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Zusammenfassung

Hintergrund

Die Graft-versus-Host-Disease (GvHD) stellt eine der schwerwiegendsten
Komplikationen nach allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation
(HSZT) bei padiatrischen hamato-onkologischen Patient*innen dar. Der
Chimarismus nach der Transplantation, welcher definiert ist als das gleichzeitige
Vorhandensein von Spender*innen- und Empfanger*innenhamatopoese, gilt als
wichtiger Marker der Immunrekonstitution. Der Zusammenhang zwischen dem
Chimarismusgrad und dem Auftreten einer GvHD ist jedoch bislang nicht eindeutig
geklart.

Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen dem Grad des
Chimarismus und dem Auftreten einer akuten und/oder chronischen GvHD bei
padiatrischen Patient*innen nach allogener HSZT zu untersuchen.

Methodik

In dieser retrospektiven Single-Center-Studie wurden padiatrische Patient*innen
eingeschlossen, die zwischen dem 01.01.2004 und dem 31.12.2024 an der
Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendheilkunde, Klinische Abteilung fur
Padiatrische Hamato-Onkologie am LKH-Univ. Klinikum Graz eine allogene HSZT
erhielten. Demografische und klinische Daten (u.a. Grunderkrankung,
Transplantationsindikation, Spender*innenart, Konditionierungsregime und
immunsuppressive Therapie) wurden aus dem Krankenhausinformationssystem
erhoben. Der Chimarismusgrad wurde mittels Single-Nukleotid-Polymorphismus
(SNP)-Analyse bestimmt. Die pseudonymisierten Daten wurden mithilfe
deskriptiver Statistik sowie Korrelationsanalysen (SPSS) ausgewertet. Die
Studienpopulation wurde in zwei Gruppen unterteilt: vollstandiger Chimarismus (>
95 %) und gemischter Chimarismus (< 95 %). Zur Analyse des Zusammenhangs mit
dem Auftreten einer GvHD wurde eine biseriale Korrelation berechnet.
Ergebnisse

Von insgesamt 96 transplantierten Patient*innen wurden 17 aufgrund
unvollstandiger Datensatze ausgeschlossen, sodass 79 Patient*innen in die Analyse

eingeschlossen werden konnten. Bei 32 Patient*innen (40,5 %) trat im Verlauf eine
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akute und/oder chronische GvHD auf. Drei Patient*innen (3,80 %) verstarben
wahrend des Follow-ups, alle davon nach Auftreten einer GvHD.
Die biseriale Korrelationsanalyse des Chimarismusstatus und GvHD zeigte in der
Gesamtkohorte signifikant positive Zusammenhange an den Zeitpunkten Tag +30
(r = 0,400, p < 0,001), Tag +100 (r = 0,353, p = 0,002) sowie Tag +360 (r = 0,299,
p = 0,009). In der Subgruppenanalyse der Patient*innen mit vollstandigem
Chimarismus bestatigte sich dieser Zusammenhang ebenfalls signifikant an Tag +30
(r=0,462, p < 0,001), Tag + 60 (r = 0,282, p = 0,020), Tag + 100 (r = 0,400, p <
0,001) sowie an Tag +360 (r = 0,358, p = 0,003). In der Gruppe mit gemischtem
Chimarismus hingegen konnte zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Korrelation
nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass ein signifikanter
Zusammenhang zwischen hohem Spender*innenchimarismus und dem Auftreten
einer GvHD, insbesondere zu einem fruhen posttransplantativen Zeitpunkt
besteht. Ein besseres Verstandnis der Dynamik des Chimarismus konnte zur
Optimierung des posttransplantativen Monitorings beitragen, fruhzeitige
Interventionen ermoglichen und individualisierte immunsuppressive
Therapiestrategien unterstutzen, um die klinischen Ergebnisse bei padiatrischen

HSZT Empfanger*innen zu verbessern.




Abstract

Background

Graft-versus-Host Disease (GvHD) remains one of the most serious complications
following hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) in pediatric hemato-
oncological patients. Post-transplant chimerism, defined as the coexistence of
donor and recipient hematopoietic cells, represents a key determinant of immune
reconstitution. However, the association between the level of chimerism and
GvHD incidence has not yet been adequately defined.

Objective

To evaluate the association between the degree of post-transplant chimerism and
the development of acute and/or chronic GvHD in pediatric patients following
allogeneic HSCT.

Methods

This retrospective single-center study includes pediatric patients who underwent
allogeneic HSCT at the Department of Pediatric Hemato-Oncology, University
Hospital Graz, Medical University of Graz, between January 1, 2004, and
December 31, 2024. Demographic and clinical variables - including underlying
disease, transplant indication, donor type, conditioning regime, and
immunosuppressive therapy - were extracted from the hospital information
system database. Chimerism levels were determined by single nucleotide
polymorphism (SNP) analysis. Pseudonymized data was analyzed using descriptive
statistics and correlation analysis (SPSS).

Results

Of 96 pediatric patients who underwent allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation between January 2004 and December 2024, 17 were excluded due
to incomplete data, leaving 79 patients for analysis. Among these, 32 patients
(40.5 %) developed a Graft-versus-Host-Disease, either in its acute and/or chronic
form. Three patients (3.8 %) died during follow-up, all of them developed GvHD
before. The biserial correlation analysis between chimerism status and GvHD
showed significantly positive associations in the overall cohort at the time points
day +30 (r = 0.400, p < 0.001), day +100 (r = 0.353, p = 0.002), and day +360 (r =
0.299, p = 0.009).
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In the subgroup analysis of patients with complete chimerism, this association
was also confirmed as significant at day +30 (r = 0.462, p < 0.001), day +60 (r =
0.282, p = 0.020), day +100 (r = 0.400, p < 0.001), and day +360 (r = 0.358, p =
0.003). In the mixed chimerism group, no statistically significant correlations

were identified at any time point.

Conclusion

The results of this study suggest that there is a significant association between
high donor chimerism and the occurrence of GvHD, particularly at an early post-
transplant time point. A better understanding of chimerism dynamics could
contribute to optimizing post-transplant monitoring, enable early interventions,
and support individualized immunosuppressive treatment strategies to improve

clinical outcomes in pediatric HSCT recipients.
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Abkiirzungen und deren Erklarung

GvHD
aGvHD
cGvHD
HSZT
ALL
AML
GvL
DLI
PCR
STR-PCR
CMV
SPSS
PBSC
BM
MRD
MUD

MMUD

Haplo
z.B.
u.a.
v.a.
bzw.
KOF
AP
GPT
FEV1
ATL
PFT
ECP

Graft-versus-Host-Erkrankung

akute Graft-versus-Host-Erkrankung

chronische Graft-versus-Host-Erkrankung
Hamatopoetische Stammzelltransplantation
Akute lymphatische Leukamie

Akute myeloische Leukamie
Graft-versus-Leukamie-Wirkung
Donor-Lymphozyten-Infusion

Polymerase Chain Reaction

Short Tandem Repeat Polymerase Chain Reaction
Zytomegalievirus

Statistical Package for the Social Sciences
Periphere Blutstammzellen

Knochenmark

Matched related donor = gematchter verwandter Spender
Matched unrelated donor = gematchter unverwandter
Spender

Mismatched unrelated donor = nicht gematchter
unverwandter Spender

haploidenter Spender

zum Beispiel

unter anderem

vor allem

beziehungsweise

Korperoberflache

Alkalische Phosphatase
Glutamat-Pyruvat-Transaminase
Einsekundenkapazitat

Aktivitaten des taglichen Lebens

Pulmonale Funktion

Extrakorporale Photopherese




NIH
SD
ATG
Flu
Thio
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Mel
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Cy
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OKT3
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MTX
Tac
MP
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gPCR
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TNF-a
IFN-y
TGF-8
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mTOR
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MPN
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National Institutes of Health
Standardabweichung
Anti-Thymozyten-Globin

Fludarabin
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Muromonab-CD3
Mycophenolat-Mofetil

Methotrexat

Tacrolimus

Methylprednisolon

Korpergewicht

real-time quantitative PCR
Single-Nucleotide-Polymorphismen
Tumornekrosefaktor alpha
Interferon gamma

Transformin Growth Factor beta
Interleukin 10

mechanistic Target of Rapamycin
Cycle-Threshold-Wert

Humanes Leukozytenantigen
Myelodysplastisches Syndrom
Profunder kombinierter Immundefekt
Autoimmunlymphoproliferatives Syndrom
Juvenile myelomonozytare Leukamie
Myeloproliferative Neoplasie
Hamophagozytare Lyphohystiozytose
Schwerer kombinierter Immundefekt

Magnetic-Activated Cell Sorting




Glossar

Biseriale Korrelation

Statistisches MaB zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen einer
dichotomen Variablen (z.B. kompletter vs. gemischter Chimarismus) und einer
kontinuierlichen Variablen (Chimarismusgrad).

Chimarismus

Anteil (%-Angaben) hamatopoetischer Zellen der Spender*innen im peripheren
Blut oder Knochenmark der Empfanger*innen nach allogener
Stammzelltransplantation.

Ct-Wert (Cycle Threshold)

Die Anzahl an Vermehrungszyklen in der PCR, um Virusmaterial nachzuweisen.
Dichotome Grobe

Eine Variable mit genau zwei moglichen Auspragungen.

Gemischter Chimarismus

Der Spender*innenzellanteil nach einer allogenen Stammzelltransplantation liegt
unter 95 %.

GvHD

Immunologische Reaktion, bei der Immunzellen der Spender*innen die
Empfanger*innengewebe als fremd erkennt und angreift.

HLA (Humanes Leukozytenantigen)

Zelloberflachenmoleklile, die der Antigenprasentation dienen und maBgeblich
die immunologische Vertraglichkeit bei Transplantationen bestimmen.

Indel (Insertion-Deletion)

Eine Form genetischer Variation, die durch das Einfigen oder Entfernen von
Nukleotiden in einer DNA-Sequenz charakterisiert ist. In der Chimarismusanalyse
werden Insertions- und Deletionsvarianten als genetische Marker gezielt genutzt.
Minore Histokompatibilitatsantigene

Peptide, die uber HLA-Molekile prasentiert werden und trotz HLA-
Ubereinstimmung immunologische Reaktionen wie eine GvHD hervorrufen

konnen.




PCR

Eine molekularbiologische Methode zur gezielten Vervielfaltigung eines
bestimmten DNA-Abschnittes in vitro.

PCR-Konkurrenz

Die gleichzeitige Amplifikation mehrerer DNA-Sequenzen in einer PCR-Reaktion,
bei der diese um limitierte Reaktionskomponenten konkurrieren, was die
Amplifikationseffizienz und damit die quantitative Aussagekraft beeinflussen
kann.

PCR-Plateau-Effekte

Die Phase am Ende einer PCR-Reaktion, in der die Amplifikation nicht mehr
exponentiell verlauft, sondern abflacht oder stagniert.
Spearman-Rho-Korrelation

Nichtparametrisches KorrelationsmalB zur Bestimmung des Zusammenhangs
zwischen zwei ordinalen oder nicht normalverteilten Variablen.

STR-PCR (Short Tandem Repeat PCR)

Eine molekulargenetische Methode zur Amplifikation kurzer, sich wiederholender
DNA-Sequenzen, die interindividuell stark variieren.

T+30, T+60, T +100, T +180, T +360

Zeitpunkte nach allogener Stammzelltransplantation, zu denen der
Chimarismusgrad und das Vorhandensein einer GvHD erhoben wurden.
Vollstandiger Chimarismus

Der Spender*innenzellanteil nach einer allogenen Stammzelltransplantation ist

groBer/gleich 95 %.
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1. Einleitung

1.1. Hintergrund und klinische Relevanz der allogenen
Stammzelltransplantation

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) gilt als eine
etablierte, sowie potenziell kurative Therapie fur eine Vielzahl maligner und
nicht-maligner hamatologischen Erkrankungen im Kindes- und Erwachsenenalter.
Ihre klinische Relevanz ist besonders bei Hochrisiko-Leukamien und Leukamie-
Rezidiven der akuten lymphoblastischen Leukamie (ALL) und der akuten
myeloischen Leukamie (AML) gegeben, wenn konventionelle Chemotherapien oder
zielgerichtete Therapieansatze nicht ausreichen, um eine dauerhafte Remission
der Erkrankung zu erzielen. Der therapeutische Effekt der allogenen HSZT beruht
im Wesentlichen auf der Graft-versus-Leukamie-Wirkung (GvL), bei der
immunologisch aktive Spender*innenzellen noch vorhandene maligne Zellen im
Empfanger*innenorganismus erkennen und eliminieren. Dadurch reduziert die
allogene HSZT das Rezidivrisiko in weiterer Folge. (1-3)

Daruber hinaus stellt die allogene HSZT die einzige kurative Therapieoption fur
Kinder mit transfusionsabhangiger Thalassamie, bestimmten primaren
Immundefekten sowie weiteren genetisch bedingten Erkrankungen dar. Hierzu
zahlen u.a. die Hamophagozytische Lymphohistiozytose sowie schwere
angeborene Immundefekte, bei denen konventionelle therapeutische Ansatze
keine langfristige Krankheitskontrolle ermoglichen. (4-6)

Die klinische Bedeutung der allogenen HSZT ergibt sich aus der Moglichkeit, das
erkrankte hamatopoetische bzw. immunologische System der empfangenden
Person vollstandig durch ein Gesundes der*des Spender*in zu ersetzen und dadurch
eine dauerhafte Heilung der Grunderkrankung zu erreichen. In den vergangenen
Jahrzehnten haben wesentliche Weiterentwicklungen in der
Spender*innenauswahl, den Konditionierungsregimen, der GvHD-Prophylaxe und
den supportiven Therapien zu einer signifikanten Verbesserung der
Uberlebensraten und der Sicherheit der HSZT gefiihrt. (7)




1.2. Ablauf einer allogenen Stammzelltransplantation

Eine allogene Stammzelltransplantation ist ein mehrstufiger Prozess. Zuerst wird
nach geeigneten Spender*innen gesucht, bevorzugt werden HLA-idente
Geschwisterspender®innen (matched related donor, MRD), alternativ kommen
HLA-kompatible Fremdspender*innen (matched unrelated donor, MUD) oder
haploidente Verwandte (haplo) in Betracht. Als Basis der Spender*innenauswahl
dient die HLA-Typisierung sowie Faktoren wie Spender*innenalter, CMV-Status und

Blutgruppenkompatibilitat. (8,9)

Vor der Durchfuhrung einer allogenen HSZT erfolgt bei der*dem Empfanger*in eine
Konditionierungstherapie, die je nach Protokoll myeloablativ (hochdosierte
Chemotherapie mit oder ohne Ganzkorperbestrahlung) oder reduziert-intensiv
appliziert wird. Diese dient der Tumorreduktion durch Zytoreduktion maligner
Zellen, der Immunsuppression der*des Empfanger*in, um eine stabile
Engraftment-Phase zu gewahrleisten und immunologische AbstoBungsreaktionen
zu verhindern und um ausreichend Raum im Knochenmark zur Forderung des

Engraftments der Spender*innenstammzellen zu schaffen. (9)

Die Stammzellen werden aus Knochenmark, peripherem Blut oder Nabelschnurblut
der*des Spender*in gewonnen und teilweise vor der Infusion manipuliert. Es gibt
verschiedene Methoden der Manipulation, welche das Risiko, eine GvHD zu
entwickeln reduzieren, das Engraftment  verbessern, sowie  die

Immunrekonstitution optimieren sollen. (9)
Zu den wichtigsten Methoden zahlen:

T-Zell-Depletion: Es werden unerwunschte T-Zellen aus dem Transplantat
entfernt, um das GvHD-Risiko zu reduzieren. Dies erfolgt durch negative
Selektion (z.B. mit immunomagnetischen Beads). Es ist moglich, T-Zell-
Subpopulationen wie aB-T-Zellen mittels MACS (Magnetic-Activated Cell
Sorting) gezielt aus dem Transplantat zu separieren. Durch diese Manipulation
kann es zu verzogerter Immunrekonstitution und erhohtem Infektionsrisiko

kommen. (10,11)




CD34+-Selektion: Hierbei erfolgt eine positive Selektion von CD34+
hamatopoetischen Stammzellen mittels immunomagnetischer Separation (z.B.
CliniIMACS-System in den USA von der FDA zugelassen). Diese Selektion
ermoglicht eine Anreicherung der gewunschten Stammzellen und eine
Reduktion der T-Zellen in der Stammzellsuspension. Die CD34+-Selektion wird
insbesondere bei haploidenten Transplantationen durchgefuhrt. (11,12)
Ex-vivo Expansion: Unter bestimmten Kulturbedingungen konnen
Stammzellen mit Zytokinen nach der Entnahme ex-vivo vermehrt werden. Die
Zellzahl wird somit erhoht, um die Engraftment-Rate zu verbessern. (13)
Selektive Allodepletion: Alloreaktive T-Zellen werden entfernt, um die
Entwicklung einer GvHD zu verhindern. Andere immunologisch nutzliche T-
Zellen bleiben dabei erhalten. (14)

Erythrozytendepletion: Die Erythrozytendepletion ermoglicht eine
Transplantation mit einer ABO-Inkompatibilitat zwischen Spender*in und
Empfangerin. Das Ziel ist, inkompatible Erythrozyten aus dem
Knochenmarksprodukt zu entfernen, um das Risiko einer posttransplantativen
Hamolyse, Hamoglobinurie und potenzieller Nierenfunktionsstorung zu
minimieren. Die Erythrozytendepletion ist besonders relevant bei

padiatrischen Empfanger*innen und groBRem Knochenmarksvolumen. (15-17)

Nach der Infusion erfolgt eine engmaschige Uberwachung der Patient*innen. Um
einer GvHD vorzubeugen, werden Immunsuppressiva wie Methotrexat, Cyclosporin
oder Tacrolimus verwendet. Der Chimarismus wird analysiert, um das Engraftment

und eine mogliche Progression der Erkrankung zu uberwachen. (9)

In der Nachsorge werden regelmalig Blutbild, Chimarismus, Infektionsprophylaxe
und GvHD-Management kontrolliert. Die wichtigsten Komplikationen sind die
Entwicklung einer GvHD, Infektionen aufgrund des supprimierten Immunsystems,

Entwicklung eines Rezidivs oder ein Transplantatversagen. (9)
1.3. Chimarismus nach allogener Stammzelltransplantation

Chimarismus beschreibt den Zustand nach einer allogenen HSZT, bei dem man im

peripheren Blut oder im Knochenmark der Transplantatempfanger*innen sowohl
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Spender*innen- als auch Empfanger*innenhamatopoese nachweisen kann. Dieser
Zustand entsteht, wenn die vor der Transplantation durchgefuihrte
Konditionierung - beispielsweise mittels Chemotherapie und/oder Bestrahlung -
die hamatopoetischen Zellen der Empfanger*innen nicht vollstandig eliminiert.
Infolgedessen bleiben nach der Transplantation Spender*innen- und
Empfanger*innenzellen gleichzeitig im Organismus der Empfanger*innen. Der Grad
des Chimarismus wird von mehreren Faktoren beeinflusst, namlich der Intensitat
des Konditionierungsregimes, der Immunitat der Empfanger*innen, der Zellzahl
und Zusammensetzung des Transplantats sowie komplexen immunologischen

Interaktionen zwischen Spender*innen- und Empfanger*innenzellen. (18-21)

Es werden drei Formen des Chimarismus unterschieden: der vollstandige
Chimarismus, bei dem ausschlieBlich Spender*innenzellen nachweisbar sind, der
gemischte Chimarismus, der durch die Koexistenz von Spender*innen- und
Empfangerinnenzellen gekennzeichnet ist, sowie der linienspezifische
Chimarismus, bei dem unterschiedliche Zelllinien (z. B. T-Zellen oder myeloische
Zellen) unterschiedliche Anteile von Spender*innen- und

Empfanger“innenhamatopoese aufweisen. (22-24)

Gemischter Chimarismus kann insbesondere bei nicht-malignen Erkrankungen uber
langere Zeit stabil bestehen und ist nicht zwingend mit einem erhohten Risiko fur
Graftversagen oder Krankheitsrezidiv assoziiert. Bei malignen Grunderkrankungen
kann ein zunehmender Anteil residueller Empfangerinnenzellen auf eine

drohende TransplantatabstoBung oder ein beginnendes Rezidiv hinweisen. (21,25)

Klinisch bedeutsam ist der Chimarismusgrad aufgrund seiner zentralen Rolle bei
der Beurteilung des Transplantationserfolgs, der fruhzeitigen Identifikation eines
drohenden Graftversagens oder Krankheitsrezidivs sowie in der Steuerung der
Therapie, wie der Anpassung immunsuppressiver Medikamente oder der Gabe von
Donor-Lymphozyten-Infusionen (DLI). (22-25)
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1.4. Bestimmung des Chimarismus

Die quantitative Analyse des hamatopoetischen Chimarismus stellt ein zentrales
Instrument im Monitoring nach allogener HSZT dar. Wahrend klassische STR-PCR-
Methoden eine Detektionsgrenze von etwa 1-5% aufweisen, zeigen mehrere
Arbeiten die Uberlegenheit real-time PCR-basierter Verfahren hinsichtlich
Sensitivitat, Linearitat und Quantifizierbarkeit. Alizadeh et al. entwickelten eine
real-time quantitative PCR (qPCR) unter Verwendung biallelischer
Sequenzpolymorphismen, die eine Empfindlichkeit von 0,1% und eine hohe lineare
Korrelation (r > 0,98) aufweist. Im direkten Vergleich zur STR-PCR zeigte die real-
time PCR bei Analysen an kiunstlichen Zellmischungen eine hohere Genauigkeit
sowie geringere PCR-Konkurrenz- und Plateau-Effekte. Besonders hervorgehoben
wird die klinische Relevanz der fruhzeitigen Detektion zur Steuerung der weiteren
Therapie. (26)

Maas et al. etablierten ein SNP-basiertes real-time PCR-System zur Quantifizierung
von Spender*innen- und Empfanger*innenzellen mit einer Nachweisgrenze von 0,1-
0,01%, abhangig von eingesetzten DNA-Menge und dem Ausgangs-Ct-Wert. Die
Analyse von sieben SNPs mittels allelspezifischer PCR ermoglichte in 97% der HLA-
identischen Geschwisterpaaren eine eindeutige Unterscheidung zwischen
Spender*innen- und Empfanger*innenzellen. In 67% der Falle konnten beide

Zellpopulationen simultan erfasst werden. (27)

Masmas et al. optimierten die RQ-PCR-basierte Chimarismus-Analyse unter
Verwendung von kurzen Insertions- und Deletionspolymorphismen (Indels). Die
Autor*innen zeigten eine akzeptable Intrasample Variabilitat bei und oberhalb von
0,1% marker-spezifischer Zellen. Weiters wurde die Automatisierung des Assays
erfolgreich implementiert, wodurch Zeit- und Reagenzienverbrauch reduziert
werden konnten. Bei nicht-myeloablativer Konditionierung waren die Ergebnisse
mit denen der STR-PCR vergleichbar. (28)

Gineikiene et al. erweiterten bestehende Indel-Primer-basierte Panels durch die
Entwicklung zusatzlicher allelspezifischer SNP-Assays zur Verbesserung des

Informationsgehalts. Durch die Kombination beider Systeme konnte die
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Identifikation eines geeigneten Markers von 86,6% auf 96,6% gesteigert werden.
(29)

Die  Arbeiten belegen konsistent, dass real-time PCR-basierte
Chimarismusanalysen gegenuber STR-PCR eine hohere Empfindlichkeit (bis 0,01-
0,1%), bessere Linearitat und geringere methodische Verzerrungen aufweisen.
Insbesondere SNP- und Indel-basierte Systeme ermoglichen eine prazise
Quantifizierung geringer Empfanger*innenzellanteile und sind daher besonders
geeignet fur die Fruherkennung eines Rezidivs, Monitoring nach nicht-

myeloablativer Konditionierung und Steuerung von DLI. (26-29)

1.5. Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD) - Definition und
klinische Bedeutung

Die Graft-versus-Host-Disease (GvHD) ist eine immunologische Komplikation, die
nach einer allogenen HSZT auftreten kann. Sie entsteht, wenn immunkompetente
T-Zellen der Spender*innen (Graft) das Gewebe der Empfanger*innen (Host) als
fremd erkennen und angreifen. Die Pathogenese beruht auf der Erkennung von
Empfanger*innen-Antigenen, insbesondere HLA und minoren
Histokompatibilitatsantigenen, durch die Spender*innen-T-Zellen, was zu einer
Aktivierung und Zytotoxizitat gegenuber den Zielgeweben fuhrt. (30,31)

Man unterscheidet eine akute und eine chronische Form der GvHD. Die akute Form
tritt meist innerhalb der ersten 100 Tage nach Transplantation auf. Sie betrifft
v.a. Haut, haufig als makulopapuloses Exanthem, den Gastrointestinaltrakt mit
Diarrhoe, Bauchschmerzen und Ubelkeit und die Leber. Hierbei prasentiert sie sich
meist mit lkterus oder einer Hyperbilirubinamie durch Schadigung der kleinen
Gallengange und daraus resultierender Cholestase. (30)

Bei der chronischen GvHD kommt es zu einer Beteiligung zahlreicher
Organsysteme. Typische klinische Erscheinungsformen sind u.a. sklerodermiforme
Hautveranderungen, Leberversagen, durch Immunkomplexe vermittelte
Erkrankungen, Glomerulonephritiden sowie die Bildung von Autoantikorpern.
(32,33)

Risikofaktoren fur die Entwicklung einer GvHD sind HLA-Mismatches,

Transplantationen von nicht verwandten Spender*innen,
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geschlechtsunterschiedliche  Spender*innen- und Empfanger*innenpaaren,
Transplantation von peripheren Blutstammzellen wund ein intensives

Konditionierungsregime. (30,31)
1.5.1. Die akute GvHD

1.5.1.1. Definition und zeitliche Einordnung

Die aGvHD wurde als Erkrankung definiert, die innerhalb der ersten 100 Tage nach
Transplantation auftritt. Nach aktueller NIH-Klassifikation erfolgt jedoch eine
klinische Definition unabhangig vom Zeitpunkt. Unterschieden werden die
klassische aGvHD (bis Tag +100), die persistierende oder rezidivierende aGvHD
sowie die ,late-onset“-aGvHD nach Tag +100 ohne Zeichen einer chronischen
GvHD. (34)

1.5.1.2. Pathophysiologie

Die Pathogenese der aGvHD erfolgt in mehreren Phasen. Die
Konditionierungstherapie fuhrt zu Gewebeschadigung und Freisetzung von
inflammatorischen Zytokinen. Dies aktiviert antigenprasentierende Zellen der
Empfanger‘innen, welche Spender*innen-T-Zellen stimulieren. In der
Effektorphase proliferieren alloreaktive T-Zellen und migrieren in Zielorgane, wo
sie durch Zytokinfreisetzung und zytotoxische Mechanismen Gewebeschaden
verursachen. Neben adaptiven Immunmechanismen spielen auch Komponenten
des angeborenen Immunsystems sowie das intestinale Mikrobiom eine wesentliche
Rolle. (35,36)

1.5.1.3. Klinische Manifestationen

Die Haut ist haufig das zuerst betroffene Organ. Typisch ist ein makulopapuloses
Exanthem, das zunachst palmoplantar oder am Stamm beginnt und sich
generalisieren kann. In schweren Fallen kommt es zur Erythrodermie oder
epidermalen Ablosung. (31)

Die intestinale aGvHD manifestiert sich durch wassrige, teils hochvolumige
Diarrhoen, abdominelle = Schmerzen und  Tenesmen. Der  obere

Gastrointestinaltrakt kann mit Ubelkeit, Erbrechen, Appetitlosigkeit und
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Gewichtsverlust betroffen sein. Bei schweren Verlaufen besteht das Risiko von
Dehydratation, Elektrolytstorungen, bakterieller Translokation und Sepsis. (37)

Die hepatische Manifestation auBert sich typischerweise durch einen
cholestatischen Verlauf mit Bilirubinanstieg und Ikterus. Differentialdiagnostisch
mussen medikamentose Toxizitat, virale Hepatitiden oder das Sinusoidale

Obstruktionssyndrom ausgeschlossen werden. (34)

1.5.1.4. Diagnostik und Stadieneinteilung

Die Diagnose erfolgt primar nach klinischen Kriterien und wird, v.a. bei
gastrointestinaler Beteiligung, durch histologische Untersuchung bioptischer
Proben gesichert. Bei Verdacht auf eine Beteiligung des unteren GIT ist die
Endoskopie mit Ileumintubation empfohlen. (34)

Die Schweregradeinteilung erfolgt organbezogen (Stadium 0 - 4; Tabelle 1-3) und
wird zu einem Gesamtschweregrad (Grad | - IV; Tabelle 5) zusammengefuhrt. (38)
Diese Einteilung ist entscheidend fur die Therapieplanung und

Prognoseabschatzung. (34)

Tabelle 1: Histologisches Grading der aGvHD - GIT (39)
Grad Histologie

I Einzelzellnekrosen und/oder Apoptosen des Kryptenepithels, fakultativ
Kryptendilatation ohne Kryptenverlust

I Grad | mit Nekrose und Untergang vollstandiger Einzelkrypten

i Grad Il mit Verlust zusammenhangender Krypten, fokale mikroskopische
Mukosadefekte

v Diffuse mikroskopische Mukosadefekte bis zum vollstandigen
Epithelverlust
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Tabelle 2: Histologisches Grading der aGvHD - Haut (40)
Grad Histologie

I Vakuolare Degeneration der basalen Keratinozyten

[! Vakuolare Degeneration der Keratinozyten mit Spongiose und
Dyskeratose bzw. zytoiden Einschlusskorperchen

i Grad Il und zusatzlich Epidermolyse mit Blasenbildung

v Vollstandiger Untergang des Epithels

Tabelle 3: Histologisches Grading der aGvHD - Leber (41)

Grad Pathologische Veranderungen in den kleinen interlobularen
Gallengangen

I <25%
! 25-49 %
i 50-75%
v >75%

Tabelle 4: Organstadien der aGvHD, Einteilung nach Harris (38)

Haut Darm Leber
Stadium | Klinisches Bild Diarrhoe ml/Tag Bilirubin mg/dl
0 Kein Diarrhoe < 500 <2 mg/dl
Erythem/Exanthem ml/Tag (< 34 pmol/l)
Kinder: < 10
ml/kg/d oder
<4 x/d
1 Makulopapuloses Diarrhoe 500 - 1000 2 - 3 mg/dl
Exanthem <25 % ml/Tag?oder 3 - 6 (34 - 51 pmol/l)
der KO Stiihle/Tag oder
Ubelkeit?
Kinder: 10 - 19,9
ml/kg/d oder
4 -6x/Tag
2 Makulopapuloses Diarrhoe 1000 - 3 -6 mg/dl
Exanthem 1500 ml/Tag oder (52 - 102 pmol/l)
25 - 50 % der KO' > 6 Stiihle/Tag?
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Kinder: 20 - 30
ml/kg/d oder 7 - 10
x/Tag
3 Generalisiertes Diarrhoe > 1500 6 - 15 mg/dl
Exanthem ml/Tag (103 - 255 pmol/l)
Kinder: > 30
ml/kg/d oder > 10
x/Tag
4 Generalisiertes ,akutes Abdomen*“ > 15 mg/dl
Exanthem mit mit oder ohne (> 255 pmol/l)
Blasenbildung und  paralytischen lleus,
Desquamation blutige Diarrhoe
> 5 % KO'

KO = Korperoberflache, Berechnung der KO nach 9er-Regelung: Kopf 9 %, je Arm 9 %, Vorder-
oder Riickseite des Stammes je 18 %, je Bein 18 %;

2 Stuhlmenge pro Stuhlgang mindestens 100 - 200 ml;

3 Anhaltende Ubelkeit mit histologischen Zeichen einer aGvHD in Magen- oder
Duodenalbiopsien.

Tabelle 5: Gesamtschweregrad der aGvHD nach Harris (38)

Gesamtschweregrad Charakteristika

0 Kein Stadium 1 - 4 irgendeines Organs

| Stadium 1 - 2 Haut ohne Leber, oberer Gastrointestinaltrakt
(GIT) oder unterer GIT beteiligt

1l Stadium 3 Haut und/oder Stadium 1
Leber und/oder Stadium 1 oberer GIT und/oder Stadium 1
unterer GIT

1 Stadium 2 - 3 Leber und/oder Stadium 2 - 3 unterer GIT,
mit Stadium 0-3 Haut und/oder Stadium O - 1 oberer GIT

v Stadium 4 Haut, Leber, oder unterer GIT Beteiligung, mit
Stadium O - 1 oberer GIT

1.5.1.5. Risikofaktoren

Zu den Risikofaktoren fur die Entwicklung einer aGvHD zahlen HLA-Mismatches,
unverwandte Spender*innen, periphere unimanipulierte Blutstammzellen als
Stammzellquelle, hoheres Empfanger*innen- und/oder Spender*innenalter,

Ganzkorperbestrahlung, Geschlechts-Mismatch, Infektionen sowie unzureichende
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Immunsuppression in der Fruhphase. Auch Storungen des intestinalen Mikrobioms

durch breit wirksame Antibiotika konnen das Risiko erhohen. (34)

1.5.1.6. Prophylaxe

Ziel der GvHD-Prophylaxe ist die Unterdruckung alloreaktiver T-Zell-Antworten bei
moglichst erhaltener Graft-versus-Leukamie-Wirkung bzw. Graft-versus-Tumor-
Wirkung. Standard ist die Kombination eines Calcineurin-Inhibitors (Cyclosporin A
oder Tacrolimus) mit Methotrexat oder Mycophenolat-Mofetil, wobei die
Kombination aus Cyclosporin A und MTX die beste Evidenzbasis aufweist.
Alternativ zeigte die Kombination MMF und CyA eine vergleichbare Wirksamkeit
bei schnellerem Engraftment, jedoch hoherer CMV-Reaktivierung.

Bei unverwandten Spender*innen wird haufig zusatzlich Antithymozytenglobulin
eingesetzt. Posttransplantatives Cyclophosphamid hat sich insbesondere bei
haploidenten Transplantationen etabliert. Bei peripheren Stammzellen stellt die
alpha/beta T-Zell-Depletion ein Verfahren der Graft-Manipulation zur Reduktion

des Risikos einer schweren GvHD dar. (42-45)

1.5.1.7. Therapie

Die Therapie erfolgt je nach Schweregrad der Erkrankung und ist ab Grad Il mittels
systemischer Immunsuppression indiziert. Standard der Erstlinientherapie laut
EBMT-Leitlinien Empfehlung sind systemische Glukokortikoide in einer Dosierung
von etwa 2 mg/kg KG Prednisolon-Aquivalent pro Tag. Das Ansprechen wird
innerhalb weniger Tage bis Wochen beurteilt. Bei Therapieversagen spricht man
von steroidrefraktarer aGvHD. Fur steroidrefraktare Verlaufe ist Ruxolitinib in
einer Dosierung von 10 mg 2x taglich als evidenzbasierte Zweitlinientherapie
etabliert. Fur padiatrische Patient*innen betragt die empfohlene Dosierung 10 mg
2x taglich fur Patient*innen im Alter von 12 bis <18 Jahren, 5 mg 2x taglich fur
Kinder von 6 bis <12 Jahren sowie 4 mg/m? Korperoberflache 2x taglich fir Kinder
von 2 bis <6 Jahren. Weitere Optionen beinhalten extrakorporale Photopherese
(ECP) und Antikorpertherapien. SupportivmaBnahmen wie antiinfektive
Prophylaxe, Ernahrungstherapie und Flussigkeitsmanagement sind wichtiger
Bestandteil der Behandlung. (46-48)
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Die Prognose hangt im Wesentlichen vom Schweregrad und vom Ansprechen auf
Steroide ab. Eine von einer Arbeitsgruppe aus Minnesota entwickelter Risiko-Score
ermoglicht bereits zu Krankheitsbeginn die Identifikation von Patient*innen mit
Hochrisiko-aGvHD, die voraussichtlich nicht auf eine Steroidtherapie ansprechen.
Zur Hochrisikogruppe zahlen Patient*innen mit schwerer Organbeteiligung,
insbesondere Haut-GvHD Grad 4, GvHD des unteren GIT Grad 3 oder 4, Leber GvHD
3. oder 4. Grades, sowie Kombinationen aus schwerer Hautbeteiligung (> Grad 3)
mit gleichzeitig schwerwiegender Beteiligung des unteren GIT (> Grad 3) oder der
Leber (> Grad 2). (49,50)

1.5.2. Die chronische GvHD

Die chronische GvHD ist eine komplexe immunvermittelte Multisystemerkrankung,
die typischerweise zwischen zwei und 18 Monaten nach allogener HSZT auftritt.
Sie betrifft etwa die Halfte der transplantierten Patient*innen im
Erwachsenenalter und ist in schweren Fallen an rund 25% der Todesfalle nach
allogener HSZT beteiligt. Bei Kindern ist die Inzidenz geringer; eine chronische
GVvHD betrifft etwa 6 - 33% der padiatrischen Patient*innen nach allogener HSZT.
(51-54)

1.5.2.1. Pathogenese

Die Pathophysiologie der cGvHD unterscheidet sich wesentlich von der akuten
Form. Neben T-Zell-vermittelten Mechanismen spielen B-Zellen, Autoantikorper,
Fibroblastenaktivierung und chronische Entzundungsprozesse eine zentrale Rolle.
Das Krankheitsbild weist immunologische Parallelen zu Autoimmunerkrankungen

und fibrosierenden Systemerkrankungen auf. (55-57)
1.5.2.2. Klinische Manifestationen

Die cGvHD kann nahezu jedes Organ betreffen. Typische Manifestationen
betreffen (58):
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o Haut: Lichen-planus-ahnliche Veranderungen, Poikilodermie,
sklerodermiforme Verhartungen bis hin zu ausgedehnter Fibrose mit
Bewegungseinschrankungen.

e Mundschleimhaut: Lichenoide Lasionen, schmerzhafte Ulzerationen,
Xerostomie.

e Augen: Sicca-Symptomatik mit Keratokonjunktivitis sicca.

e Leber: Cholestatische Laborveranderungen.

« Gastrointestinaltrakt: Dysphagie, Osophagusstrikturen, Malabsorption.

e Lunge: Bronchiolitis-obliterans-Syndrom mit progredienter obstruktiver
Ventilationsstorung.

o Genitaltrakt: Narbenbildung und funktionelle Einschrankungen.
Man kann 3 Formen einer cGvHD je nach Auftreten unterscheiden (52):

1.) Die ,,de novo* Form: Entwicklung einer cGvHD ohne vorherige aGvHD.

2.) Die ,,progressive® Form: ein Auftreten einer cGvHD direkt aus einer aGvHD
oder unter einer aGvHD-Therapie mit >0,5 mg/kg/Tag Prednisolon.

3.) Die ,,quiesent” Form: eine cGvHD nach abgeklungener aGvHD, die meist

nach Reduktion der Immunsuppression entsteht.

Die Haufigkeiten der Formen schwanken je nach Kollektiv und
Transplantationsprotokoll. In einer Analyse zweier Kohorten konnte die
unterschiedliche Verteilung dieser Verlaufsformen gezeigt werden. In Kohorte eins
traten ,de novo“ Verlaufe bei 42%, ,quiescente® Verlaufe bei 33% und
,progressive® Verlaufe bei 25% auf. In Kohorte zwei wurden ,,de novo“ Verlaufe
bei 37%, ,,quiescente® Verlaufe bei 62% und ,progressive“ Verlaufe nur bei 1%
beobachtet werden. Insgesamt war die quiescente Verlaufsform am haufigsten,

wahrend progressive Verlaufe deutlich seltener beschrieben wurden. (59)

Ein besonderes klinisches Bild stellt das Overlap-Syndrom dar, bei dem Merkmale

der akuten und chronischen GvHD gleichzeitig auftreten. (53)

19



1.5.2.3. Diagnostik und Schweregrade

Die Diagnose erfolgt klinisch anhand definierter NIH-Kriterien. Fur jedes Organ
wird ein Schweregrad (0, | = mild, Il = moderat, Ill = schwer) vergeben (Tabelle 6),
woraus ein Gesamtschweregrad (mild, moderat, schwer) abgeleitet wird (Tabelle

7). Diese Klassifikation bestimmt das therapeutische Vorgehen. (60)
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Tabelle 6: Organgrading bei cGvHD (60)

Organ-Stadium O I [! i
Haut: Keine < 18 % KOF 18 - 50 % KOF > 50 % KOF
o Makulopapuloses Veranderungen
Exanthem
e Lichenoides
Exanthem
e Papulos-squamos
e Ichtios (extreme
Schuppung)
e Keratosis pilaris
e Erythem
¢ Oberflachl. Sklerose
o Tiefe Sklerose
Haut: lichenoide oder sklerodermiforme tiefe Sklerose,
e Hyperpigmentation Ichthyosis-artige Veranderungen mit “gefesselte
¢ Hypopigmentation Veranderungen, oberflachlicher Haut”
¢ Poikilodermie keine Sklerose keine (Faltenbildung
o Ulzera sklerodermiformen »gefesselte Haut“, nicht moglich),
e Schwerer Pruritus Veranderungen (Falten konnen noch  eingeschrankte
« Haarbefall erzeugt werden) Beweglichkeit
o Nagelveranderunge und/oder
n Ulcera
Gelenke/Faszien Keine leichte Steifheit der  Steifheit der Arme schwere
Kontrakturen Arme und Beine, und Beine oder Gelenkkontrakt
leichte Gelenkkontrakturen uren mit
Bewegungseinschran  oder Erythem durch Beeintrachtigun
kung ohne Beeintrac  Fasziitis, moderate g der ATL'
htigung der ATL' Beeintrachtigung der
Beweglichkeit
Genitaltrakt Mann Keine Erythem der Glans Erythem der Glans Urethrastenose,
Veranderungen Penis, ,lichen planus- Penis und Erosionen,  Phimose

Genitaltrakt Frau

Mundschleimhaut

oder minimale
unspezifische
Veranderungen

Keine
Symptome,
keine
Veranderungen
oder minimale
unspezifische
Veranderungen

Keine
Symptome,
keine
Veranderungen
oder minimale
unspezifische
Veranderungen

like‘ Symptome

Symptome mit
milden typischen
Veranderungen aber
kein Effekt auf
Koitus und minimale
Beschwerden bei
gynakologischer
Untersuchung

milde Symptome mit
typischen
Veranderungen, nor
male orale Ernahrung
moglich

,lichen planus-like*
Symptome

Symptome mit
typischen
Veranderungen und
Schmerzen bei Koitus
oder gynakologischer
Untersuchung

moderate Symptome
und partielle
Einschrankung der
oralen Einfuhr

Symptome mit
schweren
typischen
Veranderungen
(Strikturen,
Verwachsungen
der Labien,
schwere
Ulzerationen,
Einfiihren des
Spekulums nicht
moglich)
schwere
Symptome mit
typischen
Veranderungen,
erhebliche
Einschrankung
der oralen
Einfuhr
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Leber

Lunge?

Augen

Gastrointestinaltrakt

Normales
Bilirubin und
AP und GPT <
3 x oberer
Normwert

Keine
Symptome,
FEV1 > 80%

Keine
Veranderungen

Keine
Symptome

TATL = Aktivitat des taglichen Lebens
2Die Beurteilung der Schwere der pulmonalen Beteiligung sollte immer nach Symptomen und der pulmonalen
Funktion (PFT) erfolgen. Im Falle einer Diskrepanz von Symptomen und der PFT sollte der Hohere von beiden
Werten benutzt werden. Die Beurteilung der Schwere des pulmonalen Befalls sollte primar mit FEV1

erfolgen.

Bilirubin normal, GPT
> als 3 x oberer
Normwert und < als
5x oberer Normwert
oder/und AP > 3x
oberer Normwert

milde Symptome
(z.B. Luftnot beim
Treppensteigen),
FEV1 60 - 79 %

milde
Augentrockenheit
ohne
Beeintrachtigung der
allgemeinen
Lebensqualitat, <3 x
/ Tag Augentropfen,
asymptomatische
Keratokonjunktivitis
sicca

Schluckbeschwerden,
Anorexie, Ubelkeit,
Erbrechen,
abdominelle
Schmerzen, Durchfall
ohne signifikanten
Gewichtsverlust und
ohne relevante
Beeintrachtigung
(Gewichtsverlust < 5
%)

Tabelle 7: Gesamtschweregrad der cGvHD (60)

Bilirubin erhoht aber
< 3 mg/dl oder GPT >
5 x oberer Normwert

moderate Symptome
(z.B. Luftnot bei
Gehen auf ebener
Flache) und/oder
FEV1 40 - 59 %

moderate
symptomatische
Keratokonjunktivitis,
>3x/Tag
Augentropfen oder
Verschluss
Tranenkanal ohne Be
eintrachtigung des
Sehvermogens

Symptome mit
Gewichtsverlust 5 -
15 % oder moderate
Diarrhoe ohne
signifikante
Beeintrachtigung

Bilirubin > 3
mg/dl

Ruhedyspnoe
(O2 Bedarf)
und/oder FEV1
< 39 % oder
Sauerstoffgabe
erforderlich

schwere
Beeintrachtigun
g des
Sehvermogens
durch
Pseudomembra
nen oder
Kornealulzera,
Schmerzen, die
spezielle
Brillenglaser
erfordern
Symptome mit
Gewichtsverlust
> 15 % oder
parenterale
Zusatzernahrun
g erforderlich
oder Osophagus
Dilatation
erforderlich
oder schwere
Diarrhoe mit
signifikanter
Beeintrachtigun

g

Gesamtschweregrad Mild Moderat Schwer

Anzahl der betroffenen 1-2 >2 >2

Organe

Schweregrad der Mild Mild (> 2 Organe) - moderat Schwer (= 1 Organ)

Organmanifestation (auber (= 1 Organ) (Lunge: moderat-
Lunge) (Lunge: nur mild) schwer
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1.5.2.4. Therapie

Bei einer milden cGvHD steht die topische Therapie im Vordergrund wie z.B. lokale

Steroide, Calcineurin-Inhibitoren oder Tranenersatzmittel. (61)

Bei moderater oder schwerer cGvHD ist eine systemische Therapie erforderlich.
Erstlinientherapie sind systemische Kortikosteroide (ca. 1 mg/kg KG Prednisolon).
In schweren Fallen kann initial eine Kombination mit einem Calcineurin-Inhibitor

erfolgen, um Steroide zu reduzieren. (62,63)

Etwa 50 % der Patient*innen sprechen ausreichend auf die Erstlinientherapie an.
Bei Progression innerhalb von vier Wochen oder fehlender Besserung nach 8-12

Wochen ist eine Zweitlinientherapie indiziert. (53)

Fur die steroidrefraktare cGvHD sind mehrere Substanzen verfugbar. Ruxolitinib
ist als zugelassene Therapie etabliert. Weitere Optionen umfassen extrakorporale
Photopherese, = mTOR-Inhibitoren, = Mycophenolat-Mofetil, Ibrutinib  oder
Belumosudil. Die Wahl erfolgt individuell unter Berucksichtigung von

Organmanifestation, Nebenwirkungsprofil und Komorbiditaten. (64-69)
1.5.2.5. Prognose und Langzeitfolgen

Die cGvHD ist eine chronische Erkrankung mit oft lang notwendiger
Immunsuppression. Sie fuhrt zu Einschrankungen der Lebensqualitat,
Funktionalitat sowie zu einer erhohten Infektanfalligkeit. Eine strukturierte
interdisziplinare Betreuung mit frihzeitiger Rehabilitation, physiotherapeutischen

MaBnahmen und psychosozialer Unterstutzung ist von zentraler Bedeutung. (53)

1.6. Aktueller Stand der Forschung und bestehende
Wissensliicken

Mehrere altere Studien weisen darauf hin, dass ein fruher vollstandiger
Chimarismus, insbesondere im T-Zell-Kompartiment, mit einem erhohten Risiko
fur die Entwicklung einer akuten oder chronischen GvHD assoziiert sein kann.
Mattson et al. beschrieben, dass ein gemischter T-Zell-Chimarismus mit einem

geringeren Risiko fur eine moderat bis schwer ausgepragte aGvHD verbunden ist.
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In einer Studie mit 102 Patient*innen wurde gezeigt, dass die Wahrscheinlichkeit
einer aGvHD Grad Il - IV bei Empfanger*innen mit vollstandigem Spender-T-Zell-
Chimarismus bei 52 % lag, im Vergleich zur Gruppe mit gemischtem Chimarismus
nur bei 7 % (p < 0,001). In der multivariaten Analyse zeigte sich der vollstandige
Chimarismus als der bedeutendste Risikofaktor fur eine aGvHD Grad Il - IV. (70)
Spatere Arbeiten von Mohty et al. und Nikolousis et al. bestatigten die
Beobachtung, dass sich ein fruher vollstandiger Chimarismus haufiger bei
Patient*innen mit aGvHD findet. (71,72)

Bei padiatrischen Patient*innen mit Thalassamie konnte in einer retrospektiven
Studie ebenso eine niedrigere kumulative Inzidenz der aGvHD bei gemischtem
Chimarismus als bei Patient*innen mit vollstandigem Chimarismus (29,2 % vs. 48
%, p = 0,030) nachgewiesen werden. (73)

Auch bei padiatrischen Patient*innen mit schwerer aplastischer Anamie (SAA)
konnte gezeigt werden, dass die Inzidenz einer akuten GvHD Grad II-IV bei
vollstandigem Chimarismus signifikant hoher im Vergleich zu Patient*innen mit
gemischtem Chimarismus war. (74)

Die Datenlage ist jedoch nicht konsistent. Andere Studien konnten keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen fruhem Spender*innenchimarismus und
dem spateren Auftreten einer akuten oder chronischen GvHD nachweisen. Reshef
et al. zeigten, dass der Chimarismusgrad an Tag +30 weder mit akuter noch
chronischer GvHD assoziiert waren. (75)

Eine groBe Studie mit 161 padiatrischen Patient*innen zeigte ebenso keinen
Zusammenhang zwischen spatem gemischtem Chimarismus und der Entwicklung
einer chronischen GvHD. Es bestand kein signifikanter Unterschied in der 1-Jahres-
Inzidenz der cGvHD zwischen den Gruppen mit gemischtem und vollstandigem
Chimarismus (20 + 7 % vs. 18 + 4 %, p = 0,734). (76)

Insgesamt bleibt die klinische Bedeutung des Chimarismusstatus fur die
Entstehung einer GvHD unklar, da die bisherigen Studien widersprichliche
Ergebnisse liefern und sich hinsichtlich Patient*innenkollektiven, untersuchten

Zelllinien und Analysezeitpunkten deutlich unterscheiden.
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1.7. Begriindung der Forschungsfrage

Diese Fragestellung ist klinisch hochrelevant, da das Monitoring des Chimarismus
zur Risikostratifizierung sowie zur Steuerung der Immunsuppression eingesetzt
werden kann. Dabei scheint die longitudinale Analyse der Chimarismuskinetik
aussagekraftiger zu sein als einzelne Messwerte. (77)

Ein besseres Verstandnis dieser Zusammenhange konnte dazu beitragen,
praventive Strategien zu entwickeln und die Balance zwischen GvHD-Risiko und
Graft-versus-Leukamie-Wirkung bzw. Graft-versus-Tumor-Wirkung gezielt zu

optimieren.
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2 Zielsetzung und Fragestellung
2.1 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Diplomarbeit ist es, den Zusammenhang zwischen dem
posttransplantativen Chimarismus und dem Auftreten einer akuten und/oder
chronischen GvHD bei padiatrischen Patient*innen nach allogener
hamatopoetischer Stammzelltransplantation zu untersuchen. Dabei soll
insbesondere analysiert werden, ob unterschiedliche Chimarismusgrade (voller
Chimarismus > 95 % versus gemischter Chimarismus < 95 %) mit dem Auftreten von
GvHD zu definierten posttransplantativen Zeitpunkten assoziiert sind. Durch die
statistische Auswertung soll evaluiert werden, ob der Chimarismus als potenzieller
Marker zur fruhen Risikostratifizierung und Optimierung des posttransplantativen
Monitorings geeignet ist.

2.2 Konkrete Forschungsfrage

Besteht ein Zusammenhang zwischen dem posttransplantativen Chimarismusgrad
(voller Chimarismus > 95 % versus gemischter Chimarismus < 95 %) und dem
Auftreten einer akuten wund/oder chronischen GvHD bei padiatrischen
Patient*innen nach allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation, und
unterscheidet  sich  dieser = Zusammenhang in  Abhangigkeit  vom
posttransplantativen Zeitpunkt?

2.3 Hypothesen

Nullhypothese (Ho):

Es besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem posttransplantativen
Chimarismusgrad (kompletter Chimarismus > 95 % versus gemischter Chimarismus
< 95 %) und dem Auftreten einer akuten und/oder chronischen GvHD bei
padiatrischen Patient*innen nach allogener HSZT zu den untersuchten
posttransplantativen Zeitpunkten.
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Alternativhypothese (H,):

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem posttransplantativen
Chimarismusgrad (kompletter Chimarismus > 95 % versus gemischter Chimarismus
< 95 %) und dem Auftreten einer akuten und/oder chronischen GvHD) bei
padiatrischen Patient*innen nach allogener HSZT zu den untersuchten

posttransplantativen Zeitpunkten.
2.4 Abgrenzungen und Limitationen der Untersuchung

Die vorliegende Diplomarbeit unterliegt mehreren inhaltlichen und methodischen
Abgrenzungen und Limitationen, die bei der Interpretation der Ergebnisse

berucksichtigt werden mussen.

Es handelt sich um eine retrospektive Single-Center-Studie, wodurch die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere Transplantationszentren oder
Patient*innenkollektive eingeschrankt ist. Die Analyse basiert ausschlieBlich auf
bereits vorhandenen klinischen Daten, sodass potenzielle Einflussfaktoren nicht

prospektiv kontrolliert oder standardisiert erhoben werden konnten.

Eine weitere Limitation der vorliegenden Studie besteht darin, dass die Messung
des Chimarismus nicht bei allen Patient*innen zu exakt identischen
posttransplantativen Zeitpunkten erfolgte. Obwohl definierte Zielzeitpunkte (Tag
+30, +60, +100, +180 und +360) herangezogen wurden, konnten zeitliche
Abweichungen in der klinischen Routine nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
Das Resultat daraus kann eine eingeschrankte Vergleichbarkeit der Messwerte

zwischen einzelnen Patient*innen sein.

Das Auftreten einer GvHD wurde fur die statistische Auswertung dichotomisiert
(Vorhandensein vs. Nichtvorhandensein einer GvHD). Eine Differenzierung nach
Schweregrad oder klinischer Auspragung in Form einer Graduierung erfolgte nicht.
Diese Vereinfachung erleichterte die Datenerhebung und statistische Auswertung,
daraus folgt jedoch ein Informationsverlust hinsichtlich der klinischen Relevanz

und Erkrankungsintensitat.
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Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Chimarismus und GvHD erfolgte
mittels biserialer Korrelationsanalyse, wodurch ausschlieBlich lineare
Zusammenhange zwischen der dichotomen und der metrischen Variable erfasst
werden konnten. Kausale Schlussfolgerungen lassen sich aus dieser Analyse nicht

ableiten.

Daruiber hinaus war die Stichprobengrofe, insbesondere in der Gruppe mit
gemischtem Chimarismus (n = 10), begrenzt, was die statistische Aussagekraft
einzelner Analysen reduziert haben konnte, da kleinere Stichproben mit einer

geringeren statistischen Power und groBeren Zufallsschwankungen einhergehen.

Trotz dieser Limitationen liefert die vorliegende Untersuchung wertvolle
Erkenntnisse zum zeitabhangigen Zusammenhang zwischen posttransplantativem
Chimarismus und dem Auftreten einer GvHD bei padiatrischen Patient*innen, da
sie die zeitliche Dynamik dieses Zusammenhangs aufzeigt und potenziell zur
frUhzeitigen ldentifikation von Risikopatient*innen sowie zur Optimierung des
posttransplantativen Monitorings beitragen konnte und somit als Grundlage fur

weiterfuhrende, prospektive Studien dient.
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Single-Center-
Studie. Analysiert wurden klinische und laborchemische Daten von padiatrischen
Patient*innen, bei denen im Zeitraum von Januar 2004 bis Dezember 2024 eine

allogene HSZT durchgefuhrt wurde.

Die Datenerhebung erfolgte retrospektiv aus dem klinischen
Krankenhausinformationssystem Medocs sowie aus vorhandenen Chimarismus-
Analysen. Ziel des Studiendesigns war es, den Zusammenhang zwischen dem
posttransplantativen Chimarismusgrad und dem Auftreten einer akuten und/oder

chronischen GvHD zu untersuchen.
3.2 Studienpopulation und Ein- / Ausschlusskriterien

Die Studienpopulation umfasst alle padiatrischen Patient*innen, die im Zeitraum
vom 01.01.2004 bis zum 31.12.2024 an der Universitatsklinik fur Kinder- und
Jugendheilkunde, Klinische Abteilung fur Padiatrische Hamato-Onkologie des LKH

Univ.-Klinikum Graz eine allogene HSZT erhielten.

Eingeschlossen wurden Patient*innen, bei denen sowohl posttransplantative
Chimarismusdaten als auch Informationen zum Auftreten einer akuten und/oder

chronischen Graft-versus-Host-Erkrankung verfugbar waren.

Ausgeschlossen wurden Patient*innen mit unvollstandigen oder fehlenden
Datensatzen hinsichtlich der Chimarismusanalyse oder der GvHD-Dokumentation.
Ebenso wurden Patient*innen ausgeschlossen, bei denen kein ausreichender

Follow-up-Zeitraum zur Beurteilung des posttransplantativen Verlaufs vorlag.

Nach Anwendung der Ein- und Ausschlusskriterien konnten insgesamt 79

Patient*innen in die statistische Analyse eingeschlossen werden.
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3.3 Einteilung der Studiengruppen

Zur Analyse des Zusammenhangs zwischen dem Grad des Chimarismus und dem
Auftreten einer GvHD nach allogener HSZT im Kindes- und Jugendalter wurden die
Patient*innen anhand ihres Chimarismusstatus in die Gruppen ,vollstandiger

Chimarismus* und ,,gemischter Chimarismus* eingeteilt.

Diese Klassifikation berucksichtigt die unterschiedlichen immunologischen
Gegebenheiten der jeweiligen Chimarismusformen sowie deren variierendes Risiko
fur die Entwicklung einer GvHD. Der zur Definition eines vollstandigen
Spenderchimarismus herangezogene Schwellenwert von > 95 % entspricht dem

Konsens der ,,American Society for Transplantation and Cellular Therapy“. (78)
3.3.1 Vollstandiger Chimarismus (2 95 %)

Vollstandiger Chimarismus bedeutet, dass nahezu alle hamatopoetischen Zellen in
den HSZT-Empfanger*innen von den Spender*innen stammen. Dies geht mit einer
starkeren alloreaktiven Immunantwort einher, da die Spender*innen-T-Zellen die
korpereigenen Gewebe der Empfanger*innen als fremd erkennen konnen und in
weiterer Folge eine GvHD entstehen kann. Mehrere Studien zeigen, dass ein
vollstandiger Chimarismus, insbesondere im T-Zell-Kompartiment mit einem
erhohten Risiko fur eine akute GvHD verbunden ist. (70,74,79,80)

3.3.2 Gemischter Chimarismus (< 95 %)

Gemischter Chimarismus beschreibt das gleichzeitige Vorhandensein von
Spender*innen- und Empfanger*innenzellen nach allogener HSZT bei den
Empfanger*innen. Hier ist die alloreaktive Immunantwort abgeschwacht, da die
weiterhin prasenten Empfanger*innenzellen die Immunregulation beeinflussen.
Gemischter Chimarismus ist mit einem geringeren Risiko fur die Entwicklung einer
akuten GvHD assoziiert. (70,74)
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3.4 Datenerhebung und Untersuchungszeitpunkte

Fur die Datenerhebung wurden sechs definierte Beobachtungszeitpunkte
festgelegt: Tag +30, +60, +100, +180 sowie +360 nach allogener HSZT, jeweils mit

einem zulassigen zeitlichen Toleranzbereich von + 10 %.

Die Auswahl dieser spezifischen Zeitpunkte fur die Erhebung und Bewertung des
Chimarismus basiert auf der immunologischen und klinischen Dynamik der

Transplantation und der Entwicklung einer GvHD.

Fruhe Untersuchungszeitpunkte (Tag +30 und +60) werden primar zur Beurteilung
des Engraftments, zur ldentifikation eines primaren Transplantatversagens sowie
zur Erfassung der initialen Immunkonstitution herangezogen. In Studien wurde
gezeigt, dass ein schneller Ubergang zu vollstandigem Spender*innenchimarismus,
insbesondere in der T-Zell-Fraktion oder der aktivierten Leukozyten einen
pradiktiven Faktor fur die Entwicklung einer akuten GvHD darstellt. (79-81)

Die spateren Beobachtungszeitpunkte (Tag +100, +180, +360) sind insbesondere
fur die Beurteilung der Stabilitat des Chimarismus sowie fur die Detektion,
Verlaufskontrolle und Risikostratifizierung der chronischen GvHD von Bedeutung.

Daruber hinaus erlauben sie eine Einschatzung der Langzeitprognose. (22)
3.5 Erfassung und Einteilung der GvHD

Das Auftreten einer GvHD wurde retrospektiv aus der elektronischen
Patient*innendokumentation erhoben. Dabei wurde das Vorliegen einer GvHD
unabhangig vom Schweregrad dokumentiert. Grundlage der Datenerfassung waren
arztliche Verlaufsdokumentationen, Entlassungsbriefe sowie relevante Befunde in
den Nachsorgeuntersuchungen. Die GvHD wurde je nach zeitlichem Auftreten in
eine akute oder chronische Form eingeteilt. Auf eine weiterfuhrende Klassifikation
oder Graduierung der GvHD wurde im Rahmen dieser Arbeit verzichtet, da die
zugrundeliegende Dokumentation teilweise unvollstandig war und eine

verlassliche Einteilung nicht in allen Fallen gewahrleistet werden konnte.
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3.6 Analyse des Chimarismus

Zur Bestimmung des hamatopoetischen Chimarismus nach allogener HSZT wurde
eine quantitative Analyse auf Basis von Single-Nucleotide-Polymorphismen (SNP)

mittels Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qQPCR) durchgefuhrt.

Die Methode beruht auf genetischen Unterschieden zwischen Spender*innen und
Empfanger*innen. Vor der Transplantation wurden sowohl Spender*innen- als auch
Empfanger*innen-DNA auf informative SNP-Marker untersucht. Ein Marker gilt als
informativ, wenn ein SNP ausschlieBlich in den Spender*innen oder ausschlieBlich
in den Empfangerinnen nachweisbar ist. Auf dieser Grundlage konnten
spender*innen- und empfanger*innenspezifische Sequenzen fur die quantitative

Analyse ausgewahlt werden. (27)

Die DNA wurde aus peripheren Blutproben isoliert und anschlieBend mittels allele-
spezifischer Real-Time PCR analysiert. Hierbei wurden SNP-spezifische Primer und
fluoreszenzmarkierte Sonden verwendet, die eine selektive Amplifikation der
jeweiligen Allele ermoglichen. Wahrend der Amplifikation wird durch die 5¢-3¢-
Exonukleaseaktivitat der Taqg-Polymerase die fluoreszenzmarkierte Sonde
gespalten, wodurch ein messbares Fluoreszenzsignal entsteht. Die Intensitat des
Signals korreliert mit der Menge der amplifizierten Zielsequenz und erlaubt eine
quantitative Bestimmung des Anteils spender*innen- bzw.

empfanger*innenstammiger Zellen. (26)

Die Quantifizierung des Chimarismus erfolgte anhand des Cycle-Threshold-Wertes
(Ct), welcher den PCR-Zyklus beschreibt, bei dem das Fluoreszenzsignal erstmals
einen definierten Schwellenwert uberschreitet. Der Ct-Wert steht in
logarithmischer Beziehung zur Ausgangsmenge der Ziel-DNA und ermoglicht somit
eine  quantitative Bestimmung des  Anteils spender*innen- und

empfanger*innenstammiger Zellen im untersuchten Probenmaterial. (27)

Diese SNP-basierte gqPCR-Technik erlaubt eine sensitive und reproduzierbare

quantitative Bestimmung des Chimarismus und eignet sich insbesondere fir das
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Monitoring des Engraftments sowie fur die fruhzeitige Detektion von Relaps oder

Graftversagen nach allogener HSZT. (29)

In Einzelfallen wurde eine Fragmentanalyse (STR-Analyse) durchgefuhrt,
beispielsweise wenn keine SNP-Marker vorhanden waren oder der Chimarismus
unter 75 % lag. (82)

3.7 Statistische Analyse

Die erhobenen klinischen und laborchemischen Daten, einschlieBlich der
Ergebnisse der Chimarismusanalysen, wurden anschlieBend statistisch
ausgewertet. Ziel der statistischen Analyse war es, mogliche Zusammenhange

zwischen dem Chimarismusstatus und dem Auftreten einer GvHD zu untersuchen.

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software ,,IBM SPSS Statistics“

(Statistical Package fur Social Science, IBM, Version 29).

Zur Beschreibung der Population wurden deskriptive statistische Verfahren
angewendet. Die deskriptive Analyse der Studienkohorte umfasste folgende
Merkmale: Geschlechtsverteilung, Patient*innenalter, Grunderkrankung, HLA-
Identifikation der Spender*innen, Stammzellquelle, Konditionierungsregime, DLI,

GvHD-Prophylaxe und Entwicklung einer GvHD.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Chimarismus und dem Auftreten
einer GvHD zu den definierten Zeitpunkten wurde eine Korrelationsanalyse
durchgefuhrt. Aufgrund der nicht-normalverteilten Daten sowie der ordinalen
bzw. dichotomen Variablenstruktur wurde der Spearman-Korrelationskoeffizient

verwendet. Ein P-Wert < 0,05 wurde als signifikant angenommen.

Die zeitlichen Verlaufe des Chimarismus in der Gesamtkohorte und den
Subpopulationen wurde mit SPSS analysiert und graphisch dargestellt. Hierzu
wurden die gemessenen Chimarismuswerte zu den definierten Zeitpunkten T +30,
T +60, T +100, T +180 und T +360 erfasst und deskriptiv ausgewertet. Zur
Visualisierung des Verlaufs wurden die Mittelwerte des prozentualen

Spender*innenanteils zu den jeweiligen Zeitpunkten berechnet und in Form von
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Liniendiagrammen dargestellt. Die Streuung der Werte wurde durch Fehlerbalken
(+ 2 Standardabweichungen) veranschaulicht. Dies dient dazu, die Variabilitat
zwischen den Patient*innen innerhalb der Kohorte bzw. der jeweiligen Subgruppen

darzustellen.

3.8 Ethikvotum

Die Durchfuihrung der Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen
Universitat Graz genehmigt (Votumsnummer: 1067/2025, Datum: 3.7.2025). Die
Datenauswertung erfolgte retrospektiv und ausschlieBlich in pseudonymisierter

Form gemaB den geltenden datenschutzrechtlichen Bestimmungen.
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4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung der Studienpopulation

Zwischen Anfang Janner 2004 und Ende Dezember 2024 wurden an der
Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendheilkunde, Klinische Abteilung fur
Padiatrische Hamato-Onkologie am LKH-Univ. Klinikum Graz insgesamt 96
padiatrische Patient*innen einer allogenen HSZT unterzogen. Aufgrund
unvollstandiger Datensatze wurde 17 Patient*innen von der Analyse
ausgeschlossen, sodass 79 Patient*innen in die finale Auswertung eingeschlossen
werden konnten (Tabelle 8). Es wurden 50 mannliche und 29 weibliche
Patient*innen analysiert, deren medianes Alter bei der Transplantation 9 Jahre
(Range 0 - 23 Jahre) betrug. Die zugrundeliegenden Diagnosen verteilten sich auf
akute myeloische Leukamie (AML, n = 11), akute lymphatische Leukamie (ALL, n
= 17), andere maligne hamatologische Erkrankungen (n = 6), nicht-maligne
Erkrankungen (n = 38) sowie solide Tumoren (n = 7)'. Als Stammzellquelle wurden
periphere Blutstammzellen (PBSC) in 55 Fallen und Knochenmark (BM) in 24 Fallen
verwendet. Hinsichtlich des Spender*innenstatus erhielten 41 Patient*innen ein
Transplantat von HLA-kompatiblen nicht-verwandten Spender*innen (MUD), 22
von HLA-kompatiblen verwandten Spender*innen (MRD), 12 von haploidenten
Spender*innen sowie 4 von HLA-mismatchten nicht verwandten Spender*innen
(MMUD). Es kamen unterschiedliche, teils ATG- oder Campath-basierte
Konditionierungsregime zur Anwendung, die Kombinationen aus Fludarabin,
Thiotepa, Treosulfan, Melphalan, Busulfan, Cyclophoshamid, Etoposid oder eine
Bestrahlung in Form einer Ganzkorper- oder Schadelbestrahlung umfassten. Bei 20
der 79 Patient*innen  (25,3%) wurde aufgrund eines sinkenden
Spender*innenchimarismus mindestens eine DLI durchgefuhrt. Die GvHD-
Prophylaxe erfolgte Uberwiegend MMF-basiert (n = 36) oder in Kombination mit
Calcineurin-Inhibitoren (z.B. Cyclosporin A, Tacrolimus; MMF + Tac, n = 3; MMF +
CyA, n = 5; MMF + CyA + Tac, n = 1). Methotrexat (MTX) wurde in verschiedenen
Kombinationsschemata eingesetzt, insbesondere mit CsA (n = 19), MMF (n = 4) oder

als Bestandteil einer Dreifachtherapie. Insgesamt entwickelten 32 Patient*innen
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eine GvHD, wahrend 47 keine GvHD zeigten. In Tabelle 8 sind die demographischen

und klinischen Charakteristika der Studienpopulation zusammengefasst.

Tabelle 8: Demographische und klinische Charakteristika der Studienpopulation

(n=79)

Diagnose'

AML

ALL

Andere hamatologische maligne
Erkrankungen
Nicht-maligne Erkrankungen
Solide Tumore

Alter der Empfanger*innen (median,
range, Jahre)
Geschlecht der Empfanger*innen (m/w)
Todesfalle

Zellquelle (BM/PBSC)
Spender*innen

MUD

MRD

Haplo

MMUD

Konditionierung
ATG/Flu/Thio/Treo
ATG/Flu/Mel/Thio
Bu/Cy/Mel
ATG/Cy/Flu/Thio
Campath/Flu/Thio/Treo
ATG/TBI/VP16
ATG/Flu/Treo
Campath/Cy/Flu
ATG/Cy/Mel/Treo
Flu/Mel/OKT3/Thio
ATG/Bu/Cy/Mel
Andere?

DLI-Gaben (ja/nein)
GvHD-Prophylaxe

CsA

CsA + MMF

CsA + MTX

CsA + MMF + MTX

CsA + MMF + Tac

CsA + Tac

Cy + MMF + Tac

MMF

MMF + MTX

11
17
6

38
7
9 (0-23)

50/29
3(1M,2W)
24/55

41
22
12
4

AAUJNA\IWALHAI:I’

—_
N

20/59

O

DW= ama N = U1 ol
(o)}

' Eine vollstandige Auflistung aller zugrunde liegenden Diagnosen ist im Anhang in Tabelle A1 zu

finden.

2 Eine vollstandige Auflistung aller durchgefiihrten Konditionierungsregime ist im Anhang in Tabelle

A2 zu finden.
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MMF + Tac 3

MMF + MTX + Tac 1
MP + MTX + Tac 1
GvHD (ja/nein) 32/47
GvHD (akut/chronisch) 28/16

AML, acute myeloid leukemia; ALL, acute lymphoid leukemia; M, mannlich; W, weiblich; BM,
bone marrow; PBSC, peripheral blood stem cells; MUD, matched unrelated donor; MMUD,
mismatched unrelated donor; MRD, matched related donor; Haplo, haploidenter Spender; ATG,
Anti-Thymozyten-Globin; Flu, Fludarabin; Thio, Thiotepa; Treo, Treosulfan; Mel, Melphalan; Bu,
Busulfan; Cy, Cyclophosphamid; VP16, Etoposid; Campath, Alemtuzumab; OKT3, Muromonab-
CD3; TBI, Total Body Irradiation; Cl, Cranial Irradiation; DLI, Donor-Lymphozyten-Infusion; CsA,
Cyclosporin A; MMF, Mycophenolat-Mofetil; MTX, Methotrexat; Tac, Tacrolimus; MP,
Methylprednisolon; GvHD, Graft-versus-Host-Disease

4.2 Chimarismus im zeitlichen Verlauf

In den nachfolgenden Abbildungen 1-3 werden die zeitlichen Verlaufe des
Chimarismus grafisch dargestellt. Die Abbildungen zeigen jeweils die Mittelwerte
des Chimarismus zu den jeweiligen Messzeitpunkten sowie Fehlerbalken in Form
von 95%-Konfidenzintervallen. Die Konfidenzintervalle geben den Bereich an, in
dem der wahre Mittelwert mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % erwartet wird.
Da die Chimarismuswerte insgesamt auf einem hohen Niveau liegen, wurde die y-
Achse zur besseren Ubersichtlichkeit und grafischen Darstellung auf einen Bereich
von 50 % bis 100 % skaliert.

Zeitlicher Verlauf des Chimarismus in der Gesamtkohorte
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Tag +30 Tag +&0 Tag +100 Tag +180 Tag +360
Zeitpunkt

Fehlerbalken: 95% CI

Abbildung 1: Chimarismus im zeitlichen Verlauf, Gesamtkohorte
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Abbildung 1 zeigt den zeitlichen Verlauf des mittleren Chimarismus in der
gesamten Studienkohorte zu den definierten Beobachtungszeitpunkten (Tag +30,
+60, +100, +180 und +360 nach Transplantation). Dargestellt sind die Mittelwerte
mit Fehlerbalken in Form von 95%-Konfidenzintervallen.

Der mittlere Chimarismus liegt zu allen Zeitpunkten auf hohem Niveau (nahe 100
%) und zeigt im Verlauf nur geringe Schwankungen. Von Tag +30 bleibt der
Mittelwert bis Tag +60 stabil, danach folgt ein moderater Abfall bis Tag +100. Im
weiteren Verlauf (Tag +180 und +360) zeigt sich erneut eine Stabilisierung des

mittleren Chimarismus auf konstant hohem Niveau.

Die 95%-Konfidenzintervalle sind insgesamt relativ klein, was auf eine geringe
Unsicherheit der Mittelwerte sowie auf stabile Chimarismuswerte im zeitlichen
Verlauf hindeutet.

4.2.1 Chimarismus im zeitlichen Verlauf - vollstandiger

Chimarismus
Zeitlicher Verlauf des Chimarismus bei Patient*innen mit vollstandigem Chimarismus

100,00 —

20,00

80,00

70,00

Mittebwert Chim@rismus (%)

60,00

50,00

Tag +30 Tag +&0 Tag +100 Tag +180 Tag +360
Zeitpunkt

Fehlerbalken: 95% CI

Abbildung 2: Chimarismus im zeitlichen Verlauf, Gruppe vollstandiger Chimarismus

Die Mehrheit der Patient*innen (n = 69) weist einen vollstandigen Chimarismus (>
95 %) auf. Abbildung 2 zeigt den zeitlichen Verlauf des mittleren Chimarismus

dieser Patient*innen zu den beobachteten Zeitpunkten. Dargestellt sind
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Mittelwerte mit Fehlerbalken (95%-Konfidenzintervall). Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum bleibt der mittlere Chimarismus auf konstant hohem
Niveau nahe 100 %. Es zeigen sich nur geringe Schwankungen zwischen den
einzelnen Zeitpunkten, ohne erkennbare systematische Zu- oder Abnahme. Die

Fehlerbalken sind insgesamt sehr schmal.

4.2.2 Chimarismus im zeitlichen Verlauf - gemischter

Chimarismus

Zeitlicher Verlauf des Chimdrismus bei Patient*innen mit gemischtem Chimarismus

100,00
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80,00 | —
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Fehlerbalken: 95% CI

Abbildung 3: Chimarismus im zeitlichen Verlauf, Gruppe gemischter Chimarismus

Nur eine kleine Gruppe (n = 10) der Patient*innen zeigen einen gemischten
Chimarismus (< 95%). Abbildung 3 zeigt den zeitlichen Verlauf des mittleren
Chimarismus in dieser Gruppe zu den Zeitpunkten T +30, T +60, T +100, T +180
und T +360. Dargestellt sind wiederum Mittelwerte mit Fehlerbalken (95%-
Konfidenzintervall).

Im Gegensatz zur Gruppe mit vollstandigem Chimarismus ist hier der mittlere
Spender*innenanteil erwartungsgemaB geringer und zeigt eine starkere
Variabilitat. Zwischen T +30 und T +100 ist zunachst ein abnehmender Trend des
mittleren Chimarismus erkennbar. Ab T +100 zeigt sich eine leichte Stabilisierung

beziehungsweise ein geringfligiger Wiederanstieg der Mittelwerte bis T +360.
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Auffallig sind die deutlich breiteren Fehlerbalken im Vergleich zur Gruppe mit
vollstandigem Chimarismus. Dies weist auf eine hohere Variabilitat der Werte
innerhalb der Gruppe sowie auf eine groBere Unsicherheit der Mittelwerte hin, die
unter anderem mit der geringen StichprobengréBe zusammenhangen konnte.? Die
zunehmende Varianz konnte zudem auf heterogene klinische Verlaufe,
unterschiedliche Immunrekonstitutionsdynamiken oder therapeutische

Interventionen wie eine DLI zuriickzufiihren sein.

4.2.2.1 Differenzierte Analyse des Chimarismus einzelner

Zelllinien in der Subgruppe gemischter Chimarismus

Tabelle 9: T-Zell-Chimarismus (CD3)
ID Tag +30 Tag +60 Tag +100 Tag +180 Tag +360

PO1 - 15,07 28,31 60,68 86,23
PO6 - - 46,41 61,58 53,31
PO7 = 97,34 86,42 97,30 98,29
P11 - 21,97 17,76 30,06 76,37
P16

P33 - 3,72 25,00 69,90 87,67
P48 41,36 27,60 5,79 19,34 62,81
P60 - - 29,55 46,53 89,99
P74 6,12 35,83 59,31 95,55 98,88
P79 - - 52,01 87,15 88,73

Werte in Prozent (%). CD3 = T-zellularer Chimarismus. ,,-“= keine Daten verfiigbar

Der CD3-Chimarismus (= T-Zell-Chimarismus) zeigt eine ausgepragte Variabilitat
zwischen den Patient*innen der Subgruppe mit gemischtem Chimarismus.
Wahrend einige Patient*innen (z.B. P07, P74) fruh hohe Werte erreichen, zeigen
andere eine verzogerte T-zellulare Rekonstitution mit niedrigen Ausgangswerten
und kontinuierlichem Anstieg im Verlauf (z.B. PO1, P33, P60).

3 Die Einzelverlaufe der Chimarismuswerte fiir diese Gruppe (n = 10 Patient*innen) sind im
Anhang in den Abbildungen 4 - 13 dargestellt.
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Tabelle 10: Myeloider Chimarismus (CD14)
ID Tag+30 Tag+60 Tag +100 Tag +180 Tag +360

PO1 - 100,00 98,05 98,71 98,02
P06 : : . : :
P07 - 40,76 11,73 10,69 5,29
P11 : : : : :
P16 : . : : :
P33 : : . : :
P48 : - - - .
P60 : : . : :
P74 . : . - -
P79 86,26 . 97,94 91,54 96,72

Werte in Prozent (%). CD14 = myeloider Chimarismus. ,,-“= keine Daten verfiigbar

Der CD14-Chimarismus (= myeloider Chimarismus) ist nur bei einem Teil der
Patient*innen in der Subgruppe gemischter Chimarismus verfugbar. Zwei der zehn
Patient*innen erreichen fruh hohe Werte (P01, P79), ein*e Patient*in (P07) zeigt
persistierend niedrige Werte mit abnehmender Tendenz im Verlauf. Fur die

Mehrheit der Patient*innen liegen keine CD14-Daten vor.
4.3 Auftreten und Auspragung der GvHD

Zum Zeitpunkt T +30 litten 14 von 79 Patient*innen (17,72 %) an einer GvHD. An T
+60 waren 16 Patient*innen (20,25 %) betroffen, an T +100 wieder 14 (17,72 %)
und an T +180 zwolf (15,19 %). An T +360 zeigten neun Patient*innen (11,39 %)
eine GvHD.

Insgesamt entwickelten 32 Patient*innen (30 aus der Gruppe mit vollstandigem,
zwei aus der Gruppe mit gemischtem Chimarismus) im Verlauf des gesamten
Beobachtungszeitraum eine GvHD. In der untersuchten Kohorte zeigten sich
unterschiedliche Manifestationen der GvHD hinsichtlich betroffener Organsysteme

und Verlaufsformen.

Bei 16 Patient*innen trat die Erkrankung isoliert innerhalb der ersten 100 Tage

nach Transplantation auf und wurde somit als akute GvHD Kklassifiziert. Vier
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Patient*innen entwickelten die GvHD erstmals nach Tag +100, entsprechend einer
chronischen Form. Zwolf Patient*innen waren sowohl von einer akuten als auch im

weiteren Verlauf von einer chronischen Form der GvHD betroffen.

Die Haut war in der untersuchten Kohorte das am haufigsten betroffene

Organsystem. Eine isolierte akute kutane GvHD trat bei acht Patient*innen auf.

Daruber hinaus zeigten drei Patient*innen eine akute Beteiligung von Haut und
Gastrointestinaltrakt, und ein*e Patient*in wies zusatzlich eine akute Beteiligung
der Leber auf.

Eine kombinierte akute Beteiligung von Haut und Leber wurde bei einer*einem

weiteren Patient*in beobachtet.

Chronische bzw. gemischte Verlaufsformen mit Hautbeteiligung waren ebenfalls
haufig: Sieben Patient*innen entwickelten eine akute und chronische Haut-GvHD,
drei Patient*innen eine akute Haut-GvHD mit zusatzlicher chronischer Beteiligung
von Haut und Darm, und ein*e Patient*in zeigte eine Kombination aus akuter

Leberbeteiligung sowie chronischer GvHD von Haut und Gastrointestinaltrakt.

Der Gastrointestinaltrakt war das zweithaufigste betroffene Organsystem. Eine
isolierte akute GvHD des Gastrointestinaltrakts wurde bei drei Patient*innen
beobachtet. Zusatzlich bestand bei mehreren Patient*innen eine kombinierte
Beteiligung mit anderen Organen, insbesondere der Haut (siehe oben). Chronische
Manifestationen des Gastrointestinaltrakts traten bei drei Patient*innen in
Kombination mit Hautbeteiligung sowie bei einer*einem Patient*in isoliert auf.
Daruber hinaus zeigte ein*e Patient*in eine kombinierte akute und chronische

GvHD des Gastrointestinaltrakts.

Die Leber war vergleichsweise selten betroffen und trat ausschliefflich im Rahmen
kombinierter Verlaufe auf. Eine akute Leberbeteiligung wurde bei insgesamt drei
Patient*innen beobachtet, jeweils in Kombination mit Haut und/oder
Gastrointestinaltrakt.
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Eine Ubersicht tber die Haufigkeit der betroffenen Organsysteme zeigt, dass die
Haut mit 27 Fallen am haufigsten betroffen war, gefolgt vom GIT (n = 16) und der
Leber (n = 3) (Tabelle 9).4

Tabelle 11: Gesamtiibersicht der betroffenen Organsysteme

Betroffenes Organsystem Anzahl (n)
Haut 27

GIT 16

Leber 3

4.3.1 Auftreten einer GvHD in der Subgruppe gemischter
Chimarismus

Tabelle 12: Auftreten einer GvHD bei Patien*innen mit gemischtem Chimarismus

ID Tag +30 Tag +60 Tag+100  Tag +180 Tag +360
PO1 0 0 0 0 0
P06 0 0 0 0 0
P07 0 0 0 0 0
P11 0 0 0 0 0
P16 1 1 0 0 0
P33 0 0 0 0 0
P48 0 0 0 0 0
P60 0 1 1 1 1
P74 0 0 0 0 0
P70 0 0 0 0 0

GvHD: 0 = keine GvHD, 1 = Auftreten einer GvHD

In der kleinen Subgruppe (n = 10) der Patient*innen mit gemischtem Chimarismus
entwickelten zwei Patient*innen (P16, P60) eine GvHD, wobei bei einer Person

sowohl eine akute als auch chronische Form auftrat, wahrend die andere

“ Die GvHD-Manifestationen sind in Tabelle A3 im Anhang zusammengefasst.
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ausschlieBlich eine akute GvHD zeigte. Tabelle 12 stellt eine Ubersicht iiber das

Auftreten einer GvHD zu den jeweiligen Zeitpunkten dar.
4.4 Zusammenhang zwischen Chimarismus und GvHD

4.4.1 Gesamtkohorte

Uber die Gesamtkohorte gesehen zeigt die Spearman-Korrelation signifikant
positive Zusammenhange zwischen Chimarismus und GvHD an Tag + 30 (r = 0,400,
p < 0,001), Tag + 100 (r = 0,353, p = 0,002) sowie an Tag +360 (r = 0,299, p =
0,009). An Tag +60 zeigt sich ein nicht signifikanter Trend (r = 0,216, p = 0,058),
wahrend an Tag +180 kein Zusammenhang besteht (r = 0,130, p = 0,253). Die

entsprechenden Ergebnisse sind in Tabelle 13 ersichtlich.

Chimarismus Chimarismus Chimarismus Chimarismus Chimarismus
und GvHD und GvHD und GvHD und GvHD und GvHD

Tag +30 Tag +60 Tag +100 Tag +180 Tag +360
Korrelationskoeffizient | 0,400** 0,216 0,353** 0,130 0,299**
Sig. (2-seitig) <0,001 0,058 0,002 0,253 0,009
n 79 78 78 79 76

** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (2-seitig).

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (2-seitig).

Tabelle 13: Zusammenhang zwischen Chimarismus und GvHD, Gesamtkohorte

4.4.2 Gruppe mit vollstandigem Chimarismus

Bei der Analyse der Gruppe mit vollstandigem Chimarismus zeigt sich eine
signifikant positive Korrelation zwischen Chimarismus und GvHD an Tag +30 (r =
0,462, r < 0,001), +60 (r = 0,282, p = 0,020), +100 (r = 0,400, p < 0,001) und an
Tag +360 (r = 0,358, p = 0,003). An Tag + 180 besteht kein signifikanter
Zusammenhang (r = 0,119, p = 0,328). Die entsprechenden Ergebnisse sind in
Tabelle 14 dargestellt.
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Chimarismus Chimarismus Chimarismus Chimarismus Chimarismus
und GvHD und GvHD und GvHD und GvHD und GvHD

Tag +30 Tag +60 Tag +100 Tag +180 Tag +360
Korrelationskoeffizient | 0,462** 0,282* 0,400** 0,119 0,358**
Sig. (2-seitig) <0,001 0,020 <0,001 0,328 0,003
n 69 68 68 69 66

** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (2-seitig).

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (2-seitig).

Tabelle 14: Zusammenhang zwischen Chimarismus und GvHD, vollstandiger Chimarismus

4.4.3 Gruppe mit gemischtem Chimarismus

In der Gruppe mit gemischtem Chimarismus, die mit 10 Patient*innen eine kleine
Kohorte umfasst, zeigt sich zu keinem der untersuchten Zeitpunkte eine statistisch
signifikante Korrelation zwischen Chimarismus und dem Auftreten einer GvHD
(alle p > 0,05). Ab Tag +180 zeigt sich eine Tendenz zu hoheren
Korrelationskoeffizienten (r = 0,406), jedoch ohne statistische Signifikanz (p =
0,244). Fur die fruheren Erhebungszeitpunkte ergaben sich lediglich sehr

schwache Korrelationen (r < 0,29). In Tabelle 15 sind die Ergebnisse

zusammengefasst.
Chimdrismus Chimarismus Chimdrismus Chimarismus Chimarismus
und GvHD und GvHD und GvHD und GvHD und GvHD
Tag +30 Tag +60 Tag +100 Tag +180 Tag +360
Korrelationskoeffizient | 0,058 0,087 0,290 0,406 0,406
Sig. (2-seitig) 0,873 0,811 0,416 0,244 0,244
N 10 10 10 10 10

** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (2-seitig).

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (2-seitig).

Tabelle 15: Zusammenhang zwischen Chimarismus und GvHD, gemischter Chimarismus

4.5 Statistisch signifikante Ergebnisse

In der Gesamtkohorte zeigten sich signifikant positive Zusammenhange zwischen
Chimarismus und GvHD an den Zeitpunkten Tag +30 (r = 0,400, p < 0,001), Tag
+100 (r = 0,353, p = 0,002) sowie Tag +360 (r = 0,299, p = 0,009). In der
Subgruppenanalyse der Patient*innen mit vollstandigem Chimarismus bestatigte
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sich dieser Zusammenhang ebenfalls signifikant an Tag +30 (r = 0,462, p < 0,001),
Tag + 60 (r = 0,282, p = 0,020), Tag + 100 (r = 0,400, p < 0,001) sowie an Tag +360
(r=0,358, p=0,003). In der Gruppe mit gemischtem Chimarismus hingegen konnte

zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Korrelation nachgewiesen werden.
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

In der retrospektiven Studie zeigte sich in der Gesamtkohorte ein signifikanter
positiver Zusammenhang zwischen Chimarismus und dem Auftreten einer GvHD,
insbesondere in der fruhen posttransplantativen Phase. Signifikante Spearman-
Korrelationen fanden sich an Tag +30, +100 und +360, wobei der starkste
Zusammenhang an Tag +30 beobachtet wurde. Dies spricht fur eine Assoziation
zwischen einem hoheren Spender*innenchimarismus und einem erhohten Risiko

einer GvHD.

In der Subgruppenanalyse bestatigte sich dieser Zusammenhang in der Gruppe mit
vollstandigem Chimarismus ebenfalls signifikant an mehreren Zeitpunkten (Tag
+30, +60, +100 und +360), wohingegen in der Gruppe mit gemischtem Chimarismus

keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen werden konnte.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass insbesondere in der fruhen Phase
nach Transplantation ein Zusammenhang zwischen Spender*innendominanter
Hamatopoese und der Entwicklung einer GvHD besteht, wahrend dieser

Zusammenhang bei gemischtem Chimarismus nicht nachweisbar ist.

5.2 Interpretation des Zusammenhangs zwischen Chimarismus
und GvHD

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen signifikanten positiven Zusammenhang
zwischen dem Grad des Spender*innenchimarismus und dem Auftreten einer
GvHD, besonders in der fruhen Phase nach der Transplantation. Dieses Ergebnis
lasst vermuten, dass ein hoherer Anteil der Spender*innenhamatopoese mit einer
gesteigerten allogenen Immunreaktivitat assoziiert ist. Diese Immunreaktion ist
aus immunologischer Sicht plausibel, da ein rasches und ausgepragtes Engraftment

donor*innenabgeleiteter Immunzellen die Grundlage fur eine GvHD bilden kann.

Besonders ausgepragt zeigte sich der Zusammenhang an Tag +30 sowie an Tag
+100, was die Bedeutung der fruhen immunologischen Rekonstitutionsphase

unterstreicht. In dieser Phase besteht eine hohe Dynamik zwischen
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Immunsuppression,  T-Zell-Expansion und alloreaktiver  Aktivitat. Die
beobachteten Zusammenhange konnten somit Ausdruck einer gemeinsamen
immunologischen Grundlage von stabilem Spender*innenengraftment und GvHD-

Entwicklung sein. (83)

In der Subgruppenanalyse war der Zusammenhang ausschlieBlich in der Gruppe
mit vollstandigem Chimarismus nachweisbar, wahrend sich bei gemischtem
Chimarismus keine signifikanten Korrelationen zeigten. Dies deutet darauf hin,
dass insbesondere eine stabile donor*innendominante Engraftment-Situation mit
einer erhohten GvHD-Wahrscheinlichkeit assoziiert sein konnte, wohingegen bei
gemischtem Chimarismus moglicherweise eine geringere allogene Effektorstarke

vorliegt.

Die Betrachtung des T-zellularen (CD3) und des myeloiden (CD14) Chimarismus in
der  kleineren  Subpopulation (n = 10) zeigte unterschiedliche
Rekonstitutionsmuster der jeweiligen Zelllinien nach allogener HSZT. Der
gemischte Chimarismus bezog sich dabei in 9 von 10 Fallen auf die CD3-positive

Zellpopulation.

Wahrend der CD14-Chimarismus in den verfugbaren Datensatzen bei der Mehrheit
fruh hohe Werte aufwies und somit auf ein schnelles und stabiles Engraftment der
myeloischen Zellreihe hindeutet, zeigte der CD3-Chimarismus eine deutlich

groBere Variabilitat und teilweise verzogerte Rekonstitution.

In der betrachteten Subgruppe entwickelten zwei Patient*innen eine GvHD, wobei
bei einer*einem ausschlieBlich eine akute GvHD, bei der*dem weitere*n Patient*in
hingegen eine akute und eine chronische Form beobachtet wurde. Eine eindeutige
Zuordnung dieser Ereignisse zu den Verlaufen des CD3- oder CD14-Chimarismus ist
jedoch auf Basis der vorliegenden Daten nicht moglich. Es fehlen relevante
Zeitpunkte oder komplette Datensatze, wodurch eine Analyse der Dynamik

eingeschrankt ist.

Zusammenfassend unterstutzen die Ergebnisse die Hypothese, dass der

Chimarismus als Marker immunologischer Aktivitat betrachtet werden kann.
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5.3 Einordnung der Ergebnisse im Kontext der aktuellen
Literatur

Die in dieser Arbeit beobachteten signifikant positiven Zusammenhange zwischen
hoherem Spender*innenchimarismus und dem Auftreten einer GvHD, insbesondere
in der fruhen posttransplantativen Phase sind immunologisch plausibel und werden
durch publizierte Daten gestutzt. Chimarismusanalysen nach allogener HSZT
dienen nicht nur der Engraftment-Kontrolle, sondern werden auch als Marker der

Immunrekonstitution und immunologischer Komplikationen diskutiert.

Die Ergebnisse stimmen mit der aktuellen Literatur Uberein, die einen
signifikanten Zusammenhang zwischen vollstandigem Spender*innenchimarismus
und der Entwicklung einer GvHD dokumentiert. Mattson et al. zeigten in einer
Kohorte von 102 Patient*innen, dass ein gemischter T-Zell-Chimarismus signifikant
mit einem reduzierten Risiko fur die Entwicklung einer akuten GvHD Grad Il - IV
assoziiert war (52 % vs. 5 %, p < 0,001), wobei ein vollstandiger
Spender*innenchimarismus in der multivariaten Analyse als starkster Risikofaktor

fur die Entwicklung einer akuten GvHD identifiziert wurde. (70)

Die Bedeutung der fruhen Beobachtungszeitpunkte Tag +30 und Tag +100 wird
durch mehrere Studien bestatigt. Martinez-Laperche et al. identifizieren das
Erreichen eines vollstandigen Spender*innenchimarismus in CD25+-aktivierten
Leukozyten an Tag +30 als unabhangigen Risikofaktor fur die Entwicklung einer
GvHD Grad Il - IV (Hazard Ratio 11,9; p = 0,017). (80)

Guidotti et al. zeigten in einer Studie mit 142 Patient*innen, dass
Transplantatempfanger*innen mit vollstandigem T-Zell-Chimarismus (CD3+ > 95%)
an Tag +30 ein erhohtes Risiko fur schwere akute GvHD Grad Il - IV aufwiesen,
wahrend bei der Patient*innengruppe mit gemischtem Chimarismus (< 95%) keine

Falle von schwerer GvHD auftraten. (81)

Die Beobachtung, dass der Zusammenhang ausschlieBlich in der Gruppe mit
vollstandigem Chimarismus nachweisbar war, entspricht den Ergebnissen von

Balon et al., die zeigten, dass fruhes Erreichen eines vollstandigen Chimarismus
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(vor Tag +100) signifikant mit extensiver chronischer GvHD assoziiert war (p <

0,001) und dass diese Patient*innen eine schwerere GvHD entwickelten. (84)

Van Besien et al. bestatigte in einer Studie mit 120 Patient*innen, dass ein
gemischter Chimarismus nach allogener HSZT mit Alemtzumab-basierter
Konditionierung vor akuter und insbesondere chronischer GvHD schutzt (p = 0,01),

ohne das Rezidivrisiko zu erhohen. (85)

Die immunologische Grundlage dieser Beobachtungen wird durch Zytokin-Studien
unterstutzt: Remberger et al. zeigten, dass Patient*innen mit vollstandigem
Chimarismus hohere Spiegel proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IFN-y) und
niedrigere Spiegel immunmodulatorischer Zytokine (TGF-B, IL-10) aufwiesen, was
auf ein Ungleichgewicht zwischen proinflammatorischen und
immunmodulatorischen Mechanismen als Grundlage fur Chimarismus und GvHD
hinweist. (86)

Wiederum zeigen Studien, dass inkompletter Chimarismus in B-Zell- oder
myeloiden Linien mit einem erhohten Risiko fur chronische GvHD assoziiert sein
kann, was auf eine wichtige Rolle persistierender Empfanger*in-Antigen-

prasentierender Zellen in der cGvHD-Pathogenese hindeutet. (87)

Dies unterstreicht die Komplexitat der Chimarismus-GvHD-Beziehung und die

Notwendigkeit zelltypspezifischer Analysen.

Zusammenfassend bestatigen die vorliegenden Ergebnisse die in der Literatur
beschriebene Assoziation zwischen vollstandigem Spender*innenchimarismus und
GvHD-Entwicklung und unterstutzen die Hypothese, dass der Chimarismusgrad als
Marker immunologischer Aktivitat betrachtet werden kann. (77)

5.4 Methodische Limitationen und kritische Reflexion

Die vorliegende Untersuchung unterliegt mehreren methodischen Limitationen,

die bei der Interpretation der Ergebnisse berlicksichtigt werden mussen.

Zunachst handelt es sich um eine retrospektive Analyse, wodurch eine
systematische Verzerrung (Selektions- und Informationsbias) nicht ausgeschlossen

werden kann. Die Datenerhebung erfolgte auf Basis vorhandener klinischer
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Dokumentation, sodass mogliche Inkonsistenzen oder fehlende Werte die Analyse
beeinflusst haben konnten. Retrospektive Studien erlauben zudem keine Kontrolle
uber mogliche Confounder (HLA-Kompatibilitat, Konditionierungsregime,
Stammzellquelle, Immunsuppression), die den Zusammenhang zwischen

Chimarismus und dem Auftreten einer GvHD beeinflussen konnten.

Zudem weist die Patient*innenkohorte eine klinische Heterogenitat in Bezug auf
der zugrunde liegenden Erkrankung, der zuvor stattgefundenen Therapien und der
transplantationsbezogenen Risikofaktoren auf. Diese Variabilitat zwischen den

einzelnen Patient*innen kann die Vergleichbarkeit einschranken.

Eine weitere Limitation der durchgeflihrten Analyse besteht darin, dass keine
Graduierung der GvHD berucksichtigt wurde. Die Auswertung erfolge
ausschlieBlich anhand des Auftretens oder Nichtauftretens einer GvHD, ohne eine
Einteilung nach Schweregrad vorzunehmen. Somit konnte kein moglicher
Zusammenhang zwischen dem AusmaB des Chimarismus und der Starke der
klinischen Manifestation der GvHD untersucht werden. Aus diesem Grund bleibt es
unklar, ob ein hoherer Chimarismus mit einer schwereren Auspragung der
Erkrankung assoziiert sind. Eine zukunftige Analyse unter Berucksichtigung
etablierter Grading-Systeme (siehe Tabelle 5) konnte dazu beitragen, den

Zusammenhang differenzierter zu beurteilen.

Ein weiterer wesentlicher Aspekt betrifft die Stichprobengrofe, insbesondere in
der Subgruppe mit den Patient*innen mit gemischtem Chimarismus. Die geringe
Fallzahl (n = 10) in dieser Gruppe reduziert die statistische Power erheblich und
erhoht die Wahrscheinlichkeit eines Typ-IlI-Fehlers (= B-Fehler), also das
Ubersehen eines tatsachlich vorhandenen Effekts. Das Ausbleiben signifikanter
Korrelationen in dieser Subgruppe erlaubt daher keine definitive Aussage uber das

Nichtbestehen eines Zusammenhangs. (88,89)

Daruiber hinaus wurden die Chimarismuswerte ausschlieBlich zu definierten
Zeitpunkten nach Transplantation (Tag +30, +60, +100, +180 und +360) analysiert,
wobei die Chimarismusdaten im longitudinalen Verlauf nicht immer vollstandig

vorhanden waren. In einzelnen Fallen konnten daher nur unvollstandige
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Datensatze in die Analyse miteinbezogen werden, was zu einer variierenden

StichprobengroBe zwischen den untersuchten Zeitpunkten fuhrte.

Weiters erfolgte die Erhebung der Chimarismuswerte im klinischen Alltag,
wodurch die Probenentnahme nicht immer zu den definierten Zeitpunkten
erfolgen konnte. In einigen Fallen wurden daher Messungen berucksichtigt, die
innerhalb eines zeitlichen Toleranzbereichs von etwa + 10 % um den jeweiligen
Zielzeitpunkt lagen. Diese Vorgehensweise war notwendig, um eine moglichst
umfassende Datennutzung zu gewahrleisten, kann jedoch zu einer Ungenauigkeit

in der Darstellung des Verlaufs fuhren.

SchlieBlich ist zu berucksichtigen, dass der beobachtete statistische
Zusammenhang zwischen Chimarismus und GvHD keine kausale Beziehung
beweist. Beide Phanomene konnen Ausdruck derselben immunologischen Reaktion
nach allogener HSZT sein.

Trotz der genannten methodischen Limitationen liefern die vorliegenden
Ergebnisse wertvolle Hinweise auf mogliche Zusammenhange zwischen dem
Chimarismusgrad und der Entwicklung einer GvHD nach allogener HSZT. Die
Analyse erlaubt einen Einblick in die Dynamik des Chimarismus im

posttransplantativen Verlauf sowie in dessen klinische Relevanz.

Zukunftige prospektive Studien mit groBeren Patient*innenkollekiven und
standardisierten Messzeitpunkten konnen dazu beitragen, die hier beobachteten
Zusammenhange weiter zu validieren und die prognostische Bedeutung des

Chimarismus praziser zu definieren.
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6. Schlussfolgerungen

6.1 Beantwortung der Forschungsfrage

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, retrospektiv zu untersuchen, ob ein
Zusammenhang zwischen dem posttransplantativen Chimarismus und dem
Auftreten einer GvHD nach allogener HSZT in einem padiatrischen
Patient*innenkollektiv besteht.

Die durchgefuihrten Analysen zeigen, dass in der Gesamtkohorte, insbesondere in
der fruhen Phase nach Transplantation signifikante positive Korrelationen
zwischen dem Grad des Spender*innenchimarismus und dem Auftreten einer GvHD
nachgewiesen werden konnte. Signifikante Zusammenhange zeigten sich vor allem
an den Zeitpunkten Tag +30, Tag +100 sowie Tag +360 nach Transplantation. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein hoherer Spender*innenanteil im peripheren
Blut mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit, eine GvHD zu entwickeln, assoziiert

sein kann.

In der Subgruppenanalyse bestatigte sich dieser Zusammenhang insbesondere in
der Gruppe mit vollstandigem Chimarismus, wahrend in der Gruppe mit
gemischtem Chimarismus keine statistisch signifikanten Korrelationen festgestellt
werden konnte. Dies konnte darauf hindeuten, dass eine ausgepragte
spenderinnendominante Hamatopoese mit einer starkeren allogenen

Immunreaktion verbunden ist, die sich klinisch als GvHD prasentiert.

Zusammenfassend kann die Forschungsfrage positiv beantwortet werden, dass ein
Zusammenhang zwischen Chimarismus und dem Auftreten einer GvHD besteht.
Dennoch ist zu berucksichtigen, dass es sich um korrelative Zusammenhange

handelt und keine kausale Beziehung abgeleitet werden kann.
6.2 Implikationen fiir klinische Praxis und Nachsorge

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen die klinische Bedeutung der
Chimarismusanalyse im posttransplantativen Monitoring nach allogener

hamatopoetischer Stammzelltransplantation. Insbesondere in der fruhen Phase
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nach Transplantation kann der Verlauf des Spender*innenchimarismus wertvolle
Hinweise auf die zugrunde liegende immunologische Dynamik zwischen
Spender*innen- und Empfanger*innenzellen liefern. Ein rasch etablierter und
stabiler spender*innen-dominanter Chimarismus kann dabei mit einer verstarkten
allogenen Immunreaktion einhergehen und somit mit einem erhohten Risiko fur

das Auftreten einer GvHD assoziiert sein.

Vor diesem Hintergrund stellt die regelmafige Bestimmung des Chimarismus einen
wichtigen Bestandteil der posttransplantativen Verlaufskontrolle dar. Die Analyse
kann dazu  beitragen, Patient*innen  mit  erhohtem  Risiko  fur
transplantationsassoziierte Komplikationen fruhzeitig zu identifizieren und
entsprechende therapeutische MaBnahmen einzuleiten. Dazu zahlen
beispielsweise Anpassungen der immunsuppressiven Therapie, eine engmaschigere
klinische Uberwachung oder gegebenenfalls praventive beziehungsweise

therapeutische Interventionen.

Daruiber hinaus kann die longitudinale Analyse des Chimarismus Hinweise auf
Veranderungen der hamatopoetischen Rekonstitution geben und somit auch fur
die fruhzeitige Erkennung eines moglichen Transplantatversagens oder eines
Rezidivs der Grunderkrankung relevant sein. Eine strukturierte und standardisierte
Nachsorge mit regelmaBigen Chimarismuskontrollen kann daher einen wichtigen

Beitrag zur Optimierung des posttransplantativen Managements leisten.

Insgesamt verdeutlichen die Ergebnisse, dass die Chimarismusanalyse nicht nur
als diagnostisches Instrument zur Beurteilung des Engraftments dient, sondern
auch als potenzieller Marker fur immunologische Prozesse im Verlauf nach

allogener Stammzelltransplantation betrachtet werden kann.

6.3 Ausblick und Empfehlungen fiir zukiinftige Forschung

Die vorliegenden Ergebnisse liefern Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang
zwischen dem posttransplantativen Chimarismus und dem Auftreten einer GvHD
nach allogener HSZT. Dennoch besteht weiterhin Bedarf an weiterfuhrender
Forschung, um die prognostische Bedeutung des Chimarismus im klinischen

Kontext genauer zu bestimmen.
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Zukunftige Untersuchungen sollten insbesondere prospektive Studiendesigns mit
groBeren Patient*innenkollektiven verfolgen, um die in dieser Arbeit
beobachteten Zusammenhange zu validieren und potenzielle Einflussfaktoren
differenzierter zu analysieren. Eine standardisierte Erhebung der
Chimarismuswerte zu klar definierten Zeitpunkten konnte dabei helfen, die
Dynamik der Engraftment-Phase praziser abzubilden und deren Zusammenhang

mit immunologischen Komplikationen besser zu charakterisieren.

Vor dem Hintergrund der in der kleinen Subgruppe gewonnenen, jedoch
limitierten Erkenntnissen konnte eine umfassendere differenzierte Analyse
einzelner Zellpopulationen, insbesondere des T-zellularen oder myeloiden
Chimarismus, dazu beitragen, weitere Einblicke in die immunologischen

Mechanismen zu erhalten, die zur Entstehung einer GvHD beitragen.

Langfristig konnten solche Erkenntnisse dazu beitragen, personalisierte
Nachsorge- und Therapiestrategien zu entwickeln, bei denen der
Chimarismusverlauf als prognostischer Marker genutzt wird, um das Risiko
transplantationsassoziierter Komplikationen fruhzeitig zu erkennen und

therapeutische Entscheidungen individuell anzupassen.
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Anhang

Tabelle A1: Ubersicht aller Diagnosen der untersuchten Kohorte

Kategorie Unterkategorie Diagnose

Maligne Akute myeloische Leukamie

hamatologische (AML)

Erkrankungen
Akute lymphatische Leukamie
(ALL)

Andere Myelodysplastisches ~ Syndrom

(MDS)
Juvenile myelomonozytare
Leukamie (JMML)

Nicht maligne | Angeborene Mukopolysaccharidose Typ |

Erkrankungen Stoffwechselerkrankungen | (Hurler)

Morbus Krabbe

Metachromatische
Leukodystrophie

Wolman-Krankheit

Zerebrotendinose
Xanthomatose

Primare Immundefekte

(PID)

WIP Defizienz

Chronische Granulomatose

Autoimmunlymphoproliferatives
Syndrom (ALPS)

Profunder kombinierter
Immundefekt (PCID)
XLP mit

Hypogammaglobulinamie

Nicht-maligne
hamatologische
Erkrankungen

Beta-Thalassamie

Sichelzellerkrankung

Schwere aplastische Anamie

Kongenitale Agranulozytose

Refraktare Zytopenie (SAMDIL-
Syndrom)

Solide Tumore

Ewing Sarkom

Osteosarkom

Neuroblastom

Medulloblastom
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Tabelle A2: Vollstindige Ubersicht der Konditionierungsregime

Konditionierung

Anzahl (n)

ATG/Flu/Thio/Treo

27

ATG/Flu/Mel/Thio

N

Bu/Cy/Mel

ATG/Cy/Flu/Thio

Campath/Flu/Thio/Treo

ATG/TBI/VP16

ATG/Flu/Treo

Campath/Cy/Flu

ATG/Cy/Mel/Treo

Flu/Mel/OKT3/Thio

ATG/Bu/Cy/Mel

ATG/Mel/Treo

ATG/Bu/Cy

ATG/Cy

ATG/Bu/Cy/VP16

Cy

TBI/VP16

ATG/Bu/Flu/Thio

ATG/Cy/Treo

Campath/Flu/Mel/TBI

ATG/CI/TBI/VP16

ATG/Flu/TBI/VP16

mm A AaAmAmamNRmm AN WINAN N W N O

Manifestation der GvHD Anzahl (n)

Verlaufsform

Haut 8 akut

Haut 7 akut und chronisch
Haut und GIT 3 akut

GIT 3 akut

Haut akut, Haut und Darm | 3 akut und chronisch
chronisch

Haut, Darm 3 chronisch

Darm, Haut, Leber 1 akut

Haut, Leber 1 akut

Leber akut, GIT und Haut | 1
chronisch

akut und chronisch

Darm 1

chronisch

Darm 1

akut und chronisch

Tabelle A3: Manifestationen der GvHD
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Die Abbildungen 4 - 13 zeigen die individuellen Verlaufe der Chimarismuswerte
mit differenzierter Darstellung der verschiedenen Zelllinien in der Untergruppe
der Patient*innen mit unvollstandigem Chimarismus (n = 10). Die y-Achse bildet
den Spender*innenchimarismus in Prozent ab, die x-Achse die Zeit in Tagen nach
HSZT.
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Abbildung 7: Chimarismusverlauf P11
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Abbildung 9: Chimarismusverlauf P33
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Verlauf des Spender*innenchimarismus bei Patient*in P79
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Abbildung 13: Chimarismusverlauf P79
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