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Zusammenfassung

Hintergrund: Der zunehmende Einsatz von non-myeloablativen Konditionierungs-
regimen und modernen Techniken zur Graftmanipulation flhren zu steigenden
Inzidenzen von gemischtem Chimarismus (MC) nach hamatopoetischer Stammzell-
transplantation (HSCT). Engmaschige Uberwachung des Engraftments und der
Dynamik von Spender- und Empfangerzellen im Blut ist ein wertvolles Werkzeug zur
Berurteilung eines Therapieerfolges und flr die Vorhersage negativer Ereignisse wie
Transplantatversagen, Transplantatabstolung, GvHD und Rezidiv. Friuhe Identifi-
zierung von Risikopatienten ermoglicht eine rasche Intervention durch Anpassung
der immunsuppressiven Therapie und Verabreichung von Spender-Lymphozyten-
Infusionen (DLIs). Die SNP-Analyse (single nucleotide polymorphisms) ermoglicht
eine zuverlassige Unterscheidung von Spender- und Empfangerzellen und kann fur
die Uberwachung des hamatopoetischen Chimarismus nach HSCT genutzt werden.
Patienten und Methoden: 45 Patienten mit den Grunderkrankungen ALL (n=9),
SAA (n=8), solide Tumoren (n=8), AML (n=7), MDS (n=2), JMML (n=1), Morbus
Hodgkin (n=1), refraktare Zytopenie (n=1), EBV-AHS (n=1), Evans Syndrom (n=1),
angeborene Stoffwechselstorungen (n=2), SCID (n=2), X-LPS (n=1) und ALPS (n=1)
wurden zwischen 2004 und 2013 transplantiert. Die Uberwachung des Chimarismus
erfolgte mittels real time SNP-PCR unter Verwendung von 31 verschiedenen SNPs.
Bei 13 Patienten wurden zusatzlich Leukozyten-Subpopulationen analysiert.
Resultate: Die Chimarismusverlaufe wurden in Bezug auf Stammzellquelle,
Konditionierungsregimen, HLA-Ubereinstimmung, Grunderkrankung und Graftmani-
pulation verglichen. Signifikante Unterschiede wurden zu einzelnen Zeitpunkten
beobachtet. Der Vergleich von myeloablativer Konditionierung (MAC) und
intensitatsreduzierter Konditionierung (RIC) ergab keinen signifikanten Unterschied
Uber einen langeren Zeitraum.

Schlussfolgerung: Real time SNP-PCR ist eine schnelle, genaue und sehr sensitive
Methode fiir die Uberwachung des hamatopoetischen Chimarismus nach HSCT und
ermdglicht die frihzeitige Identifizierung von Risikopatienten. RIC kann zu einer
schnellen Entwicklung eines vollstdndigen Spenderchimarismus (CC) fuhren.
Chimarismusanalyse von Subpopulationen ermoglicht eine friihe Intervention bei
Risikopatienten durch Anpassung der immunsuppressiven Therapie und

Verabreichung von DLIs.



Abstract

Backgound: The frequent use of nonmyeloablative conditioning regimens and
modern techniques for graft-manipulation in haematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) have led to an increasing incidence of mixed chimerism (MC). Monitoring of
engraftment and surveillance of the relative proportion of donor and recipient cells
has become valuable for the prediction of negative events like graft rejection, graft
failure, graft-versus-host-disease (GvHD) and recurrence of the underlying malignant
or nonmalignant disease. Early detection of patients at risk allows for early
intervention, such as pre-emptive immunotherapy and administration of donor
lymphocyte infusions (DLI). Single nucleotide polimorphism (SNP) is a sensitive
method for discrimination of donor and recipient cells and can be used for monitoring
of haemopoietic chimerism.

Patients and Methods: 45 Patients were transplanted between 2004 and 2013 with
the diagnosis ALL (n=9), SAA (n=8), solid tumors (n=8), AML (n=7), MDS (n=2),
JMML (n=1), Hodkin’s disease (n=1), refractory cytopenia (n=1), EBV-AHS (n=1),
Evans syndrome (n=1), inborn errors of metabolism (n=2), SCID (n=2), X-LPS (n=1)
and ALPS (n=1). In all Patients chimerism was monitored by real time SNP-PCR
using a set of 31 different SNPs. 13 patients required lineage-specific chimerism
analysis.

Results: The different transplantation techniques were compared with regard to
ressource, conditioning regimen, match or mismatch, underlying disease and graft
manipulation. Differences in chimerism were shown at individual timepoints. There
were no substantial differences over long periods of time between myeloablative and
reduced intensity conditioning (RIC) regimens.

Conclusions: Real time SNP-PCR is a fast, accurate and highly sensitive method for
chimerism monitoring. SNP-PCR is an important tool for the identification of patients
at risk for negative events. RIC can lead to rapid developement of CC. Lineage-
specific monitoring of changes in chimerism allows for early identification of patients
at risk and intervention trough adjustment of immunotherapy and administration of
DLls.
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Glossar und Abklrzungen

ALL
ALPS
AML
APC
ATG
CcC
DLA
DLI
dMmC
DNA
EBV-AHS
FISH
GvH
GvT
Gy
HLA
HSC
HSCT
iMC
JMML
KG
KIR

KM
MAC
MACS
MC
MDS
MHC
MMF
NOD

akute lymphatische Leukamie

autoimmunes lymphoproliferatives Syndrom

akute myeloische Leukamie

antigenprasentierende Zellen

Antithymozytenglobulin

complete chimerism (vollstandiger Chimarismus)

dog leukocyte antigen

donor lymphocyte infusion (Spender-Lymphozyten-Infusion)
decreasing mixed chimerism (sinkender gemischter Chimarismus)
Desoxyribonukleinsaure

Epstein-Barr-Virus-assoziiertes Hamophagozytose-Syndrome
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Graft gegen Wirt

Graft gegen Tumor

Gray

humanes Leukozyten-Antigen

hamatopoetische Stammzelle

hamatopoetische Stammzelltransplantation

increasing mixed chimerism (steigender gemischter Chimarismus)
juvenile myelomonozytare Leukamie

Korpergewicht

killer-cell immunoglobulin-like receptor (Killerzell-lmmunglobulin-
ahnlicher-Rezeptor)

Knochenmark

myelotive Konditionierung

magnetic-activated cell sorting (magnetische Zellsortierung)
mixed chimerism (gemischter Chimarismus)
myelodysplastisches Syndrom
Haupthistokompatibilitats-Komplex

Mycophenolat-Mofetil

non obese diabetic




NK-Zelle naturliche Killerzelle

NMA non-myelotive Konditionierung

PBS phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Kochsalzlosung)

PBSC peripheral blood stem cells (periphare Blutstammzellen)

PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

RIC reduced intensity conditioning (Konditionierung reduzierter Intensitat)

SAA Schwere aplastische Anamie

SCID severe combined immunodeficiency (schwerer kombinierter
Immundefekt)

SD standard deviation (Standardabweichung)

SNP single nucleotide polymorphism

STR short tandem repeat

tMC transient mixed chimerism (vorubergehend gemischter Chimarismus)

TZR T-Zell Rezeptor

VNTR variable number tandem repeat

VS. versus (gegen)

WBC white blood cells (weil3e Blutzellen)

XLPS x-linked lymphoproliferative syndrome (x-chromosomale

lymphoproliferative Erkrankung)

Fur Abkurzungen englischer Begriffe (durch kursive Schrift gekennzeichnet), fur die dies angemessen
erschien, wurden deutsche Bezeichnungen verwendet.
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1 Einleitung

1.1 Das hamatopoetische System

Die Aufgabe des hamatopoetischen Systems ist die Bildung von Blutzellen. Im
Gegensatz zu anderen Systemen des menschlichen Korpers ist die Hamatopoese
dadurch gekennzeichnet, dass sie im Laufe der Entwicklung des Menschen in
verschiedenen Organen erfolgt. Wahrend des ersten Fetalmonats findet sie im
Dottersack statt, danach wechselt der Produktionsort in die Leber und Milz, wo im
finften Fetalmonat das Produktionsmaximum erreicht wird. Ab dem vierten bzw.
funften Fetalmonat wird die Herstellung schlussendlich ins Knochenmark verlagert.

Dieses bildet bis ins Erwachsenenalter den Sitz der Hamatopoese. (1)

Knochenmark ist die Fullsubstanz der Hohlraume in unseren Knochen und besteht
vorwiegend aus retikularem Bindegewebe. Ein 60kg schwerer Mensch besitzt ca.
2,7kg Knochenmark. (2) Man kann anhand der Farbe zwei Arten von Knochenmark
unterscheiden. Das gelbe Knochenmark ist durch einen hohen Gehalt an Fettzellen
charakterisiert und spielt in der Hamatopoese keine Rolle. Das rote Knochenmark
dagegen, die Farbe lasst sich auf dessen hohen Gehalt an roten Blutkérperchen
zuruckflihren, weist eine hohe hamatopoetische Aktivitat vor. Hier finden wir die
Erythropoese zur Herstellung von Erythrozyten, die Leukopoese zur Herstellung von
Leukozyten und die Thrombopoese zur Bildung von Thrombozyten. Beim Kind fullt
das aktive rote Mark alle Knochen des Korpers aus. Beim gesunden Erwachsenen
dagegen ist es auf Wirbelkorper, Brustbein, Rippen, Schulterblatter, Beckenkamm,
Schadelknochen und die proximalen Enden der langen Roéhrenknochen beschrankt.

Im Ubrigen Skelett des Erwachsenen findet man lediglich gelbes Mark. (3)

1.2 Die hamatopoetische Stammzelle (HSC)

Grob lassen sich zwei Arten von Stammzellen voneinander unterscheiden: die



embryonalen und die adulten Stammzellen. Die embryonale Stammzelle ist
pluripotent und kann sich uneingeschrankt in alle Zellen der drei embryonalen
Keimblatter (Entoderm, Mesoderm, Ektoderm) differenzieren. Die adulte Stammzelle
ist hochstens multipotent und in ihrer Differenzierung auf gewisse Zellarten eines
Keimblattes beschrankt. Beispielsweise entstehen aus den multipotenten
hamatopoetischen Stammzellen lediglich die verschiedenen Zellen des Blutes und

Immunsystems. (3)

Stammzellen sind durch einen langsamen Zellzyklus gekennzeichnet, unter dem
Mikroskop nur schwer von Lymphozyten zu unterscheiden. Stammzellen sind fahig
zur Selbsterneuerung. Wenn sich eine adulte Stammzelle teilt, verlauft die Mitose
entweder symmetrisch in zwei identische Tochterzellen mit den Merkmalen der
Mutterzelle, oder asymmetrisch. Eine asymmetrische Teilung hat zur Folge, dass
eine Tochterzelle die Eigenschaften der Mutterzelle behalt und die andere zur
Progenitorzelle (Vorlauferzelle) wird. Die Progenitorzelle besitzt eine hdhere
Differenzierung, eine gesteigerte Zellteilungsrate und hat ihre Fahigkeit zur
Selbsterneuerung verloren. Durch die asymmetrische Teilung wird der Bestand an

Stammzellen konstant gehalten. (3)

Wird der Stammzellvorrat z.B. durch Bestrahlung oder Chemotherapie verringert,
verfugen HSC Uber eine enorme Regenerationsfahigkeit. Beispielsweise wurde im
Rahmen einer Studie an NOD/SCID-Mausen gezeigt, dass die Transplantation einer
einzigen frthen HSC ausreicht, um das gesamte blutbildende System, das zuvor

durch Bestrahlung zerstort wurde, langfristig wieder aufzubauen. (4)

Die Identifizierung und Unterscheidung von Zellen geschieht meist durch die Analyse
von bestimmten Oberflachenmarkern. Charakteristisch fir HSC st das
Oberflachenmolekil CD34, ein Transmembranprotein mit einer Lange von 385

Aminosauren. (5)

HSC sind in der Lage, alle Zellen des Blutes zu bilden. Welchen Pfad HSC in ihrer
Differenzierung einschlagen hangt von ganz bestimmten Steuerungsmechanismen
ab. Wichtige Faktoren sind dabei unter anderem die Colony Stimulating Factors
(CSF), die als Wachstumsfaktoren fungieren, Interleukine (lI-3, 1I-5) und Hormone



(Katecholamine, Steroidhormone, Schilddrisenhormone, Wachstumshormone). Auch
der Zellkontakt zu bestimmten Zellen des Knochenmarks scheint von Bedeutung zu

sein. Beispielsweise stehen HSC in enger Verbindung mit den Stromazellen. (6)

Grob gesagt kdénnen hamatopoetische Progenitorzellen einen von zwei Wegen
einschlagen. Diese sind in Abbildung 1 dargestellt. Der Erste fuhrt Gber die
Zwischenstufe CFU-GEMM (colony forming units — Granulozyten, Erytrozyten,
Monozyten, Megakaryozyten) zu ausdifferenzierten Erythrozyten, Granulozyten,
Monozyten und Megakaryozyten (fur die Bildung von Blutplattchen verantwortlich).
Dieser Weg wird als ,myeloische Zellreihe® bezeichnet.

Der zweite Weg wird ,ymphatische Zellreihe® genannt. Hier entstehen Uuber
verschiedene Zwischenstufen reife T-Zellen, B-Zellen, Natlrliche Killerzellen (NK-
Zellen) und Dendritische Zellen. (1)
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Abbildung 1 - Die Hamatopoese - aus HSC entwickeln sich in mehreren Schritten reife Blutzellen

(Quelle: Mikael Haggstrom: GFDL (http://www.gnu.org/copyleft/fdl.html)], via Wikimedia Commons)



1.3 Das Immunsystem

Das Immunsystem wird in das angeborene und das erworbene Immunsystem
unterteilt. Beide Komponenten sind eng miteinander verknlpft und arbeiten

gemeinsam fur die Aufrechterhaltung der Integritat unseres Korpers.

Das angeborene Immunsystem ist in der Lage, fremdartige Antigene und
Krankheitserreger Uber bestimmte Rezeptoren zu identifizieren. Es ist unspezifisch
und besitzt keine Merkfahigkeit. (7) Das erworbene Immunsystem befindet sich in
einem lebenslangen Entwicklungsprozess. Eine enorme Bandbreite an T- und B-
Lymphozyten, von denen jeder einen spezifischen T- bzw. B-Zell Rezeptor besitzt,
steht uns flir die Erkennung von Viren und Krankheitserregern zur Verfligung.
Erkennt eine Zelle des spezifischen Immunsystems ein fremdartiges Antigen, erfolgt
eine klonale Expansion und eine Immunreaktion wird in Gang gesetzt. Das

erworbene Immunsystem ist lernfahig und besitzt ein immunologisches Gedachtnis.

1.3.1 Zellen des Immunsystems

Monozyten, Makrophagen

Monozyten und Makrophagen werden auch als mononukledre Phagozyten
bezeichnet. Monozyten zirkulieren im Kérper und kdénnen ins Gewebe einwandern,
wo sie sich zu Makrophagen differenzieren. |hre Hauptaufgabe ist es,
Krankheitserreger zu erkennen und zu phagozytieren. Makrophagen besitzen
verschiedenste Rezeptoren (z.B. Toll-like Rezeptoren, Mannose Rezeptoren), die es
ihnen ermdglichen, Krankheitserreger aufzuspliren. Phagozytierte Pathogene
werden im Inneren der Fresszellen von lysosomalen Peroxydasen zerstort und die
fremdartigen Antigene mit Hilfe von MHC2-Komplexen an der Zelloberflache
prasentiert. Makrophagen gehdéren daher zusammen mit B-Zellen und Dendritischen
Zellen zur Gruppe der Antigenprasentierenden Zellen (APC). Die Antigen-
prasentation mittels MHC2 kommt insbesondere den CD4-positiven T-Zellen

zugute.(3)

Makrophagen sind in nahezu allen Organen des menschlichen Kdrpers vorhanden
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und erflllen dort wichtige Aufgaben im Rahmen der Immunantwort (z.B.

Kupfferzellen in der Leber und Alveolarmakrophagen in der Lunge). (1)

Granulozyten

Das Kollektiv der polymorphkernigen Phagozyten besteht neben den eosinophilen
und basophilen Granulozyten hauptsachlich aus neutrophilen Granulozyten. Sie
haben eine Uberlebenszeit von lediglich 2-3 Tagen (im Gegensatz dazu leben
Makrophagen Monate bis Jahre). Pro Minute wird ca. eine Millionen Granulozyten/kg
KG in die Blutbahn abgegeben. (8)

Die Hauptaufgabe der neutrophilen Granulozyten besteht, ahnlich wie die der
Makrophagen, in der Erkennung und Phagozytose von Krankheitserregern.
Neutrophile Granulozyten sind unspezifisch und haben eine Vielzahl an Rezeptoren,
die in der Lage sind, verschiedene Pathogene zu erkennen. Anders als die
Makrophagen gehoéren Granulozyten nicht zu den antigenprasentierenden Zellen.
Granulozyten setzen Antigene phagozytierter Krankheitserreger in die Blut- bzw.
Lymphbahn frei und kdnnen so indirekt Immunzellen der spezifischen Abwehr wie

zB. B-Zellen aktivieren.

T-Lymphozyten

T-Lymphozyten sind ein Teil der spezifischen Immunabwehr. Sie werden, wie alle
anderen Blutzellen auch, im Knochenmark gebildet und gelangen anschlie3end in
den Thymus (daher kommt die Bezeichnung ,T-Zellen), um dort ihre
~opezialausbildung“ zu erhalten. T-Lymphozyten werden so erzogen, dass jede Zelle
nur auf ein einziges Antigen reagiert. Dementsprechend exprimiert jeder Lymphozyt
nur eine einzige Art von T-Zell Rezeptor (TZR) an seiner Oberflache. Diese
Antigenspezifitdt ist ein wichtiges Kennzeichen des gesamten erworbenen

Immunsystems.

Im Gegensatz zur angeborenen Immunabwehr und den Antikdrpern erkennen T-
Zellen ein fremdes Antigen nur dann, wenn es an der Oberflache von kdrpereigenen
Zellen prasentiert wird. Diese prasentierten Antigene konnen entweder von

Krankheitserregern wie Viren oder intrazellularen Bakterien stammen, die sich
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innerhalb der Zelle vermehren, oder von Krankheitserregern und deren Bestandteile,
die von Korperzellen aus dem extrazellularen Raum durch Endozytose in die Zelle
aufgenommen und intrazellular in Peptide zerlegt wurden. Die fremdartigen Peptide
werden dann von spezialisierten Glykoproteinen an die Oberflache der Zelle
transportiert und dort den T-Zellen prasentiert. Diese Glykoproteine wurden erstmalig
bei der Reaktion von Immunzellen auf transplantiertes Gewebe beobachtet. Dies
fuhrte zum Namen ,major histocompatibility complex (MHC, Ubersetzt:
Haupthistokompatibilititskomplex). Die Erkennung von, an MHC-Molekile
gebundenen, Peptiden ist das wichtigste Charakteristikum von T-Zellen und erfolgt
uber die Interaktion von T-Zell Rezeptor (TZR), MHC-Molekul und einigen Co-
Rezeptoren. Wenn ein fremdartiges Antigen mittels MHC Komplex prasentiert wird
und mit einem passenden TZR in Verbindung tritt, reagiert die T-Zelle mit klonaler

Expasion. (9)

T-Zellen sind sowohl fur die Graft-versus-Host (GvH), als auch fur die Graft-versus-
Tumor (GvT) Reaktion von grolier Bedeutung. Hierbei reagieren transplantierte T-
Zellen auf die fremdartigen Proteine des Empfangers. Es kommt zu einer Aktivierung
von CD4+ T-Helferzellen und CD8+ Zytotoxischen T-Zellen. Diese kdnnen bdsartige
Zellen (GvT), aber auch gesunde Empfangerzellen (GvH) attackieren. Im Rahmen
der GvH Reaktion kommt es am haufigsten zu Manifestationen an Haut, Leber und
Gastrointestinaltrakt. Man unterscheidet die akute von der chronischen GvH-

Reaktion, welche erst ab dem 100. Tag nach der Transplantation auftritt. (10)

B-Lymphozyten
B-Lymphozyten sind der zweite wichtige Teil der erworbenen Immunabwehr. Sie
werden im Knochenmark gebildet und siedeln sich vor allem in sekundar

lymphatischen Organen wie Lymphknoten und Milz an.

B-Zellen sind antigenspezifisch und exprimieren B-Zell-Rezeptoren an ihrer
Oberflache. Wenn diese Rezeptoren mit einem passenden Antigen in Kontakt treten,
reagieren die Zellen mit klonaler Expansion. Im Gegensatz zu T-Zellen funktioniert
die Aktivierung von B-Zellen auch ohne MHC2-Komplex. Durch die Stimulation von
T-Helferzellen, differenzieren sich die aktivierten B-Zellen zu antikorper-

produzierenden Plasmazellen.
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NK- Zellen

Naturliche Killerzellen entwickeln sich im Knochenmark aus Iymphatischen
Vorlauferzellen. Sie besitzen keine antigenspezifischen Rezeptoren und zahlen somit
zum angeborenen Immunsystem. NK-Zellen erkennen vor allem virusinfizierte Zellen
und Tumorzellen. lhre speziellen Rezeptoren (KIR) interagieren mit den MHC1-
Komplexen von Zielzellen und konnen so gesunde Zellen von kranken Zellen

unterscheiden.

Tumorzellen neigen dazu, die Expression von MHC-Molekilen herunterzuregulieren,
um der Abwehr durch zytotoxische T-Zellen zu entkommen. Zellen mit veranderter
Expression von MHC-Molekilen werden von NK-Zellen identifiziert und in die
Apoptose geleitet. Dieser Vorgang wird auch als ,Missing Self Hypothese”
bezeichnet. (11)

Es existieren bis zu 15 Gene fur aktivierende (B-Haplotyp) und hemmende (A-
Haplotyp) KIR-Haplotypen. Die Anzahl an verschiedenen KIR-Genen variiert von
Person zu Person. Der KIR-Haplotyp spielt auch bei der hamatopoetischen
Stammzelltransplantation (HSCT) eine Rolle. Bei Patienten mit AML kommt es

seltener zu einem Rezidiv, wenn beim Spender der Haplotyp-B dominiert. (12,13)

Naturliche Killerzellen spielen auch bei der Vermittlung eines Graft versus Leukamie
Effekts bei HLA-mismatch Transplantationen eine wichtige Rolle. Hierbei kommt
ihnen die Eigenschaft zugute, neoplastische Zellen auch ohne Erkennung von

tumorspezifischen Antigenen identifizieren und lysieren zu kdnnen. (14,15)

1.4 Transplantationsbarrieren

1.4.1 Der T-Zell-Rezeptor (TZR)

An den Oberflachen von T-Zellen findet man ein heterodimares Molekiil, bestehend

aus den beiden Polypeptidketten a und B - die T-Zell-Rezeptoren (TZR).
13



Dank ihrer Vielgestaltigkeit sind sie in der Lage, verschiedene Antigene zu erkennen.
An der Oberflache einer T-Zelle wird jeweils nur eine Version eines TZR exprimiert.
Um maglichst viele Antigenen erkennen zu kdonnen brauchen wir daher einerseits
eine grol’e Anzahl an T-Zellen und andererseits eine groldes Repertoire an TZR.

Diese Vielfalt wird durch den besonderen Aufbau des TZR ermdglicht.

Der TZR ist aus funf variablen Segmenten und einer konstanten Region aufgebaut.
Zwei der variablen Segmente befinden sich in der a-Kette und drei in der B-Kette. Die
Bindungsstelle fur Antigene wird von diesen funf variablen Segmenten gebildet. Die
Erbinformation fur jedes dieser Segmente verteilt sich auf zahlreiche Teilgene.
Berechnungen zufolge kdnnen durch somatische Rekombination bis zu 2,9x10%°
(290 Trillionen) verschiedene TZR entstehen. (10) Abbildung 2 zeigt einen

schematischen Aufbau des TZR.

PEPTIDBINDUNGSSTELLE

v

f

ZELLMEMBRAN

Abbildung 2 — Der TZR ist aufgebaut aus einer a- und einer -Kette (A und B), die jeweils aus einer konstanten
(A°, B®) und einer variablen Komponente (A", B') aufgebaut sind. Die beiden Variablen Abschnitte der o- und p-

Kette bilden gemeinsam die Peptidbindungsstelle.
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Jeder TZR besitzt die Eigenschaft, ein spezifisches Antigen zu erkennen. Im
Gegensatz zur unspezifischen Immunabwehr reicht die alleinige Anwesenheit des
passenden Antigens fur die T-Zellen nicht aus. Um eine Immunreaktion
hervorzurufen, muss das Antigen in Verbindung mit einem MHC Molekul prasentiert
werden und an einen passenden TZR binden. Sobald dies geschieht, I16st der CD3-
Komplex, der einen wichtigen Teil des funktionellen TZR darstellt, eine
Signaltransduktion aus, die in weiterer Folge in einer Aktivierung und Proliferation der
T-Zelle resultiert. (10)

Eine Ausnahme bilden y&T-Zellen, die 0,5 — 5% aller T-Zellen ausmachen und vor
allem in den Epithelien der Haut und Schleimhaute vorkommen. Diese Untergruppe
der T-Zellen weist eine geringere Spezifitat auf und ist in der Lage, Pathogene auch
ohne der Mithilfe von MHC-Molekilen zu erkennen. Es wird sogar ein
antineoplastischer Effekt dieser Zellen vermutet. ydT-Zellen scheinen an GvH

Reaktionen nicht beteiligt zu sein. (16)

1.4.2 Der MHC-Komplex

Man unterscheidet zwei Klassen an MHC-Molekiilen — MHC Klasse 1 und MHC
Klasse 2. Die beiden Klassen ahneln einander in ihrem groben Aufbau,
unterscheiden sich aber in der Zusammensetzung ihrer Untereinheiten und kommen
auf unterschiedlichen Zelltypen vor. Abbildung 3 zeigt den Aufbau der beiden MHC

Molekdle.

MHC-Klasse-1-Molekiile werden von nahezu allen Zellen des Menschlichen Korpers
gebildet. lhre Aufgabe ist es, in der Zelle entstandene Peptide an die Oberflache der
Zellmembran zu bringen, um sie dort den CD8-T-Zellen zu prasentieren. Je
nachdem, ob es sich um korpereigene oder fremde Peptide handelt, werden die
Zellen von den CD-8-Zellen als gesund eingeordnet und verschont oder fur krank

erklart und beseitigt.

Das MHC-1 Molekul besteht aus zwei Polypeptidketten, die insgesamt vier Domanen

bilden. Die langere a-Kette durchspannt die Zellmembran und wird im MHC-Komplex
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(beim Menschen das Chromosom 6) codiert. Sie setzt sich aus drei Domanen
zusammen (a1-3). Das kurzere p2-Mikroglobulin wird im Chromosom 15 codiert und
bildet die B2-Domane. Die a1- und a2-Domane bilden zusammen die peptidbindende
Stelle. (9)

MHC1 MHC2
PEPTIDBINDUNGSSTELLE PEPTIDBINDUNGSSTELLE

Sy LK

ZELLMEMBRAN ZELLMEMBRAN

Abbildung 3 - Aufbau des MHC1 (links) und MHC2 (rechts). Der MHC1-Komplex besteht aus drei Domanen der
o-Kette (A1,A2, A3) und dem B2-Mikroglobulin (B2-MG). Die Peptidbindende Stelle wird von den Doméanen A1
und A2 gebildet. Der MHC2-Komplex ist aus einer a- (A1, A2) und einer p- Kette (B1, B2) zusammengesetzt. Die

Peptidbindungsstelle wird von den Domanen A1 und B1 gebildet.

Fir die Interaktion zwischen MHC-Klasse-1-Molekll und TZR ist der Co-Rezeptor
CD8 von entscheidender Bedeutung. CD8-Proteine kommen nur an zytotoxischen T-

Zellen vor und binden an MHC-Klasse-1-Molekdile.

MHC-Klasse-2-Molekiile werden ausschlieBlich von APC (Dendritische Zellen,
Makrophagen und B-Zellen) gebildet. Ihre Aufgabe ist es, in Peptide zerlegtes
phagozytiertes Zellmaterial, an die Zelloberflache von APC zu transportieren. Dort
angekommen, prasentieren sie die Peptide an CD4-T-Zellen. Wenn der TCR einer
CD4-T-Zelle auf ein passendes Antigen an einem MHC-Klasse-2-Molekdl trifft, wird

16



die T-Zelle aktiviert und setzt eine Immunreaktion in Gang. (9)

Das MHC-Klasse-2-Molekul besteht aus zwei Ketten a und B, welche die
Zellmembran durchspannen und im MHC-Lokus codiert sind. Im Unterschied zum
MHC-Klasse-1-Molekul wird der peptidbindende Spalt von 2 Domanen verschiedener
Ketten gebildet (a1, B1). Als Co-Rezeptor dient das CD4-Protein, das auf T-

Helferzellen exprimiert wird.

Um der Vernichtung durch T-Zellen zu entkommen, haben sich zahlreiche Pathogene
die Fahigkeit angeeignet, der Prasentation durch MHC-Molekile zu entgehen.
Glucklicherweise gibt es zwei separate Mechanismen, die es Krankheitserregern

erschweren, dem spezifischen Immunsystem zu entkommen.

1. Der MHC ist polygen

Der erste Mechanismus besteht in der Polygenie des MHC. Jeder Mensch besitzt
mehrere Gene, die fur verschiedene MHC1 und -2 Komplexe mit unterschiedlichen
Peptidbindungsspezifitaten kodieren. Die Vielfaltigkeit von MHC-Molekllen macht es
einerseits Krankheitserregern schwer, ihrer Prasentation zu entgehen, andererseits
macht es aber auch das Finden eines MHC-kompatiblen Organspenders zu einem

schwierigen Unterfangen.

Beim Menschen befindet sich der MHC-Komplex auf dem Chromosom 6 und
erstreckt sich tiber mindestens 4 x 10° Basenpaare. Die insgesamt (iber 200 Gene
werden beim Menschen auch als HLA (Humanes Leukozyten-Antigen)-Komplex
bezeichnet. Die Gene der a- und [B-Ketten von MHC-Molekllen sind an diesen
Genkomplex gekoppelt (die Ausnahme bildet das B2-Mikroglobulin des MHC-Klasse-
1-Molekdls). (9)

Fir die a-Kette des MHC-Klasse-1-Moleklls besitzt der Mensch drei Gene, die HLA-
A, -B und -C genannt werden. Das (2-Mikroglobulin liegt auf dem Chromosom 15
und ist somit nicht Teil des HLA-Komplexes. Damit erhalten wir pro HLA-Komplex
drei verschiedene MHC-Klasse-1-Moleklle. Die Gene fir die a- und B-Kette der
MHC-Klasse-2-Molekile werden als HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ bezeichnet. Bei

vielen Menschen lagert sich ein zusatzliches Gen fir eine B-Kette an das HLA-DR
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Cluster. Somit kann ein Mensch pro HLA-Komplex bis zu vier MHC-Klasse-2-Typen
besitzen. (9) Diese Vielfalt ermdglicht es den MHC-Molekilen eine groliere
Bandbreite an Peptiden an sich zu binden, um sie anschlieRend an der

Zelloberflache den T-Zellen zu prasentieren.

2. Der MHC ist polymorph
Der zweite Mechanismus, der zur Vielfalt der MHC-Molekule beitragt, ist der MHC-

Polymorphismus. Fir jedes Gen innerhalb einer Population existieren mehrere
Auspragungsformen. Die Bezeichnung Polymorphismus beschreibt die Variation
eines Gens und dessen Produkt innerhalb einer Population. Die individuellen
Auspragungsformen eines Gens nennt man Allele. Aufgrund der hohen Anzahl an
moglichen Allelen fur jeden MHC-Locus ist es unwahrscheinlich, dass ein Mensch
auf beiden homologen Chromosomen dasselbe Gen besitzt. Mit anderen Worten ist

die Mehrzahl aller Menschen in Bezug auf den MHC-Locus heterozygot. (9)

Als MHC-Haplotyp bezeichnet man die Kombination verschiedener MHC-Allele auf
einem bestimmten Chromosom. Uber 5500 MHC-Klasse-1 Allele (HLA-A, HLA-B,
HLA-C) und Uber 1600 MHC-Klasse-2 Allele (MHC-DRB1 und HLA-DQB1)
resultieren in einigen Millionen moglichen HLA-Kombinationen. Diese beinahe
unuberschaubar grofle Bandbreite an mdglichen Allelen und Kombinationen
verdeutlicht die verschwindend geringe Chance einer genetischen HLA-
Ubereinstimmung zweier nicht-verwandter Individuen. (17) Die Wahrscheinlichkeit
einer HLA-Kompatibilitat liegt bei Geschwistern bei 1:4, bei nicht verwandten
Personen dagegen bei ca. 1:100 000. (18)

Neben dem MHC-Klasse-1 und -2 Molekul existieren noch sogenannte MiHA (minor
histocompatibility antigen), deren Gene sich aulerhalb des HLA-Komplexes
befinden. Diese Molekule kdnnen bei Disparitat zwischen Empfanger und Spender
auch bei HLA-identen Transplantationen zu AbstoRungsreaktionen bzw. zu einer
GvH-Erkrankung flhren. (16)
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1.5 Die Geschichte der Stammazelltransplantation

Der Beginn fur die Entwicklung der hamatopoetischen Stammzelltransplantation
(HSCT) erfolgte zur Zeit des zweiten Weltkriegs. Nach dem Abwurf der ersten
Atombomben auf Hiroshima und Nagasaki wurde nach Heilungsmoglichkeiten der
strahleninduzierten Knochenmarkaplasie gesucht. Die grundlegende Beobachtung
durch Leon Jacobsen et al. 1949, dass Mause eine tddliche Strahlendosis Uberleben
konnten, indem man ihre Milz mittels Bleifolien abschirmte, erweckte Interesse und
fuhrte zu weiteren Untersuchungen auf diesem Gebiet. (19) Kurze Zeit spater wurden
protektive Effekte gegen hochdosierte Strahlung durch die intravendse Infusion von
Knochenmark beobachtet. (20)

Ein Pionier in der klinischen Anwendung der Knochenmarktransplantation war E.
Donnall Thomas. Er unternahm erste  Versuche einer allogenen
Stammzelltransplantation am Menschen. (21) In einer Studie im Jahre 1959 wurden
zwei ALL-Patienten mit einer hochdosierten Ganzkdrperbestrahlung behandelt.
Anschlielend wurde ihnen das Knochenmark ihrer eineiigen Zwillingsgeschwister
(syngene Transplantation) verabreicht. Die Patienten zeigten eine sofortige klinische
und hamatologische Rekonstitution. Leider trat die Krankheit aber nach wenigen
Monaten wieder auf. (22) Die Studie konnte demonstrieren, dass eine syngene
Knochenmarktransplantation einen wirksamen Schutz vor strahlungs-induzierter
Knochenmarksaplasie darstellt und dass man zusatzlich zur Bestrahlung auch
effektive Chemotherapeutika benétigen wirde, um Tumorzellen restlos beseitigen zu

konnen.

Die ersten Versuche einer Knochenmarkstransplantation beim Menschen weckten
grolke Hoffnungen. Gleichzeitig stieg aber auch die Anzahl an missgllckten
Transplantationen bei Patienten mit Leuk&mien und Lymphomen. (21) Eine
Ausnahme bildete Beilby et al. (23), der vom partiellen und stabilen Engraftment
eines Patienten mit Hodgkin-Lymphom berichtete. Ihm wurde das Knochenmark
seines zweieiigen Zwillings in Kombination mit einer hohen Dosis des Zytostatikums

Amino-Chlorambucil verabreicht.
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Im Jahre 1965 beschrieb D.W. Barnes und J. F. Loutit die Graft versus Host
Krankheit (GvHD) bei Mausen. (24) Der Begriff tauchte allerdings schon einige Jahre
zuvor auf, als M. Simonsen die immunologischen Schaden beschrieb, die auftraten,
wenn immunkompetente Zellen in einen immungeschwachten Empfanger

eingebracht wurden. (25)

1965 wurde erstmals ein dauerhaftes Engraftment von allogenem Knochenmark in
einem Leukamiepatienten erreicht. Der Patient starb jedoch an den Folgen der
schweren GvHD. (26) Auch in einigen anderen Versuchen wurde das Transplantat
von Empfangern abgestoRen oder die Patienten entwickelten schwere GvH-
Reaktionen. (21)

Der bekannte Hamatologe Dirk van Bekkum flhrte die zahlreichen gescheiterten
Versuche auf die Tatsache zurlick, dass die tierischen Versuche zu fruh in die Klinik
Uberfuhrt worden waren. Die experimentellen Tierversuche basierten Grof3teils auf
aus Inzucht hervorgegangenen Mausen, die kein HLA-matching bendtigen. Viele

Wissenschaftler verloren ihren Glauben an die Zukunft der allogenen KMT. (27)

Trotz der Zweifel wurde die Forschung fortgefuhrt und im Jahre 1968 wurde eine
DLA-Typisierung fur Hunde (D steht fur dog) prasentiert. Tiere, die das Transplantat
eines Artgenossen mit passendem DLA-Typ bekamen, erreichten signifikant langere
Uberlebenszeiten als Tiere, die ein Transplantat mit ungleichem DLA-Typ empfingen.
(28,29) Bald sollte sich herausstellen, dass die Grundlagen dieser DLA-Typisierung

auch auf den Menschen Ubertragen werden konnten. (30-32)

1968 flhrte man die ersten erfolgreichen Knochenmarktransplantationen bei Kindern
mit angeborenen Defekten des Immunsystems durch. Die Spender waren jeweils
HLA-A kompatible Geschwister. (33,34) Im Jahre 1969 fuhrte E. Donnall Thomas die
erste erfolgreiche Knochenmarktransplantation bei einem Jungen mit Leukamie
durch. Der Patient erhielt das Knochenmark einer verwandten Spenderin und zeigte
danach einen vollstandigen Chimarismus mit ausschlieBlich weiblichen Zellen im
Knochenmark. (35) Einige Jahre darauf prasentieten Thomas et al. einige
bedeutende Erkenntnisse, die zur Verbesserung der Ergebnisse der SCT beitrugen.
Sie stellten unter anderem fest, dass Patienten, die sich zum Zeitpunkt der
Transplantation in einem besseren klinischen Zustand prasentierten, hohere
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Langzeituberlebensraten erzielten, als Patienten mit schlechtem klinischen
Zustandsbild. (36,37)

1979 wurde der Graft-versus-Leukdmie (GvL) Effekt beschrieben. Dabei wurde
beobachtet, dass Rezidive bei Patienten mit GvH Reaktionen 2,5 mal seltener

auftraten als bei Patienten, die keine GvHD entwickelten. (38)

In den 1980er und 1990er Jahren machte die HSCT grol3e Fortschritte. Technologien
wurden verbessert und neue Quellen zur Gewinnung von Stammzellen erforscht. Es
wurden nationale Knochenmark-Spenderdatenbanken gegrindet und durch Bone
Marrow Donors Worldwide (BMDW) vernetzt. (21,39) Neue Medikamente zur
Pravention von GvHD wurden entdeckt. (40) 1984 zeigten Prentice et al. (41) in einer
Studie, dass T-Zell Depletion vor GvHD schitzten kann. Medikamente wie Busulfan

wurden als Alternative zu Bestrahlung eingefuhrt. (42)

Die erste erfolgreiche KMT in Osterreich erfolgte 1978 am LKH-Universitatsklinikum
Graz. Mutz et al. berichteten von einem 10-jahrigen Madchen mit aplastischer
Anamie, das Stammzellen ihres HLA-identen Bruders erhielt. Der Chimarismus

wurde damals anhand des Geschlechtschromatins bestimmt. (43)

1997 berichteten Giralt et al. von den ersten Anwendungen von RIC (reduced
intensity conditioning) am Menschen. (44) Damit sollten die toxischen Effekte der
Bestrahlung und intensiven Chemotherapie, sowie die damit in Verbindung stehende

Altersbeschrankung fur Stammzelltransplantationen gesenkt werden.

1.6 Die Suche nach einem geeigneten Spender

Die Auswahl eines geeigneten Spenders ist ein Schllisselelement der HSCT, das

Uber Erfolg oder Misserfolg des Eingriffs entscheiden kann.

Die erste Wahl stellt ein HLA-identer verwandter Spender (matched related donor,
MRD) dar. Geschwister haben aufgrund des Vererbungsmodus eine 25% Chance
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HLA-ident zu sein. Die schnelle, kostengunstige Spendersuche und niedere Raten
akuter und chronischer GvH-Reaktionen sind Vorteile der MRD. (45)

Da nur in ca. 30% der Falle ein HLA-identer verwandter Spender zur Verfugung
steht, muss haufig nach einem HLA-identen Fremdspender gesucht werden. In ca.
70% der Falle kann ein passender Fremdspender gefunden werden. (46) Die
zahlreichen internationalen Stammzellspenderregister mit weltweit uber 18 Millionen

registrierten Spendern erleichtern diese Aufgabe. (17,39)

Die Anpassung (matching) der HLA-Merkmale von Empfanger und Spender ist
essentiell fur eine erfolgreiche Transplantation. In der Regel werden HLA-1 (HLA-A,-
B und -C) und HLA-2 (HLA-DRB1 und -DQB1) analysiert und mit dem Patienten
verglichen. Diskrepanzen der HLA-Merkmale fihren zu héheren Raten an GvHD bei
Patienten mit malignen Erkrankungen und héheren Raten an Transplantatversagen

bei Patienten mit non-malignen Erkrankungen. (47-49)

Da die Suche nach einem unverwandten Spender aufwendig ist, vergehen meist
zwei bis sechs Monate von der Indikationsstellung bis zur Durchfuhrung der
Transplantation. Je nach zugrundeliegender Pathologie kann diese Verzogerung die
zumutbare Wartezeit Uberschreiten. Da langere Wartezeiten vor der Transplantation
mit schlechteren Ergebnissen assoziiert sind, wird nach schneller verfigbaren
Stammzellressourcen gesucht. Dazu gehdren Stammzellen aus Nabelschnurblut und

die immer haufiger durchgefuhrte haploidente Stammzelltransplantation. (50)

Die haploidente SCT hat den groflen Vorteil der leichten und schnellen Verfligbarkeit
eines Spenders. Fast alle Patienten haben Eltern, Geschwister oder Kinder, die als
Spender in Frage kommen. Ein weiterer Vorteil ist die geringere Rate an Ruckfallen
bei malignen Erkrankungen. Die HLA-Disparitat geht aber auch mit einem erhohten
immunologischen Risiko fir GvH-Reaktionen und AbstoRungsreaktionen einher. (10)
Grundlage fur ein Engraftment ohne GvHD ist daher einerseits eine ausgepragte T-
Zelldepletion des Grafts und andererseits eine hohe Anzahl an transplantierten
Stammzellen. Beides kann durch die Anreicherung CD34 positiver Stammzellen
durch immunomagnetische Selektion erreicht werden. Bei Kindern konnten unter

anderem Handgretinger et al. gute Ergebnisse mit dauerhaftem Engraftment und
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niederen Raten an GvH-Reaktionen vorweisen. (51,52)

Generell sollte sich ein Spender in einem guten Allgemeinzustand befinden und frei
von Komorbiditaten sein, die zu Komplikationen wahrend der Entnahme der
Stammzellen fUhren kénnen. Stammzellen von jlingeren Spendern werden generell
bevorzugt, da diese mit besseren Transplantationsergebnissen in Verbindung zu
stehen scheinen. Des Weiteren sind Stammzellen von mannlichen Spendern und
nulliparen Spenderinnen mit niedrigeren Raten an chronischen GvH Reaktionen
vergesellschaftet. (53,54)

1.7 Quellen und Gewinnung von Stammazellen

Die drei wichtigsten Quellen fur die Gewinnung von HSC sind Knochenmark,

peripheres Blut und Nabelschnurblut. (55)

Knochenmark wird unter Vollnarkose mittels multipler Punktionen beider
Beckenkamme gewonnen. In der Vergangenheit stellte Knochenmark die haufigste
Quelle fur die Gewinnung von HSC dar. (6) Huftschmerzen gehéren zu den
haufigsten Nebenwirkungen einer Knochenmarkspunktion. Fieber, Blutungen und
lokale Infektionen werden selten beobachtet. (56) Das Spenden von Knochenmark
ist auch fur Kinder ohne grof3es Risiko moglich. Kleinkindern unter 4 Jahren sollte vor
dem Eingriff Eigenblut abgenommen werden, da diese nach der Entnahme des

Knochenmarks haufig eine Bluttransfusion bendétigen. (57)

Im peripheren Blut zirkulieren HSC in extrem kleinen Mengen. (58) Die
Beobachtung, dass die Verabreichung von hamatopoetischen Wachstumsfaktoren
wie G-CSF oder GM-CSF zur Mobilisierung von HSC aus dem Knochenmark und
damit zu einer Konzentrationssteigerung im Blut um mehr als das 1000-fache fuhrt,
war eine richtungsweisende Entdeckung fur die Gewinnung von HSC. (59-61)
Peripheres Blut ist derzeit die am haufigsten verwendete Stammzellquelle bei nicht-

verwandten Spendern. (62)
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Eine relativ hohe Zahl an HSC ist in Nabelschnurblut vorhanden, das zum Zeitpunkt
der Geburt gewonnen werden kann. Die gewonnenen Zellen werden eingefroren und
in Blutbanken aufbewahrt. Passende Konserven konnen in Datenbanken gesucht
und ohne grolle zeitliche Verzégerungen zu den Transplantationszentren
transportiert werden. Vorteile von Nabelschnurblut als Quelle fir HSCT sind eine
konstante Verfugbarkeit von Spendern, die einfache Gewinnung und niedrige Raten
an GvHD. Nachteile sind das hohere Risiko fur Transplantatversagen, langere Zeiten
bis zur Rekonstitution des Immunsystems und die Nicht-Verfigbarkeit des Spenders
bei Bedarf an weiteren Stammzellen, beispielsweise fur die Verabreichung einer DLI

(donor lymphocyte infusion). (63)

1.8 Konditionierung

Ein elementarer Teil der HSCT ist die sogenannte Konditionierung. Diese verfolgt vor
allem drei Ziele: Sie soll die Zahl neoplastischer Zellen (im Falle einer neoplastischen
Erkrankung) reduzieren, das Immunsystem des Empfangers supprimieren und die
Binnenraume des Knochenmarks ausrdaumen, um Platz fir ein potenzielles
Engraftment allogener Stammzellen zu schaffen. (64)

Die  Konditionierung erfolgt entweder durch die Verabreichung von
Chemotherapeutika oder durch eine Kombination von Chemo- und Strahlentherapie.
Gereiht nach ihrer Intensitat unterscheidet man drei Konditionierungsverfahren: die
myeloablative Konditionierung (MAC), die Reduced Intensity Konditionierung (RIC)
und die non-myeloablative Konditionierung (NMA). (65)

1.8.1 Myeloablative Konditionierung (MAC)

Bei der MA werden alkylierende Chemotherapeutika und Strahlentherapie
eingesetzt. Diese werden dabei so hoch dosiert, dass die autologe Produktion von
Blutzellen sistiert. Der lebensbedrohlichen Panzytopenie muss durch die
Verabreichung von HSC entgegengewirkt werden. Nach MAC kommt es meist zu

einem relativ schnellen Anwachsen der transplantierten Stammzellen. (65)
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Neben der Ganzkorperbestrahlung (total body irradiation, TBI) werden folgende
Substanzen haufig verwendet: Cyclophosphamid, Busulphan, Melphalan, Thiotepa,
Etoposid und Dimethylbusulfan. (65)

Die MAC hat zum Ziel, neoplastische Zellen durch hohe Toxizitat vollstandig zu
eliminieren. Mit der Hohe der Dosierung der TBI sinkt die Wahrscheinlichkeit eines
Rezidivs der Grunderkrankung. Durch die hohe Toxizitat kommt es aber auch zu

einer hoheren behandlungsinduzierten Mortalitat. (66)

1.8.2 Reduced Intensity Konditionierung (RIC)

Die RIC unterscheidet sich von der MAC durch die niedrigere Dosierung der
Chemotherapeutika bzw. der TBI. Die Reduktion der Dosis betragt mindestens 30%.
In der Regel verbleiben trotz der myelosuppressiven Wirkung der RIC einige
hamatopoetische Vorlauferzellen im Korper des Patienten und machen eine autologe
Rekonstitution nach RIC mdglich. (65,67) Bei RIC ersetzen die Stammzellen des
Spenders die autologe Hamatopoese des Empfangers schrittweise. Solange dieser
Prozess andauert, besteht im Blut des Patienten ein gemischter Chimarismus (mixed
chimerism, MC). Spender- und Empfangerblutzellen existieren nebeneinander und

interagieren miteinander. (67)

Haufig wird Fludarabin mit alkylierenden Zytostatika wie Melphalan, Busulphan,
Thiothepa oder TBI in reduzierten Dosierungen kombiniert. Die verschiedenen
Konditionierungsstrategien unterscheiden sich im Grad ihrer myelosuppressiven

Wirkung. Meist verursacht RIC eine ernstzunehmende Panzytopenie. (65,67)

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass die behandlungsinduzierte Mortalitat bei
RIC niedriger ist als bei MA. (68-70) AuRerdem konnen haufige toxizitatsbedingte
Komplikationen wie Fruchtbarkeitsverlust und Wachstumsstorungen verhindert
werden. (67) Dies ist insbesondere im padiatrischen Setting von grof3er Bedeutung.

1.8.3 Non-Myeloablative Konditionierung (NMA)
Die hohe Toxizitat der MAC fiihrt sowohl zu einer limitierten Anwendbarkeit bei
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Hochrisikopatienten als auch zu einer Altersbeschrankung der MAC flur Patienten
unter 50 Jahre. (71) Um das Verfahren auch diesen Patientengruppen ermoglichen
zu koénnen, begab man sich auf die Suche nach weniger intensiven
Konditionierungsmethoden. Die sogenannte non-myeloablative Konditionierung
(NMA) entstand.

Die NMA ruft eine milde Zytopenie im Knochenmark hervor, jedoch eine ausreichend
starke Immunsuppression um das Ansiedeln des hamatopoetischen Systems des
Spenders zu gewahrleisten. (65) Hohe Zahlen an Spender-Stammzellen und
Spender-T-Lymphozyten erhdohen die Wahrscheinlichkeit eines Anwachsens des

Transplantats (Engraftment). (72)

Verwendet werden unter anderem Fludarabin, Cyclophosphamid,
Antithymozytenglobulin (ATG), TBI in schwacheren Dosierungen (meist 1-2Gy) und
TLI (total lymphoid irradiation). (65,73,74) Die geringe Intensitat der Behandlung
fuhrt besonders in fortgeschrittenen Stadien maligner Erkrankungen zu hdhere
Ruckfallraten. Patienten mit fortgeschrittenen Erkrankungen kénnen daher nur von

Konditionierungsverfahren hoherer Intensitat (RIC, MAC) profitieren. (75)

1.9 Der Graft versus Tumor Effekt

Bereits 1956 erkannte man, dass transplantierte allogene immunkompetente Zellen
in der Lage waren, leukamische Tumorzellen in Mausen ohne Mithilfe von
Chemotherapeutika zu vernichten. (76) Bei Patienten mit Leukamie lieferten
geringere Ruckfallraten bei Entwicklung einer akuten oder chronischen GvHD weitere
Hinweise fur einen GvT Effekt. (77,78) Hohere Rlckfallraten bei Patienten mit T-Zell-
depletierten (79) oder syngenen (80) Transplantaten sowie die Wirksamkeit der
Infusion von Spender-Lymphozyten (DLI) bei Patienten mit Rezidiven maligner
hamatopoetischer Erkrankungen nach allogener HSCT (81-83) beflrworteten die

Existenz eines GvT Effekts ebenfalls.

Im Gegensatz zur MAC, bei der die hohe Toxizitat der Behandlung zur Abtétung von
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Tumorzellen fUhren soll, liegt der Kampf gegen die malignen Zellen bei der RIC und
NMA in der Hand der immunkompetenten Spenderzellen. Ist die Reaktion gegen
maligne Zellen gerichtet, so spricht man vom GvT Effekt. Die GvT Reaktion ist das
einzig kurative Prinzip einer NMA bzw. RIC. (84) Leider kann sich die Reaktion
transplantierter Lymphozyten auch gegen gesunde Zellen des Empfangers richten.

Diese Verhaltensweise wird als GvH Reaktion bezeichnet.

Einen Hinweis auf den GvT Effekt liefert die Tatsache, dass Patienten, die eine akute
oder chronische GvHD entwickeln, eine geringere Wahrscheinlichkeit haben, einen
Ruckfall zu erleiden. (77,78) Es konnte gezeigt werden, dass syngene Transplantate
héhere Ruckfallraten haben als allogene Transplantate. Dies fuhrt zu der Erkenntnis,
dass eine gewisse genetische Abweichung von Spender und Empfanger flr das
Entstehen eines GvT Effekts von Néten ist. (80,85) Es gibt auch Hinweise darauf,
dass ubriggebliebene regulatorische T-Zellen (T.gs) des Empfangers einen Anti-

Tumor Effekt durch transplantierte allogene Immunzellen hemmen kdnnten. (86)

Eine wichtige Zellpopulation flr den GvT-Effekt scheinen auch die NK-Zellen zu sein.
Da NK-Zellen an MHC-1 Molekule binden, konnen sie ihren Effekt nur dann entfalten,
wenn eine MHC-Ungleichheit beim Spender-Empfangerpaar besteht. In einer Studie
mit Leukamiepatienten, die sich einer haploiden HSCT unterzogen, wurde
festgehalten, dass NK-Zellen zu einem grol3en Teil flr einen Graft versus Leukamie
Effekt verantwortlich sind und vor Ruckfall, Transplantatabstofung und GvHD
schitzen konnen. Eine wichtige Rolle spielt dabei der KIR-Rezeptor von NK-Zellen.
Patienten-Spenderpaare mit unterschiedlichen KIR-Rezeptoren hatten bessere
Uberlebensraten als Paare mit Ubereinstimmenden KIR-Rezeptoren. (87)

NK-Zellen scheinen besonders wertvoll zu sein, weil sie in der Lage sind, einen GvT-

Effekt zu vermitteln, ohne dabei eine GvHD zu verursachen.

1.10 T-Zell Depletion und Immunosuppression

Transplantierte T-Zellen kdnnen bei Kontakt mit Antigenen des Empfangers eine
GvH Reaktion verursachen. Diese Komplikation soll mit Hilfe einer T-Zell Depletion
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verhindert werden.

Bei einer T-Zell Depletion werden spezielle Verfahren angewandt, die zu einer
signifikanten Reduktion der T-Zellzahl flhren. Dies kann einerseits durch
Positivselektion von CD34+ Zellen oder Negativselektion von CD3+ Zellen
geschehen. Durch diese Methoden kann die Wahrscheinlichkeit fur allogene

Reaktionen immunkompetenter Spenderzellen deutlich gesenkt werden.

Als man herausfand, dass nicht alle T-Zellen an der Vermittlung von GvHD beteiligt
sind, wurde mit der selektiven Depletion von a+ und 3+ Zellen begonnen. Obwohl
eine T-Zell Depletion die Zahl an GvH Reaktionen senkt, ergeben sich zwei andere
immunologische Probleme. Einerseits kommt es haufiger zu AbstoRungsreaktionen
und andererseits wird die Regenerationsphase des Immunsystems nach einer
Transplantation  verlangert, was das Entstehen von Infektionen im

immungeschwachten Patienten begunstigt. (88)

Eine Immunsuppression ist Voraussetzung fur das Engraftment von transplantierten
Stammzellen im Knochenmark des Empfangers. Sie soll einerseits eine AbstoRung
durch verbliebene autologe T-Zellen im Rahmen einer Host-versus-Graft und
andererseits eine GvH Reaktion verhindern. Gebrauchliche Medikamente sind unter
anderem Methotrexat, die Calcineurininhibitoren Ciclosporin und Tacrolimus sowie
Mycophenolat-Mofetil (MMF). Methotrexat und MMF werden meist in Kombination mit

einem Calcineurininhibitor verabreicht. (88)

Da die Immunsuppression auch den GvT Effekt unterdriicken kann, entsteht ein
Balanceakt aus der Befahigung der Spenderzellen zur Beseitigung von Tumorzellen

einerseits und dem Verhindern einer schweren GvH Reaktion andererseits. (84)

1.11 Donor Lymphocyte Infusion (DLI)

Erleidet ein Patient nach HSCT einen Ruckfall, ist eine Immuntherapie in Form einer

DLI eine mdgliche Intervention, um einen Relaps von Tumorzellen zu beseitigen. Die
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Wirksamkeit einer DLI wird auf den GvT Effekt zurtickgefuhrt, der vor allem durch T-

Zellen vermittelt wird.

Mehrere klinische Studien belegen die Wirksamkeit von DLIs bei Patienten mit
Rezidiven. Besonders wirksam ist die DLI bei CML, welche bei Kindern auferst
selten vorkommt. Auch bei Krankheiten wie Lymphomen, AML, MDS, Multiples
Myelom konnten mit Hilfe von DLIs Erfolge erzielt werden. Bei ALL ist die DLI nur
begrenzt wirksam. (89,90) Die begrenzte Wirksamkeit bei ALL ist mdglicherweise auf
die rasche Proliferation maligner Zellen zurickzuflhren. Aus diesem Grund wird an
einigen Kliniken zuerst eine Chemotherapie durchgefihrt, um die Zahl leukamischer
Zellen zu dezimieren. (91) Bei Ansprechen auf DLI wird eine klinische Antwort meist
innerhalb von 2 bis 3 Monaten beobachtet. (92)

Die haufigste Komplikation einer DLI ist die GvHD, die bei 40 bis 60% der Patienten
beobachtet wird. Die Haufigkeit scheint unabhangig von der zugrundeliegenden
Erkrankung zu sein und mit der Hohe der Dosierung zu steigen. Dosierungen in
verschiedenen Studien reichen von 0.01 x 1078 bis 8,8 x 1078 T-Zellen/kg, wobei
eine Dosierung uber 4,5 x 10”8 T-Zellen/kg den GvT Effekt nicht zu verbessern, die

Rate an Komplikationen jedoch zu erhéhen scheint. (92)

1.12 HSCT in der Padiatrie

Seit mehr als 30 Jahren ist die allogene HSCT eine haufig genutzte Therapieoption

fur Kinder mit malignen und non-malignen Erkrankungen.

Eine gro} angelegte Studie von Miano et al. (93) analysierte die Entwicklung der
padiatrischen HSCT in Europa zwischen 1970 und 2002. Daten von uber 30 000
Patienten zeigen, dass sich die HSCT Uber diesen Zeitraum zu einer gangigen
Therapieform entwickelt hat, deren Anzahl an Anwendungen sich jahrlich um 5-10%
erhdhte. Vor 1996 stammten 70% der allogenen Transplantate von HLA
Ubereinstimmenden Geschwistern. In den Jahren darauf folgte eine Tendenz in

Richtung Stammzellen alternativer Herkunft. Vor allem freiwillige nicht-verwandte
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Spender aus Spenderdatenbanken, HLA-kompatible verwandte Spender und
Nabelschnurblut gewannen an Bedeutung. Zwischen 1999 und 2002 stammten 61%
der Transplantate von solchen alternativen Quellen. Die haufigste Indikationen fur
eine HSCT gereiht nach ihrer Haufigkeit waren akute lymphoblastische Leukamie
(ALL), solide Tumoren, non-maligne Pathologien, akute myeloische Leukamie (AML),
Lymphome, chronische myeloische Leukamie (CML), myelodysplastische Syndrome
(MDS) und Autoimmunkrankheiten. Zwei Faktoren gingen mit einer erhOhten
behandlungsbezogenen Mortalitat einher: Alter Uber 16 Jahren und Transplantation
vor dem Jahr 1996.

Zwei retrospektive Studien verglichen die Infusion von Knochenmarkzellen mit der
von PBSC (peripheral blood stemcells) bei Kindern und Jugendlichen mit akuter
Leukdmie (94) und SAA (95). Beide konkludierten, dass die Infusion von

Knochenmarkzellen zu besseren Ergebnissen fuhrte.

Besonders im péadiatrischen Setting spielt die Vermeidung von schweren
therapiebezogenen Langzeitschaden und die Erhaltung von Lebensqualitat eine
beachtenswerte Rolle. Dazu gehodren vor allem schwere Wachstumsstorungen,
Unfruchtbarkeit, sekundaren Malignitdten und Beeintrachtigung der intellektuellen
Leistungsfahigkeit. Die Einfihrung von Konditionierungsregimen von niedrigerer

Intensitat stellte einen wichtigen Schritt in diese Richtung dar. (96)

1.13 Chimarismusanalyse

Der Begriff ,Chimare® stammt aus der griechischen Mythologie und beschreibt ein
Mischwesen aus Loéwe, Ziege und Schlange. Homer beschreibt die Kreatur in seinem
Werk llias als feuerspeiendes Ungeheuer, das Teile Kleinasiens terrorisierte, bis es
schlieBlich der heldenhafte Bellerophon zur Strecke brachte. (97) Ford verwendete
den Begriff bereits 1956 flr den Fachbereich der Transplantationsmedizin, da ein
Mensch nach erfolgter Transplantation gewissermallen ein Mischwesen aus

Empfanger- und Spender-Zellen darstellt. (98)
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Unmittelbar nach einer HSCT besteht das hamatopoetische System des Patienten
aus einer Mischung autologer und allogener Zellen. Mit Hilfe der
Chimarismusanalyse kann nach einer HSCT festgestellt werden, ob die Leukozyten
im Blut oder Knochenmark des Patienten von autologen oder allogenen Stammzellen
stammen. Die Chimarismusanalyse ermdglicht einen tiefen Einblick in die Dynamik
des Engraftments im Korper des Patienten. Zahlreiche Studien bestatigen, dass eine
genaue quantitative Analyse des Chimarismusstatus bei der frihzeitigen Erkennung
von AbstoRungsreaktionen, eines Wiederauftretens der zugrundeliegenden malignen
oder non-malignen Erkrankung und bei der Identifizierung von Risikopatienten flr
GvHD helfen kann. (84,99,100)

Abhangig von Zusammensetzung und Dynamik der hamatopoetischen Zellen im Blut
bzw. Knochenmark des Patienten wird das Ergebnis als MC (mixed chimerism), CC
(complete chimerism), dMC (decreasing MC) oder iMC (increasing MC) bezeichnet.
Ursprunglich wurde angenommen, dass ein vollstandiger Chimarismus essentiell fur
ein erfolgreiches Engraftment sei. Als man beobachtete, dass die hamatopoetischen
Systeme des Empfangers und des Spenders nach einer HSCT temporar parallel
existieren kdnnen, nannte man dieses Phanomen MC. Stammen nach einer HSCT
alle hamatopoetischen Zellen vom Spender, wird dies als CC bezeichnet. In einem
Patienten mit MC kann die Zahl an autologen Zellen steigen oder sinken. Dieses
Geschehen wird iMC bzw. dMC genannt. (101)

Ein nicht stattfindender Ubergang zur Spenderhamatopoese oder die Unfahigkeit
einen CC aufrechtzuerhalten ist meist mit einer Abstof3ungsreaktion oder einer
Wiederkehr der zugrundeliegenden Erkrankung assoziiert. Im Gegensatz dazu steht
die Entstehung eines CC in Verbindung mit einem geringeren Ruckfallrisiko. (102-
105) Einen Sonderfall bilden non-maligne Erkrankungen wie SAA (Schwere
Aplastische Anamie), Knochenmarksinsuffizienz, Immunschwachekrankheiten und
Stoffwechselerkrankungen. Bei diesen Erkrankungen reicht oft ein MC aus, um zu
einer dauerhaften Heilung zu fuhren. Aber auch bei non-malignen Erkrankungen ist
ein CC ein erwlnschtes Ergebnis, da MC, insbesondere bei Anwesenheit von >30%
autologer Zellen, in Verbindung mit héheren Raten an Transplantatversagen und

AbstoRungsreaktionen zu stehen scheint. (106)
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Bei der Differenzierung von CC und MC spielt natlrlich die Sensitivitat der
Chimarismusanalyse, welche sich bei den verschiedenen Analysemethoden
erheblich unterscheidet, eine entscheidende Rolle. Sensitive Methoden sind in der
Lage, auch minimale Anteile autologer Zellen zu detektieren. (101) Die Sensitivitat
und Reliabilitdt der Methode ist daher essentiell fur eine korrekte Darstellung und

Interpretation des Chimarismusstatus. (108)

Wahrend qualitative Chimarismusanalysen lediglich das Vorhandensein von
Spenderzellen anzeigen, kénnen quantitative Analysen die Auspragung des
Chimarismus in % beurteilen. Analysen in festgelegten Abstanden ermdglichen die

Beurteilung des Engraftments Uber Zeit.

Fur die Chimarismusanalyse wird meist Blut oder Knochenmark verwendet. Die zu
analysierenden Zellen kdnnen auch in deren Subpopulationen analysiert werden. Es
ist moglich, dass eine Subpopulation, zum Beispiel NK-Zellen, zu 100% vom
Spender stammen, wahrend andere vollstandig oder teilweise vom Empfanger
ausgehen. Diese Konstellation wird auch als ,split chimerism* (geteilter Chimarismus)
bezeichnet. (107,108)

Es gibt verschiedene Moglichkeiten Spender- von Empfangerzellen zu
unterscheiden. Die meisten Methoden bedienen sich einer PCR (polymerase chain
reaction), um die benétigten informationsgebenden DNA-Fragmente zu
vervielfachen. Eine Ausnahme stellt FISH (Fluorescence in situ Hybridisation) dar,
die Zellen anhand der Geschlechtschromosomen XY unterscheidet. Die Methode ist
somit lediglich flir Empfanger-Spenderpaare mit ungleichen Geschlechtern
anwendbar. (109)

Die gangigste Methode zur Unterscheidung von Empféanger- und Spender-DNA stutzt
sich auf sogenannte Polymorphismen. Die Menschheit ist genetisch zu 99.7%
identisch. Die Ungleichheit der restlichen 0.3% beruht vor allem auf Polymorphismen.
Polymorphismen sind genetische Varianten, die in der Bevolkerung relativ haufig
vorkommen und zum grofdten Teil fur die individuelle genetische Vielfalt der
Menschen verantwortlich sind. Zu diesen Polymorphismen gehéren STR (short

tandem repeats), SNP (single nucleotide polymorphism) und VNTR (variable number
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tandem repeats). (110)

1.13.1 STR-PCR

STRs sind Abschnitte der DNA in dem sich bestimmte Sequenzen von 2 bis 6
Basenpaaren wiederholen. Die Anzahl der Wiederholungen dieser Sequenzen
bestimmt die Lange der betroffenen Abschnitte. Diese ist sehr variabel, sodass sie

sich von Person zu Person meist unterscheidet. (111)

Bei der Chimarismusanalyse ist der Einsatz von STR-PCR weit verbreitet. Mit dieser
Methode lasst sich nahezu jedes Spender-Empfangerpaar unterscheiden. Mit einer
Sensitivitat von 0,4 - 5% ist diese Methode der SNP-PCR unterlegen. (101,105,112)

Besonders Patienten mit iIMC stehen in der Gefahr, einen Ruckfall zu erleiden.
Huisman et al. (105) stellte in einer Studie mit AML Patienten fest, dass Ruckfalle in
der Regel sehr plétzlich und schnell auftreten, sodass die Sensitivitat der STR-PCR
nicht ausreicht, um diese Patienten frih genug zu identifizieren. Man bendtige
sensitivere Methoden und engmaschige Beobachtung des Chimarismusstatus, um

Risikopatienten frihzeitig erkennen zu kénnen.

Eine solche sehr sensitive Methode stellt die SNP-PCR dar.

1.13.2 SNP-PCR

In dieser Studie wurde eine relativ neue und sehr sensitive Methode zur

Chimarismusanalyse mittels SNP Technologie verwendet.

SNPs sind Variationen einzelner Basenpaare an bestimmten Stellen des Genoms.
Sie reprasentieren die haufigste Form genetischer Variation in der DNA des
Menschen. Es wird angenommen, dass ein Mensch zwischen 2.8 und 3.9 Millionen
dieser individuellen Varianten einzelner Basenpaare besitzt. SNPs sind nicht
gleichmaflig auf der humanen DNA verteilt. Manche Regionen der DNA sind sehr
konstant, wahrend andere, wie zum Beispiel der MHC-Komplex am Chromosom 6,
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sehr heterozygot sind, stark variieren und zahlreiche SNPs beinhalten konnen.
(113,114) In kodierenden Regionen der DNA kommen rund 30% weniger SNPs vor
als in nicht-kodierenden Abschnitten. SNPs existieren in Form von Transitionen,
Substitutionen und Transversionen. SNPs in kodierenden Regionen kdnnen
Veranderungen der verschlisselten Aminosaure hervorrufen oder stumm verlaufen.
(110)

Seit 1998 gab es mehrere Versuche, ein schnelles und verlassliches System zur
Chimarismusanalyse herzustellen, das sich auf die Detektion von SNPs stltzt. Im
Jahr 2002 gelang es Alizadeh et al. (112) eine auf real time PCR basierende
Methode zu entwickeln, die sich auf die TagMan Technologie (Applied Biosystems,
USA) stitzt und quantitative SNP-Analysen nach allogener HSCT ermdoglicht. Mit
Hilfe der relativ neuen real time PCR kann die Wachstumsrate eines PCR-Produkts

in jedem Zyklus bestimmt werden.

Ein grofl3er Vorteil der real time SNP-Technologie ist ihre Sensitivitat von <0.1%.
(115) Diese ermdglicht das Aufsplren von sehr geringen Mengen an Empfanger
DNA in den Proben. Die SNP-PCR ist in der Lage, bereits frih einen MC
festzustellen, wo andere Methoden noch einen CC anzeigen wirden. Somit ist diese
Methoden fur die frihzeitige Identifizierung von Patienten mit drohendem
leukamischen Ruckfall besser geeignet als die STR- oder FISH-Methode. Ein
zusatzlicher Vorteil der SNP-Analyse gegenuber der STR-Analyse ist deren kurze
Dauer. (116) Man benétigt 7 SNPs mit einer Allelfrequenz von 50% um 99% aller

Spender-Empfanger-Paare voneinander unterscheiden zu kénnen. (117)
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In Rahmen dieser Arbeit werden die Daten aller padiatrischen Patienten
herangezogen, die seit dem Jahr 2004 an der Klinischen Abteilung flr Padiatrische
Hamato-Onkologie im LKH-Universitatsklinikum Graz eine allogene HSCT erhielten,
deren Erfolg mittels SNP-Technologie beurteilt wurde und die zum Zeitpunkt der
Datensammlung am Leben waren. Die klinischen Daten wurden in Retrospektive aus
den ambulanten und  stationaren  Krankenakten  sowie aus dem
Patientendokumentationsprogramm MEDOCS entnommen und in Excel-Tabellen

festgehalten.

Untersucht wurden 29 Jungen (64%) und 16 Madchen (36%) im Alter von 2 Monaten
bis 23 Jahren. Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der Transplantation betrug 10,0 +6,7
Jahre. Da vier Patienten zwei Mal und ein Patient drei Mal transplantiert wurden,
handelt es sich um insgesamt 45 Transplantationen bei 39 Patienten. Aufgrund der
neuerlichen Konditionierung wurde jede Transplantation als eigenstandiges Ereignis

betrachtet.

Die Indikationen lassen in 4 Gruppen unterteilen: Leukamien (n=20), erworbene nicht
maligne Krankheiten (n=11), Solide Tumoren (n=8), und Angeborene Stdrungen
(n=6). Mit Abstand die haufigste maligne Erkrankung war ALL (n=9), gefolgt von AML
(n=7), MDS (n=2) und Neuroblastom (n=4). Zu den malignen Grunderkrankungen
zahlen des Weiteren Osteosarkom (n=2), JMML (n=1), Morbus Hodgkin (n=1),
Rhabdomyosarkom (n=1) und Medulloblastom (n=1). Die haufigste non-maligne
Indikation fur eine HSCT war SAA (n=8), gefolgt von Morbus Hurler (n=2), SCID
(n=2), XLPS (n=1), EBV-AHS (n=1), Evans Syndrom (n=1), refraktare Zytopenie
(n=1) und ALPS (n=1). Eine Ubersicht zu den verschiedenen Grunderkrankungen ist
in Abbildung 4 dargestellt.
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Grunderkrankungen

B 1. Leukdmie
m 2. Solide Tumoren
3. Angeboren

4. Erworben, Non-Maligne

Abbildung 4 Grafische Darstellung der Grunderkrankungen. Diese lassen sich einteilen in Leukamien (20), Solide

Tumoren (8), Angeborene (6) und erworbene non-maligne Krankheiten (11) unterteilen.

Als Vorbereitung auf die HSCT wurde bei 16 Patienten (36%) MAC und bei 22
Patienten (49%) RIC angewandt. Die NMA Konditionierung wurde bei 6 Patienten

(13%) bevorzugt und in einem Fall wurde auf eine Konditionierung verzichtet.

In 17 Fallen wurden Stammzellen eines haploidenten Stammzellspenders, in 15
Fallen von einem Elternteil und in jeweils einem Fall von einem Bruder bzw. einer
Tante genutzt. 13 Patienten erhielten Stammzellen eines HLA-identen Geschwisters
(matched sibling donor, MSD). 12 Patienten erhielten die eines HLA-identen
Fremdspenders (matched unrelated donor, MUD), 2 Patienten die eines mismatched
Fremdspenders (mismatched unrelated donor, MMUD) und ein Patient erhielt die
Stammzellen eines HLA-identen verwandten Spenders (matched related donor,

MRD), in diesem Fall handelte es sich um die Mutter des Patienten.

Die Stammzellen wurden in 24 Fallen (53%) aus dem peripheren Blut gewonnen,
wobei die Stammzellen zuvor durch die Gabe von G-CSF aus dem Knochenmark
mobilisiert wurden. In 17 Fallen (38%) wurde das Knochenmark als Quelle
herangezogen und in 3 Fallen (7%) sowohl peripheres Blut, als auch Knochenmark.

In einem Fall wurden Stammzellen aus Nabelschnurblut gewonnen.
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In Abhangigkeit von der jeweiligen Grunderkrankung wurden einige der gewonnenen
Stammzellsuspensionen manipuliert. Bei 15 davon wurden die T-Zellen anhand der
CD3-Rezeptoren depletiert und in 8 Fallen dienten a- und [B-Rezeptoren als
Erkennungsmerkmal flr die Depletion. In 20 Transplantaten wurden CD34+ Zellen

(HSC) selektioniert. Bei 20 Patienten wurde das Transplantat nicht manipuliert.
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N hi(%)
Geschlecht
Buben 29 64
Madchen 16 36
Konditionierung
MAC 16 36
RIC 22 49
NMA 6 13
keine Konditionierung 1 2
Stammzellenspende
haploident 17 38
MSD 13 29
MUD 12 27
MMUD 2 4
MRD 1 2
Ubereinstimmung
match 26 58
mismatch 19 42
Ressource
KM 17 38
PB 24 53
KM + PB 3 7
Nabelschnurblut 1 2
Manipulation
unmanipuliert 20 44
a/B/CD19 Depletion 14 31
CD3/19 Depletion 8 18
andere 3 7
Grunderkrankungen
Leukamien 21 47
solide Tumoren 8 18
angeborene Erkrankungen 5 11
erworben; nicht maligne 11 24
Malignitat
maligne 28 62
non-maligne 17 38
Haplo-Spender N hi(%)
Elternteil 14 82
Bruder 2 12
Tante 1 6
MSD-Spender
Bruder 11 85
Schwester 2 15
Datumsvariablen Min Max
Transplantationsdatum 24.03.04 05.12.13

Tabelle 1 — Ubersicht Patientenkollektiv




2.2 SNP-Chimarismusanalyse

2.2.1 Unterscheidung von Empfanger- und Spender-DNA

Um Spender-DNA von der des Empfangers unterscheiden zu kénnen, wird vor der
Transplantation nach informativen SNPs gesucht. Informativ ist ein SNP wenn es
ausschlielich in der DNA des Spenders bzw. des Empfangers vorkommt. Bei einer
idealen Analyse wird ein SNP identifiziert, das lediglich beim Spender und ein SNP,
das allein beim Empfanger besteht. Nur in diesem Fall ist eine zuverlassige

Unterscheidung maoglich.

Um ein SNP-Profil von Spender und Empfanger erstellen zu kénnen, wird vor der
Transplantation DNA aus peripherem Blut des Empfangers bzw. des Spenders
extrahiert. Diese wird anschlieRend mittels PCR analysiert. Im Rahmen dieser PCR
wird die DNA auf vorhandene SNPs uberprift. Es handelt sich um 30 SNPs (S1a,
S1b, S3, S4a, S4b, S5a, S5b, S6, S7, S8a, S8b, S9, S10a, S10b, S11a, S11b,
PECAM1a, PECAM1b, ICAM1a, ICAM1b, HA1a, HA1b, MLH1a, MLH1b, SUR1a,
SUR1b, G42863a, G42863b, G42888a, G42888b). Das entstandene SNP-Profil des
Empfangers kann anschlieRend mit dem SNP-Profil des Spenders auf informative
Marker Uberprift werden. Bei Anwesenheit mehrerer informativer Marker wird jener
SNP mit der hochsten PCR-Effizienz ausgewahilt.

Folgendes Beispiel soll den Vorgang verdeutlichen:

Empfangerin | Spenderin
S1a + + Nicht informativ
S1b + + Nicht informativ
S3 + - SNP-Marker fir Empfangerin positiv, informativ
S4a - - Nicht informativ
S4b - - Nicht informativ
S5a + + Nicht informativ
S5b - - Nicht informativ
S6 - + SNP-Marker flr Spenderln positiv, informativ
Etc. Etc. Etc.
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2.2.2 SNP Chimarismusanalyse aus WBC

Durchflusszytometrie

Nach 12minutiger Erythrozytolyse mit einem Ammoniumchlorid-Puffer (pH 7,3)
werden die Zellen fur 10min mit 1.300 rpm zentrifugiert und das Zellpellet nach
Dekantieren des Uberstandes einmal mit PBS (Gibco) gewaschen. Nach Dekantieren
des Uberstandes wird die Zellzahl mit PBS/10% Schafserum (Gibco) auf ca.

1x10726/ml eingestellt und unspezifische Bindungen 15 min auf Eis blockiert.

Die 20minutige Inkubation der Zellen mit Antikorpern wird im Kuhlschrank
durchgefuhrt. Die verwendeten Antikérper sind anti-mouse IgG, anti-CD3, anti-CD4,
anti-CD8, anti-CD14, anti-CD19, anti-CD31, anti-CD34, anti-CD45, anti-CD45RA,
anti-CD56, anti-TCR a,[3, anti-TCR y,0 gekoppelt mit den Farbstoffen FITC, PE, ECD,
PC5, PC7 (Beckman) und anti-CD62L FITC (BD). Nach Ablauf der Inkubationszeit
werden Uberschussige Antikérper durch Waschen mit 1 ml HUGO (PBS/0,1%
Natrium-Azid, BSA) entfernt und das Zellpellet in 200 ul HUGO resuspendiert.

Zur Intrazellularfarbung mit anti-Ki-67 PE (BD) werden die Zellen nach der
Extrazellularfarbung 15 min mit Reagenz 1 des IntraPrep™ Leucocytic
Permeabilization Reagent Kits (Beckman) fixiert, 5 min mit 300 x g zentrifugiert, mit
Reagenz 2 desselben Kits 5 min permeabilisiert und anschlieend 15 min bei

Raumtemperatur und dunkel mit dem Antikorper inkubiert.

Nach Waschen mit 1 ml PBS und Zentrifugation fur 5 min mit 300 x g werden die
Zellen in 200 pl 1X 10Test 3 Fixative Solution (Beckman Coulter) resuspendiert und
mussen innerhalb von 2 Stunden gemessen werden.

Die durchflusszytometrische Messung erfolgt an einem FC500 (Beckman Coulter).

Die Auswertung mit der Software CxP.

DNA Extraktion
DNA wird aus Peripherblut bzw. Knochenmark mittels QIAamp DNA Blood Mini Kit

(QIAGEN) It. Herstellervorschrift extrahiert. Dabei wird das Probenmaterial mit
Proteinase und einem Lysepuffer bei 56°C flir 10 Minuten inkubiert. Nach DNA-
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Fallung mit absolutem Ethanol wird die Probe auf eine Saule aufgetragen, zweimal

gewaschen und mit einem Elutionspuffer aus der Saule geldst.

Konzentrationsmessung
Die Probe wird nach Extraktion 1:10 mit Aqua dest. (Promega) verdiinnt und mit dem
Biophotometer plus (Eppendorf) bei 260 nm und 280 nm gegen Aqua dest.

vermessen. Die Berechnung der Konzentration erfolgt nach folgender Formel:

ODagonm * 50 *10/1000 = ug DNA/MI

Die Ratio (OD26onm/OD2gonm) soll fir DNA zwischen 1,5 und 2,0 liegen.

Real Time PCR SNP

Nach Verdunnung der DNA auf 50ng/ul erfolgt der PCR-Ansatz in der Laminar Air
Flow. Je SNP bzw. Gapdh werden eine Negativkontrolle, eine Empfanger-Kalibrator-
DNA, eine Spender-Kalibrator-DNA und die Probe im Doppelansatz pipettiert.
Eingesetzt werden 600nM Forward-Primer, 600nM Reverse-Primer und 200nM FAM-
TAMRA-Sonde (Ingenetix), 1X LightCycler 480 Probesmaster (Roche) und 250 ng
DNA. In Tabelle X ist eine Auflistung der gebrauchlichen Oligonucleotide und
TagMan Probes zu finden.

Nach einer 10 minutigen Denaturierung bei 95°C folgen 50 Zyklen mit 95°C fur 10
Sekunden und 60°C fur 45 Sekunden. PCR und Analyse werden an einem
LightCycler 480 Il (Roche) durchgefihrt.

Berechnung

Die Berechnung der Ergebnisse wird mit MS-Excel durchgefiihrt. Es werden die Ct-

Werte herangezogen (Threshold-Cycle):

o ACtsampe:  Ctsnp d. Probe — CtaAPDH d. Probe

o  ACtcaiibrator:  Ctsnp d. Kalibrators — CtGAPDH d. Kalibrators
e AACL: ACtcaiibrator - ACtSample
e SNPin%= 2%4Ct*qQ
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Name 5-3

S1aF GGT ACC GGG TCT CCA CAT GA

S1b F GTA CCG GGT CTC CAC CAG G

S1R GGG AAA GTC ACT CAC CCA AGG
S3F CTTTTGCTTTCT GTTTCT TAAGGG C
S3R TCAATC TTT GGG CAG GTT GAA

S4F CTG GTG CCCACAGTTACGCT

S4a R AAG GAT GCG TGA CTG CTATGG
S4b R AGG ATG CGT GACTGC TCC TC

Sha F AAA GTA GAC ACG GCC AGA CTT AGG
S5b F AGT TAA AGT AGA CAC GGC CTC CC
S5R CAT CCC CAC ATA CGG AAA AGA

S6 F CAG TCA CCC CGT GAAGTCCT

S6 R TTT CCC CCATCT GCCTAT TG

S7F TGG TAT TGG CTT TAA AAT ACT GGG
S7R TGT ACC CAA AAC TCA GCT GCA

S8a F CTG GAT GCC TCACTG ATC CA

S8b F GCT GGATGC CTC ACT GAT GTT
S8R TGG GAAGGATGC ATATGATCT G
S9OF GGG CACCCGTGTGAGTTTT

S9R TCAGCTTGT CTG CTT TCT GGA A
S10a F GCC ACAAGAGACTCAG

S10b F TTA GAG CCA CAA GAG ACA ACC AG
S10R TGG CTT CCT TGA GGT GGA AT
S11aF TAG GAT TCA ACC CTG GAA GC

S11b F CCC TGG ATC GCC GTG AA

S11R CCA GCATGC ACCTGA CTAACA
Gapdh F GGACTGAGG CTCCCACCTTT
Gapdh R GCATGG ACT GTG GTC TGC AA
PECAM1 F GGA TCT ATG ACT CAG GGA CAT ATA AAT G
PECAM1a R GAC TCA CCT TCC ACC AAC CCG
PECAM1b R GGACTC ACCTTC CACCAACCTC
ICAM1 F GCACTTTCCCACTGC CCAT
ICAM1a R AGA GCA CATTCACGG TCACCCAC
ICAM1b R AGA GCACATTCACGG TCACCATT
HA1F TGC TGG CGG ACG TGG

HA1a R GCT CTC ACC GTC ACG CAA

HA1b R GCT CTC ACC GTC ATG CCG

MLH1 F GAG ACC CAG CAACCC ACAGA
MLH1a R TCGTGC TCACGT TCTTCC TCC
MLH1b R TCGTGC TCACGT TCT TCC ATT
SUR1F GTC TTC CAG AGT CCC CGA CAG
SUR1a R TGC CACCCT CCCTCCCTAC
SUR1b R TGC CACCCTCCCTCCCTAT
(G42863 F TGG CAC ATC TGG CAA AAT CTC
G42863a R GCT TGT GGA TGA AGG AGA A
G42863b R GGC TTG TGG AAT GAA GGA GTC
(G42888 F TTGGTGCTG CTG TAATCACTTTTC AT
(G42888a R GGG AGG GGA GGAAGAGACT
G42888b R GGG AGG GGA GGA AGA GAG C

SRY F TGG CGA TTA AGT CAAATT CGC
SRY R CCCCCTAGTACCCTGACAATGTATT
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Name 5-3

S1P CTG GGC CAG AAT CTT GGT CCT CAC A

S3P CAT ACG TGC ACA GGG TCC CCG AGT

S4 P TCCTGG CAGTGT GGTCCCTTC AGA A

S5P CCT GGA CAC TGA AAA CAG GCAATCCT

S6 P CCC ATC CAT CTT CCC TAC CAG ACC AGG
S7P TCC TCACTT CTC CAC CCC TAG TTA AAC AG
S8 P CTC CCAACCCCCATTTCT GCCTG

S9P TGG AGG ATT TCT CCC CTG CTT CCA GAC AG
S10P CAG TGT CCC ACT CAAGTACTCCTTTGG A
S11P CAAGGC TTCCTC AATTCTCCACCCTTCC
Gapdh P CAT CCA AGACTG GCT CCT CCC TGC
PECAM1 P TGT GAA CAA CAA AGA GAA AAC CACTGC AGAGT
ICAM1 P CAG TGACTGTCACTC GAGATCTTG AGG GC
HA1 P CCG CTT CGC TGA GGG CCT TGA

G42863 P ACA GGG AGA GTG ATG TTG GAG CTG GGT
G42888 P TTC TCT CTC GGG ATT TTC TGG GAA TCA AAA
MLH1 P ATT CAA GCT GTC CAATCAATAGCT GCC G
SUR1P CAG GTG GGC TGC GGC AAG TCC

SRY P AGC AGT AGA GCA GTC AGG GAG GCA GA

Tabelle 3 - TagMan Probes (3'-TAMRA, 5'-FAM) fur die SNP-Chimarismusanalyse

2.2.3 SNP Chimarismusanalyse aus Subpopulationen

Kriterien fir eine Chimarismusanalyse aus Subtypen der Leukozyten sind die Kiinik,
das vorhandene Abstof3ungsrisiko und die Entwicklung eines iMC. Im Rahmen der
Subtypenanalyse werden T-Zellen (CD3+), B-Zellen (CD19+), Monozyten (CD14+),

Naturliche Killerzellen (CD56+) und Granulozyten analysiert.

Dichtegradientenzentrifugation

Nach Verdinnung des Probenmaterials mit PBS (Gibco) im Verhaltnis 1:3 und der
Vorlage von 15 ml Ficoll (GE Healthcare) fur ein Ficoll-Probenverhaltnis 1:3 wird
dieser mit der Probe vorsichtig Uberschichtet. Nach der Zentrifugation mit 2.000 rpm
fur 20 min bei Raumtemperatur und ohne Bremse kann die Intermediarzellschicht,
die alle mononuklearen Zellen enthalt, abgehoben werden. Nach einmaligem

Waschen mit PBS wird die Zellzahl mikroskopisch ermittelt.
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Granulozytenselektion

Nach Dichtegradientenzentrifuagtion und Abheben der Intermediarzellschicht wird die
Granulozytenschicht (weil3e Schicht zwischen Erythrozyten und Ficoll) abgehoben.
Die vorhandenen Erythrozyten werden mittels Ammoniumchloridpuffers flr 12 min
lysiert, 10 min mit 1.300 rpm zentrifugiert, das Granulozytenpellet ad 50 ml mit PBS
aufgefullt und ein weiteres Mal zentrifugiert. Das Pellet wird dann mit 1 ml PBS

resuspendiert.

MACS, Selektion der Subtypen CD3+, CD19+, CD14+, CD56+

Die Selektion wird mit den entsprechenden MicroBeads (Miltenyi Biotec)
durchgefuhrt. Dabei werden die mononuklearen Zellen mit Antikdrpern, die mit
magnetischen Partikeln gekoppelt sind, inkubiert. Pro 1x1047 Zellen werden 20 ul
Antikdrper und 80 ul autoMACS Running Buffer (Miltenyi Biotec) verwendet. Nach 15
mindtiger Inkubation im Kuihlschrank werden Uuberschussige Antikorper durch
Waschen mit autoMACS Running Buffer und Zentrifugation (10 min mit 300 x g)
entfernt und das Zellpellet in 500 pl autoMACS Running Buffer resuspendiert.

Pro Probe wird eine Saule (Miltenyi Biotec) in den Magneten eingespannt, mit 500 pl
autoMACS Running Buffer aquilibriert und die markierte Probe aufgetragen, wobei
die magnetisch markierten Zellen in der Saule bleiben und die unmarkierten Zellen
durchflieRen. Nach dreimaligem Waschen mit autoMACS Running Buffer wird die
Saule aus dem Magneten entfernt und die Probe mit einem Stempel und 1 ml
autoMACS Running Buffer durchgedrickt. Um die Zellen anzureichern, werden sie

10 min mit 300 x g zentrifugiert und das Pellet in 200 ul PBS resuspendiert.

Analyse der Reinheit der Populationen

Je Probe werden 50 uyl enthommen und mit einem Antikdrperstockmix, bestehend
aus anti-CD14 FITC, anti-CD56 PE, anti-CD45 ECD, anti-CD20 PC5 und anti-CD3
PC7 (Beckman Coulter) 20 min im Kuhlschrank inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit werden Uberschissige Antikdrper durch Waschen
mit 1 ml HUGO (PBS/0,1% Natrium-Azid, BSA) entfernt und das Zellpellet in 200 pl
HUGO resuspendiert. Die durchflusszytometrische Messung erfolgt an einem FC500
(Beckman Coulter). Die Auswertung mit der Software CxP. Die Angabe der Reinheit
erfolgt in Prozent der Gesamtzellen.
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DNA-Extraktion

DNA wird aus den Subtypenpopulationen mittels QlAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN) It. Herstellervorschrift extrahiert. Dabei wird das Probenmaterial mit
Proteinase und einem Lysepuffer bei 56°C flur 10 Minuten inkubiert. Nach DNA-
Fallung mit absolutem Ethanol wird die Probe auf eine Saule aufgetragen, zweimal

gewaschen und mit einem Elutionspuffer aus der Saule geldst.

Konzentrationsmessung
Die Probe wird nach Extraktion 1:10 mit Aqua dest. verdinnt und mit dem
Biophotometer plus (Eppendorf) bei 260 nm und 280 nm gegen Aqua dest.

vermessen. Die Berechnung der Konzentration erfolgt nach folgender Formel:

OD260onm * 50 *10/1000 = ug DNA/I
Die Ratio (OD26onm/OD2gonm) soll fur DNA zwischen 1,5 und 2,0 liegen.

RealTime PCR SNP

Nach Verdiunnung der DNA auf 50ng/ul erfolgt der PCR-Ansatz in der Laminar Air
Flow. Je SNP bzw. Gapdh werden eine Negativkontrolle, eine Empfanger-Kalibrator-
DNA, eine Spender-Kalibrator-DNA und die Probe im Doppelansatz pipettiert.
Eingesetzt werden 600nM Forward-Primer, 600nM Reverse-Primer und 200nM FAM-
TAMRA-Sonde (Ingenetix), 1X LightCycler 480 Probesmaster (Roche) und 250 ng
DNA.

Nach einer 10 minutigen Denaturierung bei 95°C folgen 50 Zyklen mit 95°C fur 10
Sekunden und 60°C fir 45 Sekunden. PCR und Analyse werden an einem
LightCycler 480 Il (Roche) durchgefihrt.

Berechnung
Die Berechnung der Ergebnisse wird mit MS-Excel durchgefuhrt. Es werden die Ct-

Werte herangezogen (Threshold-Cycle):
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o ACtSample: CtSNP d. Probe — CtGAPDH d. Probe

g ACtCaIibrator: CJ[SNP d. Kalibrators — CJ[GAPDH d. Kalibrators
e AACH: ACtcaiibrator - ACJ[Sample
e« SNPin% = 244t * 100

2.2.4 Messpunkte fiir die Chimarismusanalyse

Bei der Chimarismusanalyse wird der prozentuale Anteil des Empfangers bzw. des
Spenders anhand der gesamten Population der Leukozyten bzw. der
Subpopulationen weil3er Blutzellen bestimmt. Die Analyse wird bis zum 28. Tag nach
der Transplantation wochentlich (Tag 7, 14, 21, 28) und danach ca. alle 30 Tage
(Tag 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360) durchgefiihrt. Nach einem
Jahr erfolgt die Analyse halbjahrlich (Tag 540, 720).

2.2.5 Einteilung des Chimerismus

In der vorliegenden Arbeit wird der Chimarismus in CC, MC, iMC und tMC (transient
MC bzw. passagerer MC) eingeteilt.

CC geht mit einem prozentualen Anteil von 299% Spenderzellen einher. Ein MC
besteht dementsprechend bei der Anwesenheit autologer Zellen von >1%.
Wird die Chimarismusanalyse Uber einen Zeitraum in gewissen Abstanden
beobachtet, lasst sich der MC neben dem stabilen Chimarismus in zwei weitere
Subtypen unterteilen. Als iMC wird der Chimarismus bezeichnet, wenn der Anteil
autologer Zellen zwischen zwei Messpunkten um 25% steigt. Dieser Zustand wird mit
hoheren Rduckfallraten in Verbindung gebracht. (118,119) Als tMC wird ein
kurzzeitiger Ubergang in einen MC bezeichnet, der bis zum darauffolgenden

Messpunkt wieder in einen CC Ubergeht.
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2.3 Statistik

Zu Beginn der statistischen Analysen wurden samtliche Variablen auf deren
Voraussetzungen hin Gberpriift. Die Uberprifung auf Normalverteilung der Variablen
erfolgte mittels Shapiro Wilk Test (p>0.05 Normalverteilung der Daten wird

angenommen) und der visuellen Dateninspektion mittels Q-Q Plots.

Fur den Vergleich von zwei unabhangigen Stichproben wurde der verteilungsfreie
Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung der Fragestellungen herangezogen. Die
Darstellung erfolgte hierbei unter Angabe der Mediane und der Signifikanzen in
einem Boxplot Diagramm. Der Mann-Whitney U-Test ist ein nichtparametrischer
Test, der zwei unpaarige Gruppen untersucht. Ziel des Testes ist es, die Signifikanz
der  Ubereinstimmung von zwei Verteilungen zu  (berprifen. Die
Testwahrscheinlichkeit wurde beim einem p-Wert <0,05 als statistisch signifikant
betrachtet. Zur Vermeidung eines Alphafehlers durch multiples Testen wurden die

Ergebnisse einer Bonferroni-Korrektur unterzogen.

Fir Mehrgruppenvergleiche bei unabhangigen Stichproben wurde der
verteilungsfreie Kruskal-Wallis Test durchgeflihrt. Die Darstellung der deskriptiven
Statistik erfolgte auch hier mittels Median und den Perzentilen (25-Perzentil und 75-
Perzentil). Die einzelnen paarweisen Vergleiche wurden mittels, der in der Software
SPSS 21, zum Kruskal-Wallis Test implementieren paarweisen Gruppenvergleiche
durchgefuihrt. Diese Gruppenvergleiche wurden aufgrund des erhéhten Alphafehlers
durch multiples Testen in derselben Stichprobe einer Bonferroni-Korrektur
unterzogen. Ein p-Wert von 0.05 wurde auch bei diesen Tests als statistisch
signifikant betrachtet.

Alle grafischen Darstellungen wurden in der Statistiksoftware GraphPad Prism 6
beziehungsweise in Excel Version 2010 erstellt. Samtliche statistischen
Auswertungen erfolgten mittels der Software SPSS 21.
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3 Ergebnisse

Im Zeitraum Marz 2004 bis April 2013 wurden 25 Buben und 14 Madchen im Alter
von 2 Monaten bis 23 Jahren an der Klinischen Abteilung fir padiatrische Hamato-
Onkologie im LKH Universitatsklinikums Graz transplantiert. Die Grunderkrankungen
waren Leukadmien (ALL n=9, AML n=7, MDS n=2, JMML n=1, Mb. Hodgkin n=1),
Solide Tumoren (Neuroblastom n=4, Medulloblastom n=1, Rhabdomyosarkom n=1,
Osteosarkom n=2), erworbene non-maligne (SAA n=8, refraktare Zytopenie n=1,
refraktdre EBV AHS n=1, Evans Syndrom n=1) und angeborene Erkrankungen (Mb.
Hurler n=2, SCID n=2, X-LPS n=1, ALPS n=1).

3.1 Chimarismusanalyse aus WBC

Die Chimarismusanalysen der Patienten erfolgte am Tag 7, 14, 21, 28, 60, 90, 120,
150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360 und 720.

Am Tag 7 wurde ein arithmetisches Mittel von 61,23% ausgemacht, das bis zum Tag
14 auf 85,88% stieg. Am Tag 28 lag der Durchschnittswert bei 92,44%. Bis zum Tag
720 hielt sich der Chimarismus-Mittelwert >90%. Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht liber
die gemessenen Chimarismuswerte, sowie deren Standardabweichungen und

Verteilung.
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Zeit N  Mittelwert SD Median 25 Perz. 75 Perz. Min Max

% % % % % % %
Tag7 43 61,23% 31,82% 73,65% 33,36% 88,20% 1,73% 99,90%
Tagld 44 85,88% 26,82% 97,51% 87,42% 99,83% 1,50% 100,00%
Tag21l 44 89,10% 24,81% 97,62% 93,08% 99,64% 0,00% 100,00%
Tag28 44 92,44% 20,59% 98,27% 95,94% 99,77% 1,91% 100,00%
Tag60 43 94,73% 14,38% 99,36% 96,19% 99,81% 16,38% 100,00%
Tag90 43 92,75% 16,89% 99,16% 93,77% 99,89% 15,99% 100,00%
Tagl20 41 93,27% 16,20% 98,80% 95,61% 99,85% 16,49% 100,00%
Tagl50 42 93,90% 15,92% 99,80% 96,34% 99,97% 20,17% 100,00%
Tagl80 39 90,95% 22,43% 99,53% 96,06% 99,97% 3,07% 100,00%
Tag210 34 92,54% 18,25% 99,77% 97,69% 100,00% 20,38% 100,00%
Tag240 35 93,33% 16,26% 99,31% 96,76% 100,00% 33,04% 100,00%
Tag270 33 93,96% 16,29% 99,56% 97,21% 100,00% 30,35% 100,00%
Tag300 29 98,55% 2,80% 99,80% 98,17% 100,00% 87,80% 100,00%
Tag330 29 96,28% 12,10% 99,64% 98,58% 100,00% 35,23% 100,00%
Tag360 34 97,22% 9,78% 99,63% 98,89% 100,00% 42,93% 100,00%
Tag540 32 95,65% 11,45% 99,78% 98,42% 100,00% 42,63% 100,00%
Tag720 28 95,48% 11,83% 99,49% 97,23% 99,90% 43,83% 100,00%

Tabelle 4 - Chimarismusanalyse des Patientenkollektivs aus WBC

Der Verlauf der Mittelwerte aller Chimarismusmessungen ist in Abbildung 5

dargestellt.
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Abbildung 5 — Verlauf der WBC Chimarismus-Mittelwerte und deren Standardabweichungen
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Der Median steigt von 73,65% an Tag 7 auf 97,51% an Tag 14. Danach halt sich der
Median bei >98%. Der Verlauf ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6 — Verlauf der Mediane der WBC Chimarismuswerte

3.1.1 Mismatch vs. Match

In der Detailanalyse wurden Patienten nach mismatch Transplantationen (<7/10) mit
HLA-identen (matched) Transplantationen verglichen. In Abbildung 7 wird der Verlauf
der matched (n=26) und mismatched (n=19) Mediane verglichen. Dabei zeigen sich
vor allem in den ersten 28 Tagen Unterschiede. Der Median der matched-Patienten

liegt an allen Messpunkten unter dem der mismatched-Patienten.
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Abbildung 7 — Gegenuberstellung der Mediane von matched und mismatched

Es ergaben sich signifikante Unterschiede an Tag 14, 60, 120, 150, 210, 270 und
540 (siehe Tabelle 5). An flnf der sieben signifikanten Zeitpunkte befindet sich der

Median der mismatch-Gruppe im Bereich eines CC (299%) wahrend in der match-

Gruppe ein MC (<99%) vorliegt. Nach der Durchfihrung einer Bonferroni-Korrektur

zur Vermeidung einer a-Fehler-Kumulierung durch multiples Messen war allerdings

keiner der Unterschiede signifikant.
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mismatched matched

Median 25 Perzentil 75 Perzentil | Median 25 Perzentil 75 Perzentil | p-Wert  p-Wert adj.
Tag7 78,85% 38,56% 94,15% | 71,28% 32,74% 84,09% ,600 1,000
Tag14 99,68% 92,95% 99,99% | 96,09% 84,78% 99,05% ,038 ,646
Tag21 99,17% 93,81% 99,95% | 95,79% 92,21% 98,88% ,108 1,000
Tag28 99,53% 96,93% 99,94% | 98,08% 95,41% 99,59% 137 1,000
Tag60 99,79% 99,11% 99,91% | 98,74% 94,78% 99,78% ,039 ,671
Tag90 99,31% 97,07% 99,90% | 98,85% 93,30% 99,89% ,632 1,000
Tag120 99,33% 98,62% 99,97% | 98,25% 89,88% 99,72% ,035 ,592
Tag150 99,96% 99,30% 100,00% | 99,37% 93,67% 99,93% ,026 ,435
Tag180 99,96% 99,19% 100,00% | 98,80% 92,43% 99,93% ,057 ,968
Tag210 99,76% 98,70% 99,98% | 97,31% 89,49% 99,77% ,011 ,186
Tag240 99,96% 99,80% 100,00% | 99,15% 89,24% 99,82% 27 1,000
Tag270 99,97% 99,42% 100,00% | 98,49% 93,58% 99,89% ,043 ,739
Tag300 99,97% 99,08% 100,00% | 99,58% 97,84% 99,99% ,308 1,000
Tag330 99,98% 98,85% 100,00% | 99,34% 93,79% 99,94% ,077 1,000
Tag360 99,84% 99,33% 100,00% | 99,43% 98,39% 99,93% 218 1,000
Tag540 100,00% 99,71% 100,00% | 99,43% 94,27% 99,88% ,044 744
Tag720 99,79% 96,88% 99,97% | 99,09% 96,93% 99,88% ,655 1,000
*Mann Whitney U-Test: Vergleich von 2 Gruppen (PBSC vs. KMT) im Zeitverlauf. Uberpriifung auf
Normalverteilung erfolgt mittels visueller Dateninspektion und des Shapiro Wilk Tests.

Tabelle 5 - Gegenuberstellung von matched und mismatched Patienten. Angegeben sind die 25- und 75%-
Perzentile, sowie die berechneten p-Werte vor und nach Bonferroni-Korrektur. Signifikante Ergebnisse (p<0,05)

wurden grun hinterlegt.

Die Verteilung der Werte zu einzelnen signifikanten Messpunkten wird in Abbildung 8
dargestellt. Die Werte der matched-Patienten sind breiter gestreut als die der
mismatched-Patienten. Am Tag14 wurde bei 58% der mismatched-Gruppe und bei

27% der matched-Gruppe ein CC gemessen.
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Abbildung 8 - Match vs. Mismatch. Die Grafik zeigt die gemessenen Chimarismuswerte nach 14, 60, 150 und
210 Tagen.

3.1.2 PBSC vs. KM

Im folgenden Abschnitt werden KMT (n=17) mit der Transplantation von peripheren
Stammzellen (PBSC, n=24) verglichen. Abbildung 9 zeigt einen niedereren Median
bei KMT Patienten im Verlauf der ersten 28 Tage. Danach besteht kein Unterschied
zwischen den beiden Patientengruppen. Bei KMT steigen die Chimarismuswerte der

ersten Woche deutlich langsamer als bei PBSC Transplantation.
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Abbildung 9 KM vs. PBCS — Verlauf der Mediane in der KM- und PBSC-Gruppe nach HSCT.

Tabelle 6 zeigt die Mediane zu den verschiedenen Messpunkten mit den
zugehdrigen Perzentilen. Der Median der PBSC liegt an 14, der Median der KM-
Gruppe an 6 Messpunkten im Bereich eines CC. Lediglich an zwei Messpunkten ist

er bei KMT hoher als bei PBSC-Transplantationen.

Ein Signifikanter Unterschied ist nur an Tag 14 (p 0,002) zu erkennen. Zu diesem
Zeitpunkt liegt in der PBSC-Gruppe bereits ein CC vor, wahrend in der PBSC-Gruppe

ein MC vorliegt. Auch nach der Bonferroni-Korrektur bleibt der Unterschied signifikant

(p 0,29).
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PBSC KM

Median 25 Perzentil 75 Perzentil | Median 25 Perzentil 75 Perzentil | p-Wert p-Wert adj.
Tag7 78,01% 50,86% 88,20% | 52,56% 15,22% 79,28% 121 1,000
Tag14 99,65% 94,67% 99,99% | 91,94% 73,00% 97,72% ,002 ,029
Tag21 98,96% 94,92% 99,89% | 94,95% 90,57% 98,46% ,051 ,867
Tag28 98,98% 97,26% 99,91% | 97,24% 93,81% 99,58% 173 1,000
Tag60 99,40% 95,47% 99,86% | 98,82% 96,13% 99,80% ,726 1,000
Tag90 99,11% 93,84% 99,86% | 98,52% 93,03% 99,89% ,790 1,000
Tag120 99,14% 95,61% 99,77% | 98,11% 91,11% 99,79% 421 1,000
Tag150 99,69% 97,15% 99,97% | 99,87% 94,83% 99,94% ,839 1,000
Tag180 99,44% 95,74% 99,99% | 98,94% 94,42% 99,97% 727 1,000
Tag210 99,31% 93,33% 99,87% | 97,53% 95,52% 99,82% ,535 1,000
Tag240 99,82% 92,09% 99,97% | 99,26% 98,10% 99,90% 779 1,000
Tag270 99,51% 95,42% 100,00% | 98,77% 96,97% 99,90% ,594 1,000
Tag300 99,72% 97,86% 99,99% | 99,80% 98,09% 100,00% ,746 1,000
Tag330 99,54% 97,82% 100,00% | 99,49% 97, 77% 99,96% ,863 1,000
Tag360 99,59% 97,98% 100,00% | 99,56% 98,91% 100,00% ,823 1,000
Tag540 99,77% 98,38% 100,00% | 99,45% 93,94% 100,00% ,935 1,000
Tag720 99,76% 97,16% 99,93% | 98,97% 96,13% 99,88% ,792 1,000

*Mann Whitney U-Test: Vergleich von 2 Gruppen (PBSC vs.

KMT) im Zeitverlauf.

Normalverteilung erfolgt mittels visueller Dateninspektion und des Shapiro Wilk Tests.

Uberpriifung auf

Tabelle 6 - Gegenuberstellung von KM und PBSC. Angegeben sind die 25- und 75%-Perzentile, sowie die

berechneten p-Werte vor und nach Bonferroni-Korrektur. Signifikante Ergebnisse (p<0,05) wurden griin hinterlegt.

Die Abbildung 10 zeigt die Verteilung der Werte am Tag 14. Die Chimarismuswerte

nach KMT sind breiter gestreut, als nach PBSC Transplantation. Am Tag 14 lagen
12% (n=2) der KM-Patienten und 63% (n=15) der PBSC-Patienten im Bereich eines

CC.
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Abbildung 10 — Gegenliberstellung der gemessenen Chimarismuswerte am Tag 14.

3.1.3 MAC vs. RIC

Im folgenden Vergleich werden Patienten, die einer MAC unterzogen wurden (n=16)
und Patienten nach RIC (n=22) gegenubergestellt. Der Verlauf der Mediane von
MAC und RIC ist in Abbildung 11 dargestellt. Dieser unterscheidet sich lediglich
innerhalb der ersten 28 Tage.

Nach einem langsamen Anstieg des Chimarismus in der MAC-Gruppe in der ersten

Woche steigt er in der zweiten Woche rapide an.
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Abbildung 11 - MAC vs. RIC. Verlauf der Mediane der MAC- und RIC-Gruppe nach HSCT

In Tabelle 7 sind die Mediane und Perzentilen der verschiedenen Messpunkte
aufgelistet. An 15 Zeitpunkten liegt der Median der RIC-Gruppe im Bereich eines CC,
wahrend dies in der MAC-Gruppe an 11 Zeitpunkten der Fall ist. An lediglich 4 der 17
Messpunkte liegt der Median von MAC-Patienten hdher bei RIC-Patienten.

Der Mann Whitney U-Test ergibt nur fir Tag 28 (p 0,021) einen signifikanten
Unterschied zwischen MAC und RIC. Zu diesem Zeitpunkt liegt der Median beider
Gruppen im Bereich eines MC. Nach Bonferroni-Korrektur ist dieser Unterschied
nicht signifikant. In Tabelle 7 sind die Mediane von MAC und RIC mit den

zugehorenden Perzentilen abgebildet.
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MAC RIC

Median 25 Perzentil 75 Perzentil | Median | 25 Perzentil 75 Perzentil | p-Wert  p-Wert adj.
Tag7 56,68% 32,43% 91,49% | 77,20% 54,39% 90,91% ,370 1,000
Tag14 97,51% 83,93% 99,47% | 99,30% 93,87% 99,98% ,162 1,000
Tag21 96,18% 93,97% 99,56% | 98,97% 97,04% 99,87% ,073 1,000
Tag28 97,25% 95,94% 99,81% | 99,58% 98,26% 99,94% ,021 ,358
Tag60 99,28% 96,35% 99,81% | 99,70% 98,84% 99,91% ,370 1,000
Tag90 99,32% 97,34% 99,96% | 99,41% 98,40% 99,87% ,916 1,000
Tag120 99,05% 96,37% 99,99% | 99,23% 98,31% 99,78% ,780 1,000
Tag150 99,92% 98,66% 99,99% | 99,89% 99,13% 99,99% ,912 1,000
Tag180 99,51% 97,20% 100,00% | 99,86% 99,16% 100,00% ,957 1,000
Tag210 99,61% 96,19% 100,00% | 99,73% 98,64% 99,91% ,950 1,000
Tag240 99,83% 98,14% 100,00% | 99,87% 99,26% 100,00% ,592 1,000
Tag270 99,78% 97,11% 100,00% | 99,75% 99,05% 100,00% ,879 1,000
Tag300 98,73% 96,25% 99,99% | 99,88% 99,53% 100,00% 114 1,000
Tag330 99,96% 97,26% 100,00% | 99,64% 99,14% 100,00% ,760 1,000
Tag360 99,83% 97,55% 100,00% | 99,70% 99,43% 100,00% ,363 1,000
Tag540 99,60% 98,57% 100,00% | 99,88% 99,66% 100,00% 427 1,000
Tag720 98,84% 96,88% 99,84% | 99,85% 98,69% 99,94% ,074 1,000

*Mann Whitney U-Test: Vergleich von 2 Gruppen (MAC vs. RIC) im Zeitverlauf. Uberpriifung auf Normalverteilung
erfolgt mittels visueller Dateninspektion und des Shapiro Wilk Tests.

Tabelle 7 — Gegenuberstellung von MAC und RIC. Angegeben sind die 25- und 75%-Perzentile, sowie die

berechneten p-Werte vor und nach Bonferroni-Korrektur. Signifikante Ergebnisse (p<0,05) wurden grin hinterlegt

Die Verteilung der Chimarismus-Werte am Tag 28 ist in Abbildung 12 dargestellt.

Diese Zeigt eine breitere Streuung und tiefere Werte in der MAC Gruppe. Im Mittel
liegen der Chimarismuswerte in der MAC-Gruppe an Tag 28 bei 96,91% £3,38% und
der der RIC-Gruppe bei 99,05% £1,32%.
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Abbildung 12 — GegenUberstellung der gemessenen Chimarismuswerte am Tag 28

3.1.4 Maligne vs. Non-maligne

In Abbildung 13 werden die Mediane der malignen Erkrankungen (n=28) mit der
Gruppe der benignen Erkrankungen (n=17) verglichen. Der Chimarismus bei
Patienten mit malignen Erkrankungen ist durchwegs hoher als bei Patienten mit non-
malignen Erkrankungen. Die Kurve der non-malignen Erkrankungen ist aul3erdem

groReren Schwankungen unterworfen.
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Abbildung 13 - Maligne vs. non-maligne. Verlauf der Mediane der maligne- und non-maligne-Gruppe

In Tabelle 8 sind die Mediane und Perzentile der beiden Gruppen zu den
verschiedenen Zeitpunkten angefuhrt. Die Unterschiede zwischen den beiden
Vergleichsgruppen sind von Tag 14 bis 150 und am Tag 240, sowie 330 bis 720
signifikant. Die berechneten p-Werte sind in Tabelle 6 angefuhrt. Nach Bonferroni-

Korrektur der p-Werte sind diese allerdings nicht signifikant.

Am Tag 14, 21, 28, 60, 90, 120, 150, 240, 330, 540 und 720 liegt der Median der
Maligne-Gruppe im Bereich eines CC, wahrend die Benigne-Gruppe einen MC

aufweist.
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maligne benigne
Tag Median 25 Perzentil 75 Perzentil | Median 25 Perzentil 75 Perzentil p-Wert  p-Wert adj.
7 79,57% 44,33% 91,81% | 66,06% 11,07% 76,87% 111 1,000
14 99,09% 91,81% 99,98% | 93,47% 80,85% 98,53% ,020 ,339
21 98,97% 95,08% 99,84% | 94,63% 84,46% 98,27% ,012 ,203
28 99,42% 97,24% 99,88% | 97,26% 86,38% 99,39% ,027 ,462
60 99,77% 98,66% 99,93% | 97,59% 91,36% 99,36% ,004 ,060
90 99,43% 98,52% 99,90% | 93,71% 91,06% 99,45% ,023 ,397
120 99,31% 98,34% 99,93% | 95,61% 82,31% 99,48% ,014 ,244
150 99,92% 99,16% 99,98% | 97,40% 87,80% 99,96% ,024 ,406
180 99,57% 98,94% 100,00% | 96,20% 87,23% 99,96% ,135 1,000
210 99,65% 97,63% 99,97% | 96,45% 80,64% 99,96% 112 1,000
240 99,82% 99,26% 100,00% | 97,27% 79,19% 99,98% ,040 ,680
270 99,75% 98,49% 100,00% | 96,90% 90,86% 99,96% ,058 ,986
300 99,85% 98,81% 100,00% | 99,53% 93,47% 99,99% 317 1,000
330 99,93% 99,32% 100,00% | 98,79% 92,85% 99,96% ,012 ,212
360 99,83% 99,35% 100,00% | 99,07% 93,88% 99,80% ,008 ,129
540 99,88% 99,45% 100,00% | 94,39% 84,97% 99,89% ,014 ,239
720 99,77% 98,38% 99,97% | 96,43% 85,08% 99,77% ,016 ,266

*Mann Whitney U-Test: Vergleich von 2 Gruppen (maligne vs. benigne) im Zeitverlauf.

Normalverteilung erfolgt mittels visueller Dateninspektion und des Shapiro Wilk Tests.

Uberpriifung auf

Tabelle 8 — Gegenuberstellung maligne und benigne. Angegeben sind die 25- und 75%-Perzentile, sowie die

berechneten p-Werte vor und nach Bonferroni-Korrektur. Signifikante Ergebnisse (p<0,05) wurden grin hinterlegt

Die einzelnen signifikanten Messpunkte werden anhand von Punktgrafiken in

Abbildung 14 dargestellt. Dabei zeigt sich die breitere Streuung der Messwerte in der

Gruppe der benignen Erkrankungen.
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Abbildung 14 Maligne vs. Benigne. Gegenuberstellung der gemessenen Chimarismuswerte am Tag 21, 60, 120,
330, 360, 540, 720
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3.1.5 Unmanipuliert vs. CD3/19 Depletion vs. a/B Depletion

Je nach Graft-Manipulation wurden die Patienten in 3 Gruppen gegliedert und deren
Mediane Uber 720 Tage miteinander verglichen. Hierbei unterscheiden wir
unmanipulierte (17) von CD3/19 depletierten (14) und ao/B-depletierten (8) Grafts. In
Abbildung 15 lasst sich ein schnellerer Anstieg bei T-Zell depletierten Grafts als in

der unmanipulierten Vergleichsgruppe erkennen.
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Abbildung 15 Vergleich nach Art der Graftmanipulation. Verlauf der Mediane nach HSCT.

In Tabelle 9 befindet sich eine tabellarische Ubersicht (iber die Mediane und
Perzentile zu den verschiedenen Zeitpunkten. In der Gruppe der unmanipulierten
Transplantate liegt der Median am Tag 150 zum ersten Mal im Bereich eines CC.
Aufgrund der niederen Anzahl an Messwerten konnte die Gruppe der a/f depletierten

Transplantate ab Tag 170 nicht verglichen werden.

Der einzige Messzeitpunkt, bei dem ein signifikanter Unterschied festgestellt werden
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konnte, ist der Tag 14. Auch nach Bonferroni-Korrektur bleibt der p-Wert signifikant.
Es konnte sowohl ein Unterschied im Vergleich von Unmanipuliert mit a/p
Depletion/Cd34+, als auch von Unmanipuliert mit C3/19 Depletion festgestellt
werden. Der Median liegt bei den T-Zell depletierten Gruppen am Tag 14 im Bereich

eines CC, wahrend in der unmanipulierten Gruppe ein MC vorliegt.
Im Durchschnitt liegt der Chimarismus von unmanipulierten Grafts am Tag 14 bei

79,93 +£27,32%, in der CD3/19 depletierten Gruppe bei 98,13 £2,88% und in der o/
depletierten Gruppe bei 93,64 +15,15%.
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unmanip CD3/19depl a/3 /depl/CD34+
Median 25 Perz. 75 Perz. Median 25 Perz. 75 Perz. Median 25 Perz. 75 Perz. p-Wert
Tag7 57,92% 13,20% 88,20% 77,10% 56,68% 87,69% 82,71% 57,15% 96,96% ,123
Tag14 92,87% 80,60% 97,97% 99,41% 96,61% 100,00% 99,68% 96,49% 99,99% ,001
Tag21 95,08% 90,23% 98,81% 98,95% 96,77% 99,83% 99,17% 78,68% 99,93% ,059
Tag28 97,73% 93,62% 99,59% 99,42% 97,37% 99,80% 99,09% 98,09% 99,95% 129
Tag60 99,28% 96,34% 99,79% 99,19% 96,99% 99,82% 99,62% 73,65% 99,92% ,887
Tag90 98,84% 93,18% 99,88% 99,31% 97,92% 99,90% 98,13% 78,58% 99,89% ,669
Tag120 98,39% 95,13% 99,91% 99,11% 97,18% 99,74% 99,35% 81,38% 99,99% 812
Tag150 99,81% 95,72% 99,94% 99,69% 98,62% 100,00% 99,85% 60,09% 99,97% 779
Tag180 99,16% 95,78% 99,93% 99,57% 97,00% 100,00% 99,60% 49,59% 99,98% ,894
Tag210 99,57% 95,83% 99,90% 99,31% 97,24% 99,96% 99,66% 30,71% 99,97% ,389
Tag240 99,34% 98,65% 99,94% 99,90% 97,82% 100,00% 99,83% 55,04% 99,96% 782
Tag270 99,23% 97,30% 99,90% 99,97% 97,21% 100,00% 99,42% 433
Tag300 99,76% 98,41% 99,99% 99,90% 96,66% 100,00% 99,75% 98,85% 99,98% ,976
Tag330 99,74% 99,17% 99,96% 99,96% 98,03% 100,00% 99,54% 758
Tag360 99,62% 98,94% 100,00% 99,84% 97,98% 100,00% 99,44% 794
Tag540 99,63% 96,28% 100,00% 99,88% 98,42% 100,00% 99,66% ,937
Tag720 99,44% 96,84% 99,90% 99,25% 97,23% 99,91% 99,96% 523

*Kruskal-Wallis Test: Vergleich von 3 Gruppen im Zeitverlauf. Uberprifung auf Normalverteilung erfolgt mittels visueller
Dateninspektion und des Shapiro Wilk Tests.

pairwise comparison

pairwise comp. p-Wert adj. pairwise comp. p-Wert adj.
Tag 14 unmanip.- o/f /depl/CD34+ 0.017 unmanip - CD3/19depl 0.005
*Pairwise Comparison mittels Mann-Whitney U-Test.

Tabelle 9 — Gegentberstellung nach Graft Manipulation. Angegeben sind die 25- und 75%-Perzentile, sowie die berechneten p-Werte vor und nach Bonferroni-Korrektur.

Signifikante Ergebnisse (p<0,05) wurden griin hinterlegt. Der paarweise Vergleich ergab Unterschiede am Tag 14.
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In Abbildung16 sehen wir eine Grafik, die die Verteilung der einzelnen Messwerte in
den verschiedenen Gruppen darstellt. Bei unmanipulierten Grafts zeigt sich eine
breitere Streuung und ein groRer interquartiler Abstand als bei T-Zell depletierten
Grafts.
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Abbildung 16 — Gegeniiberstellung nach Art der Graftmanipulation. Chimarismuswerte am Tag 14 nach HSCT

3.1.6 Vergleich nach Grunderkrankung

Im Vergleich nach Grunderkrankungen wurden die Patienten in die 4 Gruppen
Leukamien (n=20), erworbene nicht maligne Krankheiten (n=11), Solide Tumoren
(n=8), und Angeborene Stérungen (n=6) eingeteilt. In Abbildung 17 ist der Verlauf
der Mediane dargestellt. Es fallen die héheren Chimarismuswerte in der Gruppe der
Leukadmien und soliden Tumoren auf. Patienten mit angeborenen Stérungen sind den

groRten Schwankungen unterworfen.
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Abbildung 17 — Verlauf der Mediane im Vergleich nach Grunderkrankungen

In Tabelle 10 sind die Mediane und Perzentilen der jeweiligen Gruppen angefuhrt.
Signifikante Unterschiede konnten an den Tagen 14 und 21 festgestellt werden. An
Tag 14 waren es Unterschiede zwischen den soliden Tumoren und den angeborenen
Erkrankungen (p=0,017) bzw. der erworbenen non-malignen Erkrankungen(p=0,05).

An Tag 21 konnte bei den paarweisen Vergleichen keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.
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Leukdmien

Solide Tumoren

Angeborene Erkrankungen

Erworben, nicht maligne

Tag Median 25 Perzentil 75 Perzentil | Median 25 Perzentil 75 Perzentil | Median 25 Perzentil 75 Perzentil | Median 25 Perzentil 75 Perzentil | p-Wert

7 57,92% 32,74% 86,10% | 93,63% 79,65% 96,33% | 21,27% 1,76% 78,37% | 72,46% 48,18% 77,32% ,061
14 98,28% 88,75% 99,65% | 99,98% 99,24% 100,00% | 92,95% 3,05% 96,61% | 93,42% 81,35% 99,17% ,012
21 98,88% 94,88% 99,64% | 99,63% 98,29% 99,99% | 94,63% 2,79% 96,25% | 92,83% 86,57% 98,72% ,028
28 98,27% 97,15% 99,77% | 99,91% 98,26% 100,00% | 96,75% 3,27% 99,67% | 97,94% 88,28% 99,21% ,095
60 99,70% 97,75% 99,87% | 99,80% 98,49% 100,00% | 97,14% 36,06% 99,40% | 98,39% 91,34% 99,42% ,084
90 99,31% 97,55% 99,89% | 99,66% 98,91% 99,97% | 93,44% 35,27% 98,44% | 97,45% 90,43% 99,49% ,167
120 99,13% 98,04% 99,78% | 99,65% 98,50% 100,00% | 96,81% 36,39% 98,30% | 95,15% 81,91% 99,92% ,079
150 99,85% 98,01% 99,95% | 99,98% 99,77% 100,00% | 97,93% 39,11% 99,98% | 98,88% 86,45% 99,96% ,047
180 99,51% 97,64% 100,00% | 99,97% 99,16% 100,00% | 94,69% 48,51% 99,99% | 97,23% 86,43% 99,90% ,648
210 99,69% 97,03% 99,98% | 99,09% 98,27% 99,74% | 94,73% 36,24% 99,99% | 97,31% 78,16% 99,91% ,184
240 99,46% 98,96% 99,93% | 99,98% 99,89% 100,00% | 94,11% 37,36% 99,98% | 98,36% 77,60% 99,99% ,319
270 99,68% 97,68% 99,96% | 100,00% 99,42% 100,00% | 95,40% 45,49% 99,98% | 97,49% 92,67% 99,97% ,191
300 99,80% 98,09% 100,00% | 99,75% 98,34% 100,00% | 99,88% 91,55% 99,53% 93,02% 99,99% ,966
330 99,88% 99,24% 100,00% | 100,00% 98,96% 100,00% | 96,40% 49,64% 99,96% | 98,90% 92,07% 99,56% ,205
360 99,75% 98,99% 100,00% | 100,00% 99,33% 100,00% | 96,84% 55,64% 99,92% | 99,31% 95,31% 99,70% ,160
540 99,84% 99,33% 100,00% | 99,93% 99,71% 100,00% | 94,39% 42,63% 98,38% 84,97% 99,89% ,203
720 99,54% 98,27% 99,91% | 99,89% 96,97% 99,99% | 70,63% 43,83% 98,75% 90,75% 99,88% ,149

*Kruskal-Wallis Test: Vergleich von 4 Gruppen im Zeitverlauf. Uberpriifung auf Normalverteilung erfolgt mittels visueller Dateninspektion und des Shapiro Wilk Tests.

pairwise comp.

p-value adj.

pairwise comp.

p-value adj.

Tag 14

angeborene Erkrankungen - solide Tumoren

0.017 erworben, nicht maligne - solide Tumoren

0.050

*Pairwise Comparison mittels Mann-Whitney U-Test der signifikanten Messzeitpunkte.
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Tabelle 10 - Gegenlberstellung nach Grunderkrankung. Angegeben sind die 25- und 75%-Perzentile, sowie die berechneten p-Werte vor und nach Bonferroni-Korrektur.

Signifikante Ergebnisse (p<0,05) wurden grin hinterlegt. Der paarweise Vergleich ergab Unterschiede am Tag 14.




Die Abbildung 18 zeigt eine Punktgrafik, die eine Ubersicht der Ergebnisse am
Tag14 darstellt.
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Abbildung 18 - Gegenuberstellung der Chimarismuswerte nach Grunderkrankung am Tag 14

3.2 Chimarismusanalyse aus Subpopulationen

Die Chimarismusanalyse aus Subpopulationen ermdglicht die Beobachtung einzelner
Leukozyten-Subgruppen. Dies gewahrt uns einen tieferen Einblick in die
immunologischen Vorgange und Dynamik nach HSCT. Besonderes Augenmerk wird
dabei auf T-Zellen und NK-Zellen gelegt, die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung

einer AbstoRungsreaktion, GvHD oder GvT Reaktion spielen.

Da die SNP-Analyse aus Subpopulationen eine aufwandige Untersuchung darstellt,
wird sie nur unter besonderen Kriterien angewandt. Diese sind die Entwicklung eines

MC, die Verschlechterung des klinischen Zustandsbildes und ein erhohtes
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AbstoRRungsrisiko. Insgesamt wurde die SNP-Analyse der Subpopulationen bei 13
Patienten (28%) durchgefuhrt.

Die folgenden Patientenkasuistiken sollen den Wert der SNP-Chimarismusanalyse

aus Subpopulationen veranschaulichen.

3.3 Kasuistik 1 - SAA

Ein 8 jahriger Junge wurde im Februar 2011 an die Klinische Abteilung flr
padiatrische Hamato-Onkologie im LKH-Universitatsklinikum Graz Uberwiesen.
Sowohl Anamnese, Klinik, laborchemische Parameter und zwei
Knochenmarksbiopsien fuhrten zur Diagnose einer SAA mit begleitender Parvovirus
B19 (PVB19) Infektion. Der Patient wurde daraufhin fir eine allogene HSCT
vorbereitet. Nach MAC mittels Cyclophosphamid (4x50mg/kg/Tag) und ATG
(83x20mg/kg/Tag) wurde der Patient im Marz 2011 einer allogenen KMT unterzogen.
Als Spender fungierte der 18 jahrige Bruder. Danach erfolgte eine immunsuppressive
Therapie mit Ciclosporin A.

Der Patient zeigte ein regulares 3-Linienengraftment innerhalb von 28 Tagen.
Verlaufskontrollen mittels SNP-Chimarismusanalyse zeigten durchwegs einen MC.
Die laborchemischen Blutwerte verbesserten sich trotzdem kontinuierlich. Die
immunsuppressive Therapie wurden 4 Monate nach der Transplantation gestoppt.

Weitere Verlaufskontrollen verliefen unauffallig.

18 Monate nach der ersten KMT entwickelte der Patient ein SAA Rezidiv. Die
daraufhin durchgefihrte Chimarismusanalyse ergab einen Spenderchimarismus von
44,12% der WBC. Bei der Analyse der Subpopulationen zeigte sich ein steigender
Anteil an Spender-T-Zellen und einen sinkenden Anteil an Spender-Granulozyten.
Eine Ubersicht der gemessenen Chiméarismuswerte zeigt Abbildung 19. Die
durchgefuhrte KM PCR ergab abermals ein positives Resultat fur PVB19.

Die Entwicklung wurde als spate TransplantatabstoRung interpretiert. Dem Patienten
wurde ATG (40mg/kg/Tag, fur 4 Tage) und ein Boost CD34+ selektionierter bzw.
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CD3-a/p depletierter Stammzellen verabreicht, die aus peripherem Blut des selben

Spenders gewonnen und an zwei aufeinanderfolgenden Tagen verabreicht wurden.

Es folgte die immunsuppressive Therapie mit MMF fur 17 Tage. Symptome einer
GvHD wurden zu keinem Zeitpunkt beobachtet. In weiteren Verlaufskontrollen zeigte
sich ein sehr langsamer Anstieg der Spender-DNA bis zu einem Maximum von
93,98%. Am Tag 18 nach der Verabreichung der PBSC fiel der WBC-Chimarismus
auf 70% ab. Auch der Anteil an Spender-Lymphozyten und -Granulozyten sank
zusehends. Gleichzeitig stieg die Anzahl an WBC im peripheren Blut. Diese Befunde
wurden als Transplantatversagen mit einer teilweisen autologen Rekonstitution der
Hamatopoese interpretiert. Mehrere Versuche, den Spender-Chimarismus mittels
DLIs zu konvertieren, blieben erfolglos. Die Werte der 3 Zellreihen des peripheren
Blutens blieben fur 4,5 Monate annahernd im Normalbereich, danach entwickelte der
Patient erneut eine Panzytopenie. RegelmaRige Chimarismusanalysen zeigten einen
rucklaufigen Spenderanteil der Lymphozyten und Granulozyten. Der Befund wurde

als TransplantatabstoRung interpretiert und eine zweite HSCT geplant.

Nach RIC mittels Thiotepa, Fludarabin, Cyclophosphamid und ATG erhielt der
Patient erneut KM-Stammzellen seines HLA-identen Bruders. Regelmalige
Verlaufskontrollen in den darauffolgenden 6,5 Monaten ergaben einen stabilen MC
mit einem Spenderanteil von 99,87% an Tag +180. Trotz immunsuppressiver
Therapie entwickelte der Patient eine chronische GvHD mit Beteiligung der Haut und

Leber.
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Abbildung 19 - Chiméarismusanalyse der Subpopulationen bei SAA

3.4 Kasuistik 2 - AML

Ein mannliches Neugeborenes wird im August 2013 mit Makrosomie, initialer
Hyperleukozytose (596.620/ul) mit Liquorbefall, Hepatosplenomegalie und
ausgepragten  Hautinfiltraten  (Leukaemia cutis) geboren. Anhand von
zytomorphologischen und zytogenetischen Untersuchungen der Zellen wurde eine
kongenitale AML FAB M5 mit t(9;11) diagnostiziert. Der von Anfang an kritische
Gesundheitszustand des Neugeborenen konnte durch intensive interdisziplinare
Kooperation stabilisiert werden.

Mit Hilfe von Austauschtransfusionen und Chemotherapie nach dem AML-BFM
(Berlin-Frankfurt-Munster) Protokoll 2004 konnten die hohen Leukozytenzahlen

deutlich gesenkt werden (<1000/ul). Eine lichtmikroskopisch und molekulargenetisch
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bestatigte Remission konnte am Tag 16 nach der Geburt erreicht werden.

Der Patient erhielt eine Induktionstherapie bestehend aus Cytarabin (3,3mg/kg/d,
Tag 1-8), liposomalem Daunorubicin (2,66mg/kg/d, Tag 3, 5, 7) und Etoposid
(5mg/kg/d, Tag 6-8). Zusatzlich erfolgte eine dreimalige intrathekale Chemotherapie
mittels Cytarabin, Methotrexat und Prednisolon.

Supportive  Behandlung  beinhalteten  Antibiotika und  —-mykotika  zur
Infektionsprophylaxe, intensivtherapeutische MalRnahmen mit Ventilation Gber 29
Tage und Granulozytentransfusionen (insgesamt 60).

Bei der Remissionsbeurteilung am Tag 15 zeigte sich eine Markaplasie mit einem
Blastenanteil von <5% und bei Knochenmarkpunktion eine lichtmikroskopische
Remission ohne molekulargenetischen Nachweis eines MLL-Genrearrangements.
Der zweite Chemotherapieblock erfolgte nach dem HAM-Schema bestehend aus
Cytarabin (20% von 3g/m? alle 12 Stunden fiir 3 Tage), Mitoxantron (0,33mg/kg/d,
Tag 3 und 4) und intrathekale Tripletherapie (Cytarabin, Prednisolon, Methotrexat).
Nachdem eine Knochenmarkpunktion am Tag 25 eine vollstandige Remission zeigte,
wurde eine Konsolidierungstherapie mit Cytarabin (16,66mg/kg/d, Tag 1-4 Tage), 2-
CDA (Cladribin; 0,2mg/kg/d, fir Tag 1-3) und Idarubicin (0,23mg/kg/d an Tagen 3
und 5). Nach Erholung aus der Myelodepression wurde ein modifizierter haM-Block
angeschlossen, bestehend aus hochdosiertem Cytarabin (4 mal 20% von 1
g/m?/Tag, Tag 1-3), Mitoxantron (0,33mg/m?/Tag, Tag 2) und einer intrathekalen
Applikation von Cytarabin.

Aufgrund der schlechten Prognose der Erkrankung wurde eine allogene HSCT zur
Remissionskonsolidierung geplant. Binnen kurzer Zeit konnte ein mannlicher HLA-
identer Spender (12/12) in einer Spenderdatenbank gefunden werden. Es wurde eine
RIC (FLAMSA) bestehend aus Fludarabin (30mg/m?/Tag, Tag -12 bis -9), Amsacrine
(100mg/m?/Tag, Tag -12 bis -9), Cytarabin (2g/m?Tag, Tag -12 bis -9), Busulfan
(4mg/kg/Tag, Tag -6 bis -5), Cyclophosphamid (60mg/kg/Tag, Tag -4 bis -3) und
ATG Fresenius (20mg/kg/Tag, Tag -4 bis -2) verabreicht. Stammzellen wurden
mittels CSF aus dem Knochenmark des Spenders mobilisiert und aus dem

peripheren Blut gewonnen.

Die HSCT erfolgte vier Monate nach der Geburt. Ein Teil des Stammzellprodukts

wurde dem Patienten unmanipuliert verabreicht, der andere Teil zuvor einer a/f
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Depletion bzw. CD34+ Selektion unterzogen. MMF und Methotrexat wurden zur GvH

Prophylaxe verabreicht.

RegelmaRige Uberpriifungen des Blutbildes und wdchentliche Chimarismusanalysen
zeigten stabiles hamatologisches Engraftment und stabilen MC zwischen 90 und
100% bis zum Tag +55. Eine Ubersicht der Chiméarismusanalysen ist in Abbildung 20
zu sehen. Ab Tag +55 fielen die Chimarismuswerte der WBC, Monozyten und B-
Zellen auf Werte zwischen 30 und 40% ab, wahrend der Chimarismus der T- und
NK-Zellen stabil zwischen 90 und 100% blieb.

Aufgrund dieser Entwicklungen wurde MMF bis Tag +57 reduziert und 2 DLIs am
Tag +61 und +71 verabreicht. Knochenmarkspunktionen am Tag +60 und +97
zeigten vollstandige Remission. Die molekulargenetische Suche nach minimaler

Resterkrankung verlief negativ.

Am Tag +93 wurde eine Erhaltungstherapie mit Thioguanin (4Omg/m2/Tag)
begonnen, gefolgt von vier intrathekalen Dreifachtherapien (Cytarabin 16mg,

Prednisolon 4mg, Methotrexat 6mg).

Der Junge entwickelte MC mit einer Wiederherstellung der autologen CD14+ und
CD19+ Zellen. Am Tag +288 wurden sinkende CD56+ Werte gemessen. CD3+
Zellen hielten sich konstant >95%. 300 Tage nach der Transplantation befindet sich
der Patient in vollstandiger Remission bei MC, ohne Symptome der
Grunderkrankung und ohne Zeichen einer GvHD. Die Zahl der Blutzellen befindet

sich durchwegs im Normalbereich.

74



DNA (%)

emgmm S7-Spender

o~ CD19+ —e=—(CD14+ -—o—CD56+ Granulozyten

o CD3+

100,00%

90,00%

80,00%

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

0000 ,000

'\rb\ '\rb\ '\rb\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\ '\b‘\
. Oy Q- /\ Q- - N* /\ /\ /\ rL. N 03' Q- N * (<} O -
KRR SIS SN\ NN

x\ xq’ x‘.b g x‘o xb xb x/\ xcb xq x\\ '\‘b x'\b‘ ,\(‘o x’\o" x’l:\ x’f,b

Tag +KMT (Datum)

Abbildung 20 - Chimarismusanalyse der Subpopulationen bei AML
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4 Diskussion

Uber die letzten Jahrzehnte ist die HSCT zu einer gebrauchlichen Therapie fir
zahlreiche maligne und non-maligne Erkrankungen herangereift. Die Fortschritte auf
dem Gebiet der HSCT machten die immer haufiger werdende Verwendung von
alternativen Spendern (haploidente Spender, MMUD), moderneren
Konditionierungsprotokollen ~ mit  geringerer Intensitat (RIC, NMA) und
Graftmanipulationen (T-Zell Depletion, CD34+ Selektion) moglich. Einerseits fuhrten
diese Entwicklungen zu einer sinkenden therapieassoziierten Mortalitat und
Morbiditat, andererseits zu einer zunehmenden Inzidenz von MC nach HSCT. Die
Hohe des Empfangeranteils eines MC scheint in mehreren Studien mit drohendem
Ruckfall, der Entwicklung von GvHD und Transplantatversagen in Verbindung zu
stehen. (120-122) Aus diesem Grund sind engmaschige und prazise
Chimarismusanalysen zur Vorhersage negativer Ereignisse von entscheidender
Bedeutung. Chimarismusanalysen in regelmafigen Abstanden ermdglichen die frihe
Identifikation von Risikopatienten und ein frihes Einschreiten durch Anpassung der
immunsuppressiven Therapie bzw. der Verabreichung von DLIs um einen drohenden
Graft-Verlust zu korrigieren. Die Detektion der Zunahme bereits kleiner Mengen
autologer Zellen kann bei der Diagnose eines Rezidivs helfen. Insbesondere bei
Risikopatienten kann die Chimarismusanalyse aus Subpopulationen entscheidende
Informationen Uber die Graftdynamik und mdgliches AbstoRungsrisiko beisteuern.
(123)

FUr die Unterscheidung der Spender- von Empfangerzellen sind mehrere Methoden
geeignet. Ein verlassliches Monitoring wird vor allem durch eine hohe Sensitivitat
gewabhrleistet. Die von uns verwendete real time SNP-PCR zur Chimarismusanalyse
ist mit einer Sensitivitdt von <0,1% anderen Techniken wie der STR-PCR (0,4-5%)
Uberlegen. Insbesondere bei geringen Anteilen autologer Zellen (<10%) ermdglicht
die SNP-PCR eine genauere Chimarismusbestimmung und zuverlassige
Identifizierung von MC. (101,112,116) Weitere Vorteile der real time SNP-PCR sind
eine hohe Unterscheidungsrate von Spender und Empfanger, die schnelle
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Durchfuhrbarkeit und die Anwendbarkeit der Technik unabhangig von
Grunderkrankung und Geschlecht des Spenders bzw. Empfangers.

Ein Nachteil der SNP-PCR ist die Moglichkeit der Beimischung von nicht-
hamatopoetischen Zellen, beispielsweise im Rahmen der Knochenmarkpunktion.
Des Weiteren kann die SNP-PCR ein beginnendes Rezidiv nicht von einem
beginnendem Transplantatverlust unterscheiden. Dazu wird eine

durchflusszytometrische Typisierung bendtigt.

Diese Arbeit vergleicht den Chimarismusverlauf von 45 Patienten nach HSCT mittels
real time SNP-PCR. Die Verlaufe wurden entsprechend HLA-Ubereinstimmung,
Stammzellressource, Konditionierung, Dignitat, Graftmanipulation und
Grunderkrankung ausgewertet.

Der Gegenuberstellung von benignen und malignen Grunderkrankungen ergab
signifikante Unterschiede am Tag 7 bis 150 und 330 bis 720. Die hoheren
Chimarismuswerte bei Patienten mit malignen Erkrankungen konnten durch die meist
intensiveren Konditionierungsregime bedingt sein. Im Unterschied zu malignen
Erkrankungen, wo ein vollstandiger Spenderchimarismus immer das erwlinschte Ziel
darstellt, wird bei non-malignen Erkrankungen ein CC zwar angestrebt, er ist jedoch
in vielen Fallen keine Voraussetzung fur eine Heilung der Grunderkrankung. MC ist
bei non-malignen Grunderkrankungen ein haufiges Resultat und verkorpert einen
Zustand der Immuntoleranz mit niederen Raten an GvH Reaktionen. Park et al. (106)
berichtet beispielsweise von 48% MC bei 48 Kindern mit non-malignen
Grunderkrankungen und erhohtem Risiko eines Transplantatversagens bei Patienten
mit einem autologen Anteil von >30%.

Uber einen langeren Zeitraum beobachtet, ergaben die Vergleiche zwischen den
verschiedenen Patientengruppen keine signifikanten Unterschiede. Lediglich an
einzelnen Zeitpunkten konnten signifikante Differenzen gemessen werden, welche
nach Bonferroni-Korrektur meist ihre Signifikanz verloren. Bei der Bonferroni-
Korrekturhandelt es sich allerdings um die konservativste Korrekturmethode, um das
multiple a-Niveau anzupassen. (124)

Die Interpretation der signifikanten Abschnitte beim Vergleich der verschiedenen
Methoden wird durch die Heterogenitat des Patientenkollektivs, insbesondere durch
die Vielfalt an Grunderkrankungen und die verschieden hohen Dosen an CD34+

Zellen erschwert.
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Die von uns bei 16 Patienten angewandte RIC Methode fuhrte in den meisten Fallen
zu einem schnellen 100% Donorchimarismus, ohne die in der Literatur oftmals
erwahnten hohen Raten an MC. (101,106) Dies ist wahrscheinlich auf die von uns
angestrebten hohen Dosierungen an CD34+ Zellen zurickzufihren. Am Tag 28
beobachteten wir CC bei 64% der Patienten nach RIC bzw. 37% nach MAC. Die
Tatsache, dass der Vergleich von MAC mit RIC keine andauernden signifikanten
Unterschiede zeigte, unterstreicht den Stellenwert und die Berechtigung der

Transplantation mit reduzierter Konditionierungsintensitat.

Der Einsatz der SNP-Chimarismusanalyse von Subpopulationen bei Risikopatienten
erwies sich als hilfreiche Methode zur fruhzeitigen Identifizierung von
AbstoRungspotential und Transplantatversagen. Da die Subgruppenanalyse lediglich
bei 13 Patienten durchgeflihrt wurde, wird sie in dieser Arbeit im Rahmen von zwei

Patientenkasuistiken besprochen.

Beim ersten Fall handelt es sich um einen 8 jahrigen Jungen mit SAA und Parvovirus
B19 Infektion. Nach einer durchgefiihrten MSD KMT erlitt der Patient ein SAA
Rezidiv. Der Versuch, das Graft mittels ATG und einem Boost peripherer
Stammzellen zu erhalten, resultierte in MC mit partieller autologen Rekonstitution.
Trotz der Verabreichung mehrerer DLIs folgten Graftversagen und SAA Rezidiv.
Durch eine zweite KMT mit dem selben Spender wurde dauerhafter CC erreicht.
Transplantatversagen bei SAA mit HLA-identen MSD ist ein bekanntes klinisches
Problem mit einer Inzidenz von 5 bis 50%. (125-127) Eine Graftabstoflung als
Ursache des Transplantatversagens konnte anhand des stabilen Donorchimarismus
der T-Zellen ausgeschlossen werden.

Autologe Rekonstitution bei SAA ist ein seltenes Phanomen. Elebute et al. (128)
berichteten von einer hohen Anzahl (4 von 9 Patienten) autologer Rekonstitutionen

bei SAA nach reduzierter Konditionierung.

Der zweite Patient, ein Neugeborenes mit angeborener AML FAM M5, wurde
aufgrund der schlechten Prognose der Grunderkrankung einer MUD PBSC
Transplantation unterzogen. Aufgrund von sinkenden Chimarismuswerten (WBC,
Monozyten, B-Zellen) wurden im Verlauf mehrere DLIs verabreicht und der Patient
entwickelte einen stabilen MC mit Wiederherstellung der autologen Produktion von
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CD14+ und CD19+ Zellen. Knochenmarkspunktionen und molekulargenetische
Untersuchungen zeigten eine vollstandige Remission bis zum Tag +300. Ein gutes
interdisziplinares Management der pra- und postoperativen Therapie und
engmaschige Chimarismusanalysen waren mafgeblich am Behandlungserfolg
beteiligt. Auch in diesem Fall konnte die teilweise Rekonstitution der autologen

Hamatopoese auf den Einsatz von RIC zurlckzufluhren sein.

Beide Kasuistiken veranschaulichen komplexe Verlaufe nach HSCT. Die Darstellung
und engmaschige Beobachtung der WBC Subpopulationen tGber Zeit ermdglichte in
beiden Fallen ein frihes Einschreiten durch die Anpassung der immunsuppressiven
Therapie und Verabreichung von DLIs. Die sehr schnelle und sensitive real time
SNP-PCR macht eine exakte und frihe Identifizierung von Risikopatienten durch

frhe Detektion von Schwankungen des autologen Zellanteils moglich.

Die immunologischen Vorgange nach HSCT sind, insbesondere durch moderne
Konditionierungsregimen und die Einflhrung der haploidenten Transplantationen,
komplexer geworden. Um die Dynamik und Rolle der einzelnen Subgruppen der
WBC besser verstehen zu konnen, werden mehr Studien zu diesem Thema,

insbesondere in padiatrischem Setting, bendtigt.
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