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Vorwort

Da Stammzelltransplantationen im heutigen klinischen Alltag immer mehr an Bedeutung
gewinnen — man beachte nur die Gesamtzahl der jahrlich Transplantierten - war es mir ein
grolies Anliegen eine Diplomarbeit verfassen zu kénnen, die sich mit dieser Thematik
auseinandersetzt. Da nicht flr jede Patientin und jeden Patienten immer eine geeignete
Spenderin bzw. ein geeigneter Spender zur Verfligung steht und es Alternativen geben muss,
um auch solchen Patientinnen und Patienten eine Transplantation anbieten zu kénnen, hat
mich vor allem die Thematik der haploidenten Stammzelltransplantation dazu bewegt, mich
mit dem Thema naher auseinanderzusetzen. Die vorliegende Arbeit soll vor allem auf die
Probleme und Vorteile der haploidenten Stammzelltransplantation als alternative, schnell zur

Verfligung stehende Ressource eingehen und in einen klinischen Kontext bringen.

Es soll anhand der vorliegenden Patientinnen- und Patientendaten der klinischen Abteilung
fur padiatrische Hadmato-Onkologie eine Analyse der bereits transplantierten Patientinnen und
Patienten erfolgen und diese mit dem in der Literatur zur Verfigung stehenden Wissen

diskutiert werden.

Da die haploidente Stammzelltransplantation fir viele Patientinnen und Patienten mit vor allem
hamatologischen Grunderkrankungen, aber auch kongenitalen Immunodefizienzsyndromen
und padiatrischen soliden Tumoren schon zahlreiche klinische Erfolge aufgezeigt hat, hat sie
sich an einigen Zentren dieser Erde schon fest im klinischen Alltag etabliert. Basierend auf
zahlreichen Forschungsarbeiten der letzten Jahre und Jahrzehnte bietet sie eine
hoffnungsvolle Variante fur die Zukunft, mit einem sehr grof3en Potential, fur hoffentlich noch
viele Kinder und Erwachsene im Kampf um Leben und Tod eine langfristige, kurative Therapie

darzustellen.
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D ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Da nicht fur jede Patientin und jeden Patienten eine HLA-idente Spenderin bzw.
ein HLA-identer Spender - sei es seitens Geschwistern oder HLA-identen Spendern aus
Datenbanken — zur Verfligung steht, stellt die haploidente Stammzelltransplantation (HFD
HSCT) eine mittlerweile etablierte Alternative dar. Vor allem durch die schnelle Verfligbarkeit,
standige Verbesserungen der klinischen Outcomes innerhalb der letzten Jahre und Jahrzehnte
und einigen noch relativ jungen immunologischen Erkenntnissen, welche sich durch das
Uberschreiten der HLA-Barriere ergeben haben, stellt die HFD HSCT fiir immer mehr
Patientinnen und Patienten eine mehr als akzeptable Wahl dar. Da die Rekonstitution des
Immunsystems nach HFD HSCT nur sehr langsam von statten geht und Komplikationen wie
Graftversagen, Rezidiv, Infektionen und GvHD in diesem Zeitraum keine Seltenheit sind,
kénnen mittels spezifischem Monitoring solche Ereignisse mdglichst friih detektiert und eine
Therapie maoglichst frih eingeleitet werden.

Patientinnen/Patienten und Methoden: 8 U(berlebende padiatrische Patientinnen und
Patienten mit den Grunderkrankungen ALL (n=3), ALPS (n=1), AML (n=1), Mb. Hodgkin (n=1),
Neuroblastom (n=1), SCID (n=1) wurden zwischen 2004 und 2015 haploident transplantiert.
Das Monitoring der Immunrekonstitution erfolgte durch die quantitative Messung der
Gesamtleukozyten und einzelner Subpopulationen. Es wurde zusatzlich eine Spenderinnen-
und Spenderchimarismusanalyse sowie spezifische Analysen der T-Zell-Population betrieben.
Resultate: Es konnten durch das sehr kleine Patientenkollektiv keine statistisch signifikanten
Unterschiede der immunologischen Rekonstitution im Vergleich der verwendeten
Konditionierungsregimen und Graftselektionsmethoden ermittelt werden. Die Kombination aus
myeloablativem Konditionierungsregimen (MAC) und CD3/19-Depletion zeigte sich fur die
Rekonstitution einzelner  Zellreihen tendentiell jedoch gegenuber einem
Konditionierungsverfahren mit reduzierter Intensitat (RIC) als vorteilhaft. Ein Engraftment von
T- und B-Zellen trat im Falle von MAC erst zwischen den Tagen 90 und 120 und im Falle von
RIC am Tag 60 nach HFD HSCT ein. Infektionen traten gehauft auf und wurden mittels
spezifischer Immunsurveillance relativ frih detektiert. Virale Erreger waren dabei am
haufigsten fur Infektionen verantwortlich. Eine akute GvHD trat bei 3 Patienten (37,5%) auf, 2
davon (25%) erlitten eine GvHD S I-Il, ein Patient (12,5%) eine GvHD max. S Ill. 2 Patienten
(25%) entwickelte im Verlauf eine chronische GvHD.

Schlussfolgerung: Ein penibles quantitatives Monitoring der immunologischen
Rekonstitution zusammen mit einer moglichst frihzeitigen Erkennung von Infektionen und
GvHD st essentiell fur das klinische Outcome nach HFD HSCT. Komplikationstrachtige
Ereignisse nach HFD HSCT noch friher zu erkennen und zu therapieren, kann helfen, die
klinischen Outcomes nach haploidenter Stammzelltransplantation noch weiter zu verbessern

und die HFD HSCT noch breiter zum Einsatz bringen.
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E ABSTRACT

Background: Not every patient has a HLA-identical donor — either siblings or HLA-identical
unrelated donors. Thus the use of haploidentical stem cell transplants (HFD HSCT) is
considered to be a good alternative in the lack of a suitable donor. Due to the fast accessibility
of this ressource, ongoing improvements of clinical outcomes in the past years and certain
imunological discoveries which have turned out while trying to cross the HLA-barrier, the HFD
HSCT can be a more than acceptable option for more and more patients. Immune
reconstitution following HFD HSCT is considered to be a very slow event and complications
such as graft failure, relaps, infections and GvHD during this period are common. A specific
monitoring of immune reconstitution can detect the occurance of those events at an early stage
and therapy can be started immediately.

Patients and Methods: 8 pediatric patients who survived HFD HSCT were transplanted
between 2004 and 2015. The diagnosis were ALL (n=3), ALPS (n=1), AML (n=1), Mb. Hodgkin
(n=1), Neuroblastom (n=1) and SCID (n=1). Monitoring of immune reconstitution included
quantitative measurement of leucocytes and special sub-populations as well as analysis of
donor chimerism and specific analysis of t-cell-population.

Results: Due to the small amount of patients included in the study no substantial differences
of immune reconstitution between conditioning regimens and graft selection methods could be
shown. The combination of a myeloablative conditioning regimen (MAC) and CD3/19-depleted
grafts could however show a tendency of better reconstitution when compared to reduced
intensity conditioning (RIC). Engraftment of T- and B-cells occured between days 90 and 120
after HFD HSCT in the case of MAC while the use of RIC showed engraftment of these cells
on day 60 after HFD HSCT. Infections were a frequent complication after HFD HSCT and could
be detected early by the use of specificimmune surveillance. Viral pathogens were responsible
for most of the infections. Acute GvHD was shown in 3 patients (37,5%), 2 of them (25%)
developed GvHD G I-Il and one Patient (12,5%) developed GvHD max. G Ill. 2 patients (25%)
developed chonic GvHD.

Conclusion: Exact quantitative monitoring of immune reconstitution together with early
detection of infections and GvHD is essential for the clinical outcome following HFD HSCT.
Detecting complications and events which can lead to complications earlier and initiating
therapy at an early stage can further improve clinical outcomes following HFD HSCT and

make HFD HSCT accessible to more patients.
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1 DAS IMMUNSYSTEM
1.1 EINFUHRUNG

Das menschliche Immunsystem ist eines der komplexesten Organsysteme des Menschen. Es
unterliegt einem standigen Wandel und fortwahrender Adaptierung. Die teilweise sehr
komplexen Mechanismen, die fur die Funktion des Immunsystems notwendig sind, sind bis
zum heutigen Zeitpunkt nicht vollstandig verstanden, erfreuen sich aber groiem Interesse in
der Forschung. Standig werden neue Funktionen und Wechselwirkungen entdeckt und somit
auch Krankheiten neu verstanden und Krankheitsmechanismen entschlisselt. Die
Immunologie bezeichnet die Lehre von den Grundlagen der Abwehrmechanismen gegeniber
Pathogenen wie Bakterien, Viren, Pilzen, Parasiten und deren Stoffwechselprodukte mit denen
wir taglich in Beruhrung kommen. Weiters inkludiert sie auch die Thematik der Stérung und
Fehlfunktion von solchen Abwehrmechanismen, was sich klinisch mit verschiedensten

Manifestationen und Pathologien zeigt. (Rink, Immunolgie fur Einsteiger 2015, 2-4)

1.2 FUNKTION

Die Aufgabe des Immunsystems ist es, Infektionen zu erkennen und eine Immunantwort, also
eine Bekampfung der eingedrungenen Pathogene, zu bewirken. Dies passiert genauer gesagt
in folgenden 4 Schritten (K. Murphy 2012, 3-4):

IMMUNOLOGISCHE ERKENNUNG

Jede prasente Infektion muss erkannt werden. Dies passiert sowohl Giber den humoralen als
auch Uber den zelluldren Teil des Immunsystems. Das angeborene Immunsystem stellt bei
der Erkennung von Pathogenen den schnell agierenden Teil der Reaktion dar und wird erst

nach einiger Zeit vom erworbenen Immunsystem unterstitzt. (K. Murphy 2012, 3-4)

DROSSELUNG BZW. ELIMINIERUNG DER INFEKTION

Der weitaus wichtigste Teil fir die Bekdmpfung einer Infektion besteht aus der Eliminierung
der eingedrungenen Pathogene oder der Begrenzung der Infektion. Dies passiert anhand von
Effektorfunktionen, wie z.B. dem Komplementsystem, von Lymphozyten produzierten
Antikdrpern und der phagozytierenden bzw. lysierenden Komponente des zellularen

Immunsystems. (K. Murphy 2012, 3-4)

IMMUNREGULATION

Neben der Bekdmpfung der Infektion muss auch eine Uberschiefende Immunantwort
verhindert werden, die zu einer Bekadmpfung von kdrpereigenem Gewebe fuhren kénnte.
Fehler in einer solchen Selbstregulation flhren zu Zustdnden die als Allergien bzw.

Autoimmunerkrankungen bezeichnet werden. (K. Murphy 2012, 3-4)



WIEDERERKENNUNG EINES PATHOGENS

Das Immunsystem ist in der Lage bei einer neuerlichen Infektion mit demselben Pathogen,
schneller und effizienter auf den Eindringling zu reagieren. Dies basiert auf dem s.g.
immunologischen Gedachtnis, einer Funktion des Immunsystems, die eine protektive
Immunitat hervorruft. (K. Murphy 2012, 3-4)

1.3 AUFBAU

Grundsatzlich wird zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem unterschieden.
Das angeborene Immunsystem stellt die wenig dynamische aber daflr schnell aktivierbare
Komponente des Immunsystems dar. Es besteht aus phagozytierenden Leukozyten und dem
Komplementsystem. Das erworbene oder adaptive Immunsystem ist wie der Name schon sagt
der Teil, der sich dynamisch auf verschiedenste Krankheitserreger und Pathogene einstellen
kann. Es wird erst spater als das angeborene Immunsystem aktiviert und beinhaltet die klonale
Expansion von Lymphozyten und Antikérperproduktion. (Gordon MacPherson 2012, 5-7)
(Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 9-10) Die einzelnen zelluldren und humoralen

Bestandteile und Mechanismen werden im Weiteren kurz besprochen.

1.4 DAS ANGEBORENE IMMUNSYSTEM
1.4.1 FUNKTION

Die Hauptaufgabe des angeborenen Immunsystems besteht in der Elimination von Infektionen
vor dem Einschalten der adaptiven Komponente. Im Gegensatz zum erworbenen
Immunsystem besitzt es keine Spezifitat, ist aber in der Lage kérpereigen von kérperfremd zu
unterscheiden. (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 9) Diese Unterscheidung erfolgt jedoch
auf komplett unterschiedliche Weise. Fir das angeborene Immunsystem steht eine limitierte
Anzahl an Rezeptoren und sekretierten Proteinen zur Verfligung, die es mdglich macht,
Erreger bzw. Veranderungen an Zelloberflachen zu erkennen. Das angeborene Immunsystem
unterscheidet effektiv zwischen Pathogenen und koérpereigene Zellen und ist in der Lage
Pathogene zu eliminieren. Desweiteren ist es auch fir die Aktivierung des adaptiven
Immunsystems wichtig, die bei einer protrahierten Infektion bzw. der Unfahigkeit der
Elimination von einer Infektion erfolgt. (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 9-10) (K. Murphy
2012, 5-7)

1.4.2 BESTANDTEILE DES ANGEBORENEN IMMUNSYSTEMS
Im Wesentlichen setzt sich das angeborenen Immunsystem aus folgenden Teilen zusammen:
(Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 9-12)

e barrierebildende Epithelzellen



e zirkulatorische und gewebsstandige Immunzellen
e verschiedenste Plasmaproteine (Opsonine, Defensine, Lysozyme,

Komplementfaktoren)

EPITHELBARRIERE

Physikalische Barrieren flr eindringende Erreger stellen Hautepithel, Lunge und
Atemwegsepithel, Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt mit zugehoriger
schleimhautassoziierter Immunbarriere und Flora dar. Die Zellen dieser Organe haben
verschiedenste Funktionen (z.B. sekretorische Funktion und pH im Magen, Flimmerepithel in
den Atemwegen, Schleimsezernierung und Peristaltik im Darm), die es Pathogenen
erschweren, in den Organismus einzudringen. Intrazellulare tight junctions erschweren es
pathogenen Erregern zusatzlich in die Blutbahn sowie subepithelialen Gewebe einzudringen.
Epithelzellen sind aulRerdem in der Lage Pathogene auf chemisch/antimikrobieller Ebene
mittels verschiedenster sezernierter Stoffe zu zerstéren (Defensine, Surfactant-Proteine,
Lysozym, Fettsduren) (1) (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 9-10) Falls Erreger dennoch
diese Barriere Uberwinden sollten, werden sie in der Regel von Komplement sowie Fresszellen

Uber Lysierung, Opsonierung bzw. Phagozytose abgebaut.

KOMPLEMENTSYSTEM

Das Komplementsystem ist ein Uberbegriff fiir verschiedenste im Plasma und anderen
Korperflussigkeiten prasente Proteine, das als Aufgabe entweder eine direkte Lysierung von
Erregern oder eine Opsonierung flr den spateren Abbau durch phagozytierende Zellen hat.
Es besteht aus mehr als 30 verschiedenen Proteinen, die hauptsachlich in der Leber
synthetisiert werden und in inaktiver Form im Plasma zirkulieren, um bei einer Infektion aktiviert
zu werden. Es gibt 3 verschiedene Pathways um das Komplementsystem zu aktivieren, die
stark ineinander verstrickt sind.

Der Antikdrper vermittelte Pfad wird als klassischer Pathway bezeichnet, da er als erstes
entdeckt wurde (Jules Bordet 1890) und kann Uber bereits vorhandene im Plasma
zirkulierende Antikorper aktiviert werden.

Der zweite Pfad wird als alternativer Pathway bezeichnet und kann durch die alleinige
Anwesenheit des Pathogens aktiviert werden.

Der dritte und am spatesten entdeckte Pathway wird als Lectin-Pathway bezeichnet, welcher
durch Mannose-bindendes Lectin bzw. Ficoline, die auf der Zelloberflache vorkommende
pathogene Kohlenhydratketten erkennen, aktiviert wird. (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012,
12-14)



MONOzZYTEN/MAKROPHAGEN

Makrophagen kommen in fast jedem Gewebe vor und bilden einen wichtigen Mediator
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem. Die im Blut zirkulierenden pre cursor
Varianten werden als Monozyten bezeichnet und werden im Knochenmark gebildet. Nach dem
Eintritt der Monozyten ins Gewebe werden diese als Makrophagen bezeichnet. Die
gewebsstandigen Makrophagen spielen eine wichtige Rolle bei der Initierung der
angeborenen Immunantwort. Durch s.g. PRRs kénnen Makrophagen koérperfremde,
pathogene Muster erkennen und so Eindringlinge entweder durch Phagozytose eliminieren
oder durch die Sezernierung bestimmter Cytokine (TNF-a und Chemokine) andere
Immunzellen (weitere Makrophagen, neutrophile Granulozyten...) anlocken, um so eine
effektive Bekampfung des Pathogens einzuleiten. Bei der Phagozytose werden Makrophagen
durch s.g. PAMPs Uber den PRR aktiviert und das Pathogen im Phagosom durch ROIls, RNIs
(Delves 2011, 13) und verschiedenen Verdauungsenzymen abgebaut. (2) (Gordon
MacPherson 2012, 13, 15-16) (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 21-22)

DENTRITISCHE ZELLEN

Dentritische Zellen haben ihren Namen aufgrund ihrer morphologisch charakteristischen
baumchenartigen Zellfortsatze und kommen hauptsachlich im peripheren Gewebe und auch
im lymphatischen Gewebe vor. Dentritische Zellen sind wohl das wichtigste Bindeglied
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem und spielen eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung von T-Zellen. (Gordon MacPherson 2012, 22-23) Unreife dentritische Zellen
verfligen Uber PRRs, die bei vielen Pathogenen vorkommende Muster erkennen. Die Bindung
von PAMP zu Rezeptor initiert die Phagozytose des Pathogens im Phagosom und den
intrazellularen Abbau. Desweiteren nehmen dentritische Zellen Uber den Mechanismus der
Makropinozytose andauernd Pathogene wie Viruspartikel oder Bakterien auf. Aullerdem
sezernieren sie Cytokine, die wiederum das angeborene und adaptive Immunsystem
beeinflussen. Hauptaufgabe der dentritischen Zelle ist nicht die Phagozytose per se, vielmehr
wird die Zelle bei der Aufnahme eines Pathogens dazu veranlasst, von der Peripherie tber die
Lymphe in die sekundaren lymphatischen Organe (LKN) zu wandern um dort naive T-Zellen
zu aktivieren. Wahrend dieser Wanderung differenziert die naive dentritische Zelle zu einer
hocheffizienten antigenprasentierenden Zelle und beginnt Antigenteile uUber MHC-II
Rezeptoren auf ihrer Oberflache zu prasentieren und Proteine die als Co-Faktoren bei der
Aktivierung naiver T-Zellen notwendig sind in die Zellmembran einzubauen. Dentritische Zellen
sind somit ein essentieller Bestandteil der Aktivierung des adaptiven Immunsystems. (Gordon
MacPherson 2012, 22-23) (K. Murphy 2012, 7)



NEUTROPHILE GRANULOZYTEN

Neutrophile Graunolzyten machen mit 70% den gréfdten Anteil an weilen Blutkdrperchen im
Blut aus und sind mit Gber 95% der grofite Bestandteil der Granulozytenfraktion. Sie werden
wie alle Blutzellen im KM gebildet und gelangen hauptsachlich als segmentkernige
Granulozyten ins Blut, wo sie nach einer Lebenszeit von ca. 1-2 Tagen absterben. Dies erklart
auch den hohen Umsatz, wobei im KM standig neue Zellen produzieren werden mussen. (K.
Murphy 2012, 7) Sie sind nicht im Gewebe prasent, wandern aber bei einer akuten
Entziindungsreaktion durch von Makrophagen und dentritischen Zellen sezernierte Cytokine
bzw. chemotaktische Komplementfragmente ins Gewebe ein (Migration). (Kenneth M. Murphy
2014, 114) (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 22-23)

Neutrophile Granulozyten sind ein Hauptbestandteil der ersten Barriere gegen Pathogene und
sind vor allem gegen pyogene Bakterien wie Staphylokokken und Streptokokken aber auch
Pilze phagozytotisch wirksam. Eine wichtige Zweitaufgabe der neutrophilen Granulozyten
besteht darin, apopototische Zelllen sowie deren Fragmente zu verdauhen bevor eine
Entzindungsreaktion gestartet werden kann. Im Gegensatz zu Makrophagen besitzen
neutrophile Granulozyten mehrere Mechansimen, um Pathogene abzutdten. Sie besitzen im
Cytoplasma eine Vielzahl an Granula — die auch fiir ihren Namen verantwortlich sind — die bei
der Phagozytose von Pathogenen mit dem Phagosom verschmelzen und ihren
antimikrobiellen Effekt durch ROIs und eine Vielzahl bakterizider Proteine, die ca. 40 % des
Phagosominhaltes flllen, entfalten. (Gordon MacPherson 2012, 17)

Neutrophile Granulozyten sind jedoch auch in der Lage Pathogene extrazellular- also ohne
Phagozytose — abzutbten. Sie sezernieren hierfur die Granulainhalte samt proteolytischer
Enzyme in den extrazellularen Raum. Durch die antimikrobiellen Agenzien und
proteoloytischen Enzyme wird auch das umliegende Gewebe zerstort, was sich vor allem bei
hartnackigen Keimen durch die destruierende Wirkung der Granulainhalte bemerkbar macht.
(Gordon MacPherson 2012, 16)

EOSINOPHILE GRANULOZYTEN

Der Anteil an eosinophilen Granulozyten betrdgt normalerweise 1-3% der gesamten
Leukozytenpopulation im Blut. lhren Namen verdanken sie den verschieden grofen
eosinophilen Granula die im Cytoplasma der Zellen bei saurer Farbung zum Vorschein treten.
Sie sind mit parasitaren Infektionen (z.B. Helminthen) und allergischen Reaktionen assoziiert
und stehen bezuglich ihres Effektes in Verwandtschaft mit den Mastzellen. (Gordon
MacPherson 2012, 17-18)

Sie kénnen direkt gegen Erreger vorgehen, sind aber auch fahig mit Mastzellen und T-Zellen
in Kommunikation zu treten. Sie bleiben normalerweise fur ca. 24h in der Zirkulation und

migrieren dann ins Gewebe, wandern aber im Falle einer Infektion durch von Mastzellen
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sezernierte Chemokine (PAF) und Cytokine (IL-3, IL-5, GM-CSF) zum Ort der Entziindung. (3)
Da die zu beseitigenden Pathogene fir eine Phagozytose zu grof3 sind, ordnen sich
eosinophile Granulozyten um den Eindringling herum an und sezernieren ihre Granulainhalte
in den Extrazellularraum. Die Inhalte der Granula bestehen aus MBP, EPO und EDN welche
den Erreger unschadlich machen sollen. Die sezernierten Enzyme und Proteine induzieren
unter anderem eine gesteigerte Schleimproduktion in den Schleimhauten was zusatzlich ein
Eindringen des Pathogens in die epithelialen Strukturen verhindern soll. (Gordon MacPherson
2012, 19)

BASOPHILE GRANULOZYTEN

Basophile Granulozyten verdanken ihren Namen den grof3en cytoplasmatischen Granula die
durch Tupfelungen in der basischen Farbung auffallen. Sie machen maximal 1% der
Leukozytenpopulation im Blut aus und kommen normalerweise nicht im Gewebe vor. (Gordon
MacPherson 2012, 18) Sie sind den Mastzellen ahnlich und kommen auch vorwiegend in
Kombination mit Mastzellen und eosinophilen Granulozyten vor. Basophile Granulozyten
werden ahnlich wie eosinophile Granulozyten durch von Mastzellen ausgehende Chemotaxis
an den Ort der Entzindung mandvriert. Dort kdnnen sie durch IgE-Stimulation am FceRI-
Rezeptor intragranulares Histamin und Leukotriene freisetzen. (Rink, Immunologie fur
Einsteiger 2012, 58)

Basophile Granulozyten kédnnen auch mit B-Zellen interagieren und dadurch die Produktion
von IgE férdern (durch Produktion von IL-4 und IL-13 und dem Liganden CD40) (4). Fraglich
ist jedoch die Fahigkeit in den LKN einzuwandern und alleinig naive T-Zellen durch
prasentierte Antigene und IL-4 Sezernierung zu TH2-Zellen zu differenzieren und dadurch eine
parasitenspezifische TH2-Antwort zu veranlassen. Dies hat sich experimentell in Maus-

Modellen gezeigt, wird aber kontrovers diskutiert. (5)

MASTZELLEN

Mastzellen sind gewebsstandige Zellen in den Schleimhauten und im lockeren Bindegewebe.
Ihre Funktion besteht darin, infektidse Antigene und Pathogene bzw. Gewebsschaden zu
erkennen und daraufhin eine Entzindung zu triggern. (Gordon MacPherson 2012, 17-18)
Mastzellen werden wie fast alle Zellen des angeborenen Immunsystems tber ihre PRRs bzw.
Uber kleine Molekile — wie Komplementfragmente (C3a/4a lber den C3a/4a Rezeptor, C5a
Uber den C5a Rezeptor) (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 16) — aktiviert.

Ein klinisch relevanter Rezeptor ist der Fce-RI Rezeptor der IgE Antikoérper binden kann, die
bei einer allergischen Reaktion gebildet werden. Der Inhalt ihrer cytoplasmatischen Granula,
der vorwiegend aus Histamin und verschiedenen Enzymen (Tryptase, Chymase, Cathepsine,

Metalloproteasen etc.) besteht, wird bei ihrer Aktivierung sehr rasch entleert. Durch das
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enleerte Histamin, das ein vasoaktives Amin darstellt, werden die umliegenden Gefalle
dillatiert, die Permeabilitat gesteigert und die glatte Muskulatur kontrahiert. Freigesetzte
Proteasen (Tryptase, Cathepsin G etc.) fihren Uber eine proteolytische Spaltung
extrazellularer Bereiche von PARs (Protease-aktivierbare Rezeptoren) am Endothel zur
Vasodilatation, Extravasation und Schmerzen. (Vollmar/Zundorf/Dingermann 2012, 101-102)
Aktivierte Mastzellen synthetisieren nach der Aktivierung sekundare Mediatoren wie Cytokine
(IL-4, IL-13) und Lipid-Mediatoren (Prostaglandine, Leukotriene, PAF), welche fir die
Kontraktion der glatten Muskulatur, Schleimbildung und eine zusatzliche Erhéhung der
Gefallpermeabilitat verantwortlich sind und chemotaktisch auf Leukozyten wirken. IL-4 und IL-
13 bewirken eine Aufrechterhaltung der Aktivierung von TH-2 Zellen und daher eine
zunehmende Produktion von IgE durch B-Zellen. (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 100)
Mastzellen sind daher vor allem fir ihre Rolle, die sie bei der Enstehung von Allergien und

allergischen Reaktionen spielen, bekannt. (Gordon MacPherson 2012, 17)(6)

NATURLICHE KILLERZELLEN

NK-Zellen entwickeln sich zusammen mit den Lymphozyten aus der lymphatischen
Stammzelle, sind aber dennoch Teil des angeborenen Immunsystems. Im Gegensatz zu T-
und B-Zellen haben sie keine spezialisierten Rezeptoren gegen Antigene, die durch
Genrekombination dynamisch veranderbar sind. Sie haben vielmehr Rezeptoren, die entweder
pathogene Zielzellen erkennen und dadurch die cytotoxischen Eigenschaften der NK-Zellen
aktivieren, oder solche, die inhibierend wirken, um intakte Zellen vor einer Zerstérung zu
schutzen. (Gordon MacPherson 2012, 18-19)

Ob sie nun protektiv oder destruktiv wirken, hangt von der Summe aller Einzelsignale der
beiden Rezeptortypen ab. Um ihre lytischen Eigenschaften zu erreichen missen NK-Zellen
durch verschiedene Cytokine, (IFNY, IL-2, IL-15) (7), welche von Zellen des adaptiven und
angeborenen Immunsystems (aktivierte Makrophagen, TH1-Zellen, dentritische Zellen (8,9))
ausgeschuttet bzw. selbst synthetisiert werden (IFNY), aktiviert werden. (10,11) Dadurch wird
die Exprimierung von aktivierenden Rezeptoren hochgeregelt.

Zusatzliche Stimulation durch IL-12, IL-18 bzw. TNF-a/- schopft das maximale antipathogene
Potential aus. Diese Cytokine werden v.a. bei viralen Infektionen durch infizierte Zellen und
Zellen des Immunsystems ausgeschuttet. Die Interaktion von NK-Zelle und Zielzelle erfolgt
Uber eine s.g. immunologische Synapse (12), welche tber Adhasionsmolekiile (LFA-1 seitens
der NK-Zelle bzw. ICAM-1/-2/-3/-4 seitens der Zielzelle) (13) und aktivierenden bzw.
inaktivierenden Rezeptoren mit deren Liganden auf der Zielzelle (wenn vorhanden) hergestellt
wird. Die Liganden auf der Oberflache der Zielzelle und deren Affinitat zu inhibierenden bzw.
aktivierenden Rezeptoren auf der NK-Zelloberflache bestimmen die Reaktivitat der NK-Zelle —

ebenso wie die Anzahl an aktivierenden und inaktivierenden Rezeptoren selbst. Wenn
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inaktivierende Signale der immunologischen Synapse Uberwiegen, 16st sich die NK-Zelle von
der Zielzelle und kann neue Zielzellen priifen. Uberwiegen aktivierende Signale, degranuliert
die NK-Zelle und leitet die Zerstorung der Zielzelle ein. (Rink, Immunologie fur Einsteiger 2012,
55-56)

Fir eine geordnete und kontrollierte NK-Zell-Antwort auf ein Pathogen sind deshalb
aktivierende und inaktivierende Rezeptoren von grofer Bedeutung (14). Die Zerstorung erfolgt
Uber die Sezernierung von in Granula gespeicherten cytotoxischen Proteinen und Enzymen,
die die Zellmembran der Zielzelle durchdringen und die Apoptose ausldsen. (T. W. Murphy
2012, 123)

Man kann NK-Zellen aufgrund ihrer Rezeptorexpression grundsatzlich in 2 Typen von

Zellsubsets einteilen:

o NK-Zellen: diese sind als konventionelle NK-Zellen bekannt. Sie verfligen Uber die
Méglichkeit durch ihre intrazellular gespeicherten Granula Erreger abzutéten und
kénnen Pathogene aufgrund ihrer Oberflachenrezeptoren erkennen und eine
Immunreaktion ausldsen.

o NKT-Zellen: sie stellen den viel kleineren Anteil der NK-Zellen dar und haben eine
viel engere Verwandschaft zu naiven T-Zellen des adaptiven Immunsystems. Sie
haben zusatzlich die Fahigkeit einen TCR zu exprimieren und diesen an ihrer

Oberflache einzubauen.

Im Gegensatz zu aktivierten T-Zellen sind NKT-Zellen aber nicht in der Lage das fur den TCR
kodierende Genpool zu rekombinieren. Es gibt jedoch auch ein T-Zell-Subset, welches einen
den NKT-Zellen ahnlichen TCR exprimiert — die yd-T-Zellen. NKT-Zellen kénnen Cytokine
sezernieren, die die Differenzierung von B- und T-Zellen unterstitzen, was ein neuerliches

Beispiel fur die Interaktion mit dem adpativen Immunsystem darstellt.(15)

AKTIVIERENDE NK-REZEPTOREN

Die Aktivierung der NK-Zellen passiert durch Veranderung der MHC-I Expression bzw. dem
Fehlen von MHC-1 Molekilen auf Zielzellen. (T. W. Murphy 2012, 125) (Rink, Immunologie flr
Einsteiger 2012, 56) Fehlende MHC-I Molekule an der Oberflache der Zielzelle werden von
NK-Zellen als missing self erkannt, fihren aber noch nicht zu einer Eliminierung dieser. Durch
die Bindung von LFA-1 an den ICAM-Liganden werden die cytoplasmatischen Granula in der
NK-Zelle in der Nahe der immunologischen Synapse konzentriert, um eine bevorstehende
Sezernierung vorzubereiten. Fur eine definitive Degranulierung sind weitere Liganden

notwendig, die von aktivierenden Rezeptoren erkannt werden. Da eine detaillierte
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Beschaftigung mit diesen aktivierenden Rezeptoren zu sehr ins Detail gehen wiirde, werden
hier nur die wichtigsten Rezeptorfamilien besprochen (16) (W.Mak 2006, 527-529):

Natural cytotoxicity receptors (NCRs): NKp44, NKp46 und NKp30. Diese 3 Rezeptoren sind
hauptverantwortlich fur die Abtétung von Tumorzellen und binden Influenzavirus- und
Sendaivirushemagglutinin

Aktivierende Mitglieder der NKG2-Rezeptorfamilie: CD94/NKG2C und NKG2D. Ersterer
bindet an ITAM-spezifische Signalketten am HLA-E Antigen. Im Gegensatz zum sehr
ahnlichen CD94/NKG2A Rezeptor, der inhibierend wirkt, ist der NKG2D Rezeptor einer der
wichtigsten aktivierenden Rezeptoren und bindet MICA (MHC-I chain related A) und MICB
(MHC-I chain related B). MICA und MICB sind transmembrane stressinduzierte Proteine und
werden bei Virusinfektionen und bei einigen Tumorzellen hochreguliert. Durch die Aktivierung
uber NKG2D kénnen sogar inhibitorische Rezeptorsignale berschrieben werden, was den
Rezeptor sehr potent macht.(17)

KAR-Familie: KAR p50 vermittelt die cytotoxische Wirkung der NK-Zelle

Fcy-RIll (CD16): ist ein niedrigaffiner IgG Rezeptor der Antikdrper gegen pathogene
Strukturen bindet. Durch Aktivierung kommt es zur Degranulation — dieser Prozess wird als
ADCC (anitbody-dependent cellular cytotoxicity) bezeichnet.

Kostimulierende Rezeptoren: Es gibt einige kostimulatorisch wirkende Rezeptoren, die
selbst nicht cytotoxisch auf die Zielzelle wirken, jedoch den cytotoxischen Effekt bei einer
Aktivierung eines aktivierenden Rezeptors verstarken. Der Vollstandigkeit halber werden diese
Rezeptoren hier erwahnt, jedoch ist wenig Uber ihre Liganden und die intrazellular vermittelten
Effekte bekannt. Die wichtigsten kostimulierenden Rezeptoren sind 2B4, LAG-3,CD2, CD69
und NK 1.1.

Aktivierende Rezeptoren verfligen an ihrer intrazellularen Domane Uber ITAM Sequenzen, die
Uber bestimmte intrazellulare Signalkaskaden die Degranulierung auslosen. (Rink,

Immunologie fur Einsteiger 2012, 57)

INAKTIVIERENDE NK-REZEPTOREN

Generell ist Uber die Funktion und Zusammenhange der inaktivierenden Rezeptoren viel mehr
bekannt als Uber die aktivierenden Gegenspieler. Wiederum ist das MHC-I Molekil der
wichtigste inaktivierende Ligand der NK-Zellen. Verfugt eine Zelle Uber eine ausreichende
MHC-I Konzentration an ihrer Oberflache und sind diese MHC-I Molekdule nicht verandert, wird
sie vom Immunsystem als kérpereigen erkannt. Fehlen diese jedoch, erkennen NK-Zellen die

Zelle als fremd und leiten eine Immunreaktion ein — missing-self-theory (W.Mak 2006, 529).



Es gibt 3 Hauptgruppen von Rezeptoren, die inhibitorische Signale vermitteln kénnen
(18-20) (Rink, Immunologie fur Einsteiger 2012, 57) (W.Mak 2006, 529-530):

C-type lectin-like Familie: Zu dieser Familie gehéren Ly-49, CD94/NKG2A und
CD94/NKG2B. Ly-49 wird nur auf murinen NK-Zellen und NK-Zellen niedriger Primaten
exprimiert, da das Gen durch eine Punktmutation bei héheren Primaten und Menschen
abgeschalten wurde. (21,22) CD94 ist ein Typ-Il Glycoprotein und Mitglied der C-type lectin
Superfamilie. Es wird vorwiegend auf NK-Zellen und einigen T-Zellen exprimiert. Da dem
Glycoprotein der cytoplasmatische Schwanz fehlt, kann es selbst kein inhibitorisches Signal
Uber den NKG2A bzw. NKG2B Rezeptor einleiten und so ist der heterodimere CD94/NKG2A/B
Rezeptor auf eine HLA-E Bindung fir die Inaktivierung angewiesen.

KIR: KIRs gehdren zur Immunoglobulinsuperfamilie und binden sehr schnell und mit hoher
Affinitat an MHC-| prasentierte Peptidfragmente in der a1-Helix des MHC-I Rezeptors. Es sind
14 verschiedene humane KIR-Gene bekannt, die in einer 150 kb Region auf dem Chromosom
19 gebindelt vorkommen. (T. W. Murphy 2012, 126) Die Gensequenzen, die fir KIR-
Rezeptoren im humanen Genom kodieren, sind zwischen Individuen sehr variabel. (23)

Die Expressionsmuster der verschiedenen KIR-Molekule werden durch Methylierung der nicht
exprimierten KIR-Gene an die Tochterzelle weitergegeben und es besteht eine hohe
alternative Splicingrate. Dies erzeugt einen grof3en Polymorphismus zwischen den einzelnen
NK-Zellen (24,25) (W.Mak 2006, 531) und hat eine enorm hohe Anzahl an KIR-Rezeptor-
Haplotypen in der Population zur Folge, welche durch die Evolution stetig zugenommen hat.
(W.Mak 2006, 531) Die meisten der KIR-Rezeptoren sind inaktivierend, es gibt jedoch auch
einige wenige die aktivierend wirken.(26)

Die KIR-Gene kodieren flr mindestens 2 KIR-Proteine (KIR-2D, KIR-3D). Diese beiden
Proteine unterscheiden sich in der Anzahl an Ig-Domanen - KIR-2D Rezeptoren tragen 2 und
KIR-3D Rezeptoren tragen 3 Ig-Domanen im Protein. Zwischen diesen beiden Familien wird
zwischen S (short) und L (long) unterschieden, wobei die Suffixe flr die lange der
intrazelluldaren Domane stehen. L-Rezeptoren tragen 2 ITIMs und wirken als klassisch
inhibitorische Rezeptoren. S-Rezeptoren tragen hingegen keine ITIMs und sind vermeintliche

Aktivatoren. (Rink, Immunologie fur Einsteiger 2012, 57)

Einige wichtige KIR-Rezeptoren sind:

e p58: ist ein KIR-2DL Rezeptor mit dem Molekulargewicht von 58 kDa welcher
spezifisch HLA-C Molekule binden kann.
e NKB1 (NK receptor for HLA-B): ist ein KIR-3DL Rezeptor mit einem Molekulargewicht

von 70 kDa welcher HLA-B bindet. Der Rezeptor kann auch als Heterodimer
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vorkommen (140 kDa) und ist dann spezifisch flir HLA-A Segmente.

e KIR-2DL4: dieser Rezeptor ist spezifisch fur HLA-G Antigene, welche auf
Trophoblasten vorkommen. Die Bindung von HLA-G Antigenen an den auf maternalen
NK-Zellen vorkommenden inaktivierenden Rezeptor wird als Schutz flr den allogenen

Fetus wahrend der Schwangerschaft angesehen (27).

Inhibitorische KIRs sind generell dominant und verhindern so, dass NK-Zellen autologe Zellen
angreifen. NK Zellen, die KIR-2DL1 exprimieren werden von HLA-C Gruppe 2, welche eine
Asn77-Lys80 Abfolge auf der a1-Helix des HLA-C haben, inhibiert. KIR-2DL2 und KIR-2DL3
erkennen Ser77-Asn80 auf HLA-C Gruppe 1 Komplexen, wogegen KIR-3DL1 spezifisch flr
HLA-Bw4 ist. (W.Mak 2006, 531)

Die Frequenzen der HLA-I KIR-Liganden - HLA-C Gruppe 1, HLA-C Gruppe 2 und HLA-Bw4
— betragen unter Kaukasierninnen und Kaukasiern ca. 80%, 65% und 55%. (28) Patientinnen
und Patienten nach HFD-HSCT, welche keine KIR-Liganden fir die inhibitorischen allogenen
KIR-Rezeptoren exprimieren, unterliegen einer hdheren Wahrscheinlichkeit einer alloreaktiven

NK-Zell-Antwort. (receptor-ligand-mismatch model) (29-31)

ILTs (immunoglobuline like transcripts) bzw. LIRs (leucocyte Ig-like receptor): ILTs sind
inhibierende Rezeptoren die bis auf den ILT2-Rezeptor (LIR1) auf nicht-NK-Zellen exprimiert
werden (T-/B-Zellen, Monozyten, Makrophagen, Granulozyten...). Der ILT2 Rezeptor ist ein
Glycoprotein und enthalt 4 extrazellulare Ig-like Domanen und der cytoplasmatische Schwanz
tragt mehrere ITIMs. Er bindet an die a3-Domane des MHC-I Komplexes von HLA-A, -B, -E, -
G aber nicht HLA-C. Der Genpool fur die ILT-Rezeptoren liegt in der Nahe des Genpools der

KIR-Rezeptoren auf Chromosom 19.

Auf menschlichen NK-Zellen koénnen Rezeptoren aller Rezeptorfamilien gleichzeitig
vorkommen, eine Co-Exprimierung von mehr als einem KIR bzw. C-type lectin-like Rezeptor
auf einer einzelnen NK-Zelle ist gangig. Im Schnitt exprimieren NK-Zellen zwischen 4 und 5

verschiedene Rezeptoren aus allen erwahnten Klassen. (W.Mak 2006, 529)

1.5 DAS ADAPTIVE IMMUNSYSTEM

Das erworbene Immunsystem schaltet sich immer dann in die Infektionsbekampfung ein, wenn
die Abwehr durch das angeborene Immunsystem nicht ausgereicht bzw. fehlgeschlagen hat.
Es zeichnet sich vor allem durch die enorm hohe Diversitat und die Fahigkeit spezifisch auf
ein bestimmtes Antigen eine Immunantwort hervorrufen zu kénnen aus.

Die Hauptkomponenten stellen dabei B- und T-Lymphozyten und die von B-Lymphozyten bzw.

deren enddifferenzierter Stufe (Plasmazellen) sezernierten Antikdrper, welche spezifisch
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Antigene binden und somit die Elimination des Pathogens erleichtern, dar.
(Vollmar/Zundorf/Dingermann 2012, 29-30)

T-Zellen kénnen mit Hilfe von TCRs bestimmte Peptidfragmente, die von der Wirtszelle zur
Antigenprasentation mit Hilfe von MHC-I-Molekilen an die Oberflache gebracht werden,
erkennen und so eine direkte, zelluldre Immunantwort auslésen. Man unterscheidet zwischen
zytotoxischen (CD8) T-Zellen und T-Helfer Zellen (CD4). CD8 Zellen erkennen von MHC-I
Molekilen prasentierte Peptidfragmente und kdénnen die infizierte Zelle direkt abtdéten. CD4
Zellen wiederum binden mit ihren Rezeptoren an MHC-II Komplexe und aktivieren
Makrophagen (TH1-Zellen), B-Zellen (TH2-Zellen), und neutrophile Granulozyten oder
Epithelzellen (TH17-Zellen) bzw. regulatorische T-Zellen (TREGs).

TREGs sind in der Lage die Immunantwort zu regulieren und eine lberschieende Reaktion
zu verhindern, indem sie APCs modulieren und mit ihren ausgeschitteten
antiinflammatorischen Cytokinen die Immunatwort direkt inhibieren. Ein weiteres pragendes
Merkmal des erworbenen Immunsystems ist die Fahigkeit auf ein bestimmtes Pathogen ber
Gedachtniszellen bei einer zweiten Infektion schneller zu reagieren und somit eine wirksamere
Immunreaktion hervorzurufen. (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 29-31) (Gordon
MacPherson 2012, 5-12) (Rink, Immunolgie fiir Einsteiger 2015)

1.5.1 KNOCHENMARK, THYMUS UND LYMPHATISCHES GEWEBE

Lymphozyten zirkulieren im Blut und den Lymphen und kénnen desweiteren in grof3er Anzahl
im lymphatischen Gewebe und den lymphatischen Organen gefunden werden. Diese
lymphatischen Organe kdnnen grob in zentrale oder primare lymphatische Organe, in denen
Lymphozyten generiert werden und in periphere oder sekundare lymphatische Organe, in
denen reife naive Lymphozyten vorkommen und die adaptive Immunantwort gestartet wird,
eingeteilt werden. Die zentralen Organe bilden dabei das KM und der Thymus.

Die peripheren lymphatischen Organe koénnen in LKN, Milz und Schleimhaut von
Verdauungstrakt, Nase und Respirationstrakt, Urogenitaltrakt und Schleimhaute weiterer
Organe eingeteilt werden. LKN sind Uber ein System von lymphatischen Gefalen
(Lymphbahnen) verbunden, welche extrazellulare Flissigkeit aus dem Gewebe Uber die LKN
zurlick ins Blut drainieren.

B- und T-Zellen haben ihren Ursprung im KM, jedoch sind es ausschlieRlich die B-Zellen (B
fur bone-marrow), welche dort heranreifen. Die Precursor T-Zellen migrieren im Laufe der
Entwicklung in den Thymus und reifen dort heran. Sobald B- und T-Zellen einen reifen
Endzustand erreicht haben, treten sie als naive Lymphozyten in die Blutbahn ein und

zirkulieren auch in den peripheren lymphatischen Organen. (T. W. Murphy 2012, 14-16)
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1.5.2 T-ZELLEN

Wenn eine T-Zelle Giber den TCR ein Antigen erkennt und Uber dieses aktiviert wird, proliferiert
und differenziert sie in eine der verschiedenen funktionellen Effektorzellen, welche durch ihre
Eigenschaften zu téten, zu aktivieren und zu regulieren unterteilt werden konnen. Die
cytotoxischen T-Zellen téten Zellen, die mit einem Virus oder intrazellularen Pathogen infiziert
sind, ab. T-Helfer-Zellen sind flr eine Reihe zusatzlicher Signale verantwortlich, die einen
Einfluss auf das Verhalten und die Aktivitdt anderer Zellen haben. Beispielsweise geben sie
Signale an (ber Antigene aktivierte B-Zellen ab, die dadurch vermehrt zur
Antikérperproduktion angeregt werden. Sie stehen auch mit Makrophagen in engem Kontakt
und veranlassen diese dazu, effektiver gegen Pathogene vorzugehen.
Regulatorische-T-Zellen spielen ebenfalls eine sehr wichtige Rolle im Zusammenspiel des
Immunsystems. Sie drosseln die Aktivitat von anderen Lymphozyten und helfen dadurch eine

Immunantwort kontrolliert ablaufen zu lassen. (T. W. Murphy 2012, 13-14)

1.5.3 TCR (T-CELL-RECEPTOR)
T-Zellen erkennen nur fremde Antigene, die von der Oberflache korpereigener Zellen Gber den
MHC-I prasentiert werden. T-Zellen tragen etwa 30000 Antigenrezeptoren auf ihrer

Oberflache, wobei jeder TCR aus 2 verschiedenen Polypeptidketten besteht — einer a- und

-

I i i ahnlichen Typ des TCR. Dieser

einer B-Kette. Beide Ketten sind
Uber eine Disulfidbriicke
miteinander zu einer fixen

Struktur verbunden. Eine kleine

Gruppe von T-Zellen tragt einen

anderen, jedoch  strukturell

] ist aus anderen Polypeptidketten
]. J zusammengesetzt — der y- und
der 6-Kette. Die Funktion der T-

(G ¢

Zellen, die vorwiegend diesen

Abbildung 1: TCR incl. Co-Faktoren und ITAM-Sequenzen, Quelle:

Wikimedia Commons, GFDL (http://www.gnu.org/copyleft/fdl.html) Rezeptor an der Oberflache

exprimieren, ist noch nicht
genau geklart.
Der Unterschied zum BCR (also zu einem membrangebundenen Immunglobulin) besteht im
Wesentlichen darin, dass der TCR nur eine einzige Antigenbindungsstelle aufweist und TCRs
nicht in Form von I0slichen Bestandteilen sezerniert werden konnen.
Die a- und B-Kette des TCR besteht aus einer konstanten (c) und varbiablen (v) Region und

ist Uber eine Transmembranregion und cytoplasmatischem Schwanzstick auf der Oberflache
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der T-Zelle verankert — siehe Abbildung 1. Eine Disulfidbriicke stabilisiert die Struktur der
beiden Ketten. (Kenneth M. Murphy 2014, 157-158)

Die variablen Segmente des TCR setzen sich aus den Segenten V und J in der a-Kette und
den Segmenten V, D und J in der B-Kette zusammen — insgesamt also 5 Segmente — welche

auch die Antigenbindungsstelle und somit auch den polymorphen Teilbereich des Rezeptors

bilden. Fur die einzelnen

Genes in heavy chain locus variablen Segmente verteilt

Removal of unwanted D and J gene segment Information auf circa 50 V-a

_n.n.n.n_ﬁ y und 70 J-a Teilgene der a-

‘ﬁ'@‘ﬂ'ﬂ‘ Kette, sowie circa 30 V-B,
12 J- B und 2 D- 8 Teilgene

Recombination of D and J exons = DJ recombination der B-Kette Da sich die
D C . .

““ :'@ D_ variablen Abschnitte

Removal of unwanted V and D gene segment somatisch  rekombinieren

“ (VDJ-Rekombination) -

ﬂ@—a— siehe Abbildung 2 -, ergibt

sich eine enorme Vielfalt an
Recombination of V and DJ exons — VDJ recombination

_n@ . Antigenbindungsstellen,

— welche eine spezifische

Immunantwort ermdglichen.
(32) Hunkapillar und Hood

Antibody transcript will also include constant domain gene

Abbildung 2: VDJ-Rekombination, Quelle: Gusatvo Carra, GFDL

(http://www.gnu.org/copyleft/fdl.html) via Wikimedia Commons haben berechnet, dass fur

den V- B-Teil der B-kette
alleine 4,4 x 10" und fur den V-o-Teil der a-Kette 6,5 x 10" verschiedene Kombinationen
moglich sind. Daraus folgt, dass durch diese enorme Vielfalt der beiden Teilketten insgesamt
circa 2,9 x 10%° verschiedene TCRs exprimiert werden kénnen. (33)
Diese enorme Variabilitat ist vor allem in kurzen Sequenzen am TCR konzentriert, die als
CDRs (complementary determining regions) oder auch hypervariable Regionen (HVRSs)
bezeichnet werden. Es gibt fir jeden variablen Teil des Heterodimers — also V-a und V- —
jeweils 3 dieser CDRs — CDR1, CDR2 und CDR3. (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 45-46)
Diese Regionen werden dabei von s.g. framework regions (FRs) eingerahmt. FRs sind relativ
konserviert und dienen als strukturelles Gerlst der CDRs. Damit eine erfolgreiche
SignallUbertragung nach Antigenerkennung passiert, ist der TCR auf Co-Faktoren angewiesen,
die fur diese Signalubertragung verantwortlich sind und die T-Zellen aktivieren kénnen. Fir
TCR dienen dazu die Proteine CD3 und die {-Kette. (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 45)
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Diese Co-Faktoren besitzen Tyrosinaktivierungssequenzen, s.g. ITAMs — immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs — an ihren cytosolischen Enden. Sobald ein Antigen an den
TCR bindet, ricken diese Co-Faktoren durch die Ausbildung von Aggregaten (crosslinking) in
die Nahe der Rezeptoren. Tyrosinkinasen, welche rezeptorstandig vorhanden sind,
phosphorylieren daraufhin die ITAMs und es kann eine Kaskade von Kinase-Aktivierungen
eingeleitet werden, welche schlussendlich entsprechende Signale in den Kern der T-Zelle

weiterleiten und so die T-Zelle aktivieren. (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 45-46)

1.5.4 ANTIGENERKENNUNG DURCH DEN TCR

T-Zellen erkennen Antigene durch die Prasentation von Peptidfragmenten Uber den MHC-
Komplex der Wirtszelle. Vor allem die CDRs des TCR erkennen dabei bestimmte Sequenzen
des Peptids, sowie auch einzelne polymorphe Bereiche des MHC-I. Reife T-Zellen exprimieren
Co-Rezeptoren (CD4 bzw. CD8), welche bei der Erkennung von Peptiden die tber die MHC-
Komplexe prasentiert werden, eine Stabilisierung bewirken. Zytotoxische T-Zellen exprimieren
dabei den CD8 Co-Rezeptor und kdnnen intrazellulare Peptide erkennen, die iber den MHC-
I-Komplex an der Zelloberflache prasentiert werden. T-Helferzellen exprimieren CD4 als Co-
Rezeptor und kénnen deshalb Peptide extrazellularer Natur erkennen, die Giber den MHC-II-
Komplex prasentiert werden. Es kénnen tber den TCR nicht nur Peptide sondern auch einige
Kohlenhydratstrukturen und auch  Toxine (Superantigene) erkannt  werden.
(Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 48)

1.5.5 B-ZELLEN

B-Zellen erkennen Antigene Uber den BCR, der an der Oberflache der Zellen verankert ist.
Durch die Bindung eines Antigens an den BCR wird intern eine Signalkaskade induziert, die
die B-Zelle dazu veranlasst, zu proliferieren und sich in eine Plasmazelle zu differenzieren.
Plasmazellen stellen die Effektorzellen naiver B-Zellen dar und sind fur die
Antikdrperproduktion verantwortlich. Diese Antikdrper sind spezifisch fur ein Pathogen, gegen
das die B-Zellen aktiviert wurde. (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012, 44-45)

1.5.6 BCR (B-CELL-RECEPTOR)

BCRs sind membranstandige Immunglobuline und sind dem TCR sehr &hnlich. Im Gegensatz
zum TCR kann der BCR in eine schwere und eine leichte Kette (heavy und light chain)
unterteilt werden, wobei es fir beide der Ketten wiederum eine konstante und eine variable
Region gibt — Ch, Cl und Vh, VI. Die beiden Ketten werden im Gegensatz zum TCR durch 2
Disulfidbricken in ihrer 3-dimensionalen Struktur stabilisert.

Gleich wie beim TCR gibt es beim BCR fur den antigenerkennenden Teil der variablen-

Regionen wieder jeweils 3 CDRs, die durch 4 FRs verbunden und somit stabilisiert werden.
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Die enorme Vielfalt der BCRs wird genau nach dem gleichen Prinzip wie beim TCR erreicht —
durch die somatische Rekombination der verschiedenen V-, D- und J- Gensegemente- siehe
Abbildung 2. Genau wie beim TCR gibt es fur den BCR auch Co-Faktoren, die fur die
Signaltransduktion in den Zellkern und somit fir die Aktivierung verantworlich sind — Ig-a und
Ig-B. Die beiden Co-Faktoren besitzen ebenfalls wie beim TCR ITAMs. Die Aktivierung der B-
Zelle erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie beim TCR. (Vollmar/Zindorf/Dingermann 2012,
44-47)

1.5.7 ANTIGENERKENNUNG DURCH DEN BCR

Der BCR erkennt mittels der CDRs s.g. Epitope auf Antigenen. Epitope stellen dabei kleine
Bereiche eines Peptids dar. Abhanging von der Groflke des Peptids werden kleine Peptide in
den Taschen bzw. Furchen und gréfRere auf der Oberflaiche der CDRs gebunden. Diese
Bindung ist im Allgemeinen reversibel und beruht auf nicht-kovalenten Wechselwirkungen
zwischen CDRs und Antigen (elektrostatische Krafte, Wasserstoffbriickenbindungen, van der
Waal’'sche Krafte und hydrophobe Krafte). Wie stark ein Antigen am BCR gebunden wird hangt
von der Affinitat zum Antigen — der Gesamtheit der Bindungskrafte — ab.

Die Summe der Affinitaten wird als Aviditat bezeichnet — sie ist bei BCRs die in Form von IgM-
Molekulen vorliegen am gréften, da das IgM-Molekil eine pentamere Struktur vorweist. Als
Kreuzreaktivitaten werden Ereignisse bezeichnet, in denen 2 oder mehrere verschiedenen
Antigene durch eine einheitliche Determinante auf ihnen von einem einzelnen Rezeptor
erkannt werden konnen. Im Gegensatz zu den T-Zellen kénnen B-Zellen durch die s.g.
somatische Hypermutation Punktmutationen in den V-Regionen nach Antigenstimulation
hervorrufen, welche zu einer Erh6hung der Antigenaffinitdt flhren konnen.
(Vollmar/Zundorf/Dingermann 2012, 48-49)
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2 DIE HLA-BARRIERE
2.1 MHC-SYSTEM

In den 1930er Jahren wurden von Peter Gorer erste Experimente angestellt, die herausfinden
sollten, warum es transplantierten Tumoren von einer Maus auf die andere nicht moglich war
im neuen Organismus weiterzuwachsen und der transplantierte Tumor abgestoRen bzw.
vernichtet wurde. Er fand dabei heraus, dass die Tumorresistenz in der Empfangermaus mit
der Prasenz von spezifischen Antikérpern verbunden war, die bestimmte Antigene des
gespendeten Transplantates binden konnten. Gorer nannte dieses Antigen ,antigen I1“ und
fand dabei in Zusammenarbeit mit George Snell heraus, dass das Antigen auf einem
bestimmten Genlocus exprimiert wurde, den sie als H2 (histocompatibility 2) benannten.

Dies begrindete die intensive Forschung nach neuen Erkenntnissen des bislang noch
unbekannten adaptiven Immunsystems. Viele weitere bahnbrechende Publikationen, in
welchen eine Theorie durch die ndchste wieder abgeldst wurde, begriindeten schlussendlich
das heutige Verstandnis Uber das MHC-System und die Rezeptoren des adaptiven
Immunsystems (BCR, TCR). (W.Mak 2006, 248-250)

Der MHC ist bei Menschen auch unter HLA bekannt und ist ein multilokularer, polymorpher
Gencluster am humanen Chromosom 6, der fiir die Exprimierung der MHC-Proteine
verantwortlich ist, die auf allen humanen Zellen zu finden sind. Er ist nach heutiger Erkenntnis
ausschlielRlich bei Vertebraten zu finden, wenn auch in unterschiedlicher Art und Weise.
(W.Mak 2006, 248-255)

2.1.1 HLA-GENLOCUS

Die fur den HLA-Komplex notwendigen Gene befinden sich mit Ausnahme des MHC-I
beteiligten B2-Mikroglobulins, dessen Gene sich am Chromosom 15 befinden, am humanen
Chromosom 6. Die Region umfasst etwa 3500 kb und enthalt viele Gengruppen die fir die
jeweiligen MHC-I bzw. MHC-II Proteine kodieren. Gene die fir die MHC-I a-Kette kodieren
werden unter HLA-A, HLA-B und HLA-C zusammengefasst.

Gene fur MHC-II a- und B-Ketten kodieren in der HLA-DP, HLA-DQ, und HLA-DR Region am
Chromosom 6. Multiple Gene in der DM- und DO Region sowie einzelne Gene auf der HLA-
E, HLA-F und HLA-G Region kodieren fur die nicht-klassischen MHC-Ib und MHC-IIb Proteine.
Es gibt auch einen s.g. MHC-IlI-Genlocus der ebenso am Chromosom 6 liegt und fir
Komplement- und Heat-Shock-Proteine sowie TNF und LT kodiert. (W.Mak 2006, 255)

Fir jedes dieser MHC-Loci gibt es zwei verschiedene Allele, jeweils eines am maternalen und

eines am paternalen Chromosom. (W.Mak 2006, 257)
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MULTIPLIZITAT UND POLYMORPHISMUS AM MHC-Locus

Normalerweise kodiert ein funktionelles Gen fir ein Protein, das eine spezifische Funktion
ausfuhrt. Wahrend der Evolution hat sich durch verschiedene Mechanismen (Genduplikation
etc.) am MHC-Locus eine Multiplizitat eingestellt, was soviel heil3t wie, dass es mehrere
Genloci im Genom gibt, welche jeweils fir ein MHC-I bzw. MHC-II Polypeptid kodieren, diese
Peptide jedoch funktionell unterschiedlich sind. (W.Mak 2006, 272)

Je nach synthetisierter a- oder B-Kette werden die Genabschnitte mit Suffixen belegt, die tber
die produzierten Polypeptide Auskunft geben. DP-A kodiert z.B. fiir eine a-Kette in der DP-
Region, wobei DP-B fiir eine B-Kette derselben Region kodiert. Normalerweise werden MHC-
Il Proteine aus a- und 3- Ketten derselben Region zusammengesetzt, was so viel heil’t wie,
dass eine Kombination aus z.B. DP-A und DQ-B sehr selten vorkommt. (W.Mak 2006, 255-
257)

Die meisten aller Proteine die von Vertebraten synthetisiert werden sind monomorph (>90%),
was so viel bedeutet, als dass bei Uber 90% der Individuen einer Spezies die gleiche
Nukleotidsequenz am gleichen Genlocus vorkommt, die schlussendlich flr das Peptid kodiert.
(W.Mak 2006, 256)

MHC-Loci sind jedoch eine der polymorphesten Strukturen im Genom von Vertebraten, d.h.
es gibt in einer Population fur einen Genlokus einige verschiedene Allele, die sich nur leicht in
der Nukleotidsequenz unterscheiden, aber schlussendlich ein funktionell identisches Protein
hervorrufen. (W.Mak 2006, 256)

Im menschlichen Genom gibt es fir das HLA-A Gen mehr als 290, fur das HLA-B Gen Uber
550 und fir das HLA-C Gen Uber 140 verschiedene Allele. (W.Mak 2006, 256)

Zwei verschiedenen Individuen exprimieren daher wahrscheinlich geringgradig verschiedene
MHC-I Proteine die sich nur in wenigen Aminosauresequenzen unterscheiden werden.
(W.Mak 2006, 257)

Der Fakt, dass die MHC-Gene unabhanig voneinander bzw. co-dominant exprimiert werden,
erhoht die Vielfalt an Endprodukten noch weiter. Das heif3t so viel, als dass Gene sowohl auf
dem maternalen als auch auf dem paternalen Chromosom exprimiert werden kénnen, die flr
HLA-A-, HLA-B-, HLA-C-a-Ketten sowie auch fir HLA-DP-, HLA-DQ- und HLA-DR-a/-B-Ketten
kodieren. Beispielhaft ist somit festzustellen, dass fir das HLA-DP Moleklil 2 verschiedene a-
und 2 verschiedene B-Ketten exprimiert werden konnen, was ingesamt 4 verschiedene
Heterodimere kombinatorisch moglich macht. (W.Mak 2006, 257)

Diese Vielfalt kann sich am Beispiel von HLA-DR sogar erhéhen, da es auf diesem Lokus mehr
als nur ein DR-B-Gen gibt. (W.Mak 2006, 257)

Durch die Kombination aus Multiplizitdt, Polymorphismus und unabhangigen bzw. co-
dominanten Expressionsmustern entsteht eine enorme Vielfalt an HLA-Proteinen innerhalb

einer Population. Diese enorme Variabilitat ist wahrscheinlich eine evolutionare Sicherung
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einer Population. Auch bei einem noch so pathogenen Erreger bzw. einer drastischen
Neumutation ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass zumindest ein Teil der Population eine
Immunantwort auf das Pathogen iniziieren kann, was zum Uberleben der Spezies fiihren
wirde. (W.Mak 2006, 272-273)

ALLOREAKTIVITAT

Durch diese Tatsache kann ein MHC-Allel eines Individuums einer Population von einem
anderen Individuum als ,fremd“ erkannt werden, was zu einer alloreaktiven Immunantwort
fuhren wirde. Im Gegensatz dazu tritt bei syngenen Individuen — wie z.B. eineiigen Zwillingen
— keine Immunantwort auf. Genau dieser Fakt istim Bezug auf eine potentielle Spenderin bzw.
einen potentiellen Spender bei STZ-Transplantationen von besonderer Bedeutung und
malfigebend fir die Intensitat der GvHD verantwortlich. (W.Mak 2006, 273)

2.2 MHC-PROTEINE

Die MHC Klasse | und Klasse Il Proteine sind in ihrer teritaren Struktur gleich. Sie sind beide
heterodimere, transmembranése Komplexe, die eine extrazellulare, N-terminale
Peptidbindungsstelle beinhalten. Zusatzlich bestehen sie aus Ig-like extrazellularen Regionen,
einem hydrophoben transmembranen Teil und einer relativ kurzen C-terminalen
cytoplasmatischen Endung. Die Bindung zwischen MHC-Molekil und Peptid verfiigt tiber eine
relativ schwache Affinitat. (W.Mak 2006, 260)

2.2.1 MHC-I

MHC-I Proteine werden von allen kernhaltigen Zellen auf der Zelloberflache exprimiert. Dabei
verfligt jede Zelle normalerweise Uber eine gemischte MHC-I Population, die aus den
verschiedenen MHC-I Genen (HLA-A, HLA-B, HLA-C) resultiert, wobei bis zu 250.000 MHC-I
Proteine jedes Gens auf der Zelloberflache auftreten kénnen. Die Peptide die an das MHC-
Protein gebunden sind werden im Zellinneren durch Proteindegradation synthetisiert und
zusammen mit dem HLA-Komplex an die Zelloberflache transportiert. Die Aufgabe des MHC
ist es nicht zwischen ,selbst” und ,fremd* zu unterscheiden, sondern die Peptidfragmente an
der Zelloberflache zu prasentieren. Die Entscheidung, ob das Peptid ein Produkt aus eigenem
oder fremdem Genom ist, wird Uber die Bindung des TCR der CD8-exprimierenden
Lymphozyten gefallt. (W.Mak 2006, 260)
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STRUKTURELLER AUFBAU DES MHC-I
Eine grof3e a-Kette und eine kleine 32-Mikroglobulin-Kette (32m) bilden den MHC-I-Komplex,

wobei die f2m-Kette dabei nicht kovalent an das distale Ende der a-Kette bindet. Die a-Kette

besteht aus 350 Aminosauren, die von 3

PEPTIDBINDUNGSSTELLE extrazellularen, globularen Domanen mit je ca. 90
* Aminosauren gebildet wird. Die a1- und a2-Domane
1 bilden dabei am N-terminalen Ende die
Peptidbindungsstelle, die a3-Domane bindet

hingegen nicht kovalent an die f2-Mikroglobulin-Kette
und bildet die Ig-like Region — siehe Abbildung 3
(W.Mak 2006, 260-261).

Die a3-Kette bildet dabei ebenfalls den

transmembranen Teil, der aus etwa 40 Aminosauren

besteht, und den cytoplasmatischen Schwanz mit den

— ? restlichen 30 Aminosauren. a2- , f2m- und a3-

ZELLMEMBRAN

Domane tragen eine interne Disulfidbricke die das

Molekul 3-dimensional stabilisiert, wogegen die a1-

Abbildung  3: MHC-I Komplex, Die . . . .
Peptidbindungsstelle wird durch die a1 und a2 Domane ohne eine solche Verbindung auskommt. Die

Untereinheit der a -Kette gebildet, mit a3-
freundlicher Genehmigung von Dr. Michael

Schinagl, Graz, Osterreich Disulfidverbindungen die sich in der eigenen Doméne

und 2m-Domanen verfligen Uber

ausbilden. Zusatzlich gibt es zwischen a1- und a2-Domane eine stickstoffgebundene
Oligosaccharidkette. (W.Mak 2006, 261) Die meisten Polymorphismen kommen auf der a1-
und a2-Domane vor, wobei die a3-Domane hingegen wenig polymorph ist und auch die
Bindungsstelle fur den CD8-Korezeptor der T-Lymphozyten bildet. Das 2m-Protein besteht
aus 99 Aminosauren und wurde aufgrund seiner Ld&slichkeit als Serumglobulin im Urin
identifiziert. (W.Mak 2006, 261)

Im Gegensatz zu den a-Domanen weist das Protein unter Menschen keinen Polymorphismus
auf und kann als Prototyp der Ig-Superfamilie bezeichnet werden. Die f2m-Doméane hat weder
Kontakt zur Zellmembran, noch ist sie Uber eine Peptidbindung mit der a-Domane verbunden,
sie stabilisiert vielmehr selbst und zusammen mit der a3-Domane den gesamten Komplex.
Dabei bilden $2m- und a3-Domane - die als antiparallele 3-Faltblatter zueinander angeordnet
sind - eine immunglobulindhnliche Faltstruktur aus. (W.Mak 2006, 261)

PEPTIDBINDUNG IM MHC-I
HLA-I-Komplexe kénnen nur sehr kleine Peptidfragmente in ihrem Spalt aufnehmen. (W.Mak
2006, 261-262) Antigene mussen daher vor der Prasentation im Zellinneren zu

Peptidfragmenten prozessiert werden, um in der kleinen Peptidbindungstasche des HLA-I-
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Komplexes Platz zu haben. Die Bindungstasche des MHC-I| ist grol3 genug fir 8-10
Aminosauren, wobei dabei die Enden des Peptids verankert werden und der Mittelteil nach
oben hin ausgedellt wird. (W.Mak 2006, 261-262)

Den Boden der Bindungstasche erzeugen 8 antiparallel verlaufende B-Faltblatter, die von der
a1- und a2-Doméane stammen. Die Seitenwande der Bindungstasche werden jeweils aus einer
al- und a2-stammenden parallel verlaufenden a-Helix erzeugt. Durch den Boden der
Bindungstasche kann die B2m-Domane die Bindungsaffinitat zum Peptid erhdhen. (W.Mak
2006, 261-262) Der Komplex hat also mit der Peptidbindung die hdchste Stabilitat
eingenommen. Die Affinitdt vom TCR zum Peptid bzw. MHC hangt vom Ausmal des
Hervortretens des Peptids aus der Bindungstasche des MHC-I ab, wobei Peptide, die groRer
als 10 Aminosauren sind zwar schwerer vom MHC-I gebunden werden, aber eine starkere
Bindung mit dem TCR herstellen kénnen. (W.Mak 2006, 261-262)

Durch die unterschiedlichen Bindungstaschengrofien der HLA-I Subtypen (-A/-B/-C) und der
unteschiedlichen Allele eines MHC-I Gens kann trotz der GréRenlimitation eine sehr hohe
Variabilitat im Bezug auf die Peptidprasentation fir den TCR erreicht werden.
Wasserstoffbriicken und eine Reihe anionischer Verbindungen sowie eine geringradig
mogliche Konformationsanderung des HLA-I-Komplexes stellen weitere Mechanismen dar,
um das Peptid passend in der Bindungstasche fixieren und prasentieren zu kénnen. (T. W.
Murphy 2012, 166)

2.2.2 MHC-II

Die Expressoin von MHC-II ist um einiges restriktiver als die des MHC-I und so sind es nur
primar professionelle APCs wie Makrophagen, dentritische Zellen und naive B-Zellen, die den
Komplex an ihrer Oberflache ausbilden. (W.Mak 2006, 262)

Peptide, die sich in der Bindungstasche des MHC-II befinden, werden von CD4-tragenden T-
Zellen (T-Helferzellen) erkannt, welche so aktiviert werden kdnnen. Diese Peptide sind aber
im Gegensatz zu den von MHC-I-Komplexen prasentierten Peptiden exogenen Ursprungs und
werden normalerweise Uber Phagozytose durch die APCs aufgenommen und im Zellinneren
abgebaut. (W.Mak 2006, 262)
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STRUKTURELLER AUFBAU DES MHC-II

Der MHC-II besteht aus einer a-Kette, die nicht kovalent mit einer B-Kette verbunden ist. Beide
bestehen jeweils aus einem N-terminalen Teil, einer extrazellularen Ig-like Region, einer
hydrophoben, transmembranen Region und einem kurzen cytoplasmatischen Schwanzteil —
siehe Abbildung 4 (W.Mak 2006, 263). Die a-Kette kann in eine a1- und a2- Domane unterteilt

werden. Die N-terminale a1-Kette ist wiederum der polymorphe Teil des Komplexes und macht

mit einer Lange von ca. 90 Aminosauren die halbe

PEPTIDBINDUNGSSTELLE . . . o .
Peptid-Bindungsstelle aus. Die a2-Domane ist auch

* ‘ ca. 90 Aminosauren lang und wird durch eine interne
_ Disulfidbriicke kugelférmig ausgestilpt. (W.Mak
2006, 263) Wie beim MHC-I Komplex weist dieser

Anteil eine immunglobulin-ahnliche Faltungsstruktur

~"

auf, ist jedoch nicht Teil der Peptid-Bindungsstelle.
Beide Domanen weisen eine N-terminal gebundene
Oligosaccharidkette auf. (W.Mak 2006, 263) Die B-

Kette wird ebenfalls in eine B1- und p2-Domane

unterteilt, wobei die 1-Domane mit wiederum einer

- | T Lange von 90 Aminosauren die andere Halfte der
ZELLMEMBRAN Peptidbindungsstelle formt. Im Gegensatz zur a1-

Kette wird sie aber durch eine interne Disulfidbricke

Abbildung ~ 4:  MHC-II  Komplex, Die Stabilisiert und tragt im Gegensatz zur 32-Doméane

Peptidbindugngsstelle wird druch die a1 und 1 . . .
Untereinheiten  gebildet, mit freundlicher ein N-gebundenes Oligosaccharid. (W.Mak 2006,

Genehmigung von Dr. Michael Schinagl, Graz, 263) Die durch

. ) eine interne Disulfidbricke
Osterreich

immunglobulin-adhnlich  konformierte  2-Domane
formt die Bindungsstelle fur den CD4 Co-Rezeptor. (W.Mak 2006, 263) Im Gegensatz zum
MHC-1 Molekdl sind beide Domanen des MHC-II Molekiils transmembranos verankert, wobei
die dreidimensionale Struktur von a2- und B2-Kette des MHC-II Moleklils stark der Struktur
von a3- und B2m-Kette des MHC-I Molekuls ahnelt. (W.Mak 2006, 263)

PEPTIDBINDUNG IM MHC-II

Die MHC-II Peptidbindungstasche ist der des MHC-I sehr ahnlich, wobei beim MHC-II-
Komplex die Bindungstasche aus a- und B-Domane geformt wird. Ein gravierender
Unterschied besteht jedoch in der spaltbildenden Struktur. Im Gegensatz zur im MHC-I-
Komplex geschlossenen Bindungstasche ist sie am MHC-II gedffnet, kann somit viel langere
Peptide - bis ca. 30 Aminosauren - binden und ist somit fur die Peptidprasentation leichter
zuganglich. (W.Mak 2006, 263) In der Regel sind prasentierte Peptide zwischen 13 und 18

Aminosauren lang. (W.Mak 2006, 263) Die Bindung zwischen der Aminostrangstruktur und
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den MHC-II Seitenketten wird durch Wasserstoffbriicken stabilisiert und dadurch in der
Bindungstasche zwischen kommunizierenden Teilen des MHC-II-Komplexes und Peptidteilen
eine polyprolin-dhnliche Sekundarstruktur ausgebildet. (W.Mak 2006, 263) Dadurch weist der
MHC-II Komplex eine geringere Variabilitdt in Bezug auf mdgliche verschiedene
Peptidfragmente, die gebunden werden kdnnen, auf, ist aber im Gegensatz zum MHC-I
Komplex aufgrund der offenen Bindungstasche nicht auf eine gewisse Struktur der
Ankeraminosauren angewiesen, um diese im Komplex festhalten und prasentieren zu kénnen.
(W.Mak 2006, 263) Verschiedene MHC-II Gene und MHC-II Allele bilden unterschiedliche
Bindungstaschen und Wandstrukturen der Tasche aus, welche wiederum verschiedene
Spezifitaten fur die zu prasentierenden Peptidketten aufweisen. (W.Mak 2006, 263) Die
polymorphen Anteile befinden sich wie beim MHC-I-Komplex auch beim MHC-II-Komlex im
Bereich der Bindungstasche und betreffen deshalb die a1- und B1- Domane. Die
Antigenspezifitat des Peptides wird durch die aus der Bindungstasche nach oben zum TCR
hinausstehenden Peptidseitenketten gewahrleistet. (W.Mak 2006, 263)

2.2.3 NICHT KLASSISCHE HLA-MOLEKULE

HLA-IB

Dazu gehdéren HLA-X, -E, -J, -G, -F und HFE (auch HLH-H). Sie werden auch als nicht
klassische MHC-I Produkte bezeichnet. (W.Mak 2006, 268) |hre genaue Funktion ist relativ
unklar. Die Gene haben die gleiche Struktur wie andere MHC-I Gene, ihnen fehlt aber der
Polymorphismus. (W.Mak 2006, 268) Einige dieser HLA-Ib Produkte werden zusammen mit
der B2m-Domane auf der Zelloberflache exprimiert und kdnnten an der Antigenprasentation
beteiligt sein, wobei die meisten Sequenzen am HLA-Ib-Genlocus wohl eher nicht funktionelle
Pseudogene darstellen. (W.Mak 2006, 268)

HLAIIB

Sind Gene in der DO bzw. DM Region des HLA-Genlocus, die flr Polypeptide kodieren, die
den a- und B-Ketten des klassischen MHC-II-Komplexes sehr dhnlich sind. (W.Mak 2006, 268)
Sie bilden ebenso wie der MHC-II-Komplex Heterodimere, tragen aber keinen
Polymorphismus und werden generell nicht auf der Zelloberflache exprimiert. Sie sind nur
indirekt in der Antigenprasentation beteiligt. (34) (W.Mak 2006, 268-269)

HLATI

Zwischen HLA-I und HLA-Il Genlocus liegen Gene der HLA-III Region, die eine wichtige
immunologische Rolle spielen. Auf diesem Locus kodieren vor allem Komplementproteine und
inflammatorische Proteine (TNF-a, LTA, LTB etc.). (W.Mak 2006, 269)
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3 STAMMZELLTRANSPLANTATION
3.1 STAMMZELLEN

Die wichtigsten Eigenschaften von Stammzellen lassen sich in folgende 3 unterteilen (R.
Ldllmann-Rauch 2012, 88):

e sie besitzen die Fahigkeit sich selbst zu reproduzieren, d.h. einen lebenslangen
Vorrat an STZ aufrecht zu erhalten

e sie unterlaufen einen Zellzyklus, der sehr langsam von statten geht (seltene Teilung)

e STZ besitzen wenige Differenzierungsmerkmale und kdnnen deshalb als niedrig

differenzierte Progenitorzellen bezeichnet werden

Stammzellen teilen sich asymmetrisch, was so viel heif3t, dass bei der Teilung einer STZ zwei
ungleiche Tochterzellen hervorgehen. Dabei bleibt eine Tochterzelle im STZ-Vorrat vorhanden
und behalt die Eigenschaften der Mutterzelle bei. Die zweite Tochterzelle entwickelt sich zur
Progenitorzelle (Vorlauferzelle). Aus dieser Progenitorzelle entsteht spater eine Population
aus Transit-Amplifizierungszellen (TAZs), jedoch verliert diese Tochterzelle die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung. Die TAZs durchlaufen einige Teilungszyklen, stellen an einem gewissen
Punkt ihre Mitose ein und differenzieren sich. (35) (Lullmann-Rauch 2012, 88) Man kann
Stammzellen generell nach Hierachien und ihrer Fahigkeit, sich in verschiedene Gewebetypen

differenzieren zu kdnnen, einteilen (Lullmann-Rauch 2012, 88):

o totipotente STZ: ist die STZ bis zum 8-Zell Stadium des Embryos. Sie kann sich in
alle Gewebetypen einschliellich der Plazenta differenzieren (Entoderm, Ektoderm,
Mesoderm)

o Dpluripotente STZ: im frithen Embryo. Aus ihr kdénnen alle Gewebetypen
ausschlief3lich der Plazenta entstehen

e multipotente STZ: im postnatalen Organismus. Aus ihr kbnnen viele verschiedene —
aber bei Weitem nicht alle — Gewebe- und Zelltypen eines Keimblattes entstehen
(Bsp: mesenchymale STZ, hamatopoietische STZ...)

¢ oligopotente/unipotente STZ: diese STZ kdnnen sich nur in wenige Zelltypen bzw.

nur einen Zelltyp differenzieren

Stammzellen kommen im adulten Organismus hauptséachlich im KM vor und bilden dabei eine
relativ kleine Zellpopulation. Die Entscheidung, ob eine STZ sich bei Teilung fir den Pfad der
Selbsterneuerung oder den Pfad der Differenzierung entscheidet bzw. welchen
Differenzierungsweg diese einschlagt, ist ein stochastisches Ereignis. Die hoch integrierten

Prozesse, die zu dieser Entscheidung beitragen, unterstehen verschiedenen Mechanismen
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welche in intrazelluldre (Protoonkogene, Tumorsuppressorgene, Transkriptionsfaktoren,
regulatorische Molekile des Zellzyklus) und extrazelluldre (regulatorische Molekile,
Mirkoumgebung) unterteilt werden konnen. (36) Regulatorische Molekile kénnen in positive
(h@matopoietische Wachstumsfaktoren — z.B. G-CSF) und negative (Interferone, TGF-§3, MIP-
1a) Faktoren unterteilt werden, die in einem komplexen Zusammenspiel miteinander agieren.
Als Mikroumgebungseinflisse verstehen sich direkte Zell-Zell-Interaktionen, Interaktionen mit

Molekdilen der Extrazellularmatrix und Interaktionen mit I6slichen Wachstumsfaktoren. (36)

3.2 DIE HAMATOPOIETISCHE STAMMZELLE

Die Hamatopoese bezeichnet die Bildung der verschiedenen Zelltypen des Blutes. (E.-J.
Speckmann 2013, 321) Im heranreifenden Fetus beginnt diese in den mesenchymalen
Blutinseln und dem Dottersack. Sie erreicht dort bereits im ersten Fetalmonat das Maximum.
Kurz danach wird die Hamatopoese von der fetalen Leber und Milz Gbernommen, wo sie im
5ten Fetalmonat das Maximum erreicht. Zu dieser Zeit erfolgte bereits allmahlich die
Verlagerung der Blutzellproduktion ins KM. Nach der Geburt finden sich die Vorlauferzellen
von roten und weilden Blutzellen nur noch im roten KM, das beim Erwachsenen etwa 1,7I
ausmacht und ca. 10°%-107 hamatopoietische Stammzellen enthalt. (E.-J. Speckmann 2013,
321) Aus den sogenannten Colony Forming Units (CFUs) entstehen durch Differenzierung
und Proliferation die Zellen der hamatopoetischen Reihe — Erythrozyten (E), Granulozyten

(G), Monozyten (M), Megakaryozyten (M) und Lymphozyten (L) — siehe Abbildung 5.
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Abbildung 5: Hédmatopoese, Quelle: Mikael Haggstrom: GFDL (http://www.gnu.org/copyleft/fdl.html), via Wikimedia
Commons

Die entsprechenden Vorlauferzellen werden als CFU-E, CFU-GM, CFU-M usw. bezeichnet.
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Die Ubergeordnete Vorlauferzelle, aus der sich alle spezifischen CFUs entwickeln kénnen, wird
als CFU-GEMML (oder auch nur GEMML) bezeichnet, weil sich aus ihr die verschiedenen
spezifischen CFUs entwickeln konnen (zelltypenspezifisch anhand des Suffixes) (E.-J.
Speckmann 2013, 321).

Die Hamatopoese lasst sich weiters grob in 2 Reihen einteilen: die myeloische und die
lymphatische Reihe. Aus der myeloischen Reihe mit der Vorlauferzelle CFU-GEMM entstehen
Eryhtrozyten, Granulozyten, Makrophagen und Megakaryozyten. Aus der lymphatischen
Reihe entstehen Uber die lymphatische Vorlduferzelle, die sich aus der CFU-GEMML
entwickelt, Uber verschiedene Zwischenstufen reife B-Zellen, T-Zellen, NK -Zellen und
dentritische Zellen. Schematisch ist dies in Abbildung 5 dargestellt. (E.-J. Speckmann 2013,
321-323)

So genannte Colony Stimulating Factors (CSF) sind fiir die Proliferation und Differenzierung
von myeloischen und lymphatischen Vorlauferzellen zu deren Zell-Endprodukten
verantwortlich. Sie sind kleine parakrine Peptide die unter anderem aus Makrophagen im KM
freigesetzt werden und lokal auf die Vorlauferzellen wirken. Ebenso haben IL-2, IL-5 und
klassische Hormone (Katecholamine, Steroidhormone - Stimulation durch Androgene,
Hemmung durch Ostrogene, Schilddriisenhormone, Wachstumshormone) einen groRen
Einfluss auf die Hamatopoese. (E.-J. Speckmann 2013, 321-323)

3.3 DIE HAPLOIDENTE HAMATOPOIETISCHE STAMMZELLTRANSPLANTATION

Die erste erfolgreiche HLA-matched KM-Transplantation wurde in den 60er Jahren im Zuge
von primaren Immunodefizienzsyndromen durchgefihrt. (37) Aus diesen Erfahrungen heraus
und der ldee, dass auch haploidenten Spenderinnen und Spender nach Entfernung von
Spender-T-Zellen, die eventuell eine mdgliche Alloreaktivitdt im Sinne einer GvHD
hervorrufen, fur Immunodefizienzsyndrome als kurative Therapie zur Verfligung stehen
kénnten, wurden in den 1980er Jahren erste haploidente Transplantationen bei SCID und
Wiskott-Aldrich Syndromen durchgefuhrt. (38,39) Die Hauptprobleme am Anfang der HFD
HSCT bestanden in der hohen Rate an schweren (oft hyperakuten) GvHDs und
GraftabstoBungen. (40) Desweiteren wurden hohe frihe Mortalitatsraten durch
Multiorganversagen beobachtet, oftmals verursacht durch eine inflammatorische
Zytokinantwort zum Engraftmentzeitpunkt, als auch durch eine hohe Rate an
opportunistischen Infektionen. (40) Eine retrospektive Analyse die 1985 von Beatty et al.
publiziert wurde, zeigte, dass Patientinnen und Patienten die ein HLA-2- bzw. HLA-3-Antigen-
mismatched Transplantat erhielten, viel schlechtere Outcomes hatten, als jene, die nur ein
HLA-1-Antigen-mismatched Transplantat erhielten — in dieser Gruppe waren die
Uberlebensraten vergleichbar mit einer HLA-matched related donor Transplantation. (41) Dies

unterstrich das hohe Risiko von Transplantationen mit einem HLA-mismatch > 1. (41)
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Diese Probleme waren die immunologische Konsequenz, die HLA-Barriere Uberwinden zu
wollen und flhrten aufgrund der schlechten Outcomes dazu, dass sich nur wenige Zentren
weltweit mit der HFD HSCT weiter beschéftigten und die Fortschritte auf dem Gebiet der HFD
HSCT nur zdgerlich waren. (42) Durch die ersten Versuche der T-Zell-Depletion bei HLA-
identen Spenderinnen und Spendern konnte die Rate an GvHD verringert werden, jedoch zu
Gunsten einer gdleren Wahrscheinlichkeit der Graftabstollung, eines moglicherweise
kleineren GvL-Effekts, hdherer Rezidivrate und gréferer Inzidenz an Infektionen. (43)

Reisner et al. haben mit der megadose-CD34+ HFD HSCT gezeigt, dass die HLA-
Inkompatibilitat bei HFD HSCT durch die hohe Anzahl an Stammzellen durchbrochen werden
kann und ein stabiles Engraftment auftritt. (44) Aversa et al. haben ebenso mit der Verwendung
von Hochdosis-CD34+-Grafts an Patientinnen und Patienten, die eine myeloablative
Konditionierung erhielten, die Machbarkeit einer HFD HSCT mit stabilem Engraftment
aufgezeigt. (45-47) Die mittlere Zahl an CD34+-Zellen im Graft sollte dabei tGber 10 x 10°
Zellen/kgKG und die Zahl an CD3+ weniger als 5 x 10* Zellen/kgKG sein. (48) Eine profundere
T-Zell-Depletion war nétig, wenn ATG nicht im Konditionierungsregimen beinhaltet war. (49)
Bei padiatrischen Patientinnen und Patienten wurde gezeigt, dass eine grofere Anzahl an
CD34+-Zellen/kgKG in einer schnelleren Immunrekonstitution resultierte. (50) In den letzten
Jahren wurde ein groRer Aufwand betrieben um die Hauptprobleme der HFD HSCT umgehen

zu kénnen (51):

e die HLA-Barriere fir ein stabiles Engraftment zu dberwinden
e eine GvHD mit der T-Zell-Depletion in-vitro und/oder in-vivo zu verhindern
e die durch die intensiven hoch-toxischen Konditionierungsregimen langsame

Immunrekonstitution und hohe TRM nach HFD HSCT zu reduzieren

Durch Fortschritte auf dem Gebiet der GvHD-Pravention haben sich die Outcomes nach HFD
HSCT weiter verbessert und es konnten somit neue Strategien entwickelt werden. (52-57)
Diese Strategien, welche sich in den letzten Jahren etabliert haben, beinhalten nach neuen
weniger toxischen Konditionierungsregimen (RIC) auch ex-vivo T-Zell-Depletion des Grafts,
in-vivo T-Zell-Depletion mit ATG und Alemtuzumab, energische pharmakologische GvHD-
Prophylaxe, potentere antivirale und antimykotische Medika, DLI, adaptiver zellularer
Immuntherapie, KIR-Ligand-Mismatch und Vielem mehr. (42) Durch diese Fortschritte hat sich
die HFD HSCT als attraktive Option flr eine alternative Spende etabliert und sich wieder in

den Blickpunkt der Forschungsarbeiten gestellt.
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3.4 DIE SUCHE NACH ALTERNATIVEN RESSOURCEN
Da fUr nur ca. 25% aller Kinder, die eine STZ bendtigen wirden, HLA-idente Geschwister zur
Verfigung stehen (58), haben sich in den letzten Jahrzehnten verschiedene alternative

Ressourcen durchgesetzt.

Diese Alternativen beschranken sich in der Regel auf:

e nicht-verwandte freiwillige Spenderinnen und Spender, bei denen eine HLA-
Kompatibilitat besteht — URD HSCT

¢ haploidente Spenderinnen und Spender in der Familie — HFD HSCT

¢ nicht-verwandte Nabelschnurblut-Spenderinnen und -Spender — URD UCBT

Die potentielle Verwendung dieser alternativen Ressourcen ermdéglicht es heutzutage fir

annadhernd jedes Kind, eine Spenderin bzw. einen Spender zu finden. (58)

3.4.1 VOR- UND NACHTEILE ALTERNATIVER RESSOURCEN

URD HSCT-UNRELATED VOLUNTEER DONOR HEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANTATION
Diese Option der alternativen Ressource hat in den letzten Jahren wohl die meiste klinische
Erfahrung und Anwendung genossen. Uber 40 Jahren wurden Tausende Kinder mit
lebensbedrohlichen Erkrankungen einer URD HSCT erfolgreich unterzogen. (59) Die
Ergebnisse der Anfangsjahre waren denen von HLA-identen Geschwister-Spenderinnen und
-Spendern vor allem aufgrund von hohen Raten eines non-Engraftments und von GvHD
signifikant unterlegen. (60) Die neuesten Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass die Wahl
eines URD mittlerweile der der — wenn verfligbar — Geschwister-Spenderin bzw. der des
Geschwister-Spenders nicht mehr unterlegen ist. Dies wird vor allem mit den verbesserten
HLA-Typisierungsmethoden, den verbesserten Konditionierungstherapien und der besseren
klinischen Nachbetreuung erklart. (61) Der grofte Vorteil einer Transplantation mittels URD
HSCT ist vor allem die groRe klinische Expertise, die Transplantationszentren durch die
Erfahrungen der letzten Jahrzehnte mit dieser Ressourcenwahl gewonnen haben. Weitere
wichtige Vorteile betreffen die reproduzierbare Qualitat des verwendeten Stamzellprodukts,
ein geringes Risiko fur die Spenderin bzw. den Spender wahrend der Spende, die Moglichkeit
einer erneuten Stammzellspende bzw. DLI bei garft failure und sinkendem Chimarismus sowie
Rezidiv. (58)

Die Nachteile der Spende mittels URD HSCT beziehen sich vor allem auf die
Wahrscheinlichkeit der Verfligbarkeit einer passenden Spenderin bzw. eines passenden

Spenders und der Zeit, die ndtig ist, um ein passendes Allograft zu gewinnen (Spenderinnen-
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bzw. Spenderidentifizierung Uber interationale Datenbanken, Kontaktaufnahme, Entnahme,
Ubermittlung...). (58)

Die Verfugbarkeit einer Spenderin bzw. eines Spenders wird vor allem durch die Ethnizitat der
Patientiennen und Patienten bestimmt und liegt fur Kaukasierinnen und Kaukasier bei ca. 50-
60% und fur bestimmte ethnische Gruppen bei ca. 10% und weniger. (42,62,63) Zwischen
1988 und 2007 wurden flr 1586 Osterreichische Patientinnen und Patienten internationale
Suchanfragen fur MUDs getétigt. Man konnte aus einer Querschnittsanalyse dieser Zahlen
erkennen, dass die Wahrscheinlichkeit eines verfigbaren MUDs zwischen 1988 bis 1995 bei
53,4%, zwischen 1996 und 2003 bei 71,3% und zwischen 2004 und 2007 bei 76,7% lag und
somit stdndig zunahm. Auch die Zeit fur die ldentifizierung eines geeigneten MUDs konnte von
anfangs 7,7 Monaten auf 1,7 Monate fir den Zeitraum zwischen 2004 und 2007 gesenkt
werden. Die hochste Wahrscheinlichkeit eine passende Spenderin bzw. einen passenden
Spender zu finden, hatten Patientinnen und Patienten, die einen haufigen HLA-Typ aufwiesen.
Die wichtigsten Faktoren fir eine Transplantation nach Identifizierung einer Spenderin bzw.
eines Spenders waren Herkunft der Patientin bzw. des Patienten und Zeitraum zwischen
Diagnose und Start der Spenderinnen- bzw. Spendersuche, wobei die Wahrscheinlichkeit
einer Transplantation hoher war, wenn die Suche zu einem spateren Zeitpunkt erfolgte. (64)
Weitere Probleme bei der Gewinnung eines Allografts stellen auch die medizinische
Qualifikation und eine eventuelle Willensanderung der potentiellen Spender dar. (58) Durch
die Verwendung des high-resolution-HLA-typings kénnen sehr eng gematchte Spenderinnen
und Spender gefunden werden und das klinische Outcome dadurch gesteigert werden. (61)
Leider sinkt dabei auch die Wahrscheinlichkeit der Verfligbarkeit einer passenden Spenderin
bzw. eines passenden Spenders. In letzter Zeit wurde deshalb vor allem in den USA versucht,
die Transplantationsregister im Bezug auf selten vertretene ethnische Gruppen zu erweitern,
um diesem Problem entgegenzusteuern. (65) Der Zeitraum zwischen Beginn der
Spenderinnen- und Spendersuche und Enthahme von Stammzellen betragt zur Zeit etwa 4
Monate (60,66) oder langer (67).

Fir einige Patientinnen und Patienten mit malignen Grunderkrankungen stellt dieser Zeitraum
eine zu lange Wartezeit dar, da sie an ihrer Grunderkrankung sterben bzw. ruckfallig werden
konnten (68,69) bzw. konnten Patientinnen und Patienten mit nicht-malignen
Grunderkrankungen  Komplikationen  entwickeln, die sich unglnstig auf den
Transplantationserfolg auswirken. (70,71) Die héchste Limitation einer Spende mittels URD
HSCT stellt wohl die grofde Anzahl an GvHD, welche hauptverantwortlich fir die Morbiditat und
Mortalitat nach URD HSCT ist, dar. Die Verwendung von T-depleted Grafts kann die Anzahl
an GvHD verringern, jedoch geht dies mit einer héheren Wahrscheinlichkeit des non-
Engraftments (72) und Rezidivs (73) einher, was keinen Gesamtuberlebensvorteil im

Vergleich mit der non-T-depleted Spende bringt. Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass die
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Verwendung von streng gematchten URDs und eine Optimierung im Hinblick auf Prophylaxe
(Infektion...) das Auftreten von akuter GHVD (74) und den Outcome verbessern kdnnen. (61)
Die GvHD stellt vor allem im nicht-malignen Setting, in dem kein GvM-Effekt fur ein besseres
Gesamtuberleben gebraucht wird, eine noch immer grol3e Herausforderung dar. Insgesamt ist
die URD HSCT aber noch immer die erste Wahl, wenn keine geeigneten HLA-identen
Geschwister als Spenderinnen bzw. Spender zur Verfugung stehen und keine Dringlichkeit
der Spende besteht. Die Limitationen der URD HSCT haben dazu geflhrt, alternative
Methoden fur die Spende zu finden — vor allem dann, wenn nicht genug Zeit zur Verfigung
steht und keine passende Spenderin bzw. kein passender Spender gefunden werden kann,

wie es etwa bei ethnisch wenig reprasentierten Gruppen oft der Fall ist. (58)

HFD HSCT — HAPLOIDENTICAL FAMILY DONOR HEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANTATION
Die Verwendung der haploidenten Ressource hat vor allem durch die in den letzten 20 Jahren
immensen Kklinischen Fortschritte im padiatrisch onkologischen Setting einen hohen
Stellenwert. (51,75,76) Das grofte Problem einer hapoloidenten Spenderin bzw. eines
haploidenten Spenders stellt dabei die HLA-Barriere dar, welche sich vor allem in den
Anfangstagen der hapoloidenten Transplantation im Rahmen von GvHD und non-Engraftment
zeigte. (40,41,77)

Durch die Entfernung von alloreaktiven T-Zellen aus dem Graft ist die Inzidenz der GvHD
mittlerweile derjenigen nach matched URD HSCT ahnlich. (78-81) Die Rate an non-
Engraftment konnte durch die Entwicklung neuer Konditionierungstherapien und durch die
Verwendung von G-CSF-stimulierten mobilisierten PBSC (81) deutlich verringert werden. Sie
wird mit einem primaren Engraftment bei Uber 90% der Patientinnen und Patienten
beschrieben. (54,78,82)

Durch diese - im Vergleich zu den Anfangen der haploidenten Transplantation - deutliche
Verringerung an GvHD und non-Engraftment, konnten jlingst ermutigende Resultate im Bezug
auf DFS bei ausgewahlten malignen und nicht-malignen Erkrankungen gezeigt werden.
(75,80,83-86) Aufgrund des regen Forschungsinteresses bezlglich einer weniger toxischen
Konditionierungstherapie (RIC) konnte in den letzten Jahren herausgefunden werden, dass
auch ohne myeloablative Konditionierung und trotz Uberschreiten der HLA-Barriere ein
primares Engraftment unter Verwendung bestimmter Immunosuppressiva erreicht werden
kann, was zu einer beschleunigten Immunrekonstitution und einer Verringerung des post-
transplant Immunodefizienzintervalls gefihrt hat, wobei eine tolerable Inzidenz an akuter
GvHD aufgetreten ist. (87-89)

Der Vorteil der RIC besteht darin, dass auch Kinder und Erwachsene mit signifikanten Co-
Morbiditaten, welche eine hochtoxische myeloablative Konditionierung nicht (berstehen

wulrden, Zugang zu einer STZ bekommen kénnen. (58) Fir nicht maligne Grunderkrankungen
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besteht der Vorteil darin, dass eine Transplantation erleichtert werden kann, da kein anti-
Tumor Effekt der myeloablativen Konditionierung notwendig ist. (58)

Desweiteren kann nach RIC HFD HSCT auch eine post-transplant Immunotherapie im Sinne
eines STZ-Boost und daraus resultierendem hdéheren GvM-Effekt erzielt werden, was vor
allem fiir Chemotherapie-refraktare maligne Grunderkrankungen einen Uberlebensvorteil
bringen kann. (562,89,90) Insgesamt konnen die Vorteile einer HFD HSCT damit beschrieben
werden, dass fast alle Kinder sofort eine geeignete Spenderin bzw. einen geeigneten Spender
zur Verfigung haben, ein Engraftment mit einer nur kurzen neutropenischen Episode schnell
eintritt und die Spenderin bzw. der Spender im Falle von non-Engraftment, fallendem
Chimarismus und Rezidiv fur eine weitere Transplantation wieder zur Verfigung steht. (58)
Der limitierende Faktor der HFD HSCT besteht in der langsamen Immunrekonstitution mit
erhdhtem Rezidivrisiko und héherer Wahrscheinlichkeit an einer opportunistischen Infektion
zu erkranken. (54,91)

Deshalb ist im haploidenten Setting eine genaue Uberwachung beziiglich Infektionen und eine
vorzeitige Behandlung dieser unverzichtbar. (92) In letzter Zeit sind einige Arbeiten publiziert
worden, die sich inbesondere mit dem Thema der praemptiven anti-infektiosen Therapie
beschaftig haben. Die Verabreichung von spezifischen anti-viralen bzw. anti-mykotischen T-
Zellen (v.A. anti-CMV und anti-Aspergillus CD4+ Zellen) (92,93) , die Gabe von allo-depleted
Spenderinnen- bzw. Spender-Lymphozyten (94) und die Injektion von immunmodulierenden
MSCs zur Steigerung des primaren Engraftments (95,96) stehen dabei im aktuellen
Forschungsinteresse. Durch eine beschleunigte Immunrekonstitution nach HFD HSCT und
neuen anti-infektidsen Therapievarianten koénnte diese alternative Ressource der STZ somit

noch viel breiter zum klinischen Einsatz kommen. (58)

URD UCBT - UNRELATED DONOR UMBILICAL CORD BLOOD TRANSFUSION

Durch die ersten Erfolge nach related donor UCBT (97,98) wurden Nabelschnurblut-Banken
errichtet um auch eine Plattform fur die URD UCBT zu schaffen. (99-101) Bis heute wurden
uber 10000 UCBTs durchgefuhrt. Nabelschnurblut zeigt im Vergleich zu adulten
hamatopoietischen STZ einzigartige Charakteristiken, die sich vor allem in schlechtem
Engraftment, langerer Neutropeniezeit und vor allem einer geringereren Rate und Auspragung
an akuter und chronischer GHVD zeigen. (58) Durch vor allem Letztere ist es moglich eine
weniger strenge HLA-Ubereinstimmung durchzufiihren, wobei die Rezidivwahrscheinlichkeit
und die Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit nach UCBT denen der URD HSCT
gleichzustellen sind. (102-104)

Der bestimmende Parameter im Bezug auf Engraftment (105-107), EFS/overall survival
(105,106) und TRM (106) ist die transplantierte Zellzahl — entweder TNC-Zahl (105,107) oder

CD34+ Zellmenge (106). Es scheint dabei eine bestimmte Schwelle von ca. 2-3 x 107
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TNC/kgKG bzw. 2 x 105 CD34+/kgKG zu geben, die bei Uberschreitung mit einem
zufriedenstellenden klinischen Outcome korreliert. (105-107) Der HLA-Match selbst ist ebenso
ein entscheidener Faktor fur das Outcome. Mit Zunahme an Mismatches steigt die Inzidenz
an non-Engraftment (105,106), TRM (105) und es sinkt die
Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit.(106)

Es ist auRerdem gezeigt worden, dass mit einer Zunahme der Zelldosis an transfundierten
Zellen den negativen Auswirkungen des HLA-Mismatch entgegengesteuert werden kann,
obgleich sie nicht zur Ganze beseitig werden konnen.(108) Die grof3en Vorteile der UCBT
bestehen in der schnellen Verfugbarkeit von Spenderinnen- und Spenderzellen (66), keinem
Risiko fur die Spenderin bzw. den Spender, keiner klinischen Auswirkung fir die Spenderin
bzw. den Spender, der Moglichkeit bestimmte unterreprasentierte ehtnische Minderheiten Uber
den Spenderinnen- und Spenderpool besser abdecken zu kdnnen und einem nachgewiesenen
GvM-Effekt. (58)

Die grolien Nachteile der UBCT zeigen sich im schlechten Engraftment mit langem
Neutropenieintervall nach Transplantation und der notwendig hohen Zellzahl. Um dem
entgegenzuwirken wurde versucht die Zellzahl mittels Co-Infusion von hapoloidenten CD34+
selektierten PBSCs (109) bzw. ex-vivo expandierten Nabelschnurblutzellen (110) zu steigern
und das Homing mittels direkter intraossarer Injektion von Nabelschnurzellen (111,112) zu
verbessern. Eine Multicenter-Studie aus Japan hat gezeigt, dass das 5 Jahres-DFS nach
single myeloablativer UCBT bei Patientinnen und Patienten mit akuter Leukamie auf 60-70%
gesteigert werden konnte. (113,114) Diese Erfolge haben in Japan dazu geflhrt, dass die
UCBT als priméare alternative Ressource sogar der fully matched URD BMT vorgezogen wird.
Die kleine Patientinnen- und Patientenzahl, die genetische Homogenitat der Population und
die Patientinnen- und Patientenauswabhlkriterien kénnten allerdings zum Erfolg dieser Studien
beigetragen haben. Es sind in letzter Zeit sehr viele neue Arbeiten auf dem Gebiet der UCBT
publiziert worden, die sich vor allem mit verschiedenen Konditionierungstherapien (single
myeloablative UCBT, single RIC UCBT, double myeloablative UCBT, double RIC UCBT) und
verfeinerten Selektionierungskriterien (auf das nicht-vererbte maternale Allel gematchte
UCBTSs haben die gleiche Uberlebenswahrscheinlichkeit wie Patientinnen und Patienten nach
fully matched UCBT (115,116)) beschéaftigt haben. Barker et al. haben gezeigt, dass die Co-
Infusion von zwei verschiedenen UCB-Units aus 2 verschiedenen Spenderinnen bzw.
Spendern unter Beriicksichtigung einer gewissen HLA-Kompatibilitdt moglich ist, um eine
Zellzahl zu erreichen die fur ein Engraftment ausreichend ist (117,118)

Die Rate an Grad II-IV akuter GvHD ist jedoch bei der Verwendung von 2 UCB-Units héher
als bei der Verwendung einer einzigen. (119) Die Frage, ob dies tatsachlich eine hdhere
Alloreaktivitat und groferen GvM-Effekt mit sich bringt und ob die Verwendung von 2 UCB-

Units im padiatrischen Setting mdglich ist, liegt momentan im Interesse der aktuellen
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Forschungsarbeiten. Im Rahmen dieser Arbeit wiirde es aber zu weit gehen, diese Thematik

genauer zu erldutern.

3.5 DIE WAHL DER RESSOURCE
Da nur 30% aller Patientinnen und Patienten einen matched-sibling-donor zur Verfugung
haben, ist klar, dass in vielen Fallen alternative Ressourcen in Anspruch genommen werden
mussen, um den Bedarf einer HSCT gerecht zu werden. (42) Tabelle 1 soll einen
zusammenfassenden Uberblick tber die einzelnen Vor- und Nachteile der alternativen STZ-
Ressourcen geben.
Durch die zur Verfugung stehenden Alternativen ist es in fast jedem Fall mdglich, eine
passenden Spenderin bzw. einen passenden Spender fir die STZ zu finden. Die
Entscheidung, welche Form bzw. Ressource der STZ zur Anwendung kommen soll hangt von
einer Vielzahl von Faktoren ab (58):

e Dringlichkeit der Spende

o Wabhrscheinlichkeit eine passende Spenderin bzw. einen passenden Spender zu

finden (Donorpool)

o Dauer bis zur Akquirierung des Grafts

¢ Risiko fUr die Spenderin bzw. den Spender

e Grunderkrankung der Patientin bzw. des Patienten

¢ Qualitat des Stammzellgrafts (Variabilitat)

o Engraftmentkinetik

e GraftabstoRung

e GvHD Risiko

e Dynamik der Immunrekonstitution

¢ GvM/GvL Effekt

¢ Risiko der Infizierung der Empfangerin bzw. des Empfangers durch den Graft (virale

Infektionen...)

e Risiko der Ubertragung kongenitaler Erkrankungen (UCBT)

¢ Konditionierungstherapie (RIC, MAC, keine Konditionierung)

e T-Zell Depletion

e mdgliche alternative Therapien

e Kosten

Da bei einer HFD HSCT eine geeignete Spenderin bzw. ein geeigneter Spender in tber 90%
der Fallen sofort zur Verfugung steht, ist sie Mittel der Wahl bei sehr dringlichen Spenden,
wenn es keine HLA-identen Geschwister gibt. Die Risiken fir die Spenderin bzw. den Spender
sind bei der UCBT nicht vorhanden, bei der HFD HSCT und URD BMT relativ gering. Fur eine
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eventuelle Re-Transplantation fallt die UCBT als Alternative weg, da sie nur einmal zur
Verfugung steht. Die URD BMT bietet hingegen eine Mdglichkeit fur eine erneute Spende,
jedoch ist dies mit einem relativ hohen Aufwand verbunden, wogegen eine Re-Transplantation
bei der HFD HSCT relativ unkompliziert von statten gehen kann. Die Qualitat und Zellzahl von
einer Nabelschnurblutspende ist im Gegensatz zu den anderen beiden Alternativen variabel.
(58)

Ein Engraftment tritt nach HFD HSCT am schnellsten ein, wogegen die Immunrekonstitution
sehr langsam im Vergleich zur UCBT und URD BMT verlauft (58), was die hohe Rate an
Infektionen und Rezidiven nach Transplantation zeigt. (54,91) Es ist aber erforscht worden,
dass die Geschwindigkeit der Immunrekonstitution nach HFD HSCT unter Verwendung von
CD3/19 selektierten Grafts (Negativselektion) in Kombination mit RIC gesteigert werden kann
und eine TRM weniger oft auftritt. Der Grund hierfir scheint die Co-Transfusion von
alloreaktiven NK-Zellen, Granulozytenvorstufen, Monozyten und einer grofieren Anzahl an

alloreaktiven T-Zellen durch die Negativselektion zu sein.(84)

URD BMT URD UCBT CD34+
HAPLOIDENTICAL
PBSC
AVAILABLE POOL > 11 million >250.000 =
LIKELIHOOD OF SUITABLE DONOR 10/10 = 40%, >5/6 =40%, >90%
>9/10 = 70%, 24/6 =70%

ethnic minority
=20%

SPEED OF ACCESS 3-4 months 2-3 weeks immediate
COST OF OBTAINING GRAFT high high low

RISK TO DONOR low none low
ABILITY TO RE-ARRANGE INFUSION DATE may be difficult  easy easy
RE-ACCESS possible no yes
QUALITY OF PRODUCT assured variable assured
SPEED OF ENGRAFTMENT moderate slow fast
GRAFT REJECTION low moderate moderate
GVHD RISK high moderate low
SPEED OF IMMUNE RECONSTITUTION moderate moderate very slow
SPEED TO GVL EFFECT moderate moderate very slow
RISK OF VIRAL TRANSMISSION yes no yes

RISK OF TRANSMISSION OF CONGENITAL no yes no
DISEASES

Tabelle 1: Vor- und Nachteile der alternativen STZ-Ressourcen aus Hough R, Cooper N, Veys P. Allogeneic
haemopoietic stem cell transplantation in children: what alternative donor should we choose when no matched
sibling is available? Br J Haematol 2009;147(5):593

Die URD BMT hat ein sehr groRRes Risiko an einer GvHD zu erkranken (67), was zu einer
erhdhten Morbiditat und Mortalitat fihrt (59) , bei der UCBT wird dieses Risiko als moderat und
bei der HFD HSCT mit T-Zell Depletion als gering beschrieben, wobei die HFD HSCT mit T-

Zell Depletion eine sehr langsame Immunrekonstitution aufweist. (58)
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Die Kosten zur Graftakquirierung sind im Falle der UCBT (zwischen 20000 und 30000 US $)
(42) und auch URD BMT realtiv hoch, wogegen die HFD HSCT mit geringen Kosten verbunden
ist. (58)

3.6 GVM-EFFEKT

Einige Studien haben demonstriert, dass mittransplantierte allogene NK-Zellen fahig sind, eine
verbesserte Tumorzelllyse hinsichtlich einiger bestimmter solider Tumorentitaten zu
induzieren. (120) NK-Zell-mediierte, alloreaktive GLV-Effekte (121) haben gezeigt, dass durch
die Verwendung von allorekativen donor-versus-recepient NK-Zellen die Rezidivrate bei
leukamischen Krankheitsbildern und die GraftabstoRungsrate signifikant reduziert werden
kann (29,120,122), jedoch eine erhéhte Inzidenz an vor allem akuter GvHD besteht. (122) Der
Grad der NK-Zell Alloreaktivitat scheint dabei stark mit der Anzahl von fehlenden
inhibitorischen KIR-Rezeptor Liganden zu korrelieren (donor-recepient-inhibitory-mismatch)
(123,124). Die Exprimierung aktivierender KIR-Rezeptoren durch allogenen NK-Zellen kdnnte
dabei den Grad der alloreaktiven Komponente noch zusatzlich verstarken. (124) Diese
alloreaktive NK-Zellantwort ist leider nur bis einige Monate nach HFD HSCT vorhanden. (125)
Hypothetisch wird der zeitlich begrenzte Effekt mit der Exprimierung von inhibierenden KIR-
Rezeptoren als Toleranzmechanismus des Empfangerinnen- bzw. Empfanger-HLA-Systems
beschrieben. Desweiteren gibt es Hinweise auf einen GvM-Effekt flr solide Tumoren nach
allogener Stammezelltransplantation. (126) Diese Falle betreffen vor allem Kinder mit
metastasierten und rezidivierten, fortgeschrittenen malignen Erkrankungen — Ewing-Sarkom
(127), Neuroblastom (120,128), Melanom (129), Hepatoblastom (130) und anderen
Malignomen. Der KIR-mismatch kénnte somit ein determinierender Faktor fur den anti-Tumor-
Effekt nach HFD-HSCT im padiatrischen Setting sein. Diese These wird auch durch
Fortschritte auf dem Gebiet der hamatologischen Erkrankungen sowohl im padiatrischen
Setting (AML, ALL) (131) seitens der Memphis-Gruppe, als auch im adulten Setting (AML)
(29,132) von der Perugia-Gruppe unterstitzt.

3.7 MYELOABLATIVE HFD HSCT (MAC) vS. NON-MYELOABLATIVE HFD
HSCT (RIC) UND GRAFTSELEKTION

Durch die intensive myeloablative Konditionierung (MAC) mittels TBI und
chemotherapeutischer Therapie wurde die Basis flr das Engraftment eines neuen
Immunsystems geschaffen, ohne dass dabei eine hohe Anzahl an GraftabstoRungen auftrat.
(133) Die myeloablative Hochdosis-Konditionierung mit nachgehender CD34+ - Selektion war
lange Standard in der HFD HSCT. (133) Trotz der geringen Rate an GvHD war sie mit einer
hohen RRT, einem langsamen Engraftment und einer verspateten Immmunrekonstitution

verbunden, was zu einer erhéhten TRM fiihrte. (134)
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Neuere Transplantationsmethoden, die eine reduzierte Intensitat des Konditionierungsregime
(RIC) zusammen mit einer CD3/CD19 Negativselektion des Grafts beinhalten, haben zu einer
niedrigeren RRT und einem schnelleren Engraftment gefthrt. (134)

Die Graftkomposition nach CD3/19 Negativselektion beinhaltet nicht nur CD34+ STZ, sondern
auch CD34- Progenitorzellen, NK-Zellen, dentritische Zellen, Monozyten, Granulozyten und
anderen APCs. (134) Jingst erschien auch eine Studie zu einer relativ neu entwickelten
Negativselektion, die jener der CD3/19-Negativselektion sehr dhnlich ist, aber eine selektivere
T-Lymphozyten-Entfernung aus dem Graft vornimmt — die o/B/CD19-Depletion (135). Bei
dieser Selektion werden mdglich alloreaktive ap-T-Zellen und B-Zellen aus dem Graft entfernt
und yd-T-Zellen, NK-Zellen, und andere Leukozyten im Graft belassen. yd-T-Zellen stehen
nicht im Verdacht an einer GvHD beteiligt zu sein, haben dem Anschein nach aber einen
positiven Einfluss auf den GvM-Effekt und anti-infektidse Eigenschaften. (136) Lang et al.
haben in ihrer Studie zur ao/B/CD19-Negativselektion gezeigt, dass eine schnellere
Immunrekonstitution durch diese neue Methode erzielt werden kann und durch die Co-
Transfusion einer hohen Zahl an yd-T-Zellen (11.0 x 10%/kg) keine tibermaRige Zunahme an
GvHD Grad II-IV im Vergleich zu anderen Studien auftritt (135). Ob diese relativ neue
Selektionsmethode die Rate an schweren Infektionen und TRM reduzieren kann, wird in einer
laufenden, prospektiven Multicenterstudie evaluiert. Eine intensive Konditionierungstherapie
(MAC) ist vor allem fiir bereits geschwachte Patientinnen und Patienten mit einer hohen Anzahl
an Co-Morbiditaten ein Problem, sodass die TRM fur diese Patientinnen und Patienten hoch
ist. (133)

Basierend auf Maus-Modellen (137,138) wurden Studien zu non-myeloablativen
Konditionierungstherapien durchgefihrt, wobei eine Toxizitatsreduktion der
Konditionierungstherapie und die Verhinderung einer GvHD durch in-vivo und ex-vivo T-Zell-
Depletion angenommen wurde. (139) Dabei konnte herausgefunden werden, dass der
induzierte, gemischte Chimarismus nach RIC (52,140) die Basis fur eine DLI darstellen kann,
welche im Mausmodell zu einem potenteren GvM-Effekt als nach DLI bei komplettem
Chimarismus fuhrte. (138) Verantwortlich dafir waren noch vorhandene APCs der
Empfangerin bzw. des Empfangers, die einen GvL-Effekt foérderten. (141) Die Grinde fur den
Einsatz eines RIC-Protokolls vor HFD HSCT konnen durch folgenden 3 Punkte am besten

beschrieben werden:

e RIC Kkorreliert mit geringerer transplant-related-toxicity und geringerer friuher
Mortalitat, was es auch erlaubt alteren Patientinnen und Patienten mit signifikanten
Co-Morbiditaten eine Transplantation anzubieten (142-145)

e durch verschiedene Mechanismen (weniger proinflammatorische

Zytokinproduktion, Erhaltung von regulatorischen hamatopoietischen
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Empfangerinnen- bzw. Empfangermechanismen etc.) werden RIC HFD HSCTs mit
einer kleineren Inzidenz an GvHD assoziiert (146)
e es kann ein potenter GvM-Effekt nach DLI-induzierter Konvertierung von einem

gemischten in einen vollen Chimarismus erzielt werden (137,144)

Die heute verwendeten Strategien fir eine HFD HSCT kdnnen grob in folgende drei

untergliedert werden (42):

o myeloablative Konditionierung mit ex-vivo T-Zell-Depletion (gewohnlich CD34+
Positivselektion) — megadose HFD HSCT

e RIC mit ex-vivo und/oder in-vivo T-Zell-Depletion und post-transplant
Pharmakoprophylaxe oder Cyclophosphamid

e myeloablative Konditionierung mit in-vivo T-Zell-Depletion und non-ex-vivo T-Zell-

Depletion unter Verwendung von post-transplant GvHD-Pharmakoprophylaxe

3.8 T-ZELL DEPLETION

Da die hohe Anzahl an T-Zellen im Graft hauptverantwortlich fir das Entstehen einer GvHD
und TRM ist, wurde nach Strategien gesucht, um die Entstehung der GvHD zu verhindern.
Aus dieser Motivation heraus entstand die T-Zell-Depletion als Anwendung in der HSCT. Es
wurde gezeigt, dass die Inkludierung einer T-Zell-Depletion im Konditionierungsschema zu
einer erhohten Inzidenz von graft-failure, Rezidiv und einer verzégerten Immunrekonstitution
mit erhéhtem Risiko von Infektionskomplikationen fihrt. (147)

Durch die Einfihrung spezifischer Verfahren zur T-Zell-Depletion — grob kann man diese in
Positiv- (CD34+) und Negativselektionen (CD3, CD3/19) einteilen — konnte die
Wahrscheinlichkeit von allogenen Immunreaktionen im Sinne einer GvHD deutlich gesenkt
werden, jedoch zu Lasten von Graftversagen und Rezidivwahrscheinlichkeit. (43)

Drobyski et al. haben in einer Studie, welche das Outcome nach Transplantation von T-Zell-
depletierten URD HLA-matched-, URD 1-antigen-mismatched- und HFD-HSCT KM verglich,
gezeigt, dass es keine signifikanten Unterschiede bezlglich Engraftmentraten und kumulativer
Inzidenz von akuter und chronischer GvHD zwischen den einzelnen Gruppen gab. (147) Es
bestand jedoch eine héhere kumulative 2-Jahres-Inzidenz nach T-Zell-depletierter HFD HSCT
an einem Rezidiv zu erkranken. Die TRM war im Vergleich zur URD HLA-matched Spende bei
der URD 1-antigen-mismatched Spende und HFD HSCT erhéht. Das Gesamtuberleben war
bei der HLA-matched URD Spende signifikant hdher als bei den beiden anderen Varianten.
(147)
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3.9 GvHD

Die GvHD bezeichnet ein Phanomen, bei welchem immunkompetente Zellen, die in einem
Graft enthalten sind, eine Immunantwort in der graft-versus-host Richtung mit klinischer
Auspragung auslosen konnen. Der individuelle Fingerprint — das HLA-System — bzw. die
Ungleichheit von Spenderinnen- bzw. Spender- und Empfangerinnen- bzw. Empfanger-HLA-
System spielt dabei eine entscheidende Rolle. (148) Das GvHD-Phanomen wurde als erstes
bei bestrahlten Mausen, in welchen Splenozyten injiziert wurden, beobachtet (149).
Desweiteren verstarben bestrahlte Mause nach Transplantation von allogenem KM trotz
Erholung von Bestrahlungsschaden und KM-Aplasie an einem Syndrom bestehend aus
Diarrhoe, Gewichtsverlust, Hautveradnderungen und Leberabnormalitaten — ein Syndrom, das
den Namen GvHD bekommen sollte (149). Billingham formulierte 1966 die notwendigen

Voraussetzungen flir das Entstehen einer GvHD (150):

e der Graft muss immunkompetente Zellen enthalten

o die Empfangerin bzw. der Empfanger muss Gewebsantigene exprimieren, die in der
Spenderin bzw. im Spender nicht vorhanden sind

o die Empfangerin bzw. der Empfanger darf nicht in der Lage sein eine ausreichende
Immunantwort zu entwickeln um transplantierte immunogene Zellen der Spenderin

bzw. des Spenders zu zerstdren

Gowans erkannte, dass diese immunkompetenten Zellen, die die GvHD verursachten, kleine
Lymphozyten waren (151) und McGregor zeigte, dass diese Progenitorzellen dem KM
abstammten (152). Heute ist klar, dass die verantwortlichen Lympohzyten reife T-Zellen sind,
die ihren Ursprung im KM haben. (153) Die Inzidenz der GvHD hangt unter anderem vom Grad
der Histoinkompatibilitadt, der Anzahl an T-Zellen im Graft, dem Patientinnen- und
Patientenalter und der prophylaktischen Therapie ab. (154) Typische Manifestationsorte sind
das Immunsystem, Haut, Leber, Gastrointestinaltrakt und Lunge. (155) Die akute GvHD tritt
am Anfang vor allem cutan in Form juckender, makulopapularer Exantheme — oft an Handen,
FuRken und Ohren — auf, kann auf den ganzen Korper tUbergehen und die epidermal-dermale
Grenze bis hin zur Desquamation hin Uberschreiten. Gastrointestinale Manifestationen und
Lebermanifestationen treten oft spater auf und sind selten das erste Symptom einer GvHD.
Intestinale Symptome reichen Uber Anorexie, Nausea, Diarrhoe (oft blutig), abdominellen
Schmerzen bis hin zum paralytischen lleus. Die Lebermanifestation tritt klinisch in Form von
Hyperbilirubinamien, erhéhter AP und erhéhten Aminotransferasewerten auf. In schweren
Fallen kann ein Leberversagen mit Aszites bis hin zur hepatischen Enzephalopathie auftreten.
Eine verzdgerte Immunrekonstitution und eine Immunodefizienz bilden die immunologische
Manifestation der GvHD. (148)
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Die chronische GvHD kann einer akuten GvHD folgen, nach Abklingen einer akuten GvHD
oder de-novo auftreten. (155) Die Hauptmanifestationsorgane der chronischen GvHD sind
Haut (Dyspigmentation, neu aufgetretene Allopezie, Poikilodermie...), Nagel
(Nageldystrophie), Mund (Xerostomie, Ulcerationen, Sklerose), Augen (trockene Augen,
Sicca-Syndrom, Konjunktivitis), Muskeln, Faszien und Gelenke (Fascitis, Myositis,
Gelenksbeschwerden), Genitale (Vaginalsklerose, Ulcerationen), Gl-Trakt (Anorexie,
Gewichtsverlust, Osophagusstrikturen...), Leber (lkterus, Transaminasenerhéhung), Lungen
(restriktive und obstruktive Stdérungen, Bronchiolitis obliterans, Pleuraerguss), Niere
(nephrotisches Syndrom), Herz (Pericarditis) und KM (Thrombozytopenie, Anamie,
Neutropenie). Die Hauptrisikofaktoren fur die Entwicklung einer chronischen GvHD sind das
Patientenalter und eine vergangene akute GvHD. (156,157) Weiters korreliert die Inzidenz der
GvHD auch mit der Intensitat der T-Zell-Depletion. (158) Neueste Studien haben
herausgefunden, dass eine KIR-Alloreaktivitat nach HFD HSCT einen glinstigen Einfluss auf
die Rezidivrate hat, die Inzidenz der GvHD jedoch ansteigt. (122)

Oft verwendete Pharmaka zur Pravention einer GvHD sind unter anderem: ATG, Cyclosporin,
MTX und MMF. (159)

Ji et al. haben gezeigt, dass die Inzidenz der akuten GvHD G II-IV unter Einbeziehung von
Basiliximab (anti-CD25 AK) in ihre prophylaktische Standardtherapie mit ATG, Cylclosporin,
MTX und MMF im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Basiliximab signifikant (p=0,046)
verringert werden konnte. (159) Ob dieses Resultat auch damit begrindbar ist, dass G-CSF-
mobilisiertes KM anstatt PBSC — welches oft eine vielfach héhere Anzahl an reifen T-Zellen
beinhaltet (160) — verwendet wurde, muss in Diskussion bleiben. Ebenso wurde demonstriert,
dass bei Verwendung eines non-inherited maternal Ag-mismatched sibling donors die
Inzidenzen von akuter GvHD und TRM im Vergleich zur Verwendung eines maternalen,
paternalen oder non-inherited paternal Ag-mismatched sibling donors am kleinsten
sind.(161,162)

3.10 IMMUNSUVREILLANCE NACH HFD HSCT

Trotz Prophylaxe und praemptiver Therapie bleiben Aspergillus fumigatus und CMV die 2
Hauptursachen bezlglich Morbiditat und Mortalitdt nach HFD HSCT. (163,164) Ein Grund
hierfur ist auch, dass manifeste Apergillusinfektionen nicht hinreichend auf antimykotische
Therapien ansprechen. (93,165) Weiters werden s.g. late-onset Aspergillus-Infektionen haufig
auch dann beobachtet, wenn bereits eine Neutrophilenschwelle Uberschritten wurde,
insbesondere dann wenn eine GvHD mit konsekutiver Immunosuppression auftritt. (165,166)
Patientinnen und Patienten, die eine Aspergillose Uberlebt haben, zeigen eine signifikante
antigenspezifische Proliferation von IFN-y-produzierenden T-Zellen. (167) CMV Seropositivitat

der Empfangerin bzw. des Empfangers ist ein unabhangiger Risikofaktor flir die Entwicklung

39



einer manifesten CMV Infektion nach HFD HSCT. (93) Bis CMV-spezifische T-Zellen nach
HFD HSCT in der Empfangerin bzw. im Empfanger detektierbar sind, vergehen einige Monate
in denen CMV Infektionen oft fatale Pneumonien, Encephalitiden, und Enteritiden
verursachen. Der CMV Virus selbst wirkt auf die Funktion dentritischer Zellen hemmend (168).
Desweiteren  verursachen  antivirale  Medikamente  Leukopenien und  T-Zell-
Immunosuppression. (169) Die prophylaktische Behandlung nach haploidenter
Transplantation umfasst die antivirale und antimykotische Therapie. Dabei kommen als
antivirale Therapie vor allem Acyclovir und Gancyclovir nach gewissen Schemata bis zum
Erreichen einer bestimmten CD4+-Zellzahl (idR > 200 CD4+/ul) und eine vom Autor abhangige
antimykotische und antibiotische Prophylaxe zum Einsatz. (170) Andere Autoren verwenden
als prohylaktische antivirale Therapie Acyclovir in Kombination mit Gancyclovir (pra-transplant)
und Foscavir (post-transplant) bei CMV-Seropositivitat, Ribavirin zur Adenovirusprophylaxe
und Itraconazol/Voriconazol, Co-Trimoxazol, Metronidazol und Defibrotide (20mg/kg/d) als
antibakterielle und antimykotische Therapie. (120)

Nach Bunjes et al. ist eines der Hauptrisiken nach haploidenter Transplantation die CMV-
Reaktivierung bei seropostivien Empfangerinnen und Empfangern, welche von moderater bis
hochgradiger CMV-Viramie reicht. (170) Bei 6 seropositiven Patientinnen und Patienten traten
in 5 Fallen klinische CMV Manifestationen (CMV interstitielle Pneumonie (n=4), CMV Hepatitis
(n=1)) auf. Zerebrale Aspergillose (n=1), Toxoplasmose (n=1) sowie chronische Sinusitiden
(n=3) waren weitere beschriebene Infektionskomplikationen. (170) Den signifikantesten und
wichtigsten Hauptrisikofaktor bzw. Pradiktor fur Infektionen stellt die CD4+-Zellzahl dar,
welche vor allem nach HFD HSCT durch die langsame Immunrekonstitution fur ein Monitoring
extrem wichtig ist. (171) Lang et al. fihrten in Ihrer Pilotstudie wéchentliches PCR-Screening
auf CMV, Antigendetektion und PCR von Stuhlmaterial auf Adenovirus und bei positivem
Ergebnis eine PCR von Vollblut auf Adenovirus durch. Die zusatzliche antivirale Therapie
wurde bei Positivitat auf CMV und Adenovirus durchgefihrt. (120) In Studien zur HFD HSCT
wurde festgestellt, dass die frihe Immunrekonstitution von NK-Zellen abhangt, die fur die
ersten Wochen nach Transplantation die bei weitem quantitativ grofte Zellpopulation
ausmachen. (124) Die Rolle der adaptiven Immunotherapie mit ex-vivo-expandierten Virus-
spezifischen cytotoxischen Lymphozyten ist im Blickpunkt der klinischen Forschung. Die
Infusion von allogenen CMV-spezifischen T-Zellklonen zur Pravention bzw. Behandlung einer
CMV-Infektion hat vielversprechendes therapeutisches Potential gezeigt ohne dabei eine
GvHD zu induzieren. (172-174) Der gleichen Strategie wurde auch im Bezug auf EBV-
Infektionen mit vielversprechenden Resultaten nachgegangen. (175,176) Die virale Last
(Adenovirus, CMV, EBV) im peripheren Blut nach CD3-depletierter (und in-vivo CD20-
depletierter) HFD HSCT ist signifikant niedriger als bei CD34+ HFD HSCT (87) und kann

dadurch zu einer Verringerung von tddlichen Infektionen flhren. (88) Amrolia et al. zeigten,
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dass eine adaptive Immuntherapie mittels allo-depleted Spenderinnen- bzw. Spender-T-
Zellen die Immunrekonstitution nach HFD HSCT je nach infundierter Dosis an T-Zellen
signifikant steigern kann und trotz groRerer Zahl an T-Zellen eine akute und chronische GvHD
relativ selten auftritt. (94) Die erhdhte Menge an T-Zellen kann dabei vor allem in den ersten
Monaten nach HFD-HSCT aufgrund der langsamen Rekonstitution als anti-

Infektionsprophylaxe dienen. (94)

3.11 DLI— DONOR LYMPHOCYTE INFUSION

Die DLI wurde als erstes an Patientinnen und Patienten mit rezidivierter CML durchgefihrt.
(177) Man fand heraus, dass DLIs fiir Patientinnen und Patienten mit rezidivierter CML nach
allogener HSCT eine mdgliche Option darstellen, um wieder eine Remissionsphase zu
erlangen. (177-179) Die Wahrscheinlichkeit zur Erlangung einer Remission hangt dabei vom
Krankheitsfortschritt ab und genau deshalb sollten Patientinnen und Patienten nach
Transplantation einem cytogenetischen Monitoring (Chimarismusanalyse mittels SNP...)
unterzogen werden, um vorzeitig mittels DLI einschreiten und ein Rezidiv verhindern zu
kénnen. (180) Fir die DLI bei CML-Patientinnen und -Patienten besteht zwar wahrscheinlich
die grofte Erfahrung; sie kam aber auch fir andere rezidivierende Grunderkrankungen —
multiples Myelom, AML/ALL und Lymphome — schon erfolgreich zur Anwendung (181-184),
wobei die Erfolge fur diese Entitaten (vor allem ALL) eher ernichternd waren und deshalb oft
Chemotherapien zur Rezidivtherapie bevorzugt werden. (185) Bei Auftreten von autologen T-
Zellen nach HFD HSCT kann eine DLI zusammen mit dem Absetzen der Immunsuppression
einen gemischten Chimarismus wieder in einen kompletten Chimarismus des allogenen
Systems Uberfiihren, wobei die verwendete Anzahl an T-Zellen fir die DLI vom Autor abhangt.
(120) Die Hauptkomplikationen nach DLI betreffen GvHD und Aplasie. Eine GvHD entwickelt
sich dabei in etwa 50-60% aller Patientinnen und Patienten, die eine DLI erhalten. (186,187)
Es scheint dabei keinen Zusammenhang zwischen der Grunderkrankung und der Entwicklung
einer GvHD zu geben. Die Entwicklung einer GvHD als immunologische Antwort nach DLI
korreliert desweiteren mit einem langeren DFS. (188) Die Entwicklung einer GvHD st
dosisabhangig, was zeigt, dass circa 50% der Patientinnen und Patienten eine GvHD
entwickeln, wenn die Dosis an T-Zellen bei DLI hoher als 1 x 108 T-Zellen/kgKG ist und weniger
als 10% der Patientinnen und Patienten eine GvHD entwickeln, wenn die T-Zellzahl weniger
als 1 x 107/kgKG bei DLI betragt. (185)
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4 PATIENTINNEN/PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN
4.1 PATIENTINNEN-/PATIENTENKOLLEKTIV

Es wurden die Daten von allen zum Zeitpunkt der Durchfihrung der Diplomarbeit
Uberlebenden, seit dem Jahr 2004 an der klinischen Abteilung fir padiatrische Hamato-
Onkologie am Universitatsklinikum Graz haploident transplantierten, padiatrischen
Patientinnen und Patienten analysiert. Die klinischen Daten wurden aus den Patientinnen- und
Patientenakten wahrend des Follow-up gewonnen und in bestimmten Zeitabstéanden digital
Ubertragen. Insgesamt wurden 8 Patientinnen und Patienten in die Arbeit eingeschlossen,
welche ein Durchschnittsalter von 9,4 + 7,98 Jahren bei Transplantation aufwiesen. Die
jungste Patientin bzw. der jliingste Patient bei HSCT war dabei 3,5 Monate, die alteste Patientin
bzw. der alteste Patient 21,2 Jahre alt. Das Patientinnen- und Patientenkollektiv war trotz des
sehr kleinen Datensatzes bezlglich Geschlecht homogen auf Madchen (n=4) undJungen
(n=4) aufgeteilt. Die Grunderkrankungen bei HSCT lassen sich in ALL (n=3), ALPS (n=1), AML
(n=1), Mb. Hodgkin (n=1), Neuroblastom (n=1) im Stadium IV und SCID (T-/B-/NK+) (n=1)
unteteilen. Die Grunderkrankungen kénnen weiters in Leukdmien (n=4), Lymphome (n=1),
angeborene Immunopathien (n=2) und solide Tumoren (n=1) eingeteilt werden. Davon kdénnen
maligne (n=6) und benigne (n=2) Grunderkrankungen abgegrenzt werden. Die haufigste
Grunderkrankungen war dabei ALL (n=3), wobei 2 Patientinnen bzw. Patienten an einem high
risk ALL und eine Patientin bzw. eine Patient an einem ALL in der bereits 3ten
Remmissionsphase litten. Bei insgesamt 4 Patientinnen und Patienten wurde aufgrund von
fallendem Chimarismus (n=2) und Graftversagen (n=1) ein Stammzellboost im Verlauf
durchgefuhrt. FUr eine Patientin bzw. einen Patienten gab es diesbezuglich keine Daten. Die
fur die haploidente Transplantation verwendeten Stammzellressourcen teilten sich in KM
(n=2) , PBSC (n=6) - welche durch Gabe von G-CSF zuerst mobilisiert wurden - auf. Die
Konditionierung vor Transplantation erfolgte mit RIC (n=6) und MAC (n=2). Die verwendeten
RIC-Regime bestanden vorzugsweise aus der Kombination Fludarabin/Thiotepa/Melphalan
(n=2), wobei eine Patientin bzw. ein Patient zusatzlich OKT3 und eine anderere Patientin bzw.
ein anderer Patient zusatzlich Cytotect erhielten. Eine weiterere Patientin bzw. ein weiterer
Patient wurde unter der Kombination aus Fludarbain/Thiotepa/Treosulfan und ATG (n=1)
konditioniert. Eine Patientin bzw. ein Patient unter RIC wurde nur mittels ATG konditioniert
(n=1). Fur zwei Patientinnen bzw. Patienten (n=2) gab es keine digitalen Aufzeichnungen. Eine
Patientin bzw. ein Patient, der unter einem MAC-Regime konditioniert wurde, erhielt die
Kombination aus Fludarabin/Thiotepa/Treosulfan und ATG (n=1). Fur die zweite Patientin bzw.
den zweiten Patienten, der unter einem MAC-Regime konditioniert wurde, gab es wiederum
keine digitalen Aufzeichnungen (n=1). Die fir die Transplantationen verwendeten Selektionen
der Stammzellen teilten sich in CD3/CD19 depleted (n=3), CD34+ (n=3) und unmanipulierte
Grafts (n=2) auf. Die mittlere Zahl an transplantierten CD34+ Zellen betrug 14,5575 x 10° +
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18,326503 x 10° pro kgKG, wobei fiir eine Patientin bzw. einen Patienten keine initialen Daten
zur Verfugung standen. Diese enorm grof’e Standardabweichung entsteht aufgrund sehr
groler Differenzen der transplantierten Zellzahlen bei den unterschiedlichen Patientinnen und
Patienten und unterschiedlichem Kdérpergewicht. Die erste HFD HSCT erfolgte am 03.05.2004
bei einer damals 3,5 Monate alten Patientin bzw. einem einem damals 3,5 Monate alten
Patienten, die letzte HFD HSCT erfolgte am 27.09.2011 bei einer damals 6,9 Jahre alten
Patientin bzw. einem damals 6,9 Jahre alten Patienten. Zur Veranschaulichung des
Patientinnen- und Patientenkollektivs, der unterschiedlichen hamato-onkologischen bzw.
soliden Grunderkrankungen sowie der Transplantationsdaten (Ressource, Selektion,
Konditionierung, mittlere Zahl von CD 34+ /kgKG) soll Tabelle 2 dienen.

n hi (%)
mannlich 4 50
Geschlecht
weibich 4 50
ALL 3 37,5
ALPS 1 12,5
AML 1 12,5
Differentialdiagnose
Mb. Hodgkin 1 12,5
NB 1 12,5
SCID 1 12,5
KM 2 25
STZ Ressource
PBSC 6 75
e MAC 2 25
Konditionierung
RIC 6 75
CD 3/CD 19 depleted 3 37,5
Selektion CD 34+ 3 37,5
unmanipuliert 2 25

Tabelle 2: Uberischt (iber das Patientenkollektiv mit absoluten und relativen Haufigkeiten

Insgesamt sind fur die Arbeit nur Daten von zum Zeitpunkt der Erstellung noch lebenden
Patientinnen und Patienten verwendet worden, es werden aber im Auswertungsteil auch
Bezlige zum gesamten haploident transplantierten Patientinnen- bzw Patientenkollektiv
aufgezeigt, welches bereits verstorbene Patientinnen und Patienten beinhaltet. Zur
Erlauterung soll Tabelle 3 dieses naher beschreiben. Die Gruppe incl. verstorbener
Patientinnen und Patienten beinhaltet insgesamt 16 Patientinnen bzw. Patienten welche ein
Durchschnittsalter von 10,67 £ 7,1 Jahren bei Transplantation aufwiesen. Die jingste Patientin
bzw. der jlingste Patient bei Transplantation war dabei 3,5 Monate alt, die alteste Patientin
bzw. der alteste Patient bei Transplantation 21,2 Jahre. Die Grunderkrankungen lassen sich
dabei in ALL (n=4) - wobei 2 Patientinnen bzw. 2 Patienten an einem high risk ALL und eine
Patientin bzw. ein Patient an einem ALL in der bereits 3ten Remmissionsphase litten -, ALPS
(n=1), AML (n=3), Keimzelltumor (n=1), Mb. Hodgkin (n=1), Medulloblastom (n=1),
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Neuroblastom (n=4) — alle im Stadium IV - und SCID (T-/B-/NK+) (n=1) unterteilen. Die
Grunderkrankungen konnen in Leukamien (n=7), Mb. Hodgkin (n=1), solide Tumoren (n=6)
und angeborene Immunopathien (n=2) eingeteilt werden. Davon kdnnen benigne (n=2) und
malgine (n=14) Grunderkrankungen unterschieden werden. Insgesamt ist zu sagen, dass die
zusatzlichen, breites verstorbenen Patientinnen und Patienten in diesem Kollektiv allesamt

hochmaligne, teilweise mehrfach rezidivierte und zum Teil sehr ausgepragt metastasierte

Grunderkrankungen aufwiesen, welche allesamt chemorefraktar waren. Die fur die

n hi (%)
mannlich 8 50
Geschlecht
weibich 8 50
ALL 4 25
ALPS 1 6,3
AML 3 18,8
Keimzelltumor 1 6,3
Grunderkrankungen -
Mb. Hodgkin 1 6,3
Medulloblastom 1 6,3
Neuroblastom 4 25
SCID 1 6,3
KM 2 12,5
STZ Ressource
PBSC 14 87,5
MAC 2 12,5
Konditionierung RIC 13 81,3
keine 1 6,3
0/B/CD19 depleted 7 43,8
. CD3/CD19 depleted 3 18,8
Selektion
CD34+ 3 18,8
unmanipuliert 3 18,8

Tabelle 3: Ubersicht tiber das Patientenkollektiv incl. bereites verstorbener Patienten mit absoluten und relativen Haufigkeiten

haploidente Transplantation verwendeten Stammzellressourcen dieses Kollektivs teilten
sich in KM (n=2) und PBSC (n=14), welche durch Gabe von G-CSF zuerst mobilisiert
wurden, auf. Die Konditionierung vor Transplantatoin erfolgte mit RIC (n=13) und MAC
(n=2). Eine Patientin bzw. ein Patient erhielt keine Konditionierung (n=1). Die fur die
Transplantationen verwendeten Selektionsmethoden teilten sich in a/B/CD19 depleted
(n=7), CD3/CD19 depleted (n=3), CD34+ (n=3) und unmanipulierte Grafts (n=3) auf. Die
mittlere Zahl an transplantierten CD34+ Zellen betrug 24,9815 x 10 + 25,579 x 108 pro
kgKG. Fur diese Berechnung standen nur Werte von 13 Patientinnen und Patienten zur
Verfugung, da bei 3 Patientinnen und Patienten keine initialen Aufzeichnungen Uber die
transfundierte Menge an CD34+-Zellen vorhanden waren. Die enorm grol3e
Standardabweichung entsteht hierbei wiederum aus den sehr gro3en Differenzen von

transplanierten Zellen bei den unterschiedlichen Patientinnen und Patienten und
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unterschiedlichem Korpergewicht. Zwei Patientinnen bzw. Patienten aus diesem Kollektiv
wurde insgesamt 2 mal haploident transplantiert und ein gesamter Follow-up erstellt, welshalb
auch beide Transplantationen seperat in die Daten einbezogen wurden. Die erste HFD HSCT
im Patientinnen- bzw. Patientenkollektiv mit einbezogenen verstorbenen Patientinnen und
Patienten erfolgte am 03.05.2004 bei einer damals 3,5 Monate alten Patientin bzw. einem
damals 3,5 Monate alten Patienten, die letzte HFD HSCT erfolgte am 10.07.2013 bei einer
damals 8,8 Jahre alten Patientin bzw. einem damals 8,8 Jahre alten Patienten. Insgesamt
bedeutet dies also, dass 14 verschiedene Patientinnen und Patienten eine HFD HSCT
erhielten, 2 Patientinnen und Patienten davon jeweils 2 HFD HSCTs und insgesamt 6

Patientinnen und Patienten verstarben.

4.2 MATERIAL UND METHODEN

4.2.1 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE ANALYSE

PRINZIP

Die Funktion der Durchflusszytometrie besteht darin, die verschiedensten Zellen im Blut zu
quantifizieren. Dies erfolgt Gber die Beugungs- und Brechungseigenschaften von Zellen, die
sie aufgrund ihrer natlrlichen Architektur und Morphologie erhalten. Granulozyten streuen
aufgrund ihrer intrazelluldren Vesikel und rauhen Architektur Licht viel mehr als eher glatt
konfigurierte Lymphozyten. Es wird zwischen forward scatter (Vorwartsstreulicht) und side
scatter (seitliches Streulicht) unterschieden. Das Vorwartsstreulicht korreliert mit dem Volumen
einer Zelle und wird bei sehr flachen Einstrahlungswinkel gemessen. Das seitliche Streulicht
korreliert hingegen mit der Granularitat einer Zelle (Zellkernmorphologie, Vesikel...) und wird
in einem Winkel von 90 Grad zur Zelle gemessen. Durch diese 2 Parameter kann schon eine
grobe Einteilung und Quantifizierung der Blutbestandteile erfolgen. Um eine genauere
Klassifiezierung der Zellreihen durchfihren zu kénnen, bedient man sich der Tatsache, dass
bestimme Zelltypen auf ihrer Oberflache bestimmte Oberflachenantigene exprimieren, welche
durch Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Antikorper markiert werden koénnen. Durch die
zusatzliche Farbkomponente des gestreuten Lichts konnen somit die Zellen sehr genau

klassifiziert und quantifiziert werden.

DURCHFUHRUNG
Nach 12mindtiger Erythrozytenlyse mit einem Ammoniumchlorid-Puffer (pH 7,3) werden die
Zellen 10 min 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. 1 x 10%/ml eingestellt und unspezifische Bindungen 15
min auf Eis blockiert. Die 20minutige Inkubation der Zellen mit Antikdrpern wird im Kihlschrank
durchgefiihrt. Die verwendeten Antikérper sind anti-mouse 1gG, anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8,
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anti-CD14, anti-CD19, anti-CD31, anti-CD34, anti-CD45, anti-CD45RA, anti-CD56, anti-TCR
a,B, 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 Antikorper
durch Waschen mit 1 ml HUGO (PBS/0,1% Natrium-Azid, BSA) entfernt und das Zellpellet in
200 pl 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 anschlieRend 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 IOTest 3 Fixative Solution (Beckman Coulter)
resuspendiert und miassen innerhalb von 2 Stunden gemessen werden. Die
durchflusszytometrische Messung erfolgt am FC500 (Beckman Coulter). Die Auswertung mit
der Software CxP.

4.2.2 SNP CHIMARISMUSANALYSE AUS WBC

PRINZIP

Die SNP Analyse hat die Aufgabe, bestimmte kurze DNA Abschnitte (Oligonucleotide) zu
analysieren und aufzuzeigen, ob die analysierte DNA vom ein und dem selben Organismus
stammte oder nicht. Dabei werden bestimmte Sequenzen im menschlichen Genom genauer
betrachtet. Genetische Analysen haben gezeigt, dass genau diese Sequenzen oft dazu
tendieren, an einzelnen Basen eine Mutation aufzuweisen. Durch die Amplifikation dieser
Sequenzen mit konventionellen Primern und rtPCR kann die Menge an vervielfaltigter DNA
gemessen werden. Im Falle der Chimarismusanalyse heifdt das so viel, dass vor der HSCT
sowohl Spenderin bzw. Spender, als auch Empfangerin bzw. Empfanger auf eine bestimmte
Menge an SNPs untersucht werden, um Genabschnitte zu detektieren, an denen sich
Spenderin bzw. Spender und Empfangerin bzw. Empfanger durch einzelne Mutationen
unterscheiden. Wird beispielsweise mit einem Primer A nur die Spenderinnen- bzw. Spender-
DNA amplifiziert, nicht aber die Empfangerinnen- bzw. Empfanger-DNA, heil3t das, dass
Spenderin bzw. Spender und Empfangerin bzw. Empfanger fir diesen Genlocus heterogen
sind und ein SNP vorliegt. Da nicht nur ein einzelner Genabschnitt sondern eine Vielzahl an
Genloci auf diese SNPs getestet werden, ist es mdglich im Vorhinein ein SNP-Profil von
Spenderin bzw. Spender und Empfangerin bzw. Empfanger anzulegen. Dadurch kann nach
HFD HSCT nach Vorhandensein von Empfangerinnen- bzw. Empfanger-DNA, die fur z.B.
einen T-Zell-Oberflachenmarker kodiert, gesucht werden und berechnet werden, wie grof3 der
vorhandene allogene Anteil an Immunzellen nach Transplantation ist. Dies ist besonders fur

die Frage nach einer méglichen GraftabstoRung und fir das Monitoring der hdmatologischen
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Grunderkrankung enorm wichtig. (189) Tabellen 4 und 5 sollen eine Ubersicht Uber die

verwendeten DNA-Abschnitte zur Detektion der SNPs geben.

DNA EXTRAKTION

DNA wird aus Peripherblut bzw. Knochenmark mittels QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN)
It. Herstellervorschrift extrahiert. Dabei wird das Probenmaterial mit Proteinase und einem
Lysepuffer bei 56°C fur 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. (Promega) 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:

OD260nm X 50 x 10/1000 = pg DNA/I

Die Ratio (OD2sonm/OD2sonm) 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 Empfangerinnen- bzw. Empfanger-
Kalibrator-DNA, eine Spenderinnen- bzw. 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 fur 45 Sekunden. PCR und Analyse werden am LightCycler 480 Il
(Roche) durchgefuihrt.

BERECHNUNG
Die Berechnung der Ergebnisse wird mit MS-Excel durchgefihrt. Es werden die Ct-Werte
herangezogen (Threshold-Cycle):

ACtsample: Ctsnp d. Probe — CtaaPDH d. Probe
ACtcaiibrator: Ctsnp d. Kalibrators — CtGAPDH d. Kalibrators
AACHt: ACtcaiibrator - ACtSampIe

SNPin % = 2%Ct* 100
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Name 5-3°
S1a F GGT ACC GGG TCT CCA CAT GA
S1b F GTA CCG GGT CTC CAC CAG G
ST1R GGG AAA GTC ACT CAC CCA AGG
S3F CTTTTGCTTTCT GTT TCT TAAGGG C
S3R TCA ATC TTT GGG CAG GTT GAA
S4F CTG GTG CCC ACAGTTACG CT
S4a R AAG GAT GCG TGA CTG CTA TGG
S4b R AGG ATG CGT GAC TGC TCC TC
Sba 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 GCC TAT TG
S7F TGG TAT TGG CTT TAA AAT ACT GGG
S7TR 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 GAA GGATGC ATATGATCT G
S9 F GGG CACCCG TGT GAGTTT T
S9R TCAGCTTGT CTGCTT 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 GAAGC
S11b F CCC TGG ATC GCC GTG AA
S11R CCAGCATGC ACCTGA CTAACA
Gapdh F GGA CTGAGG CTC CCACCTTT
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 GGA CTC ACCTTC CACCAACCTC
ICAM1F GCACTTTCCCACTGCCCAT
ICAM1a R AGA GCA CAT TCA CGG TCA CCC AC
ICAM1b R AGA GCACAT TCACGG 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 TCG TGC TCA CGT TCT TCC TCC
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MLH1b R

TCG TGC TCACGT TCT TCC ATT

SURTF GTC TTC CAG AGT CCC CGA CAG
SUR1a R TGC CAC CCT CCCTCCCTAC

SUR1b R TGC CAC CCT CCCTCCCTAT

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 TTG GTG CTG CTG TAATCACTT TTC AT
G42888a R GGG AGG GGA GGAAGAGACT
G42888b R GGG AGG GGA GGA AGA GAG C

SRY F TGG CGATTA AGT CAAATT CGC

SRY R CCC CCT AGT ACCCTG ACAATG TATT

Tabelle 4: Oligonukleotide fiir die SNP-Chimérismusanalyse

Name 5-3°
S1P CTG GGC CAG AAT CTT GGT CCT CAC A
S3P CAT ACG TGC ACA GGG TCC CCG AGT
S4P TCC TGG CAG TGT GGT CCC TTC AGA A
S5P CCT GGA CAC TGA AAACAG GCAATCCT
S6 P CCC ATC CAT CTT CCC TAC CAG ACC AGG
S7P TCCTCACTT CTC CACCCCTAG TTAAAC AG
S8 P CTC CCAACCCCCATTTCT GCCTG
S9P TGGAGGATT TCT CCC CTG CTT CCA GAC AG
S10P CAG TGT CCCACT CAAGTACTCCTTTGGA
S11P CAAGGCTTCCTCAATTCTCCACCCTICC
Gapdh P CAT CCA AGA CTG GCT CcCT ccc T1GC
PECAM1 P £(73_T GAA CAA CAA AGA GAAAAC CAC TGC AGA
ICAM1 P CAG TGACTG TCACTC GAGATCTTG AGG GC
HA1 P CCGCTTCGCTGA GGG CCTTGA
G42863 P ACA GGG AGA GTGATG TTG GAG CTG GGT
G42888 P TTCTCTCTC GGG ATTTTC TGG GAA TCA AAA
MLH1 P ATT CAA GCT GTC CAA TCA ATA GCT GCC G
SUR1P CAG GTG GGC TGC GGC AAG TCC
SRY P AGC AGT AGA GCA GTC AGG GAG GCA GA

Tabelle 5: TAQMAN-PROBES (3-TAMRA,5°-FAM) fiir die SNP-Chimérismusanalyse

4.2.3 SNP CHIMARISMUSANALYSE AUS SUBTYPEN

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 fir 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 (weilRe 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.

SELEKTOIN DER SUBTYPEN CD3+, CD19+, CD14+, CD56+

Die Selektion wird mit den entsprechenden MicroBeads (Miltenyi Biotec) durchgeflihrt. Dabei
werden die mononuklearen Zellen mit Antikérpern, die mit magnetischen Partikeln gekoppelt
sind, inkubiert. Pro 1 x 107 Zellen werden 20 ul Antikorper und 80 pl autoMACS Running Buffer
(Miltenyi Biotec) verwendet. Nach 15 mindtiger Inkubation im Kuihlschrank werden
Uberschussige Antikérper durch Waschen mit autoMACS Running Buffer und Zentrifugation
(10 min mit 300 x g) entfernt und das Zellpellet in 500 yl autoMACS Running Buffer
resuspendiert. Pro Probe wird eine Saule (Miltenyi Biotec) in den Magneten eingespannt, mit
500 ul autoMACS Running Buffer aquilibriert und die markierte Probe aufgetragen, wobei die
magnetisch markierten Zellen in der Saule bleiben und die unmarkierten Zellen durchflielen.
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 POPULATION

Je Probe werden 50 pl entnommen und mit einem Antikérperstockmix, bestehend aus anti-
CD14 FITC, anti-CD56 PE, anti-CD45 ECD, anti-CD20 PC5 und anti-CD3 PC7 (Beckman
Coulter) 20 min im Kuohischrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden
Uberschissige Antikérper durch Waschen mit 1 ml HUGO (PBS/0,1% Natrium-Azid, BSA)
entfernt und das Zellpellet in 200 yl HUGO resuspendiert. Die durchflusszytometrische
Messung erfolgt am FC500 (Beckman Coulter). Die Auswertung mit der Software CxP. Die

Angabe der Reinheit erfolgt in Prozent der Gesamtzellen.

DNA EXTRAKTION

DNA wird aus den Subtypenpopulationen mittels QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) It.
Herstellervorschrift extrahiert. Dabei wird das Probenmaterial mit Proteinase und einem
Lysepuffer bei 56°C fur 10 Minuten inkubiert. Nach DNA-Fallung mit absolutem Ethanol wird

50



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. 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:

OD260nm X 50 x 10/1000 = ug DNA/uI

Die Ratio (OD2sonm/OD2sonm) soll fir DNA zwischen 1,5 und 2,0 liegen.

REALTIME PCR SNP

Nach Verdinnung der DNA auf 50ng/ul erfolgt der PCR-Ansatz in der Laminar Air Flow. Je
SNP bzw. Gapdh werden eine Negativkontrolle, eine Empfangerinnen- bzw. Empfanger-
Kalibrator-DNA, eine Spenderinnen- bzw. 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 minttigen Denaturierung bei 95°C folgen 50 Zyklen mit 95°C fur
10 Sekunden und 60°C fur 45 Sekunden. PCR und Analyse werden am LightCycler 480 Il
(Roche) durchgeflihrt.

BERECHNUNG
Die Berechnung der Ergebnisse wird mit MS-Excel durchgeflhrt. Es werden die Ct-Werte
herangezogen (Threshold-Cycle):

ACtsample: Ctsnp d. Probe — CteaPDH d. Probe
ACtcaiibrator: Ctsnp d. Kalibrators — CtGAPDH d. Kalibrators
AACHt: ACtCaIibrator - ACtSampIe

SNP in % = 2-44Ct* 100

4.2.4 TREC ANALYSE
PRINZIP
Die TREC-Analyse hat die Aufgabe, das Vorhandensein von circularer DNA, die bei der VDJ-

Rekombination des TCR im Thymus entsteht zu detektieren. Die bei der Rekombination
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zwischen den einzelnen VDJ-Elementen abgespalten DNA-Bruchstiicke werden als circulare
DNA-Fragmente ins Blut abgegeben. Indirekt kann somit auf die Aktivitdt im Thymus
geschlossen werden. Ein hohe Zahl von diesen im Blut zirkulierenden TRECs weist somit auf
eine hohe Thymusaktivitat hin. Dies ist besonders wichtig um die Aktivitat des
Empfangerinnen- bzw. Empfangerthymus nach Transplantatoin einem Monitoring zu
unterziehen und frihzeitig erkennen zu konnen, ob eigene T-Zellen heranreifen welche
wiederum fur eine Graftrejection verantwortlich sein kénnen. (190) Die TRECs kdnnen aus
dem peripheren Blut mittels PCR ampliziert und gemessen werden. Die verwendeten

Oligonukleotide fur die TREC-Analyse kdnnen aus den Tabellen 6 und 7 enthommen werden.

DNA-EXTRAKTION

DNA wird aus Peripherblut mittels QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) It.
Herstellervorschrift extrahiert. Dabei wird das Probenmaterial mit Proteinase und einem
Lysepuffer bei 56°C fir 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 gelobst.

KONZENTRATIONSMESSUNG
Die Probe wird nach Extraktion 1:10 mit Aqua dest. 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:

OD260nm X 50 x 10/1000 = ug DNA/pI

Die Ratio (OD260nm/OD2sonm) soll fiir DNA zwischen 1,5 und 2,0 liegen.

REALTIME PCR TREC

Nach Verdinnung der DNA auf 50ng/ul erfolgt der PCR-Ansatz in der Laminar Air Flow.
Jeweils fur TREC und CCRS werden eine Negativkontrolle, eine Positivkontrolle mit bekannter
Kopienzahl und die Probe im Doppelansatz pipettiert. Eingesetzt werden 900nM Forward-
Primer, 900nM Reverse-Primer, 200nM FAM-TAMRA-Sonde (Ingenetix), 1X LightCycler 480
Probesmaster (Roche) und 250 ng DNA). Nach einer 10 minltigen Denaturierung bei 95°C
folgen 50 Zyklen mit 95°C fur 10 Sekunden und 60°C fur 45 Sekunden. PCR und Analyse
werden am LightCycler 480 Il (Roche) durchgefihrt.

BERECHNUNG

Anhand einer Standardkurve wird von der LightCycler-Software die Kopienanzahl errechnet.
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Name 5-3
TREC-112F |CAC ATC CCT TTC AAC CAT GCT
TREC-219R |GGG TGC AGG TGC CTATGC

CCRS5F CAT GAC TGA CAT CTA CCT GCT CAA
CCR5R CAC TGG GCG GCAGCAT
Tabelle 6: Oligonukleotide fiir die TREC-Analyse
Name 5-3
TREC-134T |ACACCTCTGGTTTTT GTA AAG GTG CCC AC
CCR5T TCCTTCTTACTG TCC CCT TCT GGG CTC AC

Tabelle 7: TAQMAN-PROBES (3 -TAMRA, 5’-FAM) fiir die TREC-Analyse

4.2.5 SPECTRATYPING — ANALYSE DER TCR-DIVERSITAT

PRINZIP

Die Spectratyping Analyse hat die Aufgabe zu erkennen, ob eine klonale Expansion eines T-
Zellklons vorliegt. Die Grundlage fur die Erkennung einer Expansion bildet wiederum der TCR.
Dieser heterodimere Rezeptor besteht aus einem a- und einem 3-Fragment, welche jeweils
wiederum aus einen konstanten und einem variablen Teil bestehen. Bei der VDJ-
Rekombination wird der variable Teil mittels verschiedener CDRs an das Joining (J) — Element
angehangt. Dabei hat sich gezeigt, dass vor allem das 3te CDR-Element (CDR3) die meisten
Variationen beinhaltet. (191) Die Lange des CDR3-Elements variiert je nachdem wie viele
Nukleotide bei der VDJ-Rekombination eingebaut wurden und an welche Position die
VerknUpfungen gebracht wurden. Beim TCR wird diese Langendifferenz des CDR3-Elements
mittels verschiedener bekannter Primer fir VB (insgesamt 25 bekannte Familien) und Primer
fur die CB (CB1 / CB2, bispezifischer Primer) durch die PCR ermittelt. Nach der Messung
werden die Daten der PCR (Fluoreszenzintensitat) Uber die Fragmentldange des CDR3-Teils
aufgetragen. Im normalen Organismus sollte diese Kurve einer Gauly’schen Glockenkurve
entsprechen. Bei einer Expansion eines bestimmten T-Zell-Klons hingegen kdnnen einzelne
Peaks in der Kurve sichtbar werden, welche auf die pathologische Vermehrung dieses
Zellklons schlief3en lassen. Mit Hilfe dieser Methode kénnen pathologisch vermehrte T-Zell-
Klone detektiert werden, welche an einer GvHD beteiligt sein kdnnen (192). Die verwendeten

Oligonukleotide fur die TREC-Analyse kdnnen aus den Tabellen 8 und 9 enthommen werden.

DICHTEGRADIENTENZENTRIFUGATION

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

ermittelt.
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SELEKTION DER SUBTYPEN CD3+/4+ UND CD3+/8+

CD3+ T-Lymphozyten werden durch Depletion von non-T Zellen (Negativselektion mit dem
Pan T Cell Isolation Kit von Miltenyi Biotec) gewonnen. Non-T Zellen werden 10 min im
Kuhlschrank mit einem Cocktail von Biotin-konjugierten monoklonalen Antikdrpern gebunden
(CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, Glycophorin A). Pro 107 Zellen werden 10 pl
Antikérper-Mix und 40 pl autoMACS Running Buffer (Miltenyi Biotec) verwendet. Diese werden
danach fiir 15 min im Kihlschrank an MicroBeads konjugiert. Pro 1 x 107 Zellen werden 20
Antikérper und 30 ul autoMACS Running Buffer (Miltenyi Biotec) verwendet. Uberschiissige
Antikorper werden durch Waschen mit autoMACS Running Buffer und Zentrifugation (10 min
mit 300 x g) entfernt und das Zellpellet in 500 yl 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 werden die ungebundenen Zellen auf 2
Zentrifugationsrohrchen aufgeteilt und 10 min mit 300 x g zentrifugiert. Die Pellets werden in
80 ul autoMACS Running Buffer und 20 ul CD4- bzw. CD8-MicroBeads (Miltenyi Biotec) /107
Zellen resuspendiert und 15 min im Kuhlschrank inkubiert. Danach werden Uberschussige
Antikérper 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 ul 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 Sdule 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.

ANALYSE DER REINHEIT DER POPULATIONEN

Je Probe werden 50 pl enthommen und mit einem Antikérperstockmix, bestehend aus anti-
CD3 FITC, anti-CD34 PE, anti-CD45 ECD, anti-CD8 PC5 und anti-CD4 PC7 (Beckman
Coulter) 20 min im Kuhlschrank inkubiert. 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 yl HUGO resuspendiert. Die durchflusszytometrische
Messung erfolgt am FC500 (Beckman Coulter). Die Auswertung mit der Software CxP. Die

Angabe der Reinheit erfolgt in Prozent der Gesamtzellen.
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RNA-EXTRAKTION

RNA wird mittels RNeasy Mini Kit (QIAGEN) It. Herstellervorschrift extrahiert. Dabei wird das
Probenmaterial mit einem Lysepuffer mit p-Mercaptoethanol vermischt und durch eine
QlAshredder-Saule (QIAGEN) zentrifugiert. Nach RNA-Fallung mit 70% Ethanol (Merck) wird
die Probe auf eine Saule aufgetragen, dreimal gewaschen und mit einem Elutionspuffer aus

der Saule geldst.

KONZENTRATIONSMESSUNG
Die Probe wird nach Extraktion 1:10 mit Aqua dest. 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:

OD260nm X 40 x 10/1000 = pg RNA/l

Die Ratio (OD2sonm/OD2sonm) soll fir RNA ber 1,8 liegen.

REVERSE TRANSKRIPTION

Die Reverse Transkription der RNA zu cDNA wird mittels First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche) It. Herstellervorschrift durchgefuhrt. Zu 1X Puffer, 5mM MgCI2, 1mM dNTPs, 1,6ug
Primer oligo (dT)15, 0,01mg/ml Gelatin, 50 Units RNase Inhibitor und 20 Units AMV Reverse
Transkriptase wird 1 ug RNA pipettiert. Die Reverse Transkription erfolgt fir 10 min bei 25°C
und 60 min bei 42°C, gefolgt von einer Denaturierung von 5 min bei 99°C. AnschlieRend

werden die Proben flr 2 min auf Eis gekuhlt.

PCR

Fir die PCR der 25 TCR-Familien wird die cDNA 1:5 mit Aqua dest verdiinnt. Der PCR-Ansatz
beinhaltet 1X PCR Gold Buffer (Applied Biosystems), 2,5mM MgCI2 (Applied Biosystems),
0,4mM dNTP Polymerisation Mix (GE Healthcare), 0,5um TCR V 8 Primer (Ingenetix), 0,5uM
TCR C B Primer mit FAM (Ingenetix), 1,25 Units AmpliTag Gold™ DNA Polymerase (Applied
Biosystems) und 1 pl verdiinnte cDNA.

Nach einer 6 minltigen Denaturierung bei 94°C folgen 35 Zyklen von 94°C fur 1 min, 59°C fur
1 min und 72°C fur 1 min. AbschlieRend folgt eine 7 minltige Inkubation bei 72°C. Bis zur
Fragmentanalyse werden die PCR-Produkte dunkel im Kihlschrank gelagert.

FRAGMENTANALYSE
1 pl PCR-Produkt werden mit 0,5ul GeneScan™-500 TAMRA™ Size Standard (Applied
Biosystems) und 12 pl HI-DI™ Formamid (Applied Biosystems) vermischt. Die
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Fragmentanalyse erfolgt am ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) mit der
Software 310 Data Collection unter Verwendung von POP-4 und 1X Genetic Buffer (Applied
Biosystems) bei 60°C.

AUSWERTUNG

Die Auswertung der Fragmente erfolgt mit der Software 310 GeneScan® 3.1. Alle weiteren
Berechnungen werden mit MS Excel durchgefuhrt. Dazu werden alle Peakflachen eingetragen
und die relative Peakintensitat und die Complexity Scores berechnet.

Die relative Peakintensitat ist der prozentuelle Anteil des Einzelpeaks an der

Gesamtpeakflache einer TCR V B-Familie. Festgelegt wurden folgende Definitionen:

polykonal: Das Profil der TCR V 8 Diversitat ahnelt der Gauld’schen Glockenkurve.
polyklonal mit dominanten Klonen: \Vorhandensein von mindestens 2 Peaks, deren relative
Peakintensitat groer ist als 20 %.

oligoklonal: Vorhandensein von 2 bis 3 Peaks, deren relative Peakintensitat groer ist als 30
%.

monoklonal in polyklonalem Hintergrund: \VVorhandensein von 1 dominantem Peak, dessen
relative Peakintensitat groRer ist als 40 %.

monoklonal: Vorhandensein von 1 dominantem Peak, dessen relative Peakintensitat groer
ist als 80 %.

fehlend: Keine einzeln vorhandenen Peaks im 3-Basen-Abstand.

Der Complexity Score beinhaltet die Anzahl der Peaks und kann pro TCR V B-Familie max. 5
betragen (,1“ fur 1 Peak, ,2“ fur 2 Peaks, , 3" flir 3 Peaks, ,4“ flr 4 Peaks, ,5“ fir 5 oder mehr

Peaks). Das ergibt insgesamt einen hdchstmoéglichen Wert von 125 flr eine Probe.

Name 5-3
BVvV1 CAA CAG TTC CCT GAC TTG CAC
Bv2 TCA ACC ATG CAAGCC TGA CCT
BV3 TCT AGA GAG AAG AAG GAG CGC
BVv4 CATATGAGAGTGGATTTGTCATT
BV5. 1 TTC AGT GAG ACA CAG AGA AAC
BV5.2 CCT AAC TAT AGC TCT GAG CTG
BV6 AGG CCT GAG GGATCC GTC TC
Bv7 CTG AAT GCC CCA ACAGCT CTC
BV8 TAC TTT AAC AAC AAC GTT CCG
BV9 AAA TCT CCA GAC AAA GCT CAC
BV10 CTC CAAAAACTCATCCTG TACCTT
Bv11 ACA GTC TCC AGA ATA AGG ACG
BV12 GAC AAA GGA GAA GTC TCA GAT
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BV13.1 GAC CAA GGA GAA GTC CCC AAT
BV13.2 GTT GGT GAG GGT ACA ACT GCC
BV14 GTC TCT CGA AAA GAG AAG AGG AAT
BV15 GTC TCT CGA CAG GCA CAG GCT
BV16 GAG TCT AAA CAG GAT GAG TCC
BvV17 CAC AGATAG TAAATG ACT TTC AG
BV18 GAG TCA GGA ATG CCA AAG GAA
BV19 TCC TCT CAC TGT GAC ATC GGC CA
BV20 TCT GAG GTG CCC CAG AAT CTC
BVv21 GAT ATG AGA ATG AGG AAG CAG
BVv22 CAG AGA AGT CTG AAATATTCG A
BVv23 TCATTT CGT TTT ATG AAAAGA TGC
BVv24 AAA GAT TTT AAC AAT GAA GCA GAC
Tabelle 8: Oligonukleotide flir die Analyse der TCR V B-Diversitét
Name 5-3°
BC-R CTT CTG ATG GCT CAAACAC

Tabelle 9: Modifiziertes Oligonukleotid (56°FAM) fiir die Analyse der TCR V B-Diversitéat

4.3 MESSZEITPUNKTE UND MESSDATEN

Fir samtliche quantitative Messungen der einzelnen Zellreihen, die TREC-Analyse und SNP-
Analyse wurden die Tage 7, 14, 21, 28, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360,
540 und 720 nach HFD HSCT als Messzeitpunkte definiert. Flr die Analyse der Diversitat des
TCRs mittels Spectratyping wurden die Tage 60, 120, 240, 360, 540 und 720 nach HSCT als

Messzeitpunkte definiert.

4.4 STATISTISCHE AUSWERTUNG
Fir samtliche statistischen Auswertungen wurde die Software IBM SPSS Statistics 20 und
Microsoft Excel 2010 verwendet. Die graphischen Darstellungen erfolgten unter Verwendung

von Microsoft Excel 2010 sowie der Software GraphPad Prism 5.

PORBLEM DES KLEINEN DATENSATZES UND DER VERTEILUNG

Da es sich um ein sehr kleines Patientinnen- und Patientenkollektiv (n=8) handelte, war es
héchst unwahrscheinlich, dass irgendwelche statistischen Tests eine Aussagekraft tragen
koénnten. Die Daten wurden zunachst auf Normalverteilung mit der visuellen Dateninspektion
unter Verwendung des QQ-Plots und rechnerisch mittels Shapiro Wilk Test (p<0,05 galt als
Grenze fur die Annahme auf Normalverteilung) gepruft. Sdmtliche Datensatze waren dabei
nicht normalverteilt weshalb im Anschluss auch nur mehr nicht parametrische Tests zur
Anwendung kommen konnten. Zur genaueren Analyse der Daten wurde eine deskriptive
Analyse mit Berechnung von Mittelwert, Median, Standardabweichung, Standardfehler, 25ter

und 75ter Perzentile, Minimum und Maximum durchgefiihrt. Die Analyse der Daten ergab,
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dass sehr viele Datensatze grolde Ausreilder enthielten, weshalb angenommen wurde, dass
statistische Analysen mittels Mittelwert keine brauchbaren Resultate liefern konnten. Es wurde
stattdessen fir samtliche statistischen Analysen und Tests sowie Graphiken der Median

verwendet.

STATISTISCHE TESTS

Als statistischer Test bei 2 unabhanigen Stichproben wurde der verteilungsfreie Mann-
Whintey-U-Test verwendet. Die statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05
angenommen. Zusatzlich wurde zur Vermeidung eines a-Fehlers durch multiples Testen eine
Bonferroni-Korrektur durchgeflihrt. Als statistischer Test bei mehr als 2 unabhangige Gruppen
wurde der verteilungsfreie Kruskal-Wallis-Test angewendet. Das statistische Signifikanniveau
wurde ebenfalls wieder mit p <0,05 definiert. Zur Vermeidung eines a-Fehlers durch multiples

Testen wurden die Ergebnisse wiederum einer Bonferroni-Korrektur unterzogen.

ANMERKUNG

Da es sich beim Patientinnen- und Patientenkollektiv welches nur alle Uberlebenden
Patientinnen und Patienten beinhaltete um eine sehr kleine Gruppe (n=8) handelte, wurde
auch versucht statistische Signifikanzen mittels der groReren Gruppe (n=16), welche auch
bereits verstorbene Patientinnen und Patienten beinhaltete, aufzuzeigen. Da durch die verfriht
ausgeschiedenen Patientinnen und Patienten in dieser Gruppe vollstandige Daten nur zu den
frihen Messzeitpunkten vorhanden waren, wurden statistische Tests nur fir diese Zeitpunkte
durchgefuhrt. Zudem wurde auch versucht mittels graphischer Unterteilung in Subgruppen

Trends aufzuzeigen und diese zu diskutieren.
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5 ERGEBNISSE

Die Hauptkernfragen der Arbeit beschéftigten sich mit der dynamischen Immunrekonstitution
nach haploidenter Transplantation bzw. der Engraftmentkinetik. Tabelle 10 gibt einen
Uberblick Gber die 11 gemessenen Oberflachenantigene und deren Zuordnung zu den
jeweiligen Zelltypen. Zusatzlich wurde der Spenderinnen- bzw. Spenderchimarismus per SNP-
Analyse, Bestimmung der TCR Diversitat mittels Spectratyping und Monitoring der
Thymusfunktion mittels TREC-Analyse durchgefuhrt. Die genaue Methodik hierzu kann dem
Methoden-Teil im Kapitel 4 entnommen werden. Fir sdmtliche Analysen und Tests wurde

wegen der Verteilungsvariation und Ausreiler der Median verwendet.

Leukozyten absolut
CD3+ absolut
CD19+ absolut
CD3+/4+ absolut
CD3+/8+ absolut
CD3+/56+ absolut

CD3+/56- absolut

CD14+ absolut
CD3/8/45RA+ absolut
CD3/4/45RA+ absolut

CD3/Ki67+ absolut

Leukozyten absolut

TCR Co-Rezeptor, T-Lymphozyten

B-Zellen

T-Helferzellen

cytotoxische T-Zellen

NK-Zellen

phenotypisch und funktionell abnormale NK-
Zellen, Marker fur chronische Infektionen (193)
Monozyten und Makrophagen

LCA Isoform fiir naive T-Killer-Zellen

LCA Isoform fiir naive T-Helfer-Zellen

sich teilende Lymphozyten, mit AK vs. Ki67

intrazellular wahrend Zellteilung auf der

Chromosomenoberflache markiert (194)

Tabelle 10: Oberfldchenantigene und zugehdriger Zelltypus

5.1 QUANTITATIVE IMMUNREKONSTITUTION

Im nachfolgenden Bereich werden die gesammelten Ergebnisse numerisch und graphisch
(Verlauf von Median und Mittelwert) fir jede einzelne der 11 gemessenen Zellreihen fir alle
zum Zeitpunkt der Erstellung der Arbeit Uberlebenden Patientinnen und Patienten (n=8)

dargestellt.

5.1.1 LEUKOZYTEN ABSOLUT

Abbildung 6 und Tabelle 11 zeigen die Engraftmentkinetik der Gesamtleukozyten. Man sieht,
dass der Medianwert fast an allen Messzeitpunkten unter dem Mittelwert liegt. Am Tag 300
nach HSCT gibt es einen Mittelwertpeak, welcher mit dem temporaren Anstieg der
Leukozytenzahl einer Patientin bzw. eines Patienten erklarbar ist und zum nachsten

Messzeitpunkt bereits wieder mit den Werten der anderen Patientinnen und Patienten
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korrelierte. Der Anstieg der Gesamtleukozytenzahl erfolgte bereits in den ersten Tagen nach
HFD HSCT und erreichte ab dem Tag 150 bis zum Tag 720 ein relativ konstantes Niveau von
circa 5000 Zellen/ul. Die hohe Standardabweichung lasst sich aufgrund grof3er Ausrei3er des
sehr heterogenen Patientinnen- und Patientenkollektivs erklaren. Statistische Tests konnten
keine signifikante Uberlegenheit von Konditionierungsverfahren und Selektionen zeigen,
jedoch scheint es einen Trend zu geben, der vor allem in den letzten 180 Tagen des Follow-
up MAC + CD3/19 Selektion vorteilhaft erscheinen Iasst — siehe Abbildung 7.

| e Mittelwert e Median] Leukozyten absolut
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=} 1 1
N 1 1
2 0 T T T T T T T T T T T T T T T
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-5000
Tag +SCT

Abbildung 6: Leukozytenrekonstitution. Dargestellt sind Mittelwert, Median und Standardfehler.

Leukozytenrekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standarda | Minimum | Maximum Perzentile
HSCT | Giiltig | Fehlend bweichung 25 75
7 8 0 993 125 1745 20 5100 33 1275
14 8 0 7161 3700 8884 900 28110 2023 8473
21 8 0 4310 2605 4788 1000 15790 1873 4448
28 8 0 6495 5250 5036 1600 17050 2805 9108
60 8 0 3295 2460 2339 1330 8180 1475 4553
90 8 0 5070 2980 4161 1100 12200 2098 9343
120 8 0 3805 3445 2457 830 7740 1398 6043
150 8 0 5240 5835 2220 1100 8270 3565 6500
180 8 0 6819 5795 5151 2110 17970 2750 8965
210 7 1 6236 5760 3602 2000 11270 3850 11030
240 8 0 6316 4675 3719 3200 14210 3705 8398
270 8 0 6079 5580 2857 2600 10560 3735 9063
300 7 1 12533 5400 15260 3200 45550 3670 16150
330 8 0 6534 5520 3171 3490 11980 4140 9735
360 7 1 6627 5560 2569 4020 10660 4330 9360
540 8 0 5578 4940 2785 1880 10120 3583 8203
720 8 0 6346 4975 2996 3560 10720 3843 9973

Tabelle 11: Leukozytenrekonstitution lber den Zeitverlauf mit Berechnung von Mittelwert, Median, SD, Minimum,
Maximum und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung hernangezogen.
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Abbildung 7: Leukozytenrekonstitution im Bezug auf Konditionierung und Selektion. Dargestellt sind die median-Werte der

Subpopulationen. Die vielen Ausreil3er sind vor allem durch Schwankungen der Patienten in den einzelnen sehr kleinen
Subpopulationen verursacht.

5.1.2 CD3+
Abbildung 8 und Tabelle 12 zeigen die T-Zellzahl im Verlauf. Die Rekonstitution verlief in den

ersten Wochen nach Transplantation sehr langsam und erreichte erst ab dem Tag 150 nach
Transplantation eine median-Zellzahl von Gber 500/ul. Ein sehr grofer relativer Zuwachs trat
zwischen dem Tag 270 und 300 nach HFD HSCT auf — es waren Uber 1000 CD3+/ul
detektierbar. Es gab keine statistischen Signifikanzen zwischen Konditionierungen und
Selektionen, jedoch war graphisch ein Trend erkennbar, der MAC gegen Ende des Follow-up
besser abschneiden liel3, obwohl unter der Verwendung eines MAC-Regime CD3+-Zellen erst
spater detektierbar waren, daflir aber im Vergleich zum RIC-Regime einen schnelleren Anstieg
aufwiesen — siehe Abbildung 9. Der spatere Zellzahlanstieg unter MAC ist damit zu erklaren,
dass die beiden unmanipuliert KM-Transplantierten unter RIC konditioniert wurden und durch
Weglassen der Selektion initital hdhere CD3-Zellzahlen aufwiesen. Bezuglich der
Konditionierungsverfahren war kein Trend feststellbar, jedoch schienen die unmanipuliert KM-
Transplantierten anfangs Uberlegen.
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Abbildung 8: Die CD3+-Zellzahl im Verlauf dargestellt mittels Mittelwert, Median und Standardfehler.
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Zelle n/ul

2000+

1000

500

CD3+ - Rekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standardab | Minimum | Maximum Perzentile
HSCT | aiiltig | Fehlend weichung 25 75
7 8 0 16,2 .3 42,8 ,0 121,9 ,0 44
14 8 0 70,8 4,3 155,1 .3 44538 2,1 76,2
21 8 0 86,7 6,0 192,1 ,6 551,7 9 90,9
28 8 0 71,0 6,3 106,7 2,0 277,2 45| 163,9
60 8 0 3475 218,3 443,2 ,0 1322,1 36,6 | 552,2
90 8 0 397,7 230,7 546,5 15,9 1703,2 67,7 397,5
120 8 0 442 4 304,0 418,4 85,9 13324 119,1| 621,1
150 8 0 557,9 562,3 221,9 170,3 932,6| 443,7| 675,2
180 8 0 627,3 493,0 507,8 163,5 1775,3| 3252 790,2
210 7 1 647,5 519,6 381,6 229,9 1186,7| 416,9(1179,8
240 8 0 714,2 695,0 416,3 237,3 1525,2| 363,2| 881,3
270 8 0 1062,7 635,9 1174,3 320,1 3833,9| 365,5|1267,3
300 7 1 1068,5| 1131,8 485,9 462,4 1949,5| 711,8(1235,5
330 8 0 1043,0 975,2 405,5 5441 1773,6 | 680,0(1343,0
360 7 1 970,9 945,2 407,3 541,9 1591,3| 543,5(1415,6
540 8 0 870,2 895,9 347,6 325,2 1389,3| 558,3|1138,0
720 8 0 1120,2 986,9 422,6 727,7 2004,9( 796,6|1327,7

Tabelle 12: T-Zell-Rekonstitution (iber den Zeitverlauf mit Berechnung von Mittelwert, Median, SD, Minimum,
Maximum und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung herangezogen.
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Abbildung 9: CD3+-Rekonstitution im Vergleich von MAC und RIC.Dargestellt sind die median-Werte der Subpopulationen. Es zeigt sich
gegen Ende des Follow-up ein Trend der besseren Rekonstitution, wenn MAC als Konditionierungsverfahren verwendet wurde.

5.1.3 CD19+

Abbildung 10 und Tabelle 13 zeigen den Zeitverlauf der B-Zell-Rekonstitution. In den ersten

60 Tagen waren nahezu keine B-Zellen detektierbar. Nach Anstieg der B-Zellzahl ab dem Tag

60 nach HFD HSCT tendierte der weitere Verlauf bis auf einen Ausreifler am Tag 210 (es

fehlte hier ein Messwert einer Patientin bzw. eines Patienten — der Mittelwert korreliert an

diesem Zeitpunkt besser mit dem Verlauf) relativ stetig nach oben. Es lassen sich zwar keine
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signifikanten Unterschiede im Bezug auf Konditionierungsverfahren und Selektion feststellen,

jedoch besteht eine graphische Tendenz eines besseren Abschneidens der MAC und CD3/19-

Negativselektion — siehe Abbildung 11. Die MAC scheint auch tendenziell flr die grofRere

Patientinnen- und Patientengruppe von Vorteil gewesen zu sein — dies ist jedoch schwer

interpretierbar, da einige Patientinnen und Patienten zu verschiedenen Messzeitpunkten

bereits verstorben waren.
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Abbildung 10: Die CD19+-Rekonstitution nach HFD HSCT tiber den Zeitverlauf. Dargestellt sind der Verlauf

von Mittelwert und Median sowie Standardfehler.

CD19+ - Rekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standardab | Minimum | Maximum Perzentile
HSCT | Gultig | Fehlend weichung 25 75
7 8 0 ,38 ,00 ,89 ,00 2,55 ,00 ,36
14 8 0 1,40 ,30 3,18 ,00 9,24 ,00 ,70
21 8 0 2,70 A7 6,10 ,00 17,67 ,00 1,90
28 8 0 2,59 71 5,21 ,00 15,34 ,04 1,99
60 8 0 63,80 56,40 59,71 ,00 157,87 6,41 124,60
90 8 0 87,96 66,62 88,89 ,48 202,38 2,93 188,89
120 8 0 90,99 67,68 83,36 1,00 232,97 19,88 168,78
150 8 0 142,84 88,70 158,39 2,78 44418 13,06 | 270,77
180 8 0 127,28| 103,07 118,21 17,00 346,29 22,01]214,92
210 7 1 97,23 28,40 102,83 16,13 282,88 18,75[ 159,39
240 8 0 127,51 83,39 132,57 15,48 380,26 19,60 | 224,59
270 8 0 153,54 102,33 156,42 18,18 448,61 21,96 |262,45
300 7 1 228,26 | 204,53 212,55 28,48 576,56 | 30,46 387,18
330 8 0 167,05 95,51 133,72 31,98 351,05 65,43]318,83
360 7 1 225,88 | 257,97 122,57 65,79 379,56 | 101,71 | 356,40
540 8 0 143,15 117,70 150,35 3,20 462,87 | 23,52(207,28
720 8 0 222,98| 173,96 193,35 25,92 644,74| 77,55] 285,55

Tabelle 13: B-Zell-Rekonstitution im Zeitverlauf mit Berechnung von Mittelwert, Median, SD, Minimum, Maximum
und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung herangezogen.
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Abbildung 11: B-Zell-Rekonstitution im Vergleich von MAC und RIC. Dargestellt sind die median-Werte der Subpopulationen. Es Iasst sich
graphisch erkennen, dass die MAC tendetiell besser abschneidet als die RIC. Der RIC-Peak am Tag 360 nach HFD HSCT kommt durch
einen fehlenden Messwert in der RIC-Gruppe zustande.

5.1.4 CD3/4+

Abbildung 12 und Tabelle 14 zeigen die CD4+-Rekonstitution. Ahnlich den B-Zellen waren T-
Helferzellen erst ab dem Tag 60 nach HFD HSCT detektierbar. Der weitere Verlauf nach Tag
60 nach HFD HSCT zeigte relativ kontinuierlich nach oben, obwohl gegen Ende des Follow-
up noch ein Knick zu verzeichnen war. Es gab keine statistischen Signifikanzen zwischen
Konditionerungen und Selektionen, jedoch besteht ein graphischer Trend zur Uberlegenheit
von MAC und CD3/19-Negativselektion — siehe Abbildung 13. Der gleiche Trend scheint auch
in der gréleren Patientinnen- und Patientengruppe (n=16) zu bestehen. Ebenso wie bei der
CD3-Rekonstitution sind CD4+-Zellen unter MAC viel spater als unter RIC detektierbar, zeigen
aber im weiteren Verlauf einen schnelleren Anstieg. Der spatere Zellzahlanstieg unter MAC ist
damit zu erklaren, dass die beiden unmanipuliert KM-Transplantierten unter RIC konditioniert
wurden und durch Weglassen der Selektion héhere CD3-Zellzahlen aufwiesen. Darauf

begriindet sich auch das scheinbar initial bessere Abschneiden der unmanipulierten Selektion.
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Abbildung 12: Verlauf der T-Helferpopulation. Dargestellt sind Mittelwert, Median und Standardfehler.
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Zelleniul

800

6004

400

2004

CD4+ - Rekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standardab | Minimum | Maximum Perzentile
HSCT | Giiltig | Fehlend weichung 25 75
7 7 1 10,8 7 26,2 ,0 70,2 ,0 34
14 8 0 44 .4 2,1 101,7 .3 293,1 9 36,9
21 8 0 46,9 2,1 105,7 ,0 303,7 4| 464
28 8 0 50,7 3,2 88,7 5 256,0 2,1 77,1
60 8 0 111,0 61,9 128,1 ,0 338,1 8,8 2248
90 8 0 126,3 89,5 131,2 4,2 395,0 16,6 196,1
120 8 0 146,6 149,9 96,5 25,6 287,2 62,7 219,1
150 8 0 194,2 203,4 68,3 73,9 288,6| 140,9| 2442
180 8 0 203,9 196,8 100,0 50,3 382,1| 131,8| 2656
210 7 1 199,1 214,0 89,1 80,6 339,2 93,0| 234,6
240 8 0 2541 280,4 110,8 65,8 365,1| 146,6| 352,1
270 8 0 341,1 345,3 173,4 70,0 592,8| 204,6| 485,6
300 7 1 480,8 458,5 393,7 97,7 1280,0| 214,1| 563,2
330 8 0 3745 403,0 141,9 1271 533,1| 242,9| 485,8
360 7 1 362,2 291,0 197,6 167,4 665,5| 189,1| 5994
540 8 0 348,3 264,2 154,9 201,1 563,0| 221,3| 534,1
720 8 0 476,4 484,8 214,0 218,2 879,3| 275,8| 594,8

Tabelle 14: Die T-Helferpopulation im quantitativen Verlauf mit Berechnung von Mittelwert, Median, SD, Minimum,
Maximum und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung herangezogen.
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Abbildung 13: CD4-Rekonstitution im Vergleich von Konditionierung und Selektion. Dargestellt sind die median-Werte der
Subpopulationen. Es scheint eine graphische Tendenz zu einer effektiveren Rekonstitution unter Verwendung von MAC + CD3/19 zu

5.1.5 CD3/8+
Abbildung 14 und Tabelle 15 zeigen den Verlauf der CD8+-Rekonstitution. Wie bei den
CD19+- und CD4+-Zellen trat auch der Anstieg der T-Killer-Population erst ab dem Tag 60
nach HFD HSCT ein. Die median CD8+-Zellzahl erfuhr an den Tagen 240 und 270 einen

Einbruch. An diesen beiden Messzeitpunkten korreliert die Kurve eher mit dem Mittelwert, da

geben.

an den Tagen 210 und 300 nach HFD HSCT die Messung fur jeweils eine Patientin bzw. einen
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Patienten fehlt. Im Bezug auf die Subpopulationen gab es keine statistischen Signifikanzen,

jedoch zeigte sich graphisch ein Trend zum besseren Abschneiden von MAC, welcher auch in

der grofReren Patientinnen- und Patientengruppe (n=16) vorhanden war — siehe Abbildung 15.

Im Bezug auf die Selektion schienen die beiden unmanipulierten KM-Grafts anfangs

tendenziell Uberlegen, wogegen gegen Ende des Follow-up keine Trends mehr graphisch

feststellbar waren.
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Abbildung 14: CD8+-Rekonstitution im Zeitverlauf. Dargestellt sind der Verlauf von Mittelwert und Median

sowie Standardfehler.

CD8+ - Rekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standardab | Minimum | Maximum Perzentile
HSCT .
Giiltig | Fehlend weichung 25 75

7 7 1 5,0 ,0 11,9 ,0 31,9 ,0 1,8
14 8 0 21,4 1,1 47,7 ,0 137,0 4 21,9
21 8 0 36,8 ,8 85,1 4 243,7 4 34,9
28 8 0 33,1 3.2 49,4 ,0 134,8 .3 65,4
60 8 0 192,6 51,0 296,6 ,0 759,3 20,2| 443,5
90 8 0 239,4 81,5 431,2 1,4 1281,0 18,1 2524
120 8 0 251,56 102,6 360,9 16,3 1097,5 38,7| 309,9
150 8 0 268,2 254,0 171,0 26,7 575,3| 133,3| 372,0
180 8 0 338,8 226,8 400,4 51,8 1253,4 64,5| 455,0
210 7 1 403,8 325,7 359,1 74,4 966,3| 114,1| 848,6
240 8 0 351,3 176,8 332,6 105,2 1077,8| 142,5| 513,6
270 8 0 608,0 171,2 978,4 67,6 2953,5( 120,2| 710,6
300 7 1 523,7 546,6 253,9 161,3 912,0| 247,7| 649,2
330 8 0 468,0 372,1 292,3 2494 1139,8| 271,6| 542,0
360 7 1 510,7 491,2 242,0 228,7 856,2| 258,3| 786,7
540 8 0 373,7 3524 199,6 117,4 730,4| 216,6| 530,6
720 8 0 498,0 389,6 250,2 307,0 980,0| 332,8| 709,8

Tabelle 15: Quantitative Rekonstitution der T-Killerzellen im Zeitverlauf mit Berechnung von Mittelwert, Median, SD,
Minimum, Maximum und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung herangezogen.
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Abbildung 15: CD8-Rekonstitution im Vergleich von Konditionierung und Selektion. Es sind die median-Werte der Subpopulationen dargestellt. Die
MAC scheint der RIC graphisch gegen Ende des Follow-up liberlegen zu sein.

5.1.6 CD3/56+

Abbildung 16 und Tabelle 16 veranschaulichen die zeitliche Rekonstitution der NK-Zellen,
welche ebenfalls sehr langsam verlief. Zwischen den Messzeitpunkten am Tag 120 und 150
lie® sich ein relativer Anstieg verzeichnen, wobei die NK-Zellzahl erst gegen Ende des
Beobachtungszeitraums zu steigen schien. Fur eine Patientin bzw. einen Patienten der 8
Patientinnen und Patienten war nur ein Messwert an einem Messzeitpunkt vorhanden, fir alle
anderen Messzeitpunkte fiel diese Patientin bzw. dieser Patient aus dem Kollektiv. Im Bezug
auf Konditionierung und Selektion konnten keine statistischen Signifikanzen festgestellt
werden, graphisch zeigt sich aber ein Trend zur Uberlegenheit von RIC und CD34+-Selektion
— siehe Abbildung 17. Der gleiche Effekt ist auch in der groReren Patientinnen- und
Patientenpopulation (n=16) - dort sogar noch deutlicher - zu erkennen. In dieser Gruppe wurde
die RIC jedoch bevorzugt mit der a/p/19-Depletion kombiniert, welche dort auch graphisch den

anderen Selektionen leicht Gberlegen zu sein scheint.
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Abbildung 16: NK-Zellanstieg liber den Zeitverlauf nach HFD HSCT. Dargestellt sind der Verlauf von Mittelwert
und Median sowie Standardfehler.
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CD3/56+ Rekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standardab | Minimum | Maximum Perzentile
HSCT .
Giiltig [ Fehlend weichung 25 75

7 5 3 ,58 ,01 1,28 ,00 2,86 ,00 1,44
14 6 2 5,02 2,00 7,52 ,00 19,89 ,66 8,97
21 6 2 3,10 1,25 5,09 ,00 13,40 60| 4,76
28 6 2 9,63 2,27 12,88 ,00 27,88 74| 25,27
60 7 1 30,83 3,40 68,40 ,00 185,26 40| 18,81
90 7 1 13,56 9,22 16,42 ,55 48,77 1,391 15,00
120 7 1 12,40 8,93 11,92 ,60 36,77 5,20| 16,25
150 7 1 18,90 19,46 13,21 2,64 40,48 4,14 26,82
180 7 1 21,40 22,00 15,41 3,04 40,42 7,19| 36,08
210 6 2 18,93 12,06 19,58 5,39 56,35 5,73| 30,50
240 7 1 21,61 15,62 15,99 1,43 39,64 8,563 | 39,40
270 7 1 20,58 12,67 27,75 4,13 82,27 5,09 17,08
300 7 1 17,15 18,22 8,22 5,44 27,53 9,69 | 24,67
330 8 0 26,38 12,65 32,39 4,79 102,50 8,04 | 32,11
360 7 1 22,40 13,10 19,12 3,90 51,90 7,23 | 45,32
540 8 0 41,16 16,71 56,60 3,10 167,29 7,10| 66,72
720 8 0 46,89 31,77 48,01 8,00 154,03 15,02| 66,52

Tabelle 16: Quantitativer NK-Zellrekonstitution im Zeitverlauf mit Berechnung von Mittelwert, Median, SD,
Minimum, Maximum und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung herangezogen.
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Abbildung 17: CD56-Rekonstitution im Vergleich von Konditionierung und Selektion. Es wurden die median-Werte der Subpopulationen
dargestellt. Man erkennt eine graphische Uberlegenheit der RIC. Hinsichtlich der Konditionierung scheint es keine Vorteile zu geben.

5.1.7 CD3/56-

Der CD3/56- - Verlauf hatte am Tag 14 nach HFD HSCT seinen Gipfel erreicht und wies
danach relativ stetig nach unten — siehe Abbildung 18 und Tabelle 17. Einige Patientinnen und
Patienten zeigten wahrend des Follow-up vom ein auf den anderen Messpunkt einen enormen
Anstieg der CD56-negativen Zellen, was im klinischen Kontext ein Hinweis auf eine Infektion
sein konnte und so zum individuellen Monitoring verwendet werden konnte. AuRerdem ist zu

sagen, dass flir eine Patientin bzw. einen Patienten nur ein Messwert an einem einzigen
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Zeitpunkt vorhanden war und generell Messwerte fiir verschiedene Patientinnen und Patienten

fehlten. Zwischen Konditionierung und Selektion ergaben sich keine statistisch Signifikanzen.

Fur die Konditionierung liel sich weder fir MAC noch fir RIC eine graphische Tendenz

bestimmen, man kann aber dennoch sagen, dass die Zahl an CD56- Zellen tber den Verlauf

stetig abnahm — siehe Abbildung 19. Es traten zwei Zellpeaks nach CD34+ Selektion auf,

wobei je ein Peak mit je einer Patientin bzw. je einem Patienten korreliert der RIC + CD34+

Uber PBSC erhielt. Beide Patientinnen bzw. beide Patienten erhielten auch Stammzellboosts.
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Abbildung 18: Rekonstitution der CD56-negativen Zellen. Dargestellt sind Mittelwert, Median und Standardfehler.

CD3/56- - Rekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standardab [ Minimum | Maximum Perzentile
HSCT | Giiltig | Fehlend weichung 25 75

7 5 3 41,16 8,08 71,41 ,00 167,42 1,31 97,55
14 6 2 756,57 693,31 718,10 95,68 | 2094,20| 152,06 1117,61
21 6 2 362,13 254,95 294,14 70,10 746,53 116,90 721,91
28 6 2 384,80 325,48 281,01 128,80 736,03| 130,89 680,08
60 7 1 516,04 254,52 739,63 30,19| 2090,80 50,49 | 781,19
90 7 1 340,94 315,86 221,96 98,70 735,23 149,80| 494,76
120 7 1 310,54 | 201,43 265,84 62,08 839,16 | 14523| 469,04
150 7 1 44461 271,92 355,97 82,93 1037,89| 143,21 759,65
180 7 1 490,03 257,54 568,09 106,60 1748,08| 239,01 514,10
210 6 2 600,54 179,02 1080,56 62,63| 2801,72| 100,86 900,88
240 7 1 422,71 223,68 565,50 68,01 1692,25| 185,77 334,70
270 7 1 236,60 165,79 145,94 123,51 522,48 135,00 335,99
300 7 1 289,18 292,07 200,66 45,51 665,03 138,56| 389,34
330 8 0 206,20 188,02 81,14 72,59 342,77 169,24 267,67
360 7 1 187,61 172,36 121,50 35,57 380,85 60,76 | 279,65
540 8 0 132,24 109,55 113,49 21,20 365,00 31,92 186,73
720 8 0 225,22 | 155,41 264,68 26,34 859,74 84,94 | 221,30

Tabelle 17: Quantitativer Zeitverlauf der CD56-negativen Zellen mit Berechnung von Mittelwert, Median, SD,
Minimum, Maximum und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung herangezogen.
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Abbildung 19: Rekonstitution der CD56- - Zellen im Vergleich zu Konditionierung und Selektion. Es wurden die median-Werte der einzelnen
Subpopulationen verwendet. Es lassen sich einzelne Peaks fiir die CD34+ Selektion erkennen.

5.1.8 CD14+

Abbildung 20 und Tabelle 18 zeigen den zeitlichen Verlauf der Monozyten- und Makrophagen-
Rekonstitution. Der Anstieg der Zellen erfolgte sehr rasch und war bereits am Tag 14 nach
HFD HSCT mit einer median-Zellzahl von 485 CD14+/ul detektierbar. Im weiteren zeitlichen
Verlauf hielt sich dieser Wert relativ stabil. Im Vergleich von Konditionierung und Selektion
konnten weder statistische Signifikanzen noch eine graphische Uberlegenheit festgestellt
werden, wobei die CD14-Zellzahl unter RIC einen stabileren Verlauf ohne grobe

Schwankungen wie bei MAC aufzuweisen schien — siehe Abbildung 21.
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Abbildung 20: Immunrekonstitution der CD14-positiven Leukozyten. Dargestellt sind der Verlauf von Mittelwert
und Median sowie Standardfehler.
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CD14+ - Rekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standardab | Minimum | Maximum Perzentile
HSCT | Giiltig | Fehlend weichung 25 75

7 7 1 58,95 4,32 117,69 ,00 319,77 1,16 70,33
14 8 0 866,87 | 485,06 1272,80 57,87| 3949,46| 198,75 786,95
21 8 0 612,03 369,46 706,33 177,56 2322,71| 265,01| 604,28
28 8 0 592,60 602,42 356,55 185,60 1155,99| 226,01 907,94
60 8 0 253,67 236,08 184,71 36,18 642,94 109,56| 299,86
90 8 0 348,08 325,39 248,13 100,69 871,42 147,60 445,45
120 8 0 335,38 241,77 349,55 29,71 1157,90| 158,54 363,34
150 8 0 347,01 275,06 218,53 113,74 807,86 | 228,38 469,57
180 8 0 360,64 239,60 386,28 125,00 1292,04| 153,27 366,12
210 7 1 354,63 340,35 205,75 40,43 686,02 209,00 491,99
240 8 0 395,35 279,20 336,39 104,85| 1009,25| 141,35| 706,59
270 8 0 396,30 287,74 394,59 162,02 1355,90| 185,89 353,13
300 7 1 600,32 221,61 1057,87 4590 2988,08 110,72| 358,53
330 8 0 296,60 243,10 140,41 148,16 524,72 177,42 437,55
360 7 1 290,79 263,89 118,76 197,78 542,59| 208,58 321,98
540 8 0 282,44 246,77 235,62 64,44 794,42 103,64| 358,26
720 8 0 423,11| 436,78 282,06 117,00 1006,61| 168,73 501,24

Tabelle 18: Quantitativer Zeitverlauf der CD14+ Zellen mit Berechnung von Mittelwert, Median, SD, Minimum,
Maximum und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung herangezogen.
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Abbildung 21: CD14-Rekonstitution im Vergleich von Konditionierung und Selektion. Es wurden die median-Werte der Subpopulationen
verwendet. Es kbnnen keine eindeutigen Trends dargestellt werden, wobei die CD14-Zahl im Mittel bei RIC hbher zu sein scheint.

5.1.9 CD3/4/RA45+
Abbildung 22 und Tabelle 19 zeigen den Verlauf der Rekonstitution der naiven T-Helferzellen.
Man bemerkt, genauso wie bei der CD3-, CD4-, CD8- und CD19-Dynamik, dass ein relativer
Anstieg erst am Tag 60 nach HFD HSCT erfolgte. Der weitere Verlauf zeigte trotz
Schwankungen relativ stetig nach oben. Fir die beiden Patientinnen bzw. Patienten, die ein
unselektioniertes KM-Transplantat erhielten, war die CD3/4/RA45+-Zellzahl in den ersten 60
Tagen nach HFD HSCT viel hdher als bei allen anderen Patientinnen und Patienten, jedoch
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stieg ab dem Tag 60 nach HFD HSCT auch bei allen anderen Patientinnen und Patienten die

Zellzahl und Uberschritt teilweise jene der KM-transplantierten Patientinnen und Patienten. Im

Vergleich von Konditionierung und Selektion wiesen MAC und CD3/19-Negativselektion eine

graphische Uberlegenheit auf — siehe Abbildung 23. Der spéatere Anstieg der MAC-

Zellpopulation gegenlber jener unter RIC ist damit zu erklaren, dass die beiden KM-

Transplantierten wie weiter oben besprochen unter RIC konditioniert wurden und bei ihnen

anfangs héhere Zellzahlen als bei den anderen Patientinnen und Patienten zu verzeichnen

waren.
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Abbildung 22: zeitlicher Verlauf der naiven T-Helferzellen. Dargestellt sind der Verlauf von Mittelwert und

Median sowie Standardfehler.

CD4/RA45+ - Rekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standardab | Minimum | Maximum Perzentile
HSCT Giiltig | Fehlend weichung 25 75
7 7 1 ,85 ,00 2,15 ,00 5,72 ,00 ,24
14 8 0 3,43 21 6,54 ,00 17,91 ,00 6,52
21 8 0 8,83 ,00 17,57 ,00 49,50 ,00( 14,29
28 8 0 7,60 ,67 12,80 ,00 30,40 ,07| 20,20
60 8 0 22,23 9,09 31,99 ,00 88,34 15| 43,70
90 8 0 15,91 5,38 19,52 ,60 53,62 1,89 31,91
120 8 0 23,27 27,48 12,89 2,41 38,70 11,06 33,24
150 8 0 38,42 25,47 34,86 15,50 120,74 | 17,08 | 42,74
180 8 0 53,44 45,73 37,66 8,99 122,36 23,76 84,23
210 7 1 39,55 19,06 55,64 ,00 157,00 5,85( 61,99
240 8 0 92,07 49,01 93,34 6,58 237,12 16,49| 196,24
270 8 0 124,09 116,89 112,39 10,47 340,12 15,94 186,87
300 7 1 127,92 108,00 133,29 11,39 385,15 14,08 206,72
330 8 0 117,33 86,02 113,64 4,79 283,31 12,19|230,56
360 7 1 126,00 37,28 138,45 4,68 323,59 | 23,72(311,76
540 8 0 137,31 78,61 134,85 7,08 369,77 27,83]269,70
720 8 0 169,14 | 153,79 142,05 10,72 414,48 | 34,91| 276,56

Tabelle 19: Quantitativer Verlauf der naiven T-Helferzellen mit Berechnung von Mittelwert, Median, SD, Minimum,
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Zellenful

Maximum und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung herangezogen.
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Abbildung 23: Die Rekonstitution naiver T-Helferzellen in Vergleich von Konditionierung und Selektion. Es wurden die median-
Werte der Subpopulationen verwendet. Es zeigt sich eine graphische Uberlegenheit von MAC und CD3/19-Selektion.

5.1.10 CD3/8/45RA+

Abbildung 24 und Tabelle 20 zeigen den Verlauf der Rekonstitution von naiven T-Killerzellen.

Der cut-off-point lag ebenfalls wieder am Tag 60 nach HFD HSCT. Der weitere Verlauf wies

kontinuierlich nach oben. Die beiden KM-Transplantierten zeigten vor allem in den ersten 4

Wochen nach HFD HSCT im Vergleich zu den anderen Patientinnen und Patienten eine

hohere Zellzahl an naiven T-Killerzellen. Die hohe Standardabweichung am Tag 270 nach

HFD HSCT ist mit einem vorribergehenden Anstieg der Zellzahl einer Patientin bzw. eines

Patienten, der KM als Transplantat erhielt, zu erklaren. Im Vergleich von Konditionierung und

Selektion konnten keine statistischen Signifikanzen festgestellt werden, jedoch zeigte sich eine

graphische Tendenz zur Uberlegenheit von MAC- siehe Abbildung 25. Der verspatete

Zellzahlanstieg unter MAC I&sst sich ebenfalls wieder durch die beiden KM-Transplantierten

erklaren. Im Bezug auf die Selektion konnte keine wirkliche graphische Tendenz festgestellt

werden, jedoch war an einigen Messzeitpunkten die unmanipulierte Selektion Uberlegen.
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Abbildung 24: zeitlicher Verlauf der Rekonstitution der naiven T-Killerzellen. Dargestellt sind der Verlauf von
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Zellenful

Mittelwert und Median sowie Standardfehler.

CD8/RA45+ - Rekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standardab | Minimum | Maximum Perzentile
HSCT Giiltig | Fehlend weichung 25 75
7 7 1 1,4 ,0 34 ,0 9,1 ,0 5
14 8 0 12,4 ,6 231 ,0 65,8 .0 19,9
21 8 0 21,5 9 50,5 ,0 1451 1 17,7
28 8 0 20,7 1,9 37,5 ,0 101,6 )1 41,9
60 8 0 61,7 10,9 107,7 ,0 312,8 4,1 91,5
90 8 0 82,4 271 170,1 ,6 500,7 40 529
120 8 0 131,3 47,3 243,9 5,9 728,3 14,1 97,1
150 8 0 85,0 80,2 44,4 22,4 159,7 47,8| 120,6
180 8 0 156,1 110,6 196,6 12,6 624,4 36,9 160,8
210 7 1 138,5 149,4 86,6 48,6 285,1 53,6 192,7
240 8 0 193,4 112,2 208,2 42,6 685,2 89,6 | 227,4
270 8 0 351,4 125,8 641,1 44 .4 1928,0 63,1 229,6
300 7 1 266,9 2724 215,1 21,8 662,4 68,8 3634
330 8 0 189,2 160,5 93,9 82,7 354,6| 128,7| 276,6
360 7 1 226,5 230,3 122,1 76,8 4376 101,3| 298,5
540 8 0 220,4 199,9 129,5 79,1 389,0 94,4 360,3
720 8 0 269,7 238,4 147,8 98,6 588,0] 179,6| 327,2

Tabelle 20: Quantitativer Verlauf der Rekonstitution von naiven T-Killerzellen mit Berechnung von Mittelwert,
Median, SD, Minimum, Maximum und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung
herangezogen.
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Abbildung 25: Die Rekonstitution naiver T-Killerzellen im Verlauf. Es wurden die median-Werte der
Subpopulationen verwendet. Man erkennt eine graphische Uberlegenheit der MAC.

5.1.11 CD3/Ki67+
Fir den Verlauf der T-Zellteilung ergab sich der cut-off-point ebenfalls wieder am Tag 60 nach
HFD HSCT - siehe Abbildung 26 und Tabelle 21. Der weitere Verlauf war sehr grof3en
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Schwankungen unterworfen und kommt dadurch zustande, dass bei 4 Patientinnen und
Patienten bis zum Tag 180 nach HFD HSCT keine Messwerte vorhanden waren und danach
auch an einigen Messzeitpunkten Messwerte flr verschiedene Patientinnen und Patienten
fehlten. Bezlglich Konditionierung und Selektion konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Auch war es nicht mdglich einen graphischen Trend fir die
Subpopulationen, die vielen Schwankungen unterlagen, zu erkennen — siehe Abbildung 27.
Dies ist auch damit zu begrinden, dass fur viele Patientinnen und Patienten zu vielen

Messzeitpunkten keine Messungen vorhanden waren.
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Abbildung 26: Verlauf der T-Zellteilung. Dargestellt sind Mittelwert, Median und Standardfehler.

CD3/Ki76+ - Rekonstitution in Zellen/ul

Tag nach N Mittelwert | Median | Standardab | Minimum | Maximum Perzentile
HSCT Giiltig | Fehlend weichung 25 75

7 4 4 ,21 ,00 41 ,00 ,82 ,00 ,62
14 4 4 15 ,00 ,30 ,00 ,60 ,00 ,45
21 4 4 1,20 21 2,13 ,00 4,39 ,00 3,40
28 4 4 1,23 ,00 2,46 ,00 4,91 ,00 3,68
60 4 4 21,25 15,92 25,56 ,00 53,17 ,30 47,54
90 4 4 18,27 4,28 30,90 ,00 64,51 1,00 49,53
120 4 4 12,82 1,40 23,25 77 47,69 ,91 36,14
150 4 4 9,41 2,17 15,51 ,66 32,65 ,96 25,11
180 4 4 14,21 5,17 21,89 ,00 46,51 ,34 37,13
210 4 4 32,021 27,80 26,86 9,36 63,11 9,47 58,79
240 6 2 20,97 14,49 21,23 ,36 53,94 3,79 41,70
270 7 1 5,55 4,96 6,37 ,00 18,98 ,46 6,28
300 6 2 16,45 17,23 14,18 1,28 34,56 1,53 28,73
330 7 1 17,47 5,99 22,82 ,35 62,20 ,60 31,82
360 7 1 24,71 10,85 32,85 1,07 95,79 5,62 31,18
540 8 0 7,01 5,54 7,99 ,00 21,18 ,00 11,95
720 8 0 17,68 7,98 28,34 1,07 86,00 2,04 17,21

Tabelle 21: Quantitativer Verlauf der T-Zellteilung mit Berechnung von Mittelwert, Median, SD, Minimum,
Maximum und Perzentilen. Es wurde der Median zur graphischen Visualisierung herangezogen.
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Abbildung 27: Teilungsrate der T-Zellen im Vergleich von Konditionierung und Selektion. Es wurden die median-Werte der
Subpopulationen verwendet. Man kann deutliche Schwankungen in beiden Grafiken ohne eindeutigen Trend erkennen.

5.2 SPENDERINNEN- UND SPENDERCHIMARISMUSANALYSE

Die Chimarismusanalyse wurde parallel zu den Quantifizierungen der einzelnen Zellreihen an
den gleichen Messzeitpunkten durchgeflhrt. Abbildung 28 und Tabelle 22 geben einen
Uberblick vom Gesamtchiméarismusverlauf des Patientinnen- und Patientenkollektivs. Unter
der Kombination MAC + CD3/19-Negativselektoin aus PBSC (n=2) trat ein nahezu voller
Chimarismus (>95%) bereits in den ersten 2-3 Wochen ein. Die Chimarismuskonversion in
einen nahezu vollen Chimarismus erfolgte unter der Kombination RIC + CD34+ (n=3) bzw.
CD3/19 (n=1) ebenfalls relativ rasch, jedoch nicht so rasch wie unter MAC + CD3/19. Der
Grund hierfur ist, dass eine Patientin bzw. ein Patient, der eine HFD HSCT mit RIC + CD34+
Uber PBSC erhielt trotz Stammzellboost im gesamten Follow-up bei Weitem keinen kompletten
Chimarismus zeigte (Hochstwert von 44% am Tag 720 nach HFD HSCT) obwohl auch ATG
im Konditionierungsschema enthalten war. Dies ist auch der Grund dafir, dass im Verlauf der
Mittelwert generell dem Median unterliegt. Die Kombination von RIC + unmanipuliertem KM
zeigte ebenfalls einen sehr raschen Spenderinnen- bzw. Spenderchimarismusubergang,
wobei dieser nicht so schnell wie unter den zuvor genannten Varianten vonstatten ging. Zum
Ende des Follow-up (Tag 720 nach HSCT) wiesen alle Patientinnen und Patienten - bis auf
die erwahnte Patientin bzw. den erwahnten Patienten, die bzw. der die grolRe Ausnahme
bildete — einen Spenderinnen- bzw. Spenderchimarismus von zumindest 97% auf, wobei 5
Patientinnen und Patienten einen 100%igen Spenderinnen- bzw. Spenderchimarismus
vorzeigen konnten. Abbildung 29 gibt einen Uberblick (iber den Spenderinnen- bzw.

Spenderchimarismustibergang im Vergleich von Konditionierung, Selektion und Ressource.
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Abbildung 28: Spenderchiméarismusverlauf. Der Mittelwert ist durch den Patienten, der (iber den ganzen Verlauf
keinen vollen Chimérismus zeigte nach unten verschoben.

Spenderchimarismusiibergang in %/100
Tag nach N Mean | Median Std. Minimum Maximum
HSCT Valid | Missing Deviation
7 8 0],45888 | ,47600 ,317829 ,017 ,796
14 8 0],85850( ,97600 329414 ,046 1,000
21 8 0],86113 | ,98900 ,336999 ,029 1,000
28 8 0],87550( ,99600 ,335262 ,046 1,000
60 8 0],89363 | ,99800 ,294822 ,164 1,000
90 8 0],88288 | ,99350 ,292977 ,160 1,000
120 8 0],88550 | ,98950 ,291201 ,165 ,997
150 8 0],89375( ,99400 ,279634 ,202 1,000
180 8 0],89063 | ,99550 ,285327 ,185 1,000
210 7 1(,88414 | ,99800 ,299926 ,204 1,000
240 8 0],91300( ,99800 ,228151 ,349 1,000
270 8 0],90563 | ,99750 ,243390 ,304 1,000
300 7 1(,99314| ,99900 ,015561 ,958 1,000
330 8 0],91475( 1,00000 ,227578 ,352 1,000
360 8 0],92388 | ,99850 ,200201 ,429 1,000
540 8 0| ,9259( 1,0000 ,20204 43 1,00
720 7 1] ,9130 ,9980 ,20974 44 1,00

Tabelle 22: Quantitative Ubersicht (iber den Spenderchimérismusiibergang. Es sind Mittelwert, Median, SD,
Minimum und Maximum zu den einzelnen Messzeitpunkten dargestellt.
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Abbildung 29: Chimérismusanalyse im Vergleich von Konditionierung, Selektion und Ressource. Die
Konvertierung in einen kompletten Chimé&rismus erfolgte unter MAC schneller als unter RIC. Die CD3/19-
Negativselektion erwies sich ebenfalls als glinstig im Verlauf. PBSC erwies sich aullerdem als vorteilhaft, wobei
100% der MAC-Patienten mit PBSC und CD3/19-Negativselektion kombiniert wurden.
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5.3 TREC-ANALYSE

Die TREC-Analyse erfolgte an allen Messzeitpunkten parallel zur Quantifizierung der
Zellsubtypen. Abbildung 30 und Tabelle 23 zeigen den zeitlichen Verlauf der TREC-Analyse.
Der Median ist in diesem Fall unbrauchbar, da einige Patientinnen und Patienten keinen bzw.
sehr geringe TREC-Werte verzeichneten. Drei Patientinnen bzw. Patienten wiesen im
gesamten Follow-up keine detektierbaren TRECs im Blut auf. Eine bzw. einer dieser
Patientinnen und Patienten wurde mittels RIC + CD3/19-Negativselektion und PBSC
transplantiert, zwei andere mittels unmanipuliertem-KM unter RIC. Bei den anderen
Patientinnen und Patienten war im gesamten Verlauf zumindest ein positiver TREC-Wert zu
detektieren. Die beiden Patientinnen bzw. Patienten die mit MAC + CD3/19-Negativselektion
transplantiert wurden, wiesen dabei die héchsten TREC-Werte auf — siehe Abbildung 31.
Obwohl statistisch kein signifikanter Unterschied im Bezug auf Konditionierung und Selektion
feststellbar war (die p-Werte fur den Vergleich von MAC vs. RIC erreichten im unabhanigen
Mann-Whitney U Test annahernd statistische Signifikanz [0,07-0,091 flir die Messpunkte am
Ende des Follow-up]), kann man mittels graphischer Inspektion feststellen, dass es einen
Trend zu erhéhten TREC-Werten bei der Verwendung von MAC und CD3/19 gibt. Der gleiche
Trend Iasst sich auch in der groReren Patientinnen- bzw. Patientengruppe (n=16) darstellen,
obwohl hier auch hohe TREC-Werte unter der a/B/19-Depletion feststellbar waren. Diese
wurden aber vor allem durch eine einzige Patientin bzw. einen einzigen Patienten erzielt bzw.
war das Follow-up fur viele Patientinnen und Patienten unter a/B/19-Depletion zu kurz und sie

verstarben verfruht.
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Abbildung 30: TREC-Analyse im Zeitverlauf. Es wurden Mittelwert und Median aufgetragen. Der Median ist fiir
eine Aussage in diesem Fall unbrauchbar, da einige Patienten keinen TREC-Anstieg zeigten.
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TREC-T-Lymphozyten [%]/100

Tag nach N Mean Median Std. Minimum Maximum
HSCT Valid Missing Deviation
7 8 0 ,054 ,000 ,152 ,000 ,430
14 8 0 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
21 8 0 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
28 8 0 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
60 8 0 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
90 8 0 ,001 ,000 ,004 ,000 ,010
120 8 0 ,001 ,000 ,004 ,000 ,010
150 8 0 ,006 ,000 ,011 ,000 ,030
180 8 0 ,014 ,000 ,039 ,000 ,110
210 7 1 ,003 ,000 ,005 ,000 ,010
240 8 0 ,018 ,000 ,046 ,000 ,130
270 8 0 ,013 ,000 ,024 ,000 ,070
300 7 1 ,034 ,000 ,078 ,000 ,210
330 8 0 ,041 ,000 ,091 ,000 ,260
360 7 1 ,033 ,000 ,063 ,000 170
540 8 0 ,110 ,010 ,244 ,000 ,700
720 8 0 ,031 ,005 ,054 ,000 ,140
Tabelle 23: Quantitativer Verlauf der TREC-Analyse. Es sind Mittelwert, Median, SD, Minimum und Maximum
dargestellt.
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Abbildung 31: TREC-Analyse im Vergleich von Konditionierung und Selektion. Es sind die Werte in [%)] fiir die TREC-
Lymphozyten angegeben. Man erkennt, dass MAC und CD3/19 graphisch (liberlegen erscheinen.

5.4 SPECTRATYPING-ANALYSE
Die Spectratyping-Analyse erfolgte an den Tagen 60, 120, 240, 360, 540 und 720 nach HFD
HSCT. Es wurde ein Complexity Scale fir die VB-Familie des TCR errechnet um auf eine
mono-, oligo- oder polyklonale Vermehrung von T-Zellklonen rickschlieBen zu kénnen und
somit ein Monitoring bezlglich Infektionen etc. betreiben zu kénnen. Abbildungen 32 und 33
und Tabellen 24 und 25 zeigen den zeitlichen Verlauf des CS fiir den TCR der CD4+- und

CD8+-Zellen. Die Unterschiede zwischen Median und Mittelwert fir den TCR der CD8+-Zellen
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ergeben sich durch fehlende Messwerte bzw. Abweichungen vom polyklonalen Muster der
Gaul¥'schen Glockenkurve fur einzelne Patientinnen und Patienten, was ein Hinweis auf
monoklonale Expansion war und moglicherweise einer Infektion bzw. GvHD zu Grunde lag.
Dies untermauern die Daten einer Patientin bzw. eines Patienten, welcher einen drastischen
Abfall des CS fur sowohl CD4- als auch CD8-TCR ca. 1 Jahr nach HFD HSCT erfuhr. In der
Patientinnen- bzw. Patientengeschichte zeigte sich genau zu diesem Zeitpunkt eine manifeste
Auspragung einer cGvHD mit akuten Teilverlaufen, was das Absinken des CS aufgrund einer
monoklonalen Lymphozytenexpansion erklaren konnte. Es konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede im Bezug auf Konditionierung und Selektion festgestellt werden,
wobei graphisch tendentiell der CS nach MAC und CD3/19-Negativselektion schneller
zunimmt als nach RIC, obwohl er initial unter dem von RIC liegt — siehe Abbildungen 34 und
35. Dass der CS von RIC initial Gber dem von MAC liegt, liegt wahrscheinlich daran, dass bei
RIC mehr residuale T-Zellen im Graft mittransplantiert werden und der Score dadurch héher
ausfallt. Da fur eine Patientin bzw. einen Patienten der 2 KM-Transplantierten Werte fir den
CS sowohl fir den CD4+- als auch CD8+-TCR fehlten, kann die graphische Analyse flr

unmanipuliertes KM nicht interpretiert werden.
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Abbildung 32: Spectratyping des TCR der CD4+-Zellen. CS mittels Mittelwert und Median dargestellt. Man sieht
einen relativ stetigen Verlauf nach oben, was einer polyklonalen Gesamtverteilung entspricht.
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Abbildung 33: Spectratyping des TCR der CD8+-Zellen. CS mittels Mlttelwert und Median dargestellt. Man sieht,
dass sich sowohl Mittelwert als auch Median stetig Richtung polyklonaler Gesamtverteilung orientieren.
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CS-CD4+

N Mean Median Std. Minimum Maximum Percentiles
Valid | Missing Deviation 25 75
60 8 0 54,88 71,00 47,89 ,00 113,00 ,00( 97,00
120 8 0 81,88 105,00 51,29 ,00 122,00 23,75] 117,00
240 6 2 116,83 117,50 5,64 110,00 125,00 | 110,75 | 121,25
360 6 2 114,00 121,00 20,24 73,00 125,00 | 107,50 | 125,00
540 7 1 186,43 120,00 184,23 105,00 604,00 | 113,00 | 123,00
720 8 0 104,75 120,00 42,78 ,00 125,00 111,25| 125,00
Tabelle 24: CS fiir den CD4+-TCR. Es wurden Mittelwert, Median, SD, Minimum, Maximum und Perzentilen
errechnet.
CS-CD8+
Tag nach N Mean Median Std. Minimum | Maximum Percentiles
HSCT | valid | Missing Deviation 25 75
60 8,00 ,00 26,38 15,50 33,56 ,00 93,00 ,00| 49,75
120 8,00 ,00 64,75 76,50 43,28 ,00 117,00 15,50| 93,50
240 6,00 2,00 90,50 110,00 47,65 ,00 125,00 57,00] 122,75
360 6,00 2,00 105,83 112,00 24,19 61,00 125,00 90,25| 125,00
540 7,00 1,00 94,14 112,00 39,02 14,00 125,00 76,00] 120,00
720 8,00 ,00 103,88 120,00 42,30 ,00 125,00 | 109,75] 122,25
Tabelle 25: CS fiir den CD8+-TCR. Es wurden Mittelwert, Median, SD, Minimum, Maximum und Perzentilen
errechnet.
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Abbildung 34: CS des CD4+-TCR im Bezug auf Konditionierung und Selektion. Der CS nach MAC ist anfangs eindeutig niedriger als jener
nach RIC, steigt aber schnell an und liegt danach tendenziell (iber dem CS nach RIC. Gleiches gilt fiir CD3/19- und CD34 Selektion
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Complexity Scale, CD8+
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Abbildung 35: Complexity Scale des CD8+-TCR im Bezug auf Konditionierung und Selektion. Der CS fiir MAC und CD3/19 liegt initial
unter dem nach RIC, jedoch steigen beide schneller an als die Kurve fiir RIC. Gleiches gilt fiir CD3/19 und CD34 Selektion.

5.5 STATISTISCHE TESTS

Trotz begrenzter Verwendbarkeit und Verwertbarkeit statistischer Tests bei einem sehr kleinen
Patientinnen- und Patientenkollektiv (n=8) wurde versucht, die Subgruppen (Konditionierung,
Selektion, verwendete Ressource) auf signifikante Uberlegenheiten zu testen und wenn

vorhanden, diese zu diskutieren.

KONDITIONIERUNG

Zum Vergleich der beiden Konditionierungstherapien (RIC, MAC) wurde der unabhangige
Mann-Whitney U Test  verwendet. Statistisch konnte  weder fir die
Gesamtleukozytenrekonstitution noch fur einzelne Zellreihen siginifikante (p < 0,05)
Uberlegenheiten festgestellt werden. Auch der Chimarismus mittels SNP, TREC-Count und
CS (CD4+, CD8+) des TCR waren im Vergleich der beiden Gruppen nicht siginifikant

unterschiedlich.

SELEKTION
Es konnte am Tag 28 fur die CD8+-Rekonstitution ein signifikanter Unterschied zwischen den
verwendeten Selektionen (CD3/19-Negativselektion, CD34+, unmanipuliert) festgestellt

werden (p=0,42, unabhangiger Kruskal-Wallis Test).

RESSOURCE

Im unabhangigen Mann-Whitney U Test ergaben sich statistisch signifkante (p < 0,05)
Unterschiede zwischen KM und PBSC weder fir die Gesamtleukozytenrekonstitution noch fir
einzelne Zellreihen. Auch der Chimarismus mittels SNP, TREC-Count und CS (CD4+, CD8+)

des TCR waren im Vergleich der beiden Gruppen nicht siginifikant unterschiedlich.
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5.6 INFEKTIONSMONITORING

Alle Uberlebenden Patientinnen und Patienten sind im Follow-up regelmaRig auf das Auftreten
von Infektionen kontrolliert worden. Virale Infektionen wurden mittels PCR-Screening
detektiert, Pilzinfektionen per Antigennachweis und bakterielle Infektionen mittels Kultur
nachgewiesen. Anhand der Patientinnen- und Patientenakten wurde versucht so gut wie
mdglich eine Zusammenfassung Uber klinisch aufgetretene Erreger zu erstellen, wobei fur 2
von 8 Patientinnen und Patienten keine digitalen Patientinnen- bzw. Patientenakten zur
Verflgung standen. Erreger sowie quantitatives Auftreten in der Patientinnen- bzw.
Patientengruppe sind in Tabelle 26 dargestellt. 2 Patientinnen und Patienten waren
Adenovirus- positiv, wobei dieser bei einer Patientin bzw. einem Patienten im Blut mittels PCR
und bei der anderen Patientin bzw. beim anderen Patienten im Rachensplilwasser detektiert
worden war. 2 Patientinnen und Patienten waren BK-Virus-positiv, wobei eine Patientin bzw.
ein Patient eine BK-positive Cystitis mit latenter BK-Besiedelung und eine andere Patientin
bzw. ein anderer Patient wiederholten Nachweis von BK-Virus im Blut und Harn aufweisen
konnte. Zweitere Patientin bzw. zweiterer Patient litt an rezidivierenden Harnwegsinfekten.
Beide Patientinnen mit BK-Infektion waren weiblichen Geschlechts. Eine CMV-Reaktivierung
trat bei einer Patientin bzw. bei einem Patienten auf, konnte aber erfolgreich mit Gancyclovir
behandelt werden. EBV und HHV-6 konnten bei jeweils einer Patientin bzw. bei einem
Patienten nachgewiesen werden. HHV-7 konnte bei 2 Patientinnen und Patienten
nachgewiesen werden und trat klinisch in Form von Osophagitis (n=1) und bei einer
gastroduodenalen SH-Biopsie (n=1) auf. HSV war bei einer Patientin bzw. einem Patienten
der Grund fur eine Infektion der oberen Luftwege. Noroviren waren bei insgesamt 2
Patientinnen und Patienten flr eine Gastroenteritis verantwortlich, welche in einem Fall
wahrend eines kurzen stationdren Aufenthaltes behandelt werden musste. Parvovirus konnte
bei 2 Patientinnen und Patienten detektiert werden und war bei einer Patientin bzw. bei einem
Patienten in Kombination mit einer HHV-7 Infektion als klinisches Bild einer Osophagitis
vertreten. Rotavirus war bei 2 Patientinnen und Patienten fur Gastroenteritiden verantwortlich.
Staphylococcus aureus konnte bei insgesamt 3 Patientinnen und Patienten detektiert werden.
Eine Patientin bzw. ein Patient erlitt eine Port-a-Cath Infektion (zusammen mit Staphylococcus
epidermidis) und entwickelte eine septische Arthritis des linken Knie zusammen mit einer
Osteomyelitis des distalen Femur welche nach Punktion PCR-positiv fur Staphylococcus
aureus waren. Eine andere Patientin bzw. ein anderer Patient erkrankte an einer Otitis media.
VZV ftrat als Herpes zoster bei 2 Patientinnen und Patienten jeweils in thorakalen Segmenten

auf.
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n hi[%]
Adenovirus 2 25%
BK-Virus 2 25%
CMV 1 12,50%
EBV 1 12,50%
HHV-6 1 12,50%
HHV-7 2 25%
Erregernachweis HSV 1 12,50%
Norovirus 2 25%
Parvovirus 2 25%
Rotavirus 2 25%
Staph. Aureus 3 37,50%
Staph. Epidermidis 1 12,50%
vzv 2 25%
Tabelle 26: Quantitativer Erregernachweis in der Patientengruppe aller iiberlebenden Patienten (n=8)

5.7 GvHD

Die Daten uber die Entwicklung und den Verlauf einer GvHD wurden ebenfalls den digitalen
Patientinnen- und Patientenakten entnommen. Fur 2 Patientinnen und Patienten waren keine
Aufzeichnungen vorhanden. Es wurde versucht so gut wie moglich eine Klassifizierung der

GvHD in Form einer Stadieneinteilung zu treffen. Einen Uberblick gibt Tabelle 27.

n hi [%]
S I-ll 2 25%
akut
S -1V 1 12,50%
chronisch | alle Stadien 2 25%

Tabelle 27: Uberischt (iber Anzahl und Schweregrad der aufgetretenen GvHDs.

Eine akute GvHD Stadium I-1l trat bei 25% der Patientinnen und Patienten auf, wobei sich
diese primare als cutane Manifestation in Form eines makulopapularen Exanthems aulerste.
Eine akute GvHD Stadium IlI-IV konnte bei einer Patientin bzw. bei einem Patienten
beobachtet werden. Diese setzte sich aus einer cutanen GvHD Stadium I-ll, welche mit
Steroiden gut therapiert werden konnte und einer GvHD Stadium Il des Darms zusammen.
Eine Patientin bzw. ein Patient entwickelte eine chronische GvHD in Form eines Vitiligo, wobei
das Auftreten desselben nicht klar von anderen Einflissen abgrenzbar war und es erst relativ
spat im Follow-up ohne weitere klinische Hinweise einer GvHD auftrat. Diese Patientin bzw.
dieser Patient konnte mit topischen Steroiden gut behandelt werden. Eine andere Patientin
bzw. ein anderer Patient entwickelte eine chronische GvHD von Leber, Gastrointestinaltrakt,
respiratorischem Trakt und zusatzlich eine Keratoconjunctivitis sicca. Diese Patientin bzw.
dieser Patient wurde initial durch eine immunosuppressive Therapie mit Ciclosporin und

Steroiden behandelt, sowie eine Anpassung der Therapie im Verlauf vorgenommen.
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5.8 MORTALITAT

Von 6 verstorbenen Patientinnen und Patienten starben mindestens 5 an einer
Tumorprogression und eine Patientin bzw. ein Patient aus einem kombinierten Ereignis aus
TRM (GvHD) und Tumorprogression. Alle der verstorbenen Patientinnen und Patienten litten
an hochmalignen, teilweise  mehrmalig rezidivierten, = chemotherapierefraktaren
Grunderkrankungen, wobei 5 von 8 Patientinnen und Patienten an soliden Tumoren litten.
Wahrend der individuellen Verlaufe nach HFD HSCT traten viele komplikationstrachtige
Ereignisse wie — GvHD assoziierte capillary leak Aszites, Mukositis, Neurotoxizitat,
Verwirrtheit, Tremor, Thrombozytopenie, Gastroenteritiden, interstitielle Pneumonien,
hyperakute GvHD der Lunge, Pleuraerglisse, GvHD der Haut, Keratoconjunctivitis sicca,
GvHD-Hepatopathien, chronische GvHD, schwerwiegende Infektionen etc. — auf, die teilweise
einen Aufenthalt auf der Intensivstation mit durchgehendem Monitoring und hochtoxischer
immunosuppressiver Therapie bei GvHD bzw. Absetzen der toxischen Medikadoin bei RRT
notig machten. Viele dieser Ereignisse konnten auch mit den hochtoxischen
Konditionierungsschemata und oftmaligen DLIs assoziert werden und waren der limitierende
Faktor in der Therapie. Obwohl fir einige dieser 6 Patientinnen und Patienten temporare
Remission nach HFD HSCT erreicht werden konnte, war die HFD HSCT eher als
experimentelle Therapie nach Ausschdpfung aller mdglichen anderen MalRnahmen zu

betrachten.
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6 DISKUSSION
6.1 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Die grofite Schwierigkeit eine Aussage bezlglich Immunrekonstitution zu treffen, stellt das
sehr kleine Patientinnen- und Patientenkollektiv (n=8) dar, das durch die Grunderkrankungen
unterschiedlicher Auspragung, verabreichte Zahl an CD34+- bzw. CD3+-Zellen bei HSCT, die
verschiedenen verwendeten Ressourcen (KM, PBSC), Konditionierungsverfahren (MAC,
RIC), Selektionen (CD3/19, CD34, unmanipuliert), erhaltene STZ-Boosts und auch
Patientinnen- und Patientenalter dufRerst heterogen aufgeteilt war. Die so entstandenen
Untergruppen waren nur sehr schwer bis gar nicht auf irgendwelche Uberlegenheiten
Uberprifbar. Deshalb wurde versucht, Trends — auch mit Hilfe der groReren Patientinnen- und
Patientengruppe (n=16), die zusatzlich auch verstorbene Patientinnen und Patienten
beinhaltete — zu erkennen und graphisch zu veranschaulichen. Eine Eigenheit des
Patientinnen- und Patientenkollektivs am Universitatsklinikum Graz stellt die Kombination der
Konditionierungstherapien (MAC/RIC) mit der Selektionswahl (CD3/19-, CD34+,
unmanipuliert) dar. Von 8 Uberlebenden Patientinnen und Patienten erhielten 2 Patientinnen
und Patienten eine Kombination aus MAC + CD3/19, nur eine Patientin bzw. nur ein Patient
die weit verbreitete Kombination aus RIC + CD3/19, 3 Patientinnen und Patienten die etwas
unubliche Kombination aus RIC + CD34 und 2 Patientinnen und Patienten die Kombination
aus RIC + unmanipuliertem Graft — in beiden Fallen KM. Zur Veranschaulichung der

Kombinationen soll Tabelle 28 dienen.

Konditionierung Selektion N
MAC CD3/19 2
CD3/19 1

RIC CD34+ 3
unmanipuliert 2

Tabelle 28: Uberischt iiber die Kombination aus Konditionierungsverfahren und Selektion der 8 Patienten

Es ist leider nicht moglich, die Anzahl an verabreichten CD34+- und CD3+-Zellen bei HSCT in
Bezug auf die Kombinationen aus Konditionierung und Selektion anzugeben, da nicht fir alle
Patientinnen und Patienten Daten vorhanden waren und eine Nicht-berlcksichtigung der
fehlenden Datensatze bei einem derart kleinen Kollektiv wohl zu einer Fehlinterpretation
fuhren wirde. Im Rahmen der Auswertung konnte man einen Trend erkennen, in dem die
Kombination aus MAC + CD3/19-Negativselektion fir einige Zellreihen die schnellste
Immunrekonstitution nach HFD HSCT aufwies. Dies ist nicht Uiberraschend, da auch in der
Literatur die CD3/19 Negativselektion durch die vermehrte Anzahl an infundierten T-Zellen,
NK-Zellen und anderen Leukozyten in Bezug auf die Immunrekonstitution vorteilhaft zu sein
scheint. (134) Einzig die Kombination mit einem myeloablativen Konditionierungsverfahren ist

etwas untypisch, schien aber im Hinblick auf das Patientinnen- und Patientenkollektiv der
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padiatrischen Abteilung fir Hamato-Onkologie des Universitatsklinikum Graz eine gute
Variante darzustellen. Naturlich bertcksichtigt werden, dass diese Aussage durch die
Heterogenitat der Gruppe und die niedrige Anzahl an Patientinnen und Patienten nur begrenzt
vertretbar ist. Man konnte einen ahnlichen Trend einer schnelleren Immunrekonstitution
allerdings auch fur die groRere Patientinnen- und Patientengruppe inkl. verstorbener
Patientinnen und Patienten (n=16) erkennen. Hier schien die Kombination aus MAC + CD3/19
vorteilhaft gegenuber den anderen Kombinationen (RIC + a/B/19-Depletion, RIC + CD34+, RIC
+ unmanipulierter Graft) zu sein. Dies ist insofern etwas uberraschend, als die a/p/19-
Negativselektion der CD3/19-Negativselektion sehr &hnlich ist (135). Jedoch waren die
Grunderkrankungen in der a/p/19-Gruppe nicht rein hamatologischen Ursprungs. 4 der
insgesamt 6 Patientinnen und Patienten waren an einem soliden Malignom (Keimzelltumor
n=1, Medulloblastom n=1, Neuroblastom n=2) erkrankt, welche teilweise chemorefraktar
waren. Es kann angenommen werden, dass diese Patientinnen und Patienten bereits im
Vorhinein eine schlechtere Prognose aufgewiesen haben als jene der CD3/19-Gruppe (ALL
n=2, Mb. Hodgkin n=1). Die vermeintlich schwerwiegenderen Grunderkrankungen kénnten
auch dazu gefuhrt haben, dass alle 6 Patientinnen und Patienten, welche eine a/f/19-

Negativselektion erhielten, zum Zeitpunkte der Erstellung der Arbeit bereits verstorben waren.

Beide Patientinnen bzw. Patienten die KM als Ressource fur die HFD HSCT in Kombination
mit einer RIC-Konditionierung und unmanipuliertem Graft erhielten, mussten aufgrund eines
fallenden Chimarismus mittels STZ-Boost behandelt werden, wobei beide Patientinnen bzw.
Patienten am Ende des zweijahrigen Beobachtungsintervalls einen 100%igen Spenderinnen-

bzw. Spenderchimarismus aufwiesen.

Auffallend war, dass die Kombination aus MAC + CD3/19-Negativselektion fir einige
Zellreihen im Verlauf tendentiell eine schnellere, quantitativ bessere Rekonstitution aufwies,
jedoch anfangs den Patientinnen und Patienten, die eine RIC-Konditionierung erhielten, im
Sinne eines verzogerten Engraftments unterlegen war. Dies traf fir die Gesamt-T-Zellen
(CD3+), T-Helferzellen (CD4+) und sich entwickelnden naiven T-Helferzellen (CD4RA45+), T-
Killerzellen (CD8+) und sich entwickelnden naiven T-Killerzellen (CD8RA45+) zu. Es schien
hierfur einen cut-off-point zwischen Tag 90 und 120 nach HFD HSCT zu geben, an dem die
Rekonstitution dieser Zellgruppen unter MAC + CD3/19-Negativselektion begann. Fur die
Patientinnen und Patienten, die unter einem RIC-Regime konditioniert wurden, lag dieser cut-
off-point fur diese Zellgruppen circa am Tag 60 — ein Engraftment bzw. die Rekonstitution trat
also fruher ein. Dies lag daran, dass die unter einem RIC-Regime KM-transplantierten
Patientinnen und Patienten ein unselektiertes Graft erhielten, welches a priori mehr

Lymphozyten enthielt. Es ist aber trotzdem verwunderlich, dass durch die CD3/19-
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Negativselektion in den ersten 90-120 Tagen keine T-Zellen detektierbar waren bzw. diese
Zellreihen ein sehr spates Engraftment erfuhren, was in der Literatur anders dargestellt wird.
(134) Anstatt von MAC + CD3/19-Negativselektion kdnnte die Kombination aus RIC + CD3/19-
Negativselektion (134) bzw. RIC + ap/CD19-Negativselektion (135) zu einer schnelleren
Immunrekonstitution und hdheren initialen Zellzahlen fihren. Ware dies der Fall, kdnnte man
darauf schlieRen, dass ein myeloablatives Konditionierungsregime zusammen mit der durch
die CD3/19-Negativselektion erhéhten Anzahl an CD3+-Zellen im Graft einen schlechteren
Rekonstitutionsverlauf aufweist als ein Konditionierungsregime mit reduzierter Intensitat,
worauf auch die Daten aus der groReren Patientinnen- und Patientengruppe (n=16), die unter
RIC + a/CD19-Negativselektion transplantiert wurden, hinweisen. Zur Untermauerung dieser
These brauchte es aber auf jeden Fall eine Studie, die MAC + CD3/19-Negativselektion und
RIC + CD3/19-Negativselektion in grélReren, homogeneren Patientinnen- und

Patientenkollektiven direkt miteinander vergleicht.

Anstatt von MAC + CD3/19-Negativselektion kénnte die Kombination aus RIC + CD3/19-
Negativselektion — sowie in der Literatur beschrieben (134) — bzw. RIC + af3/CD19-
Negativselektion (135), welche in Graz an einigen, verstorbenen Patientinnen und Patienten
durchgefiihrt wurde, einen Benefit bezliglich der Rekonstitution und vor allem eine viel héhere
Zahl an Immunzellen wahrend der ersten 60 Tage mit sich bringen. Zudem kommen einige
Forschungsarbeiten zu dem Schluss, dass diese Kombinationen ein schnelleres Engraftment,
weniger Infektionen (vor allem in der Zeit unmittelbar nach HFD HSCT), niedrigere Raten an
GvHD und einen verstarkten GvM-Effekten nach sich ziehen. (134,135) Gerade bei
Patientinnen und Patienten mit rezidivierenden Grunderkrankungen und zahlreichen
Chemotherapiezyklen in der Vorgeschichte kénnte durch diese Aspekte und aufgrund der

weniger toxischen Konditionierungsregimes ein Benefit gewonnen werden.

Die Rekonstitution der B-Zellen zeigte hingegen keinen zeitlichen Unterschied des
Engraftments im Vergleich von Konditionierung und Selektion, jedoch trat ein Zellzahlanstieg
generell erst ab Tag 60 nach HFD HSCT ein. Dies ist etwas erstaunlich, da durch die CD3/19-
Negativselektion auch mehr B-Zellen als bei CD34+-Selektion mittransplantiert werden sollten.
(134) Im Verlauf zeigte sich aber die Verwendung von MAC + CD3/19-Negativselektion als
vorteilhaft gegenuber den anderen Varianten. Der Grund hierfir ist wohl in der Selektion zu
sehen und das Resultat ist wahrscheinlich nicht durch das verwendete Konditionierungsregime
begrundbar. (134)

Bei der NK-Zellrekonstitution ist bemerkenswert, dass die Verwendung eines RIC-Regime

einem MAC-Regime und die Verwendung einer CD34+-Selektion einer CD3/19-
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Negativselektion liberlegen schien. Dies wird in der wissenschaftlichen Literatur haufig anders
dargestellt und besagt, dass CD3/19-depletierte Grafts zu einer hdheren NK-Zellzahl flhren.
(134)

Fur Monozyten und Makrophagen ergab sich kein Unterschied zwischen Konditionierung und
Selektion, was insofern interessant ist, als die Verwendung der CD3/19-Negativselektion
ebenfalls zu einer hdheren Zahl an transplantierten CD14+-Zellen fuhren sollte (134), was sich

in diesem Patientinnen- und Patientenkollektiv allerdings nicht zeigte.

Eine Konvertierung in einen nahezu kompletten Spenderinnen- bzw. Spenderchimarismus
nach Transplantation erfolgte unter MAC (+ CD3/19-Negativselektion) schneller als unter RIC
(+ CD3/19-Negativselektion, + CD34+-Selektion, + unmanipuliertem Graft), was mit den Daten
aus der Literatur korreliert. (195) DLIs kdnnen zum Erreichen eines nahezu kompletten bzw.
kompletten Spenderinnen- bzw. Spenderchimarismus nach RIC beitragen und sollen auch
einen groReren GvM-Effekt hervorrufen. (52,138,140,141)

Die TREC-Analyse zeigte einen deutlichen Unterschied zu Gunsten einer myeloablativen
Konditionierung und vor allem einer CD3/19-Negativselektion. Zusammen mit dem steilen
Anstieg der T-Zell-Populationen unter MAC + CD3/19-Negativselektion konnte dies ein
Hinweis sein, dass die Rekonstitution der T-Zellen durch die Beibehaltung von T-Zellen im

Graft mittels CD3/19-Negativselektion besser vonstatten geht als unter CD34+-Selektion.

Mittels Spectratyping konnte gezeigt werden, dass initial nach Transplantation unter RIC-
Regime und CD34+-Selektion ein héherer CS erreicht wird, dieser aber durch einen raschen
Anstieg des CS nach Transplantation unter MAC-Regime und CD3/19-Negativselektion nach
einiger Zeit Uberschritten wird. Gegen Ende des Follow-up zeigten beide Varianten ein
polyklonales Muster des TCR. Dass der CS unter MAC + CD3/19-Negativselektion initial
unterlegen war, kdnnte mit der Negativselektion im Graft - und méglicherweise vermehrt klonal
expandierten, transplantierten Spenderinnen- und Spenderlymphozyten - zu tun haben. Der
individuelle Verlauf des CS war aber fir das Monitoring wichtiger als der Gesamtverlauf aller
Patientinnen und Patienten, da eine monoklonale Expansion eines T-Zell-Klons und
konsekutive Abnahme des CS hinweisend auf eine Infektion und GvHD sein konnte und somit

zum raschen Handeln veranlassen musste. (192)

Eine aktive Immunsurveillance wurde mittels Screening auf Infektionen regelmaRig betrieben.

Es traten im Verlauf gehauft Infektionen verschiedenster Natur bei einigen Patientinnen und
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Patienten auf, welche adaquat therapiert werden mussten. Dazu wird an dieser Stelle auf

Kapitel 5.6 verwiesen.

Die Inzidenz einer akuten GvHD S I-1V hielt sich mit 37,5 % (n=3) in Grenzen und trat nur bei
einer Patientin bzw. bei einem Patienten als akute GvHD max. S Il auf. Eine chronische GvHD
entwickelte sich bei 25% (n=2) der Patientinnen und Patienten. Die Hauptmanifestation war

eine cutane GvHD. Fir ndhere Informationen wird an dieser Stelle auf Kapitel 5.7 verwiesen.

Insgesamt verstarben 6 Patientinnen und Patienten, wobei 2 dieser Patientinnen und
Patienten zweimalig mittels HFD HSCT transplantiert wurden. Der Haupttodesgrund war eine
Tumorprogression bzw. bei einer Patientin bzw. bei einem Patienten ein kombiniertes Ereignis
aus Progression und TRM in Form einer GvHD. Zudem muss bertcksichtigt werden, dass alle
dieser Patientinnen und Patienten an hochmalignen, teilweise mehrfach rezidivierten,
chemotherapierefraktaren Grunderkrankungen litten, unter denen sich auch solide Tumore
befanden. Die HFD HSCT schien flir diese Patientinnen und Patienten ein mehr oder weniger
experimenteller Ansatz in Form einer ultima ratio zu sein. Temporar wurde flr einige dieser 6
Patientinnen und Patienten eine Remission erreicht, die Tumorprogression konnte aber auch
durch zahlreiche DLIs und hochtoxische medikamentdse Therapien nicht verhindert werden.
Eine Limitation der medikamentésen Therapie stellten zahlreiche GvHD-assoziierte
Komplikationen und Nebenwirkungen der teilweise hochtoxischen Konditionierungsschemata

und DLIs in teilweise sehr hohen Dosierungen dar.

Aullerdem muss erwahnt werden, dass in diesem Patientinnen- und Patientenkollektiv kein
explizites KIR-Ligand mismatching bzw. mismatching auf das nicht vererbte maternale Antigen
durchgefuhrt wurde. Warum dies einen Einfluss auf den Verlauf und Outcome haben hatte

kénnen, wird in den Kapiteln 6.3 und 6.4 noch naher besprochen.

Im Folgenden sollen einige wichtige Erkenntnisse aus zahlreichen aktuelleren Publikationen
diskutiert werden, die fir das Outcome einer haploidenten Transplantation hochst relevant

erscheinen und wegweisend fur zukinftige HFD HSCTs sein sollten.

6.2 RIC +CD3/19 — DEPLETION

Lang et al. haben in ihrem Vergleich von 3 verschiedenen Graftmanipulationsarten — CD34+
(n=39), CD34+/133+ (n=14) und CD3/19-Negativselektion (n=11) — gezeigt, dass ein primares
Engraftment unter CD3/19-Negativselektion mit hdherer Wahrscheinlichkeit (91%) auftritt als
bei beiden anderen Varianten (CD34+: 85%, CD34+/133+: 72%) (84) Die Inzidenz an GvHD
Grad II-IV war jedoch bei Patientinnen und Patienten, die ein CD3/19-depletiertes Graft
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erhielten, hoher (27%) als jene bei CD34+- (3%) und CD34+/133+-Selektion (7%). Das
Konditionierungsregime fur die CD3/19-Gruppe war entweder TBl-basiert (n=5) oder mit
reduzierter Intensitat (RIC, n=6) mit Melphalan (140mg/m?), Fludarabine (160mg/m?), Thiotepa
(10mg/kgKG) und OKT-3. Patientinnen und Patienten, die eine T-Zellzahl von > 2,5 x 10*/kgKG
im Graft erhielten, wurden zusatzlich mit Cyclosporin A (CSA) oder MMF als
pharmakologische GvHD-Prophylaxe behandelt. Mittels indirekter T-Zell-Depletion (CD34+,
CD133+) wurde eine median T-Zellzahl von 1 x 10%kg erreicht. Die Grafts, welche mittels
Negativselektion von CD3/19 trasplantiert wurden, enthielten eine median T-Zellzahl von 3,2
x 10%kg und eine sehr hohe Anzahl an NK-Zellen (median 86 x 108/kg) sowie dentritische
Zellen, Monozyten und Granulozyten. Die Immunrekonstitution der CD3+-Zellen verlief in der
Gruppe mit CD3/19-Negativselektion unter RIC-Konditionierung schneller als in den Gruppen
mit CD34+, CD34+/133+ und CD3/19-Negativselektion unter TBIl-basierter Konditionierung.
Das 3-Jahres-EFS betrug 48%, wobei Patientinnen und Patienten, die bei Transplantation
nicht in Remission waren (>5% Blasten im KM), generell nicht gerettet werden konnten.
Jedoch konnte fir die CD3/19-Gruppe, die hauptsachlich Patientinnen und Patienten mit
refraktaren Erkrankungen bzw. zweiter Transplantation beinhaltete, trotz des enorm hohen
Rezidivrisikos ein DFS (median follow up 8 Monate, Range 3-15 Monate) von 40% (3/7) fur
AML und 50% (2/4) fir ALL erreicht werden. Alle verstorbenen Patientinnen und Patienten der
CD3/19-Gruppe erlitten ein Rezidiv. Es gab keine TRM. Diese Studie von Lang et al. war eine
der ersten, die auf die Vorteile einer RIC-Konditionierung und CD3/19-Negativselektion als
Graftmanipulation fur Patientinnen und Patienten mit refraktaren malignen Erkrankungen

aufmerksam machte.

Betghe et al. haben in ihrer Studie unter RIC-Konditionierung und CD3/19-Negativselektion
bei adulten Patientinnen und Patienten ebenfalls gezeigt, dass ein Engraftment schneller als
unter Verwendung einer CD34+-Selektion unter MAC auftritt und die RRT niedrig gehalten
werden kann. (134) lhr RIC-Regime schloss TBI und ATG aus, beinhaltete Fludarabine (150-
200 mg/m?2), Thiotepa (10 mg/kgKG), Melphalan (120 mg/m?) und OKT-3 (5 mg/d an Tagen -
5 bis +14) und keine weitere post-transplant Immunosuppression. Der Median an
transplantierten CD34+-Zellen betrug 7,6 x 10° Zellen/kgKG, 4,4 x 10* an transplantierten
CD3+T-Zellen/kgKG und 7,2 x 107 an transplantierten CD56+-Zellen/kgKG. Ein KIR-Ligand
mismatch wurde in GvH-Richtung bei 19 von 29 Patientinnen und Patienten gefunden. Die
Inzidenz an akuter GvHD Grad II-1V betrug 48%, wobei sich diese in Gll (n=10), GlII (n=2) und
G IV (n=2) aufteilte. Eine Patientin bzw. ein Patient, der die héchste Dosis an infundierten T-
Zellen nach Transplantatoin erhielt, entwickelte eine letale GvHD Grad IV. Die TRM in den
ersten 100 Tagen nach Transplantation betrug 6/29 (20%). Diese unterteilte sich wiederum in

idiopathisches Pneumoniesyndrom (n=1), Mucomycosis (n=1), Pneumonien (n=3) und GvHD
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(n=1) unterteilte. Das Gesamtuberleben nach einem median Follow-up von 241 Tagen (112 —
1271 Tage) betrug 31%. Die Todesgrunde waren Infektionen (n=7), GvHD (n=1) und Rezidive
(n=12). Dabei muss beachtet werden, dass in dieser Studie nur ,high-risk“ Patientinnen und
Patienten eingeschlossen wurden — entweder mit refraktarer Grunderkrankung oder Rezdiv
nach vorangegangener HSCT. Die Wahl der RIC-Konditionierung zusammen mit einer
CD3/19- Depletion stellt also eine vielversprechende Variante fir Hochrisikopatientinnen und

-patienten dar, denen eine HLA-idente Spenderin bzw. ein HLA-identer Spender fehlt. (134)

In einer weiteren Studie von Chen et al. wurden 22 padiatrische Patientinnen und Patienten
mit refraktaren hamatologischen, malignen Grunderkrankungen unter einem RIC-Protokoll
und CD3-Depletion mittels Verwendung von Fludarabine, Thiotepa, Melphalan und OKT3,
jedoch ohne Verwendung von TBI und ATG behandelt. Dabei wurde beobachtet, dass die
Immunrekonstitution im Vergleich zu einer Kontrollgruppe unter MAC-Konditionierung deutlich
schneller vonstatten ging. (87) 91% der Patientinnen und Patienten, die mit diesem Protokoll
behandelt wurden, erreichten vollen Spenderinnen- bzw. Spenderchimarismus und zeigten
dabei im Vergleich zur Gruppe mit myeloablativem Konditionierungsregmie ein schnelleres
Anwachsen von CD3+-Zellen, hohe TRECs, eine hohe Zahl an NK-Zellen und eine hohe
Diversitat des TCRpB-Repertoirs wahrend der ersten 4 Monate nach Transplantation. Die
Inzidenz und das Ausmal an Viramien war im Vergleich zur Kontrollgruppe limitiert und es
traten keine letalen Infektionen auf. Alle Patientinnen und Patienten wurden mindestens
wdchentlich auf CMV, EBV und Adenovirus fir die ersten 100 Tage nach Transplantation
gescreent. Adenovirus- und EBV-Last wurden aus mononukledren Zellen des peripheren
Blutes mittels rt-PCR bestimmt. Die CMV-Last wurde uber einen COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR TEST aus dem Blut quantifiziert. Insgesamt wurde bei 16 von 22 Patientinnen und
Patienten (73%) der RIC-Gruppe und bei 11 von 12 Patientinnen und Patienten (92%) der
MAC-Gruppe eine Virdamie entdeckt. In de RIC-Gruppe waren 10 Patientinnen und Patienten
auf einen und 6 Patientinnen und Patienten auf 2 Virustypen positiv. In der MAC-Gruppe
hingegen waren 4 Patientinnen und Patienten auf alle 3, 6 Patientinnen und Patienten auf 2
und eine Patientin bzw. ein Patient auf einen Virustyp positiv. Die virale Last (copies/ml) in den
ersten 4 Monaten war in der MAC-Gruppe signifikant héher (CMV p=0,0486, EBV p < 0,0001,
ADV p=0,0018). In den weiteren 8 Monaten nach HFD HSCT war in der RIC-Gruppe keine
Adenoviruslast mehr detektierbar und die EBV-Last war weit unter der Grenze (2000 copies/ug
mononukledrer Zellen) an der eine antivirale Therapie eingeleitet werden hatte missen. Nur
9% der Patientinnen und Patienten der RIC-Gruppe entwickelten eine akute GvHD Grad lII,
wogegen jeweils 27% der Patientinnen und Patienten eine akute GvHD Grad | und Il
entwickelten. Diese Inzidenzen sind im Vergleich zu den in der Literatur beschrieben

Inzidenzen niedriger. (134,196) Der gleichzeitige Anstieg von sjTRECs mit dem Auftreten
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eines vollen Spenderinnen- bzw. Spenderchimarismus in der RIC-Gruppe, lasst darauf
schlieen, dass die sich entwickelnden T-Zellen von Spenderinnen- und Spenderprecursor-
Zellen abstammten. Das schnelle Anwachsen von T-Zellen (thymus-derived-t-cells) nach HFD
HSCT hangt unter anderem auch von der Thymusfunktion vor Transplantation ab. (197) Da in
dieser Studie aber nur Kinder mit refraktaren, hdmatologischen, malignen Grunderkrankungen
eingeschlossen wurden, welche in 59% eine schlechte Thymusfunktion (gemessen anhand
pra-transplant sjTREC-Zahl) aufwiesen, kdénnte das verwendete RIC-Protokoll ohne
Verwendung von TBI und ATG einen Einfluss auf die Thymusfunktion bzw. eine geringere
Toxizitdt auf precursor T-Zellen nach Transplantation haben, da alle Patientinnen und
Patienten nach Transplantation hohe sjTRECs aufwiesen. Die NK-Zellzahl der RIC-Gruppe in
dieser Studie stieg im ersten Monat stark an und blieb zwischen den Monaten 2-11 relativ
stabil. Dies liel3 darauf schlieen, dass sich die NK-Population sowohl aus donor-derived NK-
Zellen als auch aus unreifen NK-Zellen — welche sich aus Spenderinnen- und
Spenderstammzellen regeneriert haben — zusammensetzte. Die schnelle NK-Rekonstitution
war zusammen mit der schnellen T-Zellrekonstitution wahrscheinlich auch mafigebend an der
im Vergleich zur MAC-Gruppe geringen Rate an Viramien und kleineren Viruslast
verantwortlich. Zudem konnte die schnelle NK-Zell-Rekonstitution durch das Weglassen von
ATG erklarbar sein, welches eine cytotoxische Eigenschaft auf NK-Zellen haben kénnte.
(198,199). Die schnelle T-Zell-Rekonstitution und Retention von allogenen NK-Zellen im Graft
zusammen mit der Induktion von low-grade GvHD kénnte auch zu einem verstarkten GvM-
Potential beitragen. (200) Ingesamt entwickelten 5 Patientinnen und Patienten aus der RIC-
Gruppe eine chronische GvHD (die kumulative Inzidenz im Vergleich zur MAC-Gruppe war
nicht erhoht). Das Auftreten einer chronischen GvHD kann aber wiederum die Inzidenz eines
Rezidivs verringern. (201) Zusammen mit dem Auftreten einer akuten GvHD konnte das die
Uberlebenschance jener Hochrisikopatientinnen und -patienten verbessern, die an einem
chemo-refraktaren Malignom leiden. Das DFS 2 Jahre nach Transplantation betrug in der RIC-
Gruppe 31,8% = 10,7% und 25,5% + 9,8% in der MAC-Gruppe. Das Gesamtlberleben, DFS
und die niedrigere Rezidivrate sind vielversprechend fur zukunftige Studien mit dieser

Kombination.

6.3 NK-ALLOREAKTIVITAT, KIR-LIGAND MISMATCHING, DSA, TREGS, MSCs,
SPEZIFISCHE TUMORTHERAPIE, SELEKTIVE T-ZELL-DEPLETION

Pérez-Martinez et al. haben gezeigt, dass fur Patientinnen und Patienten mit metastasierten,
soliden, chemo-refratkiren Tumoren, welche keine andere evidenzbasierten
Therapiestrategien mehr zur Verflugung haben, die HFD HSCT mit einem mdglichst hohen
KIR-inhibitory-mismatch und hoher cytotoxischer allogener NK-Zellaktivitdt eine mdgliche

kurative Therapie sein kann. (124) Ein fehlender KIR-HLA mismatch mit einer geringen Anzahl
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an aktivierenden KIR-Rezeptoren hat wahrscheinlich einen negativ pradiktiven Einfluss auf
Progression und Prognose. Zusatzlich zum inhibitorischen KIR-mismatch scheint die Aktivitat
des GvM-Effekts nach HFD HSCT mit der natdrlichen Zytotoxizitat der NK-Zellen der
Spenderin bzw. des Spenders (202), dem Erkrankungsstatus zum Zeitpunkt der
Transplantation, der Anzahl an aktivierenden KIR-Rezeptoren (KIR2DS1, KIR2DS3 und
KIR3DS1) und moglicherweise mit dem Vorhandensein einer aktivierenden KIR3DS1-HLA-

Bw4 Interaktion zu korrelieren.

Ciurea et al. haben unter RIC-Konditionierung (Fludarabine, Melphalan, Thiotepa, ATG) und
CD34+-Selektion bei 28 Patientinnen und Patienten mit hauptsachlich AML/MDS (79%) als
Grunderkrankung, welche gréftenteils nicht in Remission waren, gezeigt, dass ein primares
Engraftment bei 78% der Patientinnen und Patienten nach 13 Tagen (median) eintrat. (133)
Dabei trat bei 6 Patientinnen und Patienten eine primares non-Engraftment auf. In dieser
Studie wurde auch ein HLA-typing (HLA-A, -B, -C, DRB1, DRB3/4/5 und DQB1) und HLA-
matching (HLA-A, -B, -C, DRB1, DQB1) und KIR-ligand mismatching durchgefuhrt. Die
Transplantationspaare wurden anhand des Ergebnisses in 2 Kategorien eingeteilt: Paare mit
2 mismatches und Paare mit >= 3 mismatches im Bezug auf die HLA-Loci. KIR-mismatching
wurde in GvH- und HvG-Richtung durchgefihrt. Zusatzlich erfolgte eine anti-HLA
Antikérperbestimmung (DSA) bei 16 Patientinnen und Patienten. 4 von 6 Patientinnen und
Patienten, die kein Engraftment zeigten waren unter diesen 16 getesteten Patientinnen und
Patienten, wobei bei 3 dieser 4 Patientinnen und Patienten HLA-Antikorper (DSA)
nachgewiesen werden konnten (p=0,001). Bis auf eine groRere Anzahl an ABO-mismatches
in der non-Engraftment-Gruppe (p=0,04) konnten keine weiteren signifikanten Faktoren
zwischen der non-Engraftment-Gruppe (n=4) und der Engraftment-Gruppe (n=12) der
Subpopulation festgestellt werden. Die Infektionsprophylaxe nach Transplantation bestand
aus anti-bakterieller, anti-mykotischer und anti-viraler Mediakation mit Pentamidine oder
Atovaquone, Foscarnet, Gancyclovir oder Valacyclovir und Voriconazol oder Caspofungin. 5
Patientinnen und Patienten entwickelten nach Transplantation eine akute GvHD (19%), wobei
nur eine Patientin bzw. ein Patient eine akute GvHD Grad Il (7%) entwickelte. Keine Patientin
bzw. kein Patient erlitt eine akute GvHD Grad llI-IV. Die Konditionierung unter RIC wurde
relativ gut vertragen. Infektionen waren der Hauptgrund fur Morbiditdt und NRM -
wahrscheinlich aufgrund der profunden T-Zell-Depletion mittels CD34+-Selektion. (88) 75%
der Patientinnen und Patienten entwickelten zumindest eine Grad Il Infektion nach
Transplantation. Pneumonie (n=19) und Bakteriamien (n=14) waren dabei die
Hauptkomplikationen. 12 Patientinnen und Patienten (44%) erlitten nach 72 Tagen (median
Follow-up) ein Rezidiv, wobei die Grunderkrankung bei allen Patientinnen und Patienten

rezidivierte, die zum Zeitpunkt der Transplantation eine aktive Erkrankung aufwiesen.
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MaRgeben fiir das Ubeleben der Patientinnen und Patienten war der Erkrankungsstatus zum
Zeitpunkt der Transplantation verantwortlich. 5 von 12 Patientinnen und Patienten (42%) mit
AML/MDS in Remission bzw. mit niedriger Tumorprogression (<= 15% Blasten im KM) wiesen
im Vergleich zu den Patientinnen und Patienten mit grof3er Tumorprogression bzw. Rezidiv
(>= 15% Blasten im KM) ein besseres Langzeitliberleben auf (p=0,03). Alle Patientinnen und
Patienten, die in dieser Studie Uberlebten, wiesen einen KIR-Ligand mismatch in GvH-
Richtung und einen maternal mismatched-Haplotyp als HFD HSCT Ressource auf. Statistisch
konnten jedoch keine Signifikanzen in Bezug auf das Uberleben festgestellt werden, da die

Grolke des Patientinnen- und Patientenkollektivs wohl zu klein war.

Shi et al. haben demonstriert, dass durch die Infusion von haplo-identen KIR-Ligand
gemismatchten NK-Zellen bei Patientinnen und Patienten mit rezidiviertem multiplen Myelom
unter chemotherapeutischer Vortherapie und vorausgegangener autologer HSCT ein Benefit
bezlglich erneutem Rezidiv im Vergleich zur Rezidivtherapie ohne NK-Zell-Injektion erzielt
werden konnte, wobei die Anzahl an inkludierten Fallen wohl zu gering war, um eine definitive
Aussage treffen zu kénnen. (7) Dabei fand die Gruppe auch heraus, dass durch die Injektion
der NK-Zellen kein verschlechtertes Engraftment nach autologer HSCT sowie keine GvHD
auftraten. Die Zahl von alloreaktiven KIR-Ligand gemismatchten NK-Zellen nach Infusion war
hinsichtlich der Gesamt-NK-Zahl jedoch sehr gering und einer hohen Variabilitat unter den
Patientinnen und Patienten unterzogen. Dies konnte damit zusammenhangen, dass der KIR-
Genotyp durch allelischen Polymorphismus und epigenetischem Silencing nicht direkt mit dem
KIR-Phanotyp korreliert. (203-206)

Der KIR-Ligand mismatch in GvH-Richtung nach T-Zell-depletierter HFD HSCT wird mit einer
grélkeren Alloreaktivitdt der Spenderinnen- bzw. Spender-NK-Zellen assoziert, welche zu
deutlich weniger Rezidivraten bei Patientinnen und Patienten mit AML, einer niedrigeren
Inzidenz von GraftabstoRung und einer Reduktion von GvHD flhrt. (207) Die niedrigere Rate
an GraftabstofRung konnte mit der NK-mediierten Dezimierung von Antigen-prasentierenden
Zellen der Empfangerin bzw. des Empfangers, die fur das Priming von alloreaktiven
Spenderinnen- bzw. Spender-T-Zellen und dadruch auch fir die Pathogenese der GvHD
kritisch sind, zusammenhangen. (29,125,208) Da die sehr langsame Immunrekonstitution
nach HFD HSCT eines der grofiten Probleme darstellt, sind neue Strategien in Erprobung, die
zu einer beschleunigten Wiederherstellung des Immunsystems flhren sollen und so die
Rezidivrate und auch die oftmals infausten Infektionskomplikationen verringern sollen. (209)
Damit soll ein verbessertes Engraftment und eine Reduktion an GvHD erreicht werden,
wahrend der GvM-Effekt erhalten bleibt. (210-212)
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Forschungen basierend auf der Verwendung von regulatorischen T-Zellen (Tregs) und NK-T-
Zellen (NK/Tregs) haben bereits vielversprechende Ergebnisse erzielt. So wurde etwa im
Mausmodell gezeigt, dass die Verwendung von Tregs und NK/Tregs das Auftreten einer
akuten GvHD verhindern kénnen. (209-211)

Mesenchymale  Stammzellen (MSCs) sind multipotente, nicht-hamatopoietische
Progenitorzellen, machen nur ca. 0,001% der kernhaltigen Zellen im menschlichen KM aus
und stehen aufgrund ihrer regenerativen und immunmodulierenden Eigenschaften in regem
Interesse der klinischen Forschung. (213) Humane MSCs haben eine hohes in-vitro
Proliferationspotential und kdnnen in verschiedene mesenchymale Gewebetypen wie
Knochen, Knorpel, Muskel und Fett differenzieren. (95) Es wurde gezeigt, dass MSCs
alloreaktive T-Zellen inhibieren kénnen (214-217), einen graft-failure reduzieren bzw.
verhindern (95) und auch die AbstoRungsrate von Haut-Allografts (214) vermindern kénnen.
Ball et al. haben gezeigt, dass ein hamatopoietisches Engraftment unter Verwendung von
MSCs nach HFD HSCT bei ihren 14 Patientinnen und Patienten zu 100% auftrat und keine
vermehrten Infektionen nach Transplantation stattfanden, wogegen die historische
Kontrollgruppe ohne MSCs eine graft-failure-Rate von 15% aufwies. (95) Ex vivo-expandierte
MSCs haben zudem das Potential, eine akute GvHD nach HLA-matched unn HLA-
mismatched Transplantation zu verhindern (218,219). Der zugrundeliegende Mechanismus
der immunmodulatorischen Funktion von MSCs konnte noch nicht genau geklart werden.
Allerdings wurden Hinweise gefunden, die darauf hindeuten, dass durch eine Inhibierung der
IFN-y-Sekretion von TH-1-Zellen und NK-Zellen, einer erhéhten IL-10 Sekretion von Tregs und
einer erhdéhten Sekretion von IL-4 durch TH-2-Zellen ein daraus resultierender TH-1 zu TH-2

Shift fur die immunmodulierende Wirkung verantwortlich sein kdnnte. (217)

Aulerdem stehen auch I6sliche Faktoren (IL2, I1L18, IL7, post-transplant G-CSF etc.) im
Blickfang der klinischen Forschung um die klinischen Outcomes nach HFD HSCT im Bezug
auf GvHD, Immunrekonstitution, Engraftment und GvM-Effekt noch weiter zu verbessern.
(209)

Die erfolgreiche ex-vivo Generierung von Leukamie-spezifischen Spenderinnen- bzw.
Spender-T-Zellen gegen PR1 — ein Molekdl, das von CML- und AML-Tumorzellen exprimiert

wird — kénnte im klinischen Setting zu einem erweiterten GvL-Effekt fihren. (220)

Die nicht-selektive T-Zell-Depletion des Allograft vor Transplantation verhindert eine schwere
akute GvHD, ist aber pradisponierend fir einen Graftverlust, ein Rezidiv und ein erhéhtes

Infektionsrisiko. Diese Problematik hat dazu geflhrt, Ansatze zu einer selektiveren T-Zell-
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Depletion zu enwicklen, welche alloreaktive T-Zellen, die eine GvHD induzieren kénnen, aus
dem Graft entfernen und GvM-mediierende T-Zellen im Graft beibehalten sollen. (209) Dazu
wurde bereits Uber einige Methoden berichtet, die auf dem Prinzip beruhen, dass mit
mononuklearen Zellen aus dem Empfangerinnen- bzw. Empfangerblut stimulierte
Spenderinnen- bzw. Spender-T-Zellen ex-vivo in Lymphozyten-Reaktionskulturen reagieren,
Uber die Expression der Aktivierungsmarker (CD25, CD69, CD71) identifiziert und durch
verschiedene Methoden entfernt werden konnen. (209) In-vitro haben selektive
Allodepletionsmethoden zu einer Reduktion der Alloreaktivitat von 70-95% und einer
Beibehaltung der Immunantwort gegen fremde Antigene, infektidése Pathogene und auch GvL-
Effekt gefuhrt. (221-223) Es werden aber noch weitere detailierte Studien notwendig sein, um

diese Effekte fur den klinischen Alltag bestatigen zu kénnen. (209)

Die Verwendung von selektiv depletierten Megadosis-PBSC-Allografts in Kombination mit
einem RIC-Regime kdnnte somit eine schnellere Immunrekonstitution zur Folge haben, wobei
die Rate an akuter GvHD maximal reduziert werden konnte. Eine adaptive zellulare
Immuntherapie (Tregs, NK/Tregs), die Verwendung von MSCs und Spenderinnen- bzw.
Spender-expandierten NK-Zellen sowie I6slichen Faktoren und eine eventuelle DLI zur
Konvertierung eines gemischten in einen kompletten Chimarismus und folglich hdherem GvM-
Effekt konnte das Outcome bezlglich optimalem GvM-Effekt und einer moglichst niedrigen
Rate an GvHD verbessern und die HFD HSCT fir noch viel mehr Patientinnen und Patienten

zuganglich machen (209).

6.4 MISMATCHING AUF DAS NICHT VERERBTE MATERNALE ANTIGEN

Tamaki et al. haben durch eine retrospektive Analyse von HFD HSCTs in Japan demonstriert,
dass bei der Verwendung maternaler anstatt paternaler Grafts die 5-Jahres-Uberlebensrate
(60% vs. 32%, p=0,006) und die Inzidenz von non-relaps TRM signifikant besser bzw. niedriger
war, wobei kein signifikanter Unterschied in Bezug auf eine akute GvHD (> Grad Ill) und
Rezidiv bestand. (224) Der einzige statistisch signifikante Faktor fir das Gesamtuberleben war
dabei die Wahl der Spenderressource (Mutter oder Vater). Dabei wurde festgestellt, dass die
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach maternaler HFD HSCT scheinbar besser groRer war
(p=0,08), wenn die Transplantation zwischen einem HLA-mismatched Paar (noninherited
maternal Ag-mismatched sibling donors) stattfand. (224) Begrindet werden diese
Erkenntnisse mit der Immuntoleranz zwischen Fetus und Mutter wahrend der Gestation - eine
Art bilaterale Toleranz. Studien haben gezeigt, dass maternale Lymphozyten auch noch einige
Monate nach Geburt immunologisch inaktiv gegen kindliche Lymphozyten waren. (225)
Andererseits entwickeln etwa die Halfte der Patientinnen und Patienten, die im adulten Alter

multiple Bluttransfusionen erhalten, keine Antikdrper gegen nicht-vererbte maternale HLA-
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Antigene, was ein Hinweis flr eine erworbene Persistenz einer fehlenden B-Zell-immunatwort
auf maternale Antigene ist. (226) Es ist auch gezeigt worden, dass noch einige Jahre nach
Geburt fetale semi-allogene hdmatopoietische Zellen im mutterlichen Blut auffindbar sind, was
ebenfalls eine lebenslange maternale Toleranz auf fetale HLA-Antigene suggerieren lasst.
(227-230)

Die Resultate der Studie von Tamaki et. al werden auch von anderen Studien bestatigt.
(161,162) In einer grof3en Analyse des Center for International BMT Registry (CIBMTR) wurde
demonstriert, dass die Inzidenz einer akuten GvHD signifikant kleiner ist, wenn ein non-
inherited maternal Ag-mismatched sibling donor (Geschwisterchen, das in Bezug auf das nicht
vererbte maternale Antigen heterozygot ist) als Spenderin bzw. Spender verwendet wird. (161)
Bei einem non-inherited paternal Ag-mismatched sibling donor (Geschwisterchen, welches im
Bezug auf das nicht vererbte paternale Allel heterozygot ist) ist die Inzidenz einer akuten GvHD
signifikant groRer. (161) Die TRM war nach Transplantation von einer maternalen Spenderin
oder einem paternalen Spender im Vergleich zu einem non-inherited maternal Ag-mismatched
sibling donor ebenfalls héher. Das Outcome nach HFD HSCT wurde von beiden Gruppen, van
Rood et al. und Ruggeri et al. als besser beschrieben, wenn eine maternale Spenderin einem
paternalen Spender bevorzugt wurde. (161,162) Das verbesserte overall survival nach einer
HFD HSCT mit der Mutter als Spenderin lasst sich vor allem durch die geringere Inzidenz an
Rezdiven erklaren, was darauf schliellen lasst, dass maternale Grafts einen potenteren
alloreaktiven Effekt auf leukdmische Zellen haben und zusatzlich keine héhere Inzidenz an
GvHD auftritt. (231)

6.5 SPEZIFISCHE IMMUNTHERAPIE

Perruccio et al. haben erstmals gezeigt, dass eine adaptive Immuntherapie mittels in-vitro
generierten, spezifischen CD4+-Zell-Klons der Spenderin bzw. des Spenders gegen CMV und
Aspergillus unter konsekutiver Allodepletion eine weitreichende Protektion und T-Zell-
Immunantwort gegen CMV und Aspergillus erzeugt, ohne — unter Berlcksichtigung einer
Maximaldosis an spezifischen T-Zellen — eine GvHD zu triggern, eine Graftabstof3ung,
Zytopenie oder Nebeneffekte hervorzurufen. (93) In ihrer Studie entwickelte von 35
Patientinnen und Patienten, die eine spezifische T-Zell anti-CMV- oder anti-Aspergillus-
Therapie erhielten, nur eine Patientin bzw. ein Patient eine akute GvHD Grad II, welche mit
Steroiden kontrolliert werden konnte. Diese Patientin bzw. dieser Patient erhielt eine CD4+-
Zelldosis von 3 x 108 anti-CMV Zellen/kgKG, die Ubrigen Patientinnen und Patienten erhielten
Dosen von 1 x 10° — 1 x 108 anti-CMV- bzw. anti-Apsergillus-Zellen/kgKG. Deshalb wurde die
sichere Dosis fur eine spezifische Immunotherapie seitens der Perugia-Gruppe mit maximal 1

x 10° Zellen/kgKG definiert. Die kumulative Inzidenz der Gesamtinfektionsmortalitat (invasive
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Aspegillose, CMV, andere Infektionen) nach einem median Follow-up von 24 Monaten in
dieser Studie betrug in der anti-CMV-/anti-Aspergillus-Gruppe 0,41 im Gegensatz zu 0,53 in
der Kontrollgruppe, die keine Immuntherapie erhielt. Die Haupttodesgrinde in der anti-CMV-
/anti-Aspergillus-Gruppe waren dabei EBV- und HHV-6-Infektionen sowie Rezidiv. Als Marker
fur einen CMV-/Aspergillusinfektionsschutz wurde der IFN-y/IL-10 Zytokinlevel definiert.
Protektiv zeigte sich ein hoher IFN-y-Level und ein niedriger IL-10-Level der Gruppe welche
eine Immuntherapie erhielt (Typ-1-Zytokinpattern). Im Gegensatz dazu wies die Gruppe, die
keine Immuntherapie erhielt einen niedrigen IFN-y- und hohen IL-10-Level (Typ-2-
Zytokinpattern) auf. Das Typ1-Zytokinpattern wurde mit einer frihen, lang andauernden
Wiederherstellung und quantitativ ausreichendem Anwachsen von pathogen-spezifischen T-
Zellen assoziiert. Perruccio et al. konnten in ihrer Studie au3erdem zeigen, dass durch die
Infusion von Aspergillus-spezifischen Typ 1 CD4+-Zellen in 9 von 10 Patientinnen und
Patienten mit invasiver-Aspergillose eine Aspergillus-Antigenamie kontrolliert und die invasive
Aspergillose beseitigt werden konnte. Weiters wurde durch die Infusion von CMV-spezifischen
CD4+-Zellklonen eine CMV-Reaktivierung weitgehend verhindert und die CMV-Mortalitat
gesenkt. Da fir die Virusbekampfung CD8+-Zellen verantwortlich sind (232,233), kam man zu
dem Schluss, dass infundierte, spezifische CD4+-Zellen APCs angeregt haben kdnnten (234),
um schon durch die Transplantation in geringen Mengen vorhandenen CD8+-spezifischen
anti-CMV-Zellen zur klonalen Expansion zu stimulieren und so einen CMV-Schutz zu
entwickeln. Begrindet wurde dies mit einem Anstieg an anti-CMV-spezifischen CD8+-Zellen
nach Infusion von anti-CMV-spezifischen CD4+-Zellen, welcher in der Kontrollgruppe nie
detektierbar war. Die erfolgreiche Strategie bezlglich CMV-Infektionen in dieser Studie kdnnte
unter anderem auch damit zusammenhangen, dass CMV-Antigene aus allen Phasen des
Viruszyklus (frihe und spate Antigene, nukledre Antigene, zytoplasmatische Antigene,
Struktur- und nicht-Strukturproteine) verwendet wurden, um die Spenderinnen- und Spender-
CD4+-Zellen zu generieren. Weiters konnte in dieser Studie erfolgreich gezeigt werden, dass
auch CD4+-Zellen der Empfangerin bzw. des Empfangers selbst (Grundvorraussetzung war
das Fehlen von neoplastischen Zellen im peripheren Blut) bei HFD HSCT von einer CMV-
negativen Spenderin bzw. von einem CMV-negativen Spender auf eine CMV-positive
Empfangerin bzw. auf einen CMV-positiven Empfanger verwendet werden kénnen, um eine
anti-CMV-spezifische Wirkung zu entwickeln und nach Transplantation infunidert werden
kénnen. Dadurch kann das sehr hohe Risiko eine CMV-Viramie mit letalem Ausgang nach
HFD HSCT von CMV-negativer Spenderin bzw. CMV-negativem Spender auf CMV-positive
Empfangerin bzw. CMV-positiven Empfanger umgangen werden. Ob die Infusion von anti-
CMV und anti-Aspergillus spezifischen CD4+-Zellen einen Einfluss auf die generelle

Immunrekonstitution nach HFD HSCT hat, wurde in dieser Studie allerdings nicht gezeigt.
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6.6 SOLIDE TUMOREN UND HOCHRISIKOMALIGNOME

Lang et al. haben gezeigt, dass auch fur padiatrische Patientinnen und Patienten mit
refraktaren, metastasierten soliden Tumoren die HFD HSCT eine Option sein kann. (120) Sie
schlossen dabei 6 Patientinnen und Patienten — Neuroblastom (n=4), Rhabdomyosacrom
(n=1), Ewing-Sarkom (n=1) — in ihre Studie ein, die nach autologer HSCT eine CD3/CD19-
depletierte HFD HSCT mit einer median Anzahl von 16 x 10%kg Stammzellen, 167 x 10°/kg
NK-Zellen und 5,4 x 10*/kg residualen T-Zellen erhielten und einem Mephalan-basierten RIC-
Regime unterzogen wurden. Trotz pra-transplant Chemotherapie wurden alle Patientinnen und
Patienten unter massiver Tumorzunahme transplantiert und es trat ein primares Engraftment
bei allen Patientinnen und Patienten ein. Die hamatopoietische Erholung nach Transplantation
trat rasch ein (ANC > 05 x 10% in 11 Tagen [median], Unabhangigkeit von
Thrombozytenkonzentraten nach 8 Tagen [median]). 4 Patientinnen und Patienten
entwickelten eine akute GvHD Gll. Eine limitierte chronische GvHD wurde bei 2 Patientinnen
und Patienten beobachtet. Es trat keine TRM auf. 4 Patientinnen und Patienten starben an
einer Progression, 2 Patientinnen und Patienten waren zum Zeitpunkt der Erstellung des
Papers am Leben (median Uberlebenszeit 6 Monate (2-11)). Die Analyse der post-transplant
NK-Zellfunktion erfolgte mittels zytotoxischem Assay und zeigte eine stabile zytotoxische
Aktitivat gegen Kb562-targets (Erythroleukdmiezellen), wogegen die Aktivitdt gegen
Neuroblastomzellen niedrig war. Die zytotoxische Aktivitat gegen die K562-Zelllinie war nach
Transplantation sogar héher als vor der Transplantation, was die Aussage zulasst, dass eine
B-/T-Zell-Depletion die Alloreaktivitdt der NK-Zellen nicht verschlechtert. NK-Zellen scheinen
eine wichtige Rolle im Kampf um das Uberleben von Patientinnen und Patienten mit soliden
metastasierten Tumoren zu spielen, vor allem bei jenen Tumoren und Tumorzelllinien, welche
— wie das Neuroblastom — HLA-lI Molekille vermindert exprimieren. In-vitro wurde in dieser
Studie gezeigt, dass durch eine Stimulation mittels IL-2 bzw. Beimengung von anti-
Neuroblastom-Antikérpern die spezifische Zelllyse gegen Neuroblastomzellen gesteigert
werden kann.(235-237) Der dadurch gesteigerte NK-Zell mediierte anti-Tumor-Effekt konnte
der Ausgangspunkt fur weitere Studien mit soliden metastasierten Tumoren bilden. Insgesamt
konnte die Studie nachweisen, dass die HFD HSCT fir Patientinnen und Patienten mit
refraktaren, soliden, metastasierten Malignomen eine Alternative in der Therapie darstellen
kann, vor allem unter Verwendung eines RIC-Regime, das ein stabiles Engraftment, eine
schnellere Immunrekonstitution, niedrigere TRM und gréReren GvL/GvM-Effekt aufweist und
dabei die Rate an akuter GvHD akzeptabel bleibt. (120)

Fir diese Patientinnen- und Patientengruppe kdénnten die jingsten Erkenntnisse und
Entwicklungen bezliglich GvM eine ohnehin sehr schlechte Prognose und Uberlebenschance

weiter verbessern und Hoffnung flr eine kurative Therapie geben. (238)
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6.7 SPENDERINNEN- BZW. SPENDERWAHL

Hough et al. haben in ihrem Review versucht, die Frage nach der Wahl der passenden
Ressource far hamatologische maligne Grunderkrankungen, primare
Immunodefizienzsyndrome (v.A. SCID), kongenitale Stoffwechselerkrankungen und bone
marrow failure syndroms zu erldutern, wenn keine passende HLA-idente Spenderin bzw. kein
passender HLA-identer Spender zur Verfigung steht. (58) Dabei kamen sie zu dem Schluss,
dass es durch die Entwicklungen der letzten Jahre heute fir nahezu jede Patientin und jeden
Patienten eine passende Spenderin bzw. einen passenden Spender gibt — sei es durch HFD
HSCT, UCBT oder URD BMT. Die Schwierigkeit bei der Wahl einer Spenderin bzw. eines
Spenders bezieht sich vor allem auf die klinischen Erfahrungen mit der verwendeten Strategie.
Die Frage, welche Ressource (KM, PBSC, UCB), welche Konditionierung (RIC, MAC), welche
Selektion (CD34+, CD133+, CD13/19-Negativselektion) etc. flir welche Pathologie und welche
Patientin bzw. welchen Patienten am besten verwendet werden kann, kann nur durch
zahlreiche Studien beantwortet werden. Zudem stehen durch viele Studien bereits Hinweise
auf praferenzielle Strategien zur Verfligung. Die Entscheidung muss schlussendlich von der
Arztin bzw. vom Arzt, der die Transplantation durchfihrt, im Konsens mit der Patientin bzw.
dem Patienten gefallt werden, was wohl eine der schwierigsten Angelegenheiten im hamato-

onkologischen Alltag ist.
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7 CONcCLUSIO
Die HFD HSCT stellt dadurch, dass fast jede Patientin und jeder Patient eine potentielle

Spenderin bzw. einen potentiellen Spender besitzt, eine mittlerweile gangige Alternative dar,
wenn ansonsten keine passende Spenderin bzw. kein passender Spender gefunden werden
kann. Durch zahlreiche Forschungsarbeiten der letzten Jahre und Jahrzehnte konnte die
Inzidenz von Graftversagen, GvHD, TRM und Rezidiven deutlich reduziert werden. Vor allem
durch die Entwicklung von Konditionierungsregimes mit reduzierter Intensitat konnten die RRT
und TRM deutlich reduziert werden. Durch die Verwendung von Negativselektionen (CD3/19,
apB/CD19) und die dadruch erhéhte Menge an mittransplantierten Leukozyten haben sich
bereits viele Vorteile im klinischen Alltag ergeben. Insgesamt hat sich die HFD HSCT als
machbare Alternative etabliert und weist fir einige hamato-onkologische aber auch solide

Malignome bereits sehr gute Daten auf.

Durch das gewonnene Wissen aus den zahlreichen Studien tber die HFD HSCT kdnnen die

wichtigsten Kriterien fiir den optimalen Outcome nach HFD HSCT folgend formuliert werden:

e Eine Konditionierung mit reduzierter Intensitdt in Kombination mit einer
Negativselektion sollte einer myeloablativen Konditionierung vorgezogen werden
(langeres DFS, besserer Outcome fir rezidivierende Malignome, niedrigere RRT,
kleinere TRM, besseres Engraftment, vertretbarer Anstieg von GvHD Grad II-1V,
geringere Inzidenz von Infektionen und Viramien, bessere
Thymuswiederherstellung nach vorangegangener Chemotherapie, schnellere T-
Zell-Rekonstitution, héherer GvM-/GvL-Effekt) (84,133,134,207,239)

o Die Transplantation sollte in Remission durchgefiihrt werden, da der Outcome
besser ist (124)

o Ein inhbitorisches KIR-Ligand mismatching sollte vorgenommen werden, wobei
Anzahl und Art des mismatch-Paares, eventuell vorhandene aktivierende KIR-
Rezeptoren und die natirliche Cytotoxizitdt der NK-Zellen positiv mit dem
Transplantationserfolg korrelieren (weniger Rezidive, hdherer GvM-Effekt)
(31,124,132,240)

¢ Ein KIR-Typing sollte generell erfolgen (206)

e Wenn mdglich sollte fir die HFD HSCT ein auf das maternale nicht vererbte
Antigen heterozygotes Geschwisterchen als Spenderin bzw. Spender dienen und
wenn nicht vorhanden, ein maternaler einem paternalen Graft bevorzugt werden
(kleinere Inzidenz an GvHD, hoherer GvM-Effekt und weniger Rezidive)
(116,161,162,224)

e Ein DSA-Screening sollte generell erfolgen, da das Vorhandensein von HLA-
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Antikérpern mit einer hohen Wahrscheinlichkeit des Graftversagens einhergeht
(241)

Zur Senkung von GvHD, Graftversagen und moglicherweise grolerem GvM-Effekt
kénnen alloreaktive NK-Zellen, MSCs und regulatorische T-Zellen (Tregs) hilfreich
sein (95,209,210,214,216-219)

Ex-vivo generierte spezifische T-Zellen kénnen einen GvM-/GvL-Effekt steigern
(220)

Uber eine selektivere T-Zell-Depletion kénnen alloreaktive T-Zellen, welche eine
GvHD vermitteln konnen, aus dem Graft entfernt werden und T-Zellen, die einen
GvM-Effekt mediieren, im Graft belassen werden (209)

Mittels spezifischer Immuntherapie (CMV, Aspergillus, EBV...) kann die Inzidenz
von Infektionen und TRM gesenkt werden (93)

Eine hohe Anzahl von allorekativen NK-Zellen kann fir solide Tumoren mit
schlechter Prognose eine kurative Therapie darstellen (120,124)

Es sollte eine penible Infektionssurveillance betrieben werden, um durch

frihzeitiges Erkennen einer Infektion eine adaquate Therapie einleiten zu kénnen
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