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Einleitung

1. Einleitung

Die hier vorgelegte Promotionsarbeit beschaftigt sich mit der friihen Rekonstitu-
tion Antikorper-produzierender Zellen nach haploidenter allogener Stammzell-
transplantation im Menschen. Vor diesem Hintergrund versteht sich das Kapitel
,Einleitung“ dahingehend, dass die flr die Bearbeitung der wissenschaftlichen
Fragestellung aktuellen Forschungsergebnisse mit ihren Implikationen fur die
leitliniengerechten Therapien ausfihrlich zur Darstellung kommen. Dadurch
wird die erforderliche Basis zur Interpretation und Diskussion der

experimentellen Befunde gelegt.

1.1. Hamatopoese und Immunsystem

1.1.1. Das Blut

Das Blut ist ein Organ, welches aus zellularen und nichtzellularen Bestandteilen
zusammengesetzt ist [1]. Die Aufteilung des Bluts in zwei Komponenten ist seit
der Antike bekannt. Polibos, ein Schwiegersohn von Hippokrates, beobachtete
500 v. Chr., dass sich Blut in zwei Komponenten auftrennt, wenn man es nach
der Abnahme in einem Gefal} stehen lasst [1]. Der zellulare Bestandteil des
Bluts enthalt Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten; der nichtzellulare
Anteil wird Plasma genannt und enthalt Wasser, Proteine und kleinmolekulare
Stoffe [2].

Die Funktionen des Bluts umfassen eine Transportfunktion fur beispielsweise
Atemgase, Nahrstoffe, Abbaumetabolite, Hormone und Warme; des Weiteren
eine Milieufunktion, die flr eine Homdostase geldster Stoffe, des pH-Werts und
der Temperatur im Blut und gesamten Organismus sorgt; ferner die Funktion
zur Blutstillung im Rahmen der primaren und sekundaren Hamostase. Als
weitere Funktion kann die Abwehrfunktion genannt werden, bei welcher
Proteine und zellulare Bestandteile Fremdkorper und Krankheitserreger

bekampfen [2].
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1.1.2. Die Hamatopoese

Als Hamatopoese wird die Entstehung der Zellen des Bluts aus
blutzellbildenden (= hamatopoetischen) Stammzellen bezeichnet [3,4]. Das
Wort Hamatopoese stammt aus dem Altgriechischen und leitet sich aus dem
Wort aipya (= haima = Blut) und Troinoi¢ (= poiein = machen) ab [2]. Da die
Blutzellen eine limitierte Lebensdauer haben, welche von wenigen Stunden bei
neutrophilen Granulozyten bis zu mehreren Jahren bei lymphozytaren
Gedachtniszellen variieren kann, mussen diese regelmalig erneuert werden
[2]. Die Blutzellen entwickeln sich dabei aus pluripotenten, hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark, welche sich einerseits selbst erneuern und

andererseits zu differenzierten Blutzellen ausreifen [2,5].

Hamatopoetische Stammzellen besitzen einen gemeinsamen Immunphanotyp
(CD34+, CD133+) [1]. Sie besitzen eine enorme Plastizitat, was bedeutet, dass
sich aus ihnen nicht nur alle Blutzellen entwickeln kénnen, sondern auch
nichthamatopoetische Zelllinien [6-9]. Beispielweise konnte gezeigt werden,
dass adulte hamatopoetische Stammzellen, welche in ein Myokardinfarktmodell
uberfuhrt wurden, zu Myozyten und verschiedenen Gefalzellen differenzieren
konnen [10]. Diskutiert wird auch, dass hamatopoetische Stammzellen
zirkulieren kénnen und sich auch langerfristig auRerhalb des Knochenmarks

aufhalten konnen [1,8].

Auf dem Weg der Ausreifung der Blutzellen gehen aus pluripotenten hamato-
poetischen Stammzellen zwei verschiedene Zellreihen hervor: myeloische und
lymphatische Progenitorzellen [1]. Stammzellen und Progenitorzellen gehoéren
zu den unreifen Zellen des Knochenmarks [1]. Progenitorzellen werden auch
koloniebildende Einheiten (colony-forming units = CFU) genannt, da sie dartber
definiert sind, welche reifen Zellen aus ihnen entstehen kdnnen [1]. Eine
Sonderform stellen hier die erythropoetischen Progenitorzellen dar, die
aufgrund ihrer speziellen Morphologie auch burst-forming units (= BFU)
genannt werden [1,2]. Progenitorzellen entwickeln sich weiter zu
Vorlauferzellen, welche bereits lichtmikroskopisch einer Zellreihe zugeordnet
werden konnen [1,2]. Aus den myeloischen Progenitorzellen entwickeln sich
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uber weitere Zwischenschritte Thrombozyten, basophile Granulozyten,
eosinophile  Granulozyten, neutrophile Granulozyten, Monozyten und
Erythrozyten; aus den lymphatischen Vorlauferzellen entwickeln sich B-Zellen
und T-Zellen [2]. Eine schematische Ubersicht tber die Hamatopoese ist in
Abbildung 1 dargestellt.

Das Knochenmark, in welchem die adulte Hamatopoese uberwiegend ablauft,
kann schnell und zweckmallig auf die Anforderungen im peripheren Blut
eingehen, um einerseits einen physiologischen Zustand zu erhalten und
andererseits auf besondere Situationen wie Infektionen, Blutungen oder Stress
zu reagieren [1,11]. Um diese schnellen Anpassungsmechanismen
gewahrleisten zu kénnen, findet ein stetiger Austausch zwischen pluripotenten
Stammzellen, verschiedenen Stromazellen und weiteren Zellen des
Mikromilieus des Knochenmarks, wie beispielsweise Endothelzellen, statt
[1,11].

pluripotente Stammzellen

myeloische Stammzelle (CFU- GEMM) @ 7 Iymphatische Stammzelle
- SCF IL1 IL-3, IL-6 SCF, |L1 IL 6 T 7
" ~ sz o
CFU-Mega /CFU-Ba,s/ CFUsEo . CFU-GM(o) BFU-E B-Zellen T-Zellen
GM-CSF, N @Epo @ :
| IL-3, IL-6 ~
Mesgharyos R -
| IL-3, IL-4, \ GM(0)-CSF, GM(0)-CSF, | GM(0)-CSF, Epo |
l Tpo, IL-6, | scF IL-3, IL-5 G-CSF lM(o)-CSF
IL-11 v v i i

Thrombozyten Basophiler Eosinophiler Neutrophiler Ervth t Pl Il
Granulozyt Granulozyt Granulozyt Monozyt - Erythrozy asmazefle

2 W ®» vWe @

Abbildung 1: Schematische Ubersicht iiber die Himatopoese (modifiziert nach 1-3).

Die GroéRenverhaltnisse der einzelnen Zellen sind dem Layout angepasst und entsprechen nicht den
physiologischen Verhaltnissen. Abkiirzungen: BFU = burst-forming unit, CFU = colony-forming unit, CFU-
GEMM = colony-forming unit fir Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten und Megakaryozyten, CSF =
Kolonie-stimulierender Faktor, E = Erythrozyten, Epo = Erythropoetin, G = Granulozyten, IL = Interleukin,
M(o) = Monozyten, Mega = Megakaryozyten, SCF = Stammzellfaktor = c-kit-Ligand, Tpo = Thrombopoetin.
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Diese wechselseitigen Interaktionen werden durch extrazellulare und intra-
zellulare Mechanismen vermittelt [12,13]. Extrazellulare Mechanismen enthalten
Zytokine und hamatopoetische =~ Wachstumsfaktoren, intra-zellulare
Mechanismen  enthalten  Signaltransduktionsmolekile  und  nukleare
Transkriptionsfaktoren. Stromazellen produzieren unter anderem
membrangebundene und sezernierte Wachstumsfaktoren und Zytokine, welche
fur die Regulation von Proliferation und Differenzierung innerhalb der
Hamatopoese und fiir das Uberleben von Stamm- und Progenitorzellen
verantwortlich sind [12,13]. In der extrazellularen Matrix des Knochenmarks
konnen hamatopoetische Zytokine gebunden und gespeichert werden. Dieses
Modell der Hamatopoese, bei welchem das Mikromilieu des Knochenmarks die
Wahrscheinlichkeit der Differenzierungswege der Stammzellen und
Progenitorzellen nach den Anforderungen des peripheren Bluts beeinflusst, wird
Induktionsmodell genannt [1]. Dem entgegen steht das stochastische Modell
der Hamatopoese, welches postuliert, dass die Selbsterneuerung und
Differenzierung der hamatopoetischen Stammzellen zufallig erfolgt, wobei die
Wahrscheinlichkeiten der Differenzierung oder das Ausmaly der Proliferation
anderbar sein mussen, um eine Bedarfsanpassung zu erreichen [1]. Vermutet
wird, dass die Hamatopoese sowohl durch eine genetisch bedingte
stochastische Differenzierung, als auch durch eine Einwirkung auf die
Wahrscheinlichkeiten der Differenzierung durch Stromazellen und deren

Zytokine im Sinne des induktiven Modells gesteuert wird [14-16].

Zytokine, welche in diesem Modell eine essentielle Rolle zu spielen scheinen,
konnen generell in verschiedene thematische Untergruppen eingeteilt werden:
Interleukine, Interferone, Immunglobulinfamilie, TNF-Familie und Chemokine.
Eine weitere Art der Einteilung berlcksichtigt den Zeitpunkt, zu welchem ein
Zytokin oder Wachstumsfaktor in die Hamatopoese eingreift. So werden frihe
Zytokine und Wachstumsfaktoren unterschieden, die auf Stammzellen und
Progenitorzellen wirken, und spate Zytokine und Wachstumsfaktoren, welche
auf reifere Vorlauferzellen und reife Zellen wirken [1]. In der folgenden Tabelle
sind einige Wachstumsfaktoren und Zytokine sowie deren Zielstrukturen

aufgeflhrt.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber ausgewihlte, an der Hamatopoese beteiligte
Wachstumsfaktoren und Zytokine (adaptiert nach 1,2,5,12-16).

Aufgefiihrt sind die Bezeichnung der Zytokine und Wachstumsfaktoren, deren chromosomale
Genlokalisation, die produzierenden Zellen, deren Rezeptoren und Zielzellen. Abklrzungen: IL =
Interleukin, R = Rezeptor, LAK-Zellen = Lymphokin-aktivierte Killer-Zellen, NK-Zellen = naturliche Killer-
Zellen, TH2-Zellen = T-Helfer-2-Zellen, AGIF = adipogenesis inhibitory factor = IL-11 = Oprelvekin, Epo =
Erythropoetin, Tpo = Thrombopoetin, SCF = Stammzellfaktor = c-kit-Ligand, GM-CSF = Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor, G-CSF = Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor, M(o)-
CSF = Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor = CSF-1, FLT3-Ligand = Fms-like-tyrosine-kinase 3-
Ligand, FLT-3 = Fms-like-tyrosine-kinase 3 = CD135 = fetal liver kinase-2 = Flk2.

Bezeichnung CII:romc_)so!naIe Herkunft Rezeptor(en) | Zielstruktur/Funktion
okalisation
IL-1 (o,B) 2913 Lymphozyten, |IL-1R = Wachstumsfaktor in der
Keratinozyten, |CDW121a frihen Hamatopoese, Ko-
Makrophagen, faktor fir B- und T-Zellen,
dendritische Aktivierung von Makro-
Zellen, phagen und Osteoklasten,
Fibroblasten Proliferation von Fibro-
blasten und Astrozyten,
erhdhte Expression von
Adhasionsmolekulen auf
Epithel- und Endothel-
zellen
IL-2 4926 Aktivierte T- IL-2Ra = Proliferation von B- und
Zellen (CD4+), |CD25, IL-2Rp | T-Zellen, Modulation von
neoplastische |=CD122, LAK- und NK-Zellen,
Zellen IL-2Ry Lymphozyten
IL-3 5023-31 Aktivierte IL-3R2 = Proliferation von Mast-
T-Zellen, CD123, zellen, Knochenmark-
NK-Zellen, IL-3RpB stromazellen und
Keratinozyten, hamatopoetischen Stamm-
Monozyten, und Vorlauferzellen
Mastzellen,
Endothelzellen
IL-4 5q23-31 TH2-Zellen, IL-4Ro = Aktivierung und Prolifera-
Mastzellen CD124, tion von TH2-Zellen,
IL-4Ry Suppression von
Interferon-y, Aktivierung
und Proliferation von
B-Zellen (Immunglobulin-
Switch), Proliferation von
Fibroblasten, Aktivierung
von neutrophilen Granulo-
zyten und Makrophagen,
Leukozytenadhasion an
Endothelzellen,
Differenzierung von
hamatopoetischen
Vorlauferzellen
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Chromosomale

Bezeichnung Lokalisation Herkunft Rezeptor(en) | Zielstruktur/Funktion
IL-5 5q23-31 Aktivierte IL-5Ra = Wachstum,
T-Zellen CD125, Differenzierung und
IL-5RB Chemoattraktion von
eosinophilen Granulozyten
IL-6 7921 Stimulierte IL-6Ra = Akute-Phase-Reaktion von
Monozyten, CD126, Hepatozyten, Induktion
Makrophagen |IL-6Rp = von Glukokortikoiden, u.a.
u.a. CDW130
IL-7 8q12 Adhérente II-7Ro. = Wachstum von Pra-B- und
Stromazellen CDW127, IL- |Pro-B-Zellen, Thymozyten,
des Knochen- | 7Ry reifen T-Zellen, NK-Zellen
marks und des und LAK-Zellen, Induktion
Thymus, von IL-1, IL-6, Ausreifung
Keratinozyten von Megakaryozyten
IL-11 19913.3-14.3 Knochenmark- |IL-11Ra Stimulation der Hamato-
= adipogenesis stromazellen poese, insbesondere der
inhibitory factor Megakaryozytenausreifung
(AGIF) = und Regulation der Makro-
Oprelvekin phagenproliferation und
-differenzierung
Epo 7922 Interstitielle Epo-R Vorlauferzellen der
Zellen der Niere Erythropoese
Tpo 3026.3-27 Leber, Niere, Tpo-R Stimulation von Bildung
Stromazellen und Ausreifung der Mega-
des Knochen- karyozyten, langfristige
marks, Muskel Erhaltung der pluripoten-
ten Stammzellen
SCF 12922 Stromazellen, |SCF-R = c-kit |Proliferation von Knochen-
= c-kit-Ligand Fibroblasten, =CD117 markstammzellen und

GefalRendothel

Vorlauferzellen (Lympho-,
Myelo-, Megakaryopoese),
Vermehrung von Mast-
zellen und Melanozyten,
autokriner Wachstums-
faktor fur zahlreiche
Tumorzellen, Synergismus
mit IL-3, IL-6, IL-11, Tpo,
Epo und GM-CSF
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Chromosomale

Bezeichnung Lokalisation Herkunft Rezeptor(en) | Zielstruktur/Funktion
GM-CSF 5g31.1 Verschiedene, |GM-CSF-R = |Differenzierung von Gra-
unter anderem |CD116 nulozyten und Makropha-
T-Zellen, gen aus hamatopoetischen
Makrophagen, Vorlauferzellen, insbeson-
Endothelzellen dere Beeinflussung der
und Entwicklung von Alveolar-
Fibroblasten makrophagen, Hemmung
der Apoptose reifer
Granulozyten
G-CSF 17911.2-q12 Verschiedene, |G-CSF-R = Bildung und Differen-
unter anderem |CD114 zierung von Granulozyten,
Monozyten und Chemotaxis von Granulo-
Fibroblasten zyten, Proliferation
pluripotenter Stammzellen
M(o)-CSF = 1p13.3 Verschiedene, |CSF1-R Ausreifung von Makro-
CSF-1 unter anderem phagen und Monozyten
Monozyten, aus hamatopoetischen
Endothelzellen Stammzellen, Steuerung
und von Proliferation und
Fibroblasten Funktion von Makro-
phagen und Monozyten,
Bedeutung fir mannliche
und weibliche Fertilitat,
Beteiligung an Entwicklung
der Plazenta, Rolle im
Knochenmetabolismus,
Rolle beim Lipoprotein-
stoffwechsel
FLT3-Ligand 19913.3 Milz, Lunge, FLT-3 = Proliferation von Knochen-
Knochenmark- |CD135 = fetal | markstammzellen und Pro-
endothel liver kinase-2 | genitorzellen, Synergismus

(FIk2)

mit IL-3, IL-11, Tpo, SCF
und GM-CSF

Die folgende Tabelle zeigt einige ausgewahlte Transkriptionsfaktoren als

intrazellulare Steuerungsmechanismen der Hamatopoese.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber ausgewihlte, fiir die Himatopoese bedeutsame Transkriptions-
faktoren (adaptiert nach 1,2,5,12-16).

Dargestellt sind die Bezeichnungen der Transkriptionsfaktoren, ihre Zielstrukturen und Aufgaben bei
normaler Expression sowie Situationen und Folgen einer Mutation, Uberexpression beziehungsweise
eines Fehlens oder Knockouts. Abkurzungen: T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1 = TALA1,
Rhombotin-2 = RBTN-2 = LMO-2, MonoMAC-Syndrom = Syndrom mit Monozytopenie, Lymphozytopenie
(B-Zellen und NK-Zellen), sowie Infektionen durch Mykobakterien, Pilze und Viren, myelodysplastisches
Syndrom = MDS, akute myeloische Leuk&mie = AML, acute myeloid leukemia 1 Protein = AML-1 = Runt-
related Transkriptionsfaktor 1 = RUNX-1 = core-binding factor subunit alpha-2 = CBFA2, CBF-R = core-

binding-factor-8.

Zielstrukturen
Transkriptions- und Aufgaben .. . . Fehlen/
faktor bei norrg:laler Uberexpression/Mutation Knockout
Expression
T-cell acute Hamatopoetische |B- und T-Zell-Leuk&mien letal
lymphocytic Progenitorzellen,
leukemia protein 1 | Erythrozyten,
=TAL1 Mastzellen,
Megakaryozyten,
Endothelzellen
Rhombotin-2 Fetale Erythro- Akute T-lymphoblastische Leukamie letal
(= RBTN-2 poese im Dotter-
= LMO-2) sack
GATA-2 Hamatopoetische |MonoMAC-Syndrom, familiare Falle letal
Progenitorzellen von myelodysplastischen Syndromen
(MDS) und akuter myeloischer
Leukamie (AML), Emberger-Syndrom,
Nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom
acute myeloid Bildung von IL-3, |zusammen mit CBF-p als Trans- letal
leukemia 1 protein | GM-CSF, M-CSF- |lokationspartner in 30 % der AML-
= AML-1 Rezeptor, Falle im Kindesalter rearrangiert, eine
(= RUNX-1 hamatopoetische | heterozygote somatische Mutation
= CBFA2) Stammzellen, fuhrt zu einer charakteristischen
Entwicklung von Thrombozytenfunktionsstérung und
Neuronen AML-Pradisposition, Mammakarzinom
C/EBPa Differenzierung Gesteigerte granulozytare und Blockierung
der Granulopoese, |gehemmte monozytare Ausreifung der frihen
Bildung des Granulopoese,
G-CSF-Rezeptors, Bildung
Bildung der myeloischer
Myeloperoxidase, Blasten
Glukose- und
Lipidmetabolismus
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Zielstrukturen

Transkriptions- und Aufgaben e e e Fehlen/
faktor bei normaler Knockout
Expression
PU.1 Differenzierung Letal,

der Granulopoese, fehlende
Expression in Bildung
Monozyten, Monozyten,
Makrophagen, Granulozyten,
B-Lymphozyten, Lymphozyten

erythroiden Zellen
und Granulozyten,
Zielgene sind
Rezeptorgene von
M-CSF, GM-CSF
und G-CSF

1.1.3. Die Leukozyten und Leukopoese

Leukozyten sind kernhaltige, hamoglobinfreie Zellen, welche je nach
Lebensalter des Organismus, der Tageszeit und des Funktionszustandes des
Organismus in unterschiedlicher Zahl im Kérper vorhanden sind und als Teil
des Immunsystems von Bedeutung sind [2]. Sie befinden sich in Blut,
Knochenmark und interstitiellen Kompartimenten, dabei sind sie amdboid
beweglich und kénnen von verschiedenen Stoffen angelockt werden [2]. Dieser
Vorgang wird auch als Chemotaxis bezeichnet [2]. Nach morphologischen und
funktionellen Kriterien, sowie ihrem Bildungsort, werden verschiedene
Leukozytenuntergruppen unterschieden, wobei alle Leukozyten wie oben
beschrieben aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen abstammen [2].
Die groRte Untergruppe (ca. 60 % aller Blutleukozyten) bilden hierbei bei
Menschen die Granulozyten. Sie stammen aus myeloischen Progenitorzellen
(CFU-GEMM, CFU-GM, CFU-G, CFU-Eo, CFU-Bas) im Knochenmark ab und
erhielten ihre Bezeichnung anhand der im Zytoplasma enthaltenen und
anfarbbaren Granula [17]. Je nach Anfarbbarkeit der Granula in der nach Artur
Pappenheim benannten Pappenheimfarbung, welche mehrere Farblésungen
beinhaltet, kénnen neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten
unterschieden werden. Basische Farbstoffe, wie beispielsweise Methylenblau,

farben negativ geladene Zellbestandteile blaulich an, so erscheinen basophile
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Granulozyten blau. Saure Farbstoffe wie Eosin und Saurefuchsin farben
Zellbestandteile mit positiver Ladung rot, weswegen eosinophile Granulozyten
rot erscheinen. Neutrophile Substanzen lassen sich sowohl mit basischen als
auch mit sauren Farbstoffen anfarben, daher sind neutrophile Granulozyten
hellviolett darstellbar [18].

Die meisten Granulozyten sind neutrophile Granulozyten [19]. Sie zirkulieren im
Blut oder haften an Endothelwanden, insbesondere in Lunge und Milz, und
spielen als Teil der unspezifischen Immunantwort eine wichtige Rolle bei der
Abwehr bakterieller Infekte [19,20]. Ein Ausschnitt der Differenzierung der

neutrophilen Granulozyten ist in der folgenden Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Ausschnitt aus der Differenzierung der neutrophilen Granulozyten (adaptiert nach 19,
20).

Die Entwicklung der neutrophilen Granulozyten erfolgt aus der pluripotenten hamatopoetischen
Stammzelle im Knochenmark Uber die colony-forming units fir Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten
und Megakaryozyten (CFU-GEMM) und die colony-forming units fur Granulozyten und Monozyten (CFU-
GM) hin zum Myeloblasten. Dieser entwickelt sich Uber den Promyelozyten und Myelozyten zum
Metamyelozyt, aus welchem der stabkernige neutrophile Granulozyt und spater der segmentkernige
neutrophile Granulozyt hervorgehen, die im peripheren Blut zu finden sind. Die Abbildung zeigt die
humane und murine Reifung der neutrophilen Granulozyten vom Myelozyt zum segmentkernigen
Granulozyt.
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Die neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut zeigen verschiedene
Reifestufen [21]. Der stabkernige Granulozyt hat einen nicht segmentierten,
stab- oder hufeisenférmigen Kern, welcher zu seiner Namensgebung fuhrte,
und stellt die vorletzte Reifestufe dar [21]. Der segmentkernige neutrophile
Granulozyt, welcher die letzte Reifestufe der neutrophilen Granulozyten
abbildet, hat einen segmentierten Kern [21]. Zu Beginn einer Infektion, wenn
der Bedarf an neutrophilen Granulozyten stark ansteigt, kann es zu einem
vermehrten Auftreten von stabkernigen Granulozyten kommen, was im

Differentialblutbild als Linksverschiebung bezeichnet wird [22].

Die eosinophilen Granulozyten machen 2 - 4 % der Blutleukozyten aus. |hre
Namensgebung stammt von der Anfarbbarkeit ihrer eosinophilen Granula,
welche unter anderem Peroxidase, B-Glukuronidase, saure Phosphatase,
Arylsulfatase, weitere hydrolytische Enzyme und kationische Polypeptide, wie
das major basic protein (MBP) enthalten [1,18]. Sie unterliegen einer aus-
gepragten zirkadianen Rhythmik, welche von der Rhythmik der Gluko-
kortikoidsynthese abhangt [2]. Die Differenzierung der eosinophilen Granulo-
zyten erfolgt aus pluripotenten hamatopoetischen Zellen im Knochenmark [23].
Erst phanotypisch ausgereifte Zellen erreichen das periphere Blut [23].
Eosinophile Granulozyten verbringen nach ihrer Ausreifung jedoch nur eine
kurze Zeit im peripheren Blut (Halbwertszeit ca. 18 Stunden), bevor sie in den
Thymus und Gastrointestinaltrakt wandern und sich dort ansiedeln [24-26].
Verschiedene Stimuli, wie Interleukin-5 und Eotaxin, fihren zu einer Aktivierung
und Rekrutierung von weiteren Eosinophilen [23]. Die Bedeutung der
eosinophilen Granulozyten liegt unter anderem in der Abwehr von Parasiten
[27]. Eine erhdohte Eosinophilenanzahl im Blut wird aullerdem mit
verschiedenen Erkrankungen wie atopischen Stérungen wie Asthma bronchiale
oder Allergien, mit autoimmunen Erkrankungen oder Malignomen in
Zusammenhang gebracht [27-29]. Abbildung 3 zeigt beispielhaft licht- und

elektronenmikroskopische Bilder von eosinophilen Granulozyten.
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Eosinophil

Eosinophil

Neutrophil

Abbildung 3: Darstellung eosinophiler Granulozyten (adaptiert nach 23).

Abbildung 3a zeigt ein lichtmikroskopisches Bild humaner neutrophiler und eosinophiler Granulozyten im
peripheren Blut in einer modifizierten Giemsa-Farbung mit 100-facher VergrofRerung. Der eosinophile
Granulozyt zeigt den charakteristischen zweilappigen (= pelgerférmigen) Kern und grof3e rot angefarbte
zytoplasmatische Granula. Die segmentkernigen neutrophilen Granulozyten haben einen multilobulierten
Kern. In Abbildung 3b sind murine eosinophile Granulozyten dargestellt, die aus der Milz einer CD2-
Interleukin-5 transgenen Maus isoliert und nach Giemsa angefarbt wurden. Abbildung 3c zeigt das
elektronenmikroskopische Bild eines murinen eosinophilen Granulozyten in einer 6000-fachen
Vergrofierung. Die zytoplasmatischen sekretorischen Granula sind mit Pfeilen markiert.

Basophile Granulozyten machen 0,5 - 1 % der Blutleukozyten aus. Ihre Ausrei-
fung findet ausschlieBlich im Knochenmark statt [30]. lhre Lebenszeit im
peripheren Blut betragt 2 - 3 Tage [30]. Die basophilen Granula enthalten unter
anderem Histamin und Heparin. So sind auch die basophilen Granulozyten bei

der Abwehr von Parasiten und bei allergischen Reaktionen beteiligt [30,31].

Als weitere Untergruppe der Leukozyten sollen die Monozyten beschrieben
werden. Sie umfassen in etwa 2 - 10 % der Blutleukozyten [2]. Sie stammen wie
auch die Granulozyten von myeloischen Vorlauferzellen ab [2]. lhre GroRe im
Blutausstrich betragt 12 - 20 um [2]. Sie zeichnen sich durch einen grof3en
bohnenférmigen Kern und vergleichsweise wenig Zytoplasma aus [2]. Bei den
Monozyten handelt es sich um im peripheren Blut zirkulierende Zellen des

Immunsystems [32]. Sie bilden zudem die Vorlauferzellen von
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Gewebsmakrophagen und eines Teils der dendritischen Zellen, indem sie nach
2 - 3 Tagen aus dem Blut in andere Gewebe einwandern und dort verbleiben
[32]. Gewebsmakrophagen finden sich insbesondere in Lymphknoten, Alveolen,
Lebersinusoiden, Milz und Knochenmark [2]. Eine Hauptfunktion der Monozyten
und Gewebsmakrophagen, als Teil des angeborenen Immunsystems, ist die
Phagozytose von korperfremden Strukturen [33]. Des Weiteren konnen sie
Zellen des adaptiven Immunsystems, beispielsweise T-Zellen, durch die
Prasentation von Antigenen aktivieren [33]. Auch bei der Wundheilung, zum
Beispiel nach einem Myokardinfarkt, spielen Monozyten und Makrophagen eine
essentielle Rolle [34]. Die Unterscheidung der Monozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen erfolgt unter anderem Uber den Nachweis verschiedener
Oberflachenmarker [35].

Im folgenden Abschnitt soll gesondert auf die Lymphozyten, welche ebenfalls
zur Gruppe der Leukozyten gehoren, eingegangen werden. Sie machen etwa
20 - 50 % der Blutleukozyten des Erwachsenen aus [2]. Bei Kindern kann der
Anteil der Lymphozyten auch im physiologischen Zustand mehr als 50 %
betragen [2]. Die Lymphozyten stammen im Gegensatz zu den Granulozyten
und Monozyten von lymphatischen Vorlauferzellen im Knochenmark ab [2]. In
den primar lymphatischen Organen Knochenmark und Thymus entwickeln sich
die Vorlauferzellen weiter, was als Pragung bezeichnet wird [2]. Lymphozyten,
die sich im Knochenmark weiterentwickeln, werden B-Lymphozyten oder B-
Zellen genannt [2]. Hierbei steht der Buchstabe B fiur ,Bone marrow®
Lymphozyten, deren Pragung im Thymus stattfindet, heiRen T-Lymphozyten
oder T-Zellen, wobei der Buchstabe T fur , Thymus* steht [2]. Die Lymphozyten
im peripheren Blut teilen sich in ca. 15 % B-Lymphozyten und 70 — 80 % T-
Lymphozyten auf, wobei die Einteilung anhand der Expression von CD (=
Cluster of Differentiation)-Molekllen an der Zelloberflache erfolgt [2]. Reife B-
Lymphozyten zeigen an ihrer Oberflache neben CD19, welches bereits in
frGheren Stadien der B-Zell-Entwicklung exprimiert wird, insbesondere den B-
Zell-Rezeptor (= membrangebundenes Immunglobulin), reife T-Lymphozyten
zeigen CD3 an ihrer Oberflache [36]. Die verbleibenden ca. 10 % der Lympho-

zyten lassen sich anhand ihrer Oberflachenmarker weder B- noch T-Zellen

13



Einleitung

zuordnen [36]. Unter dem Lichtmikroskop erscheinen Lymphozyten im
Blutausstrich nach Pappenheim-Farbung als kernhaltige Zellen mit hoher Kern-
Plasma-Relation, einem runden Kern und basophilem Zytoplasma [37]. Eine
Einteilung nach B- und T-Lymphozyten kann in der Regel anhand des
lichtmikroskopischen Bilds nicht getroffen werden [38]. Die Lymphozyten sind
ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems [2]. B-Lymphozyten leisten unter
anderem durch die Produktion von Antikorpern einen Beitrag im Rahmen der
spezifischen humoralen Immunantwort [2]. T-Lymphozyten sind Teil der
spezifischen zellularen Immunreaktion [2]. Auf die einzelnen Subgruppen der B-
und T-Lymphozyten sowie deren Funktion wahrend der Immunantwort soll im

folgenden Kapitel naher eingegangen werden.

1.1.4. Das Immunsystem

1.1.4.1. Systematik des Inmunsystems

Das Immunsystem dient dem Organismus zur Abwehr von Fremdstrukturen,
wie beispielweise infektiosen Erregern [36,39]. Infektiose Erreger, wie Viren,
Bakterien, Parasiten und Prionen, konnen die Zellen des Wirtsorganismus
schadigen, indem sie in den Organismus eindringen, sich dort vermehren,
Nahrstoffe verbrauchen und Abbaumetabolite und Giftstoffe anhaufen [2]. Das
Immunsystem ist ein vielschichtiges System aus zellularen und nichtzellularen
Bestandteilen, welche im gesamten Organismus zu finden sind, insbesondere
jedoch in primaren lymphatischen Organen wie Knochenmark und Thymus und
in sekundaren lymphatischen Organen wie Lymphknoten, Milz, Haut und
Schleimhauten [40]. Die Anzahl der Zellen des Immunsystems in einem
menschlichen Organismus liegt ungefihr bei 10" [36]. Die an der
Immunantwort beteiligten Zellen konnen entweder direkt GUber Zell-Zell-Kontakte
oder indirekt Uber Zytokine miteinander in Verbindung treten [36]. Das
Immunsystem kann allgemein in zwei Teile gegliedert werden; einen
angeborenen, unspezifischen Teil, welcher vor allem in der Frihphase der
Immunantwort von Bedeutung ist, und einen erworbenen, adaptiven Teil,
welcher im Verlauf der Immunreaktion zunehmend wichtig ist [41]. Der

angeborene, unspezifische und der erworbene, adaptive Teil sind vielfach
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miteinander verknupft [42]. Ferner besteht eine enge Verbindung zwischen dem
Immunsystem und weiteren Systemen wie der Blutgerinnung samt
Komplementsystem, dem Nervensystem, dem endokrinen System und dem
Mikrobiom [36].

1.1.4.2. Die angeborene, unspezifische Immunantwort

Das angeborene, unspezifische Immunsystem ist direkt mit der Geburt
verfugbar [43]. Bei einer Infektion kommt es sofort zum Einsatz, kann jedoch
nur bedingt zwischen unterschiedlichen Erregern unterscheiden [43,44]. Die
Fahigkeit zur Erkennung von Fremdstrukturen beruht hierbei auf einer
begrenzten Anzahl Keimbahn-kodierter Rezeptoren, die Teile von Mikrobiota

erkennen, nicht jedoch Teile des Individuums selbst [43].

Zum angeborenen, unspezifischen Immunsystem zahlen zunachst
mechanische Barrieren wie Haut und Schleimhaute [2]. Diese sind zusatzlich
mit weiteren Schutzmechanismen ausgestattet [2]. Beispielsweise sind
Atemwegsepithelien mit Sekret Uberzogen, welches von Infektionserregern
schwer durchdrungen werden kann [2]. Im Magen sorgt die
Salzsaureproduktion der Belegzellen flir einen pH-Wert kleiner 2, wodurch viele
Erreger nicht Uberleben kdnnen [2]. Das Vaginalepithel gibt Glykogen-haltige
Zellen ins Lumen ab. Dort wird das Glykogen durch nichtpathogene Bakterien
zu Milchsaure metabolisiert, wodurch sich auch hier ein saurer pH-Wert ergibt.

Auch der Urin hat physiologischerweise einen sauren pH-Wert [2].

Des Weiteren gehdren humorale Komponenten dazu [2]. Besonders erwahnt
werden soll hier das Enzym Lysozym als humorale Komponente der
angeborenen, unspezifischen Immunantwort [45]. Lysozym findet sich in
Tranenflissigkeit, Speichel, Atemtraktsekreten, Blutserum, Liquor,
Fruchtwasser, Zervixschleim sowie Muttermilch und wird in Respirationstrakt,
Nieren und Gastrointestinaltrakt sowie von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen synthetisiert [45]. Es hydrolisiert Verbindungen in
Peptidoglykanen, welche einen essentiellen Anteil der Zellwand von Bakterien

darstellen [45]. Es wirkt somit direkt antibakteriell [45]. Allerdings kann Lysozym
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auch eine indirekte Wirkung zugesprochen werden, da durch die Freisetzung
von Fragmenten der Peptidoglykane (sogenannte Neoantigene) eine

Modulation des Immunsystems ausgelost werden kann [45].

Eine weitere humorale Komponente des angeborenen Immunsystems ist das
Akute-Phase-Protein C-reaktives Protein (CRP), welches an Phosphorylcholin-
Bestandteile an Bakterienoberflachen binden kann und hierdurch zu einer
Beglnstigung der Phagozytose flihrt [46]. Dieser Prozess wird auch als

Opsonisierung bezeichnet [46].

Eine weitere wichtige Gruppe humoraler Komponenten stellen die Zytokine dar,
welche bereits im Kapitel Hamatopoese (1.1.2.) erwahnt wurden [2]. Die
Zytokine vermitteln Prozesse innerhalb der Immunantwort, wie unter anderem
Wachstumsreize flr verschiedene Immunzellen [47]. Zur Gruppe der Zytokine
gehdren beispielweise die Interferone o, p und y [47]. Interferon o spielt in der
angeborenen, frihen Immunantwort eine Rolle, indem es die Virusreplikation in
infizierten Zellen hemmt und durch Stimulation der Expression von MHC-I-
Molekullen (= major histocompatibility complex) die Erkennung virusinfizierter
Zellen durch T-Zellen fordert [47].

Weitere wichtige Zytokine sind Histamin, Prostaglandine und Leukotriene [2].
Allen gemeinsam ist die Fahigkeit zur Erhohung der Durchlassigkeit des
Gefallendothels fur Zellen des Immunsystems und zur Anlockung von Immun-
zellen, also die Fahigkeit zur Chemotaxis [2,47]. Prostaglandine und
Leukotriene werden allgemein unter dem Begriff Eikosanoide zusammengefasst
[36].

Zur Gruppe der Zytokine gehodren aulerdem die bereits im Kapitel
Hamatopoese (1.1.2.) erwahnten Interleukine [2]. Interleukin-1 (IL-1) ist
ebenfalls ein Teil des angeborenen, unspezifischen Immunsystems, welches
von Monozyten nach ihrer Aktivierung freigesetzt wird und gleichzeitig auf diese
stimulierend im Sinne eines positiven Feedbackloops wirkt [48]. Es fordert
zudem die Gefalpermeabilitdat far Entzindungszellen und kann Fieber
induzieren [48].
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Ferner ist in diesem Zusammenhang das Zytokin Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)
zu erwahnen [2]. TNF wird hauptsachlich durch Makrophagen synthetisiert und
wirkt bei bakteriellen Infektionen durch Stimulation von Monozyten und
Makrophagen [49]. Dies geschieht groteils durch Wachstumsférderung von B-
Zellen, durch Forderung der Expression von Adhasionsmolekilen auf

Endothelzellen und durch vermehrte Synthese weiterer Zytokine [49].

Als weiteres Beispiel flur humorale Komponenten des angeborenen,
unspezifischen Immunsystems soll abschlieBend das Komplementsystem
genannt werden [36]. Das Komplementsystem enthalt eine Reihe von
Proteinen, welche, ahnlich dem Gerinnungssystem, kaskadenartig angeordnet
sind [50]. Nach der Aktivierung des Komplementsystems und Ablauf der
Kaskade entsteht ein terminaler Defekt in der Zellmembran des
Infektionserregers, welcher zu dessen Lyse fuhrt [50]. Weitere Funktionen des
Komplementsystems beinhalten die Chemotaxis, die Erhéhung der
Endothelpermeabilitat fliir Immunzellen sowie die Férderung der Adharenz von
Antigen-Antikérper-Komplexen an die Zellmembran [50]. Generell werden ein
klassischer und ein alternativer Weg der Komplementkaskade unterschieden,
welche zu Beginn der Kaskade unterschiedliche Proteine enthalten und zum

Ende der Signalkette zum selben Effektorkomplex fuhren [50].

Zellulare Bestandteile des angeborenen, unspezifischen Immunsystems sind
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und Mastzellen [2]. Neutrophile
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen konnen hierbei Fremdstoffe, wie
zum Beispiel Infektionserreger, in sich aufnehmen und intrazellular abbauen,
was als Phagozytose bezeichnet wird [2]. Die Fremdkorper werden dabei in
sogenannte  Phagolysosomen  aufgenommen, welche verschiedene
proteolytische, glykolytische und lipolytische Enzyme enthalten [36]. Die dabei
entstehenden Abbauprodukte werden teilweise flr Aktivierungsprozesse des
erworbenen, adaptiven Immunsystems verwendet [36]. Dendritische Zellen
beispielweise phagozytieren Fremdstoffe im Gewebe und wandern
anschlieend in sekundare lymphatische Organe, um dort T-Zellen die zuvor

prozessierten Antigene zur Aktivierung zu prasentieren [36]. Neutrophile

17



Einleitung

Granulozyten produzieren verschiedene Enzyme, wie das bereits erwahnte
Lysozym, saure Phosphatasen, Kollagenasen und NADPH-abhangige
Oxidasen [36]. Einerseits kdnnen Bakterien hierdurch direkt abgetotet werden;
andererseits wird durch die Kollagenasen weiteren Immunzellen die
Einwanderung in das entzindete Gewebe ermdglicht [2]. Die NADPH-
abhangige Oxidase und die NETosis (= Nox-independent neutrophil
extracellular trap (NET) formation) ermdglichen den neutrophilen Granulozyten
zudem  Sauerstoffradikale  herzustellen, die toxisch fir bakterielle
Zellmembranen sind [36,51]. Eosinophile Granulozyten setzen im Rahmen der
angeborenen, unspezifischen Immunantwort Enzyme aus ihren Granula frei, die
vor allem toxisch auf Parasiten wirken [29]. Hierzu zahlen das eosinophile,
kationische Protein, das Major-basic-Protein und das eosinophile Protein X [27].
Aulerdem bilden eosinophile Granulozyten die Entzindungsmediatoren C4 und
D4, die Teile des Komplementsystems sind [36]. Basophile Granulozyten
setzen bei einer Infektion hauptsachlich Histamin und Serotonin frei, woraus
eine Vasodilatation und eine Begunstigung des Einwanderns von

Entzindungszellen resultieren [30].

Monozyten, Makrophagen und Granulozyten besitzen verschiedene
Rezeptoren, die Bestandteile von Mikroorganismen binden und spezifische
Mechanismen der Immunantwort auslosen konnen [52]. Diese Rezeptoren
werden auch Toll-ahnliche Rezeptoren oder englisch Toll-like Receptors (TLRs)
genannt [36]. Die Namensgebung stammt hierbei von der Forschungsgruppe
um die Tubinger Nobelpreistragerin Christiane Nusslein-Volhard, welche Uber
die Entdeckung eines Proteins bei Drosophila melanogaster Uberaus erfreut
war und deshalb das Protein nach dem deutschen Adjektiv ,toll“ benannte [53].
TLRs ahneln dem Protein Toll und erhielten daher die Bezeichnung , Toll-like*
[53]. Die TLRs gehéren zur Ubergruppe der Pattern-Recognition Rezeptors
(PRRs) [54]. Sie erkennen Fremdstrukturen, die ausschlieBlich auf oder in
infektiosen Krankheitserregern vorkommen, sogenannte Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMPs), und aktivieren Teile des erworbenen, spezifischen
Immunsystems [55]. Durch die Bindung von TLRs an Fremdstrukturen kommt

es zu einer Dimerisierung innerhalb des Rezeptors und zur Aktivierung einer

18



Einleitung

intrazellularen Signalkaskade, welche zur Ausschuttung proinflammatorischer
Zytokine fuhrt [54]. Beispielweise wird durch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB die Produktion von TNFa veranlasst [56].
Veranderte TLRs kénnen, wenn sie nicht mehr nur Strukturen von pathogenen
Mikroorganismen oder auch DAMPs (= damage-associated molecular patterns,
freigesetzte Strukturen aus korpereigenen Zellen, die durch zufallige
Mutationen in Genen zur Zellzykluskontrolle entstanden sind) erkennen, auch
eine bedeutende Rolle bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen spielen [57]
[58].

Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht tiber die bekannten humanen Toll-like

Rezeptoren.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die bekannten humanen TLRs und deren zu erkennende
Strukturen (PAMPs) (adaptiert nach 52-56,57).

Abkirzungen: TLR = Toll-like Receptor, PAMP = Pathogen-Associated Molecular Pattern, RNA =
Ribonukleinsdure, DNA = Desoxyribonukleinsaure, CpG = Cytosin-phosphatidyl-Guanin.

Rezeptor Erkannte PAMP
TLR-1 Lipoproteine, Glykolipide, Hefen, Protozoen
TLR-2 Lipoproteine, Lipopeptide, Peptidoglykane
TLR-3 Virale RNA
TLR-4 Lipopolysaccharide
TLR-5 Flagellin
TLR-6 Bakterielle Peptidoglykane
TLR-7 Kurze Einzel-, sowie Doppelstrang-RNA
TLR-8 Kurze Einzel-, sowie Doppelstrang-RNA
TLR-9 Unmethylierte CpG-DNA (Bakterien)
TLR-11 Escherichia coli, Profilin-like-Protein
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1.1.4.3. Die erworbene, adaptive Immunantwort

Die adaptive, erworbene Immunantwort beinhaltet vor allem Lymphozyten [59].
Die Lymphozyten werden durch Fremdstrukturen von Krankheitserregern,

sogenannten Antigenen, aktiviert [36].

Zunachst soll auf die T-Lymphozyten weiter eingegangen werden. Alle T-
Lymphozyten enthalten an ihrer Oberflache einen Rezeptor, der T-Zell-
Rezeptor genannt wird. Der T-Zell-Rezeptor ist mehrheitlich aus einer a- und -
Untereinheit aufgebaut, die flr die einzelnen T-Zellen spezifisch sind und somit
den variablen Teil des Rezeptors darstellen [60]. Die CD3y-, 6-, e- und CD247¢-
Untereinheiten bilden die konstanten Teile des T-Zell-Rezeptors, welche bei
allen T-Lymphozyten gleich sind und auch als CD3-Komplex bezeichnet werden
[61]. Neben dem T-Zell-Rezeptor exprimieren T-Lymphozyten entweder CD4
oder CD8 auf ihrer Oberflache [62]. Hierdurch kénnen sie in CD4-positive T-
Zellen, welche aufgrund ihrer Funktion auch T-Helferzellen genannt werden,
und in CD8-positive T-Zellen, welche auch zytotoxische T-Zellen heilden,
unterschieden werden [62]. CD4-positive T-Zellen aktivieren bei einer Infektion
weitere Zellen des Immunsystems durch direkte Zell-Zell-Kontakte oder die
Produktion von Zytokinen, wohingegen CDB8-positive T-Zellen virusinfizierte
korpereigene Zellen abtéten konnen [63]. Zur Aktivierung der T-Lymphozyten ist
die Erkennung von Antigenen durch den T-Zell-Rezeptor notwendig [59]. Die
Antigene mussen daflr von professionellen Antigen-prasentierenden Zellen
(engl. antigen presenting cells, APC) Uber deren sogenannte MHC-Molekule
prasentiert werden [60]. Die MHC-Moleklle werden bei Menschen auch als
HLA-Moleklle bezeichnet, wobei HLA flr ,human leukocyte antigen® steht [64].
Sie konnen in zwei Gruppen - MHC Klasse | und MHC Klasse |l - eingeteilt
werden [65]. CD4-positive T-Lymphozyten erkennen ein Antigen durch
Prasentation tber MHC-II-Komplexe, wohingegen CD8-positive T-Lymphozyten
ein Antigen uber den MHC-I-Komplex erkennen. MHC-II-Molekule werden auf
Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert [66]. Diese
Zellen phagozytieren als Teil der unspezifischen Immunantwort verschiedene
Erreger, ihre Phagosomen verschmelzen mit Vesikeln des intrazellularen Golgi-
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Apparats, welcher die MHC-II-Molekule enthalt, wodurch die phagozytierten
Antigenfragmente an MHC-II-Molekule binden kdnnen und der Komplex aus
Antigen und MHC-II-Molekll an die Oberflache der Antigen-prasentierenden
Zelle gelangen kann [66]. MHC-I-Molekille hingegen werden an der Oberflache
aller kernhaltigen Zellen und auf Thrombozyten, nicht jedoch auf Erythrozyten
exprimiert [67]. MHC-I-Molekule binden Peptide, welche hauptsachlich durch
den Abbau zytosolischer Proteine mittels Proteasomen entstanden sind [68].
Uber das endoplasmatische Retikulum wird der MHC-I-Peptid-Komplex in die
Zellmembran eingefugt, wobei das zu prasentierende Peptid auf der
extrazelluldren Seite der Membran liegt. So konnen intrazellulare Proteine
zytotoxischen T-Zellen prasentiert werden, die im Falle einer Erkennung
korperfremder prasentierter Proteine - wie bei einer Virusinfektion - die
betroffene, prasentierende Zelle abtéten [68]. MHC-I-tragende Zellen, die
korpereigene Peptidfragmente prasentieren, werden hingegen nicht abgetotet.
FUr unzahlige mogliche Antigene, die in der Natur vorkommen, existiert ein
spezifischer T-Zell-Rezeptor, so dass es auch eine dementsprechend grolde
Anzahl an T-Zell-Rezeptoren gibt [69]. Die enorme Variabilitat der a- und (-
Untereinheit des T-Zell-Rezeptors wird durch die sogenannte somatische
Rekombination von Gensegmenten madglich gemacht. Auf diesen Mechanismus

wird im Abschnitt der B-Lymphozyten und Antikdrper naher eingegangen.

Im Rahmen ihrer Entwicklung wandern T-Vorlauferzellen, welche weder CD4
noch CD8 exprimieren, nach ihrer Entstehung und ersten Reifungsschritten im
Knochenmark, in den Thymus ein [70]. Dort entwickeln sie durch die
somatische Rekombination einen jeweils spezifischen T-Zell-Rezeptor und sind
anschlielend CD3, CD4 und CD8 positiv [71]. Im Kortex des Thymus werden T-
Lymphozyten mit einem zur Erkennung von Fremdantigenen geeigneten T-Zell-
Rezeptor zur Reifung gebracht, wohingegen T-Lymphozyten, deren T-Zell-
Rezeptor sich gegen koérpereigene Strukturen richtet, vernichtet werden [72].
Die so entstandenen CD4-positiven T-Helfer-Zellen regulieren die weitere
Immunantwort durch die Produktion von Zytokinen, insbesondere Interleukine
wie IL-2, IL-4, IL-5 und IL-6 [73]. IL-2 stimuliert dabei die Proliferation von CD4
und CD8 positiven T-Lymphozyten, deren T-Zell-Rezeptor mit einem
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passenden Antigen in Kontakt steht [73]. Die ebenfalls im Thymus
entstehenden zytotoxischen T-Zellen oder T-Killer-Zellen kénnen Zielzellen, wie
virusinfizierte Zellen, direkt eliminieren [73]. Hierflir verwenden sie die Proteine
Perforin, das die Membran der Zielzelle durchlassig macht, sowie Granzym und
den CD95-Liganden (CD95L), welche in der Zielzelle Apoptose induzieren [74].
Ein geringer Teil der CD8-positiven Zellen — wie auch der CD4-positiven Zellen

- verbleibt nach Beendigung einer Infektion als Gedachtniszellen [75].

Der folgende Abschnitt widmet sich speziell den B-Lymphozyten und den durch
sie produzierten Antikorpern. Aktivierte B-Lymphozyten bilden Antikorper,
welche auch als Immunglobuline (Ig) bezeichnet werden [76]. Antikdrper binden
an sogenannte Antigene von Pathogenen und fuhren unter anderem zu deren
Neutralisation, was bedeutet, dass korpereigene Zellen nicht mehr infiziert
werden konnen. Immunglobuline kénnen generell in funf Klassen eingeteilt
werden: IgM, 1gG, IgA, IgE und IgD. Alle Antikorper zeigen eine ahnliche
Grundstruktur [77]. Diese enthalt vier Proteinketten, welche Uber
Disulfidbricken miteinander verbunden sind [77]. Zwei der vier Ketten werden
aufgrund ihres Molekulargewichts von 50 kDa als schwere Ketten bezeichnet,
die anderen beiden Ketten bei einem Molekulargewicht von 30 kDa als leichte
Ketten, wobei innerhalb eines Immunglobulins die schweren und die leichten
Ketten jeweils identisch sind [2]. Alle Immunglobulinketten enthalten einen
konstanten Teil und einen variablen Teil [2,77]. Der konstante Teil ist bei allen
Immunglobulinen einer Klasse gleich und bestimmt somit die Zugehdrigkeit zu
einer bestimmten Klasse von Immunglobulinen [2,77]. Der variable Teil ist auch
innerhalb der einzelnen Immunglobulinklassen verschieden und definiert,
welches Antigen durch den Antikorper erkannt wird [2,77]. Bei Milliarden von
moglichen, in der Umwelt vorkommenden Antigenen, sind ebenso viele
Antikdrpervariationen mdglich [76]. Abbildung 4 zeigt eine schematische

Darstellung des Aufbaus eines Immunglobulins.
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Variabler Teil -
~ Leichie Kette

~ Schwere Kette

Konstanter Teil —

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Immunglobulins (modifiziert nach 2,76,77).
Die blau dargestellten Balken zeigen die schweren Ketten, die rot dargestellten Balken die leichten Ketten.

Der variable Teil des Immunglobulins ist etwas heller eingeférbt, der konstante Teil mit dunkleren Farben
hervorgehoben. Im Bereich der variablen Region liegt die Antigenbindungsstelle.

Die einzelnen Immunglobulinklassen unterscheiden sich in ihrem Vorkommen
und ihrer Funktion [36]. IgM-Antikdrper werden in finf zusammenhangenden
Untereinheiten, als sogenanntes Pentamer, sezerniert und als Monomer auf der
Oberflache reifer B-Zellen exprimiert [2]. IgM werden als erste Antikorper im
Verlauf der Immunreaktion gebildet [78]. Neben ihrer Abwehrfunktion wird IgM-
Antikérpern auch eine Rolle bei der Gewebshomdostase zugeschrieben, indem
sie veranderte Zellen durch die Aktivierung des Komplementsystems abraumen
lassen [78]. Sie sind als Pentamer aufgrund ihrer GroRRe nicht plazentagangig
[36]. IgG werden groldteils ins Serum sezerniert und bilden die wichtigsten
Antikdrper der sekundaren Immunantwort [79]. IgA sind hauptsachlich auf
Schleimhauten nachweisbar und bilden dort eine Barrierefunktion; nur etwa
15% der im Serum zirkulierenden Antikdrper sind vom IgA-Typ [80]. IgA kdnnen
hierbei als Monomere und als Dimere vorliegen [77]. IgE lassen sich sowohl in
geldster Form im Serum nachweisen als auch zellgebunden an Mastzellen [81].
Sie spielen unter anderem eine Rolle bei allergischen Reaktionen [81]. IgD
werden auf der Oberflache reifer B-Zellen exprimiert, der Anteil von
nichtgebundenem IgD bezogen auf alle im Serum vorkommenden

Immunglobuline betragt weniger als ein Prozent [77]. Die Funktion von IgD ist

23



Einleitung

bis heute nicht vollstandig geklart [82]. Als Bestandteil der B-
Lymphozytenmembran kann IgD basophile Granulozyten und Mastzellen

aktivieren und als crosstalk zum angeborenen Immunsystem fungieren [36].

Die Sicherstellung der Antikdrpervielfalt erfolgt nicht durch eine Kodierung in
einzelnen Genen, dies ist aufgrund der Anzahl der bendtigten Immunglobuline
nicht moglich [83]. Vielmehr wird die Antikdrpervielfalt durch das Prinzip der
somatischen Rekombination von Gensegmenten (ahnlich zum T-Zell-Rezeptor)
ermoglicht [83]. Fur den konstanten Teil jeder Immunglobulinklasse existiert je-
weils ein Gen: ein p-Gen fur IgM, ein y-Gen fir 1gG, ein a-Gen fur IgA, ein &-
Gen fur IgE und ein 56-Gen fur IgD [84]. Fur den variablen Teil des
Immunglobulins stehen eine grolere Anzahl sogenannter variabler (V)-Gene,
zwolIf sogenannte diversity-(D)-Gene und vier sogenannte junction-(J)-Gene zur
Kombination zur Verfugung [84]. Durch die nahezu unbegrenzte Moglichkeit der
Kombination von V-, D- und J-Genen entsteht die Antikdrpervielfalt, diese wird
zusatzlich noch durch Mutationen und Veranderungen bei Schneide- und

Ligationsprozessen vergrofRRert [83].

Zu Beginn einer Immunreaktion werden — wie bereits erwahnt — vor allem IgM-
Antikorper gebildet und sezerniert [85]. IgM-Antikorper sind wegen ihrer in
geléstem Zustand bestehenden Pentamer-Anordnung weniger effektiv [77].
Nach wenigen Tagen wird daher anstelle des p-Gens fur die konstante Region
des Immunglobulins das y-Gen mit dem variablen Teil fusioniert, wodurch nach
Transkription und Translation Immunglobuline der Klasse G entstehen [85].
Diese erkennen dasselbe Antigen wie zuvor die IgM-Antikdrper, zeigen jedoch

eine deutlich héhere Affinitat zum Antigen [77].

Wie im Kapitel Leukozyten und Leukopoese (1.1.3.) dargestellt, findet die
Reifung der B-Lymphozyten im Knochenmark (englisch bone marrow) unter
dem Einfluss von SCF und IL-7 aus Stromazellen statt [2]. Wahrend des
Reifungsprozesses der B-Zelle im Knochenmark wird der variable Teil des
zugehdrigen spezifischen Antikorpers durch somatische Rekombination

gebildet und mit dem konstanten Teil der IgM-Subklasse an der Oberflache der
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B-Lymphozyten als sogenannter B-Zell-Rezeptor exprimiert, welcher diese
Bezeichnung aufgrund seiner transmembrandsen und intrazellularen Domane
erhalt [86]. Im Rahmen des Reifungsprozesses entwickelt sich aus der
hamatopoetischen Stammzelle zunachst die Pro-B-Zelle [87]. Die Pro-B-Zelle
zeichnet eine durch somatische Rekombination ermdglichte Neuanordnung der
schweren Kette des zu produzierenden Antikdrpers aus [87]. Ab dem Stadium
der Pro-B-Zelle wird CD19 auf der Zelloberflache exprimiert [88]. Anschliel3end
entsteht die Pra-B-Zelle, welche die Umordnung der leichten Kette des zu
produzierenden Antikorpers zur Aufgabe hat [87]. Nachfolgend befindet sich die
entstandene Zelle im sogenannten unreifen Stadium, welches durch die
Expression eines kompletten B-Zell-Rezeptormolekiils vom IgM-Typ auf der
Oberflache gekennzeichnet ist [87]. Reife B-Zellen schlielilich, erreichen durch
alternatives Spleil3en, dass zusatzlich auch IgD-Rezeptoren gebildet werden
[87]. Diese B-Zellen kommen nun mit in ihrer Umgebung befindlichen Antigenen
in Kontakt [86]. Richtet sich die B-Zelle gegen ein korpereigenes Antigen, wird
sie durch Apoptose abgetotet [36]. Die verbleibenden, ausschliellich
Fremdantigene erkennenden B-Zellen wandern anschlieend in lymphatische

Organe, wie Thymus, Milz, Lymphknoten und Knochenmark [36].

Diese Zellen werden auch naive B-Zellen genannt, sie sind reife B-Zellen ohne
bisherigen Kontakt zu ihrem Antigen [89]. Die Antikorperproduktion beginnt erst
nach der Aktivierung von reifen B-Zellen durch die Bindung passender Antigene
an ihre membrangebundenen spezifischen Antikérper [86]. Die Aktivierung der
B-Zelle kann in einer T-Zell-abhangigen und einer T-Zell-unabhangigen Weise
erfolgen [36]. Fur die meisten Antigene ist eine T-Zell-abhangige Aktivierung
der B-Lymphozyten notwendig, bei der sowohl das Antigen, als auch eine
Antigen-spezifische T-Helferzelle an die B-Zelle binden. Bei der T-Zell-
abhangigen Aktivierung wird nach Bindung des Antigens an den spezifischen B-
Zell-Rezeptor der Antigen-Antikorper-Komplex in die B-Zelle eingeschleust [86].
Lysosomen zersetzen das Antigen intrazellular in Peptidfragmente, welche
dann an MHC-II-Molekulen der Oberflache von B-Zellen prasentiert werden
[86]. Die B-Zellen durchwandern anschlieRend die T-Zell-Zone der sekundar

lymphatischen Organe, so dass CD4-positive T-Helfer-Zellen mit ihrem T-Zell-
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Rezeptor an den Antigen-MHC-Komplex binden koénnen und zu einer
Stimulation der B-Zelle Uber den CD40- und B7-Rezeptor und Uber Zytokine wie
IL-4, IL-5, IL-6 und IL-13 fUhren kénnen [86]. Durch die Bindung der T-Zelle
werden die Proliferation der B-Zelle, die Differenzierung zur Antikdrper-
produzierenden Plasmazelle und somit die Bildung und Sekretion Ioslicher
Antikorper ermoglicht [86]. Je nach Einfluss der Zytokine erfolgt der Klassen-
wechsel der Antikorper [86]. Wie oben beschrieben, kdnnen dann durch die neu
gebildeten |6slichen Antikdrper Mechanismen wie Neutralisierung, Opsonisie-
rung und Komplementaktivierung bewirkt werden [86]. Bei der T-Zell-
unabhangigen Aktivierung von B-Lymphozyten, also dem Fehlen des Einflusses
von CD4-positiven T-Lymphozyten, kann die B-Zelle nur IgM-Antikérper

produzieren, der Klassenwechsel bleibt aus [86,90].

Ein weiterer Reifungsprozess, der somatische Hypermutation genannt wird,
kann bei der T-Zell-abhangigen Aktivierung im Verlauf die Affinitat der
produzierten 1gG-Antikdrper zum Antigen weiter erhéhen und so die
Neutralisierung von Antigenen verbessern [91]. Hierbei wird der variable Teil
der Immunglobuline erneut mutiert [91]. Zufallig entstandene Immunglobuline
mit hoherer Affinitat werden dann weiter produziert [91]. B-Zellen mit
Immunglobulinen geringer Affinitat sterben ab; dies erfolgt unter anderem durch
eine geringere Expression des bcl-2-Gens [91]. Die Zellen, deren
Immunglobuline nach der somatischen Hypermutation die héchste Affinitat zum
entsprechenden Antigen besitzen, differenzieren weiter zu Plasmazellen [91].
Die Plasmazellen wiederum wandern ins Knochenmark und produzieren dort
weiter hochaffine Antikérper [86]. Ein geringer Teil der hochaffinen B-Zellen
verbleibt als B-Gedachtniszellen beispielsweise in der Milz [92]. Sie kénnen
uber Jahre persistieren und im Falle eines erneuten Kontakt mit demselben

Antigen ohne neuerliche Reifungsprozesse schnell reaktiviert werden [92].
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Tabelle 4: Darstellung unterschiedlicher Oberflichenmarker im Rahmen der B-Zell-
entwicklung (modifiziert nach 85-90).

B-Zellegttl\::iecnklungs- Exprimierte Oberflaichenmarker

Pro-B-Zelle CD19 CD34 CD38

Pra-Pra-B-Zelle CD19 CD20 CD34 CD10 CD38

Pra-B-Zelle CD19 CD20 CD10 CD38

Transitionale B-Zelle CD19 CD20 CD38

Naive B-Zelle CD19 CD20 CD38

IgM memory B-Zelle CD19 CD20 CD38 CDh27

IgG memory B-Zelle CD19 CD20 CD38 CDh27

IgA memory B-Zelle CD19 CD20 CD38 CDh27
Plasmazelle CD19 CD38 CD138

Reife, aber naive B-Lymphozyten kénnen weiter in drei Subpopulationen
unterteilt werden: B1-B-Zellen und Marginalzonen-B-Zellen, welche
uberwiegend T-Zell-unabhangig, unter dem Einfluss von dendritischen Zellen
aktiviert werden und follikulare B-Zellen, welche in ihrer weiteren Entwicklung T-
Zell-abhangig sind und durch somatische Hypermutation und Antigen-
gesteuerte Selektion zu hochaffinen, langlebenden Plasmazellen und Memory-
B-Zellen werden [93].

Im Weiteren soll auf die B1-B-Zellen genauer eingegangen werden. Wichtig fur
spatere Interpretationen ist, dass viele Untersuchungsergebnisse bezuglich B1-
B-Zellen aus Nagetierversuchen stammen und kaum humane Daten vorliegen
[94]. B1-Lymphozyten, mit Ausnahme der B1b-Lymphozyten, auf die im
Folgenden ebenfalls eingegangen wird, gehdren im Gegensatz zu den
follikularen B-Lymphozyten nicht zum adaptiven Immunsystem, da ihre
Entwicklung T-Zell-unabhangig ohne Antikorperklassenwechsel und ohne
Ausbildung von Gedachtniszellen erfolgt [94]. Allerdings erfullen B1-B-Zellen
viele Aufgaben ahnlich zu den ubrigen B-Zellen, wie Antikdrperproduktion und

Antigenprasentation [94]. B1-B-Zellen werden bereits aus Vorlauferzellen in der
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Leber des Fotus gebildet und kdnnen sich peripher selbst erneuern, wahrend
die anderen B-Zell-Subpopulationen erst nach der Geburt gebildet werden und
wie bereits beschrieben innerhalb des Knochenmarks erneuert werden [94]. B1-
B-Zellen stellen somit die ersten reifen peripheren B-Zellen dar [94]. Nach ihrer
Entstehung halten sich B1-Zellen insbesondere in Peritoneum und Pleura auf
und nur selten in Milz oder Lymphknoten [95]. Hierbei scheint
interessanterweise das pleuro-peritoneale Milieu die Funktion der B1-B-
Lymphozyten zu beeinflussen [96,97]. So konnte eine durch Toll-like-
Rezeptoren gesteuerte Migration von B1-B-Zellen aus dem Peritoneum uber
Omentum, Lymphknoten und/oder Blut zum Intestinum durch Ansel et al.
beschrieben werden [98]. In der Mukosa des Intestinaltrakts konnen B1-B-
Zellen Antikérper vom IgA-Typ produzieren [99]. Generell produzieren und
exprimieren B1-B-Zellen jedoch Uberwiegend IgM-Antikorper und selten auch
IgG-Antikorper der Subklasse 3 [94]. Die produzierten, l6slichen Antikorper
werden als natlrliche Serumantikdrper bezeichnet und spielen eine wichtige
Rolle in der frihen Abwehr von Bakterien und Viren. Fir eine effektive
Antigenclearance durch diese natlrlichen Antikorper wird jedoch im Gegensatz
zu spezifischen Antikorpern zusatzlich das Komplementsystem bendtigt [100].
Die beschriebenen B1-assoziierten Immunglobuline enthalten vermehrt -
Leichtketten und sind selektioniert fur bestimmte VH-Typen, z.B. Vy11 [101].
Die B-Zell-Rezeptoren, also Membran-gebundene Immunglobuline, der B1-
Lymphozyten sind polyspezifisch mit einer geringen Affinitat fir mehrere
Antigene [102]. Diese polyspezifischen Immunglobuline binden besonders an
andere Immunglobuline, Autoantigene und Polysaccharide von Bakterien [102].
Aufgrund der T-Zell-unabhangigen Aktivierung der B1-B-Zellen finden kein
Antikorperklassenwechsel und keine somatische Hypermutation statt [102]. Die
aus B1-B-Zellen entstandenen Plasmazellen sind nur von kurzer Lebensdauer
[93].

Die B1-B-Zell-Entwicklung hangt grofRteils von der Regulation der B-Zell-
Rezeptor-Signalkaskade ab [103], auf die spater auch noch weiter eingegangen
wird. B1-Lymphozyten kdnnen unabhangig von ihrer Spezifitdt bei Bedarf

schnell aktiviert werden [102]. Dies unterstreicht den angeborenen (= ,innaten®)
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Charakter dieses B-Zell-Subtyps [94]. Nach Griffin et al. besitzen humane B1-
Lymphozyten den Phanotyp CD3- CD19+ CD20+ CD27+ CD43+ CD69- CD70-
[104,105]. Sie exprimieren auRerdem hohe IgM-Level [106]. Murine B1-B-Zellen
kénnen anhand ihrer CD5-Expression unterschieden werden; so werden CD5+
B1-B-Zellen auch B1a-Zellen genannt, CD5- B1-B-Zellen heilRen auch B1b-
Zellen [95,105]. Die Einteilung humaner B1-B-Zellen anhand ihrer CD5-
Expression ist weniger einfach mdglich, da CD5 auch auf anderen humanen B-
Zell-Populationen exprimiert wird [105]. Im Gegensatz zu B1a-Zellen kénnen
Zellen des B1b-Subtyps bei Mausen von Vorlauferzellen aus dem adulten
Knochenmark abstammen [94]. Murine B1a- und B1b-Lymphozyten
unterscheiden sich auRerdem in der Expression des Plasmazellmarkers CD138
(= Syndecan-1) [107]. Neben morphologischen Unterschieden bestehen auch
funktionelle Unterschiede zwischen B1a- und B1b-Zellen. So wird B1a-Zellen
die Produktion naturlicher Serumantikorper zugeschrieben und B1b-Zellen die
T-Zell-unabhangige Produktion von Antikorpern und auch die T-Zell-
unabhangige Ausbildung von Gedachtniszellen [104,108]. B1b-Zellen zeigen
somit viele funktionelle Ahnlichkeiten zu den follikuldren B-Lymphozyten und
werden daher auch eher dem adaptiven Immunsystem zugeordnet [109,110].
B1a-Lymphozyten hingegen entsprechen den oben beschriebenen B1-B-Zellen

mit ,innatem® Charakter und Abstammung aus fétalen Vorlauferzellen [111].

Die Signaltransduktion innerhalb der B-Zellen nach der Bindung eines
passenden Antigens, welche schliellich zur Aktivierung der B-Lymphozyten
fuhrt, ist komplex [112,113]. Der B-Zell-Rezeptor leitet nach der Antigenbindung
ein Signal Uber assoziierte Ketten (Iga und IgB) ins Zellinnere weiter [112,113].
Intrazellular werden Kinasen der Src-Familie wie Lyn, Fyn und Blk aktiviert
[112,113]. Aktivierte Src-Kinasen phosphorylieren Teile der Iga- und IgB-Ketten,
so dass daraufhin die Kinase Syk binden kann, welche ebenfalls phosphoryliert
wird [112,113]. Syk phosphoryliert seinerseits das Protein BLNK (= SLP-65),
welches zusammen mit der Kinase Btk die Phospholipase PLCy2 aktiviert
[112,113]. Die Phospholipase PLCy2 kann in aktiviertem Zustand
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Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Diacylglycerin (DAG) und
Inositoltrisphosphat (IP3) hydrolysieren [112,113]. DAG und IP3 dienen selbst
wiederum als sekundare Botenstoffe und regulieren so unter anderem
Transkriptionsfaktoren  [112,113]. IP3 bindet an Rezeptoren des
endoplasmatischen Retikulums (ER), dadurch kommt es zum Ausstol3 von
Calcium aus dem ER [112,113]. Durch eine Steigerung des intrazellularen
Calciumspiegels kommt es schlieBlich zur Aktivierung von Calmodulin und so
zur Aktivierung von Calcineurin [112,113]. Calcineurin dephosphoryliert den
Transkriptionsfaktor NFAT, der in den Zellkern wandert und dort die
Transkription der DNA beeinflusst [112,113]. DAG aktiviert die PKCp, die
ihrerseits Uber mehrere Zwischenstufen den Transkriptionsfaktor NF-kB
aktiviert, welcher ebenfalls im Zellkern die Transkription der DNA beeinflusst
[112,113]. AuRerdem fuhrt die Aktivierung Uber den B-Zell-Rezeptor (BCR) zur
Aktivierung des G-Proteins Ras [112,113]. Durch GTP-Austauschfaktoren
(GEFs) wird Ras in seine GTP-gebundene Form Uberfihrt und durch die
Aktivierung von Ras werden die Kinasen Raf-1 und Mek aktiviert, welche
anschlielend die Transkriptionsfaktoren Erk1/2 aktivieren, welche wiederum

innerhalb des Zellkerns die Transkription der DNA beeinflussen [112,113].

Zusatzlich erfolgt neben der Aktivierung uber den BCR eine Ko-Stimulation uber
den CD19-Rezeptor [112,113]. Der Rezeptor CD19 wirkt verstarkend, indem er
den Schwellenwert fir die Aktivierung des BCR selbst herabsetzt. An den
intrazellularen phosphorylierten Anteil des CD19-Rezeptors kdnnen zahlreiche
Signalproteine, wie Vav, BCAP und PI3K, binden [112,113]. Die Bindung von
PI3K bewirkt die Umwandlung von PIP2 in PIP3 [112,113]. An PIP3 wiederum
kénnen Proteine wie PDK1/2, Akt, Btk und PLCy2 binden [112,113]. Akt kann
die Kinase GSK-3 inaktivieren, wodurch der Transkriptionsfaktor NFAT nicht
mehr phosphoryliert wird und dessen Inaktivierung abnimmt [112,113]. Neben
dem B-Zell-Rezeptor stellt der BAFF-(B cell activating factor)-Rezeptor einen
weiteren, fur die Signalleitung wichtigen Rezeptor auf der Oberflache von B-
Zellen dar [112,113]. Auch inhibierende Rezeptoren der B-Zell-Oberflache

kommen vor; dazu zahlen unter anderem CD22 und FcyRIIB [112,113].
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Abbildung 5: Signalkaskade innerhalb der B-Lymphozyten nach Bindung durch ein passendes
Antigen (112, 114).

Auf BAFF (B cell activating factor), dessen Rezeptor im vorangegangen
Textabschnitt bereits erwahnt wurde, soll im Folgenden naher eingegangen
werden. BAFF gehort zur Gruppe der Zytokine, genauer zur Untergruppe der
TNF-Familie [114]. BAFF ist obligat fir die Aktivierung, Differenzierung und das
Uberleben von B-Zellen [112]. Die Bildung von BAFF erfolgt durch neutrophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen [112]. Weitere
Bezeichnungen fur BAFF sind TNFSF13B (tumor necrosis factor superfamily
member 13B), BLyS (B lymphocyte stimulator), TALL-1, zZTNF4 oder CD257-
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Antigen [114]. BAFF kann als Transmembranprotein und in ungebundener
Form im Zytosol vorkommen [112]. In BAFF-defizienten Knockout-Mausen zeigt
sich eine gestorte B-Zell-Entwicklung mit stark in ihrer Anzahl reduzierten oder
fehlenden follikularen B-Zellen und Marginalzonen-B-Zellen, wohingegen sich
B1-Zellen normal entwickeln konnen [115]. Auch frihere Entwicklungsformen
der B-Zellen im Knochenmark sind in ihrer Entwicklung BAFF-unabhangig
[112]. Bei Mausen mit einer Uberexpression von BAFF treten gehauft
autoimmune Erkrankungen, im Sinne eines systemischen Lupus erythematodes
(SLE) oder eines Sjogren-Syndroms auf, so dass ein monoklonaler, gegen
BAFF gerichteter humaner Antikbrper namens Belimumab in Europa seit 2011
zur Behandlung des SLE zugelassen ist [116]. FUr BAFF gibt es 3 Rezeptoren:
den BAFF-Rezeptor (BAFF-R), der generell auf B-Zellen exprimiert wird, BCMA
(B-cell maturation antigen), das hauptsachlich auf Plasmazellen exprimiert wird
und TACI (transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin-
ligand activator), das insbesondere auf B1-Zellen vorkommt [115,117]. Die
Wirkung von BAFF Uber TACI scheint sehr komplex und ist teilweise
unverstanden, so dass auch eine apoptotische Wirkung auf B-Zellen Uber TACI

vermittelt werden kann [118].

Eine weitere Form der Lymphozyten, die weder T-Zellen noch B-Zellen
zuzuordnen ist, stellen natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) dar [119]. Sie zeigen
an ihrer Oberflache die Marker CD16 und CD56. Naturliche Killerzellen kbnnen
im Gegensatz zu T-Zellen auch MHC-negative transformierte oder virusinfizierte
Zellen erkennen und abtéten (Konzept des ,missing self’) [120]. Dies ist
beispielsweise beim Cytomegalievirus (CMV) notwendig, da in CMV-infizierten
Zellen die Expression von MHC-Molekilen gehemmt ist [2]. NK-Zellen zahlen
daher Uberwiegend zum angeborenen, unspezifischen Immunsystem [119]. Da
keine sogenannte Pragung notwendig ist, heiRen diese Zellen naturliche
Killerzellen. Durch die Bindung von Antikdrpern an die Oberflache einer
Zielzelle kann die Fahigkeit der NK-Zellen zum Abtbten infizierter Zellen noch
erhdht werden [120]. Das Abtdten von Zielzellen erfolgt in diesem Fall durch die

Induktion von Apoptose [121].
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1.2. Akute myeloische Leukamie (AML)

1.2.1. Begriffsdefinition Leukamie und Einteilung der Leukamien

Der Begriff Leukamie leitet sich aus dem altgriechischen Wort Acuxaipia
(leuchaimia) von Aeuk6g (leukos) = weiss und apa (haima) = das Blut her und
wurde erstmals durch Rudolf Virchow Mitte des 19. Jahrhunderts gepragt,
welcher in diesem Zusammenhang eine starke Vermehrung von Leukozyten bei
einer bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht definierten Erkrankung beschrieb [122-
124]. Um das Jahr 1890 unterschied Otto Naegeli erstmals myeloische und
lymphatische Formen [125].

Die Leukamie bezeichnet heute eine heterogene Gruppe maligner
Erkrankungen, welche durch die Entartung hamatopoetischer Vorlauferzellen im
Knochenmark definiert ist [126]. Die einzelnen Leukamieformen unterscheiden
sich bezuglich ihrer Inzidenz, Ursachen und Therapiemdglichkeiten, ebenso wie
in ihren Heilungsaussichten [123]. Anhand des klinischen Verlaufs werden
heute eine akute und eine chronische Form unterschieden, wobei akute
Leukamien durch einen raschen Verlauf innerhalb weniger Wochen bis Monate
gekennzeichnet sind [127]. Sie zeigen meist eine hohe Anzahl leukamischer
Zellen in Knochenmark und peripherem Blut, schwere Krankheitssymptome wie
Infektanfalligkeit, hamorrhagische Diathese, @ Anamiesymptomatik und
gegebenenfalls auch eine organspezifische Symptomatik bei Organbefall durch
leukamische Blasten [127]. Chronische Leukamien hingegen verlaufen in der
Regel weniger fulminant, symptomarmer und werden daher manchmal auch
zufallig erstdiagnostiziert [127]. Anhand der Ursprungszelle im Knochenmark
werden auflderdem eine myeloische und eine lymphatische Form unterschieden
[127].
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Tabelle 5: Einteilung der Leukamien.

Akute Leukdamien Chronische Leukdmien
Akute myeloische Leukamien Chronische myeloische Leukamien
(AML) (CML)
Akute lymphatische Leukamien Chronische lymphatische Leukamien
(ALL) (CLL)

Eine weitere Einteilung kann nach der Anzahl der Leukamiezellen im
peripheren Blut erfolgen, wobei eine aleukamische Form ohne Nachweis von
Leukamiezellen im peripheren Blut, eine subleukamische Form mit Nachweis
von leukamischen Zellen im peripheren Blut bei normwertiger
Gesamtleukozytenzahl und eine leukdmische Form mit Nachweis vieler
Leukamiezellen im peripheren Blut und erhohter Gesamtleukozytenzahl

unterschieden werden [127].

In Deutschland betragen die altersstandardisierten Inzidenzraten fir die
chronisch lymphatische Leukamie 4,1 (pro 100.000 Einwohner), fur die akute
myeloische Leukamie 3,1 (pro 100.000 Einwohner) und fur die
myeloproliferativen Neubildungen 2,4 (pro 100.000 Einwohner) [123]. Somit
sind die aktuellen deutschen Inzidenzraten mit den Inzidenzraten des
gesamteuropaischen Raums vergleichbar [128]. Manner sind generell haufiger
von Leukamien betroffen als Frauen [123]. Die geschlechtsspezifische
Auftretenswahrscheinlichkeit wird hierbei auf eine unterschiedliche Exposition
der Geschlechter gegentber umwelt- und arbeitsbedingten Risikofaktoren
sowie auf hormonelle und genetische Faktoren zurlckgefuhrt [129]. Mit
Ausnahme der ALL, welche vorwiegend bei jungeren Patienten auftritt, sind von
der AML, CML und CLL besonders altere Menschen betroffen [127]. So liegt
hier das mittlere Erkrankungsalter bei ca. 67 Jahren [127]. Das relative 5-
Jahres-Uberleben fiir alle Leukdmiearten in Deutschland variiert je nach
Geschlecht, Leukamiesubtyp und Altersgruppe stark zwischen 8 und 95 %
[123,128].
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Zunehmend flieRen in die Unterteilung der Leukamien jedoch auch zyto-
genetische und molekularbiologische Merkmale ein [123,128]. Die Einteilung
der hamatologischen Erkrankungen erfolgte bislang nach der 3. Revision der
Internationalen Klassifikation der Krankheiten fir die Onkologie (ICDO3),
welche im Jahr 2000 von der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
herausgegeben wurde, sowie durch die hierdurch abgeleiteten Classifications of
Tumors of Haematopoietic and Lymphomatic Tissue von 2001 und 2008
[130,131]. Fir diese Einteilung werden insbesondere Zellreihne und Reife der
Ursprungszelle herangezogen, aber auch weitere morphologische,
genotypische, genetische, immunhistochemische sowie klinische Faktoren
berticksichtigt [129]. Seit 2008 neu hinzugekommene wesentliche klinische,
prognostische, morphologische, immunphanotypische und genetische
Erkenntnisse fiihrten zur Notwendigkeit einer Uberarbeitung der WHO-

Klassifikation der Leukamien, welche schlieRlich im Jahr 2016 erfolgte [132].

1.2.2. Epidemiologie, Atiologie, Pathogenese und Symptomatik der
akuten myeloischen Leukamie

Die akute myeloische Leukamie bezeichnet eine heterogene Subgruppe der
Leukamien, welche sich aus den myeloischen Vorlauferzellen im Knochenmark
herleitet [133]. Sie stellt zudem eine der haufigsten hamatologischen
Malignitaten der myeloischen Reihe beim Erwachsenen dar [127]. lhre
Erkrankungshaufigkeit liegt bei ca. 3,7 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner
pro Jahr [134]. Die Inzidenz steigt mit dem Alter an und liegt bei uber 70-
Jahrigen bei Uber 100 Fallen pro 100.000 Einwohner pro Jahr [127]. In einer
schwedischen Registerstudie wurde ein Altersmedian von 72 Jahren berechnet
[134]. Ein hoheres Lebensalter bei Erstdiagnose wird dabei klassischerweise
mit einer erhohten Mortalitat und somit auch mit einer schlechteren

Gesamtprognose assoziiert [133].

Nach dem heutigen Verstandnis wird die Entstehung einer AML, simultan zu
anderen  hamatoonkologischen  Erkrankungen, als Resultat einer
multifaktoriellen Genese angesehen [127]. Zu den bekanntesten Risikofaktoren
wird beispielsweise die Exposition gegenlber radioaktiver Strahlung gezahlt
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[127]. So konnten leukamietypische chromosomale Abberationen besonders
gehauft in Uberlebenden der Atombombenabwiirfe auf Hiroshima und
Nagasaki, aber auch aus Untersuchungen an nuklearer Energieerzeugung
beobachtet werden [135,136]. Weitere mogliche Ausloser sind Benzole,
Mineraldlprodukte, Farben, Athylenoxide, Herbizide, Pestizide und Arzneimittel
wie Chloramphenicol und Phenylbutazon neben Zytostatika wie zum Beispiel
Alkylanzien oder Topoisomerase-ll-Hemmer, welche oft zu einem
charakteristischen Verlauf fuhren [137,138]. So erkranken Patienten nach
Alkylantienexposition, wie Nitrosaminharnstoffe und Cyclophosphamid,
typischerweise mit einer Latenz von 4 bis 6 Jahren nach Substanzexposition
[137,138]. Hierbei scheinen Aberrationen an den Chromosomen 5 und/oder 7
besonders gehauft aufzutreten [137,138]. Im Gegensatz dazu fihrt die
Anwendung von Topoisomerase-ll-Hemmern wie Etoposid und Doxorubicin zu
einer statistischen Haufung von Leukadmien nach 1 bis 3 Jahren nach
Exposition. Gehaufte Chromosomenaberrationen werden hier vor allen im
Chromosom 11 (Bande q23) oder 17 (t(1;17)) beobachtet [137,138].

Analog der heute Ublichen Charakterisierung werden Zytostatika-induzierte
Leukamieformen auch als therapieassoziierte Leukamien bezeichnet [127].
Daruber hinaus kdonnen anhand ihrer Entstehung auch sekundare Leukamien
definiert werden [127]. Sie entstehen in der Regel auf dem Boden eines
myelodysplastischen Syndroms (MDS), indem praleukame Mutationen in den
hamatopoetischen Vorlauferzellen kumulieren und schliel3lich zur Entwicklung
einer akuten Leukamie fuhren [139]. Assoziiert mit einem komplex-aberranten
Karyotyp dieser Erkrankungen, welcher mindestens drei nummerische und/oder
strukturelle Veranderungen pro Karyotyp umfasst, ist diese Leukamieunterform
meist mit einer besonders schlechten Prognose assoziiert [140,141]. Die de-
novo-AML, zu der prozentual die meisten akuten myeloischen Leukamien
gehdren, entsteht im Gegensatz zu den therapieassoziierten und sekundaren
Leukamien spontan [142]. In der Pathogenese der de-novo-AML spielen in der
Regel mehrere spontan auftretende Mutationen innerhalb der Blutstammzellen
eine entscheidende Rolle [142]. Obwohl es einige Berichte von familiaren AML-

Fallen gibt, sind die Uberwiegende Zahl dieser Mutationen im Laufe des Lebens
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spontan erworben und nicht erblich bedingt [143]. Entsprechend kann auch bei
gesunden Probanden ab dem 60. Lebensjahr eine rasante Zunahme der
praleukamischen Mutationen wie zum Beispiel DNMT3A, JAK2, TET2 oder
SF3B1 festgestellt werden [144,145]. Dies unterstitzt die Annahme, dass
Leukamien, analog zu anderen Neoplasien wie den kolorektalen Karzinomen
oder dem Mammakarzinom eine prakanzerogene Vorlauferphase durchlaufen
[146,147].

Praleukdmische Phase Entwicklungsphase Leukamie bei Diagnose
— sz T @ . 03E0%)
» £ 8 * ' NPMIc 0.45 (90%)
onmraa™ 0.5 (100%)
mut mut DNMB&MW
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Praleukdmischer Klon ,,Griindungsklon® Dominanter Klon

Abbildung 6: Klonale Evolution und Heterogentitit akuter myeloischer Leukamien (modifiziert nach
145).

Klonale Evolution einer akuten myeloischen Leukdmie in einem hypothetischen Patienten. Die friihe
Mutation im DNMT3A-Gen fihrt zur primaren klonalen Vermehrung. Durch eine nachfolgende, additive
NPM1c- und FLT3-ITD-Mutation entwickelt sich im Verlauf ein apoptoseresistenter, hyperproliferativer
Leukamieklon.

Sogenannte balancierte Translokationen sind die haufigsten zytogenetischen
Veranderungen der AML [146]. Hierrunter wird die Translokation, also Verlage-
rung eines Chromosoms oder eines Chromosomenabschnitts auf ein anderes
Chromosom, verstanden, ohne dass die Gesamtmenge des Erbguts beeinflusst
wird [148]. Erfolgt die Verlagerung zwischen nichthomologen Chromosomen-
abschnitten wird von einer reziproken (von lateinisch reciprocus =
wechselseitig) Translokation gesprochen. Als Ergebnis dieser Rekombinationen
konnen bestimmte Proto-Onkogene unter den Einfluss unterschiedlicher
Transkriptionsverstarker, sogenannter Enhancer, geraten und so eine
Dysregulation der Zelle entstehen [148]. Beispielsweise kann hier c-myc
genannt werden, welches als Proto-Onkogen bei der T-Zell-Leukamie eine
besondere Rolle spielt [149]. Bei einer weiteren Form der Translokation flhren

intrachromosomale Briche im Bereich eines Introns zur Bildung eines chimaren
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Fusionsgens. Das bekannteste Beispiel ist hierbei die Translokation
1(9;22)(q34;911) im Rahmen der CML, welche zur Entstehung des sogenannten
Philadelphia-Chromosoms flhrt [150]. Beim Philadelphia-Chromosom werden
unter Erhalt des Leserahmens die N- bzw. C-terminalen Exone der Gene bcr
und abl zu einem Fusionsgen (BCR-ABL) verknupft [150]. Auch bei der akuten
myeloischen Leukamie bestehen ahnliche Fusionsgene wie beispielsweise bei
der Translokation t(9;11)(p22;923) das Fusionsgen MLL-AF9 oder bei der
Translokation t(6;11)(q27;923) das Fusionsgen MLL-AF6 [151].

Die drei haufigsten Chromosomenanomalien der AML sind die Translokationen
t(15;17) und t(8;21) sowie die Inversion inv(16) [133]. Hierbei sind, wie bereits
erwahnt, insbesondere haufig Gene betroffen, welche flr spezifische Schritte
der hamatopoetischen Differenzierung und des Zellwachstums kodieren [152-
154]. Interessanterweise konnte jedoch in einem tierexperimentellen Modell
gezeigt werden, dass eine singulare Mutation in einer myeloischen
Vorlauferzelle alleine nicht auszureichen scheint, um eine AML-ahnliche
Erkrankung auszuldésen. Anhand dieses Tiermodells sind mindestens zwei
Mutationen in einem unterschiedlichen Signalweg zur AML-Induktion notwendig
[155].

Zusammenfassend lassen sich diese Erkenntnisse als 2-Stufen-Modell der
Leukdmogenese beschreiben. So beinhaltet die Leukdmogenese erstens eine
primar gesteigerte, Uber den Bedarf hinausgehende Zellproliferation und
zweitens die mutationsbedingte Fahigkeit die Ausreifung zu immunkompetenten

Zellen zu blockieren [156].

Neben den oben genannten strukturellen Aberrationen spielen jedoch auch
epigenetische Regulationsmechanismen eine Rolle in der Pathogenese der
AML [157]. Der physiologischerweise bestehende Einfluss der Epigenetik auf
die Zellentwicklung zeigt sich eindricklich bereits bei der Inaktivierung des
zweiten weiblichen X-Chromosoms wahrend der Embryogenese [158]. Hierbei
liegt eine Hypermethylierung von Cytosinresten, welche nicht nur zur
Ausschaltung einzelner Gene sondern zur Inaktivierung eines ganzen

Chromosoms fuhren kann, zu Grunde [157]. Entsprechend werden hier
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sogenannte CpG-Inseln (Cytosin-reiche Regionen) mit Hilfe der DNA-
Methyltransferase methyliert, wodurch das nachgeschaltete Gen vermindert
exprimiert wird [157]. Dieser epigenetische Regulationsmechanismus wird auch
als transkriptionelles silencing bezeichnet [157]. Analog aktueller Daten konnten
bereits in Uber 50% der menschlichen Gene CpG-Inseln und so eine
konsekutive  epigenetische Regulation nachgewiesen werden [157].
Insbesondere im Rahmen der AML scheint eine verstarkte Expression von
DNA-Methyltransferasen zu einer Veranderung des Methylierungsmusters des

Genoms und somit zur Deregulierung zahlreicher Signalwege zu fuhren [157].

Das Auftreten von klinischen Symptomen der AML erfolgt durch eine Zunahme
der blastaren Knochenmarksinfiltration mit einer nachfolgenden hamato-
poetischen Insuffizienz [127]. Die ersten Symptome sind haufig unspezifisch
[127]. Sie sind im Verlauf mit einer zunehmenden Anamie (Mudigkeit,
Leistungsknick, Blasse), einer zunehmenden Neutropenie (haufige bakterielle
Infektionen, insbesondere des Respirationstrakts, und Mykosen) und einer
Thrombozytopenie (Petechien, Ekchymosen, Menorrhagien und Epistaxis)
assoziiert [127]. Bei ca. 60 % aller Patienten finden sich im peripheren Blut eine
Leukozytose und unabhangig von der Gesamtleukozytenzahl auch leukamische
Blasten [127]. Bei einer sehr ausgepragten Leukozytose (> 100.000
Leukozyten/ul) kénnen aufgrund einer Leukostase weitere Symptome wie
Hypoxie, retinale Blutungen und neurologische Symptome auftreten [127].
Daher wird die Leukostase als hamatologischer Notfall angesehen, welcher
rasch die Einleitung einer zytoreduktiven Therapie oder einer Leukapherese
erfordert [127]. Weniger haufig gibt es auch bei der AML aleukamische
Verlaufe, welche meistens bei sekundaren Leukamien und alteren Patienten zu
finden sind [127]. Extramedullare Manifestationen betreffen beispielsweise die
Haut und Schleimhaute, Zahnfleisch, Meningen, Milz und Leber und werden
uberdurchschnittlich  haufig bei einer myelomonozytaren/monozytaren
Differenzierung der AML beobachtet [159-161].
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1.2.3. Diagnostik und Klassifikation der akuten myeloischen
Leukamie

Wie bereits erwahnt, erfolgen die Diagnosestellung und Klassifikation der AML
in Anbetracht der groRen Heterogenitat der Erkrankung anhand atiologischer,
morphologischer, zytochemischer, immunhistologischer, zyto- und/oder
molekulargenetischer Merkmale [162]. Mittels lichtmikroskopischer Beurteilung
eines Blut- oder Knochenmarksausstrichs kann haufig eine erste Zuordnung der
malignomsuspekten Zellen getroffen werden [163]. Neben der Quantifizierung
der Blastenzahl spielen dabei morphologische Kriterien, wie zum Beispiel die
Kern-Plasma-Relation oder Zelleinschlisse wie Granula oder Auerstabchen,
eine Rolle [163].

A

Abbildung 7: Lichtmikroskopische Darstellung myeloischer Blasten im peripheren Blut (Quelle:
Bildergalerie der American Society of Hematology; Photographie von Peter Masalak 2002-2009).

A: Darstellung myeloischer Blasten einer therapieassoziierten akuten myeloischen Leukd&mie im
peripheren Blut mit charakteristischem Thumbprint-Zeichen (blauer Pfeil), (MacNeal Tetrachrome 1000x).
B: Ausstrich des peripheren Blutes mit Nachweis eines spezifischen Auer-Stéabchens (schwarzer Pfeil).

Zur weiteren Differenzierung werden ergadnzend Enzymaktivitdten von
Myeloperoxidase (MPO)/Peroxidase (POX), Esterase (Non-specific-Esterase =
NSE) und das Vorhandensein von Glykogengranula (PAS-Farbung) mit
zytochemischen Verfahren nachgewiesen [163,164]. Die lichtmikroskopische
Beurteilung, die sogenannte Zytologie, stellt somit den Ausgangspunkt einer

jeden hamatologischen Stufendiagnostik dar [163].
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Ein weiterer diagnostischer Schritt ist die Immunphanotypisierung, welche mit
Hilfe spezifischer Antikorper distinkte Antigene auf der Zelloberflache oder im
Zytoplasma leukamischer Blasten nachweist [163]. Wahrend der Hamatopoese
exprimieren Zellen, entsprechend ihres Ausreifungsgrades, verschiedene
Oberflachenantigene [163]. Daher ist es maoglich, unter Verwendung
verschiedener Progenitormarker, eine genaue Zuordnung der Blasten bezuglich
ihres Reifegrads zu treffen [163]. Zusammen mit zelllinienspezifischen Markern,
wie zum Beispiel CD19 fur B-Zellen, kann dann eine dominante
Linienzugehorigkeit bestimmt werden [165,166].

Tabelle 6: Ubersicht iiber ausgewiahlte Marker fiir die Bestimmung der Zelllinien-
zugehorigkeit im Rahmen der Immunphénotypisierung (modifiziert nach 163-166).

Progenitormarker |Zelltyp

CD34, CD117 Hamatopoetische Vorlauferzellen

CD10 B- und T-Vorlauferzellen, Zellen des Knochenmark-
stromas, Granulozyten

HLA-DR Progenitorzellen aller drei Zellreihen, besonders
myeloischer Blasten

TdT Lymphatischer Progenitorzellmarker

Mit der Untersuchung der Zytogenetik mittels Chromosomenanalyse bzw.
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) kann neben morphologischen, zyto-
chemischen und immunhistologischen Untersuchungen ein weiterer Kernpunkt
der Diagnostik der AML genannt werden [163]. Bei AML-Patienten konnten
bereits Uber 50 strukturelle Chromosomenaberrationen identifiziert werden
[133,167]. Die folgende Tabelle 7 =zeigt eine Ubersicht Uber haufige

Chromosomenaberrationen.
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Tabelle 7: Ubersicht iiber hidufige chromosomale Aberrationen der AML (modifiziert nach

133, 167).
Morphologisches
Karyotypenverinderung Gene Korrelat (analogis: Inzidenz
FAB-Subtyp)
Balancierte Translokationen/Inversionen

t(8;21)(922;922) RUNX1;RUNX1T1 M2 mit Auerstébchen 6 %

inv(16)(p13q22) / CBFB;MYH11 M4Eo 7%

t(16;16)(p13;922)

t(15;17)(922;911-21) PML;RARA M3/M3v 7%

t(9;11)(p22;923) MLL;AF9 M5 2%

t(6;11)(927;923) MLL;AF6 M4 und M5 ~1%

inv(3)(021926)/t(3;3)(g21;926) | EVI1;RPN1 M1, M4, M6, M7 ~1%

t(6;9)(p23;q34) DEK;NUP214 M2, M4 ~1%

Unbalancierte Chromosomenstérungen

+8 M2, M4 und M5 9%

-717g- Keine Praferenz eines 7%
FAB-Subtyps

-5/5g- Keine Praferenz eines 7%
FAB-Subtyps

-17/17p- TP53 Keine Praferenz eines 5%
FAB-Subtyps

-20/209- Keine Praferenz eines 3%
FAB-Subtyps

9g- Keine Praferenz eines 3 %
FAB-Subtyps

+21 M4, M4Eo 3%

+22 Keine Praferenz eines
FAB-Subtyps

+13 MO, M1 2%

+11 MLLA1 M1, M2 2%

Komplexer Karyotyp 10 %

Normaler Karyotyp 44 %
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Neben Patientenalter und Vorerkrankungen stellt der Karyotyp den wichtigsten
Prognosefaktor der AML dar [168-170]. Zytogenetisch kann die AML in drei
Gruppen unterteilt werden: erstens AML mit normalem Karyotyp, zweitens AML
mit einer balancierten Translokation und drittens AML mit einer unbalancierten
Karyotypenveranderung [163]. Aus dieser zytogenetischen Einteilung lasst sich
auch eine klinisch relevante, prognostische Einteilung ableiten [163]. Einer
prognostisch gunstigen Gruppe kdénnen zum Beispiel die AML 1(8;21)(g22;922)
oder die AML inv(16)(p13922) zugeordnet werden. Zu einer prognostisch
ungunstigen Gruppe zahlen akute myeloische Leukamien mit einem komplex
aberranten Karyotyp [169,171]. Besondere Erwahnung findet hierbei die AML
t(15;17)(q22;912) oder auch Promyelozytenleukamie genannt, welche aufgrund
ihrer zytogenetischen Zuordnung und unter Therapie mit konventionellen
Zytostatika zur Gruppe mit einer intermediaren Prognose gezahlt wurde [163].
Seit der Anwendung von Arsen und All-trans-Retinolsdure konnen jedoch
exzellente Heilungsraten erreicht werden, welche haufig sogar eine
Stammzelltransplantation Uberfliissig machen [172]. Wie bereits erwahnt,
spielen epigenetische Regulationsmechanismen wie DNA-Methylierungen oder
posttranslationale  Modifizierungen von Histonproteinen wahrend der
Zelldifferenzierung und -entwicklung eine wichtige Rolle, so dass zukunftig auch
epigenetische Untersuchungen in der Diagnostik und Prognoseeinschatzung

der AML an Bedeutung gewinnen konnten [173].

Seit 1976 erfolgt die Einteilung der Leukamien anhand zytomorphologischer
Kriterien, der Zelllinienzugehorigkeit und des Differenzierungsgrads der
Leukamiezellen innerhalb der FAB (French-American-British-Group)-Klassi-
fikation [174]. Diese Klassifikation ist aufgrund ihrer Ubersichtlichkeit,
Verflugbarkeit und Kostengunstigkeit auch heute noch im klinischen Alltag
neben der aktuell gultigen WHO-Klassifikation von Bedeutung. Die

Klassifikation ist nachfolgend in Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 8: French-American-British-(F AB-)Klassifikation der AML (modifiziert nach 174).

FAB-Subtyp Bezeichnung Morphologisches Korrelat | Inzidenz
MO Akute myeloische Leukamie Unreife Blasten ohne 5%
mit minimaler Differenzierung | Granulation
M1 Akute myeloische Leukamie weniger als 10 % reife 15-20 %
ohne Ausreifung Zellen (= Promyelozyten,
Granulozyten, Monozyten),
nur sparliche Granulation
M2 Akute myeloische Leukamie 210 % reife Zellen in der 25-30 %
mit Ausreifung Myelopoese, weniger als 20
% Monozyten
M2baso Akute Basophilen-Leukéamie 5%
M3 Akute Promyelozyten- 30 % Promyelozyten 5-10 %
Leukamie (Blastenanteil oft deutlich
weniger)
M3v Akute Promyelozyten- 3%
Leukamie, mikrogranulare
Form
M4 Akute myelomonozytare Myeloische Zellen (Blasten 20 %
Leukamie + Promyelozyten) > 20 %,
monozytare Zellen
(Monoblasten und reife
Formen) 20 % bis 80 %
M4Eo Akute myelomonozytare 5-10%
Leukamie mit Eosinophilie
M5 Akute Mehr als 80 % der 5%
Monoblasten/Monozyten- myeloischen Zellen sind
Leukamie Monoblasten bzw.
Monozyten
Mb5a Akute Monoblasten-Leukémie
M5b Akute Monozyten-Leuk@mie
M6 Akute Erythroleukédmie >50 % aller Zellen sind 5%
Erythroblasten oder >30 %
aller Blasten unter den
nichterythrozytaren Zellen
sind Erythroblasten, haufig
trilineére Dysplasie
M7 Akute Megakaryoblasten- Hochgradig pleomorphe 5%

Leukdamie

Blasten
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Seit 2001 wird die AML - wie auch viele andere Tumorentitdten - nach der
WHO-KIlassifikation der Tumoren des hamatopoetischen und lymphatischen
Gewebes eingeteilt [175]. Diese zuletzt 2016 Uberarbeitete Systematik
berucksichtigt weiterhin die morphologischen und immunhistochemischen
Kriterien der FAB-Klassifikation zur Unterscheidung der einzelnen AML-
Subtypen [132]. Zusatzlich bezieht diese WHO-Klassifikation auch
molekulargenetische Merkmale und klinische Parameter ein [132]. Die folgende

Tabelle 9 stellt die Besonderheiten der WHO-Klassifikation im Einzelnen dar.
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Tabelle 9: 2016 (iberarbeitete WHO-Klassifikation akuter myeloischer Leukamien
(adaptiert und modifiziert nach 131).

Akute myeloische Leukdmie mit wiederkehrenden zytogenetischen Anomalien

AML mit (8;21)(922;922);RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;922);CBFB-MYH11

APL (Akute Promyelozytenleukdmie) mit PML-RARA

AML mit £(9;11)(p21.3;g23.3);MLLT3-KMT2A

AML mit £(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(q21.3926.2) oder £(3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM

AML (megakaryoblastar) mit t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1

Vorlaufige Entitat: AML mit BCR-ABL1

AML mit mutiertem NPM1

AML mit biallelischen Mutationen von CEBPA

Vorlaufige Entitat: AML mit mutiertem RUNX1

Akute myeloische Leukamie mit Myelodysplasie-assoziierten Veranderungen

Therapie-assoziierte myeloische Neoplasien

Akute myeloische Leukamie ohne weitere Kategorie (not otherwise specified, NOS)

AML mit minimaler Differenzierung (FAB MO0)

AML ohne Ausreifung (FAB M1)

AML mit Ausreifung (FAB M2)

Akute myelomonozytare Leukamie (FAB M4)

Akute monoblastare/monozytare Leukdmie (FAB M5a/b)

Reine Erythroleukdmie (FAB M6)

Akute Megakaryoblastenleukamie (FAB M7)

Akute Basophilenleukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose (Synonym: akute Myelofibrose; akute
Myelosklerose)

Myeloisches Sarkom (Synonym: extramedullarer myeloischer Tumor, Chlorom)

Myeloische Proliferationen bei Down-Syndrom

Transiente abnormale Myelopoese (Synonym: TAM, transientes
myeloproliferatives Syndrom)

Down-Syndrom assoziierte myeloische Leukamie

Blastische plasmazytoide dendritische Zell-Neoplasien

Akute Leukamien mit unklarer Linienzugehorigkeit

Akute undifferenzierte Leukamie
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Akute Leuk@amie mit gemischtem Phéanotyp (abgekurzt MPAL fur englisch mixed
phenotype acute leukemia) mit 1(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1

Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp (MPAL) und (v;11923.3); KMT2A-
Rearrangement

Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp (MPAL), B/myeloisch, (nicht
anderweitig spezifiziert, NOS)

Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp (MPAL), T/myeloisch, (nicht
anderweitig spezifiziert, NOS)

Meistens ist durch die oben genannten diagnostischen Schritte die Diagnose
akute myeloische Leukamie problemlos zu stellen. Dennoch sind in der
folgenden Tabelle 10 moégliche Differentialdiagnosen aufgezahlt.

Tabelle 10: Differentialdiagnosen der AML (modifiziert nach Siegenthaler W, Lehrbuch
Differentialdiagnose innerer Krankheiten, 2000, Kapitel 19.6.)

Differentialdiagnose Unterscheidung

Akute lymphatische Leukamie Knochenmarkszytochemie (POX-
/Esterasepositivitat), Immunphanotypisierung,
Zytogenetik, Molekulargenetik.

Akute Leukamie unklarer Linienzugehérigkeit | Knochenmarkszytochemie (POX-/
Esterasepositivitat), Immunphanotypisierung.

Virusinfektionen (z.B.: Parvovirus B19, EBV, | Virusnachweis (PCR, Ag oder serologisch),
CMV, HIV) fehlender Nachweis von Blasten in
peripherem Blut oder Knochenmark.

Myelodyplastische Syndrome < 20 % Blasten im Knochenmark.

Pernizidse Anamie Anamnese, Vitamin B12- und
Folsaurespiegel, Knochenmorphologie
(Megaloblasten).

Aplastische Anamie Knochenmarkmorphologie (Aplasie),
Zytogenetik.
Leuka&misch verlaufende Lymphome fehlender Nachweis von myeloischen Blasten

in peripherem Blut oder Knochenmark,
Immunphanotypisierung, ggf. Nachweis
erhohter Interleukin-2-Rezeptor-Spiegel.

Myeloproliferative Syndrome < 20 % Blasten im Knochenmark (Ausnahme
Blastenkrise bei der CML), haufig keine
Anamie oder Thrombozytopenie, Zytogenetik
(t(9;22)), Molekulargenetik (BCR-ABL, JAK2-
Mutation).
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1.2.4. Therapiemoglichkeiten der akuten myeloischen Leukamie

Initial fuhrte die AML unbehandelt innerhalb eines Jahres bei allen Patienten
zum Tod [176]. Erste Therapieversuche mit Rontgenstrahlung, Radiophosphor,
Urethan oder Mustargen hatten kaum einen therapeutischen Effekt [177].
Komplette Remissionen und Langzeiterfolge konnten erstmals unter
Daunorubicin und Cytarabin erreicht werden [178-180]. Heute stehen
konventionelle Zytostatika wie Doxorubicin, Cytarabin oder Etoposid,
demethylierende Substanzen wie 5-Azacytidin oder Decitabine und die allogene
Stammzelltransplantation zur Verfugung [181]. Zunehmend werden auch neue
Substanzen, welche im Rahmen zielgerichteter Therapien auf spezifische
Pathomechanismen ausgerichtet sind, angewandt. Dies sind beispielsweise
Arsentrioxid und All-Trans-Retinolsdure (ATRA) [172,182]. Das aktuelle
Verstandnis Uber die Pathogenese der AML begrindet den stattgehabten
Wandel von monomorphen Therapieregimen hin zu multimodalen
Behandlungsansatzen [183]. Diese sind in der folgenden Abbildung 8
aufgefuhrt. Grundsatzlich kann die Therapie der AML in eine Induktionstherapie
mit dem Ziel der kompletten Remission (CR) und die Postremissionstherapie
(Konsolidierungstherapie und Erhaltungstherapie) zur Erhaltung der CR

aufgeteilt werden [181].
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(3+7 Schema)
{zB. Daunorubldin 60 mgim®, Teg 3-5)
und 7 Tage Cytansbin (100-200mg/m*
Konvontionolle g,  Standard-Chemothersple - Iwr-mhrl(m)
Chemotheraple {adaptiert an CALGE-Profokol)

{z.B. 3 Zykien Hochdosla-Cytarabin
n® e 12h Tag 1,3 und 5)

Erhathngstherapie
{z.B. 5-Azracylidne 75mg/m* |.v./Teg Teg
-3 bis -1 Ober 1 Jahr)

Allogene Stammzell- emgs  Konditionisrung emfp Stammzslitransplantation
transplantation (Allo-Tx) 2. FLAMSA Protokoll HLA-dents Spender bzw.
: (meu hoduosuuecyuum hepiokdents Spender
Akute myeloische Amsacein, Crokophosphomd und
Leukimie Mﬂﬂvlmz!llnwbdln {ATQ) m;nlo 4
Gy-Ganzkrperbesirah

(AML) "
Demethylisrends emfp S-Azacytidine oder Decltabin

(z.B. S-Azacytidin 75 mg/m* (2-B. Deditabin 20 mgim*
Substanzen 8.0./Tog Tag 1-7 slie 4 Lv./Teg Tag 1-8 alle 4
Wochen bls Blasten < 30%) Waochen ble Progrees)

nNeue Substanzen” _. Alltrans-Retinolsfiure

Bel-2 Inhibitoren {(z.B. Venstoclax)
l Arsentrioxid
amesyl- FLT=3 Inhibitoren

h‘nnlhnnlﬂlblhnn
Mult-Tyrosinkinase-
InhibHoren

Abbildung 8: Schematische Darstellung aktueller Therapiemoglichkeiten der AML (adaptiert nach
177-183).

Die Wahl der Therapie erfolgt unter anderem nach Patientenalter, Komorbiditadten und Zytogenetik.
Beispielsweise wiirde fir jingere Patienten mit einem glinstigen/intermedidren Karyotyp eher eine
konventionelle Induktionstherapie analog dem 7+3-Schema gewahlt werden. Patienten mit einem
ungunstigen Karyotyp oder einem Rezidiv erhalten bevorzugt eine allogene Stammzelltransplantation.
Palliative Therapiekonzepte fur altere Patienten oder Patienten mit schweren Komorbiditaten enthalten
zum  Beispiel demethylierender  Substanzen. Neue  Substanzen wie  FLT-3-Inhibitoren,
Tyrosinkinaseinhibitoren oder All-trans-Retinolsaure kénnen hingegen in der Primartherapie wie auch in
der Palliativtherapie zum Einsatz gebracht werden.

Als Therapieziel in der AML ist die Heilung bzw. das Erreichen einer kompletten
Remission (CR) definiert [181]. Dabei bezeichnet die komplette Remission
einen Zustand, bei welchem nach Abschluss der Therapie keine klinischen,
laborchemischen oder zytogenetischen Krankheitsmerkmale nachzuweisen
sind [181,184]. Konkret bedeutet dies, dass nach Abschluss der
Induktionstherapie die Gesamtleukozytenzahl <10.000/ul, die Zahl der
neutrophilen Granulozyten >1.500/ul und die Zahl der Thrombozyten
>100.000/pl betragen soll [181]. AuBerdem muss die Anzahl der Blasten im
Knochenmark weniger als 5 % betragen und es durfen keine extramedullaren

Manifestationen der AML vorliegen [181]. Diese Angaben entsprechen auch
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den Empfehlungen der deutschen AML Studiengruppen (AML Cooperative
Group Munster und AML Cooperative Group Munchen). Der Beginn einer
Therapie sollte unabhangig vom Therapieregime direkt nach der
Diagnosestellung erfolgen [181]. Laut Sekeres et al. fuhrt eine
Therapieverzogerung um mehr als 5 Tage bei jungeren AML-Patienten zu

einem signifikanten Ruckgang von Prognose und Gesamtuberleben [185].

In Abhangigkeit von Patientenalter, Komorbiditaten und Zytogenetik erfolgt die
Wahl der Primartherapie [181]. Bei gunstigem oder intermediarem Karyotyp
kann bei Patienten, die junger als 65 Jahre sind, haufig eine klassische Doppel-
induktionstherapie durchgefuhrt werden [183]. Diese Induktionstherapie wird in
der Regel nach einem klassischen 7+3-Schema verabreicht, wenngleich die
Uberwiegende Anzahl der AML-Patienten heute im Rahmen von Studien
therapiert werden. Das 7+3-Schema enthalt eine Dauertherapie mit Cytarabin
(100 - 200 mg/m? i.v., Tag 1 - 7) mit zusatzlichen drei Applikationen eines
Anthrazyklins (meist Daunorubicin 60 mg/m?i.v., Tag 3 - 5) [186].

Als primar therapierefraktar werden Patienten bezeichnet, welche nach ein bis
zwei Zyklen Induktionschemotherapie kein Therapieansprechen zeigen. Diese

Patienten werden daraufhin in der Regel allogen Stammzell-transplantiert [181].

Ist nach abgeschlossener Induktionstherapie eine CR erreicht, wird eine
Konsolidierungstherapie angeschlossen [181]. Die Zusammensetzung und
Form der Konsolidierungstherapie richtet sich dabei nach dem Zustand des
Patienten und nach dem Risikoprofil der AML [181]. Cytarabin dient auch
innerhalb der Konsolidierung als Hauptsubstanz (in der Regel in einer Dosis
von 3-4 g/m?) [181]. Alternativ steht auch die allogene Stammzelltransplantation

in der Konsolidierung zur Verfliigung [181].

Nach Beendigung der Konsolidierungstherapie kann sich eine einjahrige
Erhaltungstherapie anschlieRen, welche zur Verminderung des Rezidivrisikos
dienen soll, im Rahmen der RATIFY-Studie wurde hierfir beispielsweise
Midostaurin eingesetzt [181,187].
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Eine allogene Stammzelltransplantation kann bei Hochrisikopatienten mit einem
komplexen Karyotyp fruhzeitig erfolgen, da diese Patienten oft schlechte
Ansprechraten auf Chemotherapien und ein hohes Rezidivrisiko zeigen [188].
Die allogene Stammzelltransplantation besteht aus einer
Konditionierungsphase und der eigentlichen Stammzelltransplantation durch
einen moglichst HLA-identen Fremd- oder Familienspender [189]. Bei
fehlendem HLA-identen Spender, was in ca. 10-20 % der Transplantationen
vorkommt, kann eine Spende auch durch einen haploidenten Familienspender
erfolgen [189]. Die haploidente Transplantation kann allerdings wegen der
inkompletten HLA-Kompatibilitat zu vermehrten Komplikationen und somit auch
schlechteren Transplantationsergebnissen fiihren [189]. Hierauf wird in einem

spateren Abschnitt naher eingegangen.

Koénnen aus verschiedenen Grunden wie beispielsweise einem hohen
Patientenalter oder Komorbiditaten, weder eine klassische Chemotherapie,
noch eine allogene Stammzelltransplantation durchgefiihrt werden, besteht eine
palliative Therapiesituation, in welcher die demethylierenden Substanzen 5-
Azacytidin und Decitabin eingesetzt werden konnen [190]. Eine passagere
Kontrolle der Blastenzahl mit konsekutiver Erholung der Hamatopoese,
geringeren Blutungskomplikationen und reduziertem Transfusionsbedarf ist das
Ziel einer palliativen Therapie [190]. Dies flUhrt auch zu einer verbesserten
Lebensqualitat der Patienten [190]. Insbesondere Patienten mit sekundaren
myeloischen Leukamien aus MDS werden einer palliativen Therapie zugefuhrt,
da diese haufig hoheren Lebensalters sind und zahlreiche Vortherapien
vorweisen und somit nur selten flr intensivere Therapieregime geeignet sind
[190].

In der Rezidivsituation wird nach allgemeinem Konsens zunachst eine
remissionsinduzierende Reinduktionstherapie mit beispielsweise Cytarabin,
gefolgt von einer Konsolidierung mittels einer allogenen Stammzelltransplan-
tation, falls moéglich, durchgeflihrt. Weitere Optionen werden im Rahmen von
Studien gepruft. [191,192].
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Des Weiteren stehen heute in der Therapie der AML neben den bereits
genannten Moglichkeiten einige neuere Substanzen zur Verfugung, welche
sowohl in der Primartherapie, als auch in der Rezidivsituation eingesetzt
werden konnen [190]. Dabei ist zunachst die Anwendung von Arsentrioxid und
All-Trans-Retinolsaure (ATRA) bei der Promyelozytenleukédmie (PML) zu
nennen [172]. Die Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren, zu welchen beispielweise
Midostaurin zahlt, stellen eine weitere Substanzgruppe dar [190]. Diese
inhibieren die FLT3-Rezeptortyrosinkinase, welche bei ca. 30% aller AML-
Patienten aktiviert ist. Diese Aktivierung ist mit einer schlechteren
Gesamtprognose zusammenhangend [193]. Fruhe FLT3-Inhibitoren, zu
welchen Sunitinib, Midostaurin und Lestaurtinib gehoéren, zeigten praklinisch
vielversprechende Ergebnisse; allerdings konnten viele dieser Substanzen in
klinischen Studien keinen andauernden Benefit zeigen. Bestenfalls zeigte sich
ein vorubergehender Abfall der Blastenanzahl im peripheren Blut [194]. Die
anschlieBend entwickelten Zweitgenerations-FLT3-Inhibitoren wie Quizartinib
zeigen eine verbesserte Rezeptorspezifitat, eine gute Vertraglichkeit und in
ersten klinischen Studien auch eine verbesserte Wirksamkeit [194]. Jedoch
scheint eine rasche Resistenzentwicklung in vivo stattzufinden, welche auf eine
durch FLT3-Inhibition induzierte Uberexpression der antiapoptotischen Proteine
Survivin und Bcl-xI zurlckgefuhrt wird [195,196]. Die Rolle der FLT3-Inhibitoren
in Kombination mit bekannten etablierten Therapien oder aber auch anderen
zielgerichteten Therapien ist aktuell Gegenstand weiterer Studien [194].
Sorafenib als weiterer Multityrosinkinaseinhibitor inhibiert neben FLT3 auch
VEGFR2, Kit (=CD117 oder c-Kit oder Stammzellfaktor-Rezeptor), PDGFR und
Raf [190]. In klinischen Phase-I/lI-Studien konnten mit Sorafenib in Kombination
mit Clofarabin, Cytarabin oder Idarubicin gute Ansprechraten mit
Komplettremissionen in bis zu 75% der Falle gezeigt werden [197-199].
Sorafenib sowie weitere Tyrosinkinaseinhibitoren werden derzeit in Kombination
mit konventionellen Chemotherapieregimen in Phase-llI-Studien getestet
[194,200,201].

Als letzte Gruppe der ,neuen Substanzen® sollen hier Farnesyltrans-

feraseinhibitoren beschrieben werden. Die G-Proteine Rho, Ras und Rac
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besitzen in der Pathogenese der AML eine wichtige Schlusselrolle. Die
posttranslationale Farnesylierung bzw. Geranylgeranylierung von Ras, Rho
oder Rac ist fur deren biologische Funktion unerlasslich [190]. Ohne die
Farnesylierung bzw. Geranylgeranylierung ist eine Membranlokalisation nicht
moglich und die Aktivierung durch die ebenfalls membrangebundenen GTP-
Austauschfaktoren (GEF/GAP) bleibt aus [202]. Rho und Ras kdnnen somit
nicht an der Signaltransduktion der Zelle mitwirken [202]. Beispiele fur
Farnesyltransferaseinhibitoren sind die Substanzen Lonafarnib (SCH663366)
und Tipifarnib  (R115777). Diese zeigten bei einem tolerablen
Nebenwirkungsprofil in klinischen Phase-l/lI-Studien ein Therapieansprechen
von 10 - 30 % [203-205]. Bei insgesamt sehr heterogenem Therapieansprechen
auf Farnesyltransferaseinhibitoren in den getesteten Patientenkollektiven,
zeigten einzelne Patienten auch komplette Remissionen. Es konnten bisher
jedoch keine Patientensubgruppen sicher identifiziert werden, welche von
dieser Therapie im Speziellen profitieren. In einer Phase-II-Studie mit Tipifarnib
zeigten Patienten mit einer sekundaren akuten myeloischen Leukamie die

besten Ansprechraten [206].

Abschlieend hangt die Prognose der akuten myeloischen Leukamie nach
heutigem Kenntnisstand von Zytogenetik, Molekularbiologie, Alter und
Komorbiditaten des Patienten ab [206]. Zur Abschatzung der Prognose stehen
mehrere Prognoseindizes zur Verfigung. Angewendet werden kann der AML-
Post-Remission-Treatment (PRT)-Score. Dieser wurde im Rahmen der AML96-
Studie entwickelt und berechnet eine Prognose anhand des Zusammenhangs
zwischen erhobenen, moglichen Vorhersagevariablen zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose und der Uberlebenszeit nach kompletter Remission nach
Chemotherapie oder allogener Stammzelltransplantation [207]. Damit trifft der
PRT-Score zum einen eine Aussage Uber die allgemeine
Uberlebenswahrscheinlichkeit und zum anderen identifiziert er Patienten,
welche aufgrund ihres Risikoprofils vermutlich von einer Postremissionstherapie
profitieren [207]. Die Berechnung des PRT-Scores erfolgt nach folgender

Formel:
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PRT-Score = 0,02017 X (Alter in vollendeten Lebensjahren) + 0,51305 X (1, wenn

zytogenetisch Hochrisiko oder sekundare AML, O in allen anderen Fallen) + 0,69896 X (1, wenn die

FLT3-ITD Ratio > 0,8 ist, 0 in allen anderen Fallen) — 1,27241 X ((% CD34-positive Blasten + 1)'0’5)

Ein weiterer Prognosescore von Pastore et al. kombiniert klinische und moleku-
lare Kriterien [208]. Es werden dabei Karyotyp, Patientenalter, Leukozytenzahl
und ECOG-Performance-Status berucksichtigt [208]. Der ECOG-Performance-
Status ist ein System, welches bei Patienten mit malignen Tumoren

Einschrankungen der Aktivitat und Selbstversorgung im Alltag bewertet [209].

1.3. Multiples Myelom

1.3.1. Begriffsdefinition

Das multiple Myelom (MM), auch Plasmozytom oder Morbus Kahler genannt, ist
eine maligne Erkrankung des Knochenmarks, welche durch eine monoklonale
Vermehrung der Plasmazellen gekennzeichnet ist [210,211]. Die Erkrankung
wird anhand der WHO-Kriterien den B-Zell-Lymphomen zugeordnet [210,211].
Die hier pathologisch vermehrten, monoklonalen Plasmazellen produzieren
haufig komplette oder inkomplette Immunglobuline, welche auch Paraproteine

genannt werden [210,211].

1.3.2. Epidemiologie, Atiologie, Pathogenese und Symptomatik des
Multiplen Myeloms

Das Multiple Myelom macht ca. 1 % aller Krebserkrankungen aus [212]. Unter
den hamatologischen Neoplasien ist das Multiple Myelom jedoch die
dritthaufigste Erkrankung nach Leukamien und Non-Hodgkin-Lymphomen [212].
Die Inzidenz betragt 4 - 6 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr
[212]. Wie auch bei der AML korreliert die Erkrankungshaufigkeit mit dem zu-
nehmenden Alter. So liegt das mediane Erkrankungsalter fur Manner bei 71
Jahren und bei 73 Jahren fiur Frauen [128,213]. Die Inzidenzrate zeigt sich
insgesamt Uber die letzten Jahre konstant [213,214]. Neben der alters-
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spezifischen Variabilitat gibt es auch geschlechtsspezifische Unterschiede
[210,211]. So tritt die Erkrankung bei Mannern etwas haufiger auf als bei
Frauen [210,211]. Ferner bestehen ethnische Unterschiede, wobei
Afroamerikaner in etwa doppelt so haufig erkranken, verglichen mit der weil3en
US-amerikanischen Bevolkerung [215-217]. Interessanterweise scheint auch
ein erhohter Body-Mass-Index mit einer erhohten Erkrankungsrate
einherzugehen [218,219]. Eine familiare Haufung scheint ebenso maoglich, ist
jedoch selten. So ist das Risiko an einem Myelom zu erkranken um den Faktor

3,7 erhoht, wenn ein Verwandter ersten Grades ebenfalls betroffen ist [220].

Insgesamt ist die Atiologie des Multiplen Myeloms im Detail unklar. Neben der
bereits erwahnten Adipositas werden in der Literatur chronische Infektionen und
die Exposition gegentber Pestiziden sowie ionisierender Strahlung als mdgliche
Risikofaktoren aufgefuhrt [221-224]. Typischerweise zeigt sich vor dem
Auftreten eines Multiplen Myeloms eine monoklonale Gammopathie unklarer
Signifikanz (MGUS) [225,226]. Beim sogenannten MGUS handelt es sich um
eine hamatologische Variante mit Vermehrung eines Paraproteins im
peripheren Blut, ohne dass die Diagnosekriterien eines Myeloms erfullt sind
[227]. Die Konzentration des Paraproteins im Serum darf dabei nur bis zu 3 g/dI
betragen, die Anzahl der Plasmazellen im Knochenmark muss kleiner als 10 %
sein und Plasmazelldyskrasie-assoziierte Symptome wie Hyperkalzamie,
Nierenfunktionseinschrankung, Anamie oder Osteolysen (sog. CRAB-Kriterien)
durfen nicht vorhanden sein [227]. Die MGUS-Inzidenz steigt mit zunehmendem
Alter, wobei in Europa bei ca. 2 % aller Erwachsenen ein MGUS diagnostiziert
werden kann [228,229]. Auch beim MGUS liegt das mittlere Erkrankungsalter
bei etwa 70 Jahren, Manner sind haufiger betroffen als Frauen und auch
Afrikaner oder Afroamerikaner zeigen eine erhohte Pravalenz [230]. Die
Wahrscheinlichkeit, dass sich aus einem MGUS ein MM oder eine andere

lymphoproliferative Erkrankung entwickelt, liegt bei ca. 1 % pro Jahr [231].

Oft ist die Symptomatik des MM unspezifisch und sehr unterschiedlich
[232,233]. Dies fuhrt nicht selten dazu, dass die Symptomatik bereits mehrere
Monate besteht, bevor die Diagnose MM gestellt wird [232,233]. Dahingegen
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sind bis zu 25 % aller Patienten mit MM bei der Diagnosestellung
beschwerdefrei [232,233]. Die haufigste Symptomatik umfasst Fatigue, in ca. 40
% der Falle, welche oft durch eine begleitende Anamie bedingt ist [212].
AuRerdem bestehen skelettale Beschwerden in ca. 60 % der Falle, welche
haufig im Bereich des Stammskeletts lokalisiert sind und durch
Knochendestruktion verursacht werden [212]. Dies kann zusatzlich zu
Symptomen einer Hyperkalzamie fuhren, welche in 10 - 20 % der Falle auftritt
[212]. Ein weiteres Symptom ist die Infektneigung, welche ebenfalls 10 - 20 %
der Patienten mit MM betrifft und zumindest teilweise durch einen sekundaren
Antikorpermangel bedingt ist. Zu einem Gewichtsverlust kommt es bei etwa 25
% der Patienten [215,234]. Eine Proteinurie fuhrt klinisch zu schdumendem Urin
und laborchemisch zur einer Nierenfunktionsverschlechterung. Die vermehrt
gebildeten Immunglobulin-Leichtketten werden glomerular filtriert und im
proximalen Tubulus rlckresorbiert. Ist jedoch die Kapazitat dieses
Mechanismus der Ruckresorption ausgereizt, kommt es zum Ausscheiden der
Immunglobulin-Leichtketten Uber den Urin [235]. Zur einer Ausfallung von
Leichtketten in den Nierentubuli in Form von Eiwei3zylindern kann es bei
Patienten mit MM kommen, wenn das sogenannte Tamm-Horsfall-Protein
vorhanden ist [215,234]. Das Tamm-Horsfall-Protein — auch Uromodulin
genannt — ist ein Protein, welches in den Zellen des aufsteigenden Schenkels
der Henle schen Schleife gebildet und anschlielend nach einer proteolytischen
Spaltung in das Lumen der Nierentubuli freigesetzt wird [236,237]. Es besteht
die Annahme, dass das Tamm-Horsfall-Protein die Niere vor Nierensteinbildung
und Harnwegsinfekten schuitzt [238]. In Gegenwart von Leichtketten, abhangig
von deren Ladungen und Tertiarstruktur, kann Uromodulin zu einer
Proteinausfallung in den Tubuli fuhren [239,240]. Die ausgefallten Proteine
wirken direkt toxisch auf die Zellen der Nierentubuli und fihren so zu einem
Verlust der Nierenfunktion, was auch als Cast-Nephropathie bezeichnet wird
[239,240]. Ferner konnen als Zeichen eines Hyperviskositatssyndroms beim
MM Seh- und Gedachtnisstorungen, Schwindel, Kopfschmerzen, Angina
pectoris, Angina abdominalis, Krampfanfalle oder ein Koma vorkommen [241].

Durch die vermehrte Bildung von Immunglobulinen wird die Viskositat des Bluts
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erhoht und es kommt zu Stérungen der Mikrozirkulation [241]. Insgesamt ist das
Hyperviskositatssyndrom beim MM eher selten; es kommt wesentlich haufiger
beim Morbus Waldenstrom vor [242]. Des Weiteren kann als Folge eines MM
eine AL-Amyloidose auftreten, welche durch Ablagerungen fehlgefalteter
Proteine bedingt ist [242]. Diese Ablagerungen konnen prinzipiell alle Organe
betreffen und sind je nachdem, welches Organ betroffen ist, symptomatisch
[242]. Am haufigsten ist die Niere betroffen, wodurch es zu einer
Nierenfunktionsverschlechterung mit einer fihrenden Albuminurie kommt [242].
Am Herz fuhren amyloidotische Ablagerungen zu einer Verdickung von Septum
und Herzwand, einer diastolischen Relaxationsstorung und einer Proarrhythmie.
Im Gastrointestinaltrakt kann es durch Amyloidablagerungen zu Diarrhoe und
Gewichtsverlust kommen, in der Leber zu Organomegalie und Insuffizienz
[242]. Amyloidotische Ablagerungen im autonomen und peripheren
Nervensystem verursachen orthostatische Dysregulation und periphere
Neuropathien [243,244].

Eine extramedullare Erkrankung liegt vor, wenn monoklonale Plasmazellherde
aulBerhalb des Knochenmarks gefunden werden [245]. Dies kommt entweder
bei der Plasmazell-Leukamie, bei Weichteiltumoren mit direkter Verbindung zu
ossaren Manifestationen oder aber durch eine hamatogene Aussaat von
Plasmazellen in Organe oder Weichteile vor [246]. Die Diagnose
extramedullarer Manifestationen erfolgt haufig (Schnitt-)bildgebend, da diese
klinisch inapparent sein konnen. Insgesamt ist das Auftreten extramedullarer

Manifestationen beim MM mit einer ungunstigen Prognose verknUpft [245].

1.3.3. Diagnostik, Klassifikation und Stadieneinteilung des multiplen
Myeloms
Die Einteilung des MM erfolgt nach der Art des produzierten monoklonalen
Immunglobulins und der entsprechenden Immunglobulin-Leichtkette [215]. Am
haufigsten kommen IgG- und IgA-Myelome sowie Leichtkettenmyelome vor, bei
welchen nur inkomplette Immunglobuline, sogenannte freie Leichtketten
gebildet werden [215]. Diese drei Unterformen machen etwa 90 % der
Myelomerkrankungen aus [215]. Selten kommen auch MM vor, die IgD, IgE
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oder IgM produzieren [215]. Eine Unterscheidung zwischen dem IgM-
produzierenden MM und anderen IgM-sezernierenden Erkrankungen wie zum
Beispiel dem Morbus Waldenstrom gelingt meistens durch das Vorliegen von
Osteolysen beim MM sowie durch die Feststellung einer erhdhten Inzidenz
bestimmter Translokationen in der FISH-Analyse, wie zum Beispiel t(11;14),
t(14;16), t(4;14) und t(14;20) [247].

Abbildung 9: Darstellung von Myelomzellen im Knochenmarksausstrich (Quelle: Bildergalerie der
American Society of Hematology; Photographie von Peter Masalak 2002-2009).

Darstellung von Myelomzellen (sogenannten Mott-Zellen) mit teilweise groRtropfigen, blaulichen Russell-
Korperchen (blauer Pfeil). Diese stellen ebenso wie die Dutcher-Korperchen eine Speicherung von
Immunglobulinen dar.

Als Sonderform des MM ist zum einen das solitare Plasmozytom zu nennen.
Darunter wird ein solitdrer Plasmazelltumor verstanden, ohne dass eine
systemische Erkrankung vorliegt [215]. In der WHO-Klassifikation werden
solitare ossare Plasmozytome und solitdre extraossare, extramedullare
Plasmozytome unterschieden [215]. Zur Diagnostik muss eine Biopsie
genommen werden [215]. In kurativer Intention kann eine lokale Radiatio
durchgefuhrt werden, wobei bis zu 50 % der Patienten in der Folge dennoch
eine systemische Erkrankung entwickeln [248-250]. Eine weitere Sonderform ist
ein MM mit einer primaren Manifestation im zentralen Nervensystem (ZNS).
Diese Form des MM ist sehr selten [251]. Zur Diagnostik mussen bei klinischem

58



Einleitung

Verdacht eine zerebrale Bildgebung und eine Liquorpunktion durchgefuhrt
werden [251]. Des Weiteren existiert eine sehr seltene Sonderform des MM,
welche anstatt osteolytischer Lasionen  ausschliel3lich  sklerotische
Manifestationen aufweist [252]. Als zusatzliche, hier diskutierte Sonderform des
MM soll das POEMS-Syndrom genannt werden. Dies ist eine seltene
Erkrankung, welche auf einer klonalen Plasmazellvermehrung — wie beim
MGUS - beruht [252]. Diese Erkrankung ist bei allen Patienten durch eine
Polyneuropathie gekennzeichnet [252]. Weitere in den Diagnosekriterien
enthaltenen Symptome wie sklerotische Knochenlasionen, Organomegalie,
Lymphadenopathie, Odeme, Ergusse, Hautveranderungen, eine
Thrombozytose und andere Symptome sind optional [253]. In Abhangigkeit der
Grofle und Anzahl der Knochenlasionen wird die Therapie des POEMS-
Syndroms festgelegt. Zur Auswahl stehen hierbei die Radiatio und
Systemtherapien analog zum multiplen Myelom, worauf in Abschnitt 1.3.4.

naher eingegangen wird [253].

Zur Diagnostik des MM werden die Vorgaben der International Myeloma
Working Group (IMWG) verwendet [254]. Diese sind in der folgenden Tabelle
11 aufgefuhrt.
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Tabelle 11: Diagnose des Multiplen Myeloms (adaptiert und modifiziert nach 254).

Bei einem multiplen Myelom liegen mindestens 10 % oder mehr Plasmazellen im Knochenmark vor.
Zusétzlich kann ein monoklonales Protein in Serum und Urin nachweisbar sein. AuRerdem bestehen
Endorganschaden nach den sogenannten CRAB-Kriterien. CRAB steht fur: Hyperkalzdmie (englisch:
hypercalcemia), Niereninsuffizienz (englisch: renal insufficiency), Anamie (englisch: anemia) und ossare
Manifestationen (englisch: bone lesions). Bei einem smouldering Myelom sind ebenfalls mindestens 10 %
oder mehr Plasmazellen im Knochenmark nachweisbar. Des Weiteren sind mindestens 30 g/l oder mehr
monoklonale Paraproteine im Serum nachweisbar. Im Unterschied zum multiplen Myelom bestehen
jedoch keine Endorganschaden. Beim MGUS sind weniger als 10 % monoklonale Plasmazellen im
Knochenmark vorhanden. Auch liegt der Anteil des monoklonalen Paraproteins im Serum bei unter 3 g/dl
und es bestehen auch hier keine Endorganschaden. Beim solitdren Plasmozytom sind ebenfalls weniger
als 10 % Plasmazellen im Knochenmark nachweisbar. Der Nachweis von monoklonalem Paraprotein in
Serum und Urin ist nicht obligat. Es bestehen keine Endorganschaden. Es zeigt sich eine solitare
Osteolyse mit oder ohne zugehérigem Weichteiltumor, wobei lokal das Vorkommen von monoklonalen
Plasmazellen histologisch gesichert sein muss. Bei der Plasmazellleukédmie zahlt als diagnostisches
Kriterium der Nachweis von mindestens oder mehr als 2 x 10° monoklonalen Plasmazellen pro Liter
peripherem Blut. Zusatzlich kénnen auch mehr als 20 % der Zellen des Differentialblutbildes Plasmazellen
sein.

LIECTIEEE Multiples Myelom Smouldering Solitédres Plasmazell-
(symptomatisch) Myelom MGUS Plasmozytom leukdamie
Kriterien ymp (asymptomatisch)
klonale
Pl Il
":f(':gz‘;e‘;" >/= 10 % >/=10 % <10 % <10 %
mark
und/oder und/oder und und
monoklonales nicht obligat
Protein im nachweisbar >/=3 g/dl <3 g/d . 9
Serum nachweisbar
und/oder und
monoklonales nachweisbar nicht obligat
Protein im Urin nachweisbar
Endorgan- .
schaden nachweisbar nicht nachweisbar :;irr]lt nicht
(CRAB- weisbar nachweisbar
Kriterien)
und
o >/=2 x 10%/1
andere solitare Klonale
Manifesta- Osteolyse +/-
. . . Plasmazellen
tionen Weichteiltumor )
im Blut
und/oder
klonale >20 %
Plasmazellen | Plasmazellen
bioptisch im Differential-
gesichert blutbild

Stellt sich ein Patient mit dem Verdacht auf ein MM vor, werden die im
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Folgenden aufgezahlten Untersuchungen im Rahmen der Diagnostik
durchgefuhrt. Die allgemeine Diagnostik enthalt neben einer Anamnese und
korperlichen Untersuchung eine Laboruntersuchung mit Differentialblutbild,
plasmatischer Gerinnung, Elektrolyten (insbesondere Kalzium),
Nierenretentionsparametern, GPT, LDH, Gesamteiweil’ mit
Serumelektrophorese, Immunfixation in Serum und Urin sowie eine quantitative
Bestimmung der Immunglobuline 1gG, IgA und IgM im Serum. AuRerdem
werden freie Kappa- und Lambda-Leichtketten im Serum, sowie die Eiweil3- und
Leichtkettenausscheidung im 24-Stunden-Sammelurin bestimmt. Eine weitere

wichtige Bestimmung ist die von 2-Mikroglobulin im Serum [255-257].
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Abbildung 10: Radiologische und laborchemische Parameter des Multiplen Myleoms (Quelle:
Drugs & Diseases, Mulligan EM 2012 (A) und Dr. M. Murali and the Clinical Immunology Laboratory,
Massachusetts General Hospital (B)).

A: Darstellung einer konventionellen Roéntgenaufnahme des Schadels (seitlich) mit dem Nachweis
typischer ,schrotschussahnlicher Osteolysen. B: Abbildung einer Serumelektrophorese mit der
Darstellung eines normwertigen Befundes und eines monoklonalen, myelomtypischen Gamma-Gradienten
(M-Gradient).

Erganzend erfolgt eine bildgebende Abklarung. Hierbei kamen friiher konventio-
nelle Rontgenuntersuchungen nach dem sogenannten Pariser-Schema zur
Anwendung, welche jedoch heute aufgrund der Verfugbarkeit schnittbild-
gebender Verfahren, welche in Spezifitdt und Sensitivitdt deutlich Uberlegen
sind, kaum noch verwendet werden [258]. Zur Diagnostik ossarer Lasionen wird
in der Regel eine Low-Dose-Ganzkdrper-Computertomographie ohne
Kontrastmittel angewendet [259]. Auch eine Magnetresonanztomographie

(MRT) kann im Rahmen der bildgebenden Diagnostik durchgefihrt werden,
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wenn beispielsweise der Verdacht auf extramedullare Manifestationen oder
eine neurologische Symptomatik besteht; sie gehort bisher jedoch noch nicht
zur Standarddiagnostik [259]. Auch die Fluordeoxyglukose-Positronen-
Emissions-Tomographie (FDG-PET) gehdrt nicht zur Standarddiagnostik bei
der Erstdiagnose; sie kann jedoch bei extramedullaren Manifestationen und zur

frihen Beurteilung eines Therapieansprechens eingesetzt werden. [260,261].

Bei Patienten mit Verdacht auf eine kardiale Amyloidose oder bei Patienten vor
einer Chemotherapie mit Anthrazyklinen oder einer Hochdosistherapie sowie
bei Patienten unter einer Therapie mit Proteasominhibitoren wird generell eine
Echokardiographie empfohlen [262,263].

Die Knochenmarkspunktion (Zytologie und Histologie) dient einerseits der
bioptischen Sicherung der Diagnose und zum anderen weiterfihrenden gene-
tischen Untersuchungen wie Zytogenetik, konventionelle Chromosomenanalyse
und FISH [252]. Auch im Rezidiv oder zur Remissionskontrolle kbnnen erneute
Knochenmarkspunktionen sinnvoll sein [264]. Im Falle eines solitaren Plasmo-

zytoms erfolgt die bioptische Sicherung aus der ossaren Lasion [252].

Als minimale Resterkrankung (englisch minimal residual disease, MRD) wird ein
Zustand bezeichnet, bei welchem die Patienten nach gutem Ansprechen auf
eine Therapie quantifizierbare monoklonale Plasmazellen zurlckbehalten [265].
Diese verbliebenen Zellen lassen sich mittels PCR, Durchflusszytometrie oder
PET-CT nachweisen [265]. Wie auch bei der AML nimmt der Stellenwert
genetischer Untersuchungen in Diagnostik, Prognoseabschatzung und
Therapieplanung beim Myelom weiter zu [266]. Beispielsweise ist fur Patienten
mit einer Translokation t(4;14) eine ungunstige Prognose beschrieben [265].
Diese Patienten konnen durch eine Bortezomib-haltige Therapie jedoch gut
behandelt werden [265]. Daher ist die Untersuchung auf eine Translokation
t(4;14)(p16;932) durch FISH in der Erstdiagnostik empfohlen [265]. Aul3erdem
weisen Patienten mit einer Deletion del17p13 eine ungunstige Prognose auf
[265]. Diese Patienten sollten einer intensivierten Therapie oder einer
Stammzelltransplantation zugefuhrt werden [265]. Daher sollte auch diese

genetische Variation mittels FISH untersucht werden [265]. Ein weiteres
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Beispiel einer genetischen Veranderung mit einer ungunstigen Prognose stellt
die Amplifikation von Chromosom 1921 und die Deletion 1p dar. Auch diese

sollten dementsprechend untersucht werden [265].

Aufgrund der oben genannten Beispiele wurden unter anderem von der
International Myeloma Working Group und der Mayo Clinic genetische Unter-
suchungen zur Diagnostik, Prognoseabschatzung und Therapieplanung in der
Literatur diskutiert und empfohlen [267,268].

Die Stadieneinteilung des Myeloms erfolgt nach der Salmon-Durie-
Klassifikation, welche 1975 erstmals benutzt wurde [269,270]. Diese
Klassifikation erlaubt eine Einschatzung der vorliegenden Tumormasse anhand
klinischer Parameter [269,270]. Auch eine prognostische Einschatzung lasst
sich teilweise ableiten [269,270]. Eine Ubersichtsdarstellung dieser
Klassifikation findet sich in der nachfolgenden Tabelle 12.

Tabelle 12: Stadieneinteilung des Multiplen Myeloms nach Durie und Salmon (adaptiert
nach 269,270).

Stadium | Stadium Il Stadium il
(alle Kriterien mussen (mindestens 1 Kriterium
erfillt sein) muss erfullt sein)
Hamoglobin >10g/dl weder Stadium | noch I < 8,5 g/dl
Serumkalzium normal weder Stadium | noch IlI erhoht
Osteolysen Keine oder weder Stadium | noch 11l fortgeschritten, ausgepragte
maximal 1 Herd Knochendestruktion
Paraprotein IgG < 50 g/l (Serum) | weder Stadium | noch IlI IgG > 70 g/l (Serum)
IgA < 30 g/l (Serum) IgA > 50 g/l (Serum)
Bence-Jones-Protein Bence-Jones-Protein
<4 g/24 h (Urin) > 12 g/24 h (Urin)
Zusatzbezeichnung A Zusatzbezeichnung B
Nierenfunktion Kreatinin < 2 mg/dl Kreatinin > 2 mg/dl

Aufgrund verschiedenster Fortschritte in der Medizin, wie beispielsweise in der
Bildgebung, werden unterschiedliche Weiterentwicklungen dieser Klassifikation
diskutiert [271]. Von der International Myeloma Working Group wurde 2005 das
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International Staging System (ISS) herausgegeben. Diese Klassifikation teilt
Patienten in prognostische Subgruppen ein und verwendet hierfur die
Parameter Albumin und $2-Mikroglobulin im Serum [272]. Vorteilhaft werden an
dieser Klassifikation insbesondere die Einfachheit und die prognostische
Aussagefahigkeit angesehen. Auch fur diese neuere Klassifikation wurden in
der Vergangenheit diverse Modifikationen vorgeschlagen [273-275]. Eine
Ubersicht dieser Klassifikation findet sich im Folgenden ebenfalls in

tabellarischer Form (Tabelle 13).

Tabelle 13: International Staging System (ISS) (269, 272).

Serumkonzentration Medianes Uberleben
in Monaten
Stadium | B2-Mikroglobulin < 3,5 mg/l und 62
Albumin = 3,5 g/dI
Stadium Il weder Stadium | noch Stadium Il 44
Stadium I B2-Mikroglobulin > 5,5 mg/l 29

Weitere neue Klassifikationen berlcksichtigen unter anderem genetische
Marker und neue bildgebende Verfahren wie MRT und PET-CT [276].

FuUr die Vorhersage der Prognose des Multiplen Myeloms werden, wie auch bei
anderen hamatologischen Neoplasien, konstitutionelle Marker wie ECOG-
Performancestatus, Alter und Komorbiditaten herangezogen [269,270]. Dartber
hinaus spielen weitere Marker, wie Serum-LDH, Plasmazellproliferation,
extramedullare Manifestationen, Endorganschadigung und das Vorliegen einer
leukamischen Ausschwemmung von Plasmazellen eine Rolle [269,270]. Aktuell
kommt genetischen Markern, wie oben bereits erwahnt, eine zunehmende
Bedeutung zu [277]. Die Translokationen t(4;14), t(14;16) und t(14;20), die
Deletionen 17p und 1p, sowie der Zugewinn von 1g hangen mit einer
ungunstigen Prognose zusammen [269,270]. Auch die Aberrationen
Monosomie 13 und Deletion 13q stehen mit einer ungunstigen Prognose in
Zusammenhang, wobei der isolierte Nachweis einer Deletion 13q nicht mit einer
schlechten Prognose verbunden ist [267]. Die genetischen prognostischen

Determinanten kdnnen auch therapeutisch genutzt werden. So konnten
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Bergsagel et al. fur Hochrisiko-Patienten mit einer Translokation t(4;14) einen
Benefit bei der Therapie mit Bortezomib und einer autologen Stammzell-
transplantation zeigen, wodurch die zunachst ungunstige Prognose verbessert
werden kann [278]. Ahnlich hierzu konnte fiir Patienten mit einer prognostisch
unglinstigen Deletion 17p ein Vorteil im progressionsfreien Uberleben (englisch
progression free survival, PFS) und Gesamtiberleben (englisch overall survival,
OS) durch eine Kombinationstherapie aus Bortezomib und autologer
Stammzelltransplantation gezeigt werden [279]. Insgesamt muss allerdings
gesagt werden, dass aktuell noch keine allgemeingiltige Ubereinstimmung
bezuglich der Nutzbarkeit genetischer Daten zur Prognoseabschatzung und

Therapieplanung besteht.

1.3.4. Therapiemoglichkeiten des Multiplen Myeloms

Die Indikation zur Therapieeinleitung besteht bei Patienten mit einem sympto-
matischen Myelom, bei welchen die oben genannten CRAB-Kriterien zutreffen,
wobei die Indikation gegeben ist sobald ein Kriterium zutrifft [269,270]. Diese
beinhalten eine Hyperkalzdmie von mehr als 2,75 mmol/l oder 10,5 mg/dl im
Serum oder 0,25 mmol/l oberhalb des oberen Normwertes. AulRerdem eine
Niereninsuffizienz mit einem Kreatininwert von mehr als 2,0 mg/dl oder 173
mmol/l. Des Weiteren eine Anamie mit einem Hamoglobinwert von kleiner als
10,0 g/dl absolut oder mehr als 2,0 g/dl unterhalb des unteren Normwertes und
eine Knochenbeteiligung [280]. Eine Erweiterung der CRAB-Kriterien stellen die
SLiM-Kriterien dar, welche 2014 von der IMWG definiert wurden. Diese
enthalten eine Plasmazellinfiltration im Knochenmark von mehr als 60 % (sixty),
eine Erhdhung des Verhaltnis von beteiligter zu unbeteiligter freier Leichtkette
im Serum auf grofRer gleich 100, wobei die absolute Konzentration der
beteiligten freien Leichtkette mehr als 100 mg/l betragen muss (light chain) und
der Nachweis von mehr als einer fokalen Lasion im Ganzkorper-MRT (magnetic
resonance imaging, MRI) [280]. Neben der in den CRAB- und SLiM-Kriterien
enthaltenen Symptomen kdnnen auch weitere Symptome wie Schmerzen, ein
Hyperviskositatssyndrom oder eine B-Symptomatik Behandlungsindikationen
darstellen [269,270].
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In der Therapie des Multiplen Myeloms stehen viele verschiedene Methoden
und Substanzen zur Verfugung Uber deren Einsatz kein abschliel3ender
Konsens herrscht, so dass generell empfohlen ist, Patienten, wenn immer
mdglich, innerhalb von Studien zu behandeln [269,270]. Die Entwicklung neuer
Medikamente und Verfahren fuhrte innerhalb der letzten 30 Jahre zu einem
deutlich verbesserten Gesamtuberleben bei Myelompatienten [280]. An
Therapieoptionen stehen klassische Chemotherapeutika, Kortikosteroide, neue
zZielgerichtete Therapien und die autologe und allogene
Stammzelltransplantation zur Verfugung [280]. Ein moglicher
Therapiealgorithmus ist in der unten aufgefihrten Tabelle 14 dargestellt
[281,282].

Tabelle 14: Therapiealgorithmus des Multiplen Myeloms nach Erstdiagnose (analog 280-
282 und uptodate/HEME/Initial Trearment MM).

WW:  watch-and-wait = abwartendes Verhalten; A: Doxorubicin; auto Tx: autologe
Stammgzelltransplantation; auto-allo Tx: autologe und nachfolgend allogene Stammzelltransplantation; Bo:
Bortezomib; C: Cyclophosphamid; D: hochdosiertes Dexamethason; d: niedrigdosiertes Dexamethason; L:
Lenalidomid; M: Melphalan; P: Prednisolon; T: Thalidomid; HD: Hochdosistherapie.

. asympto- .
Patient matisch symptomatisch
Behandlungs- |\, behandlungsbediirftig
strategie
fur HD geeignet fur HI,J nicht
geeignet
genetische
Risikokon- del17p | t(4;14) andere -
stellation
BoCD/BoMP/
Induktion BoCD/BoLD/BoAD/ | BoCD/BoLD/BoAD/LAD/Ld/ | BoMP-BoTh/
BoD BoLCD/BoD/BoThD BoAD/BoD/Ld/
MPTh/MPL-L
HD mit
- auto- HD mit .
Konsolidierung Studie | auto Tx HD mit auto Tx -
allo Tx
Erhaltung \éV:/VL/ Bo-haltig WW/Bo/L WW/Bo/L

Als Behandlungsziel bei Patienten mit einem symptomatischen Myelom ist eine
Remission mit Symptomkontrolle und Vermeidung von krankheitsbedingten

66



Einleitung

Komplikationen definiert [280]. Eine Heilung der Erkrankung kann meistens
nicht erreicht werden, so dass Patienten im Verlauf verschiedene Therapien
durchlaufen und dieser Aspekt flr die Wahl der Therapie bertcksichtigt werden
muss. Nach Erstdiagnose und Feststellung der Therapieindikation konnen die
Patienten in zwei Gruppen eingeteilt werden [280]. Patienten, welche fur eine
Hochdosistherapie mit autologer Stammzelltransplantation geeignet sind und
Patienten, welche nicht flr eine Hochdosistherapie geeignet sind [280].
Patienten, die sich flr eine Hochdosistherapie eignen, erhalten in der Regel
eine Induktionstherapie mit einer Kombination aus Thalidomid, Lenalidomid,
Bortezomib, Anthrazyklinen, Stickstoff-Lost-Verbindungen oder Dexamethason
vor einer nachfolgenden autologen Stammzelltransplantation [281]. Thalidomid
und Lenalidomid sowie die neuere Substanz Pomalidomid gehéren zur Gruppe
der Immunmodulatoren [281]. Thalidomid, Lenalidomid und Pomalidomid sind
zur oralen Einnahme verfugbar [281]. Alle drei Substanzen koénnen in
verschiedenen Kombinationen eingesetzt werden und sind Bestandteil diverser
Studien. Nebenwirkungen enthalten Neutropenie und Thrombozytopenie,
Infektionen, thromboembolische Komplikationen und Neuropathien [281].
Aufgrund des teratogenen Potentials dieser Substanzen gelten spezielle
Verschreibungsrichtlinien. Lenalidomid zeigt auch nach einer Vortherapie mit
Thalidomid Wirkung [283].

Bortezomib ist ein Proteasominhibitor und Hauptelement vieler Therapieregime
in Erst- und Rezidivtherapie [284]. In Kombination mit Dexamethason und den
immunmodulatorischen Substanzen wurden synergistische Effekte gezeigt
[285]. Bei Patienten, welche flir eine Hochdosistherapie mit nachfolgender
Transplantation geeignet sind, wurde durch die Verwendung von Bortezomib in
der Kombination eine Verbesserung der Ansprech- und Remissionsraten
gezeigt [286,287]. Auch bei Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion
und/oder Dialysepflichtigkeit kann Bortezomib zum Einsatz kommen [288].
Nebenwirkungen enthalten insbesondere Neuropathien, Thrombozytopenien,
eine  Reaktivierung des Varizella-zoster-Virus und  seltener auch
pulmonologische Komplikationen wie Pneumonitis, interstitielle Pneumonie oder
ARDS [289].
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Anthrazykline sind klassische Zytostatika, die Uber multiple Mechanismen, aber
unter anderem durch eine Hemmung der Topoisomerase II, wirken [289].
Hierzu zahlen beispielweise ldarubicin, Daunorubicin, Doxorubicin, Mitoxantron
und Epirubicin [290]. Zur Gruppe der Stickstoff-Lost-Verbindungen gehdéren
Melphalan, Cyclophosphamid, Bendamustin, Chlorambucil und Ifosfamid,
welche durch die Ubertragung von Alkylgruppen auf die DNA-Base Guanin zu
Bindungen zwischen den DNA-Strangen fuhren [291]. Dexamethason ist ein
langwirksames Glukokortikoid, welches ebenfalls in der Therapie des Myeloms
eingesetzt werden kann [292]. Diverse Kombinationen dieser Medikamente sind
in der Induktionstherapie denkbar und wurden beziehungsweise werden in

Studien Uberprtift.

Die Wahl der entsprechenden Kombination berucksichtigt unter anderem, dass
eine spatere fur die autologe Stammzelltransplantation bendtigte Stammzell-
apherese nicht negativ beeinflusst werden darf, weswegen zum Beispiel
Melphalan zurtuckhaltend eingesetzt wird und Immunmodulatoren mindestens
zwei Wochen vor einer Stammzellmobilisierung beendet werden mussen [293].
Aulerdem werden genetische Faktoren berlcksichtigt; so ist zum Beispiel der

Einsatz von Bortezomib bei einer Translokation t(4;14) gunstig [294].

Des Weiteren sind Komorbiditaten bei der Wahl der Kombinationstherapie zu
bedenken. So beschrankt eine vorbestehende Polyneuropathie den Einsatz von
Thalidomid oder Bortezomib und eine vorbestehende Herzinsuffizienz die

Anwendung von Anthrazyklinen [295].

Die Induktionstherapie umfasst in der Regel drei bis sechs Zyklen [289]. Daran
schliel3t sich die autologe Stammzelltransplantation an, wobei der Zeitpunkt der
Stammzellsammlung entweder primar festgelegt wird oder vom Therapie-
ansprechen der Induktionstherapie abhangig gemacht wird [281]. Zur
Stammzellmobilisierung  kénnen der Granulozyten-Kolonien-stimulierende
Faktor (G-CSF), eine Chemotherapie mit Cyclophosphamid oder Vinorelbin und
nachfolgend G-CSF sowie G-CSF in Kombination mit Plerixafor, einem CXCR4-
Hemmer, der zur Freisetzung von hamatologischen Stammzellen ins periphere

Blut fuhrt, zur Anwendung kommen [296]. Die Stammzellsammlung wird zwei
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bis maximal acht Wochen nach Beendigung der Induktionstherapie
durchgefuhrt [293].

Die autologe Stammzelltransplantation erfolgt als Einzeltransplantation oder als
Tandemtransplantation, welche zusatzlich eine zweite autologe Transplantation
weniger als zwolf Monate nach der ersten Transplantation und vor Eintritt eines
moglichen Rezidivs beinhaltet [297]. Fur die Tandemtransplantation konnte in
manchen Studien ein signifikanter Vorteil bezlglich der Uberlebenszeit gezeigt
werden [298]. Allerdings gibt es auch negative Studienergebnisse zur Tandem-
transplantation, so dass aktuell nicht generell, sondern beispielsweise bei
Nachweis eines residuellen Paraproteins nach der ersten Transplantation eine

zweite Hochdosistherapie empfohlen wird [299].

Die allogene Stammzelltransplantation ist aktuell und im Gegensatz zur
Hochdosistherapie mit autologer Stammzelltransplantation die einzige
langfristig bestehende kurative Behandlungsoption [300]. Hierbei wird durch die
Ubertragung hamatologischer Stammzellen eines immunkompetenten
Spenders, neben der zytotoxischen Effekte der Hochdosistherapie, auch eine
immunologische Wirkung erzielt, welche als Graft-versus-Myeloma-Effekt
bezeichnet wird [301]. Aufgrund verschiedener Risiken der allogenen Stamm-
zelltransplantation, insbesondere des Graft-versus-Host-Effekts, bei welchem
sich das transplantierte Immunsystem gegen die Organe des Empfangers
richtet, liegt die Indikation zur allogenen Stammzelltransplantation beim
Multiplen Myelom meist nicht in der Primartherapie, sondern als Therapieoption
nach Versagen der Hochdosistherapie mit autologer Stammzelltransplantation
[302]. Bei verschiedenen genetischen Risikokonstellationen wie zum Beispiel
einer Deletion 17p ist eine frihzeitige allogene Stammzelltransplantation,

aufgrund vielversprechender Studienergebnisse zu erwagen [303-306].

Therapieoptionen bei Patienten, welche nicht fur eine Hochdosistherapie mit
autologer Transplantation in Frage kommen, enthalten Melphalan-haltige
Therapien und die oben aufgefihrten neuen Substanzen. Auch in diesem
Patientenkollektiv hangt die Wahl der Therapie im Einzelnen von verschiedenen

Faktoren wie der genetischen Risikokonstellation, des Performancestatus und
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Komorbiditaten ab [307]. Patienten, die zum Zeitpunkt der Ersttherapie als nicht
transplantabel eingeschatzt werden, mussen im Verlauf wiederholt auf ihre
Transplantationsfahigkeit Uberprift werden, da diese durch anderweitige

Therapien gegebenenfalls erreicht werden kann [289].

Fiar eine Erhaltungstherapie gibt es zum aktuellen Zeitpunkt keine generelle
Empfehlung [289]. In der Erhaltungstherapie wurden Steroide, klassische
Chemotherapeutika oder Interferon alpha getestet, welche keinen relevanten
Uberlebensvorteil, jedoch verschiedene Nebenwirkungen zeigten [289]. Neue
Substanzen wie Lenalidomid, Thalidomid und Bortezomib in der
Erhaltungstherapie werden ebenso wie der Einsatz der Immuntherapie
diskutiert [308]. Einerseits gibt es fur alle Substanzen in der Erhaltungstherapie
positive Studienergebnisse mit verlangertem progressionsfreien Uberleben und
Gesamtiuberleben, andererseits wurden Nebenwirkungen, wie beispielsweise
das Auftreten von Zweitneoplasien beobachtet, so dass der Einsatz einer
Erhaltungstherapie generell flr Patientenpopulationen mit Risikozytogenetik
empfohlen ist [309-311].

FiUr die Rezidivsituation sind Bortezomib als Monotherapie und in Kombination
mit liposomalem Doxorubicin und Dexamethason zugelassen. Aber auch
Lenalidomid mit Dexamethason, Bendamustin mit Prednisolon und
Pomalidomid mit Dexamethason. Die Wahl der Medikation in der
Rezidivsituation erfolgt nach Evaluation des Performancestatus, der
Komorbiditaten und Toxizitdten der vorangegangenen Therapien. Auch im
Rezidiv sollten Myelompatienten im Idealfall innerhalb einer Studie behandelt
werden [312,313].

Neue Substanzen und Substanzgruppen, die sich teilweise noch in der
Erprobung bezuglich ihrer Wirksamkeit und Sicherheit beim Myelom in
unterschiedlichen Indikationen befinden, umfassen neben Immuntherapien,
welche in den PD1/PD-L1-Signalweg eingreifen, Histon-Deacetylase-Inhibitoren
wie Panobinostat, Ricolinostat und Quisinostat, monoklonale Antikdrper wie
Daratumumab (Anti-CD38), Elotuzumab (Anti-SLAMF7 = Signalling Lymphocyte
Activation Molecule Family Member 7) und SAR650984 (Anti-CD38) sowie
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Tyrosinkinaseinhibitoren wie Ibrutinib [313-315].

Patienten mit einem durch das Myelom-bedingten Nierenversagen mussen
umgehend einer Therapie zugeflhrt werden, welche eine der neuen
Substanzen enthalten sollte, wobei insbesondere fur Bortezomib Daten
vorliegen [288]. Durch ein Therapieansprechen wird eine Reduktion der
Paraproteinausscheidung erreicht, was zu einer Verbesserung der
Nierenfunktion fuhrt [288]. Zusatzlich zur Tumortherapie kénnen zur
Verbesserung der Nierenfunktion eine Harnalkalisierung sowie eine Therapie
parallel bestehender Symptome wie Hyperurikamie, Hyperkalzdmie und
Dehydratation erfolgen [288]. Schleifendiuretika kdonnen die Ausfallung von
Paraproteinen in den Tubuli der Niere begunstigen und sollten daher vermieden
werden. Werden Bisphosphonate zur Therapie einer Hyperkalzamie verwendet,
muss bei eingeschrankter Nierenfunktion gegebenenfalls eine Dosisreduktion
erfolgen. In Studien werden die Plasmapherese und verschiedene
Dialysetechniken zur Reduktion der Paraproteine im Serum untersucht. Hierzu
bestehen kontroverse Ansichten und es gibt keine generelle Empfehlung zu
deren Einsatz [316].

Als erganzende TherapiemalRnahme kann bei frakturgefahrdeten Osteolysen,
pathologischen Frakturen, extramedullaren Plasmazelltumoren und gelegentlich
auch in der Schmerztherapie die Strahlentherapie zum Einsatz kommen [316].
Bisweilen sind auch operative MaRnahmen notwendig, etwa zur Stabilisierung
von Wirbelkorpern [316].

Auch die Anwendung von Bisphosphonaten ist bei Patienten mit ossaren
Lasionen etabliert [317]. Fur Bisphosphonate konnte eine Reduktion von
sogenannten Skelettereignissen gezeigt werden, zu welchen pathologische
Frakturen, eine Myelonkompression, radioonkologische und chirurgische
Therapiemalnahmen und die Hyperkalzamie zahlen [318]. Die Therapiedauer
betragt laut Empfehlung mindestens zwei Jahre, die anschlieRende Fortfliihrung
erfolgt nach individuellen Gesichtspunkten beziglich des Krankheitsverlaufs
[316]. Als wichtige Nebenwirkung der Bisphosphonattherapie muss die

Kieferosteonekrose genannt werden, zu deren Vermeidung verschiedene
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zahnarztliche Malknahmen erforderlich sind [319]. Fur den monoklonalen Anti-
RANK-Ligand-Antikorper Denosumab, welcher zur Therapie der Osteoporose
eingesetzt werden kann, gibt es beim Multiplen Myelom keine Empfehlung
[320].

Zur Verlaufskontrolle unter Therapie bestehen definierte Kriterien, welche von
der IMWG festgelegt wurden ([321]. Dabei werden sechs Formen des
Therapieansprechens definiert. Diese enthalten die stringente komplette
Remission (sCR), die komplette Remission (CR), die sehr gute partielle
Remission (VGPR), die partielle Remission (PR), die stabile Erkrankung (SD)
und die progrediente Erkrankung (PD). Die Einteilung bericksichtigt den Anteil
klonaler Plasmazellen im Knochenmark, das Vorkommen von Weichteil-
manifestationen, die Hohe des Paraproteins in Serum und Urin sowie die
Anzahl der freien Leichtketten, inklusive des Quotienten aus beteiligten und
nichtbeteiligten Leichtketten, welcher insbesondere fur die Verlaufskontrolle von

Leichtkettenmyelomen hilfreich ist [321].

1.4. Die hamatopoetische Stammzelltransplantation

1.4.1. Definition und Entwicklung

Als hamatopoetische = Stammzelltransplantation bezeichnet man die
Ubertragung von hamatopoetischen Stammzellen von einem Spender auf einen
Empfanger [322]. Grundsatzlich wird zwischen einer autologen
Stammzelltransplantation, bei welcher Spender und Empfanger identisch sind,
und einer allogenen Stammzelltransplantation, bei welcher ein Empfanger von
einem anderen Individuum eine Stammzellspende erhalt, unterschieden [321].
Hierbei kann die syngene, auch isogen genannte Transplantation, als
Sonderform der allogenen Stammzelltransplantation genannt werden, bei
welcher ein Transplantat eines genetisch identischen Individuums auf ein
anderes Empfangerindividuum Ubertragen wird, beispielweise bei eineiigen
Zwillingen [322].
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Die ersten praklinischen Studien zur hamatopoetischen Stammzelltrans-
plantation stammen aus der Mitte des 20. Jahrhunderts [323]. In Tiermodellen
wurden zunachst syngene Transplantate oder autologe Transplantate getestet
[324,325]. Allogene, nicht syngene Transplantate Iosten durch Donor-
lymphozyten verursacht eine Inflammation in verschiedenen Organen aus,
welche mittlerweile als Graft-versus-Host-Disease (GvHD) bekannt ist [323].
Spater wurden im Tiermodell verschiedene Konditionierungsmethoden zur
Vorbereitung auf die eigentliche Stammzelltransplantation getestet und auch
Behandlungsoptionen bei Auftreten einer GvHD nach allogener Transplantation
erforscht [326].

Thomas et al. fihrten 1959 erstmalig eine erfolgreiche syngene
hamatopoetische Stammzelltransplantation im Menschen durch, bei einem
Patienten mit einer Leukamie nach einer Konditionierung mittels Bestrahlung
und Infusion von Spenderstammzellen eines genetisch identischen Zwillings
[327]. Hierdurch konnte erstmals eine Remission der Leukamie flir 3 Monate
erreicht werden [326]. Die Entdeckung und Typisierung des Humanen
Leukozyten-Antigen-Systems (HLA-Systems), welches dem Major
Histocompatibility Complex-System (MHC-System) im Menschen entspricht,
ermdglichte ab den 1960er Jahren auch allogene, genetisch nicht identische,
aber HLA-idente Stammzelltransplantationen im Menschen [323,328]. Ab den
1970er Jahren konnte bei Patienten mit einer Leukamie durch eine
hamatopoetische Stammzelltransplantation eines HLA-identen Geschwisters in
manchen Fallen eine Heilung der Leukadmie erreicht werden [329]. Aul3erdem
konnte bereits 1979 beobachtet werden, dass das Auftreten einer GvHD mit
einem reduzierten Risiko fir ein Wiederauftreten der Leukamie einhergeht;
dieses Phanomen ist mittlerweile als Graft-versus-Leukemia-Effekt (GvL)
bekannt [330].
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1.4.2. Indikationen zur hamatopoetischen Stammzelltransplantation
und Epidemiologie

Die hamatopoetische Stammzelltransplantation kann in der Therapie
verschiedener maligner Erkrankungen, insbesondere hamatologischer und
lymphoider Tumorerkrankungen, sowie bei verschiedenen nichtmalignen
Erkrankungen zum Einsatz kommen [323,331,332]. Sie stellt haufig die einzig
kurative Therapieoption fur verschiedene maligne Erkrankungen dar. Tabelle 15

gibt einen Uberblick liber die verschiedenen Indikationen.

Tabelle 15: Uberblick iiber die verschiedenen Indikationen zur hamatopoetischen Stamm-
zelltransplantation (modifiziert nach 330-331).

Maligne Erkrankungen Nichtmaligne Erkrankungen

Autologe
Transplantation

Multiples Myelom
Non-Hodgkin-Lymphom
Morbus Hodgkin

Akute myeloische Leukamie
Neuroblastom
Keimzelltumore
Ovarialkarzinom

Autoimmune Erkrankungen
Amyloidose

Allogene
Transplantation

Akute lymphatische Leukamie
Akute myeloische Leukamie,
inklusive der akuten
Promyelozyten-Leukamie
Blastic Plasmacytoid Dendritic
Cell Neoplasm (BPDCN)
Chronische myeloische
Leuka&mie und weitere
myeloproliferative
Erkrankungen
Myelodysplastisches Syndrom
Non-Hodgkin-Lymphome
inklusive der chronisch
lymphatischen Leukamie
Morbus Hodgkin

Multiples Myelom

Juvenile chronische myeloide
Leukamie

Aplastische Anamie
Paroxysmale nachtliche
Hamoglobinurie

Fanconi Anamie
Blackfan-Diamond Anamie
Thalassamia major
Sichelzellanamie
Schwere kombinierte
Immunschwache
Wiskott-Aldrich-Syndrom
Angeborene
Stoffwechselstérungen
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Patienten mit den oben aufgefuhrten Erkrankungen konnen je nach Erkran-
kungsstadium, Vortherapie, genetischem Risikoprofil, Komorbiditaten und
biologischem Alter flr eine Stammzelltransplantation evaluiert werden [332].

Eine generelle Limitierung nach chronologischem Alter erfolgt nicht.

Far das Jahr 2016 werden vom Deutschen Register fur Stammzell-
transplantationen (DRST) insgesamt 3127 allogene Stammzelltransplantationen
berichtet, wovon es sich bei 2898 um Ersttransplantationen handelt
(Jahresbericht DRST 2016). Die haufigste Indikation zur allogenen Stamm-
zelltransplantation stellten hierbei die Leukamien mit 77,5 % aller Indikationen
dar. Entsprechend dem Jahresbericht (DRST 2016) machte die AML alleine
43,1 % der Indikationen aus. Als Stammzellquellen diente hierbei bei 85,1 %
der Patienten peripheres Blut, bei 14,8 % der Patienten Knochenmark und bei
0,1 % der Patienten Nabelschnurblut. Autologe Ersttransplantationen wurden im
Jahr 2016 in Deutschland 3381 mal durchgefuhrt. Dabei erfolgten 58 % der

autologen Transplantationen bei Patienten mit multiplem Myelom.

1.4.3. Therapeutisches Konzept und Ablauf der allogenen hamato-
poetischen Stammzelltransplantation

Nach der Indikationsstellung zur allogenen Transplantation muss fir den
Patienten ein geeigneter Spender gefunden werden [333]. Es wird zunachst
nach einem Familienspender, beispielsweise Schwester oder Bruder, gesucht
[333]. Sofern kein Familienspender gefunden werden kann, wird die
Spendersuche in Registern fortgesetzt [333]. Es wird ein Spender gesucht, der
moglichst  viele Ubereinstimmende HLA-Gene hat, um potentielle
Komplikationen — wie eine GvHD — zu minimieren [332,334]. Es werden
folgende funf Gene, entsprechend 10 Allele, evaluiert: HLA-A, HLA-B, HLA-C,
HLA-DRB1 und HLA-DQB1; ein Spender wird dann als gut passend bezeichnet,
wenn wenigstens neun Allele mit denen des Empfangers tbereinstimmen [332].
Das HLA-System entspricht — wie bereits weiter oben erwahnt — dem MHC-
System des Menschen [335]. Die Bezeichnung HLA bezieht sich auf den
Nachweis dieser Antigene auf Leukozyten, nicht jedoch auf Erythrozyten
[336,337]. Die spezifischen HLA-Allele eines Individuums werden als

75



Einleitung

sogenannter Haplotyp bezeichnet [338]. Neben der HLA-Identitat spielen fur die
Spenderauswahl gegebenenfalls noch weitere Merkmale, wie zum Beispiel der
CMV-Status eine Rolle [332].

Wenn ein geeigneter Spender gefunden werden konnte und beim Empfanger
zwischenzeitlich keine Kontraindikation zur Transplantation aufgetreten ist,
erfolgt im nachsten Schritt die Konditionierung [338]. Die Konditionierung
bezeichnet die der Transplantation vorausgehende Behandlung mit dem Ziel
der Reduktion der Tumorlast bei malignen Erkrankungen, unter Inkaufnahme
einer reversiblen oder irreversiblen Myeloablation, sowie der Unterdrickung des
Immunsystems des Empfangers um ein Anwachsen des Transplantats zu
ermoglichen [333]. Prinzipiell werden drei Moglichkeiten der Konditionierung
anhand ihrer Intensitat unterschieden, welche die Dauer der Zytopenie und
Notwendigkeit der nachfolgenden Stammzellgabe bestimmt: myeloablativ,
nichtmyeloablativ. und intensitatsreduziert [333]. Die myeloablative
Konditionierung zerstort hierbei das blutbildende Knochenmark des Empfangers
irreversibel, hat eine komplette, anhaltende Zytopenie zur Folge und eine
nachfolgende Stammzellgabe ist obligat [339]. Eine nichtmyeloablative
Konditionierung bewirkt nur eine reversible, inkomplette Schadigung des blut-
bildenden Knochenmarks des Empfangers, die verursachte Zytopenie ist milder
und das blutbildende Knochenmark kdnnte sich auch ohne eine nachfolgende
Stammzellgabe erholen [339]. Die dritte Mdglichkeit der Konditionierung wird
als Intensitats-reduziert bezeichnet. Hierbei ist die Intensitdt — und meistens
auch Toxizitat — der Konditionierungstherapie um mindestens 30 % verringert,
Dauer und Auspragung der Zytopenie sind variabel, die Schadigung des
blutbildenden Knochenmarks ist reversibel, eine nachfolgende Stammzellgabe
ist in der Regel jedoch notwendig [333]. Die Wahl der Konditionierung richtet
sich unter anderem nach Faktoren wie vorhandenen Komorbiditaten,
Patientenalter, Remissionsstatus vor Transplantation und Rezidivrisiko, wobei
heutzutage immer mehr Intensitats-reduzierte Regime bevorzugt werden [338].
Die Konditionierung wird generell im Rahmen einer prospektiven Studie
empfohlen [338].
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Zur Verfugung stehen aktuell verschiedene Chemotherapien oder eine
Ganzkorperbestrahlung; bei der myeloablativen Konditionierung gilt eine
Kombination aus Ganzkoérperbestrahlung und den Chemotherapeutika
Cyclophosphamid und Busulfan als Standardtherapie [340,341]. Anstelle von
Cyclophosphamid kann auch Fludarabin eingesetzt werden [342,343]. Bei
Intensitats-reduzierten oder nichtmyeloablativen Konditionierungsverfahren
finden neben der oben genannten Ganzkoérperbestrahlung und den Substanzen
Cyclophosphamid, Busulfan und Fludarabin auch modifizierte Bestrah-
lungsregime sowie die Wirkstoffe Melphalan, Cytarabin, Antithymozytenglobulin
(ATG) und Idarubicin Verwendung [333].

Parallel zum Ende der Konditionierungsphase beim Empfanger erfolgt die
Stammzellgewinnung beim Spender [338]. Stammzellen kdénnen hierbei
entweder nach Gabe von G-CSF aus peripherem Blut gewonnen werden oder
aber auch direkt durch eine Knochenmarksentnahme [332]. Nach erfolgreicher
Konditionierung beim Empfanger und erfolgreicher Stammzellentnahme beim
Spender erfolgt die eigentliche Transplantation, indem dem Empfanger die
Stammzellen des Spenders intravends Ubertragen werden [338]. Nach der
Transplantation findet das Anwachsen der Stammzellen, welches auch als
Engraftment bezeichnet wird, nach zehn bis 28 Tagen statt [344]. Dabei
wandern die Ubertragenen Stammzellen des Spenders in das Knochenmark
des Empfangers ein und proliferieren und differenzieren zu Leukozyten,
Erythrozyten und Thrombozyten unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren
der extrazellularen Matrix des Knochenmarks [344]. Aufgrund des enormen
Regenerationspotentials hamatopoetischer Stammzellen ware fir eine
komplette Regeneration des Knochenmarks zumindest theoretisch eine
einzelne hamatopoetische Stammzelle ausreichend [345]. Um zu Uberprufen,
ob die neu gebildeten Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten vom
Spender oder aber im Falle eines Transplantatversagens (engl. engraftment
failure) oder eines Krankheitsrezidivs vom Empfanger stammen, wird
spatestens am 28. Tag nach der Transplantation eine Chimarismusanalyse
vorgenommen [346]. Hierbei werden genotypische und phanotypische

Unterschiede zwischen Spender und Empfanger analysiert [346]. Stammen alle
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hamatopoetischen Zellen vom Spender, so liegt ein vollstandiger Chimarismus
vor, sind hingegen hamatopoetische Zellen von Spender und Empfanger
nachweisbar, liegt ein gemischter Chimarismus vor. Eine Sonderform stellt der
transiente gemischte Chimarismus dar, bei welchem direkt nach der
Transplantation fur wenige Wochen noch Empfangerzellen nachgewiesen

werden konnen, welche jedoch im Verlauf komplett verschwinden [347].

Immunologische Effekte wie der bereits erwahnte GvL-Effekt oder allgemeiner
GvM-Effekt (Graft-versus-Malignoma-Effekt) und auch die GvHD sind abhangig
von der Histokompatibilitat der Donorzellen mit dem Empfangerorganismus,
also dem Grad der Ahnlichkeit der HLA-Merkmale von Spender und Empfanger
[323]. Je ausgepragter die Histoinkompatibilitat zwischen Spender und
Empfanger ist, desto eher treten diese Effekte auf [323]. Der GvM-Effekt ist eine
Reaktion der Spenderlymphozyten gegen die verbliebenen Tumorzellen des
Empfangers, welche hierdurch zerstort werden kdnnen [348,349]. Bei der GvHD
hingegen wirken Spenderlymphozyten nicht gegen Tumorzellen, sondern gegen
Normalgewebe des Empfangers wie beispielsweise Haut, Auge, Darm und
Leber und verursachen hierdurch eine potentiell Iebensbedrohliche
Symptomatik [350]. Der GvL-Effekt und auch die GvHD gehen daher mit einer
verminderten Rezidvhaufigkeit einher [351]. Auch Empfanger-Lymphozyten,
welche nach der Konditionierung verblieben sind, koénnen fremde
Spenderantigene erkennen und so flr Transplantatabstof3ungen verantwortlich
sein. Besteht ein hohes Risiko fur eine GvHD, kann bereits wahrend der
Konditionierungsphase die Gabe von T-Zell-Antikorpern erfolgen, oder aber
auch nach der Transplantation eine immunsuppressive Medikation
beispielsweise mit Calcineurininhibitoren Uber bis zu 180 Tage durchgeflihrt
werden, um das Risiko zu senken [332]. Zudem kann frUh nach der
Transplantation Methotrexat oder Cyclophosphamid gegeben werden. Die
Transplantations-assoziierte Morbiditat und Mortalitat hangen somit einerseits
vom Auftreten einer GvHD ab, andererseits aber auch vom Auftreten von
Infektionen und der bereits bestehenden Organtoxizitat durch die Vortherapien
[332].
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1.4.4. Prinzipien der haploidenten Stammzelltransplantation

Haploidente Spender kdnnen leibliche Eltern, Kinder oder Geschwister sein
[352]. Sie stimmen aufgrund ihrer Verwandtschaft zum Empfanger mit der einen
Halfte der HLA-Allele mit dem Empfanger Uberein, wahrend die andere Halfte
der HLA-Allele komplett unterschiedlich sein kann [352]. Bei Patienten mit der
Indikation zur allogenen Stammzelltransplantation, flr die kein HLA-passender
verwandter oder unverwandter Spender gefunden werden kann, stellt eine
haploidente Spende eine mdgliche Alternative dar [353,354]. Wegen des ,nur
halb passenden® Transplantats kommt es bei einer haploidenten Stammzell-
transplantation zu einem vermehrten Auftreten von bilateraler Alloreaktivitat im
Sinne einer GvHD und einer Transplantatabstollung, jedoch zu einer
geringeren Zahl an Krankheitsrezidiven durch den GvM-Effekt [352]. Durch
Veranderungen bei der Transplantataufbereitung, sowie durch eine
pharmakologische Prophylaxe der GvHD, konnten diese Risiken in der kiirzeren
Vergangenheit jedoch reduziert werden [355]. In mehreren grolien
retrospektiven Studien bei Patienten mit AML konnte gezeigt werden, dass
auch mit einer haploidenten Stammzelltransplantation im Vergleich zu einer
allogenen HLA-gematchten Transplantation vielversprechende Ergebnisse
hinsichtlich Engraftment, Gesamtuberleben und Komplikationen wie GvHD und

TransplantatabstoRung erzielt werden kdnnen [356-358].

Um die negativen Effekte der Alloreaktivitat zu reduzieren und gleichzeitig das
Risiko fur infektiologische Komplikationen zu senken, wurden fir die Durch-
fuhrung einer haploidenten Stammzelltransplantation verschiedene strategische
Ansatze entwickelt [352]. Die erste zu beschreibende Methode ist die T-Zell-
depletierte haploidente Stammzelltransplantation mit einer Megadosis an
CD34+ Zellen [352]. Da Immunphanomene wie eine GvHD oder eine
TransplantatabstoRung hauptsachlich T-Zell-vermittelt sind, fuhrt die T-Zell-
Depletion des Transplantats in Kombination mit einer myeloablativen
Konditionierung beim Empfanger zu einem verminderten Risiko an alloreaktiven
Komplikationen [359,360]. Gleichzeitig flihrt das Fehlen der T-Zellen im

Transplantat und im  Empfangerindividuum zu einer langsamen
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Immunrekonstitution und in der Folge auch zu infektiologischen Komplikationen
[360]. Die Anreicherung des Transplantats mit CD34+ hamatopoetischen
Stammzellen verbessert die Immunrekonstitution durch ein selteneres Auftreten
an Transplantatversagen und verringert somit sekundar das Risiko
infektiologischer Komplikationen, wobei grundsatzlich weiterhin ein durch die T-
Zell-Depletion verursachtes, hoheres Risiko, insbesondere fur virale Infektionen
besteht [359]. Die Herstellung eines an CD34+ Zellen angereicherten, T-Zell-
depletierten Transplantats kann mittels einer Positivselektion erfolgen, bei
welcher CD34+ Zellen durch spezifische Antikorper, welche an magnetische
Mikrobeads gebunden sind, erst markiert und anschlieend separiert werden
[361-363]. In verschiedenen klinischen Studien konnten Patienten durch ein T-
Zell-depletiertes haploidentes Stammzelltransplantat mit einer Megadosis an
CD34+ Zellen erfolgreich transplantiert werden, ohne dass zur GvHD-
Prophylaxe posttransplantationem eine prophylaktische Immunsuppression
notwendig war [361-363]. Es muss jedoch angemerkt werden, dass die
Markierung CD34+ Zellen mit Antikérpern und Mikrobeads moglicherweise

einen ungunstigen Einfluss auf das Engraftment hat [364,365].

Eine weitere Methode zur Herstellung eines haploidenten Transplantats,
welches eine  verringerte  Alloreaktivitat, aber eine  verbesserte
Immunrekonstitution bewirken soll, besteht durch die negative Selektion CD3+
Zellen und CD19+ Zellen [366-368]. Hierbei werden CD3+ Zellen und CD19+
Zellen mittels passender Antikorper, welche an Mikrobeads gebunden sind, aus
dem Transplantat entfernt [366,367]. Es entsteht ein Transplantat, aus dem
lediglich reife T-Zellen, welche alloreaktive Komplikationen verursachen, und
reife B-Zellen, welche flur EBV-assoziierte lymphoproliferative Erkrankungen
verantwortlich sind, entfernt wurden und welches aufgrund seiner
Urspringlichkeit zu einer schnellen Immunrekonstitution im Empfanger flhrt
[366,367].

Jedoch nicht nur durch die negative Selektion von CD3+ und CD19+ Zellen,
sondern auch durch die negative Selektion des o/p-T-Zell-Rezeptors und somit

von o/p-T-Zellen kénnen alloreaktive Komplikationen verringert und die Immun-
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rekonstitution nach haploidenter hamatopoetischer Stammzelltransplantation
verbessert werden [369,370]. Die verbleibenden y/5-T-Zellen verursachen keine
GvHD, haben jedoch vermutlich antitumorale Effekte [371]. Die selektive
Entfernung alloreaktiver T-Zellen aus einem Transplantat kann auch mittels
Photodepletion ex vivo erfolgen; bei dieser Methode bleiben regulatorische T-

Lymphozyten im Transplantat [372,373].

Daruber hinaus gibt es speziell zusammengestellte Transplantate, die normale
T-Zellen und regulatorische T-Zellen, NK-Zellen, y/6-T-Zellen und andere
akzessorische Zellen in einem bestimmten Verhaltnis zu einander enthalten
[374]. Dieser Ansatz fuhrt zu einer schnelleren Immunrekonstitution, einem
probaten GvM-Effekt und einer geringen Auftretenswahrscheinlichkeit einer
GvHD [374].

Einen weiteren Ansatz zur Herstellung eines haploidenten Transplantats stellt
die negative Selektion von CD45RA dar [352]. Bei diesem Vorgehen werden
naive T-Zellen, welche CD45RA an ihrer Oberflache exprimieren und welche in
besonderem Malde flr Alloreaktivitdt im Sinne einer GvHD verantwortlich
gemacht werden, aus dem Transplantat entfernt [375]. Gedachtnis-T-Zellen
hingegen, welche zur Abwehr insbesondere viraler Infekte bendtigt werden,
verbleiben [375]. Zur verbesserten Immunrekonstitution nach haploidenter
Transplantation mit T-Zell-depletierten Transplantaten kdénnen auch CD4+
CD25+ und CD4+ CD25- regulatorische T-Zellen posttransplantationem
infundiert werden [376-379].

Zusatzlich konnen zur Vorbeugung oder zur Behandlung viraler oder
mykotischer Infektionen Virus-spezifische, zytotoxische, gegen CMV,
Adenovirus und EBV oder gegen Aspergillus gerichtete T-Zellen verabreicht
werden [380-384]. Ferner konnen spezielle Donorlymphozyten verabreicht
werden, die zum GvM-Effekt beitragen. Gepruft werden Donorlymphozyten,
welche jedoch im Falle des Auftretens einer GvHD durch vorhandene suicide-
Gene durch Apoptose sterben [385,386]. Die suicide-Gene dieser speziellen

polyklonalen T-Zellen kdnnten nach der klinischen Manifestation einer GvHD
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mittels bestimmter Medikamente (beispielsweise Ganciclovir) angeschaltet
werden [386,387].

Eine weitere Strategie kann nach dem sogenannten GIAC-Protokoll erfolgen.
Die Abklrzung GIAC setzt sich zusammen aus dem Buchstaben ,G* fur die
Gabe von G-CSF zur Freisetzung von Stammzellen aus dem Knochenmark des
Spenders, dem Buchstaben ,|“ fur die intensivierte Immunsuppression nach der
Transplantation im Empfanger, dem Buchstaben ,A” fur die Gabe von ATG zur
Prophylaxe einer GvHD beim Empfanger und dem Buchstaben ,C* fur die
kombinierte Transplantation von peripheren Stammzellen und Knochenmarks-
stammzellen [352]. Diese Strategie fuhrte in Studien zu einem guten
Engraftment, scheint jedoch mit einer hoheren Inzidenz an einer GvHD einher-
zugehen [388,389]. Durch eine ausschliellliche Gabe von Knochenmarks-
stammzellen und die zusatzliche Gabe des Anti-CD25-Antikodrpers Basiliximab
konnte die Auftretenswahrscheinlichkeit einer GvHD auch in diesem

strategischen Ansatz gesenkt werden [390].

Die Gabe von Cyclophosphamid nach der haploidenten Transplantation kann
zur Prophylaxe einer GvHD eingesetzt werden, da Cyclophosphamid als
alkylierende Substanz insbesondere Einzel- und Doppelstrangbriiche bei sich
schnell teilenden alloreaktiven T-Lymphozyten bewirkt [353,357,391,392].
Zusatzlich werden auch alloreaktive T-Zellen des Empfangers eliminiert,
wodurch auch AbstoRungsreaktionen verringert werden kénnen [360]. Nicht-
alloreaktive T-Lymphozyten hingegen, welche zu Abwehr insbesondere viraler
Infekt bendtigt werden, werden durch Cyclophosphamid weniger beeintrachtigt
[392]. Die Gabe von Cyclophosphamid scheint nur einen geringen negativen
Einfluss auf das PFS, die Immunrekonstitution und das Auftreten
lymphoproliferativer Erkrankungen zu haben [357,391-393]. Dies gilt auch,
wenn Cyclophosphamid vor der Transplantation zur Konditionierung eingesetzt
wurde [357,391-393]. Allerdings wurden in anderen Studien héhere Auftretens-
wahrscheinlichkeiten fir ein Rezidiv der Leukamie berichtet [357,392].

Zusammenfassend konnen verschiedene Vorteile, aber auch Einschrankungen

der haploidenten Stammzelltransplantation verglichen mit gematchten
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allogenen hamatopoetischen Transplantationen genannt werden [352]. Die
bessere Verfugbarkeit von Spendern fur die haploidente Transplantation stellt
insgesamt, aber auch insbesondere flir Patienten aus speziellen ethnischen
Gruppen, einen Vorteil dar [352,394]. Ein weiterer Vorteil ist die schnelle
Verfugbarkeit des Spenders, welche haufig aufgrund der Verwandtschaft von
Spender und Empfanger gegeben ist [352]. Auferdem kann der haufig
ausgepragtere GvM-Effekt gerade fur Hochrisikopatienten beziglich einer
geringeren Rezidivrate und einem verbesserten Gesamtiberleben von Vorteil
sein [352,395,396]. Die Hauptnachteile der haploidenten
Stammzelltransplantation sind Folge der hoheren bidirektionalen Alloreaktivitat
und beinhalten hoéhere Raten an opportunistischen Infektionen oder
TransplantatabstoRungen sowie schwerere Auspragungen einer GvHD, wobei
die oben genannten Strategien diese Nachteile zu verbessern versuchen
[189,352,353,397].

1.4.5. Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltransplantation

Die Rekonstitution der verschiedenen Zellreihen der Hamatopoese nach einer
allogenen Stammzelltransplantation verlauft in unterschiedlicher Geschwindig-
keit [398]. Die Gesamtmorbiditat und -mortalitdt der Patienten nach einer
allogenen Stammzeltransplantation hangen in besonderem Male von der
Rekonstitution der Leukozyten ab; hierauf wird daher im Folgenden besonderes

Augenmerk gerichtet.

Neutrophile Granulozyten regenerieren innerhalb der ersten 14 bis 30 Tage
nach der Transplantation, abhangig von der Art des Transplantats [398]. Die
schnellste Regeneration der neutrophilen Granulozyten nach etwa 14 Tagen
erfolgt nach Gabe von Stammzellen aus peripherem Blut; nach etwa 21 Tagen
findet die Regeneration nach Gabe von Knochenmarkstammzellen statt,
wohingegen eine Regeneration nach Gabe von Stammzellen aus
Nabelschnurblut erst nach etwa 30 Tagen erfolgt [398-400]. Obwohl sich die
Anzahl der neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut innerhalb weniger

Wochen nach der hamatopoetischen Stammzelltransplantation normalisiert,
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bleibt die Fahigkeit dieser Zellen zur Chemotaxis bis zu vier Monate lang
eingeschrankt [401]. Monozyten erscheinen im peripheren Blut etwa 40 Tagen
nach einer allogenen hamatopoetischen Transplantation, Gewebestandige
Makrophagen hingegen werden erst nach ca. 80 Tagen in Lunge und Leber
nachweisbar [401-403].

Die Rekonstitution der Lymphozyten verlauft insgesamt deutlich langsamer als
die der neutrophilen Granulozyten; innerhalb von Monaten bis zu Jahren nach
der hamatopoetischen Transplantation abhangig von der Art und Zusammen-
setzung des Transplantats, der Intensitat der Konditionierung, dem Lebensalter
von Spender und Empfanger sowie der Auftretenswahrscheinlichkeit einer
GvHD und die davon abhangige Notwendigkeit einer Immunsuppression post-
transplantationem [398,404-407]. Zunachst expandieren Zytokin-produzierende
CD56+ NK-Zellen [398]. Innerhalb der Gruppe der T-Lymphozyten expandieren
unter dem Einfluss von Zytokinen und alloreaktiven Antigenen zunachst
Memory-T-Zellen [398]. Nachfolgend beginnt die Entstehung naiver T-
Lymphozyten im Thymus aufgrund des dort vorliegenden gro3en Repertoires
an Antigenen, wobei CD8+ zytotoxische T-Zellen schneller entstehen, als CD4+
T-Helfer-Zellen. Sogenannte TRECs (T-cell receptor rearrangement excision
DNA circles) dienen als Messwert fur die Entwicklung der naiven T-Zellen im
Thymus [398]. Die TRECs bleiben etwa drei bis sechs Monate nach der
allogenen Stammzelltransplantation erniedrigt. lhr Ansteigen nach einer
allogenen Stammezelltransplantation zeigt den Beginn der Rekonstitution der T-
Lymphozyten an. Allerdings entwickelt sich mit zunehmendem Lebensalter eine
Atrophie des Thymus, welche in niedrigeren TREC-Leveln und auch in einer
verminderten Rekonstitution an T-Lymphozyten resultiert [398]. Gegenstand
verschiedener Untersuchungen ist daher eine mogliche medikamentdse
Protektion des Thymus vor einer hamatopoetischen Stammzelltransplantation
und der hierflir notwendigen Konditionierung [398]. Hierfur wird beispielsweise
der Einsatz des Keratinozytenwachstumsfaktors (engl. Keratinocyte growth
factor, KGF) untersucht, welcher als Mitglied der Familie der fibroblast growth
factors fur die Proliferation und Differenzierung von Epithelzellen in

verschiedenen Geweben wie Darm, Haut und Thymus verantwortlich ist und
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bereits zur Prophylaxe einer Mukositis eingesetzt wird [398]. Die Gabe von KGF
vor der Konditionierung und nach der Transplantation verbessert in
Tiermodellen die Thymopoese und steigert die Anzahl von T-Zellen im
peripheren Blut [408]. Durch die Bindung von KGF an den KGF-Rezeptor,
welcher sich unter anderem auf epithelialen Thymuszellen befindet, wird IL-7
produziert, welches eine Proliferation und Differenzierung von T-Zellen und
auch B-Zellen bewirkt [408,409]. Eine verbesserte Rekonstitution der T-
Zellreihe nach der Transplantation durch den Einsatz von KGF bei Menschen
konnte bislang jedoch nicht nachgewiesen werden [410,411]. Eine weitere
EinflussgroRe zur Protektion von Thymusgewebe wird in den Sexualhormonen
gesehen [398]. Durch eine chirurgische oder pharmakologische Blockade von
Sexualhormonen, beispielweise bei Patienten mit Prostatakarzinomen, wurde
eine Regeneration des Thymus mit vermehrter Produktion von T-Lymphozyten,
aber geringerer Entstehung von B-Lymphozyten beobachtet [412]. Diese
Effekte konnten durch die Gabe des GnRH-Analogons Goserelin auch bei
Patienten nach autologer und allogener Stammzelltransplantation beobachtet
werden, wobei nur bei Patienten nach autologer Transplantation auch ein
Uberlebensvorteil gesehen werden konnte [412]. Auch der kombinierte Einsatz
von KGF und einer Sexualhormonblockade, ebenso wie der Einsatz weiterer
Hormone — wie einem rekombinanten, humanen Wachstumshormon (engl.
growth hormone, GH) — zur Thymusprotektion im Rahmen einer
hamatopoetischen Transplantation, befinden sich in Untersuchung [413-416].
Ferner wird der Einsatz von Tyrosinkinaseinhibitoren und Anti-CD25-
Antikorpern zur verbesserten T-Zell-Rekonstitution nach hamatopoetischer
Stammzelltransplantation untersucht; die Modulation der Thymusnische durch
diese beiden Medikamentengruppen wird dafur als ursachlich angesehen
[398,417]. Des Weiteren scheint der Notch-Signalweg fur die
Thymusentwicklung und somit auch flir die Entwicklung von T-Lymphozyten
von Bedeutung zu sein [418]. Es wird daher versucht auch diesen Signalweg
zur Beeinflussung der T-Zell-Rekonstitution nach einer allogenen
Stammzelltransplantation zu nutzen [419,420]. Zusétzlich gibt es Uberlegungen

die Immunrekonstitution nach einer Stammzelltransplantation durch die Gabe
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von Zytokinen zu beeinflussen. IL-2 spielt hier eine zentrale Rolle bei der
Immunantwort. CD34+ hamatopoetische Stammzellen exprimieren den IL2-
Rezeptor [398]. Durch die Gabe von rekombinantem IL-2 im Rahmen einer
hamatopoetischen Transplantation proliferieren Stammzellen insbesondere zu
NK-Zellen [398,421]. Hierdurch kommt es zu einer geringeren Rate an
Krankheitsrezidiven durch einen starkeren GvH-Effekt und einer hoheren
Immunkompetenz der Patienten [422-424]. IL-7 spielt eine bedeutende Rolle
bei der Entwicklung von T-Zellen im Thymus [425,426]. Die Auswirkung der IL-
7-Gabe auf die Rekonstitution der T-Zellen nach einer allogenen
hamatopoetischen Transplantation hangt im Mausmodell von der Art der
Transplantation und des Transplantats, sowie der Dosis und Dauer der IL7-
Gabe ab; insgesamt liegen hinsichtlich des Benefits einer Gabe von IL-7 bei der
hamatopoetischen Stammzelltransplantation kontroverse Daten vor [426,427].
Ein vermehrtes Auftreten einer GvHD durch die IL7-Gabe wurde nicht
beobachtet, da vermutlich nur nicht-alloreaktive T-Zellen in hoherem Malle
beeinflusst werden [427-430]. IL-15 regt die Proliferation von T-Lymphozyten,
B-Lymphozyten und NK-Zellen an. Der Einsatz von rekombinantem IL-15 spielt
bereits bei Immuntherapien, beispielsweise bei einer Tumorvakzinierung, und
auch beim T-Zell-Engraftment im Mausmodell eine bedeutende Rolle [431-433].
Auch durch die Gabe von immunmodulatorischen Zellen, wie T-Zellen, NK-
Zellen oder mesenchymalen Stammzellen, welche ex vivo angereichert werden
und zusatzlich gegen Virus- oder Tumor-spezifische Antigene gerichtet sein
konnen, lasst sich die Immunrekonstitution nach einer Stammzelltransplantation
verbessern [382,434-436].

Die Rekonstitution der B-Zellreihe nach einer allogenen Stammzelltrans-
plantation kann bis zu zwei Jahre dauern [398,437]. Zuerst erscheinen nach
etwa zwei Monaten unreife, transitionale B-Zellen mit dem Phanotyp CD19+
CD24++ CD38++ im peripheren Blut [398,438]. Reife B-Lymphozyten sowie B-
Gedachtnis-Zellen und  damit  verbunden  komplexe  zirkulierende
Immunglobuline erscheinen erst einige Monate spater [437,439,440]. Auch die
Rekonstitution der B-Lymphozyten kann durch das Auftreten einer GvHD

negativ beeinflusst werden [439,441]. Die Serumkonzentrationen von
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Immunglobulinen vom 1gG- und IgM-Typ erreichen nach etwa drei bis vier
Monaten nach der Transplantation normale Level, IgA-Antikorper-Level

hingegen konnen Uber Jahre erniedrigt bleiben [401,442-444].

Die Rekonstitution der Immunzellen nach einer haploidenten Stammzelltrans-
plantation verlauft generell langsamer als nach einer HLA-gematchten
allogenen Stammezelltransplantation [445]. Um das Risiko negativer Effekte der
vermehrten Alloreaktivitat zu reduzieren, welche aufgrund der geringeren
Ubereinstimmung der HLA-Allele zwischen Spender und Empfanger bei einer
haploidenten Transplantation besteht, wurden die verschiedenen oben
aufgefuhrten Methoden zur Aufbereitung des Transplantats sowie zum weiteren
Management nach der Transplantation entwickelt [398,445]. Die Depletion von
T-Zellen und B-Zellen durch positive Selektion CD34+ Stammzellen oder durch
negative Selektion CD3+ Zellen und CD19+ Zellen verlangsamt die
Immunrekonstitution, verglichen mit der Rekonstitution nach einer HLA-
gematchten allogenen Stammzelltransplantation [367,446,447]. Beim CD34+
Megadosis-Prinzip werden hohe Zellzahlen von hamatopoetischen
Progenitorzellen transplantiert, die MHC-Barrieren Uberwinden helfen [446]. Bei
der negativen Selektion von CD3+ Zellen und CD19+ Zellen enthalt des
Transplantat ebenfalls hamatopoetische Progenitorzellen zur Rekonstitution,
ebenso wie dendritische Zellen und NK-Zellen, welchen zusatzlich dem

Engraftment und der Immunrekonstitution dienen [367,447].

Neutrophile Granulozyten erscheinen nach einer haploidenten hamato-
poetischen Stammzelltransplantation im Mittel nach 11 bis 21 Tagen im
peripheren Blut [363,391,448,449]. Zur Regeneration ihrer Funktion wie
beispielsweise der Chemostaxis gibt es im haploidenten Setting kaum Daten
[448]. Die Rekonstitution der Monozyten erfolgt je nach der Zusammensetzung
des Transplantats sehr schnell, nach etwa 15 Tagen nach der haploidenten
Transplantation [448]. Dendritische Zellen scheinen langsam zur regenerieren;
normale Blutlevel werden etwa ein Jahr nach der haploidenten Transplantation
erreicht [450,451].
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Unter den Lymphozyten regenerieren auch nach einer haploidenten Stamm-
zelltransplantation die CD56+ NK-Zellen am schnellsten [450-453]. lhre Anzahl
im peripheren Blut erreicht ca. 30 Tage nach der Transplantation normale
Level. Die Rekonstitution der T-Lymphozyten nach einer haploidenten
Stammzelltransplantation hangt entscheidend von der Zusammensetzung des
Transplantats ab, insbesondere eine T-Zell-Depletion des Transplantats
verlangsamt die Rekonstitution [451-456]. Fur die Rekonstitution der B-
Lymphozyten nach einer haploidenten Transplantation werden Zeitraume von
mehr als einem Jahr beschrieben [451,453]. Das Auftreten einer GvHD
verlangsamt auch in einem haploidenten Transplantationssetting die
Rekonstitution der Lymphozyten [453,457]. Zur Verbesserung der
Immunrekonstitution werden auch bei haploidenten Transplantationen die

bereits weiter oben erwahnten Methoden untersucht [448].
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2. Zentrale Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, die Rekonstitution Antikorper-produzierender Zellen
bei Patienten innerhalb des ersten Jahres nach einer hamatopoetischen
Stammzelltransplantation zu untersuchen. Insbesondere auf die ersten Wochen

nach der Transplantation sollte der Fokus der Untersuchungen gelegt werden.

Diese Fragestellung beruht auf der Beobachtung, dass die Entstehung reifer
Plasmazellen erst etwa ein Jahr nach der Transplantation in der Literatur
beschrieben ist, Antikdrper zur Abwehr von Infekten jedoch bereits vorher

bendtigt werden und auch vorhanden sind.

Die Untersuchung dieser Fragestellung bei haploident transplantierten
Patienten ermdglichte eine Beobachtung dieser Rekonstitutionsphanomene
unter in vivo Bedingungen, respektive in der klinischen Realitat. Das
Transplantat enthalt durch die Depletion von CD3+ und CD19+ Zellen keine
relevante Anzahl an reifen T-Zellen und B-Zellen. Zudem sind periphere
Blutstammzellpraparate im Gegensatz zu Knochenmarksaspiraten ohne
relevante Anteile an langlebigen Knochenmarks-Plasmazellen. Somit konnte
die Entwicklung der B-Lymphozyten im Empfanger aus hamatopoetischen
Vorlauferzellen des Spenders beobachtet werden, ohne dass bereits reife B-
Zellen des Spenders oder Empfangers vorlagen und ohne dass CD34+
hamatopoetische Stammzellen durch positive Selektion mittels Markierung
durch Mikrobeads verandert wurden. Auch konnte aufgrund der T-Zell-
Depletion auf eine Immunsuppression zur GvHD-Prophylaxe post
transplantationem verzichtet werden, welche moglicherweise die erhobenen

Ergebnisse beeintrachtigt hatte.

Neben einer rein deskriptiven Beschreibung der beobachteten Zellen sollten in
dieser Arbeit auch potentielle Einflussgrofien der Zellentwicklung wie Zytokine
identifiziert werden und somit eine Einordnung der Beobachtungen in den
Gesamtkontext der Hamatopoese ermoglicht werden. Des Weiteren sollten die
produzierten Antikérper im Sinne einer funktionellen Untersuchung weiter

charakterisiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Gerate

Tabelle 16: Auflistung der verwendeten Geréte.

Gerat

Hersteller

Brutschrank Hera Cell, 37 °C, 5 % CO2

Kendro Laboratory Products, Langenselbold,
Deutschland

Countess® Cell Counter

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

ELISPOT reader Immunospot Analyzer

CTL Analyzers LLC, Cleveland, Ohio, USA

Eppendorf mastercycler

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

FACS Canto Il

Roche, Penzberg, Deutschland

Gefrierschrank, - 20°C, - 80°C

MS-Laborgerate, Wiesloch, Deutschland

1-Kanal-Pipette, 10 ul, 100 ul, 1000 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

8-Kanal-Pipette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kihlschrank, 4 °C

MS-Laborgerate, Wiesloch, Deutschland

Lichtmikroskop Axiovert

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Light cycler LC480

Roche, Penzberg, Deutschland

Megafuge 1. OR

Heraeus, Hanau, Deutschland

Neubauer Zahlkammer Improved

Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim/Rhon,
Deutschland

Pipettierhilfe Pipet Boy

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Deutschland

Pipette serologisch advant 2, 5, 10, 25,
50 ml

Costar Corning, Tewksbury, Massachusetts, USA

Sterilbank Hera Save

Kendro Laboratory Products, Langenselbold,
Deutschland

Sysmex KX21-N

Sysmex, Norderstedt, Deutschland

1.5 ml tube shaker Themomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vakuum Absaugsystem Vacusafe
Comfort

IBS - INTEGRA Biosciences, Biebertal,
Deutschland
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Gerat Hersteller
Vortex Mixer Fisher, Sientific, Pittsburgh, Pennsylvania, USA
Wasserbad Memmert, Schwabach, Deutschland

Zentrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge 5804R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

3.1.2. Verbrauchsmaterial

Tabelle 17: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller

Cell Counter Slides

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Combitips Plus, 5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Deckglaser 22 x 22 mm

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Deutschland

FACS-Rohrchen, 5 ml

BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Falcon-Roéhrchen, 15 ml, 50 ml

BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Glaspipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

Corning Incorporated, Corning, New York, USA

Handschuhe Micro-Touch

Ansell, Brissel, Belgien

Light cycler 480 Multiwell Platte 96

Roche, Penzberg, Deutschland

Light cycler 480 Sealing Foil

Roche, Penzberg, Deutschland

MAHA S4510 Millipore MultiScreen-
HA, 0,45 ym, transparent, steril

Millipore, Billerica, Massachusetts, USA

NH4-Heparin Monovette 9 ml

Sarstedt, NUrnberg, Deutschland

PP-Microplate, 8, 24, 95 well U-Form

Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Reaktionsgefale, 0,5 ml, 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sterilfilter, 30 ym

Partec, Jettingen-Scheppach, Deutschland

96 well-Platten, 8, 24, 96 well
Flachboden

Corning Incorporated, Corning, New York, USA
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3.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 18: Auflistung der verwendeten Chemikalien.

Bezeichnung

Hersteller

ABTS

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

ABTS Buffer

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Aqua bidest, zweifach destilliertes Wasser

Bovines Serumalbumin (BSA)

Invitrogen/Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA

Ethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Ficoll-Medium 1.077 g/ml

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Isotone Kochsalzlésung

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Invitrogen/Gibco, Carlsbad, Kalifornien, USA

RNase free water

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

RPMI 1640 Medium

Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Strepavidin

Sigma-Aldrich, Mlinchen, Deutschland

Tween 20 (Polyoxyethylen-Sorbitan-
Monolaureat)

Sigma-Aldrich, Mlinchen, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H,O,) 30 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

3.1.4. Kits und Assays

Tabelle 19: Auflistung der verwendeten Kits.

Kit

Hersteller

AEC Staining Kit

Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland

Bio-PlexTM Cytokine Assay

Analyte: IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10,
IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFNy,

MCP-1 (MCAF), MIP-1, TNFa.

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornien, USA

Standard Stock Solution BAFF-ELISA

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
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3.1.5. Puffer

Tabelle 20: Auflistung und Zusammensetzung der verwendeten Puffer.

Puffer Zusammensetzung
Blockierldsung BAFF-ELISA PBS

2 % BSA
Blockierlésung ELISpot PBS

1 % BSA
ELISpot dilution buffer PBS

1 % BSA

PBS-Puffer

137 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM Natriumhydrogenphosphat
2 mM Kaliumhydrogenphosphat

Verdinnungspuffer BAFF-ELISA | PBS
0,05 % Tween 20
0,5 % BSA
Waschlésung ELISpot PBS

0,25 % Tween 20

Waschpuffer BAFF-ELISA

PBS
0,05 % Tween 20
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3.1.6. Antikorper

Tabelle 21: Auflistung der verwendeten primaren und sekundaren Antikorper.

Antikorper

Spezies-Spezifitait

Hersteller

Anti-human BAFF 1gG

recombinant,
expressed in E. coli

Sigma-Aldrich, St. Louis, Mississippi, USA

Anti-mouse IgG

mouse, Maus

Rockland Inc., Limerick, Pennsylvania,
USA

Anti-rabbit 1IgG

rabbit, Kaninchen

Rockland Inc., Limerick, Pennsylvania,
USA

CD19 mouse, Maus BioLegend, London, United Kingdom
CD27 mouse, Maus BioLegend, London, United Kingdom
CD38 mouse, Maus BioLegend, London, United Kingdom
CD138 mouse, Maus BioLegend, London, United Kingdom
HLA-A2 mouse, Maus BioLegend, London, United Kingdom
HLA-BS rabbit, Kaninchen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

HLA Class | BW6

rabbit, Kaninchen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

IgA

goat, Ziege

Sigma-Aldrich, St. Louis, Mississippi, USA

IgA Fc, APC-gekoppelt

mouse, Maus

BioLegend, London, United Kingdom

IgE

goat, Ziege

Sigma-Aldrich, St. Louis, Mississippi, USA

IgG

goat, Ziege

Sigma-Aldrich, St. Louis, Mississippi, USA

IgG Fc, APC-gekoppelt

mouse, Maus

BioLegend, London, United Kingdom

IgM

goat, Ziege

Sigma-Aldrich, St. Louis, Mississippi, USA

IgM Fc, APC-gekoppelt

mouse, Maus

BioLegend, London, United Kingdom

Lineage Antikorper-
Cocktail (CD3, CD14,

CD16, CD19, CD20, CD56)

mouse, Maus

BioLegend, London, United Kingdom
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3.1.7. Software

Tabelle 22: Auflistung der verwendeten Software.

Software Hersteller

Endnote X9 Thomson Reuters, New York, USA

FlowJo FlowJo LLC, Ashland, Oregon, USA

GraphPad Prism GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornien, USA
ImmunoSpot 3 CTL Europe GmbH, 53225 Bonn, Deutschland

Light Cycler Software 480 Roche, Penzberg, Deutschland

MS Office Microsoft, Redmond, Washington, USA

SPSS Version 25 IBM SPSS Statistics, Armonk, New York, USA

3.2. Methoden

3.2.1. Studiendesign und Patientencharakteristika

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Primarproben, sowie die personen-
bezogenen Daten von insgesamt 10 Patienten mit hamatologischen Grund-
erkrankungen untersucht. Alle Patienten wurden vor Beginn der Analysen Uber
die geplante Verwendung der Proben informiert und stimmten der wissen-
schaftlichen Verwendung der Blutproben, ebenso wie der Verwendung der
klinischen Daten, schriftich zu. Wahrend der Recherchearbeiten wurde aus-
schliellich auf vorbestehende, eigene personenbezogenen Daten des
Universitatsklinikums TUbingen zugegriffen. Diese Studie wurde von der Ethik-
kommission an der Medizinischen Fakultat der Eberhard-Karls-Universitat und

am Universitatsklinikum TUbingen genehmigt.

Insgesamt wurden 10 Patienten mit hamatologischen Grunderkrankungen, bei
denen eine haploidente Stammzelltransplantation mit CD3- und CD19-depletier-
ten Stammzellpraparaten am Universitatsklinikum Tudbingen durchgefuhrt
wurde, in die primaren Analysen und Auswertungen eingeschlossen. Drei
Patienten wurden aufgrund von fehlenden konsekutiven Daten von der

abschlieBenden Auswertung ausgenommen. Patient 8, weiblich, 51 Jahre alt
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zum Zeitpunkt der Transplantation, mit der Diagnose einer akuten myeloischen
Leukamie (AML-M1) musste an Tag 65 post fransplantationem bei einem
primaren Transplantatversagen ausgeschlossen werden. Patient 9, mannlich,
57 Jahre alt zum Zeitpunkt der Transplantation, mit einer AML-M2 wurde an
Tag 30 nach der Transplantation ebenfalls aufgrund eines primaren
Transplantatversagen aus der abschlielRenden Auswertung herausgenommen.
Patient 10, mannlich, 39 Jahre alt zum Zeitpunkt der Transplantation, mit der
Diagnose einer AML-M5 verstarb an Tag 10 nach der Transplantation im
Rahmen eines septischen Schocks. Auch die Daten dieses Patienten wurden

daher von der abschlieRenden Auswertung ausgenommen.

Bei den verbleibenden 7 Patienten erfolgte mit Beginn der stationaren
Aufnahme auf die Transplantationsstation (entsprechend Tag -7) eine
wochentliche Abnahme von 10 ml Vollblut (siehe Abb. 11). Die Daten zur
Regeneration der Gesamtleukozyten, Lymphozyten und Granulozyten wurden
aus der abteilungsspezifischen Analyse des Blutbilds (Sysmex) entnommen.
Die Chimarismusanalysen wurden der personenbezogenen Datenbank des

Universitatsklinikums Tubingen entnommen.

Haploidente CD3 /CD19
depletierte
Stammzelltransplantation

Melphalan
(140 mg/m? an Tag -8)
Thiotepa
Konditionierung: ~ (70mg/kganTag -7)
Fludarabin
(40 mg/m? Tag -6 bis -3)

> Vv

Anti-CD3 OKT3

\4

v

Tage: -8 -3 0 +7 +14 +21 +28 +35 > +180

Probenentnahme: T T T T T T T T T

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Probenentnahmen.

—
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Im Folgenden ist die Krankengeschichte der 7 ausgewerteten Patienten mit

Diagnosen und klinischem Verlauf tabellarisch aufgefuhrt.
Patient 1:

Bei dieser Patientin erfolgte die Erstdiagnose einer akuten myeloischen
Leukéamie M2 im Dezember 2006. Zu diesem Zeitpunkt ist die Patientin 45
Jahre alt. Die Zytogenetik zeigte eine Translokation t(7;21).

Tabelle 23: Tabellarische Aufstellung des Krankheitsverlaufs sowie der erhaltenen
Therapielinien der Patientin Nummer 1.

12/2006 — 01/2007 | 2 Zyklen Induktionstherapie mit Cytarabin, Daunorubicin im Rahmen
der AML-CG 2000-Studie mit Erreichen einer CR nach einem Zyklus.

02/2007 — 06/2007 | 3 Zyklen Konsolidierungstherapie mit Cytarabin mit Erreichen einer
CR.

08/2007 1. Rezidiv

08/2007 — 10/2007 | 2 Zyklen Fludarabin, Cytarabin, Idarubicin mit Erreichen einer CR.

12/2007 — 01/2008 | Erhaltungstherapie mit Cytarabin, Thioguanin bzw.
Cyclophosphamid mit Erreichen einer CR.

02/2008 2. Rezidiv

02/2008 — 03/2008 | Induktionstherapie mit Fludarabin, Cytarabin, Idarubicin.

03/2008 Haploidente Stammzelltransplantation:
Spender: Bruder, 38 Jahre alt.

Zellzahl: 4,3 x 10° CD34+ Zellen/kg Kdrpergewicht, CD3/CD19
depletiert.

Blutgruppe: Empfanger 0 Rh+, Spender 0 Rh+.

CMV-Status: Empfanger negativ, Spender positiv.
Toxoplasmose-Status: Empfanger positiv.

HLA-Status: Haploident.

Konditionierung: Fludarabin, Thiotepa, Melphalan.
GvHD-Prophylaxe: OKT-3 5 mg Tag -5 bis +14.

GvHD: Haut Grad 2, Leber Grad 0, Darm Grad 0, Gesamtgrad 1.

Komplikationen: Asymptomatische HHV6-Infektion, protrahierte
abdominelle Schmerzen unklarer Genese.

bis aktuell Anhaltende Remission.
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Patient 2:

Die zweite Patientin erhielt die Erstdiagnose einer akuten myeloischen
Leukamie im Marz 2006, analog der FAB-Klassifikation erfolgte eine Zuordnung
zu M1. Zu diesem Zeitpunkt ist die Patientin 48 Jahre alt. Molekulargenetisch
erfolgte der Nachweis einer CEBPA-Mutation.

Tabelle 24: Tabellarische Aufstellung des Krankheitsverlaufs sowie der erhaltenen
Therapielinien der Patientin Nummer 2.

03/2006 — 06/2006 | 2 Zyklen Induktionstherapie mit Cytarabin, Idarubicin, Etoposid, All-
Trans-Retinoinsdure und Valproinsaure im Rahmen der AML-SG-
07/04-Studie mit Erreichen einer CR nach zwei Zyklen.

07/2006 — 12/2006 | 3 Zyklen Konsolidierungstherapie mit Cytarabin und All-Trans-
Retinoinsaure mit Erreichen einer CR.

03/2007 1. Rezidiv

03/2007 — 04/2007 | Therapie analog GO-A-HAM-Schema (Gemtuzumab Ozogamicin, All-
Trans-Retinoinsdure, hochdosiertes Cytarabin, Mitoxantron).

05/2007 Fremdallogene Stammzelltransplantation:
Spender: DKMS.

Zellzahl: 8,74 x 10° CD34+ Zellen/kg Korpergewicht.
Blutgruppe: Empfanger 0 Rh+, Spender A Rh+.
CMV-Status: Empfanger positiv, Spender negativ.
Toxoplasmose-Status: Empfanger negativ.

HLA-Status: identisch.

Konditionierung: Busulfan, Cyclophosphamid.
Komplikationen: Mukositis Grad 2, Fieber in Aplasie.

02/2008 2. Rezidiv

03/2008 Induktionstherapie mit Fludarabin, Cytarabin, Idarubicin
mit Nachweis einer Blastenpersistenz.

03/2008 — 04/2008 | Salvagetherapie mit Clofarabin und Cytarabin mit Erreichen einer CR.

04/2008 Haploidente Stammzelltransplantation:
Spender: Sohn, 30 Jahre alt.

Zellzahl: 8,04 x 10° CD34+ Zellen/kg Koérpergewicht, CD3/CD19
depletiert.

Blutgruppe: Empféanger 0 Rh+, Spender 0 Rh+.
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CMV-Status: Empfénger negativ, Spender negativ.

Toxoplasmose-Status: Empfanger positiv.

HLA-Status: Haploident.
Konditionierung: Clofarabin, Thiotepa, Melphalan.
GvHD-Prophylaxe: OKT-3 5 mg Tag -3 bis +11.

GvHD: Haut Grad 2, Gesamtgrad 1.
GvHD-Therapie: Prednisolon, Tacrolimus.

Komplikationen: Sepsis mit Nachweis von Streptococcus sanguinis in
der Blutkultur, rezidivierende abdominelle Schmerzen, transfusions-
refraktdre Thrombozytopenie bei HLA-Antikérpern, Reaktion auf OKT-3,
Reaktion auf die Transplantation mit Blutdruckabfall, Bradykardie,
Hitzewallungen und Kribbelparasthesien, BK-Virusinfektion, HHV6-
Reaktivierung, Mukositis Grad 4 und Diarrhoen mit parenteraler
Ernéhrung, Capillary-Leak-Syndrom mit Odemen, Voriconazol-Toxizitat
mit Halluzinationen, vendse okklusive Leberkrankheit (hepatic veno-
occlusive disease, VOD) mit Therapie mit Defibrotide,
Durchgangssyndrom, akutes Nierenversagen, Schmerzen in der rechten
Hufte und dem rechten Bein ohne morphologisches Korrelat.

bis aktuell Anhaltende Remission.

Patient 3:

Die Erstdiagnose einer akuten myeloischen Leukamie M5 analog der FAB-
Klassifikation wurde bei der Patientin im August 2006 gestellt. Zu diesem Zeit-
punkt ist die Patientin 37 Jahre alt.

Tabelle 25: Tabellarische Aufstellung des Krankheitsverlaufs sowie der erhaltenen
Therapielinien der Patientin Nummer 3.

08/2006 — 09/2006 | 2 Zyklen Induktionstherapie mit Cytarabin, Daunorubicin mit
Erreichen einer CR.

10/2006 1. Zyklus Konsolidierungstherapie mit Cytarabin.

11/2006 Hysterektomie und fraktionierte Abrasio bei initialer Endometrium-
infiltration ohne Nachweis der AML im Resektat.

01/2007 2. Zyklus Konsolidierungstherapie mit Cytarabin.

03/2007 1. Rezidiv

03/2007 — 04/2007 | Systemtherapie mit Cytarabin, Fludarabin, Mitoxantron.
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05/2007

Fremdallogene Stammzelltransplantation:
Spender: DKMS.

Zellzahl: 5,18 x 10° CD34+ Zellen/kg Korpergewicht.
Blutgruppe: Empfanger B Rh+, Spender A Rh+.
CMV-Status: Empfanger negativ, Spender negativ.
Toxoplasmose-Status: Empfanger negativ.

HLA-Status: identisch.

Konditionierung: Ganzkérperbestrahlung (total body irradiation, TBI),
Cyclophosphamid.

GvHD-Prophylaxe: Ciclosporin A, Methotrexat, Mycophenolatmofetil.

02/2008

2. Rezidiv

03/2008

Induktionstherapie mit Cytarabin, Fludarabin, Mitoxantron mit
Erreichen einer CR.

04/2008

Haploidente Stammzelltransplantation:
Spender: Bruder, 42 Jahre alt.

Zellzahl: 7,1 x 10° CD34+ Zellen/kg Korpergewicht, CD3/CD19
depletiert.

Blutgruppe: Empfanger B Rh+, Spender 0 Rh+.
CMV-Status: Empfanger negativ, Spender negativ.

Toxoplasmose-Status: Empfanger negativ.

HLA-Status: Haploident.
Konditionierung: Fludarabin, Thiotepa, Melphalan.
GvHD-Prophylaxe: OKT-3 5 mg Tag -5 bis +14.

GvHD: Haut Grad 0, Leber Grad 0, Darm Grad 0, Gesamtgrad 0.
Komplikationen: Capillary-Leak-Syndrom.

bis aktuell

Anhaltende Remission.

Patient 4:

Im Januar 2007 wurde bei dieser Patientin die Erstdiagnose einer akuten
myeloischen Leukdmie M2 analog der FAB-Klassifikation gestellt. Zu diesem

Zeitpunkt ist die Patientin 38 Jahre alt. Molekulargenetisch erfolgte der

Nachweis einer NPM1-Mutation.
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Tabelle 26: Tabellarische Aufstellung des Krankheitsverlaufs sowie der erhaltenen
Therapielinien der Patientin Nummer 4.

01/2007 — 02/2007 2 Zyklen Induktionstherapie mit Cytarabin, Daunorubicin im
Rahmen der AML 2003-Studie der DSIL mit Erreichen einer CR.

04/2007 1. Zyklus Konsolidierungstherapie mit Cytarabin und
Mitoxantron sowie Sammlung von peripheren Blutstammzellen
(peripheral blood stem cells, PBSC).

05/2007 Autologe Transplantation von Stammzellen nach einer Konditio-
nierung mit Busulfan und Cyclophosphamid.

03/2008 1. Rezidiv

04/2008 Salvagetherapie mit Cytarabin, Mitoxantron, Gemtuzumab
Ozogamicin (analog Go-HAM-Protokoll).

06/2008 Haploidente Stammazelltransplantation:
Spender: Bruder, 35 Jahre alt.

Zellzahl: 13,4 x 10° CD34+ Zellen/kg Korpergewicht, CD3/CD19
depletiert.

Blutgruppe: Empfanger 0 Rh+, Spender 0 Rh+.
CMV-Status: Empfanger positiv, Spender negativ.

Toxoplasmose-Status: Empfanger positiv.

HLA-Status: Haploident.

Konditionierung: Fludarabin, Thiotepa, Melphalan.
GvHD-Prophylaxe: OKT-3 5 mg Tag -5 bis +14.

GvHD: Haut Grad 1, Leber Grad 0, Darm Grad 0, Gesamtgrad 1.

Komplikationen: Fieber in Aplasie, Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhoe
mit Notwendigkeit der passageren parenteralen Ernahrung.

07/2008 und 11/2008 | Gabe von Spenderlymphozyten (donor lymphocyte infusion, DLI) bei
autologem Zellanteil im peripheren Blut groRer 10%.

bis aktuell Anhaltende Remission.

Patient 5:

Bei dieser Patientin erfolgte die Erstdiagnose einer akuten myeloischen Leuka-
mie M2 analog der FAB-Klassifikation im Juni 2007. Zu diesem Zeitpunkt ist die
Patientin 27 Jahre alt.
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Tabelle 27: Tabellarische Aufstellung des Krankheitsverlaufs sowie der erhaltenen
Therapielinien der Patientin Nummer 5.

06/2007 — 07/2007 | 2 Zyklen Induktionstherapie mit All-Trans-Retinoinséaure,
Idarubicin, Cytarabin, Etoposid im Rahmen der AMLSG-07/04-Studie.

09/2007 — 11/2007 | 3 Zyklen Konsolidierungstherapie mit Erreichen einer CR.

02/2008 Rezidiv

02/2008 Einschluss der Patientin in die AMLSG-R1-Studie.

1 Zyklus Induktionstherapie mit Imatinib, Mitoxantron, Topotecan,
Cytarabin.

Abbruch bei Unvertraglichkeit und Nichtansprechen.

03/2008 Salvagetherapie mit Clofarabin, Cytarabin mit Nachweis einer
Blastenpersistenz.

04/2008 Haploidente Stammzelltransplantation:
Spender: Schwester, 27 Jahre alt.

Zellzahl: 5,84 x 10° CD34+ Zellen/kg Korpergewicht, CD3/CD19
depletiert.

Blutgruppe: Empfanger B Rh+, Spender B Rh+.
CMV-Status: Empfanger positiv, Spender positiv.
Toxoplasmose-Status: Empfanger positiv.

HLA-Status: Haploident.

Konditionierung: Clofarabin, Thiotepa, Melphalan.
GvHD-Prophylaxe: OKT-3 5 mg Tag -3 bis +12.
GvHD: Haut Grad 3, Leber Grad 0, Darm Grad 0, Gesamtgrad 2.

GvHD-Therapie: Prednisolon, Tacrolimus, Mycophenolatmofetil.

Komplikationen: Fieber in Aplasie, Sepsis mit Nachweis von
Staphylococcus epidermidis in der Blutkultur, Hickman-Katheter-
Infektion, Abszess im Bereich der Mohrenheimgrube, Ubelkeit und
Erbrechen mit verzogertem Kostaufbau.

2009 — 2012 Multiple Vorstellungen ambulant und stationar bei verschiedenen
Infekten.
02/2013 Erstdiagnose eines hepatisch und lymphonodular metastasierten

neuroendokrinen Karzinoms des gastroenteropankreatischen System;
Proliferationsmarker Ki-67 bis 90 % messend.

Systemtherapie mit Carboplatin und Etoposid.

02/2014 Therapiefortsetzung im Sinne eines best supportive care (BSC)
heimatnah.
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Patient 6:

Im August 2006 erfolgte bei dieser Patientin die Erstdiagnose einer akuten
myeloischen Leukamie M2 analog der FAB-Klassifikation. Zu diesem Zeitpunkt
ist die Patientin 23 Jahre alt. Die Zytogenetik zeigte eine Translokation t(8;21)
(022922) und eine Deletion del(11) (913922).

Tabelle 28: Tabellarische Aufstellung des Krankheitsverlaufs sowie der erhaltenen
Therapielinien der Patientin Nummer 6.

09/2006 — 10/2006 | 2 Zyklen Induktionstherapie mit All-Trans-Retinoinsaure, Idarubicin,
Cytarabin, Etoposid im Rahmen der AMLSG-07/04-Studie. Erreichen
einer CR.

11/2006 — 02/2007 | 3 Zyklen Konsolidierungstherapie, weiterhin CR.

07/2007 1. Rezidiv

07/2007 Einleitung einer Systemtherapie nach A-HAM-Protokoll gemaR der
AML-04/05-Studie (ohne Go) mit All-Trans-Retinoinsaure, hoch-
dosiertem Cytarabin, Mitoxantron.

08/2007 Therapie mit Litalir bei Regeneration mit Blasten.

08/2007 Fremdallogene Stammzelltransplantation:

Spender: Schwester, 25 Jahre alt.

Zellzahl: Unbekannt, da Transplantation extern erfolgt.

Blutgruppe: Empfanger A Rh+, Spender A Rh+.

CMV-Status: Empfanger negativ, Spender negativ.
Toxoplasmose-Status: Unbekannt, da Transplantation extern erfolgt.

HLA-Status: identisch.

Konditionierung: Busulfan, Cyclophosphamid.
GvHD-Prophylaxe: Ciclosporin A, Methotrexat.

GvHD: Keine.

GvHD-Therapie: Keine.

Komplikationen: Fieber in Neutropenie, Schmerzen linke Leiste und
rechte Axilla bei Lymphknotenschwellung, Obstipation, Ubelkeit und
Erbrechen, Flankenschmerzen unter Cyclophosphamid, hdmorrhagische
Zystitis, Harnstau Grad 2 rechts, HSV-Mukositis, VRE (Vancomycin-
resistente Enterokokken)-Infektion, Hautexanthem, Clostridium difficile
Enteritis.

09/2007 CR, kompletter Donorchimarismus.

12/2007 Gemischter Chimarismus. Absetzen von Ciclosporin A. Einmalige Gabe
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von Donorlymphozyten, anschlieRend kompletter Donorchimarismus.

01/2008 2. Rezidiv mit 8 % Blasten in der Knochenmarkspunktion, einem
gemischten Chimarismus im peripheren Blut und einer Ummauerung der
liakalgefaRRe und des Ureters links sowie Affektion der Nervenwurzeln
S1 und S2 durch Chlorome.

Mehrmaliger frustraner Versuch der Applikation einer intrathekalen
Tripletherapie (Cytarabin, Dexamethason, Methotrexat).

01/2008 Salvagetherapie mit Cytarabin und Cladribin.

04/2008 Haploidente Stammzelltransplantation:
Spender: Bruder, 26 Jahre alt.

Zellzahl: 11,44 x 10° CD34+ Zellen/kg Korpergewicht, CD3/CD19
depletiert.

Blutgruppe: Empfanger A Rh+, Spender A Rh+.
CMV-Status: Empfanger positiv, Spender negativ.
Toxoplasmose-Status: Empfanger positiv.

HLA-Status: Haploident.

Konditionierung: Clofarabin, Thiotepa, Melphalan.
GvHD-Prophylaxe: OKT-3 5 mg Tag -5 bis +14.
GvHD: Haut Grad 2, Leber Grad 0, Darm Grad 0, Gesamtgrad 1.

GvHD-Therapie: Keine.

Komplikationen: Ubelkeit und Erbrechen, hdmorrhagische Zystitis bei
JC-Virusinfektion und Harnaufstau, Fieber in Aplasie, Clostridium
difficile-Enteritis.

04/2008 — 08/2008 | 3-malige intrathekale prophylaktische Gabe von Depocyte
(Cytarabin).

06/2008 Perkutane Bestrahlung der abdominellen Chlorom-Residuen.

06/2008 Nachweis einer EBV-assoziierten lymphoproliferativen Erkrankung
in zervikalen Lymphknoten und der Tonsille.

07/2008 — 08/2008 | 4 Gaben Rituximab.

11/2008 3. Rezidiv
Therapiefortsetzung im Sinne eines BSC.

Patient 7:

Die Erstdiagnose eines Plasmozytoms IgG lambda, entstanden aus einer
monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz, wurde bei diesem Patienten

im August 2005 gestellt. Zu diesem Zeitpunkt ist der Patient 48 Jahre alt.
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Tabelle 29: Tabellarische Aufstellung des Krankheitsverlaufs sowie der erhaltenen
Therapielinien des Patienten Nummer 7.

02/2006 — 03/2006 | Radiatio einer Osteolyse der 8. Rippe links.

07/2006 — 09/2006 | Dexamethason-StoBtherapie bei Ubergang des Plasmozytoms in ein
Stadium lll nach Salmon/Durie.

AnschlieRend Induktion mit Bortezomib, Dexamethason,
Cyclophosphamid tiber 3 Zyklen im Rahmen der DSMM Xla-Studie
(1 Zyklus im Rahmen der Velcade-Studie, bei Leukopenie 4. Grades
Studienabbruch).

10/2006 Systemtherapie mit IEV (Ifosfamid, Epirubicin, Etoposid) und
anschlieBRende Stammzelimobilisierung.

11/2006 1. Zyklus Hochdosis-Melphalan und autologe Stammzell-
transplantation.

01/2007 2. Zyklus Hochdosis-Melphalan und autologe Stammzell-
transplantation.

01/2008 — 04/2008 | 4 Zyklen Bortezomib und Dexamethason.

04/2008 — 07/2008 | 4 Zyklen Lenalidomid, Doxorubicin und Dexamethason.

08/2008 Haploidente Stammzelltransplantation:
Spender: Sohn, 24 Jahre alt.

Zellzahl: 6,08 x 10° CD34+ Zellen/kg Korpergewicht, CD3/CD19
depletiert.

Blutgruppe: Empfanger A Rh+, Spender A Rh+.
CMV-Status: Empfanger negativ, Spender negativ.

Toxoplasmose-Status: Empfanger positiv.

HLA-Status: Haploident.

Konditionierung: Fludarabin, Thiotepa, Melphalan.
GvHD-Prophylaxe: OKT-3 5 mg Tag -5 bis +14.

GvHD: Haut Grad 0, Leber Grad 0, Darm Grad 0, Gesamtgrad 0.

GvHD-Therapie: Keine.

Komplikationen: Fieber in Aplasie, atypische Pneumonie, idiopathisches
Pneumonie-Syndrom (Therapie mit Enbrel/Steroiden), Ubelkeit und
Erbrechen unter Chemotherapie, Blutungsneigung in Thrombozytopenie,
akute Nierenschadigung.

08/2009 — 09/2009 | Radiotherapie von HWK 5 — BWK 3.

09/2009 Systemtherapie mit Lenalidomid und Dexamethason,

10/2009 Radiotherapie der 7. Rippe rechts.
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07/2010 — 12/2010 | Chemotherapie nach RVCD-Protokoll (Lenalidomid, Bortezomib,
Dexamethason, Cyclophosphamid). Im Verlauf Abbruch von
Bortezomib bei schwerer progredienter Polyneuropathie.

01/2011 Therapiefortsetzung im Sinne eines BSC.
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3.2.2. Isolation von mononuklearen Zellen (PBMC) aus Patienten-
proben

Die Blutentnahme erfolgte bei den oben genannten Patienten nach dem in
Abbildung 11 dargestellten Schema einmal wochentlich mit Beginn jeweils eine
Woche vor der geplanten haploidenten Transplantation. Dabei wurden je
Abnahmetag 10 ml vendses Blut gewonnen. Hierfir wurden NH4-Heparin-
Monovetten verwendet. Die Blutproben der Patienten wurden direkt nach der
Abnahme zugig bearbeitet. Die Probenrohrchen wurden zunachst bei 1200 rpm
und 4 °C 6 Minuten lang zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Serum
abpipettiert, noch einmal unter den selben Bedingungen zentrifugiert und dann
fur weitere Analysen (Luminex Multiplex Assay und Immunoglobulin Bead
Array) bei -20 °C aufbewahrt. Die verbleibende zellulare Fraktion wurde
anschlieBend mit PBS auf insgesamt 8 bis 10 ml aufgefullt. Dann wurde Ficoll-
Medium (4 ml) in 15 ml Falcons vorgelegt. Das Ficoll-Medium wurde langsam
mit der mit PBS verdlinnten zellularen Fraktion der Blutprobe Uberschichtet. Es
erfolgte dann eine erneute Zentrifugation bei 2000 rpm und Raumtemperatur
ohne Bremse fur 20 Minuten. Aufgrund der Dichte des Ficoll-Mediums von
1,077 g/ml wird eine Separation der Blutbestandteile gemal ihrer spezifischen
Dichte ermoglicht [458,459]. Ficoll-Medium besitzt eine gréRere Dichte als
Lymphozyten und Monozyten und eine geringere Dichte als Erythrozyten und
die meisten Granulozyten. Nach der Zentrifugation befindet sich daher
zwischen der obersten Schicht, welche sich aus verbliebenem Blutplasma und
Thrombozyten zusammensetzt, und dem Ficoll-Medium eine Schicht, die
Lymphozyten und Monozyten enthalt [458,459]. Unterhalb des Ficoll-Mediums
befinden sich nach der Zentrifugation die Erythrozyten sowie die meisten
Granulozyten [458,459]. Die die Lymphozyten und Monozyten enthaltende
Interphase wurde mit einer 2 ml Pipette abgenommen und in neues Falcon
uberfuhrt. Das Zellpellet aus der Interphase wurde dann insgesamt viermal mit
ca. 10 ml PBS gewaschen (Einstellung der Zentrifuge 1200 rpm, 4 °C, 6
Minuten).

Die Anzahl der so gewonnenen Zellen wurde mit einer Neubauer Zahlkammer

bestimmt. Hierfir wurden 10 ul der Suspension aus gewonnenen Zellen und
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PBS zwischen die Neubauer Zahlkammer und ein Deckglas pipettiert. Sofern
Newtonringe, als Zeichen einer richtigen Befullung der Kammer sichtbar
wurden, erfolgte eine Auszahlung der Zellen unter dem Mikroskop. Das
Mikroskop wurde dabei so eingestellt, dass die Einteilungslinien der Kammer
sichtbar wurden. Es wurden vier der groRen Quadrate der Neubauer
Zahlkammer hinsichtlich der enthaltenen Zellen ausgezahlt. Die Zellzahl der

Zellsuspension wurde dann nach der folgenden Formel ermittelt:

Anzahl gezahlte Zellen aus vier grofden Quadraten x 10
4

Zellzahl pro pl Suspension =

Die Zellen aus der Suspension wurden nach der Zahlung aufgeteilt und fir den
im Folgenden beschriebenen ELISpot-Assay sowie flur durchflusszytometrische

Analysen, welche ebenfalls noch beschrieben werden, weiterverwendet.

3.2.3. Nachweis Antikorper-sezernierender Zellen mittels ELISpot-
Assay

Der B-Zell-ELISpot-Assay (Enzyme Linked Immuno Spot Assay, kurz Elispot)
dient zur Quantifizierung Antikorper-sezernierender Zellen [458,459]. Prinzipiell
gibt es zwei verschiedene Wege zur Durchfuhrung des B-Zell-Elispots
[458,459]. Beim ersten Weg wird ein spezifisches Antigen am Boden einer 96-
Well-Platte fixiert [458,459]. AnschlieRend erfolgt die Hinzugabe von Antikoérper-
produzierenden Zellen [458,459]. Die durch diese Zellen in einem definierten
Inkubationszeitraum produzierten Antikorper kdnnen durch einen biotinylierten
Antikérper vom IgG-Typ und Streptavidin sichtbar gemacht werden [458,459].
Die dabei entstehenden Punkte koénnen anschlieRend ausgezahlt werden
[458,459]. Beim zweiten Weg wird die 96-Well-Platte mit einem Capture-
Antikorper inkubiert, welcher spezifisch gegen die Immunglobulinsubtypen IgA,
IgE, 1gG oder IgM gerichtet ist [458,459]. Anschliellend werden die Antikorper-
produzierenden Zellen hinzugeben [458,459]. Die durch diese Zellen
produzierten Antikorper werden durch Hinzugabe eines weiteren biotinylierten
Antikorpers (sogenannter Detection-Antikdrper) gebunden und anschliel3end

mit Streptavidin sichtbar gemacht [460].
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In dieser Arbeit wurde ein Teil der isolierten PBMCs je Patient und Abnahmetag
zur Durchfuhrung eines B-Zell-Elispots verwendet. Hierfur wurden MAHA
S4510 Platten von Millipore mit Capture-Antikorpern inkubiert. Die Capture-
Antikdrper, welche spezifisch gegen die p-Kette humaner IgM-Antikérper oder
gegen die a-Kette humaner IgA-Antikorper oder gegen die y-Kette humaner
IgG-Antikorper gerichtet sind, wurden hierfir auf 5 yug pro 1 ml mit PBS
verdinnt. 70 yl dieser Suspension aus dem jeweiligen Capture-Antikérper und
PBS wurden anschliel3end in jedes well der MAHA S4510 Platten pipettiert und
diese fir 2 Stunden bei Raumtemperatur oder bei 4 °C Uber Nacht inkubiert.
Nachfolgend wurde die Platte insgesamt dreimal mit 200 yl PBS pro well
gewaschen. Der Puffer wurde dabei durch Invertieren und vorsichtiges Klopfen
von der Platte entfernt. Danach wurden 200 ul einer Blockierldsung bestehend
aus PBS und 1 % BSA in jedes well pipettiert. Die Inkubation der Blockierldsung
erfolgte Uber 30 Minuten bei 37 °C im Brutschrank. Nach der Entfernung der
Blockierlosung durch Invertieren und vorsichtiges Klopfen der Platte auf Papier
wurde jedes well mit 100 ul Zellkulturmedium (RPMI mit FCS) vorinkubiert.
AnschlielRend wurden die Zellen in unterschiedlicher Konzentration (100.000,
20.000, 4.000, 800) pro 100 ul PBS in die wells hinzugegeben. Ein well mit
jeweils einem der verschiedenen Capture-Antikorper wurde als Negativkontrolle
freigelassen. Die Inkubation der Platte erfolgte nach der Hinzugabe der PBMCs
bei 37 °C Uber Nacht im Brutschrank. Nach Beendigung der Inkubation wurde
die Platte insgesamt viermal je well mit 200 yl PBS plus 0,25 % Tween 20
gewaschen und anschliellend weitere viermal mit 200 pyl PBS je well alleine.
Danach wurde die Platte Uber 5 Minuten bei Raumtemperatur unter der
Sterilbank mit Aqua bidest inkubiert. Im Anschluss wurde der Detection-
Antikdrper 1:2000 in ELISpot dilution buffer (bestehend aus PBS und 1 % BSA)
verdunnt mit je 70 pl in jedes well pipettiert. Die Inkubation des Detection-
Antikorpers erfolgte Uber 2 Stunden bei Raumtemperatur. Die den Detection-
Antikorper enthaltende Suspension wurde nach zwei Stunden durch Invertieren
von der Platte entfernt. Die Platte wurde im Anschuss erneut viermal mit 200 pl
PBS plus 0,25 % Tween 20 pro well und danach dreimal mit 200 yl PBS pro
well gewaschen. Es wurde dann Streptavidin 1:400 in ELISpot dilution buffer

109



Material und Methoden

verdinnt mit 70 yl pro well auf die Platte gegeben und fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Strepavidin wurde nach einer Stunde durch
Invertieren der Platte entfernt und danach viermal nach dem bereits bekannten
Schema mit PBS und 0,25 % Tween 20 und dreimal mit PBS gewaschen.
Zuletzt wurde die Platte mit 70 pl pro well AEC bei Dunkelheit gefarbt bis die
unterschiedlichen Spots erkennbar wurden. Dies dauerte in der Regel bis zu 30
Minuten. Die AEC-Farbelésung wurde durch Invertieren der Platte entfernt. Die
Platte wurde danach grundlich mit Leitungswasser abgewaschen. Die Analyse
der Spots auf der Platte erfolgte nachdem die Platte komplett getrocknet war
mittels eines Elispotreaders (ELISPOT reader Immunospot Analyzer, CTL

Analyzers LLC, Cleveland, OH, USA) und der Immunospot 3 Software.

3.2.4. Nachweis von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Ioslichen
Antikorpern mittels Luminex Multiplex Assay

Der Luminex-Assay als spezifischer Multiplex-Assay beschreibt ein Verfahren,
welches die Erkennung und Quantifizierung multipler Molekule, wie Zytokine,
Wachstumsfaktoren oder Antikorper, ermdglicht [460]. Hierbei werden mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierte Mikropartikel (englisch beads) an Biomolekile
wie Antikorper, Antigene, Enzyme und andere gekoppelt und erhalten so ihre
Funktionalitat [460]. Die beads mit den daran gebundenen Analyten konnen
anschlieBend mittels Durchflusszytometrie gemessen und quantifiziert werden
[461].

In der vorliegenden Arbeit wurde Blutplasma der haplotransplantierten
Patienten an den Tagen 0, 7, 14, 21, 28 und 35 posttransplantationem auf
folgende Molekile untersucht: IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-
12, IL-13, IL-15, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFNy, MCP-1 (MCAF), MIP-18, TNFa,
IgA, IgE, IgG, IgM. Zum Vergleich wurde das Plasma von zwei gesunden
Kontrollpersonen analysiert. Das Vorgehen erfolgte analog zum Bio-PlexTM
Cytokine Assay Instruction Manual und zum Bio-Plex ProTM Assay
Immunoglobulin Isotyping Instruction Manual [462]. Hierzu wurden fir den
Cytokin Assay 25 ul der Plasmaproben mit jeweils 75 pyl Humanem Serum

Dilutent gemischt. Fir den Immunoglobulin Isotyping Assay wurden 10 ul der
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Plasmaproben verwendet und jeweils 1:1000 mit Isotyping Dilutent verdinnt.
Ferner wurde eine Standardlosung vorbereitet, welche die einzelnen Zytokine,
Wachstumsfaktoren und Antikdrper-Subtypen in einer definierten Menge
enthalt. Hierzu wurden flir den Cytokin Assay Bio-Plex Serum Standard Diluent
und Premixed Cytokine Standard Dilution zur Herstellung eines sogenannten
Master Standard Stock verwendet. Die Herstellung erfolgte nach der Vorgabe in
Section 5 des Bio-PlexTM Cytokine Assay Instruction Manual [462]. Fur den
Immunoglobulin Isotyping Assay wurden Bio-Plex Isotyping Standard und
Isotyping Diluent zur Herstellung eines Master Standard Stock verwendet. Die
Herstellung des Master Standard Stock wurde nach der Vorgabe in Section 5
des Bio-Plex ProTM Assay Immunoglobulin Isotyping Instruction Manual
angefertigt [462]. Die weiteren Schritte des Versuchs erfolgten flr beide Assays
analog. Die Luminexplatte wurde mit 100 pl Assay Buffer befeuchtet. Dann
wurden 50 ul der Bead Working Solution, bestehend aus Beads und Assay
Buffer, auf die Platte gegeben. Die Platte wurde danach mit 100 yl Wash Buffer
pro well gewaschen. Nachfolgend wurden 50 ul, entweder der Patientenproben
oder des Standard Stock, pro well pipettiert und dann abgedeckt auf einem
Schuttler fir insgesamt 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wobei die
Geschwindigkeit des Schuttlers innerhalb der ersten 30 Sekunden auf 1100 rpm
gesteigert wurde und anschlieRend fur die weitere Inkubationszeit auf eine
Geschwindigkeit von 300 rpm reduziert wurde. Nach Beendigung der Inkubation
wurde die Platte dreimal mit 100 ul Wash Buffer gewaschen. Anschliel3end
wurden 25 pl des Detection Antibody geldst in Antibody Dilutent pro well auf die
Platte gegeben und fur 30 Minuten inkubiert. Die Herstellung des Detection
Antibodies erfolgte dabei nach den Angaben in Section 6 und 7 des Bio-PlexTM
Cytokine Assay Instruction Manual sowie Section 6 und 7 des Bio-Plex ProTM
Assay Immunoglobulin Isotyping Instruction Manual [462]. Die Inkubation des
Detection Antibodies erfolgte nach den selben Bedingungen wie die Inkubation
der Patientenproben oder des Standard Stocks Uber insgesamt 30 Minuten.
Nach Beendigung der Inkubation wurde die Platte erneut dreimal mit 100 pl
Wash Buffer gewaschen. Im Anschluss wurden 50 ul Streptavidin-PE verdinnt

in Assay Buffer pro well hinzugegeben. Die Herstellung der
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Streptavidinverdiinnung wurde nach den Angaben in Section 6 und 7 des Bio-
PlexTM Cytokine Assay Instruction Manual sowie des Bio-Plex ProTM Assay
Immunoglobulin  Isotyping Instruction Manual durchgefuhrt [463]. Die
Streptavidinlésung wurde flr 10 Minuten auf dem Schuttler nach den bereits
beschriebenen Bedingungen inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Platte
mit 100 pl Wash Buffer pro well wurden zur Analyse der Platte 125 ul Assay
Buffer pro well gegeben. Nachfolgend wurde die Platte mittels FACS

ausgelesen.

3.2.5. Nachweis von BAFF mittels BAFF-ELISA

Der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ist eine Untersuchungs-
methode, bei welcher ein Antigen an eine Mikrotiterplatte gebunden und
anschlieBend mit Hilfe eines Enzym-gekoppelten Antikdrpers und einer

nachfolgenden Farbreaktion nachgewiesen werden kann [464].

Bei der im Folgenden beschriebenen Methode wurde BAFF (B cell activating
factor) mittels eines ELISA im Blutplasma der Patienten nachgewiesen. Hierfur
wurde das Blutplasma der haplotransplantierten Patienten an den Tagen O, 7,
14, 21, 28 und 35 posttransplantationem verwendet. Zunachst wurde hierflr die
verwendete 96-well-Platte mit humanem Anti-BAFF-Antikorper in einer Konzen-
tration von 5 pg/ml in PBS (Gesamtvolumen 100 ul pro well) beschichtet und
uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Platte
viermal mit einem Waschpuffer bestehend aus PBS und 0,05 % Tween 20
gewaschen. Danach wurde die Platte mit einer Blockierlésung aus 2 % BSA in
PBS (Gesamtvolumen 100 ul pro well) bei Raumtemperatur blockiert. Die Platte
wurde anschlieBend erneut dreimal mit dem oben genannten Waschpuffer
gewaschen. Im Anschluss wurde das Antigen auf die Platte gegeben; entweder
100 pl der jeweiligen Patientenprobe oder 100 pl einer Standard Stock Solution
bestehend aus PBS und der Stock Solution in unterschiedlicher Konzentration.
Die Inkubation des Antigens erfolgte Uber zwei Stunden bei Raumtemperatur.
Nach Beendigung der Inkubation wurde die Platte mit dem bekannten

Waschpuffer dreimal gewaschen. Daraufhin wurde der Antikdrper fur die
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Farbereaktion (100 ul pro well, 0,5 ug pro ml Verdinnungspuffer, bestehend
aus PBS + 0,05 % Tween 20 + 0,5 % BSA) hinzugegeben und fur zwei Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde dann viermal mit dem
bekannten Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss wurde Streptavidin 1:200
verdunnt im oben beschriebenen Verdinnungspuffer in einer Menge von 100 pl
pro well beigefiigt und bei Raumtemperatur flr zwei Stunden inkubiert. Erneut
wurde die Platte nach Beendigung der Inkubation flinfmal mit Waschpuffer
gewaschen. Die Platte wurde anschlielend mit 100 yl pro well eines Substrats
gefarbt, welches aus 20 mg ABTS in 2 ml H,O, 18 ml Substratpuffer und 20 pl
30 % H»0, besteht. Das Auslesen der Platte erfolgte 15 und 30 Minuten nach
Zugabe des Substrats bei 405 nm.

3.2.6. Durchflusszytometrische Analysen (FACS)
3.2.6.1. Grundlagen der fluoreszenzmarkierten Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie werden sowohl physikalische als auch chemische
Eigenschaften von Zellen in Suspension analysiert [465]. Mit dieser Methode
konnen sowohl quantitative als auch qualitative Merkmale von mehreren
tausend Zellen pro Sekunde bestimmt werden [465]. Die Granularitat einer Zelle
kann hierbei bis zu 0,5 pm aufgeldst werden [465]. Das analytische Prinzip der
Durchflusszytometrie basiert auf dem Prinzip der angeregten Emission [465].
Stimuliert der im Gerat befindliche Laserstrahl das zu analysierende,
fluoreszenzmarkierte Agenz, so wird die Lichtenergie in Form von Photonen
absorbiert [465]. Hierdurch erreicht das fluoreszenzmarkierte Molekul des
Agenz, auch Fluorophor genannt, temporar eine hohere Energiemenge [465].
Aufgrund einer fehlenden Spinanderung kann dieser Zustand jedoch nicht lange
aufrechterhalten werden [465]. Wenige Nanosekunden nach Erreichen des
hdheren Energielevels kehrt der Fluorophor wieder in seine urspringliche Form
zuriick [465]. Dabei wird die gespeicherte Anderungsenergie als Strahlung
freigesetzt [465]. Die Wellenlange der hierbei emittierten Strahlung wird dabei
durch die Wahl des Fluoreszenzfarbstoffs definiert [465].
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3.2.6.2. Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie

Das Durchflusszytometer flhrt eine Zellsuspension, nach deren Vereinzelung,
der sogenannten Durchflusskammer zu [466]. Diese enthalt einen bzw. mehrere
Laser mit unterschiedlichen Wellenlangen [466]. Im Fall des hier verwendeten
FACS CANTO existieren drei Laser mit einer Wellenlange von 488 nM, 633 nM
und 405 nM [466]. In der Durchflusskammer werden die Zellen durch die Laser
bestrahlt und anschliel3end in eine Detektionseinheit weitergeleitet [466]. Das
emittierte Licht wird hier von mehreren Detektoren empfangen [466]. Das Licht
wird hierbei je nach Granularitat und ZellgroRe gestreut und mittels eines Side
Scatters (SSC), als Mal} fur die Granularitat der Zelle, die GroRe und Struktur
ihres Zellkerns und der Menge ihrer Vesikel, und eines Forward Scatters (FSC),
als Maly fur die relative Zellgrole, empfangen [466]. Hierbei definiert die
Streustrahlung im rechten Winkel zum Strahlengang die Granularitat (SSC) und
die Strahlung im Strahlengang die ZellgroRe (FSC) [466]. Wie in der unteren
Abbildung dargestellt, kdnnen Zellpopulationen im Vollblut mit Hilfe dieser
beiden Messwerte entsprechend nach ihrer GroRe und Granularitat

unterschieden bzw. praselektioniert werden [466].

Abbildung 12: Darstellung einer Vollblut-
probe.

Auf der Abszisse ist die relative ZellgroRe
(FSC) und auf der Ordinate die
Zellgranularitat (SSC) aufgetragen. Mit Hilfe
dieses  Verfahren ist es  mdglich
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charakterisieren und somit fir weitere
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Die empfangenen Wellenlangen werden anschlieBend logarithmisch nach-
verstarkt und an einen angeschlossenen Rechner Ubertragen.
3.2.6.3. Behandlungsprotokoll der Oberflachenmarkerbestimmung

Fir die durchflusszytometrischen Analysen wurden Zellen verwendet, welche
wie im Kapitel 3.2.2. beschrieben, gewonnen wurden. Das isolierte Zellpellet
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der zu analysierenden Zellpopulation wurde mit 100 ul, 4 °C kalten PBS
resuspendiert und in ein steriles Eppendorfreaktionsgefald (2 ml) uberfuhrt.
Anschlieltend wurde das Probengefald fur 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das verbleibende Pellet mit ca. 5 x 10*° Zellen wurde
nachfolgend 10 - 15 Minuten mit einem zu analysierenden,
fluoreszenzgekoppelten Antikorper, gelost in PBS, inkubiert. Die Verdinnung
der einzelnen Antikdrper ist weiter unten aufgeflhrt. Nach der Inkubation
erfolgte ein zweimaliger Waschschritt mit 100 yl PBS (4 °C) wie oben
beschrieben. Die Proben wurden bis zur Messung im Dunkeln auf Eis gelagert.
Am Durchflusszytometer wurden standardgemaR 2 x 10*° Zellen analysiert und

mit dem Computerprogramm FlowJo V6-9 ausgewertet.

Tabelle 30: Zusammenfassung aller verwendeten, fluoreszenzgekoppelten Antikorper.

Antikorper Fluoreszenzfarbstoff Antikorperverdiinnung
Anti-CD 19 FITC 1:100
Anti-CD 38 APC 1:50
Anti-CD 27 APC 1:200
Anti-CD 138 PE 1:100
Anti-lc, IgG, IgA, IgM Mix PE 1:50
Anti-Lineage APC 1:100

3.2.7. Statistische Analysen

Die grafische Darstellung der Daten erfolgte mittels Mittelwert und SEM
(standard area of the mean). Das verwendete Signifikanzniveau in dieser Arbeit
betrug 95 %. Werte Uber dieser Grenze (p-Wert p < 0,05) wurden als signifikant
eingestuft. Hoch-signifikante Unterschiede wurden bei p < 0,01 angenommen.
Ab einem Wert p < 0,001 wurde ein von einem hdchst-signifikanten Unterschied
ausgegangen. Alle statistischen Signifikanzen wurden in dieser Arbeit mit
einem, zwei oder drei Asterisk (*) gekennzeichnet (*= p < 0,05, ** = p < 0,01, ***
= p < 0,001). Mittelwerte mehrerer Gruppen bzw. Stichproben wurden mit Hilfe
einer Varianzanalyse, hier einer einfaktoriellen ANOVA (Analysis of Variance)

ausgewertet. Im Fall des Erreichens eines Signifikanzniveaus erfolgte
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anschliel®end eine Post-hoc Analyse der einzelnen Variablen unter Verwendung
des Tukey Tests. Lineare Zusammenhange wurden mittels einer linearen

Regressionsanalyse berechnet.

3.2.8. Software

Das Layout wurde, ebenso wie die Niederschrift dieser Arbeit, mit dem
Textverarbeitungsprogramm MS WORD (Micosoft Corporation, Redmont, WA,
USA) durchgefluhrt. Die deskriptiven Analysen wurden mit MS Excel, GraphPad
Prism und SPSS erstellt. Die Elispots wurden mit Hilfe des ImmunoSpot 3
Software quantifiziert. Die durchflusszytometrischen Analysen erfolgten mit
FlowdJo V6.
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4. Ergebnisse

4.1. Regeneration der Leukopoese nach haploidenter Stamm-
zelltransplantation

Um die Rekonstitution der Hamatopoese und hier im Besonderen der
Leukopoese bzw. Lymphopoese nach erfolgter haploidenter Stammzell-
transplantation zu untersuchen wurde in einem ersten Schritt die zeitliche
Regeneration der Leukozyten, der neutrophilen Granulozyten sowie der
Lymphozyten dezidiert betrachtet. Aufgrund der divergenten Grund-
erkrankungen sowie des heterogenen Verlaufs der haploidenten Stammzell-
transplantationen erfolgte primar eine Analyse des individuellen Verlaufs aller
Patienten, gefolgt von einer abschlieRenden Gruppenanalyse. Die Analyse der
Leukozyten erfolgte durchflusszytometrisch unter Verwendung des Sysmex-

Systems.

Abbildung 13 zeigt den Uberblick der zeitabhangigen Regeneration der
Leukozyten, neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten bei Patient 1 nach

der haploidenten Stammzelltransplantation.
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Abbildung 13: Regeneration der Hamato- bzw. Leukopoese nach haploidenter Stammzelltrans-

plantation bei Patient 1.

Die Regeneration der Leukopoese nach erfolgter Transplantation ist bezogen auf die Gesamtleukozyten,
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten dargestellt.
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Als Ausdruck der Konditionierung sowie der zugrundeliegenden Erkankung
zeigt sich bereits zu Beginn der Analyse (Tag -7) eine maximale Reduktion der
Gesamtleukozyten-, Granulozyten- sowie der Lymphozytenzahl (< 50/ul). Der
Granulozytentake, definiert als Zeitpunkt, an dem 500 neutrophile Granulo-
zyten/ul nachweisbar sind, ist hier an Tag 9 erreicht. Bereits nach 14 Tagen
weisen die Gesamtleukozytenzahlen wieder niedrig normale Werte auf
(Normbereich: 3.800 - 10.300/ul). Im Gegensatz hierzu kann ein relevanter
Anstieg der Lymphozytenzahlen erst 35 Tage nach der haploidenten
Transplantation dokumentiert werden. An Tag 100 nach Transplantation weisen
sowohl die neutrophilen Granulozyten (Normbereich: 2.100 - 7.7000/ul) als
auch die Lymphozyten (Normbereich: 1.200-3.5000/pl) wieder normale
Konzentrationen auf.
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Abbildung 14: Regeneration der Hamato- bzw. Leukopoese nach haploidenter Stammazelltrans-
plantation bei Patient 2.

Die Regeneration der Leukopoese nach erfolgter Transplantation ist bezogen auf die Gesamtleukozyten, neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten dargestellt.

Die Regeneration der Leukopoese nach haploidenter Transplantation des
zweiten Patienten ist in Abbildung 14 dargestellt. Auch hier ist zum Beginn der
Analyse (Tag -7) eine ausgepragte Leukopenie (< 50/ul) sichtbar. Der
Granulozytentake konnte an Tag 10 dokumentiert werden. Interessanterweise

fallt nach 14 Tagen ein deutlicher passagerer Anstieg der Gesamtleukozyten
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sowie der neutrophilen Granulozyten gefolgt von einem erneuten Abfall der
Zellzahlen zwischen Tag 28 und Tag 49 auf. Der primare Anstieg der
Gesamtlymphozytenzahl und somit der Beginn der Regeneration der
Lymphopoese ist frihestens ab Tag 28 erkennbar. Im Gegensatz zu Patient 1

persistiert die Lymphopenie mit < 1000/ul bis Tag 270 nach der Transplantation.

80007 _o- Leukozyten

7000 -&- Neutrophile Granulozyten
‘- Lymphozyten

Zellen (1/)

] (5] E [4] 1]
[=] (=] o (=] (=]
(=] (=] (=] (=] (=]
o o o o o
'] '] '] '] ']

-7 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 90 120 150 180 210 240 270
Zeit (Tage)

Abbildung 15: Regeneration der Hamato- bzw. Leukopoese nach haploidenter Stammzelltrans-
plantation bei Patient 3.

Die Regeneration der Leukopoese nach erfolgter Transplantation ist bezogen auf die Gesamtleukozyten,
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten dargestellt.

Einen Uberblick tber die Regeneration der Leukopoese bei Patient 3 gibt
Abbildung 15. Zu Beginn der Analyse (Tag -7) lasst sich noch eine Gesamt-
leukozytenpopulation von 1760/ul zeigen. Die neutrophilen Granulozyten liegen
an Tag -7 bei 1038/ul, die Lymphozyten liegen an Tag -7 bei 349/ul. Zum
Zeitpunkt der Stammzellriickgabe (Tag 0) betragt die messbare Zellzahl aller
hier untersuchten Zellreihen < 50/ul. Der Granulozytentake konnte an Tag 8
nach der Transplantation beobachtet werden. An Tag 21 weisen die Gesamt-
leukozytenwerte, ebenso wie absoluten Neutrophilenzahlen wieder Normwerte
auf. Entsprechend ist bei Patient 3 die Regeneration der Granulopoese bereits
nach 16 Tagen erfolgt. Auch bei diesem Patienten ist ein passagerer Abfall der
Leukozyten und Granulozyten zwischen Tag 21 und 28 erkennbar. Ein Anstieg

der Lymphozytenzahl kann analog zu Patient 1 und 2 erst 28 Tage nach
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Stammzellrickgabe gezeigt werden. Eine weitgehende Normalisierung der
Lymphozytenzahl (>1200 Lymphozyten/ul) tritt nach 49 Tagen ein. Auffallend ist
bei diesem Patienten ein relevanter Abfall der Leukozyten- und

Granulozytenzahl 270 Tage nach der Transplantation.
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Abbildung 16: Regeneration der Hiamato- bzw. Leukopoese nach haploidenter Stammzelltrans-
plantation bei Patient 4.

Die Regeneration der Leukopoese nach erfolgter Transplantation ist bezogen auf die Gesamtleukozyten,
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten dargestellt.

Vergleicht man die Ergebnisse der bisherigen 3 Patienten mit den Daten der
Regeneration der Leukopoese bei Patient 4, so fallt erneut — wie auch bei
Patient 2 — ein steiler Anstieg der Gesamtleukozyten und der neutrophilen
Granulozyten zwischen Tag 14 und 21 auf. Der Granulozytentake ist an Tag 8
erreicht. Ebenso wie bei Patient 2 und Patient 3 kann auch bei Patient 4 ein
vorubergehender Abfall der Leukozytenzahl zwischen Tag 28 und 35 gezeigt
werden. Ein Anstieg der Lymphozyten ist ab Tag 35 zu dokumentieren (siehe
Abb. 16).

Bei Patient 5 (siehe Abb. 17) kann der Beginn der Regeneration der
Leukopoese und insbesondere auch der Granulopoese zwischen Tag 7 und 14
terminiert werden. Dem primaren Anstieg der Leukozyten folgt erneut ein
passagerer Abfall zwischen Tag 28 und 42. Eine beginnende Regeneration der

Lymphozyten ist ab Tag 90 nach erfolgter Stammzellrickgabe zu erkennen.
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Zwischen Tag 90 und 210 nach der Transplantation zeigt sich zudem ein
erneuter passagerer Leukozytenanstieg auf maximal 11830/pl. Betrachtet man
den gesamten Zeitverlauf der Regeneration der Granulopoese so imponiert hier
ein zweigipfliger Anstieg (Tag 28 und Tag 150). Interessanterweise lassen sich
die Granulozytenzahlen nicht mit klassischen Entziindungsparametern wie CRP
(CRP an Tag 28: 0,4 mg/dl, CRP an Tag 150: 0,6 mg/dl) korrelieren und sind

somit ggf. als Ausdruck einer stufenweisen Regeneration zu interpretieren.
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Abbildung 17: Regeneration der Hiamato- bzw. Leukopoese nach haploidenter Stammzelltrans-
plantation bei Patient 5.

Die Regeneration der Leukopoese nach erfolgter Transplantation ist bezogen auf die Gesamtleukozyten,
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten dargestellt.

Auch Patient 6 weist einen mehrgipfligen Verlauf der Leukozytenzahlen und
neutrophilen Granulozytenzahlen auf. Der Granulozytentake ist an Tag 9 nach
der Transplantation messbar. Auffallend zeigt sich ein Anstieg der Leukozyten-
zahlen auf 28860/ul zwischen Tag 49 und 63 gefolgt von einem Abfall auf
3250/ul an Tag 90. Eine Korrelation der Leukozytenwerte mit dem CRP-Wert
(0,02 — 0,73 mg/dl) Iasst sich, analog zu Patient 5, auch bei Patient 6 nicht
erkennen. Die Regeneration der Lymphozyten, angedeutet durch wiederholt
relevant messbare Lympozytenzahlen, kann ab Tag 35 nach der

Stammzellriickgabe dokumentiert werden.
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Abbildung 18: Regeneration der Hamato- bzw. Leukopoese nach haploidenter Stammzelltrans-
plantation bei Patient 6.

Die Regeneration der Leukopoese nach erfolgter Transplantation ist bezogen auf die Gesamtleukozyten,
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten dargestellt.

In Abbildung 19 ist die Leukozytenentwicklung des Patienten 7 dargestellt. Zum
Zeitpunkt der Stammzellriickgabe (Tag 0) zeigen sich, im Gegensatz zu den
bisherigen 6 Patienten noch insgesamt 1080 Gesamtleukozyten/ul und 980
neutrophile Granulozyten/ul. Entsprechend kann der Granulozytentake erst an
Tag 13 dokumentiert werden. Analog zu den vorherigen Patienten ist der
Gesamtverlauf der Regeneration der Leukozyten und der neutrophilen
Granulozyten mehrgipflig mit peaks zwischen Tag 14 und 21, Tag 28 und 42
und Tag 90 bis 150. Auch dieser Verlauf der Leukozyten korreliert nicht mit den
CRP-Werten. Die Entwicklung der Lymphozyten bis hin zu normwertigen
Lymphozytenzahlen (> 1200/ul) kann innerhalb des Analysezeitraums (Tag O
bis 270) nicht beobachtet werden.



Ergebnisse

-8~ Leukozyten
14000

-&- Neutrophile Granulozyten
120004 -®- Lymphozyten

10000 -
8000 -

6000 +

Zellen (1/u0)

: ‘R B p...g.--Rn g A
- — T —p— r_'_! T T T T 1
<1 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 90 120 150 180 210 240 270

Zeit (Tage)

Abbildung 19: Regeneration der Hiamato- bzw. Leukopoese nach haploidenter Stammzelltrans-
plantation bei Patient 7.

Die Regeneration der Leukopoese nach erfolgter Transplantation ist bezogen auf die Gesamtleukozyten,
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten dargestellt.

Eine statistische Gesamtbetrachtung der Leukozytenregeneration aller 7
Patienten erfolgte, wie im Material und Methoden beschrieben, unter zu
Hilfenahme des ANOVA-Tests. Im Falle eines signifikanten Ergbnisses (p <
0,05) wurde anschlie®end eine Post-hoc Analyse unter Verwendung des Tukey

Tests durchgefluhrt.

In Abbildung 20 ist die Regeneration der Gesamtleukozytenzahlen aller 7
Patienten nach erfolgter haploidenter Stammzelltransplantation als Mittelwert

und standard area of the mean (SEM) dargestellt.
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Abbildung 20: Regeneration der Leukozyten nach haploidenter Stammzelltransplantation.

Aufgezeigt ist hier die Regeneration der Leukopoese aller 7 Patienten nach erfolgter haploidenter Trans-
plantation. Dargestellt sind der Mittelwert £+ SEM (n = 7; ANOVA/Tukey-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; ***
p <0,001).

Vergleicht man die Regeneration der Gesamtleukozytenzahlen Uber den
Beobachtungszeitraum der haploidenten Transplantation (Tag -7 bis 270), so
ergibt die Varianzanalyse (ANOVA-Test) einen p-Wert von 0,03. Entsprechend
wurden in einem zweiten Schritt Subgruppen- bzw. Post-hoc-Analysen
zwischen den unterschiedlichen Messzeitpunkten (Tag -7 bis 270) unter
Verwendung des Tukey-Tests durchgefuhrt. Bezogen auf die hier berechneten
Signifikanzen bestatigen sich die Beobachtungen der Einzelanalysen der
Patienten im Bezug auf das Zeitfenster der Regeneration der Leukopoese (Tag
1+14). So steigen die Leukozytenzahlen signifikant an Tag 14 von 168 + 45 auf
3210 + 950 Leukozyten/ul. Auffallend zeigt sich hier ein passagerer, jedoch
aufgrund der heterogenen Werte der Einzelpatienten nicht signifikanter Anstieg

der Leukozytenzahl zum Messzeitpunkt an Tag 56.

Simultan zu dieser Analyse wurde auch die Entwicklung der neutrophilen
Granulozyten in der Summe aller Patienten untersucht (siehe Abb. 21).

Betrachtet man den Verlauf der Regeneration der neutrophilen Granulozyten
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nach der Stammzellriickgabe, so imponiert hier die nahezu exakte Uberein-
stimmung im Vergleich zu den Gesamtleukozyten. Die Subgruppenanalyse
nach signifikanter Varianztestung (p = 0,02) identifiziert ebenfalls den Tag 14
post transplantationem als statistisch signifikanten Regenerationszeitpunkt (Tag
0 vs. Tag 14: p = 0,02, Tag 7 vs. Tag 14, p = 0,01). Entsprechend dieser Daten
scheint die Regeneration der Gesamtleukozyten, erwartungsgemal,
maldgeblich die Erholung der Granulozyten und insbesondere der neutrophilen

Granulozyten, widerzuspiegeln.
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Abbildung 21: Regeneration der neutrophilen Granulozyten nach haploidenter Stammzelltransplan-
tation.

Dargestellt ist hier die Regeneration der neutrophilen Granulozyten aller Patienten (n = 7) nach erfolgter
haploidenter Transplantation. Angezeigt sind der Mittelwert £ SEM (n = 7; ANOVA-/Tukey-Test: * p < 0,05;
**p=<0,01; " p=<0,001).

AbschlieRend wurde die Regeneration der Lymphopoese aller 7 Patienten
untersucht (siehe Abb. 22). Im Gegensatz zu den vorherigen Analysen der
Leukozyten und der neutrophilen Granulozyten zeigt sich die Regeneration der
Lymphopoese deutlich spater. So kann eine signifikante Zunahme der
Lymphozytenpopulation erst an Tag 28 post transplantationem dokumentiert
werden (Tag 0 vs. Tag 28: p < 0,001, Tag 7 vs. Tag 28: p = 0,008, Tag 14 vs.
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Tag 28: p = 0,004, Tag 21 vs. Tag 28: p = 0,04). Eine nahezu normwertige
Lymphozytenzahl (>1200/ul) wird frihestens 270 Tage nach erfolgter

Stammzellriickgabe erreicht.
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Abbildung 22: Regeneration der Lymphozyten nach haploidenter Stammzelltransplantation.

Dargestellt ist hier die Regeneration der Lymphozyten aller 7 Patienten nach erfolgter haploidenter
Stammzelltransplantation. Dargestellt sind der Mittelwert + SEM (n = 7; ANOVA-/Tukey-Test: * p < 0,05; **
p £0,01; ** p <0,001).

Zusammenfassend konnte in den oben aufgefihrten Untersuchungen, bezogen
auf das Zeitfenster der Regeneration der Leukozyten, neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten, eine groRe Homogenitat in allen 7 Patienten
beobachtet werden. Der Granulozytentake lag bei allen 7 Patienten zwischen
Tag 7 und Tag 9 post transplantationem. Betrachtet man den gesamten Verlauf
der untersuchten Zellreihen so imponiert allerdings keine lineare Regeneration.
Vielmehr lasst sich ein mehrphasiger Anstieg zeigen, welcher nicht mit den
Inflammationsmarkern CRP oder PCT in positiver oder negativer Weise
korreliert. Erwartungsgemald konnte zudem eine deutlich verzogerte
Lymphopoese, verglichen mit der Gesamtleukopoese und der Granulopoese,
nachgewiesen werden. Eine vollstandige Erholung der Lymphozytenzahlen ist

frGhestens 270 Tage nach Stammzellriickgabe erkennbar.



Ergebnisse 127

Eine Subklassifikation der Lymphozyten in B-Lymphozyten, insbesondere
Plasmazellen, T-Lymphozyten oder NK-Zellen ist in dieser Analyse nicht
mdglich. Auf die Aspekte der Lymphozytensubklassen nach haploidenter

Stammzelltransplantation wird in Kapitel 4.5. genauer eingegangen.
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4.2. Detektion von IgA-, IgG- und IgM-sezernierenden Zellen
nach haploidenter Stammzelltransplantation

In einem zweiten Schritt wurde nach der Analyse der Regeneration der
Leukopoese das Auftreten von Immunglobulin-prasentierenden bzw. Immun-
globulin-sezernierenden Zellen nach der haploidenten Stammzelltransplantation
untersucht. Hierfir wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Woche 0 bis 64)
Patientenproben gewonnen und, wie im Abschnitt Material und Methoden
beschrieben, periphere mononukledre Zellen (PBMC, Peripheral Blood
Mononuclear Cells) isoliert. Anschlieiend wurde die Expression von IgA, 1gG
und IgM mit Hilfe eines ELISpot-Assays (Enzyme Linked Immuno Spot Assay)
analysiert. Die entstandenen Spots reprasentieren jeweils den Kontaktpunkt der
Immunglobulin-tragenden Zellen mit der Detektionsmembran. Exemplarisch
zeigt die untere Abbildung 23 das Auftreten IgM-, IgA- und IgG-sezernierender
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der haploidenten Transplantation bei
Patient 2.

Zeitpunkt nach der haploidenten Stammzelltransplantation

Tag 0 Tag 8 Tag 15 Tag 57 Tag 207

IgG

Abbildung 23: Exemplarische Darstellung der Elispots des Patienten 2 zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der haploidenten Transplantation.

Nach der Probengewinnung wurden PBMCs isoliert und ber 24 Stunden auf den mit IgM-, IgA- und IgG-
Antikorper beschichteten Platten inkubiert. Nachfolgend wurde eine Immunfarbung, wie im Abschnitt
Material und Methoden beschrieben, verwendet, um die Kontaktstelle der Immunglobulin-exprimierenden
Zellen mit der Membran zu visualisieren.
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Um Schwankungen in der Gesamtzellzahl der isolierten und verwendeten
PBMCs in den unterschiedlichen Untersuchungen auszugleichen, wurde die
Auswertung nicht nur auf die absolute Anzahl der entstehenden Elispots
bezogen (Teilabbildung A), sondern ebenfalls eine Analyse der Elispots
bezogen auf 1 yl PBMC (definiert als Elispot/Gesamtanzahl der eingesetzten
PBMCs/pl) durchgefuhrt (Teilabbildung B).
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M IgA Abbildung 24: Nachweis der Inmunglobuline vom
o 1gG IgA-, IgG- und IgM-Typ auf Inmunzellen nach
E 15 O lov haploidenter Stammzelltransplantation bei Patient 1.
o Aus den Patientenproben wurden, wie im Abschnitt
::_ Material und Methoden beschrieben, PBMCs isoliert. In
w 107 einem zweiten Schritt wurde die Sekretion der
° Immunglobuline vom IgA,- IgG- und IgM-Typ durch
% mononukledre Zellen unter Verwendung des ELISpot
ﬁ 91 Assays weiter untersucht.
A: Nachweis der absoluten Elispotzahlen fur IgA, 1gG
0- und IgM.
0 7 14 21 28 35 M B: Immunglobulin-Elispots normiert auf 1 yl PBMC im
Zeit (Tage) Zeitraum Tag 0 bis 50. Dargestellt sind der Mittelwert

und SEM (n = 4).

Abbildung 24 zeigt die absolute (A) und relative (B) Anzahl der entstandenen
Elispots fur IgA, IgG und IgM in Patient 1 nach erfolgter Stammzellriickgabe
(Tag 0). Wie der Teilabbildung A zu entnehmen ist, sind zwischen Tag 0 (Tag
der Stammzellgabe) und Tag +7 keine Immunglobulin-exprimierenden Zellen im

peripheren Blut nachweisbar. Dementgegen ist ein passagerer Anstieg der IgA-,
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IgG- und IgM-Elispots zwischen Tag 14 und 35 post transpantationem

detektierbar. Ein Maximum der Spots ist nach 21 Tagen mit 1441 Spots fur IgA,

1823 Spots fur IgG und 1578 Spots fur IgM erreicht. Die Praferenz eines

Immunglobulins ist nicht erkennbar. Bezogen auf die relative Anzahl der
Elispots pro ul PBMCs (Teilabbildung B) kann diese Beobachtung mit 10 + 2
Spots fur IgA, 12 + 2,8 Spots fur IgG und 11,4 £ 2,6 Spots fur IgM bestatigt

werden. Zwischen Tag 35 und 62 ist ein erneuter Abfall der Immunglobuline

erkennbar. Erst ab Tag 90 kdénnen erneut relevante Elispotzahlen fur IgA, 1gG

und IgM gezeigt werden.
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Abbildung 25: Nachweis der Immunglobuline vom
IgA-, 1gG- und IgM-Typ auf Immunzellen nach ha-
ploidenter Stammzelltransplantation bei Patient 2.

Aus den Patientenproben wurden, wie im Abschnitt
Material und Methoden beschrieben, PBMCs isoliert. In
einem zweiten Schritt wurde die Sekretion der
Immunglobuline vom IgA,- 1gG- und IgM-Typ durch
mononukledre Zellen unter Verwendung des ELISpot
Assays weiter untersucht.

A: Nachweis der absoluten Elispotzahlen fiir IgA, 1gG
und IgM.

B: Immunglobulin-Elispots normiert auf 1 yl PBMC im
Zeitraum Tag 0 bis 50. Dargestellt sind der
Mittelwert und SEM (n = 4).
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Die Anzahl der gemessenen Elispots fur IgA, IgG und IgM bei Patient 2 sind in
Abbildung 25 dargestellt. Ein relevanter Anstieg sowohl der absoluten, als auch
der relativen Anzahl der detektierten Elispots ist hier an Tag 15 nach der
Stammzellgabe zu beobachten (Tag 15: IgA-Elispots: 921 absolut / 25 + 1,4
relativ, IgG-Elispots: 1109 absolut / 39 + 4 relativ, IgM-Elispots: 2214 absolut /
73 £ 5 relativ). Auffallend ist, dass im Gegensatz zur Beobachtung bei Patient 1,
eine Dominanz der Immunglobuline vom IgM-Typ vorliegt. Simultan zu den
Beobachtungen bei Patient 1 hingegen, ist auch bei Patient 2 ein Abfall der
Gesamtzahl der Spots, ebenso wie der relativen Zahl der Elispots, fur IgA, 1gG
und IgM zwischen Tag 15 und 50 nachweisbar. Betrachtet man den zeitlichen
Verlauf der Elispots nach der halpoidenten Transplantation so imponiert ein
wellenférmiger Anstieg der Elispots, ahnlich zum Anstieg der Leukozyten und
neutrophilen Granulozyten nach der haploidenten Transplantation wie in Kapitel
4.1. beschrieben. Interessanterweise korreliert diese wellenformige Entwicklung
der Elispots direkt mit dem Regenerationsverlauf der Gesamtleukozyten und
der neutrophilen Granulozyten (siehe Abb. 14). Eine Korrelation der
Entwicklung der Elispots mit den Gesamtlymphozytenzahlen ist unter anderem

aufgrund der niedrigen Gesamtzellzahl schwierig.

Bei Patient 3 konnte, wie Abbildung 26 zu entnehmen ist, ebenfalls ein voruber-
gehender, jedoch nicht so ausgepragter Anstieg der IgA-, IgG- und IgM-Elispots
abgebildet werden. Ein erstes Maximum der Spots ist mit 142 - 673 Elispots
absolut (IgA 142 - 283 Spots, IgG 473 - 673 Spots und IgM 330 - 357 Spots)
zwischen Tag 21 und 28 nach Stammzellriickgabe erreicht. Relativ steigt die
Gesamtzahl der Elispots pro ul PBMCs an Tag 28 deutlich an (IgA 3 £ 2, IgG
20,8 + 7 und IgM 8 + 2). Wohingegen bei Patient 2 IgM-Elispots in der ersten
Nachweisphase dominieren, sind bei Patient 3 vor allem IgG-Elispots
vorhanden. Eine mehrgipflige Verteilung der Gesamt-Elispots fur IgA, IgG und
IgM kann in Abbildung 26 ebenfalls gezeigt werden. Eine Korrelation der
Elispot-Entwicklung mit dem Regenerationsverlauf der neutrophilen
Granulozyten (erster Gipfel an Tag 21, zweiter Gipfel zwischen Tag 49 und 63)

l&sst sich auch bei Patient 3 vermuten. Eine Korrelation des Elispot-Verlaufs mit
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den Lymphozytenzahlen hingegen (erster Gipfel an Tag 49) kann nicht gezeigt

werden.
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Bei Patient 4 (Abb. 27) kann ebenfalls ein fruher, zeitlich begrenzter Anstieg der
IgA, IgG und IgM Elispots detektiert werden. Ein Maximum ist mit 1255 IgA
Spots, 2661 IgG Spots und 1654 IgM Spots 19 Tage nach der
Stammzelltransplantation zu erkennen. Wie bei Patient 3 dominieren auch IgG
Elispots zwischen den Tagen 12 und 19. Betrachtet man bei Patient 4 die

absoluten Eispotzahlen im zeitlichen Verlauf, so fallt auf, dass die hdchste
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Elispotkonzentration (siehe Abbildung unten) bereits 19 Tage nach

Stammzellrickgabe erreicht wurde.
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Analog zu den Patienten 1 bis 4 wurde die Entwicklung Immunglobulin-
exprimierender Zellen auch bei Patient 5 mittels Elispot untersucht. Die
Ergebnisse der absoluten als auch der relativen IgA-, IgG- und IgM-Elispots

sind in Abbildung 28 gezeigt.
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Wie der vorherigen Abbildung 28 zu entnehmen ist, konnte ein relevanter
Anstieg der absoluten, als auch der relativen Anzahl der Elispots fur IgA, 1gG
und IgM bereits 10 Tage nach der Transplantation detektiert werden. Im
Gegensatz zu den Patienten 1 bis 4 liegt dieser Zeitpunkt naher an der
Stammzellgabe. Ebenfalls fallt auf, dass an Tag 16 und Tag 23 keine Elispots
mehr dargestellt werden kénnen. Erst ab Tag 37 gelingt wieder ein Nachweis

von insgesamt 139 IgA Spots, 443 IgG Spots und 84 IgM Spots.
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Interessanterweise korreliert dieser zweite Anstieg bei Patient 5 mit dem

Anstieg der Lymphozyten im peripheren Blut (siehe Kapitel 4.1.). Betrachtet

man die relative Anzahl der Elispots pro yl PBMCs so imponiert erneut, wie
auch bei Patient 3 und 4 eine Dominanz von IgG (IgA 32 + 11, IgG 54,8 + 3 und
IgM 30 + 4). Ein zyklischer Anstieg der Elispots, wie bereits bei allen vorherigen

Patienten gezeigt, kann auch hier detektiert werden.
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Abbildung 29: Nachweis der Inmunglobuline vom IgA-,
IgG- und IgM-Typ auf Immunzellen nach haploidenter
Stammzelltransplantation bei Patient 6.

Aus den Patientenproben wurden, wie im Abschnitt
Material und Methoden beschrieben, PBMCs isoliert. In
einem zweiten Schritt wurde die Sekretion der
Immunglobuline vom IgA,- IgG- und IgM-Typ durch
mononukledre Zellen unter Verwendung des ELISpot
Assays weiter untersucht.

A: Nachweis der absoluten Elispotzahlen fiir IgA, IgG und
IgM.
B: Immunglobulin-Elispots normiert auf 1 pyl PBMC im

Zeitraum Tag 0 bis 50. Dargestellt sind der Mittelwert
und SEM (n = 4).

Wohingegen bei den Patienten 1 bis 5 zum Zeitpunkt der Transplantation (also

Tag 0) nur sehr wenige oder keine Elispots fur IgA, IgG oder IgM nachweisbar
waren, ist bei Patient 6 an Tag 0 mit 123 IgA Spots, 5604 IgG Spots und 2246
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IgM Elispots noch eine relevante Anzahl Immunglobulin-exprimierender Zellen
nachweisbar, welche erst bis zum Tag 3 komplett abfallt (siehe Abb. 29). Ein
wie schon zuvor beobachteter Anstieg aller drei Immunglobulin-Subtypen kann
mit einem ersten Maximum an Tag 19 mit 14 + 5 IgA-Spots pro pl PBMC, 17 £ 4
IgG-Spots pro pl PBMC und 8 £ 4 IgM-Spots pro ul PBMCs beobachtet werden.
Auffallend zeigt sich in Patient 6 zudem ein stetiger Abfall aller drei
Elispotzahlen ab Tag 151. So sind im Vergleich zu Tag 151 am letzten
Analysezeitpunkt (Tag 209) lediglich 12,2 % der absoluten IgA-Spots, 20,1 %
der IgG-Spots und 23 % der IgM-Spots nachweisbar.

Abschlie3end ist in Abbildung 30 die zeitabhangige Entwicklung der IgA-, 1gG-

und IgM-exprimierenden Zellen beim Patient 7 dargestelit.
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Bei Patient 7 konnen die bisherigen Ergebnisse eines frihen, passageren
Anstiegs der IgA-, IgG- und IgM-Elispots und somit ein Anstieg der
Immunglobulin-exprimierenden Zellen erneut bestatigt werden. Ein Maximum
zeigt sich mit 1298 IgA-Spots absolut, 1905 IgG-Spots absolut und 1573 IgM-
Spots absolut. Eine signifikante Praferenz einer Immunglobulinsubklasse kann
nicht dokumentiert werden. Jedoch imponiert erneut ein zyklischer Verlauf der

Elispotzahlen.

Betrachtet man die bisherigen Daten der Elispots fir IgA, 1gG und IgM aller 7
Patienten zusammen, so fallt eine erstaunliche zeitliche Koharenz des ersten
Auftretens der Elispots fur alle Immunglobulinsubklassen auf. Diese scheint
trotz des inhomogenen Patientenalters, der unterschiedlichen
Grunderkrankungen oder der unterschiedlichen infektiologischen Verlaufe zu
bestehen. Um eine weiterfuhrende statistische Signifikanz zu bestimmen, wurde
im Folgenden eine Varianzanalyse aller Patienten unter zu Hilfenahme des
ANOVA-Tests durchgefiihrt. Im Falle eines signifikanten Ergebnisses (p < 0,05)
erfolgte anschlieRend eine Post-hoc Analyse unter Verwendung des Tukey-
Tests. In Abbildung 31 ist die zeitliche Verteilung der relativen IgA-Elispots aller
7 Patienten nach erfolgter haploidenter Stammzelltransplantation als Mittelwert

und standard area of the mean (SEM) dargestellt.
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Abbildung 31: Nachweis des Immunglobulins IgA auf Immunzellen nach haploidenter Stammzell-

transplantation.

Darstellung der IgA-Elispots aller 7 Patienten normiert auf 1 upl PBMC im Zeitraum Tag O bis 64 Wochen.

Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n = 7; ANOVA-/Tukey-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

Statistisch lasst sich der beobachtete Anstieg der IgA-Elispots zwischen Tag 7
und Tag 21 (Woche 2) bzw. Tag 22 bis 27 (Woche 3) ebenfalls nachweisen
(Woche 1 vs. 2: p = 0,023, Woche 1 vs. Woche 3: p = 0,04). Eindrtcklich zeigt
sich zudem der erneute Abfall der relativen Elispots zwischen Woche 4 und 8.
Ein erneuter, nachhaltiger Anstieg ist fruhestens 12 Wochen nach der

Stammzelltransplantation zu sehen.

Analog zu Abbildung 31 ist die Entwicklung der IgG-Elispots in Abbildung 32
gezeigt. Ein statistisch signifikanter Anstieg (p = 0,03) der relativen IgG-Elispots
pro ul PBMC ist ebenfalls in Woche 2 und 3 dokumentiert (Woche 1 vs. 2: p =
0,01, Woche 1 vs. Woche 3: p = 0,034). Mit 29 + 7 IgG-Elispots pro yl PBMC in
Woche 2 liegt dieser jedoch deutlich Uber der relativen Anzahl der IgA-Spots
pro ul PBMC. Auffallend zeigt sich zudem eine, wie schon bei den einzelnen
Patienten dargestellte, Abnahme der relativen 1gG-Spots pro pyl PBMC in
Woche 34 nach der Stammzellrickgabe.
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Abbildung 32: Nachweis des Immunglobulins IgG auf Immunzellen nach haploidenter Stammzell-
transplantation.

Darstellung der IgG-Elispots aller 7 Patienten normiert auf 1 yl PBMC im Zeitraum Tag 0 bis 64 Wochen.
Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n = 7; ANOVA-/Tuke- Test: * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001).
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Abbildung 33: Nachweis des Immunglobulins IgM auf Immunzellen nach haploidenter Stammzell-
transplantation.

Darstellung der IgG-Elispots aller 7 Patienten normiert auf 1 yl PBMC im Zeitraum Tag 0 bis 64 Wochen.
Dargestellt sind Mittelwert + SEM (n = 7; ANOVA-/Tuke- Test: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001).
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Abschliel3end stellt Abbildung 33 die statistische Betrachtung der relativen IgM-
Elispots pro yl PBMCs Uber den zeitlichen Verlauf dar. Ein frih auftretender
Anstieg IgM-exprimierender Zellen in der zweiten bis dritten Woche nach der
Stammzellriickgabe kann auch statistisch signifikant belegt werden (Woche 1
vs. 2: p = 0,037, Woche 1 vs. Woche 3: p = 0,044).

Betrachtet man insgesamt die Ergebnisse der Elispotauswertungen so konnte
ein signifikanter Anstieg von sezernierenden Zellen aller Immunglobulinklassen
(IgA, 1gG und IgM) in einem Zeitraum von 10 bis 30 Tagen nach der
Stammzellrickgabe gezeigt werden. Dieser passagere Anstieg scheint
unabhangig von Alter, Geschlecht, Grunderkrankung oder Infektkomplikationen
aufzutreten und nicht direkt mit der Regeneration der absoluten
Lymphozytenzahlen assoziiert zu sein. Zudem imponiert ein mehrgipfliger
Anstieg der Elispots, welcher zeitlich mit der Regeneration der Granulozyten,

nicht aber mit der Regeneration der Lymphozyten zusammenfallt.
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4.3. Immunglobulinentwicklung nach haploidenter
Stammzelltransplantation

Eine weitere Moglichkeit frihe Immunglobulin-exprimierende oder auch -sekre-
tierende Zellen nach stattgehabter CD3- und CD19-depletierter haploidenter
Stammzelltransplantation  nachzuweisen, besteht im Nachweis von
Immunglobulinen im Serum. Hierfir wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach der Transplantation Serumproben, wie im Abschnitt Material und
Methoden beschrieben, aufgereinigt und mittels Fluoreszenz-gekoppelten

beads unter Verwendung des Luminex Multiplex Assays quantifiziert.
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Abbildung 34: Immunglobulinentwicklung nach haploidenter Stammzelltransplantation bei Patient
1.

Patientenplasma wurde, wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach der haploidenten Transplantation isoliert und Fluoreszenz-gekoppelt mittels Luminex Multiplex Assay
quantifiziert.

Wie aus Abbildung 34 zu entnehmen ist, zeigt sich bei Patient 1 zum
Messzeitpunkt 1 (Tag 7 nach Transplantation) eine leichte, primare Konzentra-
tionsabnahme der Immunglobulinklassen IgG, IgA und IgM. Interessanterweise,
konnte nach 14 Tagen (Messpunkt 2) ein, zum Teil deutlicher, passagerer
Anstieg der Immunglobulinkonzentration fur 1gG, IgA und IgM festgestellt
werden. So stieg die Konzentration von IgG von 891 mg/dl auf 1423 mg/dl, die
Konzentration von IgA von 347 mg/dl auf 541 mg/dl und die Konzentration von

IgM um 333 mg/dl. Die IgE-Spiegel zeigten sich Uber den gesamten
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Untersuchungszeitraum (Messpunkt 1 bis 4, entsprechend Tag 1 bis 35)

weitgehend unverandert.
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Abbildung 35: Imnmunglobulinentwicklung nach haploidenter Stammzelltransplantation bei Patient 2.

Patientenplasma wurde, wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35

nach der haploidenten Transplantation isoliert und Fluoreszenz-gekoppelt mittels Luminex Multiplex Assay
quantifiziert.

Abbildung 35 stellt die zeitabhangigen Konzentrationen der Immunglobulin-
subklassen bei Patient 2 dar. Analog zu Patient 1 zeigt sich auch hier nach 1
bis 8 Tagen ein voribergehender Konzentrationsabfall von IgG, IgA und IgM im
Serum (Abfall der Immunglobuline in Prozent: IgG 55,4 %, IgA 39,7 %, IgM
43,2 %). Im Vergleich hierzu zeigt sich zum Messpunkt 3 (entsprechend Tag
14) ein deutlicher Anstieg der IgG-, IgA- und IgM-Konzentration (Anstieg der
Immunglobuline: 1IgG 210 %, IgA 260 %, IgM 320 %). Die IgE-Spiegel bleiben

den gesamten Untersuchungszeitraum unverandert.

GleichermalRen wurde auch bei Patient 3 der Verlauf der Immunglobulin-
konzentrationen im Serum quantifiziert. Im Gegensatz zu den Patienten 1 und 2
zeigt sich hier kein unmittelbarer Konzentrationsabfall von 1gG, IgA und IgM
nach der Transplantation.
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Abbildung 36: Immunglobulinentwicklung nach haploidenter Stammzelltransplantation bei Patient
3.

Patientenplasma wurde, wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35

nach der haploidenten Transplantation isoliert und Fluoreszenz-gekoppelt mittels Luminex Multiplex Assay
quantifiziert.

Wahrend auch hier die IgE-Spiegel keine relevanten Konzentrations-
schwankungen aufweisen, zeigt sich ein relevanter Anstieg der IgG-, IgA- und
IgM-Konzentrationen zwischen der zweiten und der dritten Woche (IgG von
1202 mg/dl auf 1699 mg/dI, IgA von 513 mg/dl auf 930 mg/dl und IgM von 244
mg/dl auf 515 mg/dl).

Bei Patient 4 (Abbildung 37) zeigt sich erneut, simultan zu den Patienten 1 bis
3, ein Anstieg aller drei Immunglobulinsubklassen zwischen Tag 8 und Tag 15.
Ein primarer Konzentrationsabfall von IgG, IgA und IgM kann nicht dokumentiert
werden. Interessanterweise weisen auch hier die IgE-Spiegel keine
signifikanten Anderungen auf (IgE-Konzentrationen: an Tag 2 9 mg/dl, an Tag 8

9 mg/dl, an Tag 15 7 mg/dl und an Tag 29 nach der Transplantation 7 mg/dl).
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Abbildung 37: Immunglobulinentwicklung nach haploidenter Stammzelltransplantation bei Patient
4.

Patientenplasma wurde, wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach der haploidenten Transplantation isoliert und Fluoreszenz-gekoppelt mittels Luminex Multiplex Assay
quantifiziert.
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Abbildung 38: Immunglobulinentwicklung nach haploidenter Stammzelltransplantation bei Patient
5.

Patientenplasma wurde, wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach der haploidenten Transplantation isoliert und Fluoreszenz-gekoppelt mittels Luminex Multiplex Assay
quantifiziert.
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Betrachtet man die Entwicklung der Immunglobulinkonzentrationen im Serum
bei Patient 5, so fallt auf, dass die IgG-Konzentrationen zwischen den Tagen 3
und 23 nach der Transplantation weitgehend unverandert sind, wohingegen an
Tag 30 ein deutlicher Abfall (67 %) dokumentiert wurde. Ein Anstieg der
Konzentrationen zwischen Tag 8 und Tag 21 kann hier somit nicht gezeigt
werden. Im Gegensatz dazu steigen die Konzentrationen von IgA und IgM an
Tag 16 nach der Transplantation deutlich an (IgA: 305 %, IgM: 276 %) mit

einem erneuten relativen Abfall an Tag 30 nach der Transplantation.

Auch die Plasmaproben der Patienten 6 und 7 wurden hinsichtlich der
Immunglobulinkonzentrationen fur 1gG, IgA, IgM und IgE nach dem obigen
Schema analysiert. Wahrend die IgG-Spiegel bei Patient 6 erneut keine
signifikanten Konzentrationsschwankungen aufweisen (siehe Abb. 40) zeigt der
IgG-Spiegel bei Patient 7 einen deutlichen Anstieg (von 189 mg/dl auf 741
mg/dl) zwischen Tag 7 und Tag 14 post transplantationem (Abb. 41). Betrachtet
man die absoluten IgG-Spiegel so fallt auf, dass Patient 6 mit einer IgG-
Konzentration von 1750 £ 200 mg/dl durchgehend, nahezu normwertige
Konzentrationsbereiche aufweist. Analog zu den Patienten 1 bis 5 zeigt sich
auch bei den Patienten 6 und 7 ein vorubergehender Anstieg der
Konzentrationen von IgA und IgM zwischen den Messpunkten 2 und 3 bzw. 3
und 4, was den Tagen 7 und 14, bzw. den Tagen 12 und 19 nach der

Transplantation entspricht.
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Abbildung 39: Immunglobulinentwicklung nach haploidenter Stammzelltransplantation bei Patient 6.
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Patientenplasma wurde, wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach der haploidenten Transplantation isoliert und Fluoreszenz-gekoppelt mittels Luminex Multiplex Assay

quantifiziert.

Proteinkonzentration (mg/dL)

Abbildung 40: Imnmunglobulinentwicklung nach haploidenter Stammzelltransplantation bei Patient 7.
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Patientenplasma wurde, wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach der haploidenten Transplantation isoliert und Fluoreszenz-gekoppelt mittels Luminex Multiplex Assay

quantifiziert.
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Abschlielend wurden die relativen Konzentrationsveranderungen der Immun-
globulinsubklassen 1gG, IgA, IgM und IgE von allen Patienten in Bezug auf den
Tag 0 (Tag der Transplantation) untersucht. Der relative Anstieg der Immun-
globuline wurde als A Immunglobulinanstieg = Ig Konzentration Zeitpunkt X / Ig
Konzentration Tag 0 definiert. Die statistische Signifikanz wurde primar mit Hilfe
des ANOVA-Tests uberpruft. Bei einem signifikanten Ergebnis (p < 0.05)
erfolgte eine anschliefiende Post-hoc Analyse unter Verwendung des Tukey-

Tests.

Wie in Abbildung 41 dargestellt, liegt die mittlere IgG-Konzentration zwischen
Tag 0 und Tag 7 (Woche 1) mit 0,68 £ 0,12 deutlich unter dem Ausgangswert
an Tag 0 (definiert als 1) und bestatigt somit die Ergebnisse der
Einzelauswertung der Patientendaten. Somit scheint ein primarer Abfall der
IgG-Konzentration im Serum nach der haploidenten Transplantation ein

generelles Phanomen zu sein.
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Abbildung 41: Relative Immunglobulinentwicklung fiir IgG nach haploidenter Stammzelltrans-

plantation.

Die Abbildung =zeigt den relativen Anstieg der Immunglobulinfraktion bezogen auf den Tag O
(A Immunglobulinanstieg = Ig Konzentration Zeitpunkt X / Ig Konzentration Tag 0). Dargestellt sind
Mittelwert + SEM (n = 7; ANOVA-/Tukey-Test: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Einzelauswertungen, Iasst sich in
der hier dargestellten Summenanalyse ein signifikanter Anstieg der IgG-
Konzentration im Zeitraum Tag 15 bis 21 bestatigen (p = 0,003). Interessanter-
weise kann auch ein zeitabhangig begrenzter Anstieg zwischen Tag 15 und 21
gezeigt werden, so folgt dem signifikanten Anstieg (Woche 2 auf Woche 3, p =
0,042) ein erneuter Abfall der IgG-Spiegel (Woche 3 auf Woche 4, p = 0,031).

Um die zeitlichen Verlaufe auch der Immunglobuline darzustellen, die nicht von
der Gabe von intravendsen Immunglobulinen (IVIG) abhangig sind und somit
keinen signifikanten Storeinflussen ausgesetzt sind, ist in der folgenden
Abbildung 42 der Summenverlauf der relativen IgA-Konzentration aufgefuhrt. Im
Gegensatz zum oben aufgeflhrten IgG-Verlauf ist hier nur ein dezenter
primarer Abfall der IgA-Spiegel auf 0,84 £ 0,1 zu beobachten. Im Gegensatz
hierzu zeigt sich, analog zum IgG-Verlauf, ein signifikanter Anstieg der relativen
IgA-Spiegel mit einer maximalen Konzentration zwischen Tag 15 und 21
(Woche 1 auf Woche 3, p = 0,035, Woche 2 auf Woche 3, p = 0,047). Auch hier
kann ein erneuter, signifikanter Abfall der IgA-Spiegel (Woche 3 auf Woche 5, p
= 0,024) dokumentiert werden.
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Abbildung 42: Relative Immunglobulinentwicklung fiir IgA nach haploidenter Stammzelltrans-
plantation.

Die Abbildung =zeigt den relativen Anstieg der Immunglobulinfraktion bezogen auf den Tag O
(A Immunglobulinanstieg = Ig Konzentration Zeitpunkt X / Ig Konzentration Tag 0). Dargestellt sind
Mittelwert + SEM (n = 7; ANOVA-/Tukey-Test: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001).
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Der relative Verlauf aller IgM-Konzentrationen ist in Abbildung 43 dargestellt.
Der zuvor beschriebene primare Abfall der relativen
Immunglobulinkonzentration ist hier mit 0,58 + 0,11 besonders ausgepragt.
Ahnlich wie bei den Subklassen IgG und IgA lasst sich auch hier ein
signifikanter Anstieg der IgM-Spiegel, mit einem Maximum in Woche 3 (p =
0,038) bestatigen.

Nachfolgend sind in Abbildung 44 aul’erdem die relativen IgE-Spiegel
aufgefuihrt. Interessanterweise weisen diese, wie auch bei den Analysen der

einzelnen Patienten, keine signifikanten Spiegelschwankungen auf.
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Abbildung 43: Relative Immunglobulinentwicklung fiir IgM nach haploidenter Stammzelltrans-
plantation.

Die Abbildung =zeigt den relativen Anstieg der Immunglobulinfraktion bezogen auf den Tag O
(A Immunglobulinanstieg = Ig Konzentration Zeitpunkt X / Ig Konzentration Tag 0). Dargestellt sind
Mittelwert + SEM (n = 7; ANOVA-/Tukey-Test: * p < 0,05; ** p £0,01; *** p < 0,001).
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Abbildung 44: Relative Immunglobulinentwicklung fiir IgE nach haploidenter Stammzelltrans-
plantation.

Die Abbildung =zeigt den relativen Anstieg der Immunglobulinfraktion bezogen auf den Tag O
(A Immunglobulinanstieg = Ig Konzentration Zeitpunkt X / Ig Konzentration Tag 0). Dargestellt sind
Mittelwert + SEM (n = 7; ANOVA-/Tukey-Test: * p £0,05; ** p<0,01; *** p <0,001).

Zusammenfassend konnten durch die Luminexanalysen der einzelnen Immun-
globulinsubklassen im Serum der Patienten die Daten der ELISPOT-Analysen
erhartet werden. Wie bereits im vorherigen Abschnitt gezeigt, konnte bei
nahezu allen Patienten ein zeitlich begrenzter, friher Anstieg der
Immunglobulinklassen IgG, IgA und IgM im Serum gezeigt werden. Eine
Dominanz einer entsprechenden Immunglobulinsubklasse konnte nicht
beobachtet werden. Durch diese Ergebnisse erhartet sich die Hypothese der
Existenz von frhen Immunglobulin-exprimierenden Zellen nach haploidenter
Stammzelltransplantation. Dabei scheinen die Immunglobuline nicht nur auf der
Zelloberflache exprimiert zu werden, sondern anhand dieser Ergebnisse, ist hier

auch eine signifikante Immunglobulinsekretion der Zellen zu vermuten.
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4.4. Zytokinexpressionslevel nach haploidenter
Stammzelltransplantation

Vor dem Hintergrund des klassischen Modells der Entwicklung von
Immunglobulin-produzierenden Zellen nach einer Stammzelltransplantation, fallt
in den bisherigen Ergebnissen besonders der frihe Zeitpunkt (Tag 12 bis 21)
des Nachweises geloster und Zell-gebundener Immunglobuline nach der
haploidenten Transplantation mit einem CD3- und CD19-depletierten
Transplantat auf. Um im Folgenden die Entstehung einer frihen Antikdrper-
exprimierenden Zellpopulation weiter zu untersuchen, wurde die zeitabhangige
Expression unterschiedlicher Interleukine und Wachstumsfaktoren analysiert.
Im Fokus lagen dabei sowohl Zytokine, die fur die klassische B- und T-Zell-
Entwicklung eine wichtige Rolle spielen wie beispielsweise IL-2, IL-4, IL-5, IL-7
und IL-13, als auch inflammatorische Botenstoffe wie IL-6, IL-8, IFNo, MCAF,
MIP-1b oder TNFa. Ferner wurden weitere Wachstumsfaktoren wie GM-CSF
und G-CSF auf ihre Expressionslevel nach der haploidenten Transplantation
untersucht. Hierfir wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Transplantation Serumproben, wie im Kapitel Material und Methoden
beschrieben, aufgereinigt und mit Hilfe von Fluoreszenz-gekoppelten beads
unter Verwendung des Luminex Multiplex Assays quantifiziert. Um eine relative
Expressionssteigerung darstellen zu koénnen, wurden die quantitativen

Ergebnisse auf gesunde Kontrollprobanden normiert.
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Abbildung 45 stellt die, auf gesunde Kontrollprobanden bezogenen, relativen,
zeitabhangigen Zytokinlevel des Patienten 1 nach haploidenter Stammzelltrans-

plantation dar.
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Abbildung 45: Relative Zytokinexpressionslevel nach haploidenter Stammzelltransplantation
(Patient 1).

Das Patientenplasma wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach erfolgter Transplantation isoliert und die Zytokinkonzentration mittels Fluoreszenz-gekoppelter beads
(Luminex Multiplex Assay) quantifiziert. Die Abbildung zeigt die relative Zytokinexpression, bezogen auf
gesunde Kontrollen.

Betrachtet man die relativen Zytokinspiegel des ersten Patienten zum Zeitpunkt
der Transplantation (Tag 0), so fallt eine deutlich gesteigerte Expression von
mehreren Inflammations-assoziierten Zytokinen auf. Neben dem Akute-Phase-
Protein IL-6 (98-fach gesteigerte Expression) und dem Chemokin IL-8 (110-fach
gesteigerte Expression), welche beide besonders von Endothelzellen,
Epithelzellen und Fibroblasten produziert werden, dominieren zu frihen
Untersuchungszeitpunkten vor allem IFNa (298-fach gesteigerte Expression),
TNFa (333-fach gesteigerte Expression) und die chemotaktischen Botenstoffe
MCAF (monocyte chemotactic and activating protein) (1400-fach gesteigerte
Expression) sowie MIP-1b (Macrophage inflammatory protein) (170-fach
gesteigerte Expression). Auch G-CSF zeigt erwartungsgemaf zwischen Tag 0

und Tag 7 deutlich erhéhte Serumspiegel (126-fach gesteigerte Expression).

Zytokine, die mit einer B- oder T-Zellreifung in Zusammenhang stehen,
besonders seien dabei IL-2, IL-4, IL-7 und IL-13 erwahnt, zeigen nur eine milde,
1- bis 5-fache Expressionssteigerung. Im Zeitverlauf nimmt die Konzentration

dieser Interleukine im Serum, entgegen den Erwartungen, zusatzlich weiter ab
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und weist zum Zeitpunkt des beobachteten Immunglobulinanstiegs (Tag 14 bis

Tag 21) nahezu normwertige Plasmaspiegel auf.

Die zeitabhangigen Veranderungen der Zytokinspiegel bei Patient 2 sind in der

folgenden Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Relative Zytokinexpressionslevel nach haploidenter Stammzelltransplantation
(Patient 2).

Das Patientenplasma wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach erfolgter Transplantation isoliert und die Zytokinkonzentration mittels Fluoreszenz-gekoppelter beads
(Luminex Multiplex Assay) quantifiziert. Die Abbildung zeigt die relative Zytokinexpression, bezogen auf
gesunde Kontrollen.

Die relativen Zytokinspiegel des Patient 2 sind in Abbildung 46 dargestellit.
Simultan zum Verteilungsmuster von Patient 1 zeigt sich auch hier eine
Dominanz der proinflammatorischen Interleukine IL-6 (142-fach erhohte
Expression), IL-8 (85-fach erhohte Expression), IFNa (193-fach erhdhte
Expression) und TNFa (332-fach erhohte Expression) zu frihen
Messzeitpunkten (Tag 1 und 8). Auffallend prasentiert sich ebenfalls eine
massiv gesteigerte Expression der chemotaktischen Botenstoffe MCAF (4220-
fach erhoéht) und MIP-1b (266-fach erhdht). Im Gegensatz zu IL-6, IL-8, IFNa
und TNFa fallen die Plasmaspiegel von MCAF und MIP-1b im Zeitverlauf
jedoch nicht ab. Bis zum Abschluss der Analyse an Tag 35 zeigen sich die
Spiegel im Mittel um 1651 £ 967-fach erhoht fur MCAF bzw. um 167 + 61-fach
erhoht fur MIP-1b. Die Interleukine IL-2, IL-4, IL-7 und IL-13 weisen im
Gegensatz zu den inflammatorischen Zytokinen nur eine initiale, 1- bis 10-fache
Steigerung der Expressionslevel auf. Zum Zeitpunkt des beobachteten
Immunglobulinanstiegs (Tag 14 bis 21) kann erneut kein relevanter Unterschied

zu gesunden Kontrollprobanden detektiert werden.
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Interessanterweise kann das Zytokinexpressionsmuster der Patienten 1 und 2
nahezu identisch auch auf Patient 3 Ubertragen werden (siehe Abb. 47). Auch
hier dominieren inflammatorische Zytokine und Chemokine unmittelbar nach
erfolgter Transplantation (IL-6 142-fach erhdhte Expression, IL-8 38-fach
erhdohte Expression, IFNa 605-fach erhdohte Expression und TNFa 764-fach
erhdohte Expression). Die MCAF-Spiegel weisen, simultan zu Patient 1 und 2,
bereits an Tag 0 eine 3090-fache Spiegelsteigerung auf. Auch die MIP-1b-

Konzentrationen im Serum liegen im Mittel 121 + 43-fach Uber der Norm.
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Abbildung 47: Relative Zytokinexpressionslevel nach haploidenter Stammzelltransplantation
(Patient 3).

Das Patientenplasma wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach erfolgter Transplantation isoliert und die Zytokinkonzentration mittels Fluoreszenz-gekoppelter beads
(Luminex Multiplex Assay) quantifiziert. Die Abbildung zeigt die relative Zytokinexpression, bezogen auf
gesunde Kontrollen.

Interleukine, die mit einer B- oder T-Zellreifung assoziiert werden, scheinen
auch bei Patient 3 zwischen Tag 0 und Tag 33 nach haploidenter
Transplantation keine relevante Rolle zu spielen. Entsprechend der Erwartung,
ist dagegen eine erhohte Sekretion von G-CSF unmittelbar nach

Stammzellrickgabe zu messen (35-fach erhdhte Expression).
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Abbildung 48: Relative Zytokinexpressionslevel nach haploidenter Stammzelltransplantation
(Patient 4).

Das Patientenplasma wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach erfolgter Transplantation isoliert und die Zytokinkonzentration mittels Fluoreszenz-gekoppelter beads
(Luminex Multiplex Assay) quantifiziert. Die Abbildung zeigt die relative Zytokinexpression, bezogen auf
gesunde Kontrollen.
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Der zeitabhangige Spiegelverlauf der Interleukine bei Patient 4 ist in Abbildung
48 gezeigt. Bemerkenswerterweise fallt auch hier, unabhangig von der zur
Transplantation flhrenden Erkrankung, dem Vorliegen einer Infektion oder
interindividuellen Schwankungen, eine sehr ahnliche Verteilung der Zytokinlevel
auf. Wohingegen jedoch bei Patient 1, 2 und 3 die IL-6- und IL-8-Spiegel im
zeitlichen Verlauf wieder deutlich absinken, persistieren diese bei Patient 4 mit
einer im Mittel 88 + 45-fachen Steigerung von IL-6 und einer im Mittel 87 +

35-fachen Steigerung von IL-8.

Um die bisherigen Ergebnisse weiter zu verifizieren, wurden auch die relativen
Zytokinexpressionslevel der Patienten 5 bis 7 nach dem obigen Schema
analysiert. Wie den Abbildungen 49, 50 und 51 zu entnehmen ist, konnte das
bei den Patienten 1 bis 4 gezeigte ,typische® Verteilungsmuster, mit einer
Dominanz der Inflammations-assoziierten Zytokine IL-6, IL-8, TNFa, IFNa zu
frihen Messzeitpunkten, bestatigt werden. Die Chemokine MCAF und MIP-1b
zeigen bei allen Patienten Uber den gesamten Messzeitraum deutlich
gesteigerte Expressionslevel. B- und T-Zell-assoziierte Botenstoffe scheinen

auch bei den Patiente 5, 6 und 7 eine untergeordnete Rolle zu spielen.
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Abbildung 49: Relative Zytokinexpressionslevel nach haploidenter Stammzelltransplantation
(Patient 5).

Das Patientenplasma wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach erfolgter Transplantation isoliert und die Zytokinkonzentration mittels Fluoreszenz-gekoppelter beads
(Luminex Multiplex Assay) quantifiziert. Die Abbildung zeigt die relative Zytokinexpression, bezogen auf
gesunde Kontrollen.
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Abbildung 50: Relative Zytokinexpressionslevel nach haploidenter Stammzelltransplantation
(Patient 6).

Das Patientenplasma wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach erfolgter Transplantation isoliert und die Zytokinkonzentration mittels Fluoreszenz-gekoppelter beads
(Luminex Multiplex Assay) quantifiziert. Die Abbildung zeigt die relative Zytokinexpression, bezogen auf
gesunde Kontrollen.
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Abbildung 51: Relative Zytokinexpressionslevel nach haploidenter Stammzelltransplantation
(Patient 7).

Das Patientenplasma wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, an Tag 0, 7, 14, 21, 28 und 35
nach erfolgter Transplantation isoliert und die Zytokinkonzentration mittels Fluoreszenz-gekoppelter beads
(Luminex Multiplex Assay) quantifiziert. Die Abbildung zeigt die relative Zytokinexpression, bezogen auf
gesunde Kontrollen.

Zeitpunkt nach Transplantation (Tage)
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Im Rahmen der B-Zellentwicklung spielt neben IL-2, IL-4, IL-7 und IL-13 auch
der B cell activating factor (BAFF) eine essentielle Rolle. Um abschlielend
auch eine BAFF-vermittelte Proliferation von Antikdrper-produzierenden Zellen
zu untersuchen, wurde die Expression von BAFF im Patientenplasma, wie in
Material und Methoden beschrieben, mittels ELISA analysiert. In Tabelle 31
sind die relativen BAFF-Spiegel der einzelnen Patienten nach haploidenter
Stammzelltransplantation abgebildet. Wie der Tabelle zu enthehmen ist, scheint

auch BAFF nach erfolgter Transplantation nicht signifikant nachweisbar zu sein.

Tabelle 31: Relative BAFF-Expressionslevel nach haploidenter Stammazelltransplantation.

Das Patientenplasma wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, isoliert und die Konzentration von
BAFF mittels ELISA quantifiziert (n.d. = nicht detektierbar).

Tra::gIZ::allion Patient 1 | Patient 2 | Patient 3 | Patient 4 | Patient 5 | Patient 6 | Patient 7
0-7 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
8-14 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,9
15-21 n.d. n.d. n.d. 0,5 n.d. n.d. n.d.

22 -28 n.d. 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
29 -35 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,9

Abschlieltend wurden gesondert die relativen Expressionslevel der analysierten
Zytokine, Interleukine, Chemokine und Wachstumsfaktoren aller Patienten
(n=7) zwischen Woche 2 und 3 nach der haploidenten Transplantation
betrachtet. Die Wahl der Zeitpunkte bezieht sich erneut auf die bisherigen
Vorversuche, in denen frihe Immunglobulin-exprimierende bzw. -sezernierende

Zellen vor allem in diesem Zeitraum zu beobachten sind.
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Abbildung 52: Relative Zytokinexpressionslevel aller 7 Patienten nach haploidenter Stammzell-
transplantation in Woche 2.

Das Patientenplasma wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, isoliert und die
Zytokinkonzentrationen anschlieRend Fluoreszenz-gekoppelt mittels Luminex Multiplex Assay quantifiziert.
Die Abbildung zeigt die relative Zytokinexpression aller Patienten zum Zeitpunkt Woche 2 bezogen auf
gesunde Kontrollen. Dargestellt sind Median mit 95 %-Konfidenzintervall, sowie die minimalen bzw.
maximalen Absolutwerte (n = 7).

Abbildung 52 zeigt das relative Expressionsmuster der getesteten Zytokine aller
Patienten zwei Wochen nach haploidenter Stammzelltransplantation in logarith-
mischer Darstellung. Auffallend zeigt sich bei der hier aufgeflihrten Verteilung,
dass sich die generelle Schwankungsbreite der Zytokine deutlich voneinander
unterscheidet. Wahrend IL-1b, IL-2, IL-5, IL-13, IL-17, GM-CSF und IFNa ein
sehr geringes 95%-Konfidenzintervall und entsprechend sehr ahnliche relative
Spiegel aufweisen, zeigt sich bei IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, G-CSF,
MCAF, MIP-1b und TNFa eine deutlich gréRere Schwankungsbreite. Betrachtet
man die absoluten Zytokinspiegel in diesem Zeitintervall, so bestatigten sich die
Ergebnisse der Analysen der einzelnen Patienten. Wahrend Interleukine der B-
und T-Zell-Entwicklung eine untergeordnete Rolle zu spielen scheinen, stechen
besonders inflammatorische Signalstoffe wie IL-6 (Median: 14, 95 %-
Konfidenzintervall: 7 - 65), IL-8 (Median: 10, 95 %-Konfidenzintervall: 9 - 55),
TNFa (Median: 10, 95 %-Konfidenzintervall: 5 - 97), IFNa (Median: 11, 95 %-
Konfidenzintervall: 9 - 12), MCAF (Median: 93, 95 %-Konfidenzintervall: 10 -
108) und MIP-1b (Median: 90, 95 %-Konfidenzintervall: 70 - 100) hervor.
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Abbildung 53: Relative Zytokinexpressionslevel aller 7 Patienten nach haploidenter Stammzell-
transplantation in Woche 3.

Das Patientenplasma wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, isoliert und die
Zytokinkonzentrationen anschlielend Fluoreszenz-gekoppelt mittels Luminex Multiplex Assay
quantifiziert. Die Abbildung zeigt die relative Zytokinexpression aller Patienten zum Zeitpunkt Woche 2
bezogen auf gesunde Kontrollen. Dargestellt sind Median mit 95 %-Konfidenzintervall, sowie die
minimalen bzw. maximalen Absolutwerte (n = 7).

In Abbildung 53 ist die relative Expression der Zytokine in der 3. Woche nach
Stammzellrickgabe, analog zu Abbildung 52 gezeigt. Auch in der 3. Woche
post transplantationem beherrschen IL-6 (Median: 10, 95 %-Konfidenzintervall:
3 - 60), IL-8 (Median: 7, 95 %-Konfidenzintervall: 4 - 10), TNFa (Median: 10, 95
%-Konfidenzintervall: 7 - 30), IFNa (Median: 7, 95 %-Konfidenzintervall: 7 - 8),
MCAF (Median: 60, 95 %-Konfidenzintervall: 50 - 110) und MIP-1b (Median: 65,
95 %-Konfidenzintervall: 55 - 120) das Bild. Ebenfalls sind nach drei Wochen
weiter dezent gesteigerte G-CSF- (Median: 5, 95 %-Konfidenzintervall: 2 - 8)
sowie GM-CSF-Spiegel (Median: 4, 95 %-Konfidenzintervall: 4 - 5) messbar.
Interleukine der B- und T-Zellentwicklung scheinen auch nach 21 Tagen noch

keine relevante Expressionssteigerung aufzuweisen.

Zusammenfassend konnte in den oben aufgefuhrten Experimenten
interessanterweise kein typisches Signalmuster von Interleukinen identifiziert
werden, welches im Rahmen der B-Zellentwicklung beschrieben ist. Vielmehr
scheinen Inflammations-assoziierte Zytokine ebenso wie Chemokine und
Stammzellwachstumsfaktoren wie G-CSF und GM-CSF unmittelbar nach der

haploidenten Transplantation zu dominieren. Bemerkenswert ist hier auch die
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Kongruenz des Zytokinexpressionsmusters, das bei allen Patienten eine
auffallende Ahnlichkeit aufweist und somit unabhéngig von Alter, Geschlecht

oder Erkrankung zu sein scheint.

4.5. Durchflusszytometrische Analyse der Immunzell-
regeneration

AbschlieBRend wurde im Rahmen dieser Arbeit die Regeneration der
Immunzellen nach erfolgter haploidenter ~ Stammzelltransplantation
durchflusszytometrisch untersucht. Hierfir wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Stammzellrickgabe (Tag 3 bis 268) Patientenproben
gewonnen. Vor der Inkubation mit den unterschiedlichen Primarantikorpern
erfolgte, wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, die Isolation der
PBMCs aus den Patientenproben. Die Auswahl der verwendeten
Primarantikdrper orientierte sich an klassischen Oberflachenmarkern, welche im
Rahmen der B-Zellreifung bzw. Plasmazellreifung auf der Zelloberflache
detektierbar sind. Neben CD19, CD38, CD27 und CD138 wurde zusatzlich ein
Lineage Antikérper-Mix (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56) verwendet,
der eine Unterscheidung zwischen Progenitorzellen und unreifen
Vorlauferzellen ermdglicht. Um eine  Zuordnung der analysierten
Zellpopulationen zu Spender oder Empfanger (Patient) zu ermoglichen, erfolgte
aulRerdem eine Analyse Spender-spezifischer HLA-Oberflachenmarker wie HLA
BW6, HLA B8 oder HLA A2.
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Tabelle 32: Anteil der HLA-positiven, CD38-positiven Zellen.

Tliv::;z:t:i:n Patient 1| Patient 2 | Patient 3 | Patient 4 | Patient 5 | Patient 6 |Patient 7
1 94 % 91 % 94 % 97 % 89 % 99 % 94 %
2 98 % 97 % 99 % 99 % 99 % 98 % 99 %
3 99 % 97 % 99 % 98 % 99 % 96 % 99 %
4 99 % 95 % 99 % 97 % 99 % 95 % 99 %
5 98 % 99 % 99 % 99 % 99 % 99 % 99 %

Um eine signifikante Empfanger-spezifische Zellpopulation auszuschliel3en,
wurde die lymphozytische Zellsubpopulation vor Beginn der weiteren Zellsub-
typisierung auf die Expression eines spenderspezifischen HLA-Oberflachen-
markers hin untersucht. Wie aus Tabelle 32 zu entnehmen ist, konnte in nahezu
allen gemessenen Proben eine Immunsignatur des Spenders identifiziert

werden.

Die Ergebnisse der HLA-Expression wurden zusatzlich den Ergebnissen der
Chimarismusanalyse der Patienten gegenibergestellt. Zum Zeitpunkt des
Auftretens von frihen Antikdrper-produzierenden Zellen (Woche 2) zeigten alle
Dies bekraftigt die

Vermutung, dass zum Zeitpunkt der Elispotanalyse grofdteils Spender-

Patienten einen kompletten Donorchimarismus (CC).

Immunzellen analysiert wurden.

Tabelle 33: Chimarismusanalyse aller Patienten nach der haploidenten Transplantation
(CC = kompletter Donorchimérismus, autologer Anteil in %).

Tr‘gl::;::t:\‘t:;n Patient 1| Patient 2 | Patient 3 | Patient 4 | Patient 5 |Patient 6| Patient 7
1 cC 1-2% cC cC cC cC CcC
2 CcC CcC CcC CcC CcC CcC cC
5 CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
10 CcC CC CC CC 1-2% CC CC
20 CcC CC 1-2% CC CC CC cC




Ergebnisse

Nach der Messung der Proben erfolgte eine zeitabhangige Quantifizierung der
einzelnen Zellsubpopulationen. Das Vorgehen der Auswertung ist in Abbildung
54 exemplarisch fir den Patienten 1 dargestellt. Als Positivkontrolle und
Kalibrierungshilfe wurden jeweils Antikorper-besetzte beads mitgefuhrt. Diese
Population stellt sich im FACS mit einer starken Granulierung im Side Scatter
(SSC) und einer geringen Grélie zwischen 20 — 30 K im Forward Scatter (FSC)
dar (Abb. 54 A). In einem ersten Schritt erfolgte dann die Eingrenzung der
lymphozytaren Zellen. Diese wurden als Zellpopulation zwischen 50 — 150 K
(FSC) identifiziert (siehe Abschnitt Material und Methoden). AnschlielRend
wurden die Antikdrper anti-CD19 als typisches B-Zellantigen und anti-CD38,
einem Marker, der bei unreifen B-Zellen und Plasmazellen vorkommt,
gegeneinander aufgetragen (Abb. 54 B). Um eine Untersuchung von Zellen mit
geringer Haufigkeit und unklarem Phanotyp zu ermoglichen, werden Zellen mit
einer klaren Linienzugehorigkeit ausgegrenzt. Hierzu erfolgte die Betrachtung
des Lineage Antikorper-Mix (Lin/Lineage), welcher T-Zellen und B-Zellen
ebenso wie Monozyten, Granulozyten und NK-Zellen identifiziert, gegenuber
FSC aufgetragen (Abb. 54 C). In einem nachsten Schritt erfolgte die
Subgruppenanalyse von Lin-positiven bzw. Lin-negativen Zellen bezogen auf
ihre CD19- und CD38-Expression (Abb. 54 D). Somit ist auch eine Beurteilung
der CD19 Spezifitat (CD19-positive Zellen mussen Lin-positiv sein) maoglich.
Wie der Abbildung 54 D zu entnehmen ist, besteht die Lin-negative
Zellpopulation grofdteils (zu 99,1 %) aus CD19- und CD38-negativen Zellen,
wohingegen die Lin-positiven Zellen Uberwiegend CD38 (96,2 %) aber kaum
CD19 (1 %) exprimieren. Diese, wenn auch sehr geringe CD19-positve
Zellpopulation kann daruber hinaus auch als ,interne” Negativkontrolle genutzt

werden.
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Abbildung 54: Exemplarische durchflusszytometrische Analyse der Immunzellregeneration bei
Patient 1.

Zu unterschiedlichen Analysezeitpunkten wurde Vollblut der Patienten gewonnen. AnschlieRend erfolgte,
wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, eine Isolation der PBMCs, gefolgt von deren
Farbung mittels Primarantikérpern (CD19, CD38, Lineage-Antikdrper-Mix). Nach Inkubation der
Antikdrper-gebundenen Zellen mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikbrper erfolgte die
Analyse mittels Durchflusszytometrie (FACS). Dargestellt ist hier exemplarisch das analytische Vorgehen.
Nach einer Eingrenzung der lympozytaren Zellen (A) erfolgte eine Betrachtung der CD19+/-, bzw. CD38+/-
Zellpopulationen (B). In einem dritten Schritt wurde eine Zuordnung der Zellen bezogen auf ihren
Vorlaufercharakter vorgenommen (C-D).

Im Folgenden wurde besonders die zeitabhangige Entwicklung der CD19- und

CD38-exprimierenden Zellpopulationen nach der Transplantation analysiert.

Wie der Abbildung 55 zu entnehmen ist, zeigt sich bei Patient 1 bereits 14 Tage
nach der haploidenten Stammzelltransplantation ein Nachweis einer CD19-
negativen (CD19), CD38-positiven (CD38°"*) Subpopulation von 12 %. Zu
beachten ist hier, dass die Expressionslevel von CD38 zwischen 10° und 10°
gleichmaliig verteilt sind und somit eine Population mit einer niedrig bis hohen
CD38-Expression besteht. 87 % aller gemessen Zellen exprimieren weder
CD19 noch CD38 und entsprechen somit am ehesten einer Lin-negativen (Lin"),
nicht weiter zuordnenbaren Zellpopulation. Im weiteren zeitlichen Verlauf (Tag
21) steigt die CD38"°"*, CD19" Zellpopulation erst auf 87,6 % an, bevor sie
zwischen Tag 35 und 62 bei 58 — 68 % der gemessenen Gesamt-PBMCs

ausmacht.
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Abbildung 55: Durchflusszytometrische Darstellung der CD38+/CD19- Zellpopulation bei Patient 1.

Wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, erfolgte eine lIsolation der PBMCs und eine
anschlieRende Farbung dieser Zellen mittels Primar- und Sekundarantikdrpern, gefolgt von einer Analyse
mittels Durchflusszytometrie (FACS). Dargestellt ist hier die zeitliche Entwicklung der detektierten (Lineage
negativen) CD19/CD38-Zellpopulation. Diese Subgruppenanalyse wurde analog Abb. 54 durchgefiihrt.
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Abbildung 56: Durchflusszytometrische Darstellung der CD38+/CD19- Zellpopulation bei Patient 2.

Wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, erfolgte eine Isolation der PBMCs und eine
anschliefende Farbung dieser Zellen mittels Primar- und Sekundarantikdrpern, gefolgt von einer Analyse
mittels Durchflusszytometrie (FACS). Dargestellt ist hier die zeitliche Entwicklung der detektierten (Lineage
negativen) CD19/CD38-Zellpopulation. Diese Subgruppenanalyse wurde analog Abb. 54 durchgefiihrt.

Die zeitliche Entwicklung der CD19- und CD38-Expression auf Lymphozyten
bei Patient 2 ist in Abbildung 56 dargestellt. An Tag 8 lasst sich hier ebenfalls
eine friihe CD38""*, CD19" Zellpopulation (66,6 %) zeigen. An Tag 15 steigt
diese bis auf 79,5 % an, bevor sie an Tag 29 nur noch 13,3 % der

Gesamtzellpopulation betragt. Zwischen Tag 36 und 222 schwankt diese
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Zellpopulation zwischen 54 % und 39 %. Eine relevante CD38"°"*, CD19" B-
Zellpopulation ist ab Tag 36 nach der haploidenten Transplantation (16,4 % der
Gesamtzellzahl) nachweisbar. Diese Population persistiert bis Tag 222 und
betragt maximal 16,3 % (an Tag 222).

Bei Patient 3 sind 4 Tage nach der Stammzellrickgabe 99,7 % aller Zellen
CD38  und CD19 und spiegeln somit am ehesten Vorlauferzellen wider (siehe
Abb. 57). Auch an Tag 14 entsprechen 98 % aller Zellen unreifen Progenitoren,
wobei eine sehr kleine (1,4 %) CD38°“* (CD19 Zellpopulation bereits
erkennbar wird. 21 Tage nach der Stammzellrickgabe betragt diese Population
bereits 74 % und sinkt im Verlauf stetig wieder bis auf 26,7 % nach 268 Tagen.
Eine CD38"°"*, CD19" B-Zellpopulation ist nach 42 Tagen (mit 15,9 %) deutlich
erkennbar. Der Anteil dieser Zellpopulation steigt an Tag 135 auf 36,4 % bzw.
27,8 % an Tag 268 an.
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Abbildung 57: Durchflusszytometrische Darstellung der CD38+/CD19- Zellpopulation bei Patient 3.

Wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, erfolgte eine Isolation der PBMCs und eine
anschlieRende Farbung dieser Zellen mittels Primar- und Sekundarantikérpern, gefolgt von einer Analyse
mittels Durchflusszytometrie (FACS). Dargestellt ist hier die zeitliche Entwicklung der detektierten (Lineage
negativen) CD19/CD38-Zellpopulation. Diese Subgruppenanalyse wurde analog Abb. 54 durchgefiihrt.
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Die Abbildung 58 stellt die zeitliche Rekonstitution CD19- und CD38-positiver
Immunzellen nach haploidenter Stammzelltransplantation bei Patient 4 dar. An
Tag 7 nach der Stammzellriickgabe ist hier bereits eine CD38°"*, CD19
Zellpopulation (mit 4,1 %) detektierbar. Diese Population steigt, wie auch bei
den Patienten 1 bis 3 an Tag 19 (Woche 3) auf 20 % an. Zwischen den Tagen
96 und 168 konnen 21 — 32 % dieser Population nachgewiesen werden.
CD38"°"*, CD19" Zellen sind in diesem Zeitraum mit 9,4 % bzw. 17,5 %

erkennbar.
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Abbildung 58: Durchflusszytometrische Darstellung der CD38+/CD19- Zellpopulation bei Patient 4.

Wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, erfolgte eine Isolation der PBMCs und eine
anschlielBende Farbung dieser Zellen mittels Primar- und Sekundarantikbrpern, gefolgt von einer Analyse
mittels Durchflusszytometrie (FACS). Dargestellt ist hier die zeitliche Entwicklung der detektierten (Lineage
negativen) CD19/CD38-Zellpopulation. Diese Subgruppenanalyse wurde analog Abb. 54 durchgefiihrt.

Auch bei

vorbeschriebenen CD3

Patient 5 konnte ein passagerer, zeitabhangiger Anstieg der
g8°“* CD19" Zellpopulation mit einem Maximum an Tag
23 (mit 73 %) gezeigt werden. An Tag 3 konnte zudem eine kleine CD38’,
CD19" B-Zellpopulation (1,54 %) gemessen werden, welche in Bezug auf die
additive HLA-Farbung (HLA A2 negativ, in der Abbildung 59 nicht gezeigt) als
autologe (also Empfanger-spezifische) B-Zellen identifiziert werden konnte.
Diese ist ab Tag 10 nach der Transplantation nicht mehr nachweisbar. Auch
generell sind HLA A2-negative Zellen zwischen Tag 10 und dem Abschluss der
Analyse nicht mehr detektierbar. Ein Anstieg erster CD19-positiver B-Zellen ist
bei Patient 5 zwischen Tag 23 und 30 (0,6 % bzw. 0,9 %) zu verzeichnen. 27
Wochen nach der Transplantation betragen diese Zellen jedoch lediglich 5,4 %
der Gesamtzellpopulation. Erst 34 Wochen nach der Stammzellrickgabe
exprimieren 28 % aller lymphozytaren Zellen sowohl CD19 als auch CD38 an

ihrer Oberflache. Dies ist im Vergleich zu den Patienten 1 bis 4 deutlich spater.
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Abbildung 59: Durchflusszytometrische Darstellung der CD38+/CD19- Zellpopulation bei Patient 5.

Wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, erfolgte eine Isolation der PBMCs und eine
anschlielende Farbung dieser Zellen mittels Primar- und Sekundarantikérpern, gefolgt von einer Analyse
mittels Durchflusszytometrie (FACS). Dargestellt ist hier die zeitliche Entwicklung der detektierten (Lineage
negativen) CD19/CD38-Zellpopulation. Diese Subgruppenanalyse wurde analog Abb. 54 durchgefiihrt.

Die Rekonstitution CD19- sowie CD38-tragender Immunzellen bei den
Patienten 6 und 7 ist in der Abbildung 60 zusammengefasst. Bei Patient 6 lasst
sich, ahnlich zu den bisherigen Analysen der Patienten 1 bis 5, an Tag 12
bereits eine eindeutige CD38"°"*, CD19" Zellpopulation (mit 13 %) nachweisen.
Auch diese Population steigt im Verlauf an und betragt an Tag 25 37 %.
Interessanterweise ist ein Ubergang zu einer CD38"°"*, CD19* B-Zellpopulation
nicht erkennbar. So steigt lediglich die CD38"°"*, CD19" Population bis auf 97,8
% nach 209 Tagen nach der haploidenten Transplantation an. Des Weiteren
scheint die unreife Vorlauferzellpopulation (CD38°, CD19") uber den zeitlichen
Verlauf abzunehmen und betragt nach 209 Tagen lediglich 1,43 %.
Dementsprechend scheint der Patient 6 neben einem Verlust der
Vorlauferzellen eine verzdgerte bzw. reduzierte Entwicklung der B-

Lymphozyten aufzuweisen.

Im Vergleich hierzu steigen bei Patient 7 die CD38"°"*, CD19" Zellen ab Tag 7

(3 %) bzw. Tag 14 (8 %) an, ohne dass die Vorlauferzellfraktion verloren geht.
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Ein CD38"°""*, CD19" Phanotyp kann bei Patienten 7 im Gegensatz zu Patient 6

nach 42 Tagen (mit 4 %) nachgewiesen werden.
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Abbildung 60: Durchflusszytometrische Darstellung der CD38+/CD19- Zellpopulation der Patienten
6 und 7.

Wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, erfolgte eine Isolation der PBMCs und eine
anschlieBende Farbung dieser Zellen mittels Primar- und Sekundarantikérpern, gefolgt von einer Analyse
mittels Durchflusszytometrie (FACS). Dargestellt ist hier die zeitliche Entwicklung der detektierten
CD19/CD38-Zellpopulation bei Patient 6 (A) und Patient 7 (B).

Zusammenfassend konnte in dieser FACS-Analyse die Entstehung einer frihen
CD38"°"“* CD19 Zellpopulation bei allen 7 Patienten nach der haploidenten
Transplantation gezeigt werden. Um eine statistische Korrelation des zeitlichen
Auftretens dieses Zellphanotyps mit den detektierten Elispots fur IgA, 1gG und
IgM herzustellen, erfolgte die nachfolgende lineare Regressionsanalyse. Wie
der Abbildung 61 zu entnehmen ist, scheint das Auftreten der IgA-, IgG- und
IgM-Elispots zeitlich signifikant (p < 0,001) mit der beschriebenen CD38"°"*,
CD19" Zellpopulation zu korrelieren. Dies ist bemerkenswert, da klassische
Immunglobulin-exprimierende Zellen typischerweise einen Plasmazellphanotyp
mit einer Expression von CD19 aufweisen. CD19" Zellen waren ggf. mit dem
Phanotyp von long lived plasma cells [467] Ubereinstimmend. Dieser
Plasmazellphanotyp (CD38"*, CD19-) korreliert jedoch nicht mit dem Auftreten

der Elispots oder den gemessenen Immunglobulinlevel im ELISA-Assay, so
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dass hier ggf. eine bisher nicht beschriebene Zellpopulation fur die frihe
Immunglobulinentstehung (zwischen Woche 2 und 3 nach der haploidenten

Stammzelltransplantation) verantwortlich sein kdnnte.
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Abbildung 61: Korrelation der CD38°"*, CD19  Zellpopulation in % der Lin° PBMC
Gesamtpopulation mit der Anzahl der detektierten Elispots.

Dargestellt ist die prozentuale CD38low/+, CD19 Population in Korrelation mit den absoluten
Elispotzahlen. Eine lineare Regressionsanalyse bestatigt hier eine eindeutige Korrelation (p < 0,001).

Um eine weitere Differenzierung der CD38°“*, CD19  Zellpopulation zu
erreichen, wurde in einem abschlieBenden Experiment eine ausgewahlte
Patientenprobe (Patient 1 an Tag 21) auf zusatzliche Oberflachenmarker hin
untersucht. Neben einem Lineage Antikorpermix wurden hier zusatzlich die
Plasmazellmarker CD27 und CD138 ebenso wie intrazellulare IgM (iclgM), IgA
(iclgA) und IgG (iclgG) verwendet.

In einem ersten Schritt erfolgte eine dezidiertere Betrachtung der CD38"°"*
Population in Bezug auf die Zellgrole sowie das Vorhandensein von
Linienmarkern (Lineage Antikérpermix). Nach dem Eingrenzen der relevanten
Zellpopulation (siehe Abb. 62 A) wurden CD38°"* Zellen im GréRenvergleich
(FSC) dargestellt (B). Wahrend die CD38-negative Zellpopulation homogen
zwischen 30 und 150 K verteilt zu sein scheint, scheinen CD38"°"* Zellen drei
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unterschiedliche grolenabhangige Subpopulationen aufzuweisen. Zwei dieser
Populationen liegen hierbei im Grollenfeld der CD38" Zellen und konnten
aufgrund ihrer durchschnittlichen GréfRen von ca. 60 K und 120 K (Faktor x 2)
Zelldoubletten zugeordnet werden. Die dritte Population zeigt sich mit ca. 180 —
200 K deutlich grofRer und stellt am ehesten eine eigenstandige Subgruppe dar.
In einem weiteren Schritt wurde die Zellgrof3e in Bezug zum Vorhandensein von
Progenitormarkern (Lin™) gesetzt (siehe Abb. 62 C). Wohingegen die Lin®

Zellen analog zu den CD38""*

Zellen in Abbildung 62 B eine kleine doppelte
Population (60 K und 120 K) zeigen, imponiert eine Lin" Zellfraktion, welche mit
150 — 200 K deutlich gréRere Zellen beinhaltet. Abschliel3end ist in Abbildung
62 D das Vorhandensein von Progenitormarkern (Lin) abhangig von CD38
dargestellt. Interessanterweise scheint es demnach neben Lin®, CD38°w*

exprimierenden Zellen eine Lin", CD38"°"* tragende Zellpopulation zu geben.
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Abbildung 62: Durchflusszytometrische Subgruppenanalyse der CD38" Zellpopulation.

Wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, erfolgte eine Isolation der PBMCs aus
Patientenproben mit einer anschlieBenden Farbung mittels Primar- und Sekundarantikdrper, gefolgt von
einer Analyse mittels Durchflusszytometrie (FACS). Dargestellt ist hier exemplarisch das analytische
Vorgehen zur weiteren Charakterisierung der lympozytdren CD38" Zellpopulation. A: Eingrenzung der
relevanten Zellpopulation. B: Betrachtung der CD38" Zellpopulationen in Bezug auf die ZellgroRe (FSC).
C/D: Subgrupierung der Zellen bezogen auf eine Lineage-Positivitat (C) und Korrelation mit CD38 (D).
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Zusammenfassend scheint die zuvor beschriebene CD38°“*, CD19  Zell-
population nicht homogen zu sein, sondern sich in GroRe und Expression von
Progenitormarkern zu unterscheiden. Neben kleineren CD19", CD38°"*, Lin*
exprimierenden und damit ,reifen“ Zellen (wie z.B.: T-, NK-Zellen oder
Monozyten), existiert eine Fraktion grof3erer CD19, CD38"°"*  Lin~ Zellen,
welche einem nicht weiter charakterisierbaren Zellsubtyp zugeordnet werden

mussen.

Eine weitere Subklassifizierung der Zellpopulationen erfolgte in Abbildung 63.
Zusatzlich zu CD38 und CD19 wurde die Expression der typischen
Plasmazellmarker CD138 und CD27 untersucht. Nach einer Identifikation der
lymphozytaren Zellpopulation im SSC und FSC (Abb. 63 A), erfolgte die
Identifikation der CD19°, CD38"°"* Zellen (Abb. 63 B).
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Abbildung 63: Durchflusszytometrische Subgruppenanalyse der Inmunzellregeneration bei Patient
1 (an Tag 7 nach der haploidenten Stammzelltransplantation).

Zu unterschiedlichen Analysezeitpunkten wurde Vollblut der Patienten gewonnen. Anschlieffend erfolgte,
wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, eine Isolation der PBMCs mit einer anschlieRenden
Farbung mittels Primar- und Sekundarantikdrpern, gefolgt von einer Analyse mittels Durchflusszytometrie
(FACS). Dargestellt ist hier exemplarisch das analytische Vorgehen zur weiteren Eingrenzung der
lympozytaren Zellpopulation. A: Eingrenzung der lympozytéaren Zellen. B: Betrachtung der CD19+/-,
CD38+/- Zellpopulationen. C: Subgruppierung der CD38+, CD19- Zellen bezogen auf eine CD27- und
CD138-Expression.
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In einem nachsten Schritt wurde die Expression von CD138 und CD27 in dieser
Zellpopulation untersucht. Wie die Abbildung 63 C zeigt, scheint die CD19’,
CD38"°"* Population weder CD27 noch CD138 auf ihrer Oberflaiche zu
exprimieren. Entsprechend prasentiert sich hier eine bisher nicht eindeutig
beschriebene und zuordenbare CD19, CD38°“* CD27, CD138

Zellpopulation.

Um einen direkten Zusammenhang der durchflusszytometrisch analysierten
Immunzellsubpopulationen mit einer Immunglobulin-Expression herzustellen,
wurden abschliellend zytoplasmatische Farbungen gegen IgM (iclgM), IgA
(iclgA) und IgG (iclgG) verwendet (siehe Abb. 64).
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Abbildung 64: Durchflusszytometrische Subgruppenanalyse der Immunglobulin-exprimierenden
Zellpopulation bei Patient 1 (an Tag 14 nach der haploidenten Stammzelltransplantation).

Zu unterschiedlichen Analysezeitpunkten wurde Vollblut der Patienten gewonnen. AnschlieRend erfolgte,
wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, eine Isolation der PBMCs mit einer anschlieRenden
Farbung mittels Primar- und Sekundarantikdrpern, gefolgt von einer Analyse mittels Durchflusszytometrie
(FACS) Dargestellt ist hier exemplarisch das analytische Vorgehen zur weiteren Eingrenzung der
lymphozytaren Zellpopulation. A: Eingrenzung der lympozytaren Zellen. B: Betrachtung der iclgA-, iclgG-
und iclgM-exprimierenden Zellpopulationen bezogen auf CD19. C: Subgruppierung der iclgA-, iclgG- und
iclgM-positiven Zellen bezogen auf eine CD27- und CD138-Expression.
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Nach Eingrenzung der lymphozytaren Zellpopulation (Abb. 64 A) erfolgte die
Betrachtung der intrazellularen Immunglobulinfraktion far IgA, 1gG und IgM
(iclgA, iclgG und iclgM) vor dem Hintergrund der CD19-Expression. Wie der
Abbildung 64 B zu entnehmen ist, lasst sich eine kleine CD19-positive B-
Zellpopulation ohne Immunglobulinexpression (unten rechts) abgrenzen. Der
GroRteil der Immunglobulin-exprimierenden Zellen (14,1 %) zeigt sich jedoch
CD19 negativ und entspricht somit nicht klassischen B-Zellen oder
Plasmazellen. Diese CD19", iclG" Population wurde in Abbildung 64 C weiter
charakterisiert. Neben einer kleinen (2,5 - 2,8 %) CD19, CD38", CD138"",
CD27"" Population (oben rechts), welche immunphéanotypisch langlebenden
Plasmazellen entspricht, imponiert eine dominante CD19", CD38°"* CD138,
CD27" Population welche 90 — 95 % aller Immunglobulin-exprimierenden Zellen

ausmacht.

Zusammenfassend konnte in den durchgeflhrten durchflusszytometrischen
Untersuchungen somit ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Elispots fur IgA, IgG und IgM und dem Auftreten einer CD19",
CD38"°"* Zellpopulation gezeigt werden. Dariiber hinaus weisen weitere
Subklassifizierungen darauf hin, dass es sich bei dieser Zellsubpopulation nicht
um autologe B-Zellen bzw. Plasmazellen handelt, da sie auf der einen Seite
keinen Plasmazellphanotyp (CD19™), CD38**, CD138"*, CD27"") besitzen und
auf der anderen Seite eine HLA-Signatur des Spenders tragen. Durch die
intrazellulare  Immunglobulinfarbung  konnte hier eine bislang nicht
beschriebene, vom Stammzellspender-abstammende immunglobulin-
produzierende CD19’, CD38"°"* CD138, CD27" Zellpopulation identifiziert
werden, die deutlich vor der Rekonstitution anderer lymphatischer Zellen in der

Zirkulation detektiert wird.
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5. Diskussion

5.1. Die Auswahl der Patienten

In der vorliegenden Arbeit wurden die personenbezogenen Daten zur
Krankheitsgeschichte und Primarproben (Blut) von insgesamt zehn Patienten
erhoben und ausgewertet, die aufgrund hamatologischer Grunderkrankungen
haploident stammzelltransplantiert wurden. Insgesamt konnten hierbei die
Ergebnisse von sieben Patienten abschlielfend verwendet werden. Drei der
zehn Patienten mussten von der abschlielenden Analyse ausgeschlossen
werden. Bei zwei dieser drei Patienten zeigte sich im Verlauf nach der
Transplantation ein Transplantatversagen; ein Patient verstarb an Tag zehn
nach der Transplantation aufgrund eines septischen Schocks. Somit ist die
Anzahl der analysierten Patienten relativ gering; die Anzahl der gemessenen
Proben hingegen ist aufgrund der haufigen Blutabnahmen bei den Patienten
und des langen Beobachtungszeitraumes verhaltnismaflig hoch. Dies muss bei

der Einordnung der Ergebnisse in den Gesamtkontext beachtet werden.

Ferner variiert bei den abschliefend analysierten Patienten das Alter bei der
Erstdiagnose zwischen 23 und 48 Jahren. Sechs der sieben Patienten sind
weiblich, nur ein Patient ist mannlich. Auch die Diagnosen, welche zur
haploidenten Stammzelltransplantation flihrten, unterscheiden sich bei den
Patienten. Bei einem Patienten wurde eine AML-M1 diagnostiziert, bei vier
Patienten eine AML-M2, bei einem Patienten eine AML-M5 und bei einem
Patienten ein Plasmozytom IgG lambda. Des Weiteren gibt es bei den
ausgewerteten Patienten sehr grole Unterschiede beztiglich der angewendeten
Vortherapien. Die Induktionstherapien bei den AML-Patienten enthielten die
Substanzen Cytarabin, Daunorubicin, Fludarabin, Idarubicin, Etoposid, All-
Trans-Retinoinsaure, Valproinsaure, Mitoxantron, Imatinib und Topotecan. Fur
die Konsolidierungstherapien wurden die Substanzen Cytarabin, Thioguanin,
Cyclophosphamid,  All-Trans-Retinoinsaure, = Gemtuzumab  Ozogamicin,
Mitoxantron und Busulfan verwendet. Ferner wurden Salvage-Therapien mit

Clofarabin, Cytarabin, Mitoxantron, Gemtuzumab Ozogamicin, Cladribin,
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Fludarabin und Litalir durchfuhrt. Der Patient mit dem Plasmozytom IgG lambda
erhielt vor der haploidenten Transplantation die Substanzen Dexamethason,
Bortezomib, Cyclophosphamid, Ifosfamid, Epirubicin, Etoposid, Melphalan,
Lenalidomid und Doxorubicin. Auch wurden nicht alle Patienten primar
haploident transplantiert. Insgesamt vier Patienten erhielten eine primar
haploidente Transplantation, drei Patienten wurden zunachst HLA-ident

fremdallogen transplantiert und erst sekundar haploident transplantiert.

Zusammenfassend handelt es sich hier somit um ein kleines, sehr heterogenes
Patientenkollektiv, welches sich insbesondere hinsichtlich Alter bei der Erst-
diagnose, Geschlecht, hamatologischer Grunderkrankung, Vortherapien und
Zeitpunkt der haploidenten Transplantation unterscheidet. Dies muss bei der

anschlieenden Bewertung der Ergebnisse dieser Arbeit beachtet werden.

5.2. Das Modell der haploidenten Stammzelltransplantation

Wie im Kapitel Einleitung beschrieben sind immunologische Effekte wie der
GvM-Effekt oder auch die GvHD abhangig von der Histokompatibilitat der
Donorzellen mit dem Empfangerorganismus [323]. Da bei der haploidenten
Stammzelltransplantation diese immunologischen Effekte ausgepragt zu
erwarten sind, wurden die weiter oben beschriebenen strategischen Ansatze
entwickelt, um die negativen Effekte der Alloreaktivitat zu reduzieren und
gleichzeitig durch eine fruhe Immunrekonstitution das Risiko fur infektiologische
Komplikationen zu senken [352]. In der vorliegenden Arbeit wurde das haploi-
dente Transplantat durch die negative Selektion CD3+ Zellen und CD19+ Zellen
modifiziert, und so alloreaktive Komplikationen, welche durch reife T-Zellen
verursacht werden, und lymphoproliferative Erkrankungen, welche durch reife
B-Zellen ausgeldst werden, zu reduzieren versucht [366-368]. Gleichzeitig
behalt das Transplantat wichtige Vorlauferzellen und fuhrt so zu einer schnellen
Rekonstitution der Hamatopoese im Empfanger [366,367]. Fur die Analysen zur
Rekonstitution  Antikorper-produzierender Zellen nach einer allogenen
Stammzelltransplantation wurde daher bewusst das Modell der haploidenten

CD3+/CD19+ depletierten Transplantation gewahlt. In diesem Modell kann die
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humane adulte de-novo-Rekonstitution des B-zellularen Systems untersucht
werden, welche sich signifikant von der murinen unterscheidet, ohne dass reife
B-Zellen oder B-Zell-Progenitoren im Transplantat vorhanden sind und ohne
den Einfluss von T-Zellen durch die CD3-Depletion. Des Weiteren wurde dieses
Modell gewahlt, da die Medikation im Anschluss an die Transplantation frei von
Calcineurininhibitoren gewahlt werden kann, welche durch die Blockade des
NFAT-Signalweges einen erheblichen Einfluss auf die Rekonstitution der
Hamatopoese nehmen konnten und welche in der Regel nach einer HLA-
identen fremdallogenen Transplantation zum Einsatz gebracht werden mussen.
Die  Heterogenitat der analysierten  Patienten  hinsichtlich  ihrer
Grunderkrankungen und Vortherapien kann in diesem Zusammenhang auch als
Vorteil gesehen werden, da Stdrvariablen hier wahrscheinlicher sind, als bei der
Analyse von Patienten mit einer einheitlichen Krankheitsentitat, die Wertigkeit
einheitlicher Ergebnisse auf der Grundlage heterogener Ausgangwerte jedoch

gleichzeitig hoher ist.

Zunachst erhielten alle analysierten Patienten eine Intensitats-reduzierte
Konditionierung, welche das blutbildende Knochenmark des Empfangers zwar
nur reversibel zerstort, dennoch eine anhaltende Zytopenie zur Folge hat und
somit eine nachfolgende Stammzellgabe meist obligat ist [339]. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass zum Zeitpunkt der Transplantation und somit
zum Zeitpunkt des Analysebeginns keine signifikante Anzahl Antikorper-
produzierenden Zellen des Empfangers im peripheren Blut mehr vorlag [339].
Gleichzeitig enthalt das CD3+/CD19+ depletierte Transplantat keine reifen B-
Zellen bzw. Plasmazellen [86]. Dadurch liegen zum Zeitpunkt des
Analysebeginns auch keine Antikorper-produzierenden Zellen des Spenders im
Transplantat vor, sofern davon ausgegangen wird, dass langlebige CD19-
Plasmazellen des Spenders nicht zirkulieren und somit nicht in Transplantaten
enthalten sind. Daher macht das Modell der Transplantation eines haploidenten
CD3+/CD19+ depletierten Transplantats eine ,ungestorte® Beobachtung der
Rekonstitution der Antikérper-produzierenden Immunzellen mdglich, ohne dass
bereits zu Beginn Antikérper-produzierende Zellen von Spender oder
Empfanger im peripheren Blut des Empfangerorganismus vorliegen.
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Des Weiteren ist durch die Depletion CD3+ Zellen im Transplantat die
Auftretenswahrscheinlichkeit alloreaktiver Komplikationen und somit die
Notwendigkeit immunsuppressiver Malknahmen nach der Transplantation
geringer, verglichen mit nichtmodifizierten haploidenten Transplantaten [352].
Insgesamt mussten daher nur wenige Patienten nach der Transplantation
immunsuppressiv behandelt werden, aufgrund des Auftretens einer GvHD. Der
analysierte Patient 2 erhielt aufgrund einer GvHD Grad 2 der Haut eine
immunsuppressive  Medikation mit Prednisolon und Tacrolimus post
transplantationem. Bei Patient 5 trat eine GvHD Grad 3 der Haut auf,
weswegen dieser Patient nach der Transplantation eine immunsuppressive
Medikation mit Prednisolon, Tacrolimus und Mycophenolatmofetil erhielt. Die
mdgliche Beeinflussung der Rekonstitution der Antikérper-produzierenden
Zellen nach der Transplantation durch die immunsuppressive Medikation muss
in diesen beiden Fallen bei der Bewertung der Ergebnisse dennoch

berucksichtigt werden.

Auch die Auftretenswahrscheinlichkeit einer lymphoproliferativen Erkrankung
bei haploident transplantierten Patienten ist durch die Depletion CD19+ Zellen
im Transplantat als geringer beschrieben, verglichen mit nichtmodifizierten
Transplantaten [468]. Dies hangt vermutlich damit zusammen, dass EBV als
potentieller  Ausloser einer  lymphoproliferativen  Erkrankung  post
transplantationem (PTLD, post-transplant lymphoproliferative disorder) von
reifen B-Zellen beherbergt wird, und die Anzahl der reifen B-Zellen durch die
CD19 Depletion stark reduziert wird [468,469]. Gleichzeitig muss angemerkt
werden, dass auch EBV-negative PTLDs auftreten kdnnen [469]. Bei einem der
untersuchten Patienten aus dem analysierten Kollektiv kam es zum Auftreten
einer lymphoproliferativen Erkrankung. Patient 6 erhielt daher ab dem dritten
Monat nach der haploidenten Stammzelltransplantation eine viermalige
Applikation des Anti-CD20 Antikdrpers Rituximab. Weitere therapeutische
MaRnahmen zur Behandlung der PTLD erfolgten bei Patient 6 nicht. Der Patient
6 erhielt zu keinem Zeitpunkt nach der Transplantation eine immunsuppressive
Medikation, welche Dosis-reduziert oder abgesetzt hatte werden konnen [469].
Eine zytoreduktive Chemotherapie erfolgte ebenfalls nicht [469]. Das Auftreten
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der PTLD und der Einsatz des Anti-CD20 Antikorpers Rituximab mussen bei

der Bewertung der gefundenen Ergebnisse bei Patient 6 berucksichtigt werden.

Des Weiteren kommt es wegen des ,nur halb passenden® Transplantats bei
einer haploidenten Stammzelltransplantation neben einem vermehrten
Auftreten von bilateraler Alloreaktivitat im Sinne einer GvHD und einer
TransplantatabstoRung auch zu einer geringeren Zahl an Krankheitsrezidiven
durch den GvM-Effekt [352]. Bei Patient 4 wurde in Woche 5 nach der
haploidenten Transplantation dennoch ein Krankheitsrezidiv mit einem Anteil
autologer Zellen im peripheren Blut von mehr als 10 % gemessen. Dieser
Patient erhielt anschlieRend Donorlymphozyteninfusionen (DLIs) in den
Monaten 2 und 4 nach der Transplantation. Als Donorlymphozyteninfusion wird
die Ubertragung mononuklearer Zellen vom Spender auf den Empfanger nach
der erfolgten Transplantation verstanden [470-472]. DLIs werden entweder als
Teil des Stammzelltransplantats vor der Transplantation aliquotiert und nach
der Transplantation bei Bedarf verwendet oder sie werden im Verlauf nach der
Transplantation durch eine erneute Apharese vom Spender gewonnen
[473,474] Generell kdonnen als DLI unmanipulierte mononukleare Zellen
verabreicht werden, oder aber auch Lymphozytensubpopulationen, welche in
vivo oder ex vivo modifiziert werden kdnnen [475]. Die empfohlene Dosis und
das Intervall der verabreichten DLIs variieren nach hamatologischer
Grunderkrankung, praemptiver oder therapeutischer Intention der Gabe, Dauer
des krankheitsfreien Intervalls nach der Transplantation, Art der Transplantation
und des Spenders [476,477]. Bei Patient 4 wurde wurden 1x104 CD3+ Zellen pro
Kilogramm Korpergewicht verabreicht. Die Donorlymphozyteninfusionen enthielten
somit keine reifen B-Zellen. Dennoch muss auch die Gabe von DLIs bei Patient 4
bei der Einordnung der Ergebnisse in den Gesamtkontext beachtet werden. Bei
Patient 4 wurden unselektionierte PBMCs mit einem Anteil von 1x104 CD3+ Zellen
pro Kilogramm Korpergewicht verabreicht. Die Donorlymphozyteninfusionen
enthielten somit vermutlich B-Zellen und deren Vorlauferzellen. Dies muss bei
Patient 4 bei der Einordnung der Ergebnisse in den Gesamtkontext beachtet

werden.

178



Diskussion

5.3. Die Regeneration der Leukopoese nach haploidenter
Stammzelltransplantation

Wie im Kapitel 1.4.5. der Einleitung beschrieben erfolgt die Rekonstitution der
verschiedenen Zellreihen der Hamatopoese nach einer allogenen Stammzell-

transplantation in unterschiedlicher Geschwindigkeit [398].

Fir die neutrophilen Granulozyten, welche den gréfdten Teil der Leukozyten
insgesamt darstellen, ist eine Regeneration innerhalb der ersten 14 bis 30 Tage
nach der Transplantation, abhangig von der Art des Transplantats, beschrieben
[398]. Hierbei wird die schnellste Regeneration der neutrophilen Granulozyten
nach etwa 14 Tagen nach Gabe von Stammzellen aus peripherem Blut
beobachtet, nach etwa 21 Tagen findet die Regeneration der neutrophilen
Granulozyten nach Gabe von Knochenmarkstammzellen statt, wohingegen eine
Regeneration der neutrophilen Granulozyten nach Gabe von Stammzellen aus
Nabelschnurblut erst nach etwa 30 Tagen erfolgt [398-400]. In der vorliegenden
Analyse erhielten alle Patienten Stammzelltransplantate, welche mittels
Apherese aus peripherem Blut des Spenders gewonnen wurden. Eine
Regeneration der neutrophilen Granulozyten wurde im hier untersuchten
Patientenkollektiv somit nach etwa 14 Tagen nach der Transplantation erwartet
[398].

Die Rekonstitution der Lymphozyten dauert wesentlich langer, als die der
neutrophilen Granulozyten und variiert von Monaten bis zu Jahren nach der
hamatopoetischen  Transplantation, abhangig von der Art und
Zusammensetzung des Transplantats, der Intensitat der Konditionierung, dem
Lebensalter von Spender und Empfanger sowie der
Auftretenswahrscheinlichkeit einer GvHD und die davon abhangige
Notwendigkeit einer Immunsuppression post transplantationem [398,404-407].
Zuerst expandieren CD56+ NK-Zellen und Memory-T-Zellen, anschliel3end
CD8+ zytotoxische T-Zellen, gefolgt von CD4+ T-Helfer-Zellen [398]. Die
Rekonstitution der B-Zellreihe nach einer allogenen Stammzelltransplantation
kann bis zu zwei Jahre dauern [398,437]. Nach etwa zwei Monaten erscheinen

zunachst unreife, transitionale B-Zellen mit dem Phanotyp CD19+ CD24++
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CD38++ im peripheren Blut [398,438]. Das Auftreten reifer B-Lymphozyten
sowie B-Gedachtnis-Zellen und somit teilweise auch komplexer zirkulierender

Immunglobuline ist erst einige Monate spater beschrieben [437,439,440].

Die Rekonstitution der Immunzellen nach einer haploidenten Stamm-
zelltransplantation verlauft aufgrund der Modifikation des Transplantats,
beispielsweise der negativen Selektion von CD3+ Zellen und CD19+ Zellen,
generell langsamer als nach einer unmanipulierten HLA-gematchten allogenen
Blutstammzelltransplantation [367,446,447]. Das Erscheinen der neutrophilen
Granulozyten im peripheren Blut nach einer haploidenten hamatopoetischen
Stammzelltransplantation ist im Mittel nach 11 bis 21 Tagen beschrieben
[363,391,448,449]. Unter den Lymphozyten regenerieren auch nach einer
haploidenten Stammzelltransplantation die CD56+ NK-Zellen am schnellsten
[450-453]. lhre Anzahl im peripheren Blut erreicht ca. 30 Tage nach der
Transplantation normale Level. Die Rekonstitution der T-Lymphozyten nach
einer haploidenten Stammzelltransplantation hangt entscheidend von der
Zusammensetzung des Transplantats ab, insbesondere eine T-Zell-Depletion
des Transplantats verlangsamt die Rekonstitution [451-456]. Fur die
Rekonstitution der B-Lymphozyten nach einer haploidenten Transplantation
werden Zeitraume von mehr als einem Jahr beschrieben [451,453]. Eine
Regeneration der Lymphozyten generell wurde bei den hier untersuchten

Patienten daher nach einigen Monaten nach der Transplantation erwartet.

In der dargestellten Arbeit wurde zunachst die Rekonstitution der Leukozyten,
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten nach der haploidenten Transplan-
tation unter Verwendung des Sysmex-Systems betrachtet. Bei Patient 1 zeigt
sich als Ausdruck der Konditionierung sowie der zugrundeliegenden Erkankung
an Tag -7 eine maximale Reduktion der Gesamtleukozyten-, Granulozyten-
sowie der Lymphozytenzahl (< 50/ul). Ein Anstieg der Leukozyten kann ab Tag
7 nach der Transplantation festgestellt werden, mit einer Normalisierung der
Gesamtleukozytenzahlen bereits nach 14 Tagen auf niedrig normale Werte. Die
neutrophilen Granulozyten steigen ebenfalls ab Tag 7 nach der Transplantation

deutlich an und erreichen bereits an Tag 9 einen Wert > 500 pro pl Blut. Die
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Lymphozytenzahlen steigen ab Tag 35 nach der Transplantation an und
erreichen an Tag 100 nach der Transplantation normale Werte. Somit liegen die
Ergebnisse der Rekonstitution der Leukopoese fur den ersten Patienten
innerhalb der in der Literatur beschriebenen Erwartungswerte. Auch bei Patient
2 zeigt sich an Tag -7 eine maximale Reduktion der Gesamtleukozyten-,
Granulozyten- sowie der Lymphozytenzahl (< 50/ul). Die Gesamtleukozytenzahl
sowie die Zahl der neutrophilen Granulozyten steigt ab Tag 7 deutlich an mit
einem peak der Werte an Tag 10 nach der Transplantation, gefolgt von einem
Ruckgang der Zahlen nach Tag 14. Die Regeneration der Lymphozyten ist ab
Tag 28 erkennbar, wobei bis Tag 270 nach der Transplantation eine
Lymphozytopenie mit < 1000/ul persistiert. Bei Patient 2 liegen die Ergebnisse
der Immunrekonstitution daher ebenfalls im Rahmen der Erwartungen mit einer
frihen Rekonstitution der Gesamtleukozyten und neutrophilen Granulozyten
und einer spateren Rekonstitution der Lymphozyten. Bei Patient 2 wurde im
Rahmen einer GvHD Grad 2 der Haut eine immunsuppressive Medikation mit
Prednisolon und Tacrolimus eingesetzt. Moglicherweise liegt die relativ
verzogerte Lymphopoese hiermit in Zusammenhang. Bei Patient 3 liegt an Tag
-7 noch eine Gesamtleukozytenpopulation von 1760/ul vor mit 1038/ul
neutrophilen Granulozyten und 349/ul Lymphozyten. Zum Zeitpunkt der
Stammzellrickgabe (Tag O0) liegen alle untersuchten Zellreihen jedoch
unterhalb der Nachweisgrenze von 50/ul. Der Anstieg der Gesamtleukozyten
und der neutrophilen Granulozyten erfolgt ab Tag 7 nach der Transplantation;
bereits an Tag 21 nach der Transplantation weisen Gesamtleukozyten und
neutrophile  Granulozyten bereits  wieder Normwerte  auf. Die
Lymphozytenregeneration beginnt ab Tag 28 nach der
Stammzelltransplantation. Eine weitgehende Normalisierung der Lympho-
zytenwerte mit >1200 Lymphozyten/ul ist bereits frih nach der Transplantation
an Tag 49 erkennbar. Auch bei Patient 3 liegen die gemessenen Ergebnisse
der Rekonstitution der Leukozyten, neutrophilen Granulozyten und
Lymphozyten somit innerhalb der in der Literatur beschriebenen
Erwartungswerte, mit einer jedoch vergleichsweise fruhen Erholung der

Lymphozyten. Bei Patient 4 tritt ab Tag 7 ein steiler Anstieg der
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Gesamtleukozyten und der neutrophilen Granulozyten auf mit einem peak der
Werte zwischen Tag 14 und 21 nach der Transplantation und einem
anschlieBenden leichten Abfall der Werte. Ein Anstieg der Lymphozyten lasst
sich ab Tag 35 nachweisen. Auch bei Patient 4 liegen die gemessenen Werte
innerhalb der Erwartungen aus der Literaturrecherche. Ein Zusammenhang
zwischen der Entwicklung der Lymphozytenzahlen und der Gabe von
Donorlymphozyten in den Monaten 2 und 4 nach der Transplantation kann
jedoch bei Patient 4 nicht hergestellt werden. Bei Patient 5 zeigt sich eine
Regeneration der Leukozyten und neutrophilen Granulozyten zwischen Tag 7
und Tag 14 nach der haploidenten Transplantation mit einem passageren Abfall
der Leukozyten zwischen Tag 28 und Tag 42 und einem anschlielRenden
Wiederanstieg. Dabei korreliert die Entwicklung der Leukozyten und
neutrophilen Granulozyten nicht mit der Entwicklung des CRP-Wertes. Die
Regeneration der Lymphozyten zeigt sich ab Tag 90 nach der haploidenten
Transplantation und liegt somit innerhalb des erwarteten Zeitraums. Ob die im
Vergleich zu den anderen Patienten etwas spatere Erholung der Lymphopoese
bei Patient 5 im Zusammenhang mit der eingesetzten Immunsuppression bei
GvHD Grad 3 der Haut steht, lasst sich spekulieren. Auch Patient 6 weist eine
frihe Regeneration der Leukozyten und neutrophilen Granulozyten und einen
mehrgipfligen Verlauf der Leukozytenzahlen und neutrophilen
Granulozytenzahlen auf. Auch bei diesem Patienten lasst sich der Verlauf der
Leukozyten und neutrophilen Granulozyten nicht mit dem Verlauf des CRP-
Wertes korrelieren. Die Regeneration der Lymphozyten kann ab Tag 35 nach
der Stammzellrickgabe dokumentiert werden. Eine Beeinflussung der
Lymphozytenwerte bei diesem Patienten ab dem dritten Monat nach der
Transplantation durch das Auftreten der PTLD und der anschlie3end repetitiven
Gabe von Rituximab kann nicht sicher belegt werden. Bei Patient 7 zeigt sich im
Vergleich zu allen anderen Patienten zum Zeitpunkt der Stammzellriickgabe
(Tag 0) noch eine messbare Gesamtleukozytenzahl von 1080/ul und eine
Neutrophilenzahl von 980/ul. Der anschlieende Verlauf der Leukozyten und
neutrophilen Granulozyten ist mehrgipflig mit einem ersten peak zwischen Tag

14 und Tag 21. Auch dieser Verlauf der Leukozyten und neutrophilen
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Granulozyten korreliert nicht mit dem CRP-Wert. Eine Entwicklung der
Lymphozyten bis hin zu normwertigen Lymphozytenzahlen (> 1200/ul) kann
innerhalb des Analysezeitraums (Tag 0 bis 270) nicht beobachtet werden. Der
Grund fur diese langsame Entwicklung der Lymphozyten ist unklar. Allerdings
liegt die Entwicklung der Lymphozyten noch innerhalb des zu erwartenden

Zeitraums.

Insgesamt lasst sich somit bei allen 7 Patienten ab Tag 14 nach der
haploidenten Transplantation eine signifikante Regeneration der Leukopoese
feststellen. Diese entspricht den Angaben zur Regeneration der Leukozyten
nach einer haploidenten Stammzelltransplantation in der Literatur
[367,446,447]. Auffallend ist insgesamt auch ein zwei- oder mehrgipfliger
Verlauf der Leukozytenwerte, welcher nicht mit dem CRP-Wert oder klinischen
Angaben einer Infektion zeitlich korreliert werden kann. Aullerdem zeigt sich
auch bei allen 7 Patienten eine signifikante Rekonstitution der neutrophilen
Granulozyten ab Tag 14, vergleichbar zum Verlauf der Leukozytenzahlen. Auch
diese Beobachtung deckt sich mit den in der Literatur angegebenen Zeitraumen
fur die Rekonstitution neutrophiler Granulozyten nach einer haploidenten
Stammzelltransplantation [363,391,448,449]. Anhand dieser Daten lasst sich
die Regeneration der Gesamtleukozyten, malRgeblich durch die Erholung der
neutrophilen Granulozyten erklaren. Ferner zeigt sich die Regeneration der
Lymphopoese bei allen 7 ausgewerteten Patienten erwartungsgemald spater,
als die Regeneration der neutrophilen Granulozyten [363,391,448,449]. Eine
signifikante Zunahme der Lymphozytenpopulation zeigt sich ab Tag 28 post
transplantationem, wobei eine Normalisierung der Lymphozytenwerte im
Durchschnitt nach 270 Tagen nach der Transplantation erreicht wird.
Abschlief3end lasst sich in diesem kleinen Patientenkollektiv keine Korrelation
zwischen der Menge der transplantierten CD34+ Zellen pro Kilogramm Korper-
gewicht des Empfangers und dem Zeitpunkt der Rekonstitution der
Immunzellen herstellen. Die Patienten erhielten zwischen 4,3 x 10% und 13,4 x
10° CD34+ Zellen pro Kilogramm Korpergewicht. Patienten, welche weniger

Stammzellen transplantiert bekamen, regenerierten in dieser Analyse nicht
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langsamer, als Patienten, deren Transplantat weniger CD34+ Stammzellen

enthielt.

5.4. Detektion von IgA-, IgG- und IgM-prasentierenden Zellen
nach haploidenter Stammzelltransplantation

Die Rekonstitution der humoralen Immunantwort nach einer allogenen
Stammzelltransplantation ist mit einer Dauer von bis zu zwei Jahren nach der
Transplantation beschrieben [478]. Wie bereits ausfuhrlich im Kapitel Einleitung
erwahnt, entwickelt sich — basierend auf hauptsachlich murinen Daten - aus der
Pro-B-Zelle, Uber die Pra-B-Zelle die transitionale B-Zelle, welche anschliel3end
das Knochenmark verlasst und sich in der Milz entweder zu IgM-Gedachtnis-
Zellen weiterentwickelt oder zu reifen B-Zellen [478-481]. Reife B-Zellen
entwickeln sich unter dem Einfluss von Antigenen weiter zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen oder B-Gedachtnis-Zellen [478-480,482]. Die
Regeneration der Antikorper-produzierenden Plasmazellen nach einer
allogenen Stammzelltransplantation ist somit ebenfalls tber einen Zeitraum von

mehreren Monaten beschrieben [483].

Nach der Analyse der Regeneration der Leukopoese, Granulopoese und
Lymphopoese wurde bei den sieben Patienten nach der haploidenten
Transplantation auch das Auftreten Immunglobulin-prasentierender bzw.
Immunglobulin-sezernierender Zellen untersucht. Die aus den Patientenproben
gewonnenen PBMCs wurden zwischen Woche 0 und 64 auf die Expression von
IgA, IgG und IgM mit Hilfe eines B-Zell-ELISpot-Assays analysiert [484]. Bei
Patient 1 zeigt sich in dieser Untersuchung unerwartet frih, zwischen Tag 14
und Tag 35 post transplantationem, ein Anstieg der IgA-, IgG- und IgM-
prasentierenden Zellen. Alle drei Immunglobulinklassen werden hierbei
exprimiert ohne Praferenz eines Immunglobulins. Zwischen Tag 35 und 62 zeigt
sich dann bei Patient 1 ein erneuter Abfall der Immunglobuline. Erst ab Tag 90
kann wieder eine relevante Menge IgA-, 1gG- und IgM-tragender Zellen
dargestellt werden. Bei Patient 2 zeigt sich ein ahnliches Bild mit einem Anstieg

der IgA-, 1gG- und IgM-prasentierenden Zellen ab Tag 15 nach der
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Stammzellgabe. Bei Patient 2 liegt jedoch eine Dominanz der Immunglobuline
vom IgM-Typ vor. Der weitere Kurvenverlauf der IgA-, 1I9G- und IgM-tragenden
Zellen bei Patient 2 dhnelt dem Kurvenverlauf bei Patient 1 und kann mit dem
Verlauf der Regeneration der Leukozyten und neutrophilen Granulozyten
zeitlich korreliert werden. Eine Korrelation des Kurvenverlaufs der IgA-, IgG-
und IgM-tragenden Zellen mit der Regeneration der Lymphozyten ist aufgrund
der niedrigen Gesamtzellzahl schwierig. Zwischen dem Auftreten der GvHD
Grad 2 der Haut bei dem Patienten 2 mit dem Einsatz von Prednisolon und
Tacrolimus zur Immunsuppression und dem Auftreten bzw. dem Verlauf der
IgA-, IgG- und IgM-prasentierenden Zellen kann kein direkter Zusammenhang
hergestellt werden. Bei Patient 3 ergibt sich auch ein passagerer Anstieg der
IgA-, 1gG- und IgM-prasentierenden Zellen zwischen Tag 21 und 28 nach der
Stammzellrickgabe, wenngleich die absoluten Werte geringer ausfallen als bei
den anderen Patienten. Der weitere Verlauf der IgA-, 19G- und IgM-tragenden
Zellen, ahnelt dem Verlauf der beiden ersten Patienten. Bei Patient 3 zeigt sich
demgegenuber jedoch eine Dominanz der Immunglobuline vom IgG-Typ. Auch
bei Patient 3 kann der zeitliche Verlauf der Regeneration der neutrophilen
Granulozyten mit dem Auftreten der IgA-, 1IgG- und IgM-prasentierenden Zellen
vereinbart werden. Eine Korrelation zur Regeneration der Lymphozyten kann
nicht hergestellt werden. Auch bei Patient 4 ist ein friher Anstieg von IgA-, 1gG-
und IgM-prasentierenden Zellen messbar mit einem Maximum an Tag 19 nach
der haploidenten Stammzelltransplantation. Der weitere Verlauf der IgA-, 19G-
und IgM-tragenden Zellen ahnelt dem Verlauf bei den bereits beschriebenen
Patienten. Auch bei Patient 4 dominieren Immunglobuline vom IgG-Typ. Ob das
Auftreten des Krankheitsrezidivs bei Patient 4 mit einem Anteil autologer Zellen
im peripheren Blut von mehr als 10 % und der anschlieRenden Gabe von DLIs
in den Monaten 2 und 4 nach der Transplantation korreliert werden kann ist
unklar. Es kann lediglich festgestellt werden, dass nach einem ersten peak der
IgA-, IgG- und IgM-tragenden Zellen in der dritten Woche nach der
Transplantation zwar ein relativer aber kein absoluter erneuter Anstieg der IgA-,
IgG- und IgM-prasentierenden Zellen erfolgt. Der Patient 5 zeigt einen

relevanten Anstieg der IgA-, IgG- und IgM-prasentierenden Zellen bereits 10
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Tage nach der haploidenten Transplantation. Wie bei den bereits
beschriebenen Patienten zeigt sich auch bei Patient 5 ein zweigipfliger Verlauf.
Hierbei korreliert der zweite Anstieg der der IgA-, IgG- und IgM-tragenden
Zellen zeitlich mit der Regeneration der Lymphozyten im peripheren Blut. Auch
bei Patient 5 dominieren Immunglobuline vom IgG-Typ. Auch bei Patient 5 kann
kein klarer Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer GvHD Grad 3 der
Haut mit einer immunsuppressiven Therapie mit Prednisolon, Tacrolimus und
Mycophenolatmofetil und dem Verlauf der Entwicklung der IgA-, IgG- und IgM-
prasentierenden Zellen gebildet werden. Patient 6 zeigt einen etwas anderen
Verlauf, als die bislang beschriebenen Patienten. Bei Patient 6 sind an Tag 0
Elispots fur IgA, IgG oder IgM und somit Antikdrper-produzierende Zellen
nachweisbar, welche jedoch nach 3 Tagen unter die Nachweisgrenze abfallen.
An Tag 19 zeigt sich dann ein Maximum der Immunglobulin-exprimierenden
Zellen. Eine eindeutige Erklarung hierfur kann nicht genannt werden.
Leukozyten, neutrophile Granulozyten und Lymphozyten liegen bei Patient 6 an
Tag 0 in der Sysmex-Analyse unterhalb der Nachweisgrenze. Moglicherweise
ist die Elispot-Analyse hier sensitiver als die Sysmex-Analyse. Des Weiteren
erhielt Patient 6 bei Nachweis einer lymphoproliferativen Erkrankung repetitiv
den Anti-CD20-Antikorper Rituximab. Dieser scheint keine Auswirkung auf die
absoluten und relativen Zahlen der Immunglobulin-exprimierenden Zellen zu
haben, was mit einer fehlenden Expression von CD20 auf diesen Zellen erklart
werden konnte. Zusatzlich kann gemutmalt werden, dass die Immunglobulin-
exprimierenden Zellen keine CD20 positiven Vorlaufer brauchen, da die
Depletion CD20 positiver reifer B-Zellen keinen Einfluss auf deren Detektion
hat. Bei Patient 7 kdnnen die bisherigen Ergebnisse mit einem frihen,
passageren Anstieg der IgA-, IgG- und IgM-exprimierenden Zellen erneut
bestatigt werden. Eine signifikante Praferenz einer Immunglobulinklasse kann

bei Patient 7 nicht dokumentiert werden.

Zusammenfassend zeigt sich bei allen 7 analysierten Patienten eine
erstaunliche zeitliche Kohdrenz des ersten Auftretens Immunglobulin-
exprimierender Zellen nach der haploidenten Stammzelltransplantation. Die

Immunglobulin-exprimierenden Zellen lassen sich dabei deutlich friher
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nachweisen (Tag 10 bis 30 nach der Stammzellrickgabe), als die Regeneration
von Plasmazellen in der Literatur beschrieben ist und als die Regeneration der
Lymphozyten in der Sysmex-Analyse beobachtet werden kann. Diese
Ubereinstimmung besteht trotz des inhomogenen Patientenkollektivs und
bezieht alle Immunglobulinklassen (IgA, IgG und IgM) mit ein. Tendenziell 1asst
sich bei drei der sieben Patienten eine Praferenz fur Immunglobuline der
Subklasse I1gG nachweisen. Eine direkte Assoziation des Auftretens
Immunglobulin-exprimierender Zellen mit der Lymphopoese nach der
haploidenten Transplantation lasst sich nicht herstellen. Vielmehr scheint der
zeitliche Verlauf der Antikdrper-produzierenden Zellen mit der Regeneration der

neutrophilen Granulozyten assoziiert werden zu kénnen.

5.5. Immunglobulinentwicklung nach haploidenter Stammzell-
transplantation

Neben der Moglichkeit des direkten Nachweises Immunglobulin-exprimierender
oder sezernierender Zellen mittels Elispot, wurde in der vorliegenden Arbeit
auch ein indirekter Nachweis dieser Zellen durch die Analyse der nicht-

zellgebundenen Immunglobuline im Serum der Patienten untersucht.

FiUr die Immunglobuline vom IgM-Typ ist in der Literatur eine Regeneration hin
zu normalen Serumleveln nach einer allogenen Stammzelltransplantation nach
3 bis 6 Monaten beschrieben [485]. Die IgG-Serumlevel hingegen kdénnen sich
auch erst 1 Jahr nach einer allogenen Transplantation oder noch spater
normalisieren [485]. Fur die Rekonstitution der Immunglobuline vom IgA-Typ
und IgE-Typ nach einer allogenen Stammzelltransplantation konnten keine

allgemein gultigen Zeitraume gefunden werden.

Beim ersten Patienten des untersuchten Kollektivs dieser Arbeit zeigt sich ein
frGher Anstieg der Serumlevel fur IgA, 19G und IgM mit einem Maximum der
Werte an Tag 14 nach haploidenter Transplantation. Die IgE-Spiegel blieben
uber den gesamten Untersuchungszeitraum auf gleichbleibend niedrigem
Niveau. Bei Patient 2 kann ein ahnlicher Verlauf der Immunglobulinserumlevel

fur IgA, 19G und IgM beobachtet werden mit einem Anstieg der Level zwischen
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der ersten und der zweiten Woche nach der Transplantation und einem
anschlieBenden erneuten Abfall. Die IgE-Spiegel bleiben auch hier Uber den
gesamten Verlauf unverandert auf niedrigem Niveau. Die Entwicklung einer
GvHD bei Patient 2 mit einer konsekutiven immunsuppressiven Therapie mit
Prednisolon und Tacrolimus scheint auf den Verlauf der Serum-
immunglobulinlevel keinen Einfluss genommen zu haben. Bei Patient 3 zeigt
sich zwischen Woche 2 und Woche 3 nach der Stammzelltransplantation ein
relevanter Anstieg der Serumkonzentrationen fir IgA, IgG und IgM. Auch bei
diesem Patienten bleiben die Serum IgE-Level unverandert auf niedrigem
Niveau. Ein ahnliches Bild zeigt sich bei Patient 4 mit einem Anstieg der
Serumkonzentrationen von IgA, 1gG und IgM zwischen Woche 2 und 3. Erneut
bleiben die IgE-Spiegel konstant im Bereich der Nachweisgrenze. Die Gabe von
DLIs bei Patient 4 erfolgte erst im zweiten Monat nach der haploidenten
Stammzelltransplantation, so dass diese mogliche Einflussgrofde fur den
beobachteten Zeitraum von 35 Tagen keine Rolle spielt. Die bislang
beobachteten Ergebnisse treffen fir Patient 5 nur teilweise zu. Bei diesem
Patienten kann kein Anstieg der Serum-lgG-Level zwischen Woche 1 und 3
beobachtet werden; vielmehr zeigt sich ein Abfall der Werte Uber den
Beobachtungszeitraum von 35 Tagen nach der Transplantation. Fur IgA und
IgM zeigt sich jedoch das bekannte Bild mit einem peak der Serumlevel
zwischen Woche 2 und Woche 3. Erneut bleiben die IgE-Spiegel konstant
erniedrigt. Bei Patient 5 trat bekanntermal3en eine GvHD Grad 3 der Haut auf
und eine immunsuppressive Therapie mit Prednisolon, Tacrolimus und
Mycophenolatmofetil erfolgte deswegen. Ob diese Tatsache den Verlauf der
Serum-IgG-Level bei Patient 5 erklaren kann bleibt fraglich. Bei Patient 6
verlaufen die Serum-lgG-Level ebenfalls ohne relevante Schwankungen mit
einem ausbleibenden peak zwischen Woche 2 und 3. Es zeigen sich aulierdem
nahezu normale Werte fur IgG. Fir Immunglobuline vom IgM-Typ und IgA-Typ
zeigt sich der bereits bei den anderen Patienten beobachtete passagere
Anstieg der Serumkonzentrationen zwischen Woche 2 und 3. Patient 6 erhielt,
wie bereits beschrieben, aufgrund einer PTLD ab dem dritten Monat nach der

haploidenten Transplantation rezidivierend Rituximab. Da dieses Ereignis erst
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nach der Entnahme der Proben fur die hieraufgefuhrte Analyse auftrat ist nicht
mit einem Einfluss auf die Ergebnisse zu rechnen. Bei Patient 7 kann ein
passagerer Anstieg der Serumkonzentrationen aller drei
Immunglobulinsubtypen (IgA, IgG und IgM) zwischen Woche 1 und 3 nach der
haploidenten Transplantation verzeichnet werden. Die Serumlevel fur IgE

bleiben auch hier konstant erniedrigt.

Zusammenfassend kann somit fir den Verlauf der Serumkonzentrationen aller
Immunglobulinsubklassen nach einer haploidenten Stammzelltransplantation
bei allen 7 Patienten ein ahnliches Ergebnis aufgezeigt werden. Fur IgG zeigt
sich ein Anstieg der Serumkonzentrationen zwischen der ersten und der dritten
Woche nach der Transplantation mit einem anschlieRenden Abfall bis zur
Woche 5. Da die Serumkonzentration von IgG durch die Gabe von intravendsen
Immunglobulinen (IVIG) theoretisch beeinflusst werden kann und nicht bekannt
ist, ob und welche Patienten zu welchen Zeitpunkten IVIGs erhielten, wurden
auch die Immunglobulinsubklassen IgA, IgM und IgE auf gleiche Art analysiert
da IVIGs in der Regel weder IgM noch IgA enthalten. Hierbei zeigt sich fir IgA
ebenfalls ein Anstieg der Serumkonzentrationen zwischen der ersten und der
dritten Woche nach der Transplantation mit einem anschlieienden Abfall bis
zur Woche 5. Ein ahnlicher Verlauf ergibt sich auf fir IgM mit einem Anstieg der
Serumkonzentrationen zwischen der ersten und der dritten Woche nach der
Transplantation mit einem anschlieRenden Abfall bis zur Woche 5. Lediglich die
Serum-IgE- Level sind bei allen Patienten konstant erniedrigt und weisen keine
Schwankungen auf. Es ergibt sich keine Dominanz  einer
Immunglobulinsubklasse. Somit korrelieren die Ergebnisse der Entwicklung der
Immunglobuline im Serum mit den Elispot-Analysen. Dies erhartet die
Hypothese einer Existenz von frihen Immunglobulin-exprimierenden und —

sezernierenden Zellen nach einer halpoidenten Stammzelltransplantation.
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5.6. Zytokinexpression nach haploidenter Stammzell-
transplantation

Sowohl fur die Immunrekonstitution nach einer allogenen und insbesondere
auch haploidenten Stammzelltransplantation, als auch im Rahmen von
Komplikationen nach einer allogenen Stammzelltransplantation wie der GvHD,
Infektionen und einem Zytokin-Release-Syndrom spielen viele verschiedene
Zytokine eine wichtige Rolle [486]. Die in dieser Arbeit untersuchten Zytokine
wurden dabei in zwei Gruppen einzuteilen versucht: Zytokine, die hauptsachlich
in der Hamatopoese und vor allem Lymphopoese eine Rolle spielen und
Zytokine, welche Uberwiegend im Rahmen einer Inflammation und der Gbrigen
Myelopoese von Bedeutung sind. Zu den fiur die Hamatopoese wichtigen
Zytokinen zahlt IL-1b, welches insbesondere in der frihen Hamatopoese eine
Rolle spielt und unter anderem auch auf B- und T-Zellen wirkt, jedoch
gleichzeitig auch im Rahmen einer Inflammation wesentlich ist [487]. Des
Weiteren zahlt hierzu IL-2, welches die Proliferation von B- und T-Zellen fordert.
[488]. Hierzu gehdrt auch IL-4, welches ebenfalls die Proliferation und
Aktivierung von B- und T-Zellen, aber auch von Fibroblasten, neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen bewirkt [489]. Ferner kann zu dieser Gruppe
von Zytokinen IL-5 gezahlt werden. IL-5 férdert das Wachstum und die
Differenzierung insbesondere von eosinophilen Granulozyten [490]. IL-7,
welches auch im Rahmen der Hamatopoese eine Rolle spielt, fordert das
Wachstum von Pra-B-Zellen und Pro-B-Zellen, von reifen T-Zellen und NK-
Zellen [491]. Aulerdem sollen in diesem Zusammenhang die
Wachstumsfaktoren G-CSF und GM-CSF erwahnt werden, welche die
Proliferation pluripotenter Stammzellen und die Bildung und Differenzierung von
Granulozyten und Makrophagen fordern [492]. Zur Gruppe der
inflammatorischen Zytokine zahlt in erster Linie IL-6 als Akute-Phase-Protein
[493]. Auch IL-8 ist als Mediatormolekil einer Inflammation bekannt. Es
mobilisiert neutrophile Granulozyten und unterstitzt deren Degranulation [494].
Ferner wird IL-12 eine proinflammatorische Wirkung zugeschrieben. Es spielt
eine Rolle bei verschiedenen Infektionen, Autoimmunerkrankungen und

Krebserkrankungen [495]. IL-17, welches ebenfalls zu Gruppe der
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proinflammatorischen Zytokine gehort, fordert die Bildung von IL-6 und IL-8
[496]. INFa spielt insbesondere im Rahmen von viralen Infekten eine Rolle
[497]. MCAF ist auch proinflammatorisch wirksam und aktiviert vorallem
Monozyten und Makrophagen [498]. MIP-1b spielt ebenfalls im Rahmen viraler
Infekte eine Rolle [499]. TNFa ist als eines der wichtigsten Zytokine bekannt,
die bei einer akuten oder chronischen Inflammation, wie einem Trauma, einer
Infektion oder einer Autoimmunerkrankung, bedeutsam sind [500]. IL-10 kann
nicht eindeutig einer der beiden Gruppen zugeordnet werden; die
verschiedenen Funktionen von IL-10 sind teilweise als widerspruchlich
beschrieben; Uberwiegend ist eine antiinflammatorische Wirkung berichtet
[501]. Auch IL-13 werden pleiotrope, sowohl proinflammatorische als auch
antiinflammatorische, Effekte zugeschrieben [502]. Es ist jedoch auch als

wichtiger Faktor der B-Zell-Entwicklung beschrieben [503].

Bei den Patienten der hier vorgestellten Arbeit wurden an den Tagen O, 7, 14,
21, 28 und 35 nach der haploidenten Stammzelltransplantation Serumproben
auf die Zytokinexpression untersucht. Hierbei zeigt sich bei Patient 1 eine
deutlich gesteigerte Konzentration der inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8,
IFNa, MCAF, MIP-1b und TNFa. Auch die G-CSF-Expression ist
erwartungsgemald erhdht. Dahingegen sind die Zytokine, die die Entwicklung
der B- und T-Zellen beeinflussen, wie IL-2, IL-4, IL-7 und IL-13 nicht oder nur
sehr gering in ihrer Konzentration gesteigert. Bei Patient 2 zeigt sich ein
ahnliches Bild mit einer gesteigerten Konzentration von IL-6, IL-8, IFNa, MCAF,
MIP-1b und TNFa und einer nur diskret oder nicht gesteigerten Konzentration
von IL-2, IL-4, IL-7 und IL-13. Das Auftreten der GvHD bei Patient 2 scheint
nicht zu einer Anderung des Expressionsmusters gefihrt zu haben. Ein
ahnliches Expressionsmuster zeigt sich auch bei Patient 3. Bei diesem
Patienten ergibt sich erneut eine gesteigerte Expression fur IL-6, IL-8, IFNa,
MCAF, MIP-1b und TNFa. Auch der vierte Patient zeigt ein nahezu identisches
Bild der Zytokinverteilung. Die inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8, IFNa,
MCAF, MIP-1b und TNFa sind deutlich in ihrer Expression erhéht. Dabei halt

die gesteigerte Expression sogar Uber einen langeren Zeitraum an als bei den
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drei zuvor beschriebenen Patienten. IL-2, IL-4, IL-7 und IL-13 sind nur diskret
oder nicht gesteigert exprimiert. Das Auftreten eines Krankheitsrezidivs und die
anschlieBende Gabe von DLIs erfolgten erst nach dem Ende des
Analysezeitraums bei Patient 4 und haben somit auf die dargestellten
Ergebnisse vermutlich keinen Einfluss. Auch bei Patient 5 dominieren gesteigert
exprimierte inflammatorische Zytokine und an den ersten beiden Messpunkten
auch eine gesteigerte Expression fur G-CSF. Erneut spielen die fur die
Lymphozytenentwicklung wichtigen Zytokine IL-2, IL-4, IL-7 und IL-13 keine
Rolle. Auch bei Patient 5 scheint das Auftreten der GvHD zu keiner Anderung
des Zytokinexpressionsmuster zu fuhren. Bei Patient 6 ergibt sich wiederum ein
vergleichbares Zytokinexpressionmuster mit einer gesteigerten Expression der
inflammatorischen Zytokine, insbesondere MCAF und MIP-1b. Das Auftreten
einer PTLD und die anschlie®enden Gaben von Rituximab erfolgten erst nach
Ende des Analysezeitraums und fiihrten somit vermutlich zu keiner Anderung
des Expressionsmusters. Abschlielend zeigt sich auch bei Patient 7 eine vdllig
vergleichbare Verteilung der Zytokinexpression mit einer gesteigerten
Expression von IL-6, IL-8, IFNa, MCAF, MIP-1b, TNFa und G-CSF und einer
gering oder nicht gesteigerten Expression von IL-2, IL-4, [L-7 und IL-13.
Zusammenfassend zeigt sich somit bei allen analysierten Patienten in Woche 2
und in Woche 3 nach der haploidenten Stammzelltransplantation eine
gesteigerte Expression inflammatorischer Zytokine, nicht jedoch von Zytokinen,
die an der B-Zellentwicklung beteiligt sind. Dies ist insbesondere vor dem
Hintergrund interessant, dass in Woche 2 und 3 bereits unerwartet frih
Antikorper-produzierende Zellen mit den vorangegangenen Experimenten
nachgewiesen werden konnten, welche somit ohne den Einfluss von Zytokinen
enstanden sind, die eine Rolle in der B-Zell-Differenzierung und B-Zell-

Proliferation spielen.

Abschliefend soll auf BAFF (B cell activating factor) als einen der wichtigsten
Botenstoffe der B-Zell-Entwicklung erneut eingegangen werden [484]. BAFF ist
fur die Entwicklung und das Uberleben von murinen B-Lymphozyten obligat
[484]. Das Fehlen von BAFF, beispielsweise in BAFF-defizienten Mausen, fuhrt

zu einem nahezu kompletten Verlust von follikularen B-Zellen und
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Marginalzionen-B-Zellen [484]. Auch die Ausreifung von B-Zellvorstufen zu
Antikorper-produzierenden Plasmazellen unterbleibt beim Fehlen von BAFF
[484].

Bei den Patienten der hier vorgestellten Arbeit, wurde daher gesondert auch die
Expression von BAFF untersucht, welche zu den gleichen Zeitpunkten
analysiert wurde, wie die bereits beschriebenen Zytokine. Es zeigt sich hierbei
bei den Patienten 3, 5 und 6 keine Veranderung der BAFF-Expression
verglichen mit gesunden Probanden. Bei den Patienten 1 und 2 zeigt sich eine
milde um den Faktor 0,5 erhdhte Expression von BAFF in Woche 5 bzw. Woche
4 nach der haploidenten Transplantation. Bei Patient 4 zeigt sich eine ebenfalls
leicht erhdhte BAFF-Expression um den Faktor 0,5 in Woche 3. Lediglich bei
Patient 7 kann eine 1,9-fache Erhéhung der BAFF-Expression in Woche 2 und
eine 0,9-fache Erhdhung der BAFF-Expression in Woche 5 nach der
haploidenten Stammzelltransplantation beobachtet werden. Zusammenfassend
spielt die BAFF-Expression bei den 7 untersuchten Patienten in den ersten funf
Wochen nach der haploidenten Stammzelltransplantation eine untergeordnete
Rolle. Insbesondere in den Wochen 2 und 3, in denen durch die
vorangegangenen Experimente Antikdrper-produzierende Zellen nachgewiesen
wurden, scheint BAFF keine Rolle zu spielen. Es dominieren Inflammations-

assoziierte Zytokine.

5.7. Durchflusszytometrische Analyse der Immunzell-
regeneration

Wie im Kapitel Einleitung ausfuhrlich dargestellt, erfolgt die Entwicklung der B-
Lymphozyten aus pluripotenten Stammzellen im Knochenmark [2]. Hierbei
entwickelt sich aus der hamatopoetischen Stammzelle zunachst die Pro-B-
Zelle, welche CD19, CD34 und CD38 an ihrer Oberflache exprimiert und durch
somatische Rekombination eine Neuanordnung der schweren Kette des zu
produzierenden Antikorpers ermdglicht [86,87]. Aus der Pro-B-Zelle entsteht die
Pra-B-Zelle, welche die Oberflachenmarker CD19, CD20, CD10 und CD38 tragt

und die Umordnung der leichten Kette des zu produzierenden Antikdrpers zur
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Aufgabe hat [86,87]. Nachfolgend befindet sich die entstandene Zelle im
sogenannten unreifen Stadium, welches durch die Expression eines kompletten
B-Zell-Rezeptormolekils vom IgM-Typ auf der Oberflache gekennzeichnet ist
[86,87]. Als transitionale B-Zelle, welche CD19, CD20 und CD38 auf ihrer
Oberflache exprimiert, verlasst die unreife B-Zelle das Knochenmark und
differenziert - zumindest in der Maus - und dem Einfluss von BAFF weiter zu
einer reifen B-Zelle [86,87]. Die reife, aber naive B-Zelle erreicht durch
alternatives Spleilden, dass zusatzlich auch IgD-Rezeptoren gebildet werden
und kommt mit in ihrer Umgebung befindlichen Antigenen in Kontakt [86,87].
Reife, naive B-Zellen, die ausschlieB3lich Fremdantigene erkennen, wandern
weiter in lymphatische Organe, wie Thymus, Milz, Lymphknoten und
Knochenmark und differenzieren dort weiter zu B1-B-Zellen und Marginalzonen-
B-Zellen, welche Uberwiegend T-Zell-unabhangig, unter dem Einfluss von
dendritischen Zellen aktiviert werden, oder aber zu follikularen B-Zellen, welche
in ihrer weiteren Entwicklung T-Zell-abhangig sind und durch somatische
Hypermutation und Antigen-gesteuerte Selektion zu hochaffinen, langlebenden
Plasmazellen und B-Gedachtnis-Zellen werden [93]. B1-B-Zellen lassen sich in

B1a-Zellen und B1b-Zellen unterteilen.

B1a-Zellen sind in ihrer Entwicklung T-Zell-unabhangig, sie durchlaufen keinen
Antikérperklassenwechsel und bilden keine Gedachtniszellen aus [94]. B1a-
Zellen produzieren Uberwiegend IgM-Antikdrper und selten auch IgG-Antikérper
der Subklasse 3 [94]. Nach Griffin et al. besitzen B1a-Lymphozyten den
Phanotyp CD20+ CD27+ CD43+ CD70- und CD5+ [105]. B1b-Lymphozyten
sind CD20+ CD27+ CD43+ CD70- und CD5-; sie sind im Gegensatz zu B1a-
Zellen in der Lage auch Gedachtniszellen auszubilden und zeigen somit viele
funktionelle Ahnlichkeiten zu den follikuldren B-Lymphozyten [105]. B1a- und
B1b-Lymphozyten unterscheiden sich aulRerdem in der Expression des
Plasmazellmarkers CD138 [105]. Reife Plasmazellen exprimieren auf ihrer
Oberflache CD19, CD38 und CD138 und produzieren hochaffine Antikorper
[90]. B-Gedachtniszellen, welche CD19, CD20, CD38 und CD27 an ihrer

Oberflache exprimieren, verbleiben hauptsachlich in der Milz [89].
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In der hier vorgelegten Arbeit zeigt sich bei Patient 1 bereits 14 Tage nach der
haploidenten = Stammzelltransplantation  eine  Lineage-negative @ CD19-
CD38low/+ Zellpopulation von 12 %, bei einer insgesamt jedoch niedrigen
Leukozytenzahl. Diese Zellen konnen hier nicht weiter charakterisiert werden.
Die ubrigen Zellen sind CD19" CD38" und entsprechen somit am ehesten einer
Lin~ ,unreifen“ Zellpopulation. Der Anteil der CD19™ CD38"°"* Zellpopulation
steigt im Verlauf an Tag 21 nach der haploidenten Stammzelltransplantation auf
87,6 % an und fallt anschlieRend wieder ab. Nach 62 Tagen ist erstmals eine
reifere CD19* CD38"°""* Zellpopulation zu erkennen. Bei Patient 2 zeigt sich
bereits an Tag 8 nach der haploidenten Stammzelltransplantation eine CD19
CD38"""* Zellpopulation mit 66,6 %, welche an Tag 15 auf 79,5 % ansteigt und
im Verlauf wieder abfallt. CD19* CD38°"* Zellen lassen sich ab Tag 36 nach
der Transplantation mit 16,4 % nachweisen. Bei Patient 3 zeigt sich in den
ersten beiden Wochen nach der haploidenten Transplantation Uberwiegend
eine ,unreife* CD19° CD38" Zellpopulation. Die CD19™ CD38"°"* Zellpopulation
ist an Tag 14 nach der Transplantation erstmals mit 1,4 % apparent und steigt
im Verlauf an Tag 21 zunachst auf 74 % an, um anschlieBend wieder
abzufallen. Eine CD19* CD38""* Population I&sst sich erstmals nach 42 Tagen
nach der Transplantation erkennen. Bei Patient 4 ist bereits 7 Tage post

8°"* Zellpopulation mit 4,1 % nachweisbar.

transplantationem eine CD19 CD3
Auch bei Patient 4 steigt diese Population auf 20 % an Tag 19 an. CD19"
CD38°Y* Zellen sind erst spater erkennbar. Bei Patient 5 ist die CD19°
CD38""* Zellpopulation mit einem Maximum von 73 % an Tag 23 detektierbar.
CD19* CD38"°"* Zellen zeigen sich in sehr geringer Anzahl (0,6 %) ab Tag 23
und bleiben auch im Verlauf bis zu 27 Wochen nach der Transplantation niedrig
exprimiert (bei 5,4 %). Dies ist im Vergleich zu den ersten 4 Patienten deutlich
spater und hangt moglichweise mit der immunsuppressiven Therapie im
Rahmen der GvHD bei Patient 5 zusammen. Bei Patient 6 zeigt sich bereits an
Tag 12 nach der haploidenten Transplantation eine CD19" CD38w* Population
mit 13 %. Auch bei diesem Patienten steigt die CD19° CD38"°"* Population im
Verlauf an und betragt an Tag 25 bereits 37 %. Im Vergleich zu den anderen

Patienten wachst die CD19” CD38"°""* Zellpopulation bis an Tag 209 auf 97,8 %
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aller Lin- PMBCs weiter an. Es zeigen sich jedoch in diesem Zeitraum keine
CD19" CD38"°"* Zellen. Mbglicherweise ist bei Patient 6 aufgrund der
Rituximabgabe im Rahmen der PTLD ein Ausreifungsstopp der B-Lymphozyten
zu erkennen und/oder es lasst sich die Effektivitdt der Rituximab-vermittelten
Depletion reifer B-Zellen nachweisen. Bei Patient 7 liegt der Anteil der CD19"
CD38""* Zellen an Tag 7 bei 3 % und an Tag 14 bei 8 %. Der ,reifere* CD19*
CD38°“* Phanotyp zeigt sich bei Patient 7 nach 42 Tagen nach der

haploidenten Transplantation mit 4 %.

Zusammenfassend zeigt sich somit bei allen 7 Patienten eine frihe CD19"
CD38"""* Zellpopulation, welche zeitlich signifikant mit dem Auftreten der IgA-,
IgG- und IgM-exprimierenden Zellen im Elispot korreliert. Dahingegen korreliert
das Auftreten der IgA-, IgG- und IgM-exprimierenden Zellen im Elispot nicht mit
dem Auftreten der Zellen, welche den klassischen Plasmazellphanotyp CD19"
CD38"°"" aufweisen. Bei Patient 1 konnten aufgrund einer ausreichenden
Probenmenge zusatzliche Untersuchungen durchgefiihrt werden. Die
vorbeschriebene Lineage-negative CD19- CD38low/+ Zellpopulation zeigt sich
CD27- und CD138-, so dass die Annahme einer Antikdrper-produzierenden
Zellpopulation, welche keine klassischen Plasmazellmarker exprimiert, weiter
untermauert wird. Die beschriebene CD19- CD38low/+ Zellpopulation weist
aulRerdem eine unterschiedliche Zellgrolie mit teilweise sehr grolien Zellen auf,
was moglichweise zusatzlich ihren ,unreifen® oder ,blastaren® Charakter
unterstreicht. AbschlieRend wurden bei Patient 1 auch zytoplasmatische
Farbungen gegen IgA (iclgA), 1gG (iclgG) und IgM (iclgM) durchgefuhrt, um
eine Korrelation zwischen der beschriebenen CD19- CD38low/+ Zellpopulation
und einer Immunglobulinexpression herzustellen. Diese Farbung zeigt, dass die
grofte Population der Immunglobulin-exprimierenden Zellen (mit 90 - 95 %) den
beschriebenen CD19- CD38low/+ CD138- CD27- Zellen entspricht.

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass es sich hier um eine frihe,
bereits 2 bis 3 Wochen nach der haploidenten Stammzelltransplantation
auftretende, Immunglobulin-produzierende Zellpopulation handelt, die keinen

klassischen Plasmazellphanotyp aufweist. Eine Zuordnung dieser Zellen zu B1-

196



Diskussion

Zellen kann nicht erfolgen, da die beschriebene Zellpopulation im Vergleich zu
.Klassischen® B1-B-Zellen CD19- und CD27- ist.

Abbildung 65 zeigt die hypothetische Entstehung dieser CD19" CD38"°“*
CD138 CD27" Zellen im Rahmen der normalen B-Zell-Entwicklung anhand der

dargestellten Ergebnisse dieser Arbeit.
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Abbildung 65: Hypothetische Entstehung der CD19° CD38'°""* CD138 CD27" Zellen im Rahmen der
B-Zell-Entwicklung (in der Literatur bekannte Ergebnisse modifiziert nach 437 und 484).

Bekannte Entwicklungswege sind mit durchgangigen Pfeilen dargestellt, hypothetische Entwicklungswege
mit gestrichtelten Pfeilen. Die CD19" CD38"°"* CD138 CD27 Zellen kénnten sich direkt aus Stammzellen,
aus Pro-B-Zellen, aus Pra-B-Zellen oder aber auch aus transitionalen B-Zellen ableiten. Mdglicherweise
findet auch eine Entwicklung dieser Zellen aus B1-B-Zellen statt. Aus den CD19° CD38"°"* CD138™ CD27"
Zellen wiederum konnten sich reife, ,richtige“ Plasmazellen entwickeln.

Die unten stehende Abbildung 66 zeigt den moglichen zeitlichen Verlauf der
CD19- CD38low/+ CD138- CD27- Zellen sowie der ,klassischen® CD19+

Plasmazellen nach der haploidenten Transplantation.
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Anzahl Zellen im
peripheren Blut

"' Zeit nach der
" Transplantation

Abbildung 66: Méglicher zeitlicher Verlauf der CD19™ CD38°"* CD138" CD27 Zellen sowie der
»klassichen*“ CD19-positiven Plasmazellen nach der haploidenten Transplantation.

Wahrend die frihen CD19- CD38low/+ CD138- CD27-, Antikdrper-produzierenden Zellen insbesondere in
den ersten Wochen nach der haploidenten Transplantation vorherrschend sind und Uber den zeitlichen
Verlauf abnehmen, treten klassische® CD19" Plasmazellen erst nach einigen Wochen nach der
Transplantation auf und erreichen dann stabile Spiegel im peripheren Blut.

5.8. Nachweis der Spender-Spezifitat der gefundenen Zell-
population

Um zu untersuchen, ob die gefundene friihe, Antikérper-produzierende, CD19-
CD38low/+ CD138- CD27- Zellpopulation vom Spender und nicht vom
Empfanger stammt, wurden Spender-spezifische HLA-Oberflachenmarker
untersucht [336,338]. Dabei zeigte sich bei allen 7 Patienten innerhalb der
ersten 5 Wochen nach der haploidenten Transplantation eine fast
ausschlieBliche HLA-Signatur des Spenders. Diese lag in der ersten Woche
nach der Transplantation noch zwischen 89 % und 99 %, jedoch bereits ab der
zweiten Woche nach der Transplantation zwischen 97 % und 99 %. Aulderdem
erfolgte eine Auswertung der Chimarismusanalysen der haplotransplantierten
Patienten [504]. Alle 7 Patienten zeigen in Woche 2 nach der haploidenten
Transplantation, in der die ersten Antikdrper-produzierenden Zellen
nachweisbar sind, einen vollstandigen Donochimarismus. Durch den Nachweis
der Spendergenese der (mutmallich lymphozytaren) Zellpopulation im HLA-
FACS und den Nachweis eines vollstdndigen Donochimarismus bei allen
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Patienten in Woche 2 nach der Transplantation, kann bekraftigt werden, dass
es sich bei den frihen Antikorper-produzierenden Zellen um neu enstandene
CD19 CD38"°"* CD138  CD27" Zellen des Spenders handelt.



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die Immunrekonstitution nach einer allogenen Stammzelltransplantation hat
groldten Einfluss auf das Auftreten infektiologischer Komplikationen, die
Auftretenswahrscheinlichkeit einer Alloreaktivitat wie der GvHD und des GvM-
Effekts, eines Krankheitsrezidivs und somit auch auf die Morbiditdt und
Mortalitat eines transplantierten Patienten. Daten aus friheren Studien zeigen
Ubereinstimmend eine frihe Immunrekonstitution von Zellen des angeborenen
Immunsystems, welches Granulozyten, Monozyten und NK-Zellen umfasst,
wahrend Zellen des adaptiven Immunsystems, welches insbesondere T-
Lymphozyten und B-Lymphozyten beinhaltet, erst Monate nach einer allogenen
Stammzelltransplantation regenerieren. Vor diesem Hintergrund, ermdglicht
eine CD3+/CD19+ depletierte haploidente Stammzelltransplantation eine
Beobachtung der Lymphopoese in vivo ohne den Einfluss von

Immunsuppressiva.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Rekonstitution Antikorper-produzierender
Zellen bei Patienten innerhalb des ersten Jahres nach einer hamatopoetischen
Stammzelltransplantation zu untersuchen, wobei der Fokus der Untersuchung
insbesondere auf den ersten Wochen nach der Transplantation lag. Die
Fragestellung beruht auf der Beobachtung, dass die Entstehung reifer
Plasmazellen erst etwa ein Jahr nach der Transplantation in der Literatur
beschrieben ist, Antikdrper zur Abwehr von Infekten jedoch bereits vorher

bendtigt werden und auch vorhanden sind.

Insgesamt konnten bei sieben haploident transplantierten Patienten Personen-
bezogenene Daten erhoben werden und Proben gewonnen werden. Das
Patientenkollektiv unterscheidet sich hinsichtlich Alter bei der Erstdiagnose,
Geschlecht, hamatologischer Grunderkrankung, Vortherapien und Zeitpunkt der

haploidenten Transplantation erheblich.

Dennoch ergibt sich bei allen sieben analysierten Patienten ein sehr
einheitliches Bild bezlglich der erhobenen Ergebnisse. Alle Patienten zeigen ab

Tag 14 nach der haploidenten Transplantation eine signifikante Regeneration

200



Zusammenfassung

der Leukopoese, welche hauptsachlich auf der Regeneration der neutrophilen
Granulozyten beruht. Der Beginn der Lymphopoese hingegen kann frihestens
nach 28 Tagen beobachtet werden, wobei eine Normalisierung der
Lymphozytenwerte im Durchschnitt nach 270 Tagen nach der Transplantation
erreicht wird. Trotz der verzogerten Lymphopoese kann bei allen analysierten
Patienten das Auftreten Immunglobulin-exprimierender und —produzierender
Zellen bereits nach 10 bis 30 Tagen nach der haploidenten
Stammzelltransplantation beobachtet werden. Diese Zellen produzieren und
exprimieren die Immunglobulinsubklassen IgA, IgG und IgM. Auch im Serum
der Patienten kann in diesem Zeitraum ein Anstieg der Konzentrationen flr
I6sliches IgA, IgG und IgM beobachtet werden. Gleichzeitig sind in diesem
Zeitraum insbesondere die Expressionslevel Inflammations-assoziierter
Zytokine erhoht, wohingegen Zytokine, die klassischerweise eine Rolle in der B-
Zell-Differenzierung und B-Zell-Proliferation spielen, allen voran BAFF, eine
untergeordnete Rolle spielen. Die identifizierte Zellpopulation, die mit dem
Auftretenden der Antikorper-produzierenden Zellen signifikant korreliert und
diesen vermutlich auch entspricht, zeigt den Phanotyp CD19° CD38"°"* CD27
und CD138". Sie lasst sich somit weder klassischen Plasmazellen noch
sunreiferen® B1-B-Zellen zuordnen. Die gefundenen Zellen sind jedoch

eindeutig aus dem Transplantat des Spenders hervorgegangen.

Insgesamt kann somit eine frihe, bereits 2 bis 3 Wochen nach der haploidenten
Stammzelltransplantation auftretende, Immunglobulin-produzierende
Zellpopulation nachgewiesen werden, die einen bisher unbekannten Phanotyp
aufweist und moglicherweise einen bislang nicht beschriebenen Zwischenschritt
in der Entwicklung der B-Lymphozyten darstellt. Zudem kann spekuliert werden,
dass es sich bei diesen frihen Immunglobilun-sezernierenden Zellen um
Elemente des angeborenen und weniger des adaptiven Immunsystems handeln

konnte.
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