro ul
Blut mit zugehdrigem Interquartilsabstand sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p <
0,05).
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Tag 90 180 270 360 450 540 630
CD8+ mit MGUS (n) 14 13 11 12 6 4 4
CD8+ ohne MGUS (n) 68 74 58 46 22 24 16

Abbildung 42: CD8+ T-Lymphozyten bei Patienten mit und ohne MGUS

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne MGUS anhand der medianen Zellzahlen

pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 43: CD4+ T-Lymphozyten von Patienten mit und ohne MGUS

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne MGUS anhand der medianen Zellzahlen
pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 44: NK-Zellen von Patienten mit und ohne MGUS

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne MGUS anhand der medianen Zellzahlen
pro ul Blut (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Abbildung 45: B-Zellen von Patienten mit und ohne MGUS

Dargestellt ist der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne MGUS anhand der medianen Zellzahlen
pro ul Blut (**=p < 0,005, *p < 0,05).

Immunglobulinlevel in g/l sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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IgG ohne MGUS (n) | 110 94 82 7 58 43 43
Abbildung 46: IgG-Level von Patienten mit und ohne MGUS
im zeitlichen Verlauf nach allogener HSCT; dargestellt sind die jeweiligen medianen
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IgM ohne MGUS(n) 110 94 82 7 58 43 43
Abbildung 47: IgM-Level von Patienten mit und ohne MGUS
im zeitlichen Verlauf nach allogener HSCT; dargestellt sind die jeweiligen medianen

Immunglobulinlevel in g/l sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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IgA ohne MGUS (n) 110 94 82 7 58 43 43
Abbildung 48: IgA-Level von Patienten mit und ohne MGUS
im zeitlichen Verlauf nach allogener HSCT; dargestellt sind die jeweiligen

Immunglobulinlevel in g/l sowie das statistische Signifikanzniveau (**= p < 0,005, *p < 0,05).
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Signifikante Zusammenhange zwischen dem Auftreten einer MGUS mit Alter, Geschlecht,
Grunderkrankung, CMV-Reaktivierung oder der Stammzellquelle konnten nicht festgestellt
werden. Ebenso zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang beziglich des Auftretens einer
Gammopathie und einer T-Zell depletierenden Behandlung der Patienten mit ATG oder
Alemtuzumab. Ein signifikanter Unterschied ergab sich in der Entwicklung einer cGvHD.
Patienten, die eine MGUS entwickelten, zeigten signifikant haufiger eine cGvHD, als Patien-
ten der Vergleichsgruppe (p = 0,034). In der weiteren Analyse ergab sich eine positiv gerich-
tete Korrelation zwischen der Ausbildung einer cGvHD und dem Auftreten einer MGUS (r =
0,206, p=0,038). Durch multivariate Analyse konnte der gezeigte univariate Zusammenhang
zwischen Auftreten einer MGUS und einer cGvHD bestétigt werden p=0,006). Wiederum war
die MGUS weder mit dem Auftreten einer CMV-Infektion noch mit dem Auftreten eines Rezi-
divs korreliert.

Die Uberlebenszeitanalyse der MGUS-Kohorte im Vergleich zu Patienten, die im Verlauf
nach allogener HSCT keine Gammopathie entwickelten, zeigte eine besseres Ein-Jahres-
Uberleben von Patienten mit MGUS gegeniiber Patienten, die keine Paraproteindmie
entwickelten (vgl. Abb. 49). Die Schatzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit ergab 100
Tage nach allogener HSCT 100% fur Patienten, die eine MGUS entwickelten im Vergleich zu
86,5% fiur Patienten, die keine MGUS entwickelten; ein Jahr nach Transplantation waren
dies 86% flur Patienten mit MGUS im Vergleich zu 68% fur Patienten der Vergleichsgruppe.
Zwei Jahre nach Transplantation naherte sich die Uberlebenswahrscheinlichkeit beider

Gruppen weiter an und entsprach 61% gegenuber 64%.
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Abbildung 49: Kaplan-Meier-Kurve des Patientenlberlebens bei Vorhandensein und Fehlen einer
MGUS

Es wird die Wahrscheinlichkeit aufgezeigt, dass Patienten die Zeit nach allogener HSCT (in Tagen)
Uberleben (1= MGUS, 0= keine MGUS).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Dissertationsschrift wurden sowohl die zellulare als auch die humorale
Immunrekonstitution Uber einen Gesamtzeitraum von 21 Monaten nach allogener HSCT aus
verschiedenen Blickwinkeln beleuchtet. Effekte der unterschiedlichen Behandlungsregime,
der Anwendung T-Zell depletierender Therapeutika zur GvHD-Prophylaxe und immunmo-
dulatorischer Interventionen wurden in vivo beobachtet und unter dem Aspekt ihrer Auswir-
kung auf die immunologischen Konsolidierung ausgewertet. Ferner wurden in Analogie zu
anderen Arbeiten feststehende patientenbezogene Faktoren wie das Empfangeralter und die
HLA-Kompatibilitat zwischen Spender und Empfanger sowie sekundare Komplikationen wie
cGvHD und CMV-Infektionen in die Analyse einbezogen. Das Phanomen der monoklonalen
Gammopathie unklarer Signifikanz wurde darlUber hinaus unter dem Aspekt mdglicher
auslésender Faktoren sowie ihres Einflusses auf die Konsolidierung des Immunsystems
vertiefend betrachtet.

Problematisierend muss vor dem Hintergrund des retrospektiven Ansatzes dieser Arbeit die
statistische Aussagekraft der erhobenen Ergebnisse diskutiert werden. Zwar kénnen die
erhobenen Daten der Hypothesengenerierung flr nachfolgende prospektive Studien sowie
der Bekraftigung bekannter Evidenzen dienen, eine richtungsweisende Ableitung kausaler
Zusammenhange ist anhand dieser Daten jedoch nicht méglich; des Weiteren ist in diesem
Kontext die Existenz potentieller Cofounder kritisch in Betracht zu ziehen. Die Uberschét-
zung der klinischen Relevanz erhobener statistischer Signifikanzen ist in diesem Zusammen-
hang streng zu vermeiden. Dennoch birgt die hier durchgefihrte Datenerhebung und -
analyse interessante Aspekte, deren Aufarbeitung und Ergéanzung im Rahmen nachfolgender
prospektiver Studien wichtige neue Erkenntnisse betreffend der immunologischen

Rekonvaleszenz nach allogener HSCT erbringen kénnte.

4.1 Lymphozytare und humorale Immunrekonstitution

Verschiedene Studien legen nahe, dass die vollstandige lymphozytare und humorale Erho-
lung interindividuellen Unterschieden unterliegt. Verallgemeinernd lasst sich der Literatur
jedoch der Konsens entnehmen, dass die Erholung der B-Zellreihe friher erfolgt als jene der
T-Lymphozyten (Storek, 2008, Bosch et al.,, 2012). Genauere zeitliche Ablaufe in der
Rekonstitution verbleiben jedoch weiterhin strittig und unterliegen verschiedensten Einflls-
sen. Wahrend Bosch et al. und Seggewiss et Einsele von einer mehr als ein Jahr andauern-
den Erholungsphase der B-Zellreihe ausgehen (Bosch et al., 2012, Seggewiss and Einsele,
2010), sehen andere Studien eine vollstdndige Erholung bereits innerhalb des ersten Jahres
nach Transplantation (Bemark et al., 2012, Baumgartner et al., 1988). Differenziert werden

muss hier jedoch stark zwischen der rein zellularen Erholung der B-Lymphozyten und der
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Wiedererlangung der eigentlichen immunologischen Funktionalitdt. Bis 12 Monate nach
Transplantation sind vorwiegend CD27+/IgD+ naive B-Zellen im peripheren Blut detektierbar.
Hingegen fallt die Anzahl klassengewechselter CD27+/IgD- B-Gedachtniszellen - und damit
verbunden die Wiedererlangung einer effizienten Immunglobulin-Produktion - deutlich gerin-
ger aus als bei gesunden Kontrollpersonen (Avanzini et al., 2005). Die T-Zelllinie verbleibt oft
Uber Jahre vermindert (Williams and Gress, 2008, Geddes and Storek, 2007). Hier fallen
spezifische Unterschiede innerhalb der Rekonstitution der Lymphozytensubpopulationen auf.
CD8+ T-Lymphozyten rekonstituieren als erste Zellreihen der adaptiven Immunitat, wohinge-
gen sich die Erholung der CD4+ T-Lymphozyten oftmals Uber Jahre bis Jahrzehnte nach
HSCT verzdgert (Bosch et al.,, 2012, van Leeuwen et al., 1994). In der Betrachtung der
CD4/CD8-Ratio zeigt sich eine deutliche Verschiebung der zellularen Rekonstitution zugun-
sten der CD8+ T-Lymphozyten (Seggewiss and Einsele, 2010, Gratama et al., 1984). Die
frihe Erholung der CD8+ T-Lymphozyten wird am ehesten der peripheren homoostatischen
Expansion (HPE) und der Proliferation residualer Empfanger-T-Zellen sowie der Vermehrung
im Transplantat enthaltener Spender-T-Zellen zugeschrieben. Der Neubildung von T-
Lymphozyten im Thymusgewebe kommt eine geringere Bedeutung zu (Dumont-Girard et al.,
1998, Jimenez et al., 2007). Die in dieser Studie erhobenen Daten unterstlitzen die These
eines phasenhaften Verlaufs der Immunrekonstitution nach allogener HSCT. Das T-Zellsy-
stem rekonstituierte in 55% der Falle innerhalb von 21 Monaten nur unvollstandig. Im Mittel
kam es bereits innerhalb der ersten 9 Monate nach allogener HSCT zur Erholung der CD8+
T-Lymphozyten, wahrend sich CD4+ T-Lymphozyten bis 21 Monate nach Transplantation in
ihrer Absolutzahl verringert darstellten und eine insgesamt langsamere Rekonstitution
aufwiesen. Die CD4/CD8 Ratio stellte sich Gber den gesamten Analysezeitraum invers dar.
Insgesamt erreichten nach einem Jahr nur 8% aller Patienten normale Werte fur CD4+ T-
Lymphozyten, 90% der Patienten wiesen Zellzahlen unterhalb der unteren Normgrenze auf.
Das Kompartiment der B-Lymphozyten wies am Ende des Untersuchungszeitraums eben-
falls in ausschlief3lich 50% der Falle normale Werte auf. Dahingegen zeigte sich die Zelllinie
der NK-Zellen ab Tag 90 nach allogener HSCT bei allen Patienten vollstandig rekonstituiert.

Mittels Immunturbidimetrie wurden die Immunglobulinlevel der Patienten (ber den gesamten
Untersuchungszeitraum Uberwacht. Ein Grof3teil der Patienten erreichte im Verlauf normwer-
tige Serumimmunglobuline. Wahrend die Werte von IgG im Mittel bereits nach drei Monaten
im Normwertbereich lagen, bendtigte die Konsolidierung von IgM im Mittel circa 6 Monate;
Normalwerte flir IgA wurden erst nach 21 Monaten erreicht. Im Rahmen verschiedener Stu-
dien wird trotz Anwendung effizienter B-Zell depletierender Konditionierungsregime Uber nur
leicht verminderte Serumimmunglobulinspiegel der Patienten berichtet (Baumgartner et al.,

1988, Storek et al., 2001). Die im Vergleich zur spaten zellularen Rekonstitution friihe humo-
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rale Erholung, insbesondere des Serum-IgG, wird einerseits begriindet durch die relativ
lange Halbwertszeit der Immunglobuline (HWZ IgG = 7-22 Tage, HWZ IgM = 2-6 Tage, HWZ
IgA = 2-6 Tage) (Proetzel and Roopenian, 2014), andererseits durch die Persistenz gegen-
Uber den Konditionierungsregimen resistenter, residualer Plasmazellen des Empfangers
(Geddes and Storek, 2007, Small et al., 2009, van Tol et al., 1996). Trotz hoher
Immunglobulinwerte ist ein Mangel spezifischer Immunglobuline nach Anwendung
myeloablativer Regime bekannt; dies fihrt zur Notwendigkeit einer neuerlichen Impfung der
Patienten nach Transplantation. In dieser Studie wurde die humorale Immunitat anhand der
Titer fur 1gG, IgM und IgA im Patientenserum gemessen. Ein tieferes Verstandnis flr die
Funktionalitat des sich nach allogener HSCT ausbildenden B-Zell-Systems kénnte die Ana-
lyse spezifischer Antikorpertiter auf entsprechende Impfungen post transplantationem geben.
Diese Analyse verbleibt Aufgabe nachfolgender prospektiver Forschungsarbeiten. Allerdings
weisen die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten auf eine gestorte B-Zell-
Rekonstitution im Sinne einer reduzierten Anzahl an B-Zellen einerseits und eines erhdhten
autoreaktiven Potentials andererseits hin.

Da die Immunfixation fir Patienten nach allogener HSCT am Campus Kiel ausschlief3lich im
Falle auffalliger Immunglobulinspiegel indiziert und anschlieRend der jeweiligen klinischen
Einschatzung entsprechend bei Bedarf individuell ergénzt wird, konnte in der Auswertung der
FACS- und Immunturbidimetrieanalysen nicht immer von derselben Patientenzahl ausgegan-
gen werden. Die Vergleichbarkeit der ermittelten Werte der verschiedenen Gruppen muss

deshalb an aufgefiihrter Stelle kritisch betrachtet werden.

4.2 Patientenassoziierte Einflussfaktoren auf die Immunrekonstitu-
tion

4.2.1 Patientenalter

Obgleich die allogene Stammzelltransplantation im Zuge der Entwicklung verbesserter
Konditionierungs- und Therapieregime auch alteren, multimorbiden Patienten zuganglich
geworden ist, bleibt das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Transplantation noch immer
ein Haupteinflussfaktor auf die Konsolidierung der vollstandigen immunologischen Kompe-
tenz des Empfangerorganismus (Eyrich et al., 2005). Nach wie vor sind aufgrund der Historie
der allo HSCT aussagekraftige Erfahrungswerte beziglich der Immunrekonstitution alterer im
Vergleich zu jliingeren Patienten limitiert. Dies unterstreicht das weiterhin grof3e Interesse an
der intensiven Erforschung der Immunrekonstitution bei Patienten héheren Alters.

Verschiedene Studien legen nahe, dass der Wiederaufbau des neuen, funktionsfahigen
Immunsystems im hdéheren Lebensalter langer dauert und im Vergleich zu jingeren Patien-
ten oft unvollstandig bleibt (Hakim and Gress, 2007). Die Alterseffekte auf die zellulare

Immunitat werden neben der therapieassoziierten Toxizitdt der Chemotherapeutika auf eine
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physiologische Altersinvolution des Thymusgewebes zuriickgeflhrt, welche mit einer
verminderten thymischen Produktionskompetenz assoziiert ist (Douek et al.,, 1998,
Seggewiss and Einsele, 2010, Krenger et al., 2011). Darlber hinaus haben Signer et al. im
Mausmodell beschrieben, dass die Fahigkeit des Knochenmarks zur Lymphopoese der B-
Zellen mit zunehmenden Alter abnimmt (Signer et al., 2007, Dorshkind et al., 2009,
Ademokun et al., 2010). Min et al. beschreiben diesbeziiglich ebenfalls intrinsische
Veranderungen der im Knochenmark ansassigen Progenitorzellen der T- und B-Zellreihe:
Veranderungen im Mikromilieu von sowohl Knochenmark als auch Thymus wird eine kausale
Rolle flir das verminderte Iymphoproliferative Potential und die abnehmende
Geschwindigkeit der immunologischen Erholung zugeschrieben (Min et al., 2005). Ferner
betonen sie hormonelle Einflisse auf die Immunrekonstitution und unterstreichen
insbesondere die Effekte von Sexualhormonen, Wachstumshormonen und Insulin-like
growth factor-1 auf die lymphatische Rekonstitution. In der hier dargelegten Analyse liel3en
sich entgegen dieser Ausflihrungen erstaunlicherweise keine altersassoziierten Effekte der
Immunrekonstitution nachweisen. Eindrucksvoll waren jedoch die deutlich hdéheren
Zellzahlen fur CD8+ T-Zellen bei untersuchten Patienten jenseits des vierundfiinfzigsten
Lebensjahrs; diese Auffalligkeit lieBe sich mit der signifikant héheren Rate an CMV-
Infektionen innerhalb der ersten 9 Monate nach allogener HSCT bei alteren Patienten
erklaren. Deutliche Unterschiede der zellularen Erholung zeigten sich Uberdies in der Re-
konstitution der NK-Zellen, deren Zellzahlen bei Patienten hoheren Lebensalters im ersten
Jahr héher als bei jiingeren Patienten lagen.

Die humorale Immunrekonstitution muss gesondert betrachtet werden. Die altersabhangige
Erholung der humoralen Kompetenz flihrt zu verschiedenen klinischen Problemen in der
Behandlung alterer Patienten. Zum einen kommt es zu einer Abschwachung der Immunant-
wort; die Impfantwort alterer im Vergleich zu jingeren Patienten fallt geringer aus, der Impf-
schutz ist verklrzt und die Affinitat der Antikdrper zur entsprechenden antigenen Struktur ist
vermindert. Zum Anderen entwickeln altere Patienten vergleichsweise haufig Autoimmun-
erkrankungen (Hakim and Gress, 2007). Die Abnahme der Lymphopoese der B-Zelllinie fuhrt
zu einer Verschiebung der B-Zellen hin zu B-Gedachtniszellen mit hdherem autoimmunen
Potenzial. Die Theorie, dass eine verzégerte lymphozytare Rekonsolidierung, das heildt eine
verminderte zelluldren Rekonstitution, zu einem vermehrten Auftreten von Autoimmunitat
fuhrt, deckt sich mit dem hohen Anteil monoklonaler Gammopathien im untersuchten
Patientenkollektiv. Im Mausmodell prasentiert sich die Kompetenz lymphoider Vorlauferzel-
len zur Differenzierung zu pro - B-Zellen in hdherem Lebensalter deutlich vermindert (Miller
and Allman, 2005, Min et al., 2006). In dieser Arbeit wurden hinsichtlich der humoralen
Rekonstitution keine signifikanten Unterschiede in der altersabhdngigen Analyse der

Antikdrpertiter festgestellt. Die Annahme, dass bei im Alter steigender Auto- und Alloreaktivi-
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tat von Lymphozyten auch die Neigung zur Ausbildung immunologischer Phdnomene wie
dem der MGUS potenziert wird, konnte im Rahmen dieser Studie erstaunlicherweise nicht
bestatigt werden. Die erwahnte differenzierte Analyse spezifischer Impfantworten sowie die
tiefergehende Betrachtung unterschiedlicher B-Zell-Populationen kénnte diesbezlglich je-
doch zu weiteren Erkenntnissen flhren. In der Betrachtung der cGvHD-Rate im Vergleich
alterer zu jungeren Patienten liel3en sich keine signifikanten Unterschiede erkennen. Dieser
Umstand lasst sich zum einen durch die bessere immunologische Vertraglichkeit neuer
Konditionierungstherapien, zum anderen durch die breite Anwendung von ATG respektive

Alemtuzumab zur GvHD-Prophylaxe erklaren.

4.3 Therapieassoziierte Einflussfaktoren auf die Immunrekonstitu-
tion

4.3.1 HLA-Kompatibilitat

Aus Sicht der immunologischen Vertraglichkeit ist der ideale Stammzellspender ein eineiiger
Zwilling des Empfangers (syngene Transplantation); trotz der sehr geringer Raten an aGvHD
und cGvHD stellt — neben der geringen Spenderverfiigbarkeit - die hohe Rezidivrate nach
syngener Transplantation jedoch einen limitierenden Faktor dieser Methode dar.

Die eingeschrankte Verflgbarkeit einer optimalen Spender-Empfanger-Konstellation im Sin-
ne einer HLA-identischen Familienspende flihrt zur vermehrten Transplantation HLA-dispara-
ter Stammzellen. In den letzten Jahren hat sich das Uberleben von Patienten nach
unverwandter allogener HSCT durch Optimierung der molekularen Typisierung der Genloci
fur HLA 1 und Il deutlich verbessert (Sierra et al., 2008, Arora et al., 2009). In Anbetracht der
breiter werdenden therapeutischen Anwendbarkeit der allogenen HSCT ist die Frage nach
Unterschieden in der Rekonstitution des Immunsystems im Vergleich von verwandten zu
nicht verwandten Stammzellspenden sowie von HLA-identischen zu HLA-differenten Spen-
den von groRem Interesse. Die im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen erga-
ben keine signifikanten Unterschiede der Rekonstitution zwischen HLA-identischen Familien-
und Fremdspendern; die CD8+ und CD4+ T-Lymphozyten rekonstituierten nach HLA-identi-
scher Fremdspende im Vergleich zu HLA-identischer Familienspende im Trend besser. Der
Vergleich HLA-identischer zu HLA-differenter Stammzellspende zeigte eine anfanglich deutli-
che zahlenmafige - wenn auch nicht durchgehend signifikante - verzégerte Rekonstitution
des T-Zellsystems HLA-different transplantierter gegentiber HLA-identisch transplantierten
Patienten. In der Gesamtzeitanalyse sprechen die Ergebnisse der angestellten Betrachtun-
gen jedoch fir eine die Immunrekonstitution betreffend weitgehend aquivalente Anwendbar-
keit der verschiedenen HLA-Konstellationen unter Anwendung entsprechender sich an die

Transplantation anschlieRender Therapiemallhahmen.
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Die haploidente allogene Stammzelltransplantation (haploidente HSCT) bildet vor dem
Hintergrund der begrenzten Verfigbarkeit HLA-identer oder partiell HLA-differenter Spender
eine weitere potentiell kurative Therapieform. Hier bildet vor allem die Starke der T-Zell-Ant-
wort von Spender und Empfanger auf allogene HLA-Molekile eine der weiterhin groften
Herausforderungen (Fuchs, 2012). Im Studienmodell gelang es hier jlngst, Uber die
Verabreichung von Hochdosis-Cyclophosphamid post transplantationem (PT/Cy) eine effek-
tive Depletion autoreaktiver Spender- als auch Empfanger-T-Zellen zu bewirken und auf
diese Weise die Rate an aGvHD und cGvHD sowie die Haufigkeit von Rezidiven und NRM
deutlich zu senken (Luznik et al., 2010, Fuchs, 2012). Zusammenfassend bietet die haploi-
dente HSCT die Méglichkeit einer schnellen und fast universellen Spenderverfligbarkeit und
ist darlber hinaus mit einem maoglicherweise starkeren GvL-Effekt assoziiert, als dieser im
Rahmen einer HLA-identen Transplantation auftritt. Die Beschleunigung der
Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation, insbesondere bei HLA-
differenten Spender-Empfanger-Paaren, bleibt jedoch weiterhin eine der wichtigsten zu

I6senden Aufgaben der modernen Transplantationsmedizin.

4.3.2 Konditionierungsregime

Abdul Wahid et al. haben in einer jingst veroffentlichten Metaanalyse die Stammzelltrans-
plantation unter nicht-myeloablativer, reduzierter Konditionierungstintensitat (RIC) mit der
Anwendung konventioneller myeloablativer (MAC) Konditionierungsregime vor allogener
Stammzelltransplantation verglichen. Anhand der Daten von 15.258 erwachsenen Patienten
wurden beide Therapieansatze in Hinblick auf das Gesamtiberleben nach Transplantation
ausgewertet. Trotz des héheren Alters und einer erhdhten Komorbiditatsrate der RIC-Patien-
ten, zeigten sich hier gegeniiber der MAC-Kohorte 2 bis 6 Jahre nach Intervention vergleich-
bare Uberlebensdaten. Wahrend Komplikationen wie die akute und chronische GvHD redu-
ziert waren und sich das progressionsfreie Uberleben verbessert darstellte, wies die RIC-
Kohorte allerdings eine signifikant erhdhte Rezidivrate auf (Abdul Wahid et al., 2014).

Couriel et al. berichten ebenfalls Uber eine signifikant niedrigere Inzidenz an Grad Il bis IV
aGvHD und cGvHD bei Patienten, die sich einer nicht-myeloablativen Therapie unterzogen.
Dieser Beobachtung liegt weitreichend belegt der Umstand zugrunde, dass die akute GvHD
zu grofden Teilen durch eine Zytokinausschittung bedingt wird, die in direktem Zusammen-
hang mit der héheren Toxizitat myeloablativer Regime steht (Couriel et al., 2000). Sie hoben
des Weiteren hervor, dass das rezidivfreie Uberleben bei alteren Patienten, die mit do-
sisreduziertem Regime therapiert wurden, erstaunlicherweise vergleichbar war mit jungen
Patienten, die sich einer aggressiven MAC unterzogen hatten (Couriel et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurden 125 Patienten des Gesamtkollektivs einer dosisreduzier-

ten Konditionierung unterzogen. Bei 11 Patienten wurden myeloablative Verfahren angewen-
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det. Die oben aufgezeigte Kaplan-Meier-Kurve (vgl. Abb. 22) zeigt bis Tag 600 nach alloge-
ner HSCT annahernd gleiche Uberlebenswahrscheinlichkeiten im Vergleich beider
Konditionierungsregime. Als Grund fiir die Abnahme des kumulativen Uberlebens der RIC-
Kohorte nach dem 600. Tag ware das tendenziell hdhere Lebensalter sowie die altersbedingt
hohere Komorbiditatsrate innerhalb dieses Kollektivs denkbar. Neben dem Vergleich der
Kohorten hinsichtlich des Outcomes und des rezidivfreien Uberlebens nimmt diese Arbeit
zusatzlich Bezug auf die therapeutische Beeinflussung der zellularen und humoralen
Rekonstitution. Analog zu dieser Betrachtung beleuchten Douek et al., Petersen et al. und
Schulenburg et al. den Einfluss unterschiedlicher Therapieregime auf die Immunrekonstitu-
tion nach allogener HSCT (Douek et al., 1998, Petersen et al.,, 2003, Schulenburg et al.,
2005). Douek et al. und Petersen et al. berichten vor diesem Hintergrund von einer deutlich
beschleunigten Erholung der CD4+ T-Lymphozyten unter Anwendung dosisreduzierter
Therapieregime. Nach Petersen et al. erholten sich CD8+ T-Lymphozyten nach 3 Monaten,
wahrend innerhalb von 9 Monaten eine Normalisierung der CD4+ T-Zellen erreicht werden
konnte. Im Gegensatz zu diesen Daten konnte ein vergleichbarer Effekt dosisreduzierter
Therapieregime auf die Konsolidierung der CD4+ T-Lymphozyten in der hier durchgefiihrten
Analyse nicht gefunden werden. Sowohl unter dosisreduzierten als auch unter myeloablati-
ven Regimen wurde der Normwertbereich fir CD4+ T-Lymphozyten Uber den gesamten
Analysezeitraum nicht erreicht. Ferner zeigten sich ahnlich wie bei Muller-Hepburn (Muller-
Hepburn, 2014) unter myeloablativer Konditionierung tendenziell héhere Zellzahlen als nach
dosisreduzierter Konditionierung; signifikante Unterschiede in der zellularen Rekonstitution
ergaben sich allerdings nicht. Die humorale Konsolidierung erbrachte in der Betrachtung der
Immunglobuline IgM und IgA signifikant hdhere Werte nach myeloablativer Konditionierung.
Kritisch anzumerken ist an dieser Stelle allerdings die stark differierende KohortengréRRe
innerhalb all dieser Vergleiche, die eine differenzierte Interpretation der zellularen und
humoralen Erholung unter Umstanden verzerren kann.

Der Einsatz von ATG oder Alemtuzumab in der Konditionierungstherapie vor allogener
HSCT hat die Depletion von sowohl Spender- als auch Empfanger- T-Lymphozyten zum Ziel,
wodurch sowohl Inzidenz als auch Auspragung einer GvHD und die Haufigkeit der
TransplantatabstoBung vermindert werden sollen (Buggins et al., 2002, Mohty, 2007). Das
polyklonale Antikdrpergemisch ATG wirkt Gber verschiedene Mechanismen immunsuppres-
siv. Wahrend Uber T-Zell spezifische Antikérper (CD2, CD3, CD4, CD5, CD25) eine rasche
und intensive T-Zell-Suppression erzielt wird, richten sich B-Zell- spezifische Antikdrper ge-
gen aktivierte B-Zellen. Alemtuzumab (Campath) ist ein humanisierter monoklonaler Antikor-
per, der mit dem CD52-Antigen auf der Oberflache von T-Zellen, B-Zellen, Monozyten und
dendritischen Zellen, Makrophagen sowie eosinophilen Granulozyten interagiert; der

therapeutische Fokus in der Anwendung beider Medikamente liegt, wie beschrieben, auf
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dem Effekt der T-Zell-Depletion als zentraler Komponente der modernen GvHD-prophylakti-
schen Therapie.

Die induktive T-Zell-Depletion mit ATG respektive Alemtuzumab zur praemptiven Therapie
der GvHD findet in der Sektion flir Stammzell- und Immuntherapie am Campus Kiel breite
Anwendung; in der vorliegenden Arbeit wurden 82% mit ATG, weitere 18% mit Alemtuzumab
behandelt.

In der Literatur wird der Einsatz von polyklonalen Antikérpern als Induktionstherapie vor dem
Hintergrund der Beeinflussung eines Krankheitsrezidivs weiterhin kontrovers diskutiert. Ver-
schiede Analysen belegen, dass die Induktionstherapie mit ATG in der Behandlung solider
Tumoren mit einem verminderten Risiko flr eine akute AbstoBung und einer signifikanten Er-
hoéhung des Transplantatliberlebens einhergeht (Szczech et al., 1997). Langzeitdaten zeigen
allerdings keinen signifikanten Vorteil fir das Transplantatliberleben im Verhaltnis zu Patien-
ten ohne polyklonale Antikérperinduktionstherapie (Belitsky et al., 1991). Im Rahmen der
allogenen HSCT haben Datenanalysen gezeigt, dass die in vivo T-Zell-Depletion mit
Alemtuzumab mit einer erhdhten Rezidivrate assoziiert ist und Uber eine verzégerte
Rekonstitution naiver T-Zellen zu erhdhten Raten opportunistischer Infektionen und TRM
fuhrt (Baron et al., 2012, Novitzky et al., 2013). Andererseits flihrt eben diese kompetente T-
Zell-Depletion zu einer deutlichen Verbesserung des Transplantatanwachsens (Chakraverty
et al., 2001). Dies betont die Wichtigkeit der Spender T-Lymphozyten fir den GvL-Effekt.
Obwohl die Wirkmechanismen von Alemtuzumab weitestgehend bekannt sind, gestaltet sich
die Festlegung der optimalen Antikérperkonzentration bezogen auf die Zelldichte des
Transplantats weiterhin schwierig. Bei Anwendung zu niedriger Dosen von Alemtuzumab ex
vivo zeigte sich in Studien eine unzureichende Depletion von Lymphozyten verbunden mit
einer zu geringen Menge freier Antikérper im Transplantat. Zudem werden zu hohen Dosen
Alemtuzumabs mit konsekutiv erhdhter Konzentration 16slicher Antikdrper in der Zellsuspen-
sion eine mogliche totale Spender-T-Zelldepletion in vivo zugeschrieben. Dies birgt widerum
die Gefahr des non-Engraftments durch Antikérper-vermittelte Apoptose peripherer
Blutstammzellen (Novitzky et al., 2013). Im Gegensatz dazu besteht keine Assoziation zwi-
schen der Anwendung von ATG mit dem Anstieg der Rezidivhaufigkeit (Westphal et al.,
2014); mehr noch scheint ATG neben der T-Zell depletierenden Wirkung tber Komplement-
unabhangige Apoptose von Leukamiezellen einen Anti-Tumor-Effekt zu bewirken (Grullich et
al., 2009, Liu et al.,, 2012). Durch die fast ausnahmslose Behandlung aller Patienten des
Patientenkollektivs mit ATG oder Alemtuzumab war eine vergleichbare Analyse im Rahmen
dieser Arbeit nicht moéglich. Wahrend die im oberen Abschnitt beschriebene mangelhafte
Erholung der CD4+ T-Lymphozyten ebenfalls durch die breite Anwendung T-Zell-depletieren-

der Therapien bedingt sein kann, unterstreicht die niedrige Gesamtrate an cGvHD von 40%
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im hier untersuchten Patientenkollektiv den Erfolg der praemptiven Therapiestrategie in Be-
zug auf die GvHD-Prophylaxe.

Im Rahmen der statistischen Analyse wurden ATG und Alemtuzumab hinsichtlich ihrer Ef-
fekte auf die Immunrekonstitution weiter gegenibergestellt. Interessanterweise konnten
signifikant unterschiedliche Auswirkungen beider Medikamente auf die Rekonstitution des T-
Zell-Systems gezeigt werden. Dem entgegen muss berlcksichtigt werden, dass die ange-
wandte mediane Dosis von 50 mg/kg KG Alemtuzumab in der Therapie von T-Zell Non
Hodgkin Lymphomen eine hdhere biologische Aktivitat besitzt als die verabreichte mediane
Dosis von 40 mg/kg KG Fresenius ATG.

Wie so bislang nicht berichtet, zeigte sich bei prinzipiell gleicher Wirkung von ATG und
Alemtuzumab auf CD4+ T-Lymphozyten eine deutlich starker depletierende Wirkung von
Alemtuzumab auf CD8+ T-Lymphozyten. Der Ubereinstimmenden Annahme anderer Auto-
ren, die aufgrund der ausgepragten Expression von CD52 auf der Oberflache von CD4+ T-
Lymphozyten von einer starkeren Wirkung von Alemtuzumab auf CD4+ T-Zellen ausgehen,
muss auf dieser Grundlage widersprochen werden (Lowenstein et al., 2006). Uber die Ursa-
chen der unterschiedlich stark ausgepragten depletierenden Wirkung auf CD8+ T-Lymphozy-
ten Iasst sich im Rahmen dieser Arbeit nur spekulieren; sie sprache gegebenenfalls fir einen
prolongierten dosisunabhangigen Therapieeffekt von Alemtuzuab im Vergleich zu ATG
(Lowenstein et al., 2006); diese Annahme kénnte Uber eine Analyse der Halbwertszeiten von
Alemtuzumab und ATG, sowie die Uberpriifung ihrer minimalen Wirkstoffkonzentration
objektiviert werden. Unter der Annahme, dass eine effiziente T-Zell-Depletion nach Therapie
mit Alemtuzumab respektive ATG durch Verringerung alloreaktiver Prozesse im Rahmen
einer GvHD die virusspezifische Immunrekonstitution beschleunigt (Sellar et al., 2015), kann
die tiefergehende Analyse von CMV-Infektionen und -Reaktivierungen im Sinne eines
biologischen Tests interessante neue Aspekte betreffend der Therapieeffizienz beider

Medikamente erbringen.

4.3.3 Donor-Lymphozyten Infusion

Donor-Lymphozyten-Infusionen werden genutzt, um den GvL-Effekt der allogenen Stamm-
zelltransplantation auf residuale Tumorzellen (MRD) in Patienten zu verstarken (Ho et al.,
2014, Zeidan et al., 2014). Zudem bildet die Gabe von Spenderlymphozyten ein effektives
therapeutisches Instrument bei Auftreten von Rezidiven nach HSCT (Huang et al., 2007).
Mehr noch kénnen die infundierten Lymphozyten das Immunsystem des Empfangers starken
und auf diese Weise die Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation gtn-
stig beeinflussen. Dieser positive Effekt von DLI konnte auch in dieser Studie nachgewiesen
werden: Sowohl die Populationen der CD4+ T-Lymphozyten, der B-Lymphozyten als auch

der NK-Zellen prasentierten sich im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe im Mittel 6
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Monate nach DLI mit signifikant héheren Zellzahlen. Laut EBMT von 2004 birgt die Infusion
von Donor-Lymphozyten jedoch auch Risiken. So sei die Vergabe bei Patienten mit groRer,
schnell zunehmender Tumormasse ineffizient, bei Patienten mit schweren Formen der GvHD
sogar kontraindiziert (Bacigalupo, 2004). Interessanterweise scheint jedoch eine milde
Aktivierung des Empfangerimmunsystems vor Verabreichung von DLI nétig zu sein. So zei-
gen DLI bei Patienten ohne GvHD keinen Effekt (Bacigalupo, 2004). Dass DLI eine akute
GvHD auslésen beziehungsweise eine bestehende GvHD verstarken kdénnen, ist allgemein
anerkannt. Yan et al. haben vor diesem Hintergrund eine immunsuppressive Behandlung 6-8
Wochen nach DLI auf Effektivitdt und Auswirkungen auf das Immunsystem des Empfangers
untersucht. Sie berichteten, dass durch eine derartige Immunsuppression die sich der DLI
anschlieRenden aGvHD behandeln lasse, ohne den erwlinschten GvL-Effekt abzumildern
(Yan et al., 2014). Greco et al. verweisen im Kontext der DLI auf die jingsten Fortschritte der
adaptiven Immuntherapie: Hier berge insbesondere die Gentherapie neue Maoglichkeiten,
Donor-Lymphozyten-vermittelte GvL-Effekte zu verstarken und so die Immunrekonstitution
zu beschleunigen. Gleichzeitig kdnne Uber eingeschleuste Suizid-Gene die Steuerbarkeit
alloreaktiver T-Lymphozyten ermdglicht werden und so das Auftreten von GvHD verhindert
oder zumindest effektiv kontrolliert werden (Greco et al., 2015). Aktuell ist hier der Transfer
von Herpes simplex Thymidin- Kinase (HSV-TK) Suizid-Genen der am besten erforschte und
verheiBungsvollste in vivo Ansatz (Lupo-Stanghellini et al., 2010). Neueste vielverspre-
chende Strategien zielen zudem auf eine direkte Elimination von Tumorzellen ab. Diese soll
durch Infusion Tumor-spezifischer T-Lymphozyten mit hoch-selektiven tumorspezifischen T-
Zellrezeptoren (Robbins et al., 2008) oder chimaren Antigenrezeptoren (CAR) (Grupp et al.,
2013, Maude et al., 2014) gegen tumorassoziierte Antigene erreicht werden.

Buhmann et al. berichten im Zusammenhang der tumorspezifischen Immuntherapie von
erfolgversprechenden Ergebnissen einer Phase I/l Studie, in welcher bei therapierefraktaren
Hoch- und Niedrigrisiko-Lymphomen sowie NHL Uber einen bispezifischen anti-CD20 anti-
CD3 Antikoérper (trAb) FBTAO5 eine deutliche Dominanz von GvL- gegentiber GvHD-Effekten
erzielt werden konnte (Buhmann et al., 2013).

Im Zusammenspiel mit gentechnologischen Verfahren birgt die Anwendung von DLI im Rah-
men der allogenen HSCT groRRes Potential. Sowohl in Bezug auf die Immunrekonstitution,
als auch auf die Vermittlung von Anti-Tumor Effekten und die Reduzierung von intermediaren
Risiken wie der GvHD. Dass eine spezifische Immuntherapie durch DLI die Immunrekonstitu-
tion nach allogener HSCT kurzfristig positiv zu unterstitzen vermag, konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden. Ob derartige Verfahren die immunologische Rekonvaleszenz post
transplantationem langfristig beschleunigen kénnen obliegt der Uberpriifung durch nachfol-

gende Studien.
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4.4 Verlaufsassoziierte Einflussfaktoren auf die Immunrekonstitu-
tion

4.4.1 GvHD

Noch wahrend der 1980er Jahre war die Stammzelltransplantation bei unvollstandiger
Histokompatibilitdt zwischen Spender und Empfanger aufgrund von Transplantatversagen
und schwersten Formen der GvHD unmaéglich (Anasetti et al., 1989). Das Transplantatversa-
gen wird dabei verschiedenen Studien zufolge verursacht durch residuale Vorlauferzellen
zytotoxischer T-Zellen des Empfangers, die nicht durch die angewandten Therapieregime
erreicht werden (Kernan et al., 1987, Reisner et al., 1986), wahrend im Transplantat enthal-
tene Spender T-Zellen fur die Ausbildung der GvHD verantwortlich gemacht werden. Die
Rolle der B-Zellen in der Pathogenese der cGvHD hingegen ist in weiten Teilen noch
unverstanden. Verbesserte Konditionierungsregime konnten zwar eine Verminderung der
TransplantatabstoBung erreichen, die GvHD verbleibt jedoch nach wie vor eine schwerwie-
gende Komplikation nach allogener HSCT. Die standardmalige Applikation einer GvHD-
Prophylaxe nach Transplantation in Form von CSA, MMF und MTX sowie die Verabreichung
hoch dosierter Kortikosteroide in der Initialbehandlung der GvHD kénnen Ansprechraten von
bis zu 30-70% erzielen. Nach wie vor existieren allerdings keine festen Therapierichtlinien fur
die Kortikosteroid-refraktare GvHD. Immunsuppressive Therapieansatze mit T-Zell-depletier-
ten Stammzellspenden durch Anwendung von Alemtuzumab konnten zwar in bis zu 95% der
Falle zu einer Eindammung der steroidrefraktaren cGvHD flihren, sind dafiir jedoch weiterhin
limitiert durch hohe Raten viraler Reaktivierungen und opportunistischer Infektionen (Meunier
et al., 2014, Schub et al., 2011). Neben der Tatsache, dass sich nahezu alle Patienten zu
irgendeinem Zeitpunkt nach HSCT einer immunsuppressiven Therapie unterziehen, variiert
die Dauer und Intensitat der Immunsuppression jedoch von Fall zu Fall. Insbesondere bei
Patienten mit cGvHD, bei denen die immunsuppressive Therapie wie bereits oben beschrie-
ben zur Standardtherapie zahlt, muss konsekutiv eine therapieassoziierte verzdgerte
Immunrekonstitution angenommen werden. Zusatzlich zu dem offensichtlichen Einflussfaktor
der immunsuppressiven Therapie auf die Erholung des Immunsystems, spielen weitere sich
wechselseitig bedingende Faktoren wie die Schadigung des flr die Immunrekonstitution so
wichtigen Mikromilieus des Knochenmarkraums sowie die Beeinflussung der peripheren
lymphoiden Expansion durch die cGvHD eine entscheidende Rolle (Mackall et al., 2009). In
der untersuchten Kohorte zeigten sich ebenfalls Zusammenhange zwischen cGvHD und
einer verzogerten Immunrekonstitution. Die Zelllinien der CD8+ und CD4+ T-Lymphozyten
sowie der NK-Zellen rekonstituierten sich bei Patienten mit cGvHD leicht verzdgert gegen-
Uber Patienten ohne Ausbildung einer cGvHD; insgesamt wurden zum Ende des
Untersuchungszeitraumes jedoch weitestgehend vergleichbare Zellzahlen erreicht. Im Unter-

schied dazu verblieben die B-Lymphozyten bei Patienten mit cGvHD deutlich unterhalb des
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Zellniveaus, das von Patienten ohne cGvHD erreicht wurde. Diese Beobachtung ist vor allem
vor dem Hintergrund der noch wenig bekannten Rolle der B-Lymphozyten flr die Pathoge-
nese der cGvHD von groRem Interesse. Die Verdnderungen in der B-Zell-Proliferation
kénnten in einer erhéhten Konzentration von Zell-Zyklus aktivierenden Faktoren wie dem B-
Zell-aktivierenden Faktor (BAFF) sowie einer Apoptose-Resistenz der B-Lymphozyten von
cGvHD-Patienten begriindet liegen (Sarantopoulos et al., 2009, Allen et al., 2012). Im Maus-
Modell férdert die erhdhte Konzentration von BAFF in Abwesenheit kompetenter naiver B-
Zellen die Ausbildung autoreaktiver B-Zellen (Lesley et al., 2004). Diese und andere Studien
implizieren, dass der BAFF-mediierten B-Zell-Toleranz eine Schllsselrolle in der
Verhinderung der Ausbildung von B-Zell-vermittelter Autoreaktivitdt zukommt (Thien et al.,
2004). Andererseits legt die Tatsache, dass Patienten mit cGvHD eine vergleichsweise nied-
rige Anzahl naiver B-Zellen aufweisen, die Vermutung nahe, dass bei diesen Patienten eine
Stérung der B-Zell-Homodstase auf Ebene des Mikromilieus des Knochenmarks besteht
(Storek et al., 1993). Dariber hinaus belegen neuere Studien eine gesteigerte Antwort der B-
Zellen auf Stimulation des B-Zell- Rezeptors (BCR). Als ursachlich hierflr wird eine erhéhte
Expression der an der Signaltransduktion beteiligten Proteine B-cell linker protein (BLNK)
und Syk diskutiert (Allen et al., 2014, Sarantopoulos and Ritz, 2015, Munchel et al., 2011).
Die signifikant niedrigeren Immunglobulinlevel bei Patienten mit stattgehabter cGvHD decken
sich einerseits mit dem nachgewiesenen quantitativen Mangel an B-Lymphozyten, lassen
sich jedoch andererseits auch als verminderte qualitative Rekonstitution der B-Lymphozyten
interpretieren. Darlber hinaus kénnte ebenso das Phanomen der MGUS, die Produktion
monoklonaler Antikdrper durch B-Zell-Klone, als Ausdruck einer gestdrten B-Zell-Rekonstitu-
tion im Sinne eines erworbenen autoreaktiven Potentials angesehen werden. Die insgesamt
niedrige Rate an GvHD von 39% innerhalb des Patientenkollektivs kénnte auf die breite
Anwendung von ATG und Alemtuzumab zurlckzuflhren sein; gleiches gilt flr die
erstaunlicherweise vergleichbare Rate an cGvHD im Vergleich von alteren zu jlingeren
Patienten. Di lanni et al. berichten dariber hinaus, dass die adaptive Immuntherapie mit
frisch gewonnenen CD4+ CD25+ regulatorischen T-Zellen und konventionellen T-Zellen der
Entwicklung einer GvHD entgegenwirken kann. Ferner wirden durch diesen Ansatz die
lymphatische Rekonstitution unter Beibehaltung des Graft-versus-Leukamie Effekts
beschleunigt und Abwehrmechanismen gegen opportunistische Erreger verbessert (Di lanni
et al., 2011). Die Frage, welchen Einfluss die adaptive Immuntherapie im Vergleich zu der
zum Teil standardmafRig angewandten T-Zell-Depletion tatsachlich auf die Immunrekonstitu-

tion der Patienten besitzt, bedarf weiterer Forschung.
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4.4.2 Infektionen

Bei immunkompetenten Empfangern fihrt die Infektion mit CMV zu einer lebenslangen
immunologischen Auseinandersetzung des Immunsystems, insbesondere des T-Zell-
Kompartiments, mit dem Virus (Sylwester et al., 2005). Den CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten
kommt hierbei die Aufgabe der andauernden Repression der viralen Replikation und damit
der Verhinderung einer klinischen Progression der Erkrankung zu (Reddehase, 2002,
Einsele et al., 2002). Wenngleich weitreichende Fortschritte in der Pravention und Behand-
lung von CMV-Infektionen erzielt werden konnten, bilden diese gemeinsam mit der GvHD
eine der Hauptkomplikationen in der frihen Phase nach allogener Stammzelltransplantation
und stellen bei Immunkompromittierten einen wesentlichen Einflussfaktor in Bezug auf die
transplantationsassoziierte Morbiditdt und Mortalitat dar (Bosch et al., 2012, Hakki et al.,
2003, Lugthart et al., 2014). Wahrend die virusspezifische Immunitat nach allogener HSCT
weitreichend erforscht ist, ist der Langzeiteffekt einer Infektion auf die Rekonstitution des T-
Zell-Kompartiments weitestgehend unklar. In dieser Studie wurde die CMV-Infektion als
Einflussvariable auf eine erfolgreiche Immunrekonstitution post transplantationem tber 21
Monate betrachtet. Die durchgeflihrten Analysen zeigten einen deutlichen Effekt der CMV-
Infektion auf die langfristige lymphozytdre Rekonstitution. Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum hinweg wiesen Patienten nach stattgehabter CMV-Infektion signifi-
kant héhere CD8+ T-Lymphozyten gegentiber nicht erkrankten Patienten auf. Losgeldst von
der direkten Reaktion des Immunsystems auf die akute Reaktivierung beziehungsweise
Neuinfektion, konnte durch diese Arbeit eine dauerhafte positive Beeinflussung der Entwick-
lung der CD8+ T-Zellen durch eine friihe Virusinfektion gezeigt werden. Die Untersuchung
der Konsolidierung von CD4+ T-Lymphozyten hingegen ergab mit dem nicht erkrankten
Patientenkollektiv vergleichbare Werte. Diese Beobachtung leitet zu der Hypothese, dass die
latente CMV-Infektion transiente subklinische Virusreaktivierungen nach sich zieht und den
Ausgangspunkt fur eine Expansion und Differenzierung virusspezifischer CD8+ T-Lymphozy-
ten bildet. Ob dies nach erfolgreicher Auseinandersetzung des Empfangerorganismus mit
Virusantigenen gegebenenfalls zu einer verbesserten Immunrekonstitution und Nebeneffek-
ten wie einer potentiellen Verstarkung des GvL-Effekts durch erhéhte Anzahl CD8+ Effektor-
zellen flhren koénnte, bleibt an dieser Stelle unklar. Eine nahere Betrachtung der
Zusammensetzung des CD8+-Zell-Kompartiments ware zur Klarung vorangehender Hypo-
these von weiterem Interesse und obliegt nachfolgenden Untersuchungen. Auch bedarf in
diesem Rahmen die Frage nach dem Einfluss des zeitlichen Auftretens der CMV-Infektion
nach allogener HSCT, der Kinetik des Infektionsverlaufs und der Auswirkung der
interindividuell unterschiedlich hohen Viruslast und ihrer Auswirkung auf die
Immunrekonstitution weiterer Abklarung. Espigado et al. vermuten in diesem Zusammen-

hang, dass insbesondere der Zeitpunkt einer suffizienten virusspezifischen T-Zell-Antwort
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Rickschllisse auf die erfolgreiche Rekonsolidierung und das Gesamtiberleben von Patien-
ten nach allogener HSCT zulassen kénnte (Espigado et al., 2014). Inwieweit der Héhe der
Viruslast innerhalb des individuellen Infektionszeitraums eine relevante Rolle in Bezug auf
das Ausmal} der T-Zell-Rekonstitution, das OAS und die TRM zukommt, kann im Rahmen
der hier diskutierten Arbeit jedoch nur spekuliert werden. Dem B-Zellsystem wird in der
Literatur bezlglich der Kontrolle der CMV eine untergeordnete Rolle beigemessen. Auch die
hier durchgefihrten Untersuchungen ergaben keine signifikanten Reaktionen des B-Zell-

Kompartiments auf eine stattgehabte CMV-Reaktivierung.

Vor dem Hintergrund eines geschatzten positiven EBV-Serostatus bei gesunden Erwachse-
nen von etwa 50% (Cohen, 2000, Glaser et al.,, 1997), besteht insbesondere bei
immunkompromittierten Patienten nach allogener HSCT ein erhbéhtes Risiko der
Reaktivierung einer latenten EBV-Infektion. Besondere Bedeutung kommt der Erforschung
der Auswirkungen einer EBV-Infektion aufgrund des Risikos der Entwicklung einer EBV-
assoziierten Lymphoproliferativen  Erkrankung nach Transplantation (PTLD) als
schwerwiegende Komplikation nach allogener HSCT zu. Im Gegensatz zur CMV-Infektion
wird eine EBV-Infektion jedoch ausschliel3lich im Falle der Ausbildung einer PTLD klinisch
relevant und ist mit einer Inzidenz von 1-2% eine vergleichsweise seltene Komplikation. Bei
Vorliegen zusatzlicher Risikofaktoren wie einer durchgefihrten T-Zell-Depletion, starken
Abweichungen in der HLA-Konstellation zwischen Spender und Empfanger, EBV-mismatch
sowie einer verstarkten Immunsuppression zur Behandlung einer GvHD kann die Inzidenz
innerhalb des Risikokollektivs jedoch auf bis zu 10-20% ansteigen (Rouce et al., 2014, Uhlin
et al., 2014). Da die Erhebung der EBV-Viruslast aufgrund der oben angefiihrten Griinde am
UKSH Kiel bisher nur in begrindeten Einzelfallen erfolgt und im hier untersuchten
Patientenkollektiv kein Fall von PTLD existiert, wurde die EBV-Reaktivierung als
Einflussvariable der Immunrekonstitution nach allogener HSCT in dieser Arbeit nicht
berlicksichtigt. Die Analyse der Auswirkungen einer EBV-Reaktivierung auf die
Immunrekonstitution nach allogener HSCT bleibt so nachfolgenden Arbeiten vorbehalten und

findet in der weiteren Diskussion keine Berlcksichtigung.

4.4.3 Monoklonaler Gammopathien unklarer Signifikanz

Sowohl nach autologer als auch nach allogener Stammzelltransplantation, nach Anwendung
klassischer myeloablativer sowie nicht-myeloablativer Konditionierungsregime wurde Uber
das Auftreten klonaler Gammopathien berichtet (Mitus et al., 1989, Hammarstrom and Smith,
1987, Nagashima et al., 2004). Bisher blieben Ursachen, detaillierte Auswirkungen und Klini-
sche Relevanz dieses immunologischen Phanomens jedoch weitgehend unklar (Blade et al.,
2010b). Festzustellen ist, dass nach heutigem Wissensstand die sekundare monoklonale

Gammopathie unklarer Signifikanz ein benignes Phanomen darstellt, welches nicht mit ei-
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nem Krankheitsrezidiv oder Krankheitsprogress zu verwechseln ist. DefinitionsgemaR be-
steht eine MGUS bei einer Serum M-Protein Konzentration von <3 g/dl bei <10% Plasmazel-
len im Knochenmark (BMPC) ohne Auftreten von Symptomen und Organ- oder
Gewebebeteiligung, die der monoklonalen Gammopathie ursachlich zuzuschreiben sind
(Blade et al., 2010a). Wie erwahnt, besteht ein Risiko des Ubergangs der MGUS in oben be-
nannte Folgeerkrankungen (vgl. Abschnitt 1.5.2) von 1% pro Jahr. Verschiedene
Arbeitsgruppen haben beschrieben, dass nahezu allen Fallen Multipler Myelome eine MGUS
vorausgeht (Landgren et al., 2009, Weiss et al., 2009). Die H6he und Art des M-Proteins
zum Diagnosezeitpunkt, Anzahl der Plasmazellen im Knochenmark und das Kappa/Lambda-
Verhaltnis sind in diesem Kontext wichtige diagnostische Marker, um Hochrisikopatienten zu
identifizieren; die Entwicklung der M-Protein Konzentration im ersten Jahr nach
Diagnosestellung wird dabei als wichtigster Pradiktor eines Krankheitsprogresses der
Grunderkrankung angesehen (Rosinol et al., 2007). Patienten, welche ein monoklonales
Immunglobulin vom Typ IgA oder IgM bilden, scheinen hier ein héheres Progressionsrisiko
zu besitzen als Patienten mit M-Protein vom Typ IgG. An dieser Stelle erscheint es dariber
hinaus wichtig, die MGUS vom asymptomatischen (smouldering) Multiplen Myelom (SMM)
zu differenzieren. Das SMM ist definiert als Serum M-Protein Konzentration >3 g/dl und/oder
>10% BMPC in Abwesenheit von Organ- oder Gewebebeteiligung durch eine MGUS (Blade
et al., 2010b). Im Vergleich zur MGUS, welche bei Patienten nach allogener HSCT ein meist
passageres Phanomen darstellt, 1asst sich das Risiko des Ubergangs in ein Multiples
Myelom beim SMM auf 10 % pro Jahr beziffern (Kyle et al., 2010).

Schmitz et al. untersuchten in einer Single Center Studie 138 Myelompatienten, die sich ei-
ner allogenen Stammzelltransplantation unterzogen. Fir 39,6% der Patienten stellte die allo-
gene HSCT die Behandlung der Ersterkrankung dar, 60,4% wurden aufgrund eines Rezidivs
der Grunderkrankung behandelt. Innerhalb dieses Patientenkollektivs entwickelten 48,2%
eine MGUS. Diese trat nach einer medianen Latenz von 6,9 Monaten post transplantationem
auf. Schmitz et al. zu Folge bestand eine im Vergleich mit HLA-identen unverwandten Spen-
dern erhdhte Inzidenz von MGUS bei HLA-identen Familienspendern (Schmitz et al., 2014).
Im Gegensatz dazu wurde in der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie zunachst die Art
des M-Proteins hinsichtlich der Grunderkrankung des Patienten analysiert, um die MGUS
streng von einem Rezidiv der Grunderkrankung zu trennen: Zeigte sich bei Patienten in der
Betrachtung der MGUS das gleiche M-Protein, welches auch im Rahmen eines zuvor
bestehenden Myeloms diagnostiziert wurde, wurde dies als Rezidiv der Grunderkrankung
gewertet. Die entsprechenden Patienten wurden nachfolgend aus der weiteren Analyse
ausgeschlossen. War im Vergleich zur Grunderkrankung hingegen ein Klassenwechsel des
Paraproteins nachweisbar, wurde von einer nicht Myelom-abhangigen, tatsachlichen MGUS

ausgegangen. Auf diese Weise ergab sich eine Haufigkeit klonaler Gammopathien von 13%
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im vorliegenden Patientenkollektiv, wobei keine Korrelation zur HLA-Konstellation zwischen
Spender und Empfanger nachgewiesen werden konnte. Hinsichtlich der lymphozytaren
Gesamtrekonstitution nach einem Jahr entwickelten sich Patienten nach Ausbildung einer
MGUS im Median weitestgehend ahnlich wie Patienten, welche im Verlauf nach allogener
HSCT keine MGUS ausbildeten. Interessanterweise lag der Entwicklung einer MGUS in 39%
der Falle ein Multiples Myelom zugrunde. Im Unterschied zu oben genannter Arbeit von
Schmitz et al. umfasste das in dieser Studie beobachtete MGUS-Kollektiv neben dem Multi-
plen Myelom auch andere Krankheitsentitdten. Betrachtet man die 15 Falle von Multiplen
Myelomen des Gesamtkollektivs gesondert, ergabe sich eine MGUS-Rate von 47% inner-
halb der Myelomgruppe. Zudem muss beachtet werden, dass die MGUS innerhalb der
beobachteten Kohorte in 83% der Falle ein ausschliel3lich limitiertes, temporares Phanomen
darstellt. Nur 3 Patienten zeigte nach der erstmaligen Diagnose eine dauerhafte Erhéhung
monoklonaler Immunglobuline im Serum. Der Unterschied im Studienaufbau kann die
Haufigkeitsabweichungen zur Arbeit von Schmitz et al. folglich erklaren und lasst den
Schluss zu, dass die MGUS ein seltenes Phanomen ist, welches jedoch eine deutliche rela-

tive Haufung bei Myelompatienten zeigt.

Im Hinblick auf Pathogenese und Progress der MGUS scheinen neben zytogenetischen
Mutationen auf Ebene der Plasmazellen Veranderungen im Mikromilieu des Knochenmarks
wie Induktion von Angiogenese und parakrine Signaltransduktion Uber z.B. IL-6 eine
ursachliche Rolle zu spielen (Rajkumar, 2009). Wahrend bisher abwartende Therapiestrate-
gien bis zum Auftreten eines klinisch manifesten MM als Standard galten, scheinen zukinftig
das Mikromilieu des Knochenmarks modifizierende Therapiestrategien erfolgversprechend in
Bezug auf die Pravention eines Fortschreitens der MGUS in ein MM zu sein. Wahrend
Therapieversuche mit Bisphosphonaten, Thaledomid und Melphalan bisher erfolglos verblie-
ben, erbringen ersten Studien unter Anwendung von Lenalidomid und Dexamethason bei
Patienten mit Hochrisiko MGUS bzw. SMM erste Erfolge (Mateos and San Miguel, 2013,
Caers et al., 2016).

Nicht-myeloablative Regime mit reduzierter Intensitdt basieren auf einer verstarkten
Immunsuppression zur Gewahrleistung eines vollstandigen Engraftments von Spenderzellen;
das Auftreten von GvHD soll verringert und gleichzeitig der Graft-versus-Leukamie Effekt als
effizientes Mittel gegen eine MRD aufrechterhalten werden (Meunier et al., 2014). Die
Wirkmechanismen und Effekte einer T-Zell depletierenden Behandlung mit ATG respektive
Alemtuzumab wurden im oberen Abschnitt diskutiert. Schmitz et al. berichteten in diesem
Zusammenhang von einer geringeren Inzidenz an MGUS nach Anwendung von Alemtuzu-

mab oder ATG in der Konditionierungstherapie (Schmitz et al., 2014).
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Lim et al. hingegen untersuchten ein Kollektiv von 138 Patienten mit malignen myeloischen
Erkrankungen, die sich nach vorangegangener Konditionierung mit FBC (Fludarabin, Busul-
fan, Alemtuzumab) einer allogenen HSCT unterzogen. Innerhalb dieser Kohorte entwickelten
36% der Patienten eine klonale Gammopathie. 1gG bildete den vorherrschenden
Immunglobulin-Isotyp. Im Vergleich zu Patienten, die keine sekundare Gammopathie
entwickelten, bestand innerhalb der MGUS-Kohorte eine signifikant hdhere Inzidenz
chronischer GvHD (Lim et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte keine Assoziation
zwischen dem Auftreten einer MGUS und der Anwendung T-Zell depletierender
Medikamente festgestellt werden. Interessanterweise zeigte sich jedoch - analog zur Arbeit
von Lim et al. - ein signifikanter bivariater Zusammenhang zwischen dem Auftreten MGUS
und dem Auftreten einer cGvHD (p = 0,031). Dieser Zusammenhang konnte nachfolgend
mittels multivariater Analyse bestatigt werden (p=0,006). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der hier dargelegten Untersuchung (vgl. Abschnitt 3.6.1.) beschreiben
Serantopoulos et al. wie auch Widmer et al. eine verzdgerte B-Zell-Rekonstitution bei
Patienten mit cGvHD. Gleichzeitig wiesen sie eine stark erhéhte Konzentrationen von B-Zell-
aktivierendem Faktor (BAFF) bei Patienten mit cGvHD nach. Die Uberstimulation des B-Zell-
Rezeptors durch BAFF bei insgesamt erniedrigter Anzahl naiver B-Zellen resultiere ihren
Annahmen nach in einem erhdhten Risiko zur Ausbildung einer pathologischen Allo- und
Autoreaktivitat von B-Zellen sowie einer verlangerten Uberlebenszeit von Plasmazellen bei
Patientin mit cGvHD (Sarantopoulos et al., 2009, Widmer et al., 2017). Diese Hypothese
kdnnte ein Erklarungsmodell fir die bei Patienten mit GvHD beobachtete erhdhte Produktion
aberrierender Immunglobuline darstellen (vgl. Abschnitt 4.4.1).

Ableitend aus diesen Studien lasst sich die Vermutung anstellen, dass sowohl MGUS als
auch cGvHD Folge einer gestorten B-Zell-Rekonstitution respektive einer inkompetenten,
klonal restringierten B-Zell-Antwort sind. Vor dieser Annahme kénnte der haufigere Einsatz
von Serum-Eiweilelektrophorese und Immunfixation die Mdéglichkeit bieten, den Nachweis
einer neu aufgetretenen MGUS als Indikator einer drohenden cGvHD zu nutzen.

Ein weiterer interessanter Aspekt betrifft die Assoziation zwischen einer Reaktivierung laten-
ter Virusinfektionen und dem Auftreten von Gammopathien. Die dieser Arbeit zugrunde lie-
gende Analyse betrachtete hinsichtlich dieses Zusammenhangs stellvertretend die CMV-
Infektionsrate gemessen an der Anzahl der DNA Kopien pro ul Blut; die Infektion mit EBV
wurde nicht bertcksichtigt. Die Hypothese einer erhdéhten Rate an MGUS bei Patienten mit
nach Transplantation aufgetretener CMV-Infektion konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
bestatigt werden. Lim et al. sehen ebenso keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
Auftreten einer Gammopathie und einer vorangegangenen Virusinfektion, wohingegen Babel
et al. einen direkten Zusammenhang zwischen stattgehabter EBV-Infektion und dem Auftre-

ten klonaler Gammopathien annehmen, da EBV, anders als CMV, zu einer polyklonalen B-
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Zell-Expansion fuhrt. Ihnen zufolge steigt das Risiko der Entwicklung einer MGUS mit
zunehmender Viruslast. Patienten mit monoklonaler Gammopathie zeigen ihnen zufolge eine
deutlich héhere EBV-Viruslast als Patienten, die keine Gammopathie entwickeln. MGUS-
Patienten mit hoher EBV-Viruslast wird dieser Studie zufolge zudem eine héhere Neigung
zur Ausbildung einer PTLD zugeschrieben (Babel et al., 2004).

Die genauere Betrachtung der EBV-Viruslast im Kontext einer MGUS im Rahmen sich dieser
Arbeit anschlielender prospektiver Studien kdnnte in diesem Punkt neue Ergebnisse liefern.
Zudem ist zu prufen, ob eine engmaschige Kontrolle der Viruslast bei EBV-positiven MGUS-
Patienten der Friherkennung der PTLD dienlich sein kann. Auch in diesem Zusammenhang
sollte eine eventuelle Korrelation zwischen der Reaktivierung einer latenten EBV-Infektion

und dem zeitlich begrenzten Phanomen der MGUS (vgl. Abb. 39) berlcksichtigt werden.
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5. Zusammenfassung

Der Prozess der Immunrekonstitution nach allogener HSCT ist komplex und bis heute nicht
vollstéandig verstanden; gleichwohl sind der Genesungsprozess und das Uberleben von
Patienten nach Stammzelltransplantation in hohem MafRe abhangig von der Wiedererlan-
gung einer vollumfanglichen immunologischen Funktion. Diese Dissertationsschrift unter-
sucht vor diesem Hintergrund die Immunrekonstitution des zellularen und humoralen Sy-
stems bei 136 erwachsenen Stammzellempfangern 3 bis 21 Monate nach allogener HSCT
unter Berlcksichtigung verschiedener Einfluss nehmender Faktoren.

Bis Ende des Untersuchungszeitraumes erreichte die Rekonstitution des T-Zellsystems in
45%, die des B-Zellkompartiments in 50% der Falle ihren jeweiligen Normwertbereich; die
Rekonstitution der CD8+ T-Lymphozyten war dabei deutlich erfolgreicher als die CD4+ T-
Lymphozyten. Die NK-Zelllinie erreichte nach 21 Monaten zu 100% normale Werte. Im
Gegensatz zu der in Teilen defizitdren zellularen Erholung wies ein Grofteil der Patienten 21
Monate nach allogener HSCT normwertige Serum-Immunglobuline auf.

Nach der Analyse verschiedener Parameter auf die Immunrekonstitution lie3 sich eine frihe
CMV-Infektion als starkste Einflussvariable auf die Immunrekonstitution nach allogener
HSCT identifizieren. Insbesondere die Wachstumsrate CD8+ T-Lymphozyten sowie der
Immunglobuline wurde durch die Infektion langfristig erhéht, wobei die Spezifitdt mit den
eingesetzten Methoden nicht geklart werden konnte. Bei einer Pravalenz von 40% kam der
chronischen GvHD im Kontext der zelluldaren und humoralen Rekonvaleszenz erstaunlicher-
weise eine untergeordnete Rolle zu; herauszustellen verbleibt an dieser Stelle jedoch die
gestorte B-Zellrekonstitution bei stattgehabter cGvHD. Wahrend sich der Einsatz
dosisreduzierter Regime in Bezug auf die Immunrekonstitution im Rahmen dieser Arbeit als
weitestgehend gleichrangig gegeniber klassisch myeloablativen Konditionierungsregimen
erwies und Alterseffekte ebenfalls nur schwach ausgepragt waren, soll an dieser Stelle die
erfolgreiche Immunrekonstitution bei alteren Patienten als Resultat moderner intensitats-
reduzierter Konditionierungen betont werden. Ferner, und bisher in dieser Form nicht be-
schrieben, konnte der Einsatz von Alemtuzumab gegeniber ATG als nachhaltiger
Einflussfaktor auf die Rekonstitution CD8+ T-Lymphozyten ermittelt werden.

Die Ausbildung einer Monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz hatte keinen Einfluss
auf die lymphozytare und humorale Rekonstitution nach allogener HSCT. Auch konnte trotz
einer relativen Haufung bei Myelompatienten kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten
einer MGUS und der zur Transplantation fihrenden Grunderkrankung gefunden werden.
Insgesamt zeigten Patienten mit MGUS jedoch ein signifikant erhdhtes Vorkommen an

cGvHD. Eine CMV-Reaktivierung als Ausldser einer MGUS konnte ausgeschlossen werden.
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